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Aim: The stinging nettle (Urtica dioica L.) is a very important medicinal plant that is used in the 

treatment of many diseases. Considering the important medicinal properties (flavonoid 

compounds and antioxidant enzymes) of nettle and the numerous advantages of using elicitors in 

plant tissue culture to enhance the production of medicinal compounds, this study investigated the 

effect of different concentrations of the chitosan elicitor on the production of some secondary 

metabolites and antioxidant enzyme activities in callus suspension culture of nettle. 

Material and methods: Nettle seeds were cultured in 1/2MS medium after surface sterilization 

(with 1% sodium hypochlorite and 70% ethanol). leaf explants were isolated from sterile seedling 

(at the four-leaf stage). The explants were cultured in MS hormone-containing medium (NAA and 

BA 2.5 and 1 mg L-1, respectively) and maintained under light conditions of 16 : 8 (light : darkness) 

hours  at 25 °C. After several stages of subculturing, uniform callus was produced. Eight days 

after transfer of calli to MS liquid culture medium, calli were treated with chitosan elicitor at 

concentrations of 0, 50, and 100 mg L-1. Calli were sampled at 24, 48, and 120 hours after 

treatment. Finally, the production of secondary metabolites (quercetin, kaempferol, and rutin) was 

determined using HPLC and the standard line equation. Also, the activities of antioxidant enzymes 

(phenylalanine ammonia-lyase, polyphenol oxidase, and peroxidase) and the total content of 

phenol, flavonoid and protein were measured and analyzed by spectrophotometry method. The 

experiment was conducted in completely randomized design with three replications and was 

analyzed as a split-time statistical design. 

Results: According to the results of the analysis of variance, the effect of chitosan elicitor 

concentration, sampling time after elicitor application and the interaction effect of elicitor 

concentration and sampling time on all measured parameters except for the total flavonoid content 

(the effect of elicitor concentration was not significant) were significant. The highest 

phenylalanine ammonia-lyase and polyphenol oxidase enzyme activities were at sampling times 

https://doi.org/10.61186/JCT.15.1.1
https://10.0.239.2/JCT.14.3.241


Increasing the content of flavonoid compounds and changing the antioxidant enzyme activities in … 
 

2 
 

Journal of Cell and Tissue 15(4), Winter(2025) 317-335 

 
 

of 120 and 24 hours after elicitor application at 100 mg L-1 chitosan concentration, respectively. 
The peroxidase enzyme activity at the sampling time of 120 hours and a concentration of 50 mg 

L-1 of chitosan was 2.57 times that of the control sample. The total protein content decreased at 

concentrations of 50 and 100 mg L-1 chitosan compared with the control. The highest amount of 

quercetin production was in the treatment of 100 mg L-1 chitosan and sampling time of 48 hours 

after elicitor application, which increased 25 times compared with the control. Kaempferol and 

rutin had the highest production at sampling times of 48 and 24 hours and a concentration of 50 

mg L-1, respectively, which increased by 72.6 and 51.2 percent compared with the control. 

Conclusion: Chitosan elicitor is known as a biotic elicitor with a positive effect on medicinal and 

antioxidant properties in various plants. In this study, chitosan elicitor increased the production of 

quercetin, kaempferol, and rutin metabolites as well as the activity of antioxidant enzymes in nettle 

callus culture. So, chitosan elicitor can be introduced as an enhancer of medicinal properties of 

nettle plant under in vitro culture conditions. Obviously, for the commercial production of 

medicinal compounds, the conditions for large-scale callus production in bioreactors must be 

optimized. 
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ی در تاکسیدانهای آنتیافزایش تولید ترکیبات فلاونوئیدی و تغییر فعالیت آنزیم

 گزنه تحریک شده با کیتوزان گیاه کالوسکشت 

 2محمدرضا دهقانی، 2پور حیدرآبادیمریم دهجی، *2محسن محمودنیا میمند، 1پورفاطمه افشاری

 رفسنجان، ایران( عج) عصرولی دانشگاه کشاورزی، دانشکده گیاهی، تولید و ژنتیک ارشد، گروه کارشناسی1

 رفسنجان، ایران( عج) عصرولی دانشگاه کشاورزی، دانشکده گیاهی، تولید و ژنتیک تخصصی، گروه دکتری2

 چکیده  واژگان کلیدی

 الیسیتور

 فنل اکسیدازپلی

ینن ننن ینننلفنن ننن - آلا

 آمونیالیاز

 کامفرول

 گیاهان دارویی

بر  و زمان در معرض الیستور بودن ی مختلف الیسیتور کیتوزانهابه بررسی اثر غلظت در این تحقیق هدف: 

 . ه شددر کشت کالوس گیاه گزنه پرداخت تاکسیدانآنتی هایفعالیت آنزیمو های ثانویه میزان تولید متابولیت

استفاده  جهت تولید کالوس دارهورمون MS در محیط کشت ه استریلگیاهچریزنمونه برگ از  ها:مواد و روش

 (گرم بر لیترمیلی 100و  50، )صفر کیتوزان استفاده از با و MS محیط کشت مایع درها کالوس تیمار. دش

میزان تولید کوئرستین،  در نهایت. صورت گرفتساعت  120و  48، 24های برداری در زماننمونه وانجام شد 

فنل آلانین آمونیالیاز، پلیفنیل هایفعالیت آنزیمو همچنین فنل، فلاونوئید و پروتئین کل  ،روتین ،کامفرول

صورت و به تکرار انجام شد سه با تصادفی کاملا قالب طرح در آزمایشگیری شد. اندازهاکسیداز و پراکسیداز 

خرد شده در زمان تحلیل شد. نتایج: فعالیت آنزیم فنیلآلانین آمونیالیاز و پلیفنل اکسیداز در هر سه زمان 

نمونهبرداری با افزایش غلظت کیتوزان نسبت به شاهد افزایش یافت. فعالیت آنزیم پراکسیداز در زمان 

نمونهبرداری 120 ساعت و غلظت 50 میلیگرم بر لیتر کیتوزان، 2/57 برابر نمونه شاهد بود. بیشترین میزان 

تولید کوئرستین در تیمار 100 میلیگرم بر لیتر کیتوزان و زمان 48 ساعت و بیشترین میزان تولید کامفرول 

و روتین بهترتیب در زمانهای 48 و 24 ساعت و غلظت 50 میلیگرم بر لیتر کیتوزان بود. نتیجهگیری: 

الیسیتور کیتوزان در غلظتها و زمان خاصی باعث افزایش تولید متابولیتهای ثانویه و فعالیت آنزیمهای 

آنتیاکسیدانتی در کشت کالوس گزنه شد. بنابراین در تحقیقات آتی میتوان با استفاده از این الیسیتور و 

 بهینهسازی شرایط تولید در مقیاس بالا به سمت تولید تجاری این مواد حرکت کرد.
 

