
  

  

اينترفرون گاما و انتقال  - يناولئوس يبيو ساخت سازه ترك يطراح

  كلزا ياهآن به گ
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در مقياس  يبنظور توليد پروتئين نوتركاستفاده از ژن اولئوسين گياهي يك روش مطلوب به م

به ژن مدنظر و استفاده از  يناتصال اولئوس. تر است زياد و همچنين استخراج راحت تر و ارزان

. شود يبذر م يبه اجسام روغن يبنوترك ينپروتئ يريگ بذر، موجب هدف ياختصاص يشبرندهپ

توليد پروتئين اينترفرون گاماي  يبرا يناولئوس -گاما ينترفرونا يبيسازه ترك يق،در اين تحق

براي اين منظور ابتدا ژن اولئوسين از ژنوم گياه .  و ساخته شد يانساني در بذر گياه كلزا طراح

 ينسپس ژن اينترفرون گاما در پائ. شد يهمسانه ساز pBI121كلزا جدا و در ناقل بياني گياهي 

شد و بين اين دو ژن توالي برشي پروتئولايتيكي جهت  يهمسانه ساز يندست ژن اولئوس

قرار  Napinمجموعه اين دو ژن تحت كنترل پيشبرنده بذري . تعبيه شد يندو پروتئ يجداساز

و براي  يمعرف LBA4404 يهسازه مورد نظر به اگروباكتريوم سو يحاو pBI121ناقل . گرفت

شده  ييباززا يگزينش نوساقه ها. فاده شدهاي كوتيلدون است مونهگياه كلزا از ريزن يختيترار

 PCRبا ) T0(نسل اول  يختهبذور ترار يزآنال. در محيط انتخابي حاوي كانامايسين انجام شد

  .بود IFN γژن  ياننشان دهنده ب RT-PCRو آزمون  IFN γانتقال ژن  يانگرب

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  ژنتيك نوين

  1387 پاييز،  3دوره سوم ، شماره

  49-57صفحه
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ــد  ــراي تولي ــج ب ــتمهاي راي ــوژيكي سيس ــاي بيول ــتفاده از  داروه اس

