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 چکیده
هاي اخير، پيشرفت در بيوتكنولوژي گياه، بویژه زراعت مولكولي امكان استفاده از گياهان را ر دههد

هاي نوتركيب فراهم ي وسيعي از پروتئينبه عنوان یک سيستم توليد جدید و راكتور زیستي براي محدوده
پزشكي  كاربردهاي كه اشدبمي دارویي هاي ارزشمندپروتئين از یكيانساني  گاماي كرده است. اینترفرون

كلونينگ ژن اینترفرون گاماي انساني به همراه ژن  هاي تشخيصي و درماني پيدا كرده است.وسيعي در زمينه
در  pKCZاسترپتومایسين با استفاده از ناقل كلروپلاستي  -بيوتيک اسپكتينومایسين مقاومت به آنتي

تربيت مدرس صورت گرفته و سپس به روش آزمایشگاه بيوتكنولوژي دانشكده كشاورزي دانشگاه 
بيولستيک به كلروپلاست گياه توتون انتقال یافته است. هدف از انجام این تحقيق بررسي پایداري بيان ژن 

گياهان رشد كرده در سطح محيط  اینترفرون گاماي انساني در گياهان ترانسپلاستوميک نسل اول توتون بود.
و پروتئين( به منظور تایيد درج و بيان ژن مورد بررسي قرار  DNA ،RNAانتخابگر، در سطوح مختلف )

با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن اینترفرون گاما و تكنيک  DNAبررسي این گياهان در سطح  گرفتند.
PCR  صورت پذیرفت، نتایج حاصل درج این ژن را در ژنوم كلروپلاستي گياهان تایيد كرد، به علاوه با

همچنين به منظور بررسي بيان ژن هدف در سطح پروتئين،  رونویسي ژن هدف تایيد شد. RT-PCRآزمون 
انجام شد و نتایج بدست آمده، بيان این ژن را در  Western-blotو  SDS-PAGE ،Dot-blotهاي آزمون

 ELIZA در نهایت به منظور تعيين ميزان بيان ژن اینترفرون گاماي انساني آزمون سطح پروتئين تایيد كرد.
 %2/0نتایج نشان داد كه بالاترین سطح تجمع اینترفرون گاما در گياهان ترانسپلاستوميک بالاي  انجام شد.

 باشد.پروتئين محلول كل مي

هاي : توتون، ترانسپلاستوميک، ژن اینترفرون گاماي انساني، زراعت مولكولي، پروتئينکلمات کلیدی

