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منبع منگنز، مس و سرشار از کلسيم، منيزیم، آهن، فسفر،  (.Sesamum indicum L)گياه کنجد 

حاوی دو ترکيب منحصر به فرد از فيبرهای ، روی و فيبرهای غذایی است. همچنين B1ویتامين 

 بدن در رولکلست کاهش باعث باشد کهمی سزامولين و سزامين هاینام ها باليگنان ویژه مفيد گروه

و دان بيان آلانين بر ميزشوند. دراین تحقيق تاثير اليسيتور اسيدساليسيليک و پيش ماده فنيلمی انسان

( در کشت سوسپانسيون سلولی کنجد C3Hو  CYP81Q1)ژن کليدی دخيل در بيوسنتز سزامين 

 1/0و  (1و  5/0، 1/0های )آلانين به ترتيب در غلظتبررسی گردید. تيمارهای اسيدساليسيليک و فنيل

انجام  برداریساعت پس از تيمار نمونه 72و  48، 24های گرم در ليتر استفاده گردید و در زمانميلی

نتز سهای دخيل در بررسی شد. نتایج نشان داد ميزان بيان ژن qRT-PCRها با روش شد. بيان ژن

ن ژدر مورد  .آلانين افزایش یافتهای تيمار شده با اسيدساليسيليک و فنيلسزامين در همه نمونه

CYP81Q1  انی گرم در ليتر اسيدساليسيليک در بازه زمميلی 1بيشترین افزایش بيان مربوط به غلظت

يان ژن بساعت بود. بيشترین افزایش  72آلانين در بازه زمانی گرم در ليتر فنيلميلی 1/0ساعت و  72

C3H  گرم ميلی 1/0ساعت و  24گرم در ليتر اسيدساليسيليک در بازه زمانی ميلی 1/0مربوط به غلظت

 ساعت بود. 72آلانين در بازه زمانی در ليتر فنيل
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گیاهان دارویی از منابع قابل توجه در تهیه داروهای 

های داروسازی از گیاهی و مصنوعی هستند و شرکت

کنند. گیاه برای تهیه داروها استفاده می 25000بیش از 

های ثانویه مسئول خاصیت دارویی گیاهان متابولیت

یاهان های ثانویه با قرار گرفتن گهستند. اغلب متابولیت

شوند. کشت های گوناگون تولید میدر معرض تنش

های سلولی پراکنده و در سوسپانسیون سلولی شامل توده

حال رشد در محیط کشت مایع در حال تکان خوردن 

است. شروع این کشت معمولاً با انتقال قطعات کوچکی 

از کالوس ترد و تمایز نیافته به محیط کشت مایع است. 

