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 چکيده
 هانیتوکنیس هيپا بر یمونوتراپيا در و دارد یتوموریآنت تیخاص که است يیهانيکموکا جمله از CCL21 کموکاين

 تولیدد  گیاهان، در نوترکیب هایپروتئین تولید جديد فناوری اهمیت به توجه با .باشدیم مؤثر یسرطان یهاسلول هیعل بر
 توجه مورد است، مناسب شیمیايی و معدنی ترکیبات و یتومورآنتی خواص دارای که نخود گیاه در نیز CCL21 پروتئین
 پدروتئین  ايدن  تولید برای آگرواينفیلتراسیون، روش به CCL21 پروتئین موقت بیان از حاضر مطالعه در است. گرفته قرار

 RT-PCR، Real time هایآزمون نتايج نفیلتراسیون،آگرواي از بعد ساعت72 است. شده استفاده نخود گیاه در نوترکیب

PCR، سدط   در بدالايی  میدزان  بدا  نخدود  هایبرگ در شده طراحی ژنی سازه که داد نشان الايزا و بلاتوسترن بلات،دات 
 ايجنتد  ،CCL21 بیدانی  سدازه  انتقدال  و آگرواينفیلتراسیون روش از استفاده با بنابراين است. شده بیان ترجمه و رونويسی
 .باشد نوترکیب هایپروتئین تولید جهت مناسبی گیاه تواندمی نخود که داد نشان

 
 نخود ، ccl21 ژن نوترکیب، پروتئین آگرواينفیلتراسیون، کليدی: کلمات

 

   1 مقدمه
 صددحی  بیددان جهددت میزبددان بهتددرين تراريختدده گیاهددان
 تولیدد  بده  منجدر  زيرا يند،آمی حساب به نوترکیب هایپروتئین
 عندوان هبد  که شوندمی نوترکیبی هایپروتئین و هاژنآنتی ارزان
 مدورد  خدوراکی  صدورت  به ترآلايده حالتی در و تزريقی واکسن
 حاضر حال در (.Kim & Yang, 2010) گیرندمی قرار استفاده
می استفاده بیانی سیستم عنوان به بالا، غذايی ارزش با گیاهانی
 کده  کدرد  مصدر   خام صورت به انتومی را آنها از بعضی شوند،
 یهدا ژنآنتدی  بیدان  .کندمی حذ  را تخلیص و پردازش به نیاز

بادام آووکادو، فرنگی،گوجه موز، سیب، مثل گیاهانی در واکسن
 اسددت شددده گددزارش )داندده( نخددود و سددويا ذرت، زمینددی،

(Mehrotra et al.,2011; Yajun et al., 2012.) 
 ژندی  تفند   و تومفاشدین   ومآگروباکتري کمك به ژن انتقال

 الگدوی  اساس بر .باشندمی تراريخته گیاهان تولید مرسوم هایروش
 پايددار  بیدان  در .دارد وجدود  موقدت  و پايدار بیان روش دو ژن، بیان
 لدذا  ،باشدد  شدهبهینه گیاهی گونه باززايی و بافت کشت شرايط بايد

                                                           
 abagheri@ferdowsi.um.ac.ir نویسنده مسئول:*

 ;2011) باشدیم برزمان پايدار بیان با تراريخت گیاهان به دستیابی

Koprowski & Yusibov, 2001.Obeme et al.,). طدر   از 
 گیاهدان  در نوترکیدب  هایپروتئین تولید مشکلات به توجه با ديگر

 تغییددرات انتقددال، از پدد  ژن خاموشددی جملدده از پايدددار تراريختدده
وقدت  قنددی،  بدزرگ  و مرکب هایکربوهیدرات ترکیب در نامطلوب
 تولیدد  قابلیدت  بدا  پايددار  تراريختده  اهانگی رده يك تولید گیربودن
 و محیطددیزيسددت مشدکلات  همدده از تددرمهدم  و پددروتئین مطلدوب 
 در کده  اسدت  شدده  سدبب  آن از ناشدی  خطرات و ژن فرار احتمال
روش عندوان  بده  گیاه در ژن موقت بیان هایروش از اخیر هایسال
 شدود  اسدتفاده  نوترکیدب  هدای فدرآورده  تولیدد  بدرای  مناسدب  های
(Wang & Ma, 2012.) آلدودگی  و آگرواينفیلتراسیون روش دو از 
 اسدتفاده  خدارجی  یهدا ژن موقدت  بیان برای گیاهی هایويروس با
 سیسدتمیك  آلدودگی  دلیدل  بده  ويروسدی  هایناقل اگرچه .شودمی
 امدا  کنندد، مدی  ايجاد را نوترکیب پروتئین مقادير بالای تولید امکان

زيسدت  هدای نگراندی  و زرگبد  انددازه  با يیهاژن بیان در محدوديت
 ,.Fischer et al) اسدت  شدده  هدا آن کاربرد کاهش سبب محیطی

2004.)   
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 هايیواکسن .است ايران در ومیرمرگ عامل سومین ،سرطان 
 هدای واکسدن  شدامل  اندد، شدده  ساخته سرطان درمان منظور به که

واکسدن  مدورد  در .باشدند می کنندهپیشگیری هایواکسن و درمانی
 معددودی  تعدداد  تاکنون سرطان، درمان برای گیاهی یبنوترک ایه
 يدك  پژوهشدگران  باشند.می بررسی حال در آزمايشگاهی مرحله در

