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 ملاحظاتي دربيوتيك در گياهان تراريخته منجر به  اي مقاومت به آنتيه استفاده از ژن
هاي داخلي  بيوتيكي به ميكروارگانيسم احتمال انتقال مقاومت آنتي رابطه بادر  گانكنند مصرف

پذيري  بررسي ميزان ثبات و تجزيه. بدن، دستگاه گوارش و احتمال جذب آنها شده است
ي زاي تواند نگراني مربوط به سميت يا حساسيت راحل هضم، ميپروتئين يا ژن مورد نظر در طي م

اي نوتركيب .ان.براي بررسي ميزان پايداري و وجود قطعات دي. را به حداقل برساند آن
ها، از مدل حيواني موش صحرايي  زميني تراريخته در دستگاه گوارش و احتمال جذب آن سيب

هايي از  هاي صحرايي، نمونه روزه موش 90دهي  پس از اتمام يك دوره خوراك. استفاده شد
پس از . ها برداشته شد هاي دستگاه گوارش، خون و ساير بافت محتواي دستگاه گوارش، بافت

اي و بررسي كميت وكيفيت آن، اقدام به شناسايي و رديابي قطعات مختلف .ان.استخراج دي
گرهاي اختصاصي قطعات داخل ژني اي پليمراز و با استفاده از آغاز تراژن با روش واكنش زنجيره

در خوراك  cpبراساس نتايج بدست آمده، ژن شاهد كه شامل قطعات ژن كلروپلاستي . شد
به عنوان  myاستفاده شده بعنوان غذا و محتويات دستگاه گوارش و قطعات ژن داخلي موش 

ي تراريخته و زمين هاي تغذيه شده با سيب هاي موش، در هر دو گروه از موش كنترل داخلي بافت
و در  nptIIو ژن  nosاي پليمراز براي پيشبر  نتايج واكنش زنجيره. غيرتراريخته شناسايي شد

زميني تراريخته  شده با سيب هاي تغذيه هاي محتويات دستگاه گوارش گروه تعدادي از نمونه
نتايج . داي مشاهده نش ها وخون و گروه كنترل هيچ قطعه مثبت بود و در نمونه مربوط به بافت

اي تراژن در دستگاه .ان.زميني و مولكول دي نشان داد قطعات ژن داخلي سيب پژوهشاين 
آنچه . گوارش بطور كامل تخريب نشده و قطعاتي از آن در دستگاه گوارش قابل تشخيص است

در دستگاه ) تراژن(اي منتقل شده .ان.اي موجود در يك ماده غذايي و يا دي.ان.مسلم است دي
هاي مختلف دستگاه  ها در بخش بنابراين، حضور قطعاتي از اين ژن. ساختار يكساني دارند گوارش

  .گوارش موش طبيعي است
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

داراي  در بيشـتر مـوارد  هـاي موجـود در گياهـان تراريختـه      تراژن
موجود در اين  هاي ملاحظههاي پروكاريوتي هستند از جمله  توالي

هـا و   ها از گياهان تراريخته به باكتري زمينه امكان انتقال اين تراژن
هاي موجـود در دسـتگاه گـوارش انسـان و حيوانـات       يا ميكروب

هـاي مقاومـت    اين است كه ژن ها ملاحظهترين  كي از مهمي. است
ممكن است شده در توليد گياهان تراريخته  بيوتيك استفاده به آنتي

 زاي موجـود در دسـتگاه گـوارش شـوند     هاي بيماري وارد باكتري
)Folmer et al.,2000.( توليـد  از پـس  است ضروري منظور بدين 
 مختلـف  هـاي  جنبـه  ازآن  غذائي سلامت، تراريخته محصول كي

ترين ژن نشانگر انتخـابي   فراوان nptIIژن  .گيرد قرار بررسي مورد
 اسـت  پژوهشـي استفاده شده در گياهان تراريخته جهـت اهـداف   

)Ziemienowicz et al.,2001.( هاي انجام شده در بخشـي   بررسي
ــه در     ــان داده ك ــده نش ــر ش ــالات منتش ــد از 44-77از مق  درص

اند، گياهان مورد  ن تراريخته استفاده كردهكه از گياها هايي پژوهش
 (,.Rahnama et alاند بوده nptIIواجد ژن نشانگر انتخابي  بررسي

المللـي، آزادسـازي تجـاري كلـزا،      هاي نظارتي بين آژانس). 2011
كتان، كاسني و پنبـه حـاوي   گياه فرنگي،  ، گوجهزميني سيبذرت، 

سـوء   اثرهـاي مبني بر هيچ گونه گزارشي . اند را پذيرفته nptIIژن 
NPTII  يا ژنnptII      بر انسان، جانوران يـا محـيط گـزارش نشـده
هـاي   در بررسي )Rahnam et al., 2004; Miki et al. 2004( است

هـاي خـاكزي در مـزارع زيـر كشـت       انجام شده بر روي بـاكتري 
هـا،   بيوتيك يهاي نشانگر مقاومت به آنت گياهان تراريخته واجد ژن

 De Vries et اي مشاهده نشـده اسـت   ري تراريختههيچ گونه باكت

al.,1998).( انـد در   زيادي هم نتوانسته پژوهشيهاي  بعلاوه، گروه
شرايط آزمايشگاهي، انتقـال افقـي ژن را از گياهـان تراريختـه بـه      

بــا ايـن وجــود، ثابــت شـده اســت كــه   . هــا نشـان دهنــد  بـاكتري 
توانند در  تند ميهس nptII هايي از ژن هايي كه داراي بخش باكتري

در گياه تراريخته، ) NPTII( همسان خود يها نتيجه نوتركيبي با ژن
 ;Rahnama et al., 2011( ژن خـارجي گيـاهي را دريافـت كننـد    

Van den Eedeet al., 2004,.( كه  اند كرده هاي اخير مشخص داده
توانـد در   هـاي خـاك مـي    انتقال ژن از گياهان تراريخته به باكتري

