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Abstract 

 

Background and Objectives 
Opium poppy (Paoaver somniferum L.) is one of the important medicinal plants considered the 

only source for several high-value pharmaceutically BIAs. Benzylisoquinoline alkaloieds (BIAs) 

are a very large and complex group of plant alkaloids. Today’s various methods of genetic 

engineering are applied to improve the biosynthetic pathways in medicinal plants. For successful 

implementation of techniques such as gene silencing and over-expression, it is important to get 

accurate and complete information about genetic characteristics of related genes in the 

biosynthesis of secondary metabolites. DBOX is one of the important genes in biosynthesis of 

sanguinarin and papaverin alkaloids of poppy. According to the cause, the present study was 

performed on DBOX to explain genetic characteristic and gene expression pattern. 

 

Materials and Methods 

Specific primers were designed based on databases, and complete sequences of DBOX gene were 

amplified using DNA and cDNA as a template, and then were cloned in pTZ57R/T plasmid. 

After sequencing of cloned fragments, CDD, CELLO and ProtParam tools were used to 

determine ORFs, domains and the location of protein accumulation. Phylogenetic relationship 

between the gene in this plant with other plants was determined. Finally, the pattern of gene 

expression in different tissues was assessed using real time RT-PCR technique and RNA-seq data 

derived from SRA data bank.  

 

Results 

Sequencing results showed the 1614-bp fragment that has 100% identity with the DBOX gene of 

P. somniferum. The protein encoded by this gene was analyzed by bioinformatics methods. Three 

domains including FAD binding, Berberine and FAD/FMN-containing dehydrogenase in the 

protein sequence were identified and the existence of an N-terminal signal peptide was also 

determined in this protein. The results also showed that the highest concentration of protein was 

present in the plasma membrane and highest function of this protein was in the extracellular. In 

order to analyze and determine the expression pattern of DBOX gene in different tissues, 5-gene 

Plant Prod., 43(1) (2020) 67-80 ISSN (P): 2588-543X
 DOI: 10.22055/ppd.2020.21559.1463 ISSN (E): 2588-5979 



Samiei et al.: Isolation, Cloning, Bioinformatics Analysis …  68 

libraries of RNA-seq data of opium poppy (with ERX651037, ERX651023, ERX651056, 

ERX651082 and ERX651062 access numbers) derived from NCBI-SRA were analyzed. The 

numbers of sequences from the alignment between different tissues were compared using the 

Fisher exact test and Chi-squared 2X2 tests. Results of the gene expression analysis showed that 

the highest level of gene expression of this gene performed in roots and the lowest level of gene 

expression occurred in the stems. In addition, results of the real-time RT-PCR experiment were 

similar to in silico tests and the present results demonstrated that DBOX gene transcript levels in 

root were significantly more than other plant tissues. 

 

Discussion 

Results showed that DBOX gene is an intron less gene. According to existing domains, this gene 

is a member of a FADOX gene family. Due to the presence of FAD and berberin like domains in 

protein sequence of this gene, its key function in biosynthesis of BIA alkaloids was confirmed. 

Different expression patterns of DBOX gene in root confirmed accumulation of high value 

sanguinarin alkaloid in this tissue. 

 

Keywords: Functional domain, Gene expression pattern, Opium poppy, Sequencing, Transcriptome 
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 چکیده
از آلکالوئیهدهای بنزیهل   ترین گیاهان داروئی به شمار رفتهه و تنهها من هس بسهیاری      از مهم P. somniferumگیاه شقایق 

ای از  آلکالوئیهدهای بنزیههل ایزوکوینهولینی گههروه بهزری و پی یههده   . گههردد محسههوم مهی ( BIAs)ایزوکوینهولینی  

در مطالعهه اارهر   . های ثانویه گیاهی بوده که از خواص داروئی و درمانی قابل توجهی بر خوردار هسهتند  متابولیت

 DBOXسهازی ژن   به منظهور جداسهازی و همسهانه   ( 3131-3131ن در سال در آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه لرستا)

شده  شده، تکثیر و سپس قطعه تولید نظر با استفاده از آغازگرهای طراای ژنوتیپ ایرانی گیاه شقایق، ابتدا توالی مورد

درصد همسهانی   311بازی را معین نمود که با  جفت 3131یابی قطعه  نتایج توالی. منتقل گردید pTZ57R/Tبه پلاسمید 

شده توسط این ژن مورد تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی  توالی پروتئینی کد. گیاه شقایق ش اهت داشت DBOXبا ژن 

در تههوالی  FAD/FMN-containing dehydrogenaseو  FAD binding ،Berberineقههرار گرفههت و سههه دامنههه  ملکههردی 

هم نین نتایج نشان داد که بیشترین تجمهس  . آمینی آن مشخص گردیدپروتئینی و وجود یک سیگنال پپتید در انتهای 

در ناایه غشای سلولی و پلاسمایی بوده و بیشترین  ملکرد این پروتئین در ناایهه   DBOXشده توسط ژن  پروتئین کد

هی، های مختلف گیها  و تعیین الگوی بیانی آن در بافت DBOXجهت تجزیه و تحلیل بیان ژن . باشد خارج سلولی می

، ERX651037ههای دسترسهی    گیهاه شهقایق بها شهماره     RNA-seqههای   ااصل از داده ترنسکریپتومیکتابخانه  1تعداد 

ERX651023 ،ERX651056 ،ERX651082  وERX651062  از پایگاهSRA  سایتNCBI  ههای  تهوالی  تعهداد . دریافت شهد 

 Chi-squared 2X2و  Fisher exact testمهاری  ی آهها  آزمهون های مختلف بها اسهتفاده از    همردیفی بین بافت از ااصل

نشهان داد   In silicoهای  و آزمون real time RT-PCRنتایج تجزیه و تحلیل بیان ژن با استفاده از تکنیک . مقایسه گردید

 .باشد که بیشترین سطح بیان این ژن در ریشه و کمترین آن در ساقه می

 

 شقایق، دامنه  ملکردییابی،  توالی ترنسکریپتوم،الگوی بیان ژن، : ها کلیدواژه

 

