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-ترکيبات فعال زيستي با ارزشي که اغلب دارای خواص دارويي مي داشتنعلت هب گياهان دارويي

از جمله گياهان ( .Cichorium intybus L)کاسني  .سزائي دارندباشند، در سلامت انسان نقش به

ترپنوئيد ی گياهي مانند تری های ثانويه از متابوليت متعددیت که انواع دارويي مهمي اس

اغلب به فرم ترين ترکيبات ترپني هستند که ها از مهمساپونين. کندرا توليد مي هاساپونين

-βآنزيم . در صنعت و پزشکي کاربردهای فراواني دارندعنوان مواد با ارزش گليکوزيله بوده و به

متعلق به گروهي است که در گياهان ها يک آنزيم کليدی در مسير بيوسنتز ساپونين 9آميرين سنتاز

ها نظر به اهميت ساپونين. باشدمي 9اسکوالن سيکلازها های مهم کاتاليز کننده به نام اکسيدوآنزيم از

مورد عنوان يک ژن کليدی به سنتاز آميرين-βکننده در گياه کاسني، جداسازی و بيان ژن کد

، جداسازی و تعيين توالي بخشي از اين ژن در cDNA، سنتز RNAاستخراج . سي قرار گرفتبرر

بيوانفورماتيکي  ليو تحل هيو تجز يتوال نييتع. آميزی به انجام رسيدطور موفقيتگياه کاسني به

سنتاز در کاسني مشابهت زيادی با همين ژن در ساير  آميرين-βناحيه جدا شده نشان داد که ژن 

سنتاز در  آميرين-βچنين بيان ژن هم. مينا و خاراگوش چيني داردويژه گلههم خانواده، ب انگياه

کمک ژن رفرنس های برگ و ريشه بهکمي در بافتنيمه RT-PCRروش سطح رونوشت به

GAPDH نتايج نشان داد که ميزان بيان ژن  .در دو ژنوتيپ متفاوت کاسني انجام شدβ-آميرين 

در ميزان  علاوه بين دو ژنوتيپبه. برگ بود  تر از بافتداری بيشطور معنيريشه بهسنتاز در بافت 

نتايج بدست آمده در . داری وجود داشتآميرين سنتاز در سطح رونوشت اختلاف معني-βبيان ژن 

ها در ساپونين زانيمچنين در راستای افزايش تواند در تحقيقات پايه تکميلي و هماين پژوهش مي

 . ني از طريق مهندسي متابوليک مورد استفاده قرار گيردکاس
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  مقدمه

مانند  هاآن یها دامانکه  باشندمی یاهانیگشامل  ییدارو اهانیگ

فیتوشیمیایی هستند که اغلب  ترکیبات یحاوو ساقه  ریشه، برگ

. باشنددارای خاصیت دارویی بوده و برای استفاده انسان مفید می

صنعت در  فراوانی تر این ترکیبات فیتوشیمیایی، کاربردهایبیش

صنعتی در  شیمیایی هایدارو از استفاده چه اگر. دارندسازی دارو

باشد، اما مصرف داروهای گیاهی بسیاری از موارد ضروری می

-شیب یسلامت درجه از نیبنابراو  بودهتر خطرکم هاآننسبت به 

های فراورده لیتبد حاصل یاهیگی داروها .برخوردارند یتر

 در دارو به اهانیگ یرخب( های ثانویهمتابولیت)فیتوشیمیایی 

 .هستند لیاستر و خاص هاییندیفرآ یط یداروساز یهاکارخانه

گیاهی  های جدید از محصولات طبیعیامروزه بسیاری از دارو

ساخته ها از آن و یا از ترکیبات مشتق شده( های ثانویهمتابولیت)