 10/09/1403: افتیدر خیتار

 20/9/1403: یبازنگر خیتار

 26/09/1403: رشیپذ خیتار

 مقدمه -1

هستند. این دارای اهمیت جهانی  شوند وهای ژنتیکی ارزشمندی از میراث بومی کشورها محسوب میگیاهان دارویی سرمایه

امروزه برای درمان و حفظ سلامتی  اند.گیاهان در طول تاریخ جزء منابع اصلی پزشکی و داروسازی در بیشتر نقاط جهان بوده

دلیل نزدیکی و سازگاری با فیزیولوژی داروهای گیاهی به .(1)شود طبیعی می ابا منش یکید زیادی بر استفاده از داروهااانسان ت

بدن انسان در مقایسه با داروهای شیمیایی دارای خطرات و عوارض جانبی کمتری هستند. این ویژگی یکی از دلایل اصلی 

رویکرد و تمایل دوباره مردم جهان به استفاده از گیاهان دارویی در قیاس با داروهای شیمیایی و مرکب از مواد مصنوعی شده 

 است )2(.
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رویه از گیاهان دارویی برای مصارف درمانی، این گیاهان ارزشمند را در معرض خطر انقراض قرار داده و از امروزه استفاده بی

بردن سطح  که اکثر این گیاهان محدودیت وابستگی به شرایط آب و هوایی دارند، استفاده از کشت بافت برای ازدیاد و بالا آنجا

حل مناسبی برای برطرف کردن این شرایط محیطی مناسب جهت رشد این گیاهان راه ترکیبات مؤثره این گیاهان و فراهم آوردن

نام متابولیتهای ثانویه را تولید میکنند که انسان آنها را به آلی ترکیبات از متنوعی و بزرگ باشد. گیاهان، گروهمشکل می

بهعنوان ترکیب دارویی، آرایشی، غذایی و ... مصرف میکند. طبق برآوردهای صورت گرفته در سالهای اخیر، ارزش بازارهای 

جهانی داروهای گیاهی ) شامل گیاهان دارویی و فرآوردههای آنها(، همواره با رشد قابل توجهی رو به افزایش بوده است. با توجه 

به اینکه متابولیتهای ثانویه گیاهی از ارزش اقتصادی و همچنین ارزش افزوده بسیار بالایی برخوردار هستند و از طرفی سنتز 

شیمیایی این متابولیتها معمولا پیچیده و پرهزینه میباشد، بخش اعظم بازار گیاهان دارویی دنیا، به تولید و عرضه متابولیتهای 

ثانویه مشتق از این گیاهان مربوط میشود، بنابراین تولید متابولیتها با روشهای مختلف زیستفناوری از جمله کشت سلولی 

گیاه، راه جایگزین سودمندی است. دستورزی محیطهای کشت سلولی با استفاده از محرکها )الیسیتورها( یکی از راهکارهای 

مهم جهت القای متابولیسم ثانویه و افزایش تولید متابولیتهای ارزشمند است. الیسیتورها از طریق فعال کردن مکانیسمهای 

دفاعی باعث القای تشکیل متابولیتهای ثانویه و پاسخهای فوق حساسیتی در گیاهان میشوند. تشخیص مولکولی و برهمکنش 

بین الیسیتور و گیرندههای گیاه فرایند پیچیدهای است که جهت انتقال پیام الیسیتور ضروری است. بهدنبال درک الیسیتور 

پاسخهای دفاعی سریع در سلول گیاهی نظیر افزایش جریانات یونی از عرض غشای پلاسمایی، تولید انواع اکسیژن واکنشگر، 

 فعالسازی ژنهای مربوط به دفاع، تغییرات ساختاری در دیواره سلولی و سنتز فیتوآلکسینها اتفاق خواهد افتاد )3(.

 علفی ساله، چند یا ساله دو ساله،یکمتعلق به جنس گزنه است. گیاهان این جنس  .Urtica dioica Lگیاه گزنه با نام علمی 

گونه فراوان یکی از گیاهان ارزشمند دارویی  یک با گزنه (. جنس4باشند )گزنده می هایکرک دارای پایه، دو یا پایه یک ای،بوتهتا 

 دارای گزنه جنسهای گونه روید.می وفور به نیتروژن از غنی هایدر خاک و پسندسایه و مرطوب مناطق در اغلب که باشدمی ایران

 اورتینین نام به قرمز رنگی ماده گیاه این هایسرشاخه از و هستند نوعی گلوکوزید و اسید فرمیک، فلاونوئیدها تین،یلس تانن،

 از جلوگیری نقرس، درد جمله کاهش از که شمردندیم بر بسیاری دارویی خواص گزنه های جنسگونه برای شود.می استخراج

 از بسیاری درمان برای دارویی گیاهان از یکی عنوانبه گزنه (.5توان نام برد )خونی را میبیماری قند و کم درمان مو، ریزش

کار میرود. این گیاه در طب سنتی ایران نیز وجود داشته و جهت درمان بیماریهای گوارشی، زخمهای گوارشی و ها بهبیماری

زخم معده به کار رفته، همچنین اثر ضد حساسیتی داشته و باعث کاهش میزان قند خون و فشار خون میشود و بهعنوان یک 

داروی مدر و قابض مورد استفاده قرار میگیرد. بهدلیل اهمیت مواد مؤثره گیاهان دارویی در زمینه صنایع غذایی بهعنوان 

نگهدارنده، آرایشی و بهداشتی باعث شده که توجه و تحقیق پیرامون این دسته گیاهان از نقطه نظر کشت، تولید و مصرف آنها از 

 اهمیت خاصی برخوردار شود )9-6(. 

های مختلف گیاهان عالی در اندامهای ثانویه هستند که فنلیک در بین متابولیتفلاونوئیدها گروه متنوعی از ترکیبات پلی

طور طبیعی یافت میشوند. امروزه فلاونوئیدها برای ساخت داروهای ضد تومور، ضد باکتری، ضد ویروس، ضد قارچ و آفتکشها به

بهکار میروند. کوئرستین نیز یکی از فلاونوئیدها از دسته فلاونولها است که بهعنوان معرف در مطالعات فلاونوئیدها کاربرد 

داشته و نیز یک آنتیاکسیدانت محسوب میشود )10(. کوئرستین بهدلیل اینکه باعث بهبود عملکرد مویرگی شده و بهعنوان یک 

آنتیاکسیدانت در مقابل رادیکال آزاد عمل میکند، سبب میشود که ارزش گیاه دارویی افزایش یابد )11(. اصولا ترکیبهای 

کامفرول، کوئرستین و روتین بهعنوان آنتیاکسیدانتهای طبیعی بهکار میروند. این ترکیبها رادیکالهای آزاد در بدن را که 

باعث سرطان و بیماریهایی از قبیل آترواسکلروز میشوند، پاکسازی نموده و در پیشگیری از بیماریهای قلبی و عروقی سودمند 
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هستند )12(. اهمیت تغذیهای و درمانی فلاونوئیدها در تحقیقات زیادی به اثبات رسیده است، از طرفی گیاه دارویی گزنه بهعنوان 

منبع مناسب فلاونوئیدهای ضد سرطانی کامفرول و کوئرستین است. وقتی گیاه در معرض تنش قرار میگیرد بهمنظور حفظ 

فعالیت متابولیسمی، فعالیت ترکیبات آنتیاکسیدانتی از جمله آنزیمها و متابولیتهای ثانویه در گیاه افزایش مییابد. سیستم 

آنتیاکسیدانتی در گیاهان بهعنوان یک عامل کلیدی در مکانیسمهای دفاعی در تنشهای اکسیداتیو مطرح میباشد )13( گیاهان 

دارای مجموعهای از سیستمهای دفاعی آنتیاکسیدانتی که شامل اجزای آنزیمی و غیر آنزیمی است میباشند. اجزای آنزیمی 

سیستم دفاعی آنتیاکسیدانتی متشکل از چند آنتیاکسیدانت آنزیمی مانند سوپراکسید دیسموتاز )SOD( ، کاتالاز )CAT( و 

پراکسیداز )POD( هستند. آنزیم فنیلآلانین آنونیالیاز )PAL( بهعنوان یکی از مهمترین آنزیمها در مسیر تولید فنیل پروپانوئیدها 

  و ترکیبات فلاونوئیدی میباشد که نقشی تنظیمی در تولید این ترکیبات دارد )14(.