 واکدنش  تواندد مدی  کده  اندکرده تهیه گیاهی پايه با سرطانی واکسن
 بیمدار  يدك  تومدور  خداص  ندو   براساس و کرده فعال را بدن ايمنی
 بددون  سدرطان  درمان به واکسن اين تهیه با واقع در و شود ساخته
 .(Lollini et al., 2006) اندد يافتده  دسدت  جدانبی  عدوار   ايجداد 
 و کرسدتین ويدن  و بلاسدتین ويدن  مانندد  ضدتومورهايی از همچنین

 دسدت هبد  )پريدوش(  روزئدوس  کاتارانتوس گیاه از که آلکالوئیدهايی
 & Sain)) اسدت  شدده  اسدتفاده  خدون  سرطان ماندر در آيند،می

Shema, 2013. پددادتن دريافتنددد پژوهشددگران بددراين عددلاوه 
 هدای سدلول  تشدخیص  بده  قدادر  بدرنج  و گنددم  دانه در ضدسرطان
 بدرای  آيندده  در نیدز  و باشدد مدی  بدزرگ  روده و سینه ريه، سرطان
   (.Watson et al., 2014) است سودمند سرطان درمان تشخیص
 سددرطان، درمددان در ايمونددوتراپی بددرای جديددد شرو يددك 

 باشدد مدی  زيرپوسدتی  صورت به سیتوکنینی یهاژن واکسیناسیون
 نتیجده  در و شدده  سدرطان  مقابدل  در بدن ايمنی افزايش باعث که
 مانندد. مدی  بداقی  سالم هایسلول و رفته بین از سرطانی هایسلول

 خاصدیت  کده  اسدت  هدايی کموکداين  جمله از CCL211 کموکاين
 علیده  بدر  هدا سدیتوکنین  پايده  بر ايمونوتراپی در و دارد یتومورآنتی
 CCL21 .(Ding et al., 2003) باشدمی مؤثر سرطانی هایلسلو
 بدر  CCR7 رندده یگ بده  و شدود یم انیب یمختلف یلنف یهابافت در
 مهداجرت  در رندده یگ نيا .شودیم متصل كیدندرت یهاسلول یرو

 از T یهدا سدلول  خدرو   در زید ن و یلنفد  یهدا اندام به هاتیلنفوس
 شددن  بدال   و یلنفد  یهاغده به اعصاب یطیمح و یرونیب یهابافت
 .Sain & (Shema, 2013) دارد نقددش دندددرتیك هددایسددلول
 به كیدندرت یهاسلول از شده لیتشک که CCL21سرطان واکسن
 یمند يا كيد  یدارا ،ccl21 ژن حامدل  روسيآدندوو  پلاسمید همراه
 .(Mantovani et al., 2006) اسدت  یسدرطان ضد تیفعال با بالقوه
 مورهدا تو جدايگیری  از پ  که است صورت نيا به آن عمل مزیمکان
 انید ب را CCL21نيکموکا ،CCL21دنوآ واکسن ها،سلول درون در
 ءالقدا  طیمح در را یتوموریآنت ینیتوکنیس یمنيا پاسخ که کندیم

   .(Lu et al., 2016) کرد خواهد
 بدالايی  غدذايی  ارزش دارای فراوان خواص علت به نخود گیاه 
 از مناسدب  معددنی  ترکیبات باشد.می مؤثر سرطان درمان در و بوده
 ديسدموتاز  اکسدید  سدوپر  آندزيم  کوفداکتور  عنوان به سلنیوم جمله
 محسدوب  سدرطان ضدد  گیداه  يدك  عندوان  به گیاه اين تا شده باعث

                                                           
1 Chemokine C-C motif ligand 21  

 ايفدا  کبددی  هدای آندزيم  عملکدرد  در مؤثری نقش ترکیب اين .شود
 کمدك  بددن  در زاسدرطان  ترکیبات از برخی زدايیسم به و کندمی
 رشدد  کداهش  نیدز  و التهداب  از مانع سلنیوم اين، بر وهعلا و کندمی
 نقدش  که باشدمی فولات حاوی نخود گیاه همچنین شود.می تومور
 موجددب نتیجدده در و کددرده ايفدا  DNA تددرمیم و سددنتز در مهمدی 
 DNA در جهدش  از ناشدی  سدرطانی  هایسلول تشکیل از ممانعت
 گیداهی  میايیشدی  مدواد  ملده ج از ها،ساپونین اين بر علاوه شود.می

 سدرطانی  هایسلول گسترش و تکثیر از که هستند نخود در موجود
 در بدالا  فیبدر  مصدر   همچنین کنند.می جلوگیری بدن سراسر در
 بدزرگ  روده سرطان خطر کاهش با نخود مانند سبزيجاتی و هامیوه
 يدك  عنوان به که است Cويتامین حاوی نخود گیاه باشد.می مرتبط
 هدای سدلول  از محافظدت  باعدث  و کندمی عمل قوی اکسیدانآنتی
 تداکنون  .(Ware, 2016) شدود مدی  آزاد هدای راديکال برابر در بدن
 گدزارش  نخدود  در اگرواينفیلتراسیون طريق از مختلف یهاژن بیان
 ,.Fontana et al.,1993; Krishnamurthy et al)اسدت  شدده 

2000, Shivani et al., 2010.) 
 پددروتئین بدداارزش جايگدداه بدده جددهتو بددا نیددز پددروژه ايددن در 

 بدده مبددتلا بیمدداران تومددوریآنتددی فعالیددت در CCL21نوترکیددب
 روش بدددا نخدددود گیددداه در ccl21 ژن موقدددت بیدددان سدددرطان،

