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چكیــده
يکــی از چالش های فرايند انتقال ژن در ماهيان، توســعة سيســتم هايی بــراي انتقال کارآمد DNA اســت. در اين پژوهش از 
پروتئين های باکتريايی برای هدفمندســازی انتقال ژن به تيرة ســلولی ماهی زبرا استفاده شده اســت. اگروباکتريوم با نام علمی 
Agrobacterium tumefaciens قادر به انتقال کارآمد DNA خود به صورت يک مجموعه DNA-Protein به سلول های 
گياهی است. پروتئين های اگروباکتريوم VirD2 و VirE2 در اين فرايند نقش مهمی را ايفا می کنند. در اين مطالعه با ساخت يک 
مجموعه مشــابه سيستم اگروباکتريوم، متشکل از DNA تک رشته ای و پروتئين های VirE2 و VirD2 به صورت in vivo، به 
 VirE2 ماهی زبرا پرداختيم. نتايج نشان داد که ZF4 بررسی پتانسيل اين روش در افزايش کارايی فرايند انتقال ژن به تيرة سلولی

و VirD2 سبب بهبود کارايی انتقال DNA به ژنوم تيرة سلولی ماهی زبرا شدند. 
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1. مقدمه
يکی از مسائل حائز اهميت در فرايند انتقال ژن سرنوشت 
DNA و درصد نفوذ سازة ژنی به درون ژنوم است. به 
طور ايده آل سيستم انتقال ژني بايد، علاوه بر کارآمدی، 
از ورود نسخه های متعدد ژن مورد نظر به درون هستة 
متعدد سبب  نيز جلوگيری کند، زيرا نسخه های  سلول 
 .)Pelczar et al., 2004( خاموش سازی ژن ها می شوند
در  ژن  انتقال  مطالعات  اصلی  تمرکز  حاضر،  حال  در 
موجودات با اهداف متفاوت، جست وجو برای عناصری 
ژنوم  با  ادغام  و  نزديک شدن  احتمال  بتوانند  که  است 
موجود هدف را افزايش دهند تا سبب افزايش کارآمدی 
 ،)Tzfira & Citovsky, 2008( شوند  ژن  انتقال  عمل 
زيرا امروزه يکی از چالش های اساسی در مباحث انتقال 
ژن به موجودات مختلف افزايش بازدهی عمليات انتقال 
سال های  در   .)Tzfira & Citovsky, 2005( است  ژن 
بر  ژن  انتقال  حوزة  در  زيستی  فناّوری  دانش  اخير، 
انواع  هدفمند  انتقال  سيستم های  ارائة  و  جست وجو 
ژن ها به ژنوم موجودات مختلف متمرکز بوده است و 
هستة  به  مواد  اين  کارآمد  دسترسی  بر  تأکيد  بيشترين 
سلول و درون ژنوم است. در ادامه و با معرفی روش های 
جديد، مانند انواع پروتئين هايی که قابليت نزديک شدن 
به هستة سلول را فراهم می کنند، تلاش ها برای معرفی 
چنين سيستم هايی در انواع مختلف موجودات ادامه دارد 
 Guralnick et al., 1994; Collas and Alestrom,(
 1998; Ziemienowicz et al., 1993; Pelczar et

.)al., 2004; Ziemienowicz et al., 2001

تلاش برای توليد ماهيان انتقال ژن يافته چه با هدف 
افزايش توليد در آبزی پروری و چه با هدف کاربرد آنها 
به منزلة موجودات مدل در توليد پروتئين های نوترکيب 
صنعتی يا دارويی و نيز کاربرد ماهيان انتقال ژن يافته در 
اهميت  حائز  همواره  آبزيان  در  ژنوم  پايه ای  مطالعات 
 Houdebine, 2009; Hwang et al.,( است  بوده 

.)2004; Morita et al., 2004; Sin, 1997

هر يک از روش های انتقال ژن در آبزيان معايب و 
دارد. در مجموع می توان گفت  را  مزايای خاص خود 

