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گياه كلزابهMUC1بر عليه آنتي ژن VHH نوتركيب مونوكلونالآنتي باديانتقال ژن

)Brassica napus L.(
3 فاطمه رهبري زاده و3 محمد جواد رسايي،2حميد رجبي معماري،1مختار جلالي جواران،1*سبا ديمياد

 اصلاح نباتاتگروهدانشكده كشاورزي،، دانشگاه تربيت مدرس تهران، 1

گروه اصلاح نباتات دانشكده كشاورزي،،دانشگاه شهيد چمرانواز، اه2

گروه بيوتكنولوژي، دانشكده پزشكي، ت مدرسيدانشگاه ترب تهران، 3

13/8/88: تاريخ پذيرش27/7/86: تاريخ دريافت

چكيده

ئز اهميت نابع دائمي، ايمن و ارزان حااز مآنها آنتي باديهاي مونوكلونال، توليد  و درماني تشخيصيگسترده با توجه به كاربردهاي 

ي يبه دليل دارا بودن ويژگيهاكه  اشاره نمود VHH شتري أمنش، مي توان به آنتي بادي مونوكلونال تك دومني با از جمله. مي باشد

آنتي نواع ديگر ابر،  به آنتي ژن اختصاصي اتصالو تمايل، حلاليت،تشابه بسيار با زنجيره سنگين آنتي باديهاي انساني: از جمله

گياه كلزا كوتيلدوني در اين تحقيق انتقال ژن آنتي بادي مذكور توسط اگروباكتريوم به ريز نمونه هاي .  ترجيح داده مي شودهابادي

 در SDS-PAGE و PCR با آزمونهاي ترتيبه ب آنتي بادي نوتركيب در گياهان تراريخته  ژنحضور و بيان. صورت گرفت

تلاش گرديد ضمن  پژوهشايندر.اثبات گرديد) mg l-125-10  (ه روي محيط انتخابي حاوي كانامايسينباززايي شدگياهان 

. ايجاد گرددي نوتركيب در اين گياهپروتئينهاتوليد ساير براي زمينه مناسب ، كلزا گياهبهنوتركيببادي آنتيانتقال ژن

، اگروباكتريومانتقال ژن، كلزا،VHH، نوتركيبمونوكلونالآنتي بادي: كليديواژه هاي

Deemyad@modares.ac.ir:ي، پست الكترونيك88965343:نويسنده مسئول، تلفن تماس* 

مقدمه

جهت ساخت موادكشاورزي مولكولي رويكردي جديد 

 مي توانكهطوريه  ب،باشد دارويي ميثره و اوليهؤم

ي نوتركيب ارزشمندي را در مقياس زياد و به تئينهاپرو

همواره .نمودايجاد هقيمت ارزان، در موجودات تراريخت

 منبع دارويي مورد استفاده قرار به عنوانگياهان بطور سنتي 

 در كشاورزي تراريختهمي گرفته اند، اما استفاده از گياهان 

داروييظهور منبع جديد انقلاب علمي و مولكولي به منزلة 

ي پلاسما، آنزيمها، فاكتورهاي رشد، پروتئينها:شامل(

تا چندي .  مي باشد)واكسنها و آنتي باديهاي نوتركيب

ه  ب ارزشمندپيش، گسترة استفاده از اين نوع مواد دارويي

در خارج از بدن جانوران يا آنها دليل دشواري توليد 

كارگيري بيولوژي ه  ب.سلولهاي جانوري محدود بود

 نشان داد كه 1990لكولي و بيوتكنولوژي گياهي در دهة مو

 نمود مي توان در گياهان توليد رابسياري از اين داروها

)2( .

