
 

 

 
  

 

 ژنتيک نوين

 9316 زمستان، 4، شماره دوازدهمدوره 

 606 - 696صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 سازیهمسانه

 متیل گلوتاریل کوآنزیم -3هیدروکسی-3ژن 

A ردوکتاز 

 ایزوپرنوئید

 رازیانه

 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

کوآنزیم گلوتاریلمتیل-3هیدروکسی-3ژن سازی جداسازی و همسانه

A رازیانه گیاه از ردوکتاز (Foniculum Vulgar) 
 

Isolation and cloning of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme 

reductase gene a from fennel (F.Vulgar) 

 
 1، حسین رامشینی1*، علی ایزدی دربندی1د موچشیعکژوان سا

 

 گروه علوم زراعی و اصلاح نباتات، پردیس ابوریحان، دانشگاه تهران ،دانشیاران ،آموخته ترتیب دانش به -1
 

Saed Mocheshi K
1
, Izadi-Darbandi A

*1
, Ramshini H

1
 

 

1- Graduate Student, Associate professors, Department of Agronomy and Plant 

Breeding Sciences, College of Aburaihan, University of Tehran, Tehran, Iran 
 

 aizady@ut.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (11/11/56 :تاریخ پذیرش - 11/6/59 :دریافتتاریخ ) 

-2مسير و ( MVA)مسير موالونات شامل توسط دو مسير مستقل، ايزوپرنوئيدی  در گياهان ترکيبات

C-متيل-D-فسفات-4 اريترول (MEP) گياه طبيعی نمو و رشد ها برایوردهآاين فر .دنشوسنتز می 

 بيوسنتز مسير در مرحله اولين .مورد نياز استمحيطی های زيستتنشها در برابر  واکنش آن و

 به A (HMG-COA)کوآنزيمگلوتاريلمتيل-3هيدروکسی-3 ايزوپرنوئيدهای گياهی، تبديل

( HMGR)ردوکتاز  Aکوآنزيمگلوتاريلمتيل-3هيدروکسی-3 موالونات است؛ که توسط آنزيم

آن،آغازگرهای  خانوادههمهای تحقيق پس از تعيين نواحی حفاظتی ژن ايندر  .شودانجام می

 توسط رازيانه گياهاکوتيپ ساری  از HMGRژن  .اختصاصی برای تکثير اين ژن طراحی شد

 .تکثير شد TAدست آمد و فراورده حاصل از طريق همسانه سازی  هب پليمراز ای يرهزنج واکنش

ورده مشابهت  آنشان داد که اين فر توالی تکثيرشده،( BLASTn)بلاست نوکلئوتيد  تجزيه و تحليل

 ردوکتاز Aکوآنزيمگلوتاريلمتيل-3هيدروکسی-3خصوص  به گياهی، های HMGR با ساير زيادی

 9669گياه رازيانه دارای طولی برابر با در  HMGRژن توالی تکثيرشده . قاشقی دارد آبياه گ

 دمين يک و گذرنده دمين دو دارای)باز جفت 9851به طول  ایناحيه رمز کننده وباز است  جفت

 883قطعه پروتئينی به طول  یاين توالی، رمزکننده ORFناحيه  .شودرا شامل می( کاتاليزوری

 یساز مدل .بود 40/5ايزوالکتريک  نقطه و دالتونکيلو 596/81 حدود مولکولی جرمبا  آمينهاسيد

 جديد نوع يک توالی تکثير شده، که داد نشان Model Swiss سرور از استفاده با مولکولی توالی

HMGR ديگر به شبيه فضايی ساختار يک است که دارای  HMGRدارای تمامی است و  گياهی های

با دسترسی به توالی اين ژن در رازيانه، امکان بررسی . باشد میکارکردی  ساختاری و های دمين

 وليدتی اين گياه و ها در جمعيت آنپلی مورفيسم  های مختلف، تعيين الگوی بيان آن در اندام

 .ژن وجود دارد انتقال جهتسازه بيانی 
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https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj6rPK2gubOAhUBnRoKHfF7BRIQFgg0MAI&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F20837848&usg=AFQjCNH9SRfkOtfUXnyye_mSwb09gjkReQ&bvm=bv.131286987,d.d2s
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj6rPK2gubOAhUBnRoKHfF7BRIQFgg0MAI&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F20837848&usg=AFQjCNH9SRfkOtfUXnyye_mSwb09gjkReQ&bvm=bv.131286987,d.d2s
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.4.12.8
http://mg.genetics.ir/article-1-1521-fa.html
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 های متابولیت شامل  گیاهان در هامتابولیت از اساسی گروه دو

