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 چکیدُ

ثبؿذ. ا٘تخبة ثبفت ٔٙبػت ٞبی ٘ٛتشویت دس ٌیبٞبٖ ٔیتشیٗ فبوتٛسٞبی ٔحذٚدوٙٙذٜ تِٛیذ پشٚتئیٗٞب، اص ٟٔٓثٛدٖ ػغح ثیبٖ طٖپبییٗ

ثبؿٙذ. دس ایٗ پظٚٞؾ ثب عشاحی ٚ تٟیٝ ػبصٜ ٞبی افضایؾ ثیبٖ طٖ دس ٌیبٜ ٔی٘ی اص جّٕٝ ساٌٜیبٜ جٟت ثیبٖ ٚ ٘یض ثٟجٛد تظبٞش لغؼٝ ط

 OMEGA(Tobacco Mosaic Virus 5' –leader)  ٚSAR (Scaffoldبٖ طٖ؛ ــٙذٜ ثیـــبت افضایـــٕشاٜ لغؼــــٞی ثزس ثٝــــاختلبك

Attachment Region)  ٖتٛاِی  .ٔٛسد٘ظش دس ثزس ٌیبٜ، ثیبٖ آٖ ٘یض افضایؾ یبثذػؼی ؿذٜ اػت تب ضٕٗ ثیبٖ اختلبكی طOMEGA 

-ٞبی ٔختّف ٔیثب ٔىب٘یضْ SARثشد ٚ تٛاِی یی تشجٕٝ سا ثبلا ٔیوٙذ ٚ وبسآوٙٙذٜ تشجٕٝ ػُٕ ٔیػٙٛاٖ یه تٙظیٓاػتفبدٜ، ثٝ ٔٛسد

ثٝ  OMEGAلغؼٝ  PCRٚ ا٘جبْ ٚاوٙؾ  ؿذٜ جٌّٛیشی وٙذ. دس اثتذا ثب عشاحی آغبصٌشٞبی اختلبكیتٛا٘ذ اص خبٔٛؿی طٖ ٔٙتمُ

٘یض اص طْ٘ٛ ٌیبٜ تٛتٖٛ جذاػبصی ٌشدیذ. ػپغ دٚ لغؼٝ ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ   SAR (pS206-1)ی ٔتلُ ؿذ. لغؼٝ GUSاثتذای طٖ 

SOEingPCR ٝوٝ تٛاِی ٘حٛیثٝ ٞٓ ٔتلُ ؿذ٘ذ ثOMEGA  ٖدس ثبلادػت طGUS  تٛاِی ٚSAR ٗدػت آٖ لشاس ٌشفت. دس پبیی

وّٛ٘یًٙ دس ٘بلُ یبثی ٔٛسد تأییذ لشاس ٌشفت. ػپغ ػبة( ثب اػتفبدٜ اص ٞضٓ آ٘ضیٕی ٚ تٛاِیΩ-GUS-pS206-1لغؼٝ حبكّٝ )كحت 

 ثش٘ذٜ اختلبكی ثزس ا٘جبْ ؿذ.حبٚی پیؾ pBI121ٌیبٞی 

 

 ، افضایٙذٜ ثیبSOEingPCR, SAR, OMEGAٖػبصٜ اختلبكی ثزس،  ّای کلیدی:ٍاصُ
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 هقدهِ

ٞب جٟت تِٛیذ تشیٗ ٔیضثبٖیبٞبٖ، ٔٙبػتدس حبَ حبضش ٌ

 سٚ٘ذ. ثیبٖ ثبلا ٚؿٕبس ٔیٞبی ٘ٛتشویت ایٕٗ ٚ فؼبَ ثٝپشٚتئیٗ

اػتخشاج وبسآٔذ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت، دٚ فبوتٛس اكّی دس تؼییٗ 

ػٙٛاٖ ثیٛسآوتٛسٞبی عجیؼی ثشای تِٛیذ ٌیبٞبٖ تشاسیختٝ ثٝ

 ی ٞؼتٙذٞبی ٘ٛتشویت دس وبسثشدٞبی داسٚیی ٚ كٙؼتپشٚتئیٗ

تِٛیذ  (.Leelavathi et al., 2003) ٚ ٕٞىبساٖ ِیلاٚاتی

ٞبی ٘ٛتشویت ثباسصؽ ثبلا دس ثزسٞبی تشاسیختٝ یه پشٚتئیٗ

پزیش ثشای ػیؼتٓاص ِحبػ التلبدی أىبٖ جبیٍضیٗ جزاة ٚ

-جب٘ٛسی ٔی ٞبی ثبوتشیبیی ٚٞبی ػٙتی ٔجتٙی ثش پبیٝ ػَّٛ

ٞبی تِٛیذ پشٚتئیٗثبؿذ. یىی اص ٘ىبتی وٝ ثبػث تٛجٝ ثٝ 

٘ٛتشویت دس ثزٚس ؿذٜ اػت، تجٕغ پبیذاس پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت دس 

