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Cloning, Sequencing, and Bioinformatics Study of CYP81Q1 
Gene of Iranian Sesame (Seamum indicum L.) Cultivar

[1] An investigation of physical and chemical characteristics of seed in ten sesame 
(Sesamum indicum L.) varieties [2] Oilseeds & vegetable oils [3] Effects of sesame oil on 
blood glucose and lipid profile in type II diabetic patients referring to the Yazd diabetes 
research center [4] The phenylpropanoid pathway in Arabidopsis [5] Role of mammalian 
lignans in the prevention and treatment of prostate cancer [6] Formation of two 
methylenedioxy bridges by a Sesamum CYP81Q protein yielding a furofuran lignan, 
(+)-sesamin [7] Expression and regulation of xenobiotic-metabolizing cytochrome P450 
(CYP) enzymes in human lung [8] Inhibition of cholesterol absorption and synthesis in 
rats by sesamin [9] Protective effects of sesamin against liver damage caused by alcohol 
or carbon tetrachloride in rodents [10] Identification of methanol-soluble compounds in 
sesame and evaluation of antioxidant potential of its lignans [11] Effect of photoperiod on 
growth of the plants, and sesamin content and CYP81Q1 gene expression in the leaves of 
sesame (Sesamum indicum L.) [12] Lignans of sesame: Purification methods, biological 
activities and biosynthesis--a review [13] Comparative effects of sesame seed lignan and 
flaxseed lignan in reducing the growth of human breast tumors (MCF-7) at high levels of 
circulating estrogen in athymic mice [14] Denitrification by the fungus Fusarium 
oxysporum and involvement of cytochrome P-450 in the respiratory nitrite reduction 
[15] Molecular cloning: A laboratory manual [16] Protein identification and analysis tools 
on the ExPASy server [17] SignalP 4.0: Discriminating signal peptides from transmembrane 
regions [18] Biosynthesis of antioxidant lignans in Sesamum indicum seeds [19] 
Furanofuran lignan metabolism as a function of seed maturation in Sesamum indicum: 
Methylenedioxy bridge formation [20] Metabolic engineering of lignan biosynthesis in 
Forsythia cell culture

Aims Antioxidants in sesame oil, including tocopherols and sesamin have greatly increased 
the shelf life of it against heat. Following the increase in the expression of the cytochrome 
P450 enzyme encoder (CYP81Q1), the content of sesame is increased in different stages of 
development of sesame seeds. The aim of this study was cloning, sequencing, and bioinformatics 
study of CYP81Q1 gene of Iranian sesame (Seamum indicum L.) cultivar.
Materials & Methods In the present experimental research, DNA was extracted from leaves 
and stems of Karaj1 sesame cultivar and the target gene was amplified by PCR. Gene was 
cloned in binary vector pBI121 and confirmed by 3 methods, including enzymatic digestion, 
PCR, and sequencing. Then bioinformatics characterization of this gene was studied and the 
Ramachandran plot was drawn on the three-dimensional structure of the gene.
Findings Cloning was confirmed. DNA sequencing results confirmed the cloned segment. 
Molecular weight and predicted isoelectric point of the protein were 57021.3 Dalton and 8.46, 
respectively. The three-dimensional structure of the protein had a good stroke chain. The 
sequencing result of this gene showed a difference in the 23 nucleotides of this gene in sesame 
seeds of Karaj 1 (access number KP771974.1) with a reported sequence in the NCBI gene bank 
(access number AB194714.1), which resulted in the sequencing of the CYP81Q1 gene in Iranian 
sesame (Karaj 1) at this database.
Conclusion Based on nucleotide sequencing, the target gene has 1521 base pairs, and differs 
from 23 nucleotides with the sample registered at the NCBI World Bank. This gene encodes a 
protein length of 506 amino acids. This protein is very similar with the registered protein in 
NCBI.

A B S T R A C TA R T I C L E    I N F O

Article Type
Original Research

Authors
Hemati S.1 MSc, 
Dehghan Nayeri F* PhD

 Keywords  Sesame; Sesamin; Gene Cloning; Bioinformatics 

Correspondence
Address: Agricultural Biotechnology 
Department, Agricultural & Natural 
Sciences Faculty, Imam Khomeini 
International University, Qazvin, 
Iran. Postal Code: 3414896818
Phone: +98 (28) 33901819
Fax: +98 (21) 33780074
nayeri@ut.ac.ir

*Agricultural Biotechnology Depart-
ment, Agricultural & Natural Scienc-
es Faculty, Imam Khomeini Interna-
tional University, Qazvin, Iran
1Agricultural Biotechnology Depart-
ment, Agricultural & Natural Scienc-
es Faculty, Imam Khomeini Interna-
tional University, Qazvin, Iran

Article History
Received: November 7, 2016  
Accepted: July 23, 2017    
ePublished: June 21, 2018

