
 

  

1- �����	 
��
� � ������� ����� ������� ���  � !" �� #��$ �%&�  �'�
&��� �()�� � * ��  �+�� �* �,� #�-�� �  

2- * ��  �+�� �* �,� #�-�� � �����	 
��
� � ������� ����� ������� ���  � !" �� #��$ ���/'   

3- ������/'  1��� ��2�23� ���4�� ��5 �6�  *���(� � #%7�5�8� � 9�� ���$ :�;�  �  ���4�� ��5 � ��$ ���< #��$ =�/�> � �>(;(�� ��;(7;(� #%7�� � � ��7&1� #�-�� � 

?(@" �7&1� �*�,A�  �*�,A�  * ��   

4- * ��  �+�� �* �,� #�-�� � �����	 
��
� � ������� ����� ������� ���  � !" �� #��$ ���/�� �()�� �  

5- * ��  �+�� �* �,� #�-�� � �����	 
��
� � ������� ����� ������� ���  � !" �� #��$ ������/'  

������� 	
��� 
: ������	 
��
� ����  Email: halizade@ut.ac.ir   

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / ��!"��� #$� 1394 346 

������ �	
�� 
�	���� ����  :������ 	���
14/9/1393 

�� ��� �� �� 
���
/327 �!�"/#��$%��� ���  
��1394  :���
� 	���
29/1/1394 

  

 ���� �� �	�
��� �
 ���� �	 ������ ���������� ���
pVUT   

)Plasmid Viral University of Tehran(  

  
������� 	
���1��� ���� � ������ �
�� �
� ����2�������� ���� ���� �3 �  

� !��� �"��� 
�!�#4 ���� ��� %���& ����5  

  
  

�����  

:����� �	
� ��	
 �� ��� ����
��� �	��	� ���	� � �� !"�
 #��$ %� &%'( &%� )	" .���
��� +��	
 ,-%.� �
/ �(  �) ,���
	  &%�

0�� %1����$�� ���
��� %( �1)	�2 �%$�� 34%( �5�  �( ��-6� 3%� ��-6� 78��� � �9� &%�  �(:�%; ���
��� +��	
 3&<%�  &��� �%�%�1 �) ,���
	  &%�

�.�	
 .��� ����( 7(%= 0'��� & �%�( ��>1 �( �-%� & ?	  @>8 A+" & RNA-2 #��-� B�C�<	� %�(	� 0DE �
5
( )CPMV-HT  %-  

Cowpea Mosaic Virus-Hyper Translatable(3 �%$�� +��	
 H-�� � I	J� &4%( ���
��� %� �� ��+( A)%K'�� <� &<%�+� %9� ����-� 0���L 

A)�� ���.  

��� :�� A<%� 3�.�%J� �-� �)  &%�pBI121-Proinsulin-Zera )pBI-ProZA+ ��) �( �) (  � � %� � ���	� ���� �M ���	
 &Zera  &%N' � ����))

N %�%1 ������ <� ��O-  � (Q�R ��C<pCAMBIA1304-Proinsulin-Extensin )pCAMBIA-ProEA+ ��) �( �) (  � %�( 0'��� &

CPMV-HT�9S�
 )	5N( �	T�� �( 3 +" �';%� U-	� ����'��� +�'V� �%�W�� ���	
 � � %� � ���	� ���� �M &. �J��� �( 3A<%� �) �-�  &�'�%( &

Agrobacterium tumefaciens pv. C58�
X
 .+ +" A)�) �%Y' � �Z 	- � 	�%� �%�%�1 �( ��>1 �%�( Q�	[ �( 3�-%� �( \��]� �-� &�%�2 7  &

�( I�^ ,�%= �) 37-�	'�%L \-%�<2  �) ���	� ���� �M �%�( .�L�1 Q�	[ �_-���
 `�( a�1 �� �) &+��	
 ���	� ���� �T
O &�� �( �L)%b
 �
�

 \���� <� A)%K'�� %( 3��-	 �� !J� �) �_-���
 ��%�1 �L%(Reverse transcription polymerase chain reaction )RT-PCR �) � (

�$� �	�<2 <� A)%K'�� %( 3�9S�
 !J� �JY  &��>1  � &�Enzyme-linked immunosorbent assay )ELISA�L�1 ���= +�-c
 )�	� (. 

����� :�� A<%� %( &+��	
 �%.L ���	� ���� ��6��  &%�pCAMBIA-ProE  �pBI-ProZ`�( �) 3  ,�
�
 �( 3�_-���
 �Z 	- &%�82/6  �32/4 

`�( �) � �
 `�( a�1 �� �) a�1	 %   ,�
�
 �( 3�_-���
 &	�%� &%�6/6  �8/3 )	( �
 `�( a�1 �� �) a�1	 % . 

����� :���� A<%� �) ���	� ���� ���
��� �%�( ��6�� 3f�YX
 �-� <� A+�2 ��) �( U-%'  f5^  &pCAMBIA-ProE A+ ��) �( �)  Q%�[	b; &

 � %�( 0'���CPMV-HT <� �'D�( 3A<%�  &pBI-ProZ )	(.  

:����� ������ �M ���	� ���� 3� %� � �%�( 3��>1 0'���  � %�(Cow Pea Mosaic Virus-Hyper Translatable )CPMV-HT3( �L%( 

��%�1 �_-���
  

  

: �!�� �
/ &�N"	( Q%Z  A%"  3<%�N� �N����; g�"	� A)�6�
/ 3%5-�L &6-�N� �C	(� 3+�Z� �N
����; 3�5��.  �" #��� �� $��%�� &�'(%����� ���"

 )*�� +� #��,�-�pVUT )Plasmid Viral University of Tehran( . �%NK[� �$"6� A+$D �) �
Z�1394 h33 )327 :(354-346  

������ ��� ! 



