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  اسفناج و Petunia × hybrida)) عملکرد دو پپتید نشانه از گیاهان اطلسی ارزیابی

(Spinacia oleracea) تاندامک کلروپلاس بهنوترکیب  هایینپروتئ انتقال بمنظور 

 هاتف سلمانیان علی  و *گوزلی بهروز، امیر موسویمرجان آدی

 فناوری کشاورزیپژوهشکده زیستفناوری، تهران، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست ،ایران

 18/03/1401تاریخ پذیرش:  20/04/1400تاریخ دریافت: 

 چکیده

توان از ، میاندامکهای نوترکیب به کلروپلاست در جهت عملکرد مناسب و یا ذخیره سازی آنها در این بمنظور انتقال پروتئین

 هدف با ی و سپس آزمایشگاهیکیوانفورماتیب یزهاینالآ مرحلهدو  در ،مطالعه نیا. در های پپتید نشانه مناسب بهره جستتوالی

 زا نشانه دیپپت 160 بتداا منظور نیبد. گرفت انجام مختلف هاییتوالروی ارزیابی  ی،کلروپلاست مناسب نشانه هایدیپپت انتخاب

 زیآنال مورد هاآن گریزیآببررسی  و کلروپلاست به انتقال احتمال برش، گاهیجا یبررس جهت مختلف هاییزبانم و هاژن

 ند.یش بینی شدشگر نیز پساختارهای ثانویه مربوط به رونوشت های آنها در حالت اتصال به ژن گزار. گرفتند قراربیوانفورماتیکی 

 سفناجا اهیگ از pcaD ژن ز پپتید نشانهیو ن (Petunia × hybridاز گیاه اطلسی ) epspsنشانه ژن  دیپپت ،بعد مرحله در

 (Spinacia oleracea)انجام و یاختصاص یآغازگرها یطراح اب PCR  گرگزارش و به توالی ژن جداسازیاز ژنوم گیاهان gus 

. گرفت صورت (Nicotiana tabacum) توتونمدل  اهیگ یختیترار برای نسیشتومفا ومیگروباکترآ به هاسازه انتقال .متصل شدند

از  جداشده یهاکلروپلاست یرو بر β-glucuronidaseم یآنز یکم و کیفی سنجشباززایی گیاهان تراریخت،  پس از تراریختی و

پپتید نشانه ژن  ست وا شده هدفمند اهیگ یهاکلروپلاست بهبا موفقیت  gus ژن محصول که داد نشانسبز و جوان  یهابرگ

epsps تواندیمذکور داشته است. توالی م هاکلروپلاستب به ین نوترکیبالاتری را در انتقال پروتئ ییکارا از گیاه اطلسی جداشده 

تاً یهادی و نیستنی در ساختارهای پلایدر راستای هدفمندی محصول پروتئ یتجار ختهیترار در گیاهاندی برای استفاده یکاند

 باشد.محصولات پروتئینی بهتر  یسازخالصو  سازییرهذخا یو  موردنظرش بروز صفت یافزا

 gus ،SOEing PCR ارزیابی کمی و کیفی ژن، انتقال نشانه، دیپپت کلروپلاست، :یکلیدواژه های 

 m-amir@nigeb.ac.ir، پست الکترونیکی:  44787305تلفن: * نویسنده مسئول، 

 مقدمه

 ازمندین ،اهیگ در بینوترک نیپروتئ کی کارآمد انیب

 نیا. ستا مراحلاین  سازیینهبه یژهوبهمختلف  یندهایفرا

 آن، کنندهکنترل یساختارها و ژن انتخاب شامل موارد

 یبرا قبولقابل یداریپا ،کارآمد و مناسب برندهیشپ

mRNA در و ترجمه هنگام در مناسب ییاکار ،ژن هدف 

 تجمع نیهمچن و ترجمه از پس راتییتغ از،ین صورت

 کلروپلاست ازجمله اهیگ ژهیو یهااندامک در نیپروتئ

 (.7،9) است

 هب   سیتوپلاسم   سطح    از   نیپروتئ   هدایت   تیمسئول

پپتید  یتوال در ایاسیدآمینهترادف  بهوابسته  کلروپلاست

 یدهایپپت نشانه یدهایپپت .است (Signal Peptides) نشانه

 دراغلب  که هستند اسیدآمینه 30-25 یدارا معمولاًو  کوتاه

 و هایوتپروکار در قرار داشته و هاینپروتئ نییآم انهیپا

در  چندقسمتیپپتید نشانه  .نیز وجود دارند هایوکاریوت

متوالی عمل  بطوراست که  ییهانشانهحاوی  هاکلروپلاست

، پروتئین را از پپتید نشانه قسمت اول معمولبطور. کنندیم
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آن  دهیجهتو قسمت دوم برای  بردیمبه اندامک هدف 

