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Abstract 

Objective 

Plants are very efficient in producing valuable pharmaceutical proteins. Human epidermal growth 

factor (hEGF) has numerous effects on various cellular systems, including wound healing, 

organogenesis, and so on. The present study was carried out with the aim of constructing 

monocotyledonous-specific vectors for hegf insertion and mass-production in a self-pollinated 

crop, barley, afterwards. This crop plant, with high protein yield and very low cross-pollination, 

is an ideal host for the production of epidermal growth factor. 
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Materials and methods 

The hegf sequence was optimized by COOL software, based on the codon preference of the host 

plant, and synthesized with a specific promoter, D-hordein. The encoding sequence of signal 

peptide targeting protein storage organelles in barley seeds was included at the beginning of the 

encoding area. The synthesized gene cassette was isolated from the cloning vector 

pUC57Hvorhegf by SacI and HindIII and cloned in pBI121. To insert the gene cassette of interest 

into pGH215, due to the lack of similar restriction sites in pUC57Hvorhegf and pGH215, the 

intermediate vector, pBI121Gus-12, was applied. After digesting pUC57Hvorhegf and pBI121Gus-12 

by SacI and KpnI, the sequence of interest was incorporated into pBI121Gus-12. Finally, the 

recombinant pBI121Gus-12 and pGH215 were digested with KpnI and SalI, and the gene cassette 

was cloned at the right border of T-DNA, behind the NOS terminator. 

 

Results 

Cloning accuracy and constructing pBI121Hvorhegf and pGH215Hvorhegf vectors bearing 

kanamycin and hygromycin, respectively, suitable for monocotyledons-crop transformation was 

confirmed by colony PCR, digestion pattern, and sequencing with forward and reverse primers. 

 

Conclusions 

The modified recombinant expression vector pGH215 with the gene of interest carrying the 

hygromycin gene cassette, giving a high level of ability to select transformed explants, can be 

used to transfer desired genes in monocotyledons and express those genes in protein storage 

organelles. 
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  چکیده

سیاری در تولید پروتئینکارگیاهان  هدف: سانی، اثرات بیهای آیی ب شد اپیدرمی ان شمند دارویی دارند. عامل ر شماری بر روی ارز

ستم شته و نقش مهمی در بهبودی زخمسی سلولی دا سازهزایی دارها و اندامهای مختلف  ساخت  های ویژه د. هدف از پژوهش اخیر 

ای خودگشددن یعنی  و بود. گیاه  و با لپهاه تکتولید انبوه آن در یک گی ژن عامل رشددد اپیدرمی وبعدی ها برای انتقال ایلپهتک

 الی برای تولید عامل رشد اپیدرمی است.گرگشنی بسیار پایین، میزبان ایدهداشتن عملکرد پروتئینی بالا و د
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توالی ژن موردنظر بر اسددات تر ی   میزان بیان عامل رشددد اپیدرمی در بذر  و،به بالاترین دسددترسددی  منظوربه :هاروشمواد و 

چنین توالی راهنمای پپتیدی هم سددنتز شددد.هوردئین دیبر اختصددا ددی بهینه و همراه با پیش COOLافزار با نرم  وکدونی گیاه 

مک ذخیره ندا قل ا نا عه سدددنتزی در  فت قط یا فت. پس از در نده قرار گر یه رمزکن ناح تدای  بذر  و در اب ای پروتئین در 

pUC57Hvorhegf، سط آنزیمقطعه  آن سانه pBI121 پلاسمید از ناقل  دا و در HindIIIو  SacIهای تو شد. در  سازیهم

این های شددناسددایی یکسددان در ، به دلیل نبود  ایگاهpGH215موردنظر در ناقل  ژن سددازی، برای درت توالیگام بعدی همسددانه

و  ISacهای توسط آنزیم Gus121pBI-12سازی و از برش ناقل همسانهاستفاده شد. بعد  Gus121pBI-12، از ناقل حدواسط اهناقل

IKpn12موردنظر در قطعه سازی ، همسانه-Gus121pBI  انجام گرفت. در گام آخر، ناقلegfHvorh12-G121pBI  215وpGH 

 قرار گرفت.  NOSو قبل از پایان دهنده  T-DNAشده و توالی موردنظر در مرز راست  هضم SalIو  KpnIهای با آنزیم

ستفاده از  :نتایج و  سازیدرستی همسانه، برگشتویابی با آغازگرهای رفتتوالیو الگوی هضم آنزیمی ، آرسیآزمون کلونی پیبا ا

سین و  hegfوا د ژن  pBI121Hvorhegfهای تولید ناقل شانگر کانامای شانگر  hegfوا د ژن  pGH215Hvorhegfبا ن با ن

 ها تائید شد.ایلپههیگرومایسین، مناسب برای انتقال ژن در تک

سین می ییریافتهتغ pGH215ناقل بیانی نوترکیب  گیری:نتیجه شانگر هیگرومای ست ژنی موردنظر همراه با ن تواند برای دارای کا

 .استفاده شود بذرای و بیان پروتئین نوترکیب در اندام ذخیره هاایلپهانتقال ژن موردنظر در تک

 . سازیهمسانه ای،لپهتک ،فاشینساگروباکتریوم تومه: هاکلیدواژه

 : پژوهشی.نوع مقاله

 (1400) موسوی امیر، سلمانیان علی هاتفا فهانی کسری، لهراسبی تهمینه، ، کهریز سدابه هانبخش گده، گروسی شاهرخ استناد:

-55(، 4)13، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی.  و یاهدر بذر گ یانب یبرا یانسان یدرمیو ساخت کاست رمزکننده عامل رشد اپ یطراح

80. 
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 مقدمه

مخمرها،  یعنی یفعل یدهای تولسدددیسدددتم مشدددکلات برخیهای بالا و و هزینه یسدددتیز یداروها یتقاضدددا برا یشافزابا 

تو ه  یوراکتورهاب ینعنوان نسدددل نوبه یختترار یاهاناسدددتفاده از گ یخت،ترار یواناتو ح یوانیهای حها، سدددلولمیکروارگانیسدددم

ست ترییشب ستفاده از (Basaran and Rodríguez-Cerezo 2008; Obembe et al. 2011) را به خود  لب کرده ا . ا



 1400و همکاران، گروسی 
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شمی و متابولیت نعت یی،داروی نوترکیب هاینپروتئمنظور تولید به یزراعت مولکولگیاهان در  شی برای های ثانویه، چ انداز امیدبخ

 Obembe et al. 2011; Huang and McDonald) داده اسدددتتولید این ترکیبات در مقیات وسدددیع با هزینه کم ارائه 

ستفاده از گیاهان تک2012) ست؛ مانند یمتعدد یها نبهای مانند  و در زراعت مولکولی از لپه. در این میان ا صو  مهم ا  اتیخ

نسبتاً  ینیپروتئ یمحتو یزمستانه دارا ی.  وکشت تیریمد و آسانی درشت یهادانهداشتن  ،کم به انسان یوابستگ ،ی مناسبزراع

تر، بذر  و را کم دیتول هایینهو هز ناگونگو طی و به شددرا یبالا پذیرییقمسددئله همراه با تطب نی( اسددت. ادر ددد15-12بالا )

 بالای اریبس یافشانخودگرده عتیبر آن، طب. علاوهسازدی الب م اریبس های دارویی،ینپروتئتولید  یبرا یستیز یعنوان راکتورهابه

 کندیم جادیا یسددازوکار وراثت کی ،یوحشدد یهاگونهو  شدداوندیخو یزراع اهانیگبا بارور  یهادورگه دیتول یی و همراه با عدم توانا

سته ژرم یکه عملاً از پراکندگ سم تغناخوا شرا یکیژنت افتهیرییپلا بذر  و  هیبر پا یها. فرآوردهکندیم یری لوگ یامزرعه طیتحت 

