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 چکیده

مـورفین،  از جملـه     به واسطه تولید آلکالوئیدهای با ارزش و پرمـصرف           Papaveraceaeگیاهان خانواده   

-مـی کدئین، تبائین، نوسکاپین، پاپاورین و سنگوئینارین دارای اهمیت تجاری خاصی در صـنایع دارویـی                

در  نمـورفی  گـروه لکالوئیـدهای   آ سنتز   نقطه شروع مسیر  ،  )TYDC(تیروزین دکربوکسیلاز   –L  ژن .باشند

و بعـد از     شـود مـی از تیـروزین    تیرامین  کند که منجر به تولید      و واکنشی را کاتالیز می    خشخاش می باشد    

  هدف از  .شودورفین تبدیل می   و م   مرحله آنزیمی دیگر، حلقه بنزنی با تغییرات بعدی به کدئین          17حداقل  

در پـی آن،    تجمع آلکالوئیدهای بنزیل ایزوکوئینولین و درTYDC، بررسی اثر تشدید بیان ژن این تحقیق

 pBI121-TKسازه نوترکیب  برای رسیدن به این هدف.باشدمی نمورفی گروهافزایش سنتز آلکالوئیدهای 

 pBI121در پلاسـمید  Gus با کلون سازی ژن تیروزین دکربوکسیلاز حاوی تـوالی کـوزاک در محـل ژن   

شـد و نتـایج کلونینـگ ایـن ژن بـا اسـتفاده از روشـهای         ساختهNosبر  و پایان CaMV35Sتحت پیشبر   

 گیاهـان   HPLCنتایج  . تایید گردید  Gus و آزمون هیستوشیمیایی     PCR،   هضم آنزیمی  ،مختلف مولکولی 

که مقدار آلکالوئیدهای موجود در این گیاهان بـه مراتـب بیـشتر از     ترنسژنیک به روش اگرواینفیلتراسیون نشان داد

   .ترنسژنیک بودگیاهان غیر 

 

 ،اگرواینفیلتراسیون ،)TYDC( تیروزین دکربوکسیلاز ،آلکالوئیدهای بنزیل ایزوکوئینولین: کلمات کلیدی

  . خشخاش،تشدید بیان ژن
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  فصل اول
  مقدمه 



  2 مقدمه                                                                                           -ل اولفص
 

  

  

  

  مقدمه 1-1

 گیـاهی اسـت   Papaveraceaeمتعلـق بـه خـانواده     .Papaver somniferum Lخشخاش با نام علمی 

 ).1997( تتنـی باشـد  اله که بومی غرب آسیا و جنوب شـرقی اروپـا مـی      علفی و یک س   ) 22n=2(دیپلوئید  

لغـت  . گـردد  سـال قبـل برمـی      3500ه عنوان گیاه دارویی به بـیش از         تاریخچه استفاده از گیاه خشخاش ب     

opium                      اولین بار برای توصیف شیرابه خشخاش در قرن اول قبل از میلاد بکار گرفتـه شـد، لفـظ افیـون 

از ). 2001( الاحمـدی و نـسلر      به معنی شیرابه گرفتـه شـده اسـت         oposی و از کلمه     ای یونان   دارای ریشه 

شماری گردید خـصوصیات داروئـی ایـن گیـاه            اواسط قرن شانزدهم خشخاش دارای مصارف پزشکی بی       

مربوط به قابلیت این گیاه در بیوسنتز گروهی از آلکالوئیدهای بنزوفنانتریـدین از زیرگـروه آلکالوئیـدهای                 

 نوع آلکالوئید دارویی مهم در خشخاش شناخته شده است که مهمترین            40بیش از   . باشد  ی م نیولینایزوکوئ

ه غیر از ب. )2000( دکر و همکاران   باشد  یکاپین، پاپاورین و سنگوئینارین م    آنها مورفین، کدئین، تبائین، نوس    

