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 چکیده
سنتی  که روشاز آنجایی. باشدها تاکسول میاز مهمترین تاکساند. نباشمی شدهسرطانی شناختهترپنوئیدی با اثرات ضدترکیبات دی هاتاکسان

ها برای یافتن روشی کارآمد در این زمینه گسترش یافت و در نهایت روش تلاش ،تصادی بوداکارآمد و غیراقن ،استخراج تاکسول از پوسته درخت
افزایش  بهبود عملکرد و راهکارهایبهترین از ها محرکاستفاده از . معرفی گردیدترین شیوه در این زمینه مطلوب سلولبافت و  کشت آزمایشگاهی

از محرک  یتربر ل گرمیلیم 6۲۵/0و  ۱۲۵/0اثر دو غلظت  ،مطالعه یندر ا روایناز  .باشدیمی سلول هایدر کشتهای ثانویه تولید متابولیت
قرار  یمورد بررس سرخدار یسلول یوندرکشت سوسپانس III ینباکات یلاست ید-۱0تاکسول و  یزاندو و هفت روز بر م هایزمان یمس، طسولفات

گردد، یم III ینباکات یلاست ید-۱0( ٪43) داریمعن یشهفت روز باعث افزا یط یتربر ل گرمیلیم ۱۲۵/0غلظت که یحالدر داد نشان یجگرفت. نتا
اثر غلظت  مطالعهد. همچنین گردی( م۱6٪) DAB-10و  (٪23تاکسول ) داریمنجر به کاهش معن ،در همان مدت یتربر ل گرمیلیم 6۲۵/0غلظت 
ساعت  ۴8و  ۲۴، ۱۲طی ( txs، dbat ،bapt ،dbtnbtبیوسنتز تاکسول ) دخیل درچهار ژن مس بر بیان گرم بر لیتر سولفاتمیلی ۱۲۵/0انتخابی 

ها بسیار کم و در حد شاهد بوده و حتی در اما میزان بیان سایر ژن ،داشته یپنج برابر یشافزا ۱۲در ساعت dbat, نشان داد که گرچه رونوشت ژن 
ناچیز است   III دی استیل باکاتین-۱0شده در میزان مشاهده دارید. گرچه افزایش معنگردسرکوب بیان مشاهده می، ۲۴در ساعت  txsمورد ژن 

 تامل باشد.تواند قابلتولید تاکسول می سازیشعنوان پولی همین میزان نیز با توجه به اهمیت این ماده به
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ABSTRACT  
Taxanes are dipropenoid compounds with known anti-cancer effects. One of the most important Taxanes is 

Taxol. Since the traditional method of Taxol extraction from the yew bark was inefficient and non-

economic, attempts expanded to find an effective method. The tissue culture and cell culture was known as 

the most desirable method in this field. Using elicitors is one of the best ways to improve the production of 

secondary metabolites. Therefore, in this study, the effect of 0.125 and 0.625 mg/L of copper sulfate during 

two and seven days on the amount of Taxol and 10- Deacetylbaccatin III (10- DAB) in the cell suspension 

culture of T. baccata was studied. The results showed that the concentration of 125.0 mg / L over seven days 

resulted in a significant increase (43%) of 10- DAB, while the concentration of 0.625 mg / L over the same 

period resulted in a significant reduction of Taxol (23%) and 10-DAB (16%). Also, the effect of selective 

concentration of copper sulfate (0.125 mg/L) on the expression of txs, dbat, bapt and dbtnbt over 12, 24 and 

48 hours were studied. The results declared that the expression level of dbat increased five times after 12 

hours but the expression of other genes is very low and as the same as control, even expression of txs after 

24 hours suppressed. Although this significant increase in 10-DAB is negligible, but for the importance of 

this material as a taxol precursor, these results could be notable. 
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 مقدمه

 ;Taxus spp, Taxaceae)درخت سرخدار 

2n=2x=24) ًبه  از خانواده بازدانگان است که عموما

سبز در عرضهایی کند رشد، همیشهشکل درختچه

ی شمالی با کمی نفوذ به مناطق های میانی نیمکره

W) است گرمسیری گسترده شده ang et al., 2011.) 

ی ا گونهکه تنه ؛گونه است 9جنس تاکسوس شامل 

طور گسترده به (.Taxus baccata L)سرخدار اروپایی 

 2000تا  900 در ارتفاع و شود در ایران یافت می

های های البرز از آستارا تا جنگلمتری رشته کوه

 Nasiryآباد استان گلستان پراکنده گردیده است )علی

et al., 2015 Davarpanah, 2014; قادر  جنس(. این

نام تاکسان ترپنوئیدها بههی از دیبه تولید گرو

(Taxane) داروی ضد  تریناستفادهباشد. پرمی

ساز پیش 2همراه با  (Taxol)سرطان یعنی تاکسول 

 )صنعتی آن یعنی باکاتین تری مهم در ساخت نیمه

BAC) دی استیل باکاتین تری -10وDAB)   10ـ) 