هاي همسان مشخصـي بـين    حداقل وقتي كه توالي(بيعي شرايط ط
اتفـاق  ) سلول پذيرنده وجود داشته باشداي .ان.ديژن خارجي و 

هـاي نشـانگر    و سـاير ژن  nptII در زمينه انتقال ژن پژوهش. فتدبي
بيوتيك مشخص كرد كه انتقال يك ژن نشـانگر از   مقاومت به آنتي

انـد،    واجد آن ژن نبـوده يك گياه تراريخته به باكتري خاك كه قبلا
ري خـاكزي حسـاس بـه    حتي وقتي كه يك باكت. بسيار بعيد است
كنـد پخـش    حاصل از گياه را دريافـت مـي    nptII كانامايسين، ژن

صفت جديد در جمعيـت باكتريـايي بسـتگي بـه قـدرت رقـابتي       
هـاي   چون وجود كانامايسـين در خـاك  . هاي تراريخته دارد سلول

نتيجـه   .(Nielsen et al.,2000)شده اسـت  طبيعي هنوز شناسايي ن
ندرت فشـار انتخـابي   ه كه شرايط طبيعي خاك ب ه شده استگرفت

از گياهـان تراريختـه بـه     nptII ژنلازم براي اثبات انتقال احتمالي 
هـاي   از طرف ديگر، بـاكتري . كند هاي پذيرنده را فراهم مي باكتري

. بيعي وجود دارنـد هاي ط مقاوم به كانامايسين به فراواني در خاك
استخراج شده  اي.ان.دي) 1998( همكارانو  DeVries براي مثال،

و نشـان   كـرده از چهار نمونه خاك از مزارع مختلـف را بررسـي   
بودند كه با استفاده  اي.ان.ديدادند كه هر چهار نمونه خاك واجد 

واكنش زنجيرهاي پليمـراز   توسط nptIIاز آغازگرهاي اختصاصي 
تـا   2×105هـدف بـين   nptIIهاي  غلظت توالي. كنند مي ر پيداتكثي
بنابراين، . متفاوت بود) وزن خشك( گرم خاك مولكول بر 3×108

خاكزي تراريخته مقاوم به  هاي نمونهتحت بهترين شرايط فرضي، 
از گياه تراريختـه ايجـاد    اي.ان.ديكانامايسين كه در نتيجه جذب 

ــي ــوند م ــت 1:10000000 ش ــاكزي م جمعي ــاي خ ــه ه ــت ب قاوم
 ).Rahnama et al., 2011( كانامايسين را هم تشكيل نخواهنـد داد 

واكـنش  تلاش شده است تـا بـا اسـتفاده از روش     پژوهشدر اين 
و پيشـبر   nptIIاي تـراژن  .ان.وجود قطعات دي، اي پليمراز زنجيره

nos هـاي مختلـف    در محتويات دستگاه گوارش و همچنين بافت
زميني تراريخته مـورد بررسـي قـرار     بهاي تغذيه شده با سي موش
 مجـوز  صدور مسئول مراكز توان به را مي پژوهش اين نتايج. گيرد

 زير به امكان مورد در اطلاعات اين كمك به و كرد ارائه رهاسازي
 بـا  .كـرد  گيـري  تصـميم  تراريختـه  زميني سيب تجاري بردن كشت
 ـ و ها هملاحظ به حدودي تا اين بررسي نتايج به توجه  در دهاتردي
  .خواهد شد داده پاسخ تراريخته محصولات از استفاده مورد
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  هاروشومواد

زمينـي   خصوصيات سازه ژني اسـتفاده شـده در توليـد سـيب    
كـرج،   -در پژوهشكده بيوتكنولـوژي كشـاورزي ايـران    :تراريخته

زمينـي بـا اسـتفاده از ژن     زميني تراريخته مقاوم به بيد سـيب  سيب
cry1Ab هـا و توليـد    براي هدفمند كردن بيان ژن. است توليد شده
تر از نظـر رعايـت اصـول ايمنـي زيسـتي، از       ايمن Bt زميني سيب

گيـاه ذرت    Phosphoenolpyruvate carboxylase(PEPC(پيشبر 
)Zea mays (شـود،   هاي سبز گياه مي كه سبب تظاهر ژن در بخش

سـازه   بـراي انتقـال  ). Ghasimi et al.,2009( استفاده شـده اسـت  
وم يگروبـاكتر ااز  زمينـي  سـيب بـه گيـاه    pBPECry1Abمولكولي 

اين سازه ژنـي   ).1شكل( استفاده شد AGLo1سويه  نسياسف ومهت
  .است NOSو از پيشبر  nptIIر نشانگژن  داراي

اي  آزمايشي و انجـام واكـنش زنجيـره    يها گروه ،رژيم غذايي
شـت در  هـاي كنتـرل و تراريختـه پـس از ك     زمينـي  سيب :پليمراز

هـا پـس از    زميني يبس. دهي رفتند اي به مرحله غده شرايط گلخانه
ها مورد اسـتفاده   كردن، به شكل پودر در جيره غذايي موش خشك

هاي آن به وفـور در   و فراورده زميني يبساز آنجا كه  .قرار گرفتند
گيـرد بنـابراين در ايـن     سبد غذايي انسان مورد اسـتفاده قـرار مـي   

صـحرايي بـه دليـل مشـابهت بسـيار زيـاد        شاز مدل مو پژوهش
دستگاه گوارش با انسان نسبت به ساير حيوانـات آزمايشـگاهي و   

براي انجام اين آزمـايش از  . اي موجود در ايران استفاده شد مزرعه
. اسـتفاده شـد  ) مـوش مـاده   8موش نـر و   8(موش صحرايي  16

هـر يـك از ايـن    . تـايي تقسـيم شـدند    4ها به چهار گـروه   موش
 2تايي تحت عنوان يك تيمار بودند كه در هر تيمـار از   4اي  تهدس

ها علاوه  گروه از موش 2در . موش نر و دو موش ماده استفاده شد
پودر جو، پـودر   شامل پودر گندم،(بر جيره غذايي معمولي موش 

