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 چکیده
حفاظتی  (ژنآنتیپادگن )پروتئین شامل  جزء است. سه )آنتراکس( زخمعامل بیماری سیاه Bacillus anthracisباکتری اسپورزای 

(PAعامل کشند ،)ۀ (LF و عامل )آماس (EF )یۀ گیاه، . به منظور تولید واکسن بر پاآیندبه شمار میبیماریزای این باکتری  های عامل

 محرک عنوان بهVibrio cholera (CTB )سم  B واحد یرزایت برش فورینی به ، با سLFن یک یمو د  PAن چهاریمپروتئین امتزاجی د

ویروس موزاییک  ۀغیرترجمه شوند 5′و  3′ ۀاز خاصیت ناحی ییدوتاساخت ناقل  همچنین در این تحقیق برایایمنی متصل شد.  امانۀس

پادگن ترکیب استفاده و ( 2bموزاییک خیار )ویروس ۀ ترجمه و از ژن بازدارندۀ خاموشی تشدیدکنند عنوان بهبلبلی لوبیا چشم

بیان موقت در سطح ترانسکریپتوم از به توتون و کاهو انجام و  وماگروباکتری با کمکها شد. انتقال موقت سازه منتقلبه گیاه  شده ساخته

 . یید شدتأآزمون الایزا  در سطح پروتئوم از روش و -PCR RTروش 

 

 .CPMV ،CMVوقت، م الایزا، بیان های کلیدی:واژه
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ABSTRACT 
Bacillus anthracis as a spore-forming bacterium is the causative agent for anthrax. Three proteins from B. anthracis 

including protective antigen (PA), lethal factor (LF) and edema factor (EF) are causative factors of this bacteria. To 

produce plant-based vaccine, fusion protein of PA 4 domain and LF 1 domain via furin cleavage site joined to subunit 

B Vibrio cholera toxin (CTB) as an inducer of immune system. In this research we used 3’and modified 5’ 

untranslated regions of cowpea mosaic virus (CPMV) as translation enhancer and silencing inhibitor gene 2b of 

cucumber mosaic virus (CMV) to construct binary vector and transfer gene. Transient expression of tobacco and 

lettuce performed via agrobacterium and transient expression was confirmed at the level of transcriptome and 

proteome through RT-PCR and ELISA assay, respectively. 
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 مقدمه

اسپور و عامل  مولد Bacillus anthracisباکتری 

. است )آنتراکس( زخمسیاه جانوری عفونيبیماری 

 گیری و در پیهمه این بیماری افزون بر دام که موجب

 در اثرنیز انسان شود در ها میآنفراوان  یروم مرگآن 

 ایجادها های آنوردهآتماس با حیوانات آلوده یا فر

 (. افزون بر اینEdwards et al., 2006د )کنبیماری می

 های خطرناک قرار دارد وبیماری Aزخم در ردة سیاه

 ی در قالب تهدیدگرافزار قوعنوان یك جنگ امروزه به

 (.Weller, 2006است )مطرح ( بیوتروریسمزیستی )

زخم پوستی، سیاه صورت بهاین بیماری ممكن است 

 ةترین چهریعشا اما ،کند تظاهر ریوی یا گوارشی

 ,Brey) دهدتشكیل می زخم پوستیرا سیاه بالینی آن

دار بیماریزا دو سم متشكل از لهای کپسو. سویه(2005

 (ژنآنتیپادگن )کنند. می تولیدرا  پروتئینسه 

با  LF) ةکشند عاملکیلودالتون(،  33با  PAحفاظتی )