. و سلولهاي جانوري اسـت  E. coliهايي مثل باكتري  ميكروارگانيسم

هـا، هزينـه بـالا و نيـز متفـاوت بـودن        اما معايـب عمـده ايـن روش   

ميزبـان   بـا اسـتفاده از  . هاي توليد شده با فرم طبيعي آنها است پروتئين

ئن و با هزينه پائين توليـد   ن مواد زيستي فعال، مطمگياهي مي توا هاي

ها ايـن اسـت كـه     مزيت عمده گياهان نسبت به ميكروارگانيسم. كرد

هـاي نوتركيـب لازم    تغييرات پس از ترجمه كه براي فعاليت پروتئين

توليـد  همچنين هزينـه  . شود ر انجام مياست در گياهان بهتر و مطلوبت

حـداكثر  ان بسته به نوع گياه مي توانـد  هاي نوتركيب در گياه پروتئين

به علاوه . سلول جانوري باشديك هزارم سيستم تخميري و يك دهم 

در اين روش خطرات ناشي از آلودگي با عوامل بيماريزاي انساني يـا  

  . )2(به حداقل مي رسدانسان و دام هاي مشترك  بيماري

ر، ، بذامهاي مختلف گياهي مثل برگهاي نوتركيب در اند پروتئين

به چند دليل  .ه استبافتهاي ذخيره رويشي مثل غده توليد شد

هاي نوتركيب  پروتئين بذور گياهي براي توليد و ذخيره سازي

پروتئين توليد شده و ذخيره اينكه  از جمله .مورد توجه هستندبيشتر 

 ،پايداري بيشتري دارد ه اندامهاي ديگر گياهشده در بذر نسبت ب

تركيبات فنوليك در بذر و نيز تخليص مقدار  پائين بودن همچنين

راحت تر پروتئين از آنها موجب شده كه به عنوان يك گزينه مناسب 

  ). 3( دننوتركيب مورد استفاده قرار گيرهاي  جهت توليد پروتئين

هاي انساني را توليد  پروتئين د اينكه گياهان در بيشتر مواردبا وجو

ز اين استفاده ا ،زينه هاي تخليصكنند ولي به دليل بالا بودن همي 

كـه  ضـروري اسـت   يادآوري اين نكته  .محدود شده است فناوري

 هـاي نوتركيـب در سيسـتم    هزينه هاي توليد پروتئين% 88حدود 

چنانچه بتـوان   ).4( ستا مختلف مربوط به خالص سازي آنها هاي

گيـري   روغنـي بـذر هـدف    جساما بهپروتئين نوتركيب توليد شده را 

و هزينـه كمتـري    ستخراج پروتئين توليد شده با سهولت بيشـتر ا ،كرد

 . انجام خواهد شد

در صورت اسـتفاده از پيشـبرنده    نتايج تحقيقات گذشته نشان داده كه

 اتصــال ژن مــورد نظــر بــه ژن اولئوســين گيــاهي بــذري و همچنــين

د واولئوسين پروتئيني است كه در ساختار اجسـام روغنـي بـذر وج ـ   (

پروتئين كل بذر % 20هاي روغني مثل كلزا مقدار آن تا  دارد و در دانه

 اجسـام  بهنوتركيب پروتئين گيري صحيح  ، هدف)را تشكيل مي دهد

اسـيل   با توجه به مقـدار بـالاي تـري     .)5( صورت مي گيردروغني 

روغني، اين بخـش بـه راحتـي بـا      اجسام در) TAGs(گليسروئيد 

سـلولي   ياجـزا اي بـذر و  ه پروتئيناستفاده از سانتريفوژ از ديگر 

يي اين روش مشخص شـده كـه   رزيابي كارآدر ا. )6( شود جدا مي

به اين ترتيب  .شوند هاي بذري حذف مي از پروتئين% 90بيش از 

سازي پروتئين نوتركيب با هزينه كمتر و سـهولت بيشـتري    خالص

  . )3(گيرد صورت مي

ني بـا  انسـا ) IFNγ( ياينترفـرون گامـا  توليد  ،هدف از اين تحقيق

. اسـت در بـذر گيـاه كلـزا    كشاورزي مولكـولي   فناوري ه ازاستفاد

همچنـين  و براي درمان بيماران با نقص مـادرزادي   IFNγپروتئين 

ــمانيا    ــد ليش ــلولي مانن ــوني درون س ــل عف ــالمونلا  )7(عوام و س

ــو ــاربرد دارد )8( متيفوموري ــره ك ــان . و غي ــتفاده از آن در درم اس

 )10(و ملانومـا  ) 9(روبلاسـتوما  هاي مختلف از جملـه نو  سرطان

  . نيز كاربرد گسترده اي دارد

هاي زيادي در جهت  ، تلاشIFN γبه دليل ارزش درماني بالاي 

توليد انبوه آنها صورت گرفته اما در اغلب موارد پروتئين توليد شده 

انواع طبيعي  ساختار فضايي مناسب نداشته و يا اينكه برخلاف

هاي يوكاريوتي  استفاده از سلول .)11(شوند  گليكوزيله نمي

بنابراين به نظر مي . جهت توليد آنها نيز هزينه بسيار بالايي دارد

رسد كه استفاده از گياهان براي توليد پروتئينهاي نوتركيب از 

 . يع باشدركم هزينه و سيك روش جايگزين مناسب  IFNγجمله 

  

  

  باكتري سويه هايو  هاي ژني ناقل

ــاكتري  ــويه  E.coliاز ب ــل و F' Top10س  pGEM®-T Easyناق

Vector   گياهـان   ختيبراي تراري. شداستفاده  همسانه سازيبراي

ــاكتريوموبــاكتري اگر از  ســويه (Agrobacterum tumefaciens) ب

LBA4404 ــميد ــاوي  pBI121  (Novagen)و پلاس ــبرندهح  پيش

اسـتفاده  ) اين پيشبرنده از خارج از كشور تهيه شـد ( Napinبذري 

   .گرديد
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 ناقل  آنها در و همسانه سازي و اولئوسين IFNγ هاي ژن تكثير

