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 چکیده

تاکسول يکی از است. ( Taxus bacattaسرخدار )های بیوسنتز شده در تاکسل از متابولیتداروی ضد سرطان تاکسول يا پاکلی    

ها مانع از گیری از پلیمريزاسیون میکروتوبولترين داروهای ضد سرطان در درمان سرطان ريه است که با جلومهمترين و کاربردی

نام  به DNAشونده به موتیف متصل دارای MYCاز خانواده  JAMYC عامل رونويسیشود. های سرطانی میتقسیم سلولی در بافت

bHLH رونويسی  عاملژن  سازیو همسانهسازی شناسايی شده است. هدف از اين تحقیق جدا های سرخدارگونهساير باشد که در می

TbJAMYC  دانهاز  های اين گیاه رويانآوردن گیاهچه دست بهدا برای ابت رد .استآن  وتحلیل بیوانفورماتیکی و تجزيهبرای اولین بار-

شده با کیفیت و کمیت استخراج  RNAاز . شدو اسیداسکوربیک کشت  فعالحاوی زغال  MSدر محیط کشت و خارج اين گیاه  های

. قطعه ژن تکثیر شداين اختصاصی  و آغازگرهای cDNAاز  PCR یلهوس به TbJAMYC رونويسی عاملسنتز شد. ژن  cDNAخوب 

های خانواده پروتئینی و دمین .يابی شدسازی و توالیهمسانهکلونینگ  TAروش  به  pTG 19 سازیهمسانه ناقلدر تکثیر شده 

ی متصل ها ساختار سه بعدی دمین Modellerافزار نرمیله وس بههمچنین  شدند.تعیین  Pfamافزار نرم یلهوس به TbJAMYCپروتئین 

 عواملجزء  TbJAMYCکه پروتئین  ندها نشان داد وتحلیل تجزيهاين  سازی شد.مدلوتحلیل و  اين پروتئین تجزيه DNAشونده به 

 باشد. ها میژن و تنظیم بیان DNAبرای اتصال به  bHLHحاوی دمین  MYCرونويسی 

 

 .MYCرونويسی  عاملرخدار، ، سbHLH، تاکسولبیوانفورماتیکی،   وتحلیل تجزيه کليدی: های واژه

 

 مقدمه
-يکی از سوزنی .Taxus sp نام علمیدرخت سرخدار با 

است. سرخدار درختی  Taxaceaeبرگان متعلق به خانواده 
های جنگلی،  صورت مخلوط با ساير گونه به پسند کهاست سايه

ای و  های مرطوب نواحی مديترانه در اشکوب زيرين جنگل
ارزش دارويی  شود. برخی نقاط آسیا مثل شمال ايران يافت می

با نام  (Paclitaxel) تاکسلپاکلی وجود ماده دلیل به سرخدار
. با استهای سوزنی آن  در برگ  (Taxol)لتجاری تاکسو

، هنوز برای تولید تاکسول مصنوعیهای  وجود ابداع روش
اين مین أتاستخراج از منبع گیاهی اهمیت و جايگاه خود را در 

تاکسول  . (Hartzell, 1991)تداروی ارزشمند حفظ کرده اس
برای درمان سرطان رحم و سرطان پستان  19۷۷در سال 
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قرار يید أتمورد   (USFDA)مان مديريت غذا و داروساز  توسط
چرخه کردن تاکسول با متوقف . (Nims et al., 2009) گرفت

 دهد.عمل خود را انجام می  G1يا Mسلولی در مراحل 
فعالیت خاص در مقايسه با ساير سازوکار يک  دلیل به همچنین

 باشد  مواد ضدسرطان دارای کمترين عوارض جانبی می

(Arnal & Wade 1995) .فعالیت ضدتوموری تاکسول عمدتا 
و حلقه  C2یل گروه بنزوي ،Aدلیل وجود زنجیره جانبی، حلقه  به

فعالیت ضدسرطانی تاکسول توسط گروه  باشد.اوکستان می
حفظ شده و توسط گروه  C13در زنجیره  C3آمیداسیل 

