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مرحله  17تيروزين توسط حداقل  –لادر خشخاش از دو مولكول اسيد آمينه  آلكالوئيدهاي گروه مرفين

تيروزين  –الاولين آنزيم كليدي در اين مسير . شوندآنزيمي طي چندين واكنش اكسيداتيو پيوسته سنتز مي
دكربوكسيلاز يك آمينو اسيد دكربوكسيلاز حلقوي رايج و  تيروزين. باشدمي  (TYDC)دكربوكسيلاز
هاي هاي مختلف گياهي بيوسنتز تعداد زيادي از متابوليت باشد كه در گونهگياهان مي عمومي در

به منظور تشديد بيان اين ژن در گياه خشخاش، سازه ژني مناسب به نام  .باشد اوليه و ثانويه به آن وابسته مي
pBI121-TK ،ژن در بالا  بدين ترتيب كه توالي كوزاك به عنوان يك افزايش دهنده بيان. طراحي شد

-Tدرج شد و سپس در ناحيه  pTZ57R/T الحاق و در پلاسميد حد واسط TYDC2ژن دست كدون شروع 
DNA  پلاسميد دوتاييpBI121 در جايگاه ژن ،GUS  تحت پيشبرCaMV35S  و پايان برNos وارد شد .

در هر  PCRكلوني و  PCRنتايج كلونينگ با استفاده از روشهاي مختلف مولكولي از جمله برش آنزيمي، 
در گياهان  GUSبهينه سازي انتقال ژن به روش آزمون هيستوشيميايي . شدبررسي و تاييد مرحله از آزمايش 

در نهايت اگروباكتري حاوي سازه انجام شد و  GUSحاوي ژن  pBI121اگرواينفيلتره شده توسط پلاسميد 
ميزان آلكالوئيدهاي . شد تلقيحشش هفته اي مطابق با شرايط بهينه شده، به گياهان  pBI121-TK نوتركيب

درصدي  2/75 نتايج حاصل نشان دهنده افزايش. گيري شداندازه HPLC گروه مورفين با دستگاه
 .در نمونه تراريخته نسبت به نمونه شاهد بود آلكالوئيدهاي مورفين، كدئين و تبائين

 
 

 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
هاي مشابه آن، توليد امروزه با بكارگيري انتقال ژن و روش 

در خصوصيات مربوط به عملكرد،  بهبودگياهان تراريخت با 
ها و آفات امكان پذير كيفيت غذايي بالاتر، مقاومت به بيماري

ها بالا بردن قابليت اين تكنيككي از كاربردهاي مهم ي. استشده
ده با ارزش دارويي با دستورزي مسير سنتز آنها توليد يك فرآور

-، كه تحت عنوان مهندسي متابوليك ناميده مياستدر گياهان 

مهندسي متابوليك روشي قدرتمند جهت طراحي هوشمندانه . شود
هاي فنوتيپ ها و در نهايتمسيرهاي بيولوژيكي جديد، سيستم

همزمان  .باشدنوتركيب مي DNAجديد، با استفاده از تكنولوژي 
استفاده محققين به پتانسيل  نوتركيب DNAبا پيدايش تكنولوژي 

 هاي چندگانه براي به وجود آوردن مسيرهاي جديد كهاز ژن
-را توليد مي از سوبستراهاي مختلف طيف وسيعي از تركيبات

 به japonica Coptisاز گياه  1SOMT ژنانتقال . پي بردندكنند، 
يد تركيباتي جديد، از آن جمله خشخاش كاليفورنيايي جهت تول

 .Verpoorte and Alfermann 2000; Ziegler et al).باشد مي

در گياه آلكالوئيدهاي بنزيل ايزوكوئينولين بيوسنتز  (2006
شده براي هاي شناختهخشخاش يكي از مناسب ترين مدل

ي بدين ترتيب كه با توسعه. آيدمهندسي متابوليك به شمار مي
زمينه مناسبي براي  ها EST 2خصوصميكس، به ابزارهاي ژنو

-فراهم شد و بسياري از آنزيم 3BIAsهاي بيوسنتزي كشف ژن

ي شد و همچنين كتابخانههاي دخيل در سنتز مورفين شناخته
cDNA ازجملهها براي اين ژن TYDC، NCS، SOMT، CNMT، 

CYP80A1،CYP80B1 ،BBE ،TNMT ، SAT و COR  فراهم
  30000cDNAي توالي يابي بيش از عات بر پايهاين اطلا. گرديد

ها تيمار  elicitorي كشت سلولي خشخاش كه توسط از كتابخانه
آلكالوئيدهاي   (Weid et al. 2004).است شدند، حاصل شده

آنزيم  كه توسط تيروزين، - الگروه مورفين از دو مولكول 
و  به تيرامين )TYDC(4دوپا دكربوكسيلاز /تيروزين -ال

