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هاي مختلف مانند مقابله با به دلیل تولید آرتمیزنین با خاصیت) Artemisia annua(گیاه درمنه 
در این . باشدها، داراي اهمیت ویژه میرمان انواع سرطانهاي عامل بیماري مالاریا و دپلاسمودیم

هاي کلیدي بررسی تاثیر الیسیتور نانوکبالت و نانو کیتوزان روي میزان بیان ژنمطالعه به منظور 
در سوسپانسیون سلولی درمنه و مقدار تولید این ماده ) DBR2و SQS(آرتمیزنین مسیر بیوسنتزي 

میلی گرم در لیتر نانو 15و 10، 5میلی گرم در لیتر نانوکبالت و 5و 5/2، 25/0هاي از غلظت
بیشترین میزان تولید آرتمیزنین در . ساعت استفاده شد72و 48، 24، 8کیتوزان در چهار بازه زمانی 

در تیمار فوق، تولید آرتمیزنین . ساعت حاصل شد24میلی گرم در لیتر نانوکبالت و بعد از 5تیمار 
-همبستگی معکوس و معنی). µg/g d.wt35/113(برابر افزایش داشت 25/2ونه شاهد نسبت به نم

با میزان تولید آرتمیزنین در تیمارهاي مختلف نانوکبالت DBR2و SQSداري بین بیان دو ژن 
ساعت و افزایش غلظت 72همچنین افزایش میزان غلظت نانوکبالت در بازه زمانی . وجود داشت

DBR2و SQSهاي داري در بیان ژنساعت، باعث کاهش معنی48ازه زمانی نانوکیتوزان در ب

- هاي زمانی ذکر شده با کاهش بیان ژنهاي بالا و در بازهنانوذرات مورد مطالعه، در غلظت. شد
هاي دخیل در مسیرهاي انحرافی بیوسنتز آرتمیزنین، باعث به عنوان ژنDBR2و SQSهاي 

.ماده شدافزایش میزان بیوسنتز این 

هاي کلیديواژه
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مقدمه

هاي ثانویۀ گیاهان یک منبع منحصر به فرد براي تهیه متابولیت
هاي داروها هستند که اغلب هنگامی که گیاهان در معرض تنش

- رسان قرار میهاي پیامگوناگون مانند الیسیتورها و یا مولکول
Zhao(شوند گیرند، تولید می et al., آرتمیزنین، متابولیت .)2005

ترپن یک اندوسزکوییArtemisia annuaثانویه موجود در گیاه 
ها که در درمان بیماري مالاریا، برخی انواع سرطانلاکتون است

مانند سرطان خون، سرطان سینه، سرطان کولون و سرطان ریه 
Lei(شود استفاده می et al., سطح تولید این ماده در گیاه .)2011

شدن بسیار پایین بوده است که به همین دلیل  سبب گران قیمت 
سنتز شیمیایی آن نیز بسیار پر هزینه . شده استمربوطهداروهاي 

از زمان شناخته شدن خواص . است و صرفه اقتصادي ندارد
هاي زیادي جهت افزایش تولید این ماده دارویی آرتمیزنین، تلاش

شده است، ولی تا به امروز محققین به یک روش تجاري انجام
Ferreira(اندبراي افزایش سطح تولید آن دست نیافته et al.,

ترکیباتیتولیدکشت سلولی جایگزین بسیار مناسبی براي. )1995
ها ها از گیاهان و یا سنتز شیمیایی آنکه استخراج مستقیم آناست

ها و عوامل رونویسی مرتبط در یک بررسی بیان ژن. دشوار است
-مسیر متابولیتی مشخص در شناسایی و چگونگی تنظیم بیان ژن

در واقع فهم . کندمیهاي آن مسیر متابولیتی کمک شایانی 
ها به محقق براي دستکاري هرچه بهتر و چگونگی عملکرد ژن

ها و در نهایت افزایش تولید فرآورده مورد نظر هدفمندتر بیان ژن
Zhao(دهد اطمینان بالاتري می et al., - استفاده از الیسیتور. )2005

هاي اصلی جهت افزایش تولید ها در کشت سلولی یکی از روش
، با اضافه کردن مقدار کمی القاء. هاي ثانویه استمتابولیت

یابی به غلظت بالاي شود تا زمان دستالیسیتور موجب می
Mulabagal and Tsay(یابد محصولات کاهش  تغییر .)2004

-ها یک روش براي افزایش محصولات متابولیتغلظت ریزمغذي
Jimenez-Aparicio and(هاي ثانویه در کشت سلولی است 

Gutierrez-Lopez, ها خصوصیات مواد با تغییر اندازة آن. )1999
ز ئها در واحد سطح حاکند و درصد اتمبه سمت نانو تغییر می

هاي مهم و غیر قابل انتظار نانوذرات تا شاخص.شوداهمیت می
هاي سطحی مواد است که به جاي حدود زیادي در نتیجۀ ویژگی

ها با افزایش نسبت اتم. خصوصیات توده اي مواد غالب شده است

رود که این خود باعث در سطح، انرژي آزاد نانو ذرات بالا می
-نانوفناوري زیستی می. شودتغییرات زیادي در خواص ماده می

تواند سبب تغییرات شگرفی در کشاورزي شود البته مهندسی 
.تواند کمک شایانی به پیشرفت در این زمینه نمایدژنتیک می

گلوکزآمین -استیل- هاي انکیتوزان یک بیوپلیمر خطی با مونومر
-2مونومرهاي آن از نوع . است) 1βبه 4(با پیوندهاي خطی

,Jahanshahi)باشد گلوکان می- β-D-دزوکسی-2-آمینو 2011).
امروزه نانوذرات کیتوزان به دلیل دارا بودن خواص گوناگون در 

هاي مختلفی از جمله تغذیه، دارویی و کشاورزي مورد توجه زمینه
ساکارید کیتوزان به عنوان یک الیسیتور پلی. رفته استقرار گ

هاي ثانویه در کشت زیستی مؤثر جهت افزایش بیوسنتز متابولیت
زیادي هايپژوهشهاي گیاهان دارویی در سلولی بسیاري از گونه

Cheng(اثبات شده است  et al., به پژوهشدر این .)2006
بررسی اثر نانوکیتوزان روي میزان بیان دو ژن دخیل در سنتز 
آرتمیزنین و مقدار تولید آن در کشت سلولی گیاه درمنه پرداخته 

فلزاتی که چگالی بیش (کبالت یکی از فلزات سنگین .شده است
کم مصرف عناصروو جز) مکعب دارندمترگرم بر سانتی5از 

