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 چکیده
های ثانویه است. محرک )الیسیتور(ها نقش مهمی در القای سامانۀ دفاعی گیاهان و  ای در جهت تولید متابولیت کشت بافت منبع بالقوه

ها توسط  و با ارزش اقتصادی هستند که استفاده از آن های ثانویه کنند. الکالوئیدها گروهی از متابولیت های ثانویه ایفا می تولید متابولیت

توانایی تولید آلکالوئیدهایی مانند پاپاورین، نوسکاپین، مورفین و  Papaverهای  گردد. بسیاری از گونه انسان به عصر باستان باز می

آلکالوئیدها در کشت دروایۀ  ساخت )بیوسنتز( این های دخیل در زیست کدئین را دارند. در این پژوهش تغییرپذیری بیان ژن

اکسید  های نانو نقره و نانو دی ساعت پس از اعمال محرک 48و  24های زمانی در فاصله Papaver orientaleای  )سوسپانسیون( یاخته

ساعت پس از تیمار با نانو  48و  CODM 24و  DBOX ،SDR ،CORبررسی شد. نتایج بیانگر افزایش بیان  qRT-PCRتیتانیوم با 

ساعت  48اکسید تیتانیوم پس از  ساعت آغازین مشاهده شد. نانو دی 24در   T6ODMو  SaLATکه کاهش بیان  یدرحالقره بود ن

ساعت مشاهده  24تنها پس از   T6ODMو  SDR ،SaLATشد. ولی افزایش بیان  CODMو  DBOX ،CORمنجر به افزایش بیان 

اکسید تیتانیوم پاپاورین، نوسکاپسین و مورفین را به  از نانو دی مؤثرتربسیار  صورت بهره نانو نق HPLCآمده از  دست شد. بنا بر نتایج به

ای شقایق شرقی  توان از کشت دروایۀ یاخته ساعت در مقایسه با شاهد افزایش داد. بنابراین می 48برابر پس از  12/3و  88/1، 19ترتیب 
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ABSTRACT 

Plant cell cultures have emerged as potential sources of secondary metabolites. Elicitors play an important role in 

challenging the plant defense system and altering the secondary metabolite production. Alkaloids are secondary 

metabolites that have been used as medicine since ancient times. Many Papaver species contain alkaloids such as 

papaverine, noscapine, morphine and codeine. In this study, we investigated the expression level of genes involved in 

the biosynthesis of alkaloids in suspension culture of Papaver orientale L. 24 and 48 hours after treatment by nano-

Ag and nano-TiO2 with qRT-PCR. qRT-PCR analysis showed that DBOX, SDR, COR and CODM expression were 

significantly up-regulated at 24 h and 48 h in silver nanoparticles treatment while SaLAT and T6ODM down- 

regulated. Nano-TiO2 caused up-regulation of DBOX, COR and CODM after 48 h but SDR, SaLAT and T6ODM 

expression considerably up-regulated at 24 h. The high-performance liquid chromatography analysis indicated the 

nano-Ag is more effective than nano-TiO2 that increased papaverine, noscapine and morphine respectively 19-fold, 

1.88-fold and 3.12-fold in comparison with control 48 h after treatment. This finding indicates that we can use the 

cell suspension culture of Papaver orientale L. as source of important alkaloids particular morphin and noscapine. 
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 مقدمه

استفاده از گیاهان به قدمت بشر روی کرة زمین باز 

های  ها و گونه گردد. شمار محدودی از جنس می

ها با وزن  گیاهی قادر به تولید گروهی از ترکیب

ها  بندی این ترکیب مولکولی کم هستند. طی یک طبقه

شوند  های ثانویه شناخته می با عنوان متابولیت

(Croteau et al., 2000; Makkar et al., 2007; 

Schilmiller et al., 2008; De Luca et al., 2012.) 

های ثانویه در پاسخ به محرک )الیسیتور(ها پس  متابولیت

سفرافزایی )فسفریلاسیون( و های ف از مجموع واکنش

های غشای یاخته،  ینپروتئفسفرزدایی )دفسفریلاسیون( 

ین کینازها و پروتئهای کلسیمی، فعال شدن  ایجاد جریان

NADPH  اکسیدازها، تولیدROS ها و درنهایت بیان

شوند  های گیاهی تولید می های دفاعی در یاخته ژن

(Zhao et al., 2005.) 

( از خانوادة .Papaver orientale Lشقایق شرقی ) 

Papaveracea( 2، گیاهی تتراپلوئیدn = 4x = 28 )

(. گیاهان خانوادة Nyman & Bruhn, 1979) است

یه ثانوهای  خشخاش قادر به تولید گروهی از متابولیت

 Vincenzo)آلکالوئیدها( اهمیت تجاری خاص دارند )

et al., 2012های پراکنش شقایق شرقی شمال (. ناحیه 

 & Nyman) استغربی ایران و شمال شرق ترکیه 

Bruhn, 1979 این گیاه قابلیت تولید آلکالوئیدهای .)

