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Abstract 

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.  

 

Materials 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, 
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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).  

 

Conclusions 

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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های ثانویه گیاه های درگیر در تولید متابولیتتاثیر نانوذرات اکسید تیتانیوم بر بیان ژن

 (Catharanthus roseus)  دارویی پریوش
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  چکیده

سرطان  یدهایمهم آلکالوئ منبع ،Catharanthus roseus یبا نام علم یوشپر ییدارو یاهگ هدف: شار و ضد ست.ضدف  خون ا

پیشتتنهاد  آنها یدتول یشافزا رایبافت بکشتتت هایتکنیک یوش،پر یاهگ آنها دراندک  یو محتو هامتابولیت ینا یبالا یمتق یلدلبه

سارزیابی تاثیر هدف اند. بنابراین، این مطالعه با شده س یدیکل هایژن یانبر ب( 2TiO) یتانیومت یدنانوذرات اک سنتز ترکیبات  یرم بیو

 فعال مهم دارویی در گیاه پریوش انجام شد.

( و mg/L 1) D-2,4رشتتد  کنندهتنظیمدو درکنار  یهپا یطعنوان مح( بهMSو استتکو) ) یکموراشتت یطز محا :هاروشمواد و 

BAP (mg/L 5/0) یکپکشت سوسپانسیون پریوش در استفاده شد. یسلول یونسوسپانس تولید و کالوس القاء ،کشت بر) برای 

سلول شد  شد. در ادامه،  TiO2 نانوذرات  یتردر ل گرمیلیم 100و  50، 0 هایغلظت با یر یمار، از ت بعدساعت  72و  48، 24تیمار 

شد Real-Time PCR با تکنیک PRXو  STR ،SGD ،DATهای بیان ژن سنجش نیز  یوم. از آزمون تترازولسنجش  جهت 

 .استفاده شد یسلول مانیزنده

وجود نداشتتت، با  2TiO نانوذرات  یتردر ل گرمیلیم 100و  50مانی بعد از تیمار داری مابین درصتتد زندههرچند تفاوت معنی :نتایج

شت زمان )از  شد. کاربرد غلظت بالاتر نانوذره ساعت( باعث کاهش زنده 72ساعت به  48و  24اینحال، گذ سلولی  )از  2TiOمانی 

یدهای پریوش شد. این افزایش آلکالوئ یندولابیوسنتز  یرمس یدیکلهای یتر( باعث افزایش بیشتر بیان ژندر ل گرمیلیم 100 به 50

به ترتیب با  PRXو  STR ،SGD ،DATهای ستاعت بعد از تیمار ادامه یافت اما بعد از آن کاهش یافت. بیشتترین بیان ژن 48تا 

صد افزایش در  287و  193، 186، 290 نوان موثرترین تیمار با )به ع 2TiO یتر نانوذرهدر ل گرمیلیم 100ساعت بعد از تیمار  48در

 مانی سلولی( بدست آمدند.بیشترین درصد زنده
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 یندولاهای درگیر در بیوستتتنتز زا، ابتدا بیان ژن، به عنوان یک الیستتتیتور و عامل تنش2TiOدر مواجه با نانوذرات  گیری:نتیجه

زا )نانوذره(، متعاقبا گذشتتت زمان و کاهش علائم تنشزا حاصتتل شتتود و بعد از شتتود تا دفاد در برابر عامل تنشیدها القاء میآلکالوئ

ستتاعت بعد از تیمار را  48ها در و برداشتتت متابولیت 2TiO یتردر ل گرمیلیم 100یابد. درکل، غلظت های فوق کاهش میبیان ژن

شتتتود که مکانیزم نهاد مییدها معرفی کرد. با توجه به نتایج، پیشتتتآلکالوئ یندولاتوان بعنوان محرک امیدبخش افزایش محتوی می

 دقیق درگیر در این افزایش متابولیت مورد بررسی بیشتر قرار گیرد.

 یهثانو هاییتمتابولیتانیوم، ت یدنانوذرات اکس یی،دارو یاهگ یوش،پر: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 مقدمه

نام علم یوشپر به خانواده مهم  ییدارو یاهگ یک Catharanthus roseus یبا  باشتتتد که می Apocynaceaeمتعلق 

استتتخرا   یاهگ یناز ا یدنود آلکالوئ 120 ، حدود. تاکنونکندیم تولیدخود  یهارا در اندام ترکیبات فعال زیستتتیاز  یمجموعه متنوع

منبع  یوشپر یهاها و بر)ساقه. (Kumar et al. 2022)رسد میدرصد  1تا  2/0 یشی گیاه تنها بهرو یکردر پها شده که مقدار آن

 یدهایآلکالوئ ینها،علاوه بر ا آیند.به شمار میضدسرطان  یداروها ءکه جز باشندمی بلاستینینن و وکریستیینو یدهایمهم آلکالوئ

سینآجمال سرپنت ی شهدر ر ینو  شارخون  یکه داروها یابندیتجمع م یزن یاهگ هایی در  .(Liu et al. 2021) شوندتلقی میضد ف

