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  با استفاده از فن القاي خاموشي )CODM( دمتيلاز -ژن كدئين اُسازي سيستماتيك  خاموش
  ).Papaver somniferum L(در گياه دارويي شقايق  (VIGS)از طريق ويروس 
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 چكيده

، كدئين آلكالوئيدي ناركوتيك مانندين منبع اقتصادي توليد تركيبات مهم تربه عنوان  ).Papaver somniferum L(گياه شقايق 
سرفه و ضد   حس كننده، ضد تبائين، ناركوتين و پاپاورين شناخته شده است و از تركيبات آن در صنعت داروسازي به عنوان بي

متابوليكي اين هاي  فرآوردهي بيوسنتز آلكالوئيدها و ژنها امروزه از فن مهندسي متابوليك، براي دستورزي .شود  اسپاسم استفاده مي 
، آنزيم انتهايي در مسير بيوسنتزي مورفينان در گياه )CODM( دمتيلاز -اُ كدئين. شود گياه از طريق مهندسي ژنتيك استفاده مي

اين  .شود مي كدئينو تبديل آن به اوريپاوين و همچنين دمتيلاسيون  3تبائين در موقعيت باشد كه باعث دمتيلاسيون  شقايق مي
ابتدا . به اجرا در آمد) VIGS(مكانيسم خاموشي ژن به واسطه ويروس از طريق  CODMخاموشي احتمالي ژن  پژوهش با هدف

́ 3سنتز شده در ناحيه  cDNAبخشي از انتهاي  .تكثير شد cDNAبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصي از روي  CODMژن 

UTR در ناقل ويروسي  قطعه هدف خاموشي، به عنوانTRV2 سازه ژني با استفاده از اگروباكتريوم به شد و  سازي همسانه
، گياهان تراريخت غربال اوليه TRVژن پروتئين پوششي ويروس PCR  به وسيله .هاي برگي گياه شقايق انتقال داده شد نمونه

آناليز نهايي خاموشي ژن ناشي از مكانيسم . روي تعدادي از آنها انجام شد CODMشدند و سپس آناليز نيمه كمي بيان ژن 
VIGS  با استفاده از PCR  درصدي بيان ژن  95زمان واقعي در بهترين گياهان تراريخت انتخاب شده، كاهشCODM  در

 .هاي شاهد را نشان داد مقايسه با نمونه

    .CODMكاهش بيان ژن، يد، آلكالوئ ،، شقايقمهندسي متابوليت: كليدي ه هايواژ

   ismaili.a@lu.ac.ir : ، پست الكترونيكي06633430012: تلفن مسئول، نويسنده *

 مقدمه

تنها منبع تجاري ) .Papaver somniferum L(گياه شقايق 
سنتزي  و تعدادي از تركيبات نيمه كدئيني مسكنهاتوليد 

كدون،  مشتق شده از تبائين و اوريپاوين شامل اكسي
امكان سنتز . باشد بوپرنورفين، نالتركسون و نالوكسون مي

مصنوعي و تبديل شيميايي اين تركيبات وجود دارد اما با 
 روشهاگونه   توليد، اين فرآيندتوجه به پيچيدگي نسبي 

به . هاي قابل توجهي است اغلب مستلزم صرف هزينه
به  Papaver setigerumبا وجود عدم اطمينان از  علاوه

 Papaver somniferum، همچنان )16(اي مجزا  عنوان گونه
اي است كه مشتقاتي از تبائين را از تنها گياه شناخته شده

  ). 1شكل(كند  دمتيلاسيون توليد مي- طريق ا

توليد اين تركيبات بنابراين شناسايي روشي جايگزين براي 
ارزشمند به عنوان يك ضرورت مطرح است تا از اين 

بودن  برهاي هنگفت و زمان رفت هزينه طريق، از هدر
  . )23(، به نوعي جلوگيري به عمل آيد توليد فرآيند
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ي كنترل مكانيسمهادرك مبتني بر توسعه سلولي، محيطي و 
ي مهندسي متابوليك را براي توليد ارقام روشهابيولوژيكي، 

تجاري در گياه شقايق توسعه داده است كه اين امر در واقع 
آورد افزايش تقاضاي جهاني براي داروهاي مسكن  دست

دستورزي مسيرهاي . مشتق شده از اين گياه بوده است
ي تصادفي و جهشهابيوسنتزي اين گياه از طريق ايجاد 

