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 چکيده

جهت  pBI121سنس در ناقل دوتايی در جهت آنتی (tr-II) 2سازی ژن تروپينون ردوكتاز هدف از اين پژوهش استخراج و همسانه :هدف

 های آينده بود.و توليد بيشتر آلكالوئيدهای هيوسيامين و اسكوپولامين در پروژه TR-IIتهيه گياهان تراريخت با توانايی كاهش آنزيم 

ساازی  همسانهو  cDNAپس از ساخت ژن هدف های كشت شده گياه بنگدانه بومی ايران استخراج و كل از ريشه RNAها: مواد و روش

ساازی باه ساه    منتقل شد. درستی همساانه  GV3101به اگروباكتريوم توميفسينس سويه  ،pBI121ناقل دوتايی در سنس  در جهت آنتی

 يابی نوكلئوتيدی مطالعه گرديد. سپس خصوصيات بيوانفورماتيكی ژن مورد بررسی قرار گرفت.و توالی PCRروش هضم آنزيمی، 

ساازی ژن هادف را باا ساودمندی  باالا تايياد كارد. تاوالی         ئوتيدی درستی همساانه يابی نوكل، هضم آنزيمی و توالیPCRواكنش  نتایج:

اسات   NBCIبوده و باستثنای يک نوكلئوتيد، مشابه با نمونه ثبت شده در بانک جهانی  bp 381نوكلئوتيدی نشان داد كه ژن هدف بطول 

 4/28413لكتريک پيش بينی شده پاروتئين باه ترتيار برابار     كند. وزن مولكولی و نقطه ايزوااسيدآمينه را رمز می 262و يک پروتئين با 

 ثبت شاده  PDBپروتئين كاملا مشابه با آنچه كه قبلا در پايگاه دو بعدی و سه بعدی نشان داد كه بود. بررسی ساختارهای  46/5دالتون و 

 ون ردوكتازها تعلق دارد.تروپين Iهای فيلوژنتيكی نشان داد كه اين ژن به گروه چنين، نتايج بررسینبود. هم بود،

های ثبت شده جهانی، با نمونه tr-II آميز و مشابهت بالای توالی نوكلئوتيدی و پپتيدی ژنبا توجه به همسانه سازی موفقيتگيری: نتيجه

 رود مراحل بيان ژن در نيل به هدف اصلی نيز با موفقيت همراه باشد.انتظار می

  TR-IIدانه، همسانه سازی، بيوانفورماتيک، سنس، بنگآگروباكتری، آنتیكلمات كليدی:  
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 مقدمه

