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                                                                  81/6/79تاریخ                       

 دانشجو امضای                  

 

 

 

 

 

 تعهد نامه

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر
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افزار ها و تجهیزات ساارتص شاده  اس  ( متعلق بص دانشگاه صنعتا شاهرود ما ای ، نرم 

اید بص نحو مقتضا در تولیدات علما مربوطص ذتر شود .  باشد . این مطلب ب

 امص بدون ذتر مررع مجاذ نما باشد  .استفاده اذ اطرعات و نتایج مورود در پایان ن
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 چکیده :
 مساایر درتلیدی  آنزیم یک ، UDP- glycosyltransferase74G1آنزیم یتننده تد srUGT74G ژن

 گلیکوذیرسیون با  تص باشدما برتونا ربائودیانا استویا گیاه برگ گلیکوذایدهای اساتویولا در بیوسانتز

 ،اسااتویوذایدتولید  و مونوذاید اسااتویولا و اسااتویولا بیوذاید، مولکولا اسااتویولا 73 یشااماره تربن

درصد اذ وذن  71-5 تشکیل ید باااساتویوذ .دارد نقش اساتویوذاید سانتر در ربوذوذاید و مونوگلوتوذاید

 چشااائادارای نقش مهم در تیفی  ترین رزء اذ قندهای اسااتویا و برگ رشااک گیاه اسااتویا اصاالا

 قندهای تاربرد گسترش اذ پس اذ چشیدن استویوذاید مانعباشد. تل ا مجموع قندهای اساتویولا ما

تاهش  بدین منظور اسا  و مورب آن شاد تص این قند نیاذ بص فرآوری داشاتص باشد. شاده اساتویولا

 با UGT74G1 ی آنزیم ژن تدتننده اذرونویسااا پس راموشااا طریق اذ اسااتویوذاید بیان میزان

برای بررسااا عملکرد آن در تیفی   ihpRNAی ایجادتننده مناسااب هایساااذه سااار  و طراحا

ای بص طولا قطعص srUGT74G1 ی اگزون ژناذ روی ناحیص .چشااائا قند اسااتویا در نظر گرفتص شااد

 قرارگیری ره EcoRI و KpnIبرش  رایگاه دارای ارتزاااصااا رف  باذ انت اب و پرایمرهای 771

 بص قطعص گیری ره  رایب BamHI  وXbaI وهمچنین  ساانس( ره  )رشااتصهم صااورت بص قطعص

 طراحا شد. با pHANNIBALی راموش تننده حامل در سنس(آنتا )رشتص وارونص صورت معکوس

 pTG19-T شد و در وتتور تکثیر سنسآنتا و سنس قطعص ایآشایانص پلیمراذ ایذنجیره واتنش انجام

ساانس در و آنتاشااده، قطعص ساانس  تلون ژن صااح تائید یابا و توالا اذ شااد. بعد ساااذی همسااانص

 تلون شدند. pHANNIBALپرسمید 

 .pHANNIBALسنس، سنس، آنتاگر، مدارلصRNA ،استویا ربائودیانا: راموشا ژن، کلیدواژه
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 منابع تامین رامعص امروذ عمده مشکرت اذ یکا آگاها ، سطح رفتن باج و رمعی  افزایش بص تورص با

 و مورود هایفناوری بهبود رایگزین، غشایا منابع یافتن راستا این در باشد.ما غشایا مناسب و سالم

 لحاظ اذ غشایا اهمی  مواد بص صتور با چنینهم رسد.ما نظر بص ارتناب ناپشیر نوین، هایفناوری ارائص

 رهان سراسر در مواد این عربص و تولید رزوص دقیقا در بسیار استانداردهای رامعص، سرم  تامین

 هانوشیدنا اذ بسیاری فرآوری صنایع غشایا، پیشرف  با اس . امروذه گرفتص قرار اررا مورد و شده تدوین

 باشد. ما مناسب غشایا هایمکمل و هاافزودنا اذ استفاده مستلزم روراتا مواد و

 هایافزودنا اذ هاتنندهشیرین . باشدما  هاتنندهشیرین انواع غشایا صنایع در رایج هایافزودنا اذ یکا 

 استفاده غشایا تولید مواد در نیاذ بص بستص هاآن م تلف انواع امروذه تص هستند غشایا صنایع در پرتاربرد

 عنوان بص فعالی  آبا تردن تم با رنگ بهبود بر عروه طعم، یتشدیدتننده یک عنوان بص شکر شود. ما

باید ها تنندهشیرین سایر با آن رایگزینا بنابراین در تند،ما عمل نیز غشایا صنایع در نگهدارنده یک

 عمط تا شوندما مزرف م لوط، صورت بص اغلب امروذه هاتنندهشیرین آید. سایرعمل  بص بیشتری دق 

 بص مناسب، یمزه و طعم با قند بدون و رژیما غشاهای بص بیماران نیاذ و آید دس  بص  دل واه یمزه و

 نظیر سرمتا مشکرت بررا با ارتباط همچنین و و تکنولوژیکا اقتزادی دجیل بص .گردد برطرف روبا

برای  ویژه بص تص رون ولینانس و  گلوتز افزایش سطح و چاقا دندان، فساد قلبا، هایبیماری رون، فشار

 دس  در ساتارذ برای مناسب رایگزینا یافتن ره  روذافزونا هایپژوهش اس ، مضر دیابتا افراد

  (.7331)فئولکس،   اس انجام

 ترینشایع اذ افراد این بیماری تص ایگونص بص هستند رطر معرض در هایگروه تریناذ مهم دیابتا افراد

 ایران ر. درودشمار مابص غربا روامع در میر و مرگ عل  چهارمین عنوان بص و همتابولیکا بود ارترجت

 و بزرگسالا درصد 31 تا 15 تعداد این اذ تص هستند دیاب  بیماری بص مبتر افراد رامعص درصد 4 اذ بیش

  .اس  تودتان بقیص
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مورد  ینا برای شکربص عنوان رایگزساتارین، سیکرمات، آسپارتام، گریکریزین  هایشیرین تننده

ها حاتا اذ نتیجص این آذمایش ها گزارش گردید. رطرناتا برای آن ضآذمون قرار گرفتند، بعضا عوار

آن بود تص آسپارتام اذ طریق تولید فنیل آجنین بص عنوان یک متابولی  عمده در طا متابولیسم رود، 

سرطان مثانص در حیوانات  منجر بصرارین دهد. همچنین سااحتمالا بیماری فنیل تتونوریا را افزایش ما

 ا مضر بودههگزامین برای قلب و بیضصسیکرمات با تولید متابولی  سما سیکلو گردید وآذمایشگاها 

 تند،ما وارد سرم  بص شکر تص هایاذیان مورد در عموما آگاها این  افزایش(. 2112هو،)تیم و تینگ

 شده است راج تالرى بدون یا تالرىهاى طبیعى تمتننده یرینش اذ استفاده تمایل بص افزایش بص منجر

 .گشتص اس  گیاهان اذ

 Stevia rebaudianaاستویا ) باشد،ما طبیعا هایتنندهشیرین حاوى تص گیاهى هایگونص اذ یکا 

Bertoniمورد اروپایا تشورهای و تره چین، برذیل، اذ رملص ژاپن، تشورها اذ بسیاری ( اس  تص در 

)آتص و همکاران،  باشدنما ذاتالری صفر، 7با شارص قندی اس . قند استویا قرارگرفتص ردی قبالااست

غیر سما بر سرم  انسان  بدون اثرات و (2171، پوری و همکاران،2171؛ سئیما، 2113؛ ترویر،2111

باشد  کرماتسی و آسپارتام، سارارین مانند مزنوعا هایتنندهشیرین برای مناسب ارایگزین تواندما

 مقدار حاوی آن هایبرگ تص اس  گیاها استویا(. 2111تلوس و همکاران،  ؛7333تاردلو و همکاران، )

 (. 2119سایمون و همکاران، )اس   تالری بدون یدیاگلیکوذ شیرین ترتیبات ذیادی

 طوربص قندهاورود دارد.  این  گیاه هایبرگ در تص هستند ترپندای قندهای اذ گروها استویولا قندهای

 و (2171هوآنگا و دای، ) شوندما استفاده داروساذی و نوشیدنا غشائا، صنایع هایحوذه در گسترده

 و گلوتز اذ بعد ذائا،انرژی فقدان چنینهم و بودن طبیعا و سما غیر ذیاد، العادهفوق شیرینا عل بص

استویولا  قندهای اذ حابر درحالا شوند.ما شنارتص  "رهان در تنندهشیرین سوم منبع" عنوان بص ساتارذ

 دیابتا افراد برای ویژهبص دنیا تشورهای اغلب در نوشابص و غشا در ذاغیرانرژی هایتنندهشیرین عنوانبص

                                                 

7. Glycemic index 
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 قندهای (.2111؛ مالکا و همکاران،2111تاراتوستاس و همکاران،) گردداستفاده ما چاق افراد و

کون مشتر  و انواع متفاوت )تعداد و نوع( اذ قندهای متزل استویولا شامل یک هستص ی استویولا گلی

درصد( و  21تا75) A2درصد(، ریبودیوذاید 11-61) 7یدااستویوذ . اس 73و  79بص تربن  شده

درصد تیفی   31تص بیش اذ  دهندرا تشکیل ماقندهای استویولا درصد(  71) تمتر اذ  C9ریبودیوذاید

 تنندگاهای متفاوتا اذ شیریندهند، این قندها دارای دررصاچشائا قندهای استویولا را تشکیل م

تننده شیرین دو اذ بیشتر و داشتص را تنندگاشیرین و چشائا تیفی  باجترین Aریبودیوذایدهستند. 

 تاربرد گسترش اذ مانع استویوذاید، تل  پس اذ چشیدن قند طعم تصدرحالا .باشدما پسند مورد دیگر

شد تص استویوذاید و  ی داروساذی نشان دادهدر حوذهاس . شده  حدگسترده در استویولا قندهای

اثر مفیدی بر سرم  مبتریان بص دیاب  نوع دو و تاهش فشاررون و تقوی  سیستم  Aذاید دیوریبو

 (.2114؛ رپسنس و همکاران،2119رریجرسنس و همکاران،) ایمنا دارند

 هایفعالی  وانواع غشائا افزودنا عنوانبص استویولا ندهایق یگسترده تاربردهای بص تورص راین بابناب

بهتر  ابا تیفی  طعم استویولا قندهای تولید ره  صرفصبص مقرون و ساده اروش  تردن ، پیداذیستا

  .اس  استویولا قند صنع  تورص تانون

 . گیاه استویا1-1

 و برذیل مرذ در واقع آمامبا نامنطقص توهستا بوما Stevia rebaudiana Bertoniاستویا با نام علما 

 یا( Asteraceae) تاسنا یبص رانواده متعلق پاراگوئص و در آن مناطق بص گیاه برگ عسلا معروف اس .

 آمامبا منطقص بومیان توسم استویا هایبرگ استفاده اذ یتاری چص. اس  (Compositae) علفا مرتبان

بومیان  توسم چای تردن شیرین برای پیش هاقرن اذ اهگی گردد. اینما باذ قبل سالا 7511 اذ بیش بص

                                                 

7. Stevioside  

2. Rebaudioside A 

9  . Rebaudioside C 



  5 

 

(، برگ استویا برای صدها سالا توسم 7316، .همکاران و تاتایاما(اس  شده استفاده رنوبا آمریکای

عنوان میان در طب یا بصان شیرین تننده در چای سبز آنها بص عنو Ra´a He´eها با نام بوما هندی

 . اس  وعده استفاده شده

 ه را بود تص این گیا اربومیغن ستین  تووس، گیاهشناس و پزشک اسپانیایاژاتوبوس اس پتروس 

 شناساهیگ 7111 سالا درو برای اولین بار  ، نام غیربوما استویا را اذ نام او گرفتندقرارداد موردپژوهش

ررپوستان اذ طریق س ی تنونادر رنوب پاراگوئص رود در تحقیقات مواذِیز سانتیاگو برتونا، سویسا

رد،  پس ت را با رزئیات توصیف این گیاه و طعم شیرین آن پاراگوئص بص رواص این گیاه پا برده بود و

 شیرین دلیل بص استویا .اروپائیان قرار گرف  موردتورصاین گیاه  اشناساهیگاذ انتشار اولین توبیحات 

 این .اس  شیرین معروف علف و وئصپاراگ شیرین علف شیرین، گیاه عسلا، برگ هاینام بص هابودن برگ

استووس و برتونا و  افت ار اما مجدد بص شد نامیده .Eupatorium rebaudianum Bertابتدا  گیاه،

ند داد قرار مطالعص مورد را استویا عزاره شیمیایا هایویژگا تص شیمیدانا اولین ، "ریبادی" چنینهم

 فرستاده انگلستان بص 7342سالا   در استویا بشرهای (.2177همکاران ،  و یاداو(  شد نامگشاری مجدد

 رورد. شکس  آن تولید برای ترش اما شد

همکاران،  و تاتایاما (دش پاراگوئص انجام در 7364 سالا در گیاه این رسما و تجاری  تش  بار اولین 

 آمریکا، پاراگوئص، ل،برذی تره، تایلند، تایوان، چین، ژاپن، تشورهای در استویا اصلا تولیدتنندگان (.7316

 آن اذ غشایا و دارویا استفاده برای رنوبا آمریکای تشورهای همص تقریبا و باشندما یآرژانتین، مالز

 و  سامن ؛ 7332 همکاران، و ؛ احمد7332روسا ،  و برندلا ؛ 2172 همکاران، یاداوو(  تنندما  استفاده

 (. 2111همکاران، 

سیار ب با است راج ترتیب تریستالا های بریدلا و جویربص نام  دو شیمیدان فرانسوی 7397در سالا 

یرین ی طعم شایجاد تننده هایدکوذییگلقادر بص رداساذی های این گیاه، شیرین بص رنگ سفید اذ برگ

اسید و  و مقاوم بص حرارت وهستند روذ اتاتر اذ سبار شیرین 911تا  251ها این ترتیب شدند. استویا 
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 راندلا)ب هستندها های میکروبا و تبدیل بص اسیدها و گاذها و الکلآنزیمتوسم قابل ت میر باذ و غیر 

منتشر  7355سارتار دقیق آگلیکان و گلیکوذید در سالا پس اذ آن . ( 2172ولعاطف، بداع ؛ 2114،

 برای ربران طا ریره بندی شکر ،تشور بریتانیا در  با شروع رنگ رهانا دوم، استویا توسم .شد

تمبود مواد غشایا تش  شد. تا قرن چهاردهم، شکر رزء اصلا مواد غشایا بود اما بدون شک بص عل  

ا یا های طبیعترد. اذ این رو تولید شیرین تنندهمقدار ذیاد تالری، مشکرت پزشکا ذیادی ایجاد ما

 مزنوعا رایگزین با هدف تمترین تالری و بیشترین شیرینا مورد بررسا قرارگرف . 

 گیاهشناسی استویا .1-1-1

 پاراگوئص و برذیل مرذ در واقع آمامبا منطقص توهستانا بوما قد توتاه سالص، چند علفا، گیاهااستویا 

آن  هایگونص مهمترین تص باشدما گونص 291دارای  با تنوع ذیاد در تعداد تروموذوم استویا رنس اس .

گونص شنارتص شده  291اذ میان  اس . سیفوریا سالا ادیانا،رب پلومورا، سراتا، واتا،آ میکرانتا، لمونا، شامل

-هورن و سوئصباشد )تینگدارای اسانس شیرین تنندگا ما Stevia rebaudianaاذ  این رنس، تنها 

 توسم قبر تص S. rebaudiana  ،2n= 22تروموذوم   تعداد .(2114؛ استیوا و همکاران، 7315رارتو، 

)یاداو و  گزارش شده بود (7312و 7311) و همکاران و مونتیرو 7336فردریکو و همکاران در سالا 

 .(2179گوپتا ، و )پانده اس  شده مشاهده گیاه این در نیز پلوئیدپلا هایگونص بعضا اما (2177همکاران،

 (: 2177همکاران، و یاداو(  باشدما ذیر صورت بص رانداران بندیطبقص در استویا رایگاه

Domain: Eukaryota 

Kingdom: Plantae 

Subkingdom: Tracheobionta 

Superdivision: Spermatophyta 

Order: Asterales 

Family: Asteraceae 

Tribe: Eupatorieae 

Genus: Stevia 

Species: rebaudiana 
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 هاقسم  سایراذ هاریشص .اس  سطحا و فیبری منشعب ایریشص سیستم با چندسالص گیاها استویا

د. هستن شکننده و ترد و چوبا نیمص تا علفا سالص،یک افراشتص، گیاه این هایساقص دارند. تمتری گلیکوذید

 و قاهری ؛ 1394 اسماعیلا، ؛ 7932همکاران، و پور آذر ( باشندما ظریف بسیار هایتر  دارای هاساقص

 هستند سفید رنگ بص متری میلا 23تا  22ک توچ هایگل باذ با هایروشص، آذین(. گل7934همکاران،

 آن هایگرده تص هستند پرچم پنج دارای ها(. گل7-7) شکل باشندما ماده و نر اندام دو هر و دارای

 توسم و احتماجً بوده ناساذگار رود استویا های(. گل7333گتمولر و چینگ ، ( باشندما ذاشدت آلرژیبص

تا نیم صفر بین استویا در رودگشنا (. میزان7331 همکاران، و  )چاجپاتا دنشوما افشاناهحشرات گرد

 ورود مسئلص این تص اس  درصد 1/61تا 1/1بین  دگرگشنا تص میزاناس  درحالا شدهدرصد گزارش

پورهی ،  و ؛ مایتا7361همکاران،  و )تاتایاما تندما تائید گیاه این در را رود ناساذگاری سیستم

2111 .) 