 .نوتركيب
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 مقدمه

 گياهان در وتركيبن هايپروتئين توليد

 اول، دارد كه عبارتند از: زیادي بالقوه مزایاي

هاي سایر سيستم از تراقتصادي گياهي هايسيستم

 حاضر حال در دوم،. باشندمي صنعتي

 گياهان فراوري و برداشت جهت هایيتكنولوژي

وسيع  در مقياس راحتي به گياهان و است موجود

 صورت در سوم، . شوندمي توليد و حجم انبوه

 پروتئين حاوي گياهي بافت خوراكي مصرف

باشد تخليص نمي به احتياج دارویي نوتركيب،

 را هدف پروتئين چهارم، .)خوراكي هاي)واكسن

 درون هايدرون اندامک به توانمي گياهان در

 است پایدارتر جا پروتئينآن  در كه سلولي

 انسان سلامتي نمود و در نهایت، گيريهدف

 با عوامل بيماریزاي مشترک لودگيآ بواسطه

 Daniell)رسدمي حداقل به هاتوكسين یا انساني

et al., 2001). براي  روزافزون تقاضاي اكنون هم

 و از یک سو تشخيصي و زیستي داروهايبرخي 

 به دسترسي ،از سوي دیگر بالا قيمت حال عين در

 نظر به، بنابراین .است كرده محدود را هاآن

 جایگزین گياهي هايسيستم از ستفادها كه رسدمي

 Schillberg et)باشد هاسيستم سایر براي مناسبي

al., 1999)هاي هاي نوتركيب به اندامک. پروتئين

درون سلولي متفاوت، نظير آپوپلاست، شبكه 

آندوپلاسمي، كلروپلاست و یا واكوئل در 

شوند. انتخاب گيري ميهاي گياهي هدفسلول

بيان پروتئين نوتركيب نقش  صحيح اندامک جهت

 1هاي نامتجانسمهمي در سطوح توليد پروتئين

كي از ی (Karg and Kallio, 2009). دارد

راهكارهاي مناسب براي بيان پروتئين نوتركيب 

 رمزهاي در گياهان تراریخته، الحاق ژن یا ژن

كننده پروتئين نوتركيب مورد نظر در ژنوم 

 پروتئين ليدتو روش در .باشدكلروپلاست مي

 ژنوم به خارجي هايژن كلروپلاست، در نوتركيب

 كپي 90000 تا و شوندمي ملحق گياه كلروپلاستي

 وجود گياهي سلول هر در تواندمي خارجي از ژن

 از زیادي مقادیر تجمع امكان بنابراین و باشد داشته

 فراهم در كلروپلاست نوتركيب هايپروتئين

 هيچ(. همچنين Daniell et al., 2001شود )مي

ندارد،  وجود سيستم این در ژن خاموشي گونه

 توان به صورت اپراني بيان كردچندین ژن را مي

 كلروپلاست داخل در نوتركيب هايپروتئين و

 ایجاد ميزبان و در گياه كنند پيدا تجمع توانندمي

 كلروپلاستي DNAحضور  عدم كنند.نمي سميت

 جلوگيري باعث محصولات بيشتر در گرده دانه در

 ,Daniell) شودمي ژن فرار جریان ژني و از

هاي توانند پروتئينها ميكلروپلاست. (2002

هاي پروتئين پردازش كنند.هم یوكاریوتي را 

چاپروني موجود در كلروپلاست نقش فعالي در 

بيان شده در  3خارجيهاي پروتئين 2سرهم كردن

 بدین ترتيب سرهم كردن كلروپلاست دارند.

هاي نوتركيب در كلروپلاست صحيح پروتئين

اي باعث حذف شدن مرحله پردازش درون شيشه

                                                           
1 Heterologous 
2 Assembly 
3 Foreign proteins 
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شود كه بخش بزرگي از هاي دارویي ميپروتئين

 كندهزینه توليد را به مصرف كننده تحميل مي

(Daniell et al., 2001 .) پروتئين اینترفرون

هاي داروئي است گاماي نوتركيب یكي از پروتئين

 Ebrahimi et)زیادي در پزشكي داردكه ارزش 

al., 2012.)  از این پروتئين براي درمان بيماران با

، 1گرانولوماتوز مزمن رونيک یاك نقص مادرزادي

، سالمونلا  1994et al(Assreuy ,.) 2ليشمانيا

3Maes, -(Nauciel and Espinasseتيفوموریوم

همچنين این پروتئين  استفاده شده است. (1992

هاي مختلف از جمله در درمان سرطان

 5( و ملانوما et alSeeger(2011 ,.4نوروبلاستوما

(Abdel-Wahab et al., 1997) .در  كاربرد دارد

بر  ها بالغهاي اخير فروش جهاني اینترفرونسال

 Ebrahimi)چهار ميليارد دلار برآورد شده است 

et al., 2012.)  با  9112اینترفرون گاما در سال

بيان شد و بدین  E. coliموفقيت در باكتري 

ترتيب امكان توليد این پروتئين در مقادیر زیاد 

ژن اینترفرون  .(Zhang et al., 1992)فراهم شد 

ژي گاماي انساني در آزمایشگاه بيوتكنولو

دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس در 

سازي و به همسانه  pKCZناقل كلروپلاستي 

روش بيولستيک به كلروپلاست گياه توتون انتقال 

در این  .(Razmi et al., 2012)داده شده است 

تحقيق هدف بررسي پایداري بيان ژن اینترفرون 

گاما در گياهان ترانسپلاستوميک نسل اول توتون 

                                                           
1 Chronic granulomatous disease 
2 Leishmania 
3 Salmonella typhimurium 
4 Neuroblastoma 
5 Melanoma 

 

پس از كشت بذور ترانسپلاستوميک نسل  بود.

یابي به این گياهان، بررسي گياهان  اول و دست

با استفاده  DNAترانسپلاستوميک در سطح 

-RTبا آزمون  RNA، در سطح PCRازآزمون 

PCR هاي و در سطح پروتئين با آزمونSDS-

PAGE ،Dot-blot ،Western blot و ELISA 

 انجام گرفت.

 

 هاروشمواد و 

 اد گیاهی موردنیازوم

رقم  بذور ترانسپلاستوميک نسل اول

Xanthi كه حاوي ژن اینترفرون گاما  گياه توتون

بود، در آزمایشگاه بيوتكنولوژي كشاورزي 

 Razmi et)دانشگاه تربيت مدرس توليد گردید 

al., 2012).  ،به منظور دسترسي به این بذور

 4گياهان ترانسپلاستوميک توتون پس از حداقل 

مرحله باززایي و انتخاب بر روي محيط حاوي 

بيوتيک اسپكتينومایسين، ابتدا به پرليت و آنتي

 سپس به گلدان حاوي خاک مناسب منتقل شدند.

 

 PCRژنومی و انجام  DNAاستخراج 

ژنومي، از  DNAبه منظور استخراج 

هاي جوان و سبز گياه ترانسپلاستوميک برگ

ظور از روش توتون استفاده شد و براي این من

CTAB استفاده گردید(Murray and 

Thompson, 1980).  كيفيت و كميتDNA 

ژنومي استخراج شده با استفاده از الكتروفروز 

و اسپكتروفتومتر در طول  %9روي ژل آگارز 

 .نانومتر تعيين گردید 280و  260هاي موج
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استخراجي به عنوان الگو براي  DNAنمونه 

 قرار گرفت. مورد استفاده PCRواكنش 

كه اختصاصي ژن  ifng F و ifng R آغازگرهاي

اینترفرون گاما بودند، جهت تكثير ژن اینترفرون 

همچنين به منظور  گاما مورد استفاده قرار گرفت.

