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باشد كه داراي توانايي بسيار بالايي هاي سبز تك سلولي متحرك مياز جمله جلبك  Dunaliella salinaريز جلبك 

سبز جهت توليد  يك كارخانه سلولي   براي رشد در شرايط شور بوده و به دليل دارا بودن مزاياي مختلف به عنوان
هاي مونوكلونال و ساير  بادي ها، فاكتورهاي رشد، آنتي ها، هورمون ي از قبيل واكسنيهاي ارزشمند دارو فرآورده
هاي انتقال ژن خارجي به اين ريزجلبك مورد  در اين تحقيق روش .باشد هاي نوتركيب مورد توجه مي پروتئين

ظور استفاده از نشانگرهاي انتخابي در فرآيند انتقال ژن، آزمون تعيين در اولين قدم و به من. بررسي قرار گرفته است
. رشد از قبيل كانامايسين، هيگرومايسين، كلرامفنيكل و فسفينوتريسين انجام شد  ات بازدارندهميزان حساسيت به تركيب

براي انتقال . ليتر بودميكروگرم در ميلي 7نتايج اين آزمون حاكي از حساسيت ريز جلبك به فسفينوتريسين در غلظت 
ي  ها سازه. هاي همزدن با ذرات شيشه، الكتروپوراسيون، اگروباكتريوم و بمباران با تفنگ ژني استفاده شدژن از روش

كننده آنتي ژن و همچنين ژن كد bar، ژن انتخابگر gusهاي گزارشگر  مورد استفاده در اين تحقيق حاوي ژن
آميز  نتايج حاصله حاكي از موفقيت. كوئيتين بود يوبي   و 35Sهاي  پيشبر سطحي ويروس هپاتيت بي تحت كنترل 

هاي جلبك  ها سلول در اين روش. بودن روش استفاده از ذرات شيشه و همچنين تفنگ ژني در فرآيند انتقال ژن بود
ر و بيان تراريخته قابليت رشد خود را در محيط كشت حاوي نشانگر انتخابي فسفينوتريسين حفظ كرده و حضو

هاي  در سلول gusهمچنين بيان ژن . تاييد شد RT-PCRو  PCRهاي  هاي خارجي و نشانگر انتخابي با روش ژن
 .آميزي هيستوشيميايي مورد تاييد قرار گرفتتراريخته، با استفاده از رنگ

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
ك ت) فتوسنتز كننده(سبز  هاي جلبك از گروهريز جلبك دوناليلا 

اين جنس داراي . سلولي است  باشد كه فاقد ديواره سلولي مي
به عنوان يكي  Dunaliella salinaگونه    .هاي متعددي است گونه
به عنوان كارخانه زيستي براي توليد آن، هاي  ترين گونهمهماز 

و غذايي مورد  هاي نوتركيب و همچنين كاربرد صنعتي پروتئين
خارجي به  DNAهايي كه انتقال  ساير گونه. استتوجه واقع شده
  Dunaliella viridisو  Dunaliella tetiolecta  آنها گزارش شده

 D. salinaريز جلبك ). Borowitzka and Siva 2007(باشند مي

ري توليد  بتاكاروتن در حال حاضر به عنوان بهترين منبع تجا
هاي مختلف  اين جلبك  به علاوه گونه. باشد طبيعي در جهان مي

توانند مقادير قابل توجهي از مواد شيميايي با ارزش مثل مي
ها، مواد معدني و  كاروتنوئيدها، گليسرول، ليپيدها، ويتامين

 Hosseini Tafreshi and(ها را در سلول خود انباشته كنند  پروتئين

Shariati 2009(.  
كند  هاي شور تا خيلي شور رشد مياين ريز جلبك در آب

بنابراين كشت در سطح وسيع آن، با كشاورزي متداول، در منابع 
 .كند و آب شيرين رقابت نمي كشتهاي قابل زمين انندمحدود م

كنند و از ها  هيچ گونه سمي توليد نميهمچنين اين ريز جلبك
هاي ايمن  يي در طبقه  ميكروارگانيسماين رو به عنوان منبع غذا

)١GRAS (بنابراين بسياري از تركيبات با . شوندبندي ميطبقه
ارزش بالاي توليد شده توسط اين ريز جلبك به صورت پودر 

باشد  خشك شده و بدون انجام استخراج، قابل مصرف مي
)Walker et al. 2005b .( پتانسيل توليد تركيبات زيست سازگار و

ده از اين ريزجلبك به عنوان منبع غذايي به علاوه كشت استفا
آسان و ارزان به همراه شوري بالاي محيط كشت آن كه مانع رشد 

   شود، همچنين عدم وجود ديوارهها در محيط آن مي ساير ارگانيسم
- سلولي كه باعث تسهيل در انتقال ناقل به داخل سلول و خالص

، اين ريزجلبك را كانديد شودهاي بيان شده مي سازي پروتئين
ده كرهاي نوتركيب  انتقال ژن خارجي و توليد پروتئين در مناسبي
  . )Walker et al. 2005b( است

                                                            
1 Generaly regarded as sofe 

ها براي اهداف  عموما انجام تغييرات ژنتيكي بر روي ريز جلبك
ها، توليد مختلف از جمله افزايش توليد تركيبات سنتي جلبك

ها و تركيبات بادي ها، آنتي نهاي نوتركيب از قبيل هورمو پروتئين
زيست فعال جديد براي كاربردهاي صنعتي و داروئي از طريق 

 هاي مهندسي متابوليك و استفاده از آنها به عنوان ميزبان
شناسي سلولي و مولكولي يوكاريوتي جهت مطالعات زيست  

 ;León-Bañares et al. 2004; Ben-Amotz et al. 2009)باشد  مي

Barzegari et al. 2011) .هاي ژنتيكي  طي ساليان اخير دستورزي
ها به منظور افزايش ميزان چربي جهت توليد  ريزجلبك
 Tabatabaie et)است هاي زيستي مورد توجه قرار گرفته سوخت

al. 2011; Collet et al. 2014).  
خارجي به ريزجلبك   الذكر، فرايند انتقال ژنرغم مزاياي فوقعلي

