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هاي مهم از جنبه. وجود دارد Psoralea corylifoliaباشد كه در گياه سورولين يكي از متابوليت هاي ثانويه مهم مي
در اين تحقيق به  .دكرسرطان خون، ريه و سينه اشاره  توان به تاثير ضد سرطاني آن بر عليهميدارويي سورولين 

ژن رمزكننده آنزيم كليدي  همچنين. چرخه ساخت آن مورد بررسي قرار گرفت علت اهميت دارويي سورولين،
مولكولي از بافت برگ گياه  هايبراي اولين بار بوسيله تكنيك باشد،سورولين مي سورولين سنتتاز كه مسئول ساخت

Psoralea corylifolia نتايج ارزيابي مولكولي مشخص نمود كه طول ژن  .جداسازي و مورد ارزيابي قرار گرفت
هاي ثبت توالي ژناستفاده از  باترتيب نوكلوتيدها  بررسيهمچنين . باشدمي bp 1237آنزيم كليدي سورولين سنتتاز 

موجود در سورولين سنتتاز با ژن  درصد 93شده سازي همسانهژن خص كرد كه مش سايت بانك جهاني ژندر  شده
 .داشت مشابهت  Ammi magus  گياه

 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
گياه دارويي به هر نوع گياهي گفته مي شود كه يك يا چند اندام 
آن داراي موادي مي باشند كه براي اهداف درماني يا ساخت دارو 

متعلق به  Psorallea corylifoliaگياه  .گيردمي مورد استفاده قرار
 اين. باشدگياهان رو به انقراض مي در گروهو  Fabaceaeخانواده 

باشد كه به همين دليل ه منبع غني از متابوليت هاي ثانويه مياگي
. استها داراي ارزش دارويي بالايي جهت تامين سلامتي انسان

 ،١هاايزوفلاونوئيد هايمواد موثره با ارزش اين گياه در گروه
ها از فورانوكمارين .گيرندها قرار ميو كومارين ٢هافورانوكمارين

و  ٣سورولين خطي باشند كه به دو دستهعي مييهاي طبمتابوليت
از . )Anonymous 1989( شوندتقسيم مي ٤آنژليسينغير خطي 

همه تركيبات با ارزش دارويي كه در اين گياه وجود دارد  بين
   .باشدآنها مي سورولين يكي از مهمترين

و  ، سينهسرطان پوست، خون به عنوان دارو براي درماناين ماده 
 .Anonymous  1989; Oliveira et al( دشوه ميريه استفاد

آنزيم هاي كليدي در فرآيند رمز كننده شناسايي ژن هاي  .)2006
هاي ثانويه با خواص دارويي در گياهان مختلف، از توليد متابوليت

ها و بررسي شناسايي اين ژن. باشداهميت بالايي برخوردار مي
تي مواد با ارزش دارويي نحوه بيان آنها امكان توليد در سطح صنع

هاي در زمينه شناخت آنزيم تيمطالعاتاكنون . سازدرا فراهم مي
هاي آنها در فرآيند توليد متابوليت) هاي(كليدي و جداسازي ژن 
  .)Larbat et al. 2007( ثانويه صورت گرفته است

با بررسي  .Ammi majus L در گياهرا ساخت سورولين  فرآيند
 وثر در توليد اين ماده، مورد مطالعه قرار دادندهاي كليدي مآنزيم

)et al. 2007 (Larbat . نتايج آنها نشان داد كه آنزيم سورولين
از  "سورولين"سنتتاز به عنوان موثرترين آنزيم در فرآيند توليد 

با استفاده از  آنها همچنين .مي باشد" مارماسين"پيش ماده 
 آنزيم كليدينده رمز كنآغازگرهاي تخصصي طراحي شده، ژن 

و در  كردهسازي همسانهسورولين سنتتاز را شناسايي و سپس 
  شناسايي ساير  ،علاوه بر اين. بيان اين ژن را بررسي كردند  نهايت

                                                            
1 Isoflavonoids 
2 Furanocoumarins 
3 Psoralen 
4 Angelicin 

هاي كليدي مسئول سنتز متابوليت هاي ثانويه در گياهان آنريم
 ژن et al.  Xu)2008( طوري كهبه . مختلف بررسي شده است

را كه در فرآيند  ٥م كليدي فنيل آلانين آمونيا ليازآنزيرمز كننده 
نقش اصلي دارد،  Ginkgo bilobaتوليد فلاونوئيد در گياه 

چرخه  سوروليندليل اهميت ه ب .دندكرسازي همسانهشناسايي و 
كه  به طوريساخت آن مورد توجه محققين مختلف قرار گرفته 

