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چکیده 
درکهشندبامیو لاناتوزیدها دیژیتوکسین ،سیندیگوکمانندیهاي قلبگلیکوزیدداروییمهم ترکیباتاز منابعگل انگشتانه

نروساگونهایرانبومیگونهتنهاداراي چندین گونه با ارزش است وDigitalisجنس دارند.درمانیکاربردقلباحتقانینارسایهایی
)Digitalis nervosa(العه و بررسی گیاهان بومیگلیکوزید قلبی در آن شناسایی شده است. نظر به اهمیت مطتعدادي که شدبامی

مهم در مسیر بیوسنتز ي کلیديهاژناز یکی.شدانجام نروسا روي گونهبراین پژوهش،منظور استفاده در صنایع داروییبه
قشدر مراحل اولیه بیوسنتز کاردنولیدها نکهاست3β-HSDآنزیم هکنندباشد که کدمی3β-HSDژنگل انگشتانهکاردنولیدها در گیاه 

و تحت تیمار با هاي مختلفدر بافت3β-HSDژنهاي فیلوژنتیکی و بیانیابی، بررسیتحقیق توالیکلیدي دارد. هدف این
Digitalisکه توالی کدکننده این آنزیم با گونه آشکار کردآمده دستبهبود. نتایج جاسموناتمتیلواسیدسالیسیلیکالیسیتورهاي 

lanata3ژندر بررسی بیان.داردیکی قرابت بسیار نزدβ-HSD نیز مشخص شد که در بافت برگ داراي میزان بیان در سطح رونوشت
نتایج حاصل از این یابد. میافزایشاین ژنچشمگیري است و تحت تیمارهاي متیل جاسمونات و سالیسیلیک اسید میزان بیان 

ورزي ژنتیکی مفید واقع شود.ندسی متابولیک و دستاند در راستاي افزایش کاردنولیدها از طریق مهتومیپژوهش 

.جاسموناتی، سالیسیلیک اسید، متیلهاي قلبدهیدروژناز، گل انگشتانه، گلیکوزیداستروئیدهیدروکسیبتاتري: کلیديهايواژه

مقدمه
منابع دارویی از ابتداي تمدن عنوانبهاستفاده بشر از گیاهان

نیـز ادامـه دارد   عصـر جدیـد  در و وجود داشـته اسـت  بشري 
)Dattner, 2003; Fong, ســازمان بهداشــت جهــانی ).2002

صورت سـنتی  بهمردمازدرصد80ز تخمین زده است که بیش ا

عـلاوه بسـیاري   بهکنند،استفاده میدارویی از گیاهانو یا مدرن 
بـرداري از ترکیبـات شـیمیایی    از داروهاي شیمیایی نیز با الگـو 

Tripathiاند (دهگیاهی ساخته ش & Tripathi, معمـولا  ).2003
و در داشـته داروهاي گیاهی خواص متعدد و عوارض کمتـري  

، براي یک بیماري خـاص مؤثر عنوان تنها درمان بهبرخی موارد
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Huseini)انـد مورد توجه قرار گرفته et al., 2006; Salem &

Hossain, ه، دارویـی از گیـا  هاي فراوردهبراي ساخت . (2000
ابتدا باید ماده مؤثره موجـود در آن گیـاه دارویـی را شناسـایی     

هـاي  هـا و انـدام  ، که این ماده مؤثره ممکن است در قسمتکرد
گیاهـان دارویـی حـاوي    طور کلی بهمختلف گیاه موجود باشد.

محدوده وسیع و متنوعی از انـواع ترکیبـات مختلـف بـا اثـرات      
مفیـد اي اثـرات درمـانی  دارآنها باشند که برخی از متفاوت می

کـه  بـوده هاي ثانویهمتابولیتاین ترکیبات از نوع بیشتر . هستند
هستند که گیاهان در طـول حیـات   اي مواد آلی شیمیایی پیچیده

- ازجمله گیاهان دارویی مهـم، گونـه  .کنندمیتولید آنها را خود 

گـل  خـانواده از ) Digitalis(هاي متعلق به جنس دیجیتـالیس  
شــند کــه منبــع ترکیبــات بامــی) Scrophulariaceae(میمــونی 

لاناتوزیـدها، مانندقلبی گلیکوزیدي و متنوعدارویی بسیار مهم
ي طور کلی گلیکوزیـدها بهشند.بامیدیگوکسین و دیژیتوکسین 

ي احتقانی قلب، فیبریلاسیون دهلیـزي،  هاقلبی در انواع نارسایی
ع و رماتیسـم  تاکیکاردي حمله اي، دهلیزي، شوك قلبـی، صـر  

,Warren)دمفصلی کاربرد درمانی دارن در بسیاري . اما (2005
Maffe(باشـد مصرف زیاد آن براي انسان سمی میاز موارد  et

al., 2009 ; Lin et al., از خـواص دیگـر ایـن گیـاه،     ).2010
ویـژه سـرطان   بـه خاصیت درمانی آن بـراي بیمـاري سـرطان   

 ـباپروستات و پستان در انسان می Lopez-Lazaro(د ش et al.,

2003; Yeh et al., 2001; Newman et al., ازعضیب).2008
میـان درهـا سرطانشیوعکهدهدمینشانپژوهشیهايیافته

