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 چکیده
های  یکی از روش چراکه ،تحول عظیمی در زمینه تجزیه بیان ژن در موجودات زنده ایجاد شد ،زمان واقعیدر مراز  ای پلی با ابداع واکنش زنجیره

روشی  .باشدمیها ضروری  ن نمونهبی یل خطاکنتر ،برای ارزیابی دقیق بیان ژن ،در این روش گردد. میها محسوب بیان ژن میزانبرای ارزیابی  مناسب

به  ،این مطالعهباشد.  دار می با یک ژن مرجع یا خانه ،RNAگیرد، نرمال کردن سطوح  مورد استفاده قرار میبرای کنترل خطا که به صورت گسترده 

 هشتبعد از گذشت  ،مولار میلی 400 و 200 ،صفر. تیمار شوری شددار در گیاه برنج در شرایط تنش شوری انجام  ژن خانه 10کاراییمنظور بررسی 

های ریشه و برگ  از اندامساعت پس از اعمال تیمار شوری،  72و  48، 24، 12، ششهای صفر،  . همچنین در زمانشدهفته از رشد گیاهان اعمال 

در بافت  ACT7و  eIF-4aهای  ژنکه نشان داد  geNorm نرم افزاربا استفاده از ها  اصل از تجزیه و تحلیل دادهحنتایج . صورت گرفتگیری  نمونه

سازی مطالعات بیان ژن مورد استفاده قرار  توانند در نرمال های مرجع می به عنوان پایدارترین ژن ،در بافت برگ ACT11و  GAPDHهای  ریشه و ژن

دارای بیشترین  ،در اندام برگ eIF-4aو  UBQ10 هایدر اندام ریشه و ژن eIF-4aژن  ،BestKeeperدر برنامه اساس آماره توصیفی  گیرند. بر

 ،eIF-4a های که ژن نتایج این تحقیق نشان داد ،در مجموع. دنباش ( می886/0و 891/0، 885/0)به ترتیب  BestKeeperهمبستگی با شاخص 

ACT7، UBQ10  ،GAPDH  وACT11 قرار استفاده مورد  ،های بیانی زی دادهسا به منظور نرمال ،برنجدر مناسب های مرجع  توانند به عنوان ژن می

 .گیرند
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ABSTRACT 

A significant progress has been made in the expression profiling of living organism with invention of real time 

PCR, because this method is one of the suitable methods for evaluating the gene expressions . In this method, it is 

crucial to control the error observed between samples. Normalization with a housekeeping gene is widely utilized 

to check the errors observed among samples in this method. In the current study, expression patterns of 10 

housekeeping genes under salinity stresses were evaluated. eight-week old plants were evaluated under salinity 

stress at concentrations of 0, 200 and 400 Mm. Leaves and roots Samples were collected from the treated plants at 

0, 6, 12, 24, 48 and 72 hour post treatment. Expression analysis of the obtained data was performed via geNorm 

software and it was shown that the eIF-4a as well as ACT7 genes in the root tissues and GAPDH and ACT11 in the 

leaf tissues was constitutively expressed. Based on the results of the analysis trough Best Keeper, the eIF-4a gene 

(in root) and UBQ10 and eIF-4a (in leaf) showed the highest correlation with the index of BestKeeper. Thus, it 

was concluded that the eIF-4a, ACT7, GAPDH, UBQ10 and ACT11 genes could be considered as suitable 

housekeeping genes to be used in the normalization of the derived from Rice. 
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 مقدمه

با كاهش  ،امروزه تقاضای روزافزون تولیدات گیاهی

به واسطه محدودیت  ،های قابل كشت زمین سطح

ه شد همراه.. منابع آب و خاك، فرسایش خاك و .