تركيبااات تروپااان آلكالوئياادهای هيوساايامين و اسااكوپولامين،  

های ثانويه در هتروسيكليک آمينی هستند كه به عنوان متابوليت

هااای تعاادادی از گياهااان تيااره سولاناسااه، از جملااه جاانس    

Hyosyamus, Atropa, Scopolia, Mandragora  و

Duboisia   روی سيسااتم  (. اياان آلكالوئياادها 2و3هسااتند

ه كنناد پاراسمپاتيک عمل كرده و در داروساازی باه عناوان رفا     

اسپاسم، تسكين دهنده درد و برای اتساا  زيااد مردماک چشام     

(. ايان تركيباات و سااير     6و 5، 4، 1، 2، 3شاود   بكار بارده مای  

گياهاان خاانواده   هاای  طور عمده در ريشاه بهها تروپان آلكالوئيد

سنتز و از  و اسكوپوليا بنگدانهاتوره، ت، شابيزکاز جمله سولاناسه 

های گياهی انتقال يافته و در طريق آوندهای چوبی به ديگر اندام

و  8، 3شاوند   درم ذخيره مای های اپیهای مخزن در سلولبافت

هاای  آنازيم ، (. در مسير بيوسنتز تروپان آلكالوئيدهای ياد شده9

(، ولی در پايين دست تروپينون 33و  32بسياری دخيل هستند  

دواسط كليدی اين مسير بيوسانتزی مسساو    كه يک تركير ح

( در قارار  TR-IIو  TR-I  2و  3شود، دو تروپينون ردوكتااز  می

گرفتن آن در دو مسير متفاوت نقش مهمی دارند. تفاوت فااحش  

باشاد.  ها به سوبسترای تروپينون میاين دو آنزيم در وابستگی آن

شاند كاه   بااكسيدوردوكتازها مای  Bهر دو آنزيم متعلق به گروه 

به سوبسترای  NAD(P)Hهيدروژن  pro-sها در انتقال نقش آن

( و ميل تركيبی متفاوتی نسبت به تروپيناون از  3باشد  می هاآن

ميال تركيبای بيشاتری نسابت باه       TR-IIدهند  خود نشان می

TR-I  .)وابسته باه   2و  3تروپينون ردوكتازهای داردNADPH 

تشكيل دهنده يک نقطه انشعا  در بيوسنتز تروپان آلكالوئيادها  

 -1 ، گاروه NADPHتروپينون را از طرياق   TR-Iهستند: آنزيم 

هيدروكسايل، باه تاروپين     –αكربونيل تروپينون را به يک گروه 

هاای تروپاانی   كند كاه در پاياان مساير باه آلكالوئياد     كاتاليز می

د، در حاالی كاه آنازيم    شاو هيوسيامين و اسكوپولامين ختم مای 

TR-II   آن را با اساتفاده ازNADPH     احياا و پزودوتاروپين باه

هيدروكسايلی و در نهايات آلكالوئياد  يار      -βهمراه يک گاروه  

 (. 31و 32كند  تروپانی كالستيژن را توليد می

را از  2و  3( دو آنزيم تروپينون ردوكتاز34هاشيموتو و همكاران  

سازی و ( جدا سازی، خالص niger Hyoscyamusگياه بنگدانه  

ها نشان دادند كه ايان دو آنازيم مشخصاات    ايی كردند. آنسشنا

كينتيكی مشابه و بيوشيميايی متفاوتی دارناد. بارای درک بهتار    

( 35ساختار و تكامل روابط اين ردوكتازها، ناكاجيما و همكاران  

cDNA    مرباو  باه گيااه     2ژن عامل آنازيم تروپيناون ردوكتااز

 ژن بنگدانه را سنتز و توالی يابی كردند و اعلام نمودناد كاه ايان   

bp3229 طول داشته و از bp381 شاود و  مای  آن نسخه برداری

تااوالی  كنااد.اساايد آمينااه را رمااز ماای 262طااول پپتياادی بااه

يم متعلاق  نشان داده است كه اين آنز TR-IIآمينواسيدی آنزيم 

 Short –chain)به خانواده دهيادروژناز/ ردوكتااز رشاته كوتااه    

Dehydrogenases/Reductases, SDR) هاای  باشد. آنازيم می

های آنزيمی خود نياز به فلازات و ياا   ، برای واكنشSDRخانواده 

ها د ياک رشاته   پيوندهای سيستئينی ندارند. همچنين اين آنزيم

Try-x-x-x-Lys هاای حفاتات شاده    كرد باقيماناده دارند. عمل

 تيروياازين، لياازين و همچنااين ساارين( از ساااختار سااه بعاادی 

های RDS برای اولين بار در دهه 29 پيشنهاد شده اسا ت. آنزيم

تيروزين به عنوان يک كاتاليست اسيد و باز عمومی عمل میكند 

كه در آن ليزين و سرين اين عمل را به ترتير از طريا ق اثا رات 

الكترواستاتيكی و پيوند هيدروژنی با تيروزين تسهيل ما یكننا د 

.)3  

         در 3هاار چنااد در پااايين دساات آناازيم تروپينااون ردوكتاااز     

         هااای مهاام  مسااير تبااديل تااروپين بااه اسااكوپولامين آناازيم   

هيدروكسااااايلاز  -6βديگاااااری از جملاااااه هيوسااااايامين  

 Hyoscyamine 6β- hydroxylase, H6H    وجاود دارناد كاه )

(، ولای آنازيم   33و  36نمايناد   يد اسكوپولامين را كاتاليز میتول

در  3رقير اصلی آنازيم تروپيناون ردوكتااز     2تروپينون ردوكتاز

سامت آلكالوئيادهای تروپاانی هيوسايامين و     انشعا  مساير باه   

 باشاد. اسكوپولامين و يا آلكالوئياد  يرتروپاانی كاليساتژين مای    

نسابت باه آتاروپين و     نتسقيقات نشان داده است كه كاليساتژي 

( و 38به ميزان بيشتری وجاود دارد    سولاناسهاسكوپولامين در 

هاای  تروپينون در بافات  مادهتيمار پيشاز  پسزمان كوتاهی در 

 ياباد میزودوتروپين سريعتر از تروپين تجم  پ، سولاناسهمختلف 

 Anisodus( نشان دادند كه در گياه 22كای و همكاران   .(39 

acutangulus     ميزان بياان آنازيمTR-II  مراتار بيشاتر از    باه

TR-I چناين در  و بيان هر دو در تيمار با اسيد جاسمونيک و هم

بايش از   TR-IIيابد ولی با افازايش  های مويين افزايش میريشه

TR-I شاود كااهش آنازيم تروپيناون     میبنابراين تصور باشد. می

و در  3تروپيناون ردوكتااز  تواند در افزايش بيان ژن می 2ردوكتاز

نتيجااه افاازايش مياازان تروپااان آلكالوئياادهای هيوساايامين      

(. بادليل  23واسكوپولامين نقاش قابال تاوجهی داشاته باشاد       

( tr-II  2اهميت ذكر شده، در اين مطالعه ژن تروپينون ردوكتااز 

منظور كاهش از يک گونه گياه بنگدانه بومی ايران جداسازی و به 

سازی شد. همچنين بارای  آنتی سنس همسانهبيان آن در جهت 
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آگاهی از ساختار شايميايی و بيوشايميايی ژن و پاروتئين گيااه     

ناام و مشاابه خصوصايات    بومی و مقايسه آن با چناد گيااه هام    

شيميايی، ساختار دوم و سوم و همچنين تكامل ژنتيكی آن مورد 

 بررسی قرار گرفت.
 

 هامواد و روش

باذرهای گيااه بنگداناه     كل:: RNA مواد گياهي و جداسازی 

(Hyoscyamus niger) آوری شده از اطراف شاهی جاان  ، جم

 23363 گيااهی  كدپيركوه، شهرستان سياهكل استان گيلان، با 

ها و مراتا  تهياه و جهات تساري  در     از سازمان تسقيقات جنگل

ساعت تيمار  48به مدت  ppm 222زنی با اسيد جيبرليک جوانه

بادون   B5( و پس از ضدعفونی بر روی مسيط كشت جاماد  22 

 2های به طول تقريبی روز كشت شدند. ريشه 4هورمون به مدت 

 4سانتی متر از بذر جدا و برای رشد و افزايش بيشاتر باه مادت    

ميكرومولار هورماون   3به همراه  B5هفته در مسيط كشت ماي  

IBA  دور در دقيقاه و در   322روی شيكر با سرعت واكشت و بر

كل از بافت ريشاه باه    RNA(. 24و  21داری شدند  تاريكی نگه

( با كمی تغييارات اساتخراج شاد.    26و  25روش ليتيوم كلرايد  

اساتخراجی  باه ترتيار باا اساتفاده از       RNAكيفيت و كميات  

درصااد حاااوی فاارم آلدئيااد و   2/3الكتروفااورز روی ژل آگااارز 

انگلساااتان( ماااورد   labomed-UVD3200وفتومتر  اساااپكتر

 بررسی قرار گرفت.

ژن عامال آنازيم    cDNAبرای سنتز  :cDNAسنتز رشته اول 

و آنازيم   18Oligo (dT)، از آ ازگر عماومی  2تروپينون ردوكتاز 

 شااركت  MuiV-M TMRevertAidنسااخه بااردار معكااو    

 فرمنتاز( استفاده و طبق دستورالعمل شركت سازنده انجام گرفت.