How to cite this article
Hemati S, Dehghan Nayeri F. Cl-
oning, Sequencing, and Bioinfor-
matics Study of CYP81Q1 Gene of 
Iranian Sesame (Seamum indicum 
L.) Cultivar. Modares Journal of 
Biotechnology. 2018;9(2):277-284. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://www.sid.ir/Fa/Journal/ViewPaper.aspx?id=72040
http://opac.nlai.ir/opac-prod/bibliographic/2193960
http://jssu.ssu.ac.ir/article-1-658-fa.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22303276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16090998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16785429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12389869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1856608
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8215239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21391595
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847211001675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23933354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22136581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2040619
http://bit.ly/2IqbCrR
http://bit.ly/2Nas6Fk
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21959131
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0031942297007279
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0031942298002684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19887541
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68031685
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/67054125
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68019976
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68019295
http://www.daneshafarand.ir/index.php%0D


 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــی رین فاطمه دهقانی و همت حهیصب ۲۷۸

  ۱۳۹۷، بهار ۲، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                         مدرس تیدانشگاه ترب یفناور ستیز

 یو بررس یتوال نییتع ،یساز همسانه
  کنجد یرانیرقم ا CYP81Q1ژن  کیوانفورماتیب
  
  MSc یهمت حهیصب

دانشگاه  ،یعیو منابع طب یدانشکده کشاورز ،یکشاورز یوتکنولوژیگروه ب
  رانیا ن،یقزو ،ینیامام خم یالملل نیب

  PhD * یرین فاطمه دهقان

دانشگاه  ،یعیو منابع طب یدانشکده کشاورز ،یکشاورز یوتکنولوژیگروه ب
  رانیا ن،یقزو ،ینیامام خم یالملل نیب

  
  چکيده

ها و سزامین  شامل توکوفرولهای موجود در روغن کنجد  اکسیدان آنتیاهداف: 
 دنبال افزایش بیان ژن به .است داده افزایش بسیار حرارت برابر در آن را ماندگاری

حل مرادر سزامین  محتوای، P450 (CYP81Q1) سیتوکرومآنزیم  کنندهرمز
 ی،ساز همسانهیابد. هدف این پژوهش  افزایش می توسعه دانه کنجدمختلف 

  بود. کنجد یرانیرقم ا CYP81Q1ژن  یوانفورماتیکب یو بررس یتوال یینتع
های گیاه  کل از برگ و ساقه DNAدر پژوهش تجربی حاضر،  ها: مواد و روش

سازی  تکثیر شد. همسانه PCRوسیله  استخراج و ژن هدف به ۱کنجد رقم کرج 
سازی به  انجام شد و درستی همسانه pBI121در ناقل دوتایی  CYP81Q1ژن 

یابی نوکلئوتیدی و خصوصیات  ، توالیPCRسه روش هضم آنزیمی، 
و نمودار راماچاندران مربوط به ن ژن مورد بررسی قرار گرفت بیوانفورماتیک ای

  بُعدی این ژن رسم شد.  ساختار سه
، صحت قطعه DNAیابی  نتایج توالیسازی تایید شد.  درستی همسانه ها: یافته

شده را تایید نمود. وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک  سازی همسانه
ساختار  د.بو ٤٦/٨دالتون و ٣/٥٧٠٢١ترتیب  شده این پروتئین به بینی پیش
ژن  ینا یابی یتوال یجهنتبُعدی پروتئین دارای زنجیره استروکیمی خوبی بود.  سه

در رقم  CYP81Q1ژن  یمنجر به ثبت توال) را نشان داد که AB194714.1 ی(شماره دسترس NCBIشده در بانک ژن  گزارش ی) با توالKP771974.1 ی(شماره دسترس ١ژن در کنجد رقم کرج  ینا یدنوکلئوت ٢٣تفاوت در 
  .شد یگاهپا ین) در ا١کنجد (کرج  یرانیا

باز است  جفت۱۵۲۱یابی نوکلئوتیدی، ژن هدف دارای  براساس توالیگیری:  نتیجه
تفاوت دارد. این ژن،  NCBIشده در بانک جهانی  نوکلئوتید با نمونه ثبت ۲۳و در 

پروتئین مورد نظر بسیار شبیه با  .کند اسیدآمینه را رمز می ۵۰۶پروتئینی به طول 
  است. NCBIشده در پایگاه اطلاعات  پروتئین ثبت

  کیوانفورماتیب ،یساز همسانه ن،یکنجد، سزام ها: کلیدواژه
  

  ۱۷/۰۸/۱۳۹۵ تاريخ دريافت:
  ۰۱/۰۵/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:
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 مقدمه
ترین گیاهان زراعی است که توسط انسان  یکی از قدیمی کنجد

که در آسیا  امومزسوحشی جنس  گونه ٢٠از حدود شود.  کشت می
از  (.Sesamum indicum L)هندی  شود، گونه و آفریقا کشت می