تيرامين در مرحله بعد . شودميسنتز  ،شودميدوپامين تبديل 
سپس از . شودهيدروكسي فنيل استالدئيد تبديل مي - 4به 

                                                            
1 Scoulerine–o-methyltransferase 
2 Expressed sequence tags 
3 Benzyl-isoquinoline alkaloids 
4 Tyrosine decarboxylase 

-هيدروكسي فنيل استالدئيد اس -4تركيب دوپامين با 
نوركوكلورين  -اس ).1شكل (ود شتوليد مي 5نوركوكلورين
و است ماده عمومي آلكالوئيدها شناخته شدهبه عنوان پيش

تعداد زيادي از آلكالوئيدها مانند بنزوفنانتريدين آلكالوئيدها، 
پروتوپين آلكالوئيدها و بنزيل ايزوكوئينولين آلكالوئيدها از 

  (Bird et al. 2003). شوندآن منشعب مي
 

 
  (Verpoorte and Alfermann 2000). مسير سنتز مورفين در گياه خشخاش  -1شكل

  
نوركوكلورين -اسشود، ين منتهي ميدر مسيري كه به سنتز مورف

و اين تركيب  6نورلادانوزولين -طي چند واكنش متوالي به اس
. شودتبديل مي 7رتيكولين - هم بعد از چند مرحله ديگر به اس

رتيكولين يكي ديگر از نقاط انشعابي مهم است كه سه  - اس
 گروه مهم آلكالوئيدي يعني آلكالوئيدهاي گروه مورفين،

بدين . شوندن و لاودانوزين از آن منشعب ميسنگوئيناري
به  8BBEرتيكولين از يك سو توسط آنزيم  - ترتيب كه اس

اسكولرين تبديل شده و بعد از چند واكنش پي در پي  - اس
كه داراي خاصيت آنتي بيوتيكي است،  9ديگر سنگوئينارين

رتيكولين و سپس - رتيكولين به آر- از طرفي اس .شودسنتز مي
-و ا - 7آنزيم سالوتاريدينول . شودريدين تبديل ميبه سالوتا

استيل ترنسفراز، تبديل آلكالوئيد فنانتريديني سالوتاريدينول به 
كند كه اين تركيب استات را كاتاليز مي -و ا - 7سالوتاريدينول 

هم در مرحله بعد با از دست دادن گروه استات و تغيير شكل 
                                                            
5 S-Norcoclaurine 
6 S-Norlaudanosoline 
7 S-Reticuline 
8 Berberine Bridge Enzyme 
9 Sanguinarine 
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اي مورفيني اين لقهدر ساختمان مولكولي اولين تركيب شش ح
سپس بعد  .(Guillet  et al. 2000)سازد مسير، يعني تبائين را مي

البته بايد ذكر كرد . شوداز دمتيله شدن تبائين، مورفين توليد مي
در . گيردكه دمتيلاسيون تبائين از دو مسير مختلف صورت مي

مسير اول تبائين ابتدا به اوريپاوين و سپس مورفينون و در 
در مسير ديگر تبائين ابتدا . شودت به مورفين تبديل مينهاي

كدئين نيز  و در نهايتتوسط كدئين ردوكتاز به كدئين تبديل 
غالب بودن يكي از دو مسير بر . گرددتبديل ميبه مورفين 

و  1متيل اكسيداز - و ا -3هاي ديگري به فعاليت نسبي آنزيم
مورفين ماده . در تبائين بستگي دارد 2متيل اكسيداز -و ا -6

نهايي مسير بيوسنتز آلكالوئيدهاي گروه مورفين نيست و تحت 
 3ها به سرعت به نورمورفينشرايط خاصي به ويژه در كپسول

 Facchini)شودو در نهايت به مواد غير آلكالوئيدي تبديل مي

and De Luca 1995;  Allen et al. 2008) .  محققين بسياري در
مهندسي متابوليك از جمله خاموشي و هاي يكبا تكن دنيا سعي دارند
هاي اين مسير، به راندمان مطلوب توليد آلكالوئيد در افزايش بيان ژن

هاي زيادي در اين زمينه واحد سطح دست يابند و تاكنون موفقيت
 Frick et al. (2007)در آزمايشي كه توسط . استحاصل شده

 گياه درCYP80B صورت گرفت، افزايش بيان ژن 
P.Somniferum درصدي كل آلكالوئيدهاي  450، منجر به افزايش

 .موجود در گياهان تراريخته شد

انجام شد، كشت   Park et al. (2003)آزمايشات ديگري كه توسط
سنس با آنتي Eschscholiza californicaسلولهاي تراريخت شده 

ي در ميزان كل آلكالوئيدهاي برابر 7- 10 كاهشBBE  ژن
 BBEمورفين را نشان داد و در مقابل، افزايش بيان ژن سنتز مسير
ميزان كل آلكالوئيدهاي مسير برابري در  5- 6به افزايش منجر
  .شد E.californicمورفين در كشت هاي ريشه مويي سنتز