سنتز  سیر بیو ستر یمآنزیدها، آلکالوئ یندولام سیدینا سکولوگان یپتامینتر یلتبد سبب( STR) ینتازس یکتو ستر ینو  سیدینبه ا  یکتو

ستآلکالوئ یندولا یدتول سازپیشکه  شودیم سنتز تمام. یدها سیر بیو ستر یدتا تول یدهاآلکالوئ م سیدینا شترک  یکتو ستم  ینو از ا ا

 یلتبد ستتتبب قرار دارد که SGDدرادامه، آنزیم  .شتتتودیمنشتتتعب م یدهاآلکالوئ کنندهیدتول یاهیگ هایدر گونه یر، مستتتلحظه

-آنهیدرو ین را بهکاتارانتو  دولینینونیز به نوبه خود PRX آنزیم . شتتودیم آگلیکوزید یکتوستتیدینبه استتتر یکتوستتیدیناستتتر

 Mistry et)شود تولید می DATدولین نیز توسط آنزیم است. ترکیب وینن کریستیینوساز کند که پیشتبدیل می بلاستینینو

al. 2022) . ،جهتبافت کشتتتت هایتکنیک یوش،پر یاهگ آنها دراندک  یو محتو هامتابولیت ینا یبالا یمتق خاطر بهدر کل 

سلول گ هایتکنیک (.Liu et al. 2021) مورد توجه قرار گرفته اند یوشپر یدهایآلکالوئ یدتول یشافزا شت اندام، بافت و   یاهیک
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تا  دارندبر آن  یستتع هاتکنیک ینبا استتتفاده از ا محققان. اندهای ثانویه گیاهی شتتدهتبدیل به ابزار با ارزشتتی در تحقیقات متابولیت

 ترتیب بتوانند تولیدبدیندستتتت آورند و به هاآن یمیتنظ یستتتمو مکان هایتمتابول یوستتتنتزب یدر رابطه با چگونگ یشتتتتریشتتتواهد ب

از جمله  بافتدر این بین، فنون کشتتتت (.Twaij et al. 2022) بدهند یشافزا ر گیاهان داروییارزش را د با یهثانو هاییتمتابول

س سپان سیتورها ی سلول یونسو سب برا یحلراهو کاربرد الی ست یهثانو هاییتانبوه متابول یدتول یمنا سیتورهایال تاکنون، .ا ستی  ی زی

باکتری و غیره( و غیرزیستتتتی قارچ،  ثل  یایی، و غیره( متنوعی )م یب شتتتیم عه فرابنفش، ترک ثل اشتتت  یدتول افزایشمنظور به )م

س یدهاآلکالوئیندولا سپان سو با این حال،  (.Perveen et al. 2022)اند مورد مطالعه قرار گرفته دارویی پریوشگیاه  یسلول یوندر 

 یسینآجمال بلاستین،ینو ،نکریستیینوتواند راه را برای افزایش تولید ترکیباتی مهمی همچون شناسایی الیسیتورهای کارآمدتر می

(، در کشت بافت مورد توجه قرار 2TiO) یتانیومت یدنانوذرات اکسالیستیورهای مبتنی بر نانوذرات، از جمله  تسهیل نماید. ینو سرپنت

 با اینحال،؛ باشدمینانوذرات متفاوت  یتسن و ماه یشی،رو ۀنود گونه، مرحل مبنایبه نانوذرات بر  یاهپاسخ گاند. به طور کلی، گرفته

ضیمثبت  تاثیر ست یاهاندر گ 2TiOنانوذرات ازجمله  بع شده ا  سبب 2TiO نانوذرات (. 2022et al. Sheikhalipour) اثبات 

بهبود جذب نور و  ،(Nair et al. 2010) یبه مواد آل یرآلیمواد غ یلتبد یعتستتر ،(Yang et al. 2006) یتراتجذب ن یشافزا

 یمحلول پاشتت یراثت Aghaei et al. 2021ای، در مطالعه. شتتوندیمدیگر  وبیستتکو و فرایندهای کلیدی ستتلولیر یمآنز یتفعال

سخ بیترگرم در لیلیم 80، و 2TiO (0 ،10 ،20 ،40نانوذرات  شیمیایی و محتوی( بر پا سانس گ یو شور را یانزن یاها مطالعه  یتحت 

 6/7سبب بهبود عملکرد اسانس ) یترگرم بر ل یلیم 40و  20با غلظت  2TiOنانوذرات  ینشان داد که محلول پاشآنها  یجنتاکردند. 