 9) 2درصد( و تبائین 20) 1مهمی چون اریپاوین

( و افزون بر این Shafiee et al., 1975درصد( )

، 3آلکالوئیدهای دیگری مانند سالوتاریدیدن

5و ارینتالیدین 4مکامبریدین
(. Sariyar, 2002را دارد ) 

منبعی برای  عنوان به های گیاهی کشت بافت و یاخته

ای  گسترده صورت بههای ثانویه گیاهی،  تولید متابولیت

برای کاربردهای دارویی و  in vitroدر شرایط 

ها و دیگر  های غذایی، چاشنی داروسازی، افزودنی

 & Hamillشود ) کاربردهای صنعتی استفاده می

Rhodes, 1993; Rao &  Ravishankar,  2002; 

Daud & Keng, 2006; Murthy et al., 2014 در .)

                                                                               
1. Oripavine 

2. Thebaine 

3. Salutaridine 

4. Mecambridine 

5. Orientalidine 

 صورت بهها  های گیاهی از محرک کشت بافت و یاخته

های ثانویه  ای در جهت افزایش متابولیت گسترده

کلی به دو دستۀ  صورت بهها  شوند. محرک استفاده می

 ,Namdoشوند ) ی میبند طبقهیستی ززیستی و غیر 

ی دارند فرد منحصربه( خواص NPsنانوذرات ) (.2007

که توجهات جهانی را به خود معطوف کرده است. در 

های غیر  محرک عنوان بهها نانوذرات  ی محرکبند طبقه

اکسید تیتانیوم در  شوند . نانو دی زیستی شناخته می

شرایط نوری منجر به افزایش فعالیت نورساختی 

 ,.Castiglione et alشود ) )فتوسنتزی( گیاه می

2009 .)et al.  Raei(2014،) های خود  در نتایج بررسی

در کشت دروایۀ  نانوذرهاستفاده از این نشان دادند، 

منجر  (Aloe veraای صبرزرد ) )سوسپانسیون( یاخته

شود. نانو نقره خواص ضد  به افزایش میزان آلوئین می

(. Servin et al., 2015میکروبی و ضد قارچی دارد )

اکسید تیتانیوم در کشت  تفاده از نانو نقره و نانو دیاس

ای خشخاش افیونی موجب افزایش تجمع  دروایۀ یاخته

های  تبائین و سنگوئینارین و همچنین افزایش بیان ژن

ساخت )بیوسنتز( آلکالوئیدها شدند  دخیل در زیست

(Khodayari, 2014ریشه .)  های موئین شقایق شرقی

تولید مورفین و کدئین را دارند.  شگرفی قابلیت صورت به

و  (MJ)های موئین با متیل جاسمونات  تیمار این ریشه

افزایش تجمع آلکالوئیدها  موجب( SA) سالسیلیک اسید

بیشترین میزان تجمع آلکالوئیدها در  ی کها گونه بهشد 

ساعت پس از اعمال محرک  48و  MJپاسخ به محرک 

  (.Hashemi & Naghavi, 2015مشاهده شد )

این پژوهش با توجه به اهمیت اقتصادی 

آلکالوئیدهای شقایق شرقی در صنایع داروسازی، 

اکسید  بررسی تأثیر نانو نقره و نانو دی منظور به

ای این گیاه، بر تغییر  تیتانیوم در کشت دروایۀ یاخته

های دخیل در  ساخت آلکالوئیدها و ژن زیست

 48و  24انی ها در دو بازة زم ساخت این ترکیب زیست

 ساعت انجام شده است. 

 

 ها مواد و روش
 کشت بافت

از  .Papaver orientale Lبذرهای گیاه شقایق شرقی 

واقع در شهر زوریخ سوئیس  Botanic samenشرکت 
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های سترون در آغاز  تهیۀ گیاهچه منظور بهتهیه شد. 

