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این  باشد. تهيهمي اتيلبنهای رایج مورد استفاده در صنعت آنزیم کيموزین گاوی یکي از آنزیم

باشد. توليد کيموزین گاوی آنزیم از منبع طبيعي آن جوابگوی نياز این صنعت عظيم نمي

های این آنزیم باشد. درج و بيان ژن تواند یک جایگزین مناسب برای تهيهنوترکيب در گياهان مي

تواند در اندامک هسته و کلروپلاست انجام گيرد. ميزان بيان ژن خارجي خارجي در گياهان مي

های آن و همچنين سوق سازی کدونتوان با بهينههای هترولوگ یوکاریوت را ميدر ميزبان

های محصور شده از قبيل کلروپلاست افزایش داد. دادن پروتئين هترولوگ بعد از بيان به اندامک

 زمانهمی ژن پروکيموزین گاوی طوری انجام گرفت که هاسازی کدوندر این تحقيق، بهينه

این  CAIسازی، شاخص برای بيان در هسته و کلروپلاست گياه توتون مناسب باشد. پس از بهينه

بدست آمد. توالي بهينه شده این  947/0و  929/0يب ترتژن برای اندامک هسته و کلروپلاست به 

یابي تایيد شد. سوار شده، و از طریق توالي pUC57از سنتز مصنوعي روی ناقل پایه ژن پس 

و آزمایش لخته شدن شير تایيد گردید.  E. coliعملکرد ژن سنتز شده از طریق بيان در باکتری 

برای تهيه ناقل بياني مناسب برای انتقال ژن به ژنوم هسته گياهان، ژن پروکيموزین در ناقل بياني 

p35S-TP-GFP   جایگزین ژنGFP  گردید. این ناقل برای انتقال ژن به روش تفنگ ژني

شود. مناسب بوده و با دارا بودن پپتيد نشانه کلروپلاستي، باعث تجمع پروتئين در کلروپلاست مي

، ، که برای انتقال ژن به روش آگروباکتریوم مناسب استpBI121همچنين، این ژن در ناقل 

توانند برای انتقال و های نوترکيب ساخته شده در این تحقيق ميد. ناقلش GUSجایگزین ژن 

 .نداین آنزیم صنعتي در گياهان بکار گرفته شو مؤثربيان 

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Bovine chymosin enzyme is one of the most commonly used enzymes in the dairy industry. The 

production of this enzyme from its natural source does not meet the needs of this huge industry. The 

production of recombinant bovine chymosin in plants can be a good alternative to native enzyme. 

Insertion and expression of foreign genes in plants can occur in the nucleus and chloroplast organelles. 

The expression of foreign genes in eukaryotic heterologous hosts can be increased by optimizing its 

codons as well as translocation of the heterologous protein after expression to encapsulated organs such 

as chloroplasts. In this study, codons of the bovine prochymosin gene were optimized to be suitable for 

expression in the nucleus and chloroplasts of tobacco plants. After optimization, the CAI index of this 

gene for nucleus and chloroplasts was 0.929 and 0.947, respectively. The optimized sequence was cloned 

in the pUC57 basic vector after artificial synthesis, and was confirmed by sequencing. The function of the 

synthesized gene was confirmed by expression in E. coli and milk coagulation test. To provide a suitable 

expression vector for gene transfer to the plant genome, the GFP gene was replaced by the prochymosin 

gene in the p35S-TP-GFP expression vector. This vector is suitable for gene transfer by gene gun method, 

and with the presence of chloroplast signal peptide, it causes protein accumulation in chloroplasts. The 

gene was also replaced with the GUS gene in the pBI121 vector, which is suitable for gene transfer by the 

Agrobacterium method. The recombinant vectors constructed in this study can be used to effectively 

transfer and express this industrial enzyme in plants.  

 

Keywords: Milk coagulation enzyme, Codon preference, Recombinant chymosin, Expression vector  
 

 

  مقدمه

های انعقاد کننده شیر است کهه در  آنزیم کیموزین یکی از پروتئین

شهود. ایهن آنهزیم کهه از     صنعت لبنیات برای تولید پنیر استفاده می

رسد که شود، به نظر میهزاران سال پیش در پنیرسازی استفاده می

 .Shah et al)هها باشهد   ترین کهاربرد شهناهته شهده آنهزیم    قدیمی

سنتی از معده چهارم گوساله شیرهوار  صورتبه. کیموزین (2014

شود. با این حال، عوامل مختلفی از قبیل کمبود منهاب   استخراج می

و قیمت بالای این آنزیم، جسهتجو بهرای منهاب  جهایگزین منعقهد      

رشهد  ناپهییر کهرده اسهت. در حهال حا هر،      کننده شیر را اجتناب

گیهاهی در صهنعت پنیهر     پروتئهاز  هایمداومی در استفاده از آنزیم

، زیرا به راحتی در دسترس هسهتند و ررآینهدهای   شودمیمشاهده 

ایهن مهورد،   . (Shah et al. 2014) ای دارنداستخراج و تصفیه ساده

 ی از قبیهل یله بهه دلا را های حیوانی آنزیمویژه در کشورهایی که به

کننهد، اهمیهت بیشهتری    استفاده نمیرژیم غیایی و مسائل میهبی 

بهیش از حهد منعقهد     یماهیت پروتئولیتیکحال، با این .کندپیدا می

 بازده کمتر پنیر، طعم تلخ و نقص بارهت  موجباهی های گیکننده

استفاده از آنهها را در تولیهد پنیهر محهدود کهرده      و بنابراین، ، شده

ههای  مهندسی ژنتیک ابزار قدرتمندی است که بیان پروتئین است.

