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  چكيده

 ـسبب افزايش تقاضاي مواد موثره گياهان دارويـي          گياهي   ء داروهاي داراي منشا    استفاده از   به گرايش روزافزون جوامع بشري    ده ش

 بـه   ستيابير زمينه سنتز مصنوعي مواد موثره گياهي، هنوز هم استخراج از منابع گياهي تنها راه د               هاي زياد د    رغم پيشرفت   علي. است

زمينه تحقيقاتي آلكالوئيدها هرچند سابقه كهني دارد ولي ما هنـوز در ابتـداي راه شـناخت                 . بسياري از مواد دارويي ارزشمند است     

 خـانواده   150 درصد از گياهان متعلق بـه        15 نوع آلكالوئيد در     5000 ودحدتاكنون در    .هستيم بيوتكنولوژيك آن    ريو   بهره كامل و 

اي   داراي كـاربرد گـسترده     سكوپولاميناهيوسيامين، آتروپين و     كه در اين بين آلكالوئيدهاي تروپاني نظير         گياهي شناخته شده است   

 كشت سلول و بافـت گيـاهي،        ي نويني همچون  ها امروزه توليد صنعتي آلكالوئيدهاي تروپاني از طريق تكنيك       . باشند در پزشكي مي  

سازي آن با استفاده از بيورآكتورها توجه زيادي بـه خـود    هيبريداسيون سوماتيكي، مهندسي متابوليك، كشت مقياس وسيع و تجاري 

  .شودها بررسي  جلب كرده و در اين مقاله مروري سعي شده است كه نتايج حاصل از استفاده اين تكنيك
  

   كالوئيدهاي تروپاني، بيورآكتورها، كشت ريشه مويين، كشت سلول، مهندسي متابوليك آل:گانواژ گل
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  ... نوين هاي تكنيكمروري بر 

 

  مقدمه

 در جامعه در     گياهي ي منشا باداروهاي  با افزايش مصرف    
هـاي    شـركت پي رويكرد جدي جامعه به اين دسته از داروهـا،           

هـاي    نيز به طور گسترده به توليد داروها و فـرآورده          سازيدارو
له أايـن مـس   .  گياهي روي آوردنـد    يهداشتي با منشا   ب -آرايشي  

. سبب افزايش تقاضاي مواد موثره گياهان دارويـي شـده اسـت           
 بـه روش سـنتتيك    مـواد مـوثره گيـاهي   توليـد  در زمينه    اگرچه

 هنـوز هـم اسـتخراج از        اسـت ولـي     هايي حاصل شده   پيشرفت
مـواد دارويـي    ايـن    به بـسياري از      ستيابيمنابع گياهي تنها راه د    

طور كلي ساختمان   ه   يا ب  د موثره گياهي  امو  زيرا .رزشمند است ا
 و يــا بــه دليــل برخــورداري از هــستنداي  شــيميايي ناشــناخته

شـكل   ( بسيار پيچيـده   هاي توليد   و يا چرخه   ساختمان شيميايي 
در صـنايع داروسـازي     به روش سـنتتيك      توليد آنها ،  )1شماره  

   .]1،2،3[  استزيادمشكل و مستلزم هزينه بسيار 
  
  
  

  

هـاي ثانويـه      متابوليـت   برخي از   پتانسيل توليد  به هر حال  
باشـد و عوامـل       مـي بـسيار محـدود       در شـرايط طبيعـي     گياهي

ــا    ــد آنهــا را ب ــر شــرايط اقليمــي و محيطــي تولي مختلفــي نظي
محققين بـراي رفـع ايـن تنگنـا، از          . نمايد  محدوديت مواجه مي  

ــك ــر  تكني ــد نظي ــاي جدي ــاهي،  ه ــت گي ــلول و باف ــشت س  ك
ــتفاده از    ــك و اس ــي متابولي ــوماتيكي، مهندس ــيون س هيبريداس

   .نمايند بيورآكتورها استفاده مي
تـرين گـروه تركيبـات       آلكالوئيدهاي گياهي يكي از بزرگ    

هـا توليـد    از آن هاي دارويي متنوعي     باشند كه فرآورده   طبيعي مي 
اي  اگرچه تحقيقات در زمينه آلكالوئيدها، سابقه ديرينـه     . شود مي

بـري   شناخت كامل و بهـره    ولي بشر هنوز در ابتداي مسير       دارد  
بنابراين هرگونه تحقيقـات و     . بيوتكنولوژيك اين تركيبات است   

هـا و شناسـايي      زمينه شناخت مكـانيزم بيوسـنتز آن       مطالعات در 
كننده اين مواد بسيار ارزشمند و ضروري       هاي گياهي توليد    گونه
  .است

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  ].4 [ اوليهيها هاي ثانويه از متابوليت هاي مختلف متابوليت تز گروهمسيرهاي سن -1شكل شماره 
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  نهم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1388ستان سي و سوم، زم شماره مسلسل

 

 دهقان و همكاران

 

  دهاي آلكالوئيمعرفتاريخچه و 

 يـك   توسـط معنـي شـبه قليـا       ه   ب آلكالوئيد واژه   ربا  اولين
بعدها . ه شدكار برده  بW. Meibnerنام ه داروشناس آلماني ب

دليل حـضور يـك اتـم       ه   ب  آنها ييد كه خاصيت قليا   شمشخص  
اولين آلكالوئيد سـنتزي، كـونين بـود كـه     . باشد وژن پايه مي نيتر

ارائه يك تعريف دقيق    .  سنتز شد  1886توسط ليدنبرگ در سال     
 ـ در ابتـدا .  آلكالوئيد آسان نيست   يبرا عنـوان  ه  آلكالوئيـدها را ب
تركيبات گياهي طبيعي حاوي يك اتـم نيتـروژن پايـه در يـك           «

 آلكالوئيـدها را    هابعـد . نمودنـد    تعريف مي  »حلقه هتروسيكليك 
 از نظـر    هاي گياهي بـا پايـه نيتـروژن، غالبـاً           وردهآفر«عنوان  ه  ب

 ـ    اپتيكي فعال و برخوردار از هتروسيكل      عنـوان  ه  هاي نيتروژن ب
 » شـده  تهواحد ساختماني با يك فعاليـت فيزيولـوژيكي شـناخ         

، ايـن تعريـف را بـراي        1982پلتيـر در سـال      . تعريف نمودنـد  
يك آلكالوئيد، يك تركيب آلـي حلقـوي        « :آلكالوئيدها بكار برد  

حاوي نيتروژن در حالت اكسيداسيون منفي است كه از توزيـع           
، آلكالوئيـد   اگرچه. »محدود در موجودات زنده برخوردار است     

هـاي   معني شبه قليا است و خاصيت قليائي يكـي از ويژگـي           ه  ب
 برخـي از  وليشود،  مهم اين گروه از تركيبات در نظر گرفته مي      

 1گيـاه گـل حـسرت     سـين كـه از       بات خنثـي نظيـر كلـشي      تركي
 گروه آميدي قـرار دارد،      كشود و نيتروژن آن در ي       استخراج مي 

پيپرين از فلفل سـياه،     . دشو عنوان يك آلكالوئيد محسوب مي    ه  ب
ها نظير استاكيدرين و تريگونلين از ديگر تركيبات خنثـي            بتائين

  .]4[د گيرن هستند كه در گروه آلكالوئيدها قرار مي
ــاكنون  ــد در 5000 حــدودت ــوع آلكالوئي  درصــد از 15 ن

 بيـشتر   . خانواده گياهي شناخته شده است     150گياهان متعلق به    
هـاي گيـاهي      تيـره يـد از    ئولكننـده آلكا  هـاي گيـاهي توليد      گونه

Rutaceae ،Solanaceae ،Apocynaceae،Papaveraceae ، 
Papilionaceae  ،Ranunculaceae   و Rubiaceae اشندب  مي .

