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 (21/9/1011تاریخ پذیرش: - 22/12/1011)تاریخ دریافت:  

، در مراحل  CYP719از اعضاء خانواده پروتئينی  Cheilanthifoline synthase(CFSزيم )آن

کند. سنگوئينارين يک آلکالوئيد تبديل آنزيمی رتيکولين به سنگوئينارين در گياهان فعاليت می

فت طور گسترده در گياهان خانواده پاپاوراسه، فامارياسه و روتاسه ياباشد که بهبنزوفنانتريدين می

از ريشه گياه ماميران کبير جداسازی شد. در  CFS کدکننده cDNAشود. در پژوهش حاضر، می

متصل شونده به گروه هم و موتيف  بررسی توالی جداسازی شده، شناسايی ناحيه آروماتيک، ناحيه

به خانواده پروتيينی  CFSتاييد کننده تعلق آنزيم   Kدر ناحيه مارپيچ EXXRحفاظت شده 

شده با  ماريت رانيساقه و برگ مام شه،يدر ر CFS  ژن یانيب راتييتغبود. الگوی  P450وم سيتوکر

 یابيمختلف مورد ارز هایو غلظت ها در زمان وميتانيت دياکس یو د ميسر دياکس ید یهاذرهنانو

ساعت پس  CFS 77ژن  انيب زانيم نيشتريب ،اکسيد سريمگياهان تيمار شده با دیقرار گرفت. در 

گرديد. در ساقه مشاهده  انيب زانيم نيو کمتر شهيراندام در  تريل رد گرم یليم 011 پاشیمحلولز ا

 0111 پاشیمحلولساعت پس از  44  ، زمانوميتانيت دياکس یدگياهان با نانوذره  یپاش محلولدر 

 درميزان بيان  نيمترکنيز  و را نشان داد شهيدر ر CFSژن  انيببيشترين افزايش  تريل رد گرم یليم

در پاسخ به  CFSژن  نتايج اين تحقيق نشان دهنده افزايش رونويسی. مشاهده گرديدساقه 

باشد؛ بنابراين اطلاعات بدست اکسيدسريم در ماميران کبير میاکسيدتيتانيوم و دیهای دینانوذره

ستای افزايش ميزان تواند در راهای مورد استفاده میآمده از ساختار ژن و نيز موثر بودن محرک

 آلکالوييد سنگوئينارين از طريق مهندسی متابوليک مفيد واقع گردد.
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خانواده  از .Chelidonium majus L علمی نام با کبیر مامیران

 -زرد شیرابه با چندساله دارویی ( گیاهPapaveraceaeخشخاش )