 ,.He et al) کندافزايش پیدا می C2هیدروکسیل در زنجیره 

های محلول در سیتوپلاسم توبولین  به تواند . تاکسول می(2000
ها متصل گردد. ر ساختار میکروتوبولهای موجود دو توبولین

-βن در سطح داخلی میکروتوبول و روی آجايگاه اتصال 
توبولین قرار دارد. اتصال تاکسول به اين جايگاه از هیدرولیز 

GTP  بهGDP دپلیمريزاسیون( میکروتوبول واسرشتگی از و(-

کند. همچنین با اتصال تاکسول به اين جايگاه  ها جلوگیری می
يابد. نتیجه  ها نیز افزايش میپلیمريزاسیون میکروتوبولسرعت 

ها و مختل شدن عمل تاکسول مهار شدن پويايی میکروتوبول
وظايف سلولی آن است که مهمترين آنها ايجاد ناهنجاری در 

وجود آمده در سلول  به های تقسیم سلول است. اين ناهنجاری
 Francis et) گردد پتوز در سلول میوشدن فرايند آپ باعث فعال

al., 1995). های امروز از تاکسول برای درمان سرطان
ريه  و سرطان سلول غیر کوچک پستانيک تخمدان، متاستاز

(Giri & Narasu 2000, Bourgaud et al., 2001) و درمان 

 ,.Gill et al) شودمیکاپوزی سارکوم وابسته به ايدز استفاده 

های مختلف گیاه سرخدار مقدار تاکسول در گونه .(1999
مقدار آن کمتر از  Taxus globosaدر گونه  .باشدیمتفاوت م

باشد وزن خشک پوست میدرصد  0082/0تا  0013/0
((Soto et al., 2000. که گونه  در حالیTaxus brevifolia 

 ,Hartzell)درصد  03/0تا  01/0حدود  بیشتری درمقدار 

 035/0تا  022/0 مقدار به  T. Cuspidataو گونه (1991
های سوزنی خود تولید های جوان و برگرا در شاخهدرصد 

تأمین امروزه منبع اصلی  .Fett‐Neto et al., 1994))کند می
سازهای ماده تاکسول نیمه سنتزی از پیش تاکسل روشپاکلی

های سوزنی درخت سرخدار و کشت استخراج شده از برگ
 & Vongpaseuthاست ) سوسپانسیون سلولی گیاه سرخدار

Robert, 2007, Kolewe et al., 2008).  مسیر بیوسنتزی
  شناخته نشده استصورت کامل  به تاکسلپاکلی

(Croteau et al., 2006, Nims et al., 2009)  ولی شناسايی
تاکسل و عوامل چند مرحله ناشناخته از مسیر بیوسنتزی پاکلی

در اين مسیر امری ضروری برای گسترش مؤثر کننده و تنظیم
عامل  باشد.میتحقیقات علمی در مورد اين ماده با ارزش 

 Arabidopsisدر گیاه آرابیدوپسیس )  AtMYC2رونويسی

thalianaهای گیاه به ( عامل تنظیمی طیف وسیعی از پاسخ
. عامل (Dombrecht et al., 2007)  باشدجاسمونات میمتیل

 Taxus cuspidateدر گیاه  TcJAMYC با نام رونويسی مشابه
با  تشابه در توالی و در فعالیتشناسايی شده است که دارای 

AtMYC2 عامل رونويسیاست . TcJAMYC  از خانواده
 5پروموتر  شدن باعث فعالاست و   bHLHعوامل رونويسی

 ,.Nims et al ) شودژن دخیل در مسیر بیوسنتزی تاکسول می

در  E-Boxهای به موتیف  bHLHرونويسی. عوامل (2009
-پروموتر متصل شده و در پاسخ به الیسیتور متیلناحیه 

 دست خود پايینهای جاسمونات باعث افزايش رونويسی ژن
گیاهان  در E-Boxهای . موتیف(Qian et al., 2007) شوندمی

شده  شناسايیهای درگیر در دفاع گیاه ديگر در پروموتر ژن
شناسايی  ،اين تحقیقهدف از انجام  .(Kim et al., 1992)است 

 در سرخدار ايرانی TcJAMYCرونويسی  عاملهمولوگ 
(Taxus baccata )آن استسی بیوانفورماتیکی و برر . 