درصد به مدت یک دقیقه و پس از  70بذرها با الکل 

دقیقه  6-7درصد به مدت  5/2 آن با هیپوکلریت

 دو بارضدعفونی شدند. بذرها سه بار با آب مقطر 

داده شدند، سپس بذرهای  وشو شستسترون 

1ی شده به محیط کشت ضدعفون
/2MS  بدون هورمون

 7گرم زغال فعال و  1گرم در لیتر ساکارز،  30حاوی 

های سترون کشت شدند.  گرم در لیتر آگار در ظرف

ه شده به اتاق کشت با دمای بذرهای کشت داد

C°2±23  8ساعت روشنایی و  16و تناوب نوری 

زنی بذرها پس از ده  ساعت تاریکی منتقل شدند. جوانه

هایی به  یابی به گیاهچه دستروز آغاز شد. پس از 

های  روز، ریز نمونه 75متر پس از  سانتی 8-10ارتفاع 

 های حقیقی، ریشه و طوقه برای پینه مناسب از برگ

زایی، محیط  زایی انتخاب و به محیط پینه )کالوس(

MS  گرم در لیتر  7گرم در لیتر ساکاروز و  30حاوی

گرم در لیتر  میلی 1آگار به همراه تیمار هورمونی 

NAA  گرم در لیتر  میلی 5/0وBAP  و باpH ،8/5 

 Zakaria et)پیش از اضافه کردن آگار منتقل شدند 

al., 2013) ها به فاصلۀ یک  واکشت پینه دو بار. پس از

آمده از ریز نمونۀ ریشه بر پایۀ سرعت  دست ماه، پینۀ به

 منظور بهای انتخاب شد.  رشد برای تهیۀ دروایۀ یاخته

آمده از  دست گرم پینۀ به 5/0ای  تهیۀ دروایۀ یاخته

دار مورد استفاده برای  محیط هورمون ml 25ریشه در 

، منتقل شد. ml 100لن زایی ولی بدون آگار، در ار پینه

ها به اتاقک رشد لرزان )شیکر انکویباتور( با دمای  ارلن

C°2±25  وrpm120 کلی تاریک منتقل  در شرایط به

کلی  در شرایط به 16شدند. اعمال محرک در روز 

 استریل صورت گرفت. 

 

 HPLCگیری و تجزیۀ  عصاره

ها به کشت  ساعت پس از اعمال محرک 48و  24

گیری  های تیمارشده عصاره ای، از نمونه هدروایۀ یاخت

ها توسط کاغذ صافی سترون از  صورت گرفت. پینه

دروایۀ جدا شده و با دستگاه فریز دارای خشک شدند. 

(، انجام 2008) .Cho et alاستخراج آلکالوئید به روش 

 μmها پالایش شدند ) شد. پس از تهیۀ عصارة نمونه

در  HPLCاه ( و تا هنگام تزریق به دستگ22/0

 4ای مخصوص منتقل و در دمای  های شیشه ویال

گیری  درجۀ سلسیوس نگهداری شدند. برای اندازه

 ,Platin Blueمدل ) HPLCآلکالوئیدها از دستگاه 

Germany واقع در آزمایشگاه مرکزی پردیس ،)

کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران استفاده شد. 

آلکالوئیدها در این  جداسازی منظور به C18از ستون 

وشوی ستون از ترکیب بافر  دستگاه و برای شست

حالت متحرک  عنوان به( 65:35استات و استونیتریل )

میکرولیتر  15خودکار  صورت بهاستفاده شد. دستگاه 

ای با  از عصارة متانولی را برداشته و عصارة یاخته

ml minسرعت 
در ستون دستگاه جریان پیدا کرده  1 1-

نانومتر برای  254  موج طولبا  UVاز شناساگر است. 

های آلکالوئیدها استفاده شد. دمای ستون  مشاهدة پیک

تنظیم شد. تأثیر دو محرک نانونقره و نانو  C ͦ 25نیز 

گرم  یلیم 20نانومتر در غلظت  20اکسید تیتانیوم با قطر 

ها در  در لیتر و با دو تکرار بر تولید و تجمع متابولیت

طرح کامل تصادفی  صورت بهی خشخاش شرقی ها پینه

 ساعت بررسی شد. 48و  24در دو بازة زمانی 

 

  RNAاستخراج 

های تیمارشده با نانو ذرات با  از پینه  RNAاستخراج

( صورت BIOFLUXبایزول )-Pاستفاده از کیت 

شده با نیتروژن  های سابیده گرم از پینه 15/0گرفت. از 

 منظور بهاستفاده شد.  RNAاستخراج  منظور بهمایع 

و تعیین  شده استخراج RNAاطمینان از کیفیت 

غلظت آن از دستگاه نانودراپ استفاده شد. افزون بر 

کل  RNAاین پس از اطمینان از کنترل کیفی و کمی 

شده با روش الکتروفورز روی ژل آگارز،  استخراج

های  ژنگانی )ژنومی( در نمونه DNAحذف  منظور به

RNA شده و جلوگیری از ایجاد اختلال در  استخراج

بر  DNAaseI، از تیمار Real-time PCRانجام واکنش 

پایۀ روش پیشنهادی شرکت فرمنتاز استفاده شد. 

درجۀ  -80مدت به دمای  ها برای نگهداری دراز نمونه

با توجه  cDNAسلسیوس منتقل شدند. برای ساخت 

به  RNAونه آمده از نانودراپ، از هر نم دست به نتایج به

میکروگرم برداشته و با استفاده از کیت  1میزان 

بر دستورکار شرکت سازنده برای همۀ بنافرمنتاز 

ساخته شد، سپس با استفاده از  cDNA ها  نمونه
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های cDNA روی همۀ Ef1-alphaآغازگر ژن مرجع 

