
 1399، 2، شماره 33جلد                                                                    )        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

180 

ثير پروتئاز فورين در پردازش در گياه توتون و بررسي تأ TGF β1بيان پروتئين نوتركيب 
  ي اين پروتئين فرم نهفته

  و مسعود تركزاده ماهاني *سارا خوارزمي، امين باقي زاده
  يوتكنولوژيگروه ب يطي،و علوم مح يشرفتهپ يپژوهشگاه علوم و تكنولوژ يشرفته،پ يو فناور يصنعت يليتكم يلاتدانشگاه تحصايران، كرمان، 

  10/4/97 :تاريخ پذيرش    3/8/96:تاريخ دريافت

 چكيده

TGFβ1  ،ابتدا اين پروتئين، . نمايد مداخله مي هاي بيولوژيكي پروتئين تنظيمي چندكاره است كه در طيف وسيعي از فعاليت يك
تحت تاثًير  ،TGFβ1هاي  قبل از اتصال به گيرندهكه  شود ميسنتز اسيد آمينه  390حاوي  ،به صورت يك فرم پيش ساز غيرفعال

 Cاسيد آمينه از انتهاي  112شامل  فرم بالغ اين پروتئين. دگرد مي پروپپتيد آن جدا از TGFβ1 فرم بالغ، پروتئوليتيكي برش
آگروباكتريوم  GV3101 (pMP90RK)و  GV3101ي  در اين مطالعه، در ابتدا توانايي دو سويه. است آن ترمينال فرم غيرفعال

ي ساخت سازه كنترل  ، به وسيلهpTRAkc-ERHبا ناقل بيان  Nicotiana benthamianaگياه براي ترانسفورماسيون 
pTRAkc/ CJG138 ) حاويGFP(كانفوكال ارزيابي  ، بررسي گرديد و نتايج حاصل با تكنيك وسترن بلات و تصويربرداري

و  pTRAkc/ DCF6هاي نوتركيب  از فرم پيش ساز آن در گياه توتون، سازه TGF β1تئين سپس، به منظور بيان موقت پرو. شد
pTRAkc/ DCF7 به ترتيب داراي توالي نگهدارنده شبكه آندوپلاسمي ،(SEKEDL) و فاقد اين توالي طراحي و ساخته شدند .

ي پروتئاز فورين بود، به گياهان توتون  كنندهي نوتركيب ديگري كه حاوي ژن رمز  ها به تنهايي و در تركيب با سازه اين سازه
هرچند پردازش كارآمدتر فرم پيش . شوند نتايج حاصل نشان داد كه هر دو سازه با موفقيت در گياه توتون بيان مي. زني شدند مايه

ز اين پروتئين فرم پيش سادهد كه تجمع  ، نشان ميpTRAkc/ DCF7ي  زني شده با سازه در گياهان مايه TGF β1ساز پروتئين 
شبيه به  پروتئوليتيكي برشهمچنين، در اين تحقيق مشخص شد كه . كند در شبكه آندوپلاسمي از پردازش آن جلوگيري مي

  .  افتد اتفاق نمي N. benthamianaدر  و پروپپتيد آن، بالغ TGFβ1 پروتئاز فورين، بين

  ، گياه توتونTGF β1ي  ردازش فرم نهفتهپ، TGF β1پروتئاز فورين، پروتئين نوتركيب  :هاي كليدي واژه

  A.baghizadeh@kgut.ac.ir: ، پست الكترونيكي09131414156: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
TGF β  )Transforming growth factor β ( خانواده يك

خانواده بزرگ ابرو متعلق به است  هاي مهم ناز سايتوكي
TGF β  )TGF β superfamily (ر داين سايتوكين  .باشد مي

 TGFو  TGF β1 ،TGF β2ايزوفورم پستانداران داراي سه 

β3 غشايي ي گيرندهاز طريق دو كه  است I  وII خود  پيام
 ،TGF β1ايزوفورم  .)7, 4( كند ارسال ميرا به داخل سلول 

پروتئين تنظيمي چند كاره است كه در طيف وسيعي از  يك
هاي بيولوژيكي مانند تحريك و مهار رشد و تمايز  فعاليت
، رشد سلولهاي سرطاني و پيشرفت سيكل سلولي سلولي،

، در اين پروتئين. )6( كندمهار آنها نقش مهمي را ايفا مي 
 390حاوي  ،لابتدا به صورت يك فرم پيش ساز غيرفعا

 29(شود كه از دو بخش سيگنال پپتيد  سنتز مياسيد آمينه 
 TGF - و توالي پروپپتيد) ترمينال Nاسيد آمينه از انتهاي 

β1 ) Pro-TGF β1 (اين پروتئين قبل از . تشكيل شده است
ها ترشح شود، تحت تاًثير چندين  اينكه بوسيله سلول

مهمترين . گيرد ي پردازش درون سلولي قرار مي مرحله
ي پردازش، شكاف پروتئوليتيكي حاصل از فعاليت  مرحله

اندوپپتيداز فورين در توالي پروپپتيد است كه سبب برش 
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گرديده و منجر به  278ي  نهتوالي پروتئيني در اسيد آمي
 LAP  )Latency-associatedهاي  رهاسازي توالي

protein ( فرم بالغو TGF β1 فرم بالغ اين . شود مي
توالي  ترمينال Cاسيد آمينه از انتهاي  112شامل  پروتئين

يك پروتئين است كه  آن) فرم غيرفعال( پيش ساز
ايجاد  را كيلو دالتون 25هومودايمر با وزن مولكولي 

