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از جمله گياهان دارويی و زينتی با ترکيبات دارويی متعدد  (Fritillaria imperialis) لاله واژگون

ثر اصلی در اين ؤعنوان ترکيب م آلکالوئيد بهاستروئيد. دشو باشد که در طب سنتی استفاده می می

در  .باشدکولين میکننده اثر استيلآلرژی و خنثیتوموری، ضدگياه است که دارای خواص ضد

از  اه آلکالوئيد دياستروئ وسنتزيب ريدر مس کليدیعنوان ژن  به( SQS)اسکوالن سنتاز  مطالعه نيا

توالی اين ژن شباهت  .شد لاله واژگون انتخاب  RNA-Seqحاصل از  پتوميترنسکرهای داده

از   NCBIهای پايگاه اطلاعات دادهموجود در گلدار گياهان   SQSهای ژن توالی باداری  معنی

 Fritillariaو Fritillaria thunbergii، Phoenix dactyliferaنظير  Blastxطريق 

unibracteata رديفی با نتايج حاصل از انجام هم. داشتclustal w  ها در  نشان داد که اين توالی

در لاله  SQSنشان داد که پروموتر ژن ر پروموتو تجزيهنتايج  .نواحی حفاظت شده منطبق بودند

، هسته یعنصر پرموتور، نيجاسمونيک اسيد، اکس شامل عناصر پاسخ به نور، خشکی، واژگون

عناصر تنظيمی نقش کليدی در تنظيم بيان ژن در  نيا حضور. و ساير عناصر ديگر بود کننده تقويت

تجزيه و تحليل  .کند‌یم انيرا نما هيثانو تيمتابول ديو تولمراحل مختلف رشدی، پاسخ به محيط 

در سه ( پياز، گلبرگ، کاسبرگ، تخمدان، بساک و ميوهبرگ، )های مختلف در بافت SQSبيان ژن 

( شامل مرحله طويل شدن ساقه، مرحله توسعه گل و مرحله پر شدن دانه)ی مختلف نموی مرحله

 .دست آمد ی طويل شدن ساقه به مرحله ،در تخمدان SQS بالاترين ميزان بيان ژن. ارزيابی شد

آماری نشان بررسی  .دهدنشان میسازی توليد متابوليت ثانويه  پتانسيل اين ژن را در بهينه زيادبيان 

 یها و طی مراحل نمو لاله واژگون در بافت SQS ميزان بيان ژنی در دار اختلاف معنیداد که 

 .وجود داردمختلف 
 

 های کلیدی‬واژه
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یا اشک مریم از جمله  (Fritillaria imperialis)لاله واژگون 

های زینتی، دارویی و بومی ارزشمند طبيعی و از ژئوفيتذخایر 

جنس  222ها و یکی از  از زیر گروه تک لپه این گياه .ایران است

ی رشدی در  مراحل عمدهکه  باشد متعلق به خانواده ليلياسه می

 دهی مرحله گل ،ی رویشی ی جوانه گل، مرحله لاله واژگون مرحله

 .Fاز  .(Mustafa and Abdul-Razaq 2015) باشد دهی می و ميوه

imperialis درد، گلو جمله از مختلف هایبيماری درمان برای 

گردن، اختلالات  لنفاوی سل، تورم غدد برونشيت، آسم، سرفه،

 Bailey 1966; Perry) شود می استفاده ادرار سوزش و تومور غدد

and Metzger 1980). ثره اصلی در ؤها ماده م استروئيد آلکالوئيد

بيوسنتز استروئيد . (Akhtar et al. 2003) باشد لاله واژگون می

ها یک روند عمومی مسير سنتز استروئيد یا تریترپن را آلکالوئيد

ترکيباتی از جمله استيل .(Cordell 2008) کنددر گياهان طی می

کوآنزیم آ، موالونيک اسيد، ایزوپنتيل پيروفسفات، فارنسيل 

وآرتينول و کلسترول در این مسير پيروفسفات، اسکوالن سيسل

ها در ها و ترانسفرازوجود دارند که بسياری از اکسيدازها، ایزومراز

 .(1شکل ) ها شرکت دارندآلکالوئيد ئيدتبدیل کلسترول به استرو

 

