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 تعهد نامه

 و G10H ،T16H ،DATهـاي   ژناثـر اتـيلن بـر ميـزان بيـان       بررسـي  :عنوان پايان نامـه 
AVLBS  در گياه پروانش)Catharanthus roseus(  

 كشـاورزي دانشـكده   بيوتكنولـوژي در كشـاورزي  دانشجوي دوره كارشناسـي ارشـد رشـته     ميثم شعبانياينجانب 
  :شوم يممتعهد دكتر محمد فارسي دانشگاه فردوسي مشهد تحت راهنمايي 

ئه شده در اين پايان نامه حاصل مطالعات علمي و عملـي اينجانـب بـوده، مسـئوليت صـحت و اصـالت       نتايج ارا -
  .گيرم يممطالب مندرج را به طور كامل بر عهده 

  .در خصوص استفاده از نتايج پژوهشهاي محققان ديگر به مرجع مورد نظر استناد شده است -
گري به منظور اخذ هيچ نوع مدرك يا امتيـازي تـاكنون بـه    مطالب مندرج در اين پايان نامه را اينجانب يا فرد ي -

 .هيچ مرجعي تسليم نكرده است

مقـالات مسـتخرج از پايـان نامـه، ذيـل نـام       . كليه حقوق معنوي اين اثر به دانشگاه فردوسي مشهد تعلـق دارد  -
 .به چاپ خواهد رسيد) Ferdowsi University of Mashhad(دانشگاه فردوسي مشهد 

در مقالات مستخرج از  اند بودهگذار  يرتأثتمام افرادي كه در به دست آمدن نتايج اصلي پايان نامه حقوق معنوي  -
 .رساله رعايت خواهد شد

آنها براي انجام پايان نامـه، كليـه ضـوابط و اصـول اخلاقـي       يها بافتدر خصوص استفاده از موجودات زنده يا  -
 .مربوطه رعايت شده است

 
  تاريخ 

 ميثم شعباني                                                                                  

 مالكيت نتايج و حق نشر
  برنامه هاي رايانه اي، مقالات مستخرج(كليه حقوق معنوي اين اثر و محصولات آن ،

بـدون   وبه دانشگاه فردوسي مشهد تعلق دارد ) نرم افزارها و تجهيزات ساخته شده
  .اخذ اجازه كتبي از دانشگاه قابل واگذاري به شخص ثالث نيست

 استفاده از اطلاعات و نتايج اين پايان نامه بدون ذكر مرجع مجاز نيست.  
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  چكيده

ريشه اين گياه محـل تجمـع دو آلكالوئيـد    . يك گياه مدل دارويي است) Catharanthus roseus(پروانش 
ايـن  . شـود  اده مـي عروقي، از جمله فشار خون بالا استف-هاي قلبي است، كه در درمان بيماري ينو سرپنت سيناجمال

 شود، يدر درمان سرطان به كار برده م كه كريستين، ينو و بلاستين ينگياه به خصوص به علت وجود آلكالوئيدهاي و
 گيـاه  از اسـتخراج  توسـط  عمـده  طور به كريستين وين و بلاستين وين حاضر، حال در .اهميت زيادي پيدا كرده است

C. roseus ديگـر  هـاي  روش و سـنتزي  نيمه و سنتزي تمام هاي روش كه است آن امر اين دليل. آيند مي دست به 
 مقيـاس  در تركيبـات  ايـن  توليـد  بـراي  زيادي تلاش همچنين. نيستند مناسب وسيع مقياس در مواد اين توليد براي
 بـراي  سلولي هاي دو دليل كشت به. است شده انجام موئين هاي ريشه و سلولي سوسپانسيون كشت وسيله به وسيع
) كريستين وين و بلاستين وين ماده پيش( دولين وين توليد مسير فاقد سلولي كشت -1: اند نبوده موفق مواد اين يدتول
 و بلاسـتين  ويـن  كـم  بسيار مقادير وجود. است بسيار كم بوده ي سلوليها در كشت اين موادميزان توليد -2 باشد مي
از ميـان   آنهااستخراج همچنين و ) خشك وزن 0005/0 دحدو( شود مي توليد گياه هوايي بخش در كه كريستين وين

 بسـيار  قيمـت  افـزايش  باعثكه از لحاظ خصوصيات فيزيكي و شيميايي بسيار به هم شبيه هستند،  ،تركيبات زيادي
 اين هاي متابوليت بيوسنتز در گياهي رشد هاي كننده تنظيم نقش درباره زيادي تحقيقات. است شده ماده دو اين زياد
كنـد   پروانش سه ماه پس از جوانه زدن، كه گياه شروع به گلدهي مـي  از استفاده تجاري براي .است شده انجام گياه
 دولـين   كاتارانتين، ويناز طرفي تيمار با اتيلن در طول دوره گلدهي باعث افزايش معني داري در  .شود مي آوري جمع

