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 2931 بهمن

  :چکیده

با آنکه اصلاح سنتی . شقایق مهمترین منبع چندین آلکالوئید دارویی مانند ضد درد، سرفه، تومور و باکتری است

کرده است،  تغییر یافته تولیدهای های مولکولی تعداد زیادی ژرم پلاسم با میزان آلکالوئیدبه خوبی دیگر روش

ژن . باشد های مهندسی ژنتیک میها به روشهای بیوسنتزی این آلکالوئیدولی هنوز نیاز به دستورزی مسیر

T6ODM Thebaine – 6 - O Demetylase)) باشد که ها میهای پایین دست مسیر بیوسنتز آلکالوئیدیکی از ژن

کند که نئوپینون خود طی یک واکنش دیگری به به نئوپینون تبدیل می دمتیله کرده و 6تبائین را در موقعیت 

-همچنین این ژن در مسیر دیگری اوریپاوین را دمتیله کرده و به مورفینون تبدیل می. شودکدوئینون تبدیل می

و  شده بر میزان بیان آن، دو سازه خاموشی موقت در این پژوهش به منظور بررسی تأثیر خاموشی ژن یاد. کند

جهت . طراحی و ساخته شد و سپس توسط اگروباکتری به گیاه شقایق وارد شدند RNAiدائم متکی بر فن 

شده توسط  استفاده گردید و سازه یاد pGSA1285از ناقل و سری ژن هدف  خاموشی پایدار از سازه سنجاق

 VIGS; Virus)خاموشی موقت سازی سازه  برای همسانه. های محور زیرلپه منتقل شداگروباکتریی به ریزنمونه

Induced Gene Silencing)  ژن هدف از ناقل ویروسیpTRV های استفاده شد و توسط اگروباکتری به برگ

تلقیح )گیاهان تیمار ابتدا  T6ODMبررسی خاموشی موقت ژن  در. ای تراریزش شدهفته 4تا  3های گیاهچه

، جهت اثبات تراریزش، مورد ارزیابی (خالی TRV با تلقیح یافته)و گیاهان شاهد  TRV+T6ODM) یافته با

 بودندمثبت  TRV در مرحله بعد از میان گیاهانی که. قرار گرفتند  TRVناقل( CP) ژن پروتئین پوششی حضور

ند، جهت دنشان داکمترین سطح بیان را هایی که  سپس نمونه. انتخاب شدندآنالیز نیمه کمی تعدادی گیاه جهت 

که میانگین نتایج نشان داد  .بیان ژن با استفاده از فن بیان ژن در زمان واقعی مورد آنالیز قرار گرفتندتر  آنالیز دقیق

از این رو . باشد می درصد 33 حدود هان شاهداانتخابی نسبت به گی ان ترارریختدرصد خاموشی در گیاه

 . تکارایی سازه مورد نظر جهت کاهش قابل توجه بیان ژن مورد تأیید قرار گرف

های تلقیح یافته، آزمایش دیگری به  باززایی ریزنمونهشرایط کشت بافت و بهینه سازی در این پژوهش به منظور 

 01دیش به طور متوسط شامل  هر پتری)صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی با هشت تکرار 

و  (MSو  B5)های مورد بررسی شامل نوع محیط کشت پایه فاکتور. انجام شد( ریزنمونه به عنوان یک تکرار

در مرحله تولید  نتایج نشان داد. بودند( میلی گرم بر لیتر 05 و 01، 5) سطوح آنتی بیوتیک  پارامومایسین 

غلظتهای پارامومایسین  در همچنین. محیط مناسب تری است MSیافته، محیط  کالوس از ریزنمونه های تلقیح

بیوتیک  باززایی گیاهچه مشاهده شد ولیکن به تناسب افزایش غلظت آنتی میلی گرم بر لیتر 05و  01، 5 سطوح

 . داشت یکاهشر درصد باززایی سی



 VIGS.در زمان واقعی،  PCRمحور زیرلپه، خاموشی،  ،آلکالوئید، پارامومایسین: کلمات کلیدی

کاری  که دل دوستان در کنف توحید توست و ای   که جان بندگان در صدف تقدیر تو ست، ای قهاری که کس را به تو حیلت نیست، ای ای کام

