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Abstract 

Objective 

 Sulforaphane with several pharmaceutical effects is an isothiocyanate which 

derived of glucosinolate glucoraphanin under myrosinase hydrolysis activity. This 

glucosinolate is found in huge scale in Lepidium draba plant from the 

brassicaceae family. 
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Materials and Methods: In this research, sulforaphane production and the gene 

expression level of CYP79F1 (one of the critical enzyme in glucoraphanin 

biosynthesis pathway) and myrosinase were investigated in Lepidium draba 

seedlings under treatment with different concentrations of ZnO (0, as a control, 

25, 100, 500 and 1000 mg/L). 

 

Results 

 The results showed that sulforaphane content in treated seedling significantly 

increased in comparison with the control in the presence doses more than 100 

mg/L ZnO. Based on the results, gene expression level of CYP79F1 decreased by 

the increase of ZnO concentration in media, and the increment was significant at 

the 5% level in the presence of the highest dose in compared to the control. In 

contrast, the myrosinase   gene expression level evaluated by increasing ZnO 

concentrations in media and the increment was significantly at the doses more 

than 500 mg/L ZnO concentration.  

 

Conclusions 

According to the results, it seems that evaluating of the sulforaphane production 

level in the treated seedlings is more attributed to the increased gene expression 

level of myrosinase which resulted in the enhanced enzyme production.       
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تیمار شده های در گیاهچهو میروزیناز  CYP79F1 هایژنبیان  و رافانوسولف محتوای

 رویهای مختلف اکسید با غلظتازمک 
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 چکیده

کاه       باشاد   مای   هیدرولیز آنزیمی میروزینااز  یک ایزوتیوسیانات مشتق شده از گلوکوزینولات گلوکورافانین تحت  سولفورافان :هدف

      شود.                  براسیکاسه یافت می خانواده                                          این گلوکوزینولات به فراونی در گیاه ازمک از  اثرات درمانی متعددی دارد.

 وهای کلیدی در بیوسنتز گلوکورافاانین   آنزیم)یکی از  CYP79F1    ژن     بیان    ،                       تحقیق، تولید سولفورافان    این   ر  د  ها:مواد و روش

     1000   و     200    ، ،    100    ، ،   52                            مختلف )صافر )باه عناوان شااهد ،     ی هاغلظتتیمار شده با  ازمکهای میروزیناز در گیاهچه بیان ژن

mg/L     بررسی شد.           اکسید روی 

    هاای          )در غلظت                         داری نسبت به شاهد افزایش           بصورت معنی های تیمار شدهچهگیاهرافان ومحتوای سولف اد کهنتایج نشان د نتایج:

باه  در محای    اکساید روی باا افازایش غلظات     CYP79F1بر اساس نتایج حاصله، بیان ژن   .          یافته است    mg/L     100         بالاتر از 
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. باشاد دار میدرصد نسبت به نمونه شاهد معنی 2ر سطح د ،این کاهش در حضور بالاترین غلظت و نشان دادخطی کاهش  صورت

و ایان افازایش در    نشان داددر محی  به صورت گرادیان افزایش  اکسید رویدر مقابل، بیان ژن آنزیم میروزیناز با افزایش غلظت 

 .بوددار نسبت به نمونه شاهد معنی mg/L 200             های بالاتر از     غلظتحضور 

       افزایش                بیشتر به دلیل   ،         تحت تیمار    های                                  افزایش تولید سولفورافان در گیاهچه   که  رسدبنظر می     چنین    ،     نتایج         بر اساس  گیری:نتیجه

  .        بوده است                آنزیم میروزیناز        بیشتر                       بیان و در نتیجه تولید

  .          سولفورافان            میروزیناز،         بیان ژن،    ،   روی       اکسید   :           کلمات کلیدی

 

 مقدمه

عمیق و متعلق به خانواده براسیکاسه است که  شهیرا سیستم ب چندسالهعلف هرز    یکLepidium drabaگیاه ازمک )

و و همچنین جنوب شرق اروپا است از جمله ایران  بومی جنوب غرب آسیا این گیاه . شودیمتوس  بذر و قطعات ریشه تکثیر 

این گیاه منبعی غنی از گلوکوزینولات گلوکورافانین   .Jacobs 2007) دهدیمیی با بافت سنگین و حاصلخیز را ترجیح هاخاک

است  capparalesکه متعلق به راسته  ترکیبات گوگرد و نیتروژن داری هستند هاگلوکوزینولات . Powell et al. 2005)است 

