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  از گياه satژن  جداسازي، كلونينگ و بررسي بيان موقت

  somniferom Rence papaver فرايشقايق ال 
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  24/2/87:تاريخ دريافت
  2/9/87:تاريخ پذيرش

 
  چكيده

در  .شـوند هاي گيـاهي يافـت مـي   گونه درصد 20كه در ار هستند دازتركيبات ازت يگروه متنوع يبنزوايزوكوئين يآلكالوئيدها
 .باشـد اهميـت مـي   يويژه دارا يو توليد آلكالوئيدها opium poppyمؤثر در بيوسنتز مرفين  يژنها يجداساز مهندسي متابوليك

-به مرفين يين در مسير بيوسنتزپيش ماده اوليه تبائ استات كه -ا 7-ول به سالوتاردينول سالوتاردينتبديل آلكالوئيد  SATآنزيم 
با استفاده از آغازگرهاي مبتني بر توالي ژن در بانكهاي  SATدر اين مطالعه ژن كدكننده آنزيم . باشددار ميعهده آيد راشمار مي

رنـده  بسپس در  ناقلهاي كلونينگ و ناقل بيـاني تحـت كنتـرل پـيش    . جدا گرديد Renceفرا رقم اطلاعاتي از گياهان شقايق الي
CaMV35S نتايج كلونينگ اين ژن با استفاده ازروشهاي مختلف مولكولي هضم آنزيمي و . كلون گرديدPCR بيان . تأييد گرديد

با استفاده از روش آگرواينفيلتراسيون، منجر به توليد مرفين و كدئين و پاپاورين در برگهاي تراريخـت شـده بـا ژن     satموقت ژن 
sat يرتراريخت گرديددر مقايسه با برگهاي غ.  

  
  opium poppy، ترانسفرازاستيل - ا -7-سالوتاردينولي، بنزوايزوكوئين يآلكالوئيدها: يكليد واژه هاي

  
  1   مقدمه

ــانواده   ــان خـــ ــقايقگياهـــ ــه شـــ ــامل پاپاوراســـ  شـــ
poppy  Caliornia  وOpium poppy     بـه لحـاظ دارا بـودن
 ريتجـا  اهميـت  يو تركيبات مرتبط دارا يتخدير يداروها
بـه  C. poppy  بوميـان آمريكـاي شـمالي از    .هسـتند  يخاص ـ

خصوصيات  ).1( نمودنداستفاده مي يسنت يعنوان گياه داروي
از  يمربوط به قابليت توليد و بيوسنتز گروه اين گياه دارويي

 يزيــر گــروه آلكالوئيــدها ازبنزوفنانتريــدين  يآلكالوئيــدها
                                                            

دانشـجوي دكتـري، دانشـيار پژوهشـگاه ملـي مهندسـي ژنتيـك و زيسـت         به ترتيب  -1
 ،دي دانشـكده كشـاورزي  فناوري تهران، دانشيار و استاديار گروه بيوتكنولوژي و به نـژا 

  دانشگاه فردوسي مشهد
 Email: bhosseini57@gmail.com                                 نويسنده مسئول -*

ــوئين ــي يبنزوايزوك ــدها. باشــدم ــوئينبنزو يآلكالوئي  يايزوك
ــوع  ــروه متن ــات ازت يگ ــراكنش   ازتركيب ــه پ ــتند ك دار هس

محصــولات . دارنــددر بــين گياهــان  يمحــدود يتاكســونوم
وئيـد مختلـف   لآلكا 100بـيش از   O. poppyبدست آمده از 

تيروزين و مـاده حدواسـط   -باشد كه از پيش ماده اوليه المي
اد مرفين به همراه مـو . شوندرتيكولين ساخته مي-اس يمركز
و  3بلاسـتين ويـن  ،2كريسـتين ديگـر نظيـر ويـن    يدرمـان يشيم

كه از  هستندشده  يمهم تجار يلكالوئيدهاآاز  4كامپتوتسين
بـر خصوصـيات و   عـلاوه  . شوندمي گياهان دارويي استخراج

                                                            
2- Vincristine 
3- vinblastine 
4- camptothecine 
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گياه  -عملكردهاي متنوع اكولوژيكي مربوط به رابطه پاتوژن
اي خصوصيات ها دارحيوان علفخوار، بسياري از اين -و گياه

عنـوان دارو  باشـند و برخـي نيـز بـه    و فعاليت مهم دارويي مي
 تـوان بـه  مـي مثـال   بـه عنـوان  . گيرنـد مورد استفاده قـرار مـي  

بيوتيكهـايي ماننـد   آنتـي نظيـر مـرفين و كـدئين،     ييهـا مسكن
، يو ضـد التهـاب   يخاصيت ضد ميكروب يدارا 1سانگواينارين

، پاپـاورين  يومـور خاصيت ضد سرفه و ضد ت با هانوسكاپين
كننــده شــل 2توبوكــورارين و بــه عنــوان گشــاد كننــده رگهــا

