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 چکیده
 های ترکيب حضور به آن دارویی خواص که است ایران بومی دارویی گياهان از .Salvia leriifolia Benth با نام علمی گلی مریم      

 بيوسنتزی های آنزیم فعاليت و ژن بيان بر را )فنولوژی( سن تأثير پژوهش،این  است. شده داده نسبت فنلی اسيدهای ویژه به فنلی،

 شد. کاشته گلخانه در و آوری جمع رضوی( )خراسان حيدریه تربت شهرستان از گياه بذرهای داد. قرار بررسی مورد فنلی اسيدهای

 روش به تام فنلی اسيد و فلاونوئيد فنل، محتوای شد. انجام رشد دوره از برگی 24 و 83 ،1 مراحل در ها، برگ از برداری نمونه

 آلانين فنيل فعاليت شد. تعيين (HPLC) بالا کارایی با مایع کروماتوگرافی از استفاده با فنلی، اسيدهای پروفایل و اسپکتروفتومتری

 گيری اندازه HPLC با (RAS) سنتاز اسيد رزمارینيک و اسپکتروفتومتری روش به (TAT) آمينوترانسفراز تيروزین و (PAL) آمونيالياز

 انواع محتوای (P≤05/0)دار  معنی افزایش از حکایت نتایج شد. بررسی کمّی RT-PCR روش با ،ذکرشده های  ژن نسبی بيان شد.

 و فلاونوئيد فنل، کل مقدار برگی، 24 مرحله در .داشت سن افزایش با همراه RAS و TAT های آنزیم/ژن فعاليت و فنلی های ترکيب

 و 31/0 ترتيب به) اسيد کافئيک و اسيد رزمارینيک محتوای بود. برگی 1 مرحله برابر 41/4 و 10/2 ،44/6 ترتيب به فنلی اسيد

mg/g DW 63/0 اسيدها سالوینوليک و اسيد ليتوسپرميک شد. برابر 05/4 و 48/6 ترتيب به رویشی رشد طی برگی(، 1 مرحله در 

(mg/g DW 03/0-08/0 1 مرحله در ،)تا 2 بين سن، افزایش با نيز آنها مقدار داشتند. را فنلی اسيدهای کل از کمتری سهم برگی 

 فعاليت و سن ميان و فنلی اسيدهای تجمع با گياه سن ميان قوی و مثبت همبستگی یک همچنين، یافت. افزایش برابر 80

 RA بيوسنتز دررا  اصلی نقش (PAL با مقایسه )در TAT آنزیم که دارد وجود امکان این شد. مشاهده RAS و TAT های آنزیم/ژن

 باشد. داشته

 

  آمونيالياز، آلانين فنيل رویشی، رشد سنتاز، اسيد رزمارینيک اسيد، رزمارینيک آمينوترانسفراز، تيروزین :کلیدی های واژه

  .(.Salvia leriifolia Benth) گلی مریم
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 مقدمه
 تيره از سرده بزرگترین عنوان به ،(.Salvia L) گلی مریم
 گونه، 8000 حدود داشتن با ،(Lamiaceae) نعناعيان
 (.Moridi Farimani et al., 2019) دارد جهانی پراکنش

 که (.Salvia leriifolia Benth) کابلی یا مشهدی گلی مریم
 ایران کشور بومی ،است سرده این دارویی یها گونه از یکی

 های استان از ایران در آن پراکنش و باشد می افغانستان و
 است شده گزارش سمنان و رضوی خراسان جنوبی، خراسان

(Rechinger, 1996؛Mozaffarian, 2007.) گياه این از 
 و بتادی درمان و پيشگيری برای سنتی طب در ،دارویی

 Kamatou et) شود می دهاستفا بانوان ماهانه عادت تنظيم

al., 2005 ؛Topcu, 2006 ؛Amiri & Joharchi, 2013). 
مانند  مختلف ییدارو خواص بودن دارا دليل به ،ذکرشده گونه

 دض اکسيدان، آنتی آور، خواب خون، فشار و قند ورندهآ ينیپا
 معده( )زخم زخم ضد تشنج، دض التهاب، ضد درد،

(Hosseinzadeh et al., 2009)، دهنده کاهش ،بخش آرام 
 ،(Hosseinzadeh & Lari, 2000) نيمورف به یوابستگ
 حافظه بهبود ،(Loizzo et al., 2010) آلزایمرعلائم  تخفيف
 Khouei) مغزی یسکمیا ضد (،Erish et al., 2018) فضایی

et al., 2003)، یباکتر ضد (Abrishamchi et al., 2016) 
 طب در، (Fazly-Bazzaz & Izadyar, 2002) جهش دض و

  .است گرفته قرار توجه مورد نيز مدرن
 وابسته گلی، مریم یها گونه دارویی ارزش از میمه بخش

 فنلی اسيدهای ویژه به فنلی، ثانویه های متابوليت حضور به
 حضور (.Li et al., 2013؛ Lu & Foo, 2002) است آن در

 سالویانوليک (،RA) اسيد رزمارینيک (،CA) اسيد کافئيک
 و برگ در B (Sal B) اسيد سالویانوليک و A (Sal A) اسيد
 مشهدی گلی مریم ازجمله گلی مریم یها گونه اغلب ریشه

؛ Jami et al., 2018؛ Hao et al., 2015) است شده گزارش
Fotovvat et al., 2019.) اسيد ترین ایجر ،اسيد رزمارینيک 

 از 8115 سال در بار اولين که است گلی مریم سرده در فنلی
 شد استخراج (.Rosmarinus officinalis L) رزماری گياه

(Scarpati & Oriente, 1985.) از فنلی، پلی ترکيب این 

 هيدروکسی دی 4و6) دانشنسو با CA شدن استری
 ,.Jiang et al) آید می وجود به اسيد( لاکتيک فنيل

 واحد ،اسيد رزمارینيک (.Hou et al., 2011؛2005
مانند  پيچيده فنلی اسيدهای توليد برای مرکزی ساختاری

 است. (LA) اسيد ليتوسپرميک و اسيدها سالویانوليک
 مولکول دو و دانشنسو مولکول یک از ،A اسيد سالویانوليک

CA اسيد سالویانوليک و B، یک و دانشنسو مولکول سه از 
 نيز اسيد ليتوسپرميک .است  شده تشکيل CA مولکول
؛ Petersen, 2013) باشد می CA و RA از استری

Habtemariam, 2018 ؛Ma et al., 2019).  
 و کوآ کوماریل-4 ترکيب دو شدن متراکم با RA وسنتزيب
 سازهای پيش از ترتيب به که اسيد لاکتيک فنيل هيدروکسی دی

 .گردد می آغاز شوند، می توليد يروزینت و آلانين فنيل اوليه
  بهبعد  و CA به ،پروپانوئيد فنيل مسير طریق از ينآلان فنيل

 ،مسير این در آغازی واکنش شود. می تبدیل کوآ کوماریل -4
 PAL :Phenylalanine) آمونيالياز آلانين فنيل آنزیم توسط

ammonia lyase) مشتق مسير در نيز تيروزین شود. می کاتاليز 
 شود. می اسيد لاکتيک فنيل هيدروکسی دی به تبدیل تيروزین از

 TAT :Tyrosine) آمينوترانسفراز تيروزین آنزیم

aminotransferase)، کاتاليز مسير این دررا  آغازی مرحله 
 توليد در مهمی نقش TAT و PAL های آنزیم بنابراین کند. می

RA بيوسنتز مسير در بعدی کليدی مرحله .کنند می ءایفا RA، 
 دی و آکو کوماریل-4 ترکيب دو استریفيکاسيون ترانس

 اسيد رزمارینيک نزیمآ توسط ،اسيد لاکتيک فنيل هيدروکسی
 تلاقی محل در (RAS :Rosmarinic acid synthase) سنتاز

 دنبال به .باشد می تيروزین از مشتق و پروپانوئيد فنيل مسير دو
  شود می تبدیل RA به و هيدروکسيله حاصل ترکيب آن،

 سالویانوليک و اسيد ليتوسپرميک بيوسنتز جزئيات .(8 )شکل
 در اما است، نشده شناسایی کامل طور به هنوز RA از اسيدها
 ،(Lacase) لاکاز آنزیم یک که رسد می نظر به Sal B با ارتباط

 به خود پيوستن و فنوکسيل رادیکال دو به RA اکسيداسيون با
 باشد داشته نقش ترکيب این توليد در ها رادیکال این خودی
  چنينهم .(Wang et al., 2019؛ Ma et al., 2015) (8 )شکل

 



 106   5، شماره 63دوماهنامه تحقيقات گياهان دارویی و معطر ایران، جلد 

 سالویانوليک به شدن تبدیل طریق از RA که است ممکن
 Sal B و Sal Aمانند  اسيدها سالویانوليک سایر ،E اسيد

