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عمر و است و داراي نيمه (GLP-1)گلوکان پپتيد شبهبه یک پروتئين شبيه  (EX4) 4-اکسندین

( موجب CTBبه زیر واحد غيرسمي وبا )  EX4. اتصال تاثير بيشتر در القاي ترشح انسولين است

در این تحقيق، با استفاده از د. شوافزایش کارایي آن از طریق جذب در سيستم گوارشي مي

به گياه کاهو  Agrobacterium tumefaciensتوسط باکتري  CTB-EX4قطعه  pBI121ناقل

هاي تلقيح شده با موفقيت تراریخت و باززا شدند از ریزنمونه %25/20 نتایج نشان داد  وارد شد.

از بذرهاي کشت  %42 که کشت گردید 1Tبذرهاي ( 2Tبراي ایجاد گياهان نسل دوم ) .(0T)نسل 

در سطح  4EX-CTBبيان ژن بررسي شد.  PCRبا استفاده آزمون  1Tشده به بذر نشستند. گياهان 

mRNA  با استفاده ازRT-PCR  وReal time PCR هاي و در سطح پروتئين با آزمونELISA 

با  1Tبه گياهان  هاي انتقال یافتهمورد بررسي قرار گرفت. در نهایت تعداد نسخه Western Blotو 

با استفاده از روش مطلق و منحني استاندارد و همچنين روش  Real time PCRاستفاده از دستگاه 

گياهان نسل  %60برآورد شد. نتایج حاکي از تراریختي  Actin1نسبي، نسبت به ژن کنترل داخلي 

که پروسه انتقال  و پروتئين بود. نتایج نشان داد mRNAدر سطح  4EX-CTB( و بيان ژن 1Tدوم )

آميز انجام شد وگياه کاهو قادر به بيان ژن مورد نظر در موفقيتبه گياه کاهو با  CTB-EX4ژن 

هاي بعدي از جمله تخليص و ارزیابي با در نظر گرفتن پروسه و پروتئين بود. mRNAسطوح 

تور مناسب جهت توان به عنوان یک بيوراکفعاليت بيولوژیکي پروتئين توليد شده، از گياهان مي

 هاي نوترکيب بهره برد. توليد پروتئين

 

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Exendin-4 (EX4) is a protein similar to glucan-like peptide (GLP-1) and has a longer half-life and greater 

effect in inducing insulin secretion. The fusion of EX4 to the non-toxic cholera subunit (CTB) increases 

its efficiency through absorption in the digestive system. In this study, CTB-EX4 gene was introduced into 

lettuce by Agrobacterium tumefaciens using vector pBI121. The results showed that 20.25% of the 

inoculated explants were successfully transformed and regenerated (T0 generation). To create T2 plants, 

seeds of T1 were cultivated, and 42% of the cultivated seeds germinated. T1 plants were analyzed using 

PCR test. The mRNA expression of the CTB-EX4 gene was examined through RT-PCR and Real-time 

PCR, while the protein expression was assessed using ELISA and Western Blot tests. The number of 

transferred copies to T1 plants was determined using Real-time PCR. This estimation was performed 

using both the absolute method and the standard curve, as well as the relative method, with Acitn gene as 

a reference gene. The results showed that 60% of the T1 plants were transgenic and the CTB-EX4 gene 

was expressed at the mRNA and protein levels. The results showed that the process of transferring the 

CTB-EX4 gene to the lettuce plant was successful and the lettuce plant was able to express the desired 

gene at the RNA and protein levels. Considering the subsequent processes, including the purification and 

evaluation of the biological activity of the produced protein, plants can be used as a suitable bioreactor for 

the production of recombinant proteins. 

Key words:  Agrobacterium tumefaciens, Exendinp-4, gene expression, Gene transfer, pBI121 binary 

vector, Recombinant protein. 

 

  قدمهم

های انتقال ژن، در چندین دهه اخیر با ظهور انواع روش

صورت های مختلف با خواص دارویی بالا بهپروتئین

. (Kumar et al., 2003)اند آمیزی به گیاهان انتقال یافتهموفقیت

 گیاهان به دلایلی مانند یوکاریوتی بودن، دارا بودن سیستم

های پایین نگهداری، نبود عوامل ویرایشی پس از ترجمه، هزینه

زای مشترک با انسان، کشت و تولید در مقیاس بالا بیماری

های باکتریایی، جایگزینی برای انواع سیستم عنوانبه توانندمی

 ,.Rukavtsova et al)وند جانوری و مخمر در نظر گرفته ش

های نوترکیب، در با توجه به افزایش نیاز به پروتئین. (2007

های اختیار داشتن سیستمی که با استفاده از آن بتوان پروتئین

نوترکیب را با بازدهی بالا، هزینه پایین، و حجم کنترل شده تولید 

 .(Daniell et al., 2001)کرد، ارزش و اهمیت فراوانی دارد 

های های نوترکیب و واکسنبرای تولید پروتئین گیاه کاهو

رسد. کاهو توانایی مطلوبی نظر میخوراکی گیاهی کاملا مناسب به

را برای تبدیل شدن به یک بیوراکتور از جهت نوع مصرف و 

. (Kwon et al., 2018)باشد حجم بالا زیست توده دارا می

 ,.gus (Torres et alهایی شامل انتقال ژن گزارشگر گزارش

 ipt، ژن (Dias et al., 2006)، ژن اگزالات دکربوکسیلاز (1993

(McCabe et al., 2001) ،نازیتیژن ک ( برنجchi )(Sharma et al., 

(، Riva et al., 2022)( ARGبیوتیک )ژن مقاومت آنتی( و 2022

 گیاه کاهو موجود است. در

دلیل اهمیت بالا هایی بود که بهانسانی از اولین هورمون انسولین

یکی . (Banerjee et al., 2009)مورد توجه و تحقیق قرار گرفت 

از عمده دلایل بیماری دیابت کمبود تولید انسولین در بدن است 

(Kolb and Burkart 2019) .یک پروتئین شبیه به  4-نیاکسند

عمر طولانی است که دارای نیمه (GLP-1گلوکان )پپتید شبه

و  میوابسته به گلوکز تنظ ریز را در مسمقدار گلوکباشد و می

 ,.King et al)د کنیم شتریرا ب نیبه مقدار ترشح انسول تیحساس

 4-میکروگرم از اکسندین 10در انسان تزریق زیرپوستی  (.2020

باشد. آنزیم ساعت می 7تا  5مدت دارای اثرات بیولوژیکی به

ب کند به این را تخری 4-تواند اکسندیننمی 6-پپتیدازپپتیدیلدی

دارد، در  GLP-1عمر بالاتری نسبت به نیمه 4-دلیل که اکسندین

 2توان با استفاده از تزریق روزانه به بیماران دیابتی نوع نتیجه می
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با (. Yang et al., 2020عنوان دارو استفاده کرد )به 4-از اکسندین

توان کارایی می (CTBسم وبا ) Bبه زیرواحد  4-اتصال اکسندین

عنوان حامل به CTBاز . عمدتا را افزایش داد 4-پروتئین اکسندین

شود، زیرا از طریق اتصال های نوترکیب استفاده میعصبی پروتئین

افزایش جذب پپتید متصل شده  های اپیتلیال روده باعثبه سلول

 تواندیم ژن به این زیر واحداتصال آنتی و در صورت شودمی

 ,.He et alکند ) جادیا تریبالا ایهتبا شد یمنیا یهاپاسخ

2022.) 