یه غّظت ٘ؼجتبً ثبلا ٚ دس یه ثیٛٔبع فـشدٜ اػت وٝ ثشای 

دسٌٚٗ ثشٚن  ٞبی ٚاپؼیٗ ٘یض ٔفیذ اػتوبس اػتخشاج ٚ پشٚػٝ
اص عشف دیٍش  (.Droogenbroeck et al., 2007) ٚ ٕٞىبساٖ

آٔیض تشاطٖ دس ٌیبٜ ( ثیبٖ ٔٛفمیت1386ٚ ٕٞىبساٖ ) پٛسٔحؼٗ

وشدٖ ػبختبس ٔٙبػت طٖ لجُ اص ا٘تمبَ ثٝ ٌیبٜ سا ٘یبصٔٙذ آٔبدٜ

( وٝ عجك ٌضاسؽ Ωدس ایٗ پظٚٞؾ، اص تٛاِی أٍب ) دا٘ٙذ.ٔی

 68دٞٙذٜ ثیبٖ ( تٛاِی افضایؾMandeles, 1968)ٔٙذِض 

ػٙٛاٖ ٚیشٚع ٔٛصائیه تٛتٖٛ اػت، ثٝ RNA٘ٛوّئٛتیذی اص 

ی تشجٕٝ اػتفبدٜ ٌشدیذ. أٍب ٔیضاٖ تشجٕٝ سا ٞٓ دس یٙذٜافضا

ٌبِیٝ ٚ  دٞذٞب افضایؾ ٔیٞٓ دس یٛوبسیٛت ٞب ٚپشٚوبسیٛت
( 1991ٚ ٕٞىبساٖ )ٌبِیٝ (. Gallie and Walbot, 1992) ٚاِجٛت

وٙٙذٜ ػٙٛاٖ یه تٙظیٓعٛس اختلبكی ثٝٔؼتمذ٘ذ تٛاِی أٍب ثٝ

-ىلات ا٘تمبَ طٖ، ػذْوٙذ. یىی دیٍش اص ٔـتشجٕٝ ػُٕ ٔی

ٞبی ٚجٛد لبثّیت پیـٍٛیی ثیبٖ تشاطٖ ٚ ٘بپبیذاسی آٖ دس٘ؼُ

د٘جبَ لغؼبتی اص دس ٕٞیٗ ساػتب ٔحممیٗ ثٝ ٔتٛاِی اػت.

DNA ٜی تشاطٖ لشاس دادٜ ٚ اعٕیٙبٖ ٞؼتٙذ وٝ ثتٛا٘ٙذ دس ػبص

ؿٛ٘ذٜ ثٝ اص ثیبٖ تشاطٖ سا افضایؾ دٞٙذ. ٘ٛاحی ٔتلُ

 Scaffold/Matrix Attachment)ٔبتشیىغ/ داسثؼت ٞؼتٝ 

Regionsٝاختلبس ( وٝ ثMAR  یبSAR ؿٛ٘ذ یىی خٛا٘ذٜ ٔی

ٚ آِٗ  ٞبی ٔغشح ؿذٜ ثشای پزیشفتٗ ایٗ ٘مؾ ٞؼتٙذاص تٛاِی

ٞبیی وٝ ثٝ یىی اص ٚیظٌی (.Allen et al., 2000) ٕٞىبساٖ

SARٖٞب دس افضایؾ ٚ پبیذاسی ٞب ٘ؼجت دادٜ ؿذٜ، تٛا٘بیی آ

ص عشیك وبٞؾ ٚ یب حزف ثشخی اص اؿىبَ خبٔٛؿی ثیبٖ تشاطٖ ا

(. Thompson et al., 2006) ٚ ٕٞىبساٖتبٔپؼٖٛ  طٖ اػت

ٞب دس افضایؾ ػغٛح ثیبٖ تشاطٖ یب وبٞؾ لبثّیت ایٗ تٛاِی

وٝ دس ٞب )دس ٌیبٞبٖ ٚ جب٘ٛساٖ( ٍٞٙبٔیتٙٛع ثیٗ تشاسیختٝ

ٚ صٚ  اػت ٔجبٚست یه ػبصٜ تشاطٖ ٚالغ ؿٛ٘ذ، ثبثت ؿذٜ

(. ثب تٛجٝ ثٝ ایٗ ٔٛاسد دس ایٗ Xue et al., 2005) بساٖٕٞى

وٝ دس طْ٘ٛ ٌیبٜ  pS206-1٘بْ ثٝ SARتحمیك اص یه لغؼٝ 

ی ثیبٖ طٖ اػتفبدٜ ؿذ ػٙٛاٖ یه افضایٙذٜتٛتٖٛ حضٛس داسد، ثٝ

ی أٍب دس ی ٔٛسد٘ظش ثب لشاسٌشفتٗ لغؼٝتشتیت ػبصٜٚ ثذیٗ

دس پبییٗ  pS206-1ی ٚ لغؼٝ GUSثبلادػت طٖ ٌضاسؿٍش 

 ، عشاحی ٚ تٟیٝ ؿذ.GUSدػت طٖ 

 