اخته هایی هستند که تاکنون شنترین تاکسانمهم

 ,Zhao et al., 2015; Cragg & Newman)اند شده

آن در درخت  یسازهاپیش و تاکسول. غلظت (2005

از پوسته  یممستق طوربه استخراج که است کم حدیبه

صرفه سازها مقرون بهپیشسنتز از یمهن یادرخت و 

علت پیچیدگی کامل تاکسول نیز بهباشد و سنتز نمی

Malik) باشدمقدور نمیمولکول و مسیر بیوسنتز   et 

al., 2011اییشهشکشت درون ،دو دهه گذشته ی(. ط 

 ینهزم ینروش در ا ینترکشت سلول، مطلوب یژهوبه

 هایینچون غربال لا ییهاشناخته شده است و روش

کشت،  یطشرا یسازینهبا عملکرد بالا، به یسلول

سازها، کشت دو فاز، پیش ها واستفاده از محرک

متابولیت و ... منجر به بهبود عملکرد در  مهندسی

  (Ranisree et al., 2004). کشت سلول گردیده است

 هایییکتکن یناز موثرتر یکیها محرک ازاستفاده 

سازی تولید است که در حال حاضر برای بهینه

 رودکار میهای ثانویه بهبیوتکنولوژیکی متابولیت

(Ramirez-Estrada et al., 2016 ها با محرک

صورت مستقیم و های سلولی، بهتحریک سیگنال

های مرتبط با مسیر را تحریک بیان ژن ،مستقیمغیر

های ثانویه کرده و موجب افزایش تولید متابولیت

Gorelick) گردندمی  & Bernstin, 2014.)  همچنین

دهی در ها برای شناسایی مسیرهای سیگنالاز محرک

 Zhao)استفاده شده است  های ثانویهتولید متابولیت

et al., 2003) خوبی ها بهگرچه نحوه عمل محرک

شناخته نشده است اما عوامل متعددی چون پیام 

ها، های یون کلسیم، فسفریلاسیون پروتئینرسان

سازی پروتئین کینازها و ... در این زمینه نقش فعال

دارای ها محرک .(Angelova et al., 2006)دارند 

ی ها. محرکباشندزیستی میستی و غیرمنشاء زی

یا ترکیبات معدنی  غیرزیستی شامل عوامل فیزیکی

توانند باشند که میمی های فلزیمانند نمک یا یون

 ینتولید متابولیت ثانویه را در کشت سلول و ریشه موی

 Baenas et) های مختلف گیاهی افزایش دهندگونه

al., 2014). 
بر  آنهامشاهده تاثیر برای  مختلف یهااز محرک

است.  یدهها در سرخدار استفاده گردافزایش تاکسان

تجمع  یزاندر م زیستییرغ یهااثر محرک یدر بررس

حداکثر تولید در حضور  ،T. mediaدر  هاتاکسان

دست آمد و نشان به سولفاتیلجاسمونات و وانادمتیل

به  ،ها علاوه بر نوع محرکتاکسان یدتول کهداده شد 

 ها نیز وابسته استحله رشدی سلولمر

.(Bonfill et al., 2003) یلاعمال مت ینهمچن-

افزایش متفاوتی موجب  T. cuspidataجاسمونات بر 

که نشان  یدهای مسیر تولید تاکسول گرددر بیان ژن

قرار دارند  یرمس یکه در انتها ییهاداد رونوشت ژن

 یشافزا یرمس یابتدا یهاکمتر از رونوشت ژن یاربس

 یمهندس یها براژن ینا یتاز اهم یکه حاک یابدیم

علاوه نشان داده . به(Nims et al., 2006)بود  یتمتابول

جاسمونات یلو مت یداسیسیلیکسال دو محرک کهشد 

 -III -10 O ینباکات یلاست ید -10یمدو آنز یتفعال

 یدو تول یشرا افزا P450 یتوکرومترانسفراز و س یلاست

و در واقع سنتز تاکسول با  کنندیرا القا متاکسول 

 دارد  یممستق ۀرابط هایمآنز ینا یتفعال

(Zhang et al., 2011) گرچه در .T. yannanesis ،

باعث القا تولید و آزادسازی تاکسول گردید  یون لنتانوم

تأثیر چندانی بر تولید تاکسول  T. chinensisاما در 
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 یزلاین سلولی ننداشت که نشان داد اثر محرک به 

W)وابسته است  u et al., 2001)طور جالبی . به

جاسمونات و نقره استفاده از سه محرک کیتوزان، متیل

نشان داد که استفاده ترکیبی از  T. chinensisبرکشت 

این سه محرک باعث افزایش تاکسول به چهل برابر 

کنترل، ده برابر استفاده تنها از نقره، شش برابر 

نها از کیتوزان و دو برابر استفاده تنها از استفادة ت

های که استدلال شد محرک باشدجاسمونات میمتیل

کنند. اثر های دفاعی متفاوتی را القا میپاسخ ،مختلف

ها نیز ها بعدها بر افزایش بیان ژنافزایی محرکهم

 ;Zhang et al., 2000)مورد تایید قرار گرفت 

Sabater-Jara & Pedrene, 2013).  استفاده از

در نقره و کلرید کبالت سولفات، نیتراتترکیب وانادیل

T. baccata  برابر کنترل  6/5میزان تاکسول را به

اسید، که استفاده از ترکیب سالیسیلیکدر حالی ؛رساند

جاسمونات و محرک قارچی آن را به شانزده برابر متیل

Y)کنترل رساند  ari Khosroushahi et al., 2005) .