(. Hartmann 1996) باشدمی 1ثانویه های متابولیت و 1اولیه

شرکت  یاصل هاییندآفرو  ها  واکنش در اولیه های متابولیت

 و گیاهان بین برهمکنش در ثانویه هایمتابولیتاما  کنند  می

 ایزوپرنوئیدها، (.Croteau et al. 2000) دارند دخالت زیست محیط

 گیاهان بین سیگنال تبادل ،و فتوسنتز تنفس درهستند که  یباتیترک

 تنظیم و سلولی تقسیم پاتوژن، برابر در دفاع زیست، محیط و

 .Caelles et al) نقش دارند غشاء بیوسنتز و غشاء کارکردرشد، 

1989; Bach 1995.) 13،333حدود ) ایزوپرنوئیدی ترکیبات 

1فسفاتیزوپنتیلا) هاآن کربنیپنج مشتقات و( شدهشناخته ترکیب
 

 و محیط با سازگاری منظور به(  فسفاتآلیلمتیلدی آن ایزومر و 

 .Wang et al) است یضرور محیطی شرایط در یاهانگ ماندنزنده

2000; Bouvier et al. 2005; Nicotra et al. 2010 )مسیر 

 در که شد کشف 1593 سال دربار  یناول (MVA) موالونات

 برای سازی پیشعنوان  به هاقارچ و هاحیوان گیاهان، ها،باکتری

 ها ترپن تری و هاترپن تولید همچنین و کربنی پنج ایزوپرن واحد

 متیل مسیر (.Newman and Chappell 1999) است یازمورد ن

-اریتریتول-D-متیل-C-1 ماده تولیدکننده) (MEP) فسفات اریترول

 اولیه مواد تولیدمنبع  یکعنوان  به که یدهاستپلاست در فسفات-  

 ;Bestoso et al. 2006) هستند هاتتراترپن و ترپندی ،مونوترپن

Roberts 2007.) مسیر MVA یرمس و هاوکاریوتی مختصMEP  

 یو برخ یاهاندر گ وجود این با اما است هاپروکاریوت به مربوط

و  9اورئوساستافیلوکوکوس مانند) مثبت گرم هاییاز باکتر

-1 .هستند فعال مسیر دو هر (6پلانتاروملاکتوباسیلوس

 (HMGR) ردوکتاز A کوآنزیمگلوتاریلیلمت-1هیدروکسی

 است مطرحموالونات  یوسنتزب مسیر در کلیدی آنزیم یک عنوان به

 ها، میتوکندری در موجود های HMG-COA مادهیشپ از که

 هاقارچ ها،باکتری ها،  آرکوباکتری در) هاسیتوپلاسم و پلاستیدها

                                                           
1
 First metabolites 

2
 Secondary metabolites 

3
 Isopentenyl pyrophosphate 

4
 Dimethylallyl phosphate 

5
 Staphylococcus aureus 

6
 Lactobacillus plantarum 

7
 Arcobacter 

 ژن یک توسط هاحیوان در هاHMGR . شودمی تولید( ها حیوان و

که  شوندمی گذاریرمز ژنیچند خانواده یک توسط گیاهان در اما

 به پاسخ در یا و رشد طول در مختلف هایایزوآنزیم گیاهاندر 

 .Croteau et al) هستندمتفاوت  بیان دارای فیزیولوژیکی شرایط

 شده تشکیل حوزه سه از HMGR کاتالیزوری مناطق(. 2000

 یآلفا یچشامل دو تا هفت مارپ ینالترم-N دامنه یک (1: )است

 عدد هفت هاقارچحشرات و  ،پستانداران در) غشاء از عبورکننده

که  L مرکزی و بزرگدامنه  (1) ،تاس (عدد دو گیاهان درو 

 EMPVGYV QIP) اتصال  موتیف یکشامل 

,TTEGCLVA)HMG-COA به اتصال موتیف یک و NADPH 

(GTVGGGT) یچمارپ کوچک دامنه( 1) و است S  یکشامل 

 ینحفظ شده در ب یتوال یدارا) ترمینال C-کاتالیزوری منطقه

 به اتصال یگاهجا یککه  است اسیدآمینه 33  حدود با( هاگونه

(H)NADP  توالی با یفموت یکشامل DAMGMNM  در آن

 .Ruiz-Albert et al. 2002 Wright et al) گرفته است یجا

 وریبهره افزایش جهتدر  یادیز هایتلاش ،گیاهان در .(;1988

 گذشته مطالعات اینکهبه توجه با .است شده انجام ایزوپرنوئیدها

از این  است داده نشانرا   MEPو  MVAمسیر بین ارتباط متقابل

 تمرکز ایزوپرنوئیدها، سنتز مهندسی برای مشترک راهکار یک رو

 HMGRژن جداسازیاستفاده از  با انرژی و ماده جریان افزایش بر

 سازپیش افزایشمنظور  آن به یانب پیشمطالعه  و 

 Kanehisa) است یروفسفاتپ آلیلمتیلدی و پیروفسفات ایزوپنتیل

et al. 2000; Hey et al. 2006; Munoz-Bertomeu et al. 2007). 

