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Extended Abstract  
Introduction and Objective: Medicinal plant periwinkle with the scientific name Catharanthus roseus is 
an important source of anticancer and antihypertensive alkaloids. Due to the high price of these metabolites 
and their small content in periwinkle plant, tissue culture techniques have been suggested to increase their 
production. Therefore, this study was carried out with the aim of evaluating the effect of titanium oxide 
nanoparticles (TiO2) on the expression of key genes of the biosynthetic pathway of important medicinal 
constituents in periwinkle.  
Material and Methods: Murashige and Skoog (MS) medium was used as the basic medium along with 
2,4-D (1 mg/L) and BAP (0.5 mg/L) plant growth regulators for leaf cultivation, callus induction, and cell 
suspension production. Periwinkle suspension culture was treated with concentrations of 0, 50, and 100 
mg/l TiO2 nanoparticles at the peak of cell growth. Then, the expression of STR, SGD, DAT, and PRX genes 
was measured 24, 48, and 72 h after the treatment by Real-Time PCR. Tetrazolium test was also used to 
measure cell viability. 
Results: Although there was no significant difference between the percentage of cell viability after 50 and 
100 mg/L NP-TiO2 treatment; however, the passage of time (from 24/48 h to 72 h) caused a decrease in 
cell viability. The application of a higher concentration of nanoparticles increased the expression of the key 
genes involved in the biosynthetic pathway of indole alkaloids. This increase continued up to 48 h after 
treatment, but then reduced. The highest expressions of STR, SGD, DAT, and PRX genes were obtained by 
290, 186, 193, and 287% increase, respectively, in 48 h after the treatment of 100 mg/l TiO2 nanoparticles 
(as the most effective treatment with the highest percentage of cell viability).  
Conclusion: in the face of TiO2 nanoparticles, as an elicitor and stress-causing agent, the expression of the 
genes involved in the biosynthesis of indole alkaloids is induced to achieve defense against the stressful 
agent and then the expression of the genes decreases after the passage of time and reduction of stressful 
symptoms. In general, the concentration of 100 mg/l TiO2 and the extraction of metabolites in 48 h after 
the treatment can be introduced as a promising stimulus to increase the content of indole alkaloids. 
According to the results, it is suggested that the exact mechanism involved in this metabolite increase be 
further investigated. 
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 "مقاله پژوهشی"
 

های ثانویه گیاه متابولیتهای درگیر در تولید بیان ژنتاثیر نانوذرات اکسید تیتانیوم بر 
 (Catharanthus roseus) پریوشدارویی 

 

 یاریمحمّد آب
 

 (m.abyari@cfu.ir: مسوول، )نویسنده یرانتهران، ا یان،دانشگاه فرهنگ یه،گروه علوم پا
 4/11/1401تاریخ پذیرش:            23/6/1401تاریخ دریافت: 

 206 تا 198 صفحه:
 

 مبسوط چکیده
 یبالا یمتق یلدلبه است.خون فشار ضدو ضدسرطان  یدهایمهم آلکالوئ منبع، Catharanthus roseus یبا نام علم یوشپر ییدارو یاهگ مقدمه و هدف:

ارزیابی تاثیر هدف . بنابراین، این مطالعه با اندشدهپیشنهاد  آنها یدتول یشافزا رایبافت بکشت هایتکنیک یوش،پر یاهگ آنها دراندک  یو محتو هامتابولیت ینا
  در گیاه پریوش انجام شد. مهم داروییترکیبات فعال بیوسنتز  یرمس یدیکل هایژن یانبر ب( 2TiO) یتانیومت یدنانوذرات اکس

کشت  برای BAP (mg/L 5/0)( و mg/L 1) D-2,4 رشد کنندهتنظیمدو درکنار  یهپا یطعنوان مح( بهMSو اسکوگ ) یکموراش یطز محا ها:مواد و روش
 یتردر ل گرمیلیم 100و  50، 0 هایغلظت با یرشد سلول یکپدر پریوش کشت سوسپانسیون استفاده شد. یسلول یونسوسپانس تولید و کالوس القاء ،برگ

از . شد سنجش PCRTime -Real تکنیک با PRXو  STR ،SGD ،DAT هایبیان ژنیمار، از ت بعدساعت  72و  48، 24شد. در ادامه، تیمار  2TiO نانوذرات
 .استفاده شد یسلول مانیجهت سنجش زندهنیز  یومآزمون تترازول

و  24، گذشت زمان )از وجود نداشت، با اینحال 2TiO نانوذرات یتردر ل گرمیلیم 100و  50بعد از تیمار مانی داری مابین درصد زندههرچند تفاوت معنی نتایج:
 باعث افزایش بیشتر بیان یتر( در ل گرمیلیم 100 به 50)از  2TiOکاربرد غلظت بالاتر نانوذره  مانی سلولی شد.ساعت( باعث کاهش زنده 72ساعت به  48
ساعت بعد از تیمار ادامه یافت اما بعد از آن کاهش یافت. بیشترین بیان  48شد. این افزایش تا یدهای پریوش آلکالوئ یندولابیوسنتز  یرمس یدیکلهای ژن
 عنوانبه) 2TiO نانوذره یتردر ل گرمیلیم 100 تیمارساعت بعد از  48در درصد افزایش  287و  193، 186، 290با  ترتیببه PRXو  STR ،SGD ،DATهای ژن