باشد  سيستئين مي  اسيد آمينه 9اين پروتئين شامل . كند مي
كه يكي از آنها، زير واحدهاي مونومر اين پروتئين را به 

به علت دخالت اين . )12 ,11 ,3( نمايد  يكديگر متصل مي
پروتئين در فرآيندهاي بيولوژيكي متفاوت و كاربرد 

تا كنون  ،هاي درماني كلينيكي آن در تست كردن روش
در  TGF β1هاي زيادي براي توليد پروتئين نوتركيب  تلاش
هاي بياني مختلف صورت گرفته است اما به دليل  سيستم

 هاي خالص پيچيده بودن ساختار اين پروتئين و روش
، دست يافتن به مقادير زياد اين پروتئين نوتركيب سازي آن

ي  در دو دهه. )19 ,18 ,10( رضايت بخش نبوده است
هاي نوتركيب  گذشته، استفاده از گياهان براي توليد پروتئين

توانايي گياهان در . مورد توجه محققان قرار گرفته است
 Nي پروتئين، همانند  انجام تغييرات پس از ترجمه

گليكوزيلاسيون و تشكيل باندهاي دي سولفيدي، توليد 
ارزان پروتئين نوتركيب در مقياس بالا و كاهش خطر 

هاي انساني، آنها را به  روتئين نوتركيب با پاتوژنآلودگي پ
ي مناسبي جهت توليد فاكتورهاي رشد  عنوان كارخانه

 .Nدر اين مطالعه، توانايي گياه . )18( تبدبل نموده است

benthamiana  در بيان و پردازش پروتئين نوتركيبTGF 

β1  از توالي رمز كننده فرم غير فعال اين پروتئين مورد
رار گرفت و نيز تاًثير بيان همزمان پروتئاز فورين بررسي ق

حفظ شده در شبكه  TGF β1در پردازش پروتئين 
  . آندوپلاسمي و پروتئين ترشح شده ارزيابي گرديد

  مواد و روشها
به منظور بيان  :هاي نوتركيب طراحي و ساخت سازه

از توالي رمز در گياه توتون،  TGF β1موقت پروتئين 

-pTRAkcي فرم پيش ساز اين پروتئين و ناقل بيان  كننده

ERH (Fraunhofer Institute, Germany)   استفاده شد و
مطابق زير   DCF17و  DCF6 ،DCF7هاي نوتركيب  سازه

 DCI5هاي نوتركيب  همچنين سازه. طراحي و ساخته شدند
 CJG138و ) حاوي توالي رمز كننده پروتئاز فورين(
  . به شرح زير ساخته شدند )GFPحاوي ژن (

ي بياني  و ساخت سازه DCF6ي نوتركيب  طراحي سازه
pTRAkc/ DCF6:  ي  سازهجهت طراحيDCF6 در ابتدا ،

از انتهاي آميني ) اسيدآمينه 29(توالي سيگنال ترشحي 
 TGF β1ي فرم پيش ساز پروتئين  توالي رمز كننده

NM_000660.5, NP_000651.3) (سپس توالي . حذف شد
 LPHدر پايين دست سيگنال  ،(LAP-TGF β1)باقيمانده 

در هدايت كه خود  pTRAkc-ERHموجود در ناقل بيان 
به سمت شبكه آندوپلاسمي در مسير  پروتئين نوتركيب

قرار داده  كند ترشحي داخل سلول، نقش مهمي را ايفاء مي
در شبكه  TGF β1قرارگيري پروتئين  براي .شد

در انتهاي  SEKDELآندوپلاسمي، از توالي سيگنال 
همچنين . استفاده شد ،DCF6ي نوتركيب  كربوكسيل سازه

 tag  به منظور شناسايي پروتئين نوتركيب بيان شده، توالي
His ي فرم پيش ساز  انتهاي آميني توالي رمزكننده در

 يتكثير قطعه). 1شكل (، قرار داده شد TGF β1پروتئين 
با استفاده از آغازگر ، DCF6 ي سازهجفت بازي  1170
 DCF6R2و  DCF6R1و آغازگرهاي برگشت DCF6Fرفت

ي  ، از يك سازهPCRدر واكنش . انجام شد) 1جدول (
ي فرم پيش ساز  رمز كنندههاي  نوتركيب حاوي توالي

. به عنوان الگو استفاده گرديدHis tag و  TGF β1پروتئين 
، با  DpnIبرش داده شده با آنزيم  PCRمحصول سپس 
 SLIC )Sequence and ligation independentروش 

cloning ( ناقل بيانبه درون pTRAkc-ERH ) هضم شده
  . همسانه سازي شد) XhoIو  NcoIهاي  با آنزيم

ي بياني  و ساخت سازه DCF7ي نوتركيب  طراحي سازه
pTRAkc/ DCF7: ي نوتركيب  سازهDCF7 ي  مشابه سازه
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DCF6 ي  طراحي شد، با اين تفاوت كه در سازهDCF7 ،
ي مورد نظر  از انتهاي كربوكسيل سازه SEKDELتوالي 

ي  سازهبه منظور ساخت ). 1شكل (حذف گرديد 
pTRAkc/ DCF7ي سازهجفت بازي  1152 يطعه، ق 

DCF7  با استفاده از آغازگرهايDCF6F  وDCF7R 
با  ،DpnIبا آنزيم تكثير گرديد و پس از هضم ) 1جدول (

