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 هاي بادرنجبويهتجمع رزمارينيك اسيد و بيان ژن آنزيم تيروزين آمينوترانسفراز در گياهچه
)Melissa officinalis( نانو ذره اكسيد مس تيمار شده با  

  1زادهامين باقي و 2، فاطمه رضائي1معين الدين نصيري بزنجاني ،*1علي رياحي مدوار
  .كرمان، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته، پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، گروه بيوتكنولوژي 1

  مشهد، دانشگاه فردوسي، دانشكده علوم، گروه فيزيولوژي گياهي 2

  21/9/95 :تاريخ پذيرش    8/7/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
در اين . شوددر گياهان از طريق مسير بيوسنتز فنيل پروپانوئيدي توليد مييك تركيب با ارزش دارويي است و  رزمارينيك اسيد

 30هاي در گياهچه) TAT(تحقيق، محتوي رزمارينيك اسيد، فلاونوئيد كل و همچنين بيان ژن آنزيم تيروزين آمينوترانسفراز 
-ميلي 2000و  1000، 500، 200، 50، 0(ظتهاي مختلف نانوذره اكسيد مس غل ساعت با 8روزه بادرنجبويه تيمار شده به مدت 

داري معني به صورتهاي تيمار شده در تمامي غلظتها محتوي رزمارينيك اسيد گياهچه. مورد آناليز قرار گرفت) گرم بر ليتر
ترين غلظت نانوذره مشاهده شد با پايينها ه در تيمار گياهچهمؤثربيشترين محتوي اين ماده . نسبت به نمونه شاهد افزايش يافت

نيز الگويي مشابه با  TATجالب توجه اينكه، بيان ژن آنزيم . و با افزايش غلظت نانوذره در محيط محتوي آن كاهش يافت
م گرميلي 1000گراديان تا غلظت  به صورتهاي تيمار شده نيز محتوي فلاونوئيد كل گياهچه. محتوي رزمارينيك اسيد نشان داد

بر اساس . گرم بر ليتر كاهش يافتميلي 1000داري نسبت به غلظت معني به صورتبر ليتر افزايش يافت و در بالاترين غلظت 
بر بيان ژنهاي درگير در بيوسنتز تركيبات فنلي محتوي فلاونوئيد  تأثيررسد كه اين نانوذره با مي به نظرآمده، چنين  به دستنتايج 

  .  قرارداده است تأثيرحت و رزمارينيك اسيد را ت

  . بادرنجبويه، رزمارينيك اسيد، نانو ذرات اكسيد مس، فلاونوئيد: كليدي واژه هاي

  riahi.ali@gmail.com :پست الكترونيكي، 03433776611: تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه
ايها، از رده دو لپه) Melissa officinalis(بادرنجبويه گياه 

و جنس ) Lamiaceae(راسته لب گليها، خانواده نعنائيان 
  و M. officinalisها است و داراي دو گونه بادرنجبويه

M. romana اين گياه دارويي پراكنش وسيعي از  .باشدمي
  ).2(دارد  را تا نواحي غربي و مركزي ايران) 4(غرب اروپا 

هاي مختلفي از  امروزه از اسانس اين گياه به وفور در زمينه
شود  قبيل پزشكي، غذايي، عطرسازي و آرايشي استفاده مي

ضد ، )30(ضد توموري اين گياه داراي خواص ). 1(
بادرنجبويه . است) 28و  10، 8(ضد ويروسي  و باكتريايي

به دليل داشتن تركيبات فنلي نظير رزمارينيك اسيد و 

- خواص آنتي Eو  Aبرابر ويتامين  10كافئيك اسيد، 

بيشتر خواص درماني اين گياه را به ). 17(اكسيداني دارد 
  ).29(دهند ه آن يعني رزمارينيك اسيد نسبت ميمؤثرماده 

-دي-4، 3د و رزمارينيك اسيد، يك استر از كافئيك اسي

هيدروفنيل لاكتيك اسيد است كه در گياهان از طريق مسير 
 اسيد .)30(شود بيوسنتزي فنيل پروپانوئيدي توليد مي

هاي تيروزين و فنيل آلانين، سوبستراهاي اين مسير  آمينه
) TAT(بيوسنتزي بوده و آنزيمهاي تيروزين آمينوترانسفراز 

