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 یدهچک

منظور افزایش و بهبود تولید انواع آلکالوئیدهای ارزشمند بنزوفنانتریدین در گیاه خشخاش،  به

که با  ها استفاده از الیسیتورهاست که یکی از آناست های متابولیت فراوانی انجام شده  مهندسی

ها  نهای ثانویه در گیاهان یا کشت سلولی آ متابولیت موجب سنتز های سلولی تحریک سیگنال

تنها منبع  منزلة بهدر صنعت داروسازی  خشخاش ةبا توجه به اهمیت ویژدر این مطالعه  .دنشو می

 ،بودن سنتز شیمیایی این ترکیبات ارزشمند تجاری تولید آلکالوئیدهای مورفین و سنگوئینارین و مشکل

مخمر و  ةسیتور عصارنمونه، اثر دو الی زایی و انتخاب بهترین ریز کال سازی محیط کشت پس از بهینه

در یک آزمایش  در دو زمان مختلف در کشت سوسپانسیون سلولی مریستم و ریشه TiO2نانو 

های  . این الیسیتورها در سوسپانسیونشدبررسی  فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی در سه تکرار

دار سنگوئینارین و و ریشه موجب تجمع سنگوئینارین و تبائین شدند که بیشترین مقسلولی مریستم 

برابر نسبت به  4/3و  2/2ترتیب  یسیتور عصارة مخمر بهساعت پس از اعمال تیمار با ال 44تبائین در 

ساعت پس از اعمال تیمار  24توانست در  TiO2نانو الیسیتور  شاهد در همین زمان به دست آمد.

که با گذشت زمان این مقدار برابر نسبت به شاهد شود  1/2موجب افزایش دو آلکالوئید مزبور تا 

در برابر  های مریستمی سلول زیادپذیری  تحریک ،آنچه در این مطالعه مشاهده شدکاهش پیدا کرد. 

دهد که با  نشان می پژوهشنتایج این  تیمار با هر دو الیسیتور و اثر آن در تجمع هر دو متابولیت بود.

های  بیوسنتزی تولید و تجمع متابولیت ةتوان چرخ مینانوالیسیتورها  استفاده از الیسیتورها و مخصوصاً

ریشه و  ةتواند در هر دو ریزنمون تحریک کرد و این القا میدر این گیاه تبائین و سنگوئینارین را 

 ثر و حتی با یکدیگر متفاوت باشد.ؤمریستم م
 

 TiO2، نانو  عصاره مخمر ،تبائین، سنگوئینارین :های کلیدیواژه

 

 مقدمه

(، یکی از گیاهان .Papaver somniferum Lخشخاش )

 76است که قابلیت بیوسنتز بیش از  مهمی دارویی

3ها ایزوکوئینولین  آلکالوئید مختلف از کلاس تتراهیدروبنزیل
 

                                                                                   
1. Tetrahydrobenzylisoquinolines 
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، 3ها ایزوکوئینولین (. بنزیلWeid et al., 2004را داراست )

دار هستند که بیش  گروه بزرگی از آلکالوئیدهای نیتروژن

گیاهی از جمله  ةها در چهار خانواد ساختار از آن 5466از 

Papaveraceae ( شناسایی شده استZiegler & 

Facchini, 2008ةآغازین چرخ ةنقط 5(. تیروزین 

(. Facchini et al., 1995هاست ) بیوسنتزی این متابولیت

با خاصیت مسکن و ضد  3هایی نظیر مورفین متابولیت

 0و توبوکورارین 4پاپاورین با خاصیت ضد سرفه، 5درد، کدئین

آورندة  داروی پایین 8کنندة عضلات، بربرین منزلة شل به

میکروبی و ضد  منزلة ترکیب ضد  به 7کلسترول، سنگوئینارین

داروی  3( و نوسکاپینZdařilová et al., 2006التهابی ) 