با روش بمباران  CTBشده به  تصلم 4-ای اکسندیندر مطالعه 

ه ژن ای به کلروپلاست کاهو انتقال داده شد. نتایج نشان داد کذره

CTB-EX4  ا در ربیان شده در کلروپلاست، سطح گلوکز خون

 TC-6های بتا موش کاهش داد و ترشح انسولین را در سلول

 ذکورمتحریک کرد. نتایج این تحقیق حاکی از آن بود که بیان ژن 

 (. Kwon et al., 2013از پروتئین کل برگ بود ) %3/14بیش از 

ی حاو بینوترک یهانیپروتئدر تحقیقی دیگر نشان داده شد که 

 Nicotianaگیاه تنباکو ) در سطوح بالا در توانیرا م 4-اکسندین

benthamiana )سلولز  یهاتوسط دانه یراحتبه و دیتول

علاوه  .کردخالص  NTA-+2Ni نیرز ای( MCC) یستالیکروکریم

را  یاضاف ماندهیگونه باق چیفعال بدون ه 4-اکسندین ن،یبر ا

با استفاده از  کیتیبا برش پروتئول بینوترک هایپروتئین توان ازیم

-اکسندیندر تحقیقی  .(Akter et al., 2022) کرد دیتول نازیانتروک

در گیاه توتون  CTBعنوان پروتئین متصل شده به به 4

(Nicotiana tabacum)  به صورت موقت بیان شد و بیان ژن

 Kokei andتایید شد )  ELISA و RT-PCRمذکور با استفاده از 

Bahramnejad 2020 .)ای ژن در مطالعهCTB-EX4  تحت تنظیم

تفاده از آگروباکتریوم با اس MLLای انداز اختصاصی ریشه غدهراه

 CTB-EX4به گیاه هویج انتقال داده شد. نتایج حاکی از بیان ژن 

و  mRNAطور.اختصاصی در ریشه گیاه هویج در سطوح به

 (.Zandinava et al., 2024پروتئین بودند )

متصل به زیر  4-انتقال و بیان ژن اکسندین ،روپیشدر پژوهش

 مورد بررسی قرار گرفت و ( در گیاه کاهوCTBسم وبا ) Bواحد 

ی مولکولی روی نسل دوم گیاهان کاهوی تراریخته مطالعات

، DNAها در سطح انجام شد. بررسی CTB-EX4حاوی ژن 

mRNA  و پروتئین با توجه به تفرق صفات رخ داده در نسل دوم

که حضور ژن خارجی مورد نظر در  (Linesروی رخدادهایی )

 آنان تایید شد انجام گرفت.

 

  هاروش و مواد

مربوط به  CTB-EX4حاوی ژن  pBI121ناقل  در این مطالعه

( با استفاده از 1)شکل  Kokei and Bahramnejad (2020)تحقیق 

به هسته گیاه کاهو انتقال  Agrobacterium tumefaciensباکتری 

از  داده شد. پس از انتقال ژن و باززایی گیاهان تراریخت شده

و  1T از این گیاهان برای کشت گیاهان نسل بذرهای بدست آمده

 ها استفاده شد.بررسی تراریختی آن

 
ورد استفاده در این م pBI121_CTB-EX4نقشه ناقل نوترکیب  -1شکل 

 تحقیق

Fig 1. The Map of  the recombinant vector pBI121-CTB-

EX4 used in this study 

 

رقم  ،یاه کاهودر این تحقیق از گ: ضدعفونی و کشت بذرها

 (lettuce, Lactuca sativa var. longifolia)کاهوی برگی ایرانی 

ابتدا سطح بذرها با آب جاری شستشو داده شد. استفاده شد. 

 15مدت و در ادامه به %75ثانیه در الکل  15مدت سپس بذرها به

، قرار داده شدند. بعد از هر %5/2دقیقه در هیپوکلریت سدیم 

بار شتستشو داده شدند.  3آب مقطر استریل در بذرها ،مرحله

کشت داده  MS لیتری حاوی محیطمیلی 250های بذرها در شیشه
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رشد با  کهفت روز در اتاقمدت ها بهشد و تا رشد اولین برگچه

-40ت نسبی رطوب ( و24±2)درجه سانتیگراد  24متوسط دمای 

ساعت نگهداری  8به  16درصد با نسبت طول روز و شب  30

 .شدند

در این مطالعه از محیط : زاییهای باززایی و ریشهکشت محیط

 Luria-Bertani (Sambrook and( LBکشت عمومی باکتری )

Russell 2006)( محیط کشت گیاهی ،MS )Murashige and 

Skoog medium (Witte et al., 2002) محیط کشت باززایی ،

 MSت مستقیم که حاوی تمامی مواد موجود در محیط کش

-گرم بر لیتر آلفامیلی 5/0گرم بر لیتر کینتین، میلی 3علاوه به

گرم بر لیتر ساکارز بود و  30( و NAAα-اسید )نفتالین استیک

شامل  MSزایی که علاوه بر مواد محیط کشت محیط کشت ریشه

گرم بر لیتر ساکارز  20بوتیریک اسید و گرم بر لیتر ایندولمیلی 1

  بود، استفاده شد.

ن ژ ناقل حاوی هایی کهریزنمونهغربالگری باززایی و  منظوربه

ا رکانامایسین  بیوتیکمقاومت به آنتی هایمورد نظر همراه با ژن

 30 حاویکشت  هایبه محیط ها، ریزنمونهدریافت کرده بودند

لوگیری جبرای همچنین  .انتقال یافتندگرم بر لیتر کانامایسین یمیل

گرم بر لیتر در میلی 500در محیط باززایی مقدار  هااز رشد باکتری

های شتگرم بر لیتر در واکمیلی 300های اولیه و مقدار کشت

روند کاهشی های بعدی در واکشتبعدی سفوتاکسیم اضافه شد. 

 .به صفر رسیدمقدار آن سفوتاکسیم ادامه پیدا کرد و 

یق از در این تحق: سازی آگروباکتریوم برای انتقال ژنآماده

حاوی پلاسمید  GV3101ی سویه A. tumefaciens باکتری

 pBI121_CTB-EX4 (Kokei and Bahramnejadنوترکیب 

 pKF2Fحاوی پلاسمید  C58ی ( و نیز آگروباکتریوم سویه2020

S7 های دارای ژنGFP_GUS (Karimi et al., 2002 استفاده )

 .Aه از باکتری ها، یک پرگننمونهشد. دو روز قبل از تلقیح ریز

tumefaciens  لیتر محیط میلی 5درLB  مایع حاوی

 mg/ml(، ریفامپیسین )mg/ml 100های کانامایسین )بیوتیکآنتی

ساعت درون  36مدت (، بهmg/ml 30( و جنتامایسین )50

 rpm 120گراد و دور درجه سانتی 28انکوباتور لرزاننده در دمای 

از سوسپانسیون رشد یافته  لیترمیلی 1نگهداری شدند. سپس 

های بیوتیکمایع حاوی آنتی LBلیتر محیط میلی 25باکتری به 

( و mg/ml 50(، ریفامپیسین )mg/ml 100کانامایسین )

( افزوده شد و تا زمانی که جذب نوری mg/ml 30جنتامایسین )

( رسید در 600OD =0.5) 5/0نانومتر به  600باکتری در طول موج 

 rpm 120گراد و دور درجه سانتی 28اننده در دمای انکوباتور لرز

مدت ها در سانتریفویوژ بهنگهداری شد. پس از این مرحله باکتری

مانده در رسوب داده شدند. رسوب باقی rpm 5000دقیقه در  15

مولار و میلی 4MgSO 10حاوی  MSلیتر محیط میلی 25

یش از میکرومولار به خوبی حل شد و پ 150استوسیرینگون 

ساعت در دمای اتاق  3مدت های گیاه کاهو بهتلقیح ریزنمونه

 انکوبه شد. 

های نمونهریز: کاهو با آگروباکتریوم حاوی سازه هدف تلقیح

دقیقه در سوسپانسیون  20مدت تهیه شده از برگ گیاه کاهو، به

های برگی با باکتریایی قرار داده شد. پس از تلقیح ریزنمونه

ی از عار MSدیش حاوی کشتی در پتری، جهت همآگروباکتریوم

ها با ساعت کشت شدند، سپس ریزنمونه 48مدت بیوتیک بهآنتی

 پس از آن دقیقه و 15مدت هبگرم بر لیتر سفوتاکسیم میلی 500

داده  دقیقه با آب مقطر استریل شستشو 10مدت هر بار بهو دوبار 

ط به محیصافی  از آبگیری روی کاغذ بعد هاریزنمونهشدند. 

( و سفوتاکسیم mg/ml 25حاوی کانامایسین ) MSکشت 

(mg/ml 500 2( انتقال داده شدند )شکل .) 

از  DNAاستخراج : تایید تراریختی در گیاهان کاهوی نسل اول

 CTAB)بافر استخراج حاوی  CTABهای گیاه کاهو به روشبرگ

 Tris-HCl pH=8 1/0مولار، میلی EDTA 20وزن به حجم،  2%

بتا مرکاپتواتانول )قبل از  %1علاوه مولار، به NaCl 4/1مولار، 

کمیت . (Koh et al., 2021)استفاده بافر اضافه شود( انجام گرفت 

های استخراجی با استفاده از ژل آگارز RNAو  DNAو کیفیت 

نانومتر  280و  260های و اسپکتروفتومتری در طول موج 2/1%

با استفاده از ( PCR) مرازیپل ایرهیواکنش زنج تعیین گردید.

