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   چكيده

هاي نوتركيب و داروهاي زيستي، نظير هاي معمول بيان پروتئينجايگزين مناسبي براي سيستم گياهان

در صورت  بالاي ژنوم پلاستيد گياهي، پلوئيديبه دليل پلي. باشندهاي ميكروبي تراريخته ميحيوانات يا سيستم

ر بالايي از پروتئين نوتركيب از ژن خارجي در هر سلول وارد و حجم بسيا نسخهتراريختي كلروپلاست، هزاران 

كننده فعال. عروقي دومين عامل مرگ و مير انساني هستند - ها، بيماريهاي قلبيپس از سرطان. شودتوليد مي

هاي نوتركيب داروئي است كه جهت از بين بردن يكي از مهمترين پروتئين )tPA(پلاسمينوژن بافتي انساني 

فرم اصلاح شده . شودهاي خوني قلب و مغز استفاده ميمله رگهاي مختلف بدن از جلخته خون در قسمت

تر، قدرت نفوذ در لخته و فعاليت فيبرينوليتيك نيمه عمر پلاسمايي طولاني يدارا) K2S(پلاسمينوژن بافتي 

به كلروپلاست گياه توتون، پس از طراحي سازه، ژن  K2Sمنظور انتقال ژن مطالعه، به در اين. باشدبالاتر مي

پس از شليك موفق . سازي گرديدهمسانه coli   .Eدرج و سپس در باكتري pKCZف در ناقل كلروپلاستي هد

ها بر روي هاي برگي با استفاده از تكنيك بيولستيك، ريزنمونهبه ريزنمونه K2S (pKCZK2S)ناقل حاوي ژن 

- نوساقهپس از باززايي . گرفتند ميلي گرم در ليتر آنتي بيوتيك اسپكتينومايسين قرار 500محيط انتخابي حاوي 

رشد يافته بر روي محيط انتخابي، به منظور رسيدن به هموپلاسمي چهار دوره انتخاب و باززايي در حضور  هاي

و هموپلاستي در گياهان  K2Sحضور، درج در جايگاه مشخص، بيان ژن . بيوتيك اسپكتينومايسين انجام شدآنتي

 . و سادرن بلات به تاييد رسيد PCR، RT-PCR هايروشپلاستوميك با ترانس

  .پلاستوميك، فعال كننده پلاسمينوژن بافتيلكولي، تراريختي كلروپلاست، ترانسوزراعت م: واژه هاي كليدي
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  مقدمه

بر اساس اعلام رسمي سازمان بهداشت 

ميليارد  6از  ميليون نفر 17جهاني، علل مرگ و مير 

 ي استعروق- هاي قلبيمردم جهان، بيماري

)Ghareyazei, 2006.( كننده پلاسمينوژن بافتي فعال

هاي دارويي ، از مهمترين پروتئين)tPA( ١انساني

است كه نقش مهم در سيستم فيبرينوليتيك و باز 

 Colen and Lijnen(هاي خوني دارد شدن لخته

2004.(  

يك سرين پروتئاز با زنجيره    tPAپروتئين

سولفيدي، باند دي 17 اي،اسيدآمينه 527پپتيد  پلي

 63-68هفت درصد كربوهيدرات، وزن مولكولي 

 دمين (ساختاري  دمينكيلودالتون و داراي پنج 

، )EGF( ٣، فاكتور رشد پوستي)F( ٢انگشتي

، و سرين )K2( 2، كرينگل)K1( ٤1كرينگل

فرم ). Ranby et al., 1982(باشد مي) پروتئاز

 (K2S)ساني،كننده پلاسمينوژن ان اصلاح شده فعال

Reteplase   ميناست كه فاقدهاي  دF ،EGF وK1  

اين فرم فاقد جايگاه گليكوليزه . باشد فرم اصلي مي

و تعداد باندهاي  355بوده، تعداد آمينواسيد آن به 

-از ويژگي. كاهش يافته است 9سولفيدي آن به  دي

توان به نيمه عمر پلاسمايي بيشتر، هاي بارز آن مي

ر به مهاركنندگان پروتئازي پلاسما، مقاومت بيشت

توانايي بيشتر در اتصال انتخابي به فيبرين و توانايي 

                                                 
1
 Human Tissue Plasminogen Activator 

2
 Finger 

3
 Epidermal Growth Factor 

4
 Kringle 

طبيعي اشاره كرد  tPAترومبوليتيكي بيشتر نسبت به 

)Kohnert et al., 1992 .( گزارشات متعددي از

كولي ايشريشيا  نوتركيب در باكتري tPAتوليد 
Saito et al., 1994) ; Qiu et al., 1998; Ji et al., 