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / #$� ��!"��� 1394 347 

 ���� �� �	�
��� �
 ���� �	 ������ ���������� ���
pVUT  ������� 	
���(�)
*+& , 

�����  

     ������ ���� 	���
 ����
����� ��������� ��
������


���� �� ���� �
��� � ! "# ! �    ���"�� �$ � $���

�� 	
%�
 &' ( � 
�# 	# )$ !� %
#    ��
�����
 .+�� #

   ��# !+��
",�51   ��������� /0� !
�
$ � +
���
��
�1  

8/5  4
�� 0
 �� 	�
 /�"�
$��
�  5$ ��    ���6) �$��7 !

�� 8"9� ��
����
���  �
�����
��� .$��    :���; ��#

 +
",� <)110 �� +
��� �
��� � �$ !+
�
��
�1  $��

     ��#  ��%��
� ��
���� <��) >� ��� ����24  �������� �

  # �
����
���86   �
�����
��� ������ .	�
 +
�
��
�1

5�
B�0 >� �  !B   #305�
B�0 �  !C   #34 5�
B�0 �  !

A   #21      �$ �
�����
 &"��� ���D �$ .	��
 +
�
��
�1

��
B�0 ��
��� ���5�  !C  /���������� 	��
� 6E ������

 ! ���0 ���� �2  �3 � ��F�
 �$ G��
��� ���#  �
��# ! ���

5�
B�0  ! �B/C  �A/C �� �"���    �# �
����
 � $��

51 !$ ! �+����
� 8��)�D 0
 +
���
��
�1  �
��# !+
H�����

5�
B�0 ! � A  �B �� >�� ) $�
J1(.  

 �!+
��� ��FL� 	�M� � $ F"N
 �O� 0
 �/ � 
J

  # ��) P� �$Q"�
�      � ��%R� ��) �)�"� # +�
��� ! ��

����  �$ +
��� �
O� !$ )0 ! )
&� !
�
$ ���
�
( ! �

  �
������ +�
��� �) �
�� �S
�� � 
P�    � 5+�
T
� ! ��

    /U�� �� ���V( W+�X � <�)U���
# �O� 0
 � 6E   ! ��

5$����1 ��
���
( ) +�"���� 5+�����2 / ��
# ��
���T%� .(

�
�����   ��# / � 
J �$ G
����� ! �10-2 $  0
 +�;�

��)&� Q"�
� ! ) $�
$ 0 
� �#���
� ! �3.(  

      	�
E�Z �# �)0�
 	�[\ ]�)
� ����� �
�^J / 
#

����        �) _ �7 �
������ <�) +�
��� �$ �� 
J ! �

50 � 4B��    0
 5$ H"��
  # �� 	�
 `�"R� �� 
# ! �

�� W B�
 �9)�"�
H�)
��J1  ! \ �# �a�� �)
 �$ .$��

U >��7
$ ���# /U /$���� $�
� � b ��L�
 /U �5 ��
J W����

�"�� >7
$ �# �\� 7 �� 5$
$ >)�L� 5 
J !   � $���

    c+�� �
������ 	�N�� +
��� �# 	X�� �# � \ /1 �$

 ���� 	)
+��   >� ��� �) ��)
&� !
�
$ a�� ��)
 .$$���J

   S)��� +�
��� 5
��%� �# �S%B� !d # � 
�# e�f�   ���

) 	�
 �
�����4   $�+�L� 	�N�� / 
# ���� ��D �# .(

�� �"E # �#    �# ��� $���   W�)�"� �#��J1 /�
��� ,���  

g�H�      	�E # $
+�6� �� �h � ��# � 	��
 5+� �)^�   ! ��

  e�f�� �i�
+( !�� �# �B
"� �$ � $�+L� 
� $�\��

�� �
jk� �
����� / 
# ) $�
^J6-5.(  

    �
������ / �
# e�f�� �i�
+( �# �# 
"�$ 5
� <)

 >��N � 0
 5$ H"���
 >� ���  ���) � ���# ������)� ! ���  !

�)� +�� � !0 �+�� %�     �
#�� <�
'
0�� ��9R#�$ ��

Q"�
� �)
 l	�
 ��m�# Q9h     ��
O� �m) �6� !
�
$  ��

��
�� 	6
mD � 50
+�
 	)$�+L�   S�%B� �!$��� ! �

/�
� ���      :M��9� � ��O� $���� ��
��� >7
$ �$  �

) +�"�� �"�)0 �J$��17 �5(.   

