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 آلكالوئيدهاي از غني( .Chelidonium majus L) کبير ماميران هاي اندام و گياهي شيره

 آن هاي وليتمتاب ترين مهم از ها بنزوفنانتريدين گروه از سنگوئينارين که باشند مي ايزوکوئينولين

 مرحله هفت نيازمند سنگوئينارين بيوسنتز. است شده گزارش ريشه در عمدتا آن تجمع که است

 ،(BBE) بريدج بربرين هاي آنزيم توسط که باشد مي رتيكولين -اس ماده پيش از واکنش

 زترانسفرا متيل تتراهيدروپروتوبربرين ،(STS) سنتتاز استيلوپين ،(CFS) سنتتاز شيلانتيفولين

(TNMT)، هيدروکسيلاز پروتوپين (P6H )اکسيداز هيدروبنزوفنانتريدين دي و (DBOX )صورت 

 هاي متابوليت توليد افزايش در تاثيرگذار عوامل شناسايي و بيوسنتزي مسيرهاي مطالعه. گيرد مي

 هستند ها محرک از جديدي دسته نانوذرات. باشد مي متابوليت مهندسي در مهم هايگام از ثانويه

 نانودي اثر منظور بدين. شوند مي محسوب ثانويه هاي متابوليت توليد کننده تحريک عنوان به که

 آزمايش قالب در کبير ماميران سنگوئينارين بيوسنتزي مسير هاي ژن بيان تغيير در تيتانيوم اکسيد

 القاي از پس زمان و پاشي محلول مرحله تيتانيوم، اکسيد دي نانو غلظت فاکتور سه با فاکتوريل

 تفاوت MSH و STS، P6H، BBE هاي ژن بيان واريانس تجزيه. گرفت قرار بررسي مورد محرک

 دوره پاشي، لمحلو از پس زمان مدت تيتانيوم، اکسيدنانودي هاي غلظت اثر درداري  معني

 نشان درصد يک و پنج احتمال سطوح در ها آن متقابل اثرات و گياه مختلف هاي اندام پاشي، محلول

 و برابر سه تا دو ساقه و برگ به نسبت ريشه در P6H و STS هاي رونوشت  تجمع ميزان. داد

 مطالعه، مورد اندام سه هر مجموع در. بود ساقه برابر چهار ريشه در MSH و BBE هاي ژن  رونوشت

 در يدرصد 31 و 355 ،33 ،39 افزايش ترتيب به تيتانيوم اکسيد نانودي ليتر در گرم ميلي 355 غلظت

 ساعت 44 و 24 هاي زمان. دادند نشان شاهد تيمار به نسبت MSH و STS، P6H، BBE هاي ژن بيان

 و شده مطالعه مورد ژن چهار هر در بيان حداکثر باعث پاشي محلول از پس ساعت 72 به نسبت

 1555 و BBE و STS، P6H هاي ژن براي تيتانيوم اکسيد نانودي در ليتر گرم ميلي 355 غلظت

 داد نشان تحقيق اين نتايج. دادند نشان را بيان افزايش ترين بيش MSH ژن براي در ليتر گرم ليمي

 هاي ژن تنظيم طريق از کبير ماميران سنگوئينارين توليد افزايش در تيتانيوم اکسيددي نانوذره که

 . باشد مي ثرؤم آن بيوسنتزي مسير

 

 های کلیدی واژه
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از خانواده  .Chelidonium majus Lکبیر با نام علمی  مامیران

 -زرده ابی چندساله با شیریگیاه دارو ؛(Papaveraceae) خشخاش

های هوایی است که به این گیاه خواص در ریشه و اندامنارنجی 

نتایج تحقیقات . بخشد ضدالتهابی، ضدعفونی و ضدسرطانی می

دهد که خواص دارویی و درمانی شیرابه مامیران  مختلف نشان می

باشد   های این گیاه می دلیل آلکالوئیدهای موجود در اندام کبیر به

(Ganan et al. 2016 .)های مامیران غنی از  شیره گیاهی و اندام

باشند که به سه گروه عمده  آلکالوئیدهای ایزوکوئینولین می

، (ئینارین و کلریترینمانند کلیدونین، سنگو)بنزوفنانتریدین 

مانند بربرین و )ها  مشتقات آن و پروتوبربرین پروتوپین و

ترین  کلیدونین، کوپتیسین و بربرین عمده .تعلق دارند( کوپتیسین

که کلیریترین و  های هوایی هستند درحالی آلکالوئیدها در اندام

 Tome and)است  سنگوئینارین عمدتا در ریشه گزارش شده

Colombo 1995 .)ها بنزیل ایزوکوئینولین (Benzylisoquinoline 

alkaloids: BIAs)  گروه بزرگی از ترکیبات متنوع طبیعی محسوب

، Papaveraceaeهای  شوند که عمدتا در خانواده می

Ranunculaceae ،Berberidaceae  وMenispermaceae  یافت

-بیوسنتز آلکالوئیدهای بنزیل(. Li et al. 2016)شوند  می

هیدروکسی فنیل  -4وکوئینولین با تبدیل تیروزین به دوپامین و ایز

تیروزین دکربوکسیلاز، تیروزین و . شوداستالدهید آغاز می

. کند های مشابه خود تبدیل می دهیدروکسی فنیل آلانین را به آمین

هیدروکسی فنیل استالدهید توسط نورکوکلارین -4دوپامین و 

ماده پیش)نورکوکلارین  -ا اسبا هم ترکیب شده ت( NCS)سینتاز 

را ( ایزوکوئینولین آلکالوئیدها در گیاهانمرکزی برای همه بنزیل

شونده به تر تحقیقات بر مسیرهای انشعابی منتهی بیش. تولید کند

، پروتوبربرین (مانند سنگوئینارین)آلکالوئیدهای بنزوفنانتریدین 

متمرکز ( ن و کدئینمانند تبائین، مورفی)و مورفینان ( مانند بربرین)

