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فسفات ردوکتوایزومراز در گیاه  -5-زایلولوز-D-اکسیید -1تولید فورسکولین و بیان ژن 

 ( تیمار شده با مسColeus forskohliiیوسف )حسن

 

Forskolin Production and Gene Expression of 1-Deoxy-D-xylulose-5-PHosphate 

Reductoisomerase in Treated Coleus forskohlii Plant with Cu 
 

 *2مدوارعلی ریاحیو 1عفت شهبازی

 

 32/32/20تاریخ پذیرش:                     22/30/22تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

است که خواص درمانی متعددی دارد. در این تحقیق، میزان تولید فورسکولین و  Coleus forskohliiفورسکولین، ماده مؤثره گیاه 

ی هاغلظتتیمار شده با  C. forskohlii( در گیاه DXRفسفات ردوکتوایزومراز ) -5-زایلولوز -D-اکسیید-1همچنین بیان ژن آنزیم 

دهنده افزایش ساعت بررسی گردید. نتایج نشان 11 مدتبهمیکرومولار( الیسیتور مس  11و  8، 4عنوان گیاه شاهد(، مختلف )صفر )به

برابر مقدار آن در نمونه شاهد  5/1ه در این تیمار، مقدار فورسکولین حدود کطوریمیکرومولار است، به 8تولید فورسکولین تا غلظت 

ی فعال هامولکولهمخوانی داشت. ثابت شده است که حضور اضافی مس باعث تولید  DXRافزایش یافت که با تغییرات سطح بیان ژن 

ی درگیر در سیستم دفاعی گیاه را فعال هاژنیان ی سیگنالینگ دیگر، بهامولکولمستقیم و یا با واسطه  طوربهشود که یماکسیژن 

تحت تیمار با این الیسیتور، افزایش  DXRشود نتیجه افزایش بیان ژن یمها، احتمال داده ترپنیدکنند. با توجه به نقش دفاعی یم

 ی را داراست.هاتنشنقش محافظتی در برابر  کهتولید فورسکولین است 
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 مقدمه

متعلق به  Coleus forskohliiگیاه حسن یوسف با نام علمی 

و در حال  استاست. این گیاه بومی هند  1خانواده نعناعیان

و  آمونحاضر کشت آن در سراسر دنیا گسترش یافته است )
 (. حسن یوسف گیاهی دائمی است که طول آن به1982 ،2مولر

و  چهارگوشرسد. ساقه این گیاه یممتر یسانت 13تا  45

ی آن اشکی شکل هابرگی آن کرکین و هاغدهمنشعب است و 

و همکاران،  0دوبیباشند )یم هابرگچهو باریک شده به سمت 

ی این گیاه معمولاً کامل و درون کاسه گل هاگل(. 1981

ی اوهقههای این گیاه یشهر(. 1942، 4بایلری) استکرکین 

طور شعاعی منشعب شده است. تمام طلایی ضخیم بوده که به

رایحه مختلف  هاغدهو  هابرگی گیاه معطر است ولی هابخش

(. این گیاه دارویی است و در 1980، 5و همکاران شاهدارند )

های مختلف مورد یماریبکشورهای مختلف برای درمان 

(. اثرات دارویی 8319، 1آگاروال و پارکسگیرد )یماستفاده قرار 

های قلب، قولنج شکمی، یماریباین گیاه شامل: درمان 

خوابی، تشنج، آسم، برونشیت، یبهای تنفسی، نظمییب

 است گلودردو  صرعی، یبوست، بیماری ارودههای نظمییب

منبعی سرشار  C. forskohlii(. گیاه 1994و همکاران،  7میسر)

ها، ینپروتئ ی،معدن موادها، یتامینواز الکالوئیدها، 

ساکاریدها است یپلها، استروئیدها، ترپنوئیدها و یدراتکربوه

ین ترمهمنوعی دیترپن و  8(. فورسکولین1982، و مولر آمون)

سزایی دارد ماده مؤثره این گیاه است که اهمیت دارویی به

 (.1988 ،2و شاه سوزاد ؛1982 ،و مولر آمون)

ت سیکلاز و در نتیجه افزایش فورسکولین با تحریک آدنیلا    

، 13سیامون( )cAMPسطح سیکلیک آدنوزین منوفسفات )

راستا با جلوگیری از ترکیب با مواد قلیایی و ( هم1984

(، فشار خون و 1987و همکاران،  11مارونآزادسازی هیستامین )

