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 م دخیل در سنتز گلیسیریزینمطالعه بیوانفورماتیکی و بررسی الگوی بیان چند ژن مه

 بومی ایران طی دو فصل پاییز و بهار (.Glycyrrhiza glabra Lبیان )شیرین
 

 3کریم سرخه و ،*2لفقاریا، مریم ذو1عاطفه خاکپور
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(11/30/1331 تاریخ پذیرش: – 12/40/1331)تاریخ دریافت:   
 

 چکیده

ثره گلیسیریزین ؤهایی که ماده مدهنقراض است. شناسایی و معرفی توبیان یکی از گیاهان دارویی با ارزش و در معرض اشیرین

، امکان ESTهای های ژنومیکس کارکردی مانند تجزیه و تحلیل توالیروش اصلاحی مهم است. یهابرنامهد از بیشتری دارن

در  .است بررسی بیان ژن و تفسیر ژنوم را فراهم آورده های مورد مطالعه وشده بین گونهظتهای ژنی حفاشناسایی خانواده

 55350، بکه ژنی دخیل در سنتز گلیسیریزینهای مولکولی و تحلیل کارکردی ژنوم و ششناسایی جنبه منظوربهپژوهش این 

ینی مورد تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی قرار ئهای پروتتوالیچنین همگونه مختلف این گیاه و  دومربوط به  ESTتوالی 

 سنتازاسکوآلن شاملات بیان نسبی چهار ژن مهم در مسیر بیوسنتز گلیسیریزین ، تغییرنتایج سنجیجهت اعتبار همچنین. گرفتند

(SQS ،)سنتازآمرین-بتا (BASبتا ،)-11آمرین-( اکسیدازCYP88D6و ) UDP-گلوکورونسیل( ترانسفرازUGT)  مورد بررسی

( ایجاد ژنیونی 31322تون )سینگل 30835توالی کانتیگ و  5421ها، سنجی اولیه توالیپس از پیرایش و کیفیت. قرار گرفت

نشان  ید. فعالیت عملکردی ژنومنبیان را پوشش داداز ژنوم شیرین (درصد 05/1) بازجفت 25884555گردید که در مجموع 

درون در ها که این ژنشد  معلومو  ندداشتهای سلولی و متابولیکی نقش ها در فعالیت کاتالیزوری و فرآیندداد که اکثر ژن

های مهم مسیر سنتز ژن ها نشان داد کهیابی این دسته از ژنکنند. مکانهای درون سلولی فعالیت میو اندامک سلول

نشان داد که در فصل پاییز و در  qRT-PCRسنجی با استفاده از عتبارانتایج اند. گلیسیریزین در شبکه آندوپلاسمی متمرکز شده

تواند نسبی بیشتری بودند. نتایج حاصل از این مطالعه می دارای بیان SQS و BAS، CYP88D6 ،UGTی هاژن ،بافت ریزوم

این گیاه های کارکردی(، تنوع ژنتیکی و نیز مطالعات عملکرد مولکولی و ژنومیکسی نویسی )گروهحاشیه یابی ژنوم،برای توالی

 ارزشمند باشد.

 qRT-PCRزین، گلیسیری بیان،یرینش ژنوم کارکردی، شبکه ژنی،: کلیدی واژگان
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و همکاران خاکپور ... دخیل ممطالعه بیوانفورماتیکی و بررسی الگوی بیان چند ژن مه  

 مقدمه
است ( Fabaceae)ی بقولات بیان متعلق به خانوادهشیرین

بومی جنوب اروپا، هندوستان و بخشی از  که شامل گونه

 .G( و گونه بومی چین ).Glycyrrhiza. glabra Lآسیا )

uralensis F.aباشد ( می(Rebhun et al., 2015). 

یک گیاه  عنوانبهاین گیاه در سراسر دنیا  هاستسال
گیرد. کننده طبیعی مورد استفاده قرار میدارویی و شیرین

ماده اصلی موجود در ریشه و ریزوم  1گلیسیریزین

عنوان که بهاست عامل شیرین شدن این گیاه  بیان،شیرین

محصولات تجاری استفاده  کننده در بسیاری ازماده شیرین

بر علاوه(. Pandey and Ayangla, 2017) شودمی
ها، گلیسیریزین ترکیبات فعال دیگری نیز از قبیل فلاونوئید

ها، قندهای ها، پکتینساکاریدپلی ها،ها، تاننکومارین

ی های معدنی در ریشهساده، آمینواسیدها و نمک
. از (Bayati zadeh et al., 2013)د نوجود دار بیانیرینش

و  2بیان کوئرستینی شیرینجمله از فلاونیدهای مهم ریشه

خواص (. 1996et al Fukai ,.)باشد می 3گلابریدین

دارویی مانند اثرات ضدالتهابی، ضدویروسی، 
های آسم و نیز فعالیت، ضداکسیدانیآنتضدمیکروبی، 

 در نظر گرفته شده است بیانشیرینضدسرطانی برای 
(Hosseinzadeh and Nassiri-Asl, 2015 و تا به حال )

از  یروسیضدوداروهای ضدالتهابی، ضدسرطانی و 
 (.Tang et al., 2015) اندشدهساخته  بیانیرینش

باشد که در می 5ساپونینی 4ترپنوئیدگلیسیریزین یک تری

های ضخیم شده و ریزوم های چوبی ریشهقسمت
 (.Pandey and Ayangla, 2017) بیان وجود داردشیرین