 ،به صورت گسترده ،محیطی هایتنش ،از طرفی .است

دید اصلی امنیت غذایی جهان محسوب هبه عنوان ت

 ،های محیطیتنش(. Fedoroff et al., 2010د )نشو می

-منجر به كاهش رشد و عملکرد گیاهان زراعی می

های بررسی پاسخ گیاهان به تنش بنابراین، ؛ندشو

. درك پاسخ برخوردار استی اهمیت زیاداز  ،محیطی

های محیطی نظیر شوری، خشکی، گیاهان به تنش

عنوان ابزاری برای مطالعه و شناخت  به ،سرما و گرما

تولید و اصلاح ارقام و های مقاومت در گیاه مکانیسم

 ,.Chinnusamy et al) كاربرد دارد ،به تنش تحملم

غیر زیستی مهمی  های تنش ءجز ،تنش شوری(. 2005

و كیفیت محصول  كمیتكه اثرات زیانباری بر  است

-و موجب كاهش عملکرد در گیاهان زراعی می رددا

-تلاش با وجود(. Ruiz-Carrasco et al., 2011) شود

 هایدرك مکانیسمشناخت و های زیاد در زمینه 

كنون موفقیت چندانی ، تابه شوری در گیاهان مقاومت

توان به میامر  دلایل اینجمله از . است شدهنحاصل 

ی های بودن این صفت و پیچیدگی مکانیسمكمّ

در الگوی بیان ژن در  رتغیی. اشاره كرد مقاومت

های مقاومت در ترین مکانیسم یکی از مهم ،گیاهان

 Bohnert et) دشومحسوب میز تنش وزمان بر

al.,2001 .)درهای مورد استفاده  در میان روش 

زمان در مراز  ای پلی همطالعات بیان ژن، واكنش زنجیر

 و موثر كاراهای  یکی از روش ،(qRT-PCRواقعی )

 ,.Gutierrez et alبرای ارزیابی سطح بیان ژن است )

در  عظیم یتحولمنجر به ایجاد  ،. این روش(2008

 Jain et)د شزمینه تجزیه بیان ژن در موجودات زنده 

al., 2008توان به میهای این تکنیک  (. از مزیت

آن ت بالا، اختصاصی بودن و كاربرد گسترده حساسی

و پر  كه این روش را به یک روش عمومی اشاره كرد

مطالعات تجزیه بیان ژن تبدیل كرده است  كاربرد در

(Jian et al., 2008.) تکنیک بسیار مزایای این  با وجود

از  ،مراز زمان واقعی ای پلی قدرتمند، واكنش زنجیره

ترین آن،  ت كه مهممشکلات خاصی برخوردار اس

 ،در حقیقتباشد.  با ژن مرجع میها دادهسازی  نرمال

باشد، كنترل خطا  RNAمطالعه، پارامتر مورد  كه زمانی

. یک روش برای نرمال استها ضروری  بین نمونه

دار  های خانه ، استفاده از ژنRNAسازی مطالعات بیان 

به نظر  (.Dheda et al., 2004باشد ) یا مرجع می

دار كه به عنوان كنترل درونی  های خانه رسد كه ژن می

های مختلف  نظر هستند، دارای بیان پایدار در بافت مد

(. Jian et al., 2008و در همه مراحل تکاملی باشند )

-متفاوت میسازی  اگر این مقادیر ثابت نباشند، نرمال

و منجر به افزایش خطا یا نتایج اشتباه خواهد شد  شود

(Garson et al., 2005ژن .) دار درگیر در  های خانه

، 18S rRNA قبیل از پایه سلولی فرآیندهای
UBIQUITIN (UBQ ،)ACTIN (ACT ،)25S rRNA 

،TUBULIN (TUB) فسفات  -3لدئیدآگلیسر و

 درهای درونی  عنوان كنترلبه ،(GAPDH)دهیدروژناز 

(. Jain et al., 2006) شوندمیتجزیه بیان ژن استفاده 

ین وجود، ثابت شده است كه سطوح رونویسی این با ا

به میزان قابل توجهی تحت شرایط مختلف  ،ها ژن

 ,.Czechowski et al) تغییر خواهد كردآزمایشی 

2005; Lee et al., 2002;  .)Bevitori et al. (2014 )

و  UBQ5، GAPDH كه كردنددر تحقیق خود گزارش 

eEF-1α، كارایی  هستند كه یهای مرجع مناسب ژن

در  یدر مطالعات بیانتوان لذا می دارند؛ بنابراین ییبالا

 .از آنها استفاده كردهای زیستی و غیرزیستی  تنش

Jian-Feng et al. (2014 در تحقیق خود )نشان دادند 

های مناسب با سطوح  ژن ،β-TUBو  UBQهای  كه ژن

توانند  بنابراین می ؛های زیستی هستند پایدار در تنش

سازی  های مرجع در مطالعات نرمال وان ژنبه عن

مراز زمان واقعی مورد استفاده  ای پلی واكنش زنجیره

در مطالعه خود نتیجه Xu et al. (2015 )قرار گیرند. 

