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  چکیده 
وجودآورده، تقاضا براي  امروزه مشکلاتی که جذب ساکارز براي سلامتی افراد به

هاي  تر و جذب کمتر ازجمله پروتئینمطلوب ةهاي طبیعی داراي مزکننده شیرین
 ءشیرینی قوي، منشا ۀبرازئین به واسط آنهان را افزایش داده است. در میان شیری

از شود. برازئین طبیعی و پایداري مطلوب جایگزینی مناسب براي ساکارز محسوب می
که تولید تجاري آن در  Pentadiplandra brazzeana Baillon آفریقاییگیاه  میوة

. بنابراین تولید تجاري وسیع این پروتئین جدا شده استمقیاس بالا غیرعملی است، 
نوترکیب است.  DNAهترولوگوس ازطریق تکنولوژي نیازمند بیان آن در یک سیستم 

 سنتز مصنوعی P. brazzeana اهیگژنوم در دسترس نبودن  بهباتوجهپژوهش  این در
 انجام شد. SOEing PCRو  Assembly PCRهاي با استفاده از تکنیک نیژن برازئ

براساس  Emboss Backtranseqاي پروتئین برازئین با سرور  ابتدا توالی اسیدآمینه
 6نوکلئوتیدي ترجمه شد. سپس با استفاده از  162هاي ترجیحی ذرت به توالی  کدون

توالی کامل ژن برازئین سنتز شد. نتایج  PCRواکنش متوالی  5پوشان طی آغازگر هم
حاصله در وکتورهاي بیانی  ۀصحت کار را نشان داد. سپس قطع PCRحاصل از واکنش 

کلون  Napinو پیشبر اختصاصی بذر  CaMV35Sبا پیشبر عمومی  pBI121گیاهی 
  یید کرد.أشده را تسنتزي کلون ۀشد و نتایج تعیین توالی صحت قطع

  21/10/1394تاریخ دریافت: 
  13/05/1395تاریخ پذیرش: 

  
  ي کلیدي  ها  واژه

  برازئین
  ژن سنتتیک

  پروتئینی ةکنندشیرین
pBI121

1

  مقدمه
هاي پرکاربرد در صنایع ها از افزودنیکنندهشیرین

که امروزه بسته به نیاز، از انواع مختلف غذایی هستند 
 Zhao et(شود آنها در تولید مواد غذایی استفاده می

al., 2003(کالري کم هايکنندهشیرین . استفاده از 
 هایی بیماري مبتلابه افراد تعداد افزایش دلیلبه ویژه  هب

 و استخوان که پوسیدگی دندان چاقی و دیابت، مانند
 قند مصرف ۀثانوی اثرات با مستقیم طوربه وبیشکم

  . )Temussi, 2006(است  هستند امري مهم مرتبط
 و مصنوعی ةکنندشیرین صدها ،هاقرن طول در
حال، هیچ یک از باایناست.  شده شناسایی طبیعی

عنوان که بهترکیبات کشف و یا سنتزشده زمانی 

اند، عاري از مشکل کارگرفته شدهکننده بهشیرین
به گروهی از ترکیبات طبیعی  هاامیداند. بنابراین نبوده

هاي شیرین بیشتر شده است شیرین، یعنی پروتئین
)Temussi, 2006(. گروهی  کنندههاي شیرینپروتئین

دهند که در هاي طبیعی را تشکیل میکنندهاز شیرین
تر شوند و هزاران بار شیرینهاي خوراکی یافت میمیوه

  .)Berlec et al., 2006(وزن خود هستند از ساکارز هم
 لیدل به نئیبراز ی،نیپروتئ يهاکنندهنیریش نیاز ب

ی مناسب، مورد کیزیمزه و خواص ف ،طعم تیفیک
کوچک، پایداري حرارتی بالا،  ةتوجه است. انداز

و نیز مشابهت شیرینی آن  pHوسیع  ۀمقاومت به دامن
با ساکارز، برازئین را به یک ترکیب استثنایی تبدیل 



  348                                                                                          4، شماره 5، جلد 1395پژوهش و نوآوري در علوم و صنایع غذایی، سال 

 

 Assadi-Porter et al., 2007; Mansouri(کرده است 
et al., 2011.(  

هاي حیاتی براي ب یکی از ویژگیحلالیت در آ 
هاي با قدرت بالا در کاربردهاي تجاري کنندهشیرین

گرم در هر میلی 50است که برازئین با حلالیت 
ترین عضو از رسد محلولنظر میلیتر آب به میلی

هاي شیرین مزه باشد. ازنظر شیرینی پروتئین ةخانواد
برابري  2000الی  500برازئین داراي شیرینی ذاتی 

