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  درگیبه کیلاوتیفولیه آلکبلوئیذ تولیذ مسئول P450 وسیمآ مربوط به شن شىبسبیی

L. Chelidonium majus شذه  یکشوت یمهىذس مخمّر از استفبده ببpastoris Pichia 
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 چکیده
ِيت اصّی تِٛيدٔٙؿأ ٌياٞاٖ        یٝ ٞای  ٔتاتٛ ٗ  ػضٟٕٛٔتسیٗ . تاؾٙد ٔیتالا  دازٚییتا ازشؼ ثاٛ٘ ٞ ، تنا ازشؼ  ٞنای  تسوينة  این ئٛيند  تنا  اآِىاِ

ٞنای   ضٖا٘تمناَ  ؾٙاغنایی ٚ   تا، ػٙٛاٖ زٚؼ خایٍصیٗ تٝٔٛاد دز ٌياٞاٖ، ایٗ تسخی اش  ٔحدٚدتِٛيد تا تٛخٝ تٝ . ٞػتٙد ٔصازف ٔ تّف دازٚیی

ئٛيدٞاغاش٘دٜ ی ٞا آ٘صیٓٔػ َٛ غٙتص  ٝ صٛزت تدازی ٝ ت تٛاٖ ٔیٞا  ٔيىسٚازٌا٘يػٓ تٝ ٌياٞاٖ اش آِىاِ صنٛزت  ٝ تن زا ٔنٛاد دازٚینی    اش ایٗ ٌٛ٘ن

ی ی غٙتصوٙٙدٜ لدْ ٘ ػت چٙنيٗ  ٞا آ٘صیٓٞای ٔػ َٛ  ؾٙاغایی ضٖ ،ایٗ زاٜ دز .وسدتِٛيد عثيؼی  ٓ دز تنيٗ   اغنت.  الندأ ی غنٙتصوٙٙدٜ  ٞنا  آ٘نصی

ئٛيدی،  ٞای تسوية ٓ اینٗ   تا تٛخٝ تنٝ ٚاتػنتٍی   ٘مؽ ٟٕٔی داز٘د. P450ی غيتٛوسْٚ ٞا آ٘صیٓآِىاِ  ٚ تنٝ ٚخنٛد ؾنثىٝ ا٘دٚپلاغنٕی     ٞنا  آ٘نصی

یٛونازیٛتی  ٞای  ٔيصتاٖاش  تٛاٖ ٔی. تٙاتسایٗ وسدد تياٖ تاوتسیایی اغتا٘دازٞای  غيػتٓدز  آٟ٘ا زا تٛاٖ ٕی٘، ٞا آ٘صیٓایٗ  یخصٛصيات ٌّيىٛپسٚت يٙ

ؾٙاختٝ ؾدٜ ويلا٘تيفنِٛيٗ غنٙتاش ٌيناٜ    آٔيٙٛ اغيدی تٛاِی دز ایٗ تحميك، تا اغتفادٜ اش . وسداغتفادٜ تياٖ آٟ٘ا تسای یا غَّٛ حؿسات  ٔ ٕسّٔا٘ٙد 

ي آٔيٙٛ اغيدی یٞا تٛاِیؾمایك واِيفس٘يایی ٚ ٔمایػٝ فيّٛض٘ی ایٗ تٛاِی تا  ِٛٛٔٛٞ  ٖ پایٍناٜ دادٜ تيٛا٘فٛزٔاتينه،   آٔندٜ اش   تدغنت  ٌياٜ ٔنأيسا

ٖ  ٔػن َٛ غنٙتص آ٘نصیٓ ويلا٘تيفنِٛيٗ غنٙتاش      تنا دزصند ِٞٛٔٛنٛضی تنالا      P450غنيتٛوسْٚ  ؾنؽ آ٘نصیٓ    ٘ظنسی صنٛزت   تٝ  دز ٌيناٜ ٔنأيسا

(Chelidonium majaus L. )دز ٚوتٛز آٟ٘ا ٞای  ضٖ، ٞا آ٘صیٓایٗ وازآیی اثثات ػّٕی تسای . ٙاغایی ؾدؾpPIC3.5  ّٖٛتنا ا٘تمناَ   تؼند  ٚ ؾدٜ و

تسوية تٝ غَّٛ ایٗ  ئٛيند   Pichia pastoris ٔ ٕسّٚوتٛزٞای ٛ٘ ٗ ٚ دز اختياز لساز دادٖ آِىاِ ئٛيند تِٛيند   ،اغنىِٛسئي ٗ  آِىاِ تٛغنظ   ويلا٘تيفنِٛي

تنٝ   ٞنا  آ٘صیٓ آٖ ؾدٜٚ ٔؼسفی ٞای وّٖٛ  تسزغی ٌسدید. ٘تایح ٘ؿاٖ داد وٝ اش تيٗ ضٖ LC-MS دغتٍاٜ تٛغظٞای ا٘تماَ ضٖ دادٜ ؾدٜ  ٔيىسٚب

 فؼاِيت ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاشی دازد. Contig8931آ٘صیٓ تٟٙا ، ٔ ٕسّ ٔيصتاٖ
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 مقدمه
 25000) ٞای ثا٘ٛیٝ ٚغيؼی اش ٔتاتِٛيت عيفٌياٞاٖ 
 8000ٚ  یِٛئيداىِآ تسوية 12000، تسپٙٛئيدیتسوية 

 وٙٙد ٔیتِٛيد فيصیِٛٛضیىی لٛی  ٞایاثس تازا  تسوية فِٙٛی(
(Sato & Kumagai, 2013.)  ٞا ایٗ تسويةٌياٞاٖ تا تِٛيد 

تمٛیت ٚ  ٞا ٔماتُ آفات ٚ تيٕازیدز  خٛد زادفاػی غاشٚواز 
ؾٛ٘د.  ٔی ٌياٞاٖ تا غایس آٟ٘ای زلاتتتٛاٖ  تٟثٛد ٕٞچٙيٗ تاػث
 تٝ افؿاٖ ٌسدٜ تٔٛخٛداخرب  تا ٕٞچٙيٗ ٞا ایٗ تسوية
 ٔروٛز، آٟ٘اتس ٔٛازد  ػلاٜٚ. وٙٙد وٕه ٔیٌياٞاٖ شادآٚزی 

 ش٘دٜغيس ٞای تٙؽدز تساتس زا ٌياٞاٖ  ٔماٚٔت ٙدتٛا٘ ٔی
 اش دیستاش ٞا . تؼدادی اش ایٗ تسويةث ؿٙدتتٟثٛد  ٔحيغی
. اشخّٕٝ ا٘د ؾدٜ اغتفادٜدز ٔصازف ٔ تّف ٞا  ٚغيّٝ ا٘ػاٖٝ ت
ٚ  اِثػٝ آٔيصی زً٘، غرا دٞٙدٌی عؼٓتٝ  تٛاٖ ٔیٔصازف  ایٗ

 . (Briskin, 2000)وسد اؾازٜ  ییدازٚٔصازف 
تٝ  ٞای ٌياٞی ٔتاتِٛيتاش دازٚیی اغتفادٜ تازی چٝ 

. (Raskin et al., 2002) ٌسدد لثُ تسٔیغاَ  3500حدٚد 
ُ اش وؿف لث ٞا ٞای ثا٘ٛیٝ وٝ ٔدت اشخّٕٝ ٔتاتِٛيت

 ،ٌسفتٙد پصؾىی ٔٛزد اغتفادٜ لساز ٔی دز آٟ٘اای ٞ ِىَٛٔٛ
اغتفادٜ اش  ػّٕی تدستٝػٙٛاٖ دازٚ،  تٝ .آِىاِٛئيدٞا تٛد٘د

Cinchona ) ٌٙٝ ٔٛاد آِىاِٛئيدی ٔٛخٛد دز ٌياٜ ٌٙٝ

pubesceas )تٝ غاَ  اتيٕازی ٚیسٚغی ٔالازی دزٔاٖ تسای
(. Oliveira & Szczerbowski, 2009)ٌسدد  تسٔی 1638
فسدزیؽ شزتسا٘س تٛا٘ػت یىی اش ٟٕٔتسیٗ  1805دز غاَ 