 تغییرات باعث که است زیستی هایمحرک جمله از ،دارنیتروژن ساکاریدهای( از پلیN4O11H6C)nیی ایمیش فرمول با کیتوزان

 فضای گیاه، سلولی کشت در هامحرک طریق از ثانویه، هایمتابولیت تولید افزایش (.15) شودلوژیکی در گیاهان میفیزیومورفو

 از ترکیبات این از بسیاری که باشد داشته زیستی صنایع برای مهم اقتصادی منافع تواندمی که است کرده باز جدیدی مطالعاتی

باشد، می نهیپرهزپیچیده و  ،های ثانویه()متابولیت (. از آنجا که سنتز شیمیایی این ترکیبات16برخوردارند ) دارویی بالای ارزش

دهنده مطالعات متعددی نشان باشد.حل مناسبی میهای زیستی برای تحریک افزایش تولید این ترکیبات راهاستفاده از الیستور

 و ثانویه هایمتابولیت تولید باعث کیتوزان، و کتین مانند قارچی هایاز گونه بسیاری سلولی دیواره اصلی ترکیبات که این هستند

 هایتولید متابولیت بهبود جهت کارآمد، زیستی از الیسیتورهای یکی عنوانبه کیتوزان شود.می گیاه دفاعی هایمکانیسم تحریک

 (.17بوده است ) مطرح دارویی گیاهان در ثانویه

 مطالعه کم بسیار کالوس الیسیتور کیتوزان روی اثر اینکه و گیاه گزنه دارویی و اهمیت بافت کشت متعدد مزایای به توجه با

 هایسلول و هابا ویروس مقابله برای که و روتین کامفرول ،کوئرستین های فلاونوئیدیترکیب دارویی خواص به توجه باشده و 

 یتاکسیدانآنتی هایفعالیت آنزیم بر برداری(و زمان در معرض بودن با کیتوزان )زمان نمونه اثر کیتوزان شوند،می استفاده سرطانی

قرار گرفت. در واقع مسئله  بررسی ( این گیاه موردو روتین کامفرول ،)کوئرستینهای ثانویه و برخی متابولیت گزنه گیاه کالوس

ی مختلف الیسیتور کیتوزان بر فعالیت هااساسی که این پژوهش به دنبال یافتن پاسخی برای آن بود، سنجش میزان تأثیر غلظت

 در کشت کالوس گیاه دارویی گزنه بود. تینو رو کامفرول ،ی و تولید کوئرستینتاکسیدانهای آنتیآنزیم

    هامواد و روش -2

چه استریل و القای کالوس: بذرهای گیاه گزنه با نام علمی U. dioica L .از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه شد. تولید گیاه

ترکیبات آلی و معدنی مورد نیاز جهت ساخت محیط کشت شامل نمکهای عناصر پرمصرف و کم مصرف، ویتامین، آهن، تنظیم 

کنندههای رشد، ساکارز و آگار از شرکت  Merck تهیه شدند. محلولهای غذایی موراشیگ و اسکوگ )MS( بهصورت محلول 

1داری شدند. پس از تهیه محیطهای کشت 
2
ذخیره تهیه و در یخچال نگه pH  ،MSمحیط کشتها در محدودهی 5/7 الی 5/8 

تنظیم و بهوسیله اتوکلاو استریل شدند. بذرها بهمدت 24 ساعت در آب مقطر خیسانده شدند و سپس بهمدت 10 دقیقه در 

هیپوکلریت سدیم یک درصد قرار گرفتند. سپس زیر هود با آب مقطر استریل آبکشی، بهمدت 30 ثانیه در اتانول 70 درصد 

غوطهور و پس از آن سه بار با آب مقطر استریل هر بار بهمدت یک دقیقه آبکشی انجام شد. بذرهای ضدعفونی شده در محیط 

1کشت 
2
 MS کشت و در اتاقک رشد )شرایط نوری 16 ساعت روشنایی، 8 ساعت تاریکی و دمای 25 درجه سانتیگراد(  نگهداری 
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شدند. پس از چهار هفته ریزنمونههایی از بخشهای برگ، گره و میانگره گیاهچههای استریل تولید شده برش داده شد و جهت 

القای کالوس در محیط کشت MS با ترکیب هورمونی )BA 1 میلی گرم بر لیتر و NAA 2/5 میلیگرم بر لیتر( کشت شد. پس 

از سه واکشت در محیط کشت هورموندار فوق و هر واکشت به فاصله چهارهفته کالوس یکنواخت تهیه شد. از کالوسهای 

 ریزنمونه میانگره جهت القای الیسیتور استفاده شد. 

 یکل اسیداستیک حلااستفاده از گرم بر لیتر کیتوزان با  با غلظت یکمحلول مادری کیتوزان  :برداریاعمال تیمار و نمونه

دست آمده در 20 میلیلیتر محیط کشت مایع هورموندار کشت شدند و در شیکرانکوباتور با ههای بدرصد تهیه شد. کالوس

دمای 25 درجه سانتیگراد و سرعت 100 دور در دقیقه نگهداری شدند. بعد از هشت روز، اعمال تیمار در سه سطح از غلظت 

کیتوزان )0، 50 و100 میلیگرم بر لیتر( و در سه تکرار انجام شد. نمونهبرداری در سه زمان 24، 48 و 120 ساعت پس از اعمال 

تیمار صورت گرفت. نمونهها پس از برداشت بلافاصله فریز و تا زمان اندازهگیریهای بعدی در دمای 80- درجه سانتیگراد 

 نگهداری شدند.

اکسیدانتی: 0/2 گرم نمونه منجمد یهای آنتفعالیت آنزیمو  کل میزان پروتئینتهیه عصاره آنزیمی جهت سنجش  

را با استفاده از هاون در بافر Tris-HCL 50 میلیمولار با اسیدیته 8/8 حاوی مرکاپتواتانول 2 میلیمولار ساییده و سپس با 

سرعت  g× 9000 بهمدت 10 دقیقه در دمای 4 درجه سانتیگراد سانتریفیوژ شد. فاز رویی برای سنجش پروتئین کل و فعالیت 

 آنزیمهای آنتیاکسیدانتی مورد استفاده قرار گرفت )18(.

لیتر معرف برادفورد به میلی 5سنجش پروتئین تام بر اساس روش برادفورد انجام گرفت.  گیری میزان پروتئین کل:اندازه

مدت 10 دقیقه در دمای اتاق نگهداری و سپس جذب نمونهها لیتر عصاره استخراجی اضافه و بعد از مخلوط کردن بهمیلی 1/0

 Bovin Serum( قرائت شد. آلبومین سرم گاوی Analytic Jena در طول موج 595 نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر مدل

 Albumin( با غلظتهای 0 تا 100 میکروگرم در میلیلیتر بهعنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفت )19(.

