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 چکیده
به عنوان مهمترین منبع اقتصادی تولید ترکیبات آلکالوئیدی مورفینان  (.Papaveer somniferum Lشقایق)

مانند مورفین، کدوئین، تبائین، نارکوتین و پاپاورین شناخته شده است و از ترکیبات آن در صنعت 
. امروزه از فن مهندسی شود  اسپاسم استفاده می سرفه و ضد   حس کننده، ضد داروسازی به عنوان بی

های متابولیکی این گیاه از طریق  های بیوسنتز آلکالوئیدها و فرآورده ای دستورزی ژنمتابولیک، بر
 ی مورفینانز، آنزیم انتهایی در مسیر بیوسنت(CODM) دمتیلاز -کدوئین اُشود.  سازی استفاده می تراریخت

و تبدیل آن به اوریپاوین و همچنین  3تبائین در موقعیت باشد که باعث دمتیلاسیون  در گیاه شقایق می
سازی  . در این پژوهش با هدف بررسی تأثیر خاموششود دمتیلاسیون کدوئین و تبدیل آن به مورفین می

استفاده  VIGSو  RNAiهای  های مهم انتهایی شبکه مورفینان، از تکنیک بر پروفایل آلکالوئید CODMژن 
با استفاده از آغازگرهای اختصاصی، بخش انتهایی  CODMگردید. پس از شناسایی و جداسازی ژن 

cDNA  سنتز شده این ژن واقع در ناحیه   UTR قطعه هدف خاموشی جهت سنس و ، به عنوان
گردید. همچنین قطعه  سازیهمسانه pGSA1285سنس به ترتیب و طی دو مرحله در ناقل خاموشی  آنتی

 TRV2 ، در ناقل ویروسیCODMای ژن ژنی مذکور بار دیگر به منظور مطالعه خاموشی گذر

های گیاهی مورد نظر  به برگهای نمونه ،شد و سپس با استفاده از آگروباکتری حاوی سازه سازی همسانه
گیاهان تراریخت شده  ،TRVژن پروتئین پوششی ویروس  PCRصورت گرفت. از طریق  تراریزش

. آنالیز نهایی خاموشی ژن ناشی از مکانیسم آنالیز نیمه کمی بیان ژن انجام شد انتخاب شدند و سپس
VIGS نیز که با استفاده از PCRدرصدی بیان ژن  88کاهش  ،در زمان واقعی انجام شدCODM  در

سازی و تعیین روش مناسب باززایی گیاهان تراریخت،  جهت بهینه های شاهد را نشان داد. مقایسه با نمونه
( در قالب طرح پایه ریز نمونه معادل با یک تکرار ٠١دیش حاوی  هر پتریتکرار ) ۵آزمایش فاکتوریل با 

های ریز نمونه )در دو سطح هیپوکوتیل و ریشه(، محیط کشت پایه )شامل دو  کاملاً تصادفی با فاکتور
گرم در لیتر(، طراحی  میلی 5۵و  ٠۵، ٠١بیوتیک پارامومایسین )در سطوح غلظتی  ( و آنتیMSو   B5سطح

به مراتب بهتر از  MSزایی در محیط  زایی نتایج نشان داد که میزان کالوس در مورد کالوسو اجرا گردید. 
بیوتیک  با سطح آنتی MSبوده و بهترین نتیجه در ترکیب تیماری ریزنمونه هیپوکتیل در محیط  B5محیط 
mg/L دو محیط بیوتیک و در  مشاهده گردید. دیده شد که ریزنمونه هیپوکوتیل در هر سه سطح آنتی ٠١

MS  وB5 زایی جنین زایی بیشتری در مقایسه با ریزنمونه ریشه دارا بود. همچنین میزان درصد کالوس 
هیپوکوتیل، بیشتر  ریزنمونه با مقایسه در محیط  هر دو در و بیوتیک آنتی سطح سه هر در ریشه ریزنمونه

  بود.