خواص  گیاه این به که است هوایی هاياندام و ریشه در نارنجی

تحقیقات  نتایج. بخشد می ضدسرطانی و ضدعفونی ضدالتهابی،

مامیران  شیرابه درمانی و دارویی خواص که دهد می نشان مختلف

باشد.  می گیاه این هاياندام در موجود آلکالوئیدهاي دلیلبه کبیر

ایزوکوئینولین از  يآلکالوئیدهاي محتـوي مقـدار زیـاد گیـاهاین 

 ســنگوئینــارین، کاپتیســین، بربــرین، کلریتــرین جملـه

باکتریــال، ــیت آنتــیباشــد کــه خاصکلیــدونین مــیو

  دنالتهابی دار و ضد یقارچ ، ضدیمیکروب تومور، ضـد ضد

.(Ghorbanli et al., 2009)آلکالوئیدهايمتعلق به  نیناریسنگوئ 

خانواده  اهانیگ شهیدر ر شتریب که ین استدیبنزوفنانتر گروه

بازدارنده در برابر  یعنوان عاملبه و شود یم افتیخشخاش 

 .Park et al) است شدهشناخته زا يماریو عوامل ب خواران اهیگ

2003; Trujillo and villanueva et al 2012ها (. بنزوفنانتریدین 

 هايمادهپیش از که باشند می هاایزوکوئینولینبنزیل از زیرگروهی

 Kutchan) شوندمی ساخته اسکولرین-)اس( و تیکولین -اس((

and 1993 ,zenk))1986) مورفین تولید ببس رتیکولین-. )اس 

.,(Weiczorek et al شود ومی )مادهپیش عنوانبه اسکولرین-)اس 

کند می عمل( Cline and Coscia 1988) سنگوئینارین تولید

(1988; Frenzel et al. 1988 Cline and Coscia). انعطاف قابلیت 

 مختلف آلکالوئیدهاي تولید به منجر آلکالوئیدها بیوسنتزي مسیر

 و جویدمی بهره مختلفی مواد از آلکالوئیدها بیوسنتز. است هشد

 سایر و خشخاش در مختلفی آلکالوئیدهاي که است دلیل همینبه

      Bird 2001; Facchini 1998). شود ) می یافت گیاهان

 Cheilanthifoline synthase (CFS)اسکولرین توسط آنزیم-)اس(

نتز سنگوئینارین تبدیل می شیلانتیفولین، پیش ماده س-به )اس(  

خانواده پروتئینی  این آنزیم به (Hagel and Facchini 2010) . شود

CYP719 کالیفرنیا خشخاش از رمزکننده آن هاي ژن که دارد تعلق 

  (Ikezawa et al. 2008).است شده جداسازي

-ژن بیانی تحریک براي متعددي غیرزیستی و زیستی هايمحرک

 نظیر سنگوئینارین بنزوفنانتریدین لوئیدهايآلکا تولید مسیر هاي

 این بیانگر مطالعات مختلف است. نتایج گرفته قرار بررسی مورد

 محرک، نوع بافت هدف، و گیاه نوع بر علاوه که است مطلب

 مواجهه گیاه با این ترکیبات، میزان تولید زمان مدت و آن غلظت

چندین  اثر هرابط این در .دهدمی قرار تاثیر تحت را متابولیت

اسید،  سالیسیلیک غیرزیستی هايمحرک همراه به قارچی محرک

در  سنگوئینارین تولید بهبود بر اکسیدکربن دي و پراکسیدهیدروژن

 بیان افزایش دنبالبه شده است که مشخص و بررسی خشخاش

 تولید ،CFS و P6H ، TNMT،STS هايژن برابري نه الی هشت

 خشخاش افزایش یافته و در لیسلو هايدر کشت سنگوئینارین

شده  گزارش مؤثرتر اسید سالیسیلیک غیرزیستی، هايمحرک میان

مانند  ینانومواد بر پایه فلزات(. (Verma et al. 2014است 

اثرات ( nCeO2) اکسید سریمدي ( وnTiO2) تیتانیوماکسید دي

زنی، رشد ریشه و طول ساقه جوانه بر صفاتی مانندقابل توجهی 

همچنین پاسخ ژنومی به این نانوذرات  (.et al. 2013) Thul دارند

هاي اکسیداتیو و  ها دربرابر تنش صورت افزایش بیان ژنبه

واکنش . استشدهتر گیاهچه گزارش همچنین رشد و توسعه سریع

دهد که  نشان می nCeO2و  nTiO2بیان ژن در پاسخ به متفاوت 

کن است متفاوت اکسید فلزي مم NPهاي عمل براي دو حالت

هاي ثانویه  و عملی تحریک کننده براي تولید متابولیت باشد

 (.et al 2016) Andersenشوند محسوب می

عوامل  شناسایی و بیوسنتزي مسیرهاي تنظیم چگونگی مطالعه 

در  مهم هاي گام از ثانویه هايمتابولیت تولید افزایش در تاثیرگذار

از روش هامحرک از تفادهاس که باشدمی متابولیک مهندسی جهت

راستا در  این گردد. درمحسوب می تولید افزایش در مؤثر هاي

 پژوهش حاضر، پس از جداسازي و شناسایی ژن کدکننده 

Cheilanthifoline synthaseهاي نانوذرات؛ اثربخشی محرک  

در  CFSبیان ژن  اکسیدسریم بر الگوياکسیدتیتانیوم و ديدي

 .گرفت قرار بررسی مورد کبیر امیرانم هاي مختلف اندام

  مقدمه
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از مرکز  (.Chelidonium majus L)بذر گیاه دارویی مامیران کبیر 

 IBRCملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران با کد دسترسی 

P1006625  استان گلستان( تهیه و در شرایط دمایی(°C 2  22  و

ه کشت گردید. به تاریکی در گلخان h 8روشنایی/  h 11شرایط 

CFS   منظور بررسی تغییرات بیان ژن
در مامیران کبیر، از  1

سریم در دو آزمایش  اکسید اکسیدتیتانیوم و دي نانوالیسیتورهاي دي

هاي کامل بلوک طرح پایه فاکتوریل بر جداگانه در قالب آزمایش

تصادفی با چهار تکرار استفاده گردید. فاکتورهاي مورد بررسی در 

، 221تیتانیوم در چهار سطح )غلظت  اکسید ش اول شامل ديآزمای

گرم در لیتر به همراه تیمار شاهد )غلظت صفر((، میلی 1111، 211

پاشی در دو سطح )اول و دوم( و فاکتور فاکتور مرحله محلول

و  08، 20گیري پس از القاي الیسیتور در سه سطح )زمان نمونه

ررسی در آزمایش دوم شامل ساعت( بودند. فاکتورهاي مورد ب 22

اکسیدسریم در چهار سطح )غلظت  اي ديپاشی یک مرحله محلول

گرم در لیتر به همراه تیمار شاهد )غلظت  میلی 111،211،011

، 20صفر( و فاکتور زمان پس از القاي الیسیتور در چهار سطح )

