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  دهيچك
 نيترمهم. هستند ييبات با ارزش دارويترك يران است كه حاويدر ا گونه 34 يدارا Asteraceaeخانواده  از  Artemisiaجنس

ها، ها، ترپنفنوليپل ي نظيرگريد هيثانو باتيترك يدارا ن،يزنيعلاوه بر آرتماه ين گيا .باشديم ايدر درمان مالار ايزيآرتم كاربرد
بوده كه  يكلروپلاست ريمس كي) فسفات - 4تول يتريار -D-ليمت -MEP )2-C ريمس. باشديم دهايو الكالوئ دهايتواستروئيف

 زانيم قيتحق نيدر ا. وجود دارد هايباكتر يفتوسنتزكننده و بعض اهانيتنها در گ ريمس نيا .شونديم ديتول ريمس نيها از امونوترپن
 غنچه و گل مورد در سه بافت برگ،) DXS, DXR, HDR( ريمس نيا يسه ژن اصل انيب با MEP ريمونوترپن از مس باتيترك ديتول
. مطالعه شد يزمان واقع PCRروش  به هاژن انيشده و ب يياسانش GC/MSمونوترپن توسط دستگاه  باتيترك. گرفت قرار سهيمقا

 ه بايحاصل تجز Camphor و α-pinene ،Camphene ،β-Myrcene ،1,8-Cineole ،Artemisia ketoneمونوترپن  بيترك ششتعداد 
GC/MS زين باتيترك نيا نياز ب. عصاره را به خود اختصاص دادنداز  درصد 76/78و  54، 8/60ب يترت به غنچه و گل ،در برگ 

Artemisia ketone  وCamphor ژن  انيب. ندداشت يبالاتر زانيمDXS  ژن ن، يهمچن. برابر برگ بود 3در غنچه و گلDXR نيشتريب 
  .بود چهمشابه غن بايبرابر گل و تقر 3در برگ  HDRژن  انيرا در گل نشان داد و ب انيب زانيم

  
  .GC/MS، يدر زمان واقع MEP ،PCRر يها، مسمونوترپن، Artemisia annua: يديكل يها واژه

 

  مقدمه
 (Compositaeبه خانواده) Artemisia(درمنه 

Asteraceae ( ياهيمهم گ يهااز خانواده يكيتعلق دارد كه 
 نيدر ا. باشديمگونه  20000جنس و  1000 داراي و

قرار  Anthemideaeخانواده  ريدر ز زين Artemisiaخانواده 
 هاگونه نيو ا باشديگونه م 500كه خود شامل  رديگيم

از . دنشويم افتي يشمال يكاياروپا و آمر ا،يدر آس عمدتاً
 ,Rechinger( وجود دارد رانيگونه در ا 35گونه  500 نيا

 ،ييمصارف دارو يدارا ايزيآرتممختلف  يهاگونه ).1986
را  ياهيگونه گ نيا تيكه اهم باشنديم يشيآرا و يبهداشت
 يدهايترپنوئ كنندهدياز منابع تول يكيا يزيآرتم. دهدينشان م

كه در  هستند ياهيثانو باتيتركدها يترپنوئ .ستياهيگ
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، جلب ها يماريب اهخوار ويآفات گ در برابراهان يحفاظت گ
 دارندكننده بذر نقش  ها و حشرات پراكندهافشان هگرد

(Ferreira et al., 2010) .را در ساختار  ين نقش مهميهمچن
ره يزنج( يشياكسا يها، واكنش)دياسترول و هاپانوئ(غشا 
ن و ينين، پلاستوكوئيمناكوئ ن،يكوئن يوبي يجانب

د و ينوئيكارات( يو حفاطت نور ينور يبازدار، )نوننيلاكوئيف
ها و هورمون(د و نمو م رشيو تنظ) هاليكلروف يره جانبيزنج

 Phillipson et) برعهده دارند) هانيدهنده پروتئرييمواد تغ

al., 2007). باشند يم اسانس ياصل يها از اجزامونوترپن
، دردنشان و يدانيكسا ي، آنتيكروبيخواص ضد م يكه دارا