ماهيان  توليد  در  ژن  انتقال  روش های  انواع  چند  هر 
انتقال ژن يافته به کار می رود، هيچ کدام از اين روش ها 
آنها  اکثر  در  و  نيستند  مناسب  موارد  همة  در  يا  کامل 
بازدهی انتقال توالی ژنی به درون هستة سلول و ژنوم 
ماهی بسيار کم )به طور متوسط 0/5-1 درصد( است 
روش های  بهينه سازی  بنابراين،   .)Maclean, 1994(
 DNA موجود در انتقال ژن به منظور افزايش ميزان نفوذ
خارجی به داخل ژنوم و متعاقباً افزايش کارايی عمليات 
نظر  به  ترتيب،  اين  به  بود.  انتقال ژن ضروری خواهد 
 DNA می رسد کاربرد روش هايی که سبب نفوذ هدفمند
خارجی به داخل ژنوم شوند کمک شايانی به روند بهتر 

و مؤثرتر فرايند انتقال ژن خواهد کرد.
از  گروهی  ميان  از  که  است  شده  مشخص  اخيراً 
شناخته  اگروباکتريوم  به منزلة  که  خاک،  باکتری های 
می شوند، چندين گونه وجود دارند که می توانند سبب 
به کروموزوم  از DNA پلاسميدی خود  انتقال قسمتی 
پلاسميد  اين   .)Tzfira et al., 2005( شوند  گياه 
ژن های  همة  و   )T-DNA( انتقال يابنده   DNA شامل 
در  است.  گياهی  سلول  به  انتقال  عمل  برای  ضروری 
اين ميان ژن های vir از اهميت ويژه ای در فرايند انتقال 
 VirD2 پروتئين های  آنها  بين  از  و  برخوردارند  ژن 
به  ژن  انتقال  در  کامل کننده  و  حياتی  نقشی   VirE2 و 
پروتئين  دو  اين  می کنند.  بازی  اگروباکتريوم  واسطة 
را   T مجموعة  نام  به  مجموعه ای   ،T رشتة  همراه  به 
تشکيل می دهند که شکل انتقال شوندة T-DNA است. 
 )NLS( هسته ای  مکان يابی  پيام  توالی  پروتئين  دو  اين 
آنها  به  متصل   T-DNA و  آنها  هدايت  در  که  دارند 
 Tzfira( مي کند  کمک  گياهی  سلول  هستة  سوی  به 
پروتئين ها  اين  در   NLS توالی   .)& Citovsky, 2000
را،  آزمايشگاه  در  T ساخته شده  مجموعه های  می تواند 
که شامل پروتئين های گزارشگرند، به هستة سلول های 
 Tzfira & Citovsky,( گياه، جانور و مخمر هدايت کند

.)2008
در اين پژوهش، امکان استفاده از اين روش در انتقال ژن 
به تيرة سلولی ZF4 ماهی زبرا )Danio rerio( بررسی 
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هدفمند  نفوذ  ميزان  در  روش  اين  تأثيرات  تا  می شود 
تيرة  اين  ژنوم  درون  به  خارجی   DNA توالی  مؤثر  و 
 in در سطح  انتقال ژن  کارايی عمل  افزايش  و  سلولی 

Vitro سنجش شود.

