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چکیده

هـاي آنتـی اکسـیدانت و برخـی     بـر رشـد، فعالیـت آنـزیم    NOعنوان عامل تولید کننـده  در این تحقیق، اثر سدیم نیتروپروساید به: هدف
. مورد بررسی قرار گرفتهاي بادرنجبویه هاي فیزیولوژیک در کشت گیاهچهشاخص

میکرو 100و 50، 25، 0(هاي مختلف نیتروپروساید با غلظتهااهچهیگهاي بادرنجبویه،پس از راه اندازي کشت گیاهچه: هامواد و روش
یـدي و فعالیـت   هاي ثانوي، میزان پراکسیداسـیون لیپ روز جهت بررسی رشد، میزان پروتئین، متابولیت10ها بعد از آن. تیمارشدند) مولار
.هاي آنتی اکسیدانت برداشت شدندآنزیم

میزان ترکیبات فنولی ، فلاونوئیـد کـل و   . نتایج نشان داد با افزایش غلظت سدیم نیترو پروساید رشد و میزان پروتئین کاهش یافت: نتایج
يپراکسیداسیون لیپیـد محصولعنوانبهئید میزان مالون دي آلدهمچنین . تحت تاثیر سدیم نیترو پروساید افزایش نشان دادآنتوسیانین

میکرو 25و 50هاي ترتیب در غلظتبهدر پاسخ به تنش اکسیداتیوکاتالاز و پراکسیدازهاي فعالیت آنزیم. یافتافزایش دار طور معنیبهنیز 
.کاهش نشان دادمیکرو مولار100ها در غلظت که فعالیت آنزیممولار سدیم نیترو پروساید افزایش یافت در حالی

. رسـاند به آسـیب غشـا سـلولی آسـیب مـی     NOعنوان مولد طور کلی نتایج این تحقیق نشان داد سدیم نیترو پروساید بهبه: نتیجه گیري
، شـده آزاد تولیـد  با رادیکالمقابلهبراي . شودها میدر آنتنش اکسیداتیو هاي بادرنجبویه کاهش داده و سببگیاهچهدر بنابراین رشد را 
.یافتی افزایش تاکسیدانهاي آنتیفعالیت آنزیمهاي ثانوي و میزان متابولیت

.دایاکسکیترینهاي ثانوي، اي، متابولیتشهیکشت درون شت، بادرنجبویه، دانیاکسیآنتيهامیآنز:واژگان کلیدي
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مقدمه

Melissa officinalis)بادرنجبویه L.)دارویـی گیاهـان ازیکی
کهبسیارياهمیتوثانويهايمتابولیتدلیل تولیدبهکهاست

غذایینیز صنایعوبهداشتیوآرایشیصنایعپزشکی،در مصارف
تولیـد درداروئـی گیاهکاربرد این.استتوجهموردبسیاردارد،
اسـت، یافتـه گسترشجهاندرو غذائیبهداشتیآرایشی،مواد

مـوثره  مـواد گیـاهی هـاي ویژگیکیفیتوکمیتبهبودبنابراین
یابزار مهم ـیاهیگبافتکشت .استضروريامريموجود،مهم
دی ـمهـم آن تول ياز کاربردهایکی. استیاهیگيوتکنولوژیدر ب

از یک ـیعنـوان بـه یاهیگبافتکشت . ثانوي استيهامتابولیت
ثـانوي  يهـا متابولیـت دیتوليبراریپذدیو تجدنیگزیمنابع جا

يهـا در سـال یقابل تـوجه يهاپژوهش. )1(شناخته شده است
يهـا متابولیـت دی ـمحدود کننده توليدرك فاکتورهايبراریاخ

هـا را  آندی ـتولشیافزايهاصورت گرفته و راهاهانیثانوي در گ
شـامل  هـا ياستراتژنیا. مشخص نموده استin vitroدر کشت 
يسـاز نـه یکشـت، به طیمح ـيسازنهیبه،یسلولنیانتخاب لا

يو کشت دو فازتوریسیالرینظژهیويهاکیکشت و تکنندیآفر
يآزاد بوده که داراکالیراد) NO(دایاکسکیترین). 2(باشدمی
یاهی ـگيهاسلولدر یکیولوژیزیفيامدهایاز پياگستردهفیط

نی ـانگیگنالینقش س ـریمطالعات متعدد اخ. باشدمیيو جانور
يهـا مهـم رشـد، نمـو و پاسـخ    ينـدها یآفرمیمولکول را در تنظ