وبودهترنپاییاندهکرددریافتقلبیهايگلیکوزیدکهبیمارانی
تـا اسـتروژن بـا آنهـا سـاختمانی شباهتعلتبهترکیباتاین

Fujii)کننـد میایجادسرطانبرابردرحفاظتیراثحدودي et

al., ماننـد گـل انگشـتانه   ازچند گونـه امروزه از برگ . (1994
Digitalis lanataوDigitalis purpurea ــنایعدر صــ

کننـده  ه و تنظـیم کننـد هـاي تقویـت  داروسازي براي تولیـد دارو 
ایـن  شـود. مـی هاي قلبی استفادهضربان قلب و درمان نارسایی

گـل  هـاي مختلـف   انـواع گونـه  هاي برگدر ترکیبات با ارزش 
Trease(وجود دارنـد نیز انگشتانه & Evans, تـاکنون  .)1998
(از ترکیبات گلیکوزیدي مهـم)  ترکیب کاردنولیدي 200بیش از 

- معـروف تـرین و اما مهم،استشناسایی شدهدر گیاهان مختلف 

هـا و  انـواع لاناتوزیـد  دیگوکسین، دیژیتوکسین،مانندترین آنها 
شـوند مـی تولیـد گـل انگشـتانه  هاي در گونهبیشتر ژیتوکسین 

)Samuelson, ترکیبـات  هـا در کاردنولیـد طور کلـی  به.)2004
- شناخته مـی )بخش غیر قندي(هاعنوان آگلیکونبهاستروئیدي

واسـطه  بههاي قلبی خنثی است وقسمت قندي گلیکوزیدشوند.
دهـد کـه   اي به مولکول میخصوصیت ویژهآگلیکون پیوندش با 

در نهایـت  شـود و  انتقال آن در موجود زنده مـی باعث جذب و
دهد. گلیکوزیـدهاي قلبـی   قرار میتأثیر عضلات قلبی را تحت 

گلیکوزیدهاي قلبی اولیـه و  ،شندبامیگلوکزيکه داراي انتهاي 
میـده اي باشند گلیکوزیدهاي ثانویه نازمانی که فاقد چنین دنباله

Digitalisگونـه دیگوکسـین گلیکوزیـد اختصاصـی   .شوندمی

lanataاست(Samuelson, همچنین در بـرگ گونـه  .(2004
Digitalis lanataلاناتوزیـد هـاي  نامبهمهمگلیکوزیدچندین -

ترتیـب اسـتیل   بـه کـه دسـت آمـده اسـت،   بـه Cو A ،Bهاي 
- یـده مـی  استیل دیگوسین نامودیجیتوکسین، استیل جیتوکسین

ــوند. ــدشــــــ ــاگلیکوزیــــــ BوAيهــــــ

ــین و  ــی دیجیتوکسـ ــین از  یعنـ ــتیل جیتوکسـ ــاسـ هگونـ
Digitalis purpureaدر گونـه .باشـند یز قابل جداسازي مین

Digitalis nervosa ــز ــدینچنی ــد ن ــوع گلیکوزی ــه ن ازجمل
، ، گلوکوژیتوروزیــدE، لاناتوزیــدB، لاناتوزیــدAلاناتوزیــد

ــد، اودور ــدگلوکودیژیفوکوزیـ ــد، Gوبیوزیـ ، گلوکواواترومنوزیـ
ــالینوم وروم ــوکز ،دیژیت ــین گل ــی ژن ــتیل دیژیتوکس ــا اس و آلف

ه در دو گـرو کـه ایـن ترکیبـات    انـد شناسایی شدهدیژیتوکسین 
کـه  طـوري بـه . گیرنـد قـرار مـی  و ژیتـالوژنین دیژیتوکسـیژنین 

بیشترین مقدار کاردنولید موجود در برگ ایـن گیـاه   Aلاناتوزید
شـد بامـی لق به دسته دیژیتوکسی ژنین عدهد و مترا تشکیل می

)Âzadbakht & Ghasemi Dehkordi, تنهــا گونــه).2001
در ایــــــران گونــــــهگــــــل انگشــــــتانهبــــــومی 

Digitalis nervosaشـمالی و غـرب   در منـاطق باشد کـه  می
و خاصـیت دارویـی  نظر به اهمیت فراوانی رویش دارد.بهکشور

Digitalis nervosaس بودن گونـه  گلیکوزیدهاي قلبی و در دستر

اهمیت تحقیق بر روي این گیاه با ارزش دارویی بیشتر ،در ایران
هاي انجام شده بر روي مسیر بیوسـنتزي  بررسیشود. میآشکار

نشان داده اسـت کـه   گل انگشتانهدر گیاه هاي قلبیگلیکوزید
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Wu(در این مسیر وجود دارنـد  مهمژنی یازده خانواده  et al.,

کــه باشــدمــی3β-HSDژن،ي کلیــديهــاژنیکــی از . )2012
Δ5-3β-hydroxysteroid dehydrogenaseآنــزیمهکننــدکــد

)3β-HSD(در مراحـل اولیـه مسـیر بیوسـنتز    . این آنزیماست
Wu(داردرا اساسـی  کاردنولیدها نقـش   et al., آنـزیم . )2012