آنزيمهاي اصلي كاتاليز ) PAL(و فنيل آلانين آمينو لياز 
نتايج منتشر شده ). 30) (1شكل (باشند كننده اين مسير مي
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نشان داد كه تجمع ) 2006(توسط يان و همكاران 
) Salvia miltiorrhiza(رزمارينيك اسيد در گياه مريم گلي 

آنها گزارش . تحت تيمار با عصاره مخمر افزايش يافت
تيروزين  كردند كه تحت اين تيمار فعاليت آنزيم

فعاليت آنزيم  درحالي كهآمينوترانسفراز افزايش يافته، 
PAL  آنها افزايش در فعاليت آنزيم . تغيير نكرده بودTAT 

آن را  يوسنتز رزمارينيك اسيد دانستند ورا دليل افزايش ب

آنزيم كليدي در مسير بيوسنتز رزمارينيك اسيد معرفي 
  ). 37(نمودند 

اهميت دارويي و كاربردهاي صنعتي رزمارينيك  به دليل
هاي گياهي مختلفي از قبيل كنون توليد آن در گونهاسيد، تا

Melissa officinalis ،Orthosiphon aristatus ،Salvia 

miltiorrhiza  وColeus blumei  اليسيتورهاي  تأثيرتحت
، 14(زيستي و غير زيستي مورد بررسي قرار گرفته است 

  ).37و  26 ،22 ،21

  
  .)30( از سوبستراهاي تيروزين و فنيل آلانين دياس كينيرزمارهاي بيوسنتزي ريمسشماي كلي  -1 شكل

اهميت فلاونوئيدها در مقاومت به تنشهاي گوناگوني از 
بنفش و فلزات  ءقبيل گرما، سرما، خشكي، اشعه ماورا

اين متابوليتها خاصيت  ).34(سنگين به اثبات رسيده است 
اكسيداني دارند و ثابت شده است كه ميزان توليد آنها آنتي

و همچنين بيان ژن مرتبط با سنتز آنها در شرايط اعمال 
  ).35و  18(يابد تنش افزايش مي

مواد و  دساختار و عملكر بررسي علم نانوتكنولوژي به
پردازد كه حداقل يكي از ابعاد عملكردي آنها تركيباتي مي

ذرات،  ابعادبا كاهش  .)12(نانومتر باشد  100تا  1بين 
ه با يسدر مقا ، شيميايي و الكتريكي آنهاويژگيهاي فيزيكي

اين مواد در صنايع  .)27(كند تغيير مي حجيمحالت 
، نساجي، مختلف از قبيل صنايع غذايي، ميكروالكترونيك

ساختمان سازي، پزشكي و كشاورزي كاربردهاي بسيار 
 تأثيرگزارشات متعددي ). 36و  23، 16، 13( زيادي دارند

، 11( اندگياهان را گزارش نموده منفي و مثبت اين ذرات بر
 مطالعات انجام شده توسط اخيراً ).38 و 32، 21، 20، 15

Aminizadeh محتوي نشان داد كه ) 2016( و همكاران
تحت تيمار  Lepidium drabaهاي سولفارافان در گياهچه

 قرار گرفته است تأثيربا نانوذرات اكسيد مس و آهن تحت 
مثبت نانوذره نقره بر توليد مواد  تأثيرعلاوه بر آن . )9(
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 Calendula officinalisو  Artemisia annuaه در گياه مؤثر
 محتويافزايش  همچنين ).39و  15(شده است  ثابت

 گياه اسطوخودوستركيبات فنلي و رزمارينيك اسيد در 
)Lavandua angostifloria (نانوذرات نقره  تحت تيمار با

   ).6( گزارش شده است

رزمارينيك اسيد، فلاونوئيد كل  ميزان تجمعدر اين تحقيق، 
 روزه 30 هايدر گياهچه TATو همچنين بيان ژن 

غلظتهاي مختلف نانو با  ساعت 8 به مدت كه بادرنجبويه
 .آناليز قرار گرفتتيمار شده بود موردذرات اكسيد مس 

  مواد و روشها
در اين تحقيق، از بذرهاي نسل اول گياه : كشت گياه
براي ) تهيه شده از شركت پاكان بذر اصفهان(بادرنجبويه 

