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 دهيچك
 آنزيم .دشو مي محسوب كدئين و رفينوم ارزشمند آلكالوئيدهاي تجاري منبع عنوان به .Papaver somniferom L گياه امروزه
 جهت كليدي هاي آنزيم از رفينوم به رفينونوم و كدئين به كدئينون تبديل قابليت با )Codeinone reductase( وكتازرد كدئينون
 طريق از ژن انتقال سازي بهينه ابتدا تحقيق اين در .دشو مي محسوب اه تركيب اين بيوسنتز مسير متابوليك مهندسي

Agrobacterium tumefaciens پلاسميد يدارا pBI121 )گزارشگر ژن يحاو gus( بيوسنتز به مربوط ژن جداسازي .گرديد انجام 
 كلون CaMV35S پروموتر كنترل تحت يبيان ناقل در و انجام )NCBI( اطلاعاتي بانك در موجود توالي براساس ردوكتاز كدئينون
 با و شده تلقيح ،نوتركيب سازه حامل آگروباكتريوم توسط شقايق يهيپوكوتيل يها ريزنمونه ،سازه شدن آماده از پس .گرديد
 تأييد گياهان ژنوم در ژن الحاق nos ژن برگشتي و cor ژن شرويپ اختصاصي هايآغازگر و PCR مولكولي روش از استفاده
 شاهد گياهان به نسبت هتراريخت يها نمونه در يآلكالوئيد هاي تركيب درصد و نوع ميزان، تغيير دهنده نشان HPLC آناليز .گرديد

 توليد الگوي تغيير در رفينوم بيوسنتزي مسير هاي آنزيم ژنتيكي دستورزي اهميت دهنده نشان حاضر تحقيق نتايج .بود
 .باشد مي ايزوكوئينولين بنزيل ارزشمند هاي متابوليت

 
 .HPLC، Papaver somniferum L.، Agrobacterium tumefaciens ،مهندسي متابوليك ردوكتاز، كدئينون :كليدي يها واژه

 
 مقدمه

ــدهاي ــل آلكالوئي ــولين بنزي ــروه ايزوكوئين ــزرگ گ  و ب
 سـاختار  2500 از بـيش  بـا  طبيعـي  محصولات از متنوعي
 هيگيـا  خانواده 5 در اغلب كه باشند مي مشخص شيميايي
ــت ــي ياف ــوند م ــاه ).Facchini, 2001( ش ــخاش گي  خش

)Opium poppy: Papaver somniferum( ــيي  از كـ

 حاضـر  حـال  در و بـوده  جهان ييدارو انگياه قديميترين
 ،ثانويــه يهــا متابوليــت يمهندس ـ مــدل سيســتم عنــوان بـه 
ــاتيتحق ــ ق ــر يمختلف ــال در آن يرو ب ــام ح ــت انج   اس

)Zulak et al., 2008.( آلكالوئيـد  100 از بـيش  اهي ـگ ني ـا 
 از برخـي  كـه  كند مي توليد را مختلف ايزوكوئينولين بنزيل
 عنـوان  بـه  پـاورين پا و كـدئين  ،ضـددرد  رفينوم نظير آنها
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 و ضدتومور داروي عنوان به نوسكاپين عضلات، كننده شل
 پزشـكي  نظر از ضدميكروبي تركيب عنوان به سانگواينارين

 ايـن  ).Di Fiore et al., 2004( باشـند  مـي  اهميـت  داراي
 و )L-tyrosine (تيـروزين -ال اوليـه  ماده پيش از ها  تركيب
ــاده ــط م ــزي حدواس ــولين-اس مرك  )S-reticulin (رتيك
 درمـاني  شـيمي  مـواد  همـراه  بـه  فينورم .شوند مي ساخته
 بلاسـتين  ويـن  ،)Vincristine (كريسـتين  ويـن  نظيـر  ديگر

)Vinblastine( كامپتوتســـــــين و) Camptothecine( از 
 دارويـي  گياهـان  از كـه  بـوده  تجـاري  مهـم  آلكالوئيدهاي

 ارزشمند هاي  تركيب اين شيميايي سنتز .شوند مي استخراج
 بنـابراين  .اسـت  سـخت  بسـيار  شان پيچيده ساختار يلدل هب

 تجــاري منبــع تنهــا عنــوان بــه اهلــي يــا وحشــي گياهــان
 1 شكل در .باشند مي توجه مورد ها  تركيب اين كننده مينأت

 مسـير  ايـن  در درگيـر  يها آنزيم و رفينوم بيوسنتز چرخه
 طـي  مـرفين  ).Allen et al., 2004( است شده داده نمايش
 اسـيدآمينه  لكـول وم دو از آنزيمـي  مرحلـه  17 بـه  نزديك

 .آيد مي بدست تيروزين-ال
 ،P. somniferum در رفينوم ـ بيوسنتزي مسير طول در
 واكـنش  )Codeinone reductase( ردوكتاز كدئينون آنزيم
 واكـنش  يك كه كند مي كاتاليز را كدئين به كدئينون تبديل
 اثـر  در رفينوم ـ سـرانجام  .اسـت  NADP به وابسته احياء

 در و متنـاوب  طـور  بـه  .شـود  مي توليد كدئين دمتيلاسيون
 حاصــل اريپــاوين و شــده دمتيلــه تبــائين ديگــر، زنجيــره

 تشـكيل  رفينـون وم اريپاوين، اكسيداسيون اثر در .گردد مي
 رفينوم ـ ردوكتـاز  كـدئينون  توسط آن احياء اثر در و شده
 ي نحـوه  .)1 شكل( گردد مي توليد نهايي محصول عنوان به

 و كليـدي  آنزيم يك آن كه دهد مي نشان COR آنزيم بيان
 يـا  )Elicitors( هـا  محرك با تيمار توسط كه است اساسي
 رفينوم ـ سـنتزكننده  هـاي  ژن ساير برخلاف كردن، زخمي
 .شود نمي القاء )sat( )Facchini & Park, 2003( نظير

 بهبود براي مورفين بيوسنتز در مؤثر هاي ژن جداسازي
 ويژه آلكالوئيدهاي توليد و  خشخاشمتابوليك مهندسي
 استفاده ارزشمند يها توانايي از يكي .دارد زيادي اهميت