 سددط  در آن بیددان میددزان و گرفددت صددورت آگرواينفیلتراسددیون
   گرفت. قرار بررسی مورد ترجمه و رونويسی

 

 ها روش و مواد
 بيان سازه طراحی و ترانسژن توالی سازیبهينه

 سدازه  گیاه، و باکتری در ccl21 ژن بیان میزان افزايش جهت
 ژن ايدن  ابتدايی توالی .شد ساخته و طراحی مصنوعی صورتهب ژنی
 تدوالی  و اينتدرون  هدای توالی حذ  از پ  .باشدمی باز جفت1146
 مربدوط  توالی داشت، قرار ژن ابتدای در که پپتید سیگنال به مربوط
 در بدالا  بیدان  بده  دسدتیابی  منظدور  بده  و (AUG) آغازگر کدون به

 (Kozak sequence) بیدانی  دهندده افدزايش  توالی گیاهی، سیستم
 ,Kozak) شدد  اضدافه  ريبوزوم اتصال جايگاه عنوان به 5 انتهای به

 هیسدتیدين  تد   توالی و SEKEDEL نشانه توالی سپ  (.1989
(xHis6) گرديددد افددزوده ژن 3 انتهددای بدده (Wandeltt et al., 

 شرو ، کدون از قبل هایتوالی از کوزاک توالی تعیین برای .(1992
 .(Wang, 2004) گرديدد  استفاده گیاهان در بالا بیان با يیهاژن در
 بدرای  پپتید سیگنال يك عنوان به که SEKEDEL نشانه توالی از

 تولیدد  و پدیچش  بده  کمك جهت ،کندمی عمل آندوپلاسمی شبکه
 پلدی  تد   افدزودن  از هدد   و اسدت  شدده  سدتفاده ا پدروتئین  بهتر

   .باشدمی نهايی مراحل در پروتئین تخلیص به کمك هیستیدين
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 نئومایسين ژن :NPTII سنتاز؛ نوپالين ژن پيشبر نواحی: ccl21،. Nos Promoter ژن حاوی pBI121 دوگانه ناقل پلاسميد -1 شکل

 ویروس پروموتور :CaMV35 سنتاز؛ نوپالين ژن پایانبر :Nos Terminator شود؛ می کانامایسين به مقاومت موجب که فسفوترانسفراز

 خاتمه؛ کدون :TGA هيستيدین؛ تگ :6His tag (؛GCAACA) کوزاک بيانی دهندهافزایش توالی :sequence KOZAK کلم؛ گل موزائيک

RB و LB: چپ و راست مرزی های توالی 
Fig. 1. pBI121 binary vector harboring ccl21, Nos Promoter: Nopaline synthase Promotor; NPTII: Neomycin 

phosphotransferase gene which confers kanamycin resistance; Nos Terminator: Nopaline synthase Terminator; 

CaMV35: Cauliflower mosaic virus promoter; KOZAK sequence: The sequence (GCAACA) that increases the gene 

expression level; 6His tag: Histidine Tag; TGA: Stop codon. RB & LB: Right & Left Borders 

 

  بيانی سازه ساخت

 با نظر، مورد توالی سوی دو در برشی سايت دو قراردادن با
 pGH پلاسددمید SacI و BamHI برشددی آنددزيم دو از اسدتفاده 
 اين و شدند داده برش pBI121 پلاسمید و نظر مورد ژن حاوی
 پلاسددمید از GUS قطعدده جداشدددن موجددب مضدداعف هضددم

pBI121 جداشدددن و ccl21 از pGH انجددام از پدد  .گرديددد 
 اتصدال  واکدنش  پلاسدمید،  شددن خطدی  و GUS خدرو   هضم،
(ligation) آنزيم آنزيم توسط T4 DNA Ligase  شدد  انجدام 

 ويژه آغازگرهای با PCR توسط شدهساخته هایسازه .(2)شکل
 گرفتندد.  قدرار  تأيید مورد است، شده آورده 1 جدول در که ژنی
 دوگانده  ناقدل  رد موردنظر ژنی سازه اتصال فرايند طی در سپ 
 ژندی  سدازه  ترتیدب  ايدن  بده  .گرديد در  PBI121 گیاهی بیان

 افدزايش  بدرای  لازم هدای تدوالی  و عناصدر  تمامی حاوی حاصله،
 تدوالی  ،(35S پروموتور) قوی پیشبر يك شامل ژن بیان بازدهی
 ژن) گزينشدگر  نشدانگر  ژن و (nos دهندده خاتمه) دهندهخاتمه
 بود. (بیوتیكآنتی به مقاومت
 

 آگرواینفيلتراسيون انجام و تلقيح مایه تهيه
 GV3101 سدويه  آگروبداکتريوم  هدای کلندی  از هرکدام از
 حرارت و شوک روش از استفاده با که نوترکیب پلاسمید حاوی

 در سداعت 48 مدت به و شد برداشته کلنی يك شدند، تراريخته
 و کانامايسددین لیتددر در گددرممیلددی50 حدداوی LB محددیط
 غلظت رسیدن از پ  .شد داده ريفامپسین لیتر در گرممیلی50

 بدداکتری  سوسپانسددیون ،=5/1OD600 بدده  کشددت محددیط
 در باکتريدايی  پلیت سوپرناتانت، حذ  از پ  و شده سانتريفیوژ
 MgSO4 حاوی مايع LB کشت محیط) اينفیلتراسیون محیط
-morpholin-4-2)) مددولارمیلددیMES 10 مددولار،میلددی10

ylethanesulfonic acid میکرومددولار150 استوسددرينگون و) 

