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 در گیاه توتون barو  اینترفرون گامای انسانی هایژن فیوژن بیان دائم، انتقال و سازیهمسانه
 

 3مرضیه سیاه مرد و 2، داریوش نباتی احمدی*،2، حمید رجبی معماری1بهاره ذاکرقرآن

 

 ، اهوازدانشگاه شهید چمران اهواز ،نباتاتزراعت و اصلاحگروه  ،دانشجوی کارشناسی ارشد -1

 ، اهوازدانشکده کشاورزی دانشگاه شهید چمران اهواز، نباتاتزراعت و اصلاحگروه  ،تادیاراس -7

 ، اهوازرامین طبیعی منابع و کشاورزی دانشگاه، نباتاتزراعت و اصلاحگروه ، ارشد کارشناسی دانشجوی -3
 

 (14/11/1317تاریخ پذیرش:  – 11/02/1317)تاریخ دریافت: 

 

 چکیده
در مطالعات عنوان یک پروتئین نوترکیب درمانی، به ،ی بیانی یوکاریوتیهادر سیستمرون گامای انسانی نترفپروتئین ایتولید 

 آن را به یک فاکتور ضد سرطانی مناسب تبدیل کرده است. ،اینترفرون گاماهای ویژگی .شکی اهمیت بسیاری داردپز

کد  barژن  .باشدهای غیرانتخابی بیالافوس میکشوه علفمهارکننده گلوتامین سینتاز است و از گر( PPTفسفینوتریسین )

 شودمی فسفینوتریسین کشعلف به مقاومتباعث ایجاد این آنزیم . است (PATکننده آنزیم فسفینوتریسین استیل ترانسفراز )

 barانسانی و ژن  در این پژوهش، ژن اینترفرون گامای یک نشانگر انتخابی در گیاهان استفاده شود. عنوانبهتواند می و

 NoSو خاتمه دهنده  CaMV35Sبرنده تحت کنترل پیش pCAMBIA 1305.1گیاهی فیوژن در ناقل بیانی  صورتبه

 Colonyهای مختلفدر ناقل بیانی حاضر با استفاده از تکنیکIFNγ- Bar فیوژن  سازیسازی شد. صحت همسانههمسانه

PCRشده  تهیه یزهساشد.  ییدتأیابی ، هضم آنزیمی و توالی(pCAMBIA1305.1- IFNγ- Bar) ذوب  و با استفاده از روش انجماد

گیاهان و با استفاده از روش دیسک برگی در ژنوم گیاه توتون ادغام شد.  انتقال داده شد LBA4404ی به اگروباکتریوم سویه

دار شدن به خاک ریشه از انتخاب شدند. پسگرم در لیتر هیگرومایسین میلی 30تراریخته احتمالی در محیط گزینشگر، حاوی 

بلات نیز شد. در آنالیز دات ییدتأ PCRدر ژنوم این گیاهان با استفاده از تکنیک IFNγ- Bar حضور فیوژن  و انتقال یافتند

 شد. ییدتأدر گیاهان تراریخت توتون  IFNγ-barحضور پروتئین

  barژن  گیاه توتون،اینترفرون گامای انسانی، بیان دائم،  کلیدی: واژگان
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 مقدمه

