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 چکیده

بیاان  بارایتاا ایان قاارچ است  شدهسبب دارد و های پستانداران با سلولمشابهت زیادی ای سفید سیستم گلیکوزیلاسیون قارچ دکمه

پپتیاد پلای انساانی یا  یباافت ینوژنپلاسام کننادهفعالی برخاوردار گاردد  تواهقابا زیلاه، از اایاااه های نوترکیب گلیکوپروتئین

قاارچ  Holland737و  IM008 ینژادهاا gpdII انادازراه  شاودمیهای خاونی سبب از بین رفتن لختهاست که ای گلیکوزیله زنجیرهت 

 hphپایش از ژن گیینشاار  IM008ناژاد  gpdII انادازراه گارفتنبا قرار  وتکثیر ز مراای پلیبا استفاده از واکنش زنجیرهای سفید دکمه

 gpdII انادازراه حاصا  اتااالترتیب به) gLI8و  gLI7قطعات شد  با انتقال  ساخته pCAMBIAH8سازه  ،pCAMBIA1304پلاسمید 

 ،pCAMBIAH8باه ساازه  (باشاندمی 1 لاکاازن ژو توالی ترشحی  gpdIIشماره هفت ژن اینترون  به IM008و  Holland737نژادهای 

های ، ساازهp13H87و  p13H88های ساازه باه tPAباا ورود ژن سارانجا    ساخته شدندو  یطراح p13H88و  p13H87بیانی های سازه

د ناژادی قاارچ های بهباوو همچنین برنامه tPAبرای تولید  توانمیشده را  ایجادهای   سازهشدند ایجاد p13H87Tو  p13H88Tبیانی 

 ای سفید مورد استفاده قرار داد دکمه
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 مقدمه

ارزش اقتاادی و اهمیات بیوتکنولاوژیکی فاراوان قاارچ  باواود

 یبرا یاصلاح یهاروش، (Agaricus bisporus) ی سفیدادکمه

و بااا  کارساااز نبااوده یاا قب یااناز ا هاییی پتانساایری کارگهباا

ترین مشاک  در ین و اادیتاربیرگ  موااه اسات هاییچالش

چرخااه زناادگی هموتالیاا   A. bisporusهای اصاالاحی برنامااه

؛ لذا اصالا  ناژاد در (1394، فریانپورفارسی و )است ثانویه آن 

هاای باین لاین دلی  تنوع ژنتیکی بسایار پاایین دربه گونهاین 

 هااورگن و کاساات  راناادمان چناادانی ناادارد ،مواااودتجاااری 

(Horgen and Castle, 2002  ) مااوارد، یکاای از  گونااهیاانادر

ژنتیکای  یختایترارهای اصلاحی سنتی، ی اایایین روشهاراه

تواند اهداف متفاوتی ازاملاه یم هایجاد واریته تراریخت  باشدمی

، یته و یا تولید محااولی خاا بهبود خاوصیات زراعی آن وار

هدف از تحقیق حاال  های نوترکیب را دنبال کند ینپروتئانند م

 پلاسامینوژن باافتی کننادهفعالحاضر ایجااد ساازه بیاانی ژن 

(tPA) باشدمیای سفید انسانی اهت انتقال به قارچ دکمه  

 86انسانی ی  سرین پروتئااز  یبافت ینوژنپلاسم کنندهفعال    

ی هالختاهسابب از باین رفاتن کاه  باشدمیو دالتونی کیل 83-

( از pro tPA)خاود در حالت ناباال  پروتئین این   شودمیخونی 

آن  N انتهاایاسایدآمینه  22 که تشکی  شده یدآمینهاس 182

کاه در  اییدآمینهاسا 13   حاذفاستمربوط به توالی ترشحی 

رای ایجااد نابال  قرار دارناد با N، tPAانتهای  31تا  23 اایااه

  باشادمیضاروری  ( ایان پاروتئینیدآمینهاس 125شک  فعال )

-Nسه اایااه  در ی  پروتئین گلیکوزیله است که این پروتئین

 و همکااران معااومی اصا ؛ گرینن و  برگ شودمیگلیکوزیله 

(Masoumiasl et al., 2010 Berg and Grinnell, 1991;)  

در موااودات مختلفای از پلاسمینوژن بافتی  کنندهفعال ژن    

و  گریفیتای و همکااران؛ داتاار Escherichia coli امله باکتری
 ,Datar et al., 1993; Griffiths and Electricwala) الکتارا

و  رئااوف Drosophila melanogaster، مااام میااوه (1987

 Spodoptera(، حشاااره Rouf et al., 1996)همکااااران 

frugiperda اارویم و سامرز (Jarvis and Summers, 1989 ،)

و همکاااران  رئااوف Saccharomyces cerevisiaeمخماار نااان 

و  آپشااال Aspergillus nidulansای رشااتههااای قارچ (،1996)

و  ویباه Aspergillus niger و (Upshall et al., 1987)همکاران 

 Leishmania پروتااوزوای ،(Wiebe et al., 2001)همکاااران 

tarentolae و همکااران  سالیمانی(Soleimani et al., 2006)، 

های ماویین گیااه (، ریشاه2010، معااومی اصا )گیاه تنباکو 

Cucumis melo و همکاران  کانگ(Kang et al., 2011  و مار )

-همساانه( Kaleri et al., 2011)و همکااران  لریاکاگاذار تخم

خاا  خاود  یبو معا یاشده است که هر کدا  میا یانو ب یساز

ای سیساتم گلیکوزیلاسایون قاارچ دکماه کهییآنجا از  ا دارندر

سفید شباهت زیادی باه سیساتم گلیکوزیلاسایون پساتانداران 

هااای ای مناسااب باارای تولیااد پروتئیندارد، ایاان قااارچ گیینااه

یا   عنوانباههای اخیر و در سال باشدمیگلیکوزیله هترولوگ 

و همکااران  برنایمنبع مهام تولیاد دارو باه شامار رفتاه اسات 

(Burns et al., 2006 ) 

 یانادازهاراهسافید از  یاانتقال ژن به قاارچ دکماه منظوربه    

در ارتباط   (2006، و همکاران برنی)استفاده شده است  متعددی

ایاد مادنظر خاصی ب پارامترهایاستفاده  مورد اندازراهبا انتخاب 

  دنابه اهداف فرآیند مهندسی بساتای دار کهگرفته شود و  قرار

 انادازهایراهاساتفاده از باا  پایادارهرچند کاه بیاان برای مثال 

ولای  کناد،یرا تولید م هدف پروتئینمقادیر بالایی از  ،یویروس

باری از قبی  خاموشای ژن از طریاق در برخی موارد اثرات زیان

همولاوگ  انادازهایراه  استفاده از شودیمرا سبب  یهم سرکوب

 مااورد ایااندر  کااهیطوربه باشاادمی پااذیرامکاننیاای  دارخانااه

و همکااران  لساارد شاودمیمشااهده خاموشی کمتر  اندازهاراه

(Lessard et al., 2000)  

باا اساتفاده از ساه  (Chen et al., 2000) و همکااران چان    

 Aspergillusقااارچ   A. bisporus،trpCقااارچ  gpd اناادازراه

nidulance  35وS  ویااروم موزاییاا  کلاامCaMV) قااارچ )