 کیلودالتون( 33با  EF) آماس عاملکیلودالتون( و  31

موجود  cyaو  pag ،lefهای توسط ژنه ترتیب بکه 

 Brossier) شوندکد میباکتری  pXO1روی پلاسمید 

et al., 2000; Edwards et al., 2006) .از  کدام یچه

 صورت بهنیستند بلكه بیماریزا  ییتنها به هااین پروتئین

 LT ةسم کشند ،مثال عنوان بهکنند. ترکیبی عمل می

موجب مرگ جانوران  ده کهبو LFو  PAترکیبی از 

که  ET آماسسم  شود ومیاز تزریق وریدی  پس

 آماسسبب در محل تزریق است  EFو  PAترکیب 

 ,Brossier et al., 2000; Mock & Fouet) شودمی

2001; Bhatnagar & Batra, 2001).  اغلب در

عامل  (PA) حفاظتی پادگن ،شده  های تهیه واکسن

 EFو  LFدر غیاب  و آید می به شمارزایی  اصلی ایمنی

 زنده هایدر موجودزایی ایمنیقادر به ایجاد  ییتنها به

. (Koya et al., 2005; Watson et al., 2004)ت اس

 دیگرافزودن  راهارتقای قابلیت واکسن از وجود  ینباا

گام مهمی در  ،کشندگی آن یرتأثاجزای باکتری بدون 

در مورد  .آیدشمار میزخم بهتكمیل واکسن سیاه

 LFn-PA، Wu (2010)امتزاجی ترکیب استفاده از 

عملكرد تواند  این ترکیب همچنان می مطرح کرد که

 ,Wuکند )حفظ در تحریك سامانۀ ایمنی خود را 

یی که خاصیت واکسن ها. در تولید پروتئین(2010

 یرز. دارداهمیت  ایمنی سامانۀتحریك دارند، قابلیت 

که  Vibrio choleraری سم موجود در باکت B واحد

یك جزء  عنوان بهشود نامیده می CTB اختصار به

شود. مخاطی شناخته می سامانۀدر تحریك  یرگذارتأث

پس از ورود به نظام  CTBبا  امتزاج یافتهپروتئین 

را به یاخته همراه  ینپروتئ، امكان انتقال گوارشی

(. در Ruhlman et al., 2007سازد )فراهم می

 میزانهای نوترکیب، ای پروتئینبیان هسته یها سامانه

به شمار کم بیان پروتئین نوترکیب از نقاط ضعف 

تلاش زیادی برای افزایش سطح بیان  اکنون آید و می

در گیاه صورت گرفته است که  یدشدهتولهای پروتئین

های سازه سامانۀافزایش کارایی  روشبخشی از آن از 

ها بوده است ر ویروسهای مبتنی ببیانی همچون سازه

(Marillonnet et al., 2005همچنین می .) توان از

 سامانۀکه بدون استفاده از  بهره برد یا سامانه

پروتئین نوترکیب  ۀهمانندساز ویروس به افزایش ترجم

از خاصیت  Sinsbury et al. (2009)شود  منجر

UTR 1′و  3′های RNA2  ویروس موزاییك لوبیا

بیانی  سامانۀیك  ۀبرای ارائ (CPMV)بلبلی چشم

از اعضای جنس  CPMVاستفاده کردند. ویروس 

Comovirus ةاز خانواد Comoviridae  است. این

کند و های لگوم را آلوده میی از گونهشمارویروس 

لوبیا  تیتر بالایی در میزبان طبیعی خودخاص  طور به

 Sinsbury et)دارد  Vigna unguiculataبلبلی  چشم

al., 2009.) برای افزایش بیان پروتئین Sinsbury et 

al. (2009)  5از’UTR در قالب ناقل  ای ییریافتهتغ

pEAQ  استفاده کردند که منجر به افزایش

در تولید پروتئین نوترکیب مورد بررسی  توجهی یانشا

بر (. Sinsbury et al., 2009)در انتقال موقت شد 

 mRNA 5′ و UTR ′3تحقیق از  این درهمین پایه 

UTR  ویروسCPMV  در قالب ناقلpVUT  استفاده

کننده در  مداخله های عاملبر این یكی از  افزونشد. 

 سامانۀهای نوترکیب، مسیر افزایش بیان پروتئین

RNAi
یك راهكار دفاعی برای  عنوان بهکه  استگیاه  5

 ،(. در مقابلChoi et al., 2008کند )گیاه عمل می
                                                                               
1. RNA interference (RNAi) 
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خاموشی  این سامانۀبرای سرکوب ویروس نیز ابزاری 

(. یكی از انواع این Qu & Morris, 2005گیاه دارد ) در

از ویروس موزاییك خیار است که  2bها ژن بازدارنده

تواند عاملی در بررسی امكان افزایش بیان پروتئین می

 Qu & Morris, 2005; Choi et) به شمار آیدنوترکیب 

al., 2008 2(. عامل بازدارندةb مهارکنندة  عنوان به

 شده شناخته( PTGS) 5خاموشی ژن پس از رونویسی

یكی از  عنوان به PTGSاست و چون پدیدة 

های تولید انبوه پروتئین نوترکیب شناخته  محدودیت

 عنوان به 2bهایی مانند شده است استفاده از بازدارنده

عاملی در جهت غلبه بر این پدیده و کمك به افزایش 

ی بررسی شده است چندن نوترکیب در موارد بیان پروتئی

(Choi et al., 2008در بررسی .)ای که با های اولیه

 عنوان بهانجام شد از آن  2bاستفاده از پروتئین بازدارندة 

یج تدر بهبازدارندة ضعیف سامانۀ خاموشی یاد شد اما 

تا حد زیادی  2bها نشان داد که توانایی بازدارندة بررسی

وابسته است،  آمده دست بهکه از آن  CMVبه سویۀ 

نظر دقیق شناخته نشده اما به 2bهمچنین سازوکار عمل 

هایی همچون رسد که متفاوت از عملكرد بازدارندهمی

p19  وP1/HcPro ( باشدGoto et al., 2007 با توجه به .)

تر از تولید های گیاهی اقتصادیاینكه استفاده از سامانه

توان تولید هاست، میر دیگر سامانهپروتئین نوترکیب د

ای مدیریت کرد  گونه های نوترکیب را در گیاه بهپروتئین

های  های ساخت )سنتز(شده به اندامكکه پروتئین

های طور مستقیم در اندامك ای هدایت و یا حتی به یاخته

توان خاصی )مانند کلروپلاست( بیان شوند. همچنین می

اه را که حاوی پروتئین نوترکیب بافت یا اندام خاصی از گی

خوراکی مصرف کرد. به کمك  صورت بهمورد نظر است، 

تولید انبوه در گیاهان، خطرهای ناشی از آلودگی با 

های مشترک ویژه بیماری های بیماریزای انسان به عامل

. امروزه گیاهان (Daniell et al., 2001) یابدنیز کاهش می

یك سامانۀ بیانی ژن  تصور بهبه منظور تولید واکسن 

مورد توجه محققان قرار دارند. در این تحقیق، پروتئینی 

( و دمین یك PAشامل دمین چهار پادگن حفاظتی )

( از راه توالی برش فورینی به عامل LFعامل کشندة )

CTB برای بررسی امكان افزایش  متصل شد. همچنین
                                                                               
1. Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS) 

ن پروتئین نوترکیب با استفاده از بازدارندة خاموشی ژ

2bها استفاده ، از این بازدارنده در قالب یكی از سازه

شده به روش تزریق اگروباکتریوم  های ساختهشد. سازه

)اگرواینفیلتراسیون( به توتون و کاهو انتقال یافت. بیان 

و پروتئین  RNAپروتئین نوترکیب یادشده در سطح 

 بررسی شد.

 

 هامواد و روش

سامسون و همچنین  در این تحقیق از گیاه توتون رقم

کاهوی تجاری برای انتقال موقت و بررسی بیان 

 در MSتوتون در محیط  هایها استفاده شد. بذرپادگن

. برای قرار گرفتندروشنایی/ تاریكی  53/3 ةدور

 ۀسوی Escherichia coliسازی از باکتری همسانه

DH5a ها به گیاه از و برای انتقال سازه

Agrobacterium tumefaciens ۀ سویC58 اده استف

سیلین، های آمپی(بیوتیكآنتیشد. پادزی )

، 511با غلظت  به ترتیب کانامایسین و ریفامپیسین

سازی و همسانه گرم در لیتر برایمیلی 11و  511

از  ها هقطع افزایش برای. شدندها استفاده ساخت سازه

 Pfu( و Sinaclon)Taq DNA polymerase های آنزیم

DNA polymerase (Fermentas .استفاده شد )

، BamHI ،XhoI ،EcoRI ،BcuIهای برشی  آنزیم

BstEII  وNcoI هیه و بنا بر از شرکت فرمنتاز ت

برای کار گرفته شدند.  دستورکار شرکت به

 pBluescriptناقلژن از  های هقطع ۀسازی اولی همسانه

II SK  (Stratagene) ناقل تی  وpTG19 (Vivantis )

 CPMVویروس  UTR′5و  UTR′3شد. توالی  استفاده

(gi|257196392|)  در شرکتGeneRay در و  چین

مورد نظر  پادگنشد. ترکیب  معرفی pVUTناقل قالب 

در دو  pVUT حد واسط سازةدر  قرار گرفتنپس از 

به ناقل  2bو بدون  2b ةبازدارندعامل حالت همراه با 

 منتقل شد. pCAMBIA1304دوتایی 

 

