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 هایسلول های حيواني،عاری از فرآورده نوترکيب هایپروتئين برای تقاضا افزایش دليل به

نگهداری باشند. مي ها مورد توجهاین پروتئين توليد برای مناسب پلتفرم یک عنوان گياهي به

سازی محصول توليد شده و کشت مستقل از شرایط آب و ارزان، ساده بودن جداسازی و خالص

های های استفاده از سوسپانسيوناز مزیت ها، طول روز و وضع هواهوایي، کيفيت خاك، فصل

های استفاده شد که علاوه بر مزیت  BY-2 يگياه هایسلول ازدر این تحقيق  باشد.ميسلولي 

سازی به منظور بهينه. است BY-2های های مهم سلولبالای سلولي از ویژگي تقسيم فوق، سرعت

به این  β-glucuronidase (gus)رگزارشگ، ابتدا ژن BY-2های انتقال و بيان ژن در سلول

با  مورد انتظار bp521، قطعه BY-2 هایدر سلول  gusبرای اثبات حضور ژن .ها منتقل شدسلول

سنجش  ، ازBY-2های سلولتکثير شد. جهت تایيد بيشتر تراریخته بودن  PCRاز  استفاده

-بتا میآنز. جهت بيان  دش استفاده شودها ميسلول (آبي)که باعث تغيير رنگ  GUSبيوشيميایي 

 Trichodermaقارچ  هیااز جدحاوی اینترون  β-1,3 glucanase (bgnI) نژ ،گلوکاناز 3و1

virens در وکتور دوگانه  -GUS121pBI 2های سلولبه  ی و سازه بدست آمدهسازهمسانه-BY 

با ه، های تراریختگلوکاناز در سلول 3و1بتا آنزیم بررسي بيان منتقل شد.  جهت بيان پروتئين

در د نظر آنزیم موربيان انجام گرفته و   SDS-PAGEتوسط استفاده از الگوی پروتئيني

از  (BgnI) گلوکاناز 3و1-بتاآنزیم برای تعيين فعاليت گرفت.  مورد تایيد قرار  BY-2هایسلول

های احيا شده حاصل از گيری مقدار قند(، جهت اندازهDNSروش دی نيترو سالسيليک اسيد )

در به تراریخته قا BY-2های عمل این آنزیم استفاده شد. نتایج بدست آمده نشان داد که سلول

  .دنباشمي فعال گلوکاناز 3و1بتا بيان آنزیم 
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Abstract 

Due to the increasing demand for recombinant proteins free from animal products, plant cells are considered as a suitable 

platform for the production of these proteins. Plant cells have advantages such as low maintenance cost, ease of separation and 

purification of the produced products, and independent cultivation from weather conditions, soil quality, seasons, day length, 

and weather conditions. In this study, BY-2 plant cells were used as a platform for producing recombinant proteins. BY-2 cells 

have a high cell division rate, which is an important feature of these cells. To optimize the transfer and expression of genes in 

BY-2 cells, the gus reporter gene was transferred to these cells. Expression of this gene leads to a measurable phenotype. To 

confirm the presence of the gus gene in BY-2 cells, the expected 521bp fragment was observed using PCR. Additionally, to 

further confirm the biochemical expression of GUS in BY-2 cells, cell blue staining was observed. To express the beta-1,3-

glucanase enzyme, the intron containing bgnI gene from the T. virens fungal strain was transferred to BY-2 cells using the 

pBI121GUS- dual vector. The expression of the protein in BY-2 cells was confirmed by SDS-PAGE analysis. The activity of the 

beta-1,3-glucanase enzyme (BgnI) was determined using the dinitrosalicylic acid (DNS) method to measure the amount of 

reducing sugars produced by the enzyme. The results showed that the transgenic BY-2 cells were capable of expressing active 

beta-1,3-glucanase enzyme.                                                                                                

Keywords:  beta-1,3-glucanase enzyme, recombinant proteins, bgnI gene, BY-2 cell, glucan. 

 

 

  مقدمه

از پلی ساکاریدهای طبیعی  متنوعیدسته بزرگ و  هابتاگلوکان

تلفیقی از دو  و یا 3و1-که از مونومرهای گلوکز با پیوند بتا هستند

ها به طور گسترده اند.گلوکانساخته شده 4و1-و بتا 3و1-بتا پیوند

ها، توان آنها را در مخمرها، قارچدر طبیعت پراکنده هستند و می

 هرهای ذخیهای دریایی و غلات، جایی که نقشها، جلبکباکتری

 ,.Du et al)کنند یافتسازی، ساختاری و حفاظتی را ایفا می

2019; Murphy et al., 2021; Saito et al., 1968; Usoltseva et 

al., 2020) . 