 خاطر به کنجد روغن شهرت. [1]نظر اقتصادی ارزش بیشتری دارد
های  اکسیدان آنتی .[2]است اکسیدشدن برابر بالای آن در مقاومت

آن  ماندگاری ،ها و سزامین شامل توکوفرولموجود در روغن کنجد 
. اند داده افزایش ها بسیار با سایر روغن مقایسه در حرارت برابر در را

 ساعت ٥/١٧ ،C١١٠° حرارت برابر در کنجد روغن اکسیداتیو مقاومت
 قرار بالا مقاومت با های روغن گروه در را روغن این است که

روغن . [4 ,3]است C٢٢٦° روغن این دود نقطه همچنین. دهد می
نشده  چرب اشباع های کنجد مقدار زیادی اسیدهای حاصل از دانه

 %٩اسیدلینولئیک،  %٤٢اسیداولئیک،  %٤٣-٤٦دارد که شامل 
مشخصی با سایر  طور هاسیداستئاریک است و ب %٤اسیدپالمتیک و 

سیاری از خواص شیمیایی، بیولوژیک و های نباتی از نظر ب روغن
تفاوت دارد. بیشتر این خواص انحصاری به وجود  فیزیولوژیک

سزامول، سزامولین و شامل ترکیبات غیرصابونی خاص این روغن 

  مقدار مادهکه از نوع لیگنان هستند.  مربوط بوده است سزامین
های نباتی  %) نسبت به سایر روغن٢جد (حدود غیرصابونی روغن کن

مقدار سزامین موجود همواره بیشتر از مقدار  بوده وبیشتر 
ای بین مقدار روغن  سزامولین است. ارتباط مثبت و قابل ملاحظه

 .[5 ,2]شته استدانه و مقدار سزامین آن وجود دا
 های ماده کردن پیش پروپانوئیدها مسئول فراهم مسیر بیوسنتز فنیل

ها، فلاوونوئیدها و برخی ترکیبات  ، لیگنانها سنتز لیگنین برای لازم
ها و  زیرواحد سازنده لیگنانشده ترکیب الکلی ایجاد بوده ودیگر 
های کنجد و  فورفوران لیگنان مسیر متابولیکها است.  لیگنین

تحت تاثیر  کنجد  دانهترین فورفوران لیگنان  تولید سزامین، اصلی
  .[6 ,3]) ١(شکل  است P450کروم آنزیم سیتو 

  

  
   های کنجد مسیر متابولیک فورفوران لیگنان) ۱شکل 

  
نام اصلی خانواده بزرگ  عنوان به P450امروزه نام سیتوکروم  

های دارای آهن شناخته شده است  ها یعنی پروتئین هموپروتئین
هم نمایش  CYPیا  CYP450مخفف  صورت بهکه آنها را 

سنتز  ،کنجد درموجود  P450 آنزیم سیتوکروم. [8 ,7]دهند می
 با تشکیل دوو  تولیپریپاپینورزینول و  ازسزامین را طی دو مرحله 

 دنبال افزایش بیان ژن بهکند.  کاتالیز می ،اکسی دی متیلن پل
حل مرادر سزامین  محتوای ،(CYP81Q1)این آنزیم  کنندهرمز

ماده اولین بار در یابد. این  افزایش می توسعه دانه کنجدمختلف 
. سزامین دارای کاربردهای بالینی [6]جداسازی شده است ١٨٩٠سال 

حفاظت از  ضداکسیداتیوی و، یدانیاكس یآنتبسیاری شامل خواص 
، های اکسیژن اکسیداسیون الکل، چربی و رادیکال در برابرکبد 

اثر التهابی، اثر ضد ،اتانول و دکربنیتتراکلردر برابر  کبدحفاظت از 
 ،خون ضدفشار اثرکاهش رشد تومور،  سرطانی، اثر ضدتوموری ودض
ب یآس از یریشگیپ ی وضدموتاژنی، اثر نورون محافظت اثر
، بازدارنده تولید Eافزایش فعالیت ویتامین  ،DNA ویداتیاكس

ی از ریجلوگاسید،  نیتریک یسوپراکسید در عروق و القا
و بهبود  چرب م اسیدهایزمتابولیبهبود  ،چربی ونیداسیپراكس
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بنابر مطالب ذکرشده، هدف این . [14-8]پروفایل چربی خون است
ژن  یوانفورماتیکب یو بررس یتوال یینتع ی،ساز همسانهپژوهش 

CYP81Q1 بود. کنجد یرانیرقم ا  
  

 ها مواد و روش
از بخش  ١ های کنجد رقم کرج دانهدر پژوهش تجربی حاضر، 

؛ و تهیه نهال و بذر کرجموسسه تحقیقات اصلاح (های روغنی  دانه
و  گیموراش در محیط کشتپس از ضدعفونی تهیه و  ایران)
های رویشی  هفته، اندام ٤شدند. بعد از قرار داده  (MS) گاسکو 

