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تحت پيش  (.Cucurbita pepo L)در كدو  EF1αو  GAPDHمقايسه بيان دو ژن مرجع 
  تيمار اسپرمين و تنش شوري

  1فرخنده رضانژاد و 3، مسعود تركزاده ماهاني1، فاطمه نصيبي1، خسرو منوچهري كلانتري*2و1فاطمه نژادعليمرادي

  كرمان، دانشگاه شهيدباهنر، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي 1
  تهران، دانشگاه پيام نور، گروه زيست شناسي 2

  كرمان، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته، گروه بيوتكنولوژي 3

  16/3/96 :تاريخ پذيرش  3/11/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
براي بررسي اثر تنش داراي  بنابراين مطالعه بيان ژن. باشد ي مربوط ميژنها ي مختلف، تغيير در بيانتنشهايكي از اولين اثرات 

. كمي دارد به صورت كمي يا نيمه mRNAگيري دقيق و تجديد پذير ميزان  بررسي بيان يك ژن نياز به اندازه. اهميت ويژه است
سان ها در طول تيمار نو مناسب، كه بيان آن) دار مرجع يا خانه(ي كنترل دروني ژنها ها، انتخاب داده) نرمال كردن(سازي  براي بهينه

در اين . شوند ي مرجع استفاده ميبه عنوان ژنهادر بسياري مطالعات  EF1αو  GAPDHي ژنها .نداشته باشند، اهميت دارد
و  )سديم كلريد ميلي مولار 80صفر و (و شوري ) ميلي مولار 1/0صفر و ( تيمار اسپرمين  پژوهش بيان اين دو ژن تحت پيش

ي مرجع نشان داد كه بيان ژن ژنها بررسي بيان. قرار گرفت گياه كدو مورد بررسي پايداري بيان آنها در بافت برگ و ريشه
GAPDH نمايد اما بيان  در دو اندام متفاوت است و تحت تنش شوري و كاربرد اسپرمين نيز تغيير مي EF1α نسبت به
GAPDH ژننند كه ك بنابراين، نتايج پيشنهاد مي. در برگ و ريشه از پايداري بيشتري برخوردار است GAPDH  نقش مهمي در

سازي بيان ژن را در كدو تحت تنش  در بهينه EF1αهمچنين استفاده از ژن مرجع . كند مي ءمقاومت به تنش شوري در كدو ايفا
  .كند شوري پيشنهاد مي

  سازي شوري، فاكتور نرمالكمي،  بيان نيمه :هاي كليدي واژه

  alimoradih60@sci.uk.ac.ir: لكترونيكي، پست ا09132498890: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
تنش شوري، بسته به شدت و مدت تنش، تغييراتي در 

هاي فيزيولوژيكي و متابوليكي مختلف ايجاد و در فرآيند
 آمينها پلي. )26(شود  نهايت منجر به مهار توليد محصول مي

از جمله اسپرمين، تركيبات نيتروژني آليفاتيك با وزن 
فيزيولوژيكي هستند كه  pHين و بار مثبت در مولكولي پاي

تا گياهان و  باكتريهاطيف وسيعي از موجودات از  در
شوند و به عنوان يكي از مؤثرترين املاح  جانوران يافت مي

 شوند سازگار در برابر تنش زيست محيطي محسوب مي
هاي تنظيمي و سلولي فرآينددر انواع  آمينها پلينقش . )14(

، همانندسازي، رونويسي، رشد طولي سلول انند تقسيم وم
تين، دهي كروما و ديواره سلولي، سازمان ءثبات غشاترجمه، 

ريزي شده سلولي مورد  تشكيل ريبوزوم و مرگ برنامه
اري از مطالعات بسي .)19و  14( بررسي قرار گرفته است

ي دفاعي و تنش درگياهان بر بيان ژن مكانيسمهامربوط به 
به  )ترانسكريپتوم(مطالعات رونوشت  .استوار بوده است

 ي تنش گياه كمك كرده اندپاسخهاارائه درك بهتري از 
 مرجع يژنها ايبه سنجش همزمان ژن  ازيژن ن انيب. )27(
حاصل شود كه  نانياطم تا دارد )دار كنترل دروني يا خانه(
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 زانيدر م رييتغ ليهدف به دل گناليدر س رييهر نوع تغ
در حالت . ستين PCR ميجهت تنظاستفاده شده  يالگو

مطلوب، شرايط آزمايش نبايد بيان ژن كنترل داخلي را 
با اين حال، برخي مطالعات هم . )27( قرار دهد تأثيرتحت 

دار مورد استفاده براي كمي  نشان داده است كه ژن خانه
تواند تحت شرايط تجربي تغيير  ، ميmRNAسازي بيان 

به اين دليل، پيشنهاد شده  ).41و  39، 30، 27، 6( پيدا كند
است كه حداقل دو يا سه ژن مرجع بايد به عنوان كنترل 
داخلي استفاده شود تا مانع خطاهاي احتمالي حاصل از 

، غالب به هرحال .) 36 و 34( شود ژنها تغييرات بيان اين
از يك ژن كنترل داخلي محققين در مطالعات مولكولي 

