
                                                                                                         

  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

  ISCپژوهشي و -علمي
 

 از ماميران كبير N-methylstylopine hydroxylase  كدكننده cDNAجداسازي ملكولي 

)Chelidonium majus L.شوري ) و افزايش بيان آن در پاسخ به محرك غيرزيستي  

 
  3، سودابه مفاخري2∗∗∗∗صديقه فابريكي اورنگ، 1زهرا سليماني

  ، قزوين، ايران.(ره)ي امام خمينيالمللنيبگاه ، دانشنژادي گياهيژنتيك و بهآموخته كارشناسي ارشد دانش 1
  ، قزوين، ايران.(ره)المللي امام خمينينژادي گياهي، دانشگاه بينگروه ژنتيك و بهاستاديار،  2
  ، قزوين، ايران.(ره)المللي امام خمينيگروه باغباني، دانشگاه بيناستاديار،  3

  30/04/1397، تاريخ پذيرش: 03/04/1397تاريخ دريافت: 
  يدهچك

است.  سنگوئينارين جملهاز حاوي تركيبات آلكالوئيدي مهم ) .Chelidonium majus L(ماميران كبير 
- يك آلكالوئيد فعال داراي خواص دارويي بالقوه ضدميكروبي، ضدالتهابي و ضدتوموري ميسنگوئينارين 

 و تعيين توالي يق جداسازيدر اين تحقوجود دارد.  طور گسترده در گياهان خانواده خشخاشكه بهباشد 
cDNA آنزيم  كد كنندهhydroxylas (MSH)-14methylstylopine -N-cis-(s) عنوان بهكبير در ماميران

 اندامسه در  cmMSHبيان ژن  تغييرات سپس .شد انجام سنگوئينارين توليد هاي كليدي مسيريكي از آنزيم
در قالب صورت فاكتوريل به )مولارميلي 100و 50، 25(صفر، چهار سطح شوري  در ريشه، برگ و ساقه

از بافت ريشه  cmMSH آنزيم كد كننده cDNAدر پژوهش حاضر  .شدبررسي تصادفي  كاملاًپايه طرح 
سازي شد. همسانه coli E.درج و سپس در باكتري  T-19PTG پلاسميديدر ناقل  با موفقيت ،جداسازي
قطعه ژني  هاي نوتركيب استخراج و، پلاسميد باكتريPCR روشهاي نوتركيب با همسانه تأييدپس از 

اي بود اسيدآمينه 261نوكلئوتيد با يك چارچوب قرائت باز  784يابي شده داراي يابي شد. قطعه تواليتوالي
 helix K region ،heme-binding regionهاي كاركردي مينابا داشتن دو مشخص گرديد پروتئين حاصل 

توالي  ،در درخت فيلوژني .باشدمي Cytochrome-P450متعلق به خانواده پروتئيني  aromatic region و
 methylstylopine 14-hydroxylaseشده بيشترين شباهت را با آنزيم  سازيجدا cmMSH پروتئيني ژن

را ثير أت نيشتريبمولار ميلي 50ژن نشان داد كه شورينسبي بيان  نيانگيم سهيمقا .ه استخشخاش داشت گياه
كه با  نشان داد ژن بررسي الگوي تغييرات بيانهمچنين  .در بافت ريشه دارد cmMSHافزايش بيان ژن  بر

و با افزايش  زياد شدهبرگ و ريشه  اندامدر دو  cmMSHبيان ژن  ،مولارميلي 50تا  يشورسطح  شيافزا
  .كاهش يافت ندامادرصد در هر دو  35مقدار به ميزان بيان ژنمولار ميلي 100به شدت شوري 

  .شوري، ماميران سنگوئينارين، ،هاينولينئايزوكوبنزيل ، cmMSHآنزيم :كليدي هايواژه
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  مقدمه

نظيري هاي ثانويه گياهي منابع بيمتابوليت

هاي غذايي و تركيات مهم براي داروها، افزودني

صنعتي هستند كه در مسيرهاي بيوشيميايي 

اربرد گياهان شوند. افزايش كمختلفي سنتز مي

مقادير پايين  و نيزها دارويي و تركيبات آن

(كمتر از يك درصد وزن هاي ثانويه متابوليت

افزايش اهميت توجه به  در اين گياهان، خشك)

 گرددموجب مي اين تركيبات را كميت و كيفيت

)(Alamgir, 2017; Singh & Dwivedi, 2018 .

