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گياه  بهبا منشاء انساني  (tPA)يتكننده پلاسمينوژن باف فعال سازي و انتقال ژن همسانه
  توتون

  3عليزاده وشنگه و 2مهبودي ريدون، ف1*جلالي جواران ختار، م1معصومي اصل سدا
  گروه اصلاح نباتاتدانشكده كشاورزي، تهران، دانشگاه تربيت مدرس،  1

  بيوتكنولوژي ، بخشانستيتو پاستور ايران تهران، 2
  گروه بيوتكنولوژيدانشكده كشاورزي، كرج، دانشگاه تهران، 3

  15/11/87: تاريخ پذيرش   22/10/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

ي جانوري سلولهاتخمير ميكروبي و كشت  يسيستمهابه عنوان يك جايگزين اميدبخش ي نوتركيب پروتئينهاگياهان جهت توليد 
در اين . توليد دارند ، تغييرات پس از ترجمه و حجم بالايپاييني همچون ايمني بالا، هزينه يمزايا كهدليل اينه بپيشنهاد شده اند، 

نوتركيب تحت كنترل  ژناين . به گياهان توتون منتقل شده است (tPA)فعال كننده پلاسمينوژن بافتي ژن cDNA، تحقيق
 ،KDEL پپتيد نشانهترادف كد كننده و  Kozak ش دهندهافزاي توالي. قرار گرفت NOSو خاتمه دهنده  CaMV 35S پيشبرنده

روش انتقال ژن مبتني بر به  pBI(tPA(شده تهيهسازه . افزوده شدند tPAبه ترتيب به انتهاي آميني و كربوكسيلي ژن 
ي تراريخت جوانه ها. ندانتخاب شد كانامايسين محيط حاوي گياهان تراريخته رويو منتقل  به ژنوم گياه توتون اگروباكتريوم

گياهان  ارزيابي. از آنها جمع آوري شد (T0)بذور نسل اول و ند يددگرمنتقل خاك به و سپس ريشه دار شده ابتدا به پرليت 
  .انجام شدو وسترن بلات  RT-PCR و (PCR)زنجيره اي پليمراز واكنش استفاده از باتراريخت 

  ژن بافتي، انتقال ژن، توتون پروتئين نوتركيب، فعال كننده پلاسمينو: كليدي واژه هاي
   m_jalali@modares.ac.ir: ، پست الكترونيك44196524: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
 و Plant molecular farmingاصطلاحاتي از قبيل 

Biopharming  ي نوتركيب در پروتئينهاهمگي براي توليد
ي ي زنده و يا ارگانيسمها بكار مسلولهامقياس انبوه در 

روند؛ كه از گياهان زراعي و يا حيوانات اهلي به عنوان 
   ).23، 5( ميزبان استفاده مي شود

ي پروتئينهاامكان بهره برداري از گياهان براي ساخت 
، با بيان 1989نوتركيب پستانداران براي اولين بار در سال 

موفقيت آميز آنتي بادي فعال با اندازة كامل، در توتون 
اين امر نشان داد كه گياهان قادر . گرديدتراريخت اثبات 

به سرهم كردن كمپلكس هاي گليكو پروتئيني عملكردي، 
  .)9،  8( با چندين زير واحد مي باشند

گرفته شده از گياهان،  ي نوتركيبپروتئينهاصحت ساختار 
هنگامي كه براي اولين بار از گياهان براي  1992در سال 

 Bس هپاتيت  آنتي ژن سطحي ويرو(توليد واكسن 
)HBV (استفاده شد، اثبات گرديد)همان گروه، در   ).15

تحقيقات بعدي نشان دادند كه واكسن توليد شده در 
گياهان توتون، پس از تزريق به موش پاسخ ايمني را 

با گسترش سريع فناوري كشاورزي  .)30( دادافزايش 
با ارزش، با  ي درمانيپروتئينهامولكولي، بسياري از 
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در گياهان تراريخت توليد شدند كه مشتمل بر  موفقيت
، هورمونها )rAbs( ،)12، 13 ،24(آنتي باديهاي نوتركيب 

ي پلاسما پروتئينها، )14(، سيتوكين ها، اينترلوكين ها )11(
واكسنهاي  و )29، 28(آنتي تريپسين انساني  -1-، آلفا)25(

انعقاد خون يك واقعه آنزيمي . مي باشند )15(خوراكي 
كه با پيش ماده هايي از بافتهاي مجروح شروع شده و  است