  ).Ming & Hellekant, 1994(نسبت به ساکارز است 
گیاهی کمیاب و  ۀگون ،برازئیننظر به اینکه منبع 

با  Pentadiplandra brazzeana Baillon گرمسیري
، تولید اقتصادي فرایند کشت سخت و طولانی است

رو در اینمقیاس بزرگ عملی نبوده و از درآنها 
صنایع غذایی  دسترس بودن آنها براي استفاده در

همچنین  .)Lamphear et al., 2005(باشد محدود می
طبیعی خود به سختی این گیاه در خارج از رویشگاه 

بنابراین  (Jin et al., 2003).کند میوه تولید می
نوترکیب و بیوتکنولوژي  DNAاستفاده از تکنولوژي 

تر و بیشتر آن فراهم اي جهت تولید ارزانگزینه
  .)Faus, 2000(کند  می

هر پروتئین  ةکنندکد cDNAتوان ژن یا میامروزه 
را جدا و به یک سیستم بیانی مناسب وارد نمود تا 

ي در موارد پروتئین در یک موجود بیگانه تولید شود.
دسترس نیست، سنتز درالگو به آسانی  DNAکه 

ممکن است بهترین انتخاب  هاي ژنتوالیمصنوعی 
اخیر، تقاضا براي سنتز کامل ژن  سالهايدر . باشد

ساختار، بیان و  ۀمنظور مطالعطور چشمگیري به به
وري سنتز ژن افن. عملکرد ژن افزایش یافته است

هاي کاربردي، طور گسترده در بسیاري از برنامه به
 ,.Gustafsson et al( سازي کدونبهینهازجمله 

2004Xiong et al., 2006, (  و یا دسترسی ساده به
اصلی در  الگويشده زمانی که شناخته DNA توالی

 ,.Li et al(گیرد ت، مورد استفاده قرار میدسترس نیس

هایی که براي سنتز ژن گزارش روش . در میان)2013
و استفاده از  PCR ۀپای هایی که برشده است روش

پوشان براي ساخت ژن هستند الیگونوکلئوتیدهاي هم
اند اي گزارش شدهطور گستردهو به ترینندمناسب

)Zhang et al., 2013(.  

هاي مختلفی در میزبانتولید پروتئین برازئین 
) 2003و همکاران (Li مورد بررسی قرار گرفته است 

مناسب براي بیان در  هايرا براساس کدون برازئین ژن
 کردند. سنتز PCR طراحی و ازطریق E. coli باکتري
 pET30a(+) پروکاریوتی بیانی وکتور در را آن سپس
 بیان E. coli ،BL21(DE3) میزبان سلول در و کلون

 و 1در باکتري اشیرشیاکلیهمچنین برازئین  کردند.
شده اما پروتئین  تولید 2سیلاکتوکوکوس لاکت

صورت نامحلول بوده و پروتئین به E. coliتولیدشده در 
نیز کم و با میزان شیرینی  L. lactisشده در تولید

هاي بیانی باکتریایی کمتر بوده است. سیستم
کاري مزایایی نظیر دستها) گرچه داراي (پروکاریوت

ها ژنتیکی سریع و آسان هستند اما بازده این سیستم
هاي کوچک با چندین پیوندهاي براي تولید پروتئین

 ,.Jo et al( سولفید مانند برازئین پایین استدي

2013(. Bo )2007 ژن برازئین را براي بیان (
روش پرایمرهاي  ۀوسیلبه  Aspergillus awamoriدر
سنتز کرد و طول کامل  SOEing PCRپوشان و هم

 overlappingالگو ازطریق  ۀقطع 2 ۀوسیلژن را به

PCR  و کلون در وکتورpMD18-T دست آورد. بیان به
 Kluyveromyces مخمرژن مصنوعی برازئین در 

lactis منظور بررسی قرار گرفته است. بدین نیز مورد
هاي مناسب مخمر طراحی و ژن ژن برازئین را با کدون

کلون کردند.  pKLAC2مصنوعی سنتزشده را در ناقل 
 K. lactis اگرچه نتایج نشان داد که سیستم بیانی

 عملکرد فعال، با فرم در برازئین نوترکیب تولید براي
 غذایی مواد صنعت مفید در هايو داراي ویژگی بالا

ترین اشکال  اما عمده. )Jo et al., 2013( سودمند است
هاي نوترکیب ناتوانی از انجام مخمر براي بیان پروتئین

بعضی تغییرات پس از ترجمه بخصوص 
ها باشد که براي فعالیت پروتئینگلیکوزیلاسیون می

  .)Peeters et al., 2001( بسیار مهم است
عنوان استفاده از گیاهان بهدیگر ازطرف

هاي باارزش هاي زیستی براي تولید پروتئین کارخانه
افزایش است. طور روزافزون درحالدر مقیاس تجاري به

