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  چكيده
از  جلـوگيري  و خـوني  هـاي لختـه  كردن حل موجب كه است فيبرين اختصاصي عامل يك tPAپروتئين 

ر گياهاني مثل دباشد كه كاسكوتين يك پروتئاز با فعاليت و پايداري بالا مي گردد.مي مغزي و قلبي ي هسكته
وتوكيب نهاي وتئينهزينه توليد پر د.كناي نفوذ به ميزبان استفاده مياز آن بر گياه پارازيت سس وجود دارد و

هاي نوتركيـب  ئيناما توليد پروت .اكتري استببرابر كمتر از توليد همان پروتئين توسط  50الي  10در گياهان 
 و پايـداري  هاي مهمي از جمله عمليات پايين دستي و تخليص، پايين بودن فعاليتدر گياهان هنوز با چالش

 ي دارد. هـدف توليد شده در گياهان پايداري و فعاليت پـايين  tPAپروتئين نوتركيب  باشد.پروتئين روبرو مي
كاسـكوتين از   مجايگاه فعال آنزيمهندسي پروتئين و افزودن  با استفاده از tPAاري افزايش پايد  اين تحقيق،

 صـورت گرفـت و   DNAاسـتخراج  ابتدا از گياه سـس   و توليد پروتئين شيمري مي باشد. tPAگياه سس به 
كمـك   مورد نطر از ژن كاسكوتين تكثير گرديـد. سـپس بـه    ههاي اختصاصي قطعآغازگرسپس با استفاده از 

تحـت كنتـرل   شـيمري حاصـله    tPAقطعـه  شد.  متصل tPAكاسكوتين به ژن  هقطع SOEing PCRك تكني
 و تـرادف رمـز كننـده     Kozakقرار گرفت. توالي افزايش دهنـده   NOSو خاتمه دهنده  CaMV 35Sپيشبر 

 ـ افـزوده شـدند   tPA، بـه ترتيـب بـه دو انتهـاي آمينـي و كربوكسـيلي ژن       KDELپپتيد نشـانه   ه . سـازه تهي
ي تراريخت رو به روش انتقال ژن مبتني بر اگروباكتريوم به ژنوم گياه توتون منتقل و گياهان  pBI(tPA(شده

، PCR، RT-PCR محيط حاوي كانامايسين انتخاب شدند. ارزيـابي گياهـان تراريخـت بـا اسـتفاده از فنـون      
SDS-PAGE ، شيمرينشان داد كه ژن  نتايج . انجام شد و زيموگرافي وسترن بلاتtPA  وتـون  به گياهان ت

سـي پـروتئين و   مهند بنابراينپايداري آن بهبود يافته است.  نرمال فعاليت و  tPAدر مقايسه با  ومنتقل شده 
 اري و فعاليـت هاي گياهي با فعاليت و پايداري بالاتر جهت افـزايش مانـدگ  هايي از پروتئينبخشاستفاده از 

  راي افزايش كارايي اين داروها باشد.تواند راهكار جديدي بداروهاي نوتركيب، مي
  .تين، كاسكوشيمري، افزايش فعاليت، فعال كننده پلاسمينوژن بافتي، مهندسي پروتئين: كلمات كليدي
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  مقدمه