Mastermix شرکت WizbioSolutions (Cat No. W1401 طبق )

رولیتر با شرایط میک 20دستورالعمل شرکت سازنده در حجم 

گراد، درجه سانتی 94در  دقیقه 5چرخه واسرشت اولیه  1دمایی 

درجه  60ثانیه  40گراد، درجه سانتی 95ثانیه  45چرخه شامل  30
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چرخه بسط نهایی  1گراد و درجه سانتی 72ثانیه  45گراد ، سانتی

 برای تکثیر قطعهگراد درجه سانتی 72در دمای  دقیقه 7مدت به

-3′با توالی آغازگر مستقیم  ،CTB-EX4جفت بازی  543

TGTGCAGAATACCACAACACAC-′5  و توالی آغازگر

هر کدام  TCAAGAAGGAGGAGGAGCAC-′5-3′معکوس 

 5/0و غلظت نهایی  μM  5میکرولیتر )غلظت اولیه  5/0در حجم 

μM ،)DNA  نانوگرم،  10الگو به غلظتMaster Mix  5در حجم 

  میکرولیتر انجام شد. 10حجم نهایی  برایمیکرولیتر و آب 

های گیاهان کاهوی نسل دوم به روش کل از برگ RNAاستخراج 

پیرز مارتینز و همکاران و با اندکی تغییر انجام شد 

(Pérez‐Martínez et al., 2020) گرم از  2/0الی  1/0. حدود

صورت کامل نمونه برگ تازه با استفاده از ازت مایع در هاون به

ها اضافه گردید. لیتر از بافر استخراج به هاونمیلی 2پودر شد و 

–کلروفرم -لیتر از محلول فنلمیلی 1در مرحله بعدی 

ه هر نمونه اضافه شد. ب 1:24:25الکل به نسبت حجمی آمیلایزو

 15مدت گراد بهدرجه سانتی 4و دمای  rpm 13000ها در نمونه

دقیقه سانتریفیوژ شدند. پس از برداشتن روشناور و انتقال به 

-میکروتیوب جدید به هر نمونه هم حجم آن محلول کلروفرم

اضافه شد. در مرحله بعد فاز  1:24الکل به نسبت حجمی ایزوآمیل

 8کلراید حجم آن محلول لیتیم 1/0رداشته شد و رویی شفاف ب

گراد درجه سانتی -20مولار اضافه و پس از یک شب تیمار در 

دقیقه  15مدت گراد بهدرجه سانتی 4و  rpm 13000ها در نمونه

شسته شد و  %70سانتریفیوژ شدند. رسوب تشکیل شده با اتانول 

ت رسوب سپس برای خشک شدن زیر هود قرار گرفت. در نهای

حل  DEPCتیمار شده با  میکرولیتر آب استریل 30حاصل در 

 RNA ،1میکرولیتر  10به ، ژنومی DNAشد. جهت حذف 

و هم حجم آن بافر آنزیم اضافه و  DNase Iمیکرولیتر آنزیم 

گراد انکوبه شد. برای درجه سانتی 37دقیقه در دمای  30مدت به

مولار میلی ETDA 50تر میکرولی DNase I، 1غیرفعال کردن آنزیم 

دقیقه در  10مدت ها بهبه هر نمونه اضافه شد و در نهایت نمونه

از  cDNAمنظور تولید به گراد تیمار شدند.درجه سانتی 65دمای 

RNA های تیمار شده با آنزیمDNase I  از کیت سنتزcDNA 

 :Cat No) شرکت یکتا تجهیز طبق دستورالعمل شرکت سازنده

YT4500) معکوس  آغازگر ستفاده ازبا اOligo dT  .استفاده شد

 6لیتری، میلی 2/0های ابتدا در میکروتیوببرای این منظور 

 1، به همراه µg 5کل با غلظت نهایی  RNAمیکرولیتر از 

میکرومولار،  50با غلظت  Oligo dTمیکرولیتر از آغازگر معکوس 

ر شده با میکرولیتر آب تیما 4/13تهیه شد و برای حجم نهائی 

DEPC درجه  70دقیقه در دمای  5مدت اضافه شد و به

قرار داده شد،  thermal cyclerیا  PCRگراد در دستگاه سانتی

ها دقیقه روی یخ قرار گرفتند و به آن 2مدت ها بهسپس نمونه

 5X firstمیکرولیتر بافر  4میکرولیتر حاوی  5/6محلولی با حجم 

strand ،1  میکرولیترdNTP (10 میلی ،)میکرولیتر آنزیم  5/0مولار

RNasin (40U/ul و )برداری میکرولیتر از آنزیم رونوشت 1

ها به ( اضافه شد. پس از مخلوط کردن نمونهM-MLVمعکوس )

قرار داده شدند تا  PCRها دوباره در دستگاه آرامی، میکروتیوب

و  دقیقه 60مدت گراد بهدرجه سانتی 42در دو چرخه با دماهای 

برداری دقیقه واکنش رونوشت 5مدت گراد بهدرجه سانتی 70

انجام  cDNAمکمل یا  DNAو تبدیل آن به  RNAمعکوس از 

 شود.

-CTBکمی قطعه ، میزان بیان نیمهRT-PCRانجام آزمون  برای

EX4  با ژن مرجعActin1  3′)توالی آغازگر مستقیم-

TGATTGGAATGGAAGCTGCTG-′5  وتوالی آغازگر

( مقایسه  CAGTGATTTCCTTGCTCATCCG-′3-5′ معکوس

 های تولیدی به عنوان الگو وcDNAبا استفاده از  RT-PCR شد.

و آغازگرهای  R-Actinو  F-Actinآغازگرهای ژن مرجع 

های به و طبق نسبت R-CTB-EX4و  F-CTB-EX4اختصاصی 

چرخه  31در  PCRهای دمایی همانند آزمون کار رفته و چرخه

در  Actinو آغازگر ژن مرجع  CTB-EX4آغازگر ژن  انجام گرفت.

زمان مورد استفاده قرار به صورت هم RT-PCRطی واکنش 

افزار گرفتند. بر اساس بیان ژن مرجع با استفاده از نرم

GelQuantNET  و رعایت حداقل تکرار زیستی )سه تکرار( بیان

 و SASافزار سازی شد. نتایج بیان ژن توسط نرمژن هدف کمی

 آزمون مقایسه میانگین مورد بررسی قرار گرفت. 

نسل اول تایید شده در آزمون  ی درون شیشهگیاهان تراریخته

PCR،  با محیط سازگار شدند و به محیط گلدان در گلخانه منتقل

دست آمده از گیاهان کاهوی (. از بذرهای بهa-g 2شدند )شکل 
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گیاهان برای کشت  CTB-EX4تراریخته نسل اول حاوی ژن 

 ی نسل دوم استفاده شد.کاهوی تراریخته

-CTBی نسل دوم حاوی ژن تولید گیاهان کاهوی تراریخته

4EX : 0بذرهای نسلT تراریخت تراریخته همراه با بذر نمونه غیر

حاوی کانامایسین با غلظت  MS)شاهد( در ابتدا در محیط کشت 

تعداد  زنی،لیتر کشت و پس از جوانهگرم بر میلیمیلی 100

پس (. h،i-2های حساس و مقاوم شمارش شدند )شکل گیاهچه

دقیقه(، آب دو بار  30) %2از ضدعفونی با هیپوکلریت سدیم 

، بذور روی خاک مغذی (Pepe et al., 2021)ساعت(  1تقطیر )

شامل نسبت برابر خاک رس، ماسه، کود دامی، کوکوپیت و 

 .(Patil et al., 2020)گردیدند پیرلیت در گلدان کشت 

جهت بررسی : mRNAدر سطح  CTB-EX4بررسی بیان ژن 

ساخت  Real time PCRاز دستگاه  CTB-EX4کمی بیان ژن 

-3′، آغازگرهای مستقیم Applied Biosystemsشرکت 

CAATTAGTATGGCAAATGG-′5  3′و معکوس-

TCAAGAAGGAGGAGGAGCAC-′5  ژنCTB-EX4  و ژن

 master mixپیکومول و  5در غلظت  Actin1کنترل داخلی 

SYBER green  شرکتAMPLIQON  حاوی رنگROX  طبق

 Ct( استفاده شد. مقادیر Cat. No.: A325402دستورالعمل )

 Ct∆∆-2 (Livakمربوط به هر یک از رخدادها با استفاده از معادله 

and Schmittgen 2001 با توجه به یکسان بودن کارایی( )