ارد، ژن اكتين جهت كنند و در بيشتر مو استفاده مي
شود در حالي كه گزارشاتي هم  سازي بيان استفاده مي نرمال

وجود دارد كه ژن اكتين بهترين كنترل داخلي مورد استفاده 
نيست زيرا در طول تيمارهاي مختلف تغييرات بيان را 

همچنين به دليل اينكه رونويسي . )27( دهد نشان مي
وامل بيولوژيكي زيرواحدهاي ريبوزومي توسط داروها و ع

ي متعددي در خصوص بحثهاگيرد  قرار مي تأثيرتحت 
به عنوان كنترل دروني وجود ) 28Sو rRNA ) 18Sاستفاده 

 درمرجع  يژنها بيان يداريپا ي اخير،سالهادر ). 36(دارد 
شرايط مختلف بررسي و نشان داده  و بافتها ها، برخي گونه

يك ژنوتيپ  ي مختلف دربافتهاشده است كه ژن مرجع در 
ي مختلف، متفاوت ژنوتيپهاو همچنين بافت يكسان در 

اين تغيير بيان ژن مرجع، ضرورت بررسي پايداري . است
كند  ژن مرجع در همه نمونه هاي مورد آزمايش را تأييد مي

  ). 37و  24، 17، 12، 9(

ي بافتهامرجع بيشتر روي  يژنها مطالعات روي بيان
مطالعات . )30( انجام شده اند ويروسهاو  باكتريها، انساني

محدودي در اين زمينه روي برخي گياهان انجام شده است 
، )40(، سپيدار )21( ، برنج)11(توان به جو  كه از جمله مي

,  9(، قهوه و گل اطلسي )38 و 28( آرابيدوپسيس و توتون
ي و شور سرما ،يخشك يمارهايتحت ت ينيزم بيس، )24

، )23( سرما و نور تروژن،ين رمايتحت ت يگوجه فرنگ، )27(

. اشاره كرد )15( برگ نمواوت فمرحله مت 6 يآفتابگردان ط
ي ريبوزومي، ژنها ،GAPDHي ژنها به طور معمول،

به عنوان مرجع در گياهان  EF1αسيكلوفيلين، اكتين و 
و ) Aprt(فسفوريبوزيل ترانسفراز  اند اما آدنين گزارش شده

 و 27( اند قرار گرفتهتفاده توبولين نيز در برخي موارد اس
ي ژنها تا حد كمتري نسبت به ساير ژنها بيان اين )30

ي گزارشهابه هر حال، . ي هدف نوسان داردژنها مرجع يا
 ترين اين شده اند كه حتي برخي از شناخته اخير نشان داده

شوند به دليل بيان  كه به ميزان زياد نيز استفاده مي ژنها
 باشند بررسي بيان، مناسب نمي سازي متغير، جهت نرمال

 يمحصول زراع يك) C. pepo(كدو  ).41و  39، 6(
به خصوص در مرحله  ي،مهم و حساس به شور ياقتصاد

مطالعات مروري انجام شده نشان داد . )43( است ياهچهگ
اي در مورد بهترين و پايدارترين  كه هيچ مطالعه منتشر شده

حت تنش شوري ژن مرجع در كدو و حتي خانواده آن، ت
ي شور در خاكهابنابراين، با توجه به گسترش . وجود ندارد

پذير اوليه  تأثيركشور و مطالعات بيان ژن به عنوان عوامل 
ي مكانيزمهاي مختلف، مطالعات بيان ژن و تنشهاتحت 

در اين راستا، اولين قدم . باشد درگير در شوري مهم مي
خلي براي انتخاب ژن مرجع مناسب به عنوان كنترل دا

 در. باشد ي هدف، ميژنها هاي مربوط به سازي داده نرمال
در  EF1αو  GAPDHدو ژن مرجع  يداريپا قيتحق نيا
به  ،يو تنش شور نيقرار گرفته در معرض اسپرم اهانيگ

 در يداخل كنترل عنوان به آنها زانيم يابيارز منظور
   .گرفت قرار يبررس مورد انيب مطالعات

  روشهامواد و 
هاي كدو سبز يا كدو تخم  دانه: گياه و تيماردهي كشت

ي ديشها  در پتري) Cucurbita pepo(پوست كاغذي 
حاوي دو لايه كاغذ صافي كه با آب مقطر استريل مرطوب 

به درجه سانتي گراد  25شده بودند، در تاريكي و دماي 
ها، دسته  گياهچهبعد از ظهور . ساعت جوانه زدند48مدت 
اهچه ها به ظروف پلاستيكي كه هر كدام تايي از گي5هاي 
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 =pH(  2/1ليتر محلول غذايي هوگلند با رقت  6حاوي 

. بودند تحت كشت هيدروپونيك منتقل شدند  )6.2±0.1
 روزه با اندازه يكنواخت جهت تيمار دهي10هاي  گياهچه

: كنترل )1: (شدندتيمار  ي غذايي مختلف پيشمحلولهابا 
 1/0صفر و ( )سيگما( اسپرمين )2(محلول غذايي هوگلند، 

