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 چكيده

.هدف از اين پژوهش بررسي اثر دو نانو ذره به عنوان اليسيتور بر بيان سه ژن كليدي اين مسير بود:هدف

و روش و در زمانگرم در ليتر نانوميلي1و5/0،75/0هاي به اين منظور از غلظت.:هامواد و نانواكسيد روي استفاده ،8هاي اكسيدكبالت

شدساعت پس از تيمار، نمونه48و 24 . برداري انجام

ژن: نتايج شد SQ-RT-PCRها به روش بررسي بيان ژن،به طوركلي. انجام تـاثير. ها تاثير داشتندهر دو اليسيتور مورد استفاده بر بيان

ژن. ها بيشتر از نانواكسيد كبالت بودنانواكسيد روي بر بيان ژن -ميلي5/0بيشترين افزايش بيان مربوط به غلظتD4Hو STRدر مورد

و براي ژن و نانواكسيد كبالت در اكثر غلظت. ساعت بود8گرم در ليتر نانواكسيد روي در بازه زماني ميلي1غلظت DATگرم در ليتر هـا

ژنبازه شدهاي زماني مورد استفاده باعث كاهش بيان . هاي مورد بررسي

و روي توانستنددهر دو نانو ذره نانو اكسي: نتيجه گيري و وين كريستين تاثير بگذارند كبالت .بر بيان ژنهاي كليدي مسير وين بلاستين

، نانوذراتSQ-RT-PCRكريستين، بيان ژن، بلاستين، وينپروانش، وين:واژگان كليدي
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 مقدمه
از خانواده Catharanthus roseusپروانش با نام علمي

از. باشدمي) Apocynaceae(خرزهره  اين گياه يكي
به مهم دليل ترين گياهان دارويي است كه در سطح جهان
پروانش.)1(خاصيت ضدسرطاني شناخته شده است وجود

اي، چندساله كه البته در مناطق سرد گياهي است درختچه
يك به ميصورت اين گياه مناطقءامنش. شودساله كشت

و ماداگاسكار  و گرمسير مانند جنوب هند، اندونزي حاره
و در دشت و تپهگزارش شده است از 500هايي كه ها متر
رويش اين گياه همچنين. رويدسطح دريا ارتفاع دارند مي

و بعضي از جزاير در قاره هاي آفريقا، آمريكا، آسيا، استراليا
علت وجودبه.)2(است اقيانوس آرام نيز گزارش شده

و ريشه پروانش، در آلكالوئيد هاي ارزشمند در پيكر رويشي
بهاكثر فارماكوپه  عنوان يك گياه دارويي بسيار مهم ها

و خواص آن نيز بيان شده است به. معرفي علت اين گياه
و ويندارا بودن آلكالوئيدهاي مهم نظير وين -بلاستين

در) ضد تومور( نئوپلازيكريستين كه هر دو اثر آنتي دارند،
-اين مواد در شيمي.ع داروسازي اهميت بسياري داردصناي

 تاكنون.)3،4(ها نيز كاربرد دارند درماني برخي سرطان
نوع آلكالوئيد از اين گياه استخراج شده است كه مقدار 130

. اندگزارش كرده درصد1تا2/0آن را در پيكر رويشي 
. باشندآلكالوئيدهاي پروانش همگي از گروه تريپتوفان مي

و وينآلكالوئيدهاي وين ها كريستين در برگبلاستين
و ذخيره مي اي. شوندساخته ن گياه مقدار اين آلكالوئيدها در

ميبه. بسيار كم است كريستين در توان از وينعنوان مثال،
مي003/0ها نام برد كه مقدار آن به برگ و يك درصد رسد

گرم از اين3هاي خشك پروانش، فقط حاوي تن از برگ
و وينوين).5(باشد آلكالوئيدها مي كريستين بلاستين

ميصورت تجاري از مقدار زيادي گياه پروانش به -استخراج
هر بيش امروزهكه هايي روشاز يكي.)6(شوند  موضوع از
 قرار توجه مورد گياهي هايمتابوليت بررسي زمينهدر ديگر
 محققين. است گياهي سلولو بافت، روش كشت اندام، دارد

در بيشتري شواهدتا كنندمي سعي روش ايناز استفاده با
 مكانيسم نيزوهامتابوليت بيوسنتز چگونگيبا رابطه

اند توليد ها توانستهروش اينباو آورند دستبهآن تنظيمي
رابا ثانويه هايمتابوليت ).7(دهند افزايش درگياهان ارزش

 توكسين، شيكونين، ديجي:مانند تركيبات اين از برخي
 بلاستين، وين:مانند سرطانضدو داروهاي جاسمين عطر

