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 تشکر و قدردانی

که نخستین موجود است و پیش از او چیزی نبوده  هستمبی همتای بزرگ پروردگار  گزارسپاس

است و آخرین موجود است و بعد از او چیزی نیست. دیده بینندگان از مشاهده او ناتوان است و 

 .از وصف او عاجز است اناندیشه گویندگ

عزیزم که در تمام مراحل زندگی مرا یاری دادند و صبورانه و  ، برادر و خواهراناز پدر و مادر

 اند خاضعانه سپاسگزارم.صادقانه در تمام مراحل تحصیل مشوق من بوده

و که همیشه مورد لطف  سرکار خانم دکتر خدیجه باقریاز استاد راهنمای ارجمند و بزرگوارم، 

 ایشان های فراوانو مساعدتی علمی هانامه بدون راهنماییاجرای این پایانو  امبودهعنایت ایشان 

 و صبورانه مرا در این پژوهش یاری کردند نهایت سپاس و قدردانی را دارم.میسر نبود 

ن که بزرگوارانه مرا در اجرای ای  سرکار خانم مهندس رقیه عظیم خانی استاد مشاور محترم،از 

 پژوهش یاری کردند، سپاسگزارم. 

از دوست و یاور خودم، آقای مهندس صابر اصغرزاده که در تمامی مراحل اجرای این پژوهش، 

 اند نهایت سپاس و امتنان را دارم.بزرگوارانه مرا راهنمایی و مشاوره کرده

ندس زند( های بیوتکنولوژی)سرکارخانم مهندس مهری و سرکارخانم مهاز مسئولین آزمایشگاه

دزواره، موسوی، حاج  قدبیگی، ،و تمامی دوستانمو فیزیولوژی بذر)آقای مهندس زنگانی( 

 مرادی، کوچی، حاتمیان، خوانساری، محمدزاده، صفرزاده، نذیری، صحرائی،محمدی، صفری، 

نامه از که در طول مدت اجرای پایان و برزگر حسینی ادبی، جمالی، شامه، شیخی،آهنگریان، 

 .ه کمکی دریغ نفرمودند، کمال تشکر و سپاسگزاری را دارمهیچگون



 چکیده

های توان به اقتصادی بودن آن نسبت به سیستمهای نوترکیب در گیاهان میاز مهمترین فواید تولید پروتئین

ه کرد. های بیولوژیکی فعال و مشابه شکل طبیعی، تولید بالای پروتئین نوترکیب و غیره اشارصنعتی، تولید فرآورده

های بعد از مهمترین فاکتورهای ها در نسلها و همچنین خاموشی آناز طرف دیگر پایین بودن سطح بیان ترنسژن

های باشد. انتخاب بافت مناسب گیاه جهت بیان و نیز بهبود قطعه ژنی از جمله راهمحدودکننده در این زمینه می

ستای رسیدن به این هدف در تحقیق حاضر با طراحی و ساخت در را باشد.افزایش بیان ژن منتقل شده به گیاه می

در بذر توتون، افزایش بیان  Gusسازه اختصاصی بذر و انتقال آن به گیاه توتون سعی شده است تا ضمن بیان ژن 

بعنوان سیگنال نگهدارنده پروتئین در  KDELو  SSهای این ژن را نیز شاهد باشیم. ابتدا در سازه مدنظر، توالی

جهت جلوگیری از  MARتوالی ، بعنوان یک ژن محک Gus، ژن گزارشگر Gusکه آندوپلاسمی در بالادست ژن شب

قرار  Napinتعبیه شد و این قطعه تحت کنترل پیشبرنده اختصاصی بذر  Gusخاموشی ژن در پایین دست ژن 

. نجام پذیرفت(در دانشگاه زنجان ا 1933)این بخش از پژوهش توسط حسینی و همکاران در سال گرفت

های برگی توتون با سازه مذکور و با استفاده از اگروباکتریوم تراریخت شدند. آنالیز گیاهان باززایی شده در ریزنمونه

های ها به گیاهچهنشاندهنده انتقال این ژن Gusو  nptIIهای و آغازگرهای اختصاصی ژن PCRبا  DNAسطح 

های برگی و بذری انجام و ها در بافتبررسی نسخه برداری از این ژن نیز جهت RT-PCRباززایی شده بود. آزمون 