 ـ     آلكالوئيدهاي صـورت سيـستميك در     ه   گياهي ممكن اسـت ب
سراســر گيــاه حــضور داشــته باشــند و يــا در مقــادير زيــاد در 

. ها، پوست ساقه يا بذر تجمع يابند        هاي خاص مانند ريشه    اندام
  تـر از    هـا بـسيار متـداول       اي  در نهاندانگان، آلكالوئيدها در دولپه    

  

  

  

                                           

1
 Colchicum autumnale 

عنوان محـصولات   ه   را ب  اكه آلكالوئيده اين با. باشند  ها مي  اي  لپه تك
 تركيبـات در    ايـن بعـضي از     وجـود    گيرنـد امـا     گياهي در نظر مي   

بـراي نمونـه،    . جانوران و گياهان پست نيز گـزارش شـده اسـت          
آبـي،   -هاي سـبز    جلبك  از جمله  ها  ها، جلبك   آلكالوئيدها از پروانه  

  .]5،6[اند  هدشجداسازي شناسايي و ها نيز  ها و باكتري قارچ
  

  بندي آلكالوئيدها گروه

 تاكـسونوميكي،   متفـاوتي نظيـر   هاي    از ديدگاه  آلكالوئيدها
از آنجـا كـه يـك       . انـد   بنـدي شـده     داروشناسي و شيميايي طبقه   

تواند داراي انواع مختلف آلكالوئيدها باشد و         خانواده گياهي مي  
ــا يــك آلكالوئيــد مــي ــرات دارويــي مختلفــي را در  ي ــد اث توان

 ينا دقيق و مشخص     بندي گروه ،ف بروز دهد  هاي مختل   سيستم
بــه همــين دليــل، امــروزه . ســتا تركيبــات بــا مــشكل مواجــه

  .  استرايجبيشتري ،  ساختمان شيميايي مبناي بربندي روهگ
هاي زير   آلكالوئيدها به گروه  ساختمان شيميايي،   بر اساس   

  :اند شدهبندي  طبقه
ها از فنيـل    اين گروه از آلكالوئيد   : ها   آلكيل آمين  فنيل -1

. شـوند    سـاخته مـي    ،آمينه آروماتيـك اسـت      آلانين كه يك اسيد   
افدرين، پزودوافدرين، تاكسين و هوردنين در ايـن گـروه قـرار            

هاي فيزيولـوژيكي     فعاليت دارايآلكالوئيدهاي اين گروه    . دارند
  . ندباش ميمتنوع 
 آلكالوئيـدهاي هيوسـيامين،     : تروپـاني  آلكالوئيدهاي -2

 در گياهـان تيـره       يـا هيوسـين، اساسـاً      وپولاميناسكآتروپين و   
 ــ سولاناسـه يافــت مـي   عنــوان ه شــوند و از نظــر داروشناسـي ب

آلكالوئيـدهاي  . ندشـو  بنـدي مـي    كلينرژيك گـروه   تركيبات آنتي 
  .شوند ميتروپاني از اسيد تروپيك ساخته 

 : كينوليزيـــديني و پيروليزيـــدينيآلكالوئيـــدهاي -3
ــديني  ــدهاي كينوليزي ــهآلكالوئي ــسياري از گون ــره  در ب ــاي تي ه

Fabaceae  ـ  ه   و ب  وجود دارند  دهاي لـوپيني   طور رايج آلكالوئي
 يافت Lupinusهاي جنس  كه در تمام گونهشوند زيرا ناميده مي

آمينـه ليـزين سـاخته         اسيد ازاين گروه از آلكالوئيدها     . شوند  مي
اشـتهايي در پـستانداران،      اين آلكالوئيـدها سـبب بـي       .شوند  مي
آلكالوئيدهاي نوع ايزوكينـولين از     . شوند  نان و حشرات مي   ت نرم

 هـا،  بـين آن   در.  آلكالوئيـدهاي پيروليزيـديني هـستند      ترين همم
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  ... نوين هاي تكنيكمروري بر 

 

پاپـاورين و   (هـا     بنزيل ايزوكينون مانند  آلكالوئيدهاي خشخاش   
اي   از جايگـاه ويـژه    ) مـورفين و كـدئين    (ها    و فننترين ) ريننكتا

  . برخوردارند
مالاريايي ايـن   خاصيت ضـد   :يني كينول آلكالوئيدهاي -4

كينيـدين كـه    . هاست كـه شـناخته شـده اسـت         آلكالوئيدها قرن 
آلكالوئيد اصلي ديگر اين گياهان است، بـراي درمـان نـامنظمي      

ــورد اســت  ــب م ــيضــربان قل ــرار م ــرد و از خاصــيت  فاده ق گي
  .  برخوردار استزمالاريا نيضد

ــدهاي -5 ــدوليآلكالوئي ــدولي  : اين ــدهاي اين  آلكالوئي
وع از تركيبات گياهي هـستند      ونوترپني، يك گروه بزرگ و متن     م

 و Loganiaceae  ،Apocynaceaeهـاي  ههاي تيـر   گونهكه در
Rubiaceaeآلكالوئيــدهاي طــور كلــي ه بــ. شــوند  يافــت مــي

 10 يا   9از يك واحد تريپتوفان و يك واحد         ايندولي مونوترپني 
زيـادي از   تعـداد   . انـد    ترپنوئيدي، مـشتق شـده     ي منشا باكربني  

شـوند    پروانش توليد مـي   گياه دارويي   آلكالوئيدهاي ايندولي در    
 يـا كه بعضي از آنها از عوامل ارزشمند در درمان فشار خـون و     

ــوگيري از رشــد ــشخيص داده   ســلولدر جل هــاي ســرطاني ت
وينكريستين، وينبلاسـتين، آجماليـسين و وينـدولين از         . اند  شده

  .شندبا  اين گياه ميلكالوئيدهايجمله آ
 آلكالوئيدهاي پوريني از توزيع     : پوريني آلكالوئيدهاي -6
 گونه  90اي در سلسله گياهان برخوردارند و حداقل در           گسترده

كـافئين و   . اند   جنس مختلف شناسايي شده    30گياهي دو لپه از     
. باشـــند  مـــيمهـــم آلكالوئيـــدهاي پـــوريني  ازترئـــوبرومين

 ـ  و دارنـد  دآلكالوئيدهاي پوريني در چاي و قهوه وجو       طـور  ه   ب
 افــراد مــورد اســتفاده قــرار  روزانــه غــذاييرژيــم در  گــسترده

  .گيرند مي
سـين كـه از فنيـل        كلـشي :  تروپولـوني  آلكالوئيدهاي -7

شود،   آلانين و از مسير اسيدهاي سيناميك و سيناپيك ساخته مي         
گـل  ايـن آلكالوئيـد در پيازهـاي گيـاه          . در اين گروه قرار دارد    

  .  شود  يافت ميGloriosa superba ههاي گيا  و غدهحسرت
ــدهاي -8 ــديآلكالوئيـ ــر  : ايزوپرنوئيـ ــه اكثـ  اگرچـ

اي برخوردارند،    آمينه  آلكالوئيدهاي گياهي از منشا آميني يا اسيد      
تعداد زيادي از گياهان حاوي بازهاي نيتروژنه فعال بيولوژيكي         

اين . شوند  هستند كه از مواد پيش ساز ايزوپرنوئيدي ساخته مي        

يبات در حقيقت ايزوپرنوئيدهاي نيتروژنه هستند، اما از آنجا      ترك
هاي تعريف شده بـراي يـك         بسياري از ملاك  اين تركيبات،   كه  

عنوان آلكالوئيدهاي ترپنوئيدي يـا     ه  باشند، ب   آلكالوئيد را دارا مي   
  .]4،7[ شود استروئيدي از آنها ياد مي

  

   آلكالوئيدها در گياهاننقش

 ـ     بيولوژيكي هاي فعاليت وضـوح  ه   آلكالوئيدها در گياهان ب
 اما واضح است كه آنها براي يـك فعاليـت           ،شناخته شده نيست  

 زيـر    و يا وظـايف    ها فعاليت. شوند   در گياهان توليد نمي    خاص
بــراي آلكالوئيــدها در گياهــان مختلــف مــشاهده شــده اســت  

]4،6،8،9[:  
در ايـن   (باشـند     مـي  اي تامين كننده نيتروژن      ذخيره  تركيبات -1
  .) اندكي وجود داردمستنداتورد م
كــه گياهــان را در مقابــل حــشرات و هــستند  مــواد ســمي -2

  . نمايند حيوانات حفظ مي
 بـراي  .باشـند   مـي   گيـاهي   رشد هاي  كننده ها يا تنظيم    محرك -3

 آلكالوئيدها رشد جوانه را در چـاودار و يـولاف محـدود             ،مثال
  .نمايد عت ميسين نيز از تقسيم سلولي ممان نمايند و كلشي مي
  . هستند منابعي براي ساخت پروتئين-4
  .باشند مي مواد دفعي گياهان -5
  .هستندهاي آنزيمي   فعاليتهبازدارند -6
  