با نام  ييگياهي دارو "كبيرماميران"ماميران يا 

از خانواده  .Chelidonium majus Lعلمي 

است كه گاه گياه ) Papaveraceae( خشخاش

هاي اين قسمت يتمام .ودشپرستو نيز ناميده مي

و  ه آن مصرف دارويي دارندابشيرنيز گياه و 

، 1سنگوئينارينآلكالوئيدهاي مختلفي مانند  حاوي

 et alMeng ,.( باشدمي 3ينركلريت و2ليدونينك

 يعنيايران  يشمال هاياستاندر  ماميران. )2009

 Ghanaviكند (گرگان و مازندران رشد مي گيلان،

et al., 2015.(  آلكالوئيدهاي گروه بنزيل

تركيب  2500متشكل از  )BIAs( 4ايزوكوئينولين

كه در گياهاني از قبيل خانواده هستند دار نيتروژن

بسياري از اين شوند. خشخاش يافت مي

مرفين و  ماننددارويي  خاصيت داراي هاوئيدآلكال

ضد سرفه ئين (مسكن و ضد درد)، نوسكاپين (دك

و ضدسرطان)، سنگوئينارين و بربرين (ضد 

                                                      
1-Sanguinarine 
2- Chelidonine  

3-Chelerythrine 

4- Benzylisoquinoline alkaloids; BIAs 

- ميي عروق) ميكروب) و پاپاورين (گشادكننده

بيوسنتز  .)Farrow et al., 2012( باشند

با و شود آغاز مي tyrosineبا  BIAدهاي ئيآلكالو

 reticuline-(S)به  نش آنزيميچند واك انجام

به  5BBEشود. اين تركيب توسط آنزيم تبديل مي

(S)-scoulerine شود كه اين ماده به تبديل مي

نوبه خود در يك مسير متشكل از چند واكنش 

. )1(شكل  شودآنزيمي به سنگوئينارين تبديل مي

-cis-N-(S)هاي كليدي اين مسير يكي از آنزيم

methyl stylopine 14-hydroxylase (MSH) 
را به  cis-N-methylstylopine-(S)باشد كه مي

Protopine كند (تبديل ميBeaudoin & 

Facchini, 2013 .(مواد آلي  ،هاي ثانويهمتابوليت

اي هستند كه گياهان در با ساختار شيميايي پيچيده

ولي در رشد و  ؛نمايندطول حيات خود توليد مي

تي گياهان نقش ندارند و هاي حيانمو و فعاليت

فع آفات، جذب حشرات گرده دمنظور عمدتاً به

هاي ميكروبي توليد افشان و مبارزه با بيماري

برخي از  Kumar & Gupta, 2008).شوند (مي

 يسرطانتركيبات با اثرات ضد اين تركيبات مانند 

از ارزش اقتصادي بالايي برخوردارند و قيمت 

هزار دلار به ازاي هر  ها از چند دلار تا چندآن

كند. توليد انبوه و سريع اين مواد كيلو تغيير مي

هاي پيچيده در مقياس زياد از طريق روش

 باشد وشيميايي عمدتاً مشكل و يا غير ممكن مي

مين اين أهاي مختلف مانع تاز سويي محدوديت

 ;Bourgaud et al., 2001مواد از طبيعت است (

                                                      
5-Berberine Bridge Enzyme; BBE 
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Kheradmand et al., 2017; Rao & 

Ravishankar, 2002; Mulabagal & Tsay, 

هاي هر چند امروزه نقش دفاعي متابوليت ).2004

ثانويه براي همه تقريباً پذيرفته شده است اما 

هاي محيطي بر تنشهنوز بررسي سازوكار تاثير 

توليد اين مواد تصوير پيچيده و پر ابهامي پيش 

دهند گذارد، شواهد زيادي نشان ميروي ما مي

ها شرايط تنش، توليد برخي از اين تركيب دركه 

يابد، اما دلايل زيادي تا چندين برابر افزايش مي

 نيز وجود دارد كه اين تاثير هميشگي نيست

)Tripathi & Tripathi, 2003( مطالعات در .