مولار(، یک میلی 10آلانین )لیتر فنیلمیلی 5/0مخلوط واکنش شامل  آمونیالیاز: آلانینگیری فعالیت آنزیم فنیلاندازه

ها لیتر عصاره استخراجی بود. نمونهمیلی 1/0لیتر آب مقطر و میلی 4/0، 8/8مولار با اسیدیته میلی Tris-HCL 50لیتر بافر میلی

مدت یک ساعت در دمای 37 درجه سانتیگراد )ماکزیمم فعالیت آنزیم( نگهداری و سپس واکنش آنزیمی با افزودن 0/1 به

میلیلیتر اسید کلریدریک 6 مولار متوقف شد. اسید سینامیک )فرآورده آنزیمPAL( موجود، سه بار)هر بار به میزان 2 میلیلیتر( 

با اتیل استات استخراج و فاز رویی توسط جریان هوای تصفیه شده خشک شد. میزان اسید سینامیک بعد از حل نمودن در 

NaOH 0/05 مولار، در طول موج 290 نانومتر سنجیده شد. محلول اسید سینامیک با غلظت 0 تا 35 میکرومولار برای رسم 

 منحنی استاندارد مورد استفاده قرار گرفت.

اکسیداز بر اساس روش نیکولای و همکاران  فنولفعالیت آنزیم پلی اکسیداز:فنولگیری میزان فعالیت آنزیم پلیاندازه

(، =pH 8/6) مولار 02/0لیتر بافر پتاسیم فسفات میلی 2با اندکی تغییرات انجام شد. در این واکنش مخلوط واکنش شامل  (20)

گراد قرار گرفت، سپس انتیسدرجه  40ماری در دمای دقیقه در بن 10مولار بود. مخلوط واکنش  12/0 لیتر پیروگالولمیلی 5/0

 0/5 میلیلیتر عصاره استخراجی به آن اضافه و جذب نمونهها در طول موج 410 نانومتر بعد از یک دقیقه خوانده شد.

( با 21چانس و ماهلی )گیری میزان فعالیت این آنزیم بر اساس روش اندازه گیری میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز:اندازه

لیتر بافر پتاسیم فسفات میلی 9/1گیری میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز مخلوط واکنش شامل انجام شد. برای اندازه اتاندکی تغییر
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 1/0مولار و میلی 30هیدروژن  لیتر پراکسیدمیلی 5/0مولار، میلی 168لیتر گایاکول میلی 5/0(، =pH 1/6مولار )میلی 60

 لیتر عصاره استخراجی بود. جذب نمونهها در طول موج 470 نانومتر بعد از یک دقیقه خوانده شد.میلی

گرم نمونه گیاهی را در هاون ساییده به میکروتیوپ  2/0ابتدا مقدار  گیری فنل کل و فلاونوئید کل:تهیه عصاره برای اندازه

مدت 24 ساعت در 4 درجه ( اضافه و به15به  85استخراج )متانول: اسید استیک به نسبت لیتر حلال میلی 5/1منتقل و به آن 

سانتیگراد قرار داده شد، سپس با سرعت  g× 9000 بهمدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد و روشناور حاصل برای سنجش فنل کل 

 و فلاونوئید کل مورد استفاده قرار گرفت.

میکرولیتر عصاره استخراجی  125لیتر عصاره )میلی 5/0گیری میزان فنل کل، به برای اندازه گیری میزان فنل کل:اندازه

لیتر معرف فولین سیوکالتیو رقیق شده با آب مقطر )به نسبت میلی 5/2میکرولیتر آب مقطر( یا استاندارد اسید گالیک،  375+ 

مدت 1/5 ساعت درصد اضافه و به 5/7لیتر محلول کربنات سدیم میلی 2دقیقه،  5( اضافه شد. به مخلوط حاصل بعد از 10 به 1

در تاریکی و دمای اتاق قرار داده شد. در نهایت جذب هر نمونه در طول موج 765 نانومتر بهوسیله اسپکتروفتومتر خوانده و 

مقدار فنل کل برحسب میلیگرم بر گرم وزن تر محاسبه شد )22(. غلظتهای 0 تا 100 میلیگرم بر لیتر اسید گالیک بهعنوان 

 استاندارد مورد استفاده قرار گرفت.

مخلوط (. 23شد ) انجام آلومینیم کلرید روش از استفاده با کل فلاونوئید گیریاندازه گیری میزان فلاونوئید کل:اندازه

مولار،  1لیتر استات پتاسیم میلی 1/0درصد،  10لیتر کلرید آلومینیم میلی 1/0درصد،  95لیتر اتانول میلی 5/1واکنش شامل 

واکنش  یاجزالیتر عصاره استخراجی یا استاندارد کوئرستین بود. پس از مخلوط کردن، میلی 5/0تقطیر و  دو بارلیتر آب میلی 1/0

مدت 30 دقیقه در دمای اتاق نگهداری شدند. سپس میزان جذب در طول موج 415 نانومتر خوانده شد. غلظتهای 0 تا 100 به

 میکروگرم بر میلیلیتر کوئرستین بهعنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفت.

مدت 48 ساعت در دمای 70 گرم کالوس به HPLC ،5/1گیری برای انجام عصارهجهت  :HPLCگیری جهت انجام عصاره

درجه سانتیگراد در آون خشک شد سپس با 2 میلیلیتر محلول متانول و اسید استیک با نسبت 9 به 1 در هاون چینی ساییده 

 10000 × g و همگن شد )24(. عصارهها بهمدت 24 ساعت در دمای محیط قرار گرفتند. پس از آن 15 دقیقه با سرعت

سانتریفیوژ شدند. روشناورهای حاصل جدا شدند و با فیلترهای 0/2 میکرون فیلتر شده و برای انجام HPLC مورد استفاده قرار 

 گرفتند.

 بر گرممیلی های یکاستوک روتین و کامفرول کوئرستین، متابولیت سه از تهیه استوک و ساخت سری استانداردها:

 تهیه هایاستوک سیگما تهیه شدند. شرکت روتین( از و کامفرول کوئرستین، هاینظر )متابولیت مورد شد. مواد تهیه لیترمیلی

 شدند.داری نگه HPLCانجام  و استاندارد سری ساخت تا یخچال در شده

لیتر و متابولیت روتین بر میلی میکروگرم 25و  5/12، 125/6ی هاو کامفرول با غلظت کوئرستین هایمتابولیت استاندارد سری

 2/0با فیلترهای  HPLC انجام از قبل هااستوک .شد ساخته متانول با لیتر از استوک اولیهمیکروگرم بر میلی 400و  200، 100

 مورد بررسی قرار گرفت. HPLCهای حاصل از دستگاه ند. گرافشدمیکرون فیلتر 

  کشور آلمان که آشکارساز  Knauerساخت شرکت  Azuraمدل  HPLCاز دستگاه  :HPLCها توسط گیری متابولیتاندازه

گیری کوئرستین، کامفرول و روتین استفاده شد. فاز برای اندازههای اشعه ماوراء بنفش و فلورسنت بود، آن بر اساس طول موج