ــاع ــت  یدف ــوده اس ــرح نم ــتول). 3(مط ــتNOدی ــا و در باف ه
،یسـت یزری ـغيهـا معمولا در پاسخ بـه تـنش  یاهیگيهاسلول

. دهـد یرخ م ـیقـارچ يتورهایسیاليهاها و چالشحمله پاتوژن
، NOنقــش نیتــراســت کــه احتمــالا برجســتهنیــاعتقــاد بــر ا

. هـا اسـت  مقابل تـنش دریدفاعيهاپاسخمیو تنظنگیگنالیس
در اهـان یحفاظـت گ يبـرا یاهی ـثانوي گيهامتابولیتوسنتزیب

بقـا تحـت   ای ـهـا، و  خـواران، پـاتوژن  اهیمقابل حمله حشرات، گ
NOدیرو، القا تولنیاز ا. گزارش شده استیستیزریغيهاتنش

يهـا متابولیـت وسـنتز یبکی ـدر ارتباط با تحرتورهایسیتوسط ال
مطالعـات  ). 4(ذکر شده است ییبا خواص دارواهانیدر گثانوي 

ثـانوي از  يهـا متابولیـت دی ـدر تولNOنشان داده اند کـه  یقبل
ها و تاکساننینیسیآرتمن،یکاتارانتن،یپرسیها، هنیساپونلیقب

 ـا.دخالت داردیاهیگيهاها و سلولدر بافت از هـا متابولیـت نی
يسازنهیبهيبرا. هستنديازارزشمند در داروساریبسباتیترک
امی ـانتقـال پ ریشـناخت مس ـ ،ثـانوي يهامتابولیتيتجاردیتول
مهـم  اریثانوي بس ـيهامتابولیتدیدر تولتوریسیالریاز تاثیناش

عمل آمده از منابع مختلف نشان داد که بهيهایبررس).5(است 
دیــو تولهیــبــر کشــت بافــت بادرنجبوNOریدر ارتبــاط بــا تــاث

یق ـیتـاکنون تحق اهی ـگنی ـدر اتوسـط آن يثـانو يهاتابولیتم
بـر  NOاثـر  یبررسقیتحقنیلذا هدف از ا. صورت نگرفته است

کیولوژیزیفيهاشاخصگریو ديثانويهامتابولیتدیرشد و تول
.باشدمیهیبادرنجبوییدارواهیدر کشت بافت گ

هامواد و روش

بتـدا بـذرهاي گیـاه    در ایـن تحقیـق ا  :کشت و اعمـال تیمـار  
، آگـار  =7/5pH)درصدMS)50بادرنجبویه در محیط کشت  

بـدون هورمـون کشـت    تریگرم در ل15سوکروز تر،یگرم در ل8
دی ـمنبـع تول (دیتروپروساینمیسد.ندشدایجاد هاگیاهچهشده و 
مولار جهت تیمار میلی10و 5، 5/2هاي با غلظت)NOکننده 

شـاهد در  عنوانبهNOهاي فاقد کشت. رفتمورد استفاده قرار گ
روز از  اعمال تیمـار، گیاهـان   10پس از گذشت . نظر گرفته شد

. برداشت شده و مورد آنالیز قرار گرفتند

رشـد گیـاه از طریـق    :اندازه گیري رشد و میـزان پـروتئین  
هـا  غلظـت پـروتئین نمونـه   . دست آمدهگیري وزن خشک باندازه

هاي براي تعیین غلظت پروتئین. تعیین شد)6(روش برادفورد به
ي میکرولیتـر در لولـه  100ها از هرعصاره پروتئینی مقـدار  نمونه

لیترمحلول برادفورد به آن اضـافه شـد و   میلی1آزمایش ریخته و 
دقیقـه  5مـدت حـداقل   ها و ماندن بـه پس از ورتکس کردن لوله

مترتوسـط  نانو595ها درطول مـوج  دردماي اتاق، مقدارجذب آن
,Perkin Elmer(اسپکتروفتومتر  Lambda سنجیده شد، ) 650

استاندارد آلبومین سرم گـاوي غلظـت   سپس با استفاده از نمودار
.دست آمد هها بپروتئین نمونه

میزان ترکیبات فنلی کل :اندازه گیري میزان ترکیبات فنلی
حسـب و بر) 7(سـیوکالتیو -سنجی فـولین بر اساس روش رنگ

