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 در چند گياه CEL Iاي بيان آنزيم اندونوكلئاز  بررسي مقايسه

  RT-PCRكمي   از خانواده چتريان به روش مقايسه نيمه
  

  1قبوليمهدي  -  مريم مقدم متين -  بهرامي احمدرضا -  محمد فارسي -*ذوالعليجعفر 
  21/12/85: تاريخ دريافت
  1/4/87: تاريخ پذيرش

  

  

  چكيده
است كه مناطق هترودوپلكس را  S1از خانواده نوكلئازهاي  با كاربرد تحقيقاتييك گليكوپروتئين  CEL Iونوكلئاز دآنزيم ان
سبب شده  CEL Iويژگيهاي ارزشمند فعاليت آنزيمي . هدد ميبرش  خوبيي بسيار آدر شرايط آزمايشگاه با كار DNAدر قطعات 

هاي  و موثرترين روشهاي شناسايي مكان جهشترين  ساده جمله است كه روش آناليز هترودوپلكس مبتني بر آن از
را اولين بار اوليكفسكي و همكاران در گياه كرفس  CEL I يآنزيم فعاليت .محسوب شود DNAهاي  در مولكول نوكلئوتيدي تك

 ناساييتوليد نمايد و يا ش ارقامرا بيشتر از ساير  CEL Iي از كرفس كه آنزيم رقمدر اين تحقيق با هدف شناسايي  .كشف كردند
 12در  cel Iبيان ژن ميزان . استفاده شد RNAآن در سطح  از مقايسه بيان ،براي توليد اين آنزيم بع گياهي بهتر از كرفسامن

. بررسي و مقايسه شد RT-PCRكمي  با استفاده از روش مقايسه نيمهگونه خويشاوند آن  5كرفس و  رقم 7نمونه گياهي شامل 
تفاوت بيان آنزيم موردنظر در نشان دادند، معذالك  ارقامكتوريا بيان كمتري را نسبت به ديگر و وي GSBكرفس  رقماگرچه دو 

دو گياه هاي مورد آزمايش مشهودتر بود، بطوريكه  اين تفاوت بيان در گونه .چندان قابل ملاحظه نبود مختلف كرفس ارقامبين 
     .شويد و رازيانه بيان بسيار بيشتري نسبت به كرفس نشان دادند

  
  ، خانواده چتريانژن ، الگوي بيانCEL I، آنزيم RT-PCRكمي  مقايسه نيمه: هاي كليدي واژه

  
  1    مقدمه

از  CEL Iآنزيم نوكلئاز و همكاران ، اوليكفسكي 
در گياه كرفس كشف را  S1خانواده اندونوكلئازهاي 

 در مناطقلوپ تشكيل شده  3´اين آنزيم انتهاي . كردند
قابليت و دهد  را برش مي DNAعات هترودوپلكس قط

هاي مشابه نظير  را از ساير آنزيم كه آن ،يمنحصربفرد

                                                 
به ترتيب دانشجوي دكتري بيوتكنولوژي گياهي، دانشيار گروه بيوتكنولوژي و .1
و استادياران هي و دانشجوي كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي نژادي گيا به

  گروه زيست شناسي دانشگاه فردوسي مشهد
 Email: jafar zolala@yahoo.com                               نويسنده مسئول      *. 

بسيار  نمايد، فعاليت متمايز مي P1و نوكلئاز  S1نوكلئاز 
 9( خنثي است pHدر محدوده  شرايط آزمايشگاه در مطلوب

آنزيم مذكور يك گليكوپروتئين با گروه  .)11و 
از   Mg+2و  Zn+2حضور در گليگوزيدي مانوزيل است كه 

برخوردار  pH=  5/5 - 9محدوده فعاليت بسيار مطلوب در 
اوليكفسكي و با كشف اين آنزيم ارزشمند، . )12( باشد مي

 ءرا ارتقا آناليز هترودوپلكسروش  توانستند )9(همكاران
براي شناسايي و موثر  و تكنيكي ساده، ارزانبعنوان  داده و