T Easy Vector  
اين   mRNA. پاستور ايران تهيه شد ستيتوانساني از ان IFNγژن 

جدا و تعيين  2002ژن توسط معين رضاخانلو و همكاران در سال 

به ثبت  AF506749توالي شد و در بانك ژن با شماره دسترسي 

در بانك ژن، دو  IFN γبراساس توالي موجود . )12( ترسيده اس

 براي تكثير آن طراحي شد) 4و  3شماره (آغازگر اختصاصي 

در در آغازگر پيش بر توالي برشي پروتئولايتيكي . )1جدول(

 جايگاه .تعبيه شد )خط كشيده شده است آنزير كه ( 5´انتهاي

ش بر آغازگر پي به ترتيب در SacIو  SmaIآنزيمهاي برشي 

   .داده شدمعكوس قرار آغازگرو

براي تكثير ژن اولئوسين دو آغـازگر اختصاصـي براسـاس تـوالي     

. طراحـي شـد  ) X61937شـماره دسترسـي   (موجود در بانـك ژن  

آغـازگر   ابتـداي به ترتيب در  SmaIو BamHI  جايگاه هاي برشي

، آغازگر شماره 1جدول (داده شد  آغازگر معكوس قرار پيش بر و

لازم به ذكـر اسـت كـه آغـازگر معكـوس ژن اولئوسـين       . )2 و 1

. طوري طراحي شد تا رمز ژنتيكي خاتمه از انتهاي آن حذف شود

هاي جوان گياه كلـزا بـه روش    ژنومي از برگ اي.ان.دياستخراج 

CTAB ـبهـره گ ژن اولئوسـين بـا   سـپس  . )13( انجام شد  از  يري

   .شدو تكثير جدا كلزا  ژنومياي .ان.دياز  PCRتكنيك 

 T Easy Vectorدر ناقل  نظر مورد يژنها ص،از تكثير و تخلي پس

(Promaga) ـته سازه .شدند همسانه سازي   يبـه سـلولها  ه شـده  ي

 ،كلني هاي مثبـت به منظور شناسايي . دگردي منتقل E .coliمستعد 

 يحـاو ( يرشـد كـرده در محـيط انتخـاب    سفيد  يها يكلن يبر رو

انجـام   PCR-ي، كلن ـ)X-Galو  IPTG، تتراسـيكلين  ،آمپي سـيلين 

مـورد  با هضـم آنزيمـي   انتخاب شده  مثبت هاي كلونسپس  .شد

اطمينان از صحيح حصول  جهت .ندتائيد شدقرار گرفته و بررسي 

 DNAتوالي يـابي قطعـات   پس از شده هاي شناسايي  كلون بودن

 و BLAST) 14( نـرم افـزار   هدف، آناليزهـاي لازم بـا اسـتفاده از   

   .صورت پذيرفت Clustalw )15(برنامه 

  

  

  IFNγاولئوسين و  هايتكثير ژن براي ي طراحي شدهآغازگرها .1جدول

 توالي                                            شماره آغازگر

 
     1                   ´5    TTGGATCCATGACGGATACAGCTAGAAC  3 ´ 

     2                      ´5  TACCCGGGGGTAGTGTGCTGGGTTCCAC 3´      

     3                      ´5  TTCCCGGGATCGAAGGTCGTATGCAGGACCCATATG 3´ 

     4                    ´5   CTGAGCTCTTACTGGGATGCTCTTC 3´ 

  

  

  اولئوسين -اينترفرون گاما تركيبي سازهتهيه 

 Napinبذر  ياختصاص شبرندهي، پpBI121بياني  در ناقلابتدا 

مربوط به مذكور  پيشبرنده .شد CaMV 35Sيگزين پيشبرنده جا

در بذور رسيده  .در بذر گياه كلزا است Napinپروتئين ذخيره اي 

 ل ميتشكيپروتئين كل بذر را % 20-30كلزا مقدار اين پروتئين 

هاي برشي  از آنزيم CaMV 35S پيشبرنده حذفبراي  .)16( دده

BamHI  وHindIII رار دارند، استفاده شدق كه در دو طرف آن. 

