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Abstract 

Objective 

Tissue plasminogen activator is one of the most important drugs in the treatment of heart 

disease. This drug is produced in the expression system as a recombinant protein that has 

high production costs. Transient expression system is very suitable for protein expression 

because of its high expression, high speed, low cost and no spatial effect. Post-

transcriptional silencing has been shown to affect expression levels. Therefore, the aim of 

this study was to investigate the effect of simultaneous expression of P19 silencing 

suppressor gene on transient expression of recombinant tissue plasminogen activator 

(rtPA) at transcriptional and protein levels in Nicotiana benthamiana.  
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Material and methods 

To serve this purpose, the expression proportion of injected Agrobacterium tumefaciens 

containing a binary vector pCAMBIA1304-rtPA with agrobacterium containing 

pCAMBIA1304-P19 have been studied comparison with the expression level from 

Agrobacterium containing only the binary vector pCAMBIA1304-rtPA. Leaf samples 

were prepared on 4, 7, and 10 day post-inoculation with Agrobacterium. Transcription 

and then protein levels were calculated using the Real Time PCR and ELISA tests. 

 

Results 

The results of Real Time PCR test showed that rtPA transcript increased in the presence 

of P19. Also, 4 days after plant inoculation, the highest transcript levels were obtained 

from p19 and rtPA genes. ELISA results showed that the expression of rtPA protein in 

the presence of P19 was 89 and 84 µg.g-1 leaf weight at the 7 and 10 day after 

inoculation, respectively. This expression was 12 and 15% higher than of when 

agrobacterium-containing pCAMBIA1304-rtPA vector alone was used, respectively. 

  

 Conclusion 

The results showed that the use of transient expression method could be a suitable method 

for rtPA protein production.  

Keywords: Agrobacterium, Transient Expression, Molecular Farming, Silencing Suppressor.  
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 چکیده

 نیپرروت  صورتبهدارو  نیا .است یقلب یمارهایب درمان در داروها نیترمهم از یکی( rtPA) یبافت نوژنیسملاپ کنندهفعال هدف:

 سررتت اد،یرز انیرب لیدلبهموقت  انیب ستمیسدارد.  ییبالا اریبس دیتول یهانهیهزکه شود یم دیتول یانیب یهاستمیسدر  بینوترک

 یاست که خاموش شده مشخص وجود نیا با. باشدیممناسب  اریبس نیپروت  انیجهت ب یمکان یریپذریتأث تدمو  نییپا نهی، هزبالا

هرای ترین سرکوب کننردهیکی از مهم. گذاردیم ریتأث بینوترک نیپروت  انیب زانیبر م RISCحاصل از کمپلکس  یسیپس از رونو

ای دارد دو رشرته siRNA از طریق میل ترکیبی زیادی که باکه  باشدمی P19 پروت ین ،شناخته شده در گیاهان RNAخاموشی 

ژن  زمرانهم انیرب ریترأث یبررس حاضر از مطالعه هدف .گرددمیو مانع خاموشی ژن کند میو آن را تجزیه گردد میبه آن متصل 

P19 یبررافت نوژنیپلاسررم کننرردهفعال ژن انیررب بررر (rtPA) توتررون  اهیرردر گ نیو پررروت  یسرریسررطر رونو درNicotiana 

benthamiana  .بود 

 بررسی قرار گرفت. در این تحقیرق از مورد نیو پروت  یسیسطر رونو در rtPA ژن انیب زانیم حاضر قیتحق در :هاروشمواد و 

-pCAMBIA1304ناقرل  یحراو ومیاگروباکتر و pCAMBIA1304-rtPA ییناقل دوتا یحاو ومیاگروباکتر زمانهم قیتزر

P19 یانیب ناقلتنها  یحاو ومیاگروباکتربا  سهیدر مقا pCAMBIA1304-rtPA 7، 4در روزهای  برگیهای نمونه. استفاده شد 
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و الایزا  ReaTime PCRروز پس از تلقیر با آگروباکتریوم تهیه شدند. سپس میزان رونویسی و پروت ین با استفاده از آزمون  10و 

 محاسبه شد.

 شراهدبره  نسبت P19 حضور در rtPA ژن یسیرونو زانیمدرصد  34حاکی از افزایش  Real Time PCRآزمون  جینتا نتایج:

 زایرالا جیشد. نتا حاصل مویاگروباکتربا  اهانیگ ریاز تلق روز چهار باگذشت rtPAو  P19 یهااز ژن یسیرونو زانیم نیشتریب .بود

بر گرم  کروگرمیم 84 و 89 بیبه ترت ریپس از تلق و دهم هفتم روز در P19حضور ژن  در rtPA نیپروت  انیب زانینشان داد که م

 بود.  شتریب درصد 15 و 12 زانیمبه بیترتبه شاهد با سهیمقا درکه  برگ بود تروزن

در سطر بالا  انیبه ب یابیدست یبرا تواندیمژن،  یخاموشبر سرکوب  تلاوه P19 کاربردنشان داد که  جینتا کلی:گیری نتیجه

 .باشد مؤثر

 .کننده خاموشی ژنزراتت مولکولی، سرکوببیان موقت، ، اگروباکتریوم :کلیدیهای واژه

 

 مقدمه

یافته است. بنابر گزارش سازمان افراد بالغ در کشورهای توسعه ومیرمرگترین توامل های قلبی تروقی، از شایعبیماری

بیماری ایسکمیک قلب مرگ در سراسر جهان مربوط به میلیون  9/56میلیون از  2/15، 2016در سال ، 1(WHOجهانی بهداشت )

 ،و حذف لخته از سیستم گردش خون (2ترومبولیتیکلخته خونی ) کنندهتجزیه داروهایبا استفاده از امروزه . ( 2018WHO) است

 3فیبرین یتجزیهمبولیتیک، سیستم وگیری داروهای ترهدف. است یافتهکاهشمیزان زیادی  بیماری بهناشی از این  ومیرمرگ

، لازم است آنایجاد و پس از ود شمی تشکیلدر خون در اثر سکته قلبی موقت از فیبرین  یساختار صورت بهلخته خون  باشد.می

 Kunamneni etگیرد )صورت میپلاسمین توسط  ،های فیبرین به ترکیبات محلول در خونرشتهتا تجزیه )حل( گردد. تجزیه

al. 2008) یپیش آنزیم صورتبهپلاسمین  ،شود. در جریان خونی پروت ازها محسوب میاز خانواده و آنزیم اختصاصی. پلاسمین 

 گرددبه پلاسمین تبدیل می در محل تشکیل لخته، کنندهفعال تاملکه توسط  وجود داردبه نام پلاسمینوژن  غیرفعال

(Kunamneni et al. 2008)فعال  ، و یوروکیناز، استرپتوکیناز توان بهمیهای پلاسمینوژن جهت مصارف درمانی کننده. از فعال

و  Urokinaseدر مقایسه با  (tPAی پلاسمینوژن بافتی )کنندهاشاره نمود. پروت ین فعال کننده پلاسمینوژن بافتی

Streptokinase ،کند بهتری لخته را حل می کاراییو بنابراین با  شودمیاختصاصی و با تمایل بالا به فیبرین متصل  طوربه

(Baruah et al. 2006) پروت ین .tPA مینو حاوی پنج د ایاسیدآمینه 527 پلی پپتیدیی یک سرین پروت از با زنجیره 