روز  5پس از . كه به محلول غذايي اضافه شد) ميلي مولار
 80صفر و  (اسپرمين، هر دو گروه با كلريد سديم تيمار پيش

در اين تيمارها نيز . روز تيمار شدند 7به مدت ) ميلي مولار
محلول . تازه اضافه شد محلول غذاييبه  نمك كلريد سديم

كبار عوض و با پمپ هوا هوادهي روز ي 2غذايي هر 
تكرار  3تصادفي و با  آزمايش در قالب طرح كاملاً. شد مي

. گياه بود5هر تكرار حاوي ظرف پلاستيكي با . انجام شد
ي شاخصهابرداري برگ و ريشه براي بررسي  نمونه

  . شد انجامروز پس از تيماردهي  7 مولكولي

 100(اه از برگ و ريشه تازه گي كلRNA :RNAاستخراج 
 ,Qiagene( RNA با استفاده از كيت استخراج) گرم ميلي

RNeasy Plant Mini Kit, Germany ( به روش ذكر شده
براي بررسي حضور و ارزيابي . در كيت استخراج شد

ي اسپكتوفتومتري روشهااز  RNAخلوص و تعيين غلظت 
 NanoDrop 2000C(با دستگاه نانودراپ 

Spectrophometer, Thermo Scientific, USA  ( در طول
 ,BioRad(نانومتر و الكتروفورز افقي  280و  260ي موجها

PowerPac Universal, USA ( درصد 1روي ژل آگارز 
پس از الكتروفورز، ژل در دستگاه ژل اسكن . استفاده شد

و از روي  فتگر قرار ) MO25889 )UVitec BTSمدل 
مقدار و توان  ميزان درخشش باندهاي مشاهده شده مي

 DNAو همچنين وجود ناخالصي از نوع  RNAسالم بودن 
 DNAحذف آلودگي احتمالي  به منظور. )32(را تخمين زد 

 .TAKARA Bio Inc(شركت تاكارا  DNaseاز آنزيم 

DNase I, RNase-free ( و به روش ذكر شده در كيت
ابتدا به يك تيوب عاري از  براي اين منظور،. استفاده شد

RNase ميكروگرم  1ار مقد)µl 5  (RNA ،1  ميكروليتر
 1و ) 10X Reaction Buffer with MgCl2(بافر 

اضافه گرديد و سپس حجم آن با  DNaseميكروليتر آنزيم 
دقيقه در  30 به مدتميكروليتر رسيد و  10به  DEPCآب 
مهار عمل آنزيم  به منظور. قرار گرفتند درجه 37 دماي

DNase  ميكروليتر  1مقدارEDTA (50 mM)  به مواد قبل
قرار درجه  65دقيقه در دماي  10 به مدتاضافه شده و 

براي  DNaseتيمار شده با آنزيم  RNAاز اين . گرفت
  .در مراحل بعد استفاده گرديد cDNAساخت 

اولين مرحله در شناسايي ژن، طراحي :  طراحي آغازگر
. تاس PCR هاي مناسب و استفاده از آنها در واكنش آغازگر

ي مورد نظر نامشخص بود، آغازگرها ژنها از آنجاكه توالي
ي ژن موجود از ساير گياهان طراحي تواليهابر اساس 
يا هم خانواده  همجنساگرچه اولويت با گياهان . گرديدند

در هيچ گياه GAPDH است اما از آنجا كه تاكنون ژن 
يا هم خانواده گياه مورد مطالعه شناسايي نشده  همجنس

ها و  در گياهان ساير خانواده GAPDHز توالي ژن بود ا
به اين . از گياه هم خانوده، استفاده شد  EF1αتوالي ژن

 Betula luminiferaدر  GAPDHمنظور توالي ژن 
)Accession no: KM586058.1( ،Medicago truncatula 
)Accession no: XM_003595990.2 (وPrunus 

cerasifera)Accession no: KP765685.1( توالي ،
 Cucumis meloده، در ااز گياه هم خانو  EF1αژن

)Accession no: XM_008459007, XM_008465698 (
) NCBI )http://www.ncbi.nlm.nih.govاز بانك ژن 

افزار  با استفاده از نرم تواليهاهمرديفي . گرفته شد
ClustalW2 براساس نقاط حفاظت شده . صورت گرفت

  Geneiousافزار ي با استفاده از نرمموجود، آغازگرهاي
 به وسيله آنها ديدند و سپس مناسب بودنطراحي گر

سنتز . مورد بررسي قرار گرفت BLASTافزار  نرم
آغازگرهاي طراحي شده توسط شركت پيشگام صورت 

طبق . شد انجام MOPC با روش گرفت و تخليص آنها
ز روش شركت، محلول ذخيره و محلول كاري با استفاده ا

  . آغازگرهاي ليوفيليزه تهيه شدند
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، RT-PCRبراي انجام : RT-PCRو انجام  cDNAساخت 
كل استخراج شده از ريشه و برگ كه با آنزيم  RNAاز 

DNase بدين منظور با . تيمار شده بود استفاده گرديد
شركت فرمنتاز  cDNAاستفاده از كيت ساخت 

