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و نانوذرات  کینولئیل دیاس ریآن، تحت تاث یکیمتابول ریمس یژنها انیو ب نیآستاگزانت دیتول

   Haematococcus lacustris سیهماتوکوکوس لاکوستر زجلبکیدر ر
 

 1، نفیسه مهدی نژاد2، مهدی رهایی جهرمی2جلیلی، حسن  1براتعلی فاخری، *1حمید گرشاسبی

      

 نباتات، دانشگاه زابل، ایران اصلاح و ژیوبیوتکنول گروه -1

 گروه مهندسی علوم زیستی، دانشکده علوم و فنون نوین، دانشگاه تهران، ایران - 2

     

 چکـــیده  نوع مقـاله

 بعضی از ادهم این است، انسان برای بسیاری فواید دارای و ارزشمند بسیار ای ماده آستاگزانتین  مقاله پژوهشی اصیل
 سعی محققان. شودمی استخراج Haematococcus lacustris ریزجلبک مانند موجودات

 (LA) لینولئیک اسید مختلف هایاثرغلظتدر این تحقیق . دارند ماده این حداکثری تولید در

 دو بیان و آستاگزانتین تولید بر سیلیکون اکسیددی و (CRTO) تیتانیوم اکسیددی نانوذرات و
سنجیده  (CRTR) هیدروکسیلاز کاروتن بتا و کتولاز کاروتن بتا آن، متابولیکی مسیر ژن
 19 بمدت BBM (Bold Basal Medium)کشت  محیط در نظر مورد ریزجلبک. شد
 سه در و شدند اضافه هاکشت به تیمارها سوم روز در. شد داده کشت اتوتروف بصورت روز
 روز در همچنین شد، گیریاندازه آستاگزانتین ثابت و لگاریتمی رشد مراحل در مختلف روز

.  گردید مشخص ژن بیان و گرفت صورت Real- time PCR و  RNA استخراج یازدهم
 به  برلیتر گرممیلی 40 اکسیددی تیتانیوم نانوذرات و لینولئیک اسید مولارمیلی 30  تیمارهای

 بتا ژنهای ینهمچن و آستاگزانتین تولید بیشترین کنترل به نسبت برابر 5/1 و 4/3 با ترتیب
 مولار میلی  30 تیمارهای تاثیر تحت ترتیب به هیدروکسیلاز کاروتن بتا و کتولاز کاروتن

. ددادن نشان را ژنی بیان بیشترین برلیتر گرممیلی 40 اکسیددی وسیلیکون لینولئیک اسید
ید تیتانیوم نانوذرات و اسید لینولئیک از خاصی هایغلظت شدکه داده بارنشان اولین برای

 شوند، استفاده توانندمی ریزجلبک این در آستاگزانتین تولید برای القاگر عنوان به اکسید
 .دارد مستقیم رابطه کتولاز کاروتن بتا ژن ِبیان و آستاگزانتین تولید با اسید لینولئیک همچنین
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 مقدمه

 ،یشیآرا ،ییاز آنها را مانند دارو یمرور خواص تازه ا، به نمودیخاک استفاده م یزیدام و حاصلخ یجلبکها در غذا کرویاز دوران باستان بشر از م

 یبا نام علم نیاگزانتآست [1] رهیو غ نیکانتاگزانت ن،یاز آنها استخراج نمود از جمله بتا کاروتن ، آستاگزانت یو مواد با ارزش افتی یو ماه وریط هیتغذ

در  یساختار قطب کی ی, دارالیزانتوف دیکارتنوئ کی Dihydroxy-β, β-carotene-4,4′-dione)-′3،3 (ونیبتا کاروتن د یدروکسیهید

و  وریو ط دام ،یو بهداشت یشیآرا ،ییدارو عیماده با ارزش در صنا نیا دهد،یم یفوق العاده ا یدانیاکس یاست که به او قدرت آنت شیدو انتها

کلرلا،  رینظ ییهاجلبک زیر ،ییایسخت پوستان در ی، برخ[1]قارچها  اهان،یچون گ یاز موجودات نی. آستاگزانت[2]دارد  یادیکاربرد ز لاتیش

  وکوسماده در هماتوک نیا دیتول زانیم ی،  ول[2] شودیاستحصال م رهیوغ هایوباکتر سیهماتوکوکوس لاکوستر س،یالیهماتوکوکوس  پلوو

، راسته  Chlorophyceaeاز طبقه  سی. هماتوکوکوس لاکوستر[3]وزن خشک است  %80تا حدود  شتریاز همه ب سیالیپلوو
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 1399گرشاسبی و همکاران،                          تولید آستازانتین و بیان ژن های مسیر های متابولیکی ...                                                           

Chlamydomonadales خانواده ،Haematococcaceaeمناطق معتدل است و  یهادو تاژکه، ساکن آب یجلبک سبز تک سلول زی،  ر

مانند نور و نمک و  یطیمح یهاتنش ینشان دادند برخ جی. نتا[4]است  نید کننده مهم آستاگزانتیو تول سیالیو یهماتوکوکوس پل هیشب اریبس