TYDC2 در مسـير تبـديل    مهـم نقـاط انشـعابي    هاياز آنزيم يكي
يـه مـورفين   متابوليت اوليه تيروزين به سمت سـنتز متابوليـت ثانو  

 Facchini and De Luca (1994)توسـط  اين ژن  mRNA .است
هاي مختلـف گيـاهي، خشـخاش    در بين گونه .جداسازي شد

دوپـا دكربوكسـيلازها   /داراي خانوادة ژني بزرگي از تيروزين
                                                            
1 3-O-methyloxidase 
2 6-O-methyloxidase 
3 Normorphine   

(TYDCs) عدد ژن تشـكيل شـده   15باشد كه از حدود مي-

س هـا جداسـازي و بـر اسـا    عدد از اين ژن 8تا كنون . است
-دسته TYDC2 و TYDC1ي شباهت توالي به دو زيرخانواده

نتايج آزمايشات حاكي از آن بود كه هريك از . اندبندي شده
بـه ايـن   . شـوند  هاي خاصي بيـان مـي  اين دو گروه در اندام
بــه مقــدار زيــاد در ريشــه و  TYDC1ترتيــب كــه خــانواده 

 .شـوند  هم در ريشه و هم در ساقه بيان مي TYDC2خانوادة 
اختصاصي بودن بيان اين دو خانواده ژني در ايـن انـدام هـا    

هاي تنظيمي گيـاه در سـنتز   دهد كه يكي از مكانيزمنشان مي
و  TYDC1گروه هـاي مختلـف آلكالوئيـدي، خـانواده ژنـي      

TYDC2 باشدمي(Facchini and De Luca 1995; El- Ahmadi 

and Nessler 2001; Grothe et al. 2001) .  
در گياه  TYDC2 قيق قصد داريم با تشديد بيان ژندر اين تح

خشخاش، مسير سنتز آلكالوئيدهاي گروه مورفين را به سمت 
تا بدين . توليد هرچه بيشتر اين تركيبات با ارزش هدايت كنيم

وسيله امكان توليد هرچه ارزان تر اين داروهاي با ارزش و حياتي 
 .فراهم شود

 
   هامواد و روش
  TYDC2ب حاوي ژن كينوتر ساخت سازه

 هايباكتري، Somniferumگونه  Papaverگياه  از تحقيق اين در

E. coli  سويهDH5α،Agrobacterium tumefacines   سويه
LBA4404 شد استفاده. DNA  گياه خشخاش به روشCTAB 

  با استفاده از آنزيم PCRتوسط  TYDC2استخراج شد و سپس ژن 
pfu DNA polymerase وآغازگرهاي R1: 5′ 

ACTTGCTCCAAGGCTGTGC 3′) و(F1: 5′ 

CAGCATTATGGATGACCCG 3′ كه توسط نرم افزار 

Primer3 اطلاعاتي بانك در موجود از روي توالي NCBI با 
  .بود، تكثير شدطراحي شده U08598 شماره دسترسي

 Agarose Gelاز روي ژل آگارز با استفاده از كيت   PCRمحصول

DNA Extraction ) شركتRoche (پلاسميد بازيابي و درpGEM 

T-Easy Vector  ) شركتPromega( سلولهايو به  درج شد 

كلسيم كلرايد و  روش از با استفاده E. coli باكتري مستعد شده
 آنتي حاوي مك كانكي آگار محيط در و شد منتقل شوك حرارتي
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 Sambrook and Russel)( سيلين كشت شدند آمپي بيوتيك

 در و نوتركيب انتخاب پلاسميد اي سفيد حاويهكلوني. 2001

 به rpm 180درجه سانتيگراد و دور  37شيكر انكوباتور با دماي 

 ا استفاده ازب پلاسميد استخراج. شدندمدت يك شب رشد داده

 ) Fermentasركتش( Gene JETTM Plasmid Miniprep Kit كيت
 د، بهبو TYDC2 حاوي ژنكه استخراج شده  پلاسميد. انجام شد

 كه F2)و R2( هاي دومجفت آغازگر توسطالگو،  DNAعنوان 

 .شد PCRبود، Kozak Enhancer) ( حاوي توالي توافقي كوزاك
 توالي. دالحاق شTYDC2 بدين ترتيب توالي كوزاك به ابتداي ژن 

 يك توالي توافقي است كه gccRccAUGGافزايش دهنده كوزاك 

  .)2كلش(شودها مشاهده مييوكاريوت mRNA در

 
 .(Kozak 1987)توالي توافقي كوزاك  -2شكل 

 

R  توالي .باشدمي) آدنين يا گوانين(يك باز پورينtaaAcaAUGG 

باشد كه در اين تحقيق هاي متداول در گياهان مييكي از توالي 
اين توالي نقش مهمي در شروع فرآيند ترجمه . شدبه كار گرفته

