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  چكيده

  

 - 10ژن . باشد هاي زيستي وابسته مي به روش باشد كه تأمين آن عمدتاً ترين داروهاي ضدسرطان مي تاكسول يكي از مهم :مقدمه
توان انتظار داشت  باشد و مي هاي كليدي مسير بيوسنتزي تاكسول مي يكي از ژن )dbat(تيل ترانسفراز اس -اُ – IIIداستيل باكاتين 

   .هاي زيستي شود ستمافزايش بيان آن منجر به افزايش توليد تاكسول در سي
  .وراز سرخدار بومي ايران، آناليز بيان ژن و تهيه سازه افزايش بيان ژن مذك dbatهاي ژن  بررسي ويژگي :هدف
آناليز بيان ژن . هاي بيوانفورماتيكي مشخص شد خصوصيات توالي با استفاده از بررسي. ابتدا توالي ژن كلون شد :بررسي  روش

در نهايت به منظور تهيه سازه افزايش بيان، توالي تحت . هاي مختلف انجام شد در پاسخ به اليسيتور متيل جاسمونات و در زمان
  .كلون شد pCAMBIA1304تور وك CaMV35Sكنترل پروموتر 

نشان  Taxus × hunnewellianaمقايسه درجه شباهت توالي مشخص نمود كه توالي مذكور بيشترين مشابهت را با توالي  :نتايج
تواند  فرد در توالي مشاهده شد كه بررسي آن نشان داد كه تغيير مذكور نميه اي منحصر ب يك جايگزيني اسيد آمينه. دهد مي

آناليز بيان ژن نشان داد كه در پاسخ به متيل . باشد لي آنزيم را تغيير دهد و بنابراين آنزيم حاصل يك آنزيم فعال ميخصوصيات ك
در پايان، درج ژن مذكور در . يابد ساعت پس از تحريك افزايش مي 12برابر در  24جاسمونات سطوح بيان ژن به ميزان حداكثر 

   .هاي هضمي مورد تأييد قرار گرفت ط آزمونجايگاه مناسب وكتور افزايش بيان توس
منظور ه هاي سلولي سرخدار ب تواند روش جايگزين مناسبي براي كشت هاي بريده گياه سرخدار مي تحريك سرشاخه :گيري نتيجه
  .باشد ترين مزاياي آن مي هاي سلولي از مهم زمانبر كشت مرحلهسادگي، سهولت و حذف . هاي بيان ژن باشد بررسي

  

  سازي، اليسيتور، افزايش بيان، بيوانفورماتيك سرخدار، تاكسول، همسانه :اژگانو گل
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  مقدمه
درصد كل داروهاي  25گياهان دارويي منبع تأمين بيش از 

اي در  دهند كه در اين ميان نقش ويژه مصرفي دنيا را تشكيل مي
داروهاي ]. 1[كنند  تأمين داروهاي ضدسرطاني ايفا مي

سول، وين بلاستين، وين كريستين، ارزشمندي چون تاك
ترين داروهاي  كامپتوتسين و پودوفيلوتوكسين از مهم

باشند كه تاكسول و تركيبات هم  ضدسرطاني با منشأ گياهي مي
) )Taxoid(يا تاكسوئيدها  )Taxanes(ها  تاكسان (خانواده آن 

اكنون اين دارو  هم]. 2[باشند  از اهميت خاصي برخوردار مي
هاي تخمدان، سينه، ريه و نيز كاپوسي  سرطان براي درمان

همچنين . گيرد ساركوماي وابسته به ايدز مورد استفاده قرار مي
هاي ديگر نيز  اثربخشي تاكسوئيدها در درمان بسياري از بيماري

اكنون بيش از صد آزمون  كه هم طوري  به اثبات رسيده است، به
باشد كه اين  جرا ميباليني براي درمان با اين تركيبات در حال ا

اي از بيماري كبدي پلي سيستيك تا  ها طيف گسترده آزمون
انتظار بر اين است كه با كشف . شوند آلزايمر را شامل مي

ها،  تري از بيماري سودمندي اين تركيبات بر طيف گسترده
تقاضا براي تاكسوئيدها كه داراي بازاري چند ميلياردي 

   ].3 -  7[باشند، بازهم افزايش يابد  مي
باشند كه نقش دفاع از  ها تركيباتي دي ترپني مي تاكسان

هايي چون زخم و حملات پاتوژني بر عهده  گياه در برابر تنش
 ).Taxus spp(هاي سرخدار  منبع طبيعي تأمين آن گونه. دارند
ظت بسيار پايين به دليل كمياب بودن، رشد كند و غل. باشد مي

تركيب مشابه  400ود بيش از و همچنين وج آن در گياه طبيعي
نمايد، استخراج اين  سازي را بسيار پيچيده مي كه عمل خالص

باشد و بايستي  مواد از گياه روشي مقرون به صرفه نمي
  ].8،9،10[هاي ديگري جايگزين آن شوند  روش

هاي جايگزين توليد شامل سنتز شيميايي، نيمه  روش
هاي سلولي سرخدار  سنتزي، توليد ميكروبي و استفاده از كشت

توليد بسيار پايين به دليل توليد ايزومرهاي  بازده. باشند مي
سازها و  نامطلوب فراوان، نوسانات فراوان در ميزان توليد پيش

ترين مشكلات  توليد بسيار كم در مقايسه با گياه از مهم
هاي  روش]. 4،5،8،9،11[باشند  هاي اول تا سوم مي روش

  هاي موجود براي توليد تاكسول  زينهكشت سلولي از بهترين گ

  

امكان كنترل دقيق شرايط توليد، قابليت استفاده از . باشند مي
هاي توليد از قبيل اليسيتورها، استفاده از بيورآكتورها  محرك