بالايي اقتصادي ارزش از تاكسولو كريستين وين
 دلار هزار چند تا دلار چندازها آن قيمتو برخوردارند

 مواد اين سريعو انبوه توليد. كند مي تغيير كيلو هر ازاي به
 عمدتا شيميايي هاي روش طريق از زياد در مقياس پيچيده
 هاي محدوديت سوييازو باشد مي غيرممكنياو مشكل
 از استفاده. است طبيعت از مواد اين تامين مانع مختلف

 سوسپانسيون كشت جمله از زيستي فناوري كارهاي راه
 راه) ساقهو موئين هاي كشت ريشه(اندام كشت سلولي،
 ثانويه هاي متابوليت انبوهو سريع توليد براي مناسب حلي
سوسپانسيون سلولي در گياه پروانش براي).8(باشد مي

و بسياري از توليد آجماليسين، كاتا رانتيين، سرپنتين
.)9(توليدات دارويي مهم ديگراستفاده شده است 

به اليسيتورهاي مختلف قارچي به منظور بهبود بخشيدن
توليد ايندول آلكالوئيدها در سوسپانسيون سلولي پروانش 

هاي قارچي نتايج نشان داد كه ميسليوم. آزمايش شدند
آلكالوئيدها مختلف تجمع انواع مختلفي از ايندول

و كاتارانتين( مي) آجماليسين، سرپنتين كند كه را تحريك
در. برابر بيشتر از شاهد است5الي2 افزودن اليسيتور

كربوهيدرات، نتايج گرم بر ليتر ميلي30تا5 دوزهايي بين
و تنوع ايندول آلكالوئيدها نشان  مشابهي در تجمع مقدار

اي از ات قابل ملاحظهدر ده سال اخير، اطلاع).10(داد 
و توليد متابوليت بهرشد و هاي ثانويه وسيله كشت سلول

بررسي اثر كادميوم).11(دست آمده است بافت پروانش به
در توليد آجماليسين در كشت سوسپانسيون سلولي پروانش 

، غلظت TDCنشان داد كه كادميوم، سطح رونويسي 
د و توليد آجماليسين را ر سلول افزايش تريپتامين سلولي

آنزيم استريكتوسيدين سينتاز).12(دهد مي
)Strictosidine synthase ،STR ( در مسير بيوسنتز

و  ترپنوئيد ايندول آلكالوئيدها باعث تبديل تريپتامين
ماده توليد شود كه پيشسكولوگانين به استريكتوسيدين مي

در همه آلكالوئيدها. تمامي ترپنوئيد ايندول آلكالوئيدهاست
يك قسمت از مسير بيوشيميايي تا توليد ماده

و از اين نقطه، مسير در  استريكتوسيدين مشترك هستند
كننده مواد آلكالوئيدي هاي مختلف گياهي توليدگونه

-Desacetoxyvindoline( D4H).13(شود منشعب مي
4 hydroxylase (هاي نهايي در مسير بيوسنتز جزو آنزيم
باعث تبديل D4Hدر اين مسير.ستايندول آلكالوئيدها

ديدي مياستوكسي ويندولين به شود كه استيل ويندولين
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.)14(هاي ضروري براي توليد ويندولين است مادهاز پيش
 DAT )Deacetyl vindoline-4-O-acetylژن

transferase(مي در. كندآنزيم استيل كوا را كد اين ژن
آخرين مرحله از مسير توليد ايندول آلكالوئيدها منجر به 

هاي علمي با توجه به يافته)15(دشوتوليد ويندولين مي
نانوذرات صورت گرفته تاكنون گزارشي مبني بر استفاده از 

ژنآن تأثيرمنظور بررسي به هاي گياه پروانش ها بر بيان
، STRهايژنبيان افزايشبنابراين. صورت نگرفته است

DAT وD4H اليسيتورهاي تأثيرتحت درگياه پروانش
و نانوروي هدف اين پژوهش قرارگرفت . نانوكبالت

و روش هامواد
)ره(لي امام خميني گياه پروانش از گلخانه دانشگاه بين المل

و برگاز برگ. قزوين تهيه شد گل هاي جوان هاي نزديك
شدمنظور تهيه كالوس نمونه به ها به روش برگ. برداري

و همكاران  از محيط كشت.ضدعفوني گرديد)16(احمدي
و اسكوگ  عنوان محيطبه 1962در سال ) MS(موراشيك

و ايجكشت پايه جهت كشت برگ اد ها، القا كالوس
دو. سوسپانسيون سلولي استفاده شد در اين آزمايش از

استفاده)mg/L 5/0( BAPو)D )mg/L 1-2,4هورمون 
از2براي تهيه سوسپانسيون سلولي، حدود. شد گرم