س گیـاهی بـه غیـر از         هیچ یـک از آلکالوئیـدهای خـشخاش در هـیچ جـن             ،ائینبتپروتوپین، کریپتوپین و    

Papaverو به غیر از .  وجود نداردP. somniferum تنها در گونۀ P. setigerum    مـورفین دیـده شـده 

 Serturnerبـود کـه سـر تـورنر         ) 1803(در اوائل قرن نوزدهم میلادی      ). 1381(یزدانی و همکاران    است  

قبل از این کشف تنها شـیرابه خـام   . ا کردداروساز آلمانی برای اولین بار آلکالوئید مورفین را از تریاک جد    

رفت، در تجسسات بعـدی سـایر مـشتقات آن            باشد در مصارف پزشکی به کار می        آن، که همان تریاک می    

گیاهــان خــانواده .  بــه دســت آمــدغیــرهو) 1848(، نــارکوتین، تبــائین، پاپــاورین ) 1832(ماننــد کــدئین 

Papaveraceae       ارزش و پرمصرف در صـنایع دارویـی، دارای اهمیـت            به واسطه تولید آلکالوئیدهای با



  3 مقدمه                                                                                           -فصل اول
 

  

 مـیلادی بـالغ بـر       1990 – 2000تجاری خاصی هستند بطوریکه سطح زیرکشت آن در دنیا طی سـالهای             

 هکتار بوده است وضعیت سطح زیر کشت و فرآوری این محصول تحت نظـارت دفتـر کنتـرل                   000/280

کـشورهای    اخیـر هدر ده ـ. باشـد  مـی  (ODCCP)1 مواد مخدر و پیشگیری از جرایم سازمان ملل متحـد  

های مختلف زراعت، فـرآوری و کنتـرل          گذاری بزرگی بر روی جنبه      مختلف و بخصوص اروپایی، سرمایه    

قاچاق مشتقات خشخاش انجام دادند به طوریکه در برخی کشورها تولید تریاک غدغن شد و به جای آن                  

شـود، بـه منظـور تهیـه      نامیده مـی  2CPS حاعصاره تغلیظ شده پوسته خشک کپسول خشخاش که اصطلا

سو استفاده غیرقـانونی و  . )2001، فیست( آلکالوئیدهای مورد نیاز صنایع دارویی مورد استفاده قرار گرفت      

 درصد خشخاش تولیـد شـده   90بیش از  .  بسیار مشکل تر از تریاک است      در این روش   قاچاق مواد مخدر  

 دِاستیلاسیون از مورفین سـنتز  یابد، هروئین طی واکنش     صاص می در جهان به تولید غیرقانونی هروئین اخت      

  . )1993کوتکان،( شودمی

با توجه به تقاضای قانونی مورفین در صنعت داروسازی جهان و جایگاه بـا ارزش ایـن گیـاه در صـنایع                       

 دارویی و همچنین توجه به این نکته که اغلب الکالوئیدهای خشخاش در هیچ جـنس گیـاهی بـه غیـر از                     

Papaver  سنتز شیمیایی این ترکیبـات ارزشـمند بـه دلیـل سـاختار               وهمچنین از آنجایی که     وجود ندارد 

 گیاهان وحشی یا اهلی تنها منبـع تـأمین کننـده ایـن ترکیبـات               و   پیچیده شیمیایی شان بسیار سخت است     

مـورفین،  (ه مـورفین     تأمین کننده آلکالوئیدهای گـرو      تجاری اهمیت این گیاه را به عنوان تنها منبع       هستند،  

 طبـق آمارهـای موجـود سـطح زیـر کـشت خـشخاش از                .کند  روشن می ) غیرهایین، کدیین، نارکوتین و   بت

در نتیجه افزایش ارزش انرژی و نیروی کار از یـک سـو و لـزوم                 در دنیا در حال افزایش است        1991سال