  آلكالوئيدهاي تروپاني

 در  طور كه اشاره شد، آلكالوئيدهاي تروپاني عمـدتاً        همان
ــاگياهــان خــانواده بادمجــان ــوره (Solanaceae  ي ــر دات ، 1نظي

 ،هيوسـيامين، آتـروپين   شوند و    يافت مي ) 3ابيزكش و   2بذرالبنج
تـرين آلكالوئيـدهاي تروپـاني       اسكوپولامين و كوكائين معروف   

ي تروپان آلكالوئيدها، يك گروه متيل متصل        مشخصه. باشند مي
چنـين سـاختماني در اسـتيل        باشـد كـه ايـن      به اتم نيتروژن مـي    

 ديـده   دهنده امواج عصبي در اعصاب مغز نيـز        هاي انتقال  كولين
كنندگي و مسكن اين آلكالوئيـدها بـه         خاصيت بيهوش . شود مي

آلكالوئيدهاي تروپاني كاربردهاي   . ]10،11[باشد   همين دليل مي  

                                           

1 Datura stramonium    2 Hyoscyamus niger 
3 Atropa belladonna 
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  نهم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1388ستان سي و سوم، زم شماره مسلسل

 

 دهقان و همكاران

 

م نمـودن  راآتوان به مـواردي ماننـد        مختلفي در پزشكي دارند كه مي     
كـردن مردمـك چـشم و افـزايش          م بيماري پاركينسون، گـشاد    يعلا

هـاي صـاف ناشـي از         ماهيچـه تي  سضربان قلب، خنثـي كـردن س ـ      
  .اشاره نموده آلي و كاهش ترشح عرق و اسيد معده رتركيبات فسف

  

  ي تروپانيدهاي آلكالوئوسنتزي بچرخه

 مطالعـات   ي تروپان ي آلكالوئيدها ي علت اهميت اقتصاد   به
 1950 براي كشف مسيرهاي بيوسنتزي آنها از سـال          يا  گسترده
 ي ايزوتـوپ يهـا   بـا اسـتفاده از رديـاب   Edvard leeteتوسـط  

 ـ      كشت. ]12[صورت گرفته است     دسـت  ه  هاي ريـشه مـوئين ب
 بـراي توضـيح   Agrobacterium rhizogenesآمده از تلقـيح  

وســيله ه  آلكالوئيــدهاي تروپــاني بـ ـ يوســنتزيمــسيرهاي ب
اي مـورد اسـتفاده       طور گسترده ه   تغذيه ايزوتوپ، ب   هاي  آزمايش

، مـسير بيوسـنتزي     رغم تحقيقات گسترده    اما علي . اند  قرار گرفته 
 ــ  ــه آلكالوئيـدهاي تروپــاني ب . ده اســتشطــور كامـل تــشريح ن

هاي دخيل در بيوسنتز آنها چندان شناخته شـده     آنزيم مخصوصاً
آلكالوئيدهاي تروپاني، داراي يـك حلقـه پيروليـدين و          . ندنيست

باشند كه اتم نيتروژن و دو اتم كـربن را            يك حلقه پيپريدين مي   
 تزريق اسيد آمينه اورنيتين راديواكتيو به با. گذارند به اشتراك مي  

اند كه اين اسيد آمينه بـدون اينكـه وضـعيت             گياه ملاحظه كرده  
 آن تغيير كند، تشكيل حلقه پيروليدين مولكـول         يها  اتم يفضاي

مانـده از اسـتات مـشتق        سه اتم كـربن بـاقي     . دهد يتروپان را م  
 عمـل  .دوش يوسيله مولكول پيپريدين تشكيل م      و بدين  شود يم

 ماننـد   يوسيله انتقـال عامـل متيـل از مولكـول مناسـب           ه  متيلاسيون ب 
. دشـو  ي و سبب تكميـل مولكـول تـروپين م ـ         شود يمتيونين انجام م  

آزمايش با اسـتفاده از     . باشد يساز اسيد تروپيك م     آلانين نيز پيش    فنيل
 اسـيد آمينـه     ياكتيو نـشان داده اسـت كـه زنجيـر كنـار             كربن راديو 

. دهـد  ي نيـز م ـ   ي اين تبديل، تغيير وضـعيت مولكـول       ي ط آلانين  فنيل
 .كنـد  ياستريفيكاسيون اسيد تروپيك با تروپين توليد هيوسـيامين م ـ         

 دشـو  ي توليد م ـ  ي اختصاص يسكوپولامين توسط يك سيستم آنزيم    ا
  .]11[ اند نشان داده شده 2  شماره آن در شكليها كه واكنش

  
  كشت سلول 

وئيـدهاي تروپـاني توسـط       آلكال توليـد  زمينـه مطالعات در   
د يعنـي   ش سال پيش آغاز     30هاي گياهي از حدود      كشت بافت 

ها در كـالوس    و همكاران به توليد آلكالوئيـد      1 وِست كه هنگامي
Atropa belladonaكشت سلول گياهي به عنـوان  .  پي بردند

هـاي متعـددي    هـاي گيـاهي مزيـت    روشي براي توليد متابوليت  
 ـ   هاي سلولي توسط ش    كشت. دارد ه و  شدرايط محيطي محدود ن

  گزارش شده . نمايد شرايط اقليمي و اكولوژيك آنها را متأثر نمي       
هـا ماننـد شـيكونين،       است كه ميزان توليد بعـضي از متابوليـت        

رزماريك اسيد، بربـرين، آنتراكوينـون و آنتوسـيانين در كـشت            
در . ]13[باشد   سلول گياهي نسبت به گياهان والد آنها بيشتر مي        

ــورد ــد  م ــتتولي ــايمتابولي ــيع در  ه ــاس وس ــاهي در مقي  گي
ولـي فقـط   . بيوراكتورها مطالعات زيادي صورت پذيرفته اسـت  

بـه حـد تجـاري        و تاكـسول   2توليد دو نوع متابوليت شيكونين    
 سـال تحقيقـات جهـت توليـد         25بـالغ بـر     . ]16[رسيده است   

آلكالوئيدهاي مفيد با ساختمان شيميايي متفاوت از طريق كشت    
ــلولي ــانوادهسـ ــان خـ ــصوص   گياهـ ــه خـ ــدد بـ ــاي متعـ    هـ

Atropa belladonna ،Datura meteloids 
ده ولـي هنـوز توليـد    ش ـغيره انجـام    Hyoscyamus nigerو

معمولاً با توجه به توليد كم       .]17[صنعتي آنها ميسر نشده است      
ها در كشت سلول گياهي، توليد اين تركيبات بـا ايـن             متابوليت

هـاي خيلـي بـا ارزش توجيـه          بوليـت تكنيك فقط در مـورد متا     
يكي از موانع اصلي در كاربرد تكنولوژي سـلول         . اقتصادي دارد 

ــنتتيك و     ــسيرهاي بيوس ــورد م ــافي در م ــات ك ــدان اطلاع فق
از عوامـل   . باشـد  هـا مـي    هاي كنترل تجمـع متابوليـت      مكانيسم
توان به سـرعت رشـد       كننده ديگر كاربرد اين تكنيك مي     محدود

لوژيك، ناپايـداري ژنتيكـي، محتـواي كـم         كم، ناهمگوني فيزيو  
هـا را نـام      ها، ترشح تركيبات زائد و چسبندگي سـلول        متابوليت

هر چند اقدامات زيادي در مورد توليد آلكالوئيدهاي        . ]14[برد  
هاي سوسپانسيون سلولي مخصوصاً     تروپاني با استفاده از كشت    

در گياه تاتوره صـورت پذيرفتـه و در مـواردي نيـز بـا كمـك                 
  اسـت   هايي حاصل شده    ها موفقيت   استراتژيليسيتورها و ساير    ا

ولي به طور كلي بـراي تركيبـات فيتوشـيميايي مختلفـي ماننـد              
ــكوپولا  ــيامين، اس ــدئين، هيوس ــورفين، ك ــتين و مم   ين، وينبلاس

                                           

1 West        2 Shikonin 
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  ... نوين هاي تكنيكمروري بر 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  ]38[ چرخه بيوسنتز تروپان آلكالوئيدها -2شكل شماره 
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  نهم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1388ستان سي و سوم، زم شماره مسلسل

 

 دهقان و همكاران

 

ن نتايج خوبي در كـشت سـلول ديـده نـشده اسـت              ستييوينكر
]7،14.[  

هـاي   گيري اختـصاصي بعـضي از آنـزيم    با توجه بـه جـاي     
كليدي مسير سنتز تروپـان آلكالوئيـدها و سـنتز بيـشتر آنهـا در         

