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 مقدمه -1
 

 

 

اسرت  تراريرزش   اي مهرم تجراري در حرال افرزايش     هر  هايي براي توليد پرروتئين  محبوبيت گياهان به عنوان بيورآکتور

( هر واحد ملکولي ژنوم کلروپلاستي نسربتا  1پلاستيد که اخيرا براي اين منظور توسعه يافته است، داراي چندين مزيت است: 

نظيرر   DNAکند و اجازه ايجاد تغييرات و اصلاحات  دارد که نوترکيبي همولوگ را آسان مي kb  151اندازه کوچکي در حدود

بره   DNAدهد  اين در حالي اسرت کره انتقرال قطعرات      هاي مورد نظر کروموزوم کلروپلاستي را مي حذف و اضافه در جايگاه

( سرازماندهي ژنروم   2 ؛کنرد  را به صورت تصرادفي وارد ژنروم مري    DNAاي از روش معروف آگروباکتريوم،  درون ژنوم هسته

ژنتيکري کره در    هراي اپري   اثرات مکاني و کنترلاي نظير  هاي پيچيده کلروپلاستي به صورت پروکاريوتي است و بنابراين پديده

عردد( در   111هراي زيرادي )بيشرتر از     ( کروموزوم کلروپلاست داراي تعداد نسرخه 3 ؛تنظيم ژن با آنها مواجهيم، وجود ندارد

زار هر  11باشرد، حردود    کلروپلاست مي 111که مثلا در يک سلول مزوفيل که داراي تقريبا  طوري باشد  به کلروپلاست بالغ مي

کرردن يرک ژن خرارجي در ژنروم      کپي کروموزوم پلاستيدي وجرود دارد  در نتيجره مقردار پرروتئين بيران شرده در اثرر  وارد       

ها قابل حل سرلولي را دربرگرفتره    درصد کل پروتئين 45که در گزارشاتي، بالاي  طوري تواند بسيار بالا باشد  به کلروپلاستي مي

هاي گياهي که از نظر زراعي مورد توجهند ژنوم کلروپلاسرتي خرود را توسرط دانره گررده       ( و بالاخره اينکه اکثر گونه4 ؛است

رسند  وراثت مادري مانع از انتشار ژن و انتقرال   هاي آنها به صورت مادري به ارث مي که کلروپلاست طوري کنند، به منتقل نمي

هراي درون   هرا و آنرزيم   ر اينهرا حورور چراپرون   شرود  عرلاوه بر    هاي گياهي غيرتراريختره و خويشراوند مري    آن به ديگر گونه
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-هاي داراي پيوندهاي دي هاي پيچيده چند زيرواحدي و نيز به تا خوردن صحيح پروتئين کردن پروتئين مونتاژکلروپلاستي به 

  [39] دهد ويترو را به شدت کاهش مي هاي مراحل تهيه اين سولفيدي کمک کرده و در نتيجه هزينه

ايرن ژنروم يرک کرومروزوم منفررد        اي است شدهگياهان داراي سازماندهي بسيار حفاظت )پلاستوم(ي ژنوم کلروپلاست

دو نسرخه   هرا شرامل  ايرن قسرمت    براي آن در نظر گرفت قسمتتوان چهار  بوده که مي داراي همانندسازي مستقلو حلقوي  

  کنرد را از هم جدا مي3 (SSC)و کوچک 2 (LSC) اي بزرگ، که نواحي تک نسخه باشدمي 1(IRاز يک تکرار معکوس )يکسان 

و در دسترس بودن آنهرا از طريرق    انديابي شدهکه به طور کامل توالي هاي کلروپلاستي هاي اخير با افزايش تعداد ژنوم در سال

 [ 118، 76] هاي کلروپلاستي در حال گسترش استدانش ما از سازماندهي و تکامل ژنومهاي بيوانفورماتيک،  پايگاه

ي کلروپلاسرتي برا طرول    DNAهاي  اند که در آنها توالي مشتق شده E. coliهاي  هاي انتقال ژن به پلاستيد از ناقل ناقل

کردن ژن مرورد نظرر    هايي نيز براي کلون شود و محل سازي مي يک تا دو کيلوباز در هر دو طرف يک ژن نشانگر انتخابي کلون

کننرده   گيرري  ( يا نرواحي هردف  FR) 4( به عنوان نواحي مجاورptDNAنوم کلروپلاستي )هاي ژ در آنها تعبيه خواهد شد  توالي