 سلول بيوسنتتيك يمسيرها ورزيدست ،ژنتيك مهندسي از
 .باشد مي ها متابوليت از يك هر و گياه

 با توان مي را مختلف آلكالوئيدي مواد توليد ميزان
 كننده شركت ليديك هاي  آنزيمژنتيكي دستورزي از استفاده

 در .داد تغيير كدئين و مورفين توليد متابوليكي مسير در
 يها آنزيم به مربوط ژن مودن نوارد با توان مي  روشهااين
 بيان ي، قوهاي برنده پيش در كنار آنها و قراردادن يكليد

با افزايش ) 2007( و همكاران Larkin. ژن را افزايش داد
 ازاي وزن خشك گياه  به توليد مورفينCORبيان آنزيم 

P. Somniferum افزايش دادند را .Allenهمكاران  و 
 خاموشي به موفق RNAi تكنولوژي از استفاده با )2004(

 .گرديدند P. somniferum در cor ژني چند خانواده
 آلكالوئيدي ساز پيش، مذكور ژن خاموشي واسطه هب

  .يافت تجمع گياه در ها مورفينان جاي به رتيكولين
 جداسازي هدف با حاضر تحقيق، مذكور موارد به نظر

 بيان افزايش منظور به ردوكتاز كدئينون كليدي ژن كلون و
 انجام مورفين توليد افزايش و فرا  اليشقايق گياه در آن

 .است شده
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  مسير كامل بيوسنتز مورفين-1شكل 

 
 روشها و مواد
 رشد طيشرا و هيگيا يآزمايش مواد

 شـقايق  گيـاه  Rence فرانسوي رقم از تحقيق اين در
)P. somniferum L.( زي ـر يبذرها ابتدا در .شد استفاده 

 و قـه يدق 1 مـدت  بـه  %70 اتـانول  از اسـتفاده  بـا  قيشقا
 بـار  چنـد  و دقيقـه  هفت مدت به %5 سديم هيپوكلريت

 .دي ـردگ يسطح يضدعفون استريل مقطر آب با شستشو
 B5 هي ـپا كشـت  محـيط  در شـده  لياستر يابذره سپس

 ،شــدند كشــت ســاكارز ليتــر در گــرم ميلــي 30 يحــاو
 و ºC23 دمـاي  بـا  فيتـوترون  در بـذر  يحـاو  يهـا  ليوان

 ســاعت هشــت و روشــنايي ســاعت 16 نــوري تنــاوب
 از RNA اسـتخراج  جهـت  هفتـه  شش مدت به تاريكي
 ريزنمونـه  تهيـه  جهـت  روز 9 و شده توليد هاي گياهچه

 بافـت  كشت به مربوط ياهزمايشآ كليه .شدند نگهداري
ــا و ــولوم يكارهـ ــگاه در يلكـ ــكده آزمايشـ  پژوهشـ
 و ژنتيــك يمهندســ يملــ پژوهشــگاه يوتكنولــوژيب

Morphinanes 

Codeinone 
reductase 

Codeinone 
reductase 
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ــ و يبيوتكنولـــوژ  ســـنجش بـــه مربـــوط ياهآزمايشـ
 تمــاد شــركت يكيفــ كنتــرل زمايشــگاهآ در ايييبيوشــيم
 .گرديد انجام
 

 استفاده مورد ديپلاسم و باكتري
 DH5α سويه )Escherichia coli (كولي شيااشري باكتري

 Agrobacterium (فشــنس تومــه آگروبــاكتريوم بــاكتري و

tumefaciens( سويه GV3850، مستعد هاي سلول تهيه براي 
)Competent cells(، ــداري ــتكاري ،نگهـ ــر و دسـ  تكثيـ

 تراريخـت  جهت همچنين و نوتركيب و اصلي پلاسميدهاي
 از .گرفتنـد  قـرار  اسـتفاده  دمور ،يگياه يها ريزنمونه نمودن
 ينگهدار جهت اوليه ناقل عنوان به pTZ57R/T يهاديپلاسم

 و يساز همسانه جهت pBI121 پلاسميد و ژن يتوال تعيين و
ــان ــان در ژن بي ــت گياه ــتفاده تراريخ ــد اس ــميد .ش  پلاس

pTZ57R/T آنـزيم  ژن داراي باز جفت 2886 طول داشتن با 
 ـ سـيلين،  يآمپ به مقاومت عامل بتالاكتاماز  در T7 برنـده  شيپ
 ديگري متنوع خصوصيات داراي كلونينگ، جايگاه بالادست

 pBI121 پلاسـميد  .باشـد  مـي  كلونينـگ  در كاربرد منظور به
ــدازه داراي ــلkb13 ان  )II) nptIIنئوفسفوترانســفراز ژن حام
 كـه  باشـد  مي كانامايسين بيوتيك آنتي به مقاومت ايجاد جهت
 پلاسـميد  حامـل  تراريخـت  اهانگي و ها سلول انتخاب براي
 .گردد مي استفاده انتخابي محيط شرايط در نظر مورد
 

 cDNA سنتز و mRNA استخراج
  )سيناژن شركت( RNA XPLUS استخراج كيت از

 اسـتفاده  گياهـان  يهـا  بـرگ  از mRNA استخراج جهت
ــد ــان از .گردي ــش گياه ــه ش  ،P. somniferum اي هفت
cDNA ــده ــط cor ژن كدكنن ــن توس ــي شواك  رونويس

 از اســتفاده بــا )Reverse Transcription (معكــوس
RNAگرديـد  سـنتز  شده استخراج ي. cDNA  سنتزشـده 

 تكثيـر  و اي دورشـته  يDNA سـنتز  جهت الگو عنوان به
 ژن اختصاصـي  آغازگرهـاي  از اسـتفاده  بـا  PCR توسط

cor قـرار  اسـتفاده  مـورد  شـده  يسـاز  بهينـه  برنامه طبق 
 DNA-RNA اي دورشته تارساخ حذف منظور به .گرفت