انـدازه  نانو متر 765در طول موج اسید گالیکی استانداردمنحن
گـرم نمونـه منجمـد شـده     1/0بدین ترتیب که ابتدا . گیري شد

مـدت بـه درصد همگن شـد و  80لیتر متانولگیاهی در سه میلی
درجـه  70در دمـاي ) حمـام آب گـرم  (سه ساعت در بـن مـاري   

تمـد بـه g (9000(سـپس بـا سـرعت    .گراد گذاشته شدسانتی
وژ شد و عصاره متانولی از رسوب جـدا  سانتریف) دو بار(دقیقه 15

عصــاره متــانولی بــراي ســنجش فنــل کــل، فلاونوئیــدها و . شــد
میکرولیتـر عصـاره   50بـه  . ها مورد استفاده قـرار گرفـت  فلاونول
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به . اضافه شدسیوکالتیو-فولینمیکرولیتر محلول500متانولی، 
میکرولیتر محلـول سـدیم   500مخلوط حاصل بعد از پنج دقیقه 

دقیقه در طول 10کربنات هفت درصد اضافه شد و جذب بعد از 
. نانو متر خوانده شد765موج 

منظورسنجش فلاونوئیـد  به:اندازه گیري میزان فلاونوئید کل
لیترمحلـول  میلـی 3گرم نمونه منجمد شده گیـاهی بـا   1/0کل، 

در 1:99بت اسیداسـتیک بـه نس ـ  : متانول اسیدي شامل متـانول 
. دور سانتریفوژ شد6000دقیقه در15مدتبه. هاون سائیده شد 

80دقیقه در حمام آب گـرم بـا دمـاي    10مدتبهمحلول رویی 
ها پس از سرد میزان جذب نمونه. گراد قرارداده شد درجه سانتی

270،300،330طــول مــوج 3شــدن توســط اســپکتروفتومتردر 
سبه غلظت فلاونوئیدها ، از ضـریب  براي محا. شد خواندهنانومتر 

.)8(استفاده شد M-1cm-133000خاموشی

بـراي سـنجش آنتوسـیانین،    :اندازه گیري میزان آنتوسیانین
متـانول و  (لیترمتـانول اسـیدي   میلی3گرم نمونه گیاهی در1/0

خوب سائیده و سـپس عصـاره   ) 1: 99اسیدکلریدریک به نسبت 
محلـول  . ور سـانتریفوژ شـد   د6000دقیقه در15مدتبهحاصل 
یک شب در تاریکی قرارداده شد و بعد جذب آن در مدتبهرویی 

براي . نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومترخوانده شد550طول موج 
-M-1cmمحاسـبه ي غلظـت آنتوسـانین، از ضـریب خاموشـی     

.) 9(استفاده شد 133000

تعیین میزان پراکسید هیدروژن 
لیتـر میلی4ازنمونه منجمدشده روي یخ با گرم 1/0بدین منظور

ه همگن شـدن سـائیده و سـپس    تري کلرواستیک اسید تا مرحل
5/0سپس به . شدند) دقیقه 15مدتبهدور ، 6000(وژ سانتریف

لیتـر بـافر فسـفات سـدیم     میلی5/0لیتراز محلول روشناور، میلی
)7mM, PH10 ( ب لیتر یدید پتاسیم اضافه شد و جذمیلی1و

بـا  . شـد خوانـده نانومتر با اسـپکترفتومتر  390آن در طول موج 
شد خواندهاستفاده از منحنی استاندارد مقدار پراکسید هیدروژن 

)10.(

ها بـا انـدازه گیـري    میزان آسیب به غشا:بررسی تمامیت غشا
فـرآورده نهــایی  عنـوان بـه (MDA)دي آلدئیـد مقـدار مـالون  

گیـري میـزان نشـت    و با انـدازه سیون لیپیدهاي غشاها پراکسیدا
تعیـین  هاسلولاز غشاي (Electrolyte leakage)ها الکترولیت

گـرم از نمونـه   1/0میـزان  MDAانـدازه گیـري   منظـور به. شد
10(TCA)تري کلرواسـتیک اسـید   لیترمیلی4منجمد شده با 

، سـانتریفوژ  هـا پـس از همگـن سـازي    نمونه. سائیده شد درصد
از لیتــرمیلـی 1بـه  . شـدند  ) دقیقـه  15مـدت بـه دور ، 6000(