) CHO(هاي تخمدان هامستر چيني ، سلول)1998

)Corwright, 1992( ٥ساكاروميس سرويزيا، مخمر 

)Lemontt et al., 1985(هاي سلولي مشتق ، لاين

، )Oka et al., 1990(از مگس سركه شده 

، )Mariyln et al., 2001( ٦آسپرژيلوس نيدولانس

هاي لول، س)Soleimani et al., 2006(ليشمانيا 

C127  موش)Reddy et al., 1987( غدد شيري ،

و شير بز  )Huang et al., 1999(گاو و موش 

)Ebert et al., 1991 (از مهمترين . موجود است

توان به هزينه بالاي هاي ذكر شده ميمعايب سيستم

هاي ايمونولوژيك در اثر توليد، بازده كم، واكنش

، خطر )Dater et al., 1993(آلودگي باكتريايي 

هاي هاي مشترك و ويروسآلودگي به بيماري

). Verma and Daniell, 2007(حيواني اشاره كرد 

با افزايش تقاضا براي توليد اين پروتئين به دليل 

هاي هاي مختلف آن براي درمان بيماريهاستفاد

وجود سيستم توليد در مقياس وسيع، فيبرينوليتيك، 

توليد . باشدمي مقرون به صرفه و ايمن ضروري

داروهاي زيستي در گياهان و به عبارتي ديگر 

استفاده از گياه به عنوان كارخانه زيستي توليد 

 ٧هاي نوتركيب يا همان كشاورزي مولكولي پروتئين

                                                 
5
Saccharomyce cerevisiae 

6
 Aspergillus nidulans 

7
 Molecular Farming 
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با وجود . باشديكي از جديدترين راهبردها مي

هاي مختلف در هسته گزارشات متعدد انتقال ژن

نوتركيب، اين نوع بيان  هايگياهان و بيان پروتئين

ژن داراي نقايص متعددي از جمله حجم كم 

پروتئين نوتركيب توليد شده در هر گياه و زمان 

به هسته گياه  tPAژن . باشدطولاني رشد گياه مي

 ,.Hahn et al., 2009 Masumi asl et al(توتون 

 Laminaria japonica، جلبك دريايي );2010

)Zhang et al., 2009 (هاي موئينه خربزه يشهو ر

. انتقال داده شده است) Kang et al., 2011(شرقي 

پروتئين محلول % tPA ،0014/0 بيشترين ميزان بيان

ميكروگرم در ميلي  17/0-15/0در توتون و كل 

يكي از راهكارهاي . گرم ريشه گزارش شده است

بيان پروتئين نوتركيب در افزايش مناسب براي 

هاي كد كننده  حاق ژن يا ژنگياهان تراريخته، ال

پروتئين نوتركيب مورد نظر در ژنوم كلروپلاست 

پلوئيدي موجود در سيستم پليماهيت به دليل . است

از اين ژنوم  نسخهژنتيكي پلاستيد كه شامل هزاران 

حجم  ،شود، در صورت تراريختيدر هر سلول مي

ها بسيار بالايي از پروتئين خارجي در اين اندامك

يعني پلاستيدهاي تراريخت به منزله . شودميتوليد 

هاي قوي توليد پروتئين نوتركيب عمل كارخانه

عدم فرار ژن به دليل توارث مادري . خواهند كرد

پلاستيد در بيشتر گياهان، بيان ژن هدف در يك 

جايگاه خاص، عدم پديده اثر مكاني و خاموشي ژن 

مزاياي و بيان همزمان چند ژن انتقال يافته از ديگر 

با توجه به نياز مبرم . انتقال ژن به كلروپلاست است

- جهت مصارف درماني در سكته tPA پروتئينبه 

هاي قلبي و مغزي، كشور ما يكي از واردكنندگان 

هاي  توليد پروتئين. باشد اصلي اين دارو مي

نوتركيب در كلروپلاست گياهان علاوه بر قيمت 

نبوه آنها را ارزان محصول توليدي، امكان توليد ا

همسانه سازي ژن  ،در اين تحقيق. آورد فراهم مي

tPA  فرمK2S  در ناقل كلروپلاستي مخصوص گياه

توتون و انتقال آن به كلروپلاست گياه توتون 

پلاستوميك در گياهان ترانس. صورت پذيرفت

تا توليدي وضعيت بياني ژن هدف بررسي گرديد 

  .ددگامي جهت توليد اين پروتئين فراهم گر

  

 هامواد و روش

دريافت شده از ( pKCZناقل  از تحقيق اين در

 )١پروفسور هنز كوپ از دانشگاه مكسيميلين مونيخ

جهت تراريختي كلروپلاست گياه توتون استفاده 

است كه مقاومت به  aadAاين ناقل شامل ژن . شد

بيوتيك اسپكتينومايسين و استرپتومايسين را آنتي

مربوط به   Prrnيشبرنترل پكند و تحت كفراهم مي

دائمي  برپيشپلاستيدي به عنوان يك  rRNAاپرون 

كه  INSRو  INSLهمچنين دو ناحيه . شودبيان مي

دقيقا مشابه دو ناحيه از ژنوم پلاستيدي گياه توتون 

است، سبب انجام نوتركيبي همولوگ بين ناقل و 

ژنوم پلاستيدي و در نهايت درج ژن در 

 سازه ژني جهت. شودتوتون ميكلروپلاست گياه 

                                                 

1
 Prof. Hans U. Koop: Ludwig Maximilians 

University, Munich 
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قبل از ژن  pKCZناقل در  K2Sفرم  tPAدرج ژن 

aadA ژن . طراحي شدK2S  وaadA  به صورت

بيان خواهند  Prrn كنترل پيشبر دي سيسترون تحت

آغازگرهاي مناسب بدين منظور ). 1شكل(شد 

، توالي )PF1( در طراحي آغازگر رفت. طراحي شد

ر درج ژن در در ناقل به منظو( NcoIبرشي  جايگاه

به (، توالي شش هيستيدين )pKCZكلروپلاستي 

پروتئين  تخليصمنظور نشانمند كردن و تسهيل 

به ( ١Xa، توالي پروتئازي فاكتور )رتپلاز توليدي

 منظور جدا كردن پپتيدهاي هيستيدين از پروتئين 

tPA در طراحي . اضافه گرديد) تخليصپس از

ريبوزومي  اتصال جايگاه، )PR1( آغازگر برگشت

٢RBS ) به منظور بيان ژنaadA ( برشي  جايگاهو 

NcoIدر نظر گرفته شد . 