اتـيلن در ايـن گيـاه     يـر نظ يرشـد  يكننده ها يمتنظ يمكانيسم مولكولي اثر برخهمچنين . شود بلاستين، مي وين و
، 12، 6 يزمان ايه ه در تيمار با اتيلن، و در باز AVLBS و T16H ،G10H، DAT هاي ژنبيان . ناشناخته مانده است

 و T16H ،DAT هـاي  ژن يـان ب. ، بررسـي شـد  Real time RT-PCR تكنيـك  ازساعت با استفاده  72و  48، 24
AVLBS  آنو پـس از   يافـت ساعت كاهش  12و در  ياناز تيمار با اتيلن نسبت به شاهد افزايش ب ساعت پس 6در 
داشـت و از   يـان ب يشافـزا  يـز ساعت ن 72الگو پس از  يناز ا يتبا تابع G10Hژن  با اين وجود. كرد يداپ يروند ثابت

رسد كه  به نظر مي AVLBS و T16H ،DAT هاي ژنبا توجه به روند بيان مشابه . نكرد يتتبع يگرسه ژن د يالگو
 G10Hاست كـه   يتواقع يننشان دهنده ا نتايج ساير تحقيقات. شوند عامل رونويسي تنظيم مييك  توسط احتمالاً

با توجه به نتايج تحقيقات قبلي و اين آزمايش بـه نظـر   . شود تنظيم مي ها ژناز طريق مسير متفاوتي نسبت به ساير 
 هـاي  بيـان ژن همچنين نتايج اين تحقيق نشان داد كـه  . باشد اسخ به اتيلن ، ژن مهمي در پG10Hرسد كه ژن  مي

T16H ،DAT و AVLBS گيرند اتيلن قرار مي تأثير تحت .  
  

  ژن، پروانش بيان اتيلن، :ها كليد واژه
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  سپاسگزاري

و  شـكر هـم نعمـت   اي خداي بزرگ، هيچ كس شكر و سپاست را به حد كمال به جا نياورد، چرا كه هر شـكري كـه كنـد آن    
دهيم  مدهي و اندك طاعتي كه انجا ما اندك شكري كه به جا آوريم باز جزا و پاداش مي. احسان تو است و شكري ديگر بر او لازم آيد

  )ع(امام سجاد  -سجاديه صحيفه-37دعاي . كني ثواب عطا مي
الحجج حضـرت علـي ابـن موسـي الرضـا عليـه        توفيق علم آموزي را در جوار ملكوتي بارگاه ثامن اينجانبخدا را شكر كه به 

  .السلام را داد

نهايـت  هاي همه جانبه خود امكان تحصـيل را بـرايم فـراهم كردنـد      و در همه حال با كمكاز پدر و مادرم عزيزم كه هميشه 
  .كنم از خواهر و برادرهايم كه مرا ياري كردند تشكر مي. تشكر و سپاسگزاري را دارم

   .اي بنده خويش نهادند كمال تشكر را دارم اتيدم از ابتدا تا كنون كه مرا با آموختن كلمهاز همه ي معلمان و اس
 و تشـكر  كمـال  ايشان اسـتفاده كـردم   راهنماييدر تمام مراحل اين پايان نامه از  كهاستاد گرانقدر آقاي دكتر محمد فارسي از 

  .دارم را قدرداني
تشـكر   نهايت هاي ايشان بهرمندم شدم در تمام مراحل اين پايان نامه از مشاورهاز استاد محترم آقاي دكتر امين ميرشمسي كه 

  .دارم را و سپاسگزاري
را برعهده داشتند از اساتيد ارجمند آقاي دكتر سعيد ملك زاده و خانم دكتر مشتاقي كه زحمت تصحيح و داوري اين پايان نامه 

  .كنم ميتشكر و قدرداني 
  .نولوژي كه در اين مدت از محضرشان بهره بردم نهايت تشكر و قدرداني را دارماز تمامي اساتيد گروه بيوتك

بوسـتاني تكنيسـين   از خـانم  . كـنم  مهندس عباسيان و مشيري كه حق استادي بر اينجانب دارند تشكر و قدرداني مـي از خانم 
كـه در   و علي يزدانـي  گرجي مسئول گلخانهقاي آ ،دكتر گلدانيآقاي  ،نگهبانان محترم ساختمان شهدامحترم آزمايشگاه بيوتكنولوژي، 

  .نمايم تشكر و قدرداني مي ،انجام اين پايان نامه مرا كمك كردند
 ،محمد مجيدي مهدي شاهسوند، محمد زارع،و دوستان بخصوص آقايان ها  و همكلاسيبيوتكنولوژي از همه دانشجويان گروه 