 
ها در لاله واژگون با استفاده از  مسير بيوسنتز استروئيدآکالوئيد -1شکل 

KEGG .کو آنزیم آ هيدروکسی متيل (HMG)موالونيک اسيد ، (MA) ،

، اسکوالن (FPP)، فارنسيل پيروفسفات(IPP)ایزوپنتيل پيروفسفات

(squalene) ، سيسلوآرتينول(cycloarteno) و کلسترول (cholesterol)  و

 (imperialine)و امپریالين ( Solasonine) سلوندین

 

تنظيمی در مسير اسکوالن سنتاز یک آنزیم غشایی است که نقش  

سبب  SQS کاهش فعاليت آنزیم .کندها ایفا میبيوسنتز استرول

سوسپانسيونی حاوی ها در محيط سرکوب بيوسنتز استرول

 بيان .(Devarenne et al. 2002)شود های قارچی میاليسيتور

ر د .باشدمی پروموتر در موجود تنظيمی عناصر از ناشی ها ژن

کارایی گياهان  بررسی الگوی بيان ژن سبب شده های اخير سال

برخلاف اهميت زینتی  .یابددارویی در جهت توليد دارو افزایش 

اندکی از جمله بررسی تنوع و دارویی لاله واژگون تحقيق ژنومی 

ژنتيکی در جمعيت لاله واژگون ناحيه زاگرس با استفاده از 

-SSRAFLPsRAPDsBadfarنشاگرهای مولکولی 

Chaleshtori et al. 2012 تجزیه و تحليل ژنوم عظيم لاله و

در سطح گسترده در  DNAمنظور تعيين خصوصيات حذفی  به

از این رو در  (.Kelly et al. 2015)طول ژنوم صورت گرفته است 

بررسی لاله واژگون  در SQSالگوی بيان ژن کليدی  تحقيقاین 

های کليدی ژن دقيق بررسی لزوم و گياه این اهميت به توجه با .شد

 به دستيابی که رسد می نظر به آن مهم هایمتابوليتدر توليد 

آناليز ، ، بررسی الگوی بيانژنومی ترکامل و تردقيق اطلاعات

و بررسی عناصر تنظيمی موجود در پروموتور موثر در  پروموتور

ژنوميک ای برای مطالعات  ها زمينه این یافته .باشد ضروریبيان ژن 

 .آورد ای و ارتقای سطح محصولات فراهم می عملکردی و مقایسه

از طریق  در ترنسکریپتوم لاله واژگون های بيوسنتز تخمين ژن

برنامه شناسایی در  .صورت گرفت KEGGهای  پایگاه داده

KOBA2.0  ژن. شدجهت تفسير و شناسایی ژن مسير استفاده 

لاله  پتومیترنسکر RNA-Seqهای حاصل از داده اسکوالن سنتاز از

 بررسی. (MG255776شماره دسترسی ) شد واژگون انتخاب

 دیگر توالی ژنیژن مورد مطالعه با ساختاری شباهت سنجی 

ه داد اطلاعات پایگاه blastxبرنامه  موجود در گياهان

(www.ncbi.nlm.nih.gov) NCBI ردیفی با  انجام شد و هم

چنين  هم. صورت گرفت ClustalWافزار آنلاین  استفاده از نرم

 ExPASYها در سایت  کنش پروتئينمبررسی بره

(www.ExPASY.org) ژن مذکور  پروموتر آناليز برای. انجام شد

عنوان گياهی  برنج به ژنوم از ها در مسير بيوسنتز استروئيد آلکالوئيد

این ژن  .شدستفاده ا یابی شده ای که تمام ژنوم آن توالی تک لپه

Os03g0805100 ها در برنج دخالت  در مسير بيوسنتز تریترپنوئيد
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یابی ژنوم  دليل فقدان گونه نزدیک با لاله واژگون که توالی به)دارد 