                                                           
1World health organization; WHO 
2 Thrombolytic 
3 Fibrinolysis 
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در (، امروزه Truncated tPA) tPAپروت ین ی کوتاه شده شکل. (Ranby 1982)باشد ساختاری و تملکردی می 

 2 های سرین پروت از و کرینگلمینتنها حاوی د ،اصلیو از پنج دمین پروت ین  کاربرد داردبیشتر های جدید دارویی فرمولاسیون

(K2Sمی ) .پروت ین یشکل کوتاه شدهباشد tPA (rtPA) ، 355به  آنتعداد آمینواسیدهای  و فاقد واحدهای قندی بوده 

توانایی بهتر در حذف  نهایتاًو  آنتمر پلاسمایی نیمه چنین تغییری سبب افزایش. (Kohnert et al. 1992)است  یافتهکاهش

دلیل به tPAبا افزایش تقاضا برای پروت ین .(Flemmig & Melzig 2012) شده است اصلی tPAلخته نسبت به پروت ین 

امری ، و ایمن صرفهبه مقرونسیستم تولید در مقیاس وسیع،  ایجاد ،فیبرینولیتیک هایبیماریدرمان  در آن مختلف مصارف

های سلولی ملانومای لاین(، Browne et al. 1985) موش L هایدر سلول tPAتولید پروت ین . است ناپذیراجتنابضروری و 

 Escherichia) اشریشیاکلیباکتری ، (Jalanko et al. 1990) های سلولی پستانداران، لاین(Dodd et al. 1986) بوئز

coli) (Obukowicz et al. 1990)های تخمدان هامستر چینی، سلول (CHO) (Fann et al. 2000 )و لیشمانیا 

(Soleimani et al. 2006 )تدم وجود ، پذیریمقیاس دلیلبه استفاده از گیاهان وجود این با است. گرفته قرار مطالعه مورد

 در جهت افزایش پایداری و ثبات پروت ینو  سیستم انسانیانجام تغییرات پس از ترجمه همانند  بیماری مشترک بین گیاه و انسان،

تولید این پروت ین انسانی در گیاهان مختلف صورت  جهتدر  تحقیقات متعددی. دنباشدستیابی به این هدف بسیار مناسب می

 tPAبا موفقیت به هسته گیاه توتون منتقل شد و تولید پروت ین نوترکیب  tPAژن کدکننده پروت ین  2010در سال   .گرفته است

ای جهت خالص (. سپس فعالیت گستردهMasoumi Asl et al. 2010شد ) تأیید تجاری در گیاهان تراریختفعال مشابه نوع 

با  tPAین وضعیت بیانی همچن(. Nabiabad et al. 2011های تراریخت صورت گرفت )از توتون tPAسازی پروت ین نوترکیب 

 گرفتمورد بررسی قرار  ه گیاه توتون، در گیاهان تراریختو انتقال به هست tPAافزودن پپتیدهای راهنما و الحاقی به انتهای ژن 

(Goojani et al. 2013 همچنین ژن .)tPA به ژنوم هسته( ای گیاه خیارCucumis sativa L.,منتقل و تولید پر ) وت ین

در گیاه توتون، ترادف ژنی  tPAمنظور افزایش سطر بیان ژن به(. Asgari et al. 2014شد )تأیید  گیاهان تراریختنوترکیب در 

 (.Abdoli-Nasab et al. 2013) ه استانتقال یافت نیز به کلروپلاست گیاه توتون tPAی پروت ین فرم کوتاه شده

برای  ی مناسبجایگزین بیگانه ژن موقت بیان، پایدار تتراریخ گیاهان تملکرد رزیابیطولانی بودن ا به توجه باامروزه 

 .Goodin et al. 2002; Li et al. 2009; Zhou et al. 2009; Xu et al)آید می حساببههای نوترکیب تولید پروت ین

 در کوتاه زمان در ژن تملکرد آنالیز برای کارا و ارزشمند روشی گیاهی هایبافت در بیگانه هایژن موقت بیان. (2012

 Pogue et) شودمی استفاده نوترکیب پروت ین تولید امکان و تراریختی تأیید برای بیشتر موقت بیان از .است گیاهیی بیوتکنولوژ

al. 2010.) شودیم تولید زمان ترینکوتاه در و بالا سطر در پروت ین روش این در (Pogue et al. 2010 .)سریع، روش این 

 Xu et) باشدنمی محیط تأثیر تحت همچنین و بوده اجراقابل تمایزیافته هایبافت در و بافت کشت به نیازبی ساده، پذیر،انعطاف

al. 2012).  خاموشی ژن پس از  .دندهقرار می تأثیررا در گیاهان تحت  نوترکیب پروت ین تولید متعددی محدودکنندهتوامل
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(. Omar 2013) است شده گزارش اگروباکتریومبا  تلقیر شده نگیاها هایبرگکه در  است تواملی جمله از (PTGS) رونویسی

 تمل دفاتی ضد استراتژی یک تنوانبه و هاویروس کنندهسرکوب اختصاصیغیر ایمنی سیستم تنوانبهدر گیاهان  PTGS یندآفر

 کنندهمداخله هایRNA مسیر توسط اولینمسیر خاموشی ژن در گیاهان وجود دارد.  سهحداقل  دهدمیمطالعات نشان کند. می

 (III نوتی ریبونوکل از) Dicer ، توسط آنزیمی به نام dsRNAs در سیتوپلاسمپذیرد. انجام می( siRNA) سیتوپلاسمی کوتاه

قرار  RISCدر کمپلکس پروت ینی   siRNAسپس .شودجفت نوکل وتیدی تبدیل می 18-21ای های دو رشتهsiRNA  به

را در کمپلکس حفظ کرده و رشته  mRNA سنس و مکمل رشتهبه نام آنتی  siRNA هایاین مجموته یکی از رشتهگیرد. می

متصل شده و آن را در سلول مکمل خود  mRNA به  RISCکند و پس از آن مجموتهرا از کمپلکس خارج می  mRNA مشابه

 متصل موردنظر mRNA به ها miRNA در این روش .باشدمی miRNAتوسط  mRNA یخاموش دوممسیر  .دهدبرش می

در  RNAسومین مسیر خاموشی  .شودجلوگیری می آن پروت ین از ترجمه د و یاشوبرش داده می mRNA نتیجه در و شوندمی

مسیر خاموشی سه  هر (.Jinek & Doudna 2009) گیردصورت میو سرکوب رونویسی  DNA متیله شدن از طریقگیاهان 

RNA  گیاهان دارای هر سه مسیر خاموشی  بین این درو گیاهان هستند.  هاقارچ، جانورانیکسانی در  منشأدارایRNA هستند، 

 (.Eamens et al. 2008) دارند را RNAتنها یک یا دو مسیر خاموشی  سایر موجودات در حالیکه

تواند در حضور سیستم بیان موقت می در بیگانهبیان پروت ین  ،خاموشی ژن پس از رونویسی غلبه بر مشکل منظوربه 

متوقف که خاموشی ژن پس از رونویسی را  یهایاز این رو شناسایی سرکوب کننده خاموشی ژن افزایش یابد. کنندهسرکوب

 خاموشیبتوانند سیستم دهند که ها را تغییر میپروت ین ایگونهبههای گیاهی یاری از ویروسبس کنند، بسیار حائز اهمیت است.می

