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 های فنیل آلانین آمونیالیاز تأثیر نانوذرات روی و تیتانیوم بر بیان ژن

(PAL ) و سینامیل الکل دهیدروژناز(CAD) گیاه کتان  در کشت سلولی

(Linum usitatisimum) 
 

The effects of nano-ZnO and nano-TiO2 on expression of 

Phenylalanine ammonia lyase (PAL) and Cinnamyl alcohol 

dehydrogenase (CAD) genes in cell culture of Linum usitatissimum 

L. 
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 (72/80/70: تاريخ پذيرش - 72/80/72: تاريخ دريافت) 

عنوان يک محصول زراعی مهم و منبعی غنی از  به( Linum usitatissimum L)گياه کتان 

ها گروه مهمی  ليگنان. است ها شناخته شدهپروتئين، فيبر غذايی و ليگناناسيدهای چرب مفيد، 

 های بيولوژيکی مهمی عنوان ترکيبات آنتی اکسيدان، فعاليت های ثانويه هستند که به ازمتابوليت

های فنيل آلانين آمونيالياز  در اين مطالعه بيان ژن. مانند اثرات ضد سرطانی در بدن انسان دارند

(PAL ) سيناميل الکل دهيدروژنازو (CAD) ها تحت تاثير نانوذرات روی و  در مسير بيوسنتز ليگنان

صورت فاکتوريل  بدين منظور آزمايشی به. تيتانيوم در کشت سلولی کتان مورد بررسی قرار گرفت

. طراحی شد جهت بررسی تأثير نانوذرات روی و تيتانيوم صادفی با سه تکرارتً کاملا طرح در قالب

و اکسيد تيتانيوم در غلظت گرم بر ليتر  ميلی 923 و 03، 33، صفر نوذرات اکسيد روی در غلظتنا

منظور بررسی بيان  سپس به. های سلولی اضافه شدند به کشتگرم بر ليتر  ميلی 903و  933، 03، صفر

ساعت بعد  12و  28، 22های سلولی،  برداری از کشت ، نمونهReal-Time PCRوسيله  هها ب ژن

ترين آن در  وکمگرم بر ليتر  ميلی 03و  33در دو غلظت PAL ترين ميزان بيان ژن  بيش. انجام شد

تأثير  PALنانو ذره تيتانيوم بر روی بيان ژن . نانوذره روی مشاهده شد mg/L  923غلظت

. شد 12و  28های  در زمان mg/L  903درغلظت CADداری نداشت ولی باعث افزايش بيان  معنی

های زمانی افزايش يافت و  در همه بازه mg/L  03تحت تاثير نانوذره روی در غلظت CADبيان 

 نيا جينتاطور کلی  به. نانوذره روی، کاهش ميزان بيان اين ژن مشاهده شد mg/L  923در غلظت

 در است مؤثر CAD وPAL هر دو ژن  انيب شيدر افزا ینشان داد که نانوذره رو قيتحق

 PALژن  انيدر ب یريبوده و تأث مؤثر CAD ژن انيب رييتنها در تغ وميتانيت نانوذره که یصورت

 . نداشته است

 

 های کلیدی واژه
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متعلق به  و گیاهی يکساله، علفی ((Linum usitatissimum کتان

 روغنیعنوان دانه  طور عمومی به به که باشد می خانواده لیناسه

های مهمی  اکسیدان علت دارا بودن آنتی به گیاه اين. شود شناخته می

جلوگیری  های سرطانی تواند از رشد سلول ها می  نلیگنا از قبیل

ويژه  بهها  سرطانانواع  مبارزه باقش مهمی در نمايد و ن

 Rajesha et) و پروستات ايفا کند روده بزرگ سینه، های سرطان

al. 2006) .ها شاخه مهمی از ترکیبات فنیل پروپانوئیدی  لیگنان

های محیطی و  نقش مهمی در مقاومت گیاه در برابر تنش و دهستن

در مسیر . (Dixon et al. 2002)کنند  ها بازی می حمله پاتوژن

فنیل آلانین ) PALژن . های زيادی وجود دارد ها ژن بیوسنتز لیگنان

 کننده اولین آنزيم در مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها کد( آمونیالیاز

