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بيوسنتز  و ارتباط آن بافسفات ردوكتاز ايزومراز  -5دئوكسي گزيلولوز  - 1ژن بيان 
  مونوترپن كارواكرول در گياه مرزه خوزستاني

  3مهرداد بهمنش و 1مظفر شريفي ،2زاده حسن ابراهيم ،1*شاهرخ كاظم پور اوصالو، 1پروين رامك

  گياهي علوم گروه زيستي، علوم دانشكده مدرس، تربيت دانشگاه تهران، 1
  شناسي، گروه علوم گياهي تهران، دانشگاه تهران، دانشكده زيست 2
  گروه ژنتيك زيستي، علوم دانشكده مدرس، تربيت دانشگاه تهران،  3

  9/8/91 :تاريخ پذيرش    4/4/91 :تاريخ دريافت
  چكيده

ي از جنوب ايران پراكنش باشد كه در مناطق يك گياه بومي مي) Satureja khuzistanica Jamzad( گياه دارويي مرزه خوزستاني
اين امر سبب خاصيت  و) ≥%90(دهد  را تشكيل ميگياه مرزه خوزستاني ترين تركيب اسانس  مونوترپن كارواكرول عمده .دارد
 21به مدت  LSهاي مرزه خوزستاني در محيط  در اين تحقيق، ريز شاخه. شده استگياه  اكسيداني قابل توجه اسانس اين آنتي

قرار  و موينولين  فوسميدوميسينهاي  بازدارنده) ميكرومولار 100و  75، 50، 25، 10، 0(هاي مختلف  غلظتتأثير روز تحت 
دئوكسي  -بيان ژن آنزيم همچنين .سنجش و مقايسه شد HPLCسپس ميزان كارواكرول در تيمارهاي مختلف به وسيله . گرفتند

از بازدارنده هاي ) ميكرو مولار 75(ذكر شده و غلظت بهينه هاي  در غلظت )DXR(فسفات ردوكتاز ايزومراز  - 5گزيلولوز 
نتايج . بررسي شد Semi-quantitative RT-PCRساعت در مقايسه با نمونه شاهد، با روش  100مذكور، در بازه زماني صفر تا 

روند  و دنگذار اثر مي DXRبيان ژن كارواكرول و ميزان ها بر  هاي بكار برده شده در بعضي از غلظت بازدارندهنشان داد كه 
  .در نظر گرفت DXRژن  برداري از در سطح نسخه رابيوسنتز كارواكرول  تنظيمبخشي از  توان ست كه ميااي  تغييرات به گونه

-Semi-quantitative RTكارواكرول، مرزه خوزستاني، ، فسفات ردوكتاز ايزومراز -5دئوكسي گزيلولوز  -1 :هاي كليدي واژه

PCR 

  skosaloo@gmail.com: ي، پست الكترونيك82884404: مسئول، تلفننويسنده * 

  مقدمه
ها گروه بزرگي از ترپنوئيدها هستند كه از  مونوترپن

ها ترشح  ها و جلبك سلولهاي گياهان تك لپه، دولپه، قارچ
مي شوند و مثل همه ترپن هاي ديگر از ايزوپنتنيل دي 

فسفات و ايزومر آن دي متيل آليل دي ) IPP(فسفات 
)DMAPP ( مونوترپن ها براي خود گياه نقش . دارندمنشأ

دفاعي و حمايتي داشته و در جذب حشرات گرده افشان، 
دفع آفات و مقاومت در برابر تنش هاي محيطي به گياه 

اين مواد همچنين داراي ارزش صنعتي و . كمك مي كنند

دارويي فراواني هستند و در اقتصاد و سلامت انسان ها 
   ). 28و  5(همي دارند نقش م

تا قبل از كشف مسير متيل اريتريتول فسفات كلروپلاستي 
)MEP( تصور مي شد كه پيش ساز ،IPP  در گياهان همانند

تأمين ) MVA(از مسير موالونات  جانوران منحصراً
كار  با به 1983در سال  Lichtenthalerو  Bach. شود مي

زدارنده اختصاصي كه با) mevinoloin(بردن ماده موينولين 
 Aمتيل گلوتاريل كوانزيم  -3 و هيدروكسي متيل - 3آنزيم 

 "باشد، اظهار داشتند كه احتمالا مي) HMGR(ردوكتاز 
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يك مسير موالونات مجزا در كلروپلاست ها وجود دارد و 
. كلروپلاستي را مطرح كردند HMGRاحتمال حضور آنزيم 

تحقيقات  وسيله كلروپلاستي به MEPمسير  1996در سال 
Rohmer هم اكنون اين . و همكاران قاطعانه ثابت گرديد