در  (SNP) ئوتيدينوكل هاي تك آشكارسازي جهش
   .نمايندمطرح  DNAهاي  مولكول
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نوكلئوتيدي در ژنتيك و  هاي تك آشكارسازي جهش
اين . هاي مختلف حائز اهميت است پزشكي از جنبه

هاي جهش  آشكارسازي ممكن است با هدف شناسايي ژن
بيماريهاي لاعلاج نظير بيماريهاي ارثي و انواع  مرتبط بايافته 

اي عامل مقاومت به بيماريها در انسان، ه سرطان، شناسايي ژن
، ، تشخيص وقايع ژنتيكي عامل ناهنجاريها)13( دام و گياهان

هاي  ، تعيين تنوع ژنتيكي و بررسي)8( تشخيص هويت
و تعيين عملكرد ژنهاي  ،)3( ها فيلوژنتيكي در جمعيت

صورت  ،)4(باشد  اي كه توالي آنها مشخص مي ناشناخته
هاي  دي براي آشكارسازي جهشتكنيكهاي متعد. پذيرد
كه هر يك با قابليتهاي  نوكلئوتيدي ابداع گرديده است تك

هاي  ها در توالي جهشاين خاص خود براي آشكارسازي 
معذالك، آنچه كه . )3( ژنومي مورد استفاده قرار مي گيرند

در اين زمينه بسيار مطلوب خواهد بود، وجود تكنيكي است 
هاي تحقيقاتي  يري در زمينهكه علاوه بر قابليت بكارگ

مختلف، كم هزينه و نيازمند به امكانات آزمايشگاهي كمتر 
 ها بوده و بتوان آنرا بطور گسترده براي غربال كردن ژنوم

 آناليز هترودوپلكس تكنيك .)5( مورد استفاده قرار داد
و  هزينه، سريع كم، روشي بسيار ساده، CEL Iمبتني بر 

بوده  نوكلئوتيدي تكهاي  شحساس براي آشكارسازي جه
 اي هي كاربردي و تحقيقاتي بسيار گستردها هو از جنب

  .)6( باشد برخوردار مي
كه تكنولوژي  CEL Iدسترسي به آنزيم اندونوكلئاز 

چند در اختيار تنها آن  و استفاده گسترده از سازي خالص
راهگشاي بسياري از ، استآزمايشگاه پيشتاز در اين زمينه 

بيولوژي مولكولي ن براي محققا SNPبتني بر تحقيقات م
، دستورالعمل )2000(انگ و همكاران ي. خواهد بود

هاي رويشي  را از عصاره اندام CEL Iسازي آنزيم  خالص
گياه كرفس ارائه نموده و ضمن توصيف خصوصيات 

ي كد كننده آن را نيز كلون mRNAمولكولي آنزيم، توالي 
اي دسترسي به فعاليت اگرچه بر .)12( و توصيف كردند

نياز به انجام تمام دستورالعمل ارائه شده  CEL Iآنزيمي 
نيست، معذالك بايستي به ) 12(توسط يانگ و همكاران 

برابر عصاره خام دست  500اي با خلوص حداقل  عصاره
  .)9( بر است گير و هزينه يافت كه به نوبه خود وقت

به گياه منحصر  CEL Iفعاليت آنزيمي شبيه به اگرچه 
گياهان بسياري از  در اين فعاليت آنزيميباشد و  نميكرفس 

اين فعاليت در گياه سيار بارز بدليل بروز بمشاهده مي شود، 
 مزبور شناخته مي شودكرفس، اين گياه بعنوان منبع آنزيم 

در اين تحقيق سعي شده است، براي افزايش راندمان  .)9(
آنزيم را اين اهي كه شناسايي يك منبع گي ، بهCEL Iتوليد 

 ،توليد نمايد به ساير گياهانبه مقدار نسبي بيشتري نسبت 
 نيمهگياهان مورد نظر با استفاده از روش مقايسه  .اقدام شود

مقايسه  RNAدر سطح  cel Iبيان ژن از نظر  RT-PCRكمي 
با در نظر گرفتن قرابت ژنتيكي براي مقايسه گياهان  .شدند

 Coriandrum) گشنيز ن يكسالهدر سطح مولكولي، گياها

sativum)شويد ، (Anethum graveolens)رازيانه ، 
(Foeniculum vulgare)، هويج دو ساله گياهان و 

(Daucus carota) و جعفري (Petroselinum sativum)  از
 مختلف كرفس ارقامهمراه با  (Apiaceae)خانواده چتريان 

(Apium graveolens) فتندمورد مقايسه قرار گر .  