بااا  ریختاای  میاایان تراریاناادکرده یختااهترار را ای ساافیددکمااه

  این باشدمیدرصد  صفرو  ی ، 11 ترتیبی مذکور بهاندازهاراه

قارچ  یختیدر مییان ترار gpd اندازراهنقش  دهندهنشانآزمایش 

  باشدیمای سفید دکمه

باا اساتفاده از ( 2006)و همکااران  برنایدر آزمایش دیاری     

 A. bisporus ،gpdAقااارچ  lcc1و  gpdII ،trap2 یاناادازهاراه

، Coprinus cinerus قاارچ  βtubو trp1 و A. nidulance قاارچ

ای سافید را به قارچ دکماه  Bهیارومایسین فسفوترانسفرازژن 

مذکور را در مییان بیاان ژن  ندازهایاراه کارآییمنتق  کردند و 

یافته به ایان قاارچ ماورد انتقال  Bهیارومایسین فسفوترانسفراز

 به ایان نتیجاه رسایدند کاه هاآنهمچنین   دادند قرارمقایسه 

باا درصاد  gpdAهترولاوگ  انادازراهو  gpdIIهمولاوگ  اندازراه

 باارای اناادازهاراهبهتاارین  9/44و  4/64ترتیااب بااه یختاایترار

و در ایان میاان  باشندمیای سفید ترارییش ژنتیکی قارچ دکمه

مییان پاایینی از  ،واود همولوگ بودن با lcc1و trp2 اندازراهدو 

( سابب lcc1و  trp2 یبارا یابترتبه صفرو  6/24را ) تراریختی

 هاایقارچهترولاوگ  انادازهایراه از طارف دیاار ساایر  شدند

  تولید نکردند یختتراری

یرگاذار بار تأثعوام   عنوانبهها و توالی ترشحی نیی تروناین    
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، و همکااران لسارد)مییان تولید و ترشح پروتئین مطر  هستند 

مشاخ   کااملاًهاا ینترونامرباوط باه  سازوکارهرچند  ( 2000

ای اثر افیایناده ژن-ترانمبه درون  این نواحینیست، اما تلفیق 

دارای ا هابرخای از اینترونهمچناین   ددارژن به همراه بر بیان 

کاه یدرحال، باشاندمیااایایین  اندازراهدهنده یا یشافیاتوالی 

فرایندهای مختلفی  رد mRNAانواع دیار سبب تجمع از برخی 

، خواهناد شاودمینامیده ( IME)ن که افیایش به واسطه اینترو

بایساات در درون تااوالی رونویساای یم IMEهااای شااد  اینترون

یکی کدون آغاز یعنی در مکاان اصالی خاود قارار ده در نیدونش

 (  Rose, 2008) رزبایرند تا سبب افیایش بیان شوند 

باا تیییار تاوالی  (Stern et al., 2007) و همکااران اساترن    

 منشاأباا ترشاحی  هایتوالیاز با تعدادی  لوسیفرازترشحی ژن 

کناد و تیییر میبرابر  صدا مختلف مشاهده کردند که بیان ژن ت

ترین سطح بیاان و ترشاح مرباوط باه تاوالی ترشاحی ژن یشب

در   ه اساتی نشاده( باودکااردسات)تاوالی ترشاحی  لوسیفراز

 E1هاای پروتئینتحقیق دیاری با تعویض توالی ترشحی گلیکو

و  لوسایفرازو  tPAبا توالی ترشحی ژن  Cویروم هپاتیت   E2و

مییان بیان و ترشاح افایایش  ،ستاندارانهای پبیان آن در سلول

های تولیادی بر روی گلیکوزیلاسیون پروتئین تأثیرییافت ولی 

در ایان تحقیاق  ( Wen et al., 2011) و همکااران وننداشات 

ود ای سفید و بهبای انتقالی به قارچ دکمههاژناهت بیان بهتر 

بار ایان علاوه  ده شدااستف gpdII اندازراهییش آن، از تراردرصد 

 1لاکازو توالی ترشحی ژن  gpdII ژن 5اینترون شماره ، اندازراه
افایایش ترتیب اهت افیایش بیاان و نیی بهای سفید قارچ دکمه

ماورد اساتفاده قارار ساخت سازه بیانی در  tPAترشح پروتئین 

  گرفتند

 

 هاروشمواد 

 پلاسمیدی هایناقل، نژادهای قارچی و اکتریب

دو  اساتفاده شاد  DH5α نژاد E. coli در این تحقیق از باکتری

و  Holland737و  IM008هاای ای سفید باه نا نژاد قارچ دکمه

-همساانه هاایناق و  pCAMBIA1304بیاانی  ناقا همچنین 

نیی مورد تیییریافته  pTZ57Rو  (+) pBluescript II SK سازی

 .قرار گرفتند استفاده

انتقال پلاسامید  و یه باکتری مستعد، تهاهت کشت باکتری    

استفاده شاد  اساتخرا   LBکشت مستعد محیط هایباکتریبه 

DNA  صااورت  راساا و  سااامبرو روش  براسااامپلاساامیدی

 ,Sambrook and Russell) ساامبرو  و راسا  گرفتاه اسات

و  PCRهاای موردنیااز بارای واکانش ها و محلولنییمآ  (2001

لیااز  T4و آنییم ( Vivantis, Malaysia)از شرکت  DNAهضم 

تهیاه گردیدناد  بارش و اتااال  (Fermentas, USA)از شرکت 

  گرفتها انجا  قطعات طبق دستورالعم  شرکت سازنده آنییم

 

اب انجام الکتروفورز، جداسازی قطعات از ژل آگارز و انتخ

 های باکتریایییکلن

مورد بررسی قارار گرفتناد   %1تمامی قطعات بر روی ژل آگارز 

ی محاولات حاص  از برش آنییمای از روی ژل اداسازپم از 

واکنش اتاال طبق دستورالعم  شرکت سازنده انجا   %1آگارز 

 هایباکتریگرفت، سپم سازه حاص  با روش شو  حرارتی به 

 هایباکتری  (2001، سامبرو  و راس ) مستعد انتقال داده شد

میکروگار   144حااوی  LBکشت تراریخت شده بر روی محیط

 هاااایناق سااایلین )بااارای آمپی بیوتیااا آنتیلیتااار در میلی

 14و  (pTZ57R و (+) pBluescript II SKسااازی همسااانه

 ناقا )بارای کانامایساین  بیوتیا آنتیلیتار میکروگر  در میلی

مشااتقات بعاادی آن کااه در ایاان و  pCAMBIA1304بیااانی 

گر کشات داده عاما  انتخااب عنوانباه آزمایش ایجااد شادند(

 شدند 

 

 هاسازهمراز و ساخت پلی ایزنجیرهواکنش 

 pBlue8و ساااخت سااازه  gpdII008 اناادازراه جداسااازی

:IM008 ( GIای ساافید نااژاد قااارچ دکمااه gpdII اناادازراه

هاای آغازگراساتفاده از باا  PCR واکانش توسط( 751371698

 DNA و( 1ااادول ) gpdII (R1)و  gpdII (F1)اختااصاای 

 CTABی شاده باا روش سازخال ای سفید ژنومی قارچ دکمه

، اداساازی شاد  الاو عنوانبه (1394تیییریافته )چلوارفروش، 

-واسرشاتمورد استفاده عبارت است از:  و زمانی شرایط دمایی

 ساازی درواسرشات ،دقیقاه 1مادت باه Co94 در اولیاهی ساز

Co94 در اتااال ،ثانیاه 14مدت به Co12 ثانیاه 14مادت باه، 

آخر باه  یتکرار سه دما)ثانیه  14مدت به Co52 در سنتی رشته

 14مادت باه Co52در  ییسنتی نها انتهاو در  (یک س 34تعداد 

نش بار اساام مراز مورد استفاده در واکپلی DNAآنییم   دقیقه

  تهیه شده است Taq: Pfuهای آنییم 4:1 نسبت

محااول  ساازیخال خال  شده باا کیات  PCRمحاول     

PCR و پلاسامیدpBluescript II SK (+) ،  هاایآنییمتوساط 

 انادازراه سازیهمسانهبرش داده شدند و با  BstXIو  PstIبرشی 

 pBlue8سااازه  ،(+) pBluescript II SKپلاساامید  بااه درون

 هااایباکتریوارد شااده بااه سااازه  تأییاادشااد  اهاات  ساااخته

هااای باکتریااایی باار روی کلنی PCRالاااوی شااده،  ترانساافور 

 مورد استفاده قرار گرفت انتخابی 
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  pBlueH8و ساخت سازه  hphجداسازی ژن 