ها اینترفرون .مهم دارویی است پروتئین یک اینترفرون گاما

های علاوه بر فعالیت های طبیعی هستند کهسیتوکین

، در مهار رشد سریع سلولی و تنظیم ایمنی یروسیضدو

ها به سه گروه ن. اینترفرو(Ma et al., 2003) ارندنقش د

 Zamani et) اندشدهم یستق (γ) گاما و( β) بتا ،(α) آلفا

al., 2006) تری ها اینترفرون گاما نقش مهمکه در بین آن

این گلیکوپروتئین محصول فعالیت  .در تنظیم ایمنی دارد

است  1کشنده طبیعی هایو سلول Tهای لنفوسیت سلول

 مشخص شده است یروسیضدوعنوان یک عامل به که

(Sareneva et al., 1995 .)طور عمده در اینترفرون گاما به

، 7درمان سندرم نقص بیماری مادرزادی، لیشمانیا

 Maes, -Espinasse andNauciel) 3موریومسالمونلاتیفی

 et alSeeger,. ) 4های نوروبلاستومو بیماری( 1992

استفاده  (1997et alWahab -delAb ,.) 1و ملانوم (1998

طور کلی برای های پروکاریوتی بهسیستم میزبان. شودمی

اما  ،باشندصرفه میبه مقرون و آسان ،استفاده و نگهداری

در انجام تغییرات پس از ترجمه ناتوان هستند. از سوی 

های یوکاریوتی سیستم تولید پروتئین نوترکیب در دیگر،

 (.Yin et al., 2007) باشدیم هزینهبسیار پر

های غالباً بیان اینترفرون گامای نوترکیب متکی بر سیستم

سلولی میکروبی و پستانداران بوده است. اینترفرون گامای 

های مختلف ها پروفایلشده در این سیستمنوترکیب بیان

پذیری نسبت به پروتئولیز و گلیکوزیلاسیون، آسیب

دهد و از سوی دیگر، شان میپایداری کوتاه در خون را ن

. (Chen et al., 2004) باشدمی ها بالاهای تولید آنهزینه

 اینترفرون گاما در 1127تا  1111های سالی فاصلهدر 

قادر عنوان یک باکتری به E. coliبیان شد، اما  1اشرشیاکلی

بیان  1113به اتمام تغییرات پس از ترجمه نیست. در سال 

بخش رضایت 2هزیسرویر ساکرومایسساینترفرون گاما د

                                                           
1. Natural killer 
2. Leishmania 

3. Salmonella Typhimurium 

4. Neuroblastoma 
5. Melanoma 

6. E. coli 

7. Saccharomyces cerevisiae 

ی در مشابه، بازده بیان اینترفرون گامای انسان طوربه و نبود

 یوس کننده بودأهای تخمدان موش چینی مسلول

(Davoudi et al., 2011) بنابراین، برخی تحقیقات برای ؛

ها و بیان اینترفرون گاما در از بین بردن این محدودیت

های تولید پروتئینجهت  گیاهان انجام شده است.

مزایای های سنتی گیاهان در مقایسه با سیستم نوترکیب

های توژنکاربردی، اقتصادی و ایمنی )عدم آلودگی به پا

دارند. توانایی انجام تغییرات پس از ی حیوانی( بیشتر

های زیلاسیون و ایجاد پلوترجمه یوکاریوتی مانند گلیک

بیولوژیکی بسیاری از لیت که اغلب برای فعا سولفیدیدی

 ;Ma et al., 2003) بودههای پستانداران ضروری پروتئین

Horn et al., 2004) ،باشدا میهاز دیگر مزایای آن. 

سازی و بیان ژن اینترفرون گامای انسانی در بذور همسانه

، توتون (Taheri-Javan, 2008; Bagheri, 2009) کلزا

(Azhdari, 2009) لولی و همچنین در کشت س

با موفقیت انجام  (Chen et al., 2004)سوسپانسیون برنج 

 شده است.

ها و در باکتری 1مهارکننده گلوتامین سینتاز 2فسفینوتریسین

های غیرانتخابی کشگیاهان است و از گروه علف

ت در برابر فسفینوتریسین )از ممقاوباشد. می 10بیالافوس

استیل  Nین ( توسط آنزیم فسفینوتریسbarطریق بیان ژن 

 ,.Thampson et al) شودمی( ایجاد PATترانسفراز )

 آنزیم با استیله کردن گروه آمین که این (1987

 barژن شود. فعال شدن آن میوتریسین باعث غیرفسفین

سازی جدا Streptomyces hygroscopicusاز  اولین بار

بیوتیک، در مقایسه با نشانگرهای مقاوم به آنتی شده است.

دهد، زیرا انتخاب ارائه می توجهیقابلبار مزایای  ژن

یط آزمایشگاه و زمین روییده در شرا یگیاهان تراریخته

دست بهکمتری توان با هزینه و تخصص فنی زراعی را می

. محصولات مقاوم در (D’Halluin et al., 1992)آورد 

 Spencer et)کش توسط بیان ژن بار در ذرت برابر علف

al., 1990)نیشکر ، (Falco et al., 2000)زمینی، سیب 

                                                           
8. Phosphinothricin 

9. Glutamin synthase 

10. Bialaphos 
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(De-Block et al., 1995)  و برنج(Kim et al., 1999)  با

دست آمده اگروباکتریوم به واسطهبهاستفاده از انتقال 

استیل  -N-فسفینوتریسین  باید توجه کرد که آنزیم است.

در محصولات تراریخت پتانسیل بسیار پایینی  1ترانسفراز

، واسطهبهآلرژیک و سمی بودن دارد که این به لحاظ 

)تجزیه سریع در  خصوصیات فیزیولوژیک این آنزیم

شرایط گوارشی پستانداران و فقدان پایداری در گرما(، 

های گیاهی و محصولات غذایی غلظت پایین در بافت

فقدان همولوژی توالی آمینواسیدی  اًو نهایت حیوانات اهلی

 Metz)باشدی سمی و آلرژیک، میهااین آنزیم با پروتئین

et al., 1998). 