های پایدار در  ، ژنeIF-4aو  Fb15های  كه ژن گرفتند

آندوسپرم و در مراحل مختلف تکاملی هستند 

و  Fb15های  كه در تیمار دمای بالا، ژن درحالی

UBQ5، های  دارای بیشترین پایداری بودند. الگوریتم

برای ارزیابی  ،BestKeeperو  geNormآماری از قبیل 

بهترین ژن)های( مرجع مناسب در نرمال سازی 
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های  در مجموعه نمونه Real-time PCRاطلاعات 

 ;Pfaffl et al., 2004اند ) بیولوژیکی خاص توسعه یافته

Vandesompele et al., 2002) .های یکی از روش

های محیطی، مطالعه پاسخ مولکولی گیاهان به تنش

باشد می RNAها در سطح بررسی پروفایل بیانی ژن

ابتدا در سطح رونویسی اتفاق  ،زیرا تنظیم فعالیت ژن

 ریزی تکاملیهای بیولوژیک و برنامهافتد و پاسخمی

-ترل میها كنبر اساس تنظیم دقیق بیان ژن ،موجود

مقایسه محتوای رونویسی در مراحل  ،شوند. در نتیجه

فیزیولوژیک خاص، الگوهای اختصاصی بیان ژن در آن 

این تحقیق، بررسی  زهدف اكند. مرحله را مشخص می

 ،برنجریشه و برگ در های مرجع  ژنكارایی تعدادی از 

 ،های كنترل درونی مناسب به منظور شناسایی ژن

ای  ز واكنش زنجیرهلاعات حاصل اسازی اط برای نرمال

 .باشدمیواقعی  مراز زمان پلی
 

 ها مواد و روش

 مواد گیاهی و اعمال تیمار

 رقم( Oryza sativa L .ssp. japonica) برنجی بذرها

Nipponbare،  سهبا استفاده از محلول هیپوكلریت 

در هزار  دونسبت  با ،كش ویتاواكس درصد و سپس قارچ

حاوی محلول محیط هیدروپونیک از ضدعفونی شدند. 

برای  ،(5/5 – 7/5 حدودا pH )با 2/1غذایی هوگلند 

برداری  تا پایان مراحل نمونه هاچهكشت و رشد گیاه

و شد  میمحلول غذایی كنترل  pHهر روز  استفاده شد.

با محلول جدید محلول غذایی  ،هر سه روز یکبار

ا اتاقک رشد ب ،محیط رشد گیاهان .شد جایگزین می

 روشنایی/تاریکی، دمای روز/شبساعت  16/8شرایط 

 آن بین و رطوبت نسبیبود گراد  درجه سانتی 25/20

  ،شوری صفر هایتیمار .حفظ شد درصد 55تا  65

     ,.Vaidyanathan et al) مولار میلی 400 و 200

 ،هفته از رشد گیاهان هشتبعد از گذشت  (2003

، 12، ششر، های صف . همچنین در زماننددشاعمال 

ساعت پس از اعمال تیمار شوری،  72و  48، 24

و شد  انجامهای ریشه و برگ  گیری از اندام نمونه

ی با به فریزر ،RNAها بلافاصله جهت استخراج نمونه

 .منتقل شدند -C˚80 دمای

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

 RNeasy® Plantبتا استتفاده از كیتت     RNAاستتخراج  

Mini Kit، ستتتتاخت شتتتتركت QIAGEN  و طبتتتتق

. بترای تعیتین   دشت انجتام  ستازنده  دستورالعمل شتركت  

از ژل الکتروفتورز   ،استخراج شده RNAكیفیت و كمیت 

 جهت ساخت رشته اول ونانودراپ دستگاه و درصد  یک

cDNA    از كیت ستنتز رشتتهcDNA شتركت   ، ستاخت

Fermentas استفاده شد. 

 

 مختلف مرجعهای  انتخاب ژن

 ,.Bevitori et al)مختلتف   بعبررستی منتا  با توجته بته   

2014; Fang et al., 2015; Jain et al., 2006) ،10  ژن

استامی و  . شتدند انتختاب   این تحقیق درمرجع مختلف 

 .ارائه شده است 1مشخصات این آغازگرها در جدول 

 

 واقعی زمان مراز پلی  زنجیرهواکنش 

تکرار سه با واقعی  زمان مراز ی پلی ا واكنش زنجیره

 25در حجم واكنش  ،تکرار بیولوژیکیسه ی و تکنیک

 و 2شماره  موجود در جدول تركیباتحاوی  ،میکرولیتر

 انجام به شرح ذیل مراز پلی ای زنجیره شرایط واكنش با

 گراد و درجه سانتی 94دقیقه در دمای  دوابتدا شد: 