، رحيم افضل، بهمن پناهي، مسعود فخرفشاني، محمد دوستي، مرتضي صالحيمهدي  پرويز عبادي، اسماعيل دهقان،، محسن محمودنيا
 سيد حميد موسـوي  ،، محمود اميري، قاسم ترابينويد چلوار فروشامير موسائي، مسعود گارگر، جواد شهركي،  محسن اشرفي، محمدي،

  . كه مرا در انجام اين پايان نامه ياري نمودند متشكرمو همه كساني 
محسن علي پور كـه  و  محمد خليلي، محمد حسن جعفريبينم كه از دوستان گرامي آقايان سيد رضا هاشمي،  بر خود لازم مي

   .بدون لطف آنها انجام اين پايان نامه مشكل بود، تشكر ويژه كنم
  
  

 



7 

 

  

  فهرست مطالب

 1....................................................................................................................................................................... مقدمه :فصل اول

 5.......................................................................................................................................................... بررسي منابع :فصل دوم

 5.............................................................................................................................................................. :گياهان دارويي -2-1

 5............................................................................................................................................................ :تاريخچه -2-1-1

 6.............................................................................................................................. :مشكلات داروهاي شيميايي -2-1-2

 6....................................................................................................................................... :ن دارويياهميت گياها -2-1-3

 7....................................................................................................................... :اهميت اقتصادي گياهان دارويي -2-1-4

 8...................................................................................................................................................... :هاي ثانويه متابوليت -2-2

 9............................................................................................................................... :هاي ثانويه وظايف متابوليت -2-2-1

 9.......................................................................................................................................... :انواع تركيبات ثانويه -2-2-2

 9.................................................................................................................................................... :ها ترپن -2-2-2-1

 11.....................................................................................................................................................:ها فنل -2-2-2-2

 12............................................................................................................................ :تركيبات نيتروژن دار -2-2-2-3

 14....................................................................................................................................................................... :پروانش -2-3

 14.......................................................................................................................................................... :تاريخچه -2-3-1

 15............................................................................................................................................. :بندي پروانش رده -2-3-2

 16..................................................................................................... :شناسي پروانش خصوصيات ژنتيكي و گياه -2-3-3

 16........................................................................................................... :شرايط محيطي مورد نياز رشد پروانش -2-3-4

 17........................................................................................................................... :هاي ثانويه پروانش متابوليت -2-3-5

 20................................................................. :اند ي عرضه شدهتركيبات دارويي پروانش كه به بازار داروي -2-3-5-1

 صفحه...................................................................... ................................................................................. عنوان

 ا



8 

 

 20................................................................................................... :در گياه پروانش TIAمسيرهاي بيوسنتزي  -2-3-6

 21.................................................................... :در گياه پروانش TIAتوضيح كلي مسيرهاي بيوسنتزي  -2-3-6-1

 29.................................................................................................... :هاي مورد بررسي در اين تحقيق ژن -2-3-6-2

 PGR:( ......................................................................................................................36(هاي رشد گياهي  تنظيم كننده -2-4

 36................................................................................................................................................................ :اتيلن -2-4-1

هـا   هاي مسـير بيوسـنتزي تـرپن    ها و بيان ژن هاي رشد گياهي در توليد متابوليت ها و تنظيم كننده اثر محرك -2-4-2
 37............................................................................................................................................... :ايندول آلكالوئيدها در گياه پروانش

 40........................................................................................................................... :هاي مختلف بررسي بيان ژن روش -2-5

2-5-1- RT-PCR 41.................................................................................................................................. :نقطه نهايي 

2-5-2- Real-Time PCR: .......................................................................................................................................42 

 Real-Time PCR: .....................................................................................42برخي از مفاهيم پايه در  -2-5-2-1

 Real-Time PCR: .............................................................44هاي مختلف تعيين كميت توسط  روش -2-5-2-2

 48.................................................................................................................................................... :اهداف كلي تحقيق -2-6

 51................................................................................................................................................... ها مواد و روش: فصل سوم

 51................................................................................................................................................................. :كاشت گياه -3-1

 51............................................................................................................................................................... :تيمار با اتفن -3-2

 RNA: .........................................................................................................................................................52استخراج  -3-3

 DNA: .......................................................................................................................52جهت حذف  DNase تيمار با -3-4

 RNA: ............................................................................................................................................53شرايط نگهداري  -3-5

 cDNA: ............................................................................................................................................................53سنتز  -3-6

 53........................................................................................................................................................ :آغازگرهاطراحي  -3-7

 PCR: ............................................................................................................................53بهينه سازي شرايط واكنش  -3-8

 DNase: ....................................................................54تيمار شده با  RNAهاي  بر روي نمونه PCRانجام واكنش  -3-9

 ب



9 

 

 cDNA: .............................................................................................................55هاي  بر روي نمونه PCRواكنش  -3-10

در تيمار با اتفـن بـا اسـتفاده از تكنيـك      T16H ،G10H ،DAT ،AVLBSهاي  تجزيه و تحليل الگوي بيان ژن -3-11
Real Time PCR: .........................................................................................................................................................................55 