ارويي هدف از فناوري كشاورزي مولكولي، توليد مواد د

و حجم انبوه تر  كمتر ههزينايمن تر، با توليد آسان تر، 

، تراريختهخصوص حيواناته ب(ساير روشها نسبت به 

. )2 (مي باشد)  و فرمانتوركشتهاي ميكروبي

به عنوانباكتريها، يسه باگياهان، انتخاب مناسبي در مقا

 زيرا از نظر ژنتيكي انعطاف پذيرند، بوده، سيستم بيان

 فعال ي پيچيدةپروتئينهاكشت آنها آسان است و مي توانند 

ي گياهي، بسياري از تغييرات پس از سلولها. را بسازند

ي پستانداران پروتئينهازيستيكه براي عملكرد بهينه ترجمه 
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 مثال براي به عنوان. )12 (لازم است را انجام مي دهند

انعطاف پذيري سيستم بياني گياهي، مي توان به توليد آنتي 

ر ظ ناشاره نمود كه ازتوتون باديهاي نوتركيب در 

ي آنتي باديهاهمانند اختصاصي بودن و ميل تركيبي، 

ي هيبريدوما سلولهال ساخته شده با منشأ مونوكلونا

).26و19(باشندمي

ي پروتئينهاامكان بهره برداري از گياهان براي ساخت 

، با بيان 1989نوتركيب پستانداران براي اولين بار در سال 

توتون  در ز آنتي بادي فعال با اندازة كاملموفقيت آمي

).20و4( اثبات گرديد تراريخته

ي نوتركيب كاملاً شناخته شده نتي باديهاآكاربرد درماني 

 و براي تشخيص) mAbs(ي مونوكلونالآنتي باديها.است

 در پزشكي، بهداشت و بيوتكنولوژي بسيار حياتي درمان

آنتي توليد موفقيت آميز بهينه سازي سيستم و . مي باشد

 را در مقياس آنتي باديها در گياهان، فرصت توليد باديها

.)7(انبوه ايجاد نمود

در )VHHژن (bp400 قطعه حدود ورضحييدأت-1شكل

Agrobacterium tumefaciens .M:مولكولي ماركر Kb1 ،

پلاسميد (كنترل مثبت:2، ستون)DNAبدون( كنترل منفي:1ستون 

pBI121 حاويVHH(، كلونيهاي تراريخته: 4 و 3 ستون

ري از  بسيا، مولكوليفناوري كشاورزيبا گسترش سريع 

تراريختهي درمانيِ با ارزش، با موفقيت در گياهان پروتئينها

)rAbs(ي نوتركيب آنتي باديهاتوليد شدند كه مشتمل بر 

اينترلوكينها ،)22و10( هورمونها ،)5(، آنزيمها )13و12(

تريپسين  آنتي-1-، آلفا)21(ي پلاسماپروتئينها، )14(

 بنابر .باشند مي )15(و واكسن هاي خوراكي) 25(انساني 

ي نوتركيب و پروتئينهاابليت بيان  قي گياهيسلولهااين 

.)5و2( را دارندهپيچيد

. بحث بر سر انتخاب گياه مناسب، بسيار گسترده است

آويدين اولين محصول كشاورزي مولكولي در بازار،

محصولات داراي بذر ).8و7( در ذرت است نوتركيب

زي مولكولي مورد  ميزبان در كشاوربه عنواننيزخشك 

دست آوردن ه در تلاش براي ب. انداستفاده قرار گرفته

 بيوراكتور، گياهان تك به عنوانگياهان ديگر براي استفاده 

از . لپه اي و دولپه اي زيادي مورد آزمايش قرار گرفته اند

اين گياهان مي توان به ذرت، برنج، گندم، كلزا، نخود و

. )23 (سويا اشاره كرد

2004 در سال MUC1ادي مونوكلونال عليه آنتي ژن آنتي ب

بادياين آنتي.)18 (از منشأ شتر دو كوهانه تهيه گرديد

تك دومني داراي خواص حلاليت، اتصال اختصاصي به 

با توجه به . مي باشد خوبي )Affinity(تمايل ژن وآنتي

تشخيص و درمان درVHHاهميت آنتي بادي تك دومني

يماريهاي سرطاني و هزينه بسيار بالاي توليد آن بسياري از ب

،  تراريختهمانند حيوانات( فاده از ساير روشها با است

 مورد توجه در گياهانآن  توليد ،...)سلولهاي هيبريدوما و 

 به ).19( در گياه توتون با موفقيت انجام شد  وقرار گرفت

ه دليل ويژگيهاي خاص گياه كلزا از نظر تحقيقات انجام شد

در زمينه هاي انتقال ژن، باززايي گياهان (بر روي آن 

اين در قالب اين تحقيق امكان توليد ...)  و تراريخته

با بهره ) VHHآنتي بادي تك دومني(پروتئين نوتركيب 

CaMV(برنده عموميگيري از پيش 35S( در كلزا مورد

.بررسي قرار گرفت

M     1 2 3 4

bp400
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ي سلولها از تراريختهگياهان باززاييدر اين پژوهش