صد( و محتو سانس ) یدر صد( در مقا 4/3ا سهدر شد.  ی شاهد  ست؛ با  2TiO تاثیر نانوذراتسازوکار هرچند با  بر گیاهان نامعلوم ا

 آزاد هاییکالراد اکستتیدانت و حذفستتامانه آنتی تحریک فرایندهای کلیدی همچون ستتببماده  ینا رستتد کهاینحال، به نظر می

با توجه به  (.Hong et al. 2005) کندهای ثانویه را حفظ میبیوستتنتز متابولیتشتتود و از این طریق انرژی و ماده لازم برای یم

سنتز بر بیان ژن 2TiOی، هنوز اطلاعاتی درباره تاثیر نانوذرات علم هاییافته سیر بیو ستآلکالوئ یندولاهای م سترس نی . یدها در د

 دارویی پریوش یاهگ در PRXو  STR ،SGD ،DAT هایژن یانببر  2TiOبنابراین، این مطالعه با هدف بررستتتی تاثیر نانوذرات 

 .انجام شد

 

 هامواد و روش

سیدینانوذرات د شرکت نانومتر ) 25ذرات  یانگین اندازهبا م 2TiO از نانوذرات آزمایش، یندر ا: (2TiO) یتانیومت اک

دیونیزه استفاده شد. برای  آبیتر از در ل گرمیلیم 100و  50، 0 هاینانوذرات در غلظت سوسپانسیون یهته یبرا ( استفاده شد.سیگما

سیون نیز از یسازپراکنده سپان سیونسون سو شددق 30به مدت ( 160W, 35KHz) یکا تراکم از  ممانعت جهت .یقه بهره گرفته 
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س مجدد سپان سو ستفاده رونانوذره  یونذرات،  سی همزن یتا زمان ا شد مغناطی صات نانوذرات  .نگهداری  شخ  1در جدول  2TiOم

 .است آورده شده

 

 2TiOمشخصات نانوذرات . 1جدول 

Table 1. Characterization of TiO2 nanoparticles 

 2TiO نانوذرات

 2TiO

nanoparticles 

 (g 2m-1مساحت سطحی )

)1-g 2surface area (m 

 (g 3cm-1حجم تخلخل کل )

 3cm( Total pore volume

)1-g 

 خلوص

Purity 

 (nm) متوسط اندازه

Average size (nm) 

 پودر سفید

white powder 

 0.33آناتاز  22

Anatase 0.33 

99.9% 25 

 

 یط. از محشدند یضدعفون تهیه شده و سپسکالوس  یهته برای گیبرهای ریزنمونه: یون سلولیسوسپانسریزنمونه و 

 برای BAP (mg/L 5/0)( و mg/L 1)  D-2,4های رشد کنندهتنظیمدو درکنار  یهپا یطعنوان مح( بهMSو اسکو) ) یکموراش

س تولید و کالوس القاء ،کشت بر) سپان شد.  یسلول یونسو ستفاده  س یهته جهتا سپان  یک ارلن در تردد گرم از کالوس 2 یون،سو

 و گرادسانتی درجه 25 یدما یقه،دور در دق 120انکوباتور با شدت  یکرش یرو (کشت یطمح لیتریلیم 100 )حاوی لیترییلیم 500

 (.Zhao et al. 2001) قرار گرفت یکیتار

 تا یک ماهبار یک روز 3 هر ی بدین گونه تعیین شتتد کهرشتتد ستتلول یکپ: یسددیتور نانوذرهرشددد و اامال ال یمنحن

سلولوزن سپس مقدارو  شدانجام برداری نمونه شک  صول پس از  (.Zhao et al. 2001) شد سنجش هاتر و خ شد  یکپح ر

شتبه محیتر در ل گرمیلیم 100و  50، 0در غلظت  2TiO هاینانوذره ی،سلول ساعت  72و  48، 24، در ادامه. دندش افزوده یط ک

 یعو در ازت ما یچیدهپ ینیومیآلوم یلدر فو هانمونه شد. ها یادداشتنمونه وزن فیلتر و سپس یصاف باهر ارلن  یمحتو یمار،پس از ت

 .محفوظ بمانند گرادیدرجه سانت -80 یدر دما RNAگرفتند تا زمان استخرا   رقرا

ستخراج ساخت  RNA ا شرکت  و مطابق RNX-PLUS یتک سلولی از طریق RNA محتوی: cDNAو  ستور  د

ستخرا  شدشرکت س ستخراجی توسط RNA یفیت. کیناژن ا تعیین  توسط نانودراپ آن غلظت ودرصد  5/1الکتروفورز ژل آگارز  ا

شد. یژنوم یحذف آلودگ جهت  DNaseI یم. از آنزشد ستفاده  ستفاده از  cDNA در ادامه، ا  یناژن(س) cDNAسنتز  یتکبا ا

شد.  شد.  cDNA سنتز صحتاز  یناناطم برای 18S rRNAبا آغازگر  PCR واکنشساخته   هاالکتروفورز نمونه بعد ازانجام 

 .شد ییدمستندساز ژل تأ با cDNAسنتز  یفیتک، (w/vدرصد ) 5/1ژل آگارز  یرو
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های ی مربوط به ژنآغازگرها یطراحبرای  Primer3افزار نرمو  NCBIاطلاعات ژنی از : Real-Time PCR واکنش

STR ،SGD ،DAT  وPRX  ستتته نمونه . (2گردید )جدول استتتتفادهRNA  از هر تکرار بیولوژیکی باهم ادغام گردیدند تا خزانه