شرايط تكثير با استفاده از آغازگرهاي 

سيكل  30با برنامه  PCRاختصاصي و از طريق 

ثانيه،  60به مدت  ºC94  سازيواسرشته شامل دماي

 ثانيه، دماي بسط  30به مدت  ºC65 دماي اتصال 

ºC72  دقيقه در  5ثانيه،  90مدت بهºC 94  به عنوان

به عنوان بسط نهايي  ºC72 دقيقه در  10پيش دما و 

  . بهينه شد

در ناقل  (K2S)ژن هدف  سازيهمسانه

كمك با  PCRاز طريق : T/pTZ57Rتجاري 

 5´به انتهاي  Taq DNA Polymeraseآنزيم

عمل . افزوده شد Aچندين نوكلئوتيد  ، K2Sژن

 T/pTZ57Rناقل تجاري  در K2Sدرج ژن هدف 

                                                 
1
 Factor Xa 

2
 Ribosome Binding Site 

كيت بر اساس دستورالعمل در حضور آنزيم ليگاز و 

K1214 استفاده از . گرفت شركت فرمنتاز صورت

سازي چندگانه ناقل تجاري محل همسانه

T/pTZ57R  امكان فعاليت بهتر جهت مراحل بعدي

سازي در ناقل كلروپلاستي خاص گياه همسانه

توان از نين ميهمچ. آوردتوتون را فراهم مي

چندگانه  محل درجدو طرف  M13آغازگرهاي 

 ,.Esmaeili et al(براي تعيين توالي استفاده كرد 

(.2006   
هاي مستعد معرفي سازه تهيه شده به سلول

-جهت آماده كردن سلول :باكتري ايشريشياكولي

از روش كلريد كلسيم و  DH5αسويه  E. coliهاي 

از روش شوك  جهت تراريختي به درون باكتري

- از كلون. استفاده شد) Sambrook, 2001(حرارتي 

- مايع حاوي آنتي LBهاي رشد يافته در محيط 

سيلين، استخراج پلاسميد به روش ليز بيوتيك آمپي

صحت . انجام شدSambrook, 2001) (قليايي 

سازي با استفاده از هضم برشي با آنزيم همسانه

NcoI ٣، كلونيPCR پس از . ييد شديابي تاو توالي

اطمينان از صحت توالي و چهارچوب خواندن ژن 

K2Sناقل تجاري ،T /pTZ57R  حاوي ژنK2S 

. هضم شد NcoIاستخراج و توسط آنزيم برشي 

از روي ژل آگاروز با كيت خالص  K2Sقطعه ژني 

  . جدا شد BioNeerسازي ساخت شركت 

                                                 
3
 Colony PCR 
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  .در ژنوم كلروپلاست توتون K2Sي سيسترونيك ژن تصوير شماتيك سازه طراحي شده براي بيان د -1شكل 

Figure 1- Schematic view of the designed construct for dicistronic expression of the K2S gene in 

tobacco chloroplast genome.  
  :توالي آغازگرها به صورت زير بود

PF1: 5'- CAT GCC ATG GAA CAT CAT CAT CAT CAT CAT ATC GAA GGT CGC  

 

           GGA AAC AGT GAC TGC TAC TTT G 
 

PR1: 5'- CAT GCC ATG GAT CCC TCC CTT CAT CAC GGT CGC ATG TTG TC -3' 

 
Overhang : ،لنگرگاهGly : ،اسيدآمينه گلايسينHistag : ،شش هيستيدينStop codon : ،كدون خاتمهRBS :ياتصال ريبوزوم جايگاه  

  

  

 در ناقل كلروپلاستي  K2Sژن  سازيانههمس

:pKCZ ناقل كلروپلاستيpKCZ  با آنزيم برشي

NcoI ناقل خطي شده  5´انتهاي فسفر . خطي شد

ساخت شركت  EF0651 با كيت آلكالين فسفاتاز 

با استفاده از واكنش   K2Sشد و ژن حذففرمنتاز، 

ساختار تهيه شده به روش . شد درجاتصال در آن 

سويه  E. coliهاي مستعد باكتري ولقبلي به سل

DH5α هاي رشد يافته در محيط از كلون. وارد شد

LB استخراج پلاسميد  ،مايع pKCZK2S به روش

با توجه به اينكه دو طرف . ليز قليايي انجام گرفت

ژن و وكتور با يك آنزيم برش داده شده بود، اين 

احتمال وجود داشت كه قطعه ژني به صورت 

اقل قرار گيرد، جهت صحيح درج ژن، معكوس در ن

 80وكتور،  Prrnبا آغازگر طراحي شده از ناحيه 

و  )PF2( قبل از ژن به عنوان آغازگر رفتجفت باز 

و از ) K2S )PR2همراه با آغازگر برگشت ژن 

صحت كلونينگ با استفاده از . تاييد شد PCRطريق 

و توالي PCRكلوني  ،NcoIهضم آنزيمي با آنزيم 

هاي حاصل در مرحله بعد كلون. تاييد شديابي 

جهت انتقال به كلروپلاست توتون مورد استفاده 

 PF2: 5'- GGC TAG CGG CAA .قرار گرفتند

TTC GCC GTC GTT CAA TGA GAA T-3'  
PR2: 5'- TCA CGG TCG CAT GTT GTC 

ACG AAT CCA G -3 

 

 Nicotiana بذور توتون  :مواد گياهي

tabacum  رقمXhanti س از ضدعفوني در محيط پ

 Overhang            NcoI           Gly                                   Histag                                                        Factor Xa 

Overhang               NcoI                        RBS                    Stop codon                       
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كشت شد و در  ،در شرايط استريل MSكشت 