 قرار  ساقص روی متقابل آرایش با و هستند داردندانص اغلب و ساده شکل،بیضا و توچک استویا هایبرگ 

 

 برگامد یا دارای دمبرگ فاقد نسبتاً هاهستند. این برگ سطحا رنگسفید هایتر  دارای هادارند. برگ

 شرایم بص بستص گسترده طوربص استویا هایبرگ شکل هستند. شیرین طعم و مترمیلا 4 تا 9 طولا بص

-http://wildeherb.com/wp-content/uploads/2014/12/stevia-.(flower) ایاستو اهیگ ریتصو. 1- 1لشک

closeup-300x179.jpg 2018/06/18 . 
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 مایتا ؛7932 و همکاران، پور آذر( اس  متغیر منطقص هوایوآب رورشید، نور تیفی  آبیاری، نوع را ،

 (.7316،پوروهی  و

 گیرندقرار ما مترمیلا 9 طولا بص دوتا-یااستوانص باریک هایفندقص استویا درون هایمیوه یا بشرها

 و تمولرو)گ شوندما پ ش باد وسیلصبص . بشرهااس  شیار(دار)پنج شیار هافندقص(. 2-7)شکل 

 و فیلیپ( هستند پریدهرنگ معموجً نابارور هایدانص و رنگتیره بارور هایدانص (،7333ینگ،ش

 ذناروانص درصداذ  و بوده بعیف استویا بشرهایی ی نامیصقوه(. 7932؛ آذر پور و همکاران، 7317لوتاس

بشر مطلوب  اروانص ذن یگراد برا ادررص سانت 24 ( و دمای7333)لستر ، برروردار هستند پایینا

  (.7333لر و شینگ، و)گوتموئ اس گزارش شده

 بص روباشنا  اًاین گیاه در را  حاصل یز و ترریح متر ارتفاع دارد.سانتا 65 -711 گیاه بالغ حدود

دررص  27-49مرطوب با دمای باجی -وهوای نیمص گرمسیریآبو آفتابا و  موقعی  گرم تند.رشد ما

 مترمیلا 7915 ( و میانگین7322)هاتسلا، گراد نتادررص سا 24 ی ساجنص گراد با میانگین دمایسانتا

-گلو آغاذ  اس  روذتوتاه گیاها استویا تند.در سالا رشد ما (7319؛ سومیدا،7312)شا ،  بارندگا

 تره شمالانیم در دسامبر تا سپتامبر ایهماه برابر با سمار تا ژانویص هایماه در رنوبا ترهنیم در آن دها

 (2179رانا سکزجپور و همکاران.، ؛ 2116)رامش و همکاران.،  دهدما رخ

و  )چاپاجتا دهندما نشان ساع  24 تا 1 اذ طولا روذ، بص واتنش در ذیادی تنوع استویا م تلف هایواریتص

 ااستوی هایبرگ برداش  .شودداد تش  مارر تادر ماه اردیبهش   (. در ایران این گیاه7331همکاران، 

محتوای  .رسدذدگا بص پایان مامزادف با مرداد ماه آغاذ و پیش اذ اولین ی  اوتدر ماه میردی  معموجً

 رسدما حداتثری بصهای استویا اس  قبل اذ گلدها گیاه یدی تص منبع اصلا شیرینا در برگااستویوذ

تن در 74-72ساجنص حدود طور این اساس، میزان محزولا برداشتا بصبر  (.7332) براندلا و همکاران.، 

های سبز و سالم استویا تن در هکتار در اوارر پائیز اس .  تنها برگ 9-2 هکتار در برداش  اولا تا حدود
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اذ  اهگی تولید  برای پرداذش محزوجت م تلف بص میزان بیشتر هستند. دارای مواد رام اولیص مناسب

 . شودتش  باف  انجام ما ،قلمص ،نشاتاری طریق بشر،

 

 اهمیت استویا .1-2

 های شیمیایی اصلیترکیب .1-2-1

دامنص غلظ   ود شوما امیدهن 7گلیکوذیدهای استویولا عنوان تح  ویااست یتنندهشیرین ترتیبات

تشکیل  ها رادرصد وذن رشک برگ 21تا  4رشدی  شرایم و ژنوتیپ تورص بص گلیکوذیدهای استویولا با

استویا گلیکوذید استویولا  در  95تاتنون بیش اذ (. 2172 همکاران، و ؛ استارات2112 )تنلا، دهدما

  استویا ربائودیانا(. 2174؛ اسپینوذا و همکاران.، 2179تئونن و رئونس، ) شناسایا شده اس  ربائودیانا

نها ی رذاسص تاذ رانواه بوس چینگاروی غیر استویا تنها گونصو  اذ رانواده تاسنا استویا فلبوفیرو 

مهمترین  .(7317)تاناتا و همکاران.،  باشندگلیکوذیدهای استویولا ما یهای تولید تنندهگونص

ی است رارا اذ گیاه استویا تص درنهای  قند استویا را تشکیل گلیکوذیدهای استویولا مورود درشیره

                                                 

7. Steviol glycosides (SG) 

-http://wildeherb.com/wp) ایاستو اهیگ یبذرها از یریتصو. 2-1شکل 

content/uploads/2014/12/stevia-flower-closeup-300x179.jpg)  .
2018/06/10 

http://wildeherb.com/wp-content/uploads/2014/12/stevia-flower-closeup-300x179.jpg
http://wildeherb.com/wp-content/uploads/2014/12/stevia-flower-closeup-300x179.jpg
http://wildeherb.com/wp-content/uploads/2014/12/stevia-flower-closeup-300x179.jpg
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، 7، استویولا مونوذاید A, ,B ,C F(، ربائودیوذاید7371؛ 5731رتونا، ب دهند عبارتند اذ: ، استویوذاید )ما

، Q،I  ،M ،D ،Eربائودیوذاید  عروه بر ترتیبات فوق (.2119رئونس، ) A9دولکوذاید و2بیوذایداستویولا

G (1,3-stevioside) ید مسیر تولباشند تص های استویا ماسایر گلیکوذیدهای استویولا مورود در برگ

)اوسرن  شونددرصد اذ وذن برگ رشک استویا را شامل ما 4/1-5/1حدود ه اس  و ها شناسایا شدآن

 هستند نترپاستویولا تتراسایکلیک دیی این ترتیبات مشتقات گلیکوذیلص شده. (2176و همکاران، 

 وند. شسیتوذولا برگ استویا سنتز مابیوسنتز گلیکوذیدهای استویولا در  ی مسیروسیلصو بص (9-7)شکل 

 )ترامر   گرفنها با ساتاروذ مورد مطالعص قرارگلیکوذیدهای استویولا و مقایسص شیرینا آلا سارتاری فرمو

شیمیایا  اسکل این ترتیبات درسارتار شیمیایا رود دارای یک  (.2119؛ رنئوس،7316و ایکان،

 79عی  متزل بص تربن در موق 2Rو 1Rهای رانبا اذ ترتیب استویولا هستند و تفاوت در گروهیکسان 

 اذ یک هر تنندگاشیرین این ترتیب باعث ایجاد انواع گلیکوذیدهای استویولا و تنوع در پتانسیل 73و 

                                                 

7. Steviolmonoside 

2. Steviolbioside 

9. Dulcoside A 

 ای گلوکز از منشعب یترکیبات R2وR1 .  ایاستو یکوزیدهایگل کلی ساختمان. 3-1شکل 

 رد تنوع و ولیاستو یدهایکوزیگل انواع دیولت به منجر که یدیمنوساکار یقندها ریسا

 .گرددیم دهایگلیکوز از کی هر کنندگینیشیر پتانسیل
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گردآوری  7-7ردولا  فرمولا شیمیایا استویوذاید وسایر گلیکوذایدهای استویا در .شودما گلیکوذیدها

 .شد

 ساکاروز شکر یدرصد 4 محلول با سهیمقا در باتیترک نیا ینیریش سهیمقا و آن با مربوط قاتمشت و دیوزایاستو ییایمیش فرمول.-1-1جدول 

 (2003جئونس، ؛1891کان،یا و کرامر)

 

 قندهای سایر یا گلوتز اذ منشعب تاترتیبا 2Rو  1Rهای گروه تص دهدما نشان دانشمندان هایبررسا 

رشک(،  درصد اذ وذن برگ 71-5(. استویوذید )2115 همکاران، و داتوما( باشندما منوساتاریدی

درصد وذن برگ رشک(  اذ 2) تمتر اذ Cدرصد اذ وذن برگ رشک( و ریبودیوذاید  2-4) Aریبودیوذاید

 گلیکوذیدهای

 استویولا
 2گروه رانبا  7گروه رانبا  فرمولا شیمیایا

شدت 

 شیرینا 

 C38H60O18 β-Glc β-Glc-β-Glc(2→1) 911 استویوذاید

 C32H50O13 H β-Glc-β-Glc(2→1) 725-711 استویولا بیوذاید

 A C44H70O23 β-Glcربائودیوذاید

β-Glc-β-Glc(2→1) 

 

β-Glc(3→1) 

451-251 

 B C38H60O18 Hربائودیوذاید

β-Glc-β-Glc(2→1) 

 

β-Glc(3→1) 

951-911 

 C C44H70O22 β-Glcربائودیوذاید

β-Glc-α-Rha(2→1) 

 

β-Glc(3→1) 

751-51 

 D C50H80O28 β-Glc-β-Glc(2→1)ربائودیوذاید

β-Glc-β-Glc(2→1) 

 

β-Glc(3→1) 

451-251 

 E C44H70O23 β-Glc-β-Glc(2→1) β-Glc-β-Glc(2→1) 911-751ربائودیوذاید 

 A C38H60O17 دولکوذاید
β-Glc β-Glc-α-Rha(2→1) 721-51 

glc = glucose; rha = rhamnose; xyl = xylose; H=hydrogen 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C38H60O18&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C50H80O28&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C44H70O23&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C38H60O17&sort=mw&sort_dir=asc
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فی  چشائا قندهای استویولا را تشکیل درصد تی 31ارزای اصلا قندهای استویولا بوده تص بیش اذ 

 (. 7311؛ فیلیپس 7315تینگهورن و سوئص رارتو، ) دهندما

 سایر ترکیبات مفید .1-2-2

اعرم تردند تص پس اذ است راج متابولی  های ثانویص مانند استویوذید، برگ  (2171) ابوعرب و همکاران

شد. عروه بر این باج بودن محتوای پروتئینا باارذشمند اذ اسیدهای آمینص بروری ما ارشک شده منبع

 اس هتردمهم در صنع  غشایا تبدیل  یعنزر آن را بص  افزایش ظرفی  نگهداری آببا قابلی   گیاه

 ترپنوئیدها، تری ها، استرولا فرار، روغنا ترتیبات حاوی گیاه هایبرگ(. 2114)ساویتا و همکاران.،

 دیگر ترتیب شش و آروماتیک های الکل و هستند غیرگلیکوذیدی یهاترپندی و تومارین فروونوئیدها،

. (2172، .همکاران و مونداتا لمون؛ 2171،.همکاران مادان و) باشد ما انسولین ساذی متعادلا راصی با 

در   2177تا  2116های استناد بص متون نویسندگان دیگر، نتایج حاصل اذ آنالیزها در طا سالا با

تص  دنباشغنا اذ فرونوئید ما رام متانولا و عزاره استیل استاتی عزارهد. گردآوری ش 2 -7ردولا

، .همکاران و)چانتا تندپیشگیری ما DNA اذ آسیب اتسیداتیو بص بص عل  راصی  آنتا اتسیدانا

2111).   

 های پزشکی و درمانی گلیکوزیدهای استویاویژگی .1-3

اس  تص بدن انسان قادر بص شکستن این قندها  ارپنتایی دهای استویا دارای درصد باجیا اذ قندهابرگ

در لولص ی  شوند و تاثیری در میزان قند رون ندارند.نیس  و در نتیجص این قندها رشب رون نما

شوند. گلوتز آذاد شده در فرایند، بص مزرف باتتری متابولیزه ما هاولایدها بص استویادیوذئوگوارش، ریبا

شود. استویولا بیشتر اذ این دست وش هضم و بص رریان رون وارد نما های راس  روده ما رسد

 این در حالا اس  تص این قندها بر ررف قندهای تم  .گرددما رارج شود و اذ دستگاه گوارشنما
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ذا هستند و بدون داشتن تالری بیش رطر، غیر سما و غیر رهش)شیمیایا(، تامر با  مزنوعاتالری 

 قند  رایصب قند برگ گیاه استویارایگزینا با   د.هستن)شکر معمولا(  اتاروذاذ س ترشیرینبار 911اذ 

پیشگیری  IIهای ناشا اذ مزرف قند بص ویژه دیاب  نوع توان اذ بروذ انواع بیماری، ماقندرنیشکر و چغند

 چنینهم اس . یوذید در حفظ سطح قند رون، با افزایش مزرف گلوتز موثر گزارش شدهاستو ترد.

تنظیم  آنزیم (،PEPCK) تربوتسیرذآنزیم فسفوانولا پیروات  یاستویوذید با تاهش بیان ژن تدتننده

 دو اینر اما ه دهد.گلوتوژنز تولید گلوتز را تاهش ما نز و ارترلا در فرآیندژوئفرآیند گلوتون یتننده

استویولا با عمل گلیکوذیدهای(. 2115چن و همکاران.، ) هستندوابستص بص دذُ استویوذید  فرآیندها

ترشح انسولین را  AMPو سطح  ATP+k_لا ، بدون تغییر فعالی  تاناپانکراسای همستقیم روی سلولا

 .(خشک برگ گرم 100 در  گرم حسب بر) ایاستو خشک برگ در یمعدن و ییایمیش یمحتوا. 2 -1جدول

 روی منیزیم آهن پتاسیم تلسیم فیبر چربا پروتئین تربوهیدرات
 ترتیبات 

 منبع       

 (2116تدهانا) 93/6 - 9/96 2751 7551 - 94/4 4/21 2/95

- 2/77 3/7 2/75 544 7111 3/9 943 5/7 
گویالا و همکاران 

(2113) 

- 72 1/2 - 122 193 7/97 - - 
تاوشیک و 

 (2171همکاران)

52 71 9 71 4/464 7111 9/55 943 5/7 
میشرا و 

 (2171همکاران)

 (2171سریو) - 511 3/9 7111 611 75 6/5 2/77 59

3/67 4/77 19/9 5/75  1/71 75/27 13/5 26/9 26/7 
ابوعرب و 

 (2171همکاران)

- 76 6/2 1/6 2/1 9/71 966 4/2 21 
آتص و 

 (2177همکاران)
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 این راستا،در . (7934 ؛ قاهری،2115مگجا و همکاران، ؛ 7316و همکاران،  )توری دندهافزایش ما

ای هترشح سلولااستویا  ف  و مشاهده شد تص نص تنها مزرف قندنقش استویوذید مورد مطالعص قرار گر

های متابولیسم ساذد بلکص اغلب فعالی  ژنآلفا ایجاد شده توسم اسیدهای چرب را متعادلا ما

وان عندرنتیجص بص، تندرا تنظیم ما اس یداسیون و تبدیل و انهدام ژن سها را تص شامل اتاسیدچرب

 (. 2116گ و همکاران، یک عامل بد دیاب  بسیار قوی پیشنهاد شد )هان

 ها در دهان ونقش آن در رشد میکروارگانیسم مربوط بص  های منفا مزرف شکر معمولایکا اذ رنبص

فاده اذ م  دهان و دندان، استحفظ سر منظوربصدر تودتان اس .  رزوصبصها فساد و صدمص بص دندان

و  فادهاستقابلها مش ص ترد تص شکر استویا  آذمایش .اس طبیعا بهترین راهکار  یهاتنندهنیریش

ی مقایسص ینصیدرذم اآذمایش چنین(. هم2119رئونس،ها نیس )نیسمات میر شدن توسم میکروارگ

 یا روی حیواناتاستوی تنندهروه ساتاروذی و گروه شیرینپوسیدگا دندان در اثر مزرف یک گدررص 

تری را تاهش رشد باتتوانایا باجتر در استویا  ی این آذمایش عزاره استویوذیدیدر نتیجص. گرف  انجام

 . (2116ماتسوتوب و تاتاذو، )دارد

در نتیجص  های اسهالا بررسا شدند.های آن براساس نقش رود برای درمان عفون استویولا و آنالوگ

 CFTR)) سیستیک فیبروذ های م تلف آن بص طور موثر برای مهارالوگاستویولا و آن ی این تحقیقات

های ها اذ طریق هدف قرار دادن تانالابرای مهار این تنظیم تننده 7استویولاهیدروگزارش شدند؛ دی

چاتسوتیپانگ و موآن پراسات،  تلر مورد استفاده قرار گرفتند و اذ دس  رفتن مایع روده را تاهش داد )

ی ی وذن و هضم تنندهچین و برذیل چای استویا بص عنوان محر  اشتها و تنترلا تنندهدر (. 2113

 (. 2115سینگ و روآ، شود )غشا استفاده ما
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اس . بص این موثر شنارتص شده ischemia- reperfusionایزواستویولا در برابر آسیب میوتارد ناشا اذ 

بطن چپ قلب، فعالی   Systolic-diastolicبا تاهش عملکرد  Ischemia-reperfusionصورت تص 

دهدو سبب افزایش ما ژناذ و تراتین تیناذ را در رریان عروق سرررگاهای جتتات دهیدروذآنزیم

شوند. نتیجص های ناشا اذ مطالعات آذمایشگاها تغیرات هیستوپاتولوژیک در میوتارد و میتوتندری ما

ژانگ و اس  )یولا در تضعیف این تغیرات پاتولوژیک بودهی توانایا ایزواستودر این رابطص، نشان دهنده

 (. 2114-2116ذئو، 

تواند میل بص روردن غشاهای چرب را تاهش دهد. تنترلا اشتها اذ دیگر عوامل استفاده اذ استویا ما

ذ اپیش دقیقص  21تا  75تص مزرف استویا بررا افراد معتقدند  .(2115)تایلر،  استویا اس  گشارتاثیر 

مانند ماس   هایا با تالری و چربا ذیادوراتار در .دهدتاهش مارا  هامیزان گرسنگا آن غشایا وعده

ها ترشا، (2171)گویالا و همکاران، و غشاهای دریایا آب نبات (،2171و سس سویا )امزد و همکاران، 

 استویا بص عنوان . استفاده اذعامل اصلا چاقا هستندها، و شیرینا پاستیل(2119)تویاما و همکاران، 

ند باعث توای شیرین ماتننده در این قبیل محزوجت و یا بص عنوان یک نوشیدنا و میان وعدهشیرین

 تاهش وذن و یا تنترلا افزایش وذن شود.

ه در سرطان پوس  موش را تند تردTPAinductید رشد تومور ا، استویوذدر یک مطالعص بد توموری

ها و رراحات برای درمان بیماریی استویولا  گلیکوذیدها چنین هم(. 7335)ناتامورا و همکاران.،  اس 

-O-12 و مهار التهاب پوستا ناشا اذ های توچک پوستا، اگزمای پوستا، آماس پوس  و بریدگا

tetrra-decanoylphorbol-13-acetate   ،.برگ عزاره. (2112استفاده شده اس  )یاسوتاوا و همکاران-

 و و ایزواستویولا استویولا ها، آگلیکون اید،ذاستویو . ترتیباتبدتوموی هستند ادمو حاوی استویا های

 و اتیهیسا( تنندما رلوگیری تومور رشد اذ استویا، برگ در فنولیکپلا مواد و هاآن هایمتابولی 

ی برگ استویا توسم عزارهفعالی  بد میکروبا و بد قارچا در اثبات چنین هم (. 2114، همکاران
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)تدهانا و سوبهاش،  ه اس ات رسیدبص اثب( 2111( و تحدانا و همکاران )2116کوان و همکاران )بون

2111 .) 

 هاکننده. مزایا و معایب استویوزاید نسبت به سایر شیرین1-4

اذ نظر سرع  بروذ و رسیدن بص حداتثر طعم شیرین پس اذ قرار گرفتن ماده شیرین تننده دردهان، 

ن شیرین هایا مانند  گلیسیریزیزدیک بص ساتاروذ دارد و در مقایسص با شیرین تنندهشکر استویا حالتا ن

دهد. باجبودن شدت شیرینا شکر سبب شدت شیرینا رود را بروذ ما تری حداتثربیان در ذمان توتاه

 رینا قابل قبولا حاصل شود، در نتیجص مقدار مزرف مادهیشود تص با مزرف اندتا اذ آن در غشا، شما

شیرین تننده مشتور تم شده و فضای تمتری ره  انبارداری نیاذ دارد تص اذ نظر اقتزادی با صرفص 

دمای محیم های اسیدی و باذی با تورص بص تننده اذ پایداری مناسبا در محلولااس . این شیرین

گراد ادررص سانت 711بص مدت یک ساع  حرارت  1حدود   pHاستویوذید درتص طوریبص برروردار اس 

تندو موادی مانند گلوتز ، حرارت تا حدی آن را تجزیص ما3یا باجتر اذ  9تمتر اذ  pHپایدار اس   اما در 

شکر استویای  (.2171؛ابوعرب و همکاران.، 7315)تینگهورم و سوئص رارتو،  شودایجاد ماو استویولا 

اما  ی آب و الکا برروردار اس پایص تجاری با غلظ  یک درصد یا تمتر اذ حرلی  باجیا در ترتیبات با

 .(7336)آنونیموس،  های غیرقطبا نامحلولا اس در بنزن و تلروفرم و دیگر حرلا

آ هوتاپص) گزارش نشده اس حال  سمی  و داشتن اثر نامطلوب بر سرمتا انسان در مورد شکر استویا  

ا گلوتز و فروتتوذ تص اذ طریق فرآیند برررف  ساتاروذ و قندهای حاصل اذ آن یعن(. 7333و همکاران.، 

شوند، شکر استویا در شرایم عادی بص ندرت چنین واتنشا را ای شدن سبب تغییر رنگ غشا ماقهوه

 تویوذاید. اسدهدشود و طعم و رنگ و مزه غشا را افزایش مادهد و رنگ آن در پ   و پز تیره نمابروذ ما

و سایر ترتیبات مورود در شکر استویا بص عل  راصی  اسمزی  (7336آنونیموس، ) 114با وذن مولکولا 

 شود.و غشاهای تنسروی ما هاانع اذ ایجاد چروتیدگا در شوریتم م
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اد، پس تنندگا ذیمنفا در مورد طعم شکر استویا ورود دارد، شکر استویا با ورود قدرت شیرین ینکتص

 هایزودناو گاها تح  تاثیر سایر افگشارد ما اذ مزرف و چشیده شدن، تما طعم تل ا را در دهان باقا

ی طعم تل  در دو گیرندهبص تل ا استویوذاید شود. مواد غشایا این طعم تل  تشدید ما مورود در

حسگرهای مزه ی  .(2172هلفریش و همکاران.،) مرتبم دانستص شد hTAS2R14و   hTAS2R4دهان،

لگوی گلیکوذیرسیون استویولا نقش بسیار مهما در ا .دهندتل  در ذبان، با آگلیکون ها واتنش ما