 . ندبدست آمد (مانی سلولیموثرترین تیمار با بیشترین درصد زنده
دفاع شود تا القاء مییدها آلکالوئ یندولاهای درگیر در بیوسنتز بیان ژن ابتدا، زاو عامل تنش یک الیسیتور عنوانبه، 2TiO در مواجه با نانوذرات گیری:نتیجه

  100درکل، غلظت . یابدمیهای فوق کاهش زا )نانوذره(، متعاقبا بیان ژنعلائم تنش کاهشزا حاصل شود و بعد از گذشت زمان و در برابر عامل تنش
 معرفی کرد.یدها آلکالوئ یندولاافزایش محتوی امیدبخش محرک عنوان هبتوان میرا ساعت بعد از تیمار  48ها در و برداشت متابولیت 2TiO یتردر ل گرمیلیم

 شود که مکانیزم دقیق درگیر در این افزایش متابولیت مورد بررسی بیشتر قرار گیرد.با توجه به نتایج، پیشنهاد می
 

 یتانیومت یدنانوذرات اکس ،یهثانو هاییتمتابول یی،دارو یاهگ یوش،پر کلیدی: هایواژه
 

 مقدمه
 یاهگ یک Catharanthus roseus یبا نام علم یوشپر    

باشد که می Apocynaceaeمتعلق به خانواده مهم  ییدارو
خود  یهارا در اندام ترکیبات فعال زیستیاز  یمجموعه متنوع

 یاهگ یناز ا یدنوع آلکالوئ 120 ، حدودتاکنون. کندیم تولید
تا  2/0 تنها به گیاهیشی رو یکردر پها استخراج شده که مقدار آن

بع مهم من یوشپر یهابرگو ها ساقه(. 8رسد )میدرصد  1
 ءکه جز باشندمی بلاستینینوو ن کریستیینو یدهایآلکالوئ
 ،هاینعلاوه بر ا .آیندبه شمار میضدسرطان  یداروها
 یزن یاهگ هاییشهدر ر ینسرپنتو  یسینآجمال یدهایآلکالوئ

 (.11) شوندتلقی میخون ضد فشار یکه داروها یابندیتجمع م
 یکتوسیدیناستر یمآنزیدها، آلکالوئ یندولادر مسیر بیوسنتز 

به  ینو سکولوگان یپتامینتر یلتبد سبب( STR) ینتازس
 یندولا یدتول سازپیشکه  شودیم یکتوسیدیناستر

 یدتا تول یدهاآلکالوئ مسیر بیوسنتز تمام. یدهاستآلکالوئ
 در  یر، مسلحظه ینو از ا استمشترک  یکتوسیدیناستر
 .شودیمنشعب م یدهاآلکالوئ کنندهیدتول یاهیگ هایگونه

 یکتوسیدیناستر یلتبد سبب قرار دارد که SGDدرادامه، آنزیم 
به نوبه نیز  PRX آنزیم. شودیم آگلیکوزید یکتوسیدیناستر به

تبدیل  بلاستینینو-آنهیدرو را بهین کاتارانتو  دولینینوخود 
دولین نیز . ترکیب ویناستن کریستیینوساز کند که پیشمی

 یمتق خاطر بهدر کل، . (13) شودتولید می DATتوسط آنزیم 
 ،یوشپر یاهگ آنها دراندک  یو محتو هامتابولیت ینا یبالا

 یدهایآلکالوئ یدتول یشافزا جهتبافت کشت هایتکنیک
 (.11) مورد توجه قرار گرفته اند یوشپر
تبدیل به ابزار  یاهیکشت اندام، بافت و سلول گ هایتکنیک    
. اندهای ثانویه گیاهی شدهدر تحقیقات متابولیترزشی ا با

تا شواهد  بر آن دارند یسع هاتکنیک ینبا استفاده از ا محققان
 یسمو مکان هایتمتابول یوسنتزب یدر رابطه با چگونگ یشتریب

  تولیدترتیب بتوانند بدیندست آورند و به هاآن یمیتنظ
 بدهند یشافزا دارویی گیاهان رارزش را د با یهثانو هاییتمتابول

ی سلول یوناز جمله سوسپانس بافتفنون کشتدر این بین،  (.24)
انبوه  یدتول یمناسب برا یحلراهو کاربرد الیسیتورها 

)مثل زیستی  یسیتورهایال تاکنون، .است یهثانو هاییتمتابول
)مثل اشعه فرابنفش، ترکیب  و غیرزیستیقارچ، باکتری و غیره( 
-یندولا یدتول افزایشمنظور به متنوعیشیمیایی، و غیره( 

مورد  پریوشگیاه دارویی  یسلول یوندر سوسپانس یدهاآلکالوئ
الیسیتورهای  شناساییبا این حال، . (23) اندمطالعه قرار گرفته

تولید ترکیباتی مهمی افزایش راه را برای  دتوانکارآمدتر می
 ینو سرپنت یسینآجمال بلاستین،ینو ،نکریستیینوهمچون 

 تسهیل نماید.
 یدنانوذرات اکسالیستیورهای مبتنی بر نانوذرات، از جمله    

  اند.مورد توجه قرار گرفته کشت بافت(، در 2TiO) یتانیومت
 ۀنوع گونه، مرحل مبنایبه نانوذرات بر  یاهپاسخ گطور کلی، به
 تاثیر با اینحال،؛ باشدمینانوذرات متفاوت  یتسن و ماه یشی،رو