سا یبالاتر تیفیک یذاتاً دارا سلولیمانند باکتر یسنت انیب یهازبانیم ریاز  ستانداران بوده و فاقد بافت ح یهاها و  سرم و  ،یوانیپ

 هاینپروتئاین دارند.  یترکم یالتهابشیو پ ییزاتب تیبوده و فعال یوانیح ای یانسددان یها بدون عوامل آلودگ. آنباشددندیسددموم م

سازوکار تاخوردگ توانندیم یعیطور طببه سط  سط پروتئ یآلودگ یبرا یتا بخورند و خطر اهانیگ یوتیوکاری نیپروتئ یتو  هایینتو

و ود  ختی و ترار بینوترک نیپروتئ ینسددبت به عملکرد بالا اییدوارکنندهام اریبسدد یهازاد پسددتانداران و ود ندارد. گزارشدرون

 Human Epidermalعامل رشددد اپیدرمی انسددانی ) .(Goedeke et al. 2007; Kumlehn and Hensel 2009) دارد

Growth Factor, hEGFسددداز اسدددیدآمینه اسدددت. این پپتید از برش آندوپپتیدازی پیش 53کیلودالتونی با  2/6پپتیدی (، پلی

شایی  شده، اثرات بی EGFگلیکوپروتئینی غ ستمحا ل  سی شته و نقش مهمی در بهبودی شماری برروی  سلولی مختلف دا های 

سلولبرخی از کارکردهای این پلی کند.زایی ایفاء میها و اندامزخم ست، قرنیه، های اپیپپتید، تکثیر و تمایز  ریه، نای، معده تلیال پو

سیتو روده بوده و هم شد و مها رت کراتینو سبب افزایش تحریک، ر شده و تکثیر فیبروبچنین  ستها  سلولهلا های  نینی را ا و 

 Patelکند. اهمیت این پروتئین به حدی است که دو دانشمند پیشگام در کشف آن موفق به دریافت  ایزه نوبل شدند )تر میبیش

(and Bertics 2006; Sharma et al. 2008; Zeng and Harris 2014. 

گری واسددطه با گیدر ددد تراریخت 80نزدیک به  هد کهدهای  ددورت گرفته در حوزه تراریختی گیاهان نشددان میپژوهش

Agrobacterium tumefaciens ته جام گرف نه ان ند، بهی قلو در این فرآی نا تاییهای سدددازی   )binary vectors (1دو

سوب میمهمی  اگروباکتریوم عامل سانه(Bibi et al. 2013; Ji et al. 2013) شودمح  های دوتایی موردبا ناقلسازی . هم

ی بزرگ و هایاندازه زیرا ؛(Himmelbach et al. 2007) دشددوار اسددت های قدیمیویژه انواع ناقلبهها ایلپهاسددتفاده در تک

سانه هایی ایگاه سخه کمدارند، سازی اندک برای هم صول E. coliدر  (Low copy number) به علت تعداد ن  DNA، مح

                                                      
، فاشینساگروباکترویوم تومهو  ای کولایو اسکلت ناقل شامل ناحیه تکثیری پلاسمید در  DNA-Tکاست دارای  ،های دوتایی دو قسمتی هستندناقل 1

در رپلیکون دارای میزبانی وسیع و  T-DNAهای دوتایی ناحیه پلاسمید. در ناقل کردن های متحرکباکتری و گاهی ژنبرای های نشانگر گزینشی ژن
 .گیردخلع سلاح شده قرار می Tiد بروی پلاسمی T-DNAمورد نیاز  یزاهای بیماریژن
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سبب از دست رفتن پلاسمید هنگام تکثیر میها ناپایدار های آنا کم هست، رپلیکونهآن شانگرهای چنین همشود،  بوده و  تعداد ن

 .(Komari et al. 2006; Sahoo et al. 2014; Low et al. 2018) ها محدود استآن

ژن آسددان و درت ترانس بایسددتچنین میهم ،علاوه بر رفع نقایص ذکرشددده های دوتایی مطلوبطراحی و سدداخت ناقلبا 

 زای . از طرف دیگر، برداشتن یا  ایگزینی اقرار گیرد ورت وسیع در دسترت پژوهشگران ناقل به و شودتراریختی گیاهان کارآمد 

 .(Komari et al. 2006; Low et al. 2018) پذیر باشدامکان و راحت های  دید نیزناقل دوتایی برای ساخت سازه

سی نزدیک به ب شینس تومه گروباکترویومامقاله اخیری که برای تراریختی گیاهان از  130رر ستفاده کردهفا اند، مشخص کرد ا

باشددد می pBI121مانند  pBin19 ها از مشددتقات ناقل نسددبتاً قدیمیکاررفته در این پژوهشای بههاز ناقلدر ددد  40که حدود 

(Chen et al. 2003; Dafny-Yelin and Tzfira 2007)ناقل . pBI121  سخه کمی )حدود که تعداد سخه( هم در  5ن ن

E. coli  داشتهفاشینس ا. تومهو هم در (Komari et al. 2006)  دارای نشانگر گزینشی مقاومت به کانامایسین بوده و اندازه آن

 35S برپیش دستیینهای برشی در پاشناسایی آنزیم یگاه ا چنین داشتن تنها سه. هم(Tzfira et al. 2007) نسبتاً بزرگ است

کیلو بازی از ناقل  pGH215 12٫4ناقل  شددود.مشددکل مهم این ناقل محسددوب می NOSدهنده پایان بالادسددتو یک  ایگاه 

pLH6000 شتن ویژگیعلاوهو  مشتق شده های مطلوب برای تراریختی غلات، دارای ژن مقاومت به نشانگر هیگرومایسین بر دا

ست نیز  شی . ژن(Marthe et al. 2015)ا شانگر گزین ت را از بین برده و تنها های غیرتراریخسلول هاآنهای فرآوردهو های ن

شد و شانگر ایدهشونهای تراریخت میسلول باززایی مو ب ر سلول ل توانایی بیان درآد. ن های ر گونهتها در بیشها و بافتتمامی 

از زمان توسددعه فناوری . (Bibi et al. 2013) هسددتمتفاوت های گیاهی از فعالیت درونی خود بافتبیان آن  وگیاهی را داشددته 

 bar( و hptز )هیگرومایسین فسفوترانسفرا (،nptII) 2گزینشی نئومایسین فسفوترانسفراز هاینشانگررمزکننده تراریختی، سه ژن 

تراریختی های پژوهشترین کاربرد را در بیش ،کنندترتیب مقاومت به کانامایسین، هیگرومایسین و فسفینوتریسین را القاء میکه به

. در تولید گیاهان تراریخت، انتخاب نشددانگر (Miki and McHugh 2004; Shrawat and Lörz 2006) اندغلات داشددته

شی  ضوع مهمیگزین سبت به آنتی مو سین بوده و بافت غلات ن سبت به ژن  یجهنت درو بیوتیک کانامای سات  nptIIن سبتاً غیرح ن

شددده اسددت  مشدداهدهنیز بالایی از مقاومت طبیعی به کانامایسددین  وحدر برخی از غلات سددط و (Ishida et al. 2015)هسددت 

(Aragão and Brasileiro 2002) .سین ست ) تیک پرمصرف در تراریختی گیاهانبیودومین آنتی که هیگرومای  Miki andا

(McHugh 2004 غلات و گیاهانبرای انتقال ژن در کشددته و های حسددات را سددرعت سددلولبه ،تر از کانامایسددین بودهسددمی 

ستفاده میسطوح بالای م دارایای علوفه  .Shrawat and Lörz 2006; Himmelbach et al) شودقاومت به کانامایسین، ا

