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چکیده

هـاي کلیـدي دخیـل در بیوسـنتز سـزامین      هاي مختلف نانوذرات کبالت بر میزان بیان ژنهدف از این پژوهش بررسی تاثیر غلظت:هدف
.در کشت سوسپانسیون سلولی کنجد بودC3Hو CYP81Q1 ،CYP81Q2 ،CYP81Q3شامل 

6/0، سـاکارز،  1براي این منظور از ریزنمونه هیپوکوتیل رقم کـرج . سازي سوسپانسیون سلولی کنجد انجام شدابتدا بهینه:هامواد و روش
گـرم در لیتـر در   میلـی 1و 5/0، 25/0هاي الیسیتور نانوکبالت با غلظت. استفاده شدNAAگرم در لیتر میلی3و BAPگرم در لیتر میلی

هـاي  میـزان بیـان ژن  . ساعت پس از تیمار صـورت گرفـت  24و 8، 2برداري در سه زمان وزه اعمال شد و نمونهر18سوسپانسیون سلولی 
انجام Excelها و رسم نمودارها با استفاده از آنالیز داده. گیري شداندازهReal-Time qRT-PCRکلیدي مسیر بیوسنتز سزامین با روش 

. شد

گـرم در لیتـر سـاکارز، دمـاي     30و NAAگرم در لیتر میلیBAP ،3گرم در لیتر میلی6/0حاوي MSنتایج نشان داد که محیط :نتایج
ºC26 ها شرایط مناسبی هسـتند دور در دقیقه و تاریکی براي تولید سوسپانسیون سلولی کنجد با غلظت بالاي سلول130، سرعت شیکر .

هـاي  گرم در لیتر الیسـیتور در زمـان  میلی5/0ها در غلظت سطح بیان ژنافزودن نانوذرات کبالت به کشت سوسپانسیون منجر به افزایش
توان اثر هاي مذکور نداشتند میاز آنجائیکه هیچ یک از سطوح مورد استفاده براي غلظت الیسیتور تاثیر منفی روي بیان ژن. مختلف گردید

هـاو کـاهش میـزان سـزامین     منفی الیسیتور به معنی کاهش بیـان ژن تاثیر . ها بررسی کردهاي بالاتر را نیز روي میزان بیان این ژنغلظت
. است

-شود و بنابراین، از این الیسیتور مـی هاي دخیل در سنتز سزامین میبراساس نتایج حاصل نانوکبالت باعث افزایش بیان ژن:گیرينتیجه
. هاي مذکور استفاده کردتوان براي القاي بیان بیشتر ژن

کمیPCR-RT،سلولی، سزامین، نانوذراتکشت د، کنج:واژگان کلیدي
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قدمهم

هـاي ثانویـه هسـتند کـه     گیاهان داراي تنوع وسیعی از متابولیت
اغلــب . هــا مســتقیما در رشــد و نمــو دخالــت ندارنــدبیشــتر آن
هـاي  هاي ثانویه با قرار گرفتن گیاهان در معرض تـنش متابولیت

شـامل  سـلولی  کشـت سوسپانسـیون   . شـوند گوناگون تولید مـی 
در هاي سلولی پراکنده و در حال رشد در محیط کشت مایع توده

این کشت معمولا بـا انتقـال قطعـاتی از    . استحال تکان خوردن
طـور  کالوس ترد و تمایز نیافته به یک محیط کشت مایع کـه بـه  

از کشـت  .شـود مـی تهیـه ،شودیکنواخت و مداوم تکان داده می
ــه ــراي مطالعــه ســنتز عنــوانسوسپانســیون ســلولی ب ــزاري ب اب

بیوشیمیایی مواد طبیعی، تولید نیمه صنعتی برخـی از ترکیبـات   
روغن . شودطبیعی و تولید محصولات طبیعی دارویی استفاده می

علت هاي نیمه خشک و با مرغوبیت زیاد است و بهکنجد از روغن
کیفیت عالی روغن، بوي مطبوع و مزه خوب آن، کنجـد را ملکـه   

همچنـین روغـن کنجـد در مقابـل     . نامنـد روغنـی مـی  هايدانه
باشـد کـه ایـن ویژگـی مربـوط بـه       اکسیداسیون بسیار مقاوم می

روغن کنجد داراي مقدار زیادي . نام سزامول استترکیب فنلی به
با وجود این، در مقایسه با سـایر  . اسیدهاي چرب غیراشباع است

. مقاوم اسـت هاي خوراکی در مقابل فساد اکسیداتیو بسیارروغن
هـا نیسـت و   دلیل وجود توکوفرولاین پایداري اکسیداتیو تنها به

-هـا از اسـیدآمینه فنیـل   لیگنان. ها استبیشتر مربوط به لیگنان
پروپـان  فنیـل هیدروکسی–pآلانین و با مزدوج شدن اکسیداتیو 

در دانه کنجـد خـام سـزامین و سـزامولین دو     . شوندتشکیل می
ضـد  سزامین داراي خـواص ضـد سـرطان،   .لیگنان اصلی هستند

این ماده در درمان سرطان . باشداکسیدانتی میحساسیت و آنتی
بسـیاري از  . ثر اسـت وپستان، پانکراس، روده، پروستات و ریـه م ـ 

هـاي  یکـی از ژن . انـد هاي مسیر تولید سزامین شناسایی شدهژن
است که با افزایش بیان آن CYP81Q1کلیدي در این مسیر ژن 

ر مراحل تشکیل دانـه کنجـد محتـواي سـزامین دانـه افـزایش       د
ترین و معتبرتـرین  از حساسکمیPCR-RTروش. )1(یابد می

اساس این روش بر پایـه  . باشدگیري بیان ژن میهاي اندازهروش
هـاي  یکـی از روش . دار استنسبت بیان ژن موردنظر به ژن خانه