 ّاهَاد ٍ رٍش

 ٞبی ٔٛسد اػتفبدٜ:ٞبی ثبوتشی ٚ پلاػٕیذػٛیٝ

)ٔمبْٚ ثٝ  TOP10F´ػٛیٝ  E. coliدس ایٗ تحمیك اص ثبوتشی 

 NAPINتحت پیـجش  pBI121تتشاػبیىّیٗ(، پلاػٕیذ دٌٚب٘ٝ 

تخبثی، ػٙٛاٖ ٘ـبٍ٘ش ا٘ٚ حبٚی طٖ ٔمبٚٔت ثٝ وب٘بٔبیؼیٗ ثٝ

-حبٚی طٖ ٔمبٚٔت ثٝ آٔپی pTZ57R/Tػبصی ٘بلُ ٕٞؼب٘ٝ

 ( اػتفبدٜ ؿذ.Fermentaseػیّیٗ )تٟیٝ ؿذٜ اص ؿشوت 

ی ٕٞشاٜ لغؼٝثٝ GUSٞب: ثشای تىثیش طٖ عشاحی آغبصٌش    

اص طْ٘ٛ تٛتٖٛ، اص  pS206-1أٍب ٚ ٕٞچٙیٗ جذاػبصی لغؼٝ 

آغبصٌش  ( اػتفبدٜ ؿذ.1ٞبی اختلبكی ٔجضا )جذَٚ آغبصٌش

، تٛاِی XbaIؿبُٔ جبیٍبٜ آ٘ضیٓ ثشؿی  5'اص ػٕت  1ؿٕبسٜ 

اػت.  GUS٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی طٖ  13أٍب، وذ آغبص تشجٕٝ ٚ 

٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی  20ؿبُٔ  5'اص ػٕت  2آغبصٌش ؿٕبسٜ 

pS206-1  )ُٕدسحبِت ٔىُٕ(، وذ پبیبٖ تشجٕٝ )دس حبِت ٔى(

ثبؿذ. ىُٕ( ٔی)دس حبِت ٔ GUS٘ٛوّئٛتیذ ا٘تٟبیی 18ٚ 

، GUS٘ٛوّئٛتیذ ا٘تٟبیی18ؿبُٔ  5'اص ػٕت  3آغبصٌش ؿٕبسٜ 

اػت. آغبصٌش ؿٕبسٜ  pS206-1٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی 20وذ پبیبٖ ٚ 

ٚ ا٘تٟبی  SacIؿبُٔ جبیٍبٜ آ٘ضیٓ ثشؿی  5'اص ػٕت  4

 ثبؿذ.ٔی )دس حبِت ٔىُٕ( pS206-1تٛاِی

 

 : تٛاِی آغبصٌشٞب1جذَٚ 
Table 1: Primers sequence 

1) F: 5' ATTCTAGA

GTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAACAACAAACAACAACAAACAACAA 

ATGTTACGTCCTGTAG-3' 
2) R: 5' CTATAATAATAGCTGGATCTTTACTGTTTACCTCCCTGCTG-3' 
3) F: 5' CAGCAGGGAGGTAAACAGTAAAGATCCAGCTATTATTATAG-3' 

4) R: 5' TGAGCTCGAGCTTCTATTGCTTGCTTAATAAAACTACTAATTATAAG-3' 
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  GUSی اهگا بِ ابتدای صى گشارضگز اتصال قطعِ

، دس ٍٞٙبْ GUSی أٍب دس اثتذای طٖ ٔٙظٛس لشاس دادٖ لغؼٝثٝ

٘ٛوّئٛتیذ( دس اثتذای  55) عشاحی آغبصٌشٞب تٛاِی ایٗ افضایٙذٜ

( لشاس 1)ؿٕبسٜ  GUSٔؼتمیٓ عشاحی ؿذٜ ثشای طٖ  آغبصٌش

ثب  GUSٝ ثشای اتلبَ أٍب ث PCRتشتیت ٚاوٙؾ ٌشفت. ثذیٗ

ا٘جبْ ؿذ. ٔٛاد ٚاوٙؾ  2ٚ  1ی اػتفبدٜ اص آغبصٌشٞبی ؿٕبسٜ

ػیىُ ٚاوٙؾ، دٔبی  25اػتب٘ذاسد ٚ ثشای  PCRٔغبثك ثب 

 ٚ صٔبٖ یه دلیمٝ دس ٘ظش ٌشفتٝ ؿذ. ºC58اتلبَ آغبصٌشٞب 

 