تکثير شده و سپس  E. coliکنند  ناقل پلاستيدي ابتدا در  براي الحاق مستقيم قطعات مورد نظر به داخل ژنوم پلاستيد عمل مي

طريرق دو رويرداد نروترکيبي همولروگ در مکران       شوند و سرانجام ژن نشانگر و ژن دلخواه از به درون پلاستيدها فرستاده مي

هاي کلروپلاست توسرط پيشربرهاي اختصاصري کلروپلاسرت رونويسري شرده و از        گردند  ژن هدف ژنوم پلاستيدي ادغام مي

شروند    رونويسي مري  هاي ژني هاي کلروپلاست در گروه کنند  اغلب ژن هاي پايانبر اختصاصي کلروپلاستي استفاده مي سيگنال

هرايي تحرت يرک پيشربر وارد      ، به درون يک ناقل، در تروالي 5(ORFدهد دو يا چند چارچوب بازخواندني ) ر اجازه مياين ام

قررار داده    3و َ 5(  UTRَهاي دلخواه بين پيشبر و پايانبر، در مجاورت نرواحي بردون رونويسري )    شوند  نشانگر انتخابي و ژن

اسرب ژن  تواند نقش بسرزايي در بيران من   هاي کلروپلاستي مي در ساخت ناقل   استفاده از نواحي تنظيمي مناسب[68]شوند  مي

بره معنراي پيشربر و     PL (PL’5هاي پلاستيدي معمولاً از يرک کاسرت      براي بيان تراژن[118، 61]خارجي مورد نظر ايفا کند 

هراي   شرامل يرک پيشربر و تروالي     PLشرود  کاسرت    به معني پايانبر است(، استفاده مري  T) Tتوالي رهبر است( و يک کاست 

( و يرا  5’UTR) mRNAاز   5‘کنندة ترجمه ممکن اسرت نرواحي بردون ترجمرة      هاي کنترل باشد  توالي کنندة ترجمه مي کنترل

                                                           
1
 Inverted Repeat  

2
 Large Single Copy region  

3
 Small Single Copy region 

4
 Flanking Region 

5
 Open Reading Frame
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از  UTRˊ5شرود  ناحيرة    از ناحية کدکننده را شامل مي Nو يک قطعة پايانة  UTR’5باشند که  1(TCR) 5ˊترجمة   ناحية کنترل

mRNA ًاست که براي پايداري  2حلقه-شامل يک ساختار ساقه معمولاmRNA    هرايي دارد کره    باشرد و تروالي   مرورد نيراز مري

کنرد کره    ( را کد مري 3ˊUTR) mRNAاز  3ˊ، ناحية بدون ترجمة Tکنند  کاست  ها را روي ريبوزوم تسهيل ميmRNAحرکت 

کنرد   به عنوان يک پايانبر رونويسي عمل مي 3ˊگردد  ناحية بدون ترجمة  حلقه را شامل مي -اين قسمت نيز يک ساختار ساقه 

  [75]موردنياز است  mRNAو براي پايداري 

از  ،مناسرب  هراي ژن در مکران اگر براي الحراق ترر  اهاي ژنوم کلروپلاست به منظور شناسايي نواحي جدتواليشناخت 

 باشرد  ن مطلوب تراژن ضروري مري ابراي بي کلروپلاستيهاي تنظيمي شناسايي توالي به منظورهمولوگ و نيز   طريق نوترکيبي

گيرنرد   جداگر و تنظيمي دربرمي ةکننددنواحي غيرکُرا هاي کلروپلاستي  درصد ژنوم 51الي  41حدود   که مشخص شده است

گسترش تکنولوژي مهندسي پلاستوم  ةهاي عمد هنوز يکي از محدوديت ژنومي کامل کلروپلاستي هايتوالي  ل فقداناين حا اب

آميز زيرادي در مهندسري پلاسرتيد توترون از     اگرچه موارد موفقيت  [91، 67، 17، 15] باشد عمده و سودمند مي  در محصولات

ريزي کرده است، ايرن تکنولروژي   محصولات پايه ها پيش گزارش شده و اساسي براي کارهاي متنوع و بيشتر آن در سايرسال

شوند، هايي که براي تراريزش کلروپلاست استفاده مي ناقل ها به بسياري از محصولات عمده بسط داده شود نتوانست تا مدت