های مسیر پیشنهادی برای بیوسنتز گلیسیریزین و تعیین ژن

نشان داده شده است. این  1 دخیل در این مسیر در شکل

شروع شده که در  5مسیر از چرخه اصلی موالونیک اسید

( از طریق آنزیم PDF) 1فسفاتدیابتدا فارنسیل

بعد ( به اسکوآلن و در مرحله SQS)8 سنتازاسکوآلن
3 ,2-( به SQE) 3اپوکسیدازتوسط آنزیم اسکوآلن

                                                           
1- Glycyrrhizin 
2- Quercetin 
3- Glabridin 
4- Triterpenoids 
5- Saponin 
6- Mevalonic acid 
7- Farnesyl diphosphate  
8- Sequalene synthase 
9- Squalene epoxidase 

oxidosqualene ترین شود. یکی از مهمتبدیل می
-بتای که در سنتز گلیسیریزین نقش دارد هایآنزیم

3 ,2-باشد که باعث تبدیل شدن ( میBAS) 10سنتازآمرین

oxidosqualene  آمرین -آمرین شده و در آخر بتا-به بتا

 و P450s11 (CYP88D6 توکرومسی هاییمآنزتوسط 

CYP72A154 تبدیل به اسیدگلیسیرینیک شده و در انتها )

( UGT12ترانسفراز )گلاکوسیل-UDPاز طریق آنزیم مهم 

 شود.به گلیسیریزین تبدیل می

های بیوانفورماتیکی ساختار اسیدنوکلئیک و بررسی

 هاآنبینی ساختار بندی و پیشمقایسه، طبقه ها وپروتئین
زسازی بینی موقعیت سلولی پروتئین، باواند در پیشتمی

ازی و تحلیل عملکردی سمسیرهای متابولیکی و شبیه

 13هاEST .(et alarabi Z,. 2013)مؤثر واقع باشد  هاآن
( بازجفت 500)با میانگین طول  cDNAهای کوتاه توالی

 3´ یا 5´یابی دقیق انتهایتوالی ییلهوسبههستند که 

شوند. کاربرد ایجاد می cDNAهای( )کلون 14هایهمسانه

های ها کشف ژن است. امّا از کاربردESTی اولیه
های ژنی توان به شناسایی خانوادهمی هاآنتر پیچیده

ی مورد بررسی، شناسایی هاشده بین گونهحفاظت
های ویرایش رونوشت ژن و تعیین ساختار ژن گوناگونی

ها، بررسی بیان رونوشتو انطباق  15سازیاز طریق ترادف
یابی های جدید، نقشه، شناسایی ژن15ژن و تفسیر ژنوم

 AliAkbari et) اشاره کرد کنندهژنوم و شناسایی مناطق کد

al., 2013; Zarabi et al., 2013 .)ها های خام کتابخانهداده
های داده پایگاه توان ازو جزئیات مربوط به هرکدام را می

دست آورد. به PlantGDB18 و NCBI11مختلف همچون 

وجود این منابع غنی از اطلاعات در کنار در دسترس 

افزارهای مختلف بیوانفورماتیک راه ها و نرمبودن سرویس

نموده را برای مطالعه و بررسی تغییرات ژنومی هموار 

 .(Ogata and Suzuki, 2011) است

                                                           
10- β-amyrin synthase 
11- Cytochrome P450 
12- UDP-glucosyltransferases 
13- Expressed Sequenced Tags 
14- Clone 
15- Alignment 
16- Genome annotation  
17- National center for biotechnology information 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
18- Plant genome database 
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 مسیر بیوسنتز گلیسیریزین -1شکل 
Figure 1. Glycyrrhizin biosynthesis pathway 

 SQS: سنتاز؛ اسکوآلنBAS: سنتاز؛ آمرین-بتاCYP88D6: اکسیداز؛ -11آمرین-بتاUGT: UDP-ترانسفرازگلوکورونسیل 
SQS: squalene synthase; BAS: β-amyrin synthase; CYP88D6: β–amyrin 11-oxidase; UGT: UDP-

glucuronosyltransferase 

 