 Pathogenesis (PR)از یادسته یگلوکاناز 3و1-بتا یهامیآنز

Related  بوده که به خانواده  هانیپروتئPR-2  تعلق دارند و به

.  (C.-T. Wu et al., 2001)پراکنده هستند عتیطور گسترده در طب

از  یو برخ اهانیها، گقارچ ها،یتوسط باکتر شتریب هامیآنز نیا

مختلف  یکیولوژیزیف یندهایکه در فرا ند،شویم انیب مهرگانیب

 نیا(. (Mackay et al., 1985; Sova et al., 2013نقش دارند

دفاع در برابر  ،یو رشد سلول یبازساز ،یانرژ دیشامل تول ندهایفرا

 مثل دیبذر، هضم و تول یزنجوانه ،یقارچ یهاپاتوژن

 Dong & Dunstan, 1997; Sova et al., 2003; Q. Wu)شوندیم

et al., 2018; Carvalho et al., 2021; Ghazavi Esfahani et al., 

 یگنوسلولزیمواد ل لیتبدمواردی مانند: در  هامیآنز نیاز ا. (2023

خوراک  یهامکمل واتانول؛یب دیتول یبرا ریقابل تخم یبه قندها

 ریدر سا زیها درغلات و نسوء بتاگلوکان تاثیرکاهش  یدام برا

 & Marco & Felix., 2007; Claus)استفاده نمود توانیم عیصنا

Mojsov., 2018; Mohamadkhani et al., 2018; Brazil et al., 

2019; Bai et al., 2021; Karunaratne et al., 2022;) .از  استفاده

 هاومولکولیب دیتول یبرا یجذاب نهیگز یاهیگ یهاکشت سلول

 یهاکشت شده در مزارع، سلول اهانیبا گ سهی. درمقاباشدیم

محدود و کنترل  یطیدر مح توانندیکشت م طیکشت شده در مح

 یابزار مناسب یاهیکشت سلول گ یشده پرورش داده شوند. فناور

است که امکان  مختلف یفناور ستیز یکاربردها یبرا

فراهم  یطیو مح ییآب و هوا راتیرا بدون تأث دیتول یسازنهیبه

 یمنحصر به فرد یهایژگیو یدارا یاهیگ یها. سلولکندیم

 زیتانداران متماو پس ییایباکتر یهاهستند که آنها را از سلول

 ,Strasserکردن  لهیکوزیگلا یبه عنوان مثال در الگو ،سازدیم

از لاین  .کنندیم دیکه تول یکوچک یهامولکول نوعتو  ((2016

به  (Nicotiana tabacum L.cv Bright Yellow 2) BY-2یسلول

 & Verpoorte)دشویعنوان یک سیستم مدل استفاده م

Alfermann, 2000 .) ایهسلول BY-2 یهامانند سلول Hela 

 زانیم BY-2 یسلول هایلاین (Nagata et al., 1992). پایدارند

 Transient)موقت از یک پروتـئین را در شرایط بیان  یقابل توجه

expression) یها. سلولکنندیم تولید BY-2 میبه سرعت تقس 

 1۰۰هفته تا  کیخود را در  یجرم سلول توانندیو م شوندیم
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انبوه  دیواضح در تول تیمز کی نیدهند. ا شیرابر افزاب

و  یسلول عیسر ریژن، تکث ل. روش آسان انتقاباشدیها مپروتـئین

از باعث شده که  افته،ی رییتغ MSکشت ارزان  طیاستفاده ازمح

 دیتول یبرا یاهیگ یهاسلول از سایر شتریب BY-2 یهاسلول

 ,Nagata & Kumagai,1999; Doran).وداستفاده ش هانیپروتئ

 ها،میآنز ها،یبادیاز جمله آنت یمتنوع یهانیپروتئ (2013

 یهادر سلول تیبا موفق هانیپروتئ ریو سا یدرمان یهانیپروتئ

BY-2 اند شده انیب(Sakamoto et al., 2008; Kirchhoff et al., 

2012; Reuter et al., 2017.) 

 انیب یبرا یمختلف یهاتیمز یدارا BY-2 یهاسلول از آنجا که

و  تیبا توجه به اهم و باشندیبصورت هترولوگ م هانیپروتئ

 نیا هدف از، مختلف عیدر صناگلوکاناز  3و1-یم بتاکاربرد آنز

 .است BY-2در پلتفرم  میآنزاین  تیفعال یو بررس انیب پژوهش

از کیلو باز  3/2 به طول حدود  β-1,3 glucanase (bgnI) ژن

 گیرد.مورد استفاده قرار می Trichoderma   virensرچ قا هیجدا

که  gusر ژن گزارشگ انیانتقال و ب یسازنهیابتدا بهبدین منظور 

سپس  است انجام شده وفنوتیپ قابل مشاهده و سنجش دارای 

انجام  BY-2 یبه سلول گیاهمذکور  میانتقال ژن کد کننده آنز

  شود.می

  هاروش و مواد

های سلول های باکتریایی مورد استفاده:سویه مواد گیاهی و

از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری  BY-2 گیاهی

از شرکت ) Escherichia coli DH5αاز باکتری  تهیه شد.

Fermentas برای انجام مراحل کلونینگ و تهیه سازه و از )

Agrobacterium tumefaciens LBA4404  برای انتقال ژن به

 جهت تراریختی استفاده شده است. BY-2های سلول

 pBI121 ناقل پلاسمیدی پلاسمیدها و مواد مورد استفاده:

. قرارگرفتاستفاده  موردعنوان ناقل بیانی گیاهی )نواژن( به

های قبلی این گروه تهیه که در پژوهش GUS121pBI-پلاسمید 

تفاده های ژنی جهت انتقال به گیاه اسشده بود، برای تهیه سازه

-Pfuو  Taq-polymeraseاز آنزیم  PCRشد. برای انجام واکنش 

DNA polymerase  از شرکت(Fermentasاستفاده شد. آنزیم )

و آنزیم لیگاز از  DNAهای مورد استفاده برای هضم آنزیمی 

تهیه شد. مواد شیمیایی مورد استفاده با درجه  Fermentasشرکت 

از  DNAخالص سازی خلوص بیولوژی ملکولی و نیز کیت 

تهیه شد. مواد مورد نیاز جهت تهیه محیط کشت  Rocheشرکت 

های تهیه باکتری تهیه شد.  Merckگیاهی و باکتریایی از شرکت

پلاسمیدی و هضم آنزیمی طبق  DNAمستعد، استخراج 

 & Sambrookانجام شد  Russellو  Sambrookدستورالعمل 

Russell, 2001).) 