 
 هامواد و روش
 نجات جنينکشت گياه و 

و پرديس کشاورزی از  baccataگیاه سرخدار گونه  دانه
 ۷0الکل  با هادانه. دانشگاه تهران تهیه شدمنابع طبیعی 

دقیقه و  15مدت  به ثانیه، هیپوکلريدسديم 30مدت  به درصد
 دست بهسطحی شدند. برای  ضدعفونیسه بار شستشو 

 دلیل به فاده شد.آوردن گیاهچه از روش نجات جنین است
 سرخدارهای دانهرم، های رشد در اندوسپوجود بازدارنده

اده از اين با استفبنابر .هستندزنی ضعیف شدت در جوانه به
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 دانهديش استريل رويان از اسکالپل و پنس در يک پتری
گرم میلی 100حاوی  MSدر محیط جدا شد و بلافاصله 

پس از . شدغال فعال کشت زدرصد  5/0 آسکوربیک واسید
عنوان نمونه برای  به های رشد کردههفته گیاهچه 5-4

 .شدنداستفاده  RNAاستخراج 
 

 RNAاستخراج 
برگان و بسیار که سرخدار جزء سوزنی از آنجايی

نسبت به گیاهان از آن  RNAفنلیک است استخراج  پلی

های تجاری کلات زيادی مواجه است و کیتعلفی با مش
از گیاهان در مورد  RNAبرای استخراج مورد استفاده 

چندين روش و  آزمونبا  رو د. از اينناين گیاه کارايی ندار
 کلرايد تغییرپروتکل برای گیاهان مختلف، از روش لیتیم

در  انجاماستفاده شد. اين روش بسیار آسان و قابل  يافته
استخراج شده با  RNAر آزمايشگاهی است و مقادير ه

باشد. حد بالايی میآن از لحاظ کیفیت و کمیت در 
آمده  1های مورد استفاده در اين روش در جدول بافر

 است.
 

 RNAهای استفاده شده در استخراج و محلول بافرها -1جدول 

 ترکيبات موجود بافر

 CTAB، 3% PVP، 25mM EDTA، 2M NaCl، 100mM Tris-HCl، 0.1 % DEPC %3 )استخراج( Aبافر 

 SDS، 0.1% DEPC %0.5 )شستشو( D محلول

 10M LiCl، 0.1% DEPC )رسوب( Cبافر 

 B 24:1 (V/V) Chloroform: Isoamyl alcoholمحلول 

 

 1/0محلول  همه مواد ترکیبی با RNaseمنظور حذف  به
. همه شدندن دوبار اتوکلاو و بعد از آ تهیه DEPC درصد
 1/0ها و سرسمپلرهای مورد استفاده در آب حاوی تیوب

درجه  3۷در دمای ساعت  12مدت  به DEPCصد در
گهداری شده و بعد از آن دوبار اتوکلاو شدند. گراد ن‎سانتی
بافت گیاه در نیتروژن مايع داخل  ابتدا RNAاستخراج  برای

 .شدپودر  و به اندازه بسیار ريز صورت کامل به يک هاون
 2فت پودر شده به تیوب گرم از بامیلی 300مقدار سپس 

 شده گرم قبلاستخراج از  بافرلیتر میلی 1لیتری حاوی میلی
 65گرم  دقیقه در حمام آب 10مدت  به و شد نتقال دادها

هر دو دقیقه تیوب چند بار  .نگهداری شد گراد سانتی درجه
 الکلايزوآمیل -میکرولیتر کلروفرم ۷00 مقدار .شدو ته  سر
 شدمدت چند دقیقه سر و ته  به به آرامی ،محلول اضافه شد به
دقیقه در  10مدت  به گراد سانتیدرجه  4در دمای  بعدو 

. مايع رويی به تیوب سرد شده شدسانتريفیوژ دور  14000

 -کلروفرم باطبق مراحل قبل  دوبارهو  شدروی يخ منتقل 
يی به مايع روپس از انتقال  .الکل سانتريفیوژ شدايزوآمیل

مدت  به اضافه وبه آن  Cيک چهارم حجم بافر تیوب سرد، 
 نگهداری شد.گراد  سانتیدرجه  4ساعت در دمای  12