 .شددد تنظددیم =OD600 5/0 در سددلولی تددراکم و شددده معلددق
 اتدا   دمدای  در دقیقه120 مدت به حاصله سوسپانسیون سپ 
 نخود برگ به اگروباکتريوم سوسپانسیون انتقال برای .شد انکوبه
 فاقدد  سرن  از سپ  و شد ايجاد برگ سط  روی بر زخم ابتدا
 ,.Hashemi et al., 2006; Habibi et al) شد استفاده سوزن

 گیداه  بده  بداکتری  انتقدال  از پ  روز سه ژن بیان آنالیز .(2014
  .(Simmons et al., 2009) شد شرو 
 

  Real time PCR و RNA، RT PCR استخراج
 کدل  RNAآگرواينفیلتراسیون، از ساعت72 گذشت از بعد

 Cat. No A101231 تدوس  پدارس  شدرکت  کیت از استفاده با
 بدا  cDNA مکمدل  رشته ،DNase تیمار از بعد و شد استخرا 
 تدوس  پارس (نوکلئوتیدی 20) dT الیگو آغازگر يك از استفاده
 بددا RT-PCR آزمددايش .(Cat.No C101131) شددد سدداخته

 صددورت ubiquitin دار خاندده ژن و ccl21 ويددژه آغازگرهددای
بده  Bio-Rad CFX Manager افدزار ندرم  با Ct مقادير گرفت.
 روش بدا  ΔΔCt- 2 مقدادير  در ژن بیدان  نسدبی  سط  و آمد دست
 محاسدبه  (Livak & Schmittgen, 2001) اشمیتگن و لیواک
 شد.

 

 پروتئين استخراج
 در اگروبدداکتريوم، بددا شدددهتلقددی  هددایبددرگ از گددرم1/0
 بدافر  میکرولیتر800 کردناضافه از بعد و شد پودر مايعنیتروژن 
میلدی  Tris-HCl، 2(=8pH) مدولار میلدی 50 حاوی) استخرا 
 مدولار میلدی  يدك  و NaCl مدولار EDTA ، 5/0(=8pH) مولار

dithiothreitol (DTT)) در دقیقه20 مدت به سانتريفیوژ و g 
 Bradford (1976) روش اسداس  بدر  و جددا  روشناور ،12000
  شد. گیریاندازه کل پروتئین غلظت
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  Real time PCR وPCR مونآز برای استفاده مورد آغازگرهای توالی -1 جدول
 Table 1. Oligonucleotide primers used to PCR and Real time PCR 

 ژن
Gene 

 پيشرو آغازگر
Forward Primer 

 پسرو آغازگر
Riverse Primer 

ccl21-CaMV* 5´ GATGACGCACAATCCCACT 3´ 5´ CCCTTTCCCTTCTTTCCA 3´ 

ccl21** 5´ GGGTTCAACAACTTATGC 3´ 5 CTTTCCCTTCTTTCCAGT 3´ 
ubiquitin*** 5´ CACGGTTCAACAACATCCAG 3´ 5´ TGAAGACCCTGACTGGGAAG3´  

nptII **** 
5´ CACGGTTCAACAACATCCAG 3´ 5´ TGAAGACCCTGACTGGGAAG3´  

  باز( جفت PCR، 385 )محصول ژنی هایسازه يیدأت برای استفاده مورد آغازگر *
 باز( جفت PCR، 103 )محصولReal time PCR هاییبررس برای استفاده مورد آغازگر **

 شدهبیان ccl21 ژن برداریرونوشت سط  مقايسه برای داخلی استاندارد ژن کويیتین،***يوبی
 باز( جفت PCR ، 798 )محصول PBI121 ناقل در ژنی سازه حضور بررسی برای استفاده مورد اغازگر ****

* primers used to verify gene constructs (PCR product: 385 bp)  
** primers used for Real time PCR assey (PCR product: 103 bp) 
***  Internal standard gene for comparison of ccl21 gene transcription level 

****  primers used to verify gene constructs into pBI121 vector (PCR product: 798 bp)  
 

 بلات دات مونآز
 گدذاری نقطده  غشدای  روی پدروتئین  از میکرولیتر دو ابتدا
 خشدك  تدا  شدد  داده قدرار  گرادسانتی درجه37 در غشاء و شده
 کنندده بلوکده  محلدول  بدا  ساعتيك مدت به غشاء سپ  .گردد
(BSA) انجددام از مددانع کنندددهبلوکدده محلددول .شددد انکوبدده 

 مددت  بده  غشداء  سدپ   .شدود مدی  غیراختصاصدی  هدای واکنش
 شدده  انکوبده  کونژوگده  هیسدتیدين  پلدی  بادیآنتی با ساعتيك
 PBST/PBS بدا  مرتبده  سده  و (گدراد سدانتی  درجه 37 دمای)

 .شد انکوبه DAB1 سوبسترای با غشاء سپ  .شد داده شستشو
 کنتدرل  عندوان  بده  تجداری  CCL21 پدروتئین  از میکرولیتر دو

 عندوان  هبد  غیرتراريختده  گیاه پروتئین از مشابهی حجم و مثبت
 .گرفت قرار استفاده مورد منفی کنترل
 

 بلات وسترن و SDS-PAGE آزمون
 میکروگرم15 با درصد15 ژل روی SDS-PAGE آزمايش
 گرفددت صددورت بلددو کوماسددی بددا آمیددزیرندد  و کددل پددروتئین