(. فاز ثابت 25استفاده گردید ) 15: 1: 39: 45متحرک به کار رفته شامل متانول: آب: اسید استیک: استونیتریل بود که به نسبت 
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 (25نانومتر بود ) 257متر بود. طول موج به کار برده شده سانتی 30متر و ارتفاع سانتی 5/2با قطر  C18 Eurospher-100ستون 

 آن به دستگاه اتومات اتوسمپلر توسط گیاهی عصاره هاینمونه و استاندارد سری .بود کرولیتریم 20 دستگاه تزریق میزان. (26)

 . شد گرفته نظر در هاآن برای دقیقه 15 گذرزمان  و گردیدند تزریق

 آنالیز آماری -3

صورت طرح کاملا تصادفی در سه تکرار انجام شد. دادههای بهدست آمده با استفاده از برنامه آماری SPSS نسخه 26 به آزمایش  

تحلیل شدند. با مشاهده تفاوت معنیدار در تجزیه واریانس )ANOVA(، مقایسه میانگینها در سطح احتمال پنج درصد با آزمون 

 دانکن انجام شد.

 نتایج  -4

 تاکسیدانآنتیای هبرداری بر فعالیت آنزیماثر غلظت کیتوزان و زمان نمونه

های فعالیت آنزیم بر اعمال الیسیتور از پسبرداری نمونه زمان و کیتوزان الیسیتور اثرات واریانس تجزیه از حاصل نتایج 1 جدول 

 .دهدمی نشان را فنل اکسیداز و پراکسیدازپلی آمونیالیاز،آلانین فنیل

 

در کشت  پراکسیدازفنل اکسیداز و پلی آلانین آمونیالیاز،فنیل هایفعالیت آنزیم بر کیتوزان اعمال از پس زمان و توزانیک اثر واریانس تجزیه :1جدول 

 مایع کالوس گزنه

 منبع تغییر
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

 پراکسیداز فنل اکسیدازپلی آمونیالیازآلانین فنیل

 5762/ 710** 1/ 553** 9/ 299** 2 کیتوزان

 737/ 460 7415/ 167 141783/ 690 6 1خطا 

 30564/ 914** 600412/ 322** 1/ 693** 2 زمان

 20639/ 049** 227664/ 909** 842034/ 705** 4 کیتوزان × زمان

 2127/ 353 11104/ 043 83643/ 084 12 2خطا 

 3 /91 5 /90 2 /86  (2Rتعیین ) ضریب درصد

 01/0دار در سطح معنیاختلاف  **

 

 آمونیالیاز آلانینفنیل آنزیم میزان تغییر فعالیت

برداری نمونه زمان و کیتوزانغلطت متقابل  اثربرداری و نمونه زمان، الیسیتور غلظت اثر واریانس تجزیه جدول نتایج اساس بر

آلانین آمونیالیاز در سطح احتمال یک درصد معنیداری شد )جدول 1(. بر اساس نتایج مقایسه بر میزان فعالیت آنزیم فنیل

میانگین، در زمان 24 و 120 ساعت بین شاهد با غلظتهای 50 و 100 میلیگرم بر لیتر تفاوت معنیدار بود، اما بین غلظت 50 

و 100 میلیگرم بر لیتر تفاوت معنیداری وجود نداشت. در زمان 48 ساعت بین تمامی غلظتها تفاوت معنیدار بود به گونهای 

 که بیشترین فعالیت آنزیم در غلظت 100 میلیگرم بر لیتر بود )شکل 1(.
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در کشت  آلانین آمونیالیازفنیل آنزیم فعالیت بر کیتوزان اعمال از پس یراردنمونه ب زمان و کیتوزان مقایسه میانگین اثر : 1شکل 

 داری نداشتند(معنی تفاوت آماری لحاظ از مشترک حروف دارای )در هر زمان تیمارهای گزنهمایع کالوس 

 

 اکسیداز فنلمیزان تغییرات فعالیت آنزیم پلی

 از استفاده اثر در یک درصداحتمال  سطح در داریمعنی تفاوت اکسیدازفنلپلی آنزیم فعالیت واریانس تجزیه جدول نتایج 

 100و  50های ساعت بین شاهد با غلظت 24در زمان  (.1جدول )داد  نشان برداری بر فعالیت این آنزیمنمونه زمان و کیتوزان

 100و  50اما در همین ساعت بین دو غلظت  ؛شتوجود دا اکسیداز فنلپلیدر فعالیت آنزیم داری گرم بر لیتر تفاوت معنیمیلی

به طوری  بوددار تفاوت معنی هابین همه غلظتساعت  120و  48های . در زمانمشاهده نشددار گرم بر لیتر تفاوت معنیمیلی

)شکل  میلی گرم بر لیتر کیتوزان اتفاق افتاد 50و سپس غلظت  گرم بر لیترمیلی 100که بیشترین فعالیت این آنزیم در غلظت 

2.) 

 

 در کشت مایع کالوس گزنه فنل اکسیدازپلی آنزیم فعالیت بر کیتوزان اعمال از پس بردارینمونه زمان و کیتوزان اثر نیانگیم سهیمقا 2شکل 

 (نداشتندداری معنی تفاوت آماری لحاظ از مشترک حروف دارای در هر زمان تیمارهای)
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 میزان تغییرات آنزیم پراکسیداز

یک در سطح احتمال  و زمان کیتوزان متقابل اثرو  کیتوزان الیسیتور غلظت زمان، اثر واریانس تجزیه جدول نتایج اساس بر 

داری ساعت در نمونه شاهد نسبت به دو غلظت دیگر تفاوت معنی 24(. فعالیت این آنزیم در زمان 1دار شد )جدول معنی درصد

فعالیت این آنزیم شدند. در زمان گرم بر لیتر کیتوزان در این زمان باعث کاهش میلی 100و  50ی هاداشت به طوری که غلظت

تفاوت  هاساعت بین همه غلظت 120ی مختلف نسبت به شاهد وجود نداشت. در هاداری بین غلظتساعت تفاوت معنی 48

  (.3شکل گرم بر لیتر بیشترین فعالیت این آنزیم مشاهده شد )میلی 50ای که در غلظت دار بود به گونهمعنی

 

 در کشت مایع کالوس گزنه پراکسیداز آنزیم فعالیت بر کیتوزان اعمال از پسبرداری نمونه زمان و کیتوزان مقایسه میانگین اثر :3شکل 

 داری نداشتند(دارای حروف مشترک از لحاظ آماری تفاوت معنی در هر زمان تیمارهای)

 اثر واریانس تجزیه از حاصل نتایج 2جدول میزان فلاونوئید، فنل و پروتئین کل:  برداری براثر غلظت کیتوزان و زمان نمونه

دهد. بر اساس میزان فلاونوئید، فنل و پروتئین کل را نشان می بر اعمال الیسیتور از برداری پسزمان نمونه و کیتوزان الیسیتور

ها بر برداری و اثر متقابل آندار نشد(، اثر الیستور، زمان نمونهکل )معنی نتایج به غیر از اثر غلظت کیتوزان بر میزان فلاونوئید

  .دار شدمعنی گیری شده،صفات اندازه

 

 در کشت مایع کالوس گزنه بر میزان فلاونوئید کل، فنل کل و پروتئین کل کیتوزان اعمال از پس زمان و کیتوزان اثر واریانس تجزیه :2جدول 