 .(Wang et al., 2019؛ Di et al., 2013) آورد وجود به را

 

 
 فنلی اسیدهای بیوسنتز مسیر -1 شکل

PAL: آمونيالياز، آلانين فنيل C4H (Cinnamate 4-hydroxylase): 4 هيدروکسيلاز، -4 سيناماتCL (4-Coumarate coenzyme A ligase): 4-آ کوآنزیم کومارات 

 CYP98A14 (Cytochrome p450 ردوکتاز،  پيروات فنيل هيدروکسی :HPPR (Hydroxyphenylpyruvate reductase) ترانسفراز،مينوآ تيروزین :TAT ،ليگاز

monooxygenase): سيتوکروم به وابسته مونواکسيژناز P450، RAS: سنتاز، اسيد رزمارینيک LACASE: برگرفته لاکاز آنزیم( ؛از Li et al., 2019) 

 

 ،(in vitro) شيشه در و (in vivo) در زیوه مطالعات
 و CA برای را بيولوژیکی خواص از ای گسترده بسيار طيف

 ندا کرده معرفی اسيدها سالویانوليک و RAمانند  آن مشتقات
(Hao et al., 2015.) ضد اکسيدان، آنتی ها متابوليت این 

 هستند قوی التهابی ضد عوامل و ویروس ضد باکتری،
(Wang, 2010 ؛Adomako-Bonsu et al., 2017 ؛

Espindola et al., 2019 ،)قلب بر کننده محافظت تأثير 
(Wang, 2010 ؛Ho & Hong, 2011،) کليه و کبد (Lu & 

Foo, 2002 ؛Alagawany et al., 2017) ،تکثير از دارند 
 (،Ma et al., 2019) سرطان  ضد ،کنند می جلوگيری سلولی

 آتروسکلروزیس، ضد ،(Ngo & Chua, 2018) دیابت   ضد
 عصبی سيستمکننده  محافظت و ایمنی سيستمکننده  تحریک

؛ Habtemariam, 2018) مغزی دمانس و آلزایمر برابر در
Espindola et al., 2019) باشند می. 

 شان، شده شناخته دارویی خواصدليل  به فنلی اسيدهای
 هستند. جدید داروهای توليد برای خوبی بسيار کاندیداهای

 خواص نتيجه در و گياهان در ها ترکيب این کيفيت و يتکمّ
 ازجمله مختلفی عوامل تأثير تحت ،آنها دارویی و بيولوژیکی

؛ Mutalib, 2015) گيرد می قرار رشدونمو مراحل و فصل ،سن
Vagiri et al., 2015 ؛Soltanabad et al., 2018.) محققان 

 و رشد ضمن را فنلی ثانویه های متابوليت نوع و مقدار مختلف
 زمان بهترین بتوانند تا اند کرده بررسی دارویی گياهان نمو

 کنند تعيين گياهی همؤثر مواد از بهينه استفادهبرای  را برداشت
(Chen et al., 2012 ؛Suwa et al., 2018).  
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 ضمن ،گياهی های اندام در فنلی های متابوليت غلظت
 بيان سطح و فعاليت تابع ،نمو و رشد مختلف مراحل
 ,.Holander-Czytko et al) باشد می یبيوسنتز های آنزیم

 های نزیمآ فعاليت ميزان و ژن بيان سطح ميان ارتباط .(2005
 با (RAS و PAL، TAT ویژه )به فنلی اسيدهای یبيوسنتز

 ازجمله نعناع تيره گياهان در ها ترکيب این تجمع و توليد
 بررسی (Salvia miltiorrhiza Bunge) چينی گلی مریم
 Hao et؛ Sahu et al., 2012؛ Xiao et al., 2009) شده

al., 2014،) توليد سازی بهينه هدف با مطالعات اغلب اما 
 ستا شده انجام ای شيشه درون های کشت در فنلی اسيدهای

(Ogata et al., 2004 ؛Ru et al., 2016؛ Norouzi et al., 

 گياهان روی بر رابطه این در اندکی های پژوهش .(2019
 Hu et) دارد وجود (در زیوه) مزرعه یا گلخانه درکرده  رشد

al., 2009 ؛Kamalizadeh et al., 2014).  
 و CA، RA، Sal A حضور قبلی، های گزارش اگرچه

Sal B اند کرده اعلام مشهدی گلی مریم در را (Jami et al., 

 برای پژوهش این اما (،Fotovvat et al., 2019؛ 2018
 و ژن بيان فنلی، اسيدهای پروفایل بر را سن تأثير بار اولين

 ای گلخانه شرایط در مربوطه بيوسنتزی یها آنزیم فعاليت
 های ترکيب کاربردی ارزش به توجه با .داد قرار مطالعه مورد
 شناخت دارویی، صنایع ویژه به ،مختلف صنایع در فنلی پلی

 تجمع و توليد با گياه نمو و رشد مراحل ميان ارتباط
 تنظيمی های آنزیم و هامسير سهم تعيين و فنلی اسيدهای

  رسد. می نظر به ضروری امری ،ها ترکيب نای توليد مسئول
 

 ها روش و مواد

 گیاه کاشت شرایط و بذر آوری جمع

 شهرستان متری 8668 ارتفاعات از گياه رسيده بذرهای
 65° 88' 10/60") رضوی خراسان  استان در ،حيدریه تربت

N، "20/1 '84 °51 E) با بذرها خواب .شدند آوری جمع 
 شکسته هفته( یک مدت به C˚4 )دمای سرما تيمار از استفاده

 ظروف در بذرها ،اسکالپل با پوسته دادن خراش از پس و شد
  حامل روزه 60 های نهال شدند. کاشته کوکوپيت حاوی

 حاوی کيلوگرمی 1 پلاستيکی های گلدان به متقابل، برگ 4
 مساوی وزنی نسبت با پرليت-کوکوپيت و ماسه زراعی، خاک
 طبيعی نور شرایط تحت گلخانه در ها گلدان .گردیدند منتقل

 و گرفتند قرار (تاریکی ساعت 80/روشنایی ساعت 84)
 .انجام گردید ها گلدان زراعی ظرفيت براساس ،ها نهال آبياری

 ترتيب به ) ماهگی 4 و 4 ،2 سن در گياهان های برگ برداشت
 شد. انجام برگی( 24 و 83 ،1 مراحلبرابر 
 

 فنلی های ترکیب استخراج

 روش به برگ فنلی های ترکيب برای گيری عصاره
Shokrollahi پودر گرم یک شد. انجام (2081) همکاران و 

 روش با ،%10 متانول ليتر ميلی 20 با ،شده خشک برگ
 مخلوط شد. گيری عصاره (Maceration)خيس کردن 

 و اتاق دمای در ساعت 24 مدت به حلال و ها نمونه
 دور 200 چرخش )سرعت چرخشی شيکر روی بر تاریکی،

 صافی کاغذ با ابتدا حاصل  همگنای شد. خيس دقيقه( در
 شدن خشک و حلال تبخيربعد  و صاف 8 شماره واتمن

 یها عصاره .شد انجام ازت گاز جریان توسط ها عصاره
 نگهداری -C˚10 دمای در توزین، از پس شده خشک
 شدند.
 

 روش به فنلی هایاسید مقدار سنجش و شناسایی

  بالا کارایی با مایع کروماتوگرافی

 ،CA، RA، LA) فنلی اسيدهای مقدار سنجش و شناسایی
Sal A و Sal B) فیکروماتوگرا روش به ،برگ های نمونه در 

 از منظور، این به شد. انجام (HPLC) بالا کارایی با مایع
 به مجهز HPLC (Smartline, Kenuer, Germany) دستگاه

 Eurospher-100) معکوس فاز ستون و چهارگانه های پمپ

C18, Kenuer, Germany) (4 × 250ذرات اندازه ،متر ميلی 
 (D14163مدل) UV-VIS آشکارساز یک و (ميکرومتر 5

 Chrom Gate افزار نرم توسط ها داده .شد استفاده
 استفاده مورد های حلال تمام .شدند پردازش (8/6ویرایش)

 %8/0 فسفریک اسيد با شده اسيدی آب. بودند HPLC ویژه
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 عنوان به (B حلال) استونيتریل و (A حلال) (حجمی/حجمی)
  جریان سرعت و گرادیانی بندی زمان با متحرک فاز
 آشکارسازی گرفتند. قرار استفاده مورد دقيقه بر ليتر ميلی 8

 شد. انجام نانومتر 210 موج طول در فنلی، اسيدهای طيف
 استات سرسرنگی فيلتر با ،دستگاه به تزریق از قبل ها نمونه
  و تصفيه ومتر(ميکر 45/0 منافذ اندازه با) سلولز