مونومر هاي فيبريني تشكيل دهنده لخته مي   منجر به ايجاد
پس از چند روز، لخته فيبريني توسط سيستم آنزيمي . شود

مشخص شده كه فعال كننده . شود فيبرينوليتيك تخريب مي
هاي پلاسمينوژن نقش مهمي در سيستم فيبرينوليتيك 

قادر به تبديل پلاسمينوژن به فرم فعال  آنزيمهااين  .دارند
مي باشند كه شبكه فيبريني همراه ) پلاسمين(كاتاليتيك آن 

دو نوع اصلي فعال . با لخته هاي خوني را تخريب مي كند
فعال : كننده هاي پلاسمينوژن وجود دارند كه عبارتند از

 و فعال كننده (u-PA) كننده پلاسمينوژن نوع اروكيناز
، فعال tPA پروتئين  ).17و 4(. (t-PA) پلاسمينوژن بافتي

در صورتي كه  استكننده اصلي پلاسمينوژن در خون 
و عقيده بر  بودهپروتئوليز وابسته به بافت  uPAنقش اصلي 

اين است كه نقش آن در حذف فيبرين داخل عروقي 
در  هعمد به طورفيبرينوليز . ، ثانويه مي باشد tPAنسبت به 

 ،فيبرين آغاز و منتشر مي شود زيرا اين سطحسطح 
ي اتصال براي تماس بهينه بين تعدادي از اجزاي محلها

را مهيا  tPAسيستم فيبرينوليتيك بخصوص پلاسمينوژن و 
پلاسمينوژن و  اين اثر تحريكي، غلظت بالائي از. مي كند

tPA  را در رسوبات فيبرين بوجود مي آورد و موجب
 مي گردد لاسمين در اين ناحيهمتمركز شدن فعاليت پ

)1(.tPA   ي سلولهاي مشتق شده ازBowes Melanoma 
اسيدآمينه تشكيل شده  527از يك زنجيره پلي پپتيدي با 

اسيدآمينه سيستئين از  34باند دي سولفيدي بين  17است و 
. مي كنند  يره دخالتجسيستئين آن در پيچش اين زن 35

درصد وزن كل  7 تقريباًاين پروتئين گليكوزيله بوده و 
يك سرين  tPA. مولكول را كربوهيدرات تشكيل مي دهد

 است  PI=7.5كيلو دالتون و  70پروتئاز با وزن مولكولي 
)1(.  

با توجه به آمار سازمان بهداشت جهاني در مورد تعداد 
عروقي و ضرورت توليد  -مبتلايان به بيماريهاي قلبي

بع دائمي و ارزان، توليد ي از منايي نوتركيب داروپروتئينها
از طريق منابع ديگر  tPAمثل  داروييي نوتركيب پروتئينها

با توجه به مزيتهاي  .مانند گياهان اجتناب ناپذير مي باشد
عنوان بيوراكتور در مقايسه با ساير سيستمها نظير ه گياهان ب

مي توان از  ، ي پستاندارانسلولهاباكتري، مخمر، قارچ و 
ي پروتئينهايك جايگزين مناسب براي توليد گياه به عنوان 

توتون زراعي  .)26(استفاده كرد tPAمثل  دارويينوتركيب 
ي پروتئينهاتاريخچه موفقيت آميز و طولاني در توليد 

ي و غيرعلوفه يتوتون يك محصول غير غذا. نوتركيب دارد
ي پروتئينهااي بوده و يك انتخاب مناسب جهت توليد 

از دلايل اين انتخاب، انعطاف  يكي. مي باشد دارويي
توتون توليد . پذيري نسبي آن به دستورزي ژنتيكي است

تن عملكرد برگ تازه  100تا  50حدود ( بالاييوزن تازه 
 داشته و بذر زيادي نيز توليد مي كند) در يك فصل زراعي

مدت بنابراين در ). از يك ميليون بذر در هر بوته يشب(
توتون تراريخت در سطح كثير تبا  مي توان زمان كوتاه 

وارد توليد و  محصول پروتئين نوتركيب موردنظر را  ،وسيع
  .  نمودبازار 

در  tPAطي سالهاي اخير تحقيقاتي بر روي توليد 
ه است كه يدردگسيستمهاي مختلف بياني تعريف و اجرا 

ي سلولهااز  tPAژن  cDNAدر طي يكي از اين تحقيقها 
 همسانه سازيناقل مناسبي  انساني جداسازي شده و در