و همکاران،  دوبیدهد )یمفشار داخل مردمک چشم را کاهش 

ی هاپلاکت( و از تجمع 1984ن، و همکارا 12کاپریولی؛ 1974

                                                           
1. Lamiaceae 

2. Ammon and Muler 

3. Dubey  

4. Bailery 

5. Shah  

6. Agarwal and Parks 

7. Misr  

8. Forskolin 

9. De Souza and Shah 

10. Seamon 

11. Marone  

12. Coprioli  

(، آماس 1993و همکاران،  10وانگنماید )یمخون جلوگیری 

دهد، ترشح هورمون تیروئید و یمی خون را افزایش هارگ

و 14هایکند )یمی چربی را تحریک هاسلولتجزیه چربی در 

عنوان (. این ماده، به1986و همکاران، 15روگر؛1985همکاران، 

هایی مانند یماریبی برای درمان یک عامل درمانی قو

یاه چشم، لخته خون در سآبهای قلبی، فشار خون، نارسایی

 (.2006و همکاران،  11بوویئرعروق و آسم کاربرد دارد )

( گزارش کردند که این ماده مؤثره به 1980و همکاران ) شاه    

وجود دارد و ترکیب اصلی  C. forskohliiمقدار زیاد در گیاه 

. ثابت شده است که است( 1284و همکاران،  دوبی)ها یشهر

های کلیدی در مسیر سنتز ماده یکی از آنزیم DXRآنزیم 

 استساز فورسکولین ( پیشIPP) 17ایزوپنتیل پیروفسفات

 -1تبدیل  MEPدر مسیر  DXR(. 2008، 18کانتریل)

( به متیل اریتریول DXPفسفات )-5-زایلولوز-D-اکسیید

و  12رادیکویز( )1کند )شکل یملیز ( را کاتاMEPفسفات )

و  23انگپراسرت(. ژن کد کننده این آنزیم توسط 2000همکاران، 

یابی شد. طول یتوال C. forskohlii( از گیاه 2004همکاران )

نوکلئوتید  1437در این گیاه شامل  DXR، ژن cDNAتوالی 

اسیدآمینه را کد  412پپتیدی با یپلاست که یک زنجیره 

 نماید.یم

مصرف ضروری برای رشد گیاهان است و کممس یک عنصر    

در سوخت و ساز قند و ازت و همچنین در بیوسنتز اتیلن به 

عنوان یک هورمون رشد نقش مهمی دارد، این عنصر، کوفاکتور 

روی سوپراکسید  ها از قبیل مس/ینپروتئها و یمآنزبرخی از 

ن، آسکوربات یلاتاکسیداز، گیرنده  cدیسموتازها، سیتوکروم 

  .(2009، 21یارولا) استآمین اکسیداز یداکسیداز و 

ها و بیان یشهردر این مطالعه، میزان تولید فورسکولین در     

ها در ها و کاروتنوئیدو همچنین محتوی کلروفیلDXR ژن 

 C. forskohliiدار شده گیاه یشهری هاقلمهی مربوط به هابرگ

 سی گردید.در تیمار با الیسیتور مس برر

                                                           
13. Wong  

14. Haye  

15. Roger  

16. Bouvier  

17. Isopentenyl pirophosphate 

18. Cantrill 

19. Radykewicz  

20. Engprasert  

21. Yruela 
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( به متیل DXPفسفات ) -5-زایلولوز -D-اکسیید -1واکنش تبدیل  DXR(. IPP: مسیر بیوسنتز ایزوپنتیل پیروفسفات )1شکل 

 کندیم( را کاتالیز MEPاریتریول فسفات )
Fig. 1: Biosynthesis pathway of isopentenyl diphosphate (IPP). DXR catalyze the reaction of 1-deoxy-D-xylulose-5-

phosphate (DXP) to 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) 
 

 هاروشمواد و 

و تیمار  C. forskohliiدار شده گیاه یشهری هاساقهتولید 

 هاآن

ماهه ی یکهاسرشاخهدار شده، یشهری هاساقهمنظور تولید هب 

ر بریده و در متیسانت 13±2یوسف با طولی حدود گیاه حسن

( مایع تکمیل شده MS( )1962) 1گ و اسکوگموراشیمحیط 

گرم بر لیتر ایندول بوتیریک میلی 1گرم بر لیتر ساکارز و  23با 

مدت به هاارلن. شدندای قرار داده یشهش( در ارلن IBAاسید )

 11گراد و سیکل نوری یسانتدرجه  28±2روز در دمای  15

 هاقلمهریکی قرار گرفتند تا ساعت تا 8ساعت روشنایی و 

 دار شوند.یشهر

تهیه شده از  4CuSOدر این تحقیق، از سولفات مس )    

