
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

75  88اسفند ماه ، 2، شماره 32 ، جلد)مجله علمي كشاورزي (گياهپزشكي

   گونه ايرانيلوسيفراز حشره شبتابسازي و انتقال ژن  همسانه

Lampyris turkestanicus به گياه توتون  

  4حامد اژدري  و3 رجبي معماريميد، ح2جلالي جواران ختار، م1 لطيفابكب

  

  چكيده

 ژنتيك دسياز طريق مهنگياهان توسط  هاي صنعتي آنزيم و يي داروهاي پروتئينتوليد به  " كشاورزي مولكولي"

هاي  هاي صنعتي است كه به طور وسيعي در زمينه ترين آنزيم آنزيم لوسيفراز حشره شبتاب يكي از مهم. شود اطلاق مي

هاي   به منظور تشخيص آلودگيATPمختلف بيوتكنولوژي و بيولوژي سلولي و مولكولي بويژه در تشخيص ميزان 

 روابط برهمكنشي و  حسگرها، همچنين در بررسي روها، زيستهاي تشخيص سرطان، غربالگري دا ميكروبي، تهيه كيت

ژن لوسيفراز نيز . شود استفاده مي) DNA) Pyrosequencingيابي  هاي آنزيمي و توالي ها، سنجش تاخوردگي پروتئين

 تحقيق .سازي سيستم انتقال ژن، كاربرد فراوان دارد آل در مهندسي ژنتيك به منظور بهينه به عنوان ژن گزارشگر ايده

 و توليد آن L. turkestanicus (Heyden)  انتقال ژن لوسيفراز حشره شبتاب گونه ايرانيسازي،  همسانهحاضر جهت

، )luc( دو انتهاي ژن لوسيفراز هاي آغازگرهاي مناسب با توجه به تواليبراي اين منظور . در گياه توتون انجام گرفت

پس از ژن مورد نظر و طراحي  (Kozak sequence) گياهي بياندهنده   افزايش و توالي مناسب هاي برشي محل

 و CaMV35Sاين ژن تحت كنترل پيشبرنده . سازي شد  همسانهpCAMBIA1304، در ناقل بياني جداسازي

 Colonyهاي شده با استفاده از بررسي سازي، سازه تهيه به منظور اطمينان از همسانه.  قرار داردNOSدهنده  خاتمه

PCR،PCR سازي آن در بانك اطلاعاتي  يابي و همرديف ضم آنزيمي، توالي، ه)GenBank(مورد تاييد قرار گرفت ، .

 به گياهان توتون منتقل گرديد و گياهان LBA4404شده به كمك باكتري آگروباكتريوم سويه  سپس سازه تهيه

 بررسي. فوتاكسيم باززايي شدندهاي هيگرومايسين و س بيوتيك  كشت انتخابي حاوي آنتيهاي تراريخت بر روي محيط

  لوسيفراز انتقال ژنگياهان تراريخت و شاهد، ژنومي DNAبر روي با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  PCRلكولي وم

  .دنموشده تاييد  به گياهان باززايي را

  

  سازي، انتقال ژن، توتون، كشاورزي مولكولي  لوسيفراز حشره شبتاب، همسانه: واژه هاكليد

  

  مهمقد

 از طريق دارويي و صنعتيهاي  توليد پروتئين

از . گويند  كشاورزي مولكوليگياهان را اصطلاحاً

تركيب در  اي نوه مزاياي توليد پروتئين مهمترين

تر توان به اقتصادي  مياي بياني گياهيه سيستم

 توليد ،هاي صنعتي نسبت به سيستمها آن توليدبودن

 ،طبيعي شكل شابههاي بيولوژيكي فعال و م وردهآفر

 بيان بالاي ژن و توليد بالاي پروتئين نوتركيب،

پايداري بيشتر و همچنين عدم وجود خطرات ناشي 

 ميلادي 80در اواخر دهه . )5(از آلودگي اشاره كرد 

نوتركيب در   DNAتكنولوژي توليد پروتئين و

  دانشگاه تربيت مدرس ، دانشكده كشاورزي،بيوتكنولوژي كشاورزي  و گروه اصلاح نباتاتارشد بيوتكنولوژي كشاورزي كارشناسيسابق انشجوي د- 1

   دانشگاه تربيت مدرس ،دانشكده كشاورزي ،ي كشاورزي دانشيار گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژ:نويسنده مسئول -2

)m_jalali@modares.ac.ir(  

  دانشگاه شهيد چمران،دانشكده كشاورزي، استاديار گروه زراعت و اصلاح نباتات-3

  دانشگاه تربيت مدرس،دانشكده كشاورزي،ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي دانشجوي كارشناسي -4

 15/2/89 :ذيرشتاريخ پ   29/2/88: تاريخ دريافت
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76  ...همسانه سازي و انتقال ژن لوسيفر از: لطيف و همكاران

هاي بيان گياهي شد كه  گياهان باعث كشف سيستم

كشاورزي . بودند  ارزشمندهاي قادر به توليد پروتئين

مولكولي داراي پتانسيل بالايي در توليد نامحدود 

  ).24(باشد  ها مي  و آنزيمهاي دارويي پروتئين

 1آنزيم لوسيفراز عامل اصلي پديده بيولومينسانس

 .زنده است موجودات توسط نور نشر يا

 به شيميايي انرژي تبديل فرآيند به بيولومينسانس

 به دو جزء و شودمي گفته زيستي هايسيستم در نور

2لوسيفراز آنزيم يعني اصلي
3لوسيفرين سوبستراي و 

 