 منحنی .شد تزریق دستگاه به تکرار سه با نآ از ميکروليتر 20
 سطح نسبت براساس فنلی اسيدهای از هریک برای استاندارد

 خط معادله و رسم غلظت برابر در کروماتوگرام قله زیر
 استفاده با فنلی اسيدهای غلظت .(8 )جدول شد تعيين مربوطه

 وزن گرم بر گرم ميلی براساس و محاسبه خط معادلات از
 .شد گزارش خشک

 

  HPLC در فنلی اسیدهای استاندارد منحنی زیر سطح برابر در غلظت کالیبراسیون منحنی از حاصل خط معادلات -1 جدول

 خلوص درصد فنلی اسید
 غلظت محدوده

 لیتر( میلی بر )میکروگرم
 رگرسیون ضریب خط معادله

(r2)
 

%11 ≤ اسید کافئیک  200-0 y= 6/4841 x 1144/0 

 y= 48303x 1132/0 0-820 %13 اسید رزمارینیک

%11 ≤ اسید لیتوسپرمیک  250-0 y= 85024x 1118/0 

A ≥ 15% اسید سالویانولیک  800-0 y= 81414x 1135/0 

B ≥ 14% اسید سالویانولیک  8200-0 y 64122 = x 1154/0 

 
 تام فنل محتوای سنجش

 از استفاده با ی،فنل های ترکيب کل محتوای سنجش
 روش به و (Folin-Ciocalteu) کالتوويس -نيفول معرف

Alizadeh ابتدا شد. انجام (2086) همکاران و  
 حل %10 متانول ليتر ميلی 8 در خشک عصاره گرم ميلی 8

 ليتر ميلی 5/2 با عصاره این از ميکروليتر 200 سپس .شد
 یک در ،حجمی(حجمی/) %80 کالتووسي -فولين معرف

 در دقيقه 5 مدت به ها نمونه .گردید مخلوط آزمایش لوله
  افزودن از پس ادامه در و شدند نگهداری اتاق دمای

 مدت  به ،)وزنی/حجمی( %5/4 سدیم کربنات ليتر ميلی 2
 جذب .قرارگرفتند محيط دمای و تاریکی در دقيقه 10

 روش به نانومتر 435 موج طول در واکنش مخلوط نوری
 ,SPEKOL1500, Analytik Jena) اسپکتروفتومتری

Germany) در تام فنلی های ترکيب غلظت شد. تعيين 
 منحنی از حاصل خطرابطه  از استفاده با ،ها عصاره

 که (x, r2 0043/0 =y= 1116/0) اسيد گاليک استاندارد
 رسم ليتر بر گرم ميلی 850 تا صفر غلظت محدوده در

 گاليک گرم ميلی براساس نهایت در و محاسبه ،بود شده
 شد. گزارش خشک وزن گرم بر اسيد

 

 تام فلاونوئید محتوای سنجش

 به ،شده استخراج یها عصاره در تام فلاونوئيد محتوای
 روش از استفاده با و ومينيآلوم دیکلر معرف کمک
  موج طول در (Colorimetric Method) سنجی رنگ
 (.Pourmorad et al., 2006) شد گيری اندازه نانومتر 485

  تا صفر غلظت محدوده در کوئرستين استاندارد منحنی
 خط معادله براساس و شد رسم ليتر ميلی بر ميکروگرم 30

 (،r2 0834/0 +x 0043/0 = y ,= 1138/0) مدهآ بدست
 گرمبر کوئرستين گرم ميلی براساس فلاونوئيدها کل مقدار
 شد. گزارش خشک وزن
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 تام فنلی اسید محتوای سنجش

 آرنو معرف از استفاده با ،فنلی اسيدهای کل مقدار
(Arnow)، روش براساس Matkowski (2001) همکاران و 

 نانومتر 410 موج طول در ها نمونه جذب .شد گيری اندازه
 SPEKOL1500, Analytik) اسپکتروفتومتر دستگاه توسط

Jena, Germany) منحنی رسم برای .گردید گيری اندازه 
 RA ليتر ميلی بر گرم ميلی 3/0 تا صفر های غلظت استاندارد،

 معادله اساسبر و گرفتند قرار استفاده مورد %10 متانول در
 ،منحنی از حاصل (x, r2 1068/2 =y= 1144/0) خط

 اسيد رزمارینيک گرم ميلی اساسبر فنلی اسيدهای کل مقدار
 شد. تعيين خشک وزن گرم بر
 

 محلول های پروتئین استخراج

  حاوی (pH=3) پتاسيم فسفات مولار ميلی 800 بافر
 مولار ميلی 4 اسيد، استيکتترا مينآ دی اتيلن مولار ميلی 2

 %2 پيروليدون وینيل پلی و (DTT) تيوتریتول دی
 )نسبت محلول های پروتئين استخراج برای )وزنی/وزنی(

 استخراج .گرفت قرار استفاده مورد (8:4 استخراج
 Yan روش به ،شده منجمد یها برگ از محلول های پروتئين

  مقدار .انجام شد تغييرات کمی با (2003) همکاران و
بعد  و گردید پودر مایع نيتروژن با برگ، افتب گرم ميلی 250

 کاملاً دقيقه 5 مدت به سرد استخراج بافر ليتر ميلی 4 با
( C˚4 )دمای سرد اطاق در استخراج مراحل تمام .شد همگن

 از پس ،حاصل همگنای .گردید انجام یخ روی بر و
 برای (C˚4 دمای و دور 86000 در دقيقه 25) وژيسانتریف
 سنجش گرفت. قرار استفاده مورد پروتئين غلظت سنجش
انجام  Bradford (8143) روش براساس پروتئين غلظت

  با پروتئينی عصاره از ميکروليتر 50 منظور، این به .شد
 کوماسی گرم ميلی 800 حاوی برادفورد معرف ليتر ميلی 5/2

 ليتر ميلی 800 مطلق، ولناتا ليتر ميلی G250،50 برليانت بلو
  از پس و شد مخلوط بآ ليتر ميلی 150 و کفسفری اسيد

 نانومتر 515 موج طول در واکنش مخلوط جذب ،دقيقه 5
 ,SPEKOL 1500) اسپکتروفتومتر دستگاه توسط

AnalytikJena, Germany) رسم از پس شد. گيری اندازه 
 محدوده در ،گاوی سرم لبومينآ پروتئين استاندارد منحنی
 ها پروتئين غلظت ليتر، ميلی بر ميکروگرم 8000 تا صفر غلظت

 ،  x +0084/0 = y 0844/0 خط معادله از استفاده با
1182/0 =r2 شد. محاسبه  
 

  مونیالیازآ لانینآ فنیل نزیمآ فعالیت سنجش

 سيناميک توليد گيری اندازه براساس PAL آنزیم فعاليت
  روش براساس و واکنش وردهآفر عنوان به اسيد
Yan منظور این به .شد بررسی (2003) همکاران و،  

 آلانين فنيل ليتر ميلی 8 با ،آنزیمی عصاره ليتر ميلی 2/0
 با مولار 08/0 بورات بافر در )محلول مولار 02/0
1/1=pH،) 2 با مولار 08/0 بورات بافر ليتر ميلی  
1/1= pH مدت به و مخلوط مقطر بآ ليتر ميلی 8 و  

 جذب ميزان تغيير شد. نگهداری C˚60 دمای در دقيقه 20
 صفر( )زمان شروع زمان بين ،نانومتر 210 موج طول در نور

 یاسپکتروفتومتر روش به (ام 20قهيدق) واکنش پایان و
 ضریب از استفاده با نزیمآ ویژه فعاليت شد. گيری اندازه

 (متر سانتی بر مول بر ليتر 80100) اسيد سيناميک خاموشی
 گزارش پروتئين گرم ميلی بر نانوکاتال حسب بر و محاسبه
 .گردید

 

  مینوترانسفرازآ تیروزین نزیمآ فعالیت سنجش

 و Zhang روش از استفاده اب TAT نزیمآ فعاليت
 1/2 شامل واکنش مخلوط شد. ارزیابی (2084) همکاران

 حاوی (،pH=6/4) مولار 8/0 پتاسيم فسفات بافر ليتر ميلی
-آلفا ليتر ميلی 8/0 تيروزین، -ال ميکرومول 2/81

 حجم بود. فسفات پيریدوکسال ليتر ميلی 8/0 و کتوگلوتارات
 و شد اضافه واکنش مخلوط به نزیمیآ عصاره ليتر ميلی 2/0