گرفت و گياهان تراريخته مورد  شده صورت تراريخت

.ارزيابي قرار گرفتند

مواد و روشها

از دو تحقيق در اين :باكتريها-1:مواد مورد استفاده

Escباكتري  herichia coli)نژادDH5α (وAgrobacterium

tumefaciens) نژادLBA4404 (از باكتري. استفاده شدE. 

coliيزبان براي نگهداري و تكثير ساختارهاي  مبه عنوان

 جهت انتقال ژن مورد نظر به ومباكتريگرواتهيه شده و از

.  استفاده شدكلزاگياه 

 با توجه به توالي آغازگرهاطراحي :آغازگرها-2

در  AY845430.1با شماره شناسايي (VHHنوكلئوتيدي ژن 

)مي باشدقابل دسترسي ) GeneBank (بانك اطلاعات ژن

) 24وKozak() 9،11(و همچنين توالي افزايش دهنده بياني 

در ناقل بياني ) BamHI و Sac I(، محلهاي برش آنزيمي 

pBI121توسط يي آنزيمآ و نيز توالي لنگر براي افزايش كار

:)19(ه است صورت گرفتMWGشركت 

Forward primer (F-P): 5' TCT AGA GGA TCC 
TAA ACA ATG GTG CAG CTG CAG TCT 3' 

Backward primer (B-P): 5' GGA AAT TCG AGC 
TCT  TAG TGA GAT GGT GAC 3' 

آنتي بادي (قطعه ژن هدف:VHH سازه حاوي ژن -3

VHH(، معماري و همكاران رجبي  توسط1385 در سال

 كه داراي ژن مقاومت pBI121گياهي يانيبناقل ، در)19(

 و توالي CaMV 35Sنده پيش بر بين  بود،به كانامايسين

. كلون گرديدNOSخاتمه دهنده

 Brassica)كلزادر اين آزمايش گياه : كلزاگياهان -4

napus L.)قم  رPF4570/91سترون  بذور . استفاده گرديد

) MS)17 محيط كشتاي حاوي ظروف شيشهدركلزا 

6و پس از  كشت داده شدندبيوتيكبدون هورمون و آنتي

. شدند استفادهريزش جهت ترانيبرگهاي كوتيلدوروز

پلاسميدي سازه  تخليص -1: استفاده موردروشهاي

سازه حاوي ژن آنتي : E. coliاز باكتري VHH ژن ويحا

 كه اساس آن بر Minipreperation، به روش VHHبادي

E.coli، از باكتري مبناي هضم قليايي باكتري است

.دياستخراج گرد

بهتخليص شده ميديپلاسهايسازهانتقال -2

 به اگروباكتريوم سويه pBI VHH انتقال سازه :آگروباكتريوم

LBA44046 ( به روش ذوب و انجماد صورت گرفت(.

LB شده روي پليتهاي محيط جامدتراريختسلولهاي 

(Lauria Bertani medium) حاوي آنتي بيوتيكهاي 

ه ب)mg l-180(و استرپتومايسين) mg l-150(كانامايسين

در وكشت  تراريخت كلونيهاي كنترل و انتخاب منظور

قرار داده  روز 4 تا 2به مدت درجه سانتي گراد 28دماي 

 با آغازگرهاي PCR همچنين حضور سازه با انجام .ندشد

. تأييد گرديددر كلونيهاي باكترياييVHHاختصاصي ژن

گياهچه : VHHبرگهاي لپه اي گياه كلزا با ژن گياهان تراريخت حاصل از تلقيح -2شكل

تلقيح با (ريزنمونه هاي شاهد ) A(هاي جديد باززايي شده در سطح محيط انتخابي 

انتقال گياهچه هاي باززايي ) B( در سطح محيط انتخابي )pBIVHHآگروباكتريوم بدون 

 مانده به انتقال گياهچه هاي باقي) MS IV)Cمحيط شده به شيشه هاي بزرگتر حاوي 
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انتقال ) E(لايت پربه گلدانهاي حاوي چه ها گياهانتقال ) MS V() D(محيط ريشه زايي