 & Bynum)وٙد آِىاِٛئيدٞا تٝ ٘اْ ٔٛزفيٗ زا خداغاشی 

Porter, 2013) ٚ تؼدٞا زٚؼ ٔٛزد اغتفادٜ دز خداغاشی .
غاشی ٔٛزفيٗ تٛغظ خٛشف پّتيس ٚ خٛشف تٙایٕٝ  خاِص

غاشی تؼداد دیٍسی اش آِىاِٛئيدٞا  خاِص تسایاصلاح ٚ 
 .(Simmons, 2002) ٔٛزد اغتفادٜ لساز ٌسفت
اِٚيٗ تاز حاِت ؾثٝ لّيایی  تسٚشػّت  تٝ ٚاضٜ آِىاِٛئيد

 ,.Clayden et al) ؾدتٛغظ ٚی ٔایص٘س تياٖ  1819دز غاَ 

دازٚی آِىاِٛئيدی فسِٔٛٝ ؾدٜ  50دز حاَ حاضس  (.2001
. (Amirkia & Heinrich, 2014) دز تاشاز ٔٛخٛد اغت
عثيؼی تٝ ٔمداز  عٛز دازٚیی تٝ ٞای تسخی اش ایٗ تسوية

 ٔٙاتغ ایٗ اغت ساج آٟ٘ا اش ٌياٞاٖ ٔٛخٛد ٞػتٙد ٚدز فساٚاٖ 

اش ایٗ تسخی دیٍس تسای . اغتٌياٞاٖ ٔمسٖٚ تٝ صسفٝ 
 Song) داز٘د دز ٌياٞاٖ پایيٗتػياز غٙتص  ٔيصاٖ وٝدازٚٞا 

et al., 2014)، خای ٝ ٔٙاغثی ت ٗعّثد زٚؼ خایٍصی ٔی
ٔٛزد اغتفادٜ  یؼٙی اغت ساج اش ٌياٞأٖؼَٕٛ  تِٛيدزٚؼ 
د یىی اش تٛا٘ ٔیعثيؼی  ٞای ٙتص ؾيٕيایی تسوية. غٌيسدلساز 
يازی اش ٔٛازد پيچيدٌی ایٗ أا دز تػٞا تاؾد،  زٚؼایٗ 
 أىاٖ غٙتص ٚ آٟ٘ا (Chirality) غا٘ی دغتٚ  ٞا ِىَٛٛٔ

 غاشد ٔیصسفٝ زا غيسٕٔىٗ ٝ ٞای ٔمسٖٚ ت تٛغؼٝ زٚؼ
(Newman & Cragg, 2012). ٞا دز تيٛتىِٙٛٛضی  پيؿسفت

تا ٚ تيِٛٛضی غٙتتيه اخاشٜ تِٛيد ایٗ ٔٛاد تا ٔمادیس وٓ زا 
تٝ ٔمداز ٞای ٟٔٙدغی ض٘تيه ؾدٜ  اغتفادٜ اش ٔيىسٚازٌا٘يػٓ

تا ٔٛاد تِٛيد ؾدٜ . (Pham et al., 2019) دادٜ اغتفساٚاٖ 
چٖٛ  ،ؾٛ٘د ػٙٛاٖ تِٛيدات عثيؼی ؾٙاختٝ ٔی تٝایٗ زٚؼ 
ٙتص غ ٞای خلاف تسويةتس ٜ ٔيىسٚتیٔٛاد تِٛيد ؾد غاختاز

ٔٙاتغ اصّی آٟ٘ا دز ٌياٞاٖ تا  ٔؿاتٝؾدٜ ؾيٕيایی وألاً 
ٟٔٙدغی ایٗ  ،ایٗ زٚؼاغتفادٜ اش . تا تٛخٝ تٝ ٔصایای ٞػتٙد
؛ Lee et al., 2009) دازدای  اِؼادٜ ٞا إٞيت فٛق ٔيىسٚب

Matsumura et al., 2018) .ٗدز ٔٛزد  ٙدیٔ ػلالٝ زٚ اشای
صٛزت  تٝٞای ثا٘ٛیٝ ٌياٞاٖ  ٔيىسٚتی ٔتاتِٛيتتِٛيد 
 ,Chemler & Koffas) دز حاَ افصایؽ اغتزٚشافصٖٚ 

 & Schäfer؛ Marner, 2009؛ Zhou et al., 2008؛ 2008

Wink, 2009) .ٝٔالازیای دازٚی ضد ٕ٘ٛ٘ٝػٙٛاٖ  ت 
تا اغتفادٜ  ؾٛد ٔیخسٚظ اغت ساج  وٝ اش ٌياٜ تاج آزتيٕيصیٗ
تِٛيد ٔيىسٚتی  .ؾٛد ٔی ا٘ثٜٛٞای ٔيىسٚتی تِٛيد  اش غيػتٓ
 ٜایٗ فسآٚزد تٕاْ ؾدٜ تاػث واٞؽ ليٕت ایٗ فسآٚزدٜ
تا ازشؼ  دازٚی. (Peplow, 2016) اغت ؾدٜ دازٚیی

Paclitaxel  ٝتا  ،ؾٛد ٔیاغتفادٜ اش آٖ دز دزٔاٖ غسعاٖ و
ٚ  Escherichia coli)ؾدٜ  اغتفادٜ اش ٔيىسٚب ٟٔٙدغی

Saccharomyces cerevisiae ) ؾٛد  ٔیتِٛيد(Zhou et 

al., 2015). ٞای تسويةغایس یٙد تِٛيد ٔيىسٚتی افس 
زتيىِٛيٗ، تثائيٗ، ٞيدزٚوٛدٖٚ، ٘اغىاپيٗ  ٔا٘ٙد آِىاِٛئيدی

ٞای  زٌا٘يػٓٚ اغتسیىتٛشیدیٗ تا اغتفادٜ اش ٔيىسٚا
 ,.Brown et al) ض٘تيه دز حاَ ا٘داْ اغتؾدٜ دغتىازی 

؛ Galanie et al., 2015؛ DeLoache et al., 2015؛ 2015
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Li et al., 2018) . 
ایصٚويِٙٛيٗ آِىاِٛئيدٞا اشخّٕٝ آِىاِٛئيدٞای حميمی 

تسوية  50تٛدٜ وٝ دازای ازشؼ دازٚیی فساٚا٘ی ٞػتٙد. اش 
دز ایٗ  دازٚیی تدازی دازٚیی آِىاِٛئيدی، ٞفت تسوية

ٙی دغتٝ لساز داز٘د. اش ٔسحّٝ اَٚ تِٛيد ایٗ آِىاِٛئيدٞا یؼ
یٙد ای ٔ تّفی دز فسٞا آ٘صیٓغٙتص تيسٚشیٗ تا ٔساحُ ٟ٘ایی، 

تِٛيدؾاٖ ؾسوت داز٘د. اشخّٕٝ ٔساحُ آ٘صیٕی دخيُ دز 
تٝ ٞيدزٚوػيلاغيٖٛ،  تٛاٖ ٔیغٙتص ایصٚويِٙٛيٗ آِىاِٛئيدٞا 

دوستٛوػيلاغيٖٛ، تسا٘ع آٔيٙاغيٖٛ، ٔتيلاغيٖٛ ٚ 
 تسای. اشخّٕٝ ٟٕٔتسیٗ آِىاِٛئيدٞا وسداوػيداغيٖٛ اؾازٜ 
 دازدفساٚا٘ی ٞای  غ تیوٝ تِٛيد آٟ٘ا  تِٛيد ٔيىسٚتی