ذرت، سبوس گندم، بلغور سويا، پودر برسيم، پودر يونجه، مـولتي  
، پـودر شـير و بلغـور    Eويتامين ، D3 ينويتام، C ويتامين، ويتامين

گروه دوم علاوه  دوزميني تراريخته و در  سيب درصد 30 )گوشت
تراريخته اسـتفاده  غيرزميني  بر جيره غذايي معمولي موش، از سيب

زميني نورديـده و   تايي از سيبچهارهاي  در دو گروه از گروه. شد
شرايط تاريكي هاي قرار گرفته در  زميني در دو گروه ديگر از سيب

دسـتورالعمل  هـا براسـاس    شـرايط نگهـداري مـوش   . استفاده شد
OECD د بـــو)OECD, 1998.(    پـــس از اتمـــام يـــك دوره

ساعت از قطع غـذا يـا خـوراك،     12، پس از روزه 90دهي خوراك
در دسـتگاه گـوارش از   هـا انجـام شـد؛     سلاخي و كشـتار مـوش  

هـاي   فـت محتويات معده، محتويات سكوم، محتويـات روده، و با 
دوازدهه، ژوژئوم، دودئوم، ريه، كبد، معـده، قلـب، كليـه، طحـال،     

ها در  گيري شد و نمونه نمونهبيضه، مغز و خون بصورت جداگانه 
سپس بـه  . گراد نگهداري شدند درجه سانتي -80فريزر و در دماي

ــره روشكمــك  ــراز واكــنش زنجي  در nptII نشــانگر، ژن اي پليم
مورد پيگيري ها و خون  بافترش، هاي مختلف دستگاه گوا قسمت

هاي  ها و نمونه مورد نياز از بافتاي .ان.دي براي تهيه. قرار گرفت
هـاي اسـتخراج    از كيـت اي پليمـراز   واكنش زنجيـره مختلف براي 

 70اي مورد استفاده .ان.ديغلظت . استفاده شد Qiagenاي .ان.دي
، اي پليمـراز  يرهانجام واكنش زنج. نانوگرم بر ميكروليتر بود 100تا 

زميني مورد اسـتفاده   جهت حصول اطمينان از تراريخته بودن سيب
و  cp( اختصاصي آغازگرهايها با  عنوان خوراك در تغذيه موش هب

my (      ي، .ان.ديضروري اسـت، بـدين منظـور پـس از اسـتخراجا
هـاي   اي پليمراز با آغازگر اختصاصـي قطعـات ژن   واكنش زنجيره

 ژنو  nos پيشبرزميني تراريخته، شامل  د سيبشده در تولي استفاده
nptII  3و2شكل (انجام شد .(  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بـه منظـور   : آغازگرهاي مورد استفاده در بررسي الگوي بيان ژن
طراحــي اعضــاي مختلــف خــانواده ژنــي، بررســي الگــوي بيــان 

 cry1Abحاوي ژن  pBPECry1Abناقل دوگانه ى  نقشه -1 كلش
 .nptIIو نشانگر انتخابي  nos، پيشبر PEPCتحت كنترل پيشبر 

Figure 1- Map of pBPECry1Ab vector containing 
cry1Ab gene under PEPC promoter, nos promoter, 
and nptII selectable marker gene.  
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اي صورت گرفت كه بـا اسـتفاده از هـر جفـت      آغازگرها به گونه
بـه ايـن   . طور اختصاصي تكثير شود عضو مورد نظر بهآغازگر تنها 

هاي گزارش شده بـراي هـر    منظور از طريق همرديف كردن توالي
ــورد نظـــر در بانـــك ژن     NCBI )National Centerژن مـ

forBiotechnology Information (  جفت آغازگرهاي اختصاصـي
يـك جفـت   . شـد طراحـي   OLIGO ver 5افـزار   با استفاده از نرم

و  cpقطعات ژن كلروپلاسـتي  مثبت كه شامل  كنترلبراي  آغازگر

، )1جـدول ( myقطعات ژن داخلي موش به عنوان كنترل داخلـي  
 تعـداد نسـخه  با  ژن يك به آزمايش اين در مثبت كنترل .تهيه شد

 مورد مختلف هاي قسمت در سادگي به بتوان كه شود مي گفته بالا

جهت تشخيص  مراز پلياي  انجام واكنش زنجيره گيرد قرار رديابي
و  2جدول (آغازگرهاي اختصاصي با  nosپيشبر و  nptIIقطعه ژن 

هاي ذكـر شـده انجـام شـد      اي از بافت.ان.ديپس از استخراج ) 3
  و  3تركيب محلول واكنش در جدول ). 4؛ جدول 6و  5، 4شكل (

  
  
  

  PCR (bp)  محصول طول

Length of PCR product 

  آغازگر توالي
Sequence of primer 

  نام آغازگر
Primer 

111 bp 
 
 

5´- CTC TTT ACA TCG AAA CTT CAG AAA G-3´ 
5´- AAA CTA CGG ATT CGG GTC G-3    
   

Pot-cp-F 
Pot-cp-R 

 
400 bp 

 
 

100 bp 
 

 
300 bp 

5' GCT ATT CGG CTA TGA CTG GGC AC 3' 
5' TCA TCC TGA TCG ACA AGA CCG GC 3 
 
'5´- TTG TGC AAA TCC TGA GAC TCA T-3´ 
5´- ATA CCA GTG CCT GGG TTC AT-3´ 
 
5' AGG TGC AGA TTA TTT GGA TTG AGA GTG 3' 
5' TCA TGA GCG GAG AAT TAA GGG AG 3' 

F-nptII 
R-nptII 

 
MY-F  5 
MY-R  5 

 
R-Nos P 
F-Nos P 

  
  
  
  

  نهايي گسترش
Final 

elongation (min) 

  چرخه تعداد
Cycle 

  گسترش
Extension 

(sec) 

  آغازگر اتصال
Annealing 

(sec) 

  سازي واسرشت
Denaturation 

(sec) 

  اوليه سازي واسرشت
Initial 

denaturation(min) 

  آغازگر
Primer 

 