 ,Dumontet & Jordan)سرطان  فرونشانندة سرفه و ضد 

ها قرار دارند. سنتز و  کوئینولینایزو ( در گروه بنزیل2010

آلکالوئیدها در خشخاش با همکاری سه نوع سازی  ذخیره

 ةکنند های سنتز ژن .شود سلول در آوند آبکش انجام می

های  های همراه بیان شده، آنزیم این آلکالوئیدها در سلول

غربالی منتقل ها به عناصر  حاصل پس از تجمع در آن

ها توسط  کالوئیدها در این سلولشوند و پس از تولید آل می

، در مجاورت عناصر 36های لاتیسیفر هایی به سلول وزیکل

و در سیتوپلاسم یا  شوند میغربالی آوند آبکش، منتقل 

 & Liscombeیابند ) ها تجمع می لاتکس این سلول

Facchini, 2008میکروبی نظیر   کالوئیدهای ضد(. تجمع آل

هایی به غیر از  ط با سلولسنگوئینارین در ریشه و در ارتبا

آندوپلاسمی  ة. این ماده در شبکاستهای لاتیسیفر  سلول

شود که با توجه به  ها ذخیره می شده و در واکوئل  سنتز

شده یا به  تواند ترشح بودن آن برای گیاه، می سمی

هیدروسنگوئینارین که سمیت کمتری دارد تبدیل  دی

  (.Kavalco et al., 2007) شود

ر افزایش تولید انواع آلکالوئیدهای ارزشمند منظو به

 متابولیتهای  در گیاه خشخاش، مهندسی 33بنزوفنانتریدین

ها استفاده از  فراوانی انجام شده است که یکی از این روش

 Archambault et al., 1996; Holkova) الیسیتورهاست

                                                                                   
1. Benzylisoquinolines 

2. Tyrosine 

3. Morphine 

4. Codeine 

5. Papaverine 

6. Tubocurarine 

7. Berberin 

8. Sanguinarine 

9. Noscapine 

10. Laticifer 

11. Benzophenanthridine 

et al., 2010) .«أهایی با منش به مولکول «الیسیتور 

 ,.Radman et al)شود  می اطلاقزیستی  زیستی یا غیر

کنش  هم برو های سلولی،  که با تحریک سیگنال ،(2006

های گیاهی در سطح غشای سلولی  مولکولی میان گیرنده

ها  یا سیتوپلاسمی و الیسیتور موجب شناسایی آن

های  نتیجه سیگنال دریافتی توسط سلول در .شوند می

و  کنند میرا تحریک های مرتبط در مسیر  بیان ژنگیاهی 

های ثانویه در گیاهان یا  موجب سنتز متابولیت

البته  (.Zhao et al., 2003)د نشو ها می سلولی آن کشت

خوبی شناخته نشده است.  هالیسیتیشن ب سازوکارهنوز 

Caهای  رسان های متعددی چون پیام سازوکار
+2 ،

 سلولی، بازدارندگی ةثر بر نفوذپذیری دیوارؤفاکتورهای م

تغییرات سریع در  ،سازی مسیرهای درون سلولی و فعال

سازی  ها از طریق فسفریلاسیون و فعال پروتئین

..در . های اسمزی و کینازها و تغییرات در استرس پروتئین

البته تمام الیسیتورها چنین  شوند. این مسیر فرض می

کنند و موارد مختلفی از  ای را طی نمی مسیرهای پیوسته

بودن آن، غلظت، شرایط  لیسیتور، اختصاصیجمله منبع ا

در این .. . کالوس و ،رشدی گیاه ةفیزیوشیمیایی، مرحل

 (.Angelova et al., 2006زمینه تأثیر دارند )