ها و نیز گلیسیریزین همیت نقش ساپونینبا توجه به ا

لازم است که تحقیقات  ترکیبات با ارزش دارویی، عنوانبه

بیشتری از نظر ژنتیکی، مولکولی و بیوانفورماتیکی 

؛ صورت گیرد هاآنزی مسیر بیوسنتزی آشکارسا منظوربه

بنابراین داشتن اطلاعات کافی در زمینه ژنتیکی و مولکولی 

کانیسم و چگونگی تنظیم و بیان این برای درک بهتر م

بر تولید مقدار این ترکیب مهم  هاآن یرتأثهای مهم و ژن

 Kim et) رسدبیان ضروری به نظر میدارویی در شیرین

al., 2011; Mochida et al., 2017; Nasrollahi et al., 

 ESTهای هدف از مطالعه حاضر واکاوی کتابخانه(. 2014

؛ شناسایی عملکرد بیانیرینشمختلف  مربوط به سه گونه

 3ها و اجزای سلولیژن 2زیستیهای ، فرآیند1مولکولی

ی ژنی و مشخص کردن ها و ترسیم نقشهمرتبط با آن

باشد. در ادامه فعالیت عملکردی توالی پروتئینی می

آمده از واکاوی  دستبهاعتبارسنجی نتایج  منظوربه

ن در طی دو فصل های دخیل در بیوسنتز گلیسیریزیژن

 .ستفاده شدا qRT-PCR ، از فنبهار و پائیز

 هامواد و روش
 مطالعات بیوانفورماتیکی

های بیوسنتز ژن ESTهای بیانی کتابخانه دریافت

 EST: 55350هایتوالی یسنجتیفیکو  گلیسیریزین

 Glycyrrhizaی ی دو گونهمربوط به کتابخانه ESTتوالی 

uralensis F.a  وG.glabra L.  از پایگاه دادهNCBI  به

نجش و ارزیابی س منظوربه دریافت شد. Fastaفرمت 

                                                           
1- Molecular function 
2- Biological processes 
3- Cellular components 

های تکرار و حذف وکتورها، توالی ESTهای توالی کیفی

های کلروپلاستی، میتوکندریایی از پایگاه شونده، توالی

استفاده گردید. خروجی این  Egassembler4اطلاعاتی 

ی با دو یا تعداد هایدارای دسته سرویس شامل یک فایل

است ادغام شده و با طول مشخص  ESTبیشتری توالی 

ای از شوند و در پارهکه برای یک ژن خاصی بیان می

گویند و فایل کانتیگ می هاآناند که به موارد حفاظت شده

که وارد هیچ است های منفرد ESTدیگر شامل توالی 

 ند.گویمی 5تونسینگل هاآنو به  شوندمین 5کانتیگی

برای بررسی میزان همولوژی  :های مشابهیافتن توالی

 افزارنرماز  بیانیرینشمربوط به ژنوم  ESTهای توالی

CLC Genomics Workbench 9 های برای تمامی توالی

در  10برابر با  E-valueها با در نظر گرفتن حداکثر کانتیگ

 Arabidopsisمقابل بانک توالی نوکلئوتیدی گیاه 

thaliana صورتبهگیاه مرجع  عنوانبه Local Blast 

 ستفاده شد.ا

های پروتئینی همانند توالی :های پروتئینیدریافت توالی

ی گیاه های ذکر شدهمربوط به گونه ESTهای توالی

 Fasta به فرمت NCBIبیان از پایگاه اطلاعاتی شیرین

دریافت گردید. برای تعیین فعالیت عملکردی، ترسیم 

، وزن 1ی ایزوالکتریکی ژنتیکی، تعیین نقطهنقشه

 دوهای پروتئینی هر توالی ،3یابی سلولیو مکان 8مولکولی

                                                           
4- http://egassembler.hgs.jp 
5- Contig 
6- Singleton 
7- Isoelectric point 
8- Molecular weight 
9- Cell location 
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های اضافی حذف گونه باهم ادغام گردیدند و توالی

 شدند.

ی ژنی و مشخص کردن فعالیت عملکردی ترسیم نقشه

ژنی برای شناسایی ارتباط بین تعیین نقشه :توالی پروتئینی

با استفاده از  Glycyrrhizaهای وط به گونههای مربژن

در مقابل بانک توالی پروتئینی گیاه  String1پایگاه 

Arabidopsis thaliana منظوربهچنین ترسیم گردید. هم 

که شامل عملکرد )ها تعیین فعالیت عملکردی توالی

 (باشدمولکولی، فرآیندهای بیولوژیکی و اجزای سلولی می

 .Aمقابل بانک توالی پروتئینی گیاه از همین سرویس در 
thaliana شد.ستفاده ا 

 (Mw)، وزن مولکولی (Pi)ی ایزوالکتریک تعیین نقطه

تعیین  منظوربه :های پروتئینیسلولی توالی یابیمکانو 

مربوط  (Mw)و وزن مولکولی  (Pi)ی ایزوالکتریک نقطه

 Expasy های پروتئینی از سرویس بیوانفورماتیکیبه توالی

compute pi/mw tool2 یابی سلولی استفاده گردید. مکان

  .انجام گردید softberry3های پروتئینی توسط پایگاه توالی

 مطالعات آزمایشگاهی

 ، استخراجبیانیرینشهای گیاهی آوری نمونهجمع 

RNA  کل و سنتزcDNA: های تازه ها و برگریزوم

قه منصوریه ( از منطGlycyrrhiza glabraبیان )شیرین

دقیقه عرض  25درجه و  30)در واقع در شهرستان بهبهان 

 الیهیمنتهدقیقه طول شرقی در  15درجه و  50شمالی و 

متر ارتفاع از  320جنوب شرقی استان خوزستان و با 

آبان  21 در تاریخ طی دو فصل پاییز و بهار سطح دریا(

و تا آوری جمع1335اردیبهشت سال  21و  1335سال 

گردیدند. داری در ازت مایع نگه RNAن استخراج زما

های ریزوم و برگ برای گرم از نمونهمیلی 50-25

گردیدند. استخراج  ، توسط ازت مایع پودرRNAاستخراج 

RNA ها با استفاده از کیت از بافت کلBiobasic  کانادا

مطابق دستورالعمل شرکت انجام شد. کمیت و کیفیت 

وفتومتری بررسی راده از اسپکتبا استف RNAهای نمونه

ژنومی  DNAجهت حذف  RNAهای شد. نمونه

تیمار DNase I  (Takara, Ltd., Japan )مانده با آنزیمباقی
                                                           
1- https://string-db.org 
2- https://web.expasy.org 
3- http://www.softberry.com 

طبق  cDNAگردیدند. در مرحله بعد عمل سنتز 

)تاکارا،   prime script RT reagent دستورالعمل کیت

 Randomو  Oligo dtهای آغازگرژاپن( و با استفاده از 

 انجام شد. 

