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Abstract 

 

Background and objectives  
Sanguinarin is an important secondary metabolite of the benzyl isoquinoline alkaloids, which is widely found 

in Papaveraceae family plants such as Chelidonium majus. Sanguinarin has many properties such as 

antimicrobial, antifungal, and anti-inflammatory. The use of abiotic elicitors is one of the effective ways to 

induce and increase of secondary metabolites. The elicitors such as methyl-jasmonate induce the biosynthesis 

and accumulation of secondary metabolites by stimulating the plant's defense system. Since there is no report 

on the isolation of cDNA encoding the stylopine synthase in sanguinarine biosynthesis pathway in 

Chelidonium majus, the full length of this gene was isolated to provide an opportunity to identify and 

investigate the pathways of benzylisoquinoline that have not been known so far. Also, the expression pattern 

of this gene was surveyed under the treatment of methyl-jasmonate to improve its production. 

Methodology 

 In this research at the first stage, the cDNA encoding the stylopine synthase gene (STS) was identified and 

isolated from the root of Chelidonium majus. STS is one of the genes in sanguinarin biosynthesis pathway 

that converts (S)-Cheilanthifoline to (S)-Stylopine in the methyloxy bridge, which belongs to CYP719 

subfamily. In the next stage, the expression pattern of STS gene was examined in a completely randomized 

design with four replicates by applying methyl-jasmonate (concentration of 100 μM) at four treatment levels 

(foliar, irrigation, foliar + irrigation and without methyl-jasmonate as control) in different organs (leaf, root 

and stem) and different sampling times (6, 24 and 48 hours after methyl-jasmonate treatment) In a pot 

experiment under greenhouse condition. 

Results 

 Isolation of STS gene cDNA was done in two steps. At first, the incomplete sequence (1000 bp) was 

isolated, and then, by designing new primers based on the information from the primary sequence, the full 

length (1500 bp) of the coding region of gene was isolated and successfully cloned into pTG19-T plasmid. 

After sequencing and necessary modifications, the obtained gene sequence was registered in the NCBI 

database with the accession number KY550671.2. By evaluating the sequence characteristics and studying 

the phylogenetic relationships, it was determined that CYP719A3, the product of the STS gene, belongs to 

the P450 protein family. The results of variance analysis showed the methyl-jasmonate treatment affect 

significantly (P≤0.01) STS gene expression at different times in different organs of Chelidonium majus. The 

highest level of gene expression was observed in methyl-jasmonate foliar spraying + irrigation 48 hours after 

treatment in the root. The mean comparison showed that the expression level of STS gene was different in the 

root, leaf and stem of Chelidonium majus, so it was 1.5 and 2.5 times higher in the root than leaf and stem, 

respectively. The high expression of the STS gene in the root of Chelidonium majus indicates the 

effectiveness of the plant organ in the level of gene activity, on the other hand, the use of methyl-jasmonate 

could play an effective role in increasing gene expression. 
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Conclusion 

 Methyl-jasmonate increased the expression of STS gene in the sanguinarine biosynthesis pathway so that the 

highest expression was observed in the root. Therefore, the sequence of the gene encoding stylopine synthase 

in the sanguinarine biosynthesis pathway and its expression pattern in Chelidonium majus can be used in the 

pathway engineering of this valuable metabolite. 
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 چکیده

 :سابقه و هدف

 بيشترطور گسترده در باشد که بهمی گروه بنزیل ایزوکوئينولينهای ثانویه مهم از خانواده آلکالوئيدهای يتمتابولیکی از  (Sanguinarin)سنگوئينارین 

. سنگوئينارین دارای خواص بسياری مانند خاصيت وجود دارد )Chelidonium majus( جمله ماميران کبيراز )Papaveraceae(گياهان خانواده پاپاوراسه

-های ثانویه میو افزایش متابوليت توليدالقای ثر ؤمیکی از راهکارهای  غيرزندههای . کاربرد محرکاستضد ميکروبی قوی، ضدقارچی و ضدالتهاب 

که  ازآنجایی شوند.یمهای ثانویه يتمتابولجاسمونات از طریق تحریك سيستم دفاعی گياه موجب القاء بيوسنتز و انباشت يلمتهایی مانند محرکباشد. 

در مسير بيوسنتز آلکالوئيد سنگوئينارین در گياه ماميران وجود ندارد، در این تحقيق اقدام به  STS کدکننده ژن cDNAگزارشی مبنی بر جداسازی 

 ،اند فراهم گردد. همچنينکه تاکنون شناخته نشده ایزوکویينولينبنزیلجداسازی طول کامل این ژن گردید تا فرصتی برای شناسایی و بررسی مسيرهای 

 . شدثير محرک غيرزنده متيل جاسمونات در جهت بهبود توليد آن بررسی أانی این ژن تحت تپس از جداسازی ژن مذکور، الگوی بي

 :هامواد و روش

این ژن  .از اندام ریشه گياه ماميران کبير انجام شد )stylopine synthase )STS کدکننده ژن cDNAدر این تحقيق، در مرحله اول شناسایی و جداسازی 

کند که متعلق در پل متيلوکسی را سنتز می Stylopine -(S) به Cheilanthifoline-(S)باشد و واکنش تبدیل های مسير توليد سنگوئينارین مییکی از ژن

در چهار سطح ميکرومولار  100با اعمال تيمار متيل جاسمونات با غلظت  STS. در مرحله بعدی ميزان بيان ژن است 719CYPبه زیر خانواده 

ی هازمانی مختلف )برگ، ریشه و ساقه( این گياه در هااندامياری و شاهد بدون متيل جاسمونات( در آب +یپاشمحلولی، آبياری، ترکيب پاشمحلول)

 .شدی بررسی اگلخانهدر چهار تکرار در شرایط تصادفی  لاًکامدر قالب طرح پایه ساعت(  48و  24، 6تيمار )از مختلف پس 

  :نتایج

اساس  با طراحی آغازگرهای جدید بر بعدباز( جداسازی شد و  جفت 1000ناقص ). ابتدا توالی شددر دو مرحله انجام  STSژن  cDNAجداسازی 