اند که سنگوئینارین آزمایشات مختلف نشان داده. است شده

شود و مطالعه  های سرطانی انسان میموجب آپوپتوز در سلول

. شود عنوان درمان بالقوه سرطان توصیه می روی سنگوئینارین به

است که اثرات آپوپتوز سنگوئینارین از  برخی تحقیقات نشان داده

کند  اثر می P38و فسفوریلاسیون  2Cئین فسفاتاز طریق مهار پروت

که دیگر تحقیقات مهار سنگوئینارین را از بیان این ژن  در حالی

 .(Kemeny-Bekea et al. 2006)اند  نشان داده

بیوسنتز متابولیت مهم سنگوئینارین نیازمند هفت مرحله واکنش از 

سنتز اولین مرحله برای بیو. باشد می( 1شکل )رتیکولین  -اس

 -آلکالوئیدهای بنزوفنانتریدین و پروتوبربرین شامل تبدیل اس

باشد که توسط آنزیم بربرین  اسکولرین می -رتیکولین به اس

گیرد  صورت می( Berberine bridge enzyme: BBE)بریدج 

(Takemura et al. 2016 .) ژنBBE  آنزیم کلیدی بربرین بریدج

 Sمتیل در  – Nاری گروه تبدیل ساخت BBEآنزیم . کندرا کد می

کند  اسکولرین کاتالیز می -Sدر  8رتیکولین را به کربن شماره  –

(Frenzel et al. 1988 )نظیر و  که این عمل طی یک واکنش بی

خاص در طول مسیر بیوسنتزی آلکالوئیدهای بنزوفنانتریدینی 

 -Sسپس . Colombo and Bosisio 1996)) شود  انجام می

 Cheilanthifoline)نزیم شیلانتیفولین سنتتاز اسکولرین توسط آ

synthase: CFS ) بهS – د شو شیلانتیفولین تبدیل می(Hagel and 

Facchini 2010 .) آنزیمCFS  به خانوادهCYP719  تعلق دارد و

های کدکننده این آنزیم از خشخاش کالیفرنیا جداسازی  ژن

سنتتاز  آنزیم استیلوپین(. Ikezawa et al. 2009)است  شده

(Stylopine synthase: STS )(S)-Cheilanthifoline را به(S)- 

Stylopine کند و متعلق به زیرخانواده تبدیل میCYP719  است .

های کدکننده این آنزیم از خشخاش خاردار مکزیکی  ژن

با (. Diaz Chavez et al. 2011)اند  جداسازی و گزارش شده

زیم توسط آن Stylopine -(S)متیلاسیون 

(Tetrahydroprotoberberine cis- N- methyltransferase: 

TNMT ) ترکیبS-cis- N- methylstylopine شود  تولید می

(Liscombe and Facchini 2007 .)S-cis- N- methylstylopine 

یک مرحله کلیدی در بیوسنتز آلکالوئیدهای پروتوپینی و 

 -S-cis- N- methylstylopine 14آنزیم. بنزوفنانتریدینی است

hydroxylase (MSH ) متعلق به زیرخانوادهCYP82N باشد و  می

. دشو به پروتوپین می S-cis- N- methylstylopineسبب تبدیل 

را به  Protopine 6- hydroxylase (P6H )Protopineآنزیم 

Dihydrosanguinarine این آنزیم متعلق به . کند تبدیل می

است  خاش کالیفرنیا جداسازی شدهاز خش CYP82N3زیرخانواده 

(Takemura et al. 2010 .)در انتهای این شاخه، اکسیداسیون دی-

  مقدمه
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-دی هیدروسنگوئینارین به سنگوئینارین توسط آنزیم