ايــن تركيبــات  يســنتز شــيمياي. )17(اشــاره نمــود عضــلات 
. شــان بســيار ســخت اســتارزشــمند بــدليل ســاختار پيچيــده

ي بـه عنـوان تنهـا منبـع تجـار      ييا اهل يبنابراين گياهان وحش
بـه  مرفينهـا   .تامين كننده اين تركيبات مورد توجه مـي باشـند  

 ، شـامل كوئينـولين ايـزو بنزيل ياحلقه 5 يآلكالوئيدهاعنوان 
) 1(درشـكل   .باشندمشتقات آنها مي تبائين، كدئين، مرفين و

درگير در اين مسير نمايش  يچرخه بيوسنتز مرفين و آنزيمها
  .)16(داده شده است 

  

  
     مسير كامل بيوسنتز مرفين )1(شكل 

  
ــو2 1 ــ يمحت ــقايقدر  يدآلكالوئي ــده   يهاش ــت ش برداش

 ايالـت  در) سـاقه   يخشك شـده و قسـمت بـالاي    يكپسولها(
درصـد وزن   7/2تا  5/1در حدود  "معمولا تاسمانياي استراليا
افزايش ميزان آلكالوئيد باعث افـزايش  . باشدخشك اوليه مي

شـامل كشـت، انتقـال،     شـقايق صـنعت كشـت    يپـذير رقابت

                                                            
1- Sanguinarine 
2- Tobcurarine 

بـا اسـتفاده   . شودمي اتعو حذف ضاي يگيرذخيره و عصاره
هـه اخيـر   داصلاح نباتات ميزان آلكالوئيـد در دو  ياز روشها

با ايـن حـال افـزايش سـريع در عملكـرد      . دو برابر شده است
  . محدود شده است "تقريبا يمرفين از طريق اصلاح سنت

مـؤثر در بيوسـنتز مـرفين جهـت بهبـود       يژنها يجداساز
ويـژه   يكالوئيـدها و توليـد آل  O.poppyمتابوليـك   يمهندس

ارزشمند اسـتفاده از   يهايكي از توانايي. زيادي دارداهميت 
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بيوسنتتيك سلول گيـاه   يمسيرها ورزيدست ،مهندسي ژنتيك
ــت  ــك از متابولي ــر ي ــاو ه ــي ه ــدم ــواد   .باش ــد م ــزان تولي مي

تــوان بــا اســتفاده از دســتورزي آلكالوئيــدي مختلــف را مــي
 ر مسـير متـابوليكي  كننده دهاي كليدي شركتژنتيكي آنزيم

تـوان بـا   مـي  هـا در اين روش. توليد مرفين و كدئين تغيير داد
و قـراردادن آنهـا    يكليد يهاواردنمودن ژن مربوط به آنزيم

از طرف . بيان ژن را افزايش داد ي،قو هايبرندهپيشدر كنار 
 از طريــق 1خاموشــي ژن يهــاديگــر بــا اســتفاده از روش  

از  ، اين امكان وجود دارد تاسنسآنتي يهاتوالي بكارگيري
راه متـابوليكي را بـه سـمت     ،هـا توليد ايـن آنـزيم   مهار طريق

مرفين  يمسير سنتز آنزيم .دكر يگيرمحصول مورد نظر نشانه
ــطO.poppy  در ــز و توس ــك  لبن ــط  ) 1995(زن ــز توس و ني

بـرخلاف  . به طور كامل تشـريح شـده اسـت   ) 1998(كوچان 
ي سالهاي اخيـر جهـت سـنتز    تلاشهاي بسيار زيادي كه در ط

شــيميايي مــرفين و كــدئين انجــام شــده اســت، هنــوز توليــد  
بنـابراين  . فقيت چنداني همـراه نبـوده اسـت   واقتصادي آن با م

توليد اين مواد در گياهان، مهمتـرين منبـع مـورد نيـاز جهـت      
ــ ــات ــا  يأمين نيازه ــه داروه ــزون انســان ب بخــش رامآ يروزاف

ــي ــد م ــالوتاردينول .باش ــفراز ا -اُ-7-س ــتيل ترانس ــديل  2س تب
ــالوتاردينول    ــه س ــالوتاردينول ب ــانترن، س ــد فن -آ 7-آلكالوئي

استات، پيش ماده اوليه تبائين در طول  مسير بيوسنتز مرفين را  
 مـــرفين از دو مولكـــول اســـيد آمينـــه ). 6(بـــر عهـــده دارد 

ــرورين-ال ــداقل   3تي ــي ح ــد    17در ط ــي تولي ــه آنزيم مرحل
-از اس "بيوسـنتز مخصوصـا  مراحل آخـر در مسـير   . شود مي

ــولين ــير بيوســنتز       4رتيك ــط در مس كــه يــك مــاده حدواس
باشـد، سـه   آلكالوئيدهاي ايزوكوئينولين تـا سـنتز مـرفين مـي    