و در  Brassicaceae ،Capparidaceaeخانواده دولپه از جمله  12ی زایشی و رویشی خانواده براسیکا و هابافتو در 

 نوع گلوکوزینولات 150تعداد بیش از  . Yan & Chen 2007) وجود دارند Euphorbiaceaeی دیگری همچون هاخانواده

 گزارش شده است که و شوندتلف مشتق میکه از اسیدهای آمینه مخ  Fahey et al. 2001)است  کنون گزارش شدهمختلف تا

 Brader et al. 2006; Hopkins)شود های میها در برابر تنشمقاومت آن موجب افزایشدر گیاهان  ترکیباتاین  وجود

et al. 2009; Hirayama and Shinozaki, 2010 . 

فت گیاهی در نتیجه زخم، حشرات و یا حمله باو آسیب  شوندمیذخیره های تولید کننده سلولواکوئل  ها دراین متابولیت

ها به وسیله این هیدرولیز این متابولیت دهد.قرار می  EC 3.2.3.1میروزیناز ) بنامگلوکوزیداز یک تیو در معرض، آنها را هاپاتوژن

و بر حسب شرای   آگلیکون به صورت خودبخودی. شودیمآگلیکون ناپایدار بنام سولفات و یک ترکیب حدواس   ،آنزیم، گلوکز

 .Andreasson et al)  نمایدتولید میسیانات تیونیتریل و تیونیتریل، اپی ایزوتیوسیانات، مختلفی از قبیلمحصولات  یمحیط

2001 ; Rask et al. 2000  .  

از اسید آمینه  است کهآلیفاتیک  هایگلوکوزینولات از گروه  گلوکورافانین)متیل سولفینیل بوتیل گلوکوزینولات -4

های کوتاه زنجیره آلیفاتیک مثل گلوکورافانین که تنها از دو متیونین در مسیر بیوسنتز گلوکوزینولات .شودمشتق میمتیونین 

این  . Mikkelsen et al. 2002نقش کلیدی دارد )  P450 از خانواده سیتوکروم CYP79F1 شود آنزیم مشتق می

متیل سولفونیل -4-ایزوتیوسیانات-1ایزوتیوسیاناتی بنام سولفورافان ) تولید آنزیم میروزیناز توس  هیدرولیز پس از گلوکوزینولات

http://reference.findtarget.com/search/Brassicaceae/
http://reference.findtarget.com/search/Capparidaceae/
http://reference.findtarget.com/search/Euphorbiaceae/
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 Fahey)ها باکتری ضد از قبیل خواص یهای درمانی متفاوتویژگیسولفورافان .  Traka and Mithen, 2009) کندمیبوتان  

et al. 2002  آنتی اکسیدانی) وYeh and Yen, 2009; Gao et al. 2001دهد. این ایزوتیوسیانات به   از خود نشان می

قف چرخه سلولی و آپوپتوز توجه محققین دلیل توانایی تنظیم همزمان اهداف سلولی چندگانه درگیر در پیشرفت سرطان از جمله تو

های مختلف امروزه سولفورافان به دلیل خواص پیشگیری و درمانی بر روی سرطان .  Han & Row 2011را جلب کرده است )

 . مطالعات انجام شده نشان داده است Radonic et al. 2011; Liang & Yuan, 2012بسیار مورد توجه قرار گرفته است )

باشد ساز سولفورافان  میکه گیاه ازمک به دلیل داشتن دو گلوکوزینولات عمده، منبع مناسبی جهت استخراج گلوکورافانین )پیش

(Powell et al. 2005  روزه  7تا  3های . مطالعات اخیر نشان داده است که بیشترین محتوای این ایزوتیوسیانات در گیاهچه

  . Mohammadi et al., 2104شود )ازمک مشاهده می

تحقیقات زیادی است.  ههای ثانویها برای افزایش تولید متابولیتترین روشاستفاده از الیسیتورها یکی از مهمبطور کلی 

های که به وسیله گیرنده کنندالیسیتورها سیگنالی تولید می شدهثابتبر روی مکانیسم عمل الیسیتورها صورت گرفته است و 

های درگیر در بیوسنتز کنند که بیان ژنموجود در سطح غشاء پلاسمایی دریافت شده و یک سیگنال هدایت شبکه ایجاد می

کنند کنند، تنظیم میهای ثانویه هدف را کاتالیز میهای کلیدی که بیوسنتز متابولیتهای ثانویه گیاهی و به علاوه آنزیممتابولیت