در گياهان از  IPPواقعيت پذيرفته شده است كه پيش ساز 
 MEPسيتوسلي و  MVAمجزا يعني  "دو مسير كاملا

 -3در گياهان، آنزيم  ).46(كلروپلاستي قابل تأمين است 
ردوكتاز  Aمتيل گلوتاريل كوانزيم  - 3 و هيدروكسي متيل

)HMGR, EC 1.1.1.34 (آنزيم كليدي مسير  به عنوان
اين ). 1شكل ) (26( شناخته شده است MVAبيوسنتزي 

متيل گلوتاريل  - 3 و هيدروكسي متيل - 3آنزيم ماده 
به  NADPHرا با استفاده از دو مولكول  Aكوانزيم 

موالونيك اسيد اولين حد  موالونيك اسيد تبديل مي كند،
. مي باشد MVAوسنتزي واسط اختصاصي مسير بي

تر  در گياهان بسيار پيچيده HMGRچگونگي فعاليت آنزيم 
از جانوران بوده و بر خلاف جانوران در گياهان اين آنزيم 

  ). 59و  55، 10، 9(وسيله يك خانواده ژني كد مي شود  به

با عمل يك آنزيم همچگالشي از كلروپلاستي  MEPمسير 
 -5دئوكسي گزيلولوز  -1ترانس كتولاز تحت عنوان نوع 

اين  .آغاز مي گردد) DXS, EC 2.2.1.7(فسفات سنتاز 
را با ) DXP(فسفات  - 5دئوكسي گزيلولوز  - 1ماده آنزيم 

گليسرآلدئيد فسفات  يك واكنش تراكمي بين دو پيش ساز
آنزيم بعدي كه با عمل بر ). 47(سنتز مي كند  ،و پيروات

) MEP(سفات ف - 4متيل اريتريتول - c-2توليد  DXPروي 
 DXR, EC(ردوكتاز ايزومراز DXPمي كند، آنزيم 

 MEPاست كه آخرين آنزيم در مسير توليد ) 1.1.1.267
چند مرحله آنزيمي پياپي  MEPپس از توليد ؛ مي باشد

  ).1شكل ) (47و  27(وجود دارد  IPPديگر تا توليد 

  
  ) 35 منبع با اندكي تغييرات ( ،)MVA(ونات و موال) MEP(مسيرهاي بيوسنتزي متيل اريتريتول فسفات  -1شكل
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AACT acetoacetyl-coenzyme A thiolase; CDP-ME 4-(cytidine 5_-diphospho)-2-C methyl-D-erythritol; CDP-
MEP CDP-ME-2-phosphate; cMEPP 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate; CMK 4-(cytidine 5_-
diphospho) 2-C-methyl-D-erythritol kinase; CMS 2-Cmethyl- D-erythritol 4-phosphate transferase; DMAPP 
dimethylallyl diphosphate; DXP 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate; DXR DXP reductoisomerase; DXS DXP 
synthase; FOS Fosmidomycine; GAP glyceraldehyde 3-phosphate; GPP geranyl diphosphate; GPPS GPP 
synthase; HDS 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate; HMBPP 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 
4-diphosphate synthase; HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A; HMGR HMG-CoA reductase; 
HMGS HMG-CoA synthase; IDS isopentenyl diphosphate/dimethylallyl diphosphate synthase; IPP isopentenyl 
diphosphate; IPPi IPP isomerase; MCS 2-C-methyl-D erythritol- 2,4-cyclodiphosphate synthase; MDD 
mevalonate diphosphate decarboxylase; MEP 2-C methyl-D-erythritol 4-phosphate; MK MVA kinase; MEV  
Mevinolin;  MPK mevalonate-5-phosphate kinase; MTS monoterpene synthase; MVA mevalonate 

 

گياهي با ) Satureja khuzistanica(مرزه خوزستاني 
رب ايران غخواص دارويي متعدد است كه در جنوب 

هشت جمعيت از اين گياه در استان هاي  .رويش دارد
، ) N and 33°01 ΄ N ΄45°32(لرستان، ايلام و خوزستان 

و خاك هاي  و در مناطق سنگلاخي 490 - 1100ارتفاع در 
ميزان مونوترپن  .پراكنش دارند 2/8تا  9/7فقير با اسيديته 

% 5/89- %95كارواكرول در اسانس جمعيت هاي اين گياه 
  ).21(مي باشد 

يك مونوترپن تك ) C6H3CH3(OH)(C3H7(كارواكرول 
حلقه اي است كه در اسانس بعضي از گياهان تيره نعناع 