 مقدمه

یکااای از ( P. somniferum) گیااااه دارویااای شااا ای 

گردد کا  از دوران   ترین گیاهان داروئی محسوب می مهم

در ایان گیااه   . گذشت  همواره مورد توج  بشر بوده اسات 

تعاادادی از آلکالوئیاادهای م حهاار باا  فاارد از گااروه      

بااااا ( BIAs)ی آلکالوئیاااادهای ب ایاااای ایاوکوی ااااولی  



 00 ... بیوانفورماتیکی ، بررسیسازی جداسازی، همسان  :و همکاران سمیعی

. گردد عملکردهای مختلف بیولوژیک و درمانی س تا می

تاارین آلکالوئیاادها موجااود در ایاان گیاااه   از جملاا  مهاام

توان با  پاپااورین، نوساکاپین، سا گوی ارین، کادئین،       می

 Desgagne-Penix and)تبااائین و برباارین اشاااره کاارد 

Facchini, 2012; Srivastava et al., 2011) . 

ایاوکوی ولی ی با متراکم  بیوس تا آلکالوئیدهای ب ایی

 -4)شاادن دو ترکیاام شاایمیایی از مشاات ات تیااروزین     

از ( و دوپااامین( 4HPAA)هیدروکساای ف یاای اساات لدهید 

طری  دکربوکسیل  شدن، متاهیدروکسایل  شادن و انت اا     

این دو ترکیم اولی  در مرحل  بعد . ردگی آمین صورت می

 تبدیی خواه د شد ک  ایان ترکیام   S-norcoclaurineب  

 پااایا سااااز تماااام آلکالوئیااادهای ب ایااای  ع اااوان  بااا 

در مرحلا  دوم مسایر   . شاود  ایاوکوی ولی ی محساوب مای  

باا  ترکیاام  S-norcoclaurineبیوساا تای گیاااه شاا ای ،  

آلکالوئیاد  . گاردد  تبدیی می S-coclaurineدیگری ب  نام 

S-coclaurine      در طی چ دین واکا ا آنایمای با  مااده

تبدیی خواهاد   S-reticulineمیانی و اصلی دیگری ب  نام 

شد ک  کلید اصلی تولیاد آلکالوئیادهای مهام شا ای  از     

جملاا  آلکالوئیاادهای گااروه مورفی ااان، آلکالوئیاادهای    

، آلکالوئیااادهای ب اوف انتریااادین  (بربااارین)ین پروتاااوب

و آلکالوئیدهای دیگاری مان اد نوساکاپین    (  ارینس گوی)

 ;Beaudoin and Facchini, 2014)گاردد   محسوب مای 

Hagel and Facchini, 2013) . 

در مسیر بیوس تا آلکالوئیدهای ب ایای ایاوکوی اولی ی   

های پروتئی ی  گیاه ش ای  تعداد متعددی آنایم از خانواده

تاوان با     هاا مای   از جمل  این آنایم. مختلف حضور دارند

-، متیای ترانسافرازها، دهیادروژناز   P450هاای   سیتوکروم

، اسااتیی ترانساافرازها، NADPHردوکتازهااای وابساات  باا  

 نازها، کربوکسیی استرازها و اکسیدو ردوکتازهاای اکسیژ دی

 Beaudoin and)اشاره کرد FAD (FADOXs )مرتبط با 

Facchini, 2014; Hagel and Facchini, 2013) .

ب  دلیی قابلیت م حهار با     FADOXsهای خانواده  آنایم

های متیلی،  کربن بین گروه-فرد در ایجاد اتهالات کربن

ن ا کلیدی مهمای در چرخا  بیوسا تای آلکالوئیادهای     

متعااددی از جملاا  نوسااکاپین، برباارین، ساا گوی ارین و    

هاای   همولاو  . پاپاورین در گیاه شا ای  برخاوردار هسات د   

 BBE1 ،BBE2 ،STOXروه آنایمی نظیار  مختلفی از این گ

تاک ون ش اسایی شده است ک  عموماً در سااخت   DBOXو 

نهایی حل   آروماتیکی آلکالوئیدهای ب ایای ایاوکوی اولی ی   

با عمی اکسیداسایونی بار روی    DBOXآنایم . دخیی هست د

سوبسااترای آلکالوئیاادهای ب اوف انتریاادین، پروتااوبربربین و   

وکوی ااولی ی نااو، یااک، ساابم تولیااد ساااختارهای ب ایاای ایا

 Hagel)گاردد   محهو  نهایی این گروه از آلکالوئیدها مای 

and Facchini, 2013). 

بر ن ا کلیدی در تولید س گوی ارین  این آنایم علاوه

ا و پاپاورین، س تا آلکالوئید دیگری ب  نام نوسکاپین را نی

 . (Hagel et al., 2012)دهد  ثیر قرار میأتحت ت

 کااربرد  مهام  های ترین دستاوردها و توانایی مهم از یکی

 هاای  متابولیات  مسایرهای  ورزی دسات  ژنتیاک،  مه دسی

شاده   های تولید ساختار تولید متابولیت یرغ گیاهی و ثانوی 

های مختلف  ک  تح ی ات متعددی در زمی   با آن. باشد می

گیاااه دارویاای شاا ای  بااویژه در زمی اا  ریشاا  مااوئین آن   

(Jalilian et al., 2017; Siahmansour et al., 2018) 

هاای بیشاتری    صورت گرفت  است، ولیکن نیاز ب  پژوها

هاای ثانویا     های مسیرهای متابولیت در زمی   ش اسایی ژن

 و جداسااازی در پااژوها حا اار. باشااد ایاان گیاااه ماای

 در انتهای مسیر بیوس تای مؤثر ژن کلیدی و سازی همسان 

در  DBOXدو آلکالوئیااد ساا گوی ارین و پاپاااورین یع اای 

عالاوه با     با  . توجا  قارار گرفتا  اسات     گیاه ش ای  مورد

های پروتئی ی و الگوی بیاانی ایان ژن نیاا     بررسی ویژگی

پرداختاا  شااده اساات و برخاای اطلاعااات جدیااد در ایاان  

 .شود خهوص گاارش می

 ها مواد و روش
  cDNA استخراج اسیدهای نوکلئیک و سنتز

هاایی باا    بذور ژنوتیپ ایرانی گیااه شا ای  در گلادان   

متر در گلخان  گیاهان تراریخات دانشاکده    سانتی 30قطر 

ساااعت  19کشاااورزی دانشااگاه لرسااتان تحاات شاارایط   

ساعت تاریکی کشت شادند و دماای رشاد     8روش ایی و 
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گراد در نظر  درج  سانتی 18و  20ترتیم  روزان  و شبان  ب 