     0
 5$ H"���
 ��)&o) ��\ a�� <��) /
����X ���#

Q"�
�  �!0 �+�� %� ># N �� 
# ! �  Q"��
� �J0 � �#

���) � ���# 
�^��J / ��
# 5+��� c^��( p���� !  !RNA-2 

 ) ���m�# Q9h  
#�� <
'
0�� ���)�CPMV-HT   �) 

Cow Pea Mosaic Virus- Hyper Translatable (

 e�f� � S)�� +
��� / ��
 �� 	�
 5$�� 
+
� �6���

 �
������ !d #      !0 ��+�� %� 0
 5$ H"��
 /�+�# 
�  ��

�� Q�
�E ����)� �$ .+��    /$
$ �
��N  �# �Q"�
� �)


���
( � �
��# ���O� $����� /U  !5'UTR  � ���"E ) ���

q�

3'UTR  W��U 0
RNA-2  Q9h  
#�� <
'
0�� ���)�

  � 	��)�P� / ��
# �����m�#mRNA  $���\� 	���X ���# �

 ���� 7 �o#����P19     5��m�
 �o������ ����)� 0


��o��E �\�J �� �
+) �   5+�� rR9� �SN
� �$ .$��

    /�+�� c^�( ��� 	�
AUG   	�
6N�� �$161  0
)



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / ��!"��� #$� 1394 348 

 ���� �� �	�
��� �
 ���� �	 ������ ���������� ���
pVUT  ������� 	
���(�)
*+& , 

 0 # ��)&o) \ 8)�DC     0 �# ! �\ ��#U   	�
6N�� �$

162   �$ ���%\�� p����� ����;
 	) ��� 	���$d # �(

 	
6N��512�%\�� e�f� 	)�P� sX # �  $�
� /U !

  # ��) P� �$ 5+�5'UTR �� �"E 
� �

q� ) $��8.(  

 �$ �
����
��� �
����� +
��� �8
PL� �)
 0
 c+�

    >������N � 0
 5$ H"�������
  ������# 5 ������
JpVUT   

)Plasmid Viral University of Tehran �$ �� $�# (

5+��
$ �#     �� �
# Q"��
� : 
�;�F7 !CPMV-HT 

    /
��[� 5 o�9�
$ <�
"�U ��+�[� 5 o9) �01 �$ � $�#

+� 5$ �1.  

  

��� 	
  

t�#  �� � � (�%# QN�) �B��) ! �   � 	��� 0
 u��

     :+�� ��# ���fP� v1  �# ��24    � �TR) �$ 	X ��

    $���� ��9)�"�
H�)
��J1 !
��# �u,� � +� !�
+[o�

 .	E�J �
�N 5$ H"�
�
�� �$ !   >�(
��   �4��w�� ��)


!�"� # 	9� !
�#   ! ��Escherichia coli )E. coli( 

� Agrobacterium tumefaciens )A. tumefaciens( 

�
��L� 0
  	��9�Lysogeny Broth )LB !
���# � �(

      	�9� �
�L� 0
 5 �
J >�7
$ ��# W�)�"� #��J1 � P"�


Yeast Extract Broth )YEB (<
��
# �"�1 0
 �  ! �

 ���,�1 � �
���,� H)� ��
���) � � �   /
����X ���# �
�
���

.+� 5$ H"�
 �o# R"�
  

������ �	�
 � �� 
������ ���� ���  

!�"� # 0
 8
PL� �)
 �$  ! �E. coli  �)��� ! DH5α 

�� �%� `�"R� >(
�� !
�# / #&
� /
��X �#   � !0 ��

 !�"� # 0
A. tumefasiens  �)���  !C58    /
���X ��#

.+� 5$ H"�
 5 
J �# /U >N � >N � pTG19-T   	����

Q� 	��[� !
�# u
"�
�)� �� �   �
�����
��� /U !0 �

>N � �) � �$ �� ��
   ��  ��    .	�E�J �
��N 5$ H"��
 $��

 >��N � 0
 ��
���T%�pVUT 5+����
$ ���# �$  �(
���� !

5'UTR  � �"E ) �

q�3'UTR  W��URNA-2   ����)�

    ���
� +�( >�N � /
��X �# ��m�# Q9h  
#�� <
'
0��

   � ��O� $���� �(
�� �
# �
����
��� /U b L�
 	[\

>N � 0
 ! � pCAMBIA 1304  �pBI121    /
���X ��#

>N �  J �$ ! ��� /U !� ( !  GUS   �(�o���
&J /U)

�"�1 �# 	�� P� /U  � (�o� 9� /U) �
�) � � � <
��
#

5
�  ����)� 0
+�
35SCaMV 5$ H"�
 +�.   

������ �� 

      /U ��
��� � ��
 ��# �"�9J�# � ���9
� ! ��J0 x1

   >��N � �$ $���\�� �
������
���pGH-X2759E  ���#

���J Q)&�1 / �� !� ( �� +� �(
�D !
   ����# ! �

BamHI  �XhoI /��� >
[�� ��O�� �#   �$ /U /$���

>N �    ��#  ���%)
�� !+
������� ��
�� .+� # c+� ! �

:$�# �)0 :��;  
5’CTGGGATCCTTTGTACATCAACATT

TGTGTGG 3’ Forward Primer 
5’GGTACCCTCGAGACGTTGAATTTT

AATCCAAAATTG3’ Reverse Primer 

��� ����
� �� ��     ������������  

50 �   a�� ��# ���
�� +
)k� 0
 u� 5+�1 	�$ �# ! �

 $ %B�
 � v�g  !�"� �# �#A. tumefaciens  �)���  !