هاي تراريخته پايدار در آن از جمله مهمترين  اد تيپدوناليلا و ايج
باشد  هاي نوتركيب در اين ريز جلبك مي موانع در توليد پروتئين

)León-Bañares et al. 2004; Barzegari et al. 2011; Anila et 

al. 2011 .( با اين وجود، نتايج تحقيقات صورت گرفته در اين
 Geng et)( باشد خصوص ميهايي در اين  زمينه حاكي از موفقيت

al. 2003 .هاي مختلفي از قبيل الكتروپوراسيون،  تاكنون از روش
هاي  تكان دادن با ذرات شيشه و تفنگ ژني براي انتقال ژن

 bleژن انتخابگر  نتقالا. استهشدها استفاده  خارجي به ريز جلبك
در ريزجلبك  RbcS1تحت كنترل نواحي پروموتور و ترميناتور 

D. tertiolecta  است هشداز طريق الكتروپوراسيون انجام
(Walker et al. 2005a). همچنين اين روش به صورت موفقيت -

مورد استفاده قرار  D. salinaبه  bleآميز براي انتقال ژن انتخابگر 
روش تكان دادن با استفاده از . (Sun et al. 2005)است گرفته
 D. salinaراي تراريختي آميزي بطور موفقيتبه ٢هاي شيشه دانه

ي علاوه بر اين ذرات نانوي). Feng et al. 2007(است هشد انجام
به خوبي براي انتقال ژن در  فيلوسيليكات منيزيم توانسته

نتايج  .(Kim et al. 2014)ريزجلبك كلاميدوموناس استفاده شود 
كه روش انتقال ژن با استفاده از  تحقيقات مختلف نشان داده

ها نيز مورد استفاده قرار  تواند در مورد ريز جلبكريوم مياگروباكت
رغم اما علي ).Prasad et al. 2014; Pratheesh  et al. 2014(گيرد 
گرفته، همچنان كارايي انتقال ژن به اين نوع هاي صورت تلاش

                                                            
2 Glass beads 
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هاي نوتركيب در آنها  جلبك پايين بوده و امكان توليد پروتئين
سازي ا هدف بررسي و بهينهتحقيق حاضر ب. محدود است

  . اجرا شد D. salinaهاي مختلف انتقال ژن به ريز جلبك  روش
  

   هامواد و روش
    D. salinaجلبك ريزكشت  

جهت  UTEX200  سويه D. salinaريزجلبك در اين تحقيق از 
 محيط كشت ريزجلبك در. هاي تراريختي استفاده شد انجام آزمون

 (Borowitzka and Borowitzka 1988)١نجانسو   يافته  كشت تغيير
 10ساعت نور و  14كشت در شرايط ). 1جدول(صورت پذيرفت 
 8ساعت نور و  16و يا ) در شيكر انكوباتور( ساعت تاريكي
 40- 60با شدت نور ) در فيتوترون و بدون شيكر( ساعت تاريكي

 25± 3شرايط دماي . شدانجام برثانيه  مربع فوتون برمتر ميكرومول
 .نظر گرفته شد در دور در دقيقه 60 سرعتو گراد سانتي   رجهد

با استفاده از  D. salinaهاي  ها، سلول بررسي رشد جلبك جهت
شمارش  X200لام نئوبار زير ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي 

  .ندشد
  كش باستاها و علف بيوتيكآزمون حساسيت به آنتي

كش با ا و علفه بيوتيكآزمون حساسيت ريزجلبك به آنتي
لگاريتمي انجام هاي ريزجلبك در مرحله رشد  استفاده از سلول

براي اين منظور آنتي  .)يترليليسلول در م x 6 -4 106(پذيرفت 
هاي كانامايسين، هيگرومايسين، كلرامفنيكل، سفوتاكسيم و  بيوتيك
 تا 200ها از  بيوتيكغلظت آنتي. شدكش باستا استفاده علف

µg/ml 800 تا  3راي باستا و ب µg/ml 20 در نظر گرفته شد.  
  هاي ژني سازه

و  GUSحاوي ژن گزارشگر  pCAMBIA3301از پلاسميد 
ژن سطحي ويروس حاوي ژن آنتي pCAMBIA-HBsAgپلاسميد 
ويروس موزاييك  35Sتحت كنترل پيشبر ) B )HBsAgهپاتيت 

تحت ) bar(و نيز ژن مقاومت به فسفينوتريسين) CaMV(كلم 
همچنين از سازه . استفاده شد CaMV 35Sل پيشبر كنتر

pUΩGUS  كوئيتين بييو   براي بررسي قابليت استفاده از پيشبر
   تحت پيشبر gusاين سازه باعث بيان ژن گزارشگر . شداستفاده 