ي ليشمانيا و سيستمهاحال اين پروتئين در ه تا ب. گرديد
با توجه . )31و 26(اشيريشياكولي با موفقيت بيان شده است

 عروقي به اين دارو و - به نياز روزافزون بيماران قلبي 
نبود  ي بياني وسيستمهاهزينه بالاي توليد آن در ساير 

در سيستم بيان گياهي،  ن داروايگزارشي در مورد توليد 
اين سيستم، امكان  نسبيضروري است به دليل مزاياي 
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 بتوان د تاوبررسي ش توتون توليد اين پروتئين در گياه
در گياهان غير  را نوتركيب دارويياين پروتئين  امكان توليد

ارزيابي ارزان  و با قيمتحجم زياد در سطح وسيع و مدل،
  . كرد

  روشهامواد و 
 Eschrichia coliاز دو باكتري  تحقيقدر اين  :ريهاباكت
 ) از انستيتو پاستور ايرانتهيه شده ( DH5α يهسو
تهيه ( LBA4404  يهسو Agrobacterium tumefaciensو

 )و زيست فناوريملي مهندسي ژنتيك  پژوهشگاهاز شده 
عنوان ميزبان براي ه ب   E. coliز باكتري ا .استفاده شد

ر ساختارهاي تهيه شده استفاده گرديد و از نگهداري و تكثي
جهت انتقال ژن  Agrobacterium tumefaciensباكتري 

  . مورد نظر به گياه توتون استفاده شد

 tPAحاوي ژن  pTZ57Rبا توجه به اينكه ناقل  :آغازگرها
مي باشد، به منظور  NotIو  NcoIداراي مكانهاي برشي 

ژن موردنظر با توجه  ، آغازگرهاي مناسبمكانهاتغيير اين 
و   XbaIيعني   pBI121به مكانهاي برشي ناقل بياني 

BamHI  توالي هاي دو طرف ژن و توالي افزايش دهنده ،
و سيگنال  Kozak (TAAACA)بياني

(TAGCTCATCTTT) KDEL )19 ( ي سيستمهادر
  .گياهي طراحي گرديد

از طريق  DNAآغازگرهاي مورد استفاده براي تكثير  
 )A1, A2(توالي اين آغازگرها  .گرديدتهيه  ناژنسي شركت

 Forward Primer:(5' GAG((A1)آغازگر پيشرو: عبارتند از

AAG  ATG ATG GAT GCA TAA ACATCT AGA 
AGA GGG 3'   آغازگر معكوسو(A2))Backward 

Primer:(ATC  TAG CTC5' ATA GTC AAC TCA 

CGG TCG CAT GTT G 3' TTT  و آغازگرهاي وسط
 5'TTG :(B1) آغازگر پيشرو: عبارتند از )B1, B2(ژن

ATG CGA AAC TGA GGC TG3' و آغازگر معكوس 

(B2) :3' 5'CTT CTC AGA TTT CGT GTG CC.  

با شماره (  tPAژن cDNA كه حاوي pTZ57Rناقل  :ناقلها
وهمكاران دريافت مهبودي از  كهبود ) IO1047 شناسايي
شركت  pCR2.1همسانه سازي ناقل  و )26(گرديد

Invitrogene  هت همسانه سازي جكهcDNA  ژنtPA 
كه داراي ژن مقاومت به  pBI121ياني گياهي بو ناقل بوده 

  .، استفاده شدبودكانامايسين 

 Nicotiana)گياه توتون  از در اين آزمايش :مواد گياهي

tabacum cv. Xanthi )  از  تهيه شده( دشاستفاده
ساقه  .)زيست فناوريو ژنتيك مهندسي ملي پژوهشگاه 
به قطعاتي  رشد يافته در شرايط درون شيشه اي گياه توتون

حاوي يك جوانه و يك برگ  كه سانتيمتر 3الي  2به طول 
 MSاي حاوي محيط كشت  به ظروف شيشه و تقسيم ،بود

بعد از . بيوتيك منتقل گرديدند بدون هورمون و آنتيجامد 
  .آماده شدند تياريخهفته گياهان رشد كرده و جهت تر 2

تهيه  DNA: همسانه سازي ژن و PCRبا  tPAژن  تكثير
با ) IO1047 با شماره شناسايي(  شده از انستيتو پاستور

 60 مايدر د) A1, A2(استفاده از آغازگرهاي اختصاصي 
ميلي مولار،  1، غلظت آغازگر سيكل 30 ،درجه سانتي گراد