RNA  مدت  به گراد سانتیدرجه  4کل با سانتريفیوژ کردن در
مايع رويی حذف  دور رسوب داده شد. 14000دقیقه در  30

در اين مرحله  حل شد. Dمیکرولیتر بافر  500و رسوب در 
الکل طبق مراحل قبل ايزوآمیل -کلروفرم پس از افزودن

 .شدتیوب سرد منتقل  و مايع رويی به شدانجام سانتريفیوژ 
ساعت در  2مدت  به اضافه و دسر دو حجم ايزوپروپانول

یله وس به نگهداری شد.گراد  سانتیدرجه  -20دمای 
درجه  4دور در دقیقه در دمای  14000سانتريفیوژ 

رسوب . داده شدرسوب  RNA دقیقه 30مدت  به گراد سانتی
RNA میکرولیتر آب ديونیزه  30در  شدن بعد از خشک

  درصد حل شد. DEPC 1/0تیمار شده با 
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 cDNAسنتز 

 cDNAسنتز  Premixبا استفاده از کیت  cDNAسنتز 
که توسط شرکت پیشگام بیوتکنولوژی تهیه  EURXشرکت 

مراحل انجام کار طبق پروتکل شرکت شده بود انجام شد. 
 سازنده کیت انجام شد.

 
 سازیتکثير ژن و همسانه

با شماره دسترسی  TcJAMYCژن برای تهیه پرايمر از 
FJ608574  در پايگاهNCBI از  .استفاده شدcDNA  سنتز

استفاده شد. برنامه  PCRعنوان الگو در واکنش  به شده
- سانتیدرجه  94ثانیه در دمای  30صورت  به PCRدمايی 
دقیقه در  2گراد، درجه سانتی 64ثانیه در دمای  30گراد،  
چرخه تکرار شد و  35تعداد  به گراددرجه سانتی ۷2دمای 

ترش نهايی درجه برای گس ۷2دقیقه در دمای  10در نهايت 
 Expinسازبا کیت خالص قطعه تکثیر شده. شداستفاده 

Combo  شرکت Genall کشور کره جنوبی طبق پروتکل از
قطعه  سازی شد. و خالص سازیجدااز ژل شرکت سازنده 

ی از لحاظ کمیت و کیفیت ساز بعد از خالصتکثیر شده 
سنجی شد. واکنش  متر بررسی و غلظتوتوسط اسپکتروفوت

 )قطعه به وکتور( انجام شد و قطعه در 1به  3اتصال با نسبت 
 روش به پلاسمید تراريخته .سازی شدهمسانه pTG پلاسمید

سويه  E. coliشده های مستعدشوک حرارتی به باکتری

DH5α در محیط  های تراريختنیکله شد. ال دادقانت
. ندسیلین انتخاب شدبیوتیک آمپیانتخابی حاوی آنتی

استخراج شد و  (2001) روش سمبروک و راسل به پلاسمید
همچنین . انجام گرديدو هضم آنزيمی  PCRکلنی  آزمايش

به شرکت پلاسمید اختصاصی آغازگرهای يابی با برای توالی
 .شدپیشگام بیوتکنولوژی ارسال 

 
 های بيوانفورماتيکي تحليل و تجزيه

با هدف تعیین ماهیت  یهای بیوانفورماتیک وتحلیل تجزيه
و خانواده پروتئین کد شده توسط اين ژن انجام شد. در 

افزار نرم های بیوانفورماتیکی از دو وتحلیل تجزيه
MODELLER  وPfam  .افزار نرماستفاده شدPfam دمین

افزار نرمو  کندمیبینی پیشهای مختلف پروتئین را 
MODELLER ساختار سه سازی همولوژیمدل برای 

 ها مورد استفاده قرار گرفت.بعدی دمین
 

 نتایج
 کشت گياه و نجات جنين سرخدار

در محیط کشت سرخدار  های جدا شده از دانهرويان
های نوظهور از چهروز گیاه 14از  پس ند.قرار داده شد

 (.1 )شکل ندشدها رشد کرده و قابل مشاهده رويان

 

 