ساعت تاريكي  8ساعت روشنايي،  16فيتوترون در 

هاي برگ. گراد قرار گرفتدرجه سانتي 25و دماي 

بالغ سبز تيره جهت تراريختي از گياهان برداشت 

  .شدند

جهت تراريختي،  :تراريختي كلروپلاست

 RMOPحيط ساعت قبل بر روي م 24ها برگ

 mgL-11/0 پايه حاوي  ١MS كشت محيط(

NAA= ،mgL-1 3BAP= و تيامين mgL-11 ( در

ساعت تاريكي و  8ساعت روشنايي،  16فيتوترون 

  .گراد قرار گرفتنددرجه سانتي 25دماي 

جهت انجام  :آماده سازي ذرات ناقل

از ذرات طلا با  ،ايتراريختي با تكنيك بمباران ذره

پس از استريل . ر استفاده شدميكرومت 6/0قطر 

، )pKCZK2S(، ناقل حامل ژن %70ذرات با اتاتول 

 1/0مولار و اسپرميدين  5/2توسط كلريد كلسيم 

رسوب و بر روي صفحات ناقل  هاروي آنبرمولار 

  . توزيع شد

ها با ذرات ناقل حاوي تراريختي برگ

DNA:  جهت تراريختي از دستگاه PDS-

1000/Heقبل از . تفاده شداس ٢شركت بايورد

تراريختي تمام اجزاي غير ثابت دستگاه كاملا 

شرايط مطلوب شليك شامل فشار گاز . استريل شد

 Psi، فشار صفحات پاره شونده Psi 1100هليوم 

                                                 
1
 Murashige and Skoog 

2
 Bio Rad 

، فاصله بافت هدف inch Hg24 ، فشار خلاء 900

  . متر بودسانتي 6تا صفحات متوقف شونده 

اران هاي بمببرگ :هاي تراريختكشت برگ

ساعت در شرايط كنترل شده و بر  48شده به مدت 

-سپس به اندازه. گرفتند قرار RMOPروي محيط 

گر خرد و در روي محيط گزينش 5/0×5/0هاي 

)RMOP  حاويmgL-1 500  آنتي بيوتيك

 8ساعت روشنايي،  16در شرايط ) اسپكتينومايسين

گراد قرار درجه سانتي 25ساعت تاريكي و دماي 

ها هر دو هفته يكبار تعويض مرتب محيط. گرفتند

پس از گذشت چهار هفته از زمان . انجام گرفت

بر روي محيط  ي مقاومهااولين گياهچه ،بمباران

به منظور دستيابي به . انتخابي ظاهر شدند

هاي گياهان تازه رسته ها و برگهموپلاسمي، ساقه

هاي غربال و به محيطتقسيم  تربه قطعات كوچك

اين عمل براي . بيوتيك منتقل شدندتيحاوي آن

  . صورت گرفت )بار 4(دوره هاي متعدد باززايي 

: DNAآناليز گياهان تراريخت در سطح 

DNA شاهدهاي گياهان تراريخت و ژنومي برگ 

 CTAB  )Murray andبه روش

Thompson,1980 (تعيين كميت و . استخراج شد

استخراج شده از طريق  DNAكيفيت 

. متر و الكترفورز ژل آگاروز انجام شداسپكتروفتو

ميكروليتر واكنش،  25، در حجم PCRجهت آناليز 

ميلي مولار  4/1، شده استخراج DNAنانوگرم  50

 dNTPs ،10ميلي مولار  2/0كلريد منيزيم، 

ميكرومولار آغازگر رفت و برگشت مربوط به ژن 
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K2S  واحد آنزيم 1و Taq DNA Polymerase 

اي پليمراز طبق شرايط نش زنجيرهواك. استفاده شد

بر روي ژل  PCRمحصول . بهينه شده انجام شد

 K2Sگياهان داراي ژن . الكتروفورز شد% 1آگاروز 

به منظور تاييد درج . شناسايي و انتخاب شدند

 PCRكلروپلاست توتون، آناليز  صحيح ژن در ژنوم

ديگري با آغازگر رفت طراحي شده از درون ژن 

K2S )PF3 (غازگر برگشت طراحي شده از و آ

) PR3(روي ژنوم كلروپلاست خارج از ناحيه درج 

، شامل PCRشرايط تكثير از طريق . صورت گرفت

به مدت  ºC 94 سازيواسرشتهچرخه در دماي  30

ثانيه،  30به مدت  ºC58 ثانيه، دماي اتصال  60

 دقيقه در 5ثانيه،  120به مدت  ºC72 دماي بسط 

ºC 94 دقيقه در  10ش دما و به عنوان پي ºC72  به

 PF3: 5' –GCA TCT .عنوان بسط نهايي بهينه شد

AAG TAG TAA GCC CAC CCC A -3'  
PR3: 5ʹ-TTG ATG CGA AAC TGA GGC 

TG -3ʹ 
و انجام آزمون سادرن  كاوشگرطراحي 

به منظور تاييد  :بلات جهت تاييد هموپلاسمي

. هموپلاسمي آزمون سادرن بلات صورت گرفت

و  K2Sاز ناحيه  كاوشگرن منظور توالي دو بدي

trnR  طراحي و از طريقPCR  باdNTP  هاي

به عنوان الگو  pKCZK2Sدار و از روي سازه نشان

 شاهدكل گياهان تراريخت و  DNA. تكثير شد

 استخراج و به طور جداگانه توسط دو آنزيم برشي

HindIII   و EcoRI37رار گرفتن در دماي با ق 

ساعت هضم كامل  12گراد به مدت يدرجه سانت

غلظت محصولات هضم شده توسط نانودراپ . شد

ميكروگرم از محصولات هضم شده، بر  20تعيين و 

 25ساعت با ولتاژ  15به مدت % 1روي ژل آگاروز 

هاي در حضور محلول DNAقطعات . تفكيك شدند

با استفاده از خاصيت كاپيلاري نمكي واسرشت و 

(Brown, 1999) منتقل شد يغشاي نيتروسلولز به .