 .(21-19)به نواحی غیر از استروما لازم است 

 یبرا مختلف نیپروتئ هزار سه تا دو که شودیم تصور

ی دهایپپت و شده یگذارهدف ستپلاوکلرانتقال به 

 ملع لروپلاستک هدفمند هاییتوال بعنوان که یانشانه

 هاییتوال از دسته ترینبزرگ احتمالاً ،کنندیم

 این بیترک در بالا تنوع. هستند اهانیگ در سازیهدفمند

 یبرا هاآن یبالا تیظرف توانایی و دهندهنشان ،دهایپپت

 .(6) است به اندامک هدف هاینپروتئ انتقال

 مختلف هایینهزم در اییژهو تیاهم از نشانه یدهایپپت

 توجه بینوترک هایینپروتئ دیتولدر زمینه  برخوردارند و

از  موارد متعددی .(19) اندکرده جلب خود به را یادیز

د یدهای نشانه کلروپلاستی در تولینه از پپتیاستفاده به

در  .(22، 19، 14، 13ب وجود دارد )ینوترک هایینپروتئ

لات اکسی گلی یهاژنمحصول  تلاش شد که ،یامطالعه

لدهاید ردوکتاز آ میتارترونیک سِ و (EcGCL) کربولیگاز

(EcTSR) نشانهپپتید یک را با  اشریشیای کلایباکتری  از 

نج برگیاه سکو به کلروپلاست روبیاز پروتئین  بهبودیافته

 بطور پپتید نشانه رااین توانستند اثربخشی  و دهند انتقال

از  ،ات دیگریمطالع در (.21) افزایش دهند یریگچشم

 و 1فیلامین  ،Zتیوردوکسین  یهاژنپپتیدهای نشانه 

 در بررسیو  (13ند )کرد استفاده 1آلبومین سرم انسانی 

 نیا که ندداد نشان ،پپتیدهای نشانه در گیاه برنجاین کارایی 

 را یپلاستکلرو ریغ نیپروتئ کی توانندیم پپتیدهای نشانه

 .(14) انتقال دهندگیاه  کلروپلاست بهنیز 

ی کیوانفورماتیب یزهایآنال ،مرحلهدو  در ،حاضر مطالعه در

 نشانه هایدیپپت انتخاب باهدفو سپس آزمایشگاهی 

ب به یوترکن هاییمآنزو  هاینپروتئبرای انتقال  مناسب

مختلف  یهاگونهاز  مختلف هاییتوالروی  ،کلروپلاست

 .گرفت انجاماهی یگ

 

 روشهامواد و 

اول  در مرحله ،این مطالعه در: نشانه هاییتوال انتخاب

ای نالیزهآ ،مناسب کلروپلاستی نشانه انتخاب پپتید باهدف

 نیشیبراساس مطالعات پ بیوانفورماتیکی انجام گرفت. ابتدا

وپلاستی پپتیدهای نشانه کلر هاییتوالکه بر روی شناسایی 

 هاییزبانم و هاژنپپتید نشانه از  160، صورت گرفته است

بین پپتید نشانه و  جایگاه برش بررسی برایمختلف 

 گریزیآباحتمال انتقال به کلروپلاست و  ،GUSپروتئین 

 ،Targetp، Tppred یکیوانفورماتیب یهابرنامه توسط

PredSL، Predator و Protoscale  ند و قرار گرفت آنالیزمورد

ز و پس ا ساختار دوم ازنظر شدهانتخاب هاییتوال

با ، gus گرگزارشبه ژن نشانه  یدهایپپتاتصال  سازییهشب

 هاییتوالاز بین  نیز بررسی شدند. RNAfold برنامه

 قابل یساختارهابهترین ا توجه به داشتن ب، موردمطالعه

ب اج انتخا، دو پپتید نشانه از گیاه اطلسی و اسفنبینییشپ

 شدند.

