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 كولينرژيكعنوان داروهاي آنتي هيدهاي هيوسيامين و اسكوپولامين بيآلكالوتروپان - چكيده

حـاوي ايـن دو    زمينـي،  گياهان تيره سيب مانند بيشتر نيز شاهبيزك. اي دارند ي گسترده استفاده

ها علاوه بر  كربوهيدرات ،ينيزم بيس رهيت اهانيگ ياشهيش در كشت درون. استلوييد آلكا تروپان

 ـ براي تامين انرژي قطعـات جداكشـت   عنوان منابع كربن هب كه نيا عنـوان   بـه  رونـد، يم ـ كـار  هب

ــز هــاي ســيگنال ملكــول ــآلكالو ســوخت و ســازدر  ني ــددها يي ــژوهش . نقــش دارن ــن پ در اي

 توليـد رشـد، محتـواي كلروفيـل،    ول، مـانيتول و سـوكروز بـر    سـوربيت ي هـا  ثيركربوهيدراتأت

هـاي  در گياهچـه  ) h6h( هيدروكسـيلاز  ß-6اسكوپولامين و بيان ژن هيوسـيامين  هيوسيامين و

ها را كـاهش داد ولـي موجـب    رشد گياهچهها كربوهيدراتبا اين تيمار . شد بررسي شاهبيزك

محتـواي هيوسـيامين و   . شـد  bلروفيـل  و همچنين نسبت آن بـه ك  aافزايش محتواي كلروفيل 

در  h6hسـبب افـزايش بيـان ژن     ايـن تيمارهـا  . يافـت افـزايش   نيز هااسكوپولامين در گياهچه

محتواي اسكوپولامين  اتدر اين مطالعه تغيير. دندش نيز هاي شاهبيزكهاي مختلف گياهچه اندام

  . بود متناسب h6hالگوي بيان ژن  تغييرات با

  

  .  سوكروز تول،يسورب تول،يهيدروكسيلاز، مان ß-6هيوسيامين  ن،ياميوسيوپولامين، هاسك كليدواژگان:

  

                                                 
1. Atropa belladonna L. 

  مدرسزيستي ري و فناوعلوم 

 1390 بهار و تابستان، 1، شمارة 2دورة 
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  مقدمه -1
عنـوان  يدهاي هيوسيامين و اسكوپولامين كـه بـه  يآلكالوتروپان

ثر بـر اعصـاب پاراسـمپاتيك    مـؤ  و كولينرژيـك داروهاي آنتي

زمينـي  در گياهان خانواده سيب ي گسترده دارند، بيشتر استفاده

و ) Hyoscyamus( دانــه بنــگ)، Datura( د تــاتورهماننــ

ماننـد  در شـاهبيزك  . ]1[ وجـود دارنـد  ) Atropa( شاهبيزك

يد يآلكالو) آتروپين( زميني، هيوسيامين گياهان تيره سيب بيشتر

كمتـر توليـد   ) هيوسين( كه اسكوپولامين درحالي ؛اصلي است

و  تـر يك مطلوبژفيزيولو خاطر آثاراسكوپولامين به . شودمي

عوارض جانبي كمتـر نسـبت بـه هيوسـيامين ارزش دارويـي      

شـود  ي تـرجيح داده مـي  ي ـو براي مصارف دارو ردبيشتري دا

هـاي جـوان سـاخته    اسكوپولامين و هيوسيامين در ريشه. ]2[

مقدار قابل توجهي از اين تركيبات، پـس از سـاخته   . شوندمي

 هاي هـوايي گيـاه منتقـل و   هاي جوان به بخششدن در ريشه

پيچيـده و   ،مراحل بيوسنتز اسـكوپولامين . ]3[ شوندذخيره مي

انتهـاي ايـن   . )1شـكل  ( استآنزيمي  مراحل مختلفنيازمند 

)، H6H( هيدروكســيلاز ß-6 مســير بيوســنتزي، هيوســيامين

اين آنزيم بـا  . ]4[ آنزيمي كليدي در توليد اسكوپولامين است

را بـه   هيوسـيامين ) 2شـكل  ( درپـي انجام دو اكسيداسيون پي

  .  ]6 - 5[كند  اسكوپولامين تبديل مي

ــزيم ــه  از خــانواده دي H6H آن  - 2اكســيژنازهاي وابســته ب

و براي فعاليت خود علاوه بـر سوبسـتراي    استاكسوگلوتارات 

ــه  يآلكالو ــدي ب  Feي
ــوگلوتارات، - 2، +2 ــولي و وم O2اكس لك

ــره   ــه داي ــاج دارد و محــل فعاليــت آن در لاي آســكوربات احتي

  .  ]9] و [8[ريشه شناسايي شده است ) pericycle( محيطيه

  

  ها در رشد گياهاننقش كربوهيدرات -1-1

عنـوان  سوكروز به ان معمولاًكشت گياه مصنوعي هايدر محيط

كه  درحالي رودكار ميبهبراي رشد بهينه گياه  و انرژي منبع كربن

دهنـده   افـزايش ( عنـوان اوسـموتيكوم  مانيتول و سوربيتول بـه از 

در مواردي مشاهده شـده كـه   . شوداستفاده مي) ل اسمزيپتانسي

 اختيـار قطعات جداكشت در شرايطي كه منبع كربن ديگري در 

عنوان هد قادرند از قندهايي نظير مانيتول و سوربيتول بننداشته باش

انـد كـه   العـات نشـان داده  طچنـين م  هم كنند؛منبع كربن استفاده 

 علامـت هـاي   لكـول ون معنـوا هب ـعلاوه بر اين ها كربوهيدرات

  . ]10[ ثرندؤيدها ميآلكالو سوخت و سازدر ) سيگنال(

  