)RevertAid First Strand CDNA Synthesis Kit ( و طبق
تيمار شده، رشته اول  RNAروش ذكر شده در آن از روي 

cDNA در نهايت از اين . تهيه گرديدcDNA  درPCR  به
به  cDNAمراحل ساخت  .الگو استفاده شد DNA عنوان

تيمار شده  RNAميكروليتر از  6مقدار : زير است صورت
 5و  oligo(dT)18ميكروليتر آغاز گر  1 به همراه DNaseبا 
ليتري  ميلي 2/0كروليتر آب ديونيزه در يك ميكروتيوب مي

درجه  65دقيقه در دماي  5ريخته شده و سپس به مدت 
اين دما موجب از بين رفتن ساختارهاي ثانويه . قرار گرفت

RNA به مدتبلافاصله ميكروتيوب حاوي مواد  .شود مي 
اين مرحله موجب . وي يخ قرار گرفتر دقيقه بر 3تا  2

آغاز . شود مي RNAبه  Oligo(dT)18هاي  زگراتصال آغا
 3́موجود در سمت  Aبا اتصال به دم پلي Oligo(dT)18گر 

mRNA  هاي يوكاريوتي، موجب ساختcDNA  از روي
ميكروليتر بافر  4در اين مرحله . شود ها ميmRNAاين 

 RiboLockميكروليتر  5X Reaction Buffer( ،1(آنزيم 

RNase Inhibitor (20 u/µl) ،2  ميكروليترdNTP )10 mM 

dNTP Mix ( ميكروليتر  1وRevertAid M-MuLV 

Reverse Transcriptase (200 u/µl)  به ميكروتيوب اضافه
در اين . قرار گرفتدرجه  42ساعت در دماي  1 به مدتو 

به دنبال آغازگر  RT (Reverse transcriptase)دما آنزيم 
oligo(dT)18  و با استفاده ازdNTPاز روي  ها

mRNA ،هاي موجودcDNA واكنش پاياني به . سازد را مي
ي واكنشها. انجام گرفتدرجه  70دقيقه در دماي  5مدت 
 cDNAو ساخت  DNAبراي حذف آلودگي  RNAتيمار 

 PTC 1148  )MJ Miniدر دستگاه ترموسايكلر مدل 

Personal Termal Cycler BioRad, USA (انجام شد.  

 DNA به عنوانساخته شده،  cDNA از: مطالعات بيان ژن
براي بررسي بيان ژن همساخت  PCRالگو در واكنش 

GAPDH  وEF1α  ،در برگ و ريشه گياه مورد مطالعه
به  PCRبررسي بيان ژن با استفاده از واكنش . استفاده شد

شركت تاكارا  PCRصورت نيمه كمي و با استفاده از كيت 
EmeraldAmp® GT PCR Master Mix, TAKARA Bio 

Inc) (و طبق روش ذكر شده در كيت صورت پذيرفت .
ميكروليتر از  cDNA ،1نانوگرم  50براي اين منظور 

آغازگرهاي اختصاصي پيشبرنده و برگرداننده با غلظت 
ميكروليتر مستر ميكس  10، مولار ميكرو 5/0هايي ن
)EmeraldAmp® GT PCR Master Mix, ( درون لوله

و با آب دو بار تقطير استريل به ريخته  PCRليوفيليزه 
طور كامل  ميكروليتر رسانده و با پيپت كردن، به 20حجم 

 PTC 1148توسط ترموسايكلر مدل  PCR. مخلوط شد
)MJ Mini Personal Termal Cycler BioRad, USA ( و

 پس از. انجام شد 1طبق مراحل ذكر شده در جدول
ي مختلف و سيكلهاو استفاده از  PCRسازي واكنش  بهينه

، كيفيت محصول روي ژل آگارز انجام آن در شرايط بهينه
ها و شدت نسبي  سازي داده كمي. بررسي شد درصد 1

  .اندازه گيري شد ImageJباندها با نرم افزار 

بر اساس طرح كاملاً  آزمايشها :آناليز آماري داده ها
آناليز آماري داده ها با . تصادفي با سه تكرار انجام شد

 SASده از آناليز واريانس يك طرفه توسط نرم افزار استفا
انجام شد و براي مقايسه ميانگين تيمارها از آزمون دانكن 

  .استفاده شد 05/0در سطح خطاي 

  نتايج
سازي سنتز پرايمرها، طول قطعه تكثير شده  مطالعات بهينه

براي دو ژن  PCR برنامهسازي  براي بيان ژن و شرايط بهينه
نشان  1در جدول  EF1αو  GAPDHمرجع همساخت 

  . داده شده است
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  )C. pepo(در كدو  GAPDHو  EF1αبراي بيان ژنهاي  PCRتوالي آغازگرهاي طراحي شده، طول قطعه انتخابي و برنامه  -1جدول

شرايط  PCR طول قطعه(جفت باز) توالي آغازگرژن  

EF1αF: 5ʹ-
GAGATGAACAAGAGGTCATTCAA
GTATGC-3ʹ 
R: 5'-
GAAATACCAGCCTCAAAACCACCA
GT -3' 
 

ثانيه  45سيكل 27درجه سانتيگراد،  95دقيقه در  5يك سيكل  242
درجه و يك  72ثانيه در  45درجه، 57ثانيه در 45درجه، 94در 