3β-HSD ها لاناتوزیـد مهم ي هاسازپیشپروژسترون ازترکیب
رکیبـات یک آنزیم کلیدي در بیوسنتز تبنابراین ،کندمیرا کاتالیز

- نظر میبهرو از این. استهاي قلبی مانند گلیکوزیداستروییدي

هـاي قلبـی   افـزایش متابولیتهـایی ماننـد گلیکوزیـد    براي رسد 
ایـن ژن بسـیار مفیـد    خصوصـیت ورزي ژنتیکی و تعیین دست

و این جـنس اهمیت گونه ایرانیبنابراین با توجه بهخواهد بود. 
در مســیر بیوســنتز 3β-HSDدلیــل نقــش کلیــدي ژن بــهنیــز

ها و دیگر لاناتوزیدهاي بـا ارزش کـه داراي خـواص    کاردنولید
یابی، بررسی خصوصـیات و  دارویی هستند، در این تحقیق توالی

هاي مختلف مورد بررسی قرار گرفت. در بافتهمچنین بیان آن
گـل انگشـتانه  در چند گونه 3β-HSDه آنزیمکنندتاکنون ژن کد

,Kreisی شـده اسـت (  یابتوالیشناسایی و  ) و اطلاعـات 2007
ي قلبـی  دست آمده در راستاي افـزایش ترکیبـات گلیکوزیـد   به

علاوه نظر به اهمیت این ترکیبات با بهبسیار با ارزش بوده است.
نیسـتند  نهگل انگشتاي دیگري که از خانواده هاارزش، در گونه

3β-HSDي کلیـدي ماننـد  هـا ژنهـا و  نیز شناسایی کاردنولید

همکـاران  وMunkertعنـوان مثـال  بـه مورد توجه بوده است،
Erysimumدر گونـــه ) 2014( crepidifolium از خـــانواده

ی و بیـان آن را  یـاب تـوالی را شناسایی، 3β-HSDبویان ژن شب
شده است.و نتایج با ارزشی ارائهاندبررسی کرده

هامواد و روش
ي بافتیهاو نمونهگیاهیمواد

بانکازDigitalis nervosaگل انگشتانه گونه ه گیار بذ
وشددریافت) ایرانزیستیوژنتیکیذخایرملیمرکز(ژن
کردستاندانشگاهکشاورزيدانشکدهتحقیقاتیگلخانهدر
وساعت تاریکی 8وساعت روشنایی16ي نوردورهدر

بررسی بیان ژن تحت براي. شدکشتC°2±24دماي
قالبدرگیاهانجاسموناتو متیلاسیدسالیسیلیکثیر أت

مولاریلیم1غلظت باتکرار سهباتصادفیکاملاطرح
جاسموناتمتیلمولار میلی1/0و غلظت اسیدسالیسیلیک
شاهدتیمارعنوانبهمقطرآبهمچنین از.تیمار شدند

بر بیان ژن آنهادارمعنیثیر أتبر اساس هاغلظتشد. هاستفاد
کاردنولید انتخاب حاويي هاو دیگر گونهگل انگشتانهدر 

Munkert(شدند et al., صورت بهتیمارهااعمال.)2014
در حالت چند برگی گیاهان انجام شد. و پاشیمحلول

گیاهانگبررويبرعنوان تیمار شاهد بهآب مقطرهمچنین 
24و1(ساعت صفر)،ها تیماراعمالازقبل.اعمال شد

هابرگوساقهریشه،ازتیماراعمالازبعدساعت
در RNAتا هنگام استخراج هاعمل آمد. نمونهبهگیرينمونه

.گهداري شدندن–C80°شرایط 

cDNAسنتزو RNAخراجتاس

و Piotrروشازاستفادهباگیاهیهاينمونهاز
Sacchi)2006 ،(RNAکیفیت.شداستخراجRNAبر روي

دراپنانودستگاهباRNAغلظتوتعیین%2/1آگارزژل
ر بRNAکلمقدار. شدتعییننانومتر260موجدر طول

. پس از هم شدمحاسبهمیکرولیتردرمیکروگرمحسب
،)براي هر نمونهنانوگرم500مقدار (هاRNAسازي ظتلغ

cDNAآغازگرکمکبهOligo-dtبرداررونوشتآنزیمو
سازندهشرکتطبق دستورالعمل) M-MuLV RT(معکوس

)Vivantis (شدسنتز.

هاطراحی آغازگر
گونه هفتدر 3β-HSDهاي نوکلئوتیدي ژن ابتدا توالی

مرکزاطلاعاتیپایگاهاز Digitalisگیاهی از جنس 
-افت شد. همدریNCBIزیست فناورياطلاعاتالمللیبین

آنلاین ي هاافزارها با استفاده از نرمردیفی توالی
CLUSTALW)Thompson et al., Boxshadeو) 1994

انجام شد. آغازگرهاي موجود در این تحقیق با استفاده از 
.Primer3 vافزار آنلاین نرم 0.4.0)Rosen & Skaletsky,

اینفتر). انتظار می1ول جد(طراحی شدند )2000
جفت باز را در 800طول تقریبی بهآغازگرها محصولی
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توالی . همچنین پس از تعیینکنندتکثیرRT-PCRواکنش 
در گونه3β-HSDعنوان ژن بهقطعه تکثیر شده

Digitalis nervosaهاي اختصاصی مستقیم و آغازگر
جدول (شد طراحی 3β-HSDبررسی بیان ژن برايمعکوس 