اساتفاده با  PCRوسیله به pCAMBIA1304پلاسمید  hphژن 

( و 1)ااادول  hph (R)و  hph (F)هااای اختااصاای آغازگراز 

 مادتباه Co94در اولیه سازی واسرشت ،و زمانی شرایط دمایی

 در اتااال ،ثانیه 14مدت به Co94سازی در واسرشت ،دقیقه 1

Co13 در سنتی رشته ،ثانیه 14 مدتبه Co52 ثانیه  94مدت به

سانتی  یاتو در نها (یک سا 34آخر به تعداد  یتکرار سه دما)

 هااییمآنی 4:1نسابت  و دقیقاه 14ت مادباه Co52در  یینها

Taq:Pfu عنوانبااه DNA ژن شااد یاداساااز مااراز،پلاای  hph 

و  (PCRمحااول  ساازیخال باا کیات  سازیخال پم از )

 هاایآنییمشاده در مرحلاه قبا  توساط ساخته pBlue8سازه 

از  ساازیخال پام از برش داده شدند و  PstIو  XhoIبرشی 

ساازه  ،pBlue8به پلاسمید  hphژن  سازیهمسانهبا ژل آگارز، 

pBlueH8  وارد شااده بااه سااازه  تأییاادایجاااد شااد  اهاات

 هااییکلن یبار رو PCR یشاده، الااو ترانسفور  هایباکتری

  مورد استفاده قرار گرفت یانتخاب یاییباکتر

 

 حاضر یقمورد استفاده تحقهای سنتیی یتوالو  آغازگرها: 1 ادول
Table 1: Primers and synthesised sequences used in this research 

 نا 
Name 

 توالی
Sequence  

hph (F)                                                                                                           XhoI 

5'- CACATCTCGAGTCGGCATCTA-3' 

hph (R)                                                                                                      PstI 

5'-GCACTGCAGATGAAAAAGCC-3' 
gpdII (F1)                                                                                            BstXI 

5'-CTGCCACCATGTTGGTAATTCAGAGGTCCGC-3' 

gpdII (R1) PstI 

5'-ATAGCACCTGCAGCGATAAG-3' 

gpdII (F2)                                                                                                           EcoRI 

5'-GAAGAAGAATTCAGAGGTCCGC-3' 
gpdII (R2) NcoI 

5'- AGACAAACCATGGCGATAAGC-3' 

tPA (F) BamHI 

5'-AACTAATGGATCCATGCCCG-3' 

tPA (R)                                                      BstEII 

5'-TAAGGTGACCTCACGGTCGCATGTTGTCACGAATCCAGTCTAGGTAGTTAGTAAC-3' 

Lac ss (F)                     PstI                                                                                                                                                                              BamHI 

5'- TTTCTGCAGAGGCTGTCCAACGCTTTAGTATTGGTCGCCGCATGCATTTCGAGTGTAGTTGCGAGCCAGGGGATCCATA-3' 

Lac ss (R) 
                     BamHI                                                                                                                                                                           PstI 

5'- TATGGATCCCCTGGCTCGCAACTACACTCGAAATGCATGCGGCGACCAATACTAAAGCGTTGGACAGCCTCTGCAGAAA-3' 

  

Int ss (F) NcoI                                                                                                                                      PstI 

5'-TACCCATGGTGCGTTATCGATGCGAGCAAGCAATCATTCATATCTTCTGATGTTTCTGCAGAGG-3' 

Int ss (R) 
PstI                                                                                                                                       NcoI 

5'-CCTCTGCAGAAACATCAGAAGATATGAATGATTGCTTGCTCGCATCGATAACGCACCATGGGTAC-3' 
 

 

 pCAMBIAH8ازه ساخت س

 هاایآنییمتوسط   pBlueH8و  pCAMBIA1304پلاسمیدهای

داده شدند  قطعاه حاصا  از بارش  برش BstXI و XhoIبرشی 

و  hphکااه دارای ژن  bp1344بااا طااول  pBlueH8پلاساامید 

سااپم بااا   شااودمینامیااده  gH8، باشاادمی gpdII اناادازراه

 ساازیهمساانه از ژل آگاارز و ماوردنظرقطعاات  سازیخال 

ساااازه ، pCAMBIA1304پلاسااامید  درون باااه gH8 قطعاااه

pCAMBIAH8 ورود ساازه حاصا   تأییاداهت   ایجاد گردید

شااده و همچنااین درسااتی سااازه  ترانساافور  هااایباکتریبااه 

 hph (F)و gpdII (F1) باا پرایمرهاای  PCRترتیب از الاوی به

های باکتریایی و واکنش هضم آنییمی یکلنبر روی ( 1)ادول 

بر روی پلاسمید استخرا  شاده از  BstXIو  XhoIهای با آنییم

  مرحله قب  استفاده شددر شده  تأیید هایریباکت

 

 

 Holland737 و IM008 هاینژاد gpdII اندازراه جداسازی

   pT8 و pT7های و ساخت سازه

و  IM008ای سااافید نژادهاااای قاااارچ دکماااه gpdII انااادازراه

Holland737 (GI:751371697 ) توسااطPCR و بااا اسااتفاده از 

( بار 1)ادول  gpdII (R2)و  gpdII (F2)های اختااصی آغازگر

ای سااافید ی شاااده قاااارچ دکماااهساااازخال  DNAروی 

 ،و زماانیو با شرایط دماایی عنوان الاو به( 1394)چلوارفروش، 

ساازی واسرشت ،دقیقه 1مدت به Co94در اولیه سازی واسرشت

 ،ثانیاه 14مادت به Co12در اتاال  ،ثانیه 14مدت به Co94در 

تکرار سه دمای آخر باه )ثانیه  14مدت به Co52در سنتی رشته 

 14مادت باه Co52 در سنتی نهاییو در انتها  (سیک  34تعداد 

-یپلا DNA عنوانباه Taq: Pfu هاییمآنی 4:1نسبت دقیقه و 

 ند شد یاداساز ،زمرا

تیییریافتااه توسااط  pTZ57Rو پلاساامید  PCRمحاااول     

پاام از  و خوردناادباارش  EcoRIو  NcoIبرشاای  هااایآنییم
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ها بااه اناادازراهواکاانش اتاااال  ،از روی ژل آگااارز سااازی خال

 و pT7 هایساازهو  تیییریافته انجا  گرفات pTZ57Rپلاسمید 

pT8 هاایباکتری در هاواود این سازه تأییداهت   ایجاد شدند 

و  PstI هااایآنییمواکاانش هضاام بااا انتخااابی  شااده ترانساافور 

EcoRI  مورد استفاده قرار گرفت 

 

