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   چكيده
  .باشد مي توليد متابوليت ضدميكروبي و ضدسرطاني سنگوئينارين، در صنعت داروسازيمهم گياه پاپاور يكي از منابع  :مقدمه
در سوسپانسيون توسط نانواليسيتورها هاي دخيل در مسير سنتز اين متابوليت ارزشمند  افزايش بيان ژن ، با هدفپژوهشاين  :هدف

  .انجام شد پاپاور سلولي گياه

هاي دخيل در مسير بيوسنتزي  ، بر تغيير بيان ژن)اكسيدتيتانيوم نانونقره و نانودي(در اين مطالعه اثر دو نانواليسيتور  :روش بررسي
در محيط كشت سوسپانسيون سلولي دو ريزنمونه حاصل از مريستم ) DBOXو  tydc7 ،bbe1 ،DIOX2(گوئينارين متابوليت سن

 .مورد بررسي قرار گرفت )ساعت 168و  72، 48، 24 ،6(ساقه و ريشه، در پنج بازه زماني 

مار با نانواليسيتورها در هر دو ريزنمونه پس از تيهاي اوليه  هاي مورد مطالعه بيشترين تغييرات بياني را در ساعت تمام ژن :نتايج
 .داري كاهش يافت طور معني نشان دادند كه پس از گذشت زمان، بيان آنها به

 24 تا 6(ترين زمان  رسد كوچك بودن اين ذرات، نفوذ آنها را به درون سلول تسريع كرده تا در كوتاه نظر مي به :گيري نتيجه
 48ها اين افزايش پس از گذشت  د؛ در ساير پژوهشنهاي بيوسنتزي سنگوئينارين داشته باش ثير را بر بيان ژنأبيشترين ت) ساعت

اين بررسي در دو بافت نامتمايز كالوس حاصل از مريستم و ريشه انجام شد اما نكته قابل . ساعت از زمان تيمار قابل مشاهده بود
هاي حاصل از ريشه و مريستم، اثري  عبارتي تفاوت بيان در كالوس بود؛ به ها در هر دو ريزنمونه با يكديگر توجه تفاوت بيان ژن
  .به همراه داشت) خواستگاه ريزنمونه(توجه به پروفايل بيان ژن در گياه  از حافظه سلولي را، با

  

  ريزنمونه، نانواليسيتور بيان ژن، ،.Papaver somniferum L :واژگان گل
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  مقدمه
متعلق به  .Papaver somniferum Lبا نام علمي  پاپاور
 ،)22x=2n=2(گياهي است ديپلوئيد  Papaveraceaeخانواده 

شرقي اروپا  ساله كه بومي غرب آسيا و جنوب علفي و يك
عنوان گياه دارويي به بيش  به آنتاريخچه استفاده از و  باشد مي
خصوصيات ]. 1[د گرد برمي از ميلاد مسيح سال قبل 3500از 

از  گروهي و بيوسنتز توليد قابليت هب مربوط گياه اين دارويي
- بنزيلآلكالوئيدهاي  گروه زير از بنزوفنانتريدين آلكالوئيدهاي

 بسياري باشد كه مي (Benzylisoquinoline) ها ايزوكوئينولين
 و باشند مي دارويي مهم هاي فعاليت خصوصيات و ها دارايآن از

جمله  از گيرند؛ مي قرار استفاده دارو مورد عنوان به نيز برخي
 (Morphine) مورفين نظير هايي به مسكن توان ياين داروها م

 سنگوئينارين مانند هايي بيوتيك آنتي ،(Codeine) كدئين و
(Sanguinarine) ضدالتهابي،  و ميكروبي ضد با خاصيت

 توموري، ضد و ضدسرفه خاصيت با ،(Noscapine) نوسكاپين

 و ها رگ هگشادكنند عنوان به (Papaverine) پاپاورين
 ]. 2[ نمود اشاره كننده عضلات، توبوكورارين، شل

مطالعه بيان نسبي چهار ژن كليدي مسير بيوسنتز  ايندر 
   واكنش انجام باسنگوئينارين در گياه پاپاور، 

PCR time-Real اين روش يكي از . مورد بررسي قرار گرفت
ها براي بررسي تغييرات بيان ژن است كه در  ترين روش دقيق

آن تعداد مهم نيست بلكه افزايش و يا كاهش بيان ژن مهم 
باشد كه اين تغييرات را با يك كنترل داخلي كه ژن  مي

 ى هاستاندارد يا مرجع است، مقايسه شده و مقدار نرمال شد
CT ژن]. 3[شود  تيمار نشده سنجيده مي ى هنسبت به يك نمون  

Elongation factor α 1 )elf-alpha 1( مطالعه از  كه در اين
ترين فاكتورهاي ترجمه در  آن استفاده شده است، يكي از مهم

باشد كه در همه  هاي مرجع مي ها بوده و از انواع ژن يوكاريوت
ها با تعداد كپي يكسان بيان شده و بيان آن تحت شرايط  سلول

  ].3، 4[كند  تنش تغيير نمي
ر هاي دخيل د مسير بيوسنتزي سنگوئينارين و ژن شناسايي

اين مسير در گياه پاپاور تا حدود زيادي صورت گرفته است 
بيوسنتز بنزيل ايزوكوئينولين آلكالوئيدها . ]5[ )1 شماره شكل(

   هيدروكسي فنيل استالدئيد - 4و  به دوپامين با تبديل تيروزين

  

(4-Hydroxy phenylacetaldehyde) )اي از  با شبكه
آغاز  )دآميناسيون اورتوهيدروكسيلاسيون و دكربوكسيلاسيون،

  از دو مولكول اسيد آمينه پاپاور آلكالوئيدهاي . دشو مي
L-  واكنش اكسيداتيو پيوسته، كه اولين تيروزين در طي چندين

تيروزين . شوند سنتز مي ،باشد دكربوكسيلاز مي آن تيروزين
ز لاآمينو اسيد دكربوكسي -Lيك  (TYDC)دكربوكيسلاز 

هاي  باشد كه در گونه ن ميحلقوي رايج و عمومي در گياها
هاي اوليه و  مختلف گياهي بيوسنتز تعداد زيادي از متابوليت

با حذف يك گروه  و ]6[ باشد ثانويه به آن وابسته مي
آنها ) دوپا(آلانين  هيدروكسي فنيل كربوكسيل از تيروزين و دي