اوػی  دیایصٚويِٙٛيٗ آِىاِٛئيدٞای ٚاتػتٝ تٝ آ٘صیٓ ٔتيّٗ 
وٝ ٘ٛػی  (Townsend & Ebizuka, 2010)تاؾٙد  تسیح ٔی
ی ٞا آ٘صیٓ. دز ٔٛزد ٞػتٙد P450ی غيتٛوسْٚ ٞا آ٘صیٓاش 

آٟ٘ا دز ؾثىٝ  سفتٗلساز ٌتٛخٝ تٝ  تا P450غيتٛوسْٚ 
 تٛاٖ ٕیػٕلاً ٘ آٟ٘ا یٞای ٌّيىٛپسٚت يٙ آ٘دٚپلاغٕی ٚ ٚیطٌی

 Ikezawa et) دوستياٖ آٟ٘ا زا دز غيػتٓ تاوتسیایی اغتا٘دازد 

al., 2003 ؛Hamann & Møller, 2007) ٖدز ٘تيدٝ، تيا .
heterologous ٔا٘ٙدٞای یٛوازیٛتی ٓ تٛغظ غيػت دآٟ٘ا تای 

ؾثىٝ ا٘دٚپلاغٕی ٚ یا غَّٛ حؿسات وٝ دازای  ٔ ّٕس
 ,.Gesell et al؛ Ikezawa et al., 2003) ا٘داْ ؾٛد ،ٞػتٙد

 غٙتص ضٖ ٔػ َٛ زٚؼ ؾٙاغایی تياٖ ٔماِٝ ٞدف ایٗ. (2011
ويلا٘تيفِٛيٗ وٝ تِٛيدوٙٙدٜ آِىاِٛئيد غٙتاش  ويلا٘تيفِٛيٗآ٘صیٓ 

 تاؾد.  ٔیاغت،  (.Chelidonium majus L) دز ٌياٜ ٔأيساٖ
 
 ها روش و مواد

 آلکبلًئیذمسئًل سىتس  P450اسیذی میىً آتًالی شىبسبیی 

 کیلاوتیفًلیه

 تسا٘ػىسیپتْٛ ٌياٜ ٚ اغيدی آٔيٙٛ  تٛاِی
 تيٛا٘فٛزٔاتيه پایٍاٜ دادٜ اشٔأيساٖ 

(https://bioinformatics.tugraz.at/phytometasyn)  تدغت
 غٙتص ٔػ َٛ آٔيٙٛ اغيدیِی اتا دز دغتسظ تٛدٖ تٛ. آٔد

)تا ؾٕازٜ  ؾمایك واِيفس٘يایی دز ٌٛ٘ٝ ويلا٘تيفِٛيٗ آِىاِٛئيد

تا ا٘داْ  ،NCBI پایٍاٜ دادٜ اش (EcCYP719A5دغتسغی 
آٔيٙٛ  اشٞای ِٞٛٔٛٛي شیادی  ضٖ یٞا پسٚت يٗتٛاِی  تلاغت
تا . تدغت آٔد تالاتا دزصد ِٞٛٔٛٛضی ٌياٜ ٔأيساٖ  اغيدٞای
 Maximumٚ تا اغتفادٜ اش زٚؼ  Mega.7افصاز  ٘سْاغتفادٜ اش 

likelihood،  ؾٙاختٝ ؾدٜ پسٚت يٗ ی ٞا تٛاِیدزختٛازٜ فيّٛض٘ی
ٞای  پسٚت يٗتٛاِی . دیٓ ٌسديسغت یافت ؾدٜی ٞا تٛاِی ٕٞساٜ تٝ

دز یه خٛؾٝ لساز ای وٝ  ی ٘اؾٙاختٝٞا تٛاِیتا دٜ ؾؾٙاغایی 
آِىاِٛئيدی  تسويةدز غٙتص  ػٙٛاٖ تيؿتسیٗ احتٕاَ تٝ ٙدٌسفت
تا دز دغت داؾتٗ تٛاِی  .(1 )ؾىُ دز ٘ظس ٌسفتٝ ؾدٞدف 
 ORF (Open Reading ،ٞا آ٘صیٓآٖ  ٔستٛط تٝ یدي٘ٛوّ ٛت

Frame )غایت آٟ٘ا تٛغظ ٚب NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder ) ٔؿ ص

 ٌسدید.
 

 cDNAکل ي تبذیل آوُب بٍ  RNAجذاسبزی 

RNA  وُ تٛغظ ويت خداغاشیRNA  ُو
(Macherey-nagel ) خداغاشی ٌسدید. حدٚد یه

 avianوُ خدا ؾدٜ تا اغتفادٜ اش آ٘صیٓ  RNAٔيىسٌٚسْ اش 

myeloblastosis virus reverse transcriptase 
(Promega) پسایٕس ٚ oligo-d(T) (5ʹ-TTT TTT TTT 

TTT TTTTTT GGA TCC ATA TAT-3ʹ)  دز دٔای
تثدیُ  cDNAدليمٝ تٝ  120ٔدت  ٌساد تٝ دزخٝ غا٘تی 41
 ؾد.

 

 طراحی پرایمر

عساحی پسایٕسٞای ٔٛزد اغتفادٜ دز ایٗ تحميك، اش  تسای
-Bioinfo (https://bioinfo.ut.ee/primer3ٚب غایت 

تا تٛخٝ تٝ ایٙىٝ  ؾٛد یادآٚزی ٔی( اغتفادٜ ؾد. 0.4.0
تٛد ٚ اتصاَ ٘ماط  pPIC3.5پلاغٕيد ٔٛزد اغتفادٜ اش ٘ٛع 

ٞا تٝ ٘ماط عساحی ؾدٜ دزٖٚ پلاغٕيد  اتتدا ٚ ا٘تٟای ضٖ
(restriction sites) تٛاِی ؾد ا٘داْ ٔی دتای ،CCTAGG  ٝت

پسایٕسٞای پيؿسٚ ٚ ت ؽ  ATGاتتدای ٞس یه اش ت ؽ 
 (.1پایا٘ی پسایٕس ٔؼىٛظ اضافٝ ؾد )خدَٚ ودٖٚ 

https://bioinformatics.tugraz.at/phytometasyn/
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 َب تًالی شن ORFبر اسبس  پرایمرَبی طراحی شذٌ -1جذيل 

 اسم پرایمرَب ʹCCTAGG-3-ʹ5علايٌ  زوجیرٌ پرایمرَب بٍ َذف cDNAطًل 

1470 CCTAGGATGGAGGAACTCATGAGTGATCC c1128_for 

1470 CCTAGGCTAGCAACGAGAAGTGATTCGTGC c1128_rev 

1509 CCTAGGATGGAGGAGATCAATGTGGAATGG c4873_for 

1509 CCTAGGTCAACGGACTCGAGGAACTATGCG c4873_rev 

1473 CCTAGGATGGAGGAGAGTTTTTGGTTGG Contig8931_for 

1473 CCTAGGTTAATGGGTGCGAGGAGTAATTTTTGC Contig8931_rev 

1482 CCTAGGATGATCATGAGTAACTTATGG Singlet80014_for 

1482 CCTAGGCTACAAACGAGGAACTATACGTGC Singlet80014_rev 

1475 CCTAGGATGATCATCATAAGCGATATCG C4983_for 

1475 CCTAGGTTATCTACTGTCGAAAGGTTTTGTACG C4983_rev 

1495 CCTAGGATGGAATGGCCAGCAGGTCC Singlet28804_for 

1495 CCTAGGTTAAATTTCTATATGCTTGGTC Singlet28804_rev 

 

PCR  ي جذاسبزیDNA از شل 

 Phusion High Fidelity (Thermo اش ويتتا اغتفادٜ 

Fisher) ٕٝٞساٜ ت cDNA ٚ ٜپسایٕسٞای عساحی ؾد، PCR 
 چسخٝ یه ؾأُ  PCRتس٘أٝ دغتٍاٜ  .ؾدا٘داْ 
تسای  ٌساد غا٘تیدزخٝ  95دز دٔای  ای ثا٘يٝ 30