عنوان یک الیسیتور غیرزنده استفاده شد. به شرکت سیگما( به

 11و  8، 4عنوان شاهد(، ی صفر )بههاغلظتاین منظور، 

 هاارلنمیکرومولار نمک سولفات مس تهیه و به هر یک از 

ساعت بر روی شیکر اربیتالی با  11مدت هها به گردید. ارلناضاف

در دمای آزمایشگاه شیک شدند. سپس گیاهان  rpm 83دور

ی و پس از چندین بار شستشو با آب مقطر سترون، آورجمع

ها از هر نمونه جدا گردید. یشهرو  هابرگآبگیری شدند سپس 

ی شده در آورمعجها یشهریری میزان فورسکولین، گاندازهبرای 

شده  ی جداهابرگهوای آزاد دور از نور و گرما خشک شدند. از 

                                                           
1. Murashige and Skoog 

ها و و محتوی کلروفیل DXRیری بیان ژن گاندازهجهت 

پس از  هابرگکاروتنوئیدها استفاده شد. به این منظور 

ی در حضور نیتروژن مایع فریز و تا زمان انجام آورجمع

 ند. ی شددارنگه -83ها در دمای یشآزما

 

 یری مقدار فورسکولینگاندازهاستخراج و 

 2اسکنبرگ و خانیری مقدار فورسکولین از روش گاندازهجهت 

های یشهرگرم از یلیم 133( استفاده شد. به این منظور، 2003)

لیتر استونیتریل یلیم 1خشک شده در هاون سائیده شد سپس 

 آمده به دستبهبه پودر حاصله اضافه گردید. محلول 

ی با ماربنلیتری منتقل و در دستگاه یلیم 53ی هافالکون

دقیقه قرار گرفت، تا  23مدت گراد بهیسانت درجه 55دمای 

آزاد شود. مخلوط حاصله به مدت  هاسلولفورسکولین از داخل 

سانتریفیوژ  rpm 4333دقیقه در دمای محیط با دور  23

ی منتقل و حجم گردید. در ادامه، محلول رویی به فالکون دیگر

دست لیتر رسانده شد. محلول بهیلیم 13آن با استونیتریل به 

( صاف و به ستون µm 22/3یلتر سرسرنگی )فآمده توسط 

ZORBAXSB-C18(5 µm)  دستگاه کروماتوگرافی مایع با

تزریق شد. فاز Agilent 1100, USA( HPLC) 0یی بالاکارآ

 برابر و شدت جریان متحرک شامل استونیتریل و آب به نسبت 

                                                           
2. Schaneberg and Khan  

3. High Performance Liquid Chromatography 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schaneberg%20BT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12852560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khan%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12852560
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mL/min 1  223بود و برای شناسایی ترکیب از طول موج 

 ( استفاده گردید.Sigmaنانومتر و استاندارد فورسکولین )

 

 آنالیز مولکولی

 و تکثیر ژن   cDNAکل، سنتز  RNAاستخراج 

کههل از  RNA، اسههتخراج DXRبررسههی بیههان ژن   منظههوربههه

)شهرکت   RNX-Plus ی فریز شهده بها اسهتفاده از کیهت    هابرگ

 دساورالعمل  مطابق    و( RN7713Cیناژن، شهماره کاتهالوگ:   س

. سهپس کیفیهت خلهوص    پيشنهبدي شرکت سبزنده لنجاب  شاد  

دست آمهده بهر روی ژل آگهارز یهک درصهد بررسهی       محصول به

استخراج شهده بها اسهتفاده از آنهزیم رونوشهت       RNAگردید. از 

مر عمومی الیگو )از شرکت فرمنتاز( و پرای 1(RT) بردار معکوس

dT کتابخانه ،cDNA    2طهور خلاصهه، حهدود    سهاخته شهد. بهه 

اضافه گردیهد، سهپس    2/3های تیوپکل به RNA میکروگرم از 

 13مهدت  هها اضهافه و بهه   تیهوپ میکرولیتر پرایمر به هریک از 2

گراد قهرار داده شهدند. پهس از    یسانتدرجه  15دقیقه در دمای 

 RT ،5/2یکرولیتهر آنهزیم   هها بهر روی یهخ، یهک م    انتقال تیوپ

 dNTP ،75/3میکرولیتههر  RT (10X ،)75/3میکرولیتههر بههافر  

، و در نهایهت آب دیهونیزه سهترون    RNase inhibitorمیکرولیتر 

(RNase free تا حجم نهایی )هها اضهافه   میکرولیتر به تیوپ 25

 42دقیقهه در دمهای    83مدت به cDNAواکنش ساخت گردید.