سازی در اختصاصی پس از بهینه PCR انجام :PCRشرایط انجام 

میلی  2میکرولیتر، شامل  25مخلوط واکنشی به حجم 

 2/۰آغازگر،  میکرومولار DNA ،3/۰ نانوگرم 4MgSO ،3۰ مولار

 5و Pfu-DNA polymeraseواحد آنزیم  5/2، وdNTPمیلی مولار 

 5نش به مدت ابتدا واکصورت پذیرفت.  (10X)میکرولیتر بافر 

دور،  3۰سپس واکنش برای درجه سانتیگراد و  94دقیقه در دمای 

ثانیه، دمای متناسب  6۰درجه سانتیگراد به مدت  94شامل دمای 

ثانیه و  6۰به مدت  )1جدول (آغازگرهای مورد استفاده جفت با 

ثانیه انجام  6۰درجه سانتیگراد به مدت  72در نهایت، دمای 

درجه سانتیگراد به  72دور، واکنش در  3۰ گرفت. بعد از اتمام

یک روی ژل آگارز  PCRدقیقه قرار گرفت. محصول  1۰ مدت

 الکتروفورز شد.  آمپر 5۰ولت و جریان 95با ولتاژ  درصد

 در این تحقیق آغازگرهای مورد استفاده -1جدول 
Table 1. primers used in this study 

Tm Primers sequence Primers name 

66.8ºC 3-TTGAAGTCACTGGCCTTTG  ATG  TCTAGA CG -'5 FbgnI 

70.8ºC '3-GGTTGTGTAGCGGCCAACATC CTA  TCTAGAGC-'5 RbgnI 

62ºC 5′ -GGT GGT CAG TCC CTT ATG TTA CG –3′ GUS F 

57ºC 5′ –CCG GCA TAG TTA AAG AAA TCA TG –3′ GUSR 

66.4ºC 5′ -GTC GCC TAA GGT CAC TAT CAG CTA GC –3′ NPTF 

55ºC 5′-GGC GAA CAG TTC ATA CAG AGT CT-3´ 35SF 

55.9ºC 5′-CGCGATAATTTATCCTAGTTTGC-3´ nosR 
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ناقل  :pBI121در وکتور بیانی گیاهی  bgnIژن سازی همسانه

pUCRM1  حاوی ژنbgnI ( به روش لیز قلیاییSambrook & 

Russell,2001 از باکتری )E. coli DH5α ده و همراه استخراج ش

برش داده شده و مراحل  IXbaبا آنزیم  GUS121pBI-با ناقل بیانی 

طبق روش  E. coli DH5αسازی و انتقال به باکتری همسانه

استاندارد انجام گرفت. جهت انتخاب پلاسمیدهای نوترکیب از 

( در محیط کشت استفاده µg/mL 5۰آنتی بیوتیک کانامایسین )

به روش انجماد و  Ibgnحاوی ژن   GUS121pBI-شد. پلاسمید 

میلی مولار( و ازت مایع به  2۰ذوب با استفاده از کلرید کلسیم )

 Sambrook)منتقل شد  LBA4404سویه  A. tumefaciensباکتری 

& Russell, 2001.) 

گیاهی  سلولانجام دقیق کشت  : BY-2گیاهی هایسلول کشت

شروع  از رود. قبلشمار میبه مهمترین مراحل انتقال ژن  یکی از

سازی بهینه BY-2های گیاهی سلولکشت  روش انتقال ژن، باید

استفاده شد.  توتونگیاه  BY-2های سلولشود. در این تحقیق از 

تغییر  MSکشت پایه حیط در م BY-2های سلولبرای این منظور 

-D (1mg/L)، Myo-4-2شاملیافته 

Imositol(100mg/L)،Thiamine.HCl (10.1 mg/L)  ، g/L3۰ 

ها آگار کشت شدند. از این سلول g/L  7و میزان pH 5.7ساکارز، 

 جهت رشد بهتر برای انتقال ژن با شرایط مناسب استفاده شد.

یک  چهار هفتهر کشت شده، به فاصله زمانی ه BY-2های سلول

 . شدندزیر کشت می جدیدبه محیط  BY-2های سلولبار

های ، سلولپروتئینبرای استخراج  :استخراج پروتئین گیاهی

BY-2  ساعت  24با آب مقطر استریل شستشو شدند و به مدت

اتمسفر لیوفلیزه شدند.  ۰1/۰درجه سانتیگراد و فشار  -6۰در دمای

 به روش ترکیبی BY-2ی از سلولها BgnIاستخراج آنزیم 

Cervone  وFavaron همراه با اندکی تغییر انجام گرفت(Cervone 

et al., 1987; Favaron, 2001) یک گرم از پودر لیوفلیزه شده در .

 (Low- Salt Solution Buffer) میلی لیتر از بافر کم نمک 25

 EDTANa2 pH 5 3میلی مولار،  pH 5 5۰شامل سدیم استات 

حل شد و به  %1۰میلی مولار و گلیسرول  DTT  1میلی مولار،

راد روی همزن مغناطیسی هم درجه سانتیگ 4 مدت نیم ساعت در

 3۰درجه سانتیگراد به مدت  4در  g 12۰۰۰زده شد. سپس در 

دقیقه سانتریفیوژ شد. محلول رویی به ظرف تمیز منتقل شد و 

میلی لیتر از بافر با نمک  15رسوب به منظور استخراج مجدد در 

شامل بافر کم نمک و کلرید   (High-Salt Solution Buffer) بالا

درجه  4 میلی مولار حل شد و به مدت نیم ساعت در 1سدیم 

دوباره در  سپس سانتیگراد روی همزن مغناطیسی هم زده شد.

همان شرایط سانتریفیوژ شد و فاز رویی به ظرف قبلی اضافه شد. 

 در g 15۰۰۰محلول جمع آوری شده به منظور کدورت زدایی در 

و سپس با  ددقیقه سانتریفیوژ ش 2۰درجه سانتیگراد به مدت  4

رسوب دهی شد. رسوب  %85آمونیوم سولفات در غلظت نهایی 

میلی لیتر از بافر فسفات حل شده و یک شب در بافر استات  5در 

دیالیز شد و بعد از افزودن محلول فنیل متیل سولفونیل فلوراید 

(PMSF)  درجه سانتیگراد  -2۰تا غلظت نهایی یک میلی مولار در

   نگهداری شد.