چسخٝ  30 ٚ (Primary denaturing) اِٚيٝغاشی  ٚاغسؾتٝ
دزخٝ  98 دٔای دزثا٘يٝ  10 ٔدت غاشی تٝ ٚاغسؾتٝؾأُ 
ثا٘يٝ دز دٔای  45 ٔدت تٝ (Annealing) اتصاٌَساد،  غا٘تی
ثا٘يٝ دز  45تسای ( Extention)تػظ ٌساد ٚ  غا٘تیدزخٝ  56
چسخٝ یه  ٟ٘ایتدز  .ٌساد ا٘داْ ؾد غا٘تیدزخٝ  72دٔای 
 ٌساد غا٘تی دزخٝ 72دز دٔای ٟایی ٘ تٛغؼٝتسای  ای دليمٝ 6

تٛغظ  یٙداایٗ فس ٔحصَٛ ،PCRتؼد اش ا٘داْ  ا٘داْ ٌسدید.
ٔد٘ظس  ٞای ا٘داشٜ تٝ ٚ تا تٛخٝ دز ضَ آٌازش اِىتسٚفٛزش
دز ٛتيدٞا  غاظ عَٛ ٘ٛوّاتس DNAٞای تىثيس ؾدٜ  زؾتٝ

تٛغظ  DNAٞای  زؾتٝ. (1)ؾىُ  ؾد٘د تسیدٜ UVشیس ٘ٛز 
 NucleoTrap Gel extraction kit ويت
(MachereyNagel)  َؾد٘داغت ساج اش ض. 

 ببکتری ي اوتقبل آوُب بٍ pJet1.2در پلاسمیذ َب  کلًن شن
E. coli (DH5α) 
 عثك دغتٛزاِؼُٕ ويتٚ پلاغٕيد خدا ؾدٜ  DNAلغؼات 

Scientific Clone Jet PCR cloning (Thermo Fisher ) ٝت
غٛیٝ تٝ  ن حسازتیٛتٛغظ ؾ ٘ٛتسويةٚوتٛز ٞٓ ٔتصُ ؾد٘د. 

 وسدٜ ؾدزٞای ٔثثت  وّٖٛتا ا٘ت اب . ٔٙتمُ ؾد DH5αتاوتسی 
آٟ٘ا  ،غيّيٗ آٔپیخأد حاٚی  LBپتسی ٔحيظ وؿت  ظسٚف دز

تىاٖ دادٖ غيّيٗ تحت  آٔپیحاٚی  LBدز ٔحيظ وؿت ٔایغ 
(Shaking ) تؼد اش . ؾد٘د لساز دادٜدزخٝ  37ٔداْٚ دز دٔای

 اش ويت pDNA خداغاشیتسای ٌرؾت یه ؾة، 
NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel ) ٜؾداغتفاد .

تسای  pDNA ،وّٖٛ ؾدٜ تٛاِی صحت اثثات ٕٞچٙيٗ تسای
 .ؾدازغاَ  Eurofins Genomicsتٝ ؾسوت  یاتی تٛاِی

 
 درکیلاوتیفًلیه مسئًل سىتس آلکبلًئیذ  cDNAکلًن 
 pPIC3.5کىىذٌ  بیبنَبی يکتًر
  cDNAوٙٙدٜ، تياٖٚوتٛزٞای  دز cDNA وّٖٛ تسای
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عثك  AvrII دٞٙدٜ تسؼتٛغظ آ٘صیٓ  pJet1.2وّٖٛ ؾدٜ دز 
صٛزت  تٝؾد.  تسؼ دادٜ (Promega) ويتدغتٛزاِؼُٕ 
( New England BioLabs) ٞایپلاغٕيد٘يص ٔٛاشی 

pPIC3.5  ٓدٞٙدٜ تسؼػلاٜٚ تس آ٘صی AvrII آِىاِيٗ  آ٘صیٓ تا
دٚ غٕت  دٚتازٜاتصاَ  اش ٕٔا٘ؼت تسای (Promega) فػفاتاش
غيس  تسای .تيٕاز ؾد٘دپلاغٕيد تٝ یىدیٍس خٛزدٜ  تسؼ
 ذوسؾدٜٔ ّٛط  ،تىاز تسدٜ ؾدٜ غاشی ٞس دٚ آ٘صیٓ فؼاَ
 تسای. ؾدلساز دادٜ دزخٝ  80دليمٝ دز دٔای  30ٔدت  تٝ

اِىتسٚفٛزش دز اش ٚ پلاغٕيد  cDNAلغؼات  غاشی خاِص
 تٛغظاغتفادٜ ؾد ٚ تا٘دٞای ٔد٘ظس % 1ضَ آٌازش 

NucleoTrap extraction (MachereyNagel) ساج  اغت
دز یه  ااتتد pPic3.5ٚوتٛز خدا ؾدٜ ٚ  DNAلغؼات  .ؾد
دليمٝ  10ٌساد تٝ ٔدت  دزخٝ غا٘تی 45تا  50دٔایی  ؾية

تؼد اش شٔاٖ ذوسؾدٜ تٝ ٔدت  یادؾدٌٜراؾتٝ ؾد٘د. ٔ ّٛط 
 Mixed ٔيىسِٚيتس اش 5 تؼدوٛتاٜ دز یخ لساز دادٜ ؾدٜ ٚ 

DNA Ligation kite (Takara Companyتٝ آٖ اض ) ٝاف
 دزخٝ 16غاػت دز دٔای  یهٔ ّٛط ٔروٛز تٝ ٔدت  ؾد.
ٚوتٛز ٘ٛتسوية تٝ ٔساحُ ا٘تماَ  .ٍٟ٘دازی ؾد ٌساد غا٘تی

 تسزغی تسایتٛضيح دادٜ ؾد. لثلاً تاوتسی ٚ اغت ساج آٖ 
 ٞا ضٖ ،غٙع( آ٘تیٞای وّٖٛ ؾدٜ )غٙع یا  س صحيح ضٖئػ
 Eurofins تٝ ؾسوت یاتی تٛاِی تسای ٚوتٛزٞای ٘ٛتسوية ٚ

Genomics  .ازغاَ ؾد٘د 
 

 Pichia مخمرّ بٍ pPIC3.5اوتقبل شن کلًن شذٌ بٍ يکتًر 

pastoris (GS115) 
ٝ دز ٔنایغ   YPDاش ٔحيظ وؿنت   سِيت ٔيّیدٚ  ٞنای   ِِٛن

 P. pastoris ٔ ّٕنس ٞنای   وّٛ٘یآشٔایؽ اغتسیُ تا یىی اش 
(GS115 )ٞای آشٔایؽ تس زٚی ؾنيىس ٚ   ِِٛٝؾد٘د.  غؿتٝآ

ٜ ؾدتىاٖ دادٜ ٔدت یه ؾة  تٌٝساد  غا٘تیدزخٝ  30دٔای 
 50ِيتسی حاٚی  ٔيّی 100ٞای  فلاغهوؿت اِٚيٝ تٝ  تؼدٚ 
 غناػت دٚ تؼد اش  .ؾد ُٔٙتم YPDِيتس اش ٔحيظ وؿت  ٔيّی

اغتفادٜ  تا ٔ ّٕسٞای  غَّٛ، فلاغه دز داخُ یخ اش ٌراؾتٗ
تنا آب   ٞنا  غَّٛایٗ اتتدا  غا٘تسیفٛض تسداؾت ؾد٘د. غپع اش

ؾػتؿنٛ   ،غنسد ٔنٛلاز غنٛزتيتَٛ   یه تا ٔحَّٛ  تؼدغسد ٚ 
ینه  ٔيىسِٚيتس اش ٔحّنَٛ   500ٞا تٛغظ  غَّٛ آٍ٘اٜ .ؾد٘د

ا٘تمناَ   ضسیةتسای افصایؽ  .٘دٚز ؾد غٛعٝٔٛلاز غٛزتيتَٛ 
، خغی وسدٖ ایٗ پلاغنٕيد  ٔ ّٕستٝ غَّٛ  حأُ ضٖپلاغٕيد 

ایننٗ پلاغننٕيدٞا تٛغننظ آ٘ننصیٓ   زٚ اشایننٗضننسٚزی تننٛد، 
تسینندٜ  BspEI (New England BioLabs)دٞٙنندٜ  تننسؼ
خنٛزدٜ، اینٗ    تنسؼ غاشی پلاغنٕيدٞای   خاِصتسای  ؾد٘د.