فعال منظور غیرشد. در انتهای واکنش به گراد انجامیسانتدرجه 

درجهه   73دقیقه در دمای  13مدت ها بهپیوت، RT آنزیم شدن

منظههور حههذف گههراد قههرار داده شههدند. همچنههین بههه  یسههانت

میکرولیتهر،   )یک RNase A از آنزیم  RNAهای اضافی یآلودگ

 2رضائیگراد( استفاده شد )یسانتدرجه  07دقیقه در دمای  23

 (. 2013ان، و همکار

 cDNAو ژن توبولین با استفاده از کتابخانه  DXRتکثیر ژن     

پلیمراز در حضور پرایمرهای  Taq DNAعنوان الگو و آنزیم به

 DXRاختصاصی انجام شد. پرایمرهای اختصاصی تکثیر ژن 

ATG GCT CTT AAT CTG GAA -ʹ5 0شامل پرایمر پیشرو

3-ATC4، و پرایمر معکوسG AGC AGG TCA TAC AA-ʹ5

ACT AAG-3ʹ از ژن ،DXR  گیاهC. forskohlii  .طراحی شد 

 24ی اولیه در دمای سازواسرشتهواکنش تکثیر این ژن شامل 

سیکل تکثیر شامل  03دقیقه و  4مدت گراد بهدرجه سانتی

گراد یک یسانتدرجه  51گراد یک دقیقه، یسانتدرجه  24)

                                                           
1. Reverse transcriptase 

2. Rezaee  

3. Forward 

4. Rivers 

و بسط نهایی در دمای گراد یک دقیقه( یسانتدرجه  72دقیقه، 

 دقیقه انجام شد. 13مدت گراد بهیسانتدرجه   72

عنوان کنترل داخلی در حضور تکثیر ژن توبولین به    

 GCT TTC AAC ACC TTC-ʹ5) پرایمرهای اختصاصی پیشرو

TTC AGT G-3ʹ)  5)و معکوسʹ-CTT TCT CAG CTG 

AGA TCA CTG G-3ʹ)  با شرایطی مشابه تکثیر ژنDXR با( 

گراد بود( یسانتدرجه   57یمرها  پرااین تفاوت که دمای اتصال 

 انجام گرفت.

ی تیمهار شهده در مقایسهه بها     هانمونه DXRمیزان بیان ژن     

و از روی شهدت بانهد    RT-PCRکمی نمونه شاهد، از روش نیمه

پهس از نرمهالیز کهردن بها ژن      %1تکثیر شده بر روی ژل آگارز 

انجهام   Gene tools افهزار نرمطه، توسط توبولین تکثیر شده مربو

 (.2008و همکاران،  1پلاس؛2006، 5بادر-الشد )

 

 هاییزهرنگسنجش محتوی 

و 7تالرلیچتنی بر اساس روش فتوسنتزهای یزهرنگمحتوی 

گرم برگ  2/3خلاصه  طوربهیری شد. گاندازه( 1987همکاران )

 331/3قت یشگاهی با دآزمایق دقی ترازوتازه )فریز شده( با 

بود  %83ن ولیتر استیلیم 5ی حاوینی که چوزن و در هاون 

ی صافیده شد. سپس سوسپانسیون حاصله توسط کاغذ سائ

لیتر استن به آن یلیم 13ید و مقدار گردصاف  1واتمن شماره 

لیتر رسانده شد. میزان یلیم 15اضافه و سپس حجم محلول به 

 473و  8/141، 2/110ی هاموججذب محلول حاصله در طول 

 ,AustraliaVarianنانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر )

cary 50, )عنوان شاهد به %83ن ویری شد. از استگاندازه

، کلروفیل a ،bاستفاده گردید. جهت محاسبه مقادیر کلروفیل 

 ی زیر استفاده شد.هافرمولکل و کاروتنوئید از 
Chlorophyll a = (12.25 × OD663.2 nm – 2.79 × OD646.8 nm) 

Chlorophyll b = (21.21 × OD646.4 nm – 5.1 × OD663.2 nm) 

Total Chlorophyll = Chlorophyll a + Chlorophyll b 

 –1.8 × Chlorophyll a  – 470 nmCarotenoids = [(1000 × OD

85.02 × Chlorophyll b)/198 

 

 آنالیز آماری

 رار مستقل در قالب یک طرح کاملاًها با سه تکیشآزماتمامی 

 SAS افزارنرمبا استفاده از  هادادهتصادفی انجام شدند. میانگین 

، P ≤ 0.05توسط آزمون دانکن با در نظر گرفتن سطح اطمینان 

 مورد تجزیه واریانس یک عاملی قرار گرفت. 