هضم ( pTRAkc-ERH ناقل بيانبه درون  SLICروش 
 . همسانه سازي شد) XhoIو  NcoIهاي  شده با آنزيم

ي بياني  و ساخت سازه DCI5ي نوتركيب  طراحي سازه
pTRAkc/ DCI5: ي نوتركيب  به منظور طراحي سازه

DCI5 از ) اسيدآمينه 24(، در ابتدا توالي سيگنال پپتيد
اسيد  794(ي پروتئاز فورين  انتهاي آميني توالي رمز كننده

در پايين حذف شد و توالي باقيمانده ) X17094.1، آمينه
 pTRAkc-ERHموجود در ناقل بيان  LPHدست سيگنال 
، SEKDELو  His tag  هاي همچنين توالي. قرار داده شد

به ترتيب در پايين دست توالي رمز كننده پروتئاز فورين 
 /pTRAkcي  جهت ساخت سازه ).1شكل (قرار گرفتند 

DCI5 ، جفت بازي  2335ي  قطعهدر ابتداDCI5 با ،
 DCI5Rو آغازگر برگشت DCI5Fاستفاده از آغازگر رفت

از پلاسميد حاوي توالي (تكثير گرديد ) 1جدول (
ي پروتئاز فورين، خريداري شده از كمپاني  رمزكننده
addgene به عنوان الگو در انجام واكنش ،PCR  استفاده

و  NcoIي تكثير شده به درون سايت  سپس قطعه). شد
NotI  ناقلpTRAkc-ERHسازي گرديد ، همسانه .  

ي  و ساخت سازه DCF17ي نوتركيب  طراحي سازه
در طراحي اين سازه، توالي  :pTRAkc/ DCF17بياني 

در پايين دست  TGF β1پروتئين ساز  پيش ي فرم رمزكننده
ي پروتئاز فورين، قرار داده شد و يك  توالي رمز كننده

 Furin recognition( سايت قابل شناسايي فورين 

site((FRS) (R-H-R-R) ، در محل اتصال اين دو توالي
 ، توالي سيگنال پروتئاز فورينلازم به ذكر است. تعبيه شد

ي پروتئاز فورين  در اين سازه حذف شد و توالي رمز كننده

به منظور  .قرار داده شد LPHدر پايين دست سيگنال 
در شبكه  و پروتئاز فورين TGF β1نگهداري پروتئين 

به ترتيب در  SEKDELآندوپلاسمي، دو  توالي سيگنال 
ي فورين و انتهاي  انتهاي كربوكسيل توالي رمز كننده

 His توالي  و قبل از DCF17ي نوتركيب  كربوكسيل سازه

tag  ي  سازهبه منظور ساخت ). 1شكل (قرار داده شد
pTRAkc/ DCF17جفت بازي از  1178ي  ، در ابتدا قطعه

، با )بجز توالي فورين( DCF17انتهاي كربوكسيل سازه 
و  DCF17F2و  DCF17F1استفاده از آغازگرهاي رفت

تكثير شد و پس از ) 1جدول (  DCF17Rآغازگر برگشت
بيان  ناقلبه درون  SLICبا روش  ،DpnIبا آنزيم هضم 

) NotIهضم شده با آنزيم ( pTRAkc/ DCI5نوتركيب 
  . سازي گرديد همسانه

ي  و ساخت سازه CJG138ي نوتركيب  طراحي سازه
در اين سازه توالي رمز  :pTRAkc/ CJG138بياني 
و بالا   LPHدر پايين دست سيگنال  GFPي ژن  كننده

براي  ).1شكل (قرار داده شد  SEKDELدست توالي 
 787ي  قطعه، pTRAkc/ CJG138ي بياني  ساخت سازه

، با استفاده از آغازگر فوردارد CJG138جفت بازي سازه 
CJG138F و آغازگرهاي برگشتCJG138R1  وCJG138R2 

با  ،DpnIبا آنزيم تكثير گرديد  و پس از هضم ) 1 جدول
هضم شده با ( pTRAkc-ERHناقل به درون  SLICروش 
  . همسانه سازي شد) XhoIو  NcoIهاي  آنزيم

در نهايت پلاسميدهاي نوتركيب حاصل، با روش شوك 
 E. Coli (NEB Turbo)هاي مستعد  رون سلولبه دحرارتي 

هاي   حاوي سازه( هاي صحيح كلونترانسفورم شدند و 
  .ييد گرديدندأبا روش تعيين ترادف ت )مورد نظر

ترانسفورماسيون گياهان توتون با آگروباكتريوم حاوي 
ييد شده، به طور هاي نوتركيب تأ سازه: هاي نوتركيب سازه

 GV3101و  GV3101ي  جداگانه به درون دو سويه

(pMP90RK)  آگروباكتريوم ترانسفورم شدند و پس از تهيه
  N. benthamianaسوسپانسيون باكتري، براي مايه زني گياه 
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نمونه  ).1(با روش آگرواينفيلتريشن، استفاده گرديدند
پس از روز  7و  5، 3برداري از گياهان مايه زني شده 

استخراج پروتئين، بلافاصله بعد  .آگرواينفيلتريشن انجام شد
 .هاي برگي انجام شد از برداشت نمونه

 
  . هاي بياني شكل شماتيك سازه -1شكل 

 آغازگرهاي مورد استفاده در واكنش زنجيره اي پليمراز  نام و خصوصيات -1جدول 

Sequences from 5’ to 3’ ConstructsSize (nt)Annealing 
Temperature(°

C) 