 مورد واکنش توقفبرای  ،نرمال 80 سدیم هيدروکسيد
 توقف از پس دقيقه 60 ،ها نمونه جذب .گرفت قرار استفاده
 دستگاه توسط نانومتر 668 موج طول در واکنش

 اساسبر ،نزیمآ ویژه فعاليت شد. گيری اندازه اسپکتروفتومتر
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 بر ليتر 81100) بنزآلدئيد هيدروکسی-4 خاموشی ضریب
 گرم ميلی بر نانوکاتال حسب بر و سنجش (متر سانتی بر مول

 شد. گزارش پروتئين
 

  سنتاز اسید رزمارینیک نزیمآ فعالیت سنجش

 Petersen و Weitzel روش به RAS میآنز تيفعال
 واکنش فرآورده عنوان به RA ديتول زانيم اساسبر ،(2088)

 بافر ميکروليتر 25/0 شامل واکنش مخلوط .شد تعيين
 نانومول 825 ،(pH=4) مولار 8/0 پتاسيم فسفات

 کوماریل-4 نانومول DTT،50 ميکرومول 5/2 سکوربات،آ
  و اسيد لاکتيک فنيل هيدروکسی  دی نانومول 800 ،آکو
 از واکنش، توقف منظور به بود. نزیمیآ عصاره ميکروليتر 25

 توليد اسيد رزمارینيک شد. استفاده نرمال 3اسيد ککلریدری
 موج طول در و HPLC دستگاه توسط ،واکنش در شده
 حسب بر ،آنزیم ویژه فعاليت و گيری اندازه نانومتر  660

 شد. محاسبه نيپروتئ گرم یليم بر نانوکاتال
 

 فنلی اسیدهای بیوسنتز کلیدی های ژن نسبی بیان آنالیز

 براساس گياهی بافت از کل RNA استخراج
 pBIOZOL (Bioer, China) تجاری کيت دستورالعمل

Plant Total RNA Extraction Reagent شد. انجام 
 دستگاه از استفاده با ترتيب به ،RNA کيفيت و يتکمّ

 ,NanoDrop® ND-1000) نانودراپ اسپکتروفتومتر

Thermo Fisher Scientific, USA) ژل الکتروفورز و 
 DNA های لودگیآ حذف منظور به شد. بررسی %8 گارزآ

 RNA سپس شد. تيمار DNaseI توسط کل  RNA ژنومی،
 (Thermo Fisher Scientific, USA) کيت از استفاده با

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit تبدیل 
 RAS و TAT های ژن ویژه آغازگرهای گردید. cDNA به

 گياهان در مربوطه های توالی شده حفاظت نواحی براساس
 با و NCBI اطلاعاتی پایگاه در موجود ،گلی مریم سرده

 شدند. طراحی Primer3plus افزار نرم از استفاده
 و لوپ تشکيل عدم ازجمله آغازگرها شاخص های ویژگی
 با آغازگرها با مرتبط اختصاصی پارامترهای سایر و دایمر

 Oligo Calculator افزارهای نرم از استفاده
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) 
 Oligo Analyzer و
(-https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo

analysis.aspx) شدند یيدأت.  

 

 (داخلی کنترل) RbcL و PAL، TAT، RAS ایه ژن تکثیر به مربوط هایغازگرآ -2 جدول

 گرهازغاآ توالی (˚C) ذوب دمای

5/51 5'-AGCAGCACAATCAGGATGTCA-3' Sl PAL-F 
5/51 5'-GCTTCAAGTTCTCCTCCAGAT-3' Sl PAL-R 
5/51 5'-ATGGGAGGTTGATCTCGATG-3' SmTAT-F 

30 5'-TCTTTAGGTGCTGATATGAGTAGA-3' SmTAT-R 
5/51 5'-ATCGCCTACTCCAAGTTCAAG-3' SmRAS-F 
5/51 5'-AAGAAGATGGCGTTACCGAAG-3' SmRAS-R 
5/51 5'-CTACTGGTACATGGACAACTG-3' SmRbcL-F 

30 5'-AATTGATTTTCTTCTCCAGCAACG-3' SmRbcL-R 
PAL: مونيالياز،آ لانينآفنيل TAT: مينوترانسفراز،آ تيروزین RAS: سنتاز اسيد رزمارینيک 

RbcL: و،روبيسک بزرگ واحد زیرF: رفت آغازگر، R: برگشت آغازگر 

Sl: Salvia leriifolia  Sm: Salvia miltiorrhiza 

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis.aspx
https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis.aspx
https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis.aspx
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، با استفاده از PALبرای طراحی آغازگر اختصاصی ژن 
های  های این ژن موجود در پایگاه انطباق تمام توالی

 cDNAاطلاعاتی، چندین آغازگر طراحی شده روی 
گلی مشهدی آزمون شدند و یک جفت آغازگر که منجر  مریم

به تکثير قطعه صحيح شد، انتخاب گردید. با توجه به اینکه 
وتيدی نوکلئ 200-10طول قطعه تکثيری بزرگتر از محدوده 

بود، قطعه مورد نظر  Real-Time PCRمناسب آغازگرهای 
های طراحی آغازگر  تعيين توالی شد و براساس شاخص

و با استفاده از  Real-Time PCRاختصاصی برای 
طراحی شد.  PALافزارهای ذکرشده، آغازگر اختصاصی  نرم

عنوان کنترل  ( بهRbcLژن زیر واحد بزرگ آنزیم روبيسکو )
 (. واکنش 2د استفاده قرار گرفت )جدول داخلی مور

qRT- PCR ( مطابق دستورالعمل کيت تجاریThermo 

Fisher Scientific, US )SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix (2x) Maxima  انجام شد. برنامه زمانی و
ثانيه در  100سازی اوليه به مدت  دمایی، شامل واسرشت

چرخه شامل  40دنبال آن  سيکل( و به 8) C˚15دمای 
، اتصال C˚15ثانيه در دمای  85سازی به مدت  واسرشت

ثانيه و گسترش  20به مدت  C˚30آغازگرها در دمای 
ثانيه انجام شد.  20به مدت  C˚42نهایی در دمای 

ها، براساس  سنجی داده های اختصاصی صحت شاخص
 ن با استفاده ازهای تکثير و همچني سيگموئيدی بودن منحنی

 دمای در مشخص پيک ظهور با همراه ذوب، منحنی آناليز
انجام و مورد تأیيد قرار گرفت. سپس  C˚45 از بالاتر معين
تکرار  6های خام حاصل از سنجش بيان نسبی ژنها با  داده

انتقال یافتند و سطوح بيان نسبی  Excelافزار  تکنيکی به نرم
 محاسبه شد. ΔΔCT2-وسيله روش  های مورد مطالعه به ژن

 
 ماریآتحلیل و تجزیه

 تکرار سه با تصادفی کاملاً طرح یک قالب در ها زمایشآ
 افزار نرم از استفاده با ،ها داده ماریآتحليل  شد. انجام مستقل
SPSS (26 ویرایش) تجزیه توسط ها داده .انجام گردید 

 وتحليل یهتجز (One-Way ANOVA) طرفه یک واریانس

 داری معنی اختلاف حداقل زمونآ براساس ها ميانگين شدند.
(LSD) نشان برای .گردیدند مقایسه% 5 یدار معنی سطح در 

 محتوای )سن، بررسی مورد پارامترهای ميان ارتباط دادن
 یکدیگر، با ها( آنزیم فعاليت و ژن بيان و فنلی اسيدهای
 Heat) حرارتی نقشه ،(r) پيرسون همبستگی ضرایب براساس

map) افزار نرم از استفاده با R و (2/2/6 )ویرایش RStudio 
 Heat) دندروگرام -حرارتی نقشه شد. رسم (6/3/6 )ویرایش

map-dendrogram) فاصله براساس نيز Minkowski و 
 MetaboAnalyst افزاز نرم وسيله هب Ward بندی خوشه الگوریتم

(https://www.metaboanalyst.ca/) شد. تهيه 
 

 نتایج

 تام فنل و فنلی اسید وئید،فلاون محتوای

 در تام فنل و فنلی اسيد فلاونوئيد، مقدار گيری اندازه
 رشد از مختلف مرحله سه در ،مشهدی گلی مریم برگ

 4 و 4 ،2 ترتيب )به برگی 24 و 83 ،1 مراحل یعنی رویشی،
 سن (≥05/0P) دار معنی تأثير ازحکایت  کاشت( از پس ماه

 برگ در آنها تجمع افزایش و ها ترکيب این محتوای بر گياه
 فلاونوئيد مقدار بيشترین .(2 )شکلداشت  سن افزایش با
 (،خشک وزن گرم بر کوئرستين گرم ميلی 46/4 ± 56/0)