5 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60 °C 30 sec at 94 °C 4 min at 94 °C Pot-cp 

5 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60°C 30 sec at 94 °C 5 min at 94 °C nptII 

5 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60 °C 30 sec at 94 °C 5 min at 94 °C MY  

5 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60 °C 30 sec at 94 °C 4 min at 94 °C Nos  

  
ذكـر شـده    2جـدول راز در اي پليم ـ واكنش زنجيـره زمان و دماي 

ــا در نظــر گــرفتن مــواد مشــترك بــين  . اســت محلــول مــادري ب
تمـام مـواد مـورد    (هاي مورد نظر به همـراه كنتـرل منفـي     واكنش

) اي ژنـومي .ان.اي پليمراز به غيـر از دي  استفاده در واكنش زنجيره
ليتري  ميلي 2/0هاي   سپس محلول مادري در ميكروتيوپ. تهيه شد

اي ژنومي و آغازگرها به خوبي مخلـوط شـد و   .ان.يتقسيم و با د

 .هاي اختصاصي و كنترل فهرست جفت آغازگرهاي مورد استفاده در بررسي الگوي بيان ژن - 1جدول
Table 1- Names and sequences of the primer pair used for determine gene expression especially and control. 

 .اي پليمراز براي آغازگرهاي اختصاصي وكنترل داخليشده واكنش زنجيرهزمان و دماي استفاده -2جدول 

Table 2- Time and annealing temperature primers specific used  in the polymerase chain reaction. 
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محصـول  . قرارگرفـت  PCR BIO-RADپس از اسپين در دستگاه 
برده شـد و   درصد 1اي پليمراز بر روي ژل آگاروز  واكنش زنجيره
  .عكسبرداري صورت گرفت Gel-Docتوسط دستگاه 

  
 بحثوجينتا

 خوراكن زميني استفاده شده بعنوا اثبات تراريخته بودن سيب

همـانطور كـه در    :زمينـي تراريختـه   در سيب nosتشخيص پيشبر
 مشـاهده نشان داده شده است، باندهاي حاصـل از تكثيـر    2شكل 
اي .ان.دي(جفت باز مربـوط بـه كنتـرل مثبـت      300با اندازه  شده

 دهنـده  زميني تراريخته است، كه نشـان  و خوراك سيب) پلاسميد
زمينـي   سـيب كنتـرل منفـي و   ؛ زمينـي اسـت   بودن سـيب   تراريخته

  .دهند گونه باندي نشان نمي هيچغيرتراريخته و شاهد 
كـه در   همـانطور  :زمينـي تراريختـه   در سيب nptIIژنتشخيص 

 نشان داده شده است، باندهاي حاصـل از تكثيـر مشـاهده    3شكل
اي .ان.دي(جفت باز مربـوط بـه كنتـرل مثبـت      400شده با اندازه 

يني تراريختـه اسـت، كنتـرل منفـي و     زم و خوراك سيب) پلاسميد
  .دهند گونه باندي نشان نمي هيچزميني غيرتراريخته و شاهد  سيب

نشان داده شده است، باندهاي حاصـل   3و  2همانطوركه درشكل 
هاي اسـتفاده شـده    با آغازگر اختصاصي ژن شده از تكثير مشاهده
 ينـي زم سـيب بـودن   تراريختهبيانگر  زميني تراريخته در توليد سيب
  .هاست عنوان خوراك در تغذيه موش همورد استفاده ب

 نتـايج  :nptII ژن صيتشخ براي پليمراز اي زنجيره واكنش نتايج
هـاي   در تعدادي از نمونـه  nptIIاي پليمراز براي ژن واكنش زنجيره

زمينـي تراريختـه    شـده بـا سـيب    هاي تغذيه دستگاه گوارش موش
ا و خون و گروه كنترل هيچ ه مثبت بود و در نمونه مربوط به بافت

  ).4؛ جدول 5و  4هاي  شكل(اي مشاهده نشد  قطعه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

همانطوركـه در   :سـكوم  محتويات در nptII ژن قطعه تشخيص
بـازي حاصـل از    جفت 400نشان داده شده است، باندهاي 4لشك

ــه ژن  ــه nptIIتكثيــر مربــوط ب اي .ان.دي(كنتــرل مثبــت  در نمون
. شــود مشــاهده مــيزمينــي تراريختــه  وخــوراك ســيب )پلاســميد

موش نرتغذيـه شـده    در محتويات سكوم nptIIهمچنين قطعه ژن 
 و محتويـات سـكوم  ) 15؛ شماره 4شكل (زميني تراريخته  با سيب

نيز ) 2؛ شماره 4شكل (زميني تراريخته  شده با سيب موش نرتغذيه
ساير كوم هاي محتويات س كنترل منفي و نمونه .تشخيص داده شد

زمينـي تراريختـه و غيرتراريختـه و     هاي تغذيه شده با سـيب  موش
گونه باندي نشـان نـداد كـه بيـانگر عـاري بـودن        هيچگروه شاهد 

. اسـت  nptIIقطعـه ژن   ازهاي ذكـر شـده    نمونه محتويات سكوم
  جفـت  111با قطعه تكثيري به انـدازه   cpحضور ژن كلروپلاستي 

 .اي پليمرازواكنش زنجيرهبا استفاده اززميني تراريختهدر سيبnosتشخيص پيشبر ‐2 شكل

Figure 2- Detection of nos promoter in genetically modified potato by PCR reaction. 

؛ )آب(، كنترل منفي 3 ؛nos، پلاسميد نوتركيب حاوي پيشبر 2؛ )1Kb Ladder(نشانگر وزن مولکولی، 1شماره: ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
، غذاي محتوي 8زميني غيرتراريخته ؛  ، سيب7زميني؛  ، غذاي فاقد سيب6زميني تراريخته ؛  ، سيب5زميني تراريخته نور ؛  ، غذاي محتوي سيب4

 .زميني غيرتراريختهسيب
Number: 1 Ladder (1Kb Ladder) 2: Recombinant plasmid contained nos promoter3: negative control (water) 4: diet with 
genetically modified potato (GMP) 5: genetically modified potato (GMP) 6: diet without potato7: genetically modified 
potato (NGMP) 8: diet with NGMP 
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 .اي پليمراز واكنش زنجيرهبا استفاده اززميني تراريختهدرسيبnptIIژنتشخيص ‐3 شكل

Figure 3- Detection of nptII gene in the genetically modified potato (GMP) by PCR reaction. 

