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هاي ويروسي و ويژه درمان بيماريههاي تشخيصي و درماني بها در فعاليتپروتئينمهمترين اينترفرون گاما يكي از 
-هاي مختلف ميثر بسياري از داروها به روشواين پروتئين به عنوان ماده م. هاي دستگاه ايمني استنظيم فعاليتت

هاي اخير توليد در سال. باشدميتواند توليد شود كه توليد آن در گياهان به روش زراعت مولكولي يكي از آنها 
مزاياي زيادي كه دارد از جمله تجمع مقدار زياد  لهاي نوتركيب در كلروپلاست گياهان زراعي به دليپروتئين

زاي انساني و امكان بيان چندين ژن به ها از عوامل بيماريپروتئين خارجي در كلروپلاست، عاري بودن اين پروتئين
هدف از انجام اين پروژه بررسي امكان استفاده از روش تراريختي . طور همزمان، مورد توجه قرار گرفته است

بدين منظور . ست براي توليد اينترفرون گاماي انساني در كلروپلاست گياه توتون به صورت ديسيستروني بودكلروپلا
سازه تهيه شده بر روي ذرات طلا پوشش داده شد . سازي شدهمسانه pKCZژن اينترفرون گاما در ناقل كلروپلاستي 

مباران شده به محيط كشت ساقه زايي حاوي قطعات برگي ب. دشو بوسيله تفنگ ژني بر روي برگهاي توتون شليك 
انتقال  MSزايي به محيط هاي باززايي شده جهت ريشه سپس گياهچه .آنتي بيوتيك اسپكتينومايسين منتقل شدند

 RT-PCRو  PCRحضور و بيان ژن اينترفرون گاما در گياهان تراريخت باززايي شده با استفاده از تكنيكهاي . يافتند
براي . گذاري استفاده شدو آزمون لكه SDS-PAGEثبات بيان ژن در سطح پروتئين از روش براي ا. دشييد ات

  .رسيدن به هموپلاسمي كامل چهار دور باززايي از گياهان توتون تراريخت انجام شد
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
به دليل مزاياي زيادي  ١هاي اخير انتقال ژن به كلروپلاستدر سال

از جمله اين . كه دارد بسيار مورد توجه محققين قرار گرفته است
توان به سطح بالاي بيان و تجمع پروتئين در داخل مزايا مي

اندامك كلروپلاست به دليل پلي پلوئيد بودن سيستم ژنتيكي 
محدوديت تعداد مسيرهاي تجزيه پروتئين، نبود اثرات پلاستيد و 

هاي به دليل ورود ژن در جايگاه ٣و عدم خاموشي ژن ٢مكاني
هاي پلاستيدي از مشخص در ژنوم پلاستيدي، عدم انتقال ژن

در اغلب ) هابه دليل توارث مادري پلاستيد(طريق دانه گرده 
. (Verma and Daniell  2007)هاي نهاندانگان اشاره كرد گونه

پلاستيدها به دليل دارا بودن سيستم بيان  ،موارد فوقعلاوه بر 
را به طور ) پلي سيستروني(پروكاريوتي، توانايي بيان چندين ژن 

هاي  بيان پروتئين اين ويژگي امكان. هم زمان از يك اپرون دارند
 راه اندازكه توسط يك  mRNAپيچيده چند زيرواحدي را از يك 

بيان چندين ژن به  همچنين. سازدمي شود، فراهممي رونويسي
صورت پلي سيستروني، امكان انجام واكنش هاي متابوليكي پي در 

از طرف ديگر . كندپي را تنها با يك بار تراريخت نمودن فراهم مي
توان به جاي چندين با استفاده از يك اپرون براي چندين ژن، مي

 .Obembe et al)فاده كرد گزينشي است نشانگرتنها يك  نشانگرژن 

تراريختي  مهندسي ژنتيك،از  يدر اين راستا با بهره گير. (2010 
براي اصلاح صفات زراعي، بهبود مسيرهاي  يكلروپلاست