کارايي تراريزش در تواند يکي از دلايل پايين بودن هاي مجاور گرفته شده از توتون يا آرابيدوپسيس هستند که ميداراي توالي

ي اختصاصري  ها هاي اختصاصي هر گونه گياهي که در آنها از توالي محصولات ديگر باشد  اين در حالي است که ساخت ناقل

    [118]برد  ميبه طور چشمگيري کارايي تراريزش پلاستيد را بالا  شود، همان گونه استفاده  مي

باشرد کره کرارا برودن توترون برراي بيران         ژن به کلروپلاست مطرح مري گياه توتون به عنوان سيستمي پايه براي انتقال 

ها اسرتفاده   ها و آنزيم اي زنده براي توليد پروتئين به عنوان کارخانه تواند توتون مي هدهد، گيا هاي نوترکيب را نشان مي پروتئين

و براي ساختن مواد دارويي و ترکيبات صرنعتي برا ارزش ديگرري     شوندتوانند استخراج و خالص سازي  شود که اين مواد مي

 نظير بيوپليمرها استفاده گردند  

هرا از   به صورت طبيعري توسرط براکتري    هستند کهيک گروه از پليمرهاي خطي  (PHA)ها  پلي هيدروکسي آلکانوآت

باشد که بسيار از  مي (PHB)ها، پلي هيدروکسي بوتيرات PHA  عمومي ترين نوع شوند توليد ميطريق تخمير قندها يا ليپيدها 

                                                           
1
 Translation control Region 

2
 Stem-Loop 
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هرا از طريرق    کند  اين نوع پلاسرتيک  عمل مي 1پذير زيست تخريبلحاظ تجاري قابل توجه بوده، زيرا به عنوان ماده پلاستيکي 

شروند  مزيرت ديگرر     و آب تجزيره مري   CO2 هرا بره   ها در خاک يا فاضلاب اند و توسط ميکروارگانسيم بيولوژيک قابل تجزيه

تروان بره    بيوپليمرها، اقتصادي بودن اين مواد است، زيرا توليد بيوپليمر نيازي به صنعت پيشرفته ندارد و با حداقل امکانات مي

برراي   توليد آن مبادرت ورزيد  از سوي ديگر با توجه به قيمت بالاي نفت خام و محدود بودن منابع آن، استفاده از منابع نفتي

توليد مواد پلاستيکي، که هم آلوده کننده محيط زيست هستند و هم در جامعه ما ارزش چنداني ندارند، کراري غيرر اقتصرادي    

تواند به عنوان جايگزين مناسربي برراي    هاي پلاستيک نفتي را دارد، مي بسياري از ويژگي PHBاست  بنابراين با توجه به اينکه 

0بره دليرل داشرتن گرمراي بوب برالا )      PHBوني باشد  بيروپليمر  هاي تجزيه ناپذيرکن پلاستيک
C171    برراي سراخت ظرروف )

هاي قابل تجزيره   ها و ساير موادي که نياز به تحمل حرارت دارند، بسيار مناسب است  علاوه بر آن پلاستيک بندي، بطري بسته

هاي قابل تجزيره زيسرتي برراي رهاسرازي      پسولتوانند کاربردهاي صنعتي مهمي نيز داشته باشند  نظير ساخت ک بيولوژيک مي

  مدت، نخ بخيه، بيوپليمر جايگزين استخوان و غيره   دارو در دراز

هراي پايردار بره تجزيره      روند، ولي اين مواد به عنوان زباله هاي مختلف صنعتي به کار مي ها در توليد فراورده پلاستيک

انرد،   هراي دفرع زبالره را پرر کررده      اند  چون علاوه بر اينکه مکان بار آورده  اي را به محيطي پيچيده هاي زيست ميکروبي، چالش

اي را  هاي پر هزينه شوند  بنابراين دفع مواد زايد پلاستيکي دشواري سالانه حجمي برابر چند هزار تن به محيط دريايي وارد مي

هراي   راي محيط خطرناک و زيان آور هستند  پلاسرتيک کند  چون اين مواد نسبتا تجزيه ناپذير بوده، لذا دوام يافته و ب ايجاد مي

کشرد  دليرل اصرلي     هاي نفتي توليد شرده و برگشرت آنهرا بره محريط چنرد هرزار سرال طرول مري           معمول در بازار از فراورده

هاي معمول، طويل بودن طول مولکول پليمر و پيوند قوي برين مونومرهراي آن اسرت کره      پذير نبودن پلاستيک تخريب زيست