  
  ها مواد و روش
  مواد گياهي

 Lathom)بلانچينگ   سلف  لاتوم ارقامبذور كرفس 

Self Blanching)بلانچينگ  سلف  ، گلدن(Golden Self 

Blanching) سلبريتي ،(Celebrity) ويكتوريا ،(Victoria) ،
نيكيز  از شركت (Brydons Prize Red)رد ز ايو برايدونز پر

از شركت  رقميك  ،انگلستان (Nicky’s Nursery) نرسري
بذور . از مشهد تامين شد توده بوميو يك  تهران خاك

گشنيز و رازيانه از شويد و جعفري از شركت مام گل تهران، 
 .تهيه شدهويج از شركت آوند تهران و  شركت خاك تهران

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  CELI  ...     5بررسي مقايسه اي بيان آنزيم اندونوكلئاز 

در  گياهان دو ماهه پرورش يافته در گلخانههاي رويشي  اندام
درجه سانتيگراد  25 ± 2با دماي  يساعت روشناي 14شرايط 

براي  درجه سانتيگراد، 15 ± 2 ساعت تاريكي با دماي 10و 
  .ندمورد استفاده قرار گرفت RNAاستخراج 

  
 RT-PCRآغازگرهاي 

  :مري با توالي 19 هاياليگونوكلئوتيد
´3 - TTTGTGAAAACTCTCACCG - ´5   بعنوان

  :با توالي مري 18 و آغازگر رفت
´3 - GTCTGAGCACCAAATGGA - ´5 بعنوان 

ي كد كننده mRNAبر اساس توالي آغازگر برگشت 
كرفس ثبت شده در بانك ژن  كوئيتين پروتئين عمومي يوبي

   :مري با توالي 20و اليگونوكلئوتيدهاي 
´3 - GTGTTCTTTCTTTTGTTGGC - ´5  بعنوان

   :مري با توالي 19 آغازگر رفت و
´3 - AGGCTGATGAATATCTCCC - ´5 نوان بع

ي كد كننده آنزيم mRNAآغازگر برگشت بر اساس توالي 
CEL I  بنحوي طراحي  ،ثبت شده در بانك ژنگياه كرفس

 cDNAاز  bp 208 اي به اندازه  قطعهتكثير بترتيب شدند كه 
اي   و قطعه وئيتينك بيمربوط به توالي كد كننده پروتئين يو

ننده آنزيم مربوط به توالي كد ك cDNAاز  bp 438 به اندازه
CEL I طراحي آغازگرها با استفاده از نرم  .را هدايت نمايند

     .انجام شد Primer Premier v.3.5افزار 
  

  RNAاستخراج 
از دستورالعمل آسيف و همكاران  RNAبراي استخراج 

 RNaseدر آب عاري از  ها تمام محلول. استفاده شد) 1(
حل كار در مراكليه . تهيه گرديدند DEPCتيمار شده با 

گذاري در  مراحل رسوبيخ و صفر درجه سانتي گراد دماي 
طعات ق .درجه سانتيگراد انجام شد 4دماي  در سانتريفيوژ

گرمي بافتهاي گياهي در هاون چيني با استفاده از ازت  يك

ميلي ليتر بافر استخراج  10پودر حاصل در . مايع پودر گرديد
مول كلريد سديم،  pH Tris-HCl ،4/1 2/8ميلي مول  100(

درجه  65 با دماي )pH EDTA ،2 %CTAB 8مول ميلي  20
پس از يك ساعت انكوباسيون در . سانتيگراد هموژنيزه شد

 باسانتريفيوژ  درشفاف سلولي  عصارهدرجه سانتيگراد،  65
 محلول  .دقيقه تهيه شد 15بمدت  rpm 12000دور 