 ییدارو یاهاز گ HMGR ژن یتوال یساز همسانهو  جداسازی

 تولید فرایند مهندسی در ضروری راهبرد یک یانه،راز

 و فنچون آنتول، مانند گیاه این از حاصل مهم ثانویه های  متابولیت

 .هستند لیمونن

 

 هاییتو متابول یانهراز اسانس تولید ترین بیش اینکه به توجه با 

 از این رو (Bahmani et al. 2015) است یشیدر مرحله زا یهثانو

 تهیه یاه،از بافت گ mRNAمقدار  ترین یشمنظور استحصال ببه

                                                           
8 
Motif 

  مقدمه

  هاروش و مواد
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https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.4.12.8
http://mg.genetics.ir/article-1-1521-fa.html


 ایزدی و همکارانعلی   ...هيدروکسی-3ژن سازی جداسازی و همسانه

 

 9316زمستان/ 4شماره / دوازدهمدوره / ژنتیک نوین 601

 

 در موجود رازیانه گیاهان هایبرگ و آذینگل هایاز بافت نمونه

( گیاه یدوره گلده با زمان هم) یرماهدر ت و یشیمزرعه آزما

 دیررس  اکوتیپ آذینگل و برگ از برداریمونهن. صورت گرفت

 زودرسو ( مغان یپاکوت) رسمیان ،(ساری یپاکوت)

 مزرعه در شدهکشت یانهراز یاهگ( همدان و فسا های یپاکوت)

 یسو اصلاح نباتات پرد یساله گروه علوم زراع سه پژوهشی

 .Izadi-Darbandi et al) شد انجامدانشگاه تهران  یحانابور

 -156) ازت مایع توسط هابافت برداری،نمونه از پس. (2013

 درجه - 73 فریزر بهشده و سپس  منجمد( گراددرجه سانتی

 . شدند منتقل گراد سانتی

 بافت از گرم 1/3 تا 39/3 مقدار ابتدا ،RNAاستخراج  منظوربه

پودر شده و  یعدر ازت ما هاهر کدام از نمونه آذینو گل برگ

عامل لیتر میلی یک استفاده از بادر آن  موجود mRNAسپس 

 Invitrogen شرکت) یزولترا یتک دستورالعملو طبق  1یزولترا

 و آلاتشیشه همه ،RNAقبل از استخراج . شد ستخراجا (یکاآمر

 از استفاده با استفاده مورد هایمعرف
1
DEPC  1/3 قبل  از) درصد

 RNA یفیتو ک کمیت .گرفتند قرار تیمار تحت( شده اتوکلاو

 163در  UVنور  جذب گیریاندازه از استفاده با یاستخراج

 PerkinElmer Lamda)  دستگاه اسپکتروفتومتر یلهوس هنانومتر ب

  .مشخص شد (25

درصد برای  1 آگارز ژل با استخراجی های RNA کیفیت تعیین: الف -1 شکل

 تأیید: ب. ترتیب از راست به چپ فسا، همدان، ساری، مغان به چهار لاین

ترتیب از  اکتین برای چهار لاین به آغازگرهای توسط cDNA شدن ساخته

 .راست به چپ فسا، همدان، ساری، مغان

                                                           
1
 Ecotype 

2
 Trizol 

3
 Diethylpyrocarbonate 

4
 Spectrophotometer 

 و 9برومایداتیدیوم با آمیزی رنگ توسط mRNA کیفیت ینچن هم

  EDTAبوراتتریس بافر دردرصد  1 7آگارز ژلدر  6الکتروفورز

(
 
TBE) قرار آزمایش مورد یقهدق 113ولت به مدت  79ولتاژ  با 

 (. 1 شکلالف  قسمت) گرفت

 در یانهراز HMGR ژن توالی از گزارشی هیچ اینکه به توجه با

 نواحی تعیین جهت بنابراین. نداشت وجود یاطلاعات هایبانک

برگ  HMGRژن  mRNA هاییتوال 5ردیفی هم شده،حفاظت

جینسینگ ) سَنچی جینسینگ ،13جینسنگ آمریکایی، قاشقی

11و جینسنگ چینی 11(کاذب
NCBI یدر بانک اطلاعاتموجود  

11 

 آدرس به بیوتکنولوژی اطلاعات ملی مرکز)

www.ncbi.nlm.nih.gov)، ینتوسط برنامه آنلا ClustalW 

(Clustal Omega Multiple Sequence Alignment ) به آدرس

. شد انجام http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo ینترنتیا

 Primer3به برنامه  یفیرد هم یزانم ترین یشنقاط با ب یتدر نها

 با برگشت آغازگر داده شد و سپس آغازگر یمنظور طراح به

 )  ʹCCAAGTAGGTTCAGGCATGC3ʹ5توالی
o
C5/9 TM = ) و 

  ʹACTAACTGTCCCTCCCTCCT3ʹ5یرفت با توال آغازگر

(o
C5/9 TM = ) شدند طراحی.  

