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 سنندج دانشیار، گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه کردستان، -2

 ، دانشکده کشاورزی، دانشگاه کردستان، سنندج، ایرانیپزشکاهیگگروه استادیار،  -3

 (26/11/1400 :تاریخ پذیرش - 16/08/1400 تاریخ دریافت:)

 دهیچک

بسیاری آن مورد توجه  ییخواص دارو لیدلاست که به Ranunculacea از خانواده ییدارو هیایگ (Nigella sativa) هدانهایس

 مسیر قیشود که از طریدار آن نسبت داده مژنیاکس یهاعمدتاً به مونوترپن سیاهدانه یپزشک تیقرار گرفته است. اهم

شامل  ،بذر حل نمویاسانس برگ، گل و مرا باتیترک قیتحق نیدر ا .شوندیم وسنتزیب در پلاستیدها فسفاتتولیتریارلیمت

در  یترپنترکیب  چیکه هیحالقرار گرفت. در لیو تحل هیمورد تجز سیاهدانه اهیسخت در گاهینرم و ساهی، ساهیسمهینبذرهای 

 یط یترپن باتیها هستند و مقدار ترکو تجمع ترپن وسنتزیب یمحل اصلها ها مشاهده نشد، مشخص شد که دانهها و برگگل

درصد( اسانس را تشکیل دادند.  1تر از ها )کمترپندرصد( و سزکویی 99ها )بیشتر از مونوترپن .کندیم رییبلوغ بذر تغ

روش  از با استفاده (NsTPS2) یسنتاز فرضمونوترپن کی یجزئ ی، توالهامونوترپن سمیمنظور بهبود درک ما از متابولبه

RACE-PCR یابییتوالحاصل از  یهاداده ازسنتاز مونوترپن نیا .جدا شد سیاهدانهگیاه  از RNA  نرم سیاهبذرهای از

ها شناسایی مونوترپن ییدأت که برای NsTPS2در  DDXXDشده حفاظت اریبس فیموت وجود جزبه شد. ییشناسا سیاهدانه

 شد.نمشاهده  یاهیگ یهاگونه ریشده از سا ییشناسا سنتازهایسایر مونوترپن ازدیگری شده حفاظتنواحی  ،ضروری است

 گیاه( از درصد 89/72سنتاز )ترپن کیرا با بیشترین شباهت  NsTPS2نشان داد که  یلوژنیحاصل از درخت ف جینتا

 ی آلاله تعلقالملوک هر دو به خانوادهدانه و تاجسیاه. در یک گروه قرار گرفتند و دارد (Aconitum carmichaelii) الملوکتاج

سنتازهای سیاهدانه برای جداسازی مونوترپن خانوادهوان از اطلاعات ژنتیکی گیاهان همتدهد که مینشان میو این  دارند

در  کیمتابول یو مهندس یکیژنت یورزاهداف دست یدر راستا تواندیم قیتحق نیاطلاعات حاصل از ا .مختلف استفاده کرد

 .باشد دیمف اریبس سیاهدانه

 های ثانویهسیاهدانه، متابولیت،  RNAیابییها، توالسنتازترپن :کلیدی گانواژ
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 مقدمه