به  1:  1مي به نسبت حج) 1:  24( ايزوآميل الكل:  كلروفورم
 rpmدور  باسانتريفيوژ اضافه شد و پس از  عصاره فوق

به تيوب ) محلول رويي(، فاز آبكي دقيقه 6بمدت  12000
 10م وميكروليتر كلريد ليتي 300 .شداپندورف جديد منتقل 

مولار به هر ميلي ليتر محلول برداشته شده اضافه شد و بمدت 
تا  ،ري شددرجه سانتيگراد نگهدا 4يك شب در دماي 

RNA رسوب . رسوب نمايدRNA يفيوژ ربا استفاده از سانت
رسوب . دقيقه بدست آمد 20بمدت  rpm 13000با دور 
RNA  ميكروليتر آب تيمار شده با  700درDEPC حل شد .

محلول ساكاريد، ابتدا  پليبمنظور حذف باقيمانده پروتئين و 
RNA  وفورم، و كلر: فنل اسيدي  1:  1با استفاده از محلول

حجم  1/0ام حجم استات سديم و  سي سپس با افزودن يك
با  RNAرسوب تميز . گيري شد اتانول مطلق سرد عصاره

گذاري در حضور اتانول تهيه گرديد و در  استفاده از رسوب
حل  DEPCتيمار شده با  RNaseميكروليتر آب عاري از  30
 گهداريندرجه سانتيگراد  -70تا زمان استفاده در فريزر  و

استخراج شده با استفاده از سنجش جذب  RNAكميت  .شد
گيري و بمنظور تعيين  اندازه nm 260طول موج  نوري در

 120با ولتاژ % 2/1در ژل آگاروز  خلوص آن از الكتروفورز
       .)1( دقيقه استفاده شد 20ولت بمدت 

  
  برداري معكوس واكنش نسخه
بردار معكوس  نسخهبا استفاده از آنزيم  cDNAرشته اول 

M-MuLV 4/0ميكروليتري با تركيب  20ي ها در واكنش 
 پيكومول 100ي گياهي، ها هكل نمون RNA گرمميكرو
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OligodT ،5/0  ميكروليترdNTP mix ،5/0 ميكروليتر 
 15و  M-MuLVواحد آنزيم  RNase ،200 بازدارنده

 RNAدناتوراسيون  .ميكروليتر آب مقطر ديونيزه ساخته شد
دقيقه، اتصال آغازگر  5درجه سانتيگراد بمدت  70ماي در د

دقيقه، بسط در دماي  5درجه سانتيگراد بمدت  37در دماي 
دقيقه، و غير فعال شدن آنزيم  70درجه سانتيگراد بمدت  42

  .)2( دقيقه صورت گرفت 10درجه سانتيگراد بمدت  80در دماي 
  

  اي پليمراز واكنش زنجيره
اه ترموسايكلر بيومترا مدل در دستگ PCRي ها واكنش

T-gradiant ليتر از مخلوط واكنش وميكر 2مقدار . انجام شد
براي . وارد شد PCRبه هر واكنش  cDNAساخت رشته اول 

متناسب با  PCRآنكه شدت باند تكثير شده در هر واكنش 
رد شده به واكنش باشد، اين ي الگوي واDNAمقدار 
) 25سيكل (ي تكثير ها قبل از پايان مرحله تصاعدواكنش

ميكروليتر  2از تركيب هر واكنش  در .خاتمه داده شدند
، X 10 PCRميكروليتر بافر  cDNA ،5/2رشته اول  محصول

 dNTP mix ،1ميكروليتر  MgCl2 ،5/0ميكروليتر  25/1
پليمراز  DNAواحد آنزيم  25/1ميكروليتر از هر آغازگر، 

Taq استفاده شدميكروليتر آب مقطر ديونيزه  5/15، و. 
 دقيقه 3بمدت جه سانتيگراد رد 94در دماي دناتوراسيون 

 دقيقه، 1ي دوم به بعد بمدت ها و در سيكل براي سيكل اول
درجه سانتيگراد براي  55اتصال آغازگر در دماي 

