
 
 

 

 

 (Thymus vulgaris) از آهّـو ةاغی p450 ؼْتُکعهمؿياؼاّی، دطاؼازی ه ٍهؽاىٌ ؼازی ژن 

نَؽا نسهطی
1

، نؽػُد تُزْطفع
*2

 

 چکْطً

کلْطی  ٍایژن ّکی از ةاؿط.  نی ةػيُان داره (.Thymus vulgaris L) گْاً آهّـودرتْهُل ّکی از پعکارةعدتعّو نتاةُلْت جاىٌُّ 

اىذام ؿط ه   RNAةٌ نيظُر دطاؼازی ه ٍهؽاىٌ ؼازی آن اةتطا اؼتضعاج اؼت.   p450ؼْتُکعهم کٌ در ؼيتغ آن ىلؾ دارد ژن

 5′ةٌ  3 ′کٌ صاقْت  HFةا اؼتفادً از آغازگعٍای ظعازی ؿطً از نياظق زفاظت ؿطً در زضُر آىغّم  cDNAپػ از ؼاصت 

قُرت  pTG19 پلاؼهْطدر کلُىْيگ   T/Aٍهؽاىٌ ؼازی ةٌ رهش نعزلٌ اهل،  در .اگغهىُکلئازی دارد غهل تکحْع قُرت گعفت

. كعػات ٍهؽاىٌ ؿطً ةعای تاّْط اىذام ؿط BamHIه ٍضم آىغّهی ةا  کلُىی PCR. اىتضاب ىُتعکْب ٍا از ظعّق ؼْؽتم گعفت

pBI121ةٌ نيظُر ٍهؽاىٌ ؼازی در هکتُر ةْاىی ىَاّی تُالی ّاةی ؿطىط. 
GUS-9  

در ؼاّت  BamHIكعػٌ ةعش صُردً ةا آىغّم 

pBI121در هکتُر ٍهُلُگ 
GUS-9 

کلُىی  PCRٍای ىُتعکْب ةا  ٍهؽاىٌ ؿط. تاّْط کلُىی Nosه صاتهٌ دٍيطً  35sتست پعهنُتع 

ٍای ةػطی ةٌ نيظُر فعا ةْان تْهُل نُرد  هکتُر ىُتعکْب گْاٍی ظعازی ؿطً نْتُاىط دَت پژهٍؾ .ه ٍضم آىغّهی اىذام ؿط

 اؼتفادً كعار گْعد.

 ، ٍهؽاىٌ ؼازی  p450ؼْتُکعهم آهّـو ةاغی، تْهُل، : کلهات کلْطی
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 اّعان تَعان، ةَـتی، ؿَْط داىـگاً زّؽتی، فياهری ه غلُم داىـکطً ةُْتکيُلُژی ارؿط کارؿياؼی داىـذُی

* 
2

 m_tohidfar@sbu.ac.ir. اّهْل: اّعان تَعان، ةَـتی، ؿَْط داىـگاً زّؽتی، فياهری ه غلُم داىـکطً گْاٍی، ةُْتکيُلُژی عهًىُّؽيطً نؽئُل. گ 

 نذلٌ زّؽت فياهری گْاٍان دارهّی

1365ؼال پيذم، ؿهارً دهم، پاّْغ ه زنؽتان   
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 نلطنٌ