آمیزی در برخی صورت موفقیتهای مس نیز بهنمک

اند. در این های گیاهی مورد استفاده قرار گرفتهسلول

مس همراه با ترکیب محرک زمینه استفاده از سولفات

زیستی قارچ باعث افزایش ده برابری سنگوئینارین 

(Sanguinarine)  در خشخاش گردید(Balažová et 

al., 2008). مس در کشت ستفاده از سولفاتهمچنین ا

تنها باعث افزایش  نه  Thalicrum rugosum سلولی

بلکه با  ،گردید ((Berberine تولید متابولیت بربرین

پذیری غشاء موجب افزایش ترشح بربرین از تغییر نفوذ

 (.(Kim et al., 1991 سلول به محیط کشت شد

ن نیز موجب افزایش بیاپنیر باد  مس در گیاهسولفات

W)های مسیر تولید ویتافرینژن ithaferin)   گردیده و

 میزان این متابولیت به چهارده برابر شاهد رسید

((Baldi et al., 2008. پژوهش حاضر با توجه به  در

ها در صنعت داروسازی جهان، با اهمیت ویژه تاکسان

هدف افزایش این ترکیب دارویی ارزشمند، اثر محرک 

-10ر میزان تولید تاکسول ومس بغیرزیستی سولفات

 یطدر شرا III(10-DAB)  دی استیل باکاتین

-مورد بررسی قرار گرفت. همچنین به یشگاهیآزما

های مکانیسم عمل محرک بر بیان ژن منظور بررسی

در کشت سوسپانسیون  آنهادرگیر در چرخه تولید 

 مورد مطالعه قرار گرفت. T. baccata سلولی 

 

 
C                                                   B                                             A                      

 (Cیافته پس از پنج واکشت در محیط کشت جامد، رشد هایینهپ (B در محیط جامد، ینهپالقا  (Aهای سرخدار شتک .1 شکل
 شت مایعسوسپانسیون سلولی پس از پنج واکشت در محیط ک

Figure 1. Taxus baccata cell cultures A) Callus induction in solid medium B) Calluse after five 

subcultures in a solid culture medium C) Cell suspension after five subcultures in a liquid medium  

 
 هامواد و روش

 مواد گیاهی و شرایط کشت

از گیاه مادری    T. baccata ن گیاههای جواسرشاخه

شده در پردیس کشاورزی و منابع طبیعی کاشته

ها ابتدا بهریزنمونه آوری گردید.دانشگاه تهران جمع

به ٪۷0اتانول باساعت آبشویی شده سپس  3مدت 

 1۴مدت به ٪5و سدیم هیپوکلریت ثانیه  30مدت 

سه بار شستشو سپس دقیقه ضدعفونی سطحی شده و 
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آب مقطر استریل در زیر هود صورت گرفت. قطعات با 

متر بریده شده و روی محیط سانتی 5/0ساقه به طول 

B5 (Gamborge et al., 1968)  گرم بر لیتر میلی 2با

گرم بر لیتر کینیتین، میلی 2/0نفتالین استیک اسید، 

گرم بر لیتر میلی 500گرم بر لیتر توفوردی، میلی 2/0

گرم بر لیتر  8بر لیتر ساکاروز و  گرم 30 پی،ویپی

گراد برای القاء درجه سانتی 25 آگار در تاریکی و دمای

کردن واکشت یکبار نگهداری شده و هر سه هفته ینهپ

از در محیط یکسان با قبل صورت پذیرفت. پس 

با قرار  ،، ایجاد سوسپانسیون سلولیواکشت حداقل پنج

محیط  لیترمیلی 100 گرم پینه شفاف در 5/2 دادن 

ها آغاز شده و ارلن لیترمیلی 250های کشت در ارلن

دور در دقیقه در تاریکی  100بر روی شیکر با سرعت 

(. 1گراد قرار گرفتند )شکلدرجه سانتی 25و دمای 

ها، در سازی سلولپس از حداقل سه واکشت و همسان

ها با ها )روز هفتم(، سوسپانسیونفاز نمایی رشد سلول

 625/0، 125/0مس با دو غلظت سولفات محلول

برابر  25و  5ترتیب معادل با گرم بر لیتر )بهمیلی

. برای هر ( تیمار شدند5B مس در محیط کشتسولفات

های بازه زمانی یک شاهد در نظر گرفته شد و به ارلن

شاهد در حجم برابر با محرک آب مقطر اضافه گردید. 

