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خاموشي ژن با استفاده از تكنيك  BBE1، همسانه سازي و خاموشي موقت ژن جداسازي
  گياهژنوتيپ ايراني در ) VIGS(القا شده توسط ويروس 

 (.Papaver somniferum L) شقايق

  فرهاد نظريان فيروزآبادي و *سيد محسن سهرابي، احمد اسماعيلي

  دانشكده كشاورزي، خرم آباد، دانشگاه لرستان

  14/4/96: تاريخ پذيرش  23/12/95: تاريخ دريافت
  چكيده

عنوان تنها منبع تجاري ه يكي از قديمي ترين گياهان دارويي جهان است و ب ).Papaver somniferum L(شقايق دارويي گياه 
چندين آلكالوئيد بنزيل . و مشتقات نيمه سنتزي مانند اكسي كدون و نالتركسون مطرح استمهم دارويي هاي  براي توليد مسكن

. شود نيز توسط اين گياه توليد ميسانگوينارين  ونوسكاپين  ،هاي بالقوه دارويي از جمله پاپاورين ايزوكوئينوليني ديگر با ويژگي
واكنش را در مرحله در گياه شقايق بوده و اولين  ئيدهاي بنزيل ايزوكوئينولينيهاي كليدي در بيوسنتز آلكالو يكي از ژن BBE1ژن 

با استفاده از  BBE1كد كننده ژن  كامل تواليابتدا  ،در اين پژوهش. كند كاتاليز ميتوليد آلكالوئيدهاي نوسكاپين و سانگوينارين 
بخشي از آن به عنوان قطعه هدف خاموشي ، ژن مورد نظر پس از جداسازي. از گياه شقايق جداسازي شدآغازگرهاي اختصاصي 

قرار تعيين توالي مورد همسانه سازي و  pTZ57R/Tژن انتخاب و سپس با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي در ناقل پلاسميدي 
هاي مختلف  سازهو  اردو) pTRV(اي توتون  هاي ويروس جغجغه ناقلبه  BBE1ژن در مرحله بعد اين قطعه خاموشي . گرفت

pTRV2-BBE1 ،pTRV2-Empty حاصل به همراه سازه كمكي pTRV1 5تا  3ان هاي گياه بواسطه آگروباكتريوم به برگ 
رايمرهاي پبا  PCRآناليز  .نشان داد BBE1ژن جفت بازي را براي  1608 جداسازي، وجود توالي نتايج. منتقل شدتزريق و  برگي
 73 و كاهش ميزان خاموشي Real-time PCRآناليز . شده نشان دادتراريخت هاي اين ژن را در گياهان  وجود رونوشت CPژن 

    .  نشان داددر مقايسه با گياهان شاهد تراريخت در گياهان را  BBE1هاي ژن  درصدي رونوشت

  Real-time PCR، واكنش pTRV، ناقل خاموشي ژن شقايق،: كليدي واژه هاي

  ismaili.a@lu.ac.ir :پست الكترونيكي ،0661-4200012: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
گياهي از   .Papaver somniferum Lبا نام علمي شقايق

شقايق يك گياه يكساله . است Papavaraceaeخانواده 
اي است كه داراي  قوي، بدون كرك، سبز رنگ و شيرآبه

سانتي متر، به ندرت منشعب  150اي كوچك تا ارتفاع  بوته
بنظر مي رسد منشاء اصلي اين گياه . ي قائم است با ريشه

. آسياي صغير بوده باشد ولي محل دقيق آن مشخص نيست
اين گياه احتمالاً يكي از اولين گياهاني بوده است كه به 

. )8و 3( شده استدر قاره اروپا كشت مي انسان   وسيله

و تنها  بودهجهان در باستاني شقايق يكي گياهان دارويي 
طبيعي و نيمه   مسكنداروهاي توليد منبع تجاري براي 

اين گياه همچنين چندين آلكالوئيد بنزيل . است سنتزي
هاي بالقوه دارويي از جمله  ايزوكوئينوليني ديگر با ويژگي

سرفه و ضد سرطان پاپاورين باز كننده رگ، داروي ضد 
بالقوه نوسكاپين و عامل ضد ميكروبي سانگوينارين را 

 يك عنوان به شقايق گياه. )18 و 15، 5( كند توليد مي
 بنزيل آلكالوئيدهاي بيوسنتز بررسي براي مدل سيستم
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 مهندسي. شود مي برده بكار گياهان در ايزوكوئينوليني
 يا و آلكالوئيدها ميزان و تركيب در تغيير منظور به متابوليك
 كاربرد. گيرد مي قرار استفاده مورد شقايق در آنها از تركيبي

 اخير تغييرات به منجر بيوشيميايي و عملكردي ژنوميكس
 آلكالوئيدهاي تشكيل در دخيل بيوسنتزي هاي ژن كشف در

 دسترس در. است شده شقايق در ايزوكوئينوليني بنزيل
 اطلاعات و گسترده بيوشيميايي ژنتيكي ابزارهاي بودن

 ايزوكوئينوليني بنزيل هايآلكالوئيد متابوليسم به مربوط
 شناسي زيست جمله از ها پديده از وسيعي دامنه مطالعه

 هاي ژن ژنومي سازماندهي جديد، هاي كاتاليزور ساختاري
 هاي آنزيم سلولي درون و سلولي تجمع بيوسنتزي،
 تسهيل را بيوتكنولوژيكي كاربردهاي از انواعي و بيوسنتزي

    .)14و11و4( كند مي

هاي مختلف مهندسي ژنتيك براي  تاكنون از روش
ان دستورزي مسيرهاي بيوسنتزي آلكالوئيدها در گياه