 میانگین مربعات
 منابع تغییر درجه آزادی

 فلاونوئید کل فنل کل پروتئین کل

**784/167916 **019/366503 ns423/30 2 کیتوزان 

 1خطا  6 250/56 360/3516 180/595

 زمان 2 865/1020* 958/615046** 901/115130**

 کیتوزان ×زمان  4 021/443* 498/80907** 698/17220**

 2خطا  12 288/169 988/1928 387/539

 (2R) درصد ضریب تعیین  5/77 91 92

ns ،*  01/0 و 05/0سطوح  در دارمعنی اختلافدار،معنی تفاوت عدم ترتیب به **و 
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 تغییرات محتوای فلاونوئید کل

با کیتوزان با  زمان و اثر متقابلبرداری نمونهزمان اثر اما داری نداشت بر محتوای فلاونوئید کل اثر معنی کیتوزانغلظت  

کیتوزان بر محتوای فلاونوئید  غلظت با توجه به اینکه اثر (.2جدول ) دار شدمعنیبر محتوای فلاونوئید کل  پنج درصداحتمال 

 ، نمودار مقایسه میانگین تیمارها ارائه نشد.دار نشدکل معنی

 تغییرات محتوای فنل کل

(. در 2جدول دار داشتند )بر محتوای فنل کل اثر معنیبا احتمال یک درصد ها متقابل آنبرداری و اثر نمونهکیتوزان، زمان 

طوریکه غلظتهای 50 و 100 به شتداری وجود دانسبت به شاهد تفاوت معنی هاغلظتساعت بین همه  48و  24زمان 

میلیگرم بر لیتر نسبت به شاهد در محتوای فنل کل از نظر آماری کاهش داشتند. در زمان 120 ساعت بین غلظتهای مختلف 

 از نظر آماری تفاوت معنیداری وجود نداشت )شکل 4(. 

 

 در کشت مایع کالوس گزنه محتوای فنل کل بر کیتوزان اعمال از پسبرداری نمونه زمان و کیتوزان مقایسه میانگین اثر :4شکل 

 داری نداشتند(دارای حروف مشترک از لحاظ آماری تفاوت معنی در هر زمان تیمارهای)

 

 تغییرات محتوای پروتئین کل

دار بر محتوای پروتئین کل معنی برداری و اثر متقابلشان با احتمال یک درصدنمونهاثر کیتوزان، زمان  2با توجه به جدول  

های ای که محتوای پروتئین کل در غلظتداری وجود دارد به گونهنیی مختلف تفاوت معهاساعت بین غلظت 24شد. در زمان 

گرم بر میلی 100و  50 هایساعت بین غلظت 120و  48های گرم بر لیتر نسبت به شاهد کاهش یافت. در زمانمیلی 100و  50

داری داشتند به طوری که محتوای پروتئین نسبت به شاهد تفاوت معنی هاغلظت، ولی این شتداری وجود ندالیتر تفاوت معنی

  (.5شکل گرم بر لیتر نسبت به شاهد کاهش یافت )میلی 100و  50ی هاکل در غلظت

 

a

a

a

c

c
a

b

b
a

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

24 48 120

T
o

ta
l 

p
h

en
o

l

(µ
g

/g
F

W
)

Sampling time (Hour)

Ctrl Chitosan 50 mg/L Chitosan 100 mg/L



 کیتوزانی در کشت کالوس گیاه گزنه تحریک شده با تاکسیدانهای آنتیافزایش تولید ترکیبات فلاونوئیدی و تغییر فعالیت آنزیم
 

328 

 

 4شماره  /4دوره  /15/ جلد 1403زمستانسلول و بافت/ 

 

 

 در کشت مایع کالوس گزنه محتوای پروتئین کل بر کیتوزان اعمال از پس بردارینمونه زمان و کیتوزان مقایسه میانگین اثر :5شکل 

 داری نداشتند(دارای حروف مشترک از لحاظ آماری تفاوت معنی در هر زمان تیمارهای)

 

 های کوئرستین، کامفرول و روتینمیزان تولید متابولیت

ها در بر میزان تولید متابولیت عامل برداری و اثر متقابل این دونتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر کیتوزان، زمان نمونه 

 (. 3دار شد )جدول سطح یک درصد معنی

 

در کشت  های کوئرستین، کامفرول و روتینتولید متابولیت کیتوزان بر اعمال از پسبرداری نمونه زمان و کیتوزاناثر  واریانس نتایج تجزیه :3جدول 

 مایع کالوس گزنه

 میانگین مربعات
 منابع تغییر آزادیدرجه 

 کوئرستین کامفرول روتین

 انکیتوز 2 146/1** 1/0** 165/1**

 1خطا  6 000/0 000/0 000/0

 زمان 2 030/0** 123/0** 190/455984**

 کیتوزان ×زمان  4 172/1** 045/0** 424/1**

 2خطا  12 000/0 000/0 658/2297

 (2R) درصد ضریب تعیین  100 8/99 7/99

 01/0سطح  در دارمعنیاختلاف  **
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 میزان تولید متابولیت کوئرستین

گرم بر لیتر میلی 100و  50 هایساعت در غلظت 48و  24 بردارینمونه میزان کل تولید متابولیت کوئرستین در زمان 

طوریکه بیشترین میزان این متابولیت در زمان 48 ساعت در غلظت 100 میلیگرم کیتوزان نسبت به شاهد افزایش پیدا کرد به

بر لیتر کیتوزان بود که نسبت به شاهد 25/03 برابر بیشتر شد. در زمان 120 ساعت میزان این متابولیت در غلظتهای مختلف 

کیتوزان نسبت به شاهد افزایش پیدا کرد به طوری که بیشترین میزان این متابولیت در این زمان مربوط به غلظت 50 میلیگرم 

 بر لیتر کیتوزان بود که نسبت به شاهد 10/5 برابر شد )شکل 6(.

 

 

کشت مایع کالوس  در متابولیت کوئرستین میزان تولیدبر  اعمال کیتوزان از پسبرداری نمونه زمان و اثر کیتوزان مقایسه میانگین: 6شکل 

  نداشتند( داریمعنی تفاوت آماری لحاظ از مشترک حروف دارای تیمارهای)در هر زمان   گزنه

 

 میزان کل تولید متابولیت کامفرول

دار معنی ت کامفرول از نظر آماری در سطح یک درصدبر تولید متابولی هاآن متقابل، کیتوزان و اثر بردارینمونه ثیر زمانات 

گرم بر لیتر کیتوزان بود میلی 50ساعت بیشترین میزان تولید این متابولیت در غلظت  24 گیرینمونه (. در زمان3جدول بود )

ساعت میزان  48گرم بر لیتر کیتوزان میزان تولید این متابولیت نسبت به شاهد کاهش پیدا کرد. در میلی 100اما در غلظت 

طوریکه بیشترین میزان تولید این متابولیت در غلظت 50 کیتوزان افزایش پیدا کرد بهتولید این متابولیت در هر دو غلظت 

میلیگرم بر لیتر کیتوزان بود که نسبت به شاهد 1/7 برابر شد. در زمان نمونهگیری 120 ساعت میزان تولید این متابولیت در 