های زماناز  درمانی هایکاربرد دلیلبهگیاهان دارویی 

که بیشتر داروهای  . از آنجااندتوجه ویژه بوده مورد قدیم

یا دارای عوارض جانبی کمی  جانبی عوارضگیاهی بدون 

استفاده از  به تمایل ستند،ه نسبت به داروهای شیمیایی

در حال افزایش است محصولات گیاهی در سرتاسر جهان 

(Salem et al., 2005 سیاهدانه .)ترین گیاهان یکی از مهم

و  های گل ساعتیباشد که متعلق به راستهمی دارویی

 یاز لحاظ سطح کروموزومسیاهدانه ی آلاله است. خانواده

ین گیاه حاوی مواد ا. باشدیم( 2n = 2x = 12) دیپلوئید

دانه با ارزش درمانی بالایی است. و مفید  ،متنوع مؤثره

خصوص ثانویه به هایگیاه سیاهدانه منبع غنی از متابولیت

باشد که کاربردهای صنعتی، تجاری و ها میمونوترپن

 ,.Iqbal et al)ذکر شده است  هاپزشکی فراوانی برای آن

دولپه، علفی و دارای ، سالهکییاهدانه گیاهی س (.2010

ین گیاه رنگ تا آبی پررنگ است. اکم های سفید یا آبیگل

طور گسترده در جنوب اروپا، شمال آفریقا و آسیا و در به

کشورهایی مانند هند، ایران و کشورهای عربی یافت 

از . (Tiruppur Venkatachallam et al., 2010) شودمی

جمله خواص دارویی که در بسیاری از مطالعات از این 

ی سیاهدانه دانه اسانسگیاه ذکر شده است این است که 

 ،(Özmen et al., 2007) دارای خاصیت ضدقارچی

ی دهنده، کاهش(Akhondian et al., 2011) ضدتشنج

 .(Ferdous et al., 1992) باشدچربی، قند و فشارخون می

کربنه های پنجها از مولکولاسکلت اصلی ترپن

و ایزومر آن  (IPP) پیروفسفاتایزوپنتیل

است که  تشکیل شده( DMAPP) پیروفسفاتآلیلمتیلدی

 (MVM) اسیدها از مسیر سیتوزولی موالونیکهردوی آن

سنتز ( MEP) فسفاتاریترولپلاستیدی متیلو مسیر 

آغاز  A کوآنزیمبا سه واحد استیل MVA شوند. مسیرمی

د. شومی (FPP) پیروفسفاتفارنسیلو منتهی به تولید 

FPP از الحاق دو واحد  IPPو یک واحد DMAPP 

ها و ترپنماده تمامی سزکوئیشده و پیشحاصل 

واقع شده و با ستیدها لادر پ MEP هاست. مسیرترپنتری

با . شودفسفات و پیروات آغاز می -3-دیسرآلدهایگل

 ، IPPو یک مولکول  DMAPP الحاق یک مولکول

ماده شود که پیشحاصل می( GPP)فسفات دیژرانیل

-Sapir) است هاو تتراترپن هاترپنیدها، تمامی مونوترپن

Mir et al., 2008; Sallaud et al., 2009 .)در مراحل بعد، 

های وسیله آنزیمبه FPPو  GPP یخط یکربناسکلت 

 شوندتبدیل می اسکلت اصلی ترپنی سنتاز بهترپن

(Degenhardt et al., 2009) .های ا استفاده از روشب

توان ترکیباتی کروماتوگرافی گازی و مایع با کارایی بالا می

های بسیار کمی که از لحاظ خصوصیات فیزیکی تفاوت

در تحقیقی که روی دارند را از هم جدا و تفکیک کرد. 

دانه  ژنوتیپ مختلف 10میزان تیموکینون موجود در 

سیاهدانه از مناطق مختلف ترکیه با استفاده از روش 

HPLC  صورت گرفت، مشخص شد که تیموکینون

 Isik et)باشد موجود در سیاهدانه می مؤثرهترین ماده مهم

al., 2017) . در بررسی اسانس آن باهمچنین GC-MS ،

د از آن درصد( و بع 8/11)تیموکینون ترین مـاده اصلی

درصد(،  7/5)لونجیفولن ، د(درص 9سیمن )پی ترتیببه

و  درصد( 7/3کارواکرول )درصد(،  3/4لیمونن )

 ,.Gerige et al) زده شددرصد( تخمین 4/2آلفاتوجن )

سنتازها در نقطه ترپنوئیدها، ترپن وسنتزیبدر مسیر  (.2009

های کلیدی برای بیوسنتز گیرند و آنزیمانشعاب قرار می

ها . اهمیت ترپن(Chen et al., 2011)ترپنوئیدها هستند 

 وسنتزیبباعث شده است تا مطالعات زیادی در مورد مسیر 

های دخیل در ها در گیاهان مختلف انجام شود و ژنآن

سازی و تعیین بیوسنتز این ترکیبات طبیعی همسانه

های خصوصیت شوند. در تعداد زیادی از گیاهان ژن

سازی شده و توالی انهدخیل در بیوسنتز ترپنوئیدها همس

ها برای ارزیابی توان از آنها شناسایی شده است که میآن

ژرماکرن  هایعنوان مثال ژنتفاده کرد. بهها اسعملکرد آن

A  بابونه گاویاز سنتاز کاریوفیلنسنتاز و Tanacetum 

parthenium (Majdi et al., 2011 ،)پونه سنتاز ازگاماترپینن 

سنتاز لیمونن Origanum vulgare (Crocoll et al., 2010،) کوهی

-Lavandula angustifolia (Mun˜oz اسطوخودوس از
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Bertomeu et al., 2008) سنتاز ازسنتاز و لینالولو گاماترپینن 

 جداسازی Coriandrum sativum (Galata et al., 2014) گشنیز

های مهم در سنتاز که یکی از آنزیمآمیرینژن بتا .اندشده

دانه جداسازی و باشد از سیاهها میترپنتری وسنتزیبمسیر 

ماده . (Scholz et al., 2009تعیین خصوصیت شده است )

 یداراکه  باشدیم نونیموکیت اهدانهیس یاصل یمؤثره

 ;Goyal et al., 2017است ) ییاز نظر دارو ییبالا تیاهم

Forouzanfar et al., 2014 .)میآنز کی سنتازننیگاماترپ 

که نقش  باشدیم نونیموکیت وسنتزیب ریدر مس یدیکل

 میعنوان آنزدارد و به بیترک نیا دیتول میرا در تنظ یاصل

شناخته شده  ریمس نیسرعت واکنش در ا یمحدودکننده

صورت  در تحقیقی که توسط الیاسی و همکاران است.

