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چکیده

هـاي بیوشـیمیایی   شاخصومارینسیلیدیتولوعنوان الیسیتور، بر رشد به)کمیمولکولوزنبا(توزانیمختلف کيهاغلظتاثرات:هدف
. هاي مویین گیاه خار مریم بررسی شددر ریشه

هـاي  به محـیط کشـت ریشـه   ) کشتمحیطلیترمیلی50درگرمیلیم30و20، 10، 5، 0(هاي مختلف کیتوزان غلظت: هاروشمواد و 
،مـارین سـیلی مقـدار . ساعت پس از تیمار انجام شـد 120و 96، 72، 48، 24، 12اضافه شد و نمونه برداري ) روزه30(مویین خار مریم

.گیري شدها اندازهدر نمونهH2O2یداز، آسکوربات پراکسیداز و میزان هاي گایاکول پراکسآنزیمفعالیت

زی ـنمـارین سـیلی تجمـع  . گرم کیتوزان در محیط کشت مشاهده شدمیلی10ساعت پس از اعمال 96و48وزن خشک نیشتریب: نتایج
mg g-1شاهد، بـه  يهادر نمونه37/0از ياطور قابل ملاحظهبه DW19/1ازشـتر یببرابـر 4/1کـه د،یرس ـشـده مـار یتيهـا نمونـه در

دیخـود رس ـ زانی ـمنیشـتر یبـه ب مـار یسـاعت پـس از ت  120فعـال شـد و   تـوزان یکلهیوس ـهبدازیپراکساکولیگا. بودکنترليهانمونه
FW min-1)∆ODg-186/21(،ازپسساعت96تادازیپراکسسکورباتآمیآنزفعالیتیشیافزاروند. بودکنترلازشتریببرابر2/2که

ODg-1∆(کرددایپادامهاعمال FW14/5.(

مهـار  شیافـزا جـه یها در نتمیآنزتیفعالشیافزا. شودیممارینسیلیتجمع شیباعث افزاتور،یسیالنینشان داد که اجینتا: گیرينتیجه
. استتوزانیال شده توسط کاعميهاواکنش به تنشنیافتد و مبیآزاد اتفاق ميهاکالیراد

نییموشهیرها،فلاونولیگنانالیسیتور،:واژگان کلیدي
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مقدمه

اي بومی مناطق مدیترانه) Silybum marianum(گیاه خار مریم 
). 1(صورت وحشی در اکثر مناطق جهان رویش دارداما به،است

مشـاهده منـاطق شـمالی و غربـی ایـران     ازياریبسدراهیگنیا
گیاه، بخش دارویـی آن را تشـکیل   هاي رسیده میوه). 2(شود می
عنـوان گیـاه دارویـی در    قرن بـه چندین گیاه خار مریم . دهدمی

.گرفتـه اسـت  کبـدي مـورد اسـتفاده قـرار     يهـا بیمـاري درمان 
. هسـتند مـارین سـیلی درصـد 4الـی  1هاي خشک حـاوي  دانه

، کـه شـامل   دباش ـمـی ترکیبی از سـه فلاونولیگنـان   مارینسیلی
و تاکسـی فـولین   سیلیبین، سـیلی دیـانین و سـیلی کریسـتین     

.)3(باشدمیعنوان پیش سازبه

زیست فناوري،. ترین منبع تولید دارو هستندگیاهان دارویی مهم
هـاي گیاهـان   ابزار مهمی براي گزینش، ازدیـاد و حفـظ ژنوتیـپ   

شـرایط  هاي ثانویـه در تولید متابولیت. شونددارویی محسوب می
کشـت سوسپانسـیون سـلولی در گیاهـان     آزمایشگاهی خصوصـا 

کتورها نقش کلیـدي در  آبیورودارویی زیادي گزارش شده است
هـاي ثانویــه در بیوتکنولـوژي گیاهــان   تولیـد صـنعتی متابولیــت  

یـک روش  متابولیـت مهندسـی همچنـین  . کننـد دارویی ایفا می
باشـد مـی ثانویـه  هـاي  متابولیتدیتولافزایشبسیار قدرتمند در 

هــاي مـویین بــر پایـه آلـوده ســازي گیـاه بــا     کشـت ریشـه  ).4(
Agrobacterium rhizogenesعنوان روشی در دو دهه اخیر به

. هاي ثانویه بسیار رایـج شـده اسـت   مناسب براي تولید متابولیت
هاي مویین که نتیجه هاي ثانویه تولید شده توسط ریشهمتابولیت

.Aآلوده کردن گیاه توسط rhizogenesمشابه ،آینددست میبه
ها باشند و مقادیر آنهاي تولید شده در گیاه مادري میمتابولیت

آلوده کردن مراحلدر طول . برابر و یا بیشتر از گیاه مادري است
.Aباگیاه rhizogenes بخشی ازDNA  تحت عنـوانT-DNA

شده اسـت،  واقعRiکه در پلاسمید القا کننده ریشه یا پلاسمید 
هـاي در  کنـد و در نتیجـه ژن  هاي گیـاهی منتقـل مـی   به سلول

هاي گیاهی تکثیر هاي اندوژن سلولبردارنده این بخش مشابه ژن
).5(کنندپیدا می

ــزرگ ــه ب ــت ریش ــرین مزی ــد   ت ــالاي تولی ــوان ب ــویین، ت ــاي م ه
بسیاري از . هاي ثانویه در مقایسه با گیاهان مادري استمتابولیت
هاي ثانویه با ارزش که در شرایط طبیعی در ریشه سنتز متابولیت