 از جانداران وسيعي دسته در فرايند اين. دارد بستگي

. است شده گزارش و مشاهده زيخشكي و آبزي

 كلي لوسيفراز نام با فرايند اين در درگير هايآنزيم

 به منجر اًعموم هاآنزيم واكنش. اندشده نامگذاري

  به دليل كاربرد.)9( شودمي  زرد-سبز نور توليد

 بر مطالعات بيشتر ،4شبتاب حشره لوسيفراز فراوان

 اين آنزيم با. صورت گرفته است آنزيم اين روي

O2  ،Mgاز استفاده
 انجام عمل  باATP و +2

6دكربوكسيلاسيون ،5اكسيداتيو
روي سوبستراي  بر 

D-،نيز آدنوزين زرد و  -نور سبز لوسيفرين

 و 8لوسيفرين ، اكسيCO2، (AMP) 7مونوفسفات

 آنزيم لوسيفراز .)9(كند مي توليد(PPi)  9پيروفسفات

هايي است كه  حشره شبتاب يكي از مهمترين آنزيم

هاي مختلف به ويژه در تشخيص مقدار  در زمينه

ATPترين  كه حساس (10 از طريق لومينومتري

خيص ، به منظور تش) استATPروش سنجش 

گيري ميزان حيات  هاي ميكروبي، اندازه آلودگي

هاي تشخيص سرطان و  ، تهيه كيت11سلولي

                                                 
1- Bioluminescence 

2- Luciferase 

3- Luciferin 

4- Firefly 

5- Oxidative 

6- Decarboxylation 

7- Adenosine monophosphate 

8- Oxyluciferin 

9- Pyrophosphate 

10- Luminometery 

11- Viability 

غربالگري داروها، ، همچنين در 12حسگرها زيست

ها،   روابط برهمكنشي و تاخوردگي پروتئين بررسي

روش  بهDNA  يابي هاي آنزيمي، توالي سنجش

Pyrosequencing و نيز ژن لوسيفراز به عنوان 

، 1(شگر بسيار حساس، كاربرد فراوان دارد ژن گزار

هاي اخير گرايش   دهه در). 22 و 21 14، 12، 10، 3

زيادي براي توليد تجاري و در مقياس وسيع اين 

هاي مبتني بر  آنزيم به منظور توسعه تكنولوژي

هاي قديمي  جاي روشه لوسيفراز و جايگزيني آنها ب

ها راه تهيه در ابتدا تن. غربالگري به وجود آمده است

آنزيم لوسيفراز، تخليص آن از حشره شبتاب بود؛ اما 

 ژن لوسيفراز cDNA براي اولين بار 1985در سال 

 Photinusحشره شبتاب گونه آمريكاي شمالي

pyralis (Linnaeus) جداسازي و با موفقيت در 

 بيان شد و Escherichia coli (Migula)باكتري

تئين در مقادير زياد بدين ترتيب امكان توليد اين پرو

به طور معمول، توليد لوسيفراز ). 6(فراهم گشت 

هاي ميكروبي وابسته  نوتركيب عمدتاً به سيستم

ها بيان  لوسيفراز نوتركيبي كه در اين سيستم. است

 سيستم بياني 13شود، به دليل ماهيت پروكاريوتي مي

ها، فاقد خصوصيات مطلوب آنزيمي و  باكتري

باشد، اما فرآيندهايي نظير  پايداري مناسب مي

 و 15، تاخوردگي14سولفيدي تشكيل باندهاي دي

هاي بيان گياهي به   در سيستم16گليكوزيلاسيون

هاي  همچنين فرم. گيرد طرز صحيح صورت مي

ت بوده و مقي  تجاري موجود اين آنزيم، بسيار گران

استفاده از آنها مقرون به صرفه نيست؛ با توجه به 

هزينه  ن آنزيم، توليد انبوه و كماهميت روزافزون اي

اي  آن در قالب كشاورزي مولكولي از اهميت ويژه

  .برخوردار است

                                                 
12- Biosensors 

13- Prokaryotic 

14- Disulphide bands 

15- Folding 

16- Glycosylation 
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77  88اسفند ماه ، 2، شماره 32 ، جلد)مجله علمي كشاورزي (گياهپزشكي