  ی به گیاهژن ۀزساانتقال 

 ۀسوی  Agrobacterium tumefaciensبههای ژنی سازه

C58 منتقل شد( ندWang, 2015.)  برای انتقال به

بنابر  توتونگیاه، محیط برای تزیق اگروباکتریوم 

محیط برای و  Voinnet et al. (2003)دستورکار 
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 Kapila et دستورکار بنا برکاهو تزریق اگروباکتریوم 

al. (1997) پس از دو ساعت نگهداری  .شد آماده

 انتقال به، های آمادة تزریق در محیط ومآگروباکتری

. از انجام شددر خلأ های توتون و کاهو برگ

های برگی توتون و کاهو با های تزریق نمونه محیط

کنترل در این  عنوان بهاگروباکتریوم بدون سازه، 

تاریكی روز در  سهها به مدت برگتحقیق استفاده شد. 

 ازآن پسداری شدند و نگهسلسیوس  ۀدرج 22و دمای 

مایع فریز و تا زمان  نیتروژنهای گیاهی در نمونه

 شدند. ذخیره درجۀ سلسیوس -41استفاده در دمای 
 

 PCRو شرایط واکنش  cDNA، ساخت RNAاستخراج 

از توتون ( 2bژن بازدارندة خاموشی )سازی برای همسانه

CMV یك خیارموزای به ویروسآلوده 
. استفاده شد 5

های انتقال موقت توتون و همچنین برای ارزیابی نمونه

های گیاهی در ، استخراج از نمونهRNAکاهو در سطح 

بنابر  RNAسه تكرار زیستی با استفاده از کیت استخراج 

و  DNaseIدستورکار شرکت توپاز انجام شد. تیمار با 

منتاز و بنابر با استفاده از کیت شرکت فر cDNAساخت 

برای کنترل نبود  دستورکار آن شرکت انجام گرفت.

روی  PCR، واکنش DNAاستخراجی با  RNAآلودگی 

RNA  تیمارشده باDNaseI الگو و با استفاده از  عنوان به

 PCRهای (. واکنشa-3انجام شد )شكل  2bآغازگرهای 

 mM MgCl2 ،0.2 mM dNTP ،uM 1.6با غلظت نهایی 

 Taqواحد آنزیم  5مستقیم و معكوس و آغازگر  0.4

DNA  پلیمراز انجام شد. آغازگرهای مورد استفاده بنا بر

 بوده است. 5جدول 

 

 استخراج پروتئین به منظور آزمون الایزا

های انتقال موقت استخراج پروتئین انجام از نمونه

(Guy et al., 1992 و بر )روش بردفورد تعیین  پایۀ

(. Bradford, 1976گرفت ) ها صورتغلظت پروتئین

از  آمده دست آزمون الایزا با استفاده از پروتئین به

در سه تكرار های انتقال موقت کاهو و توتون نمونه

برای رسم انجام شد. زیستی و همچنین دو تكرار فنی 

نمودار استاندارد به منظور محاسبۀ کمیّ پادگن 

ین از پروتئدر بیان موقت توتون و کاهو،  تولیدشده

 PA::LF ترکیب امتزاجی که در آن FPLخالص 

متصل است  CTBسایت برش فورینی به  ۀواسط به

پروتئین کل با  هایدر این آزمون نمونهاستفاده شد. 

به همراه  سلسیوس ۀدرج 7نگهداری شبانه در دمای 

کربنات در چاهك پلیت الایزا تثبیت دهندة  پوششبافر 

پروتئین، از  ونبدمسدود کردن نواحی  برایشدند. 

درصد شیرخشك بدون چربی  3کنندة  محلول بلوکه

به  PAسرم ، آنتیبلوکه کردناستفاده شد. پس از 

ها کننده به چاهك در محلول بلوکه 5:311نسبت 

 سهشستشو هر بار به مدت  ۀاضافه و سه مرتبه مرحل

ین انجام شد. اضافه کردن یتو-PBSدقیقه با بافر 

بلوکه به پلیت انجام و سه مرتبه  در بافر HRPکانژوگه 

-PBSدقیقه با بافر  سهشستشو هر بار به مدت  ۀمرحل

 (سوبسترابسترة )توئین صورت گرفت. سپس محلول 

TMB  دقیقه با  دهاز حدود  پسها اضافه و چاهكبه

، جذب نمونه در HCl 1N اضافه کردن محلول

 & Engvallشد )گیری نانومتر اندازه 711 موج طول

Perlmann, 1971.) 

پادگن حفاظتی و عامل های نوترکیب . توالی آغازگرهای مورد استفاده در ساخت سازه و ارزیابی بیان موقت پروتئین5جدول 

 زخم.کشندة باکتری مولد سیاه
Table 1. Primer sequences used in vectors construction & transient expression analysis of Protective Antigen and 

Lethal Factor of Bacillus anthracis recombinant proteins. 

Primer name Primer sequence 
CTB For 5′CCATGGGAATTCACTCCTCAAAATATTACTGATTTGTG 
CTB furin Rev 5′AAGGATCCACGACGAGCACGAGGAGTACCATTAGCCATAGAAATAGC 
LFD01 Rev 5′CGGGTACCCTCGAGTAGATTTATTTCTTGTTCGTTAAAT 
new2b For 5′AAGTCGACTAATCTAGATAAACAATGGAATTGAACGTAGGTGCAAT 
new2b Rev 5′AACTGCAGGAGCTCTTAGAAAGCACCTTCCGCCCATT 

 
 

 

 

1. Cucumber Mosaic Virus (CMV) 
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 نتایج و بحث
( از ویروس 2b)  RNAiۀسازی ژن بازدارندهمسانه

 (CMV) یک خیارموزای

با استفاده  افزایش ۀبهین آوردن شرایط به دستبرای 

پلیمراز، روی  Taq DNAو آنزیم  2b آغازگرهایاز 

cDNA توتون آلوده بهCMV  ای واکنش زنجیره

از تعیین دمای  س. پ(a,b-5)شكل انجام شد پلیمراز 

نهایی قطعه با  افزایش، 2b ۀقطع افزایشمناسب برای 

صورت گرفت  C31°در دمای  پلیمراز Pfu DNAآنزیم 

 pTG19 ناقل تیدر  2b ۀ(. قطعc-5)شكل 

سازی شد. برای اطمینان از وجود قطعه، هضم  همسانه

 ( و درستیd-5)شكل انجام  BamHIبا آنزیم برشی 

با برش آنزیمی، یید تأسازی ژن پس از همسانه

 (.2یید شد )شكل تأیابی با توالی یتدرنها

 