است کـه  ايمقایسهCTروش کمیPCR-RTهاينمایش داده
 ـ ، یعنــی ژن )FC ،)Fold changeیـا (ΔΔCT-2عنــوان روشهب

ودش ـشناخته می)دار بیان شده استموردنظر چند برابر ژن خانه
هـاي مختلـف   از این روش براي بررسـی بیـان ژن در نمونـه   . )2(

که گـزارش  از آنجائی. )3(شودنمونه شاهد استفاده مینسبت به

هـدف  کاملی براي تولید سوسپانسیون سلولی کنجد وجود ندارد
سازي شـرایط کشـت سوسپانسـیون سـلولی     از این مطالعه بهینه

کنجد و سپس بررسی تاثیر الیسیتور نانوکبالت روي میزان بیـان  
هاي دخیل در سنتز سزامین در محیط کشـت سوسپانسـیون   ژن

. سلولی کنجد بود

هامواد و روش

از موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهـال و  1دانه کنجد رقم کرج
در این مطالعه از محـیط کشـت موراشـیگ و    . کرج تهیه شدبذر 

عنوان محیط کشت پایه جهـت کشـت دانـه و    به(MS)اسکوگ 
زایی و تهیـه سوسپانسـیون   اي، کالوسچه درون شیشهتولید گیاه

. سلولی استفاده شد

درصـد  70مدت دو دقیقه در الکل اتـانول  هاي کنجد ابتدا بهدانه
)v/v(سدیم دقیقه در هیپوکلریت30مدت ضدعفونی و سپس به

3ور شد و در نهایت با آب مقطـر اتـوکلاو شـده    درصد غوطه20
تمـام مراحـل   . دو دقیقـه شستشـو شـد   مـدت بـه مرتبه و هر بار 

و در ظـروف  ) laminar air flow(ایرفلـو  ضدعفونی زیر لامینـار 
هـاي  هـا در شیشـه  پس از ضدعفونی، دانـه . استریل انجام گرفت

گرم در لیتر ساکارز 30فاقد هورمون و حاوي MSط حاوي محی
هـاي هاي کشت بـا اسـتفاده از محلـول   محیطpH. کشت شدند

NaOH وHCl ها بـه منظـور   دانه. تنظیم شد8/5یک نرمال در
داري و سـپس بـه اتـاق    روز در تـاریکی نگـه  3مدتبهزنی جوانه

نـوري  ي و دورهگراد درجه سانتی25±2کشت با درجه حرارت 
.ساعت تاریکی منتقل شدند8ساعت روشنایی و 16

با توجه به اینکه براي تولیـد سوسپانسـیون   :زایی کنجدکالوس
زایی با اسـتفاده  سلولی به کالوس با کیفیت بالا نیاز است، کالوس

صورت آزمـایش  بهKinو NAA ،2,4-D ،BAPهاي از هورمون
در . تکرار انجام شـد فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با سه

و ) دو حالــت عمــودي و افقــیبــه(ایــن پــژوهش از هیپوکوتیــل 
هـر تیمـار   . عنوان ریزنمونه اسـتفاده شـد  به1کوتیلدون رقم کرج

. ریزنمونه قرار داده شد7دیش دیش و در هر پتريپتري3شامل 
هـاي  زایـی پتـري  هاي کالوسها در محیطپس از کشت ریزنمونه
25±2ط تاریکی در اتاقک رشد با حرارت حاوي کشت در شرای

ها هر دو هفته واکشت ریزنمونه. داري شدندنگهگراد درجه سانتی
زایی صفات وزن تر، رنـگ و  در آزمایش کالوس. یک بار انجام شد

.نوع کالوس مورد بررسی قرار گرفت
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:سازي محیط کشت سوسپانسـیون سـلولی کنجـد   بهینه
هـاي نـرم و   زایی، کالوسش کالوسبراساس نتایج حاصل از آزمای
با ترکیبات مختلـف هورمـونی   MSترد انتخاب و به محیط مایع 

بعــد از دســتیابی بــه بهتــرین کــالوس، آزمــایش . منتقــل شــدند
در ایـن  . سـازي شـرایط سوسپانسـیون سـلولی انجـام شـد      بهینه

آزمایش نوع ریزنمونه هیپوکوتیل و کوتیلدون، منبع کربن گلوکز 
-2,4و NAA ،Kin ،BAPهـاي  وع و مقدار هورمونیا ساکارز، ن

Dتاریکی یا روشنایی و سرعت شیکر مورد بررسی قرار گرفت ، .

دسـت  منظور بهبه: منحنی رشد سوسپانسیون سلولی کنجد
آوردن زمان مناسب جهت بازکشت سوسپانسـیون سـلولی و نیـز    
زمان مناسب براي اعمال الیسیتور، منحنـی رشـد سـلولی بـراي     

-میلی3به همراه BAPگرم در لیتر میلی6/0هاي حاوي محیط
5/2به همـراه  BAPگرم در لیتر میلی6/0و NAAگرم در لیتر 

ها وزن تر و وزن خشک سلول. رسم شدNAAگرم در لیتر میلی
. برداري شدیادداشت) هر دو روز یک بار(روز 30طی 

یر سـنتز  هـاي مس ـ بیان بیشتر ژنيبراي القا:اعمال الیسیتور
در ) رشـد زیسـت شـیمی آزمـا   (سزامین از الیسـیتور نانوکبالـت   

براي ایـن  . محیط کشت سوسپانسیون سلولی کنجد استفاده شد
گرم در میلی1و 5/0، 25/0هاي منظور تیمار نانوکبالت با غلظت

در کشـت سوسپانســیون  ) فـاز لگـاریتمی  (لیتـر در روز هجـدهم   
24و 8، 2زمـان صـفر،   4بـرداري در  نمونـه . سلولی اعمال شـد 