خاموشي ژن موقت و دائم و . استفاده شده است دارويي
هاي مورد استفاده براي  افزايش بيان ژن از جمله تكنيك

تكنيك . هستند دارويي انمهندسي متابوليك در گياه
 Virus induced geneي ژن القا شده توسط ويروس خاموش

silencing )VIGS( ، يكي از ابزارهاي ژنوميكس عملكردي
ر اين تكنيك از نوعي د. هاست در شناسايي نقش ژن

براي خاموش ها  سيستم دفاع ذاتي گياهان در برابر ويروس
در اين . شود مياستفاده هاي هدف  سازي و كاهش بيان ژن

شود كه قادر به  هاي ويروسي استفاده مي روش از ناقل
انتقال سيستميك در گياه بوده و در عين حال با استفاده از 

دو  RNAتواند  مي RNAپلي مراز وابسته به  RNAآنزيم 
پس از توليد  dsRNAاين . توليد كند dsRNAاي يا  رشته

و  در سلول باعث راه اندازي مكانيسم دفاعي گياه شده
هاي  RNAتمام   باعث قطعه قطعه شدن بدين ترتيب
در كاربردهاي بيوتكنولوژي . شود مي dsRNAهمولوگ با 

جفت بازي از  500- 300و ژنوميكس عملكردي قطعات 
ويروسي هاي  توالي كد كننده ژن هدف را در ناقل

ويروس ( pTRV2مانند  VIGS اختصاصي تكنيك

همسانه سازي كرده و همراه با ناقل ) اي توتون جغجغه
واسطه آگروباكتريوم به گياه وارد به  pTRV1كمكي 

ها  پس از تكثير قطعات ويروسي موجود در ناقل. كنند مي
از ژن هدف، ساز و كار دفاعي  dsRNAدر گياه و توليد 

فعال شده و  )ترجمهيا فرآيند خاموشي ژن پس از (گياه 
ژن هدف، باعث  dsRNAاز  siRNAپس از توليد قطعات 
ژن هاي مربوط به آن  اي از رونوشت خاموشي بخش عمده

    .)16و13( شود مي

مبتني بر  VIGSتكنيك  2005گروهي از محققين در سال 
فايتوئن دساچوراز ژن را براي خاموشي  TRVهاي  ناقل

)PDS ( در دو گياه شقايق و شقايق كاليفرنيايي بهينه سازي
هاي  مبتني بر ناقل VIGSنتايج نشان داد كه تكنيك . كردند
TRV  هيچ اثر مضري بر ساختار گياه نداشته و از طرفي

اي در تعداد  باعث خاموشي و كاهش قابل ملاحظه
  . )10( شود هاي ژن هدف مي رونوشت

ايزوكوئينوليني با تركيب دو  بنزيلآلكالوئيدهاي مسير توليد 
تغيير   اسيد آمينه تيروزين شروع شده و طي چند مرحله

كوكلارين  -Sمنجر به توليد آلكالوئيد واسطي مانند آنزيمي 
به كوكلارين با چند تغيير آنزيمي -Sآلكالوئيد . شود مي

ير يو با چند تغ آلكالوئيد دارويي پاپاورين تبديل شده
رتيكولين را -S ،اي ديگر از مسير در شاخهآنزيمي متفاوت 

پيش ساز مهم بسياري رتيكولين - Sآلكالوئيد . كند توليد مي
و با  از آلكالوئيدهاي مهم بنزيل ايزوكوئينوليني است

هاي مختلف مسير اين  تغييرات متفاوت آنزيمي در شاخه
هاي دخيل در متابوليسم  آنزيم. كند آلكالوئيدها را توليد مي

ايزوكوئينوليني متعلق به تعداد نسبتاً  بنزيلآلكالوئيدهاي 
هاي  هاي پروتئيني، از جمله سيتوكروم محدودي از خانواده

P450 ،O  وN  متيل ترانسفرازهاي وابسته بهS - آدنوزيل
، NADPHردوكتازهاي وابسته به - متيونين، دهيدروژناز

-Oاز و تعدادي  FAD هب ستهواباكسيدو ردوكتازهاي 
، دي Aاستيل ترانسفرازهاي وابسته به استيل كوآنزيم 

اكسوگلوتارات و كربوكسيل -آهناكسيژنازهاي وابسته به 
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اكسيدازهاي عضوي از خانواده  BBE1ژن . استرازها هستند
است كه در فرآيندهاي مختلف سلولي  FADوابسته به 

هاي كليدي در بيوسنتز  دخيل بوده و يكي از آنزيم
 گياه شقايق است در ايزوكوئينوليني بنزيل آلكالوئيدهاي

ه گياه شقايق در مؤثربا توجه به نقش مهم مواد  .)17و6(
ژن توالي كد كننده كامل در اين پژوهش صنايع داروسازي، 

BBE1   جداسازي شد و  هاي كليدي ژنبه عنوان يكي از
ايزوكوئينوليني از  بنزيل آن در بيوسنتز آلكالوئيدهاي نقش

مورد بررسي  VIGSي تكنيك  طريق خاموشي به وسيله
  . قرار گرفت

  مواد و روشها
بذور :  cDNA  سنتز و   RNAاستخراج ن،اكشت گياه

ها و مراتع  ژنوتيپ ايراني گياه شقايق از سازمان جنگل
رس و  60:40هايي با تركيب  گلدانبذور در . دريافت شد
كود الك شده اي نازك از  كشت شدند و لايه  كود حيواني

در گلخانه با ها پس از كشت  گلدان. ها قرار گرفت ن روي آ
تناوب نوري و با گراد  سانتيدرجه  26تا  24شرايط دمايي 

و  ساعت تاريكي نگهداري شدند 8ساعت روشنايي و  16
برگي  5- 3گياهان  .كود كامل تغذيه شدنداي يكبار با  هفته

