
Modares Journal of Biotechnology. 2018;9(2):213-218

C I T A T I O N    L I N K S

Copyright© 2018, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 
4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, 
and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms.

Efficiency of PCR and Nanobiosensor Methods for Detection 
of Transplastomic Tobacco Plant
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Aims In recent years, according the benefits of chloroplast transformation, the cultivation of 
transplastomic plants and their products have been increased. Due to their biosafety concerns, 
their identification and labeling have become more widely considered. The aim of this study was 
to present an optimal method based on polymerase chain reaction (PCR) and nanobiosensor 
for detection of transplastomic tobacco plants and compare their sensitivity. 
Materials & Methods In the present experimental research, aadA gene as a chloroplast 
selectable marker was considered to design specific primer and probe. In PCR method, after 
optimization of aadA gene amplification, its sensitivity was evaluated with different percentages 
of transplastomic DNA. In nanobiosensor method at first, the labeled aadA probe was 
immobilized on graphene oxide (GO) and, then, hybridization reaction was optimized to identify 
target DNA sequence.
Findings The amplification of 800 bp DNA related to aadA gene was observed. The PCR 
reaction allowed up to 5% DNA transplostomy tobacco to reproduce the aadA gene. In results of 
nanobiosensor after immobilization of aadA probe on GO, fluorescence emission was quenched 
and by adding the trasplastomic tobacco, DNA was observed again. In this method, up to 1% 
transplastomic tobacco DNA, fluorescence emission was significant in comparison with control 
tobacco plant.
Conclusion The PCR method can detect a transplastomic tobacco plant with 5% DNA sensitivity 
and detect biomarker sensitivity with 1% DNA sensitivity.
The PCR method can detect a transplastomic tobacco plant with 5% DNA sensitivity and 
nanobiosensor can detect with 1% DNA sensitivity. Therefore, nanobiosensor method is not 
only a reliable diagnostic method, in addition to the PCR method for detecting transplastomic 
plants, but also has a higher sensitivity. 
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مراز و  ای پلی کارآیی روش واکنش زنجیره
پلاستوم  نانوحسگر زیستی در شناسایی گیاه ترانس

  توتون
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  چکيده

های اخیر با توجه به مزایای تراریختی کلروپلاستی، سطح زیر  در سالاهداف: 
های  نگرانیدلیل  کشت این گیاهان و محصولات ناشی از آنها افزایش یافته و به

گذاری آنها بیشتر مورد توجه قرار  زیستی آنها شناسایی و برچسب احتمالی ایمنی
گرفته است. هدف پژوهش حاضر طراحی و ارایه یک روش بهینه بر پایه واکنش 

) و نانوحسگر زیستی برای شناسایی گیاهان PCRمراز ( ای پلی زنجیره
 پلاستوم و مقایسه حساسیت آنها بود. ترانس
در مطالعه تجربی حاضر برای طراحی آغازگرها و کاوشگرهای ها:  د و روشموا

بعد از  PCRکلروپلاستی به کار رفت. در روش  aadAاختصاصی، نشانگر 
 DNA، حساسیت آن با درصدهای مختلف aadAسازی شرایط تکثیر ژن  بهینه

تی پلاستوم توتون مورد بررسی قرار گرفت. در روش نانوحسگر زیس گیاه ترانس
اکسید تثبیت، سپس واکنش  در صفحات گرافن aadAدار ژن  ابتدا کاوشگر نشان

سازی و حساسیت آن با  هیبریداسیون برای شناسایی توالی هدف بهینه
  پلاستوم تعیین شد. گیاه ترانس DNAدرصدهای مختلف 

پلاستوم توتون  در گیاهان ترانس aadAبازی ژن  جفت۸۰۰تکثیر باند ها:  یافته
پلاستوم، ژن  توتون ترانس DNA% ۵توانست تا  PCRمشاهده شد. واکنش 

aadA  را تکثیر نماید. با تثبیت کاوشگرaadA اکسید فلورسانس  در سطح گرافن
پلاستوم توتون دوباره نشر  گیاه ترانس DNAکردن  نشری خاموش و با اضافه

گیاه  DNA% ۱حساسیت این روش تا  فلورسانس ظاهر شد. در بررسی
  دار بیشتر از گیاه شاهد مشاهده شد. طور معنی پلاستوم نشر فلورسانس به ترانس
% ۵پلاستوم توتون را با حساسیت  تواند گیاه ترانس می PCRروش گیری:  نتیجه DNA  ۱و روش حسگر زیستی با حساسیت %DNA  شناسایی نماید. بنابراین