RT-PCR ها را تشکیل دهند. برای هر خزانه نیز سه تکرار تکنیکی لحاظ شد و از میانگین آنها برای برآورد فراوانی نسبی رونوشت

میکرولیتر  cDNA (1 μg/μl ،)1میکرولیتر  SYBR Green (5X ،)2میکرولیتر  3شتتامل  RT-PCRاستتتفاده شتتد. واکنش 

Primer F (lμpmol/ 10 ،)1  میکرولیترPrimer R (lμpmol/ 01 و )میکرولیتر  15O2ddH ستتازی به بود که بعد از رقیق

 18s-rRNAاز ها ژن یانب یریگجهت اندازهمیکرولیتر آن بعنوان الگو برای اجرای واکنش استتتتفاده گردید.  5میکرولیتر، از  100

 Line Gene Kافزار نرم وستتیله به هاهر کدام از ژن یهر نمونه برا CTمقدار  استتتفاده شتتد.مرجع ژن  یا یعنوان کنترل داخلبه

 (.Pfaffl 2001) تعیین شد  CT سازی نسبیکمی رویکرد به کمکها تغییرات کمی بین نمونه شد. یینتع

 

 یدها آلکالوئ 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 

 طول قطعه )جفت باز(

Fragment length 

(base pair) 

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 

 

سنجش یومتترازول آزموناز : یسلول یمانزنده شد. در  یسلول یمانزنده جهت  ستفاده  بر  گرمیلیم 5غلظت  این آزمون،ا

س یترلیلیم 75/0، یسلول یمانزندهجهت تعیین . بکار رفت یومتترازول یترل سپان سو  رازولیوماز محلول تت یترلیلیم 5/1با  یوناز کشت 

شبانهشده و به مدت  مخلوط  یروگیاه  یهاسلول یحاو یعکشت ما یطچند قطره از مح در ادامه، گرفت.قرار  یکرش یرو روزیک 

 ندهز یهانسبت سلول شدند وقرمز رنگ شمارش  یها. سلولارزیابی شد ینوریکروسکوپمدر  750 ییو با بزرگنما گرفتلام قرار 

 تعیین شد.به مرده 
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در آزمایشتتگاه ستته تکرار با  یطرح کامل تصتتادف یهبر پا یلفاکتور یشآزمااین مطالعه در قالب : یآمار یلو تحل تجزیه

 LSD روشو از  هاداده یه و تحلیلبه منظور تجز( ANOVA(، از آیتم تجزیه واریانس )9.4)نسخه  SAS افزار نرم در. انجام شد

 ترسیم شدند.  Office Excelنمودارها نیز با استفاده از .گردیداستفاده  یانگینم یسهمقا یبرا( دار یمعنحداقل تفاوت )

 

 نتایج و بحث

یدها در آلکالوئ یندولاهای مستتیر بیوستتنتز بر بیان ژن 2TiOی، هنوز اطلاعاتی درباره اثر نانوذرات علم گزارشتتاتبا توجه به 

 یاهگ در PRXو  STR ،SGD ،DAT هایژن یانببر  2TiOلذا، این مطالعه با هدف بررستتتی تاثیر نانوذرات . دستتتترس نیستتتت

شد دارویی پریوش صد زنده .انجام  سلولمطالعه در سلولمانی  صد  شان داد که با افزایش غلظت نانوذره، در های زنده به طور ها ن

نابراین، میداری کاهش میغیرمعنی بد. ب مابین دو غلظت یا یتر در ل گرمیلیم 100و  50توان گفت از حیث این ویژگی، اختلافی 

داری کاهش یافت؛ هرچند اختلافی مابین های زنده با گذشت زمان به طور معنیوجود ندارد. با این حال، درصد سلول 2TiOنانوذره 

(. بنابراین، درصتتد 1دار بود )شتتکل ت بعد از تیمار معنیستتاع 72بعد از تیمار وجود نداشتتت اما اختلاف این دو زمان با  48و  24

 ،های بیوسنتزیکه رونویسی ژن ه استنشان دادگذشته نتایج آزمایشات  ساعت بعد از تیمار مطلوب بود. 48و  24ها مانی سلولزنده

ر ستتوستتپانستتیون ستتلولی پریوش آلکالوئیدها دکه منجر به تجمع ایندول ای استتتهای پیچیدهترین مرحله تنظیمی در فرآیندمهم

یان  (.Dutta et al. 2015)د نشتتتومی عه ب نابراین، مطال ند رویکردی به مراتب می PRXو  STR ،SGD ،DATهای ژنب توا

سیتورها و عوامل تنشتر و قابلهزینهسریعتر، کم سخ متابولیکی پریوش به الی سنجش پا شد.اعتماد برای  نتایج ما گویای این  زا با

 (.3جدول دار بود )های موردمطالعه معنیموضود بود که اثر تیمار نانوذره بر بیان ژن

ایندول در دایمریزاستتتیون منوترپنوئیدنقش مهمی در که استتتت پراکستتتیداز  یک رمزکننده PRXژن : PRXژن  یانب