(Radman et al. 2003Namdeo 2007;   . ،تاکنون تاثیر الیسیتورهای مختلف از قبیل متیل جاسمونات و سالیسیلیک اسید

  بر تولید سولفورافان در گیاه ازمک مورد Rezaee et al. 2018و گلوکز )  Mohammadi et al. 2014)یون مس و روی 

آنالیز قرار گرفته است. علاوه بر این، مطالعات انجام شده نشان داده است که این گیاه توانایی تجمع، فلزات سنگین از قبیل مس و 

مطالعات انجام شده توس  محمدی و همکاران بر روی گیاه ازمک نشان .   Chehregani et al. 2007)روی را از محی  دارد 

 .Mohammadi et al) و مس بطور مثبت تحت تاثیر قرار گرفته استداد که محتوای سولفورافان این گیاه در حضور یون روی 

  و حتی نانوذرات اکسید مس و اکسید آهن Aminizadeh et al. 2014ست که آهن ) . همچنین نشان داده شده ا2014

(Aminizadeh et al. 2016 بر محتوای سولفورافان در این گیاه تاثیر مثبت دارند. در مجموع این مطالعات پیشنهاد داند که  

ها و ROSتنش اکسیداتیو حاصل از تولید  تواند به دلیل جذب یون مربوطه،افزایش محتوی سولفورافان تحت شرای  تیمار می

 فعال شدن مسیر سیگنالینگ باشد.

با توجه به اینکه اکسید روی و همچنین نانوذرات آن در صنایع مختلف از قبیل آرایشی و بهداشتی و دارویی، لاستیک سازی،        

  که این مساله در نهایت منجر به رها شدن Ji and Ye, 2008کاشی و سرامیک، رنگ سازی و غیره کاربردهای فراوانی داشته )

 Chehregani etباشد )شوند و با نظر به اینکه گیاه ازمک تجمع کننده فلزات سنگین از قبیل روی میها در محی  زیست میآن

al. 2007ان در گیاه ازمک نشان داده شد )  و اثرات مثبت یون روی بر تولید سولفورافMohammadi et al. 2014 ، در این 

 هایژنبیان بر  آنمورد بررسی قرار گرفت. علاوه بر این تاثیر تولید سولفورافان بر  های مختلف اکسید رویتاثیر غلظتمطالعه، 

  .گرفتهای هفت روزه ازمک مورد آنالیز قرار میروزیناز در گیاهچهو  CYP79F1 شامل یزوتیوسیاناتادخیل در تولید این 
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 هامواد و روش

با دقیقه  12ابتدا بذرها  درآوری گردیدند. گیاهان رشد یافته در اطراف کرمان در اواخر بهار جمعبذرهای در این تحقیق 

  قرار درصد 70در معرض الکل ) ثانیه 42بمدت  آب مقطر استریل آبکشی بارتبه چهار مپس از  ودرصد   2/5)هیپوکلریت سدیم 

  با MS (Murashige & Skook 1962در محی  کشت  مترینه سانتی هایپتری دیشدر پس از آبکشی  بذرها .داده شدند

pH  تیمار شده بودند قرار گرفتند. ید رویاکس های مختلفغلظتبا  و ندجامد شده بود درصد  0 /8) استفاده از اگار که با 7برابر 

ها پتری دیش. بود گرم بر لیترمیلی 1000و  200، 100،  52صفر )به عنوان شاهد ، شامل غلظت اکسید روی  های مختلفغلظت

از  ه پسدر ادامدرصد قرار گرفتند.  22±2رطوبت نسبی  با گراد ودرجه سانتی 58±5دمای انکوباتور در تاریکی مطلق در ابتدا در 

درصد و  60-62رطوبت نسبی با ساعت روشنایی و  16ساعت تاریکی و  8با دوره نوری ها به ژرمیناتور گذشت دو روز پتری دیش

 ،)با آب مقطر استریل  شوبعد از شسته پس از گذشت پنج روز  هشد آوریجمعگراد منتقل شدند. گیاهچه درجه سانتی 52±5دمای 

تا  جهت انجماد سریع در داخل ازت مایع قرار گرفتند وبا قرار گرفتن در داخل فویل آلومینیوم استریل، و  جداآنها های هوایی اندام

 گراد منتقل شدند.درجه سانتی -80فریزر  زمان استفاده به

با کمی   5006و همکاران ) Liang   های تیمار شده طبق روشگیاهچه در رافانوسولف غلظتتعیین  گیری وعصاره