ژناومی باا روش پیشا هادی ادواردز و     DNA. گرفت  شاد 

و  (Edwards et al., 1991)همکاران جداساازی گردیاد   

RNA    هاای مختلاف    کی نیا با اساتفاده از کیات از بافات

ژناومی   DNAگیاه ش ای  اساتخرا  و با  م ظاور حاذ      

شااده بااا آنااایم   اسااتخرا  RNAهااای  احتمااالی، نموناا  

DNaseI (Fermentase, Germany )تیمار شدند . 

 RNAو  DNAجهااات تعیاااین کمیااات و کیفیااات   

 شااده، از تک یااک ژ  الکتروفااورز و دسااتگاه   اسااتخرا 

پس از تأیید کمیت و کیفیت . اسپکتوفتومتری استفاده شد

DNA  وRNA هااای اولیاا   ، رشااتcDNA از روی RNA 

اسااا   باار cDNAشااده باا اسااتفاده از کیاات سا تا    اساتخرا  

برای این م ظور برنام  تکثیر . دستورالعمی شرکت ساخت  شد

دقی ا    10گاراد بارای    درج  ساانتی  42براسا  چرخ  دمائی 

 9میکاارو مااولار از آغازگرهااای تهااادفی  5/2ه از بااا اسااتفاد

 Oligo dT ،500و آغاازگر عماومی   ( هگاامار )نوکلئوتیدی 

واحااد از آنااایم ترانسااکریپتاز   50و  dNTPsمیکاارو مااولار 

سازی مخلاو  واکا ا در دماای     معکو  پس از واسرشت

 .دقی   صورت گرفت 5گراد ب  مدت  درج  سانتی 00

  DBOXیابی ژن  یسازی و توال تکثیر، همسانه

هاای   ب  م ظور طراحی آغازگرهاا، ابتادا تماام تاوالی    

 Papaveraceaeدر خااااانواده  DBOX نوکلئوتیاااادی ژن

هاا از  ESTک  اده کامای، نااق  و     هاای کاد   شامی توالی

هاای   پس از همردیفای تاوالی  . دریافت شد NCBIپایگاه 

اساا    بار  Vector NTI 10.3افااار   شاده در نارم   دریافت

افااار   ها، با اساتفاده از نارم   شده این توالی ظتنواحی محاف

Allele.ID 7.0     یک جفت آغاازگر اختهاصای طراحای

ابتادا  ، DBOX ساازی ژن  ب  م ظور همسان (. 1جدو  )شد 

جفت باز انتخاب و باا   1914کی توالی ژن هد  ب  طو  

شاده   و آغازگرهای اختهاصای طراحای   PCRاستفاده از 

از روی  Pfu ط آنااایمنظاار توساا ، قطعاا  مااورد(1جاادو  )

DNA  وcDNA   باااا اساااتفاده از برنامااا  دماااایی شاااامی

گاراد،   درج  ساانتی  15ثانی  در دمای  30سازی  واسرشت

  2گااراد و گسااترش  درجاا  سااانتی 51ثانیاا  در  30اتهااا  

. چرخ  تکثیار گردیاد   35گراد طی  درج  سانتی 02در دقی   

 جا  در 15دقی ا  در   5سازی اولیا    ک  واسرشت  من این

درجاا   02دقی اا  در  15و گسااترش نهااایی   گااراد سااانتی

پس از الکتروفورز محهاو   . گراد در نظر گرفت  شد سانتی

PCR   شاده از   درصد آگارز، قطعات تکثیر 5/1بر روی ژ

طااور جداگاناا  از روی ژ  جاادا   باا  cDNAو  DNAروی 

نظر با استفاده از  سازی، قطعات مورد پس از خال . گردید

  (Thermo Fisher scientific, Germany) ساازی  کیت همساان  

قارار داده شاادند و نهایتاااً   pTZ57R/T با  درون پلاساامید 

جهات تکثیار با     ، (pTZ-DBOX) پلاسمیدهای نوترکیام 

باا  روش  E.coliبااکتری   DH5α هاای مساتعد   درون سالو  

پااس از تکثیاار باااکتری . شااوک کلساایمی م ت اای گردیااد

 100حااوی   LBط حاوی پلاسمید نوترکیم بر روی محی

ع ااوان  باا  ساایلین بیوتیااک آمپاای گاارم در لیتاار آنتاای میلاای

گای شگر، تعدادی کلونی سافید انتخااب و جهات تائیاد     

با آغازگرهای اختهاصی  PCRسازی، از واک ا  همسان 

هاای   پس از انتخااب کلاونی  . و هضم آنایمی استفاده شد

هاای   استخرا  پلاسامید کلاونی  ، DBOX مثبت حاوی ژن

یااااابی قطعاااا    انجااااام گرفاااات و تااااوالی  نوترکیاااام

شده در دو جهت با استفاده از آغازگرهاای   سازی همسان 

M13  موجود در پلاسمیدpTZ57R/T اجرا گردید. 