تا كنون بيشترين مطالعات در زمينه لوسيفراز 

        حشره شبتاب بر روي گونه آمريكاي شمالي

P. pyralis هاي اخير  طي سال انجام شده است، اما

 ، مدرس دانشگاه تربيتپايهدر دانشكده علوم 

بر روي سيستم آميزي    موفقيتتحقيقات

 هاي ايراني بيولومينسانس حشرات شبتاب گونه

 و cDNAجداسازي صورت گرفته و براي اولين بار 

 گونه ايراني از منشاء لوسيفراز حشره شبتاب بيان

Lampyris turkestanicus در باكتري E. coli 

اين .  اين دانشكده انجام شده استبيوشيميدر گروه 

 547 جفت باز است كه پروتئيني با 1644ژن داراي 

كند   را كد ميKDa 62آمينه و وزن مولكولي  اسيد

  ).GenBank :AY742225) (2شماره دستيابي (

 Nicotiana tabacumتوتون زراعي 

(Linnaeus)  بيشترين كاربرد را به عنوان ميزبان

هاي  پروتئين توليدگياهي در كشاورزي مولكولي و 

توتون يك محصول غيرغذايي و . ركيب داردنوت

بالا پذيري   انعطاف است كه علاوه براي غيرعلوفه

 ، داراي مزاياي متعددي به دستورزي ژنتيكينسبت

 تن در 100 تا 50حدود  (بالا توليد وزن تر از جمله

  طول در طي چند برداشتهكتار عملكرد برگ تازه

 يكز تر ابيش( بذر زياد توليد و) يك فصل كاشت

). 15 و 4(باشد  مي) ميليون بذر در يك گياه

افشان است  توتون يك محصول خودگردههمچنين 

 بنابراين ؛يشاوندان زراعي يا وحشي كمي داردو خو

. امكان فرار ژن در اين حالت بسيار اندك است

علاوه بر اين هر دو تكنيك نرعقيمي و عقيمي بذر 

اي  ژي پيشرفتهاند و تكنولو قبلاً در توتون ايجاد شده

براي جلوگيري از انتقال و فرار ژن از طريق گرده يا 

 به آساني در دسترس است ،بذر به گياهان ديگر

)16 .(  

 Agrobacterium tumefaciensباكتري 

(Smith and Townsend) به  1983 از سال

مورد  به گياهان به طور گسترده منظور انتقال ژن

 مزاياي اين روشاز جمله . گيرد استفاده قرار مي

 قرارگيري ژن مورد نظر از توان به انتقال ژن مي

گياه مورد نظر و  ژنوم  باكتري درT-DNAطريق 

  ).8(اشاره نمود شده  همچنين بيان پايدار ژن منتقل

موارد كاربرد فراوان آنزيم لوسيفراز با توجه به 

 و با توجه به نياز كه به بخشي از آنها اشاره شد

 تجاري اين آنزيم در شكل صحيح و روزافزون توليد

، در اين تحقيق از گياه توتون به مقياس گسترده

 آنزيم لوسيفراز با عنوان يك منبع مناسب براي توليد

 L. turkestanicus منشا حشره شبتاب گونه ايراني

  .استفاده شده است

  مواد و روش ها

) luc(در اين پژوهش ژن لوسيفراز حشره شبتاب 

1 طريق پس از تكثير از
PCR با آغازگرهاي 

 و مابين pCAMBIA1304اختصاصي، در ناقل 

 با NOS 3دهنده  و خاتمهCaMV35S 2پيشبرنده

 4كلون BstEII و NcoIهاي برشي  استفاده از آنزيم

سازه ژني .  انتقال يافتE. coliگرديد و به باكتري 

، Colony PCRهاي  تهيه شده با استفاده از آزمون

PCRيابي  نزيمي و در نهايت توالي، واكنش هضم آ

هاي اطلاعاتي مورد  سازي آن در بانك و همرديف

سپس سازه ژني حاصل به . تاييد قرار گرفت

 Agrobacterium tumefaciensاگروباكتريوم 

منتقل شده و در نهايت از آگروباكتريوم به منظور 

گياهان توتون . تلقيح گياهان توتون استفاده شد

هاي كشت  ا استفاده از محيطحاوي ژن لوسيفراز ب

، 5انتخابي، باززايي شده و بر روي گياهان تراريخت

  . انجام گرفتPCRآزمون 

   از دو باكتريتحقيق در اين :ها باكتري

E. coli  سويهDH5α و A. tumefaciens سويه 

LBA4404 ز باكتريا. استفاده شدE. coli  ه ب

ه  تهي زهعنوان ميزبان براي نگهداري و تكثير سا

                                                 
1- Polymerase chain reaction 

2- Promoter 

3- Terminator 

4- Clone 

5- Transgenic 
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78  ...همسانه سازي و انتقال ژن لوسيفر از: لطيف و همكاران

 جهت انتقال A. tumefaciensشده و از باكتري 

  .به گياه توتون استفاده شدهدف ژن 

 آغازگرهاي مناسب ژن لوسيفراز با :آغازگرها

و  NcoIهاي  هاي برشي آنزيم توجه به توالي جايگاه

BstEII  در ناقلpCAMBIA1304هاي   ، توالي

دهنده بياني در  كناري ژن لوسيفراز و توالي افزايش

به منظور .  طراحي گرديدند1هاي گياهي مسيست

هاي برشي، دو  افزايش كارايي هضم توسط آنزيم

توالي اضافي به عنوان لنگرگاه آنزيم، به دو طرف 

 توالي اين آغازگرها  .جايگاه برشي افزوده شد

  :عبارتند از

  :2آغازگر پيشرو
5′- CCC ATG GAA GAT GCA AAA 

AAT ATT ATG -3′ 

 :3آغازگر معكوس

5′- GGG TCA CCA TTA CAA TTT 

GGA TTT TTT TCC -3' 

.  در مطالعه حاضر از دو ناقل استفاده شد:ها ناقل

 ژن لوسيفراز كه از cDNA حاوي pQE30ناقل 

و ناقل بياني ) 2( دريافت گرديد 4 و همكارانعليپور

 كه داراي ژن مقاومت pCAMBIA1304گياهي 

 مقاومت  براي گزينش باكتريايي، ژن5به كانامايسين

هاي   جهت انتخاب در گياه، محل6به هيگرومايسين

 و CaMV35S، پيشبرنده BstEII و NcoIبرشي 

  . استNOSدهنده  توالي خاتمه

 گياه توتون تحقيق ازدر اين  :مواد گياهي

Nicotiana tabacum cv. Xanthi دش استفاده 

ژنتيك و  تهيه شده از پژوهشگاه ملي مهندسي(

شده توتون در محيط   استريلبذور ).فناوري زيست

بيوتيك  و بدون هورمون و آنتي) MS) X5/0كشت 

تكثير مواد گياهي نيز از طريق ). 18(كشت شدند 

يافته در شرايط   رشد توتونان ساقه گياهتقسيم

                                                 
1- Kozak sequence 

2- Forward primer 

3- Backward primer 

4- Alipour et al.  