,Fotouhi Ghaznini and Heidari)است و ذرات جزنانو.(2011
هاي غیرزیستی و موادي هستند که بطور غیرمستقیم موجب محرک

هاي دو اخیراً یون. شوندهاي ثانویه میالقاي تولید متابولیت
ظرفیتی  کبالت و روي به علت تأثیر مثبتی که روي تولید 

Trejo-Tapia(اند هاي ثانویه دارند مورد توجه قرار گرفتهمتابولیت

et al., اثر نانوکبالت روي میزان بیان دو پژوهشدر این .)2001
ژن دخیل در سنتز آرتمیزنین و مقدار تولید آن مورد بررسی قرار 

کرد بررسی عملوها هاي مسیر تولید متابولیتشناخت ژن.گرفت
در مسیر سنتز . ها لازم استالیسیتور بر بیان هر یک از آن

از دو ) FDP(آرتمیزنین اولین مرحله تشکیل فارنزیل دي فسفات 
بعد از آن انتخاب شاخۀ .مسیر سیتوزولی و یا پلاستیدي است

از پیش مادة (ها ترولها و یا شاخۀ تولید استرپنتولید سزکویی
(FDPبراي تولید سزکویی. شوندبه صورت هماهنگ کنترل می-
Squalene(SQC)سیکلازترپنها ابتدا آنزیم سزکوییترپن

Cyclaseها لازم شود و براي ساخته شدن استرولساخته می
Squalene)است که ابتدا آنزیم اسکوالن سینتاز Synthase, SQS)

یابد تولید آرتمیزنین ی ساخت استرول افزایش میوقت. تولید شود
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Lange(یابد و بالعکس کاهش می et al., کنترل معکوس . )2000
توسط میکونازول، در گیاه SQSاین دو ژن از طریق مهار ژن 

Weathers(درمنه نیز اثبات شده است  et al., تشکیل .)2004
داین-4،11-اولین پیش ماده مخصوص آرتمیزنین، یعنی آمورفا

(Amorpha-4,11 dine)اي به نام سیکلاز ویژهترپنتوسط سزکویی
ADS( ،(Amorphadiene(داین سینتاز -4،11-آمورفا dine

synthase)گیرد که باعث حلقوي شدن صورت میFDPشودمی .
میزنیک الکل و سپس به آرتP450داین - 4،11-سپس آمورفا

-هیدروآرتمیزنیکآلدهید و در نهایت به ديآلدهید آرتمیزنیک

Dihydroartemisinic(ید ئآلد acid: DHAA(شود تبدیل می
Teoh() 1شکل ( et al., ید ئبعد از تشکیل آرتمیزنیک آلد. )2009

مسیر تشکیل آرتمیزنین و سایر محصولات به طور کامل مشخص 
ید وجود ئآلدرسد دو مسیر پیش روي آرتمیزنیکبه نظر می. نیست

AB((Arteannuin(بی ینئآنودارد، یک مسیر منجر به تشکیل آرته

B)مسیر تشکیل. شودو دیگري منجر به تشکیل آرتمیزنین می
ABاسید ید به آرتمیزنیکئآلدبا اکسیداسیون آرتمیزنیک

(Artemisinic acid))AA ( توسطCYP و یا یک
تشکیل ABشود و در نهایت انجام می) Aldh1(یددهیدروژناز ئآلد
Teoh(شودمی et al., اظهار ) 2001(دینگرا و ناراسو . )2009

و AT ((Artemisitene)(تواند به آرتمیزیتن میABاند که داشته
,Dhingra and Lakshmi Narasu(سپس به آرتمیزنین تبدیل شود 

به آرتمیزنین تبدیل AAدادند نشان ) 2007(براون و سی .)2001
Brown and Sy(شود نمی با دانش کنونی، هیچ سیستم . )2007

وجودATبه آرتمیزنین به واسطۀ ABآنزیمی در گیاه براي تبدیل 
Nguyen(ندارد  et al., رسد که بنابراین، اینگونه به نظر می.)2011

AB تنها محصول نهایی یکی از دو شاخۀ مسیرseco-cadinanes

Nguyen(است A. annuaدر گیاه ) ABشامل آرتمیزنین و ( et

al., مشاهده می شود در شاخه 1همان طور که در شکل .)2011
ید توسط سیتوکروم و توسط ئآلددیگر از این مسیر آرتمیزنیک

- ید و سپس به ديئآلدهیدروآرتمیزنیکبه ديDBR2آنزیم 

-در نهایت دي. شوداسید تبدیل میهیدروآرتمیزنیک

با چند مرحلۀ غیر آنزیمی و احتمال دارد کهاسید هیدروآرتمیزنیک
شودهاي اکسیداسیون نوري به آرتمیزنین تبدیل میواکنش

.(Wallaart et al., -اخیراً آنزیم جدیدي به نام دي(2001

Red1((Dihydroartemisinic(ردوکتاز یدئآلدهیدروآرتمیزنیک

aldehyde reductase)شناخته شده است که باعث در این مسیر
به ) DHAAپیش مادة ساخت (ید ئآلدهیدروآرتمیزنیکشود ديمی
هیدروآرتمیزنیک الکل تبدیل شود و به این ترتیب سبب ایجاد دي

Ryden(قابت و در نتیجه کاهش تولید آرتمیزنین گردد ر et al.,

2010(.

هاروشومواد

A. annuaدر این آزمایش از سوسپانسیون سلولی گیـاه  

هـاي تـرد از   براي تهیـه کـالوس  . به عنوان ماده گیاهی استفاده شد
و قند ساکارزmg/l5/0BAPو mg/l5/0NAAتیمار هورمونی 

)g/l30 (ها به محـیط  مرتبه بازکشت، کالوس3بعد از . استفاده شد
هاي هورمونی انتقال داده شدند و پـس  ترکیبکشت مایع با همان

هـاي  از چند بازکشت و بدست آوردن سوسپانسیون حاوي سـلول 
میلـی  5و 5/2، 25/0هـاي  غلظت(منفرد و جدا از هم، تیماردهی 
میلــی گــرم در لیتــر   15و 10، 5گــرم در لیتــر نانوکبالــت و   

ن زمان آوردبه منظور به دست.تکرار انجام شد3در ) نانوکیتوزان
سـلولی بـر اسـاس    مناسب جهت اعمال الیسیتورها، منحنی رشـد 

بـه ایـن منظـور، هـر دو روز     .ها محاسبه گردیدوزن خشک سلول
نمونه بـرداري تیمارهـاي اعمـال    یک بار و به مدت یک ماه، تمام