هــا در كشــت ســابقه كــاربرد كربوهيــدرات -1-2

  گياهان اي درون شيشه

 و آتـروپين  يـدهاي يآلكالو تروپـان  شد گفته ترشپي كه همانطور

 در گسـترده  طور به كولينرژيكآنتي فعاليت دليلبه اسكوپولامين

 فنـاوري  زيسـت  در اخير هايپيشرفت. شوندمي استفاده پزشكي

 هـاي روش ويـژه هب ـ كمتابولي ـ مهندسـي  هاي فناوري و گياهي

 تجـاري  توليـد  براي جديد ابزاري گياهان بافت و سلول كشت

 سـال  در. ]11[ اسـت  كـرده  فـراهم  گياهي ييدارو تركيبات اين

1999 Zabetakis  ــاران، و ــ همك ــايمحــرك ثيرأت ــل ه  متي

ــمونات، ــ جاســ ــواره ارهعصــ ــلولي ديــ ــر ســ  و مخمــ

ــدها ــر را اليگوگالاكتوروني ــتگي ب ــان انباش ــدهاييآلكالوتروپ  ي

 گيـاه  ييمـو  هـاي ريشـه  در اسكوپولامين و هيوسيامين ليتورين،

 هرسـه  كـه  انـد  گرفتـه  نتيجـه  و كرده بررسي استرامونيوم داتورا

 متيـل  > قـارچي  محـرك  > اليگوگالاكتورونيدب: ترتي هب محرك

 ريشـه  در يدهايآلكالو تروپان توليد افزايش بموج) جاسمونات

 .  ]12[ شوندمي گياه اين ييمو

 همكاران و  Rothe ،2002 سال در ديگر پژوهشي در 

 ماننـد  قندهايي از ،Atropa belladonna ريشه كشت در

 اوسـموتيكوم  عنوانهب معمول طوربه كه مانوز و سوربيتول

 نتـايج . كردنـد  فادهاسـت  كربن منبع عنوانهب روند، مي كارهب

 از برخـي  كنـار  در تركيبـات  ايـن  كه داد نشان مطالعه اين

 يـدها يآلكالوتروپـان  توليـد  افـزايش  سـبب  ها،فيتوهورمون

  .  ]10[ شوندمي كليستژين ويژه هب
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  ]7[آلكالوييدها مسير بيوسنتز تروپان 1شكل 
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  ]13[هيدروكسيلاز  β-6مسير فعاليت هيوسيامين  2شكل 

  

  اهداف پژوهش -1-3

-كربوهيدرات هاي مختلفي ازغلظت در اين پژوهش تاثير

 ـ  هـايي  نامزدعنـوان   ههاي سوربيتول، مانيتول و سـوكروز ب

ــان آلكالو  ــراي تحريــك بيوســنتز تروپ ــزايش يب يــدها و اف

 شده و مقايسه محتواي هيوسيامين و اسكوپولامين بررسي

 هـاي تحـت   در گياهچه h6hاز سوي ديگر بيان ژن  ؛است

تيمــار بررســي شــده تــا بتــوان رونــد تغييــرات محتــواي  

اسكوپولامين را با تغييرات بيان اين ژن مقايسه و تنظيمات 

  بررسي كردحاكم بر توليد اسكوپولامين در گياه را 

  

  هاواد و روشم -2
  هاي گياهيسازي نمونه كشت و آماده -2-1

از منطقه ) .Atropa belladonna L( بذرهاي گياه شاهبيزك

 شـرقي و  º36 و 14´گرمسـتان بـا طـول جغرافيـايي     - ساري

و در سـايه و   آوريجمـع  شمالي º53و  9´عرض جغرافيايي 

در محـيط غـذايي    از كشـت بـذرها  . ندشد دماي اتاق خشك

دست آمـد  گياهچه به MS (Murashige and Skoog)پايه 

قطعات  ،اي شيشهها در شرايط درونتكثير گياهچه براي. ]14[

 ي حاصل از بـذر، هاگياهچهاندام هوايي گره از كجداكشت ت

گـرم در ليتـر   ميلي 30 حاوي MS جدا و به محيط كشت پايه

ــال  ــه . داده شــدســوكروز انتق ــا رشــد جوان ــات ب ــاي قطع ه

تكثير اندام هوايي هر دو هفته يكبـار انجـام   جداكشت، دوباره 

قطعات  ،در مرحله بعد. دست آمد به ساقهشد تا تعداد كافي نو

محيط كشـت   ها جدا شدند و درگره از نوساقه تك اكشتجد

MS  گرم در ليتر  ميلي 1/0حاويIAA   گـرم در   و يـك ميلـي

هاي مورد نظر مانيتول، سـوربيتول و  همراه با غلظت ،BAليتر 

زمـان بـا رشـد     ترتيـب هـم   بـدين . سوكروز كشت داده شدند

دار شـدند و  هـا ريشـه  ها در قطعات جداكشت، نوسـاقه جوانه

بـراي اعمـال تيمارهـا    . مارهاي مورد نظـر نيـز اعمـال شـد    تي

مولار از سوكروز، مانيتول و ميلي 150و  100، 50هاي  غلظت

در مـورد  . قند افزوده شد بدونهاي كشت  سوربيتول به محيط

 مـولار  ميلـي  64/87سوكروز علاوه بر سه غلظت بالا غلظـت  

گـرم در ليتـر    ميلـي  30يـا همـان    MSمعادل محيط كشـت  (

 تكـرار  3هـا،  براي هر يك از غلظت. كار رفت نيز به) وكروزس

سـاعت و دوره   16در اتاق رشد با دوره نـوري  طور مستقل به

گـراد و دمـاي   درجـه سـانتي   25ساعت، دماي روز  8تاريكي 

گذشـت  پـس از  . شـد  گراد كشـت داده درجه سانتي 22شب 

  شدبررسي  نتايج ،هاچهار هفته از رشد گياهچه

  