كنترل  :nptII 3 پلاسميدنوتركيب حاوي ژن: 1Kb Ladder( 2( نگر وزن مولكوليشان: 1 شماره: ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
: 8زميني غيرتراريخته  غذاي محتوي سيب: 7زميني غيرتراريخته  سيب: 6زميني تراريخته  سيب: 5 زميني تراريخته غذاي محتوي سيب: 4)آب(منفي

 .زميني غذاي فاقد سيب

Number: 1 (1Kb Ladder) 2: Recombinant plasmid contained nos 3: negative control (water) 4: diet with genetically 
modified potato (GMP) 5: GMP6: NGMP 7: diet with NGMP 8: diet without potato 

 .محتويات سكوم درnptII و ژنcpتشخيص قطعه ژن كلروپلاستي-4شكل

Figure 4- Detection of potato-specific cp gene and nptII gene in content of the cecum 

 كنترل منفي )3زميني تراريخته  تغذيه شده با سيب موش نر )1Kb Ladder( 2( نشانگر وزن مولكولي )1 شماره: ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
ه موش نرتغذيه شد )8زميني غيرتراريخته  خوراك سيب )7 زميني شاهد سيب )6زميني تراريخته  خوراك سيب )5زميني تراريخته  سيب )4) آب(

موش ماده تغذيه شده  )nptII 11 پلاسميد نوتركيب حاوي ژن) 10زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب )9زميني غيرتراريخته  خوراك سيب
موش ماده  )13 زميني غيرتراريخته در محتويات سكوم موش نرتغذيه شده با سيب) cpژن كلروپلاستي (كنترل مثبت  )12ميني تراريخته ز با سيب

 .زميني تراريخته تغذيه شده با سيب موش نر)15زميني تراريختهموش ماده تغذيه شده با سيب)14زميني تراريخته  تغذيه شده با سيب

Line numbers: 1 (1Kb Ladder) 2: male rats were fed diet GMP 3: control without DNA 4: GMP 5: diet with GMP 6: 
control diet without potato 7: diet with NGMP 8: male rats were fed diet NGMP 9: female rats fed GMP10: 
Recombinant plasmid harboring nos gene 11: female rats fed with diet GMP 12: positive control (chloroplast cp gene) 
content of the cecum male rats fed diet NGMP 13: female rats fed diet GMP 14: female rats fed diet GMP 15: male rats 
fed diet GMP  
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 هـاي تغذيـه شـده بـا     برخي از مـوش محتويات سكوم باز تنها در 
  .مشاهده شد تراريخته و غيرتراريخته زميني سيب

همـانطور كـه در    :معـده  محتوياتدر  nptIIژن تشخيص قطعه 
بازي حاصـل از   جفت 400 نشان داده شده است، باندهاي 5 شكل

و خـوراك  ) اي پلاسـميد .ان.دي(در كنترل مثبـت   nptIIتكثير ژن 
در  nptIIهمچنين قطعه ژن . شود مشاهده ميزميني تراريخته  سيب

زمينـي تراريختـه    شـده بـا سـيب    موش ماده تغذيـه محتويات معده 
هـاي   كنترل منفي و نمونـه  .تشخيص داده شد )2 ؛ شماره5شكل (

ميني تراريختـه  ز شده با سيب هاي تغذيه ساير موشمحتويات معده 
گونه باندي نشان نداد كه بيانگر   هيچو غيرتراريخته و گروه شاهد 

 nptIIقطعه ژن  ازهاي ذكر شده  نمونهمحتويات معده عاري بودن 
 111با قطعه تكثيري بـه انـدازه    cpحضور ژن كلروپلاستي . است

هاي تغذيه شده با  جفت باز تنها در محتويات معده برخي از موش
 .ي مشاهده شدزمين سيب

نتـايج واكـنش    :nosاي پليمـراز پيشـبر    نتايج واكـنش زنجيـره  
هاي دستگاه  در تعدادي از نمونه nosاي پليمراز براي پيشبر  زنجيره

زميني تراريخته مثبت بود و  هاي تغذيه شده با سيب گوارش موش

اي  ها و خون و گروه شـاهد هـيچ قطعـه    در نمونه مربوط به بافت
 ).4و جدول 6ل شك(مشاهده نشد 

 6همانطور كـه در شـكل   : در محتويات معده nosپيشبر تشخيص 
بـازي حاصـل از تكثيـر    جفـت  300نشان داده شده است، باندهاي

و ) اي پلاســميد.ان.دي(در كنتــرل مثبــت  nosپيشــبر مربــوط بــه 
 همچنـين قطعـه  . شـود مشـاهده مـي  زميني تراريخته خوراك سيب

زميني ماده تغذيه شده با سيب موشدر محتويات معده  nosپيشبر 
مـوش مـاده   و محتويـات معـده    )11؛ شـماره   6شكل (تراريخته 

نيـز  ) 16؛ شـماره  6شـكل  (زمينـي تراريختـه   تغذيه شده با سـيب 
سـاير  هاي محتويات معده  كنترل منفي و نمونه .تشخيص داده شد

زمينـي تراريختـه و غيرتراريختـه و    شده بـا سـيب  هاي تغذيهموش
گونه باندي نشـان نـداد كـه بيـانگر عـاري بـودن        هيچ گروه شاهد

. باشـد  مـي  nosقطعه پيشبر  ازهاي ذكر شده نمونهمحتويات معده 
جفت  111با قطعه تكثيري به اندازه ) cp(حضور ژن كلروپلاستي 

هاي تغذيه شده با سيببرخي از موشمحتويات معده باز تنها در 
  .زميني مشاهده شد
 پروموتراي پليمراز براي  ايج واكنش زنجيرهنت 4با توجه به جدول 

  .در محتويات معده nptIIو ژن cpص قطعه ژن كلروپلاستيتشخي-5شكل
Figure 5- Detectionof potato-specific primer CP and nptII gene in content of the Stomach. 