 

                                                           
5. Al-Bader 

6. Place  

7. Lichenthaler  
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 .استدقیقه  10ی نمونه در ستون حدود دارنگهزمان  .مربوط به نمونه استاندارد فورسکولین HPLC: کروماتوگرام 2شکل 

Fig. 2: HPLC chromatogram of forskolin standard sample.  Retention time of sample in column is about 13 minutes. 

 

 نتایج

 دار شده یشهری هاقلمه یشهرمحتوی فورسکولین در 

و  هانهنموجهت تشخیص پیک مربوط به فورسکولین در 

 1یدارنگهیب از زمان ترتبههمچنین سنجش محتوی آن 

نمونه استاندارد در ستون و سطح زیر منحنی مربوطه استفاده 

شود پیک یممشاهده  2طور که در شکل شد. همان

دقیقه پس از تزریق به  10فورسکولین در نمونه استاندارد 

ی هانهنموبر این، پیک مربوط به ستون مشاهده گردید. علاوه

شاهد و تیمار شده نیز در همین زمان مشاهده گردید، 

که با اضافه نمودن نمونه استاندارد به نمونه شاهد طوریبه

پیک بلندتری در همین زمان مشاهده شد )نتایج نشان داده 

 نشده است(.

ی تیمار شده در هاقلمه یشهرمحتوی فورسکولین در     

ورکه در شکل قابل طنشان داده شده است. همان 0شکل 

میکرومولار،  8مشاهده است، با افزایش غلظت الیسیتور تا 

که تولید این یابد. درحالییممحتوی فورسکولین افزایش 

صورت جزئی همیکرومولار ب 4ماده در تیمار با غلظت 

درصد( افزایش یافته است، افزایش  5دار در سطح یمعن)غیر

میکرومولار مشاهده  8ت دار تولید آن در تیمار با غلظیمعن

دار تولید این ماده یمعنشود. نکته قابل توجه، کاهش می

میکرومولار در مقایسه با غلظت  11مؤثره در تیمار با غلظت 

داری با نمونه شاهد یمعنمیکرومولار مس است که تفاوت  8

 ندارد.

 

                                                           
1. Retention Time 

 DXRبیان ژن 

بهر روی   rRNAاستخراج شده با تفکیک بانهدهای   RNAکیفیت 

 درصد بررسی شد.   آگارز یک ژل

نشان داده شده است، دو باند مربوط  4طورکه در شکل همان    

 RNAدهنههده کیفیههت مناسههب نشههان 18s و  rRNA ، 28sبههه

 نخورده بودن آن است.تخلیص شده و دست

استخراج شده، با استفاده از پرایمرهای عمومی الیگو  RNAاز     

dT  و آنزیمDNA بهه  مراز وابستهیپل RNA 2  کتابخانهه ،cDNA 

ساخته شده در حضور  cDNAمربوط به هر نمونه ساخته شد. از 

 د.هن تکثیهر شدنه  هوبولیه هو ت DXRپرایمرهای اختصاصی دو ژن 

بانهدی معهادل    DXRده ههیر شهه تکثهقطع A، 5ل هابق شکهمط

bp 1437 شکهولیهوبهرای ژن تهو ب( 4ل هن ،B بانه )دی معهادل  ه

bp  733 ل مشاهده شدبر روی ژ. 

دلیل بیان بسیار پایین این ژن های متعدد، بهیشآزمابا وجود     

ها، سنجش میزان بیان آن در این اندام میسر نگردید. با یشهردر 

 هابرگتوجه به مطالعات گذشته که نشان دادند بیان این ژن در 

(، جهت بررسی سطح 2004و همکاران،  انگپراسرت) استبیشتر 

ی هها بهرگ ن با محتهوی فورسهکولین سهنتز شهده، از     بیان این ژ

نتهایج حاصهل از    دار شده استفاده شهد. یشهری هاقلمهمربوط به 

دار یشهه ری هاقلمهی مربوط به هابرگدر  DXRبررسی بیان ژن 

شده نشان داد که بیهان ایهن ژن بها رونهدی مشهابه رونهد ته ثیر        

 (. 1)شکل کند یمالیسیتور بر میزان تولید فورسکولین تغییر 

                                                           
2. RNA Dependent DNA Polymerase 
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ی مختلف الیسیتور هاغلظتساعت با  11 مدتبهتیمار شده  C. forskohliiهای گیاه یشهر: محتوی فورسکولین تولید شده در 0شکل 

 درصد است 5دار بودن در سطح یمعنبیانگر  نمودارهامس. حروف متفاوت بالای 
Fig. 3: Forskolin content in the roots of C. forskohlii plant which treated for 16 hours with different concentrations of 

copper elicitor. Signs with different letters indicate significant differences at p≤ 0.05 
. 