 ی آنزیمژن کدکننده (اندنشده منتشر هاداده) گرفت

دانه جداسازی و تعیین سنتاز از گیاه سیاه گاماترپینن

یک توالی جزئی در مطالعه قبلی  .خصوصیت گردید

جدا شده  N. sativaاز  (MTSسنتاز فرضی )مونوترپن

 اهدانهیس کهنیبا توجه به ا (.Elyasi et al., 2016است )

 نیتوجه محقق باشدیم یادیز ییبا اثرات دارو یاهیگ

 یعلم قاتیرا به خود جلب کرده است و تحق یادیز

آن انجام شده و  ییدر مباحث اثرات دارو خصوصاً یادیز

 یمولکول قاتیتحق ینهیدر حال انجام است. در زم ای

 انجام شده است. یمحدود تمطالعا دانهاهیس اهیگ یرو

ی دیترپنوئبررسی غلظت ترکیبات حاضر  قیهدف از تحق

 ژن یجداسازو  GC-MSبا استفاده از روش 

با استفاده از  سیاهدانه ییدارو اهیسنتاز از گمونوترپن

 نرمبذر سیاه حاصل از RNA یابیتوالیحاصل از  هایداده

 . باشدیم

 هاروش مواد و

از ( Nigella sativa)های سیاهدانه دانه: مواد گیاهی

در خریداری شدند و  Rühlemann's herbs شرکت آلمانی

ی تحقیقاتی دپارتمان داروسازی دانشگاه مارتین گلخانه

لوتر شهر هاله در آلمان جهت رشد و رسیدن به مرحله 

های . نمونهندکشت شد RNAمناسب جهت استخراج 

سخت اهینرم و ساهیس ،اهیسمهینهای دانه، گل، برگ

منجمد شدند  عیما تروژنیسرعت در نبرداشت شدند و به

درجه  -80 یدر دما شتریب لیو تحل هیو سپس تا تجز

 شدند. یگراد نگهداریسانت

های گیاه ها از برگ، گل و دانهجداسازی ترپن

سیاهدانه گرم( نمونه یلیم 100تا  80پودر )سیاهدانه: 

 لیو تحل هیتجز یبرا عیما تروژنیشده در ن ابیآس

هگزان به هر ر تیکرولیم 880استفاده شد. حدود  تیمتابول

عنوان استات بهلینون تریکرولیم 20نمونه اضافه شد و 

، ورتکس کوتاهاستفاده شد. پس از  یاستاندارد داخل

 تاق تکان داده شدند وا یساعت در دما 2 مدتبهها نمونه

. شدند وژیفیسانتر g20000در  یک دقیقه مدتسپس به

با  هاترپن زیمنتقل شد. آنال ایشیشه یهاالیو به ییروعیما

 ,GC 2010, Shimadzu, Duisburg) یگاز یکروماتوگراف

Germany ).انجام شد 

-GCی )جرمیسنجفیط–یگازیکروماتوگرافروش 

MS): آنالیز GC-MS شدهارائه افتهیروش توسعه بر اساس 

 ,.Irmisch et al) انجام شد یجزئ راتییتغ اعمال با

 کیمجهز به  یگاز یبا کروماتوگراف اسانسآنالیز  (.2012

درجه  250انژکتور،  یانژکتور بدون شکاف )دما

 کیبا  اه( و همرتریکرولیم 1 قیحجم تزر گراد؛یسانت

( Shimadzu, Japan) یچهارقطب یجرم یآشکارساز انتخاب

لیتر بر جریان یک میلی نرخبا  هیدروژنگاز انجام شد. 

 یرو هانمونه .دکار گرفته شهعنوان گاز حامل بدقیقه به

متر میلی 32/0متر طول،  Supreme-5 MS (30ستون  کی

 ،میکرومتر ضخامت فیلم 25/0قطر داخلی، 

Chromatographie Service GmbH, Germanyزی( آنال 

درجه  230خط انتقال  یبا دما یجرم سنجفیشدند. ط

چهار  یدما گراد،یدرجه سانت 230منبع  یدما گراد،یسانت

 eV 70 ونیزاسیونی لیپتانس گراد،یدرجه سانت 150 یقطب

 کاز ی. کردیکار م amu 350-50و محدوده اسکن 

 بر اساس باتیترک تیکم نییتع یبرا FIDآشکارساز 

 250 یدر دما کهبر گرم وزن تازه استفاده شد  کروگرمیم
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ها به کمک شناسایی طیف کرد.میکار  گرادیدرجه سانت

های جرمی هریک از ه طیفبانک اطلاعات جرمی، مطالع

ها و مقایسه ت آناجزای عصاره و بررسی الگوهای شکس

ی استاندارد صورت گرفت. درصـد کمی هاها با طیفآن

زیـر منحنی در  طوحهر ترکیب نیز با محاسبه س

 .ا محاسبه شدهاتوگرامکروم

از  RNA :هادادهو آنالیز  نرماز بذر سیاه RNAاستخراج 

 RNeasy) سازنده با نامهشیوهمطابق  نرماهیس یهادانه

Plant Mini (Qiagen, Hilden, Ger  استخراج شد و کیت

 RNA کیفیت و کمیت. شد تیمار DNase I سپس با آنزیم

و درصد  یکاستخراجی با بارگذاری روی ژل آگارز 

 بر اساسکتروفتومتر پدستگاه اس طتعیین غلظت توس

 15سپس  .مشخص گردید 280/260نوری  بجذ

 هیته یبرا( نانوگرم در میکرولیتر 4/212) RNA تریکرولیم

 Illumina NovaSeq 6000 PE150 RNA کتابخانه

(Illumina Inc., UK) های قرائت و آداپتورهاشد.  استفاده

 FastQC افزارسپس از نرم .ندف شدحذ پائینبا کیفیت 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc )

یید کارایی أبررسی خصوصیات کتابخانه و همچنین تبرای 

برای  لاهای با کیفیت بادادهها استفاده شد. داده پیرایش

که ژنوم آنالیزهای بعدی مورد استفاده قرار گرفت. با توجه به این

سازی است، برای یکپارچه یابی نشدهتوالی سیاهدانهگیاه 

( De novo assemblyبندی نوپدید )سرهم ها از روشخوانش

 یسنتازمونوترپن یهایتوال ریبا سا جینتا .استفاده شد

 شدند یدینوکلئوت بلاست NCBI داده در پایگاهموجود 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) شدهحفاظتنواحی  و 

 غازگرآ شدهتظانواحی حف بر اساس ها تعیین شد.آن

  .شد یسنتاز طراحمونوترپن یهایتوال کثیرت یبرا مناسب

3 برای این منظور: سنتازجداسازی توالی ترپن -́RACE 

cDNA های تمام واکنش .شد سنتزPCR  درSMART RACE 

 Advantage (BD Biosciences, CA, USA) کیت ازبا استفاده 

2 Polymerase Mix  آغازگرصورت پذیرفت.  نامهشیوهطبق 

(´3-CTGGAGCTTCCCTTACATTGGCT-´5 برای )

کنش ل از واصنتایج حا شد. استفاده 5´تکثیر انتهای 

PCR ، که قطعه موردنظر را تکثیر نمود موردنظرباند 

از ژل  NucleoSpin Gel and PCR Clean up تیتوسط ک

سازی قطعه برای همسانه شد. سازیآگارز خالص

توسط وکتور  E. coli NEB10ترانسفورم باکتری موردنظر، ابتدا 

 CloneJET PCR نظر با کیت  اوی قطعه موردـح pJETنوترکیب 

cloning kit system  (Fermentas) های انجام گرفت و سپس باکتری

 مستقیم pJET هایآغازگر با PCRتوسط کلونی ترانسفورم شده 

 (5 -́CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3´ معکوس( و 

(5´-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3´ )مورد 

 نوترکیب ناقلحاوی های کلونی. ارزیابی قرار گرفتند 

 ,NucleoSpin Plasmid Kit”  (Macherey-Nagel توسط کیت

Düren, Germany( )SigmaAldrich Chemicals) استخراج 

 دو سر خوانش انجام شد.از صورت یابی بهتوالیشدند و 

شده  یتوال نییتع هیناحآنالیز توالی و رسم درخت فیلوژنتیکی: 

 برخطتوسط برنامه  نهیدآمیاس یپس از ترجمه به توال NsTPS2ژن 

ExPASy-Translate tool (http://web.expasy.org/translate/)  و

 یانهیدآمیاس یهایتوال گریبا د ح،یانتخاب چارچوب صح

 نیآنلابا استفاده از برنامه  گرید اهانیسنتاز گمونوترپن نیپروتئ

Clustalw (http//:www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) 

دندروگرام مربوط به ژن (. 2شدند )شکل  فیردهم

 ریبا سا اهدانهیس اهیاز گ NsTPS2شده  یابییتوال

 .رسم شد هاداده گاهیموجود در پا یسنتازهامونوترپن

در  Neighbor-Joiningبا استفاده از روش  یرابطه تکامل

MEGAX  استرپ استنباط شد. بوت یتکرار برا 1000با

 ریمقاد بر روی دندروگرام اعداد نشان داده شده

 درصد بودند. برحسبها شاخه استرپبوت

 و بحث نتایج

مختلف  یهادر بافت اسانسیی ایمیش بیترک یبررس منظوربه

. انجام شد GC-MS زیشامل برگ، گل و دانه آنال سیاهدانه

انجام شد که  نمویمرحله  نیاز بافت بذر در چند یبردارنمونه

 نید. بباشیسخت ماهینرم و ساهیس اه،یسنیمه یهادانه مهیشامل ن

وجود  یداریتفاوت معن یدیترپنوئ بیها از نظر ترکبافت

مشخص شد که  GC-MSنتایج  بر اساس(. P < 0.01) داشت

هستند، در  هامونوترپنو تجمع  وسنتزیب یها محل اصلدانه
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 ها مشاهده نشد.ها و گلدر برگ ترکیب مونوترپنی چیکه هیحال

دهد. یها را در طول بلوغ بذر نشان مترپنغلظت  1جدول 

نرم و اهیس اه،یسمهین یهادانه در ترکیب 17و  14، 14 بیترتبه

درصد( و  99از  شیبها ). مونوترپنشد ییسخت شناسااهیس

 لیتشک را اسانساز  درصد( 1ها )کمتر از ترپنیزکویس

 هیدروکربنی هایمونوترپن یحاو اهیسمهین یهادانه دهند.می

، درصد( 46/3) یکتون های، مونوترپندرصد( 59/94)