ت آویز جباری که گردنکشان را با تو روی مقاومت نیست، ای حکیمی که روندگان ترا از بلای تو گریز نیست، ای کریمی که  بندگان را غیر از تو دس 

گاه دار تا پریشان نشویم و در راه آر تا سرگردا   .ن نشویمنیست، ن

 

ی که الهی ای کریمی که بخشنده عطایی و ای حکیمی که پوشنده خطایی و ای احدی که در ذات و صفات بی همتایی و ای خالقی که راهنمایی و ای قادر

ت لایزال خود و بصفات با کمال خود و بعزت جلال خود و بعظمت جمال خود که جان ما را صفای خود ده، دل م یی را سزایی، بذا ا را هوای خود ده، خدا

 .چشم ما را ضیا  خود ده و ما را آن ده که آن به
 

 

 

 

 :های پروردگار تقدیم به مهربانترین آفریده

 پدرم،  او که همه رنج ها را  با جان خرید تا  حلاوت زندگی را به  من ببخشد

کاری و عشق                                           مادرم، دریای بی کران فدا

 و                       



 همسر مهربانم ، پناه خستگیم و امید بودنم                                                                         
 

 

 
  



 تشکر و قدردانی 

ی و شکر وند و رسانده پایان به را  مجموعه این تا داد ربانی اش توفیق الطاف  با که را  سپاس خدا  شکر و الهی ثنای و حمد پس از.خواهانیم دانش را  و علم رهروان و پویندگان همه سعادت و توفیق منان از خدا

وند درگاه به گزاری  ق به متعال خدا  :حدیث شریف مصدا

 "من لّم یشکرِ المخلوقِ  لم یشکر الخالق"

 نموده یاری  این وادی در را  مرا  کسانیکه همه از را  صمیمانه و خالصانه قدردانی سپاس و مراتب احترام و ادب  کمال بضاعت اندکم در با که دانم فرض می خود بر شد واقع ثمر مثمر تلمذ و تلاشها همه حاصل که اینک

وم و دلسوزی  استاد محترم راهنما  اسماعیلی  دکتر استاد فرهیخته و ارجمندجناب آقای :ویژه از به داشته ابراز اند که در این مدت   با صبر و متانت  مشوق و راهنمای شایسته ای برای اینجانب بوده اند وبا  پیگیری مدا

همیشگی شان  راه را بر من هموار ساختند 
، سرکار خانم نوروزی مقدم کارشناس  اهنمایی های ارزشمندشان بهره برده ام جناب آقای دکتر نظریان  و جناب آقای دکتر زبرجدی اساتید محترم مشاور که از ر  ،  

 و دوره از لطف و یاریشان برخوردار بودم و از همه عزیزانی که در تنظیممحترم آزمایشگاه  که در این مدت از هیچ کمکی دریغ نکردند و از همه دوستان خوب و ارزشمندم در آزمایشگاه بیوتکنولوژی  که در طی این 

 .گردآوری این مجموعه  نقش داشته اند تشکر و قدرشناسی می نمایم

.است این مجموعه بتواند برای جویندگان علم و دانشجویان عزیزمثمر ثمر واقع شود امید.
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 مقدمه-0

تقریبا در تمام اقوام و . ی خاک باشدمصرف گیاهان دارویی به قدمت حضور انسان بر روی کره شاید

تخمین زده شده . اندگرفتهها می روئیده بهره میها از گیاهانی که در طبیعت اطراف آنانسان قبایل،

شان استفاده می های گیاهی جهت حفظ سلامتیدارو درصد مردم جهان عمدتاً 81تا  31که  است

 (. 0388افکار و کریم زاده، ) ی دائما در حال افزایش استیتقاضای جهانی برای گیاهان دارو. کنند

ه این گیاه به واسطه مواد موثر .خشخاش، شقایق یا کوکنار متعلق به خانواده کوکناریان می باشد

این گیاه با نام علمی (. 0383کیانمهر، )های داروئی ارزشمندی پیدا کرده است مورفین استفاده

papaver somniferum ترین گیاهان دارویی است و امروزه به عنوان منبع تجاری یکی از قدیمی

لق به همراه با این دو مسکن، شقایق تقریبا هشتاد آلکالوئید متع. مسکنهای مورفین و کودئین است