اطمينان از درج ژن در ژنوم كلروپلاست، آزمون 

PCR  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي پيشرو

ست( و )طراحي شده از روي ژنوم كلروپلا

آغازگر معكوس )طراحي شده از روي ژن هدف( 

 انجام گرفت.

 

آغازگرهای اختصاصی طراحی شده برای تکثیر و تایید درج ژن اینترفرون گاما در ژنوم  -1جدول 

 .کلروپلاست
Table 1- Specific primers were designed for amplification and confirmation IFNγ gene 

insertion into the chloroplast genome. 
5'-CATGCCATGGAACATCATCATCATCATCATCAGGACCCATATG 

ATAAAG-3' 

FP (ifngF) 

5'-CATGCCATGGATCCCTCCCTTCATTACTGGGATGCTCTTCGAC-3' RP (ifngR) 

5'- GCUTCTAAGTAGTAAGCCCACCCCAAGATG -3' FP (Chl) 

 

-RTژنومی و انجام تکنیک  RNAاستخراج 

PCR 
هاي گياهان از برگ RNAاستخراج

ترانسپلاستوميک و شاهد با استفاده از محلول 

RNX-plus .شركت سيناژن( صورت گرفت( 

استخراج  RNAبراي بررسي كميت و كيفيت 

برده  %9استخراجي روي ژل آگارز  RNA شده،

( DNAaseاز آنزیم دزوكسي ریبونوكلئاز ) شد.

ژنومي استفاده  DNAهاي براي از بين بردن نسخه

با استفاده از كيت  cDNAو ساخت  شد

PureExtreme .سپس  شركت فرمنتاز انجام شد

با استفاده از آغازگرهاي  RT-PCRواكنش 

اختصاصي ژن اینترفرون گاماي انساني انجام 

 گرفت.

استخراج پروتئین از گیاهان ترانسپلاستومیک و 

 شاهد )غیر تراریخته( توتون

مولار  9/0از بافر استخراج )تریس  ml9ابتدا 

(8 =pH سوكروز ،)مولار،  4/0EDTA 09/0 

( درون یک %00/0، توئين SDS 9/0%مولار، 

گرم  2/0سپس  ریخته شد. ml0/9 ميكروتيوب

بافت برگي سائيده شده در ازت مایع به آن اضافه 

دقيقه توسط دستگاه  90گردید و به مدت 

در  ورتكس مخلوط شده تا یكنواخت گردد.

 4، دماي rpm93000 وژ درمرحله بعد سانتریف

 دقيقه انجام گرفت. 0گراد و به مدت درجه سانتي

در نهایت رونشين كه حاوي پروتئين بود به 

 ميكروتيوب جدید انتقال داده شد
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بررسی گیاهان ترانسپلاستومیک توتون در سطح 

 SDS-PAGEپروتئین به روش 

كه  Laemmliدر این تحقيق از روش 

ها كتروفورز پروتئينمتداولترین روش براي ال

پس از  . (Laemmli, 1970)باشد، استفاده شدمي

استخراج پروتئين از گياهان ترانسپلاستوميک و 

شاهد، غلظت پروتئين محلول كل در فاز رونشين 

با آزمون برادفورد و با استفاده از پروتئين آلبومين 

 سرم گاوي به عنوان استاندارد تخمين زده شد.

 0هاي پروتئيني به مدت ونهپس از جوشاندن نم

گراد )درون بافر درجه سانتي 10دقيقه در دماي 

(،  =8/6pHمولار ) 39/0گذاري )تریس نمونه

بروموفنول بلو و  SDS 0%، %00گليسرول 

ها بارگذاري شدند ها درون چاهک(، نمونه9/0%

ساعت در  94ها به مدت و الكتروفورز نمونه

ز الكتروفورز ژل، بعد ا صورت پذیرفت. 80ولتاژ 

بري مناسب صورت آميزي و سپس رنگابتدا رنگ

در  پذیرفت و عكسبرداري از آن انجام گرفت.

آميزي شده در اسيد استيک هاي رنگنهایت ژل

هاي پلاستيكي در یخچال در داخل پاكت 0%

 نگهداري شد.

 

 (Dot blotting)ای آزمون بلات نقطه

اندارد پس از استخراج پروتئين با روش است

 20از گياهان ترانسپلاستوميک و شاهد، مقدار 

اي نانوگرم از پروتئين براي آزمون بلات نقطه

هاي استخراج پروتئين مورد استفاده قرار گرفت.

اي بر روي غشا شده به صورت نقطه

نيتروسلولزي قرار داده شدند و پس از خشک 

كردن ها در دماي اتاق، براي بلوكه شدن نمونه

غير اختصاصي، كاغذ در بافر بلاكينگ  نواحي

BSA1  ساعت و در دماي  9یک درصد به مدت

پس از ریختن  داده شد.گراد قرار درجه سانتي 30

بار و هر بار  3بافر بلاكينگ، كاغذ نيتروسلولزي 

شستشو داده  PBSTدقيقه با محلول  0به مدت 

بادي اوليه پس از انجام مرحله بلاكينگ، آنتي شد.