 11/0)ها ترپنیکوئزو س درصد( 82/1) یالکل هایمونوترپن

 هایمونوترپن ینرم حاواهیس یها. دانهبودند درصد(

، درصد( 53/13) یکتون های، مونوترپندرصد( 84) هیدروکربنی

 06/0) یاستر های، مونوترپندرصد( 34/2) الکلی هایمونوترپن

 یهادانه ود بودن درصد( 05/0) هاترپنییکوز( و سدرصد

، درصد( 92/68) یدروکربنیه هایمونوترپن یسخت حاواهیس

 یالکل هایمونوترپن، درصد( 28//15) یکتون هایمونوترپن

و  درصد( 1/0) یاستر های، مونوترپندرصد( 49/1)

 اهیسمهیندانه در  .بودند (درصد 94/0)ها ترپنییکوزس

 بیترتبهدرصد( و بعد از آن  54/64ترپینن )-γترین ماده صلیا

α-( پی 25/14توجن ،)درصد(،  07/5) سیمندرصدα- ترپینن

 3//46تیموکینون )درصد(،  54/3پینن )-β درصد(، 62/3)

درصد(،  79/1) درصد(، لیمونن 8/2پینن )-αدرصد(، 

فلاندرن -αدرصد(،  62/0درصد(، میرسن ) 69/1کارواکرول )

درصد( تخمین زده شد  13/0ال )-4-درصد( و ترپینن 36/0)

 یهادانه در نونیموکیو ت نونیدروکیموهیت مقدار (.1)جدول 

بود. نرم بیشتر سیاه و سیاههای نیمهنسبت به دانهسخت سیاه

درصد(  94/0سخت )سیاه یهادر دانه هاترپنییکوزسمقدار 

درصد( بود.  05/0نرم )اهیس ودرصد(  11/0) اهیسمهیاز ن شتریب

مطابقت  (Botnick et al., 2012) و همکاران بوتنیک جیبا نتا نیا

-γ، منیسیپاز  عمدتاً  که مواد فرار بذر ندنشان داد دارد که

اند. شده لیتشکتوجن، تیموکینون، تیموهیدروکینون -αترپینن، 

عمدتاً  ها،ترپنییکوزاز س یترنییسطوح پا نیها همچنآن

 را مشاهده کردند. فولنینگول

اسانس را در انواع  دیتول تیظرف ییدارو اهانیاز گ یاریسب

 ,.Li et al) دارند یطیمح طیو شرا یرشد مختلف ها، مراحلبافت

2020; Nickavar et al., 2005; Rahimmalek et al., 2009).  در

با  یکیارتباط نزد سیاهدانهحاضر، تجمع اسانس در  پژوهش

وجود  یکه رو یقیها داشت. در تحقرشد دانه راحل نمویم

صورت گرفت، مشخص شد  اهدانهیس هایدر دانهفرار  یهاترپن

ن، جتو-α، سیمنپی نون،یموکیتید نون،یدروکیموهیت نون،یموکیت که

γ-کارواکرول،  نن،یترپα-ننیپ، β-موننیکارون، ل فولن،یلونگ نن،یپ 

 Kabir et al., 2020; Rchidترکیبات اصلی هستند ) ترونلولیو س

et al., 2004; Wajs et al., 2008; Hamrouni-Sellami et al., 
2008; Ahmad et al., 2018; Piras et al., 2013; Solati et al., 

ده عمه مشخص شد که سیاهدان یهاتیی متابولدر بررس (.2014

درصد(،  61/28) سیمنیدرصد(، پ 23/38) نونیموکیها شامل تآن

 ننیدرصد( و بتاپ 31/2درصد(، کارواکرول ) 8/3آلفا توجن )

 .(Liu et al., 2013) باشدیدرصد( م 36/1)

 مشخص شد که ترکیبات مونوترپنی GC-MSبا توجه به نتایج 

برای دستیابی به ترنسکریپتوم  د.ابنییتجمع م بذر در عمدتاً

های مرتبط با بیوسنتز که دارای حداکثر تعداد ژن سیاهدانه

و برای  نرم استخراج شداز بذر سیاه RNAباشد، می هاونوترپنم

بر حی شده اآغازگر طر الف(. -1یابی ارسال شد )شکل توالی

نرم با کل از بافت بذر سیاه RNAیابی بلاست نتایج توالی اساس

 داده در پایگاهموجود  هایسنتازمونوترپن یهایتوال ریسا

در باز را تکثیر کرد که در حال ثبت جفت 1350طول ای بهقطعه

در  یابیتوالینتیجه حاصل از ب(.  -1باشد )شکل بانک ژن می

و درصد  E-valueو با توجه به  بلاست شد NCBIپایگاه داده 

جود در پایگاه مشخص شد های مویکسانی توالی با سایر توالی

که اسم آن  سنتاز استدست آمده متعلق به مونوترپنکه توالی به

 ( گذاشته شد.NsTPS2سنتاز فرضی )مونوترپن

صحت توالی مربوط به ژن  یفیردهمنتایج حاصل از 

دست آمده در گیاه سیاهدانه را تأیید به NsTPS2فرضی 

ی مربوط به ژن نیپروتئنمود. نتایج نشان داد که توالی 

NsTPS2  اشخانوادههمبا گیاه Aconitum carmichaelii 
هستند  Ranunculaceaeکه هر دو متعلق به خانواده 