  هاي گياهيشت نمونهبردا -2-2

آوري جداگانـه جمـع   هـا ها و اندام هـوايي گياهچـه  ريشه

بـه دو  پـس از تـوزين   هر انـدام گيـاهي    هاينمونه. شدند



1390 بهار و تابستان/ 1شمارة ، 2دورة   علوم و فناوري زيستي مدرس  
 

9 

 ،مطالعـات مولكـولي   برايبخش اول . بخش تقسيم شدند

 -C˚ 80نيتروژن مايع تثبيت و در فريـزر  ي وسيله به فوري

 تـواي گيـري مح  انـدازه  بـراي داري شـد و بخـش دوم    نگه

 . شدمنتقل  -C˚20تروپان آلكالوئيدها به فريزر كلروفيل و

  

  يد تامياستخراج آلكالو -2-3

با نيتـروژن  ) ريشه يا اندام هوايي( يك گرم از بافت گياهي

درصـد   96ليتـر اتـانول    ميلي 50يده و با يخوبي سامايع به

. گيـري شـد   عصـاره  1لرزاننـده ساعت روي  20مخلوط و 

جـدا و عصـاره   ) 1واتمـن ( كاغذ صـافي  با هاي بافتتفاله

بـه  . دستگاه تبخير در خلا خشـك شـد   ي به وسيلهحاصل 

مخلـوط  از ليتـر   ميلـي  100بقاياي عصـاره خشـك شـده،    

) v/v( درصد 5حاصل از مقادير مساوي اسيد سولفوريك 

پس از . شدمخلوط  يخوب بهو ) 1:1( و دي اتيل اتر اضافه

حـاوي  ( فـاز آبـي   pHدكـانتور،   ي وسيله بهجداسازي اتر 

سـپس  . افزايش يافت 10 به NaOH N10 با) يدهايآلكالو

بـه آن  ) 40+40+30( ليتر كلروفرم در سه مرحلهميلي 110

اضافه شد و هر بـار فـاز كلروفرمـي جـدا و بـه يكـديگر       

 ءدسـتگاه تبخيـر در خـلا    بـا عصاره كلروفرمي . شداضافه 

ر ميكروليت ـ 200شده عصـاره در   بقاياي خشك. خشك شد

در  HPLCحل و تـا روز انجـام   ) HPLC grade( متانول

مراحـل  . داري شـد  نگـه  گـراد درجه سـانتي  -C˚20 فريزر

  . شدتكرار بار جداگانه گيري براي هر نمونه سه  عصاره

  

  HPLC بايدها يسنجش آلكالو -2-4
 Lau-Camو  Roos  (1986)يدها از روشيبراي سنجش آلكالو

تـگاه   از. ]19[ استفاده شد  HPLC، KnauerGmbH Germanyدس

سـرعت  . اسـتفاده شـد   5µm C18 (125 × 4 mm ID) و ستون

ــان حــلال،  ــاز متحــرك  ميلــي 1/1جري ــر در دقيقــه و ف ليت

                                                 
1. shaker 

حـــاوي آب، متـــانول، اســـيد اســـتيك و  ،ايزوكراتيـــك

ــود)  5/0: 5. 1: 15: 83 (آمــين  اتيــل تــري طــول مــوج . ب

 20 از براي هر تزريق. تنظيم شدنانومتر  258دستگاه روي 

يــد يمحتــواي دو آلكالو. شــدميكروليتــر عصــاره اســتفاده 

پيك و اسكوپولامين براساس سطح زير منحني هيوسيامين

منحنـي  آن با و مقايسه  حاصل با زمان بازداري مربوط هاي

از . شـد محاسـبه   ،كاليبراسيون غلظت/ سطح تركيبات استاندارد

- بـه ) sigma( هيدروبرومايـد  سولفات و اسـكوپولامين  آتروپين

كاليبراسيون استفاده شـد   رسم منحني براي عنوان استاندارد،

گرم بـر گـرم در وزن   يدها براساس ميلييآلكالو محتواي و

  . تر بافت محاسبه شد

  

  هابرگ گياهچه در سنجش كلروفيل -2-5

% در هـاون چينـي   80گرم از بـرگ گيـاه بـا اسـتون      05/0

عبـور   1ره كاغذ صـافي واتمـن شـما    از خوبي ساييده و به

. ليتـر بـود  ميلي 5شده  حجم نهايي استون مصرف. شد داده

دست آمده در طـول   هعصاره ب) D( نوري 2هدر انتها دانسيت

وســيله اســپكتروفتومتر نــانومتر بــه 663و  645هــاي مـوج 

ها با استفاده از نمونه bو aمحتواي كلروفيل و خوانده شد 

گرم بـر  ليبر حسب ميدست آمد؛ سپس  به هاي زيرفرمول

  .  ]15[ شدمحاسبه  برگ گرم وزن تر

  a = [12. 7 (D663) – 2. 6 (D 645)] كلروفيل

  b = [22. 9 (D645) – 4. 68 (D 663)] كلروفيل

  

  آناليزهاي مولكولي  -2-6

  اسيد تام  استخراج ريبونوكلئيك -2-6-1

اـيع بـه      5/0 اـ نيتـروژن م اـهي ب اـئيده و   گرم از بافت گي خـوبي س

يـله  بـه  اسيد تام كريبونوكلئي  RNX™ plus (Cinnagen) ي وس

ترتيب بـا الكتروفـورز   به RNA كيفيت و كميت. استخراج شد

                                                 
2. density 
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و بـراي هـر تيمـار     شدژل آگارز و اسپكتروفتومتر بررسي 

-RTو از هريك دو بار  انجام شد RNAدو بار استخراج 

PCR بعمل آمد .  