 اثبات شده است  یاهاندر گ 2TiOنانوذرات ازجمله  بعضیمثبت 
 

 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري
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 200..... ............................................................................................................. یهثانو هاییتمتابول یددر تول یردرگ هایژن یانبر ب یتانیومت یدنانوذرات اکس یرتاث

 عیتسر ،(26) یتراتجذب ن یشافزا سبب 2TiO نانوذرات(. 22)
 یتو فعال بهبود جذب نور ،(15) یبه مواد آل یرآلیمواد غ یلتبد
. دنشویمدیگر  و فرایندهای کلیدی سلولی (14) وبیسکور یمآنز

 یاشمحلول پ یراث( ت2021) کارانمهو  Aghaeiای، در مطالعه
بر پاسخ  (یترگرم در لیلیم 80 ، و0 ،10 ،20 ،40) 2TiOنانوذرات 

العه مط یتحت شور را یانزن یاهاسانس گ یوشیمیایی و محتویب
با  2iOTنانوذرات  یمحلول پاشنشان داد که آنها  یجنتاکردند. 
انس سبب بهبود عملکرد اس یترگرم بر ل یلیم 40و  20غلظت 

اهد با ش یسهدرصد( در مقا 4/3اسانس ) یمحتودرصد( و  6/7)
امعلوم نبر گیاهان  2TiO تاثیر نانوذراتسازوکار هرچند  .(2) شد

ک تحری سببماده  ینا رسد کهاست؛ با اینحال، به نظر می
 اکسیدانت و حذفسامانه آنتی کلیدی همچون فرایندهای

شود و از این طریق انرژی و ماده لازم یم آزاد هاییکالراد
 .(6) کندهای ثانویه را حفظ میبرای بیوسنتز متابولیت

اطلاعاتی درباره تاثیر ، هنوز یعلم هاییافتهبا توجه به     
 یندولامسیر بیوسنتز های بر بیان ژن 2TiOنانوذرات 

بنابراین، این مطالعه با هدف . در دسترس نیستیدها آلکالوئ
، STR ،SGD هایژن یانببر  2TiOبررسی تاثیر نانوذرات 

DAT  وPRX انجام شد پریوشدارویی  یاهگ در. 
 

 هامواد و روش
 (TiO2) یتانیومت اکسیدینانوذرات د

 25ذرات  یانگین اندازهبا م2TiO از نانوذرات آزمایش، یندر ا    
 سوسپانسیون یهته یبرا ( استفاده شد.شرکت سیگمانانومتر )

 آباز یتر در ل گرمیلیم 100و  50، 0 هاینانوذرات در غلظت
 سوسپانسیون نیز از یسازپراکندهبرای  استفاده شد. دیونیزه

بهره گرفته یقه دق 30به مدت ( 160W, 35KHz) یکاسیونسون
نانوذره  یونذرات، سوسپانس تراکم مجدداز  انعتمم جهت .شد

 .نگهداری شد مغناطیسی همزن یتا زمان استفاده رو
 .است آورده شده 1در جدول  2TiOمشخصات نانوذرات 

 2TiOمشخصات نانوذرات  -1جدول 
nanoparticles 2Characterization of TiO .Table 1 

 2TiO نانوذرات

NPs2 TiO 
 (g2m-1سطحی )مساحت 

)1-g2surface area (m 
 (g3cm-1حجم تخلخل کل )

)1-g3Total pore volume (cm 
 خلوص
Purity 

 (nm) متوسط اندازه 
medium size (mm) 

 white powder 22 0.33 99.9%  25 د پودر سفی

 یون سلولیسوسپانسریزنمونه و 
 پسو سشده تهیه کالوس  یهته برای گیبرهای ریزنمونه    

عنوان ( بهMSو اسکوگ ) یکموراش یط. از محشدند یضدعفون
D (mg/L 1 )-2,4 های رشدکنندهتنظیمدو درکنار  یهپا یطمح
 تولید و کالوس ءالقا ،کشت برگ برای BAP (mg/L 5/0)و 

 2 یون،سوسپانس یهته جهتاستفاده شد.  یسلول یونسوسپانس
 100 )حاوی لیترییلیم 500 ارلنیک  در تردد گرم از کالوس

ور د 120با شدت  انکوباتور یکرش یرو (کشت یطمح لیتریلیم
 . (28) فتقرار گر یکیتار و گرادسانتی درجه 25 یدما ،یقهدر دق
 نانوذره یسیتوررشد و اعمال ال یمنحن

  روز 3 هر ی بدین گونه تعیین شد کهرشد سلول یکپ     
تر وزن سپس مقدارو  شدانجام برداری نمونه یک ماه تابار یک

رشد  یکپحصول پس از  .(28) شد سنجش هاو خشک سلول
در  گرمیلیم 100و  50، 0در غلظت  2TiO هاینانوذره ،یسلول

ساعت  72و  48، 24، در ادامه. نددش افزوده کشت یطبه محیتر ل
 وزن فیلتر و سپس یصاف باهر ارلن  یمحتو یمار،پس از ت

و در  یچیدهپ ینیومیآلوم یلدر فو هانمونه شد. یادداشتها نمونه
 -80 یدر دما RNAگرفتند تا زمان استخراج  رقرا یعازت ما