متابوليكي و همچنين در زراعت مولكولي براي توليد پروتئين 
ارزشمند با منشأ گياهي  )داروئي و صنعتي(نوتركيب  هاي

ولين تراريختي پايدار كلروپلاستي در جلبك ا .گسترش يافته است
درون ژنوم كلروپلاست  ،٤ي برهنهDNAكلاميدوموناس با الحاق 

اولين . (Boynton et al.  1988)از طريق تفنگ ژني گزارش شد 
تراريختي پايدار در ژنوم كلروپلاست گياهان عالي در توتون 

در زمينه . (Svab et al.  1990)توسط سيستم تفنگ ژني انجام شد 
با  هاي با ارزش داروييزراعت مولكولي به منظور توليد پروتئين

هاي زيادي حاصل شده تراريختي كلروپلاستي پيشرفتاستفاده از 
 Daniell et)توان به توليد آنتي بادي مونوكلونال است از جمله مي

                                                            
1 Chloroplast transformation  
2 Position effect 
3 Transgene silencing 
4 Naked DNA 

al.  2004)  اينترفرون آلفا(Arlen et al.  2007) هورمون رشد ،
 Oey)و پپتيد آنتي ميكروبي  (Daniell et al.  2009)ن شبه انسولي

et al.  2009) اي در ايران نيز كارهاي تحقيقاتي ارزنده. اشاره كرد
در زمينه استفاده از گياهان به عنوان بيوراكتور انجام شده كه از 

  (VHH)توليد آنتي بادي نوتركيب تك دومني توان بهجمله آنها مي
و  (Rajabi Memari et al.  2006) ه توتونگيا در  MUC1ليه ژنع

با منشا انساني در توتون  ٥پروتئين فعال كننده پلاسمينوژن بافتي
(Masoumi et al. , 2009) اشاره كرد   .  

هاي سيستم به طور عمده به عنوان فعال كننده سلولها  اينترفرون
 ينترفرون گاما يك مولكول پروتئينا. كنندايمني عمل مي

اسيد آمينه  143مر ترشحي است كه هر مونومر آن از هموداي
تشكيل شده است و داراي دو محل جهت گليكوزيلاسيون در 

فرم فعال آن به صورت دايمر مي و 97و 25 هايمحل اسيد آمينه
 ترفرون گاما بر روي كروموزومنژن اي .(Ganes et al.  1992) باشد

پلي پپتيدي و  باشداگزون مي 4اينترون و 3شامل قرار دارد و  12
اسيد آمينه پپتيد  20داراي كه كند اسيدآمينه را كد مي 166طول با 

ني شده براي اينترفرون گاما وزن مولكولي پيش بي. باشدنشانه مي
 Ganes et)  شودرا شامل مي دالتون كيلو 25تا  17بوده و  فاوتمت

al. 1992) .ايمني نقص ي كه از اين پروتئين براي درمان بيماران
تركيب در هاي نواز اينترفرون .شوددارند، استفاده مي مادر زادي

استفاده مي هاهاي ويروسي و سرطاندرمان بسياري از بيماري
اين عوامل معمولاً به شكل تزريقي زير جلدي يا درون . شود

 4- 8نيمه عمر پلاسمايي آنها حدود . شوندعضلاني استفاده مي
روز در بدن باقي مي  2- 4ژيك آنها ساعت است و اثرات بيولو

هاي فراوان اين دارو باعث شده تا  كاربرد .(Gresser  1990). ماند
ي DNAهاي محققين در صدد توليد آن با استفاده از روش

اين پروتئين تا كنون در ميزبان .با قيمت مناسب برآيندنوتركيب 
 CHO  ،mammary gland ofهاي  سلولهاي مختلفي از جمله 

transgenic mice  وbaculovirus-infected sf9 insect cells  بيان
واقع امروزه اينترفرون در  اما (Freedman et al.  1996)شده است 

) ™ E. coli )Actimmun گاماي نوتركيب توليد شده در باكتري
پروتئين اينترفرون . گيرد مورد استفاده قرار ميبه صورت تجاري 