  ).1شكل( باشد مي بيكوئيتينيو  
                                                            
1 Dunaliella Jahnson medium modified(DJMM)   

  جانسون   افتهي  تغييرمحيط كشت تركيب اجزاء   -1جدول
  مقادير تركيبات
NaCl 60 گرم 

MgCl2·6H2O 5/1 گرم 

MgSO4·7H2O 5/0 گرم 

KCl 2/0گرم 

CaCl2·2H2O 2/0رمگ 

KNO3 1 گرم 

NaHCO3 043/0گرم 

KH2PO4 035/0 گرم 

Na2EDTA 189 ميلي گرم 

FeCl3·6H2O 244 ميلي گرم 

H3BO3 61 ميلي گرم 

(NH4)6Mo7O24·4H2O 38 ميلي گرم 

CuSO4·5H2O 6 ميلي گرم 

CoCl2·6H2O 1/5 ميلي گرم 

ZnCl2 4/1 ميلي گرم 

MnCl2·4H2O 4/1ميلي گرم 

  شديم ظتن 5/7 در  pHو هده شدليتر رسانيليم 1000حجم محلول به 
  

Ω

EcoRIBamHIHindIII

UbiI gus nospUΩGUS

SmaI

HindIII

p35S gus nospCAMBIA3301

NcoI NheI

HindIII

p35S HBsAg nospCAMBIA-HBsAg

NcoI NheI

  
هاي خارجي  هاي ژني مورد استفاده براي انتقال و بيان ژن نقشه سازه -1شكل

  در ريزجلبك
  

  هاي انتقال ژن آزمون
زدن با ذرات شيشه، هاي هم روش به منظور بررسي انتقال ژن از

باكتريوم و تفنگ ژني استفاده كشتي با اگروالكتروپوراسيون، هم
  . شد

  زدن با ذرات شيشههمروش 
هاي   كشت مايع حاوي سلولليتر ميلي 5/1براي اين منظور ابتدا 

-يليلول در مس 106x 6 -4 ( ريز جلبك  در مرحله رشد لگاريتمي
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پس از سه بار شستشو  .وب داده شدندتوسط سانتريفوژ رس )يترل
سپس . شدندور محيط كشت مايع تازه غوطه ليترميلي 8/0در  
محيط به  )مترميلي 6/0 به قطر(ذرات شيشه  گرم ازميلي 300

پلي  درصد 20محلول  صد ميكروليتر. جلبك افزوده شدحاوي ريز
به به صورت آلترناتيو و . به نمونه اضافه شد 6000 اتيلن گليكول

به عنوان ( سپرم ماهيا DNAي انتقال ژن، از يامنظور افزايش كار
سپس  .شدميكروگرم به محلول افزوده  50 به مقدار )DNAكرير 

به به محلول افزوده شده و  بياني پلاسميدميكروگرم  40به ميزان
 ذرات شيشهنشين شدن بعد از ته. ثانيه ورتكس شدند 15مدت 
و به  ليتري استريل منتقل شدنديليم 50هاي  ها به فالكون جلبك

. شدمحيط كشت مايع تازه اضافه ليتر ميلي 9ها  هر كدام از نمونه
ميكرومول  4- 5حدود ( ساعت در نور كم 24ها به مدت  نمونه

پس از  .شدندقرار داده   در فيتوترون) فوتون بر متر مربع بر ثانيه
اضافه شده و كش باستا علفليتر ميكروگرم بر ميلي 7، ساعت 48

  .شيكر انكوباتور منتقل شدند به شرايط بهينه رشد در

  اسيون روش الكتروپور
ي در جلبك از دستگاه راي ايجاد تراريختدر اين روش ب

. استفاده شد Gene PulserII (BIORAD, USA)الكتروپوراتور 
 Exponential و  Square waveهاي براي اين منظور از برنامه

decay توصيف شده توسط ش بر اساس روSun et al. (2005)   
ليتر از كشت ريز جلبك واقع در مرحله ميلي 5/1ابتدا . استفاده شد

و سانتريفيوژ شده ) ليترسلول در ميلي 106x 6-4(رشد لگاريتمي 
، با محيط مايع تازهنشين شده هاي ته پس از شستشوي سلول

لار گليسرول، مو 5/1(الكتروپوريشين  ميكروليتر بافر 400توسط 
ميلي مولار تريس  CaCl2 ،30 مولارميلي NaCl  ،6ميلي مولار  50

ميكروليتر پلاسميد  30. شد معلق سازي )pH 7.5و 
pCAMBIA3301 ) به ) ليترميكروگرم در ميليدو با غلظت حدود

يخ    دقيقه بر روي 5- 10سوسپانسيون به مدت . شدها اضافه سلول
ها سلول. شدمنتقل  الكتروپوراسيونبه كووت و سپس  گذاشته شد
ولت بر  2500-500 هاي با ولتاژ الكتروپوراتور وبا دستگاه 

دقيقه مجددا بر  5به مدت كووت  .متر الكتروپوريت شدندسانتي
ليتر محيط كشت مايع ميلي 10در ها  ه و نمونهگذاشته شدخ ي   روي

نتقل ساعت م 24به مدت  نوركمه و به شرايط شدتازه غوطه ور 

به شرايط بهينه رشد در شيكر انكوباتور ها نهايتا  نمونه .شدند
 .منتقل شدند

  روش تفنگ ژني
روش بمباران با تفنگ ژني با ايجاد تغييراتي در روش توصيف 

براي اين منظور ابتدا  .انجام شد Tun et al. (2005) شده توسط 
محيط كشت ميكروليتر  200 سلول ريزجلبك در 108جمعيت 

جامد بر روي  DJMMبر روي پليت حاوي محيط كشت  مايع
 قرار ،اي كه منطبق با محل شليك با دستگاه تفنگ ژني استدايره

 ،pSI 900و PSI 650هاي  گرفت سپس با استفاده از راپچر ديسك
پوشش داده شده با ) و يك ميكرومتر 6/0هاي  به قطر(ذرات طلا 

پس از  .ندشدشليك  ريز جلبكهاي  پلاسميد به سمت سلول
 و با آوري شده، ها با پايپتور جمع بمباران با تفنگ ژني جلبك
پس از  و ليتر رسانده شدهميلي 20محيط كشت تازه به حجم 

ساعت به فيتوترون  24ليتري، به مدت ميلي 50هاي  انتقال به ارلن
  . منتقل شدند نور كمو شرايط 

  كشتي با اگروباكتريومهمروش 
 25بر روي محيط كشت جامد در دماي  هاي ريز جلبكسلول

گراد كشت داده شده تا به صورت چمني رشد كرده و درجه سانتي
كشتي اگروباكتريوم حاوي هم. ها را تشكيل دهداي از سلوللايه

ساعت  48مدت ه پلاسميد بر روي لايه ريز جلبك درون پليت ب
هاي ريزجلبك از سطح پليت با كمك محلول سلول. انجام گرفت