و مرزه ) thyme(، آويشن )oregano(پونه كوهي همانند 
)savory (ت بالا ديده مي شود با غلظ)53و  18، 8 .( 

 ,p-Cymene(سيمن  –  Pكارواكرول مشتق هيدروكسيله

C10H14 ( مي باشد و به دليل حضور گروه هيدروكسيل
در ساختارش، اثرات ضد ميكروبي بمراتب قويتر از پيش 

كشي كارواكرول، همانند  قدرت ميكروب). 57(سازش دارد 
فوذپذيري غشاء هاي ديگر مواد فنلي به دليل افزايش ن

ميكروارگانيسم ها نسبت به پروتون و پتاسيم و در نتيجه از 
بين رفتن نيروي محرك پروتوني غشاها، عدم كارايي پمپ 

همچنين تغييرات . هاي پروتوني و تخليه انرژي مي باشد
شديد اسيديته درون سلولي و به دنبال آن تشكيل اكسيژن 

تئين ها شده وو پر هاي فعال، سبب اكسيداسيون چربي ها
  ).58و  24(و در نهايت سبب فروپاشي سلول مي گردد 

يك گياه كارواكرول در اسانس اين بالاي ميزان خلوص 
با توجه به اطلاعات ما، است كه  ويژگي منحصر به فرد

همين امر سبب . تاكنون در گياه ديگري گزارش نشده است
و  شده است تا در سال هاي اخير تحقيقات داروشناسي

پزشكي زيادي روي اثرات ضد ويروسي، ضد ميكروبي، 
برخي اجزاي اكسيدانت  و آنتيضد قارچي و آنتي ديابتيك 

، 20، 7، 6، 3، 2، 1(گيرد بسازنده اسانس اين گونه صورت 
نبايد فراموش كرد كه عملكرد  البته). 54و  50، 49، 33، 22

رو  ازاين، )49و  22( اسانس در اين گياه پائين است
فيزيولوژي و مولكولي آنزيم هاي دخيل عملكرد ناخت ش

در مسير بيوسنتز مونوترپن كارواكرول در گياه مرزه 
خوزستاني، اولين قدم در مسير بكارگيري ابزارهاي 

رد اسانس در اين گياه افزايش عملكبراي مهندسي متابوليت 
  .خواهد بود

ايي با فرمول شيمي (Statins)موينولين از گروه استاتين ها 
C24H36O5  و وزن مولكوليg/mol 404 در مسير ،

به عنوان بازدارنده اختصاصي آنزيم  MVAبيوسنتزي 
و  )55و  37، 9(شناخته شده است  HMGRكليدي 

و وزن  C4H10NO5Pبا فرمول شيميايي  فوسميدوميسين
- c-2به لحاظ ساختاري همساخت  g/mol 183مولكولي 

ده و با اشغال بو) DXP(فسفات  - 4اريتروز - D-متيل
ترين  شده ، شناختهDXRجايگاه فعال آنزيم كليدي 

و  34، 32، 19(مي باشد  MEPبازدارنده اختصاصي مسير 
مايه تحقيقات متعددي  اين بازدارنده ها تاكنون دست). 62

چگونگي شناخت فيزيولوژي و مولكولي مسيرهاي در 
در بيوسنتز  ، نقش اين مسيرهاMEPو  MEVبيوسنتزي 
مشاركت ميزان نيز و ) End product(ت نهايي محصولا
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)Crosstalk( در  در بيوسنتز انواع ترپن ها اين دو مسير
  ). 56و  37، 36، 4(بوده اند  گياهان مختلف

  مواد و روشها 
 Shoot( شاخه هاي ريز :مواد گياهي و اعمال تيمار

culture( cm3  كه در محيط درون  گياه مرزه خوزستاني
كه ) 38( LSدر محيط غذايي ) 44( ده بودندشيشه تكثير ش

در پنج  فوسميدوميسينو  موينولين محتوي بازدارنده هاي
به بود ) ميكرو مول در ليتر  100و  75، 50، 25، 5(غلظت 
محيط عاري از بازدارنده ها هم . كشت شدندروز  21مدت 

شيشه هاي كشت در  .در نظر گرفته شد به عنوان شاهد
ساعت  8ساعت روشنايي و  16يط نوري ژرميناتور با شرا
  .قرار داده شدند c 25°  تاريكي و دماي

 به روش) Sigma, M2147(موينولين : بازدارنده ها
Rodriguez-Conception  و Gruissem )1999 ( به فرم

استوك اصلي به وسيله آب ديونيزه بعد و شد تبديل  فعال
راد تا گ درجه سانتي 4تهيه و در دماي  mM 10به غلظت 

 ,Sigma( فوسميدوميسين. داري شدزمان مصرف نگه

F8682(  در آب ديونيزه حل و استوك اصلي با غلظت
mM 10  نگهداري شد - 20در دماي.  