 P19و  P21 ،P22 ،P14 ،P15 ،P25 ،HC-Pro ،P1های خاموشی ژن از قبیل کنندهسرکوبتعدادی از را سرکوب کنند.  گیاه

کند از ویروس می رمزرا  P19ژن ویروسی که پروت ین  (.Burgyán & Havelda 2011) اندشدهشناساییها در ویروس

در سرکوبی سیستم خاموشی  مؤثرژن  تنوانبهو جداسازی  (Csorba et al. 2015) (TBSV) فرنگیگوجهکوتولگی بوته انبوه 

یک دایمر فعال هم در سیتوزول و  تنوانبهاست که  چندمنظورهیک پروت ین  P19پروت ین  (.Omar 2013) است شدهشناخته

غیراختصاصی  صورتبه miRNAو  siRNAهای و قادر به اتصال به مولکول (Park et al. 2004) هم در هسته قرار دارد

مشتق شده از ویروس در گیاهان در پاسخ به آلودگی افزایش  siRNAسطر  کهازآنجایی. (Dunoyer et al. 2004) باشدمی

دهد و پاسخ خاموشی را از طریق تداخل ای آزاد را از طریق اتصال غیراختصاصی کاهش میدورشته siRNAمیزان  P19یابد، می

( نشان داد که 2007) Lindboنتایج مطالعه .(Hsieh et al. 2009) کندسرکوب می RISC مجموته به siRNAدر اتصال 

در حضور ژن  GFP پروت ین تولید ،(35S CaMVل )یک کلم گویروس موزائ 35Sکمک بیان موقت و با استفاده از راه انداز به

میزان  P19( در تدم حضور 2010) Liu & Kearneyبرابر افزایش یافت. در مطالعه  25تا  P19 ،10سرکوب کننده خاموشی 

هایی با آنتی بادی، پروت ین های گزارشگر،های نوترکیب مختلف از قبیل پروت ینبیان پروت ین P19ناچیز گزارش شد.  GFPبیان 
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 .Wroblewsky et al) دهدبرابر افزایش می 100تا  5های متفاوت های دارویی دیگر را با میزانهدف تولید واکسن و پروت ین

2005; Lindbo 2007; Garabagi et al. 2012.) ژنحال اثر  با این P19  بر بیان فرم کوتاه شده پروت ینtPA  در سطوح

و افزایش  P19سرکوبی خاموشی ژن با استفاده از پروت ین هدف اصلی از مطالعه حاضر  پروت ین انجام نشده است. نویسی ورو

 .باشدمی (Nicotiana benthamianaدر گیاه توتون ) rtPAپروت ین 

 هاروشمواد و 

وژی دانشکده کشاورزی موجود در آزمایشگاه بیوتکنول (N. benthamiana) توتون بذوردر این تحقیق از : مواد گیاهی

حاوی  های پلاستیکیلداندر گ ،و آب درصد 70با الکل  ضدتفونی سطحیاستفاده شد. بذرهای گیاه پس از  دانشگاه تربیت مدرس

ت روشنایی سات 16شرایط  دانشکده کشاورزی دانشگاه تربیت مدرس با اتاق رشدکشت گردیدند و در  1:1پرلیت و خاک به نسبت 

 .شدند داده پرورش 24±2ساتت تاریکی در دمای  8و 

 

گاه بیوتکنولوژی موجود در آزمایش) DH5α سویه E. coli از باکتری: استفاده مورد هایناقلو  های باکتریسویه

 ناقلحاوی  LBA4404 سویه  Agrobacterium tumefaciens(،دانشکده کشاورزی دانشگاه تربیت مدرس

pCAMBIA1304 دارنده ژنP19 در این .دفاده گردی)اهدایی دکتر احسانی، گروه بیولوژی مولکولی، انیستیتو پاستور( است 

 .استفاده شد rtPA برای همسانه سازی ژن pCAMBIA1304و  pMV هایناقلمطالعه از 

 

 3'و  1UTR-'5 ، ناحیهجفت باز( 538طول به) S35VMCa راه اندازاجزای سازه ژنی شامل ناحیه : rtPA سازه ژنی

از ژن  جفت باز 90طول به) آندوپلاسمیشبکه  توالی پپتید نشانه، جفت باز( 188و  517 هایطولترتیب با )به Cowpea virusاز 

b1Pr 2، (گیاه توتونCDS  ژنrtPA (1842طول به )توالی ، جفت بازKDEL3 (و  12طول به )برش های جایگاهجفت باز

 Snapgen version، با استفاده از نرم افزار در کنار همدیگر قرار گرفتن اجزای سازهتأیید . پس از (الف 1)شکل  بودآنزیمی 

شرکت به rtPAسازه ژنی  سپس ،و ب( 1)شکل  انجام شد benthamianaترجیر کدونی بر اساس گیاه توتون رقم  4.1.9

Shingene  چین جهت سنتز ارسال گردید. سازه سنتز شده در ناقلpMV شد. دریافت 

  

                                                           
1 Untranslated region; UTR 
2 Coding sequences; CDS 
3 Lys-Asp-Glu-Leu aminoacids; KDEL 
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. الف: نقشه سازه ژنی P19و  rtPAحاوی سازه ژنی  pCAMBIA1304نمایش شماتیک ناقل  -1شکل 

rtPA های برش آنزیمی: و جایگاهCaMV35S راه انداز :CaMV35S  ویروس موزائیک کلم همراه افزایش

 : توالیCowpea virus ،SPاز  UTR 3'و  5': ناحیه and 3' UTR '5دهنده مضاعف شده نسخه برداری، 

 در نگهداری نشانه : توالیrtPA ،KDELژن  rtPA :CDSشبکه آندوپلاسمی گیاه توتون،  نشانه پپتید

های برش آنزیمی: و جایگاه rtPAژن  CDSحاوی  pCAMBIA1304آندوپلاسمی ب( نقشه ناقل  شبکه

NOSسنتاز،  نوپالین ژن : خاتمه دهندهKanR ،ژن مقاومت به کانامایسین :HygR ژن مقاومت به :

آدنیله شدن  چند : سیگنالpBR322 ،pACaMV35S: ناحیه آغاز همانندسازی ناقل Oriهیگرومایسین، 

CaMV35S ،CAP ،ناحیه اتصال پروموتر :Placاپرون لاکتوز،  : پروموترOlacه ناقل : اپرون لاکتوز ج( نقش

pCAMBIA1304  حاویCDS  ژنP19 های برش آنزیمی.و جایگاه 

Figure 1- Schematic overview of the vector pCAMBIA1304 containing the rtPA and p19 

gene constructs. (a): map of rtPA construct with the restriction enzyme sites: CaMV35S: 

CaMV 35S promoter of the cabbage mosaic virus with duplicated transcriptional 

enhancer, 5 'and 3' UTR: 5 'and 3' UTR region of Cowpea virus, SP: plant codon 

optimized leader sequence of the endoplasmic reticulum of tobacco, rtPA: CDS of rtPA 

gene, KDEL: Endoplasmic reticulum retention signal, (b): map of pCAMBIA1304 vector 

containing the CDS of rtPA gene with the restriction enzyme sites: NOS: nopaline 

synthase gene terminator, KanR: kanamycin resistance gene, HygR: hygromycin 

resistance gene, Ori: pBR322 origin of replication, pACaMV35S: CaMV 3'UTR (polyA 

signal), Plac: lacZ promoter, Olac: operon of lactose; (c): map of pCAMBIA1304 vector 

containing the CDS of P19 gene with the restriction enzyme sites. 