انجام شد. پس از اطمینان  PCRساخته شده واکنش 

با  Real-time PCRساخته شده، واکنش  cDNA از 

 ® 5x HOT FIREPol EvaGreenاستفاده از کیت 

qPCR Mix Plus (ROX)  تکرار بیولوژیک و سه  2و با

های cDNAتکرار تکنیکی انجام شد. به این منظور 

هم غلظت شدند و برای همۀ آغازگرها  شده استفاده

یکروگرم در میکرولیتر استفاده م 1میزان  (1)جدول 

ها با استفاده از روش  وتحلیل داده هیتجزشد. در نهایت 

 انجام شد. ʌʌCT 2-ای  مقایسه
 گیری کمی آلکالوئیدها تهیۀ منحنی واسنجی و اندازه

برسی تغییر میزان آلکالوئیدها پس از تیمار  منظور به

، HPLCسوسپانسیون سلولی با نانو الیسیتورها توسط 

در آغاز نمودار کالیبراسیون هر یک از آلکالوئیدها 

)پاپاورین، تبائین، مورفین، کدئین و سنگوئینارین( از 

راه تزریق استانداردها در سه غلظت متفاوت با استفاده 

نانومتر رسم شد.  254از سطح منحنی جذب آنها در 

میکرو  15لکالوئیدها با تزریق آنگار )کروماتوگرام(  فام

 شده رسم شد. گیری های عصاره لیتر از هر یک از نمونه
 

  نتایج

برسی تغییر میزان آلکالوئیدها پس از تیمار با  منظور به

، در آغاز نمودار استاندارد یا HPLCها توسط  نانو محرک

واسنجی دستگاه از راه تزریق استانداردها در سه غلظت 

متفاوت به دستگاه و محاسبه سطح منحنی جذب در 

(. 1رسم شد )شکل  ها آننانومتر، منحنی واسنجی  254

های مدنظر با استفاده از رابطۀ  غلظت متابولیت در نهایت

 (.2اندازه گرفته شدند )شکل آمده دست به

 
 P. orientaleدر  qRT-PCR. نام و توالی آغازگرهای مورد استفاده برای 1 جدول

Table 1. Primer list that used in qRT-PCR for P. orientale 
Primer Accession no. Sequence  

S-COR-F 
S-COR-R 

FJ624147 
TTGATTGGGAACTAACGGCAGAAG 

TGAAAGGTCCAGTCGGTGATAACA 

S-CODM-F 
S-CODM-R 

GQ500141 
TTGTGCTTAAATTTCGTGGATGAC 

TGATTACATCACTTGACCCAAACAG 

S-T6ODM-F 
S-T6ODM-R 

GQ500139 AAAACTCCCAGTGCCTCTCA 

ACCCTTAATCTCGGCTGCTT 

S-DBOX-F 
S-DBOX-R 

GQ500140 TGTGAGAAACTGAAGAACACACAAT 
AAGGACTCAGACCACTGAAAGACG 

SDR-F 
SDR-R 

JQ659007 TGACAGAAAGAGCTTGCCTAAAG 

TAGATACACTGGGAGGAGGATG 

S-SAT-F 
S-SAT-R 

KR260912 TGGAAGTCCGTGATGAAATCC 

GCTGGTAAGAACGCCGAAAC 

Ef1-alpha-F 
Ef1-alpha -R 

KF033667.1 AGATGATTCCAACCAAGCCCA 
CCTTGATGACACCAACAGCAACT 

 

 

 
 برای استانداردهای مورفین، کدئین، تبائین، پاپاورین و نوسکاپین HPLCهای  . منحنی1شکل 

Figure 1. The HPLC curves for external standard of morphine, codeine, thebaine, papaverine and noscapine 
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 نوسکاپین (e( کدئین و d( پاپاورین، c( تبائین، bمورفین،  (a. نمودار استانداردهای 2شکل 

Figure 2. The standard curves of a) morphine b) thebaine c) papaverine d) codeine and e) noscapine 
 

ها بر تولید آلکالوئیدها در دروایۀ  تأثیر محرک

 .P. orientale Lای ریشه  یاخته

 .(NPAgنانو نقره )

در  HPLCآمده از  دست تجزیۀ آماری نتایج به

های تیمارشده با محرک نانو نقره نشان داد که  دروایه

یر این محرک قرار تأثتحت  شدت بهتولید آلکالوئیدها 

یش تولید افزارفته است. محرک نانو نقره منجر به گ

ساعت پس از اعمال محرک به  48و  24پاپاورین 

ساعت پس از  48برابر شد.  93/19و  33/1ترتیب 

برابری نوسکاپین  88/1اعمال محرک نانونقره تجمع 

ساعت پس از اعمال این  24که  یدرصورتمشاهده شد 

ع نوسکاپین محرک تفاوت معناداری در تولید و تجم

ة آن بود، میزان دهند نشانبا شاهد مشاهده نشد. نتایج 

ساعت تفاوت  24تبائین تجمع یافته در یاخته پس از 

ساعت  48معناداری را با شاهد نداشت اما پس از 

کاهش میزان تبائین در مقایسه با شاهد مشاهده شد. 

 24افزایش تولید و تجمع مورفین در مقایسه با شاهد 

ت پس از اعمال محرک مشاهده شد به ساع 48و 

صورتی که بیشترین میزان تولید مورفین به میزان 

ساعت پس از اعمال  48برابر در مقایسه با شاهد  12/3

ساعت اعمال این محرک در  24نانو نقره مشاهده شد. 

