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درصد مردم  50هایي است که بيش از ترین بيماریهای تنفسي و التهاب ریوی از شایعبيماری

سعه ها توین بيماریکند. تاکنون داروهای مختلفي در زمينه پيشگيری و درمان اجهان را درگير مي

اسيدآمينه دارای خاصيت  27، متعلق به گياه دارویي چای ترش با طول rT1یافته است. پپتيد 

-يماریبمهارکنندگي نوتروفيل الاستاز انساني و پتانسيل بالقوه دارویي در زمينه پيشگيری و درمان 

يل صيت مهارکنندگي نوتروفهای التهابي ریه است. باتوجه به ارزش اقتصادی بالای ترکيبات با خا

اخت سازی و سالاستاز، در این پژوهش برای اولين بار با هدف بيان این پپتيد در گياهان، همسانه

-ر پایگاهدانجام شد. باتوجه به نبودن توالي ژني این پپتيد  pBI121-rT1وکتور بياني نوترکيب 

 اه توتون، وکتورهای بکار بردههای داده، ابتدا توالي ژني مناسب آن براساس ترجيح کدوني گي

شده در پژوهش، ساختار و پایداری رونوشت حاصل از آن و خصوصيات پروتئين توليد شده از آن 

و فراواني  92/0طراحي و سنتز شد. شاخص سازگاری کدوني برای توالي طراحي شده برابر با 

GC 32/42 ساني نسبت به پپتيد های اندرصد محاسبه شد. پایداری پپتيد طراحي شده در سلول

د. محاسبه ش 90/20برابر افزایش یافت و شاخص ناپایداری برای پپتيد طراحي شده برابر  25اصلي 

 pMCS5تکثير و در وکتور  PCRسازی، توالي سنتز شده به وسيله واکنش به منظور همسانه

 لي طراحي شده،سازی توابا هدف بيان این پپتيد در گياهان، زیرهمسانهسپس سازی شد. همسانه

 انجام شد.   CaMV 35Sتحت پروموتر pBI121در وکتور بياني 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

های ( که به نامHibiscus sabdariffaگیاه دارویی چای ترش )

Rosell  یاred sorrel ای متعلق به خانواده شود درختچهشناخته می

Malvaceae  است و مصارف دارویی متنوعی دارد. این گیاه بومی

ی و غربی است و بطور گسترده در مناطق نیمه مرکزآفریقای 

مسیری مانند هند و آسیای جنوب شرقی کشت گرمسیری و گر

. از گلبرگ سرخ رنگ (Ali Badreldin H et al. 2005)شود می

آمیزی در صنایع غذایی استفاده ها و برای رنگآن در نوشیدنی

شود. به عنوان یک داروی سنتی، چای ترش در درجه اول می

 .(Wilson and Menzel 1964)شد برای درمان سرفه استفاده می

 Herrera-Arellano et) فشارخوناز این گیاه به عنوان داروی ضد 

al. 2007) ضد چربی ،(Ajay et al. 2007) ،ضد دردهای عصبی ،

و  (Ali Md Khadem et al. 2011) التهاب ضدخال، ضد تب

-نیز استفاده می (Jiménez-Ferrer et al. 2012)عامل دیورتیک 

های شود. خواص چای ترش مربوط به تولید برخی متابولیت

های گیاهی است. یکی از ثانویه یا ترکیبات دیگری نظیر پپتید

 27پپتیدهای مهمی که در چای ترش شناسایی شده است پپتیدی 

و با فعالیت  2016است. این پپتید در سال  rT1ای بنام اسیدآمینه

فیل الاستاز انسانی شناسایی شده است. براساس گی نوترومهارکنند

است. آنالیز  cysteine-knotیک ساختار  rT1پپتید  NMRآنالیز 

-توسط آسپاراژین rT1داده است که  نشانترانسکریپتومی نیز 

شود. براساس اندوپپتیداز از یک پیش ماده سه دومینی تولید می

رابر تجزیه شدن مقاومت بالایی در ب rT1های بیوشیمیایی، بررسی

نوع  roseltide rT1بنابراین  توسط اندوپپتیداز و سرم انسانی دارد.

