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 دهيچك
بطور گسترده در تحقيقات ژنتيك مولكولي مورد  ،)S1/P1خانواده (رشته  نوكلئازهاي اختصاصي تك

، اندونوكلئازهاي گياهي هستند كه از قابليت اين خانوادهربردترين آنزيم هاي استفاده قرار مي گيرند. پركا
تكنيك هترودوپلكس برخوردارند.  DNAاختصاصي نواحي جفت شدگي ناجور در مولكول هاي  برش

هاي مورد  ترين تكنيك ، يكي از متداولمبتني بر فعاليت اين اندونوكلئازها هترودوپلكس DNAهضم آنزيمي 
 يها ميهاي ژني رمزكننده آنز تواليق، ياي در ژنوم است. در اين تحق هاي نقطه شناسايي جهش يراب استفاده

با استفاده از آغازگرهاي  )Petroselinum crispum( گياه جعفري ازرشته  تك ياندونوكلئاز اختصاص
ازي و ، پس از همسانه سجداسازي شده ند. توالي هاي ژنيديگرد يجداساز PCRهترولوگ در واكنش 

ات يخصوصافزاري  نرم. مطالعه ندشد ينامگذار PARS IIو  PARS Iهاي  به نام ،تعيين ماهيت
به خانواده  PARS IIو  PARS Iنشان داد كه دو آنزيم  يكيو قرابت ژنت ي، ساختار مولكولييايميكوشيزيف

نشان  پلكسهترودو DNA ياختصاص يبه نوكلئازها ياديتعلق داشته و شباهت ز S1/P1 ينوكلئازها
، مستلزم بررسي فعاليت هااين نوكلئازمكانيزم فعاليت و ترجيح سوبسترايي تعيين با اين حال،  دهند. يم
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 مقدمه
رشته كه به  تك ياختصاص ينوكلئازها

باشند،  يز معروف مين S1/P1خانواده  ينوكلئازها
ك يد نوكلئياس يها مولكول يبطور اختصاص

 يا رشته تك ين نواحيو همچن يا رشته تك
را هدف قرار  يا دو رشته يها در مولكول يموضع

. شهرت (Desai & Shankar, 2003) دهند يم
 يل كاربردهايدل شتر بهين خانواده بيا يوكلئازهان

بطور  ها مين آنزيباشد. ا يآنها مگسترده  يقاتيتحق
 ين ساختمان مولكولييگسترده در مطالعات تع

 يها و بررس جهش يابي ك، نقشهينوكلئ يدهاياس
مختلف  يبا عوامل مولكول DNA يها ان كنشيم

ن يا . (Drew, 1984)رنديگ يمورد استفاده قرار م
شامل  يار متعددينوكلئازها از منابع بس

 ياهان و جانوران جداسازيها، گ زميكروارگانيم
اه ياز گ CEL Iنوكلئاز اندوبا كشف  اند. شده

، دسته  (Oleykowski et al., 1998)كرفس
رشته  تك ينوكلئاز اختصاص يها مياز آنز يديجد

استر  در باند فسفودي يت برش اختصاصيبا قابل
در  شدگي ناجور لوپ جفت 3΄احيه مجاور ن
 يا معرفيهترودوپلكس به دن DNA يها مولكول

 DNAهضم قطعات ك يتكن در حال حاضر،شد. 
و  CEL I يآنزيمت يبر فعال يمبتنهترودوپلكس 

و  منظور شناسايي بهمشابه آن  ير نوكلئازهايسا
نوكلئوتيدي و درج و  هاي تك آشكارسازي جهش

هاي  در جنبهكوچك ند نوكلئوتيدي هاي چ حذف
 مورد مختلف بيولوژي مولكولي و ژنتيك پزشكي

 ;Taylor & Deeble, 1999( رديگ ياستفاده قرار م

Henikoff & Comai, 2003; Till et al., 2004(. 
 ينوكلئازها، CEL I  ميآنزپس از كشف 

 يو معرف ييت مشابه شناسايبا قابل يگريد ياهيگ
 لوبياسبزاز نوكلئ توان يم از جمله د كهيگرد

(Sung & Laskowski, 1962; Laskowski, 
 Doetsch et(اه اسفناج ياز گ SP1نوكلئاز ، (1980

al., 1988( ،يسر يهانوكلئاز ZEN  از گل آهار
)Aoyagi et al., 1998; Perez-Amador et al., 

روزه  كيسوسن از  DSA6نوكلئاز )، 2000
)Panavas et al., 1999( نوكلئاز ،StEN1 از 
 ,Nomura et al., 1971; Larsen( ينيزم بيس

 سيدوپسيآراب از Endo يسر ي، نوكلئازها)2005
)Triques et al., 2007( نوكلئاز ،TBN1 

(SlEN1) يفرنگ گوجه از )Matousek et al., 

ونجه ي، انگور و از كرچك ييو نوكلئازها )2009
 را نام برد.