كنترل : 3زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب: 1Kb Ladder(2( نشانگر وزن مولكولي: 16 و 1 شماره: ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
زميني  موش ماده سيب: 8زميني غيرتراريخته  سيب: 7 هدزميني شا سيب: 6زميني تراريخته  خوراك سيب: 5زميني تراريخته  سيب: 4) آب( منفي

زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب: nptII 11پلاسميد نوتركيب حاوي ژن : 10زميني تراريخته موش ماده تغذيه شده با سيب: 9غيرتراريخته 
زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب :13زميني تراريخته  در محتويات معده موش نرتغذيه شده با سيب) cpژن كلروپلاستي (كنترل مثبت : 12
 .زميني غيرتراريختهموش نرتغذيه شده با سيب:15زميني تراريخته موش ماده تغذيه شده با سيب:14

Line numbers: 1 and 16 (1Kb Ladder) 2: female rats were fed with diet GMP diet 3: control without DNA 4: GMP 5: diet 
with GMP 6: control diet without potato 7: NGMP 8: diet with NGMP 9: female rats fed with diet GMP 10 : Recombinant 
plasmid harboring nos gene 11: female rats fed with diet GMP 12: positive control (chloroplast cp gene) contents of the 
stomach male rats fed GMP diet 13: female rats fed GMP diet 14: female rats fed GMP diet 15: male rats fed diet NGMP.  
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nos  و ژنnptII  ــه ــدادي از نمون ــوارش    در تع ــتگاه گ ــاي دس ه
زميني تراريخته مثبت بود و در نمونه  هاي تغذيه شده با سيب گروه

اي  هـا و خـون و گـروه غيرتراريختـه هـيچ قطعـه       مربوط به بافت
  .مشاهده نشد

در دستگاه گـوارش  اي تراژن .ان.سرنوشت ديحاضر  پژوهشدر 
آمــده منطبــق و  بررســي شــد و نتــايج بدســت مــوش صــحرايي

اي خـارجي در  .ان.قبلي در مـورد وجـود دي   هاي افتهيتاييدكننده 
حاضر انتقال تراژن  پژوهشنتايج . دستگاه گوارش جوندگان است

هـا را   هاي مـوش، خـون و بافـت    زميني تراريخته به سلولاز سيب
هاي مختلف محتويـات   تراژن در بخشدر مقابل قطعه . نشان نداد

تراريختـه و   زمينـي  شده با سـيب   هاي تغذيه دستگاه گوارش موش
هـاي   همچنين توالي غيرتراريخته داخلي در هر دو گروه از مـوش 

اين . شده با مواد تراريخته تشخيص داده شد غيرتراريخته و تغذيه
 پيشــين تطــابق دارد هــاي پــژوهشج و ينتــايج بــا بســياري از نتــا

Hoelweg and Doerfler, 2001., Vijay et al., 2008) 

(Chowdhury et al., 2003 . ارائه شـده، همـراه بـا     پژوهشنتايج

دهـد كـه    ز آزمايش تغذيه جوندگان نشان مـي نتايج بدست آمده ا
اي خارجي در دستگاه گوارش به طور كامل تخريب نشـده  .ان.دي

م شــده در انجــا هــاي پــژوهشنتــايج بــه دســت آمــده از . اســت
گوسفند، گاو، حيوانـات وحشـي و    جوندگان، ماهي، مرغ، خوك،

چنـان   اي مشتق شده از خوراك هـم .ان.دهد كه دي انسان نشان مي
به ميزان متفاوت و به شكل تكـه تكـه شـده در دسـتگاه گـوارش      

ــوارش  ــر جــذب   يافــت شــده و دســتگاه گ ــق در براب ــانع مطل م
. (EFSA, 2009) نيسـت اي خارجي پس از خوردن غذا ه مولكول

هـاي جـوان انتقـال     حاضر نشـان داد كـه در مـوش    پژوهشنتايج 
هـاي مختلـف    اي به خون صـورت نگرفتـه امـا در بخـش    .ان.دي

هـاي   بررسـي . محتويات دستگاه گوارش قطعه تـراژن يافـت شـد   
 درصـد  95انجام شـده در حيوانـات مشـخص كـرد كـه بـيش از       

شــده و بازهــاي  بعــد از عبــور از دوازدهــه، هيــدروليز اي.ان.دي
 Duggan et( شوند  ها مي اسيدهاي نوكلئيك آن جذب انتروسيت

al.,2000.( اي در دســتگاه گــوارش تمــام گســترده هــاي پــژوهش 
   هاي موجود در محيط موجودات زنده كه در معرض ماكرومولكول

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 .در محتويات معده nos و پيشبرcpتشخيص قطعه ژن كلروپلاستي-6شكل

Figure 6- Detectionof potato-specific primer CP and prometor nos in content of the Stomach. 

 كنترل منفي: nos 3پلاسميد نوتركيب حاوي پيشبر : 1Kb Ladder( 2( نشانگر وزن مولكولي: 17 و 1شماره : ها به اين ترتيب هستند گذاري شماره
 :9زميني غيرتراريخته  ك سيبخورا: 8زميني غيرتراريخته  سيب: 7 زميني شاهد سيب: 6زميني تراريخته  خوراك سيب: 5زميني تراريخته  سيب: 4) آب(

زميني غيرتراريخته  موش نرتغذيه شده با سيب: 10 زميني تراريخته در محتويات معده موش ماده تغذيه شده با سيب) cpژن كلروپلاستي (كنترل مثبت 
زميني  اده تغذيه شده با سيبموش م: 13زميني تراريخته  تغذيه شده با سيب موش نر: 12زميني تراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب: 11