الاستاز است که پتانسیل های نوتروفیلجدیدی از مهارکننده

الاستاز های مرتبط با نوتروفیلدارویی بالایی برای درمان بیماری

نتایج مربوط به فلوسایتومتری و بررسی . (Loo et al. 2016)دارد 

از طریق اندوسیتوز وابسته  rT1سلول زنده نیز نشان داده است که 

شود، از طریق پروتئین به گلیکوزآمینوگلیکان وارد سلول می

TOM20 که یک گیرنده میتوکندریایی است وارد میتوکندری شده 

زایش با افزایش پولاریزاسیون غشای میتوکندریایی باعث اف و

های با توجه به ویژگی. (Kam et al. 2019)شود می ATPتولید 

الاستاز انسانی از جمله خاصیت مهار نوتروفیل rT1بیان شده پپتید 

های ریوی به عنوان یک داروی بالقوه، در این و کاهش التهاب

سازی و ساخت وکتور بیانی حامل پژوهش برای اولین بار همسانه

 به منظور بیان در گیاهان انجام شد. rT1ژن 

 

  هاروش و مواد

 و طراحی توالی نوکلئوتیدی آن rT1اسایی پپتید شن

های باتوجه به اینکه توالی نوکلئوتیدی برای این پپتید در پایگاه

 rT1آمینواسیدی پپتید  27داده مختلف ثبت نشده است توالی 

از سایت  Accession 5GSF_Aچای ترش با شماره دسترسی 

NCBI بوسیله  سازی کدونی پپتید بدست آمدهگرفته شد. بهینه

 EMBOSS Backtranseqافزار برخط نرم

(https://www.ebi.ac.ukو براساس ترجیح کدونی ) (Codon 

usage) ( گیاه توتونNicotiana tabacum انجام شد. به ابتدای )

نوکلئوتید  18افزار، جفت بازی بدست آمده از این نرم 81توالی 

نوکلئوتید مربوط به توالی  12( و His tagه نشانه هیس )مربوط ب

 12کزاک اضافه شد. همچنین به انتهای توالی بدست آمده، 

نوکلئوتید مربوط توالی  3و  KDELنوکلئوتید مربوط به توالی 

سازی، جایگاه کدون خاتمه اضافه شد. برای سهولت در همسانه

و  SacIهای آنزیم های برشدر ابتدا و جایگاه BamHIبرش آنزیم 

XbaI  (.1در انتهای توالی قرار داده شدند )شکل 

و پپتید طراحی شده، بررسی  RNAبینی ساختار ثانویه پیش

 خصوصیات پپتید 

حاصل از توالی طراحی شده با  RNAبینی ساختار ثانویه پیش

)RNAfold -http://rna.tbi.univie.ac.at/cgiافزار برخط نرم

)bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi  انجام شد. همچنین باتوجه

 KDELو توالی  Histagنشانه آمینه مربوط به به افزودن اسیدهای

سازی، به ترتیب به ابتدا و انتهای پپتید، قبل از اقدام به همسانه

بررسی  ProtParamبا استفاده از پایگاه  خصوصیات پپتید موردنظر

بینی ساختار سه بعدی پپتید نیز با پیش .(Garg et al. 2016)شد 

 .(Yang et al. 2015)انجام گرفت  I-TASSERاستفاده از سرور 
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 .SeqBulilderافزار های برشی در نرمو جایگاه KDEL(، توالی His tagبه همراه توالی کزاک، نشانه هیس ) rT1شماتیک توالی طراحی شده ژن  -1شکل 

Figure 1- Schematic of the rT1 gene designed sequence including Kozak, His tag, KDEL sequences and enzymes restriction sites by 

SeqBulilder software 

 

در وکتور  rT1سازی توالی طراحی شده حامل ژن همسانه
pMCS5 

 RNAبینی ساختار ثانویه بعد از طراحی توالی موردنظر، پیش

حاصل از توالی و بررسی خصوصیات پپتید تولید شده از این 

زار افسازی مجازی توالی بدست آمده بوسیله نرمتوالی، همسانه

SeqBuilder  در وکتورpMCS5 های احتمالی انجام و اختلال

ی . آغازگرهای اختصاصافزار رفع گردیدبینی شده در نرمپیش

و  PCRبرای ابتدا و انتهای توالی موردنظر جهت تکثیر بوسیله 

ز برای سنت PCRعنوان الگوی واکنش هتوالی نهایی بدست آمده ب

ارش داده )چین( سف GenScriptطرفه به شرکت بصورت یک

ز ابعنوان وکتور پایه و  pMCS5شدند. در این پژوهش از وکتور 

 T4 DNA ligaseو آنزیم  XbaIو  BamHIهای برشی آنزیم

 سازی استفاده شد. فرمنتاز، کانادا( برای همسانهشرکت )