5- Kanamycin 

6- Hygromycin 

 3 الي 2 به قطعاتي به طول اي، درون شيشه

حاوي يك جوانه و يك برگ  كه هر قطعه متر سانتي

اي حاوي محيط   ظروف شيشه بهبود، و انتقال آنها

انجام بيوتيك  بدون هورمون و آنتيجامد  MSكشت 

 لقيح هفته گياهان رشد كرده و جهت تدوبعد از . شد

  .آماده شدند

سازي   و همسانهPCRتكثير ژن لوسيفراز با 

 قطعه تكثير :pCAMBIA1304 آن در ناقل

DNAو با 7 با استفاده از دستگاه ترموسايكلر 

شده انجام   آغازگرهاي اختصاصي طراحياستفاده از

) µl 25در حجم  (PCRدهنده در  مواد واكنش. دش

ها، dNTP از هر كدام از mM 2/0: عبارت بودند از

MgCl2 mM 5/2 ،mM 1 از هر كدام از 

 يك به عنوان الگو و ng 100 DNAآغازگرها، 

شرايط . Taq DNA Polymeraseواحد از آنزيم

PCRيفراز شامل دماي  براي تكثير ژن لوس

 ºC ثانيه، دماي اتصال 30 به مدت ºC 94واسرشت 

 به ºC 72شدن   ثانيه و دماي طويل50 براي 52

جهت تخليص .  دور بود35 دقيقه، به تعداد 2مدت 

 QIAGEN  از كيت تخليصPCRمحصول 

 شده و  تخليصPCR سپس محصول. استفاده گرديد

هاي   آنزيم باpCAMBIA1304همچنين ناقل 

BstEII و NcoI و مجدداًههضم گرديد  

 در ناقل لوسيفرازژن  در نهايت .دشدن سازي خالص

 سازي  همسانهpCAMBIA1304  گياهيبياني

  . نامگذاري گرديدluc.1304سازه بدست آمده . شد

هاي تهيه   با سازهE. coliترانسفورماسيون 

از روش  E. coli براي تراريختي باكتري :شده

به اينصورت كه ) 23( شد شوك حرارتي استفاده

 همراه با محصول شده  هاي مستعد باكتري

 به آرامي مخلوط گرديده و به مدت سازي همسانه

سپس . روي يخ قرار داده شدندبر  دقيقه 30

 قرار ºC 42  ثانيه در دماي90ا به مدت ه باكتري

                                                 
7- Thermal cycler 
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79  88اسفند ماه ، 2، شماره 32 ، جلد)مجله علمي كشاورزي (گياهپزشكي

 دقيقه بر روي يخ 2 به مدت  سپس مجدداًگرفتند و

محيط  ، پس از افزودنعددر مرحله ب. نگهداري شدند

LBدر  ساعت يكبه مدت  ،ها ميكروتيوب  مايع به

در نهايت . ند قرار داده شدºC 37شيكرانكوباتور 

  جامدLBمحيط كشت  روي حاصلمحلول باكتري 

توزيع ) گرم در ليتر  ميلي50(حاوي كانامايسين 

 ساعت 15  به مدتºC 37گرديد و در دماي 

  . شدنگهداري

  :A. tumefaciensشده به ي ايجادها انتقال سازه

 استاندارد روشبراي تراريختي آگروباكتريوم، 

كلريدكلسيم به كار انجماد و ذوب با استفاده از 

 در محيط  آگروباكتريومسوسپانسيون. گرفته شد

 3500 با استفاده از سانتريفيوژ در ، مايعLBكشت 

.  دقيقه رسوب داده شد10مدت ه دور در دقيقه و ب

 CaCl2 ميكروليتر 100ب حاصل مقدار به رسو

)mM20 (سپس سازه . استريل و سرد اضافه گرديد

تخليص شده به آن اضافه شد و بلافاصله در 

تيوب ميكرودر مرحله بعد . نيتروژن مايع قرار گرفت

 دقيقه در 5حاوي سازه و آگروباكتريوم به مدت 

 مايع به آن LB قرارگرفت و محيط ºC37  دماي

 شيكرانكوباتور ساعت در 2مدت ه  و باضافه گرديد

ºC 28روي محيط برمحلول حاصل .  شد قرار داده 

 هاي بيوتيك حاوي آنتيجامد   LBكشت

 و كانامايسين )گرم در ليتر  ميلي100(استرپتومايسين 

گسترش داده شد و در دماي ) گرم در ليتر  ميلي50(

ºC 28  نگهداري گرديد روز 2به مدت.  

  تون با استفاده ازتراريخت نمودن تو

A. tumefaciens:  گياهان توتون بر روي محيط

با (ها  ترين برگ  رشد داده شدند و جوانMSكشت 

.  انتخاب شدندتلقيحبراي ) متر  سانتي4  حدودطول

حاوي ) OD600nm= 1(سوسپانسيون آگروباكتريوم 

 4ها به   از برگ يكهر. سازه مورد نظر تهيه گرديد

هاي حاوي  ديش  داخل پتريدر  قطعه تقسيم و6تا 

 به مدت ، سوسپانسيون آگروباكتريوم ازليتر  ميلي30

سپس .  دقيقه در دماي اتاق نگهداري شدند10

 شامل (1يكشت همقطعات برگي بر روي محيط 

 وNAA  گرم در ليتر  ميليMS + 1/0  محيط پايه

   منتقل شده و در دماي) BAP گرم در ليتر  ميلي2

ºC 26به مدت دو روز قرار داده شدند در تاريكي  .