تهيه بافرهاي مورد  ،به غشا كاوشگرهيبريداسيون 

-DIGنياز و ظهور باندها طبق دستورالعمل كيت 

DNA Labeling and Detection kit (Roche, 

Germany) صورت گرفت.  

: RNAآناليز گياهان تراريخت در سطح 

هاي جوان با استفاده از از برگ RNAاستخراج 

. شركت سيناژن صورت گرفت RNX-Plusمحلول 

RNA  استخراج شده تحت تاثير آنزيمDNAse 

كيفيت و كميت . قرار گرفت Fermentaseشركت 

و از طريق % 1آن با الكترفورز بر روي ژل آگاروز 

با كيت  cDNAساخت . اسپكتروفتومتر تعيين شد

K1214  شركتFermentase صورت گرفت .

اختصاصي  هايآغازگربا  RT-PCRسپس واكنش 

) PR4و  K2S )PF4طراحي شده از وسط ژن 

 20، در حجم PCRجهت آناليز . صورت گرفت

 5/1الگو،  cDNAنانوگرم  50ميكروليتر واكنش، 

، dNTPsميلي مولار  2/0مولار كلريد منيزيم،  ميلي

واحد  1ميكرومولار آغازگر رفت و برگشت و  10

رايط ش .استفاده شد Polymerase Taq DNAآنزيم 

 ºC 94واسرشته سازيسيكل شامل دماي  30تكثير، 

 30به مدت  ºC57ثانيه، دماي اتصال  60به مدت 

دقيقه  5ثانيه،  30به مدت  ºC72ثانيه، دماي بسط 
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 ºC72 دقيقه در  10به عنوان پيش دما و  ºC 94در 

-RTمحصول . به عنوان بسط نهايي صورت گرفت

PCR  ز گرديدالكتروفور% 1بر روي  ژل آگاروز.  
PF4: 5ʹ- GGA AAC AGT GAC TGC TAC 

TTT GGG AA -3ʹ 

PR4: 5ʹ- TTG ATG CGA AAC TGA GGC 

TG -3ʹ 
  

  نتايج 

با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي طراحي 

محصولي با  PCRطي واكنش  K2Sشده از ژن 

با ). 2 شكل(توليد گرديد جفت باز  1200اندازه 

، NcoIيم با آنز pTZ57RK2Sبرش آنزيمي ناقل 

آزاد ) جفت باز K2S )1200 قطعه ژني مربوط به 

تخليص شده  pKCZK2Sناقل ). 3 شكل(گرديد 

 قطعه ژني مربوط به ژن  NcoIتحت برش با آنزيم 

K2S)1200 4 شكل(را مشخص كرد ) جفت باز .(

با آغازگرهاي   PCRهمچنين نتايج كلوني

و پرايمر طراحي شده از ناحيه  K2Sاختصاصي ژن 

Prrn  جفت باز مورد انتظار را  1280ناقل قطعه ژني

مقايسه ). 5 شكل( كردتكثير ها در بسياري از كلون

با اطلاعات موجود كلون انتخابي  3يابي نتايج توالي

درصد با توالي  100شباهت در بانك هاي اطلاعاتي 

چهار هفته پس از ). 6شكل (را نشان داد  tPAژن 

گياهچه ر معدودي تعداد بسيااولين بمباران ژني 

در محيط  كه )a 7شكل( ندتراريخت ظاهر شد

بيوتيك قادر به توليد ريشه و برگ كشت حاوي آنتي

همچنين ظهور چندين گياهچه  ).b 7شكل( بودند

بيوتيك پس از سه دور در محيط كشت حاوي آنتي

هاي تراريخت و رفتن باززايي، بيانگر تقسيم سلول

). c 7شكل( گياهان به سمت هموپلاسمي است

 گياهان تراريخت قطعه ژني 8تعداد  PCRآناليز 

 جفت باز را نشان داد و هيچ باندي در گياه 1200

). 8 شكل(تراريخت مشاهده نشد غير شاهد

در جفت باز  1800 همچنين ظهور قطعه ژني

شاهد  تراريخت و عدم حضور آن در گياه گياهان

ه از غير تراريخت با استفاده از آغازگر طراحي شد

روي ژنوم كلروپلاست، بيانگر درج صحيح ژن 

K2S  9 شكل(در ژنوم كلروپلاست توتون است .(

آناليز با  T0درج ژن و هموپلاسمي در گياهان 

غير (شاهد  قطعه ژنومي گياه. سادرن بلات تاييد شد

و  pKCZK2Sپلاستوميك با ترانس ،)تراريخت

 و  HindIIIپس از هضم برشي با  pKCZناقل 

EcoRI 10 در ناحيه درج در شكلa ،b  و c شان ن

 HindIIIبرشي توسط آنزيم با هضم. داده شده است

پلاستوميك و در گياهان ترانس kb  8/2، قطعه ژني

در  pKCZK2S(،     kb 7/1ناقل (كنترل مثبت 

- غيرشاهد در گياه  kb 1و قطعه  pKCZناقل 

با هضم ). gو  e 10شكل ( تراريخت توليد شد

در  kb  6/1، قطعه ژنيEcoRIسط آنزيم برشي تو

پلاستوميك و كنترل مثبت گياهان ترانس

 kbو  pKCZدر ناقل  pKCZK2S( ،kb  99/2ناقل(

شكل (شد  ايجادتراريخت غيرشاهد در گياه  4/1

10 f  وd .(با استفاده از پلاستوميك، در گياه ترانس

 برشيدر هضم  kb 8/2 حضور باند ،trnR كاوشگر

با  برشيدر هضم  kb 6/1 باندو  HindIII با آنزيم
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شكل (همانند كنترل مثبت تاييد شد   EcoRIآنزيم