 ،های آلومینیومی درون ورقه و آوری جمع ،شامل برگ و ساقه
ها تا زمان  نمونه وتثبیت  ،بلافاصله در ازت مایع شدند و بندی بسته

  .)٢(شکل  نگهداری شدند -C٨٠° در فریزرآزمایش 
  

  
 MSکشت محیط گیاه کنجد در ) ٢شکل 

  
استفاده  [15]راسلو  سمبروک شژنومی از رو DNAاستخراج  برای

صورت پودر  بهنظر با استفاده از هاون و ازت مایع  شد. بافت مورد
ری حاوی لیت میلی٢گرم به یک تیوب ١/٠آمد و به میزان در
اسید  هیدروکلریک - (تریس بافر استخراجلیتر  میلی یک
 اسید تترااستیک آمین دی یلنات، ٨برابر با  pHمولار با  میلی١٠٠
مولار و ٤/١کلرید  ، سدیم٨برابر با  pHمولار با  میلی٢٠
مدت  بهها  . تیوبشداضافه  %)٢ یدبروما یومآمون یلمت یتر یلست
 ؛FTE10AE )Techne مدل ماری دقیقه در حمام بن٣٠-٤٥

با  آرامی دقیقه به٥و هر  قرار داده شدند C٦٥° در دمای انگلستان)
انگلستان) ورتکس شدند.  ؛FVORTECE )Techneدستگاه مدل 
) از لیتر میلی یکبا یک حجم برابر ( بارها دو  سپس پروتئین

و فاز رویی  حذف ،)٢٤:١حجمی/حجمی الکل ( ایزوآمیل-کلروفرم
 مدت بهآلمان)  ؛D78532 )Hettichبا دستگاه  پس از سانتریفیوژ

 ٦/٠. مقدار دور در دقیقه به تیوب جدید منتقل شد١٣٠٠٠دقیقه در ٥
 ،حجم آن ١/٠سرد و  ،حجم فاز رویی ایزوپروپانول خالص

منظور رسوب بهتر  ها به یم به تیوب افزوده شد و نمونهسد استات DNA دقیقه در فریزر٣٠مدت  به °Cنگهداری شدند.  - ٢٠  
وسیله سانتریفیوژ با سرعت  بهدقیقه ١٥مدت  بهی نوکلئیک اسیدها
با استفاده از  شده، رسوب داده C٤° و در دمای دور در دقیقه١٤٠٠٠

ند. شدشسته و در مقدار مناسب آب دیونیزه حل  %٧٠الکل اتانول 

کل استخراجی با استفاده از  DNAکمیت و کیفیت  ،در پایان
انگلستان) در طول  ؛UVD3200 )Labomedاسپکتروفتومتر 

مورد بررسی  %١نانومتر و الکتروفورز ژل آگارز ٢٨٠و  ٢٦٠های  موج
  قرار گرفت.

گیاه کنجد در  CYP81Q1آغازگرهای اختصاصی براساس توالی ژن 
با  AB194714.1( [6]شماره دسترسی با ( NCBIبانک اطلاعاتی 

-'5 توالی GACGGATCCATGGAAGCTGAAATGCTATATTC-3' 
شامل سه نوکلئوتید اضافی و جایگاه شناسایی آنزیم  (آغازگر رفت

-'5) و توالی BamHIبرشی  ACTGAGCTCTCAAACGTTGGAAACCTGACG-3'  آغازگر)
شامل سه نوکلئوتید اضافی و جایگاه شناسایی آنزیم برشی  برگشت

SacI طراحی و سنتز ()Bioneer (شدند.؛ کره جنوبی  
با  میکرولیتر٢٠ایی در حجم نه (PCR) ای پلیمراز واکنش زنجیره

حاوی  )دانمارک ؛Ampliconمسترمیکس ( PCRاستفاده از 
مولار،  میلی١٠ (dNTP) فسفات یترنوكلئوتيد یدزوكسترکیبات 

واحد بر میکرولیتر، ٥پلیمراز  DNAمولار، تگ  میلی٥٠ یزیممنیدکلر
از هر آغازگر پیکومول ١٠الگو و  DNAنانوگرم ١٠٠، PCR 10xبافر 

و برگشت) با استفاده از دستگاه ترموسایکلر قابل اختصاصی (رفت 
چرخه  ٣٥انگلستان) در  ؛TC512 )Techne مدل ریزی برنامه

ثانیه در ٣٠مدت  بهواسرشتگی  چرخه شامل دمایی و زمانی و هر
، توسعه C٦٠° دقیقه در دمای یک مدت به، اتصال C٩٤° دمای
همچنین جام شد. ان C٧٢° ثانیه در٣٠دقیقه و  یک مدت به