برای  PCRا یک روش تشخیصی مطمئن در کنار روش تنه روش حسگرزیستی نه
  پلاستوم است، بلکه حساسیت بالاتری نیز دارد. شناسایی گیاهان ترانس
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 مقدمه
فناوری مولکولی در افزایش کارآیی و عملکرد  کارگیری زیست به

های جدیدی را در توسعه محصولات  ها و چالش گیاهان، فرصت
. تغییر ژنتیکی [1]کشاورزی و امنیت غذایی بشر ایجاد کرده است

نوترکیب، فنون  DNAهای گیاهی با استفاده از فناوری  سلول
ها از منابع ژنتیکی مختلف به  مهندسی ژنتیک و انتقال ژن

های گیاهی منجر به توسعه روزافزون محصولات کشاورزی  سلول
. با توجه به افزایش روزافزون [3 ,2]شده ژنتیکی شده است اصلاح

جمعیت جهان و نیاز غذایی بیشتر، این امر با افزایش بازدهی تولید 
ای محصولات کشاورزی نقش حایز اهمیتی  تغذیه و ارتقای ارزش

. افزایش سطح زیر کشت [4]در تامین امنیت غذایی جهان دارد
میلیون هکتار در سال ۲شده ژنتیکی در جهان از  گیاهان اصلاح

، روند پیشرفت و ۲۰۱۴میلیون هکتار در سال ۱۸۱به بیش از  ۱۹۹۶
  .[4]ازدس خوبی نمایان می فراگیری این نوع محصولات را به

ای و  گیاهان تغییریافته ژنتیکی شامل گیاهان تراریخت هسته
تراریخت کلروپلاستی هستند. با توجه به مزایای تراریختی 

اخیر   رود که روند تولید این گیاهان در دهه کلروپلاستی انتظار می
. با [6 ,5]براساس آمار سازمان جهانی، سرعت قابل توجهی پیدا کند

شده ژنتیکی، ورود آنها در زنجیره  لات اصلاحوجود مزایای محصو
های موجود در ارتباط با خطرات  غذایی انسان، با توجه به نگرانی

های متعددی  بالقوه ناشی از تولید و مصرف این گونه مواد، پرسش
را در زمینه احتمال بروز عوارض نامطلوب مانند حساسیت، افزایش 

مخرب محیطی و انتقال  ها، اثرات بیوتیک مقاومت نسبت به آنتی
دلیل اهمیت این  . به[8 ,7 ,1]ها در جامعه مطرح کرده است افقی ژن

المللی  های بین موضوع، در طول دو دهه گذشته کمیته
های لازم برای  گذاری و تعیین سیاست های قانون مسئولیت

شده ژنتیکی را به عهده گرفته و در  تضمین ایمنی محصولات اصلاح
های جهانی ایمنی زیستی کارتاهنا از جمله این موارد  . پروتکل[10 ,9]های متعددی مطرح شده است ردها و دستورالعملاین راستا راهب

است. براساس این قوانین برآورد ایمنی این گونه محصولات مبتنی 
شده و همچنین انجام  جانبه آنها با انواع اصلاح بر اثبات برابری همه

ها  زایی، سمیت متابولیت حساسیت های اختصاصی در زمینه آزمون
. اهمیت این موضوع از این حیث است [12 ,11 ,1]و ماده غذایی است

که همه محصولات وارداتی به کشورها از مبادی گمرکی وارد نشده 
بودن یا نبودن آنها  شوند، بنابراین باید تراریخته و کنترل نمی

زیابی قرار های موجود در بازار مصرف مورد ار خصوص فرآورده به
آید که این محصولات از  . این اطمینان زمانی به دست می[13]گیرد

زنی در مورد آنها انجام شود تا بدین وسیله  مبدا جدا شده یا برچسب
اثر آنها بر محیط زیست و سلامت عمومی کاملاً مورد بررسی قرار 

یه آل بر پا . بنابراین ارایه یک روش کارآ و ایده[16-14 ,12 ,11]گیرد
مولکولی یا نانوفناوری زیستی برای شناسایی آنها  های زیست روش
اهمیت است. روش رایج برای گیاهان تراریخت کلروپلاستی  حایز

