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Abstract 
Objective 

Compared to other primary photosynthetic products (such as sucrose and starch), little is known 

about sugar metabolism and how it is integrated with others. Mannose-6-phosphate reductase 

(M6PR) is a key enzyme involved in mannitol biosynthesis in celery. This study aimed to clone 

the gene, express and purify the M6PR enzyme and investigate its function on mutated genes in 

a laboratory environment. 

 

Materials and methods 

First, the mRNA was extracted from the celery plant, then the cDNA was synthesized, and the 

product was used as a template to amplify the M6PR gene. The PCR product was purified in a 

DNA gel extraction kit. The purified PCR product was cloned into the pTZ57R vector according 

to the T/A Cloning recipe (Fermentase Company). Susceptible cells of E.coli strain Top10 were 

prepared using the biochemical method of calcium chloride, and the recombinant vector inside it 

was transformed and cultured on a plate containing ampicillin. The cloning accuracy was done 

using M6PR gene PCR and enzymatic digestion of the recombinant plasmid by BamHI and SacI 

enzymes (Fermentase Company). The M6PR gene was homogenized in the expression plasmid 

pET32a and transferred into E.coli strain BL2I. The promoter was induced with IPTG and 

analyzed by western blotting. The protein was purified by affinity chromatography column (His. 

Tag/S.Tag). 
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Results 

The results showed that the enzyme could identify the heteroduplex regions of the gene. The 

recombinant M6PR purified from Escherichia coli had specific molecular activity. The results of 

double digestion of the plasmid with SacI and BamHI enzymes were 2870 bp and 186 bp 

fragments. According to the blast test result, the current fragment had 100% similarity with the 

M6PR gene of the celery plant. M6PR recombinant gene transcription results showed that the 

M6PR recombinant gene transcription rate was 2.3 in the transgenic strains and 0.32 in control, 

which showed a statistically significant difference at the P<0.01 level. After induction of the 

promoter and sampling at different times, the samples on the SDS-PAGE gel showed a protein 

band in the region of 42 kDa, indicating the protein's successful expression. 

 

Conclusions 

Homology of M6PR enzyme gene obtained from celery plant and then recombinant production 

of this enzyme in the laboratory can lead to its high expression in the prokaryotic system so that 

the enzyme has activity. Also, the present study showed that plant enzymes are active when 

expressed in bacteria and can be used as a suitable source to accelerate catabolic activity. 
Keywords: M6PR enzyme, western blotting, pET32a plasmid, recombinant protein, affinity 

chromatography. 
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  چکیده

)مانند  هیاول یمحصولات فتوسنتز ریبا سا سهیدر مقا ،مواد ریقند و نحوه ادغام آن با سا سمیدر مورد متابول یاطلاعات کم هدف:

 تولیمان وسنتزیدر ب که است یدیکل میآنز کی Mannose-6-phosphate reductase (M6PR) .نشاسته( وجود دارد و ساکارز

و بررسی عملکرد آن بر   M6PRو تخلیص آنزیم ژن بیانبررسی ژن،  همسانه سازی هدف از این پژوهش  .در کرفس نقش دارد

 های جهش یافته در محیط آزمایشگاهی بوده است.ژنروی 

صورت گرفت و محصول به عنوان الگو  cDNAسنتز و سپس  شدانجام از گیاه کرفس  mRNAاستخراج  ابتدا  ها:مواد و روش

تخلیص شد. محصول  ،از روی ژل DNAتوسط کیت استخراج  PCRمحصول ..مورد استفاده قرار گرفت  M6PRژن در تکثیر 

PCR  خالص شده مطابق با دستور العملT/A Cloning  فرمنتاز( در ناقل(pTZ57R  همسانه سازی شد. سلول مستعدE.coli 

با استفاده از روش بیوشیمیایی کلرید کلسیم تهیه شد و وکتور نوترکیب درون آن ترانسفورم و روی پلیت حاوی آمپی  Top10سویه 

توسط آنزیم های  و هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب  M6PRژن PCRفاده از صحت کلونینگ با است سیلین کشت داده شدند.

BamHI, SacI ژن سپس . )شرکت فرمنتاز( انجام گرفتM6PR   در پلاسمید بیانیpET32a   شد و درون باکتری همسانه سازی

E.coli  سویهBL2I ژن با  پیشبر. انتقال داده شدIPTG تولید شده پروتئین  سی قرار گرفت.القا شد و با وسترن بلاتینگ مورد برر 

 تخلیص شد. (His.Tag/S.Tag)با ستون کروماتوگرافی تمایلی 
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 ایشیاشرشده از خالص بینوترک  M6PRتواند نواحی هترودوبلکس ژن را شناسایی کند.نتایج نشان دادند که آنزیم می نتایج:

جفت  28۷0، قطعات BamHIو  SacIهای دوگانه پلاسمید با آنزیمنتایج حاصل از هضم  .بود یخاص مولکول تیفعال یدارا،یکل