های طراحی آغازگرهای رفت و برگشتی مربوط به ژن

با استفاده از  :مهم و ژن اکتین جهت آنالیز بیان ژن

آغازگرهای مرتبط با هریک از  Primer4افزار آنلاین نرم

-بتا، (D86410.1) (SQS) سنتازهای اسکوآلنژن

-11آمرین-تاب، (ADE88148.1) (BAS) سنتازآمرین

-UDPو ( B5BSX1.1)( CYP88D6) اکسیداز

و ژن  (ADV71366.1) (UGTترانسفراز )گلوکورونسیل

طراحی ژن مرجع  عنوانبه( EU190972.1اکتین )

 آورده شده است. 1آغازگرها در جدول  گردیدند. لیست

-qRTها با استفاده از واکنش بررسی میزان بیان ژن

PCR: های مورد نظر و جهت بررسی میزان بیان ژن

ای در دو فصل مختلف، از واکنش زنجیره هاآنایسه مق

پلیمراز در زمان واقعی استفاده شد. این واکنش با استفاده 

و  SYBR-Greenاز مخلوط واکنش تاکارا حاوی 

ها انجام گردید. جهت آغازگرهای اختصاصی مرتبط با ژن

مورد استفاده از  آغازگرهایبررسی اختصاصی بودن 

 گرادسانتی درجه 35طیف دمای نمودار نقطه ذوب در 

کم  گرادسانتی درجه 3/0شد و به ازای هر سیکل  ستفادها

)دمای اتصال  گرادسانتیدرجه  50تا به دمای شد 

( برسد. برای تجزیه و تحلیل نتایج از ژن اکتین آغازگرها

ژن کنترل داخلی استفاده شد. آنالیز نتایج حاصل  عنوانبه

انجام گردید.  ΔΔCt−2 روش با استفاده از PCR-qRTاز 

شود که تنها هدف زمانی استفاده می ΔΔCt−2 معادله

ها و نسبت به ژن کنترل تشخیص بیان نسبی هر یک از ژن

آزمون  (.Schmittgen and Livak, 2008) باشدمیداخلی 

t-test دار ها و معنیها برای تشخیص تفاوتبر روی داده

فاده شد. در نهایت بودن یا نبودن از نظر آماری، است

افزار و رسم نمودارها با استفاده از نرم هاپردازش داده

Excel .انجام شد 

 نتایج و بحث

                                                           
4- http://primer3.ut.ee 
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توالی  55350پس از ارزیابی اولیه  :ESTهای آنالیز توالی

EST 5421در مجموع  بیانیرینش، برای هر دو گونه 

و  344/500 بازجفتتوالی کانتیگ با میانگین طول 

 Unigenesتون باقی ماند. تعداد کل ی سینگلتوال 30835

 31322 (باشدمی هانو سینگلتو هاکه شامل کانتیگ)