فنل آلانین به ترانس سینامیک اسید -Lاست که منجر به تبديل 

 با س ترانس سینامیک اسید در چندين واکنش متوالیسپ. شود می

 کوآ و سینامیل (4CL) کوآلیگاز کومارات – 4 های فعالیت آنزيم

تولید  کانیفرآلدهید جمله از ديگری های متابولیت (CCR) زردوکتا

 (CAD) دهیدروژناز سینامیل الکل توسط ترکیبات اين که نمايد می

جفت شدن واحدهای کانیفريل  .شوند می تبديل الکلی خود فرم به

واسطه فعالیت  هالکل منجر به تولید پینوريزينول شده و ب

 لاريسی زينول و سپس ،(PLR)پینولاريسی رزينول ردواکتاز 

سیسويسولاريسی زينول . شود تولید می سیسويسولاريسی زينول

 در جهت تشکیل سیسويسو لاريسی زينول دی گلیکوزيد

(SDG) ، کند  در کتان، رسوب میلیگنان اصلی حاضر(Boerjan 

et al. 2003) .از جمله  های سلولی گیاهان دارويی کشت

های  های جالبی هستند که برای افزايش تولید متابولیت تکنیک

. (Murthy et al. 2014)اند  سودمند مورد استفاده قرار گرفته

بهبود  جهتمهم  روش يک ها اين کشتاستفاده از الیسیتورها در 

افزايش تولید . رود شمار می بههای ثانويه  تولید متابولیت

عنوان الیسیتور  های ثانويه در اثر استفاده از نانوذرات به متابولیت

مقدار . (Baenas et al. 2014) است در چندين مورد گزارش شده

ذرات دی اکسید تیتانیوم و نقره در آلووين در اثر استفاده از نانو

بررسی . (Raei et al. 2014)کشت سلولی آلوئه ورا افزايش يافت 

های القا شده  بیان ژن در گیاه آرابیدوبسیس نشان داد که اکثر ژن

های  تورهای درگیر در پاسخ به الیسی توسط نانوذرات روی، ژن

میزان تولید  .(Landa et al. 2012) زيستی و غیر زيستی هستند

نانوذره کبالت در محیط آرتمیزين درگیاه درمنه در اثر استفاده از 

 با. (Ghasemi et al. 2015)گیاه درمنه افزايش يافت  کشت سلولی

ها در جهت افزايش  اهمیت استفاده از محرک به توجه

منبع مهم  يک عنوان به کتان اهمیت علت های ثانويه و به متابولیت

 بیوسنتز مسیر در CAD و PALهای  ها و مؤثر بودن ژن از لیگنان

و  PALهای  ژن بیان میزان تا شد سعی تحقیق ايندر  لذا ها، لیگنان

CAD نانوذرات روی و تیتانیوم  توسطها  در مسیر بیوسنتز لیگنان

 . گیرد قرار ارزيابی مورد در کشت سلولی کتان

محیط  در پس از ضدعفونی (واريته شهدا کرمان)گیاه کتان  بذور

 های ريزنمونه. شدند نگهداری در انکوباتور و کشت MS جامد

 mg/Lحاوی MS جامد کشت محیط در زايی کالوس جهت مختلف

 (NAA) نفتالین استیک اسید mg/L  1و (BAP) آدنین -بنزيل 7 

گراد در انکوباتور  درجه سانتی 72±7کشت و در تاريکی در دمای 

 ،سلولیسوسپانسیون  کشت تولید منظور به. قرار داده شدند

 با مايع MS محیط در های ترد و نرم انتخاب شدند سپس کالوس

شیکردار  انکوباتور در و کشت هورمونی محیط جامد ترکیب همان

 7±72 دمايی شرايط تحت( دقیقه در دور 188 چرخش سرعت با)