-ميلي 100ليتري داراي ميلي 500هاي ها به ارلنكالوس
و در دماي درجه25±2ليتر محيط كشت منتقل شدند

روسانتي در 120ي شيكر انكوباتور، با شدت گراد دور
و در تاريكي قرار گرفتند با. دقيقه تيمار هورموني مشابه

.زايي بودتيمار كالوس
و اعمال اليسيتور براي تعيين پيك:رسم منحني رشد

بهرشد سلول برداري از منظور اعمال اليسيتور نمونه ها
يك3ها هر سلول و در بازه روز ،0،3،6،9هاي زماني بار

و24و15،18،21، 12 و ميزان وزن تر روز انجام گرفت
شدها اندازهوزن خشك سلول و يادداشت براي. گيري

اعمال اليسيتورهاي روي وكبالت، از محلول مادري كه 
گرم در ليتر بود، استوك تهيه ميلي 1000داراي غلظت 

هاي سوسپانسيون سلولي به پس از اين كه كشت. شد
و ترين ميزان رشد خود رسيدند، نانوذرهبيش هاي روي

گرم در ليتر به ميلي1و5/0،75/0هاي كبالت در غلظت
شدمحيط هر. ها اضافه جهت بررسي بيان ژن، محتواي

از48و8،24ارلن در تيمارهاي زماني  ساعت پس از تيمار
و پس از خارج شدن آب اضافي نمونه -صافي عبور داده شد

آ و سپس نمونهنها، وزن بهها يادداشت گرديد منظور ها
و تثبيت به طور جداگانه در فويل آلومينيومي پيچيده شدند

و تا زمان استخراج  در RNAدر ازت مايع قرار گرفتند
.داري شدند گراد نگهدرجه سانتي-80دماي

با RNAاستخراج:cDNAو ساخت RNAاستخراج
كلون شركت سينا ساخت RNX-PLUSاستفاده از كيت

شد) تهران، ايران( غلظت. طبق دستور شركت سازنده انجام
RNA استخراج شده با استفاده از اسپكتروفتومتر تخمين

و كيفيت آن با استفاده از الكتروفورز ژل آگارز  زده شد
از.دشبررسي) درصد5/1( براي حذف آلودگي ژنومي

شد ΙDNaseآنزيم .ساخت شركت سينا كلون استفاده
cDNA از -Oligoو dNTPكل، مخلوط RNA با استفاده

dT Primer )شد) كلونشركت سينا جهت. ساخته
با PCRها واكنش cDNAاطمينان از درستي سنتز 

Sاستفاده از آغازگر rRNA18 شد تمامي سپس. انجام
ز الكتروفور) w/v(درصد5/1ها روي ژل آگارز نمونه

و درستي سنتز. شدند) شركت پايا پژوهش، مشهد( كيفيت
cDNA عكس برداري از ژل توسط دستگاه مستند پس از
) Gel Documentation System, UVP, USA(ساز ژل 

.شد تأييد
، STRهاي توالي آغازگر ژن:اي پليمرازواكنش زنجيره

D4H بر اساس تحقيق صورت گرفته توسطWei )4(
ژنت. ساخته شدند از DATوالي آغازگر براي با استفاده

و از لحاظ عدم اتصالشطراحي Oligo5افزار نرم د
و تشكيل دايمر با استفاده از  Primer blastغيراختصاصي

و ).1جدول(قرار گرفت تأييدمورد بررسي
شد SQ-RT-PCRبراي بررسي بيان ژن از روش . استفاده

ژن PCRهمين منظور ابتدا شرايط انجام واكنش به براي
شد)SrRNA 18(دار خانه  PCRسپس واكنش. بهينه

. ها در شرايط تعيين شده صورت گرفتبراي ساير ژن
-براي ژن خانه) PCR )Techne, Germanyشرايط انجام

و نيز تعداد دار از طريق تغيير دماي اتصال، زمان هر چرخه
بهچرخه شدهاي واكنش از PCRواكنش. ينه با استفاده

PCR Master Kit تهران،(محصول شركت سيناكلون
براي بررسي.و آغازگرهاي اختصاصي صورت گرفت) ايران

درصد5/1از ژل آگارز SQ-RT-PCRمحصولات واكنش 
روي PCRميكروليتر از محصولات5مقدار. استفاده شد

و الكتروفورز شد عكس. ژل، بارگذاري برداري از ژل سپس
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و شدت نسبي باندها با استفاده از نرم  ImageJافزار انجام
-هاي حاصل با استفاده از نرمآناليز داده.سنجيده شد