  RNAi و  VIGS ،آلکالوئید ،فرا شقایق الی، مهندسی متابولیت: واژگان کلیدی
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 مقدمه 1-1

گیاهی، موجب شده است تا  منشاء دارای داروهای از استفاده به بشری جوامع روزافزون گرایش

 گیاهیمنشاء  با بهداشتی های آرایشیفرآورده و داروها تولید به گسترده طور به نیز های داروسازی شرکت

 های پیشرفت رغمعلی .شده است دارویی گیاهان موثره مواد تقاضای افزایش سبب روی آورند که این امر

 دستیابی راه تنها گیاهی منابع از استخراج هم هنوز گیاهی، موثره مواد مصنوعی سنتز زمینه در آمده به دست

گونه گیاه  5١١١١سازمان بهداشت جهانی فهرستی بالغ بر  است. ارزشمند دارویی مواد از به بسیاری

بر اساس اعلام این  گیرند. وری نموده است که در سراسر جهان مورد استفاده قرار میآدارویی را گرد

شود.  داروی گیاهی نیز توسط صنایع دارویی ساخته و به بازار عرضه می ٤١١١-۵١١١سازمان حدود 

گونه گیاه دارویی  ٠١١١گونه گیاهی و بیش از  8١١١های مختلف آب و هوایی، حدود  کشور ایران با اقلیم

برداری از گیاهان دارویی را داراست )زارع  مختلف بهره های مینهزبستر بسیار مناسبی برای فعالیت در 

ن گیاهان های ثانویه مشتق از ای عرضه متابولیت اعظم بازار گیاهان دارویی به تولید و بخش .(٠386زاده، 

 مثل در رشد، نمو یا تولید اًهای ثانویه گیاهی، ترکیباتی آلی هستند که مستقیم متابولیت شود. می مربوط

 های اولیه تری نسبت به متابولیت این ترکیبات دارای ساختار شیمیایی پیچیده گیاه دخیل نیستند. 

باشند. آلکالوئیدها، ترپنوئیدها،  میاند(  ها ضروری مینه که برای بقاء زندگی سلولآاسیدهای  مانند)

های گیاهی مقادیر متنوعی  ترین این ترکیبات هستند. سلول از جمله مهمها  و تانن ها فلاوونوئیدها، رنگیزه

 .(Stamp, 2003) کنندمیها را تولید  از این فرآورده

 ٠آنها، قلیاهای گیاهی های آبی های طیبعی حاصل از منابع گیاهی را به دلیل خاصیت قلیایی محلول آمین

آلکالوئید در  ٠5٠٠٠تا کنون بیش از  (Mcmurry, 1998).نامند که امروزه به آلکالوئید مشهورند  می

در بازار جهانی حدود  آنهاگیاهان شناسایی شده است که بیشترین استفاده را در تولید دارو دارند و سهم 

 راه ابتدای در هنوز ما ولی دارد کهنی سابقه هرچند آلکالوئیدها تحقیقاتی زمینهباشد.  میلیارد دلار می ٤

 .(Dehghan, 2010)هستیم  آن زیست فناورانه وریبهره و شناخت کامل

متعلق به خانواده  .Papaver somniferum Lیکی از گیاهان دارویی مهم، شقایق با نام علمی 

Papaveraceae 2))دیپلویید بوده این گیاه باشد.  میn=22 (Tetenyi, 1997)  و بومی جنوب شرق اروپا

خصوصیت دارویی این گیاه مربوط به قابلیت آن در بیوسنتز  Fleming, 1998).)باشد  و غرب آسیا می
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این گیاه حاوی باشد.  گروهی از آلکالوئیدهای بنزوفنانتریدین از زیر گروه آلکالوئیدهای ایزوکوئینولین می

 ,.Frick et al)شوند  است که از تتراهیدروکسی بنزوایزوکویینولین مشتق مینوع آلکالوئید  8١حدود 

مهمترین منبع اقتصادی تولید ترکیبات آلکالوئیدی مورفینان مانند مورفین، به عنوان . این گیاه (2004

کدوئین، تبائین، نارکوتین و پاپاورین شناخته شده است و از ترکیبات آن در صنعت داروسازی به عنوان 

 (.Dehghan, 2010شود ) اسپاسم استفاده می سرفه و ضد حس کننده، ضد بی

FAOبر اساس آمار منتشر شده از سوی سازمان 
سطح زیر کشت گیاه مذکور در طی چند سال اخیر  ٠