بذرها از هيپوكلريت  جهت ضد عفوني. كشت استفاده شد
به  درصد 70دقيقه و اتانول  10درصد به مدت  2سديم 
دقيقه با سه مرحله آبكشي با آّب مقطر استريل بين  2 مدت

عدد بذر ضدعفوني شده  30تعداد . مراحل استفاده شد
بر روي محيط كشت ) سانتيمتر 9با قطر (درون پتري ديش 

 MS) (Murashige and Skoog(اسكوگ - موراشينگ

. نددرصد كشت داده شد 8/0حاوي آگار ) 24() 1962
سانتي درجه  28 ±2انكوباتور در دماي پتري ديشهاي در 

درصد و تاريكي مطلق قرار  55 ± 5، رطوبت نسبي گراد
 ، پليتها به)روز پانزدهم( هابعد از جوانه زني بذر. گرفتند

، رطوبت 25±2 يدمابا  گلخانهداخل به  مدت پانزده روز
ساعت روشنايي و  16درصد و سيكل نوري  55 ± 5نسبي 

ها براي بررسي اثر گياهچه. منتقل شدند ساعت تاريكي 8
نانوذرات بر محتوي رزمارينيك اسيد، فلاونوئيد كل و بيان 

  .تيمار شدند TATژن 

به عنوان (صفر (غلظتهاي مختلف : هاتيمار كردن گياهچه
 )گرم بر ليترميلي 2000و  1000، 500، 200، 50، )شاهد

 درصد خلوص، نانومتر 60اندازهميانگين (نانواكسيد مس 
به  )NaBond Technology از شركت تهيه شده درصد 98

ليتر محلول هوگلند در ميلي 100جداگانه توزين و به  طور
گياهان پس . شدنداضافه ) ليتريميلي 250(اي شيشه ارلن

به ، از روي محيط پس از چندين بار آبكشي آورياز جمع
. ندقرار گرفت نانوذرهمعرض ارلنها در ساعت در  8 مدت

و هوادهي  تيمار لحاظ براي ايجاد محيطي يكنواخت از
 rpmبر روي شيكر با دور  در دماي آزمايشگاه ارلنهالازم، 
  .)26( قرار گرفتند 120

- محيط جمعها از بعد از گذشت زمان مورد نظر، گياهچه

به  ين بار شستشو با آب مقطر استريلآوري و بعد از چند
بافت كامل (ها نيمي از گياهچه. دو قسمت تقسيم شدند

رزمارينيك اسيد در  محتويبه منظور بررسي ) گياهچه
سايه و در هواي آزاد خشك شدند و نيمي ديگر به منظور 

 TATو بررسي بيان ژن  سنجش محتوي فلاونوئيد كل
منتقل  - 80له در ازت مايع منجمد و به فريزر بلافاص

  .)26( گرديدند

با مقدار رزمارينيك اسيد : سنجش مقدار رزمارينيك اسيد
) 2014(نصيري بزنجاني و همكارن روش  استفاده از

گرم از ميلي 100مقدار  ،به اين منظور. )26( گيري شداندازه
 10هاي تيمار شده و شاهد آسياب و بافت خشك گياهچه

اين مخلوط . درصد به آن اضافه گرديد 30ليتر اتانول ميلي
) با استفاده از امواج فرا صوت(توسط دستگاه سونيكاتور 

دقيقه سونيكيت شد تا گياه به اندازه كافي  15 به مدت
متلاشي و عصاره آن خارج گردد، سپس محلول حاصل به 

در دماي اتاق سانتريفيوژ  rpm 4000دقيقه با دور  20مدت 
ليتر ميلي 20محلول رويي با آب مقطر به حجم . گرديد

ميكرومتري صاف  2/0رسانده و به وسيله فيلتر سرنگي 
ها از كروماتوگرافي مايع با جهت تفكيك نمونه. گرديد
. استفاده شد) HPLC) (Agilent 1100, USA(بالا  كارآيي

و فاز ) ZORBAX SB-C18)5 µmفاز جامد شامل ستون 
شامل (  Aمايع، شامل يك سيستم حلال دو فازي؛ حلال