استفاده از  با rtPA های کناری و داخلی ژنتوالیبهبا توجه  rtPAآغازگرهای مناسب ژن : مورداستفادهآغازگرهای 

 ،rtPAهای ژنیان نسبی بررسی بجهت  مورداستفادهی همراه آغازگرهابه هاآغازگر طراحی گردیدند. مشخصات Oligo7افزار نرم

P19  وGAPDH  است. شده ارائه 1در جدول 

استاندارد ذوب و با روش ، rtPAژنی حاوی سازه  pMV ناقل:در ناقل بیانی rtPAسازه ژنی سازی همسانه

حاصله پس از استخراج، با  هایناقلیافت.  انتقال DH5α ۀسوی E. coli به باکتری( Sambrook & Russell 2001)انجماد 

بیانی  ناقل، برش داده شدند و پس از برش rtPAسازه ژنی در دو انتهای  شدهتعبیه Eco91Iو  EcoRI برشیدو آنزیم 

pCAMBIA1304 سازه ژنی، اتصال، طی یک واکنش هاآنزیمن یبا هم rtPA  توسط آنزیم لیگازT4  در ناقل

pCAMBIA1304 و ناقل  درج شدpCAMBIA1304-rtPA به باکتری اتصال. محصول صل شدحا E. coli  ۀسوی 

DH5α  درآمده بود، انتقال داده شد مستعد صورتبه کلرید کلسیمکه با استفاده از (Sambrook & Russel 2001) .های کلون

شناسایی و انتخاب گردیدند. صحت  (mg/ml 50)کانامایسین  بیوتیکآنتیانتخابی حاوی  LB1 در محیطتراریخت باکتریایی 

همردیفی نتایج همچنین و  rtPAآغازگرهای اختصاصی ژن  از استفاده با PCR، آنزیمی واکنش برشبا استفاده از سازی همسانه

                                                           
1 Luria-Bertani; LB 
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 قابل دسترس از ClustalWاستفاده از نرم افزار آنلاین  با rtPAتوالی سازه ژنی  با یابیتوالی

/https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo گردید تأیید. 

 GAPDHو  rtPA ،P19 هایژنو بیان نسبی  Colony PCRدر آزمون  مورداستفادهآغازگرهای  -1جدول 

Table 1- Primers used in Colony PCR assay and relative expression of rtPA, P19 and 

GAPDH genes 

 نام آغازگر
Primer 
Name 

 

 ('3 → '5)توالی 
Sequence (5' → 3') 

طول 
آغازگر 

 )باز(
Primer 
Length 
(base) 

GC 
(%) 

دمای 
ذوب 

(°C) 
Tm 
(°C) 

طول قطعه 
 تکثیر شده

 باز(جفت )
Amplicon 
Size (bp) 

نوع 
 آزمون
Test 

Name 

PCAMF 

آغازگر 
 رفت

Forward 
Primer 

CAGGAAACAGCTATGACCATG 21 47.6 53.5 

1724 

تأیید 
درج ژن 
در ناقل 

 K2SR بیانی

آغازگر 
 برگشت

Reverse 
Primer 

TCTTGAGCGCACCTAGAAGA 20 50 57.3 

K2SF 

آغازگر 
 رفت

Forward 
Primer 

TGCTGGATTCTTTCTGCTGC 20 50 57.3 

215 
آزمون 
Real 
Time 
PCR 

K2SR 

آغازگر 
 برگشت

Reverse 
Primer 

TCTTGAGCGCACCTAGAAGA 20 50 57.3 

GAPDHF 

آغازگر 
 رفت

Forward 
Primer 

TCGTTCAAGTCTCCAAGAAGACA 23 43.5 59.5 

181 
آزمون 
Real 
Time 
PCR 

GAPDHR 

آغازگر 
 برگشت

Reverse 
Primer 

TCATCTCCCATGACCATAGTAAGT 24 41.7 59.1 

P19F 

آغازگر 
 رفت

Forward 
Primer 

ACCAGATCGGATGTACCTATAGTA 24 41.7 58.6 

166 
آزمون 
Real 
Time 
PCR 

P19R 

آغازگر 
 برگشت

Reverse 
Primer 

GGGCATCCTCTTGATACATTACTT 24 41.7 58.5 

 

استاندارد با روش  A. tumefacientبه باکتری  pCAMBIA1304-rtPAانتقال ناقل : اگروباکتریومتراریختی 

 LBدر محیط کشت سازه ژنی تراریخت حاوی های سلولصورت گرفت.  (Sambrook & Russell, 2001ذوب و انجماد )

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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 C° 28در دمای ( mg/ml 50) هیگرومایسینو  (mg/ml 100)ریفامپیسین ، (mg/ml 50)کانامایسین های بیوتیکآنتیحاوی 

حاوی ناقل  اگروباکتریوماز شد.  تأییدآغازگرهای اختصاصی  و Colony PCR هایآزمونبا استفاده از کشت و 

pCAMBIA1304 واکنش در منفی  شاهد تنوانبهPCR .استفاده شد 

 ناقلحاوی  اگروباکتریوم: به گیاه توتون pCAMBIA1304-rtPA ناقلحاوی  اگروباکتریوم انتقال

pCAMBIA1304-rtPA  در محیط کشت مایعLB  و هیگرومایسین در دمای  سینکانامایسین، ریفامپ هایبیوتیکآنتیحاوی

C° 28  دقیقه با شتاب  15مدت بهوژ یبا سانتریفها کشتساتت کشت شد. سپس  18به مدتg 5000  رسوب داده شدند و در

تا رسیدن به 2MgCl (mM 10 )درصد( و  5/0گلوکز )MES1 (mM 10 ،) بافر، (µM 200 )استوسرینگونمحیط تلقیر 

600OD 6/0  .یکسان، میزان و رقت به گیاه یق، قبل از تزربررسی اثر سرکوبی خاموشی ژن منظوربهرقیق شدند (600OD 6/0)  از

با یکدیگر pCAMBIA1304-P19 (Zangi et al. 2016 )و ناقل  pCAMBIA1304-rtPAحاوی ناقل  اگروباکتریوم

 شاهد تنوانبه rtPAحاوی ناقل فاقد ژن  اگروباکتریوم از در این آزمونآماده آزمون گردید.  rtPA-P19مخلوط شدند و تیمار 

(C و )حاوی تنها سازه ژنی  اگروباکتریوم ازrtPA تیمار  تنوانبهrtPA  .گیاهان  هایبرگتمام در نظر گرفته شد(N. 

benthamiana)  ساتت  16گیاهان در اتاق رشد با شرایط  ،بعد از تلقیربرگی توسط سرنگ بدون سوزن تزریق شدند.  6در مرحله

 نگهداری شد. C° 2 ± 24ساتت تاریکی در دمای  8روشنایی و 

 ،RNAدر سطر  rtPAبر بیان ژن  P19 ژن بیان بررسی و ارزیابی اثر منظوربه: RNAدر سطح  rtPAبیان ژن 

 RNXplusبا استفاده از روش  ،تلقیر شده هایبرگز ا RNAاستخراج  بدین منظورشد.  انجام Real Time PCRآزمون 

 پادرصد و دستگاه نانودر 1با استفاده از ژل آگارز  شده استخراج RNAکیفیت و کمیت )شرکت سیناژن( انجام گرفت. 