شوند، اغلـب در ارتبـاط بـا تمـایز ریشـه هسـتند و حتـی در        می
هـاي هـوایی   اي که فقـط در قسـمت  هاي ثانویهمواردي متابولیت

یابنـد، قـادر بـه سـنتز و تجمـع در کشـت       یک گیاه تجمـع مـی  
).6(باشندهاي مویین نیز میریشه

زیستی یا شـیمیایی هسـتند  عواملع مختلفی از ها منابالیسیتور
. توانند سبب تغییرات فیزیولوژیکی در موجود زنـده شـوند  که می
هـاي شـیمیایی   سـبب ارسـال پیـام   یگیـاه سـلول  ها در محرك

هاي فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی شوند که در نتیجه آن پاسخمی
ولی ها بـه ترکیبـات و دیـواره سـل    محرك. را در پی خواهد داشت

کنند و در پی پاسخ به پیـام محـرك، سیسـتم دفـاعی     حمله می
هاي یونی کلسیم، شود و برخی از عوامل نظیر کانالگیاه فعال می

، اسیدي شدن سیتوپلاسـم،  GTPهاي متصل شونده به پروتئین
،قلیایی شدن خارج سـلول، انفجـار اکسـیداتیو و اکسـیژن فعـال     

د جاسمونیک اسید، تولید اکسید نیتریک، تولی،سالیسیلیک اسید
که نتیجـه آن تجمـع   شوندهاي دفاعی فعال میو بیان ژناتیلن

). 10و7،8،9(باشدمیهاي ثانویه متابولیت

هاي قارچی، توان کربوهیدراتاز جمله الیسیتورهاي کاربردي می
متیـل  . عصاره مخمر، متیـل جاسـمونات و کیتـوزان را نـام بـرد     

) Taxol(تاکسـول  سـیتور بـراي تولیـد    الیجاسمونات مـوثرترین 
Taxusدر chinensis جینســـنوئید و)Ginsenoside ( در

Panax ginseng11(باشدمی(.

و فـرم داسـتیله شـده    مشتق اصلی کیتین)Chitosan(کیتوزان
که در نتیجه داستیلاسیون آلکـالین کیتـین حاصـل    باشدمیآن 
هـا  برخـی از قـارچ  طور طبیعی در همچنین کیتوزان به.شودمی

باشدمیکه میزان آن بسیار کمتر از میزان کیتین گرددتولید می
ــاران Vasconsuelo). 13و12( ــان) 14(و همکـ ــد،نشـ دادنـ

عنــوان محــرك، باعــث افــزایش تولیــدبــهتــوزانیکازاســتفاده
.شــــودمــــیRubia tinctorumآنتراکوئینــــون در گیــــاه

Abdul rahman گزارش کردند که استفاده از )15(و همکاران ،
کشـت محرك کیتوزان سبب افزایش تجمع لیمونن و لینالول در 

بر اساس تحقیقات انجـام  . شودمیCitrus Grandisگیاه سلول
، نشــان داده شــد کــه )16(و همکــاران Putalunشــده توســط

ــاه     ــزینین در گیـ ــد آرتمیـ ــزایش تولیـ ــث افـ ــوزان باعـ کیتـ
Artemisia annua L.شـــودمـــی .Falcon-Rodriguez و

، نشان دادند که کیتوزان باعث افزایش فعالیت سه )17(همکاران 
آنزیم دفاعی پراکسیداز، فنیل آلانـین آمونیولیـاز و گلوکانـاز، در    

Nicotianaها و ریشه گیاه برگ tabacumاسـماعیل .شـود می
یـد را  افزایش تولید لیگنان و فنیل پروپانوی) 18(زاده و همکاران 
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Linumسـلولی سوسپانسـیون در کشت  album    تیمـار شـده بـا
.گزارش نمودندکیتوزان و کیتین 

یکی از مسیرهاي پاسخ دفاعی سلول گیاهی در برابر پاتوژن یا

در برخـی از  . انفجار اکسـیداتیو و اکسـیژن فعـال اسـت    ،محرك
موجـب  ROS،هاي سلول گیاهی نشان داده شده است کهکشت

. هاي ثانویه شده و در برخی دیگر تـاثیري نـدارد  تتجمع متابولی
O2گـري میـانجی باالیسیتور، در برخی از گیاهان پس از تیمار

و -
H2O2شـود مـی هاي ثانویه سبب تجمع متابولیت .ROS  شـامل

و رادیکـال  )H2O2(و پراکسید هیدروژن ) -O2(یون سوپراکسید 
ــه ــه هیدروکســیل اســت و ب اي هــوســیله اکســید کــردن رنگدان

کی ـها و اسید هاي نوکلئهاي غشایی، پروتئینفتوسنتزي، چربی
بنابراین گیـاه نیـاز بـه    .شودمیهاي اکسید کننده باعث خسارت

).20و9،10،19(ه داردید کنندیک سیستم دفاعی ضد اکس

هـاي  هاي قبلی نشان داده است کـه کشـت ریشـه   نتایج پژوهش
مارینسیلیها یا ونولیگنانمویین گیاه خار مریم قادر به تولید فلا

يکـارگیري الیسـیتورها  همچنین مشخص شـد کـه بـه   . باشدمی
).  22و21(شـود مـی مـارین سیلیمختلف موجب افزایش تولید 