ين طراحي براي الحاق اين در ح. (Kozak 1987)بر عهده دارد 
 حاوي  پيشرو  آغازگر  شد  دقت  ، TYDC2  ژن به   توالي

 :F2)توالي مورد نظر 

5′ATCTAGATAAACAATGGGTAGTCTTAACACTG3′) 
 طراحي شود كه چارچوب خواندن در مرحله رونويسي وطوري 

اين آغازگر در  ابتدايدر  XbaI برشي سايت. ترجمه تغيير نكند
جايگزين كدون  UAA ر آن كدون خاتمهعلاوه ب. شدنظر گرفته

UAG در آغازگر برگشتيR2: 

5′AGAGCTCATTAACTTGAAAAATCTGCTTCAC 3′) ( 
 .شددر ابتداي اين آغازگر قرار داده SacI برشي شد و سايت
از روي ) كوزاكحاوي توالي  TYDC2ژن ( PCR سپس محصول

ركت ش( pTZ57R/Tپلاسميد  ژل آگارز بازيابي و در
Fermentas (شد و به باكتري درج E. coli در مرحله . انتقال يافت

، كه هر دو  pBI121ناقل حاوي توالي كوزاك و TYDC2بعد ژن 

ند، توسط واكنش بود برش خورده XbaI وSacI  هايبا آنزيم
Ligation و بدين ترتيب سازه نوتركيب  به يكديگر متصل شدند

. Sambrook and Russel 2001)( شدساخته pBI121-TKبه نام 
تحت كنترل پيشبر   GUSژن حاوي pBI121 پلاسميد دوتايي

CaMV35S و پايان بر Nos و ژن nptII  تحت پيشبر و پايان بر
Nos شكل (كانامايسين است  به به عنوان نشانگر انتخابي مقاومت

به طور  pBI121و پلاسميد  pBI121-TKسازه ساخته شده . )3
سويه به باكتري آگروباكتريوم  1جداگانه به روش ذوب و انجماد

LBA4404 در نهايت اگروباكتري حاوي سازه و  شدانتقال داده
 .شدنوتركيب در تلقيح گياه استفاده 

 Agroinfiltrationخشخاش به روش تراريختي گياه 

در Agroinfiltration ژن به روشبراي بهينه كردن شرايط انتقال 
 GUS ژن گزارشگر حاوي pBI121گياه خشخاش، ابتدا از ناقل 

اگروبـاكتريوم حـاوي ناقـل      يك كلـوني بدين ترتيب . استفاده شد
pBI121  درml 10 LB    مـايع حـاوي mg/l 50   كانامايسـين و 

mg/l50   شـبانه  گراد كشت  درجه سانتي 28ريفامپيسين در دماي 
 10بـه مـدت    رشد يافته توسـط سـانتريفوژ   هايباكتري. شد داده

مايع فوقاني . شددرجه رسوب داده 4دماي  دور در 5000دقيقه و 
محلول  ml 20(و به رسوب باكتري، محيط القايي رشد  شدخارج 

MS 2/1   5/ 5 بــا  pH=حــاوي  gr/l 60   و  ســاكارز µl 200 
 2بـه مـدت    اضـافه شـد و  ) MESبافر  mM10استوسيرنگون و 

سـپس  . ساعت مجددا درون انكوباتور در دماي مذكور قرار گرفت
شـد و در دسـيكاتور خـلاء،    اي خشخاش درون آن قرار دادهبرگه

اين كـار  . قرار گرفتدقيقه  20به مدت ر با ميلي 250 ءتحت خلا
و همراه با تكان دادن ظرف براي خروج كامل هـواي ميـان بـافتي    

بـين  براي نفوذ مايع بـه فضـاي    حذف سريع سيستم خلاءسه بار 
 بـر روي كاغـذ صـافي   ها با آب شستشو و  نمونه .بافتي انجام شد

 22روز در اتاق كشـت بـا دمـاي     3به مدت ليوان  درون ،مرطوب
ــانتي ــرار دادهدرجــه س ــراد ق ــابي تظــاهر ژن  . شــدگ جهــت ارزي

ــيميايي   ــون هيستوشـ ــداز، از آزمـ ــتفاده  GUSبتاگلوكورونيـ اسـ
.  (Jefferson 1987; Kapila et al. 1997; Joh et al. 2005)شـد 
  قرار   پس از  گرفتند و قرار  X-Gluc  در بافر رنگ آميزي هابرگ

                                                            
1 Freeze-Thaw 
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 pGEM-TYDC2 نوتركيب نقشه پلاسميد )الف

 
  pTZ57R/T-TYDC2 نوتركيب نقشه پلاسميد )ب

 
 

  
  
  
  