در مرحله . جايگزين شد Napinپيشبرنده  ،ها سپس با همان آنزيم

ذف و به جاي ح SmaI و SacIبا آنزيمهاي برشي  gusژن  بعد

ن ژ سپس .شد قرار داده يبرش يها مكانهمان در  IFNγژن آن، 

در  SmaI و BamHI يبرش آنزيمهاياستفاده از با  اولئوسين

   .)4شكل ( دگردي همسانه سازي IFNγن ژ بالادست
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  :هو باززايي گياهان تراريختژن  انتقال

به % 5/2با استفاده از هيپوكلريت ) PFرقم (ضدعفوني بذور كلزا 

بار شستشو با آب مقطر استريل، هر بار به  3دقيقه و  15مدت 

 MSبراي جوانه زني بذور از محيط . دقيقه انجام شد 10مدت 

 8ساعت روشنايي و  16دوره نوري  با C 26°در دماي) 17(

باززائي گياهان مطابق با  و ختيتراري. ساعت تاريكي استفاده شد

به . انجام شدبا اندكي تغييرات ) 18(و همكاران  Molonyروش 

 برگهاي، بذر از جوانه زني روز پس 4-6اين ترتيب كه 

انتهايي ترين  از با دقت) mm3 با طول دمبرگ تقريبا ( كوتيلدوني

يك روز قبل . شدند هدبري )با حذف جوانه انتهايي(دمبرگ  حلم

تك كلني هاي اگرباكتريوم حاوي سازه مورد از انجام آلودگي، 

و  C28°كانامايسين در دماي LB  +g/ml�  50نظر در محيط 

 7/0- 1باكتري رشد كرده به  ODتاريكي كشت داده شد، وقتي كه 

دقيقه  5- 8دت م به rpm3500 و دور  C4°رسيد، در دماي 

، (LB) پس از خارج نمودن محيط كشت باكتري .دسانتريفوژ ش

به سلولهاي باكتري  )گلوكز MS+gl-150  شامل(محيط تلقيح 

بعد از . ها كاملا در آن حل شدند اضافه و سلولرسوب داده شده 

 20-30 مدت به آماده كردن سوسپانسيون باكتري، ريزنمونه ها

نظر  دورباكتريوم حاوي سازه مواگر يونسوسپانس با تماس در ثانيه

هاي  در پتري ديش و قرار گرفته) اولئوسين -اينترفرون گاما(

 به مدت ) mgl-1 BAP + MS 4/5شامل(حاوي محيط هم كشتي 

در  .شدند داده تاريكي قرار در C 26°در دماي ساعت  72الي  48

 مرحله بعدي اين ريزنمونه ها بر روي محيط كشت انتخابي شامل

به منظور گزينش (كانامايسين  mgl-110 محيط هم كشتي به اضافه 

 براي كنترل(سفاتوكسيم  mgl-1200 و) هگياهچه هاي تراريخت

 4بل به مدت در دما و دوره نوري مشابه مرحله ق) باكتريومواگر

 روز يك 15واكشت نمونه ها به فاصله هر . هفته نگهداري شدند

 حاوي  MS 2/1 اقه از محيطبراي طويل شدن س. شد بار انجام

mgl-125  كانامايسين به اضافه mgl-1200  سفاتوكسيم و براي

 MS 2/1+mgl-1100از محيط  ي بدست آمدهريشه زائي نوساقه ها

گياهان ريشه دار شده  ،در مرحله آخر. سفاتوكسيم استفاده شد

) در دما و نور مشابه مرحله قبل(هاي حاوي پرليت  ابتدا به گلدان

. شدند نگهداري گلخانه شرايط س به خاك منتقل شده و درو سپ

با پاكت گذاري از يكديگر  هتگياهان تراريخ ،در مرحله گلدهي

بذور جمع آوري . شدند تا از دگرگشني آنها جلوگيري شود جدا