سطح بیان ژن  نشان داد که 2TiOنانوذره  یمارتحت ت PRXژن  یانبردیابی . داردکریستین و وینبلاستین آلکالوئیدها و تولید وین

PRX  ژن  بیان، ستتاعت از تیمار 72گذشتتت بعد از اما . داری افزایش یافتستتاعت بعد از تیمار، به شتتکل معنی 48تاPRX  روند

شی  شت این داری افزایش یافت ببه طور معنی PRXژن  بیانبا افزایش غلظت نانوذره،  .را در پیش گرفتکاه سطح رونو طوریکه 

صد 192و  290ساعت بعد از تیمار، حدود  48یتر در در ل گرمیلیم 100و  50های ژن با غلظت شترب در شاهد ی  .(2شکل )بود  از 

شی بیان ژن  ستو PRXروندهای افزایش و کاه شده با الی شت زمان القاء ست؛ ر با گذ شده ا سط محققان دیگر نیز گزارش داده  تو

در طی زمان  PRXبیان ژن  افزایش و کاهش باعث میکروبیالیسیتور ( مشاهده کردند که 2014) .Almagro et alبرای مثال، 

و  یتوکندریم هایبیشتتتتر اندامک تماسمرتبط با بعد از تیمار نانوذره  PRXافزایش بیان رستتتد که به نظر می شتتتود.پریوش می

س ست با اک ست. به عبارتی دقیق یژنکلروپلا سین در پریوش یا  TRXجایگزین ژن  بعنوان گاهیژن این از آنجا که تر، ا تیوردوک
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سیژن آزادسلولی  هایاندامکتماس لذا ، نمایدمیعمل  شت منجر به افزایش با اک شت  شود که البتهمی PRX سطح رونو با گذ

 .گیردمیزمان، بیان آن روند کاهشی را در پیش 

 

صد زنده. 1شکل  سلولدر شترک گویای ادم اختلاف 2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره مانی  . حروف م

 24h، قبل از اامال تیمارها؛ pre-treatsاسددت. اختصددارات:  LSDدار مابین تیمارها بر اسدداآ آزمون معنی

post-treats ،24  48سدداات بعد از اامال تیمارها؛h post-treats ،48  72سدداات بعد از اامال تیمارها؛h 

post-treats ،72 سدداات بعد از اامال تیمارها؛ Co  کنترل؛NP-TiO2 50 to100 mg/l تیمار نانوذرات ،

 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 

 

ستتتاز )پیش بلاستتتتینینو-ین، آنهیدروکاتارانتکند که در ترکیب با دولین را تولید می، وینDATآنزیم : DATژن  یانب

طی گذشت ژن  سطح رونوشت اینکه  نشان داد 2TiOنانوذره  یمارتحت ت DATژن  یانبنماید. ردیابی ( را تبدیل مینکریستیینو

با افزایش غلظت نانوذره، از تیمار مشاهده شد.  ساعت 48 با گذشتژن این بیشترین بیان کند؛ میاز یک روند افزایشی تبعیت زمان 

شت این ژن با غلظتبه طور معنی DATژن  بیان سطح رونو  48یتر در در ل گرمیلیم 100و  50های داری افزایش یافت بطوریکه 

با گذشت زمان   DATروند افزایشی و کاهشی بیان ژن .(3شکل )بود  از شاهد یشترب درصد 125و  186ساعت بعد از تیمار، حدود 

ست. برای مثال، یافته شده ا شان داده  شگران دیگر نیز ن سط پژوه سیتور تو  Liu et al. 2010های در گیاه پریوش تحت تیمار الی
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 12 گذشت پس ازشد درحالیکه کنترل  یماربرابر ت حدود پنجاز تیمار  بعدساعت  6اثر تیمار با اتیلن در  بر ژناین بیان  نشان داد که

با توجه به . توافق داشت DAT ژن رابطه با ما در نتایجبا  مشاهدات. این کاهش یافت تیمار کنترلبه نصف  آنبیان  سطح ،ساعت

، SGDهای ژن )مثل های مرتبط به پاستتخ دفاعیژن ستتطح رونوشتتت افزایش ستتبب ثانویه پیکوان یک جاستتمونات به عناینکه 

TDC ،DAT ،CPR  وDXS 2نانوذره  یمارترستتتد که به نظر می شتتتود، لذا( میایندول آلکالوئیدها درگیر در بیوستتتنتزTiO  با

 را القاء نماید.  ی پریوشآلکالوئیدها بیوسنتزهای درگیر در تواند بیان ژنمیجاسمونات تاثیرگذاری بر مسیر 

 

 

دار مابین . حروف مشتتترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره در ستتلول PRXبیان ژن  .2شددکل 

ساعت بعد از اعمال  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاست. اختصارات:  LSDتیمارها بر اساس آزمون 

کنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  48h post-treats ،48تیمارها؛ 