  .Chen  et al) برنج ه در سوسپانسيوناز جملگاما در گياهان 

                                                            
5 Tissue plasminogen activator  
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 .Ebrahimi et al) گوجه فرنگي  كوتيلدوني هاي سلول ، (2004

اما ميزان . نيز توليد شده است (Wu et al. 2009)و توتون  (2012
هاي افزايش بيان يكي از راه. بيان در آنها بسيار پايين بوده است

فناوري انتقال ژن به هاي نوتركيب در گياهان استفاده از پروتئين
لذا با توجه به مزاياي بسيار زياد انتقال ژن به . كلروپلاست است

ها در كلروپلاست و به ويژه مزايايي كه بيان پلي سيستروني ژن
گاما ژن اينترفرون  امكان بيان اين تحقيق كلروپلاست دارد در

(ifn-G)  آدنيل ترانسفراز - 3و ژن آمينوگلايكوزيد )aadA  : ژن
 در )هاي اسپكتينومايسين و استرپتومايسين اومت به آنتي بيوتيكمق

ون به صورت يك اپرون ديسيستروني  مورد كلروپلاست توت
 .بررسي قرار گرفته است

  
   هامواد و روش

اينترفرون گاماي انساني ساخت سازه كلروپلاستي حاوي ژن  
(Human ifn-G) 

كه در آن ژن  رون گامااينترفبراي تهيه ناقل كلروپلاستي داراي ژن 
 راه اندازدر يك اپرون و تحت كنترل يك  aadAو  ifn-Gهاي 

 pKCZدر ناقل كلروپلاستي  )ifn-G )AF506749 ژن ،بيان شوند
به منظور انتقال ژن به   Zhurongتوسط  2001اين ناقل در سال (

كلروپلاست توتون ساخته شد و در ايران از آقاي دكتر هوشنگ 
و ژن  )rRNA ژنانداز راه( Prrn اندازين راهب) دشعليزاده تهيه 

aadA برشي  در محل آنزيمNcoI  صورت درج شد تا به
 pKCZدر ناقل  INSRو  INSLهاي توالي .سيستروني بيان شوددي

هايي هستند كه در ژنوم  دقيقا مشابه تواليباشند و موجود مي
 (IR) هاي تكراري و معكوس كلروپلاست توتون در ناحيه توالي

هاي مشابه منجر به الحاق  نوتركيبي بين اين توالي. قرار دارند
درون  ifn-Gحامل ژن  pKCZدر ناقل  INSRو  INSLتوالي بين 

 trnN-GUUو  trnR-ACGژنوم كلروپلاست دقيقاَ در ناحيه بين 
 F1  (5'-cat gcc، آغازگر پيشرو ifn-Gبراي تكثير ژن . مي شود

atg gaa cat cat cat cat cat cat cag gac cca tat gta aaag-3′)   و
 R (5'-cat gcc atg gat ccc tcc ctt cat tac tgg gatپيرو  آغازگر

gct ctt cgac-3′)  با غلظتMµ 4/0 آنزيم  واحد، يكTaq 
، mM 4/1با غلظت  MgCl2، )سيناژن( PCR X1، بافر پليمراز
dNTP  با غلظت mM2/0 ر و آب دو بار استريل مورد استفاده قرا

براي تسهيل در  His-tagپيشرو حاوي توالي  آغازگر. گرفتند
تخليص پروتئين اينترفرون گاما در مراحل نهايي و سايت مراحل 

حاوي توالي اتصال به  پيرو آغازگرباشد و مي NcoIبرشي آنزيم 
از آنجا كه . باشدمي NcoIريبوزوم و سايت برشي براي آنزيم 

 عد از توالي اتصال به ريبوزومب pKCZدر ناقل  NcoIسايت برشي 
(RBS) ژن  به مربوطaadA  ژن  سازيهمسانهقرار دارد، بنابراين
ifn-G منجر به جدايي سايت شروع ترجمه در اين محل ،

از توالي اتصال به ريبوزوم آن خواهد شد، بنابراين لازم   aadAژن
در آغازگر  aadA بود توالي اتصال به ريبوزوم ديگري براي ژن