، بـا  )NADPH )10 ،4 ،2آنزيم اكسـيدوردوكتاز وابسـته بـه    
و يـك آنـزيم   ) P-450 )5احتمال زياد سه آنزيم سـيتوكروم  

در ايــن مســير ) 10( كــوآترانســفراز وابســته بــه اســتيلاســتيل
                                                            
1- Silencing 
2- Salutaridinol 7-O-acetyltransferase 
3- L-tyrosine 
4- Acetyl-CoA:deacetylvindoline (S)-reticuline 

كـوآ نقـش   ترانسـفراز وابسـته بـه اسـتيل    استيل. دخالت دارند
 ).6(مهمــي در متابوليســم آلكالوئيــد گيــاهي بــر عهــده دارد 

ــزيم اســتيل ــه اســتيل آن كــوآ در بيوســنتز ترانســفراز وابســته ب
منبــع  ,Catharanthus roseusوينــدولين در گيــاه پــروانش 

). 3، 14(ن شــركت دارد آلكالوئيــد درمــاني مهــم وينبلاســتي
مرحلـه   5استيل ترانسفراز -اُ -4 -داستيل ويندولين كوآاستيل

آنـزيم مركـزي   . كندآخر در بيوسنتز ويندولين را كاتاليز مي
در مسير بيوسنتز مرفين نيز آنزيم استيل ترانسـفراز وابسـته بـه    

همــه آنزيمهــاي . باشــدمــي (EC 2.3.1.150)اســتيل كــوآ 
 .Papaverير بيوسـنتز مـرفين در گياهـان   شده در مس ـشناخته

somniferum سوسپانســيون ســلولي تشــخيص داده  و كشــت
اند، اما تجمـع مـرفين و كـدئين در كشـت سوسپانسـيون      شده

رسـد تجمـع   به نظر مي). 8(سلولي هرگز مشاهده نشده است 
). 7(باشـد   وابسته مي مرفين در گياهان به سيستم تمايز شيرابه

ــه حاضــر جد ــازدر مقال ــؤثر در بيو ياس ــون ژن م ــنتز و كل س
بــه  sat ژن يمســير بيوســنتز يعنــكــدئين و مــرفين در اواســط 

فـرا بـه عنـوان هـدف     اليمنظور بيان نهايي در گياهان شقايق 
  .اصلي مورد تحقيق قرار گرفته است

  
  ها مواد و روش
گياه  Rence يدر اين تحقيق از رقم فرانسو :مواد گياهي

بـــذور پـــس از  .تفاده گرديـــداســـ P.somniferumشـــقايق 
ثانيـه و   60درصـد بـه مـدت     70بـا الكـل    ضدعفوني سطحي

پـس از   درصد به مـدت هفـت دقيقـه و    5لريت سديم هيپوك
 B5چند بار شستشو بـا آب مقطـر اسـتريل در محـيط كشـت      

، كشت گرديدنـد گرم در ليتر ساكارز ميلي 30تكميل شده با 
سـاعت   16 يوب نـور و تنـا  ºc23 يبا دما فيتوترون در هالوله

ــاريك هشــتو  يروشــناي ــه مــدت  يســاعت ت ــه  شــشب هفت
  . شدند نگهداري
 cDNAو سنتز  mRNAاستخراج 

                                                            
5- O-acetyltransferase 
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ــاز ك ــتخراج ي ــيناژن( RNA XPLUSت اس ــت ) س جه
اي از گياهـان شـش هفتـه    .دياستفاده گرد mRNAاستخراج 

P.somniferum ، cDNA  كدكننـده ژنsat    توسـط واكـنش
 .ج شده سـنتز گرديـد  ي استخراmRNA 1رونويسي معكوس

ي DNAســنتز شــده بــه عنــوان الگــو جهــت ســنتز cDNAاز 
 يبا استفاده از آغازگرها PCRاي و تكثير ژن توسط دورشته
ساختار  منظورحذفبه .استفاده شدطبق برنامه ژن  ياختصاص
بـراي  درجه سلسـيوس   94از دماي  RNA  DNA-ايدورشته

چرخه  سي .رديددقيقه استفاده گ پنجواسرشت اوليه به مدت 
سـازي  واسرشت: بدين صورت در نظر گرفته شد PCRبراي 
 دقيقـه  يـك  اتصـال درجه سلسيوس؛  94 در دماي دقيقه يك

 72 در دمـاي  دقيقه يكبسط  ودرجه سلسيوس  56 در دماي
 72بـراي بسـط نهـايي در     اضـافه  دقيقـه  10درجه سلسـيوس؛  
ر افــزاطراحــي آغــازگر بــا اســتفاده از نــرم. درجــه سلســيوس

OLIGO6       و با اسـتفاده از تواليهـاي موجـود بـراي ژن مـورد
در طراحـي  . انجـام گرديـد   NCBIنظر در بانـك  اطلاعـاتي   

 pBI121آغازگرها به منظـور وارد كـردن ژنهـا در پلاسـميد     
در  SacІو  BamHІتواليهاي برشـي بـراي آنزيمهـاي برشـي     