 Dihydro Benzophenanthridine)اکسیداز  هیدروبنزوفنانتریدین

Oxidase: DBOX )باشد صورت  که یک آنزیم سیتوزولی می

مسئول تولید آنزیم  DBOX ژن(. Facchini et al. 1996)گیرد  می

 مسیر در مؤثر ژن دیگر اکسیداز، هیدروبنزوفنانتریدیندی

 تحمل آستانه تنظیم مسئول که است سنگوئینارین بیوسنتزی

 (. Hagel et al. 2012) است سنگوئینارین سمیت به سلولی

رسان  تواند یک فاکتور محیطی و یا یک مولکول پیام محرک می

نماید؛ امری  رسانی را فعال می های پیام شد که آبشاری از سیگنالبا

. باشد های ثانویه مرتبط می های بیوسنتزی متابولیت که با بیان ژن

ها، نام بیولوژیکی و ماهیت  ها عمدتا بر اساس منشاء آنمحرک

نانوذرات . شوند های مختلفی تقسیم می شیمیایی به دسته -فیزیکی

ها هستند که با وجود مطالعات کم در این  کدسته جدیدی از محر

های ثانویه در پاسخ به تیمار نانوذرات  زمینه، تحریک متابولیت

عنوان تحریک کننده تولید  مبین این مسئله است که این ذرات به

(. Shakya et al. 2017)شوند  های ثانویه محسوب می متابولیت

یش فعالیت نیترات نانوذرات دی اکسیدتیتانیوم در گیاهان با افزا

رودوکتاز و گلوتامات دهیدروژناز بر متابولیسم نیتروژن تاثیر 

این نانو . دشو گذاشته و موجب بالا رفتن میزان فتوسنتز و رشد می

های گیاهی وارد  دلیل کوچکی اندازه به سرعت درون سلول ذره به

استفاده . دهد ها را تحت تاثیر قرار می شده و تحرکات بیانی در ژن

های اخیر مورد توجه زیادی  عنوان محرک در سال از نانوذرات به

در این . های محدودی نیز وجود دارد قرار گرفته و گزارش

با استفاده از نانوذرات دی  .Raei et al (2013)خصوص 

اکسیدتیتانیوم و نقره افزایش میزان آلوئین در سوسپانسیون سلولی 

میزین در کشت ریشه موئینه میزان آرت. ورا را گزارش کردند آلوئه

در پاسخ به تیمار با نانو ذرات نقره  Artemisia annuaگیاه 

تاثیر مثبت نانوذرات (. Zhang et al. 2013)افزایش یافته است 

های پاپاورین، کدئین و  مس، آهن و سیلسیوم در افزایش متابولیت

( 2013)تبائین در سوسپانسیون سلولی گیاه خشخاش توسط 

Bandarian et al. در گیاه. است گزارش شدهCalendula 

officinalis  میزان فلاونوئید و آنتوسیانین در پاسخ به نانوذرات

که مقدار کارتنوئید و ساپونین  نقره کاهش یافته است در حالی

 (.Ghanati and Bakhtiarian 2014)افزایش یافته است 

ژن  های زیستی و غیرزیستی متعددی برای تحریک بیان محرک

ها مانند  های مسیر تولید آلکالوئیدهای بنزوفنانتریدینآنزیم

نتایج مطالعات . است سنگوئینارین مورد بررسی قرار گرفته

مختلف بیانگر این مطلب است که علاوه بر نوع گیاه و بافت 

هدف، نوع محرک، غلظت آن و مدت زمان تیمار با محرک میزان 

در این رابطه اثر چندین . دهد میتولید متابولیت را تحت تاثیر قرار 

اسید،  های غیرزیستی سالیسیلیک همراه محرک محرک قارچی به

اکسیدکربن بر بهبود تولید سنگوئینارین در  پراکسیدهیدروژن و دی

خشخاش بررسی و مشخص شد که تولید سنگوئینارین در 

افزایش  T. harzanium های سلولی خشخاش در حضور کشت

، CFSهای  افزایش بیان هشت الی نه برابری ژنیافته و نیز باعث 

STS ،TNMT  وP6H های غیر  چنین در میان محرک شد؛ هم

 .Verma et al)ثرتر گزارش شد ؤاسید م زیستی، سالیسیلیک

2014.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Blechert et)رتیکولین  -مسیر بیوسنتزی تولید سنگوئینارین از اس -1شکل 

al. 1995( )BBE: Berberine bridge enzyme; CFS: (S)-

cheilanthifoline synthase; SPS: (S)-stylopine synthase; SPNMT: 

S-adenosyl-L-methionine:(S)-tetrahydroprotoberberine cis-N-

methyltransferase; MSH: (S)-cis-Nmethylstylopine 14-

hydroxylase; PPH: protopine 6-hydroxylase;DBOX: 

dihydrobenzophenanthridine oxidase.) 
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های بیوسنتزکننده آلکالوئیدهای گیاه  ای مشابه، بیان ژن در مطالعه

، TYDC ،6OMT ،CNMT ،CYP80B1های  خشخاش مانند بیان ژن

4OMT  وBBE  با محرک قارچی تحریک شده و به دنبال آن میزان

 (.        Facchini and Park 2003)سنگوئینارین افزایش یافت 

سنتزی و شناسایی عوامل مطالعه نحوه تنظیم مسیرهای بیو

های مهم در  تاثیرگذار در افزایش تولید متابولیت های ثانویه از گام

ها یکی از  باشد که استفاده از محرک جهت مهندسی متابولیت می

 های مختلف نانودی در این راستا اثر غلظت. ثر استؤهای م روش

دت اکسید تیتانیوم به همراه سه عامل تعداد دوره محلول پاشی، م

پاشی و نیز اندام گیاهی در تغییر الگوی بیان  زمان پس از محلول

های مسیر بیوسنتزی سنگوئینارین گیاه مامیران کبیر مورد  ژن

 .بررسی قرار گرفت

 