Primers 

GGCACTGCAGGTGTTCACTCCCACCATCACCACCATCACC 
ATCAC2CTGAG                                                                            

DCF6 50 62 DCF6F 
CTAGAGCTCATCTTTCTCA1GAAGAGCACTTGCAGCTCCGC 
ACGATC        

DCF6 46  62 DCF6R1  
TCTAGAGGATCCGAGCTCGAGCTAGAGCTCATCTTTCTCA1

GAAGAGCACTTGC                                                     
DCF6 53  62 DCF6R2  

TCTAGAGGATCCGAGCTCGAGCTAAGAGCACTTGCAGCTC
CGCACGATC 

DCF7 49  62 DCF7R 

GCTCACATGTCACAGGGCCAGAAGGTCTTCACCAACACGT
GGG 

DCI5 43  62 DCI5F 

AAGTCGCGGCCGCGAGGGCGCTCTGGTCTTTGATAAAGGC
GGTCC 

DCI5 45  62 DCI5R 

CTCGCGGCCGCTTCAGAAAAGGACGAATTG1 CGGCACAGA 
AGG3CTGAGCACAAGCAAGACCATCGACATGGAACTGG 

DCF17 76  62 DCF17F1 

GACCAGAGCGCCCTCGCGGCCGCTTCAGAAAAGGACG DCF17 37  62 DCF17F2 
TGGTGATGGTGATGAGCGGCCGCGGATCCACGCGGAACCA
GAGAGCACTTGC 

DCF17 52  62 DCF17R 

GGCACTGCAGGTGTTCACTCCATGGCTATGGTGTCCAAAG
GCGAAGAACTG 

CJG138 51  62 CJG138F 

CTAGAGCTCATCTTTCTCAGA1TTTGTACAGTTCATCCATGC 
CCAGGGTAATACCAGC   

CJG138 57  62 CJG138R1 

CTC TAG AGG ATC CGA GCT CGA GCT AGA GCT CAT CTT 
TCT CAG 

CJG138 42  62 CJG138R2 

  .مشخص شده است 3با شماره  (FRS)سايت قابل شناسايي فورين و   2با شماره  His tag، توالي 1با شماره  SEKDEL، توالي 1در جدول 

ي زماني برداشت تا انجام استخراج پروتئين،  در فاصله
اين آزمايش در . هاي برگ بر روي يخ قرار داده شدند نمونه

دو تكرار انجام شد و از آگروباكتريوم حاوي ژن 
، براي جلوگيري از p19موشي ي بازدارنده خا رمزكننده

 Post( (PTGS)فرآيند خاموشي ژن پس از نسخه برداري 

transcriptional gene silencing( پروتئين . استفاده گرديد
 PTGSهاي  ، با مهار آغازكنندهp19ي خاموشي  مهاركننده

ها، از شروع فرآيند  RNA(si)ها و RNA(ds)مانند 
پس از تهيه سوسپانسيون ). 17(كند  خاموشي جلوگيري مي

، با 1:1:1يا  1:1باكتري، اين آگروباكتريوم به نسبت مساوي 
هاي نوتركيب مخلوط  هاي آگروباكتريوم حاوي سازه سويه

  . زني شد گرديد و به گياهان توتون مايه
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 :زني شده گياهان مايه  استخراج پروتئين نوتركيب از برگ
نمونه هاي جمع آوري گرم از بافت برگ  2/1تا  1در ابتدا 

ليتر بافر  ميلي 2-3شده در ازت مايع پودر گرديد و با 
 NaCl 8 g/L, KCL 0.2 g/L, Na2HPO4 1.44)استخراج 

g/L, KH2PO4 0.24 g/L, pH 7.4.) ي  عصاره. مخلوط شد
گياه از يك توري عبور داده شد و سوسپانسيون حاصل با 

 15ه مدت ، بC◦ 4دور در دقيقه، در دماي  13000سرعت 
ي خام استخراج شده از  عصاره. دقيقه سانتريفيوژ گرديد

) Total soluble proteins( گياه، حاوي پروتئين محلول كل
بود كه در آزمايشات بعدي به منظور بررسي بيان پروتئين 

   .  نوتركيب استفاده شد

تكنيك وسترن استفاده از آناليز بيان پروتئين نوتركيب با 
  :بلات

غشاء  از ژل به هاي پروتئين ، باندانجام الكتروفورزپس از 
PVDF  پروتئين نوتركيب بررسي بيان  منتقل شدند وTGF 

β1 با استفاده از آنتي باديهاي ،Anti-His6-Peroxidase 

antibody (Roche)  وPolyclonal rabbit anti-TGFbeta1 

Ab (Santa Cruz) همچنين از آنتي بادي . انجام شدanti-

GFP  براي آناليز بيان پروتئينGFP در . استفاده گرديد
هاي مورد نظر به صورت باندهاي آبي رنگ  نهايت، پروتئين

متصل به آنتي بادي، در حضور  HRPحاصل از فعاليت (
بر ) )TMB )3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidineسوبستراي

 .ظاهر شدند، PVDFغشاء روي 

با استفاده از ميكروسكوپ  GFPبررسي بيان پروتئين 
  :كانفوكال

سه روز پس از مايه زني گياه توتون با آگروباكتريوم حاوي 
pTRAkc/ CJG138هاي  ي برگي كوچكي از برگ ، قطعه

در  GFPبيان پروتئين و آگرواينفيلتريت شده جدا گرديد 
  . برگ، با استفاده از ميكروسكوپ كانفوكال بررسي گرديد