ٔحصنَٛ   غاشی ؾند٘د.  خاِصپلاغٕيدٞا تٛغظ اِىتسٚفٛزش 
تٛغنظ   DNAٞای  تسیدٜ ٚ زؾتٝ UVیٙد دز شیس ٘ٛز اایٗ فس
NucleoTrap Gel extraction (MachereyNagel )وينت  

 غَّٛ ٔيىسِٚيتس اش غٛغپا٘ػيٖٛ 120 اش ضَ اغت ساج ؾد٘د.
دٜ تنا ٞنٓ ٔ ّنٛط ؾند٘د.     ٘اٌ٘ٛسْ پلاغٕيد خغی ؾن  40تا 
ٖ  تٟٙنا  پلاغٕيد یه ٔيىسٌٚسْ اش ،ػٙٛاٖ وٙتسَ تٝ ٞني    تندٚ

َ ض٘ی تنا   ٔؼسفنی   تنسای  ٚ ٛط ؾندٜ ٔ ّن  ٔ ّٕنس ٞنای   غنّٛ
َ  پلاغٕيدٞای خغی ؾندٜ،  ٚغنيّٝ ینه پناِع    ٝ ٞنا تن   غنّٛ
ن ٛ٘د. تؼنند اش ؾننؾنندتيٕنناز  (V 1500اِىتسیىننی وٛتنناٜ )
 MD agarٞا تنس غنغح ٔحنيظ وؿنت      غَّٛاِىتسیىی ایٗ 
ٝ تؼند اش  پ ؽ ؾند٘د.   ٖ  غن  ٞنای ٔثثنت ا٘ت ناب    زٚش، وّنٛ

 ٚ  KOD neo FX (Toyobo) وينننت ٚ تنننا اغنننتفادٜ اش
 پسایٕنننس زٚ تنننٝ خّنننٛ عساحنننی ؾننندٜ  اغنننتفادٜ اشتنننا 
(5ʹ-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3ʹ)  تنننننسای

، ٚخنٛد  ٞس ضٖ وّٖٛ ؾدٜٔؼىٛظ ٚ پسایٕس  pPIC3.5ٚوتٛز 
. تسزغی ٌسدید PCRتا دز ٚوتٛز  ٞا ٚ دزغت تٛدٖ ٔػيس ضٖ

تنٝ  یاتی  تٛاِی تسای pDNAاثثات دزغتی تٛاِی،  تسایغپع 
 .ؾدازغاَ  Eurofins Genomicsؾسوت 

 

 بررسی فعبلیت کیلاوتیفًلیه در سلًل 

 ٔنایغ ِيتس اش ٔحيظ وؿنت   ٔيّی 5/1ٞای ٔثثت دز  وّٖٛ
YPD  تنا   ٔداْٚتىاٖ دادٖ ساد ٚ ٌ دزخٝ غا٘تی 30دز دٔای
دادٜ زؾند   ػٙٛاٖ وؿت اِٚيٝ تٝعَٛ ؾة  دز rpm 250 دٚز
 ِيتنسی حناٚی    ٔيّنی  500. وؿنت اِٚينٝ تنٝ فلاغنه     ؾد٘د
َ  BMMYِيتس اش وؿنت   ٔيّی 60  دز تؼند ٚ دادٜ ؾند   ا٘تمنا
 تؼند اش   ؾند٘د. تىاٖ دادٜ دزخٝ  30ٚ دٔای  دٚز دز دليمٝ 250
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َ    غاػتدٚ   تسزغنی ؾند  ٞنا   ٔحيظ وؿت اش ٘ظنس تؼنداد غنّٛ
(OD600 = 0.6 to 0.9) ٚ ٝٔتناَ٘ٛ تنٝ ٔحنيظ    ، %5/0٘ػنثت   ت

غناػت،   96ٚ  72، 48، 24تؼند اش   ٕٞچٙنيٗ،  وؿت اضافٝ ؾد.
ِيتنس   ٔيّنی  20 ؾد.اضافٝ  تٝ ٔحيظ وؿتحدٓ ٔؿاتٝ اش ٔتاَ٘ٛ 
ِيتنس   ٞفت ٔيّیغا٘تسیفٛض ؾدٜ ٚ تٛغظ ذوسؾدٜ اش غٛغپا٘ػيٖٛ 

غناش   ٔنادٜ پنيؽ   ،%5ٚز ؾند. تنٝ ٘ػنثت     غٛعٝ Hepesاش تافس 
ئيد ٞای غِّٛی تا  ٖٛيپا٘ػغغٛ اشیه تٝ ٞس  اغىِٛسئيٗی آِىاِٛ
ذوسؾندٜ  . ٔ ّنٛط  ؾند ٔيىسٚٔٛلاز اضنافٝ   100ٟ٘ایی  غّظت

ٝ تسای ؾنيه ؾندٖ    دزخنٝ   30ٔندت ینه ؾنة دز دٔنای      تن
ٚ ٔنٛاد   Hepesتافس  تؼد اش غا٘تسیفٛض، .ؾدٌساد لساز دادٜ  غا٘تی
اغنت ساج ؾندٜ    ٔتاَ٘ٛ اغنيدی ؾندٜ  تا  وٝٔا٘دٜ دز غَّٛ  تالی
ئيندی ٔنٛزد   تسای  ،تٛد٘د تٛغنظ  ٘ظنس   تسزغی ٔحصنَٛ آِىاِٛ
 تدصیٝ ؾد.   LC-MSدغتٍاٜ 
 

 LC-MSتجسیٍ ياکىش بب 

-LC/MS ٞا تا اغتفادٜ اش دغتٍاٜ ٌٕ٘ٛ٘ٝيسی  ا٘داشٜ

2020T ؾيٕادشٚ ؾسوت (electrospray ionization=ESI )
ٌيسی  ا٘داشٜؾد. ا٘داْ دز حاِت یٖٛ ٔثثت  kV 5/1دز 
ؾسوت  SPD-20A٘ا٘ٛٔتس ٚ تا زدیاب  280دز  UV عيف

-TSKgel 80 ٖتٝ غتٛٔدٟص ؾيٕادشٚ ا٘داْ ؾد. دغتٍاٜ 

TM (4.6 × 250 mm; Tosoh)  40تٛد. دٔای غتٖٛ دز 
اغتٛ٘يتسیُ ٚ  ،فاش ٔتحسن ٙظيٓ ؾدٜ تٛد.ٌساد ت غا٘تیدزخٝ 
اغتيه تٛد. ٔمداز اغيد % 1 یأحتٛ( 65:35٘ػثت )آب 
 .تٙظيٓ ؾدٝ مِيتس دز دلي ٔيّی 6/0 ،فاش ٔتحسن خسیاٖ

 
 نتایج

وٝ دز ٌياٜ  P450 غيتٛوسْٚ آٔيٙٛاغيدٞایتٛاِی  پایٝ تس
پسٚت يٗ  39، ٙدو ٔیويلا٘تيفِٛيٗ ؾمایك واِيفس٘يایی تِٛيد 

غایت دا٘ؿٍاٜ  ٚب ِٞٛٔٛٛي تٛغظ خػتدٛی تلاغت
دز ٌياٜ ٔأيساٖ ؾٙاغایی ؾد. غپع ٔمایػٝ  واٍِسی

ی غيتٛوسْٚ اش ٞا آ٘صیٓفيّٛض٘ی تٛاِی ٕٞٝ آٔيٙٛ اغيدٞای 
ِٔٛٛضی تالا تا ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاش ٌٛياٜ ٔأيساٖ تا دزصد ٞ