NP-TiO2 50 to100 mg/lگرم بر لیترمیلی 100و  50 ، تیمار نانوذرات 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 
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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

SOV 

 درجه آزادی

DF 

 میانگین مربعات

Mean squared 
 STRژن  یانب

STR  
expression 

 DATژن  یانب

DAT 

expression 

 SGDژن  یانب

SGD 

expression 

 PRXژن  یانب

PRX  

expression 
 **Time 2 849.34* 746.32* 567.75* 465.76 زمان

 غلظت

Concentration 
2 687.25* 575.43** 366.57** 546.34* 

 غلظت× زمان 

Time*con. 
4 575.25* 365.65** 454.76** 354.75** 

 Error 18 42.16 31.46 26.54 19.54 خطا

CV % - 13.14 8.7 7.36 10.4 

 درصد است. 5و  1داری در سطح علامت * و ** به ترتیب گویای معنی

 

دار مابین . حروف مشتتترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره در ستتلول DATبیان ژن  .3شددکل 

ساعت بعد از اعمال  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاست. اختصارات:  LSDتیمارها بر اساس آزمون 

کنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  48h post-treats ،48تیمارها؛ 

NP-TiO2 50 to100 mg/lگرم بر لیترمیلی 100و  50 ، تیمار نانوذرات 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 
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ایریدوئید، استریکتوسیدین سکولوگانین از مسیر سکوو ، از ترکیب تریپتامین از مسیر شیکیمات STRآنزیم : STRژن  یانب

ژن  یانب باشتتد. ردیابیی دیگر پریوش میآلکالوئیدهاترپنوئید ایندول ستتاز کلیدیو پیش آلکالوئیدیندولکه اولین انماید می ستتنتزرا 

STR 2نانوذره  یمارتحت تTiO شان داد که سپس کاهش یافت به STRژن  نبیاسطح  ن شت زمان افزایش و   48که طوریبا گذ

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

داری افزایش یافت بطوریکه ستتطح معنیبه طور  STRژن  بیانبا افزایش غلظت نانوذره،  را در پیش گرفت.روند کاهشتتی  بیان آن

شت این ژن با غلظت صد 228و  193ساعت بعد از تیمار، حدود  48یتر در در ل گرمیلیم 100و  50های رونو شترب در شاهد ی بود  از 

 Roseus etزاهای دیگر نیز مستند شده است. برای مثال، با الیسیتورها و تنش STRروند افزایش و کاهشی بیان ژن  .(4شکل )

al. 2017  شان دادند که سیتور قارچیبا  SGDو  TDC ،STRهای بیان ژنن سپس کاهش  نخست تیمار پریوش با الی افزایش و 

  (.Roseus et al. 2017)یافت 

 

دار مابین . حروف مشتتترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره در ستتلول STRبیان ژن  .4شددکل 

ساعت بعد از اعمال  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاست. اختصارات:  LSDتیمارها بر اساس آزمون 

کنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  48h post-treats ،48تیمارها؛ 

NP-TiO2 50 to100 mg/lگرم بر لیترمیلی 100و  50 ، تیمار نانوذرات 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 

 

e
e

e

de

c

a
b

d

b

c

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

pre-treats 24h post-treats 48h post-treats 72h post-treatsS
T

R
ex

p
re

ss
io

n
 (

fo
ld

 c
h

a
n

g
e)

Treatments

Control NP-TiO2 50 mg/l NP-TiO2 100 mg/l



 1402، آبیاری

95 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

سیتور  STRافزایش بیان ژن  شی از می 2TiOنانوذره در مواجه با الی شد که  اینتواند نا سئله با سبب القاء  2TiOنانوذره م

سیت سا سیر  (Pan et al. 2016) واکنش فوق ح سمونو تحریک م س یکجا شود که آنها نیز به نوبه خود ( میWei, 2010) یدا

هایی یگنالستت اثرتحت  STRژن نیز نشتتان دادند که  et al. 2014 Sibérilعلاوه بر این، شتتوند. می STRستتبب القاء بیان ژن 

 .قرار داردپریوش گیاه دارویی  یسلول یوندر سوسپانس یناکس و جاسمونات مانند

که تبدیل استتتریکتوستتیدین به ایندول  نمایدمی کدگلیکوزیداز را -آنزیم استتتریکتوستتیدین بتا، SGDژن : SGDژن  یانب

شاخهرا آلکالوئیدها  ساخت در گیاه پریوش  2TiOنانوذره تحت تیمار  SGDژن  یانبردیابی . کندکاتالیز میهای جانبی در  شکار  آ

ست. به نحوی که  SGDژن  رونوشتسطح  که شینهپس از تیمارساعت  48با گذشت زمان در حال افزایش ا  ، بیان این ژن به بی

سید شی  SGDژن  بیان، این زمان. بعد از مقدار خود ر به طور  STRژن  بیانبا افزایش غلظت نانوذره، را در پیش گرفت. روند کاه

ساعت بعد از تیمار، حدود  48یتر در در ل گرمیلیم 100و  50های داری افزایش یافت بطوریکه سطح رونوشت این ژن با غلظتمعنی

