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  چكيده

ر هـاي ثانويـه و همچنـين تغييـر د     برخـي متابوليـت   يالقـا  بر پراكسيد هيدروژن اثر تنش اكسيداتيو ناشي از حضور تحقيق اين در :هدف
  . درون سلولي در كالوس گياه پريوش بررسي شد پراكسيد هيدروژنمحتوي 

هاي  با غلظت   ها كالوس. قرار گرفت MSمنظور القا كالوس، برگ گياه پريوش استريل شد و بر روي  محيط كشت جامد  به :ها مواد و روش
محتـوي آلكالوئيـد كـل، تركيبـات فنلـي و فلاونوئيـدي و        .شـدند  روز تيمـار  6 مدت به) ميكرومولار 10و 5، 1( پراكسيد هيدروژنمختلف 

 و تجزيـه  طرفه يك واريانس آناليز آماري هاي روش با ها داده آهن مورد سنجش قرار گرفت و يي بر اساس احياتاكسيدان همچنين توان آنتي
   .شدند تحليل

 )>05/0p( دار تـاثير معنـي   پراكسـيد هيـدروژن  سلولي  خارجي بر مقادير درون  پراكسيد هيدروژنتنش اكسيداتيو ناشي از حضور : نتايج
افـزايش   كنترلروز نسبت به  شش مدت به پراكسيد هيدروژنهاي تيمار شده با  در كالوس درون سلولي پراكسيد هيدروژنداشته و محتوي 

تيمار با پراكسيد هيدروژن باعث ميزان افزايش  كه ادد نشانآلكالوئيد كل، محتوي فلاونوئيد و فنل كل  نيانگيممقايسه . نشان داد دارمعني
           تـوان   افـزايش  موجـب  پراكسـيد هيـدروژن   بـا  مـار يتاز طرفـي  . شـده اسـت  كنتـرل  محتوي اين تركيبات نسبت بـه  ) >05/0p(دار  معني
  .ظت بودوابسته به غلي احيا آهن تاكسيدانتوان آنتي افزايش .ه استشد كنترل به نسبتي تاكسيدان آنتي

اي مانند آلكالوئيد كـل و   هاي ثانويه متابوليت .موجب افزايش مقادير درون سلولي پراكسيد هيدروژن شد پراكسيد هيدروژن :نتيجه گيري
 .   دها را نيز افزايش دا بنابراين ممكن است بتوان با اعمال اين تنش ميزان توليد برخي از آن. تركيبات فنلي و فلاونوئيدي نيز افزايش يافت

  كل  ت، فنل، فلاونوئيد، آنتي اكسيدانيدروژن، پريوش، كالوس، آلكالوئيدهاپراكسيد ه :كليدي واژگان
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  مقدمه

 تـرين  مهـم  از يكـي  عنوان به پيش سال هزاران از دارويي گياهان

 Catharanthus)پريـوش   ).1( انـد  داشـته  كاربرد دارويي منابع

roeus L.)، ــاهي ــت دارويـ ـ گي ــقاس ــانواده   ي و متعل ــه خ ب
Apocynaceae و آلكالوئيدها اروييد تركيبات وجود دليل به كه 

  ).2(است  گرفته قرار توجه مورد

، جـرم مولكـولي   (HO)2 پراكسيد هيدروژن با فرمـول مولكـولي   
متر مكعـب   گرم بر سانتي 135/1 و دانسيتهگرم بر مول  014/34

مـايعي   و) اكسـيژن   –اكسـيژن  (تركيبي ساده، بـا پيونـد يگانـه    
در سال  پراكسيد هيدروژن .دباش تر از آب مي روشن و كمي غليظ

عنـوان يـك    توسط لويس جاكوس تنارد كشـف شـد و بـه    1818
منـابع اصـلي   ). 3(محصول صنعتي توجـه زيـادي را جلـب كـرد     

شـامل   هـاي گيـاهي   در سـلول  پراكسـيد هيـدروژن  كننـده   توليد
 وميتوكنـدري،  هاي زنجيره انتقال الكترون دركلروپلاسـت  واكنش

ــر،  ــنش مهل ــزيم واك ــيداز  آن ــاي پراكس ــيداز  NADPHو  ه اكس
طـور   بـه  پراكسيد هيـدروژن ها  در برخي از واكنش ).4(باشند  مي

واسط مثـل اكسـيژن و    برخي از طريق واكنش حددر  مستقيم و
كه اكسيژن يك الكتـرون   هنگامي). 5( شود مي سوپراكسيد توليد

پراكسيد تبديل شده كـه بسـيار   كند به راديكال سو را دريافت مي
ــدار اســت و ــه ناپاي ــه  ب ــود ب ــور خ ــزيم   ط ــا توســط آن ــودي ي خ

پراكسيد تبديل به  ديسموتاز با پروتون واكنش داده و سوپراكسيد
 يهمچنين از طريـق احيـا   پراكسيد هيدروژن. شود مي هيدروژن