ق آن از سوی دیگر محققـین       کنترل دقیق مزارع کشت این گیاه به جهت جلوگیری از سوء استفاده و قاچا             

  
  

1 . Office for Drug control and crime prevention 
2 . concentrate of popy straw 
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کشورهای مختلف دنیا را به این فکر واداشت تا ضمن استحصال مستقیم آلکالوئیدها از کپسول خشک به                 

های اصلاح گیاه و مهندسی ژنتیک درصدد یافتن ارقامی با رانـدمان بـالای تولیـد                   با تکنیک  CPSصورت  

 و  به منظور تولید تجاری مورفین و کدئین      کشت خشخاش   دلیل  به همین   . آلکالویید در واحد سطح باشند    

تـا ضـمن     باشـد   ققان در نقاط مختلف دنیـا مـی       مهم مح  اندازهای    از چشم  دیگر آلکالوئیدهای دارویی آن   

امـروزه بـا    . کاهش سطح زیر کشت و کاهش هزینه و نیروی انسانی کمتر، محصول بیـشتری تولیـد کننـد                 

در از جملـه    هـای متعـدد       یـد گیاهـان تراریخـت بـا برتـری         بکارگیری انتقال ژن و متدهای مشابه آن ، تول        

هـا  ها وآفات و علـف کـش       بالاتر، مقاومت به بیماری    کیفیت غذایی ،  خصوصیات مربوط به رشد، عملکرد    

بـردن   انتقـال ژن بـالا   در این میان یکی از کاربردهای مهم        ). 2003(دویس و شویین  امکان پذیر شده است     

دلوکـا و اس    (باشد   می ارزش شیمیایی یا دارویی در صنایع داروسازی      و با    قابلیت تولید یک فرآورده مفید    

منجر به سـنتز     فن آوری و دست کاری مسیرهایی که          این با استفاده از  محققین امیدوارند    ).2000،  تی پییر 

در این تحقیق مـا قـصد داریـم     . دهندافزایش مورفین می شود میزان تولید آلکالوئید های گروه مورفین را   

 کـه اسـید آمینـه آروماتیـک تیـروزین را دکربوکـسیله و بـه سـمت سـنتز                     TYDCنقش افزایش بیان ژن     

کند، در میزان افزایش آلکالوئیدهای خشخاش بررسی       آلکالوئیدهای گروه مورفین در خشخاش هدایت می      

   .کنیم
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 کلیات -1-2

است، بررسی خواص های مختلف انجام شدهینهتا کنون مطالعات زیادی بر روی گیاه خشخاش در زم

های ثانویه موجود در آن، آلکالوئیدها و مسیر سنتز آنها، اصلاح کلاسیک و داروئی خشخاش، متابولیت

 ها درافزایش Elicitorمهندسی ژنتیک به منظور افزایش راندمان تولید آلکالوئیدهای گروه مورفین، نقش

  .  استعاتی است که بر روی این گیاه انجام شدهآلکالوئیدهای خشخاش از جمله مطال

  
  خواص داروئی خشخاش 2-2

 شل در ساخت داروهای و مشتقات بدست آمده از آن در صنعت داروسازی  خشخاشبه طور کلی از

استفاده  بعضی از آنتی بیوتیک ها وها گردانروانهای درد و  دهده ها، تسکین بخش ، آرامکننده ماهیچه

   ).2007ون و همکاران،سیم (شود می

انقبـاض  مورفین و کدئین تسکین دهنده درد هستند و باعث کاهش احساس درد، اثـر خـواب آلـودگی،                    

ها برای کاهش دردهای مـزمن        ای در کلینیک     به صورت گسترده    و گردندعدسی چشم و رفلکس سرفه می     

نگوئینارین نـوعی آنتـی    س ـ،)1990، جـف و مـارتین  ( دنشـو به صورت وریدی و یا عضلانی استفاده مـی      