ساییده       کاملا  سرد درون هاوناندام هوایی گرم از  2/0مقدار  ،گیریعصاره بمنظور.  Liang et al. 2006) انجام شدات تغییر

سپس . انکوبه شد ºC 5±45 به مدت دو ساعت در دمایاضافه گردید و  آنبه  2برابر   pHبالیتر آب یک میلی در ادامه مقدارشد. 

ml 2   در دمای مخلوط حاصلهیخ سونیکیت گردید. در مجاورت دقیقه  4بمدت و اضافه  آناستونیتریل به ºC 4 دقیقه  50مدت ب

 ستون در دمای آزمایشگاه بهداده شد و  عبور µm 5/0  فیلتر ازمحلول رویی سپس  و دور در دقیقه سانتریفیوژ 9000با سرعت 

(C18    متصل به دستگاهHPLC (1100 Series  شرکتAgilent   یک حلال دو سولفورافان از  تفکیکبرای . دگردیتزریق

و   Sigma-Aldrich) آناستاندارد  ازسولفورافان شناسایی  جهت .شداستفاده  درصد 62ل استونیتریو  درصد 32آب فازی شامل 

 . شد استفاده نانومتر ستون 524طول موج در  گیری جذب آناندازه

از  پسسنتز و  cDNAکتابخانه  ها،از گیاهچه کل RNAاستخراج پس از  ،مذکور هاژننیمه کمی بیان  بررسی بمنظور

 .Nasiri-Bezenjani et al) ندمورد آنالیز قرار گرفتبا بیان ژن کنترل داخلی  کردن پس از نرمال آنهابیان  میزان، تکثیر

2014; Rezaee et al. 2013 . 

به طور نیتروژن مایع  ها در حضورام هوایی گیاهچهاند گرم از ا مقدار یکابتد ،هاکل از گیاهچه RNAاستخراج بمنظور 

پس  .منتقل شد لیتری میلی RNase (2/1فاقد  وبیکروتیمبه  بدست آمده. پودر بدست آیدرنگی ساییده شد تا پودر سفید  کامل

ی یخ نگهداری دقیقه بر رو 60مدت  به و شدورتکس میکروتیوب پودر، به  RNX-plusلیتر از محلول یک میلیاز اضافه نمودن 

سانتریفوژ به . در ادامه عمل بشدت تکان داده شد وبیکروتیم و اضافهحاصله سوسپانسیون میکرولیتر کلروفرم به  500سپس . شد
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هم حجم منتقل و  دیجد وبیکروتیمبه فاز رویی  انجام شد و گراددرجه سانتی 4در دمای بر دقیقه  15000و با دور دقیقه  12مدت 

شد  انجام مذکورشد. بار دیگر، سانتریفیوژ با شرای   انکوبه روی یخدقیقه  50به مدت سپس و  گردیداضافه  به آن نولآن ایزوپروپا

بر  7200با دور  هاو میکروتیوب گردیداضافه   لیترمیلی یکدرصد ) 70اتانول  بدست آمدهرسوب به محلول رویی، حذف پس از و 

مانده شد بمنظور تبخیر باقیمحلول رویی خارج  در ادامه، .ندوژ شدیفیسانتر دقیقه 8مدت  به گراددرجه سانتی 4در دمای  دقیقه،

 1DEPC  (1/0) میکرولیتر آب 03مقدار  ،بدست آمدهرسوب در انتها به . داشته شددرب میکروتیوب باز نگه ،الکل از رسوب

 هانمونه در انتها، و  ناژنیس RNA ،RNX-Plus جاستخرا تیکمطابق دستورالعمل پیشنهادی شرکت سازنده ) شد اضافه  درصد

  شدند. منتقلگراد درجه سانتی -50به فریزر  تا زمان استفاده

-شده از دو روش اندازهاستخراج  RNAکمیت )میزان غلظت    و پروتئینبه  RNAکیفیت )نسبت میزان جهت تعیین 

با استفاده از دستگاه  nm560  موججذب در طول ری گیو اندازه یک درصدبر روی ژل آگارز  RNAالکتروفورز گیری 

 اسپکتروفتومتری انجام شد. 