  

  pBI121نقشه پلاسميد )ج  

  
  pBI121-TK نوتركيب نقشه پلاسميد )د

  pBI121-TK.  نوتركيبب پلاسميدتصوير شماتيك مراحل ساخت  -3شكل 

 توالي) ب درج شد  pGEM T-Easy Vectorپلاسميد در TYDC2 ژن )الف
- برش با آنزيم پس از و دالحاق شTYDC2  كوزاك به ابتداي ژن افزايش دهنده

 pBI121 پلاسميد) درج شد ج و د pTZ57R/Tدر پلاسميد  SacIو XbaI  هاي

برش داده شد سپس  GUSخارج كردن ژن به منظور  XbaIو SacI  هايآنزيم با
  .در آن درج شد حاوي توالي كوزاك TYDC2ژن 

يك شـب  به مدت دقيقه،  5به مدت  mbar 250ء تحت خلادادن 
 نگهداري شد و در  در انكوباتور  گراد سانتي  درجه 37در دماي 

ايـن كـار تـا    . شستشـو شـد   درصـد 75ا اتانول مرتبه ب 4-5نهايت 
حــذف كامــل كلروفيــل و نمايــان شــدن لكــه هــاي آبــي ادامــه  

در نهايت گياهان خشـخاش شـش    . (Kapila et al. 1997)داشت
 pBI121-TKهفتـه اي بــا آگروبــاكتري حـاوي ســازه نوتركيــب   

  .مطابق با شرايط بهينه شده در مراحل قبل، تلقيح شدند
 HPLCاستخراج آلكالوئيد و تجزيه 

هاي ها، نمونهو به زردي گرائيدن برگبعد از گذشت سه روز 
به مدت يك هفته در سايه  جداگانه بطور تراريخت و شاهد

الك، استخراج  گذراندن از از پس و آسياب شد خشك و
 ;Facchini and De Luca (1995)ها به روش آلكالوئيد از نمونه

Frick et al. (2004) بر اساس اين  .با اندكي تغيير انجام شد
ميلي  250روش، مقدار يك گرم از پودر خشخاش را به ارلن 

ميلي ليتر  5و حلال استخراجي، شامل ليتري انتقال داده 
ميلي ليتر كلروفرم به  75ميلي ليتر متانول و  25، درصد25آمونياك

 دقيقه در دستگاه اولتراسونيك قرار داده 10آن اضافه و به مدت 
دقيقه در مكاني تاريك نگهداري شد و  30سپس به مدت . شد

 10مك بعد به وسيله كاغذ صافي و پنبه آنرا صاف كرده و به ك
ميلي ليتر كلروفرم محتويات باقي مانده در ارلن نيز از كاغذ صافي 

ميلي ليتري  200محلول صاف شده، در يك بالن . شد عبور داده
به دستگاه روتاري متصل شد تا حلال هاي آن تبخير و خارج 

ميلي ليتر  10ميلي ليتر كلروفرم و  25به رسوب حاصل، . شود
محلول فوق را به يك . افه شداسيد سولفوريك يك نرمال اض

دكانتور منتقل كرده و پس از ايجاد دو فاز مجزا، فاز پاييني كه فاز 
كلروفرمي بود، از دكانتور خارج كرده و فاز بالايي را كه فاز آبي 

 pHبا استفاده از چند قطره محلول آمونياك . شدبود، نگه داشته
لروفرمي در در اين مرحله فاز ك. تنظيم شد 10- 11محلول بين 

ميلي ليتر  10بالن هاي كوچكتر جمع آوري و فاز آبي مجددا با 
براي آبگيري به آن سديم . كلروفرم استخراج و جمع آوري شد

سولفات انيدريد اضافه شد و سپس بوسيله كاغذ صافي صاف 
مجددا با دستگاه روتاري حلال آن كاملا خارج شد و مواد . گرديد

در تجزيه عصاره . شدجمع آوري ر متانول ميلي ليت 5باقي مانده با 
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ميلي ليتر در  Flow rate 2با  Knauerمدل  HPLC1ها از دستگاه 
 mMدقيقه و تركيب فاز متحرك به كار برده شده، آمونيوم استات 

با اسيد ) 40:50:50:860(، دي اكسان، استونيتريل، به نسبت 100
 CN، ستون nm254 با طول موج  UVو دتكتور  =6/5pH استيك

5micrometer (4.9*250) گيري كمي براي اندازه. استفاده شد
از  mg/ml( 25/0  ،5/0  ،75/0  ،1( هايآلكالوئيدها، ابتدا غلظت

استانداردهاي هر يك از آلكالوئيدهاي مورفين، كدئين و تبائين در 
تزريق  HPLCمتانول تهيه شد و هر يك در سه تكرار به دستگاه 

معادله خط . شدنحني در مقابل مقدار تزريق ترسيم و سطح زير م
استاندارد مورفين، كدئين و تبائين  )r2(و ضريب همبستگي 