در مرحله بعدي اين قطعات برگي بر روي محيط 

 25 و 20 ،15+ كشتي   محيط همشامل (زايي نوساقه

گرم در   ميلي200 و هيگرومايسينگرم در ليتر  ميلي

 با يك دوره نوري ºC 26در دماي ) تاكسيموسفر ليت

 4 ساعت تاريكي براي مدت 8 ساعت روشنايي و 16

ها به  زايي، گياهچه بعد از ساقه. ه منتقل شدندهفت

 شامل(زايي  ريشهاي حاوي محيط  ظروف شيشه

گرم در ليتر  ميلي MS +25  محيط پايه

 تاكسيموسف گرم در ليتر  ميلي200 و هيگرومايسين

 و در يافته انتقال) NAA گرم در ليتر  ميلي5/0+ 

ه  ساعت روشنايي ب16 با دوره نوري ºC 26دماي 

زايي صورت   روز نگهداري شدند تا ريشه14 مدت

 گياهان  هفته،3 تا 2 پس از حدود در نهايت. گيرد

هاي حاوي ورميكولايت منتقل  توتون به گلدان

  .شدند تا براي انتقال به خاك آماده گردند

هاي جوان  برگ :بررسي گياهان تراريخت

  بر روي محيط كشت انتخابيشده گياهان باززايي

 و  مورد استفاده قرار گرفتندDNA براي استخراج

 ).19( انجام شد CTABبه روش  DNA استخراج

 با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي PCRآناليز 

  ژن حاوي و گياهان)شرايط ذكر شده (انجام شد

  . شناسايي و انتخاب شدندلوسيفراز

  

  نتايج

 با PCRتكثير ژن لوسيفراز از طريق 

راز از پلاسميد  لوسيفژن :آغازگرهاي اختصاصي

pQE30غازگرهاي اختصاصي كه بر   با استفاده از آ

 و لوسيفراز ژن 5 و 3َهاي انتهاي َ اساس توالي

و ) روپيش در آغازگر( NcoI هاي برشي محل

                                                 
1- Co-cultivation 
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80  ...همسانه سازي و انتقال ژن لوسيفر از: لطيف و همكاران

BstEII) دهنده  و توالي افزايش) در آغازگر معكوس

  PCR، از طريق طراحي شده بودKozakبياني 

  .)1شكل  (تكثير گرديد

ازي ژن لوسيفراز در ناقل بياني س همسانه

ژن  PCRمحصول  ):pCAMBIA1304(گياهي 

 NcoI ايه با آنزيملوسيفراز و همچنين ناقل 

پس از اطمينان از . ندبرش داده شد  BstEIIو

ها، واكنش اتصال صورت پذيرفت و در  برشصحت 

 ي در ناقل گياهنهايت ژن لوسيفراز

pCAMBIA1304ده  ايجاد ش سازه.  كلون گرديد

)luc.1304( ) روش شوك حرارتي بهبه) 4شكل  

جهت . ند منتقل گرديدDH5α نژاد  E. coliباكتري

 ،)2شكل ( PCRهاي  سازي از واكنش تاييد همسانه

تعيين  و BstEII  وNcoI هاي آنزيم هضم آنزيمي با

 luc.1304سازه  انتقال .استفاده شد )1جدول  (توالي

 انجمادوش ذوب و به آگروباكتريوم با استفاده از ر

 رويژن لوسيفراز آگروباكتريوم حاوي . انجام گرفت

 هاي بيوتيك  آنتي دارايLBمحيط كشت 

آناليز . كانامايسين رشد داده شد استرپتومايسين و

Colony PCRحضور ،غازگرهاي اختصاصي  با آ 

 تاييد كرد در آگروباكتريوم راجفت بازي  1650قطعه 

  .)3شكل (

عمل  :از به گياه توتونانتقال ژن لوسيفر

ن گياهان توتون با استفاده از تلقيح با نمودتراريخت 

.  صورت گرفت LBA4404آگروباكتريوم نژاد

سازه حاوي (هاي توتون كه با آگروباكتريوم  برگ

luc.1304 (كشت  بر روي محيط،تلقيح شدند MS 

، 15(مايسين هيگرو هاي بيوتيك انتخابي حاوي آنتي

  200(تاكسيم وو سف) م در ليترگر  ميلي25 و 20

پس از چند هفته . قرار گرفتند) گرم در ليتر ميلي

شكل  ( توليد گياهچه كردند،شده هاي تلقيح ريزنمونه

بدون ( شاهد هاي  ريزنمونهكه بر روي  در حالي)5

 تلقيح با آگروباكتريوم و تلقيح با آگروباكتريوم بدون

 ه نشدگونه باززايي مشاهدهيچ) luc.1304سازه 

 .)5شكل (

 گياهان تراريخت :بررسي گياهان تراريخت

هاي كشت انتخابي  احتمالي باززايي شده از محيط

 مورد ارزيابي PCRحاوي هيگرومايسين، از طريق 

هاي   ژنومي از برگDNAاستخراج . قرار گرفتند

 بر PCRآناليز . شدجوان گياهان باززايي شده انجام 

استفاده از   ژنومي اين گياهان باDNAروي 

 جفت 1650 وجود قطعه ،آغازگرهاي اختصاصي

كه در گياهان شاهد   در حالي؛ را نشان دادبازي

   ).6شكل  (گونه باندي مشاهده نشدهيچ

  

  

لوسيفراز كلون شده، مشابهت كاملي در توالي نوكلئوتيدي با توالي   ژن برايBLASTناليز آ -1جدول 

  دهد ي را نشان مGenBankموجود اين ژن در 

  كد مشخصه در بانك ژن موجود زنده  درصد مشابهت

100%  Lampyris turkestanicus  AY742225.1  

7/98%  Lampyris noctiluca  X89479.1  

8/95%  Pyrocoelia rufa  AF328553.1  

3/85%  Photinus pyralis EU684088 
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   %1رز بر روي ژل آگا lucژن  PCR محصول -1شكل
  

  ،λ وزن مولكولي  ماركرM:چاهك

   )DNAآب مقطر بدون ( كنترل منفي: 3، چاهكluc ناشي از تكثير ژن محصول: 2و1هاي چاهك

  

  

 

 

  

  luc با آغازگرهاي اختصاصي ژن PCRسازي با استفاده از تكنيك   تاييد همسانه-2شكل 
  

ناقل غيرنوتركيب : 4ها، چاهك هاي استخراج شده از كلوني ناقل: 3 تا 1اي ه ، چاهكλماركر وزن مولكولي : M چاهك

pCAMBIA1304)  فاقد ژنluc(كنترل مثبت: 5، چاهك)  ناقلpQE30 حاوي ژن luc(كنترل منفي: 6، چاهك)  آب مقطر بدون