 تيـول،  ماننـد آسـكوربات،  يي هـا  هاحيـا كننـد   توسط سوپراكسيد
بنـابراين سـطوح درون   ). 6( شـود  توليـد مـي   غيره فرودوكسين و

راديكال توليد ن ارتباط مستقيم با ميزان ژسلولي پراكسيد هيدرو
  . سوپراكسيد دارد

با توجه به نقشي كه پراكسيد هيدروژن درپيـام رسـاني دارد لـذا    
تركيبـات   باعث افزايش فعاليت و يا القـاي بيـان برخـي   تواند  مي

 ايـن  كـه ) 7(شـود   هاي ثانويـه  ليتي از جمله متابوتاكسيدان آنتي
 در دفـاعي  سيسـتم  يـك  عنـوان  بـه ي تاكسيدان آنتي هاي سيستم

و به سـلول كمـك    كرده عمل اكسيژن گرهاي انواع واكنش مقابل
از طرفـي نيـز   . تا بهتر بتواند شرايط تنش را تحمل كند دنكن مي
تــوان تحــت تــنش پراكســيد هيــدروژن تــا حــدودي توليــد  مــي

كه اين خود نياز به تحقيق  نويه را نيز افزايش دادهاي ثا متابوليت
بيشتر داشته و با توجه به اين نكته كه مطالعـات كمـي در مـورد    
بررسي اثر پراكسيد هيدروژن بر كشت سلولي گياه پريوش انجـام  
شده است، لذا در اين تحقيق اثر تنش اكسيداتيو ناشي از حضـور  

ش مـورد بررسـي   بر كشت كالوس گيـاه پريـو   پراكسيد هيدروژن
  .قرار گرفت

  

  ها مواد و روش

از بـرگ گيـاه پريـوش     :تهيه مواد گيـاهي و محـيط كشـت   
هاي جوان از قسمت راسي  برگ. منظور القا كالوس استفاده شد به

قطعات برگ پس از شستشو با آب مقطر . گياه جدا استريل شدند
شـركت مـرك   (درصـد   5دقيقه درهيپوكلريت سديم  15 مدت به

با آب مقطر اتـوكلاو شـده   مجددا سپس  و شدند رار دادهق) آلمان
دقيقـه   10 مدت بهقطعات شستشو داه شده  .شدند داده شستشو

با آب مقطر اتـوكلاو   او مجدد شدند درصد قرار داده 70در اتانول 
قطعات حدود يك به  آن، برگ راپس از  ).8( شدند شده شستشو

 Murashige جامـد  متر برش زده و بر روي محيط كشت سانتي

and  Skoog, Sigma-Aldrich, UK) MS( بـا  حاوي ساكارز 

و آگـار بـراي جامـد     منبع كـربن  عنوان به ليتر در گرم 30 غلظت
 هـا شـامل،   گرم در ليترو ويتـامين  8كردن محيط كشت باغلظت 

بــا (دوكســين يپير ،)رتــگــرم در لي ميلــي.1/0غلظــت بــا تيــامين
گـرم   ميلـي  5/0 با غلظـت (نيكوتين  )گرم در ليتر ميلي 5/0غلظت
بـا  ( كينتـين تركيب هورمـوني   و عناصر ماكرو و ميكروو  )در ليتر

-4D   (2,4-Dichloro-2 و )گـرم در ليتـر   ميلـي  5/0غلظـت  

phenoxyacetic acid) ) بـود،   )گرم در ليتـر  ميلي 5/1با غلظت
 Sigma-Aldrichالذكر از شركت  كليه مواد فوق(شدند  قرار داده

ــتا  ــور انگلس ــدند كش ــه ش ــه  ).ن تهي ــپس شيش ــاوي   س ــاي ح ه
گـراد   درجـه سـانتي   25±2بـا دمـاي    اتاق كشت  به ها جداكشت

ها بعد از سه هفته واكشت و بـه محـيط     كالوس) 8( شدند منتقل
هـاي واكشـت دوم بـراي     و از كـالوس  كشت جديد منتقل شـدند 

  . تيمار دهي استفاده شد

 بـراي : سنجش محتوي پراكسيد هيـدروژن درون سـلولي  
گرم از بافـت كـالوس در    5/0سنجش محتوي پراكسيد هيدروژن 

درصد سائيده شـد و  1/0كلرواستيك اسيد  ليتر تري ميلي 1يخ با 
 بـا سـرعت    گـراد،  درجـه سـانتي   4مخلـوط همـوژن در دمـاي    

g12000 ،ــه  700ســپس . شــد دقيقــه ســانتريفيوژ 15 مــدت ب
ت بــافر فســفاميكروليتــر   700ميكروليتــر از محلــول رويــي بــه 

ميكروليتر يديـد پتاسـيم    700و) =7pH(مولار  ميلي 10پتاسيم 
نـانومتر   390يك مـولار اضـافه و ميـزان جـذب در طـول مـوج       