ی زمانی، دو روز و هفت هایافته در بازههای رشدپینه

-روز بعد از اعمال تیمار با استفاده از کاغذ صافی جمع

گراد نگهداری درجه سانتی -80آوری و در دمای 

 شدند.

 

 III دی استیل باکاتین-۱۰گیری تاکسول و اندازه

های سلولی توسط فریز گیری، نمونهابتدا جهت عصاره

شدن در ساعت شیک 16خشک و پس از  ،درایر

دقیقه  10حجمی/حجمی( و  1:9محلول متانول: آب )

میکرو  22/0 اولتراسونیک، با کمک ارلن خلاء و فیلتر 

ها از سایر مواد با متر صاف شده و جداسازی تاکسان

استفاده از قیف جداکننده و حلال دی کلرومتان 

صورت پذیرفت. در نهایت حلال توسط روتاری تبخیر 

استونیتریل  لیترلیمی 1گردیده و عصاره خشک در 

HPLC  10 گیری تاکسول وحل شد. برای اندازه- 

 HPLCاز دستگاه  III  (10-DAB)دی استیل باکاتین 

k)همراه پمپ کنوئر  (Knauer)مدل کنوئر آلمان  -

k)، دتکتور کنوئر (1001  C8 ، ستون(2800-

 (mm, Perfectsil 250×46 )سیستم پردازش  و

استفاده  (Chrom-Gate)ت افزار کرومگاطلاعات با نرم

 55:۴5گردید. ترکیب استونیتریل: آب )

 1عنوان فاز متحرک، سرعت جریان حجمی/حجمی( به

 20شده لیتر بر دقیقه و مقدار نمونه تزریقمیلی

ها با مقایسه زمان خروج ماکرولیتر بود. شناسایی پیک

با  UVو طیف جذبی  (Retention time)پیک 

)سیگما(  III)سیگما( و باکاتیناستانداردهای تاکسول 

تر به دستگاه تزریق پیش ،های متفاوتکه در غلظت

سطح پیک متناسب نهایت شده بود صورت گرفت. در 

 با میزان تاکسان در نظر گرفته شد.

 

 تکثیر ژنو  cDNA سنتز، RNA استخراج
های از ترکیبی از روش RNAجهت استخراج  

CTAB استخراج با  (Liao et al., 2004; Kai et al., 

2006; Jaak ola et al., 2001; Chang et al., 1993) 
 RNAکیفیت و کمیت  ،استفاده گردید که با این روش

گرم از سلول پودر  2به اختصار  بسیار مناسب بود.

لیتر بافر استخراج توسط میلی 10با  ،شده با ازت مایع

درجه  65ماری دقیقه در بن 10ورتکس مخلوط و 

گراد قرار گرفت. سپس با حجم مناسبی از سانتی

حجمی/حجمی(  مخلوط و  2۴:1کلروفرم: ایزوآمیل )

 ۴دور در دقیقه در  1300 دقیقه سانتریفیوژ با 10

گراد صورت گرفت )دو بار تکرار(. در ادامه درجه سانتی

مخلوط  مولار 3استات حجم از سدیم 2/1فاز رویی با 

راد قرار گرفت. گدرجه سانتی 20-دقیقه در  30و 

 10حجم از کلراید لیتیوم  ۴/1سپس مایع رویی با 

گراد قرار درجه سانتی ۴ساعت در  16مولار مخلوط و 

دور در  1۴00دقیقه سانتریفوژ با  30گرفت. در نهایت 

گراد صورت گرفته و پلیت درجه سانتی ۴دقیقه در 

RNA شده و پس از خشکشسته ٪۷0توسط اتانول-

حل شد. سپس جهت  DEPCشدن در آب دپس 

RNA غلظت یفیت،و ک یتکم ییدتا توسط نانودراپ   

((Nano Drop 1و از الکتروفورز ژل آگاروز  یبررس٪ 

هر نمونه  RNA یکپارچگیو  یفیتک ییدتا یبرا
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cDNA (. برای ساخت2شد )شکل  استفاده از کیت  

بر طبق پروتکل شرکت سازنده   (Fermentas)فرمنتاز

و ژل  PCRبا واکنش  cDNAفیت استفاده شد و کی

 Real time آنالیزهای چک گردید.  ٪1آگاروز 

PCR چهار ژنdbat, ts ,bapt ,dbtnbt  که توسط

Onrubia et al. (2010) های کلیدی در از جمله ژن

اند مراحل اولیه و انتهایی بیوسنتز تاکسول عنوان شده

رهای با استفاده از پرایم ,((Actinدار اکتین و ژن خانه

SY)) یبرگرینسا یت( و ک1اختصاصی )جدول  BER 

Green PCR Mastermix یاژنتوسط دستگاه ک 

((QIAGEN real time PCR system  .انجام شد

 Ct یاصورت چرخه آستانه خام به یهاداده

(Threshold cycle) دست آمده و با در نظر گرفتن به

 یک نیب  Ctهر نمونه، تفاوت در مقدار  یسه تکرار برا

نسبت به کنترل  ییرصورت سطح تغنمونه و کنترل به

. سطوح نسبی رونویسی با استفاده از روش یدگرد یانب
CT∆∆- 2 .محاسبه گردید 

 