 1بمدت  CEL Iدرجه سانتيگراد براي  56وئيتين و ك بييو
و  قيقهد 1درجه سانتيگراد بمدت  72بسط در دماي ، دقيقه

 PCRمحصولات  .انجام شد دقيقه 6در سيكل آخر بمدت 
موردنظر در ژل آگاروز  DNAتكثير اختصاصي قطعات 

ساعت  2ولت بمدت  80، با ولتاژ X 5/0 TBE و بافر % 2/1
ي تفكيك شده در ژل DNAقطعات . الكتروفورز شدند

ميلي مولار  50آگاروز در محلول اتيديوم برومايد 
 UV Transilluminatorدر دستگاه  آميزي شده و رنگ

اندازه باندهاي تكثير شده، بر  .مورد بررسي قرار گرفتند
 GeneRuller 1 kb DNA) كيلوبازي 1اساس نشانگر اندازه 

ladder) تخمين زده شد.  
  

  ها واكنشوارد شده به  RNAدن مقدار كر متوازن
بتوان شدت باند تكثير شده در هر واكنش را  راي آنكهب

ي RNAبايستي مقدار  ،قرار داد ها همقايسه بين نمونملاك 
بدين منظور از . ا يكسان باشده كل وارد شده به تمام واكنش

ي ها  واكنش. شود كوئيتين استفاده مي كردن باند يوبي متوازن
ي كدكننده cDNAاز  اي هبراي تكثير قطع PCRمكرر 

سازي مكرر  كوئيتين همراه با رقيق يوبي عموميپروتئين 
. شود انجام مي PCRهر نمونه در هر سري  cDNAاستوك 

هايي  غلظتدر نهايت به ها ادامه مي يابد تا  اين سري واكنش
 وارد كردن رسيم كه در صورتب cDNA استوكهاي از

ت تهيه شده به غلظهر نمونه با  cDNAاز  مقادير مساوي
مجزا در شرايط يكسان، باند تكثير شده  PCRواكنشهاي 

پس از ساخت رشته اول . )7( شودسان همتين آنها كوئي يوبي
cDNA ميكروليتري از هر نمونه به واكنشهاي  2، مقادير

PCR اي كه  پس از الكتروفورز نتايج، نمونه. وارد شد
بعنوان شاخص در  ،را نشان داد قابل مشاهده ترين باند ضعيف

 ،PCRي ها ي متوالي واكنشها در سري. نظر گرفته شد
به تناسب شاخص با  ها هي نمونcDNA هاي استوك

دن كرهايي رسيدند كه با وارد  غلظتمكرر به  هايسازي يقرق
تكثير باندهاي  ،PCRدر آخرين سري  مساوي از آنهامقادير 
ها از غلظت چشمي يكسان  تمام نمونه دروئيتين ك بييو شده

     . برخوردار گرديدند
  

  نتايج و بحث
  RNAاستخراج 

نمونه گياهي كه در ژل  12كل  يRNAنتايج استخراج 
نشان  1درصد الكتروفورز شده است در تصوير  2/1آگاروز 
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 ي ريبوزوميRNAداده شده است، حضور دو باند قوي 
 S 60 و S 40  استخراج موفق يوكاريوتي مبينRNA  از

 .باشد ي گياهي مورد آزمايش ميها هنمون

  

) 7(، خاكنمونه شركت كرفس ) 6(، هويج) 5(، گشنيز) 4(، رازيانه) 3(، جعفري) 2(، شويد) 1(نمونه گياهي،  12ي كل از RNAاستخراج  - 1تصوير 
    .ويكتورياكرفس ) 12(، GSBكرفس ) 11(، سلبريتيكرفس ) 10(، كرفس نمونه مشهد) 9(، BPRكرفس ) LSB ،)8كرفس 

  
  كوئيتين استاندارد يوبي cDNAموازنه باند 
در  تكثيريافته وئيتينك بيباندهاي يو ،الف -2تصوير 

هاي نهايي  غلظتاز  مقادير مساويبا  PCRهاي  واكنش
cDNA 25هد كه پس از د مينشان  را كرفس رقمي هفت 
 -3وير اتص. ، توازن مقداري آنها مشهود استPCRچرخه 
گونه گياهي مورد  5اين موضوع را در مقايسه  ب، -3و  الف