 گیاه کرفس داشت. M6PRدرصدی با ژن ۱00جفت بازی بود. قطعه حاضر مطابق با نتیجه ازمون بلاست شباهت  ۱8۶بازی و 

 ۳/2های تراریخت برابر با در سویه M6PRنشان داد که میزان رونویسی ژن نوترکیب  M6PRنتایج بررسی رونویسی ژن نوترکیب 

پس از القای پیشبر و نمونه  را از نظر آماری نشان دادند. P<0.01به دست آمد که تفاوت معناداری در سطح  ۳2/0و در کنترل 

که نشان دهنده کیلو دالتون را نشان داد  42باند پروتئینی در ناحیه  SDS-PAGEها روی ژل های مختلف، نمونهبرداری در زمان

 ن پروتئین به صورت موفقیت آمیز بود.بیا

این آنزیم به صورت نوترکیب در  آن تولید گیاه کرفس و به دنبال ازبدست آمده   M6PRآنزیمژن  همسانه سازی  گیری:نتیجه

همچنین مطالعه  .آنزیم دارای فعالیت  باشد طوریکهشود به  آن در سیستم پروکاریوتی  بالای بیان می تواند منجر به آزمایشگاه 

توانند به عنوان منبع مناسب برای تسریع و می دنباشمیفعال  ند،شویم یانب یدر باکتر ی گیاهی وقتیهایمآنزحاضر نشان داد که 

 فعالیت کاتابولیک استفاده شوند.

 ایلی، پروتئین نوترکیب، کروماتوگرافی تم pET32a، وسترن بلاتینگ، پلاسمید   M6PRآنزیم : هاکلیدواژه

 : پژوهشی.نوع مقاله

 Mannose-6-phosphate reductaseژن  انیب یو بررس ،یهمسانه ساز (۱۴02)قجری غزل ، یداللهی عباسعلی استناد:

(M6PR) 2۱۶-۱۹۹(، 2)۱۵، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. سمیکاتابول ریجهت کنترل مس در باکتری اشرشیاکلی کرفس اهیگ. 
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 مقدمه

 ندر سراسر جها یاهگ یعو توز یوریرگذار در بهرهکم عوامل محدودکننده تاث دماهای و یخشکسال ی،مانند شور تنشی  یطشرا

 یبر رو یدیمدت اثرات شد یو در طولانشده  یاهیگ یهاسلول کمبود آب یط موجبشرا اینهمه  .(Fita et al. 2015) هستند

ی حرکت اثر .(Zwiewka et al. 2015) شود یم یپرتونیکو ه یپراسموتیکاثرات ه باعث خود، یبه خود ی،شور. کندیم یجادا یاهگ

 ینبه تام قادرها که سلولشود ؛ این امر موجب میداشته باشدبالایی  یاسمز فشارشود که املاح خارج از سلول یاعمال م ینگامه

 یتمنجر به سمرود که یشه بالا میرشد ر منطقه در یمسد یهایونغلظت یپرتونیک، ه اثر  نباشند. به علت وجودخود به آب  یازهاین

  شده است یبررسی در محصولات مهم اقتصاد یبه شور تحمل یمهندس یبرا یاستراتژ ینچند. تابحال شودیم یمسد



 1402، قجریو  یداللهی

203 

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

(Callender et al. 2021). پنج گروه عمده  بهتوان یرا م یشور یدشد یطدر شرا بقا و یاهانگ یدر سازگارمهم دخیل  ییژن ها

از  ییزداسماست که مسئول  ییهاژنگروه دوم شامل . هستند یلدخ Naدر جذب است که ییهاشامل ژن اولگروه . کرد یبندگروه

 برای دست یینپا یهاژن یسیرونو یسازفعال یبراکه  شودیم ییهاگروه سوم شامل ژن. هستند( ROS) یژنفعال اکس یهاگونه

 طیکه تحت شرا یی هستندهاچاپرون و هاینکدکننده پروتئ یهاگروه چهارم شامل ژنهستند.   یازمورد ن یبا تنش شور یسازگار

 ین،بتائیسین، مانند گلا یکننده اسمزاملاح سازگار و محافظت یی برایهاژن یشوند. گروه پنجم شامل کدگذاریم یمتنظی شور

 یاکآمون یباتهالوز، ترکیتر ،الکل قند ین،)به عنوان مثال پرول یاملاح سازگار آل .(Khalil et al. 2017) ین استو پرول یتولمان

 رفتن یناز ب یا بدون تداخل یتوزولبالا در س غلظت باکم که  یبا وزن مولکول ییها. متابولیتهستند یسم یر( غیکسولفون ترکیباتو 

 در یبهبود تحمل به شور یبرای روی این املاح اگسترده مطالعات ین،بنابرایابند. یها تجمع مسلول یاسمز یلپتانس و کاهش