2. مواد و روش ها

1.2. توليد پروتئين های نوترکيب
برای توليد پروتئين های نوترکيب VirE2 و VirD2، از 
باکتری E.Coli سوية BL21)DE3(PLysS استفاده شد. 
به اين منظور توالی کدکنندة اين دو پروتئين از سايت 
 MWG شرکت  به  سنتز  برای  و  جست وجو   NCBI
فرستاده شد. پس از دريافت سازه های ژنی مربوطه از 
طريق  از  پروتئين  دو  اين  کدکنندة  توالی  شرکت،  اين 
اين  از   HindIII و   ECoRI برشی  آنزيم های  با  برش 
سازه ها جداسازی شد و از طريق واکنش اتصال آنزيمی 
آنزيم های  با  که  )+(pET32a درج شد  ژنی    در سازة 
ژنی  اين سازه های  بود. سپس،  داده شده  برش  مذکور 
نوترکيب از طريق واکنش شوک حرارتی به سلول های 
  BL21)DE3(PLysSسوية  E.Coli باکتری  مستعد 
از  پس  ژن های جديد،  کلونی های حامل  منتقل شدند. 
تأييد وجود قطعة درج شده، به کمک واکنش زنجيره ای 
پليمراز بر اساس پرايمرهای پيشرو و پسروی پروموتر 
به  از روی پلت آگار جداسازی شدند و نخست   ،T7
مدت 16 ساعت در محيط LB حاوی آنتی بيوتيک های 
آمپی سيلين و کلرامفنيکل در دمای 37 درجة سانتی گراد 
کشت داده شدند. پس از تهية اين کشت اوليه، سلول های 
باکتری به نسبت1:50 به محيط کشت LB جديد تلقيح 
باکتريايی در  به درجة کدورت 0/7کشت  تا رسيدن  و 
نانومتر در دمای 37 درجة سانتی گراد  طول موج 600 
با شرايط rpm 200 کشت داده شدند. پس از طی اين 
مدت با افزودن IPTG )با غلظت نهايی 1mM( در محيط 
کشت LB توليد اين پروتئين ها در اين سويه القا شد و 
باکتري ها پس از افزودن IPTG، در همان محيط کشت 
به مدت 6 ساعت به ترتيب در دمای 28 و 37 درجة 

شدند.  داده  کشت   VirE2 و   VirD2 برای  سانتی گراد 
پس از اتمام زمان بيان، سلول هاي باکتری با سانتريفيوژ 
با شرايط x g 10,000 در دمای 4 درجة سانتی گراد و 
پس  و  محيط کشت جدا شدند  از  دقيقه   20 مدت  به 
 EDTA,Potease 1Mm بافر  در  رسوب  حل کردن  از 
  Tric-HCl,20Mm inhibitor,tritonX100,pH8,3
فراصوت  نيروی  اعمال  با  گرفت،  انجام  يخ  روی  که 
که  سلولی  عصارة  اين  رويی  محلول  شدند.  شکسته 
است،  زيستی  فرم  در  فعال  و  محلول  پروتئين  حاوی 
پس از سانتريفيوژ در شرايط  x g 10,000 در دمای 4 
SDS- درجة سانتی گراد و به مدت 20 دقيقه، به روش

PAGE الکتورفورز و با کوماسی بلو رنگ آميزی شد و 
وسترن  روش  از  بيان شده  پروتئين  صحت  تأييد  براي 
بلات1  استفاده شد. در مرحلة بعد برای خالص سازی 
 HisTrap کروماتوگرافی  ستون هاي  از  پروتئين ها  اين 

(HP )GE Healthcare استفاده شد.

2.2. ساخت سازة ژنی
برای ساخت سازة ژنی که متشکل از مجموعة حاصل از 
 VirD2 و VirE2 به دو پروتئين نوترکيب DNA اتصال
 phrGFP-1)STRATAGEN( ژنی  سازة  از  است، 
اتصال  برای  لازم  شرايط  ايجاد  منظور  به  شد.  استفاده 
F:5ʹccaata پرايمرهای  از   ،DNA به   VirD2 پروتئين 
R: 5ʹccaat و   tatcctgtcaaatgcattagttattaatagt3ʹ

استفاده   atatcctgtcaattaagatacattgatgagtt3ʹ
شد. توالی مجاور سمت راست T-DNA در پلاسميد  
مشخص  خط  کشيدن  با  توالی ها  اين  در   )RB)  pTi
سازة  اختصاصی  توالی  پرايمر،  توالی  بقية  است.  شده 
از  نظر  مورد  قطعة  تکثير  از  پس  است.   1-phrGFP
به طول  باند حاصله  پرايمرها،  اين  به کمک  اين سازه 
 )QIAGEN( خالص سازی  کيت  کمک  به  1/9کيلوباز 
در  بعد  مرحلة  در  و  شد  جداسازی  آگارز  ژل  روز  از 
درجة حرارت 95 درجة سانتی گراد و به مدت 5 دقيقه 
 GeneAmp PCR System( ترموسايکلر  دستگاه  در 
شود.  توليد  تک رشته ای   DNA تا  گرفت  قرار   )2400