C58   	�9� �
L� !�� �# � 	E ) � P"�
LB   +�� \

���"�1 !� ��( <��
��
#   	��O�x  ��# �
���) � � � ! ���  

µg/ml 100   	�O�x  # �
�,� H)� �µg/ml 25   +���

  .+� 5$
$  


��� ����� ����
� ���� �� ��  ��!
�� � ����  

����� ! � W�)�"� #��J1 !� ( 50 � ! � �"7 � 5+� 

�$ 15 ����
� ���"
� �
��L� YEB !� ��( µg/ml 100 

�
����) � � � � µg/ml 25 �
����,� H)� ����# :+����   

48 	X � �$ ! �$ 22 �\�$ ! �"� � $
�J +�� $�� .



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / #$� ��!"��� 1394 349 

 ���� �� �	�
��� �
 ���� �	 ������ ���������� ���
pVUT  ������� 	
���(�)
*+& , 

�u,� 2 ��
� �"
� 0
  �
�L�  	�9�  W�)�"� �#��J1 �$ 

200 �����
� ����"
� �
���L� YEB !� ���( µg/ml 25 

�
���,� H)� � µg/ml �
���) � � � �200 ���"
����
� 

/�o�)�
��"�
 02/0 �d�� 8
N� !0 � +� � �#  :+�� 

24 	X ��� �$ / ��%� �)
���� !�
+��[o� +���  ��� ���#   

2  =OD )Optical density (�$ ������D {������   

600 �"��� ��� +����# . u��� 0
 	���^J  <��) �0��   

2 ����
� ���"
� /�o�)�
����"�
 02/0 �d���� ���# 5
���%�   

11 W�J ��� �# �
L� �E |
 +� � �# :+� 2 	X � 

�$ / %� �)
�� +�� ��
$
  	�E ) . �
�L�  ��#  	��$ 

�5+�1 0
 8)�D �9)�"�
H�)
��J1 	L�  �)
���  }�7 � 

� 9E 25 ��
� � # �# / � 
J �� � � �B��) � P"�
 	E ) 

� �u,� �#  :+�� 72  	X �� �$  ! ��$ 22  ��\�$ ! 

�"� � $
�J �$ �)
�� 	#�D� d # !�
+[o� +�  .  

  "#��
�� $%� �� &'����(  ����� )�*�
�  

 {
�R"���
RNA t���# 0
  	7 ��� � 	��R)�
�� ! ���

cDNA       	�
� >%6�
��"��$ 0
 5$ H"��
  �# G�
��� �#

 	���TOPAZ GENE    .+�� W �B�
 0 "���E 	
� �

 �$ �
������
��� /U / ��
# ������# ����O�� ���# �u,���

t���#  �J0 ��x1 0
 5$ H"���
  ��# �	��R)�
�� ! ���  ! ���

  /���������01 ��
�����������
��� /U ��������; F"7
  
Reverse transcription polymerase chain reaction 

)RT-PCR.	E�J :��; (    

+�,(��- .��'���  

t�# 0
 �
����� {
�R"�
 �
�� ! �  0
 5$ H"��
  # 	R)

 : H�E �E #1/0 .+� W B�
 �d��  

�/////0*  �/////%�
 ����/////�   �/////��� � ��  
Enzyme-linked immunosorbent assay 

)ELISA(  

  ���� /���01  ��fP� !�
^��J   /$
$ / ��9� ���O�� ���# �!


	E # �$ �
����
��� �
����� ��V(    �	�R)�
�� ! ��

 >%6�
��"�$ � �
 �#abCAM    	�
� 0
 5$ H"��
  # �

Monobind Inc.  /����01 �ELISA ������# 	��[\ �

t�# �$ �
����
��� �
����� / 
# /
&
�    �# �	R)�
�� ! �

 	
� 0
 5$ H"�
Monobind Inc. .+� W B�
  

��34( � ��)!(  �����  

�) � �# 4��w� �)
 !� �1 >
�L�  >)��"� E 4) �01 !

    !�� ��# �
���� ��� �$ �E$ F� ~M� � e�D G� N �$

   � �� �� t��# W�J �� �$ !+
��� �
����
��� 	O�x

�B��) 50 � �$  # 	R)�
�� !   :���; 5+� �"7 � !

�)&B� .	E�J  ��� ��# 0
 5$ H"�
  # u� )�
� !  !SAS 

�R��  !9.2 )SAS Institute, Cary, North Carolina( 

��) P� � �
o� 
� !   5$ H"��
  # >N � � 5 
J ># P"� �j
 ! �

���
$ +�h /��01 0
  !
Duncan  ��� ��# �  !MSTATC 

)Michigan State University, East Lansing, MI( 

+� W B�
.  

  

���
	 	
  

  ! ����J0 x1 0
 5$ H"���
  ��# �� ����
 �
������
��� /U

 4�����
� � ����; F"7
PCR  >���N � !�� 0
pGH-

X2759E 5+��
$ �# �$     ��# �� ���
 �
�����
��� /U !

��
��  Q)&�1 !Pfu    >�N � �$ � ��
i��pTG19   /����

Q)&�1 0
 5$ H"�
  # �u,� .+�    ����# ! ��BamHI � 

XhoI  >��) 	E�J �
�N +
)k� $���1- (`�
 .  

>N �  ! �pVUT  �pBI121-GUS  Q)&�1 �$  # &
�

   ��6fN � +�� 5$
$ a��# ���^�  !337    !0 �# 	�H\

 �
����
���   +�)$�J b �L�
 ��"E ) a�# >N � �$ �# �$ .

 �����
� +���( >���N � ������
$
pVUT-ProE  >���N � �

pCAMBIA1304   Q)&��1 0
 5$ H"��
  #   ! ��BcuI  �

BstEII   >����) +��� 5$
$ a���#1- ���6fN � (v  !