همراه ژن ژن  ددفت موردنظر به، وا د ترانسhptدر ددد گیاهان تراریخت دارای ژن  80دهد حدود نشددان می هایبررسدد. 2007)

ژن را داشددته و باقی ترتیب یک یا دو نسددخه از آن ترانسها بهدر ددد آن 30در ددد و  50مقاومت به هیگرومایسددین نیز بوده و 

سخه سی 80علاوه، در اواخر دهه به. (Ishida et al. 2015) ای بودندچندن شن نمود های بهمیلادی مطالعات و برر عمل آمده رو
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سم سازی های مولکولی در زمره مهمکه مکانی شتمل بر همانند سی، تر مه و حتی نحوه DNAترین فرایندهای ژنتیکی )م ، رونوی

دارای تعداد زیادی ژن  DNA(. در یک سدددلول، Mohammadabadi and Tohidinejad  2017ها( هسدددتند )تنظیم ژن

شد که هیچمی شده و پروتئین یا آنزیم مورد گاه به طور همزمان بیان نمیبا شوند و در یک زمان خاص فقط تعداد کمی از آنها بیان 

کند کنترل (. نیاز به بیان ژن توسددط محیطی که در آن رشددد میTohidinejad  et al. 2015نمایند )نیاز سددلول را تولید می

 Mohammadabadiود و در  ددورت عدم نیاز به فرآورده ژن، آن ژن به  ددورت خاموش و غیرفعال باقی خواهد ماند )شددمی

های یوکاریوتی تحت (. بیان ژنAhsani et al. 2019aکشددف شددد ) E.coli(. سدداز و کار بیان ژن، اولین بار در باکتری 2020

شد )کنترل موقت و چندبعدی می سبتاً کوچک از تمام ژنوم در هر یک از Masoudzadeh et al. 2020با (. تنها یک مجموعه ن

بیان ژن  ،(. بنابراینMohammadabadi et al. 2018ها به مرحله نمو بسددتگی دارد )شددود و نیز بیان ژنها بیان میانواع بافت

ژن که در همان بافت و نیز  (. همچنین مقدار محصولاتAhsani et al. 2019bها برای هر بافت اختصا ی است )در یوکاریوت

سایر بافت صول را میدر  سبب تنظیم بیان آن ژن می ،سازندهایی که آن مح شده   (.Mohammadabadi 2021شود )ساخته 

ساسی مطالعه ژن ها در سط  سلولی یا کروموزومی است های مرتبط با  فات اقتصادی و مطالعه آنها و پروتئینیکی از اقدامات ا

(Jafari Darehdor et al. 2016 .)،رشد عاملسازی شده رمزکننده ینهبهو ساخت سازه دارای ژن  طراحی هدف از این مطالعه 

 pBI121معمولی  ناقلای بذر در بر اختصا ی بذر همراه با توالی راهنمای پپتیدی اندامک ذخیرهانسانی تحت کنترل پیش اپیدرمی

در بذور گیاه  و و  عاملمنظور بیان این با نشانگر گزینشی هیگرومایسین، به pGH215با نشانگر گزینشی کانامایسین و نیز ناقل 

برای  یمناسددب ناقل اسددت دارای نشددانگر هیگرومایسددینکه  تولید پروتئین نوترکیب در مقیات وسددیع اسددت. با سدداخت ناقل دوم

سایر  یمعرفی نیز هاایلپهتکتراریختی  ستفاده در این مطالعه،  ی ژن مورد ابه گرانپژوهششده که با  ایگزینی ژن موردنظر  ا

 دارد. را خصوص گیاه  وبه در غلاتهای انتقال ژن و بیان پروتئین نوترکیب یت استفاده در پروژهقابل

 

 هامواد و روش

توالی مر ع ژن همراه با پپتید نشااانه بر اساااج ترجیو کدونی گیاه جو:  Hvorhegfسااازی ژن بهینه

Hvorhegf (Hordeum volgare optimized recombinant human epidermal growth factor ماره با شددد  )

شامل  Hvorhegfاستفاده شد. ترتیب موردنظر برای طراحی کاست ژنی ساختگی  NCBIاز پایگاه داده  AY548762دسترسی 

سایی آنزیما زای زیر بود؛  ایگاه شنا شی بههای  سانه )بر HindIIIو  SalI ،KpnIترتیب های بر سات مراحل بعدی هم سازی ا

، پپتید نشددانه JN662933.1  ،5' UTRبا شددماره دسددترسددی (D-hordein)هوردئین دی بر ویژه بذرانتخاب شدددند(، پیش

(Signal peptide اندامک ،)یره پروتئین بذر  و و ژن ذخHvorhegf یت نها دری  کدونی گیاه  و و تر شددده بر اسددات ینهبه

 COOLافزار آنلاین نرم سددددازی توالی پپتیددد نشدددداندده و ژن موردنظر، ازمنظور بهیندده. بددهSacI ددایگدداه آنزیم برشدددی 
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(star.edu.sg/COOL-http://bioinfo.bti.a) د از پیش افزار شددده و سددناسددتفاده شددد. توالی این قسددمت از سددازه وارد نرم

افزار معرفی شدددد )پایگاه داده کاربرد کدونی عنوان راهنما به نرمهای بسدددیار پر بیان در گیاه  و بهشدددده تر ی  کدونی ژنیهته

kazusa ،https://www.kazusa.or.jp/codon( ی ای تائید نهایی و بررسدددتوسدددط این پایگاه بر شددددهارائه. بهترین توالی

 GenScript Rare Codon Analysis Toolیددددن افددددزار آنددددلانددددرمهددددای نددددادر وارد کدددددون

(https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis .شدددد )افزار از یل عدم و ود  و در فهرسدددت این نرمدلبه

شاوند نزدیک آن یعنی ذرت  ستفادهخوی شده تأو توالی  شده ا ساختیید سانه برای   lacZaتوالی  EcoRVسازی در  ایگاه و هم

قل  کت pUC57نا ( چین http://www.shinegene.org.cn/english/genesynthesis.html) shinegene به شدددر

 Nucleotide BLASTافزار آنلاین . بعد از دریافت ژن سنتز شده و همردیفی نوکلئوتیدی توالی سنتز شده توسط نرمفرستاده شد

، هیچ آرابیدوپسیس تالیانا( و GRCh38( با ژنوم انسانی )https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) NCBIایگاه داده پ

هوردئین و پپتید یانداز دبخش راهمشاهده شد که مربوط به  و  یاهگژنوم  داری بامعنیتشابه  یولداری مشاهده نشد، شباهت معنی

 نشان داده شده است.  B)و  (A 2سازی و ساخت دو سازه مذکور در شکل کلی همسانه (. مراحل1شد )شکل نشانه می

)حاوی ژن  pUC57Hvorhegf: هر دو ناقل BI121در ناقل بیانی  Hvorhegfکاساات ژنی سااازی همسااانه

( هضم Thermo Fisher Scientific)شرکت  SacIو  HindIIIهای با آنزیم pBI121ساختگی با تر ی  کدونی گیاه  و( و 

 سازی، کشت شبانه . در طی فرآیند همسانه(3)شکل  شد pBI121در  gus،  ایگزین کاست ژنی Hvorhegf کاست ژنیو  شده

 

پایگاه داده  Nucleotide BLASTافزار ساانتز شااده با ژنوا گیاه جو با نرا hegf. همردیفی توالی 1شااکل 

NCBI 

Figure 1. Alignment of the synthesized hegf with barley genome via Nucleotide Blast tool of 

NCBI 

http://bioinfo.bti.a-star.edu.sg/COOL
https://www.kazusa.or.jp/codon/
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سانه2شکل  سانی در ناقل  .الف ؛سازی. نمودار گردش کار هم شد اپیدرمی ان  pBI121درج توالی عامل ر