 Real time PCR: ..........................................................................................55بهينه سازي شرايط واكنش  -3-11-1

 Real Time PCR: ..............................................................................................................56واكنش اصلي  -3-11-2

 57.................................................................................................................................. :ها تجزيه و تحليل داده -3-11-3

 59................................................................................................................................................... نتايج و بحث: فصل چهارم

 59........................................................................................................................................................................... :نتايج -4-1

 RNA: ..............................................................................................................................................59استخراج  -4-1-1

 DNase: .............................................................................................................................................61تيمار با  -4-1-2

 PCR: .................................................................................................................63بهينه سازي شرايط واكنش  -4-1-3

 DNase: ...................................................................64تيمار شده با  RNAهاي  بر روي نمونه PCRواكنش  -4-1-4

 cDNA: ....................................................................................................65هاي  بر روي نمونه PCRواكنش  -4-1-5

در تيمار با اتفن با استفاده از تكنيك  T16H ،G10H ،DAT ،AVLBSهاي  ل الگوي بيان ژنتجزيه و تحلي -4-1-6

Real Time PCR: ...................................................................................................................................................................66 

 Real Time PCR: ................................................................66هاي حاصل از واكنش  بررسي منحني -4-1-6-1

 68....................................................................................................................... :ها ژن نتايج بررسي بيان  -4-1-6-2

 72.......................................................................................................................................................................... :بحث -4-2

 77.............................................................................................................................. نتيجه گيري و پيشنهادات: فصل پنجم 

 77........................................................................................................................................................ نتيجه گيري كلي -5-1

 77................................................................................................................................................................... پيشنهادات -5-2

 79............................................................................................................................................................................................ منابع

 89................................................................................................................................................................................... ها پيوست

 پ



10 

 

  ها فهرست شكل
  صفحه                                                                عنوان شكل                                                 

 DMAPP ......................................... ....................................11 آن زومريا و IPP توسط تر بزرگ يها ترپن وسنتزيب. 1-2  شكل

 15............................... 2001 سال تا 1950 سال از پروانش اهيگ با رابطه در يانحصار يها تيمالك و مقالات تعداد. 2-2  شكل

 22.................................................................................................................... سماتيكور قيطر از پتوفانيتر وسنتزيب. 3-2  شكل

 MEP ...................................................................................23 و موالونات ريمس قيطر از DMAPP و IPP ساخت. 4-2  شكل

 IPP  .........................................................................................24 با DMAPP شدن بيترك قيطر از ل،يگران ديتول. 5-2  شكل

 24.......................................................................................... ديدويريا ريمس قيطر از ليگران از نياسكولگان وسنتزيب.  6-2  شكل

 25........................................................................................................................ نيديكتوسياستر و نيپتاميتر وسنتزيب. 7-2  شكل

 25................................................ پروانش در نيدروآلستونيتتراه ن،يسرپنت ن،ياجمالس ،يدهايآلكالوئ ندوليا وسنتزيب. 8-2  شكل

 C, roseus .......................................................................................................26 اهيگ در نيولد نيو يوسنتزيب ريمس. 9-2  شكل

 27..................................................................................................................... نيستيكر نيو و نيبلاست نيو وسنتزيب. 10-2  شكل

 29..................................سلول در آنها گاهيجا و ها ميآنز با همراه پروانش اهيگ در TIA يوسنتزيب ريمس يكل ينما. 11-2  شكل

 31................................................. پروانش اهيگ در G10H ژن كننده كد cDNA،  CYP76B6 يدينوكلئوت يتوال. 12-2  شكل

 32....................... پروانش يسلول ونيسوسپانس كشت و اهيگ مختلف يها قسمت در T16H ميآنز تيفعال پراكنش. 13-2  شكل

 34................................................................ پروانش اهيگ از شده يجداساز ،CrPrx1 ژن يتوال و كيشمات ساختار. 14-2  شكل

 CrPrx1 ..............................................................................................................................35 ژن يبعد سه ساختار. 15-2  شكل

 CrPrx .....................................................................................................................36 ژن يتوال و كيشمات ساختار. 16-2  شكل

 37............................................................................................................................................ لنيات اميپ انتقال ريمس. 17-2  شكل

 41................................................................... برابر پنج اختلاف با يها نمونه يبرا آگارز ژل فيضع كيتفك قدرت. 18-2  شكل

 Real-Time PCR .......................................................................42 و يينها نقطه -PCR RT يها روش سهيمقا. 19-2  شكل

 44.................................................................................................. آن ياجزا و Real-Time PCR واكنش يمنحن. 20-2  شكل

 Real-Time PCR ..................................................................................45 در تيكم نييتع يها روش يكل ينما. 21-2  شكل

 46...................................................................................................... مطلق تيكم نييتع روش در استاندارد يمنحن. 22-2  شكل