ها بالا کجلب زیرا در ر نیآستاگزانت دیو نانو ذرات به عنوان القاگر تول دیاس کیلیجاسمونات، سالس لی، مت[2] دیاس کینولئیل ریالقاگرها نظ یبرخ

را کاهش،  دیکارتنوئ دیو تول یجاسمونات رشد سلول لیمت ای کیلیسالس دینشان دادند که افزودن اس یمشابه  اتمطالع جیبردند، به عنوان مثال: نتا

داد  شیافزا یجیجاسمونات آن را آهسته و تدر لیمت کهیداد در حال شیافزا ادیو به مقدار ز عیرا سر نیمقدار آستاگزانت دیاس کیلیسالس نیهمچن
رشد  کهیدر حال دهندیم شیرا افزا نیآستاگزانت دیتول )Cd( ومیمانند کادم ینانوذرات رایکه اخ دهندینشان م منتشرشدهمقالات  جیاز نتا ی. برخ[5]

باعث  سیالیبه هماتوکوکوس  پلوو ومیو کادم (Ag)افزودن نانو ذرات نقره  نی، همچن دهندیکاهش م سیالیرا در هماتوکوکوس پلوو یسلول

 یهاافتهیاست.  زجلبکیدر ر نیآستاگزانت شیافزا یبرا یگریروش د نیآستاگزانت یکیمتابول ریدرباره مس قی. تحق[6]شد  نیزانتآستاگ دیتول شیافزا

 یمیآنز تی. فعال[7]هستند  سیالیهماتوکوکوس  پلوو زجلبکیاز بتا کاروتن در ر نیآستاگزانت دیژن مسئول تول 8که در حدود  دهندینشان م یعلم

درکشت  دیاکسید ومیتانیمختلف نانوذره ت یهاغلظت ریتحت تاث (POD)داز  یو پروکس (CAT)، کاتالاز (SOD) سموتازید دیسوپر اکس

Nitzschia closterium و اسکوربات سموتازید دیسوپر اکس انیب دیاس کیلیسی. اضافه کردن سال[8] افتیو سپس کاهش  شیابتدا افزا 

. [5] برد بالا سیالیدر هماتوکوکوس پلوو ادیرا تحت نور کم و ز دازیپروکس انیکاتالاز و ب انیب موناتجاس لیمت نی، همچن)APX( دازیپروکس

و  ندینمایم لیتبد نیرا به آستاگزانت نیو کانتازانت نیبتا کاروتن را به کانتازانت بیبه ترت لازیدروکسیبتا کاروتن کتولاز و بتا کاروتن ه یهاژن

 نیزانتآستاگ دیجاسمونات تول لیو مت دیاس کینولئیگزارش نمودند که ل [2و9]و همکاران  یلیبار خل نیاول ی. برا[7]هستند  ریمس نیا یهاژن نیمهمتر

دادند،  شیهتروتروف افزا طیتحت شرا (Chlorella sorokiniana)و کلرلا  (Scenedesmus acutus)سندسموس  یهازجلبکیرا در ر

ید ومیانتیاثر نانوذرات ت نیبه آن جواب داد همچ یتا حد قیتحق نیفعالند تا بحال مشخص نشده است، که ا ریمس نیها در اکدام ژن نکهیاما ا

 شیلعه اثر افزامطا ق،یتحق نیشد. ضرورت ا دهیبار سنج نیاول یبرا زجلبکیر نیژن درا انیو ب نیآستاگزانت دیدر تول دیاکسید ومیلنیو س دیاکس

بود.  سیلاکوستر جلبک هماتوکوکوس زیدر ر نیارزشمند آستاگزانت اریماده بس دیتول یچند برابر شینانوذرات در افزا و کینولئیل دیاندک اس ریمقاد

ن ژ انیو ب نیآستاگزانت دیبه عنوان القاگر بر تول دیاکسید کونیلیو س دیاکسید ومیتانینانو ذرات ت د،یاس کینولئیمطالعه آثار ل ق،یتحق نیهدف ا

 بود. کیبه صورت اتوتروف سیدر هماتوکوکوس لاکوستر

 

 هامواد و روش

 زجلبکیکشت ر طیشرا

با  زجلبکیر یهادانشگاه الزهرا گرفته شد. در ابتدا سلول زجلبکیر شگاهیاز آزما سیهماتوکوکوس لاکوستر نیریآب ش یتک سلول زجلبکیر

در معرض نور فلورسانس با شدت  BBMکشت  طیمح یسیس 150 یحاو یسیس 250 یرهایدرارلن ما تریلیلیسلول در م 20×  104غلظت 

 نی. از هفتم[10]در اتاقک رشد بصورت اتوتروف انکوبه شدند  یبدون هواده 7 (PH)-5/6 تهیدیو اس وسسلسی 25±2فوت بر شمع،    35/139

 تهیدی. اس[11]قرار گرفتند  نیآستاگزانت دیتول کیو تحر یمنظور استرس نورفوت بر شمع به 16/325آنها در معرض  شیآزما یتا انتها شیروز آزما

 .[2]شد  میتنظ )NaOH( میسد دیدروکسیه لهیوسبهکشت قبل از اتوکلاو  طیمح

 نانو ذرات مشخصات

شکل از شرکت  ی، ب%999/99نانومتر، خلوص  10-15 یشکل با اندازها یپودر بیترتبه دیاکسید ومیتانیو ت دیاکسید کونیلیس نانوذرات