 تاكنون هشتكند  را به ترتيب به تيرامين و دوپامين تبديل مي
 به دو ،اساس شباهت توالي بر و هشدجداسازي  ژن

در اين . نددش تقسيم  TYDC2و  TYDC1 ى هزيرخانواد
در يك  tydc9 و tydc1 ،tydc4 ،tydc6 ،tydc8 بندي دسته

گرفتند  در گروه ديگر قرار tydc7 و tydc2 ،tydc3گروه و 
]6.[  

اولين قدم در بيوسنتز آلكالوئيدهاي بنزوفنانتريدين، تبديل 
)S(  ين به رتيكول)S(   اسكولرين توسط آنزيمBBE1 باشد  مي
]7) [S(   اسكولرين، پيش ماده بيوسنتزي گروه بزرگي از

سد كه  نظر مي  به. ها از جمله سنگوئينارين است بنزوفنانتريدين
bbe1  در محيط نقش كليدي را در تنظيم تجمع آلكالوئيدها
  ]. 8[بازي كند كشت 

DIOX2 ،ي سنگوئينارين است ثر در مسير بيوسنتزؤژن م
ماده سنتز  شيلانتيفولين پيش  )S(كه در تبديل اسكولرين به 

ديگر ژن مورد بررسي در اين  ].5[سنگوئينارين نقش دارد 
بوده كه مسئول تنظيم آستانه  DBOXمطالعه ژن كليدي و مهم 

تحمل سلولي به سميت سنگوئينارين است و با افزايش 
ها را  ژن كاهش يافته تا سلول سنگوئينارين در سلول، بيان اين
  ].9[از سميت اين ماده دور نگه دارد 

ثيرگذار أمطالعه نحوه تنظيم اين مسير و شناسايي مراحل ت
هاي ارزشمند جز اولين و  بر سرعت توليد اين متابوليت

منظور افزايش   ها در جهت مهندسي متابوليك به ترين گام مهم
كمك اليسيتورها يكي از  بهتحريك آنزيمي . باشد ها ميآنتوليد 

  و يا زيستي  ءتركيباتي با منشا يسيتورهاال. ها است اين روش
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  :اختصارات آنزيمي بدين شرح است. يزوكوئينولين آلكالوئيدهاا مسير بيوسنتزي بنزيل -1شماره  شكل
6OMT : 4اُمتيل ترنسفراز؛  6نوركوكلارينOMT :3 هيدروكسيN 7ترنسفراز؛ -اُ-4متيل كوكلارينOMT : متيل ترنسفراز؛ -اُ-7رتيكولينBBE : بربرين بريدج آنزيم؛

CFS : شيلانتيفولين سينتاز؛CNMT : كوكلارينN  متيل ترنسفراز؛COR : كدئين ردوكتازCYP719A1 :كانادين سينتاز؛ CYP80A1 : بربامونين سينتاز؛  
CYP80B1 :N-سيلاز؛ هيدروك – 3- متيل كوكلارينDBOX : دي هيدروبنزوفنانتريدين اكسيداز؛DRR :1.2  دهيدرو رتيكولين ردوكتاز؛DRS :1.2  دهيدرو رتيكولين

: SOMTاستيل ترنسفراز -اُ-7سالوتاردينول : SATهيدروكسيلاز؛  -6پروتوپين : P6Hنوركوكلارين سينتاز؛ : NCSهيدروكسيلاز؛  -14متيل استيلوپين  -MSH :Nسينتاز؛ 
  تتراهيدروكسي پروتوبربرين اكسيداز؛  -)STOX) :Sاستيلوپين سينتاز؛ : SPSاكسيدوردوكناز،  -NADPH7:  ؛سالوتاردين: SORمتيل ترنسفراز؛  -اُ -9رين اسكول

STS : سالوتاردين سينتاز؛TNMT: تتراهيدروپروتوبربرين سيس-N-  متيل ترنسفراز؛TYDC : 4(تيروزين دكربوكسيلاز(  

43 



  

 ...هاي  ير بيان ژنبررسي تغي

 

هاي دفاعي باعث  كه از طريق القاي پاسخهستند غيرزيستي 
 .]10 - 11[شوند  مي ههاي ثانوي متابوليت تجمعبيوسنتز و 

هاي اخير نيز  در سالعنوان اليسيتور  استفاده از نانوذرات به
، توانستند با )2013(راعي و همكاران . گزارش شده است
اكسيد تيتانيوم موجب افزايش  نقره و دي استفاده از نانوذرات

شوند  Aloe veraميزان آلوئين در كشت سوسپانسيون سلولي 
اكسيد تيتانيوم در گياهان از طريق افزايش  ديذره نانو . ]12[

دهيدروژناز بر متابوليسم  ردوكتاز و گلوتامات فعاليت نيترات
شود؛  نيتروژن اثر گذاشته و باعث افزايش رشد و ميزان فتوسنتز مي

ن، به سرعت به درون سلول خاطر اندازه كوچك آ همچنين به
نفوذ كرده و منجر به افزايش ميزان پروتئين و تحريك بيان ژن در 

نقره ذراتي آبدوست با  ذرات نانو. ]13[شود  هاي گياهي مي سلول
باشند كه  نانومتر مي 100 خواص ويژه و قطري در حدود يك تا

ت هسته آن را فلز نقره و اطراف آن را اكسيدنقره در بر گرفته اس
، نيز )2013(استفاده از نانوذرات توسط بنداريان و همكاران . ]14[

گزارش شده است كه با استفاده از سه نانوذره مس، آهن و 
هاي پاپاورين، تبائين و كدئين  سيلسيوم، موفق به افزايش متابوليت

 ،پاپاورگياه در  ].15[شدند  پاپاوردر سوسپانسيون سلولي 
در كه  باشد ها مي در ريشه توليد شده سنگوئينارين بيشترين ماده

پس از تيمار با  ،پاپاورهاي سلولي تمايز نيافته  محيط كشت
   .]16 -  18[ است شناسايي شدهاليسيتور قارچي، 

 در صنعت داروسازي، به پاپاوربا توجه به اهميت دارويي گياه 
ن بياسلولي،  رسد بتوان با استفاده از نانو اليسيتورها در كشت نظر مي