 های مورد استفادهبیوتیکباکتری، محیط کشت و آنتی

 LB، محیط کشت Top10سویه  E. coliدر این مطالعه از باکتری 

(Luria-Bertani) سیلین و های آمپیبیوتیکآگار، و آنتی

کانامایسین استفاده شد. همچنین از روش شوک الکتریکی برای 

های باکتری استفاده شد. انتقال وکتورهای نوترکیب به داخل سلول

به روش شوک  Top10سویه  E. coliبرای این منظور ابتدا باکتری 

های ترانسفورم شده با وکتور د شد. باکتریالکتریکی مستع

گرم بر لیتر میلی 100حاوی  LBدر محیط  pMCS5نوترکیب 

های ترانسفورم سیلین کشت داده شدند، گزینش اولیه باکتریآمپی

 Blue–whiteآبی )-شده بوسیله تست غربالگری سفید

screening صورت گرفت )(Julin, 2018)های . سپس کلونی

و هضم آنزیمی وکتورهای  PCRانتخاب شده بوسیله واکنش 

 استخراج شده تایید شدند.

 pBI121در ناقل   rT1سازی توالی ژنزیرهمسانه

بیوتیک کانامایسین به آنتی با ژن گزینشگر مقاوم pBI121ناقل 

چای ترش به گیاه هدف  rT1بعنوان ناقل بیانی جهت انتقال ژن 

سازی توالی درج شده در ناقل انتخاب شد. برای زیرهمسانه

pMCS5  در ناقل بیانیpBI121  هر دو ناقل به روش شوک

ترانسفورم شدند.  Top10سویه  E. coliالکتریکی به باکتری 

های تشکیل شده روی محیط گزینشی ز کلونیاستخراج پلاسمید ا

 SacIو  BamHIهای برشی صورت گرفت. در این مرحله از آنزیم

فرمنتاز، کانادا( جهت انتقال شرکت ) T4 DNA ligaseو آنزیم 

 pBI121به وکتور بیانی  pMCS5توالی هدف از وکتور پایه 

 هایاستفاده شد. ابتدا پلاسمیدهای استخراج شده توسط آنزیم

برش یافت و محصول حاصل از هضم  SacIو  BamHIبرشی 

( بارگذاری و LMPآنزیمی روی ژل آگارز با دمای ذوب پایین )

الکتروفورز آنها انجام شد. بعد از تایید اندازه قطعات هدف، این 

از روی ژل  Bioneerقطعات توسط کیت سازنده شرکت 

جدا شده و قطعه  pBI121جداسازی شد. واکنش اتصال بین ناقل 

انجام شد.  T4 DNA Ligaseتوسط آنزیم  pMCS5از وکتور 

 E. coliمحصول اتصال از طریق روش شوک الکتریکی به باکتری 

های ترانسفورم شده در ترانسفورم شد. باکتری Top10سویه 

بیوتیک گرم بر لیتر آنتیمیلی 50جامد حاوی  LBمحیط 
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ی رشد کرده روی هاکانامایسین کشت شدند. پلاسمید از کلونی

-pBI121محیط گزینشی استخراج شد و پلاسمیدهای نوترکیب 

rT1  بوسیله واکنشPCR  و هضم آنزیمی تایید شدند. در نهایت

از  pBI121طراحی شده در ناقل  rT1سازی ژن صحت همسانه

 آوران( تایید شد.یابی )شرکت فنطریق توالی

 

  و بحث نتایج

 

 rT1الی حاوی ژن سازی کدون و طراحی توبهینه

-چای ترش در پایگاه rT1باتوجه به اینکه توالی نوکلئوتیدی ژن 

ای این ژن اسیدآمینه 27های داده ثبت نشده است، توالی پپتیدی 

(CIPRGGICLVALSGCCNSPGCIFGICAبه کمک نرم ) افزار

و براساس ترجیح کدونی گیاه  EMBOSS Backtranseqبرخط 

ی نوکلئوتیدی تبدیل شد. برای به توال (N. tabacum)توتون 

 .Nهای ایجاد شده توسط جدول فراوانی کدونی اطمینان، کدون

tabacum  در سایتGenscript  تطبیق داده شد. بعد از افزودن

( با توالی His tagهای مربوط به نشانه هیس )توالی

CATCACCATCACCATCAC توالی کزاک ،

(GCCACAATGGCT توالی ،)KDEL 

(AAGGACGAGCTT و کدون خاتمه )TGAسازی ، همسانه

به منظور اطمینان از مناسب بودن  Seqbuilderافزار مجازی در نرم

های توالی طراحی شده انجام شد. با توجه به استفاده از سایت

سازی و در همسانه SacIو  BamHI ،XbaIهای برشی برشی آنزیم

برشی در  هایهایی که باعث ایجاد سایتسازی، کدونزیر همسانه

های مناسب با ترجیح کدونی گیاه شدند با کدونداخل توالی می

توتون جایگزین شدند. خصوصیات مربوط به شاخص سازگاری 

-توسط نرم GC( و درصد Codon Adaptation Indexکدونی )