با میانگین ( TiO2)در این مطالعه از نانوذرات دی اکسیدتیتانیوم 

. فاده شداست( Sigma-Aldrich)نانومتر  21اندازه ذرات 

 211و  111، 1111)های مختلف  در غلظتTiO2 سوسپانسیون 

از آب  TiO2برای تهیه سوسپانسیون . تهیه شد( گرم در لیتر میلی

( disperssion)سازی  منظور پراکنده دیونیزه استفاده شد و به

دقیقه  41به مدت ( 160W, 35KHz)سوسپانسیون، سونیکاسیون 

ه برای جلوگیری از متراکم شدن لازم به ذکر است ک. انجام شد

ها تا زمان استفاده روی همزن  مجدد ذرات، سوسپانسون

 .مغناطیسی قرار داده شدند

از موسسه ( .Chelidonium majus L)بذور گیاه مامیران کبیر 

 11)ها و مراتع کشور تهیه و در شرایط گلخانه  تحقیقات جنگل

 C˚21ز ورو C˚21ساعت تاریکی، دمای  8ساعت روشنایی و 

 + خاکبرگ 1 :ماسه 1 :خاک 1 با ترکیب خاک با نسبت( شب

بر پایه طرح کاملا  4×2×1کوکوپیت در قالب آزمایش فاکتوریل 

فاکتورهای مورد بررسی شامل . تصادفی با سه تکرار کشت شد

گرم در  میلی 1111، 111، 211تیتانیوم در سه غلظت  اکسید نانودی

پاشی  ، فاکتور تعداد محلول(ظت صفرغل)لیتر به همراه تیمار شاهد 

و فاکتور ( پاشی پاشی و دو بار محلول یک بار محلول)در دو سطح 

ساعت  92و  48، 24زمان پس از القای محرک در سه سطح 

صورت  به روزه 21های  پاشی نانوذرات به گیاهچه محلول. بودند

پاشی در دو مرحله با  که محلول طوری به انجام گرفت، اسپری

منظور  لازم به ذکر است که به. شدساعت انجام  92له زمانی فاص

  Tween 80پاشی از افزایش میزان نفوذپذیری، به هنگام محلول

( غلظت صفر)د و گیاهان شاهد شاستفاده ( Scharluیک درصد، )

های  نمونه. پاشی شدند محلول Tweenبا آب دیونیزه حاوی 

 92و  48، 24ای ه گیاهی برگی از تیمارهای مختلف در زمان

های ملکولی  پاشی تهیه و برای بررسی ساعت پس از هر محلول

گیری  همچنین پس از آخرین نمونه. مورد استفاده قرار گرفتند

منظور  پاشی دوم، به ساعت پس از محلول 92برگی در زمان 

گیری از سه  های مختلف، نمونه ها در اندام مقایسه میزان بیان ژن

 .دشبرگ انجام  اندام ریشه، ساقه و

آوری شده ترکیبات تیماری  های جمع کل از نمونه RNAاستخراج 

 RNX-Plusهای ریشه، ساقه و برگ با محلول  مختلف و اندام

(Sinaclon ) انجام گرفت و در  شرکت سازندهمطابق دستورالعمل

 ,Nanodrop)ادامه از الکتروفورز ژل آگارز و اسپکتروفتومتری 

Thermo scientific ) برای سنجش کیفیت و کمیتRNA 

 RNAبرای حذف آلودگی احتمالی . استخراج شده استفاده شد

DNaseI (Fermentas )با آنزیم  RNAهای  ژنومی، نمونه  DNAبا

-601) با استفاده از کیت cDNAتیمار شدند و سپس واکنش سنتز 

602) Hyper Script  شرکتGeneAll  مطابق با دستوالعمل

منظور بررسی میزان بیان نسبی  به. ت گرفتشرکت سازنده صور

با استفاده از  Real Time-PCRهای مورد مطالعه، واکنش  ژن

Cyber green (Amplicon ) در چهار تکرار برای هر تیمار در

. انجام گرفتBioRad (MiniOpticon, USA )دستگاه 

 stylopineهای ژن  از توالی( 1جدول )آغازگرهای مورد نیاز 

synthase (KY550671) ،N-methylstylopine hydroxylase 

(KX646397) ،protopine 6-hydroxylase (KY783479 ) و

Berberin Bridge Enzyme (KY595435 ) که در آزمایشگاه

جداسازی ( ره) المللی امام خمینی ژنتیک و ژنومیکس دانشگاه بین

های  یطراحی و ویژگ Primer 3 (ver. 0.4.0) افزار شده بود؛ با نرم

جفت آغازگرها از لحاظ تشکیل ساختارهای ثانویه، همودایمر و 

بررسی و   Oligoanalyzer(ver. 3.1) افزار هترودایمر و غیره با نرم

عنوان ژن مرجع برای نرمال  به Actinدار  ژن خانه. تایید شدند

(. 1جدول )ها مورد استفاده قرار گرفت  های بیان ژن کردن داده

  ها مواد و روش
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 2x RealQ Plus 2xاز  μl 1شامل  qRT-PCRمخلوط واکنش 

(Ampliqon)Master Mix Green ،μl 1  نمونهcDNA ،μl 1/1  از

بود  RNaseآب عاری از  μl 1هر یک از آغازگر پیشرو و پسرو و 

. میکرولیتر تهیه شدند 11مقطر استریل در حجم نهایی  که با آب

یقه در صورت پنج دق پلیمراز به ای زنجیره برنامه دمائی واکنش

ثانیه  21چرخه شامل  41سازی اولیه،  برای واسرشته C˚ 94دمای 

اتصال ) C˚18ثانیه در دمای  21، (سازی واسرشته) C˚94در دمای 

و در نهایت افزایش ( بسط) C˚92ثانیه در دمای  11و ( آغازگرها

نجام درجه سلسیوس ا 91تا  11دما برای ترسیم منحنی ذوب از 

، در چهار تکرار RT-PCRهر واکنش ها هبرای تمام نمون. گرفت

میزان بیان . شد اجرا (تکنیکیبیولوژیک و دو تکرار دو تکرار )

 CT∆∆ –2 (Pfaffl ابطههای مورد بررسی با استفاده از ر نسبی ژن

شامل تجزیه های آماری  تجزیهدر نهایت . شدندمحاسبه ( 2001

با استفاده  ها به روش دانکن واریانس یک طرفه و مقایسه میانگین

 Excel, verافزار  و رسم نمودارها با نرم MSTAT-Cافزار  از نرم

 .انجام شد 2010

 