 TI8و  pTI7ساخت سازه 

، Co61ای سااختن اینتارون باا برناماه دماایی پم از دو رشاته

Co84  وCo31 های دقیقاه، ساازه 14مدت هر مرحله بهpT7 و 

pT8  برشی  هایآنییمو اینترون توسطNcoI  وPstI  بارش داده

به ترتیاب  pT8 و pT7های اینترون به سازه واردکردنشدند  با 

در ها ساازهوااود ایان شادند  ایجااد  pTI8و  pTI7هاای سازه

باا اساتفاده از واکانش هضام باا  شاده ترانسافور  هایباکتری

  گرفتند قرار تأییدمورد  EcoRIو  PstI هایآنییم

 

   pBlueLساخت سازه 

ای سااختن تاوالی ترشاحی باا برناماه دماایی پم از دو رشاته

Co61 ،Co84  وCo31 پلاسامید  ،دقیقه 14مدت هر مرحله به 

pBluescript II SK (+) برشی  هایآنییمو توالی ترشحی توسط

PstI  وBamHI  برش داده شدند  باا اتااال تاوالی ترشاحی باه

  تولیاد شاد pBlueLساازه  (+) pBluescript II SK پلاسامید 

 شاده ترانسافور  هاایباکتریدر  ساازهواود ایان  تأیید اهت

ر قارا اساتفادهمورد  BamHI و XhoI یهاآنییم با هضم واکنش

  گرفت

 

 pgLI8و  pgLI7های ساخت سازه

برشای  هاایآنییمتوساط  pBlueL و ptI7 ،ptI8 پلاسامیدهای

PstI  وEcoRI  باارش داده شاادند  قطعااات حاصاا  از باارش

و اینتارون هساتند،  اندازراهکه دارای  ptI8و  ptI7های پلاسمید

gI7 و gI8  قطعااات  سااازیخال پاام از   شاادند گااذارینا

وارد  pBlueLساازه  باه gI8 و gI7 قطعاتآگارز از ژل  موردنظر

  ندشد pgLI8و  pgLI7های سبب ایجاد سازهترتیب بهگشتند و 

واکنش  توسطشده  ترانسفور  هایباکتریدر  هاسازهواود این 

و همچنین واکانش  BamHIو  EcoRIبرشی  هایآنییمهضم با 

 ورد( ماBioneer, Korea) T7 promoterیاابی باا آغاازگر توالی

 د قرار گرفتن تائید

 

و  pCAMBIAH88های بیااااانی و ساااااخت سااااازه
pCAMBIAH87 

 هااایآنییمتوسااط  pgLI8و  pCAMBIAH8، pgLI7 هایساازه

نوکلئوتیدی  314بریده شدند  قطعات  EcoRIو  BamHIبرشی 

و  gLI7ترتیاب به pgLI8و  pgLI7های حاص  از هضم پلاسمید

gLI8  انادازراهیکای شادن  دهدهننشاانکاه  شادند گذارینا ،

قطعاات  ساازیخال پام از   باشدمیاینترون و توالی ترشحی 

باه ساازه  gLI8و  gLI7با اتااال قطعاات از ژل آگارز  موردنظر

pCAMBIAH8 های ساااازهترتیاااب باااهpCAMBIAH88  و

pCAMBIAH87   در ها ساازهاین واود  تأیید برایایجاد شدند

هضام آنییمای باا  الااویی انتخااب شده ترانسفور  هایباکتری

  مورد استفاده قرار گرفت NcoIو  EcoRI ،XhoIهای آنییم

 

و  p13H87Tهای و ساااخت سااازه tPA ژنجداسااازی 
p13H88T 

بدون توالی ترشحی، tPA (GI:28274637 )اهت اداسازی ژن 

 tPA (R)و  tPA (F)هاای اختااصای باا آغازگر PCRواکانش 

ایان ژن  cDNA ناق که  pTZ57R( بر روی پلاسمید 1)ادول 

 شادهگرفتهکاار به و زمانی گرفت  شرایط دمایی ، انجا باشدمی

 ،دقیقه 1مدت به Co94 در اولیه سازیواسرشتعبارت است از: 

-باه Co13 در اتاال ،ثانیه 14مدت به Co94سازی در واسرشت

تکارار ) ثانیه 144مدت به Co52در سنتی رشته  ،ثانیه 14مدت 

 در سانتی نهاایی انتهااو در  (سیک  34به تعداد  سه دمای آخر

Co52 هاااییمآنی 4:1نساابت دقیقااه   14ماادت بااه Taq:Pfu 

  قرار گرفتمورد استفاده  مرازیپلDNA  یمآنی عنوانبه

 pCAMBIAH87 و pCAMBIAH88های و ساااازه tPAژن     

و  BamHIبرشای  هاایآنییمشده در مرحله قب  توساط ساخته

BstEII سااازیخال و سااپم از ژل آگااارز  ه شاادندباارش داد 

و  pCAMBIAH88های باه ساازه tPAژن  واردکاردن  با شدند

pCAMBIAH87 های ترتیاب ساازهبهp13H88T  وp13H87T 

اتاال صحیح قطعات و ایجاد ساازه  تأییداهت   به واود آمدند

و  انادازراهباا  پلاسمینوژن باافتی انساانی کنندهفعالدارای ژن 

الااوی هضام ، 1لاکازو همچنین توالی ترشحی  gpdII اینترون

ماورد  PstI و  XhoI، EcoRI،NcoIبرشای  هاایآنییمآنییمی با 

 استفاده قرار گرفت 

 

 نتایج

 pBlue8و ساخت سازه  gpdII008 اندازراهجداسازی 

ای ژناومی قاارچ دکماه DNAبار روی  PCRمحاول واکانش 

و  gpdII (F1)هااای اختااصاای بااا آغازگر IM008ساافید نااژاد 

gpdII (R1)  ( 1)شاک   %1پم از باارگیری بار روی ژل آگاارز

نماود   تائیادنوکلئوتیاد را  294باه طاول  gpdII اندازراهتکثیر 

پام  PCRمحاول واکانش  اندازراهاین  یسازهمسانه منظوربه

 pBluescript IIبه پلاسمید  BstXIو  PstIهای از برش با آنییم

SK(+) های یمبرش خورده با آنیPstI  وBstXI اتاال داده شد  
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 gpdII (R1)و  gpdII (F1)با آغازگرهای اختااصی  PCRالاوی 

نوکلئوتیاادی،  294و ایجاااد قطعااه  pBlue8باار روی سااازه 

 (+)pBluescript II SKباه پلاسامید  انادازراهورود  ییدکنندهتأ

 ( 2شک  بود )

 

 pBlueH8و ساخت سازه  hphجداسازی ژن 

پلاساااامیدی  DNAروی  باااار PCR محاااااول واکاااانش

pCAMBIA1304 های اختااصی با آغازگرhph (F)  وhph (R) 

( 2)شاک   %1( پام از باارگیری بار روی ژل آگاارز 1)ادول 

 منظوربهنمود   تائیدید را نوکلئوت 1449به طول  hphتکثیر ژن 

پم از برش با  PCRمحاول واکنش  اندازراهاین  سازیهمسانه

بارش خاورده باا  pBlue8به پلاسمید  BstXIو  PstIهای آنییم

باا  PCR  انجا  واکنش اتاال داده شد BstXIو  PstIهای آنییم

 یبااًتقرسابب تکثیار قطعاه  hph (F)و  gpdII (F1)های آغازگر

باه ساازه  انادازراهورود  دهندهنشاننوکلئوتیدی شد که  1344

pBlue8 اندازراه(  این سازه دارای 3)شک   باشدمی gpdII  قارچ

هیارومایساین  بیوتیا یآنتای سفید و ژن مقاومات باه دکمه

(hph) باشدمی  

 

 pCAMBIAH8ساخت سازه 

  pBlueH8و  pCAMBIA1304پاام از باارش پلاساامیدهای

 H8قطعاه سازی همسانهBstXI و  XhoIبرشی  هایآنییمتوسط 

 pCAMBIA1304پلاسمید درون ( به hphو ژن  gpdII اندازراه)