 بـه  اوليـه  واسرشـت  بـراي  سلسيوس درجه 94 دماي از
 PCR بـراي  چرخـه  30 .گرديد استفاده دقيقه پنج مدت
 يـك  سـازي  واسرشـت  :شد گرفته نظر در صورت بدين
 دقيقـه  يـك  اتصال ؛ گراد  سانتي درجه 94 دماي در دقيقه
 در دقيقـه  يك گسترش و  گراد  سانتي درجه 62 دماي در

 بــراي اضــافه دقيقــه 10 ؛ گــراد ســانتي درجــه 72 دمــاي
 آغازگر طراحي . گراد  سانتي درجه 72 در نهايي گسترش

 هـاي  توالي از استفاده با و Oligo6 افزار نرم از استفاده با
 با( NCBI اطلاعاتي بانك در نظر مورد ژن براي موجود
 )بـاز  جفـت  966 طـول  و AF108435 دسترسـي  شماره
 پلاســميد در ژن كــردن وارد منظــور بــه .گرديــد انجــام

pBI121، هـــاي آنـــزيم بـــراي برشـــي هـــاي ه گـــايجا 
 آغازگرهــا 5´ انتهــاي در SacІ و BamHІ محدودكننــده

 .شد وارد
 :از عبارتند شده طراحي يآغازگرها توالي

 
 
AF108435 F: 5'- TCG،GAT،CCG،CCA،CCA،TGG،AGA،GTA،ATG،GTG،TA - 3' 

AF108435 R: 5'- GAG،AGC،TCT،CAA،TCC،TTC،TCA،TCC،CAG - 3' 
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 دوگانـــه ناقـــل ســـاخت و corژن يســـاز همســـانه
)Binary vector( 

 در نظـر  مورد ژن كلونينگ و نگهداري ،تكثير منظور به
 T/A ناقـل  در قيماًمسـت  PCR محصـولات  ابتدا ،T/A ناقل
 مـورد  ژن اي دورشـته  يDNA توليد از پس .گرديد نكلو
 )T/A )Cloning Kit # k1214 ناقل در آنها نگيكلون نظر،

 pTZ57R/T پلاسـميد  در PCR محصـولات  اتصال توسط
 تيك دستورالعمل طبق T4 ليگاز آنزيم كمك به )2 شكل(
 بـه  سـميد پلا انتقال ،بعد مرحله در .گرديد انجام )فرمنتاز(

 محلـول  از استفاده با كه E. coli باكتري مستعد هاي سلول

CaCl2 بود شده تهيه )Sambrook & Russelle, 2001( با 
 ســريع زدن يــخ و شــدن گــرم فيزيكــي روش از اســتفاده

)Freez and Thaw( تراريخـت  هـاي  سـلول  .گرديد انجام 
 محيط و كانگي مك محيط در نوتركيب پلاسميدهاي حامل
 گـرم  يميل ـ 50( سيلين آمپي بيوتيك نتيآ حاوي LB يانتخاب
 در نوتركيـب  پلاسـميد  استخراج جهت و انتخاب )ليتر در

 بـا  چـرخش  و  گـراد   سانتي درجه 37 يدما در( شب طول
  .شدند كشت )rpm180 دور

 

 
 pTZ57R/T پلاسميد -2 شكل

 

 .باشد يم مناسب دار آدنين 3′انتهاي با PCR تمحصولا كردن كلون براي و است TA-vector يك خطي حالت در پلاسميد اين
 

 انجام و Miniprep روش به پلاسميد استخراج از پس
 ،SacІ و BamHІ هاي آنزيم از استفاده با آنزيمي هضم

 ژن سازي خالص منظور به )%1( آگارز ژل زالكتروفور
 )DNA )Roche سازي خالص كيت از استفاده با نظر مورد
 در نظر مورد ژن نمودن كلون ورمنظ به .گرديد انجام

 باكتريايي DH5α سويه هاي سلول ابتدا ،pBI121 پلاسميد

 حاوي انتخابي محيط در pBI121 پلاسميد حامل
 شب مدت طول در )mg/l50( كانامايسين بيوتيك آنتي

 )rpm180 دور با چرخش و  گراد سانتي درجه 37 يدما(
 از Miniprep روش به پلاسميد استخراج و كشت
 هاي آنزيم از استفاده با .شد انجام شده كشت هاي سلول
 pBI121 پلاسميد از gus ژن SacІ و BamHІ برشي
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 از استفاده با gus ژن فاقد خطي پلاسميد و شده حذف
 واكنش انجام جهت )DNA )Roche سازي خالص كيت
 در cor ژن بعد، مرحله در .گرديد آماده )ليگاسيون( اتصال

 ليگاز T4 DNA آنزيم توسط شده خطي pBI121 پلاسميد
 .يافت اتصال
 

 E. coli مستعد يباكتريها تراريختي
 در PCR محصولات اتصال آزمايش زمان پايان از پس

 با را واكنش مخلوط از µl 20 ،)3شكل( pBI121 ناقل
 E. coli از شده تهيه مستعد هاي سلول از ميكروليتر 100

 .شد داده رقرا يخ روي بر دقيقه 30 مدت به و مخلوط
 و  گراد سانتي درجه 37 در دقيقه 10 مدت به آن از پس

 سپس .شدند داده قرار يخ روي بر دقيقه 2 مدت به مجدداً
µl 800 محيط LB به و گرديد اضافه ويال به استريل مايع 

 درجه 37 دماي و انكوباتور شيكر روي بر ساعت 2 مدت

 ياييباكتر پلت پايان در .گرفتند قرار  گراد سانتي
 100 حاوي جامد LB محيط در فوژ،يسانتر از آمده بدست
 شبانه صورت به سيلين آمپي بيوتيك آنتي ليتر در گرم ميلي

 تراريخت هاي كلون و كشت  گراد سانتي درجه 37 دماي و
 در ژن الحاق تأييد جهت .گرديدند انتخاب باكتريايي
 با PCR و Colony PCR هاي آزمون ،pBI121 پلاسميد

 درجه 62 اتصال دماي در cor اختصاصي گرهايآغاز
 آغازگر همراه به cor پيشرو آغازگر نيز و  گراد سانتي
 درجه 58 اتصال دماي در nos دهنده خاتمه يبرگشت
 برشي هاي آنزيم توسط آنزيمي هضم نيهمچن ، گراد سانتي

BamHІ و SacІ انجام  گراد سانتي درجه 37 دماي در 
 محصول نتايج مشاهده جهت %1 آگارز ژل از .گرديد
PCR گرديد استفاده آنزيمي هضم محصول و. 