10 f  وg( . كاوشگربا استفاده از K2S با ظهور ،

  EcoRIدر هضم برشي با آنزيم kb 6/1قطعه ژني 

همانند  HindIIIدر هضم برشي با آنزيم  kb 8/2و 

 trnN و  trnRدر ناحيه K2S درج ژن كنترل مثبت 

 .)dو  e 10شكل (تاييد شد  پلاستوميكترانس گياه

را در  bp  300تكثير قطعه ژني RT-PCRنتايج 

پلاستوميك نشان داد و اين قطعه در ترانسگياهان 

 غيرتراريخت و كنترل منفي مشاهده نشدشاهد  گياه

  ).11شكل(

  

  
C: ،)فرمنتاز( 1Kb نشانگر اندازه: M، %1بر روي ژل آگاروز K2Sژن  PCRمحصول  - 2شكل

كنترل منفي  -

  ).آب به عنوان الگو(
Figure 2- PCR products of the K2S gene on the 1% Agarose gel. M: (Fermentase 1kb 

standard GeneRuler), C
-
: Negative control (Water as a template). 

 

 

 

 
  ).فرمنتاز( 1Kbزه نشانگر اندا: NcoI ،Mبا آنزيم  TAK2Sناقل هضم آنزيمي  - 3شكل

Figure 3- Digestion of TAK2S vector with NcoI enzyme, M: 1kb standard GeneRuler 

(Fermentase). 
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ناقل  - 3 -1، )فرمنتاز(1Kbنشانگر اندازه = M NcoIبا آنزيم pKCZK2S برش ناقل  - 4شكل

pKCZK2S ،4-6 -  ناقل pKCZK2S برش يافته.  
Figure 4- Digestion of pKCZK2S vector with NcoI enzyme, M: Fermentase 1 kb standard 

GeneRuler, Lane1–3: pKCZK2S Vector, Lane 4–6: digested pKCZK2S Vector.  
 

  

  
نشانگر = prrn ،Mبا پرايمر طراحي شده از ناحيه  %1بر روي ژل آگاروز PCR محصول كلوني  - 5شكل

Cاندازه، 
  .كلون هاي رشديافته بر روي محيط: pKCZK2S  ،10 -1)وكتور(كنترل مثبت  +

Figure 5- products of colony PCR with designed primer from prrn region on the 1% 

Agarose gel. M: 1 kb standard GeneRuler, C
+
: positive control (pKCZK2S Vector), Lanes 

1–10: The clones those were grown on the medium. 
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  .ژنيهاي با اطلاعات موجود در بانك  pKCZكلون شده در ناقل K2Sيابي ژن مقايسه توالي - 6شكل

Figure 6- The results of sequencing of the cloned K2S gene as compared with data of 

GeneBank.  

  

  
 RMOPز بمباران بر روي محيط هفته پس ا 4تراريخت باززايي شده ظهور اولين گياهچه هاي : a - 7شكل

mgL حاوي
mgL حاوي MSگياهان تراريخت در محيط كشت : bبيوتيك اسپكتينومايسين، آنتي 1500-

-

ظهور گياهچه هاي مقاوم حاصل دور سوم : cآنتي بيوتيك اسپكتينومايسين چهار ماه پس از تراريختي  1500

mgL حاوي RMOPباززايي بر روي محيط 
  .آنتي بيوتيك اسپكتينومايسين 1500-

Figure 7- a: The first regenerated tobacco plants, 4 weeks after bombardment in the RMOP 

medium containing 500 mg/l spectinomycin antibiotic. B: Transgenic plants in MS medium 

containing 500 mg/l spectinomycin 4 months after bombardment. c: The third regenerated 

tobacco shoots in RMOP medium containing 500 mg/l spectinomycin.  
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1kb ،:Cنشانگر اندازه : M، %1بر روي ژل آگاروز  گياهان مقاوم به آنتي بيوتيك PCR محصول -8 شكل

+ 

  .گياه غيرتراريخت wt:گياهان تراريخت،  9-8و  pKCZK2S( ،1-6ناقل (كنترل مثبت 
Figure 8- PCR products of antibiotic resistant plants on the 1% Agarose gel. M: 1kb 

standard GeneRuler, C
+
: Positive control (pKCZK2S vector), Lane 1-6 and 8-9: Transgenic 

plants, wt: non-transgenic plant. 

  

  
بر روي ژل آگاروز  ثير با آغازگر طراحي شده از ژنوم كلروپلاستحاصل از تك PCR محصول - 9 شكل

1% ،M : 1نشانگر اندازهkb )فرمنتاز( ،C
: 5- 1گياه غيرتراريخت، : wt، )آب به عنوان الگو(كنترل منفي :   -

  .گياهان تراريخت
Figure 9- PCR amplifications with native chloroplast genome primer on the 1% Agarose 

gel, M: 1 1kb standard GeneRuler (Fermentas), C
-
 negative control (water as template), wt: 

non-transformed plant, Lanes 1–5: transplastomic plants. 
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: b، )غيرتراريخته( گياه شاهدكلروپلاست  آنزيمي هاي برشجايگاه: aپلاستوميك، نتايج آزمون سادرن بلات در گياهان ترانس -10شكل

و f . در محل درج pKCZK2Sكلروپلاست گياه تراريخته و ناقل  آنزيمي هاي برشجايگاه: pKCZ ،cناقل  آنزيمي هاي برشجايگاه

d : برش با آنزيمEcoRI. e  وg : برش با آنزيمHindIII.   در گياه تراريخت در هيبريد با كاوشگرtrnR قطعه ژني ،kb 6/1  در