هاي هاي نوترکیب در گیاهان مزیتتولید پروتئین
هاي با : گیاهان توانایی تولید پروتئین1 .متعددي دارد

                                                             
1 Escherichia coli 
2 Lactococcus lactis 
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 ۀساختار صحیح را دارند و تغییرات پس از ترجم
ها را که براي کارکرد صحیح آنها لازم و نیپروتئ

: گیاهان را 2 .دهندبه درستی انجام میضروري است 
: 3 .توان در مقیاس وسیع و با هزینه کم تولید کرد می

دلیل  همین هاي انسانی در گیاهان وجود ندارد بهپاتوژن
: تولید 4 .رسددگی به حداقل مقدار ممکن میخطر آلو

 ةحل ذخیرهاي نوترکیب در بذر گیاه یک منیپروتئ
هاي : تولید پروتئین5 .ندکطولانی مدت را فراهم می

نوترکیب در گیاهانی که مصارف انسانی دارند این 
طور مستقیم و بدون نیاز به مزیت را دارند که به

 ,.Lamphear et al(فراوري قابل استفاده هستند 

 و جو برنج، ذرت، غلات، ازجمله حاضردرحال .)2005
 هايپروتئینتولید  براي ترین گیاهانگندم، رایج

 داراي ذرت در دانه هستند و در میان آنها نوترکیب
 ۀدان پروتئین محتواي دانه، ۀسالان عملکرد بالاترین

 هر در پروتئین عملکرد بالاترین با همراه بالا، نسبتاً
  .)Lau & Sun, 2009(است  هکتار

 P. brazzeana گیاه نبودن دسترس در بهباتوجه

Baillon تحقیق این در برازئین، ژن جداسازي جهت 
 معمول هايکدون با مطابق برازئین ژن مصنوعی سنتز

ذرت و سپس کلونینگ آن در  گیاه براي مناسب و
 انیبر ب ي باشدامقدمهناقل گیاهی مدنظر بوده تا 

که تا به ذرت  اهیگ ۀدان در نیارزشمند برازئ نیپروتئ
  .است گزارش شده يمحدود اریصورت بسامروز به

 
  هامواد و روش

  ها و سنتز مصنوعی ژن برازئینطراحی آغازگر
با شماره  برازئیناي پروتئین  ابتدا توالی اسیدآمینه

با استفاده  gi|218218144و  gi|355327735 دسترسی
دست به NCBIاز اطلاعات موجود در بانک اطلاعاتی 

ها به نحوي که توالی نوکلئوتیدهاي کدونسپس  ،آمد
هاي اي پروتئین تغییري نکند، به کدوناسیدآمینه

هاي مناسب بیان در گیاه تغییر داده شد چرا که توالی
دلیل پیوندهاي  شده براساس کدون یوزیج بهمهندسی

تواند منتج به ایجاد یک ساختار می GC قوي بازهاي
. )Kim et al.,1997(شود  mRNAثانویه پایدار 

همچنین تغییرات نوکلئوتیدها به نحوي صورت گرفت 
مناسبی باشد  GCکه توالی نهایی داراي درصد 

ثر ؤبیان، م بر  GCدلیل که مناسب بودن درصد بدین

 Embossسرور  ۀوسیلبنابراین به خواهد بود.

Backtranseq هاي ترجیحی  معکوس با کدون ۀترجم
و توالی  )Lamphear et al., 2005(ذرت صورت گرفت 

با  نوکلئوتید 162نوکلئوتیدي ژن برازئین به طول 
  دست آمد.گیاه ذرت به ۀهاي بهینکدون

این تحقیق بیان ژن  ۀکه در اداملازم به ذکر است 
برازئین در بذر گیاه ذرت انجام خواهد شد به همین 

هاي ترجیحی ذرت در سنتز ژن مدنظر جهت کدون
بعد با کمک  ۀقرار گرفته شده است. در مرحل

 اقدام بهvector NTI و  Gene runner هايافزار نرم
سري آغازگر به  3شد و  پوشانهم يهاآغازگر یطراح

تهیه شد که هرکدام از آنها قسمتی از  )1( شرح جدول
که با انجام چند طوري شود به ژن برازئین را شامل می

  مورد نظر سنتز شود. ۀقطع PCRواکنش 
سري اول و دوم آغازگرها که شامل بخشی از توالی 

اي طراحی شد که تعدادي از گونهژن برازئین است به
آغازگرهاي مستقیم و  3'انتهاي نوکلئوتیدهاي 

معکوس هر سري با هم مکمل باشد همچنین 
آغازگر مستقیم سري اول با  5'نوکلئوتیدهاي انتهاي 
آغازگر مستقیم سري سوم  3'نوکلئوتیدهاي انتهاي 