 T-19pTGموفقيت در پلاسميد  و باجفت باز( جداسازی  1500) سنتازيلوپيناستيه کدکننده ژن ناحاطلاعات بدست آمده از توالی اوليه، طول کامل 

ثبت  NCBIدر پایگاه اطلاعاتی  2.550671KYآمده با شماره دسترسی  دستبهژنی انجام اصلاحات لازم، توالی  یابی ویتوالپس از  ی شد.سازهمسانه

یابی توالیو  یسازهمسانه)ژن  STSحاصل فعاليت ژن  CYP719A3بررسی خصوصيات توالی و مطالعه روابط فيلوژنتيکی، مشخص شد که  با. گردید

متفاوت  هایهای مختلف در بافتجاسمونات در زمان دار تيمار متيلنتایج تجزیه واریانس بيانگر اثر معنی. است P450ينی ئشده( متعلق به خانواده پروت

جاسمونات در زمان  يلمتی+ آبياری با پاشمحلولدر تيمار ترکيب  STSبيشترین ميزان بيان ژن  ( بود.≥0.01Pگياه ماميران )در سطح  STSبر بيان ژن 

 رانيبرگ و ساقه مام شه،یرنشان داد که ميزان بيان این ژن در  STSژن  ینسب انيبمقایسه ميانگين . بودساعت پس از اعمال تيمار در اندام ریشه  48
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بودن اندام گياهی در ثر ؤمدهنده در ریشه ماميران نشان STSبيان بالای ژن برابر ساقه بود.  5/2برابر برگ و  5/1که در ریشه یطوربه ،متفاوت بود ريکب

 در افزایش بيان آن داشته باشد. ثری ؤمتواند نقش میجاسمونات  يلمتمحرک دیگر کاربرد سوی باشد و از ميزان فعاليت ژن می

 :گیرینتیجه

که بيشترین افزایش بيان در ریشه گياه ماميران مشاهده یطوربهدر مسير بيوسنتزی سنگوئينارین شد،  STSجاسمونات سبب افزایش بيان ژن  يلمت 

تواند در زمينه مهندسی مسير این یمدر مسير بيوسنتز سنگوئينارین و الگوی بيانی آن در گياه ماميران کبير  STSتوالی ژن کدکننده  رو،ازاینگردید. 

 .شودمتابوليت ارزشمند استفاده 
 

 .متيل جاسمونات، سنگوئينارین، یسازهمسانه، استيلوپن سنتتاز کلیدی: یهاواژه

 

 مقدمه
گياهان دارویی برای هزاران سال منبعی با ارزش برای 

و امروزه نيز از منظر کشف دارو  اندپيشگيری و درمان بوده
های . گياهان دارویی با دارا بودن متابوليتهستنداهميت حائز 

سنتز داروهای جدید کاربرد در ساز نوان پيشعثانویه به 
دليل ها بهآلکالوئيد. )et al.,Perez -Castillo 2021( دارند

های ثانویه اهميت زیاد دارویی و درمانی، از مهمترین متابوليت
ها دارای شوند. این دسته از متابوليتگياهی محسوب می

، ضدالتهاب و يکروبیضدممانند فعاليت  مهمیخواص دارویی 
 مهمترین از یکی .) et al.,Garcia 2005(هستند ضدتومور 

 هاایزوکویينولينبنزیل آلکالوئيدی، هایگروه
)Benzylisoquinoline alkaloids; BIAs( در کهباشند می 

 و Papaveraceae، Berberidaceae هایخانواده
Fumariaceae ترکيبات  اینخواص دارویی . از دارند وجود

 بیومرفين، ضدميکر تسکين دردبه خاصيت  توانیم
و  عضلات در بابوکارین کنندهشلسنگوئينارین و بربرین، 

 سرطان در نوسکاپين اشاره کرد ضدپاپاورین و 
) 2003 ,Facchini & Park2001;  ,Facchini (.  

 Chelidonium majus علمی نام با ماميران دارویی گياه

L پاپاوراسه خانواده به متعلق )Papaveracea( که است 
 مهم، فارماکولوژیکی خواص با آلکالوئيدهایی دليل داشتنبه

) & Tome دارد دارویی گياهان ميان در را ایویژه جایگاه

)1995Colom, صورت گسترده در درمان  . ماميران کبير به
های دستگاه گوارش و کبد سنتی و مدرن برای درمان بيماری

و حتی برای پيشگيری و درمان تومورها و سرطان استفاده 
 .) et al.,; Demelo 2011 et al.,Venkatesh 2011( شودمی

 ولی دارند درمانی مصارف آن شيرابه و گياه هایقسمت کليه
. ترکيبات آلکالوئيدی است هاقسمت سایر از ثرترؤم آن ریشه

این گياه شامل آلکالوئيدهای بنزوفنانتریدین، چليروتين، 
هيدرو دیچليدونين، ایزوچليدونين سنگوئينارین، کاپتيسين، 

 باشدکاپتيسين، استيلوپين پروتوپين، بربرین و پروتوبربرین می
)2009 et al.,Moro (. 