های  های زیادی برای افزایش تولید متابولیت تلاش

و از  اجرا شده( P. somniferum)گیاه خشخاش 

 ةبرای مشاهدهای متفاوتی  الیسیتورهای مختلف در زمان

. ها بر افزایش این آلکالوئیدها استفاده شده است ثیر آنأت

در بررسی اثر الیسیتورها در میزان تجمع آلکالوئیدها، 

Facchini et al. (1996)  نشان دادند که پس از گذشت

به  .Botrytis spدن قارچ کر پنج تا ده ساعت از اضافه

آن، کشت سوسپانسیون خشخاش، میزان سنگوئینارین 

Byun et al. (1992 ) یافت.  طرز چشمگیری افزایش به

زمان اعمال الیسیتور را در افزایش تولید و تجمع 

سنگوئینارین در خشخاش کالیفرنیایی بسیار مهم 

عنصر بر تجمع آلکالوئیدهای  35 دانستند. اثر

 Lovkova etتوسط  .P. somniferum Lایزوکوئینولین 

al. (2005) یر عناصر مس، کبالت، ثأمطالعه شد و ت

کننده و عناصر  فعال منزلة  مولیبدن، کروم و تنگستن به

بازدارنده در  منزلة کلسیم، منگنز، بر، آهن و وانادیوم به

( اثر 2010) .Holkova et alاین مسیر مشخص شد. 

زیستی  ( و غیرBotrytis cinereaالیسیتورهای زیستی )
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اختصاصی آنزیم  ةد)بازدارن 5و فنیدون 3(جاسمونات )متیل 

ثیر آنزیم لیپواکسیژناز بر ألیپواکسیژناز(، را در میزان ت

تولید سنگوئینارین، در محیط کشت، بررسی و میزان 

شده توسط  افزایش مقدار آن را در محیط کشت تحریک

برابر و  7/3ساعت،  36جاسمونات پس از گذشت  متیل

برابر، گزارش  B. cinerea ،3/5 پس از تحریک توسط

ترتیب به  دنبال آن تجمع سنگوئینارین به  کردند که به

بر گرم  میکروگرم 6/577±6/36و  4/303±4/35میزان 

 دیگر پژوهشیوزن خشک سلولی رسید. در 

Archambault et al. (1996 توانستند با استفاده از )

دوبرابر  خشخاش به کیتوزان میزان سنگوئینارین، را در

(، ترکیبی از 2008) .Balažová et al افزایش دهند.

زیستی  ( و غیرBotrytis cineraea)قارچ  زیستی الیسیتور

(CuSO4.5H2Oرا به )  منظور افزایش سنگوئینارین در

 85و  57، 55خشخاش کالیفرنیایی پس از گذشت 

دند و بالاترین میزان کرساعت از اعمال السیتور بررسی 

ز غلظتی ساعت پس از استفاده ا 57و  55سنگوئینارین را 

نسبت به کنترل ذکر  CuSO4.5H2Oبرابر  هزارمعادل 

 کردند.

Young Cho et al. (2008 با استفاده از تیمار )

مخمر، متیل جاسمونات و  ةترکیبی الیسیتورهای عصار

برابری  4/5سالیسیلیک اسید موفق به افزایش 

 35برابری سنگوئینارین در  4/4هیدروسنگوئینارین و 

  ل تیمار در گیاه خشخاش شدند.ساعت پس از اعما

Alcantara et al. (2005نشان دادند که بر )  خلاف

گیاه خشخاش، آلکالوئیدهای مورفینان، در کشت سلولی 

ها در کشت  شوند اما سنگوئینارین در واکوئل تولید نمی

سلولی خشخاش و در پاسخ به الیسیتور قارچی افزایش و 

های  تفاوت شده جامانیابد. البته در مطالعات  تجمع می

های بیوسنتزی آلکالوئیدها، تولید و  زیادی در بیان ژن

ها در کشت سلولی خشخاش قابل مشاهده است  تجمع آن

توان آن را با نوع الیسیتور، زمان استفاده از آن،  که می

ها در معرض این الیسیتورها قرار  زمانی که سلول مدت

ط کشت و محی ةدهند دارند، نوع و غلظت مواد تشکیل

  (.Namdeo, 2007نهایتاً سن کالوس مرتبط دانست )