 BstXIو  XhoIهاای   الاوی هضم آنییمی با آنییمرفتصورت گ

و  1321قطعاات  سبب ایجاد pCAMBIAH8بر روی پلاسمید 

باه  H8بار ورود قطعاه  ییادیتأنوکلئوتیدی شاد کاه  14461

 ( 3)شک   باشدمی pCAMBIA1304پلاسمید 
 

 Holland737 و IM008 هاینژاد gpdII اندازراه جداسازی

 pT8 و pT7های و ساخت سازه

ای ژناومی قاارچ دکماه DNAبار روی  PCRمحاول واکانش 

های اختااصی با آغازگر Holland737و  IM008سفید نژادهای 

gpdII (F2)  وgpdII (R2)  ( پم از باارگیری بار روی 1)ادول

نوکلئوتیادی  gpdII 294 اندازراه( تکثیر 1)شک   %1ژل آگارز 

محااول واکانش  اندازراهاین  سازیهمسانهنمود  برای  تأییدرا 

PCR  یهااای برشااآنییمپاام از باارش بااا NcoI  وEcoRI  بااه

و NcoI های ییریافته برش خورده با آنییمتی pTZ57Rپلاسمید 

EcoRI هااایآنییم  واکاانش هضاام بااا اتاااال داده شااد PstI  و

EcoRI های سازه بر رویpT7 و pT8  سبب تولید همانند انتظار

کنناده ورود تائیدکاه  ندشاد نوکلئوتیدی 2621و  299قطعات 

)شاک   باشدیم ییریافتهتی pTZ57Rبه پلاسمید gpdII  اندازراه

4 ) 

       
و  gpdII (F1)های با آغازگر PCR ( محاول1)  Holland737 و IM008ای سفید نژادهای قارچ دکمه gpdII اندازراه: تکثیر 1شک  

gpdII (R1)  بر رویDNA  نژاد ژنومیIM008 ( محاول 2انتظار )نوکلئوتیدی مورد  294مشاهده قطعه  وPCR های با آغازگرgpdII 

(F2)  وgpdII (R2)  بر رویDNA  نژاد ژنومیIM008 ( محاول 3انتظار )نوکلئوتیدی مورد  294مشاهده قطعه  وPCR های با آغازگر

gpdII (F1)  وgpdII (R1)  بر رویDNA  نژاد ژنومیHolland737 ( محاول 4نوکلئوتیدی مورد انتظار ) 294قطعه  مشاهده وPCR  با

کنترل نمونه ( 1انتظار )مورد  294و مشاهده قطعه  Holland737نژاد ژنومی  DNAبر روی  gpdII (R2)و  gpdII (F2)های آغازگر

( مارکر M) ( راز و بافر آنمپلیDNA عنوان به  Taq: Pfuهایآنییم 4:1نسبت  ،gpdII (R2)و  gpdII (F2)های آغازگر آب،)منفی 
(100bp plus, Fermentas) 

Fig. 1: Amplification of the button white mushroom strains IM008 and Holland737 gpdII promoter. (1) PCR product on 

starin IM008 genomic DNA by using gpdII (R1)/gpdII (F1) primer pair and observation of expected 290bp fragment. 

(2) PCR product on starin IM008 genomic DNA by using gpdII (R2)/gpdII (F2) primer pair and observation of 

expected 290bp fragment. (3) PCR product on starin Holland737 genomic DNA by using gpdII (R1)/gpdII (F1) primer 

pair and observation of expected 290bp fragment. (4) PCR product on starin Holland737 genomic DNA by using gpdII 
(R2)/gpdII (F2) primer pair and observation of expected 290bp fragment. (5) Negative control (water, gpdII (R2)/gpdII 

(F2) pimer pair, 4:1 ratio of Taq: Pfu polymerase as DNA polymerase and its buffer). (M) DNA ladder (100bp plus, 

Fermentas)

290 

200 

300 
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 pTI8و  pTI7 یهاساخت سازه

قاارچ  gpdIIژن  5ای کاردن اینتارون شاماره پم از دو رشاته

توساط  pt8و  pt7 ای سفید این اینتارون و پلاسامیدهایدکمه

 باااهرون بااارش داده شااادند و اینتااا PstIو  NcoI هاااایآنییم

و  pTI7حاصاا   هایسااازهوارد شااد   pt8و  pt7پلاساامیدهای 

pTI8  انادازراهکه به ترتیاب دارای  شدند گذارینا gpdII  ناژاد

Holland737  ژن  5و اینتاارون شاامارهgpdII ای قااارچ دکمااه

ژن  5و اینتارون شاماره   IM008ناژاد gpdII انادازراهسافید و 

gpdII های ورود اینترون در سازه  باشندمیای سفید قارچ دکمه

pTI7  وpTI8  هاایآنییمتوسط هضم با PstI  وEcoRI  و ایجااد

  (4شد )شک   تائیدنوکلئوتیدی  2628و  324قطعات 

 

                         
( تکرارهای محاول 4-3-2-1) هایچاه   pBlue8و نمای شماتی  سازه  PCRتوسط  pBlue8سازه  تائید ،hph: تکثیر ژن 2شک  

PCR های با آغازگرhph (F)  وhph (R)  بر روی پلاسمیدpCAMBIA1304 ژن  تکثیر شده و مشاهده قطعهhph 1449به طول 

 تکثیرقطعه مشاهده  و pBlue8بر روی سازه  gpdII (R2)و  gpdII (F2)های با آغازگر PCR( تکرارهای محاول 6-5-8-1نوکلئوتید  )

و  gpdII (F2)های آغازگر (+) pBluescript II SKید پلاسم)منفی کنترل نمونه ( 9  )نوکلئوتید 294به طول  IM008نژاد  gpdII هشد

gpdII (R2)،  آنییمTaq DNA و بافر آن مرازپلی)  (M ) مولکولی مارکر(1Kb, Fermentas) 
Fig. 2: Amplification of hph gene, confirmation of pBlue8 construct with PCR and schematic view of pBlue8 construct. 

Wells (1-2-3-4) are replicates of PCR product on pCAMBIA1304 plasmid by using hph (F)/hph (R) primer pair and 

observation of expected 1049bp fragment of hph gene.  Wells (5-6-7-8) are replicates of PCR product on pBlue8 

construct by using gpdII (R2)/gpdII (F2) primer pair and observation of expected 290 bp fragment of IM008 gpdII 

promoter. (9) Negative control (pBluescript II SK (+) plasmid, gpdII (R2) and gpdII (F2) pimers, Taq DNA polymerase 

and its buffer). (M) DNA ladder (1kb, Fermentas) 

 

و  (+)pBluescript II SKاتصال توالی ترشحی به پلاسمید 

 pBlueLساخت سازه 

قااارچ  1 لاکااازای کااردن تااوالی ترشااحی ژن پاام از دو رشااته

 pBluescript IIمیدای ترشاحی و پلاسااتوال ،فیداای سهادکم

SK (+)  هاایآنییمتوساط PstI  وBamHI  شادند و بارش داده

اتااال داده  (+) pBluescript II SKتوالی ترشحی به پلاسمید 

 یهااآناییم با هضم   الاویگرفتنا   pBlueL  سازه حاص  شد

XhoI و BamHI  بر روی سازهpBlueL  و  141و ایجاد قطعاات

کنناده ورود اینتارون باه تأییدمورد انتظاار نوکلئوتیدی  2911

 باا هضام   الااویباشادمی (+) pBluescript II SKپلاسامید 

 pBluescript IIبار روی پلاسامید  BamHI و XhoI یهاآنییم

SK (+) 14عنوان کنترل مورد استفاده قرار گرفت و قطعاات به 

 ( 1)شک   نوکلئوتیدی را ایجاد نمود 2911و 

 
 

 pgLI8و  pgLI7های ساخت سازه

توساط  pTI8و  pTI7 یهااموااود در ساازهgI8  و gI7قطعات 

 pBlueLاداسازی شدند  سازه EcoRIو  PstIهای ا آنییمبرش ب

 gI7برش خورد و قطعات  EcoRIو  PstIهای برشی نیی با آنییم 

( بااه gpdIIژن  5و اینتاارون شااماره  gpdII اناادازراه)gI8 و

ایجااد  pgLI8و  pgLI7های وارد گردیدند و سازه  pBlueLسازه

توساط الااوی  pBlueLبه سازه gI8  و gI7شدند  ورود قطعات 

و ایجااد  BamHIو  EcoRIهاای برشای هضم آنییمای باا آنییم

یابی و همچنین واکنش توالینوکلئوتیدی  2942و  369قطعات 

 یبر روکه یابی توالیواکنش (  8شک  گرفتند )قرار  تأییدمورد 

های حاصا  دارای نشاان داد کاه ساازهانجاا  شاد  هاسازهاین 

که در اهات  باشندمیتوالی ترشحی  اینترون و ،gpdII اندازراه

هاا نشاان داده داده) انادگرفتهصحیحی نسبت به یکدیار قارار 
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و  pBlueH8های   نمای شماتی  سازهgpdII اندازراهو  hphوااد ژن  pCAMBIAH8و  pBlueH8های سازه تائید: 3شک  

pCAMBIAH8 ( تکرارهای هضم سازه 2-1برشی نشان داده شده است  ) هایبه همراه مکان اثر آنییمpCAMBIAH8 های با آنییم