ن بعنوان يك كوئيتي پروتئين يوبي. هدد ميآزمايش نشان 
ي كد mRNAود كه ش ميدار در سلول شناخته  پروتئين خانه

در سلولهاي بافتها و اندامهاي مختلف در بين  كننده آن
ي كل mRNAموجودات يك رده سهم تقريبا يكساني از 

غلظت كل  و از طرفي سلول را به خود اختصاص داده است
 برداري معكوس برابر با در واكنش نسخه cDNAتك رشته 

بنابراين با  .ي وارد شده به واكنش استmRNAغلظت كل 
ي مختلف به ها هي نمونcDNAهايي از  غلظتوارد ساختن 

در  ،كوئيتين آنها يكسان شود كه باند يوبي PCRواكنشهاي 
ي كل به هر واكنش وارد mRNAحقيقت مقادير مساوي از 

   .شده است
  

  در ارقام مختلف كرفس cel Iبيان ژن مقايسه 
هاي  نمونهكل  يcDNA از مقادير مساوي ورتيكهدر ص

 به واكنشهاي) غلظت يكسان هايي با استوكاز ( مختلف
ژن ي cDNAاز  اي هبراي تكثير قطع PCR اي مقايسه

در هر  تكثير شدهتوان غلظت باند  مي ،موردنظر وارد شود
در نظر  هميزان بيان ژن مورد مطالع شاخصبعنوان نمونه را 
تري را نشان  كه باند تكثير شده قوياي  نمونه. گرفت

 ي كلcDNAي موردنظر در cDNA نسبي سهم ،هدد مي
وان به ت ميبيشتر است كه اين تناسب را بطور مستقيم  آن

 سازي غلظت همسانهپس از . )10( داد نسبت mRNAغلظت 
cDNA 2، مقادير كوئيتين ها بر اساس غلظت يوبي كل نمونه 

در  PCRنه به واكنش هر نمو يcDNAميكروليتري از 
اي از  حضور آغازگرهاي رفت و برگشت براي تكثير قطعه

cDNA ي آنزيمCEL I ج، -2و  ب -2وير اتص. وارد شد 
اكثر در  CEL Iي آنزيم mRNAمبين غلظت تقريبا يكسان 

دو با اينحال  .مختلف كرفس است ارقامهاي مربوط به  نمونه
ديگر  رقم 5و ويكتوريا بيان كمتري نسبت به  GSB رقم

 ارقامدر بين  cel Iبنابراين تفاوت بيان ژن . هندد مينشان 
اما با توجه به اينكه هيچيك از  ،مختلف كرفس مشهود است

بررسي شده بيان بيشتري را نسبت به سايرين نشان  ارقام
 ،ها مشابه است در اكثر نمونه cel Iدهد و ميزان بيان ژن  نمي

لا شاخصي را از اين ميان كام رقمرسد كه نتوان  بنظر مي
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را بعنوان  ارقاماي از  توان مجموعه معذالك مي .انتخاب كرد
 معرفي نمود CEL Iبراي استخراج آنزيم  كرفس بهتر ارقام

كه دو نمونه كرفس بومي ايران نيز در اين مجموعه قرار 
   .گيرند مي

  

  
توازن باند تكثير ) الف .ها مي باشد د تكثير شده از هر نمونه ملاك مقايسه نمونهشدت بان ؛سكرف رقم 7در  cel Iبيان ژن مقايسه ميزان  - 2تصوير 
از هر نمونه  CEL Iآنزيم  cDNAباند تكثير شده ) ، ببه واكنشهاي مقايسه از هر نمونه اي وارد شدهغلظتهدر  PCRچرخه  25پس از  كوئيتين يافته يوبي

 نمونه شركت) PCR. 1چرخه  25از هر نمونه در شرايط يكسان پس از  CEL Iآنزيم  cDNAثير شده باند تك) ، جPCRچرخه  30در شرايط يكسان پس از 
  .ويكتوريا رقم) GSB ،7 رقم) 6، سلبريتي رقم) 5، نمونه بومي مشهد) BPR ،4 رقم) LSB ،3 رقم) 2، خاك