 DNA 1ميلي مولار، غلظت  2غلظت يون منيزيم 
 SmarTaq  5/0آنزيم  غلظت و ميكروگرم بر ميلي ليتر

 pCR2.1در ناقل  PCRو محصول تكثير ميلي مولار، 
جهت همسانه . همسانه سازي گرديد Invitrogeneشركت 

با ، پس از تعيين جهت ژن  pBI121سازي ژن در ناقل 
ي برشي مكانهااستفاده از برشهاي آنزيمي اختصاصي، از 

 جهت همسانه سازي ژن در ناقلموجود در دو طرف ژن 

pCR2.1 با توجه به مكانهاي برشي دو . استفاده گرديد
و مكانهاي برشي ناقل بياني  pCR2.1طرف ژن در ناقل 

pBI121  ي برشي آنزيمها، ازBamHI  وXbaI  جهت برش
در ناقل بياني گياهي    tPAژندر نهايت ژن استفاده و 

pBI121  گرديدهمسانه سازي.  

با سازواره هاي تهيه و اگروباكتريوم  E.coli ريختيترا
روش شوك حرارتي و  E.coliبراي تراريختي باكتري :شده
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استاندارد انجماد و  روشروباكتريوم براي تراريختي اگ
به كار گرفته ) ميلي مولار CaCl2 )20ذوب با استفاده از 

  . )22(شد

 :tPAحاوي  توتون با استفاده از اگروباكتريومختي تراري
رشد داده  )MS )18 بر روي محيط كشت ياهان توتونگ

براي ) سانتيمتر 4با طول (شدند و جوانترين برگها 
جهت تراريختي گياه  .انتخاب شدند ريخت نمودنترا

). 6(استفاده شد  (Leaf disk)توتون از روش قطعات برگي 
ماه پس از انتقال گياهان به خاك مناسب، مرحله  1حدود 

گلهاي توتون جهت خودگشني وتوليد . گلدهي آغاز گرديد
حدود  و پوشانده شدندبوسيله پاكتهاي مخصوص  T1نسل 

. برداشت شدند)  T1نسل(ماه بعد بذور توتون  1
  .شدانجام  (T0)آزمايشات مولكولي برروي گياهان نسل اول

برگهاي جوان از گياهان باززايي  :تراريختآناليز گياهان  
. استفاده قرار گرفتندمورد  DNAبراي استخراج  شده

انجام  )1983( و همكاران با روش دلاپورتا DNAاستخراج 
 (A1, A2)با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي PCRآناليز و 
غلظت آغازگر  ،سيكل 35و  درجه سانتي گراد 60 دماي در
ميلي مولار، غلظت  2ميلي مولار، غلظت يون منيزيم  1

DNA 5/1  غلظت آنزيم ميكروگرم بر ميلي ليتر وTaq  
شناسايي و  tPAانجام و گياهان داراي ژن  ميلي مولار 6/0

استخراج نحوه بيان تراژنها،  جهت بررسي .انتخاب شدند
RNA  از برگهاي جوان و با استفاده از كيتكلRNX-Plus 

 از روي cDNAسپس  .شركت سيناژن انجام گرفت  

RNAبا استفاده از كيت شركت راج شده خاستFermentas 
آغازگرهاي با استفاده از  RT-PCRواكنش . ساخته شد
 ساختن  ( هانجام شد )B1, B2وA1, A2 (اختصاصي

cDNA با روش حرارتي كيت و واكنشRT-PCR  در 
ميلي مولار، غلظت يون  1آغازگر  سيكل 35و  C◦ 60 دماي

ميكروگرم بر ميلي  cDNA 1ميلي مولار، غلظت  2منيزيم 
 و گياهان داراي) ميلي مولار Taq  6/0ليتر و غلظت آنزيم 

mRNA  ژنtPA  آزمون  در. انتخاب شدندشناسايي و

 12ميكروگرم از پروتئين در ژل  150مقدار   وسترن بلات
ران شده و سپس با استفاده از دستگاه ترانسفر، درصد 

سپس بلاك كردن . باندها به كاغذ نيتروسلولز منتقل شدند
پس . انجام شد BSA(1.5%)از كاغذ نيتروسلولز با استفاده 

 tPAو تريتون، آنتي بادي اوليه   PBSاز سه بار شستشو با 
بار شستشو  3ساعت شيكر و دوباره  3افزوده و به مدت 