 شده سازی همسانه تجزیه و تحلیل توالی ژن

 CLC Genomics Workbenchافاارهای  نرم استفاده ازبا 

یابی  الیآمده از تو دست نتایج ب  Vector NTI 10.3و  9.0

و تاوالی   ک  اده  حااوی تاوالی کاد   شاده   کلونی انتخاب 2

 هاای  تاوالی  .مورد بررسی قرار گرفات  DBOXژنومیک ژن 

ب دی شد و جهت وجود  شده در دو جهت سر هم خوانا

مورد تجایا  و تحلیای قارار    ( ORF)باز  قرائتچارچوب 

آماده اولیا  باا اساتفاده از ابااار       دست دو توالی ب .  دگرفت

BlastN  موجااود در پایگاااهNCBI   باار علیاا  کاای بانااک

. اطلاعاتی موجود در پایگاه ماورد همردیفای قارار گرفات    

مورد نظر، با  م ظاور تعیاین جهات      های ید توالیأیپس از ت

 CDDاصلی، توالی در شا قاب با استفاده از ابااار   قرائت

 .مورد بررسی قرار گرفت د NCBIوجود در پایگاه م
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Table 1. Sequence of used primers and their size of amplified fragments 

Primer Sequence (5´-3´) Length of fragment 

(bp) Goal 

DBOX -F 

DBOX -R 

ATGATGATGAGTTCATCTAATATTCTCC 

GGCCATCTCTACTGCTTGCC 
1614 Amplification and cloning 

D/RT-F 

D/RT-R 

AACCTTCTCATCCAATCAATCTGC 

TTCGGAATTTGAAACTCCTTACCC 
117 Run RT-PCR reactions 

EF1-F 

EF1-R 

CGATAGGCGATCTGGAAAGG 

AGGTGGATACTGAGCGAAGG 
124 Internal control in RT-PCR  

 

  ملکردی و محل تجمس پروتئین دامنهبررسی 

تااوالی  Vector NTI 10.3افاااار  بااا اسااتفاده از ناارم

 ای  نوکلئوتیدی چارچوب قرائت اصالی با  تاوالی پروتئی   

 ،CDDترجماا  و در مرحلاا  بعاادی بااا اسااتفاده از اباااار   

پاس از  . های عملکردی توالی پروتئی ی معین شادند  دام  

، پروتئین ماورد مطالعا    عملکردی یها شده دام   مشخ 

جهاات بررساای وجااود ساایگ ا  پپتیااد   SignalPاز اباااار 

در مرحل  بعاد  . در پروتئین استفاده گردید( توالی راه ما)

هاای   برای تعیین محای تجماپ پاروتئین     CELLOاز اباار 

اسااتفاده و مشخهااات   DBOXشااده توسااط ژن   تولیااد

ایاوالکتریک، وزن  pHپروتئی ی شامی طو ، بار خال ، 

مولکولی و فراوانی اسیدهای آمی   با استفاده از اباارهاای  

ProtParam  وProtein Calculator 3.4 محاسب  شد. 

 بررسی روابط فیلوژنتیکی 

اساتفاده از  باا   DBOX شاده  لی نهاایی ژن جداساازی  توا

هااای گیاهااان گلاادار  باار علیاا  تمااام تااوالی BlastNبرناماا  

پاس  . همردیف گردیاد  NCBIموجود در پایگاه اطلاعاتی 

آمده از نظر میااان همساانی و    دست از بررسی اولی  نتایج ب 

درصد همسانی با تاوالی   90هایی با بیا از  نو، گیاه، توالی

 در مرحلاا  بعااد، تااوالی ژن. د نظاار انتخاااب شاادندژن مااور

DBOX شده باا اساتفاده از ابااار     های انتخاب با تمامی توالی

ClustalW افاااار  موجااود در ناارمMEGA 6.0  همردیااف

(Thompson et al., 2002) آمده جهت  دست ج  ب و از نتی

جهات رسام درخات    . رسم درخت فیلوژنتیکی استفاده شد

استفاده   Bootstrapو آزمون Neighbor-Joiningاز روش 

پس از رسم درخت، ب  م ظور بررسی عملکرد و محی . شد

افاااار  ، از ناارمDBOXفعالیاات پااروتئین حاصاای از بیااان ژن 

Blast2GO 2.8 استفاده گردید . 

 RNA-seqهای  یان ژن با دادهتجزیه و تحلیل ب

و تعیین الگوی  DBOXجهت تجای  و تحلیی بیان ژن 

 5هااای مختلااف گیاااهی، ابتاادا تعااداد   بیااانی آن در بافاات

گیااه شا ای     RNA-seqهاای   کتابخان  ژنی حاصای از داده 

، ERX651037 ،ERX651023هااای دسترساای  بااا شااماره

ERX651056 ،ERX651082  وERX651062  ترتیاام  باا

، سااق  و  (کپسو )و  ب  ترانسکریپتوم گی، بر ، میوه مرب

از . دریافااات شاااد NCBIساااایت  SRAریشااا  از پایگااااه 

 افااار  در نرم پایگاه داده اختهاصی، شده های دریافت کتابخان 

CLC Genomics Workbench 9.0 تااوالی . ایجاااد شااد

پایگاه مورد همردیفای   5علی  این  DBOXشده ژن  جداسازی

طاور   های حاصای از همردیفای با     تعداد توالیقرار گرفت و 

نهایات توساط    جداگان  برای هر پایگااه یادداشات شاد و در   

 از حاصاای هااای تااوالی تعااداد IDEG6افاااار تحاات وب  ناارم

ی هاا  آزماون  هاای مختلاف باا اساتفاده از     همردیفی بین بافت

م ایساا   Chi-squared 2X2و  Fisher exact testآماااری 

 .گردید

 real-time RT-PCRهای  واکنش

از تک یک  DBOXجهت بررسی میاان نسبی بیان ژن 

real-time RT-PCR  باارای اجاارای  . اسااتفاده گردیااد

از  cDNAنااانوگرم  10هااا، هاار تیااوب شااامی    واکاا ا

میکاارو مااولار از هاار یااک از   300هااای مختلااف،  بافاات

میکرولیتر  5/0و ( 1جدو  )آغازگرهای رفت و برگشت 

 aximaTM SYBR Green/ROXاز محلاو  پایا  کیات    

(Fermentase, Germany ) ک  حجام نهاایی    طوری بود ب

تمااامی . میکرولیتاار در نظاار گرفتاا  شااد  20هاار واکاا ا

 ,Rotor-Gene Q (Qiagenهاا توساط دساتگاه     واکا ا 

Germany ) آمده  دست تجای  و تحلیی نمودارها ب  واجرا
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2با اساتفاده از روش  
-ΔΔCt    صاورت گرفات(Livak and 