ٍغاران ؼال پْؾ ةػيُان نيتع  گْاٍان دارهّی از

اىط. ةعظتق تضهْو ٌ ارزؿهيط دارهّی کارةعد فعاهان داؿت

درقط نعدم ةعُر  58ؼازنان ةَطاؿت دَاىی، ةْؾ از 

ؼيتی ّا نطرن از گْاٍان دارهّی ةعای ؼلانتی صُد 

ٍهچيْو ةؽْاری از دارهٍای ؿْهْاّی ىْغ  ،ةعىط ةَعً نی

 ,Tripathi) ؿطً اىط ةا الگُةعداری از نُاد گْاٍی ؼاصتٌ

تلاضا ةعای گْاٍان دارهّی درزال افغاّؾ اؼت  (2003

کٌ زّؽتگاً ٍای ّط ةٌ اّو ىکتٌ تُدٌ داؿت انا ةا

ه ةاتُدٌ ةٌ ؿعاّط  ةُدًنسطهد  اّو گْاٍان ظتْػی

نسْعی ه تعکْتات نَم دارهّی در گْاً، تضعّب رهز 

ٍای  فضای ؼتغ، ىاةُدی گُىٌ ٍا، نعاتع ه افغهن ديگل

نتيُع گْاٍی ه داىُری، نـکلات نعتتط ةا اٍلی ىهُدن 

ه کـت زراغی اّو گْاٍان، نسللْو را ةٌ اؼتفادً از 

ٍای نَيطؼی ژىتْک دَت افغاّؾ تُلْط ه ةَعً  تکيْک

 ةعداری گْاٍان دارهّی نػعُف ىهُدً اؼت. فياهری

هْاّی انکان ؿياؼاّی نؽْعٍای ةُْؿْ نَيطؼی ژىتْک

ٍا،  ٍای دصْل در اّو نؽْعٍا، افغاّؾ ةْان آن ژن ه ژن

ٍا از نُدُدی ةٌ نُدُد دّگع را  دؼتُرزی ه اىتلال آن

. تُلْط گْاٍان تعارّضتٌ ّکی از کعدً اؼتفعاٍم 

 ,Shirazi) . نَهتعّو کارةعدٍای نَيطؼی ژىتْک اؼت

ٍای اىتلال ژن ه  تکيْکانعهزً ةا اؼتفادً از  (2018

ٍای نـاةٌ آن، تُلْط گْاٍان تعارّضت ةا ةَتُد در  رهش

صكُقْاتی ٍهچُن غهلکعد، کْفْت غظاّی ةالاتع، 

ٍا، تُلْط گْاٍان دارای  نلاهنت ةٌ آفات ه ةْهاری

صاقْت درناىی ه تُلْط گْاٍان ةا صاقْت ناىطگاری 

ٍای  دةالا انکان پظّع ؿطً اؼت. ّکی از نَهتعّو کارةع

نَيطؼی نتاةُلْت در راؼتای افغاّؾ  ٍا، اّو تکيْک

در اّو .  (Shirazi, 2018) ٍای دارهّی اؼت فعآهردً

ٍای  تُان ةا هارد کعدن ژن نعةُط ةٌ آىغّم ٍا نی رهش

ٍای كُی،  ٍا در کيار پْؾ ةعىطً کلْطی ه كعار دادن آن

ظعف دّگع ةا اؼتفادً از ةْان ژن را افغاّؾ داد. از 

ٍای  ٍای صانُؿی ژن ةا اؼتفادً از تُالی رهش

ؼيػ، اّو انکان هدُد دارد تا از ظعّق نَار تُلْط  آىتی

ٍا، راً نتاةُلْکی تُلْط نسكُل نُرد ىظع را  اّو آىغّم

ةعصی از دارهٍای  .(Kumar, 2008) ٍهُار کعد

کعّؽتْو ه  ةلاؼتْو، هّو ٍهاىيط هّوضطؼعظان نَم 

کٌ از ارزش اكتكادی ةؽْار ةالاّی  ه تْهُل تاکؽُل

ٍا از چيط دلار تا چيط ٍغار  ةعصُردار ةُدً ه كْهت آن

کيط از ٍهْو تعکْتات ارزؿهيط دارهّی  دلار تغْْع نی

اىط. تُلْط اىتًُ ه ؼعّع اّو نُاد پْچْطً در  زاقل ؿطً

ٍای ؿْهْاّی غالتا ةؽْار  نلْاس زّاد از ظعّق رهش

دؿُار ه زتی در نُاردی غْعنهکو ٍؽتيط ه از ظعف 

ٍای ظتْػی نضتلف ناىع تُلْط اّو نُاد  دّگع نسطهدّت

راً زل نياؼتی دَت  ىُّو ؿُىط. ةکارگْعی فياهری نی

 ةاؿيط ٍا نی تُلْط اىتًُ ه ؼعّع اّو نتاةُلْت

(Mulabagal, 2004).  ،ةاتُدٌ ةٌ نكعف ةالای تْهُل

اكتكادی ىتُدً ه  ٍای ؼيتی ةٌ رهش تُلْط اّو نادً

ٍای  ، از رهشاّو نادً لازم اؼت کٌ ةعای تُلْط ةْـتع

کٌ نيذع ةٌ افغاّؾ آن در هازط ؼعر  ةَعً گعفتىُّو 

. ٍطف از اّو تسلْق (Erlangung, 1977) ؿُد نی

از گْاً  p450ؼْتُکعهم دطاؼازی ه ٍهؽاىٌ ؼازی ژن 

  آهّـو در راؼتای ةَعً ةعداری آن در گْاٍان اؼت.
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 ٍا نُاد ه رهش