در قالب آزمايش فاكتوريل بر پايه طرح كامل SPSSافزار
و با استفاده از آزمون دانكن شد تصادفي .بررسي

ژن:1جدول  ليست آغازگرهاي مورد استفاده جهت بررسي بيان
و آغازگر )جفت باز(طول قطعه توالي آغازگرنام ژن

STR 5 آغازگر رفت'-tgacagtcccgaaggtgtgg-3' 122 

STR 5 آغازگربرگشت'- cgccgggaacatgtagctct-3' 
D4H 5 رفت آغازگر'- taccctgcatgccctcaacc-3' 121 
D4H 5 آغازگربرگشت'- ttgaaggccgccaatttgat -3' 

DAT 5 رفت آغازگر'- agaaaccaacggatacgcac-3' 96 

DAT 5 برگشت آغازگر'- tcaaaccctcttctccaacc -3' 
SrRNA 18 5 رفت آغازگر'- gcaacaaaccccgacttctg -3' 102 
SrRNA 18 5 آغازگربرگشت'- tgcgatccgtcgagttatca -3' 

 نتايج

 STRتجزيه واريانس بيان ژن
با STRهاي مربوط به بيان ژن مقايسه ميانگين داده

و استفاده از نانو اكسيد روي نشان داد كه اثر زمان، غلظت

و غلظت در سطح  درصد1همچنين اثر متقابل زمان
شديمعن دار معني در مورد نانواكسيد كبالت اثر زمان. دار

و اثر غلظت در سطح  و5نبود و اثر متقابل زمان درصد
).3و2جدول(دار شد درصد معني1غلظت در سطح 

ژن:2جدول  هاي مختلفتحت تيمارهاي مختلف نانواكسيد روي در زمان STRمقايسه ميانگين بيان

منبع تغييرات
)S. O. V(

درجه آزادي
)df(

مجموع مربعات
)SS(

ميانگين مربعات
)MS(

F

094/26** 731/1016 2462/2033زمان
257/19** 336/750 2671/1500غلظت

505/15** 138/604 4551/2416غلظت× زمان
964/38 349/701 18خطا
 034/6652 26كل

 درصد1دار بودن در سطح احتمال معني**:

ژن:3جدول  هاي مختلفتحت تيمارهاي مختلف نانواكسيد كبالت در زمان STRمقايسه ميانگين بيان

منبع تغييرات
)S. O. V(

درجه آزادي
)df(

مجموع مربعات
)SS(

ميانگين مربعات
)MS(

F

2521/52261/26ns153/4زمان
952/0*2043/12022/6غلظت

872/10**751/68 4005/275غلظت× زمان
324/6 827/113 18خطا
 396/453 26كل

 نبودندار معني: ns درصد5دار بودن در سطح احتمال معني*: درصد1دار بودن در سطح احتمال معني**:

 STRبررسي بيان ژن
در STRهاي مربوط به بيان ژن مقايسه ميانگين داده

و غلظتزمان -هاي مختلف نانواكسيد روي اختلاف معنيها

ساعت8در بازه زماني. درصد نشان داد1دار در سطح
1و/.5/0،75(همه تيمارهاي غلظتي نانواكسيد روي 

ژن) گرم در ليترميلي . شدند STRباعث افزايش بيان
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هايو غلظت كبالت در بازه هاي زماني
-تنها در غلظت.گيري از خود نشان نداد

و و غلظت8م در ليتر 75/0ساعت
ساعت باعث افزايش جزئي در بيان 24

STRو مقايسه ميانگين تيمارهاي مختلف
ها تحت باند براي اين ژن در تمام زمان

و كبالت در شكل .آمده است1ي

ز اعمال اليسيتورها

و مورد نانواكسيد كبالت اثر زمان ، غلظت
دار شد درصد معني1 غلظت در سطح

 هاي مختلفي در زمان

ميانگين مربعات
)MS(

F

417/416 **799/16
368/80ns242/3
802/82*340/3
789/24

ns :دار نبودنمعني 

... هايكبالت بر بيان ژنو

1395 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي

و پس ميلي5/0 غلظت گرم در ليتر
در زمان. گرم در ليتر بودميلي0

1و5/0هايل تيمارها، غلظت
بيان ژند روي باعث افزايش در

گرم در ليتر باعث كاهش بيانميلي
ساعت، نانواكسيد روي در همه

بيشترين افزايش. بيان ژن شد
گرم در ميلي75/0و5/0،1 غلظت

نانواكسيد. ليتر بود
گي مختلف اثر چشم

گرمميلي5/0هاي
وميلي گرم در ليتر

. ژن شد
TRميزان بيان ژن

از نظر شدت نسبي
نانواكسيد روي تأثير

ها، بعد ازدر تمام زمان STR تيمارهاي مختلف از نظر شدت نسبي باند براي ژن
.دار در آزمون دانكن است معني