ــدر دن ــراي داروهــاي   ايي ــروز تقاضــا ب ام

باشـد و  يم ـ شيبه روز در حـال افـزا   روزي ستيز

 ـ  نيا متيق معمولاً چون آنهـا را   يداروهـا، فراوان

توسـعه   ييهـا سـتم يلازم اسـت س  كند،يم دودمح

 مـت يرا بـا ق  يسـت يز داروهـاي  بتواننـد  كـه  ابندي

 ـاخت مناسب در  مصـرف كننـدگان قـرار دهنـد     اري

)Pen et al., 1992; Saify et al., 2011.( 

بـا  ) E.coliاشيريشـياكولي(  هايي مثـل پروكاريوت

توجه به سهولت دستكاري و سادگي بيان پروتئين 

ــج ــرين سراي ــروتئين ت ــراي پ ــاني ب هــاي يســتم بي

 ،امـا  .)Darabi et al., 2017(باشـند نوتركيب مـي 

ممكـن   در بـاكتري نوتركيـب  هـاي  پروتئينتوليد 

 داوريي باشد كه استفادههمراه است با مواد سمي 

امكـان تخريـب    همچنـين  .سازدمي محدودآن را 

ــروتئين  ــك پ ــاريوتيپروتئوليتي ــب يوك در  نوتركي

پــروتئين  دارد. بعــلاوهود وجــهــا داخــل بــاكتري

نامحلول  داخل باكتري بصورتتواند مي نوتركيب

 1هـاي و منجر به تشـكيل انكلـوژن بـادي    در آمده

نيازمند شكل گيـري مجـدد و   كه نامحلول گردد، 

ــي اســت   ــيص پرزحمــت وگرانقيمت مراحــل تخل

)Daniell, 2003; Ma et al., 1999.( فعال كننده-

رينوليتيك قادر بـه  هاي پلاسمينوژن در سيستم فيب

تبديل پلاسـمينوژن بـه فـرم فعـال كاتاليتيـك آن      

باشند كه شبكه فيبرينـي همـراه بـا    (پلاسمين) مي

). دو 1كنـد (شـكل   مـي  هضمهاي خوني را لخته

هـاي پلاسـمينوژن وجـود    نوع اصلي فعال كننـده 

دارند كه عبارتند از: فعال كننده پلاسمينوژن نـوع  

                                                 
1 -Inclusin body 

 )PA-t(3 سمينوژن بافتيو فعال كننده پلا 2اروكيناز

)Chen et al., 2005; Mosher, 1990 پروتئين  .(

tPAفعال كننده اصلي پلاسمينوژن در خون مي ،-

پروتئـوليز   uPAباشد در صورتي كه نقش اصـلي  

وابسته به بافت است و عقيده بـر ايـن اسـت كـه     

نقش آن در حذف فيبرين داخل عروقي نسبت بـه  

tPAباشــد، ثانويــه مــي )Amiri et al., 2015( .

فيبرينـوليز بطـور عمـده در سـطح فيبـرين      فرايند 

 .شودمنتشر ميسپس در داخل رگ و  شروع شده

هاي اتصال براي تماس بهينه زيرا اين سطح، محل

ــك    ــتم فيبرينوليتي ــزاي سيس ــدادي از اج ــين تع ب

كند. اين را مهيا مي tPAبخصوص پلاسمينوژن و 

 tPAينوژن و اثر تحريكي، غلظت بالائي از پلاسم

آورد و موجـب  را در رسوبات فيبرين بوجود مـي 

-متمركز شدن فعاليت پلاسمين در اين ناحيه مـي 

). Ausubel et al., 2003; Brown, 1985گـردد ( 

عروقـي مثـل سـكته، حملـه      -هـاي قلبـي  بيماري

ــاد  ــال ح ــدي  4ميوكاردي ــم وري  5و ترومبوامبوليس

ت ترين عامل مرگ و مير در جمعي ـاصلي احتمالاً

. مهمترين عامل )Bawon, 1985( باشندانساني مي

اي در مطرح در اين شرايط، اغلـب انسـداد لختـه   

باشد كه موجـب نرسـيدن   هاي خوني مهم ميرگ

گـردد.  هاي حياتي (قلب و مغز) مـي خون به اندام

يك ديدگاه درماني ترومبوز، تزريق داخل وريدي 

ل هاي پلاسمينوژن به عنوان داروي ح ـفعال كننده

                                                 
2 - Urokinase type Plasminogen Activator 
3 - Tissue type Plasminogen Activator 
4 - myocardial infarction 
5 - tromboembolism 
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).  Daniel, 2006باشــد (كننــده لختــه خــون مــي

استرپتوكايناز يك فعال كننده پلاسمينوژن با منشاء 

هـاي  باكتريائي است كه توسـط بعضـي از سـويه   

هـا نيـز   استرپتوكوكوس توليد شـده و در كلينيـك  

گـران بـوده و بـه     شود. اين دارو نسبتاًاستفاده مي

ي)، دليل منشاء غيـر انسـاني آن (مخمـر و بـاكتر    

استفاده از آن با واكنش هاي نـامطلوب و تـب زا   

همراه است. علاوه بر اين، استرپتوكايناز نـه فقـط   

پلاسمينوژن متصل به فيبـرين بلكـه پلاسـمينوژن    

كنـد كـه   موجود در گردش خون را نيز فعـال مـي  

پـروتئين  امـا   خطر خونريزي شـديد وجـود دارد.  