 لی( و روت%89آناتاس ) یهااز فرم یمترمربع بر گرم، مخلوط 55 ی، سطح خارج% 9/99نانومتر ، خلوص  ~25و  (TECNAN)تکنان  ییایاسپان

 . [12]شدند  یداریخر )Degussa(دگوسا  یاز شرکت آلمان

 هماتوکوکوس  یهاو نانوذرات به کشت دیاس ئکینولیل افزودن
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 40و  0هرکدام در دو غلظت  دیاکساید کونیلیو س ومیتانیدر سه تکرار و نانوذرات ت کرومولاریم 60و 30،0در سه غلظت کینولئیل دیاس یمارهایت

 دیرات بر تولو نانوذ دیاس کینولئیمختلف ل یهاها سنجش اثر غلظتغلظت نیدر دو تکرار در نظر گرفته شدند. علت انتخاب ا تریبر ل گرمیلیم

کشت  طیجداگانه به مح شیدر دو آزما مارهای. سپس ت[2و13]محققان صورت گرفت  یگذشته برخ قاتیبرطبق تحق نیبود و همچن نیآستاگزانت

BBM 20 نییبا روش تو دیاس کینولئیاضافه شدند. ل )Tween20( هیپا یها. محلول [13]کشت اضافه شد  طیبه مح میسد دیدروکسیو ه 

و  قهیدق 15مدت هرتز به 50و اتوکلاو شدند سپس در حمام سونار با شدت  هیتازه ته زهیونیبا آب د دیجد دیاکساید کونیلیو س ومیتانینانوذرات ت

بود ، تمام  دهیرس یتمیرها به مرحله لگا. سه روز بعد از کشت که رشد سلول[01و14]شدند  رهیذخ یتا استفاده بعد وسیسلس 4 یسپس در دما

 .[15]کشت اضافه شدند  طیبه مح مارهایت

 نیآستاگزانت یریگاندازه

 دیسولفوکسا لیمتیشد. د یریگ( اندازهکای،آمر کیفینتیسا شریشرکت ترمو ف c2000)مدل دستگاه:  یبه روش اسپکتروفتومتر نیآستاگزانت

(DMSO) نیشد و مقدار آستاگزانت نیینانومتر تع 480در طول موج  نیآستاگزانت یصفر در اسپکتروفتومتر استفاده شد. جذب نور یریگاندازه یبرا 

یلیم نینانومترو غلظت آستاگزانت 480در  نیآستاگزانت یجذب نور بیترتبه Xو Yمحاسبه شد، که  Y=1608.X+0.110از فرمول  ستفادهبا ا

 یتهادر ان نیگذشته مقدار آستاگزانت قاتیبر طبق تحق رایشد ز یریگاندازه 17و  14،  10 یدر روزها نی. آستاگزانت[16] دهندیرا نشان م تریبر ل گرم

 .[17] افتی شیافزا هازجلبکیدر ر )Stationary phase( و کل مرحله ثبات )Logarithmic phase( عیرشد سر مرحله

 مکمل DNAو سنتز RNAاستخراج  

( مطابق دستورالعمل ذکر شده در روز دهم تا دوازدهم استخراج شد. مقدار و رانی، ا ستیاستخراج آن )دنا ز تینمونه با استفاده از ک RNA کل

( و ژل کایآمر  ک،یفینتیترموسا ،یس 2000با دستگاه نانو دراپ ) نانودراپ  یپکتروفتومترروش اس لهیبوس بیاستخراج شده به ترت RNA طیشرا

استخراج شده با RNAاز  )cDNA(مکمل  یاانی. د[18]شد  رهیذخ یتا استفاده بعد وسیسلس -80 یشد و سپس در دما یریندازهگا گارزآ

 یصورت است که با استفاده از نوع خاص نیسنتز شد روش کار بد تریکرولیم 20( به مقدار رانیا شگام،ی) شرکت پ cDNAسنتز  تیاستفاده از ک

 . [19] شوندیم لیمکمل تبد یهایاانیاستخراج شده به د یهاmRNAمراز معکوس  یپل یاانید میاز آنز

 مریپرا یطراح

سنتز  ریدرمس ییمهم و نها یهاآنها ژن رایانتخاب شدند ز قیتحق نیا یژن برا 8 انیاز م لازیدروکسیبتا کاروتن کتولاز و بتا کاروتن ه یهاژن

ن را به یکانتازانت لازیدروکسیو بتا کاروتن ه نیهستند. بتا کاروتن کتولاز بتا کاروتن را به کانتازانت سیدر هماتوکوکوس لاکوستر نیآستاگزانت

) .http://biotools.umassmed 3 مرینرم افزار پرا لهیآنها بوس ی. آغازگرها[1] ندینمایم لیدر دو مرحله تبد نیآستاگزانت

edu/bioapps/primer3_www.cgi) یوتکنولوژیاطلاعات ب یالملل نیمرکز ب یهاداده گاهیمربوطه در پا یتوال هیبرپا (NCBI) یطراح 