ویولا است های قندیانشعاب بیشتر ذنجیرهتص بص طوری حفظ شیرینا و همچنین مزه استویوذاید دارد

ید در مقایسص ااین در حالا اس  تص استویوذ (2111.، و همکارانپراتاش سبب افزایش شیرینا اس  )

 9باشد، دارای مولکولا گلوتز ما 6تص دارای   Rebaudioside Mمانند ی استویولابا سایر گلیکوذیدها

 یتاهش پیوند دوگانص(. 2172باشد )بروروف و همکاران،مولکولا گلوتز در سارتار رود ما

هلفریش و )  شودتاهش شیرینا را سبب ماگیری بص طور چشم 79زوسیکلیک در موقعی  تربن اگ

تنندگا های متفاوتا اذ شیریندارای دررص ی استویولا(. بر این اساس گلیکوذیدها2172همکارن.، 

 )بهروذی شیرینا نظر اذ Aذایددیووربائ ( و2115 همکاران، و داتوما( میزان نظر اذ اید، استویوذباشندما

 .ها گزارش شده اس اما تل ا پس اذ چشیدن در آن هستند غالب ترتیبات بقیص ( بر2179 ،.همکاران و

تر اذ ساتاروذ اس . برابر شیرین 91، 79یگزینا رامنوذ بص رای گلوتز در تربن با را Cربائودیوذاید 

و ترتیبات در سارتار رود  گلیکوذیرسیون  6با  Mگلیکوذیرسیون و ربائودیوذاید 5با  Dربائودیوذاید

تص تل ا طوجنا مدت الدر حاباشند تر اذ ساتاروذ مابرابر شیرین 951مشتق شده اذ این ترتیبات 

های باج های چشایا در غلظ بص تمک آذمایش(. 2174ها تاهش یافتص اس  )پراتاش و همکاران.،آن

(. اذ 2179)آلن و همکاران.،  نسب  بص سایر گلیکوذیدها  بص مراتب تل ا تمتری دارد Dربائودیوذاید

ص تل ا پس یکنوار  و تاهش قابل توری مزه با شدت شیرینا باج، طعم  Mسوی دیگر ربائودیوذاید

و ساید گلیکوذیدهای استویولا مش ص شده اس )پراتاش و  Aاذ چشیدن در مقایسص با ربائودیوذاید 

در بص منظور بهبود عملکرد ( 2176اولسان و همکاران )توسم  UGT76G1آنزیم  (.2174همکاران.، 
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 Reb D تولید بر هژیبا تمرتز و 7یصساتارومایسس سرویزم مر  دراه ا دل وتولید گلیکوذیدهای استویول

 گیاه نمو در هیدروتربن منابع  بود. افتصیآنها، رهش  کیو رواص ارگانولپت انیریش لیبص دل Reb Mو 

 م تلف های غلظ  اثر 36تحقیقا در سالا  در . ای برروردارند ویژه اهمی  اذ بلوغ، تا ذدن روانص اذ

 تولید و ژن بیان الگوی موجر( بر میلا 751، 711، 50 غلظ  در گلوتز و مالتوذ ساتارذ، تربن ) منابع

 باف  تش  شرایم در استویا رشدی فاتتورهای  بر آن اثرات بررسا همچنین گلیکوذیدهای استویولا و

 در شده گیری انداذه مورفولوژیک صفات تمام آمده، بدس  نتایج اساس بر. گرف  قرار مطالعص مورد

 روش اذ استفاده با داشتند. را رود مقدار بیشترین موجر میلا711 ساتارذ تیمار تح  یافتص رشد گیاهان

RT-PCR  یهای تدتنندهبیشترین بیان ژن KS و UGT85C2 ،UGT76G1 ،UGT74G   بص ترتیب

 ژن میلا موجر رخ داد.  بیان 751، ساتاروذ 711، مالتوذ 51گلوتز، 51مالتوذ های حاوی در محیم 

 تالوس نتیجص در داد، نشان داری معنا افزایش برگ باف  بص نسب  تالوس باف  در مطالعص مورد های

 اذ قبولا قابل میزان آوردن دس صب برای روبا منبع توانندما استویا ساقص ریزنمونص اذ یافتص رشد

درنتیجص  شد. مشاهده موجر میلا 711 مالتوذ تیمار در قند میزان بیشترین .باشدی استویولا گلیکوذیدها

 میلا موجر بص عنوان غلظ  بهینص برای تولید استویوذاید و ربائودیوذاید گزارش شد 711غلظ  مالتوذ 

  .(7936)قربانا، 

 . استحصال صنعتی قند استویا1-5

اذ  استفاده با محققین توسم اساتویولا اسات راج گلیکوذیدهای ره  متعددی هایروش حابار حالا در

 با آبا های دوفاذیسیستم توسم ست راجا شامل اسا  تص گرفتص قرار ارذیابا مورد م تلف هایتکنیک

 بص است راج(، 2176د )آندرادریا و همکاران.، است راج فاذ رام (،2176همکاران.،  و)بیک  تلرید تولین

م تلف )لورنزو و  هایحرلا اذ واساااتفاده ماساااراسااایون (،2175)اوذتر  و همکاران.،  ریزموج تمک

                                                 

7.  Saccharomyces cerevisiae 
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اساات راج بص تمک  (،2179)پوری و همکاران.،  فراصااوت واجام تمک بص (، اساات راج2174همکاران.، 

( 2113فشار)تئو و همکاران.،  تح  مایع اسات راج، (2113سایالا فوق بحرانا )ارتوتو  و همکاران.، 

(، 2117عویض یون )ویس و همکاران.، و روش ت ،(2111داغ )پل و همکاران،  مایع وسیلص بص اسات راج

است راج بص تمک آنزیم )فو و چیانگ،  ،(7337یندر و همکاران.، اسات راج توسام غشاای یونا )استر

  باشد.ما (7331

س یابد پحداتثر محتوای گلیکوذیدها در برگ در طولا تشاااکیل گل و پس اذ آن بص تدریج تاهش ما

 پس اذباشد. ما دهاگلها قبل اذبهترین ذمان برداشا  مناساب برای حداتثر اساتحزالا قند اذ برگ

ساااع  بص طور قابل تورص بر  1گراد بص مدت دررص سااانتا 11-11ها درتردن برگ برداشاا   رشااک

اساات راج برای (. 2179)ذجبور و همکاران.،  تندهای اسااتویا تمک ماحفظ تیفی  شاایرین تننده

ص طور ارمالا در بشااود. بص فرآیند اساات راج آبا وارد مای گیاه برگ رشااک شااده هاتنندهشاایرین

 21عمل عزااره گیری  با افزودن آب و تلسایم روی برگ رشک شده  بص مدت های ترسایک روش

ی حاصل در این مرحلص مواد تص نشاین شده عزاره گیرد.سااع  در دمای معمولا محیم صاورت ما

شود. در نهای  گیری ماشود و مجدد عزارهباشاند. در چند مرحلص بص مواد تص نشین آب ابافص ماما

یص ی تزفشوند. عزارهفا ابافص شده و اذ ستون تزفیص تننده عبور داده مابص عزااره مواد تمک صاا

شود. در مرحلص بعدی گراد تغلیظ مادررص ساانتا 46-51شاده در مرحلص بعد تح  ررء و در دمای 

ساع  در  2غلیظ الکل ابافص شده و بص مدت  یبر روی عزاارهمتبلورسااذی )تریساتالیزیشان( برای 

های در نهای  برای افزایش تمیزی و رلوص تریسااتالا شااود.گراد نگهداری مادررص سااانتا 5دمای 

)معموج اتانولا یا متانولا( مرحلص بص مرحلص اذ یکدیگر ردا  هاحرلادس  آمده توسم ی بصشیرین تننده

مایع  -های است راج مایع اذ استویا بص روش ستون  تننده شاوند. فرآیند است راج ترتیبات شیرینما

های نانو و فرآیندهای غشایا چند و رالص سااذی با صافا گرادساانتادررص  25دماهای صافر تا  در

رفتص شده بص تار گ شورای ملّا تحقیقات تاناداتوسم  های گلیکوذیدیتنندهتغلیظ شیرینبا ای مرحلص
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تننده یرینره شنانوفیلتراسیون اذ تنسانتاست راج با غشای ترتیبات تل  مزه در فرآیند چنین اس . هم

در تعدادی اذ  (.7911)سهرابا،  قند استویا اس های طعما تص سبب بهبود ویژگاداده شد شاستشو 

 شود.های اسات راج تننده اسااتفاده مافرآیندهای منت ب اذ رداسااذی تروماتوگرافا بوسایلص حرلا

مورد بررسا قرار گرف . ( 2171) ها با روش اولتراسونیک  توسم لیو و همکاراناست راج شیرین تننده

های ترساایک گزارش ترد و میزان برابری عملکرد اساات راج را در مقایسااص با روش5/7نتایج افرایش 

ی این ترتیب در روش ترساایک بود. اساات راج شااده بیشااتر اذ میزان اساات راج شااده Aربائودیوذاید

 راج با آب اساایدی اذ ( بص یک مقایسااص علما بین دو روش اساات2171توتسااترا و هورمن ) چنینهم

اساتویا تاذه برداشا  شاده و اسات راج با آب داغ اذ گیاه رشاک شده استویا  بر اساس استانداردهای 

هر دو  برای اصانعتا پردارتند. بر اساس این مقایسص رلوص نهایا گلیکوذیدهای استویولا است رار

 6/11است راج با آب اسیدی باشد بص طوری تص میزان است راج در روش روش مشابص و قابل تورص ما

 درصد اس . 4/15درصد و در روش است راج با آب داغ 

  یدامسیر بیوسنتز استویوز .1-1

دهد اما هنوذ تزویری رخ ما Stevia rebaudianaگلیکوذیدهای استویولا در  تلروپرس   برگ  بیوسنتز

ای ه)ریشص و ب ش فیلهای گیاها بدون تلروذ چگونگا این مسیر مش ص نشده اس . باف تامل ا

)براندلا و همکاران.، باشند مالا وپائینا ساقص( فاقد و یا حاوی مقدار رزئا اذ گلیکوذیدهای استوی

پل و ) یابددها سطح گلوتز تاهش ما. بعد اذ گل(2177؛ براذ و همکاران،2115؛ سینگ و روآ،7332

( 7333ریچمن و همکاران،) طح ژنتیکای این مسیر بص دلیل مطالعات تم در سمطالعص (.2111همکاران.،

توسعص و ( تص دارای نقش مهم در 2111براندلا و تلمر، و ارتباط این مسیر با مسیر بیوسنتز ریبرلین )

-Methylerythritol-4 ای اذ مسیر بیوسنتز. این مسیر ذیرجیصرشد گیاه اس ، حائز اهمی  اس 

phosphate (MEP ) شود. د ریبرلین ماباشد تص اغلب منجر بص تولیما 
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این  ارتزاصا هایژن بررا تص دارند، فعالی  ژن پانزده گلیکوذیدهای استویولا، بیوسنتزی مسیر در

-ی ارتزاصا مامرحلص 5دارای  ی استویولامسیر بیوسنتز گلیکوذیدها .هستند استویا گیاه در مسیر

 . دنباش

 مورود در غشای شبکص آندوپرسما  7یرذتائورونیک اسید هیدروتس با فعالی  آنزیمدر اولین مرحلص 

هیدروتسیل شده و تولید استویولا در شبکص آندوپرسما بص عنوان پیش ماده  2تائورونیک اسیدمولکولا 

های پروتئینا تیلودالتونا اذ ذیرواحد 93یک هتروترمر  KAH آنزیم (. 2111تند) براندلا و تلمر، ما

تیلودالتون شباه  دارد )تیم و  91( با وذن مولکولا FBPAفسفات آلدوجذ)اس  تص با فروتتوذ با

اشد بآنزیم تلیدی در تحمل فروتتوذ مافسفات آلدوجذ فروتتوذ با(. 2119؛ رئونس،7336همکاران.،

 شود. و نقص در عملکرد این آنزیم سبب بیماری عدم تحمل ارثا فروتتوذ ما

وذولا های این مسیر در سیتفعالی  مدهطور تلا ع شود. بصاستویولا تولیدی  بص سیتوذولا گیاها وارد ما

-های یوریدینمرحلص باقا مانده با فعالی  آنزیمچهار  .(2172)تومار یاداو  و گولریا،شوند برگ انجام ما

قندی را اذ اهداتننده  مولکولا یک UGT هایشود. آنزیمتاتالیز ما  9ترانسفراذیلوذفسفات گلیکدی

منظور تشکیل سارتارهای قندی ص ها بسلولاد. در واقع ندهنده انتقالا مافعالا بص یک مولکولا پشیر

ا و د تا سارتار های قندی تکهستنپیچیده مورود در سطح رود، بص آنزیم گلیکوذیل ترانسفراذ وابستص 

 گیرندهها های هیدروتسیل شده مثل قندمولکولا .دنمتزل تن هایا لیپید و پروتئین واحد را بص یکدیگر

 ها برررف همولوگ رود در پستانداران تص در غشای شبکصاین آنزیم (.2113 )وانگ و هو، دهستن

بص تمک . (2115)آتنین و همکاران.،  اندیاف  شده در دستگاه گلژی آندوپرسما حضور دارند، در گیاه

                                                 

7. Kauronoic acid hydroxylase (KAH) 

2. Kaurene acid   

9. Uridine DiPhosphate-glycosyltransferases (UGTs) 
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اذ در رآنزیم گلیکوذیل ترانسفچهار آنزیم اذسص رایگاه میکروسکوپا رسوب سلولا و و  GFP مطالعات

 .(2116)هومفری و همکاران.،  مش ص شده اس دستگاه گلژی 

 اذ مولکولا 79با افزودن یک مولکولا گلوتز بص تربن  UGT85C2آنزیم  این مسیر،در  گام دومدر 

ید ادر سومین مرحلص اذ مسیر، استویولا مونوذشود. بص استویولا مونوذاید ماآن منجر بص تاتالیز استویولا 

در این مرحلص هنوذ مش ص  UGTشود. نقش عملکردی آنزیم گلیکوذیلص مایوذاید استویولا ب بص فرم

برای ژن  7شناسص توالا رونویسا شده 6511در حالا حابر اذ طریق تلونینگ حدود  و  نشده اس 

 تعیین شده اس  در مرحلص سوم  UGT آنزیم ای ژنا برای تدتردنتاندید 3تولید و ی این آنزیم تننده

 .نداهای گلیکوذیل ترانسفراذ انت اب شده توالا سایر آنزیمهای ژنا با اساس شباه  توالا ها براین ژن

متعلق  73گلیکوذیرسیون تربن با  ،UGT74G1اذ مسیر بیوسنتز، تح  فعالی  آنزیم در گام چهارم  

 نهای و در ( 2115 .،نا)ریچمن و همکار شودسنتز ما استویوذایدید، ابیوذبص گروه تربوتسیل استویولا

-تولید ما Aربائودیوذاید ، UGT76G1توسم آنزیم استویوذاید  79تربن ی گلیکوذیرسیون در نتیجص

انت اب شد و در نتیجص آذمایش هیچ عنوان یک سوبسترا ربائودیوذاید بص چنین طا آذمایشا. همشود

ی دهاز گلیکوذیگام نهایا در مسیر بیوسنت و مش ص شدتص تولید این محزولامحزولا حاصل نشد 

ی پس اذ تشف مسیر اصلا بیوسنتز گلیکوذیدها .(2116هومفری و همکاران.، ) باشدمااستویولا 

های ردید اذ احتمالا درال  این اذ استویا گزارش 2یداروبوذوذ ساذیشناسایا و رالصبا  ،استویولا

-شارص اهاهای آذمایشگبیان شد و در نتیجص تجزیص و تحلیل ی استویولاگلیکوذیدها ترتیب در بیوسنتز

ی نتیجص در. برای بیوسنتز گلیکوذیدهای استویولا معرفا شد متفاوت در تنار مسیر اصلا های رانبا

ذ ا ارط ریدر مس Reb Mو  Reb D هایمحزولا تصشد ( مش ص 2176آذمایش اولسان و همکارن )

 . شوند انم لیتشکاستویولا 

                                                 

7. expressed sequence tags(ESTs ) 

2. rubusoside 
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 UGT74G1آنزیم ه، ین مسیر فرعا شنارتص شددر اولشود مشاهده ما 9-7همانطور تص در شکل 

با فعالی  آنزیم  تند. این ترتیب متعاقباتاتالیز ما O-β-glycopyranosyl steviol-19استویولا را بص 

UGT76G1 ی اینهای تنظیم تنندهدهد، اما هنوذ آنزیمرا افزایش ما روبوذوذایدو  استویوذاید تولید 

 IIو I مسیرها بص صورت  9-7شکل )رانبا بیوسنتز گلیکوذیدها ر مسی. در دومین ناشنارتص اس عمل 

تبدیل  یداریبوذوذ بص  مسیر اصلا درید امونوذاستویولا UGT74G1آنزیم  با اثر ه اس (نشان داده شد

-تولید ما یدااستویوذ براین سوبسترا UGT76G1شده و متعاقب آن با فعالی  گلیکوذیرسیونا آنزیم 

های موثر در این عمل هنوذ شنارتص نشده ید و آنزیماید بص استویوذاریبوذوذ ه شدنیزی متابول. نحوهشود

ای همتابولی  O-B-glycopyranosyl steviol-19و ید ا(. روبوذوذ2115)ریچمن و همکاران.،  اس 

سیر در م این دو باشند. با این حالا رایگاهما ی استویولاسنتز گلیکوذیدهاحدواسم در مسیر رانبا 

 (.2176اولسن و همکاران.، ) ذ قطعا نشده اس هنو

نتقالا ا مکانیزم ، هرچندیابندتجمع مادرون واتوئل  اذ سیتوذولا بصدر نهای  گلیکوذیدهای استویولا 

درون سلولا  . مسیرهای تردد(2111نشده اس  )براندلا و تلمر،ها بص درون واتوئل مش ص آن

با وذن مولکولا تم بص طور تلا  شوند(ما ر گیاهان تولیدشیمیایا تص فقم د مواد ا )هفیتوتمیکالا برای

 وابستص بص وذیکولا گزارش شده اس ها بص صورت این مولکولارابطص با تردد اما شواهدی در  بعیف اس 

های بد قارچ در سارتارهای وذیکولا توچک  ن(، برای مثالا در سورگوم، آنتوسیانی2114)گرتولد، 

سیندر و نیکوجس، ) دنشوادغام ما یواتوئل مرتز اتص باند ده شدهشتق شده اذ غشای گلژی مشاهم

های رشب گلیکوذیدبص منظور شناسایا مکانیسم حامل و شناسایا نوع انتقالا دهنده درگیر در (. 7331

های . ژن(2111) مورد بررسا قرار گیرد. براندلا و تلمرنیاذ اس  تص تجمع واتوئلا در استویا استویولا 

 برای ارذیابا فعالی  و رزوصیات ناقلین در حالا بررسا هستند.  طور هترولوگبص اتاندید

-العصبا هدف مطآذمایشا  ی استویولابص دلیل فقدان اطرعات ژنوما اذ مسیرهای بیوسنتز گلیکوذیدها

یا و یاداو توسم گولراستویولا ی بیوسنتز گلیکوذیدهامسیر و مکانیک  تر بر عملکردترو دقیقتاملی
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استفاده  7روش راموش ساذی موق  ژن  بوسیلص آگروباتترومدر این آذمایش اذ  انجام گرف ، (2179)

-تد تننده ی آنزیم SrKA13H ،SrUGT85C2 ،SrUGT74G1 ،SrUGT76G1آن ژن های  طاو شد 

 ی استویولادر مسیر بیوسنتز گلیکوذیدها UGT76G1و  KA13H ،UGT85C2 ،UGT74G1های 

ا هها در میزان تجمع گلیکوذیدهای استویولا بررسا شد. مهار آنزیمنزیمشدند و تاثیر این آراموش 

سبب تاهش سطح تجمع گلیکوذیدهای استویولا شد. با این حالا تاهش محتوای گلیکوذیدهای استویولا 

  گزارش نشد. %61در مسیر بیشتر اذ  هابا استفاده اذ روش راموش ساذی موق  ژن

گردد، ما M وD  ی استویولا تص منجر بص تولید ربائودیوذایدشبکص گلیکوذیرسیون گلیکوذیدهادر 

UGT76G1  ص تندتتاتالیز مالکردی اس  تص هش  واتنش م تلف را در این مسیر چند عمآنزیما 