). F(به خاك گياهان كلزاي باززايي شده  نهايي 

آناليز گياهچه هاي باززايي شده و شاهد با استفاده از -3شكل

آنتي بادي ) B-Pو  F-P( و آغازگر هاي اختصاصيPCRروش

VHH .M : ماركر مولكوليbp100،C- : بدون (كنترل آبDNA (

Wt: پلاسميد (كنترل مثبت : 1ستون ،)غير تراريخته( گياه تيپ وحشي

pBI121 حاوي VHH( گياهان تراريخته: 4 و 3، 2، ستون

-SDSدر گياه تراريخت با استفاده از روش VHHييد بيان أت-4شكل 

PAGE :كيلو دالتون يك 15اهان تراريخت در منطقه حدود در گي 

باند مشاهده مي شود ولي در گياه تيپ وحشي هيچگونه باندي 

گياه تيپ وحشي : Wtماركر مولكولي پروتئين : M. مشاهده نمي گردد

. گياهان تراريخته: 3، 2، 1، ستون )غير تراريخت(

 به روش تراريخته انتقال ژن و باززايي گياهان -3

Moloney با استفاده از ريز نمونه هاي )16(و همكاران 

به اين ترتيب كه از برگهاي .كوتيلدوني انجام شد

 ريز به عنوانPF4570/91 روزه گياه كلزا رقم6كوتيلدوني

نمونه استفاده گرديد و پس از تراريخت سازي با 

= pBI VHH)1 حاوي سازهLBA4404اگروباكتريوم سويه

OD600 nm(حاوي محيط پتريتشتكهاي به ونه ها ، ريز نم 

نگهداري ساعت 48 شدند و پس ازمنتقلMS IIكشت 

گياهچه هاي . انتقال يافتندMS IIIدر تاريكي، به محيط

و MS IVباززايي شده براي طويل سازي ساقه به محيط 

MSسپس جهت ريشه زايي به محيط V ندگرديدمنتقل .

ك منتقل و براي در نهايت گياهان ريشه دار به خا

خودگشن سازي و بذر گيري در شرايط گلخانه نگهداري 

1تركيب محيطهاي كشت مورد استفاده در جدول .شدند

. آمده است

: PCRانجام  و DNAاستخراج :تراريخته آناليز گياهان -4

ستخراج برگهاي جوان از گياهان باززايي شده براي ا

DNAاس روش بر اس. مورد استفاده قرار گرفتندCTAB

)1(،DNA از گياهان )استخراج گرديد) و كنترلتراريخته.

-Bو F-P ( با استفاده از آغازگرهاي اختصاصيPCRآناليز 

P ( انجام شد و گياهان داراي ژنVHHانتخاب  و يشناساي

. شدند

استخراج :SDS-PAGEآناليز  واستخراج پروتئين

با استفاده از ،)3( و همكارانGuy بر اساس روشپروتئين

هختياهان تراريگاز برگهاي جوان  گرمي 5/0نمونه هاي 

به نسبت ، هاي پروتئين تخليص شدهمونهن. انجام گرفت

)ml25/1 ،)8/6M, pH5/0(با بافر نمونه1:1حجمي 

Tris-HCl،g 2/0SDS،ml5/0،2-مركاپتو اتانول و ml

100مايدر ددقيقه 3به مدت و مخلوط شده) گليسرول1

و تا قرار داده شد ) حمام آب جوش(درجه سانتي گراد 

5/12 بر روي ژل اكريل آميد الكتروفورزانجام زمان

  M   C-   Wt    1 2 3 4

bp400

MWt123

~15 KDa

45

35

25

18.4

14.4
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نگهداري درجه سانتي گراد-20 درنمونه ها،درصد