ن منظور در ه ایشده، استفاده شد. ب تخلیص RNAژنومی از  DNAبمنظور حذف   DNase I (Fermentasاز کیت 

ر از بافر آن اضافه و یک میکرولیت DNaseآنزیم  از استخراج شده، یک میکرولیتر  RNAمیکروگرم 4 مقدار یک میکروتیوب

 30به مدت درجه سانتی گراد  37میکرولیتر رسانده شد و در دمای  10به حجم نهایی زده  DEPCآب  با استفاده از گردید و

مولار به میکروتیوب اضافه و به میلی EDTA 52 از ، یک میکرولیتر DNase آنزیم نمودن فعال. به منظور غیردقیقه انکوبه شد

منتقل  -50به فریزر ها نمونه ها،آزمایش ادامه. جهت انکوبه شدگراد درجه سانتی 62در حمام آب گرم با دمای دقیقه  10مدت 

 شدند.

میکرولیتر  2/0و   dTپرایمر الیگو یک میکرولیتر کل به  RNAاز یک میکروگرم مقدار  ،cDNAسنتز کتابخانه  منظورب

. دقیقه انکوبه شدند 10بمدت گراد درجه سانتی 62ها در دمای یکروتیوبم سپس .شداضافه   5RNase(U/µL40از مهار کننده 

میکرولیتر از  1 ها،dNTPمیکرولیتر  X 10  RT3 ،8/0میکرولیتر بافر ) 2/5 مقدار ها به روی یخ منتقل ومیکروتیوب در ادامه

و در نهایت آب دیونیزه    RNaseمیکرولیتر مهار کننده RT(  U/µL; MMuLV500 ، 2/0آنزیم رونوشت بردار معکوس )

به ، هاتیوبمخلوط نمودن محتویات میکروپس از  .شدها اضافه میکرولیتر به تیوب 52تا حجم نهایی     RNase)فاقد استریل 

ها در تیوبمیکرو، RTبه منظور حذف اثر  ،واکنش ادامه. در گراد قرار گرفتنددرجه سانتی 45در حمام آب گرم مدت یک ساعت 

  .دقیقه انکوبه شدند 10به مدت گراد درجه سانتی 70 دمای

 NCBIاز  GenBankدر وب سایت  شدهثبتبه ژن میروزیناز بر اساس توالی مربوط  پرایمرهایتوالی 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/   از گیاهArmoracia rusticana با شماره دسترسی AY822710.1  

                                                 
1Diethylpyrocarbonate 
2RNase Inhibitor 
3Reverse Transcriptase  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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از گیاه ازمک با شماره  GenBankدر وب سایت  شدهثبتبر اساس توالی  CYP79F1به ژن مربوط  پرایمرهایو توالی 

در  آناز روی توالی ژن داخلی  کنترلبه عنوان  GAPDHژن همچنین توالی آغازگرهای مربوط به و  KT626603 دسترسی

ساخته   MWGطراحی و توس  شرکت Gene Runnerبا استفاده از نرم افزار   1)جدول  Armoracia rusticanaگیاه 

در دستگاه  5جدول  مطابقاختصاصی  پرایمرهایپلیمراز و در حضور  Taqبا استفاده از آنزیم های ژناین . واکنش تکثیر ندشد

 محصولاتالکتروفورز  ،ادامهدر انجام شد.  3در جدول نشان داده شده  پروفایل حرارتی بر اساسو Eppendorf ترموسایکلر 

 در زیر نور آمیزی و رنگاز اتیدیوم بروماید ژل با استفاده پس سو انجام شد  یک درصدروی ژل آگارز   تکثیر بر واکنش حاصل از

UV  در دستگاه Gel documentation .مشاهده شدند 

)حاصل از مقایسه شدت باند تکثیر شده  اکسید رویختلف های مدر غلظتهای مذکور نیمه کمی بیان ژن بررسی بمنظور

 از، GAPDHبیان ژن نسبت به ، یک درصدمربوط به هر نمونه بر روی ژل آگارز  PCRاز محصول از بارگذاری پنج میکرولیتر  

 . گردیداستفاده  TotalLap TL120نرم افزار 

 

 و میروزیناز CYP79F1(، GAPDHکنترل داخلی )مربوط به  توالی آغازگرها .1 جدول

Table 1. Primers sequences related to the internal control (GAPDH), CYP79F1 and 

Myrosinase 

G

C 

(%) 

Tm (C˚) 
 توالی آغازگرها

Primers sequence  

 آغازگر نام 

Primer name  

45.

4 
60.3 

5´- AAGAAAGCTGGTATGATCCCTC -

3´ 
F-GAPDH 

50 58.4 5´-TACCTTAACCGCAGTGCATC-3´ R-GAPDH 

45.

83 
63.5 

5´- CACTCTATGTATAAACGGTCCGAG 

-3´ 
F-CYP79F1 

45 56.4 5´- TTCCGCCTTTCCTAATCTTC -3´ R-CYP79F1 

57.