پهییر  نوترکیب از هر منب  ژنتیکی را در موجهودات ههدا امکهان   

ین حیهوانی را در گیهاه   کرده است. این سیستم، امکان تولید کیموز

به منظور حیا معایب نسخه گیاهی و استفاده از مزایای گیاههان،  

های نوترکیب تولید شهده  رراهم کرده است. در حال حا ر، آنزیم

ها برای برآورده ترین جایگزیندر موجودات مختلف، یکی از مهم

 .Kumar et al)کردن نیازهای آنزیم کیموزین در تولید پنیر هستند 

یل دارا بودن رعالیت به دلبا توجه به اینکه کیموزین گاوی . (2010

باشهد  تری برای تولیهد پنیهر مهی   ی بیشتر، گزینه مناسبکنندگلخته

(Mohanty et al. 1999) تولید هترولوگوس آن از طریق مهندسی ،

هها،  یک در رآکتورهای زیستی مختلفی از قبیل میکروارگانیسهم ژنت

 Wei)گیاهان و سایر حیوانهات مهورد توجهه قهرار گررتهه اسهت       

Zheng-Yi et al. 2016) .های حیوانی، تولیهد  در مقایسه با سیستم

هههای گیههاهی دارای مزایههای هههای نوترکیههب در سیسههتمپههروتئین

-متعددی از قبیل هزینه پایین و سادگی تولید در مقیاس وسی  می

ها نیز، تغییهرات  در مقایسه با باکتری .(Fischer et al. 2004) باشد
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-های نوترکیب تولید شهده در سهلول  پس از ترجمه روی پروتئین

ینگ رولدعلاوه، ارتد. بههای گیاهی، معمولا بطور صحیح اتفاق می

-ها، در سهلول بادیهای چندواحدی از قبیل آنتیو مونتاژ پروتئین

. گیاهان (Sindarovska et al. 2010)پییر است های گیاهی امکان

هههای انسههانی از قبیههل هههای باکتریههایی و پههاتوژنحهاوی توکسههین 

ههای نوترکیهب   رو، پهروتئین ایهن ها نیسهتند. از ها و پریونویروس

آمده از گیاهان، از نظر ایمنی در رتبه بالاتری قهرار دارنهد.   دستبه

ر گیاههان را  های ههارجی تولیهد شهده د   در برهی موارد، پروتئین

 صورت هوراکی مصرا کرد، کهسازی و بهتوان بدون هالصمی

ی هزینهه  سهازی باعهک کهاهش چشهمگیر    ی هالصحیا مرحله

ههای  . در میزبهان (Larrick and Thomas 2001)شهود  تولیهد مهی  

تواند به ژنوم هسته یها کلروپلاسهت   انتقال ژن هارجی میگیاهی، 

که کارایی انتقال ژن به کلروپلاست پهایین  با وجود این انجام گیرد.

-بوده و تنها در تعداد معدودی از گیاهان بهینه شده است، بها ایهن  

حال، درج ژن هارجی در کلروپلاست گیاههان بهه دلیهل سهطو      

-، مهی (Fathi Roudsari et al. 2009) پلوئیدی بالا در این اندامک

درصهد   70تواند تولید پروتئین نوترکیب را حتی به میزان بیش از 

(Oey et al. 2009)   دههد. همننهین،   کل پروتئین محلول ارهزایش

برهلاا ژنوم هسته، انتقال ژن بهه کلروپلاسهت گیاههان تصهادری     

ههای مشهخص و از پهیش    های هارجی در مکهان نبوده و درج ژن

گیرد، که دلیل آن وجود نهوترکیبی همولهوگی   تعیین شده انجام می

 Day and Goldschmidt‐Clermont)رعال در این انهدامک اسهت   

2011; Kaushal et al. 2020; Siddiqui et al. 2020) ،با این حال .

تههوان محصههول در صههورت درج ژن هههدا در ژنههوم هسههته، مههی

-پروتئین را با استفاده از یک پپتید نشانه اهتصاصهی، بهه انهدامک   

هترولهو  در  هایی از قبیل کلروپلاست منتقل کرد. تجم  پروتئین 

یر پروتئازهای تأثتواند پروتئین هارجی را از ها هم میاین اندامک

سهمیت پهروتئین نوترکیهب تولیهد      محفاظت کند، و همسیتوزولی 

ایهن   .(Tran et al. 2013)شهده در گیهاه میزبهان را کهاهش دههد      

توانند منجر به تولید بیشتر پروتئین هترولهو   یت میانهعوامل در 

-تهوده قابهل  سهت یزبا دارا بودن مزایایی از قبیل  شوند. گیاه توتون

 یبهرا  مهم گیاه کعنوان یبه ،محلول بالا نیپروتئ یمحتواو  توجه

 .(Tremblay et al. 2010)شهود  محسوب مهی  یمولکول یکشاورز

همننین، با توجه به وجود سیستم کارآمد انتقال و بیان ژن در ههر  

دو اندامک هسته و کلروپلاست گیاه توتون، مقایسه بیهان ایهن ژن   

 باشد. یپییر مدر دو اندامک این گیاه نیز امکان

ها یکی دیگر از عوامل بسیار مهم و تاثیرگیار در سازی کدونینهبه

باشد. انحراا کاربرد کدونی یها  های هترولو  میارزایش بیان ژن

ههایی کهه   ترجیح کدونی که در آن هر موجود زنده، از بین کهدون 

کنند، معمولا یک کدون هاص را اسیدهای آمینه مشابهی را کد می

های مختلهف  دهد، با شدتی ترجیح میمعنهمهای به سایر کدون

 Grantham et)شهود  های موجودات زنده دیده میدر تمامی گونه

al. 1980)های یک ژن و منطبق کهردن آن  . بنابراین، با تغییر کدون

تهوان مقهدار بیهان پهروتئین     یزبهان مهی  های رایج موجود مبا کدون

 هترولو  مورد نظر را ارزایش داد. 

ناحیهه   بیهان بیشهتر، تهوالی نوکلئوتیهدی     منظهور بهدر این تحقیق، 

ههای غالهب ژنهوم    پروکیموزین از آنزیم کیموزین گاوی با کهدون 

سهازی گردیهده، سهپس در    هسته و کلروپلاست گیاه توتون بهینهه 

وش ای انتقال ژن به گیاههان بها ههر دو ر   های بیانی مناسب برناقل

 سازی شد. آنهزیم معمول شامل آگروباکتریوم و تفنگ ژنی همسانه

کیموزین گاوی یک زیموژن است که قبهل از بلهوک کامهل آنهزیم،     

باشد. قسهمت پهری یهک    پتید میپ-و پرو -های پریدارای قسمت

ته اشی گوساله نقش دپپتید نشانه است که در ترشح آنزیم به معده

غیررعهال   آن راو قسمت پرو به جایگاه رعال آنزیم متصل شهده و  

حیهه  که آنزیم در شرایط اسیدی قهرار گیهرد، نا  دارد. زمانینگه می

زیم جدا شده و آنهزیم رعهال   هودبخودی از آن صورتبهپپتید -پرو

با توجه به این نکتهه مههم، بهرای    . (Kumar et al. 2010)شود می

-های گیاهی کهه مهی  جلوگیری از رعال بودن آنزیم در داهل بارت

-تواند باعک ایجاد سمیت شود، در این پژوهش، سهنتز و همسهانه  

 سازی ررم پروکیموزین ترجیح داده شد.