زنمونه یا کالوس روی یک شیکر به های حاوی ریارلن

شوند. تکان دادن طور یکنواخت و مداوم تکان داده می

محیط کشت با استفاده از شیکر با اعمال فشار ملایمی بر 

-تر و سلولهای کوچکها را به تودههای سلولی آنتوده

ها در شکند و پراکنش یکنواختی از سلولهای انفرادی می

. همچنین در اثر این حرکت، شودمحیط کشت ایجاد می

-تبادل گازی مطلوبی بین محیط کشت و هوا برقرار می

ها و شود. از کشت سوسپانسیون سلولی برای بررسی ژن

مسیرهای متابولیکی و نیز به عنوان منبعی برای تولید 

کنجد شود. های ثانویه با ارزش استفاده میمتابولیت

توسط انسان  ترین دانه روغنی است کهاحتمالا قدیمی

 شناخته و به عنوان یک منبع غذایی استفاده شده است

کنجد سرشار از منگنز، مس، کلسیم، منیزیم، آهن، فسفر، 

، روی و فیبرهای غذایی است. به جز این مواد B1ویتامین 

مغذی مهم، کنجد حاوی دو ترکیب منحصر به فرد از 

 ها شامل سزامین وفیبرهای ویژه مفید به نام لیگنان

سزامولین است که باعث کاهش کلسترول در بدن انسان 

کنند و مشتقات شوند، از فشار خون بالا جلوگیری میمی

 کنجد روغندهند. را در حیوانات افزایش می Eویتامین 

است  مشهور هاروغن ملکه به خوراکی هایروغن بین در

(Wahid, 2007; Moazzami et al., 2006)کنجد . روغن 

 چشمگیری تاثیر است و طبیعی هایاکسیدانآنتی حاوی

 ;Hirose, 1991)مختلف دارد هایبیماری از پیشگیری در

Kang et al., 1999) درمان در آن کاربرد دلیل ، به 

 هایتلاش گذشته دهه در هاسرطان خصوص به هابیماری

 هایژن سزامین، فواید بیشتر شناخت راستای در زیادی

-ژن بیان میزان افزایش و سزامین بیوسنتز مسیر در دخیل

 از یکیاست.  شده انجامبیوسنتز آن  مسیر در دخیل های

 CYP81Q1 تولید سزامین ژن مسیر در دیهای کلیژن

 کنجد دانه تشکیل مراحل در آن بیان افزایش با که است

 از ترکیبی کلیبطوریابد. افزایش می دانه سزامین محتوای

 کننده امیدوار استراتژی یک الیسیتور و نور، ژن، انتقال

لیگنان ها از جمله  وری بهرهتولید و  بیشتر بهبود برای

، که از سه عامل (Satake et al., 2015)سزامین می باشد 

 رشد برنام برده شده تا کنون فقط اثر دوره روشنایی 

 گیاهدر CYP81Q1 ژن بیان و امینسز محتوای و گیاهان،

سنتز .  (Hata et al., 2012)ستبررسی شده ا کنجد

طی دو   CYP81Q1سزامین از پینورزینول توسط ژن

 ,.Ono et al., 2006 Hata et al)گیرد مرحله صورت می

 هایمعتبرترین روش از کمی RT-PCRروش  .(;2010

پایه  بر روش این اساس. باشدمی ژن بیان گیریاندازه

 از یکی. است دارخانه ژن به بیان موردنظر ژن بیان نسبت

 CT روش کمی RT-PCRهای داده های نمایشروش

-می شناخته CT∆∆-2روش  عنوان که به است ایمقایسه

  Fold Change (FC) به عنوان CT∆∆-2این روش شود. در 

 شده بیان دارخانه ژن برابر چند موردنظر ژن است یعنی

 هاینمونه در ژن بیان بررسی برای روش این است. از

-دهه شود. طیمی استفاده شاهد نمونه به نسبت مختلف

 پیدا زیادی اهمیت هااکسیدانآنتی روی تحقیق اخیر های

 فواید و غذا در طبیعی هایاکسیداننتیآ مطالعه و کرده

است  گرفته قرار زیادی توجه مورد آنها بالقوه سلامتی

(Qusti et al., 2010) .تاثیر بررسی مطالعه این هدف از 

 دو ژن بیان میزان روی آلانیناسیدسالیسیلیک و فنیل

 محیط در (C3Hو  CYP81Q1سزامین ) سنتز در دخیل

 .است کنجد سوسپانسیون سلولی کشت

  مقدمه
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  هاواد و روشم

  کشت سوسپانسيون سلولی

 و اصلاح تحقیقات موسسه از 1کرج رقم کنجد دانه

 محیط از مطالعه این در. شد تهیه کرج و بذر نهال تهیه

 محیط به عنوان (MS)و اسکوگ  موراشیگ کشت

 درون گیاهچه تولید و دانه کشت جهت پایه تکش

 سوسپانسیون سلولی تهیه و زاییکالوس ای،شیشه

های کنجد ابتدا به دانه برای این منظور .شد استفاده

درصد ضدعفونی و  70مدت دو دقیقه در الکل اتانول 

درصد  20سدیم دقیقه در هیپوکلریت 30سپس به مدت 

 3مقطر اتوکلاو شده ور شدند و در نهایت با آب غوطه

مرتبه و هر بار به مدت دو دقیقه شستشو شدند. تمام 

مراحل ضدعفونی زیر هود لامینار و در ظروف استریل 

ها در ظروف کشت انجام گرفت. پس از ضدعفونی، دانه

گرم در  30فاقد هورمون و حاوی  MSحاوی محیط 

های کشت روی محیط pHلیتر ساکارز کشت شدند. 

روز در  3زنی ها به منظور جوانهد. دانهتنظیم ش 8/5

تاریکی نگهداری و سپس به اتاق کشت با درجه 

ساعت  16ی نوری گراد و دورهدرجه سانتی 25حرارت 

ساعت تاریکی منتقل شدند. در این  8روشنایی و 

 1روزه رقم کرج 18های پژوهش از هیپوکوتیل گیاهچه

به قطعات  به عنوان ریزنمونه استفاده شد. هیپوکوتیل

متری برش داده شد و به حالت افقی و به یک سانتی

صورت جداگانه روی محیط کشت قرار گرفت. پس از 

های زایی پتریهای کالوسها در محیطکشت ریزنمونه

حاوی کشت در شرایط تاریکی در اتاقک رشد با درجه 

گراد نگهداری شدند. هر دو درجه سانتی 25حرارت 

برای تهیه  ها انجام شد.ریزنمونههفته یک بار واکشت 

سوسپانسیون سلولی، در یک ارلن متناسب با حجم 

گرم در لیتر، به عنوان منبع  30تیمارها، ساکارز با غلظت 

کربن در آب مقطر به وسیله همزن مغناطیسی حل شد. 

به محلول اضافه و با آب  MSهای محیط سپس نمک

فه کردن مقطر به حجم نهایی رسانده شد. پس از اضا

ها، با استفاده از آب مقطر حجم نهایی هر ارلن هورمون

تنظیم شد و  8/5های کشت روی محیط pHتعیین و 

های به برای ضدعفونی اتوکلاو گردید. سپس از محیط

-میلی 100های لیتر به ارلنمیلی 30دست آمده به میزان 

گرم کالوس انتقال داده  5/0ها لیتری منتقل شد. به ارلن

های حاوی سوسپانسیون سلولی روی شیکر با . ارلنشد

گراد درجه سانتی 27دور در دقیقه و دمای  130سرعت 

 در تاریکی قرار گرفتند.

 اعمال محرک )اليسيتور(

جهت افزایش تولید سزامین، از الیسیتور اسیدسالیسیلیک 

آلانین در محیط کشت سوسپانسیون فنیل پیش ماده و

ی این منظور تیمارهای سلولی استفاده شد. برا

گرم در میلی 1و  5/0، 1/0های )اسیدسالیسیلیک با غلظت

گرم در لیتر، در روز میلی 1/0آلانین با غلظت لیتر( و فنیل

هجدهم در کشت سوسپانسیون سلولی اعمال شدند. 