 درجه72دقيقه در  10سيكل 

GAP
DH 

F: 5ˊ-
ACCTTGGAAATAAATGGGAAG-3ˊ 

R:5ˊ- CTTCTGTGTTGCTGTAGTTGC-
3ˊ 

ثانيه  45سيكل 32درجه سانتيگراد،  95 دقيقه در 5يك سيكل  363
درجه و يك  72ثانيه در  45درجه،  60ثانيه در 45درجه، 94در 

 درجه72دقيقه در  10سيكل 

 درصديك  روي ژل آگارز PCR لكتروفورز محصولا
و  GAPDH نشـان داد كـه قطعه اختصاصي براي ژن

EF1α  جفـت بـاز  242و  363طول تقريبي  هببه ترتيب
  ).1شكل ( بي تكثير شده استخو به

  
ي مرجع ژنها جفت بازي مربوط به242و  363تكثير قطعات  -1شكل 

GAPDH  و EF1αكدو  گياه در)C. pepo( از چپ به  به ترتيب
قطعه  -GAPDH ،2كنترل منفي مربوط به  -1ماركر،  - M: راست

كنترل منفي مربوط به  -GAPDH ،3جفت بازي  363تكثير شده 
EF1α  جفت بازي 242طعه تكثير شده ق -4وEF1α  

ي كنترل داخلي، ميزان بيان ژنها براي ارزيابي ثبات بيان
RNA  برگ و ريشه در شرايط كنترل و (براي همه نمونه ها
تيمار با اسپرمين و تنش شوري  تحت شرايط پيش) تيمار

 و  GAPDHشدت بيان دو ژن مرجع . اندازه گيري شد

EF1α  داده شده  نشان 3و  2 شكلدر برگ و ريشه گياه در
نشان داده شده است  شكلهاگونه كه در اين  همان. است

در دو اندام مورد مطالعه و نيز  GAPDHسطح بيان ژن 
بيان . ي متفاوتي نشان دادواكنشهاتحت تيمارهاي مختلف 

اين ژن در هر دو اندام ريشه و برگ، تحت تنش شوري 
منجر به  ترتيببه تيمار اسپرمين  افزايش يافت اما پيش

برخلاف . افزايش و كاهش سطح بيان در ريشه و برگ شد
در هر دو اندام ريشه و برگ  EF1α اين ژن، ميزان بيان ژن

داري نشان نداد  گياه در شرايط تيماري مختلف، تغيير معني
و تيمارهاي استفاده شده به نسبت يكسان  مها انداو در همه 

  ). 3و  2ي شكلها(بود 

  
تيمار اسپرمين  ، پيش)Con(تحت شرايط شاهد  )C. pepo(كدو  گياه) B( يشهو ر) A( برگ درEF1α و  GAPDH يژنها يانب يگوال -2شكل

)Spm=0.1 mM( تنش شوري ،)NaCl= 80 mM (اين دو  همكنشو بر)Spm+NaCl= 0.1+80mM.(  
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 تنشتحت  )C. pepo( كدو)B(يشه و ر )A(در برگ  EF1αو  GAPDHمرجع  يژنها ينسب يانزاد بر سطح ب برون يناثرات اسپرم -3شكل
حروف مشابه هر ستون . باشند ياستاندارد م يخطا ±تكرار 3 يانگينها م يريگ شد و اندازه يريگ اندازه ImageJشدت هر باند ژن با نرم افزار . شوري

  .باشد يم 05/0بر اساس آزمون دانكن در سطح  يدار ينشانگر عدم اختلاف معن

مشابه ژن  PCRطور قابل توجه بيان اين ژن در شرايط  به
GAPDH )32 بسيار بالا بود و حتي با كاهش )سيكل ،

نيز بيان بالاتر و به نسبت پايدار اين ژن  20و  27سيكلها به 
سيكل ميزان اشباع خيلي بالا  32چون در شرايط . ديده شد

ه شد براي آناليز بيان استفاد 27بود، در نتيجه تعداد سيكل 
  .كه خيلي از شرايط ژن مرجع ديگر دور نباشد

  بحث
براي اينكه مطالعات بيان ژن درست و دقيق باشد، تهيه 
آغازگر اختصاصي، طول قطعه مناسب، شرايط بهينه واكنش 

PCR باشد و انتخاب كنترل داخلي مناسب لازم مي .
 درصديك  روي ژل آگارز PCR لكتروفورز محصولا

و  GAPDH اختصاصي براي ژننشـان داد كـه قطعه 
EF1α جفـت بـاز  242و  363طول تقريبي  هب به ترتيب

ايـن مطلـب نشـان دهنـده . خوبي تكثير شده است به
  . باشد طراحي و عملكرد صحيح آغازگرها مي

انتخاب ژن كنترل داخلي مناسب، جهت تعيين بيان ژن 
حتي در مطالعات اوليه مولكولي خيلي مهم است و اين ژن 

بايد طوري انتخاب شود كه كمترين ميزان تغييرات را در 
ي مختلف و نيز در شرايط تيماري متفاوت نشان اندامها