سازی ژن اینترفرون این تحقیق اولین گزارش از همسانه

در  barگر با ژن گزینش نفیوژ صورتبهانسانی گامای 

با توجه به  در ایران است. pCAMBIA1305.1ناقل 

نیز اهمیت ژن و پزشکی در IFNγ ارزش دارویی پروتئین 

 سازی ژنضر با هدف همسانهوهش حاژ، پbar گزینشگر

IFNγ   گزینشگربه همراه ژن bar  در ناقل بیانی

pCAMBIA1305.1  انجام شد تا امکان انتقال سازه

 گردد. فراهم گیاه توتونحاصل به 

 هامواد و روش
و  IFNγدارای ژن  pRSET هایز ناقلدر این پژوهش ا

PCAMBIA-3301  دارای ژنbar الگو برای  عنوانبه

و  PCR در واکنش barو  IFNγ هایاختصاصی ژن تکثیر

 هاسازی این ژنبرای همسانه pCAMBIA1305.1از ناقل 

 استفاده شد.

در ناقااب بیااانی گیاااهی    IFNγسااازی ژنهمسااانه
pCAMBIA1305.1 

دو آغازگر اختصاصی برر اسراس     IFNγتکثیر ژن منظوربه

 تررروالی موجرررود در بانرررک ژن )برررا شرررماره دسترسررری

NM_000619.2های برشی (، شامل جایگاه SpeIوBsrGI 

طراحری   ،Xaو جایگاه پروتئازی فراکتور   His Tag، توالی 

رهرای  و توسط شرکت تکاپوزیست سنتز شد. توالی آغازگ

 باشد:به شرح زیر می IFNγژن 

                                                           
1. Phosphinothricin N- acetyl transferase 

Forward primer: 5'-GATAGCAA ACT AGT 

CAC CAC CAC CAC CAC CAC CAG GAC CCA 

TAT GTA AAA GAA GCA G-3' 

Reverse primer 5'-TATATATA TGT ACA ACG 

CGT GCG GCC CTC GAT CTG GGA TGC TCT 

TCG ACC TCG AAA C-3' 

با استفاده از کیت شرکت  pCAMBIA1305.1پلاسمید 

Bioneer های راج و پس از هضم آنزیمی با آنزیماستخ

با استفاده از کیت استخراج از ژل  ،BsrGI و SpeI برشی

با استفاده از   IFNγژن تخلیص شد. Bioneerشرکت 

انجام  مذکورکثیر و هضم آنزیمی آغازگرهای اختصاصی ت

 PCR کیتصول واکنش هضم با استفاده از شد. سپس مح

Purification  شرکتQIAGENE و در واکنش  تخلیص

 T4 DNA ل برش خورده با استفاده از آنزیماتصال با ناق

Ligase، نوترکیب  یاستفاده شد. انتقال سازه

pCAMBIA1305.1-IFNγ های مستعد به سلولE.coli  به

ظور شناسایی منانجام گرفت. به روش شوک حرارتی

های رشد کرده در محیط نیوهای مثبت، بر روی کلنیوکل

و انجام  Colony PCR)حاوی کانامایسین(،  گزینشگر

های مثبت انتخاب شده با هضم آنزیمی مورد نیوکل

 یید شدند.أت ته وبررسی قرار گرف

 یدر سازه barر گزینشگژن  یسازهمسانه
IFNγ-1.PCAMBIA1305 

دو آغازگر اختصاصی بر اساس  barمنظور تکثیر ژن به

 توالی موجود در بانک ژن )با شماره دسترسی

JQ293091های برشی (، شامل جایگاهBsrGІ وBstEІІ  ،

طراحی و توسط شرکت  ،GPGPلینکر و  His Tagتوالی 

به شرح  barژن کاپوزیست سنتز شد. توالی آغازگرهای ت

 باشد:زیر می
Forward primer: 5'-TATATATA TGT ACA GGC 

CCT GGC CCT ATG AGC CCA GAA CGA CGC 

CCG GCC GAC ATC-3' 

Reverse primer 5'-GAGATATC GGTCACC TTA 

GTG GTG GTG GTG GTG GTG AAT CTC GGT 

GAC GGG CAG GAC-3' 

 IFNγبره ژن   نصرورت فیروژ  بره  barین پژوهش ژن در ا

، برررررردین منظررررررورسررررررازی شررررررد. همسررررررانه

اسرتخراج و پرس از     PCAMBIA1305.1-IFNγپلاسرمید 

 ، BstEІІو BsrGІ هررای برشرریهضررم آنزیمرری بررا آنررزیم

با استفاده از آغازگرهای اختصاصری   barژن  تخلیص شد.
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. های برشی انجام شرد تکثیر و هضم آنزیمی با همان آنزیم

و در واکنش اتصال  سپس محصول واکنش هضم تخلیص

 ،T4 DNA Ligaseبا ناقل برش خورده با استفاده از آنزیم 

 -PCAMBIA1305.1نوترکیرب  یاستفاده شد. انتقال سازه

IFNγ-Bar های مسرتعد  به سلولE .coli    بره روش شروک

های مثبرت،  نیومنظور شناسایی کلبه حرارتی انجام گرفت.