جهت آناليزهاي بعدي مورد استفاده قرار  هشده از گياهان تراريخت

  .گرفت

 
. و آر. اي. ان. در سـطح دي  هتگياهان تراريخمولكولي بررسي 

  :اي. ان

، )گياه غيرتراريخت(هاي جوان گياهان تراريخت و شاهد  از برگ

DNA  با روشژنومي CTAB سپس با اسـتفاده از  .  استخراج شد

بــر  PCRواكــنش  IFNγژن و  nptIIژن  آغازگرهــاي اختصاصــي

  .گياهان گزينش شده در محيط انتخابي انجام شدروي 

  

  :اي. ان. ي گياهان تراريخته در سطح آربررسي مولكول

ــي   ــراي بررس ــطح  ب ــان ژن در س  RT-PCR از روش اي.ان.آربي

روز بعد از  25حدود  تراريختهنمونه برداري از بذور . استفاده شد

بـا   گياهـان شـاهد و تراريختـه   از بذر  اي.ان.آر. گلدهي انجام شد

و سـپس  انجـام  (QIAGEN)  اي.ان.آرتخلـيص   اسـتفاده از كيـت  

منظور تأييـد حـذف   به   .فتومتر تعيين غلظت شداسپكترونمونه با 

مراحـل سـاخت    .انجام شد PCR اي.ان.آربر روي DNA  آلودگي

cDNA     بـا اسـتفاده از كيـتRevertAid™ First Strand cDNA 

Synthesis Kits  شــركتFermentas  ــا پروتوكــل و ــا مطــابق ب ب

بـر   PCR .ام شـد انج Hexamerو  oligodT آغازگرهاياستفاده از 

  . انجام شد IFNγاختصاصي  آغازگرهايبا استفاده از  cDNAروي 

  

  

بـا هضـم آنزيمـي     CaMV 35Sبجاي  Napinجايگزيني پيشبرنده 

 )Napinمربـوط بـه   ( bp1140تاييد شد به اين ترتيب كـه قطعـه   

قــرار گرفــت  CaMV 35S)مربــوط بــه ( bp835 بجــاي قطعــه 

  ).1شكل(
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 ناقـل  در همسـانه سـازي  بعد از  IFNγمربوط به ژن  bp500قطعه 

TA  گياهي يانبي در ناقل ،تواليتائيد و pBI121 كلون شد  مجددا

تاييـد   هضـم آنزيمـي  و  PCR-كلنـي  ياستفاده از روشها باسپس 

  .)2شكل( گرديد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ژنومي  اي.ان.دي و PCRروش  استفاده از تكثير ژن اولئوسين با

يك  ،هاي طراحي شدهآغازگراستفاده از با  ،به عنوان الگو كلزا

 TA ناقل اين قطعه نيز ابتدا در. توليد كرد bp900قطعه تقريبا 

پس از اطمينان از صحت قطعه . و توالي يابي شد همسانه سازي

  و SmaI يبرش يها محلدر  ،جداسازي شدهاولئوسين ژن 

BamHIناقل در pBI121  در بالادست ژنIFNγ بررسي  .كلون شد

موجود در بانك  با تواليرا  %99مشابهت ميزان  الي يابينتايج تو

  .  ژن نشان داد

استفاده از آغازگر پيش با  ولئوسينا -اينترفرون گاما تركيبي سازه

) 4و  1آغازگر شماره (  IFNγبر ژن اولئوسين و آغازگر معكوس

 همانطور كه انتظار مي. يد شدتائ آنزيمي هضمو  PCR-نيوكلبا 

بود كه با هضم آنزيمي  bp1400يك قطعه  PCR رفت محصول

 . )3شكل( د شديتول bp900 و bp 500دو قطعه 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