 گستره درسيستم . محاسبه و منحني كاليبراسيون آن رسم گرديد

ميكرو ليتر از هر  50سپس .تنظيم شد استانداردهاي نمونه غلظت
تزريق و   HPLCدستگاههاي عصاره گيري شده، به يك از نمونه

  .كروماتوگرام آنها ثبت شد
  

   نتايج و بحث
  تاييد ساختار

 بوسيله، T-Easy Vector pGEM  در پلاسميد TYDC2 ژن حضور

 ).4شكل ( تاييد شد PCRو تكنيك  EcoRIتوسط آنزيم  برش
 ه بودند، مطابق انتظاررا دريافت كرد TYDC2هايي كه ژن كلوني
بعد از . آنها مشاهده شد درباز  جفت 1822اي به طول قطعه

 همسانهالحاق توالي كوزاك به توالي ژن تيروزين دكربوكسيلاز و 
- استخراج پلاسميد از كلوني pTZ57R/Tسازي آن در پلاسميد 

 برش  SacI و XbaI  هايبا آنزيم انجام گرفت و هاي سفيد
جفت  1616 و 2886 قطعاتي به طول ،نتيجه در آنزيمي شدند و
با استفاده از  PCRهمچنين در واكنش  ).5شكل (باز مشاهده شد 

جفت  1616 هاي اختصاصي، قطعاتي به طول مورد انتظارآغازگر
 صحت سازه براي بررسي و تائيد .)6 شكل( شد مشاهدهباز 

 XbaI وSacI هاي با آنزيماين سازه  ،pBI121-TKساخته شده 
جفت باز  14785 و 1616 به طول يقطعاتشد و دادهبرش 
 ،براي اطمينان بيشتر از صحت سازه ساخته شده. ه شدمشاهد

. هاي اختصاصي انجام گرفتآغازگربا استفاده از  PCRواكنش 
جفت باز و  1616 به طول مورد انتظار وجود باند اختصاصي ژن

                                                            
1 High performance liquid chromatography 

صحت سازه ساخته شده همچنين نتايج حاصل از برش آنزيمي، 
نوتركيب  به اين ترتيب پلاسميد .)6و  5شكل (را تاييد نمود 

حاوي ژن تيروزين دكربوكسيلاز    pBI121-TKحاصل موسوم به
خود  T-DNAدر ناحيه  Nosو پايان بر  CaMV35Sتحت پيشبر 

تحت  )كانامايسين به مقاومت ژن( nptIIبه همراه نشانگر انتخابي 
به منظور انتقال اين پلاسميد به . شدساخته ،Nosپيشبر و پايان بر 

به گياه خشخاش، مراحل كار به روش  Agroinfiltrationروش 
به روش pBI121  پلاسميدتوسط  GUSآزمون هيستوشيميايي 

Jefferson ( 1987) هاي برگي كه نمونهبدين ترتيب كه . بهينه شد
 X-glucاين پلاسميد را دريافت كردند به طور جداگانه در محلول 

 مفعاليت آنزي اثر شدن سوبسترا در رنگ آبي. شدندقرار داده

هايي كه در نمونه GUSژن  بيان در نتيجه كه بتاگلوكورونيداز
صورت  pBI121-GUS اگرواينفيلتراسيون در آنها با پلاسميد

و پايان  CaMV35Sتحت پيشبر  GUS كه ژن دادگرفته بود، نشان 
هاي گياه خشخاش رونويسي و به طور صحيح در برگ Nosبر 

با استفاده از رود  يم در نتيجه انتظار )7شكل ( شودبيان مي
Agroinfiltration، سازه  pBI121-TK به اين گياه انتقال يافته و

  .وارد شودخشخاش  ژنوم در موفقيتژن هدف با 
  

  
 با استفاده pGEM T-Easy Vector در ناقل TYDC2 تاييد حضور ژن –4 شكل

كنترل ) 1000 bp1 (Fermentas) نشانگر وزن مولكولي  )PCR ،M از تكنيك
تكثير ژن از  محصول ناشي) DNA(، 2با آب مقطر بدون  PCRواكنش (في من

TYDC2 آغازگرهاي با R1,F1 در ناقل pGEM، 3 ( كنترل مثبت)اي كه قطعه
  .)وم گياه تكثير شدژن از R1,F1 توسط آغازگرهاي
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 Lambda).  نشانگر وزن مولكولي )M. نتايج برش آنزيمي -5 شكل

DNA/EcoRI+HindIII Marker)(، 1 (محصول برشpBI121  هايبا آنزيم  

SacI وXbaI  جايگزين كردن ژنبه منظور TYDC2  ژندر محل GUS، 2 (
 حضوربه منظور اثبات  XbaI وSacI هاي با آنزيم  pBI121-TKبرشمحصول 