هـاي تمـايز     هاي جوان ريشه و همچنين توليد كم سيستم        سلول
نيافته مانند كشت سلول و يا كالوس ضمن ناپايـداري ژنتيكـي            

هـا جهـت توليـد تروپـان آلكالوئيـدها       نها، امروزه عمده تلاش آ
هــاي بيوتكنولوژيــك بــر   اســكوپولامين در سيــستممخــصوصاً

  .]15،18،19[هاي مويين واقع گشته است  ريشه
  

  هيبريداسيون سوماتيكي 
هـاي   تكنيك توليد هيبريد از طريق امتـزاج پروتوپلاسـت        

د و نمـو    جداسازي شده در شرايط آزمايشگاهي و سـپس رش ـ        
ايـن تكنيـك    . هتروكاريون را هيبريداسـيون سـوماتيكي گوينـد       

ــر     ــه از نظ ــاني ك ــين گياه ــد ب ــد هيبري ــت تولي ــوقعيتي جه م
تاكسونوميك دور از هم بوده و امكان تلاقي جنـسي بـين آنهـا              

كند به نحوي كـه مـا را قـادر بـه توليـد                ايجاد مي  ،وجود ندارد 
پلاسـمي جديـد     سيتو -اي   گياهاني با محتـواي ژنتيكـي هـسته       

  . ]37[نمايد  مي
 يكي از منابع مهـم  Hyoscyamus muticus گونه گياهي

 جمله  ازهاي مختلف    آلكالوئيدهاي تروپاني است، اما به پاتوژن     
ها حساس بوده كه سبب كـاهش عملكـرد آن           ها و ويروس   شته
خـصوصيات زراعـي مطلـوبي     H. albusاز طرفـي  . دشـو  مـي 

د و از شو  هايي مي   حساسيت داشته كه سبب برطرف شدن چنين     
. كنـد  طرفي ميزان اسـكوپولامين بيـشتري در ريـشه سـنتز مـي            

دنبال آن گزينش، ابزاري جديد براي توسـعه        ه  هيبريداسيون و ب  
گياهاني با قابليت بيوسـنتزي بهتـر نـسبت بـه والـدين معرفـي               

 1زِهـرا  با توجه با ناسازگاري جنسي بين اين دو گونه،        . دارد مي
از هيبريداسيون سوماتيك بين يك موتانت      ) 1998(و همكاران   

H. muticus فاقد كلروفيل و H. albus  وحشي جهت ايجـاد 
آنها گـزارش   . گياهي هيبريد با خصوصيات برتر استفاده نمودند      

هاي مويين هيبريد نه تنها رشـد بيـشتري داشـته            دادند كه ريشه  
خـود  بلكه آلكالوئيدهاي تروپاني بيشتري نيز نسبت به والـدين          

                                           

1 Zehra 

نتــايج مطالعــات آنهــا نــشان داد كــه تركيــب . كننــد توليــد مــي
هاي مختلف بيوتكنولوژي مانند هيبريداسيون سـوماتيك        تكنيك
هاي با قابليـت توليـد       هاي مويين منجر به ايجاد سيستم      و ريشه 
  .  ]20[د شو بالا مي
 

  هاي مويين كشت ريشه
هاي اخير، اين تكنيك توسـعه يافتـه اسـت و            در طي سال  

د نباش هاي ثانويه مي   نبع بالقوه و با ارزشي براي توليد متابوليت       م
آگرو باكتريوم  هاي مويين بر اساس تلقيح با        سيستم ريشه . ]18[

1رايزوژنــز

 عنــوان روشــي بــراي توليــد در دو دهــه اخيــر بــه 
 رايج  ،ندشو  اي كه در ريشه گياهان سنتز مي       هاي ثانويه  متابوليت

ه به اينكه آلكالوئيدهاي تروپاني     با توج . ]18،21،22[ه است   شد
هـاي هـوايي منتقـل       عمدتاً در ريشه سنتز شده و سپس به اندام        

هاي تمايز نيافته مانند  سيستمعدم كارايي كافي  و ]23[شوند  مي
، ]19،24[كشت سلول يا كالوس در توليد تروپـان آلكالوئيـدها           

هـاي    اختصاصي بعضي از آنـزيم     همچنين با توجه به جايگيري    
به عنوان مثـال    (يدي درگير در مسير بيوسنتز اين آلكالوئيدها        كل

 H6H و جـايگيري اختـصاصي       PMTبيان وابسته به پريسكل     
ــشه ــسكل ري ــكوپولامين در  )در پري ــد اس ــراي تولي ــلاش ب ، ت

هـاي ريـشه     هاي بيوتكنولوژيك عمدتاً بر اساس كـشت       سيستم
سـت  ده  هاي مويين ب   هاي ريشه  از ويژگي . ]15[باشد   مويين مي 

توان به رشد در شرايط عاري از        آمده از تلقيح اگروباكتريوم مي    
هورمون، فقدان ژئوتروپسيم، انشعابات جـانبي زيـاد، پايـداري          

. قابليـت تطـابق بـا طراحـي بيوراكتـور اشـاره نمـود              ژنتيكي و 
هـاي مـويين نـه تنهـا         هاي ثانويه توليدي توسط ريشه     متابوليت

 بلكـه   ، گيـاه معمـولي بـوده      هاي توليد شـده در     مشابه متابوليت 
هـاي   ميزان توليد آن نيز به همان اندازه يا حتي بيـشتر از ريـشه             

  . ]25[باشد  گياه طبيعي مي
ــد آغــشته ــز  در طــي فراين ــاكتريوم رايزوژن ســازي، آگروب

 را بـه  T-DNA خـود بـه نـام    Ri پلاسـميد   DNAاي از    ناحيه
ري س ـ  حامل يك  T-DNAاين  . سازد درون ژنوم گياه منتقل مي    

هاي كنترل بيوسنتز اكـسين و سـيتوكنين         كننده آنزيم  هاي كد  ژن
. گـذارد  است كه بر روي شكل ظاهري ريشه مـوئين تـاثير مـي            

                                           

1 Agrobactrium rhizogenes 
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  ... نوين هاي تكنيكمروري بر 

 

ها  ترين اين ژن  مهمازrolD و  rolC ،rolB، rolA هاي آنكوژن
  . ]26[باشند  مي

هــا بــر روي رشــد و  هــر چنــد در مــورد نقــش ايــن ژن
هـان بـاززايي شـده از آنهـا         هاي مويين و گيا    مورفولوژي ريشه 

باشد ولـي تـاكنون مطالعـات         كاملي موجود مي   اطلاعات تقريباً 
ــوژن    ــن اونك ــستقيم اي ــأثير م ــه روي ت ــي ب ــد   كم ــا در تولي ه

ده ش ـبه تازگي مـشخص     . ده است شهاي ثانويه انجام     متابوليت
هـاي   كنندگي در توليد متابوليت     نقش فعال  rolهاي   است كه ژن  

داشـته بـه     1ي مختلف از جملـه سولاناسـه      ها ثانويه در خانواده  
 rolكنندگي يك تـك ژن       نحوي كه در بعضي موارد، تأثير فعال      

هـاي   هاي ثانويـه در سـلول      براي غلبه بر كمبود توليد متابوليت     
 هـاي   طبـق گـزارش   . ]13[گياهي كشت شده كافي بوده اسـت        

 با توليد آلكالوئيدهاي تروپـاني همبـستگي        rolCاخير بيان ژن    
هاي مويين جهت توليد     در مورد استفاده از ريشه    . ]27،28[دارد  

هاي مختلف، تحقيقـات زيـادي نـشان داده كـه ثبـات            متابوليت
طور هاي مويين بوده كه به        هاي برجسته ريشه   ژنتيكي از ويژگي  

مطالعـات  .  مختلف به اثبات رسيده است     هاي   در آزمايش  متعدد
اده كـه تعـداد     چندين گونـه نـشان د      سيتولوژيك انجام شده در   

هاي مويين هـيچ تفـاوتي بـا تعـداد آن در             هاي ريشه  كروموزوم
ده شهاي متمادي حفظ     گياه والدي نداشته و اين ثبات طي نسل       

 نقطه مقابل وضعيت ديده شـده در        اين خصوصيت دقيقاً  . است
هاي كالوس و سوسپانسيون سلولي اسـت كـه بـه ميـزان              كشت