متانول و ( Bو حلال ) درصد 1آب و ارتوفسفريك 
  .بود 6/0و  4/0به نسبت ) درصد 1ارتوفسفريك 
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و  نانومتر جهت شناسايي رزمارينيك اسيد 330از جذب 
تهيه شده از شركت  (از استاندارد رزمارينيك اسيد همچنين 
براي تعيين زمان نگهداري نمونه در ستون و مقدار ) سيگما

مقدار . گرديداستفاده  توليد شده رزمارينيك اسيد
گرم بر گرم وزن خشك رزمارينيك اسيد بر حسب ميلي

  . گزارش گرديد

 كل محتوي فلاونوئيد: گيري محتوي فلاونوئيداندازه
- اندازههاي بر اساس روش كريزك و همكاران  گياهچه

تر گرم از بافت 2/0به اين منظور، مقدار ). 19( شد گيري
شامل الكل ( ميلي ليتر اتانول اسيدي  10در ) فريز شده(

) 99:1گلايسال به نسبت  استيكو اسيد  درصد 95اتيليك 
 rpm  10000دقيقه با دور 20ساييده شد و سپس به مدت 

محلول . سانتريفيوژ گرديد سانتي گراددرجه  25در دماي 
درجه  80دقيقه در بن ماري با دماي  10رويي به مدت 

در طول موجهاي  هاجذب نمونه. قرار گرفت سانتي گراد
دستگاه  نانومتر با استفاده از 330و  300، 270

گيري اندازه) Varian, cary 50Australia(اسپكتروفتومتر 
، Ɛ، ميزان جذب؛ CLƐA= )A با استفاده از فرمول. شد

و ) ، طول مسير نورL، غلظت و Cضريب خاموشي؛ 
محتوي فلاونوئيد كل ، cm-1mM-13300ضريب خاموشي 

  .گزارش گرديد µM/g FWمحاسبه و محتوي آن بر حسب 

و  cDNAكل، سنتز  RNAاستخراج : آناليز مولكولي
  :تكثير ژن

كل  RNA، استخراج TATژن آنزيم بررسي بيان به منظور
 RNX-Plusبا استفاده از كيت  هاي فريز شدهاز گياهچه

مطابق  و) RN7713C: شركت سينا ژن، شماره كاتالوگ(
. )7( انجام شد انجام شده توسط يوسفي و همكاران روش

 در حضور بافت فريز شده،از  mg500براي اين منظور، 
 .منتقل شداستريل  ميكروتيوبيده و به يسامايع ن ژنيترو
مخلوط  وبه آن افزوده  RNX-Plusاز محلول  µL500سپس
ساعت  يكمخلوط مذكور به مدت . همگن گرديد كاملاً

به آن كلروفرم  Lµ200شد، سپس بر روي يخ انكوبه 

دقيقه انكوباسيون  5پس از . شدادهشدت تكان د به و اضافه
 در rpm 12000دور  با دقيقه 15بر روي يخ، به مدت 

محلول سپس  .سانتريفيوژ گرديد درجه سانتي گراد 4دماي 
جديد منتقل و هم حجم  ميكروتيوبرنگ به بي شناوررو

. اضافه گرديد و به آرامي تكان داده شدآن ايزوپروپانول 
مطابق برنامه دقيقه انكوباسيون روي يخ،  15 گذشتپس از

در ادامه، فاز رويي حذف گرديد . انجام شدسانتريفيوژ  قبل
 75اتانول ليتريك ميلي سفيد رنگ مقدار به رسوبو 

 rpm  7500 با دوردقيقه  8 به مدتبار اين افزوده ودرصد 
فاز  .شد انجام سانتريفيوژدرجه سانتي گراد  4 در دماي

در دماي اتاق انكوبه گرديد و رسوب  شد ريخته دور رويي
آب تيمار شده  L µ30رسوب،به در نهايت . تا خشك شود

 به تا زمان استفاده وگرديد  اضافه درصد DEPC 1/0با 
لازم به ذكر  .انتقال يافت درجه سانتي گراد - 80فريزر 

و برروي  RNase freeاست كه كليه مراحل كار در شرايط 
تخلص شده بر  RNAدر نهايت كيفيت . يخ انجام گرفت