ترمودینامیکی و از نظر شرایطشده هاي طراحی آغازگر).1
هايآغازگرند. شدارزیابی oligo calcافزار دایمر توسط نرم

عنوان ژن رفرنس (ژن کنترل به)Ubiquitinن (کیتین یوبیژ
و Wuی از تحقیقتوالمشخصات وداخلی) با همان

. )1جدول (شد استفاده) 2012همکاران (

نیمه کمیRT-PCRوPCRواکنشهاي 
با استفاده از 3β-HSDژنکلونو جداسازي برايابتدا 

مواد لازم انجام شد. PCR) 1آغازگرهاي طراحی شده (جدول 
براي ارائه شده است. 3و2در جدول ترتیببهPCRو شرایط 

از آغازگرهاينیمه کمی RT-PCRروشبهبررسی بیان ژن
و آغازگرهاي 3β-HSDژن طراحی شدهاختصاصی

استفاده کنترل داخلیعنوان ژن بهژن یوبی کیتیناختصاصی 
هاي حرارتی درکار رفته و چرخهبهموادهاي شد. نسبت

هاي واکنشکلیهآورده شده است.)4(جدول و)2(جدول 
PCR در دستگاه ترمو سایکلر شرکتBioRadانجام شد.

آنهابهمربوطمشخصاتواستفادهموردآغازگرهاي-1جدول
اتصالدماي  )3'به 5'(توالی آغازگر نام آغازگر

56.7 °C ATGTCGTCAAAGCCAAGGT F-3β-HSD1*
59.7 °C CGAAGTGGCAGCACGCAATC R-3β-HSD1*
59.9 °C CTCTTCATTTGGTGTTGAGGCTTC F-Ubiquitin
59.6 °C TGCCTTCACATTATCGATGGTGTC R-Ubiquitin
53.7 °C GCTACGCGGTGGAGAAATAC F-3β-HSD2 **
54.0 °C ATCTGACTCGGTGTCATTCC R-3β-HSD2**

Fمستقیم، آغازگرR3جداسازي ژن برايآغازگر ، *معکوسآغازگرβ-HSD ** ، بررسی بیان ژنبرايآغازگر

PCRترکیب مواد مورد استفاده در هر واکنش -2جدول 

مواد پایهغلظت در محلول شدهحجم استفاده
cDNA - Lμ1
معکوس-آغازگر مستقیم pmol/µl5 Lμ1یکهر

مرازپلیDNAآنزیم تک  u/µl10 Lμ1/0
منیزیمکلرید mM50 Lμ3/0
PCRبافر X10 Lμ1

dNTP mM10 Lμ2/0
آب - Lμ4/5
کل - 10μL
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3β-HSDر ژنیتکثبرايPCRچرخه حرارتی واکنش-3جدول 

تعداد چرخه مرحله زمان )C(دما 
1 واسرشت اولیه قیقه)(د4 94

واسرشت (ثانیه)30 94
35 اتصال (ثانیه)30 58

بسط (ثانیه)50 72
1 بسط نهایی (دقیقه)7 72

نیمه کمیRT-PCRچرخه حرارتی واکنش -4جدول 
تعداد چرخه مرحله زمان )C(دما 

1 واسرشت اولیه (دقیقه)4 94
واسرشت (ثانیه)30 94

28 اتصال (ثانیه)30 *
طبس (ثانیه)35 72

1 بسط نهایی (دقیقه)7 72
)1جدول(به نوع ژن با توجه*

بیوانفورماتیکیهايتجزیه
ــراي  ــیب ــوالی بررس ــده، ت ــایی ش ــابیشناس ارزی

) Blastبلاست (تجزیهکمک بهردیفیو همبیوانفورماتیکی
ر افـزا نـرم ازاسـتفاده بـا فیلـوژنتیکی تجزیـه .شدانجام 

MEGA4)Tamura et al., درو ،انجــام شــد)2007
نزدیکترینروشبا)دندروگرام(درخت فیلوژنتیکی نهایت

شد.رسمهمسایگی

هادادهتجزیهنیمه کمی و RT-PCRکمی کردن 
هـاي  عکـس GelQuantNETافـزار  با استفاده از نرم

کمی) نیمهRT-PCRهاي حاصل از ژل (دادهمرتبط با هر
افزار شدت بانـدهاي  این نرمشد.هاي کمی تبدیلبه داده

تمــامی کنــد.مــیي کمــی تبــدیلهــاحاصــل را بــه داده
سـه شده براساس طرح کاملا تصادفی با هاي انجامتجزیه

آزمـون  روش بـه هاتکرار انجام شد. مقایسه میانگین داده

با اسـتفاده از  (P<0.05)درصد5دانکن در سطح احتمال 
بـراي  هـاي مناسـب   ارانجـام شـد. نمـود   SPSSافزار نرم

Microsoftافـزار  توسط نرمهاوتحلیل دادهتجزیه Excel

.شدندرسم 

نتایج
بـرگ، هـاي بافتازمناسبکیفیتباRNAاستخراج

بـراي .شـد انجامایرانی انگشتانهگلگیاهساقه،وریشه
بـا اسـتفاده از  PCRواکنش cDNAساختاطمینان از