tPA  هاي خـوني  اختصاصي عمل كرده و به لخته

 شــود و ترجيحــاًقــوي متصــل مــي بطــور نســبتاً

ها را فعال پلاسمينوژن به دام افتاده در داخل لخته

كند و اثر كمـي روي پلاسـمينوژن موجـود در    مي

گردش خون يا ديگر فاكتورهـاي مـوثر در لختـه    

 نوتركيـــب احتمـــالاً tPAخــون دارد. بنـــابراين  

تمايـل  موثرترين عامل فيبرينوليتيـك اسـت زيـرا    

، نه تنها فعاليـت كاتاليتيـك    tPAفيبرين به  اتصال

كند بلكه كـارائي كاتاليتيـك   را به لخته متمركز مي

tPA    دهـد را نيـز افـزايش مـي )Sandra et al., 

 tPAي ژن cDNA، از نظـر بيوشــيميايي  ).1985

باشد كـه  مي )polyAباز (بجز توالي  2530 داراي

 اسـيدآمينه  35كنـد. از  اسيدآمينه را رمـز مـي   562

تا  -1( موجود در قبل از شروع توالي پروتئين بالغ

اســيدآمينه آن مربــوط بــه  20-23)، احتمــالا -35

باشد كه در ادامه آن توالي سيگنال پپتيد آبگريز مي

اي مربـوط بـه تـوالي آبدوسـت     اسيدآمينه 15-12

پروتئين قرارگرفته است. بهر حال پس از ترجمـه  

ف و تــائي فــوق حــذ 35، تــوالي  tPAو ترشــح 

 آيـد اسـيدآمينه بدسـت مـي    527پروتئين بالغ بـا  

)Pennica et al., 1983; Rouf, 1996(.  مطالعات

ــه در    ــت ك ــان داده اس ــاه نش ــسگي ــاوي  س ح

هـا بيشـترين   يكسـري از ژن  وم (مكينـه) هوستوري

 ،هاي فاقد هوسـتوريوم دارد بيان را نسبت به سس

تـوان بـه ژن كـد كننـده يـك      ها ميكه از اين ژن

بــه نــام   وميينــاز اختصاصــي هوســتوري  پروتئ

كه پايداري و فعاليت بالايي كاسكوتين اشاره كرد 

سـازي سـس نقـش    ر طول پروسه آلودهداشته و د

. ايـن  )Marc et al., 2010( كنـد مهمي را ايفا مي

ژن داراي ويژگي بيـان مكـاني بـوده طـوري كـه      

بيان بسيار كمـي   ومهاي سس فاقد هوستوريساقه

هـاي داراي  ارنـد در حاليكـه سـاقه   از اين ژن را د

روز اتصــال بــه ميزبــان  3هوســتوريا كــه بعــد از 

برداشت شده بودند، بيشترين ميزان بيان اين ژن را 

كند را كد مي pre-pro-proteinدارند. اين ژن يك 

كه هر يك از زيرواحـدهاي ايـن پـروتئين نقـش     

زيرواحد پروپپتيدي ايـن   .)2( شكل  مجزايي دارد

-مي ERFIN-motifيك موتيفي به نام ژن داراي 

باشــد كــه نقــش مهاركننــدگي فعاليــت سيســتئين 

زيـر واحـد    پروتئينازي اين آنزيم را برعهده دارد.

پروتئازي آن نيـز نقـش اصـلي در هضـم ديـواره      

سلولي گياهي و نفوذ پارازيت به گياه ميزبان دارد 

)Marc et al., 2010.(      با توجـه بـه پـايين بـودن

نوتركيب توليدي از طريق  tPAيداري فعاليت و پا

) در اين مطالعه اقدام Saify et al., 2011گياهان (

شيمري با استفاده از اتصال جايگـاه   tPAبه توليد 

  فعال ژن كاسكوتين گياهي گرديد.
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-tدهد. فعال سازي پلاسمينوژن به پلاسمين در خون توسط مكانيسم عمل فيبرينوليتيك را نشان مي -1شكل 

PA شود. پلاسمين با اثر بر روي فيبرينوژن و تبديل آن به فيبرين هاي اندوتليال كاتاليز ميترشح شده از سلول

  شود.موجب باز شدن لخته خوني مي
Figure 1- Action mechanism of fibrinolitic. Activation of plasminogen to plasmin by secreted 

tPA from epithelial cells. Plasmin is acts on fibrinogen and convert it to fibrin, therefore 

dissolves the clots. 

 

 
  ).B( tPA) و ژن Aهاي مختلف ژن كاسكوتين (شماتيك بخش -2شكل 

Figure 2- Schematic of Cuscutain gene (A) and tPA gene (B). 
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  مواد و روش ها

  ناقل هاي ژني و سويه هاي باكتري

ــاكتري  ــويه  E.coliاز بــ و  F' Top10ســ

-بـراي همسـانه   T Easy Vector-®pGEM ناقـل 

سازي اسـتفاده شـد. بـراي تراريختـي گياهـان از      

ــاكتريوم   ــاكتري اگروبــ  Agrobacterum)بــ

tumefaciens)  ســــــــــــــويهLBA4404 و 

  استفاده گرديد.  pBI121  (Novagen)پلاسميد

  