آوري شده و محيط كشت حاوي سفوتاكسيم شسته شده و جمع
پس از تراريزش، . مجددا بر روي محيط كشت جامد پخش شدند

ساعت نگهداري شدند و  24ها در شرايط نور كم به مدت سلول
ليتر علفكش ميكروگرم در ميلي 6سپس به محيط جامد حاوي 

 Anila)د باستا منتقل شده و در شرايط رشد بهينه نگهداري شدن

et al. 2011) .هاي رشد كرده بر روي محيط  پس از دو هفته كلوني
دهنده درج احتمالي ژن خارجي در جامد حاوي غربالگر كه نشان

باشد به محيط مايع حاوي غربالگر منتقل شدند و ژنوم آنها مي
هايي كه در محيط مايع حاوي غربالگر پس از دو هفته از سلول
لگاريتمي رسيده بودند براي استخراج  رشد كرده و به مرحله

DNA هاي مولكولي استفاده شدند و بررسي .  
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 PCRآغازگرهاي مورد استفاده در واكنش -2جدول

  )bp( طول قطعه تكثير شده (´3-´5)ترادف ژن هدف  آغازگر
FHBsAg HBsAg CCGCTTCATCATCTTCCTGT 182   
RHBsAg  AGCAGCAGGAGGGGTACAT  

Fbar bar TCTATCTCTCTCGAGCTTTCGCAG 428   
Rbar  ATGGAGAAACTCGAGCTTGTCGAT  

FGUS gus TTACCATGGTTATGTTACGTCCTGTAGAAC 500   
RGUS  AATCTGCAGTCATTGTTTGCCTCCCTGCTGC  
FVir virG ATGATTGTACATCCTTCA 600   
RVir TGCTGTTTTTATCAGTTGAG 

  
  زجلبكبررسي كارايي انتقال ژن و بيان ژن خارجي در ري

هاي ريز جلبك در اواخر مرحله رشد لگاريتمي آوري سلولجمع
به روش دلاپورتا  DNAبا سانتريفوژ صورت پذيرفته و استخراج 

حضور جهت بررسي ). Dellaporta et al. 1983(انجام گرفت 
ريزجلبك، ابتدا واكنش در  HBsAg و gus، bar خارجي هاي ژن

PCR  صورت ) 2جدول(صي اختصاآغازگرهاي با استفاده از
جهت اطمينان از عدم حضور اگروباكتريوم در محيط  .پذيرفت

در ) vir(زايي هاي بيماري اختصاصي ژن آغازگرهايكشت از 
 .استفاده شد PCR واكنش

 D. salina   هاي ترانسفورم شده در سلول gusبراي تعيين بيان ژن 
ا ب Jefferson (1987) آميزي هيستوشيميايي مطابق روشاز رنگ

ساعت پس از  48براي اين منظور  .كمي تغييرات استفاده شد
) سلول 106 - 107( هاي ترانسفورم شده ترانسفورماسيون، جلبك

ها  ريزجلبكپس از حذف رونشين آوري شده و با سانتريفوژ جمع
به مدت نيم  ])1:3(اسيداستيك- %96اتانول[ با محلول تثبيت كننده

-ميكروليتر محلول رنگ 200. ساعت در دماي اتاق تثبيت شدند

پلت به آرامي در  .افزوده شد هاي ريزجلبك به سلول آميزي
 M NaPO4 , 10 mM EDTA, 0.1% 0.1( آميزيمحلول رنگ

Triton X-100, 1 mM K3Fe(CN)6, 2 mM X-Gluc(  ه شدحل
 37ساعت در انكوباتور  48 تا 24و سوسپانسيون حاصل به مدت 

ميكروليتر از سوسپانسيون  15. شد گراد گذاشتهسانتي   درجه
ها با  مجددا سلول سلولي زير ميكروسكوپ نوري بررسي شده و

 150، حذف رونشينو پس از  آوري شدهسانتريفوژ جمع
هاي  سلولزدايي به درصد جهت كلروفيل 70ميكروليتر اتانول 

همچنين به منظور  .بررسي شدندها  و نمونه جلبك افزوده شدريز
هاي تراريخته،  در سلول يپروتئين واكسن هپاتيت ب بررسي توليد

هاي  بادي با استفاده از آنتي Chemiluminescence assayآزمون 
) كرج، ايران(اختصاصي پروتئين مذكور توسط آزمايشگاه رازي 

 .صورت پذيرفت

   RT-PCRآزمون 
هـاي رشـد كـرده در     ژن خارجي در سـلول به منظور بررسي بيان 

 RNAاسـتخراج  . استفاده شد  RT-PCRآزمون  محيط انتخابي، از
 ,RNA (Bioradهاي جلبك با استفاده از كيت اسـخراج   از سلول

USA)  انجام و سپسcDNA  با استفاده ازoligo dT   و با اسـتفاده
طبـق   iScript™ cDNA Synthesis Kit (Biorad, USA)از كيت 

ز سـنتز  به منظور اطمينـان ا . دستورالعمل شركت سازنده توليد شد
cDNA هاي  از روي نسخهmRNA هـاي   ، نمونـهRNA   اسـتخراج

بـا   PCRدر ادامـه آزمـون   . ندشدتيمار  DNaseشده ابتدا با آنزيم 
و قطعـه تكثيـر   انجام  )2جدول(هاي اختصاصي  ه از آغازگراستفاد

  .  ز رديابي شدشده بر روي ژل آگار
  

    نتايج و بحث
امايسين، هيگرومايسين، هاي كان بيوتيكنتايج استفاده از آنتي

ها  بيوتيككلرامفنيكل حاكي از آن بود كه هيچ كدام از اين آنتي
ليتر، از رشد ميكروگرم در ميلي 800ستند حتي در غلظت ننتوا

بيوتيك سفاتوكسيم، در مورد آنتي. ريزجلبك جلوگيري كنند
محدود كننده ليتر در ميليميكروگرم  500 هاي بالاتر از غلظت