 به روش GUSسنجش بیوشیمیایی  عالیت آنزیمی:سنجش ف

Gallagher انجام شد(Gallagher, 2012).  سنجش فعالیت آنزیم

به روش بهرامسری و همکاران انجام  گلوکاناز 3و1-بتا

 .(Bahramsari et al. 2005)گرفت

 

  و بحث نتایج

قطعه ، BY-2 یگلوکاناز در سلول گیاه 3و1-بتا میآنز انیب برای

   pUCRM1از پلاسمید  (bgn1)گلوکاناز 3و1-ژن بتا یحاو

)2008., et al Mohammadzadeh( در وکتور دوگانه -GUS121pBI  

نام   pBIRM1حاصل به نام  بیو سازه نوترک یساز همسانهزیر 

مذکور توسط الگوی هضم آنزیمی  . سازه(A 1-)شکل شد یگذار

 PCRهمچنین الگوی هضم آنزیمی محصول ( و B 1-)شکل

 Rbgn1و  Fbgn1های آغازگراز  با استفاده آنبدست آمده از 

  و  SacI  ،PstI،HindIIIتوسط آنزیم ،های دو طرف ژن(آغازگر)

SalI(روش PBR مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج بدست آمده )

را مورد تایید قرار داد  pBIRM1صحت پلاسمید نوترکیب 

 bgnIژن  یاینکه دو انتهای قطعه حاو با توجه به (.C 1-)شکل

صحت  یاست، به منظور بررس XbaIدارای محل برش برای آنزیم 

های غازگرآاز جفت  ،حیقطعه مورد نظر در جهت صح یریقرارگ

د. در این صورت چنانچه ژن در جهت مستقیم شاستفاده  یمتفاوت
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های آغازگرکلون شده باشد، قطعات مورد انتظار بوسیله 

(35sF/RbgnI( حدود )bp2344+5۰۰ ،)های آغازگر

(FbgnI/(nosR حدود bp) 247 +2344(، د. در شوایجاد می

توجه به  ( )باnosR/RbgnI( و )35sF/FbgnIهای )آغازگریکه حال

 PCRند. با انجام کنایجاد   PCRهم جهت بودن( نباید محصول

ها و بدست آوردن قطعات مورد انتظار، صحت آغازگربوسیله این 

 (.D-1د )شکلش دییتا هجهت ژن کلون شد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

با استفاده از  pBIRM1( تایید پلاسمید 1 ی،آنزیم تایید هضم B) ،bgnIژن حاوی جفت بازی  2344قطعه  حاوی PBIRM1پلاسمید شماتیک  شکل A)-1شکل

 FbgnI/RbgnI( )2344های )با جفت آغازگربدست آمده  PCR( محصول 2جفت بازی(،  2344در دو طرف ژن، )قطعه  XbaI میالگوی هضم آنزیمی توسط آنز

bp) از  DNA قارچ  یژنومT.virens،M  )مارکر، C) تایید پلاسمید نوترکیب pBIRM1 تفاده ازالگویبا اس PCR روش و PBR  ،1 ( محصولPCR  ژنbgnI  

هضم  (FbgnI/RbgnIهای )با جفت آغازگر bgnIژن  PCRبه ترتیب محصول  ( 5تا  2 پلاسمیدی، DNA( از FbgnI/RbgnI( ) 2344 bpهای )با جفت آغازگر

 (pBIRM1 ،1در پلاسمید  bgnIتایید جهت صحیح کلون شدن ژن  ( Dمارکر، (Mبا ایجاد الگوی مورد انتظار، SalI و SacI ،PstI  ،HindIIIهای شده با آنزیم

 هایآغازگربا PCR محصول  (0bp)) ،3( 35sF/FbgnIهای )آغازگربا  PCRمحصول  (2 ،(FbgnI/RbgnI( ) 2344 bpهای )آغازگربا  PCR محصول

(35sF/RbgnI)(2344+500bp)  ،4)  محصول PCR آغازگربا( 35هایsF/GusR )(0bp) ،5)  محصولPCR  آغازگربا( هایFbgn1/nosR) 

(2344+247bp) ،6) محصول PCR  هایآغازگربا (netF/nosR )(1550bp)،  M  )باشند.های بدست آمده مورد انتظار می. تمام اندازهمارکر 

Fig1. A) Schematic diagram of plasmid pBIRM1 containing a 2344 bp fragment of the bgnI gene. B) Restriction pattern Digestion, 

1)Confirmation of the plasmid pBIRM1 using the enzyme digestion pattern by XbaI (2344 bp), 2) PCR product obtained from genomic DNA 

and (FbgnI/RbgnI) ( 2344 bp)  , M) Marker, C) Verification of the plasmid pBIRM1 using PCR and PBR technique, 1) The PCR product of 

the bgnI gene using (FbgnI/RbgnI) ( 2344 bp) from plasmid DNA , 2-5) PCR product digested with SacI, PstI, HindIII, and SalI created the 

expected pattern. M) Marker, D) Verification of the correct orientation of the bgnI gene cloned into the plasmid pBIRM1, 1) PCR product 

obtained using primers FbgnI/RbgnI (2344 bp), 2) PCR product obtained using 35sF/FbgnI (0 bp) 3) PCR product obtained using 

35sF/RbgnI (2344+500bp), 4) PCR product obtained using  35s F/GusR (0 bp),  5) PCR product obtained using  Fbgn1/nosR (2344+247bp), 

6) PCR product obtained using netF/nosR (1550bp),  M) Marker.  The fragment sizes are as expected. 
 