هاي مهم آن را تغيير داد و  هاي دخيل در مسير توليد متابوليت ژن
در اين راستا اثر دو نانواليسيتور مختلف بر . ها بودآنشاهد افزايش 
هاي مسئول بيوسنتز سنگوئينارين در دو ريزنمونه ريشه  تغيير بيان ژن

 .و مريستم مورد بررسي قرار گرفت

  
  ها شمواد و رو

  گياهي مواد
از پژوهشكده  1389، در سال .P. somniferum L بذور
دانشگاهي واقع در مجتمع تحقيقاتي در   دارويي جهاد گياهان

 دسته براي ب .قزوين تهيه شد - جاده تهران 55كيلومتر 

   مدت به درصد 70 الكل هاي سترون، بذور با آوردن گياهچه
به مدت ده دقيقه در  درصد 5/2سديم  ثانيه و هيپوكلريت 60
بار  3 - 5يط سترون، ضدعفوني سطحي شده و پس از شرا

شستشو با آب مقطر دو بار سترون در ظروف سترون حاوي 
ليتر ساكارز و  گرم در 30 فاقد هورمون با MS½محيط كشت 

، كشت شدند و به مدت دو :pH 8/5و گرم در ليتر آگار  هفت
نگهداري و سپس گراد  درجه سانتي 4هفته در يخچال در دماي 

و تناوب نوري گراد  درجه سانتي 23 ± 2اتاق كشت با دماي به 
و هشت ساعت ) لوكس 6000حدود (ساعت روشنايي  16

گذشت سه  زني بذور بعد از جوانه]. 2[تاريكي انتقال يافتند 
هايي به ارتفاع  يابي به گياهچه پس از دست .هفته آغاز شد

حيه هاي مناسب از نا متر، ريزنمونه سانتي 8 -  10حدوداً 
مريستم انتهايي ساقه، دمبرگ، برگ، طوقه و ريشه براي مرحله 

 با MS½زايي، يعني محيط  زايي، انتخاب و به محيط كال كال
گرم در ليتر ساكارز و هفت گرم در ليتر آگار به همراه  30

   BAP ليتر در گرم ميلي 25/0تيمارهاي هورموني 
)6-Benzylaminopurine, Sigma, B3408, USA(  و  
-D )Sodium 2,4-2,4ليتر  در گرم ميلي 2

dichlorophenoxyacetate monohydrate, Sigma, 
D6649,USA(، هاي مورد نظر پس از دو  كالوس. منتقل شدند

بي قرار گرفتند و اي، مورد ارزيا بار واكشت چهار هفته
ها،  عنوان بهترين كالوس هاي ريشه و مريستم ساقه به كالوس

  هاي  در ارلن) (فاقد آگار( MS½به محيط سوسپانسيون 
زايي  با همان تركيب هورموني محيط كال) ليتري ميلي 50

دار  منتقل شده و در شيكر يخچال) مخصوص مريستم و ريشه(
دور در دقيقه در  100 وگراد  درجه سانتي 25 ± 2در دماي 

ها در  پس از بررسي روند رشد كالوس. تاريكي نگهداري شدند
محيط كشت مايع در سه تكرار و مشخص شدن زمان مناسب 

هايي با  نمايي، سوسپانسيون رسيدن به رشد مطلوب در فاز
تيمار شدند؛  نانواليسيتورهارشد يكنواخت كالوس انتخاب و با 
ليتر از اليسيتورهاي  ميليبراي تيمار هر نمونه، يك 

صورت محلول، تهيه شده از دانشكده به (تيتانيوم  اكسيد نانودي
صورت محلول،  به(و نانو نقره ) علوم و فنون دانشگاه تهران

به ) تهيه شده از دانشكده بيوشيمي دانشگاه بوعلي همدان
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گرم در ليتر  ميلي 25گرم در ليتر و  120 هاي ترتيب با غلظت
، در شرايط سترون و در زير هود لامينار سترون بارآب مقطر دو

براي . عنوان واحدهاي آزمايشي، اضافه شد به هر ارلن به
ها بر طبق  استفاده از اليسيتورها در محيط كشت، غلظت

 هر سوسپانسيون به. ]12، 18[مطالعات قبلي انتخاب شدند 
عنوان يك نمونه و براي هر بازه زماني نيز يك شاهد در نظر 

ليتر آب سترون  هاي شاهد با يك ميلي گرفته شد و سوسپانسيون
. دوبار تقطير در همان شرايط سترون مورد تيمار قرار گرفتند

  .اين آزمايش در سه تكرار مورد بررسي قرار گرفت
  

 هاي كليدي مسير توليد سنگوئينارين بررسي بيان ژن

  )Primers(طراحي آغازگرها 
ر بيوسنتزي آلكالوئيد هاي مسي بيان ژن بررسيبراي 

سنگوئينارين، در پاسخ به اليسيتورهاي استفاده شده، 
 bbe1و  tydc7،DBOX  ،DIOX2هاي  آغازگرهايي براي ژن

ژن فاكتور (  Elongation Factor1-alphaدار و ژن خانه
 Eurofins MWGطراحي و توسط شركت) 1 رونويسي آلفا

Opron  اين  طراحي براي). 1 شماره جدول(ساخته شد
استفاده شد  Oligo Calcو Primer3افزارهاي  آغازگرها از نرم

هاي مزبور در بانك اطلاعاتي  و از نظر تكثير اختصاصي ژن
NCBI  و به كمكPrimer BLAST أييد مورد بررسي و ت

  .نيز بررسي شد PCRها با قرار گرفتند و عملكرد آن
  

  RNAاستخراج 
 ترايزولاز روش تغيير يافته  RNAبراي استخراج 

(Modified Trizol (MT)) منظور به]. 19[، استفاده شد 
 تعيين و شده استخراج RNA مطلوب كيفيت از اطمينان
هاي  RNAغلظت  نانودراپ، دستگاه از استفاده با آن غلظت

ساعت پس از اعمال  168و  72، 48، 24، 6استخراجي در 
  نسبت جذب در  تيمار و در دو ريزنمونه مريستم و ريشه،

 غلظت .شد خوانده نانومتر 230 به 260 و نانومتر 280 به 260
 كل RNA كمي و كيفي كنترل براي و محاسبه نمونه هر