1700 5+����
$ ���# �$ !0 ��# 	��H\  /U ! �
������
���



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / ��!"��� #$� 1394 350 

 ���� �� �	�
��� �
 ���� �	 ������ ���������� ���
pVUT  ������� 	
���(�)
*+& , 

  50 ��� Q��V� 0
 >��; (  !pVUT-ProE  >��N � �$

pCAMBIA1304      Q)&��1 0
 5$ H"��
  �# .	�E�J �
�N

SacI/��� �  	E�J �
�N +
)k� $��� 5+�1 	�$ �# ! �

 >��)1-  .({  

�) [� � "7 � T-DNA  50 ��   ! ��pCAMBIA-

ProE  �pBI-ProZ     �$ �8�
PL� ��)
 �$ 5+�� �"7 �

>��2    $ .	��
 5+�� 5$
$ / �9�   50 �� �$ �	�) [� �

��
�� W o9
� 	��� 8)�D 0
 �"9
# +
)k� 	[\   �# �)

 !�"� # �# �u,� �A. tumefaciens .	E ) � P"�
  

 $%� �� &'����(  ����� "����RNA  
������ ��

 5�� ��RT-PCR  

�B
"�  !RT-PCR  $�\�RNA 337    
� !0 �# 	�H\

	E # �$      �$ ���� �� �( �$ l$
$ / �9� 	�R)�
�� ! �

��"�� /1 0
 ��) �$ �� �H�� ! �    0
 ��o�
 ! �\ �#  �

 0
 !�o)$ �$ � �fP� v1cDNA   5$ H"��
 +� � 5 
J

 >��) +9� 5+� 9� !+� # ���J �
� �$�# 5+�3.(  

  &/6�� �/�34( � ��)!(     $%/� �� &/'����( ��/�


������ �� +�,(��- �0*  ���� ��   �/%�
 ����/�  � ��
ELISA  

  ��"�1 0
 5$ H"��
  #      	�
� �$ $��\�� �
�����
 �!$ �#

 �F
R9�Monobind ��� a�� �# � �fP� !�
^J  �!


   �$ �
������
��� �
������� ����V( W+��X  ��) ����V(

�
�����   	�R)�
�� / � 
J t�# 0
 5+� {
�R"�
 ! �

50 ���  ��#  !pCAMBIA ProE  �
���N 4B���� $�����

       0
 ���� ��

q� �Q)&��1 !
�"��#�� /$�&�E
  �# .	E�J

�# 5� FX �$  [�� �#1 ��� �# ���   �
������ !
�
$ ! �

 +� � / � 
J �$ ��� �� ( �$ l+� 5+� 9� �
����
���

 >��) +9� 5+� 9� �o�� �

q� �
�4.(    

  

                                               

                                                     

 �071
��� &9�� �:��� .  ���pCAMBIA-ProE  �pBI-ProZ   ��� :=*� >?��4( +�� ��1 @�
 5�� �	pTG19 A�)
� ��  ���

BamHI � XhoI  &BC�D%	 ��E: F��G(  �337  �	�
) +�*�#
���- ���� &�CpTPro(  �  ���2
���'
 5�� F�K�L- @:M @  �	�
 5��

pCAMBIA1304  �pVUT-ProE A�)
� �� 
������ ��  ���BcuI  �BstEII  ��� @1   N  F7 �FCGUS  ��O ��2500  �� ��� &�C

 �	�
pCAMBIA1304 �  ��� 2@ �FC �D%	  F7  �1700 
F
��� �� �� ���� &�C  �	�
 �� +�*�#
���-  N �pVUT-ProE @:.  5��

 �	�
pCAMBIA-ProE  A�)
� ��SacI 
��� ��E: F��G( ��RS� ��  T��� F: �pVUT @  ���1   F7 �FC�D%	  � ��F:3000  &�C

+�*�#
���-  N 
F
��� �� �� ����   ��� �2 @
���'
 5�� F�K�L- @M �U
�V
 @Lambda DNA/EcoRI+HindIII  

 

          

  
 �072
��� �� W�(�K7 X�O . =*� .
F7 ��9�� ���- 
��� � pCAMBIA-ProE M �- 
���  �pBI-ProZ  

1'� 

2 

M        1         2   2                    1          M   M            1               2 
��� � � 

 

 

  



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / #$� ��!"��� 1394 351 

 ���� �� �	�
��� �
 ���� �	 ������ ���������� ���
pVUT  ������� 	
���(�)
*+& , 

  

  
 �073 ZS��� .Reverse transcription polymerase 

chain reaction )RT-PCR &'����(  ����� �� [���� (

 .+�*�#
���-  N "\�]�9� ����K���- �� 
������ �� �!
�� � ����

  ���1   ��� @(M�) "�S� ���S�2  �4 �D%	 @337  ���� &�C

 ��]4�RT-PCR  ��� � &'����(  �����3 �� [���� W��_ @

 @F��7 
���M@ �U
�V
 Lambda DNA/EcoRI+HindIII  

  

�B
"� ��
�T%�  /��01 !ELISA �
����� ��V( �

  t��# �$ 
� �� ���
 �
����
���     �� �� � ��B��) ! ��

 50 ��� �$  ��# 5+��� 5���"�
H�)
��J1 5+��� �"7 ��� !  !

pCAMBIA-ProE  �pBI-ProZ   � ��
 �# .$
$ / 9�

�����$ 6�  	���
� $�
+� "����
 /�
����
�m
� � �����L�� !