شـوند   زومي را متحمل مي   زيادي آنيوپلوئيدي و تغييرات كرومو    
هاي ريشه مـويين بـا       موفق به توليد كلون   ) 2009(دهقان  . ]18[

مطالعه فلوسايتومتري  . دشثبات ژنتيكي بالا در بذرالبنج مصري       
 دو سـال  ها پـس از      ها حاكي از ثبات بالاي اين كشت       اين ريشه 

  . ]29[واكشت بود 
 هاي مويين حاصـل    برخي از محققين نشان دادند كه ريشه      

 قابليت توليـد  Datura metel و Duboisiaاز توتون، هيبريد 
آلكالوئيدهاي مشتق از پوترسين مانند نيكـوتين، هيوسـيامين و           

مطالعـات انجـام شـده      . ]28،30[باشند   اسكوپولامين را دارا مي   
هاي ريشه مويين بذرالبنج نـسبت بـه         حاكي از رشد بهتر كشت    

 آلكالوئيد به ميزان برابر  كشت ريشه گياه و توانايي توليد تروپان      

                                           

1 Solanaceae 

ذوالعلي و همكـاران پـس از       . ]17[ست   ا با گياه مادري در آنها    
موفق به توليـد كلـوني    H. muticusهاي مويين در  القاي ريشه

 بـر   گـرم   ميلي 72/2(زا با قابليت توليد اسكوپولامين بالا        كالوس
هاي مـويين ايـن گيـاه     ، به نحوي كه اين ميزان براي ريشه       )گرم

پـس از  ) 2005(فارسي و همكـاران   . ]31[دند  شگير بود،    چشم
 موفـق   Datura stramoniumهاي مويين در گيـاه  القاي ريشه

هاي مويين با قابليت توليد سـه برابـر بيومـاس و             به توليد ريشه  
دند، آنها گـزارش    شهاي طبيعي    ميزان آلكالوئيدي برابر با ريشه    

آمده از قابليـت    دست  ه  هاي ريشه تراريخت ب    نمودند كه كشت  
هاي طبيعـي برخـوردار      توليد سه برابر محصول نسبت به ريشه      

  .]32[باشند  مي
با توجه به اينكه در اغلب موارد ميزان توليد آلكالوئيدهاي          

باشد، به منظور تجاري نمودن اسـتفاده از         تروپاني بسيار كم مي   
. هاي مختلفي به كار برده شده است       هاي مويين، استراتژي   ريشه

  :ها عبارتند از خي از اين استراتژيبر
به طور معمول اولين مرحله در هر تحقيقـي         : گزينش -1

هاي گيـاهي آزمايـشگاهي،      اي خاص از كشت    جهت توليد ماده  
به علت تصادفي بـودن     . باشد هايي با توليد بالا مي     گزينش لاين 

 در ژنــوم گيــاه ميزبــان و ميــزان بيــان T-DNAمكــان الحــاق 
هاي ريشه مويي مختلـف، تنـوع        ربوطه، كلون هاي م  متفاوت ژن 

دهنـد   هاي متفاوتي را نشان مي     رشدي و الگوي تجمع متابوليت    
هـاي مختلـف ريـشه       بنابراين انجام گزينش از ميان كلون     . ]33[

  . تواند بسيار حائز اهميت باشد مويين مي
 :سازي تركيبات محيط كشت و شرايط محيطي       بهينه -2

لـب منجـر بـه افـزايش تجمـع          هـاي گيـاهي اغ     نوردهي كشت 
شود به ويژه هنگـامي كـه ايـن تركيبـات در             تركيبات ثانويه مي  

هـر چنـد كـه بيوسـنتز        . ندشو  هاي هوايي گياهان توليد مي     اندام
ه اسـت، بـاز هـم    شـد آلكالوئيدهاي تروپاني به ريـشه محـدود       

هـاي ريـشه    هايي مبني بر اثرات مثبت نوردهي بر كشت  گزارش
  . ]34[وئيدها وجود دارد و افزايش اين آلكال

بسياري از اجزاي محيط كشت از عوامل مهم در رشـد و            
قندها علاوه بر منبع كـربن      . باشند هاي ثانويه مي   توليد متابوليت 

به عنوان تركيبات ايجاد سيگنال در توليد آلكالوئيدهاي تروپاني         
هگزوكيناز و كلـسيم نيـز در       . كنند هاي ريشه عمل مي    در كشت 
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  نهم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1388ستان سي و سوم، زم شماره مسلسل

 

 دهقان و همكاران

 

مـسير سـيگنالي قنـدي بـا تـأثيرات          . گنال نقش دارند  انتقال سي 
در حالي كه اكسين    . هاي گياهي و نور برهم كنش دارد       هورمون

 دارد، در   pmtدر حضور ساكارز تأثير بازدارندگي بـر روي ژن          
. ]24[تركيب با سوربيتول نقش مثبت در توليد آلكالوئيدها دارد          

ــشه    ــه ري ــد ك ــزارش نمودن ــين گ ــي محقق ــويين  برخ ــاي م    ه
H. muticus  گرم در ليتر ساكارز حداكثر مقـدار  30در غلظت 

در مطالعـه صـورت     . ]35[باشـند    توليد هيوسـيامين را دارا مـي      
هــاي مــويين ديپلوئيــد  ريــشه، )2009(گرفتــه توســط دهقــان 

 بيــشترين ميــزان توليــد Hyoscyamus muticusوتتراپلوئيــد 
  گـرم بـر ليتـر      40 در غلظـت     B5بيومس را در محـيط كـشت        

وپولامين توليدي بـراي    بيشترين ميزان اسك  . ساكارز نشان دادند  
 گـرم   50 حاوي MS ديپلوئيد رشد يافته در محيط       ريشه مويين 

  .]29[دست آمد ه  ليتر ساكارز ببر
 آمونيم در طول روزهاي اوليـه       تحقيقات نشان داده اگرچه   

هاي مويين اهميـت زيـادي دارد، ولـي نيتـرات در             كشت ريشه 
. ماننـد بيوسـنتز تروپـان آلكالوئيـدها مـوثر اسـت           وقايع بعدي   

كه  همچنين آمونيم نقش مؤثري در توليد بيوماس دارد، در حالي         
در تحقيق . ]36[نقش نيترات در تجمع آلكالوئيد آشكارتر است  

گزارش نمودند كـه تـأثير      ) 2008( و همكاران    1ولف پا ديگري،
به گونه بـوده و  منبع نيتروژن در توليد آلكالوئيدها بيشتر وابسته      

. ]37[ده اســت شنقــش آن هنــوز بــه طــور كامــل مــشخص نــ
گزارش نمودند كه غلظت نيترات     ) 2001(و همكاران    2بنِسدِك

و آمونيم در محيط كشت تأثير زيادي در نـسبت اسـكوپولامين            
 دارد بـه  A. belladonaهـاي مـويين    به هيوسـيامين در ريـشه  

 برابر افزايش   3 تا   2نحوي كه با افزايش غلظت آنها اين نسبت         
  . ]36[يابد  مي

هـاي   پس از بررسي هورمون    )2007( و همكاران  3گِاُرگيو
 گـزارش  H. muticusهـاي ريـشه مـويين     مختلف بـر كـشت  

 µm 5 - 01/0هـاي    هاي ريشه مويين، غلظت    نمودند كه كشت  
راحتي تحمل نموده و روي رشـد       ه  اكسين را در محيط كشت ب     

تجمع آلكالوئيد در آنهـا نـسبت       . است  آنها تأثير چنداني نداشته   
هاي رشد يافته در شرايط عـاري از هورمـون دو برابـر              به ريشه 

                                           

1 Pavlov     2 Bensddek 
3 Georgiv 

  GA3 وABAسيتوكنين تأثيري بر رشد نداشته اما . است  بوده
 ـ. ]33[اند    كاهش داده  توليد آلكالوئيدها را شديداً    طـور كلـي    ه  ب

سازي شرايط كـشت بـراي       مجموع تحقيقاتي كه در زمينه بهينه     
 صورت گرفته است، نـشان داده  H. muticusهاي مويين  ريشه

 ـ      هاي مويين مانند كشت    كه ريشه  ه هاي سوسپانـسيون سـلولي ب
اده و غلظت بهينـه مـواد       راحتي به تغيير شرايط كشت پاسخ ند      

نياز براي رشد آنهـا بـا مقـادير بهينـه بـراي توليـد               مغذي مورد 
   .]31[مطلوب آلكالوئيد متفاوت است 