  

 RT-PCRو  cDNA 1ساخت -2-6-2

در اندام هوايي و ريشـه  h6h ن ژن بررسي الگوي بيا براي

 ،تحت تأثير تيمارهـاي انجـام شـده    هاي شاهبيزك گياهچه

ــ RT-PCRروش  ــا اســتفاده از ژن خانــهي نيمــه كم  دارب

)housekeeping (عنوان اسـتاندارد خـارجي و   توبولين به

به ايـن منظـور، رشـته اول    . كار رفتبه صورت جداگانهبه

cDNA  از  ميكروگرم 5ازRNA پرايمـر  ي وسـيله  بـه  كل 

oligo-d(T) ســاخته شــد .PCR  بــا بــافرPCR،dNTP ،

MgCl2،Taq-DNA polymerase  ،ddH2O رشــته اول ،

cDNA و پرايمرهاي اختصاصي ژن h6h  توالي استفاده از با

انجـام  ) 1999( و همكـاران  سوزوكيي  وسيله ارائه شده به

  :]20[ شد
  

F:5´-CACTTTGGCTCATGGTTGTCA-3´ 
R:5´CCATCATAGTGTCCTCCT GAACC-3´  

  

 درجـه  بـا  و كـره  Bioneer شـركت  وسيله به آغازگرها

 صورت به )High Purified Salt Free )HPSF خلوص

طـول قطعـه حاصـل از تكثيـر ژن     . شدند ساخته ليوفيليزه

h6h باز بـود  جفت 270ي آغازگر اختصاصي آن،  وسيله به .

ــر    ــورد نظ ــه م ــر ناحي ــاتكثي  ــ ب ــتگاه ترم ــالدس ر ايكلس

]PeQSTAR2مدت  هسازي اوليه ب ] و با شرايط واسرشته 

 ـ واسرشته)، گراد درجه سانتي 94( دقيقه  45مـدت   هسازي ب

 ثانيـه  45مدت  هاتصال ب دماي)، گراد درجه سانتي 94( ثانيه

درجـه   72( ثانيه 50مدت  هتكثير ب)، گراد درجه سانتي 52(

 ـ )، گـراد  سانتي جـه  در 72( دقيقـه  10مـدت   هتكثيرنهـايي ب

                                                 
1. synthesis 

ميكروليتـر از   5 با اسـتفاده از  سپس. انجام شد) گراد سانتي

 لكــوليوو نشــانگر وزن م PCRهــر يــك از محصــولات 

)1Kb ،(ميكروليتـر   1مـراه  ه طور جداگانه الكتروفـورز هب

loading buffer درصـد  1( هاي ژل آگارزدرون چاهك (

 . شد انجام

  

  ها يافته -3

رهـاي رشـد   تاثير تيمارهـا بـر بعضـي پارامت    -3-1

  هاگياهچه

 ـ     تر  و وزن مقايسه طول ثير أانـدام هـوايي و ريشـه تحـت ت

نمـودار  هـا بـه ترتيـب در    هاي مختلف كربوهيدراتغلظت

هـاي ايــن  طبـق يافتـه  . نشـان داده شـده اســت   2و  1هـاي  

ها  تر آن پژوهش، طول اندام هوايي و ريشه و همچنين وزن

نسـبت   )سوكروز mg/L 30يا  mM 64/87(در محيط پايه 

ــه ســاير غلظــت  ــاب ــه  ه ــين نســبت ب ي ســوكروز و همچن

 داريمعنـي  طـور به هاي مختلف مانيتول و سوربيتول غلظت

 غلظـت سـوكروز   يا كاهش كه با افزايش در حالي بيشتر بود؛

 هـا كـاهش يافـت    ها و همچنين وزن تر آنگياهچه طول نيز

اســتفاده از ســوربيتول و مــانيتول بــه جــاي . )c- 1نمــودار (

انــدام هــوايي و ريشــه  طــولوز در محــيط كشــت، ســوكر

شدت كـاهش  هاي بالا بهخصوص در غلظتها را بهگياهچه

 در بـالاترين غلظـت سـوربيتول و مـانيتول    كـه   طوري به ؛داد

وزن . )bو a، 1نمودار ( ريشه تشكيل نشد) مولارميلي 150(

تر انـدام هـوايي و ريشـه بـا افـزايش غلظـت سـوربيتول و        

در  رشــد طــولي بيشــترين كــاهش. يافــتمــانيتول كــاهش 

مشـاهده  از هر سه كربوهيدرات مولار ميلي 150 هايغلظت

 ترتيب در سـوكروز بيشـتر از  ها بهو رشد طولي گياهچهشد 

از نظر وزنـي  . بودمانيتول  در سوربيتول بيش از سوربيتول و

ترين محيط براي رشـد ريشـه و   پايه مناسب MSنيز محيط 

ي بين وزن تـر انـدام هـوايي و ريشـه در     اندام هوايي بود ول
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داري سـوربيتول تفـاوت معنـي    mM 50اين محيط با تيمار 

افزايش غلظت هر سه كربوهيـدرات موجـب   . مشاهده نشد

در . هـا شـد  كاهش وزن تر انـدام هـوايي و ريشـه گياهچـه    

  . سوربيتول و مانيتول ريشه تشكيل نشد mM 150غلظت 

  