هکتار در  ٠35۵8٤به  5١١٤هکتار در سال  8935۵دهد به طوری که مقدار آن از  روندی افزایشی را نشان می

افزایش یافته است. این امر در واقع بیانگر افزایش تقاضای جهانی برای محصولات مذکور  5١١9سال 

 .(FAO, 2011)باشد  می

پذیری صنعت کشت شقایق شامل انتقال،  افزایش محتوای آلکالوئیدی و کیفیت آن باعث افزایش رقابت

بهنژادی، میزان محتوای های  گیری و حذف ضایعات خواهد شد. با استفاده از تکنیک ذخیره و عصاره

(. این در ٠387های این گیاه در دو دهه اخیر به دو برابر افزایش یافته است )حسینی و همکاران،  آلکالوئید

حالی است که تغییر ترکیب محتوای آلکالوئیدی در جهت افزایش یا کاهش یک یا چند آلکالوئید خاص 

 صی برخوردار است.در کنار افزایش کل محتوای آلکالوئیدی از اهمیت خا

های  امروزه مهندسی متابولیک، روشی خاص برای تنظیم بیوسنتز آلکالوئیدها و دستکاری فراورده

 ,Hughes and Shanks) 2002؛Verpoorte et al., 2000 ؛Dixon and Steele, 1999 متابولیکی است )

بوسیله فوق بیان از یک آنزیم با های انتهایی را  وردهآتواند سطح مسیرهای با ارزش میانه یا فر که می

ز بین برده یا اهای نامطلوب را از طریق خاموشی ژن  سرعت محدود افزایش دهد و یا اینکه متابولیت

های بیوسنتزی، یا  مهندسی متابولیک از طریق تغییر در فعالیت آنزیم (Frick et al., 2007).کاهش دهد 

 هایمتابولیتمسیر، تغییرات در مقدار یا ساختار شیمیایی  هایژنهای تنظیمی مسئول در بیان  پروتئین

توان با وارد نمودن ژن  در روش مهندسی متابولیت می .(Larkin et al., 2007)کند  خاص را ایجاد می

های قوی، بیان ژن را افزایش داد. از طرف  برنده قرار دادن آنها در کنار پیش های کلیدی و مربوط به آنزیم

سنس، این امکان وجود دارد  های آنتی گیری توالی های خاموشی ژن از طریق بکار فاده از روشدیگر با است

)حسینی  گیری کرد ها، راه متابولیکی را به سمت محصول مورد نظر نشانه تا از طریق مهار تولید این آنزیم

نسخه برداری شده  mRNAای است که مکمل رشته  تک رشته RNAسنس،  آنتی (.٠387وهمکاران، 
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مکمل جفت شده و مانع  mRNAشود، به  سنس وارد سلول می آنتی RNAدرون سلول است. وقتی 

های زیادی از ژن هدف در ژنوم وجود دارد  شود. این روش هنگامی مفید است که کپی ترجمه آن می

(Bautista et al., 2000با توجه به اهمیت گیاه شقایق الی .) های ثانویه که در  تابولیتفرا به دلیل ساخت م

با دو  CODMصنعت داروسازی بسیار حائز اهمیت هستند، در این تحقیق به بررسی تاثیر خاموشی ژن 

این گیاه دارویی  پایین دست این ژن در بر روی میزان آلکالوئیدهای بالادست و VIGSو  RNAiمکانیسم 

 .شدمهم پرداخته 
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 کلیات -۲

توسعه  به منجر ارگانیک، سنتز پیچیده های سیستم کشف و شیمی علم پیشرفت حاضر، قرن اوایل در

 اولیه وسیله آن شده است. مواد  هب بسیاری از مواد دارویی صناعی جایگزینی گیاهی و داروسازی صنعت

 جایگزین مورد قابل غیر موادی عنوان به پیوسته است، موجود ذخیره حالت به گیاهان در که موثری

 از یک پیوسته سایر ترکیبات، با بودنشان همراه دلیل به که این موادبود. از آنجایی  خواهد و بوده استفاده

 اینرو از آورند،بار نمی به جانبی اثرات و نشده انباشته بدن در باشد،می برخوردار بیولوژیک تعادل حالت

یکی از مهمترین گیاهان  شقایق نیز به عنوان. دارند سنتتیک داروهای به نسبت ایملاحظه قابل برتری

دارویی همواره مورد توجه محققان بوده است. در این فصل تلاش شده است تا ضمن معرفی این گیاه، به 

 بررسی مسیر بیوسنتزی آلکالوئیدهای مهم و سوابق پژوهشی مرتبط با این تحقیق پرداخته شود.