ينشي به دفعات صورت گرفته ي اصلاح كلاسيك گزروشها
با ميزان  top1به توليد موتانت  ين آن منجرمهم تراست كه 

بالاي تبائين و اوريپاوين و كاهش مورفين و كدئين گرديد 
يي با ميزان بالاي تبائين و موتانتهاهمچنين در ادامه،  .)19(

بررسي  .)10و  7(ايجاد شده است top1 كدئين از موتانت
 - 6ي تبائين ژنها گر غيرفعال شدن بيان يافتهلاينهاي جهش 

مسئول ميزان بالاي تبائين و ( T6ODM  دمتيلاز - اُ
مسئول ميزان ( CODMدمتيلاز  - اُ و كدئين) اوريپاوين
، آنزيم انتهايي در CODM. )12(بوده است ) كدئين بالا

باشد كه باعث  مسير بيوسنتزي مورفينان در گياه شقايق مي
و تبديل آن به اوريپاوين و  3تبائين در موقعيت دمتيلاسيون 

. شود همچنين دمتيلاسيون كدئين و تبديل آن به مورفين مي
كاتاليز كننده محصولات نهايي توليد   مهندسي ژن آنزيم

اي را براي  شده در شبكه آلكالوئيدي مورفينان، فرصت تازه
تخمين و برآورد كنترل متابوليسم داروهاي ناركوتيك در 

  . گياه شقايق فراهم خواهد كرد

سازي هترولوگ ژن از طريق ساز و كار  تكنيك خاموش
به  )VIGS ) Virus induced gene silencingويروسي 

با  كاربردي ژنوميكس در قوي ابزارهاي از يكي عنوان
مورد استفاده قرار  گياهي يژنها عملكردهدف مطالعه 

خاموشي ژن از طريق ويروسها در واقع تابع يك . گيرد مي
مكانيسم طبيعي ضد ويروس در گياهان است كه به منظور 

هاي طبيعي درون گياه كه با  RNAكردن هدفمند  خاموش
تواليهاي مهندسي شده در داخل ويروسها همولوگ هستند 

 300- 800معمولاً قطعاتي به طول . شود استفاده مي
نوكلئوتيد كه با ژنهاي هدف در گياهان همولوگ هستند در 

شوند، در حالي كه  داخل ناقلهاي ويروسي قرار داده مي

تواند مؤثر  ئوتيد نيز مينوكل 60تا  23قطعات كوتاه به طول 
  . )18(باشند 

  
 هاي انتهايي مسير سنتز مورفينان در گياه شقايق آلكالوئيد -1شكل 

)12(  

براي تراريزش از طريق  VIGSي استفاده شده در ناقلها
ي كلونهااي از ژن ميزبان در  آگروباكتريوم شامل قطعه

آگروباكتريوم بر اساس عمل تلقيح، . باشند ويروسي مي
دهد كه اين ناحيه ناقل ويروسي را برش مي T-DNAناحيه 

شود و  برداري مي پليمراز ميزبان نسخهRNA توسط 
ssRNA در ادامه فعاليت آنزيم . شود توليد ميRDRP 

)RNA-dependent RNA polymerase ( باعث توليد
RNA اي  دو رشته(dsRNA)  از رويssRNA در . شود مي

اي توليد شده، بيشتر  هاي دو رشته siRNAنهايت اين 
با كمك آوندهاي  مثلاً(تكثير شده و از روش سيستماتيك 

يابند و از بيان  ي گياه گسترش ميقسمتهابه ساير ) گياهي
يكي از  .)15(آيد  جلوگيري به عمل مي قسمتهاژن در آن 

  گيرد، بر پايه مييي كه فراوان مورد استفاده قرار ناقلها
 (Tobacco Rattle Virus; TRV) اي تنباكو ويروس تيغه

طراحي شده است، زيرا توانايي ايجاد آلودگي در 
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اي  ويروس تيغه. )17( ي گياه ميزبان را داردمريستمها
 400به طوري كه حدود   تنباكو، دامنه ميزباني وسيعي دارد
اي و تك  دولپههاي گياهان  گونه گياهي از انواع خانواده

       . )21(سازد  اي را آلوده مي لپه

به كارگيري ) 2005(بر اساس گزارش هيلمن و همكاران 
در گياه شقايق  PapsPDSحاوي ژن  TRVناقل ويروسي 