  .(5شکل بود ) شاهداز  یشترب درصد 240و  287

 

دار مابین . حروف مشتتترک گویای عدم اختلاف معنی2TiOهای پریوش تحت تیمار نانوذره در ستتلول SGDبیان ژن  .5شدکل 

ساعت بعد از اعمال  24h post-treats ،24، قبل از اعمال تیمارها؛ pre-treatsاست. اختصارات:  LSDتیمارها بر اساس آزمون 

کنترل؛  Co ساعت بعد از اعمال تیمارها؛ 72h post-treats ،72ساعت بعد از اعمال تیمارها؛  48h post-treats ،48تیمارها؛ 

NP-TiO2 50 to100 mg/lگرم بر لیترمیلی 100و  50 ، تیمار نانوذرات 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 
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گزارش شده است بطوریکه آنها نشان  نیز Akhtar et al. 2017توسط  SGDروند افزایشی و کاهشی سطح رونوشت ژن 

سیتور قارچی، تیمارپس از  سومدر روز دادند که  سید 4 ه حدودب SGDبیان  گیاه پریوش با الی شاهد ر های در بازه درحالیکه برابر 

شاهداتی، بنظر می زمانی بعدی کاهش یافت. سد که با عنایت به چنین م شت ژنافزایش ر سیتور SGD سطح رونو  بعد از تیمار الی

سخ دفاعی و مسیرهای پیام شد مربوط به پا سانی هورمونی با شاهدات ما. (Zhang et al. 2014)ر ، STRهای از تغییر بیان ژن م

SGD ،DAT  وPRX  2نانوذره در مواجه باTiO نانوذره تیمار توسط های کلیدی در گیاه دارویی پریوش نشان داد که بیان این ژن

2TiO شت به نحوی کهشد  ءالقا )به عنوان موثرترین  2TiOیتر نانوذره در ل گرمیلیم 100 ساعت بعد از تیمار 48آنها  سطح رونو

صد زنده شترین در سلولی( تیمار با بی صد  287و  193، 186، 290 حدود به ترتیبمانی  شاهد در سبت به  شت . افزایش یافتن با گذ

شد کهزمان، الگوی بیان متفاوتی برای این ژن شاهده  سخ به توان را می آن عامل ها م سیر  دخیلهای ژن مختلفپا سنتز بیدر م و

سیستم دفاعی پریوش منجر  2TiOنانوذره رسد که تیمار به نظر می. نسبت داد 2TiOنانوذره تیمار به  ی پریوشآلکالوئیدها با القاء 

تر به تحقیقات شود. با نگاهی دقیقآلکالوئید )بعنوان ترکیبات محافظ برای گیاه( مییندولاهای دخیل در بیوسنتز به افزایش بیان ژن

شته  سیم اثرگذاری میگذ سیر  دخیلهای ژنبر بیان  2TiOنانوذره توان به مکان سنتز در م برد. در این پی ی پریوشآلکالوئیدهابیو

به عنوان نقاط تاثیرگذاری الیستتیتورها در گیاه  جاستتموناتو ترکیبات محرک مثل اتیلن مثل گیاهی های رشتتد کنندهراستتتا، تنظیم

شده اند  شناخته  . درنتیجه، به (Srivastava et al. 2014؛ Mezginezhad et al. 2019؛ Papon et al. 2015)پریوش 

های درگیر در مستتیر بیوستتنتز یلن ستتبب افزایش بیان ژناتو جاستتمونات از طریق بکارگیری  2TiOنانوذره رستتد که تیمار نظر می

سیتور نانوذره شود. آلکالوئید مییندولا صوص تاثیرگذاری الی ستا با نتایج ما در خ سیر های درگیر در بر ژن 2TiOهمرا سنتز م بیو

از  2TiOهای ثانویه مختلف نشتتتان داده استتتت که نانوذرات های مشتتتابه با گیاهان و متابولیتهای ثانویه پریوش، یافتهمتابولیت

 et al. 2019  Karimzadehزش در گیاهان دارویی برخوردار هستند. برای مثال،های ثانویه باارپتانسیل بالایی در تولید متابولیت

 ینآلان یلفنو ( CAD) یدروژنازالکل ده ینامیلستت یهاژن یانبر بیتر( گرم بر لیلیم 150و  100، 50صتتفر، ) یتانیومنانوذرات ت اثر

نانو ذره نتایج آنها نشتتان داد که  را بررستتی کردند. (Linum usitatisimumکتان ) یکشتتت ستتلولمحیط ( در PAL) یالیازآمون

 یتانیوماثر زمان کاربرد نانوذرات ت Kazemi et al. 2022 شد. یترگرم بر لیلیم 150 غلظت در CAD یانب یشباعث افزا یتانیومت

شیمیاییبصفات بر ( یترگرم در لیلیم 40، 20، 0) ساس نتایج،  (Satureja hortensisمرزه ) یو ساعت  48را ارزیابی نمودند. بر ا