سلولی با  رشد منحنی .شدند گراد نگهداری سانتی درجه

 کشت محیط لیترمیلی هر در سلول تعداد مانند صفاتی گیری اندازه

دست آمد  هب يکبار روز دو هر( SCV) ها سلول ايستابی حجم و

 (. 1شکل)

 

 
گرم  میلی Linum usitatissimum ،1منحنی رشد کشت سلولی کتان   - 1شکل

 BAPگرم در لیتر  میلی 7و  NAAدر لیتر 

 

منظور تهیه سوسپانسیون نانوذرات، پودر نانوذرات به شیشه  به

استوک حاوی آب ديونیزه منتقل و با استفاده از دستگاه 
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دقیقه در  78دقیقه پراکنده و به مدت  08اولتراسنیک به مدت 

صورت فاکتوريل در قالب  طرح آزمايش به. اتوکلاو استريل شدند

ر اول شامل زمان فاکتو. طرح کاملا تصادفی با سه تکرار اجرا شد

های مختلف  و فاکتور دوم غلظت( ساعت 27و  40، 74)

و تیتانیوم ( گرم بر لیتر میلی 178و  28، 08صفر، )نانوذرات روی 

پس از  بود که يازده روز( گرم بر لیتر میلی 128و  188، 28صفر، )

و  40، 74برداری  نمونههای سلولی اضافه و  کشت به سوسپانسیون

 . ساعت بعد از اعمال تیمار صورت گرفت 27

های  برداری شده از کشت های نمونه کل سلول RNA استخراج

های مختلف نانوذرات با استفاده  سلولی تیمار شده با غلظت

 .انجام گرفت( شرکت سیناکلون، ايران) RNxPlusازمحلول کیت 

وسیله  هترتیب ب استخراج شده به RNAهای  کمیت و کیفیت نمونه

و  (Thermo NanoDrop 1000, USA) نانو دراپ دستگاه

مورد بررسی ( حجمی/حجمی )درصد  0/8الکتروفورز ژل آگارز 

برای حذف   DNaseI(Fermentas) از تیمار با آنزيم .قرار گرفت

ها استفاده  ژنومی موجود در نمونه DNAهای احتمالی آلودگی

با استفاده از آنزيم ترانس کريپتاز معکوس  cDNAسنتز  .شد

MMLV (Cat.No:. 28025-021 )جهت طراحی  .انجام شد

از نرم ( 1جدول)ها  های مورد استفاده در بررسی بیان ژن آغازگر

 CADو PAL های مقايسه کمی بیان ژن. استفاده شد  Oligo5افزار

-BIO-RAD-RTدستگاه و  Real time PCRروش  از استفاده با

PCR  مدلCFD-3120 گرفت ساخت کشور آمريکا صورت .