 

  هاروش و مواد

 NCBI( از سایت Bos taurusابتدا توالی ژن پروکیموزین گاوی )

الگوهای ترجیح کدونی  .تهیه شد EC3.4.23.4ره دسترسی با شما

گیاه توتون برای اندامک هسته و کلروپلاست از سایت 

/http://www.kazusa.or.jp/codon   (.1استخراج شدند )شکل 
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سب آن در این منظور بیان مناهبهای ژن پروکیموزین گاوی سازی کدونوپلاست )پایین( که برای بهینههای هسته )بالا( و کلرالگوی ترجیح کدونی اندامک -1شکل

ر دو هگیری ملاحظات نظربا در وهای مربوط به هر اسید آمینه های ژن پروکیموزین طبیعی با توجه به رراوانی کدونها مورد استفاده قرار گررت. تعویض کدوناندامک

یشترین رراوانی مربوط به (. برای مثال، ب1( برای هر دو اندامک نزدیک به یک باشد )جدول CAIای انجام شد که در نهایت شاهص سازگاری کدون )اندامک به گونه

عی، این کدون جایگزین ن مصنوباشد، و بنابراین، در کل توالی ژن پروکیموزیمی UUU( در هر دو اندامک کلروپلاست و هسته، کدون Fکدون اسید آمینه رنیل آلانین )

 های طبیعی شد.  کدون
Fig. 1. Codon usage pattern of nuclear (upper) and chloroplast (lower) organelles used to optimize bovine prochymosin gene codons for 

proper expression in these organelles. Substitution of natural prochymosin gene codons was carried out according to the frequency of codons 

related to each amino acid and taking the considerations of both organelles into account so that finally the codon adaptation index (CAI) for 

both organelles would be close to one (Table 1). For example, the highest frequency of the phenylalanine (F) amino acid codon in both 

chloroplast and nucleus organelles is UUU, and therefore, in the entire synthetic prochymosin gene sequence, this codon replaced the natural 

codons. 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

14
00

.1
0.

2.
6.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
13

 ]
 

                             4 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1400.10.2.6.8
https://gebsj.ir/article-1-402-en.html


 و همکاران درگاهلو عزیزی  ....پروکیموزین ژن سازی همسانه و کدون سازی بهینه

 

 229 1400پایيز و زمستان   /2شماره  /دهمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

( از CAI) سازگاری کدون ی شاهصسازی و محاسبهبرای بهینه

و  TMGenSmart (https://www.genscript.com)ابزارهای آنلاین شامل 

CAI-E (/CAI-http://genomes.urv.cat/CAIcal/E )(et  Puigbò

al. 2008)  .سازی شده پس از بررسی توالی بهینهاستفاده شد

توالی اسید آمینه و تطبیق آن با توالی اسید آمینه پروتئین کیموزین 

  ®GenScriptطبیعی، برای سنتز مصنوعی از شرکت 

(https://www.genscript.com.سفارش داده شد )  ،پس از سنتز

 pUC57-CYMاین ناقل  قرار گررت که  pUC57پایه  ناقلژن در 

ی شد. برای اطمینان از توالی سنتز شده، این ناقل برای گیارنام

یابی به دانشگاه لیل ررانسه ارسال شد. نتیجه نشان داد که توالی

سازی توالی سنتزشده کاملا منطبق بر توالی ژن پروکیموزین بهینه

های بیانی مناسب ه برای تهیه ناقلباشد. ناقل تایید شدشده می

 p35S-TP-GFP (Chiu etهای برای گیاهان استفاده شد. از ناقل

al. 1996)اهدایی پرورسور رالف بوک از موسسه ماکس پلانک ،) 

بیانی مناسب های برای تهیه ناقل pBI121 (Chen et al. 2003)و 

ارزار برای انتقال و بیان ژن در گیاهان استفاده شد. از نرم

GenomeCompiler (http://www.genomecompiler.comبرای ) 

in silico cloning همننین، در  .و طراحی آغازگر استفاده شد

هم استفاده  NCBIسایت  Primer-Blastز بخش طراحی آغازگر ا

 4Tهای برشی و  لیگاز های مربوطه، از آنزیمگردید. در آزمایش

 ساهت شرکت ترموریشر استفاده شد.

ههها و بههرای تکثیههر ناقههل 'TOP10Fی سههویه E. coliاز بههاکتری 

ههای  سازی استفاده شد. بهرای گهزینش ناقهل   های همسانهآزمایش

-از آنتهی به ترتیهب   pBI121-CYMو  p35S-TP-CYMنوترکیب 

 50ن )گرم در لیتر( و کانامایسهی میلی 100) سیلینهای آمپیبیوتیک

 گرم در لیتر( استفاده شد. میلی

از جفت آغازگر  ی مربوط به ژن کیموزینDNAبرای تکثیر 

CAT  CCC GGGAAA -'5F(SmaI/NdeI):-CYMاهتصاصی 

'3-GGA GAA GTA GCT TCT GTA C ATG  و-MCY

TTA AAT  TCT AGA GAG CTCAAA -R(SacI/XbaI): 5'