 دانه: عکس ميکروسکوپي رويان استخراج شده از B، رضدعفوني شده سرخدا هایدانه: A  روش نجات جنين. به گياه کشت شده سرخدار -1شکل 
 هفته در محيط کشت 4از  پس: رويان رشد کرده Cسرخدار و 

 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
RNA پروتکل استفاده از ها با چهاستخراج شده از گیاه

برای آن  خوبو کمیت بسیار  کیفیته دهند نشان تغییر يافته
مقداری  RNAبود. اصولا در هنگام استخراج  cDNAسنتز 



 جداسازی و مطالعه بیوانفورماتیکی                                                                                                                                                           16

 

 آنزيم تیمار توسط که با شتداوجود نیز  DNAآلودگی 
DNase  (.2)شکل  شدبرطرف 

 

 

 سرخدارهای گياهچهاستخراج شده از  RNA -2شکل 
 

 

. کل cDNAاز  PCRيله وس به TbJAMYCتکثير ژن  -3شکل 
ه در دماهای دهند ککيلوبازی ژن را نشان مي 2باند  4تا  1های شماره

 .کيلوباز 1لکولي وکش م: خطL .اندذوب تکثير شدهمختلف 

 
 PCRيله وس به cDNAتکثير ژن از 

از گیاه سرخدار از  TcJAMYCبرای تکثیر ژن 
آغازگرهای رفت و برگشت اين ژن استفاده شد و طبق 

کیلو جفت باز تکثیر شد )شکل  2ای در حدود انتظار قطعه

گراد سانتی درجه 64(. دمای بهینه برای تکثیر اين ژن 3
 .بود( 2)شکل 
 

 pTG19در پلاسميد  تکثير شده سازی قطعههمسانه

کلونینگ در پلاسمید  TAروش  به قطعه تکثیر شده
PTG ازپلاسمید نوترکیب  پس از استخراج .همسانه شد 

 آغازگرهای( با استفاده از A-4)شکل های تراريخته نیکل
های مثبت از نیکل .شداختصاصی ژن اقدام به تکثیر قطعه 

که  BamH1 اندونوکلئاز توسط PCRنظر تکثیر قطعه با 
شده و  سازیرشی آن در دو انتهای قطعه همسانهسايت ب

 2و قطعه هضم شدند قرار دارد  پلاسمیددر داخل 
. بعد از (B-4)شکل  شدکیلوبازی از پلاسمید خارج 

-نیکل، از پلاسمیداين ژن داخل  شدن اطمینان از همسانه

سازی شد و برای پلاسمید استخراج و خالص ،مثبتهای 
شرکت  به يابی توسط شرکت پیشگام بیوتکنولوژیتوالی
 99بیش از يابی  وژن کره فرستاده شد. نتیجه توالیماکر

ژن  را نشان داد. TcJAMYCبا ژن درصد تشابه 
 (Taxus baccataجداسازی شده از سرخدار ايرانی )

در  BankItتوسط نامگذاری و  TbJAMYC رتصو به
در بانک  KY002060شماره دسترسی  به NCBIپايگاه 

 ثبت شد. (GenBank)ژنی 
 
 های بيوانفورماتيکي وتحليل تجزيه
 MODELLERافزار يله نرموس به  وتحليل تجزيه

های ساختار  وتحلیل وسیله تجزيه ساختار دو دمین به
با  TcJAMYCهای مختلف عامل رونويسی سوم دمین

شناسايی شدند. يک دمین متصل  MODELLERافزار نرم
و دمین ديگر دمین متصل  HLHنام  به DNAشونده به 
 است. MYCدر عوامل رونويسی  JAZشونده به 
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  pTG-TbJAMYC: پلاسميد نوترکيب pTG-TbJAMYC، Bپلاسميد نوترکيب  :TbJAMYC .Aسازی ژن همسانه -4شکل 
 کيلوباز از داخل آن. 2و قطعه خارج شده به اندازه  BamHIهضم شده توسط آنزيم 

 

 
  HLHبعدی دمين  : مدل سه2و  MODELLERسازی شده توسط مدل HLHساختار دمين  :HLH. 1ساختار دمين  -5 شکل