کمی شد. در نهایت ی زیر آغازگرهای مورد استفاده( طبق معادله

استاندارد شده با بیان  CTB-EX4عنوان بیان ژن تکرار به 3میانگین 

ها توسط میانگین داده مقایسهشد. ژن کنترل داخلی در نظر گرفته 

 SPSSافزار با استفاده از نرم %5در سطح احتمال  LSDآزمون

انجام شد. نمودارهای مناسب جهت تجزیه و تحلیل توسط نرم 

 رسم گردید. Microsoft Excel 2019افزار 

Ct  Control ( -) ActinCt  – EX4Ct  (Transgene (-2^ = Ct∆∆-2

EX4 – Ct Actin)) 

از رسم نمودار  (Efficiency)منظور تعیین کارایی آغازگرها به

استفاده شد. نمودار  Actin1و  CTB-EX4های کارایی برای ژن

گانه  4های ر برابر سری رقتد Ctکارایی با استفاده ترسیم مقادیر 

cDNA (1x=10 ng/ul ، ، ، ترسیم شد )

(Pfaffl et al., 2001; Tellmann, 2006 واکنش .)Real time 

PCR  تکرار انجام شد.  3برای هر آغازگر در رقت و هر رقت در

و رقت  Ct حاصل برای رسم خط همبستگی بین مقادیر Ctمقادیر 

cDNA منظور تعیین کارایی آغازگرها مورد استفاده قرار گرفت. به

حاصل از خط همبستگی بین  2Rدر نهایت میزان شیب خط و 

Ct ها محاسبه گردید و کارایی هر آغازگر با استفاده از معادله
slope)/1-( 10PCRefficiency =   .بدست آمد 

 Real timeاده از واکنش تعیین تعداد نسخه انتقال یافته با استف

PCR : جهت تعیین تعداد نسخه به روش مطلق ابتدا برای هر دو

منحنی استاندارد حاصل از سری رقت  Actin1و  CTB-EX4ژن 

، ، ، 1xرقت  4در  PCRمربوط به محصول 

و با توجه به وزن  1xتهیه شد. بر اساس غلظت نمونه  

افزار تحت وب لکولی قطعه تکثیر شده با استفاده از نرممو

NEBioCalculator (https://nebiocalculator.neb.com/ تعداد )

محاسبه شد. با  Real time PCRنسخه ابتدایی در آغاز واکنش 

در برابر  Ctهای بدست آمده برای هر رقت، نمودار Ctاستفاده از 

ن نقاط برای هر آغازگر تعداد نسخه رسم شد و خط همبستگی بی

و معادله خط، از  2Rصورت مجزا رسم گردید. پس از محاسبه به

در هر  Ctمعادله بدست آمده برای تعیین تعداد رونوشت به ازای 

رخداد استفاده شد. برای تعیین تعداد نسخه در هر رخداد واکنش 

Real time PCR  ازDNA  هر رخداد انجام شد. با در نظر گرفتن

نسبت به تعداد رونوشت  CTB-EX4ین تعداد رونوشت نسبت ب

Actin1 های منتقل شده محاسبه شد. با توجه به این تعداد نسخه

مکان روی ژنوم  8قادر به تکثیر  Actin1نکته که آغازگرهای ژن 

دیپلوئید کاهو بودند تعداد نسخه نهایی بدست آمده با تقسیم بر 

 شد.  به ازای یک ژنوم کاهو استاندارد 8عدد 

 Real time PCRسنجی نسبی با استفاده از واکنش در روش کمیت

، تعداد Ct∆-2معادله هر رخداد و با استفاده از  DNAهای از نمونه

 Actin1نسبت به ژن  CTB-EX4های انتقال یافته ژن نسخه

های مورد انتظار برای ژن از روی تعداد نسخه. محاسبه گردید

-CTBی های ژن مورد مطالعهنسخه، تعداد Actinکنترل داخلی 

EX4  تعیین گردید. با توجه به این نکته که آغازگرهای ژنActin1 
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مکان روی ژنوم دیپلوئید کاهو بودند، عدد بدست  8قادر به تکثیر 

 استاندارد شد. 8با ضرب در عدد  Ct∆-2آمده از معادله 

 استخراج پروتئین: در سطح پروتئین CTB-EX4بررسی بیان ژن 

 DelMar)استفاده شد  Tris-HCLز بافت گیاهی با روش ا

Contreras et al., 2019) گرم نمونه  1/0. با استفاده از ازت مایع

لیتر بافر میلی 1صورت کامل پودر شد. برگی تازه در هاون به

استخراج به پودر گیاهی حاصل اضافه شد. مخلوط حاصل به 

دقیقه  10مدت لیتر انتقال داده شد و بهمیلی 2 میکروتیوب

ه درج 4ها در دمای ورتکس گردید. در مرحله بعد، میکروتیوب

دقیقه سانتریفیوژ شدند. در  30مدت به rpm13500 گراد و سانتی

انتقال داده شد. برای انجام  5/1انتها فاز رویی به میکروتیوب 

میکرولیتر از هر نمونه پروتئین مورد نظر  SDS-PAGE 20آزمون 

به صورت کامل همگن  5xمیکرولیتر از بافر بارگذاری  2با مقدار 

درجه  96ماری دقیقه در داخل بن 10الی  5مدت شد سپس به

 15مدت ها بهبارگذاری، نمونه گراد قرار داده شد. بعد ازسانتی

ساعت با شدت  2الی  1آمپر و سپس  60با شدت جریان دقیقه 

آمپر الکتروفورز شدند. پس از شستشو ژل با آب مقطر،  45جریان 

دور به آن اضافه و روی شیکر با  TCAمقداری از محلول ثبوت 

ساعت قرار گرفت. در مرحله بعدی ژل  1مدت زمان بسیار آرام به

آمیزی کوماسی بلو با آب مقطر شستشو داده شد و محلول رنگ

G-250 روز روی شیکر با مدت یک شبانهبه آن اضافه شده و به

روز ژل با آب دور بسیار آرام قرارگرفت. بعد از گذشت یک شبانه

برای بررسی بیان ژن  ELISAمون آز ازمقطر شستشو داده شد. 

CTB-EX4  در سطح پروتئین استفاده شد(Gao and Wu 2022) .

ابتدا غلظت برابری از پروتئین کل گیاهان شاهد و تراریخت برابر 

دهنده میکرولیتر محلول پوشش 200میکروگرم همراه با  10با 

گرم  146/0کربنات، گرم سدیم 079/0آزید، گرم سدیم 01/0)

 1x (PBS )Phosphateر لیتر بافمیلی 50کربنات در حجم بیسدیم

buffered saline (6/9pH: و به .))4روز در دمای مدت یک شبانه 

های الایزا منتقل و گراد انکوبه شد سپس به چاهکدرجه سانتی

گراد انکوبه شدند. درجه سانتی 4روز در دمای مدت یک شبانهبه

بار توسط  3و  PBS-Tبار توسط بافر  3ها در مرحله بعد چاهک

میکرولیتر محلول سرم گاوی  200شستشو داده شدند و  PBSر باف

BSA 1% ها یا بافر مسدودکننده به هر چاهک اضافه شد. نمونه

گراد انکوبه شدند. درجه سانتی 37مدت یک ساعت در دمای به

شسته  PBS-Tو  PBSدر مرحله بعد هر چاهک توسط بافرهای 

 CTB-EX4صی میکرولیتر پادتن اختصا 100شد و به هر چاهک 
دقیقه انکوبه  90مدت گراد بهدرجه سانتی 37اضافه و در دمای 