  .گرديد وارد آغازگرها 5´انتهاي 
 ,TTG, GAT, CCG, CCA ′5تـوالي آغـازگر پيشـرو     

CCA, TGG, CAA, CAA, TGT, ATA 3′ ي، و تـوال 
 ,GAG, AGC, TCT, CAA, ATC يآغــازگر برگشــت

AAT, TCA, AGG,ATT, TCA 3′  5′بود  .  
 

 sat  حامل ژن T/Aپلاسميد  2يهضم آنزيم

ــه ــز   ب ــر و نگهــداري ژنهــاي مــورد نظــر و ني منظــور تكثي
ــدا ، pBI121آنهــا در ناقــل  ينــگكلون  PCRحصــولات مابت

ي DNAپس از توليـد  . گرديدكلون  T/A در ناقل "مستقيما
،  T/Aناقــل مــورد نظــر، كلــون آنهــا در    اي ژندورشــته

(Cloning Kit # k1214)  محصـولات   3توسط اتصـالPCR 
                                                            
1- Reverse Transcription 
2- Digestion 
3- Ligation 

طبــق  T4بــه كمــك آنـزيم ليگــاز   pTZ57RITدر پلاسـميد  
ــركت   ــتورالعمل ش ــد دس ــام گردي ــه   .انج ــميد ب ــال پلاس انتق

بـا اسـتفاده از روش فيزيكـي     E.coliتعد باكتري سلولهاي مس
سلولهاي تراريخت . انجام گرديد 4زدن سريعگرم شدن و يخ

حــاوي پلاســميدهاي نوتركيــب در محــيط مــك كــانگي و  
سـيلين انتخـاب و   بيوتيـك آمپـي  محيط انتخـابي حـاوي انتـي   

جهت استخراج پلاسميد نوتركيب به صـورت شـبانه كشـت    
و انجام  Miniprepسميد به روش پس از استخراج پلا. شدند

ــا  هضــم آنزيمــي ــتفاده از آنزيمه ــا اس ،  SacІو  BamHІ يب
سازي ژن مـورد نظـر   الكتروفورژ ژل آگارز به منظور خالص

ــا اســتفاده از كيــت خــالص  انجــام ) DNA )Rocheســازي ب
ــد ــه. گردي ــميد   ب ــورد نظــر در پلاس ــاي م ــون ژنه ــور كل منظ

pBI121   ابتــدا ســلولهاي ســويه ،DH5α اكتريــايي حامــل  ب
بيوتيــك در محــيط انتخــابي حــاوي آنتــي pBI121پلاســميد 

كانامايسين به صورت شبانه كشت و صبح روز بعد استخراج 
از سلولهاي كشـت شـده انجـام     Miniprepپلاسميد به روش

ژن  SacІو  BamHІبا استفاده از آنزيمهـاي برشـي   . پذيرفت
gus  از پلاسميدpBI121  فاقـد   حذف شده و پلاسميد خطـي
جهـت انجـام    DNAسازي با استفاده از كيت خالص gusژن 

در مرحلـه بعــد،  . آمــاده گرديـد ) ليگاسـيون (واكـنش اتصـال  
خطـي شـده توسـط     pBI121ژنهاي مورد نظـر بـه پلاسـميد    

تراريختـي سـلولهاي   . ليگـاز اتصـال يافتنـد    T4 DNAآنزيم 
E.coli   با استفاده از پلاسميد نوتركيبpBI121sat  به روش

كلونهـــاي تراريخـــت . يزيكـــي، شـــيميايي انجـــام گرديـــدف
بيوتيــك باكتريــايي در محــيط كشــت انتخــابي حــاوي آنتــي

ــد جهــت تأييــد الحــاق ژن در . كانامايســين انتخــاب گرديدن
ــميد  ــايpBI121پلاسـ ــا  colony PCR ،PCR، آزمونهـ بـ

همراه با  satو نيز آغازگر پيشرو  satآغازگرهاي اختصاصي 
و هضـم آنزيمـي توسـط     nosدهنـده  آغازگر معكوس خاتمه

پس از تأييـد  . انجام گرديد SacІو  BamHІآنزيمهاي برشي 

                                                            
4- Freez and Thaw 
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ــب    ــازه نوتركي ــاخت س ــايي س ــن  pBI121satنه ــال اي ، انتق
پلاسميد به باكتري آگروباكتريوم تومفسينس در دستور كـار  

از مفيـدترين   يجهت انتقـال ژن بـه گياهـان يك ـ   . قرار گرفت
ــها ــتفاده   يروشــ ــال ژن، اســ ــاكترانتقــ ــاكز ياز بــ  يخــ

Agrobacterium tumefaciens بـه همـين منظـور    . باشـد مي
ــه       ــدا ب ــر ابت ــورد نظ ــل ژن م ــميد حام ــه پلاس ــت ك لازم اس
آگروبــاكتريوم منتقــل گــردد و در ادامــه گياهــان تراريخــت 

بــــاكتري  GV3850ســــلولهاي مســــتعد ســــويه  .گردنــــد
A.tumefaciens  مشابه به روشE.coli  تراريخت گرديدنـد .