گیرد در حالیکه نسخه برداری از ژن در هر بافت صورت می nptIIنتایج حاصل نشان داد که نسخه برداری از ژن 

Gus گیرد. این نتیجه با توجه به اینکه پیشبرنده تنها در بذر صورت میNOS  کنترل کننده ژن(nptII )  یک

و  SDS-Pageباشد، مورد انتظار بود. در نهایت با استفاده از یک پیشبرنده اختصاصی می Napinپیشبرنده عمومی و 

، بیان این ژن در بذر گیاهان گزینش شده مورد بررسی قرار گرفت. وجود باند تقریبا Gusآزمون هیستوشیمیایی 

KD06 یستوشیمیایی نشاندهنده بیان ژن در گیاهان تراریخت و نیز نتایج حاصل از آزمون هGus  در بذور تراریخت

 توتون بود.

 پیشبرنده ناپین.، MAR، توالی KDEL، توالی  SS، توالی GUSژن کلمات کلیدی: 
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 32 .......................................................................................................... کشت محیط تهیه( : 3-9) جدول

 56 ........ .ماده هر برای استفاده مورد غلظتهای و ژنوم استخراج بافر دهنده تشکیل مواد( : 16-9) جدول

 PCR ..................................................... 51 واکنش انجام برای استفاده مورد مواد مقدار( : 11-9) جدول

 nptII  ..................... 52ژن و GUS ژن برای نیاز مورد دمای و زمان شامل PCR برنامه( : 12-9) جدول

 53 ................................................................................ (primer-RNA) اول مخلوط تهیه (19-9) جدول

 cDNA ........................................................................................... 53 سنتز مخلوط تهیه:  (13-9) جدول

 53 ................................................ .بذر پروتئین استخراج برای استخراج محلول یباتترک( 15-9) جدول

 02.کننده توده ژل و کننده جدا ژل تهیه برای ذخیرهای های محلول ازاستفاده مورد مقادیر( 10-9) جدول

GUS. ................................... 03تهیه محلول های لازم برای انجام آزمون هیستوشیمیایی ( 12-9) جدول
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کشاورزی  "های  مهم کاربردی از طریق گیاهان را اصطلاحاتولید زیست داروها و پروتئین

ی آنها موجب گویند.  نیاز روز افزون به داروهای بیولوژیک و ارزش اقتصادی بالا " 1مولکولی

شده است که استفاده از گیاهان به عنوان بیوراکتورهای طبیعی در تولید داروهای بیولوژیک مورد 

 توجه ویژه قرار گیرد.

گیاهان تراریخت در طی قریب به ربع قرن گذشته توسعه زیادی داشته و از گیاهان ساده ای 

در خود تظاهر می دادند، به گیاهانی  های نشانگر قابل انتخاب راهای گزارشگر یا ژنکه تنها ژن

توانند برای تولید واکسن و و میارتقاء یافتند  ،دهندکه چندین صفت مطلوب را در خود تظاهر می

آنتی بادی و سایر داروهای نوترکیب مورد نیاز پزشکی انسانی مورد استفاده قرار گیرند. رویکرد 

اروسازی جهان به سمت داروهای تولید های بزرگ و چند ملیتی دجدید پژوهشگران و شرکت

 (.1935یاضی، باشد)قرهمیPMP2شده در گیاهان 

 توان به موارد زیر اشاره کرد:های بیانی گیاهی میاز جمله مزایای سیستم

تر های تخمیری و بیوراکتورها اقتصادیهای گیاهی نسبت به سیستمسیستم -1

های نوترکیب در گیاهان ولید پروتئیناند که ارزش تهستند. به طور کلی، برآورد کرده

ها در تواند یک دهم تا یک پنجاهم قیمت از تولید همان پروتئینبسته به نوع گیاه می

 (.Ghislaine et al., 2008باشد ) E.coli فرمانتور و با استفاده از باکتری

ه شود کها با منشا خارجی وجود دارد. تخمین زده میامکان تولید انبوه پروتئین -2

کیلوگرم به  166ها در گیاهانی نظیر توتون، سویا و یونجه بیش از میزان تولید پروتئین

                                                 