(EPOCH, USA)  .ساخت مورد ارزیابی قرار گرفتcDNA  با استفاده از کیت استخراجRNA وس انجام شد.شرکت پارس ط 

شرکت ) DNaseIتحت تأثیر آنزیم  ºC 37در دمای  min 30مدت به شدهاستخراج DNA ،RNAی هایآلودگبرای حذف 

Fermentas)  نمودن آنزیم  رفعالیغقرار گرفت. جهتDNaseI  در واکنش ساختcDNA ،mM 50  ازEDTA  نمونه هربه 

اضافه  هانمونهاز  کدام هربه  mM 5/0 Random Hexamerسپس ی شد. دارنگه ºC 65 در دمای min 10مدت بهاضافه و 

 ) RT(، آنزیم X 5) RT، شامل بافر cDNAساخت قرار داده شد. اجزای واکنش  ºC 65 اتصال در دمای min 10مدت بهو 

1-µl.u10 و )dNTP (mM 10 ) ترتیب در زمان و دمایبهو  شدهاضافه هاالیوبه: min 10  درºC 25 ،min 60  درºC 47  و

min 10  درºC 70 .هایژنسطوح بیان  قرار گرفت rtPA  وP19  باqRT-PCR  دستگاه ترموسایکلر وسیلهبهو (BIO-

RAD USA) در حجم ها واکنششد.  گیریاندازهµl 10  شاملSybrgreen µl 5 آب ،nuclease free µl 25/3 ،cDNA 

lµ 75/0 (1-ng.µl 50) ،آغازگر lµ 5/0  بود. از ژنGAPDH در سه تکرار ها آزمایشکلیه  اخلی استفاده شد.د ژن شاهد تنوانبه

                                                           
1 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid; MES 
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بود، نرمال  شدهانتخاب 1دارخانه شدهحفاظتژن  تنوانبهکه  GAPDHمیزان بیان نسبت به ژن و تکنیکی بررسی شد.  زیستی

دست به، رسدیم، سیکلی که شدت فلورسنت به خط آستانه 2(Ctسیکل آستانه ) برحسبی حاصل از بررسی بیان ژن هادادهشد. 

 Livak& ) شدمحاسبه  هانمونهبرای   CtΔ-2این نسبت با استفاده از روش  استانداردشدهمقدار  (. 2001Pfafflآمد )

Schmittgen 2001.)  تعیینefficiency  واکنشReal Time PCR  مختلفهای غلظتبا cDNA  انجام شد و شیب

در این آزمایش جهت اطمینان از تدم وجود آلودگی در ترکیبات آمد.  دستبهها بود آغازگرمنحنی استاندارد که بیانگر کارایی 

 استفاده شد. (pCAMBIA1304گیاهان تلقیر شده با ) شده در واکنش از شاهد منفی استفاده

 ،در سطر پروت ین rtPAبر بیان ژن  P19 بیان ژن بررسی و ارزیابی اثر منظوربه: پروتئیندر سطح  rtPAژن بیان 

تلقیر و  تلقیر شدهگیاهان  هایبرگاز  شدهاستخراجاز پروت ین  µg 22 استفاده گردید. بدین منظور 3(ELISA) از آزمون الایزا

(. آزمون الایزا Guy et al., 1992قرار گرفت ) استفاده مورددر این آزمون و همکاران  Guyمنفی( بر اساس روش  شاهد) نشده

در موش  تولیدشده tPAاولیه پلی کلونال  بادیآنتی( با استفاده از Engvall & Perlmann 1971) غیرمستقیمبه روش 

Goat anti Rabbit IgGHRP conjugate (SC2030 ،USA )ثانویه  بادیآنتیتوسط نویسنده و همکاران( و  تولیدشده)

سه تکرار  و درELISA-Reader (BioTek, USA )نانومتر توسط دستگاه  450صورت گرفت. میزان جذب نوری در 

 مورداستفاده tPAپروت ین سازی کمی( برای Alteplaseتجاری ) tPAهای رقتشد. منحنی استاندارد با استفاده از گیری اندازه

تبدیل گردید. سپس  µg.µl-1بر حسب  rtPAسپس با استفاده از معادله رگرسیون میزان جذب به میزان پروت ین قرار گرفت. 

( بدست µg.µl-1)بر حسب  rtPAمشخص شد. سپس میزان پروت ین  µg 22( به ازای µlمیزان محلول پروت ین کل )برحسب 

 محاسبه شد. µg.g-1بر حسب  rtPA( ضرب شد و میزان پروت ین µlآمده در مرحله قبل در میزان محلول پروت ین کل )برحسب 

 در سطر پروت ین بر حسب درصد نیز از رابطه زیر محاسبه گردید: rtPAمیزان بیان ژن 

rtPA میزان پروت ین 

میزان پروت ین کل
× 100 

 اجرا شد. فاکتورهای موردصورت فاکتوریل در قالب طرح کاملًا تصادفی با سه تکرار آزمایش به: هاداده وتحلیلتجزیه

 7، 4برداشت برگ ) ( و زمانP19بدون  rtPAو  P19همراه با  rtPAفاکتور نوع سازه تلقیر شده )در دو سطر  دومطالعه شامل 

انجام و  SAS version 9.1افزار آزمایشی با استفاده از نرمهای دادهتحلیل  و تجزیه(، بود. با اگروباکتریوم روز بعد از تلقیر 10و 

بررسی قرار گرفت. مقایسه  مورد اسمیرنوف-کولموگروف با استفاده از آزمونها دادهنرمال بودن  ،قبل از انجام تجزیه واریانس

 انجام شد. P > 0.01و در سطر  4LSDدار با استفاده از آزمون حداقل تفاوت معنیها داده میانگین

                                                           
1 Housekeeping gene 
2 Cycle threshold (Ct) 
3 Enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA 
4 Least significant difference; LSD 
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 نتایج و بحث

های آنزیم) برش آنزیمی حاصل از واکنش اتصال بین محصول، pCAMBIA1304-rtPAمنظور ساخت ناقل به

Eco91I  وEcoRI) های ناقلpMV-rtPA  الف( و  2)شکلpCAMBIA1304  ی درج سازه ژنانجام شد. ب(  2)شکل

rtPA  در ناقل بیانیpCAMBIA1304 کمک آزمون بهColony PCR انتظار د مور مورد تأیید قرار گرفت. تکثیر قطعه

همچنین جهت تأیید وجود  .(الف 3در ناقل بیانی بود )شکل  ژن صحیر درج های رشد یافته، مبیندر کلونی جفت باز 1724طول به

pCAMBIA1304-rtPA های رشد یافته در محیط در کلونLB ج ناقل صورت بیوتیک کانامایسین، استخرامایع حاوی آنتی

ای به ا ایجاد قطعهمورد برش آنزیمی قرار گرفت. محصول حاصل از برش آنزیمی، ب Eco91Iو  EcoRIهای گرفت و با آنزیم

های مورد تأیید جهت ب(. ناقل 3را تأیید نمود )شکل  pCAMBIA1304در ناقل  rtPAجفت باز، وجود سازه ژنی  3281طول 