ــ ــاي    تأيي ــتفاده از آزمونه ــا اس ــاكتريوم ب ــي آگروب د تراريخت
colony PCR ،PCR     بـا آغازگرهـاي اختصاصـيsat   و نيـز

دهنده همراه با آغازگر معكوس خاتمه satآغازگر پيشرو ژن 
nos انجام گرديد.  

  
  Opium poppy شقايقدر گياهان   satژن 1بيان موقت

ده در ش ـسـاخته  بررسي و ارزيابي عملكرد سـازه  منظوربه
گياهـان   يتوليد مرفين و كـدئين در برگهـا   يگياهان و بررس

بـدين   .و اجـرا گرديـد   ي، آزمايش بيان موقـت طراح ـ شقايق
ــور  ــدا منظ ــويه  A.tumefaciensابت ــه داراي  GV3850س ك

در  ليتريك ميليبه ميزان بود  pBI121satپلاسميد نوتركيب 
سـين  كاناماي mg/l 50مـايع حـاوي    LBمحـيط   ليترميلي 200
. كشت گرديدشبانه به صورت ريفامپيسين  mg/l 10 با همراه
ــاكتري در  ســانتريفيوژ ازپــس  در  rpm3000سوسپانســيون ب

ــه مــدت  درجــه سلســيوس 4دمــاي  بــه رســوب  دقيقــه، 15ب
 200بــه همــراه  :pH 5/5 بــا قنــد بـالا MS محــيط  يئباكتريـا 

 mM 10 بـافر  و (Fulka, 38766) استوسـرينگون  ميكروليتر

MES باكتري در محـيط   ساعت كه دوپس از  .ديگردضافه ا
بـه   ايهـاي شـش هفتـه   القائي رشد نمـود، برگهـاي گياهچـه   

 درون ليوان حاوي سوسپانسييون بـاكتري منتقـل و در داخـل   
انتقـال بـاكتري بـه     ،و توسط پمپ خلأ گرفتهقرار كاتور دسي

                                                            
1- Transient expression 

ايـن عمـل همـراه بـا      .داخل برگهـا تسـهيل و تسـريع گرديـد    
به مدت  ظرف براي خروج كامل هواي ميان بافتيدادن تكان

ــا حــذف ســريع سيســتم خــلأ، ورود  . انجــام شــد دقيقــه 30 ب
 يحـاو  يهـا يپتـر  .گـردد باكتري به داخل برگ تسهيل مـي 

بـه  سلسـيوس  درجـه  25 يها بداخل اتاق كشت بـا دمـا  نمونه
و پس از پايان مدت زمان و رو بـه زردي   روز منتقل 3مدت 

جش بيــان مــرفين، كــدئين و تبــائين بــا گراييــدن برگهــا، ســن
. انجـام گرديـد   2لايه نازكاستفاده از آزمون كروماتوگرافي 

ــانول،   در ايــن روش پــس از اســتخراج آلكالوئيــد توســط مت
حــذف  "موجــود كــاملاحــلال  محلــول اســتخراج تقطيــر و

ليتـر  مانـده دوبـاره در پـنج ميلـي    سپس رسـوب بـاقي  . گرديد
ميكروليتر از  20ز نمونه به همراه ميكروليتر ا 20متانول حل و 

كـه حـاوي پـنج آلكالوئيـد مهـم       (sigma)محلول استاندارد 
ــقايق  ــرفين   (ش ــدئين و م ــاورين، ك ــكاپين، پاپ ــائين، نوس ) تب

 TLC aluminium sheets 20× 20باشد بـر روي كاغـذ    مي
(Merk)   با قـدرت جـذبUV  پـس از  . گـذاري گرديـد  لكـه

 40ل موبايل حاوي در محلو TLCها كاغذ خشك شدن لكه
حجـم   2حجـم اتـانول و    6حجـم اسـتون،    40حجم تولوئن، 

طـول   4/3پـس از اينكـه   . درصد قرار داده شـد  25آمونياك 
كاغذ توسط موبايل طي گرديد، كاغذ از تانك خـارج و در  

 TLC scaner (CAMAG)با اسـتفاده از  . هوا خشك گرديد
در لكـه  هـر يـك از آلكالوئيـدها     RFو تعيين مكان نقـاط و  

نانومتر كـه   287استاندارد و تنظيم طول موج دستگاه بر روي 
ماكزيمم جذب آلكالوئيد در اين طـول مـوج اسـت، اسـكن     

انجـام   WINCAT3افـزار  هـا انجـام و آنـاليز توسـط نـرم     لكه
  .گرديد
  

  نتايج و بحث
از برگهــاي  RNAنتــايج اســتخراج  : RNA اســتخراج
 و د مشـاهده درص ـ يـك ژل آگـارز   يبـر رو گياهان شـقايق  