1.Western Blot
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DNA که شامل ژن گزارشگر  توالی تک رشته ای  اين 
hrGFP، پروموتر CMV، توالی خاتمه دهندة SV40 و 
توالی RB براي اتصال به پروتئين VirD2 است نخست، 
 1 مدت  به  و  سانتی گراد  درجة   37 حرارت  درجة  در 
ساعت مورد واکنش با پروتئين VirD2 قرار گرفت و در 
 ،VirD2 مرحلة بعدی اين توالی تک رشته ای متصل به
به مدت 30 دقيقه در درجة حرارت 4 درجة سانتی گراد 
تا سازة ژنی  در مجاورت پروتئين VirE2 قرار گرفت 
نهايی که ترکيبی از DNA تک رشته ای و اين دو پروتئين 

است ساخته شود.

ZF4 3.2. ساخت سازة ژنی براي انتقال به تيرة سلولی
براي بررسی و مقايسة تفاوت های احتمالی کاربرد اين دو 
پروتئين نوترکيب در انتقال ژن به تيرة سلولی ZF4 ماهی 
زبرا )Danio rerio( دو سازة ژنی مختلف به اين تيرة 
سلولی انتقال داده شد: سازة ژنی اول، DNA تک رشته ای 
 DNA دوم،  سازة  و  پروتئين  دو  اين  حضور  بدون 

 .VirD2 و VirE2 تک رشته ای متصل به پروتئين های

ZF4 4.2. کشت تيرة سلولی
زبرا  ماهی  روزة  يک  لارو  از  که   ZF4 سلولی  تيرة 
شکل  دارای  ريخت شناسی  لحاظ  از  است،  شده  تهيه 
فيبروبلاستی و به صورت چسبيده به بستر محيط کشت 
کشت  محيط  از  سلولی  تيرة  اين  کشت  برای  است. 
 DME)Dulbecco's Modified Eagle's Medium(

به همراه 10 درصد FCS با شرايط درجة حرارت 28 
درجة سانتی گراد و ميزان 5 درصد CO2 استفاده شد.

ZF4 5.2. انتقال سازة ژنی به تيرة سلولی
24 ساعت قبل از انتقال سازة ژنی، سلول ها از فلاسک 
به پلت های 6 خانه ای با تراکم 106×1 پاساژ داده شدند؛ 
 ،ZF4 سلولی  تيرة  به   hrGFPژنی سازة  انتقال  برای 
با  ژنی  سازه های  نظر،  مورد  تراکم  به  رسيدن  از  پس 
اختلاط  از  پس  و  رقيق   Opti-MEM)invitrogen)
محيط کشت سلول ها  به   )invitrogen( ليپوفکتامين  با 

انتقال داده شدند.

6.2. بررسی موفقيت انتقال ژن

 ZF4 برای بررسی ميزان موفقيت انتقال ژن به تيرة سلولی
در هر يک از دو سازة ژنی انتقال يافته، محيط کشت تيرة 
سلولی در فاصلة زمانی 48 ساعت پس از انتقال ژن براي 
ميکروسکوپ  طريق  از   hrGFP ژن  بيان نشدن  يا  بيان 
 MVX10-macro-zoom)Olumpus,Tokyo,Japan)
داده های  نتايج  تأييد  براي  همچنين،  شد.  بررسی 
با  سلولی  تيرة  از  ژنومی   DNA ميکروسکوپی، 
 DNA )DNeasy blood استخراج  کيت  از  استفاده 
استخراج   and tissue miniprep kit,QIAGEN)
اختصاصی  پرايمرهای  از  استفاده  با  و   )1 )شکل  شد 
 R: و   F:5ʹatgcattagttattaatagt3ʹ شامل   hrGFP
 ʹttaagatacattgatgagtt3ʹ5 و به کمک واکنش زنجيره ای 