هاي آنزيمي جديد در  شناسايي فعاليت
هاي  ي مختلف گياهي و توصيف آنزيمها عصاره

متناظر، دانش موجود در مورد ساختار و مكانيزم 
عمل اين گروه آنزيمي را افزايش داده و ابزارهاي 

به خزانه آنزيمي مورد استفاده در  يدي راجد
ق يتحقدر نمايد.  تحقيقات غربال جهش اضافه مي

ات يبا خصوص يميبه آنز يابيدف دستبا ه حاضر،
، يشده كنون شناخته يسبت به نوكلئازهانمتفاوت 

طول كامل  يساز و همسانه يضمن جداساز
cDNA  نوكلئاز اندو يها ميآنزرمزكننده

 ياه جعفرياز گ هترودوپلكس DNAي اختصاص
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(Petroselinum crispum L.) ن يا يو نامگذار
، PARS IIو  PARS I به نام هاينوكلئازها 

و  ييايميوشيات بيخصوص، يساختار مولكول
ر يه با ساسيآنها در مقا يكيلوژنتيگاه فيجا

 د.يمشخص گردخانواده  هم ينوكلئازها
 

 ها مواد و روش
(رقم دامغان) از شركت  يجعفر يبذرها

اهان در گلخانه در ين شد. گيبهكود كرمان تأم
 يكيساعت تار 10و  ييساعت روشنا 14ط يشرا

درجه سانتيگراد پرورش داده  25 ± 2 يبا دما
به منظور  دو ماهه يجعفر اناهياز برگ گ شدند.

  د.ياستفاده گرد RNAاستخراج 
 يدژنره، توال يآغازگرها يمنظور طراح به

 ياندونوكلئازهان يمعروفتررمزكننده  يدينواسيآم
با استفاده از  ،هترودوپلكس DNA ياختصاص

 ClustalWو به روش  Bioedit v. 7.0.9افزار  نرم
ها،  يتوال يفيف شدند. پس از همرديهمرد
نشان دادند، جهت  بيشترين مشابهت راكه  يمناطق

، بدين ترتيبآغازگرها انتخاب شدند.  يحطرا
ر قطعات يجهت تكث هشت آغازگر دژنره مختلف

 يرمزكننده نوكلئازها يها از ژن يمختلف
. )1(جدول  ديگرد يرشته طراح تك ياختصاص

ر قطعات ياز تكث ج حاصلينتا يپس از بررس
جهت  هترولوگ ، دو جفت آغازگريداخل ژن

م نوكلئاز ير قطعه كامل رمزكننده دو آنزيتكث
 يطراح ياه جعفريرشته در گ تك ياختصاص

آغازگرها با استفاده از  ي). طراح1 د (جدوليگرد
 انجام شد.  Primer Premier v. 3.5افزار  نرم

كل با استفاده از  RNAپس از استخراج 
 ,RNX-Plus Solution  )Cinnagen coمحلول 

Iran, Cat.No: RN7713Cت و ين كميي) و تع
 5/0با استفاده از   cDNAرشته اولت آن، يفيك
ت يو ك ياهيگ يها كل نمونه يRNAكروگرم يم

First Strand cDNA Synthesis Kit 
)Fermentas Co, Cat.No: K1611 مطابق ،(

پس از  د.يسنتز گرد دستورالعمل شركت سازنده
جهت تكثير قطعات ، cDNAسنتز رشته اول 

در حضور  PCR يها واكنشاز  ،يداخل ژن
دژنره  يآغازگرهااز جفت  يبات مختلفيترك

 5/2ب يدر هر واكنش از تركد. ياستفاده گرد
تر يكروليم 10X ،5/3 واكنش تر بافريكروليم

MgCl2 25 تر يكروليم 5/0مولار،  يليمdNTP 

mix 10 2ر، كومول از هر آغازگيپ 10مولار،  يليم 
م يواحد آنز RT ،25/1تر محصول واكنش يكروليم

Taq DNA polymerase زه تا يونيو آب مقطر د
پس از  تر استفاده شد.يكروليم 25حجم 

 چرخه 38در  PCRها، برنامه  واكنش يساز آماده
درجه  94 يه در دماياول يساز : واسرشتهبه قرار

در  يساز قه، واسرشتهيگراد به مدت سه دقيسانت
ه، يثان 45گراد به مدت يدرجه سانت 94 يدما

درجه  47-56مختلف ( ياتصال آغازگر در دماها
 45آغازگرها به مدت  يگراد) بسته به تواليسانت

گراد به مدت يدرجه سانت 72 يه، بسط در دمايثان
درجه  72 يدر دما ييقه و بسط نهايك دقي

. انجام شد قهيدق ششگراد به مدت يسانت
با طول  ير قطعات ژنيكثبه منظور ت ن،يهمچن

 DNAم يآنز و هترولوگ يآغازگرهاكامل، از 
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 Long PCR enzyme mix (Fermentasمراز يپل

Co, Cat.No: K0181) ح يت تصحيبا خاص
، اتصال آغازگر PCR نيدر ا قرائت استفاده شد.