 

 شناسی گیاه-۲-1

 Opiumلاتین  و نام  Papaveraceaeاز خانواده Papaver somniferum خشخاش یا کوکنار با نام علمی

poppy،  دیپلویید گیاهی است(2n=2x=22) ، متر  5تا متر  سانتی 3١ ازعلفی و یک ساله که ارتفاع آن

به  که باشند میسبتاً بزرگ، نوک تیز و دارای بریدگی و دندانه نهای آن  برگ و ساقه راست دارد .رسد می

شبیه گل شقایق  اند، شده در انتهای ساقه واقعو ها درشت  گل. رویند صورت متناوب )یک در میان( می

 های سفید، صورتی و قرمز مایل به بنقش و به رنگ باشد( میهمین خانواده  متعلق بهکه البته شقایق هم )

 و مرغی یا کروی شکل ی خشخاش به صورت یک کپسول تخم یوهم. Fleming, 2000)) شود دیده می

ای  قهوه تا که وقتی نارس است به رنگ سبز و وقت رسیدن و خشک شدن به رنگ زردباشد  میناشکوفا 

های داخل کپسول  های دیگر در بین پره حاوی تعداد زیادی دانه ریز به رنگ کرم یا رنگ وآید  در می

ای مخروطی و کم و  خشخاش دارای ریشهگیاه  .باشد می بذر طریق از گیاه این تکثیر روش عمدهاست. 

رود و طول ریشه اصلی این گیاه متفاوت بوده و به  می بی است که به طور مستقیم در زمین فرووبیش چ

 5١تا  ٠8به طور متوسط بین  ریشه این گیاه .گونه گیاه و شرایط اقلیمی محل رویش بستگی دارد
های کمی است و   ریشه خشخاش دارای انشعاب .استمتر   سانتی دوو قطر آن یک تا طول متر  سانتی

خاک به وجود  یمتر سانتی ٠١١تا  ۵١های ظریف را تا عمق های جانبی شبکه بسیار وسیعی از ریشه ریشه
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. خشخاش گیاهی است شود آورند و ساقه فوقانی ریشه قطورتر است که باعث استحکام ساقه می می

 .(٠38٠یابد )یزدانی،  دوره رشدی آن کاهش می ،بلند که با افزایش طول روز روز
 

 1های ثانویه متابولیت -۲-۲

عظیم  ای گیاهان که منبع غذاها، داروها و تعداد بیشماری از مواد آلی گوناگون هستند، در حقیقت گنجینه

های  خهچر برخی از فرآیندها مانند فتوسنتز یا. شوند روند که پیوسته تجدید می از ثروت پنهانی بشمار می

مانند قندها و  های ساده متابولیسم اولیه مولکولبیوتحولات نیتروژن و گوگرد، خصلتی عام دارند که به 

فرایندهای دیگر در مقابل، شوند.  اسیدها و... که در همه گیاهان مشترک هستند منجر می آمینو

 .دنانجام واد متابولیسم اولیه، میهای متابولیسم ثانویه حاصل از استفاده م تر هستند و به فرآورده اختصاصی

های ثانویه گیاهی، ترکیباتی آلی هستند که مستقیما در رشد، نمو یا تولید مثل گیاه دخیل نیستند.  متابولیت

اسیدهای آمینه( که  انندهای اولیه )م تری نسبت به متابولیت این ترکیبات دارای ساختار شیمیایی پیچیده

ها )مورفین، کدئین، آتروپین و ...(، ترپنوئیدها،  باشند. آلکالوئید اند می ضروریها  برای بقاء زندگی سلول