 یتولو سورب یتولگالاکت مانیتول، مانند یقند یهاالکل .(McParland et al. 2021) انجام شده است مهم یاقتصاد محصولات

 در یعیبه طور طب یتولمان. (Msomi et al. 2021) هستندیاهان قند کتوز در گ یاشکل آلدوز  کاهش یانگرنما یمیاییاز نظر ش

 حدود زده شده است که ینو تخم شودیم یدمتعدد تول یهایو آووکادو(  و باکتر یتونز درخت قهوه، کرفس، یاه)گ یاهیگ یهاگونه

ها اگرچه قند الکل .(Sánchez et al. 2002) شوندیم تبدیلبه شکل الکل قند گیاهان در  یدرصد از کل کربن ثابت فتوسنتز ۳0

 به اما همیشه ؛هستند یعال یاهان( در گیتولو گالاکت یتولمان سوربیتول،جا شده )عمدتاً به شکل جابه هایکربوهیدراتشکل غالب 

 گیاهی یهادر خانواده نوع الکل قندفقط یک معمولا  .(Slavin et al. 2003) دنشو یم ینوز تبدیلو راف ساکارز مانند هاییقند

 .(Walker et al. 2020) است (یبو س یلاس)آلو، ، گ گل سرخیان خانوادهکه مشخصه  یتولغالب است مانند سورب یاموجود 

مانند  یاز محصولات زراع بسیاریاز جمله  یاهیگونه گ ۱00از  یشدر ب که است گیاهان یهاالکلقند ینتریجاز را یکی یتولمان

 یاهیگ یهاگونه .(Xiaotang et al. 2018) شودیم یتون یافتکدو تنبل، قهوه و درختان ز کلم، سبز، یاکرفس، لوب ی،جعفر یج،هو

 یهاداشتن گروه یل؛و به دل دارند یقابل توجه یکم آب تنش ، تحمل بهکنندیم یدتول یتولکه مان یتونمانند کرفس، قهوه و ز

 شده است مشخص ینهمچن .(Ladhari et al. 2022) شوند هاماکرومولکول ، می توانند باعث هیدراتاسیونآب مانند یدروکسیله

یری جلوگ، غشاء شود یب درتواند منجر به آسمی که یپیدهال یداسیونو از پراکسکرده کننده واکنش عمل پاک یکبه عنوان  یتولکه مان

توان گیاه و بردن کاهش  یناز ب یمکمل برا سازوکار یکعنوان  به یتولمان تولید ین،علاوه بر ا .(Apak et al. 2022) کندمی

ی گیاه دفاع زوکارسا خود یبه خود یتولمان یدتول ین،بنابراکند. عمل می ی فتوسنتزنور یهادر طول واکنش NADPHانباشته شدن 

و مورد مطالعه قرار گرفت.  ی شدهجداساز E. coli یباکتر ازابتدا  یتولمان یوسنتزژن ب .(Meena et al. 2015) است در برابر تنش

 کاتابولیسم مسئول سنتز واین آنزیم  ،کندیرا کد م یدروژنازفسفات ده-۱-یتولمان آنزیمشد،  همسانه سازیکه از آن  mtlDژن 

 یان( بینیزم یبصنوبر، سورگوم و س گندم، )تنباکو، بادمجان، یختهترار یاهاناز گ یاریبس در یتحمل به شور یشافزایتول است. مان

  .(Bhauso et al. 2014) ه استگزارش شد mtlDژن  کننده
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نشاندار در کرفس نشان داد  یواکتیوراد ۱۴C . مطالعاتمطالعه شده استکرفس گیاه در یتول مانتولید در  M6PRژن  نقش

 M6Pیم آنزمحققان  .هستنددر برگ کرفس  یفتوسنتز یهاول محصولاتاز جمله  فسفات-۱-یتول( و مانM6Pفسفات )-که مانوز

-یتولقند آلدو کتو به مان یعنی M6P یفتوسنتز یهکاهش محصول اول ییتوانا این آنزیم. ندکرد استخراجرا از عصاره برگ کرفس 

محققان دیگری . (Williamson et al. 1995) شودیم یلتبد یتولبه مان یاختصاص یرفسفر غ یقاز طر که داشتفسفات را -۱

 تولید (M6PRفسفات ردوکتاز ) -۶ژن مانوز  کنندهبیانکرفس یاه که گه شد نشان داد ه اند و سپسکرد یرا معرف M6PRژن 

میلادی مطالعات و  80دهه اواخر در  علاوه،به. (Meena et al. 2015) دارد یعیرشد طبشرایط تنش و در  یتول بیشتری داشتهمان

فرایندهای ژنتیکی )مشتمل بر همانندسازی  ترینمهم زمره در مولکولی هایمکانیسم که نمود روشن آمده عمل به های بررسی

DNA، ،هستند( ها ژن تنظیم نحوه حتی و ترجمه رونویسی (Mohammadabadi and Tohidinejad 2017 .)۱یکیژنت ماده 