  pS206-1ی جداساسی ٍ تکثیز قطعِ

س ثشٌی( وٝ د 3-4ی ٞبی تٛتٖٛ )دس ٔشحّٝٞبی ٌیبٞچٝاص ثشي

ط٘ٛٔی  DNA( سؿذ وشدٜ ثٛد٘ذ، اػتخشاج 1962) MSٔحیظ 

پغ ــذ. ػــ( تغییش یبفتٝ، ا٘جبْ ؿ1983) دلاپٛستبسٚؽ ثٝ

، اص طْ٘ٛ 4ٚ  3ثب اػتفبدٜ اص آغبصٌشٞبی ؿٕبسٜ  pS206-1یلغؼٝ

ثٝ اػتثٙبء  PCRتٛتٖٛ جذاػبصی ٚ تىثیش ٌشدیذ. ٔٛاد ٚاوٙؾ 

MgCl2 (mM75/2 ٔغبثك ثب )PCR ظش ٌشفتٝ دس ٘ اػتب٘ذاسد

اَٚ ا٘جبْ ؿذ، ثب ایٗ  PCRٞبی دٔبیی ٕٞب٘ٙذ ؿذ. چشخٝ

 ºC7/55ؾ، ــتفبٚت وٝ دٔبی اتلبَ آغبصٌشٞب دس ایٗ ٚاوٙ

دس ٔشاحُ ثؼذی،  PCRٔٙظٛس اػتفبدٜ اص ٔحلٛلات ثبؿذ. ثٝٔی

ثب اػتفبدٜ اص ویت  1آٌبسص % ػبصی آٟ٘ب اص سٚی طَخبِق

ٚ ٔغبثك ثب دػتٛساِؼُٕ  (Qiageneاػتخشاج اص طَ )ؿشوت 

 ویت ا٘جبْ ؿذ.

 
SOEing PCR  

، اثتذا ٔمبدیش ٔٙبػجی اص SOEing PCRثشای ا٘جبْ ٚاوٙؾ 

)ثب دس ٘ظش اَٚ ٚ دْٚ  PCRی دٚ ػبصی ؿذٜٔحلٛلات خبِق

كٛست ٔخّٛط، تحت تیٕبس ثب ٌشفتٗ عَٛ ٚ غّظت ٔحلَٛ( ثٝ

شاس )ثذٖٚ اػتفبدٜ اص آغبصٌشٞب( ل Taq polymeraseآ٘ضیٓ 

ی ، لغؼ4ٝٚ  1ٌشفتٙذ؛ ػپغ ثب افضٚدٖ آغبصٌشٞبی ؿٕبسٜ 

( تىثیش ؿذ. ٔشاحُ ٚ ؿشایظ ا٘جبْ Ω-GUS-pS206-1) ٟ٘بیی

 اػت.آٚسدٜ ؿذٜ 2ایٗ ٚاوٙؾ دس جذَٚ 

 

 SOEing PCR ٚاوٙؾ ا٘جبْ ظیؿشا: 2 جذَٚ
Table 2: SOEing PCRconditions 

 ٔٛاد ٚاوٙؾ

Reaction materials 
 ییؿشایظ چشخٝ دٔب

Thermal cycler conditions 
 

 اجضاء
Component 

 

 غّظت دس ٚاوٙؾ

Concentration inreaction 
 

 ٔشحّٝ
Step 

 

 دٔب
Temp 

 صٔبٖ
Time 

 

PCR buffer 1X Initial denaturation 950C 2 ´ 

dNTP 0/2 mM 

 
X5 

denaturation 950C 1 ´ 

MgCl2 1/5 mM Annealing (overlapping parts) 580C 1 ´ 

Enzyme 1U Extension (overlapping parts) 720C 1´:10 ” 

 

 
Templet 

 

First PCR product 
 

3 µl 
Final Extension 720C 2´ 

Second PCR product 1/5  µl Addprimers Pause 

H2O (D.W) Up to volume Initial denaturation of completed template 950C 2´ 

Total volume 

 
25 µl 

 
25X 

denaturation 950C 1´ 
Primer no.1 

 
10 pM Annealing 570C 1´ 

 

Primer no.4 

 

 
10 pM 

 

Extension 720C 1´:30 ” 

Final Extension 720C 20 ´ 

 

 