 بر اسيد رزمارینيک گرم ميلی 16/81 ±      50/0) فنلی اسيد
 54/81 ± 44/0) کل فنلی های ترکيب و (خشک وزن گرم

 ماه 4 ،ها برگ در (خشک وزن گرم بر اسيد گاليک گرم ميلی
  بود، برگی 24 مرحله در گياه که زمانی کاشت از پس

  فلاونوئيد برای شده تعيين مقدار کمترین آمد. بدست
 ،(خشک وزن گرم بر کوئرستين گرم ميلی 51/8 ± 80/0)

 بر اسيد رزمارینيک گرم ميلی 42/2 ± 41/0) فنلی اسيد
 گرم ميلی 34/5 ± 80/0) کل فنل و (خشک وزن گرم

 کاشت، از پس ماه 2 نيز (خشک وزن گرم بر اسيد گاليک
 .(2 )شکل شد مشاهده رشد دوره از برگی 1 مرحله در
 افزایش گياه، سن رفتن بالا با که شد مشخص علاوه، به

 افزایش از تربيش فنلی ایاسيده کل مقدار در شده مشاهده
 .است کل فنل و کل فلاونوئيد مقادیر برای شده گيری اندازه

https://www.metaboanalyst.ca/
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  بر گیاه( )سن رشد مختلف مراحل تأثیر -2 شکل

 S. leriifolia گیاه برگ در )ج( تام فنل و )ب( فنلی اسید )الف(، دفلاونوئی محتوای
  شد. گزارش استاندارد خطای ± تکرار سه ميانگين صورت به تایجن

 وزن گرم بر اسيد رزمارینيک گرم ميلی :mg RAE/g DW .دهد می نشان LSD آزمون براساس %5 سطح در را نتایج بودن دار معنی نمودارها، بالای متفاوت حروف

 خشک وزن گرم بر اسيد گاليک گرم ميلی :mg GAE/g DW خشک، وزن گرم بر کوئرستين گرم ميلی :mg QE/g DW خشک،

 

 فنلی اسیدهای انواع محتوای

  مختلف فنلی اسيد نوع پنج غلظت سنجش نتایج
(CA، RA، LA، Sal A و Sal B) پيشرفت با که داد نشان 

 24 بهبعد  و 83 به برگی 1 مرحله از ،رویشی رشد دوره
 یدار معنیطور  به برگ در ها متابوليت این مقدار برگی،

(05/0P≤) مقدار بيشترین .(6 )جدول یابد می ارتقاء 
CA (42/0 ± 43/8 خشک وزن گرم بر گرم ميلی،) 
RA (26/0 ± 65/2 خشک وزن گرم بر گرم ميلی،) 
LA (08/0 ± 86/0 خشک وزن گرم بر گرم ميلی،) 

Sal A (08/0 ± 84/0 خشک وزن گرم بر گرم ميلی) و 
Sal B (08/0 ± 80/0 خشک وزن گرم بر گرم ميلی) ماه 4 

 .شد گيری اندازه برگی 24 همرحل در کاشت، از پس

 در ،بود گياه برگ در غالب فنلی اسيد اسيد، رزمارینيک
 مورد فنلی اسيد پنج ميان از را سهم ترینکم Sal B که حالی

 گبر در RA مقدار .(6 )جدول داد اختصاص خود به مطالعه
  مرحله در خشک وزن گرم بر گرم ميلی 31/0 ± 02/0 بين

 در خشک وزن گرم بر گرم ميلی 65/2 ± 26/0 تا برگی 1
 دومين اسيد کافئيک ،RA از پس بود. متغير برگی 24 مرحله

 از نآ محتوای و بود برگ در مقدار لحاظ از فنلی اسيد
  مرحله در خشک وزن گرم بر گرم ميلی 63/0 ± 20/0
 در خشک وزن گرم بر گرم ميلی 43/8 ± 42/0 تا برگی 1

 بار اولين برای پژوهشاین  یافت. افزایش برگی 24 مرحله
LA کرد شناسایی مشهدی گلی مریم گياه های برگ در را. 

 .بود CA و RA از کمتر ها، برگ در فنلی اسيد این مقدار
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 بر گرم ميلی 03/0 ± 08/0) برگی 1 گياهان در LA تجمع
 بود، دهااسي سالویانوليک سایر از بيشتر (خشک وزن گرم
 وزن گرم بر گرم ميلی 82/0 ± 02/0) 83 مراحل در امّا

 وزن گرم بر گرم ميلی 86/0 ± 08/0) برگی 24 و خشک(
 سالویانوليک با (≥05/0P) یدار معنی تتفاو (خشک
 .(6 )جدول نداشت اسيدها

 

 S. leriifolia گیاه برگ در فنلی اسیدهای محتوای بر گیاه( )سن رشد مختلف مراحل تأثیر -3 جدول

 مراحل رشد گیاه

 )سن گیاه(

 مقدار اسیدهای فنلی

 گرم بر گرم وزن خشک( )میلی

اسید رزمارینیک اسید لیتوسپرمیک   اسید کافئیک B اسید سالویانولیک A اسید سالویانولیک 

31/0 ماهه( 2) برگی 8 ± 02/0  c 03/0 ± 08/0  b 04/0 ± 08/0  b 08/0 ± 00/0  b 63/0 ± 20/0  c 

23/8 ماهه( 4) برگی 11 ± 84/0  b 82/0 ± 02/0  a 86/0 ± 00/0  a 01/0 ± 08/0  a 14/0 ± 01/0  b 

65/2 ماهه( 7) برگی 24 ± 26/0  a 86/0 ± 08/0  a 84/0 ± 08/0  a 80/0 ± 08/0  a 43/8 ± 42/0  a 

 .دهد می نشان LSD آزمون براساس %5 سطح در را نتایج بودن دار معنی متفاوت وفحر ،ستون هر در .شد گزارش معيار انحراف ± تکرار سه ميانگين صورت به نتایج

 

 
 (TAT) آمینوترانسفراز تیروزین )الف(، (PAL) آمونیالیاز  آلانین فنیل آنزیم ویژه فعالیت بر گیاه( )سن رشد مختلف مراحل تأثیر -3 شکل

 S. leriifolia گیاه برگ در )ج( (RAS) سنتاز اسید رزمارینیک و )ب(
 % 5 سطح در را نتایج بودن دار معنی نمودارها، بالای متفاوت حروف شد. گزارش استاندارد خطای ± تکرار سه ميانگين صورت به نتایج

 پروتئين گرم ميلی بر نانوکاتال :nKat/mg protein .دهد می نشان LSD زمونآ براساس

م 
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ه آ
ویژ

ت 
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ف
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  فنلی اسیدهای بیوسنتز مسئول های نزیمآ فعالیت

 زمانی فاصله در RAS و PAL، TAT نزیمآ سه فعاليت
 و 83 ،1 مرحله سه در بذرها، کاشت از پس ماه 4 تا 2 بين
های نوسان شد. بررسی گياهان رویشی رشد از برگی 24

 یک صورت به که PAL آنزیم فعاليت در شده مشاهده
  مرحله در افزایش و برگی 83 مرحله در ناچيز کاهش

 از ميزان بيشترین نبود.دار  معنی شد، مشاهده برگی 24
 گرم ميلی بر نانوکاتال 04/4 ± 54/0) آنزیم این فعاليت

 الف(. -6 )شکل بود برگی 24 مرحله به مربوط پروتئين(
 مورد دوره طی RAS و TAT های نزیمآ ویژه فعاليت

 را (≥05/0P)دار  معنی افزایش به رو روند یک بررسی،
  TAT فعاليت ميزان کمترین ترتيب، این به داد. نشان

 RAS و پروتئين( گرم ميلی بر نانوکاتال 42/50 ± 81/8)
  مرحله در پروتئين( گرم ميلی بر نانوکاتال 45/8 13/0±)
 و 46/14 ± 60/82 ترتيب )به فعاليت بيشترین و برگی 1

 از پس پروتئين( گرم ميلی بر نانوکاتال 14/5 ± 54/8
 مقایسه ج(. و ب -6 )شکل شد ثبت برگ 24 تشکيل
 ازحکایت  برگی، 1 گياهان با برگ 24 حامل گياهان
 RAS و TAT برای ترتيب به برابری 48/6 و 14/8 افزایش
 مورد دوره تمام در TAT آنزیم فعاليت ميزان .داشت

 بود. دیگر آنزیم دو از بيشتر چشمگيریطور  به بررسی،
ذکرشده  آنزیم فعاليت برگی 24 مرحله در مثال،عنوان  به
 شد. برآورد RAS و PAL برابر 12/85 و 64/26 ترتيب به

 

 
  )الف(، (PAL) آمونیالیاز آلانین فنیل های ژن نسبی بیان بر رشد مختلف مراحل تأثیر -4 شکل