 Petuniaاهان اطلسی )یی گبذرها ابتدا: هدفکشت گیاهان 

× hybrida) ( و اسفناجSpinacia oleracea) استریل آب با 

 70 درصد، الکل 5/0 سدیم هیپوکلریت محلول با و شسته

مقطر استریل  آب شده و سپس دو بار با یضدعفوندرصد 

 2/1 طیمحاز ضدعفونی، بذور در  پس. شسته شدند

 ;MS (Murashige and Skoog medium)و اسکوگ  گیموراش

 درجه 25 دمایدر  شدهکنترلشرایط  و در گرفته قرار

. ندشد نگهداری لوکس 1000 نوری و شرایط گرادسانتی

 از بعد و شد شروع یزنجوانه روز 15-10 حدود از بعد

 (.4) ندشد منتقل MS کامل محیط به گیاهان روز 30

 از یژنوم DNA استخراج: استحصال پپتیدهای نشانه

 اسفناج و اطلسی روزه (60-45 حدود)کامل  گیاهان

روش  به نشانه پپتیدهای هاییتوال آوردن بدست بمنظور

Doyle and Doyle (8انجام ) برای تکثیر و  .دیگرد

از  شدهاستخراج DNAجداسازی قطعه پپتید نشانه از 

شرو برای یپ یاختصاص آغازگراستفاده از  با PCR ،گیاهان
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آغازگر معکوس بر اساس ترادف  و نشانه پپتید ابتدای

همپوشان با توالی  کردن ترادف و اضافهانتهای پپتید نشانه 

 PCR انجام شد. محصول (1)جدول  gus ژن گزارشگر

 ,pJET1.2) اولیه پلاسمیدی ناقل یک در یسازهمسانه برای

Thermo scientific) در ناقل گیاه به انتقال برای و سپس 

(Clontech) pBI121-gus یهاناقل، نهایت در .گرفت قرار 

 ییدتأنشانه پس از  یدهایپپتبه  متصل gus یتوال حاوی

 به انتقال برای یابییتوال از حاصل نتایج وژل  یرو

 قرار گرفت. مورداستفاده ومآگروباکتری

 

 *مطالعهن یادر  مورداستفاده یآغازگرهامشخصات  -1جدول 

 (ntطول ) Tm (C) توالی آغازگرنام 

SP.P.FW 5'-CCCGGGAATGGCACAAATTAAC-3' 55 22 

SP.P.RV 5'-CTACAGGACGTAACATAGGCTGTAGCCACTG-3' 63 31 

GUS.P.FW 5'-CAGTGGCTACAGCCTATGTTACGTCCTGTAG-3' 63 31 

SP.S.FW 5'-TCTAGAATGGCCATGGCAACTCAAGC-3' 64 26 

SP.S.RV 5'-CTACAGGACGTAACATTGCCGGGATAGAGTGG-3' 65 32 

GUS.S.FW 5'-CCACTCTATCCCGGCAATGTTACGTCCTGTAG-3' 65 32 

GUS.RV 5'-GAGCTCTCATTGTTTGCCTCCCTG-3' 59 24 

CaMV35S F 5'-CCCAAGCTTACAACGATAACACAAAACTT-3' 55 29 

Actin F 5'-GCTATTCAGGCCGTTCTTTCTC-3' 3/60 22 

Actin R 5'-AGTACTTCAGGGCAACGGAATC-3' 3/60 22 

VirG F 5'-GGTCGCTATGCGGCATC-3' 6/57 17 

VirG R 5'-CCTGAGATTAAGTGTCCAGTCAG-3' 6/60 23 

 است شده ارائه متن در ترادف هر کارگیریبه جزئیات*    

 
 یباکتر برای انتقال سازه به: به گیاهژنی  یهاسازه انتقال

Agrobacterium tumefaciens هیسو LBA4404 روش مطابق 

 استریل محلول از استفاده با و ذوب و انجماد استاندارد

عمل  عیما ازت و (مولار میلی 2CaCl 20) کلراید کلسیم

 صحت تراریختی، کنترل برای ،مرحله این . در(15) گردید

 سازه و pBI121+GUS سازه از نشانه پپتیدهای مقایسه و

pBI121+170 از  سکویروبد نشانه کلروپلاستی ی)حاوی پپت

 استفاده( gus( )2متصل به توالی گیاه آرابیدوپسیس تالیانا 

 داده انتقال A. tumefaciens به مذکور روش مشابه و گردید

 یهابرگ باکتری، به نوترکیب یهاناقل انتقال از پس .شدند

مجاورت در  (Nicotiana tabacum cv. Samsun) توتون گیاه

 دقیقه قرار گرفت 10تا  5 بمدتنوترکیب  یباکتر این

ل یاستر یاغذ صافک یبر رو سپس .)روش دیسک برگی(
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ط یمح یبلافاصله بر رو هانمونهشوند.  کقرار داده تا خش