دقیقه ١٠گسترش نهایی و  C٩٤° دقیقه در دمای٣واسرشتگی اولیه 
  بود. C٧٢° در دمای
با حذف ژن  CYP81Q1ژن  :یابی سازی و توالی همسانه

 pBI121در پلاسمید بیان دوتایی  (GUS) بتاگلوکورونیداز
با استفاده از کیت  PCR. بدین منظور محصول شدسازی  همسانه

سازی و با دو آنزیم برشی  ) خالصایران سیناژن،( DNAاستخراج 
BamHI  وSacI  ًوسیله کیت  هب هضم دوگانه شد و مجددا

، ه بودهایی که هضم درون آنها انجام شد از لوله DNAاستخراج 
 نیز که به روش لیز قلیایی با pBI121. پلاسمید شدسازی  خالص
استخراج شده بود با دو آنزیم برشی  (SDS) سولفات دودسیل یمسد

BamHI  وSacI، وسیله کیت استخراج  ههضم دوگانه و بDNA  از
. سپس شدسازی  مشهد) خالص -ژل آگارز (دنازیست، ایران
نظر با استفاده از آنزیم  ژن مورد DNAواکنش اتصال پلاسمید به  T4-DNA ) لیگازFermentasانجام و محصول  ،)؛ ایالات متحده

به  ٥/٠چگالی نوری  که در XL1blueسویه  (Escherichia coli) کلی اشریشیاهای مستعد  ل به روش شوک حرارتی به سلولاتصا
  روش قلیایی کلریدکلسیم تهیه شده بودند، انتقال داده شد.

 های تراریخت روی محیط کشت جامد در مرحله بعد باکتری
کانامایسین کشت بیوتیک  حاوی آنتی (SOB) براث یمالسوپراپت

ها  ، تعدادی از کلونیC٣٧° ساعت تیمار در ١٦داده شدند و پس از 
 و با استفاده از تکنیکشد های نوترکیب انتخاب  کلونی عنوان به

  تر قرار گرفتند. مورد بررسی دقیق PCR -کلونی
در نهایت، استخراج پلاسمیدهای نوترکیب با استفاده از روش لیز 

های نوترکیب هضم آنزیمی  گرفت. کلونیانجام  SDSقلیایی با 
مورد بررسی قرار  %٥/١وسیله الکتروفورز روی ژل آگارز  هشدند و ب

شده از طریق  سازی گرفتند. پس از تایید، صحت توالی همسانه
با استفاده از آغازگرهای اختصاصی در دو جهت  DNAیابی  توالی

  شد. بررسی )کره جنوبی ؛Bioneer(رفت و برگشت 
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یابی ژن  پس از توالی و مطالعات بیوانفورماتیک:  توالی بررسی
CYP81Q1 آمده با  دست ههای فیزیکوشیمیایی پروتئین ب ویژگی

و  TMHMM 2.0ر افزا و نرم ProtParam سروراستفاده از 
 بررسی ESYPred3D 1.0و  PSIpred 3.0 ،Sopma ،Swiss-Modelسرورهای وسیله  هسوم پروتئین ب ساختارهای دوم و

 همچنین نمودار واستفاده  RASmol 2.7.2.1و  Weblab ViewerLite 4افزارهای  نمایش این مدل از نرم منظور به. شدند
 رسم شد. CYP81Q1 ژن عدیبُ  راماچاندران مربوط به ساختار سه

های مشابه در  منظور یافتن پروتئین آمده به دست هتوالی پروتئینی ب
در مرکز ملی  pBLASTز برنامه های اطلاعاتی با استفاده ا بانک

جو شد و و جست (NCBI) ایالات متحدهاطلاعات بیوتکنولوژی 
و  ClustalW 1.83 هایافزار نرم چندگانهسپس برای همردیفی  Tcoffee بینی ساختار دوم  برای پیش .ندمورد استفاده قرار گرفت

  Sopmaو  Psipred 3.0 افزارهای آنلاین نرم نتایجاز   پروتئین
پایگاه با استفاده از  .[16]استفاده شد Expasyموجود در  Translate  موجود در سایتExpasy توالی پروتئینی ژن مورد 

وسیله  هب CYP81Q1آنالیز توالی پروتئینی  دست آمد.ه نظر ب SignalP 3.0 [17]انجام گرفت.  
  