 
 .مسمختلف الیسیتور  یهاشده با غلظتشاهد و تیمار  C. forskohliiهای گیاه کل استخراج شده از برگ RNA ی ازانمونه :4شکل 

 RNAترتیب مربوط به به 11و  8، 4اعداد صفر،  باشند.یمبه وضوح قابل مشاهده  18sو  rRNA ،28s، دو باند مربوط به ژلدر 

 باشندمیکرومولار می 11و  8، 4های های شاهد و تیمار شده با غلظتاستخراج شده از نمونه
Fig. 4: A sample of total RNA extracted of leaves of C. forskohlii plant which treated with different concentrations of 

copper elicitor for 16 hours. In the gel, two rRNA bands; 18s and 28s are clearly revealed. Numbers of 0, 4, 8 and 16 

are shown the RNA extracted of control and treated sample with 4, 8 and 16 µM Cu elicitor respectively 

 

      
ی مختلف الیسیتور هاغلظتتیمار شده با  C. forskohliiهای گیاه از برگ DXR ((B( و A: محصول تکثیر شده ژن توبولین )5شکل 

بر روی ژل آگارز یک درصد در  bp 733 و برای ژن توبولین باندی معادل bp 1437، باندی معادل DXRقطعه تکثیر شده از ژن  .مس

 ( ظاهر گردیدWMن مولکولی )کنار باند مربوط به مارکر وز
Fig. 5: Products amplified of Tubulin (A) and DXR (B) genes of leaves of C. forskohlii plant which treated with 

different concentrations of Cu elicitor for 16 hours. The DXR and Tubulin genes show a band about 1407 bp and 700 

bp next to the molecular weight marker (WM) on 1% agarose gel respectively 
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ی مختلف الیسیتور هاغلظتساعت با  11 مدتبهتیمار شده  C. forskohliiی گیاه هابرگدر  DXRکمی ژن : مقایسه بیان نیمه1شکل 

 است درصد 5دار بودن در سطح یمعنبیانگر  نمودارهامس. حروف متفاوت بالای 
Fig. 6: Comparison of DXR gene expression level in leaves of treated C. forskohlii with different concentrations of Cu 

elicitor for 16 hours. Signs with different letters indicate significant differences at p≤ 0.05 
 

 

، با افزایش غلظت که در شکل قابل مشاهده استطورهمان

افزایش یافته  DXRمیکرومولار میزان بیان ژن  8الیسیتور تا 

 4که افزایش بیان ژن در تیمار با غلظت است. درحالی

، افزایش ستین داریمعنمیکرومولار در مقایسه با نمونه شاهد 

میکرومولار مشاهده گردید.  8آن در تیمار با غلظت  داریمعن

 11غلظت الیسیتور در محیط تا  از طرف دیگر با افزایش

 5میکرومولار میزان بیان کاهش یافته است که در سطح 

 باشد.نمی داریمعندرصد نسبت به نمونه شاهد 

 

 های فتوسنتزی و غیرفتوسنتزییزهرنگمحتوی 

ترین یشبقابل مشاهده است،  1طورکه در جدول همان

دار یشهری هاساقهی مربوط به هابرگها در یلکلروفمحتوی 

شود که نسبت به یممیکرومولار مشاهده  4 غلظتشده با 

داری افزایش یافته است. ولی با افزایش یمعن طوربهشاهد 

یابد. یمغلظت الیسیتور در محیط محتوی آن کاهش 

داری بین نمونه شاهد و تیمار شده با یمعنکه تفاوت طوریهب

مشاهده نشد، با افزایش غلظت الیسیتور  میکرومولار 8غلطت 

ها )به جز یلکلروفداری محتوی یمعندر محیط کاهش 

( در مقایسه با نمونه شاهد مشاهده گردید. نکته bکلروفیل 

، روندی هابرگیدها در کاروتنوئکه، محتوی توجه این جالب

-دهند، بهیمها در این اندام را نشان یلکلروفمشابه محتوی 

 4ترین مقدار این ترکیبات در تیمار با غلظت یشب کهطوری

شود، و با افزایش غلظت الیسیتور در یممیکرومولار مشاهده 

محیط، مقدار آن کاهش یافته و در بالاترین غلظت مورد 

ها قابل توجه است )جدول استفاده کاهش محتوی کاروتنوئید

1.) 
 