، به هر PBSو  PBS-Tبار شستشو دادن با بافرهای  3شد. پس از 

 37میکرولیتر پادتن کنژوگه اضافه و در دمای  100چاهک مقدار 

بار  3مدت یک ساعت انکوبه شد. بعد از گراد بهدرجه سانتی

میکرولیتر محلول  PBS ،100و  PBS-Tشستشو با بافرهای 

ها اضافه و برای انجام به هر کدام از چاهک TMBسوبسترای 

دقیقه و  45واکنش رنگی به محیط تاریکی انتقال داده شد. پس از 

 5/2سولفوریک ها به رنگ آبی، با افزودن اسیدتغییر رنگ چاهک

رد. ها به زرد تغییر کمولار واکنش متوقف شد و رنگ آبی چاهک

 Bioشرکت  ELISA reader ،ELx808در انتها توسط دستگاه 

Tek Instruments  نانومتر  450میزان جذب در طول موج

بلات با استفاده از برای انجام وسترن(. 5گیری گردید )شکل اندازه

انجام گرفت سپس  SDS-PAGEابتدا آزمون  ECLکیت 

 Trans-®SD semi-Dryها توسط دستگاه پروتئین

Electrophoretic Transfer cell  شرکتBio-Rad  به یک غشا

انتقال داده شدند. غشا و ژل در ابتدا  m 45µنیتروسلولزی با منافذ

دقیقه درون بافر انتقال قرار گرفتند. با استفاده از ولتاژ  20مدت به

V 100  ها از ژل به غشا دقیقه، پروتئین 60در مدت زمان

 1مدت ند سپس غشا نیتروسلولزی بهنیتروسلولزی انتقال داده شد

گراد در محلول شیر خشک بدون درجه سانتی 37ساعت در دمای 

سه مرتبه  PBS-Tقرار گرفت. غشا توسط محلول  %5چربی 

به غشا اضافه  1:20000شستشو داده شد. پادتن اولیه با غلظت 

ساعت روی شیکر با دور آرام  3مدت گردید و در دمای محیط به

دقیقه،  10مدت . در مرحله بعد سه مرتبه و هر بار بهقرار گرفت

شستشو داده شد. پادتن ثانویه با غلظت  PBS-Tغشا با محلول 

دقیقه به  90مدت به غشا اضافه شد و در دمای محیط به  1:2000

شستشو داده شد.  PBS-Tآرامی شیک شد و سه مرتبه با محلول 

اوران در محیط طبق دستورالعمل کیت زیست فن ECLسوبسترای 

تاریک تهیه گردید. غشا نیتروسلولزی در اتاق تاریک در داخل 

کیسه نایلونی و بعد درون کاست عکاسی حاوی فیلم عکاسی قرار 

دقیقه با قرار دادن نور روی بلات، فیلم  5گرفت، بعد از گذشت 
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ثانیه تا چند دقیقه با توجه به شدت نور،  1از  X-rayرادیولوژی 

دقیقه با آب  5ر داده شد. سپس فیلم بعد از گذشت روی بلات قرا

مقطر، در محلول ثبوت قرار داده شد و سپس با آب شستشو داده 

و بررسی وجود  CTB-EX4توالی  in silicoبررسی به منظور  شد.

 Blastدر کاهو غیرتراریخت از  CTB-EX4پروتئین مشابه با توالی 

ن منظور توالی استفاده شد. برای ای NCBIدر پایگاه داده 

گذاری شد و جای tblastnدر بخش  CTB-EX4نوکلئوتیدی ژن 

 Blastدست آمدن توالی آمینواسیدی مورد نظر، اقدام به پس از به

 در توالی پروتئینی گیاه کاهو شد. CTB-EX4پروتئین 

 

  و بحث نتایج

 

 های تلقیح شدهباززایی ریزنمونه

های گ کاهو، اولین کالوسهای بردو هفته پس از تلقیح ریزنمونه

حاصل از انتقال ژن توسط آگروباکتریوم ظاهر شدند و 

بیوتیک هایی که ژن مورد نظر و ژن مقاوم به آنتیریزنمونه

طی (. a-2کانامایسین را دریافت نکرده بودند، از بین رفتند )شکل 

از  %25/20در نهایت و شد تلقیحریزنمونه  775 تلقیح پنج مرحله

% نیز وارد  06/10و کردند زایی شروع به کالوس اهریزنمونه

دو تا سه هفته پس از ظهور  .(1جدول )شدند  زاییمرحله ساقه

ها در محیط باززایی شروع به رشد کردند ها، اولین گیاهچهکالوس

های درون مربوط به گیاهچه (. پس از رشد کافی ریشهb-2)شکل 

های به گلدانها از محیط کشت خارج و ، گیاهچهشیشه

دار حاوی نسبت برابر کوکوپیت و پیرلایت منتقل شدند درپوش

هایی روی درپوش در طول (. پس از ایجاد سوراخc-2)شکل 

ها برداشته چند روز و سازگاری با محیط خارج از شیشه درپوش

های حاوی خاک رس و (، سپس گیاهان به گلدانd-2شد )شکل 

(. e-2قال داده شدند )شکل ماسه و کود دامی در گلخانه انت

و همچنین  PCRگیاهان باززا شده برای تایید تراریختی با آزمون 

 CTB-EX4با استفاده از آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRآزمون 

(. پس از طی مراحل رشدی 3مورد بررسی قرار گرفتند )شکل 

( و بذور حاصل f-2گیاهان تایید شده به بذر نشستند )شکل 

 (. d-2)شکل آوری شدند جمع

 تعداد ریزنمونه ها و درصد کالوس زایی و ساقه زایی -1جدول 

Table 1. The number of explants and the percentage of callus and stem formation 
 مراحل تلقیح

Inoculation steps  

 تعداد ریزنمونه

No of explants 

 زاییکالوس

callus formation 

 زاییساقه

Stem formation 

 1مرحله 

Step 1 
125 16 2 

 2مرحله 

Step 2 
150 39 15 

 3مرحله 

Step 3 
220 37 23 

 4مرحله 

Step 4 
130 35 25 

 5مرحله 

Step 5 
150 30 13 

 مجموع

Total 
775 157 78 

 درصد

Percnet 
100 20.25 10.06 
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( bهای رشد کرده. ها از کالوسین گیاهچه( ظهور اولaی نسل اول و دوم. لید گیاهان تراریختهت و توی بذرهای تراریخهای تلقیح شده، تهیهباززایی ریزنمونه -2شکل 

های تراریخت اهچه( سازگاری گیdحاوی کوکوپیت و پیرلیت.  حیط درون شیشهمها پس از رشد کافی به یزنمونهر( انتقال cزایی. ها در محیط کشت ریشهزایی نمونهریشه

( جمع gدهی و به بذر نشستن. ( مراحل گلf( انتقال گیاهچه رشد کرده به شرایط گلدان حاوی خاک، کود دامی، کوکوپیت و پیرلیت. eبا محیط بیرون.  ایدرون شیشه

( iزنی. نهنجام تست جوااحاوی کانامایسین جهت  MS( کشت بذرهای تراریخت و غیرترایخت در محیط کشت hی نسل اول. آوری بذور از گیاهان تراریخته

 ی نسل دوم.( ترتیب مراحل رشدی گیاهان کاهوی تراریختهj(. 2های مقاوم به کانامایسین )(، گیاهچه1های حساس به کانامایسین )گیاهچه
Fig2. Regeneration of inoculated explants and preparation of transgenic seeds and production of first and second generation transgenic 

plants.a) Emergence of the first seedlings from the grown callus. b) Rooting of samples in rooting medium. c) Transplanting the explants 

after sufficient growth to the in-glass medium containing cocopeat and pearlite. d) Adaptation of transgenic seedlings in glass with the 

outside environment. e) Transferring the grown seedlings to pot conditions containing soil, animal manure, cocopeat and perlite. f) Flowering 

and seeding stages. g) Collecting seeds from first generation transgenic plants. h) Cultivation of transgenic and non-transgenic seeds in MS 

culture medium containing kanamycin for germination test. i) Kanamycin-sensitive seedlings (1), kanamycin-resistant seedlings (2). j) The 

sequence of growth stages of second generation transgenic lettuce plants. 

 

 1Tی نسل تولید گیاهان کاهوی تراریخته

گیاهان کاهوی حاصل از بذرهای تراریخته، همانند گیاهان 

زمان به گل نشستند. شد طبیعی داشتند و همرتراریخت الگوی غیر

این های ها بذر تهیه شد و برای سایر آزمایشنمونه در نهایت از

 (.2مورد استفاده قرار گرفت )شکل  تحقیق

 یکاهو اهانیدر گ CTB-EX4حضور ژن  دییتا جهت

با آغازگرهای اختصاصی ژن  PCRبا نسل دوم  یختهیترار

CTB-EX4 10جفت باز از ژن تکثیر شد. از  543ای به طول قطعه 

گیاه در  6گیاه نسل دوم حاصل از بذرهای تراریخت نسل اول، 

 CTB-EX4ی انتقال ژن تایید شدند که نشان دهنده PCRآزمون 

 PCRکه در آزمایش مرحله  1Tرخداد نسل  6. از (3ل )شکبود 

استفاده گردید  CTB-EX4تایید شده بودند، برای بررسی بیان ژن 
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(. بر اساس نتایج حاصل از ژل الکتروفورز، اندازه نوار 3)شکل 

 Actin1جفت باز و ژن مرجع  CTB-EX4 543ژن  تکثیر شده

زمون در سه تکرار جفت باز را نمایش دادند. این آ 200ی اندازه

نشان داد  RT-PCRهای حاصل از داده(. 3انجام گرفت )شکل 

 mRNAدر سطح  PCRهای تایید شده در آزمون ی رخدادکه همه

های مورد دارای بیان بودند و تفاوت در میزان بیان بین رخداد

 و 106 در رخداد یکممهین انیب زانیم نیشتریب مطالعه بود.