  ها یافته
از کمیت از بافت برگ و ساقه گیاه کنجد  DNAاستخراج 

ازای هر میکرولیتر) و کیفیت قابل قبولی برخوردار  میکروگرم به۷/۰(
 و ۶۰ حصول بهترین نتیجه و تکثیر از دو دمای برای .)۳بود (شکل 

°C۶۲ قطعه . به قطعه الگو استفاده شد در مرحله اتصال آغازگرها
 و در دمای باز در هر دو دما تکثیر یافت جفت۱۵۲۱هدف به طول 

°C۶۰  پلاسمید پس  .)۴بود (شکل از شدت باند بیشتری برخوردار
بازی  جفت۱۸۸۷قطعه و  ۱۲۶۸۶از هضم دوگانه تبدیل به دو قطعه 

که در محل برش  بود GUSتر مربوط به ژن  که قطعه کوچک شد
  .)۴(شکل  مابین دو آنزیم واقع است

  
  

  
  DNAنتایج الکتروفورز محصولات ) ٣شکل 
  ،) بافت ساقه گیاه کنجد۲) بافت برگ، ۱شده از  ژنومی استخراج DNA )الف
   PCRبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی و روش  CYP81Q1تکثیر ژن  ب)
) قطعه C۶۲ ،۳°) قطعه تکثیرشده در دمای 1KB ،۲کش مولکولی  ) خط۱

  C۶۰°تکثیرشده در دمای 
  

  

  
  نتیجه الکتروفورز واکنش هضم آنزیمی پلاسمید) ٤شکل 

  1KB) مارکر مولکولی ١
 pBI 121) باندهای حاصل پس از هضم دوگانه آنزیمی پلاسمید غیرنوترکیب ٢

  SacIو  BamHIهای  با آنزیم
  ) تصویر ژل پس از جداسازی باند مورد نظر از ژل آگارز٣ 

  
درستی ساخت پلاسمید نوترکیب  ،هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب

ای به  پلاسمید نوترکیب، قطعه PCRرا تایید کرد. نتایج حاصل از 
را ایجاد کرد که مطابق با طول قطعه مورد بازی  جفت۱۵۲۱طول 

سازی ژن هدف در ناقل  درستی همسانه ).الف -۵انتظار بود (شکل 
های  با استخراج پلاسمید و هضم آن با آنزیم pBI121دوتایی 
های تقریبی  با ایجاد دو قطعه با اندازه SacIو  BamHIبرشی 
  ).ب -۵ اثبات رسید (شکلجفت بازی به ١٥٥٠و  ١٣٢٥٠

  

        
  الکتروفورز پلاسمید نوترکیب )۵شکل 
 CYP81Q1پلاسمید نوترکیب با آغازگرهای اختصاصی ژن  PCRمحصول  الف)
 pBI121 یبنوترک یدپلاسمباندهای حاصل پس از هضم دوگانه آنزیمی  )ب
  SacIو  BamHI های یم) با آنزCYP81Q1ژن  ی(حاو

) ۴عنوان کنترل منفی؛  ) پلاسمید غیرنوترکیب به۳و ۲؛ 1kb) مارکر مولکولی ۱ 
  پلاسمید نوترکیب

  
شده را تایید  سازی ، صحت قطعه همسانهDNAیابی  نتایج توالی

 ژن یکه توال شدو بلاست مشخص  یابی یپس از توالنمود. 
CYP81Q1 یگاهژن در پا ینموجود ا یبا توال ۱ در کنجد رقم کرج 

 ٢٣در  AB194714.1 یبا شماره دسترس  NCBIیاطلاعات
کنجد  یرانیرقم ا CYP81Q1 ژن رو ین. از اشتتفاوت دا یدنوکلئوت
 KP771974.1 یبا شماره دسترس یدعنوان ژن جد هب یگاهپا یندر ا

نظر از گیاه کنجد با  توالی قطعه ژن موردثبت شد. در مقایسه 

 بازجفت۳۰۰۰

 بازجفت۱۵۲۱

 بازجفت۱۰۰۰

بازجفت۱۲۶۸۶  

بازجفت۳۰۰۰  

بازجفت۱۸۸۷  

 (ب)

بازجفت۱۰۰۰  
بازجفت۱۵۲۱  

بازجفت۳۰۰۰  

 (الف)

بازجفت۱۵۲۱  

بازجفت۱۳۲۳۷  
بازجفتکیلو۱۰  

بازجفت۲۰۰۰  
۲۱۳         ۲         ۱  

۴۳۲۱

 (الف)

۳                    ۲                 ۱  

 (ب)

۲۱



 ۲۸۱ کنجد یرانیرقم ا CYP81Q1ژن  کیوانفورماتیب یو بررس یتوال نییتع ،یساز انههمســـــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                           Volume 9, Issue 2, Spring 2018 

با شماره  CYP81Q1با توالی ژن  KP771974.1شماره دسترسی 
های  که این ژن با توالی مشخص شد AB194714.1 دسترسی
بررسی میزان  در. داشت% تشابه توالی ٩٨، NCBIشده در  ثبت

 آمده دست هتوالی ب، NCBIهای پروتئینی موجود در  همولوژی توالی
   شت.% همپوشانی دا٩٤، NCBIموجود در   با توالی

اسیدآمینه، وزن مولکولی  ٥٠٦، C2572H4089N695O723S22شده پروتئین ژن هدف دارای فرمول مولکولی  بینی توالی پیش
. بیشترین درصد بود ٤٦/٨ن و نقطه ایزوالکتریک دالتو٣/٥٧٠٢١