آزمایش تیمار سوسپانسیون سـلولی کنجـد بـا    . ساعت انجام شد
. الیسیتور نانوکبالت در سه تکرار مجزا صورت گرفت

هـاي  بـرداري از کشـت  نمونه: cDNAو سنتز RNAاستخراج
ســاعت بعــد از اعمــال 24و 8، 2هــاي صــفر، ســلولی در زمــان

ت مـایع منجمـد و تـا زمـان     هـا در از نمونـه . الیسیتور انجام شد
داري گـراد نگـه  درجه سـانتی -80کل در فریزر RNAاستخراج 

کلروفرم از سوسپانسـیون  -با استفاده از روش فنلRNA. شدند
بـراي حـذف آلـودگی ژنـومی از کیـت      ). 4(سلولی استخراج شد 

کیفیـت و  . اسـتفاده شـد  ) شـرکت سـیناکلون  (DNase Іآنـزیم  
ــت  ــتفاده از ژ RNAکمیـ ــا اسـ ــتگاه  بـ ــورز و دسـ ل الکتروفـ

در این روش میزان جـذب نمونـه   . اسپکتروفتومتر بررسی گردید
RNAمنظـور بررسـی   نانومتر بـه 280و 260هاي در طول موج

RNAهاي این نسبت براي نمونه. گیري شداندازهRNAکیفیت 

بود کـه نشـانگر کیفیـت    2تا 8/1ها، بین استخراج شده از سلول
طبـق دسـتورالعمل   cDNA. شده استاستخراجRNAمطلوب 

ترکیبات مورد . تهیه شد) شرکت سیناکلون(cDNAکیت سنتز 
. آورده شده است1در جدول cDNAنیاز براي سنتز 

ژن (18S rRNAبا استفاده از آغـازگر ژن  cDNAدرستی سنتز 
cDNA. ییــد قــرار گرفــتامــورد تPCRدر واکــنش ) دارخانــه

هاي موردنظر اسـتفاده  براي تکثیر ژنعنوان الگودست آمده بهبه
.  شد

cDNAمواد مورد نیاز براي سنتز : 1جدول

مواد)μl20(حجم 

μl2/1Oligo (dT) 100 μM

μg2RNA

μl5/12DEPC Water

μl2reaction buffer 10X

μl2dNTPs 10 mM

μl5/0Ribolock RNase Inhibitor 2500 u

μl1M-MuL V Reverse transcriptase 10000 u

RT-هاي دخیل در سنتز سزامین بـا روش بررسی بیان ژن

PCRــی ــام   :کم ــت انج ــدي جه ــاي الیگونوکلئوتی آغازگره
هاي موجود براساس توالیکمیPCR-RTو PCRهاي واکنش

Oligo5افـزار  و با استفاده از نرمNCBIهاي کنجد در بانک ژن

هـاي طراحـی شـده از لحـاظ عـدم      صحت آغازگر. طراحی شدند

Primerاتصال غیراختصاصـی و دایمـر آغـازگر، بـا اسـتفاده از      

Blast در کل ژنوم و همچنین باPCRییـد قـرار گرفـت   امورد ت .
آورده شـده  2اطلاعات مربوط به آغازگرهاي هـر ژن در جـدول   

. است
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یکمPCR-RTاطلاعات مربوط به آغازگرهاي هر ژن جهت واکنش: 2جدول 
طول محصول 

)bp(
% GC
پرایمر

Tm (ºC)
F/Rپرایمر ژنشماره دسترسیتوالی پرایمرهاي رفت و برگشت('3-'5)

NCBIدر 
نام ژن

16960
50

4/75
9/60

F- TCTCGCTCTCACCTTCGCC
R-CTGGGAGAAGTCGTATAGTG

AB194714
CYP81Q1

1682/63
50

/69
8/62

F-CTCTCGCTCTCACCTTCGC
R- GGGAGCAGTCGTATAGTGTT

AB194715
CYP81Q2

16250
6/52

64
7/65

F- GGGAAGAGATACTATGGGGA
R- AGCCAGCTTCTTCTCCAAC

AB194716.1CYP81Q3

17355
6/45

/66
2/65

F- GCCCCCACTATGTTAAGGTC
R- GTATTCACGCAACACCAAAG

AY065995.1C3H

17145
45

/65
6/46

F- TCTTAGTTGGTGGAGCGATT
R- GAACATCTAAGGGCATCACA

AJ236041.118S rRNA

میزان بیان چهار ژن دخیل در سنتز :کمیPCR-RTواکنش
C3Hو CYP81Q1 ،CYP81Q2 ،CYP81Q3سزامین شـامل  

براي اطمینـان  . مورد بررسی قرار گرفتکمیPCR-RTبا روش 
کـار رفتـه در ایـن واکـنش از کنتـرل      از آلوده نبودن ترکیبات به

ــی اســتفاده شــد  ــرف . منف ــن روش از مع SYBR greenدر ای

Rotor Gene Qو دستگاه ترمال سایکلر ) ت تاکاراي ژاپنشرک(

در کمـی PCR-RTواکـنش . اسـتفاده شـد  ) شـرکت کیـاژن  (
میکرولیتـر  15چـاهکی و در حجـم نهـایی    72هـاي  میکروپلیت

. اسـت 3مواد استفاده شده در واکـنش طبـق جـدول    . انجام شد
. انجام شدچرخه 40و در 0جدول مطابق PCRبرنامه 

کمیPCR-RTمواد لازم براي انجام: 3جدول 
مواد(μl)حجم 
5/7SYBR green Master Mix (1×)

5/2cDNA Tamplate (50 ng/ μl)