 از استفاده با استخراجی، RNA از cDNAرشته اول  ساخت

واکنش  یقاز طر و dt18A(T/C/G) یگورفت و ال هایآغازگر

ساخت ) cDNAسنتز  یتک دستورالعمل طبق  1معکوس یسیرونو

رشته اول  یدتول ییدجهت تا. انجام شد( یرانا یناکلونشرکت س

cDNA رفت هایتوسط آغازگر اکتین ژن یراز تکث 

(ʹ5ʹGGTCGCACAACTGGTATTGTATTG3 )برگشت و 

(ʹ5ʹCTCAGCAGAGGTGGTGAACA3) قسمت) شد استفاده 

 شدهطراحی هایآغازگر توسطقطعه مورد نظر  تکثیر(. 1 شکل ب

در سطح  HMGRژن  یرتکث برای یفیرد هم یجبر اساس نتا)

 الفقسمت ) شد انجام یسار یپاکوت cDNA روی بر( رونوشت

                                                           
5
 Ethidium bromide 

6
 Electrophoresis 

7
 Agarose gel 

8
 Tris/Borate/EDTA 

9
 Alignment 

10
 Panax quinquefolius (KT869137.1)   

11
 Panax notoginseng (KJ804166.1) 

12
 Panax ginseng (JX648390.1) 

13
 National Center for Biotechnology Information 

14
 Reverse transcription 
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https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B3%D9%8E%D9%86%DA%86%DB%8C_%D8%AC%DB%8C%D9%86%D8%B3%DB%8C%D9%86%DA%AF&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B3%D9%8E%D9%86%DA%86%DB%8C_%D8%AC%DB%8C%D9%86%D8%B3%DB%8C%D9%86%DA%AF&action=edit&redlink=1
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.4.12.8
http://mg.genetics.ir/article-1-1521-fa.html
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در  یرفت و برگشت یآغازگرها ینماب یرشدهتکث قطعه(. 1 شکل

 یتک دستورالعمل طبق یتنها که در بود یدنوکلئوت 1661حدود 

Silica Bead DNA Gel Extraction ( شرکتThermo scientific 

 ییدمنظور تأ که به شد استخراج درصد یکآگارز  ژل از( یکاآمر

درصد یک  آگارز ژلتوسط  یگراز ژل، بار د ژن استخراج

 .(1 شکل ب قسمت) شد کتروفورزال

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 cDNA روی بر باز جفت 1661 طول به HMGR ژن تکثیر: A -1شکل 

 1 آگارز ژل از شده تکثیر ژن استخراج: B .است شده  ساختهاکوتیپ ساری 

 .Silica Bead DNA Gel Ext کیت وسیلهبه درصد

 

 هاکلونتک تکثیر: ب باکتری از هتراریخت هایکلونتک ظهور: الف -1 شکل

 روی بر هاکلون تک کشت: ج سیلینآمپی بیوتیکآنتی حاوی محیط روی بر

 .X-gal و IPTG سیلین،آمپی حاوی آبی -سفید انتخابی محیط

 