مولکولی است. در  های ایمنولوژیکی و زیست استفاده از روش
های مبتنی  روششامل  مولکولی های زیست های اخیر از روش سال
برای ردیابی و شناسایی  (PCR)مراز  ای پلی واکنش زنجیرهبر 

های مبتنی بر  روش . در[20-17]استفاده شده است گیاهان تراریخت PCR های مربوط به  با طراحی آغازگرهای اختصاصی بر توالیDNA 
توان این گیاهان و محصولات حاصل از  پلاستوم می گیاهان ترانس

ترش اخیر گس  . طی دهه[19]آنها را در مواد غذایی شناسایی کرد
، برای بررسی PCRهای مبتنی بر  فناوری نانو در کنار روش

های زیستی مورد توجه قرار گرفته است. حسگرهای  ماکرومولکول
های  توانند برای ردیابی مولکول زیستی ابزارهایی هستند که می

های اخیر از این ابزارها  زیستی مورد استفاده قرار گیرند. در سال
  .[21]یخت استفاده شده استبرای بررسی محصولات ترار

و  PCRهدف پژوهش حاضر طراحی و ارایه یک روش بهینه بر پایه 
پلاستوم و مقایسه  برای شناسایی گیاهان ترانسنانوحسگر زیستی 
  حساسیت آنها بود.

  
  ها مواد و روش

پلاستوم و  بذور گیاه ترانس در پژوهش تجربی حاضر
رقم سامسون  )Nicotiana tabacum(پلاستوم توتون  غیرترانس

)Samsun( فناوری تهیه شدند.  از پژوهشگاه ملی ژنتیک و زیست
% در ۷۰ها بعد از ضدعفونی با اتانول  منظور تولید گیاهچه سپس به

های  بیوتیک محیط موراشیگ و اسکوگ حاوی آنتی
  اسپکتینومایسین و استرپتومایسین کشت داده شدند.

ای  ، آنالیزهای واکنش زنجیرهDNAهفته استخراج  ۷الی  ۶بعد از 
  های رشدکرده انجام شد. مراز و نانوحسگر زیستی روی گیاهچه پلی
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های  توالیهای اولیگونوکلئوتیدی و آغازگرها:  توالی
اولیگونوکلئوتیدی و آغازگرها برای توالی اختصاصی مربوط به ژن 

aadA بودن آنها  با استفاده از برنامه الیگو طراحی و اختصاصی
شده  های طراحی بررسی شد. کلیه توالی BLASTافزار  وسیله نرم به

جنوبی سنتز شدند و در واکنش  کره Bioneerتوسط شرکت 
مراز و طراحی حسگر زیستی مورد استفاده قرار گرفتند  ای پلی زنجیره

  ).۱(جدول 
  

 و حسگر زیستی PCRهای اولیگونوکلئوتیدی و آغازگرهای مورد استفاده در واکنش  توالی )۱جدول 
دمای  توالی نام پرایمر نوع توالی

 اتصال
باند   طول
یافتهتکثیر

باز جفت٨٠٠ C°٥٧ 'aadA F 5'GGATCCATGGCTGTGAAGCGGT-3 آغازگر  

باز جفت٨٠٠ C°٥٧ 'aadA R 5-'CCCTCCCTTTATTTGCCAACTAC-3 آغازگر  
 - C°٦٠ 'aadAP 5'-TGACGGGCTGATACTGGGC-3 کاوشگر
توالی 
مکمل 
 - C°٦٠ 'aadAT 5'-GCCCAGTATCAGCCCGTCA-3 کاوشگر

  
 پلاستوم: پلاستوم و غیرترانس از گیاهان ترانس DNAاستخراج 

پلاستوم و  کل از گیاهان ترانس DNAمنظور استخراج  به
گرم از نمونه بافت برگی گیاهی، با  میلی۱۰۰پلاستوم،  غیرترانس

کل  DNAاستفاده از ازت مایع به حالت پودری تبدیل شد. سپس 
گیاهی  DNAشده در پروتکل کیت استخراج  با استفاده از روش ارایه

)INtron Biotechnologyیت ) استخراج شد. در نها؛ کره جنوبی DNA های اسپکتروفتومتری در طول  شده با روش استخراج
% از نظر کمی ۱نانومتر و الکتروفورز ژل آگاروز ۲۸۰و  ۲۶۰های  موج