5/0 +5/0Primer (10 pM each) F/R

4Distillated water

15Total volume

هاجهت بررسی بیان ژنPCRبرنامه : 4جدول
متغیرهارخه اولچچرخه دوم

سازي اولیهواسرشتهسازيواسرشتهاتصالطویل شدنمنحنی ذوب
(ºC)دما 9472619494به 55

5/0Cº/S(Ramping)20زمانثانیه30ثانیه10ثانیه20ثانیه

نتایج 

انتخاب کالوس و استقرار سوسپانسیون سلولی
لی به کالوس ترد و که براي تهیه سوسپانسیون سلوبا توجه به این

هاي ترد و نرم با رنگ زرد مایل به سبز شکننده نیاز است کالوس
). الف،1شکل (براي تهیه سوسپانسیون سلولی انتخاب شدند 

سازي محیط کشت براي تولید سوسپانسیون سـلولی  جهت بهینه
در . هـاي مختلفـی انجـام شـد    هـا آزمـایش  با غلظت بالاي سلول

نمونـه  ها از نظر ظـاهر بـراي دو ریـز   لوسآزمایش اول بهترین کا
انتخاب و سوسپانسیون سلولی با همان ترکیبات هورمـونی مـورد   

براسـاس نتیجـه آزمـایش    . کالوس تولید شدي استفاده براي القا
هـاي  اول، سوسپانسیون سلولی مطلوبی در هـیچ یـک از محـیط   
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هـاي موجـود در کشـت    دست نیامد، مقدار سلولهاستفاده شده ب
رو آزمـایش  طور چشمی بسیار کم بـود و از ایـن  هانسیون بسوسپ

در آزمایش دوم قندهاي گلوکز و ساکارز بـا  . جدیدي طراحی شد
گرم و شرایط تـاریکی و روشـنایی   میلی50و 30، 20مقدارهاي 

در آزمایش دوم . براي هر دو رقم و هر دو ریزنمونه استفاده شدند
تـاریکی نسـبت بـه سـایر     گرم در لیتر و شرایط میلی30ساکارز 

ــن  آزمــایش هــاي انجــام شــده وضــعیت بهتــري داشــت، امــا ای
هـاي تکثیـر شـده    سوسپانسیون سلولی نیز از نظر تعـداد سـلول  

دست آمـده  ههاي بدر آزمایش سوم بهترین کالوس. مطلوب نبود
زایـی  تیمار با کالوس8از دو ریزنمونه بررسی و براي هر ریزنمونه 

) نرم و زرد روشن(کار بردن بهترین کالوس همطلوب انتخاب و با ب
6/0در ایــن آزمــایش تیمــار . سوسپانســیون ســلولی تولیــد شــد

NAAگــرم در لیتــر   میلــی 3و BAPگــرم در لیتــر   میلــی 

در . هـا تولیـد کـرد   سوسپانسیون مطلوبی را از نظر غلظت سـلول 
توان با غلظت کمتر از این مقـدار  که آیا میادامه براي بررسی این

گـرم  میلی6/0دست آورد، از غلظت یز سوسپانسیون مطلوبی بهن
. اســتفاده شــدNAAگــرم در لیتــر میلــی5/2و BAPدر لیتــر 

نیـز  NAAگرم در لیتر میلی5/2براساس نتایج حاصل با غلظت 
دست آورد ولی بـا توجـه بـه    توان سوسپانسیون مطلوبی را بهمی
هـا بـه   هورمونی سلولکه بعد از چندین واکشت در این تیمار این

6/0زایـی تمـایز پیـدا کردنـد، لـذا محـیط حـاوي        سمت ریشـه 
NAAگـرم در لیتـر   میلـی 3به همـراه  BAPگرم در لیتر میلی

. براي تهیه سوسپانسیون سلولی کنجد مورد استفاده قرار گرفـت 
گونه تمایززایی مشـاهده  ماه هیچ10در این تیمار بعد از گذشت 

نسبت به کوتیلـدون آن  1پوکوتیل رقم کرجکه هیاز آنجائی. نشد
تري را نشان داد براي تولید سوسپانسـیون سـلولی   پاسخ مطلوب

.مورد استفاده قرار گرفت

ها در محیط کشت مایعبررسی رشد سلول
ــر    ــد ه ــال رش ــلولی در ح ــیون س ــار  2از سوسپانس ــک ب روز ی

هـا بـراي رسـم    برداري صورت گرفت و وزن خشـک سـلول  نمونه
در ) ب،1شـکل  (براسـاس  . گیري شدد سلولی اندازهمنحنی رش

ــدهم  ــلولی  (روز هج ــد س ــزان رش ــترین می ــه  ) بیش ــیتور ب الیس
. سوسپانسیون سلولی اضافه شد

تـازه بـا ترکیبـات    MSهاي ترد و نرم به محـیط  با انتقال کالوس
قندي و هورمونی پس از یک ماه سوسپانسیون سـلولی مناسـبی   

پانسیون سلولی یکنواخت و غنـی  براي داشتن سوس. دست آمدبه
بدین ترتیب بعـد  . روز یک بار واکشت انجام شد14از سلول، هر 

از حدود سه ماه سوسپانسیون سلولی متراکم و یکنواخت جهـت  
).ج،1شکل (تیماردهی تولید شد 

دسـت  روزه بـه 18سوسپانسـیون سـلولی  ) ب. اي تولید سوسپانسیون سلولی استفاده شدکه بر1کالوس تولید شده از هیپوکوتیل رقم کرج) الف: 1ل شک
هـا در محـیط   منحنی رشـد سـلول  ) ج. NAAگرم در لیتر میلی3و BAPگرم در لیتر میلی6/0در محیط حاوي 1آمده از ریزنمونه هیپوکوتیل رقم کرج

.NAAگرم در لیتر میلی3و BAPگرم در لیتر میلی6/0حاوي 
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RNAاستخراج 