 (.3مشاهده شد )شکل  101در رخداد  میزان بیان نیترکم

 CTB-EX4حاکی از بیان ژن  Real time PCRنتایج حاصل از 

برای رخدادهای  mRNAدر گیاهان کاهوی تراریخته در سطح 

ه وط بمورد بررسی بود. نتایج نشان داد بیشترین میزان بیان مرب

 108 و 106و کمترین مقدار بیان متعلق به رخدادهای  105رخداد 

و  121برابر  3تقریبا  105در رخداد  CTB-EX4بیان کمی ژن  بود.

 (.4بود )شکل  104و  101برابر رخدادهای  6

و استفاده از سری رقت از  Real time PCRبا انجام واکنش 

در هر رخداد  CTB-EX4ی استاندارد تعداد نسخه برای ژن نمونه

های قت نمونهمحاسبه شد. منحنی استاندارد برای سری ر

و معادله همسبتگی  Excel 2016افزار استاندارد با استفاده از نرم

رسم گردید  Actin1و  CTB-EX4بین نقاط برای هر دو ژن 

(. نتیجه بلاست توالی آغازگرهای مورد استفاده f-3و  e-3)شکل 

لوکوس بود،  8بر علیه ژنوم کاهو حاکی از تکثیر  Actin1برای ژن 

های بدست آمده برای ژن ن موضوع تعداد نسخهبا توجه به ای

Actin1  برای ژنوم دیپلوئید نرمال شد. در  8با تقسیم بر عدد

بر تعداد نسخه  CTB-EX4نهایت با تقسیم تعداد نسخه ژن 

Actin1 تعداد نسخه درج شده ژن ،CTB-EX4  به ازای ژنوم

 7، 101دیپلوئید کاهو بصورت تقریبی محاسبه شد. برای رخداد 

نسخه،  4، 106نسخه، رخداد  1، 105و  104نسخه، رخداد 

نسخه محاسبه شد. تعداد  2، 121نسخه و رخداد  5، 108رخداد 

ی انتقال یافته از طریق آگروباکتریوم به عوامل مختلفی از نسخه

قبیل نوع سویه آگروباکتریوم و ساختار ژنتیکی گیاه میزبان و 

چه معمولا تعداد همچنین نوع پلاسمید بستگی دارد. اگر

 2یا  1های انتقال یافته توسط آگروباکتریوم کم و معمولا نسخه

های بیشتر در هایی از انتقال تعداد نسخهنسخه است اما مثال

 گیاهان مختلف از جمله کاهو وجود دارد. 

بررسی تعداد نسخه درج شده در روش کمیت سنجی نسبی در 

سبت به ن CTB-EX4 ژنوم و مقدار تکثیر توسط آغازگرهای ژن

به  )با توجه Ct∆∆-2با استفاده از معادله  1Actinآغازگرهای ژن 

 عدادتیکسان بودن کارایی تکثیر هر دو آغازگر( استاندارد شد و 

نسخه درج شده محاسبه شد. با توجه به این که آغازگرهای 

 لوکوس روی ژنوم 4قادر به تکثیر  Actin1طراحی شده برای ژن 

نوم ژ، برای محاسبه تعداد نسخه انتقال یافته در هاپلوئید بود

، 101رخداد برای  در نهایت ضرب شد. 8دیپلوئید عدد نهایی در 

نسخه،  3، 106نسخه، رخداد  1، 105و  104نسخه، رخداد  6

نسخه محاسبه شد.  2، 121نسخه و رخداد  4، 108رخداد 

مورد  نسخه از ژن 3دارای بیشتر از  108و  106، 101های رخداد

ین اها احتمال دارد به سبب ادغام مطالعه بودند. این تعداد نسخه

 ژن در چندین جایگاه مختلف بوده باشد.

ها در داخل ژل عمودی توسط پروتئین SDS-PAGEآزمون در 

م الکتروفورز از هم تفکیک شدند و بر حسب وزن مولکولی از ه

ی عهجدا شدند. در نهایت با بررسی وجود یا عدم وجود قط

های در رخدادکیلودالتون  17پروتئینی هدف در محدوده 

، به وجود یا عدم وجود قطعه تراریخت در مقایسه با شاهد

ی کیلو دالتون 17ی در این آزمون، قطعه برده شد.پروتئین هدف پی

د موجود در گیاهان تراریخت، در گیاه غیرتراریخت مشاهده نش

 (.5)شکل 

یاه کاهو به در گ CTB-EX4پروتئین نتایج بدست آمده از بیان 

حاکی از آن بود که تمامی گیاهان کاهوی  ELISAروش 

بودند.  CTB-EX4تراریخت شده دارای توانایی تولید پروتئین 

 121دارای بیشترین میزان بیان پروتئین و رخداد  105رخداد 

تقریبا  105کمترین میزان بیان پروتئین را نشان داد. بیان رخداد 

 3/1یبا تقر 105بود. بیان پروتئین در رخداد  108با رخداد برابر 

 101د برابر رخدا 7/1و  106برابر رخداد  6/1، 104برابر رخداد 

نانومتر بیان  450صورت میزان جذب در طول موج بود. نتایج به

   (4شده است )شکل 
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-CTBهای باززا شده توسط آغازگرهای اختصاصی ی نسل اول حاصل از نمونههای تراریختهگزینش گیاهچه a)های مولکولی روی گیاهان مورد بررسی بررسی -3شکل 

EX4های ، چاهکA ،C ،D ،E ،G ،H ،I ،J ،K  وLهای ی نسل اول، چاهکی تایید شدههای تراریخته: نمونهB  وFهای غیرتراریخت، چاهک : نمونهH کنترل منفی :

ی : نمونهWt، چاهک bp 100-3000: نشانگر مولکولی M: حاوی قطعه مورد نظر به عنوان کنترل مثبت، pUو  pBهای ، چاهکی الگو(DNA)استفاده از آب به عنوان 

: 121و  115، 110، 108، 107، 106، 105، 104، 103، 101های ژنومی استخراجی از گیاهان تراریخته و شاهد، چاهک DNA( الکتروفورز bتراریخت(. شاهد )گیاه غیر

DNAهای ی استخراجی از گیاهان تراریخته و چاهکWt :DNAی استخراجی از گیاهان شاهد غیرتراریخت. (c  بررسی گیاهان کاهوی تراریخته نسل دوم در سطح

DNA جفت باز ژن  543 و تایید حضور قطعهCTB-EX4  توسط آزمونPCR ،( پلاسمیدC+شامل ژن مورد نظر به :) 104، 101رخداد  6عنوان کنترل مثبت و تعداد ،

: نمونه غیرتراریخت شاهد، -C، چاهک جفت باز 543با قطعه مورد انتظار CTB-EX4 از کل گیاهان تراریخت نسل دوم: حاوی ژن مورد مطالعه  121، 108، 106، 105

 نهای گیاهااز برگ RNAاستخراج  d). ای غیرتراریخته: نمونه115و  110، 107، 103های الگو(، نمونه DNA: نمونه کنترل منفی )استفاده از آب به عنوان Hچاهک 

 یآغازگرها یاستاندارد برا یمنحن( e نمونه غیرتراریخت شاهد. Wtهای تراریخت، نمونه :121و  108، 106، 105، 104، 101÷های ی نسل دوم، چاهککاهوی تراریخته

تکرار برای هر رقت.  3رقت و  5در  Actin 1( منحنی استاندارد برای آغازگرهای ژن cDNA fدر برابر غلضت  Ctهر رقت.  یتکرار برا 3رقت و  4در  CTB-Ex4ن ژ

Ct  در برابر غلضتcDNA 

Fig3. Molecular analyses on the plants under study. a) Selection of first-generation transgenic seedlings from samples regenerated by 

specific primers CTB-EX4, wells A, C, D, E, G, H, I, J, K, and L: confirmed first-generation transgenic samples, wells B and F: Non-

transgenic samples, H well: negative control (using water as template DNA), pB and pU wells: containing desired fragment as positive 

control, M: molecular marker 100-3000 bp, Wt well: non-transgenic control sample. b) Genomic DNA electrophoresis extracted from 

transgenic and control plants, wells 101, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 110, 115 and 121: DNA extracted from transgenic plants and Wt 

wells: DNA extracted from non-transgenic control plants. c) Examining the second generation transgenic lettuce plants at the DNA level and 

confirming the presence of a 543 bp fragment of the CTB-EX4 gene by PCR test, plasmid (C+): including the desired gene as a positive 

control and the number of 6 lines 101, 104, 105, 106, 108 , 121 of all transgenic plants of the second generation: containing the studied gene 

CTB-EX4 with the expected fragment of 543 bp, well C-: control non-transgenic sample, well H: negative control sample (using water as 

template DNA), 103 samples, 107, 110 and 115: non-transgenic sample. e) Standard curve for CTB-Ex4 gene primers at 4 dilutions and 3 

replicates for each dilution. Ct versus cDNA concentration f) Standard curve for Actin1 gene primers in 5 dilutions and 3 replicates for each 

dilution. Ct versus cDNA concentration 
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های استخراجی گیاهان تراریخته در مقایسه با برای پروتئین ELISA( نمودار aو پروتئین.  RNAدر سطح  CTB-EX4نمودار مقایسه میانگین بررسی بیان ژن  -4شکل

 . Actin1نرمال شده با مقدار بیان ژن  CTB-EX4ژن  بیان کمی نسبی مقایسه میانگین نمودار( bگیاه شاهد. 