 آنها از کمی تعداد فقط خاص زمان یک در و شوندیک سلول دارای تعداد زیادی ژن می باشد که هیچ گاه به طور همزمان بیان نمی

 در که محیطی توسط ژن بیان به نیاز(. Arabpour et al. 2021) نمایندمی تولید را سلول نیاز مورد آنزیم یا پروتئین و شده بیان

 ماند خواهد باقی غیرفعال و خاموش صورت به ژن آن ژن، فرآورده به نیاز عدم صورت در و شودمی کنترل کندمی رشد آن

(Mohammadabadi 2020 ساز و کار بیان ژن اولین بار در باکتری .)E.coli ( کشف شدMohammadabadi et al. 

 مجموعه یک تنها(. Masoudzadeh et al. 2020) باشد می چندبعدی و موقت کنترل تحت یوکاریوتی های ژن بیان(. 2021

 Mohammadabadi) دارد بستگی نمو مرحله به هاژن بیان نیز و شودمی بیان ها بافت انواع از یک هر در ژنوم تمام از کوچک نسبتاً

et al. 2018 .)است اختصاصی بافت هر برای ها، بیان ژن در یوکاریوتبنابراین (Shahsavari et al. 2021 .)مقدار همچنین 

 شودآن ژن می انی، ساخته شده سبب تنظیم بسازندمی را محصول آن که هاییبافت سایر در نیز و بافت همان در که ژن محصولات

(Mohammadabadi 2021 .)در آنها مطالعه و یاقتصاد صفات با مرتبط یهانیپروتئ و هاژن مطالعه یاساس اقدامات از یکی 

. از این رو بررسی بیان و جدا سازی این ژن از (Mohammadabadi and Soflaei 2020) است یکروموزوم ای یسلول سطح

گیاه  ازبدست آمده   M6PRآنزیمژن  همسانه سازیدر تحقیق حاضر هدف ای برخوردار است. های کرفس از اهمیت ویژهبرگ

آنزیم دارای  بود طوریکهمایشگاه و بیان آن در سیستم پروکاریوتی این آنزیم به صورت نوترکیب در آز آن تولید کرفس و به دنبال

 .فعالیت  باشد

  

                                                      
1 DNA 
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 هامواد و روش

شد و  بریده  یقطعات ریز صورت کوچکی از ساقه گیاه کرفس در زیر هود به قطعهآوری نمونه و استخراج ژنوم: جمع

 mRNAو کلروفرم  RNX puls /lysis Buffer کیت  استریل ریخته شد و با استفاده ازمیلی لیتری  ۵/۱   داخل میکروتیوپ

توسط نرم افزار تحت وب  برای تکثیر آن  آغازگردو ( U83687.1)در بانک ژنی   M6PRبر اساس ترادف ژن .ن استخراج شدآ

ها خارج از جایگاه آغازگردست که جایگاه آنزیمی آن در بالادست و پایینتوسط شرکت متابیون )المان( ساخته شدو  طراحی ۳پرایمر

 -’BamHI : 5بالادست دارای جایگاه برش برای آنزیم آغازگر توالی  طراحی شد.  M6PRژن 

GAAGGTGTTTGGGAGGTTGA -3’  پایین دست دارای جایگاه برش برای آنزیم آغازگرتوالی و SacI :5’- 

GGTGCGTCTCGATCTGATTT- 3´  با واکنشRT-PCR نسخه بردار معکوس کمک آنزیم به cDNA  ساخته آن

 : ندریخته شدمیلی لیتری  ۵/0 مواد زیر در یک میکروتیوپ cDNA برای تهیه .(Piri‐Gharaghie et al. 2022) شد

 

 cDNA یدتول یبرا RT-PCRواکنش م انجابرنامه  . 1 جدول

Table 1. RT-PCR reaction schedule for cDNA production 

Component  Amount  

M-Mulv Buffer (1x) 4µLL 

dNTP (10 mm) (0.3mM) 2µL 

primer (oligo dt) (40pmol) 2µL 

RNA (1µLg) 1µL 

Reverse transcriptase (100 unit) 0.5µL 

DEPC-Treate Water(to10µLl) 5.5µL 

Total volume 15µL 

 

 PCR انجام شد. برای انجام ۳مطابق با پروتکل دمایی جدول  PCRو در ادامه واکنش  شد رسانده 15µLواکنش به حجم 

انجام و محصول  ۳مطابق با پروتکل دمایی جدول  PCR. سپس واکنش ریخته شدمیلی لیتری  ۵/0مواد زیر در یک میکروتیوپ 