ها تولید متابولیتافزایشمحركعنوان بهالیسیتوربهترین تعیین
دارايالیسیتور،آن اثرکار وسازهمچنین وIn vitroشرایط در

اثـرات بررسـی منظوربهپژوهشاینلذا. باشدمیفراوانیتاهمی
عنـوان  بـه )بـا وزن مولکـولی کـم   (تـوزان یکمختلـف يهاغلظت

گیـاه نییمـو يهاریشهدرمارینسیلیدیتولورشدبر،الیسیتور
آســکورباتودازیپراکســيهــامیآنــزتیــفعالزیــنومــریمخــار

.شدانجامدازیپراکس

هامواد و روش

ي مویین گیاه خـارمریم از  هاریشه:د گیاهی مورد استفادهموا
ایرانتحقیق در حال انجام در پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي

).21(تهیه شد

ي مـویین از  هـا ریشـه منظور کشت به:ي مویینهاریشهکشت 
و در شـد متري تهیـه  روزه، شش قطعه یک سانتی28ي هاریشه

لیتـر محـیط   میلـی 50ي حاوي لیترمیلی100ظروف ارلن مایر 
).23و5(کشت شد(MS)موراشیج و اسکوگ 

گام اول در آماده سازي کیتـوزان،  :کیتوزانتهیه محلول مادر
2براي همین منظور، مقـدار  . باشدمیهیدرولیز این ماده زیستی 

صـورت جداگانـه، در داخـل    گرم کیتوزان با وزن مولکولی کم، به

سـپس کیتـوزان   . مایع خـرد شـد  هاون ریخته شد و توسط ازت
درصد در بـن مـاري و   37لیتر اسید کلریدریک میلی80وسیله هب

کیتوزان پـس از  . خوبی حل شدگراد بهدرجه سانتی37در دماي 
ارلـن  دروسیله یک قیـف و پشـم شیشـه صـنعتی،     ههیدرولیز، ب

فیلتر ،)گراددرجه سانتی4(سردآب مقطر تریلیلیم800يحاو
مام مدت فیلتراسیون، ارلن باید در ظـرف حـاوي یـخ و    در ت. شد
مـدت بهدست آمده محلول به. قرار گیردمغناطیسیزنهميرو

24بعد از . داري شدگراد نگهدرجه سانتی4ساعت در دماي 24
هـاي  لایـه . ساعت، محلول را با کاغذ صافی و پمپ خلا فیلتر شد

ایـن  . )13(باشندنقش بسته روي فیلتر، کلوئیدهاي کیتوزان می
500ها توسط تیغ اسکالپل جمـع آوري شـده و در درون   رسوب
سپس اتـوکلاو  وفاقد هورمون ریخته شدهMSلیتر محیط میلی

گرم کیتـوزان بـه   میلی30و 20، 10، 5،  0هاي غلظت. شودمی
ي هـا ریشـه محـیط کشـت داراي   لیتـر میلی50هاي حاوي ارلن

منظـور تعیـین بهتـرین غلظـت از     بـه . روزه اضافه شد30مویین 
بـه  . ساعت پـس از تیمـار انجـام شـد    96کیتوزان نمونه برداري 

کارگیري بهترین غلظت هجهت تعیین اثر زمان کشت آزمایش با ب
، 48، 24، 12هـاي  از کیتوزان تکرار شد و نمونه برداري در زمان

.ساعت پس از اعمال تیمار انجام شد120و 96، 72

هــا از لعــه کمــی و کیفــی فلاونولیگنــاناســتخراج و مطا
ي برداشـت شـده در   هاریشه:ي مویین گیاه خارمریمهاریشه
وسیله کاغذ خشک کن، خشک شـدند، در  هاي مورد نظر بهزمان

درجه -60فویل قرار داده شده و در دستگاه فریز درایر در دماي 
پس از خشک شـدن  . ساعت خشک شدند48مدتبهگراد سانتی

هـا انـدازه گیـري و یادداشـت شـد      ها وزن خشک آننهکامل نمو
40يپترولیـوم بنـزن در دمـا   توسطهاچربی زدایی نمونه). 24(

خشک دستگاه فریز درایر درها نمونهشد،انجامگراددرجه سانتی
تانول اسـتفاده  ملیتر میلی10ها جهت عصاره گیري از آنشده و

گراددرجه سانتی40ي ساعت در دما8مدتبهها گردید و نمونه
هاي متانولی جهت سپس محلول. در داخل بن ماري قرار گرفتند

گراد، انتقال درجه سانتی60تغلیظ به دستگاه فریز درایر با دماي 
در متانول حل در نتیجه تغلیظپودر زرد رنگ حاصله . داده شدند

لیتر رسانده شد و پس از رساندن به حجم میلی1شد و به حجم 
هـا فیلتـر شـده و جهـت بررسـی دقیـق کمـی        نظر نمونـه مورد

) HPLC(ترکیبات، به دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بـالا  
توسـط دسـتگاه   مـارین سـیلی گیـري  انـدازه ).25(تزریق شـدند 

HPLC)Knauer ( 1001شــامل پمــپK دتکتــور ،UV)280
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نرم ، )50:50(هاي آب و استونیتریل ، حلالC18، ستون )نانومتر
هاي میکرولیتر از نمونه20حداقل . انجام شدChromGateافزار 

