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 ،يیايباکتر ضد ،یافسردگ ضد رينظ يیدارو متعدد خواص یدارا، کاسهيپريه خانواده از یراع گل

 افسردگی گزارش شده که اين درمان آن در يرتأث اما بيشترين؛ است یضد تومور و یروسيو ضد

هدف از تحقيق . است به ترکيبات فنلی هايپرفورين و هايپرسين نسبت داده شده عمدتاًفعاليت 

( ppm 15و  05، 35صفر، )نقره  نانو ذراتو ( ppm 055و  955، 95صفر، )کيتوزان  ی اثرحاضر ارزياب

 Real Time PCRروش  بود که بدين منظور آزمايشی بر اساس (Hyp-1 ژن)هايپرسين  بيان بر

. ساعته انجام شد 70و  44تصادفی با سه تکرار در دو بازه زمانی  کاملاًفاکتوريل در قالب  صورت به

نقره و کيتوزان در بازه زمانی  نانو ذراتحاصل از تجزيه واريانس نشان داد که اثر متقابل  نتايج

 Hyp-1ترين ميزان بيان ژن  که بيش یطور به( P<0.01)دار بوده  یمعنمختلف بر بيان ژن هايپرسين 

کل در . ساعت بود 44نقره در بازه زمانی  نانو ذرات ppmکيتوزان و صفر  ppm 95حاصل از سطح 

داشته و با افزايش غلظت Hyp-1 نقره اثر منفی بر بيان ژن  نانو ذراتنتايج اين تحقيق نشان داد که 

داشته ولی با   Hyp-1کم شده اما کيتوزان اثر مثبتی بر بيان ژن Hyp-1نقره بيان ژن  نانو ذرات

 .از ميزان بيان ژن کاسته شدنيز  ppm 055افزايش غلظت تا سطح 
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کلازیاسه  تیره به متعلق (.Hypericum perforatum L)گل راعی 