، همسانه سازي ژن و خاموشي موقت RNAبراي استخراج 
ها  كل از بافت RNAاستخراج . مورد استفاده قرار گرفتند

، طبق )Cinna Pure)-RNA با استفاده از كيت سيناكلون
به منظور حذف . روش شركت سازنده انجام شد

. استفاده شد DNase Iآنزيم ژنومي از  DNAهاي  آلودگي
 ژل از استفاده با استخراج شده RNAكميت  و كيفيت
 Thermo Fisher( نانودراپ دستگاه و درصد يك آگاروز

Scientific, USA (سنتز رشته اول. شد تعيينcDNA  با 
طبق پروتكل شركت سازنده  cDNA سنتز كيت از استفاده
    .شد انجام

توالي ژن :   BBE1 همسانه سازي و تعيين توالي ژن
BBE1  گياه شقايق با شماره دسترسيAF025430.1  از

دريافت شده توالي . دريافت شد NCBIبانك ژن پايگاه 

هاي موجود گياه شقايق  ESTتمام بيشتر عليه  تأييدبراي 
حاصل از  ESTهاي  توالي. مورد همرديفي قرار گرفت

بودند درصد  95 بيشتر ازشباهت داراي  همرديفي كه
سر كانتيگ بدست آمده از . سرهم بندي شدندانتخاب و 

به منظور  بود و BBE1كامل ژن  ORFهم بندي، حاوي 
با استفاده از نرم . طراحي پرايمر مورد استفاده قرار گرفت

يك جفت  Allele ID 7.0و  Vector NTI 10.3افزارهاي 
آغازگرهاي  .)1جدول ( آغازگر اختصاصي طراحي شد

طراحي  BBE1كامل ژن  ORFتوالي براي تكثير مورد نظر 
با برنامه  Pfu با استفاده از  آنزيم PCRواكنش . شدند

درجه سانتي گراد،  95ثانيه در دماي  30دمايي، واسرشتگي 
دقيقه  3درجه سانتي گراد و گسترش  50ثانيه در  30اتصال 

همچنين . چرخه انجام شد 35درجه سانتي گراد طي  72در 
درجه سانتي گراد و  95دقيقه در  5واسرشتگي اوليه 

انجام درجه سانتي گراد  72دقيقه در  25گسترش نهايي 
به  Taqآنزيم با استفاده از پس از انجام واكنش، . گرفت

در . شد اضافه Aانتهاي محصولات واكنش نوكلئوتيد 
پس از . بعنوان الگو استفاده شد cDNAاز  PCRواكنش 

روي ژل آگاروز يك درصد و  PCRبررسي نتايج واكنش 
استخراج از  اندازه، قطعات تكثيري با استفاده از كيت تأييد
جداسازي و  سازنده شركت دستورالعمل طبق شركت ژل

پس از خالص سازي قطعات، واكنش  .خالص سازي شدند
آنزيم  توسط pTZ57R/T پلاسميد و اين قطعاتبين اتصال 
DNA  ليگازT4  پلاسميدهاي نوتركيب  سپسانجام شد

پوريشن و همچنين كيت حاصل با استفاده از روش الكترو
 DH5αسويه   E. coliتعد به باكتري مس همسانه سازي
 محيط هاي سفيد روي پس  از انتخاب كلني. منتقل شدند

LB 100 غلظت با سيلين آمپي بيوتيك آنتي حاوي جامد 
گرم  ميلي 20با غلظت  X-Galو  IPTG و ليتر در گرم ميلي

 PCR كلني مايع، واكنش LB و كشت آنها در محيط در ليتر
اوليه با استفاده از تركيب آغازگرها انجام  تأييدبه منظور 

هاي حاوي پلاسميد  از كلني پلاسميد استخراج. شد
 Thermo Fisher نوتركيب با استفاده از كيت شركت
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Scientific صورت گرفت  سازنده شركت دستورالعمل طبق
. انجام شد EcoRIو  BamHIو هضم آنزيمي با دو آنزيم 

 نوتركيب پلاسميدهاي آنزيمي،توسط هضم  تأييد از پس
pTZ57R/T  حاوي قطعاتORF  كامل ژنBBE1 براي 

   .ارسال شدندكره جنوبي  Bioneerبه شركت  توالي تعيين

پس از :  BBE1طراحي و ساخت سازه خاموشي ژن 
كامل ژن  ORFتوالي  ،تجزيه و تحليل نتايج توالي يابي

BBE1  براي طراحي سازه خاموشي مورد استفاده قرار
براي انتخاب قطعه مناسب براي خاموشي در ژن . گرفت
BBE1 توالي نوكلئوتيدي ،ORF  300اين ژن به قطعات 

 siRNA Scanنوكلئوتيدي تقسيم بندي و با استفاده از ابزار 
جستجوي .  )19( مورد بررسي قرار گرفت RNAi Scanيا 

siRNA احتمالي در اين سايت با پارامترهاي توليدي هاي 
 وجود درصد، 60-30بين  GCنوكلئوتيدي، ميزان  21 طول

 ( 3'در   GC نوكلئوتيدهاي و 5' در AU نوكلئوتيدهاي
 وجود عدم، )3' انتهاي Tm از 5' انتهاي Tm بودن كمتر

 وجود عدم و GC نوكلئوتيدهاي از بيشتر يا 3 تكرارهاي
. صورت گرفت AT نوكلئوتيدهاي از بيشتر يا 4 تكرارهاي

با ، siRNAي با بيشترين ميزان توليد  پس از انتخاب قطعه
 Allele IDو  Vector NTI 10.3استفاده از نرم افزارهاي 