(TBA)تیوباربیتوریـک اسـید   لیترمیلی1هاي صاف شده ،نمونه

درجـه  100نـیم سـاعت در دمـاي    مدتبهاضافه و درصد25/0
بـا انـدازه گیـري جـذب     MDAمیـزان . گراد قرارداده شدسانتی

نــانومتر بــا اســتفاده از ضــریب 600و532درطــول مــوج هــاي 
).11(محاسبه گردید (mM-1cm-1 155)وشی خام

1/0بـدین منظـور مقـدار   :اندازه گیري فعالیت آنزیم کاتالاز
mMبافرسدیم فسفاتلیترمیلی3گرم از نمونه منجمد شده در

25)1/6pH (دور و دماي 6000عصاره گیري و مخلوط اخیر در
از . وژ گردیـد دقیقـه سـانتریف  20مـدت بـه گـراد  درجه سـانتی 4
سپس . حلول روشناور براي سنجش فعالیت آنزیمی استفاده شدم

، هیدروژن )mM25)8/6pHمخلوط واکنش شامل بافرفسفات
فعالیت کاتالاز بـا  . و عصاره آنزیمی تهیه گردیدmM10پراکسید

توجه به روند تجزیه هیدروژن پراکسید و درنتیجه کاهش جـذب  
رســنجیده و نانومت240آن درطــول یــک دقیقــه در طــول مــوج 

کلیـه  . گرم پـروتئین عصـاره آنزیمـی محاسـبه شـد     ازاي میلیبه
).12(مراحل استخراج آنزیمی روي یخ انجام گرفت

بدین منظور :دازیپراکساکولیگااندازه گیري فعالیت آنزیم
مـولار  میلی60گرم نمونه منجمد شده در بافرفسفات سدیم 1/0
)1/6pH ( قیقـه سـاییده و سـپس    د2مدتبهدر  هاون روي یخ

30مدتبهدور، 6000(وژ ها پس از همگن سازي، سانتریفنمونه
60کــنش شــامل بافرفســفات ســدیم مخلــوط وا. شــدند) دقیقـه 

ــولار میلــــی ــاکول )1/6pH(مــ ــولار و 28، گایــ میلــــی مــ
جذب آن در طول یک دقیقه . مولار بودمیلی5پراکسیدهیدروژن 

صـورت  عالیـت آنـزیم  بـه   و فقرائـت نـانومتر  420در طول موج 
میکرومولار گایاکول در دقیقه درگـرم وزن تـر   1پراکسیداسیون 

).13(شدبیان 

نتایج

بر رشد و میزان پروتئین NOاثر
ي دارمعنـی طـور بـه NOمختلف هايکه غلظتدادنشاننتایج

)05/0p رشـد  غلظـت، افزایشبا.دادکاهشراوزن خشک)≥
بـر گرممیلی100غلظتکهطوريبهنشان داد،بیشتريکاهش

درصد کاهش60میزانبهرارشدمیزانلیتر سدیم نیتروپروساید
داري طور معنیها بهدر تمامی غلظتهاگیاهچهوزن خشک .داد
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میـزان پـروتئین نیـز    . )a1شـکل  (هاي شاهد بـود کمتر از نمونه
داري بـین  تفـاوت معنـی  NOهـاي مختلـف   ثیر غلظـت اتحت ت
بیشـترین  . گرم بر لیتر مشـاهده نشـد  میلی50و 25اي هغلظت

گرم بر لیتـر میلی50در غلظت هاسلولمیزان کاهش زنده مانی 
شکل (هاي شاهد مشاهده شددرصد نسبت به نمونه22میزان به
b1(.

) ارمعی ـانحـراف (±SEتکرار و3نیانگینشان داده شده مریدمقا. هیبادرنجبواهچهیدر کشت گنیپروتئزانیم) bووزن خشک) aي روNOاثر :1شکل 
.دار ندارندیتفاوت معندرصد5در سطح يحرف مشترك از نظر آماريدارايهانیانگیم. باشدمی

فنول کل، فلاونوئید کل، آنتوسیانین زانیمبرNOاثر 
 ـ طـور  بـه NOي مختلـف  هـا غلظـت ثیر امیزان فنول کل تحت ت

بـا افـزایش   که طوريیافت، بهافزایش بت به شاهدداري نسمعنی
). a2شـکل  ( ل کل نیز افـزایش یافـت   غلظت میزان ترکیبات فن