DNA(  

  

  

  

  3       2       1       M 

bp 2027   

bp 1584   
bp 1650 ~   

bp 2027   

bp 1584   
bp 1650 ~   

6       5       4        3       2       1       M 
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82  ...همسانه سازي و انتقال ژن لوسيفر از: لطيف و همكاران

 

و Colony PCR يك  تكناستفاده از  باآگروباكتريومدر ) bp 1650 حدود (luc ور ژنضح تاييد -3شكل

  آغازگرهاي اختصاصي

  

 بدون آگروباكتريوم: 3، چاهكluc.1304آگروباكتريوم حاوي سازه : 2و1هاي چاهك ،Kb1ماركر وزن مولكولي : M چاهك

 كنترل منفي: 5، چاهك)luc.1304حاوي سازه  E. coliباكتري ( كنترل مثبت: 4، چاهك)lucو بدون  (pCAMBIA1304ناقل 

  ).DNAآب مقطر بدون (

  

  

  

  

  

   luc.1304 طرح شماتيك سازه -4شكل 

  

  توالي،  CaMV35Sنده پيشبر، BstEIIو  NcoIهاي برشي  ، محل)hptII( به هيگرومايسن  داراي ژن مقاومت اين سازه

و راست ) LB(هاي مرزي چپ  ، توالي(Kozak sequence)دهنده بياني  توالي افزايش ،(NOS) برداري دهنده نسخه خاتمه

)RB(ژن   وlucباشد  مي.  

  

  

                5      4       3       2       1      M 

bp 1650 ~   
bp 1500   
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83  88اسفند ماه ، 2، شماره 32 ، جلد)مجله علمي كشاورزي (گياهپزشكي

  
  

   تلقيح شده با آگروباكتريوم) Nicotiana tabacum(هاي برگي توتون   ريزنمونه- الف-5شكل 

  بر روي محيط 

- 1 (هيگرومايسينبيوتيك   آنتيحاويه گر اولي گزينش
mg.L 15 (تاكسيم وو سف)1 -

mg.L 200( ،گونه باززايي  هيچ )ب  

  هاي باززايي شده   رشد گياهچه)ج . مشاهده نشدبر روي محيط كشت انتخابيوتون شاهد هاي ت برگهاي  ريزنمونهبر روي 

mg.Lدر محيط كشت انتخابي حاوي 
mg.L هيگرومايسين و 25 1-

  رشد گياهان تراريخت در گلدان )د. تاكسيموسف 1200-

  لايتورميكو پس از انتقال به

  
 

 

 تكنيك استفاده از با و شاهد شده هاي باززايي چه ژنومي استخراج شده از گياهDNA بررسي -6شكل 

PCRژن لوسيفرازهاي اختصاصي   آغازگر و  

  luc.1304سازه (كنترل مثبت : 2، چاهك)غيرتراريخت(گياه شاهد : 1، چاهكbp 100ماركر وزن مولكولي : M چاهك

  )DNAن بدو آب مقطر (كنترل منفي: 7هان تراريخت، چاهكگيا: 6 تا 3هاي ، چاهك)تخليص شده

  

 الف

 ج

 ب

 د

        7        6         5        4         3          2        1       M 

bp 1650 ~   

Kbp 2   

Kbp 5/1   
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84  ...همسانه سازي و انتقال ژن لوسيفر از: لطيف و همكاران