(Hazler Pilepic et al. 2008)شمال و آسیا اروپا، ، بومی 

 غرب شمال شرق، شمال شمال، در نواحی ایران آفریقاست که در

 یها کوه دامنه و یلویهکهک فارس، یها استانچنین در  غرب و هم و

ی  دامنهحاوی این گیاه . (Barnes et al. 2018)د روی یم البرز

 فلاونوئیدها، های ثانویه همچون وسیعی از متابولیت

 و ایپریسینه)ها  ها، نفتودیانترون پروانتوسیانیدین

 و هایپرفورین)ها  آسیل فلوروگلوسینول ،(سودوهایپریسین

 درمانی خواص که (Glisic et al. 2006) است( ادهایپرفورین

 ،یروسیضدو ،یضدالتهاب د،یروئیت یکار کم ونچزیادی 

 .Caraci et al)ی را دارد ضد باکتر و تومور ضد ،اکسیدان یآنت

افسردگی  درمان در تاکنون آن کاربرد و یرتأث ترین اما بیش (2011

 .(Glisic et al. 2006) است گزارش شده

هرچند درک ضعیفی از مسیرهایی ساخت هایپرفورین و 

دارد اما هر دو گروه این ترکیب از طریق مسیر هایپرسین وجود 

. شوند که نقش آنزیم نیز دارد یمساخته ( PKSS)پلی کیتید سنتتاز 

یاد شروع ساخت هایپرفورین و هایپرسین با جمع شدن ز احتمال به

-مالونیل مولکول 9با ( CoA)یم آ کو آنزاز استیل  مولکول یک

ای است  یرهزنجیتید کتا کو به شکل خطی ا (malonyl-CoA)کوآ 

شود  یمخاص به شکل آمودین آنترون  cyclizationکه تحت 

(Michalska et al. 2010).  این واکنش توسطIII PKS  با فعالیت

آنترون نیز به امودین اکسید  انجام شده و امودین( OKS)اکتاکیتید 

اکسیژناز صورت  آنترون امودین فعالیت توسطاحتمالاً شده که 

آنترون و به  تراکم آمودین. (Karioti and Bilia 2010) گیردمی

دنبال آن کاهش آب که پس از آن اکسیداسیون فنلی است منجر 

. (Zobayed et al. 2006)شود  یمیری پروتوهایپرسین گ شکلبه 

 Hyp-1نام  به فنلی پروتئین یک جفت توسط ها واکنش این همه

 .(Michalska et al. 2010)شود  یمکاتالیز 

 مؤثرهافزایش تولید مواد  منظور بهی زیادی که ها روشمیان  در

کیتوزان، جاسمونیک اسید،  ازجملهشود، موادی  یمگیاهان استفاده 

 با نانو ذرات نقره، تیتانیوم و غیره به شکل محرک که ترکیباتی

ی دفاعی  سامانههستند که با القای  زیستی غیر یا منشأ زیستی

 .Zhao et al) شود یمهای ثانویه  ابولیتباعث بیوسنتز و انباشت مت

2005). 

های محرک از یکی عنوان به ،(پلی ساکارید پلی کاتیونی)کیتوزان 

ثانویه در  هایمتابولیت بخشیدن تولید کارآمد، جهت بهبود زیستی

از موارد . (Cheng et al. 2006) است اثبات شده گیاهان دارویی

شود، نانو ذرات  یمستفاده محرک ا عنوان بهی تازگ بهدیگری که 

 در دفاعی مکانیسم تحریک به قادر ذرات نانو ازآنجاکههستند و 

ی را توجه قابلنتایج  هستند ثانویه های متابولیت تولید و سلول

 . (Bondarian et al. 2013)توان انتظار داشت  یم

 ریاثتحت ت PLR و PAL، CAD، CCR هایژن انیبدر تحقیقی 

بعد از اعمال  ساعت 92مشخص شده بود که تا بررسی و  توزانیک

کاهش  ماریبعد از اعمال ت ساعت 122 درتیمار افزایش اما 

چنین  هم؛ (Esmaeilzadeh Bahabadi and Sharifi 2013)اند  هافتی

ساعت بعد از اعمال تیمار  88در SQS و DBR یها ژن کاهش بیان

گزارش  ارتیم ساعت بعد از اعمال 8 در SQS ژن انو افزایش بی

برابری بیان ژن  8افزایش . (Ghassemi et al. 2015)است  شده

DBOX  نقره،  نانو ذراتساعت پس از اعمال محرک  88در

و نهایت عدم تاثیر  تیمار اعمال از پس ساعت 92 درکاهش بیان 

بعد از اعمال تیمار نیز گزارش  ساعت 198 دار بر بیان در معنی

 .(Khodayari et al. 2015a)است  شده

اینکه تاکنون گزارشی مبنی بر تاثیر نانوذرات نقره و  به توجه با

در گل راعی ذکر نشده و از طرفی نیز  Hyp-1کیتوزان بر بیان ژن 

گل راعی به عنوان یک گیاه دارویی در درمان  اهمیتعلت  به

و ( بر اثر وجود هایپرسین) ها از جمله افسردگی بسیاری از بیماری

در مسیر بیوسنتزی هایپرسین لذا در  Hyp-1ن ژن ثر بودؤنهایت م

توسط کیتوزان و  Hyp-1این تحقیق سعی شد تا میزان بیان ژن 

 .نانوذرات نقره مورد ارزیابی قرار گیرد

 تهیهاز بانک ژن ( .Hypericum perforatum L)ی گل راعی بذرها

. شناسی دانشگاه زابل تعیین گونه شد و سپس در آزمایشگاه گیاه

 -22فریز در  )جهت شکستن خواب بذر(ماه  یکبه مدت  بذور

با هیپوکلراید  ی شد، پس از شست و شوی سطحی بذرهادار نگه

: شامل)درصد با آب مقطر آبکشی و در بستر کشت  1سدیم 

های  یوانلاتوکلاو شده در ( 1:1:1:یت، پیت ماسکوکو پپرلیت، 

 .ی کشت شدندا گلخانهپلاستیکی و در شرایط 

  مقدمه
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 کاملاً پایه قالب طرح در عاملی 3 فاکتوریل صورت به ایشآزم این