ساذی با بهینص( 2176همکاران )و اولسان گردد. ما  MوDربائودیوذاید ر بص تولید تنها چهار واتنش منج

تاهش تجمع شناسایا اسیدهای آمینص اصلا هدف در رایگاه سوبسترا، بر اساس  UGT76G1هدفمند 

  را گزارش تردند. Mو  Dمحزوجت رانبا نارواستص و افزایش انباش  ربائودیوذاید 

گلیکوذیدها   73آنزیما اس  تص با گلیکوذیرسیون گروه تربوتسیلیک اسید در تربن  UGT74G1آنزیم 

تص پنج واتنش م تلف را در مسیر بیوسنتز گلیکوذیدهای استویا شود گیری یک استر مامنجر بص شکل

گرد و دو واتنش دیگر منجر بص تولید تند تص سص واتنش منجر بص تولید استویوذاید ماتاتالیز ما

ی ما شود. در نتیجص با تورص بص تل ا پس اذ چشیدن استویوذاید تاهش محزوجت رانبا نارواستص

تص دارای نقش مهم در تولید استویوذاید اس ، تاهش تولید  UGT74G1تلیدی  عملکرد آنزیم

                                                 

7. Agrobacterium Mediated Transient Gene Silencing (AMTS) 
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 استویوذاید و  افزایش تولید محزوجت رانبا در تنار سایر گلیکوذیدها یک گام قابل تورص بص سم  

بهبود عملکرد طعم این قند اس . راموش ساذی ژن یک روشا تارآمد و مفید برای بررسا عملکرد یا 

 باشدیا تاهش بیان یک ژن ما

: در مسککیر اصککلی کککه شککامل Stevia rebaudiana Bertoniی اسککتویول در  دهایکککوزیگل وسککنتزیب یفرعککاصککلی و  ریمسکک .4-1شکککل 

بکه اسکتویول تبکدیل شکد. اسکتویول بکا  KA13Hده این مسیر بکا نکام  کارئونیکک اسکید بکا فعالیکت آنکزیم ماباشد، پیشمی 1،2،3،4،5مراحل 

در  دایوزیاسککتو دیککتول کنکد.گلیکوزیککل ترانسکفراز  انککواع گلیکوزیکدهای اسککتویول را تولیکد مککیفسکفات-دی-هکای یوریککدینفعالیکت آنککزیم

ی جکانبی بیوسکنتز در شکاخهدهکد.رخ مکی UGT74G1 میآنکز بیوزایکد توسک  ولیاسکتو 18گلیکوزیلاسکیون ککربن  بااین مسیر  مرحله چهارم

بککا گلیکوزیلاسککیون  UGT74G1اسککت، در ابتککدا آنککزیم A ، B، Cگلیکوزیککدها  دو مسککیر وجککود دارد در مسککیر اول  کککه شککامل مراحککل 

بکه روبوزوزایکد گلیکوزیلکه   UGT76G1شکد. ایکن ترکیکب توسک  آنکزیم  O- β -glycopyranosyl steviol-19اسکتویول منجکر بکه تولیکد 

شکود. در دومکین مسکیر فرعکی بکه اسکتویوزاید کاتکالیز مکی UGT76G1سوبسکترای روبوزوزایکد مجکدد تحکت آنکزیم   Cشده ، و در مرحلکه 

شکود، ایکن ترکیکب  توسک  آنککزیم مکاده مصکرم مکیعنککوان پکیشاسکت( اسکتیول مونوزایکد تولیکد شکده  در مسکیر اصکلی بکه I ،II)شکامل 

UGT74G1  شکود سک س بکا گلیکوزیلاسکیون روبوزوزایکد توسک  آنکزیم به ربوزوزاید کاتالیز مکیUGT74G1 شکود. اسکتویوزاید تولیکد مکی

هککای متابولیککت O-b-glycopyranosyl steviol-19اسککت. روبوزوزیککد و نشککدهی ایککن عمککل شککناختههککای تنمککیم کننککدهامککا هنککوز آنککزیم

باشکند. بکا ایکن حکال جایگاهشکان در مسکیر هنکوز قهعکی نشکده اسکت. ویول گلیکوزیکدها مکیحدواس  در مسیرهای جکایگزین سکنتز اسکت

 ( 2013؛ گولریا و یاداو، 2011)کومار و همکاران،. 
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 خاموشی ژن  .1-7

یک مکانیسم تنظیم بیان در واقع  شودیا توقف بیان یک ژن اطرق ماژن بص پدیده تاهش  راموشا

و  هاپاراذی  اذ قبیل ترانسپوذون DNAهای های ذنده علیص توالاژن و تدبیر دفاعا سلولا

براساس مطالعات  د.باشما هااذ ویروس RNAو DNA  های ها و توالاها، رتروپوذونرتروترانسپوذون

راموشا ژن در بص دو گروه تص در آن رخ ما دهد بص سطحا  بستصراموشا  (7334تووتر و همکاران )

-و راموش DNAمتیرسیون  شود.تقسیم ما در سطح پس اذ رونویسا ژن راموشا و سطح رونویسا

باشد. اما ص رایا ها مارات حاصل اذ رابیبطور عمده مسئولا حفظ تغی نس ص برداری  ساذی در سطح

سم شده تو جادیا اژنومحفاظ  ابافا را بر علیص ناپایداری  برداریراموش ساذی در سطح پس اذ نس ص

  .تنداترانسپوذون ها فراهم م

 خاموشی ژن در سهح رونویسی . 1-7-1

ا بص شوند و رزوصیات راصا رباشند تص پس اذ تررمص بیان ماهایا ماهمص مورودات دارای ژن  

ها ممکن اس  بص دجیل م تلفا بیان نشوند. برای مثالا در دوران رنینا دهند. اما این ژنمورود ما

های بدن ورود ها در همص سلولاشود، این ژنهزاران ژن با هدف ارتقاء تکامل رنینا رونویسا و بیان ما

  (.2119وایس، ) راموش هستنددارد اما در بزرگساجن 

شود، راموشا و یا عدم تولید آن ما RNAتص مورب تاهش تولید  DNAمولکولا راموشا ژن در سطح 

شود، عوامل ایجاد تننده این راموشا عبارت اذ متیرسیون ناحیص ی رونویسا نامیده ماژن در مرحلص

و این پدیده بص عل   اس  تروماتین و تغییر سارتار  DNaseI ، فوق حساس شدنDNAپروموتور

 در این نوع اذ راموشا. (7333گیرد )مانداهار، هستص، در این مکان صورت مادر  DNAقرارگیری 

ب تنند و بص این ترتیهای مش ص استیلص، فسفریلص و متیلص ماتروماتین را در محل های راصاآنزیم

اطرف  DNAشود بص عبارت دیگر رورده تروماتینا تبدیل ماوار و پیچبص یک سارتار گرهتروماتین  

های هیستونا در محل هتروتروماتین های آمینا پروتئینو گروه گیردامهیستونا قرار  پروتئین
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پلیمراذ قادر بص تش یص آن نیس  و رونویسا اذ آن مشکل RNAآنزیم شوند در نهای  ما 7داستیلص

 شود. ما

 در پروموتر هستند توسم CGهای تص بیشتر شامل توالا DNAدر نواحا راص اذ  DNAمتیرسیون 

اگر متیرسیون در قسم   (.2119)آگراوالا و همکاران،  گیردمتیل ترانسفراذ صورت ما DNAآنزیم

ما اگر متیرسیون در چهارچوب روروانا باذ اشود پروموتور ژن صورت گیرد، رونویسا اذ ژن انجام نما

ون و گیرد اما در محل متیرسیانجام ما رونویسا اذ ژن در این حال  ( صورت بگیردORFژن)

ی ناقص اذ سامانص RNAو  شودمراذ متوقف ماپلاRNA، ادامص فعالی  DNAهتروتروماتین شدن 

شود و بص تشکیل ما RNAپلیمراذ وابستص بص  RNAرونویسا ردا شده تص باعث فعالا شدن سامانص

RNA ای ما انجامد تص بص دورشتصRNAشود. نوتلئاذها حساس اس  و در مراحل بعدی تجزیص ما

تکرار  با توالا نوتلئوتیدی نواحا محل سنترومر و تلومر تص  ص شده اس  تص این پدیده بیشتر درمش

در این محل چین  DNAهای تکراری، گیرد. بص عل  مشابه  بین این توالاشده اس  صورت ما

های ، آنزیمDNAگیرند. در چنین شرایطا برای پایدار ماندن رد تا نواحا مشابص تنار هم قرار روما

بص  DNAشود. در نهای  ما GNC-3ˊ5-ˊو  GC-3ˊ5-ˊهایمتیرذ باعث متیرسیون سیتوذن در توالا

  (.7335شود)مایر، آید و غیر فعالا ماشکل هتروتروماتین در ما

  در سهح پس از رونویسی ژن خاموشی .1-7-2

در  اهان تشف شد.اولین بار در گی و اس  RNAراموشا پس اذ رونویسا در واقع فرآیند راموشا 

 DNAهای همولوگ تنش توالاها دریافتند برهمگیاهان و قارچ دانشمندان با مطالعص7311ی اوارر دهص

 شود.  هانممکن اس  منجر بص راموشا ژ RNAو 

                                                 

7. Deacetylated histones 
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های برای تولید گلدر ررلا تحقیقا  7331درسالا باراولین  برای اتفاقا بص طور راموشا ژن فرآیند

 بیان ژن افزایش با سعا داشتند راگانسون و ناپولاشف شد، در این آذمایش اطلسا تراری   ت

تح  یک  (تلیدی در تولید رنگدانص آنتوسیاتین آنزیم) چالکون سننتاذی آنزیم سنتز تنندهی تدتننده

منتظره طور غیرولا بص. را افزایش دهند 7های گیاه اطلسابرگگل ارغوانا میزان رنگ ،پروموتر قوی

عدم  ایو  نییپا انیب ینشان دهنده دهیپد نیا. اف ی شیافزا هاگرنگ در گلبر دیسف یها شسطح ب

 روب ینس ص بردارحاتا اذ  شده یرداساذ یهاهستص مشاهده اما ؛باشداترانسژن مو  اژن دارل  انیب

 شدافتاده با اتفاق اسیدر سطح پس اذ رو نو دیها باآن اراموشحدس ذده شد تص  نیبنابرا ،بودها نذ ژا

 بکار گرفتص شد دهیپد نیا یبرا دارلا ژنو  ژنبص معنای مهار هم ذمان ترانس 2یمهارهمو اصطرح 

ی اورود یک توالا مکمل بین ناحیص بعدها مش ص شد در گیاه اطلسا تراری  ، .(7331روررنس، )

ی دو اد سارتارباعث ایجmRNA شونده این ی غیرتررمصو ناحیص chsAژن  9′نزدیک بص انتهای 

( بر 7332ماتینو و رامونو )ی در مطالعص اس . شروع روند راموشا پس اذ رونویسا ژن شدهو ای رشتص

 9ی مشابها در این قارچ مشاهده شد تص پدیده مشتور فرونشانا، پدیدهNeurospora crassaروی قارچ 

د صورت همزمان بص بدن نمات س را بصسنی سنس و آنتارشتص (7331نامیده شد. فایر و همکاران )

Caenorhabditis elegans  وارد تردند و مشاهده تردند اثر باذدارندگا نسب  بص ذمانا تص هر رشتص بص

شود بص مراتب بیشتر اس . ملو و فایر برای روشن تردن این احتمالا ما صورت منفرد بص بدن ترم وارد

شتص رذمایش در این آپردارتند. گورص فرنگا گاجتتوروناذ، مسئولا رسیدن میوه سرتوب ژن پلابص 

 امعرفتص بیان داش  ها بررسا شد نسنس و آنتا سنس را رالص ساذی ترده و اثرات راموش ساذی آ

بص میزان  RNAایو آنتا سنس رالص ساذی شده در مقایسص با دو رشتص سنسهای رشتصوارد تردن  ای

                                                 

7. petunia 

2. Co-suppression 

9. Quelling 
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 (RNAiبرای اولین بار نام این پدیده، راموشا ژن ). دهنداثرات مهاری تمتری نشان ما 711تا  71

 پس اذ آن  در سایر مورودات. ( 2175رانکین،؛ 7331فایر و همکاران.،گر  گشاشتص شد )مدارلصRNAیا 

ها و تریپانوذوما بروسبا هم دیده داران، ماهامانند مگس سرتص، متاذوآ، پارامسیون، پستانداران و مهره

در  ،(. این راموشا در گیاهان با نام راموشا در سطح پس اذ رونویسا 2119)گراوالا و همکاران، شد

 RNAi (RNA interference)گر یا مدارلصRNA  و در حیوانات بص نام Quelling فرونشانا قارچ ها با نام

سص نوع  .رسدبینا بص ارث ماژنتیکا اس  و بص صورت غیرقابل پیشای اپاتص پدیده شودشنارتص ما

مسیر گزارش شده اس  تص عبارت اذ با مسیرهای متمایز در گیاهان و حیوانات   RNAشا رامو

RNA( های توچک تدارلاsiRNA)7 مسیرهای ،microRNA  و مسیرهای متیرسیونDNA  اس. 

شوند و در دفاع بدویروسا ای القاء ماهای دورشتصRNAی وسیلصهای توچک تدارلا بصRNAمسیر 

اذی ئلنوتلئوتیدی( هستند و با فعالی  نوت 29ها تما توچکتر )MicroRNAارد. و ترانسپوذونا نقش د

ها را در گیاهان وحیوانات سبب شوند و تنظیم موقتا بیان ژنایجاد ما tRNAدایسر روی سارتارهای 

 راه سوم راموشا ژن اس . DNA( و مسیر متیرسیون 2115شود )وانگ و متزجف، ما

یک ژن راص با  ی راموشا ژن پس اذ رونویسا در راموش تردن یدهعملکرد بسیار ارتزاصا پد

توالا راص، تارایا بسیار باج، امکان انتقالا راموشا ژن بص نسل بعد و قابلی  تاربرد در مراحل پیشرفتص 

؛ 2111؛ فایر، 7331)فایر و همکاران.، چون سرطان، اذ رملص مزایای استفاده اذ این روش اس رشد هم

ده برای تعیین اذ این پدی (.2175؛ ویتروپ و لیبرمن، 2172ربوی و همکارن.،؛ 2113اران.،یزدی و همک

های (، درمان بیماری2119تیسکورنیا و همکاران.، کرد ژن یا مسیرهای شیمیایا)علم

(، 2177محمدی و همکاران.، های عزبا )(، سرطان و بیماری2114رادتریشنان و همکاران.، ویروسا)

و در حشره  (2175رئو و همکاران.، ها)گیاها مقاوم بص بیماریهای برای تولید واریتصو در تشاورذی 

                                                 

7. Small Interfering RNA 
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ها و تاهش مزرف تنترلا آن های راص در حشرات ناقل برایمنظور راموشا ژن بصسا پزشکا شنا

 .(2179و همکاران.، دیوساتور ؛ 2172) مارتینزو همکاران.،  شودسموم استفاده ما

 موشی ژنترکیبات خا. 1-7-2-1

های ژنتیکا و بیوشیمیایا استفاده تردند. مطالعات برای شنار  اصولا راموشا ژن دانشمندان اذ روش

نوروسپورا  ، قارچترمیدوموناس رینهاردیبیدوپسیس، رلبک یابا و غربالگری ژنتیکا در گیاه آراتوالا

های اساسا درگیر در نزیمها و آرهش یافتص مورب شناسایا و اثبات پروتئین C. elegansو نماتود 

تص بقیص بص فرآیند راموشا ژن شد. بررا اذ این ارزاء فقم بص عنوان آغاذگر شنارتص شدند در حالا

ل تنند. بررا اذ عوامدر سیستم راموشا ژن عمل ماانتقالا شونده و  هعنوان تاثیر گشار، تکثیرتنند

 شوند.در ادامص معرفا ما شنارتص شده 

 باشد.ما حیاتا و مهم  RNAتدارل فرآیند شاروع ره  بلند 7ایدورشاتص  RNAهایمولکولا حضاور

 هایژن برداری، نس صرونویساا قابل یشاده باذآرایا ژنا هایلوتوس طریقذ ا  dsRNAهایمولکولا

ی سلولا بص تص ابتدا در هستص 9معکوس تکراری توالا با هایترانساژن ، تزریق2همگرا پروموترهای دارای

شده و پس اذ ورود بص سیتوذولا بص  نس ص برداری 4ای سنجاق سریدورشتصRNAهای ولاصاورت مولک

dsRNA ها، بررا چون ترانسااپوذونشااوند، نساا ص برداری اذ روی عناصاار قابل انتقالا همتبدیل ما

 شوند. تامین ما DNAو حتا حاوی  RNAهای حاوی ویروس

RNA لا ی اصالقاتننده 5ایتوچک دورشتصگر مدارلصهایPTGS نوتلئوتیدی  25-27هایاس . توالا

ا هیابند. ورود این مولکولاای بلند هستند تص در سیتوپرسم تجمع ماهای دورشتصRNAحاصل تجزیص 

                                                 

7. Double strand RNAs 

2. Converging promoters 

9. Inverted repeat transgenes 

4. Hairpin dsRNA 

5. small interfering RNA 
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 PTGS7ژن های القاء تننده نسبا مطالعص بر روی ترا  (7333)همیلتوناولین بار درگیاهان مشاهده شد. 

 نوتلوتید 25با طولا  acoتوچک اذ  هایRNAتجمع  ،ده بودندتراری   شaco فرنگا تص با ژن در گورص

سنتز شده  مشتور ژنی با ژدارای همولو وتیدیئنوتل 29تا  27های RNAمطالعص  . دراینمشاهده ترد را

. توچک مش ص شد RNAنقش و مشابص گردید mRNA شکستنباعث  تص ندو بص درون سلولا وارد شد

وشا ژن با انتقالا دو رشتص راررا بلند القاء شده بود، شناسایا در مگس سرتص تص در آن رام چنینهم

 5′های توچک تدارلا یک گروه فسفات در انتهای RNAهر رشتص اذ  (.2119شد)آگراوالا و همکاران،

در انتهای  (overhang) یزنوتلئوتید ابافا بص صورت آو 9تا 2  و 9′و یک گروه هیدروتسیل در انتهای 

گیاهان و   های توچک در بسیاری اذRNAانتقالا ی سنتز مزنوعا و وسیلصدارد. راموشا ژن ب ′9

 (.2119)آگراوالا و همکاران،.  اس داران دیده شدهمهرگان و بررا مهرهبا

نوتلئوتیدی شبیص 22با توانایا تولید قطعات  RNaseIIIشبص  اآنزیم (2117برن اساتین و همکاران) 

این حضور و فعالی  و برورت  تردند مگس سرتص رداساذیرا اذ  RNAiبص محزاوجت تولید شده در 

 مکانیساام عملکرد آنزیما و اندونوتلئاذی دایساار اثبات شااد .تردند اعرم RNAiآنزیم را برای شااروع 

های بلند RNAباص علا  توانایا برش  و (2119، ؛  پیکفورد و تورونا2119آرگااوالا و همکااران.، )

های RNAتص  نوتلئوتیدی 24تا 27و یکسااان  کتوچی اهای توچک دورشااتصRNAبص  ایدورشااتص

مطالعات تریستالوگرافا نشان  .اس شاوند این آنزیم دایسر  نامیده شده گر توچک نامیده مامدارلص

ئین ا. در ب ش سر دوم(4-7)شکل  باشادبدنص و پایص ما با سار، Lدادند تص این مولکولا شابیص حرف 

PAZ ئین ادر باادنااص ی مولکولا دوماا ،قرار داردRNase III (RNase IIIa وRNase IIIb قرار دارد ) .