 
                                   (d)                          (c)                             (b)                            (a) 

تا  12جفت باز در شیب دمایی  341با  2b( افزایش ژن CMV .bآلوده به  توتون ازکل  RNAاستخراج ( 2b  .aسازی ژن همسانه .5شكل 

 5( شمارة 100bp Plus DNA Ladder Sinaclon .cاندازة مولكولی نشانگر  LSپلیمراز.  Taq DNAدرجۀ سلسیوس با استفاده از  32

که  BamHIهضم توسط آنزیم  با 2b ژن حاوی تی ناقلیید تأ 2پلاسمید، شمارة  5( شمارة dپلیمراز.   Pfuازبا استفاده  2bافزایش قطعۀ 

)نمایش روی  100bp Plus DNA Ladder Fermentasنشانگر اندازة مولكولی  Lجفت باز شد.  333ای به طول قطعهمنجر به جدا شدن 

 درصد(. 5ژل آگارز 
Figure 1. Cloning of 2b gene. A) Total RNA extraction of tobacco infected with CMV. B) PCR amplification of 2b 

gene (370 bp in length) through gradient temperature 52-62 °C by Taq DNA polymerase. Ls Molecular size marker 

(100 bp Plus DNA Ladder) Sinaclon. C) Lane 1, 2b segment amplified by Pfu DNA polymerase. D) Lane 1, 

undigested Plasmid and lane 2, plasmid digested with BamHI resulted to a 389 bp fragment confirmed cloning of 2b 

gene. L Molecular size marker (100 bp Plus DNA Ladder) Fermentas.  

 

 
یابی در دو جهت با استفاده از و نتیجۀ توالی NCBIشده در  . همردیفی توالی ثبت2bسازی ژن یابی همسانه. نتیجۀ توالی2شكل

 انجام شد. ClustalWبرنامۀ 

Figure 2. Cloning of 2b gene confirmed by the sequencing. Multiple sequence alignment of 2b (gb|JX025983|), R 

(sequencing result by Reverse primer) and F (sequencing result by Forward primer) by ClustalW software. 
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در  شده درجشده بین توالی  همردیفی انجام بربنا

NBCI خوانش توالی  دو باراز  آمده دست به ۀو نتیج

شده، یك تغییر تك (کلونهمسانه ) 2b ۀقطع

مربوط به  ونوم کدنوکلئوتیدی در جایگاه س

 2b ۀقطع ییدتأس از مشاهده شد. پآلانین اسیدآمینۀ 

این قطعه همراه با  یتدرنهایابی، با استفاده از توالی

در ناقل  NOS دهندةخاتمهو  CaMV 35S اندازراه

pCAMBIA1304 این نهایی  ییدتأشد.  سازیهمسانه

 شد  انجام HindIII/EcoRIآنزیمی  برشبا ناقل 

 آمده  دست ۀ بهیافت(. الگوی ناقل تغییرa-3شكل )

مشاهده  a-7در شكل  p13042b با نام اختصاری

 .شود می

 

 
                                           (c)                                         (b)                                            (a) 

با هضم  p13042bیید ناقل تغییریافتۀ تأ 2و 5( شمارة pVUTfPA .a حد واسطسازی سازة و آماده p13042bیید ناقل تأ. 3شكل 

جفت بازی شامل  433با هدف جداسازی قطعۀ EcoRI/XhoI های با آنزیم pEFP( برش آنزیمی سازة HindIII/EcoRI .bآنزیمی 

سایز مارکر  Lبا هدف جداسازی ناقل.  EcoRI/XhoIی هابا آنزیم pVUT( برش آنزیمی ناقل CTB .cبه همراه  PAدمین چهار 

100 bp Plus DNA Ladder Fermentas  درصد(. 5)نمایش روی ژل آگارز 
Figure 3. Confirmation of vector p13042b and preparation of pVUTfPA intermediate construct. A) Lane 1 and 2, 

confirmation of modified p13042b vector with HindIII/EcoRI enzymatic digestion. B) pEFP construct digested with 

EcoRI/XhoI resulted to a 769 bp fragment containing PA domain 4 and CTB. C) pVUT digested with EcoRI/XhoI in 

order to recovery of linearized vector. L Molecular size marker (100 bp Plus DNA Ladder) Fermentas.  

 
  pVUTدر ناقل  PA::LF پادگنسازی همسانه

حد  سازةاز  pVUTدر ناقل  PA::LF پادگنبرای درج 

pEFP واسط
 سازة در آغازاستفاده شد. به این منظور  5

pEFP  با برشEcoRI/XhoI شكل( هضم b-3 و )

و  c-3 درج شد )شكل pVUTجداشده در ناقل  ۀقطع

b-7 .)حله برای در این مر آمده دست به حد واسط سازة

شد. با ایجاد این سازه،  یگذار نام pVUTfPAاختصار 

 فراهم pVUTدر  PA::LF ۀشرایط اضافه کردن قطع

و همچنین  pVUTfPA حد واسط سازة. در ادامه شد

با ترکیب آنزیمی  PA::LF پادگنناقل حاوی 

BamHI/XhoI  آمده دست بهو ناقل  پادگنهضم و بین 

                                                                               
با اتصال برش  PAژن  )حاوی آنتی pGHبر پایۀ ناقل  pEFP ة. ساز5

در آزمایشگاه گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه ( CTBفورینی با 

 برایلازم  ۀحد واسط برای ایجاد زمین ةعنوان ساز بهو  شد ساختهتهران 

 .شداده استف پژوهشدر این  PA::LF ۀدرج قطع

حد  سازة ترتیب ینا به(. 4الحاق صورت گرفت )شكل 

نام اختصاری  با PA::LF پادگنحاوی  pVUT واسط

pVUTfPL  شكل( آماده شدc-7 .) 