1 Molecular Farming 

2 Plant Made Pharmaceuticals 
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 (.Maliga., 2002ازای هر هکتار باشد)

های تولیدی در گیاهان وجود دارد و لذا امکان استفاده خوراکی از پروتئین -9

ریق توان از فرآیندهای پیچیده تخلیص صرف نظر نمود و به علاوه نیازی به تزمی

(. اما با این حال در تولید داروهای خوراکی موانع متعددی از Alicia et al., 2007نیست)

قبیل: تجزیه پروتئین نوترکیب در دستگاه گوارش و تجویز میزان دز مصرفی وجود دارد 

 توان به تولید داروهای خوراکی امیدوار بود.که در صورت از میان برداشته شدن آنها می

روتئین مورد نظر در قسمت خاصی از گیاه نظیر برگ، ریشه، دانه و امکان بیان پ -3

 Daniell etیا در اندامک خاصی)نظیر کلروپلاست و میتوکندری( از سلول وجود دارد)

al., 2002.) 

های مشترک و آلودگی محصول پروتئینی به عوامل بیماری زایی خطر بیماری -5

 ود ندارد.، هپاتیت و یا سموم بالقوه خطرناک وجHIVنظیر 

ت بودن وبه دلیل تشابه بالا با انسان)به دلیل یوکاریگیاهان ها، بر خلاف باکتری -0

 Schillberg etهای پیچیده را در شکل صحیح خود تولید کنند)توانند پروتئیندو( می هر

al., 2002) 

بنا  یاهاندر گهای نوترکیب ها، میزان تولید پروتئیناما با این حال در مقایسه با سایر سیستم

(. به عنوان مثال آلبومین سرم Farran et al., 2002پایین است)به دلایلی که ذکر خواهد شد، 

( یک پروتئین نوترکیب تولید شده در توتون و سیب زمینی با استفاده از پیشبرنده rHSAانسانی)

CaMV35S (استSijmons et al., 1990(تولید آن در حد تجاری نیست )درصد کل  62/6

 ,.Farran et alها()ها و غدهبرابر کمتر در ریشه 5وتئین محلول در برگ ها و جوانه ها و پر
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های نوترکیب مورد (. گیاهان زیادی تاکنون به عنوان بیوراکتور به منظور تولید پروتئین2002

یجات، توان به گندم، جو، برنج، ذرت از غلات، کاهو از سبزاند. از آن جمله میاستفاده قرار گرفته

( و گوجه Beaujean et al., 1998(، سیب زمینی)Jalali et al., 1998های روغنی)کلزا از دانه

 ( اشاره کرد.McCormic et al., 1986فرنگی)

-های تولید کننده پروتئینای در انتقال ژنطور گستردهبه Agrobacterium tumefaciensاز 

-Tیای این روش قرارگیری ژن مورد نظر از طریق های نوترکیب به گیاهان استفاده شده است. مزا

DNAگونه های گیاهی باشد.ان پایدار ژن منتقل شده میباکتری در گیاه مورد نظر و همچنین بی ی

شوند، به طور مداوم  در حال رشد که توسط ناقل اگروباکتریوم و روش های دیگر تراریخت می

خانواده پیدا  95گونه گیاهی را در حداقل  126است و در حال حاضر توانایی تراریختی بیش از 

 کرده است.

های های نوترکیب در بین گونهتاکنون گیاه توتون بیشترین استفاده را جهت تولید پروتئین

تاریخچه  (Nicotiana tabacum)گیاهی به خود اختصاص داده است. در این میان توتون زراعی 

نوترکیب دارد. توتون یک محصول غیرغذایی و های آمیز طولانی در تولید پروتئینموفقیت

های دارویی است. یکی از دلایل انتخاب ای و یک انتخاب مناسب برای تولید پروتئینغیرعلوفه

پذیری نسبی آن به دستورزی ژنتیکی است. برخلاف بسیاری از آن به علت انعطاف

منی زیستی دارا است و ترین شرایط را از نظر مسائل ایهای گیاهی توتون مناسبربیورآکتو

 .(Daniell et al., 2001) های گیاهی و جانوری را دارا استکمترین احتمال آلودگی زنجیره

باشد و از طرفی نیل به خودکفایی در محصولات از آنجایی که کشور ما در حال توسعه می

اپذیر است، های نوترکیب دارویی( یک امر اجتناب ندارویی)به خصوص در زمینه تولید پروتئین
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های نوترکیب مورد ضروری است که به فناوری فوق، جهت تولید سریع، ارزان و ایمن پروتئین

 نیاز جهت مصارف پزشکی دست یابیم.