میلی50و 25ي هاغلظتمیزان ترکیبات فلاونوئیدي تحت تاثیر 
هـاي  ي با نمونـه دارمعنیلیتر سدیم نیتروپروساید تفاوت برگرم

لیتـر میـزان   بـر گـرم میلـی 100شاهد نشان داد ولی در غلظت 
طـور  برابر نسبت به شـاهد بـه  5/2میزان ترکیبات فلاونوئیدي به

طور میزان آنتوسیانین نیز به). b2شکل (ي افزایش یافتدارمعنی
هاي مختلـف سـدیم نیتروپروسـاید    ثیر غلظتاي تحت تدارمعنی

شکل (هاي شاهد افزایش یافتي نسبت به نمونهدارمعنیطور به
c2.(
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3نیانگی ـنشـان داده شـده م  ریمقـاد . هی ـبادرنجبواهچهیدر کشت گنیانیآنتوس) cوکلدیفلاونوئ) bوفنل کلباتیترک) aبر میزانNOاثر :2شکل 
.ندارنددارمعنیتفاوت درصد5در سطح يحرف مشترك از نظر آماريدارايهانیانگیم. باشدمی) ارمعیانحراف(±SEتکرار و

پراکسیداسـیون  و پراکسـید هیـدروژن  بر مقدار NOاثر 
لیپیدها 

شاخصی از عنوانبهکه مقدار پراکسیداسیون لیپیدهاي غشایی 
تـر یلبرگرمیلیم50و25يهاغلظتثیر ا، تحت تباشدمیتنش 

نشـان  ي دارمعنـی نسبت به شاهد افـزایش  سدیم نیترو پروساید 

گرم میلی25و غلظت هاي شاهد ي در نمونهدارمعنیتفاوت .داد
نشـان b3که شـکل  يطورهمان). a3شکل(بر لیتر مشاهده نشد 

شیباعـث افـزا  سدیم نیترو پروسـاید  مختلفيهاغلظتدهدیم
05/0p(دارمعنی بـا سـه یدر مقادروژنی ـهدیمقدار پراکس ـ) ≥
.شدشاهد
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SEوتکـرار  3مقادیر نشان داده شده میـانگین  .گیاهچه بادرنجبویهدر کشت مالونین دي آلدئید ) bپراکسید هیدروژن و) aمیزانرويNOاثر :3شکل

.ندارنددارمعنیتفاوت درصد5هاي داراي حرف مشترك از نظر آماري در سطح میانگین. باشدمی) انحراف معیار(±

دازیپراکساکولیگابر فعالیت آنزیم هاي کاتالاز و NOاثر 

نشـان  نیتروپروسایدسدیمثیرانتایج فعالیت آنزیم کاتالاز تحت ت
گـرم یلیم50و25يهاغلظتباشدهتیماريهاگیاهچهدرداد
طـور  هـاي شـاهد بـه   نمونـه بـه نسـبت آنزیماینفعالیتتریلبر

کـه بیشـترین میـزان فعالیـت     طـوري ي افزایش یافت بهدارمعنی
بـا افـزایش   . مشاهده گردیدتریلبرگرمیلیم50آنزیم در غلظت 

میزان فعالیت آنزیم کاهش یافـت  تریلبرگرمیلیم100غلظت تا 
. )a4شـکل  (ي با شـاهد نشـان نـداد    دارمعنیکه تفاوت طوريبه

تـر یلبـر گرمیلیم25فعالیت آنزیم پراکسیداز تحت تاثیر غلظت 
. ي نسبت به شاهد نشـان داد دارمعنیطور نیتروپروساید بهسدیم

که در طوريبا افزایش غلظت میزان فعالیت آنزیم کاهش یافت به
همچنان از شاهد بیشتر بود ولـی در  تریلبرگرمیلیم50غلظت 
فعالیـت آنـزیم   دارمعنـی کـاهش  تـر یلبرگرمیلیم100غلظت 

.  )b4شکل (نسبت به شاهد مشاهده شد 
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3مقـادیر نشـان داده شـده میـانگین     .گیاهچـه بادرنجبویـه  در کشت دازیپراکساکولیگاآنزیم ) bآنزیم کاتالاز و) aفعالیت میزانرويNOاثر :4شکل
.ندارنددارمعنیتفاوت درصد5هاي داراي حرف مشترك از نظر آماري در سطح میانگین. باشدمی) انحراف معیار(±SEوتکرار 