برابر با  CAIمحاسبه شد. براساس آن میزان  Genscriptافزار 

باشد و میزان محتوای  8/0 بود که بهترین حالت باید بالای 92/0

GC  درصد محاسبه شد  32/42باشد  70تا  30نیز که باید بین

 Negative Repeatو  Negative CIS elements(. تعداد 2)شکل 

elements  .که باید صفر باشد در اینجا نیز برابر صفر محاسبه شد 

 
درصد است  32/42رابر با ب GC)الف( و محتوای  92/0برابر با  (CAI) یکدون یشاخص سازگار. Genscriptشده بوسیله سرور نتایج بررسی توالی طراحی  -2شکل 

 )ب(.

Figure 2- Analysis of the designed sequence by Genscript server. The codon compatibility index (CAI) is 0.92 (a) and the GC content is 

42.32% (b). 
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 3'و  5'ز و انتهای . موقیعت کدون آغاRNA foldافزار حاصل از رونویسی ژن طراحی شده بوسیله نرم RNAبینی شده برای ساختار ثانویه پیش -3شکل 

 روی شکل نشان داده شده است.  mRNAمولکول
Figure 3- Predicted secondary structure of RNA transcribed from the designed gene by RNA fold software. The position of the start codon 

and 5' and 3' ends of mRNA molecule shown on the figure. 

 

و خصوصیات پپتید حاصل از ژن  RNAبررسی ساختار 

 طراحی شده

ده بینی ساختار ثانویه رونوشت تولید شده از ژن طراحی شپیش

ت و براساس حداقل انرژی آزاد صور RNA foldافزار وسیله نرمب

 RNAگرفت، که میزان حداقل انرژی آزاد محاسبه شده برای 

گیری شد. ساختار یلوکالری بر مول اندازهک -80/34تولید شده 

RNA د دهد که باتوجه به ایجا( نشان می3بینی شده )شکل پیش

(، Stemتار ساقه )( و ساخHairpinساختارهای سنجاق سری )

RNA  تولید شده از پایداری خوبی برخوردار است. همچنین

( در یک ساختار سنجاق AUGموقعیت قرارگیری کدون آغاز )

 ت.ه اسسری با یک نوکلئوتید آزاد نیز بیانگر کارایی بالای ترجم

 طراحی شده rT1بررسی خصوصیات پپتید حاصل از ژن 

راحی شده با استفاده از خصوصیات پپتید حاصل از ترجمه ژن ط

 نظیر هاییویژگیبررسی شد. در این بررسی  ProtParamپایگاه 

 پروتئین، تعداد تشکیل دهنده آمینهاسیدهای ترکیب مولکولی، وزن

 بیوشیمیایی خصوصیات منفی، و مثبت باردار آمینهاسیدهای

 پروتئین، پذیریانعطاف ناپایداری، شاخص نیمه عمر، پروتئین،

برنامه  از استفاده با پروتئین دوم ساختار و زوالکتریکای نقطه

ProtParam  برای پپتیدrT1  موجود در چای ترش و پپتیدrT1 

بینی و مقایسه گردید. نتایج حاصل از این پیشطراحی شده 

 39بررسی نشان داد که وزن مولکولی پپتید طراحی شده با 

سه با وزن دالتون است که در مقای 87/4137اسیدآمینه برابر 

اسیدآمینه  27( با 21/2628مولکولی پپتید موجود در چای ترش )