 .محفوظ بمانند گرادیدرجه سانت
 cDNAو ساخت  RNA استخراج

و  RNX-PLUS یتک سلولی از طریق RNA محتوی   
 یفیتک. استخراج شدیناژن سشرکت دستور شرکت  مطابق
RNA ودرصد  5/1الکتروفورز ژل آگارز  استخراجی توسط 

 جهت DNaseI یماز آنز. تعیین شد نانودراپتوسط  آن غلظت
با استفاده  cDNA در ادامه، استفاده شد. یژنوم یحذف آلودگ

با  PCR واکنشساخته شد.  یناژن(س) cDNAسنتز  یتکاز 
 cDNA سنتز صحتاز  یناناطم برای 18S rRNAآغازگر 

درصد  5/1ژل آگارز  یرو هانمونهالکتروفورز  بعد ازانجام شد. 
(w/v) ،سنتز  یفیتکcDNA شد. ییدساز ژل تأمستند با 

 Real-Time PCR واکنش
 یطراحبرای  Primer3افزار نرمو  NCBIاطلاعات ژنی از     

 PRXو  STR ،SGD ،DATهای ی مربوط به ژنآغازگرها
از هر تکرار  RNAسه نمونه . (2گردید )جدول استفاده 

را تشکیل  RT-PCRبیولوژیکی باهم ادغام گردیدند تا خزانه 
دهند. برای هر خزانه نیز سه تکرار تکنیکی لحاظ شد و از 

ها استفاده شد. میانگین آنها برای برآورد فراوانی نسبی رونوشت
SYBR Green (5X ،)میکرولیتر  3شامل  RT-PCRواکنش 

 Primer F (10میکرولیتر  cDNA (1 μg/μl ،)1میکرولیتر  2

pmol/μl ،)1  میکرولیترPrimer R (10 pmol/μl و )15 
میکرولیتر،  100سازی به بود که بعد از رقیق O2ddHمیکرولیتر 

میکرولیتر آن بعنوان الگو برای اجرای واکنش استفاده  5از 
عنوان به 18s-rRNAاز ها ژن یانب یریگجهت اندازهگردید. 

هر نمونه  CTمقدار  استفاده شد.مرجع ژن  یا یکنترل داخل
 یینتع Line Gene Kافزار نرم وسیله به هاهر کدام از ژن یبرا

سازی کمی رویکرد به کمکها تغییرات کمی بین نمونه شد.
 .(18)تعیین شد  CT نسبی
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  یدهاآلکالوئ یندولاهای کلیدی بیوسنتز ژن یانب سنجش برایمورد استفاده  یآغازگرها -2جدول 
Table 2. The primers used to measure the expression of key genes involved in the biosynthesis of indole alkaloids  

 نام ژن و آغازگر
Gene and primer names 

 توالی آغازگر
Primer sequence 

قطعه )جفت باز(طول   

Fragment length (bp) 

STR F:5’TCGGATAGTGAAGTATTGGCTA3’ 
R: 5’GGTGGTGGAAGTGGTATAAC3’ 219 

SGD F: 5’GATGCTATTGATGATGGT3’ 
R: 5’TTGCTTCTTGACTAACTC3’ 200 

DAT F: 5’GGCAGTGAAGATACTACAG3’ 
R: 5’GGAATCAGAAACCAATAACG3’ 192 

PRX1 
F: 5’GCTCTGACATACTTGCTCTC3’ 

R: 5’ATTCTTGGTTGCGAGTGA3’ 
182 

18S rRNA F: 5’GCAACAAACCCCGACTTCTG 3’ 
R: 5’TGCGATCCGTCGAGTTATCA3’ 102 

 یسلول یمانزنده
تفاده اس یسلول یمانزنده جهت سنجش یومتترازول آزموناز    

بکار  ومیتترازول یتربر ل گرمیلیم 5غلظت  این آزمون،شد. در 
شت کاز  یترلیلیم 75/0، یسلول یمانزندهجهت تعیین . رفت

شده  لوطمخ رازولیوماز محلول تت یترلیلیم 5/1با  یونسوسپانس
چند  ،در ادامه گرفت.قرار  یکرش یرو روزیک شبانهو به مدت 
رار لام ق یروگیاه  یهاسلول یحاو یعکشت ما یطقطره از مح

. دشارزیابی  ینوریکروسکوپمدر  750 ییو با بزرگنما گرفت
 ندهز یهانسبت سلول شدند وقرمز رنگ شمارش  یهاسلول

 تعیین شد.به مرده 
 یآمار یلو تحل تجزیه

امل کطرح  یهبر پا یلفاکتور یشآزمااین مطالعه در قالب    
 SAS فزارا نرم در. در آزمایشگاه انجام شدسه تکرار با  یتصادف

 منظور به( ANOVAتجزیه واریانس )آیتم (، از 9.4)نسخه 
 ینحداقل تفاوت مع) LSD روشو از  هاداده یه و تحلیلتجز
یز با استفاده نمودارها ن .گردیداستفاده  یانگینم یسهمقا یبرا( دار
 ترسیم شدند. Office Excelاز

 و بحث یجنتا
ی، هنوز اطلاعاتی درباره اثر نانوذرات علم گزارشاتبا توجه به    

2TiO یدها در آلکالوئ یندولاهای مسیر بیوسنتز بر بیان ژن
لذا، این مطالعه با هدف بررسی تاثیر نانوذرات . دسترس نیست