ساعت  5/1ده و سپس آنتي بادي ثانويه افزوده شده و دا
بار ديگر شستشو داده و  3در نهايت . دگرديشيكر 

ولز اضافه نموده و را روي كاغذ نيتروسل Dabسوبستراي 
  ).22( حضورپروتئين موردنظر به صورت باند مشخص شد

  نتايج
 :  (tPA)فعال كننده پلاسمينوژن بافتيژن  همسانه سازي

غازگرهاي  با استفاده از آ pTZ57Rاز پلاسميد  tPAژن 
آمده در  به دست  PCRمحصول  .اختصاصي تكثير گرديد

جهت . گرديد، همسانه سازي pCR2.1ناقل همسانه سازي 
در . گرديد استفاده PCR واكنشاز ي مثبت كلونهاتعيين 

كه  تكثير گرديدكيلوبازي  7/1قطعه  كلونهاتعدادي از 
   .)1شكل ( كردمي  تأييد كلونهاهمسانه سازي را در آن 

  M          1              2           3 

 
 -1. %1بر روي ژل آگارز  انساني tPAژن  PCRمحصول  -1 شكل
 tPAناشي از تكثير ژن محصول  - DNA(، 2آب مقطر بدون (كنترل

محصول ناشي از تكثير ژن   -3  ،)كنترل مثبت( pTZ57Rدر ناقل 
tPA  در ناقلpCR2.1 ، M-  نشانگر مولكوليbp 1000 

)Fermentas(.  
  

١٧٠٠bp 
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  pTZ57Rنقشه كامل ناقل  -2شكل 

 تأييدو   pBI121در ناقل بياني  tPAهمسانه سازي 
 (بر اساس دو سر چسبنده ژن :صحت ساختار حاصله

(Xba I , BamH I  نمي توان ژنGUS چون . ردرا حذف ك
و با برش ناقل  هبود GUSاين دو آنزيم در بالا دست ژن 

پس از . حذف نمي شد GUSبياني با اين دو آنزيم ژن 
در ناقل بياني   tPAژن  ،pTZ57Rتعيين جهت ژن در ناقل 

pBI121  تعيين جهت ژن در  براي .يدردگهمسانه سازي
ي مختلف موجود آنزيمها برش يامحلهناقل، با توجه به 
ي خاصي ا انجام و بر اساس نتايج برشها در دو طرف ژن،

  . تعيين شد در ناقلجهت ژن  حاصله

ي تكي و برشها، ) 2شكل ( pCR2.1با توجه به نقشه ناقل 
 و XbaI,  HincII, BamHI يآنزيمهااستفاده  از جفتي با 

NotI نتايج نشان داد كه ژن . انجام شدtPA  ناقل در
pCR2.1 پس مي توان . صورت وارونه قرار گرفته استه ب

تكثير شده ي برش موجود در دو طرف ژن محلهابر اساس 
  XbaIو  BamHI  ي برشمحلهااز ،  pTZ57Rدر ناقل

   .)3شكل (استفاده كرد 

ناقل :  pBI121در ناقل بياني  tPAهمسانه سازي ژن 
برش  XbaIو  BamH Iبا آنزيمهاي برشي  pBI121بياني 

نيز بصورت جفتي با دو  pTZ57Rسپس ناقل . داده شد
برش و پس از اطمينان از درستي  BamH Iو  Xba Iآنزيم 

جهت تأييد همسانه . برشها، واكنش اتصال صورت پذيرفت
شكل ( استفاده گرديد PCRسازي از واكنش هاي برش و 

به اگروباكتريوم پس از انجام  pBItPAانتقال سازواره  ).2
و بردن محصول واكنش روي ژل  Colony PCRكنش وا

 غازگرهاي اختصاصي با استفاده از آآگارز اثبات گرديد و 
   ). 4شكل(كيلوبازي را نشان داد  7/1حضور يك باند

6       5        4         3        2        M       1  

  
براي تعيين  tPAحاوي ژن  pTZ57Rنتايج برش ناقل  -3شكل 

  BamHIو  NotIي آنزيمهامحصول برش با :  1. در ناقل جهت ژن
M : جفت بازي 1000نشانگر وزن مولكولي(Fermentas) .2  :

محصول برش با :  5وXbaI 4محصول برش با آنزيم : 3).  آب(كنترل
  .HincIIو XbaI يآنزيمهامحصول برش با :  HincII .6آنزيم  