نامطلوبي بر رشد و توليد مثل  تأثيرنشان داد كه اين ناقل 
گياه نداشته و علائم بيماري ويروسي مشاهده نگرديد 

در گياه  VIGSهمچنين استفاده از فن . )13(
Eschscholzia californica كارآمد بودن اين روش را در ،

هفته پس از انتقال سازه ژني به  3تا  2تعيين عملكرد ژن، 
  .  )22(گياه نشان داد 

هاي استحصالي اين گياه، نقش عمده  فرآوردهاز آنجايي كه 
برخي مواد دارويي برعهده  تأمينو غير قابل انكاري در 

دارند، در اين پژوهش خاموشي ژن كد كننده آنزيم 
CODM ) ين ژنهاي دخيل در مهم تربه عنوان يكي از

 VIGSبا استفاده از فن ) انتهاي شبكه آلكالوئيدي مورفينان
خاموشي اين ژن بر  تأثيرمورد بررسي قرار گرفت تا 

  . خص گردديي دارويي اين شبكه مشمتابوليتهاتغييرات 

  روشهامواد و 
در  bp 1452 با طول CODMژن  mRNAتوالي كد كننده 
ثبت  GQ500141 با كد دسترسي NCBIپايگاه اطلاعاتي 

بايد ابتداً سازه   ،CODMسازي ژن  براي خاموش. شده است
ي بررسيهاپس از . شود خاموشي اين ژن ساخته  

ژنومي كد  DNAبيوانفورماتيكي، مشخص گرديد كه توالي 
. باشد ، داراي سه ناحيه اينتروني ميCODMكننده آنزيم 

سازي توالي القا كننده خاموشي، در ابتدا  بنابراين جهت جدا
cDNA اين ژن ساخته شد.  

انتهايي ساقه گياه   ابتدا بخش:  CODMژن  cDNAساخت 
شقايق، چند روز قبل از گلدهي توسط ازت مايع پودر 

العمل كيت شركت سيناژن از  گرديد و سپس مطابق دستور

كل استخراج شده و در ادامه بر اساس  RNAها،  نمونه
 cDNAاولين رشته  فرمنتازالعمل كيت شركت  دستور

از  ليتر ميكرو 7 براي اين منظور ابتدا مقدار. ساخته شد
RNA  ليتر از آغازگر  ميلي 1 استخراجي با)oligo(dt  4و 
ليتر آب عاري از نوكلئاز تركيب شد و پس از اضافه  ميكرو

 60كردن ساير تركيبات مورد نياز موجود در كيت، به مدت 
درون دستگاه گراد  درجه سانتي 42دقيقه در دماي 

 هاي از آغازگردر ادامه با استفاده . ترموميكسر قرار داده شد

DIOX-DF )oxoglutarate-dioxygense(وDIOX-DR2  ،
́ 3در ناحيه  bp259 ايي به طول  قطعه UTR  منطبق بر

به عنوان قطعه القاگر خاموشي  CODMژن  اگزون انتهايي
سازي واسرشت(تكثير شد  PCRاين ژن، از طريق واكنش 

سازي واسرشتدقيقه،  3به مدت گراد  درجه سانتي 94 اوليه
اتصال دقيقه،  1به مدت گراد  درجه سانتي 94ثانويه 

ثانيه، تكثير الگو  45به مدت گراد  درجه سانتي 57 رهاگآغاز
 72دقيقه و بسط نهايي  2به مدت گراد  درجه سانتي 72

  .)دقيقه 15به مدت گراد  درجه سانتي

پس از :  CODMژن  توالي القاگر خاموشيسازي  همسانه
مطابق  ،CODMتكثير قطعه القاگر خاموشي ژن 

شركت  PCR محصولسازي  خالص دستورالعمل كيت
قطعه ژني ن يب اتصالواكنش  سپس. گرديد فرمنتاز تخليص

 T4 DNA Ligaseبا استفاده از آنزيم  pTZ57R/Tو ناقل 
در مرحله بعد انتقال پلاسميد نوتركيب . انجام گرفت