 RNAدر ادامه، از . روي ژل آگارز يك درصد بررسي شد
  .ساخته شد cDNAاستخراج شده كتابخانه 

كل به RNA ميكروگرم از  cDNA، 2به منظور ساخت 
روي  cDNAكليه مراحل ساخت (اضافه شد  2/0تيوبهاي 

ميكروليتر  2پس از اضافه نمودن  ،در ادامه). يخ انجام شد
 65دقيقه در دماي  10به تيوپها به مدت  dTپرايمر اليگو 

 يك ميكروليتر آنزيم پسس. انكوبه گرديددرجه سانتي گراد 
)200U( DNA مراز وابسته به پليRNA )RNA 

Dependent DNA Polymerase, RT) (MMuLV  از
 RTميكروليتر بافر رونوشت  5/2، مقدار )شركت فرمنتاز

)10X( ،75/0  ميكروليترdNTP ،75/0  ميكروليترRNase 

inhibitor و در نهايت آب ديونيزه استريل ،)RNase free (
واكنش . ميكروليتر به تيوپها اضافه شد 25تا حجم نهايي 

درجه  42دقيقه در دماي  80به مدت  cDNAساخت 
در انتهاي واكنش به منظور حذف . انجام شد سانتي گراد

درجه  70دقيقه در دماي  10، تيوبها به مدت RTآنزيم
همچنين به منظور حذف . قرار گرفت سانتي گراد
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ميكروليتر،  RNase A )1از آنزيم  RNAآلودگيهاي اضافي 
. استفاده شد) درجه سانتي گراد 38دقيقه در دماي  20

با استفاده ) به عنوان كنترل داخلي( GPDHو  TATتكثير 
 پليمراز در حضور DNA Taq آنزيمو cDNA از كتابخانه

آمده است  1در جدول  هاپرايمرهاي اختصاصي كه توالي آن
نشان داده  2در جدول  هاواكنش تكثير اين ژن. شدانجام 

  .شده است

تحت شرايط تيمار،  TAT به منظور بررسي ميزان بيان ژن
به اين منظور، . استفاده شد RT-PCRاز روش نيمه كمي 

هر كدام از  PCRاز محصول ) ميكروليتر 4(مقدار مساوي 
درصد  1بر روي ژل آگارز ) GPDHو  TAT(ژنها 

بارگذاري شد و پس از تفكيك و رنگ آميزي ژلها با 
اتيديوم برومايد، از ژلها وسيله دستگاه ژل داك 

 Geneميزان بيان با استفاده از نرم افزار . عكسبرداري شد

tools  و از روي شدت باند تكثير شده ژنTAT  پس از
نتايج به  ).25و  6(ارزيابي شد  GPDHن با ژن نرماليز كرد

  .صورت درصد بيان ژن در نمونه شاهد گزارش گرديد

  .)GPDH(و كنترل داخلي  آنزيم تيروزين آمينو ترانسفراز تكثير ژن پرايمرهاي مربوط به -1جدول 

GC % Tm نام پرايمر توالي 

50 4/54 5-GGAGAACGGGAAAAGAGTGA-3F TAT  

50  3/54 5-AAATACTCCGCGATAGCCTC-3R TAT 

50  5/55 5-GAGTTGATCTGAACGGTTCCTG-3 F GPDH 

5/54  55 5-GTTAGACCGGACATGAGGATCG-3 R GPDH 

توالي اين ژن در گياه بادرنجبويه با شماره دستيابي  بر اساس) TAT( تيروزين آمينو ترانسفراز ژن )R(معكوس  و )F(پيشرو  پرايمر توالي مربوط به٭
JN863949   و براي ژنGPDH اساس توالي اين ژن در گياه  برArabidopsis thaliana  با شماره دستيابيNM_127989.4  ثبت شده

 .ساخته شدند  MWGطراحي شدند و توسط شركت Gene Bankدر

  GPDHو  TATشرايط تكثير براي ژنهاي  -2جدول 

  سيكل  )دقيقه(زمان  )ºC(دما مرحله
  1  4 94 واسرشته سازي اوليه
  30  1 95 واسرشته سازي
  1 51 اتصال پرايمرها