)حراوی   گزینشگرهای رشد کرده در محیط نیوبر روی کل

نهرایی   ییدأتبرای  و انجام شد Colony PCRکانامایسین(، 

هضرم آنزیمری   برا   ی مثبت انتخابیهانیوکلسازی همسانه

انتقرال  جهت انتقال ژن به گیراه،   .ندمورد بررسی قرار گرفت

و  IFNγهرای  ژن نحامرل سراختار فیروژ    نوترکیب یسازه

bar  سویه  1ماگروباکتریوبهLBA4404  با استفاده از روش

انجرام   (Sambrook and Russel, 2001انجمراد و ذوب ) 

انی نوترکیرب در  حضور ناقرل بیر  یید نهایی أت و جهت شد

 استفاده شد. Colony PCRباکتری از تکنیک

 نمونهریز یتهیه

 .Nicotiana tobaccum cv)در این تحقیق از گیاه توتون 

Xanthi)  یمنظور تهیهاستفاده شد. بهجهت تراریختی 

ایی مناسب جهت تراریختی، های درون شیشهریزنمونه

دقیقه  30به مدت  درصد 20بذور توتون ابتدا توسط الکل 

در ، سپس شدند شو دادهیل شستتیمار و با آب مقطر استر

داده دقیقه قرار  2به مدت  درصد 1هیپوکلریت سدیم 

ه شو دادستریل شستبار با آب مقطر ا 3و در نهایت  شده

بذور استریل پس از خشک شدن بر روی کاغذ  ند.شد

( Duchefa)شرکت  کامل MSمحیط در  ،صافی استریل

 یدرجه 71و در اتاقک رشد با دمای  هشدکشت 

ساعت  11گراد تحت نور فلورسنت با دوره نوری سانتی

به اندازه کافی . پس از اینکه گیاهان گرفتندروشنایی قرار 

عنوان ریزنمونه در به هاهای جوان آنند از برگرشد کرد

 یند تراریختی استفاده شد.آفر

 سازی اگروباکتریومآماده

                                                           
1. Agrobacterium 

در بردارنده  4404LBAسویه  7فاسینسهاگروباکتریوم توم

در  pCAMBIA1305.1-IFNγ-barپلاسمید نوترکیب 

سازی ها استفاده شد. برای آمادهنمونهتلقیح ریز

 ییک کلونی از باکتری حاوی سازهسوسپانسیون تلقیح، 

مایع  (3LBباکتری ) لیتر محیط کشتمیلی 10موردنظر در 

های استرپتومایسین و کانامایسین کشت بیوتیکحاوی آنتی

نانومتر  100باکتری در طول موج  ODشد و پس از اینکه 

 4دقیقه در دمای  70 به مدت هانمونهرسید،  2/0به 

دور در دقیقه  3000ت گراد با سرعسانتی یدرجه

محیط تلقیح  ها دررسوب باکتری سانتریفیوژ شدند. سپس

درصد با  1، گلوکز MSهای محیط کشت )حاوی نمک

pH  میکرو مولار(، به  700و استوسرینگون  1/2برابر

گراد درجه سانتی 72ی ساعت در دما 7تا  1/1مدت 

 کشت شدند.

از های گیاه توتون با استفاده تراریختی سلول

 اگروباکتریوم

روش دیسک برگی  ها، بهجهت انجام تراریختی ریزنمونه

متری از سانتی 1/0-1ای برگی هعمل شد. ریزنمونه

محیط ماهه تهیه و در  7الی  1های جوان گیاهان برگ

های ور شدند. ریزنمونهدقیقه غوطه 10تلقیح به مدت 

کشت شامل روز در محیط هم 7قیح شده به مدت برگی تل

MS  های همراه هورمونپایه بهBAP  گرم میلی 1با غلظت

گرم در لیتر در دمای میلی 1/0 با غلظت NAAدر لیتر و 

گراد در شرایط تاریکی قرار گرفتند. سانتی یدرجه 71

ها با نظور حذف آگروباکتریوم، ریزنمونهمپس از آن به

گرم در لیتر میلی 100وتیک سفوتاکسیم با غلظت بیآنتی

ها به محیط باززایی شامل یزنمونهته شدند. سپس رشس

های بیوتیککشت تکمیل شده با آنتیمحیط هم

گرم در لیتر جهت میلی 11هیگرومایسین با غلظت 

 710ته و سفوتاکسیم با غلظت های تراریخگیاهچهانتخاب 

گرم در لیتر جهت حذف اگروباکتریوم، انتقال داده و میلی

 یگراد با دورهسانتی یدرجه 71در اتاق رشد با دمای 

                                                           
2. A. tumefaciens 

3. Luria Bertani broth 
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ساعت تاریکی تحت نور  2ساعت روشنایی و  11نوری 

 های. واکشت ریزنمونهگرفتندفلورسنت سفید قرار 

گزینشگر مشابه  هایباززایی شده هر دو هفته در محیط

 ای باززایی شده،هگیاهچهزایی منظور ریشهبهانجام شد. 

