
مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی
1396بهار و تابستان ، 1، شماره 6دوره 

37-48صفحه 

ترپنوئید،
RT-PCR
کمی،

،تواسترولیف
ن،یزیریسیگل

Glycyrrhiza

چکیده

سکوالني، مطالعه بیوانفورماتیکی و بررسی بیان ژن سازهمسانه
بومی ایرانانیبنیریشدر 1نتازیس

Cloning, bioinformatics study and gene expression evaluation of

Squalene synthase 1 in Iranian native licorice

2، محمد مهدي سوهانی3، مسعود توحیدفر*2، علی اعلمی1زهرا شیرازي

Zahra Shirazi1, Ali Aalami2*, Masoud Tohidfar3, Mohammad Mehdi Sohani2

علوم ه دانشکدي،وتکنولوژیگروه بدانشیار-2شجوي دکتري بیوتکنولوژي گیاهی، دان-1
، ایرانلانیدانشگاه گي،کشاورز

دانشیار گروه بیوتکنولوژي، دانشکده علوم و زیست فناوري، دانشگاه شهید بهشتی، ایران-3

1- Ph.D. student 2- Associate Professor, Department of Biotechnology, Faculty of
Agricultural Sciences, University of Guilan, Iran

3- Associate Professor, Biotechnology Department, Faculty of Science and
Biotechnology, Shahid Beheshti University, Tehran, Iran

ali_aalami@guilan.ac.ir:الکترونیکیپستمکاتبات،مسئولنویسنده* 

)19/4/96:پذیرشتاریخ- 14/10/95:دریافتتاریخ(

Glycyrrhiza glabra.(انیبنیریش L( ،باتیترکياست که داراییدارواهانیگنیتراز مهمیکی
سکوالن سینتاز. استهاتواسترولیو ف) نیزیریسیگل(دهایترپنوئيترنیساپونی مانند ستیفعال ز

)Squalene Synthase(می، آنز)EC -يدلیمتصل به غشا است که دو مولکول فارنس)2.5.1.21
ها استرولوهاترپنيتروسنتزیبیماده اصلشیسکوالن پ. کندیملیبه سکوالن تبدرا فسفات

بومی ایران در وکتور انیبنیریش1نتازیسکننده سکوالنبیانیمطالعه توالنایدر. است
pTZ57R/Tهاافزاربا استفاده از نرمدیپپتیپلیکیوانفورماتیبيهایژگیو ويسازهمسانه

را يدیاسنویآم413دیپپتیپلکیو داردباز جفت1،1242نتازیسسکوالنcDNA. دشینیبشیپ
،انیبنیریش1سکوالن سینتازدیپپتینشان داد که پلیکیوانفورماتیبيهایبررس.کندیمبیان

سلولی نشان جایگاه درونیبررس. داردGlycyrrhizaجنس 1نتازیسشباهت را با سکوالننیشتریب
3/47نیپروتئیوزن مولکول. استیسمشبکه آندوپلاارتباط با در نیپروتئتید که فعالدا
و دو ییفراغشاناحیهدو يدیاسنویآمیتوالدر . است18/8آن کیترکزوالیدالتون و نقطه الویک

I-TASSERافزار با استفاده از نرمنیپروتئيبعدساختار سه. شده مشخص شدبخش حفاظت
توالی ز،یگرآبيدهایاسنویآم،ییفراغشاچیمارپ،شدهپیشگویینیدر ساختار پروتئ. شدییشگویپ

ژن انیبيالگو. شدمشخص Chimeraافزار با نرمپروتئین سطحآمینواسیدهاي وحفاظت شده
مربوط به ریشه و اندام سبز گیاه بیترتبهنشان داد که بیشترین و کمترین بیان 1نتازیسسکوالن

.است

هاي کلیديواژه
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مقدمه

Glycyrrhiza glabraعلمیبا نامانیبنیریش L.گیاهی ،
نیترمهمو یکی از ) Fabaceae(بقولاتخانوادهازچندساله

ریشه آناززیاديمقدارکهگیاهان دارویی بومی ایران است
Amani(شودیمبه کشورهاي مختلف صادرسالیانه et al. 2005;

Bi et al. 2010; Khanahmadi et al. 2013; Tian et al. 2008 .(
ترپنيازجمله ترداراي ترکیبات مختلفیانیبنیریشریشه 

ایزوفلاون، فلاونوئیدها،،)سویا ساپونینگلیسیریزین،(هانیساپون
-2(ساکارزفرار،يهاروغنرزین،استرول،کومارین،هیدروکسی

جزئیمقدارهبو) درصد2-30(ساکاریدپلینشاسته،،)درصد1
Asl and Hosseinzadeh(است اسانس 2008; Hajimehdipoor

et al. 2008; Wittschier et al. حاوي انیبنیریششهیر. )2009
-2(نیزیریسینام گلباایخام دنییداروباتیترکنیتراز مهمیکی
Asl and Hosseinzadeh(است ) درصد وزن خشک8 2008;