های گیاهی مقادیر متنوعی سلول .ترین این ترکیبات هستند ها از جمله مهم ها و تانن فلاوونوئیدها، رنگیزه

  .(Stamp, 2003) کنند ها را تولید می از این فرآورده

سازی از یک  شوند. این نوع ذخیره ها ذخیره می های خاص یا واکوئول این ترکیبات اغلب در وزیکول

زدایی برای گیاه است و از طرف دیگر نوعی مخزن ذخیره برای موادی نظیر  طرف نوعی سمیت

های ثانویه گیاهی بسیار رایج هستند، اما هر گیاهی  اگر چه متابولیت .های غنی از نیتروژن است مولکول

ای نیست و برخی ترکیبات نیز تنها منحصر و محدود به گونه خاصی  ع ترکیب ثانویهقادر به تولید هر نو

این ترکیبات نیز  های ثانویه برای گیاهان از ماهیتی اکولوژیک برخوردار است و هستند. اهمیت متابولیت

ها و عوامل  توان به عملکرد دفاعی در برابر صیادان، انگل اند که از آن جمله می دارای کارکردهای متنوعی

ها )سموم گیاهی( در هنگام ابتلاء به قارچ جهت جلوگیری از گسترش میسلیوم در  الکسین بیماریزا، فیتو

تولید بوهای جاذب و یا مواد رنگی(  انندمثلی )م ای، یا تسهیل فرآیندهای تولید های بین گونه گیاه، رقابت

 ها اشاره کرد. و یا ایجاد ارتباط با گرده افشان

                                                 
1 Secondry metabolites 
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 1ها لکالوئیدآ -۲-9

ی یگیاهان دارو و به ویژهگیاهان  ازدرصد  5١حدود ها از مواد بیولوژیکی موثری هستند که در  آلکالوئید

 ای دسته. این مواد در واقع آیند وجود می  هاغلب به وسیله دکربوکسیلایون اسیدهای آمینه ب و وجود دارند

که دست کم دارای یک اتم نیتروژن در حلقه  هستندحاصل از متابولیسم ثانویه ترکیبات آلی شیمیایی از 

 شیمیایی های آزمایش در یا و طبیعت در آلکالوئید ٠5١١١ حدود. تاکنون باشند خود میهتروسیکلیک 

 چرا که امری مشکل است، ها  و تعیین محدوده آلکالوئید تعریف .(Facchini, 2001) تاس شده  شناسایی

 که اصل این از غیر باشند، به نمی ترکیبات از متجانسی گروه فیزیولوژی، و بیوشیمیایی شیمیایی، نظر از

 تمامی برای مناسبی عمومی در مجموع تعریف هستند، نیتروژنی ترکیبات حاوی ها  آلکالوئید تمامی

هستند  آلکالوئیدهایی از تعدادی معرف ... و کریستینوین کینین، مرفین، آتروپین، .ندارد وجود آلکالوئیدها

 ها،  قارچ درحیوانات، آلکالوئیدها .شوندمی استفاده سرطان تا مالاریا از مختلف، هایبیماری درمان برای که

آلکالوئیدها . (Shamsa, 2008 ) باشندمی گیاهان آنها، منبع ترینغنی ولی دارند، وجود گیاهان و هاباکتری

ها نیز   تولید مثل اهمیت بیشتری دارند که این بافتشوند که از لحاظ بقا و  هایی ذخیره می بیشتر در بافت

ها  ها و بافت های آنها(، جوانه )بویژه دانه ها ریشه، پوست ساقه، گل های جوان در حال رشد، شامل بافت

یابد به صورتی که  ها کاهش می باشند. بطور کلی میزان آلکالوئیدها با پیر شدن بافت فعال در فتوسنتز می

باشند. میزان آلکالوئید در  پائیزی که در حال ریختن هستند تقریبا فاقد آلکالوئید می های معمولا برگ

 دهد. ها را تشکیل می درصد وزن خشک بافت ٠١ای بسیار زیاد است و گاهی اوقات تا  های ذخیرهبافت

ین، مانند کوکائین، کلشیس) شوند ها در بافت اپیدرمی ذخیره می دیدر بعضی گیاهان علفی، آلکالوئ