گرم در لیتر میلی MS  +7) زاییبه محیط ریشهها گیاهچه

 .منتقل شدند (IBAهورمون 

 PCRو آنالیز  DNAاستخراج 

جهت تعیین حضور احتمالی ژن هدف در ژنوم گیاهان 

ژنومی از  DNAباززایی شده مقاوم به هیگرومایسن، 

ها همراه با گیاهان مادری های جوان این گیاهچهبرگ

منظور به .استخراج شد CTABتراریخته، به روش غیر

با استفاده از  PCRژن، آزمون نسیید حضور تراأت

انجام گرفت و محصول  IFNγآغازگرهای اختصاصی ژن 

PCR تفکیک  درصد 1ز طریق الکتروفورز در ژل آگارز ا

 شد.

 بلاتاستخراج پروتئین و آنالیز دات

جوان ی هابرگ از محلول پروتئینکل پس از استخراج 

بر  بلاتداتیز ، آنالتراریختگیاهان تراریخت و غیر

به این  انجام شد. Rocheاساس دستورالعمل شرکت 

نقاطی بر  صورتبه ماًمستقیهای پروتئینی نمونه کهترتیب 

اشته شدند. پس از خشک روی غشاء نیتروسلولز گذ

 1ت اضافه و به مد western blocking 1Xمحلولشدن، 

گراد انکوبه شد. سانتی یدرجه 11 - 71در دمای ساعت

را  Anti-His6 Peroxidase ل قبلی را دور ریخته ومحلو

دقیقه انکوبه شد. سپس  10جایگزین نموده و به مدت 

سه بار و هر بار به  TBST 1xمحلول را دور ریخته و با 

ی دقیقه شسته شد. در نهایت سوبسترا 1مدت 

از و پس  را اضافه نموده (Rocheشرکت هیستیدین )آنتی

 با آب مقطر شسته شد و یلزرنگ، غشاء نیتروسلو ظهور

 شدند. ارزیابی تراریختغیرتراریخت و  هاینمونه

 و بحث نتایج

در ناقااب بیااانی گیاااهی    IFNγسااازی ژنهمسااانه
pCAMBIA1305.1 

و  عنوان الگوبه pRSETبا استفاده از پلاسمید   IFNγژن 

دست به PCR. محصول شدآغازگرهای اختصاصی تکثیر 

سازی ، همسانهpCAMBIA1305.1آمده در ناقل بیانی 

به  یحرارتاز طریق شوک گردید. سپس محصول اتصال 

انتقال داده شد.  E. coli های مستعد باکتریدرون سلول

بر روی محیط های رشد کرده یید کلونیأت جهت

استفاده از با  Colony PCR گزینشگر، از دو روش،

و هضم آنزیمی با کمک   IFNγآغازگرهای اختصاصی ژن

در تکثیر با  ،، استفاده شدAflIIو  SpeIبرشی  هاییمآنز

و  تکثیر گردید bp 410ی آغازگرهای اختصاصی قطعه

های انتخابی در کلون را سازیهمسانه آمده دستبهنتایج 

 در گاما اینترفرون ژن حضور بری نهای ییدتأ نمود.یید أت

 یابی،لیتوا از با استفاده pCAMBIA1305.1بیانی  ناقل

 د.ش امانج

 یدر ساااازه barساااازی ژن گزینشاااگر  همساااانه
IFNγ-CAMBIA1305.1p 

عنوان به pCAMBIA3301با استفاده از پلاسمید  barژن 

 PCR. محصول شدو آغازگرهای اختصاصی تکثیر  الگو

،  pCAMBIA1305.1-IFNγدست آمده در ناقل بیانیبه

ش بعد از توالی افزای ،BstEІІو  SpeІبین دو جایگاه برشی 

)شکل  سازی گردیدهمسانه ی بیانی اینترونی کاتالازدهنده

-pCAMBIA1305.1-IFNγ) سپس محصول اتصال .(1

bar)  های مستعد به درون سلول یحرارتاز طریق شوک

های یید کلونیأت جهتانتقال داده شد.  E. coli باکتری

 Colonyرشد کرده بر روی محیط گزینشگر، از دو روش، 

PCR از آغازگرهای اختصاصی ژن  با استفادهbar  و هضم

. در ، استفاده شدمناسببرشی  آنزیمی با کمک آنزیم

تکثیر  bp 110ی تکثیر با آغازگرهای اختصاصی قطعه

 .یید نمودأهای انتخابی تسازی را در کلونو همسانه گردید