Ibanoglu and Ibanoglu, 2000; Shibata, گلیسیریزین،). 2000
ازترنیریشبار50حدودوساپونیندیترپنوئيیک نوع اولئان تر

غذاییصنایعدردهنده طعموکنندهنیریعنوان شبهوشکر است
Chin)شودیماستفاده et al. در اختلالات انیبنیریش. (2007

و HIVفونتمزمن، هپاتیت عفونی، عCو Bکبدي حاد، هپاتیت
مانع همانندسازي ویروسوسیستم ایمنی مؤثر است يهايماریب

HIVاثر محافظتی گیاه دروشودیبه ایدز مدر بیماران مبتلا
به ماده مؤثره مربوط معدهيهاکبدي، التهاب و زخميهايماریب

Haraguchi(است گلیسیریزین  et al. 1998; Li et al. 2011;

Sato et al. در برابر عفونت یروسیاثر ضدونگلیسیریزی.)1996
Lehtihet and Nygren(دارد زیناشی از ویروس آنفلوانزا ن 2000;

Utsunomiya et al. - آزمایشگاهی، اثر ضديهایبررس). 1997
قوي گلیسیریزین در برابر یروسیوسرطانی و فعالیت ضد

Cinatl(اند را نشان داده) سارس(سندروم حاد تنفسی  et al.

2003; Wang et al. با انیبنیریدر شنوئیدهابیوسنتز ترپ.)1995
آنزیملهیوسبه(FDP)فسفاتيتبدیل دو مولکول فارنسیل د

شودیبه سکوالن شروع م(squalene synthase)سینتازسکوالن
)Jennings et al. 1991; Robinson et al. سکوالنآنزیم ).1993
کربنه 30ترکیب فسفاتيدمولکول فارنسیل دواتصالبانتازیس

و این واکنش را در دو مرحله انجام کندیمسکوالن را تولید 

را تسریع کرده و FDPدر مرحله اول اتصال دو مولکول . دهدیم
مرحله در.کندیمرا تولید ) PSPP(سولفاتپیروسکوالنيپر

به سکوالن تبدیل+Mg2و NADPHدر حضور PSPPبعدي 
,Tansey and Shechter(شودیم SQS، آنزیم اهانیدر گ.)2000

دارد دهایترپنوئيترو هاتواسترولینقش مهمی در تنظیم بیوسنتز ف
)Lee et al. 2004; Seo et al. 2005; Suzuki et al. 2002;

Wentzinger et al. 2002; Zhao et al. ازSQSژن . )2017
Hayashi(انیبنیریشگیاهانی مانند et al. ، تنباکو)1999

)Devarenne et al. Lee(جینسینگ ،) 2002 et al. 2004 (،
Kribii(آرابیدوپسیس et al. Lee(زینتی فلفل،) 1997 et al.

Suzuki(یونجه ،) 2002 et al. Nguyen(سویا،) 2002 et al.

و همکاران Zhao. استشده گزارشگیاهانو سایر)2013
Siraitiaرا از گیاه SQSیه بیان کننده ژن ناح) 2017(

grosvenorii با تکنیکRACE جداسازي نمودند و ویژگی
هاي مختلف بررسی کردند بیوانفورماتیکی و بیان ژن را در اندام

)Zhao et al. 2017 .(Filiz و همکاران)در دو گیاه ) 2016
فزارها ارا با نرمSQSصنوبر و افرا ویژگی پروتئین بیان شونده 

SQSطول کامل ژن ) 2016(و همکارن Zhang.بررسی نمودند

سازي کردند و بیان ژن را در ریشه، گیاه توس سفید را همسانه
اي بررسی کردند و گزارش نمودند هفته4هاي گیاه ساقه و برگ

Zhang).(در تولید ترپنوئیدها نقش دارد SQSکه ژن  et al. 2016

با استفاده از انیبنیریشمختلف ياهاندامی کیمتابولبررسی
و کروماتوگرافی گازي ) HPLC(کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

)GC (گیاه ضخیميهاشهینشان داد که گلیسیریزین فقط در ر
يهاگرهوفرعیيهاشهیرهوایی،يهاقسمتدر. شودیمتولید

,Hayashi(گلیسیریزین مشاهده نگردید ياشهیر یاز طرف. )2009
G.glabraنییموشهیدر رنیزیریسیگلدیولت،و همکارانيرازیش

که تا قبل از آن، عدم تولید گلیسیریزین را گزارش کردند یرانیا
بودشدهگزارشگونهنیاو سوسپانسیونی نییموشهیردرکشت

)Shirazi et al. تنوع ژنتیکی درون گونه و تنوع محیطی از . )2012
مطالعات مسیر در سنتز گلیسیریزین است و برايمؤثرعوامل 

ي استفاده شود که اتهیواربیوسنتز گلیسیریزین بهتر است از 
Kojoma).کندیمگلیسیریزین بیشتري تولید  et al. در (2011

