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 چکیدٌ

صهیٌی ثب ٍاوؼي ّپبتیت ة دس گیبُ ػیت HBsAgطى (، ثیبى آًتیPatatin1اختصبصی غذُ ) ثش پیؾهٌظَس ثشسػی وبسایی  ثِ َدف:

               اػتفبدُ اص سٍؽ ثیبى هَلت )اگشٍایٌفیلتشیـي( هَسد اسصیبثی لشاس گشفت.

 ( اص گیبُ ػیتPCR( ثب اػتفبدُ اص آغبصگشّبی اختصبصی ثب سٍؽ ٍاوٌؾ صًجیشی پلیوشاص )Pat1اختصبصی غذُ ) ثش پیؾ َا:مًاد ي ريش

هٌظَس  ػبصی ؿذ. ثِّوؼبًِ pBI121دس ًبلل دٍگبًِ  HBsAgػبصی ؿذُ ػٌتضی دس ثبلادػت طى ثْیٌِ ثش پیؾصهیٌی جذا ؿذ. ایي 

ّبی تْیِ ؿذُ ّن لشاس دادُ ؿذ. ػبصُ CaMV35Sدایوی  ثش پیؾتحت وٌتشل  HBsAg، طى Pat1اختصبصی  ثش پیؾهمبیؼِ وبسایی 

طى صهیٌی اًتمبل یبفتٌذ. ثیبى هَلت آًتیّبی گیبُ ػیتّب ٍ ثشياگشٍایٌفیلتشیـي ثِ غذُپغ اص اًتمبل ثِ اگشٍثبوتشیَم ثب اػتفبدُ اص سٍؽ 

HBsAg ُگیشی ؿذ.   ثب اػتفبدُ اص سٍؽ الایضا اًذاص                                

اختصبصی ثبعث ثیبى  عَس ثِ Pat1 ثش پیؾصهیٌی ًـبى داد وِ ّبی گیبُ ػیتّب ٍ غذُدس ثشي HBsAgطى ثشسػی ثیبى آًتی وتایج:

تَاًذ ّبی ثشگی ّن گضاسؽ ؿذُ ٍ هیدس ثبفت Pat1 ثش پیؾطى تحت وٌتشل ؿَد. ثیبى اًذن ایي آًتیای هیّبی غذُثبلای آى دس ثبفت

توبهی  دس CaMV35Sدایوی  ثش پیؾطى تحت وِ ثیبى آًتی وٌٌذُ دس هحیظ تلمیح ثؼتگی داؿتِ ثبؿٌذ. دس حبلیتبحذی ثِ عَاهل المب

خَثی ِ صهیٌی ثؿذُ وذًی ثشای گیبُ ػیتثْیٌِ HBsAgافتذ. ّوچٌیي ًتبیج حبصل ًـبى داد وِ طى ای اتفبق هیّبی ثشگی ٍ غذُثبفت

                                       وٌذ. طى هشثَط سا ثیبى هیعول وشدُ ٍ آًتی

عَس هَثشی ِ تَاى ثػبصی ؿذُ هیّوؼبًِ Pat1صهیٌی پیـجش اختصبصی غذُ ػیتدّذ وِ اص ًتبیج ایي پظٍّؾ ًـبى هی گیري:وتیجٍ

        صهیٌی اػتفبدُ وشد. دس گیبّبى تشاسیخت ػیت HBsAgػبصی ؿذُ وذًی طى ػٌتضی ثْیٌِثشای ثیبى دایوی آًتی

 HBsAgصهیٌی، ّپبتیت ة، ، ػیتPat1ثیبى هَلت، پیـجش غذُ  ياژگان كلیدي:
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 مقدمه

ّبی ثیبًی هجتٌی ثش ػبل گزؿتِ ػیؼتن 20دس عی 

عٌَاى یه ػیؼتن  جبیگضیي اسصاى،  گیبّبى تشاسیخت ثِ

ّبی ایوي ٍ هَثش  ثشای تَلیذ همبدیش ثبلای پشٍتئیي

(. 2ٍ 1اًذ )ًَتشویت تَجِ فشاٍاًی سا ثِ خَد جلت وشدُ

پیؾ ثیٌی ؿذُ اػت وِ ایي ػیؼتن ثتَاًذ جبیگضیي 

ّب، وـت َجَد هجتٌی ثش هیىشٍاسگبًیؼنّبی هػیؼتن

(. 4ٍ  3ّبی حیَاًی ٍ یب حیَاًبت تشاسیخت ؿَد )ػلَل

ثیَساوتَسی ثشای تَلیذ  عٌَاى ثِتَاًٌذ ثٌبثشایي، گیبّبى هی

ٍ  5ّبی ًَتشویت هَسد اػتفبدُ لشاس گیشًذ )اًَاع پشٍتئیي

ّبی ًَتشویت تَلیذ ّب ٍ پشٍتئیي(. اهشٍصُ ثشخی اص آًضین6

اًذ وِ اص آى جولِ ذُ دس گیبّبى ثِ هشحلِ تجبسی سػیذُؿ

(، 7اًؼبًی تَلیذ ؿذُ دس تَتَى ) 1تَاى ثِ ولاطى ًَع هی

 ,TrypZeanتشیپؼیي گبٍی تَلیذ ؿذُ دس رست )