MS  به سپس ؛شدندمنتقل  بیوتیکآنتیهورمون دار بدون 

 یتربر ل گرممیلی 200 یحاو هک انتخـابی ـطیمح

 انتقال است کانامایسین بر لیتر گرممیلی 8 و میسکسفوتا

 حداقلدر نور مناسب ) یپتر یهاظرف پسازاین. یافتند

 ینور دورهو  گرادسانتیدرجه  25 یس( و دماکلو 1000

 تا شدند ی( نگهداریکیساعت تار 8ساعت نور و  16)

 بوجود قطعات برگی از یبعض روی یمتعدد یهانوساقه

 نشگر،یگز طیمح یرو شده ییباززا سبز یهانوسـاقه .آمد

 یحاو هک ســـاقه نو شدن لیطو ـطیمح به و جداشده

 .دندیگرد منتقـل است، میسکسفـوتا بر لیتر گرممیلی 200

 از یژنوم DNA استخراج یبرا: از گیاه DNAاستخراج 

 و جمدمن عیما تروژنیکمک ن به برگ بافت گرمیلیم 30 گیاه،

و  دوئلروش طبق  سپس و پودرهاون چینی  استفاده ازبا 

 تیکم و تیفیک کنترل یبرا انجام شد.استخراج  (8) دوئل

DNA یک درصد  آگارز ژل روش الکتروفورز از ،شدهخالص

نانومتر  280 و 260 هایموجطول در ( یاسپکتروفوتومتر و

 ییدتأبرای  ،از گیاه DNAشد. بعد از استخراج  استفاده)

با  PCRواکنش ابتدا استخراجی،  DNA و صحت کیفیت

 شرویپ یآغازگرهاواکنش با  یتاًنها ژن اکتین و یآغازگرها

CaMV 35S  انتهای  معکوسوGUS  (1)جدول انجام شد .

 به شدهاستخراج یژنوم DNA آلودگی عدم از اطمینان برای

 هایآغازگر با مجدداً ،مثبت یهانمونه از باکتری، ژنوم

 انجام PCR واکنش ،(VirG) ومآگروباکتری ژن اختصاصی

 .گرفت

ت یوضع یبررس بمنظور: از برگ لروپلاستکاستخراج 

ن یپروتئ یهدفمندسازپپتیدهای نشانه در توانایی رد کعمل

GUS  هاکلروپلاستدر درون  بررسی تجمع این پروتئینو، 

-SPS و SPP-GUSقطعه ژنی وجود  که یاهانیاز نمونه گ

GUS ( گیاه اطلسی و یهانشانهحاوی پپتید بترتیب 

ه د شدییتأ PCRبا  هاآنو پپتید نشانه روبیسکو در  (اسفناج

استخراج  ،غیر تراریخت() است و نمونه گیاه شاهد

 یهادادهکمّی سازی  بمنظور انجام گرفت. (8) لروپلاستک

 روش باها نمونه نیپروتئ غلظت یریگاندازهآزمایش، 

 .انجام گرفت (5)بردفورد 

 
 ×(100) شدهاجاستخرهای کلروپلاست -1شکل 

: هاکلروپلاستدر  GUSسنجش کمی فعالیت آنزیم 

 از تام پروتئین ابتدا باید ،GUSفعالیت  میزان تعیین بمنظور

 انجام جهت .گردد استخراج شدهخالص یهاکلروپلاست

 ینیپروتئ محلول از یمساو ریمقاد سنجش،این 

 تریکرولیم 50 (سوبسترا و کلروپلاست از شدهاستخراج

- یسوبسترا تریکرولیم 50 و GUS یحاو ینیپروتئ محلول

MUG 4تریکرولیم 900 زانیم با افزودن سپس .( ترکیب شد 

 این واکنش ،مولار 2/0 کربنات میسد ةکنندمتوقف بافر

 با ،یمتریفلور یهاسنجش. دیگرد متوقف و افتهی خاتمه

 Varian Carry) وفوتومتراسپکت فلورسنت دستگاه از استفاده

Eclipse Fluorescence Spectrophotometer )دیرس انجام به. 