 ،ئین دایساااراگیرد و آررین دومی مولکولا دایسااار قرار مادر پایص ئین هلیکااذ با انتهای آمیناادوما

  اس .  dsRNA 2بص  ئین متزل شوندهادوم

                                                 

7. Post Transcriptional Gene Silencing 

2. dsRNA binding 
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 لتون اساا .تیلودا511ریبوتوتلئوپروتئینا با وذن  اترتیب  7(RISCی راموشااا )تمپلکس القاتننده

های RNAتص با اتزالا بص  RNAهای متزل شونده بص نبررا اذ ارزای این تمپلکس عبارتند اذ پروتئی

هدای   mRNAسانس آن بص ساام  توالا مشااابص بر روی ی آنتای رشااتصتوچک تدارلا بص واساطص

های درون پروتئین .گرددهادف ما mRNAاذی رود منجر باص ت ریاب شاااود و باا ب ش نوتلئاما

د تص بص عنوان ندهرا تشااکیل ما RISC ( ب شااا اذ تمپلکسTransmembrane proteinشااایا)غ

های راموشا اس ، عمل گر تص سیگنالاهای توچک مدارلصRNAگیرنده ره  انتشاار سایستمیک  

( 7)طور تامل شاانارتص نشااده اساا  اما بررا اذ ارزا شااامل ارزای دقیق این تپملکس بص تنند. ما

 شود،اذ هم ما siRNAهلیکاذ تص سبب باذ شدن دو رشتص RNA2 ،(2 )زل شونده بص های متپروتئین

(9) RNA پلیمراذ وابسااتص بصRNA ،(4 )تص در انتشااار ساایسااتمیک  9های درون غشااایاپروتئین

 (5، )هسااتند اذ یک ساالولا بص ساالولا دیگر نقش دارند  siRNAهای راموشااا ژن تص همانساایگنالا

 باشند. ما RNAی ص تنندههای نوتلئاذی تجزیپروتئین

ای دورشتصRNAمهم در تقوی  راموشا ژن و تکثیر  انقش  RNA4پلیمراذ وابساتص بص RNA مولکولا

های توچک RNAسنس اذ ی آنتاالگو و رشتص عنوانبصرا  mRNA و توتاههای RNAدارد. این آنزیم 

پلیمراذ وابستص بص RNAمجموعص  سنس بصپرایمر برگزیده، پس اذ ورود رشتص آنتا عنوانبصدورشاتص را 

RNA  با فعالا شادن این مجموعص در حضاورATPمراذی روی مولکولا فعالی  پلا ، باmRNA  مشابص

 اصطرحاً شود تص بص این ررداد جذم برای تقوی  فرآیند راموشا ما یارشتصدو  mRNAباعث تکثیر 

 شود. ای پلیمراذ گفتص ماذنجیره هضماواتنش 
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 پس از رونویسی ژن انیسم خاموشیمک  .1-7-2-2

 ای دورشتص های RNA در اولین مرحلص اذ این مکانیسمشود، مشاهده ما 4-7همانطور تص در شکل 

عمل  شوند. اینما باند هاآن با و شناسایا  Effector Protein نام بص هایا پروتئین توسم شده وارد

های RNA رود اذیدونوتلئبا فعالی  انایسر مولکولا د تند.تسهیل مادایسر را  هایآنزیم فعالی 

های توچک RNAنوتلئوتیدی بص نام  25تا 27ای های توچک دورشتصRNAای بلند را بص دورشتص

 های راموشا عنوان سیگنالابصsiRNA های مولکولا قرارگیریبا   بعد تند و در مرحلصتقسیم ماتدارلا 

ام در این هنگ شود.ما این تمپلکساعث فعالا شدن بهای القاتننده راموشا بر روی ارزای تمپلکس

 RISCی فعالی  تاتالیکا تمپلکس در نتیجص دو رشتصپس اذ فعالی  هلیکاذی تمپلکس و رداشدن 

هدف   mRNAرشتص مکملیک رشتص تص  ی آرگونات ، تنهاهای رانوادهتوسم تعدادی اذ پروتئین

شود. گفتص ما Antisenseرشتص راهنما یا  اًشتص اصطرحماند تص بص این رباقا ما RISCبر روی  باشدما

نما رشتص راه گر مش ص نشده اس .سنس در تمپلکس راموشی آنتاعامل انت اب و استفاده اذ رشتص

 mRNAباعث راموشا  RISCآن تمتر اس  همراه با تمپلکس  5'انتهای تص مقاوم  ترمودینامیکا 

این اتزالا عروه بر رلوگیری اذ تررمص با ایجاد یک برش (. 2111شود )لوئیشنر و همکاران.، هدف ما

 mRNA متزل شده بص  siRNA مولکولا 5´ اذ انتهای ینوتلئوتید71در فاصلص  mRNA در سارتار

 تصمحافظ  نشده  9´ شود انتهایسبب ما  RISCهای آرگونات  مورود در تمپلکسپروتئینتوسم 

  siRNPبص تمپلکس دراینmRNA برش توانایا شود.مان تجزیص آو  mRNA باعث ناپایداری سارتار

(small interfering ribonucleo protein  نسب ) سنس های آنتاهمزمان با آن رشتص اس . شده داده

دو RNAبرای تکثیر   بص عنوان پرایمر و الگو تک رشتص mRNAو  RISCتک رشتص ردا شده اذ تمپلکس

 RNAشوند و این استفاده ما ATPبا مزرف  RNAذ وابستص بص مراپلاRNA مجموعص بص تمک ایرشتص

 شود.ای  مجدد توسم دایسر تجزیص مادو رشتص
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 مراذ وابستصپلاRNAی مجوعص بص شکستص شده با ورود mRNAرشتص  در یک مسیر رانبا همچنین  

  RNAiیروارد مس ایهای دورشتصmRNAشود. این دو رشتص ما mRNAسنتز رشتص مکمل  و RNAبص  

هنوذ شناسایا  آن شوند. مراحل تامل این فرآیند و پرایمرتجزیص ما siRNAدایسر بص توسم شده و 

در گیاهان راموشا بص صورت ساذی ژن ما شوند.  . هر دو این فرآیندها باعث تقوی  راموشنشده اس 

 یگر اذ طریقیابد. انتقالا راموشا اذ یک سلولا بص سلولا دسیستمیک در سراسر گیاه انتقالا ما

گیرد. این راموشا سیستمیک  راها پرسمودسماتا و در نواحا دورتر توسم آوند آبکش انجام ما

ویسلا و همکاران.، ) اس  دفاعا برای رلوگیری اذ پ ش آلودگا ویروس  اذ راه باف  آوندی گیاه 

های گنالاتری در پ ش سیدارای نقش مهم ایتوچک دورشتص هایRNA(. ثاب  شده اس  تص 2117

فعال شدن  ای است که سببدو رشته RNA پس از رونویسی از ژن . القاگر اصلی فرآیند مولکولتصکویرفرآیند خاموشکی  .5 - 1شککل 

 25 تا21 کوچک یهاRNA به را آن و متصککل ترانسککژن ایدورشککتهRNA به سککریدا مولکولدر گام اول  شککود.می کم لکس خاموشککی

توسکک  پروتئین سککاختاری آرگونات به عنوان راهنما ( ا mRNAسککنس)مکملدوم رشککته آنتی و در مرحلهدهد برش می یدیکنوکلئوت

شود و س س توس  مکمل می mRNAسکنس به موجب اتصکال رشکته آنتی ماند و باقی میلکس کم  و در اینانتخاب  RISCکم لکسدر

سنس تک رشته جدا شده های آنتیشود. همزمان با آن رشتهتجزیه و شکسته می mRNAهای نوکلئازی موجود در این کم لکس پروتئین

و  mRNAوان پرایمر و الگو برای تکثیر  مکمل هدم به عن mRNAی شککسکته شکده یا تک رشته mRNAو همچنین  RISCاز کم لکس

شود و باعث تقویت فرآیند ای مجدد توس  دایسر  تجزیه  میدو رشکته RNAشکوند و این ای اسکتفاده میدو رشکته RNAایجاد مجدد 

 (.2002هوتوانگر و دزآمور، ) شودخاموشی می
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اس  در  RISCهای غشائا تص اذ ارزای تمپلکسها با اتزالا بص پروتئینراموشا هستند. این مولکولا

و سیگنالا  (2119وایس، د)تنهای توچک هستص و آوندها حرت  مامیان پرسمودسماتا و سوراخ

 شود.راموشا اذ گیاه پایص بص گیاه پیوندی منتقل ما

ژن دارلا و ژن مشابص  mRNAدات تاهش ارتزاصا سطح مورو در همص PTGSعموما   زصمش

با استفاده اذ راصی  تاهش فعالی  ژن دارلا  PTGSباشد. در واقع بیشتر پدیده های وارد شده ما

 گیرد و پس اذدر این ررداد درصورت استفاده اذ سنس، رشتص دارل ژنوم قرار ما شناسایا شده اس .

سنس این تند، اما درصورت استفاده اذ آنتارا تولید ماmRNA سنس مکملبرداری رشتص آنتانس ص

 شود. مکمل رود رف  ما  mRNAرشتص مستقیما با 

های توچک در فرایند  RNA شواهدی بدس  آمد تص نشانگر نقش داشتن  در گیاهان PTGS مطالعصبا 

RNAi اعث ب اهیگ کیسنس با دو پروموتور متفاوت در اسنس و آنت یسارتارها انیب نیچنهم .بودند

 افراوان جادیتص باعث ا یااذ سارتارها اک. یگرددام ادیذ افراوان بارونویسا پس اذ راموشا  یالقا

ژن مورد نظر  اسارتارها اذ توال نیا باشد.امکمل م رود یشود، سارتارهاام PTGSدر یاباج اریبس

واند توسم تتص ما شده اس  لیتشک نترونیبدون ا ای نترونیا اسنس( ب ا)سنس و آنت یبزورت تکرار

  پرسمید بص میزبان مورد نظر انتقالا یابد.

 ) یسنجاق سر صیتص در ناح یاهاارودمکمل، توال ینشان داده اس  تص در سارتارها قاتیتحق

(hairpin -RNA یدارا یهانژن مورد نظر درال  دارند و ژ میدر راموش تردن مستق رندیگاقرار م 

 رگگزارش یهاژن یحاو یها. با استفاده اذ ساذهندینمااراموش م را رود اهمسان با توال یهااتوال

 کیتحر یشکل سنجاق سر ژهیوصب RNA یسارتمان دو رشتص ا لیتشکتص محققان نشان دادند 

PTGS   حدفاصل رت اینترونا بص صو اتوال انیگزیرادهد. اذ سوی دیگر افزایش ما %711-61را

تا حدود  PTGS دهیعملکرد پد شیباعث افزا سنس()رشتص سنس و آنتا ساذه یدو باذو نیبای صحلق

 (.2117وارشا  و وسلا،  ) درصد شد711
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1-9 .microRNA  و نقش آن در خاموشی ژن 

پروتئین  یهااای تااد تنناادهتریپتوم نشاااان داده اسااا  تااص عروه بر ژنآنااالیزهااای اریر ترانس

د. مولکولا های ناشاااوتاص هرگز باص پروتئین تررماص نماشاااود هم رونویساااا ما RNA تعادادی

نوتلئوتیدی  27-22 ایتک رشااتص های توچکRNA گروه بزرگا اذ  miRNA یا همان RNA میکرو

 دارند نقشهای یوتاریوتا بیان ژنموقتا  تنظیم در شوند وهساتند تص هرگز بص پروتئین تررمص نما

اذ ارزای تلیدی تنظیم بیان ژن در گیاهان و رانوران هسااتند تص  miRNA .(2115)وانگ و متزجف، 

تنظیم و دهند. طا تکامل حفظ شاااده اند و تنظیم بیان ژن را در مرحلص بعد اذ رونویساااا انجام ما

 عاادمطریق اذ هااای هادف یاا mRNA اذ طریق القاای تجزیاص  miRNA تااهش بیاان ژن توسااام

باشاااد. مکانیزم ( دارای تاربرهای متنوع ماmiR) RNAمیکرو گیرد.ماهدف انجام  mRNA تررمص

ورت صها بصها اندتا پیچیده اس . عملکرد این دستص اذ مولکولاتشاکیل این دساتص اذ راموش تننده

 هستند. miRی های ویروسا دارای ژن تدتنندهنسبا اس . عروه بر گیاهان، حیوانات و بررا اذ رده

مقداری متفاوت اساا  بدین صااورت تص این مولکولا در بررا نواحا  siRNAها با miRمکانیزم عمل 

بر روی ناحیص تنظیما  polyAشود و با قرارگیری بر روی ب ش مامیزبان  RNAسبب ناپایدار شدن 

مساائولا سااار   DNAباشااد. ب شااا اذ ی طوجنا مارای پروسااصادmiR گشارد. فرآیند تاثیر ما

microRNA واع م تلفا آنزیم ورود دارد تص در نهای  بص اس . در این روند هم انRNA  تامل و بالغ

شود تص طا سارتص ما premiRیک ساارتار موسوم بص  DNAمنجر رواهند شاد. در گام ن سا  اذ 

و  capدارای hairpin RNA مشااابص با  (stem loopفرآیندی بص سااارتارهای ساانجاق سااری توتاه )

polyA وتئینا باص نام تمپلکس پرداذش میکرویاک تمپلکس پر. ساااپس شاااودتبادیال ماRNA  

 RNaseIIIی ی اذ رانوادهاذدارای یک آنزیم نوتلئتند. این تمپلکس اولیص را پرداذش ما RNAمیکرو

. پس اذ پرداذش (7339)لا،  اس بص نام پاشا   RNAو یک پروتئین متزال شاونده بص  دورشاا بص نام

اذ هسااتص رارج شااده و وارد  exportin5 تئینپرو یبص وساایلصمحزااولا ایجاد شااده طا مکانیزما 
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 mRNAبیشتری  دا تعداهایا مکمل یک یبالغ در ب ش miRNAهای مولکولا شود.سایتوپرسام ما

و قطع ب ش حلقوی ابتدای آن  miRدر دارل سایتوپرسام آنزیم دایسار سبب توتاه شدن هساتند. 

اتزالا  miRNA7تص بص سشا وابود و محزاولا حاصل بص صورت نسبا بص تمپلکس  القاگر راموشاما

های بالغ توساام پروتئین آرگونات اذ پروتئین microRNAدو رشااتص تنها یک رشااتص اذ  تند.پیدا ما

کمل م mRNAبص  راهنما miRNAشاود و رشتص بص عنوان رشاتص راهنما انت اب ما RISCساارتاری 

آرگونات اذ اعضای فعالا های نوتلئاذی توسم پروتئین mRNA شاود و منجر بص ت ریبرود رف  ما

 شود. ما RISCترتیب 

گر های مدارلصRNAهای اسااا  تص بص قطعص RISCپروتئین آرگونات یک ب ش تاتالیتیک اذترتیب  

اساا . این  siRNAمکمل با mRNAشااود و دارای فعالی  اندونوتلئاذی بر روی توچک متزاال ما

مراحل  گر دو رشاااتص اسااا .لصهای توچک مدارRNAرشاااتص راهنما اذ پروتئین مسااائولا انت اب 

با  miRNAو تفاوت مساایر راموش ساااذی ژن توساام   microRNAی عمل گیری و نحوهشااکل

siRNA  شود.مشاهده ما 6-7در شکل 

 siRNAو  miRNA مسیر . تفاوت1-9-1

miRNA ،RNA تص برای شوند درحالاهای راص تد ماژنای اس  تص توسم غیر تدتنندهsiRNA 

 RNAای راررا مثلدورشااتصRNA ی یک ا ورود ندارد و بص رای آن با تجزیصهیچ ژن ارتزاااصاا

تامر siRNA  شود.ذوم رونویسا شده و وارد ژنوم ماوساپنشاود و بص فرم فعالا تراویروساا تولید ما

نیاذ بص حداقل رابطص مکملا ره  شناسایا  miRNAتص باشاد درحالاهدف رود ما mRNAمکمل 

mRNA  .هدف رود دارندmiRNAهای ها مولکولاRNA  توتاه هسااتند تص با اتزااالا بص–UTR´3  و

هدف رود mRNA شود و نیاذ بص برقراری رابطص مکمل با مهار تررمص باعث راموش ساذی بیان ژن ما

                                                 

7. miRNA InducedSilencing Complex(miRISC) 
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باعث هدای  بص تجزیص شااادن  mRNAو  siRNAرابطص مکملا بین  ،siRNA در تصنادارناد درحالا

ابتدا بص صااورت  miRNA بااروری اساا .  RISCیل تمپلکس شااود. در هر دو این مساایرها تشااکما

 ها تمپلکس دایسر شرت  دارندmiRNAساارتار سانجاق ساری رونویسا شده اس  و در بالغ شدن 

 .(2114دیوید بالکامب، )

ی آنزیم دایسر به ای بلند بوسیلهدورشته siRNA :RNA. در مسیر miRNAو  siRNAهای خاموشی ژن مکانیسم .1-1شکل 

 RISCشود. آرگونات از کم لکس وارد می RISCشوند که به درون کم لکس گر کوچک تقسیم میمداخلهRNAهای مولکول

شود. اتصال کامل بین هدم می mRNAی سنس و انتخاب رشته راهنما باعث هدایت کم لکس به سوی با جدا کردن رشکته

: رونویسی از miRNAشود. در مسیر می mRNAهدم منجر به برش  mRNAگر و های کوچک مداخلهRNAرشته راهنمای 

به  5شکود که توس  اکس ورتیننابالغ اولیه می miRNAگیری در هسکته منجر به شککل IIمرازی پلیبوسکیله miRNAژن 

روی  miRNAشود. پس از قرارگیری پردازش میmiRNAهای سکر به مولکولشکود و توسک  دایسکیتوزول انتقال داده می

ی راهنمای باقی ی رشتهبوسیله miRISCی غیر راهنما دور انداخته شده و به کمک پروتئین آرگونات رشته RISCکم لکس 

یا برش مهار هدم از طریق سرکوب ترجمه، تضعیف  mRNAشود. هدم به صورت نسبی متصل می mRNAی مانده به رشته

 (.2015وی لام و همکاران.، شود)کیمی
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 آن انجام ضرورت و نمر مورد طرح از هدم .1-8

جذم برای افزایش  اقدامات انجام وملز اقتزادی و تشاورذی ابعاد در گیاه استویا ویژه رایگاه بص تورص با

عامل ایجاد  تاهش هدف، این تحقق منظور گردد. بصما توصیص محزولا این عملکرد تیفی  طعم و

تحقیق مولکولا  هیچ تنون تا تصآنجایا اذ اس . جذم استویاگیاه  ی طعم تل  پس اذ چشیدن قندتننده

 این تحقق در مهما گام تواند ما راموشا ژن  ،اس رفتصنگ انجام با هدف تاهش تل  تنندگا این قند

 تشاورذی، محزوجت سایر تنار در استویا تش  افزون روذ توسعص بص تورص با دیگر طرف اذ هدف باشد.

 تحقیق، این اذ هدف بنابراین .اس  بروری امکان بهبود تیفی  طعم شیرین قند استویا و بررسا مطالعص

در مسیر  UGT74G1ی آنزیم تلیدی تدتنندهsrUGT74G1 برای ژن  RNAiگرسار  تاس  راموش

های آتا میزان تجمع قندی و تیفی  چشائا قند بررسا شود. تا در پژوهشاس .   سنتز استویوذایدبیو

مسیری مهم برای راموشا ژن مورد نظر و گاما مهم برای تولید  رسد احتماج این فرآیندبص نظر ما

 بص تواندتحقیق ما این تویوذاید با هدف بهبود تیفی  قند استویا باشد.گیاه استویا با انباش  تمتر اس

استویا با قابلی   قند تما و تیفا بهبود آن اذ ترگیاه ومهم ی مولکولامطالعص یذمینص در پیشرفتا عنوان

 تا باشد.انجام در مقیاس بزرگ و صنع
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 فصل دوم

 هامواد و روش 
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 آغازگرها طراحی و بیوانفورماتیکی مهالعات .2-1

 :GenBankبص شماره دسترسا  NCBIاذ  UGT74G1آنزیم  یتد تننده ژن cDNA توالا تامل 

AY345982.1 .شامل باذهای ژن منت ب توالاو  شد ت ابنامتناسب با هدف  ایقطعص است راج گردید 

 این عکوسم اذ تکرار استفاده با ژنا یساذه سار  ادامص در بود. رف  باذ 771 طولا بص 353 تا 151

 تکثیر برای شدهاطراح آغاذگرهای .شد انجام ناقل درون م الف ره  و ره هم صورتبص قطعات

 اذ تیدنوتلئو 73 حدود شامل ترتیب بص ناقل، بص هاآن همچنین اتزالا و سنسهای سنس و آنتاقطعص

 قرار گرفتن محل و  ره یتنندهیینتع) های برشاآنزیم سای  و شدهانت اب یقطعص ابتدای یا انتها

 عدم حضور. اس  آنزیم تارایا برای بیشترین برشا آنزیم نوع رحسبب چهار باذ  و (ناقل اس  در قطعص

 یتهیص برای متیرسیون رایگاه برش آنزیم برشا رواهد شد در نظر گرفتص شد. مورب تص هایاتوالا

 استفاده شد GenBank: AJ311872.1بص شماره دسترسا pHANNIBALناقل اذ تنندهراموش یساذه

  .(7-2)شکل

بدین ، مدنظر قرار گرف  ی ژناساذهدقیق و ارتزاصا  برای تکثیر Touchdown-nested PCR وشر

 نقطعص ژ تکثیر منظوربصساااپس  و یک رف  آغاذگر برای طولا تامل ژن تعریف گردیدابتادا  منظور

  ی تنندهراموش در ناقلسو هم رتصاوبص سسانی رشاتص عنوانبص رف  نوتلئوتیدی انت ابا 771

pHANNIBAL های، سای  برشا آنزیم(7-2)شاکلEcoRI  آغاذگر پیشرو ( و( KpnI  )آغاذگر پسرو(

 وارونصمعکوس و  صااورتبصساانس آنتا اتزااالا قطعص چنین ره همو ها آغاذگر 5ˊدر انتهای ناحیص 

 .آن یرو یبرش هایتیسا تیموقع و  pHANNIBAL ناقل .1-2شکل
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( وسرپ)آغاذگر  BamHIشرو( و یذگر پ)آغا Xba1، سای  برشا آنزیم یساذراموشدر ناقل ( ساوناهم)

 و نرم افزار NEBcutterآغاذگرها در سای   (.7-2)ردولا داستفاده شدن طراحا و 5ˊدر انتهای ناحیص 

SnappGene  شد سنتز رنوبا تره بایونیرتوسم شرت  بررسا گردید و. 