(IFN-γ H-145: sc-8308)  90200نسبت  باكه 

رقيق شده بود به  PBST+BSA%9/0در بافر 

ساعت  9كاغذ نيتروسلولزي اضافه شد و به مدت 

 گراد قرار داده شد.درجه سانتي 30در دماي 

بادي اوليه پس از یک ساعت برداشته شد و آنتي

و هر بار  PBSTبار با بافر شست شوي  3كاغذ 

بادي ثانویه سپس آنتي شد. دقيقه شستشو داده 0

(Goat anti-rabbit IgG-HRP, sc-2004)  به

رقيق  PBST+BSA%9/0با بافر  000به  9نسبت 

شد و به كاغذ نيتروسلولزي اضافه شد و به مدت 

گراد قرار داده درجه سانتي 30ساعت در دماي  9

 تهيه شد(.2سانتاكروزها از شركت باديشد )آنتي

بار  3رج گردید و مجددا بادي ثانویه خاآنتي

و در نهایت با استفاده از شست شو انجام شد 

یک درصد بيان این پروتئين  DAB3سوبستراي 

 مورد بررسي قرار گرفت.

                                                           
1 Bovine serum albumin 
2 Santacruz 
3 Diaminobenzidine tetrahydrochloride 



 3131و همکاران،  دهسلیمانی زا

421 
 

روتئین استخراجی از گیاهان بررسی پ

 Western blot پلاستومیک با روشترانس

 دستگاه از ژل SDS-PAGEپس از انجام 

براي  كه شود قتد بایستي (شد خارج الكتروفورز

 از باید حتما نمونه بافر رنگ بلاتينگوسترن  انجام

 موجود رنگ صورت این غير در شود، خارج ژل

غير  غشا و شده منتقل نيتروسلولزي غشا به در ژل

سپس غشاء  شد(. خواهد استفاده قابل

نيتروسلولزي، كاغذ صافي و كاغذ واتمن ضخيم 

گرم  03/3دقيقه در بافر انتقال ) 30-40براي 

 2/0گرم گليسين،  4/94(، =pH 3/8تریس )

 ml9000براي تهيه  %20و متانول  SDSگرم 

پس از تهيه ساندویچ  قرار داده شد. بافر انتقال(

انتقال، مجموعه ساندویچ انتقال در دستگاه 

Semi-Dry Transfer .پس از  قرار داده شد

و به مدت  92اتصال مخزن به منبع تغذیه با ولتاژ 

در مرحله  دقيقه عمل انتقال صورت گرفت. 30

بعد غشا نيتروسلولزي در بافر پوشاننده شير 

گرم شير خشک در  0)  %0خشک بدون چربي 

ساعت  0به مدت  (PBS-T)ليتر بافرميلي 900

ي مراحل بعد از مرحله بلاكينگ، بقيه قرار گرفت.

 اي انجام شد.مشابه با آزمون بلات نقطه

 

 (ELISAالیزا )

تعيين غلظت از استخراج پروتئين و پس 

هاي پروتئيني با استفاده از روش نمونه

از هر نمونه، با  µg90اسپكتروفتومتري، مقدار 

 3Co2Na ،13/2گرم  01/9) 1دهندهبافر پوشش

                                                           
1 Coating buffer 

( مخلوط گردید و سپس داخل هر 3NaHCoگرم 

 پوشش دادههاي نمونه شد. پوشش داده چاهک

درجه  4 شده به مدت یک شب درون یخچال

بعد از شستشوي  گراد قرار داده شدند.سانتي

دقيقه با  0بار و هر بار  3هاي مربوطه )چاهک

ها با ، بلوكه كردن چاهک(PBSTبافر شستشوي 

BSA 9%  انجام شد و سپس به مدت یک ساعت

 گراد قرار داده شد.درجه سانتي 30در انكوباتور 

ه و هاي اوليباديدر نهایت پس از افزودن آنتي

به هر  HRPسوبستراي مخصوص  TMB2 ثانویه،

 90-20چاهک افزوده شد و بعد از گذشت زمان 

 HCl (2N)دقيقه، واكنش آنزیمي با استفاده از 

پليت با استفاده از دستگاه متوقف شد و در نهایت 

ELISA Reader  نانومتر  400در طول موج

 خوانده شد.

 

 نتایج

 0Tک بذرگیری از گیاهان ترانسپلاستومی

مرحله باززایي از  4پس از انجام حداقل 

توتون، گياهان  0Tترانسپلاستوميک  ياهانگ

و سپس به  يتابتدا به پرلباززایي شده نهایي 

ماه  4الي  3پس از حدود  .خاک منتقل شدند

كامل،  يدگيدر مرحله رسگياهان به بذر رفتند و 

 (.9مدند )شكلآدر  يرهاي تبذور به رنگ قهوه

 

                                                           
2 3, 3′, 5, 5′-Tetramethylbenzidine 
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توتون: الف( گیاهان ترانسپلاستومیک منتقل شده به پرلیت ب(  0Tگیاهان ترانسپلاستومیک  -1ل شک

گیاهان ترانسپلاستومیک منتقل شده به خاک ج( گیاهان ترانسپلاستومیک به بذر رفته د( بذور 

 .ترانسپلاستومیک توتون
Figure 1- T1 tobacco transplastomic plants: A) Transplastomic plants were transferred 

to perlite, B) Transplastomic plants were transferred to soil, C) Transplastomic plants 

gone to seed, D) Tobacco transplastomic seeds. 
 