، STS ،P6Hهای  های مربوط به میزان بیان ژن تجزیه واریانس داده

BBE  وMSH ( 2جدول ) آزمایش اول در اندام برگ اختلاف

 ،11/1)داری را در سطوح احتمال پنج و یک درصد  معنی

11/1≥P )اکسیدتیتانیوم، مدت  های نانودی در منابع تغییر غلظت

ها، دوره  زمان ×ها  پاشی، اثر متقابل غلظت لزمان پس از محلو

ها،  غلظت × ها پاشی پاشی و اثرات متقابل محلول محلول

ها  پاشی محلول ×ها  زمان ×ها  ها، غلظت زمان × ها پاشی محلول

ثرات متقابل عوامل مورد مطالعه دلالت دار بودن ا معنی. نشان داد

بر عدم پاسخ یکسان و بیان متفاوت چهار ژن مسیر بیوسنتزی 

تیتانیوم و  اکسید های مختلف نانودی سنگوئینارین در غلظت

. پاشی دارد پاشی و گذشت زمان پس از محلول مرحله محلول

حاکی از ( 1جدول )چنین نتایج تجزیه واریانس آزمایش دوم  هم

اکسید تیتانیوم بر میزان بیان  ر سطوح مختلف غلظت نانودیتاثی

های  در اندام MSHو  STS ،P6H ،BBEنسبی هر چهار ژن 

مختلف گیاه مامیران کبیر بود و هر سه منبع تغییر غلظت نانوذره، 

اندام گیاهی و اثر متقابل اندام گیاهی در غلظت نانوذره در سطح 

مقایسه میانگین  .شدند دار معنی( ≤11/1P)احتمال یک درصد 

 STS ،P6H ،BBEهای گیاهی از نظر بیان نسبی هر چهار ژن  اندام

مختلف   ها در سه اندام نشان داد که میزان بیان این ژن MSHو 

با بررسی . گیاه مامیران متفاوت بود( ریشه، ساقه و برگ)

های تغییرات بیان ژنی اثر متقابل غلظت نانودی اکسید  منحنی

، در سه غلظت مختلف نانودی (2شکل )و اندام گیاهی تیتانیوم 

-2شکل ) STS( الف-2شکل ) BBEهای  اکسید تیتانیوم، بیان ژن

در هر سه اندام ( د-2شکل ) MSHو  (ج-2شکل ) P6H، (ب

ترین  داری پیدا کرد و بیش مامیران نسبت به شاهد افزایش معنی

ه در اندام میزان افزایش بیان در مورد هر چهار ژن مورد مطالع

 (.2شکل )ریشه مشاهده شد 

 
 qRT-PCRهای مسیر بیوسنتز سنگوئینارین در مامیران کبیر با  مشخصات آغازگرها برای بررسی بیان نسبی ژن -1جدول 

Amplicon 

length (bp) 

Tm 

(˚C) 
Sequence (5ʹ-3ʹ) Enzyme 

Accession 

number Gene 

199 18 
F: CTTCTTCAACTACGGCATGGG 
R: TGCTAATGGTGCAATGGGTT 

 
Stylopine synthase KY550671 STS 

121 18 
F: GTACCCAGCAGGACCATTGA 

R: GCTCCCATCTCGTTGCATCT 

 

methylstylopine 14- hydroxylase KX646397 MSH 

189 18 
F: TGCCGAGAACCAAGGAAGAG 

R: CCCAAGCTGTTTCCGAGTCT 

 

Berberin Bridge Enzyme KY595435 BBE 

198 18 F: GCCCTGCCTTCACAATGAA Protopine 6-hydroxylase KY783479 P6H 

  R: TCTTTCTAAGCTCGCGCCAA 

    

114 18 F: GCGACGGTGTCTCACATACA 
R: GCGGACAATTTCCCGTTCAG 

Actin XM_016623745 Actin 

      

 

  نتایج و بحث
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 .های مختلف پاشی نانو دی اکسیدتیتانیوم در زمان های مسیر بیوسنتزی سنگوئینارین در برگ مامیران کبیر تحت محلول تجزیه واریانس میزان بیان نسبی ژن -2جدول 

 درجه آزادی

(df) 

 منابع تغییر

(S.O.V) 

 میانگین مربعات

(MS) 

STS P6H BBE MSH 

 1/98** 4/211** 91/11** 11/9** 1 غلظت نانوذره

 9/2** 9/21** 14/8** 11/1** 2 زمان

 91/1** 98/11** 21/2** 92/1** 1 زمان ×غلظت 

 ns111/1 ns11/1 89/1** 9/1** 1 محلول پاشی

 21/1* 11/21** 91/1** 1/1** 1 غلظت × محلول پاشی

 91/1** 41/19** 2/**98 14/1** 2 زمان × محلول پاشی

 94/2** 82/9** 28/1** 9/1** 1 محلول پاشی ×زمان ×غلظت 

 189/1 111/1 114/1 111/1 92 خطای آزمایش

CV %  98/1 91/8 12/1 1/9 

ns     ، * دار در سطوح احتمال پنج و یک درصد دار و اختلاف معنی ترتیب اختلاف غیرمعنی به**:  و (11/1، 11/1≥P)  

 

 
های مختلف نانو دی  های مختلف مامیران کبیر تحت غلظت در اندام MSH( و د P6H( ، جSTS( ، بBBE( های الف منحنی تغییرات بیان نسبی ژن -2شکل 

 .اکسیدتیتانیوم

 