ستم يو س يعروق -يدستگاه قلب يبر رو و بوده يتوموريآنت
 .(Junior et al., 2010) گذارند ميتأثير  ياعصاب مركز

 بوده يمتنوع ساختار يها هبا گرو ياهيبات گيدها تركيترپنوئ
 يامر سادهيده، پليچيساختار و عملكرد پ داشتنكه با وجود 
) IPP(فسفات يدليزوپنتنيا و كربنهزوپرن پنجيا ياز واحدها

  . )(Sauret-Gueto et al., 2006 باشنديم
 يكه در چگونگ هستندد ير ترپنوئيدو مس ياهان دارايگ
ر يمس؛ پنج كربنه با هم اختلاف دارند يد واحدهايتول

 -D-ليمت -C-2ر يو مس) MVA(د يك اسيك موالونيكلاس
 MEP) (1999; Jain et al., 2001(فسفات  -4تول يتريار

(Lichtenthaler,. انجام و مواد  محلر نه تنها در ين دو مسيا
. ز با هم اختلاف دارندين ييبلكه در محصولات نها ،هياول
 د وشويآغاز م يلسوتويس IPPبا منابع  MVAر يمس
يبه د) IDI(زومراز يفسفات ايل ديزوپنتيم ايله آنزيوس به
ركيبات ساخت ت يبرا) DMAPP(فسفات يدليالليمت

ر يكه مس يدر حال ،شوديل ميها تبدترپن سسكوئي و تري
مونو،  يرا برا DMAPPو  IPIبات ي، تركMEP يديپلاست

 ,.Lange et al( )1شكل( كنديها فراهم مترپن يو تر يد

 - D يدئوكس - 1 ،رين مسين مرحله از ايدر اول). 2000
د يسرآلدئيگليروات و دياز پ) DXP(فسفات  -5اگزالولوس 

 -1له ين مرحله به وسيكه اشود يل ميفسفات تشك - 3
انجام ) DXS(فسفات سنتاز  -5اگزالولوس  -D يدئوكس

 -D يدئوكس - 1م يبا آنز MEPبه  DXPل يتبد. شوديم

صورت ) DXR(زومراز يفسفات ردوكتوا -5اگزالولوس 
  نايت ميدر هدا ياكننده نقش تعيين DXRدر ضمن . رديگ يم

 ,.et al(دارد  DMAPP و IPP يرهايها به سمت مسواسطه

2002 Carretero-Paulet( .مطالعات نشان داده از يتعداد 

 DXSنسبت به  MEPر يرا در مس ينقش مهمتر DXRاند كه 
 ,.Estevez et al.,2000; Carretero-Paulet et al( دارد

در  DXRان يش بيافزاقات نشان داده است كه يتحق .)2001
ش ينجر به افزام )Mentha piperita( خت نعناعياه تراريگ
 ين خاموشيهمچن شده ودر بافت برگ  هاد مونوترپنيتول
نعناع منجر به كاهش  ختيتراراه يدر گ DXSژن  يجزئ

 ,Mahmoud & Croteau(گردد  مي هاترپن از يتعدادتجمع 

دبخش ير اميك مسيعنوان  به MEPرين مسيبنابرا ).2001
و ها دانياكسي، مواد معطر، آنتييداروبات يترك يطراح يبرا

 ,Rodriguez -Concepcion)مطرح شده است  هاهورمون

 ييشناسا )1 :ن پژوهش عبارت بودند ازياهداف ا .(2001
د شده در سه بافت برگ، غنچه يمونوترپن تول يبات اصليترك

ن رابطه ييتع )2و ا آنوا يزيدر آرتم MEPر يو گل از مس
د يتولزان ير با مين مسيا ياصل يهاژن انيزان بيم

  .مذكور يهادر بافت ياصل يها مونوترپن
  

 هامواد و روش
  اهيكاشت گ -1

تكـرار   3با  يتصادف كاملاًدر قالب طرح آزمايش ن يا
ــذرهاي يپــس از ضــدعفون. انجــام شــد ــزيآرتم ب ــا  اي ب

 بــار شستشــو بــا آب مقطــر، 3و % 20م يد ســديــپوكلريه
سـاعت   8لـوكس و   3000هفته با شـدت نـور    2مدت  به
زده   جوانهبذرهاي . ش قرار داده شدنديد يدر پتر يكيتار