و  و كاســكوتين tPAهــاي ژن قطعــات تكثيــر

  قطعه شيمري ساخت

توتـون بـا    از گيـاه سـس   DNAاستخراج 

 Saify( صورت گرفـت  CTABاستفاده از روش 

et al., 2009(.     هـاي  آغازگرسـپس بـا اسـتفاده از

) قطعـه مربـوط بـه    1جدول ( ʹAو  A اختصاصي

با برنامـه   )bp 300جايگاه فعال آنزيم كاسكوتين (

 35 قـه، دقي 4 براي C° 94 واسرشت كردندمايي 

 قــه،يدق كيــ بــراي C° 94دردمــاي هيــلچرخــه او

 و بسـط در  قـه يدق كيبه مدت  C° 61 در اتصال

C°72  دقيقه و بسـط نهـايي   2به مدتC° 72   بـه

 bp 1500 قطعه همچنين .تكثير شددقيقه  5مدت 

 با چرخه دمايي مشـابه كاسـكوتين   tPAاز ابتداي 

با استفاده از ) بود C°60 اتصالدماي تنها تفاوت (

پـس   ).2تكثير گرديد (شكل  ʹB و Bآغازگرهاي 

درصد،  1از تكثير قطعات و الكتروفورز ژل اگارز 

قطعات مورد نظر از روي ژل با اسـتفاده از كيـت   

ــتخراج   ــت و اســـ ــركت  DNAبازيافـــ (شـــ

 ) از روي ژل خـالص سـازي شـد.   ترموسينتيفيك

براي اتصـال دو قطعـه تكثيـر شـده نيـز از روش      

SOEing-PCR ه از استفاده شد. بدين صورت ك ـ

ــزان  tPAهركــدام از قطعــات كاســكوتين و   5مي

 1ميكروليتر در ميكروتيوب ريخته شـد و سـپس   

ــر   DMSO ،10ميكروليتـــر  dNTP ،1ميكروليتـ

 O2ddHميكروليتـر   5/27و  1يوژنميكروليتر بافر ف

تكثيـر قطعـه    رديـد. گبه هر ميكروتيـوب اضـافه   

باشد. در مرحله مي PCRشيمري شامل دو مرحله 

 بـراي  C° 98 اوليـه واسرشـت  مه دمـايي  برنااول 

 ،ثانيـه  60 بـراي  C° 94 چرخه دماي 5 ،ثانيه 100

 و بسـط در  ثانيـه  60بـه مـدت    C° 60 در اتصال

C°72  ــدت ــه م ــه 120ب ــس از  ثاني ــود. پ  PCRب

ها آنزيم پليمراز فيـوژن  مرحله اول به ميكروتيوب

ــاي آغازگرو  ــافه و   ʹAو   Bه ــه  PCRاض مرحل

 براي C° 98 واسرشت كردن دوم با چرخه دمايي

 60 بـراي  C° 94 دمايشامل: چرخه  25 ،ثانيه 60

 بسط در، ثانيه 60به مدت  C° 60 در اتصال ،ثانيه

C°72   و بسـط نهـايي    ثانيـه  120به مـدتC°72  

   بود.

  

   tPAسازي ژن شيميري همسانه

-پس از تكثير و تخليص ژن شيمري از ژل، ژن

ــل   ــر در ناق ــورد نظ ــاي م  T Easy Vectorه

(Promaga)  همسانه سازي شدند. سازه تهيه شده

منتقـل گرديـد. بـه     E .coliهاي مسـتعد  به سلول

-هاي مثبت، بـر روي كلنـي  منظور شناسايي كلني

 50هاي سفيد رشد كرده در محيط انتخابي (حاوي

                                                 
1 - Phusion buffer 
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)، X-Galو  IPTGگرم در ليتر آمپي سـيلين،  ميلي

هـاي مثبـت   انجام شد. سـپس كلـون   PCR-كلني

خاب شده با هضم آنزيمي مـورد بررسـي قـرار    انت

از  گرفته و تائيد شـدند. جهـت حصـول اطمينـان    

هـاي شناسـايي شـده پـس از     كلـون  صحيح بودن

هدف، آناليزهاي لازم بـا   DNAيابي قطعات توالي

ــه ــتفاده از برنامـ ــزار   BLAST اسـ ــرم افـ و  نـ

Clustalw سازي صورت پذيرفت. پس از همسانه

و تهيـه   pBI121ي گيـاهي  در ناقـل بيـان  tPA ژن 

ــر pBI-tPAســازه  ــي ب ــا روش مبتن ، ژن هــدف ب

هـاي گيـاه توتـون    آگروباكتريوم به هسـته سـلول  

هـاي تراريخـت گياهـان    منتقل گرديد و از سـلول 

ــان انتخــابي در   ــده و گياه تراريخــت بدســت آم

و پـروتئين  مـورد بررسـي     DNA ،RNAسطوح 

هاي جـوان و  از برگ RNAقرار گرفت. استخراج 

شــركت    RNX-Plus TMبـا اســتفاده از كيـت  

، از cDNAسيناكلون انجـام گرفـت. بـراي سـنتز     

 ReverteAid First Strand cDNAكيـــت 

Synthesis   شركت ترموساينتيفيك استفاده شد و

  انجام گرديد.  RT-PCRآزمون 

  

  نرمال tPAسازي همسانه

نيز به عنوان كنتـرل   tPAدر اين مطالعه ژن نرمال 

سـازي، و  شيمري همسانه tPAايسه با و جهت مق

  به گياهان توتون منتقل گرديد.

و  Guy  از روشجهت اسـتخراج پـروتئين   

هـاي  گرم از نمونهميلي 100 .استفاده شدهمكاران 

گياهي براي اسـتخراج پـروتئين اسـتفاده گرديـد.     