 2/1( آگارز ژل روي بر الكتروفورز روش از شده استخراج
 آلودگي احتمالي وجود حذف منظور  به .شد استفاده )درصد

DNA هاي نمونه در ژنومي RNA جلوگيري و شده استخراج 
 تيمار از ،PCR time-Real واكنش انجام در اختلال ايجاد از
I DNase و استفاده فرمنتاز شركت پيشنهادي روش اساس بر 

 درجه -80 دماي در مدت طولاني نگهداري جهت ها تيوب
  .شدند نگهداري گراد سانتي

 از حاصل نتايج به توجه با ،cDNA ساخت براي
 برداشته ميكروگرم يك ميزان به RNA نمونه هر از نانودراپ،

strand first cDNA BioRT ( كيت از استفاده با و

ssynthesi( سازنده شركت دستورالعمل طبق و  
)China Hangzhou, Technology, Bioer( كليه براي 

 آغازگرهاي از استفاده با سپس شد؛ ساخته cDNA ها، نمونه
 شده، ساخته هاي  cDNA همه روي بر ،1alpha-ef مرجع ژن
 هر از ميكروليتر 2/1 واكنش اين در .شد انجام PCR اكنشو

 از ميكروليتر 5/12 و cDNA از ميكروليتر يك آغازگر
MasterMix رسيد ميكروليتر 25 به واكنش حجم و شده استفاده. 

 چهار مدت  به اوليه واسرشت :بود شرح اين به PCR دمايي برنامه
 بدين چرخه خهچر 28 و گراد سانتي  درجه 94 دماي در دقيقه

 94 دماي در ثانيه 45 سازي واسرشت :شد گرفته نظر در صورت
 و گراد سانتي  درجه 57 دماي در ثانيه 40 اتصال ؛گراد سانتي  درجه
 هفت نهايي بسط ؛گراد سانتي  درجه 72 دماي در دقيقه يك بسط

  .گراد سانتي  درجه 72 دماي با دقيقه
HOT 5x كيت از استفاده با PCR time-Real واكنش

(ROX) Plus Mix EvaGreen®qPCR FIREPol تهيه 
Applied دستگاه و Biodyne Solis شركت از شده

PCR StepOne BioSystem, سازنده شركت شرايط طبق و 
 غلظت هم شده استفاده هاي  cDNA منظور اين به .شد انجام
 ميكروليتر در ميكروگرم يك مقدار آغازگرها تمام براي و شدند

 استفاده با ها داده تحليل و تجزيه نهايت در .شد استفاده آن از
 دست هب هاي داده و انجام ]CT -2 ]20∆∆ اي مقايسه روش از

 .شدند داده نشان معيار انحراف ± ميانگين صورت به آمده
 واريانس تجزيه از استفاده با حاصل هاي داده آماري بررسي

 آزمون وسيله به ميانگين مقايسه و )ANOVA( طرفه يك
 و ver.17 SPSSافزار نرم با ،درصد 1 سطح در دانكن اي چنددامنه

  .شد انجام Excel, Microsoft 2010 افزار نرم با نمودارها رسم
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  توالي جفت آغازگرهاي مورد استفاده در اين پژوهش - 1 شماره جدول

 GenBank accession ژن هدف

number 

 توالي آغازگرها  طول قطعه تكثيري

DBOX 

(ADOX5) 
JX390714.1 

123 F 5` CACCCAACTCAACACAAACAC 3` 

 R 5` CATGACCACCACTTCGTACTT 3` 

DIOX2 GQ500140.1 

90 F 5` TGTGAGAAACTGAAGAACACACAAT 3` 

 R 5` AAGGACTCAGACCACTGAAAGACG 3` 

tydc7 AF025434.1 

102 R 5`TCCACACCCAACTCATCATTC 3` 

 R 5`ACCTACCACTGCCACAAATAC 3` 

bbe1 AF025430.1 

107 F 5`GAGAACTGAGATAGCACCAGAAC 3` 

 R` 5`GTCTGATTACATCGCCCTACAA 3` 

ef-1alpha KF033667.1 

111 F 5`AGATGATTCCAACCAAGCCCA 3` 

 R 5` CCTTGATGACACCAACAGCAACT 3` 

  

 نتايج

  القا كالوس 
فاقد  ½MSزني بذور خشخاش در محيط  درصد جوانه

روز از زمان كشت و نگهداري در  14هورمون پس از گذشت 
دست ه ب درصد 90، حدود گراد درجه سانتي 4يخچال در دماي 

 10تا  7هايي با ارتفاع مناسب  پس از دستيابي به گياهچه. آمد
ه مريستم انتهايي ساقه، هايي از ناحي متري، ريزنمونه سانتي

روز پس از كشت در  10. دمبرگ، برگ، طوقه و ريشه تهيه شد
ها در  اين كالوس. ها تشكيل كالوس مشاهده شد تمام ريزنمونه

-ها به شكل نرم و آبكي و كرم ريزنمونه ريشه در تمام قسمت
  بر اساس مصرف مواد مغذي توسط . اي رنگ ظاهر شدند قهوه

  

. بار، عمل واكشت انجام شد هار هفته يكها، هر چ ريزنمونه
انجام عمل واكشت در زمان كمتر، باعث ايجاد شوك و كندي 

اين يافته مطابق با نظر كريمانه و . شد ها مي رشد در كالوس
پس از دو بار واكشت، و در اين زمان با . ، بود]21[ همكاران
گرفتن معيارهايي نظير رنگ تيره كالوس، حداكثر حجم،  درنظر

ي ريشه و  نمونه ها يعني ريز وزن و اندازه آن، بهترين ريزنمونه
بهترين . مريستم انتهايي ساقه براي ادامه مطالعه انتخاب شدند

و تيمارهاي  ½MSنمونه ريشه در محيط  كالوس براي ريز
ليتر  در گرم و دو ميلي BAP ليتر در  گرم ميلي 25/0هورموني 

2,4-D دست آمده توسط ه جه بدست آمد كه مطابق با نتيه ب
بهترين كالوس ريزنمونه مريستم . ، بود]21[كريمانه و همكاران 
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استفاده از (هاي ماكرو  با تغيير در نمك ½MS  در محيط
 25/0و تيمار هورموني ) پايه MSمقدار نمك ماكرو در 