 39ؾمایك واِيفس٘يایی ا٘داْ ؾد. دزختٛازٜ فيّٛض٘ی تٛاِی 

يٗ ٕٞساٜ ويلا٘تيفِٛ تٝآٔيٙٛ اغيد ِٞٛٔٛٛي ٌياٜ ٔأيساٖ 
 غاشی زدیف ٞٓ( تا اغتفادٜ اش EcCYP719A5غٙتاش )
 neighbour تٙدی خٛؾٝٚ زٚؼ  (CLUSTALW) ٞا تٛاِی

joining method .ِٞٛٔٛٛضی  دٞٙدٜ ٘ؿاٖ٘تایح  ایداد ؾد
ٌرازی ؾدٜ  اغيد ٔٛخٛد دز ؾاخٝ ٘اْآٔيٙٛؾؽ تالای تٛاِی 

تا ؾٕازٜ یه تا تٛاِی آٔيٙٛ اغيدی ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاش ٌياٜ 
تٛد  ٔغّة ایٗ دٞٙدٜ ٘ؿاٖٚ ( 1 ؾمایك واِيفس٘يایی تٛد )ؾىُ

یی تِٛيد ٘اتٛاٞا  پسٚت يٗاش ایٗ  تؼدادییا  احتٕالاً یهوٝ 
  .آِىاِٛئيد ويلا٘تيفِٛيٗ زا داز٘د

 cDNAتسای اثثات ٘تایح ت ٛزی تدغت آٔدٜ، غؼی ؾد 
 pPIC3.5ٞای ؾاخٝ یه ٌياٜ ٔأيساٖ دز داخُ پلاغٕيد  ضٖ

 P. pastorisوّٖٛ ؾٛد تا لادز تٝ تياٖ ٞتسِٚٛضیه دز ٔ ٕسّ 
ؾدٜ ٚ أىاٖ غٙتص ويلا٘تيفِٛيٗ تٛغظ پلاغٕيدٞای ا٘تماَ ضٖ 
دادٜ ؾدٜ تسزغی ؾٛد. تٝ ػّت ػدْ خدا ؾدٖ ؾؽ ض٘ی وٝ 
آٔيٙٛ اغيدٞای آٟ٘ا دز ؾاخٝ یه لساز داؾت اش ٚوتٛز 

pJet1.2 دٞٙدٜ  تٛغظ آ٘صیٓ تسؼAvrIIدد اش آٟ٘ا ، تٟٙا غٝ ػ
(C1128،C4873   ٚContig8931 ّٖٛدز داخُ پلاغٕيد و )

ٔؼسفی ٚ تياٖ ؾد٘د. أا  P. pastoris ؾد ٚ دز ٟ٘ایت دز ٔ ٕسّ
خدا  pJet1.2دٞٙدٜ اش ٚوتٛز  تميٝ آٟ٘ا تا اغتفادٜ اش آ٘صیٓ تسؼ
(، تغييس دز غٛیٝ BglIIدٞٙدٜ ) ٘ؿد٘د. تغييس دز آ٘صیٓ تسؼ

ٚ حتی اغتفادٜ  (E. coli, ATCC 47013)تاوتسی ٔٛزد اغتفادٜ 
ٞٓ تغييسی دز زٞاغاشی ( pBluescript SK) اش ٚوتٛز ٔتفاٚت

 ٞا اش پلاغٕيد ایداد ٘ىسد.  ضٖ
آٔيص تٛد، اش  ٞایی وٝ وّٖٛ ؾد٘ؿاٖ ٔٛفميت دز ٔٛزد ضٖ
غٙدؽ تياٖ ٞتسِٚٛضیه دز خٟت اثثات  تسایزٚؼ غِّٛی 

دز ایٗ زٚؼ، ٔادٜ فؼاِيت ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاشی اغتفادٜ ؾد. 
تٝ  عٛز ٔػتميٓ تٝغاش وٝ ٕٞاٖ آِىاِٛئيد اغىِٛسئيٗ تٛد  پيؽ

حاٚی غَّٛ ا٘تماَ ضٖ دادٜ ؾدٜ،  Hepesٔحيظ ٔایغ تافس 
غاش تٝ ٔحيظ تافس  ػٙٛاٖ وٙتسَ، ٔادٜ پيؽ اضافٝ ؾد. تٝ
دازای پلاغٕيد ا٘تماَ یافت. تا تٛخٝ  ٔ ّٕسٞای  حاٚی غَّٛ

ٙد تٝ تٛا٘ ٔیغاش، ایٗ ٔٛاد  پيؽتٝ ٘فٛذپریسی تالای ٔٛاد 
غِٟٛت ٚازد غؿاء غِّٛی ؾدٜ ٚ دز ٔداٚزت آ٘صیٓ 

 غٙتصوٙٙدٜ تثدیُ تٝ ٔحصَٛ ؾٛ٘د.
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 ( EcCYP719A5گیبٌ مبمیران بب کیلاوتیفًلیه سىتبز ) P450ًشوی تًالی آمیىً اسیذَبی لمقبیسٍ فی -1شکل 

 (Eschscholzia californica) کبلیفرویبییگیبٌ شقبیق 
 

تٝ  یػثٛز اش غؿاء غِّٛتٛا٘ایی  ٔٛاد تِٛيد ؾدٜ ،غٛییاش 
فؼاِيت د وٝ عّث ٔی. تٙاتسایٗ د٘زا دازداخُ ٔحيظ وؿت 

ٔٛزد پایٝ تؿ يص ٔحصَٛ  تس LC-MSٚغيّٝ ٝ ت آٟ٘ا آ٘صیٕی
ٔا٘دٜ  تالیاغت ساج ٔٛاد تِٛيد ؾدٜ ٚ دز ٔحيظ وؿت ٚ ٘ظس 

تا غا٘تسیفٛض زٚ  اشایٗ. يسدلساز ٌ دز دزٖٚ غَّٛ ٔٛزد ازشیاتی
ٚ تمایای  Hepesتافس ٔمادیس آِىاِٛئيد دز ٔحيظ  ،ٔحيظ وؿت
وٝ  ٘ؿاٖ داد. ٘تایح ؾدٌيسی  ا٘داشٜ صٛزت خداٌا٘ٝٝ تغِّٛی 

تؼد  تغِٟٛاش اغىِٛسئيٗ تٝ غ ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتص ؾدٜ اش پيؽ
تا واٞؽ غّظت  ٕٞچٙيٗ ٚ ؾدٔحيظ وؿت  ٚازداش تِٛيد 
غّظت ويلا٘تيفِٛيٗ افصایؽ یافت.  دز ٔحيظ غَّٛ، اغىِٛسئيٗ

ٔمادیس ويلا٘تيفِٛيٗ ٞٓ دز غٛپس٘اتا٘ت یا تا اغت ساج اش غَّٛ 
ایٗ دٞٙدٜ  ٘ؿاٖ. ایٗ (2)ؾىُ  یا تمایای غِّٛی ٔٛخٛد تٛد
فؼاِيت ( 3)ؾىُ  Contig8931ٔٛضٛع تٛد وٝ ضٖ 
 ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاش دازد. 
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 اوتقبل شن دادٌ شذٌ مخمّرفعبلیت کیلاوتیفًلیه سىتبز در  -2شکل 