و ناقل  ifn-Gدر مرحله بعد هضم آنزيمي ژن . تعبيه شود پيرو
pKCZ  با آنزيمNcoI  و اتصال قطعات هضم شده طبق

 .Sambrook et al)هاي استاندارد انجام گرفت دستورالعمل

 pKCZسازي ژن هدف در ناقل براي اطمينان از همسانه. (1989
 .شد يابي بهره گرفته ، هضم آنزيمي و توالي PCRهاي  از روش

 تراريختي كلروپلاستي

ضد عفوني و  (Nicotiana tabacum cv. Zanthi)بذور توتون 
بعد از چند . ندقرار داده شد MS١براي جوانه زني بر روي محيط 

بيشتر بود و به رنگ سبز متر سانتي 5هفته برگهايي كه طولشان از 
زايي  يره بودند براي شليك انتخاب شدند و بر روي محيط ساقهت

(RMOP)  طوري قرار گرفتند كه پشت برگ در تماس با محيط
 Svab and) هاي استانداردشليك طبق دستورالعمل سپس. باشد

Maliga  1993) برگها بعد از شليك به قطعات كوچكتر  .انجام شد
كه حاوي  RMOPدند و براي باززايي به محيط تقسيم ش

mg/L500 ژن جا كه از آن. اسپكتينومايسين بود، انتقال يافتندaadA 
شود، تنها سپكتينومايسين ميباعث ايجاد مقاومت در برابر ا

شوند كه سازه مذكور را  توانند زنده مانده و باززاهايي مي سلول
اولين بعد از بمباران شش تا هشت هفته . باشنددريافت كرده
 mg/Lحاوي  MSدار شدن به محيط  ه براي ريشهشد گياهان باززا

   .سين انتقال يافتنداسپكتينوماي 500
 DNAگياهان توتون تراريخت كلروپلاستي در سطح تجزيه

گياهان تراريخت مقاوم به آنتي بيوتيك  تجزيهبراي 
در سطح  د انتقال ژن به اين گياهانييتابراي و  اسپكتينومايسين

DNA ، ابتداDNAبا روش  شاهد ي ژنومي گياهان تراريخت و
                                                            
1 Murashig and Skoog 
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CTABهاي اختصاصي غازگرآو با استفاده از  استخراج ١ifn-G ،
PCRهمچنين براي تاييد درج ژن در محل صحيح آن . انجام شد ٢

 آغازگريبا استفاده از ) trnNو  trnRبين (در ژنوم كلروپلاست 
 trnRكه بر اساس توالي در درون ژنوم كلروپلاست در نزديكي 

به عنوان آغازگر  (Soria-Guerra et al. 2009)طراحي شده بود 
  . ديگري انجام شد ifn-G ، PCR ژن پيرو آغازگر وپيشرو 
 RNAگياهان توتون تراريخت كلروپلاستي در سطح  تجزيه

شركت ( RNX-PlusTM محلول با استفاده از RNAاستخراج 
از بافت برگ سبز كه  g 2/0 براي اين منظور. انجام شد) سيناژن

 تويبا نيتروژن مايع به خوبي سابيده شده بود، درون ويال كه مح
ثانيه  30از اين محلول بود، ريخته شد و بعد از  ليترميلييك 

. مخلوط كردن، ويال به مدت يك ساعت روي يخ قرار داده شد
بار  3تا  2كلروفرم درون ويال اضافه شد و بعد از  µl200مقدار 

مخلوط سپس . دقيقه روي يخ قرار داده شد 5وارونه كردن ويال، 
دقيقه سانتريفوژ  15به مدت  ºC4 دماي در g  x10625حاصل در 

 RNAكه حاوي شده در ويال، فاز رويي از سه فاز تشكيل . شد
 µl200 سپس . باشد به آرامي به ويال استريل انتقال داده شدمي

به فاز رويي . تكرار شدمجدداَ مرحله قبل   و  شد  اضافه  كلروفرم
 µl800 سازي به ونهوارچند بار ه و بعد از ايزوپروپانول اضافه شد