لیتر رسـانده شـده بودنـد بـه     میلی1استخراج شده که به حجم 
لیتر در دقیقه از ستون دستگاه تزریق شدند و با جریان یک میلی

Nucleosil C18 6/4و ابعـاد  میکرومتر 5به قطر ذرات150
گیـري و  نـانومتر انـدازه  280موج و در طول عبور کرده متر میل

زمـان خـروج   . دقیقه بود10کل زمان هر تجزیه . شناسایی شدند
مـارین سـیلی هـا بـا   هاي مربوط به ترکیبات فلاونولیگنانمنحنی

مقایسـه شـده و مقـادیر هـر یـک بـر اسـاس        ) سیگما(استاندارد 
).27و26(بین، محاسبه شدمنحنی استاندارد سیلی

:ي مویین گیاه خـارمریم هاریشهدر H2O2سنجش میزان 
در کـن خشکگرم بافت گیاهی خشک شده توسط 05/0میزان 
ها در ویـال  نمونه.وزن شدو در خلاگراد درجه سانتی-60دماي 

1/0لیتـر بـافر فسـفات    میلیدو.لیتري ریخته و پودر شدمیلی2
د هاي حاوي نمونه پودر شده، اضافه ش ـبه ویال) pH=5/6(مولار 

هـا در دمـاي   ویـال . همگـن شـد  د گرادرجه سانتی4و در دماي 
سـانتریفیوژ  g6000دقیقه بـا دور  25مدتبهگراددرجه سانتی

330لیتـر از فـاز رویـی برداشـته شـده و بـه آن       میلـی 1.شدند
1/0درصد حجمی اسید سولفوریک حاوي 20محلول میکرولیتر 

مدتبهدست آمده هول بمحل. درصد تتراکلرید تیتانیوم افزوده شد
g6000و بــا دور گــراددرجــه ســانتی25دقیقــه در دمــاي 15

میـزان جـذب در طـول مـوج     .فاز رویی جدا شد.سانتریفیوژ شد
بـا  . نانومتر توسـط دسـتگاه اسـپکتروفتومتري قرائـت شـد     410

هر نمونه، محاسبه و بـر  H2O2غلظت A=εbcاستفاده از فرمول 
).10و9(حسب وزن خشک گزارش شد

A= جذب خوانده شده توسط دسـتگاه ،ε)  ضـریب جـذب (=

28/0µmol-1cm-1 ،c , H2O2=غلظت،b)1=)طول کووت
cm

سـنجش فعالیـت   ):POD(دازیپراکسمیآنزتیسنجش فعال
به .اندازه گیري شد) 28(روش چانس و مهلی آنزیم پراکسیداز به

) pH= 7(مـولار  میلی100فر فسفات پتاسیم با(مخلوط واکنشی 
مـولار  میلیGuaiacol(10(ئیکولاگ، میکرولیتر250میزان به

ــه  ــر ب ــار تقطی ــول در آب دوب ــزان محل ــر 250می 56(میکرولیت
-میلـی 50وسیله آب دوبار تقطیر به حجمهمیکرولیتر گوئیکول ب

مولار محلول در فسفات پتاسیم میلیH2O270، شدلیتر رسانده 
60(میکرولیتـــر 34میـــزان بـــه) pH= 7(مـــولار میلـــی100

مولار فسفات پتاسیم به حجـم  میلی100وسیله بافر همیکرولیتر ب

میـزان  آب دوبار تقطیر استریل شده به، دشلیتر رسانده میلی10
ر از عصاره آنزیمی در یـک کـووت   یتمیکرول20) میکرولیتر466

ر دسـتگاه  لیتري ریخته شده و با قرار گـرفتن د میلی1اي شیشه
ول موجـاسپکتروفتومتر، میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز در ط

.شدگیري ثانیه اندازه180نانومتر و در مدت زمان واکنش 470

فعالیت آنزیم ):APX(دازیپراکسآسکورباتتیسنجش فعال
گیـري  انـدازه ) 1987(روش ناکانو و اسدا آسکوربات پراکسیداز به

، در H2O2اساس میـزان تجزیـه شـدن    فعالیت این آنزیم بر . شد
cm-1نانومتر و بـا اسـتفاده از ضـریب خاموشـی     290طول موج 

mM-18/2 5/0میکرولیتـر از آسـکوربات   850). 29(تعیین شد
را مـولار میلـی H2O2 ،2میکرولیتـر از  150همـراه  مولار بهمیلی

عنوان بلنک دستگاه در طول مـوج  درون کووت ریخته و از آن به
میکرولیتر از عصاره آنزیمی بـه  20.شودنانومتر استفاده می290

180در مـدت  APXو فعالیت آنزیم اضافهمخلوط واکنشی فوق
ثانیه 180و منحنی فعالیت آنزیم در مدت زمان قرائت شدهثانیه

.دشترسیم Abs/minو بر حسب 

ه براي مقایس ـ. تکرار انجام شد3ها با حداقل داده:آنالیز آماري
آنـالیز آمـاري توسـط    .استفاده شدDuncanها از تستمیانگین

. انجام شد9,1نسخه SASنرم افزار 

نتایج

ومـاس یبزانیمبرتوزانیکمختلفيهاغلظتاثریبررس
مارینسیلیوشهیر

سـاعت  96را مارینسیلیو تجمع وزن خشک راتیی، تغ1شکل
بـا وزن  (وزانهـاي مختلـف کیت ـ  پس از اعمال تیمـار بـا غلظـت   