 گیرییجهنتبحث و 

در  C. forskohliiه گیاه مؤثر در این تحقیق، تولید ماده

ی یک ماهه این گیاه تحت تیمار با الیسیتور هاقلمههای یشهر

فلزی مس بررسی گردید. فورسکولین نوعی دیترپن است 

ها ساخته یشهر( که  بیشتر در 2003و همکاران،  1لاول)

و  2شانشود. این ترکیب اهمیت دفاعی برای گیاه دارد )یم

بیوسنتزی متیل اریتریتول فسفات  ( و از مسیر2008همکاران، 

(MEP سنتز )گردد که آنزیم یمDXR  های یمآنزیکی از

. شایان ذکر است که فیتول استکلیدی در این مسیر 

ها و کاروتنوئیدها  نیز از طریق همین یلکلروفساز سنتز یشپ

 شوند.  یممسیر سنتز 

     

                                                           
1. Laule  

2. Shan  
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ی مربوط به هابرگ، کلروفیل کل و کاروتنوئیدها در b، کلروفیل aی کلروفیل ی مختلف الیسیتور مس بر محتوهاغلظت: اثر 1جدول 

 یوسفحسنیاه گدار شده یشهری هاساقه
Table 1: The effects of different concentrations of Cu elicitor on chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll and 

carotenoid contents in leaves of rooted cutting of C. forskohlii 

 ی مسهاغلظت
Cu concentration 

M)µ( 

  aمحتوی کلروفیل 
chlorophyll a content 

(mg/mL) 

 bمحتوی کلروفیل 
chlorophyll b content 

(mg/mL) 

 محتوی کلروفیل کل
Total chlorophyll content 

(mg/mL) 

 محتوی کاروتنوئید
carotenoid content 

(mg/mL) 

0 b0.00± 2.04 b± 0.001.29 b± 0.003.34 b± 0.020.57 
4 a± 0.024.25 ab± 0.022.04 a± 0.056.29 a± 0.191.25 
8 b± 0.002.99 ab± 0.001.60 ab± 0.004.59 b± 0.050.78 

16 c± 0.000.62 cb± 0.000.75 c± 0.001.37 c± 0.010.04 

 درصد است 5دن در سطح دار بویمعندهنده در هر ستون حروف متفاوت نشان

Signs with different letters in each group indicate significant differences at p≤ 0.05 
 

-5ساز مولکول کلروفیل شامل دو قسمت، کلروفید )از پیش

شود( و فیتول )که ایزوپرنوئیدی است و یمآمینولولینات سنتز 

چنین یک شود( است. فیتول همیمسنتز  DXSاز مسیر 

که از طریق  ستا هاتوکوفرولساز برای سنتز یشپ

شدن با هموژنتیسیک اسید مشتق شده از مسیر اسید ترکیب

(. کاروتنوئیدها، 2003، 1روهمر)شود یمشیکمات، تولید 

ی هستند که در کلروپلاست و از هاکربن 43ی هاتتراترپن

دلیل خصوصیات شوند. بهیمسنتز  DXSطریق مسیر 

در حفاظت سیستم فتوسنتزی،  هاآنیی و نقش مهم شیمیا

باشند یمهای فتوسنتزی یسمارگانترکیبات ضروری همه 

(. مطالعات گذشته نشان دادند که مس در 2001، 2هیرسبرگ)

چندین مسیر فیزیولوژیکی از قبیل ساخت و ثبات کلروفیل و 

ی گیاهی و همچنین در عملکرد بسیاری از هارنگدانه

کسیدکننده که در تنفس نقش دارند، موثر است های ایمآنز

 (.1998، 0بوستین و درودی)