 ومنتقل  (LBA4404به باکتری اگروباکتریوم ) pBIRM1پلاسمید 

از طریق رشد باکتری بر روی محیط گزینشگر حاوی کانامایسـین  

سـازه   حضـور اختصاصی آغازگرهای با استفاده از  PCRو آزمون 

بـا توجـه بـه     قرار گرفـت. تأیید  مورد  اگروباکتریومدر  حاوی ژن

M        1       2           M   1    2   3    4    5            1    2    3    4    5   6  M   

A 

B C D 
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 BY-2های اده از سلولمنابع علمی گزارش شده در خصوص استف

ــروتئین  ــان پ ــت بی ــز    جه ــق نی ــن تحقی ــوگ، در ای ــای هترول ه

 شد.انتخاب   bgnIبعنوان میزبان برای بیان ژن  BY-2هایسلول

ژن  بلا اسلتفاده از   BY-2هلای  سازی انتقال ژن به سللول بهینه

از آنجاکه در این تحقیق ابتـدا لازم بـود انتقـال و    : gusگزارشگر 

از ژن  سازی شود، بـدین منظـور  بهینه BY2های بیان ژن در سلول

استفاده شد. بیـان ایـن ژن منجـر بـه فنوتیـپ قابـل        gusگزارشگر

از سیستم ژن گزارشگر بـرای بررسـی و تحلیـل     .شودسنجش می

سـازی پارامترهـای   های گیاهی و همچنین بهینـه بیان ژن در سلول

سـمید  پلابـدین منظـور    .شـود مـی انتقال موفقیت آمیز ژن استفاده 
+GUS121pBI به ( 4404اگروباکتریومLBA ) از طریق رشد منتقل و

 PCRباکتری بر روی محیط گزینشگر حاوی کانامایسین و آزمـون  

ــتفاده از  ــا اســ ــای بــ ــی آغازگرهــ ، (GusR/GusF)اختصاصــ

(35sF/GusR( ،)GusF/nosR( ،)FbgnI/RbgnI و )

(35sF/RbgnI تأیید ) (.2شد )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هـای آغازگربـا   PCR( محصول 1.در باکتری اگروباکتریوم PCR توسط الگوی  GUS121pBI+تأیید پلاسمید  )GUS121pBI  B+پلاسمید شماتیک  شکل )A-2شکل

(521bp) (GusR/ GusF) ،2 محصول )PCR  آغازگرهای با(35sF/GusR  )(1021 bp) ،3محصول ) PCR  آغازگرهـای  با(GusF/ nosR ) (2050 bp) ،4 )

 .مارکر (M ،(0bp) ( 35sF /RbgnI)آغازگرهای با PCR ( محصول 5، ) (0bp( FbgnI/RbgnI)آغازگرهای با PCR حصول م

Fig 2. A) Schematic diagram of plasmid pBI121GUS+  B) Confirmation of plasmid pBI121GUS+ in Agrobacterium by PCR. 1) PCR product 

using primers GusR/GusF (521 bp), 2) PCR product using primers 35sF/GusR (1021 bp), 3) PCR product using primers GusF/nosR (2050 

bp), 4) PCR product using primers FbgnI/RbgnI (0 bp), 5) PCR product using primers 35sF/RbgnI (0 bp), M) Marker. 

 

حضور و بیلان   و سنجش بیوشیمیایی جهت اثبات PCRآزمون 

ــاوی BY-2: هلللایدر سللللول gusژن  ــاکتریوم حـ از اگروبـ

 BY-2هـای  به سـلول  gus جهت انتقال ژن GUS121pBI+ پلاسمید

تراریخـت، بـر روی    BY-2هـای  . از طریق رشد سلولشداستفاده 

بیوتیک انتخابی( و محیط گزینشگر حاوی کانامایسین )بعنوان آنتی

اختصاصـی، انتقـال   گرهـای  آغازتوسط  PCRتاکسیم وآزمون وسف

تاکسیم بمنظورحـذف  وسف .شد، تایید  BY-2هایبه سلول gusژن 

 BY-2هـای  شـود. سـلول  اگروباکتریوم از محیط کشت استفاده می

تاکسـیم و  وتراریخت هر سه هفته یـک بـار در محـیط حـاوی سف    

شدند. در نهایت  برای اطمینان از حـذف  می زیرکشتکانامایسین 

هـای  محیط کشت سلول و تراریخت بودن سـلول اگروباکتریوم از 

BY-2 ، ها به محیط کشت حـاوی کانامایسـین و بـدون    سلولاین
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اگروباکتریوم در این  شدند. عدم رشد مجدد زیرکشتتاکسیم وسف

عـاری از   BY-2هـای  شرایط نشان داد کـه محـیط کشـت سـلول    

کردن متـوالی   زیرکشتباشد. همچنین با آلودگی اگروباکتریوم می

هـا  های متوالی محیط و سلولها در محیط انتخابی و بررسیولسل

در زیر میکروسکوپ، از عـاری بـودن محـیط از اگروبـاکتریوم و     

 .ها اطمینـان حاصـل شـد   همچنین تقریبا از تراریخت بودن سلول

 PCR، از آزمـون  BY-2هـای  در سلول  gusای اثبات حضور ژنبر

ــتفاده از   ــا اس ــای ب ــی ژن آغازگره gus (GusF/GusR )اختصاص

کـه نشـان    شـد  مورد انتظـار مشـاهده   bp521قطعه استفاده شد و 

(. در A3-باشد)شـکل می BY-2های به سلول این ژندهنده انتقال 

 ـتراBY-2 هـای  در سـلول  GUSسنجش بیوشیمیایی  ه، آبـی  ریخت

 شـد شاهد، مشـاهده   BY-2های ها در مقایسه با سلولشدن سلول

 (.  B3-)شکل

با استفاده از اگروبلاکتریوم   BY-2های به سلول bgnIانتقال ژن 

(LBA4404) :هـای سازی انتقال ژن به سـلول پس از بهینهBY-2  

بـا اسـتفاده از   حاوی اینتـرون  bgnI  ، ژنgusتوسط ژن گزارشگر 

. از طریـق رشـد   شـد منتقـل   BY-2هـای  همین روش، بـه سـلول  

 تراریخت بدست آمده بر روی محیط گزینشـگر  BY-2های سلول

بــا اســتفاده از  PCRتاکســیم و آزمــون وحــاوی کانامایســین و سف

به سـلول  bgnI( انتقال ژن RbgnI/FbgnIاختصاصی ) آغازگرهای

به طـول  قطعه مورد انتظار و  مورد بررسی قرار گرفتBY-2 های 

bp2343  (.4)شکل  شدمشاهده 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هـای  سـلول  از استخراج شده DNA با استفاده ازPCR ( محصول 1، (GusF/GusR) آغازگرهایو BY-2  هایژنوم سلولDNA از  با استفادهPCR آزمون  (- 3Aشکل