ها ایزوکویينولينبنزیلبا وجود تنوع ساختاری وسيع، 
) et alFacchini ,.هستند مشترک بيوسنتزی منشأ دارای 

توليد رتيکولين یك نقطه انشعابی بين مسيرهای  .1996(
سنتز  .) et al.,Allen 2008(باشدمی سنگوئينارینمورفين و 

با  (1)شکل  سنگوئينارین شامل هفت مرحله تبدیل آنزیمی
اسکولرین با فعاليت  -)اس(رتيکولين به  -)اس(اکسيداسيون 

شود. آغاز می berberine bridge enzyme (BBE)آنزیم 
های اسکولرین با آنزیم -)اس(اکسيداسيون 
synthase (CFS)cheilanthifoline  وstylopine synthase 

)STS(  شود و زوده میفاکسی به آن ادیهای متيلنپلو انجام
 گردد.استيلوپين حاصل می -)اس(

methyltransferase -N-tetrahydroprotoberberine cis

)TNMT(  سبب متيله شدن)استيلوپين شده و از  -)اس
methyl-N-cis-(S)- اکسيداسيون این ترکيب با فعاليت

hydroxylase (MSH)-14stylopine  پروتوپين توليد می-

 6protopine-شود. هيدروکسيلاسيون پروتوپين با
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H)6hydroxylase (P در ادامه دی ،شودانجام می-

- خودی از هيدروکسیهصورت خودب هيدروسنگوئينارین به
یم آنزتأثير که این ترکيب نيز تحت  آیددست میبهپروتوپين 

dihydrobenzophenanthridine oxidase (DBOX)  به
) ,Beaudoin & Facchini شودسنگوئينارین تبدیل می

)2013.  
یك آلکالوئيد  )Sanguinarin( سنگوئينارین

 این آلکالوئيد یکی .) ,2001Facchini(است فنانتریدین بنزو
 مرفين گروه آلکالوئيدهای سنتز مسير در ميانی ترکيبات از

 یابدمی تجمع اندام همين در و توليد ریشه در که باشدمی
)2004 et al.,Weid (. است قوی مهارکننده یك ترکيب این 

 ممانعت 3KB-NF ایهسته رونویسی فاکتور سازیفعال از که
 چرخه تنظيم سلول، رشد تنظيم در مهمی نقش و کندمی

) Ahmad کندمی ایفا هاسلول شده یزیربرنامهمرگ  و سلولی

)2000 et al.,.  شناسایی مسير بيوسنتزی سنگوئينارین و
انجام دخيل در این مسير در ماميران کبير تا حدودی  یهاژن

. سنگوئينارین همانند آلکالوئيدهای دیگر گروه استشده 
واضح در سطح آنزیمی  کاملاً عملبنزوفنانتریدین دارای 

، بنزوفنانتریدین، آلکالوئيدهایی مانند پروتوبربرین. باشدمی
 -پروتوپين و فتاليدی ایزوکوئينولين پس از تبدیل )اس(

سنتز اسکولرین،  -رتيکولين به آلکالوئيد پروتوبربرین )اس(
در نتيجه اولين قدم برای بيوسنتز آلکالوئيدهای  ،شوندمی

اسکولرین  -رتيکولين به )اس( -بنزوفنانتریدین تبدیل )اس(
رتيکولين شامل تشکيل  -از )اس( . این واکنش اکسيداتيواست

 باشدیممتيل در حلقه فنوليك  -گروهانو  C-Cپيوند ميان 
انجام )BBE( بربرین بریدج که این واکنش توسط آنزیم

اسکولرین به  -. تبدیل )اس() et alWinkler., 2008( شودیم
 يتوکرومسدو  يلهوسبهمتيلوکسی سنگوئينارین با تشکيل پل

450P،  که هر دو اعضای  استيلوپن سنتتاز و سنتازشيالنتيفولين
که نتيجه آن سنتز شود انجام می ،هستند A719CYP خانواده

استيلوپين دارای دو گروه  -)اس( استيلوپين است. -)اس(
از اسکلت پروتوبربرین  Dو  Aهای متيلوکسی در حلقه

این دو آنزیم در  .)Kutchan & Dittrich, 1995(باشد می
. در این گزارش مشخص اندشدهکشت سلولی شقایق بررسی 

مستقل از  استيلوپن سنتتازو  تازشيالنتيفولين سناست که  شده
و  سنتازشيالنتيفولين های ژن کدکننده آنزیم و کنندهم عمل می

 ترتيب از گياهان خشخاش کاليفرنيا به استيلوپن سنتتاز

)2009and  2007 ,.et alIkezawa (  و خشخاش خاردار
 اندمکزیکی جداسازی و شناسایی شده

)2011 et al.,vez aDíaz Ch(. 
های ثانویه در گياهان به دليل توليد بسياری از متابوليت

های زیستی یکی از . محرکاستپاسخ دفاعی گياه 
های و افزایش توليد متابوليت ءالقا برایراهکارهای مهم 

های دفاعی سازوکاراز طریق فعال کردن  که هستند ثانویه
-های فوقهای ثانوی و پاسخباعث القای تشکيل متابوليت

های دفاعی پاسخ محرکدنبال درک شوند. بهحساسيتی می
افزایش جریانات یونی از عرض  مانندسریع در سلول گياهی 

 ،)ROS( گرغشای پلاسمایی، توليد انواع اکسيژن واکنش
مربوط به دفاع، تغييرات ساختاری در  هایسازی ژنفعال

متيل . افتدها اتفاق میدیواره سلولی و سنتز فيتوآلکسين
که باعث این عمل است هایی جاسمونات یکی از محرک

 هــا. جاســمونات) ,2006Zhang & Guo(شود می
 از گروهـی( جاسـمونات متيـل و اســيد جاســمونيك)

 کــه شـوندمـی محسـوب گيـاهی رشـد هـایکننـدهتنظـيم
 نقـش و شرکت فيزیولوژیــك ینــدهایافر از بســياری در

. ) ,2009Bari & Jones(کنند مـی ایفـا گيـاه در تـدافعی
جاسمونات  و متيل اسيد شواهدی وجود دارد که جاسمونيك

) ,Memelinkکنند های سيگنال فعاليت میعنوان مولکولبه

در  مرتبط یهاسلولی، بيان ژن هایيگنالس فعاليتبا . 2009(
افزایش توليد یا مسير بيوسنتزی تحریك و موجب سنتز 

آنها  کشت سلولیدر ثانویه در گياهان و یا  هایيتمتابول
. در تحقيقی از ) ,2003Zhao & Sakai(شوند یم
یك محرک غيرزنده برای افزایش  عنوانبهجاسمونات يلمت

بيوسنتزی سنگوئينارین در گياه ی مسير هاژنبيان برخی 
) et al.,Ikezawa د شاستفاده  پاپاوراسه شقایق از خانواده