، ژن Napinبذري  پيشبرندهبه اين ترتيب سازه حاصله تركيبي از 

 و توالي برشي در بين دو ژن بدست آمد IFNγ اولئوسين و

  ).4شكل(

  

    �    

 bp����  

با پيشبرنده  CaMV 35Sه تائيد جايگزيني پيشبرند: 1شكل

Napin ،وزني  نشانگر: 1 خطkb1 ناقل : 2 خطpBI121 

 bpقطعه  كه  BamHIو HindIIIبرش داده شده با آنزيمهاي 

  .است آزاد شده) Napin مربوط به پيشبرنده ( 1140

 

� � �      �

a b 

 bp��� 

 bp���

آن با هضم آنزيمي  همسانه سازيو تائيد  INFγتكثير ژن : 2شكل

كثير شده ت bp500قطعه : 2و  1 خط)  aشكل ؛pBI121در ناقل 

 .كنترل منفي: 4 خطو  bp100ر نشانگ: 3 خط، ) INFγمربوط به (

 pBI121ناقل : 2 خط، bp100 نشانگر وزني: 1خط ) bشكل 

 .آزاد شده)  INFγژن ( bp500برش داده شده و قطعه 

bp����  

4     3       2       

a 

 bp���  

 bp���  

            2        

b 

-نيوو اولئوسين با كل INFγهاي  ژن تائيد همسانه سازي: 3شكل

PCR ؛و هضم آنزيمي  a (قطعه  2و  1 خطbp1400  تكثير شده

: 4خطكنترل منفي، : 3 خط، ) و اولئوسين INFγمربوط به ژنهاي (

برش داده شده و  pBI121 ناقل: 1خط ) b شكل .kb1نشانگر وزني 

  bp100نشانگر وزني :  2 خطآزاد شده،  bp900و  500قطعه 
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باكتريوم واگربه  )19( انجماد و ذوبروش به  سازه تهيه شده

 ختياز آن براي تراري و دش تاييد PCR -نيوبا روش كل منتقل و

كه ي شده جوانه هاي باززاي. ريزنمونه هاي كوتيلدوني استفاده شد

اقه ابتدا به محيط رشد نوسسبز مانده بودند  ،يدر محيط انتخاب

هاي  به گلدان دار شدننتقل و پس از ريشه م) فاقد هورمون(

سپس  .حاوي پرليت جهت سازگاري به شرايط محيط منتقل شدند

 تحاوي خاك، ماسه و ورميكولي هاي يافته به گلدان گياهان رشد

تا زمان رسيدگي بذور در شرايط گلخانه نگهداري  و منتقل شدند

ت انتخاب شده در مرحله گلدهي پاك نگياها ).5شكل ( شدند

گذاري شدند تا از دگرگرده افشاني جلوگيري شود و بذور حاصل 

بعد نگهداري  بررسي هايجمع آوري و جهت ) T0نسل (از آنها 

.شد

  

  

  

  

 
  

 
 
 
  

  

  

  

 
و  اي.ان.دي به منظور بررسي مولكولي گياهان تراريخت در سطح 

هدف به گياهان تراريخت، پس از استخراج  سازهاطمينان از انتقال 

گياه ( و شاهد) T0(ژنومي از برگ گياهان نسل اول  اي.ان.دي

ژن و  nptIIژن آغازگرهاي اختصاصي  با PCR، )غيرتراريخت

IFNγ  انجام شد و قطعهbp1341  مربوط به ژنnptII  و قطعه

bp500  مربوط به ژنIFNγ هده شد در در گياهان تراريخت مشا

لازم به  ).7و  6شكل(باندي مشاهده نشد  حاليكه در گياهان شاهد

است ولي چون دو  bp 795برابر  nptIIذكر است كه اندازه ژن 

طراحي شده بود  nptIIآغازگر فوق در بالادست و پائين دست ژن 

 bp1341به همين دليل اندازه قطعه تكثير شده بزرگتر و برابر 

  .است

 