Contig8931  

ATGGAGGAGAGTTTTTGGTTGGTAGCTGCTACTGTTCTAGTAGTCTTTGTAGTAGCAAAACTACTGTTCAGG

AAATCATCTTCTATCTCTACAATGGAATGGCCAGCAGGTCCAAAAACACTACCCATCATTGGAAACCTTCAT

CAATTAGGAGGAGCAGCTTTACATGTTGTTTTAGCAAATCTTGCTAAAGTTTATGGAAGTGTTATGACGATT

TGGGTAGGTGCTTGGCGCCCGATGATCGTCATAAGCGACATCGACAAAGCGTGGGAAGTTCTTGTTAATAA

ATCATCTGATTACTCTGCTAGAAGTTTGCCTGAAATTACTAGAATCATCTCTGCAAATTGGAAGAACATTAT

GACTTCTGATTCTGGTCCTTTTTGGCAAAACCTAAGAAAAGGTCTTCAAGGTGGTGCCTTATCTCCTCATAA

TGTCATGTCTCAATATCAATTGCAAGAGAGAGATATGCAAAATTTGATCAAGACCATGCGCGTCGAAGCTT

CTAAAAACAATGGGAGAATAAAACCTCTTGATCATTTGAAGCAAGAGACGGTTCGATTATTGAGTCGACTT

ATCTTCGGCCAAGATTTTAATGATGAGAAATTGGTTGTTGGCATGCACCATGCGCTCGACGATTTAGTACGT

ATAAGTGGGTACGCTAGTCTTGCTGATGCTTTCAAAGTCGCTGAAAATTTACCAAGTCACAAGAAATCGAT

CCGCGAAGTTCACGAATTGAAGAGACGCGTCGAAAACCTGGTACGCCCACATATCGTTTCTAACCCTCCTA

CCAACACTTACCTAAATTTTCTTCTATCTCAAAATTTTAGTGAAGATCTTATAATCTCTGCAATTTTAGAAGT

TTATGATTTGGGTGTTGATAGTACTGCATCAACAACTGTTTGGGCACTTACATTTTTGGTAAGAGAACAAAA

AGTTCAAGAGAAGCTTTATCAAGAAATCAAGAACTTAACTGGTGGAAGATCAACAGTTAAGGTTGAAGAA

GTAAGTAAGATGCCCTATTTACAAGCTGTGATGAAAGAAACAATGAGGATGAAACCCATTGCTCCAATGGC

TATCCCTCATACAGCTGCAAGAGAGACTTCATTAATGGGGAAGAAAATTGATAAGGGTACAGTGGTGATGG

TGAATCTTTATGCTATTCATCATAACCCTAATATTTTCCCTGAGCCCTATAAGTTCATGCCAGAGAGATTCTT

GCATGGTGAAGAACAAAATGGTGGTAATATTAAAGAAATGGAGCAATCACTTTTGCCATTTAGTGCTGGAA

TGAGAATTTGTGCAGGGATGGAATTAGGGAAACTTCAATTGGGTTTTGCACTTGCAAGTTTAGTGAATGCA

TTTAAATGGGAATGTGCTGCTGATGGGAAATTGCCTGATTTGAGTGAAGATCATTGTTTTATTCTCTTGATG

AAGAATCCACTTGAAGCAAAAATTACTCCTCGCACCCATTAA 

 وتیفًلیه سىتبز شىبسبیی شذٌ در گیبٌ مبمیرانتًالی وًکلئًتیذی شن کیلا -3شکل 
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 غٛپس٘تا٘ت
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 مخمر حبيی پلاسمیذ اوتقبل شن شذٌ
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 مقبیسٍ تًالی آمیىً اسیذَبی کیلاوتیفًلیه سىتبزَبی شقبیق کبلیفرویبیی بب کیلاوتیفًلیه سىتبز شىبسبیی شذٌ از گیبٌ مبمیران  -4 شکل

 (ٔمایػٝ ؾد clustalW  ٚBioedit sequence Alignment Editor ٞایافصاز ٘سْٚغيّٝ ٝ ٞا ت پسٚت يٗتٛاِی )

 

تسخلاف ٘تایح ٔستٛط تٝ ٔمایػٝ فيّٛض٘ی آٔيٙٛ اغيدٞا وٝ 
ضی تالای تٛاِی ٘ؿاٖ ٞای آٔيٙٛ اغيدی  دٞٙدٜ ِٞٛٔٛٛ

ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاش ؾمایك واِيفس٘يایی تا ٔٛازد ؾٙاغایی ؾدٜ 
ٞای وّٖٛ ٚ ٔؼسفی  تٛد، تٕأی ضٖ 1ٌياٜ ٔأيساٖ دز ؾاخٝ 

خٛد ٘ؿاٖ ٘داد٘د. ؾدٜ تٝ ٔ ٕسّ فؼاِيت ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاشی اش 
  C1128 ٚC4873٘تایح آشٔایؿٍاٞی ٘ؿاٖ داد وٝ دٚ ضٖ 

ٌٛ٘ٝ فؼاِيت ٔثٙی تس تِٛيد آ٘صیٓ ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاش ٚ  ٞي 
ٔتؼالة آٖ تِٛيد آِىاِٛئيد ٔستٛعٝ زا اش خٛد ٘ؿاٖ ٘داد٘د. 

صٛزت اوػيداغيٛ٘ی یه ٌسٜٚ ٔتٛوػی  ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاش، تٝ
اوػی تسیح  ٙتمُ ٚ تِٛيد پُ ٔتيّٗ دیزا تٝ ٌسٜٚ ٞيدزٚوػيُ ٔ

دٞد. یادآٚزی  ا٘داْ ٔی Dوٙد ٚ ایٗ ٚاوٙؽ زا تٟٙا دز حّمٝ  ٔی
ؾٛد وٝ ایٗ آ٘صیٓ تا ٚخٛد دازا تٛدٖ ٔٛلؼيت ٔؿاتٝ دز حّمٝ  ٔی
A غاش اغىِٛسئيٗ، تٛا٘ایی ا٘داْ ٚاوٙؽ ٔؿاتٝ زا دز  ٔادٜ پيؽ

صدی پسٚت يٗ دز 75دٞٙدٜ ٔؿاتٟت  ایٗ حّمٝ ٘دازد. ٘تایح ٘ؿاٖ
ؾٙاغایی ؾدٜ تا پسٚت يٗ ويلا٘تيفِٛيٗ تا ٔػ َٛ آٖ دز ٌياٜ 

 (.4ؾمایك ایسا٘ی تٛد )ؾىُ 

 

 بحث

آِىاِٛئيندی تٙصینُ    ٞنای  شیادی تسوية تحميمات     
ٝ دز زا ایصٚويِٙٛيٗ  ؾٙاغنایی  ٞنای ٔ تّنف ٌيناٞی     ٌٛ٘ن

اینٗ لثينُ اش    یتيٛغنٙتص ٔػنيس  دز اینٗ ٔيناٖ   . ا٘ند  وسدٜ
 ,.Ziegler et alٔنٛزفيٗ دز خؿن اؼ )  ٔا٘ٙد  ٞا تسوية

 ,.Coptis japonica (Ikezawa et alتستسیٗ دز  ،(2009

آِىاِٛئيدٞای ٔ تّف اینٗ خنا٘ٛادٜ دز ؾنمایك     ٚ( 2003

اش ٘د. اٜ ( ؾٙاغایی ؾدIkezawa et al., 2009واِيفس٘يایی )
ٔنأيساٖ  ٌياٜ ٔػيس تيٛغٙتصی ٚ ٘حٜٛ غٙتص آِىاِٛئيدٞای 

آِىاِٛئيد تٙصیُ ایصٚويِٙٛيٗ آٖ وٛپتيػيٗ وٝ ػٕدٜ تسوية 
ٟٕٔتسیٗ آِىاِٛئيد  .اغت دز دغتاعلاػات وٕی  ،تاؾد ٔی

تسوية وٛپتيػيٗ تؼد اش چٙندیٗ  یؼٙی ٔٛخٛد دز ایٗ ٌياٜ 
تسوينة  ٔسحّٝ تيٛغٙتصی اش اغيدآٔيٙٝ تينسٚشیٗ تنٝ اینٗ    

اشخّٕٝ آِىاِٛئيدٞای حدٚغظ  .ؾٛد ٔیتثدیُ آِىاِٛئيدی 
ٝ ایٗ چسخٝ تيٛغٙ اش اغنىِٛسئيٗ   تصی ويلا٘تيفِٛيٗ تٛد ون