زمينه گياهان دارويي بيشتر بر شناسايي مسير 

-راه منظور يافتنهاي داخلي، بهبيوسنتزي و ژن

توليد بيشتر با هزينه كمتر  برايكارهاي مناسب 

. از )Mehrabani et al., 2013( باشدمتمركز مي

اي بيوسنتزي و تعيين سازي مسيرهسو، روشنيك

هاي كردن نقش متابوليتو مشخصها توالي ژن

جديدي را  افقتواند ثانويه در يك اكوسيستم مي

كند و از در زمينه توسعه كشاورزي پايدار ايجاد 

سويي ديگر، با توجه به اهميت اقتصادي تركيبات 

ورزي متابوليسم آلكالوئيدهاي آلكالوئيدي، دست

گياهي توجه زيادي را در بيوتكنولوژي گياهي به 

با توجه به  ،بنابراين خود معطوف داشته است.

اهميت آلكالوئيدها، در اين تحقيق اقدام به 

-cis-(s) زيمكد كننده آن شناسايي و جداسازي ژن

N-methyl stylopine 14-hydroxylas (MSH) 
كبير شد و در قدم بعدي ميزان بيان از گياه ماميران

هاي مختلف اين گياه تحت در اندام مذكورژن 

تنش شوري مورد بررسي  يستيغيرز محركتاثير 

  قرار گرفت. 

  

  هامواد و روش

 cDNAمنظور شناسايي و جداسازي به

نياز به طراحي آغازگر بود  MSHكدكننده آنزيم 

گياه  ESTهاي كه براي اين منظور از كتابخانه

ها و ماميران استفاده شد. اطلاعات اين كتابخانه

 1NCBIها از پايگاه اطلاعاتي آن ESTهاي توالي

 ESTهاي پيدا كردن توالي منظوربهدست آمد. هب

 Blastnمرتبط بودند از  cmMSHكه با ژن 

هاي ژن توالي با استفاده ازرو ز ايناستفاده شد. ا

MSH ،P6H،CYP82X1،CYP82X2 ،CYP82Y1 

 Papave somniferum( EST( گياه خشخاش

 يهايي كه با توالي مورد نظر ما شباهت بالاي

 EGassembler2افزار نرم باداشتند را انتخاب و 

شد. چارچوب قرائت باز توالي انجام  گذاريهم

-هب finder ORF3برنامه  بادست آمده بهتوافقي 

كد كننده  cDNAجداسازي منظور بهدست آمد. 

براي توالي توافقي از گياه ماميران،  MSH آنزيم

اختصاصي طراحي و آغازگرهاي دست آمده به

ا استفاده از ببررسي خصوصيات آغازگرها  پس از

ها توسط شركت سنتز آن Oligo analyzer4برنامه 

Bioneer 1(جدول  ام شد) انججنوبي (كره(. 

منظور جداسازي ژن براي تهيه نمونه گياهي به

هاي مورد نظر و نيز بررسي بيان آن در اندام

تهيه شده از بذر گياه ماميران كبير مختلف؛ 

ها و مراتع كشور در موسسه تحقيقات جنگل

                                                      
1  - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

2- http://www.genome.jp/tools/egassembler 

3- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder 

4- https://eu.idtdna.com/calc/analyzer 
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بررسي اثرات تنش  برايگلخانه كاشته شدند. 

در گياه  cmMSHشوري بر ميزان بيان ژن 

در قالب طرح كاملاً فاكتوريل آزمايشي  ،اميرانم

هاي صفر، چهار سطح شوري (غلظت باتصادفي 

سه تكرار اجرا  در) مولارميلي 100، 50، 25

ها تنش ،گرديد. پس از چهار هفته از رشد گياهان

اعمال شد و  روز 14مدت به در سه زمان متوالي

- از اندامپس از اعمال آخرين تنش نمونه برداري 

.انجام گرفتريشه، ساقه و برگ  هاي

  

در  cmMSHمنظور جداسازي و بررسي بيان ژن توالي جفت آغازگرهاي مورد استفاده به -1جدول 

  .گياه ماميران كبير
Table 1- The sequences of primers used for Isolation and cmMSH gene expression in 
Chelidonium majus L. 