غلظت پروتئين با استفاده از كيت كميـت سـنجي   

ن شـد. ميـزان   ) تعيـي Bio-Radپروتئين برادفورد (

-SDS  هـا روي ژل  ميكروگـرم از پـروتئين   100

PAGE 12   ــزي ــگ آمي ــذاري، و رن ــد بارگ درص

ــت  كوماســي ــد.   بريليان ــو انجــام ش ــونبل  آزم

ــروتئين  100مقــدار : زيمــوگرافي ميكروگــرم از پ

استخراج شده با مقدار مساوي از بـافر بارگـذاري    

 %1اكريلاميد حاوي ژلاتين  %12مخلوط و در ژل 

ميلـي آمپـر در اتـاق     10لاسمينوژن، با جريان و پ

) %5/2سرد، الكتروفورز شد. سپس ژل با تريتون (

به مدت يك ساعت در دماي اتـاق شستشـو داده   

درجه  37ساعت در دماي  3شد و سپس به مدت 

مولار قـرار داده   1/0سانتيگراد در داخل گلايسين 

 30شد. در نهايت، ژل با كوماسي بلـو بـه مـدت    

رنگ آميزي شده و سپس به صورت كامـل  دقيقه 

: در طي اين رنگ بري شد. آزمون وسترن بلاتينگ

ميكروگـرم از پـروتئين در ژل    100مقـدار  آزمون 

اكريلاميــد ران شــد و ســپس بــا اســتفاده از  12%

دستگاه انتقال دهنده، باندها به كاغـذ نيتروسـلولز   

منتقل شدند. سپس بلاك كردن كاغذ نيتروسـلولز  

  انجام شد. %15ده از سرم آلبومين گاوي با استفا

و  بـافر فسـفات  پس از سه بار شستشـو بـا   

 3افزوده و به مـدت   tPAتريتون، آنتي بادي اوليه 

 بار شستشو كـرده و   3ساعت شيكر شد و دوباره 

سـاعت   5/1سپس آنتي بادي ثانويه افزوده شده و 

بار ديگـر شستشـو داده و    3شيكر شد. در نهايت 

را روي كاغذ نيتروسلولز اضـافه   Dabسوبستراي 

نموده و  حضور پروتئين مـوردنظر  بـه صـورت    

  باند مشخص شد. 
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 .PCRآغازگرهاي اختصاصي مورد استفاده براي مراحل  -1جدول 

Table 1- Applied specific primers in PCR steps. 

 Sequence              توالي Type of primer نوع آغازگر Gene ژن

cuscutain 
A: forward 5ʹ-TCTCCACCCCTGTTCGGGCGAAAGAGAA-3ʹ 

Aʹ: reverse 5ʹ-GAGCTCCAAATTGAGAAATAGAT-3ʹ 

t-PA 
B: forward 5ʹ-GGATCCTTCTGAGCACAGGGCTGG-3ʹ 

Bʹ reverse 5ʹ-AGAGGTTGTGATGTGCAGCGGCTGG-3ʹ 

rolC 
C: forward 5ʹ-TTAGCCGATTGCAAACTTGCAC-3ʹ 

Cʹ: reverse 5ʹ-ATCATTTGTAGCGACT-3ʹ 

 

  و بحث نتايج

ژل آگــارز نشــان داد كــه  روي PCR نتــايج

توســط  tPAقطعــات تكثيــر شــده كاســكوتين و 

 tPA ژنو به هم متصـل،   SOEing-PCRتكنيك 

ــايج ). 3ســاخته شــده اســت (شــكل شــيمري  نت

هـاي برشـي،   غربالگري آبي/سفيد، هضم با آنـزيم 

PCR يابي نشان داد كه و تواليtPA  ي بـه  شـيمر

  .درستي همسانه شده است

روي گياهان تراريخت نيـز نشـان داد    PCRنتايج 

شـود كـه در   تكثيـر مـي   bp 1800كه يك قطعـه  

شـود (شـكل   هاي غير تراريخت ديـده نمـي  نمونه

a4.(  پس از استخراج RNA كل و توليدcDNA ،

به كمك آغازگرهاي اختصاصي   RT-PCRواكنش

گرديـد   جفـت بـازي   1800موجب تكثير باندهاي

هاي انتقال يافته در گياهان ). بنابراين ژنb4(شكل

  شوند.  تراريخت رونويسي مي

  

  
قطعه تكثير  1(ماركر مخلوط شركت ژن رولر)، چاهك  DNAماركر  Mشيمري:  tPAساخت قطعه  -3شكل 

  ال.نرم tPAقطعه  4شيمري، چاهك  tPAقطعه تكثير شده  3، چاهك tPAقطعه  2شده كاسكوتين، چاهك 

Figure 3- Construction of chimeric-tPA. M: DNA marker (lader mix, Gene ruler), line 1: 

cuscutain segment, line 2: tPA segment, line 3: constructed chimeric-tPA, line 4: 

normal-tPA and line. 
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 2و1)، چاهـك  kb1( DNAمـاركر   PCR. Mبررسي گياهان تراريخت با استفاده از  :)(راست الف -4 شكل

كنتـرل منفـي(آب) و    Cنرمـال. چاهـك    tPAگياهان حـاوي   4و  3هاي شيمري، چاهك tPAگياهان حاوي 

 -Cچاهـك   .RT-PCRبـا روش   tPAنتـايج بررسـي بيـان ژن     :)(چپ گياهان غير تراريخت. ب Nچاهك 

گياهـان تراريخـت    5و  4و  3هـاي  نرمال، چاهك tPAگياهان تراريخت حاوي  2و1منفي، چاهك هاي  كنترل

  كيلو بازي. 1ماركر  M )، چاهك  tPAشيمري، + كنترل مثبت (پلاسميد حاوي  tPAحاوي 

Figure 4- A (Right): Analysis of plants using PCR. M: DNA ladder (1 kb), line 1and 2: 

transgenic plants containing chimeric-tPA, line 3 and 4: transgenic plants containing 

normal-tPA, Line C: negative control and line N is non-transgenic plants. B (Left): 

Results of tPA expression using RT-PCR. Line 1 and 2: transgenic plants containing 

normal-tPA, line 3, 4 and 5: transgenic plants containing chimeric-tPA, M: 1kb DNA 

ladder, and line + is plasmid containing tPA as positive control. 