 تٛغظ اغتيّٛپيٗ غٙتاش تٝ ،تلافاصّٝ تؼد اش تِٛيد غاختٝ ٚ
خننٛدی ٝ صننٛزت ٚاوننٙؽ خٛدتنن  تننٝتؼنند اغننتيّٛپيٗ ٚ 
ٝ افس تدٖٚ ٘ياش تٝاوػيداغيٛ٘ی ٚ  وٛپتيػنيٗ   یٙد آ٘صیٕی تن

دغتسظ تٛدٖ تنٛاِی   تا دزدز ایٗ تحميك، . ؾٛد ٔیتثدیُ 
اغيدی ٚ ٘ٛوّ ٛتيدی ويلا٘تيفِٛيٗ غٙتاش ٌياٜ ؾمایك آٔيٙٛ 

تنٛاِی آٔيٙنٛ    زدیفنی  ٞٓواِيفس٘يایی، ٔغاِؼات فيّٛض٘ی ٚ 
ٚخٛد ضٖ ٚ آٔيٙٛ اغيد ٔؿاتٝ ويلا٘تيفنِٛيٗ   ٔثيٗ ،اغيدی
ٔػيس تيٛغٙتصی  ،دز ٘تيدٝ .تٛدٌياٜ دز ٔأيساٖ ایٗ غٙتاش 

تؼد اِثتٝ،  یىدیٍس ؾثاٞت داؾتٝ تاؾد. تا دیایٗ دٚ ٌياٜ تا
غناشی ٚ وّنٖٛ ضٖ دز ٚوتنٛز    اش عی ٔساحُ ٔ تّف خدا

تنٝ غنَّٛ    دز ٚوتنٛز  ٔؼسفی ضٖ وّٖٛ ؾندٜ  ٚ اختصاصی
غناش تنٝ غنَّٛ     ٔادٜ پنيؽ  لساز دادٖتا دز اختياز ، ٔ ّٕس
، غَّٛ حناٚی  تافس دز ٚز غٛعٝ ؾدٜ ٖ دادٜا٘تماَ ض ٔ ّٕس
اش آِىاِٛئينند وّننٖٛ ؾنندٜ دز ٚوتننٛز   Contig8931 ضٖ

زا تثدیُ  اغتفادٜ وسدٜ ٚ آٖ غاش ػٙٛاٖ پيؽ تٝ يٗاغىِٛسئ
٘تنایح  ٔؤیند  ونٝ اینٗ ٟٔنٓ    وسد ٛئيد ويلا٘تيفِٛيٗ آِىاِتٝ 



 999   6، ؾٕازٜ 37دٚٔاٞٙأٝ تحميمات ٌياٞاٖ دازٚیی ٚ ٔؼغس ایساٖ، خّد 

٘تننایح ٔستنٛط تننٝ  تٙناتسایٗ،  تدغنت آٔنندٜ ت نٛزی تننٛد.   
تيٗ تٛاِی آٔيٙٛ اغنيدٞای ويلا٘تيفنِٛيٗ غنٙتاش     یٕٞتساش

ٔنأيساٖ ٚ ؾنمایك واِيفس٘ينایی     اٖؾٙاغایی ؾدٜ دز ٌياٞ
ایٗ ٔٛضٛع تنٛد ونٝ اینٗ دٚ آ٘نصیٓ ؾنثاٞت      دٞٙدٜ  ٘ؿاٖ

ٝ    د.٘شیادی تا یىدیٍس داز تيٛغنٙتص   دز ٔفنسٚ  اغنت ون
ساٖ ٚ ؾننمایك ٔيایصٚويٙننِٛيٗ آِىاِٛئينندٞا دز ٌينناٜ ٔننا  

 & Sato) واِيفس٘يایی وٝ تٛغظ ٌسٜٚ غناتٛ ؾنٙایی ؾند   

Kumagai, 2013ؾثاٞت شیادی ٚخٛد دازد ) . 
 ٕٞٝتٝ  لاتُ تؼٕيٓ ذوسؾدٜ ؾٙاغایی ٔساحُ
 P450ٚاتػتٝ تٝ آ٘صیٓ غيتٛوسْٚ  دازٚیی ٞای تسوية
ٔٛزد ٚخٛد ٔحصَٛ  ،آشٔایؿٍاٞی تؼد اش تسزغی. اغت
دز تِٛيد تسای  ،ا٘تماَ ضٖ دادٜ ؾدٜ ٔ ّٕسدز تِٛيدات ٘ظس 

 ٔ ّٕسٞای  غَّٛ تٛاٖ ٔیتسوية دازٚیی  ایٗ غغح شیاد
ا٘تماَ  صٙؼتیتيٛزاوتٛزٞای ض٘تيه زا تٝ ؾدٜ دغتىازی 
اوٖٙٛ تسخی اش وؿٛزٞا دز شٔيٙٝ تِٛيد ٔيىسٚتی  ٞٓداد. 

دازٚٞای ضد آِصایٕس ٚ ضد غسعاٖ وٝ ازشؼ افصٚدٜ 
دغت  چؿٍٕيسیٞای  ٞٓ داز٘د تٝ پيؿسفت فساٚا٘ی
، ٜتس تٛد ٞصیٙٝ اٌسچٝ ٞایی ا٘داْ چٙيٗ عسح ا٘د. یافتٝ

ٌرازی ؾدٜ زا دز صٛزت  غسٔایٝأىاٖ تاشٌؿت ٔثاِغ 
تا تٛخٝ تٝ . وٙد ٔیخثساٖ اتی تٝ ٔحصَٛ تٝ غسػت دغتي
ٞای ٔثثتی وٝ تِٛيد ٔيىسٚتی دازٚٞا داز٘د، اغتفادٜ  ٚیطٌی
وٙٙدٜ ٘ياش  ٔيٗأتد تٛا٘ ٔیٞای دازٚیی  دز غيػتٓ ٟااش آ٘

اش ٚ تاؾد  ؼتا ازش ٞای تٝ ایٗ تسويةوؿٛز دازٚیی 
ازشؼ  ،ٞا فؼاَ ؾدٖ ت ؽ صادزاتی ایٗ تسويةغٛیی 

 .خٛاٞد وسدافصٚدٜ فساٚا٘ی زا ٘صية وؿٛز 
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Abstract 
    Plants are the main sources of secondary metabolites with high medical value. The most 

important member of these valuable compounds are alkaloids with the different drug 

purposes. Concerning the limited production of some of these metabolites in the plants, these 

medicinal compounds can be produced naturally and commercially with the identification and 

transfer of alkaloids-producing enzymes corresponding plant genes to the microorganisms as 

an alternative method. In this way, the characterization of the corresponding genes is the first 

step. Among the different enzymes involved in the alkaloid biosynthesis, the cytochrome 

P450 enzymes play an important role. Due to the endoplasmic reticulum (ER) localization of 

these enzymes and their glycoprotein characters, they cannot be expressed functionally in the 

standard bacterial systems. Consequently, the heterologous expression aimed to verify the 

enzymatic activity can favorably be performed using the eukaryotic systems, like yeast or 

insect cells. Herein, in this study, with employing a phylogenic comparison of cheilanthifoline 

synthase sequence of Eschscholzia californica Cham. and comparing the sequence with the 

homolog amino acid sequences of Chelidonium majus L. achieved from bioinformatics 

databases, six cytochrome P450 enzymes responsible for cheilanthifoline synthase in  

Ch. majus were identified. To prove the efficacy of these enzymes practically, their genes 

were cloned into the pPIC3.5 vector. Then, these recombinant vectors were transferred to the 

yeast cell (Pichia pastoris) and the scoulerine alkaloid was given to its media. Finally, the 

cheilanthifoline alkaloid microbial production by P. pastoris containing the recombinant 

plasmids was evaluated by LC-MS. The results of the present study indicated that among the 

enzymes genes cloned and introduced to the yeast host, only the Contig8931 enzyme had the 

cheilanthifoline synthase activity. 
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