 S. leriifolia گیاه برگ در )ج( (RAS) سنتاز اسید رزمارینیک و )ب( (TAT) آمینوترانسفراز تیروزین
  %5 سطح در را نتایج بودن دار معنی ،نمودارها بالای متفاوت حروف .شد گزارش استاندارد خطای ± تکرار سه ميانگين صورت به نتایج

 .دهد می نشان LSD آزمون براساس
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  RAS و PAL، TAT های ژن نسبی بیان

 مراحل در RAS و PAL، TAT های ژن بيان تغييرات
 (.4 )شکل شد بررسی رویشی رشد از برگی 24 و 83 ،1

 اما مشابه، یکدیگر با RAS و TAT ژن بيان تغييرات الگوی
 تراز بود. متفاوت PAL ژن بيان الگوی تغيير نحوه با

 برگی 1 از کمتر برگی 83 مرحله در که PAL ژن رونوشت
 دار معنی افزایش یک با برگی، 24 مرحله در دوباره بود،

(05/0P≤) 03/85 رسيد خود مقدار بيشترین به برابری 
 RAS و TAT های ژن بيان سطح حداقل الف(. -4 )شکل

 به رشد بعدی مراحل در شد، مشاهده برگی 1 مرحله در که
 به برگی 24 مرحله در نهایت در و یافت افزایش شدت

 ج(. و ب -4 )شکل رسيد حداکثر
 

 همبستگیتحلیل و تجزیه نتایج

 سن به مربوط های داده بين همبستگی تحليلو تجزیه
 ها ژن بيان و ها آنزیم فعاليت فنلی، اسيدهای محتوای گياه،

 فنلی اسيدهای محتوای که بود آن بر الّد الف(، -5 )شکل
 وجود وداشت  قرار گياه سن تأثير تحت شدت به برگ در

 سن ميان را (08/0r >14/0<14) قوی مثبت همبستگی یک
 از .نمود آشکار مطالعه مورد فنلی اسيدهای تمام مقدار و

 (08/0r= 14/0) همبستگی بيشترین RA فنلی، اسيدهای ميان
 داد. نشان گياه سن با را

 ميان تری قوی همبستگی بيوسنتزی، های آنزیم ميان از
 و TAT (08/0r >18/0<16/0) ژن/فعاليت بيان و سن

(14/0>08/0r >14/0) RAS، فعاليت با مقایسه در 
(35/0=05/0r) نبيا و (08/0=41/0r) PAL داشت. وجود 

 بيان با نيز برگ در فنلی اسيدهای تجمع مشابه، طور به
 آنزیم با تا داشت تری قوی ارتباط RAS و TAT ژن/فعاليت

PAL الف(. -5 شکل در بيشتر )جزئيات 
 ارتباط براساس شده رسم دندروگرام -حرارتی نقشه در

  فنلیهای  ترکيب تجمع و بيوسنتز با رشد مراحل ميان
 به رشد، دوره از برگی 24 و 83 مراحل ب(، -5 )شکل
 شد. تفکيک برگی 1 مرحله از خوبی

 

 
 ب                                                                          الف

  (Heat map-dendrogram) دندروگرام -حرارتی نقشه ب: ،پیرسون همبستگی ضریب (Heat map) حرارتی نقشه الف: -5 شکل

 S. leriifolia گیاه در مطالعه مورد مولکولی و بیوشیمیایی فیزیولوژیکی، های شاخص بین
Age: ،سن PALE: لياز، آمونيا آلانين فنيل آنزیم فعاليت PALG: لياز، آمونيا آلانين فنيل ژن بيان TATE: آمينوترانسفراز، تيروزین آنزیم فعاليت TATG: ژن بيان 

 فلاونوئيد :TFC کل، فنل :TPC تام، فنلی اسيد :TPA سنتاز، اسيد رزمارینيک ژن بيان :RASG سنتاز، اسيد رزمارینيک آنزیم فعاليت :RASE آمينوترانسفراز، تيروزین

 برگی، 24 مرحله :Age24L اسيد، کافئيک :B، CA اسيد سالویانوليک :A، Sal B اسيد سالویانوليک :Sal A اسيد، ليتوسپرميک :LA اسيد، رزمارینيک :RA کل،

Age16L: برگی، 83 مرحله Age8L: برگی، 1 مرحله repeat01-04: چهار تا یک تکرار 
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 این در رشد مرحله سه بين شده مشاهده رنگ تفاوت
 بيان ميان قوی و مثبت ارتباط وجود ازحکایت  طرح،

 رشد از مرحله آخرین با فنلی اسيدهای بيوسنتزی های ژن
 دندروگرام، این در .داشت برگی( 24 )مرحله گياه رویشی

RA و گرفت قرار فنلی اسيدهای سایر از مجزا صورت به نيز 
 TAT و RAS های ژن بيان با آن مقدار ميان نزدیکی ارتباط

 یک در اسيدها، سالویانوليک و LA مقابل در شد. مشاهده
 TAT آنزیم فعاليت با آنها تجمع و گرفتند جای مجزا  خوشه
 ارتباط ،PAL ژن/فعاليت بيانالبته  داشت. نزدیکی ارتباط
 فاصله با حاليکه در، داشت RA محتوای با تری نزدیک
 شد تفکيک اسيدها سالویانوليک و LA مقدار از زیادی
 ب(. -5 )شکل

 

 بحث

 فيزیولوژیکی یندهایافر تنظيم در فنلی های بترکي
 زنی جوانه سلولی، تقسيممانند  گياهان نمو و رشد با مرتبط

 تنظيم توده، زی انباشت و رشد غذایی، مواد جذب دانه،
 محيطی متغير شرایط با سازگاری و مثل توليد ها، هورمون

 گياهان توانایی .(Sharma et al., 2019) دارند کليدی نقش
 محيطی شرایط تابع نکهآ بر علاوه ها، متابوليت این توليد برای

 گيرد می قرار نيز فنولوژی و اونتوژنی سن، تأثير تحت است،
(Mutalib, 2015؛ Vagiri et al., 2015.) های پژوهش 

 ميان نزدیک ارتباط شيشه، در و در زیوه شده انجام
  نموده شکارآ را  فنلی های ترکيب کيفيت و کميّت و فنولوژی

 Achakzai؛ Reis et al., 2008 ؛Cirak et al., 2007) است

et al., 2009.) های ترکيب محتوای گياهان، از بسياری در 
 رشد پایان در فنلی اسيدهای و فلاونوئيدها ازجمله فنلی

 یابد می افزایش دهی ميوه حتی و گلدهی مرحله رویشی،
(Verma & Kasera, 2007 ؛Naghiloo et al., 2012 ؛

Suwa et al., 2018.) ممکن دیگر برخی در حاليکه در 
 در رویشی، رشد اوایل در سریع افزایش یک از پس است

 نوع این نتایج (.Ishikura, 1976) بماند ثابت بعدی مراحل
 های اندام برداشت برایرا  مناسب زمان تواند می مطالعات،

 های ترکيب از مقدار بيشترین که طوری به نماید، تعيين گياهی
 این با مرتبط بيولوژیکی خواص یا فعاليت حداکثر و فنلی

 (.Brasileiro et al., 2015) باشد دستيابی قابل ،ها ترکيب
 گيژاه  رویشژی  رشژد  دوره پيشژرفت  بژا  پژژوهش، این  در

 مرحلژه  از ای، گلخانه شده کنترل شرایط در مشهدی، گلی مریم
 کژل  مقدار زنی(، جوانه از پس ماه 4 تا 2) برگی 24 تا برگی 1

 و یافژت  افزایش ها برگ تام فنل و فنلی اسيدهای فلاونوئيدها،
 همبسژتگی  همچنين رسيد. حداکثر به برگ 24 تشکيل از پس

 سژن  بژا  فنلی اسيدهای و فلاونوئيد فنل، محتوای ميان نزدیک
 از فنلژی  هژای  ترکيب تجمع و بيوسنتز اهميت دهنده نشان گياه

 انجژام  تحقيژق  یک در بود. رویشی رشد دوره اواخر تا اواسط
 (،Berberis vulgaris) زرشژک مانند  ییها گونه روی بر شده

 Nerium) خرزهژژره (،Melia azedarach) تلژژخ زیتژژون

oleander) هنژژژدی خرزهژژژره و (Rhododendron sp.) 
 گياهژان  بژا  مقایسه در مسن گياهان های برگ که شد مشخص

 ,.Achakzai et al) دارنژد  بيشژتری  تژام  فنل محتوای جوان،

 Zingiber) زنجبيژژل گيژژاه مختلژژف هژژای انژژدام در (.2009

zerumbet L.) محتژوای  ارتقژای  موجژب  سژن،  بالارفتن نيز 
 (.Ghasemzadeh et al., 2016) شژد   کژل  فنل و فلاونوئيدها