طور کـه نشـان داده شـد، در    همان. دهد، نشان می)مولکولی کم
، بیشـترین میـزان وزن   )گرم22/0(مقایسه با کشت تیمار نشده 

هاي تیمـار  در کشت) گرم41/0(ت پس از تیمار ساع96خشک، 
.برابر شاهد بود15/3گرم کیتوزان، ثبت شد که میلی10شده با 
و 20، 5هاي شک در تیمارهاي با غلظتکه مقدار وزن خدرحالی

گرم، گزارش 25/0و 39/0، 38/0ترتیب، گرم در لیتر بهمیلی30
سـاعت  96گرم در لیتـر،  میلی10افزودن کیتوزان با غلظت . شد

اي در میــزان پــس از تیمــار، منجــر بــه افــزایش قابــل ملاحظــه
19/1هـاي شـاهد بـه    در نمونـه 37/0از مـارین سیلیانباشتگی 

ــر گــرم وزن خشــک در میلــی .ي مــویین شــدهــاریشــهگــرم ب
نشـان  درصـد 5داري در سطح احتمال که اختلاف معنیطوريبه
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ایــن در حــالی اســت کــه میــزان ). 1و جــدول 1شــکل (دادنــد 
30و 20، 5ي تیمـار شـده بـا غلظـت     هـا ریشهدر مارینسیلی
ب ترتی ـسـاعت پـس از تیمـار، بـه    96گرم در لیتر کیتوزان، میلی

.گرم بر گرم وزن خشک، مشاهده شدمیلی66/0و 56/0، 92/0

شـده بـا   مـار یتيهـا ها در ریشـه گنانیفلاونولراتییتغ
توزانیمختلف کيهاغلظت

ي تیمـار شـده بـا    هـا ریشـه هـا در  مطالعه بیوسنتز فلاونولیگنـان 
ي مختلف کیتوزان، میزان سیلیبین، ایزوسیلیبین، سیلی هاغلظت

هاي تیمار شده دیانین و تاکسی فولین در نمونهکریستین، سیلی 
ساعت پس از تیمـار  96گرم در لیتر کیتوزان، میلی10با غلظت 
گـرم بـر گـرم    میلی41/0و 34/0، 48/0، 092/0، 1/0به ترتیب 

3،/11، 6/4، 55/5ترتیـب بـه کـه ،وزن خشک، مشـاهده شـدند  
ر تحریکی هرچند، اث). 2جدول (بودند شاهدبرابر31/9و، 61/2
سـاعت بـه تاکسـی    96در لیتـر کیتـوزان پـس از    گرممیلی10

ترتیب شوند که بهفولین، سیلیبین و ایزوسیلیبین نسبت داده می
برابر بیشتر از کنترل افزایش نمودنـد و اخـتلاف   6/4و 5/5، 3/9

).1جدول (نشان دادند درصد1داري در سطح احتمال معنی

96) گـرم در لیتـر  میلـی 30و 20، 10، 5، 0(هاي مختلف کیتـوزان  ي تیمار شده با غلظتهاریشهدر مارینسیلیمیزانو تغییرات وزن خشک:1شکل 
)±SE(ساعت پس از اعمال تیمار 

بر برخی صـفات در  ) بر لیترگرممیلی30و 20، 10، 5، 0(ي مختلف تیمار کیتوزان با وزن مولکولی کم هاغلظتخلاصه جدول تجزیه واریانس : 1جدول
.ي مویین خارمریمهاریشهکشت 

درجه آزادي صفات
)df(

مجموع مربعات 
(SS)

میانگین مربعات
(MS)

F
ضریب تغییرات

(CV)

293172/00109/0ns26/521/13وزن خشک
64/167/165*296999/00241/0تاکسی فولین

03/1246/21**296652/00229/0سیلی کریستین

97/1455/19**293845/00132/0دیانینسیلی 
02/1164/30**290304/00010/0سیلی بین

23/958/41**290241/00008/0ایزوسیلی بین
23/6422/10**291756/41439/0مارینسیلی

19/91644/1**2929/1201481/4پراکسید هیدروژن

63/57755642/0**2906/7197954/24آنزیم پراکسیداز
04/5427525/1**291716/714541/2آنزیم آسکوربات پراکسیداز

ns :درصد1معنی دار در سطح احتمال **: ، درصد5معنی دار در سطح احتمال *: دار، عدم وجود اختلاف معنی.
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1394، پاییز 3، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(جله سلول و بافتم262

بـر وزن خشـک و   ) تـر یگـرم در ل یلیم10(توزانیکریثات
در میخارمراهیگنییمويهاریشهدر مارینسیلیوسنتزیب

مختلف يهازمان
هاي مختلف استفاده از کیتوزان بر رشد ریشه و محتواي اثر زمان
وزن خشــک . نشــان داده شــده اســت2در شــکل مــارینســیلی
گرم در لیتر کیتوزان پس میلی10ي مویین تیمار شده با هاریشه

، کمـی  )گـرم 39/0(نزدیک به کنترل ) گرم33/0(ساعت 12از 
سـاعت  24میزان وزن خشک پـس از گذشـت   . نشان دادش کاه

38/0وزن خشک با افزایش تـا  ). گرم33/0(تغییر چندانی نکرد 
ساعت دنبال شد، که بیشتر از وزن خشک کنترل 48گرم پس از 

72وزن خشـک پـس از گذشـت    . در همان زمان بود) گرم3/0(
شـت  پـس از گذ اما، )گرم/. 35(داري نداشت ساعت تفاوت معنی

شـکل  (دیگرم رس41/0کرد و به دایپشیافزااساعت مجدد96
A2(.