یرگذاری این الیسیتور بر تولید ث تدهنده نتایج نشان     

های گیاه تیمار شده است. ثابت شده یشهرفورسکولین در 

سری طریق تحریک سنتز یکسنگین از است که فلزات 

( و 2O2Hی آزاد )هایکالرادی سیگنالینگ از قبیل هامولکول

های دفاعی یسممکانی درگیر در هاژنبر بیان  هاجاسمونات

های ثانویه را یتمتابولگذارند و محتوی یمگیاهان ت ثیر 

 (.2010و همکاران،  4زحودهد )یمافزایش 

نشان داده شده، حضور یون مس  1طورکه در شکل همان    

 DXRن ژن میکرومولار سبب افزایش بیا 8در محیط تا غلظت 

ترین غلظت الیسیتور، یینپاکه در تیمار با شده است، درحالی

                                                           
1. Rohmer 

2. Hircchberg 

3. Bustin and Dorudi 

4. Zhou  

درصد نسبت به نمونه شاهد  5افزایش بیان آن در سطح 

 8افزایش دو برابری بیان این ژن در غلظت  باشد،ینمدار یمعن

ید ولی با گردمیکرومولار نسبت به نمونه شاهد مشاهده 

بیان آن کاهش یافت.  افزایش غلظت الیسیتور در محیط میزان

های همخوانی یشهراین نتایج با روند تولید فورسکولین در 

ها یلکلروفدار محتوی یمعن(. در مقابل، افزایش 0دارد )شکل 

گردید ترین غلظت الیسیتور مشاهده یینپاو کاروتنوئیدها در 

طور هها بکه با افزایش غلظت الیسیتور در محیط، محتوی آن

 ش یافت.داری کاهیمعن

که مس ی، زمانیاهانمس در رشد و نمو گ یتبا وجود اهم     

علائم  یجادباعث ا یردقرار گ یاهگیار در اخت یبه مقدار اضاف

باعث کاهش رشد و  یمس اضاف شود.یمیاه در گ یتسم

در غشاها و دستگاه  یبآسیجاد و باعث ا یفتوسنتزیت فعال

والکر گردد )یمها یمزآن یتفعال و سرکوب هاینو پروتئ یکیژنت
ی بالا و هاغلظت(. بنابراین کاهش بیان ژن در 1981، 5و وبل

همچنین کاهش محتوی کلروفیل و کاروتنوئیدها در این 

دلیل اثرات منفی تجمع مس در گیاه باشد. تواند بهیمشرایط 

گردد و مطالعات یمبندی مس جزء فلزات سنگین طبقه

از حد نیاز آن به گیاه باعث  گذشته نشان دادند که جذب بیش

(. رشد گیاهان در 2001، 1آدریانوشود )یمتنش اکسیداتیو 

طور معمول با کاهش بیومس و ی بالای مس بههاغلظتحضور 

علائم کلروز همراه است که با کاهش میزان کلروفیل، تغییر و 

، روهمر) استهمراه  هابرگتبدیل ساختار کلروپلاست، در 

ی هاغلظتدر  DXRیگر، کاهش بیان ژن (. از طرف د2003

دلیل اثرات منفی تواند بهیممیکرومولار الیسیتور(  11بالا، )

 . (2001، آدریانوتجمع مس در گیاه باشد )

                                                           
5. Walker and Webl 

6. Adriano 
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ی هاغلظتگردد، تیمار این گیاه با یمدر مجموع پیشنهاد     

کند که یمپایین مس، شرایط بهبود رشد را برای گیاه فراهم 

توی کلروفیل و کاروتنوئیدها همراه است. با افزایش مح

میکرومولار(  8که افزایش غلظت آن در محیط )تا یدرحال

نتیجه افزایش  یرهای سیگنالینگ و درمسشدن سبب فعال

یر در سیستم دفاعی گیاه شده که نتیجه آن درگی هاژنبیان 

باشد. در عین حال، افزایش افزایش مقدار فورسکولین می

و محتوی  هاژنر در محیط با کاهش بیان بیشتر الیسیتو

 باشد.کلروفیل و کاروتنوئیدها همراه می
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  سپاسگزاری

تکنولوژی  پژوهشگاه علوم و یمال یتبا حما یقتحق این

پیشرفته و علوم محیطی، دانشگاه تحصیلات تکمیلی صنعتی و 

انجام  4301/1قرارداد شماره  با نفناوری پیشرفته، کرمان، ایرا

 یو همکاران مراتب سپاس و قدردان یمجر ینشده است. بنابرا
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Forskolin Production and Gene Expression of 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphate 

Reductoisomerase in Treated Coleus forskohlii Plant with Cu 
 

Shahbazi1, E. and Riahi-Madvar2*, A. 

 

Abstract 

Forskolin is an effective compound found in Coleus forskohlii plant which has different therapeutic properties. In this 

research, production of forskolin and gene expression of 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase (DXR) 

were investigated in C. forskohlii plant after treatment with different concentrations of copper elicitor (0; as control, 4, 8 

and 16 µM) for 16 hours. Results showed that forskolin concentration is increased up to 8 µM in such a way that the 

concentration can be estimated 1.5 fold more than the control sample, which consisted with changes of DXR gene 

expression level. It has been proved that excess concentration of copper, causes triggering of reactive oxygen species 

that directly or mediated through others signaling molecules induce gene expression level of defensive system. 

Considering the defensive role of diterpens, it is proposed that increase in DXR gene expression level by copper elicitor 

leads to increase in forskolin concentration as protective compound against stresses.

 

Keywords: Elicitor, Gene expression, Carotenoid, Chlorophyll 
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