ست مقاومت بهدارای  سین کا سانی در ناقل  .ب ،کانامای شد اپیدرمی ان دارای  pGH215درج توالی عامل ر

 G121pBI-12گری ناقل هیگرومایسین با واسطه مقاومت بهکاست 

Figure 2. Flowchart of cloning; A. Insertion of hegf into pBI121 containing kanamycin 

resistance cassette, B. Insertion of hegf into pGH215 containing hygromycin resistance 

cassette with the help of pBI121G-12 

 

ترتیب برای کانامایسدددین بهگرم در لیتر میلی 50سدددیلین و آمپیگرم در لیتر میلی 100 مایع دارای LBها در محیط باکتری

و استخرات دستی  Roche ،(Genet Bioتوسط کیت )شرکت  انجام و بعد از استخرات پلاسمید pBI121و  pUC57های ناقل

ضم با آنزیمو  (Sambrook and Russell 2006) با روش ستخرات ه شی، ا شد.  DNAهای بر های سلول تهیهاز ژل انجام 

سته سلولواکنش با  DH5ɑسویه  E. coliباکتری ( Competent cells) شای صال به  صال و انتقال محصول واکنش ات های ات

 امد دارای  LBکه در محیط  هاییسازی در تعدادی از کلونی. برای تائید همسانههای معمول انجام گرفتشایسته بر اسات روش

و پس از  شده استفاده (1) دول  M13با استفاده از آغازگرهای  آرسیپی کانامایسین رشد کرده بودند از کلونیگرم در لیتر میلی 50

 .ید شدتائآنالیز الگوی هضم آنزیمی سازی با درستی همسانهید کشت و استخرات پلاسمید، تائ
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 pUC57Hvorhegf یهابا اسااتفاده از ناقل pBI121Hvorhegfساااخت ناقل  نمودار تصااویری .3 شااکل

 ژن یگزینجا Hvorhegf یبرش خورده و کاساات ژن SacIو  HindIII هاییمهر دو ناقل با آنز ؛ pBI121و

gus  شده و ناقلpBI121Hvorhegf شد حاصل 

Figure 3. Schematic diagram of constructing pBI121Hvorhegf vector using pUC57Hvorhegf 

and pBI121; both vectors were digested with HindIII and SacI, and gus gene was replaced 

by the gene cassette of Hvorhegf, resulting in pBI121Hvorhegf vector 

 

: G121pBI-12ناقل حدواسط  استفاده ازبا  215pGHدر ناقل بیانی  egfHvorh کاست ژنیسازی همسانه

از ناقل حدواسددط  آلمان(  IPK)اهدایی دکتر گوتز هنسددل، pGH215موردنظر در ناقل بیانی  کاسددت ژنیسددازی برای همسددانه

12-Gus121pBI ساخته سی ژنتیک و  شده) شگاه ملی مهند ستزدر پژوه شد.( فناوری، گروه دکتر ا فهانیی ستفاده  ناقل دوتایی  ا

pGH215 ست که  کاست بیانی دارای شانگر گزینشی مقاومت به هیگرومایسین ا چنین این هم قرار دارد، 35S×2بر پایین پیشن

کاسدددت ژنی  ید دارای  نده بر یوبیبا پیش gfpپلاسدددم یان ده پا کل  اسدددت NOSکوئیتین ذرت و  قل(. 4)شددد نا تدا  های اب

egfHvorh57pUC  12و-Gus121pBI های با آنزیمIKpn  وISac ش سازی در  ایگاه همسانه egfHvorh کاست ده وهضم 

 در مرحله بعدی، دو ناقلشددد.  آر تائیدسددیپی قرارگرفته و درت آن توسددط الگوی هضددم آنزیمی و کلونی Gus121pBI-12چندگانه 

در  gfpژن  کوئیتین وبر یوبیشددده و کاسددت ژنی موردنظر  ایگزین پیش هضددم SalIو  KpnIهای با آنزیم pGH215و  دید 

شکل ش pGH215ناقل  ضم آنزیمی، کلونی (.5د ) صا ی سیپی الگوی ه و تعیین ( 2) دول  Hvorhegfآر با آغازگرهای اخت
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با  بیوتیک استرپتومایسین و یا اسپکتینومایسیناز آنتی pGH215تائید کردند. در کشت مایع و  امد را سازی توالی، درستی همسانه

 تفاده شد.اسگرم در لیتر میلی 100غلظت 

 

 M13وبرگشت رفت یآغازگرها یتوال .1جدول 
Table 1. The sequences of M13 forward and reverse primers 

 دمای ذوب
Tm 

 GC درصد
%GC 

 تعداد باز
# nt 

 توالی آغازگر
Primer Sequence 

 آغازگر
Primer 

59 44 27 5'CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACG3' M13F 
58 45 22 5' GTAAAACGACGGCCAGTGAATT3' M13R 

 

 

 

انداز اجزای این ناقل از ناحیه مرز راست به چپ شامل راه ؛pGH215. نمودار تصویری ناقل 4شکل 

، نشانگر مقاومت به 35Sدهنده دهنده نوپالین سنتاز، پایان، پایانgfp گرژن گزارشکوئیتین، یوبیپلی

 است 35Sدهنده دوتایی هیگرومایسین و پایان

Figure 4. Schematic representation of pGH215; The vector components from right border 

to left border are composed of polyubiquitin promoter, gfp reporter gene, nopaline synthase 

terminator, 35S terminator, resistance gene to hygromycin and 2x 35S promoter, 

respectively 
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تدا ناقل؛ pGH215Hvorhegfنمودار تصااویری ساااخت سااازه  .5شااکل  و   pUC57Hvorhegfهایاب
 12-Gus121pBI های با آنزیم ISac  وIKpn ست ژن شده، کا ضم  سانه egfHvorh یه سازی در جایگاه هم

سازه  G121pBI-12چندگانه ناقل  سپس این ناقل و ناقل  egfHvorh12-G121pBIقرار گرفته و  شد.  ساخته 

pGH215 های با آنزیمKpnI  وSalI وکوئیتین بر یوبیهضاام شااده و کاساات ژنی مورد نگر جایگزین پیش 

یان  gfpتوالی ژن پا بل از  نده شاااده و ق نه NOSده هایی همساااا قل ن نا ی   بدین ترت ساااازی شاااد. 

pGH215Hvorhegf  ست ژنی ست  Hvorhegfدارای کا سین و T-DNAدر مرز را شانگر هیگرومای ، واجد ن

هوردئین و دارای توالی نشانه بر اختصاصی بذر دیسازی شده برای بیان بذر گیاه جو تحت کنترل پیشبهینه

 ای پروتئین، ساخته شدپپتیدی اندامک ذخیره

Figure 5. Schematic diagram of constructing pGH215Hvorhegf; The pUC57Hvorhegf and 

pBI121Gus-12  were first digested with SacI and KpnI, Hvorhegf gene cassette was cloned into 

multi cloning site, and pBI121G-12Hvorheg was constructed. This vector and pGH215 were 

then digested with KpnI and SalI and the cassette of interest was located instead of removed 

ubiquitin and gfp, behind the NOS terminator. Consequently, the final vector, 

pGH215Hvorhegf, with Hvorhegf gene, harboring hygromycin and located at the right 

border of T-DNA, was constructed. This construct, having signal peptide targeting protein 

storage organelles, was optimized to express in barley seeds under ubiquitin control 
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 Hvorhegfژن وبرگشت رفتاختصاصی توالی آغازگرهای  .2جدول 

Table 2. The sequences of Hvorhegf forward and reverse primers 

 دمای ذوب
Tm 

 GCدرصد 
%GC 

 تعداد باز
# nt 

 توالی آغازگر
Primer Sequence 

 آغازگر
Primer 

59 48 21 5'TGTACATGCACACACCATCGT3' Hvorhegf F 
57 52 21 5'CCAGCAATGGCTAACAGACAC3' Hvorhegf R 