یکرولیتر م 12 حجم نهايی برای هر نمونه با PCRمخلوط واکنش 

 يک ،SYBR Green (Amplicon)میکرولیتر مخلوط  2/2ل شام

میکرولیتر به ازای هر کدام از آغازگرهای  2/8 (میکرولیتر آغازگر 

يک دوبار تقطیر و  میکرولیتر آب 2/2 ،(ترفت و برگش

برنامه دمايی استاندارد به کار برده . بود cDNAمیکرولیتر نمونه 

ها به اين صورت بود که مخلوط واکنش به شده برای همه واکنش

چرخه  02درجه سانتیگراد، سپس برای  72دقیقه در دمای  2مدت 

-درجه سانتی 28، دمای (ثانیه 2)گراد درجه سانتی 72در دمای 

حرارت ( ثانیه 08)گراد درجه سانتی 27و دمای( ثانیه 78)گراد 

 دو تکرار بیولوژيک ودر هر واکنش  هاتمام نمونه برای. داده شد

 کنترل داخلی ژن عنوان به Actin ژن اجرا و از دو تکرار تکنیکی يا

(. 1جدول)شد  استفاده نتايج حاصل از دستگاه نرمال کردن برای

تعیین و با استفاده از روش ارائه  هادر همه نمونه Ctمقدارهای 

در  .(Pfaffl 2001)تصحیح شدند Pfaffl (7881 )شده توسط 

 SPSS (ver  آماری افزار نرمحاصله با استفاده از  هاینهايت داده

 به روشها مقايسه میانگین داده .مورد تجزيه قرار گرفت (16.0

 Excel, ver افزار  سم نمودارها با نرمو ر آزمون دانکن ارزيابی

های مربوط به میزان نتايج تجزيه واريانس داده. انجام شد2013

داری را در تحت تأثیر نانوذره تیتانیوم اختلاف معنی CADبیان ژن 

سطح احتمال يک درصد برای غلظت نانوذرات دی اکسید 

تیتانیوم، مدت زمان پس از اعمال نانوذره و اثر متقابل غلظت 

در حالیکه اثر ساده غلظت نانوذره تیتانیوم و . ها نشان دادزمان×

دار معنی PALژن میزان بیان زمان بر روی  ×اثر متقابل غلظت 

  (.7جدول)نبود 

 
 RT-PCRدر واکنش  مشخصات آغازگرها -1 جدول

 

 
 

 

منبع يا شماره دسترسی به ژن در 
NCBI 

 سنتز قطعه طول

 شده

 ژن 3→ʹ5ʹ توالی آغازگر (°C) دمای اتصال

(Preisner et al. 2014) 153 51 
57 

CCGGTGTTATGGTTGGAAT( Forward) 

TGTAGAAAGTGTGATGCCAAA( Reverse) 

Actine 
 

DQ487210 

 
124 61 

61 
GAGTTCTGCAAGGATGAAGGGT( Forward) 

CTGCAACATCAACCACGAACCT( Reverse) 
 

CAD 

(Wang et al. 2016) 121 55 
61 

ATGGAGCATATTCTCGACGG ( Forward) 

CTAGCCATTGAGGCGAAGTC( Reverse) 

PAL 
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 .های مختلف تیتانیوم در زمان نانو دی اکسید تآثیرتحت  کشت سلولی گیاه کتاندر  CADو  PAL هایواريانس میزان بیان نسبی ژنجزيه ت -7جدول 
 ((MSمیانگین مربعات  درجه آزادی منابع تغییرات

PAL CAD 

8/ 800 0 غلظت ns **2/7  

780/1* 7 زمان  **817/0  

827/8 2 زمان×غلظت  ns **04/1  

870/8 74 آزمايشخطای   122/8  

CV  82/2  22/2  

ns،* درصد يکدار در سطوح احتمال پنج و  دار و اختلاف معنی رمعنییاختلاف غ ترتیب به**:و 

 

 .های مختلف در زمان روی نانو اکسید تآثیرتحت  کشت سلولی گیاه کتاندر  CADو  PAL هایجزيه واريانس میزان بیان نسبی ژنت -0جدول
 منبع تغییرات درجه آزادی ((MSمیانگین مربعات 

CAD PAL   

27 /72  غلظت 0 **  1/70 ** 

722/17  ** **17/17  زمان 7 

20/18  زمان×غلظت  2 **   870/0 ** 

827/8  871/8  خطای آزمايش 74 

27/2  22/0   CV 

ns،* پنج و يک درصددار در سطوح احتمال  دار و اختلاف معنی ترتیب اختلاف غیرمعنی به**:و 

 

 
ها تحت تاثیر  در مسیر بیوسنتز لیگنان PALتغییرات بیان ژن  -7 شکل

در ( گرم در لیتر میلی 178و  28، 08های صفر، در غلظت)نانوذرات روی 

دار در سطح احتمال  معنی)در کشت سلولی گیاه کتان  های زمانی مختلف بازه

 (درصد 81/8

 