سلولي در  ةتيريافته، محيط كشت  انتقالژني  سازةدر هر يك از دو  ZF4سلولي  تيرةبراي بررسي ميزان موفقيت انتقال ژن به 
-MVX10-macroميكروسكوپ  از طريق hrGFPژن  نشدن بيان يا بيان برايساعت پس از انتقال ژن  48زماني  ةفاصل

zoom(Olumpus,Tokyo,Japan)  ي ميكروسكوپي، ها نتايج داده تأييد براي ،همچنين .شدبررسيDNA سلولي با  ةژنومي از تير
) و با استفاده از 1(شكل  شداستخراج  DNA (DNeasy blood and tissue miniprep kit,QIAGEN) استفاده از كيت استخراج

اي  زنجيرهو به كمك واكنش  ʹR: 5ʹttaagatacattgatgagtt3و  ʹF:5ʹatgcattagttattaatagt3 شامل hrGFP پرايمرهاي اختصاصي
بار  3شده براي هر تيمار  استخراج DNAپليمراز براي هر نمونه از  اي زنجيرهصحت نتايج، واكنش  تأييد. براي شدپليمراز تكثير 
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واکنش  نتايج،  صحت  تأييد  برای  شد.  تکثير  پليمراز 
زنجيره ای پليمراز برای هر نمونه از DNA استخراج شده 
برای هر تيمار 3 بار تکرار شد. همچنين، پس از طراحی 
با  باز  جفت   550 طول  به   hrGFP ژن  برای  پروب 
 ،PCR DIG prob synthesis)Roche( استفاده از کيت
DNA ژنومی استخراج شده از تيره های سلولی با ساترن 
بلاتينگ بررسی شد تا از ورود ژن انتقال يافته به درون 

ژنوم اطمينان حاصل شود.

3. نتايج

1.3. بررسی موفقيت انتقال ژن
پروتئين  دو  کاربرد  از  حاصل  تأثيرات  سنجش  برای 
نوترکيب VirE2 و VirD2 در فرايند انتقال ژن به تيرة 
سلولی ماهی زبرا، در فاصلة زمانی 48 ساعت پس از 
انتقال ژن، بيان يا بيان نشدن ژن hrGFP با ميکروسکوپ 

MVX10-macrozoom)Olympus,Tokyo,Japan(
نشان  ميکروسکوپی  داده های   .)2 )شکل  شد  بررسی 
نشان  را   hrGFP ژن  بيان  که  سلول هايي  درصد  داد 
به همراه  دادند برای سلول هايی که مجموعة تک رشته 
پروتئين های VirE2 و  VirD2 به آنها منتقل شده بود، 
بيشتر از سلول هايی بود که فقط DNA تک رشته ای به 
آنها انتقال داده شده بود. اين نتايج نشان دهندة افزايش 
درخور ملاحظة کارايی انتقال ژن با استفاده از اين دو 

پروتئين در مقايسه با تيمار ديگر است.
نتايج واکنش زنجيره ای پليمراز و نيز ساترن بلاتينگ 
 ،hrGFP ژن  برای  طراحی شده  پروب  از  استفاده  با 
نشان دهندة تأييد نتايج قبلی بود )شکل 3( و مشخص 
کرد که استفاده از اين دو پروتئين با افزايش نرخ انتقال 
ژن، سبب افزايش کارايی فرايند انتقال ژن در اين تيرة 

سلولی ماهی زبرا شده است.