جهـت انجـام   سـاعت 72و 48، 24، 8هـاي زمـانی   شده در بـازه 
سـیون سـلولی در شـیکر    سوسپان. انجام شـد ملکولیهايآزمایش

اسـتخراج  . و تاریکی نگهـداري شـدند  C25°انکوباتور در دماي 
RNA با روش ترایزول)Sigma, USA (غلظت نمونـه . انجام شد-

Thermo nano(بوسـیله نـانودراپ   پس از استخراج،RNAهاي 

drop 1000, US (تعیین شدند و مقدارµg2جهت تیمار بـا  از آن
ІDNase)Fermentas, Germany( در . ، مورد استفاده قرار گرفـت

استخراجی، بـا اسـتفاده   RNAروي DNaseانتها صحت اثر آنزیم 
کــوئیتن و اکتــین و بــا بکــارگیري آغازگرهــاي ژن یــوبیPCRاز 

هـاي تیمـار شـده بـا     RNAاز 1µgبـا  (cDNAتهیۀ . بررسی شد
RevertAidTMبـا اسـتفاده از کیـت   ) ІDNaseآنـزیم   M-MuLV

)Vivantis ,Malaysia (  ــازنده ــرکت س ــتورالعمل ش ــق دس و طب
.صورت گرفت
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Nguyen(در این مسیر هاي دخیلمسیر سنتز آرتمیزنین، محصولات جانبی و آنزیم-1شکل  et al., 2011(
Figure 1. Artemisinin synthesis pathway, by products and enzymes involved in the pathway.

Real Time PCRهر ژن جهت واکنش آغازگرهاياطلاعات مربوط به -1جدول 

Table 1. The information of primers for each gene in Real Time PCR.

Amplicon
length [bp]

%
GC

Primer
Tm [°C]

Primer sequence F/R [5'-3']Primer
name

Gene
name

19231.851.3F-TTTGAAAGCAGTATTGAAACAC
R- CAGACAGCATCACGAAGC

AF302464SQS
55.652.8

12545.556.5F- CATCAACAAGCAAGCCCATTTC
R- GCGATAGTCTTCAACCACCTC

EU704257DBR2

52.455.7
1665054.1F- AGTGCTCCTGGTTAGTTGTC

R- CTTGTTGCCTCGTAATCTTCG
U36376ACT

47.654.7
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-qRTو PCRآغازگرهاي اولیگونوکلئوتیدي جهت انجام واکنش 

PCRگیاه هاي مورد بررسی، براساس توالی ژنA. annua که در
وجود دارد و با استفاده از نرم NCBIهاي اطلاعاتی بانک داده

Primerافزار  3 (www.embnet.sk/cgi-bin/primer3) طراحی
ده از لحاظ عدم صحت آغازگرهاي طراحی ش).1جدول (شد 

Primer Blastاتصال غیراختصاصی و تشکیل دایمر، با استفاده از 

روي ژل آگارز PCRو در کل ژنوم و در نهایت نیز با واکنش 
هاي جهت مقایسه میزان تظاهر ژن.مورد تأیید قرار گرفت% 2/1

براي Real Time PCRدخیل در مسیر بیوسنتز آرتمیزنین، آزمون 
در این آزمون، کمیت سنجی بیان ژن به . شدنمونه انجام25

با استفاده از Real Time PCRآزمون. صورت نسبی انجام شد
,SYBR Greenbiopars(معرف سایبرگرین شرکت بیوپارس 

GUASNR, Iran ( و بوسیله دستگاه)Biorad, USA (iQ5 انجام
چاهکی و در حجم نهایی 96هاي در میکروپلیتهاواکنش. گرفت

گیري میزان پس از اندازه. سیکل انجام شد40میکرولیتر و در 20
Ct ژن دخیل در مسیر بیوسنتز 2(ژن مورد مطالعه 3براي

3در (نمونه تیمار شده 24آرتمیزنین و نیز یک ژن خانه دار در 
، )تیمار زمانی4غلظت متفاوت از نانوکبالت و نانو کیتوزان و در 

version(افزار نرمبا استفاده از PCRکارایی 11.0 (LinRegPCR

(Ratio)نمونههرنسبیتعیین و پس از محاسبات آماري میزان بیان

مقایسه جهت،log2RatioهمچنینوPfafflفرمولازاستفادهبا
Livak and(د شمحاسبهمطالعهموردژنهايمیزان بیان

Schmittgen افزار ها با استفاده از نرمتجزیه واریانس داده.)2001
MSTAT Cها با استفاده هاي بیان هر یک از ژنو مقایسه میانگین

جهت بررسی رابطۀ بیان دو ژن، .از روش دانکن صورت گرفت
به منظور تعیین کمی . ضریب همبستگی پیرسون محاسبه گردید

HPLCاز دستگاه) براي تیمارهاي نانوکبالت(مقدار آرتمیزنین 

، داراي )آلمانKNAUERکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، مدل(
افزارو نرمUV-K-2501، دتکتور C8، ستون K-1001پمپ 

eurochrom به ) v/v70/30(اسیداستیک / و از استونیتریل2000
در مدت ml/min2/0سرعت . عنوان فاز متحرك استفاده شد

تجاريمنحنی استاندارد با ماده. دقیقه در نظر گرفته شد10زمان 
هر . به دست آمد) Sigma, USA% (98و خلوص آرتمیزنین
آماري با استفاده هايتجزیه و تحلیل. تکرار انجام شد3نمونه در 

ها ازگیري نمونهبراي عصاره. صورت گرفتSPSSافزار از نرم
Smith(اسمیت و همکاران استفاده شد روش et al., 1997(.

با مقایسه میانگین صفت وزن خشک سلولی، بیشترین 
ها در روز چهاردهم پس از بازکشت به دست میزان رشد سلول

ها وارد فاز در روز شانزدهم فاز لگاریتمی تمام و سلول. آمد
جهت هاالیسیتوراینبنا بر. سکون و سپس فاز مرگ شدند

میزان رشد داراي بیشترین (عملکرد بهتر در روز چهاردهم 
با توجه به نتایج . به سوسپانسیون سلولی اضافه شدند) سلولی

ساعت 24، سطوح مختلف نانوکبالت بعد از HPLCحاصل از 
mg/lدر تیمارهاي . تأثیري در افزایش تولید آرتمیزنین نداشتند

در mg/l5ساعت و تیمار 24در mg/l5/2ساعت، 8در 25/0
بیشترین میزان . ایش یافتساعت میزان آرتمیزنین افز24

ساعت بعد 24گرم در لیتر نانوکبالت و میلی5آرتمیزنین در تیمار 
.)2شکل(از اعمال الیسیتور به دست آمد 