 48............................................ آنها رقت اليسر به توجه با هدف ژن و مرجع يها ژن يبرا PCR واكنش يبازده. 23-2  شكل

 51.......................................................................................... گلخانه در مصرف بار كي وانيل در شده كاشته اهانيگ.  1-3  شكل

 52..................................................................................................... يگلده مرحله در شيآزما مورد پروانش اهانيگ.  2-3  شكل

 ت



11 

 

 DNase........60 قبل از تيمار با اسپكتروفوتومتر دستگاه از استفاده با RNA هاي نمونه ناليزآ از حاصل ينمودارها.  1-4  شكل

 DNase........................................................................................61 با ماريت از قبل شده استخراج RNA يها نمونه.  2-4  شكل

 DNase .......62تيمار با  از پس اسپكتروفوتومتر دستگاه از استفاده با RNA هاي نمونه آناليز از حاصل ينمودارها.  3-4  شكل

 DNase ..............................................................................................................63 تيمار با از پس RNA هاي نمونه.  4-4  شكل

 PCR ............................64 واكنش يساز نهيبه جهت مختلف يآغازگرها با cDNA نمونه دو يرو بر PCR جينتا. 5-4  شكل

 MRP1 .65به عنوان شاهد، با آغازگر ژن  DNAو  DNaseپس از تيمار  RNAهاي  بر روي نمونه PCRواكنش . 6-4  شكل

 MRP1 ..65ژن به عنوان شاهد، با آغازگر DNAو  DNaseپس از تيمار  RNAهاي  بر روي نمونه PCRواكنش  .7-4  شكل

 cDNA ..............................................................................................................66 يها نمونه يرو بر PCR واكنش.  8-4  شكل

 Real-Time PCR .................................................................................................67هاي ذوب محصولات  منحني.  9-4  شكل

 Real-Time PCR..................................................................................................................68 تكثير هاي يمنحن.  10-4  شكل

 69.......................................................................... مختلف يها نازم در اتفن با ماريت تحت G10H ژن ينسب انيب. 11-4  شكل

 70........................................................................... مختلف يها نازم در اتفن با ماريت تحت T16H ژن ينسب انيب. 12-4  شكل

 71............................................................................ مختلف يها نازم در اتفن با ماريت تحت DAT ژن ينسب انيب. 13-4  شكل

 72....................................................................... لفمخت يها نازم در اتفن با ماريت تحت AVLBS ژن ينسب انيب. 14-4  شكل

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

 ث



12 

 

  ها فهرست جدول

  صفحه                                                           عنوان جدول                                             
 18........................................ آنها يمولكول وزن بيترت به ،Catharanthus roseus از شده استخراج يدهايآلكالوئ. 1-2  جدول

 28............................................ آنها گاهيجا و كوفاكتورها با همراه پروانش اهيگ در TIA يوسنتزيب ريمس يها ميآنز. 2-2  جدول

 53............................................................................................ژن انيب يبررس جهت شده استفاده يآغازگرها ستيل. 1-3  جدول

 cDNA ........................................................................54 نمونه يرو بر PCR واكنش ياجزا نهيبه حجم و غلظت. 2-3  جدول

 cDNA ............................................................................................................54 نمونه يرو بر ،PCR ييدما برنامه. 3-3  جدول

 MRP1 ...................................................................................................................54 ژن آغازگر قطعه طول و يتوال. 4-3  جدول

 DNase .........................................55 با شده ماريت RNA يها نمونه يرو بر PCR واكنش ياجزا حجم و غلظت. 5-3  جدول

 DNase ...................................................................55 با شده ماريت RNA يها نمونه يرو بر ،PCR ييدما برنامه. 6-3  جدول

 cDNA .................................56 يها نمونه يرو بر Real Time PCR واكنش ياجزا شده نهيبه حجم و غلظت.  7-3  جدول

 Real time PCR ..............................................................................................56 واكنش شده نهيبه دمايي چرخه.  8-3  دولج

 Real Time PCR ................................................................................................................56 ذوب يمنحن برنامه.  9-3  جدول

 DNase ...........60 تيمار با از قبل شده استخراج RNA يها نمونه در 230/260 و 280/260 يها نسبت و غلظت.  1-4  جدول

 DNase .................................62 پس از تيمار با RNA يها نمونه در 230/260 و 280/260 يها نسبت و غلظت.  2-4  جدول

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

 ج



13 

 

  فهرست علائم و اختصارات

  علامت معادل انگليسي  فارسي معادل
  Terpenoid Indole Alkaloids TIA  ترپنوئيد ايندول آلكالوئيد