صفر، ) کیتوزان: اول شامل فاکتور .دش اجرا تکرار سه با تصادفی

 92، 32صفر، ) ، فاکتور دوم نانو ذرات نقره(ppm222و  122، 12

بود که در ( ساعته 92و  88)و فاکتور سوم زمان ( ppm62و 

با آب  ها برگاسپری کردن پس از )ها چهیاهگبرگی  8ی  مرحله

 .اعمال تیمار شدند( غبار ود گرزدودن  منظور بهمقطر 

همراه  به HpPR10.1در این پژوهش از آغازگرهای اختصاصی ژن 

بر ( 1جدول )طراحی این آغازگر . استفاده شد s18دار  ژن خانه

  NCBIهای موجود در سایت به کمک داده 3´اساس انتهای 

(National Center for Biotechnology Information ) و همچنین

کل با  RNAاستخراج  انجام شد Primer Premier 5افزار  نرم

انجام و برای ( ، آلمانQiagenشرکت )استفاده از کیت کیاژن 

، Extrageneشرکت )  DNaseتیک از زینی ژنوم DNAحذف 

در دستگاه  شده  استخراج RNAکمیت . استفاده شد( تایوان

( ، انگستانAnalytik jena AG، شرکت 28VDCمدل )نانودراپ 

. شد تعییندرصد  یکبا استفاده از ژل آگاروز  آن و کیفیت

مشخص  طور به 28sو  18s یبوزومیر RNAی باندهای  مشاهده

(Wieczorek et al. 2012) ی کیفیت مناسب  دهنده نشانRNA 

 RNAسپس از  .(1شکل )بود در تحقیق حاضر شده  استخراج

 درضمنا . استفاده شد cDNAبرای ساخت  Dnaseشده با  تیمار

عنوان الگو  به RNA از cDNA از استفاده یبجا PCR واکنش

 .استفاده شد( جهت انجام آزمایش کنترل منفی)

و با استفاده از کیت  Real Time PCRبیان ژن با روش 

EvaGreen  ( شرکتSolis BioDyne ) و آغازگرهای مربوطه در

، شرکت Rotor-Gene 3000مدل ) Real Time PCRدستگاه 

Corbett Researchانجام شد( ، استرالیا . 

 میکرو 22حجم نهایی  برای هر نمونه با PCRمخلوط واکنش 

میکرولیتر آغازگر  EvaGreen ،2میکرولیتر مخلوط  8 شاملیتر ل

، (میکرولیتر به ازای هر کدام از آغازگرهای رفت و برگشت یک)

 cDNAمیکرولیتر نمونه  1غازگر دوبار تقطیر و میکرولیتر آ 18

یک چرخه مرحله  شاملچرخه دمایی با  RT-PCRواکنش  .بود

 82دقیقه و  11به مدت  C61°سازی اولیه در دمای  واسرشته

 22 به مدت C61°سازی، در دمای  واسرشتهی  مرحله)چرخه 

ی  مرحلهثانیه و  22 به مدت C91°ی اتصال در دمای  مرحلهثانیه، 

منحنی . انجام شد( ثانیه  22 به مدت C 92°طویل شدن در دمای 

، هر پنج ثانیه یک C 66°تا  C 11°ذوب نیز با افزایش دما از 

میزان  .در سه تکرار انجام شد PCRهای  تمامی واکنش. درجه بود

 ΔΔCT 2 (Livak and-با استفاده از فرمول  مطالعه موردبیان ژن 

Schmittgen 2001) حاصله با  یها دادهدر نهایت . شد محاسبه

مورد تجزیه قرار گرفت و  SAS 9.1آماری  افزار نرماستفاده از 

ها نیز در سطح احتمال پنج درصد با استفاده مقایسه میانگین داده

 .از آزمون چند دامنه دانکن ارزیابی شد

(ΔCt  نمونه کنترل- ΔCt نمونه آزمایشی)ΔΔCt= 

(ΔCt دار  ژن خانه- ΔCt هدف ژن)ΔCt= 

ها نشان داد که اثرات اصلی نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده

بر  گانه سهنقره، زمان، اثرات متقابل دوگانه و  نانو ذراتکیتوزان، 

دار  یمعندر سطح احتمال یک درصد  Hyp-1 بیان ژن

از  ppm 12ترین میزان بیان ژن در غلظت  بیش(. P<0.05)شدند

بر بیان ژن مذکور تا  ر محلول کیتوزانیتأث. کیتوزان مشاهده شد

نسبت به شاهد سیر صعودی داشت، اما با  ppm 222غلظت 

سیر نزولی داشته است  Hyp-1افزایش غلظت کیتوزان بیان ژن 

 (.A2شکل )

 
 مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق -1جدول 

 NCBIرفرنس و یا کد دسترسی به ژن در 
دمای 

 اتصال
 ژن (´3→´5)پرایمر  تکثیری طول قطعه

KU565780 61 142 CAGGCTGTTTAAGGCATTGGTC(Forward) 
Hyp-1 

GGGATGTCCATCAACGAAAGTG(Reverse) 

(Karppinen & Hohtola 2008) 59 247 
AAACGGCTACCACATCCAAG(forward) 

18s rRNA 
CAACCCAAAGTCCAACTACG(reverse) 
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 از گل راعی شده استخراج RNAکمیت و کیفیت  -1شکل 

 

موثر و با افزایش  Hyp-1نقره نیز بر بیان ژن  نانو ذراتاثر اصلی 

غلظت نانوذرات نقره بیان ژن نسبت به شاهد کاهش پیدا کرده و 

دار و  یمعنبیان ژن  بر زماناثر (. B2شکل ) سیر نزولی داشته است

نانو و کیتوزان )تماس تیمارها  زمان مدتمشخص شد که هر چه 

افزایش یافته از میزان بیان ژن کاسته شده  ها نمونهبا ( نقره ذرات

تری  ساعت بیان ژن بیش 88ی زمانی ی که در بازها گونه بهاست 

 .مشاهده شد ساعت 92ی زمانی  بازهنسبت به 

نقره و همچنین زمان اعمال  نانو ذراتاثرات متقابل کیتوزان و 

ترین میزان  مشخص شد که بیشو موثر  Hyp-1تیمار بر بیان ژن 

و ( ppmصفر )، نانوذرات نقره (ppm12)بیان در تیمار کیتوزان 

در کل مشخص شد که (. 2جدول ) دست آمد هب( ساعته 88)زمان 

نانوذرات نقره چه در قالب اثر ساده و چه در حالت اثر متقابل 

فی نداشته هر چند اثر ساده آن نیز من Hyp-1 ژنتاثیر مثبتی بر بیان 

عامل منفی شدن  نانو ذراترسد سمیت  یمنظر  بوده است که به

نقره نیز بر  نانو ذراتاثر اصلی  .است Hyp-1اثر ان در بیان ژن 

موثر و با افزایش غلظت نانوذرات نقره بیان ژن  Hyp-1بیان ژن 

شکل ) نسبت به شاهد کاهش پیدا کرده و سیر نزولی داشته است

B2 .) مدتدار و مشخص شد که هر چه  یمعن بیان ژن بر  زماناثر 

افزایش  ها نمونهبا ( نقره نانو ذراتکیتوزان و )تماس تیمارها  زمان

ی  ی که در بازها گونه بهاست  یافته از میزان بیان ژن کاسته شده

 92ی زمانی  بازهساعت بیان ژن بیشتری نسبت به  88زمانی 

 .مشاهده شد ساعت

نقره و همچنین زمان اعمال  راتنانو ذاثرات متقابل کیتوزان و 

ترین میزان  و مشخص شد که بیشثر ؤم Hyp-1تیمار بر بیان ژن 

و ( ppmصفر )، نانوذرات نقره (ppm12)بیان در تیمار کیتوزان 

در کل مشخص شد که (. 2جدول ) دست آمد هب( ساعته 88)زمان 

نانوذرات نقره چه در قالب اثر ساده و چه در حالت اثر متقابل 

نداشته هر چند اثر ساده آن نیز منفی  Hyp-1 ژنثیر مثبتی بر بیان تا

عامل منفی شدن  نانو ذراترسد سمیت  یمنظر  بوده است که به

 .است Hyp-1اثر ان در بیان ژن 

 