 ساسی ٍ بیاًیّای ّوساًِتْیِ قطعِ ًْایی در ًاقل

( GUS-pS206-1Ω-ی ٟ٘بیی )ٔٙظٛس تىثیش ٚ ٍٟ٘ذاسی لغؼٝثٝ

، pBI121ٚ تؼییٗ تشادف ٚ ٘یض تؼٟیُ وّٛ٘یًٙ آٖ دس ٘بلُ 

  pTZ57R/Tاثتذا ایٗ لغؼٝ ٔغبثك ثب پشٚتٛوّىیت دس ٘بلُ

ی ٔٛسد٘ظش، جٟت حبٚی لغؼٝ pTZ57R/Tوّٖٛ ؿذ. ٘بلُ 

 وـٛس وشٜ اسػبَ ؿذ. MACROGENیبثی ثٝ ؿشوت ٛاِیت

ثٝ ٘بلُ ثیب٘ی  GUS-pS206-1Ω-ی ثشای ا٘تمبَ لغؼٝ    

pBI121 ُاثتذا ٞش دٚ ٘بلpTZ57R/T  ٚ )حبٚی لغؼٝ ٔٛسد٘ظش(

pBI121 ٓٞبی ثب آ٘ضیSacI  ٚXbaI  ثشؽ دادٜ ؿذ ٚ پغ اص
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 pBI121ٚ پلاػٕیذ  Ω-GUS-pS206-1یػبصی لغؼٝخبِق

%، ثب تٛجٝ ثٝ غّظت ثب٘ذٞبی 1آٌبسٚص  اِٚیٝ اص طَ gusفبلذ 

ٞب ا٘جبْ ٌشفت ٚ پلاػٕیذ ٔـبٞذٜ ؿذٜ، ٚاوٙؾ اتلبَ ثیٗ آٖ

ٞبی ٔؼتؼذ ثبوتشی ثٝ ػَّٛ pBI121-N-Ω-GUS-S٘ٛتشویت 

E. coli  ٝػٛیTOP10F’ ٝٔٙظٛس اعٕیٙبٖ اص ا٘تمبَ دادٜ ؿذ. ث

بی سؿذ ٞثش سٚی وّٛ٘ی PCRی ٔٛسد٘ظش، ؿذٖ لغؼٝوّٖٛ

وـت حبٚی تتشاػبیىّیٗ ٚ وب٘بٔبیؼیٗ ا٘جبْ وشدٜ دس ٔحیظ

ؿذٜ، ٞضٓ ی وّٖٛؿذ ٚ جٟت اعٕیٙبٖ اص كحت عَٛ لغؼٝ

 ا٘جبْ ؿذ. XbaI  ٚSacIٞبی ثشؿی آ٘ضیٕی تٛػظ آ٘ضیٓ

 

 ًتایج ٍ بحث

  GUSگز بِ ابتدای صى گشارش Ωی اتصال قطعِ

ص اػت وٝ ثبجفت 1895عَٛ ای ثٝٔحلَٛ ایٗ ٚاوٙؾ، لغؼٝ

، طٖ Ωی ، لغؼXbaIٝؿبُٔ جبیٍبٜ ثشؿی آ٘ضیٓ  5'اص ػٕت 

GUS  ٚ20 ٝی ٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی لغؼpS206-1 ثبؿذ ٔی

)دس  pS206-1٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی  20وشدٖ (. تؼجیA 1ٝ)ؿىُ

پشایٕش ٔؼىٛع ػشی اَٚ ٔٙجش ثٝ  5'حبِت ٔىُٕ( دس ػٕت 

ؿٛد. ٔی GUS ٘ٛوّئٛتیذ دس ا٘تٟبی طٖ 20لشاس ٌشفتٗ  ایٗ 

٘ٛوّئٛتیذ(  41عَٛٞذف اص ایٗ وبس ایجبد ٕٞپٛؿب٘ی لاصْ )ثٝ

 SOEingی اَٚ ٚ دْٚ ثٛد وٝ دس ٔشحّٝ PCRثیٗ ٔحلٛلات 

PCR ٝػٙٛاٖ اٍِٛ اػتفبدٜ ؿذ٘ذ.ث 

 

 pS206-1 ی تکثیز قطعِ

ٞبی ٔؼتمیٓ ٚ ٔؼىٛع ثب اػتفبدٜ اص پشایٕش pS206-1یلغؼٝ

صی ٚ تىثیش ٌشدیذ. ٔحلَٛ ایٗ ػشی ة، اص طْ٘ٛ تٛتٖٛ جذاػب

 5'تشتیت اص ػٕت اػت، وٝ ثٝ bp334عَٛ ای ثٝٚاوٙؾ لغؼٝ

ثٝ  pS206-1ی ، لغؼGUSٝ٘ٛوّئٛتیذ ا٘تٟبیی طٖ  21ؿبُٔ 

(. B1ثبؿذ )ؿىُ ٔی SacIٚ جبیٍبٜ ثشؿی آ٘ضیٓ  bp306عَٛ 

دس  GUS٘ٛوّئٛتیذ ا٘تٟبیی طٖ  21ٞب، دس صٔبٖ عشاحی پشایٕش

تشتیت ٔؼتمیٓ ػشی دْٚ لشاس ٌشفت تب ثذیٗ اثتذای پشایٕش

اَٚ ٚ دْٚ دس ٍٞٙبْ  PCRٕٞپٛؿب٘ی لاصْ ثیٗ ٔحلٛلات 

SOEing PCR .ثشلشاس ؿٛد 

 