 49های اخیر بیش از در دهه. (Li and Vederas 2009) شوندمی

اروهای شیمیایی جدید از محصولات طبیعی تهیه شده درصد د

درصد  49عنوان مثال در حدود به .(Hu and Xu 2009)است 

ان گیاهاز  دست آمدهبهسرطان از محصولات طبیعی داروهای ضد

بنابراین به دلیل اهمیت و کاربرد (. Qi et al. 2006) نداشده ساخته

گیاهان دارویی، به نظر  حاصل ازهای ثانویه قابل توجه متابولیت

ها در گیاهان مختلف رو به رسد که شناسایی و استخراج آنمی

ترکیبات آلی  آن دسته از های ثانویه گیاهیمتابولیت. باشدافزایش 

 و در رشد، نمو یا تولید مثل گیاه دخیل نیستند هستند که مستقیماً

 ولیههای اتری نسبت به متابولیتدارای ساختار شیمیایی پیچیده

، 1، ترپنوئیدها(مورفین، کدئین، آتروپین) هاآلکالوئید. باشندمی

ترین این ترکیبات از جمله مهم  هاو تانن ها، رنگیزه8نوئیدهاوفلا

 متنوعهای ثانویه گیاهی بسیار گر چه متابولیتا .آیندشمار میبه

ای نیست هستند، اما هر گیاهی قادر به تولید هر نوع ترکیب ثانویه

های یا گونهبرخی ترکیبات تنها منحصر و محدود به گونه  و

ها علاوه میزان تولید آنبه .(Crozier et al. 2006) هستندخاصی 

های ثانویه برای گیاهان از اهمیت متابولیت. اغلب بسیار کم است

این ترکیبات  برخوردار است و ی و فیزیولوژیکیماهیتی اکولوژیک

                                                           
1 Triterpenoids 
2 Flavonoids 
3 Tannins 

توان به میعنوان مثال به .ستندهدارای کارکردهای متنوعی 

 زاعوامل بیماری ،هاانگل، UVاشعه مضر  عملکرد دفاعی در برابر

برخی از ترکیبات چنین هم. کرد اشاره هاافشانو جذب گرده

-پیام های گیاهی در گیاهان دارای عملکردهورمون مانند ثانویه

ولی های سلکه علائم خارجی را به پاسخطوریبه هستندرسانی 

 .(Wink 2010)سازند مرتبط می

های دور در بین مردم ، از گذشتهعنوان یك گیاه داروییبه کاسنی

مطالعات جدید خواص . استکشورهای مختلف شناخته شده

 دهندنشان میسرطانی را برای این گیاه دیابتی و ضدضد

(Ghannadi et al. 2011 .) هایاستارهگلمتعلق به خانواده کاسنی 

(Asteraceae)  بومی مدیترانه و مناطق معتدل و گرمسیر است و

ارتفاع این گیاه بین  .(Munoz 2004) باشدآسیا و شمال آفریقا می

ای باریك دارای ساقه ،رسدمتر میسانتی 119و گاهی تا  199-11

هایی ای شکل و خشبی است که شاخهافراشته، استوانه خالی، و تو

نام ماده شیری رنگی به کاسنیر د .شونداز آن منشعب می

تلخ بوده و به محض  یوجود دارد که دارای طعم «شیکورین»

خودرو و  1کاسنی وحشی .شودترشح می قطع ساقه از وسط آن

دو فرم اهلی شده . (Van Cutsem et al. 2003) باشدچندساله می

 وجود دارند که نیز ایهای کاسنی سالادی و ریشهبه نام این گیاه

هایشان برای تهیه خاطر برگبه 6ارقام سالادی .باشندساله میدو 

 ایریشه ارقام و شوندسالاد کشت می
نیز به عنوان جایگزین   

مر یك پلی)چنین برای استخراج اینولین افزودنی و هم یا قهوه و

 .Hill 1987; De Bruyn et al) دشونمی کشت( با ارزش قندی

طور وسیعی در قام کاسنی بهعلاوه بعضی از اربه .(1992

-گیاه علوفهیك عنوان کشورهایی مانند آمریکا، هند و نیوزیلند به

 .(Barry 1998)شوند می برای تغذیه دام کشتای 

 تیاهم و کاسنی در متنوع شیمیاییفیتو ترکیبات وجود لیدلبه 

 اهیگاین  از یاریبس طبیعی محصولات انسان، یسلامت در هاآن

 و سالم هاینوشیدنی طبیعی، داروهای عنوانبه که دانهشد دیتول

یکی  (.Wang and Cui 2009) روندیم کار به ییغذا هایافزودنی

گلیکوزیدهای یا ها  ساپونینگیاه، از ترکیبات مهم موجود در این 

                                                           
4
 Cichorin 

5
 C. intybus L. var. silvestre 

6
 C. intybus L. var. foliosum 

7
 C. intybus L. var. sativum 
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معنای به sapo ساپونین از کلمه لاتین. ترپنوئیدی هستندتری

اص کف کنندگی آن در صابون گرفته شده، که نشان دهنده خو

-مهم .(Haralampidis et al. 2002) استترکیب با محلول آبی 

های یافت شده در گیاهان عالی از نوع ترپن ساپونینترین تری

( دامارندیول)  و داماران( آمیرین-α) 8، اورسان(آمیرین-β) 1اولئان

های نوع ترپنترین نوع آن تریکه معمول هستند( دامارندیول)

، یوکا، شاه 9یاهان مختلفی همچون جینسینگکه در گ استاولئان 

گیاهان لوبیا و  کاسنی، بلوط هندی، عشقه بیابانی، شیرین بیان،

 هاست،ی آندهنده خواص کف آورنشانکه  ایعلفی با اسامی

 2و ریشه صابون  ، درخت صابون6، بندق1غاسول صابونی مانند

های مختلف، برای و در طب سنتی فرهنگشده  یافت 2صابون

شوند می کار گرفتهبههای مختلفی ی و درمان بیماریپیشگیر

(Shibuya et al. 2009) .چندین نیز ها ایگل ستاره از خانواده

 مورددو  .استجدا شده Aster spp گونهساپونین از  ترپنوییدتری

د که در نشویافت می Aster lingulatusاز این ترکیبات در گونه 

طور کلی به. دنن خون نقش داردر بیماری سرطا DNAمهار سنتز 

های دارای تنوع ساختاری و فعالیت هااین کلاس از متابولیت

های متعلق تر در بعضی از گونهکه بیش بیولوژیکی مختلفی هستند

 (. Cammareri et al. 2008) شوندها یافت میایبه گل ستاره

 عنوان ترکیبات با ارزشبه هاساپونینبا توجه به اهمیت نقش 

و  یکیژنت تری از نقطه نظربیش مطالعاتلازم است که  دارویی

. صورت گیردها آن یوسنتزیب ریمس یسازمنظور آشکاربه یملکول

 نیریآم-βها نیساپون تولید ریدر مس هامیآنز نیتراز مهم یکی

دارد و نقطه  باتیترک نیا وسنتزیدر ب یکه نقش مهم باشدیسنتاز م

 هیثانو تیو متابول( استرول) هیاول تیولمتاب نیهماهنگ کننده ب

داشتن  نیبنابرا. است یوسنتزیب ریمس نیدر ا( نیساپون نترپیتر)