موش ماده تغذيه شده با : 16زميني غيرتراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب: 15زميني غيرتراريخته  موش ماده تغذيه شده با سيب :14غيرتراريخته 
 .زميني تراريخته سيب

Line Numbers: 1 and 19 (1Kb Ladder) 2: Recombinant plasmid agent nos promoter 3: control without DNA 4: GMP 5: diet 
with GMP 6: control diet without potato 7: NGMP 8: diet with NGMP 9: positive control (chloroplast cp gene) contents of 
the stomach female rats fed with GMP diet 10 : male rats fed with NGMP diet 11: female rats fed with GMP diet 12: male 
rats fed with GMP diet 13: female rats fed with NGMP diet 14 female rats fed with NGMP diet 15: female rats fed with 
NGMP diet 16: female rats fed with GMP diet  



 و همكاران ستارزاده ليرضاع  ...در دستگاه گوارش و  nosو پيشبر  nptIIرديابي ژن 

 

 1392 تابستانو  بهار/ 1شماره / دومدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي  45

 

  
  
  

N-F N-M T-F T- M  

- - - - spleen - طحال 

- - - - brain - مغز 

- - - - duodenum  - دوازدهه 

- - - - ileum  - ائيليوم 

- - - - jejunum - ژوژئوم 

- - - - heart - قلب 

- - - nptII content cecum - سكوم محتويات 

- - - - stomach - معده 

- - - - liver - كبد 

- - nptII-Nos - content stomach - معده حتوياتم 

- - nptII-Nos - content rectum - روده محتويات 

 ريه - - - -

- - - - blood  - خون 

- - - - kidney - كليه 

  
  
  

بدليل اينكه پوشـش اپيتليـال   . خارجي هستند صورت گرفته است
 اي خارجي است،.ان.دستگاه گوارش به طور مداوم در معرض دي

اي در .نا.آيد كه تـا چـه حـد ايـن دي     اين بحث يا سوال پيش مي
 ها گنجانيده شده و يا طي عبور تواند در سلول دستگاه گوارش مي

 ,.Rahnama et al(از دستگاه گـوارش وارد گـردش خـون شـود     

پردازش غذا و  اي.ان.دي يكي از دلايل تغيير در تشخيص ).2011
اي .ان.ك گروه پژوهشي سرنوشـت دي ي .است اي.ان.يتخريب د

توسط جوندگان را بررسـي   مصرف شده از منابع مختلف خوراك
اي مشتق شده از خوراك بـه طـور   .ان.كردند و نشان دادند كه دي

آنها نشان دادند كه . شود كامل در دستگاه روده موش تخريب نمي
اي باكتريوفاژ كه به صورت خوراكي مصرف .ان.ديدرصد  2تا  1

شده بود در مجموعه دستگاه گـوارش سـالم مانـده و در مـدفوع     
ــخيص داد ــدتش ــات دي . ه ش ــدازه قطع ــي در .ان.ان اي تشخيص

ساعت پـس از خـوردن    7 الي 1ي مدفوع در بازده زماني ها نمونه

چنـدين  (جفـت بـاز    1700غذا از چند صد جفت باز تـا حـدود   
 ;Schubbert et al., 1994; 1997; 1998( متغيـر بـود  ) اسـتثناء 

(Hohlweg and Doerfler, 2001; Palka et al.,2003  پژوهشدر 
هـاي آزمايشـي    هاي مدفوع گروه حاضر هيچ قطعه تراژن در نمونه

اي در طــي عبــور از .ان.رســد دي بنظــر مــي. تشــخيص داده نشــد
هاضمه موش تخريب شده و قابليت تشخيص آن كـاهش  سيستم 

لازم . ابد و به انتخاب حد تشخيص قطعه هدف وابسته اسـت ي مي
ده روزانه در نوتركيب مصرف ش ا.ان.ديچون مقدار  به ذكر است

مصرفي بسـيار كـم اسـت، شناسـايي      ا.ان.ديمقايسه به ميزان كل 
خارجي وارد شده به موجود از طريق مواد غذايي، بـدليل   ا.ان.دي

يكي  .هاي بسيار حساس نياز دارد اي به روش.ان.توزيع نابرابر دي
 پـژوهش در  اي.ان.دي از دلايل ديگـر تغييـر در ميـزان تشـخيص    

عنوان خوراك و روش آزمايشـي   هاستفاده شده ب نوع نمونه حاضر
كه رژيم غـذايي   دهد مينشان  ها پژوهشنتايج  .استفاده شده است

 .هاي صحرايي هاي موش اي نوتركيب در دستگاه گوارش و بافت.ان.قطعات ديتشخيص اي پليمراز براي  نتايج واكنش زنجيره -4 جدول

Table 4- Detection of recombinant DNA fragments in gastrointestinal and tissuesrats by PCR 

N:زميني معمولي موش تغذيه شده با سيب،T:زميني تراريخته، موش تغذيه شده با سيبM : ،نرF :ماده. 
N: rats fed with diet NGMP T: rats fed with diet GMP M: male F: female 
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با محتواي فيبر بالا، زمان انتقال مواد غذايي در دستگاه گـوارش را  
افـزايش  . شـود  اي خارجي به سرعت هضم مـي .ان.كم كرده و دي

در هضم غـذا نشـان   ميزان چربي يا سلولز در رژيم غذايي تغييري 
بـوده   گـذار  اثـر اي .ان.ر بودن معده در تخريـب دي دهد، اما پ نمي
اي پلاسـميد گرسـنه   .ان.در حيواناتي كه قبل از دريافت دي. است

اي بـا سـرعت بيشـتري در حـال     .ان.نگه داشته شـده بودنـد، دي  
انجام  هاي پژوهشدر . (Palka-Santini et al., 2003)تخريب بود 
بخـش كـوچكي از   ) 1998(و همكـاران   Schubbertشده توسـط  

را در جريـان خـون    )درصـد  1/0كمتر از ( اي خورده شده.ان.دي
ساعت پـس از خـوردن غـذا و يـا در طحـال و       8تا  2موش بين 