AGC TTT AGC TAA TCC TAC-3'  که به ترتیب آغازگر

شامل یک  PCRعقب بودند، استفاده شد. برنامه جلو و روبهروبه

 sچرهه، هر کدام شامل  C 95 ،30°دقیقه ای در دمای  4مرحله 

در پایان، ، و C 72°در   s 45و  C 55°در   C 95 ،s 45°در   45

 بود.  C 72°دقیقه ای در دمای   10یک مرحله 

از کیت  ژل آگارز با استفاده روی از DNA قطعات سازیهالص

DNA Ambiclean  شرکت(Vivantis-)و بر اساس  مالزی

 برای .گردید سازنده انجام شرکت توسط شده پروتوکول توصیه

 15 ایبر لازم مواد )واکنش لیگاسیون(، DNA یقطعه دو اتصال

 برش ناقل یDNAنانوگرم  200-400 شامل واکنش میکرولیتر

 برابر 3 تا 1 نسبت به الحاقی یDNA های مورد نظر،یارته با آنزیم

 آنزیم واحد 2 و DNA ligase-4T×10 بارر میکرولیتر 5/1 ناقل،

DNA ligase-4T، دمای در و شده ریخته میکروتیوب در C°25 به 

پس از آن، نصف محصول  .دشدن داده قرار ساعت 3 مدت

برای استخراج پلاسمید از منتقل شد.  E. coliلیگاسیون به باکتری 

 Birnboimهای بدست آمده، از روش پیشنهاد شده توسط کلونی

 . غلظت(Birnboim and Doly 1979)استفاده شد  Dolyو 

ها در آن نوری لیچگا گیریاندازه طریق از نوکلئیک اسیدهای

 .گردید تعیین نانومتر و یا الکترورورز روی ژل آگارز 260طیف 

جهت بررسی طراحی صحیح ژن برای تولید پروتئین عملکردی، 

برای این  استفاده شد. Rosettaسویه  E. coliاز بیان در باکتری 

و  SacIهای برشی منظور، ژن سنتز شده با استفاده از سایت

BamHI یانی در ناقل بpET-28a (Rosenberg et al. 1987) 

 pET-28aهای نوترکیب حاوی ناقل باکتری سازی شد.همسانه

روی محیط حاوی کانامایسین گزینش شدند. جهت القای بیان 

-7/0به محلول باکتری با  IPTGمیکرومولار  200پروتئین، 

6/0=600OD  ها برداشت شده ساعت، باکتری 4ا اره شد. پس از

 C°در دمای ها حل شد. سپس سلول PBSها در بارر و رسوب آن

دقیقه لیز شدند و بعد از ورتکس شدید، یک دور  5به مدت  95

انجام شد. برای حیا  rpm 12000سانترریوژ کوتاه با سرعت 

 2ناحیه پرو و رعال شدن پروتئین کیموزین، راز رویی به مدت 

 pHساعت تحت تیمار اسیدی قرار گررت. پس از این مرحله، 

نرمال در  4ه از هیدروکسید سدیم عصاره باکتری دوباره با استفاد

تنظیم شد. در نهایت، برای بررسی رعالیت  6-7محدوده 

میکرولیتر  55میکرولیتر شیرتازه،  400بیولوژیکی آنزیم کیموزین، 

میکرولیتر از عصاره باکتری  100و  مولارمیلی 100 کلرید کلسیم
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 C° ها در دمایلیتری ا اره شده و نمونهمیلی 5/1به میکروتیوب 

 نگهداری شدند. rpm 70و سرعت   35

 

  و بحث نتایج

-هاپروکیموزین گاوی، تمام کدونهای ژن سازی کدونبرای بهینه

های رایهج ژنهوم هسهته و    نوع اسید آمینه با کدون 20ی مربوط به 

تعهویض   1شهکل   اطلاعهات  کلروپلاست گیاه توتهون بهر اسهاس   

مک در نظهر گررتهه   شدند. در این تغییرات، ملاحظات هر دو انهدا 

شده برای بیهان در ههر دو مناسهب باشهد. بهرای      شد تا توالی بهینه

( کهه در  :AGGAGGSDهای مشابه شهاین دالگهارنو )  مثال، توالی

ها و شهروع ترجمهه   های پروکاریوتی برای اتصال ریبوزوماندامک

های رایج دیگر جایگزین شدند. وجود ایهن  کاربرد دارند، با کدون

های ناقص تواند منجر به تولید نسخهدر داهل ژن می هانوع توالی

 Leith et)ها به این نواحی شهود  پروتئین از طریق اتصال ریبوزوم

al. 2019)ههای مهزاحم احتمهالی دیگهر از قبیهل      . همننین، توالی

 DNAتواننهد باعهک سهرهوردن    های تکراری که مهی یدینوکلئوت

مراز و ایجاد جهش در ایهن نهواحی بها گیشهت زمهان شهوند       پلی

(Castillo-Lizardo et al. 2014)   ههای  ، تا جای ممکهن بها کهدون

 صهورت بهه ههای کلروپلاسهت   مناسب دیگر جایگزین شهدند. ژن 

 Zoschke and Bock)شهوند  رونویسهی و ترجمهه مهی    زمهان ههم 

سهی و  های هسته در این انهدامک رونوی که ژن، در صورتی(2018

ی مکهانی و زمهانی در   شوند. ایهن وقفهه  در سیتوپلاسم ترجمه می

تواند باعهک ایجهاد سهاهتارهای ثانویهه در     رونویسی و ترجمه می

mRNA      ،شده و بیان آن را با مشکل مواجه کنهد. بهه همهین دلیهل

ژن کیمهوزین )کهه محهل اتصهال      5´ویهژه در ناحیهه   هها بهه  توالی

اد ساهتارهای ثانویه بها اسهتفاده از   باشد( از نظر ایجها میریبوزوم

-بررسی و توالی GenomeCompilerارزار ابزار طراحی پرایمر نرم

های مناسب با کمترین احتمال تشکیل ساهتارهای ثانویه اسهتفاده  

 سهازی شهده نههایی از نظهر شهاهص     در پایان، توالی بهینه شدند.

ماره ( ارزیابی شد که نتایج آن در جدول شه CAI) سازگاری کدون

 CAIشهود، مقهدار   که دیده می طورهمان(. 1آمده است )جدول  1

سازی شده در هر دو انهدامک هسهته و   ینهبهبرای ژن پروکیموزین 

طور قابل توجهی نسبت به ژن پروکیموزین گهاوی  به کلروپلاست

سازی کدون دهنده کارایی بهینهطبیعی ارزایش یارته است، که نشان

 باشد.   می

  

 
ای بیهان  ( بهر Codon-optimizedشده )های بهینه( و ژن سنتز شده با کدونNativeی سنس ژن پروکیموزین گاوی طبیعی )ترازسازی توالی نوکلئوتیدی رشتههم -2شکل 

 دار شده با ستاره در دو توالی با هم مشابه هستند.های نشانمناسب در اندامک هسته و کلروپلاست گیاه توتون. توالی
Fig. 2. Nucleotide sequence alignment of the sense strand of the native bovine prochymosin gene and the synthesized gene with codon-

optimized codons for proper expression in the nucleus and chloroplast organelles of the tobacco plant. The sequences marked with an 

asterisk are similar in both sequences. 
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 PlyGBSبهرای ژن مصهنوعی    CAIهسته و کلروپلاسهت گیهاه توتهون. شهاهص      ژنوم نسبت بهشده  سازینهیبهو  یعیطب نیموزیژن پروک یبرا CAIشاهص  -1جدول 

(Oey et al. 2009) .که با مورقیت در کلروپلاست گیاه توتون بیان شده است، برای مقایسه آورده شده است 
Table 1. CAI index for natural and optimized prochymosin gene relative to the nucleus and chloroplast genome of tobacco plant. The CAI 

index for the synthetic PlyGBS gene (Oey et al. 2009), which has been successfully expressed in tobacco chloroplasts, is given for 

comparison. 