  
  

  ssDNA+VirD2+VirE2  ، ب)ssDNA  الف) ار مورد آزمايش.در دو تيم نتايج ساترن بلات .2 شكل
  
  

  
  ssDNA+VirD2+VirE2در تيمار ZF4  سلولي تيرةدر hrGFP ژن  بيان .3 شكل

  يريگ نتيجهبحث و . 4
بررسي ماهي زبرا  ZF4سلولي  تيرةژني براي انتقال ژن به  سازةدر  VirD2و  VirE2در پژوهش حاضر كاربرد دو پروتئين نوتركيب 

خارجي به درون ژنوم اين  DNAر افزايش بازدهي فرايند انتقال ژن و افزايش درصد نفوذ د ها كاربرد اين پروتئين تأثيراتشد تا 
  .شودسلولي بررسي  ةتير

اي سبب افزايش راندمان فرايند انتقال ژن نسبت به  ملاحظه درخوربه صورت  ها بر اساس نتايج اين مطالعه، كاربرد اين پروتئين
ي سلولي در پستانداران و نيز دوزيستان ها گرفته در لاين انجاممطالعات  .شد(بدون كاربرد اين دو پروتئين)  مار مورد مقايسهتي

,.Guralnick et al., 1994; Ziemienowicz et al( اند كردهگزارش  نتايج مشابهي را 1993 & 2001; Pelczar et al., اين ). 2004
شده  متصل DNAو  ها كه در هدايت اين پروتئين استدر اين دو پروتئين  (NLS)اي  هستهيابي  مكانلي ثيرات به علت حضور تواأت

-DNA هاي تواند مجموعه مي ها در اين پروتئين NLSتوالي  ).Tzfira & Citovsky,2008( سلول نقش دارد هستةبه آنها به سوي 

Proteain گياه، جانور و مخمر هدايت كندهاي  سلول هستةبه  ،گزارشگرنداي ه پروتئينكه شامل  ،رادر آزمايشگاه شده  ساخته 
  ).همان(
مورد نظر را به ژنوم  DNAتوان توالي  اين است كه مي ها انتقال ژن در مقايسه با ساير روش فنّاوريكي از مزاياي اگروباكتريوم در ي

ن مورد نظر خاموش شود و يا بيان آن به شكل غيرمطلوبي بدون اينكه در اثر نفوذ چندين كپي از آن توالي، ژ ،ميزبان انتقال داد
Pelczar( صورت پذيرد et al., در  ها اند كه استفاده از اين پروتئين دادهروي لاين سلولي انساني نشان  شده انجاممطالعات  )؛2004

ب  الف 
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4. بحث و نتيجه گيری
در پژوهش حاضر کاربرد دو پروتئين نوترکيب VirE2 و 
 ZF4 در سازة ژنی برای انتقال ژن به تيرة سلولی VirD2
ماهی زبرا بررسی شد تا تأثيرات کاربرد اين پروتئين ها 
درصد  افزايش  و  ژن  انتقال  فرايند  بازدهی  افزايش  در 
سلولی  تيرة  اين  ژنوم  درون  به  خارجی   DNA نفوذ 

بررسی شود.
پروتئين ها  اين  کاربرد  مطالعه،  اين  نتايج  اساس  بر 
راندمان  افزايش  سبب  ملاحظه ای  درخور  صورت  به 
)بدون  مقايسه  مورد  تيمار  به  نسبت  ژن  انتقال  فرايند 
در  انجام گرفته  مطالعات  شد.  پروتئين(  دو  اين  کاربرد 
نتايج  دوزيستان  نيز  و  پستانداران  در  سلولی  لاين های 
 Guralnick et al., 1994;( مشابهی را گزارش کرده اند
 Ziemienowicz et al., 1993 & 2001; Pelczar et
al., 2004(. اين تأثيرات به علت حضور توالی مکان يابی 
هسته ای )NLS( در اين دو پروتئين است که در هدايت 
سوی  به  آنها  به  متصل شده   DNA و  پروتئين ها  اين 
 .)Tzfira & Citovsky,2008( دارد  نقش  سلول  هستة 
مجموعه های  می تواند  پروتئين ها  اين  در   NLS توالی 
DNA-Proteain ساخته شده در آزمايشگاه را، که شامل 
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خارجي به درون ژنوم اين  DNAر افزايش بازدهي فرايند انتقال ژن و افزايش درصد نفوذ د ها كاربرد اين پروتئين تأثيراتشد تا 
  .شودسلولي بررسي  ةتير