استخراج منظور  به :و سنجش كارواكرول استخراج عصاره
با اندكي )    2004(و همكاران  Ji كارواكرول از روش
 ترگرم از ماده /. 2: هبه اين صورت ك ،تغييرات استفاده شد

 30سائيده شده و پس از % 95اتانل  ميلي ليتر 10گياهي در 
دقيقه شيك شدن به مدت يك ساعت سونيكيت شد 

)2200EP S3-50HZ .( عصاره استخراج شده به وسيله
  .مورد سنجش قرار گرفت GC/MSو  HPLC هاي دستگاه

و UV/Vis detector 2500 (Knauer) مدل  HPLCدستگاه 
 .بود )ODS3  )C18: 250mm-4.6mmبكاربرده شده ونست

نانومتر تنظيم شد، سرعت  274طول موج دستگاه روي 
ميلي ليتر بر دقيقه و فاز متحرك به  2/1جريان حلال نيز 

 80(صورت ايزوكراتيك، حاوي متانل، آّب و استيك اسيد 

ميزان كارواكرول در نمونه ها بر . بود) درصد  1:  20: 
يرمنحني و با استفاده از منحني استاندارد و اساس سطح ز

منحني استاندارد  .حجم محلول نهايي محاسبه گرديد
كارواكرول براساس سطح زيرمنحني تركيب كارواكرول 

)sigma, 282197 ( گرم  ميلي و يك 5/0، 3/0در سه غلظت
دست آمد  به) Merck( استونيتريلدر يك سي سي حلال 

  ).2شكل (

  
  ستاندارد كارواكرولمنحني ا -2شكل 

دستگاه كروماتوگراف گازي متصل به طيف همچنين از 
 Agilent Technologyاز شركت) GC/MS(نگار جرمي 

(HP) ستون ، مجهز بهDB-5  داخلي قطر، متر 30به طول 
 ميكرومتر، 25/0ضخامت لايه فاز ساكن  وميليمتر  25/0

لي تركيبات موجود در عصاره اتانتفكيك و شناسايي براي 
برنامه حرارتي  .شداستفاده نمونه ها استخراج شده از 

دقيقه توقف در  5شروع شده و پس از  c60°ستون از 
درجه در دقيقه افزايش  3همان دما، به تدريج با سرعت 

 بود و c300°دماي محفظه تزريق . رسيد c210°يافته تا به 
 c270°بود كه دماي آن  FIDاز نوع   GCدتكتور دستگاه

از گاز هليم به عنوان گاز حامل استفاده شد كه  .شد تنظيم
طيف نگار مدل . بود Kgcm-23فشار ورودي به ستون برابر 

بود كه  Technologies 5973 Networkجرمي مورد استفاده
 × HP-5 (30 mبا ستون  Mass selectiveمجهز به دتكتور 

0.25 mm id) ريزي حرارتي ستون شبيه به  برنامه. بود
اين تفاوت كه دماي نهايي  با ،بود GCريزي دستگاه  برنامه

 c10°دماي محفظه تزريق . بالا برده شد c250°ستون تا 
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 تنظيم شد و انرژي) c260°(بالاتر از دماي نهايي ستون 
  .الكترون ولت بود 70يونيزاسيون 

آماري، از داده هاي حاصل از هر دو روش  هاي تحليلدر 
HPLC  وGC/MS دار كارواكرول موجود در براي تعيين مق

 .نمونه ها استفاده شد

پايگاه بين المللي از آنجائيكه در  :آغازگرها طراحي
NCBI5دئوكسي گزيلولوز  - 1، گزارشي از توالي ژن- 

از گونه هاي سرده مرزه موجود ردوكتاز ايزومراز فسفات 
دئوكسي  - 1با الگو قراردادن توالي ژنرو  ازايننبود، 

 Salviaت ردوكتاز ايزومراز در گياه فسفا - 5گزيلولوز 

militorrhiza (FJ768959.1)  و بلاست كردن توالي اين ژن
يف سازي دو همر NCBI Blastتحت وب  افزار با نرم

 ClastaWافزار تحت وب  آمده با نرم توالي هاي بدست
مشخص و با استفاده از  نوكلئوتيدهاي تغيير نيافته

رها طراحي آغازگ Oligo5و  Gene Ranerافزارهاي  نرم
با  BIONEERبه وسيله شركت كره اي  آغازگرها.شدند