هاي توليدي مداوم  براي توليد در مقياس صنعتي، ايجاد سيستم
يك باشند، تحر ها هميشه در فاز توليد مي كه در آن سلول

ها به ترشح متابوليت مربوطه به درون محيط كشت و  سلول
سهولت استخراج آن در مقايسه با استخراج از گياه طبيعي و 

ترين  هاي ژنتيكي از مهم قابليت استفاده از پتانسيل دستورزي
هاي سلولي  با استفاده از كشت. باشند ها مي مزاياي اين سيستم

 120هي به ميزان هاي آزمايشگا توليد تاكسول در محيط
گرم در  ميلي 900هاي صنعتي به  گرم در ليتر و در محيط ميلي

  ].12 - 16[ليتر رسيده است 
هاي مسيرهاي بيوسنتزي كه  دستورزي در نحوه بيان ژن

هاي افزايش  ترين روش شود از مهم مهندسي متابوليك ناميده مي
هاي  افزايش بيان ژن. هاي زيستي است توليد در سيستم

هاي نامطلوب و دستورزي بيان  ب، كاهش بيان ژنمطلو
ترين موارد كاربرد  برداري خاص از مهم فاكتورهاي نسخه

  ].7،12،17،18[باشد  مهندسي متابوليك مي
شناخت و درك عميق مسيرهاي بيوسنتزي و نحوه كنترل 

. هاي مهندسي متابوليك است نياز اصلي طراحي روش آن، پيش
ورت گرفته به منظور شناخت هاي فراوان ص عليرغم تلاش

هاي آنزيمي  مسير بيوسنتزي تاكسول، به دليل وجود واكنش
مشابه و نيز غلظت پايين بسياري از تركيبات حد واسط، اين 

باشد با اين وجود به طور كلي  مسير كاملاً شناخته شده نمي
مرحله آنزيمي  19فرض بر اين است كه بيوسنتز تاكسول شامل 

مرحله آن حلقوي شدن ژرانيل ژرانيل دي  باشد كه اولين مي
پس از ساخت . باشد ان سنتاز مي دي فسفات توسط آنزيم تاكسا

هسته تاكساني، مولكول توسط اكسيژنازهاي وابسته به 
سپس . شود دچار تغييرات بيشتري مي P450سيتوكروم 

شود و در نهايت  آروئيل ترانسفرازي انجام مي / هاي اسيل واكنش
ه جانبي فنيل ايزوسرين منجر به توليد تاكسول اتصال زنجير

   ].6،11،17،19،20[شود  مي
هاي كليدي مسير بيوسنتزي  ترين ژن يكي از مهم dbatژن 

  باشد كه آنزيم حاصل باعث تبديل حد واسط تاكسول مي
مشاهده شده . شود مي IIIبه باكاتين  IIIداستيل باكاتين  -10 
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  م، چهار، دوره دوازدهمفصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1392 زپايي، چهل و هشتم شماره مسلسل

 

و همكاران مجيدي   

 

بسيار بيشتر از  IIIباكاتين  داستيل - 10است كه در گياه ميزان 
داستيل  - 10كه  طوري  ، به)برابر 10تا  7/2(باشد  مي IIIباكاتين 
جاي اينكه مانند يك حدواسط به ماده بعدي   به IIIباكاتين 

اين موضوع . كند خود تبديل شود، معمولاً تجمع پيدا مي
كند كه مرحله مذكور، يك نقطه محدود كننده  مشخص مي
اي متابوليكي، بسياري از ه بر بررسي علاوه. تمتابوليكي اس

اند كه اين ژن  آناليز بيان ژن نيز مشخص نموده هاي آزمايش
توان انتظار داشت با  مي. باشد يك آنزيم محدود كننده مي

داري  افزايش بيان اين ژن، توليد تاكسول به صورت معني
  ].17،20،21،22[افزايش پيدا كند 

ها نيازمند  تيكي، توليد مناسب تاكسانهاي ژن بر دستورزي علاوه
باشد زيرا مسير بيوسنتزي تاكسول  هاي محرك توليد مي مولكول

ها و گياهخوارن  جزئي از مكانيسم دفاعي گياه در برابر پاتوژن
شود بنابراين بيان آن نيازمند تركيبات القا كننده  محسوب مي

ك بيان به طور كلي چنين تركيباتي كه قادر به تحري. باشد مي
ناميده  )Elicitor(باشند اليسيتور  هاي مسيرهاي دفاعي مي ژن
هاي قارچي، تركيبات اسيد  تركيباتي چون عصاره. شوند مي

جاسمونيك، اسيد ساليسيليك و فلزات سنگيني چون لانتانيوم و 
باشند كه در اين ميان  ترين اليسيتورهاي تاكسول مي واناديوم از مهم

حضور . باشد ين اليستور مورد استفاده ميتر متيل جاسمونات مهم
آميز توليد تاكسول  متيل جاسمونات تقريباً در تمامي موارد موفقيت

برابري در  100باشد و با استفاده از آن افزايش بيش از  لازم مي
  ].9،12،24،25[توليد تاكسول مشاهده شده است 

براي اولين بار از گونه بومي  dbatدر مطالعه حاضر ژن 
سپس با استفاده آناليزهاي . اني جداسازي و كلون شداير

در ادامه . بيوانفورماتيكي صحت توالي مورد تأييد قرار گرفت
هاي مختلف  بيان اين ژن در پاسخ به متيل جاسمونات در زمان

مورد ارزيابي قرار گرفت و در نهايت ژن كلون شده به منظور 
 CaMV35Sر تهيه سازه افزايش بيان ژن، تحت كنترل پروموت