يك جفت آغازگر اختصاصي براي تكثير اين ناحيه  7.0
 با استفاده از آنزيم PCRواكنش   ).1جدول (طراحي شد 

Pfu  95ثانيه در دماي  30با برنامه دمايي، واسرشتگي 
درجه سانتي گراد  50ثانيه در  30درجه سانتي گراد، اتصال 

چرخه  35درجه سانتي گراد طي  72دقيقه در  1و گسترش 
درجه  95دقيقه در  10همچنين واسرشتگي اوليه . انجام شد

درجه سانتي  72دقيقه در  25سانتي گراد و گسترش نهايي 
پس از انجام واكنش، با استفاده از آنزيم . انجام گرفت گراد
Taq  به انتهاي محصولات واكنش نوكلئوتيدA اضافه شد .

 pTZ57R/T نوتركيب پلاسميدهاياز  PCRدر واكنش 
بعنوان الگو استفاده  BBE1كامل ژن  ORFحاوي قطعات 

روي ژل آگاروز  PCRپس از بررسي نتايج واكنش . شد
اندازه، قطعات تكثيري با استفاده از  تأييديك درصد و 

 سازنده شركت دستورالعمل طبق استخراج از ژل كيت
و در پلاسميد  جداسازي و خالص سازي شدند

pTZ57R/T پس از تعيين توالي و . همسانه سازي شدند
نوتركيب حاوي  pTZ57R/T هايپلاسميد، اوليه آناليزهاي

و پلاسميد اختصاصي  قطعه انتخاب شده براي خاموشي
با دو آنزيم  )pTRV2(ي ويروس  خاموشي القا شده بوسيله

BamHI  وEcoRI قطعات . ندمورد هضم آنزيمي قرار گرفت
 pTZ57R/Tخاموشي حاصل از  هضم پلاسميد نوتركيب 

 نوتركيب وارد شدند و پلاسميدهاي pTRV2به پلاسميد 
 كيت همچنين و الكتروپوريشن روش از استفاده با حاصل
 DH5α  سويه E. coli مستعد باكتري به سازي همسانه
 PCRكلني همسانه سازي توسط  تأييدپس از  .شدند منتقل

 pTRV2-BBE1سازه خاموشي نهايي هضم آنزيمي و 
-pTRV2هاي خاموشي  سازه .)1شكل ( نامگذاري شد

BBE1 و pTRV2-Empty )و همچنين ) به عنوان شاهد
ده از ابا استفبه صورت جداگانه  pTRV1پلاسميد كمكي 

 GV3101روش الكتروپوراسيون به آگروباكتريوم سويه 
و هضم آنزيمي  PCRبا كلني  تأييدمنتقل شدند و پس از 

 ورود .نداموشي مورد استفاده قرار گرفتبراي آزمايش خ
 كلني با pTRV2-BBE1، pTRV2-Empty پلاسميدهاي

PCR ژن اختصاصي پرايمرهاي با BBE1 ژن و CP 
 آنزيمي هضم با نهايي تأييد آن از پس و گرفت صورت
 با PCR كلني با  pTRV1 كمكي پلاسميد ورود. شد انجام

جدول ( گرفت صورت RdRp ژن اختصاصي پرايمرهاي
1( .  

آزمايش : آزمايش خاموشي القا شده توسط ويروس
خاموشي القا شده توسط ويروس با استفاده از روش ارائه 

از كشت  ).10( هيلمن و همكاران انجام شدشده توسط 
 pTRV2-BBE1هاي  شب مانده آگروباكتريوم حاوي سازه

به  pTRV1و همچنين پلاسميد كمكي  pTRV2-Emptyو 
مايع  LBميلي ليتر از محيط  200طور جداگانه براي تلقيح 

گرم در  ميلي 50گرم در ليتر كانامايسين،  ميلي 100حاوي 
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  .استفاده شد MESمولار ميلي  10ميكرومولار استوسيرينگون و  20ليتر ريفامپيسين، 

  
پوشش : CPپروموتر دو برابر ويروس موزايك كلم، : 2X35Sدر اين شكل . pTRV1و  pTRV2-BBE1 ،pTRV2-Emptyهاي مختلف  سازه -1شكل 

پلي مراز  RNAآنزيم : RdRpجايگاه همسانه سازي چندگانه، : MCSخاتمه دهنده ژن نوپالين سنتاز، : NOSTريبوزيم خود برشي، : Rپروتئيني ويروس، 
  .هستند T-DNAمرز چپ : LBو  T-DNAست مرز را: RBكيلودالتوني،  16پروتئين : 16Kپروتئين حركتي ويروس، : RNA ،MPوابسته به 

به نانومتر  600جذب نوري هاي مايع تا رسيدن  كشت
در شيكر با دور  درجه سانتي گراد  28در دماي  5/0ميزان 

دور به مدت  4000ها در  سپس كشت. شدند نگهداري 180
 ،روييمحيط سانتريفيوژ شدند و پس از حذف دقيقه  15

ميلي مولار  10حاوي بافر تلقيح ها در  باكتريرسوب 
ميلي  10ميكرومولار استوسيرينگون و  200كلريد منيزيم، 

 2نانومتر به ميزان  600تا رسيدن جذب نوري  MESمولار 
-pTRV2هاي  هاي حاوي هر كدام از سازه كشت. حل شد

BBE1  وpTRV2-Empty   با كشت حاوي  1:1به نسبت
ساعت در  4و به مدت مخلوط  pTRV1پلاسميد كمكي 

مخلوط هاي  كشتهر كدام از . دماي اتاق نگهداري شد
pTRV2-BBE1 : pTRV1  وpTRV2- Empty  :pTRV1 

به سطح پشتي ليتري  هاي يك ميلي با استفاده از سرنگ
در  .تزريق شدندمستقل برگي  5- 3 گياه  20هاي  برگ