غلظت 50 و 100 میلی گرم بر لیتر کیتوزان نسبت به شاهد کاهش پیدا کرد به گونهای که کمترین میزان تولید این متابولیت 

 در این زمان مربوط به غلظت 100 میلیگرم بر لیتر کیتوزان بود )شکل 7(.
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در کشت مایع کالوس  کامفرولمتابولیت  میزان تولیداعمال کیتوزان بر  از پس بردارینمونه زمان و کیتوزان اثر مقایسه میانگین :7 شکل

  نداشتند( داریمعنی تفاوت آماری لحاظ از مشترک حروف دارای )در هر زمان تیمارهای گزنه

 

 میزان کل تولید متابولیت روتین

دار بودند معنی بر میزان کل تولید متابولیت روتین یک درصد با احتمال هاآن متقابل، کیتوزان و اثر بردارینمونه زمان 

گرم بر لیتر کیتوزان بود که میلی 50ساعت در غلظت  24 برداریزمان نمونه (. بیشترین میزان تولید این متابولیت در3جدول )

لیتر کیتوزان نسبت به شاهد کاهش پیدا کرد. گرم بر میلی 100برابر شد، اما میزان تولید این متابولیت در  5/1نسبت به شاهد 

گرم بر لیتر کیتوزان نسبت به شاهد افزایش یافت به میلی 100و  50ساعت میزان تولید این متابولیت در دو غلظت  48در 

 120 گیریزمان نمونه د. درگرم بر لیتر کیتوزان بومیلی 100ای که بیشترین میزان تولید این ماده در این زمان در غلظت گونه

گرم بر لیتر کیتوزان نسبت به شاهد کاهش پیدا کرد به طوری میلی 100و  50ساعت میزان تولید این متابولیت در دو غلظت 

 (.8گرم بر لیتر کیتوزان بود )شکل میلی 100که کمترین میزان تولید این متابولیت در غلظت 

 

)در هر زمان  در کشت مایع کالوس گزنهمتابولیت روتین  میزان تولید اعمال کیتوزان بر از پس بردارینمونه زمان و اثر کیتوزان میانگینمقایسه  :8شکل 

 نداشتند( داریمعنی تفاوت آماری لحاظ از مشترک حروف دارای تیمارهای
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   بحث -5

 آنزیم افزایش در فعالیتدر تحقیقات مختلف گزارش زده است.  تاکسیدانهای آنتی نقش کیتوزان در افزایش فعالیت آنزیم

. در (27) بادرنجبویه مشاهده شد تعلیقی کشت در لیتر بر گرممیلی 100و  50 غلظت با کیتوزان ثیرات تحت آمونیالیازآلانین فنیل

گرم بر لیتر در تمامی میلی 100و  50کیتوزان در هر دو غلظت  ثیرات تحت آمونیالیازآلانین فنیل آنزیم پژوهش حاضر نیز فعالیت

آلانین فنیل آنزیم فعالیت نارگیل گیاه سلولی کشت در کیتوزان از استفادهساعت( افزایش نشان داد.  120و  48، 24ها )زمان

طور معنیداری افزایش داد. اگر چه این افزایش فعالیت تا روز سوم پس از افزودن کیتوزان ادامه به تیمار شروع در را آمونیالیاز

داشت ولی فعالیت آن پس از گذشت پنج روز از آغاز تیمار کاهش نشان داد )28(. اما در پژوهش حاضر فعالیت این آنزیم در روز 

پنجم )120 ساعت( پس از اعمال تیمار کاهش نشان نداد. همچنین افزایش فعالیت فنیلآلانین آمونیالیاز، چهار روز پس از اعمال 

تیمار کیتوزان در کشت سلولی انگور مشاهده شد )29(. افزایش فعالیت این آنزیم یک روز پس از اعمال الیسیتور کیتوزان در 

کتان سفید مشاهده شد )30(. نتایج تحقیقات متعددی افزایش فعالیت آنزیم فنیلآلانین آمونیالیاز را تحت تیمار با محرکها 

 نشان داده است )30 و 31(. 

 و کاتالاز تاکسیدانآنتی هایفعالیت آنزیم (.32) ریحان شد فنل اکسیداز درپلی آنزیم فعالیت افزایش باعث کیتوزان الیسیتور

کیتوزان  مختلف یهاغلظت همچنین (.33است ) یافته محرک کیتوزان افزایش با تیمار تحت بادمجان در ریشه فنل اکسیدازپلی

 مختلف سطوح در (. کیتوزان34) شدبادرنجبویه  در گیاه فنل اکسیدازو پلی پراکسیداز آنزیم فعالیت در داریمعنی افزایش سبب

نتایج فوق  (.35شد ) زنیان دارویی گیاه در فنل اکسیداز(ی )پراکسیداز و پلیتاکسیدانآنتی هایآنزیم فعالیت بخشیدن بهبود باعث

مریم شد  خار گیاه در پراکسیداز آنزیم فعالیت افزایش باعث کیتوزانهمچنین در پژوهشی  با نتایج پژوهش حاضر مطابقت دارد.

ساعت نسبت به شاهد افزایش  120گرم بر لیتر در زمان میلی 100و  50ی هادر پژوهش حاضر فعالیت این آنزیم در غلظت (.36)

 .(37) خنثی کند آنزیم کاتالاز را از طریق القای 2Oو  OHهای آزاد تواند رادیکالکیتوزان میپیدا کرد. 

 افزایش افزودن کیتوزان از پس فلاونوئید و فنل عنوان الیسیتور روی کتان سفید نشان داد که میزاننتایج اعمال کیتوزان به

نتایج نشان  ،ثیر کیتوزان بر محتوای فنل کل در گیاه بادرنجبویه مورد بررسی قرار گرفتا(. در آزمایشی ت30داشت ) داریمعنی

 افزایش باعث کیتوزان سطح (. افزایش27شد ) بادرنجبویه تعلیقی کشت در باعث افزایش میزان فنل کل کیتوزان داد که تیمار

. استفاده از کیتوزان باعث افزایش محتوای فنل و فلاونوئید کل در (16) شودمیزرین گیاه کل در و فلاونوئید  فنل میزان در

ها (. نتایج این آزمایش39. همچنین در گیاه نوروزک کیتوزان باعث فزایش محتوای فنل و فلاونوئید کل شد )(38) ددانه شسیاه

با آزمایش حاضر مطابقت ندارد؛ از آنجا که در آزمایش حاضر محتوای فنل کل و فلاونوئید کل در غلظت 100 میلیگرم بر لیتر 

نسبت به غلظت 50 میلیگرم بر لیتر در زمان 24 و 48 ساعت افزایش داشت، احتمال اینکه محتوای فنل کل و فلاونوئید کل 

در غلظتهای بیشتر کیتوزان افزایش یابد، وجود دارد. در آزمایشی )27(، غلظتهای 50 و 100 میلیگرم بر لیتر کیتوزان به طور 

معنیداری میزان پروتئین کل را نسبت به شاهد در کشت تعلیقی بادرنجبویه افزایش داد، با افزایش غلظت کیتوزان به 100 

میلیگرم بر لیتر افزایش کمتری در میزان پروتئین کل نسبت به غلظت 50 میلیگرم بر لیتر آن مشاهده شد. نتایج این آزمایش 