  .قرار گرفت pCAMBIA1304وكتور بياني 
  

  ها مواد و روش
برداري در اوايل فصل تابستان و از  نمونه: مواد گياهي

هاي منطقه زرين  هاي جوان درختان موجود در جنگل سرشاخه

ها در شرايط  سرشاخه. گل استان گلستان صورت گرفت
در مرطوب منتقل شدند و به منظور نگهداري طولاني مدت 

   .يخچال قرار گرفتند
به دليل بافت چوبي، وجود : RNAسازي روش استخراج  بهينه

هاي ثانويه فراوان، استخراج  ساكاريدي و متابوليت تركيبات فنلي، پلي
RNA هاي  كه كيت طوري باشد به  از سرخدار فرايندي مشكل مي

 منظور از بين بدين. تجاري چندان موفقي در اين زمينه وجود ندارند
، تنها استفاده از روش RNAهاي بسيار موجود براي استخراج  روش

CTAB روش مورد استفاده در مقاله . مناسب تشخيص داده شد
 وانگ ،]26[و همكاران  (Liao)هاي لياو  حاضر تركيبي از روش

(Wang)  و گامبينو ] 27[و همكاران(Gambino)  و همكاران
   .اشدب به همراه اعمال برخي تغييرات مي] 28[

مولار،  ميلي HCl 100 - تريس(ليتر از بافر استخراج  ميلي 1
EDTA 25  مولار،  ميليCTAB 3  ،درصدPVP 3  ،درصد

NaCl 2  ،مولارpH  ميكروليتر  50به همراه ) 8نهايي بافر
 65دقيقه در بنماري  10مولار به مدت  ميلي 100سيترات سديم 
كاپتو اتانول نيز چند ميكروليتر بتا مر 30همچنين . درجه گرم شد

گرم  ميلي 100. لحظه قبل از افزودن بافت به هر تيوب اضافه شد
بافت شاخه و برگ سرخدار با استفاده از ازت مايع و هاون به 
خوبي پودر شد و بلافاصله به تيوب حاوي بافر گرم شده منتقل 

ثانيه به شدت ورتكس شدند و به  15ها به مدت  نمونه. دش
به منظور . درجه قرار گرفتند 65در بنماري دقيقه  30مدت 

بار مجدداً ورتكس  دقيقه يك 10ها هر  استخراج بهتر تيوب
   100ها  پس از اتمام زمان انكوباسيون به نمونه. شدند مي

  ، گلوكز  مولار 2استات پتاسيم (ميكروليتر بافر كمكي 
مولار،  ميلي 25مولار، تريس  ميلي EDTA10 مولار،  ميلي 25

pH  اضافه شد و پس از ورتكس به مدت ) 6كلي بافر برابر  
ميكروليتر  700سپس . دقيقه در دماي محيط خنك شد 5

د و شاضافه ) 1به  24نسبت (كلروفرم ايزوآميل الكل سرد 
ها با سرعت  پس از آن نمونه. ثانيه ورتكس شدند 5ها  تيوب

. دور در دقيقه در دماي محيط سانتريفوژ شدند 12000
سپس . با كلروفرم استخراج شد تانت حاصل مجدداًسوپرنا

ليتر از  ميكرو 400سوپرناتانت به تيوب جديدي منتقل شد و 
مولار به آن اضافه شد و پس از چند اينورت،  10كلريد ليتيم 
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درجه  4ها به مدت يك شب داخل يخ و در يخچال  تيوب
 4 پس از انكوباسيون يك شبه در دماي. گراد قرار گرفتند سانتي

درجه  4دور با دماي  12000دقيقه در  30ها  تيوب درجه، 
درصد  70پلت حاصل با الكل . گراد سانتريفوژ شدند سانتي

در . دشميكروليتر آب حل  30شسته و بعد از خشك شدن در 
شركت فرمنتاز به تيوب  I DNAseميكروليتر از آنزيم  2ادامه 

س از آن به پ. انكوبه شد 37دقيقه در  45اضافه و به مدت 
ميكروليتر آب و  300درصد،  SDS 5/0ميكروليتر  200ها  تيوب
د و پس از چندين اينورت به شميكروليتر كلروفرم اضافه  500

سوپرناتانت . دور سانتريفوژ شد 12000دقيقه در  10مدت 
حاصل با حجم مساوي ايزوپروپانول سرد مخلوط شد و بعد از 

ها  نمونه. جه قرار گرفتدر - 20ساعت در  2اينورت، به مدت 
دور سانتريفوژ شدند و  12000دقيقه در  30در ادامه به مدت 

درصد شستشو و پس از خشك شدن در  70پلت حاصل با الكل 
به منظور بررسي كيفيت . دشحل  DEPCآب تيمار شده با 

RNA دشدرصد استفاده  1، از الكتروفورز بر روي ژل آگارز .
با دستگاه نانودراپ مورد  RNAدر ادامه كيفيت و غلظت 

  ).1شكل شماره (گرفت گيري قرار  اندازه
به عنوان الگوي  RNAميكروگرم  5مقدار : cDNAتهيه 
مورد استفاده قرار  RT-PCRدر واكنش  cDNAساخت 
 First Strand Fermentasتوسط كيت  cDNA سنتز . گرفت

جهت تكثير قطعه كامل . صورت گرفت Oligo dTو پرايمر 
كه  حالي رقيق نشده استفاده شد در  cDNA ميكروليتر 1ز ژن ا

كه به مقادير ( )RealTime PCR(هاي ريل تايم  در آزمون
  رقيق شده  cDNAليتر  ميكرو 1از ) كمتري الگو نياز دارند