ساعت انجام  72و  48، 24بازه زمانی  3برداری در نمونه

با  کنجد یسلول سوسپانسیون تیمار آزمایش شد.

 .گرفت صورت مجزا تکرار سه الیسیتورها در

 cDNAو سنتز  RNA استخراج

 و 48 ،24های های سلولی در زمانبرداری از کشتنمونه 

ها در ساعت بعد از اعمال الیسیتور انجام شد. نمونه 72

 دمای کل در RNAازت مایع منجمد و تا زمان استخراج 

 با RNA استخراج .دشدن نگهداری گرادسانتی درجه -80

 سیناکلون( شرکت )ساخت RNX-PLUS کیت از استفاده

 آلودگی حذف جهت ،cDNA ساخت از انجام شد. قبل

 DNaseI آنزیم از ژنومی، DNA با RNA احتمالی

 از استفاده با RNAکمیت  .شد )شرکت سیناکلون( استفاده

. گردید بررسی اسپکتروفتومتر دستگاه و الکتروفورز ل ژ

 هایموج طول در RNAنمونه  جذب میزان روش این در

-اندازه RNAکیفیت  بررسی منظور به نانومتر 280 و 260

 استخراج RNA هاینمونه برای نسبت این. شد گیری

 کیفیت نشانگر که بود 2تا  8/1بین  سلولها، از شده

 طبق cDNAاستخراج شده است.  RNAمطلوب 

 سنتز( ونسیناکل )شرکت cDNAدستورالعمل کیت سنتز 
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 از استفاده با ها، cDNAسنتز  از اطمینان جهت .شد

 انجام PCR واکنش( دارخانه ژن) 18S rRNA ژن آغازگر

با  گرفت. قرار تایید مورد آنها ساخت درستی و شد

 NCBIهای موجود در بانک اطلاعاتی استفاده از توالی ژن

 آغازگرهای موردنظر طراحی شدند. Oligo5افزار و نرم

گرهای طراحی شده از لحاظ عدم اتصال غیر آغاز

 Primer blastاختصاصی و تشکیل دایمر با استفاده از 

مورد بررسی و تایید قرار گرفتند. اطلاعات مربوط به 

شود.مشاهده می 1آغازگرهای هر ژن در جدول 

 
 qRT-PCR ش طراحی آغازگرهای واکن -1جدول 

Table 1. Primer design for qRT-PCR 

 شماره دسترسی ژن نام آغازگر توالی آغازگر دمای ذوب PCR  % GC لزه محصواندا
PCR product size   Tm (℃) Primer sequence Primer name accession number 

169 bp 60 57.4 '-TCTCGCTCTCACCTTCGCC-3'5 CYP81Q1 F  KP771974 

 50 60.9 '5'-CTGGGAGAAGTCGTATAGTG -3 CYP81Q1 R  

173 bp 55 66.8 '- GCCCCCACTATGTTAAGGTC -3'5 C3H F AY065995 

 45.6 65.2 '- GTATTCACGCAACACCAAAG -3'5 C3H R  

171 bp 45 65.9 5- TCTTAGTTGGTGGAGCGATT -3 18SrRNA F AJ236041 

 45 64.6 5- GAACATCTAAGGGCATCACA -3 18SrRNA R  

 

 qRT-PCRواکنش 

سیر سنتز سزامین میزان بیان دو ژن دخیل در م

چاهکی  72های در میکروپلیت C3Hو   CYP81Q1شامل

بررسی  qRT-PCRمیکرولیتر با روش  20در حجم نهایی 

 در رفته بکار ترکیبات نبودن آلوده اطمینان از شد. برای

 از روش این در. شد استفاده کنترل منفی از واکنش این

 )شرکت امینسان( و دستگاه ترمال SYBR Greenمعرف 

)شرکت کیاژن( استفاده شد.  Rotor Gene Qسایکلر 

 .چرخه انجام شد 40در  PCRبرنامه 

 

  cDNAو سنتز  RNA استخراج

-RNXکیتشده با  های تیمار نمونه از RNA استخراج 

PLUS  .اطمینان منظور به )شرکت سیناکلون( انجام شد 

 هایRNA از میکرولیتر 3 مقدار هاRNA کیفیت از یافتن

 الکتروفورز( w/v) %5/1 اگارز ژل روی شده استخراج

 و 28S rRNA و 18S rRNAباند مربوط به  دو وجود .شد

 RNAمطلوب  کیفیت دهندهنشان کشیدگی باندها عدم

و بررسی بیان ژن  cDNAبرای سنتز  RNAبود. از این 

 1های سنتز شده )با غلظت  cDNAتماماستفاده شد. 