SQS ،8هاي زمانی مختلف، بیان ژن در بررسی بازه:SQSژن 
ساعت بعد از اعمال تیمارهاي نانوکبالت بیشترین افزایش بیان را 

ساعت مشاهده شد 72ژن در بازه زمانی داشت و کمترین بیان 
افزایش نشان داد و mg/l25/0در غلظت SQSبیان ژن ).3شکل(

تیمار (با نمونه شاهد SQSبیان ژن 5mg/lو 5/2در دو غلظت 
در مقایسه میانگین اثر متقابل ). 4شکل (تفاوتی نشان نداد ) نشده

در نسبت به شاهد، SQSزمان، افزایش بیان ژن × غلظت 
در بازه mg/l5/2ساعت، 72در بازه زمانی mg/l25/0تیمارهاي 

mg/lدر غلظت SQSساعت و بیشترین افزایش بیان ژن 8زمانی 

. از اعمال نانوکبالت مشاهده شدساعت بعد48در بازه زمانی 5
و میزان تولید آرتمیزنین  )5شکل (SQSبا مقایسه میزان بیان ژن
، میزان تولید SQSلی با افزایش بیان ژن مشاهده شد که به طورک
هاي مختلف در بررسی غلظت). 2شکل (آرتمیزنین کاهش یافت 
) mg/l(15و10هاي در غلظتSQSنانوکیتوزان، بیان ژن 

). 6شکل(نانوکیتوزان نسبت به نمونه شاهد کاهش بیان داشتند
ن در در تیمار با الیسیتور نانوکیتوزاSQSبیشترین افزایش بیان ژن 

48ساعت و کمترین میزان بیان ژن در بازة زمانی 8بازة زمانی 
).7شکل (ساعت مشاهده شد 

جینتا
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دارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*. هاي زمانی مختلفمیزان تولید آرتمیزنین در تیمارهاي مختلف نانوکبالت و در بازه-2شکل

.آزمون دانکن استدر
Figure 2. Artemisinin content in nanocobalt treatment, during different time courses.
* Different letters indicate significant differences in Duncan’s test.

SQSژن 

SQS ،8هاي زمانی مختلف، بیان ژن در بررسی بازه
ایش ساعت بعد از اعمال تیمارهاي نانوکبالت بیشترین افز

ساعت 72بیان را داشت و کمترین بیان ژن در بازه زمانی 
mg/lدر غلظت SQSبیان ژن ).3شکل(مشاهده شد 

5mg/lو 5/2افزایش نشان داد و در دو غلظت 25/0

تفاوتی نشان ) تیمار نشده(با نمونه شاهد SQSبیان ژن 
× در مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت ). 4شکل (نداد 

نسبت به شاهد، در تیمارهاي SQSزایش بیان ژن زمان، اف
mg/l25/0 ساعت، 72در بازه زمانیmg/l5/2 در بازه

در SQSساعت و بیشترین افزایش بیان ژن 8زمانی 
از اعمال ساعت بعد48در بازه زمانی mg/l5غلظت 

SQSبا مقایسه میزان بیان ژن. نانوکبالت مشاهده شد

آرتمیزنین  مشاهده شد که به و میزان تولید )5شکل (
، میزان تولید آرتمیزنین SQSطورکلی با افزایش بیان ژن 

هاي مختلف در بررسی غلظت). 2شکل (کاهش یافت 
) mg/l(15و10هاي در غلظتSQSنانوکیتوزان، بیان ژن 

نانوکیتوزان نسبت به نمونه شاهد کاهش بیان داشتند
در تیمار با SQSبیشترین افزایش بیان ژن ). 6شکل(

ساعت و کمترین 8الیسیتور نانوکیتوزان در بازة زمانی 
شکل (ساعت مشاهده شد 48میزان بیان ژن در بازة زمانی 

7.(
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.هاي زمانی بعد از اعمال نانوکبالتدر بازهSQSمیزان بیان ژن -3شکل 
Figure 3. The expression levels of SQS gene in different
time courses after nano cobalt treatment.

.هاي مختلف نانوکبالتدر غلظتSQSمیزان بیان ژن -4شکل

Figure 4. The expression levels of SQS gene in different
concentrations of nanocobalt treatmen

.آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*.ن نانوکبالتدر تیمارهاي مختلف غلظت و زماSQSمیزان بیان ژن -5شکل 

Figure 5. The expression levels of SQS gene in different times and concentrations of nanocobalt treatment. *Different letters

indicate significant differences in Duncan’s test.

در بازه ) mg/l(5زمان، تیمارهاي × در بررسی اثر متقابل غلظت 
ساعت و نیز تیمار 48در بازه زمانی ) mg/l(10ساعت، 48زمانی 

15)mg/l ( ساعت، نسبت به نمونه شاهد 72و 48در بازه زمانی
ازه زمانی در ب) mg/l(10و 5کاهش بیان داشتند و در تیمارهاي 

ساعت افزایش 8در بازه زمانی ) mg/l(15ساعت و نیز تیمار 72
در سایر تیمارها تفاوتی با نمونه شاهد مشاهده نشد. بیان داشتند

).8شکل(

DBR2ژن 

mg/lشود در تیمارهاي مشاهده می) 9(همان طور که در شکل 

نسبت به نمونۀ شاهد DBR2نانوکبالت بیان ژن 5و 5/2، 25/0
-هاي زمانی و صرف نظر از غلظتدر بررسی بازه. افزایش داشت

8در بازه زمانی DBR2هاي مختلف، بیشترین افزایش بیان ژن 
ساعت مشاهده شد و با گذشت زمان میزان بیان ژن کاهش داشت 

).10شکل(
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.هاي مختلف نانوکیتوزاندر غلظتSQSژن بیان-6شکل

.آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 6. The expression levels of SQS gene in nano
chitosan treatments. *Different letters indicate significant
differences in Duncan’s test.

هاي زمانی بعد از اعمال نانوکیتوزاندر بازهSQSان ژن بی-7شکل
Figure 7. The expression levels of SQS gene in different
time courses after nano chitosan treatment. *Different
letters indicate significant differences in Duncan’s test.

ر تیمارهاي مختلف غلظت و زمان نانوکیتوزاندSQSبیان ژن -8شکل 

Figure 8. The expression levels of SQS in different time
and concentration treatments of nanochitosan.

.هاي مختلف نانوکبالتدر غلظتDBR2میزان بیان ژن -9شکل 
.ون دانکن استآزمدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 9. The expression level of DBR2 in different time
courses after nanocobalt treatment. *different letters
indicate significant differences in Duncan’s test.