ها خاصیت ضدسرفه و ضد       نوسکاپین. باشد بیوتیک است که دارای خاصیت ضدمیکروبی و ضدالتهابی می        

 عـضلات کـاربرد     هو توبوکورارین به عنوان شل کننـد       به عنوان گشاد کننده رگها     توموری دارند، پاپاورین  

سرطانی متفاوت با خواص ضد مالاریایی و ضدای بالقوه در تولید ترکیبات سوبستر رتیکولین -اس.  دارند

-ی است که در دامپزشکی اسـتفاده مـی         خیلی قو  مسکنتورفین یک   ا .باشدمو می و همچنین محرک رشد     

 عـلاوه بـر مـوارد ذکـر شـده گروهـی از داروهـای نیمـه سـنتتیک از                     .)2004،  استفانو و همکـاران   ( شود
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ک کـه در صـنعت داروسـازی از مـورفین           یتتن س نیمهداروهای  آلکالوئیدهای خشخاش ساخته شده است،      

هیدروکـدیین و    ، دی کـدئین . دنباش ـاکسی مورفین مـی    و) هویین(هیدرومورفین، دیامورفین    اند  مشتق شده 

ملایم، در تسکین دردهای با شدت متوسط کاربرد دارند و بیشتر به تسکینی نالورفین به دلیل داشتن اثرات 

د، البته ترکیبـات دیگـر مثـل فـل          نرو  های ضدسرفه به کار می      رآوردهعنوان یک ضد سرفه در بسیاری از ف       

های نارکوتیک    آنتاگونیست. کدون نیز خواص ضد سرفه دارند       کدیین، اتیل مورفین و هیدروکدون و اکسی      

مورفین تعدادی از عملکردهای    . مثل نالوکسون در درمان نارسایی تنفسی ناشی از مسمومیت کاربرد دارند          

هـای نارکوتیـک    مـسکن به طور کلی نحوه اثر ایـن . کندف، اما تعدادی دیگر را تحریک میعصبی را متوق 

  ).1990جف و مارتین،  (کنندهای مغزی اثر می تقیم روی گیرندهاینست که به صورت مس

  

  های ثانویه متابولیت -3-2

سم یا سوخت و ساز ابولیپیوندد مت مجموعه تمام فرآیندهای شیمیایی که در یک موجود زنده به وقوع می

باشد به یر است که فرآیندی بسیار پویا میمتابولیسم اصطلاحی یونانی به مفهوم تغی. شودنامیده می

قسمت عمده کربن و . دهدان میطوریکه ترکیب یک سلول در هر زمانی توازن بین سنتز و تجزیه را نش

 ،های اولیه یعنی قندهابه متابولیتی فرآیندهای شیمیایی شود ط انرژی که در گیاه جذب و تحلیل می

نست که این  مهمترین خصوصیات این گروه ای.شودها و اسیدهای نوکلئیک تبدیل می پروتئین،هاچربی

اما در این میان در بسیاری از گیاهان قسمت قابل توجهی از . ها وجود دارند-ترکیبات در تمام سلول

یابد که ممکن است ود به سنتز موادی اختصاص میشمی) جذب و تحلیل(نرژی که اسمیلت کربن و ا

به عبارتی . اند های ثانویه معروف نقش آشکاری در رشد و نمو نداشته باشند، این مولکولها به متابولیت

های ثانویه بخشی از ساختمان مولکولی پایه سلول نیستند یعنی این ترکیبات در صورت  تر، متابولیت دقیق

شوند و همچنین  های خاص، یا در مراحل بخصوص از نمو یافت می ها یا اندام وجود، معمولاً در بافت
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های ثانویه به   متابولیت.گونۀ خاصی از گیاهان محدود باشد آنها ممکن است فقط به جنس یا حتیتولید 

ها و   ساپونین-3 ترکیبات فنولی -2ها   ترپن-1:  شود که عبارتند از چهار گروه عمده تقسیم می