بـا كمـك منحنـي     پراكسـيد هيـدروژن   محتوي. گيري شد اندازه
كـه بـا مقـادير مشـخص     ) =R2 99/0بـا   =x212/0y(استاندارد 
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 صـورت  پراكسيد هيـدروژن رسـم شـده بـود سـنجيده شـد و بـه       
  ).9(ميكرومول بر گرم وزن تر كالوس گزارش گرديد 

ميزان آلكالوئيد كـل بـا اسـتفاده از     :گيري آلكالوئيد كل اندازه
ــپكتروفتومتري  ــدل (روش اس ــركت +T80 م ــاخت ش  PGس

instrument و معرف دراژندروف براي شناسايي  )كشور انگلستان
 را وسكـال  تازه بافت گرم 3 ميزان). 10(آلكالوئيدها محاسبه شد 

 سائيده مايع نيتروژن حضور در درصد 96متانول  ليتر ميلي 10 با
ساعت به انكوبـاتور شـيكردار بـا دور     24 مدت بهها  و سپس نمونه

g8/0  در مرحله بعـد  . گراد منتقل شدند درجه سانتي 25و دماي
محلـول  . دقيقه سـانتريفوژ شـد   10 مدت به g24000ها در  نمونه

سـاعت   2تـا   1گـراد بـراي مـدت     نتيدرجه سا 80رويي به آون 
بـه  . ليتر تبخير شـود  ميلي 1انتقال داده تا حجم نهايي محلول به 

نرمال اضـافه   5/0ليتر اسيد سولفوريك  ميلي 10عصاره باقيمانده 
 10محلــول را بــه   pH، نرمــال 10بــا اســتفاده از ســود . گرديــد

بـه   ليتر كلروفرم به آن اضافه و سپس محلـول  ميلي 10رسانده و 
فاز اسيدي : در اين مرحله دو فاز تشكيل شد. دكانتور منتقل شد

. در بالا و فاز كلروفرميك حـاوي عصـاره در پـايين تشـكيل شـد     
ليتـر   ميلـي  10بـه   درصـد  96حجم محلول كلروفرميك با اتانول 

رقيـق اضـافه تـا     HClليتر از محلول فوق  ميلي 5به . رسانده شد
pH 1سـپس بـه محلـول حاصـل      .تنظيم شود 5/2تا  2 آن بين 
دقيقـه   5 مدت بهليتر معرف دراژندورف اضافه و اين تركيب  ميلي

محلــول رويــي را دور ريختــه و  .ســانتريوفوژ شــد g24000 در 
پـس از دور   .شستشـو شـد   درصـد  96رسوب باقيمانده با اتـانول  

 1سـديم سـولفيد   ليتـر دي  ميلي 1ريختن محلول رويي به رسوب 
دقيقـه در   5 مـدت  بـه تكـان دادن محلـول   اضافه و پس از  درصد

g24000 در اين مرحلـه پـس از حـذف محلـول     . سانتريوفوژ شد
  سـديم  ليتـر دي   ميلـي  2اي تشـكيل شـده    روئي به رسوب قهـوه 

 g24000دقيقـه در   5 مـدت  بهاضافه  و مجددا  درصد 1سولفيد 
ليتـر   ميلـي  2پس از دور ريخـتن محلـول رويـي    . سانتريوفوژ شد

ك غليظ به  رسوب اضافه و با آب مقطر دو بار تقطيـر  اسيد نيتري
 1از محلـول فـوق   . ليتـر رسـانيده شـد    ميلـي  5حجم محلول به 

 درصـد  3ليتر محلـول تيـوره    ميلي 5/2ليتر برداشته، به آن  ميلي
 T80+PGمـدل  (اضافه و با استفاده از دستگاه اسـپكتروفتومتر  

InstruentUV/Vis.Spectrometer ( تيمـار   هـاي  جذب نمونـه
دســـتگاه . قرائـــت شـــدنـــانومتر  435شـــده در طـــول مـــوج 

بـراي رسـم   . درصـد صـفر شـد    3اسپكتروفتومتر با محلول تيوره 
شركت سـيگما  (هاي مختلف بيسموت  منحني استاندارد از غلظت

هاي تيمار شـده   استفاده شد و غلظت آلكالوئيد كل نمونه) آمريكا
 x -0320/0طـي بعد از رسم نمودار اسـتاندارد توسـط فرمـول خ   

0291/0y=  99/0با R2= تعيين شد.  

ميـزان فلاونوئيـد بـا اسـتفاده از      :گيري فلاونوئيـد كـل   اندازه
ــاران    Marinovaروش ــداد . محاســبه شــد) 11(و همك ــه تع ب
 1245هـا   ها لولـه آزمـايش آمـاده و بـه هـر كـدام از لولـه        نمونه

 5ميكروليتـر محلـول سـديم نيتـرات      75ميكروليتر آب مقطـر،  
براي تهيه نمونه . ميكروليتر عصاره آنزيمي اضافه شد 50و  درصد

هاي فوق الذكر بدون  شاهد كليه تركيبات شركت كننده به ميزان
هـا   لوله. حضور عصاره در لوله آزمايش تحت نام كنترل ريخته شد