14 
66.3 

5ˊ- AGA TGC ACC CGG TCG ATG TTC -

3ˊ 
F- Myrosinase 

45.

45 
60.3 

5ˊ- ACC ATT TGC CAG ATG CTT TGA 

G - 3ˊ 
R- Myrosinase 
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 PCRمقدار مواد مورد استفاده در واکنش  نوع و  .2 لجدو

Table 2. Kind and amount of used materials in PCR reaction  

 میکرولیتر 25 در حجم محلول پایه

Volume of solution stock in 25 

µL 

 

 غلظت محلول پایه

Concentration of solution 

stock 

 پایه محلول

Solution stock 

2.5 X 10 PCR Buffer 

1.5 50 mM 2lCMg 

0.6 mM 10 mixdNTP 

0.6 10 pmol/µl Forward Primer 

0.6 10 pmol/µl Reverse Primer 

2 ng/µl 40 Template 

0.5 1 Unit/ µl DNATaq 

Polymerase 

16.7 - Water (ddw) 

 

 PCRپروفایل حرارتی واکنش  .3 جدول

Table 3. Thermal profile of PCR reaction  

 PCRمراحل 

PCR protocol 

 (گراددرجه سانتیدما )

Temperature (ºC) 

 زمان )دقیقه(

Time (Minute) 

 سیکل

Cycle 

 واسرشت سازی اولیه

Initial denaturation 

95 5 1 

 واسرشت سازی هر چرخه

Denaturation of cycle 

95 1  

30 

 Annealing 55 0.5 اتصال آغازگر

 Extension 72 1  بس 

 Final extension 72 10 1  بس  نهایی

 

با استفاده از  نتایج بدست آمدهمیانگین                                                                 آزمایشات با سه تکرار مستقل در قالب طرح کاملا  تصادفی انجام شدند. تمام

قرار  واریانس یک عاملی درصد مورد تجزیه واریانس 2 داریمعنیتوس  آزمون دانکن با در نظر گرفتن سطح و  SAS افزارنرم

 .گرفتند
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 نتایج

 سولفورافان محتوایتعیین 

داری نمونه در ستون، از استاندارد های تیمار شده و تعیین زمان نگهجهت تعیین غلظت سولفورافان در گیاهچه 

سبت تیمار شده ن یهااهچهیگ این ایزوتیوسیانات در یمحتوا، استمشاهده قابل  1سولفورافان استفاده شد. همانطور که در شکل 

  .باشد گرم بر لیتر که مشابه نمونه شاهد میمیلی 52)بجزء غلظت  یافته استافزایش نشان  داریبطور معنیبه شاهد 

 

 

های مختلف اکسید روی. حروف های ازمک تیمار شده با غلظتسولفورافان در گیاهچه محتوای .1شکل 

 باشند.درصد می 5دار بودن در سطح متفاوت بالای نمودارها نشان دهنده معنی

Figure 1. Solforaphane content in treated Lepidium draba seedlings with different 

concentrations of ZnO. Signs with different letters indicate significant differences at p≤ 

0.05. 

 

            و میروزیناز CYP79F1    های              آنالیز بیان ژن

 cDNA  ز      و سنتکل   RNA        استخراج 

ژل  ریبوزومی بر روی  RNAمربوط به S18و  S58توان از مشاهده باندهای استخراج شده را می RNAکیفیت مناسب 

  و RT، با استفاده از آنزیم رونوشت بردار معکوس )هاژناین  بررسی بیان . به منظور 5)شکل  مشاهده نمودآگارز یک درصد 
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 شد. سنتز cDNA، کتابخانه استخراج شده RNAاز روی  Oligo dTپرایمرهای 

 

 

 تیمار در های ازمکشده از گیاهچههای استخراجRNAژل آگارز یک درصد مربوط به  ای ازنمونه .2شکل 

 .های مختلف اکسید رویبا غلظت شده

Figure 2. Sample of 1% agarose gel related to the RNA extracted of Lepidium draba 

seedlings with different concentrations of ZnO.  

 

 CYP79F1    ژن بیان 

و آنزیم  cDNAدر حضور پرایمرهای اختصاصی و با استفاده از  کتابخانه  CYP79F1و  GAPDH هایتکثیر ژن

Taq  قابل مشاهده است طول قطعه تکثیر شده مربوط به ژن 3پلیمراز انجام شد. همانطور که در شکل CYP79F1  ،bp 180 

 به دست آمد. 