آغازگرهاي مستقیم و  5' پوشانی داشت و انتهايهم
ترتیب با معکوس سري دوم نیز هرکدام به

آغازگر معکوس سري اول و  5'تهاي نوکلئوتیدهاي ان
آغازگر معکوس سري سوم  3'نوکلئوتیدهاي انتهاي 

  .پوشان درنظر گرفته شدهم
اي بود که گونه ها نیز بهطراحی سري سوم آغازگر

علاوه بر اینکه قسمتی از نوکلئوتیدهاي ژن برازئین را 
هاي اضافی دیگري نیز در طراحی آنها شامل شد توالی

شد که در اهداف بعدي این پژوهش که  درنظر گرفته
باشد کاربرد خواهند بیان ژن برازئین در گیاه می

آغازگر مستقیم  5'که در انتهاي صورتاینداشت. به
، کدون شروع XbaI ترتیب جایگاه آنزیم برشیبه

تعبیه شد. در آغازگر  ۀرونویسی، توالی پپتید نشان
 آنزیم برشی ترتیب جایگاهبه 5'معکوس نیز از انتهاي 

SacI توالی ،MAR کدون خاتمه رونویسی، توالی ،
KDEL  و قسمتی از توالی نوکلئوتیدي ژن برازئین

شده داراي طراحی ۀرو طول قطعجایگذاري شد. ازاین
نوکلئوتید تغییر  273به  162توالی ژن برازئین از 

جهت افزایش بیان و پایداري ژن  MAR توالی یافت.
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هاي جهت تجمع پروتئین  KDELتوالییافته و انتقال
آندوپلاسمی  ۀنوترکیب در گیاه و نگهداري آن در شبک

هاي همچنین انتخاب آنزیمدر سازه قرار داده شد. 

جهت کلونینگ ژن در پلاسمید  SacIو  XbaIبرشی 
 2هاي این دلیل وجود جایگاه به  pBI121بیانی گیاهی 

  آنزیم برشی در این پلاسمید است.

  توالی آغازگرها -  1جدول 
آغازگرنام  توالی  

5'CTTCTTGTTGACTAACGCTGAGGACAAGTGCAAGAAGGTGTACGAGAACTA
CCCGGTGTC3' 

  (F1)  1 مستقیم

5'CTTGCAGTCGTAGTTGCACTGGTTGGCCAGCTGGCACTTGGACACCGGGTA
G3' 

   (R1) 1 معکوس

5'GACTGCAAGCTGGACAAGCACGCCAGGTCCGGCGAGTGCTTCTACGACGA
GAAGAGGAAC3' 

   (F2) 2 مستقیم

5'GTACTCGCAGTAGTCGCAGATGCACTGCAGGTTCCTCTTC3' 2 معکوس  (R2)  
5'ATTCTAGAATGGCTAACAAGTTGTTCTTGGTTTCTGCTACTTTGGCTTTCTTC
TTCTT3' 

  (F3)  3 مستقیم

5'GGGAGCTCTTATTATCTCATTAAAATTATAGTTCATCCTTGTACTCGCAGTA
GTC3' 

   (R3) 3 معکوس

  
با  شده ابتداجهت سنتز ژن برازئین طراحی

طور از آغازگرهاي سري اول و دوم هرکدام بهاستفاده 
مواد  انجام شد. Assembly PCR جداگانه واکنش

استاندارد در  PCRمطابق با  PCRهاي تمامی واکنش
شده در نظر گرفته شد. آغازگرها و الگوي استفاده

هاي دمایی و چرخه )2(ها در جدول هریک از واکنش
در  PCRهاي ها در هریک از واکنشو تعداد سیکل

در آورده شده است. لازم به ذکر است که  )3(جدول 
تعداد کم  ۀوسیلبه Assembly PCRهاي واکنش
قطعات دست یافت اما  توان به اتصالها نیز میسیکل

اول و دوم، جهت افزایش  PCRهاي در واکنش
بهینه از آغازگرها تعداد  ةمحصول و همچنین استفاد

  درنظر گرفته شد. 20سیکل 

  
  PCR هاي الگو واکنش DNA آغازگر و -  2 جدول

PCR پنجم  PCR چهارم  PCR سوم  PCR دوم  PCR مواد واکنش  اول  
  آغازگر مستقیم  )F1( 1 مستقیم  )F2( 2 مستقیم  -  )F1( 1 مستقیم  )F3( 3 مستقیم
  آغازگر معکوس  )R1( 1 معکوس  )R2( 2 معکوس  -  )R2( 2 معکوس  )R3( 3 معکوس