بحث
NOفعـال  هـاي گونـه متابولیسـم درکننـده تنظـیم عنـوان به
نیتروپروسـاید سـدیم ).15و 14(کنـد  عمـل ) ROS(ژنیاکس
5/0هريازابهکه) 16(استNOمهمهايکنندهتولیدازیکی
لیتـر بـر میکرومـول 2حـدود تولیـد بـه قادرلیتربرمولمیلی

ثیر ادر تحقیــق حاضــر تحــت تــ).17(باشــد مــیNOرادیکــال
رشد و میـزان پـروتئین   دیتروپروساینمیسدي مختلف اهغلظت

ازیکـی NOرادیکـال . اي بادرنجبویه کاهش یافتهدر گیاهچه
پاسخبروزدنبالاست و بهH2O2کرد عوامل تقویت کننده عمل

H2O2توسـط شدهالقاسلولیمرگافزایشباعثNOسلولی،

ثیر اکاهش رشد و افزایش مرگ سـلولی تحـت ت ـ  ). 18(د شومی
19(گزارش شده اسـت  دیتروپروساینمیسدي مختلفهاغلظت

).20و 

پاسخو) 22و 21(سیگنالانتقالدرNOمطالعات اخیر نقش
).23و 22(یید کرده اسـت اتزیستیغیروزیستیهايتنشبه

گزارش شـده  NOثیراي ثانوي تحت تهامتابولیتافزایش تولید 
Echinacea purpureaمـویی هاي شهیکه ریهنگام). 4(است

قــرار تیمــار، تحــت دیتروپروســاینمیســدکرومــولاریم100بــا 
دیو مشـتقات اس ـ دهای ـفلاونوئ،یفنل ـترکیبـات  گرفتند، تجمع 

بـا  هـا متابولیـت نشـان داد و  ایـن افـزایش در    شیافزاکافییک
دیسوپراکس ـی نظیـر تدانیاکس ـیآنت ـافزایش فعالیـت سیسـتم   

همـراه بـود   کیاسکوربدیو اسدازیکسآسکوربات پراسموتاز،ید
متیـل آن یعنـی اسـتر متیلیاچه اسید جاسمونیکاگر). 24(

سـیگنال مطرحـی   هايمولکولسالیسیلیک،اسیدوجاسمونات
گیـاه را تشـکیل   دفاعیهايسیستم پاسخازهستند که بخشی

را ازثـانوي يهامتابولیتبیوسنتزگیاهتوانند درمیدهند ومی
اما همـه ،)5(تحریک نمایند مجزاسیگنالینگسیرهايمطریق

را وسـاطت  ثـانوي يهـا متابولیـت تولیدNOباتعاملدرهاآن
چینی سرخداريهاسلولدرNOمثال تولیدعنوانبه. کنندمی

میکرومـولار افـزایش   300تـا 50ازجاسـمونات متیـل تیماربا
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متیــلدوزبــهوابســتهتحریــکدهنــدهنشــاننشــان داد کــه
تحقیق حاضر نیز میزان ترکیبـات  در ).25(باشدمیجاسمونات

ي هـا غلظـت ثیر الی کل و فلاونوئید کل و آنتوسیانین تحت توفن
هاي اکسیژنگونه. افزایش نشان داددیتروپروساینمیسدمختلف 
از جملـه  ROS(Reactive Oxygen Species)یـا  گرواکنش

نش اکسـیداتیو بـوده کـه    پراکسید هیدروژن از عوامل مهم در ت
ثیر اطور قابل توجهی رشد سلول و متابولیسم ثانویه را تحت تهب

که کلیه تیمارها باعث القـاي تولیـد   با توجه به این. دهدقرار می
شود که از این طریق رشد پراکسید هیدروژن گردیدند تصور می

.اندکاهش دادهرا 

توانـد مـی ) MDA(لیپیـد پراکسیداسـیون سـرعت کـه آنجااز
هـاي اسـترس بهنسبتگیاهانحساسیتیاتحملدهندهنشان

ــیداتیو ــد اکسـ ــهدر).26(باشـ ــنادامـ ــژوهشایـ ــزانپـ میـ
. ي بادرنجبویه بررسـی شـد  هاگیاهچهآلدئید در کشت ديمالون