.گرديد

نتايج

 از)VHHآنتي بادي(هدفژن حاوي سازه  استخراج -1

. شدنجاماE.coliباكتري 

اگروباكتريوم در VHHpBIناقل بيانيحضور تأييد -2

)Agrobacterium tumefaciens(:آگروباكتريوم حاويVHH

pBIمحيط كشت  رويLB كانامايسين  داراي)mg l-150 (

PCR آناليز نمود ورشد)mg l-180(و استرپتومايسين 

-F(غازگرهاي اختصاصيبا آروي كلونيهاي باكتريايي 

Pو(B-P، حضور قطعهbp400ييد كرد أ را ت)3.)1شكل-

عمل تراريخت كردن گياهان :  به گياه كلزاVHHانتقال ژن 

Agrobacterium(كلزا با استفاده از تلقيح با آگروباكتريوم

tumefaciens(نژاد LBA4404برگهاي. صورت گرفت

 داراي pBI121حاوي ( كلزا كه با آگروباكتريوم كوتيلدوني

VHH (انتخابي  كشتيطبر روي محتلقيح شدند)MS III (

ريز نمونه هاي تلقيح شده  هفته 2-4پس از قرار گرفته و 

كه صورتيدر .)A2شكل( كردندتراريختهتوليد گياهچه

حاويتلقيح با آگروباكتريوم (شاهدريزنمونه هاي روي 

pBI121 مشاهده نشدگونه باززايي هيچ) ژن هدففاقد

).B2شكل(

ي كشت مورد استفاده در تراريختي و باززايي گياهان كلزا تركيبات محيطها-1جدول

MS VMS IVMS IIIMS IIنام محيط

MSXنمكهاي  5/0X 5/0X1X1

4488(g l-1) آگار

20203030(g l-1) ساكارز

)BAP  بنزيل آمينو پورين -6 mg l-1 )-15/45/4

بوتيريك اسيد -3-ايندول  IBA (mg l-1 )2---

-2510-(mg l-1) كانامايسين

-200200200(mg l-1) سفاتوكسيم 

pH8/58/58/56/5

ريز نمونه هايي كه در اين شرايط سبز باقي ماندند، به 

در . منتقل شدند) MS IV(محيط كشت طويل سازي ساقه 

رسد  ميmg l-1 25اين محيط ميزان غلظت كانامايسين به 

برخي نمونه هاي تراريخت نامطلوب نيز و بدين ترتيب 

.)C2شكل  (سفيد و نكروز مي شوند

گياهان تراريخت واقعي كه در اين شرايط سبز باقي ماندند 

).D2شكل (منتقل شدند) MS V(به محيط ريشه زايي 

پس از ريشه دار شدن گياهان تراريخت، گياهان ابتدا به 

شكل  ( و سپس به خاك منتقل شدند)E2شكل (يتپرلا

F2(و طول روزدرجه سانتي گراد 25 و در شرايط دمايي

.به رشد خود ادامه دادندساعت 16

 بر PCRآناليز :PCR ژنومي و آناليز DNA استخراج -4

وجود يك قطعه باززايي شده،  ژنومي گياهان DNAروي 

bp400هيچگونه كه در گياهان شاهد  را نشان داد در حالي

.)3لشك(باندي مشاهده نشد 

-SDSناليز  آ:شاهدو تراريخته گياهان  در پروتئين آناليز-5

PAGE15 با وزن حدود مشخص وجود يك باند

ني مبادي تك دونشان داد كه برابر وزن آنتيرا كيلودالتون 
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VHHاستخراج مورد پروتئينهيچگونه باندي در. باشد مي 