 اتصال یدما و آغازگرها ترادم. 1 -2جدول 

 آغازگر

 

آنزیم 

 برشی

 

 (C°دمای اتصال)

 

 ترادف آغازگر

ˊ3     ˊ5 

AYF - 16 ATGGCGGAACAACAAAAGATCA

AG 

AYR - 16 TTAAGCCTTAATTAGCTCACTTA

CAAA 

sF EcoRI 
، 55دمای اولیه: 

 55دمای دوم:
CTGGTGAAACATGGAATTCTCCG

GACCCA 

sR KpnI 
، 55دمای اولیه: 

 55دمای دوم:
TCTGGGAGCTTTCGGTACCACGG

CCTCTTCT 

antF XbaI 
، 55دمای اولیه: 

 55دمای دوم:
TGGGAGCTTTCCCTCTAGAATCC

TCTTCCT 

antR BamHI 
، 55دمای اولیه: 

 55دمای دوم:
CTGGTGAAACATGGGATCCTGCG

GACCCGA 

دمای اولیه، دمای اتصال آغازگر . است شده دهیکش خط هامیآنز یبرش تیسا یتوال ریز

 باشد.توالی لنگر می با صال آغازگرلنگر و دمای دوم، دمای اتدون ب

 مواد مورد استفاده در این پژوهش .2-2

بیوتکنولوژی دانشکده مهندسا انرژی  مورود در آذمایشگاه  Stevia rebaudiana در این پژوهش اذ گیاه

 ™TRIzol محلولادر طا این تحقیق،   های نوین، دانشگاه شهید بهشتا استفاده شد.و فناوری

Reagentآن ،( زیم لیگاذT4 DNA Ligase،) شرت   بافر بارگشاری و نشانگرهای وذن مولکولا اذ

اذ شرت   Easy™ cDNA Synthesis Kitتی   ( رریداری شد. ، آمریکاوالتام) ساینتیفیک فیشرترمو

ای پلیمراذ مستر میکس واتنش ذنجیره قرار گرف . ستفاده( مورد امشهد، ایران)پارس طوس
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(to use 2XMasterMix ready  ،اتیدیوم بروماید ،) ایزوپروپیلB-D (تیوگاجتتوپیرانوذیدIPTG)7  و

سار   T-pTG19و حامل همسانص ساذی  2(Gal-Xگاجتتوذید ) B-Dاتیدولیل -تلرو-9-برمو -5محلولا 

 PCRتی  ت لیص محزولا . رریداری شد (ترج، ایران) اذ شرت  سیناتلونشرت  ویوانتیس) مالزی( 

و آگار محزولا شرت  مر ،  LB( و 2CaClذ، تلسیم تلرید )(، پودر آگارتره) E ALLGENتمپانا اذ 

رنا بایوساینس محزولا تمپانا  EcoRI،KpnI ،XbaI ،BamHIهای برشا آنزیمشد.  تهیصآلمان 

پژوهشگاه اذ  pHANNIBAL راموشا پرسمید. گردید ( اذ شرت  تکاپوذیس  )تهران( رریداریآلمان)

اذ آذمایشگاه  DH5αی سویص  E. coli( و باتتری ترج، ایران) و ذیس  فناوری ملا مهندسا ژنتیک

 . فراهم آمدهای نوین دانشگاه شهید بهشتا بیوتکنولوژی دانشکده مهندسا انرژی و فناوری

 استویا ربائودیانا  گیاه بافت برگی از  RNAاستخراج  .2-3

باف  تا  توبیده شد تامرً مایع اذت در هاون، اذ ادهاستف با برگا گیاه  باف  گرم اذ  7/1است راج  ره  

 ه شده، یدبرگا توب باف  شدن گرم اذ پیش و پس اذ تب یر اذت شود. ارنگ دیسف پودر صورتبصبرگا 

ml 7 روبا توبیده باف  در محلولا بصو شد اباافص پودر شاده  تامرًهای بص برگترایزولا  اذ محزاولا

 ml تیوب بص هر دقیقص در دمای اتاق انکوبص شااد.  5 و بص مدتمنتقل  ml2بص درون ویالا  نمونص  .شااد

دقیقص  75بص مدت تیوب  کوبص شد.ان در دمای محیمدقیقص  2برای  هانمونصو  ابافص تردهتلروفرم  2/1

 آمدهدس بص رویا مایع رسوب، ذدن برهم بدون شد. سانتریفیوژ xg72111با سارع    C 4˚در دمای 

وپانولا سرد بص ایزوپر ml 5/1 .یگر انتقالا داده شدد تیوب یک درون بص اآرامبص  اسا RNAحاوی تص 

دقیقص در  75بص مدت  سپس .انکوبص شاد -21درون فریزر  صدقیق 91برای و نمونص فاذ آبا افزوده شاد 

 ژلایک رسوب  صورتبصتل  RNA در این مرحلص .شد ساانتریفیوژ xg72111 با سارع   C 4˚دمای 

                                                 

7. Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside  

2. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galactoside 
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 ml7  با RNAو رسوب  فاذ رویا دور ری تص شد .نشین رواهد شدتصرنگ در انتهای تیوب سفید مانند

فاذ  .سانتریفیوژ شد C 4˚در دمای  xg72111 در  دقیقص 71بص مدت و  داده شد شاستشو %15 اتانولا

 RNAرسااوب  تا انکوبص شااد دقیقص  5دمای محیم بص مدت در تیوب دور ری تص شااد و رویا نمونص 

 RNAابافص شد و رسوب   µl 91DEPS Water تیوببص هر در مرحلص آرر  سبا رشک شود.ن طوربص

 شد. در آن حل طور تاملبصبا چند بربص بسیار آرام  

 RNAبررسی کمیت و کیفیت . 2-3

 تومتریهای اس کتروفبا استفاده از روش RNAت کمیسنجش  .2-3-1

را فراهم  شدهاست راج RNAغلظ  و تیفی   سنجش امکان دقیق دستگاه نانودراپتعیین غلظ  توسم 

نانومتر( اس . غلظ   221-651یک اسپکتروفوتومتر با طیف نوری تامل ) نانودراپتند. دستگاه ما

بیانگر  OD260OD/280محاسبص  .گردیدمحاسبص نانومتر  211و  261 موجطولادر  رشبنمونص با تعیین 

 باشد 2، اگر باجتر اذ باشد 2تا  1/7اید بین این نسب  ب. اس  شدهاست راج RNAمیزان رلوص 

 معیاری عنوان بص نیز OD260OD/230 عروه بر نسب  فوق، نسب اس .  DNA آلودگا بص  یدهندهنشان

چنانچص این نسب    پروتکل است رج اس اذ باقیمانده امرح و پروتئین بص آلودگا میزان برآورد ره 

 بات آروماتیک نظیر فنل ورود دارد.ین و ترتیود آلودگا با پروتئآید، احتمالا ور بص دس  1/7تمتر اذ 

 شود.وصیص ماتباره نمونص گونص موارد ت لیص دودر این

الکتروفورز افقی روی ژل  از با استفاده شدهاستخراج RNA تکیفی سنجش .2-3-2

 آگارز

  TBE (Tris-borate-EDTA) روش تهیه بافر .2-3-2-1

 استیک راتت نیآم ید لنیات گرم  14/1بیس بص همراه گرم تریس TBE 1x  ،11/71لیتر  یک برای تهیص 

 411در  اسید بوریک گرم  5/5تامل مواد، . بعد اذ حل شدن شد قرار داده گرماساذروی بر  و ارلن 
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حاصل  TBE 1x تریلالیم 7111تا  و بص محتویات ارلن افزوده گردیدتقطیر حل شد  دو بارآب  تریلالیم

 شود.

 %1/1ژل آگارز  سازیآماده .2-3-2-2

)سود(  دقیقص با محلولا هیدروتسید پتاسیم 91، تانک الکتروفورذ بص مدتهاRNaseمهار فعالی   منظوربص

N4/1 .اذ بافر  تریلالیم711گرم اذ پودر آگارذ توذین و در  6/7 شستشو داده شدTBE 0.5x   با استفاده

مایع بص درون  ،افزودن اتیدیوم بروماید با و سرد شدن محلولا پس اذ مدتا توتاه اذ حرارت حل شد.

متر روی سطح ژلا را میلا 2بص مقداری تص حدود  TBE 0.5x سپس بافر وی شانص ری تص شد.قالب حا

 اذ بافر بارگشاری µ l 7 باهمراه  ااست رار RNAاذ  µl9 میزان  ابافص گردید.بص درون تانک بپوشاند، 

، ساتاروذ، HCLگرین، ذایلین سیانولا، گلیسرولا، تریس لیکوید بلو، متیلن گرنترتیبا متشکل اذ )

EDTA  های ژلا کچاه ( و بصشوداستفاده ما هاچاهک ونها درتسهیل در فرونشینا نمونص منظوربصتص

دقیقص  45دود ح ول  711 یانداذهبصها ولتاژی ها در چاهکپس اذ ری تن نمونص الکتروفورذ ابافص شد.

باندها بص دستگاه  یبرای مشاهده ژلا پس اذ اتمام ذمان جذم، رریان الکتریکا قطع و لا اعمالا گردید.بص ژ

 .برداری انجام شدانتقالا داده شد و توسم دستگاه تزویربردار ژلا، عکس UVساذ ترانسلومینومتر آشکار

 معکوس یبردارنسخهواکنش  . 2-4

 ای. ان. .دی منجر بص تولید 7معکوس برداری نس ص یمآنز تمک بصبص عنوان الگو  RNAدر این واتنش 

 سینگ،(گرددما تکثیر و شده PCR حرارتا هایسیکل وارد cDNA این .شودما (cDNA) مکمل

. بر اساس پروتکل استفاده شد Easy™ cDNA Synthesis Kitاذ تی   cDNAسنتز  برای(. 7331

با غلظ   Oligo dTپرایمر μl7شامل  μl71ایا م لوط واتنش با حجم نه در مرحلص اولا شرت  ساذنده

 5برای  تیوب درون تیوب آماده شد.  RNaseاذ  آب عاری μl6 تل،  μl9 RNA  میکروموجر، 51نهایا

                                                 

7. Reverse Transcriptase 
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 RT آنزیم μl71 مرحلص سوم در .بص روی ی  منتقل شدسپس و  دقرار داده ش  C65˚در دمای  دقیقص

Premix (2x) ره  انجام واتنش  ،لوط تردن مواد با استفاده اذ سمپلرافزوده شد و پس اذ م  بص تیوب

بص مدت  C51˚ ،دقیقص 71بص مدت  C 25˚ ترموسایکلر اررا شد: دستگاه ، برنامص ذیر درcDNA سنتز

انتقالا داده  21منفافریزر  بص سرع بصشده  های سنتزcDNAدقیقص.  71بص مدت  C11˚ ، دقیقص 61

 شدند. 

 ییدودماای مراز آشیانهای پلی. واکنش زنجیره2-5

روشا اس  تص در آن اذ دو رف  آغاذگر برای  (Nested PCR) ایپلیمراذ آشیانص ایواتنش ذنجیره

ی ای دربردارنده. در ابتدا رف  اولا آغاذگرها ناحیص(2-2)شکل  شودما استفاده موردنظرتکثیر توالا 

  تند.را تکثیر ما موردنظری ناحیص تنند و سپس رف  دوم اذ آغاذگرهاتوالا هدف را تکثیر ما

 Touchdown، روش اس  افتصیتوسعصافزایش ارتزاصی  واتنش  هدف باتص  PCRروش دیگری اذ 

PCR  اس  تص در این روش برررف برنامصPCR معمولا تص اذ یک دمای اتزالا برای تکثیر استفاده 

(. در این 9-2شود )شکل تفاده ماهای اتزالا اسای اذ دررص حرارتشود، در این روش محدودهما

 ارتزاصا و دقیق اس .  تامرًواتنش اتزالا پرایمر بص الگو و تولید محزولا 

ای سنس اذ واتنش ذنجیرهی سنس و آنتاافزایش دق  در تکثیر رشتص منظوربصدر این پروژه 

   استفاده شد. (Touchdown Nested PCR)ی چند دمایا اانصیآش
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 . و تکثیر توالی هدم بدون باند غیر اختصاصی Nested PCRروش تصویر شماتیک  . 2-2شکل

 .  Touchdown PCR روش کیشمات ریتصو. 3-2شکل
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هر م لوط  انجام گرف .  PCR سنسو آنتا رشتص سنس یتل ژن و آغاذگر پیشرو یر پسروآغاذگبا 

میکرو 71با غلظ   پیشرو آغاذگر cDNA ،μl7 نمونص μl7 میکرولیتر شامل 25با حجم نهایا واتنش 

متیل دی μl5/7و  PCRمسترمیکس  μl5/72 میکرو موجر،71آغاذگر پسرو با غلظ   μl7 ،موجر

ا در دستگاه ترموسایکلر ب ای پلیمراذآب مقطر استریل نانوپیور بود. واتنش ذنجیره  μl1سولفوتسید و 

و فعالا  7ساذیگراد بص منظور واسرشتصی سانتادررص 34ای در دمای دقیقص71 شرایم دمایا یک سیکل

دررص  34ثانیص در دمای  91سیکل شامل  95و بص دنبالا آن Taq DNA Polymerase شدن آنزیم 

 12ثانیص در دمای  21)اتزالا(،  گرادی سانتادررص 51ثانیص در دمای  91)واسرشتص ساذی(،  گرادتاسان

 گراد انجام شد. ی سانتادررص 12ای در دقیقص 71)گسترش( و یک سیکل  گرادی سانتادررص

مراذ ای پلیالگو برای دومین واتنش ذنجیره عنوانبصرقیق شد و  7:711بص نسب   PCRمحزولا این 

سنس  با حجم نهایا برای تکثیر دو قطعص سنس و آنتاPCR شد. م لوط  استفادهای دودمایا آشیانص

µl25  شاملµl 7  ،الگوµl 7 با غلظ   پیشرو آغاذگرµM 71، µl 7   آغاذگر پسرو با غلظµM 71 

µl5/72  مسترمیکسPCR  وµl5/7 متیل سولفوتسید و  دیµl 1  در تیوب آب مقطر استریل نانوپیور

ای در دمای دقیقص71 در دستگاه ترموسایکلر با شرایم دمایا یک سیکل. واتنش گردیدروی ی  آماده 

سیکل شامل  2و فعالا شدن آنزیم و بص دنبالا آن  اولیص 2ساذیگراد بص منظور واسرشتصی سانتادررص 34

-ی سانتادررص 54ای ثانیص در دم 91)واسرشتص ساذی(،  گراددررص سانتا 34ثانیص در دمای  91

ثانیص در دمای  91سیکل شامل  99)گسترش( و  گرادی سانتادررص 12ثانیص در دمای  21گراد)اتزالا(، 

ثانیص در  21گراد)اتزالا(، ی سانتادررص 51ثانیص در دمای  91)واسرشتص ساذی(،  گراددررص سانتا 34

                                                 

7. Denaturation 

2. Denaturation 
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گراد انجام ی سانتادررص 12ای در دقیقص 71)گسترش( و یک سیکل  گرادی سانتادررص 12دمای 

 . گرف 

 سنس از ژل آگارزآنتی وسنس  قهعه تخلیص. 2-1

اذ تی  با استفاده  PCR  سنس ت لیص و باذیابا محزولاهای سنس و آنتاقطعص یهمساانص سااذدر 

انجام ورالعمل شارت  ساذنده بر اسااس دسات GENE ALLساار  تمپانا  PCRمحزاولا  ت لیص

ت مینا  طوربص %2ذ روی ژلا آگار 50bp اذ نشانگر وذنا با استفادهلا باذیابا شده غلظ  محزو. گرف 

 . برآورد شد

 pTG19-T یهمسانه سازدر حامل  های تخلیص شدهقهعه اتصال . 2-7

 استفاده   pTG19-Tاذ پرسامید سانسین آنتاچنو هم سانس یقطعص یهمساانص سااذره  انجام 

 .اس  7بص  9بص پرسمید  PCR، نسب  بهینص بین محزولا ندهشارت  ساذ ملع. طبق دساتورالگردید

 µl7شاااامل  µl71 با حجم نهایا راداگانص طورباص هااصاذ قطعا هرتادامبرای  لیگااسااایون  لوطم

آب  µl2و  T4 DNA Ligaseآنزیم  x71 ،µl7بافر  PCR ،µl2محزااولا  pTG19-T  ،µl4پرساامید

ساع   76و برای  C22°یک ساع  در دمای  و برایآماده شد  بر روی ی  وبیت کرویمدر یک  دیونیزه

 د.انکوبص ش C76°در دمای 

  α5DH سویه  E.coliهای باکتری انتقال پلاسمید به .2-9

های میزبان برای پشیرش پرسمید راررا آماده های میزبان ابتدا این باتتری برای تراری تگا باتتری

 تقالا داده شد. نص میزبان اشد و پس اذ آن پرسمید با روش شو  حرارتا ب

 LBلیتر محیم تش  میلا 5درون  را رامد LBبر روی محیم شاده اذ باتتری تشا  داده یک تلنا

دار در در دارل انکوباتور شیکر ساع  76مدت و  شد تش  دادهمایع )اتوترو شده در دارل فالکون( 
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در  شدهدادههای تش  باتتریمدت  اینپس اذ. شد انکوبص 7دور در دقیقص 711سرع  با  C 91°دمای 

ساع  در دمای  2بص مدت ها نمونصو  شداتوترو شاده اباافص  LBمحیم  تریلالیم 51تنار شاعلص بص 

پس اذ رساایدن بص فاذ  وانکوبص شااد rpm211با ساارع   در انکوباتور شاایکردار گراداسااانتدررص  91

مناسب در  OD)شد روانده  nm611در طولا موج محیم تش  حاوی باتتری  2ODلگاریتما رشاد 

سرد شدن  منظوربص تقسیم شد و  درون دو فالکون( و محیم حاوی باتتری اس  9/1 -6/1 یمحدوده

با اساااتفاده اذ  هاباتتریدر مرحلص بعد  .بر روی ی  قرار گرف  دقیقاص 21باص مادت هاا اولیاص نموناص

. پس اذ انجام رسوب داده شدند  rpm 9111با سرع   C 4°در دمای دقیقص  75ساانتریفیوژ بص مدت 

سرد  تامرًموجر  7/1 تلسیمتلرید  ml25  باتتریرسوب و بص  شد  تصیربیرون  یارو سانتریفیوژ مایع

ص مدت یک ساع  بر ها بو نمونصرسوب در محلولا حل شد  ریلا آرام یپتینگ او با عمل پ اباافص شد

ا ویر تنار شعلص مایع در اًمجدد و شدندساانتریفیوژ  همانند مرحلص قبل هافالکون گرف .روی ی  قرار 

 و پس اذشد ابافص  درصد گیسرولا75موجر  7/1 دیتلراتلسایم  ml7 هر فالکون بص و دور ری تص شاد 

دررص  -11 در دمای و توذیع ml5/7 های در تیوب μl 711هاای ، م لوط را در حجمهموژن تردن

 .نگهداری شد گراداسانت

اذ  μl71سپس گرف ، بر روی ی  قرار دقیقص 71بص مدت  ذدگارروج اذ ی  منظوربصد های مستعسلولا

ذدن چند بربص آرام  اذ و پس شدسلولا مستعد ابافص  μl 711بص در تنار شاعلص  لیگاسایونمحزاولا 

ی  قرار  بر روی دقیقص مجدد 45بص مدت  هاوبیتکرویمم لوط شااادن(  منظوربصانگشااا  بص تیوب )

دررص  42ثانیص دارل حمام آب گرم با دمای  31بص مدت ها ایجاد شو  حرارتا نمونص ورمنظبصگرف . 