و  98/6افزایش یافته است. نقطه ایزوالکتریک پپتید طراحی شده 

باشد. در پپتید طراحی شده می 78/7پپتید موجود در چای ترش 

عدد و در پپتید  2و مثبت  2آمینه با بار منفی مجموع اسیدهای

صفر و یک عدد است. شاخص آلیفاتیک در چای ترش به ترتیب 

 13/85دو پپتید طراحی شده و پپتید چای ترش به ترتیب برابر با 

محاسبه شد. شاخص ناپایداری برای پپتید طراحی شده  81/104و 

 شاخصمحاسبه شد.  31/24و برای پپتید چای ترش  90/20

-نپروتئی بطوریکه است پروتئین پایداری میزان بیانگر ناپایداری

 بندیتقسیم پایدار هایپروتئین جزء 40 از کمتر شاخص با هایی

بودن شــاخص آلیفاتیک حاکی از احتمال  لاهمچنین باشوند. می

 .Heffernan et al) پایداری پروتئین در بازه دمایی وســیع اســت

بنابراین با کاهش شاخص ناپایداری در پپتید طراحی شده  .(2015

نسبت به  in vitroهای یوکاریوتی و شرایط پایداری آن در سلول

ساعت افزایش یافته  30ساعت به  2/1پپتید اصلی چای ترش از 

ی پروتئین یک است. باتوجه به اینکه موضوع نیمه عمر و پایدار

های ها در سیستمچالش مهم برای بیان و ماندگاری پروتیئن

توان نتیجه گرفت پپتید طراحی زیستی است، از این بررسی می

شده قابلیت بیان و ماندگاری بالایی نسبت به پپتید اصلی در این 

ایی است که به آمینهها بعلت اسیدهایها دارد. این تفاوتسیستم

اند. برخی از اضافه شدهشده  یطراحی پپتید ابتدا و انتها
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پارامترهای مهم مورد بررسی در پپتید طراحی شده و پپتید اصلی 

 اند.آورده شده 1چای ترش در جدل 

 بینی ساختار سوم پپتید طراحی شدهپیش

 I-TASSER سرور از استفاده باطراحی شده  پپتید سوم ساختار

دلیل استفاده از آن برای رور تایید جهانی این س. بینی شدپیش

-I سروراســاس عملکرد . باشدبینی ساختار سوم پپتید میپیش

TASSER مدلســازی ab initio از استفاده با سرور . ایناست 

 با را پروتئینی ساختار پایدارترین خود، سازیشبیه اطلاعاتی بانک

 Yang et)دهد می پیشنهاد خود در ذخیره شده اطلاعات به توجه

al. 2015) مدل مختلف را برای پپتید طراحی شده  5. این سرور

rT1 بینی کرد، پایدارترین مدل پیشنهادی با پیشC-score= -2.05 

مدل  الف(. کیفیت-4های بعدی انتخاب شد )شکل برای بررسی

گردید  تعیین PROSAبرنامه  انتخاب شده نیز بوسیله

(Wiederstein and Sippl 2007). ساختار کیفیت اساس این بر 

 تعیین یا و شده کریستالوگرافی هایپروتئین در محدوده پپتید

-Iهمچنین سرور  ب(.-4بود )شکل  NMRروش  به شده ساختار

TASSER های موجود در براساس پروتئینPDB (Protein Data 

Bank) ،10  پروتئین با بیشترین شباهت به خصوصیات پپتید مورد

پروتئین ارائه شده با بیشترین شباهت، براساس  داد.بررسی ارائه 

و شماره  P28782شرکت در فرایند بیولوژیکی، با شماره دسترسی 

GO (Gene Ontology) GO=P28782  یک پروتئین تنظیم کننده

)توسط بافت  یفور یواکنش دفاعهای التهابی است که پاسخ

 یا یمیاییوامل شاز ع یناش یبآس یاداران( را در برابر عفونت مهره

 کند.می یلتعد یزیکیف

 

 .ProtParamبرنامه طراحی شده و پپتید اصلی گیاه چای ترش بوسیله  rT1پپتید  برای مهم پارامترهای برخی بینیپیش -1جدول 

Table 1- Prediction of some important parameters for the designed peptide rT1 and the main peptide of Hibiscus sabdariffa by ProtParam 

program. 
 HL(h) PI MW(D) II  توالی پپتید  پپتید

rT1 طراحی شده MAHHHHHHCIPRGGICLVALSGCCNSPGCIFGICAKDEL 30 98/6 87/4137 90/20 

rT1 اصلی CIPRGGICLVALSGCCNSPGCIFGICA 2/1 78/7 21/2628 31/24 

HI :پپتید عمر نیمه ،PI: یزوالکتریک،نقطه ا MW ی، مولکول: وزنII.شاخص ناپایداری : 

 

 
 