 نسبت به ژنوم کلروپلاست توتون CAIشاخص  ی توتوننسبت به ژنوم هسته CAIشاخص  توالی ژن

 477/0 628/0 پروکیموزین گاوی طبیعی

 947/0 929/0 شدهپروکیموزین بهینه

 PlyGBS 929/0 939/0صنوعی ژن م

 

جهت تهیه ناقل بیانی مناسهب بهرای انتقهال ژن بها اسهتفاده از دو      

روش مرسههوم در انتقههال ژن بههه گیاهههان شههامل تفنههگ ژنههی و    

اسهتفاده   pBI121و  p35S-TP-GFPآگروباکتریوم، دو ناقل بیهانی  

 SmaIو  SacIشدند. ابتدا هر دو ناقل با استفاده از دو آنزیم برشی 

این برش باعک جهدا شهدن    p35S-TP-GFPرش داده شدند. در ب

-3شهود )شهکل   مهی  GFPجفت بازی مربهوط بهه ژن    717قطعه 

 الف(.

 

 

 
)سهمت   pUC57-CYM. )الف( هضم آنزیمی pBI121و  p35S-TP-GFPهای بیانی سازی ژن پروکیموزین در ناقلتصویر الکترورورز مراحل مختلف همسانه -3شکل 

باز )مشخص شده بها  جفت 1116. باند مربوط به ژن پروکیموزین سنتزی با اندازه SmaIو  SacIهای برشی )سمت چپ مارکر( با آنزیم p35S-TP-GFPراست مارکر( و 

-p35Sبهازی حاصهل از هضهم آنزیمهی     جفت 4043سازی شد و برای جاسازی در ناقل بیانی استفاده شد. قطعه جدا و هالص pUC57-CYM( از سازه iحرا انگلیسی 

TP-GFP (v1به عنوان یکی از ناقل ) سازی شده استفاده شد. )ب( الکترورورز محصول هضم آنزیمی ناقهل  سازی پروکیموزین هالصهمسانههای بیانی برایpBI121   بها

( به عنهوان ناقهل بیهانی مناسهب انتقهال ژن بها روش آگروبهاکتریوم، بهرای         v2) pBI121بازی حاصل از هضم آنزیمی جفت 12871. قطعه SmaIو  SacIهای برشی آنزیم

سازی شده حاصل از قسمت )الف( و )ب( برای ارزیابی کمیت و کیفیهت  سازی شده استفاده شد. )ج( تصویر الکترورورز قطعات هالصزین هالصسازی پروکیموهمسانه

محصهول  ههای حاصهل از انتقهال    حاصل از تکثیر ژن پروکیمهوزین در تعهدادی از کلهونی    PCRها جهت استفاده در واکنش لیگاسیون. )د( تصویر الکترورورز محصول آن

-و( تصویر الکترورورز هضم آنزیمهی ناقهل  -کند. )هها را تایید میها، نوترکیب بودن آن. وجود باند اهتصاصی ژن پروکیموزین در تمام کلونیE. coliلیگاسیون به باکتری 

شهده در واکهنش لیگاسهیون بهرای ههر دو ناقهل        . بازیابی قطعات اسهتفاده SmaIو  SacIهای برشی )و( با آنزیم pBI121-CYM)ه( و  p35S-TP-CYMهای نوترکیب 

 کند.های نوترکیب را تایید مینوترکیب، درستی ناقل
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Fig. 3. Electrophoresis image of different stages of prochymosin gene cloning in p35S-TP-GFP and pBI121 expression vectors. (A) 

Enzymatic digestion of pUC57-CYM (right marker) and p35S-TP-GFP (left marker) with SacI and SmaI restriction enzymes. The 1116 bp 

synthetic prochymosin gene band (identified by the letter i) was isolated from the pUC57-CYM construct and used for insertion into the 

expression vector. A 4035 bp fragment derived from enzymatic digestion of the p35S-TP-GFP (v1) was used as one of the expression vectors 

for cloning of purified prochymosin. (B) Electrophoresis of the digestive product of pBI121 vector with SacI and SmaI enzymes. The 12871 

bp fragment resulting from enzymatic digestion of pBI121 (v2), as a suitable expression vector for gene transfer by Agrobacterium method, 

was used for cloning of purified prochymosin. (C) Electrophoresis image of the purified components from (a) and (b) to evaluate their 

quantity and quality for use in the ligation reaction. (D) Electrophoresis of the PCR product resulting from the amplification of the 

prochymosin gene in a number of colonies resulting from the transfer of the ligation product to E. coli. The presence of a specific 

prochymosin gene band in all colonies confirms their recombination. (E-f) Image of electrophoresis of enzymatic digestion of recombinant 

vectors p35S-TP-CYM (e) and pBI121-CYM (f) with restriction enzymes SacI and SmaI. The recovery of components used in the ligation 

reaction for both recombinant vectors confirms the accuracy of the recombinant vectors. 