 (1Tتولید گیاهان ترانسپلاستومیک نسل اول )

ترانسپلاستوميک  ياهانآوري شده از گبذور جمع

0T اولنسل  ياهانگ يهجهت ته (1T ) مورد

پس از ضدعفوني، بذور  گرفتند. استفاده قرار

شت ، كMSترانسپلاستوميک ابتدا در محيط 

هاي در نهایت گياهان حاصل به گلدان گردیدند.

حاوي خاک استریل منتقل شدند و پس از رشد 

، DNAهاي لازم در سطح كامل گياهان، آزمون

RNA شد  ها انجامو پروتئين بر روي آن

 (.2)شكل

 
 14پس از  MSمراحل رشد گیاهان ترانسپلاستومیک توتون: الف( بذور جوانه زده در محیط  -2شکل

روز ج( گیاهان نسل اول منتقل شده به گلدان حاوی  28پس از  MSروز ب( بذورجوانه زده در محیط 

 .خاک
Figure 2- Growth stages of transplastomic plants: A) Germinated seeds on MS medium 

after 14 days, B) Germinated seeds on MS medium after 20 days, C) T1 plants 

transferred to pot containing soil. 
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تایید حضور ژن اینترفرون گامای انسانی 

( 1Tدر گیاهان ترانسپلاستومیک نسل اول )

 توتون

به مربوط  bp 430، حضور باند PCRنتایج آناليز 

ژن اینترفرون گاماي انساني را در گياهان 

 (.3ترانسپلاستوميک توتون تایيد كرد )شكل

در گياهان  Kb2همچنين تكثير قطعه 

ترانسپلاستوميک، درج ژن هدف را در ژنوم 

 (.4كلروپلاست اثبات كرد )شكل

 

برداری از ژن اینترفرون گاما با تایید نسخه

 RT-PCRگیری از تکنیک بهره

نشان داد كه در محدوده  RT-PCRمون نتایج آز

bp430  در گياهان ترانسپلاستوميک باندي

شود كه در گياه غيرتراریخته وجود مشاهده مي

ندارد و این بيانگر رونویسي موفق از ژن 

اینترفرون گاما در گياهان ترانسپلاستوميک 

 DNaseتيمار شده با  RNAهمچنين  باشد.مي

 (.0شكلهيچ گونه آلودگي نشان نداد )

 
ژن اینترفرون گامای انسانی در ژنوم کلروپلاستی گیاه توتون:  bp432ی تایید حضور قطعه -3شکل 

حاوی ژن اینترفرون  pKCZکنترل مثبت )پلاسمید  1، چاهک Kb1نشانگر مولکولی  -Mچاهک 

الی  4ک گیاه شاهد )غیر تراریخته(، چاه -3الگو(، چاهک  DNAکنترل منفی )بدون  -2گاما(، چاهک 

 .گیاهان ترانسپلاستومیک 7
Figure 3- Confirmation the presence of 435 bp fragment of hIFNγ gene in the tobacco 

chloroplast genome, Lane M- 1Kb molecular marker, Lane 1- Positive control (pKCZ 

plasmid containing IFNγ gene), Lane 2- Negative control (without template DNA), Lane 

3- Wild-type plant (non transformed), Lanes 4-7: Transplastomic plants. 
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در ژنوم کلروپلاستی گیاهان ترانسپلاستومیک توتون حاوی ژن  Kb2تایید حضور قطعه ی  -4 شکل

هان گیا 4الی  1های ، چاهکKb1نشانگر مولکولی -Mاینترفرون گامای انسانی: چاهک 

 گیاه شاهد )غیر تراریخته(. -6اهک الگو(، چ DNAکنترل منفی )بدون -2چاهک  ،پلاستومیکترانس
Figure 4- Confirmation the presence of 2Kb fragment in the chloroplast genome of 

tabacco transplastomic plants containing hIFNγ gene: Lane M- 1Kb molecular marker, 

Lanes 1-4: Transplastomic plants, Lane 5- Negative control (without template DNA), 

Lane 6- Wild-type plant (non transformed). 