Sigma-Aldrich( )5 لیضٍصین ٍ لاوتَفشیي اًؼبًی ،)

             (. 5( ٍ .... اؿبسُ وشد )9ٍ  8تَلیذ ؿذُ دس ثشًج )

ّبی تَلیذ اهشٍصُ تَلیذ ٍاوؼي ّبی خَساوی دس  ػیؼتن

(. 15-10ٍ  2هجتٌی ثش گیبّبى اّویت پیذا وشدُ اػت )

جبیگضیي  عٌَاى ثِّبی گیبّی ّب دس ثبفت طىثیبى آًتی

ّبی هْوی ثشای ثشآٍسدى ًیبصّبی جْبًی ثِ ٍاوؼي

اًذ. تعذاد صیبدی تش هغشح ؿذُتش ٍ ثب ویفیتتش، ایوي اسصاى

ّب  اًذ وِ ثشخی اص آىي هجتٌی ثش گیبّبى تَلیذ ؿذٍُاوؼ

هٌظَس تَلیذ  ّبی ثبلیٌی لشاس داسًذ. ثِدس هشاحل آصهبیؾ

اًتخبة گیبُ  ّبی ًَتشویت خَساوی دس گیبّبىٍاوؼي

طى دس گیبّبى ثشای ثیبى وبسآهذ آًتی ثش پیؾهیضثبى ٍ ًَع 

(. دس ثیي گیبّبًی وِ 6اص اّویت صیبدی ثشخَسداس اػت )

ّبی خَساوی هَسد ثیَساوتَس ثشای تَلیذ ٍاوؼي عٌَاى ثِ

تَاى ثِ تَتَى، ػیت صهیٌی، اًذ هیاػتفبدُ لشاس گشفتِ

گَجِ فشًگی، رست، ثشًج، هَص، ػیت، وبَّ ٍ... اؿبسُ ًوَد. 

ّبی هٌْذػی طًتیه اص ایي گیبّبى ثب اػتفبدُ اص سٍؽ

گلی ٍ ّبی ثبوتشیبیی، ٍیشٍػی، اًثشای تَلیذ اًَاع ٍاوؼي

(. دس اغلت ایي 4ػیؼتن ایوٌی اػتفبدُ ؿذُ اػت )

ّبی خَساوی  عَس ّذفوٌذ دس ثبفتِ ّب ث طىگیبّبى آًتی

دس ثیبى ّذفوٌذ ٍ ثبلای  ثش پیؾثیبى ؿذُ اًذ. اًتخبة ًَع 

ّبی گیبّی اص اّویت ثبلایی ثشخَسداس طى دس ثبفتآًتی

شاطى دس هیضاى سًٍَیؼی ٍ ثیبى ت ثش پیؾ(. اًتخبة 6اػت )

هَثش ثَدُ ٍ علاٍُ ثش آى ثش هشحلِ ثیبى، ٍ هحل ثیبى )ًَع 

عوَهی ٍیشٍع هَصائیه گل  ثش پیؾثبفت( ّن تبثیش داسد. 

( ثِ دلیل لذست ثبلا ٍ ثیبى دایوی CaMV35Sولن )