 NsTPS2اند. نتایج نشان داد که شده فیردهمخوبی به

طور باشد که بهمی DDXXD شدهحفظحاوی موتیف 

شود و برای عملکرد سنتازها دیده میمعمول در مونوترپن

 یبرا DDXXD فیموت سنتازها بسیار حیاتی است.ترپن

 Mg+2معمولاً ) یتیظرفدو یفلز ونی یاتصال کوفاکتورها

 et alWilliams ,.) مهم استدر طی واکنش  (Mn+2 یا

1998; Degenhardt et al., 2009.)   
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 های سیاهدانهر مراحل نموی دانهد هادیترپنوئترکیب  -1جدول 
Table 1. Terpenoids composition in developmental stages of N. sativa seeds 

 ترکیب
Compound 

سیاهدانه نیمه  
Half black seed 

نرمسیاهدانه   

Soft black seed 

سختدانه سیاه  

Hard black seed 
µg/g F.W. % (W/W) µg/g F.W. % (W/W) µg/g F.W. % (W/W) 

Monoterpene hydrocarbons 
γ-terpinene 921.56 ± 30.73 62.54 ± 0.05 634.36 ± 49.17 40.33 ± 0.42 29.45 ± 1.71 2.09 ± 0.02 
α-Thujen 209.92 ± 5.24 14.25 ± 0.13 251.87 ± 22.26 16 ± 0.25 234.68 ± 15.75 16.67 ± 0.02 
p-Cymene 74.71 ± 1.77 5.07 ± 0.05 233.08 ± 18.66 14.81 ± 0.14 503.05 ± 33.13 35.76 ± 0.08 

α-Terpinene 53.41 ± 1.50 3.62 ± 0.02 40.67 ± 3.18 2.59 ± 0.02 8.98 ± 0.56 0.64 ± 0.02 
β-Pinene 52.13 ± 1.71 3.54 ± 0.0 61.39 ± 5.18 3.90 ± 0.04 62.61 ± 4.12 4.45 ± 0.01 
α-Pinene 41.32 ± 0.71 2.80 ± 0.05 50.12 ± 0.39 3.18 ± 0.07 63.32 ± 2.75 4.51 ± 0.11 
Limonene 26.43 ± 0.38 1.79 ± 0.04 36.63 ± 3.03 2.33 ± 0.05 65.31 ± 1.55 4.66 ± 0.21 
Myrcene 9.20 ± 0.10 0.62 ± 0.01 9.91 ± 1.08 0.63 ± 0.02 0.76 ± 0.12 0.05 ± 0.02 

α-Phalendrene 5.32 ± 0.20 0.36 ± 0.0 3.97 ± 0.36 0.25 ± 0.01 0.59 ± 0.05 0.04 ± 0.01 
Carene nd nd nd nd 0.71 ± 0.06 0.05 ± 0.01 

Total  )68.92 969.46 84 1322 94.59 1393.98 )کل 

Monoterpene alcohols 
Carvacrol 24.91 ± 2.80 1.69 ±0.13 34.45 ± 1.34 2.21 ± 0.09 12.74 ± 1.62 0.91 ± 0.05 

Terpinen-4-ol 1.95 ± 0.03 0.13 ± 0.0 2.15 ± 0.09 0.14 ± 0.01 6.36 ± 0.51 0.45 ± 0.01 
Thymohydroquinone nd nd nd nd 1.99 ± 1.06 0.14 ± 0.07 

Total  )1.49 19.1 2.34 36.6 1.82 26.86 )کل 

Monoterpene ketones 
Thymoquinone 51.12 ± 5.22 3.46 ± 0.24 212.18 ± 8.54 13.53 ± 0.52 396.74 ± 37.08 28.15 ± 0.7 

Total )28.15 396.74 13.53 212.18 3.46 51.12 )کل 

Monoterpene ester 
Bornyl acetate nd nd 1.01 ± 0.09 0.06 ± 0.01 1.35 ± 0.15 0.11 ± 0.02 

Total )کل( nd nd 1.01 0.06 1.35 0.1 

Sesquiterpenes 
Beta- Longipinene 1.59 ± 0.0 0.11 ± 0.0 0.81 ± 0.17 0.05 ± 0.01 10.96 ± 0.65 0.78 ± 0.01 

Alpha- Longipinene nd nd nd nd 2.18 ± 0.07 0.16 ± 0.01 

Total )0.94 10.96 0.05 0.8 0.11 1.59 )کل 

Total identified 1473.55 100 1573.21 100 1397.61 100 

 نشده ییشناسا= nd  شدند. ییشناسا GC-MSمواد فرار با هگزان استخراج و با 

The volatiles were extracted with hexane and identified by GC-MS. nd = not detected. 
 