برابری  34/1ای ریشه منجر به افزایش  دروایۀ یاخته

a b 

c d 

e 



 ... در دخیل های ژن بیان و تولید بر ها محرک نانو تأثیر شیروانی و نقوی: 630

 

و  24مان مورفین شد. کاهش میزان کدئین در دو ز

ساعت پس از اعمال محرک نانو نقره در مقایسه با  48

 (.4و  3شاهد مشاهده شد )شکل 

 
 (TiO2اکسید تیتانیوم ) نانو دی

برابر  95/9اکسید تیتانیوم منجر به افزایش  نانو دی

 ساعت در مقایسه با  48تجمع پاپاورین پس از 

ساعت آغازین پس از  24که در  یدرصورتشاهد شد، 

کاهش تجمع پاپاورین مشاهده شد. این نانو  تیمار

یری بر تولید تأثساعت آغازین  24محرک در 

 نوسکاپسن نداشت و تفاوت معناداری را با شاهد نشان

 

برابری  51/1ساعت افزایش  48نداد اما پس از 

اکسید تیتانیوم  نوسکاپین مشاهده شد. محرک نانو دی

ساعت  48و  24موجب افزایش تجمع تبائین پس از 

برابر در مقایسه با شاهد شد.  07/1و  2/1به ترتیب 

 31/1ساعت پس از اعمال این محرک افزایش  48

برابری مورفین در مقایسه با شاهد مشاهده شد 

ساعت آغازین تجمع مورفین  24که در  یدرحال

کاهش یافته بود. نتایج نشان داد، تولید و  شدت به

یر این تأث ساعت تحت 48و  24تجمع کدئین پس از 

محرک قرار نگرفت و تفاوت معناداری با شاهد نشان 

 (.4و  3نداد )شکل 

 
 .P. orientale Lای ریشه  ساعت پس از اعمال در دروایۀ یاخته 24. تأثیر نانو محرک بر تولید آلکالوئیدها 3شکل 

Figrue 3. The effect of nano elicitors after 24 H on alkaloids production in root suspension culture of P. orientale L. 

 

 
 .P. orientale L ای ریشه ساعت پس از اعمال در دروایۀ یاخته 48. تأثیر نانو محرک بر تولید آلکالوئیدها 4شکل 

Figure 4. The effect of nano elicitors after on alkaloids production 48 h in root suspension culture of P. 

orientale L. 
 

 

 

Alkaloids 

Alkaloids 
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ساخت  های دخیل در زیست بررسی بیان نسبی ژن

 آلکالوئیدها
 (NPAgنانو نقره )

های ریشۀ  ها در دروایه آمده از برسی بیان ژن دست نتایج به

شده با محرک نانو نقره نشان داد، این محرک  تیمار

، DBOX ،SDRهای  بسیار معناداری بر بیان ژن صورت به

SalAT ،T6ODM ،COR  وCODM بوده است. در  مؤثر

برابری  33/8ساعت پس از تیمار، افزایش  24ها  این دروایه

برابر در مقایسه با  36/2به میزان  DBOX ،SDRبیان ژن 

ساعت پس از اعمال این نانو  48شاهد مشاهده شد. 

به  SDRو  DBOXمحرک نیز افزایش بیان هر دو ژن 

 SalATده شد. بیان ژن برابر مشاه 48/7و  52/7ترتیب 

برابر افزایش یافت  7/1ساعت به میزان  24پس از 

 18/2ساعت بیان این ژن به میزان  48پس از  که یدرصورت

 48و  24پس از  T6ODMبرابر کاهش یافت. بیان ژن 

برابر کاهش یافت. نتایج نشان داد،  9/11و  برابر 9/3ساعت 

پس از ساعت  48و  24در هر دو زمان   CORبیان ژن

برابر افزایش یافت.  75/57و  3/3اعمال محرک به میزان 

ساعت به  24تحت تیمار نانو نقره پس از  CODMبیان ژن 

ساعت نیز  48برابر افزایش نشان داد. پس از  39/16میزان 

 (.6و  5 های برابر افزایش یافت )شکل 25/5بیان این ژن 

 (TiO2اکسید تیتانیوم ) نانو دی

های تیمارشده با نانو  ان داد، در دروایهتجزیۀ آماری نش

، SDR ،SalATهای  اکسید تیتانیوم بیان ژن دی

T6ODM  ساعت  48و  24ی )بردار نمونهدر هر دو بازة

 های پس از اعمال محرک( افزایش یافت. بیان ژن

DBOX،COR  ساعت آغازین پس از اعمال  24در

ساعت افزایش بیان  48محرک کاهش یافت اما پس از 

منجر به کاهش  نانوذرهاین  ها مشاهده شد. ین ژنا

ساعت شد.  24، پس از DBOX برابری بیان ژن 77/9

 2/1را  DBOXساعت میزان بیان ژن  48اما پس از 

ساعت به  48و  24در  SDRبیان ژن  برابر افزایش داد.