  
: M تراريخت و شاهد(غير تراريخت).استخراج شده گياهان هاي پروتئين SDS-PAGEآناليز  -5شكل

هان گيا T2: گياه شاهد (غير تراريخت) و NTنرمال،  tPA: گياه تراريخت حاوي T1نشانگر پروتئيني، 

ر ود، دشمي مشاهدهيك باند اضافي معادل كنترل مثبت   Tهاي چاهكدر  شيمري. tPAتراريخت حاوي 

  نگرديد.حالي كه در گياه شاهد اين باند مشاهده 

Figure 5- SDS-PAGE analysis of purified proteins from transgenic and non-transgenic 

plants. M is protein ladder, T1 transgenic plants containing normal-tPA, NT non-

transgenic plants and T2 transgenic plants containing chimeric-tPA. In T lines an extra 

band was observed while not seen in non-transgenic plants. 
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عصـاره پروتئينـي از    1كنترل مثبـت (داروي اكتيـواز)، چاهـك     Cنتايج آزمون زيموگرافي. چاهك  – 6شكل

عصـاره   3نرمـال و چاهـك    tPAيخت حاوي عصاره پروتئيني از گياهان ترار 2گياهان غير تراريخت، چاهك 

  شيمري   tPAپروتئيني گياهان تراريخت حاوي 

Figure 6- Results of zymography. Line C is positive control (Activase drug), line 1 plant 

extract from non-transgenic plants, line 2 plant extract of transgenic plant containing 

normal-tPA and line 3 protein extract of transgenic plant containing chimeric-tPA. 

  

  
عصـاره پروتئينـي از    2و  1هـاي  عصاره گياه غير تراريخـت. چاهـك   C-نتايج وسترن بلات. چاهك  -7شكل 

و چاهك شيمري  tPAعصاره پروتئيني گياهان تراريخت حاوي  3 نرمال، چاهك tPAگياهان تراريخت حاوي 

   كنترل مثبت (داروي اكتيواز). 4

Figure 7- result of western blotting. Line –C is non-transgenic plants, lines 1 and 2 

protein extract of transgenic plants containing normal-tPA, line 3 protein extract of 

transgenic plants containing chimeric-tPA and line 4 posetive control (Activase drug).  
 

 

   روي پروتئين استخراجي SDS-PAGE انجام

اسـتخراج شـده   هاي  پروتئيندر اين آزمون 

تراريخت، در مقايسه با گياهـان شـاهد   از گياهان 

 65-63حـدود  مولكـولي  با وزن  اضافي يك باند

كـه برابــر وزن   نشـان دادنــد   ) KDaكيلودالتـون( 

  ).5ل(شك باشدمي)  tPAدنظر (پروتئين مور
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  آزمون زيموگرافي