.)4لشك(گياهان شاهد مشاهده نگرديدشده از

بحث

رجبي  توسط 1385درسال ، MUClعليه موسين VHHژن 

. كلون گرديدpBI121در ناقل بياني ،ماري و همكارانعم

به به گياه توتون منتقل و از اين گياه سازواره تهيه شده 

.)19(شد  استفاده بيوراكتورعنوان

 در تشخيص VHHبا توجه به اهميت آنتي بادي تك دومني 

رطاني كه توليد آن را از و درمان بسياري از بيماريهاي س

منابع ايمن، ارزان و انبوه مانند سيستمهاي گياهي ضروري 

مي سازد و نيز برخي خصوصيات نامطلوب گياه توتون از 

صورت تازه، استخراج ه  نياز به نگهداري محصول ب،جمله

و تخليص سريع پروتئين از برگها و وجود نيكوتين و ديگر 

ليص پروتئين را از آن تركيبات آلكالوئيدي سمي كه تخ

به مشكل مي سازند، جايگزين نمودن گياه مناسب تري 

بيان . مي نمايد بيوراكتور به جاي توتون ضروريعنوان

در گياه كلزا در ريشتأبا منشVHHآنتي بادي مونوكلونال

اه ي به گجهت انتقال ژن. قالب اين تحقيق صورت پذيرفت

د كه امروزه به يردوم استفاده گي از روش آگروباكتركلزا

 دولپه  خصوصاًاهاني گريزش جهت تراي گسترده اطور

اهچه ها يگ روش نيادر.ردي گي مورد استفاده قرار مهايا

.ندد شييل كالوس باززاياز به تشكي و بدون نماًيمستق

 گياهي و ق كشت بافتي از طرييل باززايپتانس

تر است مطلوب ار ير روشها بسي نسبت به سااگروباكتريوم

 روي محيط كشت حاوي تراريختهياهان گ.)16و6(

 انتخاب و براي انجام )mg l-125-10(كانامايسين 

آزمونهاي مختلف مولكولي و همچنين تهيه نسلهاي بعد، 

.باززايي شدند

 آغازگر هاي  با استفاده ازوPCRي ز مولكوليآنالدر 

 در اضافه اي باند،هختياهان تراري گيبر رو ژناختصاصي

مي باشد VHHكه معادل اندازه قطعه ژن bp400منطقه 

 شده يياهان باززايگمشاهده گرديد كه نشان مي دهد 

.دارا مي باشندرا VHHحداقل يك كپي از ژن

بر روي پروتئين تخليص شده از SDS-PAGEآناليز 

يك باند اضافيوجود ،  و شاهدتراريختهبرگهاي گياهان 

 نشان تراريختهرا در گياهان دالتونكيلو15 مولكوليبا وزن

VHHمي دهد كه مي تواند متعلق به آنتي بادي تك دومني 

آنتي كاربردهاي تشخيصي و درماني با توجه به . باشد

 آنتي بادي تك دومني ي نوتركيب از جملهباديها

ي پروتئينها و همچنين قدرت گياهان در توليد MUC1عليه

، سيستم گياهي ارزانايمن ونوتركيب در مقياس انبوه، 

ي نوتركيب نسبت پروتئينهاجايگزين مناسبي جهت توليد 

 لذا در اين تحقيق . توليد سنتي مي باشديبه ساير سيستمها

 به گياه كلزا سعي در بهينه سازي VHHعلاوه بر انتقال ژن

تراريختهو باززايي گياهان شرايط انتقال ژن به اين گياه 

جام موفق اين تحقيق، زمينه  انابديهي است كه ب. گرديد

ي نوتركيب پروتئينهافيد و توليد ساير مي اانتقال ساير ژنه

فراهم گرديده ...) آنتي بادي، هورمون، واكسن و : از جمله(

.است
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Abstract
According to the wide range of monoclonal antibodies applications in distinction and 
treatment of diseases, their production from safe, permanent and inexpensive sources
has a great importance. The camel-based single-domain antibody (VHH) has individual 
characteristics such as: similarity to human VH fragment, solubility, high affinity and 
specific attachment to the antigen. So it has preferred to the other kinds of antibodies. In 
this report the antibody gene against MUC1 was transferred into Canola plants by 
agrobacterium mediated transformation method. The transformed plants initially 
selected on kanamycin (10-25 mg l-1). The presence and expression of the transgene 
was confirmed in transformants by PCR and SDS-PAGE. This study is an attempt for 
transfering an antibody gene to Canola and preparing the best field for production of 
other recombinant proteins in this plant.

Keywords: Recombinant Monoclonal antibody, V HH, Canola, transformation,
agrobacterium
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