 NMR روش به شده ساختار تعیین یا شده کریستالوگرافی هایپروتئین محدوده در پپتید ساختار کیفیتطراحی شده )الف(،  rT1بینی ساختار سوم پپتید پیش -4شکل 

 )ب(.
Figure 4- Predicting of third structure of the designed rT1 peptide (a), the quality of the peptide structure in the range of crystallographic 

proteins or structured determination by NMR method (b). 
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 rT1سازی توالی سنتز شده ژن همسانه

با  PCRش سازی توالی طراحی شده، ابتدا واکنبه منظور همسانه

استفاده از پرایمرهای اختصاصی طراحی شده برای ابتدا و انتهای 

 :Rو  'F: 5'GGATCCGCCACAATGGCTCتوالی )

5'TCTAGAGGAGCTCTCAAAGC3' با هدف تکثیر توالی )

موردنظر انجام شد. برای اطمینان از تکثیر قطعه موردنظر، 

درصد بارگذاری شد  2روی ژل آگارز  PCRمحصول واکنش 

جفت باز روی ژل  144ای به اندازه الف(. حضور قطعه -5ل )شک

بیانگر تکثیر درست این قطعه است. به منظور درج قطعه تکثیر 

، این حامل و قطعه pMCS5سازی شده در داخل حامل همسانه

برش داده  XbaIو  BamHIهای برشی تکثیر شده توسط آنزیم

ول واکنش ، محصpMCS5شد. به منظور اطمینان از برش حامل 

 -5هضم آنزیمی روی ژل آگارز یک درصد بارگذاری شد )شکل 

، pMCS5ب(. به منظور درج توالی طراحی شده در حامل 

سازی شدند. برش یافته خالص pMCS5و حامل  PCRمحصول 

سازی و قطعه موردنظر انجام و واکنش اتصال بین حامل همسانه

 E. coliتری محصول این واکنش با روش شوک الکتریکی به باک

Top 10 های ترانسفورم انتقال داده شد. برای گزینش اولیه باکتری

سفید استفاده شد. برای این منظور  -شده از غربالگری آبی

 100جامد حاوی  LBهای ترنسفورم شده روی محیط باکتری

 لیترگرم بر میلیمیلی 2/0سیلین، بیوتیک آمپیگرم بر لیتر آنتیمیلی

X-Gal  مولار یلیم 100وIPTG های کشت داده شدند. از کلنی

الف( استخراج  -6سفید رشد کرده روی محیط کشت )شکل 

 پلاسمید انجام شد. 

 

 
دهند )الف(، ان میشنجفت بازی مربوط به توالی طراحی شده را  144، قطعه 3و  2،1: مارکر، Mدرصد،  2روی ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصول  -5شکل 

و  BamHIی های برشبرش یافته با آنزیم pMCS5وکتور  pMCS5 ،2: وکتور 1: مارکر، Mدرصد،  1الکتروفورز محصول واکنش هضم آنزیمی روی ژل آگارز 

XbaI ،3 وکتور بیانی :pBI121 ،4 وکتور :pBI121 های برشی برش یافته توسط آنزیمBamHI  وSacI های )ب(، باکتریE. coli Top 10 سفورم شده با تران

تایید نهایی  و واکنش برش آنزیمی جهت PCR)ج(، الکتروفورز محصول  pMCS5های احتمالی حاوی وکتور نوترکیب های سفید، کلونیمحصول اتصال، کلونی

: XbaI ،3و  BamHIهای برشی فته با آنزیمخالی برش یا pMCS5: وکتور 2بدون هضم آنزیمی،  pMCS5: وکتور 1: مارکر، pMCS5 ،Mپلاسمیدهای نوترکیب 

: محصول 5 و pMCS5از روی وکتور خالی  PCR: محصول XbaI ،4و  BamHIهای برشی های سفید برش یافته با آنزیماستخراج شده از کلونی pMCS5وکتور 

PCR  از روی وکتورpMCS5 های سفید )د(.استخراج شده از کلونی 

Figure 5- Electrophoresis of PCR product on 2% agarose gel, M: marker, 1, 2 and 3 indicate 144-bp fragment belonging to the designed 

sequence (a), electrophoresis of digested product by enzymatic reaction on 1% agarose gel, M: marker, 1: PMCS5 vector, 2 pMCS5 vectors 

digest with BamHI and XbaI enzymes, 3: pBI121 expression vector, 4: pBI121 vector digesedt by BamHI and SacI enzymes (b), E. coli Top 