 
استخراجی از گیاهان  RNA: الف( RNAآنالیز گیاهان ترانسپلاستومیک در سطح  -2شکل

 M-هان ترانسپلاستومیک توتون: چاهکترانسپلاستومیک ب( تایید رونویسی ژن اینترفرون گاما در گیا

تیمار شده با  RNA -2 الگو(، چاهک DNA)بدون کنترل منفی  -1چاهک ، Kb1نشانگر مولکولی 

DNase ( چاهک ،)پلاسمید  -3کنترل منفی( کنترل مثبتpKCZ  چاهک ،)4حاوی ژن اینترفرون گاما 

 .گیاه شاهد )غیرتراریخته( -0گیاهان ترانسپلاستومیک حاوی ژن اینترفرون گاما، چاهک  7الی 
Figure 5- Analysis of transplastomic plants at RNA level: A) Extracted RNA of 

transplastomic plants, B) Confirmation of IFNγ gene transcription in tobacco plants, 

Lane M 1Kb molecular marker, Lane 1- Negative control (without template DNA), 

Lane2- Treated RNA with DNase (negative control), Lane 3- Positive control (pKCZ 

plasmid containing IFNγ gene), Lane 4-7: Transplastomic plants containing IFNγ gene, 

Lane 8- Wild-type plant (non transformed). 
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سطح پروتئین  بررسی بیان ژن اینترفرون گاما در

 SDS-PAGE به روش

-20ي نتایج حاصل نشان داد در محدوده

شود كيلو دالتون، باندي كم رنگ مشاهده مي 20

از  (.6گردد )شكلكه در گياه شاهد مشاهده نمي

توان گفت این آن جایي كا با قاطعيت كامل نمي

باشد، لذا باند مربوط به پروتئين اینترفرون گاما مي

به منظور Western-blot  وDot-blot  هايآزمون

 بررسي بيشتر بيان این پروتئين انجام شدند.

بررسی بیان پروتئین اینترفرون گاما 

استخراجی از گیاهان ترانسپلاستومیک با 

 Dot-blotروش 

پس از انجام مراحل آزمایش، در مرحله 

آخر با اضافه كردن سوبسترا و مشاهده تغيير 

ون گاماي انساني در رنگ، بيان پروتئين اینترفر

در حالي كه  گياهان ترانسپلاستوميک تایيد شد.

هيچ تغيير رنگي در گياه غير تراریخته مشاهده 

 (.0نشد )شكل

 

 
های استخراجی از گیاهان ترانسپلاستومیک و شاهد پروتئین SDS-PAGEی نتیجه -6شکل 

 ,PageRuler™Unstained Protein Ladder)نشانگر پروتئینی -M)غیرتراریخته(: چاهک 

Fermentas,#SM0431)  گیاهان شاهد  11و  18گیاهان ترانسپلاستومیک، چاهک  3الی  1، چاهک

 .)غیرتراریخته(
Figure 6- SDS-PAGE result of extracted proteins of transplastomic and Wild-type 

plants (non transformed): Lane M- Protein marker (PageRuler™Unstained Protein 

Ladder, Fermentas,#SM0431), Lanes 1-9: Transplastomic plants, Lanes 10 and 11: 

Wild-type (non transformed) plants. 
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ای در گیاهان ترانسپلاستومیک توتون در مقایسه با گیاه شاهد )غیر نتیجه آزمون بلات نقطه -7شکل

گیاه شاهد )غیر  WT-استاندارد(،  IFNγکنترل مثبت )نمونه پروتئینی  -1نمونه شماره  تراریخته(:

 .گیاهان ترانسپلاستومیک حاوی ژن اینترفرون گامای انسانی 3الی  3تراریخته(، شماره 
Figure 7- Dot blot result in transplastomic plants compared with the Wild-type plant 

(non transformed): Sample 1- Positive control (standard IFNγ protein sample), WT- 

Wild-type plant (non transformed), Sample 3-9: Transplastomic plants containing 

hIFNγ gene. 

 

اینترفرون گاما در گیاهان  بررسی بیان ژن

پلاستومیک توتون با استفاده از ترانس

 Western-blotتکنیک 

تایج آزمون وسترن بلات نيز به خوبي ن

نشان داد كه در برخي از گياهان ترانسپلاستوميک، 

كيلودالتون باندي  30تا  20ي بين در محدوده

شود كه در گياه شاهد )غير تراریخته( مشاهده مي

با توجه به چاهک شماره  (.8وجود ندارد )شكل

كه مربوط به اینترفرون گاماي استاندارد  4

و همچنين حضور باند مشابه در باشد مي

هاي ترانسپلاستوميک گياهي و عدم حضور نمونه

چنين باندي در نمونه گياهي غير تراریخته، 

توان نتيجه گرفت كه ژن اینترفرون گاماي مي

 شود.انساني به خوبي در سطح پروتئين بيان مي

 

بررسی میزان بیان پروتئین اینترفرون گامای 

نسپلاستومیک به روش انسانی در گیاهان ترا
ELISA 

نتایج آزمون اليزا نشان داد كه تفاوت معني 

هاي استخراجي از گياهان داري بين پروتئين

 ترانسپلاستوميک نسبت به گياه شاهد وجود دارد.