  بحث

آنزيم لوسيفراز حشره شبتاب يكي از مهمترين 

،  هاي مختلف علوم پايه هايي است كه در زمينه آنزيم

استفاده از . پزشكي و صنعت، كاربردهاي فراوان دارد

لوسيفراز شبتاب، اساس گستره وسيعي از 

 و 13، 11 (دهد هاي تشخيصي را تشكيل مي تكنيك

ايش اقتصادي و  گرهاي اخير سالدر طي  .)17

هاي بر  اي براي توسعه تكنولوژي تجاري گسترده

اساس بيولومينسانس به عنوان جايگزيني براي 

با . هاي قديمي غربالگري به وجود آمده است روش

 اين آنزيم، توليد انبوه و كاربرد وسيعتوجه به 

 حائز كشاورزي مولكولي از طريقهزينه آن  كم

  .اهميت است

  حشره شبتابلوسيفراز ه ژناز سوي ديگر امروز

)luc (هاي ژن ترين حساس از يكي عنوان به 

 از .كاربرد دارد ها بافت و زنده هاي سلول در گزارشگر

توان  ميان گزارشگر  به عنوlucهاي بارز ژن  ويژگي

هاي رديابي، امكان  به حساسيت بالا، تنوع روش

سنجش كمي، عدم تداخل با فرآيندهاي داخل سلول 

غيرتخريبي بودن آزمون و سنجش گياهي، 

 بيان ژن به دليل نيمه عمر كوتاه اين 1اي لحظه

  .آنزيم اشاره نمود

هايي از توليد لوسيفراز حشره  گرچه گزارش

 در گياه P. pyralisشبتاب گونه آمريكاي شمالي 

و نيز بيان لوسيفراز حشره شبتاب گونه ايراني ) 20(

L. turkestanicusدر  E. coli2(شت  وجود دا( ،

 لوسيفراز  ژناما اين تحقيق اولين گزارش از انتقال

  .باشد حشره شبتاب گونه ايراني به گياه مي

 دوتاييدر اين پژوهش از ناقل بياني 

pCAMBIA1304سازي و انتقال   جهت همسانه

اين ناقل به علت . به توتون استفاده گرديدluc ژن 

 ژن هاي مطلوب، به منظور انتقال دارا بودن ويژگي

ناقل بياني . مورد استفاده قرار گرفت

                                                 
1- Real time 

pCAMBIA1304 حاوي ژن مقاومت به 

و ) جهت انتخاب باكتري حاوي ناقل(كانامايسين 

جهت انتخاب گياه (ژن مقاومت به هيگرومايسين 

 پيشبرندههاي گزينشگر،  به عنوان ژن) تراريخت

CaMV35Sدهنده ، خاتمه NOS و فيوژني از دو 

. باشد ان ژن گزارشگر مي به عنوGUS و GFPژن 

توان به اندازه  هاي اين ناقل مي از ساير ويژگي

 و پايداري در 2ها كوچك آن، تعدد نسخه

جهت افزايش بيان در . آگروباكتريوم اشاره نمود

پس از هضم ناقل بوسيله   ژن،برداري سطح نسخه

گلوكورونيداز - بتاهاي هاي مربوطه و حذف ژن آنزيم

)GUS (وGFP از ناقل  pCAMBIA1304 ژن ،

luc به جاي آنها و مابين پيشبرنده CaMV35S و 

و  مهم عاملدو .  جايگزين گرديدNOSدهنده  خاتمه

 :عبارتند از برداري نسخهميزان افزايش موثر بر 

در . 3آدنيلاسيون  و سيگنال پلينده قويپيشبر

 CaMV35Sندهرب پيش،اي مانند توتون گياهان دولپه

 زيرا باعث ،باشد عمومي مي يك انتخاب مناسب و 

هاي  ، در بافتبيان قوي و دائمي ژن مورد نظر

مختلف گياه هدف و در مراحل متفاوت رشد گياه 

 ،عامل مهم ديگر در بيان بالاي ژن .شود مي

باشد كه جهت  آدنيلاسيون مي سيگنال قوي پلي

هاي ساخته شده با پيشبرنده  پايداري نسخه

CaMV35S ، ژنخاتمه دهندهNOS ،  مناسب و

  همچنين از توالي). 25 و 7(باشد  عمومي مي

 جهت افزايش دهنده سيستم بيان گياهي، افزايش

هاي  اين توالي از بررسي توالي. شداستفاده ژن بيان 

ي با بيان بالا در يها  در ژنآغاز،ن وقبل از كد

 توالي مورد توافق ؛)26(ه است گياهان بدست آمد

Kozakعبارت است از  :AccAUGG به كه 

  و كدون آغازNcoIصورت همپوشان با توالي برشي 

 اين . مد نظر قرار گرفتپيشرودر طراحي آغازگر 

 يوكاريوتي توسط mRNAهاي  در مولكولتوالي 

                                                 
2- High copy number 

3- Polyadenylation signal 
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ريبوزوم به عنوان جايگاه آغاز ترجمه شناخته 

شود و هرچه مشابهت آن با توالي مورد توافق  مي

  ).27(مه است بيشتر باشد سيگنال قويتري براي ترج

جهت انتقال ژن به گياه توتون از روش 

آگروباكتريوم استفاده گرديد كه امروزه به طور 

خصوصاً (اي جهت تراريختي گياهان  گسترده

در تراريختي . گيرد مورد استفاده قرار مي) ها اي دولپه

توتون، اين روش مزاياي متعددي نسبت به ساير 

توان به  جمله ميهاي انتقال ژن دارد كه از آن  روش

گياه توتون به تلقيح با نژاد  :مواردي اشاره نمود

العاده حساس  فوق LBA4404 آگروباكتريوم سويه

ها مستقيماً و بدون نياز به تشكيل  است؛ گياهچه

ها به آساني از  شوند؛ گياهچه كالوس، باززايي مي

، پس از )برگ( ريزنمونه ي  شده هاي بريده محل لبه

كنند  آگروباكتريوم حاوي ناقل، رشد ميتلقيح بوسيله 

هاي گياهي از اين طريق  و كارايي باززايي از بافت

). 7(ها بسيار بالا است  نسبت به ساير روش

 بر روي PCRهاي مولكولي با تكنيك  بررسي

گياهان تراريخت، انتقال ژن لوسيفراز به گياهان 

  ).6شكل (شده را تاييد نمود  باززايي

 تحليل گياهان تراريخت در بررسي و تجزيه و

هاي بعدي انجام خواهد شد و اميد است با  نسل

ادامه و تكميل اين كار تحقيقاتي، گامي ديگر در راه 

  .استقلال علمي و اقتصادي كشور برداشته شود

  

  سپاسگزاري

هاي مادي و معنوي مسئولين  از حمايت

آزمايشگاه بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه تربيت 

اند، و ينه اين تحقيق را فراهم نمودهمدرس كه زم

 ارزشمند آقاي مهندس هاي همچنين از همكاري

 خانم الديني،  آقاي مهندس محبمعصومي اصل،

پور  مهندس آزموده و خانم مهندس رستم

  .گردد سپاسگزاري مي

  

  

  منابع

1. Aldo, R., Massimo, G., Patrizia, P., and Mara, M. 2003. Bioluminescence and 

chemiluminescence in drug screening. Analytical Chemistry, 377: 826-833. 

2. Alipour, B., Hosseinkhani, S., Nikkhah, M., Naderi-Manesh, H., Chaichi, M.J., and 

Kazempour, S. 2004. Molecular cloning, sequence analysis and expression of a 

cDNA encoding the luciferase from the glow-worm, Lampyris turkestanicus. 

Biochemical and Biophysical Research Communications, 325: 215-222. 

3. Chen, H., Zou, Y., Shang, Y., Lin, H., Wang, Y., Cai, R., Tang, X., and Zhou, J.M. 

2008. Firefly luciferase complementation imaging assay for protein-protein 

interactions in plants. Plant Physiology, 146: 368-376. 