طـول بهاي قطعهکهشدمانجاآغازگرهاي ژن یوبی کیتین
- آغـازگر .)1شکل (کندتکثیرتوانسترابازجفت110

3β-HSDجداسـازي بـراي  ) 1دولجهاي طراحی شده (

در حـدود  طبق انتظار قطعهDigitalis nervosaگونه در 
در مرحلـه بعـد   ).2(شکلکردند جفت باز را تکثیر 800

و مسـتقیم جهـت دو درآمـده، دسـت بـه PCRمحصول
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دست بهجفت باز780و طول آن شدییابتوالیمعکوس
ژنکه احتمـالا آمدهدستبهسپس توالی .)3(شکل آمد

3β-HSDدرDigitalis nervosa،داده پایگـاه دراست
NCBIبلاست)Blastx( .بـا توجـه بـه    شـدE-value و

ــانی   ــد یکسـ ــوالی درصـ ــونتـ ــدهکلـ ــهدرشـ گونـ
Digitalis nervosaهاي موجود در پایگاه یبا سایر توال

ژنبـه متعلـق قطعه تکثیـر شـده  مشخص شد کههاداده
3β-HSDتعیـین  پایـان بـراي   در .)5(جـدول شدبامی

توالیپروتئینی ترجمهبراساسدندروگرامقرابت ژنتیکی 
قرابـت  سـرانجام ) و4(شـکل  رسم گردید،دست آمدهبه

بــا گونــه Digitalis nervosaبــالایی بــین گونــه   
Digitalis lanataدست آمدبه.

آگارزژلرويبرUbiquitinآغازگرهايتوسطبازجفت110طولبهشدهتکثیرقطعهنمایش-1شکل
د.دهرا نشان میDNA) مارکر(نمااندازهMوRNAبامنفیکنترل3ستونساقه،وبرگبافتترتیببه2و1يهاستون

بر روي ژل RT-PCRدر واکنش 3β-HSD1توسط آغازگرهايجفت باز800طول حدود بهنمایش قطعه تکثیر شده-2شکل
دهد.را نشان میDNA) مارکرما (اندازه نMوRNAبامنفیکنترل3بافت برگ و ساقه، ستون ترتیب به2و1يهاستون. آگارز
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>3β-HSD in Digitalis nervosa

TCAATTCCTCTAGACTAGATCTAATTAAACAGTTTATATGTTATTGACAGGTTGGAGGG

TAAAGTGGCAATCATCACCGGAGCCGCTAGCGGCATCGGCGAGGAGACGGCAAGATTGT
TCGTGGAGCATGGCGCCTCAGTGGTGGTGGCGGACGTCCAGGACGAATTGGGGCGCCAG
GTCGTCGCTTCCGTAAACTCTGACGACAAGATAAGTTACTACCACTGCGACGTCAGAGA

TGAAAAACAAGTGGCGGCCACCGTCCGCTACGCGGTGGAGAAATACGGGCGCCTCGACA
TCATGCTGAGCAACGCCGGAGTCTTCGGGGCCTTGATGACGAACGTAATCGATCTCGAC
ATGGTTGACTTTGAAAATGTATTGGCGACTAACGTGCGCGGAGTTGCCAACACTATAAA

GCACGCGGCACGAGCCATGGTGGAGGGGAAGGTCAAGGGGTCCATCATTTGCACCGCCA
GCGTGTCGGCGAGCCTTGGAGGCATGGGCCCGCCCGCTTACACGGCTTCCAAACACGCC

GTCCTGGGCCTAGTCAAGGGCGCTTGCGCCGAGTTGGGGGTGCACGGGATCCGAGTCAA
CTCGGTGGCGCCGTACGGTGTGGCGACCCCGATGCCGTGCAGTGCTTACGGAATGACAC
CGAGTCAGATGGAGGAGGCCAATAACTCCAGGGCTAACTTGAAGGGGGTGGTTTTGAAG

GCTAAGCACGTAGCTGAGGCGGCTCTCTTCTTGGCTTCCGATGAGTCGGCTTATGTCAG
TGGACAAAACTTGGCTGTAGACGGCGGCTTCA

5´به 3´جهت رد3β-HSDژنتعیین توالی -3شکل

هاگونهسایرباDigitalis nervosaگونه ازشدهجداتوالیبلاستنتیجه-5جدول
توصیف توالی حداکثرنمره کلنمره درصد پوشش E ارزش همسانیدرصد  شماره دسترسی

Digitalis lanata, mRNA,
complete cds 1424 1424 100% 0.0 99% AY844960.1

Digitalis lanata,
complete cds 1413 1413 98% 0.0 100% DQ466890.1

Digitalis lanata , mRNA 1413 1413 100% 0.0 99% AJ345026.1
Digitalis thapsi, complete

cds 1365 1365 98% 0.0 99% AY789452.1

Digitalis parviflora,
complete cds 1338 1338 98% 0.0 98% AY789450.1

Digitalis ferruginea,
complete cds 1336 1336 100% 0.0 98% KM406483.1

Digitalis grandiflora,
complete cds 1327 1327 98% 0.0 98% AY789449.1

Digitalis mariana,
complete cds 1271 1271 98% 0.0 97% AY844959.1

Digitalis ferruginea,
complete cds 1254 1254 98% 0.0 96% AY789451.1

گل انگشتانهي مختلف هااز گونه3β-HSDدرخت فیلوژنتیکی ترسیم شده بر اساس ترجمه ژن -4شکل 
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هاي مختلف گیاه گل در اندام3β-HSDن کمی ژبیان نیمه
در سطح رونوشتانگشتانه
گونه از ریشه، ساقه و برگبررسی بیان ژنبراي