 E. coliساخته شده به روش شوك كلسيمي در باكتري 
ي ترانسفورم شده در سلولها. صورت گرفت DH5αسويه 

-Xسيلين و  بيوتيك آمپيمحيط كشت انتخابي حاوي آنتي

gal/IPTG  ي تراريخت جداسازي سلولهاكشت داده و
ورود ژن به داخل پلاسميد، از واكنش  تأييدبراي . گرديدند
همچنين . اي پليمراز و هضم آنزيمي استفاده شد زنجيره

سازه ژني تعيين توالي شد و ميزان تشابه رمز ژنتيكي توالي 
ي موجود در بانك ژن مورد تواليهامورد تراريزش، با 
توالي سازي  همسانهدر ادامه به منظور . بررسي قرار گرفت

، استخراج TRVدر ناقل  CODMن ژ القاگر خاموشي
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و  pTZ57R/Tحاوي ناقل  E.coliي باكتريهاپلاسميد از 
با استفاده از كيت شركت فرمنتاز  TRV2ناقل ويروسي 
 XbaIو  SmaIتوسط دو آنزيم  اين دو ناقل. صورت گرفت

قرار گرفتند و واكنش اتصال قطعه هضم آنزيمي مورد 
به دنبال مستعد . انجام گرفت TRV2خاموشي در ناقل 

به روش شوك كلسيمي، تراريزش  E. coliكردن باكتري 
). 2شكل(در اين باكتري انجام شد  TRV2-CODMسازه 

براي انتقال سازه خاموشي  GV3101از اگروباكتريوم سويه 
پس از به اين منظور . به گياه و ايجاد تراريختي استفاده شد

بيوتيك  آنتيحاوي  LBدر محيط  ومكشت اگروباكتري
و نيز  CODM حاوي ژن TRV2ناقل خاموشي ، سينپريفام
، به روش شوك كلسيمي RDRPحاوي ژن  TRV1ناقل 

  .به آگروباكتريوم منتقل شد) روش يخ و ذوب(

  
 cauliflower mosaicانداز  دهنده دو نسخه از راه، نشان 2X35Sدر اين شكل  TRV2-CODM.و  TRV1هاي  دياگرام مربوط به ساز -2شكل

virus ؛MP 16، پروتئين حركتي؛K كيلو دالتوني؛   16، پروتئينRz ريبوزايم؛ ،NOS خاتمه دهنده نوپالين سنتتاز؛ ،RDRP آنزيم ،RNA مراز  پلي
  .)13(باشد  مي RNAوابسته به 

: به گياه شقايق TRV2-CODMتراريزش سازه خاموشي 
و  CODMسازه القاگر خاموشي موقت ژن  تأييدپس از 

انتقال آن به آگروباكتريوم، اين سازه به گياهان در مرحله 
بدين . برگي، با يك سرنگ بدون سوزن تزريق گرديد 5-3

 GV3101هاي سويه  صورت كه ابتدا آگروباكتريوم
 TRV2-CODMخالي و  TRV1 ،TRV2ترانسفورم شده با 

-MES  ))Nمولار ميلي 10حاوي (مايع  LBدر محيط 

morpholino) ethanesulfonic acid ( مولار  ميكرو 20و
اگروباكتريوم پس از . كشت شبانه داده شد) استوسرينگون

آوري شد و در مايع تلقيح جمع 3000كشت شبانه در دور 
مولار  ميكرو 20و   MESمولار ميلي 10حاوي (

. مايع كوبي شد)  MgCl2 مولار ميلي 10استوسرينگون و 
نانومتر به ميزان  260پس از رسيدن سطح جذب باكتري در 

-TRV2و  TRV1از باكتري حاوي  1:1، نسبت 5/1

CODM  و همچنينTRV1  و TRV2 خالي با هم مخلوط
پس از . شدند و سپس براي تزريق به گياه استفاده گرديد

گياه انتخابي، تعداد  28سازي مايع تلقيح، از مجموع آماده
 8و  TRV2-CODM و  TRV1گياه براي تراريختي با  20

خالي به عنوان  TRV1-TRV2گياه براي تراريختي توسط 
از آنجايي كه اختلاف بيان ژن . گياهان شاهد انتخاب شدند

-TRV2مشاهده شده بين گياهان مايه كوبي شده با سازه 

CODM  وTRV2 حضور  تأثيرتواند تنها ناشي از  خالي مي
-TRV2 در سازه  CODMقطعه القاگر خاموشي ژن 

CODM  باشد، از ناقلTRV2 هاي شاهد  خالي در نمونه
ميكروليتر از مايع تلقيح  300 به هر گياه . استفاده گرديد