 25884555 ،هامشخص گردید و در مجموع، این توالی

این مقدار  که دنرا پوشش داد بیانیرینشاز ژنوم  بازجفت

زده شده درصد از کل ژنوم تخمین 05/1چیزی در حدود 

گیرد. با توجه به ژنوم بسیار در بر می بیان رابرای شیرین

ها فقط نماینده بخش ESTکه و این بیانیرینشبزرگ 

باشند، این مقدار وسیع کاملاً مناسب ده ژنوم میونشکد

 (.2جدول )است 

با استفاده از  NCBIدر  BLASTدست آمده از خروجی به

 صورتبه CLC Genomics Workbench 9 افزارنرم

HSP1 و باشدمی HSP  شامل دو قطعه توالی دلخواه و

باشد. با آن حداکثر می 2ترازییکنواخت است که هم

برای کل  BLASTدست آمده از انجام به نتایج به

های نوکلئوتیدی در مقابل توالی HSPها حداکثر کانتیگ

صفر  HSPترین تا و کم 2018گیاه مرجع آرابیدوپسیس 

الی کانتیگ تنها تعداد تو 5421آمد. در میان  دستبه

14،HSP  ها حداقل یک صفر نشان دادند و مابقی کانتیگ

Hit معنای داشتن شباهت زیاد توالی ژنوم این به ند کهداشت

 .های گیاه مرجع آرابیدوپسیس استبا توالی بیانیرینش

های مهم دخیل در سنتز مربوط به ژن  ژنی تعیین شبکه

باشد ، کاملاً مشخص می2با توجه به شکل  :گلیسیریزین

های مهم دخیل در مسیر ای بین ژنژنی پیچیده که شبکه

. البته بسیار واضح است که وجود داردسنتز گلیسیریزین 

 های کارکردی ژنومپیچیدگی این شبکه تنها بخشی از

هایی که در دلیل حضور ژنگیرد. بهبیان را در بر میشیرین

ین بخش بسیار حائز مسیر سنتز گلیسیریزین هستند، ا

های دخیل در سنتز گلیسیریزین اهمیت است. از بین ژن

های مهم و کلیدی درون شبکه موجود تقریباً اکثر ژن

توان دریافت که به شکل می 2هستند. با توجه به شکل 

هایی که در تولید گلیسیریزین نقش دارند با جالبی ژن
                                                           
1- High-scoring segment pair 
2- Alignment 

تری دیکنز بل و بعد خود در این مسیر ارتباطهای قژن

 های دیگر دارند. فهرست برخی از ایندر مقایسه با ژن

 در هاآنهمراه سایر اطلاعات مربوط به های مهم بهژن

( SQSسنتاز )اسکوآلن آورده شده است. ژن 2جدول 

کدکننده آنزیمی است که در واکنش تبدیل 

یکی از محصولات  عنوانبه) (FDP)فسفات دیفارنسیل

شروع کننده چرخه سنتز  چرخه موالونات که

کند باشد( به اسکوآلن شرکت میها میترپنوئیدتری

(Shirazi et al., 2017) ژائو و همکاران .(Zhao et al., 

گزارش نمودند که این آنزیم در گیاهان نقش ( 2017

ها ترپنوئیدها و تریمهمی در تنظیم بیوسنتز فیتواسترول

 (FPS1) ژن دارد. این ژن در شبکه ژنی موجود با

ارتباط بسیار نزدیک و قوی  1سنتازفسفاتدیفارنسیل

و کلیدی های مهم یگر ژناز د سنتازآمرین-ژن بتا دارد.

های سنتز گلیسیریزین است که متعلق به گروهی از آنزیم

باشد می 3هاسیکلازاسکوآلننام اکسیدوکننده بهمهم کاتالیز

(Hossein Panahi et al., 2016) ر چرخه سنتزکه د 

-ها در واکنش تبدیل اکسیدواسکوآلن به بتاترپنوئیدتری

ارتباط  SQS آمرین نقش دارد. این ژن در شبکه ژنی با ژن

 نزدیک دارد.
بسیار پراهمیت و کلیدی هستند که های آنزیمها سیتوکروم

، CYP93D1درون شبکه ژنی موجود، سه نوع ژن 

CYP716A1  وAT3G32047  دکننده که کوجود دارد

و نقش مهمی در  هستند P450آنزیم مهم سیتوکروم 

متوالی دو  صورتبههای اکسیداتیو دارد. این آنزیم واکنش

-بتا-اکسو-11ن به یآمر-مرحله اکسیداسیون تبدیل بتا

. برای این ( 2008et alSeki ,.) کندرا کاتالیز می 4آمرین

در  BASژنی ارتباط نزدیکی با ژن  ژن نیز درون شبکه

کننده آنزیم کد UGT73B3 ژن نظر گرفته شده است.

UDP-که در مرحله نهایی تولید  است ترنسفرازگلوکزیل

گلیسیریزین نقش کلیدی و اختصاصی ایفا کرده و 

، UGTsکند. اسیدگلیسیرینیک را به گلیسیریزین تبدیل می

را با استفاده از یک دهنده قند  5چرخه گلایکوسیلاسیون

                                                           
3- Oxidoscoalen cyclase 
4- 11- Exo-beta amrin 
5- Glycosylation 
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و همکاران خاکپور ... دخیل ممطالعه بیوانفورماتیکی و بررسی الگوی بیان چند ژن مه  

اکسیلوز و -UDPگالاکتوز، -UDP گلوکز،-UDPمانند 

UDP-رسد که نظر میکند. بهمی اسید کاتالیزگلوکورونیک

 هاآنهای قند، ترکیب و موقعیت تغییرات در تعداد زنجیره

زیادی بر انتقال و ذخیره  یرتأثها ترپنوئیددر ساختار تری

 ,.Seki et al) داخل و خارج سلولی در گیاهان دارد

های دفاعی و تنشی هم ن ژن در پاسخایچنین هم .(2015

 (.3شود )جدول درگیر می

و فعالیت  (Gene ontology)شناسی ژن هستی

برای  :بیانهای مربوط به ژنوم شیرینعملکردی توالی

ی پروتئینی هابینی فعالیت عملکردی در میان توالیپیش

استفاده گردید.  Stringبیان از پایگاه مرتبط به ژنوم شیرین

های ی عملکرد مولکولی، فرآیندشامل سه دستهکه 

طور (. همان3باشند )شکل بیولوژیکی و اجزای سلولی می

ها از نظر عملکرد شود، این ژنمشاهده می 3که در شکل 

مولکولی نقش بسیار زیادی در فعالیت کاتالیزوری ایفا 

توجهی در اکسیدوردوکتاز قابل طوربهکنند و نیز می

در نظر  هاآنترین کاربردی که برای کم فعالیت دارند.