 SalATیش نشان داد. ژن برابر افزا 54/2و  4/2میزان 

مال محرک نانو ساعت پس از اع 48و  24نیز 

برابر افزایش یافت.  16/1و  59/3اکسید تیتانیوم  دی

به ترتیب به  T6ODMساعت بیان ژن  48و  24پس از 

 CORبرابر افزایش یافت. بیان ژن  68/1و  5/2میزان 

برابر کاهش یافت اما پس از  68/1ساعت  24پس از 

برابر افزایش یافت. بیان  95/5ساعت بیان این ژن  48

 48/1ساعت کاهش  24پس از  CODMن نسبی ژ

برابری را  06/1ساعت افزایش  48برابری  و پس از 

 (.6و  5 هاینشان داد )شکل

 

 
ساعت پس از اعمال در دروایۀ  24ساخت آلکالوئیدها  های دخیل در زیست . تأثیر نانو محرک بر الگوی بیان نسبی ژن5شکل 

 .P. orientale Lای ریشه  یاخته

Figure 5. The effect of nano elicitors after 24 h on genes expression in root suspension culture of P. orientale L. 
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ساعت پس از اعمال در دروایۀ  48ساخت آلکالوئیدها  های دخیل در زیست . تأثیر نانو محرک بر الگوی بیان نسبی ژن6شکل 

 .P. orientale Lای ریشه  یاخته
Figrue 6. The effect of nano elicitors after 48 h on genes expression in root suspension culture of P. orientale L. 

 

 بحث

دهندة افزایش  آمده از این پژوهش نشان دست نتایج به

ساعت پس از  48ویژه  پاپاورین، مورفین و نوسکاپین به

ای  اعمال محرک نانو نقره در کشت دروایۀ یاخته

(، با استفاده از 2014) .Raei et alشقایق شرقی است. 

ای  الیسیور در کشت دروایۀ یاخته عنوان بهنانو نقره 

ساعت پس از اعمال  48صبرزرد، تولید آلوئین را 

محرک افزایش دادند. نانو نقره فعالیت ضد میکروبی 

ی خوب بهدارد گرچه سازوکار سمیت این نانوذره 

با  نانوذرهرسد این  به نظر می است. اما  شناسایی نشده

یر تأثبر یاخته  نانوذره صورت بهتولید یون نقره و یا 

های  گذارد. یون نقره با اتصال به پروتئین می

های  دار در غشاء پلاسمایی منجر به آسیب سیستئین

ای  فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی غشا و دیوارة یاخته

 ;Levine et al., 1994; Gajjar et al., 2009شود ) می

Ocsoy et al., 2013 همچنین نانو نقره پس از نفوذ .)

های اکسایشی  یاخته منجر به تنش درونبه 

های  ها و مهار آنزیمROS)اکسیداتیو( از راه تولید 

 Ocsoy etشود ) ای می های مهم یاخته تنفسی و آنزیم

al., 2013; Yin et al., 2011 .)ROS صورت بهها 

ل کردن مسیر جاسمونیک اسید که مستقیم و یا با فعا

، استیاخته  دروندست این مسیر سیگنالی در  یینپا

 Zhao etشوند ) های ثانویه می منجر به تولید متابولیت

al., 2005 .)Hegal & Facchini (2010 در نتایج ،)

های خود گزارش دادند که با تجمع تبائین و  بررسی

های  یپاریپاوین میزان مورفین و کدئین در کموتا

ها در  یابد. مشاهده مختلف خشخاش افیونی کاهش می

این پژوهش نیز بیانگر تجمع کم تبائین در حضور 

های مختلف  که پژوهش یدرصورتبالای مورفین بود 

ای خشخاش  تجمع مورفین و کدئین در کشت یاخته

ها را  یرممکن دانسته و تجمع این ترکیبغافیونی را 

اند  ی در این گیاه دانستها وابسته به سامانۀ شیرابه

(Facchini et al., 1996; Kutchan & Huang, 2000; 

Beaudoin & Facchini, 2014از میان مورفینان .)  

ای خشخاش  تنها تجمع تبائین در کشت دروایۀ یاخته

افیونی گزارش شده است. در این پژوهش تجمع بالای 

مورفین در برابر تجمع پایین محصولات حد واسط 

توان  ون تبائین مشاهده شد. بر پایۀ این نتایج میهمچ

منبع جدیدی برای تولید  عنوان بههای این گیاه را  پینه

اکسید تیتانیوم  نانو دی ها گزارش کرد. مورفینان

 شده منجر به افزایش ة استفادهنانوذردیگر  عنوان به

در ساعت  48پاپاورین، نوسکاپین و مورفین پس از 

 شد.ای ریشۀ شقایق شرقی  کشت دروایۀ یاخته

Khodayari (2014با استفاده از نانو دی ،)  اکسید
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تیتانیوم تولید سنگوئینارین و تبائین را در کشت 

 اکسید دیخشخاش افیونی افزایش دادند. نانو  دروایۀ

های گیاهی و  تیتانیوم تأثیر مثبتی در کنترل بیماری

 ;Cui et al., 2009های ضد میکروبی دارد ) فعالیت

Ram Prasad & Prasad, 2014.)  با جذب  نانوذرهاین

است و  های اکسیژن کالرادینور قادر به تولید 

شود  ترتیب موجب تحریک شبکۀ دفاعی گیاه می ینا به

(Woods et al., 2005; Lie et al., 2008 افزون بر .)

