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ي مختلف ساليسيليك اسيد غلظتهاتحت تأثير  PMT يايزوفرمها و H6H ژن نبررسي بيا
  (.Atropa belladonna L) ي مختلف شابيزكاندامها و ييموريشه هاي  در

  2و امير موسوي 1٭، مظفر شريفي1مرادي آذر

  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه علوم گياهي 1

  گاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريپژوهش تهران، 2

  26/4/89: تاريخ پذيرش     8/3/89 :تاريخ دريافت
  چكيده

كه داراي  استي بسيار مهم ييك گياه داروو  Atropaزميني و جنس  سيب تيرة، گياهي از (Atropa belladonna) شابيزك
توليد اين الكالوئيد ها كه . ن در ريشه هاي خود مي باشدمقدار قابل توجهي از الكالوئيد هاي مهم از جمله آتروپين و اسكوپولامي

در اين تحقيق اثر . در تهية برخي داروهاي مهم كاربرد دارند از طريق كشت بافت و كشت ريشه هاي موئينه مورد توجه مي باشد
 يژنهابيان يزان م بر علامت رسانبه عنوان يك مولكول  ساليسيليك اسيد) ميلي مولار 1/0و  01/0، 0(ي مختلف غلظتها

 مورد و گياهچه هاي شابيزك ييريشه هاي مو رد (PMT)متيل ترانسفراز -nپوترسين  و (H6H) بتا هيدروكسيلاز- 6هيوسيامين 
ي مختلف ساليسيليك اسيد اثرات غلظتها. بررسي شد نيمه كمي RT-PCRبا روش  ژنهاسطح بيان اين  .بررسي قرار گرفت

ي غلظتهاي مختلف شابيزك و در اندامهانيز در  H6Hو ژن   PMTيايزوفرمها .مذكور داشتي ژنهاميزان بيان متفاوتي بر 
ميلي مولار در ريشه هاي  01/0در غلظت  PMT2 ايزوفرم و H6Hبيان ژن  .مختلف ساليسيليك اسيد به طور متفاوتي بيان شدند

در اندام  ژنهااين  كه درحالي. افزايش يافتنيز ها ميلي مولار در ريشه  01/0در غلظت  PMT2 ايزوفرم بيان. افزايش يافت ييمو
  .چشمگيري نكردند تغييرآنها تحت تيمار با ساليسيليك اسيد بيان  ي بيان نداشتند ويهوا

  .شابيزكآتروپين، اسكوپولامين، ساليسيليك اسيد،  :واژه هاي كليدي

  msharifi@modares.ac.ir : ييك، پست الكترون021-82884445: نويسنده مسئول، تلفن ٭

  مقدمه
جنس و  58هاي مهم با  يكي از تيرهتيرة سيب زميني 

جنس  گونة آن را 900 گونه است كه 2000نزديك به 
زميني در  هاي تيرة سيب گونه. دهد تشكيل مي سولانوم

ند و بتدريج به طرف مناطق معتدل نواحي گرمسيري فراوان
يني را از زم تيرة سيب. شود و سرد از وفور آنها كاسته مي

هاي بسيار  نظر كاربرد دارويي و غذايي بايد يكي از تيره
ها را  برخي از سولاناسه. مهم نهاندانگان به شمار آورد

هايي مانند  گويند، زيرا داراي الكالوئيد "ميدرياتيك"
 و آتروپين هستند كه بازكنندة مردمك چشم اسكوپولامين

 Atropaانندتعدادي از گياهان اين خانواده م .)3( ستا 

،Duboisia ،  Hyoscyamus وScopolia  به دليل توليد
الكالوئيدهاي مهم در طب گياهي به عنوان داروهاي گياهي 

   ).14( شوند استفاده مي

است  Atropa زميني و جنس سيب تيرةشابيزك، گياهي از 
اي منشعب،  هاي ضخيم، ساقه كه علفي، چندساله، با ريشه
اين گياه . باشد و بيضي شكل مي پرشاخه و برگهاي متناوب