Schmittgen, 2001) . از آغازگرهااای ژنEF1 (  جاادو

 .ع وان ک تر  داخلی استفاده شد ب ( 1

 نتایج و بحث
نتایج حاصی از الکتروفاورز و اساپکتوفتومتری نشاان    

شده از کمیت و کیفیات   استخرا  RNAو  DNAداد ک  

باا اساتفاده از    PCRدر واکا ا  . سبی برخوردار بودندم ا

ع ااوان  باا  cDNAو  DNAشااده و  آغازگرهااای طراحاای

جفات باااز تکثیار گردیااد    1914الگاو، قطعااتی باا  طاو     

پس از تخلای  از روی ژ ، قطعاات ماورد    (. A1شکی )

بر  PCRنتایج . م ت ی گردید pTZ57R/Tنظر ب  پلاسمید 

کلاونی   8ک  از مجماو،  های سفید نشان داد  روی کلونی

از شاده   ساازی  شده برای هر یک قطعاات همساان    انتخاب

کلااونی مثباات و حاااوی  9، تعااداد cDNAو  DNAروی 

پاس  (. B1شاکی  )جفت باز بودند  1914ای ب  طو   قطع 

های مثبات   از جداسازی پلاسمیدهای نوترکیم از کلونی

و  BamHI آنایماای بااا اسااتفاده از دو آنااایم هضااماولیاا ، 

EcoRI   جفت بازی را برای هار دو   1914نیا حضور قطع

 (.C1شکی )نو، پلاسمید نوترکیم تأیید نمود 

باارای هاار یااک از  هااای نوترکیاام از مجمااو، کلااونی

کلاونی انتخااب و    یاک ، ک  اده  های ژنومیک و کاد  توالی

جهت مطالعات بعدی باا اساتفاده از خاوانا از دو طار ،     

شاده   طعاات خاوانا  یاابی، ق  پاس از تاوالی  . یابی شاد  توالی

کا    ندب ادی شاد   سرهم Vector NTI 10.3افاار  توسط نرم

در جفت بااز   1914ب  طو   ای قطع در مجمو، سبم تولید 

نتاایج همردیفای باین تاوالی     . گردیاد هر دو ناو، پلاسامید   

نشان داد ک  هار دو   DBOX ک  ده و توالی ژنومیک ژن کد

انگر عادم  درصد همسانی، یکسان بودند ک  بیا  100قطع  با 

هاای اخیار    در ساا  . باشاد  می DBOX وجود ای ترون در ژن

هاای فاقاد ای تارون و اهمیات      مطالعات متعددی بر روی ژن

ها صورت گرفت  و چ ادین پایگااه اطلاعااتی     ساختاری آن

 Kishore)شااده اساات  هااا طراحاای مختلااف نیااا باارای آن

Sakharkar and Kangueane, 2004) .هااای فاقااد   ژن

هاااای ژنااای مختلفااای باااوده و غالبااااً  ای تااارون از خاااانواده

عملکردهای  روری در فرای دهای مختلف بیولوژیاک از  

 ,.Yan et al)جمل  ت ظایم رشاد و تکثیار بار عهاده دارناد       

ک  ااده  هااای کااد  ی کاا  باار روی ژن ا مطالعاا در . (2014

های بیوسا تای آلکالوئیادهای ب ایای ایاوکوی اولی ی      آنایم

-TYDCن ش ای  صورت گرفت، مشخ  گردید کا  دو ژ 

از کتابخاناا  ژنومیااک شاا ای  فاقااد ای تاارون    TYDC-1و  4

ش اسااایی و . (Facchini and De Luca, 1994)هساات د 

توانااد  ماای DBOX هااای فاقااد ای تاارون نظیاار ژن بررساای ژن

اطلاعااات مفیاادی باارای مطالعااات ژنومیااک و تکاااملی در 

ک  عدم ای ترون در ایان   اختیار مح  ین قرار دهد  من این

توان ب  علت تخههی شدن برخای از اعضاای    ها را می ژن

 .(Yang et al., 2009)یک خانواده ژنی دانست 
 

 
 

Figure 1. Amplification and cloning of DBOX gene in pTZ57R/T plasmid. A) Amplification of  
DBOX gene using specific primers. M: 1kb ladder, C-: negative control and 1 and 2 represent 
amplification using the cDNA and genomic DNA, respectively. B) Colony PCR of target fragment 

in pTZ57R/T plasmid. M: 1kb ladder, C-: negative control and numbers represent  
the selected colonies. C) Enzymatic digestion of pTZ57R/T contain DBOX gene. 

M: 1kb ladder, UC: uncut plasmid and numbers represent the selected  
colonies contain pTZ–DBOX plasmid 
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نظر حاوی یک چاارچوب قرائات بااز با       توالی مورد

 TAGو کادون پایاان    ATGبا کدون شارو،   1914طو  

 شاده بااا اسااتفاده   نتااایج همردیفای تااوالی جداسااازی . باود 

 100نشااان داد کاا  تااوالی مااوردنظر بااا   BlastNاز اباااار 

 FAD-dependent oxidoreductase همسانی باا ژن  درصد

(FADOX5)   درصاااد همساااانی باااا ژن   80گیااااه شااا ای  و 

(S)-tetrahydroprotoberberine oxidase  گیاااهArgemone 

Mexicana ( از خانواده ش ای )مشابهت دارد. 