توسط سرنگ بدون سوزن به لايه زيرين برگهاي گياهان 
هفته از زمان تزريق،  8ت پس از گذش. شقايق تزريق شد

سه سانتيمتر انتهايي ساقه گياهان در مراحل اوليه فاز زايشي 
توسط تيغه اسكالپل جدا شد و بلافاصله در نيتروژن مايع 

  . فريز گرديد

جهت :  TRV2-CODMآناليز بيان موقت سازه خاموشي 
در  PCR واكنش  به وسيله CODMبررسي ميزان بيان ژن 
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، ابتدا يك غربالگري اوليه Real time PCR)(زمان واقعي 
با آغازگرهاي اختصاصي بخشي از ژن كد  PCRاز طريق 

ويروس ) CP; Coat protein(كننده پروتئين پوششي 
TRV بر روي ،cDNA هاي موجود، طراحي  كليه نمونه
مثبت جهت مرحله بعدي  PCRهاي با  سپس نمونه. گرديد

   .آزمايش انتخاب شدند

در مرحله غربالگري اوليه هدف آن بود كه تراريخت بودن 
كه در مرحله  گياهان تراريخت شده بررسي شود؛ در حالي

دوم به بررسي تغييرات بيان ژن در گياهان تراريخت شده با 
براي اين منظور . كمي و كمي پرداخته شد دو روش نيمه

هاي استخراج شده بر اساس دستورالعمل گفته  RNAابتدا 
دستگاه  به وسيلهمثبت،  CPهاي  ه از نمونهشد

تعيين غلطت و خلوص گرديد و پس از  اسپكتروفتومتر
به منظور بررسي (ها  يكسان كردن غلظت كليه نمونه
  cDNA، از روي آنها )تغييرات بيان نسبي ژنهاي هدف

در زمان واقعي،  PCR براي انجام واكنش . ساخته شد
را در  CODMاموشي ژن تعدادي از گياهان كه بيشترين خ

پس از استخراج . روي ژل از خود نشان دادند، انتخاب شد
RNA  از )به عنوان تكرار بيولوژيك(از دو نمونه گياهي ،
به عنوان ( cDNAمربوط به هر نمونه دو بار  RNAروي 

در زمان واقعي  PCRآزمايشات . ساخته شد) تكرار تكنيكي
جام هر آزمايش جهت پس از ان. نيز سه مرتبه تكرار گرديد

آمده بر روي ژل  به دستهاي  نتايج حاصله، نمونه تأييد
حجم هر در زمان واقعي،  PCRبراي انجام  .تفكيك شدند

تركيب  ليتر در نظر گرفته شد كه شامل  ميكرو 20واكنش 
و آب  برگشتيو  پيشروآغازگر ، cDNA، حاوي سايبرگرين

در زمان واقعي  PCRبندي  برنامه زمان. عاري از نوكلئاز بود
درجه  95بدين صورت تعيين گرديد كه ابتدا دماي 

 40دقيقه اعمال شده و سپس طي  3گراد به مدت  سانتي
 15گراد به مدت  درجه سانتي 95سيكل متوالي دماهاي 

 25گراد به مدت  درجه سانتي 60، سازيواسرشتهثانيه براي 
در  همچنين. ثانيه براي اتصال و گسترش تعيين گرديد

انتهاي هر واكنش، جهت رسم منحني ذوب، افزايش دما از 

گراد  گراد به صورت يك درجه سانتي درجه سانتي 90تا  60
همچنين با استناد . ثانيه، اعمال گرديد 5به ازاي گذشت هر 

ي صورت گرفته روي مهندسي پژوهشهابر آخرين 
  Elongation factor 1aمتابوليك گياه شقايق، از ژن

)ELF1a( سازي داده به عنوان كنترل داخلي جهت نرمال-

هاي تراريخت و  در نمونه CODMهاي مربوط به بيان ژن 
در  PCRهاي  همزمان با انجام واكنش .شاهد استفاده شد

تكثير و  كارآييسازي جهت تعيين  زمان واقعي، استاندارد
ضريب تبيين شيب خط رگرسيون، با هدف تعيين فرمول 

 ELF1a و  CODMواقعي بيان ژن  مناسب برآورد نسبت
 90تكثير هر دو ژن در حدود  كارآييانجام شد كه ميزان 