  1 72 بسط
  1  10 72 بسط نهايي

ب با سه تكرار مستقل و در قال كشت گياه: آناليز آماري
حاصل  هاداده ميانگين. دكاملاً تصادفي انجام ش يك طرح

توسط  SASبا استفاده از نرم افزار  از سه تكرار مستقل
و با در نظر گرفتن سطح  )Duncan test( آزمون دانكن

 One(، مورد تجزيه واريانس يك عاملي ≥ P  05/0اطمينان 

way ANOVA (دار بودن نتايج با معني .قرار گرفتند
حروف متفاوت . حروف بر روي هر ستون مشخص گرديد

باشد، حروف درصد مي 5داري در سطح بيانگر معني
 5دار بودن نتايج در سطح مشابه و مشترك بيانگر عدم معني

  .باشددرصد مي

  نتايج
زمان نگهداري رزمارينيك اسيد : محتوي رزمارينيك اسيد

با استفاده از تزريق در ستون و همچنين تعيين غلظت آن 
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 به دستبه ستون نمونه استاندارد غلظتهاي مشخصي از 
  .)نتايج نشان داده نشد( آمد

 توليد شود،مشاهده مي 2كه در شكل  همان طور
با تمامي هاي تيمار شده در گياهچهمارينيك اسيد زر

داري نسبت به نمونه شاهد معني به طور ي نانو ذرهغلظتها
ترين در پايين مقداررزمارينيك اسيدبيشترين . يافتافزايش 
با  ليوشد توليد ) گرم بر ليترميلي 50( نانوذرهغلظت 

- معني به طور آنمحتوي  ،در محيط هافزايش غلظت نانوذر

  .گرم بر ليتر كاهش يافتميلي 50داري نسبت به غلظت 

  
بر تجمع  اكسيد مس ذرات غلظتهاي مختلف نانو تأثير -2شكل 

. ساعت تيمار 8بادرنجبويه پس از  هايچهرزمارينيك اسيد در گياه
حروف متفاوت بالاي نمودارها . دتكرار مستقل انجام ش 3با  آزمايش

  .درصد است 5دار بودن نتايج در سطح نشان دهنده معني

هاي بادرنجبويه تيمار در گياهچه: كل محتوي فلاونوئيد
شده با نانو ذرات اكسيد مس، محتوي فلاونوئيد كل در 

داد داري را نشان مقايسه با نمونه شاهد افزايش معني
باشد، كه در شكل قابل مشاهده مي همان طور). 3شكل (

گرم بر ميلي 1000افزايش محتوي فلاونوئيدها تا غلظت 
گراديان و هماهنگ با افزايش غلظت نانوذره  به طورليتر 

اما محتوي آن در تيمار با غلظت . در محيط افزايش يافت
ر گرم بميلي 1000گرم بر ليتر نسبت به غلظت ميلي 2000
   .داري كاهش  نشان دادمعني به طورليتر 

  
اكسيد مس بر محتوي  ذرات اثر غلظتهاي مختلف نانو -3شكل 

. ساعت تيمار 8بادرنجبويه پس از  هايچهفلاونوئيد كل در گياه
حروف متفاوت بالاي نمودارها . دتكرار مستقل انجام ش 3زمايش با آ

  .درصد است 5دار بودن نتايج در سطح نشان دهنده معني

استخراج  RNAكيفيت : TATآناليز نيمه كمي بيان ژن 
يك بر روي ژل آگارز  rRNAشده با تفكيك باندهاي 

 S18و  S rRNA28 دو باند مربوط به. شد بررسي درصد
تخليص شده و دست RNA كيفيت مناسب  مشخص كننده

  .)نتايج نشان داده نشد(باشد مي نخورده بودن آن 

باندي  TATبراي ژن قطعه تكثير شده  4طابق شكل م
بر  bp200باندي معادل  GPDHوبراي ژن  bp 177معادل 

 .روي ژل مشاهده شد
  

  
. اكسيد مس ذرات نانو مختلفهاي غلظتهاي تيمار شده با در گياهچه GADPHو TAT ژن ريتكث به مربوط آگارز ژلاي از تصوير نمونه -4شكل