 .گرفته شده است PDBکه از پايگاه 
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  MODELLER باسازی شده مدل bHLHبعدی  ساختار سه: MYC .1رونويسي  عوامل JAZساختار دمين متصل شونده به  -6شکل 

 .گرفته شده است PDBکه از پايگاه  bHLHبعدی  : ساختار سه2و 

 

 Pfamافزار نرم يلهوس به  وتحليل تجزيه
 

 

 Cقرمز رنگ در انتهای  جعبه. Pfamافزار نرم حاصل از TbJAMYCعامل رونويسي  DNAهای متصل شونده به موقعيت دمين -7 شکل
 باشد.مي bHLH-MYCدهنده نشانپروتئين  Nسبز رنگ در قسمت  جعبهو  HLHدهنده دمين نشانپروتئين 

 

های پروتئینی را ها و خانوادهدمین  Pfamافزارنرم
بینی پیش (HMM) توسط الگوريتم مدل مخفی مارکوف

ند. کها را معرفی میاين دمین حاویانواده پروتئینی و خ
افزار نرم یلهوس بهسازی طبق انتظار و با توجه به مدل

MODELLER ین را در اين افزار نیز دو دماين نزم
(. دمین اول 8 بینی کرد )شکلرونويسی پیش عامل

 لعوامدر خانواده  JAZمربوط به دمین متصل شونده به 
 ،و دمین دوم R2R3-MYBو  bHLH-MYCرونويسی 

رونويسی  بسیاری از عواملدر  DNAدمین اتصال به 
 (. 8باشد )شکل می

 HLHعنوان نمونه جعبه همرديفی دمین  به 9در شکل 
افزار توسط مدل مخفی مارکوف آورده با پیش فرض نرم

آمینه همرديف و های اسید Matchشده است. قسمت 
اين عامل رونويسی و توالی  HLHيکسان بین دمین 

 دهد.را نشان می HLHاستاندارد و توافقی دمین 
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 Pfamبرنامه  يلهوس به TcJAMYC رونويسي عاملبيني شده برای های پيشدمين -8 شکل
 

 

 توسط مدل مخفي مارکوف Pfamدر برنامه  HLHبا توالي استاندارد دمين  TcJAMYCرونويسي  عامل HLHي دمين فهمردي -9شکل 

 
 بحث

 است.ضد سرطان داروی سرخدار منبع بسیار مهم 
اين دارو  برای سنتز آزمايشگاهی کامل یهیچ روش کنونتا

-پیشالبته است.  گزارش نشدهن امحققتوسط دانشمندان و 

د نن گیاه وجود داراي درسرطان ديگری نیز ضدسازهای مهم 
وجود داروی . استتاکسل اما مهمترين آنها تاکسول يا پاکلی

 ،است برای آن تهديدی نام تاکسول در اين گیاه به با ارزشی
 دست بهبرای  درخت سرخداررويه قطع بی دلیل به زيرا

-اين گیاه در حال انقراض می ،آوردن و استخراج تاکسول

منظور  به تاکسولهای بیوسنتزی بررسی مسیر نابراينب باشد.
عنوان  به موجوداتساير سرخدار و دستکاری ژنتیکی 

امری  برای تولید بیشتر اين ماده های بیولوژيکیکارخانه
 ،گونهاين  بقایضروری است تا علاوه بر جلوگیری از تهديد 

های يکی از گزينه .شودبرطرف نیز دارو  زار به ايننیاز با
رونويسی  عواملتکاری ها دسبرای مهندسی متابولیت موجود
 TcJAMYC اين رابطهست. در ه مسیر بیوسنتزی اکنند کنترل
رونويسی  عاملعنوان  به اه سرخدار گونه کاسپیداتااز گی
مسیر بیوسنتزی تاکسول در اين ژن در  5بیش از ه کنند تنظیم

مطالعات  .Nims et al., 2009)) ه استگونه معرفی شد
انجام شده  bHLHرونويسی  عواملدر مورد  کنونزيادی تا

کاو و بالتیمور بخشی را در مور، مک 1989در سال  .است

در جانوران شناسايی  DNAبه  شوندههای متصلپروتئین
مشترک بودند.  آمینههایکه در تعداد مشخصی از اسید کردند