 سپساستخراج شد و  درصد یکشده از ژل آگارز  یرژن تکث ابتدا

دارای غلظت مناسب  یارسال نمونه. شد ارسال یابیتوالی برای

 و ینمونه ارسال غلظت افزایش منظور به ینبنابرا توالی نبود،تعیین 

رفت و  هایآغازگر از استفاده با یابیتوالی) یابیتوالی تسهیل

 استفاده TA سازیهمسانه روش از( یریتکث یدبرگشت پلاسم

-RTاز  حاصلشده  یرتکث فراوردهسازی منظور همسانهبه .شد

PCR طبقد و ش استخراجدرصد  یکژل آگارز  از ابتدا 

 به سپس و شد وارد PTG-19 ناقل بهفرمنتاز  شرکت دستورالعمل

 قبلا) DH5α یهسو  اشرشیاکلی باکتری از مستعد هایسلول

 . شد داده انتقال (شده تیمار CaCl2 توسط 

با کشت  1تراریخته هایهمسانه ی،باکتر 1تراریختی انجام از پس

 مشاهده  سیلینآمپی بیوتیک یآنت یکشت حاو یطمح یبر رو

 بر هاکلون تک از کدام هر سپس(. 1قسمت الف شکل )شدند 

قسمت )واکشت شدند  سیلینآمپی بیوتیکآنتی حاوی محیط روی

کشت  یطمح یبر رو شده، واکشت هایکلونتک(. 1ب شکل 

IPTGو  9X-gal سیلین،یآمپ یحاو
 از یکی. شدشت ک 6

در  سازیهمسانه چندگانه جایگاه یک بودن دارا ناقل، های یژگیو

قطعه  ورودشود در صورت  یباعث م که است Lac Zوسط ژن 

 7گالاکتوزیداز بتا آنزیم ژن ،Lac Z ژن جایگاه درونبه  یخارج

 DNA یحاو یها سلول یغربالگر بنابراین .شود یرفعالغ

 یدازبتا گالاکتوز یمها در ساخت آنز آن ییبا عدم توانا یبنوترک

 رنگبه  یختهترار یاییباکتر هایکلونی درنتیجه و گیرد یصورت م

ظاهر  یصورت آب به یرتراریختهغ یباکتر هایسلول و سفید

از   پلاسمید استخراج ینکهاز ا بعد(. 1ج شکل  قسمت. )شوند می

ژل  یاستخراج بر رو این نتیجه ،شد انجام سفید هایکلونی تک

 دو و شکسته ،5یلسوپرکو DNAصورت سه باند  بهآگارز 

 ییدتا منظور به(.  الف شکل  قسمت) شد مشخص ای رشته

از واکنش  یبنوترک یدحضور قطعه مورد نظر درون پلاسم یلیتکم

 که ینبا توجه به ا. شد استفاده BamH I آنزیمبه کمک  یهضم

-PTG یدپلاسم یبر رو یعلاوه بر دو مکان برش BamH I یمآنز

 یاهانگ HMGR ژندرون  یمکان برش یک یدارا ینچن هم 19

 bp) خطی پلاسمید باند یک ایجاد احتمال ،است یانخانواده چتر

 قابل( bp 1315و  bp 611) شدهو دو باند از ژن کلون( 3  1

ده رفراو ییدپس از تا .( ب شکل  قسمت)بود  بینیپیش

                                                           
1
 E.coli 

2
 Transformation 

3
 Transgenic 

4
 Ampicillin 

5
 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 

6
 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

7
 β-galactosidase 

8
 Plasmid 

9
 Supercoiled DNA 
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 یدهااز پلاسم یکی ،آن یشده بر اساس نقشه هضم سازی همسان

 یکره جنوب Bioneerبه شرکت  یابیتوالی منظوربه و شدانتخاب 

 پلاسمید خود رفت و برگشت M13 آغازگر یاز توال .ارسال شد

 نشان 6 شکل در یابی یتوال نتیجه. شد استفاده یابییمنظور توال به

 .است شده داده

 افزارهایتوسط نرم یانهراز یاهگ  HMGRژن از تکثیرشده توالی

 آغازگر طراحیمنظور  به .گرفت قرار تحلیل و تجزیه مورد مختلف

و  یهتجز. شد استفاده  Primer3(version 0.4.0) یناز برنامه آنلا

 یاهگ HMGRژن  ینیو پروتئ یدینوکلئوت یتوال یآمار یللتح

حاصل  ینپروتئ یزوالکتریکجرم و نقطه ا یینتع ینچن و هم یانهراز

تحت برنامه ) Edit Seq (version 6.0) افزارنرم توسط ،از آن

DNASTAR )مقایسه و بیوانفورماتیکی تحلیل و تجزیه. شد انجام 

توسط دو  یانهراز یاهگ HMGRژن  پروتئینیو  یدینوکلئوت توالی

 HMGRژن . انجام شد ClustalWو  BLASTn NCBI افزارنرم

 ژن هاییتوال یربا سا ClustalW ینتوسط برنامه آنلا یانهراز یاهگ

HMGR  یتساموجود در GenBank سپسشد و  یفرد هم 

گذرنده از غشا و  نواحی. آمد دست هب آن فیلوژنیکی درخت

 یاهگ HMGRموجود در ساختار ژن  ییدرون غشا های دمین

و  PSORTb v2.0سرور  TMHMM افزار نرمتوسط  یانهراز

TMPred افزار نرم از. شد یینتع Prosit motif ( تحت برنامه

ExPASy )شداستفاده  ینقاط حفظ شده کارکرد یینمنظور تع به. 

 افزارنرماز  ینپروتئ بُعدیسه ساختار رسم منظوربه یتدر نها

(Swiss Model ینبرنامه آنلا تحت ExPASy )استفاده شد. 