سپس به هر لوله مقـدار  . دقيقه در تاريكي قرار گرفتند 6 مدت به
اضافه و براي   درصد 10يد آلومينيوم ميكروليتر محلول كلر 150

در مرحله آخر به . دقيقه در دماي آزمايشگاه قرار گرفتند 5مدت 
مـولار اضـافه و جـذب     1ميكروليتـر سـود    500هر لولـه ميـزان   

 510ها با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در طـول مـوج    نمونه
 تگاهدس كردن صفر جهت عصاره محلول فاقد از. ثبت شدنانومتر 
هـاي مختلـف    براي رسم منحني استاندارد از غلظت .شد استفاده

استفاده شد و غلظـت فلاونوئيـد   ) شركت سيگما آمريكا(كاتچين 
 +041/0هاي تيمار شـده بـا اسـتفاده از فرمـول خطـي        در نمونه

x0002/0  y=0  99با /R2= در گـرم كـاتچين   ميلي حسب و بر 

  .گرديد بيان وزن تر بافت گرم

  گيري ميزان فنل كل اندازه

 1گـرم از بافـت كـالوس بـا      1/0ميـزان   :تهيه عصـاره فنلـي  
. در حضور نيتروژن مايع سـائيده شـد   درصد 80ليتر متانول  ميلي

از محلول . فوژ گرديدسانتري g17000دقيقه در   5 مدت بهسپس 
عنوان عصاره در سنجش ميزان فنل كـل اسـتفاده    شفاف رويي به

و همكـاران   Singleton روشاسـتفاده از  ميزان فنل كل بـا   .شد
هـاي   بـه تعـداد نمونـه   . مطابق مندرجات زيـر تعيـين شـد   ) 12(

ــدار    ــدام مق ــر ك ــه ه ــايش برداشــته و ب ــه آزم  470تيمــاري لول
ــر،   ــر آب مقط ــي و   30ميكروليت ــاره آنزيم ــر عص  500ميكروليت
بـراي تهيـه نمونـه    . اضافه شـد  درصد 1ميكروليتر سديم كربنات 

هاي فوق الذكر بدون  يبات شركت كننده به ميزانشاهد كليه ترك
هـا   لوله. حضور عصاره در لوله آزمايش تحت نام كنترل ريخته شد

سـپس بـه هـر    . دقيقه در دماي آزمايشگاه قرار گرفتند 3 مدت به
 مـدت  بـه ها  ميكروليتر فولين سيوكالتيو اضافه و نمونه 500كدام 

هـا بـا    نمونـه  سـپس جـذب  . دقيقه در تاريكي انكوبـه شـدند   10
ثبت نانومتر  765استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 
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. منظور صفر كردن دستگاه از نمونه كنتـرل اسـتفاده شـد    به. شد
هـاي مختلـف گاليـك     منظور تهيه منحني استاندارد از غلظـت  به

 تـام  فنـل  اسـتفاده شـد و مقـادير   ) شركت سيگما آمريكا(اسيد 

  =x+ 0213/0 y 0016/0 (نحني استاندارد م از استفاده با عصاره
وزن تر  گرم در گاليك اسيد گرم ميلي حسب بر)  =R2 989/0با 

  .گرديد بيان بافت

 (FRAP كل به روش  تگيري فعاليت آنتي اكسيدان اندازه

(Ferric Reducing Antioxidant Power: فعاليــــت 
  Benzie and Strainكـل بـا اسـتفاده از روش    يتاكسـيدان  آنتي

 هـر  بـه  و تهيـه  آزمـايش  لوله ها نمونه به تعداد. تعيين شد) 13(
 آب ميكروليتــر FRAP، 970 محلــول ميكروليتــر 1700 كــدام
براي تهيه نمونه  .شد اضافه آنزيمي عصاره ميكروليتر 30 و مقطر

هاي فوق الذكر بدون  شاهد كليه تركيبات شركت كننده به ميزان
 هـا  لوله. ام كنترل ريخته شدحضور عصاره در لوله آزمايش تحت ن

 از اسـتفاده  بـا . شـدند  داده قـرار  تاريكي در دقيقه 10 مدت براي
نـانومتر   593 مـوج  طول در ها نمونه اسپكتوفتومتر جذب دستگاه

 آهـن  براي تهيه منحني اسـتاندارد از محلـول سـولفات   .شد ثبت
)FeSO4.7H2O) ( شركتMerck كليـه  . اسـتفاده شـد  ) آلمان

هاي استاندارد مانند مراحل فوق انجام شـد بـا    ونهمراحل تهيه نم
هاي مختلف سولفات آهـن   جاي عصاره از غلظت اين تفاوت كه به

هاي تيمار شـده پـس    ي نمونهتفعاليت آنتي اكسيدان. استفاده شد

       از رســـم منحنـــي اســـتاندارد  بـــا اســـتفاه از فرمـــول خطـــي
0277/0+ 0132/0 y= 99/0باR2=  ولم ـ ميكـرو  حسـب  و بر 