 بررسی اثر نانوذره اکسید رویايج تجزيه واريانس آزمايش نت

های مختلف نانواکسید روی بر میزان بیان غلظتحاکی از تاثیر

هر سه  های مختلف بود و در زمان CADو  PALنسبی هر دو ژن 

های نانوذره  غلظتو اثر متقابل  زمانمنبع تغییر غلظت نانوذره، 

 داردر سطح احتمال يک درصد معنی های مختلف زماندر روی 

 بر افزايش بیان ژن نانوذره روییشترين تأثیر ب (.0جدول ) شدند

PAL و 28های مربوط به غلظتmg/L  08 های  ترتیب در زمان هب

ها در همان زمان که نسبت به تیمار شاهدساعت بود  27و  74

در  PALفعالیت . را نشان داد افزايش درصد 20و  20ترتیب  به

 27و  40، 74های  نانوذره روی در زمان mg/L 178غلظت 

(. 7شکل )درصد کاهش يافت  188و  27، 14ترتیب  ساعت به

دهد بیان ژن  نشان می CAD مقايسه میانگین میزان بیان ژن

 27و  27ترتیب  به) 27و  40های  در زمان mg/L  128درغلظت

ن میزان است دارای بیشتري( درصد افزايش نسبت به نمونه شاهد

تحت تآثیر نانوذره روی در  CADمیزان بیان (. 0شکل )

ترتیب  ساعت به 27و  40، 74در سه بازه زمانی  mg/L  28غلظت

در  CAD بیان. درصد افزايش را نشان داده است 07و  22، 22

ساعت به میزان  74نانوذره روی در بازه زمانی  mg/L  178غلظت

درصد  22ساعت به میزان  27و  20ساعت به میزان  40، 27

های مختلفی برای بهبود تولید  روش (.4شکل )کاهش يافت 

تولید کشت سوسپانسیون  ويژه های ثانويه دارويی به متابولیت

 Vasconsuelo and Boland) است سلولی گیاهی شناخته شده

های های سلولی گیاه کتان واکنشدر مطالعه حاضر، کشت. (2007

 .نشان دادند  ZnO و TiO2 مختلفی به نانوذرات

در  CADدر مطالعه حاضر نانوذره تیتانیوم به رغم افزايش بیان ژن 

 . نداشت PALداری بر بیان ژن  تأثیر معنی mg/L 128غلظت 
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های زمانی  در بازه( گرم در لیتر میلی 128و  188، 28های صفر،  در غلظت8)ها تحت تاثیر نانوذرات تیتانیوم  در مسیر بیوسنتز لیگنان CADتغییرات بیان ژن  -0 شکل

 (درصد 81/8دار در سطح احتمال  معنی)در کشت سلولی گیاه کتان  مختلف

 

 
 های زمانی مختلف در بازه( گرم در لیتر میلی 178و  28، 08های صفر،  در غلظت)ها تحت تاثیر نانوذرات روی  در مسیر بیوسنتز لیگنان CADتغییرات بیان ژن  -4 شکل

 (درصد 81/8احتمال دار در سطح  معنی)در کشت سلولی گیاه کتان 

 