 میتنظ چگونگی و سمیدرک مکان یبرا یو ملکول یکیاطلاعات ژنت

 یها ترپنیترمقدار آن بر  ریسنتاز و تاث نیریآم-βژن  و بیان

به عنوان  جه،یدر نت .رسد یبه نظر م یضروردر کاسنی  ینیساپون

                                                           
1 Oleanane 
2 Ursane 
3 Dammarene 
4 Panax ginseng 
5 Soapwort 
6 Soapberry 
7 Soapbark 
8 Soap root 

ش یجهت افزا یومولکول یکیژنت مطالعات یگام در راستا نیاول

 نیریآم-βاز ژن کد کننده  یابتدا بخش قیتحق نیدر ا ،هانیساپون

ها و آن در سطح رونوشت در بافت انیو ب ییشناسا( BAS)سنتاز 

طبق . قرار گرفت یمورد بررسکاسنی مختلف  یهاپیژنوت

-βژن  ییشناسا یدر راستا پژوهش نیاول نیاطلاعات موجود ا

ترپن یتر وسنتزیب ریآن در مس انیب یسنتاز و بررس نیریآم

 یم قیتحق نیحاصل از ا جینتا. باشد یم یها در کاسننیساپون

سنتاز  نیریآم-β از طریقها  نیساپون دیتول شیافزاجهت تواند در 

ار گرفته ها به ک نیساپون وسنتزیب ریمسبه عنوان یك ژن کلیدی در 

 .شود
 

  هامواد و روش

ترتیب از بهو یك ژنوتیپ بومی کردستان  4بذور ارقام زراعی هیرا

19موسسه تحقیقات کشاورزی و شیلات
گیاهی  بانك ژنبلژیك و  

در شرایط گلخانه  48 1این بذور در بهار سال . دریافت شدایران 

کل با روش تك  RNAپس از رشد کامل گیاهان،  و کشت شدند

اندکی با  (Piotr and Sacchi 2006)ای مبتنی بر گوانیدیوم حلهمر

کمیت و کیفیت . ای ریشه و برگ استخراج شدهتغییرات از بافت

RNA 8/1ترتیب با استفاده از الکتروفورز روی ژل آگارز به 

برای سنتز . پ مورد بررسی قرار گرفتآو دستگاه نانودردرصد 

cDNA از آغازگر (dt )Oligo بردار معکوس تو آنزیم رونوش

(RT
11 M-MuLV) کیت  طبق دستورالعمل شرکت سازنده

(Vivantis) استفاده شد.  

های ابتدا توالی RT-PCRواکنش  انجام طراحی آغازگر ومنظور به

18در پایگاه اطلاعاتی  سنتاز آمیرین-βنوکلئوتیدی 
NCBI  جستجو

از مربوط به چندین گونه  FASTAها با فرمت شد و توالی

چند خانواده گیاهی دیگر دریافت نیز ها و ایستارهخانواده گل

کد  هایژن هاییتوال نیحفظ شده ب ینواح یبررس یبرا .شد

 افزارمنر از یاهیمختلف گ هایسنتاز در گونه نیریآم-βکننده 

Clustal Omega استفاده شد (Sievers et al. 2011) . سپس جفت

از روی نواحی کاملاً ( 1 دولج) BAS1آغازگرهای اختصاصی

                                                           
9 Hera’ Root type cultivar (C. intybus var. sativum)  
10

 Institute for Agricultural and Fisheries Research (ILVO) 
11

 Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase 
12 www.ncbi.nlm.nih.gov 

http://www.herbs2000.com/herbs/herbs_soapwort.htm
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 اتیخصوصطراحی و از جهت ها این ژنشده  ظحف

 Primer Express Softwareافزار ی با نرمو مولکول یکینامیترمود

v3.0.1 ژن  نیا یراب کهنیبا توجه به ا .مورد ارزیابی قرار گرفتند

، وجود داشت یاحفاظت شده مناطق کاملاًهای مختلف در گونه

به  یازیندر نتیجه شد و  یطراح یاختصاص یآغازگرها بنابراین

-نمیای آشیانه PCRدژنره و به دنبال آن  یآغازگرها استفاده از

رود که این ها، انتظار میردیفی بین ژنبا توجه به نتایج هم. باشد

باز را جفت 121محصولی به طول طراحی شده  آغازگرجفت 

، 10xبافر با غلظت شامل  PCRواکنش ترکیبات . دتکثیر کن

cDNA ( نانوگرم 199حدود) ،MgCl2 19 مولار، میلیdNTP 19 

، آنزیم (pmol/µl 5)مولار، آغازگرهای مستقیم و معکوس میلی

DNA و واکنش میکرولیتر  89در حجم  1مرازپلیPCR  به

چرخه  1 دقیقه و  1به مدت  C49°اولیه در  تواسرش :صورت

به  C12° در اتصال، هیثان 19به مدت  C49° در تشامل واسرش

 .بود هیانث 19به مدت  C  8° در طبسو  هیثان 19مدت

 
آمیرین -βجداسازی وآنالیز بیان ژن طراحی شده جهت آغازگرهای  -1جدول 

 در کاسنی سنتاز

 نام آغازگر (1ʹ →  ʹ) آغازگر یتوال     

AACATGGCTTTCGATACTTGG BAS1-F 

GACTGCCGAAACTCTGCATT BAS1-R 

TCGGGATCAACGGGTTTGGAAG GAPDH-F 

CTCTCCAGTCCTTGCTTGATGGTC GAPDH-R 

TCAACTGGAAGAGCATACGAC BAS2-F 

GACTGCCGAAACTCTGCATT BAS2-R 

 