 
 درصد. یک ژل آگارز یرو NsTPS2ژن  PCR جینتا -. بRNA: 2و  1یک درصد؛ چاهک ژل آگارز  یرو RNA جاستخرا یجنتا -الف -1شکل

Figure 1. A: Results of RNA extraction on 1% agarose gel; 1 and 2: RNA. B: PCR results of NsTPS2 gene on 1% agarose gel. 
 PCR: محصول 2چاهک  ، kb (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 1 یمولکول نشانگر: 1چاهک 

1: Marker (1Kb) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany), 2: PCR product of NsTPS2 

 

 NsTPS2از اسیدهای آمینه  شدگی تعداد کمیبا توجه به حفظ

 ،دیگر هایسنتازهای گیاهان خانوادهتوالی مونوترپن نسبت به

گیاهان سنتازها در توان این انتظار را داشت که مونوترپنمی

ها مختلف تشابه فراوانی به یکدیگر ندارند و میزان شباهت آن

باشد که در این مطالعه شده میهای حفظه اسیدآمینهمحدود ب

و سایر  NsTPS2آمینواسیدی  در بین توالی DDXXDموتیف 

جهت (. 2 شکل) بود شدهحفظسنتازهای گیاهان دیگر مونوترپن

 یتوال ا،یسو اهیدر گ GmNESکردن ژن  تیوصصخ نییتع

 اهانیگ یسنتازمونوترپن یهاژن ینیپروتئ یآن با توال ینیپروتئ

 Ocimum) حانی، ر(Arabidopsis thaliana) سیدوپسیآراب
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basilicum) ،ونجهی (Medicago truncatula) یفرنگو گوجه 

(Solanum lycopersicum )وجود  بر اساسشدند و  فیردهم

 کی GmNESمشخص شد که ژن  DDXXD شدهحفظ فیموت

 نیبا توجه به ا(. Zhang et al., 2013) سنتاز استمونوترپن

 نیب شدهحفظ فیکه با وجود موت گفت توانیم جینتا

 یهاژناحتمالی عملکرد به  توانیمختلف م یهانیپروتئ

 .زی بر اساس تشابه توالی تا حدودی پی بردسنتامونوترپن

دانه با همین در سیاه NsTPS2 یدینوکلئوتهای ی توالیمقایسه

ناحیه در گیاهان دیگر نشان داد که این ژن بیشترین درجه 

 الملوکتاج ( ازدرصد 89/72سنتاز )ترپن کیکسانی را با ی

(Aconitum carmichaelii)  باشدیم اهدانهیخانواده سهمکه ،

های ی در میان جنسنیپروتئدر ادامه بررسی فیلوژنی توالی  دارد.

بیشترین شباهت را  ینیپروتئمورد بررسی نشان داد که این توالی 

الملوک دارد. درواقع گیاه سنتاز گیاه تاجمونوترپن شبه نیپروتئبا 

ی آلاله تعلق دارند و الملوک هر دو به خانوادهسیاهدانه و تاج

های توجهی ترکیبات مونوترپنی هستند. توالیدارای مقادیر قابل

سنتازهای فرضی دو گیاه سیاهدانه و ی مونوترپننیپروتئ

اند و با توجه به نتایج الملوک در یک خوشه قرار گرفتهتاج

کنار  استرپ بالایی دردست آمده در واقع گیاهانی که با بوتبه

اند بیشتر مربوط به یک خانواده گیاهی و یا هم قرار گرفته

(. با توجه به این 3ند )شکل باشهای نزدیک به هم میخانواده

 یهمولوژ بریمبتن PCR توان چنین نتیجه گرفت کهیافته می

 یجداساز یبرا مطلوب یاستراتژ کیممکن است 

 ریسا براساس همولوژی با N. sativaدر  شتریب یسنتازهاترپن

 .باشد Ranunculacea گیاهان خانواده

 

 
 های گیاهیدیگر گونه یسنتازهامونوترپنو  NsTPS2 یانهیدآمیاس یفیرداز هم یقسمت -2شکل 

Figure 2. A part of amino acid sequence alignment of NsTPS2 and monoterpene synthases from other plant species 
 هایلایت نشان داده شده است. صورتبه DDXXD شدهحفظموتیف 

The conserved DDXXD motif is highlighted. 
 QWD59172.1: terpene synthase 3 (Aconitum carmichaelii), AHC54050.1: gamma-terpinene synthase (Coriandrum 

sativum), AOP12358.2: limonene synthase (Citrus sinensis), AAB71085.1: (Abies grandis) pinene synthase. 
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 های گیاهی دیگرگونه یسنتازهامونوترپن و NsTPS2ژن دندروگرام مربوط به  -3 شکل

Figure 3. Dendrogram of NsTPS2 and selected monoterpene synthases genes from other plant species 
 

 