تر  در ریشه بیش MSHو  STS ،BBE ،P6Hهای  عبارتی بیان ژن به

در  P6Hو  STSهای  رونوشت میزان تجمع . از ساقه و برگ بود

های  ژن  وشتریشه نسبت به برگ و ساقه دو الی سه برابر و رون

BBE  وMSH بنابراین از . در ریشه چهار برابر ساقه بودند

ها بیشترین انباشتگی را در ریشه  ژن  که رونوشت این آنجایی

مامیران دارند، تائید کننده این مطلب است که در مامیران کبیر نیز 

همانند دیگر گیاهان دارای آلکالوئیدهای بنزوفنانتریدین و دیگر 

 P. somniferum (Facchini andده خشخاش مانند گیاهان خانوا

De Luka 1995 ) وP. bracteatum (Rezaei et al. 2016 ) بیان

های مسیر بیوسنتزی سنگوئینارین در ریشه بیشتر از ساقه و  ژن

تواند دلیلی بر تجمع بیشتر سنگوئینارین در  برگ است و این می

نتایج (. Facchini and De Luka 1995)ریشه گیاه مامیران باشد 

دهند  مطالعات مختلف در خشخاش و شقایق کالیفرنیا نیز نشان می

دنبال  یابد که این به که سنگوئینارین در ریشه این گیاهان تجمع می
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 STS  (Vermaهای  ای از رونوشت ژن تجمع مقادیر قابل ملاحظه

et al. 2014) ، BBE  (Hagel et al. 2013)،    MSH  (Beaudoin and 

Facchini 2013 ) وP6H (Blechert et al. 1995 )افتد؛  اتفاق می

های مسیر بیوسنتزی سنگوئینارین دارای سیستم بیانی  بنابراین ژن

 .باشند می( Tissue-specific)بافت اختصاصی 

بر اساس مقایسه میانگین اثر متقابل، ریشه در هر سه غلظت 

سایر  اری نسبت بهد طوری معنی به اکسید تیتانیوم مختلف نانودی

ترین میزان بیان را در هر چهار ژن مورد مطالعه  ها بیش میانگین

از سوی . قرار گرفتند cو  a ،bبندی  نشان داده و در کلاس گروه

 1111به  111دیگر با افزایش غلظت نانودی اکسید تیتانیوم از 

های مسیر سنگوئینارین  گرم در لیتر، میزان افزایش بیان ژن میلی

 BBEهای  ژن)ها کاهش بیان  ها و اندام ی و در مورد برخی ژنبطئ

های  در اندام ریشه و ژن( ب-2شکل ) STSو ( الف-2شکل )

STS ( ب-2شکل) و ،MSH ( د-2شکل )مشاهده ( در اندام ساقه

گونه  توان این می( 2شکل )های مشاهده شده  از منحنی. شد

اکسید تیتانیوم  دیهای پائین و متوسط نانو استنباط نمود که غلظت

توانند موجب افزایش بیان  های مناسب محرکی می به عنوان شوک

های مسیر بیوسنتزی سنگوئینارین و به تبع آن افزایش سنتز  ژن

در مجموع هر سه اندام مورد مطالعه، غلظت . دشوسنگوئینارین 

 موجب ترتیب میلی گرم در لیتر نانودی اکسید تیتانیوم به 111

، STS ،P6Hهای  درصدی در بیان ژن 91و  111، 11، 11افزایش 

BBE  وMSH  در تایید نتایج . شدنسبت به تیمار شاهد

افزایش میزان  Facchini and Park( 2003)آمده،  دست به

ایزوکوئینولین در کشت سلولی خشخاش که   آلکالوئیدهای بنزیل

با محرک قارچی القاء شده بود را در نتیجه فعال شدن تمام 

و سنگوئینارین در  S-reticulinای شناخته شده در بیوسنتز ه ژن

لازم به ذکر است که نقش مهم . اند سطح رونویسی گزارش کرده

S-reticulin عنوان ترکیب حدواسط در نقطه انشعاب مرکزی در  به

های نقطه  بیوسنتز آلکالوئیدها مبین این است که تنظیم آنزیم

ی در کنترل و تجمع دارای نقشی کلید BBEانشعاب مانند 

(. Facchini et al. 1996)سنگوئینارین در گیاهان مربوطه است 

های مورد  د کلیه ژنشو نیز استنباط می 2همانگونه که از شکل 

هر چند غلظت محرک )بررسی در پاسخ به محرک تحریک شدند 

القاء و (. شود در این مورد عاملی مهم و تاثیرگذار تلقی می

در سوسپانسیون سلولی و  BBE، STS ،P6Hهای  تحریک ژن

و خشخاش در حضور الیستورهای  E. californicaگیاهچه 

های غیر زیستی  و محرک( و مخمر Botyris Cinerea)زیستی 

های  در بیان ژن elicitationمبین تاثیرگذاری ( متیل جاسمونات)

 ;Alcantara et al. 2005)باشد  بیوسنزکننده آلکالوئیدها می

Dittrich and Kutchan 1991) ،؛ که در توافق با چنین نتایجی

ها در مامیران نیز  تیتانیوم بر بیان این ژن اکسید تاثیرمثبت نانو دی

  شود که میزان تجمع رونوشت د و نیز مشخص میشمشاهده 

علاوه بر این، . کنند های مذکور در طی رشد و نمو تغییر می ژن

نشان از تنظیم  TiO2اسخ به های مورد بررسی در پ افزایش بیان ژن

 .ها دارد مشترک این ژن

 
های مسیر بیوسنتزی  تجزیه واریانس میزان بیان نسبی ژن -1جدول 

پاشی نانو  های مختلف مامیران کبیر تحت محلول سنگوئینارین در اندام

 .تیتانیوم اکسید دی

 منابع تغییر

(S.O.V) 