توليد  )cm 60 -40به طول (در طي دوره رشد، ريشه زياد
گرما و نور فراوان باعث افزايش الكالوئيدهاي آن . كند مي
مؤثر بر پراكنش اين گياه شود و نور يكي از عوامل  مي
اثرات مهم اين گياه؛ ضد اسپاسم عضلات  ).1(باشد  مي
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در طب . ق و مسكن استصاف، تخديركننده، كاهش عر
خصوص معده ه سنتي به عنوان آرام بخش اعضاي متورم ب

، در بيماري پاركينسون مورد استفاده قرار مي گيرد و روده
براي كاهش لرزش و سختي اعضا و افزايش قدرت تكلم و 

. شود هوشي تجويز مي حركت همچنين به عنوان داروي بي
هاي مهم اين گياه ، يكي از آلكالوئيد)آتروپين(هيوسيامين 

كولينرژيك براعصاب پاراسمپاتيك  كه اثر قوي آنتي است
). 2(رود  كار ميه و در درمان دردهاي حاد شكمي ب دارد

باشد  اپوكسيدهيوسيامين مي -7، 6 شكلاسكوپولامين نيز 
بيوسنتز تروپان  ).7(گذارد  كه بر روي سيستم عصبي اثر مي

وپولامين با تشكيل يون الكالوئيدها مانند هيوسيامين و اسك
N– پيرولينيوم از آمينواسيدهاي اورنيتين و آرژنين آغاز  متيل
ترانسفراز آنزيم دخيل در  متيل- Nپوترسين  .)10(شود  مي

 - Nباشد و  آمين مي برداشت پوترسين از مخزن پلي
متيل پوترسين كاتاليز -Nآمين را به شكل  متيلاسيون دي

 تروپانه مشترك در بيوسنتز اولين مرحلمرحله اين . كند مي
باشد و منجر به توليد يك  مي ها و نيكوتين الكالوئيد

) پيرولينيوم متيل - N(تركيب حد واسط داراي بار مثبت 
سپس مسير تروپان الكالوئيدها از مسير توليد  .گردد مي

پيرولينيوم با استواستيك  تركيب متيل. شود نيكوتين جدا مي
گردد، كه اولين تركيب  نون مياسيد منجر به توليد تروپي
باشد و توسط آنزيم تروپينون  داراي حلقه تروپان مي

شود و سپس با تركيب شدن  به تروپين تبديل مي I-ردوكتاز
تروپين با يكي از مشتقات حاصل از فنيل آلانين به نام 

  ).9(شود  تشكيل مي) آتروپين(اسيد، هيوسيامين  تروپيك

زي تروپان الكالوئيدها، در آخرين مرحلة مسير بيوسنت
 هيدروكسيلاز β-6هيوسيامين توسط آنزيم هيوسيامين 

(H6H) ،اكسوگلوتارات- 2اكسيژناز وابسته به  يك دي ،
هيدروكسي  β-6هيدروكسيلاسيون هيوسيامين را به 
  هيدروكسي β-6هيوسيامين و نيز اپوكسيداسيون 

 .دكن ، كاتاليز مي)هيوسين(هيوسيامين را به اسكوپولامين 

به عنوان يكي از مولكولهاي علامت   (SA)ساليسيليك اسيد

در گياهان شناخته شده و نقش مهمي در پاسخ  تنشرسان 
هاي گياه به پاتوژنها و ديگر عوامل تنش زا ايفا مي كند 

همچنين موجب افزايش بيان ژنهاي  ساليسيليك اسيد ).4(
ويه در مربوط به بيوسنتز و توليد گروهي از متابوليتهاي ثان

به عنوان نمونه ايندول الكالوئيدها در ). 12(شود  گياهان مي
و الكالوئيدها در  Catharanthus roseus كشتهاي سلولي
) Brugmansis candida )8  ييهاي مو كشتهاي ريشه

  SAسالسيليك اسيد، يك آنالوگ - توانند توسط استيل مي
 در PMT وH6H   يآنزيمهاكه  يياز آنجا ).15(القا شوند 

اين در  مسير توليد تروپان آلكالوئيد ها نقش كليدي دارند
ي مختلف اندامهادر بر بيان اين دو ژن  SAتأثير تحقيق 