 جفت آغازگر يگراد برايدرجه سانت 60 يدر دما

PIfwd  وPIrev  يگراد برايدرجه سانت 56و 
 45به مدت  PIIrevو  PIIfwd آغازگر  جفت

 .انجام شده يثان
 

 
هاي  ) ژن9-12) و طول كامل (1-8مورد استفاده جهت تكثير قطعات داخلي ( آغازگرهاي -1جدول

 هترودوپلكس در گياه جعفري. DNAرمزكننده نوكلئازهاي اختصاصي 

Table 1- Oligonucleotide primers used to amplify internal (1-8) and full-length (9-12) 
fragments of genes encoding heteroduplex DNA specific nucleases in parsley. 

 نوع آغازگر 
(Primer type) 

طول قطعه مورد انتظار 
(Expected band size) 

   (Primer sequence)آغازگر   يتوال

5´    -      3´  
نام آغازگر  

(Primer name)     
\ 
 

 

 

 

 

 شماره
(No.) 

 دژنره
)Degenerate( 

PIF1/PIR1~288bp cgt cgc tgt gyg tnt ggc c PIF1 1 

PIF1/PIR2~387bp ctg gag cca ttc ara ayt tca c PIF2 2 

PIF2/PIR1~135bp cat gca tag gyt gat gda tat c PIR1 3 

PIF2/PIR2~234bp gta aga ata aty tct cka tcc c PIR2 4 

PIIF1/PIIR1~445bp tac tgt aga gay tgc cay ga PIIF1 5 

PIIF1/PIIR2~275bp gac cgg tgt gtn act ggn gc PIIF2 6 

PIIF2/PIIR1~410bp atg ctt tca gwa gcr tac PIIR1 7 

PIIF2/PIIR2~240bp atc att gtg tcc can acr tgr tg PIIR2 8 

 هترولوگ
)Heterologous( 

PIfwd/PIrev~891bp 
atg acg cga tta tat tct gtg ttc PIfwd 9 

tca tgc caa aga atg atc tgc g PIrev 10 

PIIfwd/PIIrev~933bp 
atg ggt atg ttg act tat ac PIIfwd 11 
tta cac tat ttc aat att gtt ac PIIrev 12 

 

ر شده يتكث يقطعات ژن يپس از آشكارساز
از  با استفادهنظر  در ژل الكتروفورز، قطعات مورد

 Silica Bead Gel Extraction Kitت يك

)Fermentas Co, Cat.No: K0513( 
بر اساس سازي  همسانهشدند.  يساز خالص

  تيك ستفاده ازابا و  T/A-cloningستم يس
InsT/AClone™ PCR Cloning Kit 

)Fermentas Co, Cat.No: K1214 ( در ناقل

جهت  انجام گرفت. pTZ57R/T يپلاسميد
ه يسو E. coli يباكتر يها زش، از سلوليترار

JM107 .ب با ينوترك يدهايپلاسم استفاده شد
 AccuPrep Plasmid Miniت ياستفاده از ك

Extraction Kit  )Bioneer Co, Cat.No: K-

 يها از سلول ييايز قليو به روش ل )3030-1
د ييمنظور تأ به .استخراج شدند يباكتر
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نان از صحت قطعه يو اطمب ينوترك يهاديپلاسم
 يبا آغازگرها PCR يها درج شده، واكنش

ن يمرتبط با هر قطعه و همچن ياختصاص
م يبا استفاده از دو آنز يميهضم آنز يها واكنش

 يهاديپلاسم يبر رو  BamHIو XbaI يبرش
قطعات  يدينوكلئوت يتوال. ب انجام گرفتينوترك

 يبا استفاده از آغازگرهاشده  يساز همسانه
دست  نييكه در بالادست و پا M13/pUC يمومع

قرار   pTZ57R/Tناقل  يقطعه درج شده بر رو
 مشخصتوسط شركت بيونير كره جنوبي دارند، 

 . شد
كامل  يها يتوال ييو شناسا يساز همسانهپس از 

 يها يمورد نظر، توال يها ميرمزكننده آنز
ن يافزار آنلا مزبور با استفاده از نرم يدينوكلئوت

ExPASY translate )http://web.expasy.org (
متناظر ترجمه شدند.  يدينواسيآم يبه توال
 ينيپروتئ يها يتوال ييايميكوشيزيات فيخصوص

 Compute يها برنامهترجمه شده با استفاده از 

pI/Mw ،Protscale ،Prosite 
)http://web.expasy.org ،(Signal P  و

NETNGlyc )http://www.cbs.dtu.dk ( مورد
 ها نيپروتئو سوم ساختار دوم  قرار گرفت. يبررس

 SWISS-MODEL يافزار گاه نرميپابا استفاده از 
)http://web.expasy.org(،  يكيلوژنتيفو روابط 