  .شد محاسبه)  (μM/mg FW تر بافت وزن گرم ميلي آهن در

انجام شده براي هر تيمار در سه هاي  آزمايش :آناليزهاي آماري
ر  افـزا   دست آمده بـا اسـتفاده از نـرم    ههاي ب داده. تكرار انجام شد

و  (ANOVA)و بـا اسـتفاده از آنـاليز واريـانس      SPSSآماري 
گيـري ارتبـاط بـين     انـدازه  در هـر  .آناليز شدند  Duncanتست
در نظر  >05/0pدار در سطح  ها بررسي و وجود تفاوت معني گروه

  .گرفته شد
  

  نتايج

محتوي پراكسيد هيـدروژن درون   گيري هاي حاصل از اندازه داده
هاي گيـاه پريـوش تيمـار شـده در مقايسـه بـا        در كالوس سلولي

درون اثـر پراكسـيد هيـدروژن  بـر مقـادير      نشان داد كـه  كنترل 
داشـته اسـت    )>05/0p( دار تاثير معني) H2O2(سلولي اين ماده 

در  محتـــوي پراكســـيد هيـــدروژن درون ســـلولي .)1جـــدول(
 كنترلنسبت به  ميكرومولار 10و  5، 1هاي تيمار شده با  كالوس

درصد افزايش داشـته   82/44و 13/69، 43/31ميزان  ترتيب به به
سـلولي، درگـروه    گرچه محتوي پراكسـيد هيـدروژن درون  . است

نسبت به گروه تيمار شـده بـا     ميكرومولار 10تيمار شده با غلظت
 ).>05/0p( داري را نشان داد كاهش معني، رميكرومولا 5غلظت 

  

 10و  5، 1(، شش روز پس از تيمار با پراكسيد هيـدروژن  كالوس گياه پريوش (µM g-1FW)پراكسيد هيدروژن درون سلولي نيانگيم سهيمقا :1 جدول
 دار يمعن تفاوت يدارا در يك ستون متفاوت يها حرف كد با ها نيانگيم. باشد مي SD means± صورت به مقادير .با گروه كنترل)  ميكرومولار

  >one way ANOVA, Duncan test, p) 05/0( دنباش يم
H2O2 (µM)  پراكسيد هيدروژن درون سلولي(µM g-1FW)  

0  482 /0 d ±53/10  
1  091/0c±84/13  
5  371/0a±81/17  
10  781/0b±25/15  

  

هـاي   تيمار با غلظـت  كه داد نشانآلكالوئيد كل  نيانگيممقايسه 
ــولار 10و  5، 1 ــزايش   ميكروم  )>05/0p(دار  معنــيباعــث  اف

شـده اسـت و مقـدار    كنتـرل  محتوي آلكالوئيـد كـل نسـبت بـه     
نسبت  ومولارميكر 10آلكالوئيد كل، درگروه تيمار شده با  غلظت 

داري را كاهش معني، رميكرومولا 5به گروه تيمار شده با  غلظت 
و افزايش در محتوي آلكالوئيد كل درگروه  )>001/0p(نشان داد 

ميكرومـولار نسـبت بـه كنتـرل      10و 5، 1هاي تيمـار شـده بـا     

درصـد نسـبت بـه     66/ 98 و 38/132،  30/62ميزان  ترتيب به به
 نيانگي ـمعـلاوه بـر ايـن مقايسـه     ). 1ارنمـود ( باشـد    كنترل مي

 10و  5، 1هـاي   غلظـت  بـا  ماريت كه داد نشان محتوي فلاونوئيد
محتـوي   دار يمعن ـ افزايش موجب پراكسيد هيدروژن كرومولاريم

ه اسـت كـه در ايـن سـه غلظـت      شـد  كنترل به نسبت فلاونوئيد
 79/138ميـزان   ترتيـب بـه   محتوي فلاونوئيد نسبت به كنترل بـه 

اثـر   ).2نمـودار (درصد افزايش داشـته اسـت    49/368و 05/152،
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) >05/0p(دار  معنـي  پراكسيد هيدروژن بر محتوي فنل كل نيـز 
تيمـار بـا    داد نشانمحتوي فنل  نيانگيممقايسه  .)2جدول (بود 

دار  معنـي باعث ميزان افـزايش   ميكرومولار 10و  5، 1هاي  غلظت
نسـبت بـه    ترتيـب  شده است و بـه كنترل  محتوي فنل نسبت به

درصـد افـزايش    17/125و 40/194، 79/102كنترل بـه ميـزان   
اين در حالي است كه محتوي فنل، درگروه تيمار شده با  . يابد مي

 5نسبت به گروه تيمـار شـده بـا  غلظـت      ميكرومولار 10غلظت 
از طرفي .  )p<0.05(داري را نشان داد  كاهش معني، رميكرومولا

 بـا  مـار يت كـه  داد نشان نيز يتكسيدانا توان آنتي نيانگيممقايسه 
 افـزايش  موجب پراكسيد هيدروژن كرومولاريم 10و  5، 1غلظت 