  Plant Growth RegulatorPGR  گياهي رشد هاي كننده نظيمت

  World Health Organization W.H.O  جهاني بهداشتسازمان 

  Isopentenyl Diphosphate IPP  فسفات دي ايزوپنتيل

2- C-متيل -D 2   فسفات-4 اريتريتول-C-Methyl-D-Erythritol 4-PhosphateMEP  

  Dimethylallyl Diphosphate DMAPP  فسفات آلليل دي متيل دي

  Geranyl Diphosphate GPP  فسفات  گرانيل دي

  Farnesyl Diphosphate  FPP  فسفات  فارنسيل دي

  Geranyl Geranyl diphosphate GGPP  فسفات گرانيل دي گرانيل

 Geraniol 10-HydroxylaseG10H  هيدروكسيلاز-10-گرانيل

 Cytochrome P450 ReductaseCPR  ريدوكتاز P450 سيتوكروم

 Open Reading FrameORF   بازي قرائت چارچوب

 Tabersonine 16-HydroxylaseT16H   هيدروكسيلاز-16-تابرسونين

 اسـتيل -O-17-دولـين  وين داستيل:   Aاستيل كوا
  ترانسفراز 

Acetyl CoA : Deacetylvindoline 17-O-

Acetyltransferease

DAT 

 Anhydrovinblastine SynthaseAVLBS  سينتاز بلاستين  آنهيدرووين

 Dichlorophenoxy acetic acid2,4-D-2,4  كلروفنوكسي استيك اسيد دي -2،4

 Methyl JasmonateMJ  متيل جاسمونات 

 Abscissic AcidABA   اسيد آبسزيك

 Salicylic AcidSA  اسيد ساليسيليك 

 Gibberellic AcidGA3  اسيد جيبرليك 

 Strictosidine synthaseSTR  يكتوسيدين سينتازاستر

  
  

 چ



14 

 

  
  

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 



1 

 

  فصل اول

  
  

  
  
  
  
  

  مقدمه 1

داروهـاي گيـاهي نسـبت بـه      هـاي  مزيـت يكـي از  . باشند دارو مي تأمينگياهان دارويي منبع با ارزشي براي 

يـك   Catharanthus roseus (L.) G. Donگياه پروانش با اسم علمـي   .هاي شيميايي، عوارض كمتر است دارو
پـروانش يـك    ).2004واندر هيجدن و همكاران، (است ) Apocynaceae(متعلق به خانواده خرزهره گياه چند ساله، 

 وانـدر ( است TIA نوع 130 حاوي گياه اين. ت زيادي بر روي آن انجام شده استگياه مدل دارويي است كه تحقيقا
 . )2007زائو و ورپورت، ؛ a,b 2007سعيد و ورپورت، -ال ؛2004 همكاران، و هيجدن

رويـي  اين آلكالوئيـدها تركيبـات مهـم دا    .سين و سرپنتين استاجمالريشه اين گياه محل تجمع دو آلكالوئيد 
اين گيـاه بـه    ).1975اسوبودا و بلاك، ( باشند عروقي از جمله فشار خون بالا مي-قلبي هاي بيماريبراي درمان انواع 

شـوند، و در   هاي هوايي آن توليد مي كريستين، كه در برگ و اندام بلاستين و وين علت وجود آلكالوئيدهاي دايمر وين
شود، اهميت  هاي لنفاوي، پستان، ريه و تخمدان به كار برده مي ي خون، غده Ĥنهاانواع مختلفي از سرط شيمي درماني

زش ايـن دو مـاده داراي ار  ). 2004 همكـاران،  و هيجـدن  واندر ؛2001موخرجي و همكاران، (زيادي پيدا كرده است 
كيلـوگرم و   12بلاستين يك ميليون دلار و توليـد سـالانه آن    قيمت هر كيلوگرم وين. اقتصادي بسيار بالايي هستند

 و وارگـاس -لويـولا ( ميليـون دلار و توليـد سـالانه آن يـك كيلـوگرم اسـت       5/3كريستين  قيمت هر كيلو گرم وين
  ). 2007 همكاران،

به دسـت   C. roseusكريستين به طور عمده توسط استخراج از گياه  بلاستين و وين ل حاضر، مواد ويندر حا
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هاي ديگر براي توليد ايـن مـواد در    و روش سنتزي نيمههاي تمام سنتزي و  دليل اين امر آن است كه روش. آيند مي
توليد اين تركيبـات در مقيـاس    برايهمچنين تلاش زيادي ). 1977كاتني، ؛1976آتا، ( مقياس وسيع مناسب نيستند

به دليل اينكه كشـت سـلولي فاقـد    . وسيع به وسيله كشت سوسپانسيون سلولي و ريشه هاي موئين انجام شده است
زائـو و  (انـد   هتوليد اين مـواد موفـق نبـود    در، باشد ميكريستين  بلاستين و وين وين پيش ماده ،دولين توليد وين مسير