Digitalis nervosa گیري نمونهدر شرایط نرمال و تحت تیمار
3β-HSDژنبیانکمینیمهروش بهانجام شد. سپس

در بافتهاي مختلف در بیان ژن نتایجابتداشد.يگیراندازه

کهدادنشان(بدون اعمال تنش) گیاهان در شرایط نرمال 
ساقه درآنازپسوبافت برگدربیانمیزانبیشترین
).5(شکل نشددیده هاریشهدر نیبیاهیچ و شدمشاهده

در اختلافهمچنین نتایج تجزیه واریانس نشان داد که 
> P(بودداراز لحاظ آماري معنیسطوح بیان ژن  0.05.(
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گل انگشتانهگیاهمختلفهايبافترد3β-HSDژن نسبی بیانمیزان-5شکل 
.با آزمون دانکن استدرصد5ار در سطح داختلاف معنیدهندهحروف غیر یکسان نشان

میزان روي بر اسید سالیسیلیکتأثیر در مرحله بعد 
نتایج حاصل از .شدبررسیبرگهادر 3β-HSDبیان ژن

1تیمار سالیسیلیک اسید تأثیر تحتبررسی بیان ژن
ساعت 24مولار نشان داد که بیان ژن مذکور پس از میلی

شرایط). در 6(شکلداشتP<0.05)(افزایش چشمگیري
-3βیک روند تقریبا یکنواخت در میزان بیان ژنشاهد 

HSD .که سطح کردآشکاربیان ژن تجزیهمشاهده شد
پس بیان این ژن بعد از اعمال تیمار با سالیسیلیک اسید 

برابر افزایش 5/6نسبت به کنترل حدود ساعت 24از 
ه سالیسیلیکبا توجه به اینک.)6( شکل استنشان داده 

اسید یک ترکیب فنولی است و در تنظیم رشد و نمو
همچنین در اثر متقابل با سایر گیاهان نقش دارد و

نقش موجودات زنده و نیز در پاسخ به تنشهاي غیر زنده 
Popovaکند (میمهمی را ایفا et al., نقش و نیز) 2015

ي اي مسیرههاژنعنوان یک محرك در افزایش بیان بهآن
خوبی نشان داده شده است بهبیوسنتزي متابولیتهاي ثانوي

)Pu et al., رسد که افزایش مینظربه)، بنابراین2009
تحت تیمار با گل انگشتانهدر گیاه 3β-HSDبیان ژن 

اسید در ارتباط با نقش این ترکیب زیستی سالیسیلیک
باشد.
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انگشتانه گلدراسید با سالیسیلیک گیاه س از تیمار پساعت24و 1هايانزمبرگ دردر3β-HSDژننسبی میزان بیان-6شکل 
.)با آزمون دانکن استدرصد5دار در سطح اختلاف معنیدهندهحروف غیر یکسان نشان(nervosaگونه 

در گیاهان تحت تیمار با 3β-HSDژن همچنین بیان
ن داد نتایج نشابررسی شد.مولارمیلی1/0متیل جاسمونات 

این ژن در گیاهان تیمار شده نسبت به شاهد بیانمیزانکه 
برابر بیشتر است که 7/5حدود ساعت بعد از اعمال تیمار1

و پس از ) 7(شکل بود)P<0.05(ي دارمعنیافزایش این
کاهش به مقدار جزئی نسبت به کنترل ساعت بیان آن 24

ت در میزان یک روند تقریبا یکنواخکنترلانیافت. در گیاه
کهاستشدهگزارش.مشاهده شد3β-HSDبیان ژن 

ثرترینؤمیکی ازجاسموناتمتیل ماننديالیسیتور

و در بیوسنتزيمسیريهاژنبیانکردنها در فعالمحرك
شدبامیمختلفگیاهاندرثانويهايمتابولیتنتیجه تولید

)Zhao et al., که درددهمینشان نتایجکلیطوربه).2005
اعمالاولیهساعاتدراسیدسالیسیلیکتیمار گیاهان بااثر

پسامادونشمشاهده3β-HSDبراي ژن بیانیافزایشتنش
اثردرعکسهب. باشدداربیان معنیافزایشساعت24از

افزایشهاي اولیهساعتدرجاسموناتمتیلتیماراعمال
افزایشیاعتس24ازپسودوي مشاهده شدارمعنیبیان

د.ونشمشاهده
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انگشتانه پس از تیمار گیاه با متیل جاسمونات در گلساعت24و 1هايزمانبرگ دردر3β-HSDژننسبی میزان بیان -7شکل
.با آزمون دانکن استرصدد5ح دار در سطدهنده اختلاف معنیحروف غیر یکسان نشان.nervosaگونه 
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بحث
منبع دستیابی به مهمترینهمچنان انگشتانهگليهاونهگ

Mohammed(باشندگلیکوزیدهاي قلبی می et al., 2015( ،
ي مهم، هااز این رو بررسی شرایط افزایش این متابولیت