هاي جدول  داده .ه استشد كنترل به نسبتي تاكسيدانتوان آنتي
تـوان آنتـي   مقايسه ميانگين بيانگر اين واقعيت است كه افـزايش 

  هاين سـه گـرو   وابسته به غلظت بود و درآهن  يي احياتاكسيدان
درصد  44/360و  14/255،  44/85ميزان  ترتيب به تيمار شده به

  ).2جدول(يابد  نسبت به كنترل افزايش مي

  
بـا  ) ميكرومـولار  10و  5، 1(شش روز پس از تيمار با پراكسـيد هيـدروژن    كالوس برگ گياه پريوش )mg  g-1FW(آلكالوئيد  نيانگيم سهيمقا :1نمودار

 ,one way ANOVA) دنباش ـ يم ـ دار يمعن ـ تفـاوت  يدارا متفـاوت  يهـا  حـرف  كـد  با ها نيانگيم. باشد مي SD means± صورت به مقادير .گروه كنترل

Duncan test, P<0.05)  
  

  
بـا  ) كرومـولار مي 10و  5، 1(شش روز پس از تيمار با پراكسيد هيـدروژن   كالوس برگ گياه پريوش )mg  g-1FW(فلاونوئيد  نيانگيم سهيمقا :2نمودار

 ,one way ANOVA) دنباش ـ يم ـ دار يمعن ـ تفـاوت  يدارا متفـاوت  يهـا  حـرف  كـد  با ها نيانگيم. باشد مي SD means± صورت به مقادير .گروه كنترل

Duncan test, P<0.05) 
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 10و  5، 1(يد هيـدروژن  شـش روز پـس از تيمـار بـا پراكس ـ     كـالوس بـرگ گيـاه پريـوش    وآنتي اكسيدان كـل   محتوي فنل نيانگيم سهيمقا: 2 جدول
 دار يمعن ـ تفـاوت  يدارا در يـك سـتون   متفـاوت  يهـا  حـرف  كـد  بـا  هـا  نيانگي ـم. باشـد  مي SD means± صورت به مقادير. با گروه كنترل) ميكرومولار

  .(one way ANOVA, Duncan test, p<0.05)دنباش يم
H2O2 (µM)  فنل)mg g-1FW(  كل تاكسيدان آنتي  )μM  mg-1 FW(  

0  060/0d±43/1  018/0d ±680/0  
1 042/0 c ±90/2  067/0 c ±261 /1  
5 026/0 a ±21/4  181/0b±415/2  
10 097/0 b ±22/3  391/0a ±131/3  

  

  بحث 

هاي كلسـيمي را فعـال    تواند كانال مي پراكسيد هيدروژنتيمار با 
كرده و غلظت كلسيم سيتوپلاسمي را افـزايش دهـد و از طرفـي    

اكسـيداز   NADPHنوبـه خـود آنـزيم     سيم سـيتوزولي بـه  نيز كل
غشايي پلاسمايي را فعال كرده كه منجر به انفجـار اكسـيداتيو و   

اثـر  ، در تحقيـق حاضـر  ). 14(شـود   مـي  پراكسيد هيدروژنتوليد 
) H2O2( پراكسيد هيدروژن بر مقـادير درون سـلولي ايـن مـاده     

سـتاي نتـايج   نتايج تحقيق حاضـر در را . بود )>05/0p(دار  معني
در تحقيقات خـود بـر    )15(و همكاران Tang . ديگران بوده است

مـولار پراكسـيد    ميلـي  100روي گياه پريوش نشـان دادنـد كـه    
پراكسـيد هيـدروژن   ) >05/0p(دار  هيدروژن باعث افزايش معني

و  Tianاز طرفــي . نســبت بــه كنتــرل شــده اســت ســلولي درون
 كالوس گياه توت فرنگيبر روي خود  تحقيقات رد )16(همكاران 

بـه نتيجـه   ميكرومـولار پراكسـيد هيـدروژن،     50تحت تيمـار بـا   
) 17(و همكـاران   Yuكه نتايج  در صورتي. نداي دست يافت مشابه
 200نشان داد كه پس از تيمار بـا    Vigna radiata (L.)بر روي
مولار پراكسيد هيـدروژن محتـوي درون سـلولي ايـن مـاده       ميلي

ها در نتايج ممكن است بدليل اخـتلاف در   فاوتت. يابد كاهش مي
  .گونه گياهي و متعاقبا اختلاف در پاسخ سلولي اين گونه باشد

عنوان يك دفاع شيميايي در پاسخ بـه   از طرفي آلكالوئيدها نيز به
يابند، اما مكانيسم واقعي در ايـن پاسـخ سـلولي     افزايش مي  تنش
نتايج حاصل از آناليز ). 15(طور كامل شناخته نشده است  ههنوز ب
بـر  پراكسيد هيـدروژن   اثر نشان داد كه ها در آزمايش حاضر داده

هاي گياه پريوش تيمـار شـده در    محتوي آلكالوئيد كل در كالوس
و با افـزايش غلظـت،   ) >05/0p(دار است  مقايسه با كنترل معني