(Farsad et al., 2016). غشداء  بده  ژل بلاتین  وسترن جهت 
 مونوکلوندال  بدادی آنتدی  از استفاده با و شد منتقل نیتروسلولزی

 گرديد آمیزیرن  DAB سوبسترای و کونژوگه هیستیدين ت 
(Farsad et al., 2016) (.7)شکل  

 

 الایزا آزمون
 هدای بدرگ  در نوترکیدب  پدروتئین  جدذب  میزان نهايت در
 به (،Shoji et al., 2009) شد تعیین الايزا تکنیك با شدهتلقی 
 چاهدك  هر در وتئینیپر عصاره از میکرولیتر100 که ترتیب اين
 تدب  معمدولی  واکسدن  از میکرولیتر100 .شد ريخته الايزا پلیت
 گیاهان از شده استخرا  پروتئین مثبت، کنترل عنوان به برفکی

 منفدی  کنترل عنوان به BSA محلول طورهمین و غیرتراريخته

                                                           
1 Di-aminobenzidine 

 بدا  الايدزا  پلیدت  دادنپوشدش  از بعدد  گرفتند. قرار استفاده مورد
 و کونژوگده  هیسدتیدين  پلدی  بدادی آنتدی  از هاسدتفاد  و ژنآنتی

 تکدرار  سده  در ندانومتر 450 در OD3جذب ،TMB2 سوبسترای
 شد. قرائت
 

 بحث و نتایج
 مدورد  ژن سدازه  توالی واردنمودن منظور به مطالعه اين در
 هضددم واکددنش ، pBI121 دوگاندده بیددانی ناقددل درون بدده نظددر
 (.2)شگل شد انجام مضاعف
 عندوان  بده  نخدود  در ccl21 ژن بیدان  بررسدی  منظدور  به
همسدانه  از پ  شد. استفاده آگرواينفیلتراسیون روش از میزبان
دسدت بده  هایکلونی ،pBI121 بیانی ناقل در ccl21 ژن سازی
 کده  ژنی ويژه آغازگرهای از استفاده با PCR آزمون توسط آمده
 (.3 شکل) گرديد يیدأت اند،شده عنوان 1 جدول در

 

 RNA سطح در ccl21 ژن بيان بررسی

 پیشدرو  ناحیده  بده  مربدوط  بدازی  جفت386 قطعه تکثیر با
 ccl21 ژن از ایناحیده  و 35S پروموتور از قسمتی که پلاسمید
 پرايمدر  بده  مربدوط  بدازی  جفت798 قطعه تکثیر نیز و باشدمی

nptII گرديدد  تأيیدد  نخدود  ژندوم  در نظدر  مدورد  قطعده  حضور 
 حاصل cDNA بازی جفت103 قطعه تکثیر همچنین .(4)شکل
 ،RT PCR آزمددون در شدددهاينفیلتددره هدداینموندده mRNA از

 ژن از (.A5 )شدکل  نمود اثبات را ccl21 ژن از برداریرونوشت
ubiquitin و نمودن کمی جهت داخلی کنترل ژن عنوان به نیز 
 اينفیلترشدده  هدای بدرگ  در cDNA هدای غلظدت  سازیيکسان
 نشدان  B5 کلشد  در طورکده همدان  نهايت در و گرديد استفاده
   گرديد. تکثیر بازی جفت105 قطعه است شده داده

                                                           
2 3,3,5,5′-Tetramethylbenzidine 

3 Optical dencity 
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 Sac I و BamH I برشی آنزیم از استفاده و ccl21 ژن حاوی pGH :B و gus ژن حاوی A PBI121: پلاسميد؛ هضم واکنش -2 شکل
Fig. 2. Digestion of pGH plasmid containing the ccl21 gene and PBI121 plasmid containing the gus gene with BamH I 

and Sac I restriction enzyme.  
 

 
 قطعه تکثير جهت ccl21 اختصاصی آغازگرهای از استفاده با پليمراز ایزنجيره واکنش نوترکيب اگروباکتریوم هایکلنی یيدأت -3شکل

 توس پارس شرکت مولکولی نشانگر :5 ؛ccl21 ژن حاوی مثبت هایکلنی :4و2،3 ؛(NT) منفی شاهد :1 بازی، جفت103

Fig. 3. Verification of recombinant Agrobacterium colonies with PCR by ccl21 primers, 1: Negative Control (NT); 

2,3,4: clonies that has ccl21 gene; 5: Molecular Marker with Pars Tous 
 

 آغازگرهدای  از استفاده با Real Time PCR آزمون نتايج
معنی بیان مبین که داد نشان داخلی کنترل ژن و نظر مورد ژن
 آگروبداکتريوم  بدا  شدهتلقی  گیاهی هایبافت در ccl21 ژن دار
 (.6 شکل) .بود

 

 پروتئين سطح در ccl21 ژن بيان بررسی
 تواندد نمدی  الزامدا   ژن يدك  mRNA هایرونوشت افزايش

 حددود  تنهدا  زيرا ،گردد پروتئین آن بیان بالای سطوح به منجر
 تعیدین  قابدل  mRNA غلظت با پروتئین فراوانی درصد 40-20
 سرعت به ها،پروتئین نهايی غلظت و (Nie et al., 2006) است
 بیدان  بررسدی  جهدت  بنابراين، دارد. بستگی نیز تجزيه و ترجمه
 و بدلات  دات بلات، وسترن هایآزمون از پروتئین، سط  در ژن
 باندد  حضدور  SDS-PAGE آزمدون  نتدايج  شدد.  اسدتفاده  الايزا
 تأيیدد  مدورد  را CCL21 پدروتئین  به مربوط دالتونی کیلو5/15
 بدادی آنتی توسط هم بلات وسترن آزمون (.A 7)شکل داد قرار