  نتايج
  مايه گياهان   در TGF β1بررسي بيان پروتئين نوتركيب 

  :هاي نوتركيب حاوي سازه GV3101ي  شده با سويه زني

 (N. benthamiana)به منظور بررسي توانايي گياه توتون 
و پردازش اين پروتئين از توالي  TGF β1در بيان پروتئين 

 /pTRAkcهاي بيان  ساز آن، سازه ي فرم پيش رمز كننده

DCF6  وpTRAkc/ DCF7  ،به درون به طور جداگانه
سپس به . آگروباكتريوم ترانسفورم شدند GV3101ي  سويه

ي بازدارنده  همراه آگروباكتريوم حاوي ژن رمزكننده
زني  هاي گياه توتون مايه ، به درون برگp19خاموشي 
روز پس از مايه  7و  5، 3بيان پروتئين مورد نظر، . گرديدند

نتايج وسترن . وسترن بلات ارزيابي گرديد ي لهبه وسيزني 
  anti-TGF β1و) 2شكل ( Anti-Hisبلات با دو آنتي بادي 

از پروتئين استخراج شده از ) نتايج نشان داده نشده است(
ها  به ظاهر نشان داد كه اين سازههاي مايه زني شده، برگ

باشند  در گياه توتون نمي TGF β1قادر به بيان پروتئين 
، مربوط 2باندهاي پروتئيني ضعيف مشاهده شده در شكل (

همچنين نتايج حاصل از ). نيستبه پروتئين مورد نظر 
هاي مذكور  آلودگي همزمان گياه توتون با هر يك از سازه

حاوي پروتئاز فورين نشان داد  GV3101ي  به همراه سويه
 TGFكه پروتئاز فورين، تاًثيري در بيان و پردازش پروتئين 

β1 سازه نتايج مشابهي نيز از بيان . نداردpTRAkc/ 

DCF17 ي  ده با سويهدر گياهان مايه زني شGV3101 
با توجه به نتايج حاصل، دو . آگروباكتريوم حاصل گرديد

آگروباكتريوم  GV3101ي  سويه) 1: فرضيه مطرح شد
قادر به ) pTRAkcهاي نوتركيب  حاوي ناقل(

) 2باشد  ترانسفورماسيون كارآمد گياه توتون نمي
ترانسفورماسيون گياه توتون به خوبي انجام شده است اما 

، در گياه TGF β1پروتئين هاي نوتركيب، قادر به بيان  سازه
ي  از اين رو، به منظور بررسي توانايي سويه. توتون نيستند

GV3101  آگروباكتريوم در ترانسفورماسيون توتون، سازه
، به GFPي  ، حاوي ژن رمزكنندهpTRAkc/ CJG 138بياني 

. شد زني منتقل گرديد و به برگ توتون مايه  درون اين سويه
-antiبا استفاده از آنتي بادي ، اگرچه نتايج وسترن بلات

GFP، ي مورد نظر  باند ضعيفي را در محدوده)kDa 32 (
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هاي  لولدر س GFP، اما حضور پروتئين )3شكل (نشان داد 
در . برگ، با ميكروسكوپ فلورسنت قابل مشاهده نبود

توان اظهار داشت كه  مجموع، بر اساس نتايج حاصل مي

، قادر به ترانسفورماسيون كارآمد ي مذكور احتمالاً سويه
  .باشد گياه توتون نمي

 
حاوي ( GV3101زني شده با سويه  پروتئين استخراج شده از گياهان مايهاز ) anti-Hisبادي  آنتي(وسترن بلات نتايج حاصل از آناليز  -2شكل 

  زني روز پس از مايه 7و  5، 3) هاي نوتركيب سازه
 

 
از  ) anti-GFPبادي  آنتي(وسترن بلات نتايج حاصل از آناليز  -3شكل 

 GV3101زني شده با سويه  پروتئين استخراج شده از گياهان مايه
  CJG 138ي بياني  حاوي سازه

در گياهان مايه  TGF β1بررسي بيان پروتئين نوتركيب 
حاوي  GV3101 (pMP90RK)ي  زني شده با سويه

هاي  در آزمايش ديگري، سازه :هاي نوتركيب سازه
 GV3101 (pMP90RK)ي  نوتركيب مذكور، به درون سويه

آگروباكتريوم منتقل شدند و براي مايه زني گياه توتون 
  نتايج وسترن بلات حاصل از نمونه. استفاده گرديدند

ي  زني شده با سويه پروتئيني به دست آمده از گياه مايه

GV3101 (pMP90RK) حاوي ،pTRAkc/ CJG 138 
روز پس از  GFP ،3، نشان داد كه پروتئين )كنترل(

). -44A شكل(شود  زني، در گياه توتون بيان مي مايه
ه ي برگي گيا همچنين تصوير برداري كانفوكال از نمونه

را در شبكه  GFPسطح بالاي پروتئين  تجمعمزبور، 
قرار گيري پروتئين ). B- 4شكل (آندوپلاسمي نشان داد 

GFP  در شبكه آندوپلاسمي، به دليل حضور توالي
SEKDEL ي  در انتهاي كربوكسيل توالي رمزكنندهGFP 

زني شده با  هاي مايه در نمونه GFPبيان موفق . باشد مي
، نشان داد كه GV3101 (pMP90RK)ي نوتركيب  سويه

ي آگروباكتريوم براي ترانسفورم كارآمد گياه  اين سويه
از اين رو . باشد مناسب مي pTRAkcتوتون با ناقل بيان 