دري شاهد و تیمار شده هاریشهدر مارینسیلیتغییرات بیوسنتز 
گیاه خـارمریم،  در شـکل   نییمويهاریشهدرمختلفيهازمان

B2و 24، 12پـس از  مـارین سـیلی دیتول. نشان داده شده است
گرم بر گـرم وزن  میلی24/0و 33/0، 27/0ترتیب ساعت به48

سـاعت  72ي مـویین،  هاریشهدر مارینسیلیمیزان . بودخشک 
گرم بر میلی51/0،گرم در لیتر کیتوزانمیلی10پس از تیمار با 

هـاي  برابـر میـزان نمونـه   19/1گرم وزن خشک گزارش شد کـه  
پـس از  مـارین سـیلی میـزان تجمـع   . شاهد در همان زمـان بـود  

گرم بر گرم وزن خشک گزارش میلی19/1ساعت به 96گذشت 
گرم میلی37/0(برابر نمونه شاهد در همان زمان بود 1/3که شد

ساعت پس از تیمار کاهش پیـدا کـرد   120و ) بر گرم ون خشک
هاي شـاهد  برابر نمونه9/1و ) گرم بر گرم وزن خشکمیلی8/0(

).وزن خشکگرم بر گرم میلی4/0(گزارش شد 

گرم در لیتر کیتوزان با وزن مولکـولی کـم و شـاهد    میلی10ي تیمار شده با غلظت هاریشهدر ) B(مارینسیلیتولیدو ) A(تغییرات وزن خشک :2شکل 
)±SE(ي مویین گیاه خارمریم هاریشهدر ) ساعت120و 96، 72، 48، 24، 12(هاي مختلف در زمان

B
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هاي مویین گیاه خارمریم ها در ریشهگنانتغییرات فلاونولی
هاي مختلف شاهد و تیمار شده با کیتوزان در زمان

بیشترین میزان تاکسی فولین، سیلی کریسـتین، سـیلی دیـانین،    
گـرم  میلـی 10سیلی بین و ایزوسیلیبین در محیط تیمار شده با 

کــهآمـد حاصـل مـار یتازپـس سـاعت  96در لیتـر کیتـوزان و   
برابــر بیشــتر از  13/7و 11/7، 02/3، 58/3، 95/3ترتیــببــه

. بودندي تیمار نشدههاریشه

30و 20، 10، 5، 0(ي مختلف کیتوزان با وزن مولکـولی کـم   هاغلظتي مویین گیاه خارمریم تیمار شده با هاریشهها در تغییرات فلاونولیگنان:2جدول 
)SE±Mean(ساعت پس از اعمال تیمار 96) گرم در لیترمیلی

غلظت کیتوزان
)mg/ 50ml culture(

)mg g-1DW( فلاونولیگنان
ایزوسیلی بینسیلی بینسیلی دیانینسیلی کریستینتاکسی فولین

0002/0±044/0006/0±154/001/0±13/0004/0±018/0007/0±020/0
5003/0±15/009/0±27/001/0±30/0004/0±053/0002/0±032/0
104/0±41/005/0±48/002/0±34/0007/0±1/0004/0±092/0
2001/0±077/006/0±27/003/0±13/0006/0±031/0006/0±021/0
30008/0±072/005/0±26/005/0±18/0007/0±041/0005/0±027/0

بـر تغییـرات فعالیـت    ) در لیترگرممیلی10(اثر کیتوزان 
ن پراکسید هیدروژنهاي آنتی اکسیدانت و میزاآنزیم

 ـ    وسـیله  همیزان تخریب اکسیداتیو القا شـونده توسـط کیتـوزان ب
گیري فعالیت گایاکول پراکسیداز و آسکوربات پرکسـیداز و  اندازه

 ـ  . پراکسید هیدروژن، بررسی شـد  وسـیله  هگایـاکول پراکسـیداز ب
ساعت پس از تیمار به بیشترین میـزان  120کیتوزان فعال شد و 

OD g-1∆خود رسید  FW min-1)86/21( برابر بیشـتر  2/2که
OD g-1∆(از کنترل  FW min-186/9 ( بود) 3شکل .(

نشـان داده  4روند افزایشی آنزیم آسکوربات پراکسیداز در شکل 
OD g-1∆ساعت به 12فعالیت آنزیم پس از گذشت . شده است

FW52/3 ساعت پس از اعمال 96رسید و این روند افزایشی تا
ODg-1∆(پیـدا کـرد   ادامـه   FW14/5 ( سـاعت پـس از   120و

ODg-1∆(اعمال تیمار مجدداً کاهش پیدا کرد  FW97/3.(
10ساعت پس از افزودن 96فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز 

ي شد، تا تعیین شود چگونه ریگاندازهتوزان،یکتریلبرگرممیلی
ي مـویین،  اه ـریشـه را در کشـت  مارینسیلیکیتوزان انباشتگی 

OD g-1∆بیشـینه . نمایـد تحریـک مـی   FW min-154/7 ،96
ساعت پس از تحریک براي فعالیت آنزیم آسـکوربات پراکسـیداز   