هـايي   اليسيتورها در واقع سـيگنال    :  اليسيتورها افزودن -3
. شـوند   هاي ثانويه مـي    هستند كه سبب تسريع تشكيل متابوليت     

ــستي و غير  ــسيتورهاي زي ــد   الي ــك تولي ــراي تحري ــستي ب زي
اند، كه   كار برده شده  ه  هاي مويين ب   هاي ثانويه در ريشه    متابوليت

لظـت  به طور كلي سبب كاهش زمان فرآيند دستيابي به ميزان غ          
  . ]38[اند  دهشها  بالاي متابوليت

. باشند  اليسيتورهاي ايده آلي مي    +cu2فلزات سنگين مانند    
 توليــد هيوســيامين در mµ 11هــاي مــس تــا  افــزايش غلظــت

كـه    را افـزايش داد در حـالي  H. muticusهـاي مـويين    ريـشه 
از  ديگري هاي در آزمايش .]22[تأثيري بر سرعت رشد نداشت 

ــالص   ــان خ ــت  كيتوس ــا غلظ ــشت µg/ml 500 - 50ب  در ك
 برابـري  5 و افزايش شد استفاده H. muticusهاي مويين  ريشه

  .]25[ گرديدمشاهدهها  غلظت هيوسيامين در كشت
 آلكالوئيـدها  : اجتناب از تجمع متابوليت هاي ثانويه      -4
 واكوئل   در هاي درون سلولي و معمولاً      در بخش  معمولبه طور   

  بـه خـاطر ظرفيـت      آنهاراين توليد بسياري از     بناب. اند قرار گرفته 
هـا   كردن سـلول  نفوذپـذير  .ده اسـت  ش ـ واكوئل محدود    متناهي

 در يـك يـا چنـد سيـستم غـشايي      منافـذ گيـري   توسـط شـكل  
  خارج هاي مختلف به داخل و     هاي گياهي، عبور مولكول    سلول

هاي مطلوب  آلكالوئيدبه منظور افزايش    . كند سلول را فراهم مي   
كــردن  پـذير   چنــدين روش بـراي تـراوش  ،هـا  هو كـاهش هزين ـ 

 بـراي   .]11[ست  ها به كار رفته ا     ها و آزادسازي متابوليت    سلول
، 20كتانت تـوين    ف سـر  ،مثال در كشت هاي ريشه مويين تاتوره      

 كننـده مـؤثري در آزادسـازي آلكالوئيـدهاي         پـذير  عامل تراوش 
هـاي آلـي     همچنـين حـلال   . تروپاني به محيط كشت بوده است     
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  ... نوين هاي تكنيكمروري بر 

 

ــد ــانولمانن ــسيد 1 ايزوپروپ ــل سولفوك ــك2، دي متي ــا و  ، نم ه
ــي ــد  پلـ ــاكاريدهايي ماننـ ــانسـ ــل كيتوسـ ــوان عامـ ــه عنـ  بـ

هـاي مربوطـه     از سـاير روش   . انـد  كننده به كار رفته    پذير تراوش
 را نـام    4و يونوپورتيـك   ، الكتروپوراسيون 3توان اولتراسونيك  مي

   .]4[برد 
د انــداز اصــلاح توليــ چــشم :تغييــر ســطح پلوئيــدي -5

بـه  (هـاي ثانويـه توسـط دسـتورزي سـطح پلوئيـدي              متابوليت
بايـد در طـول مراحـل       ) هايي با توليد بالا    موازات گزينش لاين  

 و ارزيابي قرار گيرد، با اين       سازي مورد تحقيق   اوليه فرايند بهينه  
 اهميت اين موضوع به طور كامـل ناديـده گرفتـه        وجود معمولاً 

پلوئيـدي    پلـي  .]37[اسـت    شده يا اينكه توجه كمي به آن شده       
هـاي    براي افزايش توليـد متابوليـت      چارهمصنوعي يك تكنيك    

نيل سريع بـه    . ]39[باشد   هاي گياهي مختلف مي    ثانويه در گونه  
افزايش توليد بيومس و اسـكوپولامين در بـذرالبنج مـصري بـا             
استفاده از القاء تتراپلوئيـدي در مطالعـه شـهرياري و همكـاران          

. ]29،40[ده اســـت شـــگـــزارش ) 2009(و دهقـــان ) 2008(
 ريـشه  In vitroهـاي    سيـستم  دردستورزي عدد كرومـوزومي 

 ممكن است ابزار مؤثري جهت افـزايش توليـد مـواد             نيز مويين
فعال زيستي و تركيبات جديدي باشد كه ممكن است در گيـاه            

  .]11[ مادري يافت نشوند
 گـزارش نمودنـد كـه   ) 2003 (5يترز وِوگونزالِز  دِجسِوس

قـادر بـه    Artemisia annuaهاي موئين تتراپلوئيد گونه  ريشه
هاي مـوئين    درصد بيشتر از ريشه600تجمع آرتميزين به ميزان   

هـاي    هر چند كاهش سرعت رشد در كلـون        ،باشند ديپلوئيد مي 
تتراپلوئيد ريشه موئين ديده شد ولي توانـايي توليـد متابوليـت            

  .]41[ بيشتري داشتند
هـاي    براي اولـين بـار ريـشه       )2003(ان  و همكار  6فبِركُ

 در ايـن  تاتوره ايجاد نمودند و گياه دارويي  در پلوئيد  پلي مويين
مطالعه تغييرات قابل توجهي در طيـف آلكالوئيـدهاي تروپـاني           

                                           

1
 Isopropanol      

2 DMSO 
3 Ultrasonic 
4 Ionoportic 
5 Dejesus- Gonzales and weathers 
6 Berkov 

هـاي    شـد بـه نحـوي كـه ريـشه          مشاهده  تتراپلوييد گياه تاتوره 
. ودنـد ي جديدي ب  ها مويين تتراپلوئيد قادر به توليد استر تروپان      

هاي مويين تتراپلوئيد به استثناي هيوسيامين و آپوآتروپين         ريشه
ساير آلكالوئيدهاي تروپاني را به ميزان بيـشتري توليـد نمودنـد       

هـاي    كـه ريـشه    در تحقيقي مشاهده نمود   ) 2009(ان   دهق .]42[
دست آمده نه تنهـا از نظـر        ه  مويين تتراپلوئيد بذرالبنج مصري ب    

لكه در مجموع قادر بـه توليـد حـدود      تر بودند ب   ظاهري درشت 
هاي مـويين     درصد اسكوپولامين بيشتري نسبت به ريشه      35/15

  . ]29 [ديپلوئيد بودند
تـر شـدن     به هرحال، كاهش سرعت رشد به خاطر بـزرگ        

 رو در اين زمينه است ولـي         هاي مهم پيش   حجم ژنوم از چالش   
 تروپـان   الرشد كه توانايي توليد     هاي سريع  با انجام گزينش كلون   

توان تا حدودي بر اين مشكل نيز فائق         آلكالوئيد بيشتر دارند مي   
اگرچه مطالعات زيادي در زمينـه بيوسـنتز و تجمـع           . ]29[آمد  

هـاي مـويين ديپلوئيـد صـورت         آلكالوئيدهاي تروپاني در ريشه   
با ) سطح پلوئيدي (پذيرفته است اما در مورد ارتباط اندازه ژنوم         

هاي مويين اطلاعـات كمـي       نويه در ريشه  هاي ثا  توليد متابوليت 
  . ]42[ وجود دارد

 ژنـومي   DNAاز توانـايي تغييـر      :  متابوليك ي مهندس -6
ــه واســطه  ريــشه  پلاســميد مهندســي شــده Riهــاي مــويين ب

هـاي   اي در افـزايش متابوليـت      آگروباكتريوم، اسـتفاده گـسترده    
م واسطه آگروباكتريوه ترانسفورماسيون ب. ]38[ده است شثانويه 

خـارجي مـورد    اين مزيت را داراست كه با قـرار دادن هـر ژن             
هـاي ريـشه     گانه، بتوان آن را بـه كلـون       علاقه در يك وكتور دو    

  .]43[مويين تراريخت انتقال داد 
هاي مختلفي در مهندسي متابوليـك       به طور كلي استراتژي   

هـا  كـه برخـي از آن     ] 44[شـود     مي  براي بهبود توليد به كار برده     
  :ازعبارتند 

  كننده  هاي توليد افزايش تعداد سلول -
افزايش جريان كربن يك مسير بيوسنتيك از طريق افزايش          -