 

 
 

 گياه در cor ژن بيان و انتقال جهت شده ايجاد نهايي سازه -3 شكل
 

 آگروباكتريوم مستعد يباكتريها تراريزش
 ،pBI121.cor نوتركيـب  سازه ساخت نهايي تأييد از پس
 Agrobacterium tumefaciens باكتري به ميدپلاس اين انتقال
 از يكي گياهان به ژن انتقال جهت .گرفت قرار كار دستور در

 خـاكزي  بـاكتري  از اسـتفاده  ژن، انتقـال  يروشـها  مفيدترين
A. tumefaciens كـه  اسـت  لازم منظـور  همـين  به .باشد مي 

 منتقـل  آگروبـاكتريوم  بـه  ابتـدا  نظر مورد ژن حامل پلاسميد
 تهيــه از پــس .گردنــد تراريخــت گياهــان ادامــه در و گــردد
 شـيميايي  يها محلول توسط آگروباكتريوم مستعد يها سلول

 بـاكتري  GV3850 سـويه  مسـتعد  هـاي  سلول ،كلسيم كلريد
A. tumefaciens مشابه روش به E. coli گرديدند تراريخت. 

 يحـاو  كشـت  طيمح ـ از بينوترك يها كلون نشيگز جهت
 بـه   گـراد   سـانتي  درجه 28 دماي در نيسيكاناما و نيفامپسير

 .ديگرد استفاده روز سه تا دو مدت
 
 آگروباكتريوم تراريختي تأييد

 هـاي  آزمـون  از استفاده با آگروباكتريوم تراريختي تأييد
Colony PCR، PCR اختصاصي آغازگرهاي با cor نيـز  و 
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ــازگر ــرو آغ ــراه cor ژن پيش ــا هم ــازگر ب ــوس آغ  معك
 از پلاسميد استخراج جهت .گرديد امانج nos دهنده خاتمه

 High Pure Plasmid اسـتخراج  كيـت  از آگروبـاكتريوم 

Isolation Kit (Roche) از كيـت  ايـن  در .گرديـد  استفاده 
 و Binding Buffer، Washing Buffer آمـاده  هاي محلول
 پلاسـميد  خـالص  اسـتخراج  جهت Recovery هاي تيوب
 بـر  شـده  سـازي  صخال محصول ،پايان در .گرديد استفاده
 .شد الكتروفورز %1 آگاروز ژل روي
 

 تراريخت گياهان باززايي و P. somniferum تراريختي
 سـه  در شـقايق  يهيپوكـوتيل  يهـا  ريزنمونـه  يتراريخت

 .شد انجام زير مرحله
ــاده ــاكتر سوسپانســيون يســاز آم ــراي :يب  انجــام ب
 مايع LB محيط در آگروباكتريوم يكلون تك ابتدا تراريختي

 مقـدار  نيهم ـ و كانامايسـين  تـر يل بـر  گرم يليم 50 ويحا
ــير ــيكر در نيفامپس ــا ش ــر دور 140 ب ــه ب ــاي و دقيق  دم

 .شـد  كشـت  شـب  مـدت  طـول  در  گـراد   سانتي درجه 28
 دمــاي در 5/0 بــا برابــر OD600 بــا بــاكتري سوسپانســيون

ــه دور 4000 و  گــراد ســانتي درجــه 4  دقيقــه 10 مــدت ب
 آمـده   بدسـت  رسوب پسس .شد داده رسوب و فيوژيسانتر

 pH و سـاكارز  gr/l 50 داراي كـه  مـايع  1/2MS محـيط  با
ــر ــه 5/5 برابـــ ــراه بـــ ــرينگون µl100 همـــ  استوســـ

)Acetosyringone) (200µM( ــود ــدداً ب ــه مج ــت ب  حال
 درجـه  28 شيكر در باكتريها ادامه در ،درآمد سوسپانسيون

ــر دور 140 و  گــراد ســانتي ــه دقيقــه ب  ســاعت 3 مــدت ب
 تلقـيح  بـراي  باكتريـايي  سوسپانسيون اين .شدند ينگهدار

 .شد استفاده ها ريزنمونه
 :شـقايق  يهيپوكـوتيل  يها ريزنمونه ونينسفورماسترا

 ناحيـه  از روزه 9 تـا  7 گياهـان  يهيپوكـوتيل  هاي ريزنمونه

 در و خـورده  برش ريشه نزديك ناحيه و كوتيلدون نزديك
 كـان ت و گرفتـه  قرار دقيقه 5 مدت به باكتري سوسپانسيون

 روي و خـارج  سوسپانسيون از ها ريزنمونه سپس .شد داده
 .شـدند  مستقر اضافه يباكتريها گرفتن جهت استريل كاغذ
 )Co-cultivation (كشتي هم محيط در ها ريزنمونه ادامه در

B5 حاوي كه gr/l20 تحـت  روز دو مـدت  به بود ساكارز 
 .دگرفتن قرار  گراد سانتي درجه 25 دماي و روشنايي شرايط

 حذف ،كشتي هم از بعد :ها ريزنمونه از يباكتر حذف
 حاوي آبي لولمح توسط شستشو با ها ريزنمونه از باكتري

 انجـام  )Ceffotaxime (سفوتاكسـيم  ليتر در گرم ميلي 200
 محيط به ها ريزنمونه باكتريايي، آلودگي رفع از پس .گرديد
 مگـر  ميلي 2 با شده تكميل )Selective medium (انتخابي

 ليتر در گرم ميلي 10 و )D-2,4 (توفوردي هورمون ليتر در
 جهـت  سفوتاكسـيم  ليتـر  در گـرم  ميلي 200 و كانامايسين

انجـام   واكشـت  بـار  يك هفته 3 هر و منتقل كالوس القاي
 القـاي  و كالوس تشكيل و واكشت بار چند از پس .گرديد
 جهـت  هورمـون،  فاقـد  محـيط  در سـوماتيكي  هـاي  جنين