گياهان پس از تزريق در شرايط گلخانه نگهداري نهايت 
بعد از ظهور جوانه گل و قبل از باز شدن و ظهور شدند و 

و  فتصورت گر ييهاي بالا برگها نمونه برداري از  پرچم
   . ها بلافاصله در نيتروژن مايع فريز شدند نمونه

پس از نمونه برداري از گياهان :  Real time PCRآناليز 
 .استخراج شد هاي برگ از بافتكل  RNAتزريق شده، 

توسط كل استخراج شده از گياهان  RNAكيفيت و كميت 

 صورت گرفتو اسپكتروفوتومتر در ژل آگارز الكتروفورز 
 .ساخته شد cDNA از روي آن پس از هم غلظت سازي و

با  PCRساخته شده با استفاده از  cDNAصحت  تأييد
جدول ( صورت گرفت EF1پرايمرهاي ژن كنترل داخلي 

در  تراريختي و وجود قطعات ويروسي تأييدبه منظور  .)1
پرايمرهاي اختصاصي پوشش همراه با  PCRواكنش گياه از 

از ساخته شده  cDNA بر روي) CP( پروتئيني ويروس
  PCRنتيجه  باگياهان . )1جدول ( استفاده شد گياهان

براي مراحل بعدي  ،مثبت كه داراي قطعات ويروسي بودند
ن نسبي ابه منظور تعيين ميزان بي. آناليز انتخاب شدند

كمي استفاده  PCRمثبت از  CPدر گياهان   هاي هدف ژن
 PCRمثبت براي واكنش  CPپنج گياه از بين گياهان . شد

كمي روي هر گياه نيز دو بار  PCRكمي انتخاب شد و 
ميكروليتر  20حجم كمي در  PCRهر واكنش . تكرار شد

بعنوان  cDNAمخلوط سايبرگرين،  انجام شد كه شامل
كنترل  يا ژنو  BBE1  پرايمرهاي اختصاصي ژنالگو، 
دقيقه  2واكنش با  BBE1براي ژن . و آب بود EF1 داخلي

 40آغاز و سپس در  درجه 95در دماي  اوليه واسرشتگي
 15درجه سانتي گراد،  95ثانيه در دماي  10چرخه متوالي 

درجه  72در  ثانيه 20درجه سانتي گراد و  4/52ثانيه در 
 نيز EF1براي ژن كنترل داخلي  .اعمال شدسانتي گراد 

درجه  1/53به  با تغيير دماي اتصالتنها همين برنامه دمايي 
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همزمان با هر واكنش، . بكار برده شدسانتي گراد 
ين محدوده ديناميكي واكنش و استانداردهايي براي تعي

هاي  در نهايت داده. تعيين بازده واكنش بكار برده شدند
tبا استفاده از روش حاصل 

C∆∆-2  21( كمي سازي شدند(.   
  .پرايمرهاي مورد استفاده در تحقيق -1جدول 

  كاربرد توالي پرايمر نام پرايمر
اندازه قطعه 

 bpتكثيري 
  دماي اتصال

°C 

BBE1-F 5ꞌ-CAATGATGTGCAGAAGCTTAACA-3ꞌ 50 1618 جداسازي ژن 

BBE1-R 5ꞌ-ACCTAGTACTACAATTCCTTCAACATG-3ꞌ   50 

BBE1-Si-F 5ꞌ-CCATCTCTGAACTAAACAACAGG-3ꞌ 50 392 تكثير سازه خاموشي 

BBE1-Si-R 5ꞌ-TCTCCAATCTATCCCTCCAATA-3ꞌ   50 

CP-F 5ꞌ-CGGGCTAACAGTGCTCTTG-3ꞌ  تأييد وجودCP 55 134  درگياه 

CP-R 5ꞌ-CTCCCTTGGTTCGTCGTAAC-3ꞌ    55 

RdRp-F 5ꞌ-CTTGAAGAAGAAGACTTTCGAAGTCTC-3ꞌ 55 936 تأييد همسانه سازي 
RdRp-R 5ꞌ-GTAAAATCATTGATAACAACACA-3ꞌ   55 
EF1-F 5ꞌ-CGATAGGCGATCTGGAAAGG-3ꞌ 1/53 124  كنترل داخلي 

EF1-R 5ꞌ-AGGTGGATACTGAGCGAAGG-3ꞌ    1/53 

BBE1-RT-F 5ꞌ-CGCTTCATCTTTACTTCACAAATG-3ꞌ بررسي بيان 129  4/52 

BBE1-RT-R 5ꞌ-CGTCCCAAGTGTAAGCCTAAG-3ꞌ   4/52 

F: Forward, R: Reverse  
  

    نتايج و بحث
تكثير  BBE1توالي كامل ژن براي تكثير  PCRواكنش 

نتايج كلني . را نشان دادجفت باز  1600اي در حدود  قطعه
PCR  اي به همين طول را قطعهوجود هضم آنزيمي نيز و 

براي اطمينان بيشتر دو كلوني براي  ).2شكل (اثبات كرد 
كانتيگ حاصل از سر هم بندي و لي فرستاده شد تعيين توا

موجود در  BLASTnابزار نتايج توالي يابي با استفاده از 
. مورد همرديفي قرار گرفتعليه بانك ژن  NCBIپايگاه 

 BBE1درصد همساني به ژن  100توالي جداسازي شده با 
درصد همساني  Papaver somniferum( ،80( شقايق گياه
 Argemone( شقايق مكزيكي گياه BBE1ژن  به

mexicana(،  شقايق ايراني درصد همساني به گياه 93با 
)Papaver bracteatum( ، درصد همساني به گياه 76با 