دقيقه  15بعد از مدت . قرار داده شد -ºC20مدت يك ساعت در 
رسوب كرد و بعد از شست و  g  x10625 ،RNAدر  سانتريفوژ

به  ٣DEPCآب lµ 30درصد، مقدار  75شوي رسوب با اتانول 
قرار داده شد تا  ºC55دقيقه در دماي  5رسوب اضافه شد و 

RNA براي حذف   .خوب حل شودDNA  ي پلاستيدي و ها
از كيت فرمنتاز استفاده  cDNAبراي ساخت  وI   DNaseژنومي از

  .انجام شد cDNAبرروي اين  RT-PCR٤واكنش  .شد

 گياهان توتون تراريخت كلروپلاستي در سطح پروتئين تجزيه

     Faurobert  et) هاي محلول با روش مبتني بر فنولكل پروتئين 
  al.   2007) گيري روش برادفورد اندازهميت آن با ك و   استخراج 

                                                            
1 Cetyl trimethyl ammonium bromide 
2 Polymerase chain reaction 
3 Diethylpyrocarbonate 
4 Reverse transcriptase PCR 

 12به صورت  SDS-PAGE٥ژل  .(Akins and Tuan  1992)شد 

ساعت  16ه مدت روي ژل ب ها برو پروتئينشد تهيه  درصد
آميزي و مراحل رنگاز انجام الكتروفورز پس . الكتروفورز شدند

همچين براي . شدبري براي ظهور باندهاي پروتئين انجام رنگ
. استفاده شد ٦گذاريلكهها از آزمون  نتر پروتئي دقيق تشخيص
هاي استخراج شده بر روي غشاء نيتروسلولزي بارگيري و پروتئين

ييد حضور براي تأ (Santa Cruz)هاي اوليه و ثانويه باديآنتي
  .Sambrook et al)عمل پروتئين اينترفرون گاما طبق دستورال

و  H2O2، DAB٧شامل ( اسوبستر اضافه شدند و نهايتا (1989
PBS( بادي اوليه به پروتئين اينترفرون براي تشخيص اتصال آنتي

 . گاما بر روي غشاء نيتروسلولزي اضافه شد

  
    نتايج و بحث

، PCRبه وسيله  pKCZ ن گاما در ناقلژن اينترفرو سازيهمسانه
جهت  تشخيصسپس براي . شد ييديابي تأهضم آنزيمي و توالي

كه از به عنوان آغازگر پيشرو  F2 آغازگربا استفاده ژن در سازه 
) ifn-G )R آغازگر پيروطراحي شده بود و  Prrn اندازراهابتداي 

PCR اي به طول تقريبي قطعه تكثير. انجام گرفت bp600  در
PCR است داد كه ژن در جهت صحيح آن درج شدهنشان

  ).1شكل(
قطعات و بمباران  گيري از تفنگ ژنيبا بهره pKCZ-infG سازه
شش تا هفت حدود . دشي توتون به ژنوم كلروپلاستي منتقل برگ
  زاييساقه محيط  در  گياه  چندين  شليك  از   پس  هفته

). لفا- 2شكل(باززا شدند  )اسپكتينومايسين mg/L500 حاوي (
 حاوي (  MS  محيط  به  زاييريشه  براي   شده  باززايي   گياهان

  mg/L500 براي  ).ب-2شكل(انتقال يافتند  )تينومايسيناسپك
دور باززايي  4رسيدن به هموپلاسمي كامل در گياهان تراريخت 

در محيط كشت حاوي آنتي بيوتيك انجام گرفت و گياهان 
  ).ج -2شكل(تراريخت كلروپلاستي به خاك منتقل شدند 

 
 
 
 