 oxidosqualene cyclaseگرفته شده است در فعالیت 

های مربوطه در است. بیشترین سهم افزایشی برای ژن

مربوط به فرآیندهای سلولی و  زیستی،های فرآیند

ها از نظر ترین نقش این ژنباشند و کممتابولیکی می

ون اکسیداتیو و فرآیند در فسفوریلاسی زیستیهای فرآیند

 باشد.می Aبیوسنتز استیل کوآنزیم
نیز  (Kim et al., 2011)در مطالعات کیم و همکاران 

ها در های بیولوژیکی، ژنگزارش شده است که در فرآیند

های متابولیکی و فرآیندهای متابولیسم سلولی فرآیند

ها توجهی نقش دارند و عملکرد مولکولی ژنقابل طوربه

ها و فعالیت شتر روی اتصالات پروتئینی و یونبی

ها از نظر اجزای اند. این ژنکاتالیزوری متمرکز شده

های درون سلولی سلولی اکثراً درون سلول و اندامک

توان با سنتز ترکیبات فعالیت زیادی دارند که این را می

در  هاآنترپنوئیدی )گلیسیریزین( که اکثراً تولید تری

های درگیر در این مسیر تطبیق داد. آنزیم سیتوزول هست

ی آندوپلاسمی به سیتوزول منتقل و در آنجا سنتز از شبکه

. کمترین فعالیتی که از نظر (Wink, 2010)کنند فعالیت می

ها در نظر گرفته شده است اجزای سلولی برای این ژن

ی پروتون برای منتقل کننده ATPدرون کمپلکس سنتز 

 Li et) انجام شده توسط لی و همکاراناست. در پژوهش 

al., 2010)دست آوردن یک نمای کلی از ه، برای ب

با ، Glycyrrhiza uralensisهای مربوط به های ژنویژگی

های های ژن، ویژگیهاشناسی ژنهستیهای به آنالیز توجه

های متنوعی قرار گرفتند. درگیر و شناخته شده در فرآیند

هیدرولازها، کینازها و  عنوانبه هاآنتعداد زیادی از 

در  هاآنترانسفرازها شناسایی شدند. بیشترین فعالیت 

سلولی بود و نیز  یندهایفرآفرآیند بیولوژیکی مربوط به 

بیشترین فعالیت در  هاآنبرای عملکرد اجزای سلولی 

اجزای سلولی، سلول و سیتوپلاسم نشان داده شد. این 

آمده در این مطالعه از واکاوی  دستهمشاهدات با نتایج ب

 دخیل در سنتز گلیسیریزین مطابقت دارد. یهاژن

و  (Mw)، وزن مولکولی (Pi)ی ایزوالکتریک نقطه

جهت تعیین نقطه  :های پروتئینییابی سلولی توالیمکان

های ایزوالکتریک، وزن مولکولی و نیز مکان سلولی ژن

های اضافی ئیندخیل در سنتز گلیسیریزین، در ابتدا پروت

مشاهده  5و  4که در جدول  طورهمانحذف گردیده و 

های مهم مربوط به مسیر بیوسنتز شود پروتئینمی

ها اکثراً از نظر گلیسیریزین مشخص گردید. این آنزیم

اند. قرار گرفته 1آندوپلاسمی مکان سلولی در شبکه

شوند تولید می 2ترپنوئیدی در سیتوزولهای تریساپونین

گلیسیریزین هم نوعی ساپونین  کهیناو با توجه به 

ترپنوئیدی است در سیتوزول ساخته شده و چون تری

باشد برای ذخیره به واکوئل منتقل می دوستآبترکیبی 

 .(Wink, 2010)شود می

گر در شبکه آندوپلاسمی قرار های کاتالیزچنین آنزیمهم

هایی به دهندهز طریق انتقالدارند و برای فعالیت خود ا

های دخیل در مسیر شوند. دیگر آنزیمسیتوزول منتقل می

سنتاز، سنتاز، لوپئولسنتز گلیسیریزین )اسکوآلن

و  P450سنتاز، سیتوکروم آمرین-سنتاز، بتاآرتنولسیکلو

UDP- گلیکوترانسفراز( نیز در شبکه آندوپلاسمی قرار

 اند.گرفته
                                                           
1- Endoplasmic reticulum  
2- Cytosol  
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 های مورد مطالعه و ژن اکتینرفت و برگشتی طراحی شده مربوط به ژن آغازگرهای -1جدول 
Table 1. Designed forward and reverse primers for the studied genes and actin gene 

 نام
آغازگر   

Name of primer 

 هایتوالی
 ('3 → '5نوکلئوتیدی ) 

Nucleotide sequences (5' → 3') 

 دمای 

 راد(گ)سانتی اتصال
Annealing temperature (°C) 

 اندازه 
 (بازجفت) محصول

Product size (bp) 

SQS-forward GCGAGGTCTAACTGCCAAAG 60.5 
225 

SQS- reverse CCGTTCCCATTCCTCAATAA 58.4 
bAS-forward TGCGGACATTGTAGTTGAGC 58.4 

220 
bAS- reverse ACCAAGTGCGAACCAAGAAC 58.4 

CYP88D6-forward TCGGCGATCTATTGTCCTTC 58.4 
230 

CYP88D6- reverse GGGTCTACATCGTGCCAACT 60.5 
UGTs-forward CCCAACGACTTCAACCTCAT 58.4 

217 
UGTs- reverse ACCCAAGTTTTGTGCTCCAC 58.4 
Actin-forward TCCTTCGTCTGGATCTTGCT 58.4 

248 
Actin- reverse GCAACGGAATCTCTCAGCTC 60.5 

 
 ESTهای و همگذاری توالی نتایج پالایش -2ولجد

Table 2. Results of ESTs cleaning and assembling 
طول کل پوشش داده شده 

(بازجفتاز ژنوم )  

Total length of the 
genome covered (bp) 

 تعداد کل
  ژنهایونی

Total number of  
unigenes 

 تعداد
 سینگلتون

Number of 
singelton 

های توالیین طولمیانگ
(بازجفت) کانتیگ  

Average length of contig 
sequences (bp) 

تعداد 
 کانتیگ

Number of 
contig 

های تعداد کل توالی
EST 

Total number of 
sequences EST 

26884666 37322 30895 600.944 6427 55960 

 

 

 های مهم مسیر سنتز گلیسیریزین درون شبکه ژنژن -3 جدول
Table 3. Important genes for synthesis of glycyrrhizin within the gene network 

 

 

 گره
Node 

 شناسه ژن
Gene ID 

نویسیحاشیه  
Annotation 

BAS AT1G78950.1 Beta-amyrin synthase; Converts oxidosqualene  to beta-amyrin 

CAS1 AT2G07050.1 
Cycloartenol synthase; Converts oxidosqualene to cycloartenol. 