با  pTG19-T (Vivantis) 8در ناقل PCRمحصول  یسازهمسانه

مطابق روش T4 DNA Ligase (Vivantis )اده از آنزیم استف

  مستعدتهیه سلول پس از  .دش انجامتوصیه شده شرکت سازنده 

 میکلس دیکلر به روش قلیایی DH5α سویه E. coli باکتری

(Sambrook and Russell 2001) ،و غیر نوترکیب  شامل)ها ناقل

-به باکتریبا استفاده از روش فیزیکی شوک حرارتی ( نوترکیب

 های تراریختباکتری ،پس از کشت. انتقال داده شد های مستعد

                                                           
1 Taq DNA Polymerase 
2 Vector 
3 Competent cell 

 یو آب دیسف هایکلنیبا استفاده از آزمون  تراریختاز غیر

حاوی قطعه های نوترکیب پلاسمید مرحله بعددر . شدندشناسایی 

 Sambrook and)استخراج شدند  به روش قلیاییمورد نظر 

Russell 2001.) سازیسانههم برای تایید، PCR های با آغازگر

ای به رود که قطعهکه انتظار می ،صورت گرفتM13  یونیورسال

پلاسمیدهای نوترکیب در نهایت  .باز تکثیر شودجفت 9  طول 

 .یابی شدندتوالیکره جنوبی ( Bioneer)توسط شرکت بایونیر 

با  NCBI یاطلاعات یگاهابتدا در پا مشابه های یتوال یافتن یبرا

با توجه . شدانجام جستجو  Blastxردیفی به روش هم ستفاده ازا

های دست آمده از کاسنی با توالیهبین توالی ب دیفیربه نتایج هم

اهت زیادی را بهایی که شگونه ،NCBIی اطلاعات یگاهپاموجود در 

 CLCفزارا منر سرانجام با استفاده از .شناسایی شدندنشان دادند، 

Sequence Viewer 7.5  http://www.clcbio.com))  ناحیه

مشخص شد و در های مذکور پروتئینی گونه حفاظت شده توالی

-βاساس ناحیه تعیین توالی شده ژن نهایت درخت فیلوژنی بر 

 .MEGA4 (Sudhir et alافزار با استفاده از نرم سنتاز آمیرین

9ترین همسایگیبه روش نزدیك (2008
 199 1و با بوت استرپ 

 .دشرسم 

 RT-PCRبه روش در سطح رونوشت  سنتاز آمیرین-β بیان ژن

های ریشه و برگ برای رقم هیرا و ژنوتیپ می در بافتکهنیم

( BAS2) جدید آغازگرهای از .شدبومی کاسنی کردستان بررسی 

این جفت آغازگر با  .استفاده شد نیریآم-βبرای آنالیز بیان ژن 

سنتاز جدا شده در  آمیرین-βتوجه به نتیجه تعیین توالی قطعه 

باز را تکثیر جفت 99 ای به طول و قطعه ندشدکاسنی طراحی 

 - از ژن خانه دار گلیسر آلدهید  چنینمه(. 1 جدول) می کنند

 عنوان ژن کنترل داخلی استفادهبه( GAPDH) فسفات دهیدروژناز

گیاهان بالغ برای بررسی بیان ژن استخراج شد و از  RNA .شد

-RTواکنش . سنتز شد cDNA و سازیههمسان RNAهای غلظت

PCR  ژن کنترل داخلی برای(GAPDH ) و ژن هدف(BAS ) به

شرایط زمانی و دمایی واکنش  .شد انجامزمان صورت هم

و  واسرشت اولیهدقیقه برای  پنجبه مدت  C49° ای پلیمراز زنجیره

 تصال، اC49°در  هیثان 19 واسرشت: به صورت چرخه 84 سپس

                                                           
4 Neighbor-joining 
5 Bootstrap 
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 ییبسط نهاو سرانجام  C 8°در  هیثان 19 بسط، C12°در  هیثان 19

پس از انجام چرخه که این تعداد بود  C 8°در  قهیدق  به مدت 

از  .(Martin et al. 2009) دست آمدهسازی بآزمایشات بهینه

 1/1روی ژل آگارز اری شده بر ذبارگ RT-PCR تمحصولا

 .عکس تهیه شد ،اتیدیوم برومایدبا آمیزی رنگپس از  درصد

با  یکم مهین RT-PCRحاصل از محصولات  ریتصاوسپس 

-و داده آمددر یصورت کم، بهGelQuantNETافزار استفاده از نرم

نسبی  شینمودار نماسرانجام  .شدند انسیوار هیتجز حاصل های

 .دشرسم  MATLAB R2009a افزارژن به کمك نرم انیب

 
 

 
 پیبرگ ژنوت (LW ،رایبرگ رقم ه (LH ی،بوم پیژنوت شهیر( RW ،رایرقم ه شهیر (RH ،(a)ی کاسن اهیو برگ گ شهیمختلف ر یها از بافت RNAاستخراج  -1شکل

بر روی ژل آگارز  RT-PCRبا استفاده از واکنش ( BAS1)های طراحی شده باز با آغازگرجفت 699طول حدود تکثیر شده به هقطع . DNAیا مارکر  نما اندازه( Mی، بوم

(b) ،L) رگ، بR) ریشه،C1  ) کنترل منفی باRNA ،برای بافت برگC2  ) کنترل منفی باRNA برای بافت ریشه. 