  
  هاي مختلف در گونه cel Iبيان ژن مقايسه 

ل پس از مشخص شدن اين نكته كه تفاوت قاب
مختلف كرفس از نظر بيان ژن  ارقاماكثر اي در بين  ملاحظه

cel I بلانچينگ به   سلف  لاتوم رقمود، ش ميمشاهده ن
 هدواخان انانتخاب شده از گياه ارقامآزمايشات مقايسه با 

كرفس شامل شويد، گشنيز، جعفري، هويج و رازيانه وارد 
 لك يcDNAدر اين سري آزمايشات نيز ابتدا غلظت . شد

با آغازگرهاي  PCRها با استفاده از واكنشهاي  نمونه
سپس  و )ب -3و  الف -3وير اتص( كوئيتين همسانه شد يوبي

ي مورد آزمايش ها هدر نمون CEL Iي آنزيم cDNAغلظت 
 ،دنهد مينشان  د -3ج و  -3وير اچنانچه تص. گرديدمقايسه 
ت اين امر اس باندهايي با شدت و غلظت متفاوت مبينتكثير 
. هاي مختلف متفاوت مي باشد در گونه cel Iبيان ژن  كه

ي كد كننده آنزيم mRNAرچه ژن و به تبع آن بنابراين اگ
CEL I كرفس با شدت تقريبا يكساني تظاهر  ارقام اكثر در
 بطور بارزي ي مختلفها هاين تظاهر در گون ليكن مي يابد،
زيم تظاهر آن ميزانود ش ميچنانچه مشاهده . استمتفاوت 

CEL I  از آن در گونه رازيانه  به نسبت كمتردر گياه شويد و
در  cel I ژن بطوريكه بيان ،بسيار بارز و قابل توجه است

با شدت دو گياه شويد و رازيانه بترتيب در  RNAسطح 
تقريبا چهار برابر و دو برابر نسبت به كرفس كه منبع اصلي 

. ودش ميشناخته شده براي اين آنزيم است مشاهده 
در گياه كرفس  RNAدرحاليكه تظاهر اين آنزيم در سطح 

نسبت به سه گونه هويج، جعفري، و گشنيز بطور قابل 
  . بيشتر است اي هملاحظ

نكته ديگري كه بر اساس نتايج قابل ذكر است اين است 
 440د، باند نهد مينشان  د -3ج و  -3وير اكه چنانچه تص

با  PCRدر واكنشهاي كيلوبازي مورد انتظار براي تكثير 
ي كد mRNAكه بر اساس   CEL Iآغازگرهاي اختصاصي 

در تمام  ،اند نزيم در گياه كرفس طراحي شدهآكننده اين 
با توجه به اينكه . هاي مورد آزمايش تكثير شده است گونه

در شرايط يكسان و همگي با دماي اتصال  PCRواكنشهاي 
، اين امر درجه سانتيگراد انجام شده است 56آغازگر 

ي كد كننده اين آنزيم mRNAواند مبين همولوژي زياد ت مي
 .ي مختلف گياهي باشدها هو حفاظت توالي ژن آن در گون
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با اينحال، انحراف اندك جايگاه الكتروفورزي باندهاي 
پوشي از  هاي مختلف با چشم تكثير يافته مربوط به گونه

ازه تواند حاكي از اختلاف اند خطاي الكتروفورز مي

mRNA ي كد كننده اين آنزيم و وجود ايزوآنزيمهاي آن
  . هاي مختلف باشد در گونه

 

  
) الف. باشد مي ها ه؛ شدت باند تكثير شده از هر نمونه ملاك مقايسه نمونگونه گياهي از خانواده چتريان 6در  cel Iبيان ژن مقايسه ميزان  - 3تصوير 

توازن باند تكثير يافته ) بتهاي وارد شده از هر نمونه به واكنشهاي مقايسه، در غلظ PCRچرخه  18از  كوئيتين پس توازن باند تكثير يافته يوبي
از هر نمونه در  CEL Iآنزيم  cDNAباند تكثير شده ) جوارد شده از هر نمونه به واكنشهاي مقايسه،  تهايغلظدر  PCRچرخه  25كوئيتين پس از  يوبي