 آناليز برای بنابراین .(شدستفاده اآن صورت گرفته باشد از برنج 

 با شده ردیف هم های ژن دست بالا کيلوباز 2 توالی معادل پروموتر،

آوردن  دست هب برای ها توالی این سپس .شد استخراج برنج ژنوم

 بررسی مورد Plant CARE سایت طریق از و کنندهتنظيم عناصر

 .قرارگرفت

شامل بساک،  مختلف لاله واژگون های بافت برداری از نمونه

این . صورت گرفت تخمدان، گلبرگ، کاسبرگ، ساقه، برگ و پياز

که  زمانی)سه مرحله نموی شامل طویل شدن ساقه  در ها نمونه

صورت روزت تازه از خاک  متر و به سانتی 9ارتفاع گياه حدود 

در  پر شدن دانهتوسعه گل و غنچه سالم،  مرحله، (بيرون زده بود

از دشت لاله واژگون  1161سال  های فروردین و اردیبهشت اهم

 (شرقی″24.9′21˚12 شمالی″22.۸′14˚12: تمختصا) کوهرنگ

نگهداری  -۸2فریزر  ها تا زمان استفاده درنمونه. آوری شدند جمع

 ®TRIzol) کل به روش ترایزولی RNAجداسازی . شدند

reagent) شکل ) نجام شداعمل شرکت سازنده لمطابق با دستورا

 و RNAگرم ميکرو 2از  cDNAمنظور ساخت رشته اول  به (.2

. استفاده شد thermoبرداری معکوس  نسخه آنزیمميکروليتر 1/2

 گراد‌یدرجه سانت 21 یدر دما قهدقي 12 مدت بهها  نمونه سپس

واکنش خاتمه به  یو برا گراد‌یدرجه سانت 42 یدر دما قهيدق 92

در دستگاه  گراد‌یدرجه سانت 02 یدر دما قهيدق 12مدت 

به عنوان  الگوی بيان ژن اسکوالن سنتاز. قرار داده شد ترموسایکلر

های ها در بافتدر مسير بيوسنتز استروئيد آلکالوئيد کليدیژن 

مورد  qPCRبا  له واژگون و در مراحل مختلف نمویمختلف لا

ژن از  ی اینآغازگر برا یمنظور طراح به .بررسی قرار گرفت

پس . دشاستفاده  (http://primer3.ut.ee) 1مریپرا نآنلای افزار‌نرم

 سفارش کره ماکروژن شرکت به سنتز جهت آغازگر ،یاز طراح

 های اختصاصی مستقيمگرآغاز توالی .شد داده

5ˊAGGGTCATGGACCAAACAAA3ˊ معکوس و 

5ˊGCATCCCCTTTTATTCAGCA3ˊ این تحقيق در .بود 

بيشترین ثبات بيان را  که فسفات دهيدروژناز -1گليسرآلدهيد 

سازی ژن مورد  عنوان ژن کنترل داخلی جهت نرمال به داشت

قيم و معکوس مربوط تمسهای توالی آغازگر .بررسی استفاده شد

و  ˊGTGGTCCAGGGGTCTTACTC3 ˊ5ترتيب به GAPDHبه 

5ˊCTGACTTCAACAGCGACACC3ˊ واکنش  .بودندqPCR 

و   SAYBR Greenحاوی  Takaraبا استفاده از مخلوط واکنش

 کلمخلوط واکنش در حجم . مربوط به ژن صورت گرفت آغازگر

، آغازگر cDNA (diluted 1:2) ليتر ميکرودو   شامل ليتر ميکرو 12

 به ميزان Takara Mixمخلوط  و µM۸/2رفت و برگشت هر کدام 

 Roter-Gene Q (Qiagen)ها در دستگاه بود و نمونه ليتر ميکرو 9

 qPCRچرخه دمایی استفاده شده در واکنش . قرار داده شدند

منظور  به يهثان 12گراد در مدت یدرجه سانت 61تحت شرایط 

 و ثانيه 1گراد برای  یدرجه سانت 61 سازی اوليه، سپس واسرشت

. گرفت سيکل انجام 42دقيقه در  یکگراد  درجه سانتی 92

 safe stainدرصد و با  1/1ژل آگارز  یبر رو PCRمحصولات 

های  برای آناليز شدت بيان در بافت (.1شکل )د شدن یزيآم رنگ

 ی برایروش)  Comparative Quantitationاز روش مختلف

افزار  توسط نرم( McCurdy et al. 2008) (مقایسه بين چند حالت

(Rotor-Gene software, Corbett ) چنين از ميزان  هم. دشاستفاده

عنوان کاليبراتور بافتی جهت مقایسه  گل بهبيان برگ مرحله توسعه 

ها  ترین ميزان بيان در بين بافت دارای کم)های مختلف  بين حالت

  .استفاده شد( و مراحل نمویی مختلف

 