 آنالیز آماری
ها با سه تکرار مستقل در قالب یک تمامی آزمایش

ها با طرح کاملا تصادفی انجام شدند. میانگین داده

ط آزمون دانکن با در نظر توس SASافزار استفاده از نرم

مورد تجزیه واریانس  P ≥ 0.05گرفتن سطح اطمینان 

 .یک عاملی قرار گرفت

 

 
و  rRNA ،S28، دو باند مربوط به ژلمس. در با سولفات یمارشدهت یهاشده از نمونهکل استخراج RNAاز  ای. نمونه2شکل 

S18باشندیمشاهده موضوح قابلبه. 
Figure 2. A sample of total RNA extracted from samples ,which treated with copper sulfate. In the 

gel, 2 rRNA bands; 28s and 18s are clearly revealed. 

 

 یجنتا
 یزانم یریگحاصل از اندازه یجدر مطالعه حاضر نتا

متفاوت  یهاها و غلظتدر زمان DAB-10تاکسول و 

هر دو عامل  یرد که تاثنشان دا HPLCتوسط دستگاه 

ارتباط (. در 2جدول ) باشدیم داریزمان و غلظت معن

نسبت به کنترل، غلظت متعادل  DAB-10تغییر  با

مس پس از هفت گرم بر لیتر( سولفاتمیلی 125/0)

اما  ید،گرد DAB-10در میزان  ٪43روز باعث افزایش 

گرم بر لیتر( گرچه پس از میلی 625/0غلظت بالاتر )

هفت  پس از داشت اماافزایش جزیی را در بر ،روز دو

 ییربا تغ ارتباطدر  .یدگرد ٪23روز منجر به کاهش 

مس نسبت به کنترل، غلظت متعادل سولفات تاکسول

را  دارییمعن یر)دو و هفت روز( تاث در هر دو زمان

اما غلظت بالاتر پس از هفت روز منجر به  ؛نکرد یجادا

دو  ی، گرچه طیداکسول گردت یزاندر م ٪16کاهش 

نکرد. از این رو  یجادرا ا یداریمعن یرروز اول تاث

گرم بر لیتر و بهترین زمان میلی 125/0بهترین غلظت 

هفت روز شناسایی شد و بهترین نتیجه از این تیمار 

در ادامه تحقیق (. 3حاصل گردید )شکل DAB-10در 

جهت گرم بر لیتر( میلی 125/0این غلظت مناسب )از 

ها استفاده منظور بررسی بیان ژناعمال تیمار به

نشان داد  Nimes et al. (2006)رای اولین بار ب گردید.

های درگیر در مسیر که گرچه افزایش بیان در ژن

سرعت بعد از استفاده ها در سرخدار بهتولید تاکسان
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ها با ولی حداکثر میزان تاکسان ،دهدمحرک رخ می

از این زمان و معمولا در انتهای فاز تر فاصله طولانی

دهد. این نتایج بارها توسط محققین دیگر ثابت رخ می

 Exposito et al., 2009; Onrubia)نیز تایید گردید 

et al., 2013a; Sabater-Jara & Pdreno, 2013.) 
 Onrubia etدر تحقیقی توسط  در توضیح این مطلب

al. (2009) ی حاصل از این هانشان داده شد که آنزیم

ها پس از حذف رونوشت پایدار و فعال مدت ،هاژن

ها در رو مطالعات بررسی بیان ژنمانند. از اینباقی می

ساعت اول پس از اعمال  ۴8سرخدار، معمولا در طی 

 یناز هم یزحاضر ن یقگیرد. در تحقتنش صورت می

 ۴8و  2۴، 12ژن استفاده و  یانب یاصل جهت بررس

 یتربر ل گرمیلیم 125/0) یماراعمال تساعت پس از 

در  .یرفتها صورت پذمس( برداشت سلولسولفات

-قابل یش( افزا4ژن )شکل یانب یحاصل از بررس یزآنال

 dbat12, ژن  یانب یزانبرابر کنترل( در م 3/5) یتوجه

که با روند  یدمشاهده گرد یمارساعت پس از اعمال ت

ساعت ادامه  2۴تا زمان  برابر کنترل( 3/1) یکندتر

سطح با کنترل به ساعت هم ۴8کرده  و در زمان  یداپ

در ارتباط با ژن  یجالب طوربه. شودیم یکصفر نزد

txs ،ید،نسبت به کنترل مشاهده گرد یانکاهش ب 

ساعت تفاوت  12کاهش در زمان  ینا یزانگرچه م

 ،ساعت 2۴در زمان  یبا کنترل نداشت ول دارییمعن

برابر  3/0) یانب یزانسرکوب مباعث  یطور جدبه

در زمان   dbatو همچنان مانند یدگرد کمتر از کنترل(

شد. در  یکسطح با کنترل به صفر نزدساعت هم ۴8

 یاربس یانب یزانم  dbtnbtو baptارتباط با دو ژن 

و در حد کنترل بود و در  txs  و  dbatکمتر از دو ژن 

 ۴8و  2۴، 12مورد مطالعه ) یهااز زمان یکیچه

و کنترل  یمارنمونه ت ینب دارییساعت( تفاوت معن

  .یدمشاهده نگرد

 مورد مطالعه. یهاژن یرتکث یمورد استفاده برا یمرهایپرا ی. توال1جدول 
Table 1. Sequences of the primers used to amplify the genes under study  