آوردن اطلاعات دستبهبر افزایش آنها، ثر ؤمفاکتورهاي 
برايآنها مسیر بیوسنتزژنتیکی و مولکولی مرتبط با 

نتیکی از اهمیت زیادي برخوردار است. ازهاي ژدستکاري
متفاوتهايگونهازمختلفکشورهايدرکهآنجایی

Digitalis مانندlanata وpurpureaداروهايتهیهبراي
در،شودمیاستفادهقلباحتقانینارساییبیماريدرثرؤم

وفارماکولوژِيمطالعاتویژهبهتکمیلیصورت مطالعات
ممکن استنیزایراندرانگشتانهگلگونهدر موردژنتیکی

با توجه به اینکه مسیر یافت.دسترسیهاداروازدستهاینبه
رواز ایناست، ايبیوسنتز گلیکوزیدهاي قلبی مسیر پیچیده

ویژه آنزیمهاي کلیدي داراي ارزش بهوشناسایی دقیق اجزا
د مانننهایی هاياوانی در راستاي افزایش متابولیتفر

3β-HSDنزیم آیمهاي کلیدي زشد. یکی از آنبامیلاناتوزید

Kreis(شد بامی et al., بودهیک پروتئین محلول که ) 1998
شامل کهشده استاشارهآنبراي و دو عملکرد

) به Pregnenoloneنولون (ن پرگناکسیداسیو
-5β–pregnaneو کاهش )isoprogestron(ایزوپروژسترون

3-20-dione 5بهβ –pregnane-3β –ol-20-onدباشمی
(Seidel et al., 1990; Finsterbusch et al., . با (1999

رسد که نظر میبهتوجه به نقش مهم این آنزیم، ضروري
ی که اطلاعات کاملی دریهادر گونهویژه بهدقیقمطالعات 

.شوددسترس نیست، انجام مورد آن در
گونه در 3β-HSDن ژی یابتوالیو منظور جداسازي به

با توجه به ابتدا یک جفت آغازگر،گل انگشتانهایرانی 
متعلق به هاي گونهدر دیگر3β-HSDي ژن هاتوالی
با سایز مورد سرانجام قطعه ،طراحی شدDigitalisجنس

تکثیر شده اولین قطعهاندازه، هر چند که انتظار تکثیر شد
ا دلیل کافی براي ژن است، امکلوننشانه از صحیح بودن 

یابی باشد. در نتیجه در مرحله بعدي توالیصحت روند نمی
یابی . مقایسه نتایج حاصل از توالیانجام شدتکثیر شده قطعه

-3βژن بالایی از یکسانی بابسیارنشان داد که درجات

HSDي متعلق به جنسهاگونهدیگردرDigitalis وجود
3β-HSDار بالاي ژن گی بسیشدحفظکه نشان از دارد

در میان گونهژناین . در بررسی روابط خویشاوندياست
بسیار فیلوژنی هرابطDigitalisجنسوابسته به هاي 

.Dبا گونه نزدیکی  lanataهمچنین.مشاهده شدHerl و
Digitalisازنشان دادند که در شش گونه ) 2007(همکاران 

)mariana،ferruginea ،lanata،purpurea ،thapsi

،arviflora ،grandiflora(درجه بالایی از شباهت)تا 94
با بنابراین وجود دارد.3β-HSDتوالی ژن )درصد98

گونهشده درکلونان صحت توالی تومیزیادي اطمینان
nervosa کرد. یید أترا

ژن مطالعه بیانبراي کمینیمهRT-PCRنتایج مربوط به 
3β-HSD گونه درnervosaهاي برگ، نشان داد که بافت

که طوريبه،دهندساقه و ریشه اساسا بیان متفاوتی را نشان می
بعد هاي برگ و ترتیب در اندامبه3β-HSDمیزان بیان ژن 

با هایافتهاین ساقه بیشتر و در ریشه قابل تشخیص نبود. 
. رسدمینظربهآمده از سایر مطالعات یکساندستبهنتایج 

در برگها lanataکه در گونه اندو همکاران اشاره کردهارنست 
Ernst(بالاست3β-HSDمیزان بیان ژن  et al., در .)2010

گونهانگشتانهگلگیاهتحقیقات انجام شده در 
D. lanataهاي در انداممشخص شده است که کاردنولیدها

کاردنولید هاهوایی مخصوصا برگها تجمع دارند و در ریشه
Hoelz)شودنمیدیده et al., ، بنابراین ممکن است ژن (1992

3β-HSDباشد، که در مسیر بیوسنتزي کاردنولیدها فعال می
همچنین هاي هوایی بیشترین بیان را داشته باشد. در اندام

گل انگشتانهگونهچند بیندر3β-HSDمطالعات بیان ژن 
مشاهده lanataکه بیشترین میزان بیان در گونه آشکار کرد
Herl(شده است et al., تولید صنعتی با توجه به .)2007

lanata)Heinrichگونه دیگوکسین از  et al., و )2004
از لحاظ lanataبه گونه nervosaقرابت بسیار نزدیک گونه 

nervosaدر گونه 3β-HSDکهاحتمال دارد3β-HSDژن 

زیدهاي در افزایش گلیکومؤثري نقشlanataمانند هنیز 
.باشدداشتهقلبی اختصاصی 
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هاي در واکنش دفاعی گیاهان بر ضد حشرات و بیمارگر
داراي نقش و سالیسیلیک اسید میکروبی متیل جاسمونات 