  ژن هدف
Target 
gene 

طول قطعه 

 (bp)تكثيري 

Product size 

دماي اتصال 

)C˚(  
Annealing 

temperature 

  )′5→′3توالي آغازگر(
Primer sequence 

  نام آغازگر
Primer 
name 

cmMSH 784  57  TGTACCCAGCAGGACCATTG MSH-F  
TACACGCTCCCATCTCGTTG  MSH-R 

cmMSH 128  58  TTGAGAGGTTTGGTTGGAGG  qMSH-F  
GGCTAATTAGTCCTGCACTTTC qMSH-R 

ef-alpha  111  58  AGATGATTCCAACCAAGCCCA Elf-F 
CCTTGATGACACCAACAGCAACT  Elf-R 

  

هاي ريشه، ساقه و بافتاز  RNAاستخراج 

 -RNA )RNXبرگ با استفاده از بافر استخراج 

Plus Solution, Sinaclon,العمل ) طبق دستور

با  cDNAشركت سازنده انجام شد. ساخت 

بردار معكوس استفاده از آنزيم رونوشت

)Thermofisher scientific, EPO441 و (

. ) انجام شدT 18)dT) (Vivantisآغازگر اليگو 

يافتن بهترين دماي اتصال جفت آغازگرها،  پس از

براي جداسازي مراز اي پليواكنش زنجيره

cDNA آنزيم cmMSH  با استفاده از گياه ماميران

 ) انجام شد.PCR )Ampliconواكنش  از مخلوط

از  DNAقطعات  ،سازيخالصدر ادامه پس از 

سازي ژل آگارز با استفاده از كيت خالص

Combo GP TMExpin )GeneAll گرفت ) انجام

  pTG19 ديپلاسمو قطعه تخليص شده در 

)Vivantis دربا روش شوك حرارتي ) درج و 

(با  DH5α هيسو  E. coliهاي مستعد شدهسلول

 ,Sambrook & Russel( كلريد كلسيم)روش 

 هياول غربالمنظور به .سازي گرديدهمسانه )2001

 يانتخابگر حاو طياز مح بينوترك يهايباكتر

 برايو  استفاده شد نيليسيآمپ كيوتيبيآنت

در  مورد نظر قطعه حضوراز  نانياطم
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انجام  ياختصاص يبا آغازگرها  PCRد،يپلاسم

 7Tو  13Mي با آغازگرهاي عمومي يابتواليشد و 

بررسي  انجام گرفت. Bioneerتوسط شركت 

يابي قطعه مورد نظر، توسط نتايج حاصل از توالي

انجام  CLC main workbench (V5.5)افزار نرم

هاي افزار، تواليگرفت. با استفاده از اين نرم

اضافي كه شامل توالي ناقل بودند از توالي حذف 

نوكلئوتيدي بدست آمده براي گرديد و توالي 

و در  هاي بيشتر مورد استفاده قرار گرفتبررسي

مطالعه و  .ثبت گرديد NCBIپايگاه اطلاعاتي 

هاي در اندام cmMSHمقايسه ميزان بيان ژن 

مختلف (ريشه، ساقه و برگ) و تيمارهاي مختلف 

با ليتر)  مول برميلي 100و 50، 25شوري (صفر، 

Real Time-PCR زگرهاي اختصاصي و نيز و آغا

عنوان ژن به Elangation factorژن با استفاده از 

  مرجع انجام گرفت. 

  

  و بحث نتايج

ئينارين بيوسنتز متابوليت مهمي نظير سنگو

در ماميران كبير در مسيري متشكل از هفت 

گيرد انجام مي reticulin-(S)مرحله آنزيمي از 

 N-methylstylopine). آنزيم 1(شكل 

hydroxylase (MSH)  در اين مسير تبديل(S)-

stylopine با توجه دهد. به پروتوپين را انجام مي

كدكننده اين آنزيم  cDNAاطلاعاتي از  به اينكه

در اين راستا اقدام  ؛شتوجود نداماميران كبير  در

لازم به ذكر است كه . به جداسازي آن گرديد

خانواده نتايج مطالعات مختلف در گياهان هم

هاي تجمع رونوشت كه بودحاكي از اين مطلب 

هاست اين ژن در ريشه بيش از ساير اندام

)2013., et alFacchini ( بنابراين در پژوهش ؛

از  MSHcmكد كننده  cDNAحاضر جداسازي 

پس از  .)الف-2(شكل  بافت ريشه انجام شد

(شكل  PCR روشهاي نوتركيب با ييد همسانهأت

مورد قطعه  بي نشان داد كهيا، نتايج توالي)ب-2

نوكلئوتيد با يك چارچوب قرائت  784 داراي نظر

كه با شماره  باشدمياي اسيدآمينه 261باز 

ثبت  NCBIدر پايگاه داده  KX646397دسترسي 

مين اصلي اتوالي پروتئيني حاصل داراي د. گرديد

p450 دهد پروتئين مورد مطالعه بود كه نشان مي

تعلق  Cytochrome-P450 به خانواده پروتئيني

هاي خانواده از ويژگي لازم به ذكر است كه دارد.