كوچك انتقال داده و در ادامـه   يكيپلاست يهارا به گلدان
درجـه   25 يروز و دمـا  21مـدت   بـه  ها ابتـدا ن گلدانيا

لـوكس و   5000و شـدت نـور   % 55گراد، رطوبـت  يسانت
هـا بـا   اهچـه يگبعـد  قرار گرفتنـد و   يكيهشت ساعت تار

لوكس  7000زان يم به ر شدت نورييا تغط و تنهيهمان شرا
  . شدند يدر اتاقك رشد نگهدار
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  رين مسيها از اد مونوترپنيو تول MEPك ير شماتيمس -1 شكل

 DXS :1- يدئوكس–D  - فسفات سنتاز،  -5لولوس يزDXR :1- يدئوكس –D - فسفات ردوكتاز،  -5لولوس يزHDR :1- يدئوكس –D - 5لولوس يز- 
  هامونوترپن: monoterpenesزومراز، يفسفات ردوكتوا

 
  اسانس هيتجزاستخراج و  -2

اسانس  هيتجزراج و بافت برگ، غنچه و گل استخ 3از 
. روز در آون خشك شدند 2مدت  به هانمونه. شدانجام 

 يهانمونه يبر رو. ها با هگزان انجام شداستخراج نمونه
 جداگانه، يهاوپيمذكور در ت يهااز بافت خشك شده

 4 يدار فه شد و بعد از ورتكس كردن و نگهاضا هگزان
 يبرا. شدند لتريها فاتاق، نمونه يدر دما هاوپيساعته ت

 Agilent Technologies(اسانس از دستگاه  هيتجز

7890A ( ك يباMSD )5975 ( و ستونHP-5MS طول  به
ق يتزر. كرومتر استفاه شديم 25/0 يمتر و قطر داخل 30

 25 يورود يت و با دمايحالت اسپلنمونه به دستگاه در 
ر يب زيترت به آون ييبرنامه دما. گراد انجام شد يدرجه سانت
قه، يدق 3مدت  به گراديدرجه سانت 60ه ياول يبود؛ دما

 3 ييان دمايگراد با گراديدرجه سانت 150ش دما تا يافزا
ك يمدت  به ن دمايقه و توقف در ايگراد در دقيدرجه سانت

ب يگراد با همان شيدرجه سانت 260ش دما تا يقه، افزايدق
ن يقه و توقف در ايگراد در دقيدرجه سانت 3 ييان دمايگراد

عنوان گاز حامل با  به ومياز گاز هل. قهيدق 10مدت  به دما
ك يقه و متوسط سرعت يمتر در دق يليك ميان يسرعت جر

ون يزاسيوني ين دمايهمچن. ه استفاده شديمتر در ثانيسانت
  .گراد بوديدرجه سانت 230

  
 RNAاستخراج  -3

 كمك ي بهستيتكرار ز 3غنچه و گل با  ،بافت برگ 3از 
و طبق  اژننيشركت س RNasy Plant Mini Kitت يك

براي  .استخراج شد RNA، دستورالعمل شركت سازنده
 يو برا% 1راج شده از آگارز خاست RNAت يفيك يبررس
  .استفاده شدت از دستگاه نانودراپ ين كمييتع
  
  cDNAساخت  -4

كروگرم آغازگر يك ميهمراه با  RNAكروگرم يم سهمقدار 
) بدون نوكلئاز(و با آب دبس  ختهيوپ ريك تيدر را  dT گويال

 يقه در دمايپنج دقمدت  به تر رسانده شد ويكروليم 12به حجم 
خ ي يرو  به هاوپيسپس ت. گراد قرار داده شديدرجه سانت 65
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ك ي، cDNAتر بافر ساخت يكروليچهار ممنتقل شده و 
ك يو  dNTPتر يكرولي، دو مRNase inhibitorتر يكروليم
 هاوبيت .شد معكوس اضافه يبردار م نسخهيتر آنزيكروليم
 بعدگراد و يدرجه سانت 45 يك ساعت در دمايمدت  به
پس از . ندداده شد درجه قرار 70 يقه در دمايمدت پنج دق به
  درجه - 20 يدما به ساخته شده cDNA ن مراحليا يط