XhoI  وBstXI  ( محاول 4-3نوکلئوتیدی  ) 14461و  1321و ایجاد قطعاتPCR  با آغازگرهایgpdII (F2)  وhph (F) روی  بر

pBlueH8  و مشاهده قطعه تکثیر شدهH8 ًآغازگرهای آب، )منفی کنترل  نمونه( 1  )نوکلئوتید 1344 به طول تقریباgpdII (F2) وhph 

(F)   آنییم وTaq  DNAمرازپلی)(  Mمارکر ) مولکولی (1Kb, Fermentas) 
Fig. 3: Confirmation of pBlueH8 and pCAMBIAH8 constructs which contain hph gene and gpdII promoter and 

Schematic view of pBlueH8 and pCAMBIAH8 constructs with restriction enzymes site (RE). Wells (1-2) are replicates 

of enzymatic digestion of pCAMBIAH8 construct with XhoI and BstXI and observation of expected 10481 and 1325bp 

fragments. (3-4) PCR product on pBueH8 construct by using gpdII (F2)/hph (F) primer pair and observation of 1300bp 

H8 fragment. (5) Negative control (water, hph (F)/gpdII (F2) pimer pair, Taq DNA polymerase and its buffer). (M) 

DNA ladder (1kb, Fermentas) 

 

و  pCAMBIAH88های بیااااانی و ساااااخت سااااازه
pCAMBIAH87 

و  pgLI7هایداساازی از ساازه)پام از ا gLI8و  gLI7قطعات 

pgLI8  برشای  هاایآنییمتوسط برش با EcoRI وBamHI)  باه

هاای برشای خاورده باا آنییم برش pCAMBIA1304پلاسمید 

EcoRI  وBamHI  وارد شاادند  ورود قطعاااتgLI7  وgLI8  بااه

، EcoRIهاای توسط هضم باا آنییم pCAMBIA1304پلاسمید 

XhoI  وNcoI (  مورد 5شک )قرار گرفت  تأیید 
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 PstIو  EcoRIهای یمی  اایااه برشی آنییمهضم آنیتوسط الاوی  pTI8و  pTI7های و سازه pT8و  pT7های سازه تأیید: 4شک  

و  EcoRIهای آنییمبا  pTI7هضم آنییمی سازه  (1  )نشان داده شده است pTI8و  pT7، pT8، pTI7های های شماتی  سازهدر شک 

PstI هضم آنییمی سازه ( 2)یدی  نوکلئوت 2628و  324 اتقطع یجادا وpTI8  های آنییمباEcoRI  وPstI 2628و  324 اتقطع یجادا و 

هضم آنییمی ( 4) یدی نوکلئوت 2621و  299 اتقطع یجادا و PstIو  EcoRIهای آنییمبا  pT7هضم آنییمی سازه ( 3)  یدینوکلئوت

  (100bp plus, Fermentas)مولکولی ( مارکر M)یدی  نوکلئوت 2621و  299 اتقطع یجادا و PstIو  EcoRIهای آنییمبا  pT8سازه 
Fig. 4: Confirmation of pT7, pT8, pTI7 and pTI8 constructs with enzymatic digestion pattern. Restriction site of 

EcoRI and PstI are represented in schematic view of pT7, pT8, pTI7 and pTI8 constructs. (1) Obtained 324 and 2826bp 

fragments from enzymatic digestion of pTI7 construct with EcoRI and PstI. (2) Obtained 324 and 2826bp fragments 

from enzymatic digestion of pTI8 construct with EcoRI and PstI. (3) Obtained 299 and 2825bp fragments from 

enzymatic digestion of pT7 construct with EcoRI and PstI. (4) Obtained 299 and 2825bp fragments from enzymatic 

digestion of pT8 construct with EcoRI and PstI. (M) DNA ladder (100bp plus, Fermentas) 

 

         
اایااه   pBlueLالاوی هضم آنییمی  در شک  شماتی  سازه توسط 1 لاکازوااد توالی ترشحی ژن  pBlueL سازه تائید: 1شک  

که سبب  BstXIو  EcoRIهای برشی هضم شده با آنییم pBlueL( سازه 1  )نشان داده شده است BstXIو  EcoRIهای شناسایی آنییم

 عنوانبه BstXIو  EcoRIهای برشی با آنییم (+) pBluescript II SKپلاسمید  ( هضم2نوکلئوتیدی شد  ) 2911و  141 ایجاد قطعات

 (100bp plus, Fermentas) مولکولی ( مارکرM  )(است غیرواضحقطعه کوچ  ) را تولید نمود 2911و  14که قطعات کنترل 
Fig. 5: Confirmation of pBlueL construct which contain Laccase1 gene signal peptid with enzymatic digestion. 

Restriction site of EcoRI and BstXI are represented in schematic view of pBlueL construct. (1) Obtained 105 and 

2911bp fragments from enzymatic digestion of pBlueL construct with EcoRI and BstXI. (2) Obtained 50 and 2911bp 

fragments from enzymatic digestion of pBlueL construct with EcoRI and BstXI as control (Smaller fragment is 

invisible). (M) DNA ladder (100bp plus, Fermentas) 
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های در شک  EcoRIو  BamHIهای ااه برشی آنییمیمی  اایهضم آنیتوسط الاوی  pgLI8 و pgLI7های سازه تأیید: 8شک  

 یجادا و EcoRIو  BamHIهای آنییمبا  pgLI7( هضم آنییمی سازه 1  )نشان داده شده است  pgLI8و pgLI7های شماتی  سازه

 2942و  369 اتقطع یجادا و EcoRIو  BamHIهای آنییمبا  pgLI8( هضم آنییمی سازه 2یدی  )نوکلئوت 2942و  369 اتقطع

 (1Kb, Fermentas) ی( مارکر مولکولM) یدی نوکلئوت
Fig. 6: Confirmation of pgLI7 and pgLI8 constructs with restriction digestion pattern. Restriction site of BamHI and 

EcoRI are represented in schematic view of pgLI7 and pgLI8 constructs. (1) Obtained 389 and 2942bp fragments from 

enzymatic digestion of pgLI7 construct with BamHI and EcoRI. (2) Obtained 389 and 2942bp fragments from 

enzymatic digestion of pgLI8 construct with BamHI and EcoRI. (M) DNA ladder (1kb, Fermentas)

 

و  p1H387T هایو ساااخت سااازه tPA ژنجداسااازی 
p13H88T 

حاااوی  pTZ57Rباار روی پلاساامید  PCRمحاااول واکاانش 

cDNA  ژنtPA هااای اختااصاای بااا آغازگرtPA(F)  وtPA(R) 