 Origanum) مرزنگژوش  گيژاه  روی بژر  مشابه های پژوهش

majorana L.) (Baâtour et al., 2012،) زیتژژژژون  
(.Olea europaea L) (Brahmi et al., 2015) بارهنژگ  و 
(Plantago major L.) (Mutalib, 2015)  ازحکایژت   نيژز 

 .داشت رویشی رشد دوره اواخر در ها ترکيب این افزایش
 در فنلی های ترکيب مقدار بودن ينیپا محققان، عقيده به

 این ساز پيش های متابوليت که است آن نشانه جوان، گياهان
 رشد تا اند شده کشی کانال اوليه متابوليسم سمت به ،ها ترکيب
 Pasko؛ Fritz et al., 2001) شود حمایت گياهان این سریع

et al., 2009.) محتوای افزایش  مشاهده مقابل، در 
 شدن ندکُ و ها بافت شدن چوبی با همزمان فنلی، های ترکيب

 با تواند می (Baâtour et al., 2012) رویشی رشدپایان  یا
 سوبرین و ليگنين بيوسنتز سمت به سازها پيش بندی سهم

 از قبل هوایی، بخش یکپارچگی و استحکام مينتأبرای 
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 ,.Fletcher et al) باشد داشته ارتباط ها ميوه و ها گل تشکيل

2010.) 

 (≥05/0P) یدار معنی مثبت همبستگی مطالعه،این  در
 و CA، RA، LA، Sal A) فنلی اسيد نوع پنج مقدار ميان

Sal B) زنی، جوانه از پس ماه هفت شد. مشاهده گياه سن با 
 ها متابوليت این غلظت رویشی، رشد از برگی 24 مرحله در
 زنی( جوانه از پس ماه2) برگی 1 گياهان به نسبت برگ در

 در رسيد. خود مقدار بيشترین به و یافت مشخصی افزایش
 Salvia fruticosa) یونانی گلی مریم و رزماری گياه

Miller) کل، فنل مقدار بيشترین نيز RA و CA مرحله در 
 محتوای گلدهی، مرحله به گياه ورود و شد مشاهده رویشی

 (.Papageorgiou et al., 2008) داد کاهش را ها ترکيب این
 که کردند اعلام (2080) همکاران و Fletcher ،مشابه طور به

 یدشت عناعن در RA یمحتوا بر شدت به یکیولوژیزيف سن
(Mentha spicata L.) مقدار و RA و CA گياه در 

 مقدار و گذارد یم تأثير (Baâtour et al., 2012) مرزنگوش
 حداکثر به یشیرو رشد اواخر در که فنلی اسيدهای این

 شود. می مک شدت به یگلده رحلهم به ورود با ،است رسيده
 رسيدن تا رویشی رشد ضمن Sal B و RA محتوای ارتقای

 Song) چينی گلی مریم ریشه و برگ در گلدهی، مرحله به

& Li, 2015) مقدار در سن به وابسته افزایش و RA، 
 جينسنگ گياه های برگ اسيد فروليک و اسيد کلروژنيک

 Eleutherococcus senticosus (Rupr. et) سيبری

maxim.) maxim.) (Bączek et al., 2017) گزارش نيز 
 بررسی با (2084) همکاران و Zeng همچنين است. شده

 در چينی گلی مریم گياه مختلف های اندام فنلی اسيدهای
 سالویانوليک مقدار که دادند نشان رشد، از مختلف های دوره

 به هوایی های بخش سریع رشد زمان تابستان، در اسيدها
 این از برداری بهره برای زمان بهترین و رسد می حداکثر
 بر نمو و رشد مراحل یا سن تأثير .باشد می تابستان ها ترکيب
 و است نشده بررسی حال به تا گياهان، در LA مقدار

 ترکيب این محتوای تعيين و شناسایی به محدود ها گزارش
 سایر و (Wu & Wang, 2012) چينی گلی مریم گياه در

 Salvia bowleyana ازجمله چين بومی گلی مریم یها گونه

Dunn، Salvia paramiltiorrhiza و Salvia 

dabieshanensis باشد می (Li et al., 2008.) این  در
 گياه در اسيد ليتوسپرميک حضور بار اولين برای پژوهش،

 گونه این در آن مقدار اما شد گزارش مشهدی گلی مریم
 گلی مریم گونه سه برای شده اعلام مقادیر از کمتر بسيار
 مقدار اگرچه شد. اشاره آنها به بالا در کهبود  چين بومی
LA از کمتر مشهدی گلی مریم در RA و CA ،با اما بود 

 بررسی مورد فنلی اسيدهای سایر همانند سن، افزایش
 یافت. افزایش

 سمت به فتوسنتز، در شده تثبيت تازه کربن کشی کانال
 و زنده محيطی عوامل از ثرأمت فنلی، های ترکيب بيوسنتز
 و (Lavola et al., 2000) زا( تنش شرایط ویژه )به غيرزنده
 ,.Wam et al) است فنولوژی یا سنمانند  درونی عوامل

 سریع رشد حال در و جوان گياهان که هنگامی (.2017
 از حاصل (assimilates) های هماننده اعظم بخش هستند،

 تا شوند می کشی کانال اوليه متابوليسم سمت به فتوسنتز،
 افزایش با دیگر،سوی  از باشند. گياه سریع رشد پشتيبان

پایان  با مقارن و فنولوژی مراحل در پيشروی ضمن سن،
 شده، تثبيت تازه کربن اسکلت از بيشتری سهم رویشی، رشد

 ,.Truong et al) یابد می اختصاص ثانوی متابوليسم به

 ضمن که دارد وجود احتمال این نيز حقيقتاین  در (.2010
 کربن از بيشتری سهم رشد، شدن ندکُ و گياه سن افزایش

 و اوليه متابوليسم به یافتن اختصاص جای به شده تثبيت تازه
 افزایش ویژه به ثانویه های متابوليت توليد صرف رشد، فرایند

 باشد. شده فنلی های متابوليت
 گياهان، نمو و رشد ضمن فنلی های ترکيب محتوای تغيير

 نوبه به که است بيوسنتزی های آنزیم فعاليت الگوی تغيير تابع
 رونویسی سطح در مربوطه های ژن بيان نموی تنظيم با خود

؛ Ziaei et al., 2012) دارد ارتباط رونویسی از پس و
Jiang et al., 2013.) آنزیم ژن فعاليت/بيان افزایش PAL 

 Ocimum basilicum) ریحان گياه رویشی رشد دوره در

L.) (Ziaei et al., 2012) شنبليله و (Trigonella foenum 

graecum) (Imtiyaz et al., 2013) شرایط در شده کشت 
 های ترکيب محتوای و نزیمآ فعاليت ميان همبستگی و گلخانه



 185   5، شماره 63دوماهنامه تحقيقات گياهان دارویی و معطر ایران، جلد 

 PAL فعاليت تغيير بررسی،این  در است. شده گزارش فنلی
 ميان اما نبود (≥05/0P) دار معنی رویشی رشد دوره طی
 ممکن که داشت وجود همبستگی گياه سن و ژن نسبی بيان

 دلالت رونویسی سطح در ژن بيان نموی تنظيم بر است
 های نزیمآ سایر دارد احتمال اینکه علاوه به باشد. داشته

 مطالعه بررسی این در که پروپانوئيد فنيل مسير کليدی
 محتوای افزایش در هيدروکسيلاز-4 سيناماتمانند  اند، نشده
RA به نسبت تری برجسته نقش PAL باشند داشته  

(Xiao et al., 2009 ؛Song & Li, 2015.)  
 و آنزیم فعاليت گياه، سن رفتن بالا با رو، پيش بررسی در

 همبستگی یک و یافت افزایش  TAT ژن نسبی ژن بيان
 از شد. تعيين آنزیم این و سن ميان قوی (≥05/0P) دار معنی

 با TAT آنزیم فعاليت و ژن نسبی بيان ميان دیگر،سوی 
 نيز مطالعه مورد فنلی اسيدهای سایر و RA محتوای

 همبستگی شد. مشاهده (≥05/0P) دار معنی مثبت همبستگی
 در RA تجمع با آنزیم این ژن فعاليت/بيان ميان مثبت
 Anchusa officinalis ای شيشه درون های کشت

(Mizukami & Ellis, 1991،) چينی گلی مریم (Yan et 

al., 2006) یوسف حسن و (Solenostemon 

scutellarioides) (Sahu et al., 2012) انباشتگی با و 
 چينی گلی مریم موئين های ریشه در B اسيد ليتوسپرميک

(Xiao et al., 2009) ميان ارتباط است. شده گزارش نيز 
 غير شرایط در TAT آنزیم ژن بيان و فعاليت با گياهان سن

 تاليانا آرابيدوپسيس در فقط (،در زیوه) آزمایشگاهی
(Arabidopsis thaliana) (Holander-Czytko et al., 

 و اثبات (Song & Li, 2015) چينی گلی مریم و (2005
 گياه، شدن مسن ضمن آن فعاليت و رونوشت تراز افزایش

 لازم پيروات( فنيل هيدروکسی-4) فنلی ماده پيش مينأت به
 شده داده نسبت نزیمیآغير های اکسيدان  نتیآ سنتز برای
  است.