Cleavage site 

Oleosin 
gene 

Inteferon 
gene  

nptII Nos promoter 

RB 

Napin promoter 
Nos terminator 

LB  Nos terminator  

 جايگاه،  INFγ، ژن Napin، پيشبرنده )مقاومت به كانامايسين( nptIIنمودار سازه حاوي ژن : 4شكل

و  (LB) مرزي چپ در بين دو ناحيه pBI121اولئوسين كه در ناقل بياني برشي پروتئولايتيكي و ژن 

  .قرار گرفته است (RB)ناحيه مرزي راست 

 

نمونه ريزباززائي نوساقه ها از ) ، الفپس از تراريختي ي گياه كلزاباززائي و رشد نوساقه ها: 5شكل

در ) شاهد(از ريزنمونه هاي غيرتراريخت  هاي سفيد باززائي نوساقه )ب ،كوتيلدوني در محيط انتخابي

 نگلدا ريشه دار شده درتراريخت گياه ) د ،ن ساقهرشد نوساقه ها در محيط طويل شد) ج ،محيط انتخابي

  حاوي خاك در گلدان گياه تراريخت در مرحله گلدهي) ه ،حاوي پرليت

 الف

 ه د ج ب
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 RNAستخراج آنها مثبت بود براي ا PCRگياهاني كه نتيجه آزمون 