  MUاز دستگاه، برای محاسبه مقدار آمده بدستاعداد 

کمی با  یهاآزمون. نتایج حاصل از (10)شد  استفاده

کاملاً  شییآزما براساس طرح IBMSPSS افزارنرماستفاده از 

 دانکن یادامنهتصادفی و مقایسه میانگین با آزمون چند 

 گردید. وتحلیلتجزیه

 نتایج

مناسب  نشانه انتخاب پپتید باهدف ،این مطالعه در

 و هاژناز   پپتید نشانه 160 از میان ابتدا ،کلروپلاستی

جایگاه برش، احتمال انتقال به  براساس مختلف هاییزبانم
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توالی نشانه از گیاهان اطلسی دو  ،گریزیآبکلروپلاست و 

( و ساختار دوم این 2)جدول  نداسفناج انتخاب گردید و

 موردبررسی GUSپروتئین  اتصال بهپس از پپتیدهای نشانه 

 بمنظورهمچنین،  .ارائه نشده است( هاداده) قرار گرفت

ژنی  یهاسازهساخت اطمینان از صحت طراحی و  ییدتأ

پپتید توالی ) موردنظرپپتیدهای نشانه، قطعات  حاوی این

 (.1قرار گرفتند )شکل  یابییتوال مورد gus) نشانه + ژن

 

 انتخابی نشانه پپتیدهای به مربوط اطلاعات -2 جدول

 طول و شناسایی شماره ،توالی منبع پروتئین ژن

psaD 
مرکز  2زیر واحد 

 1فتوسیستم واکنش 

 اسفناج

(Spinacia oleracea) 

>sp|P12353|1-50 

MAMATQATLFSPSSLSSAKPIDTRLTTSFKQ 

PSAVTFASKPASRHHSIRA 

epeps آنزیم EPEPS 
 اطلسی

(Petunia hybrida) 

>US20100022762A|1_73 

MAQINNMAQGIQTLNPNSNFHK 

PQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANS 

MLVLKKDSIFMQKFCSFRISASVATACM 

 

 

 

)توالی  pJET1.2در ناقل  هاسازهساخت  وصحت طراحی  ییدتأ بمنظور gusدر محل اتصال پپتید نشانه و ژن  یابییتوالنتایج حاصل از  -2 شکل

 SPS+GUS، ب( SPP+GUS؛ الف( (مشخص شده استبا خطوط قرمز شکل  یرو gusپپتید نشانه و ژن محل اتصال 
 

سپس به ابتدای توالی ژن  موردبررسیدهای نشانه یپپت

یب حاصل از نوترک یهاسازهمتصل شده و  gus گرگزارش

اه مدل توتون یبه گ ومآگروباکتری واسطهبختی یق تراریطر

ن یدر هدفمند کردن پروتئ هایتوالجهت مطالعه عملکرد 

 بمنظورافتند. یبه درون کلروپلاست، انتقال  موردبررسی

استفاده  با یژنوم DNAخت، یاهان تراریگ یمولکول بررسی

 یبرا. دیاستخراج گرد ،اهانیجوان و سبز گ یهابرگاز 

 با PCR واکنش اهیگ از یاستخراج DNA تیفیک دییتأ

 انجام دارخانه یهاژن از یکی بعنوان نیاکت ژن یآغازگرها

 در یژن یهاسازه حضور اثبات بمنظور(. 2)شکل  شد

 کارگیریببا  PCR از آزمون ،شده تراریخت گیاهان

)شکل  عمل آمداستفاده ب هاتراژن یآغازگرهای اختصاص

3). 

 ب

 الف
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 ،M؛ درصد 1ل آگارز روی ژژن اکتین  یبا آغازگرها PCR روش هبخت شده توتون یان ترارز گیاها شدهاستخراج DNAصحت  دییتأآزمون  -3شکل 

یر غلاین  PCR محصول 2 چاهک (؛الگو کنترل منفی واکنش )فاقد نمونه 1 چاهک؛ DNA (Mix 100bp, Fermentas)نشانگر وزن مولکولی 

، pBI121-SPP+GUS ،pBI121-SPS+GUS یهاسازهبا  بترتیبتراریخت شده  یهانیلا PCR محصول 6-3 یهاچاهکتراریخت؛ 

pBI121+GUS ،pBI121+170باشندیمنوکلئوتید  500به طول  یاختصاص یاقطعهحاوی  هاچاهکتمامی  ؛. 