به  High Purified Salt Free (HPSF)درجه خلوص
از آغازگرهاي در ادامه  .ساخته شدند صورت ليوفيليز

 bp 375 با طول قطعات cDNAطراحي شده براي تكثير 
كره اي  شركتيك وسط تPCR محصول  .استفاده شد

)Macrogen( پس از تأييد  مذكورتوالي  و يين توالي شدتع
بين  در پايگاه Accession number (AB677954)نهايي با 
  .ثبت گرديد NCBI المللي

 ):RT-PCR(واكنش زنجيره اي ترنس كريپتاز معكوس 
RNA  كل از برگ ها با استفاده ازRNX (RNA 

extraction solution)  و مطابق دستورالعمل پيشنهادي
كيفيت كميت و . استخراج شد (Cinagene)ده شركت سازن

RNA و  پآنانو در ،استخراج شده با استفاده از ژل آگارز
 100. ارزيابي گرديد) WPA, Biowave II(تومتر روفاسپكت

كل با استفاده از اوليگومرتيميدين  RNAو گرم از نان
)Oligo- dT18 ( به عنوان آغازگر)Primer ( براي ساختن

cDNA از كيت  با استفاده)Cinagene ( مطابق دستورالعمل
  .پيشنهادي شركت سازنده استفاده شد

فسفات  - 5دئوكسي گزيلولوز  - 1بررسي بيان ژن
 - 1منظور بررسي بيان ژن  به :)DXR(ردوكتاز ايزومراز 
از  )DXR( فسفات ردوكتاز ايزومراز - 5دئوكسي گزيلولوز 

 –’5دو دسته آغازگرهاي طرحي شده، پيشرو 

CCTTTCGTCCTTCCTCTTGC-3’  5و برگشتي’- 

ATG AAT CCT GTG TTT CGA CC-3’  استفاده شد 
– ’5كنترل داخلي از آغازگرهاي اختصاصي پيشرو برايو 

GCA GGG ATC CAC GAG ACC ACC -3’   و
 CCC ACC ACT GAG CAC AAT GTT -’5 برگشتي

CC -3’  تكثير برايcDNA  ژن اكتين)House keeping( ،
 NCBI كه از سايت  Linum usitatissimumه گيامتعلق به 

-RTدر بدست آمد، ) Accession number )GR508908با 

PCR براي بررسي بيان ژن  .استفاده شدDXR  به صورت
هاي  آزمايشدر نيمه كمي در مقايسه با كنترل داخلي، 

 مشخص شد، cDNAمقدماتي غلظت بهينه پرايمرها و 
اتصال  بهينه مايچرخه ها و دمناسب همچنين تعداد 

)Annealing (براي  با استفاده از گراديان چرخه ها و دما
تعداد تكثير بهترين شرايط . هريك از ژن ها، تعيين گرديد

مبناي انتخاب بر اساس نرسيدن  كه شد تعيينچرخه  35
 ، همچنينبود  PCRبه وضعيت ثابت در تكثير محصول 

و براي  DXR °c52بهترين دماي اتصال پرايمرها براي ژن 
مورد استفاده دمايي چرخه هاي . تعيين شد c58°اكتين 
PCR دقيقه 2درجه سانتيگراد به مدت  95ترتيب شامل  به 

 45گراد به مدت  درجه سانتي 94چرخه با  35بعد بود كه 
 DXRو ژن  )c58°( براي ژن اكتين دماي اتصالثانيه، 

)°c52 (اد به گر درجه سانتي 72تكثير ثانيه،  45مدت  به
در پايان . دقيقه دنبال شد 7نهايي در تكثير و ثانيه  45مدت 

الكتروفورز و ) %1(بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات 
 Ethidium(آميزي با اتيديوم برومايد  پس از رنگ

bromide ( و عكسبرداري شددقيقه مشاهده  30به مدت .
براي ارزيابي كمي بيان ژن ها از مقايسه شدت چگالي 
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 Imageافزار  ي ژن نسبت به كنترل داخلي و از نرمباندها

Guage var.4 تعيين ماهيت و صحت براي . استفاده شد
براي  PCRهاي اكتين، قطعات حاصل از آغازگرعملكرد 

 DXRبيان ژن . تعيين توالي به شركت سينا ژن ارسال شد
با غلظت هاي  فوسميدوميسيندر تيمارهاي موينولين و 

سنجيده شد و  ميكرومولار 100و  75، 50، 25، 10
ميكرو مولار  75 هاي در تيمار اين ژنهمچنين بيان 

در بازه ) غلظت هاي بهينه(موينولين و فوسميدومايسن 
مورد در مقايسه با نمونه شاهد ساعت  100زماني صفر تا 