نتـايج حاضـر در تاييـد نتـايج     . يابـد  محتوي آلكالوئيد افزايش مي
Tang  ها نيـز در تحقيـق خـود بـر روي      بود، آن )15(همكاران و

مـولار پراكسـيد    ميلـي  100گياه پريوش نشان دادنـد كـه تيمـار   

غلظت آلكالوئيد وين ) >05/0p(دار  هيدروژن باعث افزايش معني
از طرفي با توجه به اينكـه  . بلاستين  نسبت به كنترل شده است

تـنش  تحـت   هـاي گيـاهي   حفاظت سـلول  دها درآلكالوئي اهميت
توان گفت كه افزايش يا كـاهش   لذا مي .)18(مشخص شده است 

ميزان آلكالوئيد كل در يك گياه متناسـب بـا نـوع تـنش بـوده و      
دليـل اخـتلاف در گونـه گيـاهي      هتفاوت اين نتايج ممكن است ب

  .باشد

هـاي   علاوه بر اين پراكسيد هيدروژن محتوي فلاونوئيد در كالوس
دار  طـور معنـي   در مقايسه با كنترل را بـه گياه پريوش تيمار شده 

)05/0p< (و وابسته به غلظت افزايش داد .Tumova  و همكاران
 Ononis arvensis در تحقيق خود بر روي كشت كـالوس  )19(

گزارش كردند كـه  تـنش اكسـيداتيو ناشـي از حضـور پراكسـيد       
. باعث توليد فلاونوئيد شده اسـت ) مولار ميلي 1تا  1/0(هيدروژن 

نيـز در مطالعـه خـود بـر روي      )20(و همكـاران   Haoمچنين ه
از طريـق   UV-Bمشاهده كردنـد كـه    Ginkgo bilobaكالوس 

منجـر   Nitric Oxide Synthase (NOS)افزايش فعاليت آنـزيم 
راديكـال بـا افـزايش     شـده كـه ايـن    NOبه توليد راديكـال آزاد  

 Phenylalanine Ammonium Lyase (PAL)فعاليـت آنـزيم  
از طرفـي نيـز   . افزايش توليد فلاونوئيـدها گرديـده اسـت    موجب

هـاي تـنش اكسـيداتيو محسـوب      عنوان شاخص تركيبات فنلي به
تنش  شرايط در فنلي تركيبات ، لذا  انباشتگي انواع)20(شوند  مي
 عمـل  نشانه در جلوگيري از تخريب سلولي يك عنوان به تواند مي

 ـ  افزايش نهايت به در و كرده شـود   منجـر  تـنش  ر تحمـل در براب
تركيبات فنلي داراي گروه هيدروكسيل هستند كه دهنـده   ).20(

هـاي آزاد را   باشند و اين تركيبات فعاليـت راديكـال   هيدروژن مي
در ). 21(كنند  ي را فعال ميتاكسيدان هاي آنتي مهار كرده و آنزيم

داري بر  محتوي فنـل در   اين مطالعه پراكسيد هيدروژن اثر معني
اي گياه پريوش تيمار شده در مقايسه با كنترل داشـت و  ه كالوس

با افزايش غلظت پراكسيد هيدروژن محتوي فنل كل نيز افـزايش  
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بر روي ) 22( و همكاران Fangمطالعات انجام شده توسط . يافت
نشان داده ) Salvia miltiorrhiza( كشت سلولي گياه مريم گلي

توانـد   ن مـي ميكرومـولار پركسـيد هيـدروژ    10است كه غلظـت  
عنوان يك القا كننده موثر تجمع متابوليت ثانويه پلـي فنليـك    به
)Depside ( را در سوسپانسيون سلولي گياه مريم گلي القا كنـد .

بدين ترتيب افزايش ميزان فلاونوئيد و فنل كل در گيـاه پريـوش   
تواند در راستاي پاسخ به تنش حاصل از پراكسـيد هيـدورژن    مي

  .درگياه پريوش باشد

 عمـده  فنلي دليـل  تركيبات بودن بالا كه دهد مي نشان مطالعات

اسـاس   بـر  باشـد، زيـرا   ي نيـز مـي  تاكسيدان آنتي فعاليت بودن بالا
 و قـدرت  فنلـي  تركيبات ميزان بين مثبتي ارتباط موجود شواهد

 احياكننـدگي  قـدرت  ).22(دارد  وجـود  گياهـان  يتاكسيدان آنتي

 II بـه آهـن   IIIاحيا آهن  با هاي حاضر نمونه در موجود تركيبات
 فعاليت شاخص عنوان بهآهن اغلب   ياحيا). 15(شدند  سنجيده

 مـواد  يتاكسـيدان  آنتـي  عمل در مهميكه مكانيزم  دهي الكترون

نشـان داد   حاضـر  تحقيقنتايج ). 22(رود  كار مي به باشد مي فنلي
در ) FRAP(آهـن   ياحيـا  بـر اسـاس   يتاكسـيدان  توان آنتـي  كه