درجه 

 آزادی

(df) 

 میانگین مربعات

(MS) 

STS P6H BBE MSH 

 11/9** 1/111** 19/2** 18/1** 1 غلظت نانوذره

 11/12** 9/92** 14/1** 99/9** 2 اندام گیاهی

 11/2** 1/11** 11/1** 192/1** 1 اندام ×غلظت 

 114/1 11/1 111/1 111/1 11 خطای آزمایش

CV %  21/9 1/9 1/9 11/9 

 (.≤11/1P)دار در سطح احتمال یک درصد  اختلاف معنی**: 

 

در برگ  BBEمقایسه میانگین و الگوی تغییرات بیان نسبی ژن  -1شکل 

های  تیتانیوم در زمان اکسید های مختلف نانو دی مامیران کبیر تحت غلظت

 .پاشی مختلف پس از محلول
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 ×بر اساس مقایسه میانگین اثر متقابل سه جانبه غلظت نانوذره 

، (1شکل )پاشی  زمان پس از محلول ×پاشی  مرحله محلول

در اندام برگ در  BBEمیزان بیان ژن ( aگروه )ترین  بیش

نانودی اکسید تیتانیوم  در لیتر گرم میلی 211های تیماری  ترکیب

پاشی، غلظت  ساعت پس از محلول 24پاشی اول و  در محلول

شی اول و پا نانودی اکسید تیتانیوم در محلولدر لیتر گرم  میلی 111

در لیتر گرم  میلی1111پاشی، و غلظت  ساعت پس از محلول 92

ساعت پس از  48پاشی دوم و  نانودی اکسید تیتانیوم در محلول

در برگ  BBEروند تغییرات بیان ژن . پاشی مشاهده شد محلول

نشان داد که در غلظت پائین نانودی اکسید تیتانیوم ( 1شکل )

(mg.L
ساعت پس از محلول پاشی  24در ترین بیان  بیش( 211 1-

ساعت میزان بیان  92و  48مشاهده شده و با گذشت زمان به 

اما در غلظت بالای نانودی اکسید . داری کاهش یافت طور معنی به

mg.L)تیتانیوم 
ساعت پس از محلول  48افزایش بیان تا ( 11111-

 92های اول و دوم مشاهده شده و سپس روند کاهشی در  پاشی

نتایج مقایسه میانگین بیان . س از محلول پاشی نشان دادساعت پ

ساعت  48و  24های  در اندام برگ نشان داد که زمان BBEژن 

 گرم میلی 111پاشی و غلظت  ساعت پس از محلول 92نسبت به 

ها و تیمار  نانودی اکسید تیتانیوم نسبت به سایر غلظت در لیتر

. دندش BBEیان ژن داری باعث افزایش ب یشاهد با اختلاف معن

بر مبنی  et al.  Alcantara(2005)این نتایج در توافق با مطالعه 

در خشخاش در پاسخ به محرک قارچی  BBEتحریک بیان ژن 

Botrytis cinerea که پس از حداکثر شدن میزان  طوری باشد؛ به می

های  در کشت سلولی خشخاش نسبت به نمونه BBEبیان ژن 

ز القاء، روند نزولی در میزان بیان ژن ساعت پس ا 11شاهد در 

گزارش  E. californicaای مشابه در  در مطالعه .است گزارش شده

ساعت  11پس از یک تاخیر، در  BBEاست که میزان بیان  شده

پس از القاء با محرک قارچی به افزایش هفت برابری نسبت به 

( 2015)در آزمایش (. Dittrich and Kutchan 1991)شاهد رسید 

Khodayari et al.  نیز حداکثر بیان ژنBBE  ساعت  48در زمان

 Liscombe and.پس از القای نانودی اکسید تیتانیوم مشاهده شد

Facchini (2007 ) نیز حداکثر بیان ژنBBE  ساعت پس از  11را

 BBEالقای محرک گزارش کردند و اعلام نمودند که بیان ژن 

 .محرک متغیر باشدتواند متناسب با نوع و مقدار  می

در برگ مامیران  STSمقایسه میانگین و الگوی تغییرات بیان نسبی ژن  -4شکل 

های مختلف پس  تیتانیوم در زمان اکسید های مختلف نانو دی کبیر تحت غلظت

 .اشی از محلول
 

 STSمقایسه میانگین اثر متقابل سه جانبه و روند تغییرات بیان ژن 

( bو  aگروه )ترین  بیش. است نشان داده شده 4در برگ در شکل 

گرم  میلی 111های تیماری  در برگ در ترکیب STSمیزان بیان ژن 

 24و  48پاشی اول در  اکسید تیتانیوم در محلول نانودیدر لیتر 

اکسید  میلی گرم نانودی1111پاشی و  ساعت پس از محلول

پاشی  ساعت پس از محلول 48 تیتانیوم در محلول پاشی اول و

نشان ( 4شکل )در برگ  STSروند تغییرات بیان ژن . مشاهده شد

اکسید تیتانیوم در هر دو مرحله  داد که در هر سه غلظت نانودی

پاشی به سمت  ساعت پس از محلول 24پاشی میزان بیان از  محلول

. داری دارد ساعت پس از محلول پاشی روند کاهشی معنی 92

در اندام برگ نشان داد که  STSقایسه میانگین بیان ژن نتایج م

 48و  24های  محلول پاشی اول نسبت به محلول پاشی دوم، زمان

 111پاشی و غلظت  ساعت پس از محلول 92ساعت نسبت به 

ها و  تیتانیوم نسبت به سایر غلظت اکسید نانودی در لیتر گرم میلی

 STSزایش بیان ژن داری باعث اف تیمار شاهد با اختلاف معنی

در  STSهای  در توافق با این نتایج، میزان تجمع رونوشت. دندش

با متیل جاسمونات افزایش یافته است  E. californicaالقاء 

(Ikezawa et al. 2007.)    

