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 11 هاي گياهي گونه 2-4-1-

 12 مصرف خوراكي واكسن و پاسخهاي آنتي باديهاي سيستميك و مخاطي 3-4-1-
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 HCV 26ژنوم و پروتئينهاي6-7-1- 

 HCV 28 ين هاي ساختمانيئپروت7-7-1- 
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 33 ناقلين كلونينگ يا وكتورها2-8-1- 

 34  پلاسميد در مهندسي ژنتيك3-8-1- 

 34  در بيوتكنولوژي coliE E.نقش4-8-1 - 

 35  روشهاي وارد كردن حاملها به داخل ميزبان5-8-1- 

 36 انتقال ژن9-1- 

 36 انتقال ژن به گياه  1-9-1- 

 37 بيان موقت   -  2-9-1

 39  آگرواينفيلتراسيون3-9-1- 

 40 بيان پايدار - 4-9-1
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  41 آگروباكتريوم -1-10-1
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    :شكلها و جداول  

  6 مهمترين كاربردهاي گياهان تراريخت - 1- 1جدول شماره 

  10 مقايسه سيستمهاي توليد پروتئينها و واكسنهاي نوتركيب انساني - 1-2جدول شماره 

  LB 60  مواد لازم براي تهيه  - 1- 2جدول شماره 

غلظت محلولهاي مادري و مورد استفاده در محيطهاي كشت گياهي و  - 2- 2 جدول شماره 

 باكتريايي

61  

  MS 63 مقادير لازم عناصر پر مصرف محيط  - 2-3جدول شماره 

  PCR   74مواد استوك و مورد استفاده در واكنش   غلظت - 4- 2جدول شماره 

  97  نسبتهاي بكار رفته در سنجش غلظت پروتئين به روش برادفورد -   2-5جدول شمار

جهت رسم منحني BSAتهاي مختلف ظنتايج حاصل از اندازه گيري غل -1-3جدول 

   استاندارد
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  HCV 27ژنوم و پروتئينهاي  -1-1شكل 