دقیقص بر روی ی  قرار  5ص مدت ب موردنظرو برفاصالص پس اذ گشش  ذمان شاد قرار داده  گراداساانت

                                                 

7. Revolutions per minute  

2  . Optical density  
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 ها افزودهتیوببص شده  اتوترو 7محیم مایع لوریا برتونا ml611 میزاندر تنار شاعلص  ساپس . گرف 

د در گراررص ساانتاد 91در دمای  میسااع  ونیک  مدت بص ترانسافرم شادهباتتری  هایسالولا شاد.

 اویهای حبر روی پلی نمونص ترانسفورماسیون شده در تنار شاعلص  شاد. قرار دادهانکوباتور شایکردار 

 β-Dل موجر محلولا ایزوپروپی 7/1 ،سااایلینآمپا بیوتیکآنتا µl ng 51/همراه  بص LBمحیم رامد 

 (Gal-Xگاجتتوذید ) β-Dاتیادولیل -تلرو9-برمو 5 موجر محلولا 7/1( و IPTGتیوگااجتتوپیرانوذیاد)

  .شد گرم انص گشاری گراداسانتدررص  91در دمای  ساع   76بص مدت  هایپترو توذیع 

ر طبص راساایلین، بیوتیک آمپاعروه بر ایجاد مقاوم  نسااب  بص آنتا شاادهانت اب pTG19-Tحامل 

های رود باتتریتند. انتظار مافراهم مارا سااافید _باآامکان غربالگری عمال آنزیم بتااگاجتتوذیداذ 

  X-Galو  IPTGساایلین و حاوی آمپا LBمحزااولا لیگاساایون همگا بر روی محیم  تنندهاف یدر

های یحاوی باتتر های تشاا پس اذ انکوبص تردن محیمبنابراین  تنند.  درنگیسااف یهاپرگنصتولید 

 یهاپرگنصره  تفکیک تامل ساع   7بص مدت های تش  محیم ساع ، 76بص مدت ترانسافرم شاد 

 صورتصبوی پرسمید نوترتیب( )حای دیتول درنگیسفهای تلنا .شددادهسفید و آبا در ی چالا قرار 

  شبانص تش صورتبصسیلین آمپا بیوتیکدارای آنتا ردید LBرامد و مایع  رطا در محیم تشا 

 داده شدند. 

 PCRاز طریق کلنیهای ترانسفرم شده تائید حضور قهعه در کلنی .2-10

با استفاده اذ پرایمرهای رشتص سنس و  ها،در تلنا سنسسنس و آنتاتائید حضور قطعص  منظوربص

واتنش شامل  م لوطبنابراین . انجام گرف  PCRواتنش رداگانص  طوربصسنس همچنین پرایمرهای آنتا

متیل دی µl5/7 و  PCRمسترمیکس  µM 71 ،µl5/72آغاذگر با غلظ   µl 7، تک تلنا سفید یک 

لر در دستگاه ترموسایکآب مقطر استریل نانوپیور در تیوب روی ی  آماده شد. واتنش  µl 1سولفوتسید و  

                                                 

7. Luria-Bertani (LB) broth 
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اولیص ی ساذگراد بص منظور واسرشتصی سانتادررص 34ای در دمای دقیقص71 با شرایم دمایا یک سیکل

)واسرشتص  گراددررص سانتا 34ثانیص در دمای  91سیکل شامل  2و فعالا شدن آنزیم و بص دنبالا آن 

 گرادی سانتادررص 12ثانیص در دمای  21)اتزالا(،  گرادی سانتادررص 54ثانیص در دمای  91ساذی(، 

ثانیص در  91ساذی(، )واسرشتص  گراددررص سانتا 34ثانیص در دمای  91سیکل شامل  99)گسترش( و 

)گسترش( و یک  گرادی سانتادررص 12ثانیص در دمای  21)اتزالا(،  گرادی سانتادررص 51دمای 

، PCRی سپس ره  بررسا و ارذیابا نتیجص. گراد انجام شدی سانتادررص 12ای در دقیقص 71سیکل 

ی های دربردارندهتلنا قرار گرف  و پس اذ تش یص ابررس مورد %2روی ژلا آگارذ  بر PCR محزولا

دارای  مایع LBمحیم ml5 ها در اذ آن تلنایک ره  است راج پرسمید ، سنسسنس و آنتا قطعص

در دارل انکوباتور  C 91˚ساع  در دمای  76بص مدت تش  داده شد و  سیلینبیوتیک آمپاآنتا

  شد.گرم انص گشاری  rpm 225شیکردار با سرع  

   ترانسفرم شدههای یباکتر از های نوترکیبداستخراج پلاسمی .2-11

و با اندتا  شد ارائص (7313)توسم سمبرو  و همکاران است راج پرسمید باتتریایا بص روش لیز قلیایا

و  دش انتقالا داده وبیت کرویمبص  ذ محیم تش  شبانص باتتری نوترتیبا ml  2:انجام گرف تغییرات 

 تصوربصرا  وبیتکرویمو  دور ری تصرویا را مایع . رسوب داده شدسرع  باج دقیقص در 7 سپس بص مدت

اذ  تریل کرویم 211تا رسوب حاصل تامرً رشک گردد. مقدار  قرار داده یتاغشدستمالاص بر روی وارون

 EDTA  پودر gr 772/1و  HCL تریسmM51 ،gr771/1گلوتزgr 231/1 شامل محلولا شماره یک )

و پس اذ ورتکس، شد ابافص  هاوبیت کرویمبص ( آماده شد ml91نهایا  تص با افزودن آب در حجم اس 

سدیم  N 2/1اذ محلولا تاذه آماده شده  µl 911در دمای محیم قرار داده شد. دقیقص  71بص مدت 

با چررش بسیار آرام  و شدابافص  هاوبیتکرویمبص  %71دوسیل سولفات هیدروتسید و سدیم دی

( :pH 1/4موجر ) 9استات پتاسیم   µl  911د.  محلولا قبل را با افزودنش یکنوار محلولا  وبیتکرویم

قرار داده  -21دقیقص در 71برای  هاوبیتکرویم ،آرامچررش  صچندین مرتبپس اذ و  سرد رنثا شد
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 محیمدر دمای سرع  باج در دقیقص  71 بص مدت هاوبیت کرویم ذمانمدتگشش  این پس اذ  .ندشد

هر  بص اویر عبرابر حجم مایو  داده شدردید انتقالا  یهاوبیت کرویمبص  یع رونشینو ما شدسانتریفیوژ 

بص  شد.  قرار داده  -21فریزر در  دقیقص 91بص مدت ها تیوبو  بافص شدایزوپروپانولا سرد ا وبیتکرویم

 ml 7با و رسوب رارج  و محلولا رویاشد سانتریفیوژ  محیمدر دمای سرع  باج دقیقص در  75مدت 

 پس .شدسانتریفیوژ  سرع  باج دقیقص در 5ها بص مدت میکروتیوب داده شد.درصد شستشو  11اتانولا 

دقیقص در  5بص مدت  هاوبیتکرویم تامل رسوب تردنرشک و بص ره شد  ری تصدور اتانولا  آن اذ

 تقطیر ابافص شد دو بارآب  µl 25 در انتها بص رسوب باقیمانده میزان. قرار گرف  concentrator دستگاه

 دقیقص در 91بص مدت ها و تیوبها انتقالا داده شد بص تیوب  RNaseآنزیم اذ  RNA،  μl7و برای حشف 

 شد.انکوبص  C 91˚دمای  در آبگرمحمام 

 کیفیت و کمیت پلاسمید بررسی  .2-12 

اذ نمونص پرسمید  μl7مقدار  . استفاده شد 7% اذ الکتروفورذ ژلا آگارذ شدهاست راجره  بررسا پرسمید 

 یمشاهدهو الکتروفورذ شد.  های ژلا منتقلبص دارل چاهک بافر بارگشاری اذ μl 7با  همراه رااست را

الگوی سص باندی  آلا دهیادر شرایم  .انجام شد UVساذ ترانسلومینومتر دستگاه آشکار توسم ژلا

 2، رطا 7تویلد مانند سوپراست راج پرسمید مربوط بص اشکالا م تلف پرسمی جصیدرنت شدهمشاهده

 . ت مینا برآورد شد طوربص 1kb اذ نشانگر وذنا نتیجص با استفاده .اس  9و حلقوی

                                                 

7. Supercoiled 

2. Nicked 

9. Open Circle 
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 سنس و آنتیحاوی قهعه سنس  pTG19-Tپلاسمید  هضم آنزیمی .2-13

ص هایا ت، پس اذ است راج پرسمید اذ تلناسنسسنس و آنتاحزولا اطمینان اذ حضور قطعص ره  

برای قطعص  KpnI  و EcoRIهای آنزیم بودند، هضم آنزیما با موردنظرد دارای بان PCR در غربالگری

هضم انجام گرف ، بدین منظور م لوط  سنسبرای قطعص آنتا BamHIو  XbaIهای با آنزیمسنس و 

 اذ هر آنزیم برشا x71 ، μl5/1یونیورسالا بافر  μl 2پرسمید،  μl 5شامل  μl 71با حجم نهایا  آنزیما

 در حمام آبگرم گراددررص سانتا 91آب مقطر آماده شد و برای یک ساع  و نیم در دمای  μl 2و 

 گرم انص گشاری شد.

 pHANNIBALدر پلاسمید  و آنتی سنس سنس اتقهع یسازهمسانه .2-14

 خهی شده

 یمابا روش هضم آنز تلا ابتدابص طور  ،pHANNIBALبص منظور انتقالا قطعص سنس بص درون پرسمید 

رطا شده انتقالا داده  pHANNIBALدر و ردا  حامل این قطعص  pTG19-Tقطعص سنس اذ پرسمید

ی تنندهراموشپرسمید و  ی سنسی قطعصدربردارنده pTG19-Tهضم آنزیما پرسمیدشد. 

pHANNIBAL ی قطعص سنس درریقرارگمنظور ایجاد رایگاه مناسب برای بصpHANNIBAL میآنز، با 

EcoRI  وKpnI . پرسمیدهضم آنزیما  م لوط انجام گرفpTG19-T با  ی سنسی قطعصدربردارنده

آب  μl 6اذ هر آنزیم و  μl 5/7و  x71یونیورسالا بافر  μl 6پرسمید و  μl 75شامل  ml 91حجم نهایا 

پرسمید  μl 6شامل  μl21با حجم نهایا   pHANNIBAL پرسمیدو م لوط هضم آنزیما مقطر 

pHANNIBAL، μl 2 یونیورسالا بافرx71،   μl5/1 اذ هر آنزیم برشا و  μl77  و آب مقطر آماده شدند

تمام محتوای هضم  سپس شد. گرم انص گشاری آبگرمدر حمام  C91˚ساع  در دمای  9برای  هام لوط

سنس،  و پس اذ تائید رطا بودن وتتورراموشا و طولا قطعص ندبرده شد %7آنزیما روی ژلا آگارذ 

مطابق با دستور شرت   PCRو با استفاده اذ تی  ت لیص محزولا شدند ذ بریده روی ژلا آگارص اذ قطع

  .ندشد ت لیصساذنده 
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قطعص  µl 4، رطا شده pHANNIBALپرسمید µl 7شامل  µl21با حجم نهایا  م لوط لیگاسیون

دیونیزه  طرمق آب µl 72و  T4 DNA Ligase آنزیم µl 7، لیگاسیون x71بافر  µl 2، ت لیص شده سنس

 گرم انص گشاری شد.  C76°ساع  در دمای  76آماده شد و 

روذ انجام گرف .  رتاص روش شااو  حراب مسااتعد  E.coliم لوط لیگاساایون بص باتتری  انتقالا فرآیند

 در محیم مایع نیلیسااااآمپبیوتیک آگار حاوی آنتا LB هاای سااافید مورود در پلی تلنابعاد 

LBحاوی ng/μl51  انتا گراد در انکوباتور شاایکردار قرار دررص ساا 91ساااع  در دمای  76بص مدت

  بص روش لیز قلیایا انجام گرف . است راج پرسمید . روذ بعد گرف 

انجام  شدهدرجره  تائید حضور قطعص  KpnIو  EcoRIهای برشا با آنزیم هاهضام آنزیما پرسامید

یونیورسالا  pHANNIBAL ،μl 7مید پرسا μl 9شاامل  μl71م لوط واتنش با حجم نهایا  گرف .

 هاو م لوط روی ی  آماده شااد آب مقطر μl5 و  KpnIو  EcoRI آنزیم برشااا هراذ  x71 ، μl5/1بافر 

روی ژلا  ی هضاام آنزیمانتیجص شااد. گرم انص گشاری آبگرمدر حمام  C91˚ساااع  در دمای  9برای 

 مورد بررسا قرار گرف . %7آگارذ 

 pHANNIBALسنس در پلاسمید  آنتیقهعه  امادغ با RNAi ساخت  .2-15

 حاوی سنس

ی تننده و سااار  ساااذهساانس در پرساامید راموشدر این مرحلص بص منظور قرارگیری قطعص آنتا

RNAi، سنس اذ پرسمید ابتدا قطعص آنتا باید درpTG19-T سنس بریده د و قطعص آنتاورداساذی ش

ی حاوی ساانس قرار رطا شااده pHANNIBALساامید پرشااده اذ ژلا آگارذ ت لیص و در نهای  در 

 حاوی سنس pHANNIBAL رسمیدپو  سنساآنت حاوی pTG19-Tهضام آنزیما پرسامید گیرد. 

 BamHI میآنز با pHANNIBALدر ساانسآنتا ی قطعصریقرارگبص منظور ایجاد رایگاه مناسااب برای 

با  سنسآنتای ی قطعصبردارندهدر pTG19-Tپرسمیدبرای هضم آنزیما م لوط گرف .  انجام XbaIو

و  XbaI و  BamHI آنزیماذ  μl5/7و  x71 بافر تانگو μl 6پرسمید و  μl 75شامل  ml 91حجم نهایا 



 51 

 

μl 6 پرسمیدآماده شد. برای واتنش رطا شدن  آب مقطر pHANNIBAL   م لوطا با حجم نهایا

μl21  شاملμl 6 پرسمیدpHANNIBAL حاوی سنس ،μl2 و بافر تانگX71 ، μl5/1 اذ  آنزیم برشا 

BamHI و XbaI  و μl77 ساااع  در دمای  9برای  ی هضاام آنزیماهام لوط. آب مقطر آماده شااد

˚C91  برده  %7تمام محتوای هضم آنزیما روی ژلا آگارذ  سپس شاد. گرم انص گشاری آبگرمدر حمام

ه ذ بریداذ روی ژلا آگار هاصسنس، قطعآنتاشد و پس اذ تائید رطا بودن وتتورراموشا و طولا قطعص 

 ..ندمطابق با دستور شرت  ساذنده ت لیص شد PCRو با استفاده اذ تی  ت لیص محزولا 

ی حاوی رطا شده pHANNIBALپرسمید µl7 شامل  µl21با حجم نهایا  م لوط لیگاسیون

و  T4 DNA Ligaseآنزیم µl 7لیگاسیون،   x71بافر  µl2 سنس ت لیص شده، قطعص آنتا µl4 سنس، 

µl72  ساع  در دمای  76بر روی ی  آماده شد و  وبیت کرویمآب مقطر دیونیزه  در یک°C 76  گرم انص

  گشاری شد.

رتا انجام گرف . روذ مسااتعد بص روش شااو  حرا  E.coliفرآیند انتقالا م لوط لیگاساایون بص باتتری 

 ng/μl51  حاویLB ر محیم مایعد نیلیساآمپآگار حاوی   LBهای سفید مورود در پلی  بعد تلنا

است راج  . روذ بعدگرف گراد در انکوباتور شیکردار قرار  دررص سانتا 91ساع  در دمای  76بص مدت 

 پرسمید بص روش لیز قلیایا انجام گرف . 

 سنسی آنتاره  تائید حضور قطعص XbaI و  BamHIهای برشامیآنزهضم آنزیما پرسمیدها با 

 pHANNIBAL ،μlپرسمید  μl 9شامل  μl 71ف . م لوط واتنش با حجم نهایا انجام گر شدهدرج

آب مقطر روی ی  آماده شد و  μl5 و  XbaI و  BamHIبرشا میآنزاذ  x71  ، μl5/1 تانگوبافر   7

ی هضم آنزیما نتیجص شد. گرم انص گشاری آبگرمدر حمام  C91˚ساع  در دمای  9برای  هام لوط

 .رد بررسا قرار گرف مو7%روی ژلا آگارذ 
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سنس با آنزیم هضم آنزیمی پلاسمید حاوی هر دو قهعه سنس و آنتی -2-11

EcoRI  وXbaI   

قرار   XbaIو  EcoRIهای یک هضم آنزیما توسم آنزیم RNAiی ساذه صح  اطمینان اذ منظوربص

های کچاه بصآنزیما تمام محزولا هضم  آن اذ پس  انجام گرف . ساذه دس نیپائدر باجدس  و  گرفتص

،  pHANNIBALپرسمید  μl9شامل  μl71م لوط واتنش با حجم نهایا ژلا الکتروفورذ ابافص شد. 