جاسمونات باعث افزایش يلمت. در آزمایشی استفاده از 2009(
درصدی غلظت آلکالوئيدهای بنزوایزوکوئينولين در گياه  46

ماميران شد، همچنين مشاهده شد که با گذشت زمان ميزان 
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جاسمونات رو به افزایش است يلمتتحت تيمار  این آلکالوئيد
)2015 et al.,Kleinwachter (.  های بررسی بيان ژندر

داد که تمام نشان  جیها نتاترپندرگير در مسير بيوسنتزی 
که  شوندیجاسمونات القاء م ليمورد مطالعه در اثر مت یهاژن

و انتقال  یدفاع یرهايها در مسنقش ترپن ليدل به تواندیم
 پژوهشی دیگر،در . )et allyasi E ,.2016( باشد اميپ

 methylenedioxy سازی مولکولی و خصوصيات آنزیمشبيه

forming-bridgeدر گياه استيلوپين -)اس( دخيل در بيوسنتز 

californica Eschscholzia  .با  ،در این آزمایشبررسی شد
در  3A719CYP متيل جاسمونات بيان ژن محرکاستفاده از 

  .) et al.,Ikezawa 2007( یشه این گياه افزایش یافتر

 

 
تبدیل به  تااسکولرین  -)اس(رتیکولین به  -)اس( اکسیداسیون از هفت مرحله تبدیل آنزیمیبا  مسیر بیوسنتزی سنگوئینارین -1شکل 

  .(Beaudoin & Facchini, 2013) سنگوئینارین
Figure 1. Sanguinarin biosynthetic pathway with seven enzymatic conversion steps from the oxidation of (s)-

reticulin to (s)-sculerine until a change to sanguinarin (Beaudoin & Facchini, 2013). 

 

 

 cDNAکه گزارشی مبنی بر جداسازی  از آنجایی
آلکالوئيد  یدر مسير بيوسنتز STS کدکننده ژن
در این تحقيق گياه ماميران وجود ندارد، در سنگوئينارین 

مرحله مجزا  اقدام به جداسازی طول کامل این ژن در دو

گردید تا فرصتی برای شناسایی و بررسی مسيرهای 
اند فراهم که تا کنون شناخته نشده ایزوکویينولينبنزیل

الگوی بيانی  ژن مذکور، پس از جداسازیگردد. همچنين 
 برایمتيل جاسمونات محرک غيرزنده ثير أاین ژن تحت ت
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 . شدبررسی بهبود توليد آن 
 

 هامواد و روش

 طرح آزمایش گیاهی و  موادکشت 

) Chelidonium بذرهای گياه دارویی ماميران کبير

)majus  از مرکز ملی ذخایر ژنتيکی و زیستی ایران با کد
استان گلستان( تهيه منشاء ) 1006625IBRC Pدسترسی 

خاک، ماسه شسته و کود های حاوی گردید و در گلدان
گلخانه تحقيقاتی  در 2:  5:  10دامی پوسيده با نسبت 

 شد.  المللی امام خمينی )ره( کاشتهدانشگاه بين
-متيل محرک غيرزندهای اثرهبه منظور بررسی 

 آزمایشی، در ماميران STSجاسمونات بر ميزان بيان ژن 
 .اجرا گردیدتصادفی با چهار تکرار کاملاً به صورت طرح 

سه تا چهار  در مرحله )MeJA(تيمار متيل جاسمونات 
های ميکرومولار به صورت 100برگی گياه با غلظت 

آبياری  +پاشی پاشی، آبياری و ترکيب محلولمحلول
که برای گياهان شاهد از شود می یادآوریاعمال شد. 

آبياری با آب مقطر استفاده شد. برداشت  پاشی ومحلول
های ریشه، ساقه و برگ در سه های گياهی از اندامنمونه

ساعت پس از اعمال  48و  24، 6بازه زمانی مختلف )
 های گياهی تا زمان استفاده در. نمونهشدتيمار( انجام 

 درجه سلسيوس نگهداری شدند. -80دمای 
 

 cDNAو ساخت  RNAاستخراج 

استخراج  ،STSژن کدکننده آنزیم  یجداساز منظوربه
RNA  ،از بافت ریشه و برای بررسی بيان این ژن

استفاده از از ریشه، ساقه و برگ با  RNAاستخراج 
)RNA Plus Solution,  -RNXاستخراج محلول 

)Sinaclon  و شد شرکت سازنده انجام  دستورالعملطبق
 جــذب نســبت ،RNAخلـوص  صيتشـخ یبرا

 با نانومتر 230 به 260 و نانومتر 280 بــه 260 ینــور
) Thermo نانودراپ اسپکتروفوتومتر دستگاه از استفاده

)c2000scientific, Nanodrop  یبـراگردید.  بررسی 

و اطمينان از عدم حضور هر گونه  RNAسلامت  یبررسـ
، به ترتيب از cDNA، قبل از سنتز DNAآلودگی به 

پس از  ،درصد و نانودراپ 5/1الکتروفورز ژل آگارز 
 )DNaseI  )Fermentase با آنزیم RNA یهانمونهتيمار 

ساخت . شد استفاده DNAهای حذف آلودگی منظوربه
cDNA با کيت (GeneAll ،جنوبیکره)  دستورالعملطبق 

 .انجام شدشرکت سازنده 
 

سازی شناسایی و همسانه ،ESTهای گذاری کتابخانههم

cDNA  استیلوپن سنتتازکدکننده آنزیم  

 cDNAبرای جداسازی  هاطراحی آغازگر به منظور
 Expression Sequenceهایاز کتابخانه STS کدکننده آنزیم

Tag (EST)  گياه ماميران استفاده شد. اطلاعات این
 NCBIاز پایگاه اطلاعاتی  آنها EST هاییتوالو  هاکتابخانه
 STSمرتبط با ژن  EST یهاپيدا کردن توالی برای. آمد بدست

 STSژن  هاییتوال این مرحله، در استفاده شد. nBLASTاز 
، NCBI شده در ثبت ،گياهان خانواده خشخاشسایر در 