ّبی هٌْذػی طًتیه داسد. اگشچِ وبسثشد صیبدی دس سٍؽ

ثیبى ثبلای یه پشٍتئیي ًَتشویت اص ًظش التصبدی اّویت 

ّبی غیشّذف صیبدی داسد ٍلی ثیبى پشٍتئیي دس ثبفت

گیبّبى اص ًظش وبسثشدی چٌذاى هغلَة ًیؼت. ثٌبثشایي 

ی ثب وبسایی ثبلا ٍ ّوچٌیي ثیبى ّذفوٌذ ثش پیؾاًتخبة 

ّبی ًَتشویت تَاًذ دس وبسایی تَلیذ ٍاوؼيّب هیدس ثبفت

                                                                   (. 17ٍ  16ّبی گیبّی ثؼیبس هَثش ثبؿذ )دس ػیؼتن

یىی اص گیبّبًی اػت وِ دس تَلیذ  عٌَاى ثِػیت صهیٌی 

 5ٍ  3ّبی خَساوی هَسد اػتفبدُ لشاس گشفتِ اػت )ٍاوؼي

طى دس هٌبػت ثشای ثیبى آًتی ثش پیؾ(. اًتخبة 18ٍ 

تَاًذ دس تَلیذ صهیٌی هیّبی خَساوی گیبُ ػیت غذُ

ّبی ٍاوؼي ثؼیبس وبسآهذ ثبؿذ. پبتبتیي یىی اص پشٍتئیي

ثش  صهیٌی اػت. پیؾّبی ػیتای دس غذُهْن رخیشُ

ّبی تَلیذ هثلی ای دس ثزسّب ٍ اًذامّبی رخیشُپشٍتئیي

ثشّبی لذستوٌذی  ّب( گیبّبى، پیؾسٍیـی )هبًٌذ غذُ

ّؼتٌذ وِ ثبعث ػٌتض فشاٍاى پشٍتئیي هشثَط دس آى ثبفت 

ّبی سهض وٌٌذُ (. طى20ٍ  19ؿًَذ )ام خبف هییب اًذ

ؿًَذ: دػتِ اٍل دٍ دػتِ تمؼین هی پشٍتئیي پبتبتیي ثِ

(Class Iآى ) ُّبی دس حبل ّبیی ّؼتٌذ وِ دس غذ

ّبی پبتبتیي ؿًَذ. ثیبى ایي دػتِ اص طىتـىیل ثیبى هی

ؿَد. دػتِ دٍم ّب ّن تَػظ ػَوشٍص المب هیدس ثشي

ّب ثلىِ دس ( ًِ تٌْب دس غذClass IIُّبی پبتبتیي ) طى

ّب تَػظ ؿًَذ. ثیبى ایي دػتِ اص طىّب ّن ثیبى هیسیـِ

 ثش پیؾ(. ثٌبثشایي، اػتفبدُ اص 20ؿَد )ػَوشٍص المب ًوی

تَاًذ دس ثیبى ( هیClass Iّبی پبتبتیي دػتِ اٍل )طى

                                                       ّب هَثش ثبؿذ. ّبی ًَتشویت دس غذُاختصبصی پشٍتئیي

لجل اص اًتمبل دایوی یه تشاطى ثِ گیبُ اسصیبثی اجضای 

تَاًذ ؿبًغ هَفمیت تَلیذ ػبصُ طًی ٍ وبسایی ثیبى آى هی

گیبُ تشاسیخت ٍ دس ًتیجِ تَلیذ هحصَل ًْبیی )ٍاوؼي( 
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ّبی هختلفی اػتفبدُ سا افضایؾ دّذ. ثذیي هٌظَس اص سٍؽ

ّب اػتفبدُ اص ثیبى هَلت ثب  تشیي آىوِ هعوَلؿَد هی

سٍؽ اگشٍایٌفیلتشیـي اػت. اص ایي سٍؽ ثشای آًبلیض 

ّبی هختلف دس صهبى وَتبُ ثش پیؾّب ٍ وبسوشدی طى

(. اگشٍایٌفیلتشیـي سٍؿی ثؼیبس 24-21) ؿَداػتفبدُ هی

تَاى فعبلیت طى ػبدُ ٍ اسصاى اػت ٍ ثب اػتفبدُ اص آى هی

             (.25ی گیبّبى هختلف غشثبلگشی وشد )ّبسا دس ثبفت

اختصبصی غذُ ػیت صهیٌی ثش پیؾدس ایي پظٍّؾ وبسایی 

 CaMV35Sدایوی  ثش پیؾ( دس همبیؼِ ثب Pat1 -)پبتبتیي

دس   HBsAgطى ّپبتیت ة ثب ثیبى صیشٍاحذ وَچه آًتی

ّبی گیبُ ػیت صهیٌی ثب اػتفبدُ اص سٍؽ ثشي ٍ غذُ

             اگشٍایٌفیلتشیـي هَسد ثشسػی لشاس گشفت.     

 

 ها  مواد و روش

جْـت جذاػـبصی پیــجش    : Patساايي يیبا ر   َمساوٍ

صهیٌــی )سلــن ( اص گیــبُ ػــیتPat1اختصبصــی پبتــبتیي )

صهیٌی دس ؿشایظ گلخبًـِ  ّبی گیبُ ػیتهبسفًَب(، اثتذا غذُ

 DNAّـبی ثشگـی ثـشای اػـتخشا      ؿذًذ. اص ًوًَِوـت 

 (.26طًَهی ثب سٍؽ اصلاح ؿذُ دلاپَستب اػتفبدُ ؿذ )

اػتخشا  ؿذُ اص  DNAاص  Pat1 ثش پیؾثشای جذا وشدى 

 Pfu( ثب اػتفبدُ اص  آًضینPCRٍاوٌؾ صًجیشی پلیوشاص )

-F-Pat1: 5′اختصبصی ) پلیوشاص ٍ آغبصگشّبی

cggaagcttgagtctagaaatcataatgtt-3′; R-Pat1: 5′- 

cgcggatccttttgttggtgctttgagcatataac-3′)  ُاػتفبد

 94عجبست ثَدًذ اص : دهبی  PCRّبی ؿذ. ؿشایظ ٍ چشخِ

ػبصی اٍلیِ ٍ دلیمِ ٍاػشؿت 4هذت  ثِ گشاد دسجِ ػبًتی

دسجِ  63دلیمِ،  1گشاد،  دسجِ ػبًتی 94  [چشخِ  35

ٍ  ]دلیمِ 1،  گشاد دسجِ ػبًتی 72 دلیمِ  ٍ 1 گشاد، ػبًتی

دلیمِ.  4هذت  ثِ  گشاد دسجِ ػبًتی 72دهبی پبیبًی 

ثب  NCBIآغبصگشّب ثش اػبع تَالی طًی هَجَد دس ػبیت 

ٍ ثب اػتفبدُ اص ًشم افضاس  A0825.1ؿوبسُ دػتشػی 

Oligo  ِعشاحی ؿذ. 6ًؼخ                                                 

ثش ثعذ اص جذاػبصی ٍ تَالی یبثی ٍ تبییذ ًْبیی ثب  ایي پیؾ

ثشیذُ  HindIII  ٍBamHIّبی ثشؿی اػتفبدُ اص آًضین

دس ًبلل دٍگبًِ  CaMV35 ثش پیؾؿذُ ٍ جبیگضیي 

pBI121  ؿذًذ. ػبصُ حبصلpBI-Pat1-Gus  ًُبهیذ

             ؿذ. 