RNAغلظـت  3تیمار زمـانی و  3هاي برداشت شده در از نمونه
کیفیـت  . کلروفـرم اسـتخراج شـد   -الیسیتور براساس روش فنـل 

RNAها روي ژل آگارهاي استخراجی با الکتروفورز نمونه(w/v)

با آنـزیم  RNAهاي آلودگی ژنومی نمونه. بررسی شددرصد5/1
DNase Іهاي نمونه2شکل . حذف شدRNA   را بعـد از تیمـار

.دهدنشان میDNase Iبا آنزیم 

هاي تیمار شده با نانوکبالت پس از حذف آلودگی ژنومینمونهRNA: 2شکل 

کمیPCR-RTواکنش
هاي مسـیر  براي بررسی میزان بیان ژنکمیPCR-RTاز روش

هـا  در این آزمایش میزان بیـان ژن . بیوسنتز سزامین استفاده شد
تکـرار تکنیکـی بـا اسـتفاده از دسـتگاه      3هـا و در  همه نمونهدر

Rotor Gene Qواکــنش. دشــبررســیPCR-RTدر کمــی
میکرولیتـر بـا   15چاهکی و در حجم نهـایی  72هاي میکروپلیت

دست آمـده  نتایج به. انجام شدSYBR greenاستفاده از معرف 
صـورت  هـا بـه  ژناز آنالیز منحنی ذوب نشان داد که تکثیر تمـام  

اختصاصی و بدون محصولات غیراختصاصی مثـل دایمـر آغـازگر    
در این آزمایش جهت اطمینـان از عـدم وجـود آلـودگی در     . بود

ترکیبات مورد استفاده در واکنش از کنترل منفی استفاده شد که 
. نتایج غیرآلوده بـودن ترکیبـات مـورد اسـتفاده را نشـان دادنـد      

هـاي مختلـف و نمونـه    مربوط به نمونهCTهاي سازي دادهنرمال
ــا اســتفاده از  ). ΔCT(ژن مرجــع صــورت گرفــت CTشــاهد ب

نمونه شاهد کالیبره شـد و تغییـر   ΔCTهر نمونه با ΔCTسپس
. گزارش گردیدLog2FCیا ΔΔCT-صورت هها ببیان ژن

ها مقایسه میانگین بیان ژن
CYP81Q1بیان ژن 

ثر زمان بر بیان و بدون در نظـر  براساس نتایج مقایسه میانگین ا
بیشترین میزان بیـان را  CYP81Q1گرفتن غلظت الیسیتور، ژن 

3طور که در شـکل  همان. ساعت بعد از اعمال الیسیتور داشت2
ساعت باعـث  24و 8، 2شود اعمال الیسیتور پس از مشاهده می

بـین  . در مقایسه با نمونه شاهد شدCYP81Q1افزایش بیان ژن 

داري در بیـان ایـن ژن   سـاعت اخـتلاف معنـی   24و 8ن دو زما
). الف،3شکل (مشاهده نشد 

CYP81Q1هاي مختلف الیسیتور بر بیـان ژن  بررسی اثر غلظت

نشان داد که صرف نظر از زمان، بیشترین تغییر در بیان ایـن ژن  
براسـاس  . دست آمدگرم در لیتر نانوکبالت بهمیلی5/0در غلظت 

گرم میلی1انگین اثر غلظت بر بیان ژن، با اعمال نتایج مقایسه می
داري در میزان بیان ژن نسـبت بـه   در لیتر نانوکبالت تغییر معنی

). ب،3شکل (نمونه شاهد مشاهده نشد 

در مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در زمان، بیشترین تغییر در 
و 25/0ترتیـب بعـد از اعمـال    ساعت به8و 2بیان ژن، در زمان 

اعمـال الیسـیتور در   . گرم در لیتر نانوکبالـت حاصـل شـد   میلی1
CYP81Q1هاي مختلف باعث افزایش بیـان ژن  ها و زمانغلظت

). ج،3شکل (نسبت به نمونه شاهد گردید 
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ب
الف

ج
اثر متقابل ) ج. هاي مختلف الیسیتوردر غلظتCYP81Q1بیان ژن ) ب. در تیمارهاي زمانی مختلف الیسیتورCYP81Q1بیان ژن ) الف: 3شکل 

.CYP81Q1غلظت در زمان بر بیان ژن 

CYP81Q2بیان ژن 

CYP81Q2براساس نتایج مقایسه میانگین اثر زمان بر بیان ژن 

بدون در نظر گرفتن غلظت نانوکبالت بیشترین میزان بیـان ایـن   
هـا و  مـان ساعت بعد از اعمال الیسیتور نسبت به سـایر ز 24ژن 
بـین  ) الف،4شکل (با توجه به . چنین نمونه شاهد تعیین شدهم
هاي زمانی بررسی بیان ژن بعد از اعمـال الیسـیتور اخـتلاف    بازه

.دار مشاهده شدمعنی

گرم در لیتر میلی1و 5/0، 25/0هاي افزودن الیسیتور در غلظت
نسبت به بیـان آن در نمونـه   CYP81Q2باعث افزایش بیان ژن 

1و 5/0، 25/0هـاي  دار بین اثـر غلظـت  تفاوت معنی. اهد شدش
1گرم در لیتر بر بیان ایـن ژن مشـاهده شـد ولـی غلظـت      میلی

داري روي بیــان ژن گــرم در لیتــر الیســیتور تــاثیر معنــیمیلــی
CYP81Q2 ب،4شکل (نسبت به شاهد نداشت .(

ن در مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در زمان، بیشـترین میـزا  
گـرم در لیتـر   میلـی 1ساعت بعـد از اعمـال   8بیان ژن در زمان 