مشاهده  D-2,4 ليتر در گرم ميلي 2و  BAP ليتر در گرم ميلي
ها پس از گذشت چهار  زن تر كالوسگيري و از اندازهپس . شد

سوسپانسيون سلولي، حداكثر رشد آنها را در فاز  هفته در
روز از زمان كشت در  20گذشت لگاريتمي پس از 
  ).2 شماره شكل(دست آمد ه سوسپانسيون سلولي، ب

هاي دخيل در مسير بيوسنتز  براي بررسي تغييرات بيان ژن
ها آن RNAليسيتورها آلكالوئيدهاي مزبور در پاسخ به نانوا

هاي استخراجي در نسبت جذب  RNAغلظت . استخراج شد
تا دو و در  9/1نانومتر در دستگاه نانودراپ بين  280به  260

خوانده شد  2/2نانومتر، بين دو تا  260به  230نسبت جذب 
. استخراج شده بود RNAكه نشان دهنده خلوص مناسب 

نانوگرم در  200 -  500ها بين  ها در كل نمونه RNAغلظت 
اختصاصي بودن آغازگرهاي طراحي شده در . ميكروليتر بود

 Nucleotide blastو در بخش  NCBIبانك اطلاعاتي 
)Blastn( مورد بررسي قرار گرفت؛ اين آغازگرها تنها با يك ،

هاي ثبت شده گياه  از توالي) مربوط به ژن مورد نظر(توالي 
پس از . طابقت داشتند، مBLASTپاپاور در بانك اطلاعاتي 

 از استفاده با PCR واكنش ها، نمونه كليه براي cDNAسنتز 
 هاي  cDNA همه روي بر ،1alpha-ef مرجع ژن آغازگرهاي

ها تنها يك قطعه  و در تمامي واكنش شد انجام شده، ساخته
مشاهده شد كه بيانگر  درصد 2/1تكثيري بر روي ژل آگارز 

پس . ال به نواحي هدف بودعمل اختصاصي آغازگرها در اتص
هاي حاصل  ، اجرا شده و دادهReal-time PCR واكنشاز آن 

  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند
  

هاي سلولي ريشه و  ثير نانواليسيتور نقره بر سوسپانسيونأت
  مريستم

 هاي ريشه تيمار ها در سوسپانسيون تجزيه آماري بيان ژن
طور  اد كه اين اليسيتور بهشده با نانو اليسيتور نقره، نشان د

 ،tydc7 ،DBOXهاي  داري بر تغيير بيان ژن بسيار معني
DIOX2  و bbe1ها در شش  در اين سوسپانسيون. ثر بودؤم

پنج برابر افزايش  tydc7هفت برابر و  bbe1ساعت اوليه تيمار، ژن 

ساعت پس از القاي  24در . بيان را نسبت به شاهد نشان دادند
، به حداكثر بيان خود با چهار برابر افزايش DBOXاليسيتور ژن 

ساعت پس از گذشت اعمال تيمار اليسيتوري، كليه  72در . رسيد
داري كاهش بيان را نسبت به شاهد نشان دادند و  طور معني ها به ژن

در كل ژن . ها به صفر نزديك شد ساعت بيان كليه ژن 168پس از 
bbe1بيشترين تغييرات بيان را و ژن ، tydc7  وDIOX2  كمترين

  ).3 شماره شكل(تغييرات بيان را نشان دادند 
هاي مريستم تيمارشده با اليسيتور نانو نقره،  در سوسپانسيون

در اين . هاي مورد مطالعه مشاهده شد كليه ژن در تغيير بيان
 DBOXو  bbe1هاي  ها روند افزايشي در بيان ژن سوسپانسيون

پس از . ر مشاهده شددر شش ساعت پس از اعمال تيما
ها به جز ژن  ساعت از تيمار سطوح بيان ژن 48گذشت 
DBOX ساعت پس  72در . نسبت به شاهد رو به كاهش نهاد

 4/0با  DIOX2برابر افزايش و ژن  7/1با  DBOXاز تيمار ژن 
برابر كاهش نسبت به شاهد به ترتيب بيشترين و كمترين مقدار 

ت پس از اعمال تيمار، ژن ساع 168در . بيان را نشان دادند
DBOX برابر افزايش، همچنان بيشترين بيان را نسبت  1/1، با

  ). 4شماره شكل (به شاهد نشان داد 
  

هاي  اكسيد تيتانيوم در سوسپانسيونأثير نانو اليسيتور دي ت
 سلولي ريشه و مريستم 

هاي ريشه و  ها در سوسپانسيون تجزيه آماري بيان ژن
اكسيدتيتانيوم، نشان داد  ا نانو اليسيتور ديمريستم تيمارشده ب
هاي  داري بر تغيير بيان ژن طور بسيار معني كه اين اليسيتور به

DBOX، DIOX2 ،tydc7  و bbe1در . ثر استؤم
ها  هاي ريشه در شش ساعت اوليه تيمار كليه ژن سوسپانسيون

در اين  bbe1ژن . افزايش بيان را نسبت به شاهد نشان دادند
ساعت،  48پس از گذشت . شش برابر افزايش بيان داشتزمان 

، مشاهده DBOXجز ه ها ب داري در بيان كليه ژن كاهش معني
ها بيان منفي را در تيمار با اين  ساعت كليه ژن 168در . شد

در اين بازه زماني، ژن . نانواليسيتور نسبت به شاهد نشان دادند
tydc7  كمترين تغييرات بيان و ژنbbe1 رين تغييرات بيان بيشت

  ).5 شماره شكل(را نشان داد 
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   ½ MSدر سوسپانسيون سلولي محتوي محيط كشت مايع  .P. somniferum Lهاي  روند تغييرات رشد كالوس -2شكل شماره 
  روز در سه تكرار 30طي گذشت 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  ريشه در سوسپانسيون سلولي tydc7, bbe1, DIOX2, DBOX هاي بيان نسبي ژن -3 شماره شكل
P. somniferum L. شده با نانو اليسيتور نقره  تيمار)mg/l 25 (در پنج بازه زماني مختلف    