                                                            
5 Sodium dodecyl sulfate polyacrilamid gel electrophoresis  
6 Dot blot 
7 3,3'-diaminobenzidine   
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انداز هر دو ژن راه Prrnهاي مشابه با ژنوم كلروپلاستي كه جهت انجام نوتركيبي الزامي هستند، اليدر دو طرف سازه تو trnNو  pKCZ-ifn-G  :trnRسازه   -1شكل

ifn-G  وaadA  ،RBS هاي ريبوزومي براي شروع ترجمه، محل اتصال پروتئينrbcL3'(Chl) دهنده رونويسي، توالي خاتمهaadA  آدنيل  -3ژن آمينوگلايكوزيد
هاي ها جايگاه اتصال آغازگرفلش .ژنوم كلروپلاستي ptDNA. كندپروتئين اينترفرون گاما را توليد مي ifn-Gكند، پكتينومايسين را ايجاد ميترانسفراز كه مقاومت به اس

توالي  Rو  trnRديك به توالي درون ژنوم كلروپلاست نزتوالي در  Prrn ،F3انداز توالي ابتداي راه F2توالي ابتداي ژن اينترفرون گاما،  F1: دهنداختصاصي را نشان مي
  .انتهاي ژن اينترفرون گاما

 

 
 MSگياهان ريشه دار شده در محيط ) اسپكتينومايسين شش هفته بعد از بمباران؛ ب mg/L500گياهان باززايي شده بر روي محيط ساقه زايي حاوي ) الف -2شكل

  .)دور باززايي 4بعد از (ل شده به گلدان گياهان تراريخت كلروپلاستي منتق) ج ؛اسپكتينومايسين mg/L500حاوي 
 
 

بر روي ) Rو  ifn-G  )F1 هاي اختصاصيآغازگربا  PCRواكنش 
DNA شده انجام شد و تراريختي  گياهان باززاي استخراجي از

ژن ورود همچنين ). الف - 3 شكل(ييد كرد اين گياهان را تأ
اينترفرون گاما در محل صحيح در ژنوم كلروپلاست به وسيله 

PCR  ه به اين منظور طراحي شده بود هايي كآغازگربا)F3  وR( ،
ها را به صورت آغازگرمحل طراحي اين  1شكل. شد اثبات

در گياهان تراريخت  آغازگرفاصله اين دو . دهدشماتيك نشان مي
اند، تقريبا دريافت كرده pKCZرا در  trnNو  trnRكه توالي بين 

kb 2 اين قطعه ديده  شاهد هانباشد در صورتي كه در گيامي
  .)ب -  3شكل(شود نمي

  و تراريخت   شاهد  گياهان  cDNA روي  بر   RT-PCR واكنش 
  

هاي پلاستيدي، DNAانجام شد و براي اطمينان از حذف كامل 
RNA ي استخراجي از گياهان تراريخت كه با آنزيمDNase I 

توتون گياهان  تجزيه. قرار گرفت  PCRتيمار شده بود نيز مورد 
هاي الكتروفورز پروتئين تراريخت كلروپلاستي در سطح پروتئين

بر روي توتون  شاهداستخراج شده از برگ گياهان تراريخت و 
ني در كيلو دالتو 22تقريباَ يك باند  انجام شد و SDS-PAGEژل 

مشاهده  اين شاهددر گياهان گياهان تراريخت مشاهده شد ولي 
مينان بيشتر از بيان ژن اينترفرون براي اطهمچنين ). 4شكل( نشد

انجام شد و اتصال  گذاريآزمون لكهگاما در سطح پروتئين 
پروتئين اينترفرون گاما به آنتي بادي اختصاصي به وسيله 

  ).5شكل (اثبات شد  DABسوبستراي 
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 1نشانگر  R. Mو  F1با استفاده از آغازگرهاي   به ژنوم كلروپلاست توتون بر روي گياهان باززا شده براي تأييد انتقال ژن اينترفرون گاما PCRنتايج ) الف -3شكل

kb؛ C- ؛كنترل منفي wt  ؛شاهدگياه C+ نتايج ) گياهان تراريخت كلروپلاستي ب )3-1 ؛كنترل مثبتPCR  براي تأييد درج ژن اينترفرون گاما در محل صحيح درون ژنوم
كنترل   -kb ،C 1نشانگر RT-PCR. Mنتايج ) گياهان تراريخت كلروپلاستي ج )2-1 ؛شاهدگياه  kb ،wt 1نشانگر R. Mو  F3هاي آغازگربا استفاده از  كلروپلاست