  HCV 32ورود به سلولهاي هدف اولين قدم عفونت  -1-2شكل 

  41  شده اند هايي كه توسط آگروباكتريوم ايجاد الگ - 3-1شكل

  Ti 42 نقشه شماتيك پلاسميد -4-1شكل 

  45 تراريخته كردن گياه تنباكو با استفاده از آگروباكتريوم -1-5شكل 

اولين قدم در ترانسفورماسيون سلولهاي گياهي با استفاده از اگروباكتريوم  - 6-1شكل 

  تومفاسينس

46  

  pcDNA 3.1  58 نقشه پلاسميد: 1-2شكل 

  59 همراه سايتهاي برشي آنزيمهاي برشي محدودالاثر ،pBI121پلاسميد  -2-2شكل 

  98  با سايتهاي برشي آن   HBs Ag-fused Polytopeشماي شماتيكي ژن  -3-1شكل 

  98 با سايتهاي برشي آنpBI121 شكل شماتيك پلاسميد گياهي -3-2 شكل  

  pBI121   99 شماتيك كلون شدن ژن پلي توپ در پلاسميدشكل  -3-3شكل 



  ذ
 

  101  تكثير ژن پلي توپ با پرايمرهاي اختصاصي آن -3-4شكل

  102  استخراج شده pBI121 پلاسميدهاي - 5-3شكل

  103  با آنزيمهاي برشي pBI121هضم پلاسميد - 6-3شكل

  104  با آنزيمهاي برشي pBI121هضم پلاسميد -7-3شكل 

جهت  pBI121بعد از مرحله اتصال ژن پلي توپ و پلاسميد  750bpديدن باند  -8-3شكل

  Ligationتاييد عمل

106  

از كلونيهاي رشد كرده در محيط آنتي بيوتيك دار براي تاييد  PCRكلوني  -9-3 شكل

  DH5αحضور ژن پلي توپ در داخل كلونيهاي 

107  

رم شده جهت تاييد حضور ژن وپلاسميدهاي استخراج شده از كلونيهاي ترانسف -10-3شكل 

  پلي توپ در داخل پلاسميد

108  

  110  همراه سايتهاي برشي آن  pBI121شماي ملكولي پلاسميد  -3-11شكل

جهت تاييد كاست  NOS و pCaMVاييدي با پرايمرهاي ت PCR انجام  - 12-3شكل 

  pBI121 نوتركيب توليد شده در پلاسميد

111  

از كلونيهاي رشد كرده در محيط آنتي بيوتيك دار براي تاييد  PCRكلوني  -13-3شكل 

  حضور ژن پلي توپ در داخل كلونيهاي اگروباكتريوم

112  

جهت رم شده اگروباكتريوم وپلاسميدهاي استخراج شده از كلونيهاي ترانسف  -14-3شكل

  تاييد حضور ژن پلي توپ در داخل پلاسميد

113  

گياهچه هاي سيب زميني واريته هاي كاردال و مارفونا كشت شده در محيط  -15-3شكل 

  MSمغذي 

114  

  115  اضافه كردن محيط غده زايي به گياهچه هاي حاوي شرايط -16-3شكل

 2توليد ريز غدهاي سيب زميني در شرايط دمايي پايين و تاريكي بعد از حدود  -17-3شكل

  ماه

115  

  116  ريز غده هاي آلوده شده با آگروباكتريوم حاوي پلاسميد نو تركيب -18-3شكل

  117  حاوي آنتي بيوتيك MLSاولين جوانه هاي توليد شده در محيط  -19-3شكل 
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تراريخت كه در محيط گزينشگر حاوي آنتي بيوتيك جوانه هاي اوليه غير  - 20- 3شكل 

  نتوانستند به رشد خود ادامه دهند
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  118 جوانه هاي ثانويه توليد شده از ريز غده هاي تراريخت -21-3شكل 

مايع حاوي آنتي  MLSانتقال جوانه هاي ثانويه توليد شده به ارلنهاي حاوي  - 22- 3شكل 

  بيوتيك و هورمون

118  

  119  گزينشگر حاوي آنتي بيوتيك گياهچه هاي تراريخت در محيط  - 23-3شكل 

  119  گياهچه هاي غير تراريخت در محيط گزينشگر حاوي آنتي بيوتيك - 24-3شكل

  120   استخراج شده از گياه تراريختهDNA  -25-3شكل 

  122  منحني استاندارد برادفورد جهت تعيين غلظت نمونه مجهول -26-3شكل 
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  چكيده

توپي توجه بسياري را به خود  ند اپيچاي از واكسنها بنام واكسنهاي  نسل تازه سالهاي اخيردر  

توپهاي شناخته شده مربوط به يك يا  با در كنار هم قرار دادن اپي اين نوع از اكسنها.جلب كرده است

باعث تحريك سيستم ايمني بصورت  وچند ميكروارگانيسم بصورت ژن يا پپتيد درست مي شوند

جهش زايي بالايي دارند،بسيار  كه HCVمخصوصا در مورد ويروسهايي مثل  وگردنداختصاصي مي 

براي توليد واكسنهاي درماني انساني يا نيز  استفاده از گياهان تراريخته .مورد توجه قرار گرفته اند

مزيتهاي زيادي ازجمله عدم نياز به زنجيره سرد واكسنهاي گياهي ، .مي باشد وجهتبسيارمورد حيواني 

در اين  .در طول حمل و نقل، هزينه پايين تهيه و توليد ، انبارداري آسان و مايه كوبي راحت، دارند

،  pcDNA   3.1(+)داخل پلاسميد نگهدارنده   HBs-Polytope2پلي توپ سنتتيك ژن  ،پروژه

كه يك ناقل دو  pBI121پلاسميد در  GUSبعد از تكثير با پرايمرهاي اختصاصي، وارد جايگاه ژن 

ترانسفرم شد و  بعد از بررسي صحت  E.coli DH5α بعد به باكتري. ، شد گياهي است تايي

بااستفاده از روش شوك كاست نوتركيب حاصل و انجام عمل هضم با آنزيمهاي برشي مربوطه ، 

ازكلونيهاي توليد . شد منتقل ، pGV 3850 ، سويهAgrobacterium tomefasiens  به حرارتي

ريز غده هاي سيب زميني واريته كاردال از  براي انتقال بهشده در محيط گزينشگر حاوي كانامايسين 

گياهان تراريخت در محيط .استفاده شدراه زخمي كردن غده استريل و  آلوده كردن آنها با اين باكتري،