  الگو  -  -  اول و دوم PCRمحصول   سوم PCRمحصول   چهارم PCRمحصول 

  
  PCRمراحل مختلف در  ها چرخهو تعداد دمایی  هاي چرخه -  3جدول 

  چرخه  هايPCRدما   هايPCRزمان 
    اول  دوم  سوم  چهارم  پنجم    اول  دوم  سوم  چهارم  پنجم

′3  -  -  -  -    cº95 - - - - 1  سازي اولیهواسرشته  
′1  ′1  ′1  -  -    cº95 cº95 cº95 - - 2  سازيواسرشته  
′1  ′1  ′1  ′1  ′1    cº50 cº70 cº65 cº65 cº65 اتصال    
″30  ″30  ″50  ′3  ′3    cº72 cº72 cº72 cº72 cº72 بسط    
′5  ′5  ′5  ′5  ′5    cº72 cº72 cº72 cº72 cº72 3  بسط نهایی  
′1  ′1  ′1  ′1  ′1    cº4  cº4  cº4  cº4  cº4  4 نگهداري نهایی  

    تعداد سیکل 20 20 25 25 35            
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ازآنجاکه طراحی آغازگرهاي سري اول و دوم به 
نحوي انجام شده بود که محصولات آنها داراي نواحی 

بعد با  ۀپوشان باشند، بنابراین در مرحلی همیانتها
هاي اول و دوم و بدون PCRاستفاده از محصول 

انجام شد.  SOEing PCRاستفاده از آغازگر، واکنش 
حاصل  ۀتکثیر قطعچهارم نیز باهدف  PCRواکنش 

ترتیب که از آغازگرهاي انجام شد. بدین  SOEingاز
عنوان آغازگر و به )R2( 2 معکوسو  )F1( 1 مستقیم

الگو  DNAعنوان سوم به PCRمحصول واکنش 
آوردن طول کامل دستاستفاده شد. در انتها باهدف به

با استفاده از  PCRشده، پنجمین واکنش طراحیۀ قطع
و  )R3( 3 معکوس و )F3( 3 مستقیمآغازگرهاي 

الگو انجام شد.  DNA عنوانبه چهارم PCRمحصول 
مورد نظر در  ۀنماي شماتیکی از مراحل سنتز قطع

  آورده شده است. )1(شکل 

  
  برازئیننماي شماتیکی از مراحل سنتز ژن  - 1شکل 

  باکتري و پلاسمیدهاي مورد استفاده
جهت  DH5αسویه  E. coli پژوهش از باکتري این در

تکثیر و نگهداري پلاسمیدهاي اولیه و پلاسمیدهاي 
 pBI121نوترکیب استفاده شد. از پلاسمید دوگانه 

و پیشبر اختصاصی  CaMV35Sتحت پیشبر عمومی 
بیوتیک که حاوي ژن مقاومت به آنتی Napinبذر 

  عنوان نشانگر انتخابی است، استفاده شد.کانامایسین به
  

  pBI121کلونینگ ژن برازئین در ناقل بیانی 
ابتدا  pBI121 یدپلاسمبراي کلونینگ ژن برازئین در 

تخلیه  GUSلازم بود این پلاسمید از ژن گزارشگر 
خارج  ۀآماده جایگزینی با قطع PCRشود، و محصول 

و  pBI121شده باشد. براي این منظور، پلاسمید 
پس از طی مراحل استخراج، تکثیر،  PCR محصول

 شرکت( SacIو  XbaIآنزیم  2تخلیص با استفاده از 
Jenabioscience ( .مورد هضم آنزیمی قرار گرفتند

  10X B2آنزیم در بافر  2به فعال بودن هر باتوجه
واکنش هضم دوگانه آنزیمی انجام شد. جهت 

شده از جلوگیري از خوداتصالی پلاسمیدهاي خطی
) استفاده Fermentasآنزیم آلکالین فسفاتاز (شرکت 
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و پلاسمید  PCR شد. پس از تخلیص محصول
هاي تخلیص محصول شده با استفاده از کیت هضم
PCR و تخلیص از ژل شرکت Bioneer  واکنش اتصالی

(شرکت  T4 DNA Ligase آنزیم ۀوسیلبین آنها به
Fermentas 20ساعت در دماي  16تا  14) به مدت 

گراد انجام شد سپس محصول حاصل از سانتی ۀدرج
که  DH5α سویه E. coliهاي واکنش اتصال به سلول

محلول کلریدکلسیم  ۀوسیلبه روش لیزقلیایی به
 )Sambrook & Russell, 2001( شده بودندمستعد

توسط شوك حرارتی انتقال داده شد و سپس جهت 
 LBهاي نوترکیب روي محیط کشت انتخاب کلونی