 DNA ياختصاص ير نوكلئازهايبا سا آنها
ن ييتع MEGA v. 5.0افزار  نرمهترودوپلكس در 

 د.يگرد
 

 ج و بحثينتا

 هدف يژن يها يتوال يساز و همسانه يجداساز
منطبق بر اندازه مورد  DNAر قطعه يتكث

با حضور جفت  PCR يها انتظار در واكنش
)، bp 387(قطعه  PIF1/PIR2 يآغازگرها

PIIF1/PIIR2 طعه (قbp 275( و PIIF2/PIIR2 

 PCR يها . واكنشدي) محقق گردbp 240(قطعه 
جه مورد يدژنره، نت ير آغازگرهايبا حضور سا
و  يساز پس از همسانهنداشتند.  يانتظار را در پ

 يج جستجويافته، نتايريقطعات تكث ين توالييتع
BLAST  نشان داد كه قطعهbp 387 شده  ريتكث

 bpو قطعات  CEL I يميرگروه آنزيمتعلق به ز

رگروه يشده متعلق به ز ريتكث bp 240 و 275
 ياختصاص ياز گروه نوكلئازها CEL II يميآنز

DNA يهترودوپلكس در خانواده نوكلئازها 
S1/P1 يها واكنش باشند. يم PCR  جداگانه با

طول كامل، منتج  هترولوگ ياستفاده از آغازگرها
 يبيدازه تقربا اختلاف ان DNAر دو قطعه يبه تكث

bp 50 و  يساز . پس از همسانه)1(شكل  ديگرد
شده،  يساز قطعات همسانه ين توالييتع

شده به نام  يجداساز bp 891چارچوب قرائت 
pars I  و چارچوب قرائتbp 930  حاصل به نام

pars II د.يگرد ينامگذار 

 

http://web.expasy.org/
http://web.expasy.org/
http://web.expasy.org/
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هاي  نمونه BamHIو  XbaIآنزيمي و هضم  (A)تكثير اختصاصي  PCRالكتروفورز محصولات واكنش  -1شكل 

: تكثير قطعه 3و  1)؛ bp100 )Fermentas Co, Cat. No: SM0323: لدر DNA. نشانگر اندازه (B)پلاسميد نوتركيب 

: 4و  2؛ pParsI-TZو پلاسميد نوتركيب  RT-PCR) به ترتيب مربوط به واكنش bp891منطبق بر اندازه مورد انتظار (

-pParsIIو پلاسميد نوتركيب  RT-PCR) به ترتيب مربوط به واكنش bp930دازه مورد انتظار (تكثير قطعه منطبق بر ان

TZ نمونه پلاسميد نوتركيب 5؛ :pParsI-TZ نمونه پلاسميد نوتركيب 6؛ :pParsII-TZ يافته منطبق  : قطعات برش8و  7؛

: قطعات 10و  9؛ pParsI-TZتركيب حاصل از هضم آنزيمي پلاسميد نو) bp891  +bp2886مورد انتظار (  براندازه

 .pParsII-TZحاصل از هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب ) bp930  +bp2886مورد انتظار (  يافته منطبق براندازه برش
Figure 2 - Electrophoresis of specific PCR products (A) and Restriction analysis of recombinant 
plasmids using XbaI and BamHI (B). DNA size marker: 100 bp DNA ladder (Fermentas Co, Cat. 
No: SM0323); 1 & 3: Amplification of DNA fragments with the expected size (891 bp) related to 
RT-PCR reaction and pParsI-TZ plasmid, respectively; 2 & 4: Amplification of DNA fragments 
with the expected size (930 bp) related to RT-PCR reaction and pParsII-TZ plasmid, 
respectively; 5: pParsI-TZ recombinant plasmid; 6: pParsII-TZ recombinant plasmid; 7 & 8: 
Excised DNA fragments with the expected sizes (891bp+2886bp) from pParsI-TZ plasmid; 9 & 
10: Excised DNA fragments with the expected sizes (930bp+2886bp) from pParsII-TZ plasmid. 
 

ات يسه خصوصيو مقا يتوال يبررس

 PARS II و  PARS Iيها آنزيم ييايميشكويزيف
و  PARS I يرمزكننده نوكلئازها يها يتوال

PARS II يابيدست يها ب با شمارهيبه ترت 

JN974458 و JN974459  به ثبت در بانك ژن
ترجمه شده  يدينواسيآم يتوال يند. بررسديرس

 بيبه ترت pars IIو  pars I يها نشان داد كه ژن
ند كه هر دو ينما ينه را كد ميدآمياس 309و  296
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تعلق  S1/P1 ين به خانواده نوكلئازهايپروتئ
شده  حفاظت يها دومن ين بررسيدارند. همچن

 يدومن اصل يدارا PARS Iنشان داد كه نوكلئاز 
S1/P1 و 287تا  23نه يآم يدهاي(متشكل از اس (

 S1/P1 يدومن اصل يز داراين PARS IIنوكلئاز 
. باشند ي) م284تا  21نه يآم يدهاي(متشكل از اس

ن بالغ را يپروتئ يقت، تواليها در حق ن دومنيا
 يجستجون، بر اساس يهمچندهند.  يل ميتشك