 . آلکالوئیدها-4ها  یدها و گلوکوزینولاتکوز گلی

ساخت دارو، صابون، اسانس، های صنعتی کاربرد فراوانی دارند و در  های ثانویه در فرآورده متابولیت

روند و در خود گیاه نیز دارای  ها، رزین، کائوچو، چاشنی غذا ونوشیدنی و غیره بکار می ، صمغها رنگ

و خواران فع آلودگی میکروبی، دور کردن علف رهای رشد،م کنندهها وتنظیمانند هورمونوظایف مهمی 

 جذب عوامل و همچنین)شوند  حشرات می و به این واسطه موجب کاهش خسارت حیوانات(حشرات 

که گیاه خشخاش از جمله گیاهانی است  .باشدهای ثانویه میولیتافشان از دیگر خصوصیات متاب گرده

اند و خواص داروئی و درمانی اکثر آنها از گروه آلکالوئیدها، باشدیاری میای ثانویه بسه حاوی متابولیت

  . استشناسایی شدهآن  مهم در  آلکالوئید40 و بیش از چشمگیری دارند

  

  آلکالوئیدها -4-2

کنند که یکی از های ثانویه را غالبا به چهار گروه عمده تقسیم میمحققین برای سهولت مطالعه، متابولیت

یکی از خواص عمومی آلکالوئیدها اینست که حداقل یک اتم نیتروژن . باشندوهها، آلکالوئیدها میاین گر

در دزهای پائین ارزش آلکالوئیدها . اندا وجود دارد و عمدتاً هتروسیکلیکدر ساختمان شیمیایی آنه

 در و اندقرار گرفتهده درمانی دارند و از دوران قبل از تاریخ تا به امروز، برای اهداف مختلف مورد استفا

، آلکالوئیدها دستۀ وسیعی از ها  برخلاف ترپنوئیدها و فنول.شوندهای گیاهی یافت می  درصد گونه20

طبقه به طوری که باشند غیرمرتبط با هم مینا متجانس و مولکولها هستند که از لحاظ ساختمان شیمیایی 

شوند  بندی می قوی غالب موجود در مولکول طبقهباشد و عموماً براساس سیستم حلبندی آنها مشکل می

 دارویی چشمگیری دارند به اهمیت در این طبقه بندی آلکالوئیدهای بنزیل ایزوکوئینولین 2-1شکل
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 تای 6شود،   آلکالوئیدی که بصورت خالص در صنعت داروسازی غرب استفاده می29طوریکه از حدود 

ائین، نوسکاپین، پاپاورین و بتکه شامل مورفین، کدئین، است لین آن از نوع آلکالوئیدهای بنزیل ایزوکوئینو

است،  آلکالوئید طبیعی شناخته شده10000بیش از ). 1998فاچینی و بیرد،  (باشد سنگوئینارین می

اند که تنها در پنج خانواده گیاهی  ترین گروه کوئینولین بزرگترین و متنوعبنزیل ایزوآلکالوئیدهای 

Berberiaceae، Fumariaceae، Menispermaceae، Papaveraceaeو  Ranunculaceae یافت 

. باشداهمیت گیاهان خانواده خشخاش به واسطه تولید آلکالوئیدهای گروه مورفین می. استشده

الکالوئیدهای گروه مورفین از گروه آلکالوئیدهای بنزوفنانترن است که زیر گروه آلکالوئیدهای بنزیل 

 2500 تا به امروز بیش از 1806از کشف ساختار شیمیایی مورفین در سال بعد . باشدایزوکوئینولین می

 ؛)2003فاچینی و پارک، (ست ا  شناسایی شده در خشخاشایزوکوئینولینآلکالوئیدهای عدد از مشتقات 

  ).1998فاچینی و بیرد، (

  
   طبقه بندی آلکالوئیدها-2-1شکل
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تز آلکائیدها نشان داده است که بیوسنتز بسیاری از ترکیبات مطالعات انجام شده بر روی مسیر بیوسن