روش های کشت بافت و باززایی گیاه  اجرایدر طی مراحل انجام این پروژه تحقیقی، ضمن  

 آزمایش گردید. Gusن گزارشگر کامل، روش انتقال ژن با استفاده از اگروباکتروم حامل ژ

در  MARو KDEL  و SS یها یبا استفاده از توال Gusژن  یانب یشافزا هدف از این تحقیق

   .باشدمیبذور گیاه توتون 
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 انتقال ژن و مهندسی ژنتیک: -2-1
کشف با به ژنوتیپ دیگر از یک موجود زنده  DNAانتقال یک ژن یا قطعه کوچکی از 

توانند برش های معین( میهای خاصی )یا توالیرا در محل DNAهای برشی که مولکول آنزیم

از اگروباکتریوم استفادهترین روش انتقال ژن به گیاهان دولپه ترین و موفقممکن گردید. ساده،دهند

ان از توها میزایی این باکتری. با حذف قدرت بیماری(Binns and Thomashow., 1988)است

ها برای انتقال ژن استفاده نمود. پس از انتقال ژن به گیاه لازم است ژن انتقال یافته در گیاه قابل آن

 تشخیص و شناسایی باشد.

 

 از آن در اصلاح نباتات:فادهتاهمیت مهندسی ژنتیک و لزوم اس  -2-2
های ورزیها از طریق دستمهندسی ژنتیک عبارتست از تغییر در محتویات ژنتیکی سلول

 .(Abuodeh et al., 2000ای)ژنتیکی در شرایط درون شیشه

توان یک صفت خاص را تغییر داد نژادی مولکولی میبا استفاده از مهندسی ژنتیک و به

باقی بمانند و نیز در این روش صفات غیر دلخواه بطوری که سایر صفات موجود دست نخورده

انتقال صفت مطلوب ر اصلاح نباتات سنتی به همراهشوند. درحالی که دوارد گیاهان تراریخت نمی

اصلاحی شود. همچنین دورهاصلاحی منتقل میهای ناخواسته هم به گیاهنظر، تعدادی از ژنو مورد

از این روش بسیار کوتاهتر از روش سنتی است، زیرا نیازی به و مدت زمان انتقال ژن با استفاده

های مطلوب از هر منبع و نهایتا امکان انتقال ژن یا ژن چندین نسل تلاقی برگشتی وجود ندارد

 ژنتیکی )مثلا پروکاریوت( به گیاه مورد نظر وجود دارد. 

های اخیر دریچه جدیدی بر روی علم اصلاح نباتات های مهندسی ژنتیک در سالتکنیک
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 گشود، که عبارتند از:

رد نظر در گیاهان باعث ایجاد صفات مطلوب و موهای جدید کهافزودن ژن یا ژن -1

 گردد.   تراریخت می

های مطلوب با وارد کردن تعداد کپی بیشتری از ژن یا افزایش میزان بیان ژن یا ژن -2

                                                                                                   سنس.های مورد نظر با استفادهاز تکنیک ژن

از تکنیک های مورد نظر با استفادهمیزان بیان یا خاموش نمودن ژن یا ژنکاهش  -9

 .سنسآنتی

باکتری اگروباکتریوم با  باشد کهاولین مهندس ژنتیک، خود طبیعت می شایان ذکر است که

شود. بیان میاستخدام خود درآورده و ژن باکتری در گیاهها را بهانانتقال ژن خود به گیاهان دو لپه

تا اینکه یک یا چند ژن  دکنو تلاش می پردازداین مهم میبهبیعت است کهنیز با الهام از ط انسان

 .دمورد نظر را به گیاه منتقل نمای

 باشد:از روش مهندسی ژنتیک این مراحل ضروری میبرای اصلاح گیاهان زراعی با استفاده

 شناخت صفت یا صفات مطلوب مورد نظر      -1

 نماید از منابع ژنتیکیی مطلوب که صفت مورد نظر را کنترل میهااستخراج ژن -2

 های گیاه مورد نظربه سلولهای استخراج شدهانتقال ژن یا ژن -9

ورزی شده و تثبیت صفت یا صفات های دستتولید گیاهان تراریخت از سلول -3

 منتقل شده

و میزان بررسی و مطالعه گیاهان تراریخت از نظر تعداد کپی های ژن منتقل شده  -5

 بیان ژن
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ها خطر بودن آنمطالعات دقیق زیست ایمنی گیاهان تراریخت و اطمینان از بی -0