-نشان داده شده است. همان 4در شکل  CYP79F1بر بیان ژن  اکسید رویهای مختلف نتایج مربوط به تأثیر غلظت

یابد و تنها در حضور بطور گرادیان کاهش میبیان این ژن نسبت به نمونه شاهد  میزان شود،میمشاهده طور که در شکل 

  .باشددار میدر سطح پنج درصد معنینسبت به نمونه شاهد  بیان ، میزان کاهش اکسید رویبالاترین غلظت 
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در حضور  GAPDH  (B)و تکثیر ژن CYP79F1  (A)ای از ژل آگارز مربوط به تکثیر ژن نمونه .3 شکل

 .اکسید روی های مختلفغلظت

Figure 3. Sample of agarose gel related to the amplified CYP79F1 gene (A) and amplified 

GAPDH (B) gene in the presence of different concentrations of ZnO. 
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 .اکسید رویهای مختلف های تیمار شده ازمک با غلظتگیاهچهدر  CYP79F1مقایسه بیان ژن  .4 شکل

 داری در سطح پنج درصد است.دهنده معنیحروف متفاوت بالای نمودار نشان

Figure 4. Comparison of CYP79F1 gene expression in treated Lepidium draba seedlings 

with different concentrations of ZnO. Signs with different letters indicate significant 

differences at p≤ 0.05. 

 

 میروزیناز        بیان ژن

ی هاغلظتتأثیر .  2)شکل  به دست آمد bp 850در ژل یک درصد،  میروزینازطول قطعه تکثیر شده مربوط به ژن 

در تیمار  شودیممشاهده که در شکل  طورهماننشان داده شده است.  6بر میزان بیان این ژن در شکل  اکسید رویمختلف 

گرم بر لیتر میلی 200های بیش از افزایش یافته است که در غلظت ژن نیا انیب اکسید رویهای مختلف ها با غلظتگیاهچه

 باشد.می mg/L 1000 میزان بیان ژن میروزیناز مربوط به غلظت نییشتربدار است. بت به نمونه شاهد معنینس
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در حضور  GAPDH  (B)و تکثیر ژن (A) ای از ژل آگارز مربوط به تکثیر ژن میروزینازنمونه .5 شکل

 . اکسید رویهای مختلف غلظت

Figure 5. Sample of agarose gel related to the amplified myrosinase gene (A) and 

amplified GAPDH (B) gene in the presence of different concentrations of ZnO. 
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حروف  .اکسید رویهای مختلف با غلظت های تیمار شده ازمکزیناز گیاهچهمقایسه بیان ژن میرو .6 شکل

 در سطح پنج درصد است.داری دهنده معنیمتفاوت بالای نمودار نشان

Figure 6. Comparison of myrosinase gene expression in treated Lepidium draba seedlings 

with different concentrations of ZnO. Signs with different letters indicate significant 

differences at p≤ 0.05. 

 

 بحث 

 این مشاهدات با .ه استیافتافزایش  اکسید رویبا تیمار رافان در وسولفمحتوای  شد،همانطور که در نتایج نشان داده 

نتایج مطالعات انجام شده توس  محمدی و همکاران بر روی این گیاه مطابقت دارد. آنها نشان دادند که محتوای سولفورافان این 

اکسید روی بر  تاثیربه منظور بررسی در این مطالعه،  . Mohammadi et al. 2014) یابدگیاه در حضور یون روی افزایش می

 Chen) باشدهای آلیفاتیک میهای کلیدی در بیوسنتز گلوکوزینولاتکه یکی از آنزیم CYP79F1تولید سولفورافان، بیان ژن 

et al. 2003  باشد ها میها و تولید ایزوتیوسیاناتاختصاصی هیدرولیز گلوکوزینولات و بیان ژن میروزیناز که آنزیم(Rask et 

al. 2000  بیان ژن همانطور که در نتایج نشان داده شده است،. مورد آنالیز قرار گرفتندهای تیمار شده در گیاهچه CYP79F1 

با نمونه شاهد ندارد و تنها در بالاترین غلظت مورد  داریتفاوت معنی گرم بر لیترمیلی 200تا غلظت  اکسید رویدر تیمار با 

و همکاران نشان داد  Liمطالعات انجام شده توس    .4)شکل  دار آن مشاهده گردیدمعنیکاهش گرم بر لیتر  میلی 1000استفاده )

ندارد.  آنها نشان دادند وجود  CYP79F1داری بین تولید سولفورافان و بیان ژن ارتباط معنی  broccoli floretsکه در گیاه 