 DBOX پس از ترجم  چارچوب قرائات بااز تاوالی ژن   

ب  توالی پروتئی ی، مشاخ  شاد کا  ایان ژن پروتئی ای با        

باراین پاروتئین    عالاوه . ک اد  یماسید آمی   را کد  530طو  

کیلو دالتاون،   58آمده دارای وزن مولکولی حدود  دست ب 

pH  و میاانگین   1/80، شاخ  آلیفاتیک 3/1ایاوالکتریک

پروتئین تولیدی . است -219/0نسبی آبدوستی یا آبگریای 

از پایاداری م اسابی    8/35 شااخ  ناپایاداری  با دارا باودن  

تواناد با  دلیای حضاور      برخوردار بود ک  این مو او، مای  

ی آمی   آلیفاتیک متعادد در سااختار شایمیایی ایان     اسیدها

اساایدهای آمی اا  ساارین، والااین، گلایسااین و . آنااایم باشااد

درصااد،  0و  8، 1، 1ترتیاام بااا ترکیاام حاادود  لوسااین باا 

شاده   بیشترین فراوانی را در سااختار شایمیایی پاروتئین کاد    

شده بیا  نیم  عمر پروتئین تولید. داشت د DBOX توسط ژن

برآورد گردید ک  این مو و، فعالیت خار  ساعت  20از 

هاای دیگاری غیار از     سلولی و انت ا  این آنایم را در مکان

 .ک د محی س تا را پیش هاد می

( domain)دام   عملکاردی   3نظر حاوی  پروتئین مورد

FAD binding ،Berberine وFAD/FMN-containing 

dehydrogenase  آنایم (. 2شکی )بودDBOX  عضوی از

های خانواده اکسایدوردوکتازهای   ها و آنایم لاووپروتئینف

هاای اصالی ایان     است و یکای از مشخها    FADوابست  ب  

 FAD bindingخاانواده آنایمای وجاود دام ا  عملکاردی      

. هاا حیااتی اسات    است ک  برای عملکرد صحیح این آنایم

 در مسیر بیوس تای تولید آلکالوئیدهای ب ایای ایاوکوئی اولی ی،  

دارای  FADخانواده اکسیدوردوکتازهای وابست  با   اعضاء 

های مختلف ایان مسایر و    های حیاتی بوده و در بخا ن ا

در تولید آلکالوئیدهای ب ایی ایاوکوئی ولی ی مختلفی مان د 

 ,.Dastmalchi et al)نوسکاپین و س گوی ارین ن ا دارند 

  بااا دارا بااودن دام اا  عملکااردی    DBOXآنااایم (. 2017

FAD binding  ازFAD  کوفاکتور اساتفاده نماوده   ع وان  ب

و عملکاارد آن بیشااتر شاابی  اکسااید ردوکتازهااای اکساایژن  

کا   ( Berberine domain)دام   عملکاردی دوم  . باشد می

باشاد،   ها مای  بربرین مربو  ب  خانواده آنایمی بربرین و شب 

در بیوساا تا تعااداد زیااادی از آلکالوئیاادهای گااروه ب ایاای  

ترین عملکارد    ی گیاه ش ای  دخیی بوده و مهمایاوکوی ولی

 S-Scoulerinبا    S-Rticulineاین گاروه آنایمای، تبادیی    

در مسیر بیوس تا س  آلکالوئید مهم سا گوی ارین، بربارین و   

سومین . (Beaudoin and Facchini, 2014)نوسکاپین است 

 FAD/FMN-containing dehydrogenaseدام ا  عملکاردی   

ک  باا فعالیات هیادروژنازی ن اا فعاالی در تولیاد و        بوده

درصااد  1حاادود . ذخیااره اناارژی ساالولی باار عهااده دارد   

 هاا  ها و پروکاریوت توسط یوکاریوتشده  های تولید پروتئین

بوده و قادرند  FAD شونده ب  اوی دام   عملکردی متهیح

ائی از جملاا  هااای شاایمی  کاا  دام اا  وساایعی از واکاا ا   

اسا   بر. اکسیداسیون و هیدروکسیلاسیون را کاتالیا ک  د

شااده،  هااای حفا اات  هااای ساااختاری و موتیااف  شااباهت

-FAD (FADشااونده باا    هااای عملکااردی متهاای   دام اا 

binding domain )   ب ادی   ب  چ دین خاانواده اصالی گاروه

های متهی شونده با    های دام   یکی از زیر گروه. شوند می

FADعملکاردی  ، دام   FAD/FMN      باوده کا  عالاوه بار

FAD  ازFMN  کوفاکتور استفاده نموده و ب  دلیای  ع وان  ب

با  فلاویان موناو    ( AMP)دارا بودن آدنوزین مونوفسافات  

شاده   توسط یک باند پیروفسفات متهی( FMN)نوکلئوتید 

هااای کاااها و  و باا  همااین دلیاای قااادر اساات در واکاا ا

های فعا  باا   طورکلی آنایم ب . اکسایا فعالیت داشت  باشد

قادرناد عالاوه بار     FAD/FMNدارا بودن دام   عملکاردی  

هااای هااد ، در  هااای مختلااف پااروئین اتهااا  باا  جایگاااه

کاها یا افاایا الکترون و نهایتاً تغییار سااختار و فعالیات    

 Fraaije and)ن ا مهمای داشات  باشا د    ها  آن بیوشیمیائی

Mattevi, 2000.) 
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Figure 2. Domains of DBOX gene. Numbers represent of nucleotides 

 