 
شهده اسهت. ایهن ناقهل     نژن گزینشگر تعبیه  p35S-TP-CYMساهتار ناقل  . در)ب( pBI121-CYM)الف( و  p35S-TP-CYMهای بیانی نقشه ریزیکی ناقل -4شکل 

یی گیاههان  گر پهس از بهاززا  زینشکه با استفاده از ناقل دوم حاوی ژن گزینشگر و انتقال توام دو ناقل، حیا ژن گطوریبرای انتقال ژن به روش تفنگ ژنی مناسب است، به

یهانی ژن گزینشهگر و ژن کیمهوزین در    ههای ب کاست pBI121-CYMپییر است. در ناقل های گزینشگر و کیموزین در نسل بعدی امکانتراریخت با استفاده از تفکیک ژن

 ( مشخص شده است، قرار دارد.LB( و چپ )RBکه با دو توالی حاشیه راست ) T-DNAداهل 
Fig. 4. Physical map of the expression vectors p35S-TP-CYM (a) and pBI121-CYM (b). The selectable marker gene is not embedded in the 

p35S-TP-CYM vector structure. This vector is suitable for gene transfer by biolistic gun method, so that by using the second vector 

containing the selectable marker gene and the simultaneous transfer of two vectors, the marker can be eliminated after regeneration of 

transgenic plants using the segregation of the selectable marker and chymosin genes in the next generation. In the pBI121-CYM vector, the 

expression cassettes of the selectable marker gene and the chymosin gene are located inside the T-DNA, which is characterized by two 

sequences of right (RB) and left (LB) boarders. 

 

 GUSجفت بازی مربوط بهه ژن   1887نیز قطعه  pBI121در ناقل 

ب(. قطعهات باقیمانهده از دو   -3شود )شهکل  با این برش جدا می

( برای جاسازی v2) 12871( و v1) 4043ناقل به ترتیب با اندازه 

( کهه از  iبازی مربوط به پروکیموزین مصنوعی )جفت 1116قطعه 

ایجهاد   SmaIو  SacIبا هضم آنزیمی بوسیله  pUC57-CYMناقل 

-الف و ب(، اسهتفاده شهدند. پهس از ههالص    -3شده بود )شکل 

سازی، کمیت و کیفیت این قطعات روی ژل آگارز ارزیهابی شهده   

انجهام گررهت. پهس از انتقهال      ج( و واکنش لیگاسهیون -3)شکل 

هها روی  و گهزینش کلهونی   E. coliمحصول لیگاسیون به بهاکتری  

ها بها اسهتفاده از جفهت آغهازگر     محیط گزینشی، تعدادی از کلونی

د(. تاییهد  -3اهتصاصی ژن کیموزین مصنوعی تایید شدند )شکل 

نهایی دو مورد از هر ناقل نوترکیب با استفاده از هضم آنزیمهی بها   

 و(.  -ه-3انجام گررت )شکل  SmaIو  SacIهای آنزیم همان

نمهایش   4های نوترکیب تهیه شهده در شهکل   تصویر ریزیکی ناقل

انی شود، در ناقل بیه که در تصویر دیده میاده شده است. همنناند

p35S-TP-CYMانهداز  پروکیموزین تحک کنترل راه ، ژن مصنوعی

الهف(.  -4ویروس موزائیک گل کلم قهرار دارد )شهکل    35Sقوی 

نهی  این ناقل برای انتقال ژن کیموزین به گیاهان از طریق تفنهگ ژ 

ا بودن ب( هم با دار-4)شکل  pBI121-CYMناقل مناسب است. 

، T-DNAهای بیانی ژن گزینشگر و ژن کیموزین در داههل  کاست

 باشد.مناسب انتقال ژن به روش آگروباکتریوم می

به منظور تایید صحیح بهودن چهارچوب و عملکهرد ژن کیمهوزین     

بررسی شهد. نتهایج    E. coliسنتز شده، انتقال و بیان آن در باکتری 
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ی بهاکتری حامهل ناقهل    تهرل، عصهاره  نشان داد که، بهر ههلاا کن  

شهود  نوترکیب حاوی ژن پروکیموزین باعک لخته شدن شهیر مهی  

 (. این نتایج عملکردی بودن ژن سنتز شده را تایید کرد.5)شکل 

 

 
نتایج حاصل از آزمایش لخته شدن شیر تازه با عصاره بهاکتری حهاوی    -5شکل

-pETههالی   (. عصاره باکتری حهاوی ناقهل  CYM) pET-28a-bCYMناقل 

28a (pET( و بارر )PBSبه ).عنوان کنترل استفاده شد 
Fig. 5. Results of fresh milk coagulation test using bacterial 

extract harboring pET-28a-bCYM recombinant vector (CYM). 

Extract of bacteria having empty pET-28a (pET) vector and 

buffer (PBS) were used as control. 

 

ای از پروتئازها با رعالیت بهینه در دسته پروتئازهای آسپارتیک

صنعت غیا در ای کاربردهای گسترده کههای اسیدی هستند محیط

های مهم این کیموزین یکی از آنزیم. (Wang et al. 2021)دارند 

کننده در طعم و گروه در صنعت پنیرسازی است که نقش تعیین

دارد. هر اندازه که آنزیم مورد استفاده رعالیت  بارت محصول

ی بیشتری نسبت به رعالیت پروتئولیتیک داشته باشد، کنندگلخته

شود، چراکه رعالیت پروتئولیتیکی بیشتر منجر به اده میترجیح د

یل به دلشود. کیموزین گاوی  عیف شدن طعم و بارت پنیر می

ی بیشتری در مقایسه با رعالیت کنندگلختهاینکه رعالیت 

باشد ی مناسبی برای تولید پنیر میپروتئولیتیکی دارد، گزینه

(Mohanty et al. 1999; Wei Zheng-Yi et al. 2016) و به ،

اغلب برای تولید گسترده استفاده شده و  صورتبههمین دلیل، 

-هترولوگوس در سایر رآکتورهای زیستی از قبیل میکروارگانیسم

 Wei Zheng-Yi et)شود ها، گیاهان و سایر حیوانات استفاده می

al. 2016) .یین گاوزپروکیموپری در یک پژوهش، نسخه طبیعی 

موزاییک گل کلم به ژنوم هسته ویروس  35Sانداز راهتحت کنترل 

نشان داد که کیموزین نوترکیب این تحقیق نتایج منتقل شد. تنباکو 

کنندگی لختهرعالیت  در گیاه توتون بیان شده، وبا مورقیت 

. (Wei Zheng-Yi et al. 2016) داردگاوی  با کیموزینمشابهی 

 کردنتوانایی لخته با بز  طبیعی ینزبیان کیمو مطالعه دیگر،در 

 .Liu et al) ه استشد گزارشبا مورقیت در بیر ذرت ، شیر

گیاهان گزینه مناسبی برای د که ندهیاین نتایج نشان م. (2017

در این پژوهش، با توجه . باشندمی نوترکیب رعال کیموزینتولید 

سازی و تهیه ها، ژن کیموزین گاوی برای همسانهبه این ویژگی

 های بیانی مناسب انتقال و بیان در گیاهان انتخاب شد.ناقل

ودات را تواند بیان پروتئین ههارجی در موجه  هایی که میاز روش

ههای  های ژن هترولهو  بها کهدون   سازی کدونارزایش دهد، بهینه

نتایج . (Fu et al. 2020; Lewis et al. 2020)رایج در میزبان است 

یا ترجیح  دهد که انحراا کاربرد کدونیمطالعات گیشته نشان می

باشهد  می ارتباطکدونی در موجودات مختلف با سطح بیان ژن در 

(Gouy and Gautier 1982; Duret and Mouchiroud 1999; 