ه  DH5αؼٌُّ  E.coliدر اّو تسلْق از ةاکتعی 

pBI121)ؿعکت ؼْياکلُن( ه  pTG19پلاؼهْطٍای 
-

GUS 
ٍضم   اؼتفادً ؿط. اؼتضعاج پلاؼهْط ه هاکيؾ 

ه تٌَْ  کييطگی ٍای ةا صاقْت اقلاح آىغّهی ةا آىغّم

ٍای نؽتػط ه هاکيؾ اتكال ظتق دؼتُر  ةاکتعی

( اىذام ؿط. 2888) Russelه  Sambrookٍای  الػهل

از رهی ژل آگارز ةا اؼتفادً  DNAصالكؽازی كعػات 

 High Pure PCR Purification   (Bioneer)از

Kit قُرت گعفت. در اةتطا ظعازی آغازگعٍای اصتكاقی

گْاٍان  p450ؼْتُکعهم ةا اؼتفادً از تُالی ژن 

صاىُادً آهّـو ةاغی از نياظق زفاظت ؿطً اىذام  ٍم

ؿط، ه ةٌ دَت تػْْو نياظق زفاظت ؿطً از ىعم افغار 

T-coffee :اؼتفادً ؿط. کٌ ةٌ ؿعح زّع اؼت 

F-5’ATGGATATTTCAATTTCATGGG-3’ 

3’- TTATGAGGTTGGATTGTGG 5’ -R  

  RNAؼتضعاج ا

ٍای گْاٍی آهّـو ةاغی  از ىهُىٌ RNAاؼتضعاج 

(Thymus vulgaris )   ةا اؼتفادً از تعاّغهل( ه ؼيتغ(

cDNA  :ةٌ ؿعح زّع اىذام ؿط 

ةافت گْاٍی در  نْلی گعم از 188 پُدر کعدن( 1

  .ازت ناّع

ٍع ةٌ  تعاّغهلنْکعهلْتع  1888اضافٌ کعدن ( 2 

 ىهُىٌ.

 ىهُىٌ.نْکعهلْتع کلعهفعم ةٌ  288اضافٌ کعدن ( 3 

دكْلٌ  15دردٌ ةٌ نطت  4ؼاىتعّفُْژ در دنای ( 4 

 .g 12888در دهر 

دهع آهری ؼُپعىاتاىت )ناّع رهّی( ه اضافٌ ( 5 

کعدن زذم نؽاهی اّغهپعهپاىُل ؼعد، نضلُط کعدن 

دكْلٌ ه ؼپػ  15ه ىگَطاری رهی ّش ةٌ نطت 

 .ؼاىتعّفُْژ

 1888رهّی ه اضافٌ کعدن  زظف ناّع( 6 

 ةٌ ٍع ىهُىٌ. %58نْکعهلْتع اتاىُل 

 ؼاىتی گعاد. دردٌ 4ؼاىتعّفُْژ در دنای ( 4  

 34زظف ناّع رهّی ه صـک کعدن در اىکُةاتُر ( 5 

 25دردٌ ةٌ نطت ىْم ؼاغت ه اضافٌ کعدن 

 .DEPCنْکعهلْتع آب 

 18دردٌ ةٌ نطت  55كعار دادن در ةو ناری ( 6 

 .دكْلٌ

  DNaseر تْها

ةٌ نيظُر زظف آلُدگی ژىُنی تْهار زظف ژىُنی ةٌ 

 ؿعح زّع قُرت گعفت

 8.25ه  DNase bufferنْکعهلْتع ّک افغهدن  (1

 ةٌ ٍهعاً ّک  RNase inhibitorنْکعهلْتع از 

ةٌ ىهُىٌ زاهی ّک  DNaseنْکعهلْتع آىغّم 

 .RNAنْکعهگعم 

 34دكْلٌ در دنای  38ةٌ نطت ىهُىٌ كعار دادن ( 2

 دردٌ.
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ه  EDTA ةا اؼتفادً ازآىغّم  غْعفػال کعدن( 4 

 دردٌ 65دكْلٌ در دنای  15 ةعایكعار دادن 

 گعاد. ؼاىتی

 cDNAؼاصت 

ظتق پعهتکل ؿعکت کْاژن  cDNAنعازل ؼاصت 

cDNA Synthesis Kit   338451ةا ؿهارً کاتُلُک 

 اىذام ؿط.