گياهان  تراريخت كردن: به گياه توتون tPAانتقال ژن 
پس . صورت گرفت تلقيح با آگروباكتريوم بواسطهتوتون 

از چند هفته ريز نمونه هاي تلقيح شده گياهچه توليد 
 ريز نمونه هاي كه بر روي در حالي )الف-5شكل ( كردند
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بدون تلقيح با آگروباكتريوم و تلقيح با آگروباكتريوم (شاهد 
. دهيچگونه باززايي مشاهده نش) pBI121 ناقل بدون

حاوي  انتخابي گياهچه هايي كه روي محيط كشت
و  گياه تراريخت 36تعداد (كانامايسين باززايي شدند

، با استفاده )ب و ج-5شكل هاي (  )6/1ميانگين باززايي 
 قرار گرفت و گياهان ارزيابيمورد  PCRتكنيك از 

  . انتخاب شد tPAژن  حاوي تراريخت احتمالي

5           4                 3                2               1         M 

  
 bpوزن مولكولي  نشانگر:  PCR :M  تكنيك استفاده از با pBI121در ناقل )bp1700قطعه حدود (  tPA حضور ژنتأييد -4شكل
1000(Fermentas) .1  :واكنش ( كنترل منفيPCR ناقل  ( كنترل مثبت:  2 ،)با آبpTZ57R حاوي   tPA (،  5اقل ن:  3و4وpBI121 ژن حاوي 
tPA .  

 

  
 pBI121بياني ريزنمونه هاي برگي كه با اگروباكتريوم حاوي ناقل. الف: توليد گياهان تراريخت احتمالي از ريز نمونه هاي برگي توتون  -5شكل

انتقال گياهان . ج. ياهچه هاي رشد كرده به شيشه هاي بزرگتر حاوي كانامايسينانتقال گ. ب). در روي محيط انتخابي(تلقيح شده اند  tPAداراي ژن 
  .  توتون تراريخته  به ورميكولايت و در نهايت به خاك گلدان

  

             
. tPAاختصاصيآغازگر هاي  و PCRتكنيك  استفاده از با (T0)نسل اول ژنومي استخراج شده از گياهچه هاي باززايي شده  DNAآناليز  -6كلش

 پلاسميد +C: .هيچگونه باندي مشاهده نشد )13(مشاهده گرديد، در صورتيكه در گياه تيپ وحشيان تراريخت در گياه bp 1700يك باند حدود
pCR2.1  حاوي ژنtPA .C- :گياهان تراريخت : 12الي 1. كنترل منفي .M :نشانگر وزن مولكولي  bp  1000)Fermentas.(  

1700  bp 

C-      C+     1      2      3       4      5     M      6       7      8      9     10     11     12   13 

1700bp

 ج                                                   ب                                                 الف        
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 واكنش نتايج : DNAدر سطح  اريختبررسي گياهان تر
PCR آغازگر هاي اختصاصي تراريخت بودن  با استفاده از

ژنومي از  DNAاستخراج . كرد تأييدگياهان را بعضي 
 PCRآناليز . شدبرگهاي جوان گياهان باززايي شده انجام 

آغازگرهاي استفاده از ژنومي اين گياهان، با  DNAبر روي 
 داد در حالي را نشان bp1700اختصاصي وجود يك قطعه 

   ).6شكل ( كه درگياهان شاهد هيچگونه باندي مشاهده نشد
بررسي  براي: RNA در سطح تراريخت آناليز گياهان

، پس گياهان تراريختدر واقع  tPAانجام رونويسي از ژن 
به   RT-PCRواكنشcDNA و سنتز كل  RNA از استخراج

تكثير  )B1, B2و A1, A2 (كمك آغازگرهاي اختصاصي
انجام  )به ترتيب( فت بازيج 635و 1700 كننده قطعات

 1700و 635پس از انجام ژل الكتروفورز، باند هاي . گرفت
كه در گياهان  در حالي .جفت بازي روي ژل مشاهده شد
   .)7شكل (شاهد هيچگونه باندي مشاهده نشد

    M       1           2          3        4   

 
در گياهان  tPAاز ژن  mRNAرسي ساخت رونوشت بر - 7شكل  

جفت  100نشانگر وزن مولكولي :  RT-PCR .Mتراريخت  با روش 
باند :  2).  وسط ژن (جفت بازي  635باند : 1.  (Fermentas)بازي