براين اساس از روش ليواك براي . درصد محاسبه گرديد
  .محاسبه ميزان بيان ژن استفاده گرديد

  نتايج و بحث
 CODM ژن خاموشي تراريزش قطعه فرآينداتمام از پس 
- همسانه، جهت اطمينان از صحت pTZ57R/T ناقل در

تعدادي از ، براي E coliقطعه خاموشي در باكتري  سازي
 هاي كنترل مثبت و منفي، سفيد به همراه نمونه يكلنيها
PCR 3شكل( گرديد تأييد فرآيندو صحت اين شد  انجام.( 

 حاوي قطعه خاموشي ژن pTZ57R/Tتعيين توالي ناقل 
CODM نيز انجام شد .  

 pTZ57R/T، از ناقل CODMدر ادامه، قطعه خاموشي ژن 
جداسازي و در   XbaIو  SmaIتوسط آنزيمهاي برشي 

سازي، تأييد اين همسانه. سازي گرديد همسانه TRV2ناقل 
  ).4شكل(انجام گرفت  PCRبه وسيله واكنش 

جهت اطمينان بخشي به صحت  11و  8كلنيهاي شماره 
  XbaIو  smaIسازي، توسط آنزيمهاي برشي  فرآيند همسانه

همچنين پس از انتقال ). 5شكل(مورد هضم قرار گرفت 
به آگروباكتريوم به روش شوك  TRV2-CODMسازه 

، اين پلاسميد مجدداً )يا روش يخ و ذوب(كلسيمي 
  تأييد آن  صحت  توالي  استخراج گرديد و از طريق تعيين 
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  .گرديد

  
باندهاي مورد  Dو  Bي كلنيهادر  .pTZ57R/Tدر ناقل  CODMقطعه خاموشي ژن سازي  همسانه colony PCR محصولالكتروفورز  -3شكل

  .مشاهده گرديد bp 259 نظر با طول

  
و   DIOX-DFو با استفاده از آغازگرهاي PCRاز طريق انجام واكنش  TRV2در ناقل  CODMحضور توالي القاگر خاموشي ژن  تأييد -4شكل

DIOX-DR2 . حضور اين قطعه به طول  14و  11، 8، 7، 6، 3ي شماره كلنيهادر bp 259 نشان داده شده است.   

  
:  XbaI  .Uو  SmaIي آنزيمهاتوسط واكنش هضم آنزيمي با استفاده از  TRV2در ناقل  CODMحضور سازه خاموشي ژن  تأييد  -5شكل

 .باشد ي مورد هضم ميكلنيهاشماره  11و  8. پلاسميد هضم نشده

در زمان واقعي، جهت كوتاه  PCRقبل از انجام آزمايشات 
آناليز بيان ژن، يك غربالگري اوليه روي  فرآيندشدن 

گياهان تلقيح يافته با آگروباكتريوم حاوي سازه خاموشي 
با  PCRاين غربالگري اوليه از طريق انجام . صورت گرفت

به اجرا درآمد كه  TRVمربوط به ناقل  CPآغازگرهاي ژن 

هاي  در نمونه bp371 اي به طول  نتيجه آن تكثير قطعه
  ).6شكل(بود تراريخت موقت 

 ، به وسيله فن CPبا آغازگرهاي ژن  PCRپس از انجام 

RT PCR  نيمه كمي، غربالگري دوم با هدف تعيين گياهان
در زمان واقعي، انجام شد و  PCRمنتخب براي آزمايشات 

259 bp 
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از طريق مقايسه شدت باندهاي تشكيل شده متناظر دو ژن 
CODM  وELF1  آميزي به كمك با رنگ(روي ژل آگارز

اين  ImageJبا استفاده از نرم افزار ) ماده غيرسمي ريما
  ).7شكل (مقايسه صورت پذيرفت 

  

  

  
  

  

حاوي قطعه خاموشي ژن  TRV2و ) هاي شاهد نمونه(خالي  TRV2تراريختي موقت تعدادي از گياهان آلوده شده توسط ناقل  تأييد -6شكل
CODM  از طريقPCR  با آغازگرهاي ژنCP . : E1-E7هاي تيمار شده با ناقل  نمونهTRV2  ،خالي به عنوان شاهدT2-T13 : هاي تيمار  نمونه