تائید نمود  pCAMBIA1304ر ناقل را د rtPAارسال گردید. نتایج درج صحیر سازه ژنی  Macrogeneتوالی یابی به شرکت 

 pCAMBIA1304-rtPAبه اگروباکتریوم انتقال یافت و حضور ناقل  pCAMBIA1304-rtPA(. در نهایت، ناقل 4)شکل 

ه ژنی (. تکثیر قطع5ل و با استفاده از آغازگرهای اختصاصی تأیید شد )شک Colony PCRهای مثبت از طریق آزمون در کلونی

 (.5به اگروباکتریوم بود )شکل  pCAMBIA1304-rtPAاز انتقال موفق ناقل  جفت بازی حاکی 1724

ها ژن کثیر تمامتآمده از آنالیز منحنی ذوب نشان داد که دستنتایج بهدر سطح رونویسی:  P19و  rtPAبیان ژن 

ها نشان یانس دادهوار هتجزیشده است. نتایج صورت اختصاصی و بدون محصولات غیراختصاصی از جمله دایمر آغازگرها انجامبه

اختلاف آماری دارای  rtPAن بیان ژن های تلقیر شده بر میزازمان برداشت برگ ×داد که اثر متقابل نوع سازه تلقیر شده 

 (. 2درصد بود )جدول  5داری در سطر معنی

روز پس از  P19 ،4ژن  ( در حضور81/0) rtPAمقایسه میانگین ترکیبات تیماری نشان داد که بیشترین بیان نسبی ژن 

ز پس از تلقیر گیاهان با رو P19 ،10( در تدم حضور ژن 22/0) rtPAتلقیر گیاهان با اگروباکتریوم و کمترین بیان نسبی ژن 

 یستم ایمنیسلیل فعال شدن (. با افزایش روزهای پس از تلقیر میزان بیان ژن هدف احتمالا بد6حاصل شد )شکل  اگروباکتریوم

در  rtPAن بیان نسبی ژن میزا P19گیاه و همچنین افزایش سن گیاه کم شد. نتایج مقایسه میانگین نشان داد که در حضور ژن 

که تنها از اگروباکتریوم حاوی  درصد نسبت به زمانی 94، 64، 34روز پس از تلقیر گیاهان با اگروباکتریوم به ترتیب  10و  7، 4

pCAMBIA1304-rtPA  (. اثر بیان ژن 6جهت تلقیر استفاده شد، افزایش یافت )شکلP19 ژن  بر بیان نسبیrtPA 

 ه شد.مشاهد rtPAداری در بیان نسبی ژن عه افزایش معنیافزایشی بود بطوریکه در همه روزهای مورد مطال
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: ناقل Eco91I: Aو  EcoRIهای با آنزیم pCAMBIA1304ناقل  الف( برش آنزیمی -2شکل 

pCAMBIA1304  ،ناقل 1-4برش داده نشده :pCAMBIA1304 شدهبرش داده ،M نشانگر وزن :

-pMV: ناقل Eco91I :Bو  EcoRIهای با آنزیم pMV-rtPA ب( و Ampliqonشرکت  kb 1مولکولی 

rtPA  های با آنزیم ،نشدهداده برشEcoRI  وEco91Iناقل 5-8 . و :pMV-rtPA شدهبرش داده ،M :

 .Ampliqonشرکت  kb 1نشانگر وزن مولکولی 

Figure 2- Digestion of a) the pCAMBIA1304 vector with EcoRI and Eco91I enzymes: A: 

The undigested pCAMBIA1304vector, 1-4: Product of enzymatic digestion reaction, M: 

1kb standard GeneRuler (Ampliqon) Ladder and 2) B: the pMV vector with EcoRI and 

Eco91I enzymes: A: The undigested pMV vector, 1-4: Product of enzymatic digestion 

reaction, M: 1kb standard GeneRuler (Ampliqon) Ladder. 

 

در  P19ن ژترین بیان نسبی نیز مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج نشان داد که بیش P19جهت بررسی بیشتر، بیان نسبی ژن 

از تلقیر گیاه  10و  7با گذشت  P19حاصل شد. همچنین بیان نسبی ژن  58/0روز پس از تلقیر گیاه با اگروباکتریوم با میانگین  4

( )شکل P < 0.01داری کاهش یافت )طور معنیروز پس از تلقیر به 4درصد نسبت به  49و  44میزان ترتیب بهبا اگروباکتریوم به

همچنین همبستگی مثبت و . بود P19و  rtPAحاکی از روند یکسان و مشابه در میزان بیان ژن های  7و  6(. نتایج نمودارهای 7

 مشاهده شد. rtPAو بیان نسبی ژن  P19بین بیان نسبی ژن  61/0برابر با 
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با استفاده از  Colony PCR)الف(  pCAMBIA1304در ناقل  rtPAزه ژنی ساتأیید درج صحیح  -3شکل 

های رشد کرده نیو: کل1-2، (pMVشاهد مثبت )ناقل : C+شاهد منفی، : SR2K .-Cو  PCAMFآغازگرهای 

و )ب(  Ampliqonشرکت  kb 1: نشانگر وزن مولکولی M، حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین LBروی محیط 

و  EcoRIهای : برش با آنزیم2: ناقل برش داده نشده و pCAMBIA1304-rtPA .1برش آنزیمی ناقل 

Eco91I ،M 1: نشانگر وزن مولکولی kb  شرکتAmpliqon. 

Figure 3- Verification of the correct insertion of the rtPA construct into the 

pCAMBIA1304 (a) Colony PCR vector using PCAMF and K2SR primers. C-: negative 

control, C+: positive control (pMV vector), 2-1: colonies grown on LB medium containing 

kanamycin antibiotic, M: 1kb standard GeneRuler (Ampliqon) Ladder, and (b) Digestion 

of pCAMBIA1304-rtPA vector, 1: The undigested pCAMBIA1304 vector and 2: Product 

of enzymatic digestion reaction, M: 1kb standard GeneRuler (Ampliqon) Ladder. 



   1399و همکاران،  شرفی 

 

118 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 
 

 

 .ClustalWین ده از نرم افزار آنلابا استفا rtPAهمردیفی نتایج توالی یابی با توالی سازه ژنی  -4شکل 

Figure 4- Alignment of sequencing results with the sequences of the rtPA construct using 

ClustalW online software. 

 

آنتی محیط کشت حاوی روی بر  یافتهرشد  اگروباکتریوم هایکلونی Colony PCRآزمون  -5شکل 

 روی ژل K2SRو  PCAMF با آغازگرهای اختصاصی کانامایسین، ریفامپیسین و هیگرومایسینهای بیوتیک

رشد های نیو: کل5-1، (ArtP-1304pCAMBIAمثبت )ناقل  شاهد: C+، شاهد منفی: C-. درصد 1 آگارز

 .Ampliqonشرکت  kb 1: نشانگر وزن مولکولی M، کرده

Figure 5- Colony PCR assay of agrobacterium colonies grown on medium containing 

kanamycin, rifampicin and hygromycin antibiotics with specific primers of PCAMF and 

K2SR on 1% agarose gel. C-: negative control, C+: positive control (pCAMBIA1304-rtPA 

vector), 1-5: Grown colonies, M: 1kb standard GeneRuler (Ampliqon) Ladder. 
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 در سطح رونویسی و ترجمه rtPAتجزیه واریانس بیان ژن  -2جدول 

Table 2 - Analysis of expression variance of rtPA gene at the level of transcription and 

translation 

 .M.S میانگین مربعات df درجه آزادی .S.O.V منابع تغییرات

 rtPAبیان ژن 

rtPA gene expression 
 rtPAبیان پروت ین 

rtPA protein expression 

 روز پس از تلقیر
 day post-inoculation 

2 *0.285 **233.69 

 نوع سازه انتقالی
gene construct 

1 *0.354 **367.07 

 نوع سازه انتقالی ×روز پس از تلقیر 
gene construct× day post-

inoculation 

2 *0.305 **258/38 

 error 12 0.07 47.85 خطای آزمایشی

 

 

 ناقل حاوی اگروباکتریومپس از تلقیح با در روزهای مختلف  rtPAبیان نسبی ژن  -6شکل 

pCAMBIA1304-rtPA ( در گیاه توتونN. benthamiana ) در حضور و عدم حضور ژنP19. 