 

 

 
به سازی شده همسانه pTG19-Tجفت باز از پلاسمیدهای  9  قطعاتی به طول PCR ، (a) حاوی آمپی سیلین LBیخت بر روی محیط کشت های ترارهمسانه -8شکل 

 .اشندبپلاسمیدهای نوترکیب حاصل از چهار استخراج متفاوت می 9تا  1های ستون و  DNAینما اندازه( M(. b) هامنظور تایید نوترکیبی آنبه M13کمك آغازگرهای 
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 در کاسنی سنتاز آمیرین-βای قطعه کلون شده ژن و ترجمه اسید آمینه DNAی توال -  شکل

 

  نتایج

های برگ و  با کمیت و کیفیت مناسب از بافت کل RNAاستخراج 

شکل ) ریشه رقم زراعی هیرا و ژنوتیپ بومی کردستان انجام شد

a1) سپس  وcDNA  در واکنش  .دشسنتزRT-PCR ازگر آغ جفت

به طول ای قطعهبر طبق انتظار  (1جدول ) BAS1طراحی شده 

ها و وضوح باند (.b1شکل )تکثیر کرد در کاسنی باز را جفت 121

مناسب  ریتکث دلیلی بر یچندباندو  ریعدم وجود اسمچنین هم

 .باشدمی

ژن  RT-PCRحاصل از   سازی قطعه همسانهدر مرحله بعد ابتدا 

β-تور در وک سنتاز آمیرینpTG19-T سپس تراریختی باکتری و-

های تراریخت حاوی پلاسمید باکتری. شد انجام مستعدهای 

 بیوتیك مشاهده شدندنوترکیب بر روی محیط کشت حاوی آنتی

های پلاسمیدچنین نوترکیبی هم .(a8شکل  های آبی،کلنی)

آغازگر جفت با استفاده از  PCRواکنش با استخراج شده 

پلاسمید در مرحله بعدی (. b8شکل )یید شد تا M13اختصاصی 

خوانش . توسط شرکت بیونر تعیین توالی شد pTG19-Tنوترکیب 

 یابی در دو جهت مستقیم و معکوس انجام شد وبرای توالی

 .( شکل )بدست آمد کلون شده قطعه  ترادف سرانجام

نشان داد که ( 8 جدول) NCBIپایگاه اطلاعاتی از  Blastx جینتا

 هاییتوالکاسنی با  در ه کلون شدهقطع یا نهیدآمیاس یتوال

چندین گونه گیاهی مشابهت از سنتاز  نیریآم-β یانهیدآمیاس

-ستارههای وابسته به تیره گلها گونهکه اکثر آندارد خیلی زیادی 

های ی توالیحفظ شدگ زانیمو  چندگانه یفیردهم. باشندها میای

نی با چند گونه در کاسسنتاز  نیریآم-βناحیه از این آمینه اسید

در   CLC Sequence Viewer 7.5افزارگیاهی با استفاده از نرم

ی توال بین چندگانه یفیردهمنتایج  .استنشان داده شده 9شکل 

 هایسنتاز در گونه نیریآم-βدست آمده از کاسنی و به پروتئینی

ی حفظ شدگهای زیادی تی نشان داد که در موقعیاهیمختلف گ

 نتیکیژفیلو هجایگا تعییندر نهایت جهت . (9 شکل) وجود دارد

 ،ست آمده در کاسنیدبهسنتاز  نیریآم-βبر اساس توالی 

 هیگیاگونه نتایج نشان داد که سه  (.1شکل) دش سمر امگرروندد

در یك  (rtemisia annuaA)مینا و خاراگوش چینی کاسنی، گل

-βژن  برایهای بسیار مشابهی دارای توالی که ددارنخوشه قرار 

بالایی در  در واقع گیاهانی که با بوت استرپ .هستندسنتاز  نیریآم

باشند  تر مربوط به یك خانواده میاند، بیشکنار هم قرار گرفته

در دست آمده به یتوال این نتایج نشان می دهد که (.1شکل)

منظور درک به .باشدسنتاز  نیریآم-βژن متعلق به تواند میکاسنی 

های مختلف گیاه سنتاز در بافت آمیرین-βان بیان ژن تر از میزبیش

 . استفاده شد نیمه کمی RT-PCR ز روشکاسنی ا
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=plant%20gene%20indice&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcompbio.dfci.harvard.edu%2Ftgi%2Fplant.html&ei=QijgUIbhOoOK4ASQsYCwAQ&usg=AFQjCNFmKqxfZcQ230sOFIiBytLybdYF7w
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 یکاسن اهیاز گآمیرین سنتاز جدا شده -βبرای توالی ژن  Blastx حاصل از جینتا -8 جدول