( 5)شاک   %1( پام از باارگیری بار روی ژل آگاارز 1)ادول 

نوکلئوتیدی مورد انتظار بود که  1833تکثیر قطعه  دهندهنشان

(  بارای 5شاک  ) باشادمیبدون توالی ترشاحی  tPAهمان ژن 

پام از بارش باا  PCRمحاول واکنش  tPAسازی ژن همسانه

های بیاااااانی باااااه ساااااازه BstEIIو  BamHIهاااااای آنییم

pCAMBIAH88  وpCAMBIAH87 هاای برش خورده با آنییم

BamHI  وBstEII  وارد گردیااد  واااود ژنtPA های در سااازه

و  XhoIهاای شده توسط الاوی هضام آنییمای باا آنییمساخته

EcoRI،NcoI  ،PstI (  مورد 5شک )قرار گرفت  تأیید 

 

 بحث

بیان پروتئین در سیساتم بیاانی قاارچی ضامن برخاورداری از 

از بیااان در  ترراحااتتر بااوده و خیلاای یاقتاااادبااالا،  کااارآیی

هاای حاصا  از قاارچ، ینباشاد  پروتئمیی پستانداران هاسلول

هااای ینوتئپرهااای بیولااوژیکی یآلودگهااای مربااوط بااه یناران

ای رشاته هاایقارچی اانوری را ندارد  هاسلولحاص  از کشت 

ساولفید را هاای دیدلی  یوکاریوت بودن توانایی ایجاد پیونادبه

دارند و تیییرات پم از تراماه همچاون گلیکوزیلاه شادن در 

و همکاااران  ساااندرزدهااد یمااهااا بساایار مشااابه انسااان ر  آن

(Saunders et al., 1989 )  هاای ای سفید اای  قارچدکمهقارچ

هاای نوترکیاب ای است و تا به امروز بارای بیاان پروتئینرشته

هاا گلیکوزیله مورد استفاده قرار نارفته است  یکی از اولاین گا 

در ایجاااد مواااودات تراریخاات داشااتن سااازه بیااانی مناسااب 

 باشد می

ی ترین بخش ی  سازه بیاانانداز مهمشاید بتوان گفت که راه    

زمان و مقادار  کنندهنتعییباشد زیرا این قسمت سازه بیانی می

و همکااران  برنایباشاد  بیان ژنای کاه تحات کنتارل دارد، می

انادازی اسات بهترین راه gpdIIانداز ( اعلا  کردند که راه2006)

ای سافید ماورد که تا به امروز برای تراریخت کردن قارچ دکمه

( 2000و همکااران ) لساردنین همچ استفاده قرار گرفته است و

ی در هاام ساارکوب یااقاز طربیااان کردنااد کااه خاموشاای ژن 

افتاد، بناابراین دار کمتار اتفاام میاندازهای همولوگ و خانهراه

 tPAباارای بیااان پااروتئین  gpdIIدار اناداز همولااوگ و خانااهراه

 انتخاب و مورد استفاده قرار گرفت 
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های یمی  اایااه برشی آنییمهضم آنیالاوی  توسط p13H87T و pCAMBIAH88، pCAMBIAH87، p13H88Tهای سازه تأیید: 5شک  

XhoI، EcoRI،NcoI  و PstI  هایسازههای شماتی  در شک pCAMBIAH88 ،pCAMBIAH87 ،p13H88T  وp13H87T   نشان داده شده است

تکثیر  و مشاهده قطعه tPA (R)و  tPA (F)های با آغازگر pTZ57Rواود در پلاسمید م tPAژن  cDNAبر روی  PCRی محاول تکرارها( 2و  1)

 DNAهای آنییم عنوانبه Taq: Pfu 4:1 نسبتو  tPA (R)و  tPA (F)آب، آغازگرهای ) منفی کنترلنمونه ( 3نوکلئوتید  ) 1833 به طول tPAشده 

( سازه 1نوکلئوتید  ) 12381و ایجاد شک  خطی پلاسمید به طول  NcoI برش خورده با آنییم pCAMBIA1304ید ( پلاسم4) ( مرازپلی

pCAMBIAH88  برش خورده با آنییمNcoI  ( سازه 8نوکلئوتید  ) 12153و ایجاد شک  خطی پلاسمید به طولpCAMBIAH87  برش خورده با

و ایجاد شک  خطی پلاسمید  NcoIرش خورده با آنییم ب p13H88T( سازه 5نوکلئوتید  ) 12153و ایجاد شک  خطی پلاسمید به طول  NcoIآنییم 

( پلاسمید 9  )نوکلئوتید 12381و ایجاد شک  خطی پلاسمید به طول  NcoIخورده با آنییم  برش p13H87T( سازه 6نوکلئوتید  ) 12381به طول 

pCAMBIA1304 های برش خورده با آنییمXhoI  وEcoRI  14523و  (شوندمیقطعه دیده ی   صورتبه)1494، 1434و ایجاد قطعات 

( سازه 11  )ینوکلئوتید 14844 و 1189و ایجاد قطعات  EcoRIو  XhoIهای برش خورده با آنییم pCAMBIAH88( سازه 14نوکلئوتیدی  )

pCAMBIAH87 های برش خورده آنییمXhoI  وEcoRI  ( سازه12  )ینوکلئوتید 14844و  1189و ایجاد قطعات p13H88T  با برش خورده

و  XhoI هاییمآنیبرش خورده با  p13H87T( سازه 13  )ینوکلئوتید 5312و  1189، 1431، 452و ایجاد قطعات  EcoRIو  XhoIهای آنییم

EcoRI ( سازه 14)  ییدنوکلئوت 5312و  1189، 1431، 452قطعات  یجادو اp13H88T  برش خورده با آنییمPstI  113، 56، 52و ایجاد قطعات ،

، 52و ایجاد قطعات  PstIبرش خورده با آنییم  p13H87T( پلاسمید 11  )(است غیرواضحسه قطعه کوچ  ) ینوکلئوتید 6259و  648 ،822، 414

( مارکر L  )(100bp plus, Fermentas)مولکولی ( مارکر M  )(است غیرواضحسه قطعه کوچ  ) ینوکلئوتید 6259و  648، 822، 414، 113، 56

 (1kb, Fermentas)مولکولی 
Fig. 7: Confirmation of pCAMBIAH87, pCAMBIAH88, p13H87T and p13H88T constructs with restriction digestion pattern. 

Restriction site of XhoI, NcoI, PstI and EcoRI are represented in schematic view of pCAMBIAH87, pCAMBIAH88, p13H87T and 

p13H88T constructs. Wells (1-2) are replicates of PCR product on pTZ57R plasmid contain tPA gene cDNA by using tPA (F)/tPA 

(R) primer pair and observation of amplified 1633bp fragment of tPA. (3) Negative control (water, tPA (F)/tPA (R) pimer pair, 4:1 

ratio of Taq: Pfu polymerase as DNA polymerase and its buffer). (4) pCAMBIA1304 plasmid digested with NcoI and created a 

linearized 12361bp fragment. (5) pCAMBIAH88 construct digested with NcoI and created a linearized 12173bp fragment. (6) 

pCAMBIAH87 construct digested with NcoI and created a linearized 12173bp fragment. (7) p13H88T construct digested with NcoI 

and created a linearized 12361bp fragment. (8) p13H87T construct digested with NcoI and created a linearized 12361bp fragment. (9) 

Double digestion of pCAMBIA1304 plasmid with XhoI and EcoRI and obtaining 1030, 1094 and 10723bp fragments (the two samall 

fragment seem as one fragment). (10) Obtained 1569 and 10604bp fragments from enzymatic digestion of pCAMBIAH88 construct 

with XhoI and EcoRI. (11) Obtained 1569 and 10604bp fragments from enzymatic digestion of pCAMBIAH87 construct with XhoI 
and EcoRI. (12) Obtained 472, 1031, 1569 and 7352bp fragments from enzymatic digestion of p13H88T construct with XhoI and 

EcoRI. (13) Obtained 472, 1031, 1569 and 7352bp fragments from enzymatic digestion of p13H87T construct with XhoI and EcoRI. 