 16تا  12بیوتیک کانامایسین به مدت حاوي آنتی
گراد، کشت داده سانتی ۀدرج 37ساعت در دماي 

هاي . کلون)Sambrook & Russell, 2001( شدند
خابی حاوي کانامایسین در رشدیافته در محیط انت

مورد بررسی قرار گرفتند و  PCRواکنش کلونی 
آنها  PCRکه نتایج کلونی  یهایهمچنین از کلونی

مثبت بود استخراج پلاسمید به روش لیزقلیایی صورت 
 ۀگرفت و جهت اطمینان از عدم تغییر توالی قطع

  شده براي تعیین توالی ارسال گردید.کلون
  

  و بحث نتایج
   برازئین ژن سنتز

شده سري اول و به طول آغازگرهاي طراحیباتوجه
 Assemblyواکنش 2سري دوم که با استفاده از آنها 

PCR  رفت که طور جداگانه انجام شد، انتظار میبه
 100ترتیب قطعاتی به طول هاي آنها بهPCR محصول

ها روي جفت باز باشد که باندهایی با این اندازه 90 و
). در هریک از این 2مشاهده گردید (شکل ژل آگارز 

ها آغازگر مستقیم با آغازگر معکوس از نواحی واکنش
عنوان الگو براي شده و بههم متصلپوشان بههم

از عمل سنتز را  پلیمر Taqهمدیگر قرار گرفته و آنزیم 
الگو نیست  DNAي به زدهد بنابراین نیاانجام می

سازي واسرشته ۀواکنش مرحل 2همچنین در این 
دلیل که آغازگرها  لازم نیست بدین DNAهاي رشته

هستند و نیازي به  DNAهاي تک رشته
  .وجود ندارد آنهاسازي  واسرشته

  

  
با استفاده از آغازگرهاي  PCRهاي نتایج واکنش - 2 شکل

با  bp90  ۀبه طول قطع PCR: محصول 1سري اول و دوم. 
 bp به طول قطعۀ PCR: محصول 2آغازگرهاي سري دوم 

: مارکر 5: کنترل منفی 4 و 3با آغازگرهاي سري اول  100
bp 100  

  
بعد با استفاده از محصولات تولیدي  ۀدر مرحل

PCR جفت باز  90و  100ترتیب با طول اول و دوم به
(واکنش سوم) انجام شد و از  SOEing PCRواکنش 

به عنوان الگو استفاده شد. و باتوجهاین محصولات به
خود هریک  3'قطعه در انتهاي  2پوشانی این هم
عنوان آغازگر براي رشته دیگر عمل کرده و  به

 181اي به طول رفت قطعهانتظار می ترتیب بدین
جفت باز حاصل شود که نتایج حاصل از الکتروفورز 

  .)3تحقق این امر را نشان داد (شکل 
  

  
 محصول: 2 و SOEing PCR .1واکنش  ۀنتیج - 3شکل 
PCR  با محصول PCRۀدوم با طول قطع سري اول و bp 

  bp100  : مارکر3 181
  

از  PCR SOEingواکنش  بعدي ۀدر مرحل
محصول  )R2( 2 معکوس و )F1( 1 مستقیمآغازگرهاي 

PCR عنوانقبلی به DNA  الگو استفاده شد و
ترتیب در حجم بالا تکثیر گردید (واکنش  بدین
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با استفاده  PCR آخرین واکنشدرنهایت در چهارم).  
، )R3( 3 معکوسو  )F3( 3 مستقیماز آغازگرهاي 

واکنش چهارم  PCRنهایی از روي محصول  ۀقطع
 نیبرازئ ژنبه اینکه باتوجهتکثیر شد در این مرحله 

هاي سایر توالی همراهبه است باز جفت 162 داراي
نوکلئوتید  12 نه،نشا یتوالنوکلئوتید  63 اضافی شامل

 کدون و MAR یتوالنوکلئوتید  KDEL ،17 یتوال
، دینوکلئوت 19 با یبرش يهاتیسا و انیپا ،شروع

 باز جفت 273 طول به یینها ۀقطعکه رفت  انتظار می
این امر را  صحت زین الکتروفورز جینتا که میباش داشته

  .)4(شکل  یید کردأت
  

  

  
با  PCRمحصول  :3کنترل منفی  :bp100 2  مارکر :1با استفاده از آغازگرهاي سري سوم.  PCRواکنش پنجم  ۀنتیج - 4شکل 

  bp 273 ۀآغازگرمستقیم و معکوس سري سوم با طول قطع
  

  نتایج حاصل از کلونینگ
یک ناقل بیانی گیاهی است که  pBI121-Braپلاسمید 

گر داراي ژن مقاومت به عنوان ژن گزینشبه
بیوتیک کانامایسین است بنابراین تنها  آنتی

یخت حاوي این پلاسمید توانایی رشد رهاي ترا باکتري
رو بیوتیک را دارند ازایندر محیط حاوي این آنتی