 

 
 توتون انگیاه از استخراجی DNA در SPP+GUS، SPS+GUS، +GUS، +170 حاویبترتیب  pBI121نوترکیب  یهاسازه حضور دییتأ -4شکل 

 وزن نشانگر ،M ستون ؛جفت باز 2000تا  1800با قطعات تکثیری بین  درصد 1 آگارز ژل روی هاسازه اختصاصی یآغازگرها با PCR روشبه 

 ؛SP-P-RVو  SP-P-FW آغازگرهای با SPP+GUS- با هتراریختلاین  PCR محصول ،2و  1 یهاچاهک  ؛1kb plus (Fermentas) مولکولی

 محصول 4 چاهک؛ GUS+170  با راریختهتلاین  PCR محصول 3؛ چاهک GUS-RVو  BRT1 یآغازگرها با تکثیرشدهمحصول  8-3 یهاچاهک

PCR  با هتراریختلاین SPP+GUSمحصول  5 چاهک ؛PCR  با هتراریخت توتونلاین SPS+GUSمحصول  6 چاهک ؛PCR با هراریختلاین ت 

pBI121 +GUSواکنش مثبت کنترل 7 چاهک ؛ (DNA ؛دییپلاسم) واکنش ) منفی کنترل 8 چاهکDNA یآغازگرهاتراریخت با  غیر لاین 

SP.P.FW  وSP.P.RV). 

6      5        4        3        2       1         M    

8        7         6         5        4         3        M        2       1    

500 bp 

240 bp 

bp1970 

 bp2040 

bp1956 

bp1800 
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 یهاسازهاز میان تمامی گیاهان تراریخت مثبت که این 

 آزمونبا  هاآنبیانی را دریافت کرده بودند و تراریختی 

PCR هر سازهآنالیز عملکرد برای ید شده بود، سه گیاه ئتا 

قرار  مورداستفادهبعدی  یهاسنجشانتخاب و برای 

 یهاسنجشگرفتند. جهت حصول اطمینان از صحت 

سه تکرار گذاشته شد. آنالیز آماری  ،، از هر نمونهشدهانجام

شد. نتایج  انجام IBMSPSS افزارنرماز با استفاده  هاداده

در جهت  GUSتجزیه واریانس برای مقایسه فعالیت 

درصد نشان  95با سطح اطمینان  پپتید نشانهبررسی کارایی 

وجود  داریمعناختلاف  هاسازهداد که به لحاظ آماری بین 

در یک کلاس مجزا قرار  عملکرد ازنظر داشته و هر سازه

 (.4، شکل 3)جدول  گرفته است

راریخته تبین گیاهان  GUS فعالیت مقایسه واریانس تجزیه -3جدول 

 ی مختلف ژنی.هاسازهحاوی 

 Fعدد 
 میانگین

 مربعات

 درجه

 آزادی

 مجموع

 مربعات
 

*435/253 561/1 4 244/6 
بین 

 هاسازه

 خطا 062/0 10 006/0 

 کل 305/6 14  

*05/0 >   P 

 

 
از گیاهان تراریخت توتون  جداشده یهاکلروپلاستدر  GUSمقایسه میانگین میزان فعالیت آنزیم مقایسه کارایی پپتیدهای نشانه با استفاده از  -5شکل 

 است(. درصد 5در سطح  داریمعنییسی بیانگر تفاوت )هر یک از حروف انگل

 بحث

 در را یخارج یهاژن انیب انکام یکژنت یمهندس یفناور

 یهاروش به توجه با .است ردهک جادیا زبانیم اهانیگ انواع

 ستمییس بعنوان اهانیگ نیز توانیم ،کارا و عیسر ختییترار

(. 18نمود ) استفاده بینوترک یهانیپروتئ دیتول برای

 دیتول جهت راحت، و ارزان ستمیس کی اهانیگ

 و ییدارو یهانیپروتئ چون یارزشمند یهاماکرومولکول

 ستیز و هامیآنز ها،واکسن ،هابادیآنتی ،یصیتشخ

بیان در  یایمزا از .اندآورده فراهم را تجزیهقابل یمرهایپل

 به توانیم دی،یتول یهاستمیس ریسا با سهیمقا در اهانیگ

 عدم د،یتول اسیمق عیسر رییتغ امکان ،هانهیهز کاهش

کرد  اشاره یانسان یهاپاتوژن و هانیاندوتوکس حضور

(17). 