 هاییتوال ،استفاده گردید. در مرحله بعد Query عنوانبه
EST که درصد 60بيش از شباهت  با حاصل از همردیفی 

 در سایر گياهان STSهای  با ژنبالایی  وژیهمولاحتمال 
 یبندسرهم Egassembler افزارنرم باو  هانتخاب شد داشتند

 ساخته شده، بلندترین کانتيگ هایيگکانت. از ميان انجام شد
چارچوب برای وجود انتخاب و  جفت باز 1600با طول 

  finderORF با استفاده از برنامه آنلاین کامل قرائت باز
آمده و چارچوب . برای اطمينان از کانتيگ بدستشدبررسی 

 . استفاده شد pBLASTاز  ،قرائت باز
 3Primerافزار نظر با نرم آغازگرها برای تکثير ژن مورد
 3.1Oligo analyzer vطراحی گردید و صحت آنها با

های بررسی شده در این برنامه شامل بررسی شد. ویژگی
ساختارهای ثانویه، همودایمر و هترودایمر، دمای ذوب و 

به  STSRو  STSFجفت آغازگر د. بوآغازگرها GC درصد
شناسایی شده با طول تقریبی  ORFای طراحی شد که گونه

بر  1STS Cآغازگر  همچنينباز تکثير شود. جفت 1600
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منظور شناسایی بهاساس توالی شناسایی شده مرحله قبل 
 (.1)جدول  طراحی گردید STSطول کامل ژن 

 مخلوط واکنشاستفاده از ای پليمراز با واکنش زنجيره
onqAmpli جداسازی ژن  یبراSTS  انجام شد. شرایط دمایی

پنج دقيقه  سازیواسرشتهیك چرخه شامل  واکنش برای تکثير
در ثانيه  60چرخه شامل  35 ،درجه سلسيوس 95در دمای 

درجه  5/57دمای در  ثانيه 45درجه سلسيوس،  59دمای 
ثانيه )به ترتيب برای جداسازی ژن با  120و  80و  سلسيوس

 و طول کامل STSRو  STSFبا ترکيب آغازگری  طول ناقص
درجه  72( در دمای 1STS Cو  STSFبا ترکيب آغازگری 

ای دقيقه 10 بسط نهایی و در پایان یك چرخه بودسلسيوس 
 تأیيدبرای درجه سلسيوس در نظر گرفته شد.  72در دمای 

از ای پليمراز واکنش زنجيره محصول نظر، تکثير قطعه مورد
 .گردیدروی ژل آگارز یك درصد بررسی طریق الکترفورز 

 Expin™ Combo GPکيت  از قطعات تکثيری با استفاده
)GeneAll( ناقل  دربعد و سازی جداسازی و خالص

4T  با آنزیم )T-19pTG )010Vivantis, TA يدیپلاسم

DNA Ligase )Fermentas( پلاسميدهای . نددرج شد
ook & rSambنوترکيب حاصل با روش شوک حرارتی )

2001Russel.  به باکتری مستعد ).coli E هیسو α5DH  منتقل
های سلول در حضور پلاسميدهای نوترکيبأیيد ت. برای ندشد

 دررشد کرده  هایکلنی با PCR کلنی آزمون ،coli E.باکتری 
 آغازگرهای با سيلينآمپی بيوتيكآنتی حاوی گرگزینش محيط

 .شد انجام STS ژن اختصاصی
 

 و مطالعه بیان آن در مامیران کبیراستیلوپن سنتتاز کدکننده آنزیم  cDNAمنظور جداسازی مشخصات آغازگرهای مورد استفاده به -1جدول 
Table 1. Characteristics of the primers used to isolate the cDNA encoding the stylopine synthase enzyme and 

study its expression in Chelidonium majus. 

 Primer 

name 

Primer sequence (5→3`) Anneal  

temperature (C) 

Amplified segment 

 length (bp) 

 

Gene isolation 

STS F CTA TTA AAG AGG AAG CGG CG 53.7 
1557 

STS R AAGAA CAC CAA CAT CAA CTA CA 52.2 

STS C1 GATCATTACTGCTACCACATTAG 51 1960 

 

Gene expression 

qSTS F CTTCTTCAACTACGGCATGGG 60  

197 qSTS R TGCTAATGGTGCAATGGGTT 60 

Actin F GCCCCTAGCAGCATGAAGAT 60 150 
Actin R GCACTTCCTGTGGACAATGG 60  

 

های حاوی پلاسميد نوترکيب ژن باکتری دیيتأپس از 
STSهای منتخب گزینش شدند و استخراج پلاسميد با ، کلون

شد.  انجام )Plasmid SV TMExprop  )GeneAll تيک
همچنين کيفيت و کميت پلاسميد استخراج شده با استفاده از 

 یابیتوالی. شدژل آگارز یك درصد و نانودراپ بررسی 
توسط  7Tو  13Mنظر با آغازگرهای عمومی  قطعه مورد

 شد.انجام  )کره جنوبی( Bioneerشرکت 
 CLC Genomics افزارنرم با یابیتوالیارزیابی نتایج 

)5/5 er.(V workbenchاضافی که  هاییتوال. انجام گردید
شامل توالی ناقل بودند از توالی حذف گردید و توالی 

. شدبيشتر استفاده  هاییبررسنوکلئوتيدی بدست آمده برای 

از  STSدومين شناسایی نوع و تعداد  منظوربههمچنين 
 استفاده Motif scanو  NCBI ،Interproscan یهایگاهپا

 هاییتوال. همردیفی چندگانه پروتئين مورد نظر با شد
، توسط برنامه اندشدهشناسایی  قبلاًپروتئينی مشابه که 

2ClustalW  مشابه با  هایينپروتئانجام شد. برای شناسایی
استفاده شد و  BLASTpبرنامه پروتئين مورد بررسی از 

 داشتند، انتخاب شدند.که ميزان شباهت بالاتری  هاییينپروتئ
 

 qRT-PCRبا  STSمطالعه بیان نسبی ژن 

و ميزان  STS بررسی ميزان بيان ژن کدکننده آنزیمبرای 
متيل جاسمونات با غلظت  هایتغييرات بيان آن در تيمار
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ترکيب  ،، آبيارییپاشمحلولميکرومولار ) 100
نسبت به دیگر و یکدر مقایسه با آبياری(  +یپاشمحلول
های زمانی در بازه)عدم متيل جاسمونات( شاهد تيمار 

ساعت( پس از اعمال تيمار در  48و  24، 6مختلف )
استفاده  PCR-qRTهای ریشه، ساقه و برگ از روش اندام
-واسرشتگی اوليه بهبا برنامه دمایی  PCR-qRTواکنش شد. 