 
 وٙتشَ ٔٙفی-5لغؼبت تىثیشیبفتٝ  -bp 100 ،4-2٘ـبٍ٘ش -PCR :A  ٚB )1( تٛػظ B) Ω-GUS (Aٚ )pS206-1: تىثیش لغؼبت 1ؿىُ 

Fig. 1:  PCR amplification of Ω- GUSand pS 206-1 fragments: A and B) Lane 1, 100bp DNA marker; lane 2- 4- 

amplicons; Lane5, negative control 

 

تَسط  GUSبِ اًتْای صى  pS206-1ی اتصال قطعِ

SOEingPCR ِتْیِ قطع ٍ-GUS-pS206-1Ω  

 3'ٞبی اَٚ ٚ دْٚ دس ا٘تٟبی PCRثب تٛجٝ ثٝ ایٙىٝ ٔحلٛلات 

ػٙٛاٖ پشایٕش ثشای یىذیٍش ٕٞپٛؿب٘ی داؿتٙذ، ٞشیه ثٝخٛد ثب 

-ی ٔٛسد٘ظش ثٝتشتیت لغؼٝی دیٍش ػُٕ وشدٜ ٚ ثذیٗسؿتٝ

ی ثؼذی ای تِٛیذ ؿذ. دس ٔشحّٝكٛست وبُٔ ٚ دٚ سؿتٝ

(، 1ٚ4ٚاوٙؾ ٚ پغ اص افضٚدٖ آغبصٌشٞبی خبسجی )آغبصٌشٞبی 

فت ٚ ٞب لشاس ٌشػٙٛاٖ اٍِٛی ایٗ آغبصٌشی ٔٛسد٘ظش ثٝلغؼٝ

ثبص، دس حجٓ ثبلا جفت 2188تشتیت لغؼٝ ٟ٘بیی ثب عَٛ ثذیٗ

 (. 2تىثیش ؿذ )ؿىُ 

 pTZ57R/Tتأیید کلًَیٌگ در پلاسوید 

ٚ  X-Galٞبی ػفیذ دس ٔحیظ حبٚی ا٘تخبة اِٚیٝ وّٛ٘ی

IPTG  كٛست ٌشفت ٚ وّٛ٘یPCR  .ثش سٚی آٟ٘ب ا٘جبْ ؿذ

 2188ٜ ا٘ذاصای ثٝآٟ٘ب لغؼٝ PCRٞبیی وٝ ٔحلَٛ وّٛ٘ی

ی ٔٛسد٘ظش ٞبی حبٚی لغؼٝػٙٛاٖ وّٛ٘یثٝ ثبص ثٛد،جفت

ٞبی ا٘تخبة ؿذ٘ذ ٚ ٚاوٙؾ ٞضٓ آ٘ضیٕی ثب اػتفبدٜ اص آ٘ضیٓ

XbaI  ٚSacI ٝجفت 2188عَٛ ای ثٝا٘جبْ ؿذ. ثب خشٚج لغؼ-

ثبص، كحت ا٘جبْ وّٛ٘یًٙ ٔٛسد تأییذ ٟ٘بیی لشاس ٌشفت )ؿىُ 

3.) 
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 SOEing PCR، ٔتلُ ؿذٜ تٛػظ  GUS-pS206-1Ω-: تىثیش لغؼٝ 2ؿىُ 

 یٔٙف وٙتشَ( 4 ؛(bp= Ω-GUS1895) اَٚ PCRٔحلَٛ( 3 ؛SOEing PCR (bp2188) ٔحلَٛ( 2 ؛bp100٘ـبٍ٘ش ( 1

Fig. 2:  PCR amplification of Ω-GUS-PS206-1 fusion by SOEing PCR: Lane 1, 100bp DNA marker; lane 2, SOEing 

PCR product; lane 3, GUSPCR product; lane 4, negative Control 

 