اي سبب افزايش راندمان فرايند انتقال ژن نسبت به  ملاحظه درخوربه صورت  ها بر اساس نتايج اين مطالعه، كاربرد اين پروتئين
ي سلولي در پستانداران و نيز دوزيستان ها گرفته در لاين انجاممطالعات  .شد(بدون كاربرد اين دو پروتئين)  مار مورد مقايسهتي

,.Guralnick et al., 1994; Ziemienowicz et al( اند كردهگزارش  نتايج مشابهي را 1993 & 2001; Pelczar et al., اين ). 2004
شده  متصل DNAو  ها كه در هدايت اين پروتئين استدر اين دو پروتئين  (NLS)اي  هستهيابي  مكانلي ثيرات به علت حضور تواأت

-DNA هاي تواند مجموعه مي ها در اين پروتئين NLSتوالي  ).Tzfira & Citovsky,2008( سلول نقش دارد هستةبه آنها به سوي 

Proteain گياه، جانور و مخمر هدايت كندهاي  سلول هستةبه  ،گزارشگرنداي ه پروتئينكه شامل  ،رادر آزمايشگاه شده  ساخته 
  ).همان(
مورد نظر را به ژنوم  DNAتوان توالي  اين است كه مي ها انتقال ژن در مقايسه با ساير روش فنّاوريكي از مزاياي اگروباكتريوم در ي

ن مورد نظر خاموش شود و يا بيان آن به شكل غيرمطلوبي بدون اينكه در اثر نفوذ چندين كپي از آن توالي، ژ ،ميزبان انتقال داد
Pelczar( صورت پذيرد et al., در  ها اند كه استفاده از اين پروتئين دادهروي لاين سلولي انساني نشان  شده انجاممطالعات  )؛2004

ب  الف 

  
  

  ssDNA+VirD2+VirE2  ، ب)ssDNA  الف) ار مورد آزمايش.در دو تيم نتايج ساترن بلات .2 شكل
  
  

  
  ssDNA+VirD2+VirE2در تيمار ZF4  سلولي تيرةدر hrGFP ژن  بيان .3 شكل
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ب  الف 

گياه،  سلول های  هستة  به  گزارشگرند،  پروتئين های 
جانور و مخمر هدايت کند )همان(.

انتقال ژن  فناّوری  در  اگروباکتريوم  مزايای  از  يکی 
در مقايسه با ساير روش ها اين است که می توان توالی 
بدون  داد،  انتقال  ميزبان  ژنوم  به  را  نظر  مورد   DNA
اينکه در اثر نفوذ چندين کپی از آن توالی، ژن مورد نظر 
خاموش شود و يا بيان آن به شکل غيرمطلوبی صورت 
انجام شده  مطالعات  )Pelczar et al., 2004(؛  پذيرد 
از  استفاده  که  داده اند  نشان  انسانی  سلولی  لاين  روی 
انتقال ژن، سبب نفوذ يک نسخه از  اين پروتئين ها در 
 Pelczar et( ژن مورد نظر به درون ژنوم ميزبان می شود
al., 2004(. نتايج اين مطالعه نيز نشان داد که با استفاده 
از اين روش، يک نسخه از ژن hrGFP وارد ژنوم ماهی 

زبرا شده است.
پروتئين  دو  انتقال  گفت  می توان  خلاصه  طور  به 
VirE2 و VirD2 به سازة ژنی برای انتقال ژن به تيرة 
سبب  چشمگيری  طور  به  زبرا،  ماهی  در   ZF4 سلولی 
علت  به  مسئله  اين  که  شد  ژن  انتقال  کارايی  افزايش 
افزايش نرخ ورود ژن انتقال يافته به درون ژنوم اين تيرة 

سلولی است.
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