  .به عنوان الگو استفاده شد) برابر 5(
PCR با استفاده از اطلاعات موجود در  :ژن و جداسازي

 Primer Premier 5افزار  و نرم NCBIتي پايگاه اطلاعا
از . پرايمرهاي مناسبي براي تكثير قطعه كامل ژن طراحي شدند

تحت پروموتر  dbatكه هدف نهايي قرار دادن ژن  آنجايي
CaMV35S  وكتور بيانيpCAMBIA1304  بود، در

 SpeIهاي  هاي شناسايي آنزيم پرايمرهاي تكثير ژن، محل
توالي . قرار داده شد) پرايمر برگشت( BstEIIو ) پرايمر رفت(

  توالي رفت : پرايمرها عبارت بودند از

 5'-ttaactagtatggcagggtcgacagaatc-3'  و توالي برگشت
'5'-tatggtcacccttaagttactacaatttcaagg-3 . شرايطPCR 

  درجه  94سيكل شامل  35دقيقه،  4درجه  94: عبارت بود از
دقيقه و در نهايت  5/2درجه  72ثانيه،  45درجه  57دقيقه،  1

هاي ناشي از  به منظور اجتناب از جهش. درجه 72دقيقه در  10
شركت فرمنتاز   Pfuبا استفاده از آنزيم PCRتكثير، واكنش 

، به منظور افزودن Pfuپس از اتمام واكنش تكثير با . انجام شد
) TAبراي كلون در وكتورهاي (به قطعه تكثير يافته  Aانتهاي 
اضافه شد و به  Taqميكروليتر آنزيم  PCR 25/0ول به محص

براي تأييد تكثير ژن مورد . انكوبه شد 72دقيقه در  30مدت 
درصد  1بر روي ژل آگارز  PCRنظر، محصول واكنش 

  ).2شكل شماره (الكتروفورز شد 
سازي با نسبت  باند مورد نظر پس از خالص :سازي همسانه

شركت ( pDRIVEوكتور در ) قطعه به وكتور( 1به  5مولي 
، محصول )Ligation(بعد از واكنش اتصال . كلون شد) كياژن

به دست آمده به منظور ترانسفورماسيون، با روش شوك 
 αDH5سويه  E. coliهاي مستعد باكتري  حرارتي به سلول

هاي  انتقال داده شدند و سپس به منظور شناسايي كلون
بيوتيك  آنتي جامد حاوي LBنوتركيب، بر روي محيط كشت 

و  Xgalهاي  و پيش ماده) گرم در ليتر ميلي 75(سيلين  آمپي
IPTG  درجه قرار 37كشت شدند و در نهايت در دماي 
هاي نوتركيب احتمالي از ميان  انتخاب كلوني. گرفتند
ساعت بعد از  16تا  12هاي سفيدي صورت گرفت كه  كلوني

يات بر خصوص  علاوه. كشت روي محيط ظاهر شده بودند
سيلين، تأييد  رنگ كلوني و رشد بر روي محيط حاوي آمپي

پس از . نهايي آنها از طريق آزمون هضم آنزيمي صورت گرفت
يابي  منظور تأييد نهايي مورد تواليه اطمينان از نوتركيب بودن، ب

 يابي با روش دي داكسي و توسط شركت توالي. قرار گرفتند
  .صورت گرفت) كره جنوبي(ماكروژن 

و  )Assembling(اتصال  :اليز توالي و بيوانفورماتيكآن
يابي شده با  قطعات توالي )Contig(ويرايش نواحي همپوشان 

و  Primer Premier 5  ،BioEditافزارهاي استفاده از نرم
  ترسيم . صورت گرفت  CLC Main Workbench 5نيز
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  باشد انگر موفقيت روش استخراج ميبي rRNAگياه سرخدار، حضور باندهاي استخراج شده از  RNAژل حاصل از الكتروفورز  -1شكل شماره 

  

  
هاي تحريك شده و  تكثير از نمونه 3و  2جفت بازي فرمنتاز، چاهك  100سايز ماركر  1چاهك :  Pfuنتايج تكثير قطعه مورد نظر با  - 2شكل شماره 

  باشد ثير از نمونه تحريك نشده ميتك 4چاهك 
  

 Maximum Likelihood براساس روش درخت فيلوژنيكي

(ML) هاي  با استفاده از فاصلهKimura 2-parameter  و با
 Mega 5.1افزار  با نرم Bootstrap( 1000(پشتوانه تكرار 

  expasyهاي اطلاعاتي همچنين با استفاده از پايگاه. انجام شد
)http://www.expasy.org ( و نيزPhyre2 )Protein 

Homology/analogY Recognition Engine V 2.0(  و
ساختار سه بعدي  Biodesignerو  Rasmolافزارهاي  نيز نرم

ژن كلون شده مورد بررسي قرار گرفت و در نهايت از فاصله 
 Grantham Amino Acid Substitution( گرانتهام

Distance( هاي پروتئيني و شدت آنها  جهت بررسي جانشيني
  .استفاده شد

منظور بررسي روند افزايش بيان ژن ه ب: نآناليز بيان ژ
dbat هاي بريده شده گياه تحت تيمار متيل  سرشاخه

ميكرومولار قرار گرفت و در ادامه در فواصل  100جاسمونات 
برداري از آنها صورت گرفت تا الگوي  زماني مختلف نمونه

آناليز . گيري مشخص شود افزايش بيان و نيز بهترين زمان نمونه
  .با تكنيك ريل تايم صورت گرفتژن بيان 