PCR   درصد الکتروفورز شد. ۱روی ژل آگاروز 

 PCRاز روی ژل تخلیص شد. محصول  DNAتوسط کیت استخراج  PCRمحصول : M6PRهمسانه سازی ژن 

 E.coliهمسانه سازی شد. سلول مستعد  pTZ57R)شرکت فرمنتاز( در ناقل  T/A Cloningشده مطابق با دستورالعمل خالص
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با استفاده از روش بیوشیمیایی کلرید کلسیم تهیه شد و ناقل نوترکیب درون آن انتقال داده شد و روی محیط کشت  Top10سویه 

 و هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب  M6PRتکثیر ژن PCRپی سیلین کشت داده شدند. صحت همسانه سازی با استفاده از حاوی آم

 )شرکت فرمنتاز( انجام گرفت. SacIو  ,BamHIهای توسط آنزیم

  

  PCR.  مواد واکنش2جدول 

Table 2. PCR reaction materials  

cDNA (0.5-1µLg) 1µLl 

dNTP (10mM) 0.5µLl (0.3 mM) 

(50mM) 2MgCl 1µLl (1.5 mM) 

Primers (work) 2µLl (40 pmol) 

Buffer PCR (10x) 3µLl (1x) 

Taq DNA polymerase 0.25µLl (1 unit/ML) 

D.W. up to 30µLl 

 

  M6PRبرای تکثیر ژن  PCR. برنامه انجام واکنش 3جدول 

Table 3. PCR reaction program for M6PR gene amplification 

Initial Denaturation 5 minutes 94ºC once 

Denaturation 30 seconds 94ºC 30 cycle 

Annealing 40 seconds 58°C 

Extension 1 minutes 72°C 

Final extension 5 minutes 72°C once 

 

در ناقل بیانی   M6PRهمسانه سازی مجدد ژن: pET32aدر ناقل بیانی   M6PRهمسانه سازی مجدد ژن

pET32a انجام شد. برای این منظور ناقل نوترکیبpTZ57R/M6PR  های با آنزیمBamHI, SacI  هضم شد و ژن جداشده

سویه  E.coliهای مستعد های مذکور، همسانه سازی مجدد و در سلولهضم شده با آنزیم pET32a)+(از آن در ناقل بیانی 

(BL2I(DE3 های ترانسفورم شده روی محیط کشت حاوی آمپی سیلین کشت داده شد. همسانه سازی انتقال داده شد. سپس سلول
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و هضم آنزیمی   M6PRتکثیر ژن PCRژن مجددا به روش هضم آنزیمی تایید شد. صحت  همسانه سازی مجدد با استفاده از 

 .(Piri‐Gharaghie et al. 2022))شرکت فرمنتاز( انجام گرفت  BamHI, SacIنزیم های پلاسمید نوترکیب توسط آ

وترکیب انجام کشت شبانه با استفاده از یک کلنی باکتری حاوی پلاسمید نو تایید آن:   M6PRبررسی رونویسی ژن

شبر ژن با اضافه (. پیOD600=6.0) میلی لیتر محیط کشت جدید منتقل شد  10میکرولیتر آن به  100گرفت و روز بعد مقدار 

ساعت القا شد. قبل  5طی  گراد ودرجه سانتی 37تیوگالاکتوپیرانوزید( در دمای -D-β-1)ایزوپروپیل  IPTGمولار میلی 1/ 5کردن

 Real-time واکنش ر توسطاز القا، نمونه برداشته شد و چند ساعت بعد نیز نمونه گیری انجام شد. سپس میزان رونویسی ژن مذکو

PCR سنجیده شد (Piri‐Gharaghie et al. 2022). 

ر کنار دها تحت شرایط دناتوره و وسترن بلاتینگ نمونه SDS-PAGE: و تایید آن  M6PRبررسی بیان پروتئین

لولزی انتقال داده شدند. غشاء انجام و باندهای پروتئینی روی غشاء نیتروس %12نشانگر پروتئینی، روی ژل پلی آکریل آمید با غلظت 

شد. غشاء به ظرف  شستشو داده شد؛ این مرحله دو بار تکرار 200rpmدقیقه روی شیکر با سرعت  10به مدت  TBS1Xبا محلول 

گرفت؛ مجددا د روی شیکر قرارگرادرجه سانتی 37منتقل شد و به مدت یک ساعت در دمای  Blockingمخصوص حاوی محلول 

شد؛ سپس به  منتقل His.Tagغشاء طبق دستورالعمل مربوطه شستشو داده شد و به ظرف حاوی آنتی بادی کنژوگه اختصاصی 

به مدت  rpm 200با سرعت  TBST 1Xبار با محلول  5قرار گرفت. سپس به تعداد  rpm 80مدت دو ساعت در شیکر با سرعت 

 .(Beiranvand et al. 2022) ستشو داده شد و باند پروتئین با افزودن سوبسترا  ظاهر شددقیقه روی شیکر ش 10

آوری شده با بافر لیز کننده مخلوط شده و سپس با های باکتری جمعنمونه: M6PRتخلیص پروتئین نوترکیب 