Espinoza-Molina et al. 2016)راا کههدونی ، انحهه. در نتیجههه

ههای نوترکیهب   یک پارامتر مهم برای ارزایش بیان پروتئین عنوانبه

 Gustafsson et)های بیانی هترولو  پیشنهاد شده است در میزبان

al. 2004)   علت انحراا کاربرد کدونی در موجودات، بیشهتر بهه .

انتخاب طبیعی، جهش و رانهش ژنتیکهی نسهبت داده شهده اسهت      

(Hershberg and Petrov 2008) . ههای ژن  در این تحقیق، کهدون

سازی شد که قابلیت بیان بالا در پروکیموزین گاوی به نحوی بهینه

هر دو اندامک هسته و کلروپلاست گیهاه توتهون را داشهته باشهد.     

و  929/0بهرای ایهن دو انهدامک بهه ترتیهب       CAIمیزان شهاهص  

-بدست آمد که یک مقدار مناسب برای بیهان کارآمهد مهی    947/0

ترین روش برای بررسهی انحهراا   ورد این شاهص رایجباشد. برآ

 CAIمقدار شهاهص   .(Sharp and Li 1987)کاربرد کدونی است 

ک بین صفر و یک بوده و هر اندازه این مقدار به عهدد یهک نزدیه   

یانگر بیان بالای آن پروتئین در میزبان هترولو  هواههد  نماباشد، 

هههای ژن کههدون کههه یآنجههائ. از (Sharp and Li 1987)بههود 

ههر دو انهدامک هسهته و     پروکیموزین گاوی برای بیان مناسب در

رود بیهان آن  سازی شد، احتمال مهی کلروپلاست گیاه توتون  بهینه

بیشتر از  مراتببهویژه در اندامک کلروپلاست( در سایر گیاهان )به

های هترولو  که ژن کیموزین گاوی طبیعی باشد. یکی از پروتئین

ول( ین محله پروتئدرصد کل  70تا به امروز بیشترین بیان )بیش از 
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را در کلروپلاسههت گیههاه توتههون نشههان داده اسههت، ژن مصههنوعی 

PlyGBS باشد می(Oey et al. 2009)   این ژن برای بیهان مناسهب .

 Shimda and)است  ATدر ژنوم پلاستید گیاهان عالی که غنی از 

Sugiuro 1991)سازی شده بود. شاهص ، بهینهCAI  محاسبه شده

ژن  CAIژن کیموزین مصنوعی در ایهن پهژوهش، بها مقهدار      برای

دهنهده  (، کهه نشهان  1قابل مقایسه بود )جدول  PlyGBSمصنوعی 

باشهد. در یهک   مناسب بودن آن برای بیان در ژنوم گیاه توتون مهی 

اوی باعهک ارهزایش   گه  زینسازی کهدون ژن کیمهو  بهینهپژوهش، 

 گردیهد   Kluyveromyces lactis سطح بیان پروتئین نوترکیهب در 

(Feng et al. 2010)   ،سهازی کهدون ژن  هینهه ب. در گزارشی دیگهر 

 Pichia بیهان آن در جهی در ارهزایش  کیموزین گاوی اثر قابل تهو 

pastoris   دادنشهان (Espinoza-Molina et al. 2016)  ،بنهابراین .

سازی کدون یک اسهتراتژی مناسهب بهرای    که بهینهمی توان گفت 

 ت.کیموزین نوترکیب در موجودات هدا اس بهبود سطح بیان ژن

ی و تایید تهوالی، ژن پروکیمهوزین گهاوی در    پس از سنتز مصنوع

ههای  بها تهوالی ژن    pBI121 و  p35S-TP-GFPههای بیهانی   ناقل

-p35S-TPهای نوترکیب بهه ترتیهب   گزارشگر جایگزین شد. ناقل

CYM  و pBI121-CYM گیاری شهدند. در ناقهل   نامp35S-TP-

CYM  پپتید نشانه زیرواحد کوچک روبیسکو از گیاه توتون انتقال

روتئین کیموزین به اندامک کلروپلاست را هدایت هواههد کهرد.   پ

ی هادهندهانتقالمطالعات مختلفی نشان داده که این عمل به کمک 

-و کمپلکس Hsp70 ،Hsp90 ،FKBPهای هاصی از قبیل پروتئین

که بهه ترتیهب در غشهاهای بیرونهی و داهلهی       TICو  TOCهای 

-Jarvis 2008; Flores)شهود  کلروپلاست قرار دارنهد، انجهام مهی   

Pérez and Jarvis 2013)تواند  علاوه بر محارظت پروتئین ، و می

هترولو  از پروتئازهای سیتوپلاسمی، از سمیت آن بهرای میزبهان   

نهایت منجر بهه تولیهد بیشهتر پهروتئین      هترولو  نیز کاسته، و در

کههه از  TPپپتیههد نشههانه . (Kim et al. 2010)شههود هترولههو  

زیرواحد کوچک روبیسکو در ژنوم توتون گررته شهده، در انتههای   

آمین به توالی ژن پروکیموزین چسبیده است که ههدایت پهروتئین   

ای کنهد. ایهن ناقهل بهر    حاصل به اندامک کلروپلاست را کنترل می

 .Chiu et al)انتقال ژن به گیاهان با روش تفنگ ژنی مناسب است 

زمهان دو  . در انتقال ژن از طریق تفنگ ژنی امکان انتقال هم(1996

زمان تواند همناقل وجود دارد. بنابراین، ناقل بیانی بدست آمده می

با یک ناقل حاوی ژن گزینشگر مناسهب، بهرای انتقهال پایهدار ژن     

-کیموزین استفاده شود. مزیت این روش این است کهه انتقهال ژن  

دا و گزینشگر به ژنوم گیاه بصورت مستقل و به احتمهال  های ه

گیرد. این روش زیاد در نواحی متفاوت از ژنوم میزبان صورت می

تواند در حهیا ژن گزینشهگر پهس از گهزینش گیاههان      انتقال می

 . (Puchta 2000) تراریخت از طریق تفرق نتاج استفاده شود

در موارد متعدد برای انتقهال ژن ههارجی بهه ژنهوم      pBI121 ناقل

 ;Kasuga et al. 1999)گیاهههان مختلههف اسههتفاده شههده اسههت 

Yamamoto et al. 2005; Wei Qiuhui et al. 2017; Sun et al. 