Monobind   �
������
��� �
������� �
+��P� �����"� �

 	R)�
�� !�� � � �B��) / � 
J �$ G
����� �� ��


50 �  # 5+� !  pBI-ProZ  G
��� �#32/4  �8/3    �# �

50 ���  !pCAMBIA-ProE  G��
��� ���#82/6  �6/6 

 <) !
0
 �# W�J�� �.+� $��1�# t�# W�J  

  
  

  
  
 �074�0* �� �\�: `���
 . �%�
 �����  
F7 .��'��� +�,(��- ��

a�� �� ��� 
��� �� 
������ �� 
F7 
��3��S������  �

pCAMBIA-ProE  @b�(�( �� >�)*�3�����
 ���� ��� ��

 �� ��Fc�1  �(4  @F��7 ����� @&'����( ����� �� FS(��dc

�!
�� �!
�� � &'����( � .F��7 �  

�0* :=*� "�
� �� ��K�( �� �d	 "S�,(��- ���  � ���#��� � ����  

�0* :M "�
� �� ��K�( �� FD� "S�,(��- ��� ���#��� � ����  

�!��
  � ��)!( �   +�*�/#
���- ����/�� ����� ��34(

&'����(  ����� �� 
F7 F�*�(  

 ��B��) � �� � �$ 5+� +
��� �
����
��� �)$ P�   ! ��

 /����01 0
 5$ H"���
  ��# �50 ��� �$  ��# 5+��� 	��R)�
��

   �����# $���� �E$ F� ~M� � e�D G� N �$ >)��"� E

 ��)&B� � �
 �# .	E�J �
�N     �>�N � ��j
 �u� �)�
� !

P"� �j
 � 5 
J     �f�� �$ 5 �
J �$ >�N � >�# 1   +�;�$

��6� ��6� �# �\��  # �� +� �
$    >�# P"� ��j
 /$�# �
$

5$ � :
�j
 �5 
J �$ >N �     $ �"��
 >�# N 5 �
J � >N � !

�
o� 
� ��)
�# �# .$�m�  ># P"� �j
 0
 5+�1 	�$ �# ! �

 �����
$ +���h /����01 0
 5$ H"���
  ��# 5 ��
J �$ >��N �  !


Duncan  �f� �$1   	�E�J �
��N ��) P� $��� +;�$

 �
$�%�)1    /
&�
� �5+��1 	��$ �# �
$�%� �# �\��  # .(

 >��N � �$ �
������� / ��
#pCAMBIA-ProE  0
 �"��9
#

 >N �pBI-ProZ   ���o)$ !�� 0
 .$�# 5 
J �$ �� !
�#

    ��� $��# ��B��) 5 
J 0
 �"%� �� � 5 
J �$ / 
# /
&
�

 ����� �$ �/ ���
# /
&���
� �$ :� ���H� ����)
 >���N � $�  

pCAMBIA-ProE ��6� !� �1 � L� �#  .$�m� �
$  

  

  
 ����K
1�#���� . +�U
��� �  
������ �� 
��� �� �	�
 ������ �e� ���

�S���FS_  ���� ��  ��Duncan  $%� ��1F\��  

  

���  

     / �
# /
&�
� �8�
PL� ��)
 0
 5+�1 	�$ �# ]) "� 8mD

a

b

a

c

0

2.5

5

7.5

10

pCAMBIA-PROE pBI-PROZ

  �
� 

��
�


���
 �

�
�

��
 �

��
 �

��

� �

��
� 

�!
 �

��
"#

$
��

 �
��

��

%&��

'(�
) 
���

   M      3      4      1      2    

4         3          2           1        4          3            2          1 

��� � 



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / ��!"��� #$� 1394 352 

 ���� �� �	�
��� �
 ���� �	 ������ ���������� ���
pVUT  ������� 	
���(�)
*+& , 

50 ��� �$ �
������
��� �
�������  !pCAMBIA-ProE 

50 � 0
 �"9
#  !pBI-ProZ     �
������ �
+�P� � ��
 l$�#

   Q"��
� 0
 5$ H"��
  # 5+� +
���CPMV-HT   � 
��#

     ����� 5+�� a�
&�J �)$ �P� 0
 �"%�Sainsbury  �

) /
� ���%�8  ���� �� ��6� f� �$ .$���# (Sainsbury  �

�
( � !�� �# /
� �%�  !5'UTR    <�
'
0�� ����)�

� 9� �+�$
$ W B�
 ��m�# Q9h  
#��    ��

q� ��� +�� 5+

 /�+�AUG  	6
N�� �$161   ���;
 	) � 	�$d #

 	
6N�� �$ �%\�� p���512  e�f�� 	)�P� sX # �

  ��# ����) P� �$ 5+��� $�
� /U ���%\��5'UTR  ���

q�

�� �"E 
�   ��� e��f�  \ �)
 �$ �� ��
�� .$��   �$���

    /�+�� c^�( 
��h �� 	�
 �)
AUG   	�
6N�� �$

161 p��� /�+� 0
 
� / 
# �AUG   	�
6N�� �$512 

�� 	)�P�   �+��  

  �$ ����h ���J
RNA-2    �����)� ���9(� p����

CPMV /�+��� 0
 ���%\�� �AUG  	��
6N�� �$161 

�� p��� �B
"� �$ / 
# +)+� 4)
&E
 �$��   c^�( !

 /�+�AUG   	�
6N�� �$161   ��� $ [��9
�    ��� +���

  /�+�� ��V(AUG   	�
6N�� �$161 5+���
$0 # �  !

 
��# ��%� Q�
� �� .	�
 �%\�� >�   ��)
 �
�|�� !