 
 ؿذٜٔٙظٛس تأییذ كحت لغؼٝ دسجثٝ  pTZ57R/T-Ω-GUS-Sتی٘ٛتشو ذیپلاػٕی ٕیآ٘ض ٞضٓ: 3 ؿىُ

 kb1( ٘ـبٍ٘ش 3 ؛XbaI ٚ SacIی ٞبٓیآ٘ض ثب ؿذٜ ٞضٓ تی٘ٛتشوی ذٞبیپلاػٕ( 1،2،4
Fig. 3: Double digestion of  recombinant pTZ57R/T-Ω-GUS-S plasmid to confirm correct insert. lane 1,2,4, 

Recombinant plasmids were digested with SacI and XbaI enzymes; 3) 1kb marker 
 

 ی هَردًظز تَسط تعییي تَالی تأیید صحت تَالی قطعِ

ی ٔٛسد٘ظش، پلاػٕیذ ٔٙظٛس اعٕیٙبٖ اص كحت تٛاِی لغؼٝثٝ

یبثی اسػبَ ؿذ. ثشای تٛاِی pTZ57R/T-Ω-GUS-S٘ٛتشویت 

ٞبی ٔٛسد٘ظش دس ثب٘ه اعلاػبتی یبثی، ثب تٛاِیی تٛاِی٘تیجٝ

 ی ٔٛسد٘ظش سا تأییذ وشد.ٔٙغجك ثٛدٜ ٚ كحت تٛاِی لغؼٝ

 

  pBI121ی کلًَیٌگ در ًاقل دٍگاًًِتایج حاصل اس ساب

ٔٙتمُ ؿذٜ ٚ دس  E. coliٞبی ٔؼتؼذ ػبصٜ تٟیٝ ؿذٜ، ثٝ ػَّٛ

ٞبی اختلبكی ثب اػتفبدٜ اص آغبصٌش PCRبْ وّٛ٘ی ی ا٘ج٘تیجٝ

ٞبی سؿذ وشدٜ دس ٔحیظ تتشاػبیىّیٗ ٚ ثش سٚی وّٛ٘ی 4ٚ  1

ثبص تِٛیذ ؿذ وٝ جفت 2188عَٛ وب٘بٔبیؼیٗ، لغؼبتی ثٝ

ٞبی ی وّٛ٘یی ٔٛسد٘ظش دس ٕٞٝؿذٖ لغؼٝی وّٖٛتأییذوٙٙذٜ

 دػت آٔذٜ ثٛد.ثٝ

 

 ضدُی ساختِتأیید ًْایی ساسُ

ی ٔٛسد٘ظش، ٞضٓ آ٘ضیٕی تٛػظ ٔٙظٛس تأییذ ٟ٘بیی ػبصٜثٝ

عٛس ٕٞضٔبٖ ثش سٚی ثٝ XbaI  ٚSacIٞبی ثشؿی آ٘ضیٓ

-pTZ57R/T-Ω-GUS-S   ٚpBI121-Nٞبی ٘ٛتشویت پلاػٕیذ

Ω-GUS-S  پلاػٕیذ ٚpBI121 ٝی ٔٛسد٘ظش( اِٚیٝ )فبلذ لغؼ

ثبص اص پلاػٕیذ جفت1812ی ا٘جبْ ؿذ. ثب آصادؿذٖ لغؼٝ

pBI121 ٝٞبی ثبص اص پلاػٕیذجفت2188ی اِٚیٝ ٚ لغؼ

، pTZ57R/T-Ω-GUS-S   ٚpBI121-N-Ω-GUS-S٘ٛتشویت

( ٚ 4ی ػبختٝ ؿذٜ ٔٛسد تأییذ ٟ٘بیی لشاس ٌشفت. )ؿىُ ػبصٜ

 ػبختٝ ؿذ. 5ػبصٜ ٟ٘بیی ٔغبثك ثب ؿىُ 
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 XbaI ٚ SacIی ٞبٓیآ٘ض ثب pTZ57R/T-Ω-GUS-S   ٚpBI121-N-Ω-GUS-S: ٞضٓ آ٘ضیٕی پلاػٕیذٞبی ٘ٛتشویت4 ؿىُ

( 4ؿذٜ، ٞضٓ pBI121-N-Ω-GUS-S( پلاػٕیذ ٘ٛتشویت kb 1 ،3( ٘ـبٍ٘ش2ؿذٜ، ٞضٓ pTZ57R/T-Ω-GUS-S( پلاػٕیذ ٘ٛتشویت 1

 ٞضٓ ؿذٜ pBI121پلاػٕیذ وٙتشَ 
Fig. 4: Double digestion of  recombinant pTZ57R/T-Ω-GUS-S and pBI121-N-Ω-GUS-S plasmid by XbaI and SacI 

enzymes 

Lane 1) digested recombinant pTZ57R/T-Ω-GUS-S plasmid; lane 2) 1kb DNA marker;  lane 3)  digested recombinant 

pBI121-N-Ω-GUS-S plasmid; Lane 4) digested control pBI121 plasmid 
 

 

 
 pBI121-N-Ω-GUS-S تی٘ٛتشوپلاػٕیذ هیٔبت ؾیٕ٘ب :5 ؿىُ

Fig. 5: Schematic view of recombinant pBI121-N-Ω-GUS-S plasmid 
 

    