 95ثانیه در دمای  15های  تکرار با چرخه 35 سپس

درجه  60تا  56ه در دمای ثانی 15گراد،  درجه سانتی

 72ثانیه در دمای  10آغازگر( و  Tmگراد )دمای  سانتی

جهت مطالعه تغییر  ،. در این واكنشگراد درجه سانتی

 iQTM SYBR® Green كیت از ،هارونوشت ژن

Supermix،  شركت ساختBio-Rad .استفاده شد 

 

 هاو آنالیز داده استانداردسازی

دست  همنظور تنظیم دستگاه و ب به ،در این آزمایش

های مختلف از سری رقت ،یی مناسبآوردن كارا

، 01/0،  1/0های  غلظتكه  طوریبه ،استفاده شد

 هب ،های سنتز شدهcDNA تمامیاز  0001/0و  001/0

در های مرجع  رای تمامی ژنب ،های رقتعنوان سری

میزان حسب بر PCRكارآیی  ،در انتها و نظر گرفته شد

Ct محاسبه و منحنی استاندارد  تکرار سهدر  هر نمونه

ثیر به عنوان فاكتور تک ،از منحنی ذوب ،در ضمن .دش
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از  .(1)شکل  دشاختصاصی محصولات استفاده 

 geNorm (Vandesompele et al., 2002) هایافزار نرم

به منظور تعیین  ،BestKeeper (Pfaffl et al., 2004)و 

ترین مقادیر بیان ژن  ترین ژن رفرنس و با ثبات مناسب

 استفاده شد.

 
 تحقیقهای مرجع استفاده شده در این  مشخصات آغازگرهای ژن -1جدول

Table 1- The primer sequences of housekeeping genes used in this study 
Length (bp) 

Annealing 
temperature 

(°C) 
Sequence of primer (5’-3’) Gene Name Gene description 

67 
58 CAGCCACACTGTCCCCATCTA 

AGCAAGGTCGAGACGAAGGA 
ACT11 Actin 11 

58 

110 
56 CTTCCCTCAGCACCTTCCAA 

GGTCCAGCTTTCACACTCCAT 
ACT7 Actin 7 

57 

103 
57 TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT 

GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA 
eEF-1a 

Eukaryotic elongation factor 
1-alpha 57 

79 
56 AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT 

CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT 
GAPDH 

Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 

57 

82 
57 GCTGACCACACCTAGCTTTGG 

AGGGAACCTTAGGCAGCATGT 
b-TUB Beta-tubulin 

58 

76 
56 TTGTGCTGGATGAAGCTGATG 

GGAAGGAGCTGGAAGATATCATAGA 
eIF-4a Eukaryotic initiation factor 4a 

56 

81 
57 TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG 

GCACCACAAATACTTGACGAACAG 
UBQ10 Ubiquitin 10 

57 

69 
60 ACCACTTCGACCGCCACTACT 

ACGCCTAAGCCTGCTGGTT 
UBQ5 Ubiquitin 5 

60 

65 
59 CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA 

ACACTTCACCGGACCATTCAA 
18S rRNA 18S ribosomal RNA 

58 

68 
58 AAGGCCGAAGAGGAGAAAGGT 

CGTCCCTTAGGATCGGCTTAC 
25S rRNA 25S ribosomal RNA 

57 

 
 واقعی زمان مراز ی پلیا زنجیرهاجزا واكنش  -2دولج

Table 2- Components of master mix used in Real time PCR 
Material Concentration Volume (ml) 

iQTM SYBR® Green Supermix 1X 12.5 
Primer (Forward) 10 Pmol 1 
Primer (Reverse) 10 Pmol 1 

cDNA 250 ng 5 
Strile Water  5.5 

Total volume  25 

 