چرخه  45 و سدرجه سلسيو 95دمای در دقيقه سه  مدت
 ،)واسرشتگی( درجه سلسيوس 95ثانيه در دمای  15 شامل

ثانيه در  30 ،)اتصال( درجه سلسيوس 58ثانيه در دمای  20
 72در  و گسترش نهایی )گسترش( درجه سلسيوس 72

در نهایت رسم  انجام شد.دقيقه  10مدت به درجه سلسيوس
برای اطمينان از تکثير اختصاصی قطعه مورد منحنی ذوب 

شد.  انجامدرجه سلسيوس  65 تا 95دمای  درنظر 
Master Mix  Green PCR-SYBRبا ،PCR-qRT واکنش

)Ampliqon( X2 و دستگاه)Rad-time PCR (Bio-Real 
بر  فاکتوریل براساس آزمایشتجزیه واریانس  انجام شد.

و مقایسه ميانگين تيمارها به تصادفی  لاًکامپایه  ایه طرحپ
 SPSS و MSTATC یافزارهانرماز  .انجام شدروش دانکن 
 .گردیداستفاده های آماری برای تجزیه

 
 نتایج و بحث

، ينارینئمانند سنگو ینظر به اهميت دارویی آلکالویيد
این های دخيل در بيوسنتز اطلاعات مولکولی ژن دستيابی به

. با توجه به اینکه ستضروری ،با ارزش متابوليت ثانویه
باشد ماميران کبير یکی از گياهان حاوی سنگوئينارین می

 راستای تواند درآن می بيوسنتز مرتبط بااطلاعات مولکولی 
جداسازی  ،مفيد باشد. در راستای این هدفافزایش این ماده 

یکی از ، SSTژن کدکننده آنزیم و مطالعه الگوی بيانی 
 .شدانجام  های مسير بيوسنتز سنگوئينارینآنزیم

اره کشت سلولی عصگيری ميزان سنگوئينارین در اندازه
مقدار  ه است کهنشان دادماميران کبير ستم و ریشه ریبافت م

مریستم  سنگوئينارین در بافت ریشه بيشتر از
های انجام نتایج پژوهش .)et al.,ıa cGar 2005(استبوده

اده پاپاوراسه حاوی این ماده شده در سایر گياهان خانو
تجمع سنگوئينارین در  داده کهنشان  نيز گياه خشخاش مانند

) ,Facchini & De Luca ستهااندامریشه بيش از سایر 

در ریشه گياه شقایق به  STSميزان بيان ژن همچنين . 1995(
 گزارش شده است آن از ساقه و برگ تربيش داریمعنیطور 

)2007 et al.,Ikezawa ( پژوهش این در  ،روایناز؛
از ریشه ماميران کبير  STSجداسازی ژن کدکننده آنزیم 

در دو مرحله  STSژن  cDNAجداسازی  .گردیدانجام 
باز( جداسازی  جفت 1000ناقص )در ابتدا توالی  .شدانجام 

بر اساس اطلاعات با طراحی آغازگرهای جدید  بعدو  شد
کدکننده ژن  يهناحطول کامل ، اوليهبدست آمده از توالی 

STS (1500 جداسازی )پس از انجام اصلاحات  و جفت باز
 2.550671KYشماره دسترسی  با آمدهدستبهلازم، توالی 

 .ثبت گردید NCBIدر پایگاه اطلاعاتی 
بررسی بيشتر توالی و روابط فيلوژنتيکی،  منظوربه

نشان دادند  STSکه بيشترین شباهت را با ژن  هایییتوال
 و pBLAST یافزارهانرمتوالی از گياهان مختلف( با  شش)

ClustalW  .ژن پروتئين که  نشان دادنتایج انتخاب شدند
 ethylenedioxyM هایينئپروت با STSشده  یسازهمسانه

)japonica C.( ،canadine synthase-(S) و 
synthase Cheilanthifoline )californica E.(  بيشترین

)450Cytochorom P . E ينئپروتشباهت و با 

)Californica  نتایج مطابق  .(2کمترین شباهت را دارد )شکل
 پروتئين ،(2007) و همکاران Ikezawa مطالعات

3A719CYP  که بهSTS  مشابهت، است شدهنسبت داده 
cheilanthifoline-(R,S) ،-(S) هایا پروتئينزیادی ب

scoulerine و tetrahydrocolumbamine-(S)در گياه E. 

 californicaماميران  از سنتازيلوپيناستبررسی پس از  .دارد
japonica C.( ،canadine -(S)( از methylenedioxyو 

synthase از )C. japonica( وCheilanthifoline  

 synthase از)E. californica( این  مشخص گردید که
تعلق دارند. از  450P به خانواده پروتئينی هاينپروتئ

 یك ناحيه مارپيچ  ،ينیئخصوصيات مشترک این خانواده پروت
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Kهمگروه آروماتيك و یك ناحيه متصل شونده به  ، ناحيه 
)heme( در  ی هيدروفوبيكهادامنهو  در انتهای کربوکسيل

 یهاگونهکه با توالی غشایی  باشدیمانتهای آمينی 
(. این مناطق 2شکل ) مطابقت دارد 450Pميکروسومال 

 از 3A719CYP و 2A719CYP هاینئيپروتشده در حفاظت

گزارش نيز  E. californica در گياه 450P ينیئپروت خانواده
 K يچمارپناحيه  .) et al.,Ikezawa 2007( شده است