دهد، در حالي كه ژن هدف به طور معمول وابسته به 
. )30و  27( نمايد شرايط آزمايش، به ميزان زيادي تغيير مي

دهد كه در اغلب گياهان از  ي مرجع نشان ميژنها مطالعه
يي كه در ژنها و به ويژه ژنها گياه مورد مطالعه، اين جمله
ي مختلف پايداري نشان تنشهاي مختلف و در اندامها

غالب محققين در مطالعات . اند دهند شناسايي نشده مي
كنند و ژن  مولكولي از يك ژن كنترل داخلي استفاده مي

شود در  بيان استفاده مي سازي اكتين اغلب جهت نرمال
رشاتي هم وجود دارد كه ژن اكتين بهترين حالي كه گزا

كنترل داخلي مورد استفاده نيست زيرا در طول تيمارهاي 
استفاده ار . )27(دهد  مختلف تغييرات بيان را نشان مي

جهت مقايسه ) حداقل دو ژن( چندين ژن كنترل داخلي 
توصيه ) 1999(و همكاران  Thellinسطوح بيان ژن توسط 

) 2002(و همكاران  Vandesompele. )34(شده است 
سازي معمول  دلايل و شواهدي ارائه كردند كه روند نرمال
سازي اشتباه  بر اساس يك ژن كنترل داخلي منجر به نرمال
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برخي  درمرجع  يژنها بيان يداريپا اخيراً. )36(شود  مي
، 13، 6( شرايط مختلف بررسي شده است و بافتها ها، گونه

ه و گل اطلسي نشان داد كه ژن مطالعات در قهو). 41و  39
ي مختلف در يك ژنوتيپ و همچنين بافت بافتهامرجع در 

اين تغيير بيان . ي مختلف، متفاوت استژنوتيپهايكسان در 
ژن مرجع، ضرورت بررسي پايداري ژن مرجع در همه 

در اين ). 24و  9(كند  هاي مورد آزمايش را تأييد مي نمونه
در كدو  EF1αو  GAPDHع مرجتحقيق، نتايج بيان دو ژن 

 GAPDHواكنش متفاوت نشان داد به اين صورت كه بيان 
ي متفاوت و هم تحت تيمارهاي مختلف اندامهاهم در 

در همه EF1α  استفاده شده نوسان داشت اما ميزان بيان ژن
به  EF1αدر نتيجه ژن . آزمايشات به نسبت يكسان بود

گونه مورد مطالعه عنوان اولين ژن پايدار كنترل دروني براي 
ژن مرجع  به عنوانمعرفي شد كه به عنوان اولين گزارش 

مشابه اين . پايدار براي اين گونه شناسايي و معرفي شد
ي مرجع در برخي گياهان ديگر، در ژنها نتايج، تغيير

، مراحل نموي و نيز تحت تيمارهاي مختلف اندامها
 بيس ري مرجع دژنها براي مثال، تغيير. ش شده استاگزار
، )27(ي و شور سرما ،يخشك يمارهايتحت ت ينيزم

، )23( سرما و نور تروژن،ين ماريتحت ت يگوجه فرنگ
گندم در ، )15( برگ نمواوت فمرحله مت 6 يآفتابگردان ط
 )Mycosphaerella graminicola )6با بيمارگر  برهمكنش

گزارش شده ) 40(ي گياه احل متفاوت نمورم يط داريو سپ
ين، مشابه نتايج اين تحقيق، گزارشاتي در مورد همچن .است

كه به وفور به عنوان ژن  GAPDH تغييرپذيري بيان ژن
و  41، 39 ،30، 27، 6( شود وجود دارد مرجع استفاده مي

42(. Zhang  گزارش كردند كه بيان  2011و همكاران در
يابد به  تحت شوري در برنج افزايش مي GAPDHژن 

بيان آن، مقاومت گياه به  گياه و بيشطوري كه با تراريختي 
آنها گزارش كردند كه تحت تنش، . شوري افزايش يافت

يابند و كاتالاز به  پذير اكسيژن افزايش مي ي واكنشگروهها
ها فعاليت  سازي اين گونه عنوان آنزيم اصلي در پاك

ضمن تراريختي گياه مورد مطالعه و كاهش فعاليت . كند مي

اين . كاتالاز، حساسيت گياهان به شوري افزايش يافت
، بيان ژن GAPDHبيان  محققين گزارش كردند كه بيش

دهد و از اين طريق در  قرار مي تأثيركاتالاز را تحت 
 به عنوانشود و  ي آزاد درگير ميراديكالهاسازي  پاك
بنابراين ممكن است . )42(كند  مل مياكسيدان ع آنتي

افزايش بيان اين ژن در گياه كدو تحت اثر شوري، نشان 
دهنده نقش دفاعي آن در برابر شوري و نيز تنظيم فعاليت 

از طرفي مطالعات در آرابيدوپسيس نشان . باشد كاتالاز مي
 H2O2مستقيم با  به طور GAPDHداده است كه آنزيم 

دهنده نقش آن در تنظيم دارد كه نشان  همكنشبر
پذير اكسيژن در  هاي واكنش سيگنالينگ وابسته به گونه