مقدار نیشتریبداراي رانیابومی انیبنیریش، هاپژوهش
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Douglas(است شده گزارشنیزیریسیگل et al. بدین . )2004
از این ژنبیان کننده cDNAکاملیمطالعه توالنیدر امنظور 
. شودمیيسازو همسانهيجداسازی ایرانبومglabraگونه 

سایر گیاهان SQSیآمده با توالدستبهینئیپروتیتوالسهیمقا
نیز ینیتئپرویتوالیکیوانفورماتیبيهایژگیویجام و برخان

Real-Time PCR(همچنین بیان این ژن با روش . شودمییبررس

(qPCR دو ژن بیان کننده . شودي مختلف بررسی میهااندامدر
SQS در جنسGlycyrrhizaاست که با بررسی بیان شدهییشناسا
، ارتباط این ژن با نوع انیبنیریشي مختلف هااندامدر SQS1ژن 

.مشخص کردتوانیمي را دیترپنوئيترمتابولیت 

هاروشومواد

SQS1ي ژن سازهمسانه

cDNAو سنتزگیاهیمواد

ازglabraتهیوارglabraگونهانیبنیریشگیاهبذرهاي
به یدهخراشمنظوربهبذرها.شدتهیهاصفهانبذرپاکانشرکت

سپسدرصد قرار گرفتند و98کیدسولفوریاسدردقیقه20مدت
RNAآمدهدستبهيهااهچهیگریشه از.شدندکشتانگلددر

تغییراتیکمباکلوننایسشرکتRNX-plusمحلول باکلی
الکتروفورزدستگاهازاستفادهباکلیRNAتیفیک.شداستخراج

سنتز براي.شدتعیینآن با دستگاه نانودراپتیکمآگارز و ژل
يبردارنسخهمیو آنزتصادفی هگزامرآغازگرازcDNAرشته

RevertAIDTM)معکوس M-MuLV)شرکتThermo Fisher

Scientificشداستفاده.

SQS1تکثیر ناحیه بیان کننده ژن وآغازگرهاطراحی

بیان نوکلئوتیدي ناحیه توالیجهت طراحی آغازگرها از
با NCBIدادهبانکموجود درGlycyrrhizaجنس SQS1کننده

AM182331.1وD86409.1،AM182329.1شماره دسترسی 

بیان ناحیه تکثیربراياختصاصیآغازگرجفتشد و یکاستفاده
. شدنسخه هفت طراحیOligoافزارنرمازاستفادهبااین ژنکننده

-رفتتوالی آغازگرها شامل آغازگرهاي

5’AAGGAGGATCCTATGGGGAGTTTGGبرگشتو-

5’AAAGAGCTCCTCCTAATTATCTTGGCGTTتوسط
پلیمرازيارهیزنجواکنشانجامبراي.شدندسنتزکلوننایسشرکت

(PCR) بافرتریلکرویم5/2ازX PCR10،تریلکرویمیکcDNA،
یک،dNTPتریلکرویمیکمولار،یلیمMgCl250تریلکرویم5/1
ازواحد5/0و) pmol)10برگشتورفتآغازگرهايازتریلکرویم

Long PCR Enzymeآنزیم Mix شرکتThermo Fisher

Scientificشداستفاده يتریلکرویم20واکنشکلیحجمدر.
،گرادیسانتدرجه 95دقیقه 4شامل PCRبرنامه حرارتی واکنش

، یک دقیقه گرادیسانتدرجه 95دمایی شامل یک دقیقه چرخه35
دقیقه 3و گرادیسانتدرجه 72و یک دقیقه گرادیسانتدرجه 60

قطعهتیدرنها.انجام گرفتگرادیسانتدرجه 72ایی در بسط نه
شرکت DNAاستخراج کیتازاستفادهباوژلرويازرشدهیتکث

Thermo Fisher Scientificشديسازخالص.

DNAیابییتوالويسازهمسانه

يسازهمسانهناقلوPCRمحصولبیناتصالواکنش
pTZ57R/TآنزیمباT4 DNA Ligaseبايسازهمسانه.شدامانج

TheتیکوDH5αسویهEscherichia coliباکتريازاستفاده

Thermo Scientific Ins TAclone PCR Cloningشدانجام .
گزینشکیوتیبیآنتحاويLBمحیطدرختهیتراريهاسلول
غربالگريروشسهازباکتريبهژنوروددییتأمنظوربه.شدند
. استفاده شدآنزیمیواکنش برشوColony PCRسریع،

Thermo Fisherشرکتکیتازاستفادهپلاسمید بااستخراج

Scientificبرش آنزیمی دوگانهسپسوگرفتانجامDNA

رويمحصولشد وانجامBamHIو XbaIآنزیمدوباپلاسمیدي
توالینهایی درستیدییتأ.قرار گرفتیبررسموردآگارزژل

آغازگرهايازاستفادهبایابییتوالطریقازشدهيازسهمسانه
M13توسط شرکت ماکروژن کره برگشتورفتجهتدودر

.شدجنوبی انجام

SQS1ی کیوانفورماتیبيهایژگیو

توالی نوکلئوتیديبررسی

افزارنرمبانمونهکروماتوگرامدریافت توالی،ازپس
chromas ver DNA Baser verو2.4 ازپسوشدبررسی4.20