 EXXRشده موتيف حفاظت دارای 2شکل مشخص شده در 
است.  450P ينیئپروت اعضای خانوادهکه مشخصه  باشدیم

.E  از 3A719CYP و 2A719CYPاین موتيف در 

californica  1و درA719CYP از japonica C. گزارش نيز 
توان یم تحقيقاین از  .) et al.,Ikezawa 2007( شده است

ژن ) STSفعاليت ژن حاصل  3A719CYP نتيجه گرفت که
 ينیئپروت ر ماميران نيز متعلق به خانوادهد (هشد یسازهمسانه

450P بر  (.2قسمت مشخص شده با ستاره در شکل ) باشدیم
حاصل از درخت فيلوژنتيکی ترسيم شده و با  یهادادهاساس 

 .Eدر گياه  STSاستفاده از تحقيقات انجام شده روی ژن 

californica ، که  هاییينپروتئمشخص شد که یکی از
 ،ماميران دارد سنتازيلوپيناستبيشترین شباهت را با 
Cheilanthifoline synthase گياه در E. californica است. 

 

 
  Clustalw روش مشابه با یهانیپروتئدر مامیران کبیر و  STSهمردیفی چندگانه ژن  -2شکل 

مشخص  قسمتد. نباشیم (heme)يه متصل به آهن هم ناح، ناحيه آروماتيك و Kکه شامل ناحيه مارپيچهستند  P450شده یوکاریوتی شکل مناطق حفاظتکادرهای مشخص شده در 

 .باشدیم P450ينی ئکه مشخصه همه اعضاء خانواده پروت است EXXRشده دهنده موتيف حفاظتنشان K يچمارپيه ناحشده در 

Figure 2. Multiple alignment of STS gene in Chelidonium majus and similar proteins using Clustalw method. The marked 

boxes in the figure are the conserved regions of eukaryotic P450, which include the helix K region, the aromatic region, and the 

heme-binding region. The marked section in the K-helix region represents the conserved EXXR motif, which is characteristic of all 

P450s. 
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در تيمارهای  STSتحقيق ميزان بيان ژن این در 
آبياری با  پاشی+پاشی، آبياری و ترکيب محلولمحلول

، 6های زمانی ميکرومولار( در بازه 100جاسمونات )متيل
های ریشه، ساعت پس از اعمال تيمار در اندام 48و  24

تا درک  شدکمی بررسی  PCRبرگ و ساقه با استفاده از 
سنگوئينارین حاصل در بيوسنتز  این ژنمناسبی از روند بيان 

دار اثر معنی ( بيانگر2. نتایج تجزیه واریانس )جدول شود
 هایهای مختلف در بافتجاسمونات در زمانتيمار متيل

( ≥0.01Pگياه ماميران )در سطح  STSمتفاوت بر بيان ژن 

تنها تحت تأثير در ماميران نه STSباشد، بنابراین بيان ژنمی
گيرد بلکه زمان اثر این محرک در جاسمونات قرار میمتيل
. بيشترین ميزان بيان ژن نيستهای مختلف گياه یکسان بافت
STS پاشی + آبياری در تيمار ترکيبی محلول
ساعت پس از اعمال تيمار در ریشه  48جاسمونات در متيل

جاسمونات و کمترین ميزان بيان ژن مربوط به آبياری با متيل
 شددر شش ساعت پس از اعمال تيمار در ساقه مشاهده 

 (.4 )شکل

 

 
ها پروتئين شماره دسترسی های مختلفاز گونهاستیلوپن سنتتاز  پروتئینی یهایتوالسایر مامیران کبیر و  STSدرخت فیلوژنی  -3 شکل

 از: است در درخت فيلوژنی رسم شده عبارت

Figure 3. Phylogeny tree of Chelidonium majus stylopine synthase and other STS protein sequences from 

different species. 

 Accession numbers of proteins in the drawn phylogeny tree are Cj. methylenedioxy (BAB68769), Cm. Stylopine 

synthase (KY550671.2), Ec. Cytochorom P450 (BAG75116), Ec. (S)-stylopine (Q50LH3), Cj. (S)-canadine synthase 

(Q94817), Ec. Chelilanthifoline synthase (B5UAQ8). 

 

بيشترین ميزان بيان ژن  ،بر اساس نتایج مقایسه ميانگين
STS  6و  48در جاسمونات پاشی متيلتيمار محلولدر 

با هم  آنهاساعت پس از تيمار در برگ مشاهده شد که مقدار 
 6نداشتند و کمترین ميزان بيان ژن در  داریمعنیتفاوت 

ساعت پس از اعمال تيمار در ساقه مشاهده شد. در تيمار 
 جاسموناتمتيلآبياری با  +پاشیمحلولآبياری و ترکيب 

ساعت  48ب در بيشترین و کمترین ميزان بيان ژن به ترتي
ساعت پس از اعمال تيمار  6پس از اعمال تيمار در ریشه و 

ژوليده و  نتایجیيد این یافته، أدر ت .گردیددر ساقه مشاهده 
کاتين فنيل با نشان داد که بيان ژندر گياه سرخدار  همکاران

-متيلميکرومولار  100پروپانوئيل ترانسفراز در غلظت 

 برابر گياه شاهد بود 5/13ساعت،  48در جاسمونات 

)2022., et alZhoulideh (.  يرتأث یامطالعهدر 
 ماميرانگياه آلکالوئيدهای مقدار روی  جاسموناتيلمت

 جاسموناتيلمتکه استفاده از  . نتایج نشان دادشدبررسی 
آلکالوئيدهای غلظت درصدی  46باعث افزایش 

ال اعمبا گذشت زمان و  بنزوفنانتریدین در این گياه شد
 ميزان این آلکالوئيد تحت تيمار جاسموناتيلمتتيمار 
این در  .) et al.,Kleinwachter ,2015( یافت افزایش

مسير  یهاژن، یکی از STSپژوهش نيز ميزان بيان ژن 
بيوسنتز آلکالوئيدهای بنزوفنانتردین به نام سنگوئينارین در 

این  و یافتافزایش  جاسموناتيلمتدر تيمار با  ،ماميران
  .شدافزایشی با گذشت زمان بيشتر  روند
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 ی مامیران کبیرهااندامی مختلف در هازماندر  جاسموناتلیمتتحت تیمار با  STSتجزیه واریانس بیان ژن  -2جدول 
Table 2. Variance analysis of STS gene expression under methyl jasmonate treatment at different times in the 

organs of Chelidonium majus. 