با آزمایش حاضر مطابقت نداشت. بررسی میزان پروتئین کل در گیاه سیاهدانه مشخص کرد استفاده از کیتوزان بهعنوان الیسیتور 

باعث افزایش چشمگیر این ماده نسبت به شاهد نشد. همچنین میزان پروتئین کل در دانه گیاه سیاهدانه کاهش یافت )38( که 

 با کاهش میزان پروتئین در آزمایش حاضر مطابقت داشت. 
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اسید نشان  تیمار شده با کیتوزان و سالیسیلیک Fagonia indicaمتابولیت از جمله کامفرول در کشت کالوس گیاه  11تولید 

بالاتری های تیمار شده با کیتوزان سطوح ها در هر دو تیمار نسبت به شاهد افزایش یافت اما کالوستولید کل این متابولیتکه داد 

ها را نشان داد )40(. در آزمایشی که از کیتوزان بهعنوان الیسیتور برای افزایش تاکسیدانها و فعالیت آنتیاز فنل، فلاونوئید

فلاونوئیدها و فعالیت آنتیاکسیدانتی در کشت ریشه مویین گیاه Isatis tinctoria L. استفاده شد، نتایج نشان داد کیتوزان با 

غلظتهای 150 و 200 میلیگرم بر لیتر و در زمانهای 6 تا 36 ساعت پس از اعمال تیمار، باعث افزایش 7/08 برابری فلاونوئید 

کل در مقایسه با شاهد شد علاوه بر این منجر به افزایش فعالیت آنتیاکسیدانتی شد همچنین غلظتهای بالای کیتوزان )400 

میلیگرم بر لیتر( و زمانهای طولانیتر )72 تا 96 ساعت( قرار گرفتن در معرض کیتوزان تاثیر مطلوبی بر افزایش فلاونوئیدها 

نداشت. در همین پژوهش تولید 8 فلاونوئید از جمله کوئرستین، کامفرول و روتین اندازهگیری شد، نتایج حاصل حاکی از آن 

بود که تولید همه فلاونوئیدهای مورد بررسی افزایش یافت، اما تولید فلاونوئیدهای روتین، کوئرستین، ایزورامنتین و 

ایزولیکوئیریتیژنین به طور چشمگیری از سایر فلاونوئیدها در تیمار کیتوزان با غلظت 150 میلیگرم بر لیتر و زمان 36 ساعت 

بیشتر بود )41(. در پژوهشی اثر الیسیتور کیتوزان روی محتوای ترکیبات فنلی که شامل گالیک اسید، کافیک اسید، بنزوئیک 

اسید، رزمارینیک اسید و سینامیک اسید بود را در کشت جوانه انتهایی گیاه نوروزک مورد بررسی قراردادند. نتایج نشان داد 

 کیتوزان در غلظتهای 50 و 100 میلیگرم باعث القاء بیشترین محتوی تولید ترکیبات فنلی و فعالیت آنتیاکسیدانتی شد )39(. 

بر های دفاعی( )از طریق القای پاسختواند تأثیر مثبتی عنوان الیسیتور میبسیاری از تحقیقات گزارش کردند که کیتوزان به

 ینزعنوان مثال: آرتمیهای آزمایشگاهی گیاهی داشته باشد؛ بهثانویه مختلف در گیاهان کامل یا کشتهای افزایش تولید متابولیت

 سلولی سوسپانسیون کشت در (، اکیناکوزید43) .Curcuma longa L در ، کورکومینArtemisia annua L. (42)در 

Scrophularia striata Boiss (44تانن در کشت سوسپانسیون سلولی ،) Phyllanthus debilis (45 ویتانولید در کشت ،)

(. در 47) .Plumbago indica Lفرعی  هایریشه کشت در ( و پلمباگین46) Withania somnifera L. Dunalهای فرعی ریشه

های کوئرستین، متابولیتداری باعث افزایش تولید به طور معنی بردارینمونه زمان و پژوهش حاضر نیز مشخص شد کیتوزان

 های فوق مطابقت دارد.کامفرول و روتین شدند که با پژوهش

های آزاد کنندگی رادیکال خنثی علت .است ی توجه زیادی را به خود جلب کردهتاکسیدانهای آنتیدلیل فعالیتهکیتوزان ب

دلیل تعداد زیاد گروه آمین و هیدروکسیل قابل دسترس در ساختار کیتوزان مربوط باشد که با به تواندیتوسط کیتوزان م

رادیکالهای آزاد واکنش نشان میدهند و آنها را خنثی میکنند )48(.  بهطورکلی، کیتوزان همچنین با تحریک و افزایش 

فعالیت آنزیمهای آنتیاکسیدانتی و خنثی کننده گونههای فعال اکسیژن باعث مقاومت گیاه در مقابل تنشها و تحریک رشد 

 گیاه میشود )49(. 

 گیرینتیجه -6

های مختلف الیسیتور کیتوزان و زمان در معرض الیسیتور بودن با کیتوزان بر خصوصیات در این مقاله به بررسی اثر غلظت

اکسیدانتی و تولید متابولیتهای ثانویه کالوس گیاه گرنه پرداخته شد. نتایج نشان داد که اثر الیسیتور کیتوزان بر فعالیت آنتی

آنزیمهای فنیلآلانین آمونیالیاز، پلیفنل اکسیداز و پراکسیداز با احتمال یک درصد معنیدار بود، بهصورتیکه فعالیت آنزیمهای 

فنیلآلانین آمونیالیاز و پلیفنل اکسیداز بهترتیب در زمانهای نمونهبرداری 120 و 24 ساعت در غلظت 100 میلیگرم بر لیتر 

کیتوزان بیشترین مقدار بود. فعالیت آنزیم پراکسیداز در زمان نمونهبرداری 120 ساعت و غلظت 50 میلیگرم بر لیتر کیتوزان، 

2/57 برابر نمونه شاهد )غلظت صفر کیتوزان( بود. اثر کیتوزان بر میزان فلاونوئید کل معنیدار نبود و میزان فنل کل )بهجز 
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زمان نمونهبرداری 120 ساعت( و پروتئین کل نسبت به شاهد کاهش پیدا کرد. کیتوزان باعث افزایش تولید متابولیتهای 

کوئرستین، کامفرول و روتین شد. بیشترین میزان تولید کوئرستین در تیمار 100 میلیگرم بر لیتر کیتوزان و زمان نمونهبرداری 

48 ساعت پس از اعمال الیسیتور بود که نسبت به شاهد 25/03 برابر شد. کامفرول و روتین بهترتیب در زمانهای نمونهبرداری 

48 و 24 ساعت و غلظت 50 میلیگرم بر لیتر کیتوران بیشترین میزان تولید را داشتند که بهترتیب 72/6 و 51/2 درصد نسبت 

به شاهد افزایش پیدا کرد. با توجه به نتایج این تحقیق میتوان الیسیتور کیتوزان را بهعنوان محرک خصوصیات دارویی گیاه 

گزنه در شرایط کشت درون شیشه پیشنهاد داد. بدیهی است جهت تولید اقتصادی این ترکیبات، نیاز به مطالعات در مقیاس بالا 

 در بیوراکتورها و بهینهسازی شرایط افزایش ماده زیستی )کالوس( و متابولیتهای ثانویه در آن میباشد. 
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