باا اساتفاده از تاوالی     :RT-PCRطراحي آغازگرها و واكنش 

باا   (Hyoscyamus niger)دانه قطعه ژن مورد نظر از گياه بنگ

كه توساط   L20485با شماره دسترسی  HYSTR2Aتوالی ژن 

ثبات شاده    NCBIعاتی ( در بانک اطلا35ناكاجيما و همكاران  

است، يک جفت آ اازگر اختصاصای ژن عامال آنازيم تروپيناون      

جفاات باااز اختصاصاای بااه همااراه تاارادف  33حاماال  2ردوكتاااز

      باا تارادف باازی آ اازگر رفات      Xba Iنوكلئوتيدی آنزيم برشی 

3'-ACCATGGCTGGCAGTCTAGAATA-5' و آ اااااازگر 

 'TTAAAAACCACCATTCTAGAGGCG-(5- 3 برگشااات

 metabionطراحی گرديد. آ ازگرها توساط شاركت    '5پايانه در 

آلمان سنتز شدند.  بارای انجاام واكانش زنجياره ای پلای ماراز       

 PCR 10ميكروليتر بافر 5/2( ازx PCR  ،3  ميكروگرمcDNA ،

 dNTPميكروليتر5/2ميلی مولار،  2MgCl 52ميكروليتر  35/3

 pmol22،)3ميكروليتاار آ ااازگر رفاات     3ميلاای مااولار،   32

       واحاااد آنااازيم pmol22 ،)3 ميكروليتاار آ اااازگر برگشاات    

DNA Taq      ميكروليتاری(   25پليمراز در حجام كلای واكانش

باا آ ازگرهاای رفات و     PCRای استفاده گردياد. برناماه چرخاه   

دور انجااام گرفاات. درسااتی بيااان ژن تروپينااون  15برگشاات در 

درصد صورت  2/3( توسط الكتروفورز ژل آگارز  II  tr-IIردوكتاز 

 DNAبااا اسااتفاده از كياات اسااتخراج   PCRگرفاات. مسصااول 

 ايران( خالص سازی شد. - شركت سيناژن، تهران

و فاژمياد   PCRمسصاول   :DNAهمسانه سازی و توالي یابي 

(SK-)  pBluescript II     باا اساتفاده از آنازيمXba I    هضام و

و مطاابق   4T ليگااز   DNAده از آنازيم قطعه مورد نظر باا اساتفا  

روش توصيه شده توسط شركت سازنده به فاژميد متصل گردياد.  

در  DH5αسويه  E. coliهای مستعد باكتری پس از تهيه سلول

=0.4600OD     فاژميااد  (،33بااه روش قليااايی كلريااد كلساايم

( به باكتری انتقال داده 23نوتركير با استفاده از شوک حرارتی  

هاای  های باكتری تراريخت با استفاده از آزمون پالاک لشد. سلو

( پااس از كشاات باااكتری تراريخاات، 23ساافيد و آباای انتخااا   

( باا كمای   SDS  28فاژميدهای نوتركيار باه روش قلياايی باا     

باا   PCRتغييرات استخراج شادند. از تكنياک هضام آنزيمای و     

های نوتركير اساتفاده  آ ازگرهای اختصاصی برای بررسی كلونی

 DNAميكروگارم از مسلاول    3شد. جهت انجام هضم آنزيمای،  

آنزيم مسادود كنناده    1پلاسميدی به طور جداگانه با استفاده از 

Xba I ،Hind III  وSac I    و مسصااول واكاانش 29هضاام )

مورد بررسی قارار   درصد 5/3بوسيله الكتروفورز در يک ژل آگارز 

و  PCRهای نوتركيار باا اساتفاده از    یگرفت. پس از اينكه كلون

سازی هضم آنزيمی مورد تائيد قرار گرفتند، صست توالی همسانه

با استفاده از آ ازگرهای راه انداز   DNAيابی شده از طريق توالی

در دو جهاات رفاات و برگشاات توسااط شااركت   T7باكتريوفاااژ 

Seqlab   .آلمان انجام شد 

تقال به آگروباكتری و ان pBI121ساخت سازواره نوتركيب 

با توجه به هدف پژوهش، ژن عامل آنازيم   :GV3101تراریخت 

در  (GUS)باا حاذف ژن بتاگلوكورونياداز     IIتروپينون ردوكتااز  

 pBI121پلاساميد بياان دو تاايی    درون جهت آنتای سانس در  

فاژميااد نوتركياار   سااازی گرديااد. باادين منظااور   همسااانه

(pBluescript sk-)  سااميد حاااوی ژن هاادف و پلاpBI121 
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هضم دوتايی شدند.  Sac Iو  BamH Iوحشی با دو آنزيم برشی 

  Rapid DNA ligation kitبرای انجام واكنش اتصاال از كيات  

، مسصول شركت فرمنتاز( اساتفاده و  K1421 با شماره كاتالوگ 

ز ساازواره  ا مطابق توصيه شركت سازنده آزمايش انجاام گردياد.  

ساخت آگروباكتری تراريخت استفاده نوتركير ساخته شده برای 

روش باه  های مساتعد آگروبااكتريوم  شد. بدين منظور ابتدا سلول

( تهيه و سپس  پلاسميد نوتركير حاوی ژن 12وايز، ليو و بينز  

هاای  (  باه درون سالول  12مورد نظر باه روش شاوک حرارتای     

مستعد آگروباكتريوم منتقل گرديد. پلاسميد نوتركير با استفاده 

استخراج و ماورد مطالعاه    SDSاز مسلول قليايی و با استفاده از 

 (. 13قرار گرفت  

برای مطالعه درستی همسانه سازی پلاسميد نوتركير عالاوه بار   

، از هضم آنزيمای اساتفاده شاد. بارای انجاام هضام       PCRروش 

 3آنزيماای از روش هضاام دوتااايی اسااتفاده شااد. باادين منظااور 

 BamH Iميد نوتركير با آنزيم پلاس DNAميكروگرم از مسلول 

عمل هضم دوتايی انجاام و ساپس مسصاولات واكانش      Sac Iو 

درصد مورد بررسی قرار  5/3وسيله الكتروفورز در يک ژل آگارز به

 گرفتند. 