2-BY  محصـول   (2، )کنتـرل منفـی(   غیـر تراریخـتPCR    بـا اسـتفاده ازDNA   پلاسـمید+GUS121pBI   )کنتـرل مثبـت()bp521( ،3  محصـول )PCR    بـا اسـتفاده از 

DNAهای از سلول استخراج شدهBY-2 تراریخت (bp 521) ،M) مارکر .B) سنجش بیوشیمیایی GUS هـای ژن در سـلول اطمینان از بیـان   جهتBY-2  ـ  ( 1ه، تراریخت

 ه.تراریختغیر BY-2های با استفاده از سلول GUS( سنجش بیوشیمیایی 2ه، تراریخت  BY-2هایبا استفاده از سلول GUSسنجش بیوشیمیایی 
Fig 3. A) PCR assay using genomic DNA from BY-2 cells and primers (GusF/GusR), 1)PCR product using DNA extracted from non-

transgenic BY-2 cells (negative control), 2)PCR product using DNA from the pBI121GUS+ plasmid (positive control) (521 bp), 3)PCR 

product using DNA extracted from transgenic BY-2 cells (521 bp), M) Marker. B) Biochemical GUS assay to confirm gene expression in 

transgenic BY-2 cells, 1) Biochemical GUS assay using transgenic BY-2 cells, 2) Biochemical GUS assay using non-transgenic BY-2 cells. 
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 DNAاده از بلا اسلتف   PCR( محصلول  Rbgn1/Fbgn1 ،1))آغازگرهلای  بلا اسلتفاده از    BY-2هلای  به سللول  bgnIبرای اثبات انتقال ژن PCR آزمون  -4شکل

بلا   PCR( محصلول  3، (bp 2344)کنترل مثبت( ) bgnIحاوی ژن  pBIRM1پلاسمید نوترکیب  PCR( محصول 2، غیر تراریخت )کنترل منفی( BY-2های سلول

 مارکر (M، (bp 2344تراریخت ) BY-2های سلول DNAاستفاده از 

Fig 4. PCR assay to demonstrate the transfer of the bgnI gene to BY-2 cells using primers (Rbgn1/Fbgn1). 1) PCR product using DNA from 

non-transgenic BY-2 cells (negative control), 2) PCR product using DNA from the pBIRM1 recombinant plasmid containing the bgnI gene 

(positive control) (2344 bp), 3) PCR product using DNA from transgenic BY-2 cells (2344 bp), M) Marker. 

 

 

 BY-2های ( الگوی پروتئینی سلول2، لاسمیدبدون پ BY-2های ( الگوی پروتئینی سلولBY-2 .1هایلدر سلو bgnIحاصل از بیان ژن  SDS-PAGE نتایج -5شکل

 مارکر (M ،(Ibgn)حاوی ژن  1pBIRMواجد پلاسمید BY-2های ( الگوی پروتئینی سلولGUS121pBI ،3-واجد پلاسمید 

Fig 5. SDS-PAGE results of bgnI gene expression in BY-2 cells. 1) Protein pattern of BY-2 cells without plasmid, 2) Protein pattern of BY-2 

cells with pBI121GUS- plasmid, 3) Protein pattern of BY-2 cells with pBIRM1 (containing the bgnI gene) M) Marker. 

 
 

در سللول  زگلوکانلا  3و1-بتلا  سنجش فعالیت آنزیملی  بیان و

 (BgnI)زگلوکانـا  3و1-آنزیم بتـا  ظور بررسی بیانمنبه: BY-2های

شـاهد و تراریخـت،    BY-2 هـای های تراریخت از سلولدر سلول

ــی   ـــین انجــام گرفــت. مقایســه الگــوی پروتئین استخـــراج پروتئ

و تراریخـت(   )شـاهد  BY-2های )پروتئین استخراج شده از سلول

شـده   آنزیم بیـان حضور باند مربوط به  SDS-PAGEبا استفاده از 

 (.5نشان داد )شکل  BY-2هایدر سلول را

از روش دی نیترو سالسیلیک اسید  BgnI برای تعیین فعالیت آنزیم

(DNSجهت اندازه ،)     گیری مقدار قنـدهای احیـا شـده حاصـل از

در برابـر قنـدهای احیـا     DNSعمل این آنزیم استفاده شد. معرف 

وانی تغییر شده بر حسب غلظت قند از رنگ زرد به رنگ قرمز ارغ

آنـزیم  نشان داد که در این تحقیق دهد. نتایج بدست آمده رنگ می

BgnI ــان شــده در ســلول دارای فعالیــت آنزیمــی  BY-2هــای بی

. لازم به ذکر است که اضافه کردن گلوکز به محیط کشـت  باشدمی

   1          2          3         M 
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شـود )کنتـرل   قارچ باعث تغییر رنگ قابل تـوجهی در نمونـه مـی   

)سـازه فاقـد ژن     GUS121pBI-حاوی  BY-2های از سلولمثبت(. 

bgnI بررسـی  (6)شـکل ( به عنوان کنترل منفی استفاده شده است .