آگار حاوي  LBروي محیط  هاي رشدیافتهکلونی
بیوتیک کانامایسین بیانگر دریافت پلاسمید آنتی

pBI121-Bra .هاي حاوي اینکه کلونینظربه است
غیرنوترکیب نیز در محیط  pBI121-Braپلاسمید 

 ی رشد دارند،یبیوتیک کانامایسین تواناحاوي آنتی

 یالزام Colony PCRبودن آنها توسط یید نوترکیبأت
است. بنابراین با استفاده از سري سوم آغازگرها و 

گرفت و  انجام PCRپنجم کلونی  PCR ۀبرناممطابق با 
جفت باز حاصل شد که  273به طول  ايقطعه

ها بود پس از آن حضور قطعه در کلونی ةییدکنندأت
از  PCRجهت اطمینان از نتایج حاصل از کلونی 

یید أبودن آنها تنوترکیبهایی که در این مرحله کلونی
استخراج پلاسمید صورت گرفت و با استفاده از شد 

پنجم واکنش  PCR برنامهسري سوم آغازگرها مطابق 
PCR بودن گرفت و نتایج الکتروفورز نوترکیب انجام
  ).5یید نهایی قرار داد (شکل أها را مورد تکلونی

  

  
حاوي ژن  pBI121 پلاسمید نوترکیببا استفاده از  PCR :3 و kb1 2: مارکر 1با پلاسمیدهاي نوترکیب.  PCRنتایج  -  5 شکل

: CaMV35S 6حاوي ژن برازئین با پیشبر  pBI121 پلاسمید نوترکیببا استفاده از  PCR: 5وNapin 4برازئین با پیشبر 
  کنترل منفی
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  یید صحت توالی قطعه توسط تعیین توالیأت
 pBI-Braهاي نوترکیب تعیین توالی پلاسمید ۀنتیج

 با یتوال ۀمقایس ید کرد وأیتصحت توالی سنتزشده را 
را  يدرصد 90 مشابهت ژن بانک در موجود يهایتوال

  قارچ ۀنیبه يهاکدونبا ژن برازئینی که متناسب با 
A. awamori در )6(شکل نشان داد  سنتزشده .

درصدي به این نکته اشاره  10توضیح عدم مشابهت 
 در موجود برازئین ةسنتزشد يهایتوالمی شود که 

 خاص يهازبانیم ،نهیبه يهاکدونبا  مطابق ژن بانک
تحقیق نیز ژن برازئین مطابق با  این در و هستند

تفاوتی  رو، از اینذرت سنتز شده است ۀهاي بهینتوالی
 ۀواسطهبمشاهده شده  هادینوکلئوت از يتعداد درکه 
هاي میزبان ۀنیبه يها کدون نیب کهاست  یتفاوت

حالی است که توالی در  . ایندارد وجود مختلف
  اي آنها مطابقت کامل دارد.اسیدآمینه

  

  
  آمده از تعیین توالی ژن در بانک ژندستهاي بهتوالی Blast ۀنتیج -  6شکل 

  
آسانی در دسترس لگو اغلب بها DNA ازآنجاکه

ممکن است   DNAهاي طبیعینیست و یا توالی
 ،هاي هترولوگ، بیان نشوددر سیستم صورت بهینه هب

هاي در بسیاري از موارد، سنتز شیمیایی توالیرو  ازاین
. )Li et al., 2013(بهترین انتخاب باشد  تواندمیژن 

 SOEingو Assembly PCR پژوهش از تکنیک این در

PCR براي سنتز ژن برازئین استفاده شد. این تکنیک 
هاي برشی جهت دلیل عدم نیاز به استفاده از آنزیم به

مورد نظر، مشکل محدویت استفاده از  ۀایجاد قطع
سازي هاي همسانههاي برشی که در آزمایشآنزیم

سبب کاهش  سازد همچنینوجود دارد را برطرف می
 شودجویی در هزینه میسازي و صرفهمراحل همسانه

)Horton et al., 1989(.  
تواند در می هاي ژنیمناسب سازهطراحی 

دستیابی به عملکرد بالا در گیاهان تراریخت با به 
 حداکثر رساندن میزان رونویسی و ترجمه کمک کند

)Twyman et al., 2003(. ها در ترین جنبهیکی از مهم
طراحی سازه استفاده از پیشبرهایی است که براي 

 . در)Stoger et al., 2005( شودژن استفاده میبیان ترا
 35S پژوهش پیشبر ویروس موزاییک گل کلم  این

)CaMV( کاربرده شده است، چرا که یک پیشبر به
ها این قوي و عمومی است، اما در برخی از آزمایش

 Stoger(پیشبر فعالیت کمی در غلات نشان داده است 

et al., 2005( .که در بسیاري از موارد بیان ازآنجایی
عیف گیاه عمومی پروتئین نوترکیب سبب رشد ض

دهد ثیر قرار میأشود و این امر بازدهی را تحت ت می
)Hood et al., 2003(، هایی که سبب استفاده از پیشبر

تواند می ،شوندبیان ژن در بافت خاصی از گیاه می
 هاي گیاهی تولیددر میان تمام بافتسودمند باشد. 