آمبلي فرون دي متيل آليل  هايدر چرخه ساخت اين ماده آنزيم
 نقش اساسي دارندسنتاز  و سورولين مارماسين سنتاز ،ترانسفراز

)Buchanan et al. 2000(.  ژن انجام شده منابعبر اساس بررسي-

سورولين  توليد فرآينددر  موثرهاي كليدي آنزيمرمز كننده هاي 
   .نشده استكشف  Psorallea corylifoliaدر گياه 

ژن يابي سازي و تواليهمسانهسايي، هدف از انجام اين تحقيق شنا
توليد سورولين در چرخه مسئول ساخت آنزيم كليدي كننده رمز

 .باشدمي Psorallea corylifoliaگياه اين ماده در 

  
   هامواد و روش

از آزمايشگاه فارماكولوژي  Psorallea corylifolia بذرهاي گياه  
د شدوستان خريداري هن ٦واقع در قازي آباد در ايالت اوتارپرادش

. دشكشت 1389 در اسفند ماه و در باغ گياهشناسي دانشگاه دهلي
مزرعه شرايط در  كشت شدهگياهان  هاي جوان و توسعه يافتهبرگ

  . مورد استفاده قرار گرفتند RNAجهت استخراج 
RNA بوسيله روش تعيير شكل يافتهet al. (1999)  Salzman 

موجود در دستورالعمل وسيله ب cDNAاولين رشته . دش استخراج
توسط  cDNAبراي ساخت  آغازگرها. ساخته شدفرمنتاز كيت 

سورولين آنزيم كننده  رمزژن بر اساس  7ترينرم افزار پرايمر 
طراحي توالي يابي شده بود،  Ammi magusكه در گياه سنتاز 
ميكروليتر از  دومخلوط واكنش، مقدار  در .)1جدول( شدند

cDNA  18به نانوگرم بر ميكروليتر  5غلظت تهيه شده با 
 مخلوطميكروليتر  3/4 شامل PCRواكنش  ميكروليتر از مخلوط

)dNTPs،PCR buffer  ،  Taq DNA Polymerase،MgCl2  (،l  µ  
 
 

                                                            
5 Phenylalanine ammonia lyase 
6  Attar pradesh 
7  Primer3 
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  سورولينمسئول ساخت ژن آنزيم كليدي اسامي و توالي آغازگرهاي طراحي شده و مورد استفاده در مطالعه  -1جدول

  ْ C دماي اتصال%GC )نوكلئوتيد(طول آغازگر توالي آغازگر  آغازگرنام رديف

1 RBF 5′-GCAGAGTGCAGAGCAATAGAAATGAAGATGC-3′  31 45.16 73.7 

2 RBL1  5′-GAG GCTTTGAAAACCCATGA-3′ 
 

25 48 68.3 

3 RBL2  5′-CGCAAGCATCACTCAGAGAC-3′ 20 45 63.8 

4 RBR  5′-GAGCTGGGAATGAGTATTGACATGG-3′ 
 

20 50 64.1 

5  RBR1  5′-CAAACATGTGGTCTGGCAAC-3′ 
 

20 55 63.8 

6 RBR2  5′-CAAACATGTGGTCTGGCAAC-3′  20 50 64.1 

  
 .در هر يك از مراحل) باز شدن، اتصال و بسط(دمايي استفاده شده براي سه مرحله  هچرخ -2جدول

 ْ C درجه حرارت  )تكرار(تعداد سيكل  مرحله انجام شده  مرحله

  DNA 1  95باز شدن رشتهشروع  1
  DNA 5  95تك رشته اي شدن  
   DNA 5  45بهاتصال آغازگر  2

  72  5 بسط آغازگر  
  DNA 25  95تك رشته اي شدن  
   DNA 25  58بهاتصال آغازگر  3

  72  25  بسط آغازگر  
  72  - تكميل بسط  3

  
آغازگر پسرو با ميكروليتر  5/0آغازگر پيشرو، ميكروليتر  5/0

ير استريل اضافه طدوبار تقآب ميكروليتر  7/12و  Mµ 10غلظت 
ميكروليتر  20به  PCRد كه در نهايت حجم محلول واكنش ش

ترمال دستگاه با استفاده از مراز  پلي اي واكنش زنجيره سپس. رسيد
چرخه دمايي مورد . انجام شد i-Cyclerمدل  Bio-Radسايكلر 

پس از انجام . استذكر شده  2استفاده در اين تحقيق در جدول 
تا  6/1، الكتروفورز نمونه ها با استفاده از ژل آگاروز PCRواكنش 