 

 نتایج و بحث

پس از طراحی سازه و ارسال توالی ید آن: تائو مراحل  pBI121در ناقل   Hvorhegfکاست ژنی سازی همسانه

سنتز،  شد pUC57سازی سازه مذکور در ناقل همسانهموردنظر برای  سنتزدریافت  صا ی بذر، توالی شامل پیش ی. توالی  بر اخت

شد اپیدرمی عاملشده ژن ینهبهای پروتئین و توالی راهنمای پپتیدی اندامک ذخیره سان ر ی برای بیان در بذر گیاه  و بود. تعیین ان

سددازی این سددازه در ناقل بیانی ها ارائه نشددده اسددت(. همسددانهید کرد )دادهتائ، درسددتی سددنتز قطعه موردنظر را دو  هتتوالی از 

pBI121 های با هضم توسط آنزیمHindIII  وSacI بر و  ایگزینی سازه مذکور با پیشCaMV 35S  و ژنgus ین ناقل در ا

 SacIو  HindIIIهای با آنزیم pBI121و بیانی  pUC57Hvorhegfسددازی هر دو ناقل همسددانه ددورت گرفت. بدین منظور 

با هضددم این دو ناقل با (. 6 کردند )شددکل ایجادبازی را  فت 2765و  11993و نیز  2645و  670ترتیب قطعات هضددم شدددند و به

 Hvorhegfکاسددت ژنی و  pBI121بازی( از  فت 2765)قطعه  gusمراه با ژن ه CaMV 35Sبر پیش های ذکرشددده،آنزیم

شد. در مرحله بعد، pUC57Hvorhegf بازی( از ناقل  فت 670 )قطعه شامل پیشقطعه  دا  شده  هوردئین، توالی بر دیسنتز 

سانی  عاملشده راهنمای پپتیدی و توالی رمزکننده بهینه شد اپیدرمی ان صال، بازی  فت 670ر  2765 ایگزین قطعه با واکنش ات

سانهشد.  pBI121بازی در  فت ضم آنزیمی از ترکیب آنزیمی برای تائید هم سط الگوی ه  + HindIII + BamHIسازی تو

EcoRI  سازی تایید درستی همسانهبازی  فت 937و  11726قطعات  مشاهدهمحصولات هضم و  الکتروفورزو بعد از شده استفاده

 .(7 )شکلشد 

سازی کاست ژنی همسانهبرای تائید : آرسیتوسط کلونی پی pBI121Hvorhegfسازی در ناقل تائید همسانه

سط موردنظر ست  که توالی آن در M13تکثیر آن با آغازگر  PCR، تو شت  ورت گرفته و بادو طرف کا تکثیر ناحیه بین  قرار دا

شاهده فت 989قطعه ، M13آغازگرهای  سانه بازی بروی ژل م ستی هم شکل شدسازی تائید شده و در شکل 8 ) سازه  9(. در 

 با ا زای آن به تصویر کشیده شده است. همراه pBI121Hvorhegfساخته شده 
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با  pBI121. هضم ناقل 1 ؛pUC57Hvorhegf و pBI121های قطعات حاصل از هضم آنزیمی با ناقل .6 شکل

HindIII 2 نشانگر وزن مولکولی .Ladder Mix  شرکتThermo Fisher Scientific 3 هضم .

pUC57Hvorhegf های با آنزیمHindIII + SacI 4.  هضمpBI121 های با آنزیمHindIII + SacI 

Figure 6. DNA fragments resulted in the digestion of pBI121 and pUC57Hvorhegf vectors; 

1. Digestion of pBI121 vector with HindIII 2.  DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific 

3. Digestion of pUC57Hvorhegf with HindIII + SacI 4. Digestion of pBI121 with HindIII + 

SacI 

 

. نشانگر وزن مولکولی 1 ؛با استفاده از الگوی هضم آنزیمی BI121تأیید درج کاست ژنی در ناقل  .7شکل 

1kb  شرکتThermo Fisher Scientific 2 . هضمpBI121Hvorhegf  هایآنزیمبا HindIII + BamHI 

+ EcoRI 
Figure 7. Confirmation of gene cassette insertion in pBI121 vector using digestion pattern; 

1. 1kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific 2. Digestion of pBI121Hvorhegf with HindIII 

+ BamHI + EcoRI 
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 نشانگر وزن مولکولی  .1 ؛آرسیتوسط کلونی پیpBI121Hvorhegf سازی در ناقلتأیید همسانه .8شکل 

1kb  شرکتThermo Fisher Scientific ،2  شده جفت 989فرآورده  3و سط انتگار  موردبازی تکثیر  تو

 کنترل منفی .pBI121Hvorhegf 4 های نوترکی  در کلون M13آغازگرهای 

Figure 8. Cloning confirmation in pBI121Hvorhegf vector by colony PCR; 1. 1kb DNA 

Ladder, Thermo Fisher Scientific, 2 and 3 Expected PCR products, 989bp, amplified by 

M13 primers in recombinant pBI121Hvorhegf clones 4. Negative control 

 

بعد از بررسی محل مناسب برای و مراحل تائید آن:  pGH215 ناقل در Hvorhegfکاست ژنی سازی همسانه

سازی بر و ژن بهینهها با پیشو  ایگزینی آن کوئیتینبر یوبیپیش و gfp ژن حذف گزینه ،pGH215درت کاست ژنی موردنظر در 

شد.  hegfشده  سایی  pUC57Hvorhegfدهنده در ناقلدر نظر گرفته  شنا ستدر  KpnIقبل از  SalI ایگاه  در  دارد قرار کا

سانه برای که ورتی ست در  pUC57Hvorhegfدر  سازی آنهم شدیینپالازم ا ست ژنی با ست کا . بنابراین لازم بود از ناقل د

ستفاده سط ا شود. SalIسازی نهایی، توالی از همسانه شده و قبل حدوا ضافه  ست ژنی موردنظر ا بدین منظور از ناقل  به انتهای کا

سط سانه Gus121pBI-12 حدوا شد. با هم ستفاده  سایی ا شنا سنتزی در این ناقل،  ایگاه  در انتهای آن افزوده  ISalسازی قطعه 

 شد. می
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سازه 9شکل  صویری  ست به چپ به ؛pBI121Hvorhegf. نمودار ت سازه از ناحیه مرز را شامل  این  ترتی  

سنتاز، ژن راه سنتاز، راهده، پایانnptIIانداز نوپالین  شانه ژن انداز دینده نوپالین  و  hegfهوردئین، پپتید ن

 استدهنده نوپالین سنتتاز پایان

Figure 9. Schematic diagram of pBI121Hvorhegf vector; The components of the construct 

from the right border to the left borer are composed of nopaline synthase promoter, nptII 

gene, nopaline synthase terminator, D-hordein promoter, signal peptide, hegf gene, and 

nopaline synthase terminator, respectively 

 

سانه سط هم ست ژنی موردنگر در ناقل حدوا سانه :G121pBI-12سازی کا سطسازی قطعه در ناقل برای هم ، حدوا

ضم  ISacو  IKpnهای با آنزیم Gus121pBI-12و  egfHvorh57pUCهای ناقل سازی قطعات حا ل ه  ویر برو پس از  دا

در (. 10سازی شد )شکل همسانه Gus121pBI-12ناقل  بدنه در  دا و egfHvorh57pUC از ناقل 672قطعه  ،در د 1ژل آگارز 

بازی در  فت 21و  12983و دو قطعه  pUC57Hvorhegfبازی در ناقل  فت 2686و  672دو قطعه  نتیجه هضددم این دو ناقل،