 

 
 بیان ژن میزان نقره بر نانو ذراتی مختلف کیتوزان و ها غلظتاثر  -2 شکل

دار  دهنده عدم اختلاف معنی نحروف مشترک نشا. در گل راعی Hyp-1 نسبی

 .است

 

ها بر بیان  یر محرکتأث رابطه با در ی زیادیها پژوهش تاکنون

ی ها نمونهی مختلف صورت گرفته است، در این پژوهش ها ژن

ترین میزان بیان ژن را نشان دادند که  تیمار شده با کیتوزان، بیش

تولید  یر مثبت کیتوزان در جهت افزایشتأثاین امر برگرفته از 

 .(Tahsili et al. 2016)های ثانوی است  متابولیت

(2013) Esmaeilzadeh Bahabadi and Sharifi  با بررسی بیان

 ها ژناظهار داشتند که بیان این  PAL و PLR ،CCR، CADژن 

 . یر کیتوزان، افزایش یافته استتأثتحت 
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 ساعته 92و  88گل راعی در دو بازه زمانی  Hyp-1نقره بر بیان ژن  یانگین کیتوزان و نانوذراتممقایسه  -2جدول 
 منابع تغییر بازه زمانی

 کیتوزان نانو ذرات نقره ساعته 88 ساعته 92

0.64k 0.63k 0 

0 
0.007qrs 0.199i 30 

0.006qrs 0.162j 60 

0.003s 0.202i 90 

0.628d 0.751a 0 

50 
0.036l 0.243h 30 

0.012pqrs 0.27g 60 

0.016opq 0.24h 90 

0.654c 0.714b 0 

100 
0.012pqrs 0.025mno 30 

0.015opqr 0.02nop 60 

0.004rs 0.19nop 90 

0.529e 0.31f 0 

200 
0.004rs 0.029lmn 30 

0.004s 0.034lm 60 

0.005rs 0.015opqr 90 

 .دار است دهنده عدم اختلاف معنی حروف مشترک نشان

 

(2017)Xool-Tamayo et al.  میزان کیتوزان از با استفاده 

ها  یبررس. ندداد افزایش دو برابر به خشخاش در را سنگوئینارین

که غلظت محرک نیز نقش مهمی در فرآیند  است نشان داده

 .Trontin et al)است  مؤثرتحریک داشته و بر شدت پاسخ 

زان بیان ژن که در تحقیق حاضر نیز بیشترین می به طوری (2016

Hyp-1  در غلظتppm12  از کیتوزان دیده شد و با افزایش

 تغلظت نیز بیان کاهش پیدا کرده و از طرفی نیز تاثیر نانوذرا

 .سیری نزولی داشته است Hyp-1نقره بر بیان ژن 

قرارگیری در  زمان مدترسد علاوه بر غلظت محرک،  یمنظر  به

، (Trontin et al. 2016) است مؤثرمعرض محرک نیز بر بیان ژن 

ی  بازهدر  Hyp-1که در تحقیق حاضر نیز میزان بیان ژن  به طوری

ساعت بود که این کاهش  92ی زمانی  بازهساعت بیش از  88

 Esmaeilzadeh Bahabadi and(2013)روند بیان ژن توسط 

Sharifi است نیز تایید شده. 