مارپیچ يا  –لوپ  -اين قسمت را دامنه يا دمین بازی مارپیچ
bHLH های دارای اين دامنه دارای نقشنامیدند. پروتئین-

تنظیم تکثیر سلولی و مسیر تمايزيابی سلولی  های وسیعی در
ه میوبلاست کنند تعیین عاملانسانی،  c-Mycهستند و شامل 

و   Achaeteفاکتورهای رونويسی و همچنین MyoDيعنی 
Scite  ه مراحل اولیه رشد کنند ییندروزوفیلا که تعمگس در
 (1989) و همکاران Ludwigباشد. همچنین ها مینورون

را در ذرت  آنتوسیانینه بیوسنتز کنند تنظیم Lc کوللوم
 بینی شدهو نشان دادند که پروتئین پیش شناسايی کردند

. با Ludwig et al., 1989)) است bHLHدمین  دارای
 و همکاران Berbenر توسط از مخم Ino4شناسايی پروتئین 

-کنندهتنظیم bHLHهای شد که پروتئین مشخص (1990)

که در همه موجودات يوکاريوتی وجود دارند و  هستندهايی 
در  حفاظت شده قسمتها يک اين پروتئین bHLH دمین
يابی . علاوه بر آن، توالیباشدهای رونويسی میکنندهتنظیم

های فراوان پروتئینتعداد وجود  ESTهای ژنومی و برنامه
bHLH های يوکاريوتی ثابت کرده استرا در گونه  

(Berben et al., 1990) يک دمین .bHLH  18دارای 
-دمین می Nمینه بازی هیدروفیلیک در قسمت انتهای اسیدآ
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هیدروفوبیک دو  آمینهاسیدهایدنبال دو منطقه از  به باشد که
ه نیز ناحی دهد که اين دومیتشکیل  آلفا راناحیه مارپیچ 

 .Heim et al., 2003)) اندتوسط يک لوپ از هم جدا شده
پستانداران نشان داده  bHLHهای مطالعات روی پروتئین

نیاز به دايمريزه شدن  HLHاست که ساختار حفاظت شده 
. (Ellenberger et al., 1994) دارد bHLHبین دو پروتئین 
در بین حیوانات و گیاهان حفاظت  bHLHهمچنین دمین 

شونده به س متصلساختار دايمريک کمپلک .استشده 
DNA یاهان فقط با يک توالی حفاظت شده از در گ

 bHLHهای برخی از پروتئینشود. تعیین می آمینههایاسید
ها را تنظیم بیان ژن DNAبا اتصال به  مطالعه شدهگیاهی 

رای رونويسی يوکاريوتی دا عواملرکلی طو به کنند.می
شونده به شامل دمین متصل جدا از هم دمینحداقل دو 

DNA دمیناين دو  .باشندمی ه يا بازدارندهکنند و دمین فعال 
 ژن ها از قسمت پروموترژن با همکاری هم باعث تنظیم بیان

شونده به ی متصلها bHLHهای غیر از مین. دشوندمی
DNA  ها توسط که برای تنظیم بیان ژن نداشده شناسايینیز

  وتحلیل تجزيهبراساس  .دنباشمهم می bHLHهای پروتئین
های از ژن یگروه ،در ذرت آنتوسیانینژنتیکی بیوسنتز 

bHLH نقش دارندرنگیزه بنفش آنتوسیانین  تولید در 
((Neuffer et al., 1997 .های پروتئینbHLH ساير  با

های پروتئینازجمله رونويسی در ذرت  عواملهای گروه
MYB در رنگیزهتولید باعث کنترل  با هم وکنش دارند برهم 

از  TcJAMYCژن  در اين تحقیق شوند.يک بافت می
گیاه سرخدار ان های رشد کرده حاصل از نجات رويچهگیاه

 .شديابی سازی و توالیهمسانه بعدو  جداسازیگونه باکاتا 
درصد همولوژی را با ژن  99يابی بیش از نتیجه توالی
TcJAMYC  در پايگاه  همین دلیل به ونشان دادNCBI 