آمینه  و تعداد کل اسیدهای بود %١٣اسیدآمینه مربوط به لوسین با 
بود. عدد  ٦٥آمینه با بار مثبت  و تعداد کل اسیدهای ٦١با بار منفی 

شده برای اسیدآمینه سیستئین موجود در  ضریب خاموشی محاسبه
. این بود% ١/٠ ،نانومتر٢٨٠ر و میزان جذب نور آن د ٦٠٨٩٠توالی 

سنجش مقدار آن مفید  برایسازی پروتئین  معیار هنگام خالص
  . )١(جدول  است

  
رقم کرج  CYP81Q1موجود در پروتئین تعداد و درصد اسیدهای آمینه  )۱جدول 

  Protparam آنالیزهایحاصل از  ۱
  (درصد)تعداد   ها اسیدآمینه

  ۹/۶ (۳۵( (A)آلانین 
  ٣١) ١/٦( (R)آرژنین 

  ١٤) ٨/٢( (N)آسپارژین 
  ٢٦) ١/٥( (D)اسیدآسپارتیک 

  ٨) ٦/١( (C)سیستئین 
  ٨) ٦/١( (Q)گلوتامین 

  ٣٥) ٩/٦( (E)اسیدگلوتامیک 
  ٢٩) ٧/٥( (G)گلیسین 

  ١٦) ٢/٣( (H)هیستیدین 
  ٢٥) ٩/٤( (I)ایزولوسین 

  ٦٦) ٠/١٣( (L)لوسین 
  ٣٤) ٧/٦( (K)لیزین 

  ١٤ )٨/٢( (M)متیونین 
  ٢٢) ٣/٤( (F)آلانین  فنیل

  ٢٨) ٥/٥( (P)پرولین 
  ٣٦) ١/٧( (S)سرین 

  ٢٥) ٩/٤( (T)ترئونین 
  ٨) ٦/١( (W)تریپتوفان 

  ١١) ٢/٢( (Y)تیروزین 
  ٣٥) ٩/٦( (V)والین 

  ٠) ٠/٠( (O)پیرولیزین 
  ٠) ٠/٠( (U)یستئین سلنوس

  
% ٨١/١٥% مارپیچ آلفا، ٠٧/٤٤شامل هدف ساختار دوم پروتئین 

 .بود% مارپیچ تصادفی ٤٢/٣١% صفحات بتا و ٧٠/٨رشته ممتد، 
(شماره  NCBIاین نتایج با ساختار دوم توالی پروتئینی ژن در 

% مارپیچ آلفا، ٦٢/٤٨) که دارای AB194714.1 دسترسی
% مارپیچ ۶۴/۲۹% صفحات بتا و ٧١/٧% رشته ممتد، ٠٣/١٤

  .)٧و  ٦های  شت (شکللاترین تشابه را دابا بود،تصادفی 
) و این ساختار دارای ٨پروتئین رسم شد (شکل عدی بُ  مدل سه

، CYP81Q1). پروتئین ١زنجیره استروکیمی خوبی بود (نمودار 
). در آنالیز توالی ٢یک دمین گذرنده از غشا داشت (نمودار 

ایی ج ، این پروتئین فاقد سیگنال برای جابهCYP81Q1پروتئینی 
همردیفی چندگانه  .)٣پروتئین در سیتوپلاسم بود (نمودار 

های پروتئینی، همولوژی بالایی را بین توالی پروتئینی رقم  توالی
  ).٩نشان داد (شکل  ١ و رقم کرج NCBIموجود در 

  

  

  

 
  Psipred 3.0 افزار نرم با شده بینی پیش CYP81Q1 پروتئین دوم ساختار )۶شکل 



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــی رین فاطمه دهقانی و همت حهیصب ۲۸۲

  ۱۳۹۷، بهار ۲، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                         مدرس تیدانشگاه ترب یفناور ستیز

 
 

و  SOPMAبا استفاده از برنامه  CYP81Q1ساختار دوم پروتئین ) ۷شکل 
 NCBIمقایسه آن با توالی پروتئینی موجود در بانک اطلاعاتی 

مارپیچ ( NCBIموجود در بانک اطلاعاتی  سزاموم ایندیکوم ب)، ۱رقم کرج  الف)
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  بحث
 یو بررس یتوال یینتع ی،ساز همسانهپژوهش حاضر با هدف 

در انجام گرفت.  کنجد یرانیرقم ا CYP81Q1ژن  یوانفورماتیکب
اکسیدان سزامین  افزایش مقدار آنتی ،پژوهش هدف نهاییاین 

. برای دستیابی به این هدف ابتدا بودموجود در دانه کنجد 
و  P450رمزکننده آنزیم سیتوکروم  CYP81Q1سازی ژن  همسانه