كننده سرعت و يـا     هاي محدود   هاي كدكننده براي آنزيم    بيان ژن 
  بلوكه كردن مكانسيم باز دارنده پس خوري و مسيرهاي رقابتي 

  كاهش كاتابوليسم  -
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  نهم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1388ستان سي و سوم، زم شماره مسلسل

 

 دهقان و همكاران

 

رحلـه يـا    مهندسي متابوليك ممكن است به صورت تك م       
در مهندسي تك مرحله، جهـت افـزايش        . دو مرحله انجام شود   

نظر يـا وارد نمـودن ژن        ژن مـورد   1فعاليت آنزيم از تشديد بيان    
كننده سرعت، غلبه   توان بر يك مرحله محدود       مي 2هترولوگوس

خاموش نمودن مسيرهاي رقـابتي و كـاهش كاتابوليـسم          . نمود
آنـزيم  . ر گيـرد فرآورده مطلوب نيز ممكن اسـت مـد نظـر قـرا          

هاي بسيار مطلـوب ماننـد       هترولوگوس ممكن است كه ويژگي    
عدم ممانعت پس خوري توسط محـصولات پـايين دسـت يـا             

  . ]45[تمايل بيشتر به سوبسترا را نشان دهد 
 بـه  راN. tabacum pmt ژن ) 1999(و همكـاران   3ميانو

   وارد نمودند، هر چنـد كـه ميـزان         Duboisiaهاي مويين    ريشه
N-     هاي شاهد دو تا چهار برابـر        متيل پوترسين نسبت به نمونه

داري در آلكالوئيدهاي تروپـاني   افزايش يافت ولي افزايش معني   
كننده   پلاسميد القا  T.DNAآنها همچنين   . و پيريديني ديده نشد   

 .H تنبـاكو را بـه ژنـوم   pmtبه همراه ژن ) Riپلاسميد (ريشه 

muticus  و  Datura metel  تـاثر نمـودن توليـد    بـه منظـور م
 هـاي مـويين داراي      ريـشه . آلكالوئيدهاي تروپاني، وارد نمودند   

، رشـد بيـشتري داشـته و تروپـان آلكالوئيـد            pmtكننده ژن    بيان
 تنبـاكو در گيـاه      pmtاخيـراً ژن    . ]30[كردنـد    بيشتري توليد مي  

. ده استش بيان بيش از حد H. nigerكننده اسكوپولامين توليد
 و pmtگيـري در فعاليـت      شده افزايش چشم   هاي مهندسي  لاين

 ميتل پوترسـين نـشان دادنـد، در حـالي كـه ميـزان               Nمحتوي  
  . ]46[آلكالوئيدهاي تروپاني تغيير نيافت 

مهندسي تك ژن در مـسيرهاي بيوسـنتزي روشـي بـسيار            
خوب جهت مشخص نمودن مكان يـك مرحلـه محدودكننـده           

 مهندسي تـك    به هر حال نتايج حاصل از     . ]47[باشد   خاص مي 
 نشان داد كـه بـراي توليـد آلكالوئيـدهاي           pmtژن در مورد ژن     

توانــد در مراحــل بعــدي مــسير  مــي 4تروپــاني جريــان كــربن
  .]46[د شوبيوسنتزي محدود 

شـود، تـروپينن      ديده مـي   2  شماره طور كه در شكل    همان
. باشـد   نقطه انشعاب ديگر در بيوسنتز اسكوپلامين مي       5ردوكتاز

                                           

1
 Overexpression     2 Heterologous 
3 Moyano       4 c-flux 
5 Tropinone reductase 

هـاي ريـشه چنـدين       ن ردوكتاز مختلف از كشت    دو نوع تروپين  
 A. belladonna و D. stramonium ،H. nigerگونـــه 

 با tr1فعاليت . ]15[ده است ش آنها كلون CDNAجداسازي و 
بيوسنتز هيوسيامين و اسكوپولامين مرتبط است، در حـالي كـه           

trII  و در نتيجـه منـشعب كـردن         1گيري سـودوترپين    در شكل 
 نقـش دارد    2هـا  وپان آلكالوئيدها به كاليستيژن   جريان كربن از تر   

 نيز مبني بر تـشديد بيـان ايـن دو آنـزيم در              هايي  گزارش. ]48[
 و  3رريچ ـ براي مثـال  . گياهان مربوط به اين خانواده وجود دارد      

ــاران  ــان   ) 2005(همك ــشديد بي ــه ت ــد ك ــزارش دادن    در trIگ
A. belladonnaين  با افزايش محتوي هيوسيامين و اسكوپولام

هاي تراريخـت    همراه است، در حالي كه ميزان كاليستيژن ريشه       
  . ]49[نسبت به شاهد كمتر بود 

باشـد و    اسكوپولامين ارزشمندترين آلكالوئيد تروپاني مي    
با توجه به اينكه تقاضاي جهـاني آن حـدود ده برابـر بيـشتر از                

هـاي   اسـت، تـلاش   ) آتـروپين (هيوسيامين و فرم راسـميزه آن       
 In vitroهـاي   افزايش ايـن آلكالوئيـد در كـشت   زيادي جهت 

  . ]9[صورت گرفته است 
شـود آخـرين      ديـده مـي    2  شـماره  طور كه در شكل    همان

مرحله در مـسير بيوسـنتز آلكالوئيـد تروپـاني، اپوكـسيداسيون            
  هيوسيامين به اسكوپولامين بوده كه توسـط آنـزيم هيوسـيامين           

ß-6   هيدروكسيلاز )H6H (  آنـزيم مكـان     ايـن . شـود  انجام مـي 
ــدوار  ــتورزي امي ــدف دس ــده ه ــطح   كنن ــزايش س ــت اف اي جه

 .]47[باشـد   هاي تراريخت مـي  اسكوپولامين در گياهان يا ريشه    
هـاي    در ريـشه h6hبا بيان بيش از حد ژن       در تحقيقي    محققين
ريختي شـدند  هاي ترا  موفق به توليد كلونH. muticusمويين 

. ]50[تر از شـاهد بـود        برابـر بيـش    100هـا   كه ميزان توليد در آن    
 h6h كه در مورد مهندسـي تـك مرحلـه           هايي  علاوه بر گزارش  

وجود دارد، مواردي نيز از مهندسي متابوليك اين ژن به همـراه            
هاي مسير بيوسنتز تروپان آلكالوئيـدها بـه صـورت دو            ساير ژن 

بيـان  ) 2004(و همكـاران     4ژنـگ اخيـراً   . اي وجود دارد   مرحله
ــيش از حــد ژن ــاي ك ب ــزيم بالادســت  ده ــده آن  و )PMT(كنن

ــايين ــدها را  ) H6H(دســت  پ ــان آلكالوئي ــسير بيوســنتز تروپ م

                                           

1 Pseudotropine    2 Calystegines 
3 Richter      4 Zhang 
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  ... نوين هاي تكنيكمروري بر 

 

هـاي تراريختـي كـه هـر دو ژن را بيـان              كلون. گزارش نمودند 
 411(نمودند قـادر بـه توليـد ميـزان زيـادي اسـكوپولامين               مي

ــي ــر ميل ــرم در ليت ــشتر  ) گ ــم بي ــن رق ــه اي ــد ك ــزان بودن ين مي
ه كنون توسط يك گياه مهندسي شده ب      اسكوپولاميني است كه تا   

  . ]51[دست آمده است 
يكــي ديگــر از مــوارد مــورد توجــه در زمينــه مهندســي  

. باشـد  مي) تبديلات بيوشيميايي (متابوليك، بيوترانسفورماسيون   
بيوترانسفورماسيون، استفاده از پتانـسيل آنزيمـي يـك موجـود           

اين . ستاي كم ارزش به ماده ارزشمند ديگر ا جهت تبديل ماده 
پتانسيل آنزيمي ممكن است به خودي خود در يـك ارگانيـسم            

واسطه انتقـال   ه  موجود باشد يا اينكه هديه مهندسي متابوليك ب       
يك مسير متابوليك كامل يا تعدادي از مراحل آن در آن وجـود             

و tr1 همزمـان دو ژن  ) 2002(و همكـاران   1رچـا . باشد داشته
h6h را به N. tabacumهاي جدا شده از  به برگ. د وارد نمودن

طـور كـه انتظـار     شـد و همـان     گياه تراريخت، هيوسـيامين داده    
 خـارجي داده شـده توانـستند فـرآورده          رفت از هيوسـيامين     مي