ي تیمـار نشـده بــود  هـا ریشــهبرابـر آن در  86/2ثبـت شـد کـه    
)∆OD g_1 FW min-163/2) ( 4شکل.(

ي تیمارهاریشهتغییرات محتواي پراکسیدهیدروژن را در 5شکل 
در لیتر کیتـوزان پـس از تیمارهـاي    گرممیلی10شده با غلظت 

12میـزان پراکسـید هیـدروژن    . دهـد زمانی مختلف را نشان می
µmol g-1ساعت پس از اعمال تیمار  DW8/924. گزارش شد

ساعت پس از اعمال تیمار میزان پراکسید هیدروژن کاهش 48و 
ساعت پس 96رد و افزایش پیدا کاپیدا کرده و پس از آن مجدد

µmol g-1از اعمال تیمـار بـه    DW81/10   رسـید و پـس از آن
µmol g-1(مجددا کاهش پیدا کرد  DW12/9) ( 5شکل.(
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ار ي شاهد و تیم ـهاریشهدر لیتر کیتوزان با وزن مولکولی کم در گرممیلی10ي تیمار شده با غلظت هاریشهفعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز در :3شکل 
)±SE(پس از اعمال تیمار مختلفهايزماندرشده

ي هـا ریشـه در ) وزن مولکـولی کـم  (در لیتر کیتـوزان  گرممیلی10ي تیمار شده با غلظت هاریشهتغییرات فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز در :4شکل
)±SE(از اعمال تیمار پسهاي مختلف زماندرشاهد و تیمار شده 

ي شـاهد و  هـا ریشـه در ) وزن مولکـولی کـم  (در لیتر کیتوزان گرممیلی10ي تیمار شده با غلظت هاریشهتغییرات میزان پراکسید هیدروژن در :5شکل 
)±SE(پس از اعمال تیمار مختلفهايزماندرشدهتیمار 
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بحث 

کیتوزان فرم داستیله کیتین اسـت کـه از دیـواره سـلولی قـارچ،      
وســتان، کوتیکــول حشــرات و برخــی اسـکلت خــارجی ســخت پ 

این ترکیب زیستی قابل تجزیـه بـوده و   . آیددست میها بهجلبک
گزارش شده است که کیتوزان و مشـتقات  . غیر سمی استکاملا

همچنـین  . هاي دفاعی در گیاهـان را دارد آن توانایی القاي پاسخ
Uthairatanakij نشـان دادنـد کـه کیتـوزان     )30(و همکاران ،

غلظت کیتـوزان و درجـه   . شودمیزایش بازدهی محصول باعث اف
.داستیلاسیون کیتوزان اثرات متغیري روي گیاه خواهد داشت

وزن افـزایش کـم باعـث   یمولکولدر این تحقیق کیتوزان با وزن 
بررسی اثر کیتوزان با وزن .خار مریم شدنییمويهاریشهخشک 

یسـت یماده زنیکه ادادنشان مارینسیلیمولکولی کم بر تولید 
شـد،  میخار مـر اهیدر گهیثانوتیمتابولنیادیتولشیسبب افزا

ساعت به 96پس از گذشت مارینسیلیتجمع زانیکه ميطوربه
برابـر نمونـه   2/3کـه  دیبر گرم وزن خشک رس ـگرممیلی19/1

. شاهد بود

Vasconsuelo کارهـاي  وسـاز نشان دادند که) 14(و همکاران
ــیگنالینک اع ــزایش    س ــبب اف ــوزان، س ــط کیت ــده توس ــال ش م

محققاناین. شد.Rubia tinctorum Lآنتراکوئینون ها در گیاه 
اثر این الیسیتور ممکن است از طریق فعال سازي کهدادندنشان

کینازها یا MAPعلاوه بر شودمیگفته . باشدPLC/PKCآبشار 
عالیـت  نیـز در ف PKCها، پروتئین کینازهاي فعال کننده میتوژن
.ناشی از کیتوزان در سلول دخیل است

، نشان دادند کـه، کیتـوزان   )16(و همکاران Putalunهمچنین 
ــزین در   ــد آرتمیـ ــث تولیـ ــهباعـ ــاریشـ ــاه هـ ــویین گیـ ي مـ

Artemisia annua.کـه میـزان تولیـد ایـن     طـوري ، بـه شودمی
در لیتـر  گـرم میلی150روز و 6متابولیت ثانویه، پس از گذشت 

همچنین در این تحقیق نشان . برابر افزایش پیدا کرد6یتوزان، ک
ي مـویین تیمـار   هاریشهداده شد که کیتوزان باعث افزایش رشد 

هاي مـا کـاملا مطابقـت    که با یافتهشودمیشده توسط کیتوزان 
.دارد

ي تیمار شده با کیتـوزان  هاریشهدر H2O2بررسی روند تغییرات 
ساعت پس از اعمال تیمار نشـان  96ش با وزن مولکولی کم افزای

هـاي ضـد   ، میـزان فعالیـت آنـزیم   H2O2با تجمـع افـزایش   . داد
، PODکه بیشترین فعالیت آنـزیم  طورياکسنده افزایش یافت به

96نیـز  APXساعت پس از اعمـال تیمـار و فعالیـت آنـزیم     96

ساعت پس از اعمال تیمار به بالاترین مقدار رسید که مشـابه بـا   
در مطالعه روي گیاه ) 17(و همکاران Flcon-Rodriguezنتایج

Nicotiana tabacum،  همچنـین  .تیمار شده با کیتـوزان بـود
Flocco نشان دادند که کیتوزان باعث افزایش )31(و همکاران ،

ــاههـــاریشـــهفعالیـــت آنـــزیم پراکســـیداز در  ي مـــویین گیـ
Armoracia lapathifoliaشودمی.