این  چرا که ،آکونیتین، آلکالوئیدهای استروئیدی، نیکوتین، وراترین، بوکسین، کونین و لوپانین(

شود. تعدادی از گیاهان  ها نقش دفع دشمنان را داشته و اولین سد دفاعی گیاه محسوب می آلکالوئید

توان به  این مواد میجمله  باشد. از آلکالوئیدهای دفاعی می حاوینمایند که این ماده نیز  لاتکس تولید می

، پروتوبربرین و  Papaveraceaeکوئینولین در خانواده یزوا بنزیلگروه آلکالوئیدهای  سایر و ها انمورفین

و  Lobelia  های بنزوفنانتیریدین در مامیران، لوبلین و دیگر آلکالوئیدهای پیپریدین در گیاه آلکالوئید

ها معمولا با توجه به محل سنتز و تجمع  اشاره نمود. ساختار آلکالوئیدترپنوئیدها مانند استرهای فوربول 

ها،  گیاه )مثلا دانههای  نوع اندامآنها متفاوت است و علاوه بر این پروفیل آلکالوئیدها معمولا با توجه به 

                                                 
1 Alkaloid 
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هان و ها در طول مدت رشد گیا های بالغ گیاه( تفاوت دارد. ساختار و غلظت آلکالوئید ها، و بخش جوانه

. تحقیقات در زمینه بیوشیمی آلکالوئید گیاهان، با جداسازی متفاوت استنیز زندگی آنها  چرخهنیز 

 ٠9۵5آغاز گردید. ساختار مورفین تا زمان تعیین شکل فضایی مولکول ها در سال  ٠8١6مورفین در سال 

شده در اثر دکربوکسیلاسیون های ایجاد  ها از آمین . بیشتر آلکالوئید(Facchini, 2001)ناشناخته ماند 

ها به  شوند. اتصال آمین هایی مانند هیستیدین، لایزین، اورنیتین، تریپتوفان و تایروزین ایجاد می آمینه اسید

های  های تولید شده به عنوان اولین مرحله در بیوسنتز آلکالوئید و اشتقاق سایر خانواده دیگر متابولیت

 (Ilari, 2009).ود ش می وبسمحآلکالوئیدی در گیاهان 

نوع  5۵١١باشند که ساختار حدود  شاخه بزرگی از ترکیبات آلکالوئیدی می (BIAs) ٠ایزوکوئینولین بنزیل

 ،شوند آمینه تایروزین مشتق می ها که همگی از اسید از انواع آن شناسایی شده است. این آلکالوئید

به عنوان مختل  5عنوان مثال آلکالوئید کولشیسینهای بیولوژیکی متفاوتی داشته باشند، به  توانند نقش می

های میکروتوبول در زمان تقسیم سلولی، مورفین به عنوان یک داروی مسکن قوی و  کننده رشته

 .(Facchini, 2001)شوند  توبوکورانین به عنوان مسدود کننده عصب عضلانی به کار گرفته می

  

                                                 
1 Benzylizoquinoline 
2 Colchicine 
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  (BIAs)ایزوکوئینولین از خانواده بنزیلهای آلکالوئیدی اساسی مشتق  گروه -٠-5شکل 
.(Liscombe et al., 2005) 

 

 (CODM)  ۲دمتیلاز -، جایگاه و نقش آنزیم کدوئین ا1ُشبکه آلکالوئیدی مورفینان -٤-۲

 -واسط اس ایزوکوئینولین در شقایق تا ماده حد بسیاری از آلکالوئیدهای بنزیل بیوسنتز ریمس عمدتاً

. باشد باشد و این ترکیب، نقطه انشعاب مرکزی به چند شاخه مجزا از هم می مشترک می 3رتیکولین

های گروه متیل، موجب  پیچیدگی  رتیکولین با توجه به نسبت و تعداد جایگاه -متیلاسیون متابولیت اس

کربن  -های کربن علت تشکیل اتصال  هبمتعدد  های عبارت دیگر واکنش به شود. های ساده می BIAبیشتر 
                                                 
1 Mophinan Alkaloid  Pathway 
2
 Codein -O-Demethylase 

3
 S - Reticuline  