 DNAؼازی هاکيؾ زىذْعً ای پلی نعاز ه صالف

 تکحْعی

ةا  HFةٌ نيظُر تکحْع ژن ٍطف از آىغّم  PCRهاکيؾ 

در  Aکييطگی ه تُاىاّی اضاكٌ کعدن  صاقتت اقلاح

ظتق پعهتکل زّع اؼتفادً ؿط. )آىغّم ةٌ  ’3اىتَای 

 .ٍای آنادً هدُد دارد( نْکعهلْتع در هّال 1نْغان 

 

 

 ادغای هاکيؾ

------------------- 

 نلطار

----------------- 

H2O 5µ l 

)forward 58ngآغازگع  1µ l) 

 reverseآغازگع 

 masterنضلُط 

58ng( 1µ l) 

12µ l 

 الگُ

------------------- 

188ng ( 1µ l) 

----------------- 

28µ زذم ىَاّی l 

 

 ةٌ نيظُر تکحْع ژن ٍطف ةٌ ؿعح زّع اؼت: PCRةعىانٌ 

  غهل دنا زنان

 چعصٌ 1 اهلٌْ ؼازیهاؼعؿت C°94 دكْلٌ 5

 چعصٌ 35 دهرؿتٌ ؼازیهاؼعؿت C°94 جاىٌْ 68 

 ٍطف DNA چؽتْطن آغازگع ةٌ   C°58 جاىٌْ 68

 ٍطف  DNAتکحْع  C°72 دكْلٌ 3

 چعصٌ 1 تکحْع ىَاّی   C°72 دكْلٌ 5
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 pTG19ٍهؽاىٌ ؼازی در پلاؼهْط 

 ژل در ؿطً تکحْع ژىِ كعػات آؿکارؼازي از پػ

 Silica تْاز ک اؼتفاد ةا ىظع نُرد كعػات الکتعهفُرز،

Bead Gel Extraction Kit (Fermentas Co, Cat.No: 

K0513) اؼاس ةع ؼازي ؼازی ؿطىط. ٍهؽاىٌصالف 

از  T/A کْت  از اؼتفادً ةا ه  T/A-cloning  ؼْؽتم

 . ؿط ةٌ ؿعح زّعاىذام pTG19 ىاكل در ؿعکت ؼْياژن 

 

 (1:3نلطار ىؽتت ) ادغای هاکيؾ

 نْکعهلْتع 4 آب دهةار تلعْع

 نْکعهلْتع1   ةافع لْگاز

 pTG19 188ngىاكل 

)صالكؽازی  DNAكعػٌ 

 ؿطً(

28ng 

 هازط 1 لْگاز T4  DNAآىغّم 

 نْکعهلْتع 18 زذم ىَاّی

ةعای ّک ؼاغت دردٌ  22در ادانٌ، هاکيؾ در دنای 

 ىگَطاری ؿط.

 یاز ةاکتع بْىُتعک یٍا طْپلاؼه غشّدَت تعار

ه  Sambrookنعاةق رهش   XL1Blueٌّؼُ

ةٌ  بْىُتعک یٍا طْاىذام ؿط. پلاؼه (2881)ٍهکاران

رهش لْغ كلْاِّ از ؼلُل ٍاي ةاکتعي اؼتضعاج ؿطىط. 