ثشای ػیت صهیٌی ٍ  HBsAgاختصبصی  ػٌتض تَالی

 pBI-Pat-HBP  ٍpBI-35S-HBPػبخت ػبصُ ّبی  

 NCBIاص ػبیت  HBsAgطى  تَالی ًَولئَتیذی آًتی

 OPTIMIZERصهیٌی ثب اػتفبدُ اص ًشم افضاس ثشای ػیت

(http://genomes.urv.es/OPTIMIZERٌِثْی ) ػبصی

گیشی هٌظَس افضایؾ وبسایی ثیبى طى ٍ ّذف وذًی ؿذ. ثِ

ٍ  KOZAKدس ؿجىِ اًذٍپلاػوی تَالی لغعبت 

SEKDEL ُّبی ثِ آى اضبفِ ؿذ. ّوچٌیي جبیگب

دس اثتذا ٍ  BamHI  ٍSacIّبی اختصبصی ثشای آًضین

ّبی عشاحی ؿذُ (. تَالی1اًتْبی تَالی اضبفِ ؿذ )ؿىل 

صَست ِ فشاًؼِ ػٌتض ؿذُ ٍ ث Millgeneتَػظ ؿشوت 

تحَیل گشفتِ ؿذ   pMATؿذُ دس ٍوتَسّبی ولَى

       (.1)ؿىل 

-pBI-PatHBP  ٍpBIّبی طًی ػبصُهٌظَس ػبخت  ثِ

35SHBP ػبصی ؿذُ ّب طى ثْیٌِ تشتیت دس آىِ وِ ث

HBsAg ثش پیؾصهیٌی تحت وٌتشل ثشای ػیت 

لشاس  CaMV35Sدایوی  ثش پیؾٍ  (Pat1اختصبصی غذُ )

-pBIّبی دس ػبصُ gusجبیگضیي طى  HBsAgداسًذ طى  

35S-Gus (pBI121)  ٍpBI-Pat1-Gus  .ؿذ

اص  BamHI  ٍSacIّبی تَػظ آًضین gusهٌظَس طى  ثذیي

جفت ثبصی  720ّبی فَق خبس  ٍ ػپغ لغعِ  ػبصُ

HBP ُّب ثب سٍؽ دس ّوبى جبیگبُ ثشؿی ٍاسد ؿذ. ػبص

 PCRّبی ثشؿی ٍ ّوچٌیي ّضن اختصبصی ثب آًضین

 -ّبی ًْبیی ثب اػتفبدُ اص سٍؽ اًجوبدتبییذ ؿذًذ. ػبصُ

 A. tumefacience LBA4404رٍة ثِ اگشٍثبوتشیَم 

                                           هٌتمل ؿذًذ.

 

 

 

 

 

 

http://genomes.urv.es/OPTIMIZER


 ي َمکاران  حسه رَىما                               ...(HBsAgبیان آوتي ژن سطحي َپاتیت ب ) َدفمىد سازی

 

 52 1931بُار ، 1 ، شمار3ٌپژيَشي(، جلد   -مجلٍ سلًل ي بافت )علمي
 

 

 

HBs-PO

gcgga tcc acc atg gaa aat att act tct gga ttt ctt gga cct ctt ctt gtt ttg caa gct gga tct ttt ttg ttg act aga atc ctt act att cca caa agt ctt gat tcg tgg tgg 

act tct ctt aat ttt ctt gga gga act act gtt tgt ctt gga caa aat tcg caa tct cca act tct aat cat tct cca act tct tgt cct cca act tgt cct gga tat cgt tgg atg tgt 

ctt cgt cgt ttt att att ttt ctt ttt att ctt ctt ctt tgt ctt att ttt ttg ttg gtt ctt ctt gat tat caa gga atg ttg cct gtt tgt cct ctt att cca gga tct tct act act agt act 

gga cca tgt aga act tgt act act cct gct caa gga act tct atg tat cct tct tgt tgt tgt act aaa cct tcg gat gga aat tgt act tgt att cct att cca tct tct tgg gct ttt 

gga aaa ttt ctt tgg gaa tgg gct tct gct cgt ttt tct tgg ctt agt ttg ctt gtt cca ttt gtt caa tgg ttt gtt gga ctt tct cct act gtt tgg ctt tct gtt att tgg atg atg 

tgg tat tgg gga cca agt ctt tat agt att ttg agt cct ttt ttg cca ctt ttg cca att ttt ttt tgt ctt tgg   gtt tat att tct gaa aaa gat gaa ctt taa gag ctc acc 

 

 

 