، جعفري) 2، هويج) PCR .1چرخه  25از هر نمونه در شرايط يكسان پس از  CEL Iآنزيم  cDNAباند تكثير شده ) د، PCRچرخه  30شرايط يكسان پس از 
  .شويد) 6، رازيانه) LSB ،5 رقم كرفس) 4، گشنيز) 3

  
ي ارزشمندي را در مورد آنزيم ها هايد نتايج اين آزمايش

CEL I  نخست آنكه آيا تفاوت بيان . هدد ميبدستCEL I 
مشاهده شده است،  RNAي مختلف كه در سطح ها هگون در

در سطح پروتئين نيز نمود مي يابد؟ پاسخ اين سئوال در گرو 
در سطح پروتئين با استفاده از  اي هانجام آزمايشات مقايس

لازمه آن گذاري وسترن است كه  نظير لكه عتبرتكنيكهاي م
م ابها. باشد هاي اختصاصي مي بادي در دسترس بودن آنتي

ديگر در رابطه با اختلاف توالي كد كننده آنزيم در 
در آزمايشات تعيين توالي قابل كه  استي مختلف ها هگون

سرانجام با توجه به آنكه هدف نهايي اين  .بررسي خواهد بود
  پروژه شناسايي يك منبع گياهي برتر براي توليد آنزيم

CEL I م اندوژن مي باشد، در صورتيكه آنزيم يا ايزوآنزي
CEL I  در سطح پروتئين نيز در دو گياه شويد و رازيانه

در  CEL Iبيشتر از گياه كرفس بروز يابد و فعاليت آنزيمي 
سطح قابل مقايسه با عصاره خام گياه كرفس در عصاره خام 

واند ت مياين گياهان نيز مشاهده شود، هر يك از اين دو گياه 
اين . باشد CEL Iمنبع مولد بهتري براي توليد آنزيم اندوژن 

   .دنباش ميموارد تحت بررسي و تحقيق 
  

  قدرداني
هاي فكري گروه تحقيقاتي پروفسور ديويد  از حمايت

   .شود ، دانشگاه شفيلد انگلستان قدرداني ميهورنبي
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The comparison of cel I endonuclease gene expression in some Apiaceae 
plants using semi-quantitative RT-PCR 

 
 

J. Zolala *- M. Farsi -  A.R. Bahrami - M. Moghaddam Matin - M. Ghabooli1 
 
 
 

Abstract 
 

The CEL I enzyme, a technical glycoprotein associated with the S1 family of endonucleases, is the first 
eukaryotic nuclease known for cleaving DNA with high specificity at sites of base–substitution mismatch and 
DNA distortion. CEL I assay is a highly sensitive method for detecting both polymorphisms and disease-causing 
mutations in DNA molecules, with a wide range of applications to research and medical genetics. So far, this 
enzyme has been produced in native form by isolating it from celery tissues according to Yang et al., 2000, but it 
appears to be a complex and expensive method for obtain this valuable enzyme. In this research, with the aim of 
improving the efficiency of enzyme isolation, we are seeking the best CEL I producing cultivar of celery or a 
plant source better than celery to produce the enzyme. The expression of CEL I RNA was compared in some 
plants belong to the Apiaceae family using semi-quantitative RT-PCR. The expression levels of the cel I gene 
were investigated in 12 plants including 7 cultivars of celery and five of its relative species from the Apiaceae 
famuly. The differentiall expression of the cel I gene was observed in both different celery cultivars and the plant 
species. Although 5 celery cultivars showed the same expression level, 2 cultivars, GSB and Victoria, showed a 
some lower expression. Differentially expression of cel I gene was more obvious among different Apiaceae 
family plants where Anethum graveolens and Foeniculum vulgare, showed considerably higher levels of cel I 
gene expression than celery. 

 
 

Key words: Semi-quantitative RT-PCR, CEL I enzyme, Differential gene expression, Apiaceae  
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