هـاي  هـا و زمـان  اعمال الیسیتور در غلظـت . الیسیتور تعیین شد
نسبت به نمونه شاهد CYP81Q2مختلف باعث افزایش بیان ژن
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طورکلی اعمال الیسیتور نانوکبالت باعـث  به). ، ج4شکل (گردید 
.مونه شاهد شدنسبت به نCYP81Q2افزایش بیان ژن 

الفب

ج
.CYP81Q2اثر متقابل غلظت در زمان بر بیان ژن ) ج. CYP81Q2اثر غلظت الیسیتور بر بیان ژن ) ب. CYP81Q2اثر زمان بر بیان ژن ) الف:4شکل 

CYP81Q3بیان ژن 

نشـان  CYP81Q3نتایج مقایسه میانگین اثر زمان بر بیـان ژن  
و 8، 2هاي ظر گرفتن غلظت الیسیتور در زمانداد که بدون در ن

ساعت بعد از اعمال الیسیتور نسبت به نمونه شاهد بیان ایـن  24
میزان بیـان ایـن ژن   ) الف،5شکل (با توجه به . ژن افزایش یافت

دار هـاي زمـانی بعـد از اعمـال الیسـیتور اخـتلاف معنـی       در بازه
.نداشت

-میلـی 1و 5/0، 25/0اي هافزودن الیسیتور نانوکبالت در غلظت
نسبت به نمونـه  CYP81Q3گرم در لیتر باعث افزایش بیان ژن 

بـدون در نظـر   CYP81Q3یشترین میـزان بیـان ژن   . دشاهد ش
گرم در لیتـر الیسـیتور حاصـل    میلی5/0گرفتن زمان، با افزودن 

). ب،5شکل (شد 

در مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در زمان، بیشـترین میـزان  
گـرم در  میلـی 25/0ساعت بعـد از اعمـال   24بیان ژن، در زمان 
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مشـاهده  5طـور کـه در شـکل    همـان . لیتر الیسیتور تعیین شـد 
هـاي مختلـف باعـث    ها و زمانشود اعمال الیسیتور در غلظتمی

شکل (نسبت به نمونه شاهد گردید CYP81Q3افزایش بیان ژن 
).ج،5

الفب

ج
اثـرات متقابـل غلظـت در زمـان بـر بیـان ژن       ) ج. CYP81Q3اثـر غلظـت الیسـیتور بـر بیـان ژن      ) ب. CYP81Q3زمان بـر بیـان ژن   اثر) الف: 5شکل 

CYP81Q3.

C3Hبیان ژن 

اثـر  کمـی PCR-RTهـاي بر اساس نتایج مقایسه میانگین داده
دار شده زمان، غلظت و اثر متقابل زمان در غلظت الیسیتور معنی

نشان داد C3Hایسه میانگین اثر زمان بر بیان ژن نتایج مق. است
سـاعت  24و 8، 2هـاي  که اعمال الیسیتور نانوکبالـت در زمـان  

در مقایسـه بـا نمونـه شـاهد     C3Hباعث افزایش میزان بیان ژن 

سـاعت اخـتلاف   24و 8، 2هـاي با وجود این، بین زمان. شودمی
).الف،6شکل (داري در افزایش بیان ژن مشاهده نشد معنی

1و 5/0، 25/0هاي هرچند افزودن الیسیتور نانوکبالت در غلظت
نسبت بـه نمونـه   C3Hگرم در لیتر باعث افزایش بیان ژن میلی

بـدون در نظـر   C3Hشاهد شد ولی بیشـترین میـزان بیـان ژن    
گرم در لیتر الیسیتور تعیین شد میلی5/0گرفتن زمان، با افزودن 

) ب،6شکل (
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انگین اثر متقابل غلظت در زمان، بیشترین بیان ژن در مقایسه می
گرم در لیتـر الیسـیتور   میلی5/0ساعت بعد از اعمال 2در زمان 

شـود کمتـرین   مشاهده می6طور که در شکلهمان. حاصل شد
25/0ســاعت بعــد از اعمــال 8در زمــان C3Hمیـزان بیــان ژن  

ن ژن در گرم در لیتر الیسیتور حاصل شد کـه از میـزان بیـا   میلی
).ج،6شکل (نمونه شاهد نیز کمتر بود 

الفب

ج
C3Hاثر متقابل غلظت در زمان بر بیان ژن ) ج. C3Hاثر غلظت الیسیتور بر بیان ژن ) ب. C3Hاثر زمان بر بیان ژن ) الف: 6شکل

بحث

ها و شرایط کشت مختلفی بـراي دسـتیابی   در این تحقیق محیط
از سلول مـورد بررسـی قـرار گرفـت کـه از      به محیط کشت غنی 

6/0ها بیشترین میزان تقسیم سـلولی در محـیط داراي   میان آن
NAAگـرم در لیتـر   میلـی 3همـراه  بـه BAPگرم در لیتر میلی

دلیل پایین همیزان بالاي اکسین مورد نیاز احتمالا ب. مشاهده شد

ا در ه ـرشد و تکثیر سلول. بودن اکسین داخلی در این گیاه است
دور در دقیقه 130گراد، تاریکی و سرعت درجه سانتی26دماي 

هاي کنترل به بالاترین میزان رسید که بیانگر فعالیت حداکثر ژن
در بررسی تیمارهاي . کننده چرخه سلولی تحت این شرایط است

هاي زمانی مختلف بـه طـور   ها و بازهمختلف نانوکبالت در غلظت
نسـبت بـه نمونـه شـاهد     CYP81Q1جداگانه، افزایش بیان ژن
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بـا توجـه بـه نتـایج مقایسـه میـانگین، الیسـیتور        . دش ـمشاهده 
شـود، بنـابراین   میCYP81Q1نانوکبالت باعث افزایش بیان ژن 