 تكميـل  هورمون بدون B5 محيط به ها جنين ،ساقه باززايي
 در گـرم  ميلي 10 و گلوتامين ليتر در گرم ميلي 100 با شده
 ليتــر در گــرم ميلــي 200 و كانامايســين بيوتيــك آنتــي ليتــر

 در شـده  ءالقـا  هـاي  ساقه سپس .گرديد منتقل سفوتاكسيم
 1/0 بـا  شـده  تكميل B5 محيط همان كه ريشه القاي محيط
 از پـس  .شـدند  منتقـل  بود IBA هورمون ترلي در گرم ميلي

 بـه  واكشت بار دو از پس و شده ءالقا ها ريشه هفته 10-8
 .گرديدند منتقل گلدان داخل
 

 شقايق گياهان هاي برگ از آلكالوئيدي هاي تركيب استخراج
 محلـول  از استفاده با ها برگ آلكالوئيدي مواد استخراج

 هــاي بــرگ ابتــدا .گرديــد انجــام NaOH كمــي و متــانول
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 درجـه  60 دمـاي  بـا  آون در شاهد و تراريخت هاي نمونه
 بـا  سـپس  .گرديدند خشك ساعت 48 مدت به  گراد  سانتي

ml30 درجــه 75 دمــاي در ســاعت 14 مــدت بــه متــانول 
 اسـتخراج،  مرحله سه از پس .گرديد ريفلاكس  گراد  سانتي
 در و شـده  فيلتـر  هآمد  بدست رسوب .گرديد تبخير متانول
 از ميكروليتـر  10 ابتـدا  .گرديد حل متانول ml5 در نهايت
 بـا  استاندارد نمونه همراه به استخراجي مختلف هاي نمونه

ــتفاده ــرنگ از اس ــژه س ــر وي ــفحه روي ب ــومي ص  آلوميني
 و متر لييم 2/0 ضخامت با متر سانتي 20 در 20( سيليكاژل
 )Germany، E-Merck كرومتــــر،يم 5-6 ذرات انــــدازه
 داخـل  در آلومينيومي صفحه اين ،امهاد در .ندشد بارگيري

-تولـوئن  شامل آلكالوئيدها تفكيك ويژه بافر حاوي تانك
 مدت به )2 و 6 ،40 ،40( نسبت به آمونيوم-اتانول-استون

 كـردن خشـك    از پـس  و پايان در .شد داده قرار دقيقه 60
 موجـود  باندهاي وجود هوا، معرض در آلومينيومي صفحه

 نـانومتر  280 موج طول در دشاه و تراريخت هاي برگ در
 win افزار نرم به مجهز و Scanner 3، CAMAG دستگاه با

CATS رفين،وم ـ استاندارد هاي محلول .شد داده تشخيص 
 محصـولات  از زي ـن تبـائين  و نوسـكاپين  پاپاورين، كدئين،
 .گرديد تهيه تماد شركت
 عملكـرد  بـا  مـايع  كروماتوگرافي از استفاده با ادامه در

 يها نمونه در ها  تركيب اين توليد كمي ميزان) HPLC( بالا
 HPLC دسـتگاه  از .شـد  يري ـگ انـدازه  شـاهد  و ختيترار

 mm C18 30×3.9 سـتون  با )Varian prostar 410 مدل(

wat 011695 بــراي HPLC متحــرك فــاز .شــد اســتفاده 
ــتفاده ــده اس ــامل ش  %40 و Po4rNa2Po4H2Na %60 ش
 .شـد  اسـتفاده  دقيقه 20 زمان مدت و 45/0 فشار با متانول
 شناسـايي  بـراي  اسـتفاده  مـورد  بـنفش  مـاوراء  مـوج  طول

 .شـد  گرفته نظر در nm254 كدئين و مرفين آلكالوئيدهاي

 انجـام  تماد شركت كيفي كنترل آزمايشگاه در آزمايش اين
 .گرديد
 
 جينتا

 cor ژن سازي همسانه
 بــه COR آنــزيم بيوســنتز مســئول ژن اتصــال از پــس
 انجـام  E. coli مسـتعد  يباكتريها اريختيتر ،T/A پلاسميد
 حـاوي  محـيط  دو در باكتري يافته رشد هاي  كلون .گرديد
 ترتيـب  بـه  كـانگي  مـك  محـيط  و سـيلين  آمپي بيوتيك آنتي

 و الحاق تأييد ،پلاسميد استخراج از پس .گرديدند انتخاب
 تـوالي  و PCR از استفاده با باكتري در نظر مورد ژن تكثير

 محصـول  الكتروفورز .گرديد انجام صياختصا آغازگرهاي
PCR پلاسميد كه داد نشان pTZ57R/T و بـوده  نوتركيب 
 باشـد  مـي  cor  ژن به مربوط بازي جفت 970 قطعه حامل

 ژن، الحاق سريعتر تأييد يروشها از يكي ).الف -4 شكل(
 هــاي كلــوني از اســتفاده و Colony PCR آزمــون كــاربرد
 آن در كـه  باشـد  مي PCR واكنش در الگو عنوان به باكتري
 منظـور  همـين  بـه  .باشـد  نمـي  پلاسميد استخراج به نيازي
 انجـام  نيـز  Colony PCR طريق از ژن الحاق تأييد آزمون
 ـ ژن الحـاق  نيـز  روش اين نتايج ).ب -4 شكل( گرديد ه ب
 .كرد اثبات را T/A پلاسميد داخل

نتايج تأييد الحاق ژن در باكتري آگروباكتريوم نشان داد  
 در  corهايي كه از آغازگرهـاي اختصاصـي         در واكنش كه  

PCR            استفاده شده بـود قطعـات بـا انـدازه bp970   تكثيـر 
 و corهايي كه از آغازگر مستقيم ژن   ولي در واكنش ،يافت

بـه منظـور اطمينـان از        (nos دهنده آغازگر برگشتي خاتمه  
استفاده گرديد اندازه قطعات    ) cor ژن cDNAدرج صحيح   
 ).5شكل ( افزايش يافت bp250 تكثيري حدود
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 ختيترار اهانيگ ييباززا