Figure 6- Relative expression of rtPA gene at day post-inoculation with agrobacterium 

containing pCAMBIA1304-rtPA vector in tobacco (N. benthamiana) in the presence and 

absence of p19 gene. 
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-pCAMBIA1304حاوی  اگروباکتریومدر روزهای مختلف پس از تلقیح با  P19بیان نسبی ژن  -7شکل 

rtPA  وpCAMBIA1304-P19 ( در گیاه توتونN. benthamiana). 

Figure 7- Relative expression of p19 gene at day post-inoculation with agrobacterium 

containing pCAMBIA1304-rtPA and pCAMBIA1304-P19 in tobacco (N. benthamiana). 

 

 شده،انجام مطالعات اساس بر. شد rtPAرونویسی ژن سبب افزایش ، P19ژن  نتایج نشان داد که بیان موقت

 یها P19 ،mRNA ژندر تدم حضور کند. را محدود می گروباکتریوما کمکبهژن  موقت ، بیانPTGSکه  شده استمشخص

برای تخریب توسط سیستم خاموشی ژن در گیاه هدف قرار داده خواهند شد احتمالاً  ،شوندمیزان زیادی بیان میژن تراریخت که به

(Thomas & Walmsley 2014 پروت ین .)P19فردی دارد کننده قوی، مکانیسم منحصربهتنوان یک پروت ین سرکوب، به

و یا صورت اختصاصی بهتواند میشود که این اتصال نوکل وتیدی متصل می 22و  21های  siRNAصورت انتخابی به بطوریکه به

ای دارد به آن دو رشته siRNAبا  P19پروت ین  میل ترکیبی زیادی که با توجه به(. Arzola et al. 2011) اختصاصی باشد غیر

چنین مطالعات نشان (. همBurgyan & Havelda 2011گردد )کند و مانع خاموشی ژن میگردد و آن را تجزیه میمتصل می

 درکه شود میدایمر پروت ینی باتث ایجاد  P19، ایدو رشته miRNAیا  siRNAبا  P19پروت ین  داده است که در زمان اتصال

( و بدین ترتیب مانع Alvarez et al. 2008گردد )ای متصل میدو رشته miRNAیا  siRNAقسمت انتهای خود به انتهای 

و باتث سرکوب مسیر خاموشی محسوب گردد می rtPAژن  mRNAبا  miRNAیا  siRNA ایاز تشکیل ساختار دو رشته

ای بوده و از تشکیل دو رشته siRNAقادر به اتصال به  P19 پروت ین همچنین،(. Burgyan & Havelda 2011)شود می

 تنوانبه siRNAمانع گسترش و پخش دوپلکس  P19 پروت ین شده است کهکند. مشخصجلوگیری می RISCکمپلکس 
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 ،P19کنندگی خاموشی توسط (. با توجه به انواع مکانیسم تمل سرکوبDunoyer et al. 2004گردد )سیگنال خاموشی می

  .همین امر باشدتواند می یزن در این مطالعه rtPAفزایش میزان رونویسی ژن دلیل ا

 > P)دار معنیحاکی از وجود اختلاف آماری ها دادهنتایج تجزیه واریانس : در گیاه توتون  rtPAبیان پروتئین 

. (2)جدول  بود rtPAبر میزان پروت ین  زمان برداشت برگ گیاهان تلقیر شده × اثر متقابل نوع سازه ژنی تلقیر شده ( در0.01

سیستم  کنندهسرکوبیک  تنوانبه P19 در حضور ژن rtPAنشان داد که بیشترین میزان پروت ین ها داده مقایسه میانگیننتایج 

( در تدم 1-µg.g 68) rtPAکمترین میزان پروت ین  .(8)شکل  بود روز پس از تلقیر( µg.g 84-1) 10و ( µg.g 89-1) 7در  ایمنی

کننده خاموشی از مؤثر بودن سرکوبنتایج حاکی (. 8حاصل شد )شکل روز پس از تلقیر گیاهان با اگروباکتریوم  P19 ،4حضور ژن 

در حضور ( بود. نتایج مقایسه میانگین نشان داد که N. benthamianaدر گیاه توتون ) rtPAدر افزایش میزان پروت ین  P19ژن 

درصد نسبت به زمانی  15، 12، 9روز پس از تلقیر گیاهان با اگروباکتریوم به ترتیب  10و  7، 4در  rtPAمیزان پروت ین  P19ژن 

در  tPA(. میزان بیان 8جهت تلقیر استفاده شد، افزایش یافت )شکل  pCAMBIA1304-rtPAگروباکتریوم حاوی اکه تنها از 

و همکاران  Masoumi Aslمیزان کل پروت ین محلول و  درصد 0014/0دود ( ح2009و همکاران ) Hahnتوتون در مطالعات 

 تر برگ در انتقال ژن به هسته بود. گرم در هر کیلوگرم وزنمیلی 01/0-026/0( 2010)

 

 

 ناقل حاویدر روزهای مختلف پس از تلقیح با اگروباکتریوم  rtPAمیزان بیان پروتئین  -8شکل 

pCAMBIA1304-rtPA  در گیاه( توتونN. benthamiana در حضور و عدم حضور ژن )P19. 

Figure 8- Expression of rtPA protein at day post-inoculation with agrobacterium 

containing pCAMBIA1304-rtPA vector in tobacco (N. benthamiana) in the presence and 

absence of P19 gene. 
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رین میزان رونویسی در روز چهارم بدست آمد، در حالی که در روز چهارم کمترین میزان پروت ین نتایج نشان داد که بیشت

تواند به دلیل این باشد که در روز چهارم هنوز سیستم خاموشی گیاه در جهت سرکوب بیان بدست آمد. تلت این امر احتمالا می 

افزایش یافت، اما با فعال شدن سیستم خاموشی میزان رونویسی  rtPAفعال نشده است، بنابراین میزان رونویسی از ژن  rtPAژن 

احتمالا افزایش سن گیاه  10و  7کاهش یافت. دلیل دیگر کاهش میزان رونویسی در روزهای  10و  7در روزهای  rtPAاز ژن 

افزایش یابد تا  RNAداری انجام شد، انتظار می رفت میزان پای RNAباشد. با توجه به اینکه طراحی سازه ژنی بر پایه پایداری 

 RNAکه با افزایش میزان پایداری طوریمیزان پروت ین بیشتری حاصل گردد. این امر به وضوح در نتایج مطالعه مشاهده شد. به

، میزان بیان ژن در سطر رونویسی در روزهای اول افزایش یافت. از سوی دیگر بدلیل سرتت کمتر ترجمه نسبت به rtPAژن 