 

 چتریان، خانواده یاهانگ HMGRشده ژن حفظ یاستفاده از نواح با

از ژن  قسمتی یرتکث یدژنره رفت و برگشت برا آغازگردو 

HMGR یطول یدارا تکثیرشده یهناح .استفاده شد یانهراز یاهگ 

بالادست کدون شروع  ناحیه شامل که بود باز جفت 1661برابر با 

 طول به( ORF) کننده رمز ناحیه همچنین و باز جفت 71به طول 

 ناقص صورتبه یتوال ینا ORF ناحیه .است باز جفت 5 19

 OH-ʹ3 یهناح یباز از انتها جفت 1 1است و حدود  شده یابی توالی

 یردر سا HMGR های یتوال یگرد cDNAآن به نسبت طول کامل 

(. Liu et al. 2015)است  نشده یابی یتوال یان،خانواده چتر یاهانگ

 اما است شده تکثیر ناقص طور به توالی OH-ʹ3 انتهایاگرچه 

 شده تکثیر قطعه کارکردی و ساختاری های دمین توالی تمامی

 قطعهرمزکننده  ی،توال ینا ORF ناحیه .است شده یابی توالی کامل

 .است آمینهاسید 991طول  به ینیپروتئ

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 برش: ب رنگ سفید نوترکیب هایکلون از پلاسمید استخراج: الف -  شکل

 اول باند است، کرده باند سه تولید که BamH I آنزیم توسط نوترکیب پلاسمید

 داخلی برش توسط که نظر مورد ژن سوم و دوم باند شده، خطی پلاسمید

 .است شده ایجاد آنزیم

 .رازیانه گیاه HMGR ژن شده تکثیر قطعه نوکلئوتید بلاست نتایج -9 شکل

 

 از کدام هر درصد Edit Seq (version 6.0) افزارنرم از استفاده با

 یاهگ HMGR ژن ORF ناحیه ینیپروتئ یتوال آمینه اسیدهای

 جرم دارای ناحیه این. است شده مشخص 1 جدول در یانهراز

 برابر ایزوالکتریک نقطه و دالتونکیلو 16/95  حدود در مولکولی

( درصد 16/1) هیستیدین اسیدآمینه دو .است PI= 8.40))  /3  با

 یناز ا یکی. است صورت حفظ شده به HMGR هایژن ساختار در

به موالونات  HMG-CoA یلتبد یدر بازه زمان هایستیدینه

 یسینگلا یدآمینهاس(. Liscum et al. 1985) شودیپروتونه م

  نتایج و بحث
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 ینساختار دوم پروتئ یداریدر پا یمهمنقش ( درصد 79/7)

HMGR که ژن  ازآنجا .داردHMGR از  ییبه غلظت بالا یازن

 یستئینس ینهآم یداس از این رودارد؛  یولکننده ت یاءعوامل اح

است  ینقش مهم یدارا یمدر مکان فعال آنز( درصد 31/1)

(Liscum et al. 1985 .)در( درصد 1/ 6) آسپارژین اسیدآمینه 

 از کدام هر درصد. یابدمی اجتماع گلیکوزیلاسیون جایگاه

 آمینه اسیدهای، درصد 1/13( K, R) مثبت بار با آمینه اسیدهای

 ,A, I, L) آبگریز آمینه اسیدهای، درصد  /  ( D, E) منفی بار با

F, W, V )17/1  آبدوست آمینه اسیدهای و درصد (N, C, Q, S, 

T, Y )59/1  یمآنز اینکهتوجه بهبا  .است درصد HMGR  کار

از  درپی یپ یاءدو اح وسیلهرا به HMG-CoAسنتز موالونات از 

HMG-COA  با استفاده از دو مولکول  وهاNADPH  (عنوان  به

 سایر با ردیفی هم انجام با از این رو ،دهد یانجام م 1(کوفاکتور

 توالی با هاییموتیف موقعیت یاهی،گ HMGR ینپروتئ هایتوالی

در دامنه بزرگ و  یفسه موت. شد یابیمکان شدهحفظ اسیدآمینه

 یتوال یدارا) HMG-COAاتصال  یفشامل دو موت L یمرکز

 موتیف یک و( TTEGCLVAو   EMPVGYV QIPاییدآمینهاس

است و ( GTVGGGT یدآمینهاس یتوال یدارا)NADP (H) اتصال

 (H) اتصال به یفموت یک S یچدر دامنه کوچک و مارپ ینچن هم

NADP (یتوال یدارا DAMGMNM )یوجود دارد که بر رو 

با  (.6 شکل) است شده یابیمکان یانهراز یاهگ HMGRژن  یتوال

 افزارحاصل توسط نرم ینپروتئ یتوال یلو تحل یهاستفاده از تجز

Prosit motifیلاسیونمکان فسفور یکحفظ شده شامل  ی، نواح 

مکان  یک، (SDK) 33 - 15در محدوده  C ینازک ینپروتئ

، (TGQD) 76 -71 در محدوده  II ینازک ینکازئ یلاسیونفسفور

                                                           
1
 Cofactor 

 155- 15 محدوده در گلیکوزیلاسیون -Nچهار مکان 

(GNYCSD) ،   - 91 (GSAMAG) ، 96- 61 

(GGFNAH) ، 7 - 75 (GQDPAQ )ردیفی هم. شد یافت 

 یانهراز یاهگ HMGRشده یابیتوالی قطعه به مربوط پروتئینی توالی

مانند  Panaxجنس  یاهانگ HMGR ینیپروتئ یبا سه توال

، جینسنگ چینی (Panax quinquefolius)جینسنگ آمریکایی 

(Panax ginseng ) و جینسنگ کاذب(Panax notoginseng) 