ثانیه سونیکاسیون( شکسته شدند.  محلول  30بار )هرکدام شامل  20میلی ولت در حدود  60ثانیه با قدرت  5سونیکاسیون به مدت 

محلول )رویی( شفاف به دست آمده با ستون از سانتریفیوژ شد و  rpm 3000دقیقه با سرعت 10 به دست آمده بلافاصله به مدت 

 سترابرای وسترن بلات از بافر آلکالین فسفاتاز سوب پروتئین نوترکیب تخلیص شد.( Ni-NTA/His. Bind Resin)کروماتوگرافی 

(220NBT2/BCIP) نو پراکسید هیدروژ و دآمینوبنزامین (DAB۳۴/H2O)  .استفاده شد 

ام گرفت و قبل انج MSTAT-C و SPSS تجزیه و تحلیل داده های آزمایش با استفاده از نرم افزارهایآنالیز آماری: 

ای دانکن ن از آزمون چند دامنهانجام مقایسات میانگیاز انجام تجزیه واریانس، نرمال بودن داده ها مورد بررسی قرار گرفت. برای 

 در سطح یک درصد استفاده گردید.

  

                                                      
2 Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 

3 Nitro blue tetrazolium chloride 

4 Di Amino Benzidine 
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 نتایج و بحث

از بافت گیاه کرفس از کمیت و کیفیت   cDNAو سنتز  RNAاستخراج تایید صحت ساخت پلاسمید نوترکیب: 

ده از گیاه کرفس انجام شررد. یک باند تهیه شرر   cDNAروی PCRتحت شرررایط  نرمال  واکنش  قابل قبولی برخوردار بود. 

 (.۱جفت نوکلئوتیدی روی ژل مشاهده شد )شکل  ۱8۶حدودا 

 
با اندازه  DNA: نشانگر M. درصد 1روی ژل آگارز  M6PRی ژن جفت نوکلئوتید 186. باند حدودا 1شکل 

: L3 چاهک. bp 186به طول  M6PRژن  PCR: محصول L1-L2های  جفت باز)متابیون، آلمان(،چاهک 100

 PCR: کنترل منفی L4چاهک    PCRکنترل مثبت 

Figure 1. PCR product of 186 bp of M6PR gene, L1-L2 wells: indicating the PCR product 

of the M6PR gene with a length of 186 bp, L3 well: PCR positive control, L4 well: PCR 

negative control, M: 100 bp DNA marker 

     

سازی مجدد:   سانه  سازی و   هم سانه  صحت هم صول  تایید  روی ناقل  PCRالگوی الکتروفورزی مح

. نتایج حاصل از نشان داده شده است 2Bو برش آنزیمی  ناقل نوترکیب در شکل  2Aدر شکل  pTZ57R/M6PRنوترکیب 

سمید با آنزیم ضم دوگانه پلا شکل  ۱8۶جفت بازی و  28۷0، قطعات BamHIو  SacIهای ه ست که در  قابل  2جفت بازی ا

جفت بازی مربوط به ژن  ۱8۶و قطعه  pET32aجفت بازی مربوط به پلاسررمید  28۷0رویت می باشررد. در این شررکل قطعات 

نتایج توالی می باشد.هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب، درستی ساخت پلاسمید نوترکیب را تایید کرد. همچنین  M6PRنوترکیب 

یابی به روش سنگر و بلاست مشخص شد که توالی ژن ، صحت قطعه همانندسازی شده را تایید نمود. پس از توالیDNAیابی 

 تطابق دارد. NCBIهدف در کرفس با توالی موجود این ژن در پایگاه داده 
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 pET32a/ M6PRو  pTZ57R/ M6PRاز ناقل نوترکیب  PCR. الگوی الکتروفورزی محصول 2شکل 

 M نشانگر :DNA  جفت باز در قسمت  100با اندازهA جفت باز در قسمت  4500 وB . شکلA چاهک )L1 :

: پلاسمید هدف L1چاهک ( Bشکل . pTZ57R/ M6PRپلاسمید نوترکیب  PCRمحصول : L2کنترل منفی، 

( Cشکل . BamHI / SacIبا آنزیم های  پس از برش آنزیمیپلاسمید نوترکیب : L2قبل از برش آنزیمی، 

 درصدی ژن مریوطه با توالی ژنی کرفس بود. 100نشان دهنده هم پوشانی  M6PRنتایج بلاست قطعه ژنی 

Figure 2. Electrophoresis pattern of PCR product from recombinant vector pTZ57R/M6PR 

and pET32a/M6PR. M: DNA marker with the size of 100 bp in part A and 4500 bp in part 

B. Figure A) Well L1: negative control, L2 well: PCR product of recombinant plasmid 

pTZ57R/M6PR with 186 bp band. Part B) Well L1: target plasmid before enzymatic 

cleavage, L2: PCR confirmation of recombinant plasmid after enzymatic cleavage with 

BamHI/SacI restriction enzymes. Part C) Blast results of M6PR gene fragment showed 

100% overlapping of Meriota gene with celery gene sequence. 