 /pTRAkc/ DCF6 ،pTRAkc/ DCF7 ،pTRAkcهاي  سازه

DCF17  وpTRAkc/ DCI5 ي  به درون سويهGV3101 

(pMP90RK)  ترانسفورم شدند و بيان پروتئينTGF β1 ،3 
هاي  زني شده با سازه زني، در گياهان مايه روز پس از مايه

DCF6 ،DCF7  ،DCF6 + DCI5،  DCF7 + DCI5  و
DCF17 آنتي بادي(ي وسترن بلات  به وسيله Anti-His (

شود، در  ديده مي 5شكل همانطور كه در . ارزيابي گرديد
، يك DCF6زني شده با سازه  حاصل از گياهان مايه  نمونه
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. شود ون مشاهده ميكيلو دالت 70 تقريباًي  باند در محدوده
است كه  /TGF β1 LAPاين باند احتمالاً مربوط به ساختار 

به طور كلي، . باشد از فولدينگ صحيحي برخوردار نمي
، /TGF β1 LAPانجام اصلاحات پس از ترجمه در ساختار 

يك فرآيند پيچيده است كه در چندين مرحله كنترل 
ي اول  ، در مرحلهTGF β1ترشح دايمرهاي فعال . شود مي

در شبكه  /TGF β1 LAPمستلزم دايمر شدن پروپپتيد 
همچنين اين ساختار در سه اسيد . )9(آندوپلاسمي است 
گليكوزيله  N 176و  136، 82هاي  آمينه در موقعيت

در شبكه ) نهفته(نگهداري اين ساختار . )16, 2( شود مي
شود كه  گلژي، سبب مي- آندوپلاسمي و دستگاه سيس

گلژي به آهستگي انجام -درون شبكه ترانسترشح آن به 
گلژي ترشح شوند كه - هايي به ترانس شود و فقط پروتئين

بنابراين مشاهده باند . )14, 5( اند به درستي گليكوزيله شده
ي  كيلو دالتوني، در گياهان آلوده شده با سازه 70تقريباً 
DCF6پروپپتيد ي  ، احتمالاً نشان دهندهTGF β1 LAP/ 

به دليل حضور ه درستي گليكوزيله نشده است و است كه ب
در انتهاي كربوكسيل اين سازه به درون  SEKDELتوالي 

ي  زمانيكه سازه. شبكه آندوپلاسمي برگشت داده شده است
DCF6  زني شد،  به همراه پروتئاز فورين به گياه توتون مايه

كيلو  70در نتايج وسترن بلات علاوه بر باند حدوداً 
كيلو دالتون  35و   55هاي  دو باند در محدودهدالتوني، 

و  /TGF β1 LAPمشاهده گرديد كه به ترتيب مربوط به 
LAP  مشاهده اين باندها نشان داد كه ). 5شكل (بود

احتمالاً بخشي از پروپپتيد بيان شده، به درستي گليكوزيله 
شود،  گلژي منتقل مي- شود و به درون شبكه ترانس مي

جدا  TGF β1از  LAPجائيكه تحت تاثير پروتئاز فورين، 
لانسي واهاي غيركو است، اما همچنان  با برهمكنشگرديده 

اين در حالي است كه نتايج . به يكديگر متصل هستند
در  ،به تنهايي DCF7ي  سازهزني گياهان با  حاصل از مايه
كيلو  70، علاوه بر باند تقريباً DCF6ي  همقايسه با ساز
 TGF β1كيلو دالتوني مربوط به پروپپتيد  55دالتوني، باند 

LAP/   كيلو  55باند حضور ). 5شكل (را نشان داد
دهد كه به دليل  در نتايج وسترن بلات نشان مي دالتوني،

، مقدار DCF7ي  ، در سازهSEKDELفقدان توالي سيگنال 
ز پروپپتيد بيان شده از اين سازه، به درستي بيشتري ا

گليكوزيله شده است و در مسير ترشح وارد شبكه ترانس 
شود، اما در آنجا به تنهايي قادر به پردازش و  گلژي مي

  . باشد نمي TGF β1توليد فرم بالغ 

 
هاي برگي  از نمونه (B)، و تصوير برداري ميكروسكوپ كانفوكال anti-GFP (A)بادي  وسترن بلات با استفاده از آنتينتايج حاصل از آناليز  -4شكل 

در شبكه  GFPپروتئين : 1. زني روز پس از مايه CJG 138 (3ي نوتركيب  حاوي سازه( GV3101 (pMP90RK) ي زني شده با سويه گياه توتون مايه
، اما با بزرگنمايي 3و  2، 1مشابه موارد : 5و  4، (Bright field)عكس برداري با نور سفيد : 3اتوفلورسانس كلروفيل به رنگ قرمز، : 2پلاسمي، آندو

  بيشتر
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زني شده با سويه  پروتئين استخراج شده از گياهان مايههاي  از نمونه anti-Hisبادي  وسترن بلات با استفاده از آنتينتايج حاصل از آناليز : 5شكل 

GV3101::pMP90RK )زني روز پس از مايه 3، )نوتركيب  هاي حاوي سازه.  
  