همانند كنترل مثبت بيانگر هموپلاسمي و در ) g( HindIIIدر هضم برشي با آنزيم  kb 8/2و ) EcoRI  )fا آنزيم هضم برشي ب

) e( HindIIIدر هضم برشي با آنزيم  kb 8/2و ) EcoRI  )dدر هضم برشي با آنزيم  kb 6/1، قطعه ژني K2Sهيبريد با كاوشگر 

گياه : wt، پلاستوميكانسگياه تر: K ،)، فرمنتازSM0333(نشانگر اندازه:M. حيح استهمانند كنترل مثبت بيانگر درج ژن در جايگاه ص

pKCZ ،Cناقل : Pغير تراريخت، شاهد 
  .)pKCZK2Sناقل (كنترل مثبت : +

Figure 10- Southern-blot analysis of transplastomic T0 lines. Maps of non-transformed plant (a), pKCZ 

Vector (b) and transplastomic plant (c) genomes showing the positions of HindIII and EcoRI sites; broken 

lines indicate the expected size fragments. Southern-blot analysis confirmed transgene integration in the 

plastid genome. DNA was digested by either EcoRI (d, f) or HindIII (e, g) and blots were hybridized to a 

probe targeting a fragment of the K2S (d, e) or trnR gene (f, g). When DNA was digested with EcoRI (d), the 

K2S probe hybridized to a 1.6 kb fragment in the transplastomic plant and positive control. When DNA was 

digested with HindIII (e), the K2S probe hybridized to a 2.8 kb fragment in the transplastomic plant and 

positive control. When DNA was digested with EcoRI (f), the trnR probe hybridized to a 1.6 kb fragment in 

the transplastomic plant and positive control.When DNA was digested with HindIII (g), the trnR probe 

hybridized to a 2.8 kb fragment in the transplastomic plant and positive control.M: Mixed molecular weight 

marker (SM0333, fermentas), K: Transplastomic plant, Wt: non-transformed plant P: pKCZ vector, C
+
: 

Positive control (pKCZK2S vector).  
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C، )فرمنتاز( 1Kbنشانگر اندازه : M، %1بر روي ژل آگاروز  پلاستوميكترانسگياهان RT-PCR محصول  -11 شكل

 كنترل مثبت:  +

pKCZK2S( ،1C ناقل(
C، )به عنوان الگو RNA(كنترل منفي :  -

-
گياه (كنترل منفي :  wt،)آب به عنوان الگو(كنترل منفي:  2

  .گياهان تراريخت: 3-1، )غيرتراريخت

Figure 11- RT-PCR amplification of transplastomic plants on the 1% Agarose gel. M: 1 kb 

molecular weight marker (Fermentas), C
+
: positive control (pKCZK2S vector), C1

-
: 

negative control (RNA as template), C2
-
: negative control (water as template), wt: negative 

control (non-transformed plant), Lane 1–3: transplastomic plants. 

  

  

  

  بحث

به ) tPA(فعال كننده پلاسمينوژن بافتي 

خاطر تمايل بالاي آن به فيبرين، به عنوان يك عامل 

با تزريق . ترومبوليتيك ارزشمند شناخته شده است

به عنوان داروي ضد لخته خون يك  tPAپروتئين 

توان خطر مرگ را به ساعت پس از حمله قلبي، مي

ميزبان). Frank, 1995( داري كاهش دادطور معني

هاي سلولي پستانداران هاي مختلفي از جمله لاين

)1992 Corwright( باكتري ،Saito et al., 1994) 

;Qiu et al., 1998; Ji et al., 1998( مخمر ،

)Lemontt et al., 1985( قارچ ،Mariyln et al., 

و ) Soleimani et al., 2006(، ليشمانيا )(2001

 ,.Masumi asl et al., 2010; Kang et al(گياهان 

2011; Hahn et al., 2009; ( جهت توليدtPA 

هاي بياني ذكر هيچ يك از سيستم. انداستفاده شده

ب در مقياس وسيع پروتئين نوتركي شده قادر به بيان

پلوئيد بودن ژنوم كلروپلاست، پلي به دليل. نيستند

با انتقال ژن خارجي به كلروپلاست، تجمع بسيار 

ها هاي نوتركيب را در اين اندامكبالايي از پروتئين

اي ميزان بيان پروانسولين به گونه. خواهيم داشت

روتئين كل پ% 47انساني در كلروپلاست توتون تا 

كل پروتئين محلول گزارش % 53محلول و در كاهو 

اما ). Boyhan and Danielle, 2011(شده است 

تاكنون هيچ گونه گزارشي در خصوص توليد 

. در كلروپلاست گياه ارائه نشده است tPAپروتئين 

) tPA )Retplaseدر اين تحقيق از فرم كوتاه شده 
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 tPAبه به دليل نيمه عمر پلاسمايي بيشتر نسبت 