هاي زمانی بعد از اعمال نانوکبالتدر بازهDBR2میزان بیان ژن -10شکل 
.آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 10. The expression levels of DBR2 in different
nanocobalt concentration. *different letters indicate
significant differences in Duncan’s test.

در ) 11شـکل  (DBR2زمـان، ژن  × در بررسی اثر متقابل غلظـت  
24، 8بعـد از  mg/l5/2سـاعت، 72بعد از mg/l25/0تیمارهاي 

سـاعت افـزایش بیـان    72بعد از mg/l5ساعت و نیز تیمار 48و 
با نمونۀ شـاهد  DBR2در سایر تیمارها تفاوتی در بیان ژن . داشتند

بین میـزان تولیـد آرتمیـزنین و بیـان دو ژن     .mg/l5مشاهده نشد 
SQS وDBR2 منفی وجود داشت در حالیکه میزان بیان همبستگی

بـا توجـه بـه    . این دو ژن با یکدیگر همبستگی مثبت نشـان دادنـد  
گرم در لیتر میلی10و 5هاي در غلظتDBR2، بیان ژن 12شکل 

-میلـی 15نانوکیتوزان نسبت به نمونه شاهد افزایش بیان و تیمـار  

انی مختلـف  هاي زمدر بررسی بازه. گرم در لیتر کاهش بیان داشت
ساعت و کمترین میـزان بیـان ژن   72بیشترین افزایش بیان پس از 

).13شکل (ساعت مشاهده شد 48بعد از 
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در تیمارهاي مختلف غلظت و زمان DBR2میزان بیان ژن -11شکل 
نانوکبالت

Figure 11. The expression levels of DBR2 gene in
different time and concentration treatments of nanocobalt.

.هاي مختلف نانوکیتوزاندر غلظتDBR2میزان بیان ژن -12شکل 
آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 12. The expression of DBR2 gene in different
nanochitosan concentrations. *Different letters indicate
significant differences in Duncan’s test.

.هاي زمانی بعد از اعمال نانوکیتوزاندر بازهDBR2بیان ژن -13شکل 
.  آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 13. The expression levels of DBR2 gene in
different time courses after nanochitosan treatment.
*Different letters indicate significant differences in
Duncan’s test.

در بررســی اثــر متقابــل غلظــت و زمــان تیمارهــاي نــانوکیتوزان،  
ــازه زمــانی ) mg/l(5تیمارهــاي  15ســاعت و نیــز 48و 24در ب

)mg/l ( سـاعت نسـبت بـه نمونـه شـاهد      72و 48در بازه زمانی
و 8در بـازه زمـانی   ) mg/l(5کاهش بیان داشتند و در تیمارهـاي  

سـاعت و نیـز   72و 8در بازه زمانی ) mg/l(10ساعت، تیمار 72
. ساعت افزایش بیان داشـتند 8در بازه زمانی ) mg/l(15تیمارهاي 

ر بـازه  د) mg/l(5در تیمارهـاي  DBR2بیشترین افزایش بیـان ژن  
سـاعت مشـاهده   72در بازه زمانی ) mg/l(10ساعت و 72زمانی 

در سایر تیمارها تفاوتی با نمونه شاهد نشـان  DBR2بیان ژن . شد
).14شکل(نداد 
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.در تیمارهاي مختلف غلظت و زمان نانوکیتوزانDBR2بیان ژن -14شکل 

Figure 14. The expression levels of DBR2 gene in different time and concentration treatments of nanochitosan.

ساعت 24و 8در تیمارهاي مختلف نانوکبالت فقط در بازه زمانی 
بعد از اعمال الیسیتور مقدار آرتمیزنین نسبت به نمونه شاهد 

ساعت سطوح مختلف نانوکبالت اثر 24افزایش نشان داد و بعد از 
با توجه به رشد . یش تولید آرتمیزنین نداشتندداري در افزامعنی

ها که در بازة زمانی روز چهاردهم تا شانزدهم در طبیعی سلول
مرحله رشد لگاریتمی هستند و از روز شانزدهم به بعد وارد فاز 

شوند و نیز با توجه به این که الیسیتورها سکون و سپس مرگ می
24آرتمیزنین تا در روز چهاردهم اعمال شدند و افزایش تولید

ساعت بعد از اعمال الیسیتور، یعنی روز پانزدهم اتفاق افتاده 
توان نتیجه گرفت که بهترین زمان براي اعمال الیسیتور است، می

ها به جهت تحریک تولید آرتمیزنین زمان قبل از وارد شدن سلول
با توجه به بررسی میزان تولید آرتمیزنین اثر . باشدفاز سکون می

میزان آرتمیزنین از روز ) 2شکل (یک با الیسیتور نانوکبالت تحر
این گونه به نظر بنا بر اینپانزدهم به بعد کاهش پیدا کرده است، 

ها به فاز مرگ سلولی، آرتمیزنین رسد که با وارد شدن سلولمی
تولید طبیعی سلول و یا تحریک شده بوسیله (تولید شده 

ها هاي مختلف سلولفعالیتبراياحتمال دارد که) نانوکبالت
شود، از این رو مصرف و یا به درون محیط کشت ترشح می

تخلیص و جداسازي این متابولیت از کشت سوسپانسیون سلولی 
در . ها به فاز مرگ صورت گیردبهتر است قبل از وارد شدن سلول

توان تولید آرتمیزنین در کشت اخیر ثابت شد که میپژوهش
گرم در لیتر میلی5سازي به وسیلۀ با تحریکسوسپانسیون را

. رساند) µg/gDW(35/113ساعت به سطح 24نانوکبالت پس از 
برابر 25/2در تیمار فوق، تولید آرتمیزنین نسبت به نمونه شاهد 

توان نتیجه گرفت که کشت به طور کلی می. افزایش داشت
جاي یک روش جایگزین مناسب به A. annuaسوسپانسیون گیاه 

سازي غلظت و گیاه کامل براي تولید آرتمیزنین است و با بهینه
توان از نانوکبالت به عنوان الیسیتوري مناسب زمان مناسب می

.کردجهت افزایش تولید آرتمیزنین استفاده 
و SQSدار بین بیان دو ژن وجود همبستگی معکوس و معنی

DBR2ف نانوکبالت با میزان تولید آرتمیزنین در تیمارهاي مختل
و SQSنشان دهندة رابطۀ منفی تولید آرتمیزنین با بیان دو ژن 

DBR2به طور کلی بیان ژن . استSQSشود که موجب می
فارنزیل دي فسفات وارد مسیر رقابتی و در نهایت به استرول 