برابر رقیق شدند و  15ه میزان میکروگرم در میکرولیتر( ب

 مورد استفاده قرار گرفتند. qRT-PCRواکنش در 

 qRT-PCRواکنش 

برای بررسی میزان بیان دو ژن دخیل در مسیر سنتز 

استفاده شد. جهت اطمینان  qRT-PCRسزامین از روش 

برای هر نمونه سه تکرار تکنیکی در نظر گرفته شد. برای 

در  SYBR Greenاز معرف انجام این آزمایش 

 20چاهکی و در حجم نهایی  72های میکروپلیت

 آنالیز آمده از به دست میکرولیتر استفاده گردید.  نتایج

صورت  به هاژن تمام تکثیر که داد نشان ذوب منحنی

دایمر  مثل غیراختصاصی محصولات بدون و اختصاصی

 دوجو عدم از اطمینان جهت آزمایش این در. آغازگر بود

 کنترل از واکنش در استفاده مورد در ترکیبات آلودگی

  نتایج

1 5 2

2 

4 3 9 8 7 6 
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 مورد ترکیبات بودن غیرآلوده که نتایج شد استفاده منفی

مربوط به  CTهای سازی دادهدادند. نرمال نشان را استفاده

 CTهای مختلف و نمونه شاهد با استفاده از روش نمونه

های ها در نمونهژن مرجع و صورت گرفت. بیان ژن

گزارش  FCلف تیمار شده با الیسیتورها به صورت مخت

 شد.

 هاژن بيان ميانگين مقایسه

 تاثير اليسيتور اسيدساليسيليک بر ميزان بيان ژن 

CYP81Q1  

های در تیمار CYP81Q1نتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

مختلف زمانی الیسیتور اسیدسالیسیلیک نسبت به شاهد 

ین برفتن غلظت الیسیتور، دهد که بدون در نظر گنشان می

ساعت اعمال الیسیتور  72و  48، 24های مختلف زمان

 داری وجود دارد. بیشتریناسیدسالیسیلیک تفاوت معنی

 72نسبت به شاهد در زمان  CYP81Q1میزان بیان ژن 

ساعت بعد از اعمال الیسیتور و کمترین بیان ژن 

CYP81Q1  ساعت بعد از  48نسبت به شاهد در زمان

-1یسیتور اسیدسالیسیلیک به دست آمد )شکلمال الاع

 الف(.

های در غلظت CYP81Q1نتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

مختلف الیسیتور اسیدسالیسیلیک نسبت به شاهد نشان 

های مختلف الیسیتور دهد که بین غلظتمی

داری وجود دارد. بیشترین اسیدسالیسیلیک تفاوت معنی

-میلی 5/0شاهد در غلظت  نسبت به CYP81Q1بیان ژن 

گرم در لیتر اسیدسالیسیلیک و کمترین بیان ژن 

CYP81Q1  گرم در میلی 1/0نسبت به شاهد در غلظت

لیتر اسیدسالیسیلیک مشاهده شد. نتایج مقایسه میانگین اثر 

 CYP81Q1غلظت الیسیتور اسیدسالیسیلیک بر بیان ژن 

بیان نشان داد که افزایش غلظت تا حدی باعث افزایش 

ژن نسبت به شاهد شده است و هرچه غلظت از مقدار 

مشخصی بیشتر شده است بیان ژن به همان نسبت افزایش 

پیدا نکرده بلکه به مقدار کمی کاهش یافته است که این 

دهد همیشه افزایش غلظت الیسیتور باعث نشان می

شود بلکه ممکن است افزایش بیان ژن به همان نسبت نمی

نیز داشته باشد. به عبارتی رابطه مستقیم بین تاثیرات منفی 

یلیک و میزان بیان ژن وجود ندارد غلظت اسیدسالیس

 ب(.-1)شکل

ور سیتنتایج مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در زمان الی

نسبت به شاهد  CYP81Q1 اسیدسالیسیک بر بیان ژن

 72انی دهد بیشترین تغییر در بیان ژن، در بازه زمنشان می

 بعد از اعمال الیسیتور اسیدسالیسیلیک در غلظت ساعت

اصل حگرم در لیتر الیسیتور اسیدسالیسیلیک میلی 1و  5/0

داری باهم که این دو تیمار تفاوت معنیطوریشد به

 24 انینداشتند و کمترین تغییر در بیان ژن، در دو بازه زم

گرم میلی 1/0و  1ساعت به ترتیب در غلظت های  48و 

ساعت بعد از اعمال الیسیتور  72و  در لیتر

گرم در لیتر حاصل میلی 1/0اسیدسالیسیلیک در غلظت 

داری با هم طوری که این تیمارها تفاوت معنی شد به

شود اعمال مشاهده می 1نداشتند. همانطور که در شکل 

 های مختلف باعث افزایشها و زمانالیسیتور در غلظت

 .ج(-1)شکلنسبت به شاهد شده است  بیان ژن
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ی الف( تیمارهای زمان CYP81Q1 بیان ژن -1شکل 

های مختلف بعد از تیمار با اسیدسالیسیلیک. ب( غلظت

مختلف اسیدسالیسیلیک. ج( اثر متقابل غلظت 

 هستند و SD CTΔΔ–2 ±ها اسیدسالیسیلیک در زمان. داده

 دهندرا نشان می 05/0حروف اختلاف آماری در سطح 
Figure 1. CYP81Q1 gene expression at A) 

Different times after treatment with salicylic acid. 

B) Different concentrations of salicylic acid. C) 

Interaction of salicylic acid concentrations and 

time. Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. 

Letters represent statistical difference at P ≤ 0.05. 