بررسللي تللوالي و پلليش بينللي سللاختارهای دو  و سللو  

              تاااوالی نوكلئوتيااادی حاصااال از فرآيناااد تاااوالی  پلللروت:ي :

 Translateيااااااااابی بااااااااا اسااااااااتفاده از برنامااااااااه 

(http://www.expasy.ch/tools/dna.html)   ترجمااه شااده و

                خصوصااايات بيوشااايميايی پاااروتئين بدسااات آماااده باااا      

( protparam  12هاااااااااای اساااااااااتفاده از برناماااااااااه

(http://www.expasy.org/tools/protpar-ref.html)، protscale 

(http://www.expasy.org/cgi-bin/protscale.pl)  وTMHMM 

(http://www.cbs.dtu.dk/services)  .مورد بررسی قرار گرفت

 SOPMAساااختار دوم تااوالی پااروتئين بااا اسااتفاده از برنامااه  

(http:/npsa-pbil.ibcp)   و ساختار سوم آن با استفاده از برناماه

I-TASSER  ،SPDV Viwer  وPYMOL    تعيااين گرديااد

 (.15و  14، 11 

برای كسر اطلا  از توالی پروتئين هاای   بررسي فيلوژنتيکي:

مشابه، توالی نوكلئوتيدی به دست آماده در باناک اطلاعااتی باا     

در ساااااااااايت  BLASTpاساااااااااتفاده از برناماااااااااه  

(www.uniprot.org/blastp)   ار گرفاات. مااورد جسااتجو قاار

های پروتئينی كه بيشترين تشاابه را باا تاوالی ماورد نظار      توالی

باا اساتفاده از     (، در ترسيم درخت فيلوژنتيكی3داشتند  جدول 

 (.13و  16مورد استفاده قرار گرفتند   MEGA 4نرم افزار 

 NCBIستفاده در ساخت درخت فيلوژنتيكی به همراه شماره دستيابی موجود در پايگااه اطلاعاات تاوالی    های پروتئينی مورد امشخصات توالی: 3 جدول

GenBank. 

 ردیف نا  علمي نا  ژن شماره دستيابي

P50164 tropinone reductase-II Hyoscyamus niger 1 

GenBank: AAA33281.1 tropinone reductase-I Datura stramonium 2 

GenBank: AAA33282.1 tropinone reductase-II Datura stramonium 1 

UniProtKB/Swiss-Prot: 

P50165.1 

Tropinone reductase homolog; AltName: 

Full=P29X 
Datura stramonium 4 

GenBank: CAC19810.1 Tropinone reductase II Solanum tuberosum 5 

GenBank: CAC34420.1 tropinone reductase I Solanum tuberosum 6 

GenBank: AAN15454.1 putative tropinone reductase Arabidopsis thaliana 3 

GenBank: AAM10204.1 putative tropinone reductase Arabidopsis thalian 8 

GenBank: AAO42159.1 putative tropinone reductase Arabidopsis thaliana 9 

GenBank: ABG22470.1 Tropinone reductase, putative, expressed Oryza sativa Japonica Group 32 

GenBank: ABW74581.1 putative tropinone reductase Boechera divaricarpa 33 

XP_002280517.2 
PREDICTED: tropinone reductase 

homolog 

Vitis vinifera 

NCBI Reference Sequence: 
32 

NCBI Reference Sequence: 

XP_002277835.1 

PREDICTED: tropinone reductase 

homolog At1g07440 
Vitis vinifera 31 

GenBank: ACG34080.1 tropinone reductase Zea mays 34 

GenBank: ACG28624.1 tropinone reductase 2 Zea mays 35 

http://www.expasy.ch/tools/dna.html
http://www.expasy.org/tools/protpar-ref.html
http://www.expasy.org/cgi-bin/protscale.pl
http://www.cbs.dtu.dk/services)
http://http/npsa-pbil.ibcp
http://www.uniprot.org/blastp
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 نتايج 

 35وزن تقريبای   هاا باه  ای از ريشاه هفته، توده 4پس از گذشت 

ميكروماولار هورماون    3حااوی   B5گرم در مسيط كشات مااي    

IBA نتايج حاصل از اساپكتروفتومتری و  3دست آمد  شكل به .)

( نشاان  A2درصد و فرمالدئياد  شاكل    2/3الكتروفورز ژل آگارز 

ناانوگرم   16/1باا ايان روش از كميات      RNAداد كه استخراج 

RNA  گاارم بافاات ريشااه( و كيفياات قاباال قبااولی  5/2بااه ازای

ساخته شاده   cDNAبا استفاده از  RT-PCRبرخوردار است. در 

 58در دمای اتصاال   bp381 تنها يک باند قوی و تقريبا به طول 

ازده تراريختای  (. با B2گاراد تشاكيل شاد  شاكل     درجه ساانتی 

باا اساتفاده از كلريدكلسايم     E. coliهای مستعد بااكتری  سلول

بااوده و اسااتخراج  4/2بااه مياازان  600ODميلاای مااولار در  322

نيز باا موفقيات انجاام     SDSفاژميد نوتركير با استفاده از روش 

 شد. 