ه  یآر کلُى یؼ یةٌ نيظُر تأّْط درج كعػٌ از رهش پ

ةٌ نيظُر  ٌاؼتفادً ؿط، در ادان  BamHI یهٍّضم آىغ

 قُرت گعفت. یاةّ یتُال ّیىَا طّْتا

 

pBI121ٍهؽاىٌ ؼازی در پلاؼهْط 
-GUS

ؼْتُکعهم ه زاهی ژن  pTG19پلاؼهْط ىُتعکْب  

p450  نُرد ٍضم آىغّهی ةاBamHI   ةٌ ؿعح زّع اىذام

 .ؿط

 ادغای هاکيؾ نلطار

3µ l آب 

1µ l ُ10ةافع تاىگx 

 پلاؼهْط نْکعهگعم 1

1µ l  آىغّمBamH1 

18µ l زذم ىَاّی 
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pBI121ٍهغنان هکتُر ةْاىی  
-GUS

( ةا آىغّم 1)ؿکل  

BamH1  ةعش دادً ؿط. ةٌ نيظُر دلُگْعی از غهل

صُد اتكالی دی فؽفعّلٌ ؿطن  تُؼط آىغّم الکالْو 

 فؽفاتاز از ؿعکت فعناىتاز)ؿهارً کاتالُگ:

MAN0012876.ةٌ ؿعح زّع قُرت گعفت ) 

 نلطار  ادغای هاکيؾ

 نْکعهلْتع 2 آب دهةار تلعْع

 نْکعهلْتع 2 (10xةافع)

pBI121ىاكل ةْاىی 
-GUS 

µg1  

 نْکعهلْتع)ّک هازط( 1 آىغّم آلکالْو فؽفاتاز

 نْکعهلْتع 28 زذم ىَاّی

 

 

pBI121كعػٌ ٍطف در ؼاّت ٍهُلُگ هکتُر   
-GUS   

ةا 

(از EL0014اؼتفاد از آىغّم  لْگاز )ؿهارً کاتالُگ: 

 ؿعکت  فعناىتاز ظتق هاکيؾ زّع ٍهؽاىٌ ؿط.

 نْکعهلْتع ؾکيادغای ها

H2O 6 نْکعهلْتع 

Buffer T4 DNA ligase(10x) 2 نْکعهلْتع 

 ىاىُگعم در نْکعهلْتع 48 كعػٌ ژن الساكی

 ىاىُگعم در نْکعهلْتع 38 پلاؼهْط

 )ّک هازط(نْکعهلْتع T4 DNA ligase 1آىغّم 

 نْکعهلْتع 28 زذم ىَاّی

 

 DH5αی  ؼٌُّ E.coliهکتُر ىُتعکْب ةٌ ةاکتعی  

دانط  LBٍا رهی نسْط کـت  اىتلال ّافت ه ةاکتعی

زاهی آىتی ةُْتْک کاىاناّؽْو گغّيؾ ؿطىط. تػطادی 

ٍا دَت ةعرؼی ه تاّْط ٍهؽاىٌ ؼازی اىتضاب  از کلُىی

ؿطىط ، درىَاّت اؼتضعاج پلاؼهْطٍای ىُتعکْب ةٌ 

ٍای ىُتعکْب ةا ده  رهش لْغكلْاّی اىذام گعفتٌ ه کلُىی

 کلُىی ه ٍضم آىغّهی ةعرؼی ؿطىط.PCR رهش 
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 pBI121-GUS: ؿهاّی از پلاؼهْط ةْاىی 1ؿکل

 ىتاّخ ه ةسث

 p450ؼْتُکعهم  تکحْع ژن

دٍيطً کْفْت  از گْاً آهّـو ةاغی ىـان RNAاؼتضعاج 

ؼْتُکعهم الف(، تکحْع ژن -2نعلُب آن ةُد )ؿکل

p450  ةا اؼتفادً از پعاّهعٍای اصتكاقی ظعازی ؿطً ه

 2کيط( در ؿکل اضافٌ نی A)کٌ ةعآنطگی  HFآىغّم 

اؼت. غطم هدُد ةاىط در کيتعل نيفی ىـان آهردً ؿطً 

دٍيطً غطم  آلُدگی هاکيؾ اؼت. ٍم ردّف ةُدن ةاىط 

دفت ةازی ىـان دٍيطً تکحْع  1488ٍطف ةا اىطازً 

 درؼت كعػٌ نُرد ىظع اؼت.