شده به  یطراح یمرهایاستفاده شد. صحت پرا یمنظور ژن کنترل داخلبه HLrRNA. از ژن 1آلمان( ، جدول  ونیمتاب تو ساخته شدند )شرک

 .دیانطباق مشاهده گرد %100، که تا [20]سنجش شد  PCR شیپس از آزما یاختصاص یهابلاست کردن در بانک ژن و مشاهده باند یهاروش

  Real-time PCRآزمون

های بتا کاروتن کتولاز و بتا کاروتن هیدروکسیلاز تحت تاثیر تیمارهای لینولئیک اسید و نانوذرات به عنوان القاگر تولید بمنظور سنجش بیان ژن

آز ایهای عاری از آنزیم ارانهمزمان استفاده شد. تیوب (Quantitative Real-time PCR)ار کمی سیآستاگزانتین، از روش ریل تایم پی

 )RNAs free(  میکرولیتر 1شاملDNA   ،مستر میکس سایبر گرین  میکرولیتر 4پرایمر معکوس،  میکرولیتر 1میکرولیتر پرایمر پیشرو،  1مکمل

و ر کمی با استفاده از دستگاه مستر میکس )روتور ژن کیاسیمیکرولیتر آب دوبار تقطیرتهیه شدند سپس ریل تایم پی 13و  [21]برابر غلظت  5

ای برای ژن ثانیه 25سیکل  40، درجه سلسیوس95ای در ثانیه 25یک سیکل : های دمایی به ترتیب زیر بودندساخت آمریکا( انجام شد. سیکل

درجه  60با دمای HLrRNA وتن هیدروکسیلاز و های بتا کارای برای ژنثانیه 25 سیکل 40 درجه سلسیوس ، 63بتا کاروتن کتولاز در دمای
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استفاده شد  ار کمیسیهای ریل تایم پیبرای آنالیز داده CT∆∆- 2درجه سلسیوس. همچنین روش 60ای با دمای ثانیه 25چرخه  1سلسیوس و 
[22].  

 کمی Real-time PCR ( پرایمرها، دمای اتصال و شماره دسترسی در بانک ژن در1جدول 

 آغازگر (53) توالی پرایمر )سلسیوس( دمای اتصال ژنکد بانک 

AF162276 60 ACTCTCCTCTTGGTGGTTGG CRTR-F 

  GAGGTGTGTGATGGCTCTTATG CRTR-R 

X86872 63 AAGCTAGGCTGGACGAGGAC CRTO-F 

  ACTGCTCAAACAATCCATAGCC CRTO-R 

NC024511 60 TGAGCTCAGGCAAGAACACC HLrRNA-F 

  AGTTGGGCTATTCCCAGTTCAC HLrRNA-R 

 

 هاآنالیز داده

با سه و دو تکرار اجرا شدند، همچنین جدول   (SD)انحراف استاندارد  ±در قالب فاکتوریل با میانگین  (RCD)ها با طرح کامل تصادفی تمام داده

و نانوذرات( استفاده شد.  ( عدم حضور لینولئیک اسید> 05/0pدار)با اختلاف معنی 16نسخه  (SPSS)اس اسپیآنوا با استفاده از نرم افزار اس

 .[23]ها و رسم نمودارها استفاده شد برای ورود داده 2013ای دانکن برای مقایسه میانگین بین تیمارها و همچنین نرم افزار اکسل آزمون چند دامنه

 

 نتایج

 اکسید بر بیوسنتز آستاگزانتینسیلیکون دیتیتانیوم و  اثرات نانوذرات

داری بین کنترل و نانوذرات در روز دهم دیده نشد، در حالیکه در روز چهاردهم ، هفدهم و بطور متوسط نتایج نشان دادند که اختلاف معنی

مرتبه در مقایسه با کنترل نشان داد. در   2/1و 02/1،  5/1گرم برلیتر( بیشترین تولید آستاگزانتین را با میلی 40اکسید )تیمارنانوذرات تیتانیوم دی

گرم برلیتر( کمترین اثر را روی تولید آستاگزانتین نشان داد هرچند در روزچهاردهم تولید آستاگزانتین میلی 40) اکسیدسیلیکون دی روز دهم، تیمار

وز هفدهم دوباره کمتر از کنترل شد. متوسط تولید آستاگزانتین تحت )پیکو گرم در سلول( آستاگزانتین فراتر رفت اما درر~ 5/2 از کنترل با تولید

 ترتیب زیر بود:(. ترتیب تیمارها در تولید آستاگزانتین به1تیمار کنترل بود ) شکل   84/0گرم برلیتر( میلی 40اکسید )تیمار نانوذرات سیلیکون دی

   گرم برلیتر(.میلی 40اکسید )تیتانیوم دی نانوذرات >کنترل  >گرم برلیتر( میلی 40اکسید )نانوذرات سیلیکون دی 
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انحراف ±دهنده میانگین های خطا نشان( تولید آستاگزانتین در هماتوکوکوس لاکوستریس تحت تیمارهای مختلف نانوذرات. میله1شکل 

 >P 05/0، 2=دار آنهاست. تکراردهنده اختلاف معنیاست. حروف مختلف بر دو ستون نشان  (SD) استاندارد

 