 .حاوي قطعه خاموشي TRV2شده با 

  
  ELF1.در مقايسه با ژن كنترل داخلي CODMژن  كمي بيان بررسي نيمه -7شكل

كمي، تعدادي از نيمهRT PCR بعد از انجام واكنش 
را در روي  CODMگياهاني كه بيشترين كاهش بيان ژن 

 RNAژل از خود نشان داده، انتخاب شده و سپس از روي 
به عنوان تكرار ( cDNAمربوط به هر نمونه، دو بار 

در زمان  PCRساخته شد و همچنين آزمايشات ) تكنيكي
ميزان  8شكل . واقعي نيز سه مرتبه تكرار گرديد

هاي گياهي تراريخت  در نمونه CODMسازي ژن  خاموش
در مقايسه با  TRV2-CODMحاوي سازه خاموشي 

در اين تحقيق ديده شد . دهد هاي شاهد را نشان مي نمونه
كه به طور ميانگين ميزان خاموشي ژن هدف در بهترين 

تخاب شده نهايي نسبت به گياهان شاهد گياهان تراريخت ان
  .درصد است 95

آلكالوئيد از خانواده  2500تاكنون ساختار حدود 
كه به صورت طبيعي در تعدادي ) BIA( ايزوكوئينولين بنزيل

اند كه  شوند، شناسايي شده هاي گياهي ساخته مي از خانواده

آلكالوئيدهاي در اين ميان تنها گياه شقايق توانايي بيوسنتز 
است تحقيقات   بديهي. ناركوتيك مانند كدئين را داراست

 T6ODM و  CODMتر تأثير آنزيمهاي  براي بررسي دقيق
دخيل در انتهاي مسير بيوسنتز مورفينان، پيش از هر عاملي، 
پاسخي به نياز صنعت بزرگ داروسازي و مسائل 

. تاقتصادي مرتبط با توليد اين مواد بوده اس -اجتماعي
تعيين عملكرد ژنهاي گياهي امروزه به طور متداول از 

. شود طريق الحاق قطعاتي از ژنهاي مورد نظر انجام مي
در برگهاي گياهان تراريخت  CORافزايش بيان موقت ژن 

شقايق موجب تجمع آلكالوئيدهاي مورفين و كدئين گرديد 
سازي ژن مبتني بر همولوژي  تكنيكهاي خاموش .)14(

توانند به عنوان جايگزيني  اند كه مي اثبات كردهبازها، 
سازي  مناسب براي ساير روشها، بر محدوديتهاي خاموش

توانند به روش  مي dsRNAمولكولهاي . ژن غلبه كنند
RNA  سنجاق سري پايدار و يا آلودگي توسط ويروسهاي

371 bp
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  . )23و  3(د شون گياهان معرفي كنند، به  نوتركيب كه قسمتي از ژنهاي گياهي را حمل مي

  
هاي شاهد  در مقايسه با نمونه TRV2-CODMهاي تراريخت براي سازه خاموشي  در بهترين نمونه CODMمقايسه ميزان بيان ژن  -8شكل 

  .باشد محور عمودي بيان كنند درصد بيان نسبي ژن هدف مي. TRV2-EMPTY) (غيرتراريخت 

، ممانعت از انجام كارهاي  VIGSمزيت عمده استفاده از 
تراريزش در گياه است  فرآيندگير طي  پر زحمت و وقت

كه موفقيت در اين روش در گرو انجام مطالعات دقيق و 
 ).11و  9، 8 ،6 ،4( تعيين سيستم ميزباني مناسب است

به علت داشتن دامنه ميزباني وسيع، توانايي نفوذ  TRVناقل 
زايي ملايم و  ي مريستمي، ايجاد علائم بيماريبافتهادر 

 VIGSسازي گسترده، به عنوان يك ناقل   توان خاموش
استفاده از آگروباكتريوم  ).20و  5( كامل شناخته شده است

تواند راهكاري  به يك ميزبان، مي TRVبراي معرفي ناقل 
 RNAبرداري از  جهت غلبه بر مشكلات نسخه مناسب

به  يمحدوديتهااي و  ويروسي در شرايط درون شيشه
  .يي مانند تفنگ ژني باشدروشهاگيري كار

هايي از گياه شقايق كه در آن مسير  تلاش براي توليد واريته
تواند به  مسدود شده است، مي CODMساخت آنزيم 