شود گياه مشاهده مي 1همانطور كه در شكل 

بيشترین تفاوت ميزان  1ترانسپلاستوميک شماره 

این گياه  نشان داد. جذب را نسبت به گياه شاهد

ميكروگرم  2/9با بيشترین ميزان جذب حاوي 

پروتئين نوتركيب اینترفرون گاما در گرم بافت 

 (.1باشد )شكل برگي مي
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 1های آزمون وسترن بلاتینگ برای تایید بیان پروتئین اینترفرون گامای انسانی : الف( چاهک -0شکل 

گیاه شاهد )غیر  -3ین اینترفرون گامای انسانی، چاهک گیاهان ترانسپلاستومیک حاوی پروتئ 2و 

، نشانگر پروتئینی Mاستاندارد(، چاهک  IFNγکنترل مثبت )نمونه پروتئینی  -4تراریخته(، چاهک 

(Prestained Protein Ladder, PR901614). 
Figure 8- Western blot for confirmation the expression of the hIFNγ protein expression, 

A) Lanes 1-9: Transplastomic plants containing hIFNγ protein, Lane 3 Wild-type (non 

transformed) plants protein, Lane 4 Positive control (standard IFNγ protein sample), 

Lane M Protein marker (Prestained Protein Ladder, PR901614). 

 

 
پلاستومیک در مقایسه با گیاه های استخراجی گیاهان ترانسوتئینمون الیزا برای پرنمودار آز -3شکل

 گیاه شاهد )غیر تراریخته(. 7پلاستومیک، ستون گیاهان ترانس 6الی  1های ستون شاهد )غیر تراریخته(:
Figure 9- ELISA chart for extracted Proteins of the transgenic plants compared with 

Wild-type plants: Columns 1-6: Transplastomic plants, column 7 Wild-type (non 

transformed) plant. 
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 بحث

 براي تقاضا افزون روز رشد با امروزه

 ظرفيت اما باشيم،مي مواجه دارویي هايپروتئين

 كشورهاي در بویژه تقاضا این به پاسخ براي كافي

 كه ايگونه به .ردندا وجود توسعه حال در و فقير

 اصلا كشورها این در یا مهم داروهاي از برخي

 كه شودمي وارد زیاد هايهزینه با یا و ندارد وجود

 هاآن از استفاده و تهيه به قادر ثروتمند اقشار فقط

 (.Jalali javaran et al., 2010باشند )مي

ي به دليل دارا بودن كلروپلاستژنوم  تراریختي

اي، براي بت به تراریختي هستهمزایاي زیاد نس

هاي نوتركيب، امروزه بسيار مورد توليد پروتئين

 ,.Daniell et al)توجه محققين قرار گرفته است

پروتئين اینترفرون گاما یكي از  (2001.

باشد كه هاي با ارزش در علم پزشكي ميپروتئين

كاربردهاي زیادي جهت مصارف تشخيصي و 

هاي زیادي در يل، تلاشبه همين دل درماني دارد.

ها صورت گرفته است جهت توليد انبوه آن

(Ebrahimi et al., 2012).  بيان موفق اینترفرون

 .Eدر باكتري 9112گاما براي اولين بار در سال 

coli  انجام گرفت و پس از آن امكان توليد این

 ,.Zhang et al)پروتئين در مقادیر زیاد فراهم شد

 ترفروناین بالاي درماني ارزش دليل به .(1992

 آن انبوه توليد جهت در زیادي هايتلاش گاما،

 توليد پروتئين موارد اغلب در اما گرفته صورت

 Baron)ه استنداشت مناسب فضایي ساختار شده

and Narula, 1990). كه رسدمي نظر به بنابراین 

 هايپروتئين توليد براي گياهان از استفاده

 روش یک هااینترفرون جمله از نوتركيب

 . (Bagheri et al., 2010)باشد مناسب ایگزینج

اینترفرون گاما همچنين در پروتوپلاست گياهان 

 .,Mori et al)توتون با موفقيت بيان گردید

و  Leelavathi، 2003در سال  (1993.

همكارانش موفق به بيان اینترفرون گاما در هسته 

ها توانستند آن و كلروپلاست گياه توتون شدند.

يان این ژن را در گياه توتون با استفاده پایداري ب

هاي مهندسي ژنتيک مانند توليد فيوژن از روش

ها و یا اضافه كردن هيستيدین افزایش پروتئين

نتایج این تحقيق نشان داد بالاترین سطح  دهند.

اي تجمع اینترفرون گاما در گياهان تراریخته هسته

 باشد در صورتي كه در گياهانمي %009/0حدود 

تراریخته كلروپلاستي سطح تجمع این پروتئين 

به  GUS همچنين وقتي كه فيوژن بود. 9/0%

اینترفرون گاما متصل شد، سطح بيان از  Nانتهاي 

 Leelavathi and)افزایش یافت %6به  9/0

Reddy, 2003).  علاوه بر این در آزمایشگاه

بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس، 

بيان اینترفرون گاماي انساني در اجسام روغني 

و در اندامک  (Bagheri et al., 2010) گياه كلزا

با ( Razmi et al., 2012كلروپلاست توتون )

نيز ژن  2092در سال  موفقيت صورت پذیرفت.