4. Daniell, H. 2003. Medical molecular farming: expression of antibodies, 

biopharmaceuticals and edible vaccines via chloroplast genome (Vasil, I.K. Ed.). 

Kluwer Academic Publishers. Netherlands, pp: 371-376. 

5. Daniell, H., Lee, S.B., Panchal, T., and Wiebe, P.O. 2001. Expression of cholera 

toxin B subunit gene and assembly as functional oligomers in transgenic tobacco 

chloroplasts. Journal of Molecular Biology, 311: 1001–1009. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

86  ...همسانه سازي و انتقال ژن لوسيفر از: لطيف و همكاران

6. De Wet, J.R., Wood, K.V., Helinski, D.R., and Deluca, M. 1985. Cloning of Firefly 

luciferase cDNA and the expression of active luciferase in Escherichia coli. Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 82: 7870-7873. 

7. Fischer, R., and Schillberg, S. 2004. Molecular Farming, plant made pharmaceuticals 

and technical proteins, Wiley-VCH Verlag GmbH and Co. KgaA, 114 p. 

8. Gelvin S. 2003. Agrobacterium-mediated plant transformation: The biology behind 

the “gene-jockeying” tool. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 67: 16–

37. 

9. Gomi, K., Hirokawa, K., and Kajiyama, N. 2002. Molecular cloning and expression 

of the cDNA encoding luciferin regenerating enzyme from Luciola cruciata and 

Luciola lateralis. Gene, 294:157-166. 

10.  Harwood, W.A., Ross, S.M., Bulley, S.M., Travella, S., Busch, B., Harden, J. and 

Snape, J.W. 2002. Use of the Firefly luciferase gene in a barley (Hordeum vulgare) 

transformation system. Plant Cell Reports, 21: 320-326. 

11.  Hauke, H., and Mona, C.W. 2006. Whole-cell living biosensors - Are they ready for 

environmental application? Applied Microbiology and Biotechnology, 70: 273-280. 

12.  Koo, J., Kim, Y., Kim, J., Yeom, M., Lee, I.C., and Nam, H.G. 2007. A 

GUS/luciferase fusion reporter for plant gene trapping and for assay of promoter 

activity with luciferin-dependent control of the reporter protein stability. Plant Cell 

Physiology, 48: 1121-1131. 

13.  Kovalchuk, I., and Kovalchuk, O. 2008. Transgenic plants as sensors of 

environmental pollution genotoxicity. Sensors, 8: 1539-1558. 

14.  Leeuwen, W.V., Hagendoorn, M.J.M., Ruttink, T., Poecke, R.V., Vanderplas, 

L.H.W., and Vanderklor, A.R. 2000. The use of the luciferase reporter system for in 

Planta gene expression studies. Plant Molecular Biology Reporter, 18: 143a-143t. 

15.  Leite, A., Kemper, E.L., Da Silva, J., Luchessi, A.D., Siloto, M.P., Bonaccorsi, E.D., 

El-Dorry, H.F., and Aruda, P. 2000. Expression of correctly processed human growth 

hormone in seeds of transgenic tobacco plants. Molecular Breeding, 6: 47-53. 

16.  Ma, J.K.C., Drake, P.M.W. and Christou, P. 2003. The production of recombinant 

pharmaceutical proteins in plants. Nature Reviews Genetics, 4: 794-805. 

17.  Milligan, M. 2004. Applications of bioluminescence and fluorescence resonance 

energy transfer to drug discovery at G protein-coupled receptors. European Journal 

of Pharmaceutical Sciences, 21: 397-405. 

18.  Murashige, T., and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and 

bioassays with tobacco tissue culture. Physiology Plant, 15: 473-497. 

19.  Murray, M.G., and Thampson, W.F. 1980. Rapid isolation of high molecular weight 

plant DNA. Nucleic Acid Research, 8: 4321-4325. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

87  88اسفند ماه ، 2، شماره 32 ، جلد)مجله علمي كشاورزي (گياهپزشكي

20.  Ow, D.W., Wood, K.V., Deluca, M., De WET, J.R., Helinski, D.R., and Howell, 

S.H. 1986. Transient and stable expression of the Firefly luciferse gene in plant cells 

and transgenic plants. Science, 234: 856-859. 

21.  Ronaghi, M., Karamohamed, S., Petterson, B., Uhlen, M., and Nyren, P. 1996. Real-

time DNA sequencing using detection of pyrophosphate release. Analytical 

Biochemistry, 242: 84–89. 

22.  Ruijter, N.C.A., Verhees, J., Leeuwen, W.V., and van der Krol, A.R. 2003. 

Evaluation and comparison of the GUS, LUC and GFP reporter system for gene 

expression studies in plants. Plant Biology, 5: 103-115. 

23.  Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. 1989. Molecular cloning: A laboratory 

manual (2nd). Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 

 858 p. 

24.  Schillberg, S., Emans, N., and Fishcher, R. 2002. Antibody molecular farming in 

plants and plant cells. Phytochemical Reviews, 1: 45-54. 

25.  Sunil Kumar, G.B., Ganapathi, T.R., Revathi, C.J., Prasad, K.S., and Bapat, V.A. 

2003. Expression of hepatitis B surface antigen in tobacco cell suspension cultures. 

Protein Expression and Purification, 32: 7-10. 

26.  Taylor, J., Jones, J.D.G., Sandler, S., Muller, G.M., and Bedbrook, J. 2000. 

Optimizing of expression of chimeric genes in plant cells. Molecular Genetics, 210: 

572-577. 

27. Wang, X.Q., and Rothnagel J.A. 2004. 5' Untranslated regions with multiple 

upstream AUG codons can support low-level translation via leaky scanning and 

reinitiation. Nucleic Acids Research, 32: 227-235. 

www.SID.ir