یکاای از شااده  هااای عملکااردی حفا اات تعیااین دام اا 

کارهااا باارای ش اسااایی عملکاارد ساالولی و  تاارین راه مهاام

توان ب   باشد و با استفاده از آن می ها می مولکولی پروتئین

شباهت بین ساختارهای پروتئی ای مختلاف پرداخات و از    

هااای  ب اادی خااانواده آمااده در گااروه دساات ت باا اطلاعااا

. (Marchler-Bauer et al., 2014)پروتئی ی استفاده نمود 

ت اااو، سااااختاری قابااای توجااا  آلکالوئیااادهای ب ایااای   

افااودن    یلوسا   ای با  صاورت گساترده   ایاوکوئی ولی ی با  

تغییر شکی . یابد های عملکردی مختلف افاایا می گروه

اه شا ای   یا ساختار آلکالوئیدهای ب ایی ایاوکوی اولی ی گ 

 FADOXsک  اده نظیار    هاای اکساید   آناایم  ٔیل عمدتاً بوس

 متابولیساام آلکالوئیاادهای ب ایاای   در .شااود انجااام ماای 

هاا ت هاا در تشاکیی پیونادهای     FADOXایاوکوی اولی ی،  

نیتروژن دخیی هست د، ولی با  نظار   -کربن و کربن-کربن

در ساایر گیاهاان ت هاا در     FADOXهاای   رسد همولو  می

هاای   کاربن و تشاکیی متابولیات   -تشکیی پیوندهای اکسایژن 

  .(Custers et al., 2004)خاص غیرآلکالوئیدی ن ا دارند 

همان ااد بساایاری از اعضااای خااانواده    DBOXآنااایم 

های  از ژنFAD (FADOXs )اکسید ردوکتازهای وابست  ب  

واساط  داشاتن دام ا  عملکااردی     و با  ای حیاات باوده    پایا  

FAD/FMNاحیااء و تولیاد   -های اکسیداسیون ، در واک ا

ایان آناایم با  علات داشاتن دام ا        . باشاد  انرژی دخیی می

 در چرخ  تولید آلکالوئیادهای  Berberine Bridgeعملکردی 

ب ایی ایاوکوئی ولی ی گیاه شا ای  از جملا  سا گوی ارین و    

ها  توج  ب  ن ا این دست  از آنایمپاپاورین ن ا داشت  و با 

در فرای د تولید انرژی و تغییر ساختارهای حیااتی، از جملا    

 . گردد هایی با میاان حفا ت شدگی بالا محسوب می ژن

هااا کاا  از  تاارین و پرکاااربردترین روش یکاای از موفاا 

افااار تحات    ک اد، نارم   های مخفی مارکو  استفاده می مد 

 بار . (Petersen et al., 2011)باشاد   مای  SignalP 4.0وب 

، مشااخ  SignalPآمااده از پایگاااه  دساات اسااا  نتااایج باا 

دارای  DBOXتوساط ژن  شده  گردید ک  توالی پروتئین کد

اسید آمی   در انتهای آمی ای خاود    20ا  پپتیدی ب  طو  سیگ 

وجاااود سااایگ ا  پپتیاااد در تاااوالی (. 3شاااکی )باشاااد  مااای

داری در  طور مع ای   های یوکاریوتی و پروکاریوتی ب پروتئین

 . (Nielsen et al., 1997)ها ن ا دارد  انت ا  این پروتئین

در مطالع  حا ر، نتایج بررسی محی تجمپ پروتئی ای  

بیشااتر در  DBOX نشااان داد کاا  محهااو  پروتئی اای ژن  

غشای سلولی و پلاسمایی تجمپ داشت  و وجاود سایگ ا    

. باشاد  لی بر فعالیت غشاایی ایان پاروتئین مای    پپتید نیا دلی

هاای تجماپ    تجمپ پلاستیدی و سیتوسلی نیا از سایر محی

براین نتاایج نشاان    علاوه(. 4شکی )بالای این پروتئین بود 

دادند ک  بیشترین عملکرد این پاروتئین در خاار  سالو     

کلای با  فعالیات کاتاالیتیکی و      طاور   بود و عملکرد آن با 

کا  هار دو   ( 4شکی )گردد  دی ت سیم میاتها  نوکلئوتی

ن ا مهم و کلیدی در بیوس تا آلکالوئیدها داشات   امن   

هاای   ک  در فرآی دهای زیستی دیگاری نظیار فعالیات    این

اعت اد بر این . ثر استؤها نیا م کاتابولیکی و پاسخ ب  ت ا

است ک  عملکارد یاک پاروتئین با  محای تجماپ آن در       

محیطی ک  پروتئین در آن سطح سلولی وابست  است زیرا 

حضااور دارد، ن ااا قاباای تااوجهی در اجاارای و ااایف   

باا  . بیولوژیک و عملکرد شیمیایی پروتئین بار عهاده دارد  

توج  ب  اهیمت این مو او،، مطالعا  محای تجماپ، ناو،      

توساط یاک   شده  های کد ها و مسیر انت ا  پروتئین فعالیت

توانااد باا  درک صااحیح مطالعااات مه دساای      ژن، ماای

 . (Yu et al., 2014)ولیک کمک قابی توجهی ک د متاب

 جداساازی  DBOX نتایج تجای  و تحلیی فیلاوژنتیکی ژن 

 هاای  گاروه ژن شده نشان داد ک  این ژن با بیشترین قرابت در  

FADOXs   گیاهاااان متعلااا  بااا  راسااات Ranunculales  و

هاای   گاروه (. 5شکی )گیرد  قرار می Papaveraceae خانواده
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ای ها  شده در یک درخت فیلوژنیک براسا  تاوالی  تشکیی

هاای ژنای    های مختلف مربو  با  خاانواده   ک  ده آنایم کد

ها،  شدگی بالای توالی آن مشترک، ب  دلیی وجود حفا ت

 Goldstein)گیرند  در یک گروه با بیشترین قرابت قرار می

et al., 2009) . در مطالعاا  حا ار تااوالی ژن DBOX  گیاااه

تولیااد  کاا قاارار گرفاات  شاا ای  در گروهاای از گیاهااانی  

هااا باا  حضااور گروهاای از    هااای ثانویاا  در آن  متابولیاات

هااای آنایماای بااا فعالیاات اکساایدازی از جملاا       خااانواده

ای کاا  باار روی  در مطالعاا . هااا بسااتگی دارد فلاوپااروتئین

 ,.Gesell et al)صااورت گرفاات  FADOXs خااانواده ژناای

 Argemoneگیااه   STOX ارتبا  تکاملی باین تاوالی  ، (2011

Mexicana  استفاده از سااخت یاک درخات فیلاوژنتیکی     با

بااا سااایر   STOXنتااایج نشااان داد کاا    . بررساای گردیااد 

راسات  در   خاانواده و هام   های خود در گیاهان هم همولو 

تر نشان داد علات   گیرد ک  بررسی دقی  یک گروه قرار می

و  هاای عملکاردی   اصلی این مو و، ب  دلیی وجاود دام ا   

اسیدهای آمی   مشاب  و نهایتاَ عملکرد مشااب  محهاو  ایان    

 .باشد ها در بیوس تا آلکالوئیدها می ژن

 

 
 

Figure 3. Protein sequence of DBOX gene that signal peptide identified using green color 

  

 
 

Figure 4. Molecular function, cellular component and biological process of protein codded by DBOX gene 
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Figure 5. Phylogenetic tree for DBOX gene 
 