 نتایج و بحث

ژن مرجتع در شترایط    10پایداری بیتان   ،بررسیدر این 

، بررستی  بترنج در در برگ و ریشه  ،تنش شوری و نرمال

هتا ممکتن استت در     تنوع بین نمونته كه  جا از آن . شد

سنتز ، RNAمقدار و كیفیت مواد آغازین، آماده سازی 

cDNA منجتر بته ایجتاد     ،، رقیق سازی و پیپت كتردن

هتتای كنتتترل خطتا بتتین نمونتته  بنتتابراین ، دشتتوخطتا  

 امتری ضتروری استت    ،آزمایشی در مطالعات بیان ژن

(Dheda et al.,2004).   از  ،انحراف معیار ستطوح بیتانی

ان كه در بررسی پایتداری بیت  هایی است جمله شاخص

 بیشتتر  ،. انحراف معیتار ردگی ژن مورد استفاده قرار می

نتتایج  استت.  مورد نظر ژن  كمترنشان دهنده پایداری 

-eIF-4a، bهای  حاصل از این مطالعه نشان داد كه ژن

TUB ،UBQ5  وACT7،   دارای بیشترین پایداری بیتان

در )دارای كمترین انحراف معیتار و ضتریب تغییترات(    

 هستتند در حالت نرمال و تنش های ریشه و برگ  اندام

كته  است شاخص دیگری  ،تغییراتضریب . (3)جدول 

-های مرجتع استتفاده متی   در بررسی پایداری بیان ژن
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كمتتر و  دلالتت بتر تنتوع     ،كمتر تغییرات. ضریب شود

بتا توجته بته     (.Xu et al., 2015) پایداری بیشتتر دارد 

و  eIF-4a ،b-TUB ،UBQ5هتتای  ژن ،3نتتتایج جتتدول 

ACT7،  و بیشتتترین  تغییتتراتدارای كمتتترین ضتتریب

در هتر دو شترایط    ،های ریشه و بترگ پایداری در اندام

های مذكور در ژن ،حقیقتباشند. در میتنش و نرمال 

ای ردا ،و در دو حالتتت تتتنش و نرمتتال  هتتر دو انتتدام 

 بنابراین، تری بودندمو انحراف معیار كتغییرات ضریب 

-بته عنتوان ژن   ،مطالعات بیتان ژن  درها از آنتوان می

كته بیتان    مهم آن استفاده كرد.رجع قابل اعتماد های م

هتا در شترایط تتنش شتوری و     ننته ت  ،های متذكور نژ

-هتا حتتی در زمتان    پایدار بود، بلکه پایداری آن ،نرمال

تیمار شوری در معرض های مختلف بعد از قرار گرفتن 

ستاعت پتتس از   72و  48، 24، 12، شتتشهتای   زمتان )

 ثابت ماند.نیز  (اعمال تیمار شوری

 
 eIF-4aدر ریشه و برگ برنج مربوط به ژن مرجع )سمت راست( منحنی تکثیر )سمت چپ( و منحنی ذوب  -1شکل 

Figure 1- Amplification curve (left) and melting curve (right) in rice roots and leafs related to eIF-4a  

 
 در برنجهای ریشه و برگ  در اندام دار های خانه ژنهای توصیفی آماره -3جدول 

Table 3- Descriptive statistics of housekeeping genes in roots and leaves of Rice 

b-TUB 25S 
rRNA ACT7 eEF-1a 18S 

rRNA ACT11 GAPDH eIF-4a UBQ5 UBQ10  Gene 

27.4 13.75 23.53 25.26 12.20 23.75 23.05 25.35 26.50 20.57 Root 
Minimum 

21.73 13.52 23.53 25.26 12.27 23.75 23.05 24.82 29.40 20.57 Shoot 
31.94 27.97 30.09 40.70 21.10 33.16 32.16 32.38 35.20 32.99 Root 

Maximum 
26.38 27.19 30.09 40.70 22.96 33.16 32.16 32.09 35.75 32.99 Shoot 
1.25 3.14 1.45 3.68 1.97 2.22 2.44 1.22 1.25 2.81 Root Standard 

deviation 1.07 3.19 1.46 4.17 1.90 2.07 2.56 1.83 1.26 2.43 Shoot 
4.26 16.00 5.31 12.24 12.21 7.79 9.16 7.73 4.07 11.34 Root 

CV (%) 

4.53 16.57 5.39 13.37 12.16 7.42 9.85 6.56 4.08 10.18 Shoot 

 

 افزارتوسط نرم محاسبه شده آماره توصیفی

BestKeeper، های مرجع را بر  بات ژنث در حقیقت

این كند. بر اساس  بندی می رتبه Ctاساس مقادیر خام 

و  UBQ10 هایژندر ریشه و  eIF-4aژن  ،شاخص

eIF-4a  دارای  ،در هر دو شرایط تنش و نرمال ،برگدر

به ترتیب ) BestKeeperبیشترین همبستگی با شاخص 

با ن ی(. بنابرا4د )جدول نبود( 886/0و 891/0 ،885/0

 هایژن، BestKeeperبرنامه توجه به نتایج حاصل از 

eIF-4a و UBQ10،  درقابل اعتماد ژن مرجع به عنوان 

  .انتخاب شد برنجهدف در  های سازی بیان ژن نرمال

های مرجع كاندید تحت  ژنبرای تجزیه پایداری 

و  NormFinder از دو الگوریتم ،شرایط آزمایشی

geNorm استفاده ( شدPettengill et al., 2012 .) 