ي  آلودگي همزمان گياه توتون با هر دو سازهدر صورتيكه، 
فرم بالغ  و پروتئاز فورين، منجر به آزاد شدن DCF7بيان 

TGF β1 از پروپپتيد آن گرديده است كه به صورت دو ،
كيلو دالتون  35و  ) TGF β1) LAP/كيلو دالتون  55باند 

(LAP)  5شكل (شود  مي در نتايج وسترن بلات مشاهده.(  

ي  بررسي تاثًير پروتئاز فورين در پردازش فرم نهفته
نتايج وسترن بلات، حاصل از آلودگي  :TGF β1پروتئين 

هاي حاوي فرم پيش ساز  همزمان گياهان توتون با سازه
ي  به همراه سازه) DCF7و  TGF β1  )DCF6پروتئين 

DCI5 )در )ي پروتئاز فورين حاوي توالي رمز كننده ،
مقايسه با گياهان آلوده شده در غياب اين پروتئاز، نشان داد 

تنها در  در گياه توتون، TGF β1كه پردازش فرم نهفته 
بنابراين، . باشد صورت بيان پروتئاز فورين امكان پذير مي

ليت پروتئازي، شبيه به دهند كه فعا اين نتايج نشان مي
لازم . وجود ندارد N. benthamianaپروتئاز فورين در گياه 

به ذكر است در اين آزمايشات به منظور اطمينان از بيان 
پروتئاز فورين، يك گياه توتون تنها با آگروباكتريوم حاوي 

زني شد و بيان اين پروتئين با تكنيك  مايه DCI5ي  سازه
پروتئين بيان شده به صورت . ديدوسترن بلات ارزيابي گر

كيلو دالتوني در نتايج وسترن بلات  98يك باند حدوداً 

به علاوه، به منظور بررسي امكان ). 5شكل (مشاهده گرديد 
و پروتئاز فورين از  /TGF β1 LAPپتيد بيان همزمان پروپ

ي نوتركيب در گياه توتون و نيز بررسي توانايي  يك سازه
ي  ، سازهTGF β1اين سازه در پردازش فرم نهفته پروتئين 

pTRAkc/ DCF17  به درون آگروباكتريوم ترانسفورم شد و
ي  زني شده، به وسيله پروتئين استخراج شده از گياهان مايه

اما نتايج حاصل از بيان اين . ارزيابي گرديدوسترن بلات 
 ). 5شكل (سازه، رضايت بخش نبود 

  بحث
گياهان به دليل دارا هاي بيان يوكاريوتي،  در ميان سيستم

بودن محيط سلولي مناسب براي انجام تغييرات پس از 
ترجمه و توانايي ايجاد فولدينگ صحيح در محصول 

هاي مختلف  از ميان ايزوفرم. پروتئيني، حائز اهميت هستند
در  TGF β3تا كنون، تنها بيان ايزوفورم  ، TGF βپروتئين 

هرچند، . ستگزارش شده ا N. tabacumكلروپلاست گياه 
پروتئين بيان شده در اين سيستم، از فولدينگ صحيحي 

همچنين، همزمان با انجام . )8(برخوردار نبوده است 
، بيان  2016و همكاران در سال  Wilberتحقيق حاضر، 
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ي فرم پيش  فعال را از توالي رمز كننده TGF β1پروتئين 
  . )18(ساز آن، در گياه توتون گزارش نمودند 

در بيان  N. benthamiana، توانايي گياه حاضر تحقيقدر 
-pTRAkcبا استفاده از ناقل بيان  TGF β1موقت پروتئين 

ERH   مورد بررسي قرار گرفت و پردازش اين پروتئين از
ي پروتئين  ساز آن، با مقايسه ي فرم پيش توالي رمز كننده

تجمع يافته در شبكه آندوپلاسمي و پروتئين ترشح شده، 
نتايج . حضور و غياب پروتئاز فورين ارزيابي گرديددر 

داد كه فعاليت پروتئازي شبيه به پروتئاز  حاصل نشان 
اين نتايج . وجود ندارد N. benthamianaفورين در گياه 

آنها نشان دادند كه . و همكاران بود Wilberمشابه نتايج 
برش پروتئوليتيكي، حاصل از فعاليت پروتئاز فورين، در 

مطالعات انجام شده نشان  .)18(افتد  گياه اتفاق نمياين 
دهند كه پروتئاز فورين انساني، يك پروتئين غشايي  مي

كيلو  104(ساز  است كه در ابتدا به صورت يك فرم پيش
شود و سپس با شكاف پروپپتيد، در  سنتز مي) دالتون
ي يك فرايند اتوكاتاليتيكي داخل مولكولي، در شبكه  نتيجه

. شود تبديل مي) كيلو دالتون 98(سمي به فرم بالغ آندوپلا
ايجاد اين شكاف در پروپپتيد، براي خارج شدن فورين از 

اگرچه اين شكاف براي . شبكه آندوپلاسمي لازم است
سازي فورين ضروري است اما كافي نيست و همچنان  فعال

جدا شدن پروپپتيد از فرم . پروپپتيد به فرم بالغ متصل است
پروتئين، با ايجاد شكاف دوم در محيط اسيدي  فعال اين

گيرد و سبب رها شدن فرم  شبكه ترانس گلژي صورت مي
مشخص شده است كه با نگه داشتن . گردد فعال فورين مي

، KDELي توالي  فورين در شبكه آندوپلاسمي به وسيله
ها  فورين قادر به ايجاد شكاف در پروپپتيد سابستريت

نها در شبكه ترانس گلژي داراي باشد و احتمالاً ت نمي
با توجه به مطالب ذكر شده و . )15, 13(باشد  فعاليت مي

توان اظهار داشت كه مسير پردازش  مي نتايج به دست آمده، 
فورين در گياه مشابه انسان است و از آنجائيكه در انتهاي 