كش باستا كه حاوي ماده موثره استفاده از علف .رشد بود
هاي ريزجلبك داراي باشد، نشان داد كه سلول فسفينوتريسين مي

هاي بالاتر  غلظت).  2شكل(باشند كش ميحساسيت به اين علف
 106در غلظت (ليتر باستا كاملا از رشد ميكروگرم در ميلي 7از 
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هاي بالاتر  ز جمعيتاستفاده ا. جلوگيري كرد) سلول در ميلي ليتر
به  شدكش ريز جلبك منجر به افزايش آستانه تحمل به علف

ليتر آستانه تحمل به سلول در ميلي 108نحوي كه با جمعيت 
بنابراين . يافت  ليتر افزايشميكروگرم در ميلي 9باستا تا مقدار 

يك غربالگر انتخابي مناسب    تواند به عنوانكش باستا ميعلف
  .ژن به اين ريزجلبك مورد استفاده قرارگيرد براي انتقال

  

 
كش باستا بر ميزان رشد ريزجلبك هاي مختلف علف تاثير غلظت -2شكل

  دوناليلا در طي دو هفته
  

هاي خارجي به ميزبان  پس از انجام مراحل مختلف انتقال ژن
ژن و آنتي gusهاي خارجي  ريزجلبك، بررسي حضور و بيان ژن

هاي حاوي ممانعت كننده  در كشت يبسطحي ويروس هپاتيت 
هاي ريز جلبك در  قابليت رشد سلول. باستا صورت پذيرفت

يتر باستا به عنوان معيار اوليه لميكروگرم در ميلي 9يا    و 7غلظت 
  . هاي كانديد حاوي ژن خارجي استفاده شد براي جداسازي سلول

ل بياني در آزمون تراريختگي با استفاده از ذرات شيشه از دو ناق
pCAMBIA3301 )هاي  حاوي ژنgus انتخابي  و نشانگرbar ( و

pUΩGUS ) حاوي ژن گزارشگرgus يوبيكوئيتين   و پيشبر (
نتايج حاصله در مورد استفاده از ناقل بياني  .استفاده شد

pCAMBIA3301 محيط كشت جامد و در  نشان داد كه در
ريز و سبز هاي  تك كلون روز 16، پس از باستاعلف كش  حضور

هاي  به منظور بررسي تراريختگي در كلون .شوندميرنگ ظاهر 
هاي هر كلني به صورت مجزا در محيط مايع حاوي  مذكور، سلول

از آنها  DNAباستا كشت داده شدند و پس از رشد استخراج 
اسپرم  DNA(حامل   DNAدر حالت استفاده از. صورت پذيرفت

در محيط  T3B)و  T3A (نه نمو دو براي انتقال ژن، فقط )ماهي
فاقد  كنترل منفيكه نمونه ، در حاليباستا رشد كرده بودند حاوي

هاي ريز جلبك  نمونه كنترل منفي شامل كشت سلول. رشد بود
 PCR نتايج آزمون. باشد تحت تيمار مشابه ولي فاقد ناقل بياني مي

 كه دكرمشخص  barو  gusبا آغازگرهاي طراحي شده براي ژن 
 3شكل( باشندمي  gusو bar هاي و نمونه هر دو حاوي ژناين د

نمونه در  يك   فقطحامل   DNAدر حالت عدم استفاده از. )4و
نشان داد كه   PCRد كه نتايج آزمونكرمحيط كشت انتخابي رشد 

 است gusژن  باشد و فاقد مي bar فقط حاوي ژن )3A( اين نمونه
تراريخته حاصله، درصد اي ه با توجه به تعداد كلون ).4و 3شكل(

ذرات شيشه در حدود با استفاده از روش تكان دادن با ي تراريخت
4 -10x4  ژن بررسي بيان  .شدمحاسبهgus هاي  در ريزجلبك

آميزي هيستوشيميايي با استفاده از روش رنگترانسفورم شده 
رنگ آبي در نتايج اين آزمون حاكي از بروز . صورت پذيرفت

اي بود ذرات شيشه رانسفورم شده با روشتهاي ريزجلبك  سلول
  ).5شكل(

500bp

250bp

M       wt     p3301   T3B    3A     T3A    M   WT p3301 T3B  3A    T3A

500 bp

250 bp

  
 .gusبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن  PCRآزمون  -3شكل

هاي  نمونه) bp428 باند ( gusمربوط به حضور ژن  PCRمحصولات 
نمونه ترانسفورم شده بدون  )3A ؛ايذرات شيشهوش رترانسفورم شده با 

حامل رانسفورم شده به همراه هاي ت نمونه )T3Bو  T3A؛ DNAحامل 
DNA ؛WT(  نمونه ترانسفورم نشده؛p3301(  پلاسميد

pCAMBIA3301.  
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WT        M         p3301      T3B         T3A        3A

500 bp

  
هاي ترانسفورم  نمونه) bp500  باند( barژن با آغازگر   PCRواكنش -4شكل

 ؛DNA نمونه ترانسفورم شده بدون كرير )3A. ذرات شيشه ايشده با روش 
T3A  وT3B( حامل همراه  هاي ترانسفورم شده به نمونهDNA؛ WT( 

 .pCAMBIA3301پلاسميد  )p3301؛ نمونه ترانسفورم نشده

  
١ ٢

٣ ۴

  
هاي  نمونه )2و  gus. 1 بررسي بيان ژن آزمون هيستوشيميايي براي  -5كلش

هايي  جلبك( :كنترل منفي )3 ؛pCAMBIA3301ترانسفورم شده با پلاسميد 
  .)gusاگروباكتري حاوي ژن ( كنترل مثبت )5 ؛)پلاسميد فاقد

  
يوبيكوئيتين در    در اين تحقيق به صورت آلترناتيو، قابيلت پيشبر

با روش استفاده از ذرات شيشه مورد  gusبيان ژن گزارشگر 
 )1شكل(  pUΩGUSبراي اين منظور از ناقل. بررسي قرار گرفت