Designation Primer sequence Product size (bp) 

   ACTIN ′3-GCGT GAAAT T GTCCGCGAT G-′5F:  148 

 

′3-CCGTTCT GCACCAATCGT GA-′5R:  

 TXS ′3-CCGT GT ACCCT ACAACCAAT AC-′5F:  118 

 

′3-TT GTT AGTCGCCAGCTCAAG-′5R:  

 DBAT ′3-CTCTCCACCCTT GACAATCT AC-′5F:  119 

 

′3-GAGAGAGCCT GCCGAATT AC-′5R:  

 BAPT ′3-AT GT GT GGGAGCGAAT GT GT-′5F:  137 

 

′3-CT AGCTT CACCAGTTCT CT ATTCC-′5R:  

 DBTNBT ′3-GAGGTT AAGCCCTCACT AGAAC-′5F:  104 

 

′3-GGAGGT GGGCAT ATCGAATC-′5R:  

  
 ها ه واریانس میزان تاکسانی. تجز2جدول 

Table 2. Variance analysis of Taxan 
M S      

10-DAB taxol Df S.O.V . 

**68820.50 **56000 1 T ime 

**69168.72 **54780 2 Concentration 

**111078.16 **131052 2 Concentration *Time 

251.25 689 10 error 

1.01 1.23   CV)% ) 

ns دار در سطح احتمال یک درصددار و معنیترتیب غیر معنیو **: به 
and nonsignificant, respectively  **, ns: significantly different at 1% 
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 بالای متفاوتسرخدار. حروف  B) 10-DABتاکسول  (A یزانمس بر مبا سولفات یمارغلظت و مدت زمان ت اثر یسه. مقا3شکل

 درصد است. 5بودن در سطح  داریمعن دهندهنشان نمودارها
Figure 3.  Comparison the effect of exposure time and concentration of copper sulfate on A) Taxol 

B) 10-DAB production. Signs with different letters indicate significant differences at p ≤ 0.05 

 

 

 
شده با یمارسرخدار ت یسلول یوندر کشت سوسپانس A )txs B    )dbat ،C    )bapt ،D )dbtnbt یهاژن ینسب یان. سطوح ب4شکل 

 درصد است. 5بودن در سطح  داریمعن دهندهنشان نمودارها بالای متفاوتمس. حروف سولفات یتربر ل گرمیلیم 125/0غلظت 

Figure 4. Relative expression level of A) txs, B) dbat, C) bapt, D) dbtnbt genes in T.baccata cell 

suspension cultures treated with 0.125 mg/L  copper sulfate. Signs with different letters indicate 
significant differences at p ≤ 0.05 
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زیستی سبب های زیستی و غیراستفاده از محرک

های ثانویه در بسیاری از افزایش تجمع متابولیت

یون مس در مطالعات  .گیاهان دارویی شده است

عنوان محرک بر روی گیاهان متفاوت اعمال بسیاری به

یون مس در شکل سولفات و  است. استفاده از شده

کلراید موجب القا تولید کومارین در خرفه و آفتابگردان 

-Bhuiyan & Adachi., 2006; Gutierrez) گردید

Coronado et al., 1995 .) همچنین استفاده از

 مس در کشت سوسپانسیون شوکران زهرآلودسولفات

(Conium maculatum L.)   افزایش تولید

دنبال را به (Furanocoumarins)فورانوکومارین 

علاوه استفاده از به .(Meier et al., 2015) داشت

مس در غلظت مناسب باعث افزایش سطح سولفات

 Trejo-Tapia et)در چغندر شد  (Betulain)بتالاین 

al., 2001 .)افزایی همچنین با توجه به اثرات هم

های زیستی و ها، یون مس همراه با محرکمحرک

 کار رفته استتی دیگر نیز بهزیسغیر

 (Cho et al., 2008b .) استفاده از یون مس در غلظت

مناسب همراه با عصاره مخمر میزان دکورزینول 

(Decurinol angelete)  را در کشت سلولی سنبل

 افزایش داد( Pueraria candolleiختایی )