 اثرات اسید لینولئیک بر تجمع آستاگزانتین

اسید لینولئیک بیشترین تولید آستاگزانتین را بین سایر تیمارها بصورت متوسط و درروزهفدهم  میکرومولار 30دهد که تیمار نشان می 2شکل 

 60 نسبت بهبرابر  9/2و 3/2 طور متوسط و روزهفدهمهرا ب نیآستاگزانت دیتول  نیهمچنبرابر در مقایسه با کنترل داشت.  ~5/3و  5/2ترتیب با به

اسید لینولئیک در دهم و چهاردهم رقابت بسیار شدیدی با کنترل در تولید آستاگزانتین  میکرومولار 60 ماریداد. ت شیافزا کینولئیل دیاس میکرومولار

برابر در  1/1هم  17سید لینولئیک تولید آستاگزانتین را بطور متوسط و در روز میکرومولار ا 60نشان داد. اما در هفدهم از کنترل عبور نمود. تیمار 

 میکرومولار 30 > میکرومولار اسید لینولئیک 60 >ها در تولید آستاگزانتین به شرح زیر بود: کنترل مقایسه با کنترل افزایش داد. ترتیب تیمار

 اسید لینولئیک.

 

 ±ین دهنده میانگهای خطا نشانهای مختلف اسید لینولئیک در تولید آستاگزانین در هماتوکوکوس لاکوستریس . میله( اثر غلظت2شکل 

 P< %5، 3=دار آنهاست. تکراردهنده اختلاف معنیاست. حروف مختلف بر دو ستون نشان (SD)انحراف استاندارد
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 بیان ژن مسیر متابولیکی آستاگزانتین

 40اکسید )ترتیب تحت تیمارهای نانوذرات سیلیکون دیکتولاز به کاروتن های بتا کاروتن هیدروکسیلاز و بتاایج این تحقیق نشان داد که ژننت

ترین کممرتبه نسبت به کنترل دارای بیشترین بیان ژن بودند. در حالیکه  3/1و  9/1میکرومولارلینولئیک اسید، بترتیب با   30گرم برلیتر( ومیلی

 40) اکسیدلینولئیک اسید و نانوذرات سیلیکون دی میکرومولار 60کتولاز در تیمارهای  کاروتن بتا بیان ژن برای بتا کاروتن هیدروکسیلاز و

مرتبه بیشتر   11/1 کتولاز کاروتن برابر در مقایسه با کنترل بود. بیان ژن بتا کاروتن هیدروکسیلاز نسبت به بتا 54/0و  55/0با  گرم برلیتر(میلی

 (.3بود )شکل 

 

ست. حروف مختلف بر دو ستون ا (SD)انحراف استاندارد ± دهنده میانگین های خطا نشانتحت تیمارهای مختلف . میله CRTRو  CRTO( بیان ژن 3شکل 

 P < 05/0، 3 =ردار آنهاست. تکرادهنده اختلاف معنینشان

 

 بحث

منظور افزایش تولید شود، بسیاری از تحقیقات بهوسیله ریزجلبک تولید میصورت عمده بههاست که بآستاگزانتین طبیعی یک ماده با ارزش 

لینولئیک اسید  غیره است. و ها، بیو اسیدها ، نور، نانو مواداستفاده از مواد ارزان به عنوان القاگر مانند نمک ،آستاگزانتین انجام شده است. یک روش

 در گیاهان و ریزجلبکها (ARA, C20:4 ∆5,8,11,14)یک مولکول کوچک درمرحله اول مسیرهای متابولیکی اکسی لیپین و آراشیدونیک اسید 
 9-لیپوکسی ژنز و (LOX-13)13-لیپوکسی ژنزهر کدام شامل دو مسیر مجزا اکسی لیپین و آراشیدونیک اسید است. دو مسیر متابولیکی  [24و52]

(lOX-9) 6-)مسیر اکسی لیپین( همچنین امگا، [26]های بزرگ و جلبک [24]ترتیب در گیاهان به(6-Ѡ) 3-و امگا(3-Ѡ )[25]ها در ریزجلبک 

وآراشیدونیک    (MJ)[24]ترتیب شامل متیل جاسمونیک به 6-و امگا 13-هستند. تولید نهایی مسیرهای لیپوکسی ژنز)مسیر آراشیدونیک اسید( 

ها متیل جاسمونیک و آراشیدونیک اسید در مقابل برخی تنش .[27] هستندها باشد که مهمترین القاگرهای سلولی در گیاهان و ریز جلبکاسید می

و ترماتیک   (JA)های جاسمونیک اسیدشوند. اسید لینولئیک همچنین پیش ماده هورمونو غیره تولید می [28]، نور، زخم، نانوذرات مانند نمک

مکانسیم دفاعی سلول را در ریزجلبک تحریک   (ROS)های اکسیژن واکنشگرها با استفاده از گونهاست. نانوذرات و دیگر تنش [2و92] (TA)اسید 

شوند، لذا سیستم می [30] ، آنزیم و لیپیدهاDNAهای اکسیژن واکنشگر باعث آسیب یا مرگ سلولی در ترکیب با اجزاء سلولی مانند گونه. کنندمی