اکسید تیتانیوم خواص نوری دارد که منجر  این نانو دی

 & Monicaشود ) ت میبه فعالیت کلروپلاس

Cremonini, 2009 در این پژوهش بیان نسبی .)

و  DBOX ،SDR، SalAT ،T6ODM ،CORی ها ژن

CODM  ساعت برسی شد.  48و  24در دو بازة زمانی

های کلیدی در مسیر  ژن عنوان بهها  این ژن

شوند. خاموشی این  شناخته می BIAsساخت  زیست

ئدهای خشخاش ها منجر به تولید نشدن آلکالوی ژن

همچون مورفین، کدئین، پاپاورین و نوسکاپین 

با میزان پاپاورین  DBOXالگوی بیان ژن شود.  می

کلی همخوانی داشت. این  یاخته به تجمع یافته درون

ساخت  عنوان ژن کلیدی در مسیر زیست ژن به

پاپاورین و سنگوئنارین شناخته شده است. 

. تجمع سنگوئینارین ترکیب ضد باکتریایی است

سنگوئینارین برخلاف مورفین و کدئین که در شیرابۀ 

 Hegel etشود، در ریشۀ گیاه است. گیاه مشاهده می

al. (2012در نتایج بررسی ،) نشان دادند،  خود های

ریشۀ گیاه  در DBOXهای  میزان تجمع رونوشت

ساخت سنگوئینارین در  خشخاش بالاست. زیست

گیرد و پس از  می( صورت ERشبکۀ آندوپلاسمی زبر )

های موجود  هایی به واکوئل آن با ریزکیسه )ویزیکول(

رسد که  شوند. به نظر می در ریشۀ گیاه منتقل می

شود و آنگاه انتقال  پاپاورین نیز در ریشۀ گیاه تولید می

گیرد  های هوایی گیاه صورت می آن به اندام

(Beaudoin & Facchini, 2014 .) بیشترین میزان بیان

ساعت به  48و  24ژن توسط نانونقره پس از این 

برابر مشاهده شد. میزان پاپاورین  52/7و  33/8ترتیب 

و  33/1ساعت به ترتیب  48و  24نیز در این دو تیمار 

ة آن است دهند نشانبرابر افزایش یافت. نتایج  93/19

های  که بیان این ژن در تیمار نانونقره در ساعت

که  یدرصورتزایش یافت نخستین اعمال این محرک اف

ها هیچ  یدشده در یاختهتولبا میزان افزایش پاپاورین 

پس از ورود  رود نانونقره ی نداشته. احتمال میهمخوان

های اکسایشی و  ای از واکنش به یاخته شبکۀ گسترده

کند. یاخته نیز در  ای را آغاز می های یاخته آسیب

های  ژنجهت از بین بردن اثر سمی این نانوذره بیان 

یاکننده را احهای محصولات  یژه ژنو بهدفاعی خود و 

(. در این Sytra et al., 2013دهد ) افزایش می شدت به

را  DBOXرسد که یاخته بیان ژن  تیمار نیز به نظر می

یر تغییر پس از تأثافزایش داده باشد اما تحت  شدت به

ی همخوانترجمه با میزان افزایش متابولیت هیچ 

 نارکوتین نوسکاپین، ساخت زیست شد. مسیرنداشته با

 و P. fugax گونۀ دو در بار نخستین برای استال، همی

P. pseudo-orientale شد شناسایی (Sariyar & 

Shamma, 1986 .)Chen & Facchini (2013،) 

 ساخت )سنتز( در مرحلۀ پایانی کهNOS  (SDR1 )ژن

 نژ این خاموشی. کردند شناسایی رااست  نوسکاپین

 میزان در معناداری کاهش به منجر VIGS متد با

 همی نارکوتین آلکالوئیدهای افزایش و نوسکاپین

 تأثیر هیچ NOS ژن خاموشی که، یدرحال .شد ها استال

 نداشتبالادستش  آلکالوئیدهای تجمع در معناداری

(Chen & Facchini, 2013.)  بیشترین میزان بیان ژن

NOS  (48/7  پس از )ساعت توسط نانو نقره  48برابر

 88/1مشاهده شد. میزان نوسکاپین تجمع یافته نیز 

ة افزایش بیان دهند نشاننتایج  برابر افزایش یافت.

اکسید تیتانیوم پس  در تیمار نانو دی SalATنسبی ژن 

ساعت بود. بیشترین میزان بیان این ژن  48و  24از 

اکسید تیتانیوم  ساعت پس از اعمال نانو دی 24

برابر(  59/3ای ) تیمار در دروایۀ یاخته عنوان به

ین میزان افزایش تجمع تبائین نیز همچنمشاهده شد. 