(Korsangruang et al., 2010).  همچنین تیمار

مس همراه با از انگور با سولفاتهای جدا شده برگ

 ها گردیدمحرک قارچی باعث القا تولید فیتوالکسین

(Aziz et al., 2003 .)گزارش کرد  همین محقق بعدها

که غلظت و زمان استفاده از یون مس، بر افزایش 

در گیاه  (Ginsenoide)محتوای جینسنوئید 

. این مطلب (Aziz et al., 2006) جینسینگ موثر است

عنوان نمونه سط محققین بسیاری تایید گردید. بهتو

مس منجر به القا تولید میکرو مولار سولفات20 غلظت 

در کشت سلولی گل کاغذی  (Betalin)بتالین 

(Bougainvillea) های افزایش گردید و اولین نشانه

که در پس از ده روز مشاهده گردید در حالی

ی طول کشید تر مدت بیشترهای بالاتر و پایینغلظت

در تنها تحقیق  های افزایش مشاهده گردد.تا نشانه

 T. mediaحاصل از تاثیر یون مس بر میزان تاکسول 

نشان داده شد که مس تاثیری بر این تاکسان ندارد 

(Ciddi et al., 1995.) 

در مطالعه حاضر نیز نشان داده شد که یون مس 

حتی در  تنها تاثیری مثبتی بر میزان تاکسول نداردنه

گرم بر لیتر موجب کاهش این میلی 625/0غلظت 

متابولیت نسبت به کنترل می گردد. گرچه تاکنون 

های گزارشی در زمینه تاثیر مس بر سایر تاکسان

مطالعه حاضر نشان داد که  ،سرخدار وجود ندارد

گرم بر لیتر در زمان میلی 125/0تر غلظت پایین

-10ش در میزان تر )هفت روز( موجب افزایطولانی

DAB گردد. گرچه میزان این افزایش در مقایسه می

ها مانند افزایش چندین برابری حاصل از برخی محرک

جاسمونات، کوروناتین، سیکلودکسترین ناچیز متیل

 Onrubia et al., 2013b; Sabater-Jaraباشد )می

& Pdreno, 2013 ولی همین میزان نیز با توجه به .)

عنوان یکی از به DAB-10و اهمیت اهمیت سرخدار 

تامل تواند قابلهای مهم در تولید تاکسول میسازپیش

و اثر متقابل  یمارزمان تغلظت و مدت یتباشد. اهم

 یدتول یزانها بر ممحرک یرتاث یشدو، در افزا ینا

به اثبات  یاریبس ینتوسط محقق ثانویه هاییتمتابول

 Cho et al., 2008; Korsangruang et) است یدهرس

al., 2010) آزمون یدر مطالعات بعد رواین. از 

 یهامس در زماناز محرک سولفات یگرید یهاغلظت

 برنخواهد بود. علاوه  یدهاز فا یخال یمار،از ت یمتفاوت

 یرتاث یها بررسمحرک افزاییهم اثرات به توجه با این

و  یستیز یهامحرک یرمس با ساسولفات یبترک

 .رسدینظر مبه یتبا اهم یرزیستیغ

قابل ذکر است نتایج حاصل از مطالعه حاضر با 

باشد. همسو می et al. (2012 Bhuvaneswari)نتایج 

این محققین اعلام داشتند که در تاثیر کلرید مس بر 

بیشترین میزان  (Gymnema silvestre)گیمنا 

در اثر ( Gymnemic acideجیمنمیک اسید )

های طولانی حاصل رک و زمانهای پایین محغلظت

بهتر  ،های بالاترگردد و در صورت استفاده از غلظتمی

است برداشت زودتر صورت پذیرد. این محققین 

های بالا طی زمان همچنین بیان داشتند که غلظت

باعث ایجاد سمیت و کاهش بیومس و به دنبال آن 

در تحقیق دیگری نتایجی  .گردندکاهش متابولیت می
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مس بر مشابه با این مطالعه در تاثیر سولفاتکاملا 

 (.Bota & Deliu, 2011) دست آمدانگشت دانه به

صورت متضادی یون مس بر شبدر قرمز و گرچه به

 Coleus forskohlii) کشت ریشه مویین کولئوس

Briq) تر نتایج های بالاتر و زمان طولانیدر غلظت

 ;Kasporava et al., 2007) دنبال داشتندبهتری را به

Reddy et al., 2012.)  در این موارد شاید بتوان تحمل

مس و یا بالای این گیاهان نسبت به سولفات

های شیمیایی درونی در تجزیه ترکیبات سمی واکنش

در توضیح این مطلب که  را در این زمینه موثر دانست.