های پینورزینول و پایپریتول به  ماده تبدیل پیش آنزیم نهایی در
انجام شد که انتظار  ۱ رقم کرج موجود در گیاه کنجد سزامین
سبب القای بیان بالاتر و اختصاصی این ژن و افزایش  فتر می

افزایش مقدار این  برای. تاکنون پژوهشی شودمقدار سزامین دانه 
بنابراین با توجه به خواص بالینی زیاد این  ،ماده انجام نشده است

سزامین  خور اهمیت هستند. هایی از این دست در ماده، پژوهش
است که تحت  کنجد  دانه هدهند تشکیلترین فورفوران لیگنان  اصلی

 ازاین گیاه، طی دو مرحله  درموجود  P450تاثیر آنزیم سیتوکروم 
سنتز  ،اکسی دی متیلن پل با تشکیل دوو  تولیپریپاپینورزینول و 

دلیل کاربردهای بالینی ارزشمندی همچون  هشود. این ماده ب می
تومورهای مغزی و بهبود ضدسرطانی، ضداکسیدانی،  خواص آنتی

 اکسیداسیون اسیدهای چرب و کلسترول بسیار مورد توجه است. 
و  تولیپریپاترتیب به  پینورزینول را بهآنزیمی که  و همکاران کاتو

دانه کنجد شناسایی  های در میکروزوم ،کند می تبدیلسزامین 
شده توسط آنها را در  شناسایی آنزیم و همکاران جیائو .[18]ندا هکرد
ند ا هکردبندی  طبقهنواکسیژناز وبه م وابسته p450 سیتوکروم  دسته

روی حلقه آروماتیک در هر دو  اکسی دی متیلن که تشکیل پل
تسریع  سبب این آنزیم به .[19]کند می کاتالیز انتهای پینورزینول را

است. تولید  فرد فعالیت منحصربهاکسی دارای  دی متیلن تشکیل پل
گیرد،  وسیله این آنزیم به دو صورت احتمالی صورت می هسزامین ب

آنزیم فعال  جایگاهداخل  ،پلپس از تشکیل اولین  یا پینورزینول
و  شکیلت تولیپریپا پل دوم در طرف مقابلشود تا  می معکوس

رها و  پل اولین پس از تشکیل تولیپریپایا  زامین ساخته شودس
  .[7]شود متصل می دوم اکسی دی متیلن برای ایجاد پل مجدداً 

آن و بیان  هشد شناسایی [6]و همکاران اونوتوسط  CYP81Q1ژن 
- (+) تشکیل پل در صورت بهاین ژن را  در مخمر، فعالیت

- پایپریتول/(+)-(+) و در نتیجه این آنزیم هتایید کرد ینورزینولپ
که در ابتدا دو  در حالی، [6]ه استنام گرفت (PSS)سنتاز  سزامین

 و (PS) پایپریتول- سنتاز(+) های با نام p450 مآنزیم سیتوکرو
. [19]برای این واکنش پیشنهاد شده بودند (SS) سزامین- سنتاز(+)

 (shinzianum) شینزیانوم ،(radiatum) رادیاتوم ،(indicum) ایندیکوم های در گونه CYP81Q1های ژن  همولوگهمچنین 
  .[6]اند هشد شناسایی سزاموم جنس (latifolium) یفولیوملات و

 RNAبا استفاده از تکنیک  و همکاران کیمهای بعدی  در پژوهش
 (matairesinol) یرزینولمتا مانع بیان ژن رمزکنندهگر  مداخله

در کشت  (Forsythia viridissima)لیگنان اصلی یاس زرد 
 CYP81Q1سوسپانسیون سلولی این گیاه شدند و با انتقال ژن 

پینورزینول به   ماده دلیل وجود پیش مسیر بیوسنتز این لیگنان را به
 .[20]دنسمت تولید سزامین هدایت کرد

از کنجد  ،های کلیدی سنتز سزامین است که از آنزیم P450 (CYP81Q1)ژن مربوط به آنزیم سیتوکروم  نیزدر این پژوهش 
تکثیر  PCRوسیله  هبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی ب ١ رقم کرج

های  با آنزیم pBI121شد. پس از برش قطعه ژن و ناقل بیانی 
BamHI  وSacI طی واکنش اتصال قطعه ژن به ناقل بیانی ،

 اشریشیامتصل شد. سپس ناقل نوترکیب به سلول مستعد باکتری 

شناسایی  برایهای تراریختی مختلف  انتقال یافت و آزمون کلی
 pBI121های تراریخت انجام و وجود قطعه در ناقل بیانی  کلونی

 تایید شد. 
در  CYP81Q1 ژن که ییاز آنجاپژوهش حاضر محدودیتی نداشت. 

 ،دارد یدینقش کل ینمهم سزام اکسیدانی یسنتز ماده آنت یرمس
 یزانم یاحتمال یشافزا ،آن یانب یشبا افزا شود یم یشنهادپ

  .یردقرار گ یدر کنجد مورد بررس ینسزام
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