Involved in plastid biogenesis 

UGT73B3 AT4G34131.1 
UDP-glucosyl transferase 73B3;  Involved in stress or defense 

responses 

SQS1 AT4G34640.1 Squalene synthase 

CYP93D1 AT5G06900.1 Member of CYP93D 

AT3G32047 AT3G32047.1 Cytochrome P450 superfamily protein 

CYP716A1 AT5G36110.1 Member of CYP716A 
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 A. thalianaبیان در مقابل ژنوم های مهم مسیر سنتز گلیسیریزین در شیرینشبکه ژنی ژن -2شکل 

Figure 2. Gene network of genes involved in synthesis of glycyrrhizin against A. thaliana genome 

 

-qRTها با استفاده از واکنش اعتبارسنجی بیان ژن

PCR:  با توجه به آزمون آماریt-test در بافت ریزوم ،

، بین دو فصل پاییز و بهار BASتغییرات بیان نسبی ژن 

نشان داد اما برای درصد  5داری در سطح تفاوت معنی

داری بین تفاوت معنی UGTو  CYP88D6 ،SQSهای ژن

صل مشاهده نشد. در بافت برگ، تغییرات بیان این دو ف

داری بین دو فصل پاییز و نسبی هر چهار ژن، تفاوت معنی

نشان دادند. نتایج نشان داد که  درصد 1بهار در سطح 

فصل پاییز در مقایسه با فصل بهار باعث افزایش در سطح 

ها، در هر دو بافت شده است از ژن بیان نسبی برخی

 (.5و  4)شکل 
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 هاو فعالیت عملکردی توالی (Gene ontology)شناسی ژن هستی -3 شکل
Figure 3. Gene ontology and functional activity of sequences 
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های پروتئینی مربوط به گونه سلولی توالی یابیمکانو  (Mw)، وزن مولکولی (Pi)ی ایزوالکتریک نتایج تعیین نقطه -4 جدول
G. glabra 

Table 4. Results of determination of isoelectric point (Pi), molecular weight (Mw) and cellular location of 

protein sequences related to G. glabra 

 

 

 های پروتئینی مربوط به گونهیابی سلولی توالیو مکان (Mw)، وزن مولکولی (Pi)ی ایزوالکتریک قطهنتایج تعیین ن -5 جدول

 G. uralensis 
 Table 5. Results of determination of isoelectric point (Pi), molecular weight (Mw) and cellular location of 

protein sequences related to G. uralensis 

 
 

 

 شماره دسترسی
Accession number 

تئینونام پر  
Protein name 

 مکان سلولی
Cell location 

یکنقطه ایزوالکتر  
Pi 

 وزن مولکولی
Mw 

AMR98504.1 squalene synthase 1 Endoplasmic reticulum 8.18 47252.02 

BAD08587.1 lupeol synthase Endoplasmic reticulum 6.61 86688 

BAA76902.1 cycloartenol synthase Endoplasmic reticulum 6.35 86453.96 

ARB43805.1 beta-amyrin synthase Endoplasmic reticulum 6.19 87072.74 

AKM97308.1 cytochrome P450 88D6 Endoplasmic reticulum 8.51 56266.28 

YP_009027303.1 cytochrome b6/f complex Extracellular 6.56 17472.83 

YP_009027302.1 cytochrome b6 Extracellular 8.89 24126.47 

AIN25418.1 beta-amyrin 24-hydroxylase CYP93E6 Plasma membrane 8.7 57905.47 

BAA89815.1 beta-amyrin synthase Endoplasmic reticulum 6.13 87516.3 

 شماره دسترسی
Accession number 

 نام پروتئین
Protein name 

 مکان سلولی
Cell location 

یکنقطه ایزوالکتر  
Pi 

 وزن مولکولی
Mw 

ADG36724.1 squalene synthase 2 Endoplasmic reticulum 8.21 47084.66 

ACV21067.1 beta-amyrin synthase Endoplasmic reticulum 6.19 87026.69 

BAW34647.1 cytochrome P450 716A179 Plasma membrane 8.06 55285.2 

ADE88148.1 beta-amyrin synthase Endoplasmic reticulum 6.19 87072.74 

ACS66750.1 squalene synthase Endoplasmic reticulum 8.5 47276.08 

ADE18771.1 farnesyl-diphosphate synthase Cytoplasmic 5.56 39359.12 

ARB43808.1 beta-amyrin synthase Endoplasmic reticulum 6.13 87130.78 

AAW73054.1 cytochrome P450 Endoplasmic reticulum 4.7 4366.93 

ANJ03631.1 UDP-glycosyltransferase Plasma membrane 5.88 53868.89 

BAL41371.1 lupeol synthase Endoplasmic reticulum 6.61 86790.09 

BAG68930.1 cytochrome P450 monooxygenase Plasma membrane 8.78 58154.54 

BAG68929.1 cytochrome P450 88D6 Endoplasmic reticulum 8.62 56372.49 
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 ها بین دو فصل پاییز و بهار مربوط به بافت ریزوممقایسه تغییرات بیان ژن -4شکل 