  .PCRبه عنوان الگوي  cDNA )5- 3 ؛كنترل مثبت )2 ؛DNaseكل بعد از تيمار با      RNA  )1 ؛منفي
  

گر در اين تحقيق ژن اينترفرون گاما به همراه يك ژن گزينش
(aadA) ه وسيله ناقل  بpKCZ  در محل مناسبي در ژنوم

كلروپلاست توتون درج شد و بيان آن در يك اپرون ديسيتروني 
و  RNAگذاري در سطح و لكه RT-PCRهاي به وسيله روش

ژن در ژنوم پلاستيدي به وسيله  سازيهمسانه. پروتئين اثبات شد
آرژنين و آسپارژين  tRNAحد فاصل بين دو ژن  در pKCZناقل 

. باشداست كه يكي از نواحي مناسب براي ورود ژن خارجي مي
در دو سمت اين ناحيه سبب  tRNAهاي هاي ژنزيرا رونوشت

از . شودهاي ورودي ميي حاصل از ژنmRNAافزايش پايداري 
طرف ديگر به دليل آنكه محل ورود ژن در نواحي تكراري 

-ع شده، اگر يكي از اين تواليژنوم پلاستيدي واق (IR)معكوس 

هاي تكراري ژن مورد نظر را دريافت كند، در اثر نوتركيبي توالي 
هاي ژن لذا تعداد نسخه. دوم هم آن را دريافت خواهد كرد

در واقع اين . ورودي در هر نسخه ژنوم كلروپلاست دو برابر شود
هاي تواند باعث افزايش بيان پروتئينمسأله به نوبه خود مي

البته انتقال . ارجي شود كه يكي از اهداف اين پروژه بوده استخ
هايي نسبت به كلروپلاست مزيتژن به هسته گياهان هنوز داراي 

باشد از جمله انجام تغييرات پس از ترجمه از قبيل مي
- ها كه در كلروپلاست رخ نميگليكوزيلاسيون بر روي پروتئين

طوري كه گفته شد در دو  پروتئين اينترفرون گاما نيز همان. دهد
دهد كه هر  شود اما نتايج تحقيقات نشان ميمحل گليكوزيله مي

دو مولكول گليكوزيله شده و غير گليكوزيله شده اينترفرون گاما 
بنابراين . (Wetzel et al. 1990)از نظر بيولوژيكي فعال هستند 

هاي پس محدوديتي براي توليد آن در كلروپلاست از نظر فرايند
  . ز ترجمه وجود نداردا
ژن اينترفرون گاما به هسته گياهان مختلفي از جمله توتون انتقال  

است مثلا در يافته است اما ميزان بيان در آنها بسيار پايين بوده
انجام گرفته بيشترين ميزان بيان در   2009تحقيقي كه در سال 

 Wu)درصد از كل پروتئين محلول برگ بوده است  04/0توتون 

et al.  2009)  درصد  001/0و در تحقيق ديگري(Leelavathi et 

al.  2003) براي افزايش بيان و پايداري اين پروتئين با . بوده است  
اي از اتصال آن به اولئوسين و بيان آن در روش تراريختي هسته

  .Bagheri et al)توان نام برد مييي انداز القابذر كلزا با يك راه

بيشتر از هسته حال بيان ژن در كلروپلاست بسيار به هر . (2010
مثلا  .ها شودتواند باعث كاهش قابل توجهي در هزينهاست و مي

آن  انتقال ژن پروانسولين به كلروپلاست گياه كاهو منجر به توليد
  .Boyhan et al)برگ شده است  از كل پروتئين درصد 47تا 

از جمله اينترفرون  هايياما مساله تجزيه شدن پروتئين. (2011
گاما باز هم محدوديتي ايجاد كرده كه براي حل اين مشكل 