هراي زيسرت تخريرب     سازد  بنابراين توليرد پلاسرتيک   کننده با مشکل مواجه مي هاي تجزيه آن را توسط ميکروارگانسيم تجزيه

ها، پلي بتاهيدروکسي بوتيرات  اي از ميکروارگانسيم پذير، براي رفع اين مشکلات بسيار موثر خواهد بود  با توجه به اينکه عده

((PHB توان از آنها جهت توليد بيوپليمرها استفاده نمرود  بيروپليمر    کنند مي ليد ميرا به صورت کربن آلي بخيره و توPHB  از

دهد  تفاوت بين ايرن دو مراده    هايي را نشان مي لن شباهتيپروپ نظر ساختار مولکولي و خواص فيزيکي با پليمر پرمصرف پلي

هاي مختلف سرانجام  در محيط PHBکه  حالي ست، درلن نسبت به تجزيه بسيار مقاوم ايپروپ باشد  پلي قابليت تجزيه زيستي مي

لن کمتر از آب است  يشود  اختلاف بين چگالي دو پليمر در قابليت تجزيه زيستي آنها نقش دارد  چگالي پروپ کاملاً تجزيه مي

                                                           
1
 Biodegradable
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 PHBشرده از  مانند  بر عکس چگالي بالاتر در مروارد سراخته    لن هستند در آب شناور مييدر نتيجه اجسامي که از جنس پروپ

 شوند   هاي رسوبي شده که در آنجا تجزيه مي نها در قعر لايهآموجب فرو رفتن 

هاي بيولوژيک قرار گرفته و به سرعت به محيط  شوند در چرخه ها ساخته مي مواد بيوپليمري که توسط ميکروارگانيسم

کره مرواد پليمرري و پلاسرتيکي امرروزي از      گردند  پس هيچگاه منابع آن محدود و تمام شدني نيسرت در حرالي    مي زيست بر

شوند که با توجه به محدود برودن منرابع نفتري بايرد بره تردريج برا بيوپليمرهرايي کره از منرابع            هاي فسيلي ساخته مي سوخت

 تواند در گياهان تراريخته سنتز شود  به دليرل اينکره   مي PHBشوند، جايگزين گردند  نشان داده شده که  پذير ساخته مي تجزيه

اتيلن رقابت کنند، اسرتفاده از گياهران    هاي مشتق شده از نفت نظير پلي استرهاي باکتريايي از نظر قيمت بتوانند با پلاستيک پلي

ترر از توليرد تروده گيراهي     ها گرران  سازد  زيرا توليد توده باکتري ها مطرح مي مهندسي شده را براي بيان ارزان و بالاي اين ژن

در  PHBها بر اساس تخمير بوده و به منرابع کرربن مثرل گلروکز تکيره دارد، سرنتز        در باکتري PHBوليد است  از آنجايي که ت

دهرد    تري براي توليد بيوپليمر در مقادير زيراد ارائره مري    گياهان که بر پايه دي اکسيدکربن و نور است، روش مقرون به صرفه

 تواند راهگشا باشد  باکتري و انتقال و بيان آنها در گياهان مياز  PHBهاي درگير در فرايند توليد  بنابراين جداسازي ژن

و انتخرابي   از تکنولوژي انتقال ژن به پلاستيد به خاطر مشکلاتي نظير مشکل بودن دسرتيابي بره بيران تنظيمري       استفاده

يراه بيران   هاي خارجي بره صرورت خودسرشرت در تمرامي مراحرل رشرد و نمروي گ        ها محدود شده است  بنابراين ژن تراژن

 گردد  شوند، در نتيجه، رشد گياه اغلب به خاطر اثرات مور توليد محصول تراژن مختل مي مي

گيري ژن خارجي و براي هدف همولوگ انجام نوترکيبي مجاور براي  هاي انتخابيتواليبالاي همولوژي از آنجايي که 

محسروب  در انتقال ژن بره ژنروم کلروپلاسرتي     مهم موفقيتمورد نظر به محل خاص و مناسبي از ژنوم کلروپلاستي از عوامل 

هاي پلاستيدي گياهان مختلرف بره منظرور يرافتن      لذا هدف از اين تحقيق آناليز و شناسايي توالي ژنوم  [51، 51، 35]شود  مي

قال ژن کارا بره  کردن آنها جهت انت گيري و الحاق ژن خارجي و جداسازي و کلون ناحية مناسبي از ژنوم پلاستومي براي هدف