پاشی نانوذرات به  ساعت( بودند. محلول 121و  22، 08

در دو  TiO2پاشی  اي انجام گرفت و محلول ههاي سه هفت گیاهچه

منظور افزایش میزان  ساعت بود. به 22مرحله با فاصله زمانی 

)یک درصد،   Tween 80پاشی ازنفوذپذیري، به هنگام محلول

Scharlu ( استفاده گردید و گیاهان شاهد )غلظت صفر( با آب

 هاي برگی از پاشی شدند. نمونه محلول Tweenدیونیزه حاوي 

هاي مشخص شده هر دو آزمایش پس  تیمارهاي مختلف در زمان

هاي ملکولی مورد استفاده  پاشی تهیه و براي بررسی از هر محلول

گیري برگی در زمان قرار گرفتند. همچنین پس از آخرین نمونه

 121ساعت پس از محلول پاشی دوم آزماشی اول و زمان  22

منظور مقایسه میزان ساعت پس از محلول پاشی آزمایش دوم، به 

گیري از سه اندام ریشه، هاي مختلف، نمونه ها در اندامبیان ژن

 ساقه و برگ انجام گردید.

با CFS رمز کننده آنزیم  cDNAطراحی آغازگر براي جداسازي 

ESTهاي  استفاده از کتابخانه
گیاه مامیران صورت گرفت.  2

                                                           
1
 Cheilanthifoline synthase ; CFS 

2
 Expression Sequence Tag; EST 

از پایگاه ها آن ESTهاي ها و توالیاطلاعات این کتابخانه

NCBIاطلاعاتی 
Blastnاز  .آمد بدست 0

جهت پیدا کردن  0

از این رو از  استفاده شد. CFSمرتبط با ژن   ESTهاي  توالی

در گیاهان دیگر خانواده خشخاش که  CFSهاي ژن توالی

استفاده  Queryعنوان موجود بود به NCBIاطلاعات آنها در 

الی مورد نظر ما شباهت هایی که با تو ESTگردید. در مرحله بعد 

Egassembler % داشتند انتخاب شد و توسط نرم افزار11بالاي 
2 

هاي ساخته شده توسط برنامه، سازي شد. از میان کانتیگسرهم

بلندترین کانتیگ انتخاب شد و چارچوب قرائت باز توالی توافقی 

آمد. براي اطمینان از صحت  بدست ORF finder  1با برنامه 

انجام گرفت. Blastp 2ست آمده و چارچوب قرائت باز، کانتیگ بد

براساس توالی توافقی بدست آمده، آغازگرهاي مورد نیاز 

(. 2-0از گیاه مامیران طراحی شد )جدول  CFSجداسازي ژن 

بررسی خصوصیات آغازگرها از لحاظ ساختارهاي ثانویه، 

 Oligoبا  GCهمودایمر و هترودایمر، دماي ذوب و درصد 

analyzer
صورت گرفت و سنتز آغازگرها توسط شرکت  8

Bioneer (.1)جدول جنوبی( انجام شد)کره 

مطابق  RNX-Plus  (Sinaclon)لکل با محلو RNAاستخراج  

ادامه از الکتروفورز  دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت و در

 (Nanodrop Thermo scientific) اسپکتروفتومتري ژل آگارز و

 استفاده شد.  RNA یت و کمیتبراي سنجش کیف

 هايژنومی، نمونه DNAبا RNA براي حذف آلودگی احتمالی 

RNAبا آنزیم (Fermentas) DNase I  تیمار شدند و سپس واکنش

 شرکت  Hyper Script (602 -601) با کیت cDNA ساخت

GeneAll شرکت سازنده صورت گرفت مطابق با دستوالعمل . 