 يدومن اصل يو با استفاده از توالبلاست 
 ييها ني، پروتئPARS IIو  PARS I ينوكلئازها

 يرا نسبت به نوكلئازها ين همولوژيشتريكه ب
ن اساس، يمزبور نشان دادند، مشخص شدند. بر ا

از گل  ZEN1از كرفس و  CEL I ينوكلئازها
 يتوال درصد تشابه 80و  99ب با يآهار به ترت

ه ترادف را نسبت بشباهت ن يشتري، بنهيدآمياس
گر، ينشان دادند. از طرف د PARS Iنوكلئاز 
درصد  95با داشتن از كرفس  CEL IIنوكلئاز 
شباهت ن يشتري، بنهيدآمياس يتوال يهمولوژ

 نشان داد. PARS IIترادف را نسبت به نوكلئاز 
، PARS IIو  PARS I يميآنز يها نيپروتئ

خاص  يها ها و مشخصه يژگيتمام و
باشند  يرا دارا م S1/P1خانواده  ياندونوكلئازها

حداقل  ين خانواده حاويا ي). نوكلئازها2(شكل 
ن چهار يكه ا هستندشده  ن حفاظتيستئيچهار س

را  يمولكول درون يديسولف يوند دين، دو پيستئيس
ند و باعث بوجود آمدن ساختار سوم ينما يجاد ميا

 ;Iwamatsu et al., 1991شوند ( ين ميپروتئ

Maekawa et al., 1991( .ها نشان داد كه  يبررس
 يشده در اندونوكلئازها حفاظت يها نيستئين سيا

PARS I  وPARS II يمشابه يها تيدر موقع 
 اسيدآمينهن، نه يعلاوه بر ا .اند قرار گرفته

در  يرو يفلز يها شده مرتبط با اتم حفاظت
ر يهمانند سا PARS IIو  PARS I يهانوكلئاز

شده  حفاظتن خانواده بصورت يا ينوكلئازها
ر يياغلب در تغ يفلز يها وني. اند مانده يباق

در مولكول  يجاد ثبات ساختاريسوبستراها و ا
تا حد  يون رويكنند.  ينقش م يفاين ايپروتئ

ش ينوكلئازها را افزا ييDNaseت يفعال ياديز
با استفاده از  ).Podzimek et al., 2011دهد ( يم

و نقطه  يوزن مولكول ،Compute pI/Mwبرنامه 
 PARSنوكلئاز  ترجمه شده  نيپروتئك يزوالكتريا

I 2/6لودالتون و يك 94/33ب برابر يبه ترت pH=  و
 819/34 به ترتيب PARS IIنوكلئاز براي 

 .بيني شد پيش =pH 45/6لودالتون و يك
 يدارا ينواح يدينواسيبر اساس ساختار آم

 P1در نوكلئاز  ييDNaseو  ييRNaseت يفعال
)Maekawa et al., 1991 ،(ه مربوط به يدو ناح

 PARSو  PARS I يهادر نوكلئازت مشابه يفعال

II نشان  ،ن مناطق فعاليد. وجود ايمشخص گرد
 ن،يهمچن م دارد.ين دو آنزيا يت نوكلئازياز فعال

 Protscaleدر برنامه  يزيه آبگرينما يريگ اندازه

ك ي ين نوكلئازها دارايا ينشان داد كه هر دو
خود  ينيآم يز در انتهايار آبگريبس يتوال

 باشند. يم
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(ب). كدون شروع  PARS II(الف) و  PARS Iنوكلئوتيدي و آمينواسيدي اندونوكلئازهاي   توالي -2شكل 

شده دخيل  هاي سيستئين حفاظت است. اسيدآمينه با حروف بولد و كدون خاتمه با علامت ستاره مشخص شده 

شده متصل شونده به سه اتم روي  دي در داخل دايره، نه اسيدآمينه حفاظتسولفي در ايجاد پيوندهاي دي

هاي آمينواسيدي سيگنال گليكوزيلاسيون با خط زيرين، توالي سيگنال پپتيد با حروف  دار، ترادف بصورت سايه

يي نيز به ترتيب در كادرهاي مستطيل و بيضي مشخص DNaseيي و RNaseايتاليك و مناطق داراي فعاليت 

 اند.  هشد
Figure 2- Nucleotide and amino acid sequences of PARS I (A) and PARS II (B) endonucleases. 
Start codon is shown by bold letters and asterisk indicates the stop codon. Open circles: 
conserved cysteine residues involved in the formation of disulfide bonds; Shades: nine conserved 
residues interacting with Zn atoms; underlines: potential N-glycosylation sites; Italics: signal 
peptide sequence; Rectangular: site with RNase activity; Oval: site with DNase activity.  