روي ژل در كنار باند مربوط به ماركر وزن  bp200باندي تقريباً معادل  GPDHبراي ژن  و bp 177، باندي معادل TATقطعه تكثير شده از ژن 
-ميلي 2000و  1000، 500، 200، 50صفر،  مربوط به تيمارهاي به ترتيب 6تا  1هاي بيانگر ماركر وزن مولكولي و شماره MW .مولكولي ظاهر گرديد

  .باشندمي گرم بر ليتر
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، بيان ژن قابل مشاهده است 5كه در شكل  همان طور
TAT  و ميزان  نانو ذرات اكسيد مس قرار گرفته تأثيرتحت

غلظت  به جز(در تمامي غلظتها داري معني به طوربيان آن 
 به طورگرم بر ليتر كه نسبت به نمونه شاهد ميلي 2000
افزايش نسبت به نمونه شاهد ) يافته استكاهشداري معني

در تيمار با اين آنزيم  ژن بيشترين ميزان بيان. يافته است
با افزايش غلظت  و شدترين غلظت نانوذره مشاهده پايين

- ميلي 50غلظت نسبت به  آننانوذره در محيط ميزان بيان 

  .كاهش يافت ليتر گرم بر

  
نانو ذرات  مختلفي غلظتهادرحضور TATژن انيبميزان  -5 شكل

حروف متفاوت . آزمايش با سه تكرار مستقل انجام شد. اكسيد مس
درصد  5دار بودن نتايج در سطح بالاي نمودارها نشان دهنده معني

 سطح در بودندار  يمعن انگريب نمودارهاي بالا متفاوت حروف .است
 .است 05/0

  گيريبحث و نتيجه

بر غلظتهاي مختلف نانوذره اكسيد مس  تأثير تحقيقدر اين 
و ماده  مسير فنيل پروپانوئيدي شامل محتوي فلاونوئيد كل

در  TATرزمارينيك اسيد و همچنين بيان ژن  همؤثر
  .مورد آناليز قرار گرفتروزه بادرنجبويه  30هاي گياهچه

-توليد رزمارينيك اسيد در گياهچه براساس نتايج حاصله،

هاي بادرنجبويه تيمار شده با نانو ذرات اكسيد مس تحت 
 تيمار با دار اين ماده درافزايش معني و قرار گرفت تأثير

 .مشاهده گرديد شاهدذره نسبت به نانواين تمامي غلظتهاي 
ترين غلظت ه در پايينمؤثربيشترين محتوي اين ماده 

مشاهده گرديد ولي با افزايش ) گرم بر ليترميلي 50(نانوذره 
به ذره در محيط محتوي آن كاهش يافت  غلظت نانو

در بالاترين غلظت نانوذره كاهش محتوي اين  طوري كه
- درصد معني 5ه نسبت به نمونه شاهد در سطح مؤثرماده 

توسط  اين مشاهدات با نتايج منتشره شده. باشددار مي
آنها گزارش . مخواني دارده )5(كمال زاده و همكاران 

ه در گياه بادرشبو مؤثركردند محتوي اين ماده 
)Dracocephalum moldavica L. ( ساعت تيمار  24بعد از

يابد افزايش مي ppm 30با نانوذره اكسيد تيتانيوم تا غلظت 
 بر اساس .يابدمحتوي آن كاهش مي ppm 50و در غلظت 

با  هاي تيمار شدهدر گياهچه TATبيان ژن نتايج حاصله، 
 .استقرار گرفته  تأثيرذره تحت  غلظتهاي مختلف نانو

الگوي شود، مشاهده مي 5و 2كه در شكلهاي  همان طور
- بيان اين ژن با محتوي رزمارينيك اسيد گياهچهتغييرات 

اين مشاهدات با نتايج . هماهنگ استهاي تيمار شده 
) 2014(و همكاران  Nasiri-Bezenjaniمنتشر شده توسط 

 TATآنها گزارش كردند كه بيان ژن . )26( همخواني دارد
توليد در گياه بادرنجبويه تحت تيمار با عصاره مخمر با 

همچنين مطالعات . باشدرزمارينيك اسيد هماهنگ مي
گذشته نشان داده است كه تجمع رزمارينيك اسيد در گياه 

تحت تيمار با عصاره ) Salvia miltiorrhiza(مريم گلي 
نه با فعاليت  باشدمرتبط مي TATمخمر با فعاليت آنزيم 

آمده بر روي بيان ژن  به دستنتايج ). PAL )37آنزيم 
TAT مغايرت دارد) 5(مشاهدات كمال زاده و همكاران  با .