 

 p1304fPL ۀساخت ساز

های  عامل حاوی pVUTfPL حد واسط سازة

و  PA::LF پادگنبه همراه  UTR تشدیدکنندة ترجمۀ

است. برای انتقال این قطعه به ناقل  CTB اجوان

های رش با آنزیم، بpCAMBIA 1304دوتایی 

NcoI/BstEII  حد واسط سازةروی pVUTfPL  و ناقل

 ةساز یتدرنهاانجام شد و  pCAMBIA 1304دوتایی 

p1304fPL شكل  به دست( آمدa-3) . اطمینان برای

و  NheIمختلف  این سازه از دو هضم آنزیمی ییدتأاز 

NcoI/BstEII  (.3)شكل استفاده شد  
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                               (c)                                                    (b)                                                  (a) 

به  pCAMBIA 1304در ناقل دوتایی  2bکه با اضافه کردن ژن  p13042b( ناقل aهای مورد استفاده در این تحقیق. . ناقل7شكل 

به  PA::LFشامل پادگن  pVUTfPL حد واسط( سازة CPMV .cاز  UTRحاوی تشدیدکنندة ترجمۀ  pVUT( ناقل bآمد.  دست

 آمد. دستبه pVUTهای ناقل UTRبین  قرار گرفتنکه با  CTBهمراه 
Figure 4. Vectors used in this study. a) p13042b vector derived by insertion of 2b gene into the MCS of pCAMBIA 

1304 binary vector. b) pVUT vector harboring elements of translational enhancer UTRs from CPMV. c) pVUTfPL 

intermediate construct containing PALF::furin cleavage site::CTB flanked by UTRs. 

 

 
                                                       (b)                                                 (a) 

حد برش سازة  2و شمارة  pVUTfPAپلاسمید  5( شمارة pVUT .aدر ناقل  UTRبین نواحی  PA::LF. درج پادگن 1شكل 

ناقل تی حاوی  5( شمارة bکه با هدف جداسازی ناقل از روی ژل انجام شد.  BamHI/XhoIبا ترکیب آنزیم  pVUTfPA واسط

قرار گرفت و قطعۀ  BamHI/XhoIکه تحت برش آنزیمی  PA::LFناقل تی حاوی پادگن  3و  2های ، شمارهPA::LFپادگن 

PA::LF  جفت باز از روی ژل جداسازی شد.  5213به طولL  100نشانگر اندازة مولكولی bp Plus DNA Ladder Fermentas 

 درصد(. 5)نمایش روی ژل آگارز 
Figure 5. Insertion of PA::LF antigen between UTRs in pVUT. a) Lane 1, undigested pVUTfPA plasmid and lane 2 

enzymatic digestion of pVUTfPA with BamHI/XhoI to linearize vector. b) Lane 1, T-Vector harboring PA::LF 

antigen (undigested plasmid as control), Lane 2 and 3 T-Vectors harboring PA::LF antigen digested with 

BamHI/XhoI to obtain a 1206 bp PA::LF fragment. L Molecular size marker (100 bp Plus DNA Ladder) Fermentas. 

 

 p13042bfPL ۀساخت ساز

ها به ناقل UTRبه همراه  PA::LF پادگنبرای انتقال 

p13042b  نام  با یحد واسط سازةازp13042bfLF
5 

                                                                               
در آزمایشگاه گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه  p13042bfLF ةساز. 5

 امكانحد واسط برای ایجاد  سازةعنوان  و به است شده ساختهتهران 

 .شداستفاده  پژوهشنظر در این  مورد ۀدرج قطع

و  pVUTfPL سازةاستفاده شد. به این منظور هر دو 

p13042bfLF های با ترکیب آنزیمBamHI/BstEII 

  یساختارالگوی  3(. در شكل 4)شكل  هضم شدند

ارائه شده  p13042bfPLو  p1304fPL ةهر دو ساز

 .است
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                                          (b)                                                         (a) 

شده و  طیبرای جداسازی ناقل خ NcoI/BstEIIهای با آنزیم pCAMBIA1304برش ناقل  5( شمارة p1304fPL .aیید سازة تأ. 3شكل 

، PA::LFجفت بازی شامل پادگن  2732برای جداسازی قطعۀ  NcoI/BstEIIهای با آنزیم pVUTfPL حد واسطبرش سازة  2شمارة 

CTB پپتید راهنمای اکستنسین و ،UTR .هاb )یید سازة تأp1304fPL به ترتیب برش ناقل  2و  5های با هضم آنزیمی. شماره

pCAMBIA1304 (عنوان به  )و کنترلp1304fPL شده( با  )سازة ساختهNheI به ترتیب  7و  3های است. شمارهpCAMBIA1304  و

p1304fPL های با برش آنزیمNcoI/BstEII شود. جفت بازی از ناقل جدا می 2732و  2143دهد که به ترتیب قطعۀ را نشان میL  نشانگر

 درصد( 5روی ژل آگارز . )نمایش bp Plus DNA Ladder Fermentas 100اندازة مولكولی 
Figure 6. confirmation of p1304fPL construct. a) Lane 1, Linearize of pCAMBIA 1304 binary vector through 

enzymatic digestion with NcoI/BstEII and lane 2, digestion of pVUTfPL with NcoI/BstEII to obtain a 2492 bp 

fragment of PA::LF, CTB, Extensin signal  peptide and UTRs.  b) Confirmation of p1304fPL construct by enzymatic 

digestion. Lane 1 and 2 represent pCAMBIA 1304 binary vector (as control) and p1304fPL digested with NheI 

enzyme, respectively. Lane 3 and 4 represent pCAMBIA 1304 binary vector and p1304fPL digested with NcoI/BstEII 

enzymes that leading to have a 2578 bp and 2492 bp fragments respectively. L Molecular size marker (100 bp Plus 

DNA Ladder) Fermentas.  

 

 

 
                          (b)                                                                      (a) 

 

با  BamHI/BstEIIبا هضم آنزیمی  pVUTfPL حد واسطبرش آنزیمی سازة  5( شمارة p13042bfPL  .a. مراحل ساخت سازة 4شكل 

 BamHI/BstEIIبا  p13042bfLFهضم آنزیمی سازة  2. شمارة  UTR’3و  PA::LFجفت بازی شامل پادگن  5737هدف جداسازی قطعۀ 

: p13042bfLF .Lو  pVUTfPLروی دو سازة  BamHI/BstEIIهای ( تصویر نمای کلی برش با آنزیمbبا هدف جداسازی ناقل از روی ژل. 