درمشابهيهایتوالیافتنمنظوربهتوالی،مناسبکیفیتازاطمینان
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قرار جستجوموردBLASTبرنامهازاستفادهباNCBIپایگاه داده
.گرفت

یی شدهگوشیپبررسی پروتئین 

. ي ترجمه شدانهیدآمیاسی توالبهتوالی نوکلئوتیدي 
درختترسیمويانهیدآمیاستوالیچندگانهسازيفیردهم

MEGAافزارنرمازاستفادهگیاهان باسایرSQSبافیلوژنتیکی

ي بیوانفورماتیکی، افزارهانرمسپس با .گرفتانجامپنجمنسخه
ي هایژگیو. بررسی شدشوندهي پروتئین بیانهایژگیو

Protparamافزارنرمفیزیکوشیمیایی پروتئین با 

)http://web.expasy.org/protparam( ،ی ساختار دوم نیبشیپ
، SOPMA (https://npsaprabi.ibcp.fr(باپروتئین بیان شونده 

Scan Prositeي افزارهانرمبا توالی حفاظت شدهی نیبشیپ

)(http://prosite.expasy.org/scanprosite وPfam

)(http://pfam.xfam.org ی با سلولدرون، بررسی جایگاه
(http://www.softberry.com) Softberryگریزي، الگوي آب -

، )ProtScale)http://web.expasy.org/protscaleآبدوستی با 
TMHMMافزارنرمیی با فراغشاناحیه 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) ،ی نیبشیپ
I-TASSERساختار سوم با برنامه 

)http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu (اختار سوم و مطالعه س
.بررسی شدChimeraبا برنامه

ي مختلفهااندامدر SQS1بررسی بیان ژن 

cDNAمواد گیاهی و سنتز 

در محیط هیدورپونیک کشت انیبنیریشي هااهچهیگ
ي اهفتهسهي هااهچهیگاز برگ نییموشهیربراي تولید . شدند
جامد استفاده شد که با باکتري نیمهMSشده در محیط کشت

تلقیح شده و بعد از ATCC15834روباکتریوم ریزوژنز سویه آگ
ها در محیط براي حذف باکتري واکشت ریشهنییموشهیرظهور 

بعد از اطمینان ازحذف . بیوتیک سفوتاکسیم انجام شدحاوي آنتی
از DNAهاي مویین استخراج مولکولی ریشهدییتأباکتري، براي 

Shirazi(. ها انجام گرفتریشه et al. تراریختی دییتأ. )2012
rolBي اختصاصی ژن آغازگرهاو PCRبا استفاده از نییموشهیر

ي آغازگرهاتوالی .باکتري انجام شدT-DNAموجود در ناحیه 

شامل آغازگرهاي رفت rolBاختصاصی ژن 
5’TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-و

TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC’5برگشت

rolBوجود ژن دییتأبعد از . شدندسنتزکلوننایسشرکتتوسط

بعد از . هاي مویین، ریشه ها به محیط مایع منتقل شدنددر ریشه
شده در ي کشتهااهچهیگگذشت یک ماه از ریشه و اندام هوایی 

رشد کرده ماههکینییموشهیرمحیط هیدروپونیک و همچنین 
سنتزيبرا. انجام گرفتRNAاستخراج ، MSدر محیط مایع 

يبردارنسخهمیآنزآغازگر تصادفی هگزامر و از cDNAرشته 
Thermo Fisherشرکت ) RevertAIDTM M-MuLV(معکوس 

Scientificشداستفاده.

qRT-PCRروش 

–RTروشبـا اسـتفاده از SQS1ژنانیبیکمسهیمقا

PCRو ژنسازي شده همسانهی ژناختصاصـهايآغازگربا یکم
از مخلوط واکنش ). 1جدول (جام شد انs rRNA18یداخلکنترل

RealQ-PCR 2x Master Mix Kit شرکتAmpliqon استفاده
شد محاسبه ΔCT2-استفاده از روشباژن یکمانیبمقدار .شد

)Pfaffl, 2001(.

نتایج 

SQS1ی ژن ابییتوالي و سازهمسانه

نشانRNAاستخراجآگارزژلالکتروفورزازحاصلنتایج
بیانcDNAاز استفادهباPCRدر.داردخوبیکیفیتRNAکهداد

کهشدتشکیلbp1242تقریبیطولبهباندیکتنهاژن،کننده
دهندهنشانو ) ، الف1شکل(انتظار موردقطعهطولبامطابق

بین غربالگري سریع ازآزمون.اختصاصی بودن آغازگرها بود
. شدانجامنیلیسیآمپحاويمحیطدرکردهرشديهاهمسانه
ازبالاتروبودهمثبتهاآنسریعغربالگرينتیجهکهییهاهمسانه

ژنورودبرايColony PCRازاستفادهباقرار داشتند،خالیناقل
SQS1دوگانهبرش آنزیمی.شدنددییتأنیزDNAدوباپلاسمیدي
، 1شکل (دادشاننراbp1242باندنیزBamHIوXbaIآنزیم