DAT 
با DATي مربوط به بيان ژن

ا و همچنين نشان داد كه ثر زمان
دار شد ولي اثر غلظتت معني

م. دار نشدمعني در
و اثر متقابل زمان

).5و4جدول(

ژن:4 تحت تيمارهاي مختلف نانواكسيد روي DATمقايسه ميانگين بيان

 تغييرات
S(

درجه آزادي
)df(

مجموع مربعات
)SS(

ميا

2835/832 
2736/160 

 4206/331غلظت
18 195/446 
26 972/1770 

درصد5دار بودن در سطح احتمال معني*: درصد1 در سطح احتمال

و بررسي تأثير نانوذرات روي

و بافت -علمي(مجله سلول

بيشترين بيان مربوط به غلظ
/75و1هاي از آن غلظت

ساعت پس از اعمال 24
گرم در ليتر نانواكسيدميلي

ميل75/0شدند ولي غلظت
48ژن شد در بازه زماني

ها باعث افزايش درغلظت
ترتيب مربوط به غلظ بيان به

مقايسه ميانگين تيماره:1شكل
حروف متفاوت نشانگر تفاوت*

تجزيه واريانس بيان ژن
هايمقايسه ميانگين داده

ناستفاده از نانو اكسيد روي
و غلظت اثر متقابل زمان
جدول

منبع تغيير
)S. O. V

زمان
غلظت

غلظ× زمان
خطا
كل

دمعني**: دار بودن
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 هاي مختلف كبالت در زمان
ميانگين مربعات

)MS(
F

894/0**730/6
102/5**393/38
012/11**859/82
133/0

. را افزايش دادند DATد روي بيان ژن
را بر بيان اين تأثيرگرم در ليتر بيشترين
به DATنانواكسيد كبالت بيان ژن را نسبت

گرم در ليتر ميلي75/0 تنها در غلظت
24گرم در ليتر پس از ميلي1ت غلظ

و تا حد كمي افزايش داد ولي غلظت ها
منفي داشتند تأثير DAT ديگر بر بيان ژن

 
 از اعمال اليسيتورها

و اثر معنير زمان و اثر غلظت دار نبود
دار شد درصد معني1 غلظت در سطح

... هايو كبالت بر بيان ژن

و بافت علمي(مجله سلول

ژن:5 تحت تيمارهاي مختلف نانواكسيد كبال DATمقايسه ميانگين بيان

 تغييرات
S(

درجه آزادي
)df(

مجموع مربعات
)SS(

ميا

2789/1
2204/10

4047/44غلظت
18 392/2
26 432/58

 درصد1 در سطح احتمال

 اعمال تيمار، نانواكسيد روي در
بيشترين افزايش.ن ژن شدش بيا
75/0و غلظت1،5/0هاي غلظت

سه 24ر بازه زماني ساعت، هر
را DAT نانواكسيد روي بيان ژن

از5/0ن مربوط به غلظت و پس
گرم در ميلي75/0و1هاي غلظت

ساعت پس از اعمال تيمارها، همه

ي نانواكسيدتيمارها
گرميلي5/0غلظت

نانواكسي. ژن داشت
ت شاهد كاهش داد

و8پس از ساعت
ت ساعت بيان ژن را

هاي زماني ديگبازه
).2شكل(

ادر تمام زمان DAT تيمارهاي مختلف از نظر شدت نسبي باند براي ژن ها، بعد
.دار در آزمون دانكن است معني

D4H 
با D4Hي مربوط به بيان ژن

و  نشان داد كه اثر زمان، غلظت
در مورد. دار شدو غلظت معني

نانواكسيد كبالت اثر
و غلظ متقابل زمان

).7و6جدول(

و بررسي تأثير نانوذرات روي

360 

جدول

منبع تغيير
)S. O. V

زمان
غلظت

غلظ× زمان
خطا
كل

دمعني**: دار بودن

 DATبررسي بيان ژن
ساعت بعد از8در زمان

ها باعث افزايشهمه غلظت
غترتيب بيان به مربوط به
در. گرم در ليتر بودميلي

غلظت مورد استفاده نانوا
بيشترين بيا. افزايش دادند

ترتيب مربوط به غلظ آن به
ساع48در زمان. ليتر بود

مقايسه ميانگين تيماره:2شكل
حروف متفاوت نشانگر تفاوت*

تجزيه واريانس بيان ژن
هايمقايسه ميانگين داده

اكسيد روياستفاده از نانو
همچنين اثر متقابل زمان
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 هاي مختلفي در زمان