سط  هت تائید همسدانه .مشداهده نخواهد بود تر بر روی ژل قابلشدود که قطعه کوچکمیایجاد  Gus121pBI-12ناقل  سدازی تو

شت آر از آغازگرهای رفتسیکلونی پی ست ترانس M13وبرگ ستفاده و تولید قطعه که در دو طرف کا  1891ژن قرارگرفته بودند ا

سان فت ستی هم شکل هبازی در ستفاده از آنزیمهم .(11سازی را تائید کرد ) ضم آنزیمی با ا و تولید  SalIو  KpnIهای چنین ه

 (.12کرد )شکل بر اسات الگوی هضم آنزیمی تائید سازی را بازی درستی همسانه فت12883و  682های قطعه
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ضم ناقل .10شکل  صولات ه صد Gus121pBI-12 و  egfHvorh57pUCهای مح . 1 ؛بر روی ژل آگارز یک در

شانگر وزن مولکولی  ضم ناقلفرآورده. Thermo Fisher Scientific 2شرکت 1kb ن صل از ه های های حا

egfHvorh57pUC های با آنزیمIKpn  وISac 3. 12 های های حاصاال از هضاام ناقلفرآورده-Gus121pBI  با

 SacIو  KpnIهای آنزیم

Figure 10. Digestion products of pUC57Hvorhegf and pBI121Gus-12 on 1% agarose gel; 1. 

1kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific 2. Digestion products of pUC57Hvorhegf with 

KpnI and SacI 3. Digestion products of pBI121Gus-12 with KpnI and SacI 

 

سانه  و pGH215های ناقل کهیهنگامیید آن: تأو مراحل  pGH215ییدر ناقل نها Hvorhegfژن سازی هم

ناقل  دربازی  فت 2367و  10013های ترتیب قطعهشدند به هضم SalIو  KpnIهای با آنزیمناقل حدواسط دارای قطعه سنتزی 

حا ل  بازی فت 682سازی، قطعه ( و بعد از  داسازی و خالص12 دوم تولید شده )شکل ناقل دربازی  فت 682و  12883اول و 

سنتزی موردنظر بوده  سط که قطعه  ضم ناقل حدوا شده بودیینپابه  SalI ایگاه آنزیم  واز ه ضافه  ست آن ا  10013، در قطعه د

 شد. سازیهمسانه pGH215بازی از ناقل  فت

برای تائید :  توسااط الگوی هضاام آنزیمی pGH215Hvorhegfسااازی توالی ژنی در ناقل تائید همسااانه

( استفاده شده و 13)شکل  XbaI + BsrGI ،XbaI + KpnI ،EcoRI ،SmaIهای توسط الگوی هضم، از آنزیمسازی همسانه

ستی همسانه های از برش ناقل، دو قطعه با اندازه بعد XbaI + BsrGIترکیب آنزیمی  سازی را تائید کرد.الگوی هضم آنزیمی در

و در  یباز فت 834و  9869 هایقطعه SmaIبازی و  فت 3129و  7574ه دو قطع XbaI + KpnI، یباز فت 2555و  8148

هایت  مامی قطعه یباز فت 1083و  9620های نیز قطعه EcoRIن ند. ت با پیشرا ایجاد کرد یدی مطابق  بینی قبلی در های تول

 سازی بود. ورت درستی عمل همسانه

 



   (1400 زمستان، 4، شماره 13مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

72 

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

 

 
 

سط  سنتزیقطعه  یدتائ .11شکل  سط کلون Gus121pBI-12 در ناقل حدوا شانگر وزن  .1 ؛آرسییپ یتو ن

 4 ،یکنترل منف .3 کنترل مثبت عنوانبه Thermo Fisher Scientific 2. 12-G121pBIشرکت  kb1ی مولکول

 یقاًباند موردنگر که دق شااودیمشاااهده م کهطورمحصااول واکنش الحا . همان کنندهیافتدر هایکلونی 5و 

 شده استژل مشاهده رویهست، بر  یاز باند ناقل خال تریشب یدنوکلئوت 651اندازه به

دهنده نوپالین ، پایانnptIIبر نوپالین سنتاز، ژن ترتی  شامل پیشاجزای سازه از ناحیه مرز راست به چپ به

 دهنده نوپالین سنتاز استو پایان hegfژن  هوردئین، پپتید نشانه،بر دیسنتاز ، پیش

Figure 11. Confirming the insertion of the synthetic fragment in the pBI121Gus-12 

intermediate vector by colony PCR; 1. 1kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific 2 . 

pBI121G-12 as control positive 3. Control negative 4 and 5 Recombinant colonies received 

the ligation reaction products. As can be seen, the band of interest is precisely 651 

nucleotides larger than the empty vector 

The components of the construct from right border to left borer are composed of nopaline 

synthase promoter, nptII gene, nopaline synthase terminator, D-hordein promoter, signal 

peptide, hegf gene, and nopaline synthase terminator, respectively 
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  kb1ی نشانگر وزن مولکول .1 ؛egfHvorh12-G121pBIو  215pGH یهامحصولات هضم ناقل .12 شکل

هضم ناقل  .SalI 3و  KpnI هاییمبا آنز pGH215هضم ناقل  .Thermo Fisher Scientific 2شرکت 

egfHvorh12-G121pBI هاییمبا آنز IKpn  وISal 

Figure 12. Digestion products of pGH215 and pBI121G-12Hvorhegf vectors; 1. 1kb DNA 

Ladder, Thermo Fisher Scientific 2. Digestion of pGH215 with KpnI and SalI 3. Digestion 

of pBI121G-12-Hvorhegf with KpnI and SalI 

 

سانه سط کلونی پی pGH215Hvorhegfسازی در ناقل تائید هم سانه: آرسیتو سط  هت تائید هم سازی تو

ست ژنی سیکلونی پی صا ی خود کا شده و تولید قطعه  (Hvoregf F, R)آر از آغازگرهای اخت ستفاده  ستی  فت 534ا بازی در

  به تصویر کشیده شده است. pGH215Hvorhegfساختار سازه  15در شکل  .(14سازی را دوباره تائید کرد )شکل همسانه

سانهدر این مطالعه،  شد اپیدرمیشده ژن بهینهسازی هم سانی تحت کنترل پیش عامل ر صا ی بذر دیان هوردئین و بر اخت

با نشدددانگر  pGH215با نشدددانگر کانامایسدددین و بعد از آن  pBI121 در ناقل ای پروتئیندی اندامک ذخیرهیتوالی راهنمای پپت

هستند. فاشینس تومه .ا واسطهاستانداردی برای انتقال ژن در گیاهان عالی بههای دوتایی ابزارهای ناقلانجام گرفت.  هیگرومایسین

 E. coliهمانندسازی برای سازی چندگانه، نواحی شروعهای همسانه،  ایگاهT-DNAها مشتمل بر نواحی راست و چپ ناقلاین 

شینستومه .ا و شی، ژن های، ژنفا شانگرهای گزین شانگر غربالگرمقاومت به ن سایر عنا ر الحاقی هستند که کارآمدی های ن ی و 

سیعی دوتایی که به های. ناقل(Komari et al. 2006)دهد ها را برای تراریختی افزایش میآن برای تراریختی گیاهان  ورت و

و ساختار  T-DNA، مرزهای و یوکاریوتی شوند ازنظر اندازه، ناحیه شروع همانندسازی، نشانگرهای گزینشی باکتریاییاستفاده می

 .(Sahoo et al. 2014) کلی، باهم متفاوت هستند
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 .1 ؛آنزیمیهضم  الگوی بررسیبا  pGH215Hvorhegfدر ناقل  یکاست ژن یسازهمسانه یدتائ .13شکل 