همچنـين  . ساعت بعد از تغذيه مشاهده شـد  24هاي كبد تا  سلول
بـه   اي پلاسميد.ان.آنها توانستند پس از خوراندن باكتريوفاژ يا دي

اي خـارجي را در جنـين و نـوزاد حيوانـات     .ان.موش بـاردار، دي 
 Hoelweg andديگـر توسـط   پـژوهش در يـك  . تشخيص دهنـد 

Doerfler  روزانه پس از تغذيه ميزان مشخصي از ) 2001(در سال
نسل هيچ علائمي  8هاي باردار به مدت  ا پلاسميد در موش.ان.دي

همان گروه با . اي مصرف شده تشخيص داده نشد.ان.از انتقال دي
انجام يك آزمايش ديگر و تغذيه مـوش بـا سـويا، قطعـه خـاص      

. هاي كبد و طحـال تشـخيص دادنـد    اي گياهي را در نمونه.ان.دي
اي خـورده شـده   .ان.تفـاوت در پايـداري دي   ها پژوهشهمچنين 
تزريـق داخـل وريـدي و عضـلاني را نشـان      دهاني و يا بصورت 

اي .ان.كـه دي  دهد زماني انجام شده نشان مي هاي پژوهش. دهد مي
خارجي بصورت داخل وريدي يا عضلاني تزريق شود، قطعاتي از 

هاي مختلف مانند كبد، كليه،  اندامها و  اي خارجي در بافت.ان.دي
 ,.Nielsen et al(شــود  طحــال و عضــلات تشــخيص داده مــي

2004;Tonheim et al.,2007 .(نشـان  هـا  پـژوهش هاي ايـن   افتهي ،
هاي اپيتليال دستگاه گوارش به طـور معمـول در    دهد كه سلول مي

ــوده و ممكــن اســت دي.ان.معــرض قطعــات دي ــه .ان.اي ب اي ب
) هـاي لنفـاوي   هـاي سـلول   يكي از گره( Peyerدر  M1هاي  سلول

هاي جريان خون انتقال  داخل رگمتصل شده و از ديواره روده به 
هـاي مختلـف    اي به سلول و بافت.ان.و موجب ورود مولكول دي

انجام شـده بـر روي    هاي بررسيو  پژوهشنتايج اين . ميزبان شود
 بيشـتر سـت كـه   ا اي در دستگاه گوارش نشان دهنـده ايـن  .ان.دي

                                                           
1- M-cells 

شده به شكل پراكنده در آمده و قابليت  اي خوراك مصرف.ان.دي
كاهش يافته، و به انتخاب انـدازه قطعـه قابـل تكثيـر      تشخيص آن
اي در سيسـتم هاضـمه بـه    .ان.پايداري ديهمچنين . وابسته است

اي نوتركيـب  .ان.مقدار مـاده تراريختـه مصـرف شـده، مقـدار دي     
كـه مقـدار   (وري و مراحل تهيه غـذا  آموجود در گياه تراريخته، فر

قبل از مصرف كـاهش   اي نوتركيب را.ان.اي و بنابراين دي.ان.دي
اي آزاد شده از گياه كـه در دسـترس فلـور    .ان.، مقدار دي)دهد مي

اي  اي.ان.گيرد و در نهايت بـه مقـدار دي   ميكروبي داخلي قرار مي
مانـد بسـتگي    كه در طي عبور از دستگاه هاضمه پايدار بـاقي مـي  

اي خورده شده توسط تعدادي .ان.به طور كلي، تشخيص دي. دارد
ژن، پــردازش غــذا، پايــداري  نســخه، از جملــه تعــداد از عوامــل

، اي.ان.دياي در دستگاه گوارش، ميزان قطعه قطعـه شـدن   .ان.دي
اي، نوع نمونه، حضور بازدارنده در واكـنش  .ان.روش تخريب دي

قـرار   تـاثير اي پليمراز و حد تشخيص قطعه هـدف تحـت    زنجيره
بـا تعـداد   اي ه اي با تعداد مولكول.ان.تشخيص قطعه دي. گيرد مي

در مقايسـه بـا   ) اي كلروپلاسـت .ان.به عنوان مثـال دي (بالا  نسخه
ــا .ان.قطعــه دي ــال(كــم  نســخهاي ژن ب ــوان مث ــه عن اي .ان.دي ب
شـود كـه    اين امر منجر به ايـن فـرض مـي   . بيشتر است) نوتركيب
ا تعـداد  ياي خارجي در برخي از حيوانات اگر مقدار .ان.قطعه دي

اي .ان.ماننـد دي (باشـد   انـدازه كـافي بـالا   اوليه در مواد به  نسخه
پــردازش غــذا و تخريــب . قابــل شناســايي اســت) كلروپلاســت

اي .ان.اي در محل جذب نيز، بر ميزان تشخيص قطعـه دي .ان.يد
نوتركيـب مصـرف   اي .ان.ديچون مقـدار  . است گذاراثرخارجي 

مصرفي بسـيار كـم   اي .ان.ديشده روزانه در مقايسه به ميزان كل 
خارجي وارد شده به موجـود از طريـق   اي .ان.ديناسايي است، ش

هـاي بسـيار    اي بـه روش .ان.مواد غذايي، بدليل توزيع نـابرابر دي 
اي موجـود در  .ان.اي، از جملـه دي .ان.همـه دي . حساس نيازدارد

موجودات تراريخته، از همان چهار نوكلئوتيد يكسان تشكيل شده 
نوتركيب در توليد غذا  ايه روشاست، به اين معني كه استفاده از 

اي ايجــاد .ان.اي را در خصوصــيات شــيميايي دي رات عمــدهييــتغ
اي تـراژن در سـاختار متفـاوت از    .ان.نظر بـه اينكـه، دي  . كند نمي
هاي حيوان و يـا گيـاه نيسـت،     اي معمول موجود در سلول.ان.دي

هاي رونويسي است، پس هـيچ دليلـي    تنها تفاوت در ترتيب توالي
اي .ان.اي تـراژن بـا دي  .ان.كردن به اساس عملكرد ديبراي شك 
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