 barسازی ژن همسانه دأییتبرای اطمینان بیشتر و 

تکنیک  در این سازه، IFNγفیوژن با ژن  صورتبه

Colony PCR  استفاده از آغازگر رفت باIFNγ  و آغازگر

حضور  bp1010 و با مشاهده باند  انجام شد barبرگشتی 

شد  یدتائ pCAMBIA1305.1در سازه  IFNγ-barفیوژن 

 .(7)شکل
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نتیجه تکثیر با استفاده از  110: باند 1: چاهکpCAMBIA1305.1در سازه  IFNγ-barید حضور فیوژن تائ -7 شکل

ییدی بر تأ barبرگشتی  و آغازگر IFNγنتیجه تکثیر با آغازگر رفت  bp 1000: باند 7، چاهک barآغازگرهای اختصاصی 

 1Kb: نشانگر اندازه 3، چاهک IFNγ-barحضور فیوژن 

Figure 2. Confirmation of the presence of IFNγ-bar fusion in pCAMBIA1305.1. 1: The 550 bp fragment of bar 

gene. 2: The 1000 bp fragment of IFNγ-bar fusion. 3: One kb DNA marker 
 

انجام شد )شکل  AflIIبرشی  یمهضم آنزیمی با کمک آنز

بیانی  ناقل در  barحضور ژن بر نهایی تأیید(. 3

pCAMBIA1305.1-IFNγ  انجام یابی،توالی از با استفاده 

 اگروباکتریوم درونانتقال ناقل بیانی نوترکیب به  د.ش
های نوترکیب از طریق واکنش باکتریصورت گرفت و 

Colony PCR ای اختصاصی و با استفاده از آغازگره
 .یید شدأو حضور ژن هدف ت ارزیابی

 به گیاه توتون IFNγ-bar فیوژن انتقال ژن

گزینش گیاهان  ،تراریخت کردن گیاهان توتونبعد از 

تراریخت بر روی محیط حاوی هیگرومایسین انجام شد. 

های تلقیح شده باززایی شدند هفته ریزنمونه 1پس از 

بر روی محیط  بار( و هر سه هفته یکA-4)شکل 

های باززایی شده گزینشگر جدید واکشت شدند. گیاهچه

ساقه  مقاوم به هیگرومایسین، پس از چند هفته تولید نو
ها در شرایط استریل جدا شده و به نمودند که این نو ساقه

زایی منتقل زایی، برای رشد و ریشهمحیط کشت ریشه

به و  یتکولایورمو در نهایت به  (B-4 )شکل شدند

تراریخت . گیاهان غیر(C-4 خاک انتقال یافتند )شکل
 (.D-4 زرد شده و از بین رفتند )شکل یجتدربه

  DNAآنالیز گیاهان تراریخت در سطح 
-Tیید حضور و درج أ، برای تDNAپس از استخراج 

DNA فیوژن  حاویIFNγ-bar،  در ژنوم گیاه توتون
زگرهای با استفاده از آغا PCRحاصل از تلقیح، آنالیز 

بیوتیک بر روی گیاهان مقاوم به آنتی  IFNγاختصاصی ژن
را  IFNγحضور ژن  PCRهیگرومایسین انجام شد. آنالیز 

یید نمود. وجود أهای مقاوم به هیگرومایسین تدر گیاهچه

احتمالی، نشان  یهای تراریختهدر گیاهچه bp410 نوار 
در ژنوم این گیاه   IFNγدرج احتمالی ژن یدهنده

گونه باندی تکثیر هیچ تراریختغیرباشد. در گیاهان یم

ژن در ژنوم نسعدم حضور ترا ینشد که نشان دهنده

یید نهایی درج ژن أمنظور ت. با این حال، بهباشدمیها آن

هدف در ژنوم توتون و تراریختی گیاهان انتخابی 

 تری مورد نیاز است.آنالیزهای مناسب

 DNAسطح آنالیز گیاهان تراریخت در 

-Tیید حضور و درج أ، برای تDNAپس از استخراج 

DNA فیوژن  حاویIFNγ-bar،  در ژنوم گیاه توتون

با استفاده از آغازگرهای  PCRحاصل از تلقیح، آنالیز 

 
بین دو جایگاه برشی  IFNγ-barفیوژن . pCAMBIA1305.1در ناقل بیانی  IFNγ-barسازی کاست بیانی همسانه -1 شکل