  
 شابيزك يهااهچهيگ در شهير و ييواه انداممقايسه طول  1نمودار 

هاي مختلف سـوكروز، سـوربيتول و   تاثير غلظت تحت

 دهنـده  نشـان  براي هـر انـدام   متفاوت حروف( مانيتول

 .  )باشديم ≥p 05/0 سطح در دار يمعن تفاوت

 

 

  
 يهـا اهچـه يگ در شـه ير و ييهـوا  انـدام مقايسـه وزن تـر    2نمودار 

ســوكروز، هــاي مختلــف تــاثير غلظــت تحــت شــابيزك

 نشـان  براي هر اندام متفاوت حروف( سوربيتول و مانيتول

 .  )باشديم ≥p 05/0 سطح در دار يمعن تفاوت دهنده

  

در  bو  aثير تيمارها بر محتواي كلروفيـل  أت -3-2

  هاگياهچه

 50هـاي  در غلظـت  aكلروفيـل  در تيمار سـوكروز محتـواي   

ري نسـبت  دامولار تفاوت معنـي ميلي 100و  MSمولار، ميلي

مـولار كـاهش   ميلـي  150به يكديگر نداشت ولي در غلظـت  

در اين تيمـار در محـيط    bكلروفيل محتواي . داري يافتمعني

ــه  ــت   MSپاي ــدار و در غلظ ــترين مق ــي 100بيش ــولار  ميل م

در تيمار با سوربيتول بين . سوكروز كمترين مقدار را نشان داد

مـولار  ميلي 100و  50هاي در غلظت b و aكلروفيل محتواي 

مـولار  ميلـي  150مشـاهده نشـد ولـي در     داريتفاوت معنـي 

داري بـين  تفاوت معني. داري نشان دادسوربيتول كاهش معني

ــواي  ــل محت ــت b و aكلروفي ــاي  در غلظ  150و  100، 50ه

 150و  100، 50هـاي   بـين غلظـت  . مولار مشاهده نشـد ميلي

از نظـر   داريمولار سوكروز و سـوربيتول تفـاوت معنـي   ميلي

- ميلـي  50وجود نداشت؛ ولي در غلظت  aكلروفيل محتواي 

كمتـر از همـين غلظـت از     aكلروفيـل  مولار مانيتول محتواي 

در  aكلروفيـل  همچنـين محتـواي   . سوكروز و سوربيتول بـود 

داري كمتـر از  طور معنـي مولار سوربيتول بهميلي 150غلظت 

  .  محتواي آن در همين غلظت از مانيتول بود

ــه  bكلروفيــل ترين مقــدار بيشــ  MSدر محــيط كشــت پاي

هـاي   در غلظـت  b كلروفيلمشاهده شد و در مجموع، محتواي 

مولار سـوكروز بيشـتر از محتـواي آن در    ميلي 150و  100، 50

بـين محتـواي   . هـا از سـوربيتول و مـانيتول بـود    همين غلظـت 

هـا  هاي مختلف مانيتول و با همان غلظـت در غلظت b كلروفيل

  .  )3نمودار ( داري مشاهده نشدربيتول تفاوت معنياز سو

 

  
 يهـا اهچـه يگ بـرگ  bو  aمقايسه محتواي كلروفيل  3نمودار 

هاي مختلف سـوكروز، سـوربيتول و   تحت تاثير غلظت شابيزك

 سطح در دار يمعن تفاوت دهنده نشان متفاوت حروف( مانيتول

05/0 p≤ باشديم( . 
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 ـمقايسه آلكالوئيدهاي تولي -3-3 ثير أد شده تحت ت

  تيمارهاي مختلف

ــازداري  ــان ب ــيامينزم ــروپين( هيوس ــكوپولامين) آت  و اس

ــين( ــاتوگرام  ) هيوســ ــتفاده از كرومــ ــا اســ  HPLCبــ

ــتانداردهاي  ــياميناس ــب  هيوس ــه ترتي ــكوپولامين ب   و اس

  . )4نمودار ( دست آمد به 5/4 ±5/0و  5/8 5/0±
  

  
  نآتروپياستانداردهاي  HPLCكروماتوگرام  4نمودار 

)RT= 8. 5± 0. 5 (نياسكوپولام و )RT= 4. 5± 0. 5(  
 

هاي تيمار يافته با سوكروز، محتـواي  در اندام هوايي گياهچه

 كربوهيـدرات هيوسيامين و اسـكوپولامين بـا افـزايش غلظـت     

همچنـين بـا   . )6و  5هـاي  نمودار ( داري نشان دادافزايش معني

افزايش غلظت سوكروز در اندام هوايي، نسبت اسكوپولامين به 

هيوسيامين افزايش يافت و بالاترين حد اين نسـبت در غلظـت   

در ريشـه، محتـواي   . )9نمـودار  ( مولار مشاهده شـد ميلي 150

نسبت بـه سـاير   سوكروز مولار ميلي 100هيوسيامين در غلظت 

همين رونـد  . )7نمودار  ( دداري نشان داها افزايش معنيغلظت

  . )8نمودار ( در محتواي اسكوپولامين نيز مشاهده شد
  

  
يـامين    5نمـودار    mg g( مقايسـه محتـواي هيوس

-1
 F. W ( در انـدام  

هـاي مختلـف   شابيزك تحت تاثير غلظـت  هوايي گياهچه

 نشـان  متفـاوت  حـروف ( سوكروز، سـوربيتول و مـانيتول  

 .  )باشديم ≥p 05/0 سطح در دار يمعن تفاوت دهنده

  
  در اندام) mg g -1 F. W( مقايسه محتواي اسكوپولامين 6نمودار 

هاي مختلف شابيزك تحت تاثير غلظت هوايي گياهچه

 نشان متفاوت حروف( سوكروز، سوربيتول و مانيتول

 . )باشديم ≥p 05/0 سطح در دار يمعن تفاوت دهنده

  