 کمتر باشد، که این مورد نیز در نتایج مشاهده شد. 10و  7نسبت به روزهای  4ظار می رفت میزان پروت ین در روز رونویسی انت

در خاموشی ژن و افزایش میزان بیان پی برد. از  P19 پروت ین مؤثربه نقش  توانمی rtPAپروت ین با مقایسه میزان بیان 

 توانمینسبت به مطالعات قبلی  P19در حضور و تدم حضور در بیان موقت میزان بیان بیشتر پروت ین تولیدی بهطرفی با توجه 

و دهم نشان داد که روز هفتم  حاضر . نتایج مطالعهباشدمیمفید  rtPAبرای تولید پروت ین  بیانی این سیستماحتمالا دریافت که 

 88گیاه، میزان  تر وزنبنابراین اگر در هر گرم باشد.  rtPAمعیار مناسبی برای رسیدن به حداکثر پروت ین  تواندمیپس از تلقیر 

توان می ،قابل تزریق مناسب هایبرگبیان گردد با در نظر گرفتن رشد مناسب و تعداد درصدrtPA (75/15  )میکروگرم پروت ین 

میزان بهن موقت، قابل تزریق، با توجه به ویژگی تکرارپذیری بیا هایبرگیک هفته با افزایش تعداد گیاهان دارای  زمانمدتدر 

، پروت ین نوترکیب میزان تولیدبودن از قبیل پایین  روش انتقال پایدارمعایب با توجه به  .کرددست پیدا  rtPAوت ین از پر موردنیاز

که بیان موقت بتواند  شودمی بینیپیش پایدار،تدم تکرارپذیری انتقال مدت زمان تولید )حدود شش ماه تا یک سال( و بالا بودن 

 کاربردهبهی نوترکیب در تعداد زیادی از گیاهان هاپروت ینبرای تولید  صرفهبه مقرونیک سیستم بیان سریع و  تنوانبه راحتیبه

در کنار استفاده از بیان موقت برای سطر بالاتر بیان و استفاده از سازه یکی دیگر از راهکارها برای افزایش بازده تولید، شود. 

و دیگر اجزای  آندوپلاسمیشبکه خاموشی(، هدف قرار دادن پروت ین هدف به سمت  کنندهسرکوب)حاوی ژن  P19 کنندهسرکوب

ک نوع ناقل برای بررسی بیان پروت ین از ی مطالعه حاضردر  (.Voinnet et al. 2003) استنگهداری و محافظت  منظوربهسلول 

بتوان تفاوت بیان را به استفاده از  تانداشته باشد  دوجو نهایی محل نگهداری محصول نظر ازتفاوتی  گونههیچهدف استفاده شد تا 

در  آمیزیموفقیت صورتبه P19 کنندهسرکوب خاموشی( مرتبط دانست. کنندهسرکوبوی ژن ا)ح P19 کنندهسرکوبسازه 

 .Nدر  .شده است کاربردهبه Nicotianaسنجش بیان موقت برای افزایش تملکرد چندین پروت ین نوترکیب در جنس 

benthamiana  چندین گزارش از افزایش میزان بیان وجود دارد. در مطالعهVoinnet ( کاربرد 2003و همکاران )P19  سبب

 Liu & Kearney در مطالعه .(Voinnet et al. 2003گردید ) GFPپروت ین  برابر و حتی بیشتر میزان بیان 50افزایش 

 درصد 35S ،25انداز راهتحت کنترل  P19خاموشی  کنندهسرکوبژن  در حضوررا  GFP پروت ین ( افزایش سطر بیان2010)
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 & Liuناچیز بود ) تقریباًمیزان بیان  کنندهسرکوبدر تدم حضور این  کهدرحالینمودند،  گزارشرا میزان کل پروت ین محلول 

Kearney 2010.) در مطالعه Garabagi  در حضور ژن  میزان بیان پروت ین نوترکیب یبرابر 15( افزایش 2012)و همکاران

فاکتور رشد اپیدرمی انسانی  و P19 زمانهمتزریق . (Garabaghi et al. 2012) را گزارش شد P19سرکوب کننده خاموشی 

(hEGF ) در مطالعهThomas & Walmsley ((2014 ( سبب گردید که میزان بیان پروت ین سه برابر افزایش یابدThomas 

& Walmsley 2014 .) 

 .N در مختلف هایپروت ین بیان سطر افزایش باتث TBSV-P19 از استفاده که ه استداد نشان قبلی مطالعات

benthamiana است شده برابر 50 تا (Saxena et al. 2011.) با شده تلقیر هایبرگکه  داده نشان نتایج PVX-rhNGF و 

TBSV-P19 بالاتر زمان تملکردصورت همبه (8 ارزش میانگین% TSP )قبلی مطالعات ،تحقیق حاضر با مطابق .داشتند 

 افزایش( 2009) همکاران و  Lombardiدر مطالعه .داد نشان را خارجی هایژن بیان در خاموشی سرکوبگر این تأثیر همچنین

 و Voinnet همچنین، .گزارش نمودندرا  P19 بدون گیاهان با مقایسه در( Nefفاکتور تنظیمی منفی ) بیان سطر برابری سه

 .N در میزبان را کنندهخاموش پاسخ ،PTGS ویروسی سرکوبگرهای موقت بیان که دادند نشان( 2003) همکاران

benthamiana پروت ین سرکوبگر مؤثرترین نشان داد کهها آننتایج  .دهدمی کاهش P19 از که بود TBSV است آمدهدستبه. 

 بود برابر 50 از بیش بازده مورد، چندین در داد، افزایش را هاپروت ین از ایگسترده طیف موقت بیان توجهیقابل طوربه پروت ین این

(Voinnet et al., 2003.) توسط شدهانجام مطالعه در این، بر تلاوه Boivin در که است شده داده نشان ،(2010) همکاران و 

 ناقل یک با ترکیب در P19 مانند ویروسی سرکوبگر از استفاده با درکشت سوسپانسیون، اگروباکتریوم بیان موقت باواسطه فرآیند

با توجه  (.Boivin et al. 2010د )اافزایش د ،استفاده نشد P19زمانی که  برابر در مقایسه با 2 را پروت ین نوترکیب تولید بیانی،

نوترکیب، در های پروت ینتنوان افزایش دهنده میزان بیان برای تولید صنعتی به P19که استفاده از رود میبه نتایج حاصل، انتظار 

مربوط به تولید بر زمانباززایی های روش، بدون نیاز به استفاده از هاپروت ینو بررسی بیوشیمیایی منظور جداسازی بهکنار تحقیق 

 کار رود.بهگیاهان تراریخت پایدار 

یزان رونویسی و تولید م باتث افزایشتواند می داریمعنی طوربه P19 ژننشان داد که حاضر مطالعه : کلی گیرینتیجه

ر در حضو اگروباکتریوما بهفت روز بعد از تلقیر برداشت برگ گیاهان . شود( N. benthamianaتوتون )در گیاه  rtPAپروت ین 

P19 پروت ین نوترکیب  تولید در افزایش مناسبروشی  تواندمیrtPA  .همچنین کاربرد باشدP19 های با طراحی سازه همراه

 یابی به بیان در سطر بالا مفید باشد.تواند برای دستحاوی تناصر مؤثر در افزایش بیان می
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