باشد،  يوبيكوئيتين مي   تحت پيشبر  gusگزارشگر كه حاوي ژن 
ژن انتخابگر براي كشت ريزجلبك در  اين ناقل فاقد. استفاده شد

بنابراين نتايج حاصله مربوط  .باشد محيط حاوي آنتي بيوتيك مي
نتايج . باشد هاي ريزجلبك مي در سلول gusبه بيان موقت ژن 

هاي ريز جلبك تحت تيمار  آزمون هيستوشيميايي بر روي سلول
هاي ريز جلبك  در سلول gusحاكي از عدم بيان ژن   ناقل فوق

  . ودب
در روش الكتروپوراسيون در بسياري از موارد با ايجاد جرقه در 

براي رفع اين مشكل . شدهنگام اتصال جريان الكتريكي همراه مي
يا ايجاد تغيير در شرايط برق دهي دستگاه    هاي مختلف و از بافر

از بين  ها فقط زماني زنده مانده و به طور كامل جلبك .شداستفاده 
با شدت جريان  Exponential decay   استفاده از برنامه رفتند كه بان

پس از . متر الكتروپوريت شدندولت بر سانتي 500الكتريكي 
هاي الكتروپوريت شده به محيط كشت حاوي باستا،  انتقال سلول

محيط هاي ريز جلبك در  مشاهدات حاكي از عدم رشد سلول
اين روش صفر بنابراين درصد تراريختگي در  .باشد ميانتخابي 

  .شدمنظور 
روش انتقال ژن با استفاده از تفنگ ژني براي سازه حاوي ژن 

HBsAg همهنتايج اين روش حاكي از اين بود كه . استفاده شد   
هاي كنترل منفي فاقد ناقل بياني و همچنين  ها شامل نمونه نمونه
-ميكروگرم در ميلي 6و  7هاي داراي ناقل بياني در غلظت  نمونه

هاي  ميكروگرم نمونه 9غلظت  باستا رشد كردند و تنها در ليتر
 7و 6دهد كه غلظت اين نتايج نشان مي. كنترل منفي رشد نكردند

كش براي جلوگيري از رشد اين جمعيت از ميكروگرم باستا علف
كافي نيست و بهترين غلظت باستا براي  D. salinaهاي  سلول

 9ها ميزان  رانسفورمانتگري براي تانتخاب گزينش بازدارندگي و
تفاوت مشاهده شده با نتايج . باشدليتر ميميلي ميكروگرم در

كش به دليل حاصله از آزمون تعيين ميزان حساسيت به علف
برابري ريزجلبك در اين روش  صداستفاده از جمعيت حدود 

ليتر ميلي ميكروگرم در 9بنابراين در اين روش از غلظت . باشد مي
ها درون محيط كشت حاوي  رشد ريزجلبك. شدستا استفاده با

تواند دليلي بر تراريخته بودن آنها باشد ولي در باستا گرچه مي
ها  گر امكان فرار غير تراريختهگزينش آنها بر روي محيط گزينش

دست آمده ه هاي ب حضور ژن خارجي در جلبك. نيز وجود دارد
با  PCRگ ژني، با انجام آزمون استفاده از تفن از روش انتقال ژن با
 و همچنين ژن HBsAgهاي  هاي اختصاصي ژن استفاده از آغازگر

bar حاكي ) 7و  6هاي شكل(ها  نتايج اين آزمون .صورت پذيرفت
  .باشد مي دست آمدهه هاي ب هاي فوق در جلبك از حضور ژن
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420 bp

M        1           2          3          4         5

  
. متـر سـانتي  6   و در فاصـله  psi 650هاي ترانسفورم شده توسط تفنگ ژني با راپچـر ديسـك    هنمون) bp 420باند ( HBsAgمربوط به حضور ژن  PCRمحصولات  -6شكل 

ــه) 3و 2و 1چاهــك  ؛kb Plus 1مــاركر ) Mچاهــك  ــر باســتا  9هــاي ترانســفورم شــده در غلظــت   نمون ــرل مثبــت ) 4چاهــك   ؛ميكروگــرم در ميلــي ليت پلاســميد (كنت
pCAMBHBsAg(ميدپلاس(نمونه كنترل منفي ) 5چاهك  ؛pCAMBIA3300 .(  

  
M          1           2          3           4           5          6

500 bp
300 bp

  
. متـر سـانتي  6و در فاصـله   psi 650هاي ترانسفورم شده توسط تفنگ ژني با راپچر ديسـك   نمونه) bp 500باند( barمربوط به حضور ژن  PCRمحصولات  -7شكل 

 ؛)pCAMBI3300پلاسـميد (نمونـه كنتـرل مثبـت     )5چاهـك   ؛ميكروگرم در ميلي ليتر باستا 9هاي ترانسفورم شده در غلظت  نمونه) 4تا 1چاهك  ؛ماركر) Mچاهك 
  .نمونه كنترل منفي) 6چاهك 

  
. شدمحاسبه  10x4- 6در اين روش درصد تراريختگي در حدود 

 Chemiluminescence Assayهمچنين نتايج آزمون سرولوژيك 
يافته بر روي محيط كشت   هاي ريزجلبك رشد بر روي سلول

بل رديابي پروتئين زير انتخابي حاكي از عدم وجود مقادير قا
  .باشد هاي ريز جلبك تراريخته مي در سلول HBsAgهاي  واحد
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اكتري، بمنظور حذف ه كشتي با اگروباكتريوم ابتدا بدر روش هم
كشتي با محيط كشت مايع حاوي هاي ريزجلبك پس از همسلول

سفوتاكسيم شسته شدند و سپس بر روي محيط كشت جامد 
و باستا ) ليترميكروگرم در ميلي 500( جلبك حاوي سفوتاكسيم