  و کیفی تایید شد.
پلاستوم و  کل ژنومی از گیاهان ترانس DNAبعد از استخراج 

شده با استفاده از  استخراج DNAپلاستوم، ابتدا  غیرترانس
و کیفی الکتروفورز ژل آگاروز و اسپکتروفتومتری از لحاظ کمی 

  تایید شد.
 پلاستوم: مراز برای شناسایی گیاهان ترانس ای پلی واکنش زنجیره

مراز برای شناسایی گیاهان تراریخت  ای پلی در واکنش زنجیره
های اختصاصی  لیپلاستوم از توا پلاستوم توتون از غیرترانس ترانس

با پرایمرهای  PCRاستفاده شد. واکنش  aadAمربوط به ژن 
برای تکثیر توالی اختصاصی آن  aadAاختصاصی مربوط به ژن 

شده از گیاهان  استخراج DNAصورت پذیرفت. سپس 
پلاستوم بعد از تایید کمی و کیفی  پلاستوم و غیرترانس ترانس
 کار رفتند.به  PCRالگو در واکنش  DNAعنوان  به

پلاستوم و  طراحی نانوحسگر زیستی برای بررسی گیاهان ترانس
پلاستوم و  برای بررسی گیاهان ترانس پلاستوم توتون: غیرترانس
اکسید طراحی  پلاستوم یک حسگر زیستی بر پایه گرافن غیرترانس
بعد . [22]شود اکسید براساس پروتکل روش هامر سنتز می شد. گرافن

-UVو  )SEM(اده از میکروسکوپ الکترونی روبشی از سنتز با استف visib  .برای نانوحسگر ابتدا توالی آنالیز و تایید آن صورت گرفت
های اختصاصی مربوط به  شده برای توالی دار طراحی کاوشگر نشان

با استفاده از روش غیرکووالان در سطح صفحات  aadAژن 
میکرولیتر از محلول گرافن ۱۰اکسید تثبیت شد. برای تثبیت،  گرافن

میکرولیتر از توالی کاوشگر ژن ۱۰لیتر) با  میکروگرم در میلی۵۰(
aadA )۱۰ لیتر بافر تریس مخلوط  میلی۲پیکومول) در حجم نهایی
دور در دقیقه قرار ۱۰۰ت دقیقه روی شیکر با سرع۳۰مدت  شد و به

وسیله  نانومتر به۵۲۰گرفت. سپس نشر نوری آن در طول موج 

دستگاه فلوریمتر خوانده شد. بعد از تایید تثبیت کاوشگر در سطح 
شده در واکنش  سازی اکسید، نانوحسگر زیستی آماده صفحات گرافن

هیبریداسیون برای شناسایی توالی هدف مورد استفاده قرار گرفت. 
سازی واکنش هیبریداسیون، ابتدا با توالی مکمل سنتتیک  نهبهی

میکرولیتر از توالی مکمل ۱۰انجام شد. برای این منظور، 
میکرولیتر از توالی نانوحسگر در بافر تریس با ۱۰پیکومول) با ۱۰(

دقیقه روی شیکر ۳۰مدت  لیتر مخلوط شد و به میلی۲حجم نهایی 
شد. سپس نشر نوری آن در طول دور در دقیقه قرار داده ۱۰۰با دور 
نانومتر خوانده شد. در نهایت در واکنش هیبریداسیون ۵۲۰موج  DNA عنوان  پلاستوم به پلاستوم و غیرترانس گیاه ترانسDNA 

  هدف مورد استفاده قرار گرفتند.
که با رنگ  aadAبعد از تایید کاوشگر اختصاصی مربوط به ژن 

دار شده بود در سطح  نشان )FAM(آمیدیت  زای فلورسین فلورسنس
  اکسید به روش غیرکووالان تثبیت شد. گرافن

مراز و نانوحسگر زیستی در  ای پلی تعیین حساسیت واکنش زنجیره
برای تعیین حساسیت  پلاستوم توتون: شناسایی گیاه ترانس

مراز و نانوحسگر زیستی ابتدا درصدهای  ای پلی واکنش زنجیره
پلاستوم توتون تهیه شد. سپس  گیاهان ترانس DNAمختلفی از 

مراز و نانوحسگر زیستی بررسی شد.  ای پلی عملکرد واکنش زنجیره
در  aadAمراز تکثیر توالی مربوط به ژن  ای پلی در واکنش زنجیره

درصدهای مختلف مورد بررسی قرار گرفت. در بررسی حساسیت 
روش نانوحسگر زیستی واکنش هیبریداسیون نانوحسگر بر پایه 

پلاستوم توتون  گیاه ترانس DNAاکسید با درصدهای مختلف  گرافن
  نانومتر بررسی شد.۵۱۲انجام و میزان نشر فلورسنس در طول موج 

حساسیت نانوحسگر زیستی با سه ها در تعیین  تمامی آزمایش
  تکرار صورت پذیرفت.