 68، با )Eschscholzia californica( شقايق كاليفرنيايي
) Berberis stolonifera( زرشك اندرصد همساني به گياه

درصد  67و با  )Thalictrum flavum(زرد  تاليكتروم و

) Coptis japonica( زرين ريسمان ژاپني همساني به گياه
  .شباهت داشت

همچنين نشان داد كه طول  BBE1نتايج تعيين توالي ژن 
ORF  جفت باز بوده كه با كدون  1608كامل اين ژنATG 

 ORFتوالي . كند خاتمه پيدا مي TAGشروع و با كدون 
اسيد آمينه را كد  535يك پروتئين به طول  BBE1كامل ژن 

 FADعملكردي ) دامنه(كند كه داراي سه دمين  مي

binding ،Berberine  وFAD/FMN-containing 

dehydrogenase هاي عملكردي  وجود اين دمين. است
است زيرا اين ژن  BBE1نشان دهنده صحت جداسازي ژن 

 FADعضوي از خانواده اكسيدوردوكتازهاي وابسته به 
هاي عملكردي در اين خانواده  است و وجود اين دمين

يدي با طول اين پروتئين داراي سيگنال پپت. ضروري است
اسيد آمينه بوده و در كلروپلاست و شبكه آندوپلاسمي  23

  ).3شكل (كند  تجمع پيدا مي
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كنترل : -1Kb ،C نشانگر اندازه:  BBE1،Mتكثير توالي كامل ژن  -الف. و ساخت سازه خاموشي BBE1مراحل مختلف جداسازي ژن  -2شكل 
توالي : 1كنترل منفي، : -100bp ،Cنشانگر اندازه : BBE1،Mتكثير قطعه خاموشي ژن  -ب ؛جفت باز 1618با طول  BBE1توالي كامل ژن : 1منفي، 

، pTZ57R/T ،1 ،2 ،3 ،5 ،6 ،7 ،8 ،9 ،10 ،11 ،12 ،14 ،16قطعه خاموشي در پلاسميد  PCRكلني  - پ ؛جفت باز 392با طول  BBE1قطعه ژن 
هضم آنزيمي  -ت ؛100bpنشانگر اندازه : Mكنترل منفي، : -Cهاي منفي،  كلني: 17و  15، 13، 4جفت باز،  392هاي مثبت با طول  كلني: 19و  18

برش  pTZ57R/Tپلاسميد : 1نخورده، برش  pTZ57R/Tپلاسميد : 1Kb ،UCنشانگر اندازه : Mحاوي قطعه خاموشي،  pTZ57R/Tپلاسميد 
: -1Kb ،C نشانگر اندازه: pTRV2 ،Mقطعه خاموشي در پلاسميد  PCRكلني  -ث ؛جفت باز 392خورده با قطعه خاموشي خارج شده با طول 

حاوي قطعه  pTRV2سميد هضم آنزيمي پلا - ج ؛هاي منفي كلني: 8و  4، 3جفت باز،  392هاي مثبت با طول  كلني: 9و  7، 6، 5، 2، 1كنترل منفي، 
برش خورده با قطعات خاموشي خارج شده  pTRV2پلاسميدهاي : 2و 1برش نخورده،  pTRV2پلاسميد : 1Kb ،UCنشانگر اندازه : Mخاموشي، 

  .جفت باز 392با طول 
 ،BBE1با توجه به صحت توالي جداسازي شده كامل ژن 
نتايج . از اين توالي براي ساخت سازه خاموشي استفاده شد

 siRNAبا استفاده از ابزار  BBE1آناليز توالي كامل ژن 

Scan  جفت باز از  1400تا  1100نشان داد كه ناحيهORF 
بهترين  siRNAمورد  40با توليد بيش از  BBE1كامل ژن 

نتايج تكثير، . ناحيه براي طراحي سازه خاموشي است
انه سازي، تعيين توالي و آناليز اين قطعه انتخاب شده همس

دچار  Pfuنشان داد كه اين توالي به علت استفاده از آنزيم 
 BBE1هيچ تغييري نشده و كاملاً مشابه با توالي كامل ژن 

يا ( dsRNAدر سلول بايد  siRNAبراي توليد قطعات . بود

RNA موجود باشد كه توليد مصنوعي ) اي دو رشته
dsRNA گيرد كه يكي از  هاي مختلفي صورت مي با روش

هاي  ها استفاده از سيستم مبتني بر پلاسميد اين روش
در اين سيستم از . است TRVاي توتون يا  ويروس جغجغه

به طور همزمان استفاده  pTRV2و  pTRV1 دو پلاسميد 
داراي  T-DNAدر ناحيه  pTRV2 پلاسميد . شود مي

دو برابر ويروس موزاييك كلم، ژن پوشش  35Sپروموتر 
پروتئيني ويروس، ريبوزيم خود برشي و خاتمه دهنده ژن 

در ناحيه  pTRV1همچنين پلاسميد . نوپالين سنتاز است
T-DNA  35داراي پروموترS  دو برابر ويروس موزاييك
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، پروتئين حركتي RNAپلي مراز وابسته به  RNAكلم، 
و  ريبوزيم خود برشيوني، كيلودالت 16ويروس، پروتئين 

  ).1شكل (خاتمه دهنده ژن نوپالين سنتاز است 

 

  
كه در آن ناحيه انتخاب شده براي خاموشي  BBE1كامل ژن  ORFتوالي  -الف. BBE1هاي عملكردي ژن  دمينتوالي ژني، توالي پروتئيني و  -3شكل 