مورد  ژن بررسی میزان بیان نسبیي برا Real Time-PCR واکنش 

دستگاه  در چهار تکرار در Cyber green (Amplicon)مطالعه، با 

BioRad  (MiniOpticon, USA.انجام گرفت )  

ــا  ــه دم ــره یبرنام ــنش زنجی ــراز ی واک ــی  اي پلیم ــان واقع در زم

(Real time PCR )ــه ــه در  ب ــنج دقیق ــاي  صــورت پ  C90˚دم

                                                           
3
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

4
 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov 

5
  http://www.genome.jp/tools/egassembler 

6
  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder 

7
  https://blast.ncbi.nlm.nih.gov 

8
  https://eu.idtdna.com/calc/analyzer 

  مواد و روش ها
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ــته ــراي واسرش ــه،  ب ــازي اولی ــامل  01س ــه ش ــه در  21چرخ ثانی

 C28˚ثانیــه در دمــاي    21 ســازي(،واسرشــته  (C 90˚دمــاي 

ــا( و اتصــال) ــاي  01آغازگره ــه در دم )بســط( و در  C 22˚ثانی

ــزایش ــت اف ــی ذوب از   نهای ــراي ترســیم منحن ــا ب ــا  12دم  92ت

ــنش .گرفــت درجــه سلســیوس انجــام  ــار ، RT-PCRواک در چه

 .نیکــی( اجــرا شــدتکــرار بیولوژیــک و دو تکــرار تک دو( تکــرار

 ,CT  (Pfaffl∆∆ روشنســبی ژن مــورد بررســی بــا  میــزان بیــان

واریــانس و  آمــاري شــامل تجزیــه تجزیــه. محاســبه شــد (2001

و  MSTAT-Cافـزار  هـا بـه روش دانکـن بـا نـرم     مقایسه میانگین

 .انجام شد Excel (ver. 2010)ارافزرسم نمودارها با نرم

ژن رمز  آمینواسیدی توالی بررسی و زیساهمسانه جداسازی،

   Cheilanthifoline synthase (CFS) کننده آنزیم

 .انجام شدمامیران بافت ریشه  از  CFSکنندهرمز cDNAجداسازي 

 و تایید یابی ، توالی PCRهاي نوترکیب با یید همسانهتاپس از

جفت باز با شماره  810با طول  CFSدست آمده، ژن اطلاعات به

  مین اصلیاد ثبت گردید. NCBIدر پایگاه  MG918088رسی دست

p450  ژن مورد نظر نشان دهنده این است که توالی پروتئینی در

و  Cytochrome-P450 به خانواده پروتئینی  پروتئین مورد مطالعه

هاي اختصاصی این د. دامیندار تعلق CYP719خانواده زیر

-hemeو  helix K region ،aromatic regionخانواده پروتیینی 

binding region  اند ها حفاظت شدهیوکاریوت د که درنباشمی

((Takemura et al., 2013. پروتئینی خانواده هايویژگی از P450 

 سوي از باشد؛می helix I ناحیه در Gly/Ala آمینواسیدي دنباله

 P450 منواکسیژناز هايپروتئین در ناحیه این در Thr دنباله دیگر

 هايدنباله این وجود بنابراین ؛(1شکل ) است شده حفاظت

 پروتئین که است این بیانگر helix I در شده حفاظت آمینواسیدي

 دارد فعالیت منواکسیژناز نوع از آنزیم یک عنوان به موردنظر

(Takemura et al 2013اعضا .)پروتئینی ي زیرخانواده 

CYP719Aمنحصر به فرد ترئون ، جایگزینی(ینT )شده محافظت

 محافظت( G) یسینگل  اتصال ینهمچن ( وSین)سر آمینواسیدبا 

 ( 1)ناحیه خط چین شکل نشان دادند( را L) به لوسین شده

.(Ikezawa et al., 2003, 2007) توالیسازي ردیفپس از همCFS 

دسته ویژه آنبه؛ P450 خانواده هايدیگر پروتئینبا  کبیراز مامیران

 ایزوکوئینولین نقش یدهايیکه در بیوسنتز آلکالو ییهاپروتئین از

 CFS(؛ توالی پروتئینی 2و بررسی روابط فیلوژنی )شکل دارند

 Argemoneگیاه از  AmCYP719A14بیشترین شباهت را به 

mexicana اشت، که هر دو به زیرخانواده دCYP719 .تعلق دارند 

 

 

 

 

 

 

 

 

 و مطالعه بیانی آنCFS   رمزکننده آنزیم cDNAمشخصات آغازگرهاي استفاده شده براي جداسازي  -1جدول 

 

  نتایج و بحث

 (bp)طول قطعه تکثیري  درجه سلسیوس()دماي اتصال  (′3→′5توالی آغازگرها ) نام آغازگر

CFS F TCATACTTAATGGGTGCGA

G 1/22 810 
CFS R TGCTGATGCTTTCAAAGTC

G 

qCFS-F ATGGGAATGTGCTGCTGAT

G 11 191 
qCFS-R ACTTAATGGGTGCGAGGAG

T 

Actin F GCCCCTAGCAGCATGAAGA

T 11 - 
Actin R GCACTTCCTGTGGACAATG

G 
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 .Clustalwافزار با نرم P450اده هاي خانو و تعدادي از پروتئین CFSسازي چندگانه توالی آمینواسیدي همردیف -1شکل 

 

از گیاه مامیران رنگی  CFSپروتئین کدشده ژن  Neighbor Joining (NJ). الگوریتم با P450هاي پروتئینی اعضاي خانواده سیتوکروم  درخت فیلوژنی توالی -2شکل

 مشخص شده است.