در انـدام  هـاي تيمـار يافتـه بـا سـوربيتول      در گياهچه

ــكوپولامين در    ــيامين و اسـ ــواي هيوسـ ــوايي، محتـ هـ

داري مـولار افـزايش معنـي   ميلي 150و  100هاي  غلظت

مـولار  ميلي 50هاي تيماريافته با غلظت نسبت به گياهچه

داري در ولي بين اين دو غلظت تفـاوت معنـي   نشان داد

. )6و 5 هـاي نمـودار  ( محتواي آلكالوييدها مشاهده نشد

افـــزايش غلظـــت ســـوربيتول، نســـبت  همچنـــين بـــا

اسكوپولامين به هيوسيامين افزايش يافت و بالاترين حد 

نمودار ( مولار مشاهده شدميلي 100اين نسبت در تيمار 

در ريشه نيز محتواي هيوسيامين و اسـكوپولامين در  . )9

داري افـزايش معنـي  سـوربيتول  مـولار  ميلـي  100غلظت 

در . نشـان داد بيتول مولار سـور  ميلي 50نسبت به غلظت 

) مـولار ميلـي  150( بالاترين غلظـت انتخـابي سـوربيتول   

در ريشـه   يـد يريشه بررسي محتواي آلكالو نبودندليل  به

 . )8و  7 هاي نمودار( انجام نشد

محتــواي هيوســيامين در  ،ثير تيمــار مــانيتولأتحــت تــ

افـزايش   و ريشـه  مولار در انـدام هـوايي  ميلي 100غلظت 

 هاينمودار  ( ها نشان دادبه ساير غلظت داري نسبتمعني

محتواي اسكوپولامين در اندام هوايي و ريشـه در  . )7و  5
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مولار اين ميلي 50مولار نسبت به غلظت ميلي 100غلظت 

در . )8و  6هـاي  نمودار ( داري نشان دادقند افزايش معني

دليـل  بـه ) مولارميلي 150( بالاترين غلظت انتخابي مانيتول

يـدي در ريشـه انجـام    يريشه بررسي محتواي آلكالوفقدان 

ــد ــبت    . نش ــه، نس ــانيتول در ريش ــت م ــزايش غلظ ــا اف ب

اسكوپولامين به هيوسيامين افزايش يافت و بـالاترين حـد   

 100هــاي تيمــار يافتــه بــا غلظــت ايــن نســبت در ريشــه

  . )9نمودار ( مولار مشاهده شد ميلي

  

  
در ) mg g -1 F. W( مقايسه محتواي هيوسيامين 7نمودار 

هاي شابيزك تحت تاثير غلظت هايريشه گياهچه

 حروف( مختلف سوكروز، سوربيتول و مانيتول

 05/0 سطح در دار يمعن تفاوت دهنده نشان متفاوت

p≤  باشديم( . 

  

  
در ) mg g -1 F. W( مقايسه محتواي اسكوپولامين 8نمودار 

تلف هاي مخشابيزك تحت تاثير غلظت هايريشه گياهچه

 دهنده نشان متفاوت حروف( سوكروز، سوربيتول و مانيتول

 . )باشديم ≥p 05/0 سطح در دار يمعن تفاوت

  

  

  
مقايسه نسبت اسكوپولامين بـه هيوسـيامين در انـدام     9نمودار 

شـابيزك تحـت تـاثير     هـاي هوائي و ريشـه گياهچـه  

 . هاي مختلف سوكروز، سوربيتول و مانيتولغلظت

  

اي مختلـــف، بيشـــترين محتـــواي در ميـــان تيمارهـــ

مـولار در انـدام هـوايي    ميلي 150اسكوپولامين در غلظت 

اندام هوايي در سوكروز و سپس  ؛هاي تحت تيمارگياهچه

بيشـترين  . مولار سوربيتول مشاهده شدميلي 150در تيمار 

 شـده هاي تيمارمحتواي هيوسيامين در اندام هوايي گياهچه

كمتـرين  . يتول ديـده شـد  مولار سـورب ميلي 100با غلظت 

 50محتواي اسـكوپولامين در انـدام هـوايي و در غلظـت     

در ريشـه  ن محتواي هيوسيامي مولار مانيتول و كمترينميلي

مولار مـانيتول مشـاهده   ميلي 50هاي تيمار يافته با گياهچه

  . شد

  

  h6h ثيرتيمارها بر بيان ژنأت -3-4
ــدام هــوايي گياهچــه  ــدر ان ار هــاي شــاهبيزك تحــت تيم

 h6hبيـان ژن   كربوهيـدرات،  سوكروز، با افزايش غلظـت 

بيشـترين و كمتـرين   . ) 9نمـودار  ( تدريج افزايش يافت هب

ــان ژن  ــدار بي ــت  h6h مق ــب در غلظ ــه ترتي ــاي ب  150ه

در ريشه نيز . ديده شدسوكروز مولار ميلي 50مولار و  ميلي

بـا افـزايش غلظـت سـوكروز      h6hروند افزايشي بيان ژن 

مـولار  ميلـي  150و  100هاي ولي بين غلظتمشاهده شد 

  .  )10نمودار ( داري مشاهده نشدتفاوت معني
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بـا سـوربيتول،    شـده هاي تيمار در اندام هوايي گياهچه