  .شابيزك تعيين شد

   مواد و روشها
از دو منطقه  (Atropa belladonna) بذرهاي شابيزك

هاي  اهچهگيآوري شد و  ف در استان مازندران جمعمختل
 به وسيلة اگروباكتريوم ريزوژنز ييوهاي م شابيزك و ريشه

در محيط كشت تعليقي و  ييريشه هاي مو. دست آمده ب
و  14به ترتيب به مدت  MSگياهچه ها در محيط جامد 

 1/0و  01/0، 0 ي مختلفغلظتهاتحت تأثير  روز، 30
ساليسيليك اسيد قرار گرفتند و سپس ميزان مولار  ميلي

  ).1( ده شدسنجي HPLCتوسط تروپان آلكالوئيدها 

– RT(ي ترانس كريپتاز معكوس يواكنش زنجيره ا

PCR  :(RNA  برگ و اندام ييريشه هاي موكل از ،
 RNX  )RNA، با استفاده از محلولشابيزكگياه  ييهوا

extraction solution ( دستورالعمل  و مطابقشركت سيناژن
 3/0تا  2/0ابتدا  .استخراج شدپيشنهادي شركت سازنده 

نيتروژن مايع  استفاده از هاون در با ونه مورد نظرنمگرم از 
به  RNX Plusميكروليتر از محلول  600و سائيده  كاملاً
 2پس از نگهداري مخلوط به مدت . اضافه شد نمونه

ميكروليتر  300، درجه سانتي گراد 4ساعت در دماي 
. به خوبي همگن شد د وگرديكلروفرم به مخلوط اضافه 

 4در دماي  دقيقه 15به مدت  g12000در  سپس نمونه
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پس از سانتريفوژ، فاز . درجه سانتي گراد سانتريفوژ شد
، هم حجم آن و رويي برداشته و به ويال جديد منتقل شد

 - 20در دماي  ساعت 6نمونه . اضافه شد ايزوپروپانول
پس از سانتريفوژ كردن  .درجه سانتي گراد قرار داده شد

دقيقه و  10به مدت يقه در دقدور  12000در نمونهمجدد 
، و خارج كردن محلول رويي درجه سانتي گراد 4در دماي 

 .شستشو داده شد درصد 70ميلي ليتر اتانول  1رسوب در 
دقيقه و در  8به مدت  g 7500درسانتريفوژ نهايي نمونه ها 

پس از سانتريفوژ، . انجام شددرجه سانتي گراد  4دماي 
دماي اتاق قرار  مدتي در محلول رويي خارج و رسوب

 - 80نمونه ها به فريزر  .تبخير شود اتانول داده شد تا 
  .  درجه سانتي گراد منتقل شد

استخراج شده، با استفاده از ژل آگارز  RNAسپس كيفيت 
كل  RNAميكروگرم  5از . و اسپكتروفتومتر ارزيابي گرديد
به عنوان ) Oligo – dT18(با استفاده از اليگومر تيميدين 

ساختن . استفاده شد cDNAبراي ساختن ) Primer(گر آغاز
cDNA و طبق دستور  شركت سيناژن با استفاده از كيت

  . شركت سازنده آن انجام شد

، H6Hي ژنهابه منظور بررسي بيان  : ژنهابررسي بيان 
PMT1،PMT2   و PMT1,2از آغازگر هاي اختصاصي 

و به  استفاده گرديد در گياه شابيزك ژنهامربوط به اين 
از آغازگرهاي اختصاصي پيشرو براي  خارجيعنوان كنترل 

 RT-PCRدر  (House keeping)ژن توبولين  cDNAتكثير 
مربوط  cDNAتواليهاي آغازگرها با استفاده از . استفاده شد

كه  و توبولين PMT1,2 و  H6H ،PMT1،PMT2ي ژنهابه 
 .)1جدول ( دست آمد، طراحي شدندبه   NCBIاز سايت 

ي بررسي بيان ژن به صورت نيمه كمي در مقايسه با برا
، بيان ژن در چرخه هاي متفاوت بررسي شد خارجيكنترل 

 32و پس از ارزيابي نتايج روي ژل، بهترين شرايط تعداد 
 خارجيمورد نظر و كنترل  يژنهاچرخه براي بررسي بيان 

به وضعيت ثابت در رسيدن مبناي انتخاب . آن انتخاب شد
براي پيدا كردن بهترين دماي . بود PCRول تكثير محص