یابد، میزان کاهش محتوای سولفارافان کمتر از درصد کاهش می 90های رسیده بیش از در جوانه CYP79F1در حالیکه بیان ژن 

همخوانی ندارد.   5018و همکاران در سال  Rezaeeهای این نتایج با یافته  . در هر صورت،Li et al. 20019درصد بود ) 20
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 .Rezaee et al) کردند که افزایش تولید سولفورافان در این گیاه تحت تیمار با گلوکز با بیان این ژن هماهنگ است آنها گزارش

های مختلف در گیاه آرابیدوپسیس نشان داد که و همکاران بر روی اثر اکسین در غلظت Mikkelsenهمچنین مطالعات .  2018

 .Mikkelsen et al) وجود دارد CYP79F1لیفاتیک کوتاه زنجیره با بیان ژن های آرابطه مسقیمی بین تولید گلوکوزینولات

 بیان ژن، در مقابلتواند به دلیل، تفاوت در نوع الیسیتور، نوع گیاه مورد مطالعه و زمان اعمال تیمار باشد. ها میاین تفاوت . 2003

و همکاران که نشان دادند  Rezaeeنتایج گزارش شده توس  این مشاهده با افزایش نشان داد.  اکسید رویدر تیمار با  میروزیناز

 .Rezaee et al) افزایش تولید سولفورافان در گیاه ازمک تحت تیمار با گلوکز با بیان ژن میروزیناز همخوانی دارد مطابقت دارد

 8غلظت ) اه در حضور یون روینشان دادند که فعالیت آنزیم میروزیناز در این گینیز محمدی و همکاران  علاوه بر این،.  2018

ها )از جمله گلوکورافانین  پس ثابت شده است که گلوکوزینولات . Mohammadi et al. 2016) یابدمیمیکرومولار  افزایش 

رسد افزایش محتوای سولفورافان در مقابل کاهش بیان  ، لذا بنظر میRask et al. 2000کنند )از سنتز در واکوئل تجمع  می

به این دلیل است که تجمع گلوکورافانین در طی چند روز صورت گرفته و افزایش بیان آنزیم میروزیناز و در  CYP79F1ژن 

دلیلی بر کاهش بیان آن در طول  هفتمنتیجه افزایش مقدار آن سبب تولید بیشتر آن شده است. لذا کاهش بیان این ژن در روز 

حاوی یون روی  Sinapis alba گیاه ست که آنزیم میروزیناز استخراج شده ازشده ا ثابتاز طرف دیگر،  باشد.مدت تیمار نمی

های فلزی در ساختار میروزیناز سایر یا دیگر یون این یونکه  رداحتمال دابنابراین   Burmeister et al. 1997) باشدمی

و همکاران گزارش  Liang. کندایفا میها وجود داشته و نقش مهمی را در تجزیه گلوکوزینولاتبراسیکاسه نیز اعضای خانواده 

لیت آنزیم میروزیناز اثر تحریکی دارد شود و همچنین بر فعاکردند که یون روی در گیاه بروکلی باعث افزایش تولید سولفارافان می

(Liang et al. 2006 .  ،از طرف دیگرPrakash روی را بر فعالیت آنزیم میروزیناز جداسازی شده  و همکاران تاثیر منفی یون

و همکاران را به تفاوت غلظت یون و همچنین زمان  Liangاز گیاه بروکلی مشاهده کردند. آنها مغایرت نتایج بدست آمده با نتایج 

رسد .  بر اساس نتایج حاصله در این پژوهش چنین بنظر می Prakash et al. 2013)درمعرض قرار گرفتن آنزیم نسبت دادند 

 گیرد. روی تحت تاثیر قرار میاکسید که تولید آنزیم میروزیناز با افزایش بیان ژن کد کننده آن در حضور 

 

 گیرینتیجه

افزایش میزان به دلیل  این شرای که افزایش محتوای سولفورافان تحت  شودمی استنباطچنین بر اساس نتایج حاصله،  

 .باشدمرتب  میبیشتر این آنزیم  فعالیتتولید و و در نتیجه بیان ژن میروزیناز 
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 سپاسگزاری

پژوهشگاه علوم و تکنولوژی پیشرفته و علوم محیطی، دانشگاه تحصیلات تکمیلی صنعتی و این تحقیق با حمایت مالی 

 انجام شده است. بنابراین مجری و همکاران مراتب سپاس و قدردانی خود را از 7ص//3434/92با قرارداد شماره   فناوری پیشرفته

 دارند.آن دانشگاه محترم اعلام می
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