و  100هـاي  غلظتدر  h6hبيان ژن در داري  افزايش معني

مشـاهده  مـولار  ميلـي  50مولار نسبت به غلظت  ميلي 150

به  h6h ين مقدار بيان ژنبيشترين و كمتر. )9نمودار ( شد

مـولار در  ميلي 50مولار و ميلي 150هاي  ترتيب در غلظت

مـولار  ميلـي  100 در ريشه نيز در غلظـت . اندام هوايي بود

مولار ميلي 50 معني داري نسبت به غلظتناگهاني افزايش 

  . )10نمودار ( مشاهده شد

  

  
  ) الف( 

  

  
  ) ب( 

  

هـاي  گياهچـه  اندام هـوايي  در  h6hبررسي بيان ژن 10نمودار 

هـاي مختلـف سـوكروز،    شابيزك تحت تاثير غلظت

 دهنـده  نشان متفاوت حروف( و سوربيتول مانيتول 

 ـ تفـاوت   ـ ≥p 05/0 سـطح  در دار يمعن )، باشـد يم

ژن   PCRالكتروفـورزي محصـول    الگـوي الـف)  (

h6h  انـدازه  ب) ( و توبولين به عنوان كنترل داخلي

بـا اسـتفاده از نـرم افـزار      ان ژنگيري مقدار كمي بي

Image gage. S ،سوربيتول :M .مانيتول :  

  

هاي تيمار يافته با مـانيتول تنهـا   در اندام هوايي گياهچه

نسبت بـه   h6hمولار افزايش بيان ژن ميلي 100در غلظت 

 150و  50هــا مشــاهده شــد و در غلظــت   ســاير غلظــت

 هـا گياهچـه در ريشـه  ). 9نمودار ( مولار كاهش يافت ميلي

نسـبت بـه    مـولار ميلـي  100در غلظـت   h6hبيان ژن نيز 

(نمـودار   ي ناگهاني نشـان داد مولار افزايشميلي 50غلظت 

 تحت تيمار مانيتول بيشترين و كمترين مقدار بيان ژن). 10

h6h مولار در ريشـه و  ميلي 100هاي به ترتيب در غلظت

  .   اندام هوايي ديده شددر مولار ميلي 50

  

  
    

  ) الف( 
  

  
  ) ب( 

  

هاي شـابيزك  گياهچه ريشه در  h6hبررسي بيان ژن 11نمودار 

و  هاي مختلف سوكروز، مـانيتول  تحت تاثير غلظت

 يمعن تفاوت دهنده نشان متفاوت حروف( سوربيتول

طــرح الــف) ()، باشــديمــ ≥p 05/0 ســطح در دار

و توبـولين    h6hژن   PCRالكتروفورزي محصـول  

اندازه گيري مقدار كمي ب) ( ان كنترل داخليبه عنو

: Image gage. Sبـا اسـتفاده از نـرم افـزار      بيان ژن

 : مانيتول. Mسوربيتول، 

  

Sucrose Mannitol Sorbitol  

h6h  (270 bp)

Tubulin (700 bp) Sucrose Sorbitol 

 
mannitol 

h6h (270 bp)