 ژنهااتصال پرايمرها از گراديان دمايي براي هر كدام از 
درجه  94شامل استفاده شده  PCRچرخه هاي . استفاده شد

ثانيه  30درجه سانتي گراد در  93 و دقيقه 2 سانتي گراد در
دماهاي انتخاب شده مطابق  (Annealing) براي اتصال .بود

درجه سانتي گراد  72ثانيه، تكثير  45 به مدت) 1(جدول 
در پايان . دقيقه انجام شد 5دقيقه و تكثير نهايي در  1براي 

الكتروفورز ) درصد1(بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات 
دقيقه  30و پس از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد به مدت 

از  ژنهابراي ارزيابي كمي بيان . مشاهده و عكسبرداري شد
 خارجيايسه شدت چگالي باندهاي ژن نسبت به كنترل مق

   .دگردياستفاده   Total labو از نرم افزار

  تعداد سيكل ها و طول توالي هاي تكثير شده -1جدول 
Gene Primer Sequence(5'-3') Tm (ºC) Product 

size(bp) 
Cycles   

Tu Fw GCTTTCAACAACTTCTTCAG 54 700 32 

 Rv GGGGCGTAGGAGGAAAGC    

H6H Fw CACTTTGGCTCATGGTTGTCA 52 270 32 

 Rv CCATCATAGTGTCCTCCTGAACC    

PMT1 Fw GTGTACTAACTCTATCAAGCC 54 317 32 

 Fv TAGTTGGGTAACGAGAGACCTCA    

PMT2 Fw AACGAGTTCGGGTGTATTAAG 58 445 32 

 Rv ATGCAGCCCCATCACCAAGAACC    

PMT1.2 Fw AGTCAGCAACTTATGGGAAGG 56 750 32 

 Rv GATGGCAAAATAAAAGCTGC    
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جهت تعيين ماهيت و صحت عملكرد پرايمرها، قطعات 
با   PMT2و PMT1 و ايزوفرمهاي H6Hژن  PCRحاصل از 
براي . ، هضم شدTag1و  BamH1 ،Hinf1آنزيمهاي 

بررسي بيان ژن از هرگروه حداقل دو تكرار مستقل از هم 
صورت گرفت و ميانگين بيان ژن در هردو گروه براي 

  .ارزيابي نهايي استفاده شد
  بحث نتايج و

تحت تأثير تيمار  PMT يايزوفرمها وH6H بيان ژن 
ساليسيليك اسيد به عنوان يك ماده علامت رسان كليدي 

كند  سازي پاسخهاي دفاعي گياهان شركت مي كه در فعال
  . دگرديبررسي ، )5(

ي شابيزك تحت تأثير يدر ريشه هاي مو ژنهابيان  بررسي
ساليسيليك ) يلي مولارم 1/0و  01/0، 0( ي مختلفغلظتها
ميلي  01/0در غلظت  H6Hكه بيان ژن  نشان داداسيد 
 1/0نسبت به نمونه شاهد افزايش يافت و در غلظت  مولار

اين نتايج  .ميلي مولار كاهش يافت و به حد شاهد رسيد
 كه احمديان و همكاراندست آمده از تحقيقات ه نتايج ب با

 شابيزك در تيمار بادر  اسكوپولامينميزان ) 1(نشان داد 
القا  ييساليسيليك اسيد در ريشه هاي مو ميلي مولار 01/0

در  H6Hبا توجه به اينكه آنزيم  .مي شود، مطابقت دارد
به نظر مي رسد  ؛تبديل آتروپين به اسكوپولامين نقش دارد

 توسط ساليسيليك اسيد كه افزايش مقدار اسكوپولامين
 ساليسيليك اسيد اثر در H6H مربوط به افزايش بيان ژن

نسبت به شاهد  غلظتهادر همه  PMT1 ايزوفرمبيان  .باشد
ي غلظتها حضور در PMT2 ايزوفرم بيان . كاهش يافت

اين  و فزايش يافتنسبت به نمونه شاهد ا ساليسيليك اسيد
با توجه به كاهش  .چشمگيرتر بود 01/0در غلظت افزايش 