به ) بسته به تعداد مكان هاي مورد هدف هر آغازگر(درصد  2
پس از اين . ولت صورت گرفت 80ساعت با جريان  5/2مدت 

تحت نور  DNAآميزي شد و قطعات تكثير يافته  مرحله ژل رنگ
UV برداري از ژل  اك مشاهده شده و عكستوسط دستگاه ژل د

   .صورت گرفت
 Psoralleaگياه سورولين سنتاز از سازي ژنهمسانه

corylifolia   

cDNA شده از برگ تهيه Psorallea corylifolia  براي ظهور
طراحي شده  اختصاصيهاي آغازگرسورولين سنتاز با استفاده از 

محصول . دشده استفا سنتاز سورولين آنزيمرمز كننده  ژنبراي 
-همسانه PGEM-Tناقل به درون  PCRخالص شده  ظاهر شده و

كلي  باكتري هايدرون سلول به تركيب حاصل شدند وسازي 
تركيب حاصل روي يخ قرار  .انتقال يافتند )DH5α سويه( باسيل

برداشته شد  cDNA ميكروليتر از تركيب حاوي قطعه 10. داده شد
مخلوط حاصل به تركيب  سپس. دشتركيب كيت مخلوط با و 

دقيقه روي  30د و به مدت شاضافه  كلي باسيلهاي حاوي سلول
ثانيه  90در مرحله بعدي شوك حرارتي به مدت . يخ قرار داده شد

 900 به اين تركيب. گراد صورت گرفتدرجه سانتي 42در دماي 
  مجددا تركيب . دشاضافه  LB   آماده  كشت  محيط  از ميكروليتر 
به  دور در دقيقه 150 سرعتبا  گرم كنصله بر روي جديد حا

هاي حاوي محيط به پتري ديش. دقيقه قرار داده شد 45مدت 
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به ترتيب به  X-gal (%2)و  IPTG (20%)تركيب  LBAmpكشت 
درجه  37ميكروليتر اضافه و در شرايط دمايي  40و  7مقدار 
 200دقيقه نگهداري شد و سپس  45گراد به مدت سانتي

 روليتر از محيط كشت برداشته و داخل پتري ديش حاويكيم
IPTG (20%)  (%2)و X-gal  مانده محيط كشت باقي. دشپخش

دقيقه  يكدر دماي معمولي به مدت  g× 4000 سرعت با 
) پلت(شناور حذف و سپس رسوب يي فاز رو. سانتريفوژ شد

 IPTGدوباره سانتريفوژ شده و در سطح محيط كشت حاوي 

هاي حاوي محيط پتري ديش. دشپخش  X-gal (%2) و (20%)
درجه نگهداري و صبح روز  37كشت به مدت يك شب در دماي 

- همسانه سپس. هاي آبي و سفيد رنگ مشاهده شدندهمسانهبعد 

انجام واكنش زنجيرهاي براي موجود در محيط كشت هاي سفيد 
ليز روش  هلهمچنين پلاسميد بوسي. انتخاب شدند) PCR( پليمراز

توالي  در نهايت. )Sambrook et al. 1989( شد سازيجدا ليايي ق
 )ABI Prism( تواليبا استفاده از دستگاه تعيين  DNAنوكلوتيدي 

  .دشتعيين  Sanger et al. (1977) به روش
  

    نتايج و بحث
RNA يير يافتهغروش ت براساس استخراج شده et al. (1999)  

Salzman براي ). الف-1شكل(بود  كيفيت مناسبي داراي كميت و
 cDNA از سورولين سنتاز توالي ژن رمز كنندهبدست آوردن 

 3همراه با  Psorallea corylifoliaبرگهاي گياه  بدست آمده از
 و) RBF2 و RBF، RBF1( پيشرومخصوص  آغازگرهاي جفت
 و RBF2 آغازگرهاي. شداستفاده ) RBR2 و RBR، RBR1( پسرو

RBR1 را شناسايي كردند سورولين سنتازآنزيم  ژن رمز كننده 
اي پليمراز از ژل محصول واكنش زنجيره. )ب و ج-1شكل(

انتقال داده  p-GEM-T Easy و p-GEM-Tو به دو ناقل جداسازي 
كارايي   p-GEM-T Easyناقل  نتايج بدست آمده نشان داد كه. شد

و در مراحل بعدي اين  داشت  p-GEM-T تري نسبت بهمناسب
 سويه(كلي باسيل  ژن مورد نظر به داخل باكتري ناقل حاوي

DH5α(  شدمنتقل.  
  