هاي اختصاصي کلروپلاسرتي بره چنردين شرکل      ساخت ناقلاي از گياهان بود  در اين تحقيق  کلروپلاست دامنة بسيار گسترده

هراي مناسرب، نرواحي اتصرال ريبروزوم      UTRنرواحي بردون ترجمره يرا     مختلف به همراه نواحي تنظيمي القايي و غيرالقايي، 

هراي نشرانگر    گرر و ژن  گرزارش   سيسرتروني، ژن  هاي آنزيمي مناسبِ ورود ژن براي بيان انفرادي و يرا پلري   پلاستيدي، جايگاه

اين تحقيق برا هردف سراخت    مدنظر قرار گرفت  هايي براي حذف ژن نشانگر  بيوتيکي و توالي يرآنتيغبيوتيکي و  انتخابي آنتي

هاي اختصاصري ژنروم کلروپلاسرتي آنهرا،      سازي توالي کلوناي مناسب براي انتقال ژن به کلروپلاست گياهان از طريق ه حامل
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اي توان از آن به عنوان زمينره  کند، که مي اي مطرح  اي جايگزين براي تراريزش هسته به عنوان گزينهانجام گرفت تا گام موثري 

هرا و مرواد   هاي درماني، واکسرن ي ايجاد صفات مطلوب زراعي و نيز توليد پروتئينکارا و سازگار با مسائل زيست محيطي برا

 زيستي، استفاده نمود   

يکي  گردند، ها، که بيان دائمي ژن مورد نظر را باعث مي کلروپلاستي در اين ناقل 1دائميبر استفاده از پيشبرهاي علاوه 

بيران   برراي  و سراخت سريگما فراکتور هيبريرد     E. coliايجاد سيستمي با استفاده از پيشبر شوک حرارتي  تحقيقاين  از اهداف

تا مشکل کاهش رشد احتمرالي در اثرر بيران دائمري و برالاي       بوداختصاصي و يا قابل القاي ژن خارجي در ژنوم کلروپلاستي 

 پلاستومي، برطرف گردد  تراژن در گياهان ترانس

 Alcaligenes) يوتروفروس  آلکراليژنز  ( از ژنوم باکتريرايي PHB)گروه ژني  phbCو  phbA ،phbBهاي  جداسازي ژن

eutrophus)  انتقال ژن به کلروپلاست براي بيان مناسب در پلاستيدهاي گيراهي از جملره     سازي اين گروه ژني در ناقل کلونو

کنند، داراي ارزش اقتصادي و تجراري   را توليد مي پذير تخريب زيستهاي  که پلاستيکها    اين ژنبوداهداف ديگر اين تحقيق 

که آن را به عنوان پليمر  PHBهاي منحصر به فرد  با توجه به ويژگي باشند  و موارد مصرفي گوناگوني در پزشکي و صنعت مي

ترا برا    داشرت ين تحقيق در نظرر  ها ا هاي بالاي توليد آن توسط ميکروارگانيسم با ارزشي مطرح کرده است و با توجه به هزينه

پلاستيدهاي گياهي راه را براي توليد ارزان و اقتصادي آن باز  باکتري نوترکيب و طراحي کاست بياني مناسب براي بيان آن در

 کند 

، اين قابليت را خواهند داشرت کره   شدندهاي ناقلي که براي انتقال و بيان ژن در کلروپلاست طراحي و ساخته  سيستم

 تقال و بيان هر ژن دلخواه ديگري نيز استفاده گردند  براي ان

                                                           
1
 Constitutive
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 مهندسي ژنتيک کلروپلاست -2-1

 بيان برالاي ترراژن  دهد که شامل:  مهندسي ژنتيک کلروپلاست نسبت به هسته چندين مزيت منحصر به فرد را ارائه مي

 1وراثت مادري به دليل وجودژن ترا کاهش احتمال فرار [؛91، 31، 21] چند ژن در يک رويداد انتقال ژن انتقال [؛91، 31، 25]

خرارجي   DNAو فقردان   [118، 53] و پليوتروپيرک  [26] فقدان اثررات مکراني   [؛53، 31] فقدان خاموشي ژن [؛42، 19، 18]

 باشد  ناخواسته مي

اند که ايجاد صفات مهم زراعري   تراژن در ژنوم کلروپلاستي توتون به طور پايدار الحاق و بيان شده 41تاکنون بيش از 