10 transformed bacteria by ligation product, white colonies, potential colonies containing recombinant vector pMCS5 (c), PCR product 

electrophoresis and restriction enzyme digestion for final confirmation of recombinant pMCS5 plasmids, M: marker, 1: pMCS5 vector 

without restriction enzyme digestion, 2: nonrecombinant  pMCS5 vector digested with BamHI and XbaI enzymes, 3: extracted pMCS5 

vector from white colonies digested by BamHI and XbaI enzymes, 4: PCR product from nonrecombinant pMCS5 vector and 5: PCR product 

from pMCS5 vector isolated from white colonies (d). 
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و  PCRبرای تایید نهایی پلاسمیدهای استخراج شده، از واکنش 

 XbaIو  BamHIهای برشی سیله آنزیمواکنش هضم آنزیمی بو

 5/1و هضم آنزیمی روی ژل آگارز  PCRاستفاده شد. محصول 

جفت بازی برای هر  144درصد بارگذاری گردید. حضور قطعه 

 MCSدو واکنش بیانگر درج توالی طراحی شده در ناحیه 

(Multiple Cloning Site)  حاملpMCS5 .بود 

 pBI121ر ناقل بیانی سازی توالی موردنظر دزیرهمسانه

در ناقل بیانی  rT1سازی توالی طراحی شده ژن زیر همسانه

pBI121  با هدف بیان این ژن در گیاه، بعنوان یک پپتید نوترکیب

با پتانسیل دارویی بالا ارزشمند است. برای این منظور وکتور 

های برشی توسط آنزیم rT1حاوی ژن  pMCS5نوترکیب 

BamHI  وSacI آنزیمی قرار گرفت. محصول هضم  مورد هضم

درصد با نقطه ذوب پایین بارگذاری شد  2آنزیمی روی ژل آگارز 

جفت بازی جدا شده از وکتور  144الف(. قطعه  -6)شکل 

pMCS5  بوسیله کیت تخلیصDNA  از ژل )شرکت بایونیر( از

نیز با   pBI121سازی شد. وکتور بیانیروی ژل جدا و خالص

(. 4چاهک  -ب -5رش داده شد )شکل های مشابه بآنزیم

 1894که بعد از جدا شدن قطعه  pBI121چارچوب وکتور بیانی 

 144کیلو باز باقی مانده بود مطابق قطعه  8/12جفت بازی حدود 

سازی منظوز زیرهمسانهجفت بازی از روی ژل جداسازی شد. به

 pMCS5جدا شده از وکتور  rT1و درج توالی طراحی شده ژن 

واکنش اتصال بین ناقل بیانی و توالی  pBI121ل بیانی در ناق

ب واکنش اتصال توالی طراحی شده -6موردنظر انجام شد. شکل 

دهد. مطابق مرحله نشان می pBI121( را در وکتور rT1)ژن 

 E. coli Top 10سازی محصول واکنش اتصال به باکتری همسانه

ترانسفورم  هایبه روش شوک الکتریکی ترانسفورم شد. باکتری

بیوتیک گرم بر لیتر آنتیمیلی 50جامد حاوی  LBشده روی محیط 

های رشد کرده روی محیط نیوکانامایسین کشت داده شد. از کل

ج( پلاسمید استخراج شد. برای تایید نهایی  -6کشت )شکل 

و واکنش هضم  PCRپلاسمیدهای استخراج شده، از واکنش 

و  BamHIو  SacIو  BamHIهای برشی آنزیمی بوسیله آنزیم

EcoRI  استفاده شد. محصولPCR  و هضم آنزیمی روی ژل

جفت بازی  138درصد بارگذاری گردید. حضور قطعه  5/1آگارز 

های برشی و هضم آنزیمی توسط آنزیم PCRدر محصول واکنش 

BamHI  وSacI  جفت بازی در  403و همچنین حضور قطعه

 EcoRIو  BamHI هایمحصول واکنش آنزیمی توسط آنزیم

و ساخت وکتور  pBI121در داخل ناقل بیانی  rT1بیانگر درج ژن 

د(. برای اطمینان از درج -6بود )شکل  pBI121-rT1نوترکیب 

وکتور نوترکیب ساخته  pBI121در ناقل  rT1صحیح توالی ژن 

ارسال گردید. بررسی  Gene scriptیابی به شرکت شده برای توالی

-سازی و زیرهمسانهیانگر تکثیر درست، همسانهیابی بنتیجه توالی

جهت انتقال و بیان آن  pBI121در ناقل  rT1سازی مناسب ژن 

 ه(.-6بعنوان یک پپتید نوترکیب در گیاهان بود )شکل 

در آخر لازم به ذکر است که تا به امروز هیچ گزارشی از ثبت 

از  roseltideهای خانواده سازی ژنتوالی ژنی و همچنین همسانه

توان گیاه چای ترش ثبت نشده است و پژوهش حاضر را می

سازی یک ژن از این خانواده اولین پژوهش در زمینه همسانه

 پپتیدهای گیاهی نام برد. 
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جدا شده از  rT1 )الف(، اتصال مجازی ژن rT1به منظور جدا کردن توالی ژن  SacIو  BamHIهای برشی توسط آنزیم pMCS5هضم آنزیمی وکتور  -6شکل 