 حـدود ( شود مي توليد گياه هوايي بخش در كه كريستين وين و بلاستين وين كم بسيار مقادير وجود). 2007ورپورت، 
از ميان تركيبات زيادي، كه از لحاظ خصوصيات فيزيكي و شـيميايي   آنهاتخراج و همچنين اس) خشك وزن 0005/0

لوكا و لافلام،  دي ؛1979اسكوت، ( است شده ماده دو اين زياد بسيار قيمت افزايش بسيار به هم شبيه هستند، باعث
2001 .(  

 هـا  محرك اعمال اثر در آنها مقدار دارند، عهده بر گياهان در دفاعي نقش ثانويه هاي بوليتمتا كه به دليل آن

 آلكالوئيـدها،  توليد تنظيم روي بر C. roseus گياه در گذشته، سال چند در شده انجام كارهاي اكثر. يابد مي افزايش
  ). a 2007 ورپورت، و سعيد-ال( است دهش متمركز متابوليك مهندسي و ها محرك ها، ماده پيش از استفاده طريق از

 تركيبـات  ايـن . اسـت  شـده  انجام زيادي تحقيقات C. roseus گياه در TIA توليد در PGR اثر با رابطه در
پاسـكوالي و   ؛1992دسـنديت و همكـاران،   ( دهنـد  مـي  قـرار  تـأثير  تحـت  گيـاه  اين در را ثانويه هاي متابوليت توليد

   ).؛2007 ورپورت، و رويتراكول ؛2007 ورپورت، و زائو ؛a,b 2007 ورپورت، و سعيد-ال ؛1992همكاران، 
هاي رشد گياهي، بسياري از فرايندهاي مراحل انتهايي گياه مثـل پيـري،    كننده تنظيماتيلن به عنوان يكي از 
هاي محيطـي افـزايش    تنش طياين ماده همچنين در . رسيدگي ميوه را بر عهده داردريزش برگ، پژمردگي گلها و 

نتايج مطالعات انجام شده در خصوص كاربرد تنظـيم كننـده هـاي رشـدي نظيـر      . )1384 همكاران، و كافي( يابد مي

اتـيلن همچنـين    .)1998يحيي و همكاران، (يد هاي سلولي گياه پروانش باعث افزايش اجماليسين گرد اتيلن در لاين
تجمـع  . )2004سعيد و ورپـورت،  -ال( دولين شد باعث افزايش توليد اجمالسين، سرپنتين، تابرسونين، كاتارانتين، وين

در كشـت  . ل جاسـمونات و اتـيلن افـزايش يافـت    اجمالسين در كشت سوسپانسيون سلولي به وسـيله تيمـار بـا متي ـ   
در كشـت بخـش هـوايي اتـيلن و متيـل       .هاي موئين پروانش اتيلن فقط باعث القـاي تجمـع كاتـارانتين شـد     ريشه

 كشت در، TDCاعث افزايش فعاليت آنزيم ب ،تيمار متيل جاسمونات و اتيلن. دولين شد جاسمونات باعث افزايش وين
  . )2009فلوتا و همكاران، -كئوزسوا( سوسپانسيون سلولي گرديد

از  .شـود  مي آوري جمعكند، كه جهت استفاده تجاري  شروع به گلدهي مي پروانش سه ماه پس از جوانه زدن
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بلاسـتين،   ويـن  و دولـين   طرفي تيمار با اتيلن در طول دوره گلدهي باعث افـزايش معنـي داري در كاتـارانتين، ويـن    
توسط اتيلن در طـول   ،TIAهاي ترپني مسير  مكانيسم مولكولي تنظيم پيش ماده). 2010پان و همكاران، ( گردد مي

زارشـي  گ ،نتايج فـوق با توجه به ). 2007هدهيلي و همكاران، (مراحل مختلف رشدي گياه هنوز ناشناخته مانده است 
اين تحقيق به منظور بررسـي اثـرات   ، لذا در مرحله گلدهي وجود ندارد ها ثر اتيلن بر روي ميزان بيان ژندر رابطه با ا

در گياه پروانش در مرحلـه   TIAمسير بيوسنتزي  AVLBS و T16H ،G10H، DATاتيلن بر ميزان بيان چهار ژن 
  . م شدانجا Real time RT-PCRبا استفاده از تكنيك  ،گلدهي
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  فصل دوم

  
  

  
  
  
  
  

  بررسي منابع 2

  :گياهان دارويي 2-1

  :تاريخچه 2-1-1

مشخص نيست كه گياهـان   دقيقاًگردد و  قدمت شناخت خواص دارويي گياهان به دوران قبل از تاريخ بر مي
هـا   شتهوعات بدست آمده از متون تاريخي و سنگ ناطلا. اند دارو مورد استفاده بشر قرار گرفته عنوان بهاز چه زماني 

قرن قبل از مـيلاد   27از  بيشاند كه  هاي بشري بوده كه مصريان و چينيان در زمره اولين جمعيت حاكي از آن است
مردم يونان باستان، خواص دارويي برخي از گياهان را بـه خـوبي   . كردند ميدارو استفاده  عنوان بهمسيح، از گياهان 