هراي   اند  انتقال ژن پايدار به کلروپلاسرت گونره   هاي درماني ارزشمند اقتصادي را ايجاد کرده و نيز بيان مواد زيستي و پروتئين

نشان داده شده است(  بيان بسيار  2-2و  2-1ها در جدول  باشد )تعدادي از اين پيشرفت گياهي ديگر نيز در حال پيشرفت مي

 اسرتفاده از گيراه بره   هاي مهندسي شده پلاستيدي، روشي موثر و ارزشمند را برراي   هاي نوترکيب، درون سيستم بالاي پروتئين

                                                           
1
 Transgene containment
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هراي   کرردن پرروتئين   مونتراژ ي درون کلروپلاستي به ها ها و آنزيم کند  علاوه بر اين حوور چاپرون عنوان بيورآکتور مطرح مي

سرولفيدي کمرک کررده و در نتيجره     -هراي داراي پيونردهاي دي   پيچيده چند زيرواحدي و نيز به تا خوردن صرحيح پرروتئين  

تاکنون چندين واکسن با موفقيت در ژنوم کلروپلاسرت    [23، 21]دهد  ويترو را به شدت کاهش مي هاي مراحل تهيه اين هزينه

  [56]اند  بيان شده

ناحيره برين ژنري در     14هاي پلاستيدي مجاور  براساس تحقيقات انجام شده، ورود ژن نشانگر هيچ تداخلي با بيان ژن

باشند، ايرن قابليرت را    مکان ورود بين ژني خنثي مي 14ي پلاستيدي که حاوي هر يک از اين DNAپلاستوم نداشت  قطعات 

هراي کلروپلاسرت توسرط پيشربرهاي        ژن[68]هاي انتقرال ژن پلاسرتيدي از آنهرا اسرتفاده گرردد       دارند که براي طراحي ناقل

هراي   کننرد  اغلرب ژن   هراي پايرانبر اختصاصري کلروپلاسرتي اسرتفاده مري       اختصاصي کلروپلاست رونويسي شده و از سيگنال

(، بره درون  ORFچرارچوب بازخوانردني )   دهد دو يا چند شوند  اين امر اجازه مي رونويسي مي هاي ژني کلروپلاست در گروه

هراي دلخرواه برين پيشربر و پايرانبر، در مجراورت        هايي تحت يک پيشبر وارد شوند  نشانگر انتخرابي و ژن  يک ناقل، در توالي

هراي     اسرتفاده از نرواحي تنظيمري مناسرب در سراخت ناقرل      [68]شروند    ( قرار داده ميUTR) 3و َ 5نواحي بدون رونويسي َ

    [118، 61]تواند نقش بسزايي در بيان مناسب ژن خارجي مورد نظر ايفا کند  تي ميکلروپلاس

 

 استفاده از گياهان تراپلاستي به عنوان بيورآکتور -2-2

هاي ارزشمند با خواص درماني، در معالجات طبي و مصرارف صرنعتي،    مهندسي ژنتيک، انقلابي در استفاده از پروتئين

هاي بيگانه، در سيستمهاي بسيار مختلفي ميسر شده است و بنابراين تعيين اينکه کردام   امکان بيان ژنايجاد نموده است  امروزه 

آل  دهد، ضروري است  يک سيسرتم بيراني، زمراني ايرده     هاي نوترکيب، ارائه مي سيستم، بيشترين کارايي را براي توليد پروتئين

هاي پسرتانداران برراي توليرد     با کمترين هزينه توليد نمايد  از سلول است که بتواند موادي ايمن و فعال از لحاظ بيولوژيکي را

سرازي توليرد پرروتئين در     اي داشرته و برراي بهينره    هزينره ها کشت پر هاي نوترکيب استفاده شده است، ولي اين سلول پروتئين

اي کاربردهراي صرنعتي و توليرد    ، معمرولاً برر  E. coliهرايي نظيرر    باشرند  اسرتفاده از ميکروارگانيسرم    مقياس زياد مناسب نمي

تروان بره عردم     هاي نوترکيب در مقياس زياد رايج است، ولي اين روش معايبي به همرراه دارد کره از جملره آنهرا مري      پروتئين

نسربت بره    هراي حاصرل اشراره نمرود      سولفيد در پروتئين گليکوزيله شدن، عدم تا خوردن مناسب و عدم تشکيل باندهاي دي