 
 3 هماراه باا   B5در مسايط كشات مااي      تشكيل كلون ريشاه  :3شكل 

 .IBAميكرومولار 

 Hindآنزيم برشی  1هضم آنزيمی فاژميد نوتركير با استفاده از 

III ،Xba I   وSac I   درستی ساخت فاژميد نوتركيار را تائياد ،

طاول   ای باه فاژميد نوتركير، قطعاه  PCRنتايج حاصل از  .كرد

bp381     را ايجاد كرد كه مطابق با طول قطعه ماورد انتظاار باود

 (. C2 شكل

هدف در جهت آنتای سانس در ناقال    درستی همسانه سازی ژن 

( و انتقال آن به درون اگروبااكتريوم  D2 شكل  pBI121دوتايی 

GV3101  با استخراج پلاسميد دو تايی نوتركير و هضم آن باا ،

، با ايجاد دو قطعه با انادازه   Sac Iو   BamH Iبرشی  هایآنزيم

جفاات بااازی بااه اثبااات رساايد    842و  33222هااای تقريباای 

 (. C2 شكل

سازی شده را تائياد  ، صست قطعه همسانهDNAيابی نتايج توالی

دانه با توالی ژن نمود. توالی قطعه ژن مورد نظر از گياه بومی بنگ

HYSTR2A  با شماره دسترسیL20485  كه توسط ناكاجيما و

ثبت شده است، ماورد   NCBI( در بانک اطلاعاتی 35همكاران  

ها با اساتفاده از برناماه   لیرديف سازی توامقايسه قرار گرفت. هم

BLAST  در بانک اطلاعاتیNCBI    نشان داد كه ايان دو تاوالی

درصد با يكديگر مشابهت دارند. قطعه مورد نظر مشابه نتاايج   99

اسيدآمينه را كاد   262( يک پروتئين با 35ناكاجيما و همكاران  

نمايد. بررسی توالی اسيدآمينه ای نشاان داد كاه در آن ياک    می

اه فعال آنزيم باه عناوان گيرناده پروتاون و همچناين ياک       جايگ

 (. 1صال سوبسترا وجود دارد  شكل جايگاه ات

 
با استفاده  tr-IIژن  cDNA( تكثيرBدانه. استخراج شده از ريشه های گياه بنگ RNAدو نمونه  2و  DNA .A )3و  RNA: الكتروفورز مسصولات 2شكل

اختصاصی  IBA .C) PCRباند قطعه هدف در تيمار هورمونی  3گراد: ستوندرجه سانتی 58با دمای اتصال   PCRاز آ ازگرهای اختصاصی و تكنيک 
سصول م (tr-II .Dفاژميد نوتركير با آ ازگرهای اختصاصی ژن  PCRمسصول  2(، ستون فاژميد نوتركير حلقوی  شاهد 3ستون فاژميد نوتركير: 

 pBI121باندهای حاصل پس از هضم پلاسميد دوتايی   3: ستون Sac Iو BamH I های برشی با آنزيم pBI121هضم آنزيمی پلاسميد نوتركير 
  ير نوتركير.  pBI121: باندهای حاصل پس از هضم پلاسميد دوتايی 2( و ستونTR-IIنوتركير  حاوی ژن 
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1    atggctggcaggtggaatcttgaaggctgcactgcccttgttactggtggctcgcgaggc 

  1    M  A  G  R  W  N  L  E  G  C  T  A  L  V  T  G  G  S  R  G  

 

 61   atagggtatgggatcgtagaggaattagcaaatcttggagcatcagtttatacatgttca 

  21   I  G  Y  G  I  V  E  E  L  A  N  L  G  A  S  V  Y  T  C  S  

 

 121  cgtaatcaaaaggagcttgatgagtgtttaactcaatggagaagtaaaggttttaatgtt 

  41   R  N  Q  K  E  L  D  E  C  L  T  Q  W  R  S  K  G  F  N  V  

 

 181  gaagcttctgtttgtgatttatcatcaagatctgaacgagaagagtttatgaagactgta 

  61   E  A  S  V  C  D  L  S  S  R  S  E  R  E  E  F  M  K  T  V  

 

 241  tctaatcatttccatggaaaactcaatattttggtaaataatgctggtattgtcatatac 

  81   S  N  H  F  H  G  K  L  N  I  L  V  N  N  A  G  I  V  I  Y  

 

 301  aaggaagctaaagattacactatggaagattactctcatattatgagcataaactttgag 

  101  K  E  A  K  D  Y  T  M  E  D  Y  S  H  I  M  S  I  N  F  E  

 

 361  gctgcttatcacttatctgtacttgcacatccctttttgaaggcatcagaaaggggaaat 

  121  A  A  Y  H  L  S  V  L  A  H  P  F  L  K  A  S  E  R  G  N  

 

 421  gttgtatttatttcctccatttctggggcttctgcactaccatatgaggctgtttatgga 

  141  V  V  F  I  S  S  I  S  G  A  S  A  L  P  Y  E  A  V  Y  G  

 

 481  gcaaccaaaggagcaatggaccaactgacaagatgcttggcgtttgagtgggcaaaggac 

  161  A  T  K  G  A  M  D  Q  L  T  R  C  L  A  F  E  W  A  K  D  

 

 541  aatattcgtgtcaatggtgttggacctggggttattgcaacttctatggtcgaaatgact 

  181  N  I  R  V  N  G  V  G  P  G  V  I  A  T  S  M  V  E  M  T  

 

 601  attcaagatccagaacaaaaagaaaacttggataagctgattgatagatgtgctctccgg 

  201  I  Q  D  P  E  Q  K  E  N  L  D  K  L  I  D  R  C  A  L  R  

 

 661  cgaatgggagagcccaaagaacttgcagcagtggttgcattcctctgtttccctgctgct 

  221  R  M  G  E  P  K  E  L  A  A  V  V  A  F  L  C  F  P  A  A  

 

 721  tcatatgtcactggccaaattatctatgttgatggtggatttatggctaatggtggtttt 

  241  S  Y  V  T  G  Q  I  I  Y  V  D  G  G  F  M  A  N  G  G  F  

 

 781  taa(Stop codon) 

های آ ازگرهای رفت و برگشت؛ توالی پپتيد راهنما بصورت های آبی رنگ: بخش ژنی توالی. توالیTR-IIتوالی نوكلئوتيدی و پروتئينی ژن : 1شكل 
به ترتير با علامت مرب  و دايره و   SDRهای متعلق به خانواده حفاتت شده در آنزيمهای زيرخط، آمينواسيدهای تيروزين و ليزين به عنوان باقيمانده

 اند. ها سياه و زرد رنگ نشان داده شدههای اتصال و فعال به ترتير با مثلثهای موجود در جايگاهاسيد آمينه
 