 
د يگنال پپتيس ين حضور توالييلذا به منظور تع

رمزكننده  ين نوكلئازها، تواليا ينيآم يدر انتها
مورد  SignalP 4.0آنها با استفاده از برنامه 

 يج حاصل از بررسيقرار گرفت. نتا يابيارز
 ين نوكلئاز داراينشان داد كه ا PARS Iنوكلئاز 

در  اسيدآمينه 22د به طول يگنال پپتيس يك توالي
ن يز در بينطقه برش نباشد. م يخود م ينيآم يانتها

د يمشخص گرد Trp23و  Ala22 يها اسيدآمينه
داز انجام يگنال پپتيم سين برش توسط آنزيكه ا

د يگنال پپتيس ي، توالPARS IIشود. در نوكلئاز  يم
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ن يبا منطقه برش در ب اسيدآمينه 20به طول 
مشخص شد  Trp21و  Ser20 يها اسيدآمينه

در هر دو نوكلئاز  ن بالغين، پروتئي. بنابرا)2(شكل 
جه يپتوفان آغاز خواهد شد. نتينه تريدآميبا اس

را يز مطابقت دارد، زين "-3، -1"حاصل با قانون 
در نوكلئاز  Ala22و  Val20 اسيدآمينههر دو 

PARS I  يها اسيدآمينهو Val18  وSer20  در
باشند  يم يرقطبيكوچك و غ، PARS IIنوكلئاز 

)Von Heijne, 1985; Nielsen et al., 1997.( 
ون، يلاسيكوزيگل يها گنالين سييجهت تع

مورد مطالعه در  ينوكلئازها يدينواسيآم يتوال
ن يافزار آنلا ن در نرميو همچن PROSITEگاه يپا

NETNGlyc 1.0 يحضور توال بر اساس Asn-

Xaa-Ser/Thr )Marshall, 1979ي) مورد بررس 
مشخص  ج حاصلي. بر اساس نتاقرار گرفت

گنال يس چهار يدارا PARS Iه نوكلئاز د كيگرد
ت يدر موقع NLSSون متشكل از يلاسيكوزيگل
58 ،NFTS 116ت يدر موقع ،NMTE  در

باشد.  يم 208ت يدر موقع NFTEو  134ت يموقع
ون در يلاسيكوزيگل  گناليسپنج ن اساس، يبر ا

ر مشخص يب زيز به ترتين PARS IIنوكلئاز 
در  NLTE، 112ت يدر موق NYTEد: يگرد
 NCTA، 205ت يدر موقع NITG، 131ت يموقع

 290ت يدر موقع NLTRو  219ت يدر موقع
 ير نوكلئازهاين مناطق با سايسه اي). مقا2 (شكل

ن يا يدهد كه تمام يرشته نشان م تك ياختصاص
له شونده يكوزيگل يها نيآسپارژ ينوكلئازها دارا

و  PARS Iن، دو نوكلئاز يباشند. بنابرا يم يمشابه
PARS II خانواده  هم ير نوكلئازهايمانند سا زين

 ير ترشحيله شدن، در مسيكوزيگل برايخود 
 .گيرند ميسلول قرار 

 

 يمولكول يساختمان دوم و مدلساز يبررس

 PARS IIو  PARS I يآنزيم يها پروتئين

و  PARS I يساختمان دوم و سوم نوكلئازها
PARS II يافزار با استفاده از مجموعه نرم 

SWISS-MODEL قرار گرفت.  يابيمورد ارز
 ن نوكلئازهايبالغ ا يتوال يج حاصل از بررسينتا

آنها  هر دويو سوم  نشان داد كه ساختمان دوم
. دباش يمبتا  پنج رشتهمارپيچ آلفا و  17 متشكل از

 يساز مدلبررسي ساختمان سوم با استفاده از 
جهت  يك ابزار كمكي، يبر همولوژ يمبتن
مورد مطالعه  پروتئين هايات يخصوص يابيارز

 يبعد ساختمان سه يجهت بررس. است
ب از يبه ترت PARS IIو  PARS I ينوكلئازها

 يفرنگ از گوجه TBN-1نوكلئاز  يستاليساختار كر
و  )PDBگاه يدر پا 3sng يابي(با شماره دست

(با شماره  آرابيدوپسيساز  ENDO2 نوكلئاز
ان الگو به عنو )PDBگاه يدر پا 3w52 يابيدست

ن نوكلئازها به خانواده يا ياستفاده شد. هر دو
S1/P1 درصد و 78/76 بيتعلق داشته و به ترت 

 PARS I يبا نوكلئازها يدرصد تشابه توال 74/57

 يزان تشابه براين ميدهند. ا ينشان م PARS IIو 
 است ينان كافيقابل اطمسه بعدي  يها جاد مدليا
)Podzimek et al., 2011(. حاصل، نشان  جينتا

 براي ينيآم يپتوفان انتهاينه تريدآميت اسياز اهم
 ي. انتهااشتد فعاليت اين پروتئين هاي آنزيمي

از  ي اين خانوادهدر تمام اندونوكلئازها ينيآم
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 اسيدآمينه و استبرخوردار  يساختار مشابه
ن قرار يپتوفان در حفره منطقه فعال پروتئيتر
با استفاده از  نيتريپتوفان انتهاي آميرد. يگ يم