ــنتــایجاســاسبــر ــاآمــدهدســتهب ســدیمغلظــتافــزایشب
لـذا . تیاف ـافـزایش نیـز آلدئیـد ديمـالون میزاننیتروپروساید

يالقـا باعـث NOمولکـول تولیـد افـزایش کـه گفـت توانمی
ســدیمبــاتیمــارتحــتيهــاگیاهچــهدراکســیداتیواســترس

وآنزیمـی غیرهايروشگیاهان با استفاده از. شدنیتروپروساید
هـا آنتخریبیاثروحذفراآزادهايرادیکالتوانندمیآنزیمی

هـاي آنـزیم ازاسـتفاده بـا گیاهآنزیمی،روشدر. کمتر کنندرا
کاتـالاز دیسموتاز،اکسیدسوپرمانندآزادرادیکالکنندهخنثی

نقـش  پراکسیدازوهاي کاتالازآنزیم.کنندعمل میپراکسیدازو
ها در گیاهان دارند، بسـته بـه   ROSمهمی در غیر فعال کردن 

ها در گیاهان تغییـر  گونه گیاهی و شدت تنش میزان فعالیت آن
).27(کند می

هـاي آنـزیم فعالیـت درداريمعنـی افـزایش حاضـر مطالعـه در
بـه منجـر اگزوژنNOازاستفاده. شدمشاهدهیتاکسیدانآنتی

پراکسـیداز و کاتـالاز در ریشـه خیـار     هايآنزیمفعالیتافزایش
مختلـف هـاي غلظـت در تحقیق دیگر تحت تـاثیر ). 15(گردید 
فعالیـت زمینی میزانسیبهگیاکالوسدرنیتروپروسایدسدیم
با افـزایش میکرومولار 40غلظت تاسوپراکسیددیسموتازآنزیم
. میزان فعالیت آن کاهش یافتبعديهايغلظتدروبودهمراه

40غلظـت  تـا کاتـالاز وپراکسـیداز هايآنزیمفعالیتطرفیاز
فعالیـت بعـد بهغلظتاینازبا کاهش همراه بود ومیکرومولار

مختلـف هـاي بـه گـزارش  توجـه بـا ). 28(افزایش یافـت  آنزیم
وبودهغلظتبهوابستهNOاثرکهگرفتنتیجهچنینتوانمی

فیزیولوژیکیاثراتدارايمختلفمحیطیشرایطوهاغلظتدر
در تحقیــق حاضــر نیــز افــزایش فعالیــت ). 15(اســت متفــاوتی

که طوريبههاي کاتالاز و پراکسیداز وابسته به غلظت بوده آنزیم
ترتیب هاي کاتالاز و پراکسیداز بهبیشترین میزانت فعالیت آنزیم

سدیم نیتـرو پروسـاید   تریلبرگرمیلیم25و 50ي هاغلظتدر 
هـا  فعالیت آنزیمتریلبرگرمیلیم100مشاهده شد و در غلظت 

. کاهش یافت
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روسـاید، نیتروپسدیمغلظتمیزانافزایشباحاضر،تحقیقدر
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Abstract

Aim: In this study, sodium nitroprusside effect as a producer of NO on growth, antioxidant enzyme
activities and some physiological parameters in in vitro cultured Melissa officinalis seedlings were
studied.

Material and methods: After establishment of Melissa officinalis seedling culture, seedlings were
treated with different concentrations of sodium nitroprusside (0, 25, 50 and 100 µM). Then, they were
harvested for growth, protein content, secondary metabolites, lipid peroxidation level and antioxidant
enzymes activities analysis after 10 days.

Results: Results showed that growth and protein content decreased with increasing concentration of
sodium nitroprusside. Phenolic compounds amount, total flavonoids and anthocyanins increased by
sodium nitroprusside. Also Malondialdehyde content as lipid peroxidation product was significantly
increased. In response to oxidative stress, chatalase and peroxidase enzymes activities were
respectively increased at 50 and 25 µM sodium nitroprusside while enzymes activities showed
decreasing at 100 µM.

Conclusion: Overall, the results indicate that sodium nitroprusside as NO producer damage the cell
membrane. Therefore reduced Melissa officinalis seedling growth and caused oxidative stress in them.
To overcome produced free radical, secondary metabolites amounts and antioxidant enzymes
activities were increased.

Keywords: Antioxidant enzymes, Melissa officinalis, in vitro culture, secondary metabolites, Nitric
oxide.
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