 ( )ثبلا( ٍ ًبقل پلاسويذي حبٍي قطعِ سٌتس شذُ )پبييي(HBs-POزهيٌي )ثراي گيبُ سيت HBsAgشى شذُ آًتي: تَالي ًَكلئَتيذي اصلاح1شكل 

 

  HBsAgمًقت ي سىجص  آوتی ژن   اريیابی بیان

 1صهیٌی ثِ لغعبت وَچه ّبی گیبُ ػیتّب ٍ غذُثشي

 هتشی ثشؽ خَسدُ ٍ دس ػَػپبًؼیَى اگشٍثبوتشیَمػبًتی

 pBI-Pat-HBP  ٍpBI-35S-HBPّبی حبٍی ػبصُ

اص  LBٍس ؿذًذ. علاٍُ ثش هحیظ جذاگبًِ غَعِ عَس ثِ

هحیظ  عٌَاى ثِ( ّن MS ½)هحیظ  Infectionهحیظ  

بیی ثشای تیوبس اػتفبدُ ؿذ. ػَػپبًؼیَى ثبوتشی

ثب  LBهٌظَس وـت ؿجبًِ ثبوتشیبیی دس هحیظ  ثذیي

اػتفبدُ اص ػبًتشیفَط سػَة دادُ ؿذ ٍ ػپغ دس حجن 

هٌظَس ًفَر ثْتش  حل ؿذ. ثِ MS ½ثشاثشی اص هحیظ 

بی گیبّی اص دػیىبتَس تحت خلا ّّب دس ًوًَِ ثبوتشی

ثبس اًجبم ؿذ.  3دلیمِ اػتفبدُ ؿذ. ایي وبس  15هذت  ثِ

ّب ثِ ظشٍف پتشی حبٍی ػِ لایِ وبغز صبفی ًوًَِ

سٍص دس تبسیىی لشاس  4هذت  اػتشیل هٌتمل ؿذُ ٍ ثِ

                                     گشفتٌذ.  

ّبی تیوبس ؿذُ لیَفیلایض ؿذُ ٍ ػپغ دس  ثبفش ًوًَِ

 ,0.05M NaHPO4 PH 7.5اػتخشا  پشٍتئیي )

0.15M NaCl, 1 mM EDTA, 0.3% Tween 20, 

and 4mM PMSFِهذت یه ؿت  ( ػبییذُ ؿذُ ٍ ث

 20هذت  ّب ثِگشاد لشاس گشفتٌذ. ًوًَِدسجِ ػبًتی 4دس

حبٍی  سٍؿٌبٍسط ؿذًذ. ػبًتشیفیَ 35000دلیمِ ثب دٍس 

دس  HBsAgطى گیشی همذاس آًتیپشٍتئیي جْت اًذاصُ

آصهَى الایضا هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت. آصهَى الایضا ثب 

 DIA-PROؿشوت  HBsAg ONEاػتفبدُ اص ویت 

ّب ثب ایتبلیب ٍ دػتَسالعول هشثَط اًجبم ؿذ. جزة ًوًَِ

هتش ًبًَ 450اػتفبدُ اص دػتگبُ الایضا دس عَل هَ  

ثشاػبع  HBsAgطى گیشی ؿذ. همذاس تَلیذ آًتی اًذاصُ

                   وٌتشل هثجت ٍ هٌفی ویت الایضا هحبػجِ ؿذ. 

 

 آنالیز آماری

ّب ثش پبیِ عشح وبهلا تصبدفی ٍ  ثب ػِ تىشاس اًجبم آصهبیؾ

صَست  SPSSّب ثب ًشم افضاس ؿذ. تجضیِ ٍ تحلیل دادُ

ّب ثب اػتفبدُ اص گشفت. ّوچٌیي همبیؼِ هیبًگیي دادُ

 دسصذ اًجبم ؿذ.  1آصهَى داًىي دس ػغح احتوبل 

 

 