  .منتقل شد ينگهدار يبراگراد  يسانت
  
  RT-PCRو  آغازگر يطراح -5

و  DXS ،DXRژن  3 يبرا آغازگر يطراحمنظور  به

HDR افزاز  از نرمprimer 3 يمرهايپرا يتوال .استفاده شد 
 يعوامل. نشان داده شده است 1- 1 شده در جدول يطراح
 CGگراد، درصد يدرجه سانت 60ك ياتصال نزد يدمامانند 
 يو طراح 3´ يدر انتها Gا ي Cدرصد و حضور  50 يبالا

رد توجه قرار گرفت و ومآغازگر  يدر طراحن ژ 3´ه ياز ناح
مربوط به  آغازگر ،نيهمچن. سفارش داده شدساخت  يبرا

 و همكاران  Zengروشبر اساس  18S rRNAژن مرجع 
  .انتخاب شد) 2008(

  
  HDRو  DXS ،DXR يهاژن يمورد استفاده برا يآغازگرها يتوال -1 جدول

قطعهطول  )Reverse(آغازگر معكوس  يتوال  )Forward(م يآغازگر مستق يتوال ژن
 يريتكث

DXS 5’- TGAAGCATTGATTGCAGAGG -3’  5’- GCAAATGTAACCGCATGTTG -3’  169 

HDR 5’-AATTCTCCATGGCGTCTTTG-3’  5’-ATTATGCCTGGACACCTTCG-3’  170 

DXR  5’- GGTTGCTCGTCATCCAGATT -3’ 5’- CGCAAGAGGAAGAACAAAGG -3’ 154  

  
  يمراز در زمان واقعيپل يارهيواكنش زنج -6

 يمراز در زمان واقعيپل يارهيانجام واكنش زنج يبرا
ن استفاده شد كه با استفاده از دستگاه يبرگرياز روش سا

(BIO-RAD) گرگان  يشگاه علوم كشاورزيدر آزما
تر آب يكروليم 6: در هر واكنش مواد شامل. انجام شد
 يهاآغازگرتر از هركدام از يكروليم 1رشده، يدوبار تقط

 cDNA تريكروليم pmol)10( ،2 معكوسو  ميمستق
ن مورد يبرگريساتر يكروليم 10و ) ق شدهيرق1:20(

ن يبه ا ،كار رفت به PCR چرخه دو. استفاده قرار گرفت
 يك مرحله با دمايك تكرار و ياول با ب كه چرخه يترت
دوم با  چرخهه و يثان 180گراد و زمان يدرجه سانت 95
 10مدت  به درجه 95 يمرحله شامل دما 3تكرار و  35
 درجه 72 يه و دمايثان 10مدت  به درجه 57 يه، دمايثان
  . جام شدناه يثان 30مدت  به

  جينتا
 GC/MSعصاره با  هيتجز -1

ــداد ــترك 46 تع ــوترپنيــب ترپنوئي ــا و د شــامل مون ه
 ييشناسـا برگ غنچـه و گـل    يهادر بافتترپن يسسكوئ

 ـن واقعيبا توجه به ا. شد هـا از  مونـوترپن  يت كـه تمـام  ي
در  هـا شوند، درصد مونوترپنيد ميتول MEPر يق مسيطر

بـات  ير تركيها نسبت به سـا مونوترپن .شد يبررس عصاره
 ـترك 49از  كه يطور هب ،داشتند يسهم بشتر يديئترپنو ب ي
و  ل دادنـد يتشك هارا مونوترپن بيترك 26 شده، ييشناسا
ــ ــوترپن، ين تركيــن اياز ب ــترك 6بــات مون ، α-pineneب ي

Camphene ،beta-Myrcene ،1,8 -Cineole و 
Artemisia ketone ب يــترت بــه غنچــه و گــل، در بــرگ

را به خود اختصاص  عصاره درصد 76/78و  54، 80/60
  .)2شكل( دادند
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  بحث
خواص ه مطالعدارو و درمان بر اخيراً متخصصان 

 يعيطب يكروبيبات ضد ميكشف ترك واهان يگ يكيولوژيب
 α-pinene بيترك .(Lima et al., 2005) اندمتمركز شده