2TiO  هایژن یانببر STR ،SGD ،DAT  وPRX یاهگ در 
 .انجام شد دارویی پریوش

ها نشان داد که با افزایش مانی سلولدرصد زندهمطالعه    
داری های زنده به طور غیرمعنیدرصد سلولغلظت نانوذره، 

توان گفت از حیث این ویژگی، یابد. بنابراین، میکاهش می
یتر نانوذره در ل گرمیلیم 100و  50اختلافی مابین دو غلظت 

2TiO های زنده با گذشت وجود ندارد. با این حال، درصد سلول
داری کاهش یافت؛ هرچند اختلافی مابین معنیزمان به طور 

بعد از تیمار وجود نداشت اما اختلاف این دو زمان با  48و  24
بنابراین، درصد  (.1 شکلدار بود )ساعت بعد از تیمار معنی 72

 ساعت بعد از تیمار مطلوب بود. 48و  24ها مانی سلولزنده

 

 
مابین تیمارها بر اساس دار . حروف مشترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره مانی سلولدرصد زنده -1شکل 
 48h post-treats ،48ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاختصارات:  است. LSDآزمون 

، تیمار نانوذرات NP-TiO2 50 to100 mg/lکنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 
 گرم بر لیترمیلی 100و  50 اکسید تیتانیوم

Figure 1. Cell survival percentage in different time periods and concentrations of TiO2 nanoparticles. The same letters 
indicate no significant difference at the 5% probability level in the LSD test. Abbreviations: pre-treats; before 

applying treatments; 24h post-treats, 24 hours after applying treatments; 48h post-treats, 48 hours after applying 
treatments; 72h post-treats, 72 hours after applying treatments; Co control; NP-TiO2, 50 and 100 mg/l TiO2 

nanoparticle treatment 
 

های رونویسی ژنکه  ه استنشان دادگذشته نتایج آزمایشات    
ای های پیچیدهترین مرحله تنظیمی در فرآیندمهم ،بیوسنتزی

آلکالوئیدها در سوسپانسیون که منجر به تجمع ایندول است
های ژن(. بنابراین، مطالعه بیان 4)د نشوسلولی پریوش می

STR ،SGD ،DAT  وPRX تواند رویکردی به مراتب می

اعتماد برای سنجش پاسخ متابولیکی تر و قابلهزینهسریعتر، کم
ین نتایج ما گویای ا زا باشد.به الیسیتورها و عوامل تنش پریوش

های موردمطالعه اثر تیمار نانوذره بر بیان ژنموضوع بود که 
(.3جدول دار بود )معنی
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 های متفاوتدر زمان 2TiO تحت تیمارهای موردمطالعه بیان ژن تجزیه واریانس -3جدول 
Table 3. Variance analysis of the expression of studied genes under NP-TiO2 treatment at different times 

 منبع تغییرات
Source of variance 

 درجه آزادی
Degree of freedom 

 mean square (MS) میانگین مربعات 
 STRژن  یانب

STR gene expression 
 DATژن  یانب

DAT gene expression 
 SGDژن  یانب

SGD gene expression 
  PRXژن  یانب

PRX gene expression 
 زمان
time 2 **849.34 *746.32 *567.75 **465.76 

 غلظت
concentration 2 *687.25 **575.43 **366.75 *546.32 

 غلظت× زمان 
time × concentration 4 **575.25 **365.65 **454.32 **354.75 

 خطا
error 18 42.16 31.46 26.54 19.54 

CV % - 13.14 8.7 7.36 10.4 
 درصد است. 5و  1داری در سطح گویای معنی ترتیببه **و  *علامت 

* and ** indicate significant at 0.05 and 0.01 probability levels, respectively 
 

 PRXژن  یانب
نقش مهمی در که است  پراکسیداز یک کنندهرمز PRXژن     

ایندول آلکالوئیدها و تولید در دایمریزاسیون منوترپنوئید
تحت  PRXژن  یانبردیابی . داردکریستین و وینبلاستین وین

 48 تا PRXسطح بیان ژن  که نشان داد 2TiOنانوذره  یمارت
بعد اما . داری افزایش یافت، به شکل معنیبعد از تیمار ساعت

را در روند کاهشی  PRXژن  بیان، از تیمار ساعت 72گذشت از 
به طور  PRXژن  بیانبا افزایش غلظت نانوذره،  .پیش گرفت

داری افزایش یافت بطوریکه سطح رونوشت این ژن با معنی
ساعت بعد از  48یتر در در ل گرمیلیم 100و  50های غلظت

 .(2شکل )بود  از شاهد یشترب درصد 192و  290تیمار، حدود 

ر الیستو القاءشده با PRXروندهای افزایش و کاهشی بیان ژن 
نیز گزارش داده شده است؛ دیگر  محققانتوسط با گذشت زمان 

کردند که  مشاهده( 2014و همکاران ) Almagroبرای مثال، 
طی  PRX بیان ژن افزایش و کاهش باعث میکروبیالیسیتور 

افزایش بیان رسد که به نظر می .(3) شوددر پریوش میزمان 
PRX  هایبیشتر اندامک تماس مرتبط بانانوذره بعد از تیمار 

تر، به عبارتی دقیق. است یژنبا اکسکلروپلاست و  یتوکندریم
یا  TRXجایگزین ژن  بعنوان گاهیژن این از آنجا که 

 هایاندامکتماس  لذا، نمایدمیتیوردوکسین در پریوش عمل 
 PRX سطح رونوشت منجر به افزایش با اکسیژن آزادسلولی 