ىتاّخ نعةُط ةٌ ٍهؽاىٌ ؼازی ژن ؼْتُکعهم در هکتُر 

pTG19  ةٌ رهشPCR  کلُىی ه ةا اؼتفادً از پعاّهع

ی  .ب اهردً ؿطً اؼت. كعػ2ٌاقی در ؿکلٍای اصتك

دفت ةازی نعةُط ةٌ تکحْع كعػٌ نُرد ىظع ةُدً  1488

در هکتُر  p450ؼْتُکعهم ه اّو ةطان نػياؼت کٌ ژن 

pTG19 ًةٌ نيظُر تاّْط ةْـتع  اؼت. ٍهؽاىٌ ؿط

ی نحتت  ىتْذٌ PCRی  ٍاّی کٌ در نعزلٌ کلُىی

ٍا اؼتضعاج پلاؼهْط اىذام  داؿتيط اىتضاب ؿطً ه از آن

قُرت گعكت   BamHIؿط، ٍضم آىغّهی ةا آىغّم ةعؿی 

.پ(. زضُر ده ةاىط زاقل از ٍضم آىغّهی 2)ؿکل

نعةُط  bp1488پلاؼهْط کٌ ّک تک ةاىط در نسطهدً 

ه تک ةاىط دّگع در نسطهدً   ةٌ كعػٌ نُرد ىظع ةُدً

bp3888   کٌ نعةُط ةٌ پلاؼهْطpTG19 ةاؿط،  نی

ىـاىطٍيطً الساق ژن ٍطف در هکتُر نُرد ىظع اؼت. 

غطم هدُد ةاىط در آب ىـاىطٍيطً غطم هدُد آلُدگی در 

پػ از ٍهؽاىٌ ؼازی ه تاّْط كعػٌ ٍطف   ٍا اؼت. ىهُىٌ

اىالْغ تُالی ّاةی ةا اؼتفادً از ةلاؼت ىـان داد کٌ كعػٌ 

ؼْتُکعهم اکحع ؿتاٍت نتػلق ةٌ ژن تکحْع ؿطً ةا زط

p450  اؼت. در ادانٌ كعػٌ ٍطف  در ؼاّتNCBI  ةا

ىتاّخ نعةُط  ةٌ جتت رؼْط.  MK266241کط دؼتعؼی 

pBI121ةٌ ٍهؽاىٌ ؼازی در هکتُر ةْاىی  
-GUS 

در  

دَت تاّْط ٍهؽاىٌ ؼازی  .ث آهردً ؿطً اؼت. 2ؿکل

 ؿط.اؼتفادً   BamHIکلُىی ه ٍضم    PCRاز ده رهش 

زضُر ده ةاىط زاقل از ٍضم آىغّهی پلاؼهْط کٌ ّک 

کٌ نعةُط ةٌ ژن   bp1488تک ةاىط در نسطهدً 

ه تک ةاىط دّگع در نسطهدً  p450ؼْتُکعهم 

 الف



 02/ (Thymus vulgaris) باغی آيیشه از p450 سیتًکريم شن سازی َمساوٍ ي جداسازی شىاسایی،  

 

bp13888  ٌهکتُر ةْاىی کٌ نعةُط ةpBI121
-GUS 

 ةاؿط. نی 

 

 

 1ی نُرد ىظع. چاٍک  دَت تاّْط پعاّهعٍای ظعازی ؿطً ه تکحْع كعػٌ PCRی آهّـو ةاغی. ب: تكُّع الکتعهفُرز نسكُل  از ىهُىٌ RNA. الف: تكُّع اؼتضعاج 2ؿکل

م ؼْتُکعهؼازی ژن  تاّْط ٍهؽاىٌةاؿط. ج:  نی 1kbنعةُط ةٌ لطر  Mنعةُط ٌّ کيتعل نيفی ه چاٍک  –ه چاٍک  p450ؼْتُکعهم ی ژن  ی تکحْع ؿطً نعةُط ةٌ كعػٌ

p450  ةا رهشPCR چاٍک .M  1نعةُط ةٌ لطرkb ی نُرد ىظع در ىتْذٌ ی اىذام  نعةُط ةٌ تکحْع كعػٌ 5ه4ه3ه2ه1ٍای  ةاؿط، چاٍک نیPCR ةاؿط. د:  کلُىی نی

کلُىی تاّْط  PCRآزنُن ةاؿط. ً:  نی BamHIنعةُط ةٌ ٍضم آىغّهی ةا  3ه2ه1ٍای  نی ةاؿط ه چاٍک 1kbنعةُط ةٌ لطر  Mٍای  چاٍک. BamHIٍضم آىغّهی ةا 