 

 

 

 

 

 
 ی لاله واژگونگلبرگ، پياز و ميوه سه مرحله نموهای مختلف کاسبرگ، بساک، تخمدان، برگ،  در بافت  RNAورز مربوط به استخراجفژل الکترو -2شکل 
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 (.100bpندازه محصول ا) لاله واژگون ینمو یمختلف سه مرحله  هایدر بافت SQSمربوط به ژن  PCRژل الکتروفورز محصولات   -1شکل 

 

ل مختلف نموی از حمختلف و در مراهای  جهت مقایسه بافت

داری  روش مقایسه ميانگين دانکن با در نظر گرفتن سطح معنی

در واقع توليد  .استفاده شد STATISTICAافزار  نرم از 21/2

متابوليت ثانویه در نتيجه همکاری چند ژن در مسير بيوسنتز 

که ژن اسکوالن سنتاز نقش مهمی در  باشد ها می استروئيدآلکالوئيد

در سایت  بررسی برهم کنش پروتئينی. کنداین مسير ایفا می

ExPASY  دهد که ژن نشان میSQS  محصول ژنFPS در  .است

فراهم ( SQS)اسکوالن سنتاز  یرا برا FPP یسوبسترا FPS واقع

با توجه به نقش . (Tholl and Sungbeon 2011) آوردیم

CYP51G1  ها در  هيدروکسيله کردن استروئيددر

شود که محصول بينی می پيش (Choe et al. 1998)آرابيدوپسيس

ها  در مسير بيوسنتز استروئيدآلکالوئيد CYP51G1 توسط SQSژن 

 یبرهم کنش پروتئينبررسی . هيدروکسيله شوددر لاله واژگون 

 دهد نشان می SQPو   ACCای نظير های شناخته شده حضور ژن
  .(4شکل )باشند  میدخيل های گياهی  سنتز انواع استرول که در

 

در مسير بيوسنتز  SQSبرهمکنش پروتئينی پيش بين شده برای ژن  - 4شکل 

 ExPASY (www.ExPASY.org)(.2210) ها از طریق سایتاستروئيد

، Fritillaria thunbergiiدر بسياری از گياهان از جمله  SQSژن 

Phoenix dactylifera ،Fritillaria unibracteata وElaeis 

guineensis  اطلاعات داده  پایگاهدرNCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov ) از طریقBlastx  شناسایی و جداسازی

در این گياهان که از  SQSمقایسه توالی مربوط به ژن . است شده

10با Blastxهای اوليه حاصل از رکورد
-5 

E-value cut off

 (درصد ۸2بيش از )انتخاب شدند با لاله واژگون، همولوژی بالای 

ردیفی  انجام هم. ژن در لاله با گياهان مذکور را مشخص کرد این

ها در نواحی حفاظت شده  نشان داد که این توالی clustal wبا 

 منطبق بودند و اختلافات موجود مربوط به نواحی غير کننده بود

وجود تعداد  SQSپروموتور ژن  بررسیحاصل از  نتایج(. 1شکل)

 انینما اهيگ نیرا در ا تهای متفاو متنوعی عناصر تنظيمی با نقش

 (.1جدول ) نمود

 
 Fritillariaردیفی ژن اسکوالن سنتاز در لاله واژگون با هم -1 شکل

thunbergii ،Phoenix dactylifera ،Fritillaria unibracteata وElaeis 

guineensis 
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نشان داد که نور از جمله عوامل محيطی مهم در تنظيم  مطالعات