 

 تیتانیوم اکسید به نانوذره دی CFS  پاسخ بیانی ژن

( مشخص گردید نانوذره 2واریانس )جدول در نتایج تجزیه 

هاي مختلف، و نیز در دو  و غلظت هاتیتانیوم در زمان اکسید دي

 CFS  ( بر بیان ژنP<0/01داري)پاشی، تاثیر معنی  مرحله محلول

تنها تحت تاثیر  مامیران داشتند، لذا مشخص شد بیان ژن مذکور نه

ماده و همچنین گیرد بلکه زمان اثر این این محرک قرار می

تواند میزان بیان این ژن را تحت  هاي مختلف آن نیز می غلظت

دار بودن تأثیر قراردهد. همچنین نتایج تجزیه واریانس بیانگر معنی

هاي مختلف تیتانیوم در زمان اکسید هاي دياثرات متقابل غلظت

بود، به طوري که  CFSپس از اعمال تیمار بر میزان بیان ژن 
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گرم در  میلی 1111مربوط به غلظت  CFSزان بیان ژن بیشترین می

ساعت پس از اعمال تیمار بود و کمترین میزان بیان  08لیتر و 

 مربوط به عدم استفاده این ماده )تیمار شاهد( بود. همچنین نتایج

 زمان گذشت با CFSژن   بیان میزان افزایش میانگین بیانگر مقایسه

و حداکثر  داشته ادامه ساعت 08 تا بیان افزایش که طوريبه بود

شد  ساعت پس از اعمال تیمار مشاهده 08میزان بیان ژن در 

محرک (. در همین راستا نتایج حاصل از مطالعه اثر 0)شکل 

( ینناریموثر در سنتز سنگوئ يها )از ژن DIOX2ژن  یانبر ب یستیز

القاء به  یانیدر ساعات پامذکور ژن  یانب یاز روند کاهش یحاک

 باشد یم یسلول یونها در سوسپانس با محرک یمواجهه طولان یلدل

Facchini, 2010)  and Hagelهاي مختلف (. اثرات متقابل غلظت

پاشی در سطح  احتمال  اکسیدتیتانیوم و تعداد دفعات محلولدي

(، به 2معنی دار بود )جدول  CFSیک درصد بر میزان بیان ژن 

 1111مربوط به غلظت  CFSطوري که بیشترین میزان بیان ژن 

(. 0پاشی بود )شکل  گرم در لیتر در دومین مرحله از محلول میلی

هاي مختلف نیز به طور پاشی در زمان اثرات متقابل مرحله محلول

دار بود، به طوري که بیشترین معنی CFS  داري بر بیان ژنمعنی

پاشی دوم  ساعت پس از محلول 08مربوط به  CFSمیزان بیان ژن 

ساعت پس از گذشت اولین  20کمترین میزان بیان آن  و

پاشی بود. در اثر متقابل سه جانبه نیز بیشترین میزان بیان  محلول

پاشی اول در غلضت  ساعت پس از محلول 08مربوط به  CFSژن 

 (.0گرم در لیتر مشاهده گردید )شکل  میلی 1111

 پاشیلد محلواثرات غلظت، مدت زمان و تعدا انسیوار هیتجز -2جدول 

 (Chelidonium majus) ریکب رانیمام در CFS  ژن انیببر میزان  ومیتانیت دیاکس يدنانوذره  با 

 (MSمیانگین مربعات ) (dfدرجه آزادي) S.O.V))منبع تغییرات 
 ns112/1 0 بلوک

 02/221** 0 غلظت
 81/11** 2 زمان

 2** 1 زمان×غلظت
 01/2** 1 محلول پاشی

 81/1** 0 پاشی محلول× غلظت
 08/1** 2 محلول پاشی× زمان 

 19/1** 1 پاشی محلول× زمان×غلظت
 112/1 19 خطاي آزمایش

ns دار در سطح احتمال یک درصد ترتیب عدم اختلاف و اختلاف معنیو ** : به 

 

0.000

2.000

4.000

6.000

8.000

10.000

12.000

0 250 500 1000 0 250 500 1000

 ح     ا ی دو   ح     ا ی او   

  
ی  

  
  ن

 ب ا
ا 

   
C

F
S

    ی گر  در ل  ر      د  ا   د    ان    

24 h

48 h

72 h

 
 یپاش محلول بار دو یط ومیتانیت دیاکس يد مختلف يها غلظت و ها درزمان CFS ژن ینسب انیب راتییتغ -0شکل 