اینترفرون گاماي انساني در هسته گياه گوجه 

در  (Ebrahimi et al., 2012). فرنگي بيان شد

این تحقيق پس از تكثير ژن اینترفرون گاماي 

و تایيد رونویسي این ژن،  PCRانساني با آزمون 

 بررسي بيان این ژن در سطح پروتئين با استفاده از
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-SDS-PAGE ،Dot-blot ،Westernهاي آزمون

blot  وELISA .واكنش پروتئين  انجام پذیرفت

استخراج شده از برگ گياهان ترانسپلاستوميک 

بادي اینترفرون گاما با استفاده از نسبت به آنتي

 نتایج مورد آزمون قرار گرفت. ELISAروش 

آزمون اليزا نشان داد كه ميزان بيان پروتئين 

ميكروگرم پروتئين  9ون گاما بيشتر از اینترفر

اینترفرون گاماي انساني در گرم بافت برگي 

به عبارت دیگر بالاترین سطح تجمع  باشد.مي

اینترفرون گاما در گياهان ترانسپلاستوميک حدود 

در آزمون  باشد.پروتئين محلول كل مي 2/0%

 0و  6هاي شماره تغيير رنگ نمونهاي، بلات نقطه

ها این نمونه ها مشهودتر بود.سایر نمونهنسبت به 

باشند در آزمون اليزا مي 0و  6هاي همان نمونه

كه بيشترین مقدار جذب و بيشترین مقدار 

لذا نتایج این آزمون در  پروتئين را دارا بودند.

 تایيد آزمون اليزا بود.

به منظور انجام آزمون وسترن بلات 

اي و نقطه هایي گياهي كه در آزمون بلاتنمونه

نتایج  اليزا در تایيد یكدیگر بودند انتخاب شدند.

وسترن بلات گياهان ترانسپلاستوميک نشان داد 

كيلودالتون  30و  20ي بين باندهاي در محدوده

گردد كه در گياه شاهد باندي مشاهده مي

این باند تقریبا در  )غيرتراریخته( وجود ندارد.

ماي استاندارد ردیف باند مربوط به اینترفرون گا

در سازه كلروپلاستي مورد نظر قبل از ژن  بود.

اینترفرون گاما چندین اسيد آمينه اضافه شده 

 به همين دليل باند مربوط به پروتئين است.

اینترفرون گاما اندكي بالاتر از باند مربوط به 

وزن مولكولي  باشد.اینترفرون گاماي استاندارد مي

گزارش  kDa00-90ين ب اینترفرون گاماپروتئين 

شده است و علت آن منومر یا دایمر بودن، 

گليكوزیلاسيون به صورت كامل یا ناقص، حذف 

مولكول و اینكه  Cشدن چند اسيدآمينه از انتهاي 

پروتئين در چه سيستمي توليد شده است، 

نتایج كلي این  .(Bagheri et al., 2009)باشد مي

كلروپلاست تحقيق نشان داد كه این پروتئين در 

گياه توتون به طور موفق آميز در هر سه سطح 

DNA ،RNA در مقایسه  شود.و پروتئين بيان مي

با تحقيقات انجام شده در زمينه پروتئين اینترفرون 

گاما كه در متن به برخي از آن ها اشاره شده 

است، براي اثبات بيان این پروتئين در این تحقيق 

همچنين  شده است. هاي بيشتري استفادهاز آزمون

درصد بيان این پروتئين در مقایسه با انواع 

اي و حتي برخي تحقيقات كلروپلاستي هسته

 بالاتر بود.
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Abstract 

In the recent decades the progress in plant biotechnology, especially in the field of 

molecular farming, has made it possible to produce a wide range of recombinant protein using 

plants as a novel production system and bioreactor. human gamma interferon is one of the 

valuable pharmaceutical proteins which has found wide medical applications in diagnosis and 

therapeutic. Cloning of human gamma interferon gene associated with spectinomycin-

streptomycin antibiotic resistance gene using chloroplast pKCZ vector has been performed at 

agricultural biotechnology laboratory of Tarbiat Modares University and has been transferred 

into the tabacco chloroplast genome with biolistic method. The purpose of this study is to 

determine gamma interferon gene expression stability in T1 tobacco transplastomic plants. 

plants, which are grown on selective media, were analysed at different levels of (DNA, RNA 

and protein) to confirm integration and expression of the gene into the tobacco chloroplast. 

Analysis of plants was performed at DNA level by using of PCR and specific primers for 

human gamma interferon gene, results confirmed integration of this gene into the chloroplast 

genome. In addition, transcription of target gene was confirmed by RT-PCR. In order to study 

expression of target gene at protein level SDS-PAGE, Dot blotting and Western-blot were 

also done and the obtained results show target gene expression at protein level. Finally, 

ELISA test was done to determine quantity of gamma interferon gene expression. Results 

indicated that the highest gamma interferon level in transplastomic plant is up to 0.2% of total 

soluble protein. 

 
Keywords: Tobacco, Transplastomic, Human Gamma Interferon Gene, Molecular Farming, 

Recombinant Proteins. 
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