 شده ساخته هاي سازه عملكرد صحت تأييد از پس
 يها سلول ،)Transient expression (موقت بيان توسط
 مئدا يتراريخت جهت pBI121.cor پلاسميد حامل يباكتر
 استفاده P. somniferum گياهان هيپوكوتيلي هاي مونهريزن

 القاي و هيپوكوتيلي هاي ريزنمونه تراريختي از پس .گرديد
 B5+2mg/l 2،4-D + 200mg/l انتخابي محيط در كالوس

cefotaxime + 10mg/l kanamycin از پس .شد انجام 
 حاوي هورمون فاقد B5 محيط در ييزا نيجن ماه 4 گذشت

 ليتر در گرم ميلي 10 و سفوتاكسيم ليتر در مگر ميلي 200

 و گلوتامين ليتر در گرم ميلي 100 با شده تكميل كانامايسين
 شرايط در نيز باززايي .شد انجام  گراد سانتي درجه 18 دماي
 تراريخت گياهان باززايي نرخ متوسط( گرديد انجام مشابه

 كلمش بسيار شقايق گياهان در ريشه تشكيل القاي .)بود 8%
 دليل هب گياهان اين باززايي نرخ طريق همين از و باشد مي

 تنها( يابد مي كاهش بشدت زايي ريشه عمل در مشكلات
 ).بودند كافي شهري ديتول به قادر شده ييباززا ياهانگ 50%

 20-30 افزايش باعث پرولين ليتر در گرم ميلي 300 افزودن
 توليد به درقا گياه 15 %نهايت در .گرديد زايي ريشه درصدي

 ).6 شكل( شدند ريشه كافي ميزان

اصي با استفاده از آغازگرهاي اختصPCRالكتروفورز محصول pTZ57R/T ناقل در  cor تاييد همسانه سازي ژن -4 كلش
  فرمنتازkb1ماركر  M،)ب (Colony PCR در پلاسميد با استفاده ازcor،  الكتروفورز الحاق ژن)الف( cor ژن 

Cor: 970bp  

M M

۱۰   ۹   ۸ ۷  ۶  ۵   ۴  ۳  ۲  ۱۷     ۶      ۵      ۴      ۳     ۲      ۱

 PCRهاي آگروباكتريوم از طريق الكتروفورز محصولات   تأييد تراريختي كلون-5كل ش
م با چاهك بعدي تأييد تراريختي آگروباكتريوcor ،4 ژن bp970 تأييد تراريختي با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي و تكثير حدود 1-4هاي  چاهك

  فرمنتازkb1ماركر  .bp1220 و تكثير حدوداً nos دهنده خاتمه و آغازگر برگشتي corاستفاده از آغازگر مستقيم ژن 
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 ختيترار اهانيگ در cor ژن شناسايي
ــايج ــورز از حاصــل نت ــان PCR محصــول الكتروف  گياه
 و cor ژن براي اختصاصي پرايمرهاي از استفاده با ،هتراريخت

 نـده ده خاتمـه  برگشتي و مستقيم آغازگرهاي از استفاده با نيز
nos قـرار  بررسـي  و مشـاهده  مـورد % 1 آگـارز  ژل روي بر 

 آغازگرهـاي  از استفاده با كه داد شانن اهآزمايش نتايج .گرفت
ــان در cor ژن ،اختصاصــي ــ گياه ــاهد و هتراريخت ــل ش  قاب

ــايي ــي شناس ــد م ــ ،باش ــتفاده يول ــازگر از اس ــتي آغ  برگش
 نـداد  نشـان  شاهد گياهان در را باندي هيچ nos دهنده خاتمه

 درستي هب نظر مورد ژن كه دهد مي نشان نتايج اين ).7 شكل(
 نتــايجالبتــه  .اســت يافتــه تلفيــق هتراريختــ گياهــان ژنــوم در

 شـده  دار ريشـه  گيـاه  15 كليـه  يرو بر يلكولوم يها بررسي
 .نمود تأييد را آنها در نظر مورد ژن حضور

 

 

   1    2   3   4   5   M   6   7   8    9   10   

 PCR از استفاده با cor ژن توسطفرا   اليشقايق گياهان تراريختي تأييد -7 شكل
 

9 و 8، 4، 3، چاهك bp970 و تكثير قطعات به طول corژن  تأييد تراريختي گياهان با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي 5و  2، 1چاهك 
nosدهنده  خاتمه و آغازگر برگشتي cor تأييد تراريختي گياهان با استفاده از آغازگر مستقيم ژن 7، چاهك )pBI121corپلاسميد (كنترل مثبت 

 .باشد  مي گياه غيرتراريخته10 چاهك  وbp1200و تكثير قطعات به طول 

 ج ب الف

 P. somniferum تراريخت گياهان باززايي -6 شكل
 گلوتامين آمينه اسيد حاوي انتخابي محيط در سوماتيكي هاي جنين توليد :الف

  سفوتاكسيمعلاوه هب هورمون فاقد B5 باززايي محيط در احتمالي تراريخت هاي گياهچه باززايي :ب
 IBA و پرولين داراي B5 محيط در ياحتمال تراريخت گياهان زايي ريشه :ج
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 شاهد و ختيترار اهانيگ رد ها تيمتابول رييتغ يبررس
 روش از ها نمونه در آلكالوئيدها درصد سنجش جهت

HPLC و TLC تايجن .شد استفاده HPLC يها نمونه اوليه 

 در آلكالوئيدها درصد و تعداد افزايش از تياحك يبرگ
 .اشتد كنترل با مقايسه در تراريخت يها نمونه

 

 شاهد و هتراريخت گياهان يها برگ در HPLC آناليز نتايج -1 جدول
 آلكالوئيد نوع گياهان هاي برگ آلكالوئيد درصد

  شاهد تراريخته
 مورفين 0 13/0
 كدئين 09/0 1/0
 تبائين 35/0 13/0
 پاپاورين 0 05/0
 نوسكاپين 0 01/0

 

 
 

 نشان داد كه ميـزان، نـوع و درصـد           HPLCنتايج آناليز      
هاي تراريختـه و گياهـان       آلكالوئيدي در نمونه   هاي  تركيب

كه در گياهـان      در حالي ). 1جدول  (باشد    شاهد متفاوت مي  
شاهد تنها تبـائين و مقـدار كمـي كـدئين قابـل تشـخيص               