 دیتول جهت یژن سازهک ی یطراح در مهم املوع یکی از

 دیتول زانیم شیافزا باعث که بینوترک یهانیپروتئ

 از استفاده ،گرددیم نیز اهانیگ در بینوترک نیپروتئ

 موجب دهایپپت نیا از یبرخ(. 16) ی نشانه استدهایپپت
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 به توپلاسمیس در تولیدشده بینوترک نیپروتئ انتقال

 شدن هدفمند یبرا لازم اطلاعات. شوندیم کلروپلاست

 یتوال از یبخش توسط ،موردنظر کاندام سمت به نیپروتئ

 است گرفته قرار نیپروتئ ینیآم یانتها در معمولاً هک یدیپپت

 انیم در .(20گردد )یم ایمه دارد، نام نشانه دیپپت و

 از هاکلروپلاست اهی،یگ یهاسلول درون یهااندامک

 از ارییبس محل اندامک نیا. برخوردارند یاژهیو گاهیجا

  نزیمآ، مثالبعنوان. گرددیم محسوب سلول اتییح اعمال

epspsرمزگذاری یاهستهژنوم  موجود در یهاژن توسط 

به  ،سیتوپلاسمی یهابوزومیر در شدناز ساختهشده و پس 

ر بیوسنتز یشده تا در مسهدایت  هاکلروپلاستدرون 

ا توجه به . ب(3) دیفای نقش بنمایک ایتانه آرومیدهای آمیاس

از مسیر شیکیمات در کلروپلاست گیاهان، وقوع جایگاه 

ن یابرای هدایت اهی یگ یهاژن کارآمدنشانه  یهایتوال

ز یت نیفوسیگلا کشعلفگاه هدف یدی )که جایم کلیآنز

 کییژنت ورزیدست یطبه درون کلروپلاست  (است

 کشعلفجاد صفت مقاومت به یبرای ا اهان زراعییگ

 .(2) استفاده کرد. توانیم

 را یادیز یایمزا کلروپلاست به ژن انتقالاز طرف دیگر، 

 ادیز یانتقال ژن یهانسخه تعداد نکهیا ازجمله دارد همراهب

 شودینم دهید کلروپلاست در ژن یخاموش اثرات و است

 .است بالا اریبس یافتهانتقال یهاژن انیب سطح لیدل نیهم به

مختلف  یهااندامهمچنین تعداد بسیار زیاد کروپلاست در 

 منجر شود. موردنظربه بیان فزاینده ژن  تواندیمگیاهی 

 را هاآن سمیت کلروپلاست، در هانیپروتئ تجمع همچنین

 تا خوردن که است در حالی این. (3) سازدیم محدودتر

 وجود عدم ،DNA ژنی فرار گرده، دانه در عملکردی

 تشکیل و قندی یهامولکول شدن اضافه پروتئین،

. ردیگینم صورت کلروپلاست در یدیسولفید پیوندهای

 محدود کلروپلاست در هانیکوپروتئیگل تولید اساس این بر

 مورد در هاییگزارش کلروپلاست بر علاوه. شودیم

 هویج، در گیاهی یهاپلاست سایر نمودن تراریخت

 (.6دارد ) وجود جاتوهیم برخی و فرنگیگوجه

گیاه  epspsژن آماری نشان داد که پپتید نشانه  هایآنالیز

 از اسفناج و پپتید pcaDاطلسی نسبت به پپتید نشانه ژن 

طور بسیار معناداری بس یدوپسیآراببیسکو نشانه رو

 رههم تیعلت د بتوان بیشاست. این کارآمدی را اکارآمدتر 

 نیزبان در ایاه میگ بعنوان) بودن گیاه اطلسی و توتون

( Solanaceae) زمینیسیبره یکه هر دو از ت دانست مطالعه(

طبق مطالعات صورت گرفته توسط چن و  .باشندیم

 ردمیزبان نقش مهمی در کارایی پپتید نشانه دا ،همکاران

تر پپتید کارایی چشمگیر در خصوص . احتمال دیگر(6)