  
ب ؛ Psorallea corylifoliaاز برگهاي گياه  RNAاستخراج  )الف  -1شكل
 2، 1هاي شماره ؛با آغازگرهاي متفاوت PCR باندهاي حاصل از واكنش )و ج
-RBL2و  RBF-RBR،RBL1-RBR1به ترتيب شامل آغازگرهاي  3و 

RBR1 است. M  باشدنشانگر اندازه مي.  
  

د و شسفيد انتخاب /همسانه سفيد از بين همسانه هاي آبي 25
آنزيم  ژن رمز كننده RBR1و  RBF2 آغازگرهايبا  PCR همسانه

انتخاب شده  همسانه 25از ميان . صورت گرفت سورولين سنتاز
بود اندازه ژن مورد نظر  هنشان دهند )17شماره ( همسانهتنها يك 

  .)2شكل(
هاي ناقل حاوي ژن رمز كننده آنزيم سورولين سنتتاز از باكتري

. ليز قليايي جداسازي شدحاوي اين ناقل با استفاده از روش 
ناقل حاوي ژن مورد نظر در با استفاده از آغازگرهاي سپس 

و  T7 (TAATACGACTCACTATAGGG-3′-′5)اختصاصي
SP6  (5′-ATTTAGGTGAACACTATAG-3′) دش يابيتوالي .

با  Sanger et al. (1977) به روشنوكلوتيدها  تعين ترتيبعمل 
 .انجام گرفت DNA sequencer (ABI Prism)دستگاه  استفاده از

ژن  ترتيب نوكلوتيدينتايج حاصل از اين توالي يابي نشان داد كه 
   .بود جفت باز 1237داراي طول رمز كننده آنزيم سورولين سنتتاز 

هاي بيوانفورماتيك هاستفاده از داد بادها آناليز ترتيب نوكلوتي
ژن كلون شده همچنين . انجام گرفت بانك جهاني ژنموجود در 

 Ammi موجود در گياه Psoralen Synthaseبا ژن  درصد 93

magus داشت مشابهت. 
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ين با آغازگرهاي ژن مخصوص رمز كننده آنزيم سورول PCR همسانه -2شكل

  ).نشان دهنده وجود ژن مورد نظر مي باشد 17چاهك شماره ( سنتتاز 
  

سه آنزيم ) سورولين(هاي خطي در چرخه توليد فورانوكومارين
آمبلي فرون دي ميتل ترانسفراز،  -DMAPPهاي اصلي به نام

و ) O2, cytochrome P450, NADPH(مارماسين سنتتاز 
. نقش اساسي دارند) O2, Cyt, P450, NADPH(سورولين سنتتاز 

از بين موارد ذكر شده آنزيم سورولين سنتتاز نقش كليدي در 
ساخت سورولين از مارماسين از طريق جدا كردن كربن استوني 

هاي كليدي موثر هاي زيادي جهت جداسازي آنزيمپژوهش. دارد
هاي هاي خانوادهاز گونه هاي ثانويهدر چرخه ساخت متابوليت

در اين  .سط محققين زيادي صورت گرفته استگياهي متفاوت تو
همسانه پژوهش نيز تمركز اصلي روي شناسايي، جداسازي و 

موثر در ساخت ژن رمز كننده آنزيم سورولين سنتتاز  سازي
سورولين بود كه نتايج بدست آمده با يافته هاي ديگر محققين 

 ;Samanani et al. 2005; Dutta et al. 2007( مطابقت داشت

Takizawa et al.  2007; Xu et al.  2008 Kasajima et al.  2007;( . 
 

آگاهي از اساس ژنتيكي و شناسايي ژن هاي موثر در نحوه عمل 
اين آنزيم ها جهت شناخت بيشتر مكانيسم آنها امري ضروي و 

 بهژن رمز كننده آنزيم سورولين سنتتاز  .اجتناب ناپذير مي باشد
 Psoralenبا ژن تشابه  رصدد 93و با جفت باز  1237طول

Synthase  موجود در گياه Ammi magus  در اين تحقيق شناسايي
 و مشخص شدناز اساس ژنتيكي بيشتر آگاهي ي د كه در راستاش

  . بود ماده موثره با ارزش سوروليندر توليد  ژن هاي موثر
اين جهت افزايش توليد با استفاده از نتايج بدست آمده مي توان 

پس از  Psorallea corylifoliaدر گياه  ارزش ضد سرطانيماده با 
  .كرداقدام انجام آزمايش هاي تكميلي 
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