 درصد(. 5)نمایش روی ژل آگارز  bp plus DNA Ladder Fermentas 100نشانگر اندازة مولكولی 
Figure 7. Steps to construct p13042bfPL vector. a) Lane 1, enzymatic digestion of intermediate pVUTfPL construct 

with BamHI/BstEII to obtain a 1464 bp fragment of PA::LF plus 3’UTR. Lane 2, enzymatic digestion of p13042bfLF 

with BamHI/BstEII in order to linearize vector. b) Schematic representation of digestion of pVUTfPL and 

p13042bfLF with BamHI/BstEII. L Molecular size marker (100 bp plus DNA Ladder) Fermentas.  
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و  PA::LFشامل پادگن  p13042bfPLو  p1304fPLهای سازه T-DNA. ناحیۀ p13042bfPLو  p1304fPL. الگوی سازة 3شكل 

وجود  p1304fPLبا سازة  p13042bfPLگرفته است. تنها تفاوت سازة  قرار mUTR’5و  UTR’3در ناحیۀ بین  CTBاجوان 

 قرار دارند. NOSدهندة و خاتمه CaMV 35Sانداز است. ترکیب ژنی هر دو سازه تحت راه 2bبازدارندة خاموشی ژن 
Figure 8. Schematic representation of p1304fPL and p13042bfPL. T-DNA regions of p1304fPL and p13042bfPL 

including Extensin signal peptide, PA::LF antigen and CTB adjuvant flanked by UTRs have been figured out. In both 

expression cassettes the gene is under the control of CaMV 35S promoter and NOS terminator. 

 

 p1304fPL ۀاز دو ساز آمدهدستبهبررسی بیان ژن  

 RNAدر سطح  p13042bfPLو 

 ةها برای انتقال موقت دو سازبه منظور بررسی بیان ژن

p1304fPL  وp13042bfPL از RT-PCR  .استفاده شد

قت هر دو برای انتقال مو PCRواکنش  b-3در شكل 

روی سه تكرار  2bهای سازه با استفاده از آغازگر

د در کنار های شاهبرای توتون، کاهو و نمونه زیستی

)نمونۀ برگی  و منفی )سازة ژنی( کنترل مثبت

انجام شد. چنانچه در تصویر ژل مشاهده  ناتراریخته(

تنها در سه تكرار  2b ۀشود باند مربوط به قطعمی

 ةکاهو مربوط به ساز زیستیتوتون و سه تكرار  زیستی

p13042bfPL شود و کنترل منفی شامل مشاهده می

 (باندینواری )بدون الگو،  ۀنهای شاهد و نمونمونه

با آغازگرهای  RT-PCRنشان ندادند. همچنین واکنش 

CTB  و آغازگرهایCTBf  وLF های نیز روی نمونه

تكراردار توتون و کاهو انجام شد که نتیجۀ آن در 

های  ارائه شده است. در واکنش 55و  51های  شكل

ای پلیمراز انجام شده در این بخش، زنجیره

و  مدت سه دقیقهبه C37°سازی اولیه در دمای  واسرشته

چرخۀ )سیكل( گرمایی شامل مرحلۀ  37

چهل ثانیه، به مدت  C37° دمایسازی در  واسرشته

-C1/13°دمای اتصال آغازگر با توجه به نوع آغازگر از 

در دمای  DNAبه مدت سی تا چهل ثانیه و بسط  14

°C42  سط ثانیه و ب 31تا  21بسته به طول قطعه از

به مدت ده دقیقه انجام  C42°در دمای  DNAنهایی 

 شد. 

 ۀهای انتقال موقت و مقایسبرای بررسی بیشتر نمونه

تولیدی در انتقال موقت توتون و کاهو،  پادگنمیزان 

از این  آمده دست به ۀنتیج بنا برالایزا انجام شد.  آزمون

 2bهای دارای تولیدشده در سازه پادگن میزان، آزمون

اما  ،بود هماننددر توتون و کاهو  2b بدونهای ازهو س

تون بیشتر از کاهو برآورد شد. در تو پادگنتولید  میزان

در  پادگن میزانبین میزان جذب و  ۀمقایس 52شكل 

هر دو گیاه توتون و کاهو برای هر دو سازه و همچنین 

 2b ةشاهد ارائه شده است. هر چند بازدارند ۀدر نمون

های ی در جهت افزایش بیان پروتئینعامل عنوان به

اما  ،(Choi et al., 2008نوترکیب مطرح شده است )

های مختلف همگی از پژوهش آمده دست بهنتایج 

در هنگام استفاده از افزایش بیان پروتئین نوترکیب را 

 ییدتأبازدارندة سامانۀ خاموشی ژن در میزبان 

به منظور  Arzola et al. (2011) در بررسی .اند نكرده

هنگام در  RNAiهای  بازدارنده یرتأث ۀبررسی و مقایس

های ژنی در گیاه، مشاهده شد که انتقال موقت سازه

 یرتأث 2bو  P1 ،P19 ازجملهمورد بررسی های بازدارنده

 زان بیان پروتئین نوترکیب ندارندیكسانی در می

(Arzola et al., 2011.) 
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                       (b)                                                                                     (a) 

های توتون و روی نمونه 2bیید رونویسی از روی توالی کدکنندة تأبه منظور  2bبا آغازگرهای اختصاصی ژن  RT-PCR. نتیجۀ 3شكل 
 DNaseIهای تیمارشده با RNAروی  2bبا آغازگرهای  PCRد مربوط به واکنش درص 5( ژل آگارز aکاهو پس از تزریق اگروباکتریوم. 

و انتقال موقت با سازة  p13042bfPLبه ترتیب انتقال موقت توتون با سازة  2و  5های  شاهد توتون، شماره Csبرای انتقال موقت شامل 
p1304fPL ،Cl سازة  به ترتیب انتقال موقت کاهو با 7و  3های  شاهد کاهو، شمارهp13042bfPL  و انتقال موقت با سازةp1304fPL .