مشاهده شد. بررسی الگوی بیان این ژن توسط 

Zeigler et al. (2005 ،)ة حضور این ژن در دهند نشان

P. somniferum، P. orientale و P. bracteatum بود. 
ای کلیدی در مسیر ه یکی از ژن عنوان بهاین ژن 

 Facchiniشناسایی شده است )  ساخت مورفینان زیست

et al., 2008 افزایش بیان ژن .)SalAT  افزایش تجمع

مورفین را در پی داشت گرچه خاموشی این ژن منجر 

 ,.Allen et alبه تجمع سالوتاریدین مشاهده نشد )
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ة بیان این دهند نشان SalATها روی   بررسی (.2008

. استهای گیاه بالغ خشخاش افیونی  مۀ اندامژن در ه

های نامتمایز نیز  ین بیان این ژن در بافتهمچن

در   (. مورفینانKhodayari, 2014گزارش شده است )

و در لاتیسیفرا تجمع  و لاتیسیفرا تولید آوند آبکش

های همراه آوند آبکش مسئول تولید  یابند. یاخته می

ساخت این گروه از  های مورد نیاز برای زیست آنزیم

(. Beaudoin & Facchini, 2014آلکالوئیدها بوده )

در تیمارهای نانو نقره  T6ODM کاهش بیان نسبی ژن

و همچنین افزایش بیان نسبی این ژن در تیمار نانو 

هر دو بازة زمانی مشاهده شد.  اکسید تیتانیوم در دی

ساعت پس از اعمال  24بیشترین میزان بیان این ژن 

های  اکسید تیتانیوم بود. افزایش بیان نسبی ژن دی نانو

COR  وCODM  نیز مشاهده شد. همچنین نتایج

ة افزایش تجمع مورفین و کاهش تجمع دهند نشان

تبائین تولیدشده را در  T6ODMکدئین بود. آنزیم 

فرآیند یک واکنش بسیار سریع به کدئینون تبدیل 

ن تبدیل به کدئی CORکند. آنگاه کدئینون توسط  می

شود. این دو آنزیم در مسیر دیگری که از تبائین  می

کند  انشعاب گرفته و اریپاوین را به مورفین تبدیل می

به  CODMکنند. کدئین توسط  ایفای نقش نیز می

شود. این آنزیم نخستین مرحله در  مورفین تبدیل می

دهد  مسیر دیگر که حجم کمی را به خود اختصاص می

تیلیشن تبائین به اریپاوین شرکت دم-O-3در فرآیند 

 & Hegal(. Beaudoin & Facchini, 2014کند ) می

Facchini (2010 با ،)ی دو ژن ساز خاموشT6ODM و 

CODM سازی ژن  مشاهده کردند که خاموش

T6ODM  .منجر به کاهش میزان مورفین و کدئین شد

نیز کاهش میزان  CODMسازی  همچنین خاموش

. با توجه به مسیر تداش یپمورفین را در 

ساخت مورفینان، کاهش بیان نسبی پایین ژن  زیست

T6ODM  و افزایش بیان نسبی دو ژنCOR  وCODM 

رود مسیر دوم  همچنین میزان زیاد مورفین احتمال می

ساخت مورفین به میزان بیشتری در مقایسه با  زیست

 مسیر اول در تولید مورفین نقش ایفا کرده باشد. 

 

 کلی گیری یجهنت

ید آن است که مؤآمده از این پژوهش  دست نتایج به

های مختلف تأثیر متفاوتی در تولید و تجمع  محرک

ای دارند. افزون بر  آلکالوئیدها در کشت دروایۀ یاخته

های گیاه شقایق شرقی بر  رسد که پینه این به نظر می

های خشخاش افیونی قابلیت تولید مورفین  خلاف پینه

ساعت  48رین میزان تجمع آلکالوئیدها بیشت د.را دار

ای ریشه  ها در دروایۀ یاخته پس از اعمال محرک

ة دهند نشانمشاهده شد. بررسی الگوی بیان ژنی نیز 

آن بود که تنها بیان یک ژن بر تولید و تجمع 

یست بلکه ن مؤثرای  آلکالوئیدها در کشت دروایۀ یاخته

توسط  ساخت آلکالوئیدها در تنظیم کل مسیر زیست

های مولکولی، بیوشیمیایی و  ای از عامل شبکۀ گسترده

یرگذار هستند. در این بررسی تغییر بسیار تأثای  یاخته

ها  متنوعی از الگوی بیان ژنی و میزان تجمع متابولیت

مشاهده شد. در برخی موارد الگوی بیان ژنی با میزان 

که در  یدرصورتتولید متابولیت همخوانی داشت 

ز بدون همخوانی مشاهده شد. احتمال مواردی نی

 رود که سطوح دیگری از کنترل به غیر از  می

ساخت  های دخیل در زیست رونویسی در تنظیم ژن

های  آلکالوئیدها دخیل هستند. که نیازمند بررسی

های  یر عاملتأثبیشتر در حوزة پروتئومیکس و 

ساخت  های دخیل در زیست رونویسی بر بیان ژن

 .  استآلکالوئیدها 
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