تاثیر مثبتی در  DAB-10ساز با وجود افزایش پیش

توان اشاره نمود گردد، میهده نمیمیزان تاکسول مشا

که چرخه تولید تولید تاکسول بسیار پیچیده بوده و 

-10ساز فرایندهای شیمیایی بسیاری بر روی پیش

DAB  پیش از تبدیل به تاکسول اثرگذار است. قابل

با وجود افزایش  ،در گزارشات متعددی که ذکر است

کسول در میزان تا ،سازهای تاکسولتوجه در پیشقابل

 ,.Exposito).تغییر چندانی صورت نپذیرفته است 

2009; Onrubia., 2010)  
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 یلپروپانو یلفن-BAPT (-C13ترانسفراز( ،  یلاست-III10-O ینباکات استیلید-10) DBATان سنتتاز( ،  ید )تاکسا

CoA- ترانسفراز( و DBTNBT  Onrubia et al. (2013a) ازاقتباس  ترانسفراز(. یلبنزوئ-Nتاکسول  یلئبنزوی)د 
Figure 5. A concise depiction of taxol biosynthetic pathway. The enzymes encoded by the studied 

genes are mark ed with arrow. TXS, taxadiene synthase; DBAT, 10-deacetylbaccatin III-10-O-

acetyltransferase; BAPT, C-13-phenylpropanoyl-CoA transferase; DBTNBT, debenzoyl taxol N-

benzoyl transferase. Adapted from Onrubia et al. (2013a) 

 

 )کد txsدر این مطالعه همچنین بیان چهار ژن 

دی ان سنتتاز( که در مراحل اولیه  کننده تاکسا

-taxa به  GGPPبیوسنتز نقش دارد و تبدیل میانجی 

4,11-dieneدار است، را عهدهdbat  10)کدکننده-

استیل ترانسفراز( که در -III-10-Oباکاتین  استیلدی

دی  -10اواسط مسیر بیوسنتز نقش دارد و تبدیل 

دار است. را عهده IIIین به باکات IIIاستیل باکاتین 

Bapt کننده )کد-C13- فنیل پروپانویلCoA- 

ترانسفراز( که اتصال حلقه جانبی فنیل آلانین به 

)کدکننده  dbtnbt دهد ورا انجام می IIIباکاتین 
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بنزوئیل ترانسفراز( که در -Nبنزوئیل تاکسول دی

آخرین مرحله تولید تاکسول نقش دارد، بررسی شد 

عنوان ل ذکر است که دو آنزیم آخر به(. قاب5)شکل

در مطالعه  شوند.ترانسفرازهای پایانی شناسایی می

کنترل دو ژن پایانی دور حاضر میزان کم بیان و در حد

از انتظار نبوده و در مطالعات بسیاری رونوشت 

( بسیار کمتر از baptو  dbtnbtترانسفرازهای پایانی )

 ,.Nimes et alت )ها گزارش شده اسرونوشت سایر ژن

محققین پیشنهاد نمودند که این  علاوه این(. به2006

ترانسفرازهای پایانی محدود کننده نرخ بیوسنتز 

باشند. همچنین در این مطالعه کاهش تاکسول می

Yنسبت به کنترل مشاهده گردید.  txsبیان  ousefi et 

al. (2015)  نشان داد که با افزایش غلظت محرک مس

درگیر در تولید متابولیت کاهش  DXRبیان ژن 

یابد. همچنین در مطالعه دیگری استفاده از یون می

مسیر تولید   1FNSمس موجب کاهش بیان ژن 

 ,Shahbazi & Riahimadvar)متابولیت گردید 

ها را مرتبط . در نهایت محققین کاهش بیان ژن(2014

با تجمع و تاثیر ترکیبات سمی تولید شده توسط 

و...( بر ماکرو  2O2ROS ,Hمس )مانند های یون

. (Adriano et al., 2001)های زیستی دانستند مولکول

قابل ذکر است که چرخه بیوسنتز تاکسول بسیار 

گیر در های درها و آنزیمپیچیده بوده و بسیاری از ژن

اند و افزایش و کاهش این مسیر تاکنون شناخته نشده

تغییر در میزان  طور قطع منجر بهبه ،بیان یک ژن

های بسیاری گردد و مسیرها و پروتئینمتابولیت نمی

-Ramirezدر این زمینه نقش خواهند داشت )

Estrada., 2014.) 

 

 گیری کلینتیجه

 تریینکه غلظت پامطالعه حاضر نشان داد در حالی

تر موجب افزایش در میزان محرک در زمان طولانی

10-DAB در همین مدتبالاتر  غلظتگردد اما می-

و تاکسول  DAB-10باعث کاهش میزان  ،زمان

ایجاد سمیت در  ،پیشینتوجه به تحقیقات با  گردد.می

تواند دلیل کاهش های بالا و زمان طولانی میغلظت

آنجا که دو ژن از  ،متابولیت باشد. در بررسی بیان ژن

کننده تولید تاکسول شناخته میپایانی، عوامل محدود

با دور از انتظار نیست. همچنین  ،کم بیانمیزان  شوند

نسبت به  txsکاهش بیان  توجه به سایر مطالعات،

تواند مرتبط با تجمع و تاثیر ترکیبات سمی کنترل می

های های مس بر ماکرو مولکولشده توسط یونتولید

چرخه بیوسنتز تاکسول بسیار پیچیده . زیستی باشد

طور قطع منجر هبوده و افزایش و کاهش بیان یک ژن ب

گردد و تحقیقات به تغییر میزان متابولیت نمی

 بیشتری در این زمینه مورد نیاز است.
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