هـاي ريـشه مـويين        كـشت  .]12[ را توليد كننـد      H6Hواكنش  
قـادر بـه جـذب     H. nigerدريـافتي از  h6h توتون حاوي ژن 

وارد شـده بـه محـيط كـشت و      از هيوسيامين    درصد  95حدود  
. ]15[ آن به اسكوپولامين بودند       درصد 10 – 45تبديل زيستي   

تواند در تبـديل هيوسـيامين بـه         بنابراين بيوترانسفورماسيون مي  
باشـد نقـش شـايان        اسكوپولامين كه متابوليت ارزشمندتري مي    

  .توجهي داشته باشد
اسـتفاده از    :مقياس وسـيع   در    بيورآكتورها و كشت   -7

ــك   ب ــعه تكني ــه توس ــرين مرحل ــا آخ ــد   يورآكتوره ــاي تولي ه
. ]33[باشـد   هاي آزمايشگاهي مي   هاي ثانويه در سيستم    متابوليت

هـاي ريـشه     كارگيري تجاري كـشت   ه  محدوديت اصلي براي ب   
هاي مويين   ريشه. مويين، كشت وسيع آنها در حد صنعتي است       

 كه  اي مبدل شده   هاي پيچيده  هاي بزرگ به بيوكاتاليت    در كشت 
تكـان دادن   . آورنـد  مشكلات منحصر به فردي را به وجود مـي        

هـاي مـويين و توليـد كـالوس          مكانيكي سبب زخم شدن ريشه    
هـاي ثانويـه     د كـه ايـن پديـده از نظـر توليـد متابوليـت             شو  مي

باشـد، زيـرا كـه ايجـاد بافـت كـالوس بـا توليـد                 نامطلوب مي 

                                           

1 Rocha 

ه بـه   رشـد وابـست   . هـاي ثانويـه همبـستگي منفـي دارد         فرآورده
هاي موئين در محيط كشت مايع سبب توليد يـك       مريستم ريشه 

هاي جوان در حال رشـد       اي شده به نحوي كه ريشه      توده ريشه 
اي از بافت مسن در مركز اين توده به وجود   در پيرامون و هسته   

جر به  محدوديت در انتشار اكسيژن به مركز اين توده من        . آيد مي
. شـود  هـاي پيـر مـي      از بافـت  فعـال   ايجاد يك بسته تقريبـاً غير     

هــاي مــويين  بنــابراين يكــي از مــشكلات اصــلي بــراي ريــشه
  .     ]43[باشد  سازي اكسيژن مي فراهم

در مـــورد آلكالوئيـــدهاي تروپـــاني انـــواع مختلفـــي از 
) 1997 (1 ويلـسون .بيورآكتورها مورد استفاده قرار گرفته اسـت      

را بـراي    ليتـر    500 با حجم    droplet Largeسيستم بيورآكتور   
در . ]52[ طراحـي نمـود   D. stramoniumهـاي ريـشه    كشت

تغيير يافتـه و بيورآكتـور       2ور تر بيورآكتور غوطه   مقياس كوچك 
هـاي ريـشه      براي توليد اسـكوپولامين از كـشت       3تانك جنبشي 

بيورآكتورهـاي جريـان   . ]53[ به كار برده شد D. metelمويين 
 ستون  و اخيراA. belladonnaًبراي بذرالبنج مصري و  4همبند
بـه كـار    Scopolia parvifloraهاي مويين   براي ريشه5حبابي

  . ]54[اند  برده شده
  

  ها و راهكارهاي جديد  چالش
ــزيم ــان  تــاكنون فقــط آن هــاي محــدودي از چرخــه تروپ

. هـاي مربوطـه كلـون شـده اسـت          آلكالوئيدها جداسازي و ژن   
ل آنهـا بـه     همچنين مسير بيوسنتزي اين تركيبات و نحـوه كنتـر         

اين در حالي است كه شناخت      . ]55[خوبي شناخته نشده است     
ت كننده شروع بيوسنتز و تبديل ايـن تركيبـا         هاي كنترل  مكانيسم

بيني مهندسي متابوليك آنهـا      از لوازم اساسي مدل سازي و پيش      
ســازي مــسيرهاي بيوســنتيك آلكالوئيــدي بــا آشكار. باشــد مــي

اصـلي آن غلظـت كـم    ست، كه علـت     ا مشكلات زيادي روبرو  
سـازي   كـه جداسـازي و خـالص      باشد   هاي بيوسنتيك مي   آنزيم

 هاي سنتي مشكل سـاخته اسـت       بسياري از آنها را توسط روش     
]56[ .  

                                           

1 Wilson     2 Airlift 
3
 Stirred tank reactor  4 Connective flow bioreactor 
5
 Bubble column 
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ــامع     ــريع و ج ــي س ــك، بررس ــاي ژنومي ــعه ابزاره توس
در حقيقـت بـا     . هاي بيولوژيك را فـراهم نمـوده اسـت         سيستم

گيـاه را مـشخص     هاي يـك     استفاده از ژنوميك قادريم تمام ژن     
ــك    ــتفاده از تكني ــا اس ــوده و ب ــسكريپتوميك و   نم ــاي تران ه
ها در سلول يا اندام گياهي       پروتئوميك تعيين نماييم كه كدام ژن     

فعـال  يرخاصي تحت شرايط رشدي يا استرس خاص فعال يا غ         
ارتباط دادن ژنوميك، ترانسكريپتوميك و پروتئوميـك       . ندشو  مي

ولوژي سيستم، مـا را قـادر بـه         با متابولوميك به وسيله روش بي     
نمايد كه نهايتـاً منجـر بـه         كاوش ماشين بيوشيميايي گياهان مي    

ها شـده و مهندسـي       سازي شبكه  كشف مسيرهاي جديد و مدل    
  .]56[سازد  پذير مي بيني شده را امكان متابوليك پيش

كننـده   گيـر و خـسته     هـاي وقـت    در اغلب موارد، از روش    
هـاي   هاي مربوط بـه متابوليـت      سنتي شناسايي و جداسازي ژن    

امـروزه اسـتفاده از تكنيـك       . شـود  ثانويه گيـاهي اسـتفاده نمـي      
cDNA-AFLPهاي اطلاعـاتي حاصـل از   ، پايگاهEST 

هـا و  1
 Medicago براي نمونه (يابي كامل ژنوم بعضي گياهان  توالي

truncatula و Arabidpsis thaliana ( و همچنين استفاده از
هاي حفاظت شـده     مراز جهت تكثير توالي   اي پلي  واكنش زنجيره 

ــف، شناســايي ژن  در رده ــاي هــاي آنزيمــي مختل ــر در ه  درگي
 .]44[پذير نموده است  نظر را امكانمسيرهاي بيوسنتزي مورد

معمــولاً در يــك مــسير بيوســنتزي خــاص ممكــن اســت 
از طرفـي   . كننـده وجـود داشـته باشـد        چندين مرحلـه محـدود    

هـاي گيـاهي     مزمـان در سـلول    كردن چندين ژن به طور ه      وارد
به منظـور رفـع ايـن مـشكلات         . گير است  كاري مشكل و وقت   

هـاي   هاي تنظيمي كه كنترل ژن     هايي جهت تغيير بيان ژن     تلاش
. ]3[بيوسنتزي چندگانه را بر عهده دارند صورت پذيرفته است          

سـازي   برداري دخيل در فعال    بيان بيش از حد فاكتورهاي نسخه     
ــسيرهاي بي ژن ــاي م ــته ــنتزي متابولي ــه، روش  وس ــاي ثانوي ه

باشـد   اي جهت القاي بيان كل مسير بيوسنتيك مـي         كننده اميدوار
هر چند تا به امـروز هـيچ گزارشـي مبنـي بـر كلونينـگ                . ]57[

بــرداري دخيــل در مــسير بيوســنتز تروپــان  فاكتورهــاي نــسخه
آلكالوئيــدها وجــود نــدارد ولــي بــراي تعــدادي از مــسيرهاي  

اينـدول آلكالوئيـدها و فلاونوييـدها تعـدادي         بيوسنتزي ماننـد    
البتـه بيـان يـك فـاكتور        . اند برداري شناسايي شده   فاكتور نسخه 

د شـو هاي ديگر كنتـرل      كننده برداري بايستي توسط تنظيم    نسخه
باشـد   كه در اين مورد هنوز اطلاعات كـاملي در دسـترس نمـي      

]47[.  
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