 (Chelidonium majus) ریکب رانیمام در 
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( مشخص نشان داد که منبع تغییر 0نتایج تجزیه واریانس )جدول 

هاي مختلف مامیران )ریشه، برگ و ساقه( بر میزان تغییرات اندام

(  داشته و بیانگر تفاوت P<0/01داري)تاثیر معنی CFS بیان ژن 

باشد. بیشترین میزان بیان این ژن در اثر اندام بر بیان این ژن می

 2/1در ریشه حدودا   CFSطوري که بیان ژن ریشه مشاهده شد به

(. در توافق با نتایج 0برابر ساقه بود )شکل 8/1برابر برگ و 

حاصل از این تحقیق، در گیاه خشخاش نیز بالا بودن فراوانی 

ر ریشه و به دنبال آن تجمع د MSHهاي ژن نسبی رونوشت

هاي این گیاه گزارش شده است؛ به طوري سنگوئینارین در ریشه

ها وجود دارد ولی در ریشه هاي این ژن در تمام اندامکه رونوشت

  (Beaudoin and Facchini 2013). تجمع بیشتري داشته است 

 

 با ماریت و اندام گیاهی در اثرات غلظت انسیوار هیتجز -0جدول 

 (Chelidonium majus) ریکب رانیمام در CFS  ژن انیببر  ومیتانیت دیاکس يدنانوذره  

 (MSمیانگین مربعات ) (dfدرجه آزادي) S.O.V))منبع تغییرات 
 ns 121/1 0 بلوک

 18/92** 0 غلظت
 91/08** 2 اندام

 19/2** 1 اندام× غلظت 
 120/1 00 خطاي آزمایش

ns دار در سطح احتمال یک درصد ختلاف و اختلاف معنیترتیب عدم او ** : به 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Chelidonium majus) ریکب رانیمام اهیگ ساقه و برگ شه،یر در CFS ژن ینسب انیب راتییتغ -0شکل 

 ومیتانیدتیاکسيد ماریتپاسخ به  در
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 اکسید سریم به نانوذره دي CFS  پاسخ بیانی ژن

اکسیدسریم  ریانس مشخص شد که ديبا بررسی نتایج تجزیه وا

دار در سطح را در مامیران کبیر )با اختلاف معنی CFSبیان ژن 

  اي که بیان این ژنگونهاحتمال یک درصد( تحت تاثیر قرار داد، به

تنها تحت تاثیر این نانوذره قرار گرفت؛ بلکه زمان اثر این ماده و نه

ر زمان( پاسخ بیانی هاي مختلف آن نیز )اثرمتقابل غلظت د غلظت

(. در مقایسه میانگین بیان ژن 0متفاوتی را نشان دادند )جدول 

CFS  اکسید سریم  هاي استفاده شده نانوذره دي (، غلظت2)شکل

افزایش بیان ژن نسبت به شاهد را نشان دادند. بیشترین میزان بیان 

گرم در لیتر و کمترین آن در غلظت صفر  میلی 111در غلظت 

 111هاي بالاتر از  در لیتر )شاهد( مشاهده شد و غلظت گرم میلی

(. 2گرم در لیتر روند کاهش بیان این ژن نشان داد )شکل  میلی

-ساعت افزایشی بود به 22با گذشت زمان تا   میزان بیان این ژن

گرم در لیتر  میلی 111ساعت از اعمال  22طوري که، با گذشت 

حداکثر میزان بیان مشاهده گردید و پس از آن  اکسید سریم دي

 .(2)شکل روند کاهشی بیان اتفاق افتاد 

 با ماریت و زمان در اثرات غلظت انسیوار هیتجز -0جدول 

  (Chelidonium majus) ریکب رانیمام در CFS  ژن انیببر  میسر  دیاکس يدنانوذره  

 (MSبعات )میانگین مر (dfدرجه آزادي) S.O.V))منبع تغییرات 
 ns 112/1 0 بلوک

 91/01** 0 غلظت
 11/2** 0 زمان

 12/1** 9 زمان× غلظت 
 122/1 02 خطاي آزمایش

ns دار در سطح احتمال یک درصد ترتیب عدم اختلاف و اختلاف معنیو ** : به 
 

 
 ومیسر دیاکس يد مختلف يها غلظت و وتمتفا يها درزمان CFS ژن ینسب انیب راتییتغ زانیم -2شکل 

 (Chelidonium majus) ریکب رانیمام در 

 