های  های آماری مربوط به نشر فلورسانس نمونه تفاوت
استیودنت  - Tآزمون پلاستوم توتون با  پلاستوم و غیرترانس ترانس

وسیله  ها به و آنالیز نمونه p>۰۵/۰و  p>۰۱/۰با سطوح احتمال 
  انجام شد. SPSS 16افزار  نرم
  

  ها یافته
شده  کل ژنومی استخراج DNAنتایج الکتروفورز ژل آگاروز کیفیت 

پلاستوم را تایید نمود (شکل  پلاستوم و غیرترانس از گیاهان ترانس
١.(  
  

  
 پلاستوم ترانس گیاه از شده استخراج DNA به مربوط الکتروفورز الگوی )١ شکل

  شاهد و توتون
  

بودن  پلاستوم شده، ابتدا تراس ژنومی استخراج DNAبا تایید 
مراز تایید شد و الگوی الکتروفورز  ای پلی گیاهان با واکنش زنجیره
بازی مربوط  جفت٨٠٠مراز، تکثیر باند  ای پلی نتایج واکنش زنجیره

پلاستوم نشان  مربوط به گیاهان ترانس DNAرا در  aadAبه ژن 
پلاستوم هیچ باندی مشاهده  غیرترانسداد، در حالی که در گیاهان 

  ).٢نشد (شکل 
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  aadAبرای تکثیر ژن  PCRالگوی الکتروفورز مربوط به نتایج  )۲شکل 

فرمنتاز؛ ایالات ؛ شرکت باز کیلوجفت یک( DNA) نشانگر وزن مولکولی ۱چاهک 
  متحده)

  پلاستوم توتون کل گیاه ترانس DNA) ۲اهک چ
  کل گیاه شاهد توتون DNA) ۳چاهک 

  
اکسید سنتزشده با  در روش نانوحسگر زیستی ابتدا نانوذره گرافن

 SEMو میکروسکوپ الکترونی  UV-visibهای  استفاده از روش
های  ، نوار جذبی ظاهرشده در طول موجUVتایید شد. در طیف نور 

؛ ٣اکسید را تایید کرد (شکل نانومتر وجود نانوذره گرافن٣٠٠و  ٢٣٠
  ).١دار نمو

  

  
  SEMاکسید سنتزشده با استفاده از میکروسکوپ الکترونی  آنالیز گرافن )۳شکل 

  

  
  اکسید گرافن UV-Visآنالیز طیف  )۱نمودار 

  
اکسید  در سطح گرافن aadAبا تایید نانوذره، کاوشگر مربوط به ژن 

که در طول موج  FAMدارشده با  تثبیت شد. کاوشگر نشان
اکسید  نانومتر دارای نشر نوری بود، در اثر تثبیت در سطح گرافن٥١٨

کردن توالی مکمل کاوشگر و  نشر نوری آن خاموش شد. با اضافه
در انجام واکنش هیبریداسیون، دوباره نشر فلورسانس ظاهر شد. 

پلاستوم  ژنومی گیاهان ترانس DNAواکنش هیبریداسیون برای 
مشاهده شد  ٣/١١٣±٦٩/٨توتون، میانگین نشر فلورسانس با شدت 

پلاستوم با میانگین شدت نشر  در مقایسه با گیاهان غیرترانسکه 
؛ p≥٠١/٠داری بالاتر بود ( طور معنی ، به٨٦/١٠±٢٤/١فلورسانس 

ای  ). در نتایج تعیین حساسیت، روش واکنش زنجیره٢نمودار
گیاهان  DNAبا درصدهای مختلفی از مراز و نانوحسگر زیستی  یپل

% ٥مراز توانست تا رقت  ای پلی پلاستوم، واکنش زنجیره ترانس DNA  تراریخت، باند مربوط به ژنaadA  ٤را تکثیر کند (شکل .(
% ١در نتایج نانوحسگر زیستی، میزان نشر فلورسانس تا غلظت  DNA داری نسبت  طور معنی به ٤/١٩پلاستوم با شدت  گیاه ترانس