ها در داروسازی و کاربردهای با توجه به اهمیت مونوترپن

نقش با توجه به اهمیت همچنین ها در صنعت و متفاوت آن

مسیر  شدن زیکاتالدانه و ها در گیاه دارویی سیاهمونوترپن

سنتازها، جداسازی و شناسایی ها توسط مونوترپنبیوسنتز آن

ئز اهمیت است. سنتازها بسیار حای مونوترپنهای کدکنندهژن

که نتایج مطالعه حاضر مشخص شد با توجه به طور کلی به

ا هستند، در همونوترپنو تجمع  وسنتزیب یها محل اصلدانه

ی هاها و گلدر برگ ترکیب مونوترپنی چیکه هیحال

مطالعه که توسط  کی جیبا توجه به نتا .مشاهده نشد سیاهدانه

صورت گرفته  (Majdi et al., 2014و همکاران ) یمجد

 دسنتازیترپنوئ یهاژن انیب زانیمشخص شده است که م

به . کند رییتغ پیو ژنوت یمرحله رشد ریتحت تأث تواندیم

سنتازهای مختلف رسد که اگر هدف جداسازی ترپنمی نظر

و  مناسبی جهت آنالیزهای مولکولی بافتسیاهدانه بذر  ،است

یک توالی حاضر،  تحقیقدر  .است بررسی مسیر بیوسنتزی

سازی جدا گیاه سیاهدانهاز  (NsTPS2سنتاز فرضی )مونوترپن

ی موردنظر از که برای جداسازی قطعه. با توجه به اینشد

این نتایج نشان  ؛استفاده شد RNA-Seqهای حاصل از داده

توان اقدام به تکثیر دهد که با این نوع استراتژی میمی

های ها و ایزوفرمنو ژ های ناشناخته کردژن ،رونوشت

مربوط مورد از لحاظ مطالعات  این که مختلف آن را جدا کرد

بسیار ارزشمند خواهد  های ثانویهبه مسیر بیوسنتزی متابولیت

نظر این  بودن ژنوم گیاه مورد بود. در واقع حتی با ناشناخته

های ناشناخته را جداسازی و امکان وجود دارد که بتوان ژن

های تواند شناسایی ژنمی RNA یابیتوالی شناسایی کرد.

های ثانویه گیاهی را تسهیل کلیدی مرتبط با ساخت متابولیت

شناسایی توالی  .(Soltani et al., 2018) و تسریع نماید

ساز زمینهتواند می هابیوسنتزی ترپن های مسیرژن

بیان و های آینده در جهت مطالعه بیشتر، بیشپژوهش

 تیبا توجه به اهم. دباشها مهندسی متابولیت این ژن

 باتیترک یرا برا یکه خزانه غن یترپن یهابیترک یاقتصاد

 گونهنیا یایپو راتییتغ یآشکارساز سازد،یفراهم م ییدارو

 یهادادهتحلیل زمان با طور همبه هیثانو یهاتیمتابول

 ریمختلف که مقاد یهاخصوصاً در بافت ،یپتومیترنسکر
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 یهاوجود دارد، باعث فهم بهتر شبکه باتیترک نیاز ا یختلفم

طلاعات حاصل از این . اخواهد شد ترکیبات نیا وسنتزیب یمیتنظ

سنتازهای مختلف جداسازی مونوترپن تواند در راستایتحقیق می

ورزی دستمورد نظر در اهداف در نیل به  از سیاهدانه و همچنین

 .مفید باشدمشابه،  ترکیبات ژنتیکی و مهندسی متابولیک

 سپاسگزاری

لوتر شهر هاله در آلمان  نیدانشگاه مارت دپارتمان داروسازیاز 

امکانات آزمایشگاهی های مالی و در اختیار قرار دادن کمک خاطربه

 . و پرسنلی برای اجرای این پژوهش نهایت تشکر را داریم
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Abstract 
Black cumin (Nigella sativa) is a medicinal plant of the Ranunculacea family which raised attention 

due to its pharmaceutical properties. Medical significance of N. sativa mainly attributed to its 

oxygenated monoterpenes which are biosynthesized via the methyl erythritol phosphate (MEP) 

pathway located in plastids. In this study, the essential oil components of leaves, flowers, and 

developmental stages of seed including half black seeds, soft black seeds, and hard black seeds were 

analyzed in N. sativa. Whereas no terpene was detected in flowers and leaves, seeds were found to be 

the major site of biosynthesis and accumulation of terpenes, and the amount of terpene compounds 

changed during seed maturation. The essential oil consists of monoterpenes (more than 99%) and 

sesquiterpenes (less than 1%). In order to improve our understanding of monoterpene metabolism, the 

partial sequence of a hypothetical monoterpene synthase (NsTPS2) was isolated from N. sativa plant 

using RACE-PCR technique. This monoterpene synthase was identified from RNA sequencing data 

from soft black seeds. Except of the highly conserved DDXXD motif in NsTPS2 which is necessary to 

validate monoterpene synthases, no other conserved regions of other identified monoterpene synthases 

were observed. Dendrogram analysis revealed that NsTPS2 had the highest homology with a terpene 

synthase (72.89%) from Aconitum carmichaelii and these two sequences were grouped in the same 

group. Nigella sativa and Aconitum carmichaelii both belong to the Ranunculacea family. This 

indicates that the genetic information of plants of the Ranunculacea family can be used to isolate 

different monoterpene synthase. The results of this research can be useful in genetic manipulation and 

metabolic engineering of Nigella sativa. 

Keywords: Nigella sativa, RNA sequencing, Secondary metabolites, Terpene synthase  
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