SEKDE

L 
SacI 

Kozak BamHI 
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  نتایج

یکی اس هشایبی سیستن ثیبى هَقت اگزٍایٌفیلتزیطي در 

ّبی هقبیسِ ثب تَلیذ گیبّبى تزاریخت، ثیبى ثبلای پزٍتئیي

اثزات "دلیل حذف  ایي اهز ثِ  (.72) ًَتزکیت در آًْب است

در سیستن ثیبى هَقت است چَى در ایي سیستن  "هکبًی

ای کِ تصبدفی ٍارد هٌبطقی اس صًَم ّستِ طَر ثِتزاصى 

ضَد. سهبى ّبی رًٍَیسی ًبهعلَهی ّستٌذ ًویدارای فعبلیت

ّبی ًَتزکیت، کَتبّتز ٍ سطَح ثبلای اًجبضت پزٍتئیي

زکیجبت دارٍیی سیستن ثیبى هَقت را پلتفزهی ثزای تَلیذ ت

ّبی ثیبى در گیبّبى تجذیل کزدُ است. علاٍُ ثزآى سیستن

هَقت رٍضی سزیع ٍ ارساى ثزای ثزرسی کبرایی اجشای 

                         (.72آیٌذ )حسبة هی ّب ثِ صى

ّبی ًَتزکیت در گیبّبى دستیبثی ثِ ثیبى ثبلای پزٍتئیي

س آى جولِ عَاهل هختلفی ثستگی دارد کِ ا تزاریخت ثِ

تَاى ثِ تزجیح کذًٍی، ثیبى پبیذار ٍ کبراهذ صى خبرجی  هی

ٍ ... اضبرُ ًوَد. ثب ایي ٍجَد، چگًَگی، سهبى ٍ هحل ثیبى 

ّبی کٌتزلی تٌظین ای اس هکبًیسنٍسیلِ هجوَعِِ صى ث

یکی اس عَاهل تٌظیوی اصلی  عٌَاى ثِّب ثز پیصضَد.  هی

ًقص هْوی در ثیبى صى دارًذ. ثٌبثزایي، قجل اس اًتقبل دایوی 

یک سبسُ صًی ثِ گیبّبى، ثزرسی کبرایی اجشای سبسُ 

ّب ٍ صى ّذف ثسیبر اّویت دارد. در ایي ثز پیصٍیضُ ِ ث

اختصبصی غذُ پبتبتیي ٍ صى اصلاح  ثز پیصهطبلعِ کبرایی 

سهیٌی در سیستن ثیبى ثزای سیت HBsAgکذٍى ضذُ 

                                            هَقت هَرد ثزرسی قزار گزفتِ است. 

 

 َای ژوي   ٌساز

ثزای سیت سهیٌی ثب ّضمن   HBsAgسٌتشی اصلاح ضذُ  صى

اس پلاسمممویذّبی  BamHI  ٍSacIّمممبی تَسمممن آًمممشین

pMA-T  حممبٍیHBsAg  ( جممذا ضممذُ ٍ در  1)ضممکل

ّممبی دٍگبًممِ  ّممبی ثزضممی هٌبسممت خممَد در ًبقممل جبیگممبُ

pBI121 ،pBIPat1GUS   جممبیگشیي صىGus   .ضممذًذ

ّمبی  ّبی جذیذ ثب رٍشسبسی، سبسُهٌظَر درستی ّوسبًِ ثِ

ثب پزایوزّبی اختصبصی تبییذ ضمذًذ   PCRّضن آًشیوی ٍ 

 pBI35S-HBPتزتیمت   ّبی جذیذ ثِ(. سبس3ٍُ  7)ضکل 

 ٍpBIPat-HBP  (.4ًبهیممممممممذُ ضممممممممذًذ )ضممممممممکل            

 

 

 

 

 

  

 

 DNA)ة( ًشبًگر هَلكَلي تعييي اًذازُ  3)الف( ٍ  1. )ة( ثب ّضن آًسيوي pBI-Pat1-HBP)الف( ٍ  pBI-35S-HBT: تبئيذ سبزُ 2شكل 

(GeneRuler DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific ،)2  ٍ )ة( ّضن آًسيوي ثب دٍ آًسين  4)الف(BamHI  ٍSacI  3؛  ٍ )1)الف 

 . HindIII  ٍBamHI ّضن آًسيوي ثب دٍ آًسين -)ة( 2)الف( ٍ  HindIII  ٍEcoRI، 4)ة( ّضن آًسيوي سبزُ ثب دٍ آًسين 

 

720bp 

970bp 
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 DNAًشبًگر هَلكَلي تعييي اًذازُ  -HBsAg .1ثب استفبدُ از پرايورّبي اختصبصي  PCRّبي پلاسويذي ثب آزهَى : تبئيذ سبز3ُشكل 

(GeneRuler DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific ،)2-  ،سبزُ  -3كٌترل هٌفي آة( كٌترل هثجتpMA-T .)4- pBI-35S-HBP 

5- pBI-Pat1-HBP 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
پيشجر ًئَپبليي  -P-nosثترتيت ًبحيِ سرحذ هرزي راست ٍ چت،  -pBI-Pat-HBP  ٍpBI-35S-HBP .RB  ٍLBّبي ًقشِ سبزُ :4شكل 

تَالي  – Patatin  ٍCaMV35S ،HBPترتيت پيشجر ثِ Pat1  ٍ35Sپبيبًجر ًئَپبليي سٌتبز،  -T-nosشى هقبٍهت ثِ كبًبهبيسيي،  -nptIIسٌتبز، 

       ّبي ثرشي.آًسين HBsAg  ٍHindIII ،BamHI  ٍEcoRIآًتي شى 

 

 

 HBsAgبیان 

دس  HBsAgطى پشٍتئیٌی ػٌجؾ هیضاى ثیبى آًتی

ای ػیت صهیٌی ًـبى داد وِ ثیبى ّبی ثشگی ٍ غذُ ثبفت

دس ّوِ  CaMV35Sایي آًتی طى تحت وٌتشل پیـجش 

( ٍ اص ایي 5افتذ )ؿىل ای اتفبق هیّبی ثشگی ٍ غذُثبفت

ّبی هختلف هـبّذُ داسی ثیي ثبفتجْت تفبٍت هعٌی

 ّبی غذُ دس دٍ طى دس ثبفتؿَد. هیضاى ثیبى آًتیًوی

 