ی مکانیسم ها به عنوان ترکیب اصلی یا فرعشود. بر این اساس آستاگزانتین و دیگر متابولیتدفاعی سلول برای دفاع در مقابل این حالت فعال می

د. ثانیا، آستاگزانتین به عنوان شونتولید می [31]ها و گیاهان ، بزرگ جلبکهادر ریز جلبک های اکسیژن واکنشگرگونهدفاع سلولی برای خنثی سازی 
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دهد ترکیبات آغازی . مطالعات اسید لینولئیک در ریزجلبک مهم است زیرا نشان می[32] شودذخیره غذایی پس از رفع شرایط تنش استفاده می

است به مسیر آراشیدونیک  انتین ممکنتواند تولید آستاگزانتین را تحریک نماید. بعلاوه، مسیر تولید آستاگزمسیرهای اکسی لیپین و آراشیدونیک می

. مطالعات پیشین نشان داد که [33]ها در ریز جلبک است های سلولی بر علیه تنشدر ریزجلبک متصل باشد زیرا تشکیل آستاگزانتین یکی از پاسخ

یک بیش از اسید تفاوت که اثر متیل جاسمونها افزایش داد، با این اسید لینولئیک مانند متیل جاسمونیک تولید آستاگزانتین را در برخی ریزجلبک

بعلاوه نانو ذرات . [34]لینولئیک اسید چندین برابر نانو ذرات بر تولید آستاگزانتین بود میکرومولار30 . مشخص شده بود که اثر[2]لینولئیک بود 

های دهند، اما فعالیت آنتی اکسیدانی و بیان ژنها کاهش میو ریزجلبک معمولا رشد سلولی و فتوسنتز را در گیاهان  اکسیدسیلیکون دیتیتانیوم و 

 .[2]دهد , در حالیکه اسید لینولئیک تا یک غلظت مشخص تمام موارد ذکر شده را افزایش و پس از آن کاهش می[14]دهند مربوطه را افزایش می

 اکسید بر تولید آستاگزانتینتیتانیوم و سیلیکون دی نانوذراتاثر 

گرم برلیتر( در روز هفدهم تولید شد ) نمودار میلی 40تیتانیوم ) نانوذرات کنند که بیشترین غلظت آستاگزانتین بوسیله تیمارنتایج تحقیق بیان می

بود که نشان داد  برابر کنترل 02/1و 5/1، 0/ 95ترتیب به تیتانیوم وسیله تیمار نانوذرات(. در روز دهم، چهاردهم و هفدهم تولید آستاگزانتین به1

داری با کنترل در انتهای فاز لگاریتمی )روزدهم( نیستند، اما در مرحله ثبات رشد)چهاردهم( اثر آنها بر تولید تیمارهای نانو دارای اختلاف معنی

یر متابولیسمی م بعد از روزدهم مستوان گفت نانوذرات تیتانیوآستاگزانتین افزایش یافت و دو باره در روز هفدهم اختلاف تیمار با کنترل کم شد. می

دهم( فآستاگزانتین را سریعتر از حالت بدون تیمار)کنترل( فعال نمودند و تولید آستاگزانتین تا روز چهاردهم افزایش یافت، اما در فاز مرگ )ه

زانتین نمودند و توان شروع به تولید آستاگ های کنترل با تمامطور عادی مسیر متابولیکی تولید آستاگزانتین را فعال نمود و سلولتیمارکنترل به

دهنده بود نه زانتین شتابدر آستاگ اکسیددی برابر شد لذا نقش نانوذرات تیتانیوم اکسید و کنترلتولید آستاگزانتین در تیمار نانوذرات تیتانیوم دی

 دهنده. افزایش

گرم برلیتر( میلی 40اکسید )بار بیش ازتیمار نانوذرات سیلیکون دی 4/1گرم برلیتر( بر تولید آستاگزانتین میلی 40تیتانیوم ) اثر تیمار نانوذرات

های اکسیژن تر گونهاکسید, همچنین تولید بیشصورت کلی )متوسط سه روز( بود، که به علت تجمع و نفوذ سلولی بیشتر نانوذرات تیتانیوم دیبه

و اکسید  اکسیدسیلیکون دی, اکسیددی . در یک آزمایش میزان اثر سمی نانو ذرات تیتانیوم[33]و در نتیجه تولید آستاگزانتین بیشتر بود واکنشگر 

صورت زیر سنجیده شد که اثر سمی آنها به (B. subtilis, E. coli) باکتری ایشریشیاکولیو  Daphnia magnaبر ریزجلبک  (Zno)روی 

کسید ااکسید و سیلیکون دی. مطالعات نشان دادند که نانوذرات تیتانیوم دی[34]اکسید روی  >اکسیدتیتانیوم دی >اکسیدبود نانوذرات سیلیکون دی

. [11]کاهش دادند  ydomonas reinhardtii Chlamرا به ریزجلبک )Cd NPs(اثر نانو ذرات کادمیوم  میکرومولار 400و  100به ترتیب در 

اکسید اثر خشکی را در واحد در میلیون سیلیکون دی 3200یا  اکسیدتیتانیوم دی )ppm(واحد در میلیون  50نتایج تحقیقات آشکار نمودند که 