ميانگين مربعات
)MS(

F

935/312 **376/13
362/747 **944/31

503/79*398/3
396/23

د

 هاي مختلف كبالت در زمان

ميانگين مربعات
)MS(

F

971/1ns201/1
454/34**994/20
045/27**480/16
641/1

در. غلظت ديگر بيان ژن را افزايش داد
ساعت، نانواكسيد روي در هر سه غلظت،

و بيشترين بيان مربوط بها فزايش داد
ژن.گرم در ليتر بود نانواكسيد كبالت بيان

و بازه هاي زماني يا اثري بر بيان ژن ها
).3شكل( داشت

 از اعمال اليسيتورها

... هايكبالت بر بيان ژنو

1395 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي

ژن:6 تحت تيمارهاي مختلف نانواكسيد روي D4Hمقايسه ميانگين بيان

 تغييرات
S(

درجه آزادي
)df(

مجموع مربعات
)SS(

ميا

2870/625 
2725/14/1494 

 4010/318غلظت
18 126/421 
26 731/2859 

درصد5دار بودن در سطح احتمال معني*: درصد1 در سطح احتمال

ژن:7 تحت تيمارهاي مختلف نانواكسيد كبال D4Hمقايسه ميانگين بيان

 تغييرات
S(

درجه آزادي
)df(

مجموع مربعات
)SS(

ميا

2942/3
2907/68

 4181/108غلظت
18 540/29
26 571/210 

 دار نبودنمعني: ns درصد1 در سطح احتمال

ساعت پس از اعمال8 در زمان
گرم در ليتر بيان ميلي1و75/0
به. دادند بيشترين افزايش مربوط

ساعت، 24 ليتر بود در بازه زماني
ژن75/0ت باعث كاهش بيان

D4H و در دو شد
ساع48بازه زماني
را D4Hبيان ژن
گرميلي5/0غلظت

ه را در تمام غلظت
د نشد يا اثر كاهشي

ها، بعددر تمام زمان D4H تيمارهاي مختلف از نظر شدت نسبي باند براي ژن
.دار در آزمون دانكن است معني

و بررسي تأثير نانوذرات روي

و بافت -علمي(مجله سلول

جدول

منبع تغيير
)S. O. V

زمان
غلظت

غلظ× زمان
خطا
كل

دمعني**: دار بودن

جدول

منبع تغيير
)S. O. V

زمان
غلظت

غلظ× زمان
خطا
كل

دمعني**: دار بودن

 D4Hبررسي بيان ژن
د در مورد نانواكسيد روي

،5/0تيمار، هر سه غلظت
را افزايش داد D4Hژن

گرم در ليميلي5/0غلظت
نانواكسيد روي در غلظت

مقايسه ميانگين تيماره:3شكل
حروف متفاوت نشانگر تفاوت*



و كبالت بر بيان ژن و همكاران... هايبررسي تأثير نانوذرات روي  زهرا رضائي

و بافت 1395 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 362 

 بحث
 STR ،DATدر اين مطالعه مشخص شد كه هر سه ژن

مي تأثيرتحت D4Hو همكارانو Liu. گيرندنانوذرات قرار
 توليد روي UV اثرات بررسيبهايمطالعهدر)1(

در درگير هايژن بيان رويآنتأثير همچنينو آلكالوئيدها
 پروانش برگدر آلكالوئيدها ايندول ترپنوئيد توليد مسير

آندر.پرداختند -SQازهاژن بيان بررسي ها برايمطالعه
RT-PCR ژن تفاوت معني.شد استفاده هاي داري در بيان

TDC ،STR ،D4H وDAT و شاهد بين نمونه هاي تيمار
ژن. مشاهده شد از72در زمان STRبيان ساعت پس

و بيان اين ژن در زمان 24و6،12هاي تيمار افزايش
ژن. ساعت پس از تيمار كاهش يافت و DATهاي بيان

D4H در72و12در زمان و ساعت پس از تيمار افزايش
نتايج اين پژوهش نيز مشخص. ها كاهش يافتساير زمان

ها را در همه غلظت STRكرد كه نانواكسيد روي، بيان ژن 
ميلي75/0تنها استثنا در اين مورد غلظت. افزايش داد

ساعت بود كه باعث كاهش بيان24گرم در ليتر پس از 
.سيد كبالت اثر متفاوتي از خود نشان دادنانواك. شد
شدكه باعث كاهش معنيطوري به درست. دار در بيان ژن

در نقطه مقابل نانو اكسيد روي، نانو اكسيد كبالت در غلظت 
از75/0 ساعت باعث افزايش24ميلي گرم در ليتر پس