به ترتيب كنترل منفي و گياه :   4و3و ) كل ژن(جفت بازي  1700
  .غيرتراريخت

عدادي از گياهان بلات كه برروي ت در آزمون وسترن
در  1مثل گياه شماره (تراريخت انجام شد در بعضي از آنها 

را اثبات   tPAحضور باند مورد نظر، بيان ژن ) 8شكل
  . نمود

      M       C-       C+          2              1  

 
كنترل : +C . نشانگر وزني پروتئين:  M. نتايج وسترن بلات -8شكل 
گياهان :  1و2. گياه غير تراريخت:  -C).  يلازداروي اكت(مثبت 

  .تراريخت

  بحث
مير افراد بالغ در كشورهاي  سكته، سومين عامل مرگ و

هر ساله، بيش از سه ميليون نفر در . توسعه يافته است
داروي لخته . آمريكا فقط از اين بيماري رنج  مي برند

آژانس غذا و ( FDAاست كه  دارويي، تنها  tPAشكن 
تزريق آن را براي غلبه بر سكته مجاز ) ي آمريكادارو

ميزان توليد اين  ،در افراد بيمار. )3(شمرده است
به دلايلي كاهش پيدا مي كند كه منجر به  (tPA)پروتئين

ي خوني شده و سكته هاي مغزي و قلبي رگهابسته شدن 
ه ب (tPA)فعال كننده پلاسمينوژن بافتي . دنبال دارده را ب

الاي آن به فيبرين، يك عامل ترومبوليتيك خاطر تمايل ب
نوعي سرين پروتئاز است كه از  tPA. ارزشمند است

ي تحت شرايط آسيب يا تنش به گردش رگهااندوتليوم 
خون مي ريزد و تا پيش از اتصال به فيبرين، فعاليت 

پس از اتصال به فيبرين،   tPAپروتئين . كاتاليزوري ندارد
تجزيه مي كند و پلاسمين را مي پلاسمينوژن درون لخته را 

سازد، پلاسمين هم با هضم فيبرين، از آن محصولات 
 تجزيه اي محلول مي سازد و لذا لخته را حل مي كند

نوتركيب و نيز  DNAاز آلتپلاز حاصل از فن آوري . )16(
استرپتوكيناز به عنوان داروي فيبرينوليتيك در درمان استفاده 

دلار  tPA 2900ر بار درمان با هزينه تقريبي ه ولي مي شود
ي نوتركيب پروتئينهاي توليد سنتي سيستمها. )1( مي باشد
ي سلولهاهاي ميكروبي، كشت  تخميركه از  دارويي

1700bp
 

635bp

2/66 KDa
 
 

45 KDa
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 استفادهحشرات و پستانداران و حيوانات تراريخت 
هزينه، سطح توليد، ايمني توليد و  لحاظاز كنند،  مي

هدف از اين ). 13، 10(درستي محصول اشكالاتي دارند 
در گياه  (tPA) دارويي نوتركيب پروتئينتوليد  ،پژوهش
داراي چندين ويژگي   tPAداروييپروتئين . مي باشد توتون
 داروييي پروتئينهاساير  باعث برتري آن نسبت بهكه  بوده

در مقايسه با رتپلاز، ساروپلاز و  مثلاً .شود ميمشابه 
و دز مصرفي آن  لانوتپلاز نيمه عمر پلاسمائي كمتري دارد

علاوه بر  .)2( تر است پاييندر مقايسه با رتپلاز و لانتوپلاز 
 - Nاين، فعال كننده پلاسمينوژن انساني در سه مكان 

 مكانهايكي از اين گليكوزيلاسيون  گليكوزيله مي شود كه
نيمه  .)21( ي دارديدرصد مولكولها كارا 50حدود در 

است كه با توالي  Fموسوم به  بخشانتهاي آميني داراي 
و دو ساختار  G بخشموجود در فيبرونكتين مشابه ، و يك 

K )K1  وK2 ( دارد كه با ساختار هاي موجود در
 Pبخشنيمه انتهاي كربوكسيلي، . پلاسمينوژن مشابه است

از اينرو، . دارد كه با تريپسين و كيموتريپسين مشابهت دارد
 F-G-K1-K2-Pرا مي توان بصورت  tPAساختار شماتيك 

امروزه در جهت هرس كردن اين ژن تلاش . )20(نشان داد
مي شود تا با كوچك كردن اندازه مولكول، بتوان آن را در 

براي بيان آن  مثلاً. بيان كرد سيستمهاسيستم باكتري يا ساير 
را ايجاد و آن را بيان كردند  K2Pدر اشيريشياكولي تركيب 