با آغازگرهای  PCR( تصویر ژل آگارز مربوط به واکنش bشده با اگروباکتریوم بدون سازه است.  های شاهد شامل نمونۀ برگی تزریق نمونه
2b نشانۀ .Cs  شاهد توتون وCl  شاهد کاهو در سه تكرار زیستی، نشانۀC-  به ترتیب  4-3و  5-3های الگو(، شمارهکنترل منفی )بدون

به ترتیب تكرارهای زیستی انتقال  51-52و  7-3های و شماره p13042bfPLتكرارهای زیستی انتقال موقت توتون و کاهو با سازة 
 bp Plus 100نشانگر اندازة مولكولی  Lجفت باز است.  341هستند. قطعۀ مورد انتظار   p1304fPLتوتون و کاهو با سازة  موقت

DNA Ladder Sinaclon. 
Figure 9. Transcriptional confirmation of 2b coding sequence by RT-PCR on the agro-infiltrated tobacco and lettuce 

leaves using specific 2b primers. a) PCR amplification on total RNA treated with DNaseI as template (to analysis 
DNA contamination of total RNA) using 2b primers, Cs infiltrated tobacco leaves (with agrobacterium without 

plasmid), lane 1 and 2, infiltrated tobacco leaves with p13042bfPL and p1304fPL, respectively. Cl infiltrated lettuce 
leaves (with agrobacterium without plasmid), lane 3 and 4, infiltrated lettuce leaves with p13042bfPL and p1304fPL, 

respectively. b) RT-PCR amplification of a 370 bp fragment with 2b primers. Cs infiltrated tobacco leaves (with 
agrobacterium without plasmid) and Cl infiltrated lettuce leaves (with agrobacterium without plasmid) in three 

biological replicates, C- negative control (without template), lane 1-3 and 7-9 indicate three biological replicates of 
infiltrated leaves with p13042bfPL for tobacco and lettuce, respectively. Lane 4-6 and 10-12 indicate three biological 

replicates of infiltrated leaves with p1304fPL for tobacco and lettuce, respectively. The expected size of amplified 
fragment is 370 bp in length. L Molecular size marker (100 bp Plus DNA Ladder) Sinaclon. 

 

 
با آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRجفت باز از راه واکنش  312به طول  CTBید رونویسی از روی توالی کدکنندة یتأ. 51شكل 

CTB های برگی توتون و کاهو پس از تزریق اگروباکتریوم؛ روی نمونهCs شده با اگروباکتریوم  های برگی تزریقشاهد توتون )نمونه
: کنترل منفی )بدون -Cشده با اگروباکتریوم بدون سازه( در سه تكرار زیستی،  تزریقهای برگی شاهد کاهو )نمونه Clبدون سازه( و 

های های انتقال موقت توتون با سازهبه ترتیب نمونه 3تا  7و   3تا  5های (، شمارهpVUTfPL: کنترل مثبت )سازة +Cالگو(، 
p1304fPL  وp13042bfPL های های انتقال موقت کاهو با سازههبه ترتیب نمون 52تا  51و  3تا  4های و شمارهp1304fPL  و

p13042bfPL .Lنشانگر اندازة مولكولی :Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker Fermentas  درصد(. 5)نمایش روی ژل آگارز 
Figure 10. Transcriptional confirmation of CTB coding sequence of 352 bp fragment using specific CTB primers 
through RT-PCR amplification on agro-infiltrated tobacco and lettuce leaves. Cs infiltrated tobacco leaves (with 
agrobacterium without plasmid) and Cl infiltrated lettuce leaves (with agrobacterium without plasmid) in three 

replicates as control. C- Negative control (without template), C+ Positive control (pVUTfPL as template), lane 1-3 
and 4-6, three biological replicates of infiltrated tobacco leaves with p1304fPL and p13042bfPL, respectively. Lane 

7-9 and 10-12, three biological replicates of infiltrated lettuce leaves with p1304fPL and p13042bfPL, respectively. L 
Molecular size marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker) Fermentas.  
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جفت باز با آغازگرهای  5523به طول  PA::LFاز پادگن  LFو قسمت  CTBیید رونویسی از روی توالی کدکنندة تأ. 55شكل 

 Clشاهد توتون و  Csهای توتون و کاهو پس از تزریق اگروباکتریوم. نشانۀ روی نمونه RT-PCRاز راه  LFمعكوس  و CTBمستقیم 

 3تا  5های (، شمارهpVUTfPLکنترل مثبت )سازة  +Cکنترل منفی )بدون الگو(، نشانۀ  -Cشاهد کاهو در سه تكرار زیستی، نشانۀ 

و  3تا  4های . شمارهp13042bfPLو  p1304fPLهای تقال موقت توتون به ترتیب با سازههای انسه تكرار زیستی از نمونه 3تا  7و 

نشانگر اندازة  p13042bfPL .Lو  p1304fPLهای های انتقال موقت کاهو به ترتیب با سازهسه تكرار زیستی از نمونه 52تا  51

 درصد(. 5ژل آگارز  )نمایش روی Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3 Fermentasمولكولی 
Figure 11. RT-PCR amplification of a 1123 bp of CTB coding sequence and LF fragment using CTB forward primer 

and LF reverse primer on agro-infiltrated tobacco and lettuce leaves. Cs tobacco control (infiltrated tobacco leaves 

with agrobacterium without plasmid) and Cl lettuce control (infiltrated lettuce leaves with agrobacterium without 

plasmid) each in three biological replicates. C- Negative control (without template), C+ Positive control (pVUTfPL as 

template). Lane 1-3 and 4-6, three biological replicates of infiltrated tobacco leaves by p1304fPL and p13042bfPL, 

respectively. Lane 7-9 and 10-12, three biological replicates of infiltrated lettuce leaves by p1304fPL and 

p13042bfPL, respectively. L Molecular size marker (Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3) Fermentas.  

 

مختلفی از جمله  های عاملانتقال موقت  سامانۀدر 

شمار روز پس از تزریق اگروباکتریوم تا زمان 

 یرتأثبر میزان بیان پروتئین نوترکیب برداری  نمونه

تزریق روز پس از  سهتا  دو در براینبنادارد، 

ه و بیشترین بیان پروتئین مشاهده شد اگروباکتریوم

(، به Choi et al., 2008یابد )کاهش می ازآن پس

تواند می PTGSهای همین دلیل استفاده از بازدارنده

 .Arzola et alبررسی  حال یندرعد باشد، اما سودمن

روزهای پس ها در بازدارنده یرتأثنشان داد که  (2011)

 مثال عنوان بهنیست،  همسان تزریق اگروباکتریوماز 

تزریق اگروباکتریوم چهارده روز پس از  P19 ةبازدارند

برابر  1 میزانکه این  بیشترین بیان را سبب شد

حالتی است که در انتقال موقت از بازدارنده استفاده 

بر تولید  2b ةبازدارند یرتأث. در این میان بودنشده 

چهاردهم روند پروتئین نوترکیب هرچند تا روز 

شده از نظر  هاما این افزایش مشاهد افزایشی داشت

(. بنابراین Arzola et al., 2011دار نبود )آماری معنی

 های عاملبر نوع بازدارنده،  افزونرسد که به نظر می

پس از انتقال موقت و نوع  زمان مدتمختلفی از جمله 

نیز بر بیان پروتئین نوترکیب نقش  PTGS ةبازدارند

از برداری سه روز پس که نمونهاین پژوهش دارند. در 

روی  2b ةبازدارند یرتأثانجام انتقال موقت انجام شد 

بر پایۀ مرور نبود.  آشكارتولید پروتئین نوترکیب 

از  2bای که ژن سویه منابع، چنین مطرح شده است

آن اثر  بازدارندگی درشدتآمده است  به دستآن 

های مختلف سویه 2bهای ژن یگرد عبارت بهدارد. 