با  pGH215Hvorhegfهضاام ناقل  .Thermo Fisher Scientific 2شاارکت 1kb  ینشااانگر وزن مولکول

هضام ناقل  .IXba+IKpn 4 هاییمبا آنز egfHvorh12-G121pBIهضام ناقل  .GIBsrI + Xba 3 هاییمآنز

feHvorh12-G121pBI یمبا آنز ISma 5 هضم ناقل :egfHvorh12-G121pBI یمبا آنز RIEco 

Figure 13. Confirmation of gene cassette insertion in pGH215Hvorhegf vector with 

digestion pattern; 1. 1kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific 2  .Digestion of pGH215-

Hvorhegf vector with XbaI + BsrGI 3. Digestion of pBI121G-12Hvorhegf vector with 

KpnI+XbaI 4. Digestion of pBI121G-12Hvorhegf vector with SmaI 5. Digestion of pBI121G-

12Hvorhegf with EcoRI 

 

مانند  pBin19از مشددتقات ناقل دوتایی فاشددینس ا. تومهواسددطه های تراریختی بهدر ددد پروژه 40یل اینکه نزدیک به لد

pBI121 های باشد که انباشت داده های ابتدایی انتقال ژن به گیاهانها در پروژهاز این ناقلوسیع  استفادهتواند اند میاستفاده کرده

 در با ژنی دیگر gusای ژن . دلیل احتمالی دیگر  ایگزینی یک مرحلهه بودها شددده ایجاد اعتماد زیاد به این ناقلتراریختی، منجر ب

pBI121 است (Komari et al. 2006; Low et al. 2018) . ناقل نسبتاً قدیمیpBI121 ای ، کاربرد گستردهیاز زمان معرف

ست  شتهها ایلپهویژه تکگیاهان، به به برخی در انتقال ژن اما ضعف آنپیدا کرده ا و لزوم  ایگزینی آن در موارد متعددی  و ود دا

سد. این ناقل منطقی به نظر می ست بزرگ حدودی تا یسازهمسانه برای کیلوبازی 8/14ر  تربزرگ هایتوالی انتقال برایکه  چرا ا

ست لازم سمیدی ناقل خود که ا شد کوچک کافیاندازه به پلا شد را هاآن حمل توانایی تا با شته با از  .(Sahoo et al. 2014) دا

. است گرفته قرار ناحیه این راست مرز در کانامایسین، آن، گزینشی نشانگر و بوده کیلوبازی 6٫193آن  T-DNAسویی دیگر ناحیه 

ضوع این سوب دیگری مهم عیب مو ست مرز ژن انتقال فرآیند در زیرا شودمی مح سلول  T-DNA را ست که وارد  اولین  ایی ا

های هدف، مانند  ددفات ارزشددمند تجاری، . مرز راسددت مکانی اسددت که باید توالیتر اسددتکمگیاهی شددده و احتمال تخریب آن 
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و در  ددورت قرار گرفتن کاسددت ژن  ها و غیره در آن همسددانه شددوند تا در اثر عملکرد تخریبی آسددیب نبیندبیماریمقاومت به 

شد احتمالبهگر در مرز چپ در  ورت ایجاد  فت مقاومت، گزینش ست ژن موردنظر نیز به گیاه منتقل خواهد  سویی . زیاد کا از 

 ای اسددتلپهتکویژه های پلاسددمیدی ر ناقلتمشددکل عمومی بیش معمولهای برشددی شددناسددایی آنزیمهای کمبود  ایگاهدیگر 

(Himmelbach et al. 2007). 

 

 

 یاختصاص یبا آغازگرها آرسییپ یتوسط کلون pGH215Hvorhegfدر ناقل  یسازهمسانه یدتائ .14 شکل

 کنترل مثبت  .Thermo Fisher Scientific 2شرکت 1kb  ینشانگر وزن مولکول .1 ؛یکاست ژن

pBI121Hvorhegf  یرحاصل از تکث یهافرآورده 7تا  3و PCR یکنترل منف .8 ی نوترک یهادر کلون 

Figure 14. Confirmation of insertion of pGH215Hvorhegf vector by colony PCR with 

specific primers; 1. 1kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific 2. Positive control, 

pBI121Hvorhegf, 3 to 7 PCR amplification products in recombinant clones 8. Negative 

control 
 

 pBI121رسد ضعف دیگر ناقل نظر میبه کانامایسین به ژن مقاومت NOSبر سازی چندگانه قبل از پیشهای همسانهنبود  ایگاه

گر تر مانند هیگرومایسین، پژوهشه از ژن مقاومت به نشانگری قویباشد چرا که در  ورت نیاز به تعویض نشانگر گزینشی و استفاد

دیگر موا ه خواهد شد. کاستی دیگر، ناحیه شروع همانندسازی  ژنکانامایسین و  ایگزینی آن با  با مشکل  دی در برداشتن ژن

سازد. سازی را دشوار میکار همسانه( داشته و ینسفاشتومه ا.و  E. coli نسخه در 5نسخه تکثیری کمی )حدود  pBI121است. ناقل 

وضوح در به شدهیدهضروری است تا قطعه بر DNAسازی و انجام واکنش هضم آنزیمی، داشتن کمیت قابل قبولی از هنگام همسانه

و ود  اتصالو امکان استفاده از آن در واکنش  کوچک باشد( ،خصوص زمانی که اندازه توالی درت، قابل برداشت بوده )بهشده یدهژل د

شود گاهی واکنش هضم بارها برای رسیدن به کمیت مطلوب های تکثیری این ناقل سبب میداشته باشد. پایین بودن تعداد نسخه
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DNA های پیشرفته متعددی روانه بازار شده اگرچه اکنون ناقل گر و مواد مصرفی به هدر رود.تکرار شده و انرژی و زمان پژوهش

های پلاسمیدی که نسخه شود. استفاده از ناقلارزش محسوب می تایی هنوز هم برای انتقال ژن در گیاهان بااست ولی این ناقل دو

شود که می DNAکیلوباز گاهی منجر به دردسرهایی مانند نوترتیبی  15تر از سازی قطعات بزرگتکثیری بالایی دارند برای همسانه

 گرددکه نسخه تکثیری پایینی دارند مزیت محسوب می pBI121مانند  IncPهای پلاسمیدی در این موارد خاص استفاده از ناقل

(Komari et al. 2006). 

 

 

سازه 15شکل  ساختار   .pGH215Hvorhegfست به چپ دارای ژن  ؛ سازه از ناحیه مرز را ، پپتید hegfاین 

دهنده نوپالین ساانتاز اساات که بعد از آن کاساات بیانی مقاومت به هوردئین و پایانانداز دینشااانه، راه

 قرار گرفته است 35Sدهنده و پایان 35Sانداز دوتایی هیگرومایسین با راه

Figure 15. The pGH215Hvorhegf construction structure; This construct from right border 

to the border is composed of hegf gene, signal peptide, D-hordein promoter, and nopaline 

synthase terminator followed by the hygromycin resistance expression cassette with double 

35S promoter and 35S terminator 

 

ی بیانی موردنظر ها، مناسب برای درت کاستgfp ژندر دو سوی  SfiIهای برشی با داشتن  ایگاه pGH215ناقل دوتایی 

ست. این  ایگاه ست بیانی به ا شی برای انتقال کا شی ناقلهای بر شانگر گزین ستفاده از ن سازگار دیگر در  ورت مفید بودن ا های 

سددازد. این فراهم می DNAسددازی ژل بلات فردی را برای دورگهقطعه منحصددربه HindIIIکار روند.  ایگاه هد بنتوانمتفاوت می

ست  gfpدار ذرت برای ژن کوئیتین اینترونبر قدرتمند یوبیناقل دارای پیش ست بوده و کا قرار  T-DNAژنی آن در ناحیه مرز را