مکان  نهایت درشد و  انجام ClustalW افزارنرم توسط

 ینکازئ یلاسیونمکان فسفور ،C ینازک ینپروتئ یلاسیونفسفور

و  NADP(H) اتصال موتیف گلیکوزیلاسیون، -Nمکان  ،II ینازک

 شد مشخص آن روی بر HMG-COAاتصال  یفموت ینچن هم

 HMGR پروتئین فعالیتکه  دهدمینشان  یجنتا این(. 7شکل )

 .شود تنظیم فسفوریلاسیون توسطاست  ممکن یانهراز گیاه

 PSORTb v2.0سرور  توسط TMHMM هایتحلیل و تجزیه

(http://www.psort.org/psortb/index.html )داد که  نشان

درون  یچاز دو مارپ یانهراز یاهگ HMGRحاصل از ژن  پروتئین

( پروتئین توالی از 133-  7 و 97- 19 آمینه اسیدهای در) ییغشا

افزار  ینی با نرمئبررسی توالی پروت(. 5 شکل) است شده تشکیل

TMPred  امکان  3 1-197و  81-97، 38-57نشان داد که نواحی

همانند  (.13قسمت الف شکل )عبور از غشای سلولی را دارند 

 پروتئین یدروفوبیه پروفایل یاهی،گ HMGR هایینپروتئ یرسا

HMGR یزن پروتئین این ینویآم یانهپا که داد نشان یانهراز یاهگ 

آبدوست  هایاست که توسط لوپ ییدرون غشا هایدمین دارای

 اندشده جدا همدیگر از( پلاسمایی غشای در آنزیم لنگر عنوانبه)

(Ruiz-Albert et al. 2002). 

 

 

  رازیانه گیاه HMGR ژن شده تکثیر قطعه توالی در آمینه اسیدهای از کدام هر نسبت -1 جدول
Amino acid Mol % Amino acid Mol % Amino acid Mol % Amino acid Mol % 

Gln (Q) 3.78 Met (M)    2.83 Arg (R)    6.8 Ile (I)    5.48 

Leu (L) 10.58 Thr (T)    4.72 His (H)    2.26 Asp (D)    3.4 

Ala (A) 10.77 Gly (G)    7.75 Tyr (Y)    2.45 Val (V)    8.31 

Glu (E)    5.48 Phe (F)    2.26 Asn (N)    2.64 Cys (C) 3.02 

Lys (K)    3.4 Trp (W)     0.94 Pro (P)    4.72 Ser (S)    8.31 
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 L مرکزی دمین: L (EMPVGYV )Bدمین مرکزی : A .ها و نواحی اتصال آغازگر رفت و برگشت بر روی آنو دمین Bioneer شرکت در یابیتوالی نتیجه -6شکل 

(TTEGCLVA)، C :آنزیم توسط برشی ناحیه BamH I، D :حلزونی دمین S (DAMGMNM)، E :مرکزی دمین L (GTVGGGT)، F :رفت آغازگر اتصال محل R :

 .برگشت آغازگر اتصال محل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 کردن مشخص و Clustal W افزارنرم توسط Panax خانواده گیاهان از HMGR پروتئینی توالی سه با مقایسه در شده تکثیر توالی برای پروتئین ردیفی هم انجام -7 شکل

 gi 1: Foniculum Vulgar، gi 4: Panax ginseng ،gi 3: Panax notoginseng ، gi 2: Panax. )آن روی بر کارکردی شده حفظ نواحی و دمُین جایگاه

quinquefolius) ،A :اتصال  یفموتHMG- CoA (یمرکز یندم L) ،B :اتصال  یفموتHMG- CoA (مرکزی یندم L) ،C :اتصال  یفموتNADP(H) (یحلزون یندم 

S)،D :اتصال  یفموتNADP(H) (یمرکز یندم L) ،E :یگاهجا N- یکوزیلاسیون،گل F :کینازپروتئین فسفریلاسیون جایگاه C، G :یگاهجا N- ،گلیکوزیلاسیون H :

 .یکوزیلاسیونگل -N یگاهجا: II، J کینازکازوئین فسفوریلاسیون جایگاه: Iگلیکوزیلاسیون،  -Nجایگاه 
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 ژن تکثیرشده توالی ردیفی هم توسط فیلوژنیکی درخت تعیین -  شکل

HMGR ژن هایتوالی با رازیانه گیاه HMGR  گیاهاناز Panax ginseng, 

Panax notoginseng Panax quinquefolius  Centella asiatica, 
Morus alba, Theobroma cacao,. 