آناليز ملكولي در .اختصاصي حاوي آنتي بيوتيكهاي كانامايسين و سفاتوكسيم ،باززايي شدند كشت

 ومربوط به ژن كلون شده ديده شد   750bpباندي با طول حدود  PCRگياهان تراريخت با روش 

  .انجام گرفت  ،  ELISAبا روش نيز آناليز پروتئين

شيمريك نو تركيب در گياه سيب زميني به خوبي بيان نتايج اين مطالعه نشان مي دهد كه اين پروتئين 

و پردازش شده و اين گياه احتمالا از كارايي اوليه لازم به منظور بررسي ايمني زايي بعنوان كانديداي 

  .واكسن در حيوان حساس آزمايشگاهي برخوردار مي باشد

 :واژگان كليدي

 ، گياه تراريخته  پلي توپواكسن هاي  ،Cويروس هپاتيت 
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                                                                                                                                         : مقدمه

اولين عامل سرطان كبد ،سيروز و هپاتيت مزمن درجهان  Cدر حال حاضر ويروس هپاتيت          

يا درماني  )پيشگير(مكان ساخت يك واكسن پروفيلاكتيكمي باشد و تلاش براي تحقيق در مورد ا

مطالعات انجام شده نشان مي دهد كه برخلاف ايمني ذاتي و همورال  .براي آن به شدت ادامه دارد

پروتئينهاي  با اثر رويكه (+CD8 و+CD4 1اختصاصيT سيستم ايمني سلولي و به ويژه سلولهاي 

نقش بسيار مهمي را در كنترل ويروس دارا  )CORE,E1,E23,NS3,NS4و NS5 2(ويروس مانند 

اولين و مهمترين سلولهاي عمل كننده در بر قراري ايمني هستند و +CD8 سلولهاي .ميباشد

 ،نيز در مهارموتاسيونهايي كه منجر به فرار ويروس از دست سيستم ايمني ميشوند+CD4 سلولهاي 

مي  +TCD8ازآنجاييكه حذف ويروس همراه با پاسخ قوي و چندگانه سلولهاي  .كمك كننده اند

CTLsتحريك سيستم ايمني سلولي و باشد ، 
براي مبارزه با اين ويروس به شدت تحت مطالعه 4

قرار گرفته است و روشهاي مختلفي در اين راستا مد نظر است كه از اين ميان مي توان به استفاده 

  [74, 48,55,67]   .به اشكال مختلف اشاره كردHCV5 ب  و ذرات شبه از پروتئينهاي نوتركي

 -PEGويروس و كنترل عوارض آن استفاده همزمان از  اين در حال حاضر تنها راه مقابله با          

 IFNαدرميان . و ريباويرين است كه بسته به ژنوتيپ ويروس، باعث كنترل تكثير ويروس مي گردد

بعلت ثبات هسته اي پروتئين  ،تا كنون بعنوان واكسن استفاده شده است كه HCVاجزاءمختلف 

بعلت  وششيپروتئين هاي پو گليكو توالي آن در ژنوتيپ هاي مختلف و دخالت در پاتوژنز ويروس

 .شركت در اتصال ويروس به گيرنده موجود بر سطح هپاتوسيتها از ديرباز مورد توجه بوده است

[49,53, 71]  
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مشكلات بزرگ هنگام  زبر بعضي ا مي تواند محصول واكسنهاي نو تركيب در گياهان          

. فائق آيد استفاده از واكسنهاي سنتي يا ساب يونيت در كشورهاي توسعه يافته و در حال توسعه ،

از محل توليد تا محل "زنجيره هاي سرد" بهاحتياج  ، امكان تهيه و توليد واكسن :ي نظيرمشكلات

  .ز واكسن و وابستگي آنها به تزريقاستفاده ا

در كشورهاي توسعه يافته .واكسنهاي مشتق شده از گياهان با اين مشكلات روبرو نيست      

واكسيناسيون انبوه و استفاده وسيع از  هاي براي برنامه ، هزينه پايين با توجه بهواكسنهاي گياهي 

تا امروز خيلي از گونه .را بالا برده استسطح ايمني  ،دامپزشكيهاي واكسيناسيون براي استفاده 

مطالعات اوليه روي تنباكو و سيب  .هاي گياهي براي توليد واكسن مورد استفاده قرار گرفته اند