نتایج این . تبدیل شود و به این ترتیب تولید آرتمیزنین کاهش یابد
جهت افزایش بنا بر این. کندتأیید مینیز این مطلب راپژوهش

. کرداستفاده SQSهاي ژن توان از مهار کنندهآرتمیزنین می
گرم در لیتر نانوکبالت میلی5بیشترین میزان آرتمیزنین در غلظت 

SQSساعت مشاهده شد که در همین تیمار بیان ژن 24و بعد از 

و ناراسو دهینگرا پژوهش هايبر اساس نتایج . بسیار کم بود

بحث
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ید مسیر تشکیل آرتمیزنین ئآلد، بعد از تشکیل آرتمیزنیک)2001(
دي هیدرو . و سایر محصولات به طور کامل مشخص نیست

به دي Red1، با بیان ژن )DBR2محصول ژن (آرتمیزنین آلدهید 
به دي ALDHهیدروآرتمیزنین الکل و با بیان ژن 

شود تبدیل میهیدروآرتمیزنیک اسید و در نهایت آرتمیزنین 
)Dhingra and Lakshmi Narasu, با وجود همبستگی . )2001

و میزان آرتمیزنین در نتایج مشاهده DBR2ین بیان ژن معکوس ب
احتمال دارد کهرسد که ، این گونه به نظر میپژوهششده در این 

به دي ) DBR2محصول ژن (تبدیل دي هیدروآرتمیزنین آلدهید 
هیدروآرتمیزنین الکل و در نتیجه تشکیل نشدن آرتمیزنین بیشتر 

د و در نهایت تشکیل از تبدیل آن به دي هیدروآرتمیزنیک اسی
میزان آرتمیزنین DBR2زیرا با افزایش بیان ژن . آرتمیزنین است

رسد که دو ژن در نهایت، این گونه به نظر می. کاهش یافته است
DBR2 وALDH نیز رابطۀ معکوس با یکدیگر دارند زیرا کاهش

به این معنی است که ) DBR2افزایش بیان ژن (میزان آرتمیزنین 
بدیل دي هیدروآرتمیزنین آلدهید به آرتمیزنیک اسید دو مسیر ت

و نیز مسیر تبدیل آرتمیزنین آلدهید به ) در نهایت آرتمیزنین(
کاهش یافته است و دو ) در نهایت آرتمیزنین(آرتمیزنیک اسید 

انجام ) ALDHژن (واکنش اخیر توسط آنزیم آلدهیددهیدروژناز 
.شودمی

تقابل غلظت و زمان در اثر مدرDBR2و SQSهاي بیان ژن
داري نسبت به نمونۀ شاهد تیمارهاي نانوکبالت به طور معنی

با . افزایش بیان نشان دادند و در مواردي نیز تغییري مشاهده نشد
- توجه به رابطۀ همبستگی معکوس بین میزان آرتمیزنین و بیان ژن

رسد که نانوکبالت به عنوان ظاهراً به نظر میDBR2و SQSهاي 
باشد اما با سیتور جهت تحریک تولید آرتمیزنین مناسب نمیالی

در ) گیري مقدار آرتمیزنیناندازه(HPLCتوجه به نتایج حاصل از 
گرم در لیتر در بازة زمانی میلی5و 5/2غلظت (برخی از تیمارها 

. دار تولید آرتمیزنین مشاهده گردیدافزایش معنی)ساعت24
هاي مسیر در تولید ی رسد که سایر ژنبنابراین این گونه به نظر م

آرتمیزنین نقش بیشتري دارند و الیسیتور نانوکبالت با تأثیر مثبت 
ها موجب افزایش سطح آرتمیزنین در تیمارهاي نام برده روي آن

به طور کلی احتمالاٌ سازوکار اثر نانوکبالت بر . گردیده است
سیر سنتز هاي مافزایش تولید آرتمیزنین با بررسی تمام ژن

ی روي مهندسی متابولیک پژوهشدر . گرددآرتمیزنین میسر می
مسیر سنتز آرتمیزنین به این نتیجه رسیدند که در مسیر سنتز 

همچنین . آرتمیزنین بیش از یک نقطه  محدود کننده وجود دارد
پذیر است اما براي افزایش تنظیم مسیر بیوسنتز آرتمیزنین امکان

این نتایج با . بیان یک ژن کافی نیستسطح متابولیت، افزایش 
Liu)یکسان بود ) 2004(نتیجۀ مطالعۀ ژانگ و همکاران  et al.,

2011; Zhang et al., نیز این مطلب را پژوهشنتایج این . (2004
.   کندتأیید می

تولیدتحریکباعثهمگینقرهوآهننیکل،کبالت،مانندفلزاتی
گیاهان میدرثانویههايمتابولیتازوسیعیدامنه
Mithöfer).شوند et al., مقدار اندکی افزایش تولید (2004

.Aآرتمیزنین با اضافه کردن عصارة مخمر به کشت سوسپانسیون 

annua ثل هاي فلزي مکه این موضوع به وجود یونمشاهده شد
کبالت و روي نسبت داده شد که ممکن است به عنوان محرك 

Baldi and Dixit(هاي تولید آرتمیزنین عمل کنند واکنش 2008( .
تا به امروز اثر ذرات نانوکبالت به عنوان الیسیتور روي گیاه درمنه 

پژوهشسی قرار نگرفته است و بر اساس نتایج این مورد برر
توانند به عنوان الیسیتوري مناسب جهت ذرات نانوکبالت می

.تحریک تولید آرتمیزنین استفاده شوند

بعد از اعمال نانوکیتوزان به صورت DBR2و SQSبیان دو ژن 
48و 24بازه زمانی (موقتی افزایش بیان داشتند، سپس تا دو روز 

ها کاهش پیدا کرد و در بیان ژن) عد از اعمال الیسیتورساعت ب
نیز مجدداً افزایش ) ساعت72تیمار زمانی (نهایت در روز سوم 

) 2011(براساس گزارش دورنته و همکاران . . بیان نشان دادند
در اثر ) روز1دقیقه تا 30(در مدت زمان کوتاهی DBR2بیان ژن 

دکسترین افزایش بیان داشته جاسمونات و سیکلوتیمار با متیل
Durante(است  et al., ش موقتی نیز این افزایپژوهشاین . )2011

پژوهشدر . در تیمار با نانوکیتوزان را نشان دادDBR2بیان ژن 
ساعت مورد 24تا DBR2دورنته و همکاران میزان بیان ژن 

مشخص شد که در بازه پژوهشبررسی قرار گرفت اما در این 
- مجدداً افزایش میDBR2و SQSساعت بیان دو ژن 72زمانی 