ت آمده با اساتفاده  بررسی خصوصيات بيوشيميايی پروتئين بدس

نشان داد كه وزن مولكولی مساسبه شده و  ProtParamاز برنامه 

نقطه ايزوالكتريک پيش بينی شده توالی پروتئينی ژن هادف باا   

بااه ترتياار براباار   16S381O341N1963H1255Cفرمااول مولكااولی  

هاا  باشد. شاخص ناپايداری پروتئينمی 46/5دالتون و  4/28413

باشااد و هااا در لولااه آزمااايش ماایپايااداری آنگاار مياازان بيااان

هاای پايادار   جاز پاروتئين   42هايی با شاخص كمتار از  پروتئين

شوند. شاخص ناپايداری پروتئين ماورد نظار در   تقسيم بندی می

مساسبه گرديد، با توجه به وجود ياک اسايدآمينه    91/12حدود 

در حفظ شده متيونين در انتهای آمينوی پروتئين، نيمه عمر آن 

گردد. عامل ساعت مساسبه می 12مسيط درون شيشه در حدود 

هاا در برابار حارارت، شااخص     مهم در برآورد مقاومات پاروتئين  
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، IIآليفاتيک است. اين شاخص در پاروتئين تروپيناون ردوكتااز    

باا   ProtScaleگريازی كاه توساط    می باشد. الگوی آ   83/84

  Kyte & Doolittle Hydrophobicity Scaleاسااتفاده از 

گرياز باوده و از   مساسبه گرديد، نشان داد كاه ايان پاروتئين آ    

اسيد آمينه بار الكتريكای مثبات    24مجمو  كل اسيدهی آمينه، 

(Arg+Lys)  اساايد آمينااه ديگاار بااار منفاای  12و(Asp+Lys) 

مشخص گردياد   TMHMMدارند. همچنين با استفاده از برنامه 

مورد مطالعاه   TR IIنزيم كه با توجه به داشتن دومين  شايی، آ

 يک پروتئين خارج سلولی است.  

نشان  SOPMAبررسی ساختار دوم پروتئين با استفاده از برنامه 

گرياز و  درصاد اسايدآمينه آ    5/55داد كه اين پاروتئين دارای  

حااوی   TR IIدرصد اسيدآمينه آ  دوست است. پروتئين  5/44

درصاد(،   β  13/33صفسه  45درصد(،  α   18/14مارپيچ  333

درصد(  54/26مارپيچ تصادفی   69درصد( و  β  35/33پيچ  29

باشد. اين نتايج با ساختار دوم توالی پروتئينای ژن تروپيناون   می

ماارپيچ   333با  [ Hyoscyamus nigerدر سه گياه   IIردوكتاز 

α   18/14  ،)صافسه   45درصدβ  13/33   ،)پايچ   29درصادβ 

 ، گيااه  ]درصاد(  54/26مارپيچ تصاادفی    69درصد( و  35/33 

Dartura Strumonium ]  ماارپيچ   323باα   54/46    ،)درصاد

 35درصااد( و  β  46/8پاايچ  22درصااد(،  β  35/36صاافسه 42

 Solanum tuberosumو گياه  ]درصد( 85/28مارپيچ تصادفی  

 β  86/36صاافسه  44درصااد(،  α   12/41مااارپيچ 331بااا  [

 23/12مارپيچ تصاادفی    39درصد( و  β  58/9پيچ  25درصد(، 

 (.4بالاترين تشابه را نشان داد  شكل   ]درصد(

 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 A )Hyoscyamusو مقايسه آن با توالی پروتئينی در سه گياه ديگر:   SOPMAگياه هدف با استفاده از برنامه  TR-II: ساختار دوم پروتئين 4شكل 

niger   ،)گياه بنگدانه هدف B )Hyoscyamus niger  گياه بنگدانه موجود در NBCI  ،)C )Datura strumonium    وD )Solanum tuberosum .
  خطو  سبز( و مارپيچ تصادفی  خطو  بنفش(. β خطو  قرمز(، پيچ  β خطو  آبی(، صفسه  αمارپيچ 

 

بعدی توالی پروتئينی ژن تروپينون ردوكتاز بينی ساختار سهپيش

II  بوسيله برنامهI-TASSER    8نشان داد كه اين آنازيم حااوی 

و  αهاای  باشد. نسوه آرايش ماارپيچ می αمارپيچ  32و  βصفسه 

ای بعدی پروتئين ايان آنازيم باه گوناه    در ساختار سه βصفسات 

در  βدر سطح خارجی پروتئين و صفسات  αهای است كه مارپيچ

بطور موازی و هم جهت   βاند. صفسات داخل پروتئين قرار گرفته

 (. 5با هم قرار گرفته اند  شكل 

با  IIهای فيلوژنتيكی توالی پلی پپتيدی تروپينون ردوكتاز بررسی

های پروتئينی آنزيم تروپينون ردوكتاز در گياهان ديگار باا   توالی

 Neighbor Joiningو باا روش   Mega 4استفاده از نارم افازار   

از ساه گيااه    IIنشان داد كه توالی پروتئينی تروپيناون ردوكتااز   

Hyoscyamus niger, Dartura Strumonium   وSolanum 

tuberosum  در يااک گااروه(I) پروتئيناای تروپينااون  و تااوالی

 Solanumو   Dartura Strumoniumاز دو گيااه   Iردوكتااز  

tuberosum در گااروه مجاازای ديگاار(II)  قاارار دارنااد. بررساای

گياهاان   IIو  Iفيلوژنتيكی تاوالی پروتيئنای تروپيناون ردوكتااز     

خانواده سولاناساه نشاان داد كاه از لسااا تكااملی از ياک جاد        

توجااه بااه اينكااه    بااا ( كااه6باشااند  شااكل  مشااترک ماای 

  هااای آمينواساايدی بنيااان درصااد 64كتازهااا در وردتروپينااون

كتاز زنجياره  وناز/ ردژی دهيدروو متعلق به خانواده بوده مشترک

       (. 31 باشااد ، مويااد نتااايج ديگااران ماایهسااتند (SDR) كوتاااه
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آنزيمی است كه از نظار   TRIIاست كه برخی اين تصور  هر چند