اسيد و افزايش  تحت تيمار ساليسيليك PMT1بيان ايزوفرم 
به نظر مي رسد كه بيان اين دو ايزوفرم  PMT2ايزوفرم 

تحت تيمار ساليسيليك اسيد يه طور معكوس بيان مي 
ژن  .شوند و افزايش يكي با كاهش ديگري همراه مي باشد

PMT1,2 د بيشترين بيان را داشت و در تيمار در نمونه شاه

ان را نشان كمترين بي ساليسيليك اسيد مولار ميلي 1/0 با
 01/0غلظت  يينظر مي رسد كه در ريشه هاي موبه  .داد

اثر  PMT2و  H6H ،PMT1ي ژنهاميلي مولار بر بيان 
تأثيرپذيري  PMT2 ايزوفرمبيشتري دارد و همچنين 

 بيشتري نسبت به ساليسيليك اسيد از خود نشان مي دهد
  .)1شكل (

 
و  H6H ،PMT1 ،PMT2تغييرات ميزان بيان ژنهاي  -1 شكل

PMT1,2  ميلي مولار ساليسيليك  1/0و  01/0، 0تحت تأثير غلظتهاي
  خارجيكنترل  (TU):توبولين  ،اسيد در ريشه هاي موئي شابيزك

  
و  01/0هاي شابيزك تيمار يافته با  در ريشه H6Hبيان ژن 

نسبت به نمونه شاهد  ميلي مولار ساليسيليك اسيد 1/0
ميلي  01/0 تيمار با كاهش يافت و كمترين بيان آن در

ميلي  1/0در غلظت . مشاهده شد ساليسيليك اسيد مولار
نسبت به  PMT1 ايزوفرمبيان ساليسيليك اسيد،  مولار

 ميلي مولار به 01/0يافت و در غلظت  افزايشنمونه شاهد 
 PMT2 زوفرمايكه بيان  در حالي .حد خود رسيدكمترين 

ميلي مولار ساليسيليك  01/0به شدت تحت تأثير غلظت 
به نمونه  مذكور نسبتغلظت  دوقرار گرفت و بيان آن در 

در  PMT1,2ژن  و اما ميزان بيان. شاهد افزايش يافت
ميلي مولار نسبت به نمونه شاهد  1/0و  01/0ي غلظتها

به يك  در اين دو غلظت تقريباً افزايش اين و ميزانافزايش 
، 0ي غلظتهادست آمده از اثر ه بررسي نتايج ب ميزان بود

مطابق با نتايج ميلي مولار ساليسيليك اسيد  1/0و  01/0
و  H6Hبه طوري كه ميزان بيان ژن . بود )1(خانم احمديان
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مقدار اسكوپولامين با افزايش غلظت ساليسيليك اسيد 
جه گيري بنابراين مي توان نتي. نشان دادند روند كاهشي را

 PMT2 ايزوفرم كرد كه اثر تيمار ساليسيليك اسيد بر بيان
 01/0در دو غلظت  PMT2زيرا . مي باشد PMT1بيش از 

 در حالي. ميلي مولار ساليسيليك اسيد افزايش يافت 1/0و 
ميلي مولار افزايش  1/0فقط در غلظت  PMT1كه بيان 

 ياايزوفرمهبا توجه به نتايج به نظر مي رسد كه . يافت
PMT1  وPMT2  ي متفاوت مولكول علامت غلظتهادر اثر

از خود را در ريشه رسان ساليسيليك اسيد رفتار متفاوتي 
  . )2شكل ( نشان مي دهند

 
و  H6H ،PMT1 ،PMT2 يژنهاتغييرات ميزان بيان  -2 شكل
PMT1,2  ميلي مولار ساليسيليك  1/0و  01/0 ،0ي غلظتهاتحت تأثير

 رجياخكنترل  :(TU)توبولين  ،اسيد در ريشه هاي شابيزك

 
و  H6H ،PMT1 ،PMT2 تغييرات ميزان بيان ژنهاي -3 شكل

PMT1,2  ميلي مولار ساليسيليك  1/0و  01/0، 0تحت تأثير غلظتهاي
 خارجيكنترل  : (TU)توبوليناندام هوائي شابيزك، اسيد در 