، DCI5ي  ي فورين، در سازه كربوكسيل توالي رمز كننده
داده شده بود، كارآيي پردازش  قرار SEKDELتوالي 

فورين بيان شده، كاهش يافته و تنها بخشي از آن كه به 
شبكه ترانس گلژي وارد شده است، به درستي پردازش 

ي  مقايسه. است TGF β1از  LAPگرديده و قادر به شكاف 
 + DCF6هاي  نتايج حاصل از گياهان آلوده شده با سازه

DCI5  وDCF7 + DCI5 د كه نگهداري نيز نشان دا
در شبكه آندوپلاسمي سبب  TGF β1  LAP-پروتئين

. گردد مي TGF β1ساز پروتئين  كاهش پردازش فرم پيش
ساز پروتئين در شبكه  احتمالاً با حفظ فرم پيش

باشد به درون شبكه  آندوپلاسمي، اين پروتئين قادر نمي
گلژي، جائيكه پروتئاز فورين داراي فعاليت است، - ترانس
- شود و تنها بخشي از پروتئين كه وارد شبكه ترانسمنتقل 

  . گردد گلژي شده است، به درستي پردازش مي

 TGFدر بخش ديگري از اين تحقيق، توانايي بيان همزمان 

β1 LAP/ ي نوتركيب در گياه  و پروتئاز فورين از يك سازه
. بررسي گرديد DCF17ي  ي ساخت سازه توتون به وسيله

اما به دليل طراحي نادرست اين سازه، نتايج حاصل از بيان 
 KDELعلاوه بر اينكه، توالي . آن رضايت بخش نبود

هاي فورين و فرم  موجود در انتهاي كربوكسيل توالي
، از پردازش صحيح پروتئاز TGF β1ساز پروتئين  پيش

در اين سازه جلوگيري نموده  TGF β1فورين و پروتئين 
انجام شده روي ساختار پروتئاز فورين ، مطالعات است

يك پروتئين غشايي است كه از  نشان داد كه اين پروتئاز
و  )Cytoplasmic domain( هاي سيتوپلاسميك طريق دمين

به غشاء ) Transmembrane domain(ترانس ممبرين 
گيرد و  شبكه ترانس گلژي متصل شده و در آنجا قرار مي

ها در انتهاي  اين دمين. شود يبه فرم فعال پروتئاز تبديل م
ي پروتئاز فورين قرار دارند در  كربوكسيل توالي رمز كننده
و سايت ) Catalytic domain(حاليكه دمين كاتاليتيك 

. )13(سازي آن در انتهاي آميني قرار گرفته است  فعال
ي نوتركيب ساخته شده، توالي   سازهبنابراين از آنجائيكه در 

در انتهاي  TGF β1ساز پروتئين  يشي فرم پ رمز كننده
كربوكسيل پروتئاز فورين قرار گرفته است، احتمالاً از 
دسترس دومين كاتاليتيك اين پروتئاز، خارج بوده و پروتئاز 
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فورين قادر به انجام فعاليت پروتئوليتيكي، در سايت قابل 
شناسايي نبوده و در نتيجه نتايج رضايت بخشي از بيان 

ي اين سازه در گياه توتون  به وسيله TGF β1پروتئين 
 .حاصل نگرديد

  سپاسگزاري

  و  تحقيقات علوم،   وزارت  مالي حمايت  با   پروژه اين 

فناوري در قالب يك دوره تحقيقاتي كوتاه مدت در  
 Serenaمونيخ، آزمايشگاه دكتر  LMUدانشگاه 

Schwenkert  و شركتCrelux ناقل بيان اين . انجام شد
، از موسسه Rainer Fischerآزمايشگاه پروفسور  پروژه از

بدين وسيله از تمامي . تهيه گرديد Fraunhoferتحقيقاتي 
 .  آيد اني به عمل ميداين عزيزان نهايت سپاس و قدر
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Abstract  

TGF β1 is a multifunctional protein that is involved in several biological processes. This 
protein is initially synthesized as 390 amino acids biologically inactive latent precursor 
that prior to binding to the TGF β receptors; undergo proteolytic cleavage, to separate 
mature form of TGF-β1 from its propeptide. The mature form of this protein comprise 
of the C-terminal 112 amino acids from its precursor. In this study, the potential of two 
agrobacterium GV3101 and GV3101 (pMP90RK) strains were first investigated for the 
transformation of Nicotiana benthamiana with pTRAkc-ERH expression vector by 
creating the pTRAkc/CJG138 (including GFP) as a control construct. The results were 
analyzed by western blot technique and confocal imaging. Then, in order to transient 
expression of TGF β1 from its precursor sequence in the tobacco plant, recombinant  
pTRAkc/ DCF6 and pTRAkc/ DCF7 constructs (containing endoplasmic reticulum 
retention signal (SEKEDL) and the lacking of this sequence, respectively) were 
designed and generated. Tobacco plants agro-infiltrated with these constructs alone or 
in combination with another recombinant construct; harbouring the coding sequence for 
Furin protease. Results showed that the both of these constructs were successfully 
expressed in tobacco plants. However, more efficient processing of TGF β1 precursor in 
infiltrated plants with pTRAkc/ DCF7 construct show that the accumulation of TGF β1 
precursor in endoplasmic reticulum prevent to its processing. In addition, in this 
research was revealed that a Furin-like cleavage between the mature TGF β1 and its 
propeptide does not occur in N. benthamiana. 

Key words: Furin protease, TGF β1 recombinant protein, TGF β1 latent processing, 
tobacco plant 