وسط دارای حداقل مقدار مت ،پایدارترین ژن مرجع

ژن مرجع با  كه درحالی است،( Mپایداری بیان )

دارای بالاترین مقدار متوسط پایداری  ،پایداری كمتر

(. بر اساس Bevitori et al., 2014باشد ) می بیان

به  ،5/0، مقدار متوسط پایداری بیان geNormالگوریتم 

ها  ژن بنابراین ،شود عنوان نقطه برش در نظر گرفته می

به عنوان  ،5/0ط پایداری بیان كمتر از با میزان متوس

با د. گیرنمیهای مرجع كاندید مناسب مدنظر قرار  ژن

و متوسط پایداری  geNormتوجه به نتایج حاصل از 
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دارای مقدار  ،های مورد مطالعه تمامی ژنمورد نظر، 

-eIFهای  بودند. ژن 5/0متوسط پایداری بیان كمتر از 

4a  وACT7 به  ،وسط پایداری بیانبا كمترین مقدار مت

های مرجع در ریشه شناسایی  عنوان پایدارترین ژن

و  GAPDHهای  در برگ، ژن همچنین(. 2شدند )شکل 

ACT11،  .هاژناین دارای بیشترین پایداری بیان بودند، 

در هر دو شرایط تنش و ثبات و پایداری بیان، به علت 

 های مرجع مناسب درتوانند به عنوان ژنمینرمال 

  .Bevitori et al .استفاده شوندمختلف  مطالعات

های با بررسی پایداری بیان ژن ،در مطالعه خود ،(2014)

UBQ5 ،TUB ،elF-4α ،GAPDH 18  وS rRNA  نشان

های مورد آزمایش در شرایط  كه تمامی ژن دادند

دارای مقدار متوسط  ،های زیستی و غیرزیستی تنش

همه  بنابراین  د،هستن 5/0پایداری بیان كمتر از 

به عنوان ژن مرجع مناسب برای  راهای مورد بررسی  ژن

همچنین اعلام  هاآن .كردندمعرفی تیمارهای چندگانه 

تواند به عنوان ژن مرجع  می GAPDHكه ژن  كردند

  .Kim et alباشد.  مطرح تنش مناسب در شرایط 

به را  25S rRNAو  18S هایژن ،( در یک بررسی2003)

 در ژن بیان تعداد زیادی آنالیز در ،مرجع هایژنعنوان 

حاضر،  تحقیق. در كردنداستفاده  مختلفی ها گونه

دارای  ،در ریشه و برگ 25S rRNAو  18Sهای  ژن

( و 2014) .Bevitori et al. بودند پایینی پایداری بیان
Fang et al.  (2015 نیز در تحقیق خود نشان دادند )

كمترین مقدار پایداری در ی ادار ،18S rRNAكه ژن 

 ،در حقیقت. استهای زیستی و غیرزیستی  شرایط تنش

سازی،  كل برای نرمال rRNAدلیل اصلی استفاده از 

در مقایسه با  ،18S rRNAهای  محتوی میزان بالای ژن

 Narsai) هدف است mRNAهای  های رونوشت مولکول

et al., 2010). رای های مختلفی ب از آنجایی كه الگوریتم

تجزیه و تحلیل متوسط پایداری بیان در این تحقیق 

های  بندی ژن بدیهی است كه رتبه ،بکار رفته است

 Cao etهایی باشد.  ی تفاوتادار ،مرجع در برخی موارد

al.  (2016 نیز در )كه  گرفتند هنتیجخود  مطالعات

های مرجع، استفاده از  بندی ژن دلیل اختلاف در رتبه

 Omar در مطالعه باشد. تلف آماری میهای مخ الگوریتم

et al, (2016 )های كه به منظور انتخاب پایدارترین ژن

مرجع در گیاه برنج در شرایط آلودگی بلاست 

(Magnaporthe oryzae انجام شد، ژن )Actin،  به

. نتایج شدن مرجع معرفی ژعنوان بهترین و پایدارترین 

حاضر مطابقت  تحقیق با Omar et al, (2016،)آزمایش 

 مرجع هایژن حاضر نیز در تحقیقچراكه  ،دارد

ACT11  وACT7  در ریشه و ژنACT11 در برگ، 

 .دارای پایداری قابل قبولی بودند
 

 برنجدر  BestKeeperهای مرجع براساس شاخص  همبستگی بین ژن -4جدول 
Table 4- Correlation analysis of housekeeping genes based on BrstKeeper Index in Rice 

   b-TUB 
25S 

rRNA 
ACT7 eEF-1a 

18S 

rRNA 
ACT11 GAPDH eIF-4a UBQ5 UBQ10 

25S rRNA 
Root 0.017 - 

       
  