های بالا از نانوذرات اثرات منفی را  همچنین، نشان داد که غلظت

داشته و با افزايش زمان و غلظت  CADو  PALهای  بر بیان ژن

است که با نتايج شرفی و همکاران  روند کاهشی بیشتر شده

(Sharafi et al. 2013) های مختلف نانوذره روی بر روی غلظت

مطابقت دارد و   Hypericum perforatumسلولی گیاه در کشت

اثرات منفی بر تولید  (ppb 150) های بالاتر نانوذرات روی غلظت

ديگر نیز غلظت بالا  در پژوهشی .گذاردمی هیپتیکین و هیپرفورين

نانوذرات آلومینیوم و تیتانیوم در گندم باعث کاهش طول ريشه و 

اثرات مثبت ( mg/L188)يین های پا ساقه شدند و تنها در غلظت

های بالای  بنابراين غلظت. (Aliabadi et al. 2016)نشان دادند 

دنبال  به. اثرات سمی بر روی گیاه داشته باشدتواند می نانوذرات

های دفاعی سريع در سلول گیاهی نظیر اعمال الیسیتور پاسخ

افزايش جريانات يونی از عرض غشای پلاسمايی، تولید انواع 

های مربوط به دفاع، تغییرات  گر، فعال سازی ژن اکسیژن واکنش

کم . افتد یها اتفاق م ساختاری ديواره سلولی و سنتز فیتواکسین

علت  ممکن است به mg/L  178در غلظت PALشدن بیان ژن 

های فوق و کم  سمیت نانوذره و تأثیر آن بر روی يکی از واسطه

عنوان  به PALآنزيم  (.Siddiqui et al. 2015) شدن بیان ژن باشد

آنزيم آغازکننده نخستین مرحله در مسیر بیوسنتز فنیل 

و کار دفاعی دارد و احتمالا در پروپانوئیدها نقش ضروری در ساز

افزايش جريان کربن به داخل اين مسیر برای سنتز ترکیبات وابسته 

افزايش فعالیت . (Ni et al. 1996)کند  به تنش دفاعی فعالیت می

PAL های مسیر فنیل پروپانوئیدی که منجر به  و ديگر آنزيم

های دفاعی  شود، از نخستین پاسخافزايش ترکیبات فنلی می

. (Garcia-Brugger et al. 2006)باشد  شرايط تنش میگیاهان در 

تحت تأثیر الیسیتورهای  PALاست که فعالیت آنزيم  گزارش شده
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 در مطالعاتی. (Hano et al. 2006)يابد  قارچی نیز افزايش می

 بیوسنتز مسیر احتمالی مراحل طول در ها ژن سازیالفع با رابطه

 در غیرزيستی و زيستی های تنش به پاسخ پروپانوئید در فنیل

 سريع القای در يک مطالعه .است شده گزارش گیاهی های سیستم

 Medicagoسلولی های  کشت در PAL های رونوشت در قوی و

truncatula  شد مشاهده شده با عصاره مخمر تحريک (Suzuki 

et al. 2005). های قارچی در کشت سلولی  در بررسی اثر عصاره

 PAL های نشان داده شد بیان ژن( Linum album)گیاه کتان سفید 

طور  بعد از افزودن الیسیتور قارچی به محیط کشت به  CADو

در کشت سلولی . (Bahabadi et al. 2012)دار افزايش يافت  معنی

ژن عنوان الیسیتور بیان  گیاه مريم گلی کاربرد متیل جاسمونات به

PAL های شاهد افزايش داده است را نسبت به نمونه(Zhao et al. 

های ثانويه مهم  ها و فنل، متابولیت با توجه به اينکه لیگنان. (2005

که کاربردهای دارويی بسیاری دارند هستند  کتان سنتز شده توسط

(Bozan and Temelli 2008)  استفاده از نانوذرات در محیط

ها را  ها و متعاقبا خواص دارويی آن تواند اين متابولیت کشت می

نتايج اين تحقیق نشان داد که تیمار . تحت تاثیر قرار دهد

ها در مسیر بیوسنتز  تواند بیان ژن های سلولی با نانوذرات می کشت

اين افزايش در بیان ژن ممکن است . ها را افزايش دهد لیگنان

بنابراين کاربرد . های ثانويه شود سبب بهبود تولید متابولیت

مناسب تواند يک عامل  نانوذرات در زمان و غلظت مناسب می

. های ثانويه باشد جهت افزايش بیان ژن در مسیر بیوسنتز متابولیت

عنوان محرک برای  شود ديگر نانوذرات به در نهايت پیشنهاد می

ها در مسیر بوسنتز  و ديگر ژن CADو  PALهای  مطالعه بیان ژن

 . ها مورد استفاده قرار گیرند لیگنان
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