)31.(   

ارزان جهت توليد  بالقوه يك منبع به طورگياهان 
 كوسنادي و همكاران. كيب مي باشندري نوتپروتئينها
ي نوتوكيب در پروتئينهازده اند كه هزينه توليد  تخمين

برابر كمتر از توليد همان پروتئين  50الي  10گياهان 
كنون  تا .)7به نقل از ( است در فرمانتور اشيريشياكولي

درگياه  tPA پروتئينو توليد  ريختيگزارشي در مورد ترا
 در tPAگرچه گزارشاتي از توليد  .ه استوجود نداشت

 )26( و ليشمانياي غير بيماريزا )16(اشيريشياكولي باكتري
 داروييپروتئين هيچگونه گزارشي از توليد  ليو اردوجود د

tPA انتقال  اين اولين گزارش از ه ودر گياه وجود نداشت 

 يتواليهااز  ،در اين تحقيق .باشد گياه مي به tPA  ژن
جهت افزايش  ،(Kozak sequence) افزايش دهنده بياني

ي قبل از تواليهااين توالي از بررسي . گرديدبيان استفاده 
آمد  به دستي با بيان بالا در گياهان يدر ژنها ،ن شروعوكد
 ).27(برنده مد نظر قرار گرفتپيشدر طراحي آغازگر  و

 از توالي ،نجهت كمك به پيچش و توليد بهتر پروتئي
، در KDELپپتيد چهارتائي. نيز استفاده شد  KDELنشانه
ي پستانداران و گياهان، به عنوان يك سيگنال سلولها

  .)19( خيري براي شبكه آندوپلاسمي عمل مي كندأت
  tPAبيان ژنموردنظر در آزمون وسترن بلات ،  باند حضور

ر در اين تحقيق علاوه ب. در گياهان تراريخت اثبات شد
وسترن بلات از آناليز زيموگرافي نيز استفاده شده آزمون 

  . را اثبات نمود tPAكه اين آزمون نيز فعال بودن پروتئين 

عمليات تخليص تحت شرايط  بايد توجه داشت كه 
با استفاده از بافرها و افزودنيهاي گرانقيمت  كه آزمايشگاهي

ممكن است كه در مقياس آزمايشگاهي  ،مي گيرد صورت
توجيه وجيه پذير باشد اما در مقياس وسيع قابل ت
مواد  بابايد  را بنابراين مواد گرانقيمت. دنباش مين

. دكرارزانقيمتي نظير نمكهاي فسفات يا استات جايگزين 
بكارگيري روشهاي  ضمنايد ب ،مشكلاتاين براي حل 

روشهاي  ،جديد براي افزايش بيان پروتئين هاي نوتركيب
وه بر ارزان بودن داراي قابليت تخليص جديد كه علا

. مقياس پذيري نيز باشند مورد ارزيابي و اصلاح قرارگيرد
جديد كشاورزي مولكولي در و چالش در واقع وظيفه 

زمينه توليد زيست داروها، تركيب روشهاي مهندسي ژنتيك 
جهت افزايش بيان با روشهاي تخليص  اقتصادي و در 

   . ي مناسب مي باشدتوليد جايگاهنهايت رسيدن به يك 

مركز صنايع حمايتهاي مادي و معنوي از  :سپاسگزاري
و همكاريهاي علمي انستيتو نوين وزارت صنايع و معادن 

كمال پاستور ايران و دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران 
  . مي نمايدرا  سپاسگزاري
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Abstract 

Plants offer a promising alternative to microbial fermentation and animal cell cultures 
for production of recombinant proteins, because of features such as high safety, low 
cost, post-translation modifications and high volume of production. In this report, 
recombinant cDNA of tissue Plasminogen activator was transformed to tobacco plants. 
This gene was expressed under the control of CaMV35S promoter and NOS terminator. 
Kozak sequence and KDEL signal were linked at amino and carboxy-termini of tPA 
gene, respectively. The constructed cassette pBI(tPA) was transferred to agrobacterium 
and the tPA gene was inserted into the plant genome by agrobacterium-mediated 
transformation. Transgenic plants were grown on selective medium and then transferred 
into perlite and soil, to obtain subsequent generation(T0). The transgenic plants were 
tested by polymerase chain reaction (PCR), RT-PCR and Western blotting. 

Keywords: recombinant protein, tissue Plasminogen activator, tobacco, gene transfer 
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