در. دار نبودشد اما اين كاهش بيان معني STRبيان ژن 
ك، DATمورد ژن و بالت هر دو نانو ذره اكسيد روي

يعني. از خود نشان دادند STRهاي مشابه مورد ژن رفتار
را افزايش دهد اما STRنانو اكسيد روي توانست بيان ژن 

.شد DATدر مورد نانواكسيد كبالت باعث كاهش بيان ژن 
را در چند غلظت STRنانو اكسيد روي توانست بيان ژن

ب60تا شدت نسبي   DATبرد اما اين افزايش براي ژن بالا
بر. بود40، تا شدت نسبي حدود يعني اثر نانواكسيد روي

ژن STRژن  به. بود DATبيشتر از اثر آن بر هر صورت اما
و STRهاي نانو اكسيد كبالت در هر دو مورد بيان ژن

DAT ژن.را كاهش داد ، نانو ذره اكسيد DATمشابه با
بيروي در همه غلظت اما. را افزايش داد D4Hان ژن ها

و غلظت24تنها در زمان  باعث كاهش بيان75/0ساعت
ژن. اين ژن شد مانند دو ژن ديگر نانواكسيد كبالت بيان

D4H و همكاران. را نيز كاهش داد )17(نتايج شعباني
در DATمشخص كرد كه بيان ژن 6در اثر تيمار با اتيلن

ساعت12پس از.شاهد بودبرابر2/5ساعت پس از تيمار
 بعد ساعت24در. ميزان بيان اين ژن به نصف شاهد رسيد

برابري4/1با شاهد افزايش مقايسه در بيان ميزان تيمار، از
05/1ساعت ميزان بيان اين ژن افزايش48در. را نشان داد

ساعت سطح بيان72در زمان. را نسبت به شاهد نشان داد
و به  ها با اين يافته.شاهد خود رسيد8/0اين ژن كاهش

ساعت توسط48و8،24هاي نتايج اين پژوهش در زمان
ژن DATنانواكسيد روي براي ژن  مشابه بود كه بيان اين

ژن. افزايش يافت مطابق نتايج DATبيشترين ميزان بيان
و همكاران ساعت پس از تيمار بود6در زمان)17( شعباني
ن تايج اين پژوهش مطابقت داشت كه كه اين نتيجه با

ساعت پس از تيمار8بيشترين ميزان بيان اين ژن در زمان 
در تحقيق ديگري. هاي اوليه پس از تيمار بوديعني ساعت

هاي موئين پروانش نشان در ريشه DATبررسي بيان ژن 
-هاي مختلف ريشه موئين در مقايسه با كشتداد كه لاين

 DATح بيان بيشتري از ژن هاي ريشه موئين شاهد، سط
بررسي اثرات متيل جاسمونيك اسيد).18(را دارند

)MeJA ( بر متابوليسم ترپنوئيد ايندول آلكالوئيدها
)TIAs (كهچهو بيان ژن در گياه هاي پروانش نشان داد

و ترپنوئيد ايندول آلكالوئيدها تغييرات معني داري در مقدار
ژن بيشترين. هندزمان القا نشان مي در D4Hميزان بيان

و غلظت5/0زمان مولاربود كه ميلي2ساعت بعد از تيمار
دار در بيان ژن افزايش معني. نزديك دو برابر شاهد بود

STR در3در زمان ساعت بعد از تيمار بود كه اين افزايش
از. ساعت نيز ادامه داشت24و6،12هاي زمان 24بعد

در اين مطالعه نيز).4(ت ساعت بيان اين ژن كاهش داش
ساعت توسط نانو48در زمان STRمشخص شد كه ژن 

)Wei )4اكسيد روي افزايش بيان داشت كه با نتايج 
)19(و همكاران Zhangدر تحقيق ديگري. مغايرت داشت

هاي ثانويه ذرات نقره را بر افزايش توليد متابوليتنانو تأثير
نانوذرات نقره. بررسي كردندArtemisia annuaدر گياه 

هاي موئين اين گياه عنوان اليسيتور به محيط كشت ريشه به
از. افزوده شد  mg/gدر اين مطالعه محتواي آرتميزينين

به67/1 ها به اينآن. تغيير يافتmg/g 86/2وزن خشك
بهنتيجه رسيدند كه از نانوذرات نقره مي يك توان عنوان

هاي ثانويه در گياهان توليد متابوليتاليسيتور موثر براي 
بهبا توجه به اين يافته. استفاده كرد و نتايج قبلي نظر ها