های  در پاسخ به تنش عناصر تنظيمی همچنين. باشد بيان ژن می

مانند کننده متعددی  ظيمهای تن نيز موتيف محيطی نظير خشکی و

G-Box ،G-box ،GT1-motif دهنده به  عنوان عناصر پاسخ به

نظر . حضور دارندهای نوری در پروموتور ژن مورد مطالعه  واکنش

های گياهی در کنترل شرایط رشد و نمو در به اهميت هورمون

 ديهای ثانویه مثل استروئ شرایط مختلف محيطی و توليد متابوليت

 های‌في، حضور موت(et al. Mahalakshmi 2013) هاديآلکالوئ

های  از جمله موتيف های گياهی دهنده به هورمون تنظيمی پاسخ

ABRE( دياس کیدهنده به آبسز پاسخ) ،TGA-element ( عنصر

بررسی در  (نيبرليعنصر پاسخ ج) P-box، (نياکسپاسخ دهنده به 

 .مذکور قابل توجه است ژنپروموتر عناصر تنظيمی موجود در 

ثر ؤتوانند روی بيان ژن اسکوالن سنتاز م بنابراین این عوامل می

 MYBنتایج حاکی بر وجود عناصر تنظيمی متصل شونده به . باشد 

های تنظيمی  پروتئين از جمله MYBباشد که  می MBSاز جمله 

 ،های رشد و نمو های مختلفی مانند فرآیند که در فرآیند استمهم 

های  تمایز و فرآیند های زیستی و غير زیستی، پاسخ به تنش

باشد  دخيل میویژه در توليد متابوليت ثانویه  متابوليسمی به

(Ambawat et al. 2013) .ترین عنصر تنظيمی  چنين عمده هم

ای، فعال  هسته یموتروپراز جمله عناصر  TATA-boxمربوط به 

  (.Yang et al. 2007) شوددر نظر گرفته می

 
 .Plant CAREدر لاله واژگون با استفاده بانک اطلاعاتی  SQS پروموتور ژن بينی عناصر تنظيمی در پيش –1جدول 

 

 

 

 موتيف تعداد عملکرد موتيف توالی نام عنصر تنظيمی
5UTR Py-rich stretch TTTCTTCTCT  1 سطح رونویسی بالادارای 

AAGAA-motif GAAAGAA - 1 
ABRE TAC GTG  و GCCGCGTGGC 2 اسيددهنده به آبسزیک  عنصر پاسخ 

ACE ACTACGTTGG 1 عنصر تنظيمی پاسخ به نور 
ARE TGGTTT 2 عنصر تنظيمی ضروری برای القای هوازی 

ATCT-motif AATCTAATCC  بخشی از ناحيه محافظت شدهDNA  2 دخيل در پاسخ نوری 
Box I TTTCAAA 1 عنصر پاسخ به نور 

CAAT-box CAAAT 21 کننده عنصر رایج در پروموتور و ناحيه تقویت 

CCAAT-box CAACGG  ناحيه اتصالMYBHv1 2 

CGTCA-motif CGTCA 1 پاسخ متيل جاسمونات عنصر تنظيمی دخيل در 

CTAG-motif ACTAGCAGAA 

 
 -1 

G-Box CACGTA 1 عنصر تنظيمی دخيل در پاسخ نوری 

G-box CACGAC وGTACGTG وTACGTG وCACGAC 4 عنصر تنظيمی دخيل در پاسخ نوری 

GT1-motif AATCCACA 1 عنصر پاسخ نوری 

MBS CAACTG  وTAACTG اتصال به ناحيهMYB  2 دخيل در القای خشکی 

MNF1 GTGCCC(A/T)(A/T) 1 عنصر پاسخ نوری 

MRE AACCTAA اتصال به ناحيهMYB  1 دخيل در پاسخ نوری 
P-box CCTTTTG 1 عنصر پاسخ جيبرلين 

Sp1 CC(G/A)CCC 1 عنصر پاسخ نوری 
TA-rich region TATATATATATATATATATATA 2 تقویت کننده 

TATA-box TATATAA  وTTTTA وTATAAAT 121 ای عنصر پرموتوری هسته 
TGA-element AACGAC 2 نصر پاسخ دهنده به اکسينع 

TGACG-motif TGACG 1 عنصر تنظيمی پاسخ نوری 
Unnamed__1 CGTGG - 1 

Unnamed__13 TCCAAGTATA - 1 
Unnamed__3 CGTGG - 1 
Unnamed__4 CTCC - 14 
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نشان داد  FiSQSبرای ژن لاله واژگون در  qPCRنتایج حاصل از 