 

 

 تاثير اليسيتور اسيدساليسيليک بر ميزان بيان ژن 

لف در تیمار های مخت C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

زمانی اسیدسالیسیلیک نسبت به شاهد نشان می دهد که 

بدون در نظر گرفتن غلظت الیسیتور بین زمان های 

ساعت اعمال اسیدسالیسیلیک  72و  48 ،24مختلف 

ساعت  72و  24داری وجود دارد ولی زمان تفاوت معنی

داری با هم بعد از اعمال اسیدسالیسیلیک تفاوت معنی

 نسبت به C3Hنداشتند بطوریکه بیشترین میزان بیان ژن 

 ساعت و کمترین میزان بیان ژن 72و  24شاهد در زمان 

C3H  ز اعمال ساعت بعد ا 48نسبت به شاهد در زمان

 لف(.ا-2اسیدسالیسیلیک به دست آمد )شکل

های در غلظت C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

دهد که مختلف اسیدسالیسیلیک نسبت به شاهد نشان می

داری های مختلف اسیدسالیسیلیک تفاوت معنیبین غلظت

 نسبت به شاهد C3Hوجود دارد. بیشترین میزان بیان ژن 

ژن  گرم در لیتر و کمترین میزان بیانمیلی 1/0 در غلظت

C3H  گرم در لیتر بدست میلی 1نسبت به شاهد در غلظت

 بر آمد. نتایج مقایسه میانگین اثر غلظت اسیدسالیسیلیک

 نشان داد که افزایش غلظت اسیدسالیسیلیک C3Hبیان ژن 

باعث کاهش بیان این ژن نسبت به شاهد شده است. در 

ن فزایش غلظت الیسیتور باعث افزایش بیانتیجه همیشه ا

ها به همان نسبت نمی شود و رابطه مستقیم بین آن یک ژن

 ب(.-2)شکل وجود ندارد

تور یسینتایج مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در زمان، ال

نسبت به شاهد نشان  C3Hاسیدسالیسیلیک بر بیان ژن 

 عمالاز ادهد که بیشترین تغییر در میزان بیان ژن بعد می

 24 گرم در لیتر اسیدسالیسیلیک در بازه زمانیمیلی 1/0

 ساعت حاصل شد و کمترین تغییر در میزان بیان ژن، در

 ساعت بعد از اعمال اسیدسالیسیلیک در 72بازه زمانی 

طور که در گرم در لیتر حاصل شد. همانمیلی 1غلظت 

ها و شود اعمال الیسیتور در غلظتمشاهده می 2شکل 

نسبت به  C3Hهای مختلف باعث افزایش بیان ژن مانز

 دار با هم داشتندو تیمارها تفاوت معنی شاهد شده است

 ج(.-2)شکل
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لف الف( تیمارهای زمانی مخت در C3Hبیان ژن  -2شکل

های مختلف بعد از تیمار با اسیدسالیسیلیک. ب( غلظت

ر داسیدسالیسیلیک  اسیدسالیسیلیک. ج( اثر متقابل غلظت

هستند و حروف اختلاف  SD CTΔΔ–2 ±ها زمان. داده

 دهند.را نشان می 05/0آماری در سطح 
Figure 2.  C3H gene expression at A) Different 

times after treatment with salicylic acid. B) 

Different concentrations of salicylic acid. C) 

Interaction of salicylic acid concentrations and 

time. Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. 

Letters represent statistical difference at P ≤ 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 در)ب(  C3H و)الف(  CYP81Q1 هایبیان ژن -3شکل

ها داده آلانین.تیمارهای زمانی مختلف بعد از تیمار با فنیل

± SD CTΔΔ–2  هستند و حروف اختلاف آماری در سطح

 دهند. را نشان می 05/0
Figure 3.  CYP81Q1 and C3H genes expression at 

different times after treatment with phenylalanine. 

Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. Letters 

represent statistical difference at P ≤ 0.05   
 

 

و  CYP81Q1 هایآلانين بر ميزان بيان ژنتاثير فنيل

C3H 

لف در های مختآلانین در زمانهای تاثیر فنیلآنالیز داده

 CYP81Q1گرم در لیتر بر میزان بیان ژن میلی 1/0غلظت 
به صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کامل تصادفی 

اثیر انجام شد. نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس ت

های مختلف بر میزان بیان ژن آلانین در زمانفنیل

CYP81Q1 دار بودن اثر زمان در سطح یک نشان از معنی

م درصد داشت. براساس نتایج حاصل دو تیمار زمانی با ه

 .دارند CYP81Q1دار بر بیان ژن اختلاف معنی
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های در تیمار CYP81Q1نتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

ه کدهد آلانین نسبت به شاهد نشان مینیلمختلف زمانی ف

 ساعت بعد از اعمال 72و  48، 24های مختلف بین زمان

جود وداری آلانین تفاوت معنیگرم در لیتر فنیلمیلی 1/0

نسبت به شاهد در  CYP81Q1دارد. بیشترین بیان ژن 

بعد  آلانین و به ترتیبساعت بعد از اعمال فنیل 72زمان 

آلانین ساعت بعد از اعمال فنیل 24 و 48از آن زمان 

ری یشتبیشترین تاثیر را داشتند. بعبارت دیگر هرچه زمان ب

 افزایش CYP81Q1گذرد بیان ژن آلانین میاز اعمال فنیل

در  CYP81Q1میانگین بیان ژن  بیشتری پیدا کرده است.