زمان، بیان آن روند کاهشی را در با گذشت  شود که البتهمی
 . گیردمیپیش 

 
دار مابین تیمارها بر اساس . حروف مشترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره در سلول PRXبیان ژن  -2شکل 

 48h post-treats ،48ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاختصارات:  است. LSDآزمون 
، تیمار نانوذرات NP-TiO2 50 to100 mg/lکنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 

 گرم بر لیترمیلی 100و  50 اکسید تیتانیوم
Figure 2. PRX gene expression in periwinkle cells treated with TiO2 nanoparticles. The same letters indicate no 

significant difference at the 5% probability level in the LSD test. Abbreviations: pre-treats; before applying 
treatments; 24h post-treats, 24 hours after applying treatments; 48h post-treats, 48 hours after applying treatments; 

72h post-treats, 72 hours after applying treatments; Co control; NP-TiO2, 50 and 100 mg/l TiO2 nanoparticle 
treatment 

 

 DATژن  یانب
کند که در ترکیب با دولین را تولید می، وینDATآنزیم     

( را نکریستیینوساز )پیش بلاستینینو-ین، آنهیدروکاتارانت
نانوذره  یمارتحت ت DATژن  یانبنماید. ردیابی تبدیل می

2TiO طی گذشت زمان ژن  این سطح رونوشتکه  نشان داد
با ژن این بیشترین بیان  کند؛میاز یک روند افزایشی تبعیت 

با افزایش غلظت  .تیمار مشاهده شداز  ساعت 48 گذشت
داری افزایش یافت به طور معنی DATژن  بیاننانوذره، 

 100و  50های که سطح رونوشت این ژن با غلظتبطوری
 125و  186ساعت بعد از تیمار، حدود  48یتر در در ل گرمیلیم

روند افزایشی و کاهشی  .(3شکل )بود  از شاهد یشترب درصد
در گیاه پریوش تحت تیمار   با گذشت زمان DATبیان ژن

الیسیتور توسط پژوهشگران دیگر نیز نشان داده شده است. برای 
این بیان  کهنشان داد ( 2010)و همکاران  Liu هایمثال، یافته

برابر  پنجحدود از تیمار  بعدساعت  6اثر تیمار با اتیلن در  بر ژن
بیان  سطح ،ساعت 12 گذشت پس از شد درحالیکهکنترل  یمارت
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با  مشاهدات. این (10) کاهش یافت تیمار کنترلبه نصف  آن
با توجه به اینکه . توافق داشت DAT ژن رابطه با ما در نتایج

سطح  افزایش سبب ثانویه پیکیک  عنوانبهجاسمونات 
، SGDهای ژن )مثل های مرتبط به پاسخ دفاعیژن رونوشت

TDC ،DAT ،CPR  وDXS ایندول  درگیر در بیوسنتز
 2TiOنانوذره  یمارتکه رسد به نظر می شود، لذا( میآلکالوئیدها

های درگیر تواند بیان ژنمیجاسمونات بر مسیر  تاثیرگذاریبا 
 القاء نماید.را  ی پریوشآلکالوئیدها بیوسنتزدر 

 

 
دار مابین تیمارها بر اساس . حروف مشترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره در سلول DATبیان ژن  -3شکل 

 48h post-treats ،48ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاختصارات:  است. LSDآزمون 
، تیمار نانوذرات NP-TiO2 50 to100 mg/lکنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 

 گرم بر لیترمیلی 100و  50 اکسید تیتانیوم
Figure 3. DAT gene expression in periwinkle cells treated with TiO2 nanoparticles. The same letters indicate no 

significant difference at the 5% probability level in the LSD test. Abbreviations: pre-treats; before applying 
treatments; 24h post-treats, 24 hours after applying treatments; 48h post-treats, 48 hours after applying treatments; 

72h post-treats, 72 hours after applying treatments; Co control; NP-TiO2, 50 and 100 mg/l TiO2 nanoparticle 
treatment 

 

 STRژن  یانب
و تریپتامین از مسیر شیکیمات ، از ترکیب STRآنزیم    
 سنتز، استریکتوسیدین را ایریدوئیدسکوکولوگانین از مسیر س

ترپنوئید  ساز کلیدیو پیش آلکالوئیدیندولکه اولین ا نمایدمی
ژن  یانب ردیابی .باشدمی پریوش ی دیگرآلکالوئیدهاایندول
STR  2نانوذره  یمارتتحتTiO ژن  بیانسطح  نشان داد که
STR  که طوریبه و سپس کاهش یافتبا گذشت زمان افزایش

این ژن  سطح رونوشت، 2TiOنانوذره از تیمار  بعد ساعت 48
 ساعت 72بعد از اما داری نسبت به کنترل داشت. افزایش معنی

با افزایش  .را در پیش گرفتروند کاهشی  آن بیان، از تیمار
داری افزایش یافت معنیطور به STRژن  بیانغلظت نانوذره، 

  100و  50های بطوریکه سطح رونوشت این ژن با غلظت
 228و  193ساعت بعد از تیمار، حدود  48یتر در در ل گرمیلیم

روند افزایش و کاهشی بیان  .(4شکل )بود  از شاهد یشترب درصد
شده است.  مستند زاهای دیگر نیزبا الیسیتورها و تنش STRژن 