نشـان داد كـه در   نتايج آزمـون زيمـوگرافي   

بـه علـت فعاليـت     tPAمحل چاهك مربـوط بـه   

پروتئوليتيكي اختصاصي آن زمينه آبـي ژل سـفيد   

هـا)  در حالي كه كنترل منفي (ساير پـروتئين شده، 

چنين خصوصيتي را نداشته و چاهك مربـوط بـه   

همچنــين آزمــون  ).6(شــكل مانــدآنهــا آبــي مــي

زيموگرافي نشان داد كه با وجود بارگذاري مقدار 

 tPAشيمري و نرمال، ميزان فعاليـت   tPAبرابر از 

 آناليز ). 3چاهك  6باشد (شكل شيمري بيشتر مي

وسترن بلات بر روي پروتئين هاي استخراج شده 

وجود يك باند مشخص با از گياهان تراريخت نيز 

را نشـان داد كـه   كيلو دالتون  65 -63وزن حدود 

در باشـد.  مـي  tPAپـروتئين   مولكـولي  برابر وزن

مورد پروتئين اسـتخراج   ي درمشابه باند حالي كه

   ).7ل(شك شده از گياهان شاهد مشاهده نگرديد

-امروزه از مهندسي پروتئين و توليد پـروتئين 

ــيمري   ــاي ش ــوژي،  ه ــاي بيوتكنول ــراي كاربرده ب

هــاي منظــور توليــد پــروتئينصــنعتي، پزشــكي بــه 

هاي ثانويـه  )، متابوليتZhou et al., 2004دارويي (

)Hwang et al., 2013 هــاي زيســتي ) و سـوخت

در ايــن ). Kim et al., 2011( شــودمــي اســتفاده

شـيمري جهـت مقايسـه     tPAنرمال و  tPAمطالعه 

ميزان فعاليت و پايـداري آنهـا بـا اسـتفاده از روش     

 .نـد اهـان توتـون منتقـل گرديد   اگروباكتريوم بـه گي 

هـاي  گزارشات مختلفي از تـاثير جـايگزيني بخـش   

ــت    ــداري و فعالي ــان، پاي ــزان بي ــي روي مي پروتئين

 ,.Wu et alهـاي نوتركيـب وجـود دارد (   پـروتئين 

شيمري در گياهان توتون  Cry9Aa). بيان ژن 2004

نشان داد كه مقدار پروتئين در مقايسـه بـا پـروتئين    

 Kuvshinov etيشتري داشته است (طبيعي افزايش ب

al., 2001 .(  هاي شيمري با پروتئينمطالعات بيشتر

 دســتكاري در ســاختار خــود پــروتئين بــوده اســت

)Guzma´n et al., 2014،( در اين تحقيق بـراي   اما

اولين بـار يـك قطعـه از پـروتئين گيـاهي بـا يـك        

قطعه پـروتئين  شده است.  همجوشپروتئين انساني 

از آنزيم كاسكونين گرفته شده اسـت كـه    گياهي كه

-داراي فعاليت آنزيمي قوي و پايداري بـالايي مـي  

بـه همـين علـت، ژن    ). Marc et al., 2010باشـد ( 

tPA هاي مهندسي پـروتئين  كمك روش به شيمري

طبيعـي انسـاني در گياهـان     tPAبـه همـراه    سنتز و

الحـاق ژن انتقـالي بـه ژنـوم و      توتون بيان گرديـد. 

آن در گياهان تراريخت توتون با اسـتفاده   رونويسي

بعد از سـاخت ژن  تاييد شد.  RT-PCRو  PCRاز 

ز ناقـل  ا SOEing PCRتوسط روش  tPAشيمري 

شـيمري   جهت كلونينگ وانتقال ژن pBI121 بياني 

به توتون استفاده گرديد. اين ناقل به علت دارا بودن 

يك سري ويژگي هاي مطلوب به ميزان زيـادي در  

 ال ژن به گياهان مورد اسـتفاده قـرار مـي گيـرد    انتق

)Chen et al., 2005(. ژن رونويسيافزايش  جهت ،

و پـيش   NOSخاتمه دهنـده   بين نظرشيمري مورد 

پـيش برنـده    قـرار داده شـد، زيـرا    CaMV 35Sبر 

CaMV 35S تواند ميزان بيـان را در مقايسـه بـا    مي

دهد  برابر افزايش 60تا   Ubiبرهاي ديگر مانندپيش

)Sunil et al., 2003.(  

روي گياهان  RT-PCR و PCR تكنيك نتايج 

ــال ژننشــان از تراريخــت،  ــيمري انتق ــه tPA ش  ب

. در باشـد مـي و رونويسـي آن   گياهان باززايي شده
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ــات ــلات   SDS-PAGEآزمايش ــترن ب ــا و وس تنه

وجود تفاوت بين گياهان تراريخت و غير تراريخت 

ن مولكـولي حـدود   بـا وز  يپروتئينيك باند اضافي 

 كـه  در گياهان تراريخـت اسـت  كيلودالتون  63-65

 شودترجمه مي منتقل شده شيمري ژن دهدنشان مي

)Hahn et al., 2008 and Huessen at al., 1993.(  

از  tPAبراي ارزيابي فعاليت سرين پروتئازي 

نشـان داد كـه   نتايج  .استفاده شدآناليز زيموگرافي 

حسـاس اسـت و مقـادير    اين آزمون فوق العـاده  

پيكوگرم از ماتريكس متالوپروتئاز روي  8كمتر از 

زيموگرام ژلاتين قابل شناسائي اسـت كـه از ايـن    

 قابل مقايسـه مـي باشـد     ELISAلحاظ با آزمون 

)Joosten et al., 2003.(    در آزمـون زيمـوگرافي

هـاي گيـاهي   نمونههاي استخراج شده از پروتئين

را نشان ندادند ولـي   غير تراريخت نواحي شفاف

مشـابه بـا    هاي تراريخت نـواحي شـفافي را  نمونه

از  يبرابر مقداراگرچه داروي اكتيواز نشان دادند. 

شـيمري و نرمـال    tPAعصاره پروتئينـي حـاوي   

داد كـه  نتايج ژل زيموگرافي نشان اري شد، ذبارگ

نرمال ميزان نـواحي شـفاف در    tPAدر مقايسه با 

tPA  و اين نشان مي دهد كـه  شيمري بيشتر است

، شيمري بهبود يافته است tPAيت و پايداري لفعا

 tPAبنابراين قطعه افزوده شده كاسكوتين بـه ژن  

موجب افـزايش فعاليـت و يـا پايـداري آن شـده      

بـا وجـود   در بعضي از گياهـان تراريخـت    است.