؛ p≥٠٥/٠بالاتر بود ( ٩/١٠پلاستوم با شدت  به گیاه غیرترانس
  ).٣نمودار

  

پلاستوم توتون با استفاده از نانوحسگر بر پایه  ترانس DNAشناسایی  )۲نمودار 
   aadAگزینشگر اکسید و کاوشگر ژن  گرافن

مربوط به گیاه  DNAمکمل کاوشگر و  DNAنشر فلورسانس مربوط به 
پلاستوم و  های غیرترانسDNAداری بیشتر از  طور معنی پلاستوم توتون به ترانس

پلاستوم را  در ژنوم گیاه ترانس aadAغیرمکمل بود که وجود توالی مربوط به ژن 
  نشان داد

  

  
با  aadAبرای تکثیر ژن  PCRالگوی الکتروفورز مربوط به نتایج ) ۴شکل 

  پلاستون توتون درصدهای مختلف گیاه ترانس
  باز) کیلوجفت (یک DNA) نشانگر وزن مولکولی ۱چاهک 

  پلاستوم گیاه ترانس DNA% ۱۰۰با  aadA) تکثیر باند ژن ۲چاهک 
  پلاستوم گیاه ترانس DNA% ۷۵با  aadA) تکثیر باند ژن ۳چاهک 

  پلاستوم گیاه ترانس DNA% ۵۰با  aadA) تکثیر باند مربوط به ژن ۴چاهک 
  پلاستوم گیاه ترانس DNA% ۲۵با  aadA) تکثیر باند مربوط به ژن ۵چاهک 

  پلاستوم گیاه ترانس DNA% ۱۰با  aadA) تکثیر باند مربوط به ژن ۶چاهک 
  پلاستوم گیاه ترانس DNA% ۵با  aadA) تکثیر باند مربوط به ژن ۷چاهک 

  پلاستوم گیاه ترانس DNA% ۱با  aadA) تکثیر باند مربوط به ژن ۸چاهک 
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اکسید و  واکنش هیبریداسیون نانوحسگر زیستی بر پایه گرافن) ۳نمودار 

پلاستوم توتون برای  گیاه ترانس DNAبا درصدهای مختلف  aadAکاوشگر ژن 
  تعیین حساسیت آن

پلاستوم توتون نشر  مربوط به گیاه ترانس DNA% ۱داری تا  طور معنی به
  )p>۰۵/۰پلاستوم و غیرمکمل بالا بود ( غیرترانس DNAفلورسانس نسبت به 

  
  بحث

و  PCRهدف پژوهش حاضر طراحی و ارایه یک روش بهینه بر پایه 
پلاستوم و مقایسه  برای شناسایی گیاهان ترانسنانوحسگر زیستی 
  حساسیت آنها بود.

در گیاهان  پلاستوم ترانس گیاهان PCR نتایج درحاضر در مطالعه 
حضور  aadAبازی مربوط به ژن  جفت۸۰۰پلاستوم باند  تراس

پلاستوم هیچ  گیاهان غیرترانس PCRداشت، در حالی که در نتایج 
عنوان نشانگر انتخابی رایج در  به aadAژن باندی مشاهده نشد. 
. توالی کدکننده [22]شود پلاستوم استفاده می گزینش گیاهان تراس

همراه ژن هدف در سطح ناقل کلروپلاستی کلون شده و  این ژن به
شود. در حالت  ست منتقل میدر فرآیند تراریختی به ژنوم کلروپلا

ای یا کلروپلاست گیاه وجود ندارد. در مطالعه  طبیعی در ژنوم هسته
تاییدکننده  aadAشدن تکثیر باند مربوط به ژن  حاضر مشاهده

  الی این ژن در ژنوم کلروپلاست توتون بود.وجود تو
نانومتر به ۲۳۰موج  نوار قوی ظاهرشده در طول UVدر طیف نور 

نانومتر ۳۰۰و نوار ضعیف ظاهرشده در طول موج  *π–πانتقالات 
  .[24 ,23]شود های کربونیل نسبت داده می گروه *n–πاغلب به انتقالات 

نانومتر ۵۱۸ول موج در مطالعه حاضر کاوشگر در حالت آزاد در ط
اکسید  نشر فلورسانس داشت. در اثر تثبیت کاوشگر در سطح گرافن