(. 18از آن انشاعا  يافتاه اسات      TRIتر باوده و  تكاملی قديمی
شاود، آنازيم تروپيناون    همانطور كه در درخت فيلوژنتيكی مشاهده مای 

در  Hyoscyamus niger (Sample)استخراج شده از گيااه   IIردوكتاز 
 (.6قرار دارد  شكل  Iگروه 

 
 زرد( و  β قرماز(، صافسات    αهاای  ( توالی پروتئينی با مارپيچCartoonبعدی روبان  ( مدل سهTR-II .Aبعدی توالی پروتئينی ژن های سهمدل: 5شكل

-TRبعدی تاوالی پروتئينای ژن   ( مدل سهC(؛ Ball-stickميله   -( آمينواسيدهای موجود در جايگاه اتصال به شكل گویBنواحی مارپيچ پيچيده  آبی(؛ 

II  با سطح جامد؛(D اسيدهای آمينهLys   ،Tyr  ،Ser  وAsn   موجود در جايگاه فعال به شكل كرویSphere ؛)E) بعدی تاوالی پروتئينای ژن   مدل سه
TR-IIبه همراه سطح واندروالسی. 

 
 3های پروتئينی تروپينون ردوكتاز از گياهان ديگار. شاماره دساتيابی ژن هاا در جادول      با توالی 2و 3ردوكتاز  : درخت فيلوژنتيكی ژن تروپينون6شكل 

 آورده شده است.

A B C 

D 

Tyr 

159 

Lys1

63 

Asn 

118 Ser1

46 

E 

I 

II 
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 بحث

اكثر مسققان وجود ميزان متعادل از اكسين و سيتوكنين را برای 

هاا در  (. اكساين 19  دانناد ريشه زايای و شااخه زايای لازم مای    

ها، تسريک آ از ريشه، تسريک تقسيم سلولی، افزايش طول سلول

های آوندی و افزايش حركت مواد در آوندها نقش تمايز يابی بافت

در تمااامی مطالعااات صااورت گرفتااه توسااط ساااير (. 42دارنااد  

 3حااوی   B5( از مسيط كشت 41و  42، 43، 25، 24مسققين  

هاای ماوئين اساتفاده    برای رشد ريشه IBAميكرومولار هورمون 

های گياه  يرتراريخت استفاده گرديد اما در اين آزمايش از ريشه

شد. نتايج ايان تسقياق باا مطالعاات انجاام گرفتاه توساط ايان         

باا   تكثير ريشه همساانی نشاان داد، ولای   مسققين از نظر امكان 

هر چند به  ( مشابهت بيشتری داشت.43نتايج هيگا و همكاران  

(، 45(، نو  ريشه، سن ريشه  44رسد علاوه بر نو  گياه  نظر می

تواند موثر باشد. ولی به هرحال ( نيز می46تركير مسيط كشت  

توان از نتيجه اين تسقيق نشان داد كه به منظور هدف مشابه می

 جهت تكثير استفاده نمود. های تراريختريشه

ش اساتخراج باا   ( بيان نمودند كه رو46كريستوسک و همكاران  

از  (A)، حاذف ناواحی پلای    RNAكلروفرم موجر تجم   -فنل

شود كه با نتايج اين آزمايش مطابقات دارد.  می mRNA انتهای 

( از دو روش اساتخراج باا گوانيادين    25زاده و همكاران  ابراهيم

كلروفرم برای اساتخراج   -ايزوسيانات و شير سزيم كلرايد و فنل

RNA       استفاده نموده و به ايان نتيجاه دسات يافتناد كاه روش

كلروفرم اسات   -استخراج با شير سزيم كلرايد بهتر از روش فنل

باشد. اين نتايج بيانگر اين نكته كه مغاير با نتايج اين آزمايش می

تواند باشد كه احتماالا شارايط و شايوه انجاام آزماايش نياز       می

 د.تواند بر نتيجه آزمايش موثر باشمی

دسات آماده باا طاول     باه   cDNAحاصال از   RT-PCRنتيجه 

bp381   با اندازه توالی ژن ثبت شده در بانک اطلاعااتیNCBI ،

 درصد مطابقت دارد.  99

انتقال پلاسميد به درون سالول هاای مساتعد بااكتری تكنياک      

شاود.  كليدی و مهمی در همسانه سازی مولكولی مسساو  مای  

( با مقادار  4/2ده در اين تسقيق  ميزان بازده تراريختی بدست آم

( قابال توجاه   23(  45/2بدست آمده توسط كوهن و همكااران   

( 43باشد. همچنين اين نتيجه با نتايج زيمينگ و همكااران   می

ميلای ماولار كلرياد كلسايم       35در روش مشابه و با اساتفاده از  

 مطابقت داشت.

طور كه در نتايج ذكر شد حضاور قطعاه ژن ماورد نظار در     همان

فاژميد نوتركير تهيه شده با استفاده از سه روش هضم آنزيمای،  

PCR      و توالی يابی نوكلئوتيدی تائيد شاد. مقايساه تاوالی ياابی

قطعه ژن هدف مستخرج از بنگدانه بومی ايران و قطعه ژن  ثبت 

ه احتمااالا دهااد كاانشااان مای  NCBIشاده در بانااک اطلاعاااتی  

 ها يكسان باشد.خاستگاه آن

ناقال دوتاايی    هاای های آنزيمی، نقشه سازوارهبا استفاده از برش

(. همانطور كاه در شاكل   3حاوی ژن هدف ترسيم گرديد  شكل 

در جهت آنتی  IIشود، ژن تروپينون ردوكتاز شده مشاهده میياد

قارار گرفتاه اسات.     (GUS) سنس به جای ژن بتاگلوكورونياداز  

-هرحال تهيه موفقيت آميز  سازواره نوتركير باا جهات آنتای   به

داناه و ياا گياهاان    سنس ژن هدف امكان انتقال آن به گياه بنگ

مشاااابه توليدكنناااده آلكالوئيااادهای تروپاااانی هيوسااايامين و 

اسكوپولامين و  ير تروپانی كالستيژن را فراهم نموده تاا پاس از   

بارداری در گيااه بتاوان ميازان     نساخه بيان ژن هادف در ساطح   

هاای ثانوياه هيوسايامين و اساكوپولامين و همچنااين     متابوليات 

ثر در هاايی ماو  و ديگر آنازيم  II -فعاليت آنزيم تروپينون ردوكتاز

تر بررسی های ثانويه را دقيقمسير بيوسنتزی توليد اين متابوليت

 نمود.