   W�0��m)� 0
 !� 
��# ��� 	�
 /1 p�|��    ��� �) ��

 /�+��� 0
 
� ���%\��AUG  	��
6N�� �$161  p�����

�%� �%� �+���  /�+� �# +��
��AUG   	�
6N�� �$512 

  $����%X <) p�|�� �)
 .+��� � ,��� 	�$ �
) �

  ) 5 ���� 0 �# 	'
�N v�h� h !
�# 
� ��%�ORF    �)

Open reading frame�� $ [�9
� (   0
 ��� �+��AUG 

 	
6N�� �$115 �� p���   /�+��  # � $��AUG  �$

 	
6N��161 Q�    
� p���� /�+�� �)
 � $�
$ �� ���

�� � �� ) $�
^J8 .(  

     /�+�� 0
 ��%\�� p���� ��� 	�
 5+� rR9�

AUG   	��
6N�� �$115  ����� b ��H�
   <���) � +��"E


  /�+�� !�
^J� ��AUG   	�
6N�� �$161    ���D ��#

���� >��# N���%\�� / ����
 �[\ /�+��� 0
 
� +���1� � ! 

AUG  	
6N�� �$512   $+�B� �%\�� p��� � m�$ �#

�� Q�
�E   5+��1 	�$ �# ��
+� 9� 0
 �
|�E �)
 .+��

�� / 9� �� 	�
  /�+� 0
 / 
# 4� � �+�$AUG  �$

 	
6N��512    /�+�� ��� �� ��0 �AUG   	�
6N�� �$

115  /�+��� � c^��(AUG  	��
6N�� �$161  �N ��#

�+� %# �� b H�
   ��� ��O� �# ��)
 �#  �# .+"E
    ��� +���

 /�+� c^(AUG  	
6N�� �$161    �/1 � �m�$ ��# �

    /�+�� ��)
 $��\� 	�X �# �%\�� 0
 	6� %� c^(

�%\�� sX # �p��� �� $
01 ! ) $��8( .  

50 � �$ �4��w� �)
 �$  !&"�� !pVUT ��
�� �

) �
&�ACCAUGG  /�+�� :�� B� �$ (AUG  �$

 	
6N��512 W�0�m)� �"9
# v^\ ��O�� �#   d �# �  �

        ��O� ��# .+�� {�$ � ��(
�D ��%\�� �)
� �� /$�#

�����  50 ���� !d ���# � 
����# / ���
# W+���X �+�����  !  

pCAMBIA-ProE  �
( � !
�
$5'UTR   ���"E ) �

q�

     /�+�� � ��� �$ ��
��� ��)
 $�\� 	�X �#AUG  �$

 	
6N��512     � f� � �����# ��# 0 �
� ��� +� #  : �6

�� &
� t�# p�� .$�
$ !�"9
#     +�
��� /
&�
� �$ +��
��

����� � �
����� �
) � ! �  .+� # �
^J�
jk� 	�$  

 ���)&J ��� � � �B��) +�� � ��J�# : B)&m�   ! ��

 !
�
$ �B��) .+�"�� ������� !0�� 9� !
�# �m� ��

Q[�     �	��
 !�H��%�
 /U���"
� 0
 5$ H"�
 	)&� �)��

	�)0 $���%X 5$��  !  � $�
$ � �"�� �$ �)d # <97

  �9 �� � � �$ � #     5 �
J 0
 .$��� 	��
$�# 
� /1 /
��

       ��
O� ��H�"R� :d��FL� +�
��� ���O�� ��# ��B��)

�"�1   ��F
R9� � �������� !$ #    	��
 5+�� 5$ H"��


)9       !
��# !+�
��� / �#&
� <�) /
���X ��# &
� �� � .(



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / #$� ��!"��� 1394 353 

 ���� �� �	�
��� �
 ���� �	 ������ ���������� ���
pVUT  ������� 	
���(�)
*+& , 

���
� �
����� �  �    !��� �$ ��
���7 G
����� ! �


�� : 9) �01 	
� ,� ���)� �
�X ���
� !
�# ��
�

B )10     	�[\ !$����%X � � �6E �
�����
 +
��� � (

) �� �$ >)�L�1  .	�
 �"E� � � �# (  

Q[� 0
 ��)       ��)
 ��J�# : B)&m�� G�) 6� �)���

�
����� �� 	�
   �
�L� �$ G�
����� ! �    ��#1 ! ��

�� �"7 �   ���B
"� �$ �� +�"�� �
+) � � G�x
 � +���

+
��� 4� � sX #    ��� G�
����� �
������  ) $���2 .(

     �$ 5+�� +�
��� �
�����
��� �
������ Q� � 
�# /
&
�

    +�
��� �$ 5 �
J ��)
 �
) � $���%X 	�X �# �� � 5 
J

�� 
� �
����� t�# /
&
� 4)
&E
  # /
��    	)�)+��  ��

) $��4.(  

  

������� � ����  

 0
�
��  � / ��� � !��� 5 o�9) �01 W�"L� /d�   ! ��

U�������
# : � m� eM;
 ! S# �� � !0�� 9� u)$��

 �/
�[� 5 o9�
$ �6
mD   4��w�� ��)
 W B�
 �D �$ ��

 �+�$�%� !� �%��� ��9� �� %
%; Q
) %�. 

  

References 

1. Boyhan D, Daniell H. Low-cost production of 
proinsulin in tobacco and lettuce chloroplasts 
for injectable or oral delivery of functional 
insulin and C-peptide. Plant Biotechnol J 2011; 
9(5): 585-98. 