 انجدام  (Sigma شدرکت ) هیسدتیدين  پلدی  کونژوگه مونوکلونال
 بدددلات، وسدددترن توسدددط پدددروتئین مولکدددولی وزن .شدددد
 اين موفق بیان بر دلیلی که شد هداد تشخیص کیلودالتون5/15

 در طورکده همدان  (.B 7)شدکل  باشدد می نخود گیاه در پروتئین

لکده  محدل  در مثبتی سیگنال است، شده داده نشان A8 شکل
 که حالی در شود؛می ديده شدهتلقی  گیاه برگ پروتئین گذاری
 مشخصدی  سدیگنال  هیچ وحشی گیاه پروتئین به مربوط لکه در
 پدروتئین  صدحی   تولیدد  از حداکی  نتدايج  ايدن  .شدود نمی ديده

 موقدت  بیدان  طريدق  از نخدود  گیداه  برگ در CCL21 نوترکیب
  .است

 پلددی بددادیآنتددی از اسددتفاده بددا نیددز الايددزا آزمددون نتددايج
 CCL21 نوترکیدب  پدروتئین  که داد نشان کونژوگه هیستیدين

 اسدت  شدده  بیدان  خدوبی هبد  نخدود  شدده اينفیلتره گیاه برگ در
 گیداه  تیمارشدده،  گیداه  از هايینمونه نیز جا اين در (.B 8)شکل
 نتدايج  مقايسه برای مثبت کنترل و (منفی کنترل) وحشی تیپ

 میدزان  شدود، مدی  ديده B8 شکل در طورکههمان .شد استفاده
 وحشی تیپ گیاه از بیشتر بسیار شدهتلقی  ینمونه در ژن بیان
 شدده ی تلقد  هدای بدرگ  در CCL21 بیان بیش از حاکی که بود
 و وحشدی  تیدپ  گیداه  در کده  نداچیزی  واکدنش  .باشدد می نخود

Blank هدای واکدنش  از ناشدی  رسدد مدی  نظر به ،شودمی ديده 
 .باشد الايزا چاهك در غیراختصاصی

 

A                                    B 
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 شاهد :2 ؛توس پارس شرکت مولکولی نشانگر :1 نخود، گياه شدهاینفيلتره هاینمونه در پليمراز ایزنجيره واکنش با ترانسژن حضور یيدتأ -4 شکل

 کانامایسين به مقاومت ژن آغازگرهای از استفاده با ژن حضور تأیيد :4 و 3 ؛(NTنشده) تلقيح نخود برگ از شدهاستخراج DNA نمونه منفی

(nptII) آغازگرهای از استفاده با ژن حضور تأیيد :5 ؛بازی( جفت798 قطعه )تکثير CaMV-CCl21 زی(با جفت 386 قطعه )تکثير 
Fig. 4. PCR analysis for detection of ccl21 gene in infiltrated leaves of chickpea, 1: 100bp Size marker (parstous);  

2: PCR product of wild type plant ((NT); 3 & 4: PCR products of infiltrated plant by nptII primers (798 bp);  
5: PCR product of infiltrated leaves by CaMV-CCl21primers (386 bp) 

  

 
  ،RT-PCRکمی نيمه مقایسه روش با نخود گياه اینفيلترشده هایبرگ در ccl21 بيان یيدأت ccl21 ، (A:) ژن بيان بررسی - 5 شکل

(B:) ژن تکثير ubiqutin داخلی کنترل ژن عنوان به نخود 
Fig. 5. ccl21 gene expression assessment, (A): Verification of ccl21 expression in chickpea of infiltrated leaves with semi 

quantitative RT-PCR, (B): Amplification of chickpea ubiquitin as internal control 

 

 
 Real با نخود شدهاینفيلتره هایونهنم در ccl21 بيان یيدأت :C و Real time PCR، A، B از استفاده با ccl21 ژن بيان بررسی -6 شکل

time PCR؛ control: ژن ubiqutin داخلی کنترل ژن عنوان به 
Fig. 6. ccl21 gene expression assessment, A, B & C: Verification of ccl21 expression in chickpea samples with Real time 

PCR; control: ubiquitin as internal control 

1 2 
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 نشانگر :ladder (،A) درصد SDS-PAGE 15 ژل توسط نخود شدهتلقيح هایبرگ از شدهاستخراج پروتئينی هاینمونه بررسی -7 شکل

 آزمون :B دالتون، کيلو 5/15 باند مشاهده و نخود شدهتلقيح هایبرگ پروتئينی هاینمونه :3 و 2 ،1 ؛توس پارس پروتئينی مولکولی

 پروتئينی هاینمونه :2 و1 ؛توتون مزایيک ویروس مثبت کنترل نمونه :pc نخود، شدهاینفيلتره هایبرگ پروتئينی هاینمونه بلات وسترن

  فرمنتاز pre staine مولکولی نشانگر دالتون، کيلو5/15 باند مشاهده و شدهاینفيلتره هایبرگ
Fig. 7. 15% SDS-PAGE gel analysis of protein samples extracted from chickpea leaves (A), ladder: Protein molecular 

marker (Parstous); 1, 2 & 3: protein samples from chickpea leaves (15.5 KD band), Western blotting of protein 

samples (B), Lane 1 & 2: infiltrated protein samples, (15.5 KD band shows CCL21 molecular weight); pc: positive 

control mosaic virus of tobacco 

 