Reymond(هستندکلیدي & Farmer, 1998; Smith et

al., . تیمار گیاهان با متیل جاسمونات منجر به )2009
)Fraire-شودمیخواريافزایش مقاومت به تنش گیاه

1)., 201et alVelázquezخوار مانند . حمله حشرات گیاه
Manducasexta در تنباکو باعث فعال شدن مسیر سیگنالی

Paschold)شده استجاسمونات  et al., 2007) .
سیلیک اسید و متیل جاسمونات در یمانند سالهاییهورمون

ن هماهنگ یابند و موجب بیاطول دفاع در گیاهان تجمع می
,.شونددر دفاع میهاژن 2011)et alVelázquez-Fraire(

-عنوان دفاع مستقیم در برابر گیاهبههاکاردنولیداز طرفی . 

Fordyce).کنندخواران عمل می & Malcolm, پس(2000
با توجه به اینکه متیل جاسمونات در مقاومت به تنشهاي 

تغییر در آن بر ثیر أتدارد، بنابراینثري ؤمنقش خواريگیاه
عنوان یک ژن کلیدي در بیوسنتز به3β-HSDبیان ژن میزان 

. نتایج نشان داد که بررسی شدnervosaگونه در ها کاردنولید
مستقیم این ثیر أتتحت به احتمال زیاد3β-HSDژن 

در دهد.افزایشها را تولید کاردنولیدبنابراین،ترکیبات باشد
P5βR2; steroidتروئید ردوکتاز (ن اسبیان ژتجزیه 5β-

reductase(، دیگر در مسیر بیوسنتز کلیدي یک ژن
با گیاهان تیمار شرایطدر purpureaگونهدر ،کاردنولیدها

و 24ساعت افزایش بیان و در 8و 4متیل جاسمونات در 
در تیمار ه است، همچنینساعت کاهش بیان مشاهده شد48
ساعت 48و 24، 4ایش بیان ژن در سالیسیلیک اسید افزبا 

Perez-Bermudez(شدمشاهده  et al., . در گیاهان )2010
Erysimum crepidifoliumه کنندکه ازجمله گیاهان تولید

متیل ثیر أتتحت 3β-HSD3شند، ژن بامیکاردنولید 
جاسمونات افزایش بیانی تا شش برابر گیاهان شاهد نشان 

Munkert(ه استداد et al., ي هادر کشت ریشه).2014
گان کنندکه از تولیدCalotropis giganteanدر گونهمویین 

ي متفاوت ازجمله هاتیمارتأثیر شد، تحت بامیکاردنولید 
ي دارصورت معنیبهمتیل جاسمونات مقدار تولید کاردنولید

Sunافزایش پیدا کرد ( et al., رسد مینظربهبنابراین ).2012

تحت شرایطی کنترل گیاهان در 3β-HSDان ژن که تنظیم بی
ي کلیدي مانند هاژنشود و با توجه به اینکه میزان بیان 

P5βR2 3وβ-HSD ارتباط نهاییعموما با میزان متابولیت
ان با اعمال تومیبنابراین در صورت نیاز ،مستقیمی دارند

تیمارهاي سالیسیلیک اسید و متیل جاسمونات مقادیر 
ان گفت تومیپایاندر را القا کرد.هاآن متابولیتبیشتري از 

باnervosaگونه گل انگشتانهگیاه تیماراثردر3β-HSDژن
بیانافزایشمیزاننیزمتیل جاسموناتواسیدسالیسیلیک

اند در تومیاین نتایج رواز این،دهدمینشانچشمگیري 
بنابراین شود.کار گرفته بههاکاردنولیدتولید راستاي افزایش 

بیوسنتزيمسیردر3β-HSDژننقشاهمیتبهنظر
تواندمیتحقیقاینازحاصلاطلاعاتقلبی،گلیکوزیدهاي

متابولیکمهندسیوژنتیکیورزيدستاهدافراستايدر
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Abstract
Foxglove plants are important sources of medicinal cardiac glycosides compounds such as

digoxin and digitoxin, which are used for treatment of congestive heart failure and cardiac
arrhythmia. Digitalis has several valuable species but the only species native to Iran is digitalis
nervosa. Considering the importance of study on native plants in order to be used in
pharmaceutical industry this research was carried out. One of the key genes in the biosynthesis
of digitalis cardenolide in plants is 3β-HSD, which encodes the enzyme 3β-HSD with important
role in early stage of the cardenolide biosynthesis pathway. Purpose of the present study was to
determine nucleotide sequence of 3β-HSD, phylogenetic analyses and its expression under
influence of salicylic acid and methyl jasmonate elicitors in different tissues. Results revealed
that a sequence encoding the enzyme show very close affinity to Digitalis lanata. In addition
expression pattern of 3β-HSD in the transcript level revealed that a significant expression level
was detected in leaf tissue, and also under treatment of methyl jasmonate and salicylic acid the
expression level raised. Findings of our study could be used to increase cardenolide through
metabolic engineering and genetic manipulation.

Key words: Cardiac glycosides, foxglove, methyl jasmonate, salicylic acid, Δ5-3β-
hydroxysteroid dehydrogenase.