 گونه گیاهی Eارزش درصد یکسانی شماره دسترسی

ACB87531.1 90% 2e-114 Artemisia annua 

AAX14716.1 87% 2e-112 Aster sedifolius 

ABY90140.1 83% 3e-110 Bupleurum chinense 

AGA17940.1 85% 2e-08 Withania somnifera 

ADK12003.1 85% 8e-108 Aralia elata 

NP_0012 34604.1 85% 1e-107 Solanum lycopersicum 

AGG09939.1 84% 6e-106 Panax quinquefolius 

O82146.1 84% 1e-105 Panax ginseng 

EOY26230. 1 83% 3e-104 Theobroma cacao 

ACM89978.1 81% 8e-104 Malus domestica 

BAE43642.1 81% 5e-102 Euphorbia tirucalli 

BAE53429.1 81% 6e-102 Lotus japonicus 

ABK76265.1 79% 7e-102 Vaccaria hispanica 

XP_003604122.1 79% 5e-100 Medicago truncatula 

ACV21067.1 80% 7e-100 Glycyrrhiza uralensis 

ABL07607.1 77% 1e-98 Polygala tenuifolia 

ACO24697.1 77% 6e-95 Gentiana straminea 

BAG82628.1 76% 2e-94 Arabidopsis thaliana 

AAS83468.1 80% 4e-101 Bupleurum kaoi 

Q9LRH8.1 80% 4e-101 Pisum sativum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 چند گونه گیاهی در  سنتاز آمیرین-βهای نواحی حفظ شده توالی -9شکل

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350538549?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=G6FA3G4F015
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 یترین همسایگآمیرین سنتاز برای کاسنی و چندین گونه گیاهی به روش نزدیك-βپروتئینی  حاصل از توالیدندروگرام  -1شکل 

 

RNA رقم از هر دو های بالغ سه گیاه متفاوت از ریشه و برگ

سازی ، همسانشداستخراج  دستانهیرا و ژنوتیپ بومی کر

شکل ) کمینیمه  RT-PCRو  cDNA، ساخت RNAهای غلظت

 نیمه کمی RT-PCRاز  نتایج حاصل .با موفقیت به انجام رسید( 6

های کمی تبدیل به داده  GelQuantNETافزاربا استفاده از نرم 

 آمیرین-βها نشان داد که میزان بیان ژن تجزیه واریانس داده. شد

-در بافت ریشه رقم هیرا اختلاف معنیدر سطح رونوشت تاز سن

ریشه و برگ ژنوتیپ بومی نیز رقم هیرا و در داری با برگ 

در  هاداری بین میزان بیان در برگاما اختلاف معنی ،داردکردستان 

چنین میزان هم. ( شکل ) رقم هیرا و ژنوتیپ بومی مشاهده نشد

در ریشه رقم هیرا ونوشت در سطح رسنتاز  آمیرین-βبیان ژن 

نتایج کلی طوربه. بومی بود ژنوتیپدر ریشه میزان آن تر از بیش

که میزان بیان در بافت  دهدژن در سطح رونوشت، نشان میبیان 

  (. شکل ) تتر اسداری بیشصورت معنیبه برگریشه نسبت به 

 

  بحث

 هاوع آنمتن یو کاربردها یدر داروساز هانیساپون تیاهم دلیلبه

که اطلاعات کامل و جامع مولکولی از  استضروری ، در صنعت

که با توجه به این. فراهم شودها در بیوسنتز آن خیلهای مهم دژن

است، نی با ارزش ساپونی ترکیبات حاویکاسنی یکی از گیاهان 

تواند کمك میآن بنابراین اطلاعات مولکولی مرتبط با بیوسنتز 

ی افزایش این ماده با ارزش در اختیار قرار قابل توجهی در راستا

 سنتاز آمیرین-βآنزیم  توسط که آمیرین-βچون ترکیب  .دهد

-دویاکسبیوسنتز برای  یدیکلماده  شیپ كی دشویم زیکاتال

 وسنتزیبدر  یاصل یهاماده شیپ از یکی خود که است سکوآلنا

اطلاعات  ندر دست داشت، بنابراین با باشدیمها نیساپون ترپنیتر

 توان در جهتمی سنتاز آمیرین-βژنتیکی در مورد ژن کلیدی 

در  راستای این هدفدر  .داقدام کردر کاسنی ها نیساپون شیافزا

 انیبمیزان و سنتاز  آمیرین-β ژنبخشی از  یابییتوال قیتحق نیا

 باابتدا . مورد توجه قرار گرفتآن در سطح رونوشت  نسبی

 هایتوالی ژن دادن قرار الگو با ی کهاصاختص آغازگرهای یطراح

 کاملاً قطعه ی انجام گرفت،کاسن به كینزد شاوندیخو یهاگونه

 .شد ریتکث بینی شدهشپی اندازه با یاختصاص یتك باند

 
 

سنتاز به کمك ژن کنترل داخلی  آمیرین-βکمی ژن نیمه  RT-PCR -6شکل 

GAPDH  در رقم هیرا(H ) و ژنوتیپ بومی کردستان(W .)M  )ینما اندازه 

DNA. 
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در سه تکرار در  در سطح رونوشت نیریآم-βژن نسبی  انیبمیزان  - شکل 