 )روز(زمان

س 
الو
ر ك

ن ت
وز

)
m

g
(  

  )ساعت(زمان
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   .P. somniferum L مريستم در سوسپانسيون سلولي tydc7, bbe1, DIOX2, DBOX هاي بيان نسبي ژن -4 شماره شكل
    در پنج بازه زماني مختلف) mg/l 25(تيمارشده با نانو اليسيتور نقره 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  در سوسپانسيون سلولي ريشه tydc7, bbe1, DIOX2, DBOX هاي بيان نسبي ژن -5شكل شماره 
 P. somniferum L. اكسيدتيتانيوم  تيمار شده با نانو اليسيتور دي)g/l 120( در پنج بازه زماني مختلف    

  
  

شده با اين اليسيتور  تيمارمريستم هاي  در سوسپانسيون
ها در شش ساعت پس از اعمال تيمار  روند افزايشي در بيان ژن

در اين زمان بيشترين بيان نسبت به شاهد مربوط . مشاهده شد
ساعت از  24پس از گذشت . بود DBOXو  bbe1هاي  به ژن

نسبت به  bbe1و  DBOXهاي  تيمار با اين اليسيتور، در ژن
ساعت پس  48در . افزايش بيان مشاهده شدشاهد تا سه برابر 

اكسيد تيتانيوم، سطوح رونويسي  از استفاده از نانواليسيتور دي
و  tydc7هاي  ساعت ژن 72در . ها بالاتر از شاهد بود كليه ژن

DIOX2 را نسبت ) نزديك به دو برابر كاهش بيان(، بيان منفي
ر تمام با گذشت زمان اين كاهش بيان د. به شاهد نشان دادند

ساعت پس از اعمال  168كه در  ها مشاهده شد تا جايي ژن
در اين . ها بيان منفي نسبت به شاهد نشان دادند تيمار، كليه ژن
بيشترين تغييرات و  bbe1و  DBOXهاي  ها، ژن سوسپانسيون

 شماره شكل(كمترين تغييرات بيان را نشان دادند  DIOX2ژن 
6.(  

 )ساعت(زمان

 )ساعت(زمان
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  مريستم در سوسپانسيون سلولي tydc7, bbe1, DIOX2, DBOX هاي ژنبيان نسبي  -6شكل شماره 

P. somniferum L. اكسيد تيتانيوم شده با نانو اليسيتور دي تيمار )g/l 120( در پنج بازه زماني مختلف    
  

  بحث
دست آوردن محيط كشت مناسب براي ريزنمونه ريشه ه ب

ق با نتيجه و همچنين تعداد واكشت مناسب براي اين گياه مطاب
]. 21[بود ) 2009(دست آمده توسط كريمانه و همكاران ه ب

هاي مريستم انتهاي ساقه و ريشه، به محيط  كالوس
سوسپانسيون، با همان تركيب هورموني منتقل شدند و با توجه 

خوبي از يكديگر  ها به به ساختارشان، در محيط مايع، سلول
ا اليسيتورها مورد جدا شده و در زمان تكثير در فاز نمايي، ب

اين زمان مطابق با اكثر مطالعات صورت . تيمار قرار گرفتند
ها آمده است كه بهترين زمان اضافه  گرفته بود؛ در اين بررسي
ها به حداكثر فعاليت  است كه سلول نمودن اليسيتورها زماني

 Exponential) اند و اين حالت در فاز نمايي آنزيمي رسيده

phase) ها به اليسيتورها  كه شروع پاسخ سلولدهد  رخ مي
هاي  در ادامه براي بررسي تغييرات بيان ژن]. 11، 12[است 

دخيل در مسير بيوسنتز آلكالوئيدهاي مزبور در پاسخ به نانو 
ساعت پس از اعمال  168و  72، 48، 24، 6اليسيتورها در 

  غلظت. استفاده شد Real-time PCRتيمار از روش 
RNA  هاي جذب نامبرده نيز  ي در نسبتهاي استخراج

  تجزيه و ]. 22[داد  استخراج شده را نشان مي RNAخلوص 
  

  

، tydc7 ،bbe1هاي  ها تغييرات بياني را در ژن تحليل بيان ژن
DBOX  وDIOX2  هر دو سوسپانسيون سلولي نشان داددر .

 TYDCهاي مختلفي از خانواده  در اين مطالعه در ابتدا ژن
كه در كشت ) tydc9و  tydc1 ،tydc2(بررسي شدند 

رو بيان ژن  از اين. بيان خود را نشان ندادندسوسپانسيون 
tydc7 مطالعه انجام شده توسط . مورد بررسي قرار گرفت

، نشان داد كه اعضاي خانواده )1995(فاچيني و دلوكا 
TYDC1 ي هبه مقدار زياد در ريشه و اعضاي خانواد TYDC2 

كه  از آنجايي]. 23[شوند  قه بيان ميهم در ريشه و هم در سا
شود، در  هم در اندام هوايي و هم در ريشه بيان ميtydc7  ژن

اين مطالعه مورد بررسي قرار گرفت و در هر دو سوسپانسيون 
، نيز گزارش شده tydc7تغييرات بياني . تغييرات بيان را نشان داد
كمتر  TYDC1را نسبت به خانواده ژني  است اما الگوي بياني آن

دست آمده از اين مطالعه نيز بيان ه نتايج ب]. 6[اند  گزارش كرده
بيشتر اين ژن را در ريزنمونه ريشه نسبت به ريزنمونه مريستم كه 

  .دهد نشان مي ،تري حاصل شده است يافته از بافت تمايز
 bbe1ديگر ژن مرتبط با مسير بيوسنتزي سنگوئينارين يعني 

يرات بيان را در هر دو سوسپانسيون و داري تغي طور معني نيز به
. ساعت بعد از القاي اليسيتور نشان داد 48حداكثر بيان را در 

  )ساعت(زمان
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، حداكثر بيان ژن )2005(مشابه اين مطالعه آلكانتارا و همكاران 
bbe1  را در تيمار اليسيتوريEschscholzia californica ،

كامب ليس .]17[ساعت پس از القاي اليسيتور اعلام كردند  50
، شروع بيان اين ژن را دو ساعت پس از )2007(و فاچيني 

  اضافه نمودن اليسيتور و حداكثر بيان آن را پس از گذشت 
ها، بيان ؛ به گفته آن]24[ساعت از القاي اليسيتوري اعلام كردند  10

ساعت در محيط كشت ادامه داشت و  80اين ژن پس از گذشت 
را متناسب با نوع و مقدار پس از آن كاهش يافت؛ كه اين بيان 