 در گياهان تراريخته امكان شناسـايي مـورفين،      ، اما باشد مي
در گياهان تراريختـه بـا      . پاپاورين و نوسكاپين وجود دارد    

مـاده بيوسـنتز     عنوان پـيش   يل مصرف تبائين به    بدل corژن  

ــاهش     ــائين ك ــزان تب ــكاپين، مي ــدئين و نوس ــورفين، ك م
 كه در برگ گياهان شاهد مورفين غيـر         در حالي . است يافته

 در گياهـان تراريختـه امكـان توليـد          ،باشد قابل رديابي مي  
همچنـين در گياهـان     . است هم گرديده امورفين در برگ فر   
 مــؤثر ديگــري نظيــر پاپــاورين و هــاي تراريختــه تركيــب

گـردد كـه در گياهـان شـاهد امكـان        نوسكاپين توليـد مـي    
ــدازه  ــايي و ان ــدارد   شناس ــود ن ــا وج ــري آنه ــد . گي درص

 خته و گياهان شاهدهاي برگي گياهان تراري  مختلف آلكالوئيدي در نمونهياه  درصد تركيب-8 شكل
 corگياهان تراريخته با ژن : گياهان شاهد، ب: الف

C : ،كدئينT : ،تبائينM : ،مورفينP : ،پاپاورينN :نوسكاپين 
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 نيـز در بـين   هـا   آلكالوئيـدي بـه كـل تركيـب      هـاي   تركيب
كه   در حالي ). 8شكل  (باشد   هاي مختلف، متفاوت مي    نمونه

يدهاي شناسايي   آلكالوئ %80درصد تبائين در گياهان شاهد      
بيـان ژن    اين نسـبت پـس از بـيش       . دهد شده را تشكيل مي   

cor   درصـد مـورفين نيـز در گياهـان         . باشـد   مي %31 برابر
 .شود  كل آلكالوئيدها را شامل ميcor 31%تراريخته با ژن 

 
 بحث
 ن،يستينكريو يدرمان يميش يداروها همراه به نيرفوم

 هاي بيترك نيمهمتر از يكي نيكامپتوتس و نينبلاستيو
 ييدارو اهانيگ از يتجار صورت به كه است يديآلكالوئ

 افزايش باعث آلكالوئيد ميزان افزايش .شود يم استحصال
 از استفاده با .شود مي شقايق كشت صنعت يپذير رقابت
 اخير ههد دو در آلكالوئيد ميزان نباتات اصلاح يروشها

 عملكرد در سريع افزايش ،حال اين با .است شده برابر دو
 .است شده محدود تقريباً يسنت اصلاح طريق از رفينوم

 را مناسبي فرصت شقايق گياهان ژنتيكي ونيترانسفورماس
 هاي اندام در آلكالوئيدي هاي بيترك بهبود و افزايش جهت

 راهبردهاي از راستا نيا در .است آورده فراهم آن مختلف
 مسير يها گلوگاه در ها آنزيم فعاليت افزايش مانند مختلفي
 طلوبنام جانبي هاي واكنش مهار و آلكالوئيدها يبيوسنتز

 تيهدا نامطلوب هاي بيترك سمت به را ريمس انيجر كه
 ,Facchini ؛Kutchan, 1998( است شده استفاده دينما يم

 ).Larkin et al., 2007؛ 2001
 از گياهان باززايي از مختلفي هاي گزارش تاكنون

 است شده گزارش P. somniferum مختلف هاي بافت
)Nessler & Mahlberg, 1979 ؛Nessler, 1982؛ 

Yoshikawa & Furuya, 1985؛ Gerardy & Zenk, 

 ؛Ikuta et al., 1978 ؛Schumacher et al., 1987 ؛1992

Dieu & Dunwell, 1988 ؛Kapoor, 1995.( ماننده 
 هاي ريزنمونه از مطالعات اين ربيشت در حاضر، قيتحق

 كشت در اوليه منبع عنوان به كوتيلدوني و يليهيپوكوت
 هاي جنين طريق از ساقه باززايي و شده استفاده بافت

 شدن اي قهوه حال اين با .است شده انجام سوماتيكي
طوري كه  به است، بوده هميشگي مشكل ها كشت و ها بافت

 گياهان فقوم انتقال و بوده پايين معمولاً باززايي فراواني
 است مانده باقي هميشگي مشكل عنوان به خاك به دار ريشه

)Larkin et al., 2007(. شقايق بافت كشت اوليه مطالعات 
 طيشرا در گياهان باززايي در موفقيت ميزان كه داد نشان
 مورد ارقام لكالوئيدآ ميزان با يميمستق رابطه شگاهييآزما

 ميزان كمترين كه ساخت آشكار اهآزمايش .دارد مطالعه
 بودند آلكالوئيد ميزان حداكثر يدارا كه يارقام در باززايي
 انجام به نياز به توجه با ،حال اين با .افتد مي اتفاق

 يبالا ميزان يحاو ارقام در ژن بيان افزايش مطالعات
 استفاده Rence رقم از تحقيق اين در ،كدئين و رفينوم

 از نيز يگياه بافت كشت يساز بهينه جهت .گرديد
 در يبرگ و يهيپوكوتيل ،يكوتيلدون يها ريزنمونه
 ،آنها بين از كه گرديد استفاده بافت كشت اوليه ياهآزمايش

 يالقا ميزان بيشترين يدارا يهيپوكوتيل هاي ريزنمونه
 B5 كشت محيط .بودند يسوماتيك زايي جنين و كالوس
 در يتوفورد هورمون ليتر در گرم يميل دو با شده تكميل
 بهترين استفاده مورد يهورمون هاي تركيب ساير با مقايسه
 ).است نشده داده نشان ها داده( داد نشان را نتايج

 مسائل ترين يضرور از ييك ژن بيان افزايش جهت
 از اغلب تاكنون .باشد مي يقو يها برنده پيش از استفاده
 استفاده T7 فاژ برنده پيش و CaMV35S برنده پيش
 ژن حامل pBI121 پلاسميد نيز قيتحق نيا در .است شده