ل از جايگااه  های حاصل از ساختار سه بعدی و نتايج حاصبررسی

( 3هاای حاصال از ياماشايتا     اتصال و جايگاه فعال آنزيم باا داده 

مطابقت كامل ندارد كاه باا توجاه باه شايوه مطالعاه و تخماين        

 باشد. تر میساختار نياز به مطالعه دقيق

در جهت آنتی سنس. سازواره شامل ژن گزارشگر  pBI121در ناقل دوتايی  tr-II:  نمودار ترسيمی سازواره نوتركير بيان: همسانه سازی ژن 3شكل
(  قطعه tr-II  2و ژن تروپينون ردوكتاز  NOS( برای مقاومت در باكتری و گياه تست كنترل پروموتر بيان NPT-II  2نئومايسين فسفوترانسفراز 

BamH I 

tr-II 

Sac I 
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در جهت معكو   آنتی سنس( بجای آن قرار  β-GUSپس از حذف ژن  pBI121، كه در ناقل دو تايی CaMV 35Sسنگين( تست كنترل پروموتر بيان 
 گرفته است.

 

      در گيااه  IIهمانطور كه پيشاتر اشااره شاد، تروپيناون ردوكتااز      

H. niger    شاباهت باالايی باه آنازيم     يدی،در ساطح آميناو اسا    

TR-II   در ديگر گياهان خانواده سولاناسه داشته و در يک گاروه

در گاروه   TR Iهاای  كه مجموعاه آنازيم  گيرند، در حالیقرار می

درصاد تشاابه    66مجزای ديگری جای گرفته اند و تنهاا حادود   

تواناد  آمينواسيدی بين اين دو آنزيم وجود دارد . اين تفاوت مای 

بدليل ساختار فضايی متفاوت در دو تروپينون ردوكتاز باشاد كاه   

الگاوی تكامال   شود. ها در دو گروه مجزا میباعث قرار گرفتن آن

ژنتيكی بدست آمده در اين  مطالعه نشان داد كه با نتايج كاای و  

 ( مطابقت دارد.48همكاران  
 

 نتیجه گیری 

cDNA  با توجاه باه    2عامل آنزيم تروپينون ردوكتاز ژنRNA 

های گياه بنگدانه بومی ايران، كشات شاده   از ريشهكل مستخرج 

 pBI121در شرايط درون شيشه جداسازی و با در ناقل دوتاايی  

سنس همسانه سازی و ساپس ناقال نوتركيار باه     در جهت آنتی

منتقل شد. در نهايت  GV3101اگروباكتريوم توميفسينس سويه 

 خصوصيات بيوشيميايی ژن مورد بررسی قرار گرفت.

ياابی  سازی با موفقيت ماورد تايياد قارار گرفات و تاوالی     همسانه

باوده و   bp 381نوكلئوتيدی نشان داد كه توالی ژن هدف بطول 

باستثنای يک نوكلئوتيد، مشاابه باا نموناه ثبات شاده در باناک       

اسايدآمينه را رماز    262باا   است و يک پاروتئين  NBCIجهانی 

نمايد. عليار م تشاابه باالای تاوالی نوكلئوتيادی و پپتيادی،        می

بررسی ساختارهای پروتئينی كاملا مشابه باا آنچاه كاه قابلا در     

ثبت شده نبود. نتاايج حاصال از    PDBپروتئين  پايگاه اطلاعاتی

تروپينون  Iهای فيلوژنتيكی نشان داد كه اين ژن به گروه بررسی

آمياز و  كتازها تعلق دارد. با توجه به همسانه ساازی موفقيات  ردو

بااا هاادف  مشااابهت بااالای تااوالی نوكلئوتياادی و پپتياادی ژن  

رود مراحال بياان ژن در   های ثبت شده جهانی، انتظار مای نمونه

 نيل به هدف اصلی نيز با موفقيت همراه باشد.
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Abstract 

Aim: The purpose of present research was extraction and cloning of tropinone reductase-II gene (tr-II) 

at antisense direction in pBI121 binary vector to provide transgenic plants with low rate of tropinone 

reductase-II enzyme and high production of scopolamine and hyoscyamine for future projects.  

Material and methods:  Total RNA was extracted from Iranian native Hyoscyamus niger roots, and 

the interest gene after cDNA synthesis and cloning at antisense direction in pBI121 binary vector, was 

transfered to Agrobacterium tumefacience. Accurate cloning was studied through 3 methods; 

enzymatic digestion, PCR and DNA sequencing. The bioinformatic characters of the gene were then 

surveyed.  

Results: Three used methods confirmed true cloning in high efficiency. Nucleotide sequence of the 

gene revealed the 783 bp in length, encoding a polypeptide of 260 amino acid residues, with high 

similarity to that one registered in NCBI. The predicted molecular mass and isoelectric point of 

deduced polypeptide were 28437.3 Da and 5.46, respectively. Protein structures were not completely 

similar to those previously reported at PDB data base. Also, phylogenic study demonstrated that this 

gene belongs to the group I of TRs. 

Conclusion: Due to successful cloning and high similarity of nucleotide and polypeptide sequences of 

gene with those recorded in world data bases; it is expected to get success in access to main purpose.  

Keywords: Agrobacterium, Antisense, Bioinformatics, Cloning, Hyoscyamus niger, Tropinone 

reductase II, TR-II 

 