 تيماربراي بررسي بيان ژن از هر . سنجش قرار گرفت
تركيب همگن هر تكرار شامل (حداقل دو تكرار مستقل 

داده شده  حداقل سه ريز شاخه بود كه به طور مجزا تيمار
 تيماردر هر ها ميانگين بيان ژن  و از استفاده شد )بودند

  .براي ارزيابي نهايي استفاده شد

تصادفي اجرا  آزمايش به صورت طرح كاملاً :آماريتحليل 
 ،مورد سنجش فاكتورهايشد و براي ارزيابي اثر تيمارها بر 

و  شدندآناليز واريانس  SPSS Var.18ر ه ها با نرم افزاداد
يب اطمينان ضرو با  دانكنمقايسه ميانگين ها با آزمون 

   .انجام شد% 95

   و بحث نتايج
سبب  فوسميدوميسينتجزيه واريانس داده ها نشان داد كه 

ه كاهش شديد مقدار كارواكرول در گياه تحت تيمار شد
مقدار  µM100غلظت  كه در طوري به ،)3شكل ( است

  .گرم در گرم وزن تر رسيدميكرو 16كارواكرول به كمتر از 

  
  بر ميزان كارواكرول فوسميدوميسيناثر تيمارهاي موينولين و  -3شكل 

   

بر روي برگ هاي درخت هوآ  فوسميدوميسيناسپري 
)Hevea brasiliensis( سبب كاهش شديد مونوترپن هاي ،

، )15(و بتا پينن شده است ، آلفا )Sabinene(سابينن 
روي  بر) 2004(و همكارانش  Loreto تحقيقاتهمچنين 

كه  دادنشان ) Quercus ilex(گياه بلوط سبز 
ميكرومول سبب كاهش سريع  30با غلظت  فوسميدوميسين

از برگ در ترشح مونوترپن هاي سابينن، آلفاپينن و بتاپينن 

ساعت  كه پس از گذشت يك طوري به شد،هاي اين گياه 
 .رسيدبه صفر  "شده تقريبا ذكرمقدار ترشح مونوترپن هاي 

مطالعاتي كه روي تغييرات مهندسي متابوليت ها در گونه 
Mentha×Piperita عاز تيره نعنا )Lamiaceae (انجام شده 

كه منبع اصلي تأمين پيش سازهاي داشت از آن حكايت 
IPP  وDMAPP  ه، در اين گيابراي بيوسنتز مونوترپن ها

همچنين روشن ). 60(باشد  كلروپلاستي مي MEPمسير 
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شده است كه فراهمي اين پيش سازها يك عامل تعيين 
مطالعات اما  ).41(باشد  كننده در بيوسنتز مونوترپن ها مي

Schuhr و همكاران روي گياه پروانش )Catharanthus 

roseus ( مسير  دوشواهدي دال بر مشاركت  2003در سال
MVA ي و سيتوسلMEP  كلروپلاستي در تأمين پيش

براي توليد مونوترپن ها ارائه  DMAPPو  IPPسازهاي 
 و همكاران روي گياه تمشك Hampelتحقيقات  و دهد مي

)ananassa×Fragaria ( مسير نشان داد كه  2007در سال
MEP  كلروپلاستي هيچ نقشي در بيوسنتز مونوترپن هاي

، آلفا و بتا ايونون )linalool( ، لينالول)α-pinene( الفا پينن
)-and β-iononeα(  ندارد و مسيرMVA  سيتوسلي بيوسنتز

  .باشد دار مي مونوترپن هاي ذكر شده را عهده

نتايج اين تحقيق نشان داد كه بازدارنده موينولين در غلظت 
ميكرومولار بر ميزان كارواكرول بي  50و  25، 10هاي 

ميكرومولار از اين  100و  75تأثير بوده اما غلظت هاي 
دار ميزان كارواكرول نسبت به  بازدارنده سبب افزايش معني

و همكاران در سال   Dudarevaتحقيقات .شاهد شده اند
نيز ) Antirrhinum majus(ميمون  بر روي گياه گل 2005

بازدارنده ميكرومول از  50غلظت كه  ه استنشان داد
 .نداردا در اين گياه مونوترپن ه بيوسنتزموينولين تأثيري بر 

ها  گزارشي در خصوص اثر افزاينده موينولين بر مونوترپن
مي توان گفت، افزايش مونوترپن اما . باشد موجود نمي

 100و  75(كارواكرول در غلظت هاي بالاي موينولين 
تواند نتيجه نوعي پاسخ دفاعي و سازگاري  مي) ميكرومولار

 زيرا، آثار موينولين باشدمقابله با براي گياه مرزه خوزستاني 
نشان داده اند كه سلول هاي گياهي وقتي  تحقيقاتبرخي 