در اثر DBR2نیز ژن ) 2011(و همکاران Leiپژوهشدر . یابد
ساعت افزایش 24تا 4تیمار برگ گیاه با کیتوزان در بازه زمانی 

کاهش بیان ژن ) ساعت48تا (ساعت 24بیان نشان داد و بعد از 
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DBR2 مشاهده شد(Lei et al., هنگامی که الیسیتور . (2011
ها اضافه شد، میزان بیان ژن میکونازول به محیط کشت سلول

DBR2 ساعت، 4برابر و در بازه زمانی 4دقیقه، 30در بازه زمانی
مشاهده DBR2برابر افزایش داشت و بعد از آن کاهش بیان ژن 3

Durente)شد  et al., و پژوهشبراساس مشاهدات این . (2011
توان اظهار داشت که بیان ژنمیپژوهش هاينیز نتایج سایر 

DBR2 24قبل از (به طور موقت و در بازه زمانی کوتاه مدت
گیرد و در به طور کلی تحت تأثیر الیسیتورها قرار می) ساعت

. پاسخ به الیسیتورهاي گوناگون در طولانی مدت نقشی ندارد

توجه به مسیر سنتز آرتمیزنین این احتمال وجود دارد که با 
ها در پاسخ اولیه به الیسیتور نانوکیتوزان به صورت موقت سلول

و SQSافزایش بیان ژن (کنند تولید آرتمیزنین را متوقف می
48تا 24، سپس در بازه زمانی )خروج از مسیر تولید آرتمیزنین
یابد که می) SQSش بیان ژن کاه(ساعت تولید آرتمیزنین افزایش 

). 7و 3شکل هاي (مطابق نتایج نانوکبالت است 

mg/l (15(نشان داد که غلظت qRT-PCRنتایج حاصل از 
نسبت SQSدار در میزان بیان ژن نانوکیتوزان باعث کاهش معنی

همچنین بررسی تغییرات بیان . به بیان این ژن در نمونه شاهد شد
ساعت پس از 48ي زمانی مختلف نشان داد که هااین ژن در بازه

برابر 2بیش از SQSاعمال تیمار نانوکیتوزان، میزان بیان ژن 
، یک SQSاز آنجا که ژن . نسبت به نمونه شاهد، کاهش یافت

توان کند میمسیر انحرافی را در مسیر بیوسنتز آرتمیزنین کنترل می
72یا 48پس از نانوکیتوزانmg/l (15(انتظار داشت که اعمال 
، سبب القاي SQSدار در میزان بیان ژن ساعت، با کاهش معنی

نتایج حاصل از این بررسی با . میزان آرتمیزنین درون سلولی گردد
کمک مسیرهاي بیوشیمیایی شناخته شده در بیوسنتز آرتمیزنین 

هاي دخیل در دهد که تیمار نانوکیتوزان با کاهش بیان ژننشان می
تواند در القاي تولید نحرافی بیوسنتز آرتمیزنین میمسیرهاي ا

.درون سلولی آن نقش مثبت ایفا کند

-میلی150با اضافه کردن A. annuaدر کشت ریشۀ موئین گیاه 

یافتبرابر افزایش 6گرم بر لیتر کیتوزان، میزان تولید آرتمیزنین تا 
Putalun() گرم وزن خشکمیکروگرم بر میلی8/1به مقدار ( et

al., 2007( .Lee و همکاران)با تیمار برگ ) 2011A. annua با

گرم در لیتر کیتوزان مقدار آرتمیزنیک اسید و آرتمیزنین میلی100
در مقایسه با نمونۀ شاهد، افزایش نشان % 53و % 72به ترتیب 

آنها اعلام کردند با مصرف کیتوزان مقدار پراکسیدهیدروژن . دادند
)H2O2 ( و آنیون سوپراکسید)O-

هاي گیاه به ترتیب  برگدر) 2
هاي آزاد اکسیژن تجمع انواع رادیکال. یابدبار افزایش می3و 4/1
)ROS (هیدروآرتمیزنیک موجب تسریع تبدیل دياحتمال دارد که

شود، به علاوه استفاده از کیتوزان روي اسید به آرتمیزنین می
Lei(اثر منفی روي رشد گیاه نداشت A. annuaهاي برگ et al.,

-با اسپري کردن الیگو) 2012(یین و همکاران . )2011

هاي گیاه ک روي برگو اسیدسالیسیلی) COS(ساکاریدکیتوزان 
هاي دخیل در به بررسی میزان بیان برخی ژنA. annuaکامل 

تأثیر محدود الیگوساکاریدکیتوزان و . سنتز آرتمیزنین پرداختند
اسیدسالیسیلیک بر مقدار تولید آرتمیزنین روي گیاه کامل نشان 
داد که الیسیتورها روش قطعی براي افزایش تولید آرتمیزنین 

ممکن است تحریک تولید آرتمیزنین به زمان بیشتر از نیستند و یا
Yin(ساعت احتیاج داشته باشد 48 et al., 2012(.

پژوهش با توجه به اثر مثبت کیتوزان بر تولید آرتمیزنین در سایر 
مسیر انحرافی (SQSو نیز اثر منفی نانوکیتوزان بر بیان ژن هاي

د رو، انتظار میپژوهشو براساس نتایج این ) تولید آرتمیزنین
هاي بهینه شده، الیسیتوري مناسب جهت نانوکیتوزان در غلظت

.تحریک تولید آرتمیزنین باشد

-بررسی ایمنی زیستی نانوکیتوزان و نانوکبالت و نتایج پژوهش

هاي پیشین

کیتوزان یک بیوپلیمر طبیعی است که از داستیلاسیون کیتین 
و موجود در پوسته سخت پوستان دریایی مانند میگو وخرچنگ

آید ها به دست مییا کیتین موجود در ساختار بعضی از قارچ
هاي منحصر به نانو کیتوزان داراي ویژگی. )1390ی،جهانشاه(

پذیري، سازگاري زیستی، خاصیت ضد توموري فردي مانند تجزیه
Aranaz(از طریق القاء تحریک سیستم ایمنی بدن( et al.,

در ATPو کاهش جذب گلوکز و پایین آوردن سطح ) )2009
Ta(شودموجب کاهش رشد تومور میهاي تومورسلول et al.,

، خاصیت ضد میکروبی، چسبندگی موکوزي، افزایش )2008
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پذیري از طریق بازکردن اتصالات محکم و حلالیت(نفوذپذیري 
دلیل داشتن گروهاي هیدروکسیل و به علاوه، به. است) در آب

توان با تغییرات شیمیایی این پلیمر را آمین در ساختار کیتوزان می
از دو طریق غیر فعال (از کیتوزان به عنوان حامل دارو . کنترل کرد
ها از جمله سرطان استفاده در درمان بسیاري از بیماري) و هدفدار

Park)شود می et al., 2010) .