 يها ونياز  يكيل خود، ينو و كربونيآم يها بخش
 ,.Podzimek et al( نمايد درگير ميرا  يرو

 يد و فعالسازيدر تول يستيبا موضوعن ي. ا)2011
در  يكل ها و بطور مين آنزيك ايتيپروتئول
رد. يب آنها مدنظر قرار گيد نوتركيتول يها روش

نطقه فعال در م يان سه اتم رويم يهماهنگ
 ياد در نوكلئازهايبه احتمال ز هاي گياهينوكلئاز

مشاهده  .ز وجود خواهد داشتيمورد مطالعه ن
 يدهد كه سه اتم رو ينشان م يبعد سه يها مدل

ز ين قرار گرفته و دو صفحه بتا نيدر مركز پروتئ
 يگر و در سطح خارجيكديدر خلاف جهت 

بتا  ش صفحاتيرند. نحوه آرايگ ين قرار ميپروتئ
را  يسنجاق ك ساختار تهياست كه  يا به گونه

 يها چيست كه مارپا ين درحاليند. اينما يجاد ميا
نظم  يبصورت درهم قرار گرفته و دارا آلفا
 ).3باشند (شكل  يگر نميكدينسبت به  يصخا

در  يديسولف يد يوندهايگاه پين، جايهمچن
قرار  يابيمورد ارز ،نيپروتئ يساختار سه بعد

، PARS Iن اساس، در نوكلئاز يبر اگرفت. 

ب با يبه ترت 224و  99 ،91 يها نيستئيس
و در نوكلئاز  ،230و  109 ،243 يها نيستئيس

PARS II 105با  95 ،61با  30 يها نيستئيس زين 
ل يتشك يديسولف يوند ديپ 227با  220و 

در هر دو  يديسولف يد يوندهايدهند. پ يم
گر و در سطح يكدياز  ينوكلئاز، در فاصله كم

ت ين موقعيياند. تع ن قرار گرفتهيپروتئ يخارج
ساختمان  يله شونده بر رويكوزيگل يها نيآسپارژ

ز ين  PARS IIو  PARS I ينوكلئازها يبعد سه
سطح  يها بر رو نين آسپارژينشان داد كه ا

ن قرار گرفته و با اتصال به يپروتئ يخارج
ن و يئش ثبات پروتيكان، باعث افزايگل يواحدها

 ).3 شوند (شكل يز ميمقاومت در برابر پروتئول
و  PARS I ينوكلئازهاسه ساختمان يمقا

PARS II تنها ن دو نوكلئاز يه انشان داد كه اگرچ
نسبت به  مشابهت ساختمان اولدرصد  49

در سطح ساختمان  يدهند، ول يگر نشان ميكدي
وجود البته باشند.  يم شبيهگر يكديار به يسوم، بس

 ليتواند دل ينم يبعد شباهت در ساختار سهن يا
ن يچن ن دو نوكلئاز باشد.يكسان ايبر عملكرد 

 CEL IIو  CEL Iدر مورد دو نوكلئاز  يموضوع

ن دو نوكلئاز با داشتن تنها ياكه  نيز ديده مي شود
و وجود  يدينواسيدرصد شباهت در سطح آم 45

 يميت آنزيفعالار بالا در ساختار سوم، يشباهت بس
ات يمتفاوت و خصوص يتفاوت، وزن مولكولم

گر يكدينسبت به  يمتفاوت يو عملكرد يساختار
به طور  .)Shandilya et al., 2009( دهند ينشان م

 يبعد ، وجود شباهت در ساختار سهيكل
به  ياديتوان تا حد ز يرا م ياهيگ ياندونوكلئازها

ن نوكلئازها يشده در ا حفاظتحضور مناطق فعال 
 نسبت داد.
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 PARS يآنزيم يها پروتئين يفيلوژنتيك يبررس

I  وPARS II 
 يجامع يكيلوژنتيف ين بررساز آنجا كه تاكنو

صورت  S1/P1خانواده  ينوكلئازها يبر رو
ن يتربالغ مهم ينيپروتئ يبود، از توال نگرفته 
رشته، مرتبط با دومن  تك ياختصاص ينوكلئازها

م يسجهت ترن خانواده، يا يها نيپروتئ ياصل
نشان داد كه  نتايجاستفاده شد.  يكيلوژنتيدرخت ف
 CELو  CEL Iرگروه يبه دو ز ياهيگ ينوكلئازها

II نوكلئاز  ،يبند ن گروهي. در اشوند يم  ميتقس
PARS I رگروه يدر زCEL I  و نوكلئازPARS II 

 .)4(شكل  گرفت قرار CEL II رگروهيدر ز

 
) ايجاد شده با استفاده از b( PARS II) و PARS I )a بعدي نوكلئازهاي مدل ساختار سه -3شكل 

هاي بتا)،  هاي آلفا، رشته ها و چرخش : اجزاي ساختار دوم (مارپيچa2و  SWISS-MODEL .a1پايگاه 