تر است که با اکسید بر تولید آستاگزانتین بیشاز سیلیکون دی اکسیدتیتانیوم دی . مطالعات قبلی نشان دادند که اثرنانوذرات[35]پنبه کاهش دادند 

اکسید بود تیمارکنترل و تیتانیوم دی 83/0اکسید بر تولید آستاگزانتین . در این آزمایش اثر عمومی نانو ذره سیلیکون دی[33]نتایج ما منطبق است 

اکسید است یوم دیتر از نانوذرات تیتانهای واکنشگر بسیار ضعیفلید اکسیژنزیرا نفوذ آن در دیواره سلولی و آسیب رساندن به محتویات سلول و تو

. این نتیجه از نظر اینکه تاثیر نانوذرات را برتولید آستاگزانتین در ریزجلبک [35]تواند تکثیر و رشد سلولی را کمتر از معمول نماید و فقط می

ر موثر در تولید به عنوان القاگ اکسیدتوان از نانو ذرات تیتانیوم دینشان داد که میفرد بود، همچنین هماتوکوکوس لاکوستریس سنجید منحصربه

 آستاگزانتین استفاده نمود.

 اثرات لینولئیک اسید بر تولید آستاگزانتین

برابر کنترل در روز هفدهم  5/2و  4/3دارای یک اثر حداکثری بر تولید آستاگزانتین تا  اسید لینولئیک میکرومولار 30نتایج این تحقیق نشان داد که 

میکرومولار اسید لینولئیک در روزهای  30رسد که . بنظر می[2](2 و کل دوره )متوسط سه روز( بود. که با نظر برخی دانشمندان موافق بود )شکل

ون اسید یش داد لذا این روند تا اکسیداسیهای مناسبی بر ریزجلبک وارد نمود و بیان ژن آستاگزانتین را افزااولیه ازمایش )از روز سوم تا دهم( تنش

ه یافت مچرب )لینولئیک اسید( درآب در روزهای بعدی )هفدهم( با افزایش تقریبا دو برابری تولید آستاگزانتین در روز هفدهم نسبت به چهاردهم ادا
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ورت صنولئیک بر تولید آستاگزانتین در روز هفدهم و بهسید لیا میکرومولار 60. اثر تیمار [36]که مطابق با نتایج برخی محققان در این زمینه است 

روند  (Dead phase)برابر نسبت به کنترل بود. همچنین در این غلظت افزایش آستاگزانتین تا روز هفدهم یا مرحله مرگ سلولی  1/1متوسط 

میکرومولار اسید لینولئیک برتحریک تولید آستاگزانتین در ریزجلبک خنثی یا اندکی مثبت بود و ممکن  60تدریجی داشت، بر این اساس اثر تیمار 

و  (. لینولئیک اسید در مجاورت محیط کشت آبی تدریجا هیدرولیز2های این مسیر را آسیب رسانده باشد ) شکل است که ژنوم ریزجلبک و ژن

میکرومولار اسید لینولئیک برای  60یابد )زیرا غلظت ها کاهش میشود, لذا سمیت یا اثر این اسید چرب بر سلولاکسید شده و غلظتش کمتر می

ام مهای تولید آستاگزانتین افزایش یافت، بعلاوه در مرحله مرگ سلولی ریزجلبک با تتولید آستاگزانتین در این ریزجلبک سمی است( و بیان ژن

ه طتوان آستاگزانتین تولید نمود. این نتیجه بیان داشت که اسید لینولئیک از نظر غلظت مانند متیل جاسمونیک و سالسیلیک اسید پس از یک نق

یرا سالیسیلیک زبر تولید آستاگزانتین بود. اثر اسید لینولئیک شبیه به اسید سالیسیلیک بود  [5]حداکثر تولید )پیک تولید( دارای یک اثر منفی و سمی 

. نتایج برخی [37]ای بر آن داشت که با نتایج ما موافق بود اسید تولید آستاگزانتین را چند برابر نمود در حالیکه متیل جاسمونیک تنها یک اثر حاشیه

ز آن جهت که اولین بار تولید . این تحقیق ا[38]محققان از آن جهت که برخی مواد تولید آستاگزانتین را کاهش دادند با نتایج ما موافق نبود 

ر تولید دآستاگزانتین را تحت تاثیر لینولئیک اسید در این ریزجلبک سنجید بسیار مهم و جدید بود، همچنین نشان داد که این ماده یک القاگر موثر 

 اکسید بود.دی تیتانیوم ذراتبرابر نانو 2بود و نیز اثر آن  پلوویالیس آستاگزانتین در هماتوکوکوس لاکوستریس همانند هماتوکوکوس 

 بیان ژن

های اصلی و انتهایی در مسیر متابولیکی برای این مطالعه انتخاب شدند زیرا آنها ژن کتولاز کاروتن و بتا بتا کاروتن هیدروکسیلاز هایژن

 نانوذرات کتولاز در تیمارهای کاروتن بتا و بتا کاروتن هیدروکسیلاز نتایج نشان دادند که. [1]آستاگزانتین در هماتوکوکوس لاکوستریس هستند 

برابر کنترل بیشترین بیان ژن را داشتند، در حالیکه کمترین  3/1و 9/1با  میکرومولار اسید لینولئیک 30و  گرم بر لیتر(میلی 40اکسید )دی سیلیکون