براساس  .شدثبت  TbJAMYC نام باعنوان ژن جديد  به
 ه در اين تحقیقانجام شدبیوانفورماتیکی های  تحلیل و تجزيه

رونويسی  عواملخانواده متعلق به اين ژن مشخص شد که 
MYC که دارای موتیف اتصال به  استDNA نام  ابbHLH 

 روی (2009) و همکاران Nimsمطالعه براساس باشد. می
کننده تنظیم TcJAMYCرونويسی  عامل گونه کاسپیداتا

بنابراين  است.زی تاکسول تهای مسیر بیوسنتعدادی از ژن
 یمهمنقطه تواند مینیز  TbJAMYCعامل رونويسی احتمالا 

در مهندسی مسیر بیوسنتزی و افزايش میزان تولید تاکسول 
  .باشد ايرانی در سرخدار

 
 نتیجه گیری

دلیل برخی مشکلات زندگی مدرنیته شیوع  به سفانهأمت
ژه کشور ما ايران رشد وي بهسرطان در بین جوامع مختلف 

های اخیر داشته است. درخت سرخدار ايی در سالسز به
داشتن داروی  دلیل هبژنتیکی ايران است که ذخائر  يکی از

-بهای ضد سرطان تاکسول در خطر انقراض جدی میگران

های اساسی در سنتز کامل دلیل اينکه هنوز موفقیت به باشد.
 ؛است انجام نشدهشگاه يا نیمه سنتز اين ماده در آزماي

راهبرد مهندسی ژنتیک برای دستکاری مسیر که  طوری به
برای نیل بنابراين رسد. نظر می هبیوسنتزی اين دارو ضروری ب

های اين مسیر شناسايی و به اين هدف بايد تک تک آنزيم
های دخیل در علاوه بر آنزيم سی آزمايشگاهی شوند.ربر

ه مسیر نیز کنند ويسی کنترلمسیر بیوسنتزی، فاکتورهای رون
باشد. در اين مطالعه ژن  ای برخوردار می العاده از اهمیت فوق

از گیاه سرخدار ايرانی  TbJAMYCفاکتور رونويسی 
با  ارتولوگ بودنه دهند ی شد که نشانياب ی و توالیساز جدا

در گیاه سرخدار گونه  TcJAMYCفاکتور رونويسی 
مطالعات اخیر نشان داده شد که در باشد که در  کاسپیداتا می

رو پیشنهاد  کنترل مسیر بیوسنتزی تاکسول دخیل است. از اين
اين فاکتور رونويسی در تولید تاکسول در ثیر أتشود می

 های موئین اين گیاه بررسی شود.ريشه
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Abstract 
      An anti-cancer drug called Taxol, or paclitaxel is one of the secondary metabolites of yew 

tree (Taxus bacatta). Taxol is one of the most important and most useful anticancer drugs in the 

treatment of lung cancer. Taxol prevents the depolymerization of microtubules and inhibits cell 

division in tumor tissues. JAMYC is a transcription factor from MYC family with a DNA-

binding motif called bHLH. The gene involved in Taxol biosynthesis has been identified in 

other yew species. The aim of this study was isolation and cloning of TbJAMYC gene and 

bioinformatics analysis of its structure. Initially to obtain yew seedling, embryos were removed 

from seeds of the species and cultured on MS medium containing activated charcoal and 

ascorbic acid. Total RNA was extracted from the seedlings and cDNA was synthesized from 

extracted RNA. The gene of TbJAMYC was amplified by PCR from cDNA. Amplified fragment 

cloned in pTG 19 vector using TA cloning method and sequenced. Bioinformatics analysis was 

carried out by MODELLER and Pfam softwares. The cloning was confirmed by endonuclease 

digestion and sequencing. TbJAMYC bioinformatics analysis was carried out by Pfam and 

MODELLER softwares that revealed three-dimensional structure of the DNA binding domain. 

These analyzes showed that TbJAMYC protein is a member of MYC transcription factors 

family that binds to DNA and regulates gene expression by bHLH domain. TbJAMYC 

transcription factor involved in the biosynthesis of valuable anticancer Taxol drug. Hence Taxol 

biosynthesis pathway manipulation via genetic engineering can be a new way to increase 

production of the metabolite in yew plant. 
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