توالي : عبارت بودند از dbatتوالي پرايمرهاي ريل تايم ژن 
-'5: و توالي برگشت 'ttgctgaagccagaagaccc-3-'5: رفت

gagccctcgtccttgctatcc-3' . از ژنgapdh عنوان ژن ه نيز ب
مرجع براي مقايسه افزايش يا كاهش بيان ژن استفاده شد كه 

  اي آن عبارت بود از توالي رفتتوالي پرايمره
5-atcaaggctgccatcaaggag-3 و توالي برگشت  
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5-ctgtaaccccattcgttgtcg-3 .شرايط PCR  ريل تايم عبارت
 40درجه  95سيكل شامل  40دقيقه، سپس  10درجه  95بود از 
 10ثانيه و در نهايت  35درجه  72ثانيه،  35درجه  58ثانيه، 

بررسي صحت تكثير از آناليز  منظوره ب. درجه 72دقيقه در 
تكثير با استفاده از كيت سايبرگرين . منحني ذوب استفاده شد

 Maxima SYBR Green qPCR Master شركت فرمنتاز

Mixes  و دستگاهBiorad CFX96  صورت گرفت و در
  .انجام شد RESTافزار  ها با نرم نهايت نيز آناليز بيان ژن

پس از تأييد : pCAMBIA1304كلون در وكتور بياني 
صحت توالي، وكتور حاوي قطعه مورد نظر و همچنين ناقل 

هضم  BsteIIو  SpeIهاي  با آنزيم pCAMBIA1304بيان 
. اشاره شد ترانسفورم شدند شدند و طبق شرايطي كه قبلاً

گرم  ميلي 75(كشت بر روي محيط انتخابي حاوي كانامايسين 
نهايي نوتركيبي تأييد . انجام شد Xgalو  IPTGو ) در ليتر

   .هاي برشي مناسب صورت گرفت وكتور نيز با آنزيم
  
  نتايج

هاي  استفاده از ساير روش: RNAسازي استخراج  بهينه
هاي  و گوانيدين و كيت SDSاز قبيل  RNAمتداول استخراج 

 CTABروش پايه . با شكست مواجه شد تجاري موجود تماماً
بود با اين وجود هاي ديگر  كه بهتر از روش نيز با وجودي

هاي بزرگ  تر از حد مطلوب بود و پلت بازهم كيفيت آن پايين
دليل عدم توانايي در ه ب شد كه معمولاً و سبز رنگي تشكيل مي

  .ساكاريدي و پروتئيني بود هاي فنلي، پلي حذف كامل آلودگي
پايه تجربي داشت و  كه اكثراً(آزمون انواع تركيبات مختلف 

و حتي پلاسميد  RNAهاي استخراج  شتركيبي از ساير رو
ميكرو  50براي بهبود استخراج مشخص نمود كه افزودن ) بود

به ميزان بسيار زيادي باعث  CTABمول سيترات سديم به بافر 
. شود ساكاريدي و پروتئيني مي هاي پلي كم شدن آلودگي

تر شدن سوپرناتانت و  استفاده از بافر كمكي نيز باعث شفاف
انجام تيمار . شد هاي ثانويه از سوپرناتانت مي تحذف متابولي

DNAse  در اواسط مراحل استخراج بهتر از استفاده از آن در
انتهاي فرايند بود زيرا در صورتي كه در آخر استخراج استفاده 

شود  شود مقادير فراواني آلودگي نمكي و پروتئيني افزوده مي
. دشو حاصل مي RNAكه باعث اثرات منفي بر كيفيت 

نيز به حذف  DNAseبعد از تيمار  SDSهمچنين استفاده از 
   .كمك نمود DNAseحذف  بخصوصهاي پروتئيني  آلودگي

 RNAها بر روي ژل آگارز نشان داد كه  نمونهالكتروفورز 
به  5Sو  28S ،18S ،16Sباشد و باندهاي  استخراج شده سالم مي

 غلظت نيز كه معمولاً 23Sشدند و حتي باند  خوبي ديده مي
شكل (دارد قابل رويت بود  rRNAتري نسبت به بقيه انواع  پايين

ها با استفاده از نانودراپ نشان داد كه  سنجي نمونه كميت). 1شماره 
بيانگر نسبت اسيد نوكلئيك (نانومتر  280به  260هاي جذب  نسبت

بيانگر نسبت اسيد نوكلئيك به (نانومتر  230به  260و ) به پروتئين
بود كه بسيار  2/2تا  2مقداري بين ) ت فنلي و پلي ساكاريديتركيبا

ميكروگرم در  150حاصل نيز در حدود  RNAبازده . باشد عالي مي
گرم بافت سرخدار بود كه براي گياه سرخدار و با توجه به 

اين روش . باشد بسيار خوب مي] 26[هاي ساير محققان  گزارش
ارويي و يا چوبي ديگر از بر گياه سرخدار در چندين گياه د علاوه

قبيل ژينكو، بذرالبنج و نيز پروانش مورد استفاده قرار گرفت كه در 
به طور ). اند ها نشان داده نشده داده(آميز بود  تمامي موارد موفقيت

كلي اين روش براي استفاده در طيف وسيعي از گياهان بخصوص 
   .باشد مي ساكاريدي بالا مناسب گياهان حاوي تركيبات فنلي و پلي

با توجه به بيان ناچيز ژن در حالت : تكثير توالي كامل ژن
طبيعي، مشاهده شد كه تكثير توالي كامل در شرايط تحريك 

 ).2شكل شماره (باشد  شده بسيار بيشتر از حالت پايه مي
تكثير شد كه از  PCRجفت بازي در  1359مطابق انتظار باند 

هاي  جفت باز شامل توالي ژن بود و بقيه توالي 1340اين تعداد 
   .منظور هضم آنزيمي بوده تشخيصي افزوده شده ب