پذیري، عدم سمیت و منشاء طبیعی داشتن فراوانی، زیست تخریب
از جمله خصوصیاتی است که سبب استفاده از کیتوزن در 

استفاده در پوشش دانه، پوشش .  شودربردهاي کشاورزي میکا
هایی از کاربرد کیتوزان در برگ و داروهاي آهسته رهش نمونه

کیتوزان به عنوان یک محرك رشد با افزایش . باشدکشاورزي می
داري رطوبت زنی، رشد برگ، بازدهی دانه و نگهزنی، ریشهجوانه

سبب کاهش ابتلا به دهد و خاك، رشد گیاه را افزایش می
-همچنین پلی. شودهاي قارچی و سایر آفات گیاهی میعفونت

ساکارید کیتوزان به عنوان یک الیسیتور زیستی مؤثر جهت افزایش 
هاي هاي ثانویه در کشت سلولی بسیاري از گونهبیوسنتز متابولیت

زیادي به اثبات رسیده است پژوهش هايگیاهان دارویی در 
.(Cheng et al., 2006)

روي رشد سلولی و تولید متابولیت ثانویۀ تأثیر الیسیتور کیتوزان 
Cistancheفنیل اتانوئید گلیکوزیدها در کشت سلولی 

deserticola4/3مقدار متابولیت ثانویه . مورد بررسی قرار گرفت
برابر بیشتر از نمونۀ شاهد به دست آمد و مشخص شد که افزایش 

زایش متابولیت ثانویه پس از تحریک با الیسیتور کیتوزان با اف
Cheng(مرتبط است PALفعالیت آنزیم  et al., بطورکلی. )2006

اثر مثبت کیتوزان در تولید آرتمیزنین نیز پیشتر توسط دانشمندان 
. به اثبات رسیده است

هاي فلزات سنگین نظیر آهن، مس، روي، کبالت و نیکل جز یون
هاي کارکردي بسیاري باشند که در فعالیتعناصر کم مصرف می

دات وظ رشد و نمو موجهاي مشارکت کننده در حفاز پروتئین
هاي هاي فلزي در غلظتبا این وجود، این یون. زنده نقش دارند

Fotouhi)توانند براي موجودات زنده مضر باشند بالا می

Ghazvini and Heidari, یون هاي فلزي نظیر نیکل، .(2011
هاي زا بودن در غلظتمسمومیتبا وجودکبالت، روي و منگنز 

ها ضروري هستند بسیاري از آنزیمعالیتبالا، براي تنظیم ف
(Ahmadikhah, ها یک روش تغییر غلظت میکروالمنت. (2011

هاي ثانویه در کشت سلولی براي افزایش محصولات متابولیت
Jimenez-Aparicio and Gutierrez-Lopez(است  اثر .)1999

تحریکرا جهتنقرهوآهننیکل،کبالت،مانندمثبت فلزاتی
شده گیاهان  گزارش درثانویههايمتابولیتازوسیعیدامنهتولید

Mithöfer(است  et al., انجام شده مشخص پژوهشدر .)2004
تولید گسترة Vو +Ni2+ ،Co2+ ،Fe2+ ،Ag2فلزاتی مانند کهشد

هاي مختلف گیاهان نویه را در گونههاي ثاوسیعی از متابولیت
Zhao(کنند تحریک می et al., این ساز و کارگرچه .)2005

هاي ثانویه به طور واضح فلزات براي تحریک تولید متابولیت
و همکارانMithöferهايپژوهشست ولی در مشخص نی

هاي اکسیداتیو تولید تنش) 2005(و همکاران Zhaoو نیز)2004(
به وسیلۀ این ROS (Reactive Oxygen Species)و یا تولید

مشخص شده است که الیسیتورهاي . فلزات به اثبات رسیده است
مانند فلزات (ها و الیسیتورهاي غیرزیستی زیستی مانند پاتوژن

هاي شوري و اسُمتیک اغلب سبب القاي تجمع سنگین، تنش
Zhao(شود هاي دفاعی گیاه میهاي ثانویه در فعالیتمتابولیت et

al., در CoCl2)به صورت (پیش از این اثر مثبت کبالت . )2005
Zhang(تاکسول در گیاه سرخدار تولید پاکلی et al., 2007( ،

Vacciniumافزایش تولید متابولیت ثانویه در کشت سلولی 

pahalae)Shibli et al., زایی سوماتیکی در هویج و جنین)1997
)Daucus carota((Roustan et al., ، رشد ریشه موئین (1989

Stizolobium hassojoo)Sung and Huang ، افزایش تولید )2000
Brugmansiشه موئین متابولیت ثانویه اسکوپال آمین در کشت ری

candida)Pitta–Alvarez et al., .به اثبات رسیده است)2000

سپاسگزاري
) ره(با کمک مالی دانشگاه بین المللی امام خمینی این پژوهش

.گرددانجام شد که به این وسیله تشکر می
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rtemisia annua is particularly important for the production of artemisinin, a
bioproduct which can be used to combat the causal agent of malaria, treat some
kind of cancers and in other activities. The low artemisinin content in the plant
has caused this compound to be among the more expensive medicines. Several

attempts have been made to increase artemisinin production, for example by using
different elicitors, but none of the approaches has been cost effective. In this study, the
expression levels of two important genes in the artemisinin biosynthetic pathway, SQS
and DBR2 and artemisinin content were investigated in Artemisia cell suspension
cultures. SQS and DBR2 genes have essential roles in the regulation of artemisinin
pathway. For this purpose, nano-cobalt particles in concentrations of 0.25, 2.5 and 5
mg/L were used for cell culture treatment and samples were collected after 8, 24, 48 and
72 h. The highest artemisinin content was observed 24 h after 5 mg/L nanocobalt
treatment. In this case, artemisinin production was 2.25 times (113.35 mg/g d.wt) higher
than that of the control. Our results showed a negative and significant correlation
between SQS and DBR2 gene expression and artemisinin content at different levels of
nano cobalt treatments. Results also showed an increase in nano cobalt concentration
after 72 hour and an increase in nano chitosan after 4h hour caused a significant decrease
in the expression of SQS and DBR2 genes. In conclusion, it appears that the content of
artemisinin was increased by high concentrations of the nano cobalt particles because of
a decrease in the expression of SQS and DBR2 genes.

Artemisia annua, Artemisinin, Nano Cobalt, Nano Chitosan, HPLC, qRT-PCR,
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