 .(W) کردستان یبومژنوتیپ و ( H) رایه در رقمو برگ  شهیر یهابافت

 .درصد است پنجدر سطح  داریعدم اختلاف معن انگریب کسانیحروف 
 

 یکیژنت اطلاعات دادن قرار الگو باکه  هددمینشان  یجهنت نیا

توان اقدام به یم به گونه مورد نظر، كینزد شاوندیخو یهاگونه

اندازه هر چند که  .کرد ناشناخته یهاژن قطعات رونوشت ریتکث

اما  استبودن روند مطالعه  یحنشانه از صح یناول قطعه تکثیر شده

 ،در نتیجه در مرحله بعد ،باشد ینم آنصحت  یبرا یکاف یلدل

قرار  توجهمورد  ،یابی قطعه تکثیر شدهازی و توالیسههمسان

-در این مرحله همسانه سازی و استخراج پلاسمید نو. گرفت

-بهو نهایتاً توالی قطعه کلون شده  شدترکیب با موفقیت انجام 

های آمینواسیدی این ژن در کاسنی با مقایسه توالی. دست آمد

-بیشکاسنی اد که ، نشان دNCBIهای گیاهی در پایگاه دیگر گونه

مینا و خاراگوش چینی از خانواده را با دو گونه گلشباهت ترین 

 جدول)درجه یکسانی  درصد  2 و 49ترتیب با ها بهایگل ستاره

شده نیز این سم ر امگرروندد در هااین گونه هجایگاکه  دارد (8

ها دارای لازم به ذکر است که این گونه. کندنتایج را تایید می

(. Irmler et al. 2000)باشند می هایر قابل توجهی از ساپونینمقاد

چنین کمترین درجه یکسانی مربوط به گونه آرابیدوپسیس از هم

که خود این  بود،درصد یکسانی  6 با  Brassicaceaخانواده 

تواند تاییدی بر صحت توالی و می قابل توجه استنیز مقدار 

توان از این نتایج می کلیطوربه. سنتاز باشد آمیرین-βمرتبط با 

تواند مربوط به ژن کد که توالی حاصله از کاسنی می استنباط کرد

در مطالعات تعیین توالی و شناسایی . باشدسنتاز  آمیرین-βکننده 

سنتاز در شیرین بیان نیز مشخص شد که نواحی  آمیرین-βژن 

تیره  های متعلق بهبیان و دیگر گونهحفظ شده زیادی بین شیرین

چنین ، هم(Chen et al. 2013)وجود دارد  (Fabaceae) انیباقلائ

های متعلق به تیره نتایج حاصل از رسم درخت فیلوژنتیکی گونه

های مربوط به سنتاز نشان داد که گونه آمیرین-βبرای ژن  انیباقلائ

نتایج مشابهی برای همین . یك خانواده در یك شاخه قرار داشتند

 هیانیجنط تیره از Gentiana stramineaرویی ژن در گیاه دا

(Gentianaceae ) گونه وAralia elata  ایآرالیا  انیا هقشَعاز تیره 

(Araliaceae) دست آمده است هب(Liu et al. 2009; Wu et al. 

-βای ژن آمینهکلی نتایج حاصل از هم ردیفی اسیدطوربه(.  2012

دهد که نواحی حفظ ن مین سنتاز در مطالعات مختلف نشاآمیری

چنین در بین ها وجود دارد، همشده بسیار زیادی در بین گونه

تواند مشابه و دارای نواحی حفظ شده ها این ژن میخانواده

 .زیادی باشد

-β ی جهت بررسی بیان ژنکم یمهن RT-PCRمربوط به  نتایج

در رقم  ژن این  نشان داد که سنتاز در سطح رونوشت آمیرین

 های ریشه و برگ،هیرا و ژنوتیپ بومی کردستان در بافت زراعی

 یمهن RT-PCR هایتجزیه داده .شود یم یانبتفاوتی مهای یزانبه م

 زراعیآمیرین در ریشه رقم -βی نشان داد که میزان بیان ژن کم

هر دو ژنوتیپ میزان بیان  تر از ریشه ژنوتیپ بومی است و دربیش

با توجه به این . باشدکمتر میسیار بدر بافت برگ نسبت به ریشه 

هیرا یك رقم د و نیابمی ها تجمعتر در ریشهبیش هاپونینکه سا

تواند نسبت به یك ژنوتیپ بنابراین می ،ای استریشهاصلاح شده 

باشد، در نتیجه میزان بالای  نتری ساپونیبومی دارای مقادیر بیش

چنین میزان هم. کندد میهیرا این امر را تاییرقم بیان ژن در ریشه 

در برگ نسبت به ریشه در هر دو ژنوتیپ نیز  آمیرین-βبیان کمتر 

ها در ریشه یساپونینترکیبات تر ممکن است دلیلی بر بیوسنتز بیش

طور بهاز طریق آنالیزهای بیوشیمیایی گیری یجهاین نت. باشد

ان و همکار  Shad کهطوریبه ،ستاتایید شدهمستقیم در کاسنی 

گرم وزن خشك ریشه  199در  هامحتوای کل ساپونیننشان دادند 

 169که در بافت برگ به میزان گرم بود در حالیمیلی 149برابر 

 یساپونینترکیبات میزان  دهدنشان میکه  ،گرم مشاهده شدمیلی

باشد تر از بافت برگ میبرابر بیش سهدر بافت ریشه حدود 

(Shad et al. 2013) . بیان ژن میزانβ-گیری و اندازه سنتاز آمیرین

بررسی دیگر نیز های مختلف گیاهی در گونه هامقدار ساپونین

-βترین میزان بیان دوسر، بیشعنوان مثال در جوبه. ستا هشد
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 Mylona) استگزارش شدههای اپیدرمی ریشه در سلول نیریآم