هاي لازم در جهت توجیه یام رسانی یکی از قدمدرك مسیرهاي پ
هـاي  الیسیتورها ابتدا توسـط گیرنـده  . باشدمیاثرات الیسیتورها 

سازي فاکتورهـاي  شوند و سپس خود سبب فعالگیاهی فعال می
هـاي متصـل   هـاي یـونی، پـروتئین   مانند کانال.شوندمربوطه می
رهـاي  فعـال شـدن فاکتو  . و پـروتئین کینازهـا  GTPشـونده بـه   

راه افتادن داخل سلول و بهمربوطه باعث فرستادن پیام محرك به
ــت   ــاي فرودس ــنش ه ــیواک ــودم ــیون و  .ش ــد فسفوریلاس مانن

هـاي غشـاي سـلولی و    دفسفوریلاسیون برگشت پـذیر پـروتئین  
درون سـلولی، دپلاریـزه   کلسیمهاي سیتوزولی، افزایش پروتئین

و ورود رکل ـو پتاسـیم هـاي  شدن غشـاي سـلولی، خـروج یـون    
، قلیایی شدن محیط خـارج سـلول و اسـیدي    هیدروژنهاي یون

کینــاز، MAPشــدن سیتوپلاســم، فعــال شــدن پــروتئین هــاي
NADPHهاي فعال اکسیژن اکسیداز و تولید گونه)ROS( بیان ،

هـاي دفـاعی، تولیـد اتـیلن و جاسـمونات، بیـان نهـایی        اولیه ژن
مسـیر پیـام   . اي ثانویهههاي دفاعی و در پایان تولید متابولیتژن

هاي متـوالی جهـت   اي پیچیده با واکنشها، شبکهرسانی محرك
.باشدمیمد آراه اندازي سیستم دفاعی موثر و کاربه

Sanchez- Sampedro با مطالعه روي کشت )32(و همکاران ،
دریافتند کـه حـذف یـون کلسـیم از     مارینسیلیسلولی و تولید 

ــزامحــیط کشــت مــی ــه اف ــد ب در مــارینســیلییش تولیــد توان
.سوسپانسیون سلولی کمک کند

نتیجه گیري

دست آمده مبین این مسئله است که استفاده از کیتوزان نتایج به
مـارین سـیلی باعث افـزایش تجمـع و تولیـد    با وزن مولکولی کم 

نتایج نشان داد . که از نقطه نظر صنعتی قابل توجه استشودمی
تیــفعالزن مولکــولی کــم میــزان کــه در حضــور کیتــوزان بــا و

با توجه به اینکـه شناسـایی حـد    . افزایش یافتدفاعیيهامیآنز
هـاي ثانویـه و وقـایع    هاي بین الیسیتور و تولیـد متابولیـت  واسط

ــایج در    ــاربرد نت ــک و ک ــه  از تحری ــن مرحل ــلولی در ای درون س
هاي منظور افزایش تولید متابولیتمطالعات مهندسی متابولیت به



انهمکاروطاهره حسنلو...هايدر کشت ریشههافلاونولیگناندر افزایش تولید نقش کیتوزان

1394، پاییز 3، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت266

توصـیه  ،باشـد ویه با ارزش گیاهـان دارویـی بسـیار مـوثر مـی     ثان
شود با مطالعات دقیق تر عـواملی حاضـر در مسـیر سـیگنالی     می

. ها شناسایی شوندموثر در افزایش بیوسنتز این متابولیت

تشکر و قدردانی

وســیله از پژوهشــکده بیوتکنولــوژي کشــاورزي ایــران کــه بــدین
)12-05-05-88024ماره ش(حمایت مالی این طرح پژوهشی 
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Abstract

Aim: The effect of chitosan (low molecular weight) as elicitor was evaluated on silymarin production
and biochemical factors in hairy root cultures of Silybum marianum.

Material and methods: Different concentrations of chitosan (0, 5, 10, 20 and 30 mg/50 ml  of culture
media) was added to hairy root cultures of S. marianum (30 days) and sampling  were carried out after
12, 24, 48, 72, 96 and 120 hours. The silymarin level, activity of guaiacol peroxidase and ascorbate
peroxidase as well as concentration of H2O2 were determined in the samples.

Results: The results indicated that the highest dry weight was in cultures treated with 10 mg /50 ml
culture chitosan after 48 and 96 h. Silymarin production was significantly increased from 0.37 in
control to 1.19 mg g-1 dry weight in the treated samples, at which the increased level was 1.4-fold
higher than the control. Guaiacol peroxidase was activated by chitosan and reaching a pick after 120 h
(21.86 ∆OD g-1FW min-1) which was 2.2 fold higher than the control. The ascorbate peroxidase
activity kept increasing until 96 h after elicitation (5.14 ∆ODg-1FW).

Conclusion: The results showed that the silymarin production has been promoted by chitosan (low
molecular weight). Increased of enzymes activity occurs as a result of free radical elimination and
represents a reaction to chitosan as a stress factor.

Keywords: Elicitor, Flavonolignans, Hairy root
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