، helix K region هايدامين P450پروتئيني 

heme-binding region و  aromatic region 

باشد ها حفاظت شده ميباشد كه در يوكاريوتمي

)Takemura et al., 2013(. ذكر شده  هايدامين

جداسازي شده در اين  اياسيدآمينه در توالي

توالي . يافت شددر انتهاي كربوكسيل مطالعه نيز 

MSH كبيرجداسازي شده از ماميران )cmMSH( 

دسته از ويژه آن هب ديگر؛ P450هاي با پروتئين

يدهاي ئها كه در بيوسنتز آلكالوپروتئين

 ,EcCYP82N2V2( ايزوكوئينولين نقش دارند

PsCYP719B1, PsCYP82N4, 

EcCYP80B1V2, PsCYP719A25, 

EcCYP719A5( شكل  مقايسه شدند)3( 

)Gesell et al., 2009; Ikezawa et al., 2007; 

Takemura et al., 2013; Beaudoin and 

Facchini, 2013.(   



                                                                                                         

  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

  ISCپژوهشي و -علمي
 

  

  

  
رتيكولين طي هفت مرحله آنزيمي به ماده -Sمسير بيوسنتزي سنگوئينارين كه در اين مسير   -1شكل 

  ).Beaudoin & Facchini, 2013شود (برگرفته از رين تبديل مينهايي سنگوئينا
Figure 1- Sanguinarine biosynthesis pathway which in this pathway S-reticulin is 
converted to the sanguinarine in seven enzyme phases (derived from Beaudoin & 
Facchini, 2013). 
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1000 bp

1000 bp2000 bp

2000 bp

  
و ب) نتيجه  ريشه ماميران كبير cDNAاز روي ) 1(چاهك  cmMSHر شده الف) قطعه تكثي –2شكل 

با استفاده از آغازگرهاي  )Clony PCRهاي رشد كرده روي محيط گزينشگر (با همسانهPCR روش 

هاي داراي ناقل همسانه -3الي  1، چاهك )Vivantis, 1kb( ملكولي اندازهنشانگر  -M(اختصاصي 

  ريشه به عنوان الگو).  cDNAكنترل مثبت ( -4نوتركيب، 
Figure 2- (a) the amplified segment of cmMSH (well 1) from the root cDNA of greater 
celandine; b) the result of PCR test with selection cultures grown colons using specific 
primers (M: ladder, wells 1- 3: clones with recombinant vector, well 4: positive control 
(root cDNA as template). 

  

 CYP82هاي خانواده پروتئيني از ويژگي

 helix Iدر ناحيه  Gly/Alaمينواسيدي آ دنباله

در اين ناحيه در  Thrديگر دنباله باشد. از سويمي

حفاظت شده  P450هاي منواكسيژناز پروتئين

هاي دنباله ؛ بنابراين وجود اين)3 (شكل است

بيانگر اين  helix Iآمينواسيدي حفاظت شده در 

عنوان يك آنزيم از است كه پروتئين موردنظر به

 ,.Takemura et al( ژناز فعاليت داردينوع منواكس

 ترسيم شده (شكل . در درخت فيلوژني)2013

4( ،cmMSH هاي پروتئيني از خانوادهCYP80  و

CYP719 بين كه در طوريتفكيك شد. به

بيشترين  cmMSH، پروتئين P450هاي پروتئين

) درصد يكساني PsCYP82N4 )77شباهت را با 

درصد يكساني) و  PsCYP82Y1 )59سپس با 

PsCYP82X2 )57  .در درصد يكساني) داشت

هايي كه در بيوسنتز آلكالوئيدهاي بين پروتئين

بيشترين  cmMSH يزوكوئينولين نقش دارند،ا

-methylstylopine 14شباهت را با آنزيم 

hydroxylase 4 گياه خشخاش داشت (شكل .(  

- به qRT-PCRهاي نتايج حاصل از داده

بر بيان ژن  تنش شوريثير أمنظور بررسي ت

cmMSH هاي مختلف (ريشه، ساقه و در اندام

برگ) گياه ماميران، بيانگر تنوع بيان ژن مذكور در 

هاي مختلف سطوح مختلف تنش و نيز در اندام

)، 2(جدول  انسيوار هيتجز جينتابراساس بود. 