2. Fischer R, Stoger E, Schillberg S, Christou P, 
Twyman RM. Plant-based production of 
biopharmaceuticals. Curr Opin Plant Biol 2004; 
7(2): 152-8. 

3. Twyman RM, Stoger E, Schillberg S, Christou 
P, Fischer R. Molecular farming in plants: host 
systems and expression technology. Trends 
Biotechnol 2003; 21(12): 570-8. 

4. Chen Q, Lai H, Hurtado J, Stahnke J, Leuzinger 
K, Dent M. Agroinfiltration as an Effective and 
Scalable Strategy of Gene Delivery for 
Production of Pharmaceutical Proteins. Adv 
Tech Biol Med 2013; 1(1). 

5. Canizares MC, Nicholson L, Lomonossoff GP. 
Use of viral vectors for vaccine production in 
plants. Immunol Cell Biol 2005; 83(3): 263-70. 

6. Sainsbury F, Thuenemann EC, Lomonossoff 
GP. pEAQ: versatile expression vectors for easy 
and quick transient expression of heterologous 
proteins in plants. Plant Biotechnol J 2009; 7(7): 
682-93. 

7. Fischer R, Emans N. Molecular farming of 
pharmaceutical proteins. Transgenic Res 2000; 
9(4-5): 279-99. 

8. Sainsbury F, Lomonossoff GP. Extremely high-
level and rapid transient protein production in 
plants without the use of viral replication. Plant 
Physiol 2008; 148(3): 1212-8. 

9. Khoudi H, Laberge S, Ferullo JM, Bazin R, 
Darveau A, Castonguay Y, et al. Production of a 
diagnostic monoclonal antibody in perennial 
alfalfa plants. Biotechnol Bioeng 1999; 64(2): 
135-43. 

10. Kapusta J, Modelska A, Figlerowicz M, 
Pniewski T, Letellier M, Lisowa O, et al. A 
plant-derived edible vaccine against hepatitis B 
virus. FASEB J 1999; 13(13): 1796-9. 



 

 

1- MSc Student, Department of Agronomy and Plant Breeding, School of Agriculture and Natural Resources, University of Tehran, 
Karaj, Iran 
2- Professor, Department of Agronomy and Plant Breeding, School of Agriculture and Natural Resources, University of Tehran, 
Karaj, Iran 
3- Assistant Professor, Pediatrics Inherited Diseases Research Center AND Research Institute for Primordial Prevention of Non-
communicable Diseases AND Department of Genetics and Molecular Biology, School of Medicine, Isfahan University of Medical 
Sciences, Isfahan, Iran 
4- PhD Student, Department of Agronomy and Plant Breeding, School of Agriculture and Natural Resources, University of 
Tehran, Karaj, Iran 
5- Assistant Professor, Department of Agronomy and Plant Breeding, School of Agriculture and Natural Resources, University of 
Tehran, Karaj, Iran 
Corresponding Author: Hooshang Alizadeh PhD, Email: halizade@ut.ac.ir 

  

  
www.mui.ac.ir 

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���33  
���
 /327 ���� / ��!"��� #$� 1394 354 

Journal of Isfahan Medical School Received: 05.12.2014 
 

Vol. 33, No. 327, 1st Week, May 2015 Accepted: 18.04.2015 
 

 
Plant Expression of Human Proinsulin Using the Plasmid Viral University of 

Tehran (pVUT) Vector 
 

Mahnaz Kheirollahi1, Ali Akbar  Shahnejat-Bushehri PhD2, Majid Kheirollahi PhD3,  
Fariba Abooei-Mehrizi MSc4, Hooshang Alizadeh PhD5 

 
Abstract 
Background: Insulin is a hormone exclusively produced by pancreatic beta cells. The production of 
recombinant proteins in microorganisms has some disadvantages such as high cost, the possibility of 
contamination with toxic proteins, and costly purification steps; so, the production of recombinant 
proteins in plants can be investigated. Development of transient expression system based on a deleted 
version of Cowpea mosaic virus RNA-2, Cowpea Mosaic Virus-Hyper Translatable (CPMV-HT), has 
provided the extremely high-level and rapid production of proteins without viral replication.  

Methods: In this study, two constructions were prepared; pBI121-Proinsulin-Zera (pBI-ProZ) 
containing human proinsulin gene and Zera (N-terminal proline-rich domain of γ-zein) and 
pCAMBIA1304-Proinsulin-Extensin (pCAMBIA-ProE) containing CPMV-HT expression system for 
improvement of translation of human proinsulin gene and carrot extensin signal peptide. Both 
structures were transiently transferred in to lettuce and alfalfa leaves using Agrobacterium tumefasiens 
pv. C58. Statistical analysis of this study was conducted on the concentration of produced proinsulin 
per each gram of transgenic leaf using factorial arrangement of treatment in a complete randomized 
design. Gene expression was confirmed in transcription level using reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) method and in translation level using enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) and Dot blot assay. 

Findings: Protein accumulation for pCAMBIA-ProE and pBI-ProZ constructs were 6.82 and  
4.32 ng/g in recombinant alfalfa leaves and 6.6 and 3.8 ng/g in recombinant lettuce leaves, respectively. 

Conclusion: Results showed that the expression of proinsulin in pCAMBIA-ProE contains CPMV-HT 
expression system was more than pBI-ProZ. 

Keywords: Human proinsulin gene, Transient expression, Cowpea Mosaic Virus-Hyper Translatable 
(CPMV-HT) expression system, Transgenic plant tissue 
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