گيرند، سعي  طولاني در معرض موينولين قرار ميبه مدت 
، خود را با شرايط سازگار نمايند) به حد امكان(كنند  مي

به موينولين ) Neutralized(اقدام به خنثي سازي رو  ازاين
آنزيم هاي عضو  ،)25(كنند  خاص مي يآنزيم هاي وسيله

از مهمترين آنزيم هايي هستند كه  P450خانواده سيتوكروم 
همبستگي البته ). 30(كنند  در اين خنثي سازي مشاركت مي

مثبت بين ميزان بيان و فعاليت برخي آنزيم هاي عضو 

با بيوسنتز كارواكرول، تيمول  P450خانواده سيتوكروم 
و ديگر ) 42(و پيپرتنئول كاروئول، ترنس ايزترنس ، )16(

و  11(در تحقيقات متعددي تأئيد شده است مونوترپن ها 
13(.  

و همچنين  Image Guageافزار  آناليزهاي نيمه كمي با نرم
تجزيه واريانس داده هاي حاصل از اندازه گيري بيان ژن 

DXR  در غلظت هاي مختلف از بازدارنده هاي موينولين و
 DXRبيان ژن  كه ميزان) 4شكل (نشان داد  فوسميدوميسين
 25و  10با غلظت هاي  فوسميدوميسيندر تيمارهاي 
به لحاظ آماري نسبت به شاهد معني دار ميكرو مولار 

ميكرو مولار  100و  75، 50غلظت هاي  امانيست، 
 DXRسبب افزايش معني دار در بيان ژن  فوسميدوميسين

زمان  در مسير DXRهمچنين رد گيري بيان ژن . اند شده
)Time-course gene expression) ( دهد  نشان مي )5شكل

 100در نمونه شاهد از زمان صفر تا  DXRكه بيان ژن 
 75ساعت تغيير معني داري نشان نداده است و تيمار 

و  12، 6، 3در ساعت هاي  فوسميدوميسينميكرو مولار 
نسبت به شاهد  DXRسبب افزايش معني دار بيان ژن  24

ساعت بيان اين ژن  24در صورتيكه پس از  شده است،
  .دچار كاهش معني داري نسبت به شاهد شده است

 دادهنشان ) 2002(و همكاران  Carretero-Pauletتحقيقات 
كه يك ساعت پس از تيمار گياهچه هاي آرابيدوپسيس با 

به  DXR، بيان ژن و ميزان پروتئين آنزيم فوسميدوميسين
كه اين امر  رسيدنه شاهد بيشترين مقدار نسبت به نمو

 feedback(تواند ناشي از يك  تنظيم بازخورد منفي  مي

suppression ( در پاسخ به مسدود شدن شديد فعاليت
همچنين در  .باشد فوسميدوميسينبه وسيله    DXRآنزيم 

بازدارنده هاي سوسپانسيون سلولي گياه تاكسوس چيني، 
ن ژن آنزيم سبب تحريك بياو موينولين  فوسميدوميسين

DXR (Taxus chinensis) گزارش اما  ).63(ند شدLaule 
كه بيان ژن كد كننده آنزيم  دادنشان ) 2003(و همكاران 

DXR  در نمونه هاي تحت تيمار بازدارنده هاي موينولين و



 1393، 4، شماره 27جلد                                                                                            )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

629 

نسبت به شاهد تغيير معني داري نداشته و  فوسميدوميسين
 75غلظت هاي  .گيرد تحت تأثير اين بازدارنده ها قرار نمي

ميكرو مولار موينولين سب افزايش معني دار بيان  100و 
 50و  25، 10در حاليكه غلظت هاي ،اند شده DXRژن 

بي اثر  DXRميكرو مولار از اين بازدارنده بر بيان ژن 
بيان روي  بررسي هايي كه برهمچنين ). 4شكل (اند  بوده
-Time(ميكرومولار در مسير زمان  75در غلظت  DXRژن 

course gene expression) ( نشان داد انجام شد )5شكل ،

ميكرومولار موينولين سبب افزايش بيان ژن  75كه تيمار 
DXR  48شده است كه البته پس از طي  48تا  3از ساعت 

نسبت به شاهد تغيير معني داري را  DXRساعت بيان ژن 
 مقايسه اين داده ها با ميزان بيوسنتزالبته . ندادنشان 

، يك همبستگي مثبت بين افزايش )3شكل (كارواكرول 
و بيوسنتز كارواكرول را در گياه مرزه  DXRبيان ژن 