در  CFS  تجزیه واریانس مشخص نمود که میزان تغییرات بیان ژن

هاي مختلف گیاه )ریشه، برگ و ساقه( نیز داراي اختلاف اندام

باشند )جدول می  (P<0/01)دار در سطح احتمال یک درصدمعنی

  ( بیشترین بیان این ژن1نتایج مقایسه میانگین )شکل (. بر اساس 2

در ریشه مشاهده شد و میزان بیان در ریشه بیشتر از برگ و در 

طوري که بیان این ژن در ریشه حدودا  برگ بیشتر از ساقه بود، به
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(. با توجه به اینکه 1برابر ساقه بود )شکل  8/1برابر برگ و  2/1

هاي مختلف متفاوت و حداکثر در میزان بیان این ژن در اندام

تواند بیانگر میزان فعالیت بیشترآنزیم تولید شده  ریشه بود، این می

در ریشه باشد. در تایید این موضوع نتایج تحقیق  CFSاز ژن 

که جزء   STSهاي ژن  دیگري نشان داده است که، میزان رونوشت

هاي است نیز تحت تاثیر محرک CYP719خانواده پروتیینی 

. (verma et al., 2014)یرزیستی در ریشه افزایش یافته است غ

نیز نشان  مطالعات مختلف در خشخاش و شقایق کالیفرنیا نتایج

یابد که گیاهان تجمع می که سنگوئینارین در ریشه این دهندمی

 هاياي از رونوشت ژنتجمع مقادیر قابل ملاحظه دنبالاین به

(verma et al., 2014) STS  ،(Hagel et al., 2012) BBE ،

Beaudoin and Facchini., 2013) MSH و )P6H Blechert et 

al., 1995) )ژن توان نتیجه گرفت کهبنابراین می افتد؛اتفاق می-

بافت  هاي مسیر بیوسنتزي سنگوئینارین داراي سیستم بیانی

 .باشندمی (Tissue-specific) اختصاصی

 

 با ماریت و اندام گیاهی در غلظتاثرات  انسیوار هیتجز -2جدول 

 (Chelidonium majus) ریکب رانیمام در CFS  ژن انیببر  میسر  دیاکس يدنانوذره  

 (MSمیانگین مربعات ) (dfدرجه آزادي) S.O.V))منبع تغییرات 
 ns 112/1 0 بلوک

 10/11** 0 غلظت
 28/18** 2 اندام

 98/1** 1 اندام× غلظت 
 122/1 00 خطاي آزمایش

ns دار در سطح احتمال یک درصد ترتیب عدم اختلاف و اختلاف معنیو ** : به 

 

 
 ( Chelidonium majus) ریکب رانیمام مختلف هاياندام در CFS ژن ینسب انیب راتییتغ -1شکل 

 میدسریاکس يد  با ماریت تحت

 

؛ اهـانیمهـم در گ یکیعملکردهاي اکولوژ با هیثانو هايتیمتابول

زاي  يمـاریو عوامل ب خواران اهیگ در برابر اهانیدر حفاظت گ

کننده  هـا و جـانوران منتشرافشـان عنوان جذب گـردهبه ،یکروبیم

نقـش  کـروبیبا م اهیگ یستیو همز اهیبا گ اهیبذر، رقابت گ
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 یدر سه خانواده مولکول هیثانو يهاتیمتابول اً  عمومـ. دارنـد

گرفتـه   نظر ها در ها و فنل دار، ترپنتروژنین بـاتیزرگ، گـروه ترکب

طبقه  دهایعنوان آلکالوئکه تحت يمواد انیم نیدر اد. شـونیمـ

و  یکروبیم ،یاهیگ هیثانو يهاتیاز جمله متابول شوند،یم يبند

-یم بگسترده محسو یکیبا خواص فارماکولوژ يجانور یحت

 يتنوع محتوا لیدلپاوراسه بهخانواده پا اهانیشوند و گ

 ییدارو اهانیگ انیدر م يا ژهیو گاهیجا داراي ي،دیآلکالوئ

 (.Bourgaud et al., 2001) باشند یم

 ایزوکوئینولین از يآلکالوئیدها يزیـاد میزان مامیران کبیر حاوي

جملـه ســنگوئینــارین، کاپتیســین، بربــرین، کلریتــرین، 

تومور،  باکتریــال، ضدآنتــی خاصــیت باکلیــدونین 

 Ghorbanli et)باشد می التهابی و ضد یقارچ ، ضدیمیکروب ضـد

al., 2009; Zare Shahneh et al 2013 ) .در  بیوسنتز سنگوئینارین

-(S) مرحله آنزیمی از  مامیران کبیر در مسیري متشکل از هفت

reticulinآنزیمگیرد انجام می .(CFS) Cheilanthifoline 

synthase  )شیلانتیفولین که پیش -اسکولرین را به )اس(-، )اس

 Hagel andماده سنتز سنگوئینارین است تبدیل می کند )

Facchini 2010 ،در توافق با نتایج حاصل از این پژوهش .)