در سطوح  cmMSHبيان ژن  راتييتغ زانيم
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 100و  50، 25صفر (شاهد)،  يشور مختلف

داري را در سطح احتمال اختلاف معني مولارميلي

) نشان داد كه اين امر نشان P≤0.01يك درصد (

بيان ژن  بر يتنش شور يرگذاريثأتاز تأييد 

- بيان ژن در غلظت نيانگيم سهيمقا. بود مذكور

- ميلي 50نشان داد كه شوري هاي مختلف شوري

دارد  cmMSHبيان ژن  تاثير را بر نيشتريبمولار 

و كمترين ميزان بيان ژن مربوط به شرايط بدون 

. با بررسي روند تغييرات بيان تنش (شاهد) بود

 50تا  يشور زانيم شيكه با افزا ديمشخص گرد

 cmMSHلايم) بيان ژن مولار (شوري مميلي

افزايش يافته و پس از آن با افزايش شدت شوري 

  كاسته شده است.از ميزان بيان ژن 

  

 

هاي خانواده جداسازي شده و تعدادي از پروتئين cmMSHهمرديفي توالي آمينواسيدي  - 3شكل 

P450 اي ههاي حفاظت شده پروتئينيندام. (نواحي مشخص شده با كادر قرمز نشان دهندهP450 

است و علامت *: مربوط به دنباله  helix Iدار مربوط به توالي توافقي يوكاريوتي است. ناحيه زيرخط

Gly/Ala  وThr (حفاظت شده است.  
Figure 3- Alignments for amino acid sequence of cmMSH and related P450 proteins 
family.  (Red boxes indicate the conserved domains of eukaryotic P450 proteins, 
Underlined indicates Helix I consensus sequence and * sign indicates conserved Gly/Ala 
and Thr residue). 
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با الگوريتم  P450سيتوكروم  هاي پروتئيني اعضاي خانوادهروابط فيلوژنتيك براساس توالي - 4شكل 

Neighbor Joining (NJ).  
Figure 4- Phylogenetic relationships based on protein sequences of the cytochrome P450 
family with Neighbor Joining (NJ) algorithm. 

  

 

در  cmMSHبيان ژن  بررسي ميزان

هاي مختلف گياه ماميران (ريشه، ساقه و اندام

 بودبيانگر تفاوت اثر اندام در ميزان بيان  ،برگ)

 بيشترين ميزان بيان ژنكه طوريبه. )2 (جدول

برابر ساقه)  5/2برابر برگ و  6/1(در ريشه  مذكور

 مشاهده گرديدو كمترين ميزان بيان ژن در ساقه 

در توافق با نتايج حاصل از اين تحقيق،  ).5 شكل(

بالابودن فراواني نسبي نيز  در گياه خشخاش

ال آن دنبدر ريشه و به cmMSHهاي ژن رونوشت

گزارش گياه اين هاي تجمع سنگوئينارين در ريشه

هاي اين ژن در رونوشتكه طوريشده است به

ها وجود دارد ولي در ريشه تجمع تمام اندام

 ,Beaudoin & Facchini( ه استشتبيشتري دا

بر . باشدراستا مي) كه با نتايج اين تحقيق هم2013

هاي فراواني رونوشتاساس نتايج مشاهده شده 

cmMSH ها در تنش شوري ضعيف در تمام اندام

كه به بالاترين ميزان خود در افزايش يافت تا اين

ريشه رسيد بافت  در )مولارميلي 50ملايم (تنش 

كه  و سپس با افزايش شدت تنش كاهش يافت

هاي ژن اين نتايج با افزايش فراواني رونوشت

MSH خشخاش تحت گياه هاي مختلف در اندام

مطابقت  Botrytis cinereaر محرك قارچي ثيأت

  ).Beaudoin & Facchini, 2013(دارد 
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  هاي مختلف (ريشه، ساقه و برگ) گياه ماميران.در اندام  cmMSHمقايسه بيان نسبي ژن  -5شكل 
Figure 5- Comparison of the mean relative expression of cmMSH gene in various organs 
(root, stem and leaf) of greater celandine. 