هحیظ تلمیح هختلف یىؼبى اػت وِ ایي ٍضعیت دس 

ّب ّن لبثل هـبّذُ ثَد. ثب تَجِ ثِ غیش اختصبصی ثشي

ایي ًتیجِ دٍس اص اًتظبس ًیؼت.  CaMV35ثش  ثَدى پیؾ

ّبی یه پیـجش دایوی اػت وِ طى CaMV35Sثش  پیؾ

ّب  ٍ دس ّوِ ؿشایظ ثیبى تحت وٌتشل آى دس ّوِ ثبفت

                   (.28) ؿًَذهی
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ّب ٍ ثب استفبدُ از اگرٍايٌفيلتريشي در ثبفت pBI-35S-HBPدر سبزُ شًي  CaMV35sتحت كٌترل پيشجر  HBsAgشى : هيساى ثيبى آًتي5شكل 

. حرٍف سبزي، هحيط تلقيح آلَدIMُهحيط تلقيح اگرٍثبكتريَم،  -AMثرگ سيت زهيٌي.  -PLغذُ سيت زهيٌي،  -PTّبي تلقيح هختلف. هحيط

  است.  درصذ 55ّب در سطح اطويٌبى دار ثَدى هيبًگييدٌّذُ هعٌيهتفبٍت ًشبى

 

تحت وٌتشل  HBsAgطى ٍاوؼٌی ثشسػی ثیبى آًتی

 ثش پیؾاختصبصی غذُ پبتبتیي ًـبى داد وِ ایي  ثش پیؾ

ؿَد ّبی ػیت صهیٌی هیدس غذُطى ثبعث ثیبى آًتی

(. وبسایی ثیبى ایي پیـجش هـبثِ پیـجش عوَهی 6)ؿىل 

CaMV35S طى تَػظ ّش دٍ اػت چَى هیضاى ثیبى آًتی

ّب اػت. هیىشٍگشم/گشم ٍصى تش غذُ 3حذٍد  ثش پیؾ

پبتبتیي  ثش پیؾؿَد هـبّذُ هی 6 گًَِ وِ دس ؿىلّوبى

                         سا دس  HBsAgثیبى آًتی طى  ،ثب ٍجَد اختصبصی ثَدى

 

 

ًوبیذ، ّش چٌذ ّن المب هی صهیٌیػیت ّبی گیبّبىثشي

ّب اػت. ثشاػبع ّب ثؼیبسووتش اص غذُهیضاى ثیبى دس ثشي

یه  عٌَاى ثِ Iپبتبتیي ولاع  ثش پیؾّبی هَجَد گضاسؽ

اختصبصی غذُ ؿٌبختِ ؿذُ اػت اهب دس ػبیش  ثش پیؾ

ّب ٍ ّب، ػبلِصهیٌی هبًٌذ ثشيّبی گیبُ ػیت اًذام

اص  (.31-29) ؿَدّب هیّب ّن تب حذی ثبعث ثیبى طى سیـِ

ص ثبعث المبی سبوبعشف دیگش گضاسؽ ؿذُ اػت وِ ػ

                               (.20) ؿَدّب هیدس ثشي Iپبتبتیي ًَع  ثش پیؾ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ّبي ّب ٍ هحيطثب استفبدُ از اگرٍايٌفيلتريشي در ثبفت pBI-Pat1-HBPدر سبزُ شًي  Pat1تحت كٌترل پيشجر  HBsAgشى : هيساى ثيبى آًتي6شكل 

حارٍف هتفابٍت   سابزي.  ، هحايط تلقايح آلاَدُ   IMهحيط تلقيح اگرٍثابكتريَم،   -AMثرگ سيت زهيٌي،  -PLغذُ سيت زهيٌي، -PT تلقيح هختلف.

 است.    درصذ 55ّب در سطح احتوبل دارثَدى هيبًگييدٌّذُ هعٌيًشبى
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 بحث

یه گیبُ هذل  عٌَاى ثِصهیٌی ثعذ اص گیبُ تَتَى، ػیت

ّبی خَساوی ؿٌبختِ ؿذُ هٌبػت ثشای تَلیذ ٍاوؼي

تحت  HBsAgطى سهض وٌٌذُ  1995دس ػبل (. 32) اػت

صهیٌی هٌتمل ثِ گیبّبى ػیت CaMV35S ثش پیؾوٌتشل 

ّبی طى دس سیـِ ؿذ وِ دس ایي هغبلعِ هیضاى ثیبى آًتی

 آى صیش ّبی ثشگی ثَد. ثعذ اصثشاثش ثیؾ اص ثبفت 10-5گیبُ 

هَفمیت  عَس ثِّن  HBsAgآًتی طى  M  ٍSٍاحذّبی 

. دس تحمیمی دیگش (33) صهیٌی اًتمبل یبفتآهیضی ثِ ػیت

Richter ( تَا34ًٍ ّوىبساى )طىؼتٌذ ثب اًتمبل آًتی 

HBsAg   ِثِ گیبُ ػیت صهیٌی هیضاى تَلیذ آى سا ث

خیشا  . اهیىشٍگشم/گشم ٍصى تش غذُ ثشػبًٌذ 1/1حذٍد 

Rukavtsova ( 3ٍ ّوىبساى) طىتَلیذ آًتی ّن  

HBsAg  ُثش پیؾثب اػتفبد CaMV35S ُّبی سا دس غذ

هیىشٍگشم/گشم ٍصى تش  1صهیٌی تشاسیخت تب حذٍد ػیت

                             .اًذضاسؽ وشدُگ

( ثشای ثیبى ّذفوٌذ طى ػٌتض Pat1پبتبتیي ) ثش پیؾ

ثشای  OsSUT( ٍ طى تشاثشًذُ ػَوشٍص tms1اوؼیي )