 نانو( و غیر زیستی )عصارة مخمرهاي زیستی )اثربخشی محرک

کالوئیدهاي ارزشمند افزایش و بهبود تولید انواع آل ( برTiO2 ذره

گزارش شده  در خشخاش (تبائین و سنگوئینارین) بنزوفنانتریدین

ها کاربرد محرکبا (. بنابراین Khodayari et al 2015است )

تبائین  ی مانندهای توان چرخة بیوسنتزي تولید و تجمع متابولیت می

هاي قسمتتواند در  می ءو این القا القاء نمودو سنگوئینارین را 

 بیان . در مطالعهمؤثر و حتی با یکدیگر متفاوت باشد تلف گیاهمخ

)فعال در مسیر  bbe1 و tydc7 ، DBOX ، DIOX2 هاي ژن

 مریستم خشخاش و ریشه  هاي سوسپانسیون در (سنگوئینارین

 بر محرک این موثر بودن  اکسیدتیتانیوم، دي نانوذره با شده تیمار

ه طوري که پس از روند ها نیز گزارش شده است. ب این ژن بیان

ها سبب ها، مواجهه طولانی مدت گیاه با محرکافزایشی بیان ژن

 ,.Khodayari et alتاثیر منفی و کاهش سطح رونویسی گردید)

 CFS 08در پژوهش حاضر نیز بیشترین میزان بیان ژن   (.2015

تیتانیوم مشاهده گردید و  اکسید پاشی دي ساعت پس از محلول

اکسید سریم  ساعت که در تیمار دي 22یشتر از باگذشت زمان ب

با توجه به تجمع مذکور شد.   بررسی شد، موجب کاهش بیان ژن

 ,.al., 2010; Samanani et alکبیرسنگوئینارین در ریشه مامیران 

2004 )  al  ( Holkova et هاي کنترلبالاي رونوشت ژنسطح-

ظار بود البته ریشه آن قابل انتدر  CFSازجمله  کننده این مسیر

سنگوئینارین قابل  که و برگ هاي این ژن در ساقهرونوشت

نظر نیز وجود دارد. در واقع به یابدتجمع نمی هاتشخیصی در آن

 سنگوئینارین منحصر به ریشه که در آن تجمع رسد محل سنتزمی

یید این اشود. در ت یابد نباشد و ممکن است در ساقه نیز سنتزمی

در ساقه اشاره کرد، با وجود اینکه  مرفین تولیدبه توان موضوع می

. اما آنزیم یابددر اندام هوایی در کپسول تجمع می مرفین فقط

گسترده  طوردارد به مرفین نقش تولیدسنتتاز که در سالوتاردینول

دهنده از کپسول وجود دارد و نشان تردر ریشه و ساقه حتی فعال

توسط  و ساقه سنتز شده و است که مرفین در ریشه این موضوع

 ,Gerardy & Zenk, 1993b) شودشیره گیاهی به کپسول منتقل می

Facchini & De Luka, 1995).  بیان یک ژن در یک اندام در واقع

نیست. در  معناي تجمع مواد تولیدي آن در همان اندام الزاما به

بی از ریشه توسط آوند چو این راستا، انتقال نیکوتین و هیوسیامین

مشهود از آلکالوئیدهایی است که در ریشه  ها یک مثالبه برگ

 Hashimoto شوندهاي هوایی ذخیره میشوند و در انداممی سنتز

& Yamada, 1992)توان نتیجه طلاعات فوق می(. با توجه به ا

 است چنین مکانیسمی براي سنگوئینارین نیز در گرفت که ممکن

سنگوئینارین سنتز  صورت کهینمامیران وجود داشته باشد به  ا

الگوي بیانی مختص انتقال بیابد.  شده در ساقه به سمت ریشه

هاي مسیر بیوسنتزي سنگوئینارین در مطالعات بافت در ژن
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هاي ژن متعددي گزارش شده است؛ بنابراین تعداد بالاي رونوشت

در بافت ریشه حاکی  CFSهاي مسیر مربوطه نظیر رمزکننده آنزیم

باشد؛ و نتایج مشابه در مع بالاي این ماده در این بافت میاز تج

 Ikezawa etباشد )مطالعات مختلف تایید کننده نتایج حاصل می

al., 2007هاي بیانی و رود استفاده از محرک(. بنابراین امید می

هاي سلولی سبب افزایش و بهبود تولید انواع تحریک سیگنال

 آلکالوئیدهاي ارزشمند گردد.
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