ٝ  SOEing PCRدس ایٗ تحمیك اص تىٙیه  ی جٟت اتلبَ لغؼـ

pS206-1  ٖثٝ ا٘تٟبی طGUS    اػتفبدٜ ؿذ. اص آ٘جب وـٝ دس اوثـش

ٓ ــ ـػبصی، ٔحذٚدیت اػب٘ٝــآصٔبیـبت ٕٞؼ ٞـبی  تفبدٜ اص آ٘ـضی

ص ایـٗ تىٙیـه، لغؼـبت ط٘ـی     ثبؿذ ثب اػتفبدٜ اثشؿی ٔغشح ٔی

-ٞبی ثشؿی وٙـبس ٞـٓ لـشاس ٔـی    اػتفبدٜ اص آ٘ضیٓٔٛسد٘ظش ثذٖٚ

 ٝ ػـبصی دس  ٌیش٘ذ، ٕٞچٙیٗ ایٗ ٔضیت سا داسد وٝ ٔشاحُ ٞؼـب٘

 یبثذ.آصٔبیـبت ٟٔٙذػی ط٘تیه وبٞؾ ٔی

ثش٘ذٜ اختلبكی ثزس وٝ دس ایٗ روش اػت پیؾلاصْ ثٝ    

 BcNA1ٝ اص طٖ ثبؿذ ؤی NAPINوبس ثشدٜ ؿذ تحمیك ثٝ

وّضا جذاػبصی ؿذٜ اػت ٚ دس ػغح ثبلایی دس ثزٚس دس حبَ 

ؿٛد. ایٗ پشٚٔٛتش تٛا٘بیی ثیبٖ اختلبكی دس سؿذ وّضا ثیبٖ ٔی

ٞبی ثیٍب٘ٝ ٘یض داسد ٚ ثٙبثشایٗ دس ثؼیبسی اص ثزس سا دس ػیؼتٓ

خلٛف آصٔبیـبت ٟٔٙذػی ط٘تیه ثب ٞذف ثیبٖ طٖ خبسجی ثٝ

ٞبی دس حبَ دس ثزس TAGیذ چشة یب آٟ٘بیی وٝ دس تِٛیذ اػ

 ٚ ٕٞىبساٖػٛاس٘بلاتب  وبس سفتٝ اػتسؿذ دخبِت داس٘ذ، ثٝ

(Swarnalatha et al., 2010ٟٓٔ .) ٗتشیٗ ٔضیت تِٛیذ پشٚتئی

ٞبی تخّیق ٞبی سٚغٙی، وبٞؾ پیچیذٌیدس ثزس خلٛكبً دا٘ٝ

ٚ  ثبلشی (.Boothe et al., 1997) ٚ ٕٞىبساٖثٛتٝ  پشٚتئیٗ اػت

ثش٘ذٜ ( ثیبٖ طٖ ایٙتشفشٖٚ ٌبٔب تحت پیؾ1389بساٖ )ٕٞى

NAPIN ٝروش اػت، ثبفت سا دس ٌیبٜ وّضا ٌضاسؽ وشد٘ذ. لاصْ ث

ثزسی دس صٔبٖ سػیذٖ خـه ؿذٜ ٚ فؼبِیت ٞیذسِٚیتیىی 

پبییٙی خٛاٞذ داؿت، دس ٘تیجٝ ٔحیظ ثؼیبس پبیذاسی ثشای 
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اػت  آیذ. دس ثؼضی ٔٛاسد ٌضاسؽ ؿذٜٚجٛد ٔیٞب ثٝپشٚتئیٗ

ػبَ )دس  2وٝ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت تِٛیذ ؿذٜ دس ثزس ثؼذ اص 

ی ایٗ پبیذاسی، ٚاػغٝدٔبی اتبق( پبیذاس ٚ فؼبَ ثٛدٜ اػت. ثٝ

تٛاٖ ٔشاحُ تِٛیذ سا اص ػبصی ثزٚس ساحت ثٛدٜ ٚ ٔیرخیشٜ

 ؿٛدٞب ٔیٔشاحُ ثؼذی جذا وشد وٝ ٔٛجت وبٞؾ ٞضیٙٝ

 .(Twyman et al., 2003) ٚ ٕٞىبساٖتٛیٕٗ 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 .ٔتٗ اٍّ٘یؼی ٔشاجؼٝ ؿٛد 2-1ٞبی جٟت ٔغبِؼٝ ٔٙبثغ ثٝ كفحٝ