طـور   گياه پريوش تيمار شده در مقايسه با كنترل بـه  هاي كالوس
كه، از آنجا . ته به غلظت افزايش يافتو وابس) >05/0p(دار  معني

كـل و تركيبـات فنلـي و     تاكسـيدان  در تمام گياهـان بـين آنتـي   
، در ايـن تحقيـق   )23(فلاونوئيدي ارتباط مستقيمي وجـود دارد  

، با افـزايش  آهن يحياا بر اساس يتاكسيدان توان آنتي نيز افزايش
ايـن نتـايج در راسـتاي    . تركيبات فنلي و فلاونوئيدي همـراه بـود  

باشـد كـه در تحقيقـات     مي) Ramawat  )23و-  Sharmaنتايج
گـزارش كردنـد    Salvadora persica Linn)(گياه خود بر روي 

طور  مولار نمك طعام به ميلي 200و  100، 50كه تيمار با غلظت 
تــوان و وابســته بــه غلظــت باعــث افــزايش  )>05/0p(دار  معنــي
  . نسبت به كنترل شده استي تاكسيدان آنتي

  

  نتيجه گيري

تواند باعث  تيمار كالوس گياهان مختلف با پراكسيد هيدروژن مي
بسـياري از مطالعـات گـزارش    ). 17(هاي دفاعي شود  پاسخ يالقا

گيرد  قرار ميپراكسيد هيدروژن  وقتي گياه در معرضكه  اند    كرده
چـون تيمـار بـا    ). 15(يابد  آن در درون سلول افزايش ميغلظت 

هاي كلسـيمي را فعـال كـرده و     تواند كانال مي پراكسيد هيدروژن
غلظت كلسيم سيتوزلي را افزايش دهـد، كلسـيم سـيتوزولي نيـز     

اكسيداز غشايي پلاسـمايي را فعـال    NADPHنوبه خود آنزيم  به

 پراكسيد هيدروژنو توليد  تنكرده و منجر به انفجار اكسيداسيو

عنـوان   سلول بـه درون در  پراكسيد هيدروژن از طرفي). 15(شود 
باعث افزايش فعاليـت و  تواند  عمل كرده لذا مييك پيامبر ثانويه 

ــي   ــان برخ ــاي بي ــا الق ــات  ي ــيتركيب ــيدان آنت ــه  تاكس از جمل
ي تاكسـيدان  آنتي هاي سيستم اين ).24(شود  هاي ثانويه متابوليت

 گرهـاي  انـواع واكـنش   مقابـل  در دفـاعي  سيسـتم  يـك  وانعن به

تـا بهتـر بتوانـد     دن ـكن و به سلول كمـك مـي   كرده عمل اكسيژن
تـوان تحـت تـنش     از طرفي نيـز مـي  . شرايط تنش را تحمل كند

هـاي ثانويـه را نيـز     پراكسيد هيدروژن تا حدودي توليد متابولـت 
تواننـد در   يهاي ثانويـه م ـ  از آنجا كه برخي متابوليت. افزايش داد

ها انساني از قبيل سرطان، هپاتيت، فشـار خـون و    درمان بيماري
غيره موثر باشند و وجود اين تركيبـات در پريـوش ممكـن اسـت     

ها را نيز افزايش  بتوان با اعمال اين تنش ميزان توليد برخي از آن
كه اين خود نيـاز بـه تحقيـق بيشـتر داشـته و بـا توجـه بـه          داد

ير براي جايگزيني داروهاي شيميايي توسـط  تحقيقات دارويي اخ
ها  گياهان دارويي سنتي ايجاد پايه علمي براي شناسايي اثرات آن

  .گردد ، امري لازم است و از طرف اين تيم تحقيقاتي پيشنهاد مي
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Abstract 

Aim: In the present study the effect of oxidative stress resulted from hydrogen peroxide on some 
secondary metabolites and changes on intra cellular hydrogen peroxide has been explored.  

Material and methods: To induction of callus Periwinkle leaf was sterilized and put on MS medium. 
Calluses were treated by different concentrations (1, 5 and 10 µM) of hydrogen peroxide for 6 days. 
Total alkaloid, phenolic components and felavonoids as well as antioxidant potential on the basis of 
Iron reduction were determined.  Data were analyzed using one way ANOVA.  

Results: Addition of hydrogen peroxide resulted in significant (P≤0.05) increase of intra cellular 
hydrogen peroxide compared to the control. Total alkaloids, flavonoids and phenols content showed 
that hydrogen peroxide caused a significant increase (P <0.05. Furthermore, hydrogen peroxide 
increased the antioxidant capacity. Better antioxidant capacity was Iron reduction dependent.  

Conclusion: Hydrogen peroxide increased intra cellular levels of hydrogen peroxide. Secondary 
metabolites such as alkaloids and phenolic compounds and total flavonoid were boosted as well. 
Therefore tensions may be applied to increase them. 

Keywords: Alkaloids, Antioxidant Callus, Catharanthus roseus, Flavonoids, Hydrogen peroxide, 
Phenols 
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