هاي اصلی مسـیر سـنتز سـزامین    که این ژن از ژنبا توجه به این
توان گفت که با اعمال ایـن الیسـیتور بیـان ایـن ژن     باشد میمی

رود که تولید لیگنـان سـزامین نیـز    یابد و احتمال میمیافزایش 
براسـاس نتـایج بیشـترین    .گیري گرددبیشتر شود که باید اندازه

2گرم در لیتـر و میلی5/0در غلظت CYP81Q1میزان بیان ژن 
ساعت بعد از اعمال نانو ذره کبالت تعیین شـد و سـپس در بـازه    

رین تغییر در میـزان  ساعت بعد از تیماردهی بیشت24و 8زمانی 
شکل (ها با توجه به منحنی رشد سلول. بیان این ژن مشاهده شد

هـا در مرحلـه   در بازه زمانی روز هجدهم تا بیسـتم سـلول  ) ج، 1
رشد لگاریتمی هستند و از روز بیستم به بعـد وارد فـاز سـکون و    

از آنجا که الیسیتورها درروز هجدهم اعمال . شوندسپس مرگ می
سـاعت بعـد از   24که افـزایش بیـان ژن تـا    جه به اینشد و با تو

تـوان  اعمال الیسیتور یعنی روز نوزدهم اتفـاق افتـاده اسـت، مـی    
نتیجه گرفت که بهترین زمان براي اعمال الیسیتور جهت القـاي  

هـا بـه   هاي مسیر سنتز سزامین، قبل از وارد شدن سلولبیان ژن
میتــوفر و در تحقیقــات انجــام شــده توســط . فــاز ســکون اســت

فلزاتـی ماننـد کبالـت، نیکـل، آهـن و نقـره باعـث        ) 5(همکاران 
هـاي ثانویـه در گیاهـان    تحریک تولید دامنه وسیعی از متابولیت

ثیر پـنج نـانوذره مـس، کبالـت،     ات) 6(ترجو و همکاران . شوندمی
آهن، منگنز و مولیبدن را در تولید بتالانین و رشد سوسپانسـیون  

ها به آن. بررسی کردند) Beta vulgaris(سلولی گیاه چغندرقند 
5میکرومـولار بـه   1این نتیجه رسیدند که با افـزایش کبالـت از   

ــی ــولار م ــا  میکروم ــالانین را ت ــوان بت ــزایش داد 60ت ــد اف درص
هاي بیشـتر کبالـت   اما غلظت) بیشترین میزان افزایش متابولیت(
ولی باعث افزایش متابولیـت و رشـد سـل   ) میکرومولار20تا 10(

هاي ثانویه بولیتبراساس نتایج مثبت اثر کبالت بر تولید متا.نشد
چنین افزایش تولید سزامین در اثـر تحریـک بـا    سایر گیاهان هم

گیـري کـرد کـه بـا     توان نتیجهاین الیسیتور در تحقیق حاضر می
افــزودن الیســیتور نانوکبالــت بــه محــیط سوسپانســیون ســلولی 

ژن . را افـــزایش دادCYP81Q2تـــوان میـــزان بیـــان ژن مـــی
CYP81Q2هاي مسیر تولید سزامین در گونه از ژنSesamum

radiatumهاي ژنو از همولوگCYP81Q1در مقایسـه  . است
میانگین اثر متقابل غلظت در زمان، بیشـترین بیـان ژن، در بـازه    

گرم در لیتر الیسیتور حاصل میلی1ساعت بعد از اعمال 8زمانی 
دو گونه مجزا بهCYP81Q1و CYP81Q2دو ژن همولوگ. شد

باشـد و بـا   داراي هـر دو ژن مـی  1تعلق دارند و رقم ایرانی کـرج 

توان میزان بیـان ایـن دو ژن را در ایـن رقـم     اعمال الیسیتور می
هـاي گـزارش شـده در گونـه     از ژنCYP81Q3ژن . افزایش داد

Sesamum alatum هـاي ژن  مولـوگ وایـن ژن نیـز از ه  . اسـت
CYP81Q1  است ولی در مسیر سنتز سزامین فعالیتی شبیه بـه

ــت  ــیCYP81Q2و CYP81Q1فعالی ــان نم ــدنش ــال . ده اعم
در .الیسیتور باعث افزایش بیان این ژن نسبت به نمونه شاهد شد

بیشترین میزان بیان این ژن در غلظت بررسی اثر متقابل متغیرها
یسـیتور  سـاعت بعـد از اعمـال ال   24گـرم در لیتـر و   میلی25/0

این مقدار کمترین سطح الیسـیتور اسـت   . نانوکبالت مشاهده شد
ایـن  . که پس از یک شبانه روز باعث افزایش بیان ژن شده اسـت 

دهد که نوع الیسیتور و غلظت مورد استفاده آن موضوع نشان می
پوتـالون و همکـاران   . ها مؤثر استجهت تغییر در میزان بیان ژن

گرم در لیتر کایتوزان به کشـت  میلی150نیز با اضافه کردن ) 7(
Artemisia(ي مویین گیاه آرتمیزیا ریشه annua (  میزان تولیـد

نتایج بررسی اثر الیسیتور بر . برابر افزایش دادند6آرتمیزنین را تا 
نشان داد که با افزودن الیسیتور به محیط C3Hافزایش بیان ژن 

. ژن را افـزایش داد توان میزان بیان این سوسپانسیون سلولی می
در مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در زمان، بیشترین بیان ژن 

گرم در لیتـر الیسـیتور   میلی5/0ساعت بعد از اعمال 2در زمان 
8گـرم در لیتـر الیسـیتور بعـد از     میلی25/0افزودن . حاصل شد