یوتیک کانامایسین )ج(، بگرم بر لیتر آنتیمیلی 50جامد حاوی  LBهای ترانسفورم شده رشد کرده روی محیط )ب(، باکتری pBI121با وکتور بیانی  pMCS5وکتور 

با  برش یافته pBI121-rT1: پلاسمید نوترکیب pBI121 ،2پلاسمید خالی : 1: مارکر، PCR ،Mتوسط هضم آنزیمی و واکنش  pBI121تایید پلاسمیدهای نوترکیب 

برش یافته با  pBI121الی : پلاسمید خSacI ،4و  BamHI های برشی برش یافته با آنزیم pBI121-rT1: پلاسمید نوترکیب EcoRI ،3و  BamHIهای برشی آنزیم

 pBI121-rT1از روی پلاسمید نوترکیب  PCR: محصول واکنش pBI121 ،6وی پلاسمید خالی از ر PCR: محصول واکنش SacI ،5و  BamHI های برشی آنزیم
 )ه(.لون شده است درصدی توالی طراحی و ک 100، رنگ قرمز بیانگر تشابه pBI121همردیفی توالی طراحی شده برای سنتز و توالی کلون شده در وکتور  )د(،

Figure 6- Restriction enzyme digestion of pMCS5 vector by BamHI and SacI enzymes to isolate rT1 gene sequence (a), virtual ligation of 

rT1 gene isolated from pMCS5 vector to pBI121 expression vector (b), transformed bacteria grown on LB medium containing 50 mg/L 

kanamycin (c), confirmation of pBI121 recombinant plasmids by restriction enzyme digestion and PCR reaction, M: marker, 1: pBI121 intact 

plasmid, 2: recombinant pBI121-rT1 plasmid digested by BamHI and EcoRI enzymes, 3: recombinant pBI121-rT1 plasmid digested with 

BamHI and SacI enzymes, 4: intact pBI121 plasmid digested with BamHI and SacI enzymes, 5: PCR product from intact  plasmid pBI121, 6: 

PCR product from recombinant pBI121-rT1 plasmid (d), alignment of designed sequence for synthesis and cloned sequence in pBI121 

vector, red color indicates 100% similarity between designed and cloned sequences (E). 
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Abstract 

Respiratory diseases and pneumonia are among the most common diseases affecting more 

than 50% of the world's population. Various drugs have been developed to prevent and treat 

these diseases. rT1 peptide is a plant peptide isolated from the medicinal plant of Hibiscus 

sabdariffa. This 27-amino-acid peptide with inhibitory properties of human neutrophil 

elastase has been shown to have drug potential in the prevention and treatment of 

inflammatory lung diseases. Due to the high economic value of the compounds with 

neutrophil elastase inhibitory properties, in this study, for the first time, recombinant 

expression vector pBI121-rT1 was constructed with the aim of expressing rT1 peptide in 

plants. Because of the lack of rT1 gene sequence in databases, first, its appropriate gene 

sequence was designed and synthesized based on the Nicotiana tubaccum codon usage, the 

vectors used in this research, the structure and stability of its transcript and characteristics 

of the produced protein. For the designed sequence, the Codon Adaptation Index (CAI) and 

the GC frequency were 0.92 and 42.32%, respectively. In comparison to the main peptide, 

the stability of the designed peptide in human cells increased 25 times and its instability 

index calculated to be 20.90. Following amplification of the synthesized sequence by PCR 

reaction, it was cloned into pMCS5 vector. In order to express in plant-based systems, sub-

cloning was performed in the expression vector pBI121 under the CaMV 35S promoter. 

 

Keywords: respiratory inflammation, rT1 peptide, Hibiscus sabdariffa, neutrophil elastase 

inhibitor, pBI121-rT1 
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