                                                            
2- Thin Layer Chromatography 
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در بــالاي ژل  25Sو  18Sبانــدهاي بــزرگ  .گرديــد يبررســ
و در ادامـه   cDNAسـنتز   .دنباش ـ و نمايـان مـي   واضحكاملاً 
اي با اسـتفاده از آغـازگر اختصاصـي    ي دورشتهDNAتكثير 

گرديد  bp 1430به اندازه بيش از  DNAمنجر به تكثير قطعه 
 Miniروش اسـتخراج پلاسـميد از باكتريهـا بـه     ). 2-شـكل (

prep پلاسـميد   يدر اثر واكـنش هضـم آنزيم ـ  . انجام گرديد
، SacІو  BamHI يبرشــــ ينوتركيــــب توســــط آنزيمهــــا

ــات ــيش از   DNAقطع ــدازه ب ــا ان ــد   bp1400 ب ــد گردي تولي
نيـز انجـام    PCRآزمون تأييد الحاق ژن از طريق ). 3-شكل(

را  T/Aنتايج اين روش نيز الحاق ژن بداخل پلاسميد .گرديد
نيز نشاندهنده تكثير  PCRنتايج انجام  .)4-شكل( كرد اثبات

در هنگام استفاده  bp 1600و قطعه بيش از  bp 1430قطعات 
 satبا آغـازگر پيشـرو ژن    همراه nosاز آغازگر برگشتي ژن 

پـس از تأييـد   . باشـد مـي  pBI121پس از تراريختي پلاسميد 
، تراريختي سـلولهاي مسـتعد   pBI121الحاق ژن در پلاسميد 

باكتري آگروباكتريوم تومفسينس با استفاده  GV3850سويه 
، پـس از تراريختـي   .از روش فيزيكي، شيميايي انجام گرديد

كانامايسـين   يحـاو  يدر محيط انتخـاب  يباكتر يابتدا سلولها
 يها به محيط انتخـاب دادند و سپس اين كلوني يتشكيل كلون

 .مايسين و ريفامپسين منتقل گرديدندبيوتيك كاناآنتي يحاو
 بــــا اســــتفاده از PCRالكتروفــــورز محصــــول  5-شــــكل

ــا ــ يآغازگره ــازگر ياختصاص ــه و آغ ــدهخاتم در  nos دهن
مطـابق انتظـار در    دهد كـه باكتري آگروباكتريوم را نشان مي

هر كدام از ژنهـا   ياختصاص يهايي كه از آغازگرهاواكنش
 bp1400 بـيش از  ا انـدازه استفاده شده بود قطعات ب PCRدر 

هايي كه از آغازگر مسـتقيم ژن  در واكنش يولتكثير يافت، 
ــاتور  nos يو آغــازگر برگشــت ــدازه ترمين اســتفاده گرديــد ان

-افـزايش يافـت كـه نشـان     bp230بيش از  ي بهقطعات تكثير
نتـايج   .باشدشده ميبودن پلاسميدهاي منتقلدهنده نوتركيب

موقت ژنها در برگ و استخراج  حاصل از آزمايش بيان اوليه
آلكالوئيدهاي توليدي در برگها با استفاده از كرومـاتوگرافي  

شده و نيز ساخته يهااز صحيح بودن سازه يحاك لايه نازك
بسـيار   يبه عنـوان آلكالوئيـدها   تبائينتوليد مرفين، كدئين و 

باشـد در حاليكـه در برگهـاي    مـي  تراريختـه  يمهم در برگها
از گياهان رشـد يافتـه در محـيط درون شيشـه     استخراج شده 

هيچكــدام از مــواد آلكالوئيــدي؛ كــدئين و مــرفين مشــاهده  
بايد ). 1-جدول(باشد نگرديد و تنها تبائين قابل تشخيص مي

گيـري كمـي توسـط    به اين نكته توجه كرد كه امكان انـدازه 
باشد اما بـدليل اينكـه هـدف تعيـين     اين دستگاه امكانپذير مي

باشـد  شده ميالوئيد و بررسي عملكرد سازه ساختهكيفي آلك
نيز توليد تركيبات  HPLCسنجش كمي با استفاده از آزمون 

ها نشان داده(آلكالوئيدي كدئين و مرفين را تأييد كرده است 
  ).داده نشده است

  
  بحث

 ياثـرات مهندس ـ  يتاكنون جهت بررس يآزمايشات زياد
چـه از طريـق    ين،بيوسـنتز مـرف   يآنزيم ـ يمسـيرها  يمتابوليك

. ژن انجـام گرفتـه اسـت    ييـا خاموش ـ  روشهاي افزايش بيـان 
در متابوليسم  يكوآ نقش مهمترانسفراز وابسته به استيلاستيل

ايـن آنـزيم در سـنتز    . از گياهان دارد يآلكالوئيدها در بسيار
گياهــان  يهــااينــدول مونوترپنوئيــد در گونــه يآلكالوئيــدها

نيـز دخالـت دارنـد     .Rauwolfia serpentinaنظيـر   دارويـي 
ــاران      )14( ــيلبرگ و همك ــط ش ــده توس ــام ش ــايش انج آزم
هــاي مــؤثر در بيوســنتز كــه بــر روي بيــان موقــت ژن) 2003(