بر  2TiOنانومحرک  تاثیر 2019et al.  Ourang-Fabriki شتتتد. یدفلاونوئ یشباعث افزا یتانیومنانوذره ت یمارتیمار، پس از ت

ستنتتاز  یلوپین(، استتCFSستنتتاز ) یلانتیفولین(، شتBBE) ید بر ینبربریعنی  ینارینستنگوئ یوستنتزب یرمست یهاژن یانب یالگو

(STSتتراه ،)یلمت یدروپروتوبربرین ( ترانستتفرازTNMTپروتوپ ،)یدروکستتیلازه ین (P6Hو د )یدازاکستت یدروبنزوفنانتریدینه ی 

(DBOX)  یرکب یراندر مامرا (L Chelidonium majus)  .2 یترگرم در لیلیم 500غلظت مطالعه کردندTiO یب منجر به ترت

ستتاعت  48و  24. زمان شتتدنستتبت به شتتاهد  MSHو  STS ،P6H ،BBEژن  یاندر ب یدرصتتد 91و  500، 66، 63 یشافزا به
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سبت به  شساعت پس از محلول 72ن شینه سبب یپا ش یرتأثنیز  et al. 2019 Mazarie. شدنددر هر چهار ژن  یانب بی  یمحلولپا

با را کاوش نمودند.  (Salvia officinalis) یگل یممر یزیولوژیکیبر صتتتفات فیتر( در ل گرمیلیم 100و  0 ،50) 2TiOنانوذرات 

تمام این گزارشات . به خود گرفتنسبت به شاهد  یشیاسانس روند افزا محتوی ،(یتردر ل گرمیلیم 100) 2TiOغلظت نانو  یشافزا

 Talebi)تاکید دارند  "های ثانویه پریوشدر افزایش متابولیت 2TiOشناخت پتانسیل مثبت نانوذرات  "بر دستاورد ما تحت عنوان 

et al. 2022). 

ین در گیاه پریوش و رابطه مستتقیم بیان و سترپنت یستینآجمال بلاستتین،ینو، نکریستتیینواهمیت ترکیبات : گیرینتیجه

سطح این  PRXو  STR ،SGD ،DATهای ژن سیتور آلکالوئبا  شت تا تاثیر الی های فوق بیان ژنرا بر  2TiOیدها، ما را بر آن دا

یدهای پریوش شد. آلکالوئ یندولابیوسنتز  یرمس یدیکلهای نانوذره باعث افزایش بیشتر بیان ژن 2TiOمطالعه نماییم. غلظت بالاتر 

شترین بیان ژن 48این افزایش تا   PRXو  STR ،SGD ،DATهای ساعت بعد از تیمار ادامه یافت اما بعد از آن کاهش یافت. بی

و  2TiO یتردر ل گرمیلیم 100ستتتاعت بعد از تیمار بدستتتت آمد. بنابراین، غلظت  48و در  2TiO یتردر ل گرمیلیم 010در غلظت 

 یدها توصیه کرد.آلکالوئ یندولاتوان بعنوان شرایط بهینه تولید ساعت بعد از تیمار را می 48ها در برداشت متابولیت

 یپژوهش حاضر سپاسگزار یدر اجرا یبه خاطر همکارفرهنگیان تهران دانشگاه  یاز معاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری

  .شودیم

 

 منابع

شی محلول تأثیر( 1400ریحانه، مجیدی مینا )عموآقایی  سید نانوذرات دی پا سخهای تیتانیوم اک شیمیایی، بر پا شد، عملکرد و بیو  ر

 .51-33(، 3)12، و گیاهروابط خاک . تحت تنش شوری( Carum copticum) زنیان اسانس گیاه میزان

صد یکیفابر ضاصالحه، پورابوقداره عل یدرگاه یقه،اورنگ  س یاثرات نانومحرک د (1397) یر  یهاژن یانب یبر الگو یتانیومت یداک

 .513-523،( 4) 13 ،یننو یکژنت یفصلنامه علم. (Chelidonium majus) یرکب یراندر مام ینارینسنگوئ یوسنتزب یرمس

 های فنیل آلانین آمونیالیازتأثیر نانوذرات روی و تیتانیوم بر بیان ژن (1398) حداد رحیم، گروستتتی قاستتتمعلی کریمزاده فاطمه،

(PAL) سینامیل الکل دهیدروژناز سلولی گیاه کتان (CAD) و  شت  صلنامه علمی  (Linum usitatisimum). در ک ف

 .171-177، ( 2) 14 ،ژنتیک نوین

های مختلف اسید جاسمونیک تأثیر محلولپاشی غلظت (1398) لیلا فهمیده ،قنبری احمد ،حسنموسوی نیک سید م ف،مزارعی ایوب

  .(Salvia officinalis L) اکسیدانی مریم گلیاکسید تیتانیوم بر برخی صفات فیزیولوژیکی و فعالیت آنتیو نانو ذرات دی

 .22-1، 11. شناسی گیاهی ایراننشریه زیست
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