شود این اسید  های آروماتیک فنیل آلانین، تیروزین و تریپتوفان شروع می آلکالوئیدی و فنولی با اسید آمینه

 است، های متوالی که به مسیر اسید شیکیمیک معروف های آروماتیک نیز، در اثر یک رشته از واکنش آمینه

ها،   مسیر اسید شیکیمیک در باکتری2-2لشکشوند   فسفات سنتز می-4-روزتیو انول پیرووات و اراز فسف

ان در بین بنابراین فنیل آلانین و تریپتوف. شود ها و گیاهان عمومیت دارد، اما در حیوانات دیده نمی قارچ

م مولکولهای اصلی تماشوند و منبع  بندی می  جانوران از جمله انسان دستهدر اسید آمینه ضروری 10

البته با وجودی که تیروزین جزء اسیدهای آمینه  ).2000گیلت و همکاران،  (اندآروماتیک در حیوانات

شود در واقع تیروزین در جانوران در اثر هیدروکسیداسیون اسید آمینه ضروری  بندی می غیرضروری دسته

. شود آلانین، سنتز تیروزین نیز دچار اختلال میشود بنابراین در صورت کمبود فنیل  فنیل آلانین سنتز می

های آروماتیک پیش سازهای مولکولهای آروماتیک از جمله آلکالوئیدها و  همانطور که ذکر شد اسید آمینه

، تریپتوفان و های آروماتیک تیروزین اسید آمینه، طی مطالعات انجام شده. اند جوداتدر مو  غیرهفنولها و

های آروماتیک نقش مهمی در   بلکه این اسید آمینهشرکت دارندها   پروتئین سنتزدرفنیل آلانین نه تنها 

، فلاونوئیدهاها،  پروپانوئید،ها ، آلکالوئیدها ها، ایندول نوهای مختلف از جمله کوئین سنتز متابولیت

مطالعات  .)1998، فاچینی و همکاران(  شرکت دارند وغیره لیگنین،ها، سوبرین ها، آنتوسیانین کومارین

است که اغلب آلکالوئیدها از طریق ر بیوسنتز آلکالوئیدها نشان دادهانجام شده بر روی مسی

ایجاد و  لیزین آلانین وفنیلای مثل تیروزین، تریپتوفان،  دکربوکسیلاسیون پیش سازهای اسیدهای آمینه

 با توجه به نوع ).1999 ، گونال و همکاران;2000، فابری و همکاران( شوند های مربوطه سنتز می آمین

کالوئیدهای باشد از جمله مسیر آلکالوئیدهای ایندولی، آل ، مسیر بیوسنتز آلکالوئیدها متفاوت میسازپیش

نولینی  سنتز آلکالوئیدهای ایزوکوئی منجر به پیش سازاستفاده از تیروزین به عنوان. ولینی و غیرهنایزوکوئی
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فاچینی و ( دنشو ی بعدی به کدئین و مورفین تبدیل متغییرات و با اند شود که دارای حلقه بنزنمی

   .)2000، همکاران

  
   در سنتز اسیدهای آمینه آروماتیککیمیکی مسیر اسید ش-2-2شکل

  

  در چرخه سنتز مورفین TYDC نقش -5-2

ز حلقوی رایج و عمومی در لاآمینو اسید دکربوکسی– یک ال(TYDC)تیروزین دکربوکیسلاز 

های اولیه و  های مختلف گیاهی بیوسنتز تعداد زیادی از متابولیت باشد که در گونه گیاهان می

تیروزین دکربوکیسلاز با حذف یک  .)1999، فاچینی و همکاران( باشد ثانویه به آن وابسته می

آنها را به ترتیب به تیرامین و ) دوپا(گروه کربوکسیل از تیروزین و دی هیدروکسی فنیل آلانین 