 1به  5مواردي چون استفاده از نسبت مولي : سازي همسانه
 10( ATPليتر  ميكرو 1، افزودن )نسبت قطعه به وكتور(

يون محصول اتصال در به واكنش اتصال و انكوباس) مولار ميلي
ساعت باعث افزايش كارايي اتصال  12درجه به مدت  8دماي 

هاي مستعد نيز بر كارايي ترانسفورماسيون  همچنين سلول .دش
هايي كه به  استفاده از سلول بازدهكه  ثر بودند به طوريؤبسيار م

  مولار قرار داشتند  ميلي 100مدت يك شب در كلريد كلسيم 
هاي فريز شده  مستعد تازه تهيه شده و يا سلول هاي برابر سلول 5
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هاي نوتركيب نيز مشخص نمود كه  در مورد گزينش كلوني. بود
بهترين روش تأييد نوتركيبي استفاده از هضم پلاسميدي 

به دليل نشان دادن نتايج مثبت  PCRاستفاده از كلوني . باشد مي
  .شود توصيه نمي )False positive(كاذب 

يابي نشان  نتايج توالي: و روابط خويشاوندي آناليز توالي
داد كه توالي مورد نظر داراي يك چارچوب قرائت آزاد 

)ORF( )Open Reading Frame(  نوكلئوتيدي  1320حاوي
بلاست توالي . كند اسيد آمينه را كد مي 440باشد كه  مي

مشخص نمود كه توالي داراي درجه بسيار بالايي از مشابهت 
اين . باشد هاي موجود از اين ژن مي با توالي) صددر 99تا  97(

درجه بالاي محافظت شدگي اشاره بر اهميت دفاعي بالاي اين 
دليل ه هاي دفاعي ب هاي دخيل در مكانيسم ژن دارد، زيرا ژن
شوند و تغييرات در  شدت محافظت ميه اهميت حياتي، ب

در باشد و تنها  ها مجاز نمي بسياري از نواحي توالي اين ژن
اين امر . توانند دچار تغيير شوند هاي كوچكي از توالي مي بخش

كند زيرا  هاي مسير بيوسنتزي تاكسول نيز صدق مي در مورد ژن
ها و  آنها بخشي از مكانيسم دفاعي گياه در برابر پاتوژن

شد  برخلاف انتظار كه تصور مي. ]29[باشند  گياهخوران مي
هت را با باترين مشان بيشگونه بومي اير dbatتوالي ژن 

هاي موجود گونه باكاتا نشان دهد، بيشترين مشابهت را با  توالي
نشان داد كه هيبريدي از  T. × hunnewellianaهيبريد 

همچنين اين . باشد هاي سرخدار كانادايي و ژاپني مي گونه
  Taxus wallichiana var. mairei توالي بيشترين فاصله را با

 ).3 شماره شكل(داد نشان 

  

  
  

  
ها  باشند و اعداد كنار گونه مي )bootstraps(ها نشان دهنده پشتوانه تكرار  اعداد روي شاخه. dbatهاي ژن  دندروگرام روابط فيلوژنيكي توالي -3شكل شماره 

  باشد آنها مي )accession number(دهنده شماره دسترسي  نشان
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ن داد كه نشا dbatبررسي الگوي بيان ژن : بررسي بيان ژن
ه باشد ب در گياهان شاهد ميزان بيان اين ژن بسيار اندك مي

يك ژن ( gapdhكه ميزان بيان آن در مقايسه با ژن  طوري
استفاده از اليسيتور . برابر كمتر بود 200حدود ) متابوليسم اوليه

كه ميزان   طوريه د بش dbatباعث افزايش چشمگير بيان ژن 
برابر و در  8/5از تحريك به ساعت پس  6بيان نسبي آن در 

برابر حالت پايه  53/24ساعت به حداكثر ميزان خود يعني  12
بيان نسبي (مقادير بالاي بيان با اندكي كاهش . خود رسيد

ساعت ميزان  48در . ادامه داشت 24تا ساعت ) برابر 65/14
و در ) 51/4بيان نسبي (طور محسوسي كاهش يافت ه بيان ب

ميزان بيان به حدود مقادير پايه بازگشت ساعت  96نهايت در 
 ).4شكل شماره (نمود 

هاي بريده شده  مقايسه تحريك گياهان گلداني و سرشاخه
هاي بريده شده بهتر به اليسيتاسيون  نشان داد كه سرشاخه

تواند  كه دليل عمده آن مي) برابري 4بيان (دهند  جواب مي
ز درجه تنش ها با متيل جاسمونات و ني تماس بهتر سرشاخه

   ).اند ها نشان داده نشده داده(بيشتر باشد 
بعد از تكثير قطعه مورد نظر : سازي در ناقل بياني همسانه

ها با  و بررسي كلوني pCAMBIA1304در ناقل بياني 
ها حامل  د كه تمامي كلونيشهاي هضمي، مشخص  آزمون

باشند كه اندازه سازه  قطعه هدف در جايگاه مورد نظر مي
  ).5شكل شماره (بود جفت باز  11148 حاصل

  

  
  

  
گيري  اندازه 3هر ستون ميانگيني از (ميكرو مول متيل جاسمونات  100هاي مختلف در پاسخ به تحريك با  در زمان dbatروند بيان ژن  -4شكل شماره 

  )انحراف معيار نيز آورده شده استباشد، مقادير  مي
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نتيجه  6تا  2هاي  جفت بازي فرمنتاز، چاهك 100سايز ماركر  1چاهك : هاي برشي با آنزيم dbat-1304يش بيان نتايج هضم سازه افزا -5شكل شماره 