بیان ( نشان دادند که 2017و همکاران ) Roseus برای مثال،
 تیمار پریوش با الیسیتور قارچیبا  SGDو  TDC ،STRهای ژن

افزایش بیان ژن  .(19) و سپس کاهش یافتافزایش  نخست
STR  2نانوذره در مواجه با الیسیتورTiO اینتواند ناشی از می 

 واکنش فوق حساسیتسبب القاء  2TiOنانوذره مسئله باشد که 
شود ( میWei, 2010) یداس یکجاسمون( و تحریک مسیر 16)

شوند. می STRکه آنها نیز به نوبه خود سبب القاء بیان ژن 
 نشان دادند کهنیز  (2014و همکاران ) Sibérilعلاوه بر این، 

در  یناکس و جاسمونات مانندهایی یگنالس اثرتحت  STRژن 
 .(20) قرار داردپریوش گیاه دارویی  یسلول یونسوسپانس

 SGDژن  یانب 
  کدگلیکوزیداز را -استریکتوسیدین بتاآنزیم  ،SGD ژن    
در را که تبدیل استریکتوسیدین به ایندول آلکالوئیدها  نمایدمی

تحت  SGDژن  یانبردیابی . کندکاتالیز میهای جانبی شاخه
سطح  آشکار ساخت کهدر گیاه پریوش  2TiOنانوذره تیمار 

با گذشت زمان در حال افزایش است. به  SGDژن  رونوشت
، بیان این ژن به بیشینه مقدار پس از تیمارساعت  48نحوی که 
را در روند کاهشی  SGDژن  بیان، این زمان. بعد از خود رسید

به طور  STRژن  بیانبا افزایش غلظت نانوذره، پیش گرفت. 
داری افزایش یافت بطوریکه سطح رونوشت این ژن با معنی

ساعت بعد از  48یتر در در ل گرمیلیم 100و  50های غلظت
 .(5شکل بود ) از شاهد یشترب درصد 240و  287تیمار، حدود 

توسط  SGDروند افزایشی و کاهشی سطح رونوشت ژن 
Akhtar گزارش شده است بطوریکه  ( نیز2017) و همکاران

تیمار گیاه پریوش با پس از  سومدر روز آنها نشان دادند که 
 برابر شاهد رسید 4 ه حدودب SGDبیان  الیسیتور قارچی،

با عنایت  .(1) های زمانی بعدی کاهش یافتدر بازه درحالیکه
سطح رونوشت افزایش رسد که به چنین مشاهداتی، بنظر می

مربوط به پاسخ دفاعی و  بعد از تیمار الیسیتور SGD ژن
 (.27رسانی هورمونی باشد )مسیرهای پیام
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دار مابین تیمارها بر اساس . حروف مشترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره در سلول STRبیان ژن  -4شکل 

 48h post-treats ،48ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاختصارات:  است. LSDآزمون 
، تیمار نانوذرات NP-TiO2 50 to100 mg/lکنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 

 گرم بر لیترمیلی 100و  50 اکسید تیتانیوم
 

Figure 4. STR gene expression in periwinkle cells treated with TiO2 nanoparticles. The same letters indicate no 
significant difference at the 5% probability level in the LSD test. Abbreviations: pre-treats; before applying 

treatments; 24h post-treats, 24 hours after applying treatments; 48h post-treats, 48 hours after applying treatments; 
72h post-treats, 72 hours after applying treatments; Co control; NP-TiO2, 50 and 100 mg/l TiO2 nanoparticle 

treatment 

 
دار مابین تیمارها بر اساس . حروف مشترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره در سلول SGDبیان ژن  -5شکل 

 48h post-treats ،48ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاختصارات:  است. LSDآزمون 
، تیمار نانوذرات NP-TiO2 50 to100 mg/lکنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 

 گرم بر لیترمیلی 100و  50 اکسید تیتانیوم
Figure 5. SGD gene expression in periwinkle cells treated with TiO2 nanoparticles. The same letters indicate no 

significant difference at the 5% probability level in the LSD test. Abbreviations: pre-treats; before applying 
treatments; 24h post-treats, 24 hours after applying treatments; 48h post-treats, 48 hours after applying treatments; 

72h post-treats, 72 hours after applying treatments; Co control; NP-TiO2, 50 and 100 mg/l TiO2 nanoparticle 
treatment 

و  STR ،SGD ،DATهای بیان ژن از تغییر مشاهدات ما    
PRX  2نانوذره در مواجه باTiO  در گیاه دارویی پریوش نشان

 ءالقا 2TiOنانوذره تیمار توسط  ی کلیدیهابیان این ژنداد که 
 ساعت بعد از تیمار 48آنها  سطح رونوشت به نحوی که شد

با  موثرترین تیمار عنوانبه) 2TiOیتر نانوذره در ل گرمیلیم 100
، 186، 290 حدود ترتیببه( مانی سلولیبیشترین درصد زنده

با گذشت . افزایش یافتنسبت به شاهد درصد  287و  193
 شد که مشاهده هامتفاوتی برای این ژنالگوی بیان زمان، 
در مسیر  دخیلهای ژن مختلفپاسخ به توان را می آن عامل

. نسبت داد 2TiOنانوذره تیمار به  ی پریوشآلکالوئیدهابیوسنتز 
سیستم دفاعی القاء  با 2TiOنانوذره تیمار  رسد کهبه نظر می