شرود،   هاي سرلولي پسرتانداران اسرتفاده مري     هاي تخميري، حيوانات تراريخته و يا کشت امکانات صنعتي که در آنها از سيستم



 

9 
 

هاي نوترکيب در گياهان چندين روش ايجاد شده است که در آنها  ترند  براي توليد پروتئين هاي گياهي، بسيار اقتصادي سيستم

هاي حاصرل از کشرت بافرت     هايي را دربرگ، دانه، غده و سلول شود تا پروتئين ويروسي استفاده مياي و ناقلين  از ژنوم هسته

 کننده است  اي گياهان نيز پايين و مايوس هاي بيگانه حتي در ژنوم هسته ولي بيان ژن [،111، 62، 37] بيان نمايند

 

 وپلاست براي ايجاد صفات زراعيهاي بيوتکنولوژي با استفاده از مهندسي ژنتيک کلر : پيشرفت1-2جدول 

 منبع ژن صفت يا محصول

   صفات زراعي

 cry1A(c) [71 ] مقاومت به حشرات

 cry2Aa2 [31 ] مقاومت به حشرات

 msi-99 [32 ] مقاومت به بيماري

 [ 117] پکتات لياز مقاومت به بيماري

 RC101 [52 ] مقاومت به بيماري

 tps1 [53 ] تحمل خشکي

 merA,B [91 ] فيتوريميديشن )گياه پالايي(

 aroA [24 ] مقاومت به علفکش

 hppd [34 ] مقاومت به علفکش/سويا

 badh [51 ] مقاومت به شوري/هويج

 phaA [92 ] نرعقيمي

 Δ9desaturase [16 ] مقاومت به سرما
 

 

قبلاً توسرعه يافتره اسرت، قاعردتاً اسرتفاده از      به دليل اينکه تکنولوژي برداشت و فرآوري گياهان و محصولات گياهي 

  [28] سازي بالايي را متحمل سازد هاي بهينه مهندسي پلاستيد گياهي براي توليد ترکيبات نوترکيب در مقياس زياد نبايد هزينه

مردل  ، بالا بودن قابرل توجره سرطوح بيران و سررعت طراحري يرک        گياهانترين مزيت استفاده از مهندسي پلاستيد در  جذاب

بره طروري کره تجمرع      ،انرد  هراي برزرگ از خرود نشران داده     تراريخته است  پلاستيدها، کرارايي برالايي برراي بيران پرروتئين     

  بيران پپتيرد   [71]ها مشاهده شده اسرت   در برگ پروتئين کل درصد 5تا  3به ميزان  Cry1Aکيلودالتوني  133هاي  پروتوکسين

  [32] داده اسرت هراي کوچرک نشران     آمينه تشکيل شده نيز کارايي پلاستيدها را برراي بيران پرروتئين    اسيد 22که از  1مگاينين

هراي   کره پرروتئين   طوري روند، به هاي درماني به شمار مي آلي براي توليد پروتئين هاي تراريخته، بيورآکتورهاي ايده کلروپلاست

                                                           
1

Magainin  
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هزينه  ها همچنين روشي کم شوند  استفاده از پلاستيد توليد ميحاصل داراي عملکرد بوده و در روشي سازگار با محيط زيست 

يرا بره شرکل    سازي شده و  توانند به سادگي خالص هاي توليد شده در پلاستيدها، مي کند  واکسن ها ارائه مي براي توليد واکسن

ريرق ژنروم پلاسرتيدي    ي نيز از طصرفه بسياري از مواد زيستي با ارزش صنعت به مورد استفاده قرار گيرند  توليد مقرون خوراکي

    [23] حاصل شده است

 

 هاي واکسن و مواد زيستي از طريق ژنوم پلاستيد ژن مواد درماني، آنتيبعوي از : مهندسي 2-2جدول 