بقراط و شاگرد وي ارسطو و ديگر حكيمان يونـان باسـتان، اهميـت زيـادي بـراي گياهـان در درمـان        . اند نستهدا مي

 در. مكتـب گيـاه درمـاني بـوده اسـت      گذار بنياناند و يكي از شاگردان ارسطو بنام تئوفراستوس،  ها قائل بوده بيماري
 ترين كامل و ترين جامع ايران، به اسلام ورود با. است دهبو رايج هخامنشيان دوران از دارويي گياهان از استفاده ايران

. گرفـت  قرار مردم اختيار در باقر طب و الصادق طب النبي، طب دستورات آن كنار در و بهداشتي و پزشكي دستورات
 درمـاني  گيـاه  دانـش  به رازي، زكرياي محمد و سينا ابوعلي نظير ايراني دانشمندان ميلادي، دهم تا هشتم قرون در

 الحـاوي  و قانون چون معروفي هاي كتاب و كردند معرفي زمينه اين در را فراواني گياهان آنها. بخشيدند زيادي رونق
 و داد انجـام  گياهـان  دارويـي  خـواص  مـورد  در را فراوانـي  مطالعـات  بيطـار  ابـن  سيزدهم، قرن در. نمودند تأليف را
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 اروپائيـان  ميلادي، هيجده و هفده قرون در. داشت بيان خود هاي كتاب در را دارويي گياه 1400 از بيش خصوصيات
 هاي كوشش نوزدهم، قرن از و يافتند دست دارويي گياهان از استفاده و درماني گياه زمينه در بزرگي هاي پيشرفت به

 روعش آنها مصرف و تجويز براي معيني معيارهاي تعيين و دارويي گياهان از مؤثره مواد استخراج جهت اي جانبه همه
  . )1388 دهقان،( دارد ادامه بيشتر چه هر سرعت با همچنان و يافته ادامه امروز به تا تحقيقات اين كه شد

  : ييايميشمشكلات داروهاي  2-1-2

 ارمغـان  بـه  خـود  با ،سنتي طب به نسبت آن ظاهري  مزيت وجود با ،جديد طب كه بزرگي مشكلات از يكي
 در .دگيـر  مـي  خـود  به حادتري شكل روز به روز متأسفانه كه است شيميايي داروهاي افزون روز رفمص ،است آورده
  :  كرد اشاره مهم نكته 2 به توان مي مسئله اين پيامدهاي مورد

 طريقـه  بـه  توجـه  بـدون  گـاهي  و رويـه  بـي  و مداوم مصرف اثر بر ها ويروس و ها ميكروب اينكه نخست-1

 نتيجـه  در و شـود  مي خنثي حتي و ضعيف داروها تأثير ترتيب اين به شوند، مي مقاوم ريجتد به داروها، برخي مصرف
  .دآورن مي روي داروها از تر قوي انواع و مصرف افزايش به بيماران

 ،شـود  مي واقع مفيد ،نظر مورد خاص هاي بيماري درمان در شيميايي داروهاي از استفاده گرچه دوم اينكه،-2
 عـوارض « كـه  گـذارد،  مـي  جـاي  بر خود از خاصي عوارض ،آنها مقطعي حتي موارد يخبر در و طولاني مصرف ولي

  .باشد تر خطرناك نيز بيماري خود از است ممكن بعضاً و شود مي ناميده »جانبي
 بـه  اما گياهي داروهاي فرمول از تقليد با عمدتاً شيميايي داروهاي كه گرفت ناديده نبايد نيز را نكته اين البته

 از برخـي  كه صورتي در است شده مشخص اخيراً ولي شوند مي تهيه سازي دارو هاي آزمايشگاه در مصنوعي صورت

 گيـاه  در موجود تركيبات ساير با همراه شوند، و تهيه خالص صورت به آزمايشگاه در گياهان در موجود تركيبات انواع
 حـال  هـر  بـه  .شـود  مـي  آشكار شخص در آن مفيد اثرات تنها و رود مي بين از آنها جانبي عوارض برسند، مصرف به

 داروهـاي گيـاهي   مصرف سوي به را بيماران اساساً ستيباي معترفند، رشته اين متخصصان از بسياري كه گونه همان
  ).1384زمان، ( داد سوق دارند، شيميايي داروهاي به نسبت متعددي هاي مزيت كه

  :دارويي گياهان اهميت 2-1-3

 در و اسـت  داده قـرار  اسـتفاده  مورد داروها تمام منبع عنوان به را طبيعي هاي فراورده سال هزاران براي بشر
دهقـان،  بـه نقـل از    1998 ژن،( انـد  داشـته  دارويي مواد اين اغلب توليد در را سهم بيشترين عالي گياهان ميان اين