د آلانین نسبت به شاهگرم در لیتر فنیلمیلی 1/0غلظت 

میلی 1/0در غلظت  CYP81Q1یان ژن دهد که بنشان می

کرده و  آلانین نسبت به شاهد افزایش پیداگرم در لیتر فنیل

 لف(.ا-3)شکل داری با آن دارد.تفاوت معنی

ف در تیمارهای مختل C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

دهد که در آلانین نسبت به شاهد نشان میزمانی فنیل

 هایآلانین بین زمانیلگرم در لیتر فنمیلی 1/0غلظت 

آلانین ساعت بعد از اعمال فنیل 72و  48، 24مختلف 

ساعت  48و  24داری وجود دارد ولی زمان تفاوت معنی

ند. داشتداری با هم نآلانین تفاوتی معنیبعد از اعمال فنیل

ساعت  72نسبت به شاهد در زمان  C3Hبیشترین بیان ژن 

به  نسبت C3Hین بیان ژن آلانین و کمتربعد از اعمال فنیل

آلانین به ساعت بعد از اعمال فنیل 24شاهد در زمان 

آلانین روند تحت تاثیر فنیل C3Hدست آمد. بیان ژن 

-که هرچه از زمان اعمال فنیلتصاعدی نشان داد بطوری

ه افزایش بیشتری پیدا کرد C3Hگذرد بیان ژن آلانین می

گرم در میلی 1/0در غلظت  C3Hاست. میانگین بیان ژن 

ژن  دهد که بیانآلانین نسبت به شاهد نشان میلیتر فنیل

C3H در غلظت مورد استفاده نسبت به شاهد افزایش پیدا 

 (.ب-3)شکل داری با آن داردکرده است و تفاوت معنی

 

 

 

 زمان در غلظت در نيآلانليفن و کيليسيدسالياس ريتاث

 C3Hو  CYP81Q1 هایژن انيب زانيم بر

نین در آلافنیلو نتایج مقایسه میانگین اثر اسیدسالیسیلیک 

نسبت به شاهد  CYP81Q1غلظت در زمان بر بیان ژن 

دهد بیشترین میزان بیان ژن در تیمار نشان می

ر گرم در لیتر دمیلی 5/0و  1اسیدسالیسیلیک در غلظت 

-هساعت بعد از اعمال تیمار بدست آمد ب 72بازه زمانی 

. هم نداشتند داری بادو تیمار تفاوت معنیکه این طوری

 1/0ظت آلانین در غلکمترین میزان بیان ژن، در تیمار فنیل

 آنمال ساعت بعد از اع 24گرم در لیتر در بازه زمانی میلی

شود طور که در نمودار زیر مشاهده میحاصل شد. همان

ن ژن آلانین باعث افزایش بیاو فنیل اعمال اسیدسالیسیلیک

CYP81Q1 دار شدن اثر نسبت به شاهد شده است. معنی

 دهنده تاثیر متفاوتالیسیتور در غلظت در زمان نشان

 وهای مختلف تیمار با اسیدسالیسیلیک ها و زمانغلظت

 الف(.-4باشد )شکلمی CYP81Q1آلانین بر بیان ژن فنیل

 نیلانآلیفن و کیلیسیدسالیاسنتایج مقایسه میانگین اثرهای 

نسبت به شاهد نشان  C3Hت در زمان بر بیان ژن در غلظ

دهد که بیشترین میزان بیان ژن در تیمار می

و پس از آن در غلظت  1/0اسیدسالیسیلیک در غلظت 

 72و  24گرم در لیتر به ترتیب در دو بازه زمانی میلی 5/0

و که این دطوریساعت بعد از اعمال تیمار بدست آمد به

 ن درژداشتند. کمترین میزان بیان  داریتیمار تفاوت معنی

یتر گرم در لمیلی 5/0و  1تیمار اسیدسالیسیلیک در غلظت 

مال ساعت بعد از اع 48و  72به ترتیب در دو بازه زمانی 

عنیکه این دو تیمار تفاوت مطوریالیسیتور حاصل شد به

-مشاهده می 5 طور که در شکلداری با هم داشتند. همان

ش آلانین باعث افزایلیسیلیک و فنیلشود اعمال اسیدسا

دار شدن نسبت به شاهد شده است. معنی C3Hبیان ژن 

دهنده تاثیر اثرهای الیسیتور در غلظت در زمان نشان

-مانها و زآلانین با غلظتمتفاوت اسیدسالیسیلیک و فنیل

 (.ب-4باشد )شکلمی C3Hهای مختلف بر بیان ژن 
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ها . دادهنیآلانلیفن و کیلیسیدسالیاس غلظت و زمان در اثر متقابل)ب(  H3C)الف( و   1Q81CYP هایژنیان تغییر ب -4شکل

± SD CTΔΔ–2  دهند.را نشان می 05/0هستند و حروف اختلاف آماری در سطح 
Figure 4. Changes in CYP81Q1 and C3H genes expression at the interaction of time and concentration of 

salicylic acid and phenylalanine elicitors. Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. Letters represent statistical 

difference at P ≤ 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2–ها . دادهنیلانآلیفن و کیلیسیدسالیاسمختلف های در غلظت)ب(  H3C)الف( و  1Q81CYP هایژنتغییر بیان  -5شکل 