نشر فلورسانس آن خاموش شد. دلیل این پدیده مربوط به خواص 
. در طی واکنش تثبیت [23]اکسید بود کنندگی گرافن خاموش

به سطح  *π–πکاوشگر از طریق پیوندهای  DNAمولکول 
اکسید متصل شده، این اتصال باعث خاموشی نشر  گرافن

. [25]شود اکسید خاموش می با استفاده از گرافن FAMفلورسانس 
شدن توالی مکمل کاوشگر و انجام  در مطالعه حاضر با اضافه

شدن واکنش هیبریداسیون نشر فلورسانش دوباره ظاهر شد. ظاهر
علت اتصال  یون، بهبعد واکنش هیبریداس FAMنشر فلورسانس 

توالی هدف به کاوشگر بود. در اثر هیبریدشدن توالی هدف با 
اکسید  عوض شد، از سطح گرافن DNAکاوشگر، ساختار فضایی 

جدا و در اثر جداشدن کاوشگر دوباره نشر نوری ظاهر شد. ظاهرشدن 

نشر فلورسانس دلیلی بر وجود توالی هدف در واکنش 
  .[26 ,25]هیبریداسیون است
 DNAسازی واکنش هیبریداسیون،  بعد از بهینهدر مطالعه حاضر 

پلاستوم توتون  پلاستوم و غیرترانس مربوط به گیاه ترانس
ای شد و در واکنش هیبریداسیون مورد استفاده قرار   رشته تک

وسیله دستگاه  گرفت. بعد از هیبریداسیون نشر فلورسانس به
در واکنش هیبریداسیون  فلوریمتر خوانده شد. نتایج نشان داد که DNA دار  طور معنی پلاستوم توتون نشر فلورسانس به گیاهان ترانس

پلاستوم بالا بود. علت این پدیده وجود  نسبت به گیاهان غیرترانس
پلاستوم توتون  توالی هدف کاوشگر در ژنوم کلروپلاست گیاه ترانس

  است.
ای  در این مطالعه برای تعیین حساسیت روش واکنش زنجیره

پلاستوم توتون  گیاه ترانس DNAمراز درصدهای مختلفی از  پلی
با استفاده از  aadAتهیه شد، سپس تکثیر باند مربوط به ژن 

پرایمرهای اختصاصی آن بررسی شد. نتایج نشان داد که واکنش 
تراریخت، باند مربوط  DNA% ۵تواند تا رقت  مراز می ای پلی زنجیره
را تکثیر کند. در روش نانوحسگر زیستی نیز واکنش  aadAبه ژن 

گیاه  DNAهیبریداسیون نانوحسگر با درصدهای مختلف 
پلاستوم توتون انجام و میزان نشر فلورسانس در دستگاه  ترانس

فلوریمتر خوانده شد. نتایج نشان داد که میزان نشر فلورسانس 
گیاه  DNA% نسبت به ۱داری تا غلظت  طور معنی به
  پلاستوم بالا بود. ترانسغیر

توان به عدم وجود دستگاه  های مطالعه حاضر می از محدویت
فلوریمتری در آزمایشگاه اجرای این مطالعه اشاره کرد. بعد از 
طراحی و انجام آزمایشات، برای سنجش میزان نشر فلورسانس از 
مرکز تحقیقات کاربردی دارویی دانشگاه علوم پزشکی تبریز استفاده 

ها شرایط محیطی  ه ممکن است در طول مسیر جابجایی نمونهشد ک
  روی آنها تاثیر گذاشته باشد.

الکتروشیمیایی طراحی شوند و  نانوحسگرهایشود  پیشنهاد می
پلاستوم مورد مطالعه قرار  عملکرد آنها در شناسایی گیاهان ترانس

  گیرند.
  

  گیری نتیجه
پلاستوم  تواند گیاه ترانس مراز می ای پلی روش واکنش زنجیره
و روش نانوحسگر زیستی  این گیاه DNA% ۵توتون را با حساسیت 

آن شناسایی کند. بنابراین روش نانوحسگر  DNA% ۱با حساسیت 
تنها یک روش تشخیصی مطمئن در کنار واکنش  زیستی نه
پلاستوم است، بلکه  رانسمراز برای شناسایی گیاهان ت ای پلی زنجیره

  حساسیت بالاتری نیز دارد.
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