(14) Obtained 72, 78, 113, 414, 622, 846 and 8279bp fragments from enzymatic digestion of p13H88T construct with PstI (Three 

smaller fragments are invisible). (15) Obtained 72, 78, 113, 414, 622, 846 and 8279bp fragments from enzymatic digestion of 

p13H87T construct with PstI (Three smaller fragments are invisible). (M) DNA ladder (100bp plus, Fermentas). (L) DNA ladder 

(1kb, Fermentas) 
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توالی ترشحی یکی دیار از اایای سازه بیاانی ایجااد شاده 

هاای تاوالی ترشاحی در باین یوکاریوت آنکاه بااواوداشد  بمی

هاای ترشاحی همولاوگ و یتوالشود، اماا مختلف شناسایی می

هاای ترشاحی هترولاوگ ترکیبی در برخی موارد بهتار از توالی

کنند، البته عکم این موضوع نیی ممکن است ر  دهد  عم  می

( Futatsumori and Sumoto, 2010) فوتاتساوموری و ساوموتو

نشان دادند که واود اسیدهای آمینه با باار مثبات و اسایدهای 

 کاارآییتوالی ترشاحی  Cو  Nترتیب در انتهای آمینه قطبی به

و ژن  tPAدهد  با مقایسه توالی ترشحی ژن ترشح را افیایش می

یاری قرارگمحا   کاهای سفید مشخ  شاد قارچ دکمه 1لاکاز

 1لاکاازلی ترشاحی ژن اسیدآمینه آرژنین )با بار مثبت( در تاوا
 N، فاصاله کمتاری باا انتهاای tPAنسبت به توالی ترشحی ژن 

تاوالی ترشاحی ژن  Cتوالی ترشحی دارد و همچنین در انتهای 

تعداد اسایدهای آمیناه  tPAنسبت به توالی ترشحی ژن  1لاکاز

بنابراین با تواه به اطلاعات موااود ؛ قطبی بیشتری واود دارد

ه گرفت کاه باا ااایایین کاردن تاوالی چنین نتیجیناتوان یم

ای قاارچ دکماه 1لاکاازبا تاوالی ترشاحی ژن  tPAترشحی ژن 

تولید شده توسط ایان ساازه  tPAترشح پروتئین  کارآییسفید، 

 بیشتر از حالت دست نخورده آن خواهد بود 

  باشاندمیبیانی  هایسازهیکی دیار از اایای  نییها ینترونا    

ی مختلفی از قبی  افیایش یاا کااهش هانقشممکن است  هاآن

بیان ژن را سبب شوند و یا ممکن است هیچ اثری بر روی بیاان 

ها که اغلب نادیده گرفته ینترونا  نقش حیاتی باشندژن نداشته 

توانند اثرات عمیقی بر روی بیاان یم هاآناین است که  شودمی

یا   ژناومی DNAدر توالی ا هینتروناژن داشته باشند  حذف 

دهناده( اغلاب و پایاان انادازراه)بدون حذف  cDNAژن، مانند 

  برعکم با افیودن یا  اینتارون باه شودمیسبب کاهش بیان 

آن )یوکاریوتی  منشأاز  نظرصرفی  ژن که فاقد اینترون است 

، رز) یااا پروکاااریوتی( ساابب افاایایش بیااان آن ژن خواهااد شااد
فاده شده که فاقد است tPAژن  cDNAدر این تحقیق از   (2008
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استفاده شد تا بیاان  gpdII ژن 5از اینترون شماره  لذا باشدمی

طباق سفید افایایش یاباد  همچناین  ایدکمهاین ژن در قارچ 

ی ادکماهدر قاارچ  gfpبیاان ژن ن چان و همکاارا یهاگیارش

که دلی  آن را پردازش نامناساب  سفید به اینترون احتیا  دارد

RNA  و همکااران چان) اندکردهپیامبر و کدون ترایحی ذکر ،

ها باید ینترونا( بیان کردند که 2000و همکاران ) لسارد ( 2000

یحاااً در درون تااوالی ترادر بخااش رونویساای شااده ترانسااژن 

یش بیاان ترانساژن قرار بایرند تا سبب افایا 1'ترامه  یرقاب غ

 gpdIIاین سازه اینتارون شاماره هفات ژن  گردند  برای ساخت

ایان ژن  هاایینترونادر بین دیار مورد استفاده قرار گرفت که 

های این   هنوز کارکرد اینتروناز اندازه متوسطی برخوردار است

ایان ژن یا  ژن  ازآنجاکهژن به خوبی مشخ  نشده است، اما 

یرش باودن تاأثبالایی دارد، احتمال مثبت  دار است و بیانخانه

در افاایایش بیااان ژن بیشااتر از احتمااال منفاای بااودنش اساات، 

بلافاصاله پام از کادون  tPAژن  1'آنکه در ابتدای  خاو به

خاود قاارچ  آنچاههمانناد  ،قرار داده شاده اساتشروع ترامه 

باا قارار لاذا   در طی زمان تکام  انتخاب کارده اسات ایدکمه

از میایای احتماالی ایان  توانمیینترون در این سازه دادن این ا

 بهره برد در افیایش بیان ژن اینترون 

 آمینواسیدیتوالی ( گیارش کردند که 1991) برگ و گرینن     

 Gly Ala Argبال  باا تاوالی  tPAبه  pro tPAدخی  در تبدی  

Ser  انتهااایدر  38تااا  32هااای یتموقعدر C  پاارو ساایانال

یعنی  24 آمینواسیددر اهش ایجاد شده لذا  ر دارندقرا یدیپپت

 N انتهااای( در GGG) یسااین( بااه گلGAAگلوتامااات )تباادی  

بار بیاان و  تاأثیری انجا  شاده اسات 24سیانال، در موقعیت 

باا   فرآیندهای پم از ترامه پروتئین تولیادی نخواهاد داشات

 خااموشاهشای  1814در اایااه نوکلئوتیادی  Tبه  Cتبدی  

الی نوکلئوتیدی این ژن ایجاد شد تا اایااه برشای آناییم در تو

BstEII  حاذف قارار داشات  مکانی ناخواسته درون ژنرا که در

ایان  ایترامهفرآیندهای پم بیان و بر  تأثیریکه آن هم  شود

  ایجااد نشاد آمینواسایدزیرا تیییری در نوع  ژن نخواهد داشت

ان بارای بیاان ژن تاوشده در این پاروژه را میهای ساختهسازه

tPA امید است با انتقال ایان ای سفید انتقال داد  به قارچ دکمه

 ازبه خوبی بیان شاود و  tPAای سفید ژن ها به قارچ دکمهسازه

پاروتئین بیولوژیکی نیی فعالیات داشاته باشاد و همچناین  نظر

، علاوه بر مییان تولید و ترشح باالا هاسازهاین  واسطهبهتولیدی 

های ساابب ایجاااد پاسااخ گلیکوزیلااه شااده باشااد تااا بااه خااوبی

 ایمنولوژیکی در انسان نشود 

تا  باشندمیهای ایجاد شده این توانایی را دارا همچنین سازه    

ای سفید و بیان ژن در قارچ های بهبود نژاد قارچ دکمهدر برنامه

 استفاده شوند  Coprinus cinereaاوهری 

 

 قدردانی و تشکر

دلی  در اختیار قرار دادن از انستیتو پاستور ایران به یلهوسینبد

cDNA  ژنtPA  صنعتی اهااد  هایقارچو مرکی زیست فناوری

دانشااهی مشهد به دلی  در اختیار قرار دادن نژادهاای قاارچی 

 گردد یمی گذارسپام

 منابع:

 متن انالیسی مرااعه شود  6-9اهت مطالعه منابع به صفحه 