 P6Hمقایسه میانگین اثر متقابل سه جانبه و روند تغییرات بیان ژن 

رین بیان ژن در ت نشان داد که بیش( 1شکل )در اندام برگ 

اکسید تیتانیوم در  نانودی در لیتر گرم میلی1111های تیماری  ترکیب

 211پاشی و ساعت پس از محلول 48پاشی اول در  محلول
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 24پاشی دوم و  اکسید تیتانیوم در محلول نانودی در لیتر گرم میلی

 .پاشی مشاهده شد ساعت پس از محلول

در برگ  P6Hمقایسه میانگین و الگوی تغییرات بیان نسبی ژن  -1شکل 

های  تیتانیوم در زمان اکسید های مختلف نانودی مامیران کبیر تحت غلظت

 .پاشی مختلف پس از محلول

 

در برگ  MSHمقایسه میانگین و الگوی تغییرات بیان نسبی ژن  -1شکل 

های  تیتانیوم در زمان اکسید های مختلف نانودی تمامیران کبیر تحت غلظ

 .پاشی مختلف پس از محلول

 

( 1شکل )در برگ  P6H، روند تغییرات بیان ژن STSهمانند ژن 

تیتانیوم و هر دو  اکسید نشان داد که در هر سه غلظت نانودی

ساعت پس از محلول پاشی  24پاشی میزان بیان از  مرحله محلول

داری  پاشی روند کاهشی معنی از محلولساعت پس  92به سمت 

در اندام برگ نشان  P6Hنتایج مقایسه میانگین برای بیان ژن . دارد

 24داد که محلول پاشی اول نسبت به محلول پاشی دوم، زمان 

ساعت پس از محلول پاشی و غلظت  92و  48ساعت نسبت به 

 تیتانیوم نسبت به سایر اکسید نانودی در لیتر گرم میلی 111

داری باعث افزایش بیان  ها و تیمار شاهد با اختلاف معنی غلظت

 .دندش P6Hژن 

تا حدودی ( 1شکل )در اندام برگ  MSHروند تغییرات بیان ژن 

با سه ژن دیگر متفاوت بوده و مشاهده شد که میزان کاهش بیان 

ساعت  92پاشی به سمت  ساعت پس از محلول 24از  MSHژن 

متری داشته و حتی در غلظت پاشی شیب ک پس از محلول

پاشی اول  تیتانیوم در محلول اکسید نانودی در لیتر گرم میلی1111

داری هم  پاشی افزایش بیان معنی ساعت پس از محلول 92در 

در اندام برگ نشان  MSHنتایج مقایسه میانگین بیان ژن . نشان داد

 پاشی دوم بدون اختلاف پاشی اول نسبت به محلول داد که محلول

ساعت  92ساعت نسبت به 48و  24های  دار، ولیکن زمان معنی

اکسید  نانودیدر لیتر گرم  میلی 1111پاشی و غلظت  پس از محلول

ها و تیمار شاهد با اختلاف  تیتانیوم نسبت به سایر غلظت

در توافق با نتایج . اند شده MSHداری باعث افزایش بیان ژن  معنی

نیز در  .Khodayari et al( 2015)این تحقیق، در آزمایش 

 اکسید های ریشه و مریستم تیمار شده با نانودیسوسپانسیون

و  DBOX ،DIOX2)های  تیتانیوم تغییرات بیانی برای سایر ژن

TYDC7 )طوری که در  به. مسیر سنتزی سنگوئینارین مشاهد شد

ها افزایش بیان نسبت به شاهد را نشان  شش ساعت اول تمام ژن

داری در بیان تمام  ساعت کاهش معنی 48گذشت  دادند و پس از

ها  ساعت تمام ژن 118مشاهده شده و در  DBOXجز ژن  ها به ژن

تیتانیوم در مقایسه با تیمار  اکسید تری در تیمار با نانودی بیان پایین

 آزمایش این محققان مشخص شدهمچنین در . شاهد نشان دادند

ترین تغییر بیان  کم TYDC7ساعت، ژن  118در بازه زمانی صفر تا 

 این نتایج که ،ترین تغییرات بیان را نشان دادند بیش BBEو ژن 

آزمایش در حداکثر بودن واریانس بیان در این راستا با نتایج  هم

 .ساعت بود 92در اندام ریشه در فاصله زمانی صفر تا  BBEژن 

دست آمده از این تحقیق نشان داد نانو ذراتی مانند  نتایج به

های مسیر بیوسنتزی  تواند بیان ژن آنزیم اکسید تیتانیوم می دی

( .Chelidonium majus L)آلکالویید سنگوئینارین در مامیران کبیر 

ها شود  را تحت تاثیر قرار داده و سبب افزایش بیان این ژن

دست آمده بتواند در زمینه تلاش   بنابراین امید است اطلاعات به

البته با توجه به پیچیده . مفید واقع شود برای افزایش سنگوئینارین

بودن مسیرهای بیوسنتزی آلکالوئیدها، بررسی بیان ژن سایر 

 .تواند مورد توجه قرار گیرد ها می ها و نیز اثر متقابل آن آنزیم
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