Figure 4. Comparison of gene expression changes between autumn and spring seasons related to rhizome tissue 
ns  درصد 5 احتمال دار در سطحمعنی دار وغیرمعنی ترتیب: به*و 

ns and *: Non-significant and significant at 5% probability level, respectively 
 

 ها بین دو فصل پاییز و بهار مربوط به بافت برگان ژنمقایسه تغییرات بی -5شکل 
Figure 5. Comparison of gene expression changes between autumn and spring seasons related to leaves tissue 

 درصد 1 احتمال سطح در دار: معنی**

**: Significant at 1% probability level 
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توان به روند تولید ها را میژن این تفاوت در بیان نسبی

تغییرات بیان نسبی  ماده مؤثره گلیسیریزین مرتبط دانست.

صورت تنظیم مثبت بوده است و ها در هر دو بافت بهژن

در بافت ریزوم در مقایسه با بافت برگ بیان بیشتری برای 

توان به محل تولید و تجمع ها دیده شد و این را میژن

بیان دانست. یزین در بافت ریزوم شیرینگلیسیر ماده مؤثره

توان به شرایط آب و هوایی و جذب ها را میاین تفاوت

چنین تولید مواد مؤثره در . هممرتبط دانسترطوبت نیز 

 ژنوتیپ و عوامل یرتأثگیاهان دارویی معمولاً تحت 

در . (D'antuono et al., 2002) قرار دارد محیطی

بر روی  بردارینمونه و زماناثر بافت  ای با هدفمطالعه

، گزارش شد که G.uralensisدر  سنتازآمرین-بتابیان ژن 

های هوایی و های زیرزمینی در مقایسه با بخشبخش

های ها نسبت به قسمتدر قسمت بالایی ریزوم یژهوبه

پایینی، افزایش در بیان این ژن دیده شده است. از نظر 

به چهار توان میرا  BAS، بیان ژن برداریزمان نمونه

مرحله تقسیم کرد. از دسامبر تا فوریه بیان این ژن تحت 

ژن صورت و از مارس تا می بیان  گیردمیمحدودیت قرار 

. از ماه می تا سپتامبر، بیان این ژن در سطح بالایی گیردمی

و در اکتبر و نوامبر بیان این ژن شروع به کاهش  داردقرار 

 .(Liu and Liu, 2012)کرد 

اساسی  طوربهتواند تغییرات اقلیمی و فصول مختلف می

بر روی میزان و ترکیبات عصاره گیاهان دارویی تأثیر 

بگذارد. تحقیقات نشان داده است که میزان مواد مؤثره و 

ها و در اندام هاآنهای تولید کننده در راستای آن بیان ژن

گیاه،  گاه ثابت نیست و متناسب با مراحل رشدگیاهان هیچ

های مختلف قابل تغییر است. شرایط محیطی و فصل

نمود گزارش  (Miranda et al., 2012)میراندا و همکاران 

های اقلیمی و تغییرات شرایط محیطی مانند ویژگیکه 

تواند ترکیبات ساپونینی گیاهان را نیز تحت فصلی می

 ,.Somjen et al) تأثیر قرار دهد. سومجن و همکاران

های ثانویه تحت تولید متابولیتکه ان دادند نش (2004

 طوربه هاآن، ولی میزان تولید بودهها کنترل ژن

در  .گیرندتوجهی تحت تأثیر شرایط محیطی قرار میقابل

دست آمده از این پژوهش به بر این اساس نتایجمجموع، 

 یخوببهها و شرایط محیطی را ارتباط عامل تأثیرگذار ژن

 دهد.مینشان 
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Abstract 
Glycyrrhiza is one of the important medicinal plants that is in danger of extinction. Search for finding 

accessions that have a higher glycyrrhizic acid is very important in breeding programs. Functional 

genomics methods such as EST sequencing prepare the ability to identify consensus gene families 

among studied species and interpretation of the genome. In this research, 55960 EST sequences of two 

different species of this plant along with the protein sequences were analyzed in order to identify the 

molecular aspects and functional analysis of the genome and the gene network involved in the 

biosynthesis of glycyrrhizin. Also, in order to validation of results, relative expression of four 

important genes in the pathway of glycyrrhizin biosynthesis including squalene synthase (SQS), β-

amyrin synthase (BAS), β–amyrin 11-oxidase (CYP88D6) and UDP-glucuronyl transferase (UGT) 

were evaluated. After trimming and qualitative evaluation the sequences, 6427 contig sequences and 

30895 singleton (37322 unigene) were generated, which covered a total of 26884666 bp (7.06%) of 

the licorice genome. Genome functional activity showed that most genes play a role in the catalytic 

activity and cellular and metabolic processes in which these genes interact within cells and 

intracellular organels. Locating this group of genes showed that the genes involved in glycyrrhizin 

biosynthesis pathway were localized in endoplasmic reticulum. Results of validation using qRT-PCR 

showed that in the autumn and in the rhizome tissue, the genes of BAS, CYP88D6, UGT and SQS 

were up-regulated. The results of this study can be valuable for genomic sequencing, functional 

groups, genetic diversity and functional genomics of this plant. 

Keywords: Functional genome, Gene network, Licorice, Glycyrrhizin, qRT-PCR 
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