).ب
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SQS1در بررسی بیان ژن استفادهموردآغازگرهاي -1جدول 

Table 1. The primers used in the study of SQS1 gene expression
نام آغازگرتوالی آغازگردماي اتصال

585'-GGTTCTTCGAGCCCTTGACASQS1-Forward

5'-CCATTCCTGCACCCATCCTTSQS1-Reverse

585'-GGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAAC18s rRNA- Forward
5'-CTCAATCTGTCAATCCTCACTATGTCTGG18s rRNA- Reverse

یم ـیآنزبـرش الکتروفـورز واکـنش   : ب. بـازي جفت1000نشانگر–SQS1.Mبیان کننده ژن هیناح-SQS11.ژن يبراPCRالکتروفورز محصول: الف-1شکل 
Mدیپلاسـم -XbaI3.وBamHIيهـا میدوگانـه بـا آنـز   برش-SQS12.ژن XbaI1-PCR.وBamHIيهامیبا آنزSQS1ژن يداراpTZ57R/Tدیپلاسم

.pTZ57R/T- يجفت باز1000نشانگر
Figure 1. (A) Electrophoresis of PCR product for SQS1 gene. 1- Coding region of SQS1 gene. M-1000 bp ladder (B) -
Electrophoresis reaction for enzyme digestion of the pTZ57R/T plasmid containing SQS1 gene with BamHI and XbaI. 1-PCR
for SQS1 gene. 2- Double digestion with BamHI and XbaI enzyme. 3- pTZ57R/T plasmid. M-1000 bp ladder

cDNAداد،نشانشدهيسازهمسانهعهقطیابیتوالینتایج

تـوالی بـا  . استشدهجداسازيکاملطوربهSQS1ژنکنندهبیان
پـروتئین  یکویافتهخاتمهTAGکدونباوآغازشدهATGکدون 

ي کامـل ایـن تـوالی در    هـا افتـه ی. کندیمرا بیان يانهیدآمیاس413
در KT987235.1ثبـت و بـا شـماره دسترسـی    NCBIبانـک داده  

ي دینواسیآمدرصد تشابه نوکلئوتیدي و 99این ژن . استدسترس 
بـه شـماره   NCBIدر شـده ثبـت glabraگونـه به سکوالن سینتاز

سازيفیردهمنتایج. داردBAA13083.1و D86409.1دسترسی 
SQSبـا فیلـوژنتیکی درخـت ترسیمويانهیدآمیاستوالیچندگانه

nieghborروش بـا MEGA5افـزار نـرم ازاستفادهبااهانیگریسا

joiningبیشترینکهدادنشانفیلوژنتیکیدرختنتایجشد وانجام
).2شکل (داردGlycyrrhizaجنس SQS1باراتشابه

SQS1پروتئین بیوانفورماتیکیبررسی

فرمـول دادنشـان Protparamافـزار نـرم نتایج تجزیـه بـا   
. اسـت SQS1،C2117H3359N567O602S27پروتئینـی  تـوالی مولکولی

ایـن شدهینیبشیپکیالکترزویانقطهوشدهمحاسبهمولکولیوزن
ناپایـداري شاخص. است18/8و دالتونلویک3/47بیترتبهتوالی

اسـت ناپایـدار يهـا نیپـروتئ جزءکهشدمحاسبه20/43پروتئین
اسـت ممکـن و) اسـت 40ازکمتـر پایدارییهانیپروتئشاخص(

.باشـد داشـته ترجمهازبعدپردازشبهنیازپایداريبراينپروتئی
مقاومـت ارزیـابی درمهـم عامـل یـک عنوانبهآلیفاتیک،شاخص
میـزان  متوسـط . شـد محاسـبه 77/97حـرارت، برابـر درپـروتئین 
آمینه،اسیدهايکلمجموعاز.است-067/0گریزيآب-آبدوستی

مثبـت بـار اسـیدآمینه 51وAsp + Glu)(یمنف ـباراسیدآمینه48
(Arg + Lys)افـزار بـا نـرم  یآبدوسـت -يزی ـگرآبالگوي. دارند
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ProtScaleروش به(Kyte and Doolittle, نشان داد کـه (1982
امتیـاز  بیشترینو)پرولین(351موقعیتدر-478/2امتیازکمترین

.اسـت پتیـدي پلـی زنجیـره ) لوسـین (395موقعیـت  در911/3
صفر رخطیزدر دوستآبي هانیدمدر بالا و زیگرآبيهانیدم

نقـش  یآبدوسـت -يزی ـگرآبالگـوي  ). ، الـف 3شکل (قرار دارند
ی ســاختار دوم و تقســیم نــواحی عملکــردي نــیبشیپــمهمــی در 