عملكردي  هاي دمين -پ. كه در آن سيگنال پپتيد با رنگ قرمز مشخص شده است BBE1توالي پروتئيني ژن  - ب. با رنگ زرد مشخص شده است
  .BBE1موجود در ژن 
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دو آنزيم با استفاده از  ناحيه انتخاب شده براي خاموشي،
BamHI  وEcoRI  از پلاسميدpTZ57R/T  خورده و برش

كلوني نتايج . همسانه سازي شد pTRV2 پلاسميد در 
PCR، و تعيين توالي صحت همسانه سازي  هضم آنزيمي

-pTRV1 ، pTRV2 هاي سازه  .)2 شكل( را نشان داد

BBE1  وpTRV2-Empty پس از انتقال به آگروباكتريوم 
در مدت  شدهتزريق تزريق شدند و گياهان به گياهان 

عادي نسبت به گياهان نگهداري هيچ تغيير مورفولوژيكي 
پس از گذشت مدت زمان معين . پيدا نكردند بدون تزريق

 RNAاز تمام گياهان تزريق شده استخراج ) سه ماه(
نتايج . ساخته شد cDNAصورت گرفت و رشته اول 

در گياهان تزريق شده نشان داد  CPگري براي وجود  غربال
تعداد  pTRV2-BBE1  سازه اگياه تزريق شده ب 20كه از 

 pTRV2-Emptyگياه تزريق شده با سازه  20و از گياه  15
را  CPهاي ژن  رونوشتتراريخت بود و گياه  13تعداد 

 در گياهان تزريق شده باميزان تراريختي . نشان دادند
 75به ترتيب  pTRV2-Emptyو  pTRV2-BBE1  هاي سازه

هيچ اثري از عادي بدون تزريق گياهان  .درصد بود 65و 
 گياه 11تنها  4 در شكل. نشان ندادند CPهاي ژن  رونوشت

عادي بدون تزريق تزريق شده مثبت و يك گياه تراريخت 

گياه  5 ،مثبت CPبا نتيجه از گياهان  .اند نشان داده شده
   .)4شكل ( انتخاب شدند كمي PCRبراي 

  
همراه با  CPهاي ژن  براي تأييد وجود رونوشت PCRنتايج  -4شكل 

در گياهان  cDNAبراي تأييد ساخت  EF1ژن كنترل داخلي 
-pTRV2نتايج تكثير براي سازه  -الف. تراريخت بدست آمده

Empty ،1 : ،گياهان تراريخت؛ ب: 12تا  2گياه عادي بدون تزريق-
 2گياه عادي بدون تزريق، : pTRV2-BBE ،1نتايج تكثير براي سازه 

  ).ريق شدهتز(گياهان تراريخت : 12تا 
در زمان واقعي براي گياهان تراريخت  PCRتايج واكنش ن

-pTRV2و   pTRV2-Emptyهاي  بدست آمده براي سازه

BBE  ميزان نتايج نشان داد كه اين . آمده است 5در شكل
نسبت به شاهد  BBE1هاي ژن  كاهش رونوشتخاموشي و 

اين ميزان رود  انتظار مي ).5 شكل( استدرصد  73حدود 
شده و  BBE1آنزيم توليد باعث كاهش  ژن بيان كاهش

  . دهرا در گياه كاهش دتوليدي اين آنزيم محصول 

  
). pTRV2-Emptyتزريق شده با سازه (و گياهان شاهد  pTRV2-BBEدر گياهان تزريق شده با سازه خاموشي  BBE1مقايسه بيان نسبي ژن  -5شكل 

  .ها نشان دهنده خطاي معيار ميانگين است ستون هيستوگرامخطوط روي 
خانواده  ازيك فلاووپروتئين  BBE1 آنزيم

 آنزيم ازاين . است FADاكسيدوردوكتازهاي وابسته به 
FAD اين  .كند استفاده مي به عنوان كوفاكتور براي كاتاليز

آنزيم مانند تمام اعضاء خانواده اكسيدوردوكتازهاي وابسته 
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هاي  در واكنشاي حيات بوده كه  هاي پايه از ژن FADبه 
اين آنزيم . دخيل است انرژي توليد و احياء- اكسيداسيون

در  Berberine Bridgeعملكردي   دمينبه علت داشتن 
. نقش دارد توليد آلكالوئيدهاي بنزيل ايزوكوئينولينيخه رچ

- Sرتيكولين به -Sاين آنزيم با تبديل در گياه شقايق 
سانگوينارين  اسكولرين نقش مهمي در توليد آلكالوئيدهاي

به علت نقشي كه اين  . )9و 7و6( كند و نوسكاپين بازي مي
، كنند اي موجودات بازي مي ها در حيات پايه نوع آنزيم

 BBE1آنزيم . هايي با ميزان محافظت شدگي بالا هستند ژن
اوت را انجام در دو مكان متفاوت دو نقش متف تجمع با

هاي  با تجمع در كلروپلاست در واكنش. دهد مي
اكسيداسيون و احيا شركت كرده و پس از تجمع در شبكه 

و 4( كند در بيوسنتز آلكالوئيدها ايفاي نقش ميآندوپلاسمي 
آلكالوئيدهاي  رتيكولين پيش ساز اصلي- Sآلكالوئيد  . )6

آنزيم  مورفينان مهمي مانند تبائين، كدئين و مورفين است و
BBE1  آلكالوئيد با تبديل آن بهS- اسكولرين، كانال

متابوليكي را به سمت آلكالوئيدهاي مهم ديگري مانند 
با خاموشي ژن اين . دهد سانگوينارين و نوسكاپين تغيير مي

توان كانال متابوليكي را به سمت آلكالوئيدهاي  آنزيم مي
  . مورفينان تغيير داد و تقويت كرد