  

 حداكثري تجمع هايگزارشبا توجه به 

 Holkova et( سنگوئينارين در ريشه ماميران كبير

al., 2010; Samanani et al., 2004( سطح ،

هاي كنترل كننده اين مسير بالاي رونوشت ژن

ظار بود. ر ريشه آن قابل انتد  cmMSHازجمله 

ساقه كه اندام هاي اين ژن در البته رونوشت

يابد سنگوئينارين قابل تشخيصي در آن تجمع نمي

رسد محل سنتز نظر مينيز وجود دارد. در واقع به

ريشه كه در آن تجمع  منحصر بهسنگوئينارين 

يابد نباشد و ممكن است در ساقه نيز سنتز مي

 سنتز مرفين توان بهمي يد اين موضوعأي. در تشود

فقط كه مرفين با وجود اين ، كهاشاره كرد در ساقه

يابد درون كپسول تجمع ميدر در اندام هوايي 

)Facchini & De Luka, 1995 اما آنزيم ،(

تاز كه در بيوسنتز مرفين نقش تسالوتاردينول سين

تر طور گسترده در ريشه و ساقه حتي فعالدارد به

دهنده اين موضوع نشان واز كپسول وجود دارد 

است كه مرفين در ريشه و ساقه سنتز شده و 

شود ل ميمنتق درون كپسولتوسط شيره گياهي به 

)Gerardy & Zenk, 1993bتوان ). در واقع مي

به  الزاما يك ژن در يك اندام بيانكه  بيان داشت

 اندامآن در همان مواد توليدي معناي تجمع 

تين و هيوسيامين انتقال نيكو در اين راستا، نيست.

ها يك مثال از ريشه توسط آوند چوبي به برگ

مشهود از آلكالوئيدهايي است كه در ريشه سنتز 

شوند هوايي ذخيره مي هايشوند و در انداممي

)Hashimoto & Yamada, 1992(.  با توجه به

كه ممكن  نتيجه گرفتتوان اطلاعات فوق مي

نيز در است چنين مكانيسمي براي سنگوئينارين 

 صورت كهاينبه ،باشد ماميران وجود داشته
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در ساقه به سمت ريشه  سنگوئينارين سنتز شده

- اختلاف معني نتايج تجزيه واريانسانتقال بيابد. 

هاي اندام ومتقابل تنش شوري  اثر داري را در

 cmMSHبر ميزان بيان ژن مختلف گياه ماميران 

  ).2 (جدول نشان داد

  

هاي مختلف ثير تنش شوري در اندامأتحت ت cmMSHاريانس بيان نسبي ژن تجزيه و -2جدول 

  .ماميران كبير
Table 2- Analysis of variance for cmMSH gene relative expression under salinity stress 
in greater celandine organs.  

F 
ميانگين مربعات 

)MS(  

 مجموع مربعات

)SS(  

درجه 

  )dfآزادي (

  تغييرات منبع 

 )S.O.V( 

 Salinityشوري  3 63.15 21.05  150.36**

 Organاندام  2 36.27  18.13 129.5**

 Salinity×Organاندام ×شوري  6 51.13 8.52  60.85**

 Errorي آزمايش خطا 24 3.35 0.140 

 11.85     CV%  

  .دار در سطح احتمال يك درصد: اختلاف معني **

  

 بيان ژن دررات با توجه به الگوي تغيي

 هاي متفاوتيهاي مختلف تحت شوراندام

، بيشترين مولارميلي 25تنش شوري  ،)6(شكل 

در  cmMSHرا بر بيان ژن  و درصد افزايش ثيرأت

ثير را بر بيان ژن مذكور در أاندام ساقه و كمترين ت

در اين سطح از  كهطوري؛ بهاندام برگ نشان داد

 هاي ماميراناندامدر تمام  cmMSHتنش، بيان ژن 

افزايش  (بدون شوري) نسبت به تيمار شاهد

از سوي  .)6(شكل  داشت داريو معني گيرچشم

 cmMSHمولار بيان ژن ميلي 50ديگر در شوري

 درمولار ميلي 25نسبت به تيمار شاهد و شوري 

اي ريشه و برگ افزايش قابل ملاحظههر دو اندام 

مولار نسبت ميلي 50شوري دركه ، در حاليداشت

اي كاهش قابل ملاحظهمولار ميلي 25به شوري 

مشاهده شد. البته در اندام ساقه در بيان اين ژن 

بيشترين ميزان بيان ژن در اين سطح از تنش 

، مربوط به ريشه و مولار)ميلي 50( شوري

-در جمع كمترين ميزان بيان مربوط به ساقه بود.