SOPMAافـزار  بـا نـرم  بررسی ساختار دوم پروتئین . پروتئین دارد

، )رصـد دα)28/68مـارپیچ  282نشان داد که این پـروتئین داراي  
و ) درصـد 60/4(βپـیچ 19، )درصـد 51/7(میتعمقابلرشته 31
-بررسـی جایگـاه درون  . اسـت ) درصـد 61/19(پیچ تصادفی 81

، نشان داد که محل فعالیـت پـروتئین   Softberryافزار نرمی با سلول
نسخه چهار SignalPبرنامه . شبکه آندوپلاسمی استدر ارتباط با 

.وتئین را مشخص نکردوجود سیگنال پپتیدي در پر

سایر گیاهانSQSبا SQS1يانهیدآمیاسیلاتویکیلوژنتیدرخت ف-2شکل
Figure 2. Phylogenetic trees for the amino acid sequence of SQS1 with other plants SQS
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نسخه TMHMMه ي فراغشایی با استفاده از برنامهابخشبررسی 
دو مشـــخص شـــد کـــه دو مـــارپیچ فراغشـــایی در موقعیـــت  

قـرار دارد و  385-407ي هانهیدآمیاسو 282-304ي هانهیدآمیاس
-384فراغشایی، 282-304خارج، سمتبه1-281ي هانهیدآمیاس

خارج قرار سمتبه408-413فراغشایی و 385-407داخلی،305
باSQS1نیپروتئاظت شده توالی حفبررسی ).، ب3شکل (دارند 

ــه  ــوالی Prositeبرنام -Y-[CSAM]-x(2)-[VSG]-A-[GSA]دو ت

[LIVAT]-[IV]-G-x(2)-[LMSC]-x(2)-[LIV] و[LIVM]-G-

x(3)-Q-x(2,3)-[ND]-[IFL]-x-[RE]-D-[LIVMFY]-x(2)-

[DE]-x(4,7)-R-x-[FY]-x-P شــده حفاظــتيالگــوعنــوانبــهرا

Scanبرنامـه  با استفاده از هافیموتمشخص کرد که این نیپروتئ

Prosite وPfam ــت ــروتئین168-183در موقعی ــوالی پ ــامل ت ش
201-229موقعیــت وYChyVAGLVGlgLskLيهــانهیدآمیاســ

ــانهیدآمیاســشــامل  MGlflQktNIiRDYleDineipksRmFwPيه

I-TASSERبعدي پروتئین با برنامه بینی ساختار سهپیش.باشندیم

سـاختار  .انجـام گرفـت  Chimeraافـزار  آن با نرمتحلیل وو تجزیه
گریـز، سـاختار سـطحی و موتیـف     هـاي آب فراغشایی، اسیدآمینه

شـکل  (شـد  شده، مشخصبینیشده در مدل پروتئینی پیشحفاظت
4.(

TMHMMتوسط برنامه SQS1نیپروتئفراغشاییناحیهیبررس: پایینSQS1.ی پروتئینآبدوست-يزیگرآبيالگو:بالا-3شکل 

Figure 3. (A) Hydrophobic-hydrophilic pattern of SQS1 protein. (B) Study of protein transmembrane domains by TMHMM
program

فالفال

بب
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ي هـا بخـش -3. نیسـطح پـروتئ  -2. روبـان يبعدساختار سه-Chimera .1افزار نرمآن بابررسیو I-TASSERبا برنامه نیپروتئيبعدساختار سهنمایش-4شکل 
تــــوالیو )رنــــگ صـــورتی (YChyVAGLVGlgLskLتـــوالی :پــــروتئینتـــوالی حفاظــــت شـــده  -5. زیــــگرآبيهـــا نهیدآمیاســــ-4. فراغشـــایی 

MGlflQktNIiRDYleDineipksRmFwP)رنگ زرد(
Figure 4. Displaying the three-dimensional structure of protein by I-TASSER program and survey it using Chimera. 1-
Ribbon three-dimensional structure. 2- Surface of the protein. 3-Transmembrane domains. 4- Hydrophobic amino acids. 5-
concerved sequence of the protein: YChyVAGLVGlgLskL sequence (pink) and MGlflQktNIiRDYleDineipksRmFwP
sequence (yellow).

بیاني مختلف گیاه شیرینهااندامدر SQS1بررسی بیان ژن 
هاي بیان و ظهور ریشههاي شیرینبعد از تلقیح برگ گیاهچه

-Tمویین براي تایید تراریختی ریشه هاي مویین و ورود ناحیه 

DNAها از تکثیر ژن به ژنوم ریشهrolB موجود در ناحیهT-DNA

ژن با آغازگرهاي اختصاصی نییموشهیرDNAتکثیر . استفاده شد
rolB دهندهنشانکه ) 5شکل (جفت بازي را نشان داد 780، قطعه

به ژنوم rolBو انتقال ژن آمدهدستبهي هاشهیربودن ختهیترار
.ها استریشه

و ) سبز(ییهواي ریشه، اندام هااندامدر SQS1بیان ژن 
RTبا روش نییموشهیر – PCRبیان ژن بیشترین. کمی انجام شد