± SD CTΔΔ  دهند.را نشان می 05/0هستند و حروف اختلاف آماری در سطح 
Figure 5. Changes in CYP81Q1 and C3H genes expression at different concentrations of salicylic acid and 

phenylalanine elicitors. Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. Letters represent statistical difference at P ≤ 

0.05 

 

 

های آلانين در غلظتتاثير اسيدساليسيليک و فنيل

 C3H و CYP81Q1 هایمختلف بر ميزان بيان ژن

های در غلظت CYP81Q1نتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

آلانین نسبت به شاهد مختلف اسیدسالیسیلیک و فنیل

های مختلف اسیدسالیسیلیک ظتدهد که بین غلنشان می

داری وجود دارد. بیشترین بیان آلانین تفاوت معنیو فنیل

-میلی 1و  5/0نسبت به شاهد در غلظت  CYP81Q1ژن 

که این طوریگرم در لیتر اسیدسالیسیلیک رخ داده است به

داری با هم نداشتند و کمترین میزان دو تیمار تفاوت معنی

-میلی 1/0 شاهد در غلظت نسبت به CYP81Q1بیان ژن 

-آلانین به دست آمد بهگرم در لیتر اسیدسالیسیلیک و فنیل
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داری با هم نداشتند طوری که این دو تیمار تفاوت معنی

 الف(.-5)شکل

های در غلظت C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

آلانین نسبت به شاهد مختلف اسیدسالیسیلیک و فنیل

های مختلف اسیدسالیسیلیک دهد که بین غلظتنشان می

ن میزا داری وجود دارد. بیشترینآلانین تفاوت معنیو فنیل

گرم در میلی 1/0نسبت به شاهد در غلظت  C3Hبیان ژن 

 نسبت به C3Hلیتر اسیدسالیسیلیک و کمترین بیان ژن 

 ودبگرم در لیتر میلی 1/0و  1شاهد به ترتیب در غلظت  

 ب(.-5)شکل

 
  بحث

در تيمارهای  CYP81Q1ژن بررسی بيان 

 آلانيناسيدساليسيليک و فنيل

آلانین در مطالعه تیمارهای مختلف اسیدسالیسیلیک و فنیل

های زمانی مختلف به طور های مختلف و بازهدر غلظت

نسبت به نمونه  CYP81Q1جداگانه، افزایش بیان ژن 

شاهد مشاهده گردید. با توجه به نتاج حاصل از مقایسه 

آلانین باعث افزایش بیان اسیدسالیسیلیک و فنیل میانگین،

شوند، در نتیجه به دلیل افزایش بیان می CYP81Q1ژن 

این ژن در اثر اعمال الیسیتور، افزایش احتمالی لیگنان 

های از ژن CYP81Q1سزامین مورد انتظار است زیرا ژن 

باشد. نتایج مقایسه میانگین اصلی مسیر سنتز سزامین می

بل غلظت در زمان الیسیتور اسیدسالیسیلیک بر بیان اثر متقا

دهد که بیشترین نسبت به شاهد نشان می CYP81Q1 ژن

ساعت بعد از اعمال  72تغییر در بیان ژن، در بازه زمانی 

گرم در میلی 1و  5/0الیسیتور اسیدسالیسیلیک در غلظت 

طوری که این دو تیمار لیتر اسیدسالیسیلیک حاصل شد به

داری با هم نداشتند. نتایج مقایسه میانگین عنیتفاوت م

-های مختلف زمانی فنیلدر تیمار CYP81Q1بیان ژن 

 1/0دهد که در غلظت آلانین نسبت به شاهد نشان می

 48، 24های مختلف آلانین بین زمانگرم در لیتر فنیلمیلی

داری آلانین تفاوت معنیساعت بعد از اعمال فنیل 72و 

نسبت به شاهد  CYP81Q1بیشترین بیان ژن وجود دارد و 

مشاهده گردید.  آنساعت بعد از اعمال  72در زمان 

آلانین بیشتر شده است بیان ژن هرچه زمان اعمال فنیل

CYP81Q1 افزایش پیدا کرده است. از آنجایی که فنیل

توان اینگونه آلانین پیش ماده تولید سزامین است می

آلانین( در )فنیل یش مادهگیری کرد که افزایش پنتیجه

محیط سبب القای بیان ژن و تولید آنزیم لازم 

(CYP81Q1) برای تبدیل آن به ماده نهایی )سزامین( می-

ها در بازه زمانی سلول با توجه به منحنی رشد شود.

ها در مرحله رشد لگاریتمی سلول 22تا  18روزهای 

 Heidarifarشوند )هستند و سپس وارد فاز سکون می

and Dehghan Nayeri, 2015 همچنین طبق تحقیقات .)