Shoot -0.116 -                  

ACT7 
Root 0. 100 0.103 - 

       
Shoot -0.328 0.118  -               

eEF-1a 
Root 0.003 -0.183 -0.008 - 

      
Shoot -0.208 -0.024 -0.016  -             

18S rRNA 
Root -0.012 0.075 0..0290 0.052 - 

     
Shoot -0.501 0.304 0.396 0.134 -           

ACT11 
Root -0.065 0.010 0.211 -0.061 0.408 - 

    
Shoot -0.251 0.216 0.107 -0.028 0.725 -         

GAPDH 
Root 0.035 0.173 0.224 -0.096 0.271 0.755 - 

   
Shoot -0.186 -0.031 0.103 -0.052 0.405 0.748 -       

eIF-4a 
Root -0.149 0.326 0.432 0.045 0.495 0.624 0.648 - 

  
Shoot -0.454 0.115 0.303 0.176 0.694 0.583 0.720 -     

UBQ5 
Root -0.178 0.082 -0.006 0.403 -0.073 0.122 0.350 0.369 - 

 
Shoot -0.414 0.035 0.352 0.476 0.409 0.289 0.381 0.410 -   

UBQ10 
Root -0.116 0.147 0.373 0.055 0.498 0.789 0.544 0.869 0.179 - 

Shoot -0.502 0.272 0.381 0.131 0.975 0.728 0.521 0.823 0.391 - 

Bestkeeper 
Root 0.031 0.438 0.458 0.230 0.596 0.694 0.696 0.885 0.383 0.818 

Shoot -0.422 0.473 0.402 0.347 0.087 0.074 0.583 0.886 0.578 0.891 

p-value 
Root 0.882 0.032 0.024 0.279 0.002 0.001 0.001 0.001 0.064 0.001 

Shoot 0.081 0.047 0.098 0.158 0.001 0.001 0.011 0.001 0.012 0.001 
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 و در ()نمودار بالا در بافت ریشه geNormهای مرجع محاسبه شده توسط الگوریتم  بندی ژن ( و رتبهMپایداری بیان )متوسط مقادیر  -2شکل 

  (نمودار پایین) برگ
Figure 2- Average values (M) of expression stability and ranking of housekeeping genes analyzed by 

geNorm in root (above figure) and leaf (bottom figure) 

 