انتخاب .مورد استفاده قرار گرفته استنيز ...زميني بود ولي امروزه گوجه فرنگي،موز،ذرت،كاهو،

ي مطرح باشد ، گياه خوراكي مد نظر قرار مي است و اگر واكسن بصورت خوراك گونه گياهي مهم 

  .گيرد

به دو  پايدار در حال حاضر  بيان .در بيان انواع آنتي ژن ها در گياه وجود ندارد محدوديتي          

. يا داخل ژنوم كلروپلاستوالحاق ژن بيگانه در داخل ژنوم هسته اي  :صورت مطرح مي شود

علاوه بر آن  آلودگيها با پاتوژنهاي حيواني كاملا پاك مي باشد،واكسنهاي مشتق شده از گياهان از 

DNA   گياه با DNA حيواني عمل متقابل ندارد و ويروسهاي نوتركيب گياهي به سلولهاي

  . پستانداران حمله نمي كنند

آزمايشگاهي و  يافته هايولي  مي باشدهنوز در مراحل اوليه پيشرفت  اين دانشاگرچه           

 [33].رقم مي زندواكسنهاي خوراكي گياهي در آينده  چشم انداز روشن و موفقي را برايآن  نتايج
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:                                                                                                                           تعريف بيوتكنولوژي گياهي  - 1-2222

از موجودات زنده براي ساخت يا تغيير محصولات ، ارتقا كيفي گياهان يا حيوانات و فنوني كه        

، را زيست فناوري يا  كند تغيير صفات ميكروارگانيسمها براي كاربردهاي ويژه استفاده مي

در  اي است ، زيست فناوري به لحاظ خصوصيات ذاتي خود دانشي بين رشته .بيوتكنولوژي مي گويند

بيوتكنولوژي به مفهوم استفاده از روشهاي مهندسي ژنتيك و كشت يا  يست فناوري تعريف ديگر ز

در اين روش، ژنهاي . ها، گياهان و حيوانات است هاي جديد ميكروارگانيسم بافت در توليد گونه

يابد و بدين ترتيب صفات خاصي در يك گونه جديد  خاصي از يك موجود زنده به ديگري انتقال مي

شود كه نتيجه آن ايجاد يك موجود با خصوصيات ويژه يا ايجاد صفات برتر در همان موجود  ظاهر مي

                                                       . خاص است

                                                                                                               :           سابقه پيدايش- 1- 1-2

سابقه استفاده از ميكروارگانيسمها براي توليد مواد خوراكي نظير سركه ، ماست و پنير به بيش از       

كاربردهاي سنتي زيست فناوري شامل اصلاح نباتات و دام، تهيه نان، . گردد هزار سال قبل برمي 8

اني و اينترفرون ، انسولين انس)آنتي بيوتيك ها(ها  ماست و پنير بوده است و پس از آن توليد پادزيست

علوم آزمايشگاهي و امروزه مهندسي ژنتيك مي باشد، در حال حاضر با توجه به افزايش بي رويه 

فناوري كشاورزي مورد توجه  جمعيت و نياز به تأمين مواد غذايي اين جمعيت رو به تزايد، زيست

ذرت، برنج،  باشد و محصولات تراريخته گوناگون پرمحصول و مقاوم كشاورزي مانند  خاص مي

فناوري در افزايش توليد شير و  هاي نوين زيست سويا، گوجه فرنگي، گندم توليد و استفاده از تكنيك

تامين سلامت از طريق توليد داروهاي نوتركيب و واكسن ها، دستيابي .گوشت دام موثر واقع شده اند

لاج و تشخيص سريع تر و هاي لاع ها و يافتن درمان بيماري هاي درمان كم هزينه بيماري به روش

. هاي ژنتيكي از وظايف زيست فناوري پزشكي است هاي گوناگون از جمله بيماري مؤثرتر بيماري

هاي پالايشگر  هاي محيطي خطرناك از محيط زيست با استفاده از ميكروارگانيسم حذف مؤثر آلاينده

تيكي كشور از جمله هاي حفظ، نگهداري و حراست از ذخاير ژن آلودگي و استفاده از تكنيك

فناوري همچنين توليد محصولاتي كه  زيست. فناوري در زمينه محيط زيست است كاربردهاي زيست