در بیوسنتز  دخیلهای ژنپریوش منجر به افزایش بیان 
با  .شود( میبرای گیاه )بعنوان ترکیبات محافظ آلکالوئیدیندولا

توان به مکانسیم تر به تحقیقات گذشته مینگاهی دقیق
بیوسنتز در مسیر  دخیلهای ژنبر بیان  2TiOنانوذره اثرگذاری 
های رشد کنندهتنظیمبرد. در این راستا، پی ی پریوشآلکالوئیدها

 عنوانبه جاسموناتو ترکیبات محرک مثل اتیلن مثل گیاهی 
نقاط تاثیرگذاری الیسیتورها در گیاه پریوش شناخته شده اند 

نانوذره رسد که تیمار درنتیجه، به نظر می(. 29، 25، 21، 17)
2TiO  بیان یلن سبب افزایش اتو جاسمونات از طریق بکارگیری

 شود.آلکالوئید مییندولاهای درگیر در مسیر بیوسنتز ژن
همراستا با نتایج ما در خصوص تاثیرگذاری الیسیتور نانوذره 
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2TiO های ثانویه بیوسنتز متابولیتمسیر های درگیر در بر ژن
های ثانویه های مشابه با گیاهان و متابولیتیافتهپریوش، 

از پتانسیل بالایی  2TiOمختلف نشان داده است که نانوذرات 
های ثانویه باارزش در گیاهان دارویی برخوردار در تولید متابولیت

 ( اثر2019و همکاران ) Karimzadehهستند. برای مثال، 
بر یتر( گرم بر لیلیم 150و  100، 50صفر، ) یتانیومنانوذرات ت

 ینآلان یلفنو ( CAD) یدروژنازالکل ده ینامیلس یهاژن یانب
 Linumکتان ) یکشت سلولمحیط ( در PAL) یالیازآمون

usitatisimum) نتایج آنها نشان داد که  .(7) را بررسی کردند
-یلیم 150 غلظت در CAD یانب یشباعث افزا یتانیومنانو ذره ت
اثر زمان کاربرد  (2022و همکاران ) Kazemiشد.  یترگرم بر ل

صفات بر ( یترگرم در لیلیم 40، 20، 0) یتانیومنانوذرات ت
. (9) را ارزیابی نمودند (Satureja hortensisمرزه ) یوشیمیاییب

 یتانیومنانوذره ت یمارتیمار، ساعت پس از ت 48بر اساس نتایج، 
و همکاران  Fabriki-Ourang شد. یدفلاونوئ یشباعث افزا

 یرمس یهاژن یانب یبر الگو 2TiOانومحرک ن تاثیر (2019)
 یلانتیفولین(، شBBE) یدجبر ینبربریعنی  ینارینسنگوئ یوسنتزب

 یدروپروتوبربرین(، تتراهSTSسنتتاز ) یلوپین(، استCFSسنتتاز )
( و P6H) یدروکسیلازه ین(، پروتوپTNMTترانسفراز ) یلمت
 یرکب یراندر مامرا  (DBOX) یدازاکس یدروبنزوفنانتریدینه ید
(Chelidonium majus L) 500غلظت . (5) مطالعه کردند 
 500، 66، 63 یشافزا منجر به ترتیببه 2TiO یترگرم در لیلیم

نسبت  MSHو  STS ،P6H ،BBEژن  یاندر ب یدرصد 91و 
 ساعت پس از  72ساعت نسبت به  48و  24. زمان شدبه شاهد 

. شدنددر هر چهار ژن  یانب بیشینه سبب یپاشمحلول
Mazarie ( نیز 2019و همکاران )نانوذرات  یمحلولپاش یرتأث

2TiO (0 ،50  در ل گرمیلیم 100و )یزیولوژیکیبر صفات فیتر 
 یشبا افزارا کاوش نمودند.  (Salvia officinalis) یگل یممر

اسانس روند  محتوی ،(یتردر ل گرمیلیم 100) 2TiOغلظت نانو 
تمام این گزارشات . (12) به خود گرفتنسبت به شاهد  یشیافزا

شناخت پتانسیل مثبت نانوذرات  "بر دستاورد ما تحت عنوان 
2TiO تاکید دارند "های ثانویه پریوشدر افزایش متابولیت 
(30).  
 

 کلی گیرینتیجه
و  یسینآجمال بلاستین،ینو، نکریستیینواهمیت ترکیبات     

، STRهای پریوش و رابطه مستقیم بیان ژنین در گیاه سرپنت
SGD ،DAT  وPRX  یدها، ما را بر آن آلکالوئبا سطح این

های فوق مطالعه را بر بیان ژن 2TiOداشت تا تاثیر الیسیتور 
نانوذره باعث افزایش بیشتر بیان  2TiOغلظت بالاتر نماییم. 

شد. یدهای پریوش آلکالوئ یندولابیوسنتز  یرمس یدیکلهای ژن
ساعت بعد از تیمار ادامه یافت اما بعد از آن  48این افزایش تا 

و  STR ،SGD ،DATهای کاهش یافت. بیشترین بیان ژن
PRX  2 یتردر ل گرمیلیم 100در غلظتTiO  ساعت  48و در

 یتردر ل گرمیلیم 100، غلظت بنابراینبعد از تیمار بدست آمد. 
2TiO ساعت بعد از تیمار را  48ها در و برداشت متابولیت 

 توصیهیدها آلکالوئ یندولا تولید شرایط بهینهعنوان هتوان بمی
 کرد.
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