وبس گشفتِ ؿذُ ِ صهیٌی ثالمبی تَلیذ غذُ دس گیبّبى ػیت

 ثشای تَلیذ وبستٌَئیذ ثش پیؾاص ایي (. 35ٍ  31) اػت

، تَلیذ (37) آلجَهیي اًؼبًی، تَلیذ ػشم (36)

ٍ  HBsAg (19  ٍ34تَلیذ آًتی طى  (،1) اسیتشٍپَیتیي

ّبی دس غذُ( 39)( LTBتَلیذ ٍاوؼي اػْبل ) ( 38ٍ

                   صهیٌی ّن اػتفبدُ ؿذُ اػت.      ػیت

صهیٌی دس گیبّبى تشاسیخت ػیت HBsAgطى ثیبى آًتی

ًـبى دادُ اػت وِ همذاس ایي  Pat1ثش پیؾتحت وٌتشل 

هیىشٍگشم/گشم ٍصى تش سػیذُ  1تب حذٍد  25/0اص آًتی طى 

 (.19) اػت CaMV35S ثش پیؾاػت ٍ اص ایي ًظش هـبثِ 

             
 

         گیری نتیجه

دس  HBsAgطى دس پظٍّؾ حبضش ّن هیضاى ثیبى آًتی

 32/0صهیٌی حذٍد ػیؼتن ثیبى هَلت دس گیبُ ػیت

هیىشٍگشم/ گشم ٍصى تش گضاسؽ ؿذ وِ ثب تَجِ ثِ سٍؽ ٍ 

وبس سفتِ دس هحذٍدُ همذاس گضاسؽ ِ ػیؼتن ثیبى هَلت ث

ػبصی ؿذُ تَػظ ػبیش هحممبى اػت. ثذیْی اػت ثب ثْیٌِ

سٍؽ اًتمبل هَلت ثتَاى هیضاى ثیبى آى سا افضایؾ داد. 

ّذفوٌذ  ًتبیج ایي پظٍّؾ وبسایی ػبصُ طًی دس ثیبى

سا ًـبى  Pat1 ثش پیؾتحت وٌتشل  HBsAgطى  آًتی

دّذ. ثب اًتمبل دایوی ایي ػبصُ طًی ثِ گیبّبى  هی

تَاى گیبّبى تشاسیختی ایجبد وشد وِ لبدس صهیٌی هی ػیت

                          ثِ تَلیذ ٍاوؼي ّپبتیت ة دس خَد ّؼتٌذ.  

 

 تشکر و قدردانی

 9008-05-05-7ؿوبسُ  ایي تحمیك دس لبلت پشٍطُ 

پظٍّـگبُ ثیَتىٌَلَطی وـبٍسصی ایشاى اًجبم ؿذ. 

هشاتت ػپبع ٍ لذسداًی خَد سا اص  َیؼٌذگبىٍػیلِ ً ثذیي

جْت فشاّن وشدى اهىبًبت ٍ تجْیضات لاصم  پظٍّـگبُ ثِ

       داسًذ. اعلام هی
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Abstract 

Aim: In order to study the efficiency of the tuber specific promoter (Patatin1), the expression 

of the HBsAg antigen of the hepatitis B vaccine was evaluated using a transient expression 

method (AgroInfiltration) in the tubers and leaves of potato plants. 

Material and Methods: A tuber specific promoter (Pat1) was isolated from the potato plant 

using a specific primer pairs by Polymerase Chain Reaction (PCR). It was cloned in the 

upstream of a synthetic optimized codon of the HBsAg gene in the binary plant vector 

pBI121. In order to compare the tissue specificity of Pat1, the HBsAg gene also was used 

under the control of a consultative CaMV35S promoter. The genetic constructs were 

transferred to the tubers and leaves of potato plants using the Agroinfiltration method. An 

HBsAg antigen content was measured using ELISA method. 

Results: The level of HBsAg antigens in the leaves and tubers of potato plants indicated that 

Pat1 promoter specifically induced HBsAg high expression in the tuber tissues. Very low 

expression by the Pat1 promoter in the leaf tissues has been also reported and can be partly 

dependent on the presence of inducing factors in the inoculation media. However, the 

expression of HBsAg antigen occurs in both leaf and tuber tissues under the consultative 

promoter CaMV35S.  The results showed that the codon optimized HBsAg gene for potato 

plant was expressed properly in plant tissues.  

Conclusion:  findings indicate that potato tuber specific promoter Pat1 can be used 

effectively to express the synthetic optimized HBsAg antigen in the transgenic potato plants. 

Keywords: HbsAg, Hepatitis B, Potato, Transient expression, Tuber specific promoter Pat1  
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