μl7   بافرتانگوX71  ، μl5/1  برشا میآنزاذXbaI  و μl 5/1  برشا میآنزاذ EcoRI   و μl5  آب مقطر

 شد. گرم انص گشاری گرمآبدر حمام  C91˚ساع  در دمای  9برای  هاروی ی  آماده شد و م لوط

 .مورد بررسا قرار گرف  %7ی هضم آنزیما روی ژلا آگارذ نتیجص

 RNAiهای حاوی سازه برای باکتری %15تهیه استوک گلیسرول  -2-17

دماای گلیسارولا در بااتتری در  انجمااداذ روش  هاابااتتری مادتاطاوجن نگهاداری حفاظ و بارای

 LBدر محایم  RNAi  یاذ بااتتری حااوی سااذه پار گناصشاود. یاک دررص اساتفاده ماا 11منفا

انکوباااتور بااا دور  در شاایکرساااع   76 باارای (ng/μl51) ساایلینآمپااا بیوتیااکدارای آنتااا مااایع

rpm 225 .روذ بعااد گرم انااص گااشاری شااد  μl111 تشاا هااای محاایم تشاا  حاااوی باااتتری 

هااا درب ویااالا .شاادندآماااده 5/7 میکروتیااوب دروناتااوترو شااده  %51گلیساارولا  μl911 شاابانص بااا

انجمااد  منظورباصو ند شاد ورتکاس م لاوط هماوژن شادن بارایهاا ویاالا بساتص شاد و با پاارافیلم

و برفاصالص باص فریازر  بارای چناد ثانیاص در نیتاروژن ماایع قرارگرفتناد هام لوط میکروتیوب سریع

. گراد منتقل شدندسانتادررص  11منفا 



 

 

 

  

 

 

 فصل سوم

 نتایج 
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 RNAiی هطراحی ساز. 3-1

ی تد تننده توالا تامل ژن .استفاده شد  pHANNIBAL ناقل اذ تنندهراموش یسااذه یهیصت برای

یک  اساات راج گردید. GenBank: AY345982.1بص شااماره دسااترسااا  NCBIاذ  UGT74G1آنزیم 

 سنسبص عنوان الگوی تکثیر سنس و آنتا باذرف   771 طولا بص 353تا  151شامل باذهای  اژن توالا

و تائید عدم ورود رایگاه  utterNEBc  (http://nc2.neb.com/NEBcutter2)در سای  بررساپس اذ 

 صورتصبس سنی رشتص عنوانبص تکثیر قطعص ژن انت ابا منظوربصگردید و بر این اساس نت اب ا برش

)آغاذگر پسرو(  KpnI)آغاذگر پیشرو ( و  EcoRIهایبرشا آنزیمرایگاه  تنندهراموش در ناقلساو هم

وارونص ) معکوس و  صااورتبصساانس آنتا اتزااالا قطعص چنین ره و همها آغاذگر 5ˊدر انتهای ناحیص 

( وسرپ)آغاذگر  BamHIشرو( و ی)آغاذگر پ  XbaI، سای  برشا آنزیم یسااذراموشدر ناقل ( ساوناهم

ی با برنامص ردید و عدم ورود متیرسااایون در رایگاه برشها تعریف گآغااذگر 5ˊدر انتهاای نااحیاص 

SnappGene  .تائید شد 

 Total RNAاستخراج  .3-2

 پلیمراذ ایذنجیره واتنش در استفاده ره  استویا ربائودیانااذ برگ گیاه  تل ای.ان.آر است راجنتیجص 

 طلوبمتیفی   با امحزول نشان داد تص   TRIzol™ Reagent بافر با استفاده اذ   (RT-PCRمعکوس)

 (.7-9)شکل  شده اس تولید  مناسب و

 با ژل الکتروفورز استخراج شده  RNAآنالیز کیفیت . 3-2-1

 اذ بافر μl  7با ااست رار RNA اذ نمونص (μl 9)میکروگرم  7، مقدار RNAبص منظور بررسا تیفا 

 ژلا در مشاهده .بررسا قرار گرف  مورد %6/7توسم الکتروفورذ افقا روی ژلا آگارذ  بارگشاری م لوط و

http://nc2.neb.com/NEBcutter2
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 18 و srRNA 28 ناحیص سص فرابنفش نور تح  انجام گرف  و UVساذ ترانسلومینومتر دستگاه آشکار

srRNA  5.8تر سبک باند نیز ژلا انتهای قسم  دروsrRNA  و توسم دستگاه  مشاهده بود قابل

ریبوذوما بص  RNAمرتبم با  srRNA 28و  srRNA 18. باندهای برداری انجام شدیربردار ژلا، عکستزو

   (.7-9گرف  )شکلقرار ظر ناست راج شده مد RNA عنوان شارص تیفی 

 های اس کتروفوتومتریبا استفاده از روش RNA. سنجش کمیت 3-2-2

را  شدهاست راج RNAسنجش غلظ  و تیفی   امکان دقیق دستگاه نانودراپتعیین غلظ  توسم  

شد. میزان  یبارگشارمستقیماً روی پروب دستگاه  شدهاست راج  RNAاذ  تریل کرویم. یک فراهم ترد

    محاسبص شد تص 3/7قدار م 82OD بص 260ODنسب   .روانده شد lμng/ 211 توسم دستگاه غلظ  

 بود. شده است راج RNA مطلوب رلوصبیانگر 

فقی ژل در الکتروفورز ا PCR  واکنشبا سنس ارزیابی قهعه سنس و آنتی. 3-3

 آگارز

 ای پلیمراذ با استفاده اذ رف  آغاذگرهای طراحا شده برای قطعص سنس و آنتاآذمون واتنش ذنجیره

500 bp 

1500 

bp 

   M        1        2       3 

 .%1/1 آگارز ژل یرو براستویا   برگ از RNA استخراج . 1 -3شکل 

28 srRNA 

18 srRNA 

5 srRNA 
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تکثیر گردید تص مطابق با انداذه مورد انتظار  bp797ای بص طولا سنس انجام گردید. در این مرحلص قطعص

ذ اذ نمونص بر روی ژلا آگار μl5مقدار  پایان واتنش تکثیر، پس اذ سنس بود.ما برای قطعص سنس و آنتا

 bp 797درصد برده شد تا تیفی  قطعات ژنا پس اذ تکثیر مورد ارذیابا قرار گیرد. باند مورد انتظار 2

ی اای در واتنش ذنجیرهعروه بر باند مورد نظر هیچ باند ابافص آنجاتصگردد. اذ مشاهده ما 2-4در تزویر 

 انجام گرف . PCR باذیابا مستقیم محزولا تنهاپلیمراذ تکثیر نشده بود، 

 

با روش   سنس درون ناقل کلونیتگقهعه سنس و آنتیسازی همسانه تائید. 3-4

   T/Aهضم آنزیمی 

سیلین است راج پرسمید انجام شد و روی های انت ابا تش  شده بر روی محیم آمپااذ تک تلون

تیجص ن گرف . دررتیب عمل هضم آنزیما صورت سنس بص تهای است راج شده برای سنس و آنتانمونص

رف  باذ حاصل  797قطعاتا بص طولا شود مشاهده ما 6-4و  5-4هضم آنزیما همانطور تص در شکل 

 ساذی را تائید ترد.تص صح  همسانصگردید 

 

bp)) M      1      2      3   C1s  C2s  C3s  A1   A2     C1  C2 

150  
100  131  

 قهعه A2 وA1 نمونه و سنس قهعه 3و2 نمونه. مارکر:M. مرازیپل ایرهیزنج واکنش یجهینت. . 2 -3شکل 

 .مریدا مریپرا باند یحاو یمنف کنترل یهانمونه  C2 و C1 و C1s،C2s ، C3s چاهک. شده ریتکث سنسیآنت
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س سنو آنتی ی سنسهعهو صحت ترادم نوکلئوتیدی ق تایید همسانه سازی. 3-4-4

 T/Aیابی در حامل ی توالیوسیلهبه

 ها دیده شاده بود برای تایید نهایا، بص منظورسانس در آنهایا تص حضاور قطعص سانس و آنتانمونص

 درصدی با قطعص ژن31  یابا با تشاابصیابا بص شارت  تکاپوذیسا  فرساتاده شاد و نتیجص توالاتوالا

M    1    2    3    1   2    3   4  M 

UC  1    2   3    M M      1   UC  

 ب الف

 د ج

رزی والگوی الکتروفای پلیمراز برای تکثیر قهعه سنس. )ب(واکنش زنجیره الگوی الکتروفورزی محصول )الف( .3 -3شکل 

ای پلیمراز برای تکثیر قهعه آنتی سنس. )ج( و )د(الگوی الکتروفورزی حاصل از هضم آنزیمی پلاسمید واکنش زنجیره محصول

pTG19-T سنس.حاوی قهعه سنس و آنتیM جفت بازی. 50: ماکرUC.پلاسمید بدون برش : 

 

150  
100  131  

150  
100  

131  

150  
100  131  

150  
100  131  

(bp) (bp) 
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د تکثیر یافتص را تائی (1-4)ساانسو آنتا (1-4)شااکل ح  قطعص ساانس صاا  srUTG74G1اذ انت ابا

  .ترد

 

 

 

 NCBI تیسا در سنسیآنت قهعه حامل T/A نگیکلون ناقل یابی یتوال جهینت یفردیمه . 5 -3شکل

 NCBI تیسا در سنس قهعه حامل T/A نگیکلون ناقل یابی یتوال جهینت یفردیهم. 5 -3شکل
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سنس به طراحی شده با برش و انتقال قهعه آنتی  RNAi. ساخت کاست 3-1

 حاوی قهعه سنس pHANNIBALپلاسمید 

 pHANNIBALگر خاموش انتقال قهعه سنس به ناقل .3-1-1

 pHANNIBALو پرسمید  ی سنسی قطعصدربردارندهT/A پرسمید نوترتیب برای  هضم آنزیماابتدا 

مام م لوط حاصل تسپس . صورت گرف بص منظور ایجاد رایگاه مناسب برای قرار گیری قطعص سنس 

 بص ناقلاتزالا قطعص ژن هدف شد.  ساذیدرصد رالص7ذ روی ژلا آگاراذ ها نمونصاذ هضم آنزیما  

pHANNIBAL  توسم آنزیم eDNA Ligas T4  2شد و محزولا اتزالا بص روش انجامlCCa  بص درون 

 

 آگار LBشده بر روی محیم  رانسفرمهای تباتتری منتقل شد.  DH5aسویص   E.coliباتتری مستعد 

 C 91°ساع  در دمای  76ها برای دیشپتری توذیع شد و سیلینپامآ بیوتیکآنتا ng/μl51حاوی 

  .بزورت تک تلون دیده شدندهای سفیدرنگا ص. روذ بعد پرگنگرم انص گشاری شددر انکوباتور 

PTGsens           pH1  pH2  M       
6000 

131 

   pHANNIBAL ی کنندهی هضم آنزیمی پلاسمید خاموشنتیجه .1 -3شکل 

قهعه  حصول و به منمور ایجاد جایگاه مناسب برای قرار گیری قهعه سنس 

کننده : نمونه پلاسمید خاموشPH2و  PH1 :مارکر.T/A M.برش وکتور  س باسن

  T/Aی حامل : نمونه برش خوردهbp5990.  PTGsens ش خورده به طول بر

 .bp 131با طول  کلونینگ و حصول قهعه سنس

(bp) (bp) 
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 EcoRIآنزیمبا حاوی قهعه سنس  pHANNIBAL ی برش آنزیمی حامل نتیجه. 3-1-1-2

 KpnIو 

تری بودند است راج پرسمید انجام گرف  و برای دارای باند قوی PCR هایا تص در  روش تلنااذ پرگنص

 در نتیجصصورت گرف .  EcoRIو  KpnIهای برشا نزیمهای است راج شده عمل هضم آنزیما با آنمونص

مطابق با طولا  رف  باذ 797شود قطعاتا بص طولا مشاهده ما71-4هضم آنزیما همانطور تص در شکل 

  ساذی را تائید ترد.حاصل گردید تص صح  همسانص قطعص سنس

 حاوی سنس pHANNIBALگر سنس به ناقل خاموشآنتی. انتقال قهعه 3-1-2

پرسمید نوترتیب  هضم آنزیما باسنس حاوی  pHANNIBALسنس درون حامل قطعص آنتا اتزاالا

T/A  ساانس و پرساامید ی آنتاقطعصحاویpHANNIBAL رایگاه ره  ایجاد ی ساانسدربردارنده

و  BamHI های برشااابا آنزیم pHANNIBLساانس در پرساامید مناسااب برای قرارگیری قطعص آنتا

XbaI  سااپس قطعص ارائص شاد درصاد7ذ ها روی ژلا آگارنمونص ضام آنزیماهط تل م لوگرف . انجام .

-9شده )شکل گر رطاو پرسمید راموش  T/Aپرسمید  حاصل اذهضم آنزیما bp797 سانسآنتا

 pHANNIBAL . اتزااالا قطعص ژن هدف بص ناقلبریده شااد ذاذ روی ژلا آگار bp  6177با طولا ( 77

و   pHANNIBAL  ی برش آنزیمی حاملنتیجه .7 -3شکل 

: 1،2،3،4. چاهک bp100: مارکر M .تائید حضور قهعه سنس

ی و حصول قهعه  pHANNIALاملی حنمونه برش خورده

 .bp 131 سنس

 

M     1      2      3     4 

150  
100  

131  

(bp) 
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بص درون باتتری مستعد  2CaClد و محزولا اتزالا بص روش انجام ش  T4 DNA Ligaseتوسام آنزیم 

E.coli  یسااویص DH5a   .بر روی محیم  ترانساافرم شاادههای باتتری منتقل شاادLB  آگار حاوی

ng/μl51 ساع  در دمای  76ها برای دیشپتریسیلین توذیع شد و آمپا°C 91  در انکوباتور گرم انص

 بزورت تک تلون دیده شدند.ها گا م لوط اذ باتتریهای سفیدرنگشاری شد. روذ بعد پرگنص

 

با سنس حاوی قهعه آنتی pHANNIBAL ی برش آنزیمی حامل نتیجه -3-1-3

 XbaIو  BamHIآنزیم

های رشد ترده بر روی ساع  تک تلون 76های مستعد، پس اذ پس اذ انتقالا محزولا درون باتتری

-حاوی آمپا LBدر محیم مایع  هاپرگنص ساع  76 سیلین انت اب شدند و پس اذ تش محیم آمپا

 یاست راج پرسمید انجام شد. پس اذ آن بص منظور غربالگری و تش یص باتتری دربردارنده سیلین

ای ههای است راج شده با آنزیمسنس برای نمونص ناقلی قطعص آنتاتنندهدریاف  pHANNIBALحامل 

BamHI  وXbaI . مشاهده  72-9ر نتیجص هضم آنزیما همانطور تص در شکل د هضم آنزیما انجام گرف

131 

PTGANT         pH1  pH2         M   UC  

6000  

 pHANNIBAL  دیپلاسککم یمیآنز هضککم یجکهینت .9-3شککککل

 :T/A M. وکتور برش با سسندریافت قهعه آنتی وی سنس دربردارنده

کننده برش خورده حاوی : نمونه پلاسککمید خاموشPH2و PH1مکارکر. 

کلونینگ و حصککول T/Aی حامل : نمونه برش خوردهANTPTGسککنس.  

 .: پلاسمید خاموش کننده بدون برشbp 131 .UCسنسقهعه آنتی

 

(bp) 
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ساذی را رف  باذ حاصل گردید تص صح  همسانص 797بص طولا  ایقطعص تنها در یک تلنا شودما

 تائید ترد.

سنس با حاوی قهعه سنس و آنتیpHANNIBLهضم آنزیمی حامل  -3-7

 EcoRIو  XbaIهای برشی آنزیم

)شامل سنس و اینترون و  RNAiسانس و سااذه  طعص سانس و آنتاسااذی قبص منظور تائید همساانص

 و XbaIهای برشا با آنزیم 2ی چاهک شماره نمونص pHANNIBALدر حامل راموشاا سانس(آنتا

EcoRI  .ی یک قطعص شودمشاهده ما 79-9در نتیجص هضم آنزیما همانطور تص در شکل هضم شد 

طراحا شده  RNAiی مطابق با طولا ساذهساذی را حاصل گردید تص صح  همسانص یرف  باذ 7125

 تائید ترد.

M    1    2    3    4              

های باکتریبرای شناسایی هضم آنزیمی غربالگری به روش  .8 -3شکل

های با آنزیم سنسدارای قهعه آنتی pHANNIBALتراریخت با پلاسمید 

BamHI  وXbaI . Mنمونه پلاسمید :4و3و2و1 .: مارکر pHANNIBAL  برش

 جفت بازی.131چاهک دوم در طول سنس در آنتی ی قهعهخورده و مشاهده

 

150  
100  

131  

(bp) 
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رود اذ بص گیاه و قرار گرفتن ساااذه در ژنوم گیاه انتظار ما گرمدارلصRNA یدر صااورت انتقالا ساااذه

استویوذاید  ی تررمص آن بص پروتئین شاهد تاهش تولیدقبل اذ مرحلص  mRNAهای طریق تجزیص رشتص

 عنوانبصاین تحقیق  ی انتقالا بص گیاه اس . در واقعشده اس  و آمادهساارتص RNAiی باشایم.  سااذه

 .اس استویا گیاه  قند بهبود تیفی  برای یافتن راهکار مناسب ره ای پایصاولین گام و 

ن ژن بررساااا میزان بیا الا سااااذه بص گیاه وبنابراین درگام بعدی نیاذ بص یافتن بهترین روش برای انتق

srUGT74G ر یابد دبا انتظار تاهش تص میزان بیان ژن مطابق اسا . درصورتادر گیاه س اذ انتقالا پ

 یی نامیصتص بشر گیاه استویا دارای قوه آنجا ای گیاه اسا . اذگام بعدی نیاذ  بص تشا  درون شایشاص

باید بص  د،وشای استفاده ماتر اذ تش  درون شیشصچنین برای تولید گیاه تاملبسیار پائینا بوده و هم

ویا ای گیاه اسااتهای ثانویص برای تشاا  درون شاایشااصنظر تولید متابولی بررسااا بهترین شاارایم اذ 

 پردار . 

 

(bp) 

1000  
1025  

M       1       UC 

 pHANNIBAL  دیپلاسم یمیآنز هضم یجهینت .10 -3شکل

 .RNAiسنس و تائید حضور کاست آنتی و سنس حاوی قهعه 

M مارکر :Kb10هضم آنزیمی حامل 1.  چاهک :pHANNIBAL 

سازی کاست خاموشی همسانه و تائید EcoRIو  XbaIبا آنزیم 

RNAiچاهک .UC.پلاسمید بدون برش : 
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 اتپیشنهاد. 3-9

 گردد: آمده اذ این تحقیق پیشنهادهای ذیل ارائص مادس های بصبا تورص بص نتیجص

 .استویا گیاهدرون بص گر مدارلص RNAی انتقالا ساذه -

 اسااتویا هااای رشاادی متفاااوت گیاااهدر دوره srUGT74G1تغییاارات بیااان ژن نظور بررسااا مبااص -

 استفاده شود.  Real Time-PCRروش   اذ بیوسنتزگلیکوذیدهای استویولا مسیر در

هااای تلیاادی در مساایر بیوساانتز گلیکوذیاادهای اسااتویولا در بررسااا تغییاارات بیااان سااایر ژن -

 .Real Time-PCR ایهروش با تزگلیکوذیدهایبیوسن مسیر در RNAiی گیاه با ساذه

 گیریهااای ثانویااص و انااداذهگیری میاازان متابولیاا باارای انااداذه GC-massانجااام یااک آذمااایش  -

 .ی راموشگردر گیاه استویا دارای ساذهتل محتوای گلیکوذیدهای استویولا 

گیاااه  در srUGT74G1تغییاارات بیااان ژن باار محاایم تشاا  بافاا   در تااأثیر عواماال م تلااف -

 تاارین اسااتویوذاید بایااد مااوردتاام هاادف یااافتن گیاااها بااا بااا  گاارمدارلااص  RNAیدارای ساااذه

 بررسا قرار گیرد. 

ذایاا بارای اساتویا گازارش نشاده اسا ،  تص تاتنون هیچ بیمااری و آفا  رساارتبا تورص بص آن -

ص تااأثیر رزااوبص ی آفاا  )هااای باذدارناادهبررسااا تااأثیر فرآینااد راموشااا ژن باار متابولیاا 

 تورص قرار گیرد.   ها( در گیاه استویا باید موردباذدارنده بر تغشیص شتص

ی تشا  اساتویا در نقااط م تلاف تشاور، بررساا تاأثیر فرآیناد راموشاا ژن با تورص بص توسعص -

 امری بروری و جذم اس . و میزان محزولا و عملکرد در رزوصیات فیزیولوژیکا 

سااذی تشا  گیااه اساتویا باا تمتارین میازان اساتویوذاید ی تجاریگاشاری باراایجاد یک سرمایص -

 تنندگا.ن طعم شیرینو بیشتری

ون تااالری بااا حااداتثر گشاری تاارن باارای استحزااالا و تولیااد قنااد طبیعااا باادساارمایص -

تنندگا.شیرین
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Abstract: 

Cloning of an RNAi construct to silence SrUGT74G1 gene involved in 

stevioside biosynthesis in Stevia rebaudiana 

The UDP-glycosyltransferase74G1 enzyme that is being coded by SrUGT74G1 

involves in steviol glycosides (SGs) biosynthesis in Stevia rebaudiana Bertoni. 

The corresponding enzyme catalyzes the synthesis of tri-glucosylated 1, 2-

stevioside by glycosylating steviol biocide at C-19 position. It plays an indirect 

role in the production of steviol-13-O-monoglucoside and rubusoside as 

byproducts with the glycosylation of steviol and steviol monoside. Stevioside (5-

10% of leaf dry weight) is the most abundant SGs present in Stevia rebaudiana 

leads to a bitter taste. In order to improve the quality of the stevia sugar flavor, the 

reduction of the expression of stevioside by srUGT74G1 gene silencing was 

considered. For RNAi construct preparation, primers corresponding to partial 

fragment of size 110 bp of this gene were designed. The forward and reverse 

primers were supplemented at 5'-end with the restriction site EcoRI and KpnI to 

generate fragments in sense orientation. Similarly, in order to generate antisense 

fragment, the restriction sites of XbaI and BamHI were added to forward and 

reverse primers at 5'-end. Total RNA was extracted from the Stevia leaf tissue and 

the cDNA was synthesized. Nested polymerase chain reaction was used to amplify 

sense and anti-sense fragments and their sequences were confirmed in pTG19-T. 

Both fragments were excised from pTG19-T and cloned in pHANNIBAL. 

 

Keyword: pHANNIBAL, silencing gene, sense strand, Antisense strand, Stevia 

rebaudiana. 
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