در  PMT2و  PMT1ي ايزوفرمهاو  H6Hبررسي بيان ژن 
ميلي مولار در اندام هوائي  1/0و  01/0، 0 يغلظتها

در اندام  ژنهاساليسيليك اسيد نشان داد كه به طور كلي اين 
ي بيان چنداني را نشان ندادند و تنها تغيير قابل توجهي يهوا
 PMT2 فرمديده شد تغيير در بيان ايزو ژنهادر بيان اين كه 

در اندام . ميلي مولار ساليسيليك اسيد بود 1/0در غلظت 
هوايي گياهان اختلاف معني داري در آتروپين و 
اسكوپولامين توليد شده در تيمارهاي مختلف ساليسيليك 

 H6Hو اين مشابه با رفتار بيان ژن ). 1(اسيد مشاهده شد 
اما نتيجه چشمگيري كه  .)3شكل (بود  PMT2فرم و ايزو

دست ه ي بيدر اندام هوا PMTي ايزوفرمهااز مطالعه بيان 
ميلي مولار ساليسيليك  01/0آمد اثر قابل توجه غلظت 

لازم به ذكر  .مي باشد PMT2  فرمافزايش بيان ايزو اسيد بر
در PMT و  H6Hي ژنهابه طور كلي ميزان بيان كه  است
در  .بيشتر از برگها و ساقه ها مي باشد گياهاين  ريشه

 ها به ريشه PMTبيان ژن  منحصر بودنتحقيقات اخير نيز 
 Nicotiana sylvestris )6(  ،Atropa   گياهان در

belladonna )11(  و سپس در گياهان توليد كنندة
Calystegine نظير Solanum lycopersicum ،Calystegia 

sepiun  و Datura stramonium)13( نشان داده شد. 

ساليسيليك  در اين تحقيق دست آمدهه با توجه به نتايج ب
بر  PMT1,2و  H6H،PMT1  ،PMT2 يژنهابر بيان   اسيد

تأثير گذار بوده و موجب كاهش و يا افزايش طبق انتظار، 
نكته مهمي كه در تحقيق حاضر بايد . بيان آنها مي شود

ي مختلف غلظتهات مورد توجه قرار گيرد اثرات متفاو
ي مذكور و رفتار متفاوت ژنهاساليسيليك اسيد بر بيان 

اين مولكول سيگنالينگ مي در پاسخ به  PMTي ايزوفرمها
نكتة ديگري كه نمي توان ناديده گرفت تأثير . باشد

ي مذكور در ژنهامتفاوت ساليسيليك اسيد بر بيان ي غلظتها
 .شابيزك مي باشد مختلفي اندامها
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Study on gene expression of Hyoscyamine 6-β hydroxylase (H6H) 

and Putrescine N-methyl transferase (PMT) isozymes under 
different concentrations of salicyclic acid in hairy roots and 

different organs of Atropa belladonna L.  
Moradi A.1, Sharifi M.1 and Mousavi A.2 

1Department of plant science, Faculty of biological science, Tarbiat modares university, Tehran, Iran. 
2National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology (NIGEB), Tehran, Iran.  

Abstract 

Atropa belladonna, a member of Solanaceae family, is a very important pharmaceutical 
plant. Its roots are composed of significant amount of important alkaloids atropine and 
scopolamin. In this study the effect of different concentrations (0, 0.01 and 0.1 mM) of 
salicylic acid as a signal molecule was evaluated on gene expression levels of 
hyocyamin 6-β hydroxylase (H6H) and putrescinN-methyl transferase (PMT) in the 
hairy roots and plantlet. Expression level of these genes was evaluated by semi 
quantitative RT-PCR. The results showed that different concentrations of salicylic acid 
have different effects on gene expression levels. Isozymes of PMT and H6H in different 
organs and in response to the concentrations of salicylic acid were differentially 
expressed. H6H and PMT2 genes expression were increased at 0.01mM in the hairy 
roots. Expression of PMT2 in the roots was increased at 0.01mM. But the level of gene 
expression in shoot was not significantly affected.  
Keywords:atropine, scopolamine, salicylic acid, Atropa belladonna, semi quantitative RT-PCR  
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