كريســتين صــورت پــذيرفت نشــان داد كــه وينــدولين و ويــن
اســتفاده از ايــن روش باعــث افــزايش توليــد مــواد مــؤثره در 

بـا   زمـايش در ايـن آ . شـود مـي  C. roseusگياهـان پـروانش   
شـده بـر اسـاس     يطراح ـ ياختصاص ـ ياستفاده از آغازگرها

به طول بيش  اي، قطعهياطلاعات يموجود در بانكها يتواليها
تكثيـر   cDNAو سنتز  mRNAپس از استخراج  bp 1400از 

كـــه توســـط گـــروث  گرديـــد و در آزمايشـــات مقـــدماتي
ژن انجام  ي، به منظور شناسايي و جداساز)2001( وهمكاران
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 يآمينــه بــه تــوال ياســيدها ييــد و پــس از ترجمــه تــوالگرد
با استفاد ه از  ينوكلوئوتيد 1425نوكلوئيك، قطعه  ياسيدها

RACE-PCR توســط  ينتــايج هضــم آنزيمــ. تكثيــر گرديــد
و  pTZ57RITدر پلاسميد  SacІو  BamHІ يبرش يآنزيمها

به طول بيش  اي منجر به توليد قطعه pBI121نيز در پلاسميد 
ــد bp 1400از  ــلولها .گرديـــ ــت ســـ ــت  يكشـــ تراريخـــ

Eschscholiza californica سنس ژن  يبا آنتBBE  كاهش
هــا را نشــان داد در ميــزان كــل بنزوفنانتريــدين يبرابــر 10-7

ــلولها ). 11( ــت سـ  ــ يكشـ ــا آنتـ ــت بـ ــنس ژن يتراريخـ سـ
CYP80B1 در ميــــزان  يداريمنجــــر بــــه كــــاهش معنــــ

ريشـه   يه كشـتها به طور مشـاب  ).13(ها گرديد بنزوفنانتريدين
 هـا كاهش در ميزان بنزوفنانتريـدين  E. californicaمويي تراريخت 

 BBE آنـزيم  در مقابل افـزايش زيـاد بيـان   ). 12(را نشان داد 
هـا در  در ميزان كل بنزوفنانتريدين يبرابر 5-6باعث افزايش 

در ). 12(گرديــد  E. californicaمــويي ريشــه يكشــتها
، نشـان دادنـد   )2007(مكاران لاركين و ه يآزمايشات ديگر

باعــث افــزايش  (cor)كــدئينون ردوكتــاز  افــزايش بيــانكــه 
گياهـــان  يمـــورفين در تمـــام يدار در آلكالوئيـــدهايمعنـــ

در  .مي گردد ياو گلخانه ياتراريخت در آزمايشات مزرعه
اين آزمايشات پس از چهار سال نشان داده شد كـه مجمـوع   

درصـد ، كـدئين    22رفين درصد ، م ـ 28آلكالوئيدها بيش از 
در . دهـد  درصد افـزايش را نشـان مـي    75درصد و تبائين  58

، بـا مهـار كامـل    )2004(آلن و همكـاران   يآزمايشات ديگر
نشـان   RNAiبا اسـتفاده از   corخانواده چند ژن  يتمام اعضا

 يمرحلـه آنزيم ـ  7(رتيكـولين  -دادند كه ماده حد واسط اس
خـت نسـبت بـه كـدئين،     در گياهـان تراري ) بالادست كـدئين 

در اين آزمايشـات  . ن، اريپاوين و تبائين افزايش مي يابدمرفي
با توجه بـه   .تجمع مشتقات متيله رتيكولين نيز مشاهده گرديد

كه ذكر گرديد و نيز ساير موارد، آزمايشات افزايش  يموارد
در بيـان يـك ژن    يبيان ژن نشان داده است كـه بـا دسـتورز   

چـار تغييـر شـده و در نتيجـه ميـزان      د يآنزيم يساير مسيرها

 يزياد يهابا توجه به بررسي. كندساير آلكالوئيدها تغيير مي
 يدربـاره بررس ـ  يكه انجام گرفت، تاكنون هيچگونه گزارش

 يگزارش نشده است و بـه احتمـال خيل ـ   satافزايش بيان ژن 
بـا ايـن ژن    شـقايق گياهان  يزياد اين اولين گزارش دستورز

ن مطالعه از روش بيان موقت به منظور بررسـي  در اي .باشدمي
فعاليت سازه ساخته شده در برگهاي گياهان شـقايق اسـتفاده   

آزمايشات بيان موقت با اين ژن نشان داد كه در اثر بيـان   .شد
در  CaMV35Sبرنـده  بيش از حد اين ژن تحت كنترل پـيش 

گياهــان تراريخــت، مـرفين، كــدئين و پاپــاورين در   يبرگهـا 
با گياهان غيرتراريخت با اسـتفاده از آزمـون سـنجش    مقايسه 