قطعه ( HindIIIغير نوتركيب با 1304 نتيجه هضم پلاسميد  7، چاهك )9539و  815، 762: قطعات قابل انتظار( HindIIIهضم وكتور نوتركيب با 
 1سايز  13و چاهك ) جفت بازي 9012، 1337، 812قطعات قابل انتظار ( SalI/BsteIIبرش وكتور نوتركيب با  12تا  8هاي  ، چاهك)جفت بازي 12361

  باشد كيلو بازي فرمنتاز مي
  

  بحث
چنين الگوي خويشاوندي كه : بررسي روابط خويشاوندي

سرخدار بومي ايران شباهت بيشتري با گونه دورتر  dbatژن 
دهد را  نشان مي Taxus × hunnewellianaخود يعني 

ه هاي اين مسير نيز مشاهده نمود، ب توان بين ساير ژن مي
نيز نشان داد كه در  pamو  txsهاي  كه بررسي توالي ژن طوري

 برخي موارد حتي اختلاف توالي درون يك گونه بيشتر از دو
). اند ها نشان داده نشده داده(باشد  گونه مختلف سرخدار مي

دهد كه عواملي غير از عوامل  نشان ميچنين الگوي تكاملي 
ثر باشند كه ؤها م توانند بر تكامل اين ژن جغرافيايي نيز مي

ها و گياهخواران  توان به ميكروكليماي مربوطه، نوع پاتوژن مي
ها و گياهخواران اشاره نمود  موجود و رژيم غذايي پاتوژن

اي توالي نشان داد كه توالي  هاي نقطه بررسي جهش. ]29[
 Single(SNP) (ذكور داراي سه جهش تك نوكلئوتيدي م

Nucleotide Polymorphism( باشد كه  فرد ميه منحصر ب
محل وقوع اين . هاي مورد بررسي وجود ندارند در ساير توالي

  ، كه در اين 1197و  652، 381هاي  ها عبارتند از جايگاه جهش
شده  باعث تغيير آمينو اسيد 652ميان تنها جهش در جايگاه 

   218جايگاه (است كه در آن سرين جايگزين پرولين شده 
  

  

هاي اطلاعاتي پروتئيني از  با استفاده از پايگاه. است) پروتئين
ه ساختار سه بعدي پروتئين ب Phyre2و نيز   expasy قبيل

ها  مقايسه ساختار پروتئيني حاصل با ساير توالي. دست آمد
چنداني در شكل و  مشخص نمود كه جايگزيني مذكور تغيير

   .كند پروتئين ايجاد نميساختار سه بعدي 
اي، فاصله  هاي اسيد آمينه منظور بررسي جانشينيه ب

تواند ابزار مناسبي باشد كه عواملي چون اندازه، بار،  گرانتهام مي
قطبيت و آبدوستي اسيدهاي آمينه جايگزين شده را مورد توجه 

جانشيني  50له كمتر از در اين روش، فاص. ]30[دهد  قرار مي
محافظت  نسبتاً 100تا  Conservative( ،51( محافظت شده

 بنيادي نسبتاً 150تا  More conservative( ،101( شده
)More radical(  جانشيني بنيادي150و بيشتر از ، 
)Radical( در اين روش كمترين مقدار . شود در نظر گرفته مي
باشد و  و ايزولوسين ميباشد كه براي جانشيني لوسين  مي 5

باشد كه براي جايگزيني سيستئين و  مي 215بيشترين فاصله 
بررسي الگوهاي جانشيني اسيدهاي . ]30[باشد  تريپتوفان مي

هاي مذكور نشان داد كه در مقايسه با  آمينه در تمامي توالي
 9شود و در اين ميان  جايگزيني ديده مي 96توافق توالي مورد 

تر توالي نشان  بررسي دقيق. باشند بنيادي مي جانشيني از نوع
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عدد  23توالي آمينو اسيدي،  240تا  200داد كه در محدود 
 15/3شود كه شدت جايگزيني در اين ناحيه  جانشيني ديده مي

 به علاوه). 6شكل شماره (باشد  ميبرابر ميانگين ساير نواحي 
ند، باش ها بنيادي مي عدد از اين جايگزيني 5مشخص شد كه 

برابر  7/21هاي بنيادي در اين ناحيه  يعني شدت وقوع جانشيني
وجود تغييرات بنيادي فراوان در . باشد ساير نواحي توالي مي

 اي ناحيه خاصي از آنزيم بيانگر آن است كه ناحيه مذكور ناحيه
هاي شديدي  باشد زيرا چنين جانشيني مستعد جانشيني مي

تغييرات در . شده استباعث از دست رفتن فعاليت آنزيم ن
با توجه . ]29،30[شود  چنين نواحي، باعث تكامل پروتئين مي

فرد توالي سرخدار ه اي منحصر ب اسيد آمنيه SNPبه اينكه 
باشد كه اين جايگاه در داخل ناحيه  مي 218ايراني در ناحيه 

باشد و همچنين اين نكته كه فاصله  متحمل به جايگزيني مي
حفاظت شده  اشد كه از نوع جانشيني نسبتاًب مي 74گرانتهام آن 

فرد ه توان انتظار داشت كه اين تفاوت منحصر ب باشد، مي مي
موجود در توالي، تغييرات چنداني را در خصوصيات كلي آنزيم 

   .شود كند و در كل منجر به توليد آنزيم فعال مي ايجاد نمي
لي در اند كه جايگاه فعال احتما مطالعات قبلي نيز نشان داده

) 167تا  162اسيدهاي آمينه ( HXXXDGاين آنزيم موتيف 
باشد كه مشخص شد كه هم در سرخدار ايراني و هم در  مي