آنها گزارش كردند كه همزمان با افزايش محتوي 
شده با نانوذرات رزمارينيك اسيد در گياه بادرشبو تيمار 

قرار گرفته ولي  تأثيرتحت   PALاكسيد تيتانيوم بيان ژن
  .قرار نگرفته است تأثيرتحت  TATبيان ژن 

هاي تيمار محتوي فلاونوئيد كل گياهچهاز طرف ديگر، 
 به طور اكسيد مس نيز نانوذرهتمامي غلظتهاي  با شده
در مقايسه . يافتداري نسبت به نمونه شاهد افزايش معني

كه  TATن ژبا افزايش توليد رزمارينيك اسيد و بيان 
ذره مشاهده شد،  بيشترين مقدار در غلظتهاي كم نانو

هماهنگ با افزايش غلظت نانوذره در  تركيباتمحتوي اين 
اين . يافتگرم بر ليتر افزايش ميلي 1000محيط تا غلظت 
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در غلظتهاي PAL به دليل فعال شدن مسير  تواندنتايج مي
نتيجه افزايش محتوي فلاونوئيدها  و دربالاي نانوذره 

يكي از آنزيمهاي اصلي مسير فنيل پروپانوئيدي   PAL.باشد
تحت تيمار با يون مس  آنافزايش فعاليت و ) 30(باشد مي

افزايش بيان ژن و  Phyllanthu stenellus در برگهاي گياه
گياه تحت تيمار با نانوذرات اكسيد تيتانيوم در آن 

Dracocephalum moldavica و 5(شده است  گزارش 
و حتي ) 7(تغيير بيان ژنها تحت تيمار با يون مس  ).31

موجودات تحت تيمار با نانواكسيد مس  DNAتغيير توالي 
  ).3(گزارش شده است 

قرار گرفتن  تأثيردر مجموع، اين مشاهدات بيانگر تحت 
-مسير سنتز فنيل پروپانوئيدي تحت تيمار با اين نانوذره مي

باشد كه با افزايش محتوي فلاونوئيد كل، رزمارينيك اسيد 

تاكنون گزارشي  .خوبي نشان داده شده ب TATو بيان ژن 
 TATمبني بر افزايش محتوي رزمارينيك اسيد و بيان ژن 

 به نظرچنين . استتحت تيمار با اين نانوذره منتشر نشده 
رسد كه تحريك اين مسير با نانوذره اكسيد مس از مي

مثلاً (طريق تحريك بيان ژنها درگير در اين مسير بيوسنتزي 
TAT (صورت گرفته است .  

  تشكر و قدرداني

اين تحقيق با حمايت مالي دانشگاه تحصيلات تكميلي 
 تكنولوژي و علوم صنعتي و فناوري پيشرفته، پژوهشگاه

 2674/1محيطي، كرمان  با قرارداد شماره  علوم و پيشرفته
بنابراين مجري و همكاران مراتب سپاس . انجام شده است

  .دارندو قدرداني خود را از آن دانشگاه محترم اعلام مي
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Abstract 

Rosmarinic acid (RA) is a valuable medicinal compound which can be produce through 
the phenilpropanoid biosynthesis pathway. In this research, RA accumulations, 
flavonoid content and TAT gene expression were analyzed in 30 days old Lemon balm 
seedlings which treated with different concentrations of CuO nanoparticles for 8 hours. 
RA contents were significantly evaluated in treated seedlings with all nano particles 
concentrations in compared to the control. The most content of this matter was seen in 
the treated seedlings with the lowest nanoparticles and decreased by increasing nano 
particles in media. Interestingly, the TAT gene expression showed the similar pattern as 
seen for RA content. The total flavonoid content gradually increased up 1000 mg/L 
concentration and significantly decreased at the highest concentration rater to 1000 
mg/L. Based on the results, it seems the nanoparticle affected flavonoid and RA 
contents through effect on the genes expression which involve in phenolic compound   
biosynthesis pathway.  

Key words: Melissa officinalis, Tyrosine aminotransferase, Rosmarinic acid, Nano-
particles.  