طبيعي و فقدان جايگاه گليكوليزه، براي بيان در 

ژن مورد نظر  .استفاده شدگياه توتون كلروپلاست 

تحت ) aadA(بيوتيك همراه با ژن مقاومت به آنتي

، به منظور بيان 16srRNAبسيار قوي  شبركنترل پي

خاص  pKCZسيسترونيك در ناقل كلروپلاستي دي

اين . سازي شدنهگياه توتون قرار گرفته و همسا

ها در منجر به تجمع بسيار بالايي از رونوشت شبرپي

به دليل  .Zou, 2001)( كلروپلاست خواهد شد

 16SrRNAهاي خودبخودي در رايج بودن جهش

- پلاستيدي كه منجر به ايجاد مقاومت نسبت به آنتي

شود، ممكن است بيوتيك اسپكتينومايسين مي

 وجود داشته باشندگياهان به ظاهر تراريخت مقاوم 

)(Zou, 2001اين گياهان همانند گياه شاهد ، 

تراريخت نشده هيچ تكثيري را با آغازگرهاي 

). 7چاهك  8شكل (نشان ندادند  K2S ياختصاص

-ʹ5هاي تنظيم كننده تحت كنترل توالي pKCZناقل 

UTR  است، گزارش شده است كه در حضور اين

خواهد يافت  برابر افزايش 500- 300ناحيه، بيان ژن 

)Fernandez-San et al., 2003 .(هاي در روش

هاي نوتركيب جهت سهولت مرسوم توليد پروتئين

در مرحله تخليص، قبل از انتقال ژن يك توالي 

شود تا پس از ترجمه به كوتاه به آن افزوده مي

. پروتئين، تمايل به ليگاند اختصاصي داشته باشد

هيستيدين قرار ، توالي كوتاه شش K2Sقبل از ژن 

گرفت تا پس از ترجمه به پروتئين به دليل تمايل به 

ليگاند اختصاصي نيكل از ستون كروماتوگرافي به 

همچنين به منظور جداسازي . راحتي تخليص شود

پپتيدهاي هيستيديني از پروتئين پس از تخليص، 

تايي بين توالي شش Xaتوالي پروتئازي فاكتور 

يكي از . قرار گرفت K2Sهيستيدين و توالي ژن 

نواحي مناسب ورود ژن خارجي در ژنوم پلاستيدي 

-R(آرژنين  tRNAتوتون حدفاصل بين دو ژن 

ACG ( و آسپاراژين)N-GUU ( در جايگاه برشي

Mun1  واقع در نواحي تكراري)IR ( است كه مورد

 INSRو  INSLنواحي . است pKCZهدف ناقل 

تكثير  ناقل به طور اختصاصي از روي اين نواحي

شده و سبب انجام نوتركيبي همولوگ و واردسازي 

شود، بنابراين تعداد ژن هدف به محل مورد نظر مي

وارد شده كه قادر به قرارگيري در هر  ژنهاي نسخه

نسخه ژنوم كلروپلاست هستند به دو برابر افزايش 

در صورتي كه درج ژن در جايگاه خاص . يابندمي

ژن درج مربوط به  Kb8/1 صورت گيرد، قطعه ژني 

K2S  تكثير خواهد شد، آناليزPCR  وجود ژن

). 9شكل(كند مزبور را در گياهان تراريخت تائيد مي

پلوئيدي پس از انجام تراريختي، به دليل ماهيت پلي

ژنوم پلاستيدي و حذف حالت هتروپلاسمي، نياز 

به انتخاب قوي، تدريجي و طولاني مدت سلول

هاي بدين منظور دوره هاي در حال تكثير است،

هاي متعدد انتخاب و باززايي در حضور غلظت

بيوتيك اسپكتينومايسين صورت بسيار بالاي آنتي

الگوي باندي مشاهده آناليز سادرن بلات در . گرفت

پلاستوميك شبيه كنترل مثبت شده در گياه ترانس

بوده و قطعه ژني مربوط به گياه ) pKCZK2Sناقل (
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شكل (مشاهده نشد  هادر آنشاهد غيرتراريخت 

مويد هموپلاست بودن گياهان اين آناليز ). 10

گياهاني . تراريخت پس از چهار دور باززايي است

  PCRبيوتيك وكه در مراحل انتخاب به كمك آنتي

 RT-PCRبه عنوان تراريخت شناسايي شدند، در 

 شدند و تكثير اين قطعه در گياه شاهد نيز تكثير

از اين . رل منفي صورت نگرفتغيرتراريخت و كنت

آناليز مي توان نتيجه گرفت كه گياهان تراريخت هم 

را دريافت كرده اند و هم اين ژن با  K2Sژن 

موفقيت در اين گياهان در حال بيان و رونويسي 

.است
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Cloning of the truncated Human tPA Gene in Chloroplast vector and regeneration of 

transplastomic tobacco plants  
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Abstract 

Plants are suitable replacements for current biodrugs and recombinant protein expression 

systems such as transgenic animals or microbial systems. As the plant plastid genome is highly 

polyploid, the transformation of chloroplast permits the introduction of thousands of copies of 

foreign gene per plant cell and generates extraordinarily high levels of recombinant protein. 

Cardiovascular diseases are the second one leading cause of human mortality after cancer. 

Human tissue-type plasminogen activator (tPA) is one of the most important pharmaceutical 

recombinant proteins involved in the breakdown of blood clots in different parts of body such as 

brain and heart blood vessels. The truncated form of tissue plasminogen activator (K2S) has 

longer plasma half life, better diffusion into the clot and higher fibrinolytic activity. In this study, 

in order to introduction of K2S gene in tobacco chloroplast, after construct design, the interest 

gene was ligated to pKCZ vector and cloned in E. coli. Following the successfully shooting of the 

K2S-containing vector (pKCZK2S) to leaf explants using the biolistic delivery procedure, the 

explants were selected on selection medium containing 500 mgL
-1

 spectinomycine antibiotic. 

After regeneration of grown shoots on selective medium, in order to achieve homoplasmy, fourth 

rounds of selection and regeneration in presence of spectinomycine antibiotic were performed. 

The presence, site-specific integration, expression of the K2S gene and homoplasmy in 

transplastomic plants were confirmed by PCR, RT-PCR and Southern blotting methods. 

Keywords: Chloroplast Transformation, Molecular Farming, Tissue Plasminogen Activator, 

Transplastomic.  
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