 Hyp-1ژن در تحقیق حاضر نانوذرات نقره تاثر کاهشی بر بیان 

نقره، روند کاهشی  نانو ذراتداشته و با افزایش زمان و غلظت 

در تحقیقی . است شده آشکاربیان ژن به شکل شدیدتری 

(Khodayari et al. 2015b) ی زمانی و اعمال نانو ذرات  بازهیر تأث

ی گیاه پاپاور بررسی و اظهار ها ژننقره در بیان تعدادی از 

 را بیانی تغییرات ترین بیش مطالعه مورد یها ژن اند که تمام داشته

 پس داده و نشان ها نانو محرک با تیمار از پس اولیه یها ساعت در

 .یافته است کاهش داری یمعن طور به ها آن بیان زمان، گذشت از

 یها ژن بیان افزایش برای ها نانو محرکاز  توان یم رسد یمنظر  به

ا باید به این نکته توجه کرد ام استفاده مسیر بیوسنتزی در مؤثر

استفاده کرد، زیرا وجود  بهینه محرک زمان مدتداشت که از 

ی مطلوب مورد نظر شده ها ژنمستمر محرک خود باعث کاهش 

(Khoshnodi et al. 2013; Khodayari et al. 2015b)از ؛ و 

ی دفاعی ها واکنشدر  عمدتاًیدشده تولهای  که متابولیت ییآنجا

 تغییرات سری یک به منجر ها آن وند، افزایشش یمسلول تولید 

 سلولی مرگ نهایت در و حساسیت فوق یها واکنشسلولی، 

 .(Khodayari et al. 2015b)شود  یم

(2010) Nair et al. ،خصوصیات معتقدند که در مطالعات بیان ژن 

اند،  یتاهمحائز  بسیار مورد استفاده بافت و آن غلظت نانو ذرات،

و  نانو ذراتی  استفادهاطلاعات زیادی از موارد دلیل اینکه  به

 مورد در گیری یمتصمدر دسترس نیست لذا  بر گیاهان ها آناثرات 

بیشتری در این  مطالعات نیازمند ی گیاهیها سلول در ها آن عملکرد

 .است زمینه
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توانند به دیواره  یمذرات نقره بسته به نوع اندازه  رسد نانو یمنظر  به

 (Manios et al. 2003) یی نفوذ کنندپلاسماشای سلولی، حتی غ

ها هنوز  یکروارگانیسممدر  نانو نقرهالبته مکانیسم عمل ذرات 

 نانو نقرهاست که ذرات  شده یشنهادپی مشخص نشده ولی روشن به

Ag)های نقره  تواند به آهستگی یون یم
+را رها کنند و ( +

 Ag 

 Lubick)ا از بین ببرد ها ر یکروارگانیسممتواند ساختار سلولی  یم

Agمحققان نشان دادند که . (2008
ی فعال ها گونهاز طریق تولید  +

 ها آنیداسیون پر اکساکسیژن بر فسفولیپیدها اثر گذاشته و باعث 

ازین . کند یمها را تخریب  یکروارگانیسممشده و غشا سلولی 

Agگذشته 
غشا  SH–ی ها گروهممکن است با سولفورو در  +

را تخریب کند  ها آند و شوها جانشین  روارگانیسمیکمسلولی 

(Dibrov et al. 2002). 

 احتیاط با باید الیسیتورها توسط نانو افزایش بیان راهکار از استفاده

 مداوم حضور و زمان گذشت از زیرا پس گیرد صورت بیشتری

 شد خواهد ما مطلوب یها ژن کاهش بیان موجب خود الیسیتور

(Khodayari et al. 2015b) . ی  اندازهبه این دلیل که با کاهش

 نانو ذراتیافته و بر سمیت   یشافزا ها آنذرات نانو اثر بخشی 

که تمامی  ییازآنجا. (Khoshnodi et al. 2013)شود  یمنقره افزوده 

نقره، بیان ژن منفی را نشان دادند،  نانوذرهی تحت تیمار ها نمونه

 بر ذرات نانو سمیت اثر با توان یم را رسد که این موضوع یم نظر به

 .Castiglione et al)دانست  مرتبط ژنومی میتوزی و شاخص

2011). 

نقره  نانو محرکتحقیق نشان داد که استفاده از  ندر کل نتایج ای

شده است اما استفاده از محرک  Hyp-1منجر به کاهش بیان ژن 

ش بیان بوده و سبب افزای مؤثر Hyp-1زیستی کیتوزان بر بیان ژن 

 ppm 12ترین میزان بیان ژن در غلظت  است اما بیش این ژن شده

زمانی  88ی  بازهاز نانو ذرات نقره و در  ppmاز کیتوزان و صفر 

دار غلظت محرک و  یمعنیر تأثی  دهنده نشانساعت بوده است که 

 .تماس آن با بافت گیاهی است زمان مدت
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