شد مشاهدهدر ریشه معمولی و کمترین بیان ژن در اندام سبز گیاه 
).1نمودار (
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پلاسمید آگروباکتریوم -3. ي مویینهاشهیرجفت بازي در 780تکثیر قطعه - rolB .2–1ژن يبراPCRالکتروفورز محصول -5شکل 
بازيجفت100نشانگر–M).کنترل مثبت(ریزوژنز 

Figure 5. Electrophoresis of PCR product for rolB gene. 1-2 Amplification of 780 bp region in hairy roots. 3-Plasmid of
Agrobacterium rhizogenes (positive control). M- 100 bp ladder

RTروش ي مختلف با هااندامدر SQS1بررسی بیان ژن - 1نمودار  – PCRیکم
Chart 1. Study of SQS1 gene expression in various organs using qRT-PCR

:SQS(سکوالن سینتاز EC به متصل، آنزیم )2.5.1.21
دو مولکول اتصالباشبکه آندوپلاسمی است که تولید سکوالن را 

علاوه بر فسفاتيدفارنسیل . کندیمتسریع فسفاتيدفارنسیل 
ي در ساخت ترکیبات دیترپنوئيترکیبات استروئیدي و سنتز تر

، یوبی کوئینون، هم و هاترپن، سزکویی فسفاتيدژرانیل ژرانیل 
با تولید سکوالن، نقش SQSبنابراین آنزیم . نقش داردپرنولیپل

سمتبهو بردن جریان کربنی هازوپرنیاکلیدي را در مسیر 
Abe)دارد دهایترپنوئيترو هاتواسترولیفبیوسنتز  et al. 1993;

Piironen et al. 2000; Wittschier et al. ی نیبشیپ. (2009
گونه گیاه 9در SQSي بیوانفورماتیکی پروتئین هایژگیو

و پیچ αمارپیچSQSپروتئین دوم ساختارجنسینگ نشان داد، در 
در این پژوهش . هنددیمتصادفی بیشترین اجزا ساختار را تشکیل 

بحث
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دو بخش فراغشایی در ساختار پروتئین مشخص شد که در ناحیه 
C-terminalآب-است و باتوجه به الگوي آبدوستیقرارگرفته-

است و زیگرآبي هانهیدآمیاسگریزي این دو بخش بیشتر شامل 
از طریق این دو بخش به شبکه آندوپلاسمی SQS1پروتئین 
SQS1در پروتئین فاظت شدهتوالی حدو . شودیممتصل 

در هاآنموقعیت TMHMMمشخص شد که در بررسی با برنامه 
پروتئین قرار N-terminalبخش سیتوپلاسم است و در ناحیه 

در این پژوهش با آمدهدستبهنهیدآمیاسمقایسه توالی . دارند
توالی حفاظت در هاتفاوت، تشابه کامل ندارد ولی شدهثبتتوالی 

هاي با بررسی) 2017(و همکاران Zhao. ئین نیستپروتشده
Siraitia grosvenoriiدر گیاه SQSبیوانفورماتیکی روي پروتئین 

مشخص کردند که پروتئین بیان شونده این ژن داراي دو مارپیچ 
است و همچنین سیگنال پپتیدي C-terminalی در ناحیه یفراغشا

لعه همخوانی دارد در پروتئین مشخص نشد که با نتایج این مطا
)Zhao et al. در . ی استچندژنجزء خانواده SQSژن). 2017

Huang)گیاهان سرخدار  et al. Uchida(افوربیا،(2007 et al.

Hata(و برنج)2009 et al. و در SQSیک ژن )1997
Kribii)آرابیدوپسیس  et al. SQS، دو ژن انیبنیریشو (1997

Hayashiاست شدهییشناسا et al. درکشت سلولی ).(2003
مرحلهرشد لگاریتمی بیشتر از مرحلهدر SQS، آنزیم انیبنیریش

Hayashi(گزارش شدرشد ساکن  et al. SQS1ژن انتقال.)1999

انیبخته،تراریجینسینگرویشیيهاشهیدر رتحت پیشبر قوي
لن اپوکسیداز، دامارندیول سینتاز، امثل سکودستنییپايهاژن
Lee(افزایش دادراسینتازوسیکلوآرتنولسینتازآمیرینبتا et al.

در گیاه تیمار متیل جاسموناتدر پژوهش دیگري)2004
يهاشهیدر رSQSي ژنهامیزان رونوشتافزایش بیان جینسینگ،

Kim et(را نشان داد رویشی  al. ها نشان این پژوهش.)2010
ها فعال ها در آنتکثیر سلولکهییهادر اندامSQSژن که دهندیم

Lambert(شوندیشدت بیان ماست به et al. با توجه به .)2011
ترین ترکیب غشاي سلولی است، ایجاد و اینکه استرول مهم

یی با تکثیر بالا نیاز به استرول هااندامگسترش غشاي سلولی در 
Uchida)بیشتري دارد  et al. یونجه فقط یک ژن در گیاه. (2009

SQSشده که با تیمار متیل جاسموناتمشخص4روي کروموزوم
شد ءبرابر بیشتر القا5/4ساعت، به میزان 24بعد از 