هايي  در پتري. واكشت شدند) ليترميكروگرم در ميلي 9 و 7، 6(
روز  15ليتر باستا داشتند، پس از ميكروگرم در ميلي 9كه غلظت 

ميكروگرم در  7و  6هاي  اما در غلظت. شدهيچ كلوني مشاهده ن
هاي  يكلن. هايي مشاهده شد ليتر پس از دو هفته كلونيميلي

حاصله سپس به صورت جداگانه در محيط مايع حاوي 
  .سفوتاكسيم و باستا واكشت شدند

300bp

200bp

M   1     2     3     4    5

300 bp
200 bp

  
) bp182 باند ( HBsAgمربوط به حضور ژن  PCRمحصولات  -8شكل
) 1چاهك . kb 1ماركر ) Mهاي ترانسفورم شده با اگروباكتريوم، چاهك  نمونه

 ؛)pCAMB-HBsAgپلاسميد (كنترل مثبت ) 2چاهك  ؛نمونه وحشي
هاي رشد يافته بر روي محيط هاي حاصل از ريزجلبك نمونه) 5و  4و 3چاهك 

  ).نمونه تراريخته 4چاهك (كشت انتخابي 
  

ه هاي ريزجلبك ب به منظور بررسي حضور ژن خارجي سلول
با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  PCRدست آمده، ابتدا آزمون 

كي از وجود ژن نتايج اين آزمون حا. صورت پذيرفت HBsAgژن 
). 8شكل (باشد  دست آمده ميه هاي ب يكي از كلون   خارجي در

جهت اطمينان از عدم حضور اگروباكتريوم در محيط كشت از 
 شداستفاده   PCRنيز در واكنش  virهاي اختصاصي ژن  آغازگر

عدم وجود اگروباكتريوم در محيط كه نتايج حاصله حاكي از 
نتايج حاصله درصد تراريختگي در  با توجه به). 9شكل(باشد  مي

  .شدمحاسبه  10x1- 6اين روش 

600bp

500bp
600 bp
500 bp

M           1             2 

  
 virهاي ژن  با آغازگر PCRالكتروفورز محصولات واكنش  -9شكل

) 2چاهك ؛كنترل مثبت) 1چاهك  ؛DNAماركر )  Mچاهك. اگروباكتريوم
  .نمونه جلبك تراريخته

  
ــه منظــور بررســي حضــور ترانســكريپت ژن  هــاي خــارجي در  ب

دست آمده بر روي محيط كشت انتخابي آزمـون  ه بهاي  ريزجلبك
RT-PCR ــذيرفت ــون، بررســي حضــور  . صــورت پ ــن آزم در اي

هـاي   با استفاده از آغازگر barو  HBsAgهاي  هاي ژن ترانسكريپت
 RNAبراي اين منظور ابتدا جداسـازي  . اختصاصي صورت گرفت

كش صورت پذيرفت هاي جلبك تراريخته مقاوم به علف از نمونه
در . انجـام گرفـت   oligo dTبا استفاده از آغـازگر   cDNAنتز و س

ــا اســتفاده از آغــازگر  ــواحي اختصاصــي ب ــر ن هــاي  نهايــت تكثي
ساخته شده صـورت   cDNAو الگوي   barو  HBsAgاختصاصي 
حــاكي از حضــور ) 10 شــكل(هــا  نتــايج ايــن آزمــون. پــذيرفت

هـاي مـورد بررسـي     هـاي مـذكور در نمونـه    هاي ژن ترانسكريپت
دست آمده از ه هاي ب نتايج اين آزمون در خصوص نمونه .باشد يم

  .كشتي با اگروباكتريوم منفي بودروش هم
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M     1      2     3     4      5     6

420 bp

  
هــاي  آغــازگر الكتروفــورز قطعــات تكثيــر شــده بــا اســتفاده از -10شــكل 

 .هــاي تراريختــهدر جلبــك  RT-PCRدر تكنيــك HBsAgاختصاصــي 
به روش تفنگ ژني نمونه ترانسفورم شده ) 3و  1چاهك  ؛ماركر) Mچاهك 

نمونه ترانسفورم شـده  ) 2چاهك  ؛ميكروگرم در ميلي ليتر باستا 9در غلظت 
 ؛ميكروگرم در ميلي ليتر باستا 9غلظت  اي درذرات شيشه زدن بابه روش هم

كنتـرل مثبـت   ) 6چاهـك   ؛نمونـه منفـي  ) 5چاهـك   ؛نمونه شاهد) 4چاهك 
)pCAMHBsAg .(  
  

هاي ميكروسكوپي و  بكرغم پتانسيل بسيار بالاي جلعلي
مخصوصا ريز جلبك دوناليلا براي استفاده در صنايع مختلف 
غذايي و دارويي، متاسفانه اصلاح ژنتيكي آن از طريق مهندسي 

دليل ناشناخته بودن ساختار ژنتيكي آن همواره ه ژنتيك تاكنون ب
-در دسترس بودن ژن. (Barzegari et al. 2010)است مشكل بوده

هاي ترانسفورم شده  ناسب كليد انتخاب ريزجلبكهاي نشانگر م
در اين تحقيق و به منظور  .)León-Bañares et al. 2004(باشد  مي

هاي تعيين  استفاده از نشانگر انتخابي در مراحل انتقال ژن، آزمون
كانامايسين، حساسيت به مواد بازدارنده رشد از قبيل 
. فتت پذيرهيگرومايسين، كلرامفنيكل و فسفينوتريسين صور

كش باستا، حاوي نتايج حاصله حاكي از قابليت بازدارندگي علف
 UTEX200، براي ادامه رشد سويه فسفينوتريسينماده موثره 

كش در قابليت بازدارندگي اين علف. بود D. salinaجلبك 

ليتر بود در حالي كه ساير مواد در ميلي ميكروگرم 7غلظت 
ي بكار رفته هيچ گونه تاثيري ها بازدارنده رشد در تمامي غلظت