و  ١CTBمحققين از تكنيك اتصال به پروتئين هاي پايدار مانند 
GUS  كنند  در  يك تحقيق اينترفرون گاما با پروتئيناستفاده  مي 
GUS  متصل شده در كلروپلاست توليد شده است و ميزان بيان

  .(Leelavathi et al.  2003)افزايش يافته است  پروتئين بسيار
ها نيز مسائل ديگري مانند اختلال در ولي اتصال اين پروتئين

  .آورداثرات بيولوژيكي را به وجود مي

                                                            
1 Cholera toxin b subunit 
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پروتئين استخراج شده از  WT، )ايموكين: پروتئين اينترفرون گاما(كنترل مثبت  +Cنشانگر پروتئين،  SDS-PAGE ،Mالكتروفورز پروتئين ها بر روي ژل  -4شكل

  .فلش محل پروتئين نوتركيب را نشان ميدهد. پروتئين استخراج شده از گياهان تراريخت كلروپلاستي توتون 6تا  1گياهان غير تراريخت، 
  

  
پروتئين  +Cبررسي بيان پروتئين اينترفرون گاما با روش لكه گذاري،  -5شكل

پروتئين استخراج شده از گياه غير  )WT، )اپروتئين اينترفرون گام(كنترل مثبت 
پروتئين هاي استخراج شده از گياهان تراريخت  )14تا  1تراريخت، 

نشان دهنده بيان پروتئين  13تا  9تغيير رنگ در شماره هاي كلروپلاستي، 
  .اينترفرون گاما در گياهان تراريخت مي باشد

  
ما و ژن در اين تحقيق همچنين امكان بيان ژن اينترفرون گا

ها در بسياري از ژن. گر در قالب يك اپرون بررسي شدگزينش
اند بدين دهي شدهژنوم كلروپلاست به صورت اپرون سازمان

پليمراز از يك  RNAمعني كه مجموعه دو يا چند ژن به وسيله 
بنابراين اگر هدف انتقال چند ژن به  .شوندراه انداز رونويسي مي

توان اين ژن ها را فقط لاست باشد ميطور همزمان به ژنوم كلروپ
گر در يك بار شليك وارد ژنوم با يك راه انداز و يك ژن گزينش

تر شده و در زمان ها سادهساخت كه در اين صورت كار انتقال ژن
انجام  2004سال  در تحقيقي كه در. شودپذير ميتري امكانكوتاه
ي در به صورت ديسيسترون aadAبا ژن  GFPژن است، شده 

همچنين  (Jeong et al.  2004)است توتون با موفقيت بيان شده 
واكسن ( DPTدر تحقيق ديگري بيان پلي پپتيد  2009در سال 

به صورت ) تلفيقي عليه سه بيماري ديفتري، كزاز و سياه سرفه
در كلروپلاست توتون بيان شد  aadAهمزمان با ژن مقاومت 

(Soria-Guerra et al. 2009) .ن تحقيق نيز بيان همزمان ژن در اي
aadA  با اينترفرون گاما در قالب يك اپرون دي سيستروني در

كلروپلاست گياه توتون بررسي شد و نتايج اين تحقيق نيز نشان 
داد كه بيان همزمان چندين ژن در كلروپلاست در قالب يك 

پذير است اپرون يعني با يك راه انداز و يك خاتمه دهنده امكان
  .انتقال ژن به هسته امكان آن وجود نداردكه در 

توان گفت در مجموع طبق نتايج به دست آمده از اين تحقيق مي
استفاده از سيستم بياني كلروپلاست در گياه توتون براي توليد 

تواند به عنوان يك روش ايمن و ارزان پروتئين اينترفرون گاما مي
ع داروها را با هاي در حال توسعه كه اين نو ويژه در كشورهب

اما تحقيقات بيشتر . كنند، بسيار مفيد باشدهاي  بالا وارد ميقيمت
جهت رفع معضلات آن نظير افزايش پايداري پروتئين در 

هاي تخليص پروتئين از گياه كلروپلاست و توسعه روش
  .باشدضروروي مي
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