ست. برخلاف ناقل  ست ژنی  pBI121گرفته ا ست و کا سین در مرز را شانگر کانامای ست ژنی ن -Tدر مرز چپ  gusکه در آن کا

DNA سددازی، کاسددت ژنی موردنظر  ایگزین کاسددت ژنی قرار گرفته و در  ددورت همسددانهgus شددود که ناحیه در مرز چپی می

توان کاسدددت ژنی موردنظر مانند یک ژن تجاری مهم را  ایگزین می pGH215ژن اسدددت، در ناقل برای درت ترانسنامناسدددبی 
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ست  ست  gfpکا سین در مرز چپ مهم بوده و  T-DNAدر مرز را ست ژنی مقاومت به هیگرومای کرد. از طرف دیگر قرارگیری کا

ند. مزیت دیگر این ناقل داشتن ناحیه شروع همانندسازی با نسخه کتعداد گیاهان تراریخته مثبت کاذب، کاهش چشمگیری پیدا می

از داشددتن ناحیه شددروع همانندسددازی با دامنه میزبانی وسددیع  pGH215چنین ناقل ، اسددت. همE.coli ،ColE1تکثیری بالا در 

pVS1  ازPseudomonas aeruginosa بردسدددود می (Marthe et al. 2015). یداری پا بالایی در  این رپلیکون دارای 

شی بوده و پژوهش شرایط غیرگزین سته تراریختی، هنگام از باکتری یگر را از پایداری  معیت مؤثراگروباکترویوم حتی در  شای های 

یاه هدف مطمئن میبا سدددلول( Co-cultivation) کشدددتیهم بانهای گ عارف سدددازد. این ویژگی در تراریختی میز نامت های 

س ست نرفتن پلاسمید به روشبوده و یار مهم اگروباکتریوم مانند غلات ب گام های مختلف در هنو ود این رپلیکون پایدار باعث از د

بر اکتین و پیش یافتهبهبود 35S×2بر کوئیتین ذرت، و ود پیشبر یوبیبر پیشگردد. سدددایر ا زای مهم این ناقل علاوهتکثیر می

دهد محدود به اپیدرم برگ را می یهاژنگندم، امکان بیان پایدار ترانسژن گلوتاتیون ات ترانسددفراز بر چنین پیشبرنج اسددت. هم

(Himmelbach et al. 2007) .ست. پیش سین برای تراریختی غلات ا سیار مهم دیگر این ناقل و ود هیگرومای برهای مزیت ب

بر نشدددانگر، کارآیی تراریختی را تحت تأثیر قرار نوع پیش ؛کوئیتین ذرت و اکتین برنج هسدددتند، یوبی35S محبوب برای غلات،

هد. مثلاً در غلات پیشمی بهبر یوبید بالاتری از کوئیتین نرخ تراریختی  تب  هدمی 35Sمرا  .(Komari et al. 2006) د

سترده ستفاده گ شی که در تراریختی غلات ا شانگرهای گزین سینبیوتیکمقاومت به آنتیرمزکننده های ژن ،ای دارندن  ،های کانامای

سین و علف سفهیگرومای سینکش ف ستند  ینوتری سین در .(Shrawat and Lörz 2006)ه عنوان بهتراریختی ذرت  هیگرومای

شانگر تک سیار مؤثرترها ایلپهن شانگر ب ست هم در انتقال ژن به یکه ن سین ا سطهاز کانامای  اگروباکتریوم و هم تفنگ ژنی مورد وا

ستفاده قرار ست ا سین بهتر عمل کرده ا سلولی در ذرت از کانامای شد و تکثیر  ست و در مهار ر برای  .(Ji et al. 2013) گرفته ا

شدShrunken l, Sh 1ژن ) 1ها، اینترون ایلپهمحدود کردن تراریختی به تک سبب  که بیان فقط محدود به این گیاهان  ( ذرت 

های تنظیمی خاص به نشددانگرهای گزینشددی برای بیشددینه کردن کارآیی ق توالیها نشددان داد که الحاچنین این آزمایششددود. هم

دو ژن نشددانگر گزینشددی که تا به امروز در . Miki and McHugh 2004)) تراریختی در برخی گیاهان بسددیار مهم هسددتند

ستند. اگرچه ژن  hptو  barهای اند ژنتراریختی  و موفق عمل کرده سانبه barه سپری کردن بروی برگ تواند بامی یآ  یهاا

  .(Ishida et al. 2015) های بزرگ، ضعف ا لی آن استگزینش کالوتهای بعد ردیابی شود اما کارآیی پایین در گیاهان نسل

ست به همراه توالی بر دیتحت کنترل پیشHvorhegf سازه  این مطالعه، در :گیرینتیجه صا ی بذر ا هوردئین که اخت

چنین ناقل با نشددانگر گزینشددی کانامایسددین سدداخته شددد. هم pBI121معمولی  ناقلای بذر در امک ذخیرهراهنمای پپتیدی اند

pGH215  سین نیز برای بیان پروتئین نوترکیب شی هیگرومای شانگر گزین شد عاملبا ن سانی ر در مقیات زیاد در بذور  اپیدرمی ان

تواند شد که مییمعرفنیز  با نشانگر هیگرومایسین هاایلپهتکتراریختی ناقلی مناسب برای گیاه  و تولید شد. با ساخت ناقل اخیر، 

تک بالاتری برای گزینش و تراریختی  پهکارایی  با  ایگزینی ژن موردنظر سدددایر پژوهشایل ته و  ی ژن  ابهگران ها داشددد

Hvorhegf ،خصوص گیاه  و را دارد.هب در غلاتهای انتقال ژن و بیان پروتئین نوترکیب یت استفاده در پروژهقابل 
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سگزاری ست :سپا سی ژنتیک و زی شگاه ملی مهند شی از هزینهفناوری از پژوه آقای  وهای این پژوهش برای تأمین بخ

 شود.تشکر می pGH215آلمان برای در اختیار قرار دادن ناقل  IPKدکتر گوتز هنسل از موسسه 

 

 منابع

 یگاوها یرپوسددتیز یدر بافت چرب نیژن لپت انیب( 1398و همکاران ) یفوز یاسددد محمدرضددا، یمحمدآباد محمدرضددا، یاحسددن

 .135-150(، 1)11. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی Real Time PCRبا استفاده از  نیهلشتا

ضا ،نژاد فاطمهتوحیدی سمعیلی ،محمدآبادی محمدر شکوئیه علیا سطوح مختلف بیان ( 1393) نجمی نوری عذرا ،زاده ک سه  مقای

 . 35-50(، 4)6. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی در بافت های مختلف بز کرکی راینی  Rhebژن

( بررسددی بیان ژن 1395 عفری دره در امیر حسددین، محمدآبادی محمدرضددا، اسددمعیلی زاده کشددکوئیه علی، ریاحی مدوار علی )

CIB4  های مختلف گوسددفند کرمانی با اسددتفاده از در بافتReal Time qPCR. پژوهش در نشددخوارکنندگان  مجله

4(4 ،)132-119. 

یان ژن ( 1399) محمدرضدددا یمحمدآباد . مجله بیوتکنولوژی Real Time PCRدر بز کرکی راینی با اسدددتفاده از  ESR1ب

 . 177-192(، 1)12کشاورزی 

(، 4)12در بز. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی  ESR2مختص بافت ژن  mRNA( پروفایل بیانی 1399) محمدرضا یمحمدآباد

 181-167 . 

با استفاده  یمختلف گوسفند کرمان یهادر بافت ینژن لپت یانمطالعه ب( 1397محمدآبادی محمدرضا، کرد محبوبه، نظری محمود )

 .122-111(، 3) 10بیوتکنولوژی کشاورزی مجله  Real Time PC. از 
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