  .دهد خوزستاني نشان مي
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تصوير الكتروفورزي ) در گياه مرزه خوزستاني، الف فوسميدوميسينو هاي مختلف بازدارنده هاي موينولين  در غلظت DXRبررسي بيان ژن  -4شكل

با  فوسميدوميسينهاي مختلف موينولين و  در غلظت DXRگيري مقدار نسبي بيان ژن  اندازه) ، ب)كنترل داخلي(و اكتين  DXRژن  PCRمحصول 
  Image Guageافزار  استفاده از نرم

MEV Mevinolin; FOS Fosmidomycin; ACT Actin 

  

در بيوسنتز مونوترپن ها  DXRهرچند نقش تنظيمي آنزيم 
اه، بافت و مرحله نمو دارد، اما بستگي به نوع گي

در خصوص تنظيم در سطح بيان اين ژن و هايي  گزارش
مونوترپن و توليد  DXRهمبستگي مثبت بين ميزان بيان ژن 

در . كلروپلاستي موجود مي باشد MEPهاي مشتق از مسير 
، افزايش بيان ژن )Mentha piperita(گياه تراريخت نعناع 

DXRمونوترپن هاي موجود در  ، سبب افزايش معني دار
شد و ) wild type(اسانس اين گياه نسبت به نمونه وحشي 

) partial gene silencing(در مقابل، خاموش كردن جرئي 
در اين گياه سبب كاهش شديد مونوترپن ها شد  DXRژن 

 )2000(و همكاران McConkey  همچنين تحقيقات ).40(
ژن آنزيم هاي مسير نيز همبستگي بين ميزان فعاليت و بيان 
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MEP   و بيوسنتز مونوترپن ها را در نعناع)Mentha 

×piperita (كند، اما اين همبستگي در گياه ريحان  تأييد مي
)(Ocimum basilicum  بسيار ضعيف گزارش شده است
  Xie، )2009(و همكاران  Besserهاي  گزارشالبته  ؛)29(

) 2010(و همكاران  Schmidererو ) 2008(و همكاران 

تأييد  DXRدر سطح بيان ژن را تنظيم بيوسنتز مونوترپن ها 
كنند و مكانيسم هاي پس از رونوشت برداري  نمي

)posttranscriptional regulatory mechanisms ( را بر
  .دانند بيوسنتز مونوترپن ها مؤثر مي
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موينولين و هاي  ميكرومولار از بازدارنده 75در غلظت ) Time-course gene expression(در مسير زمان  DXRرد گيري بيان ژن  -5شكل

) ب ،و كنترل فوسميدوميسينموينولين، در تيمارهاي   DXRژن  PCRتصوير الكتروفورزي محصول ) در گياه مرزه خوزستاني، الف فوسميدوميسين
افزار  با استفاده از نرمو كنترل  فوسميدوميسينيمارهاي موينولين، در ت ساعت  100در بازه زماني صفر تا  DXRگيري مقدار نسبي بيان ژن  اندازه

Image Guage  
 بر DXRبيان ژن مكانيسم تنظيمي چگونگي توضيح اگرچه 

در گياه مرزه خوزستاني  بيوسنتز مونوترپن كارواكرول
اما به احتمالي  ،باشد ميشواهد مستدل بيشتري نيازمند 

در گياه كارواكرول  بيوسنتز مونوترپنكه توان گفت  مي

گيرد  صورت مي MEPمسير  از بطور عمده مرزه خوزستاني
نقش كارواكرول  در تنظيم بيوسنتز مونوترپن DXRو آنزيم 

برداري  در سطح نسخه داشته و ميزان فعاليت آنزيم مذكور
  .شود كنترل مي) Transcriptional regulation(ژن 
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Abstract 

Satureja khuzistanica Jamzad is a native plant that is dispersed throughout southern 
Iran. This plant has been used as analgesic and antiseptic medication among the 
inhabitants of southern parts of Iran. Carvacrol as the main component of the wild S. 
khuzistanica (≤90%) has been found to have significant antioxidant properties. In this 
study, the shoot cultures of Satureja khuzestanica in LS medium were affected by 
different concentrations of FOS and MEV (0, 10, 25, 50, 75 and 100µM) for 21 days. 
Then the Carvacrol content in different treatments was assayed by HPLC method. The 
level of 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) gene expression in 
concentrations above and the optimal concentration (75 µM) in durations of 0 to 100 
hours was monitored by Semi-quantitative RT-PCR method. Our results showed that 
some concentrations of inhibitors can have an influence on DXR expression and 
carvacrol contents. The changes observed in carvacrol can be considered as a result of 
different levels of DXR expression. 

Key words: Carvacrol, 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR), 
Satureja khuzestanica, Semi-quantitative RT-PCR 