به عمل آمده اسیدسالیسیلیک باعث افزایش تقسیم سلولی 

(. بر Rivas-San Vicente and Plasencia, 2011شود )می

طور ها بههای کنجد، تکثیر سلولاساس منحنی رشد سلول

ادامه دارد که در حضور  22طبیعی تا حدود روز 

های یابد و در نتیجه نسخهافزایش میاسیدسالیسیلیک 

شوند و از سوی بیشتری از ژن در محیط کشت تولید می

دیگر تأثیر مثبت الیسیتور روی القای احتمالی بیان ژن طی 

توانند دلایل افزایش بیان ژن طی این ساعت که می 72

مدت باشند. تحقیقات کمی در مورد تأثیر اسیدسالیسیلیک 

هان صورت گرفته است از جمله در بر عملکرد نهایی گیا

روزه  30های گیاهان پاشی برگآزمایشی، محلول

Brassica junce  مولار این ماده، میلی 01/0با غلظت

درصد( و افزایش  78/13ها )موجب افزایش غلاف

درصد( گردید که نشان دهنده این  4/8عملکرد دانه )

د واقعیت است که ترکیبات فنلی در انتقال دادن موا

کنند. ضمن اینکه فتوسنتزی به سمت مقصد دخالت می

افزایش ماده خشک نیز از طریق افزایش در میزان فتوسنتز 

خالص، بازده کربوکسیلاسیون و افزایش در فعالیت 

آنهیدراز در مقایسه با گیاهان ردوکتاز و کربنیکنیترات

شاهد در این گیاه گزارش شده است. فعالیت بالاتر آنزیم 

داری با فتوسنتز خالص آنهیدراز به طور معنیکربنیک

همبستگی نشان داده است. فتوسنتز خالص بالاتر کسب 

های پایین اسیدسالیسیلیک، به طور شده از کاربرد غلظت
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طبیعی در رشد بهتر گیاهان و افزایش تولید ماده خشک 

منعکس گردیده است. از طرفی ترکیبات فنلی و از جمله 

گردند. به این اکسیداسیون اکسین می ها مانعسالیسیلات

ترتیب کاهش در محتوای اکسین اکسید شده نیز دلیل 

گردد دیگری است که منجر به افزایش فتوسنتز خالص می

(Fariduddin et al., 2003.) 

در تيمارهای اسيدساليسيليک و  C3H ژن بررسی بيان

 آلانينفنيل
مان الیسیتور نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در ز

نسبت به شاهد نشان  C3Hاسیدسالیسیلیک بر بیان ژن 

و  24دهد که بیشترین تغییر در بیان ژن، در بازه زمانی می

گرم در لیتر این میلی 5/0و  1/0ساعت پس از افزودن  72

الیسیتور به محیط کشت سلولی کنجد حاصل شد به

شتند. داری با هم نداکه این دو تیمار تفاوت معنیطوری

 هایتولید متابولیت الیسیتورهای زیستی و غیرزیستی

بیوسنتز آنها،  سرعت تنظیم از طریق را گیاهی ثانویه

 تغییر و تبدیل آنها و یا واکوئلی، تجزیه انتقال ذخیره و

. ((Jeong and Park, 2006دهند می قرار تأثیر تحت

-ریشه جنیستئین از براساس تحقیقات انجام شده ترشح

، کیتوزان و اسیدسالیسیلیک توسط های گیاه لوپن زرد

های مادهیابد. به عبارتی پیشسیانیدپتاسیم افزایش می

توانند جهت افزایش تولید مسیرهای بیوسنتزی می

های ثانویه در کشت سوسپانسیون گیاه مورد متابولیت

ن رابطه (. در ایZhang et al., 2006)استفاده قرار گیرند 

در  C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن در این تحقیق 

آلانین نسبت به شاهد نشان های مختلف زمانی فنیلتیمار

آلانین بین گرم در لیتر فنیلمیلی 1/0داد که در غلظت 

-ساعت بعد از عمال فنیل 72و  48، 24های مختلف زمان

 48 و 24داری وجود دارد ولی زمان آلانین تفاوت معنی

داری با هم آلانین تفاوتی معنیساعت بعد از اعمال فنیل

نسبت به شاهد در زمان  C3Hنداشتند. بیشترین بیان ژن 

آلانین به دست آمد. با ساعت بعد از اعمال فنیل 72

نیز افزایش  C3Hآلانین بیان ژن افزایش زمان اعمال فنیل

های کلیدی در مسیر از ژن C3Hپیدا کرده است. ژن 

-Pشیکیمات را به پروپانوئید است که کافئیلیلفن

ی کند. این ترکیب در ادامهشیکیمات تبدیل میکوماریل

 Ralph et)شود تبدیل می Gو  Sهای گروه مسیر به لیگنان

al., 2006)توان گفت که احتمالا با افزایش . بنابراین می

توان تولید سزامین و تحت تاثیر الیسیتور می C3Hبیان ژن 

 ها را افزایش داد. دیگر لیگنان

رسد که براساس نتایج حاصل از این تحقیق بنظر می

 آلانین در غلظت بکار رفته برایوجود پیش ماده فنیل

بوده است و کشت سوسپانسیون سلولی کنجد سمی ن

و دیان ها قرار گرفته وسبب القای ببراحتی در اختیار سلول

ژن کلیدی در مسیر تولید سزامین شده است. از اینرو 

ده ستفاتوان از این ماده برای افزایش سزامین ااحتمالا می

 کرد که برای اثبات این موضوع باید مقدار سزامین در

نمونه محیط کشت سوسپانسیون سلولی تیمار شده و 

 گیری شود.شاهد اندازه

 

 بافت کشت هایآزمایشگاه محترم کارشناسان همکاری از

 المللیبین دانشگاه گروه بیوتکنولوژی مولکولی و بیولوژی

 کشاورزی پردیس بیوتکنولوژی گروه و( ره) امام خمینی

 .شودمی قدردانی و تشکر و منابع طبیعی دانشگاه تهران
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