نعةُط ةٌ کيتعل  1ةاؿط، چاٍک  ی نُرد ىظع نی نعةُط ةٌ تکحْع كعػٌ 5ه4ه3ه2ةاؿط، چاٍک  نی 1kbنعةُط ةٌ لطر  Mچاٍک . p450ؼْتُکعهم ی كعػٌ ژن  کييطً

pBI121ٍضم آىغّهی پلاؼهْط ةاؿط. ی:  نحتت ه چاٍک نيفی نعةُط ةٌ کيتعل نيفی نی
GUS-9 

پلاؼهْط  2پلاؼهْط ةعش ىضُردً، چاٍک  1چاٍک . BamHIةا  

 .ةاؿط نی BamHIٍای ىُتعکْب ةعش صُردً ةا آىغّم ةعؿی  پلاؼهْط 3.4.5Iغْعىُتعکْب ةػيُان کيتعل نيفی، ه چاٍک

 

 گْعیىتْذٌ

ةا اؼتفادً از   p450ؼْتُکعهمدر ظی اّو تسلْق، ژن 

پعاّهعٍای اصتكاقی کٌ ظعازی ؿطً ةُد ةُؼْلٌ 

ةعای اهلْو ةار دطاؼازی ه کلُن گعدّط ه  PCRتکيْک 

پػ از تاّْط کلُىْيگ، تػْْو تُالی قُرت گعفت. ىتاّخ 

زاقل از تػْْو تُالی، ىـاىطٍيطً ؿتاٍت اّو ژن ةا ژن 

صاىُادً ی آهّـو  در ؼاّع گْاٍان ٍم  p450ؼْتُکعهم

-pBI121. در ىَاّت ژن ٍطف در هکتُر ةْاىی ةُد
GUS

 

ٍهؽاىٌ ؿط. اّو هکتُر ظعازی  35sتست پعهنُتُر 

تُاىط دَت اىتلال ةٌ گْاً نُرد اؼتلادً كعار  ؿطً نی

گْعد. در راةعٌ ةا ؿياؼاّی ىسًُ غهلکعد ژن 

ةا ةعرؼی نؽْعٍای ةُْؿْهْاّی ةٌ اّو   p450ؼْتُکعهم

ل ةٌ ٍهعاً ژن تعپو ىتْذٌ رؼْطىط کٌ در ؼيتغ تْهُ

، ةطّو (Erlangung, 1977) ؼيتاز ىلؾ کلْطی دارد

رؼط کار ةع رهی افغاّؾ  تعتْب آىچٌ ضعهری ةيظع نی

ٍا در ةْان آن  ةْان اّو ژن ه اؼتفادً از تـطّطکييطً

اؼت. در اّو تسلْق تلاش نا ةع اّو ةُدً اؼت کٌ 

ؼازی ژن  رهؿی ةا کاراّی ةالا دَت ٍهؽاىٌ

تُاىط ةعای ةُْتکيُلُژی ه تيظْم  کٌ نی p450ؼْتُکعهم

ٍای جاىٌُّ ةٌ دَت افغاّؾ  ُلْتنؽْعٍای تُلْط نتاة

تعکْتات نفْط ه ضطؼعظاىی ٍهچُن تْهُل، نُرد 

 اؼتفادً كعار گْعد. 
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Identification, isolation and cloning of cytochrome p450 from Thymus vulgaris  
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Abstract 

Thymol is one of the most widely used secondary metabolites in Thymus vulgaris, as a drug. One of the 

key genes which is involved in its synthesis is the cytochrome p450 gene. In order to isolate and cloning 

p450 gene, the extraction of RNA was carried out subsequently the cDNA synthesized. Amplification of 

cDNA was carried by using designed primers from conserve region in the presence of the HF enzyme that 

has the property of 3′ to 5′ exonuclease. In first stage cloning was done by T/A method in plasmid pTG19. 

Selection of recombinant colony was performed by PCR system and digestion with BamHI. The cloned 

fragments were sequenced for the final confirmation. In order to cloning in the plant expression vector 

pBI121
GUS-9

, the fragments that were cut with the BamHI enzyme were cloned in homologous site of the 

pBI121
GUS-9

 vector under the promoter 35s and the Nos terminator. Confirmation of recombinant colonies 

was performed with colony PCR and digestion. This designed recombinant vector can be used for further 

research and over- expression of thymol. 
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