بررسي تحقيقات صورت . در كاهش روند رشدي جلبك نداشتند
هاي مختلف اين  حساسيت سويهگرفته در منابع مختلف حاكي از 

يك تحقيق    نتايج .باشدهاي مختلف مي بيوتيكبه آنتيجلبك 
اين ريزجلبك به كلرامفنيكل در  اي ازحاكي از حساسيت سويه

در  )Geng et al. 2003(باشد  ميليتر روگرم در ميليميك 60غلظت 
هاي  كه سويه مورد استفاده در اين تحقيق در تمامي غلظتحالي

همچنين . باشد يوتيك ميب  كار رفته داراي مقاومت به اين آنتيه ب
ريز  نشان داده كه اين D. salinaتحقيقات قبلي در خصوص 

باستا  كشفينكل و علفكلرام ،هاي زئوسين بيوتيكبه آنتي جلبك
ليتر ميلي درميكروگرم  20و  400، 100هاي  به ترتيب در غلظت

همچنين . )Tan et al. 2005; Sun et al. 2005( حساسيت دارد
كش و از علف انتخابيبه عنوان ژن نشانگر  barژن استفاده از 

به اين  انتقال ژنانتخابگر در    فسفينوتريسين به عنوان ماده
 .Wang et al. 2007; Feng et al)است گزارش شدهريزجلبك 

2009) .  
هاي مختلف انتقال ژن براي ايجاد  در اين تحقيق از روش

دست آمده، ه بر اساس نتايج ب. هاي تراريخته استفاده شد جلبك
هاي تراريخته  استفاده از روش الكتروپوراسيون  براي توليد جلبك

هاي  رد و با اعمال تيماربا موفقيت همراه نبود و در تمامي موا
هاي جلبك به طور كامل از بين رفتند و حتي در  مختلف، سلول

رغم نتايج بدست علي. محيط كشت فاقد باستا نيز رشد نكردند
اين  از موفقيت حقيق، نتايج تحقيقات قبلي حاكيآمده در اين ت

 Geng et( باشد مي  D. salinaهاي سلولدر انتقال ژن به  روش

al. 2003(.  مولار ميلي 200 هاي از محلولدر تحقيقات قبلي
به عنوان محلول پيش تيمار و  ميلي مولار مانيتول 200-سوربيتول
 هاي داراي نمك به عنوان بافر اصلي الكتروپوراسيونمحلول

در اين . (Xue et al. 2003, Sun et al. 2008)است هشداستفاده 
اسيون منجر به ايجاد رالكتروپو بافراستفاده از نمك در تحقيق 

ماندند كه از ولتاژ ميفقط زماني زنده ها  و جلبك شدجرقه مي
گيري در اين روش احتمالا به دليل عدم نتيجه. شدمياستفاده  500

ناكافي بودن اين ولتاژ براي ايجاد حفره در سطح غشاي پلاسمايي 
  .باشد ميها سلول
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رات شيشه و تفنگ هاي هم زدن با ذ دست آمده از روشه نتايج ب
ها در انتقال ژن به ريزجلبك  ژني حاكي از موفقيت اين روش

نتايج تحقيقات قبلي مويد كارآيي بالاي روش . باشد مذكور مي
 D. salinaهاي خارجي به ريز جلبك  تفنگ ژني در انتقال ژن

هاي مولكولي و  نتايج آزمون). Tan et al. 2005( باشد مي
هاي تراريخته  ي خارجي را در سلولها هيستوشيميايي حضور ژن

ذرات استفاده از روش  در تحقيقات قبلي با. به اثبات رسانيد
است هشد D. salinaهاي  وارد سلول bleژن انتخابگر اي شيشه
ها به  م مقاوم ماندن جلبكرغهاي متوالي علي طي نسلدر  ولي
در  bleرشد زئوسين، شواهدي مبني بر درج ژن    بازدارنده   ماده

همچنين مشخص  .)Jin et al. 2001( ه نشديارا ها تراريختهژنوم 
، مدت زمان PEGپارامترهاي متعدد از جمله غلظت  ه كهشد

پلاسميدي  DNAورتكس كردن، سرعت ورتكس كردن و غلظت 
 باشد موثر مي ذرات شيشهر كارايي ترانسفورماسيون به روش ب

(Feng et al. 2009) .مترهاي بهينه شده در در اين تحقيق از پارا
  .استهشداستفاده  ها اين روش

هاي استفاده از  دهد كه روشنتايج حاصله در اين تحقيق نشان مي
انتقال  تواند به منظورذرات شيشه و همچنين تفنگ ژني مي

. هاي خارجي به ريز جلبك دوناليلا مورد استفاده قرار گيرد ژن
ها منجر به توليد  روش نتايج حاصله نشان داد كه استفاده از اين

د و درصد شوهاي حاوي ژن خارجي  تعداد معدودي از كلون
. شدمحاسبه  10- 4 – 10- 6ها در حدود  تراريختگي در اين روش

هاي  ي و عدم پايداري آن در سلولدرصد بسيار پايين تراريخت
هاي سلولي تراريخته اين  د كه توليد ردهشوريزجلبك باعث مي

شود بهينه بنابراين پيشنهاد مي. همراه باشد ريزجلبك با مشكلاتي
هاي متفاوت ريز  پلاسمرمژهاي مذكور با استفاده از  سازي روش

ها و همچنين بررسي قابليت بيان  يا ساير گونه   جلبك دوناليلا و
هاي خارجي در سيستم كلروپلاست مورد بررسي بيشتر قرار ژن

  .گيرد
  سپاسگزاري

دانند تا از همكاري صميمانه زم مينويسندگان مقاله بر خود لا
كارشناسان بخش تحقيقات بيوتكنولوزي ميكروبي و ايمني زيستي 
. پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران تشكر و قدرداني نمايند

اين تحقيق در قالب پروژه تحقيقاتي مصوب پژوهشكده 
  .استبيوتكنولوژي كشاورزي ايران اجرا شده
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