)Naoumkina et al. تحت پیشبر قوي SQS1ژن انتقال. )2010
و افزایش ترکیبات SQS1به آرابیدوپسیس، افزایش بیان رونوشت 

Nguyen(فیتواسترول را نشان داد  et al. نشان مطالعات.)2013
ساپونینبیوسنتزدرکلیديآنزیمSQS1پروتئین کهدهندیم

در SQSدر سرخدار بیان ژن .استفیتواسترولوترپنوییدتري
، بررسی شد و RT-PCRي ریشه، ساقه و برگ با روش هااندام

گزارش شد هااندامدر ریشه نسبت به سایر SQSبیان بالاي 
(Huang et al. در ریشه، SQSدر گیاه سویا بیان دو ژن . (2007

-real-time PCR (qRTو بذرهاي جوان با روش گلساقه، برگ،

PCR)ی، بیان بررسموردي هابافتهر دو ژن در همه . بررسی شد
در بافت SQS1ژن . ها تفاوت داشتالگوي بیان آنهرچندشدند، 

Nguyen(داشت هابافتریشه بیان بیشتري نسبت به سایر  et al.

2013( .Young-Jun و همکاران)ژن ) 2016SQSرا از گیاه تاج -

سازي کردند و در بررسی بیان ژن در خروس جداسازي و همسانه
هاي مختلف، بیشترین بیان ژن را در بافت ریشه و ساقه اندام

.et al(نمودند گزارش  2016(Young-Jun .Kim و همکاران
نمودند که بیان ییشناسارا SQSجینسینگ سه ژن در گیاه) 2010(

در SQSژن سه هاي بیان شونده هر متفاوتی داشته ولی آنزیم
در SQS1تولید سکوالن نقش داشت و مشاهده نمودند که آنزیم 

وابسته به SQS3و SQS2بیان بالایی دارد ولی بیان هااندامهمه 
سه ژن با تیمار همچنین گزارش نمودند که بیان هر. بافت است

الگوي بیان متفاوتی را هرچندیابد متیل جاسمونات افزایش می
Kim(. دهندنشان می et al. در ریشه SQSبیان بالاي ژن . )2010

با انباشته شدن مقدار زیادي از Fabaceaeگیاهان خانواده 
در ریشه این گیاهان همخوانی هاترپنيترو ساپونین هااسترول

Akamine).دارد  et al. 2003; Suzuki et al. 2002)Hayashi

متابولیت ثانویه گلیسیریزین در گزارش نمود که ) 2009(
ي سبز گیاه هابخشو در گرددیمتولید انیبنیریشي گیاه هاشهیر

,Hayashi(گلیسیریزین مشاهده نشده است  در بررسی . )2009
بیان نییموشهیردر بافت ریشه و SQS1بیان ژن در این مطالعه، 

ي هادادهبه بخش سبز گیاه داشت که با تبالاتري نسب
تاکنون. از تولید متابولیت گلیسیریزین همخوانی داردشدهگزارش

. بومی ایران گزارش نشده استانیبنیریشاز گونه SQS1ژن 
دهدیمدر بافت ریشه را نشان SQS1نتایج این مطالعه بیان بیشتر 
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یزین تولید گلیسیردیترپنوئيتریعنی در اندامی که ساپونین 
، استفاده از این ژن در مهندسی متابولیک رودیمانتظار . شودیم

.مسیر تولید گلیسیریزین نیز همراه با موفقیت باشد

سپاسگزاري
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Abstract

Licorice (Glycyrrhiza glabra L.) is one of the most important medicinal plants and contains bioactive
compounds such as triterpene saponins (glycyrrhizin) and phytosterols. Squalene synthase (EC 2.5.1.21)
is a membrane- bound enzyme that converts two farnesyl diphosphate molecules into squalene, a key
precursor for sterol and triterpene biosynthesis. In this study, the coding sequence of squalene synthase 1
in Iranian native licorice was cloned in pTZ57R/T and the characterization of its polypeptide was
predicted by using bioinformatic tools. The cDNA of GgSQS1 is 1242bp and encodes a 413 amino acid
polypeptide. Bioinformatic analysis revealed that the deduced GgSQS1 polypeptide had high similarity
with squalene synthase1 of members of the glycyrrhiza genus. Subcellular analysis showed that the
activity of this polypeptide is in the endoplasmic reticulum. The molecular weight of this polypeptide is
47.3 kDa with a pI value of 8.18. Two transmembrane domains and two protected regions were detected
in the amino acid sequence. The three-dimensional protein structure was predicted using I-TASSER
software. In the predicted structure, transmembrane helixes, hydrophobic amino acids, the conserved
sequence and amino acids on the protein surface were identified using Chimera software. Studies of
Squalene synthases1 gene expression showed that the highest and lowest expression occur in the root and
green organs of the plant, respectively.

Keywords: Glycyrrhiza,Glycyrrhizin, Phytosterol, qRT-PCR, Terpenoid
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