به تنهایی استفاده از یک ژن مرجع  ،به صورت كلی

های مرجع در ژنقابل اعتماد نخواهد بود، چرا كه بیان 

 باشد.ها و شرایط رشدی مختلف یکسان نمیبافت

دو یا تعداد بیشتری ژن مرجع پایدار ممکن استفاده از 

 مورد نیاز باشد ،است برای افزایش صحت نتایج

(Bevitori et al., 2014)  . برای دستیابی به این هدف

 از ،مطلوب( مرجع هایژن )یعنی تعیین تعداد بهینه

برنامه كه توسط  NF (Normalization Factor) شاخص

geNorm روشاین  درد، استفاده شد. شومحاسبه می، 

ساز بین دو فاكتور نرمال( Vn/n+1) جفتی اتتنوعاز 

-ها آغاز میكه با پایدارترین ژن (NFn /NFn+1)متوالی 

های نرمال كه آیا اضافه كردن ژن برای تعیین این ،دشو

یا  نیاز است ،ناسبی هستندكه دارای پایداری مبعدی 

این برنامه ابتدا  ،در حقیقت د.شومی، استفاده خیر

های مرجع بعد از ژن اول )یعنی ژن دوم پایدارترین ژن

های سوم و چهارم( های بعدی )ژنسپس ژنو و سوم( 

-و برای هر یک از جفت ژنكند  میو الی آخر را آنالیز 

 .كندشاخص مورد نظر را محاسبه می ،های مذكور

Vandesompele et al. (2002 )كه میزان نشان دادند 

به عنوان نقطه برش تنوع جفتی مطلوب  ،15/0 عددی

 كه درصورتی ،های مرجع اضافی ژناستفاده از باشد و  می

میزان عددی مربوط به تنوعات جفتی،  Vn/n+1 (V میزان

n   اولین ژن وارد شده به مدل و  n+1  ژن جدیدی

د( شوور بررسی پایداری وارد مدل میاست كه به منظ

با توجه به كمتر از این مقدار باشد، نیازی نیست. ها آن

تواند قابل كه استفاده از تنها یک ژن مرجع نمی این

 ،باشد V2/3<0.15  كهصورتیدر  بنابراین، اعتماد باشد

 V2/3>0.15كه مقدار و در صورتین ژاز یک جفت 

از ژن سوم  ،مطلوبه جنتیبه منظور دستیابی به  ،باشد

 از آن جا كه ،2توجه به شکل با  د.شومیز استفاده ین

V2/3 (033/0 كمتر از )استفاده از  بنابرایناست،  15/0

 (.3)شکل  باشدكافی و قابل اعتماد می ،ژن مرجع دو

های پایدار در این كه انتخاب جفت نکته قابل توجه این

سط پایداری بیان مقادیر متوبا توجه به نتایج  ،مورد
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(Mصورت می )از توان میبرای ریشه  ،گیرد. در نتیجه

 هایاز ژن ،و برای برگ ACT7 و eIF-4aهای مرجع ژن

GAPDH  وACT11  كرداستفاده. 

 

 

 
داری در نظر  معنیبه عنوان  15/0پائین: برگ. حد آستانه  و بالا: ریشهبرنج. در های مرجع برای نرمال سازی  نه ژنتعیین تعداد بهی -3شکل 

 گرفته شد.
Figure 3- Determination the optimal number housekeeping genes for normalization in Rice  . Using the cut-off value 

V=0.15 (above and below figure is related to root and leaf respectively). 

 

 

 کلینتیجه گیری 

ابزاری  ،مراز زمان واقعی پلیای  زنجیره تکنیک واكنش

سریع، ساده و قابل اعتماد برای تجزیه بیان ژن است. با 

یکی از  ،های مرجع مناسب این وجود، گزینش ژن

 qRT-PCRعوامل اصلی مؤثر بر قابل اعتماد بودن نتایج 

برای مطالعات  مناسبباشد. تعیین یک ژن مرجع  می

های  یداری ژنپا ،و در نتیجه پذیر نیست امکان ،بیان ژن

مرجع باید بر اساس نوع بافت و شرایط آزمایش تعیین 

در  ACT7و  eIF-4aهای  ژن ،شود. در مطالعه حاضر

به عنوان  ،در برگ ACT11و  GAPDHهای  ریشه و ژن

های ، چراكه ژنهای مرجع پایدار شناسایی شدند ژن

دارای پایداری  ،مذكور در شرایط تنش شوری و نرمال

دیگر  و راتیتغی كه ضریب معنی بدین .بیان بودند

در  ،هاهای تعیین كننده پایداری در این ژن شاخص

، 12، ششهای صفر،  زمانتمامی تیمارهای آزمایشی )

دارای  ،(ساعت پس از اعمال تیمار شوری 72 و 48، 24

 برایها نژاین توان از حقیقت می در .كمترین میزان بود

ایشات بررسی بیان مآزدر  ،های بیانینرمال سازی داده

 .Xu et al.  (2015 ،)Fang et al  .ن استفاده كردژ

(2015 ،)Gholamnezhad et al. (2016 ،)Esmaili et 

al.  (2010 ،)Akbarzadeh et al. (2013 و )Shakeri et 

al. (2015 نیز در تحقیقات خود ) كه ژن نتیجه گرفتند

Actin سازی  نرمال در ،مرجع مناسبعنوان ژنتواند به می

مختلف های و محیط یمراحل تکاملدر  ،داده بیان ژن

نیز نشان داد مورد استفاده قرار گیرد. نتایج این تحقیق 

) شوری و  ها و شرایط مختلف در بافت Actinهای  كه ژن
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 ،های مرجع پایدار توانند به عنوان ژن میدر برنج نرمال( 

نتیجه  ،مندر ض .شوندنرمال سازی بیان ژن استفاده  در

مقادیر با توجه به  ،های پایدار حاصل از انتخاب جفت

 دواستفاده از نشان داد كه ( Mمتوسط پایداری بیان )

و نیازی به  باشدكافی و قابل اعتماد می ،ژن مرجع

 باشد.كاربرد ژن سوم نمی
 

 سپاسگزاری

های هاز دانشگاه صنعتی شاهرود به خاطر تامین هزین

در قالب محل اعتبارات پژوهشی دانشگاه این تحقیق از 

تشکر و قدردانی  31050طرح پژوهشی داخلی با شماره 

 .گرددمی
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