طور معمول ژن موردنظر جایگزین ژن . برای این منظور، به(2020

ن نیهز ژ  pBI121-CYMدر ناقهل بیهانی   شهود.  می GUSگزارشگر 

به همراه کاست  35Sانداز قوی کیموزین مصنوعی تحت کنترل راه

های آمینوگلیکوزیهدی  بیوتیککه در برابر آنتی nptIIژن گزینشگر 

کند، از قبیل کانامایسین، نئومایسن و پرومایسین ایجاد مقاومت می

قرار دارد. این ناقل بهرای انتقهال ژن کیمهوزین     T-DNDدر ناحیه 

 با روش آگروباکتریوم مناسب است.مصنوعی به گیاهان 

سازی کدون به ترتیبی انجام شد که در که اشاره شد، بهینههمننان

هههای بیههانی  مطالعههات بعههدی بتههوان ژن کیمههوزین را در ناقههل  

کلروپلاستی برای انتقال و بیان پروتئین در پلاستید اسهتفاده کهرد.   

ز قبیهل  تولید پروتئین نوترکیب در کلروپلاست مزایهایی مختلفهی ا  

، که (Adem et al. 2017)بیان بسیار بالای پروتئین هترولو  دارد 

ههای صهنعتی در   کننهده در تولیهد آنهزیم   از موارد اساسی و تعیهین 

ین پهروتئ درصهد کهل    70گیاهان است. در یک مورد، تولید بالای 

 Oey et)ت محلول در کلروپلاست گیاه توتون هم دیده شده هسه 

al. 2009)انگیز بهرای  ، که این اندامک را به یک بیوراکتور وسوسه

 ها تبدیل کرده است.  های صنعتی و واکسند آنزیمتولی

، اگرچهه،  E. coliدر آزمایش بررسی بیان ژن سنتز شده در باکتری 

 40مدت زمان لازم برای لخته شدن شیر نسبتا طولانی بود )حدود 

زمهایش، صهحیح بهودن سهاهتار و     آدقیقه(، با این حال، نتایج این 

ینهد لختهه شهدن شهیر بها      عملکرد ژن را تایید کرد. کند بهودن ررآ 

. (Panthi et al. 2019)غلظت آنزیم کیموزین رابطه مسهتقیم دارد  

رود میزان آنزیم تولید شده در بهاکتری پهایین   بنابراین، احتمال می

ژن سنتز شده نسبت به ژنوم باکتری  CAIباشد. این نتیجه با میزان 
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E. coli  دهنده هوانی دارد، که هود نشانمحاسبه شد، هم 62/0که

 باشد. ها در ارزایش بیان ژن میسازی کدوناهمیت بهینه

کلی،  در این پژوهش، ژن پروکیموزین مصنوعی با کهدون  طوربه 

شده سنتز و پس از تایید توالی، در دو ناقل بیانی گیاهی سازیبهینه

گزین ژن گزارشهگر  جای p35S-TP-GFPو  pBI121مناسب شامل 

و  929/0برای ژنهوم هسهته توتهون    شد. شاهص سازگاری کدون 

محاسهبه گردیهد. بنهابراین، ژن     947/0برای ژنوم پلاستید توتهون  

کیموزین سنتز شده برای بیان در ژنوم هسته و کلروپلاست توتون 

مناسب است. با توجه به قرار گررتن تعدادی از گیاههان ههوراکی   

ههای  زمینی در تیره سولاناسه، کهدون ی و سیبررنگاز قبیل گوجه

شده احتمالا بهرای بیهان در ایهن گیاههان نیهز مناسهب باشهد.        بهینه

های ثبت شده ژنهوم هسهته   ژن مصنوعی برای توالی CAIشاهص 

که این محاسبه شد، درحالی 883/0و  839/0این گیاهان به ترتیب 

 533/0و  587/0مقههادیر بههرای ژن کیمههوزین طبیعههی بههه ترتیههب  

ههای  علاوه، با توجه به شهباهت بسهیار زیهاد ژنهوم    به بدست آمد.

توانهد  کلروپلاستی گیاهان مختلف، ژن مصنوعی طراحی شده، می

برای انتقال و بیان در اندامک کلروپلاست گیاهان مختلف اسهتفاده  

ژن پروکیمهوزین   CAIشود. بهرای تاییهد ایهن مو هوع شهاهص      

تعهدادی از گیاههان شهامل     مصنوعی نسبت به ژنهوم کلروپلاسهت  

زمینی، ذرت و گندم نان محاسهبه شهد کهه بهه     ررنگی، سیبگوجه

بدست آمهد. بطهور کلهی     943/0و  944/0، 950/0، 949/0ترتیب 

توان گفت نتایج این پژوهش، مهمترین ابزار لازم بهرای تولیهد   می

پروتئین کیموزین نوترکیب را در هسته و کلروپلاست تعهدادی از  

را رراهم نموده است. با توجه به تایید بیان و عملکهرد   گیاهان مهم

رغم مناسهب نبهودن کهدون    علی E. coliژن سنتز شده در باکتری 

توانهد امکهان   انتقال و بیان این ژن در گیاهان مهی برای این میزبان، 

تولید آنزیم کیموزین در گیاهان را به عنوان یک بیوراکتور سالم و 

 ینه رراهم کند.هزکم
 

 ر و قدردانیتشک

نویسندگان از حمایت مالی و معنوی دانشگاه شهید مدنی 

نمایند. رناوری تشکر و قدردانی میآذربایجان و ستاد زیست

رناوری قسمتی از حمایت مالی این پژوهش از طریق ستاد زیست

( تامین شده است. همننین، از زحمات آقای 10910/00)شماره 

یابی در دانشگاه لیل توالی دکتر پژوهنده در انجام آزمایشات

 شودررانسه قدردانی می
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