 

 

 

   
 B A  

 آزمون از استفاده با اگروباکتریوم سوسپانسيون با شدهتزریق نخود هایبرگ در CCL21 نوترکيب پروتئين توليد تأیيد (:A) -8 شکل 

 (:B) غيرتراریخته(، )گياه منفی کنترل نمونه :nt مثبت؛ کنترل نمونه :pc نخود؛ شدهاینفيلتره پروتئينی هاینمونه :A, B & C بلات، دات

  تراریخته، گياه پروتئين :transformed leaf مثبت؛ کنترل :positive control الایزا، آزمون توسط پروتئين توليد بررسی

negative control: (پروتئين) منفی کنترل 
Fig. 8. (A): Protein dot blot for detection of recombinant protein in transformed leaves of chickpea A, B & C: protein 

sample of transgenic plants; pc: positive control; nt: protein sample of non-transgenic plant, B: Quantification of 

recombinant CCL21 protein in transgenic plants by ELISA; positive control; protein sample of transgenic plants; 

protein sample of non-transgenic plant as negative control and Blank 

 
 ظرفیدت  ارزيدابی  جهدت  رايدج  روشدی  موقت، بیان بررسی

 يدا  خداص  پدروتئین  يدك  تولیدد  در گیداهی  مختلدف  هایسلول
 تکنیدك  از هاسدتفاد  با که است مختلف بیانی هایسازه سنجش

 پذير،انعطا  سريع، روش اين .شودمی انجام آگرواينفیلتراسیون
 اجدرا  قابل تمايزيافته هایبافت در و بافت کشت به نیازبی ساده،

 کارآمددی  روش کوتداه  زمدان  در ژن عملکدرد  آنالیز برای و بوده
 et al., 2000; Gidding et al., 2000) باشدددمددی

Bendahmane). سیسدتم  توانايی توان می وقتم بیان روش با 
 زيرا داد، قرار ارزيابی مورد گیاه به دائم انتقال از قبل را ژن بیان
 هزينده  و وقدت  صر  مستلزم دائم تظاهر با تراريخته گیاه تولید

A                                                                                   B 

B                                                                                           A 
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سیسدتم  حدذ   و سیستم بهترين تعیین با ترتیب اين به .است
صدرفه  هزينه و وقت در توانمی ،دارند کمتری يیکارآ که هايی
 سدريع  بیدان  جهدت  تدوان می روش اين از همچنین .کرد جويی
 ايدن  در شدده استفاده تکنیك .کرد استفاده باارزش هایپروتئین
 هدای سیسدتم  ديگدر  بدا  مقايسه در (آگرواينفیلتراسیون) مطالعه
 جملده  از ؛باشدد مدی  مزيت چندين دارای تراريخت، بیان تعیین
 ژن انددازه  در تمحددودي  بدا  ويروسدی  هدای ناقل برخلا  کهاين

 و ایذره بمبداران  از ترساده آن انجام نیست. مواجه شده منتقل
 تراريختی برخلا  و است سريع .باشدمی پروتوپلاست تراريختی
 روی آوری زيدان  اثدر  و شدوند  آندالیز  هاژن دهدمی اجازه پايدار
 شدده  بیدان  آن در ژن که بافتی مقدار .باشند نداشته نمو و رشد
 اسدت  کافی RNA و پروتئین آنالیز انجام برای تموق صورت به
 آزمايشدگاهی  مقیاس در پروتئین تولید برای استفاده پتانسیل و
پدروتئین  از برخی توانمی روش اين وسیله به همچنین دارد. را
 هایگونه در خصوصا  تراريخته گیاهان باززايی به نیاز بدون را ها

 تولیدد  شدوند، می يیباززا سختی به که حبوبات جمله از گیاهی
 زيدادی  مطالعدات  تاکنون (.Leckie & Stewart, 2011 ) کرد
 منظدور  بده  متعدددی  هدای  ژن و است شده انجام نخود روی بر

 اينفیلتراسدیون  اگرو طريق از نخود گیاه در مختلف صفات تولید
 Fontana et al.,1993; Krishnamurthy et) است شده وارد

al.,2000, Shivani et al.,2010.) 
 پدروتئین  تولیدد  زمینه در تحقیق اولین که حاضر مطالعه 

CCL21 پتانسدیل  از اسدتفاده  هدد   با ،باشدمی نخود گیاه در 
 اجدرا  و طراحی نوترکیب پروتئین اين تولید جهت گیاهان بالای

 امکدان  تظداهر  هدای سیسدتم  و پلاسمیدها در که آنجا از گرديد.
 وجود آنها بررسی و سهمقاي و مختلف تنظیمی عناصر جايگزينی
 جهددت را ژن بیددان تنظیمددی عناصددر بهتددرين تددوانمددی دارد،

 گیداه  در نوترکیدب  پدروتئین  تولیدد  میزان بالاترين به دستیابی
 مختلدف  عوامدل  از اسدتفاده  نیدز  تحقیق اين در .نمود شناسايی
 تدرجی   اسداس  بدر  توالی سازیبهینه )نظیر بیانی دهندهافزايش
 راهنمددای پپتیددد و کددوزاک تددوالی از اسددتفاده گیدداهی، کدددون