محافظت شده  هاي مورد بررسي، اين موتيف كاملاً تمامي توالي
فرض بر اين است كه . گونه تغييري نداشته است است و هيچ

كاتاليز انتقال  عنوان يك باز عمومي دره كه هيستيدين موجود ب
كوآ به سوبستراي  )acyl / aroyl( آرويل/ گروه اسيل از اسيل 
هاي توالي  از مجموع بررسي. ]21[كند  الكلي نقش ايفا مي

مد آصورت گرفته مشخص شد كه توالي مذكور يك توالي كار
   .تواند آنزيم فعال توليد كند باشد كه مي مي

  

  

  
هاي سرخدار با استفاده از  از گونه dbatهاي مختلف ژن  توالي) 240تا  200جايگاه (ناحيه بسيار متغير  )Alignment(سازي  رديف هم - 6شكل شماره 

هاي  دهنده شماره اعداد كنار نشان. مشخص شده است 218جانشيني منحصر به فرد سرخدار ايراني نيز در جايگاه . اند نواحي داراي جانشيني با كادر مشخص شده. BioEditافزار  نرم
  .باشد ها مي دسترسي توالي
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ميزان بيان اندك مشاهده شده در گياهان  :بررسي بيان ژن
باشد زيرا در  طبيعي، بيانگر نقش اين ژن در متابوليسم ثانويه مي

شرايط طبيعي و عدم وجود استرس، نيازي به مقادير بالاي بيان 
د روند افزايش بيان مور. ]6،11[باشد  هاي دفاعي نمي ژن

 ]6[و همكارن  (Nims) نيمس مشاهده با نتايج محققاني چون
آنها . همخواني داشت ]3،25[و همكاران  (Onrubia) اُنروبيا و

ساعت بعد از  24تا  12نيز گزارش نمودند كه ميزان بيان در 
سرعت كاهش ه رسد و پس از آن ب تحريك به حداكثر خود مي

 24ژن مذكور در كه حداكثر بيان   با وجودي. دهد نشان مي
شود ولي محققان مختلف نشان دادند  ساعت اول مشاهده مي

چندين روز ) IIIباكاتين (كه حداكثر تجمع متابوليت مربوطه 
دليل زمان ه شود كه اين وقفه ب پس از اليسيتاسيون مشاهده مي
اي و توليد متابوليت  هاي ترجمه مورد نياز براي انجام واكنش

كه محققان مختلف وجود يك  جاييهمچنين از آن. باشد مي
كننده مهم  و بيان دو ژن محدود dbatهمخواني بين بيان ژن 

اند، بنابراين  را مشاهده كرده dbtnbtو  baptديگر مسير يعني 
تواند بيانگر ميزان بيان دو ژن  مي dbatميزان افزايش بيان ژن 

اين محققان همچنين وجود ارتباط مستقيم بين . ديگر نيز باشد
 IIIهاي باكاتين  و توليد متابوليت dbatافزايش بيان ژن 

فرآورده نهايي مسير (و تاكسول ) فرآورده مستقيم آنزيم مذكور(
]. 3، 6، 20، 25، 31، 32، 33، 34[اند  نمودهرا گزارش ) بيوسنتزي

ها  نسبي نشان داد كه سرشاخه بررسي ميزان افزايش بيان
افزايش  ]3[هاي سلولي  كشت توانند به ميزاني قابل رقابت با مي

با اين وجود تحريك ) برابر 24بيش از (بيان داشته باشند 
هاي سرخدار داراي مزايايي چون سهولت و سرعت  سرشاخه

، )دليل حذف پروسه زمانبر و حساس كشت سلوليه ب(انجام 
ه ب(امكان غربال سريع گياهان داراي سطوح بيان ژنتيكي بالا 

و امكان ) لولي با پتانسيل ژنتيكي بالاهاي س منظور تهيه لاين
دليل وجود ساختارهاي سلولي ه ب(تر  هاي متنوع توليد تاكسان

   .باشد مي) تر تمايز يافته

  
  گيري نتيجه

بررسي افزايش بيان ژن در پاسخ به متيل جاسمونات 
توانند  هاي گياه سرخدار مي مشخص نمود كه سرشاخه
سهولت، . باشند هاي سلولي جايگزين مناسبي براي كشت

هاي  سادگي و عدم نياز به پروسه زمانبر و حساس كشت
توان گياهان  همچنين مي. باشد ترين مزاياي آن مي سلولي از مهم

داراي استعداد ژنتيكي بالاتر را به سرعت غربال نمود تا 
علاوه با توجه به اينكه  به . هاي سلولي پرتوليد ايجاد شوند لاين

بسيار  dbatهاي انتهايي مسير از قبيل  شدت افزايش بيان ژن
توان با استفاده از  باشد مي هاي اول مسير مي كمتر از ژن

بيان آن را به  CaMV35پروموترهاي افزايش بياني از قبيل 
هاي ابتداي مسير افزايش داد، از اين  ميزاني قابل رقابت با ژن

ظار توان انت مي] 18،35،36[رو با توجه به نتايج ساير محققان 
داشت سازه افزايش بيان حاصل در اين تحقيق بتواند منجر به 
افزايش بيان اين ژن كليدي و متعاقباً افزايش توليد تاكسول 

توان انتظار داشت كه با توسعه روز افزون  در پايان مي. شود
هاي آناليز در مقياس وسيع ترانسكريپتوم، متابولوم و  روش

افزارهاي  اي اطلاعاتي و نرمه پروتئوم به همراه گسترش پايگاه
هاي آينده شاهد جايگاه ويژه مهندسي  بيوانفورماتيكي، سال

متابوليك در تأمين داروهاي ارزشمندي چون تاكسول در 
  .هاي زيستي بود سيستم
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