همچنين گزارش شده است كه اين ژن . باشد گياهان مي
سلولي،  ATPنقش چند عملكردي دارد و در حفظ 

ي غير تنشهامتابوليسم كربوهيدرات، مقاومت در برابر 
زيستي و باروري عادي در آرابيدوپسيس دخالت دارد 

 GAPDHدهد فعاليت آنزيمي  گزارشات نشان مي. )31(
افزايش . يابد گليكوليتيك در طول عفونت افزايش مي

. شود فعاليت گليكوليتيك منجر به ترويج بقاي سلول مي
باشد، كه  علاوه بر اين، محصول اصلي گليكوليز پيروات مي

بنابراين، در گياهان . است ROSيك ربايشگر مستقيم 
ي ايمني، افزايش گليكوليز ممكن اپاسخهوحشي تحت 

حائز  ROSاست از طريق افزايش سطوح پيروات رباينده 
علاوه بر اين، سيگنالينگ دفاعي گياه يك . اهميت باشد

. كند توليد مي ATPگليكوليز . پر انرژي است فرآيند
گليكوليتيك طي  GAPDHبنابراين، افزايش در فعاليت 

از براي برنامه ريزي تواند انرژي اضافي مورد ني تنش مي
 جهت،به هر . مجدد سلولي در ارتباط با دفاع را فراهم كند

 ROSسازي  به طور مستقيم در پاك GAPDHاينكه آيا 
، نتايج به هرحال .)18(نقش دارد هنور ناشناخته است 

و همكاران  Guي كه به طورمخالفي نيز وجود دارد 
كه تحت از بين هشت ژن مرجعي  اند گزارش كرده) 2011(

ي مختلف درگياه داودي بررسي شده است، تنشها
GAPDH  پايدارترين ژن مرجع در تنش گرما، پنجمين ژن
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پايدار در تنش آلودگي با شته و سومين ژن پايدار تحت 
و همكاران  Petriccioneهمچنين . )16(تنش غرقابي بود 

 protein phosphatase 2Aو  GAPDHدو ژن  )2015(

(PP2A) ،در برگ  ي مرجعژنها ترينپايدار وانرا به عن
 ).29(با باكتري سودوموناس گزارش كردند كيوي آلوده 

Cruz  نيز گزارش كردند كه  2009و همكاران درGAPDH 
د ترين ژن مرجع در بين هشت ژن مور به عنوان مناسب

ي ارقام مختلف قهوه، برگهاسازي در  مطالعه، جهت نرمال
تواند ژن  ژن به تنهايي نمي بنابراين اين. )13(انتخاب شد 

مرجع باشد و ممكن است منجر به نتايج اشتباه در شرايط 
مطالعات بيشتري در مورد عملكرد و . آزمايش خاص شود
ي حيواني وجود دارد كه نشان سلولهاتغييرات اين ژن در 

نه فقط به عنوان يك جزء مسير  GAPDHاند  داده
هاي فرآينددر  كند، بلكه ممكن است گليكوليتيك عمل مي

ديگري از جمله تكثير سلول و ايجاد سرطان دخالت داشته 
در ) 1389(همچنين اسمعيلي و همكاران . )25(باشد 

در بيماران مبتلا به سرطان سينه  GAPDHبررسي بيان ژن 
گزارش كردند كه اين ژن به عنوان ژن مرجع مناسب 

آمين  مطالعات در خصوص اثر پلي). 1(شود  توصيه نمي
پيشنهاد شده  .نادر است GAPDHسپرمين بر بيان ژن ا

ي دفاعي پاسخهانقش اساسي در تنظيم  آمينها پلياست 
ي زيست محيطي متنوع شامل سميت تنشهاگياهان به 

فلزي، تنش اكسيداتيو، خشكي، شوري و تنش سرما دارند 
ي سيستمهاو اين نقش آنها در تحمل به تنش به تعديل 

 رسد مي به نظر .)22و  14(شود  ياكسيداني مربوط م آنتي
ي سديم ناشي از تنش شوري يونهااسپرمين از طريق تجمع 

در ريشه گياه و جلوگيري از انتقال اين يون به بخش 
. هدد هوايي گياه مقاومت گياه به شوري را افزايش مي

در ) كشت هيدروپونيك(بنابراين ريشه گياه كه مستقيم 
بالاتري را  GAPDHمعرض شوري قرار دارد بيان ژن 

ولي در برگ احتمالاً از طريق مهار انتقال يون  هنشان داد
اكسيداني اسپرمين ميزان بيان آن كاهش  سديم و اثرات آنتي

  . يافته است

EF1α  در گزارشات متعددي به عنوان يك كنترل داخلي
ثابت معرفي شده است كه با نتايج اين تحقيق مطابقت 

- بتا(هفت ژن كنترل داخلي  در مطالعه اي كه روي. دارد
آدنين ، EF1α،18S rRNAتوبولين، سيكلوفيلين، اكتين، 

ريبوزومي  L2فسفوريبوزيل ترانسفراز و پروتئين 
ي مختلف تنشهاگياه سيب زميني تحت  )سيتوپلاسمي

زيستي و غير زيستي انجام شده گزارش شده است كه از 
اخلي پايدارترين ژن كنترل د EF1αبين هفت ژن ذكر شده، 