 

 
 خط توسط غشایی درون مارپیچ) غشایی درون مارپیچ بینیپیش -5 شکل

 قرار مارپیچ و آبی خط توسط سلول داخلی قسمت در گرفته قرار مارپیچ قرمز،

 .است مشخص شده( صورتی خط توسط سلول خارجی قسمت در گرفته

 ژن تکثیرشده توالی آمینه اسیدهای آبگریزی شاخص نمودار -13 شکل

HMGR 1333 فاصله با هایی مقیاس توسط عمودی محور رازیانه گیاه 

 .  است آبگریز نواحی دهنده نشان مثبت مقیاس که است شده بندی تقسیم

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 گیاه HMGR ژن تکثیرشده توالی از پروتئین بعدیسه ساختار -11شکل 

  .رازیانه

 

 غشاء از گذرنده آلفا مارپیچ دو شامل ییدرون غشا هایدمین ینا

 یقیحق تعدادکه  (Shen et al. 2006; Wang et al. 2007) است

توسط  یدبا یانهراز یاهگ HMGR یندر ساختار پروتئ هاآن

 .شود مشخص یبعد یشاتآزما

 HMGRشده ژن  یرتکث یتوال نوکلئوتید بلاست از حاصل نتایج

 در HMGRژن  توالی با مرجع توالی نشان داد که یانهراز یاهگ

، جینسنگ (Panax quinquefolius)گیاه جینسنگ آمریکایی  چهار

( Panax ginseng)، جینسنگ چینی (Panax notoginseng)کاذب 

، (Identic) تشابه درصد دارای (Centella asiatica)قاشقی و آب

 (QueryCover) همپوشانی میزان، (E-value) انتظار مورد ارزش

 یتوال یهمپوشان میزان. (9 شکل) بود برخوردار بالایی بسیار

 59درصد،  133درصد،  133 ترتیب به توالی چهار اینمرجع با 

 یچهار توال ینمرجع با ا یتوال تشابه میزان ودرصد  91درصد، 

 یتوال. درصد بود 56درصد،  51درصد،  51درصد،  51 یبترت به

ژن  با راتشابه  ترین یشب یانهراز یاهگ HMGRشده ژن  یرتکث

HMGR یقاشق آب یاهگ (Centella asiatica )دارای که داشت 

 .بوددرصد  56 تشابه درصد

 یبا توال یانهراز یاهگ HMGRژن  یدینوکلئوت توالی ردیفی هم

 Panax)جینسنگ آمریکایی یاهان گاز  HMGRژن  یدینوکلئوت

quinquefolius) جینسنگ کاذب ،(Panax notoginseng) ،

 Centella)قاشقی و آب( Panax ginseng)ینی جینسنگ چ

asiatica) ، گیاه کاکائو((Theobroma cacao  و توت سفید

(Morus alba )افزارنرم توسطClustalW  باشد و سپس  انجام 
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 توالی این که شد مشخص هاآن به مربوط فیلوژنیکی درخترسم 

 و Centella asiatica یاهتشابه را با گ ترین یشب یدینوکلئوت

 شکل)دارد  (Theobroma cacao) گیاه کاکائوتشابه را با  ینتر کم

   .) 

 SwissModelاز برنامه  ینپروتئ بُعدی سه ساختار رسم منظوربه

 قسمت ینیپروتئ توالیوارد کردن  بابرنامه  یندر ا. استفاده شد

ORF (چهارچوب خواندن ) ژنHMGR عنوان به) یانهراز یاهگ 

 یتوال ینپروتئ بُعدی ساختار سه نهایت در، (ورودی هایداده

 (.11شکل ) شدمشخص ( خروجی عنوان به)مذکور 

 کلی گیرینتیجه

 یرقطعه تکث یتوال یینو تع یوانفوماتیکب یهایتوجه به بررس با

 دارویی یاهاز گ یانیقطعه ب ینا یجداساز cDNAعنوان  شده به

نشان داد که ژن  یفیرد هم نتایج. شدبار انجام  یناول یبرا یانهراز

HMGR یاهبا گ را تشابه ترین یششده در سطح رونوشت ب یرتکث 

 تمامی حضور به توجه با. دارد( Centella asiatica) قیقاش آب

توان قطعه یو طول مناسب قطعه حاصل م یکارکرد یها دمین

مناسب جهت مطالعات انتقال  یانیناقل ب درشده را  یساز همسانه

 کار هب آنکارکرد  یافتمنظور در ژن به یخاموش یها یبررس یاژن 
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