احتمـالا بـه دليـل قـرار      شـيمري قطعـه ژن   تكثير

يني ژنوم گياه و يا گرفتن ژن در ناحيه هتروكرومات

اثرات موضعي ژن وارد شـده، پـروتئين مـوردنظر    

عدم وجود فعاليت زيموژني پـروتئين  نشد. تولبد 

حضور پروتئازهاي گيـاهي   توليد شده نيز به علت

ــي  ــروتئين و  در داخــل عصــاره پروتئين ــه پ تجزي

). Ma et al., 1999( باشــدمــيمــوردنظر شــده 

اليت دامين اهميت زيموگرافي در اين است كه فع

هاي مجزا روي ژل سرين پروتئاز را بصورت باند

SDS-PAGE اما انـدازه بانـدها در    ،دهدنشان مي

زيموگرام معادل باندهاي وسـترن بـلات نيسـت.    

را نواحي شـفاف  هاي گياهي غير تراريخت نمونه

ولي نمونه هـاي تراريخـت نـواحي     ،نشان ندادند

لاسمينوژن شفافي را نشان دادند كه در ژل داراي پ

مي باشـد. مبـدع ايـن روش نيـز      tPAنتيجه عمل

نشان داده اسـت كـه پروتئازهـاي غيروابسـته بـه      

توان بوسيله حذف پلاسمينوژن پلاسمينوژن را مي

پلي آكريل آميـد، مشـخص    -از ماتريكس ژلاتين

). در طـي تحقيـق،   Huessen et al., 1980( نمود

نـاليز  بعضي از نمونه هاي پروتئيني گياهي كه در آ

زيمــوگرافي فعاليــت نشــان مــي دادنــد در آنــاليز 

وسترن بلات حضور پروتئين مـوردنظر را اثبـات   

نكردند كه اين مي تواند اثبـات كننـده حساسـيت    

بالاي آناليز زيموگرافي نسبت آناليز وسترن بـلات  

-آناليز وسترن بلات با استفاده از آنتي باديباشد. 

هـاي خاصـي را   ژنكلونال، آنتـي هاي مونو يا پلي

بنابراين با توجه به نتايج وسترن  .كندشناسائي مي

بـه   tPAتوان گفت كه پروتئين شـيمري  بلات مي

باشد درستي بيان شده و داراي ساختار مناسبي مي

العمـل نشـان   كه با آنتي بادي مونوكلونـال عكـس  

-نيز مشاهده مـي  7در شكل همانطور كه  .دهدمي

-دير برابر از غلظتشود علي الرغم بارگذاري مقا

شـيمري و   tPA هـاي عصـاره پروتئينـي حـاوي     



  )1396، پاييز 3، شماره 9مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

  
Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

٩٨

 tPAنرمال در وسترن بلات، اما بانـد مربـوط بـه    

تواند به علـت  باشد كه اين ميشيمري بزرگتر مي

شـيمري و عـدم تجزيـه آن     tPAپايداري بيشـتر  

شيمري در گياهان ترارخت نويد  tPAنتايج  باشد.

م در سـطح  بخش توليد اين پروتئين دارويـي مه ـ 

تـوان گفـت كـه    باشـد. همچنـين مـي   تجاري مـي 

هـاي شـيمري راهكـار بسـيار     تكنولوژي پروتئين

هاي مهم پيش روي خوبي براي رفع برخي چالش

توليد داروهاي نوتركيب مثل پايـداري و فعاليـت   

  باشد. آنها مي

  

  سپاسگزاري

اعتبار اين طرح توسط دانشـگاه بـوعلي سـينا    

 ـ  ه كسـاني كـه در ايـن    تامين شده اسـت و از كلي

اند كمـال قـدرداني را   ما را ياري رسانده پژوهش

  .داريم
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Abstract 

tPA is a fibrinolitic agent that cause dissolves of blood clots and used in stroke and 

cardiovascular diseases. Cuscutain is a stable and highly active protease in plants such as 

dodder, and parasite plants using this enzyme to penetrate into host. Although produced cost 

of recombinant proteins in plants is 10-50 times less than bacteria, but production of 

recombinant proteins in plants has problems such as difficulty of downstream process, low 

stability and activity of purified recombinant proteins. To increase stability and activity of 

tPA using protein engineering, dodder-cuscutain active site was spliced to tPA. DNA was 

extracted from dodder plants and desired segments of cuscutain amplified using specific 

primers. Then, the segment of cuscutain was shuffled to tPA by SOEing PCR method. 

Constructed chimeric tPA was cloned under control of CaMV 35S promoter and NOS 

terminator. Kozak enhancer sequence and signal peptide sequence (KDEL) were added to 

amino and carbocyclic terminus, respectively. Construct of pBI(tPA) was transferred to 

tobacco plants using agrobacterium method and transgenic plants selected on kanamycin 

medium. Analysis of transgenic plants was performed by PCR, RT-PCR, SDS-PAGE, 

western blotting and zymography. Results of PCR showed that chimeric tPA was constructed 

using SOEing PCR. Analysis of transgenic plants using RT-PCR, SDS-PAGE and western 

blotting demonstrated that chimeric tPA is expressed. Moreover, zymography test showed 

that compared to normal tPA, produced chimeric tPA has more activity and stability. In 

conclusion increasing activity and stability of recombinant drugs using plant genes is 

promising.  

Keywords: chimeric, cuscutain, tissue Plasminogen Activator, tobacco, western blot, 

zymography. 
 

 