كنترل مثبت ) 3 ،در سازه ساخته شدهحاوي توالي كوزاك،  TYDC2ژن 
  SacI). و XbaIهاي زيمبا آن TK-pTZ57R/T ناقلبرش محصول (
  

  
با استفاده از  pBI121-TKدر ناقل  TYDC2 تاييد حضور ژن –6 شكل

) 1000 bp1 (Fermentas) نشانگر وزن مولكولي ) PCR، Mتكنيك 
كنترل مثبت ) DNA(، 2با آب مقطر بدون  PCRواكنش (كنترل منفي 

 در ناقل R2,F2 آغازگرهاي با TYDC2تكثير ژن از  محصول ناشي(
pTZ57R/T-TK(، 3 (تكثير ژن از  محصول ناشيTYDC2 آغازگرهاي با 

R2,F2  در ناقل .pBI121-TK   
  

-اين پلاسميد براي انتقال به گياهان دارويي كه سرشار از متابوليت

باشند، جهـت افـزايش آلكالوئيـدها و حتـي ديگـر      هاي ثانويه مي
اغلب اين  چرا كه. تواند مورد استفاده قرار گيردتركيبات ثانويه مي

ــانواد  ــان داراي خ ــروزين  هگياه ــي از تي ــيلاز  /ژن ــا دكربوكس دوپ
(TYDCs) تمام. باشند مي TYDC هاي گياهي شناخته شده تيروزين

-مـاده مـي  را به عنوان پـيش ) دوپا(و دي هيدروكسي فنيل آلانين 

پذيرنــد، و بــا حــذف يــك گــروه كربوكســيل از تيــروزين و دي 

نهـا را بـه ترتيـب بـه تيـرامين و      آ) دوپـا (هيدروكسي فنيل آلانين 
كنند ايـن عمـل اولـين مرحلـه در تبـديل يـك       دوپامين تبديل مي

ايـن  . باشـد هاي ثانويه مـي متابوليت اوليه به سمت سنتز متابوليت
هاي خـانواده ژنـي   تركيبات نيز بر اساس اينكه كداميك از ايزوفرم

TYDC و شروع كننده اين مسير است، طي چندين واكنش اكسيداتي
اي مانند آلكالوئيـدها، كومـارين    هاي ثانويهپي در پي به متابوليت

 Park et al. 1999; Kassem)شـوند  ها، ليگنين و غيره تبديل مـي 

and Jacquin 2001).     در آزمايشـاتي كـه توسـط Park et al. 

 بــا دو ايزوفــرم BBE1جهــت بررســي الگــوي بيــاني ژن  (1999)
TYDC  الگوي بياني شدانجام ،BBE1   مشابه با ژنTYDC2  بـود .

در بيوسنتز آلكالوئيدهاي گـروه مـورفين      BBE1ژناز آنجايي كه 
هـايي كـه بيانشـان    شركت دارد، لذا محققين بر اين باورند كـه ژن 

ــان ژن  ــا بي ــابه ب ــانواده مش ــاي زيرخ ــنتز  TYDC2ه ــت در س اس
هـايي كـه   در حالي كه ژن. آلكالوئيدهاي ايزوكوئينولين نقش دارند

اسـت در سـاير    TYDC1هاي زيرخانواده شان مشابه با بيان ژنبيان
از آنجا  .(Zigler et al. 2006)پاسخ هاي دفاعي گياه شركت دارند 

كه مورفين يكـي از تركيبـاتي اسـت كـه در گـروه آلكالوئيـدهاي       
 TYDC2 شود لذا در اين تحقيـق ژن بندي ميايزوكوئينوليني دسته

كالوئيـدهاي گـروه مـورفين    به منظـور دسـتورزي مسـير سـنتز آل    
 .شدانتخاب 

  

  
قرار دادن گياه ) A. در خشخاش Agroinfiltrationمراحل انجام  -7شكل 

نگهداري گياهان اينفيلتره شده در ) B ،در سوسپانسيون باكتري و اعمال خلاء
در  بتاگلوكورونيداز فعاليت آنزيم اثر در رنگ آبي مشاهده نقاط)  C،اتاق رشد

گياه نمونه بزرگ ) a( ،در آنها انجام گرفتAgroinfiltration يي كه هابرگ
  .نمونه بزرگ شاهد)b(ده، شترانسفورم 

  
 هـاي تراريختـه بـا سـازه    در نمونـه  مورفين، كدئين و تبائين ميزان

pBI121-TK  دسـتگاه   بـا  )گيـاه غيـر تراريختـه   (و شاهدHPLC 
هاي نشـان داد ميـزان آلكالوئيـد    نتايج .)1جدول (گيري شد اندازه

A B C
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نسـبت بـه گيـاه     درصد 2/75در مجموع  مورفين، كدئين و تبائين
در حـالي كـه ايـن ميـزان      )8و9شـكل  ( اسـت شاهد افزايش يافته