بيان ژن هم نشان داد كه  RT-PCRنتايج . از بذر انتخاب شدند

IFNγ  صورت در تعدادي از گياهان تراريخته  اي.ان.آردر سطح

  .)8شكل ( مي گيرد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

بسيار مناسب براي  ك روشاتصال ژن اولئوسين به ژن مدنظر ي

تيجه روغني بذر و در ن ه پروتئين نوتركيب در اجسامذخير

بيان پروتئين  .)5( كند تخليص راحت تر پروتئين ارائه مي

نوتركيب به همراه اولئوسين تمام مزاياي بيان در بذر از جمله 

افزايش كاهش قيمت تمام شده محصول، ، بالاي توليدظرفيت 

هاي مختلفي به  پروتئين تا به حال. را دارد... پايداري پروتئين و

ارزيابي  و در تمام مواردان شده اند با اولئوسين بي صورت تركيبي

در بيشتر موارد . )22، 20،21( فعاليت پروتئين مثبت بوده است

 هم فعال بوده كه نشان مياجسام روغني حتي پروتئين متصل به 

دهد اتصال به اولئوسين بسته بندي پروتئين نوتركيب را مختل 

اين  بالاي ظرفيتاين تحقيق با هدف استفاده از  .)3( نمي كند

جهت توليد پروتئين اينترفرون گاماي انساني كه داراي  فناوري

  . كاربردهاي وسيع در پزشكي مي باشد، طراحي و اجرا شد

مهم در انتقال ژن به گياه كلزا، نوع ريزنمونه، رقم كلزا،  عواملاز 

باكتريوم و مدت زمان تلقيح است كه در بالا بودن وسويه اگر

در اين تحقيق بر  .تي بسيار موثر هستندفراواني باززائي و تراريخ

ريز نمونه كوتيلدون، ) 1(زبرجدي و همكاران كار اساس نتايج 

ثانيه  10-20و مدت زمان تلقيح  LBA4404، سويه PFرقم 

كارگيري كوتيلدون به عنوان   نكته قابل توجه در به. انتخاب شد

ر ريزنمونه، وجود جوانه انتهايي در بين برگهاي اوليه است د

كاملاً حذف نشود، پس از آلوده سازي با  صورتي كه اين بخش

هاي كشت، جوانه  اگروباكتريوم و كشت ريزنمونه بر روي محيط

انتهايي كه غيرتراريخته است سريعاً رشد كرده و محقق دچار 

هاي قاعده دمبرگ كه  از سوي ديگر حذف سلول. شود اشتباه مي

رخوردار هستند نيز باعث عدم از توان تراريختي و باززايي بالايي ب

بنابراين در تهيه . شود شاخه زايي و كاهش ميزان تراريختي مي

ريزنمونه ها و برش دمبرگ كوتيلدوني بايد دقت كافي اعمال شود 

  .تا نتيجه مطلوب حاصل گردد

ها  در خصوص مصرف كانامايسين به عنوان عامل انتخابگر سلول

 mg l-1شت كه محدوده بينبايد توجه دا تراريختهو جوانه هاي 

ميزان بالاي كانامايسين موجب . ، براي كلزا كافي است30-15

����b����bp

���

در گياهان تراريخت از طريق  nptIIاثبات حضور ژن : 6شكل 

 1341گياهان تراريخت كه باند   :2و  1چاهك .  PCRآزمون 

، )گياه غير تراريخت( كنترل منفي: 3دهند،  جفت بازي را نشان مي

 kb1ماركر:5و) pBI121پلاسميد (كنترل مثبت :4

و آغازگرهاي   PCRز گياهان تراريخت با استفاده ازيآنال: 7شكل 

: 5شده،  خط ختاريگياهان تر، 4، 3، 2، 1؛ خطIFNγاختصاصي 

حاوي   pBI121پلاسميد(كنترل مثبت : 6، خط kb 1وزني نشانگر 

 )غيرترايختگياه (كنترل منفي : 7؛ خط)سازه

43

bp
���  

و آغازگرهاي  RT-PCRتراريخت با  آناليز گياهان: 8شكل 

  pBI121پلاسميد( كنترل مثبت : 1؛ خط IFNγاختصاصي

: 4خطگياهان تراريخت ،  3و  2؛ خط )حاوي سازه تركيبي

  bp100 نشانگر: 5،خط )غيرتراريختگياه (كنترل منفي 

�� ��

bp���  

���  
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به علت  ،از طرف ديگر. شود حذف نوساقه هاي تراريخته نيز مي

كه در اثر آنتي بيوتيك  ههاي گياهي غيرتراريخت مرگ سلول

دهد، تركيبات فنلي و ساير محتويات درون  كانامايسين روي مي

اين تركيبات  كه دشو منتقل ميسلولي محيط بيرون ها به  واكوئل

هاي  هاي ديگر و حتي سلول توانند بر روي سلول نيز مي

هاي  مرگ بسياري از سلول ،لذا. بگذارند ات منفياثر هتراريخت

 گرنه به واسطه ماده انتخاب) هاز جمله سلولهاي تراريخت(گياهي 

و  ت نامطلوب، بلكه به علت آزاد شدن تركيبااست )كانامايسين(

  ).23( از سلولهاي مرده است مواد سمي

ــان ــر  در گياه ــده ب ــاب ش ــت   انتخ ــيط كش ــطح مح ــاوي (س ح

بـا اسـتفاده    PCR با آزمون nptIIو  IFNγحضور ژن ، )كانامايسين

. اثبــات گرديــد هگياهــان تراريختــدر از آغازگرهــاي اختصاصــي 

ژن از  نسـخه بـرداري   ،RT-PCRآزمـون  تكميلـي و  بررسي هاي 

IFNγ  آزمونهـاي انجـام   مجموعـه  . تائيد كردگياه كلزا  رودر بذرا

گيـاه كلـزا   ژنـوم  بـه   IFNγنشان داد كـه ژن  حاصل نتايج شده و 

بـا   اميد است. و نسخه برداري از آن صورت مي پذيردشده  منتقل

در زمينـه اسـتخراج و استحصـال ايـن     تكميل بررسي هاي بعدي 

انبوه و ارزان آن را فـراهم  پروتئين نوتركيب ارزشمند امكان توليد 

 . كرد

  

  

زبرجدي ع، جلالي جواران م، سلمانيان ع ه،كريم زاده -1

انتقال ) سنس و آنتي سنس(بررسي تاثير ساختارهاي ). 1384(ق

برميزان  β-ketoacyl- CoA synthaseيافته ژن كدكننده آنزيم 

رساله دكتري، دانشگاه تربيت . توليد اسيد اورسيك در كلزا
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