SpeІ  وBstEІІسازی شده استونی کاتالاز همسانهی بیانی اینتر، بعد از توالی افزایش دهنده 

Figure 1. Cloning of IFNγ-bar fusion in pCAMBIA1305.1 expression vector. The IFNγ-bar has been cloned 

between the SpeI and BstEII restriction sites and downstream of the catalase intron 
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بیوتیک بر روی گیاهان مقاوم به آنتی  IFNγاختصاصی ژن

را  IFNγحضور ژن  PCRهیگرومایسین انجام شد. آنالیز 

یید نمود. وجود أای مقاوم به هیگرومایسین تهدر گیاهچه

احتمالی، نشان  یهای تراریختهدر گیاهچه bp410 نوار 

در ژنوم این گیاه   IFNγدرج احتمالی ژن یدهنده

گونه باندی تکثیر هیچ تراریختغیرباشد. در گیاهان می

ژن در ژنوم نسعدم حضور ترا ینشد که نشان دهنده

یید نهایی درج ژن أمنظور تحال، به . با اینباشدمیها آن

ی رراهان انتخابرری گیرراریخترررهدف در ژنوم توتون و ت

ت.رراز اسررورد نیررتری ماسبررزهای منررآنالی

 

 
، 1Kb: نشانگر اندازه 1چاهک : pCAMBIA1305.1-IFNγدر سازه نوترکیب  barید هضم آنزیمی حضور ژن تائ -3شکل 

 GUSو  IFNγ شامل ژن bp1200 و مشاهده باند  AflІІبا  pCAMBIA1305.1-IFNγم آنزیمی : کنترل منفی، هض7چاهک 

Plus سازه نوترکیب پس از هضم آنزیمی با 4و  3و بخشی از ناقل، چاهک :AflІІ و مشاهده باند bp 1010  شامل فیوژن
IFNγ-bar 

Figure 3. The restriction digest confirmation of pCAMBIA1305.1-IFNγ construct. 1: One kb DNA marker. 2: 

Negative control, restriction digest with AflІІ, the 1800 bp fragment of IFNγ gene, GUS Plus and a section of 

plasmid. 3, 4: The restriction digest of recombinant construct with AflІІ, the 1050 bp fragment of IFNγ-bar 

fusion 
 

 
حاوی سازه نوترکیب های باززایی شده جوانه (A .های برگی توتونتولید گیاهان تراریخته احتمالی از ریزنمونه -4شکل

bar-IFNγ -PCAMBIA1305.1 ؛بر روی محیط گزینشگر هیگرومایسین B)  تراریخته احتمالی به محیط  هاییاهچهگانتقال

 در خاکگیاهان غیر تراریخت ( Dاریخته به ورمی کولایت و در نهایت انتقال گیاهان تر (C ؛زایییشهر

Figure 4. The regeneration of putative transgenic plants from leaf explants of tobacco. A. The regenerated bud 

on hygromycin selection medium. B. Presumptive transgenic seedlings in rooting medium. C. The putative 

transgenic in greenhouse 
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 تراریختگیاه  (7 وتراریخت گیاه غیر (1 .بلاتیید بیان پروتئین اینترفرون گاما با استفاده از روش داتأت -1شکل 

Figure 5. Confirmation of the expression of IFNγ protein by dot blot assay. 1( Non-transgenic plant. 2( 
Transgenic plant 

 

برای اطمینان : آنالیز گیاهان تراریخت در سطح پروتئین

در سطح پروتئین، پروتئین کل  IFNγ-barژن فیواز بیان 

 Dotهای توتون، با استفاده از تکنیک استخراج شده از برگ

Blot ها در معرض پروتئین در نهایت بررسی شد وAnti-

His6Peroxidase نزیم متصل شده به آن، قرار گرفتند و آ

و بیان داد  در واکنش با سوبسترای مصرفی تغییر رنگ

در گیاهان تراریخته اثبات  IFNγ-bar فیوژن پروتئین
ییر رررخت تغررتراریاهان غیرردر گی کهیدرحال، گردید

در این مطالعه از وکتور  (.1)شکل  گی مشاهده نشدررررن

به گیاه  برای انتقال pCAMBIA1305.1بیانی گیاهی 

استفاده شد. این وکتور حامل ژن مقاومت به کانامایسین 
های باکتری و ژن مقاومت به برای گزینش کلونی

هیگرومایسین برای گزینش گیاهان تراریخته بود. پروموتور 
CaMV35s ی خاتمه دهنده وNos عناصر  عنوانبه

رونویسی مورد استفاده قرار گرفتند. در بیشتر مطالعات 
های برای بیان دائم پروتئین CaMV35sاز پروموتور بیانی 