TLC نتـايج اوليـه آزمـايش نشـان داد كـه      . گـردد يتوليد م ـ
تركيبات مـرفين، كـدئين و    satبرگهاي تراريخت شده با ژن 

كننــد در حاليكــه در برگهــاي شــاهد پاپــاورين را توليــد مــي
بـا توجـه بـه ايـن     . هيچكدام از ايـن تركيبـات شناسـايي نشـد    

كـه بيـان مـرفين و كـدئين وابسـته بـه سيسـتم تمـايز         موضوع 
و تنهـا پـس از   ) 7(باشـد سلولهاي پارانشيمي لوله شـيرابه مـي  

يابند، توليد اين  تشكيل كپسول اين تركيبات بيان و تجمع مي
تركيبات در بافت برگي نشـاندهنده عملكـرد موفـق ايـن ژن     

-مـي  pBI121در ناقـل   CaMV35Sبرنده تحت كنترل پيش
امروزه از روش بيان موقت بـه عنـوان راهكـار مناسـبي     . باشد

جهــت توليــد تركيبــات دارويــي و پروتئينهــاي ارزشــمند در 
تاكنون هيچ گزارشـي از  . كننداستفاده مي 1زراعت مولكولي

بيــان موقــت ژنهــاي مــؤثر در مســير بيوســنتز آلكالوئيــدهاي  
گــزارش نشــده  P.somniferumبنزوفنانتريــديني در گياهــان 

توجه به نتايج اين آزمايشات، بـه احتمـال زيـاد بيـان      با. است
دائم در گياهان تراريخـت نيـز باعـث تغييـر در ميـزان توليـد       

خواهد شد كه اين آزمايشـات   يبنزوفنانتريدين يآلكالوئيدها
ــگاه ــادر آزمايش ــگاه ملـ ـ يه ــ يپژوهش ــك و  يمهندس ژنتي

  .باشددر حال انجام مي يبيوتكنولوژ

                                                            
1- Molecular farming 
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 4و  2،3، 1لاينهاي : satژن  PCRفرآورده  الكتروفورز )2(- شكل
 kbماركر، ، cDNA ،Mاي با استفاده از الگوي دورشتهDNAتكثير 

  فرمنتاز 1
 

 
 5و  3، 2، 1لاينهاي :: satژن  يالكتروفورز هضم آنزيم :)3(- شكل

 kb 1ماركر ، sat ،Mژن  bp1430تجزيه پلاسميد و توليد قطعات 
  فرمنتاز

 

 
تكثير ژن  5- 1لاينهاي : E.coliريختي باكتري تأييد ترا )4(شكل 

sat  تكثير ژن  9- 6با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي، لاينهاي
sat رونده ژن با استفاده از اغازگر پيشsat  وآغازگر برگشتي

nosΙΙ ،،M ، ،ماركرkb 1 فرمنتاز  
 

 
 3- 1لاينهاي : A.tumefaciensتأييد تراريختي باكتري  )5(شكل

 6- 4با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي، لاينهاي  satتكثير ژن 
وآغازگر  satرونده ژن با استفاده از اغازگر پيش satتكثير ژن 

  فرمنتاز kb 1ماركر، ، nosΙΙ ،،Mبرگشتي 
 

 TLCآناليز بيان موقت توسط  )1(جدول

  
  

اين تحقيق به سفارش شـركت دارويـي   : تشكر و قدرداني
اي مالي و آزمايشگاهي آن انجام شده هتماد و با تأمين هزينه

بدينوسيله از حمايت همه جانبه مديرعامل شـركت در  . است
  .گرددانجام اين تحقيق تشكر مي
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Isolation and cloning of sat gene in papaver somniferum 

and evaluation of its transient expression  

 

B. Hosseini*- H. Hashemi - F. Shahriari - H. Marashi1 

 
Abstract     

Benzylisoquinoline alkaloids are a diverse group of nitrogenous compounds which is found in 
about 20% of plant species. Isolation of effective genes involved in morphine biosynthesis of opium 
poppy is very important in the production of specific which can be achieved using metabolic 
engineering techniques. In this biosynthesis pathway, the key enzyme SAT is Involved in the 
conversion of salutaridinol 7-O-acetyltransferase (EC 2.3.1.150) to salutaridinol-7-O-acetate, which is 
the immediate precursor of thebaine. In this project, the gene encoding this enzyme was isolated using 
primers which were designed on the basis of the gene sequence available on data banks (NCBI) for 
papaver somniferum. This gene IS then cloned in expression vectors under the Control of Camv 355 
promoter. The result of this cloning was confirmed using different molecular methods such as enzyme 
digestion and PCR. Agro infiltration method was also used for transient expression of SAT gene. The 
result of evaluation showed that morphine and codeine were only Produced in the leaves of transgenic 
plants containing SAT transgen. 

 
Keywords: Benzylisoquinoline alkaloids, Salutaridinol 7-O-acetyltransferase, opium poppy 
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