Tubulin (700 bp)
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  بحث -4

ها ي تأثير تيمار با كربوهيدرات هاي اين بررسي درباره يافته

) Drager )2002و  Rotheهاي با يافته هابر رشد گياهچه

ات خود گزارش كردند كه ها طي مطالع آن. مطابقت داشت

غلظت مولي  اجتماعي باگلوكز، فروكتوز، سوربيتول يا هر 

-تركيب، نمـي  دو از اين) equimolar mixture( مساوي

ــه     ــد گياهچ ــزايش رش ــوكروز در اف ــايگزين س ــد ج توان

عنـوان مـاده    هرسد كه سوكروز ببه نظر مي. شاهبيزك شود

ول گيـاهي  سـل  بـه هـا  تر از ساير كربوهيدراتسريع ،غذايي

هــاي ؛ در ضــمن در ميــان غلظــت]10[شــود جــذب مــي

طور گرم در ليتر كه بهميلي 30مختلف سوكروز نيز غلظت 

رود، غلظـت بهينـه   كـار مـي  به MSمعمول در محيط پايه 

 1962كه اين محـيط در سـال    جايي از آن. براي رشد است

براي گيـاه توتـون از تيـره     Skookو  Murashigeتوسط 

طراحي شد و گياه شاهبيزك نيز از همين تيـره  زميني سيب

همـين دليـل گيـاه شـاهبيزك نيـز      رسد بـه نظر مياست، به

بيشترين رشد را در همـان غلظـت سـوكروز تعيـين شـده      

  . ها نشان داده باشد ي آن وسيله به

 ثيرزمينـه تـأ  در  حاضـر  دست آمده از پـژوهش نتايج به

نيتول و هــاي ســوربيتول، مــاكربوهيــدرات دهنــده افــزايش

در انـدام   محتواي هيوسيامين و اسـكوپولامين  برسوكروز، 

هـاي  هـاي شـاهبيزك مشـابه يافتـه    هوايي و ريشه گياهچه

Rothe و Drager   كه نشـان دادنـد    است 2002در سال

يدها در كشت يها سبب افزايش تروپان آلكالوكربوهيدرات

 قندهايي نظير مانيتول و سوربيتول. شودريشه شاهبيزك مي

كـار  در محيط كشت به عنوان اوسموتيكومطور معمول بهبه

رونـد، از طرفـي تـنش اسـمزي سـبب افـزايش سـنتز         مي

سـازهاي مسـير سـنتز    كه يكـي از پـيش   شودپوترسين مي

رسد تنش اسمزي اعمال نظر ميبه. يدهاستيتروپان آلكالو

ثير بر سـنتز پوترسـين   أها با تكربوهيدرات ي وسيله بهشده 

. يـدها شـده اسـت   يايش محتـواي تروپـان آلكالو  سبب افز

هـا نـه تنهـا     كـه كربوهيـدرات   سـت مطالعات نشـان داده ا 

هاي سيگنال در عنوان مولكولعنوان منابع كربن، بلكه به به

براساس نتـايج بـه   . ]16-10[ ثرندؤدها مييمتابوليسم آلكالو

اثـر افزايشـي سـوكروز بـر     دست آمـده از ايـن پـژوهش،    

به . مين بيشتر از سوربيتول و مانيتول بودمحتواي اسكوپولا

عنوان منبـع كـربن    هكه ب رسد سوكروز علاوه بر ايننظر مي

عنوان گيرد، داراي نقشي ويژه بهمورد استفاده گياه قرار مي

  .  ]10[ استيدها يمولكول سيگنال در متابوليسم آلكالو

و همكاران اظهـار داشـتند    Mendoza، 1995در سال 

اسـكوپولامين و فعاليـت فتوسـنتزي رابطـه      كه بين توليـد 

مستقيمي وجود دارد و در حقيقت توليد اسـكوپولامين بـا   

تـوان  افزايش سـطح كلروفيـل نسـبت مسـتقيم دارد و مـي     

اينطور احتمـال داد كـه فعاليـت فتوسـنتزي، فعـال كننـده       

 ـ استاي از سنتز اسكوپولامين مرحله وسـيله زيمايـه    هكه ب

شود يا سـرعت  كسيلاز كاتاليز ميبتا هيدرو -6هيوسيامين 

جا كه در  از آن. ]17[ كندتخريب اسكوپولامين را مهار مي

بـا افـزايش غلظـت     bبه  aمطالعه حاضر، نسبت كلروفيل 

ها افزايش يافـت، بنـابراين ايـن احتمـال نيـز      كربوهيدرات

 aها با افزايش نسبت كلروفيل وجود دارد كه كربوهيدرات

ــه  ــت   bب ــزايش فعالي ــزايش   و اف ــث اف ــنتزي، باع فتوس

 .  اسكوپولامين شده باشند

ــياري از ميكروارگانيســــم ــان و بســ ــا، در گياهــ هــ

عنوان منابع كربن براي رشد مورد  هها نه تنها بكربوهيدرات

هـاي حسـاس بـه    ثير بـر سيسـتم  أنياز هستند، بلكـه بـا ت ـ  

. شـوند هـا مـي  كربوهيدرات، سبب تغيير در بيان برخي ژن

تواند سبب افزايش يـا  ها ميكربوهيدراتفراواني يا كمبود 

در مطالعـه حاضـر،   . ]18[كاهش بيان ژن در گياهان شـود  
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هـا افـزايش   با افزايش غلظـت كربوهيـدرات   h6hبيان ژن 

 ـاين نتايج پيشنهاد مي. يافت هـا   ثير كربوهيـدرات أكند كه ت

يـدها،  يهاي سـيگنال در متابوليسـم آلكالو  عنوان مولكولبه

از . ]10[ اسـت  هـا تغييـر ميـزان بيـان ژن    قاز طري احتمالاً

 اثر تحريكي سوربيتول، مانيتول و سـوكروز بـر ژن   طرفي،

h6h       و افزايش بيان اين ژن تـا حـدود زيـادي بـا الگـوي

اندام هوايي  كه در طوريتوليد اسكوپولامين مشابه است به

كاهش يافتـه   h6hدر هر غلظتي كه ميزان بيان ژن  و ريشه

پولامين نيز به همان نسبت كم شـده و  است محتواي اسكو

افـزايش يافتـه اسـت     h6hدر هر غلظتي كه ميزان بيان ژن 

محتواي اسكوپولامين نيز به همـان نسـبت سـير افزايشـي     

و  h6hبيشترين ميـزان بيـان ژن    اي كهگونهبه  داشته است

مـولار  ميلي 150بيشترين محتواي اسكوپولامين در غلظت 

هاي تحت تيمار سوكروز مشـاهده  در اندام هوايي گياهچه

چه از نتايج ما به دست آمد حاكي از آن اسـت كـه    آن. شد

ــان ژن     ــزان بي ــين مي ــتقيمي ب ــاط مس ــد  h6hارتب و تولي

احتمـال داد كـه    توانبنابراين مي ؛اسكوپولامين وجود دارد

نقـش   H6Hهاي در سطح بيـان، در فعاليـت آنـزيم    تنظيم

از  توانهمچنين مي. ندبيشتري نسبت به ساير تنظيمات دار

مهـم در   ايهكننـد  كليـدي و تنظـيم   يعنوان عامل هب اين ژن

بر اين اسـاس  . نام برد آلكالوئيد اسكوپولامينتوليد تروپان

ــراي ــدار     بـ ــيم مقـ ــونگي تنظـ ــدن چگـ ــخص شـ مشـ

ويـژه اسـكوپولامين بـه    بـه  يـدهاي نهـايي و  يآلكالو تروپان

  رسـين هـاي پوت تحقيقات بيشتري از جمله بررسـي آنـزيم  

 N- متيـــل ترانســـفراز )PMT (و تروپينـــون ردوكتـــاز   

)TRI  وTRII (همچنـين  . ها نيز نيـاز اسـت  آن و بيان ژن

لكولي، مهندسي ژنتيك، بيوتكنولوژي و بيوشـيمي  وهاي مروش

ها كربوهيدرات كشف مسيرهاي انتقال پيام برايكمك شاياني 

  . يدها خواهد كرديسازي متابوليسم آلكالو در فعال
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