 تحت cor ژن .گرديد استفاده nptІІ ژن و gus نشانگر



100 ...افزايش بيان دائم ژن كدئينون

 و E. coli يباكتريها در CaMV35S برنده پيش كنترل
A. tumefaciens يكشت هم روش از استفاده با و وارد 

 الحاق شده باززا گياهان ژنوم در ،يگياه ريزنمونه-يباكتر
 در شده باززا گياهان يلكولوم مطالعات يبررس .گرديد
 با را گياه در نظر مورد ژن حضور شيشه درون شرايط

 توالي با برابر كه bp970 باًيتقر اندازه با يباندها تيؤر
 ها ژن بيان ناليزآ جهت .نمود اثبات ،باشد مي cor ژن كامل
 ها ارزيابي .گرديد استفاده HPLC بيوشيميايي روش از نيز

 هاي تركيب نميزا cor ژن انيب شيافزا اثر در كه داد نشان
 نييپاپاور و نوسكاپين رفين،وم كدئين، شامل يآلكالوئيد

 افزايش شاهد گياهان با مقايسه در هتراريخت نگياها در
 حداكثر .يافت كاهش تبائين ميزان مقابل در و است داشته

 گياهان در رفينوم آلكالوئيد يبرا نيز توليد افزايش
 .گرديد مشاهده شاهد گياهان با مقايسه در هتراريخت

 قابل شاهد گياهان در پاپاورين و نوسكاپين ،رفينوم
 گياهان در ها تركيب اين كه حالي در ،نبود مشاهده
 درصد 05/0 و 01/0 ،13/0 ريمقاد در ترتيب به هتراريخت

 نشان )2007( همكاران و Larkin .بودند ييشناسا قابل
 افزايش )cor( ردوكتاز كدئينون بيان افزايش كه دادند
 در( هتراريخت گياهان تمامي در رفينوم دار يمعن

 در .دارد همراه به را )اي گلخانه و اي مزرعه ياهآزمايش
 مجموع كه شد داده نشان سال چهار از پس اهآزمايش اين

 و %58 كدئين ،%22 رفينوم ،%28 از بيش آلكالوئيدها
 آشكار مطالعات اين .دهد مي نشان را افزايش %75 تبائين
 با مقايسه در هتراريخت گياهان در تبائين انميز كه ساخت
 ميزان اگرچه .يافت كاهش بالايي ميزان به كنترل گياهان
 يآلكالوئيد هاي تركيب كل %80 كنترل گياهان در تبائين
 به هتراريخت گياهان در ميزان ايناما  ،شود مي شامل را برگ
 اين .يافت ليتقل برگ يآلكالوئيد تركيبهاي كل 31%

 مصرف با ردوكتاز كدئينون آنزيم كه دهد مي اننش موضوع
 محصولات توليد افزايش باعث قبلي مراحل هاي ماده پيش
 )2004( همكاران و Allen ياهآزمايش .گردد مي نهايي
 ژن چند خانواده اعضاي تمام كامل مهار با كه داد نشان
cor از استفاده با RNAi، واسط حد ماده ميزان 
 در )كدئين بالادست آنزيمي مرحله 7( رتيكولين-اس
 افزايش تبائين و اريپاوين رفين،وم كدئين، با سهيمقا
 رتيكولين متيله مشتقات تجمع اهآزمايش اين در .يابد مي
 ذكر كه مواردي به توجه با  بنابراين.گرديد مشاهده نيز

 ژن بيان افزايش ياهآزمايش ،قاتيتحق ساير نيز و گرديد
 ساير ژن يك بيان در يدستورز با كه است داده نشان

 ميزان نتيجه در و شده تغيير دچار زين آنزيمي مسيرهاي
 .يابد مي تغيير آلكالوئيدها ساير

 نظر مورد هاي ژن كه دهد يم نشان حاضر قيتحق نتايج
 گياهان ژنوم با همراه و اند شده تلفيق گياهي ژنوم بافت در
 دختري هاي سلول به و شده تقسيم ها سلول تمامي در
 پيشرو آغازگرهاي با ها ژن PCR نتايج .اند شده نتقلم

 داد نشان nos دهنده خاتمه برگشتي آغازگر و اختصاصي
 ميزبان ژنوم در بياني كاست صورت به نظر مورد ژن كه

 يبرا يباند شاهد گياهان در كه حالي در .است شده تلفيق
 آغازگر و ژن مستقيم يآغازگرها از استفاده با تكثير
  .نگرديد تكثير nos دهنده اتمهخ يبرگشت
 cor انيب شيافزا با كه گفت توان يم ،مجموع در
 خشخاش اهيگ ييدارو مهم يها تيمتابول ديتول ليپروف
 نيتبائ ليتبد رفت يم انتظار كه طور همان .است افتهي رييتغ
 در تواند يم اهيگ برگ در نيرفوم ارزشمند بيترك به

 اهيگ نيا ييدارو هاي بيترك ديتول ياقتصاد يها برنامه
 ترشح و ياختصاص ديتول به توجه با يطرف از .باشد ثرؤم
 زيآنال و شتريب يبررس ،يا رابهيش يمجار در دهايآلكالوئ نيا
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 يها برنامه در ديبا زين اهيگ كپسول يا رابهيش هاي بيترك
 .رديگ قرار توجه مورد ندهيآ
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Abstract 

Papaver somniferum L. today is considered as the commercial source of the narcotic 
analgesics morphine and codeine.  Codeinone reductase is a key gene in metabolic engineering 
of isoquinoline alkaloids pathway with the ability of conversion of codeinone to codein and 
morphine.  In this project, at first optimization of the gene transfer of P. somniferum was 
performed via A. tumefascience containing pBI121 plasmid.  This gene then was cloned in 
expression vectors under control of CaMV35 promoter and transferred to plants by agro 
transformation. After preparing the structure, hypocotyl explants of P. somniferum was 
inoculated by agrobacterium carrying recombinant structures. HPLC analysis indicated the 
variation of the amount, type and percentage of alkaloid compounds in transgenic 
samples compared to the control plants.  The result of the evaluation showed qualitative and 
quantitative changes in metabolite production of transgenic and control plants. 

 
Key words: Codeinone reductase, metabolic engineering, HPLC, Papaver somniferum L., 
Agrobacterium tumefaciens. 

 