نقش كليدي را در  bbe1سد كه  نظر مي به. اند اليسيتور دانسته
به . ]8[تنظيم تجمع آلكالوئيدها در محيط كشت بر عهده دارد 

هاي اين  رونوشت ، در گياه پاپاور)1996(گفته فاچيني و همكاران 
ر آنچه كه د. ژن در ريشه بيشتر از اندام هوايي مشاهده شده است

بيان اين ژن در . اين مطالعه مشاهده شد نيز مشابه با اين يافته بود
  ].8[سوسپانسيون سلولي ريشه بيشتر از مريستم بود 

ثر در مسير بيوسنتزي سنگوئينارين كه در ؤرونوشت ديگر م
مطالعات انجام . بود DIOX2اين مطالعه مورد بررسي قرار گرفت، 

ثير خاموشي أانگر عدم ت، بي)2010(شده توسط هاگل و فاچيني 
در مطالعه حاضر اين . اين ژن در تجمع آلكالوئيدهاي پاپاور است

ژن تغييرات بياني چنداني را تيمار با نانواليسيتورها در مقايسه با 
هاي پاياني كاهش شديد  ها نشان نداد و فقط در ساعت ساير ژن

اطر خ تواند مرگ سلولي به بيان را به دنبال داشت كه علت آن مي
طولاني شدن زمان مواجهه با نانواليسيتورها در سوسپانسيون 

در مورد نحوه و مقدار بيان اين ژن در سوسپانسيون . سلولي باشد
اي صورت نگرفته و اين گزارش اولين مورد نحوه  سلولي مطالعه

 ]. 5[باشد  بيان اين ژن در برابر اليسيتورها مي

زي ثر در مسير بيوسنتؤ، ديگر ژن مDBOXژن 
سنگوئينارين بود كه مسئول تنظيم آستانه تحمل سلولي به 

هيدروبنزوفنانتريدين  آنزيم دي. سميت سنگوئينارين است
هيدروسنگوئينارين به سنگوئينارين را بر  اكسيداز، تبديل دي

عهده دارد كه با افزايش سنگوئينارين در سلول، بيان اين ژن 
]. 9[اده دور نگه دارد ها را از سميت اين م كاهش يافته تا سلول

ها  همچنين سنگوئينارين موجب كاهش شديد ميكروتوبول
پايين آن بتواند  pKaرسد با توجه به  نظر مي شود و به مي

غشاي پلاسمايي را سوراخ كرده و موجب مرگ سلولي شود 

در تجزيه و تحليل آلكالوئيدهاي حاصل از كشت ]. 25[
، ميزان توليد سوسپانسيون سلولي مريستم ساقه و ريشه

هاي اوليه تيمار افزايش و سپس كاهشي  سنگوئينارين در ساعت
نظر  كه به.) اند ها نشان داده نشده داده(دنبال داشت  را به
رسد فعاليت اين ژن موجب كاهش اين متابوليت در محيط  مي

عبارتي بيان اين ژن  كشت سوسپانسيون سلولي شده است؛ به
وليد سنگوئينارين در سلول نشان رابطه معكوسي را با مقدار ت

از تحقيق يونگ چوآ و  به دست آمدهداد كه منطبق با نتايج 
كه سنگوئينارين جز تركيبات  از آنجايي]. 9[بود ) 2008(همكاران 

طور موقت هاست تجمع آن به  بسيار سمي در ميان بنزوفنانتريدين
محيط كه اليسيتور به پذيرد و زماني  و با تغيير سريع انجام مي

شود سنگوئينارين افزايش يافته و با ترشح به  سلولي اضافه مي
هيدروسنگوئينارين در  محيط كشت سلولي، موجب افزايش دي

دست آمده، نشان دهنده ه رسد نتايج ب نظر مي به. شود سلول مي
در . ها در برابر سميت سنگوئينارين باشد ظرفيت تحمل سلول

انسيون سلولي مريستم و مطالعه صورت گرفته، در هر دو سوسپ
توان اثر بازخوردي تجمع سنگوئينارين را در كاهش بيان  ريشه مي

اين ژن مشاهده كرد همچنين تغييرات بيان اين ژن در 
  .سوسپانسيون سلولي ريشه بيشتر از مريستم بود

ها در پاسخ به نانواليسيتورها  در مجموع، تغييرات بياني ژن
ها افزايش بيان  اوليه تمامي ژنهاي  به نحوي بود كه در ساعت

اين . ها بيان منفي را نشان دادند هاي پاياني تمام ژن و در ساعت
توان با اثر سميت نانو ذرات بر شاخص ميتوزي  موضوع را مي

كه در هر دو نوع  طوري؛ به ]26[و ژنومي مرتبط دانست 
ها در ساعات اوليه افزايش  سوسپانسيون ميزان بيان ژن

كه پس از  bbe1ت مخصوصاً در مورد ژن چشمگيري داش
چه و  .گذشت زمان روند كاهشي در بيان اين ژن ملاحظه شد

اي را بر روي اثر نانوذرات آهن بر  ، مطالعه)2011(همكاران 
ماني  سوسپانسيون سلولي تنباكو انجام دادند و درصد زنده

ساعت از القاي  120ها را با اين نانو ذره، پس از گذشت  سلول
هرچند كه در تيمار با ]. 27[اعلام كردند  درصد 96سيتور، الي

رسيد؛  درصد  45ماني به  ديگر نانوذرات تغيير يافته اين زنده
ها را در ت اين ذرات و تغييرات احتمالي آناين نتايج سمي

در مطالعه حاضر، پس از گذشت . كنند موجودات زنده بيان مي
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تيتانيوم و با توجه به  سيداك  ساعت از القاي نانو اليسيتور دي 72
توان از زنده بودن  مي bbe1و  DBOXهايي نظير  بيان رونوشت

، در )2010(به عقيده نير و همكاران . ها اطمينان داشت سلول
تمام اين مطالعات خصوصيات نانوذره، غلظت آن و بافت مورد 

كه در  از آنجايي]. 28[كنند  استفاده نقش بسيار مهمي را ايفا مي
استفاده از نانوذرات در گياهان اطلاعات زيادي موجود  مورد
هاي  ها در سلولگيري در مورد عملكرد آن باشد، تصميم نمي