C 
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سی ژن نوترکیب:  سی رونوی سی ژن نوترکیب نتایج برر سی رونوی سط  M6PRبرر شده تو سویه های تراریخت  در 

سی  Real-time PCRواکنش  شان داد که میزان رونوی شد. نتایج ن سبت به کنترل،  M6PRانجام  سویه های تراریخته ن  ۷در 

ست. میزان رونویسی ژن نوترکیب  سویه M6PRبرابر افزایش یافته ا به دست آمد  ۳2/0و در کنترل  ۳/2های تراریخت برابر با در 

 باشد. ند. این افزایش رونویسی تایید کننده صحت تراریختگی میرا از نظر آماری نشان داد P<0.01که تفاوت معناداری در سطح 

 SDS-PAGEهای مختلف، نمونه ها روی ژل پس از القای پیشبر و نمونه برداری در زمان :M6PRبیان پروتئین 

وسترن بلاتینگ با آنتی  ۴دهد. همچنین در شکل کیلو دالتون را نشان می 42باند پروتئینی در ناحیه  ۴الکتروفورز شدند. در شکل 

 .را نشان می دهد M6PRبادی علیه 
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 :**در گروه کنترل در مقایسه با سویه های تراریخته شده.  M6PR.میزان رونویسی ژن نوترکیب 3شکل 

P<0.01 

Figure 3. Transcription of recombinant M6PR gene in control group compared to 

transgenic strains. **: P <0.01 

 

شود.  مطابق با شکل، بخش ابتدایی نمودار، مشاهده می ۵در شکل  M6PRکروماتوگرام مربوط به خالص سازی پروتئین 

washing  اولیه است که قبل ازflow through، بخش میانی جمع آوری  از ستون عبور داده شد؛flow through  از ستون، و

 Elutingبرابر حجم رزین ستون است، و جمع آوری  ۱0که معمولا  flow throughبعداز washing در نهایت بخش قله نمودار، 

 رخ داده است.  washingبعد از 
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-SDS: نشانگر پروتئین )متابیون، آلمان( مخصوص Mستون ( M6PR .A. بررسی بیان پروتئین 4شکل 

PAGE.  ستونL1سلول باکتریایی واجد پلاسمید نوترکیب در پنج ساعت بعد از القا : لیز .B )L1-L2 : لیز

مید لیز سلول باکتریایی فاقد پلاس :L2. سلول باکتریایی واجد پلاسمید نوترکیب بعد از القا و وسترن بلات

 نوترکیب به عنوان کنترل منفی

Figure 4. M6PR protein expression assessment. A) Column M: SDS-PAGE specific marker. 

Column L1: bacterial cell lysis containing the recombinant plasmid at five hours after 

induction. B) L1-L2: bacterial cell lysis containing recombinant plasmid after induction and 

western blot. L2: bacterial cell lysate without recombinant plasmid as a negative control. 

 

 
 M6PR. کروماتوگرام مربوط به خالص سازی پروتئین 5شکل 

Figure 5. Chromatogram of M6PR protein purification 
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 یمآنزیم که یک کنیرا گزارش م M6PR د ژنیک از رونوشت طول کامل یک یزآم یتموفق همسانه سازیما  مطالعه یندر ا

 یهافقط کلون یارچند مع و با شد ییدتا می باشد. ابتدا همسانه سازی به روش مولکولیدر کرفس یتول مان مسیر بیوسنتزدر  یدیکل

 یعضو M6PRداده نشان داد که  یگاهپا یهایسهمقا شد.القا  IPTGبا  M6PR شدند. سپس فعالیت پیشبرداده  یشنما یاحتمال

مورد مطالعه در تحقیقات جانوری ردوکتازها به طور گسترده  . آلدوزاستهای حیوانی هستند( )که آنزیمآلدوکتو ردوکتاز  ابرخانوادهاز 

 D-sorbitol-6-phosphateو  M6PR ینب شباهتدرجه  یشترینب یاهاندر گ .(Jannapureddy et al. 2021)ند قرار گرفته ا

dehydrogenase  وابسته بهNADP  می باشد(Kanayama et al. 1993). آنزیم ینهمچن A6PR در  یدیکل یمآنز یک

نتایج حاصل  .(Yang et al. 2018, Piri-Gharaghie et al. 2022)است  Rosaceae یچوب یهاگونه در یتولسورب یوسنتزب

که عموماً به عنوان سنتزکننده  داشت ییهاگونه بسیاری به یکنوکلئ یداس یتوال تشابه یاهی کرفس در این پژوهشگاز بلاست توالی 

از  دهیدروژناز یرااست، ز مطالعات گذشتهحال، مطابق با  ینبا ا یافته، ینشوند. ایدر نظر گرفته م )به خصوص دهیدروژناز( الکل قند