Source of Variation DF SS MS F test 

Methyl jasmonate 3 26.33 8.77 1379.12** 

Time 2 11.72 5.86 920.82** 

Organ 2 37.43 18.71 2904.54** 

Methyl-jasmonate×time 6 10.36 1.72 271.32** 

Methyl jasmonate× organ 6 20.09 3.34 526.16** 

Organ ×time 4 13.30 3.32 522.91** 

Methyl-jasmonate×time× organ 12 14.40 1.2 188.84** 

Experimental error 108 0.678 0.006  

Total 143 134.35   

 significantly difference at 1% probability level :**                       احتمال یک درصددار در سطح **: اختلاف معنی

 

نشان  STSژن  ینسب انيبدر این تحقيق مقایسه ميانگين 
 رانيبرگ و ساقه مام شه،یرداد که ميزان بيان این ژن در 

برابر برگ و  5/1ریشه که در ی طوربه ،متفاوت بود ريکب
آنزیم  ( که بيانگر فعاليت بيشتر5شکل برابر ساقه بود ) 5/2

با نتایج این  راستاهم. استدر ریشه  STSتوليد شده از ژن 
جاسمونات باعث افزایش بيان ژنهای درگير در يلمتتحقيق، 

)1B80STS, CFS, BBE, CYP , مسير توليد سنگوئينارین

)OMT-4 در ریشه، برگ و ساقه گزارش شده و  گياه شقایق
ميزان بيان در ریشه بسيار بيشتر از ساقه و برگ بود 

)2007 et al.,Ikezawa ( با نتایج حاصل از این تحقيق .
توان بيان کرد که سنتز سنگوئينارین علاوه بر ریشه که یم

ساقه و برگ نيز  اندامباشد، در یممکان اصلی تجمع آن 
توان به سنتز مورفين در یممشابه  شود. به طوریمسنتز 

خشخاش اشاره کرد؛ با وجود اینکه مورفين در اندام هوایی 
) ,Facchini & De Luca یابدیمدرون کپسول تجمع 

داری در ولی آنزیم کليدی سنتز مورفين به طور معنی 1995(
توان یمه که شداز کپسول مشاهده  ترفعالساقه و ریشه 

و توسط  شدهریشه و ساقه سنتز  نتيجه گرفت مورفين در
) ,Gerardy & zenk گرددیمیی منتقل هوا انداملاتکس به 

)a,b 1993.  آلکالوئيدهای نيکوتين که همچنين مشخص شده

شوند و توسط آوندهای یمو هيوسيامين در ریشه سنتز 
 ندگردیممنتقل و در همان جا ذخيره  هابرگچوبی به 

)1992Hashimoto & Yamada, (توان یمها . از این یافته
نتيجه گرفت که سنتز یك ژن در یك اندام به معنای تجمع 

 باشد.ینمآن در همان اندام 
خانواده در آزمایشی در کشت بافت خشخاش که هم

مسير  H6Pو CFS ،STS ،TNMT، چهار ژن استماميران 
بيوسنتزی سنگوئينارین تحت تيمار محرک غيرزنده 

یش بيان هشت تا نه برابری را نشان داد اسيد افزاساليسيليك
)2012., et alHagel (. راستا با نتایج تواند هماین نتيجه می

در حضور  STS افزایش بيان ژن موردپژوهش در این 
 ،ای دیگرجاسمونات باشد. در مطالعهمحرک غيرزنده متيل

درصدی غلظت  46جاسمونات باعث افزایش متيل
و با  شدریدین در گياه ماميران آلکالوئيدهای بنزوفنانت

-گذشت زمان ميزان این آلکالوئيد تحت تيمار متيل

 ). et alKleinwachter ,.2015(جاسمونات افزایش یافت 
-در تيمار با متيل STSپژوهش نيز ميزان بيان ژن این در 

جاسمونات افزایش یافت و ميزان این اثر افزایشی با گذشت 
 زمان بيشتر شد.
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 جاسمونات در اندام و زمان با آزمون دانکندر گیاه مامیران کبیر برای اثر متقابل سه جانبه متیل STS ژنمقایسه میانگین بیان نسبی  -4شکل 

Figure 4. Mean comparison of STS gene relative expression for methyl-jasmonate × time × organ three-way 

interaction effect in Chelidonium majus using Duncan's test. 
 

 

 

 

 در ریشه، برگ و ساقه مامیران کبیر با آزمون دانکن STSمقایسه میانگین بیان نسبی ژن  -5شکل 
Figure 5. Mean comparison of STS gene relative expression in root, leaf, and stem of Chelidonium majus using 

Duncan's test. 
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سبب  جاسموناتيلمت این تحقيق،بندی نهایی جمعدر 
 ،شدسنگوئينارین در مسير بيوسنتزی  STSافزایش بيان ژن 

بيشترین افزایش بيان در ریشه گياه ماميران  کهیطوربه
آنزیم استيلوپن توالی ژن کدکننده  بنابراینمشاهده گردید. 

سنتز سنگوئينارین و الگوی بيانی آن در بيودر مسير سنتتاز 
در زمينه مهندسی مسير این  تواندیمگياه ماميران کبير 

 .دشومتابوليت ارزشمند استفاده 
 

 سپاسگزاری

امام  المللیينبدانشگاه مسئولان محترم از  وسيلهینبد
 تشکرمالی این تحقيق  هایینههز ينتأم برایره( ) ينیخم

 .گرددیم
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