  از جمله روشمبتني بر همولوژي هاي خاموشي ژن  تكنيك
VIGS ، ابزار كارآمد براي مطالعات عملكرد ژني مطرح
ويروس  ي بوسيله شده القا ژن خاموشيدر اين بين . هستند
VIGS  در هر بعلت سهولت، سرعت و ميزان خاموشي بالا

دوي مطالعات ژنتيك معكوس و ژنتيك رو به جلو براي 
هاي گياهي دخيل در فرآيندهاي گياهي  شناسايي ژن

با استفاده از اين تكنيك . )16( شود مختلف، استفاده مي
مسير هاي احتمالي يك ژن خاص را در  توان نقش مي

صورت به  خاص در گياه بوليتييا در توليد متا متابوليكي
اين تكنيك  .موقت بررسي و در مورد آن تصميم گيري كرد
هاي يك ژن  باعث خاموشي و كاهش تمام رونوشت

هاي آن ژن فعال  شود و همواره مقاديري از رونوشت نمي
ژن هدف،  همچنين اين تكنيك بسته به. باقي خواهند ماند

 ،ساختار خاموشي انتخاب شده و عمل ساختار خاموشي
ميزان متفاوتي از خاموشي را در گياهان مختلف ايجاد 

اين تكنيك نياز به توليد با اين وجود، . )2و  1( خواهد كرد
گياهان تراريخت براي مطالعات ژني را كه كاري زمان بر و 

كمي نتايج مان بسيار زو در مدت پرهزينه بوده كاهش داده 
 از بسياري. كند قابل توجهي را براي محققين ايجاد مي

 دارويي نظر از مهم ايزوكوئينوليني بنزيل آلكالوئيدهاي
 سنتز مانع كه هستند كايرال مركز بيشتر يا يك داراي

ها هنوز هم  شوند و توليد آن مي تجاري توليد براي شيميايي
طيف گياهان خانواده شقايق . )4(وابسته به گياه است 

آلكالوئيدهاي بنزيل ايزوكوئينوليني را توليد اين وسيعي از 
هاي مهندسي ژنتيك  كه با بهره گيري از تكنيك كنند مي

توان ميزان  مي مانند خاموشي ژن و افزايش بيان ژن
را دستورزي كرده و افزايش يا  مورد نظرآلكالوئيدهاي 

مواد براي  داروسازي صنعت امروزه درخواست. داد كاهش
هاي  و روش به شدت رو به افزايش است ه گياهيمؤثر

. سنتي توليد اين مواد جوابگوي حجم بالاي تقاضا نيست
هاي  استفاده از تكنيك تنها راه پاسخ به حجم گسترده تقاضا

با استفاده از . نوين بيوتكنولوژي و مهندسي ژنتيك است
ه را مؤثرهاي كليدي در توليد مواد  ژنتوان  اين روشها مي

    .شناسايي و با توجه به هدف مورد نظر دستورزي كرد

هاي مهم در مسير بيوسنتز  يكي از ژن BBE1ژن 
با . آلكالوئيدهاي بنزيل ايزوكوئينوليني در گياه شقايق است

رتيكولين را كه پيش ساز -Sاين ژن  توجه به اينكه
 ،كند اسكولرين تبديل مي- Sآلكالوئيدهاي مورفينان است به 

رتيكولين - Sتوان از مصرف  مي BBE1با خاموشي ژن لذا 
-Sو مقدار اضافي توسط اين آنزيم جلوگيري كرد 

 و تبائينمثل ي يتوليد آلكالوئيدهارتيكولين را به سمت 
قيق نشان اين تح نتايج كليدر مجموع . كدئين هدايت كرد

ژني با محافظت شدگي بسيار بالاست و  BBE1داد كه ژن 
از لحاظ توالي اين ژن هاي مختلف  بين ارقام و ژنوتيپ
همچنين ناحيه انتخاب شده در . شود تفاوتي مشاهده نمي

و ي بسيار مناسبي براي خاموشي بوده  اين ژن ناحيه
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ي گياهان تراريخت دائم براي خاموش براي توليدتوان  مي
با خاموشي اين ژن . اين ژن از اين ناحيه استفاده كرد

در گياهان ي مؤثرهاي آن را به طور  توان رونوشت مي

آلكالوئيدهاي مرتبط با آن را  كاهش داد وتراريخت 
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Isolation, cloning and transient silencing of BBE1 gene using virus 
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Abstract 

The poppy (Papaver somniferum L.) is one of the oldest medicinal plant in the world. It 
remains the only commercial source for the important narcotic analgesics and semi-
synthetic derivatives such as oxycodone and naltrexone. Several other 
benzylisoquinoline alkaloids with potent pharmacological properties including 
papaverine, noscapine and sanguinarine also produce with this plant. BBE1 is one of 
key genes in biosynthesis of benzylisoquinoline alkaloids and catalyzes first step in 
production of noscapine and sanguinarine alkaloids. In the present study, the full length 
CDS of BBE1 gene was isolated from poppy plant using specific primers. Then, a 
specific fragment, corresponding to the BBE1 CDS was selected as silencing fragment 
and cloned into pTZ57R/T plasmid. In the next step, silencing fragment was cloned into 
pTRV plasmid and resulting constructs (pTRV2-BBE1 and pTRV2-Empty) along with 
helper plasmid (pTRV1) were transferred to Agrobacterium and infiltrated into young 
leaves. Result showed a 1608 bp DNA fragment for BBE1 gene. PCR analysis using CP 
specific primers showed presence of CP transcripts in the infiltrated plants. Real-time 
PCR analysis showed transcript reduction (about 73%) in the transgenic plant 
(infiltrated with pTRV2-BBE1) compared with control plants (infiltrated with pTRV2-
Empty and non-infiltrated).  

Key words: poppy, gene silencing, pTRV plasmid, real-time PCR   