SEKDEL) پددروتئین بیددان میددزان در زيددادی ثیرتددأ توانسددت 
 پايددار  تراريختده  گیاهدان  تولیدد  جهدت  رو ايدن  از .باشد داشته

 ترکیدب  اين از توانمی CCL21 نوترکیب پروتئین تولیدکننده
 نمود. استفاده پلاسمیدی
 بیدان  امکان ccl21 ژن که شد داده نشان پژوهش اين در 
 بدا  تولیدشدده  نوترکیدب  پدروتئین  اين و داشته را نخود گیاه در

 شناسدايی  قابدل  کونژوگده  هیسدتیدين  ت  بادیآنتی از استفاده
هبد  نظدر  مدورد  ژن بیدان  بررسدی،  اين در کهآنجايی از .باشدمی
 انجدام  مناسب گیاهی میزبان يك عنوان به نخود گیاه در خوبی
 روش از گیدری بهدره  بدا  هکد  شدود مدی  گیدری نتیجه چنین شد،

 را ccl21 ژن از بدالايی  نسبتا  میزان توانمی آگرواينفیلتراسیون
 بده  نوترکیدب  پدروتئین  اين از و نمود تولید اندک زمان مدت در

 خصدوص  بده  انسان ايمنی سیستم تقويت برای فاکتوری عنوان
بهینده  بدا  پروژه ادامه در کرد. استفاده سرطان به مبتلا افراد در

 تراريختده  گیداه  توانمی عدس و نخود به ژن انتقال روش سازی
 شود. بیان آن در ccl21 ژن که نمود تولید پايداری
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Introduction 
Chemokine (C-C motif) ligand 21 (CCL21) has anti-tumor efficacy and used for immunotherapy based 

on cytokinins against cancer cells. Immune potentiating of CCL21 chemokine via DC and stromal cell-based 
approaches for effective recruitment and activation of APC and T cells for promotion of antitumor activity in 
lung cancer was evaluated. Plants are now gaining widespread acceptance as a general platform and as 
bioreactors for the large scale production of recombinant proteins. However, the technique suffers from 
major drawbacks such as low expression level and long time required for the production of the recombinant 
protein in plant tissues. The goal of the present study was to investigate the possibility of expressing the 
CCL21 protein in Cicer arietinum via agroinfiltration. In agroinfiltration, the suspension of Agrobacterium 
tumefaciens harboring the gene(s) of interest is infiltrated into plant leaves using a needle-free syringe. This 
technique has been carried out in a variety of plants with different experimental purposes and it was simple, 
cost effective and rapid procedure. Chickpea contain several minerals and phytochemicals components for 
human health, for example it has selenium, that plays essential roles in liver enzyme function, and helps 
detoxify some cancer-causing compounds in the body, Also selenium prevents inflammation and also 
decreases tumor growth rates. So cheakpea known as a valuable plant for the production of recombinant 
proteins chickpeas also contains folate, which plays a role in DNA synthesis and repair, thus preventing the 
formation of cancer cells from mutations in the DNA. Also it has saponins, which are phytochemicals that 
prevent cancer cells from multiplying and spreading throughout the body. High-fiber intakes from fruits and 
vegetables like chickpeas are associated with a lowered risk of colorectal cancer. Therefore, in this study, 
ccl21 gene of human was synthesized and transiently expressed in Cicer arietinum.  

 

Materials & Methods 
To examine the possibility of expressing the CCL21 protein in Cicer arietinum, a cDNA fragment 

encoding the ccl21 gene was synthesized de novo, modified with a Kozak sequence, a C-terminal hexa-
histidine (6His) tag, and an endoplasmic retention signal (SEKDEL). The construct was subcloned into 
vector pBI121 and Agrobacterium colonies were verificated by PCR test. The resulting ccl21 plasmid was 
agro-infiltrated into Cicer arietinum. The relative gene expression of recombinant plant-produced ccl21 was 
measured by semi quantitatve RT-PCR and quantitative real-time PCR. Guided by the gene expression 
profile, CCL21 protein was extracted after 72 hours. A recombinant CCL21 protein was immunogenically 
detected by conjugated polyhistidine antibody in western blot, dot blot and ELISA assay.  
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Results & Discussion  
The results of PCR assay confirmed presence of the synthetic construct in Agrobacterium clones. Also 

PCR test showed that, this construct was integrated in infiltrated leaves but the gene of interest is not 
integrated in the nuclear genome of plant cell. So, the transgene in plant tissue is higher than pure plasmid as 
control. RT- PCR and Real time PCR assay was also conducted to evaluate the expression of gene. Dot blot 
assay showed that, the protein sample obtained from transformed leaves generated a strong signal which is 
comparable to that of positive control, whereas wild type plant protein was not detectable. Also enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and western blot showed that gene construt of ccl21 was expressed 
highly in transcription and translation level. Migration size of protein was detected at 15.5 KD by Western 
blotting. ELISA results showed that the CCL21 was expressed in the transfected leaves in high level.  

 

Conclusion 
This paper is the first research about the transient expression of the chickpea-made CCL21 protein 

where a synthetic sequence was used for its expression. Here, the efficacy of agroinfiltration for expression 
of ccl21 gene in chickpea was illustrated. Agroinfiltration expedites the process of recombinant protein 
expression in plant tissues. Therefore, using agro-infiltration system in chickpea plant was the appropriate 
strategy for ccl21 gene production in the assayed plants. Therefore, this method makes it possible to evaluate 
efficacy of a potential recombinant vaccine in a short time. 
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