دارند  PTGSدر بازدارندگی توانایی متفاوتی  ،ویروس

(Goto et al., 2007 .)های مورد بر این در سازه افزون

های  عامل استفاده در این پژوهش، از خاصیت

استفاده شد که  CPMV از UTR تشدیدکنندة ترجمۀ

مثبتی در میزان تولید پروتئین  یرتأثرود انتظار می

، (Sinsbury et al., 2009) نوترکیب داشته باشد

وجود دارد که تأثیر افزایشی  راین این احتمالبناب

افزایش  نداشتن های ترجمه سبب نمودکنندهتشدید

شده  2b ةاز وجود بازدارند آمده دست بهتولید پروتئین 

های برگی توتون و روی نمونه الایزای آزمونباشد. در 

های تولیدشده با استفاده از نمودار پادگندرصد  کاهو،

به منظور ترسیم نمودار استاندارد شد.  استاندارد برآورد

در  CTBبه  متصل PA::LFاز پروتئین خالص 

های مختلف استفاده شد و بر پایۀ رابطۀ غلظت  غلظت

آمده از نمونه در  دست پادگن خالص و میزان جذب به

نانومتر، نمودار استاندارد و معادلۀ خط  711 موج طول
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ن جذب میزا 52آمد. در شكل  به دستمربوط به آن 

نانومتر با هم  711 موج طولهای بیان موقت در نمونه

 صورت بهاند. تجزیۀ آماری آزمون الایزا مقایسه شده

آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کامل تصادفی با 

انجام شد که نشان داد تفاوت  SAS افزار نرماستفاده از 

دار نیست میانگین جذب برای دو سازه در توتون معنی

دار شد. در ادامه به کمك هو این تفاوت معنیاما در کا

آمده از نمودار استاندارد، میزان  دست معادلۀ خط به

نانومتر به میزان  711 موج طولها در جذب نمونه

آمده  دست پادگن تبدیل و میزان پروتئین نوترکیب به

های برگی توتون و کاهو بر پایۀ از بیان موقت نمونه

 5(TSP%به پروتئین کل )درصد پادگن تولیدی نسبت 

توتون با  تزریق اگروباکتریومدر  اینبرمحاسبه شد. بنا

نسبت به  پادگنمیزان درصد  p13042bfPLة ساز

  p1304fPLةو ساز 5/2پروتئین کل محلول حدود 

 ةدر کاهو ساز میزاندرصد و این  4/2حدود 

p13042bfPL  ةو در ساز 21/1حدودp1304fPL  

 د.درصد برآورد ش1/1 حدود
 

 
 موج طولاز نظر میزان جذب در  p13042bfPLو  p1304fPLهای بیان موقت توتون و کاهو با دو سازة . مقایسۀ نمونه52شكل 

های مورد بررسی نانومتر و محور افقی نمونه 711 موج طولآمده از آزمون الایزا. محور عمودی میزان جذب در  دست نانومتر به 711

و  p1304fPLبه ترتیب نشانۀ سازة  2bFPLو  FPLنشانۀ کاهو است و  Lنشانۀ توتون و  Sر افقی حرف دهد. در محورا نشان می

p13042bfPL 2های توتون برای دو سازة هستند. بین میانگین جذب نمونهbFPL  وFPL داری مشاهده نشد، تفاوت آماری معنی

 دار بود.اما در کاهو، تفاوت بین دو سازه معنی
Figure 12. Comparison of transient expression of recombinant protein in tobacco and lettuce leaves agro-infiltrated with 

p13042bfPL and p1304fPL constructs, according to amount of A450 nm resulted by ELISA assay. Values correspond to 

means of three biological replicates of absorbance (optical density) at 450 nm for each sample. S indicate tobacco (samsun) 

and L indicate lettuce. FPL and 2bFPL represent p1304fPL and p13042bfPL constructs, respectively.  
 

 گیری کلینتیجه

های از انتقال موقت سازه آمده دست بهنتایج 

 همراه با اجوان PA::LF پادگنبرای تولید  شده ساخته

CTB  که در سطحRNA  با استفاده ازRT-PCR  و در

نشان داد که سطح پروتئین با آزمون الایزا انجام شد، 

بیان موقت  بیان در سطح رونویسی صورت گرفته و در

رونویسی از عامل  p13042bfPL ةساز آمده از دست به

2b  ةو در ساز پادگنو p1304fPL  پادگنرونویسی از 

همچنین بنابر نتایج آزمون  با موفقیت انجام شده است.

های بیان موقت با نمونۀ شاهد، الایزا و مقایسۀ نمونه

تفاوت بین پروتئین نوترکیب تولید شده است و 

در مقایسه دو سازه از  آمده دست بههای بیان موقت  نمونه

دار بود معنی با نمونۀ شاهد برای هر دو گیاه توتون و کاهو

از نظر آماری  2bو بدون  2bاما تفاوت بین دو سازة دارای 

دار نشد، هر چند که در کاهو میزان تولید در توتون معنی

پروتئین تولیدی در مجموع کم بود اما بیان پروتئین بین 

 ترسیم  با همچنین داری داشت. دو سازه تفاوت معنی

 
1. Total soluble protein (%TSP) 
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ی کمّو  FPLاستفاده از پادگن خالص  باودار استاندارد نم

 در مجموع میزان تولید پروتئینکردن نتایج آزمون الایزا، 

تولید  یندرصد بود که بیشتر 4/2تا   21/1از  نوترکیب

های برگی توتون با سازة بیان موقت نمونهپروتئین از 

 به دست آمد. 2bبدون بازدارندة 

 اریزسپاسگ

 صوب با اعتبار ر قالب طرح ماین پژوهش د

پرداختی صندوق حمایت از پژوهشگران اجرا شده 

، تشكر و قدردانی است، که از مسئولان مربوط

 د.گرد می
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