Fig4. Comparison chart of the average of CTB-EX4 gene expression in RNA and protein levels. a) ELISA plot for extracted proteins of 

transgenic plants compared to the control plant. b) Comparison graph of the average relative quantitative expression of the CTB-EX4 gene 

normalized with the expression value of the Actin gene. 

 

دارای بیشترین مقدار بیان در سطوح پروتئین و  105رخداد 

mRNA  در مقایسه با سایر رخدادهای تراریخت شده بود. با

اکی ته حه به این نکته که نتایج بررسی تعداد نسخه انتقال یافتوج

م رخداد درژنو CTB-EX4نسخه منتقل شده ژن  1از وجود تنها 

رسد این نسخه در ناحیه مناسبی از ژنوم قرار نظر میبود. به 105

قال با بیشترین تعداد نسخه انت 101گرفته است. همچنین رخداد 

ود و پروتئین ب mRNAیان در سطوح یافته دارای کمترین مقدار ب

رسد تعداد بالای ژن انتقال یافته باعث اثر بازخورد نظر میکه به

خه منفی روی بیان ژن مورد نظر باشد. از طرفی قرار گرفتن نس

 یگریمنتقل شده در مناطق غیرترجمه شونده نیز می تواند عامل د

د رخدا در کم بودن بیان در یک رخداد تراریخت باشد. از طرفی

در  دارای کمترین مقدار بیان 101نسخه پس از رخداد  5با  108

بود با این حال در سطح پروتئین دارای بیشترین  mRNAسطح 

ن بود. این نکته نشان دهنده ای 105مقدار بیان پس از رخداد 

تواند برآرود نمی mRNAواقعیت است که مقدار بیان در سطح 

 وتئین باشد زیرا ممکن استصحیحی از مقدار بیان در سطح پر

تولید شده به دلایلی مانند خاموشی ژن پس از  mRNAکل 

 رونویسی به پروتئین تبدیل نشوند.

در شرایط احیا،  CTB-EX4بادی اختصاصی با استفاده از آنتی

ی دستگاه بلاتینگ، بعد از انتقال به غشا نیتروسلولزی اقدام بوسیله

آزمایش از سوبسترای به نسبت به شناسایی پروتئین شد. در این 

استفاده شد. در اتاق تاریک عکاسی با استفاده از  ECLحساس 

X-ray  (. 5باندهای پروتئین مورد رویت قرار گرفتند )شکل

روی کاغذنیتروسلولزی با  CTB-EX4همچنین باندهای پروتئین 

کیلو دالتون ظاهر  17بادی اختصاصی در محدوه استفاده از آنتی

 (.5ل گشتند )شک

 ، مشاهده شد که پروتئینیBlast pاز  با توجه به نتایج حاصل

رد که توسط گیاه کاهو وجود ندا در CTB-EX4مشابه پروتئین 

ود. بنابراین شناسایی ش CTB-EX4بادی اختصاصی پروتئین آنتی

توان گفت پروتئین مشاهده شده در گیاهان تراریخت همان می

 .باشدمیدر این مطالعه  CTB-EX4پروتئین 

با روش بمباران  CTBمتصل شده به  4-ای اکسندیندر مطالعه

بیان  CTB-EX4ای به کلروپلاست کاهو انتقال داده شد. ژن ذره

شده در کلروپلاست، سطح گلوکز خون را در موش کاهش داد و 

تحریک کرد. در این  TC-6های بتا ترشح انسولین را در سلول

-CTBآمیزی ژن طور موفقیتبه (2013مطالعه کوون و همکاران )

EX4  را درون ناقل انتقالی کلروپلاست قرار دادند. سپس انتقال ژن

CTB-EX4  توسطPCR و سادرن بلات تایید شد (Kwon et al., 

2013 .) 

را با پروتئین ترانسفرین انسانی  EX4در پژوهشی دیگر، ژن 

وژن را ایجاد کردند. پروتئین فی EX4-Tfترکیب کردند و سازه 

EX4-Tf با ناقل pBI101.1-Ex-4-Tf  توسطA. tumefaciens  به

با روش  EX4-Tf. سپس انتقال برگ گیاه تنباکو انتقال داده شد

PCR ( تأیید شدChoi et al., 2014.) 
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، 106، 105، 104، 101های و شاهد، چاهک های استخراجی در گیاهان تراریختحاصل از پروتئینSDS-PAGE (a آنالیزهای انجام گرفته در سطح پروتئین.  -5شکل 

، انتقال به ترتیب مراحل ELISAهای تغییر رنگ چاهک b) : نشانگر پروتئینی.M: گیاهان شاهد غیرتراریخت، چاهک Wtهای : گیاهان تراریخته، چاهک121و  108

 c)(. 4-3) مولار 5/2فوریک افزودن اسید سول(، 2ر مسدود کننده و انکوبه کردن )(، اضافه کردن باف1ها )دهنده به چاهکهای استخراجی همراه با محلول پوششپروتئین

بادی در شرایط احیا توسط آنتی : گیاهان شاهد غیرتراریخت،Wtهای : گیاهان تراریخته، چاهک121و  108، 106، 105، 104، 101های چاهک، بلاتآزمون وسترن

 (.2روی کاغذ نیتروسلولزی ) CTB-EX4شدن باندهای پروتئین . ظاهر ECL (1)با روش کیت  CTB-EX4اختصاصی 

Fig5. Analyzes performed at the protein level. a) SDS-PAGE of extracted proteins in transgenic and control plants, wells 101, 104, 105, 106, 

108 and 121: transgenic plants, Wt wells: non-transgenic control plants, well M: protein marker. b) Changing the color of the ELISA wells in 

the order of the steps, transferring the extracted proteins together with the coating solution to the wells (1), adding blocking buffer and 

incubating (2), adding 2.5 M sulfuric acid (3-4). c) Western blot test, wells 101, 104, 105, 106, 108 and 121: transgenic plants, Wt wells: 

non-transgenic control plants, under conditions of recovery by specific antibody CTB-EX4 by ECL kit method (1). Appearance of CTB-EX4 

protein bands on nitrocellulose paper (2). 

 

از گیاهان  CTB-EX4در این تحقیق، برای اثبات حضور ژن 

استخراج شد و با آغازگرهای اختصاصی ژن  DNAتراریخت 

در تعدادی  CTB-EX4انجام گرفت. ژن  PCRمورد نظر واکنش 

توان گفت تراریخت تکثیر نشد که می 1Tاز رخدادهای نسل

باشد. در این  DNAنعت کننده در دلیل عدم وجود ژن یا ممابه

در دسترس بود. از هر  (1Tنوع بذر متفاوت نسل اول ) 6تحقیق، 

عدد بذر انتخاب و در نهایت،  4( تعداد 0Tنوع بذر نسل اول )

بذر متفاوت از بذرهای نسل اول گیاهان کاهوی  24تعداد 

های حاوی خاک رس در گلدان CTB-EX4ی حاوی ژن تراریخته

گیاهچه نسل  10سب مواد مغذی کشت گردید. تعداد و نسبت منا
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های شاهد طور کامل روییده شدند و همانند گیاهچه( به1Tاول )

رشد کردند و به مرحله گلدهی رسیدند و به بذر نشستند و از 

 های تایید شده که حاوی ژن مورد نظر بودند بذر تهیه شد.رخداد

ین تعداد نسخه به نتایج تعیین تعداد نسخه به روش مطلق و تعی

نشان داد که  Actin1روش نسبی در مقایسه با ژن کنترل داخلی 

نسخه و  6دارای بیشترین نسخه درج شده به مقدار  101رخداد 

ترین نسخه درج شده به مقدار داراری کم 105و  104های رخداد

ترتیب به 108و  106، 121های نسخه بودند. همچنین رخداد 1

های درج سخه بودند. نتایج تعیین تعداد نسخهن 4و  3، 2دارای 

شده در ژنوم گیاهان کاهوی تراریخته در هر دو روش مطلق و 

نسبی تفاوت بسیار اندک با هم داشتند و تقریبا مشابه هم بودند. 