 . (Weid et al., 2004) خانواده تتراهیدروبنزوایزوکوئینولین را تولید می کند

های طبیعی هستند و به طور کلی از طریق مجموعه ای های فراوردهها یکی از بزرگترین گروهآلکالوئید

وزن کم هستند  ها گروه متنوعی از ترکیبات نیتروژن دار بادر واقع آلکالوئید. ها تولید می شونداز مسیر

. های گیاهی یافت می شونددرصد از گونه 21که اکثرا از آمینو اسیدها مشتق شده اند و تقریبا در 

های بنزوایزوکوئینلین برای رشد و توسعه طبیعی گیاه ضروری نیستند اما به نظر می رسد که آلکالوئید

زا بازی می کنند یماریقابل گیاه خواران و عوامل بیک نقش دفاعی در حفاظت گیاهان در م

(Facchini and Benoit, 2005) . 

و بربرین به عنوان  سانگواینارین و مورفین به عنوان مسکن و ضد سرفه، دئینوکخاصیت دارویی 

ضد توموری،  ها با خاصیت ضدسرفه و خاصیت ضد میکروبی و ضد التهابی، نوسکاپین با بیوتیکآنتی

  (Lee and Facchini, 2010). به اثبات رسیده استها  گره کنند  ادپاپاورین به عنوان گش

های شقایق در هیچ جنس گیاهی به جز به غیر از پروتوپین، کریپتوپین وتبائین، هیچ یک از آلکالویید

Papaver  کشت قانونی این گیاه به عنوان تنها منبع تجاری برای چندین (. 0380یزدانی، )وجود ندارد

اما در . ، شامل مورفین، کودئین و مشتقات نیمه مصنوعی مانند اکسی کدون می باشدداروییترکیب 
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باعث ایجاد  (O,O-diacetylmorphine) مقابل، کشت وسیع غیرقانونی این گیاه برای تولید هروئین

سنتز شیمیایی اکثر این (Hagel and Facchini, 2010).  اثرات عمیق و منفی جهانی شده است

و راه حل تولید کشت سلولی در همه  امکانپذیر است، اما از نظر تجاری باصرفه نیست هاآلکالوئید

های انتخاب ها مخصوص بافت است، فقط آلکالوئیدکه تجمع آلکالوئیدییاز آنجا. موارد نشدنی است

های متمایز نشده گیاه شقایق کالوس. های سلولی تولید و انباشته شوندای می توانند در کشتشده

توانند تولید رویی را نمیهای مهم داهایی مانند سنگوینارین را تولید می کنند، اما مسکننزوفنانتریدینب

  .(Kempe et al., 2009) کنند

ها در های کلیدی و قرار دادن آنتوان با وارد نمودن ژن مربوط به آنزیمدر روش مهندسی متابولیت می

های خاموشی ژن از طرف دیگر با استفاده از روش. افزایش دادهای قوی، بیان ژن را کنار پیش برنده

، این امکان وجود دارد تا از طریق مهار تولید RNAهای آنتی سنس با تداخل از طریق بکارگیری توالی

حسینی وهمکاران، )ها، راه متابولیکی را به سمت محصول مورد نظر نشانه گیری کرد این آنزیم

0383.) 

های ثانویه شامل ترکیبات یک فرصت جدیدی برای تغییر محتوای متابولیت تغییرات تراریختی

مهندسی متابولیک در صدد تغییر در مقدار . باشدیی و مواد شیمیایی محافظ گیاه میدارویی، عناصر غذا

های باشد، برای مثال از طریق تغییرات در فعالیت آنزیمخاصی می هاییا ساختار شیمیایی متابولیت

های جدید های مسیر، یا معرفی فعالیت آنزیمهای تنظیم کننده مسئول بیان ژنزی یا پروتئینبیوسنت

 .(Chitty et al., 2003) تواند عمل کندمی



 

4 

 

RNA ((RNAiفن تداخل 
ها یا جلوگیری از سنتز یک فرایند خاموشی ژن است که در هضم نسخه0

ها هایی مانند ویروسمقابل هجوم اسید نوکلئیکپروتئین برای تنظیم بیان ژن، کنترل توسعه و دفاع در 