است، در حالي كه اكتين و توبولين كمترين ميزان پايداري 
همچنين اين ژن در طيف . )27(بيان ژن را نشان دادند 

گسترده اي از شرايط آزمايشي كه در سيب زميني، هلو و 
برنج انجام شده است از پايداري بيان بيشتري برخوردار 

 ي كه در سيب زميني وبه طور) 35و  27، 10(بوده است 
، برنج تحت )27 و 23(گوجه فرنگي تحت تنش سرما 

، و گل داودي تحت تنش گرما )10(تنش گرما و سرما 
اي كه اخيراً بر  همچنين در مطالعه. پايدار بوده است )16(

 craterostigma plantagineumروي گياه رستاخيزي 
) Bartels )2017و  Juszczakآبي توسط  تحت تنش كم

به عنوان پايدارترين ژن مرجع در  EF1αانجام شده است 
بر خلاف  به هرحال ).20(اين گياه انتخاب شده است 

نتايج ضد و نقيضي ) 2010(و همكاران  Qiنتايج ذكر شده، 
آنها بيان كردند كه سطح بيان اين ژن در . گزارش كردند

 GAPDHگياه كلم تحت تنش خشكي پايدار نيست و 
ما از طرفي گزارش بهترين ژن مرجع در اين شرايط است ا

سازي بيان ژن  بهترين انتخاب براي نرمال EF1αنمودند 
ژن كنترل  .)30( ي مختلف گياه كلم مي باشدبافتهادرميان 

داخلي ايده آل، بايد سطح بيان ثابتي در تمام شرايط 
آزمايش داشته باشد، با اين حال، هيچ ژني وجود ندارد كه 

 هنگام انتخاب. ه باشدبيان بسيار ثابت در تمام شرايط داشت
ي مرجع، جانب احتياط بايد رعايت شود حتي هنگامي ژنها

كه بيان آن ژن مرجع تحت چندين شرايط و گونه وابسته 
هاي  در اين بررسي نيز بر روي نمونه. به هم ثابت باشد

برگي و ريشه گياه و تحت شرايط مختلف آزمايش بيان 
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اين براي بنابر .ي مرجع مشاهده شدژنها متفاوتي از
سازي سطح بيان، انتخاب ژن كنترل داخلي خيلي مهم  نرمال
قابل ذكر است كه در مطالعات مروري منتشر شده به . است

ويژه مطالعات داخل كشور ديده شد كه اغلب محققين از 
در اين . )8و  7، 5، 4، 3، 2( كنند يك ژن مرجع استفاده مي
ه در اغلب با توجه اينك GAPDHتحقيق نيز در ابتدا ژن 

مطالعات به عنوان كنترل داخلي استفاده شده گزارش شده 
بيان غير يكنواخت اين  .)33و  7، 5، 4، 2( بود انتخاب شد

باعث انجام  اين تحقيق و تيمارهاي مختلف اندامهاژن در 
، شناخته EF1αمطالعات بيشتر و در نهايت انتخاب ژن 

ي زيستي و تنشهاشده به عنوان پايدارترين ژن مرجع تحت 

در روند عملكرد اين دو ژن در  .)27و  6(غير زيستي، شد 
ي مختلف و نيز تحت تنش تفاوت چشمگيري اندامها

از  EF1α، ژن GAPDHي كه برعكس به طور. مشاهد شد
پايداري به نسبت كاملي برخوردار بود و به همين دليل به 

ممكن است كار . ي مرجع پرداخته نشدژنها مطالعه ساير
يا يك اندام را استفاده  است ين ديگر روي تنش نبودهمحقق
كردند و يا در گياه آنها تغييرات اين ژن وجود نداشته  مي

با توجه به نتايج اين . است و يا خطاي كار را ناديده گرفتند
سازي ژن مرجع،  شود كه بهينه تحقيق به محققان توصيه مي

گير  انباشد تا گريب اولين قدم در مطالعات مولكولي مي
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Abstract 

One of the first effects of various stresses, is related Changes in gene expression. So, 
study of the effect of stress on gene expression is of special importance. The analysis of 
gene expression requires precise, and reproducible measurements for quantitative or 
semi-quantitative mRNA level. For normalization of the data, the selection of suitable 
internal control (reference or housekeeping) genes, whose expression do not fluctuate 
during treatments is important. The GAPDH and EF1α genes are used as reference 
genes in many studies. In this study, the expression of two reference genes under 
spermine (0 and 0.1 mM) pretreatment, salinity (0 and 80 mM NaCl), and the stability 
of their expression in leaves and roots of pumpkin were investigated. Study of the 
reference genes expression showed that, the expression of GAPDH gene varied in both 
different organs and under salinity stress and spm application, but EF1α gene has more 
stable expression than GAPDH gene in the roots and leaves. Therefore, the results of 
this study suggests that GAPDH plays an important role in salt stress tolerance in 
pumpkin, and also EF1α, can be used as suitable reference gene for normalization of 
gene expression analysis in pumpkin under salinity stress. 

Key words: Normalization factor, Salinity, Semi- Semi-Quantitative expression 