ی ژن منتقل شده در تفاوت در نتایج حاصل از تعیین تعداد نسخه

هوی تراریخته های مختلف گیاهی در نسل دوم گیاهان کارخداد

در طی  CTB-EX4تواند دلایل متفاوتی از جمله تفرق ژن می

تواند باعث اور نیز میایجاد نسل دوم باشد. همچنین کراسینگ

گیاهان تراریخته تولید شده با ها گردد. شکستگی و تفرق ژن

های انتقال متفاوت استفاده آگروباکتریوم از لحاظ سطح بیان ژن

برابر در بین  50تا  10این تفاوت بین  هستند طوری که میزان

 Hobbs et) کندافراد ترانسفورم شده در همان آزمایش تغییر می

al., 1990.) شود دلایل متنوعی برای این تفاوت بیان پیشنهاد می

دهد. تعداد طور کامل این پدیده را توضیح نمیکه هیچ کدام به

طالعه شده یکی از مهمترین عوامل م یانتقال T-DNAکپی از 

باشدکه همبستگی مثبت بین تعداد نسخه انتقالی و افزایش بیان می

دهد هایی وجود دارد که نشان میحتی نشانه وجود ندارد.

علاوه بر تعداد کپی  شوند.به بیان بالاتر می های منفرد منجرنسخه

ترانسژن موقعیت ژن وارد شده درژنوم نیز روی بیان آن بسیار 

 موثر است.

هر  105و  104های های مورد مطالعه مانند رخداداز رخدادبرخی 

را در ژنوم خود داشتند  CTB-EX4کدام دارای یک نسخه از ژن 

که حاکی از ادغام شدن ژن مورد مطالعه فقط در یک جایگاه در 

توان امیدوار بود که باشد. میهای کاهو مییک دست از کروموزوم

-CTBنسبتا پایداری را از ژن با تولید گیاهان هموزیگوت، بیان 

EX4 های بعد شاهد باشیم.در نسل 

بود.  CTB-EX4نسخه برآورد شده برای ژن  2دارای  121رخداد 

توان در مورد چگونگی ادغام ژن در صورت قطع به یقین نمیبه

 وارد نظر ژنوم گیاه نظری را ارائه کرد، اما احتمال دارد که ژن مد

روموزوم همولوگ تکرار گردیده ک 2یک جایگاه شده ولی در 

 است. 

های تراریخت مورد در رخداد CTB-EX4نتایج بررسی بیان ژن 

کمی حاکی از بیان ژن مورد نیمه PCRبررسی با استفاده از روش 

بیشترین طوری که های مورد بررسی بود بهنظر در همه رخداد

شتر از یببرابر  30بود که تقریبا  105میزان بیان مربوط به رخداد 

ن بیان کمی ژ (.4با کمترین مقدار بیان بود )شکل  101رخداد 

CTB-EX4  6تقریبا  و 121برابر رخداد  3تقریبا  105در رخداد 

رسد تعداد نظر میمشاهده شد. به 104و  101های برابر رخداد

و  باعث اثر بازخورد منفی 101بالای نسخه درج شده در رخداد 

شده باشد همچنین عواملی مانند کاهش بیان در این رخداد 

توانند باعث عدم رونویسی در خاموشی ژن و اثرات مکانی می

وسیله شوند. همچنین دلیل انتقال تصادفی ژن به RNAسطح 

ی هتروکروماتین قرار آگروباکتریوم ممکن است ژن در ناحیه

 صورت ناقص و شکسته به گیاهبگیرد و یا اینکه ژن مورد نظر به

 بد و در نهایت بیان نگردد.انتقال یا

-CTBبلات نیز بیان پروتئین و وسترن ELISAهای در آزمون

EX4 های ی رخدادطوری که همهمورد تایید قرار گرفت. به

تراریخت شده قادر به تولید پروتئین مورد نظر بودند و فقط مقدار 

سم وبا  Bزیر واحد های مختلف با هم متفاوت بود. آن در رخداد

سمی ندارد و مسئول انتصال سم به گیرنده های سم  خاصیت

. در آزمون موجود در غشای سیتوپلاسمی سلول میزبان است

ELISA  بیشترین مقدار بیان  105نتایج بیانگر آن بود که رخداد

کمترین بیان را به  121را نشان داد و رخداد  CTB-EX4پروتئین 

 108ر با رخداد تقریبا براب 105خود اختصاص داد و بیان رخداد 

برابر رخداد  3/1تقریبا  105بود، همچنین بیان پروتئین در رخداد 

 بود. 101برابر رخداد  7/1و  106برابر رخداد  6/1، 104

در  CTB-EX4ی پروتئین های ارائه شده، اندازهدر گزارش

-SDSکیلو دالتون تعریف شده است. در آزمون  17ی محدوده

PAGE رت دقیق در این محدوده رویت شد صوباند مورد نظر به
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ی پروتئینی مورد نظر در گیاهان شاهد در صورتی که قطعه

غیرتراریخت مشاهد نشد. همچنین باند پروتئین مورد نظر در 

بلات بر روی کاغذ نیتروسلولزی در این محدوده آزمون وسترن

بادی اختصاصی در سوبسترای مشاهده گردید. با استفاده از آنتی

در اتاق تاریک عکاسی باندهای اختصاصی پروتئین  ECLکیت 

CTB-EX4 های رویت گردیدند. عواملی از جمله تعداد نسخه

های استفاده منتقل شده و جایگاه قرار گرفتن آنان در ژنوم، توالی

در میزان تولید پروتئین نقش  RNAشده در وکتور و خاموشی 

 دارند.

  نتیجه گیری کلی 

 PCRبه گیاه کاهو با استفاده از  CTB-EX4ژن نتایج بررسی انتقال 

برای تعیین تعداد نسخه  PCRو همچنین بررسی های ریل تایم 

توسط  CTB-EX4ترانسژن وارد شده حاکی از انتقال ژن 

و پروتئین  RNAآگروباکتریوم وبیان ژن مورد نظر در سطح 

نسخه درج شده دارای  1با  105موفقیت آمیز بود. رخداد 

و هم در سطح پروتئین بود که  RNAیان هم درسطح بیشترین ب

تواند حاکی از درج ژن در ناحیه یوکروماتینی باشد. رخداد می

با بیشترین تعداد نسخه درج شده داری کمترین مقدار بیان  101

رسد انتقال تعداد نسخه نظر میو پروتئین بود. به RNAدر سطوح 

زخورد منفی روی بیان ژن تواند دارای اثر باهای بالا از یک ژن می

مورد نظر و در نتیجه کاهش بیان آن باشد همچنین درج در محل 

تواند نیز می T-DNA rearrangementنامناسب و انتقال ناقص یا 

از سایر عوامل دخیل در بیان نشدن ژن خارجی درج شده باشد. 

تواند توده بالا و مصرف بدون فرآوری میدلیل زیستگیاه کاهو به

ی استفاده به عنوان واکسن خوراکی گزینه مناسبی باشد. بیان برا

در گیاه کاهو تراریخت حاکی از توانایی آن برای  CTB-EX4پپتید 

های خارجی است با اینحال بررسی تاثیر این پپتید تولید پروتئین

 هایی روی حیوانات آزمایشگاهی است.نیازمند آزمایش

  سپاسگزاری

 یت از پژوهشگران و فناوران کشورصندوق حمااست از  لازم

برای  لازمو امکانات  95849683بابت تامین اعتبار طرح با کد 

از آقای دکتر حسین هنری بابت تهیه انجام کار سپاسگزاری شود. 

در ضمن شود. کمال تشکر و قدردانی می  CTB-EX4آنتی بادی 

کارشناس محترم آزمایشگاه بیوتکنولوژی  شهیدیاز خانم 

بابت کمک در اجرا، کردستان ه کشاورزی دانشگاه دانشکد

. این مطالعه در آزمایشگاه بیوتکنولوژی و گلخانه شودقدردانی می

تحقیقاتی دانشکده کشاورزی دانشگاه کردستان انجام شد.
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