رشد  يبر روباشد كه يبات مونوترپن مياز ترك يكي
 .(Leite et al., 2007)دارد  يمنفمثبت اثر  گرم يها يباكتر

 α-pineneپاز و استراز يفسفول يت بازداريفعال يژگيو
 Cryptococcus neoformansدر ارتباط با  خصوصاً

-α زانيم نيشتريب ).Silva et al., 2012(شناخته شده است 

pinene يهاان ژنيكه با ب د شديدر غنچه تول DXS  وHDR 
 بيترك .دارد يهمخوان ،را داشتند ييان بالايكه در غنچه ب

Camphene آب است كه در  يحلقو يهااز مونوترپن يكي
كه از  باشديمحلول م يآل يهادر حلال ينامحلول ول

ك ين ماده يا. شوديساخته م pinene -αون يزاسيزومريا
در ساخت مواد  يعنوان افزودن به باشد كه ميب معطر يترك
 يدارا Camphone بيترك .دكاربرد دار يو بهداشت يشيآرا

 ييباشد و توانايم يقدرتمند يدانياكسيت آنتيخاص
ل و يدروكسيل هيآزاد مختلف از قب يهاكاليراد يپاكساز

 Camphone انزيم .(Liu et al., 2008) داردد را يسوپراكس
 كه در برگ و DXR ان ژنيشتر بود كه با بيدر برگ و گل ب

رسد كه با ينظر م به اما ،هماهنگ بود ،دارد ييان بالايگل ب
گر يد يكي Myrcene بيترك .در تضاد باشد HDRژن  انيب

حه يرا يباشد كه دارايم يبات با ارزش مونوترپنياز ترك
 .شوديكننده استفاده مشبور بوده و در ساخت مواد خويدلپذ

نشد و مقدار آن در غنچه  ييب در برگ شناساين تركيا
خود اختصاص  به عصاره را% 8اما در گل حدود ز بود يناچ

ان يچون ب .داشت يشتريب يهماهنگ DXRان ژن يداد و با ب
  بيترك .بالاتر از برگ و غنچه بود گلن ژن در يا

1,8-Cineole ب يك تركي وفرار  يك منوترپن حلقوي
و خوشبوكننده  يكاربردهاباشد كه  يبا مزه تند مخوشبو 

-1,8 بيترك .).Lana et al., 2006)دارد  يفراوان ييدارو
Cineole يرو يقو ياثر بازدارندگ –TNFα  وIL-1  و

كار  به تيها دارد كه در كاهش بروز حساسنيتوكيد سايتول
شده  يريگ زان اندازهيم. (Juergens et al., 2004)رود يم

بالا بود و در غنچه درصد  ب در هر سه بافت نسبتاًين تركيا
 artemisia بيترك .برگ و گل بودشتر از يب يآن اندك

ketone  همراه باcamphor ب عصاره را ين تركيترياصل
هركدام در برگ و غنچه  artemisia ketone. ل داديتشك
خود اختصاص داد و همانند  به عصاره را% 38و در گل % 10

beta-myrcine ز با يب نين تركيمقدار اDXR يهماهنگ 
. از برگ و غنچه بالاتر بود DXRان يرا در گل بيز ،داشت

در برگ  beta-myrcineبرخلاف  camphor بيترك اما
و همكاران  Bhakuni يها افتهيج با ين نتايا .شتر بوديب
 Artemisia ه در گونهيبات ثانويزان تركيم كه )2001(

anuua  هماهنگ كردند، مختلف گزارش  يدر كشورهارا
ها درصد مونوترپنز يكه در گزارش آنها ن يطور به .است

 artemisia ketoneو  نداختصاص دادود خشتر عصاره را يب
و بعد از  دادندل يعصاره را تشك يب اصليترك camphorو 
مختلف با  يكه در كشورها داشتندها قرار cineole آنها

رات ييزان آنها در عصاره تغيم ييط آب و هوايتوجه به شرا
 Verdian-rizi يقيتحقدر  .ادندديرا نشان م يقابل توجه