كاربرد نانوذرات ممكن . است گياهي نيازمند مطالعات بيشتري
هاي اكسيداتيو كرده و با آزادسازي  است ايجاد استرس

يستي هاي ز هايي را به مولكول هاي اكسيژن خسارت راديكال
هايي را به محيط  زند همچنين خود اين ذرات نيز يونوارد سا
ها بررسي نشده  اثر اين ذرات بر بيان ژن. ]29[كنند  وارد مي

 Lepqp2هاي مرتبط با استرس مانند  است اما افزايش بيان ژن
يكي از دلايل ]. 30[در تيمار با اين ذرات گزارش شده است 

اطر سميت سنگوئينارين و خ توان به ديگر كاهش بيان را مي
افزايش ناگهاني آن در محيط كشت دانست كه كاهش بيان ژن 

DBOX  به منظور جلوگيري از تجمع بيش از اندازه
  .]9[يد اين مطلب است ؤسنگوئينارين و اثر بازخوردي آن م

، in vivoبايد توجه داشت كه در گياه پاپاور و در شرايط 
ايزوكوئينولين، هفت  زيلبيوسنتز و تجمع آلكالوئيدهاي بن

مرحله بيوسنتزي در عناصر غربالي و سه نوع سلول را در بر 
اما همين مراحل در كشت سلولي، در يك مدل ] 24[گيرد  مي

اما آنچه كه در اين تحقيق مشاهده شد  .افتد سلول اتفاق مي
هاي سلولي مريستم و ريشه  ها در سوسپانسيون تفاوت بيان ژن

رسد كه خواستگاه ريزنمونه در اين  نظر مي هبا يكديگر بود و ب
ها براي بيان خود، از يك حافظه  ثر بوده و گويا ژنؤتفاوت م

اند كه اين مطلب  سلولي با توجه به خواستگاه خود بهره برده
  .باشد نيازمند مطالعه بيشتر مي

  

  گيري نتيجه
  توان از نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه مي

  

ثر در مسير ؤهاي م ا براي افزايش بيان ژننانواليسيتوره
بيوسنتزي سنگوئينارين در كشت سوسپانسيون سلولي پاپاور 
استفاده كرد و بايد توجه داشت كه استفاده از راهكار افزايش 
بيان توسط اليسيتورها بايد با احتياط بيشتري صورت گيرد زيرا 

به علت پس از گذشت زمان راهكاري نظير استفاده از اليسيتور، 
حضور مداوم اليسيتور در محيط كشت، خود موجب كاهش 

هرچند يكي ديگر از دلايل . هاي مطلوب ما خواهد شد بيان ژن
تواند افزايش حضور آلكالوئيدها در محيط  اين كاهش مي

  نتيجه افزايش بيان ژن مربوط به آن باشد؛ از آنجايي كشت، در
ر سلول توليد هاي دفاعي د ها در واكنش كه اين متابوليت

ها منجر به يك سري تغييرات سلولي، شوند افزايش آن مي
. شود نهايت مرگ سلولي ميدرهاي فوق حساسيت و  واكنش

در پايان بايد گفت كه در مقايسه با ديگر مطالعات، استفاده از 
اليسيتورهايي نظير نانونقره در غلظت مناسب در كشت 

ثر در مسير ؤهاي م ر ژنثير بأتواند با ت سوسپانسيون سلولي، مي
ها  بيوسنتزي آلكالوئيدهاي پاپاور، موجب افزايش سريع بيان ژن

هاي اوليه تيمار شود كه اين افزايش بيان خود توليد  در ساعت
ترين زمان ممكن و قبل از شروع  ها در كوتاه متابوليت
 به. هاي بازخوردي در سلول را به همراه خواهد داشت واكنش

به راهكارهايي نظير استفاده از اليسيتورها و با عبارتي با توجه 
اي نه چندان دور به اين  دار در آينده مهندسي متابوليك هدف

هاي وسيع و بيوراكتورها  تركيبات دارويي ارزشمند در كشت
يافت؛ ديگر دستاورد اين مطالعه حضور ردپايي از  دست

ها بود؛ زيرا مقدار بيان ژن در  حافظه سلولي در كالوس
هاي ريشه و مريستم با يكديگر متفاوت و مشابه با  وسپانسيونس

عبارتي به همراه كالوس  به. الگوي بيان آن در گياه كامل بود
   ي سلولي بود كه خواستگاه بيان ژن، توليد و تمايز نيافته حافظه

تجمع متابوليت در گياه كامل را به همراه داشت؛ كه با مطالعه 
اي نزديك قادر به  ان گفت در آيندهتو بيشتر در اين زمينه مي

ها در كشت سوسپانسيون سلولي و با توجه به  توليد متابوليت
  .خواستگاه آن در گياه خواهيم بود
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Abstract 
Background: Elicitors are biotic or abiotic molecules that have effectively stimulated the 
production of plant secondary metabolites in plant, cell and organ cultures.  
Objective: Opium poppy serves as one of the particular commercial source of sanguinarine, as an 
anticancer and antimicrobial metabolite in the pharmaceutical industry;This study was done by the 
aim of increasing in expression of genes involve in the synthesis ofthisvaluablemetaboliteinplantcell 
suspension culture. 
Methods: In this study, the effects of two abiotic nano elicitors (nano TiO2 and nano-Silver), were 
studied on the expression of genes involve in sanguinarine biosynthesis pathway (tydc7, bbe1, 
DIOX2 and DBOX) at different time points (6, 24, 48, 72 and 168 hours) following treatments on 
shoot meristem and root suspension cell cultures using Real-time PCR. 
Results: All of these genes were expressedmost abundantly6 and 24 hours after treatment with 
nano elicitors in both root and meristem suspension cell cultures. After time all the genes 
expression were significantly decreased.  
Conclusion: Comparing the results of this study with the findings of other major studies on the 
effect of elicitors on papaver gene expression, indicated that because of the small sizes of nano 
particles, they may cause the rapid induction of sanguinarine biosynthesis genes expression in the 
shortest possible time. Nevertheless other investigations showed the highest increasing in gene 
expression, 48hours after elicitation. Given that, this study was conducted on callus with 
dedifferentiated cells from two different organs, but remarkable distinction were observed in gene 
expression profile in both explant tissues. In the other words the trace of cellular memory, was seen 
in dedifferentiated cells regards to the origin of explants. 
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