ژنمي  تأثيرها تحت رسد كه افزايش در بيان اين



و ژنبررسي تأثير نانوذرات روي و همكاران زهرا رضائي... هايكبالت بر بيان

و بافت  1395363 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

اليسيتورهاي مورد استفاده، ناشي از اين امر باشد كه گياه
كار افزايش توليد متابوليت ثانويه براي مقابله با تنش از راه

مياستف هاي ثانويه داراي عملكردهاي متابوليت. كنداده
از. اكولوژيكي مهم در گياه هستند محققين با استفاده

كنند تا شواهد افزايش توليد متابوليت ثانويه سعي مي
و نيز بيشتري در رابطه با چگونگي بيوسنتز متابوليت ها

و Duttaمطالعات. دست آورند مكانيسم تنظيمي آن به
هم)14(همكاران ژندر بررسي هاي مسير بستگي بين بيان

و تجمع) TIAs(ترپنوئيد ايندول آلكالوئيد  و توليد
بستگي مثبتي بين فراواني آلكالوئيدها نشان داد كه هم

و تجمع آلكالوئيدهاي مربوطه در ژنوتيپ هاي رونويسي
و دليل محدوديتبه. مختلف وجود دارد هاي بيولوژيكي
تواند سلولي گياه پروانش هنوز نميتكنولوژي، كشت 

هاي مهم دارويي مثل صورت تجاري براي توليد آلكالوئيد به
بهوين و سرپنتين كار بلاستين، كاتارانتين، آجماليسين

از. گرفته شود مقدار كم اين تركيبات در كشت سلولي يكي
ها براي بنابراين بسياري از روش. هاي اصلي است محدوديت

ها در كشت سلولي پروانش ايندول آلكالوئيدبهبود توليد 
مطالعه حاضر در جهت افزايش بيان).10(شود استفاده مي

نيز در راستاي تحقق اين D4Hو STR ،DATهاي ژن
ژن. اهداف است ها افزايش ها در پاسخ به تنشهر سه اين

و در بالا بردن زيست ساخت بيان نشان مي دهند
عنوان نمونهبه. نقش دارند ولينآلكالوئيدهايي مانند ويند

Mao Jun وFang )20(ژن  Baxتوانستند با انتقال
و در واكنش فوق حساسيت در گياه پروانش ايجاد كنند

در مطالعه. شوند STRنتيجه باعث افزايش بيان ژن 
ژن)21(ديگري  در گياه پروانش تحت DATو D4Hدو

دو. تنش خشكي افزايش يافتند همچنين افزايش بيان اين
).22(ژن با بالا رفتن ويندولين در گياه پروانش همراه بود 

 عامل تنشي يك عنوان به تواند مي محيط در اليسيتور وجود
 دفاعي سيستم فعاليت افزايش سببو كرده عمل گياه براي
 باعث نتيجهدرو سيتورالي مختلف هاي غلظت در گياه

و توليد متابوليتبرخي ژن بيان تحريك هاي ثانويه گياه ها
. شود

-در اين پژوهش نيز نانو اكسيد روي باعث افزايش بيان ژن
مي D4Hو STR ،DATهاي توان بنا بر اطلاعات شد كه

اي هاي ثانويهذكر شده انتظار بالا رفتن ميزان متابوليت
و .وين كريستين را نيز داشت مانند وين بلاستين

و قدرداني  تشكر
اين پژوهش با كمك مالي گروه بيوتكنولوژي دانشگاه بين

انجام شد كه بدين وسيله قدر داني)ره(المللي امام خميني 
.شود مي
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Abstract 
Aim: Effects of two nanoparticles were investigated on the expression of STR, DAT and D4H genes 
in periwinkle.  
Material and Methods: For this purpose, concentrations of 0.5, 0.75 and 1 mg per liter of cobalt and 
zinc oxide nanoparticles were used. Sampling was carried out at 0, 8, 24 and 48 hours after treatment.  
Results: Gene expression analysis was performed by the SQ-RT-PCR method. In general, both 
elicitors influenced gene expression. But, the effects of zinc oxide nanoparticles on the gene 
expression were more pronounced than cobalt oxide nanoparticles. The highest expression of STR and 
D4H genes were occurred in 0.5 mg per liter of zinc oxide nanoparticles after 8 hours treatment, while 
in the case of DAT gene, it occurred in concentration of 1 mg per liter of this nanoparticle. Moreover, 
Cobalt oxide nanoparticles in most of the studied concentrations and time intervals caused decreases in 
gene expression. 
Conclusion: Both nanoparticles had significant effects on gene expression of vinblastine and 
vincristine pathways. 
Key words: Catharanthus roseus, vinblastine, vincristine, gene expression, SQ-RT-PCR, nanoparticles 
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