: موقعيت b2و  b1اتم هاي روي (سه دايره مستقل) و موقعيت آسپارژين هاي گليكوزيله شونده؛ 

 شده. سولفيدي حفاظت هاي سيستئين و پل هاي دي اسيدآمينه
Figure 3- The 3-D structure models of PARS I (a) and PARS II (b) proteins created by 
SWISS-MODEL server. a1 and b1: α-helices, β-sheets, beta hairpin, zinc ions (single 
bulbs) and glycosylated asparagine residues (aggregated bulbs) are clearly visible. a2 and 
b2: Magenta bulbs represent positions of disulphide bonds. 
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با استفاده هترودوپلكس  DNAآناليز فيلوژنتيكي توالي آمينواسيدي اندونوكلئازهاي اختصاصي  -4شكل

تستراپ و با ارزش بو Neighbor-Joiningبه روش  )MEGA v5.0 )Tamura et al., 2011افزار  از نرم

گروه مورد استفاده قرار  توالي آمينواسيدي آنزيم پورين نوكلئوزيد فسفوريلاز انساني بعنوان برون. 1500

 باشند.  دهنده ارزش بوتستراپ مي ها، نشان هاي موجود بر روي شاخه شمارهگرفت. 
Figure 4- Phylogenetic analysis of amino acid sequences of heteroduplex DNA specific 
endonucleases using MEGA v5.0 software (Tamura et al., 2011) with the Neighbor-
Joining method and 1500 Bootstrap value. Amino acid sequence of human Purine 
Nucleoside Phosphorylase (PNP) enzyme was used as out-group. The numbers on 
branches indicate bootstrap values. 

 
اه يگ يميتر عصاره آنز ت نوكلئازي قوييفعال

رغم سطح  ياه كرفس عليسه با گيدر مقا يجعفر
) PARS Iم ي(آنز CEL Iم متناظر يان آنزين بييپا

 ,.Zolala et al( بودشده گزارش  قبلا اهين گيدر ا

در  PARS Iم يان آنزيكه ب نيبا توجه به ا .)2009
در كرفس  CEL Iم يان آنزيكمتر از ب يجعفر

تر عصاره  يقو يميت آنزيتوان فعال ي، ماست
 DNA يدر برش سوبسترا يرانيا يجعفر يميآنز

متفاوت ت يبه فعال ياديهترودوپلكس را تا حد ز
ج حاصل از ينسبت داد. نتا PARS IIم يآنز

و  PARS I ينوكلئازها يابي يو توال يجداساز
PARS II د. ينما يت ميرا تقو ن احتماليز اين
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 CEL Iو  PARS I ينوكلئازها يسه تواليمقا

نه يمدآين دو نوكلئاز تنها در دو اسينشان داد كه ا
 يكه نوكلئازها يحالگر اختلاف دارند. دريكديبا 

PARS II  وCEL IIنسبت به  يشتري، اختلاف ب
رود كه  ين، انتظار ميدهند. بنابرا يگر نشان ميكدي

 CEL Iشابه نوكلئاز م يتيفعال PARS Iنوكلئاز 

 يميت آنزيفعال PARS IIنوكلئاز  ، اماداشته باشد
 CELنسبت به نوكلئاز  يخود را با شدت متفاوت

II .برش  يميت آنزيفعال بروز دهدDNA 

قبلاً به اثبات  يعصاره جعفر هترودوپلكس در
از  يچ اطلاعيدرحال حاضر ه ياست، ول  دهيرس

زم يلئاز، مكانن دو نوكيك از ايت هر يزان فعاليم
ست. يآنها در دست ن ييح سوبسترايت و ترجيفعال
 ي، مستلزم بررسن اطلاعات ارزشمنديبه ا يابيدست
ن يب ايا فرم نوتركيت نمونه خالص و يفعال

 DNA يسوبسترا ينوكلئازها بر رو
 .استهترودوپلكس 
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Abstract 

Single-strand specific (sss) nucleases (S1/P1 family) are widely used in molecular 
genetics studies. The most widely used sss-nucleases are those plant endonucleases with the 
ability of specific cleavage of mismatch loops in heteroduplex DNA molecules. Because of 
the valuable activity of these endonucleases, enzymatic cleavage of heteroduplex DNA 
molecules is one of the most common techniques of point mutation detection in genomes. In 
this study, gene sequences encoding single-strand specific endonucleases were isolated from 
parsley (Petroselinum crispum L.) using heterologous primers in PCR reactions. The isolated 
gene sequences, after cloning and molecular identification, were designated as pars I and pars 
II. Physicochemical, structural and phylogenetic analysis using software tools, verified PARS 
I and PARS II as two members of S1/P1 family with a substantial homology to heteroduplex 
DNA specific endonucleases. However, it is essential to produce pure enzyme preparations as 
native or recombinant forms to determine mechanisms of activity and substrate preferences of 
these nucleases on heteroduplex DNA substrates.     
Key words: single-strand specific nucleases, Petroselinum crispum, Enzymatic cleavage of 
heteroduplex DNA, cloning.  
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