كه  ورهمانطاندام  وبندي اثر متقابل شوري 

با شوري اوليه، ميزان  )6(شكل  شودمشاهده مي

خصوص در ها بهدر تمام اندام cmMSHژن بيان 

افزايش داري از شاهد ساقه و با اختلاف معني

مولار ميلي 50از با افزايش سطح شوري  امايافت. 

در تمام اين ژن ميزان بيان  مولارميلي 100 به
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تواند لت آن ميكه ع؛ سير نزولي نشان دادها اندام

مدت زمان طولاني مواجه افزايش شدت تنش و 

بايد توجه البته شدن گياه با شرايط تنش باشد. 

همچنان بيان مولار ميلي 100در شوري  داشت كه

عدم در برگ و ريشه نسبت به  cmMSHژن 

 ه است (شكلافزايش يافتشوري (تيمار شاهد) 

ر تاثيحاصل از نتايج نيز در همين راستا . )5

هاي (از ژن DIOX2بر بيان ژن زيستي  محرك

روند موثر در سنتز سنگوئينارين) حاكي از 

الذكر در ساعات پاياني القاء بيان ژن فوق يكاهش

در ها محركدليل مواجهه طولاني با به

 & Hagel باشدسوسپانسيون سلولي مي

Facchini, 2010)(.   
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(شاهد: بدون تنش؛  cmMSHهاي گياه ماميران بر بيان ژن مقايسه اثر متقابل شوري و اندام -6شكل 

 100مولار؛ تنش شديد: شوري ميلي 50مولار؛ تنش متوسط: شوري ميلي 25تنش ضعيف: شوري 

  .مولار)ميلي
Figure 6- Mean comparison of salinity × greater celandine organs interaction on 
cmMSH gene expression (control: non stress; weak stress: 25 mM salinity; mild stress: 
50 mM salinity; severe stress: 100 mM salinity). 

  

  گيري نتيجه

كد  cDNAبراي اولين بار در اين مطالعه 

و  از گياه ماميران كبير جداسازي cmMSHكننده 

. نتايج حاصل از بررسي شد يابيتوالي

 هايمينايابي شده، ديبيوانفورماتيكي قطعه توال

كاركردي و اصلي خانواده پروتئيني 

Cytochrome-P450 نشان  در ژن جدا شده را

-از نظر بياني نتايج حاصل از ريل تايم پي داد.

- ميلي 50ملايم  كه تنش شوري نشان دادآر سي

 ماميران كبير ييتواند در گياه دارومي مولاري

ميزان  با حداكثر cmMSHباعث افزايش بيان ژن 

   .گردددر ريشه و سپس برگ 
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Abstract 

The greater celandine (Chelidonium majus L.) contains important alkaloids such as 

Sanguinarine. Sanguinarine is an active alkaloid with potentially antimicrobial, anti-

inflammatory and anti-tumor properties that is widely found in plants of Papaveraceae 

family. In this research, the isolation and sequencing of (s)-cis-N-methyl stylopine 14-

hydroxylas (MSH) coding gene was performed as one of the key enzymes in Sanguinarine 

pathway from celandine. Then, the changes in cmMSH gene expression were investigated in 

roots, leave and stems at four salinity levels (0, 25, 50, and 100 mM) in a factorial experiment 

based on completely randomized design. In the present study, the cDNA encoding MSH 

enzyme was isolated from root and successfully integrated into PTG19-T plasmid and cloned 

at E. coli. After confirmation of recombinant clones by PCR, plasmids of recombinant 

bacteria were extracted and the gene segment sequenced. The sequenced segment had 784 

nucleotides with an open reading frame of 261 amino acids which the derived protein with 

functional domains including helix K region, heme-binding region and aromatic region 

belonged to the Cytochrome-P450 protein family. In the phylogeny tree, the protein sequence 

of isolated cmMSH gene had the most similarity with methylstylopine 14-hydroxylase 

enzyme of poppy species. Mean comparison of gene relative expression showed that 50 mM 

salinity had maximal effect on increasing of cmMSH gene expression in root tissue. Also, the 

expression pattern showed that with increment the salinity up to 50 mM, the expression of 

cmMSH gene increased in leaves and roots, but with increment the salinity to 100 mM the 

gene expression decreased 35% in both tissues. 

Key words: Benzylisoquinoline, Celandine, cmMSH, Salinity, Sanguinarine. 
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