سایر تیمارهاي زمـانی و  . ساعت منجر به کاهش بیان این ژن شد
مختلف الیسیتوري منجـر بـه افـزایش بیـان ایـن ژن      هاي غلظت
ها و پروپانوئید در گیاهان منجر به تولید لیگنانمسیر فنیل. شدند

-هاي کلیدي در مسیر فنیلاز ژنC3Hژن . شودفلاونوئیدها می
شیکیمات کوماریل-Pشیکیمات را به پروپانوئید است که کافئیل

هاي گـروه  سیر به لیگناني ماین ترکیب در ادامه. کندتبدیل می
S وGتوان گفت با افزایش بیان این بنابراین می. شودتبدیل می

بهابـادي و  . ژن شاید بتوان تولید لیگنان سـزامین را افـزایش داد  
Sclerotiniaاثـر عصـاره قـارچ    ) 8(همکاران  sclerotiorum را

هـاي کلیـدي مسـیر بیوسـنتزي     عنوان الیسیتور بر میـزان ژن به
Linum(پروپانوئیدها در کشت سلولی گیاه دارویـی کتـان   فنیل

album (روشهـا بـا   مطالعه بیـان ژن . بررسی کردندPCR-RT

-آمونیالیاز، سـینامیل آلانینهاي فنیلنشان داد که بیان ژنکمی
آ ردوکتـاز کـه در مراحـل    کـوآنزیم دهیـدروژناز و سـینامیل  الکل

چنین قش دارند و همي پودوفیلوتوکسین نابتدایی مسیر بیوسنتز
ردوکتـاز، ژن کلیـدي در مسـیر    رزینـول لاریسـی بیان پینورزینول
ها، بعد از افزودن عصاره قارچ به محیط کشت بـه  بیوسنتز لیگنان
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هـا بعـد   بیشترین میزان فعالیت آن. داري افزایش یافتطور معنی
.از گذشت دو تا سه روز مشاهده شد

، BAPگرم در لیتـر  یلیم6/0حاوي MSطورکلی محیط پایه هب
26گرم در لیتر ساکارز، دمـاي  30و NAAگرم در لیتر میلی3

دور در دقیقـه و تـاریکی   130گراد، سـرعت شـیکر   درجه سانتی
براي دستیابی به تولید سوسپانسـیون سـلولی کنجـد بـا غلظـت      

افزایش سطح بیان هـر چهـار ژن   . شوندها توصیه میبالاي سلول
گرم در لیتـر الیسـیتور ولـی در    میلی5/0ت مورد مطالعه در غلظ

همچنین مشخص گردید که هیچ یـک  . هاي مختلف رخ دادزمان
از سطوح مورد استفاده براي غلظت الیسـیتور تـاثیر منفـی روي    

هـاي بـالاتر را   توان اثـر غلظـت  و میرها نداشتند و از اینبیان ژن
 ـ . مورد بررسی قرار داد ین بیـان  براساس رابطه مستقیم موجـود ب

هاي مسیر تولید سزامین و میزان تولید این ماده، تاثیر منفـی  ژن
بـه معنـی   ) هـا کاهش بیان این ژن(ها الیسیتور روي بیان این ژن
. کاهش میزان سزامین است

گیري تیجهن

براساس نتایج حاصل از این پژوهش الیسـیتور نانوکبالـت باعـث    
، CYP81Q1شامل هاي دخیل در سنتز سزامینافزایش بیان ژن

CYP81Q2 ،CYP81Q3 وC3Hسوسپانســــیون کشــــتدر
تـوان بـراي   شود و بنابراین از این الیسیتور مـی سلولی کنجد می
.هاي مذکور استفاده کردافزایش بیان ژن

قدردانیوتشکر

هـاي کشـت بافـت و    از همکاري کارشناسان محتـرم آزمایشـگاه  
المللـی امـام   گاه بـین بیولوژي مولکولی گروه بیوتکنولـوژي دانش ـ 

پـردیس کشـاورزي دانشـگاه    گـروه بیوتکنولـوژي   و ) ره(خمینی 
.شودتهران تشکر و قدردانی می
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Abstract

Aim: The aim of this study was to investigation cobalt nano-particles effects on expression level of
key genes involved in sesamin biosynthetic pathway including CYP81Q1, CYP81Q2, CYP81Q3 and
C3H in Sesamum indicum L. cell suspension culture.

Material and Methods: First sesame cell suspension culture was established. For this purpose,
Karaj1 hypocotyle cultivar, 0.6 mgL-1 BAP, 3 mgL-1 NAA were used. Different concentrations of
cobalt nano-particles elicitor including 0.25, 0.5 and 1 mgL-1 were added to the 18 days-old culture
and sampling was carried out after 2, 8 and 24 hours post treatment. Expression level of mentioned
genes was measured by the Real-Time qRT-PCR technique. Data analysis and figures depiction were
done using Excel.

Results: Results showed that MS medium consisting of 0.6 mgL-1 BAP, 3 mgL-1 NAA and 30 gL-1
socrose, 26ºC, 130rpm and darkness condition are optimum situation for condensed sesame
suspension production. Adding cobalt nano-particles to the suspension culture, led to increasing genes
expression level, especially, at 0.5 mgL-1 elicitor concentration in different times. Since this elicitor
had no negative effects on the mentioned genes expression, the effect of higher concentrations on
these genes expression can be studied in the future. Negative effects of this elicitor on the expression
of genes involved in sesamin biosynthesis means decreasing sesamin content.

Conclusion: Based on obtained results elicitation of sesame cell suspension culture by cobalt nano-
particles led to the increasing genes expression involved in the sesamin biosynthetic pathway.
Therefore, this elicitor can be used to induce higher expression levels of these genes.

Key words: Sesame, Cell suspension, Sesamin, Nano cobalt, Real-Time qRT- PCR
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