تبديل شود كه سبب راهبردي براي توليد مستقيم كدئين 
سازي كدئين در  حذف تعدادي از مراحل صنعتي خالص

در  Top1كشت گسترده واريته . گردد صنعت داروسازي مي
افزايش تقاضا براي داروهاي  تأثيركشور استراليا تحت 

كدون، نشان از وجود  اُكسياُپيوئيدي نيمه صنعتي مانند 

با پروفايل  هايي پتانسيل اقتصادي فراوان در توليد واريته
   .)12( آلكالوئيدي مرفينان مهندسي شده دارد

با استفاده از تكنيك  CODMدرصدي بيان ژن  95كاهش 
VIGS  در اين تحقيق، به عنوان روشي مبتني بر خاموشي

دهد كه  ، نشان مي(PTGS)برداري  پس از ترجمه نسخه
 VIGSهمانند آنچه كه در منابع پيشين ذكر شده است، 

شود و  برداري ژن هدف نمي ي كامل از نسخهباعث جلوگير
اين ژن به پروتئين  RNAي مولكولهاهنوز درصدي از 

همچنين مشاهده تفاوت درصد . شوند ترجمه مي
تواند ناشي از ماهيت  ، ميVIGSدر  ژنها سازي خاموش

تكنيكي اين آزمايش، مانند ناحيه انتخاب شده از ژن هدف 
كننده   ي كدژنها سازي در ناقل، وجود جهت همسانه

يي با فعاليت مشابه، ميزان بيان ژن طبيعي گياه و آنزيمها
در ژنوم ميزبان  DNAتصادفي بودن جايگاه ورود قطعه 

 پيشين، پژوهشهاي دراست كه  يحال در اين. باشد
لحاظ  از ياهيگ مختلف يهانسل كه است شده صمشخ

 مي متفاوت يخاموش يزانعمل ساختار خاموش كننده و م
  .)1( باشند

امروزه شاهد افزايش رويكرد جامعه به استفاده از داروهاي 
ايران گياهي در درمان بيماريهاي مختلف انسان در كشور 
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و برخي از آنها نيز به صورت تجاري وارد عرصه  بوده
در پژوهش حاضر، مؤثر  .)2( دارويي كشور شده است

 ارزيابي بيانبه عنوان يك استراتژي در بكاتر رفته بودن فن 
پذيري  در توليد تركيبات آلكالوئيدي و تطبيق مؤثري ژنها

شقايق به عنوان گياه دارويي مدل در مطالعات ژنوميك 
رسد كاربرد  از اين رو به نظر مي. كاربردي اثبات گرديد

مانند (ي خاموشي دائم ژن مبتني بر همولوژي بازها روشها
RNAi (در توليد گياهان تواند به عنوان روشي كارآمد  مي

تراريخت دائم با تغييرات بياني ژنهاي مربوط به 
آلكالوئيدهاي مطلوب در گياه شقايق مورد استفاده قرار 
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Abstract 

Papaver somniferum L. is the most important commercial source of production of 
morphinan alkaloid component, such as codeine, thebaine, narcotine and papaverine 
that are exploited by the pharmaceutical industry as analgesics, antitussives and anti-
spasmodics. Recently, metabolic engineering technology for genetic manipulation of 
alkaloid biosynthesis and metabolic products has been used via production of transgenic 
plants. Codeine O-demethylase (CODM) catalyzes the late step of morphine 
biosynthesis in opium poppy for conversion of thebaine to oripavine and codeinone and 
codeine to morphine via demethylation mechanism. This study was conducted in 
silencing of CODM gene using VIGS technique. cDNA was amplified using specific 
primers, and then a part of this cDNA at the 3 ́ UTR terminal was subcloned in TRV2 
vector in Agrobacterium as silencing fragment. Plant leaves was inoculated via 
Agrobacterium containing silencing fragment. Initial screening of transformed plants 
was conducted via PCR on tobacco rattle viral coat protein gene (TRV-CP) and then, 
some positive TRV plants were analyzed using semi-quantitative RT PCR. The final 
analysis of VIGS was performed using real-time PCR. Based on the results 95 percent 
reduction in gene expression of CODM in transgenic plants compared to the control 
plants was achieved.  
Key words: Papaver somniferum, Metabolic Engineering, alkaloid, Reduction in gene 
expression, CODM. 

 