 سفناجاز گیاه ا کاررفتهب نسبت به پپتید نشانهی اطلسنشانه 

 عتجم ازناشی  تواندیم، )شاهد( بیسکوو پپتید نشانه رو

 یداخل و یرونیب یغشاهدف در  نیپروتئ شتریب

 ردوا میمستق بطور بتواند نکهیاباشد تا  هاکلروپلاست

 دهدفمن نیپروتئ احتمالاًب، ین ترتیبد و دشو کلروپلاست

 تجمع کلروپلاست در شتریباطلسی  نشانه دیپپت با شده

اسیدها برخی آمینو مطالعات دیگر نشان داده که (.1) ابدییم

یاه گبستگی به برخی و  هستند شدهحفاظت پپتید نشانهدر 

ر ا تغییکارایی پپتید نشانه رمتغیر باشد و  تواندیممیزبان 

طول پپتید نشانه نیز در کارایی  ،علاوه بر این .دهد

طبق  (.2) تجمع پروتئین نقش مهمی دارد یهدفمندساز

پتید پبسیار بلند و کوتاه  یهایتوالات صورت گرفته، مطالع

ی والنشانه کارایی خوبی ندارند، پپتیدهای نشانه با طول ت

 هستند،به کلروپلاست مناسب هدفمندی پروتئین  70تا  50

ید پپت که طول توالی در این مطالعه سعی بر این شدبنابراین 

ثیر طول تا به نحوی تا (7د )مناسبی قرار گیر دامنهنشانه در 

 .گرفته به حداقل برسدهای صورتتوالی در نتایج آزمون

-هتوان این چنین پیشنهاد کرد که جهت بهرمیبنابراین، 

م مندی از کارایی بهتر تولید پروتئین نوترکیب در سیست

-گیاهی، بهتر است از پپتیدهای نشانه حاصل از گیاه هم

ان، با به حداقل رسیدن اثر میزبخانواده استفاده شود تا 

 صورت گیرد. هدفمندیمیزان  ینبیشتر
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 گیرینتیجه

 و  یکیبیوانفورمات   یهایبررس   از   حاصله  نتایج   طبق 

پپتید نشانه، مشاهده گردید که هر  دو آزمایشگاهی این

غیر  خارجی و نشأبا م دوی این پپتیدها قادرند پروتئین

کارایی به کلروپلاست منتقل کنند.  صورتبکلروپلاستی را 

نتایج بیوانفورماتیکی توسط نتایج  دییتأعلاوه بر 

گیاه  epspsآزمایشگاهی، کارایی بالاتر پپتیدهای نشانه ژن 

د یپپتاز اسفناج نسبت به  pcaDاطلسی و پپتید نشانه ژن 

 مؤیدنیز مشاهده گردید که ( 22و  19، 2)بیسکو ورنشانه 

قبل از  بیوانفورماتیکی صورت گرفته زهاییمهم آنال ریتأث

حاصل از نتایج  بر اساسبود.  مورداستفادهانتخاب توالی 

برای  پپتیدهای نشانه از این توانیمن بررسی، یا

اهان یگکلروپلاست  بهخارجی  یهانیپروتئ هدفمندسازی

صفات مطلوب زراعی  با اهدافکی یشده ژنت دست ورزی

 .(22و  19) تب بهره گرفید داروهای نوترکیا تولیو 
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Functional study of two signal peptides derived from Petunia 

(Petunia × hybrida) and Spinach (Spinacia oleracea) in order to 

transfer recombinant proteins to chloroplast 

Adigozali Behrouz M., Mousavi* A. and Salmanian A.H. 
Dept. of Agricultural Biotechnology, National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology 

(NIGEB), Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Signal peptides can be used to effectively transfer recombinant proteins into chloroplast 

for their appropriate functionality or storage. In this study, the efficiency of candidate 

signal peptides was studied using in silico and in vitro approaches. At first, the cleavage 

sites, ability to transport into chloroplast, and hydrophobicity of 16 0 signal peptides 

were analyzed by bioinformatic tools. The secondary structures of the transcripts of 

reporter gene fused to these signal peptides were also predicted. In the next step, signal 

peptides of epsps and pcaD genes, respectively from petunia  ( Petunia × hybrida ) and 

spinach  ( Spinacia oleracea )were cloned using specific primers .β-glucuronidase gene 

and each signal peptides coding sequences were fused together. The resulting fragments 

were then transferred by Agrobacterium tumefaciens and over-expressed in tobacco 

(Nicotiana tabacum )as a model plant. Chloroplasts were extracted from transgenic 

young and green leaves and β-glucuronidase activity was assayed qualitatively and 

quantitatively. The results showed that GUS was present and active in chloroplasts and 

the epsps signal peptide was more effective than pcaD in transferring the target protein. 

In conclusion, we can speculate that the identified signal sequences have the potential to 

transfer recombinant proteins into plastids for more effectiveness or for storage and 

extraction purposes. 

Keywords: Chloroplast, Signal Peptide, Gene Transformation, Spinacia oleracea, 

SOEing PCR 
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