ها پروموتور ترینیقوکه یکی از  شودنوترکیب استفاده می
ژن در سطح بالا در بوده و باعث بیان بالای ترانس

 ,.Ahangarzadeh et alشود )های مختلف گیاه میبخش

این سازه امکان بیان پروتئین اینترفرون گاما را (. 2012

فیوژن با ژن مقاومت به فسفینوتریسین فراهم  صورتبه

شناسایی و  منظوربهتگ توالی هیستیدین سازد.می

ئین کل با استفاده از توالی جداسازی پروتئین هدف از پروت

اضافه شد. این استراتژی یک  barژن انتهای  بههیس، آنتی

باشد. روش مناسب برای تخلیص پروتئین مورد نظر می

 ژن پروتئین و تگهیستیدینجداسازی  جهت  Xaفاکتور

 کش، از پروتئین تخلیصی موردنظربه علف مقاومت

، GPGPفاصل این دو ژن لینکر حد است. شده استفاده

کنش بین مولکولی دو پروتئین و به جهت کاهش برهم

حداقل رساندن تغییرات ساختاری هر پروتئین، در نظر 

همین گروه ای دیگر توسط در مطالعه .گرفته شده است

تحقیقاتی، ژن اینترفرون گامای انسانی در وکتور بیانی 

 CaMV35sبر تحت کنترل پیش pCAMBIA1304گیاهی 

فرنگی انتقال داده شد، نتایج سازی و به گیاه گوجههمسانه
فرنگی حاصل بیانگر تولید پروتئین اینترفرون گاما در گوجه

ر، برای در مطالعه حاض(. Ebrahimi et al., 2012بود )

یله تلقیح با وسبهانجام بیان دائم ژن از روش دیسک برگی 
میزبان برای بیان  عنوانبهاگروباکتریوم و گیاه توتون، 

 افشانخودگردهاستفاده شد. توتون یک گیاه   IFNγژن
یل قابلیت بیان دلبهرغم تولید مواد آلکالوئیدی یعلاست و 

، سهولت انباشت بیوماسگیاه مدل،  عنوانبهبالا 

آلودگی زنجیره غذایی و  برابر، محافظت در یکاردست

 ,.Tremblay et alانتخاب گردید ) محدودیت زیستی

در نتیجه، ژن اینترفرون گاما به این گیاه انتقال داده  (.2010
تراریخت بلات در گیاهان تراریخت و غیرنتایج داتشد و 

بیان این بیان پروتئین اینترفرون گاما را تأیید نمود و 

پروتئین با موفقیت در گیاه توتون انجام شد. با این حال 
سازی تولید اینترفرون ی بهینهمطالعات بیشتری در زمینه

های استخراج و تخلیص که تأثیر گاما در گیاهان، پروتکل

کلید  قابل توجهی بر عملکرد نهایی دارند، مورد نیاز است.

تراریخت در از گیاهان  تولید شدهموفقیت محصولات 

، سهولت و اقتصادی بودن روش آینده در میزان بیان

های خواهد بود. واضح است که تلاشها تخلیص آن
موجود در این زمینه باید در جهت بالاتر بردن سطوح بیان 

ود داشته باشد، رتوان غلبه بر موانع تکنیکی وج باشد. اگر

د که داروهای روجود خواهد آمزودی این امکان بهبه
پروتئینی با قیمت مناسب در دسترس افراد نیازمند قرار 
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Abstract 

The production of human gamma interferon in eukaryote expression systems refers as a therapeutic 

recombinant protein which has significant impact in medical studies. Unique com position of gamma 

interferon makes such protein as a suitable tool against cancer. It is documented that phosphinothricin 

(PPT) classified as non-selective herbicide group of bialaphos acts an inhibitor for glutamine 

synthetase. The bar gene is encoding the phosphinothricin-N-acetyltransferase (PAT) enzyme. This 

enzyme capable of boosting resistance against PPT herbicide, thus it can be selected as a selective 

marker within plant population. Then various colony PCR techniques, enzymatic digestion and 

sequencing were used to confirm the accuracy of fusion of IFNγ-bar gens within expression 

transporter. Using freezing and thawing method to transfer the pCAMBIA1305.1- IFNγ-bar 

construction into strain of LBA4404 of agrobacterium, then disc leaves was used to integrate into the 

genomic of tobacco plant. The transgenic plants were selected under selector condition which possess 

30 mg/l of hygromycin. After the developed roots were transferred into soil, and PCR technique was 

used to confirm the presence of IFNγ-bar in the genomic of plants. Dot blot analysis was applied to 

detect IFNγ-bar protein in transgenic of to tobacco plants. 

Keywords: Human interferon gamma, Stable expression, Tobacco plant, bar gene 
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