هااای  آوری و تهیاا  اطلاعااات لازم از بانااک بااا جمااپ

با  بررسای الگاوی     In silico صورت توان ب  اطلاعاتی می

ها و شرایط مختلف پرداخت  بیان یک ژن خاص در بافت

(Murray et al., 2007) .     در هماین راساتا باا اساتفاده از

هاای   در بافات  DBOXبیاان ژن   In silico تجایا  و تحلیای  

، بار  و گای گیااه شا ای ،     (میاوه )ریش ، ساق ، کپسو  

انی متفاااوتی در مشااخ  شااد کاا  ایاان ژن از الگااوی بیاا 

بیشترین میاان بیاان در  . های مختلف برخوردار است بافت

های آن در ساق  باود و   ریش  و کمترین میاان تعداد نسخ 

هاای هاوایی از بیاان کمتاری برخاوردار       در مجمو، بافت

 Fisher exact testی آماری ها آزمون(. A9شکی )بودند 

الگاوی   داری باین  نیا تفاوت مع ی Chi-squared 2X2و 

 .های مختلف نشان داد بیان در بافت

هاای   آمده از واکا ا  دست در تح ی  حا ر، نتایج ب 

real-time RT-PCR   بر روی ساطوح بیاان ژن DBOX  در

های مختلف بر ، ساق ، کپسو  و ریشا  نشاان داد    بافت

های این ژن در ریشا  باود و    ک  بیشترین سطوح رونوشت

 In ه از تجایا  و تحلیای  آماد  دسات  این نتایج با نتاایج با   

silico   باراین در روش   عالاوه . مشااب  باودreal time RT-

PCR   میاان بیان در کپسو  بیشتر از ساق  بود و در تجای

نیاا هماین نسابت تفااوت تاا حادودی        In silico و تحلیی

 In میاان بیان در بار  در تجایا  و تحلیای   . مشاهده شد

silico  تفاوت کمی باا بیاان   بیشتر از کپسو  و ساق  بود و

 real timeکا  در تک یاک     در گی داشات  در صاورتی  

RT-PCR     میاان بیان در بر  تفاوت چ دانی باا کپساو

 در مجمو، در هر دو روش میااان بیاان در سااق    . نداشت

نتاایج  (. B9شاکی  ) .هاا کمتار باود    نسبت با  ساایر بافات   

آمده براسا  ن شا  حرارتای نیاا در دو و اعیت      دست ب 

بر اسا  این ن شا    (.D9و  C9شکی )ترسیم شد  مختلف

هاای مختلاف    شاود کا  الگاوی بیاان باین بافات       دیده می

هاای   تفاوت دارد و سطح بیاان در ریشا  نسابت با  بافات     

ای ک  بر روی  در مطالع . داری دارد هوایی اختلا  مع ی

باار روی کتابخاناا   BBEو  DBOX هااای الگااوی بیااان ژن

cDNA  از روی شده  ساختRNA های مختلف گیاه  بافت

ش ای  تجاری صورت گرفت، مشخ  شد کا  بیاان هار    

 دو ژن در بافت ریش  بیشترین م دار بود و کمترین بیان 
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Figure 6. DBOX gene expression analysis in different plant tissues of P. somniferum. A) In silico analysis, 

B) real-time RT-PCR analysis, C) heat map of in silico analysis, D) heat map of real-time RT-PCR 

 

رای د در ف. (Hagel et al., 2012)نیا در ساق  مشاهده شد 

 3بیوس تا و ذخیاره آلکالوئیادهای ب ایای ایاوکوی اولی ی     

مطالعات متعدد نشان . گروه مختلف سلولی دخالت دارند

های همراه  های بیوس تای در سلو  های ژن داده ک  نسخ 

(companion cells )   قرار دارند و این در حالی است کا

هاا در ع اصار    شاده توساط ایان رونوشات     های کاد  آنایم

طور معماو    آلکالوئید س گوی ارین ب . ی قرار دارندآبکش

شااود و در  ی آبکشاای دیااده نماایآوناادهادر لاتکااس و 

شود و ب  همین دلیی سطوح بالاتر  ساختار ریش  ذخیره می

ریشا  دور از انتظاار نیسات    در  DBOX هاای ژن  رونوشت

(Beaudoin and Facchini, 2014). 

 گیری نتیجه
طاور موف یات آمیاای تاوالی ژن      در مطالع  حا ر با  

کدک  ااده آنااایم دی هیاادرو ب اوف انتریاادین اکساایداز    

(DBOX )  در ژنوتیاااپ ایرانااای گیااااه شااا ای  براساااا

هااای اطلاعاااتی جداسااازی  اطلاعااات موجااود در بانااک

شاده   طورکلی نتایج بررسی توالی پاروتئین کاد   ب . گردید

اد ک  پروتئین مورد نظار عضاوی از   توسط این ژن نشان د
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باشد کا  ایان    می FADهای حاوی  خانواده فلاووپروتئین

هاای فعاا     ها ن ا مهمی در تولید پروتئین گروه از آنایم

زیستی داشت  و باا اعماا  اکسیداسایون و احیااء در تغییار      

. (Hagel et al., 2012)ساختار ترکیبات شیمیایی مؤثرند 

های مهم در مسایرهای بیوسا تای و    اطلاعات دقی  از ژن

هاا، اولویات    شده توساط آن  های کد خهوصیات پروتئین

های افاایا یاا کااها بیاان     اصلی ب  کار گیری تک یک

علیرغم ش اسایی بسیاری از . باشد ها در این مسیرها می ژن

 ی های مسیر بیوس تا آلکالوئیدهای ب ایی ایاوکوی اولی  ژن

هااای بااالا و ارتباطااات   در شاا ای ، باا  دلیاای پی یاادگی  

هاا،  اروری با  نظار      ها و محهاولات آن  گسترده آنایم

رسد ک  مطالعات آی ده بر روی ش اسایی و جداسازی  می

 .های این مسیر متمرکا گردد ژنسایر 

 گزاری سپاس
از آزمایشااگاه بیوتک ولااوژی دانشااکده کشاااورزی    

اهم آوردن شارایط تح یا    دانشگاه لرساتان با  سابم فار    

 .شود اری میاگ سپا 
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