et al. 2008) . در گیاهIlex asprella  انیخاس رهیتاز 

(Aquifoliaceae)  ژن میزان بیان نسبیβ-سنتاز توسط  آمیرین

( Quantitative Real Time PCR)گیری کمی بیان ژن روش اندازه

-نشان داد که سطح بالایی از بیان در بافت ریشه نسبت به بافت

شود، این نتایج دلالت بر این دارد که های ساقه و برگ دیده می

 هترپنوئیدها به احتمال زیاد ریشمحل اولیه و اصلی بیوسنتز تری

در گیاه شیرین بیان میزان بالایی از (. Zheng et al. 2015)باشد می

 .Seki et al)است در ریشه گزارش شده آمیرین سنتاز-βژن بیان 

سنتاز در بذرها در ن آمیری-βچنین در یونجه، ژن هم(. 2008

 است هتری نشان دادها بیان بیشمرحله نمو و در ریشه

(Naoumkina et al. 2010) . ژن میزان بیانβ-و سنتاز ن آمیری

گیاه در )ترپنوییدهایی مانند گلیسریزین تجمع ساپونین تری

در بافت ترتیب به (جینسینگدر گیاه ) و جینسنوئیدها( شیرین بیان

 Hayashi et) باشدتر میبیشهای نابجا های ضخیم و ریشهریشه

al. 2004; Cao et al. 2015 .)متابولیکی و  هایداده در واقع

-می یساپونین ترکیبات در گیاهان مختلف که دارای رونویسی

سنتاز و تجمع ن آمیری-βباشند، ارتباط خوبی بین بیان ژن 

تواند به اند، که این مینشان دادهها در ریشهرا  هاساپونین

-در ریشه سنتاز آمیرین-βرونویسی از ژن های نسخهحضوری از 

 .Matsuda et al)ها اشاره داشته باشد بیوسنتز ساپونینا در ه

2010; Zheng et al. 2015 .) مینا از خانواده  گل در گونههر چند

رحله زایشی، آمیرین سنتاز در م-βها میزان بیان ژن ایستاره گل

که نتایج ، در حالیاستگزارش شده هاتر از ریشهبیش هادر برگ

-تری تری از ساپونینی محتوای بیشهای بیوشیمیایتجزیه

به  های هوایی نشان دادندرا در ریشه نسبت به قسمت ترپنوییدها

 4 1 از ریشه خشك شده یساپونینترکیبات محتوای کل که طوری

های هوایی گرم بر گرم ماده خشك بود ولی در قسمتمیلی

 .Corea et al) شدگرم بر گرم مشاهده میلی  2/1خشك شده 

های مختلفی تفسیر شود تواند به روشمی ینتایجچنین  .(2004

های تواند ناشی از جریان جابجایی ساپونینترین آن میمحتملکه 

است  ممکن. های هوایی به طرف ریشه باشدسنتز شده در قسمت

ترپنوییدها در ریشه این های دیگری در بیوسنتز ساپونین تریژن

 .Cammareri et al. 2008; Wu et al)د نگیاهان نقش داشته باش

آن  ن سنتاز و جایگاهآمیری-βدر خاتمه با توجه به نقش (. 2012

در بدست آمده  اطلاعات های با ارزش،ساپونیندر مسیر بیوسنتز 

ها از نیساپون دیتول شیافزا در راستایتواند می ارتباط با این ژن

 انیب یشافزاعنوان مثال با به .شود مفید واقع بیوتکنولوژی قیطر

با  ایو  ی و غیر زیستیستیز یهاسنتاز توسط محرک نیریآم-βژن 

 کاسنی را اهیدر گ نیمقدار ساپون تواناین ژن می ورزیدست

 .داد شیافزا
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edicinal plants have a range of significant impacts on human health due to their valuable 

bioactive compounds with medicinal properties. Chicory (Cichorium intybus L.) belongs to the 

family of Astracease, is one of the important medicinal plants which produces several types of 

secondary metabolites such as triterpenoid saponins. Triterpenoid saponins are the most important terpene 

compounds, which are often in glycosylated form as valuable substances have many applications in 

industry and medicine. β-amyrin synthase, an important member of the oxidosqualene cyclases family of 

enzymes in plants, play a crucial role in triterpene saponin biosynthesis. Because of the importance of 

saponins in chicory plants, partial isolation and expression of the encoding gene of β-amyrin synthase was 

aimed. RNA isolation, cDNA synthesis, partial cloning and nucleotide sequencing were successfully 

performed. Sequencing and bioinformatic analysis of the partial coding regions revealed that the partial 

isolated β-amyrin synthase gene in chicory is very similar to the β-amyrin synthase in other plant species, 

particularly Aster and Artemisia. Additionally, transcript gene expression analysis with semi-quantitative 

RT-PCR method and using GAPDH as reference gene was performed in leaf and root tissues of two 

different chicory genotypes. Results illustrated that expression levels of β-amyrin in root tissues was 

significantly higher than those in leaf tissues. Moreover, the transcript level of β-amyrin was considerably 

different between the two genotypes. The results of this study can be used in a complementary basic 

research in chicory and also to increase saponins through metabolic engineering. 
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