 یمبنت گذشته از مطالعاها ممکن است یافته ینایتول می باشد. مان یککاتابول مسیردر  یدیکل یمآنز که است یتولمان هایهمولوگ

 (.Pleyerová et al. 2022) کنند یتحماکرفس  قند در یبر وجود الکل ها

یک کاتابول در مسیر یتولمان یسممتابولدر مقیاس آزمایشگاهی است که در شده  یساز یهشبآنزیم تنها  یدروژنازده آنزیم مانیتول

یکی به دست نوکلئ یداس یکرفس، توال در M6PRهمسانه سازی آنزیم   . در این پژوهش نیز با(Hahn et al. 2003دخیل است )

( توسط آزمون M6PRداشت. همچنین میزان رونویسی این ژن ) M6PRبه  ای بسیاریینهآم یداس آمد که محصول آن شباهت

Real time PCR  سنجیده شد. نتایج نشان دهنده افزایش رونویسی ژنM6PR تلفی به بررسیدر گیاه کرفس بود. مطالعات مخ 

M6PR  اما تا کنون مطالعه ای در زمینه همسانه  سازی این ژن در گیاه کرفس و افزایش رونویسی ژن  ،پرداخته استکلونال

M6PR ( انجام نشده بودGhajari et al. 2021) از این رو یکی از دستاوردهای این مطالعه افزایش میزان رونویسی ژن .M6PR 

 در گیاه کرفس بود که متعاقبا افزایش میزان رونویسی توسط آزمون های مولکولی تایید گردید.

علاوه بر این، در این مطالعه به بررسی میزان بیان پروتئین و خالص سازی آنزیم مربوطه پرداخته شد. نتایج این مطالعه نشان 

ه خود به عنوان آنزیم کلیدی در مسیر تسریع فعالیت کاتابولیسم پس از همسانه سازی بود ک M6PRدهنده افزایش تولید پروتئین 

 ی،مولکول از گیاه به بررسی جرم M6PRمی باشد. این نتایج همسو با مطالعات گذشته می باشد که پس از خالص سازی آنزیم 

همچنین مطالعه  .(Ara et al. 2018است(، پرداختند) مشترک خانواده آلدوکتو ردوکتاز ی )که ویژگیجنبش یهایژگیو و یژهو یتفعال

توانند به عنوان منبع مناسب برای تسریع و می دنباشمیفعال  ند،شویم یانب یدر باکتر ی گیاهی وقتیهایمآنزحاضر نشان داد که 

 فعالیت کاتابولیک استفاده شوند.

این آنزیم به صورت نوترکیب  آن تولید گیاه کرفس و به دنبال ازبدست آمده   M6PRآنزیمژن  همسانه سازی: گیرینتیجه

همچنین مطالعه  .آنزیم دارای فعالیت  باشد طوریکهشود به  آن در سیستم پروکاریوتی  بالای بیان می تواند منجر به در آزمایشگاه 
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منبع مناسب برای تسریع توانند به عنوان و می دنباشمیفعال  ند،شویم یانب یدر باکتر ی گیاهی وقتیهایمآنزحاضر نشان داد که 

 فعالیت کاتابولیک استفاده شوند.

از  BIO3Pتوحید پیری قراقیه مدیرعامل شرررکت دکتر  یاز آقا دانندینگارندگان بر خود لازم/فرض م :سپپساسپپگزاری

 .یندنما یارزشمند سپاسگزار یه خاطر مطالعه متن مقاله حاضر و ارائه نظرهاب  هلدینگ آمیتیس ژن )ایران(

 

 منابع

های ران، دست، راسته و چربی در بافت p32( الگوی بیانی ژن ۱۴00عرب پور رق آبادی زهرا، محمدآبادی محمدرضا، خضری امین )

 .200-۱8۳(، ۴)۱۳پشت بره کرمانی. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی، 

 یکشاورز یوتکنولوژیمجله ب .real time PCRدر بز کرکی راینی با استفاده از  ESR1( بیان ژن ۱۳۹۹) محمدرضا یمحمدآباد

۱2(۱ ،)۱۹2-۱۷۷ . 

-۱8۴(، ۴)۱2ی کشاورز یوتکنولوژیب. مجله در بز ESR2 مختص بافت ژن mRNAیانیب لیپروفا( ۱۳۹۹)محمدرضا  یمحمدآباد

۱۶۹. 

. مجله بیوتکنولوژی در بز BMP15 مختص بافت ژن mRNA پروفایل بیانی(. ۱۳۹۹) ، سفلایی محمدمحمدرضا یمحمدآباد

 .۱۹۱-208(، ۳)۱2ورزی کشا

های مختلف گوسفند کرمانی با استفاده از مطالعه بیان ژن لپتین در بافت( ۱۳۹۷محمدآبادی محمدرضا، کرد محبوبه، نظری محمود )

real time PCR ۱۱۱-۱22(، ۳)۱0. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی . 
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