نشان  BY-2های در سلول BgnIنتایج بدست آمده از تولید آنزیم 

توانند به عنوان یک پلتفرم برای تولیـد  ها میدهد که این سلولمی

 ند.های نوترکیب مورد بررسی و استفاده قرار گیرپروتئین

 

 BY-2 های اج شده از سلول( سنجش آنزیمی با پروتئین استخرBY-2 ،1 های از سلول استخراج شده از پروتئین DNSهای سنجش آنزیمی به روش نمونه -6شکل

نزیمی با پروتئین استخراج آ( سنجش 3 )کنترل منفی(، GUS121IpB-حاوی  BY-2های ( سنجش آنزیمی با پروتئین استخراج شده از سلولIbgn ،2حاوی ژن  هتراریخت

نزیمی با محیط کشت آ( سنجش 5)کنترل مثبت(،  حاوی گلوکز Trichoderma virensچ ( سنجش آنزیمی با محیط کشت قار4ه، تراریختغیر  BY-2های شده از سلول

 .( سنجش آنزیمی باآب بعنوان شاهدT. Virens، 6القایی قارچ 

Fig 6. Samples for enzyme assay by DNS method from BY-2 cells protein. 1) Protein extracted from transgenic BY-2 cells containing the 

bgnI gene, 2) Protein extracted from BY-2 cells containing pBI121GUS-, 3) Protein extracted from non-transgenic BY-2 cells, 4) Fungal 

culture medium containing glucose, 5) an induced culture medium of Trichoderma virens, 6) Water as a control. 

 

از پلی ساکاریدهای طبیعـی   متنوعیکه دسته بزرگ و  هابتاگلوکان

به طور گسترده در طبیعـت پراکنـده هسـتند و در منـابع     باشند می

 هـای دریـایی و  ها، جلبکها، باکتریمختلفی مانند مخمرها، قارچ

 ;Saito et al., 1968; Du et al., 2019)شـوند غـلات یافـت مـی   

Usoltseva et al., 2020; Murphy et al., 2021)  از طرفــی .

ــایی گلوکاناز ــان   توان ــردن گلوک ــدرولیز ک ــرای هی ــا ب ــه  ه ــا ب ه

ــه     ــوکز، مجموع ــی گل ــا حت ــک ی ــاکاریدهای کوچ ای از الیگوس

فناورانه را ایجاد کـرده اسـت. برخـی از مـوارد     کاربردهای زیست

ها عبارتند از: تبدیل مـواد لیگنوسـلولزی   استفاده مناسب این آنزیم

راک هـای خـو  مکملبه قندهای قابل تخمیر برای تولید بیواتانول؛ 

ها درغلات؛ افـزایش سـرعت   سوء بتاگلوکان تاثیردام برای کاهش 

ســازی؛ جلــوگیری از تجمــع زنــی در طــول فرآینــد مالــتجوانــه

گلوکان جو در تولید ماءالشعیر و به عنوان عوامل کنترل زیسـتی  بتا

 & Marco)زا در محصـولات مختلـف  های بیمـاری در برابر قارچ

Felix, 2007; Claus & Mojsov, 2018; Brazil et al., 2019; 

Bai et al., 2021; Karunaratne et al., 2022) . 

، استفاده از آنها  به هاگلوکاناز 3و1-بتا از جمله کاربردهای معمول

عنوان مکمل خوراکی در تغذیه طیور برای بهبود رشد و عملکـرد  

توانـد  ای میتک معده هاای مبتنی بر جو در حیوانهباشد. رژیممی

ویسکوزیته گوارشی را به طور قابل توجهی افزایش دهد که باعث 

شود. به منظور روده و کاهش جذب مواد مغذی می از عبور کندتر

ای، اسـتفاده از مکمـل خـوراکی    ضد تغذیه هاپیشگیری از این اثر

 Józefiak et) باشـد مییک گزینه رایج  هاگلوکاناز 3و1-بتا حاوی

al., 2006; Gilani et al., 2021; Karunaratne et al., 2022) . 

، افـزایش  گلوکـان -هـای حـاوی بتـا   همچنین در تولیـد نوشـیدنی  

ویسکوزیته ممکن است باعـث ایجـاد مشـکلات متعـددی نظیـر      

جاد کدورت و تولید رسوب شـود.  کاهش نرخ جداسازی شیره، ای

هـا بـه طـور گسـترده در صـنایع      گلوکاناز 3و1-بتابه همین دلیل، 

تواننـد کـاهش   هـا مـی  شوند. ایـن آنـزیم  سازی استفاده می نوشابه

ویسکوزیته شیره، بهبود عملکـرد فیلتراسـیون و حـذف کـدورت     

اسـت  نشان داده شـده  همچنین غیرمطلوب نوشابه را تسهیل کنند.

تواننـد بـدون تـاثیر منفـی بـر کیفیـت و       گلوکانازهـا مـی   3و1-بتا

ــه ویژگــی ــد هــای ظــاهری نوشــابه، ســرعت جوان ــی در فرآین زن

 ;Butler & Moo-Young, 2011را افـزایش دهنـد   سـازی مالـت 

Brazil et al., 2019).) بخشـی از  از ایـن آنـزیم بـه عنـوان      ضمنا

ــارین     ــخیص لامینـ ــرای تشـ ــورها بـ ــزبیوسنسـ اســـتفاده  نیـ

 .(Miyanishi et al., 2004)استشده
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 عفونـت  عوامـل  ازمعمـولترین  یکـی  آلبیکانس از آنجا که کاندیدا