 بيان بر مختلف عوامل تأثير مورد در هایی گزارش اگرچه
؛ Sahu et al., 2012) دارد وجود RAS آنزیم فعاليت و ژن

Döring et al., 2014 ؛Kamalizadeh et al., 2014 ؛
Xing et al., 2015 ؛Yang et al., 2016،) آنزیم ارتباط امّا 

 در است. نشده بررسی حال به تا فنولوژی مراحل و سن با
 RAS ژن بيان و آنزیم فعاليت با گياه سن ميان پژوهش،این 
 و RA تجمع داشت. وجود قوی مثبت همبستگی یک

 وجود و بود آنزیم این تأثير تحت نيز اسيدها سالویانوليک
  شد. آشکار آنها ميان همبستگی
 در پروپانوئيد فنيل مسير و تيروزین از مشتق مسير نقش
 و سلولی های کشت در فنلی اسيدهای سایر و RA بيوسنتز

 این از برخی است. شده مطالعه چينی گلی مریم موئين ریشه
 اشاره تيروزین از مشتق مسير عمده سهم به مطالعات،

 در (،Zhang et al., 2014؛ Yan et al., 2006) اند کرده
تأکيد  پروپانوئيد فنيل مسير مؤثر نقش بر دیگر برخی حاليکه

 Song؛ Jiao et al., 2012؛ Dong et al., 2010) اند نموده

et al., 2012.) مسير عمده سهم به نيز پژوهشاین  نتایج 
 کند. می اشاره RAS و TAT آنزیم تيروزین، از مشتق

 وابستگی RA توليد همبستگی، وتحليل تجزیه براساس
 بيان کمی اندازه تا و RAS و TAT های ژن بيان به یزیاد
 انباشت و توليد کهوجود دارد  احتمال این داشت. PAL ژن

RA، از شود. کنترل فوق های ژن از رونویسی سطح در 
 به وابسته اسيدها سالویانوليک و LA توليد دیگر،سوی 
 ارتباط هيچ اما بود RAS حدی تا و TAT آنزیم فعاليت

 احتمالاً آنها توليد کنترل و نداشت PAL فعاليت با یدار معنی
 شود. می انجام رونویسی از پس سطوح در بيشتر

 آنزیم فعاليت از حاصل فرآورده که است شده مشخص
PAL سمت به کشی کانال از قبل پروپانوئيد، فنيل مسير در 

مانند  متنوعی بيوسنتزی مسيرهای وارد تواند می RA بيوسنتز
 ليگنين، ایزوفلاونوئيدها، و فلاونوئيدها بيوسنتز

 ,Voght) شود ها تانن و ها استيلبن ها، کومارین ها، آنتوسيانين

 از مشتق مسير در TAT آنزیم وردهآفر مقابل، در (.2010
مانند  محدودتری های متابوليت توليد سمت به تيروزین،

 Ru et) شود می کشی کانال ها پلاستوکوئينون و توکوفرول

al., 2017.)  گياه در که دارد وجود احتمال اینالبته 
 های متابوليت شدن مصرف دليل به نيز مشهدی گلی مریم

 فنلی ترکيبات سایر توليد برای پروپانوئيد فنيل مسير حدوسط
 کمتری سهم تيروزین از مشتق مسير با مقایسه در مسير این
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 آن از مشتق اسيدهای سالویانوليک و RA بيوسنتز دررا 
 باشد. داشته
 گياه سن افزایش باکلی باید گفت که  گيری نتيجهعنوان  به
 اسيدهای محتوای رویشی، رشد دوره در مشهدی گلی مریم
 رویشی رشد اواخر در یافت. افزایش ها برگ در فنلی

 اسيد کافئيک و اسيد رزمارینيک برگی(، 24 )مرحله
 ليتوسپرميک و بودند برگ در فنلی اسيدهای ترین فراوان

 حضور کمتری مقادیر در اسيدها سالویانوليک و اسيد
 و TAT و RAS های ژن بيان و گياه سن بين داشتند.

 اسيد رزمارینيک تجمع با ژن دو این بيان بين چنينهم
 اسيد ليتوسپرميک توليد داشت. وجود قوی مثبت همبستگی

 TAT فعاليت با نزدیک ارتباط نيز اسيدها سالویانوليک و
 افزایش فنولوژی، از مرحله این در که رسد می نظر  به .داشت

 فعاليت افزایش از ناشی عمده طور به اسيد، رزمارینيک
TAT فعاليت با مقایسه )در باشد تيروزین از مشتق مسير در 
PAL که شود می پيشنهادرو  ازاین پروپانوئيد(. فنيل مسير در 

 از برداری بهرهبرای  گياه، پرورش و کشت صورت در
 رشد دوره اواخر آن، در موجود فنلی اسيدهای خواص
 شود. گرفته نظر در برداشت زمان بهترین عنوان به رویشی

 و مخمر( )عصاره زیستی های تازن از استفاده علاوه، به
 از مشتق مسير که نقره( و جاسمونات )متيل غيرزیستی

 و TAT های ژن بيانی بيش یا و کنند می تحریک را تيروزین
RAS سازی بهينهبرای  مناسب راهکارهای عنوان به توانند می 
آینده  تحقيقات در آن مشتقات و اسيد رزمارینيک توليد

 گيرند. قرار مورد توجه
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 طرح اجرای برایرا  لازم  هزینه و امکانات که مشهد

 .گردد تشکر می نمودند فراهم 61148 شماره باذکرشده 
 و شيمی های زمایشگاهآاندرکاران  از دست همچنين

 تحقيقاتی آزمایشگاه و شاهد دانشگاه گياهی فيزیولوژی
 سازی فراهم با که سلامی دکتر OMICS تخصصی گروه

 این پيشبرد در مولکولی و فيتوشيميایی هایزناليآ امکانات
 شود. می قدردانی داشتند، بسياری سهم طرح
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Abstract 
      Salvia leriifolia Benth. is one of the native Iranian medicinal plants which has been received 

attention in recent years due to its numerous therapeutic properties. The pharmaceutical 

properties of this species have been attributed to the presence of phenolic compounds, especially 

phenolic acids. The present study investigated the effect of plant age (phenology) on the gene 

expression and activity of phenolic acid-biosynthetic enzymes. Plant seeds were collected from 

Torbat-e-Heydariyeh (Khorasan Razavi province, Iran) and planted under greenhouse 

conditions. Leaves were sampled at 8-, 16- and 24-leaf stages of the growth period. Total 

contents of phenols, flavonoids, and phenolic acids were measured using spectrophotometry, 

and the phenolic acid profile was determined by high-performance liquid chromatography 

(HPLC). The activities of phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and tyrosine aminotransferase 

(TAT) were measured by spectrophotometry, and the activity of rosmarinic acid synthase (RAS) 

was evaluated by HPLC. The relative expression of the corresponding genes was quantified by 

RT-PCR. The results showed that the content of all phenolic compounds and the activities of 

TAT and RAS enzymes/genes increased significantly (P≤0.05) with increasing plant age. At the 

24-leaf stage, the total content of phenols, flavonoids, and phenolic acids were 3.47-, 2.80-, and 

7.78-fold of those measured at the 8-leaf stage, respectively. The concentration of rosmarinic 

acid and caffeic acid (0.69 and 0.36 mg/g DW at the 8-leaf stage, respectively) increased by 

3.41- and 4.05-fold during the vegetative growth, respectively. Lithospermic acid and 

salvianolic acids had a smaller share of total phenolic acids (0.01-0.06 mg/g DW at the 8-leaf 

stage), and their contents increased 2- to 10-fold with increasing plant age. Also, a strong 

positive correlation was observed between plant age and phenolic acid accumulation and 

between plant age and the activity and gene expression of TAT and RAS. TAT enzyme might 

play the main role in the biosynthesis of rosmarinic acid compared to PAL. 

 

Keywords: Tyrosine aminotransferase, rosmarinic acid, rosmarinic acid synthase, vegetative 

growth, phenylalanine ammonia lyase, Salvia leriifolia Benth. 

 