در بافت تخمدان مرحله طویل شدن که افزایش بيان قابل توجه 

 نيچن هم. وجود داردها سه مرحله نموی ساقه در بين تمام بافت

 رینسبت به سا توسعه گلمرحله  برگدر بافت  انيب نیکمتر

نتایج مقایسه . مشاهده شدو مراحل نموی مختلف ها  بافت

 بافت پياز در سه مرحله نموی در ميانگين دانکن نشان داد که

بساک و گلبرگ در  چنين هم. داری وجود ندارد اختلاف معنی

شان داری ننيز اختلاف معنی مرحله طویل شدن ساقه و توسعه گل

اختلاف پياز  های ميوه وبين بافتمرحله پر شدن دانه در . ندادند

برگ، کاسبرگ و تخمدان های  اما بافت. داری مشاهده نشد معنی

نشان داری  مرحله طویل شدن ساقه و توسعه گل اختلاف معنیدر 

 (.9شکل)دادند 

 
های مختلف تخمدان، بساک، ميوه،  در بافت FiSQSلگوی بيان ژن ا -9شکل 

برگ، گلبرگ، کاسبرگ و پياز سه مرحله نموی گياه لاله واژگون با مقایسه 

 درصد پنجميانگين آزمون دانکن در سطح احتمال 

 

ميزان بيان ژن در گياه لاله واژگون بيانگر بيان آماری بررسی  

تفاوت بيان . مختلف و طی مراحل نمو بود یهامتفاوت در بافت

مربوط به ماهيت، مکن است های مختلف در گياهان م فتدر با

های تمایزی، نموی و  بافت، نقش در مسير وظيفه، عملکرد

نتایج . ها باشدکنش گياه و پاتوژنمحفاظتی این ترکيبات و بره

ها در  در مسير بيوسنتز استروئيد SQSمربوط به بيان متفاوت ژن 

و  Solanum nigrum،pekinensi Euphorbiaهای مختلفبافت

 Sun et al. 2012; zheng) است هتنباکو توسط محققان بررسی شد

et al. 2013 ;Devarenne et al. 2002) .چنين بيان متفاوت این  هم

 zingiberensis Dioscoreaژن در مراحل مختلف رویشی در 

ژن  نیا انيشدت ب سهیمقا(. Ye et al. 2014) است هدشمشخص 

 یبا شماره دسترس سيدوپسيمختلف آراب هایدر بافت

AT4G34640 مرورگر گاهیدر پا (http://www.bar.utoronto.ca/ )

در بافت گل از جمله در  SQSژن  بيان زانيم نیشترينشان داد که ب

 .Winter et al)است  نر و ماده گزارش داده شده یشیاندام زا

 یشیبافت زاعنوان  در تخمدان به زيو در لاله واژگون ن (2007

در در تخمدان  SQSبيان هزار برابری . دشمشاهده  انيب نتری شيب

تواند پتانسيل این ژن را در مهندسی  ه گل میعی توس مرحله

های استروئيدی در مسير  ساز پيشجهت توليد  متابوليت ثانویه

مراحل  در ها ها نسبت به سایر بافتبيوسنتز استروئيدآلکالوئيد

های  آنزیمبررسی  به مطالعات مربوط .نموی مختلف نشان دهد

ها  و افزایش بيان ژن های ثانویهدخيل در مسير بيوسنتز متابوليت

دار جهت افزایش توليد  های هدف گامی مهم در طراحی استراتژی

لاله واژگون ویژه در  باشد به گياهان دارویی میمتابوليت ثانویه در 

شناخته  های دارویی و بومی ایران یکی از ژئوفيتعنوان  بهکه 

تواند رهنمودی هدفمند برای  میهمچنين این مطالعات  .شود می

ای نوميک عملکردی و مقایسهمهندسی متابوليت و مطالعات ژ

 .دشوتلقی 

 

 سپاسگزاري

 این های‌از دانشگاه شهرکرد برای فراهم نمودن بخشی از هزینه

 .داریم را تشکر کمال تحقيق
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