هـايي كـه توسـط ديگـر محققـين      افزايش در مقايسه با سـاير ژن 
 Park توسـط   BBEافزايش بيان ژن است از جمله دستورزي شده

al. (2003)   et     برابـري در ميـزان كـل      5 -6منجـر بـه افـزايش
ــانترن ــويي   بنزوفن ــه م ــاي ريش ــا در كشــت ه  Eschscholizaه

californic  شد و يا افزايش بيان ژنCYP80B3  توسـط Frik et  

al. (2007)  درصـدي در كـل آلكالوئيـدهاي     450منجر به افزايش
 ولـي ايـن ميـزان   . باشـد موجود در لاتكس شد، نسـبتا كمتـر مـي   

سيل بالاي اين ژن بـراي بكـار گيـري آن    افزايش، نشان دهنده پتان
جهت افزايش ميزان آلكالوئيدهاي گروه مورفين از طريق مهندسي 

در مسـير سـنتز مـورفين از    . باشـد هـا در ايـن گيـاه مـي    متابوليت
مرحله آنزيمـي شـناخته شـده     17متابوايت اوليه تيروزين، حداقل 

مسـير  رتيكـولين   -بايد طي شود و از طرفي در نقطه انشعابي اس
سنتز آلكالوئيدهاي ايزوكوئينولين در خشخاش به سه شاخه مجـزا  

 سه   به  TYDC2  ژن محصولات حاصل از بيانشود و منشعب مي

 

 در گياه تراريخت و شاهد HPLCنتايج حاصل از  -1جدول 

نمونه شاهد تركيبات
mg/ml)( 

نمونه تراريخت
mg/ml)(  

 0/5 0/31 مورفين

 0/16 0/06 كدئين

 0/018 0/017 تبائين

0/678 0/387 كل
 
مختلـف هـدايت شـده و بـه تـدريج مقـدار آن طـي ايـن         مسير  

علاوه بر آن، تعداد زيادي مسـير  . شودمسيرهاي آنزيمي تعديل مي
وجود دارد كه تيرامين در تركيب با ديگر مولكولها ناشناخته ديگر 

هاي ثانويه اي مانند هيدروكسـي سـيناميك   موجب سنتز متابوليت
شود كه ماننـد آلكالوئيـدهاي گـروه مـورفين داراي منشـا      آميد مي

 De Luca and St Pierre 2000; Davies and)تيروزينـي هسـتند   

Schwinn 2003).     از آنجا كه ميزان اسيد آمينـه تيـروزين در گيـاه
شـود  باشد، تعدد مسيرهاي متابوليكي موجود باعث ميمحدود مي

الوئيدهاي گـروه مـورفين قـرار    كه سهم كمتري در مسير سنتز آلك
در نتيجه به نظر مي رسد اين اخـتلاف، نسـبت بـه افـزايش     . گيرد

بيان ديگر ژنهاي تشديد بيان شده در اين مسير كـه توسـط ديگـر    
بـا وجـود اينكـه    . شوداست، از اينجا ناشي ميمحققين انجام شده

مورفين و كدئين از همان ابتداي رشد در گياهچـه هـاي كوچـك    
شـوند ولـي مقـدار آن در مقايسـه بـا مرحلـه       سنتز مـي خشخاش 

گلدهي و تكامل مجاري لاتكس كه گياه پتانسـيل بيشـتري بـراي    
. باشـد توليد آلكالوئيـدهاي گـروه مـرفين دارد، بسـيار نـاچيز مـي      

بنــابراين بــا انتقــال ايــن ژن بــه صــورت پايــدار رانــدمان توليــد  
-ن مقدار خواهـد آلكالوئيدهاي گروه مورفين به مراتب بيشتر از اي

بـه   TYDC2اميدوار هستيم كه در آينـده بـا تشـديد بيـان ژن     . بود
 همــراه خــاموش ســازي ژنهــاي موجــود در نقطــه انشــعابي اس 
 رتيكولين، دو مسيري كه به سنتز سنگوئينارين و لائودانوزين مـي 

انجامد و پيش ماده هاي موجود در بالادست سنتز مـورفين را بـه   
كنند، به ميزان بالايي ما نيست هدايت مي ديگر مسيرها كه مد نظر
  . از مورفين دست يابيم

 

  
شاهد  گياه) A .تراريخته و شاهد گياهمربوط به  HPLC كروماتوگرام -8شكل 

B (سازه  ه توسطتراريخت گياهpBI121-TK.  ) كدئين  ،دقيقه 650/2مورفين
 )دقيقه 850/8تبائين  دقيقه، 050/3
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 ).A(نسبت به نمونه شاهد ) B( ان افزايش آلكالوئيدهاي گروه مورفين در نمونه تراريختمقايسه ميز -9شكل 
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