 جذاب خاصی طورهب دانه در نوترکیب هايپروتئین
 تجمع در تسهیل منظوربه هادانه زیرا است

 یک در و کوچک حجم یک در ايذخیره هاي پروتئین



 355                                                                                                     سازي ژن کدکنندة پروتئین شیرین برازئین         سنتز و همسانه

 

 ,.Stoger et al(اند کرده پیدا تکامل ثبات، با محیط

 که است داده نشان اخیر هايتحقیق .)2005
 بهتري را عملکرد طورکلیبه دانه خاص هاي پیشبر
  .)Lau & Sun, 2009( شود منجر

Napin ژن از کهاست  ی بذراختصاص پیشبر یک 
BcNA1 ییبالا سطح در و است شده يجداساز کلزا 

 ییتوانا و شودیم انیب کلزا رشددرحال بذرهاي در
 زین را گانهیب هايستمیس در بذر در یاختصاص انیب

 یمهندس هايشیآزما از ياریبس در رونیازا ددار
 شودیم بردهکاربه هاژناتر انیب با مرتبط کیژنت

)Swarnalatha et al., 2010(تحقیق  این . بنابراین در
 pBI121کلونینگ ژن برازئین در دو نوع پلاسمید 

 صورت گرفت که یکی از آنها با پیشبر عمومی
CaMV35S بذر  و دیگري با پیشبر اختصاصیNapin 

 )7(هاي ژنی مطابق با شکل سازه روازاین و باشدمی
ها درنهایت براي بیان پروتئین این کلون .تهیه شد

گیرد چرا برازئین در گیاه ذرت مورد استفاده قرار می
ترین گیاهان براي تولید که ذرت یکی از اصلی

   هاي نوترکیب است.پروتئین

  
پلاسمید  b Napin:با پیشبر pBI121-Bra پلاسمید نوترکیب  pBI121-Bra  .:aنماي شماتیک پلاسمید نوترکیب - 7شکل 

  CaMV35Sبا پیشبر  pBI121-Braنوترکیب 
  

  نتیجه گیري
هاي سودمند و محدودیت به اهمیت پروتئیننظر 

در دسترسی به منابع آنها جهت تولید اقتصادي 
هاي سنتز تفاده از روشاس توان بامی مقیاس بالا،

سازي توالی نوکلئوتیدي مصنوعی ژن و همچنین بهینه
ي و هاي قوهاي ژنی مناسب با پیشبرسازه ۀآن و تهی

هاي نوترکیب پروتئینبیان  اختصاصی جهت افزایش

  ، نسبت به رفع این موانع گام برداشت. در گیاهان
  

 يسپاسگزار
 از حمایت صندوق مالی حمایت با پژوهش این
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Abstract  

Today, sucrose intake caused problems for people’s health. So, the demand for low-caloric 
natural sweeteners with good taste properties such as sweet proteins increased. Among the 
sweeteners, Brazzein is an attractive alternative to sucrose. Because of its intense sweetness, 
natural origin and good stability. Brazzein was isolated from the fruit of the African plant 
Pentadiplandra hrazzeana Baillon, that is impractical to produce economically on a large scale. 
Therefore, widespread commercial production of this protein will probably require the transfer 
of protein expression to a heterologous system by means of recombinant DNA technology. In 
this study, due to the unavailability of genome of P. brazzeana Baillon plant for Brazzein gene 
isolation, artificial synthesis of Brazzein gene was done by the assembly of PCR and SOEing 
PCR. Amino acid sequence of Brazzein protein was translated to 162 nucleotides based on the 
preferred codon usage of maize using the Emboss Backtranseq program. Then, by using six 
overlapping primers in five consecutive PCR reactions Brazzein gene sequence was 
synthesized. The results of the PCR reaction showed accuracy. Then the synthetic fragment was 
cloned into pBI121 plant expression vectors that contained a constitutive promoter CaMV35S 
and seed-specific promoter Napin, which was confirmed by nucleotide sequencing. 

Keywords: Brazzein, Gene synthesis, pBI121, Protein sweetener 

  

  