 منبع 3/َ 5َ هايUTRپيشبر و  ژن صفت/محصول ژن

 هاي درماني پروتئين

 hST Prrn/T7 gene10/Trps16 PpsbA/Trps16 [99] سوماتوتروپين انساني

 IGF-1n IGF-1s Prrn/PpsbA/TpsbA [22] شبه فاکتور رشد -انسولين

 IFNα2b  Prrn/PpsbA/TpsbA [5] اينترفرون آلفا

 hsa Prrn/PpsbA/TpsbA [36] سرم آلبومين انساني

 Gus-IFN-γ PpsbA/TpsbA [54] اينترفرون گاما

 Guy's 13 Prrn/ggagg/TpsbA [21] آنتي بادي منوکلونال

 CTB-Pins PpsbA/TpsbA Prrn/T7 gene10/Trps16 [89] پروانسولين انساني

 هاي واکسن ژن آنتي

 ctxB Prrn/ggagg/TpsbA [26 ،31] توکسين وبا

 Prrn/T7gene 10/TrbcL atpB/TrbcL [115] باکتريايي و مصنوعي  tetC توکسين کزاز

 CTB-2L21 GFP-2L21 Prrn/PpsbA/TpsbA [74] کانينه پاروا ويروس

  pag Prrn/PpsbA/TpsbA (PAزخم ) سياه

 lecA Prrn/PpsbA/TpsbA [13] آميبيازيس

 CaF1-LcrV Prrn/PpsbA/TpsbA [97] طائون

 VP6 Prrn/PpsbA/TpsbA [6] روتاويروس

 C NS3 Prrn/PpsbA/TpsbA [22]هپاتيت 

 OspA OspA-T PpsbA/TpsbA [38] بيماري لايم

 مواد زيستي

 EG121 Prrn/T7 gene 10/TpsbA [41] شده از الاستين پليمر مشتق

p- بنزوئيک اسيد هيدروکسي ubiC Prrn/PpsbA/TpsbA [111] 

 phb operon PpsbA/TpsbA [58] بوتيرات هيدروکسي پلي

 xynA PpsbA/TpsbA [54] زيلاناز

 ASA2 Prrn/rbcL/rpL32 rbcL/accD-ORF184 [115] تريپتوفان

 monellin مونلين
 

Prrn/PpsbA/TpsbA [87] 
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ي انتقالي، ايرن  DNAبراي اصلاح ژنتيکي پايدار پلاستيدها دو روش به کاربرده شده است  اول اينکه به منظور الحاق 

DNA هراي   ناقلگيري شود و دوم طراحي و معرفي  هاي همولوگ به مکان مشخصي از ژنوم پلاستيد هدف با استفاده از توالي

ي انتقرالي   DNAشرود کره    سازي مستقل باشند  اما نتايج رضايت بخش تنها زماني حاصل مي اي است که داراي همانند دوگانه

    [68]در ژنوم پلاستيدي به طور پايدار الحاق گردد 

خارجي مورد نظر بره  گيري ژن و براي هدف همولوگ انجام نوترکيبي مجاور براي  هاي انتخابيتواليبالاي همولوژي 

، 34]شرود   محسروب مري  در انتقال ژن به ژنوم کلروپلاستي  محل خاص و مناسبي از ژنوم کلروپلاستي از عوامل مهم موفقيت

51 ،51]    

( با ساخت وکتورهاي اختصاصي برراي سرويا، هرويج و    a, b2114کومار و همکاران ) و (2114دفرمانتل و همکاران )

 انتقال ژن به پلاستيد گياهان مذکور گزارش دادند پنبه افزايش کارايي 

 

 هاي پلاستيدي حامل2-3

 هاي پلاستيدي نسل اول حامل -2-3-1

باشرند  در   هاي پلاسرتيدي مري   ، اولين نسل حاملpRB94/95 [88] و پلاسميدهاي pPRV [116 ] گروه پلاسميدهاي 

  هرا، ژن  است  در ايرن حامرل    متصل شده (MCS)چندتايي  سازي هاي نشانگر به يک مکان کلون ، ژن هاي پلاسميدي اين حامل

، 66]مري باشرند    مختص خود (يعني پيشبرها و پايانبرهاي رونويسي) 3/و  5/ هاي تنظيمي توالي داراي نشانگر و ژن مورد نظر

69]   

 

 1هاي چند سيستروني  حامل -2-3-2

ي مورد نظرر در  DNAگيري شده قطعه  چند سيستروني براي وارد کردن هدف loxp، يک حامل pPRV110Lپلاسميد 

هيچ پيشبري نردارد،   aadAگويند، به اين دليل که ژن  را چند سيستروني مي   باشد  اين حامل مي trnV/3’-rps12ناحيه بين ژني 

را از پيشربر فرادسرت تورمين     aadA، رونويسري ژن  aadAکردن يک ژن يا بيشتر به همرراه پيشربر در فرادسرت ژن     اما کلون

  [61]شود  مي اُپرانآخرين چهارچوب خواندني براي  aadA و در نتيجهکند   مي

                                                           
1
- Polycistronic Vectors  