. نتیجه جالب این بود که ترتیب تولید  (3بود )شکل  ر(گرم بر لیتمیلی 40) اکسیدکتولاز در تیمار نانوذرات سیلیکون دی کاروتن بیان ژن بتا

میکرومولار اسید  60 >گرم بر لیتر( میلی 40) اکسیدبصورت زیر و یکسان بود: نانوذرات سیلیکون دی کتولاز کاروتن آستاگزانتین و بیان ژن بتا

 ر اسید لینولئیک.میکرومولا 30 > گرم بر لیتر(میلی 40اکسید )دی تیتانیوم نانوذرات > لینولئیک

گرم بر میلی 40اکسید )در تیمار نانوذرات سیلیکون دی کتولاز و تولید آستاگزانتین برقرار است. کاروتن بر این اساس یک ارتباط مستقیم بین بتا

یک نوع همکاری بین دو ژن در سایر  .، ژن بتا کاروتن هیدروکسیلاز بیشترین بیان و یک ارتباط معکوس با تولید آستاگزانتین را داشت لیتر(

ه نشد دتیمارها دیده شد به این معنی که هردو باید حضور داشته باشند تا آستاگزانتین سنتز شود ولی ارتباط مستقیم یا غیر مستقیم بین آنها دی

 )بتا کاروتن هیدروکسیلاز کتولاز و کاروتن بتا(ها ها و مواد برخی ژن(. مطالعات گذشته درباره تولید آستاگزانتین نشان داد که بعضی تنش3)شکل 

تین های اصلی مسیر متابولیک آستاگزانه همسو و مطابق با نتایج ما بود. این تحقیق اولین بار بیان ژنک [3991،و40] را بیش از دیگران تحریک نموده

ی نمود، در هماتوکوکوس لاکوستریس بررس اکسیددی ونسیلیک و نانوذرات اکسیددی تیتانیوم را تحت تیمارهای لینولئیک اسید و نانو ذرات

 توان تولید این ماده را افزایش داد که در صنعت مهم است.کتولاز می کاروتن همچنین با مهندسی ژنتیک ژن بتا

 

 گیرینتیجه

 سنتزویب ریدو ژن مس انیو ب نیآستاگزانت دیبر تول د،یاکسید کونیلیو س دیاکسید ومیتانیو نانوذرات ت دیاس کینولئیل یمارهایبطور خلاصه اثرات ت

هر کدام با  بیبه ترتدر قالب فاکتوریل ( RCD) یدر دو طرح جداگانه کامل تصادف بیبه ترت سیهماتوکوکوس لاکوستر زجلبکیدر ر نیآستاگزانت

بر  گرمیلیم 40) دیاکسید ومیتانیو نانوذرات ت کینولئیل دیاس کرومولاریم 30 یمارهایو دو تکرار و غلظت مطالعه شدند.  ت غلظتسه تکرار و 

داشت.  نیآستاگزانت دیبا تول یمیارتباط مستق دیاس کینولئیل کرومولاریم 30ماریت نیرا نشان دادند. همچن نیآستاگزانت نیشتریب دیتول بیترت( بهتریل

نانوذرات  تریبر ل گرمیلیم 40در غلظت  لازیدروکسیو بتا کاروتن ه کینولئیل دیاس کرومولاریم 30ژن، بتا کاروتن کتولاز درغلظت  انیدر بحث ب
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وجود  میتقارتباط مس کی دیاس کینولئیو ل نیآستاگزانت دیژن بتا کاروتن کتولاز ، تول انیب نیژن بودند. ب انیب نیشتریب یدارا دیاکسید کونیلیس

 ردیصورت گ نینتآستاگزا دیها در تولاثرات القاگرها و ژن یبررو یشتریب قاتیتحق ندهیدر آ دوارمیام یعیطب نیآستاگزانت تیداشت. با توجه به اهم

 گردد. دیمختلف تول یهازجلبکیاز ر شتریو ب عتریسر نیتا آستاگزانت
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Astaxanthin is a precious material and has many favorites for human; it is extracted from some 

creatures such as Haematococcus lacustris. Researchers try to maximize the production of this 

material. In this research effects of linoleic acid (LA), TiO2 and SiO2 Nanoparticles (NPs) were 

investigated on astaxanthin production, and expression of two astaxanthin metabolic pathway 

genes (CRTO and CRTR). The microalgae was cultured in BBM medium for 19 days 

autographically. In 3rd day, treatments were added to the cultures and astaxanthin measured in 

3 days respectively in logarithmic and stationary phases, also RNA was extracted, Real-time 

PCR applied and Gene expression investigated in 11th. 30 µM LA and TiO2 NPs (40 mg L-1) 

induced 3.4 and 1.5 times astaxanthin production compared to the control, furthermore, CRTO 

and CRTR under 30 µM LA and SiO2 NPs (40 mg L-1) treatments displayed the highest gene 

expression. It was demonstrated that special concentration of Linoleic acid and TiO2 NPs, as 

inducers, could be used for astaxanthin production; also, Linoleic acid has a direct relationship 

with astaxanthin production and CRTO´s gene expression in the microalgae. 
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