را در  Artemisia anuuaه يبات ثانويدرصد ترك ،)2008(
 3در  يجرم يو اسكتومتر يگاز يران با كروماتوگرافيا

 يريگاندازه يدهو بعد از گل يده، گليدهگل از مرحله قبل
ب مربوط به يترت به باتين تركيشتريو نشان داد كه ب هكرد

camphor ،camphene ،artemisia ketone  وα-pinene 
در مرحله  camphorباز ش ين آزمايج ايهمانند نتابود كه 

 artemisiaن مقدار بوده ويشتريب يدارا يده گل از قبل

ketone از شتر از مرحله قبليب يده گلاز  در مرحله بعد 
ج يز نتاير نين مسيا يهاان ژنيدر ارتباط با ب. بود يده گل
 يهمخوان et al., 2011)  (Olofssonجيبا نتا ق حاضريتحق
 سه )2011( و همكاران Olofsson هاي در بررسي .دارد
 گونه در يزمان واقع PCR روش به MEPر يمس يم اصليآنز

Artemisia annua ان يو مشاهده كردند كه ب مطالعه شد
DXS يهابرابر برگ 8- 7جوان  يهادر جوانه گل و قسمت 

ن ژن در يان ايب ش كهين آزمايج ايكه با نتااه بود ير گيپ
. دارد ت، مطابقبودبرابر برگ  3ش از يغنچه و گل ب

ان را در يش بيافزا ياندك DXRدر گزارش آنها  ،نيهمچن
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 يجه مشابهيز نتيش نين آزمايجوانه گل نشان داد كه باز در ا
ن يهم به .مربوط به گل بود DXRان ين بيشتريبدست آمد و ب

ر يپ يهادر برگ HDRان يكه بكردند ب آنها گزارش يترت
جه ياه بود كه با نتيجوان گ يهاشتر از قسمتيبرابر ب 30-10
برابر گل بود  3ش از يدر برگ ب HDRان يش كه بين آزمايا

مختلف نقش  يهادر بافت اگرچه .دارد يهمخوان كاملاً
رسد كه ينظر م به اما ،استر متفاوت ين مسيا يديكل يها ژن

DXR ر بر عهده داشته باشد و ين مسيرا در ا ينقش مهمتر
 يهايكار دستبراي  اديك ژن كانديعنوان  به توانديم
  .ها مطرح باشدد مونوترپنيش توليافزا يبرا يكيژنت
  

  يسپاسگزار
ت از يصندوق حمامسئولان محترم له از يوس نيبد

ن يا يت ماليدر خصوص حماوران كشور آ پژوهشگران و فن
 يتشكر و قدرادان 90002271پروژه در قالب طرح شماره 
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Abstract 
    Artemisia genus from Asteraceae family has 34 species in Iran with valuable medicinal 
compounds. The most important use of Artemisia has been the treatment of malaria in 
traditional Chinese medicine. In addition to artemisinin, it produces also other secondary 
metabolites such as polyphenols, terpenes, phytosterols and alkaloids. MEP (2-C-methyl-D-
erythritol-4-phosphate pathway) pathway is a chloroplastic pathway by which monoterpenes are 
produced. It exists only in photosynthesis plants and some bacteria. In this study, monoterpene 
compounds produced by MEP pathway in three kinds of tissues including leaf, bud and flower 
were compared with the expression of three genes in the pathway (DXS, DXR, HDR). 
Monoterpene compounds were measured by GC/MS and genes expression was evaluated by 
Real-Time PCR. Six Monoterpene compounds including α-pinene, Camphene, β-Myrcene, 1,8-
Cineole, Artemisia ketone and Camphor detected by GC/MS analysis on leaf, bud and flower 
extracts, with 60.8, 54 and 78.76 percent of extract, respectively. Artemisia ketone and 
Camphor had higher levels compared to other compounds. DXS expression in leaves was three 
times higher than that of buds and flowers. DXR showed the highest expression in flowers. 
Expression of HDR in leaves or buds was three times higher than that of flowers. Comparing the 
results of gene expression and GC/MS suggested that DXR plays more important role in 
producing monoterpene compounds and might be a candidate gene for genetic engineering. 
 
Keywords: Artemisia annua, GC/MS, monoterpenes, MEP phathway, real time PCR. 