 .است ها درگیرها یا ترانسژن،ترانسپوزون

RNAi تواند به عنوان یک وسیله قوی در مهندسی ژنتیک در محصولات گیاهی بدون الحاق می

ها وکیفیت بهتر مانند کاهش توکسین، پروتئین جدید بیان ژن را تغییر دهد و محصولاتی با ویژگی

ترکیبات آلرژی زا، افزایش ارزش غذایی، تحمل نسبت به تنش های زنده و غیر زنده را تولید حذف 

 Baykal and).  های قابل توارث و پایداری ایجاد شودکند که ممکن است با این روش فنوتیپ

Zhang, 2010) 

 

ها واقع شده است در انتهای مسیر بیوسنتزی آلکالویید T6ODM (Thebaine-6-O Demetylase)ژن 

ش دمتیله کرده و به نئوپینون تبدیل می کند، سپس این ماده  طی یک واکن 6که تبائین را در موقعیت 

یله کرده و به اوریپاوین را دمت T6ODMشود، در مسیر دیگری خودبخودی به کدوئینون تبدیل می

های آنزیمی به و طی واکنشهای آبی ناپایدارند کند، این دو ترکیب در محلولمورفینون تبدیل می

 .(Facchini and Hagel, 2010)شوند تیب به کدوئین و مورفین تبدیل میتر

طراحی و ساخته شد و سپس به دو روش  RNAiهای خاموشی ژن با روش در کار حاضر ابتدا سازه

جهت بررسی میزان  .ها و برگ گیاه هدف منتقل گردیدترانسفورماسیون دائم و موقت به ریز نمونه

.استفاده گردید PCR Real time quantitativeبیان ژن مربوطه از واکنش سنجش کمی 

                                      

1
- RNA interference 

  



 

 

.  

 

 

 فصل دوم

بعکلیات و بررسی منا 
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 کلیات و بررسی منابع -1

 گیاه شناسی  1-2

 papaver ,Meconopsis : باشد که عبارتند ازدارای شش جنس می papaveraceaeخانواده 

Roemeria ,Glaucium ,chelidonium  وHypecoum 28جنس پاپاور در ایران حداقل . می باشد 

/. 5به ارتفاع یاهی است یک ساله، شقایق گ(. 0335مظفریان، )گونه گیاهی یک ساله تا چند ساله دارد 

ها برگ. ز ماده مومی پوشیده شده استهای سطحی، ساقه سبز، قائم و بی کرک که امتر، با ریشه 2تا 

های فوقانی این سیمات عمیق دندانه دار که در برگو دارای تقد، متناوب با رنگ سبز غبار آلود منفر

های درشت و بسته به واریته آن به رنگها گل(. 0353علوی، ) تر استنا منظم تر وبریدگی عمیق

ای که در قاعده میوه کپسول کم و بیش کروی یا گویچه. شوندید یا قرمز مایل به بنفش دیده میسف

 99این جنس شامل . (Cullen, 1966) باشدسانتی متر می 5-3 × 4-5مدور دارای پایک کوتاه به ابعاد 

هایی هستند که حاوی شیره شیری ها یا مجراکه همگی دارای سلولتری گونه است و یا تعداد بیش

درصد  21درصد آب،  05تا  01شیرابه مذکور حاوی . (Bernat and Tetenyi, 1981)رنگی می باشند

د فوماریک و اسید اگزالواستیک های آلی نظیر اسید لاکتیک، اسیمواد قندی و همچنین مقداری اسید

این گیاه (. 0336امیدبیگی، )درصد آلکالوئید است  21تا  01مچنین حاوی شیرابه مذکور ه. باشدمی

 (Thetnyi, 1997).  باشداروپای جنوب شرقی و غرب آسیا می بومی

 

 متابولیت های ثانویه 1-1

-دهند و اجزا سازنده گیاه و ارزش تغذیهرا تشکیل می گیاهان بخش مهمی از وعده غذایی هر روز ما

های اولیه گیاهان علاوه بر تولید متابولیت .چندین دهه به شدت مطالعه شده استها برای ای آن

ن مولکولی قادرند که طیف وسیعی از ترکیبات با وز( هاها و آمینو اسیدها، لیپیدکربوهیدرات)ضروری 

است که  های ثانویه گیاهان یک اصطلاح کلیمتابولیت. ثانویه را تولید کنند هایپائین به نام متابولیت