 Kourkoumpetis et)شـود مـی  محسوب پزشکی دنیای در قارچی

al., 2010; Gavanji & Larki, 2017) .  3و1-بتابا توجه به وجود 

ها به عنوان اجزای اصـلی دیـواره سـلولی  ایـن قـارچ، از      گلوکان

هـای  گلوکاناز که هیچ اثـر سـمی بـرای سـلول     3و1-بتاهای آنزیم

به عنوان یـک راه حـل پتانسـیلی و ایمـن     توان میحیوانی ندارند، 

 .(Bai et al., 2021)استفاده نمود

ها، نآ، نگهداری ارزان (BY-2) های گیاهیاز مزایای کشت سلول

سازی محصول تولید شده و کشت ساده بودن جداسازی و خالص

ســلول گیــاهی مســتقل از شــرایط آب و هــوایی، کیفیــت خــاک، 

 . (Häkkinen et al., 2018)باشدوا میها، طول روز و وضع هفصل

کـه در تحقیقـات    T. virenceاز گونه   bgnIدر این تحقیق از ژن 

نـازی  قبلی این گروه نشان داده شده بود دارای فعالیت آنزیم گلوکا

( جهـت بیـان در   Bahramsari et al., 2005باشـد ) مناسـبی مـی  

اده از با استف  bgnI. بدین منظور ژن شداستفاده  BY-2های سلول

و از طریــق اگروبـــاکتریوم بـــه   pBI121ناقــل بیـــانی گیـــاهی  

 .شدمنتقل  BY-2ولی سوسپانسیون سل

در  کـه  هـر ژنـی  کـه   شـود باعث می MCSبعد از  gusوجود ژن 

MCS  ژن این پلاسمید قرار گیرد همراه بـا gus   شـود. رونویسـی 

انتقـال  ممکـن اسـت در    باشد، gusبه همراه ژن  bgnIچنانچه ژن 

T-DNA   ه بـزرگ  از اگروباکتریوم به سلول گیاهی به علـت انـداز

ضمن عبور از مجرای پیلـی وجـود داشـته    قطعه، امکان شکستگی 

بـرداری، قطعـه   باشد. در صورت انتقال کامل نیـز، پـس از نسـخه   

mRNA  حاصل بسیار بزرگ بوده و شاملmRNA    مربـوط بـه ژن

gus وbgnI  باشد که البته به علت وجود کدون خاتمـه دهنـده   می

شــود ولــی وجــود یــک بیــان نمــی gus، ژن bgnIدر انتهــای ژن 

mRNA احتمال بروز ساختارهای ثانویه در این مولکول را بزرگ ،

موجب شده، کارایی ترجمه را کاهش داده و عمـلا  هـدف اصـلی    

درسلول گیاهی است محقق نخواهـد    BgnIتحقیق که تولید آنزیم

و  gusحـذف ژن   راه حل اساسی برای غلبه بر ایـن مشـکل،   شد.

ایـن   قارچی با آن اسـت. بـه منظـور حصـول     bgnIجایگزینی ژن 

 ( استفاده شد.gusفاقد ژن )  GUS121pBI-نتیجه از 

ــه اینکــه بیــان ژن در سوسپانســیون ســلولی   و  BY-2بــا توجــه ب

آن نیاز به بررسی شرایط بهینه داشت، در ایـن   تراریختی چگونگی

از طریق اگروباکتریوم و با   BY-2هایسلول تراریختیتحقیق ابتدا 

ارشگر که به سهولت میتـوان  بعنوان یک ژن گز gusاستفاده از ژن 

شـده مشـخص نمـود مـورد      ریختـه هـای ترا بیان آن را در سـلول 

شـرایط   GUSبررسی قرار گرفت. با استفاده از نتـایج بیوشـیمیایی  

های گیـاهی  های دیگر به سلولجهت انتقال ژن بدست آمدهبهینه 

(BY-2)   از طریق اگروباکتریوم و وکتـورpBI121   د. ش ـمشـخص

  T. virensقارچ bgnIسازی شده جهت انتقال ژن هاین شرایط بهین

 مورد استفاده قرار گرفت.    BY-2هایبه سلول

جهت کلونینگ مورد استفاده قرار  bgnIژنومی ژن  DNAاز طرفی 

ها ریباشد. از آنجا که باکتگرفته است و این ژن دارای اینترون می

ر ن ایـن ژن د باشند بنابراین بیامی (splicing) پیرایش فاقد سیستم

 باشـد کـه ژن  سوسپانسیون سلولی تنها در صورتی امکانپـذیر مـی  

 ـ     BY-2هایسلول توسط ن ژن بیان شده باشـد و احتمـال بیـان ای

ــی   ــی م ــاکتریوم منتف ــط اگروب ــوتوس ــی ش  SDS-PAGEد. بررس

شان داد نریخته ترا  BY-2هایهای استخراج شده از سلولپروتئین

 یان شده است. ضمن اینکه بررسـی ها بسلولاین که این آنزیم در 

ده ش ـگلوکاناز( نشان داد که آنـزیم بیـان    3و1–فعالیت آنزیمی )بتا

ه بـه  باشد. بـا توج ـ دارای فعالیت آنزیمی می BY-2های در سلول

ژنـومی در   DNAفرم  با  T. virensاز قارچ bgnIموفقیت بیان ژن 

 نو فعـال بـودن آنـزیم بیـان شـده امکـا       BY-2 های گیاهیسلول

باشـد.  مهیـا مـی   فناورانهکاربردهای زیستآنزیم در استفاده از این 

جـاد  جهت انتقال به گیاه در راستای ایمذکور ژن توان از ضمنا می

ان تـو استفاده نمود. همچنین میهای فیتوپاتوژن مقاومت علیه قارچ

سـایر   هـا بـرای بیـان   را به عنوان یکی از پلتفرم BY-2های سلول

 ها مورد بررسی و ارزیابی قرار داد.نزیمها و آپروتئین

ارائـه راهنمـایی مفیـد    بـرای   محمد رضا زمانیدکتر  ازاین پژوهش نویسندگان 

فنـاوری  از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست .ندکنبسیار سپاسگزاری می

آیـد. برای تـامین منـابع مـالی ایـن پـژوهش تشـکر و قـدردانی بـه عمـل مـی          

 

  سپاسگزاری 
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