 برای محیط زیست و اکوسیستم

خطر بودن تکثیر و توزیع واریته جدید)گیاهان تراریخت( در صورت اثبات بی -2

 ها برای محیط زیستآن

 

 مهمترین گیاهان مورد استفاده در کشاورزی مولکولی:  -2-3
 کلی گیاهان مهم برای کشاورزی مولکولی عبارتند از: به طور

I. گیرند) مانند توتون و یونجه(.ها مورد استفاده قرار میبرگ آنمواد گیاهی که 

II. گیرند) مانند ذرت، گندم و کلزا(.ها مورد استفاده قرار میبذور آنمواد گیاهی که 

III. یرند) مانند گوجه فرنگی گها مورد استفاده قرار میمواد گیاهی که میوه یا ساقه آن

 زمینی(.و سیب

IV.  گیاهان مدل مانند علف تال) آرابیدوپسیس تالیانا( که در تحقیقات ژنتیک گیاهی

 کاربرد بسیار دارد.

به هدف تحقیقات باشند و بستههر کدام از این میزبانان دارای مزایا و معایب خاص خود می

 (.Binns et al., 1988گیرند)مورد استفاده قرار می

 

 سازه ژنی شیمری  -2-4
است و هر منطقه نقش خاصی را در ای از چند منطقه مختلف تشکیل یافتهژن هسته

، یک ناحیه پیشبرنده که در ’5بر عهده دارد. با شروع از انتهای  mRNAبرداری و ترجمه نسخه
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ان ژن با نواحی تشدید کننده و خاموش کننده که تنظیم بیبرداری دخیل است، همراهشروع نسخه

و  CAATاصطلاح های بهبرداری یا کلاهک، و جعبهرا بر عهده دارند، یک نقطه شروع نسخه

TATA اتصال بهکهRNA کنند، وجود دارند. یک یا چند ناحیه غیر قابل ترجمه پلی مراز کمک می

دهنده  برداری قرار دارد. پایان منطقه ترجمه توسط یک کدون خاتمهیا اینترون نیز در منطقه نسخه

با سیگنال  ’3شود و در انتهای شود و به دنبال آن یک ناحیه خاتمه دهنده مشخص میمشخص می

از یک سیستم انتقال مستقیم بدون ناقل آدنیلاسیون قرار دارد. در اکثر موارد، صرف نظر از اینکهپلی

های مورد نظر را ژنو یا از ناقل طبیعی برای انتقال ژن استفاده شود، ژن نشانگر، ژن گزارشگر و 

های پیشبرنده، ها را تحت کنترل توالیدهند. این ژنهای مختلف تغییر میقبل از انتقال، به روش

هایی را ساختارهای ترانس ژن یا دهند این چنین ژنخاتمه دهنده و افزایش دهنده مختلف قرار می

است. گیاهان را معمولا با فتهها از مناطق مختلفی منشا گراجزای آنشیمری می نامند، زیرا که

ها ژن مورد نظر با یک پیشبرنده مناسب، یک توالی رهبر در ای که در آنساختارهای نسبتا ساده

برداری، شود، تراریخت می نمایند، تا از نسخهجفت می ’3ویک خاتمه دهنده در انتهای  ’5انتهای 

تواند از یک منبع گیاهی، ده میاطمینان حاصل گردد. پیشبرن mRNAپایداری و ترجمه موثر 

 شوند، در حالیکههای ساختمانی میها باعث بیان ژنویروسی و باکتریایی باشد. بعضی پیشبرنده

ها ممکن است به نحوی انتخاب شوند که در یک بافت خاص و یا با تغییر بعضی از پیشبرنده

های با منشا و پیشبرنده tacو  lac، trpهای با منشا باکتریایی شامل محیط بیان گردند. پیشبرنده

ویروس موزاییک گل کلم)  35S RNAباشند که غالبا از پیشبرنده می SP6و  T3 ،T7ویروسی 

CaMVباشد و ویروس این پیشبرنده متعلق به یک ویروس گیاهی میشود، زیرا که( استفاده می

. این پیشبرنده، حد بالایی از بیان اندبرداری و ترجمه در گیاهان وابستهگیاهی به فاکتورهای نسخه