خشخاش در  ةحاضر با توجه به اهمیت ویژ پژوهش

صنعت داروسازی جهان و استفاده از آلکالوئیدهایی نظیر 

                                                                                   
1. Metyl jasmonate 

2. Phenidone 

و  3کدون اولیه داروهای اکسی ةماد منزلة  تبائین به

و همچنین کاربرد سنگوئینارین در داروهای  5نالترکسون

 ,.Decker et al., 2000; Chaterjee et al) میکروبی ضد

( انجام شده است که در آن اثر دو الیسیتور زیستی 2010

(، بر روی TiO2)نانو  زیستی مخمر( و غیر ة)عصار

های ریشه و مریستم  های حاصل از ریزنمونه کالوس

در  .P. somniferum L گیاه خشخاش ةانتهایی ساق

ف بعد از اعمال دو زمان مختل در in vitroشرایط 

الیسیتور، با هدف افزایش تولید ترکیبات دارویی ارزشمند 

که در ، TiO2 ةذر  نانو سنگوئینارین و تبائین، بررسی شد.

زیستی از آن استفاده  الیسیتور غیر منزلة این مطالعه به

شد خواص نوری، الکتریکی و کاتالیسیتی بسیار عالی و 

کاربردهای در صنایع مختلف و همچنین کشاورزی 

(. در گیاه اسفناج Gottschalk et al., 2009فراوانی دارد )

ردوکتاز و  این نانو ذره از طریق افزایش فعالیت نیترات

و  گذارد میدهیدروژناز بر متابولیسم نیتروژن اثر  گلوتامات

 Yang etشود ) افزایش رشد و میزان فتوسنتز می سبب

al., 2006ه تولید (. همچنین با جذب نور قادر ب

و به  استدسموتاز و هیدروکسید  های سوپراکسید رادیکال

شود  این ترتیب موجب تحریک سیستم دفاعی گیاه می

(Hong et al., 2005; Lei et al., 2008.) مخمر  ةعصار

 حاصل شده در این مطالعه، دیگر الیسیتور استفاده

 استمخمر است که محلول در آب  ةشد های اتولیز سلول

الیسیتور زیستی، موجب تحریک  منزلة  ه از آن بهو استفاد

شود  ها می دفاعی گیاهان و تجمع فیتوالکسین سازوکار

(Hahn & Albersheim, 1981) ثیر آن بر افزایش أت و

لکالوئیدهای خشخاش کالیفرنیایی در کشت سلولی ذکر آ

  (.Young Cho et al., 2008شده است )

 

 ها روش و مواد

 (.P. somniferum Lخشخاش ) بذور گياهی: مواد

شده از مزارع خشخاش در کابل، در سال  آوری جمع

. از پژوهشکدة گیاهان دارویی تحویل گرفته شد 3373

  86الکل ، بذور باسترونهای  آوردن گیاهچه دست هبرای ب

 درصد  4/5سدیم  و هیپوکلریت ثانیه 06 مدت به درصد

 سطحی عفونی ضد ستروندقیقه تحت شرایط  ده مدت به

دو بار  مقطر آب با شوو شست بار 4ـ  3از  شده و پس

                                                                                   
3  . Oxycodone 

4  . Naltrexone 
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/MS 5 کشت محیط به سترون
 36 بافاقد هورمون  3

 منتقل ساکارز و هفت گرم در لیتر آگار لیتر در گرم میلی

هفته مدت دو  شده به زنی بهتر، بذور کشت برای جوانه .شد

نگهداری و سپس  گراد درجة سانتی 5در یخچال در دمای 

 تناوب وگراد  درجة سانتی 54±5دمای  با تاق کشتا به

 هشت و لوکس(هزار  0)حدود  ساعت روشنایی30نوری 

(. Park & Facchini, 2000ند )دمنتقل ش تاریکی ساعت

پس از زنی بذور بعد از گذشت سه هفته آغاز شد.  جوانه

 36- 7هایی به ارتفاع حدوداً  دستیابی به گیاهچه

مریستم انتهایی  ةاز ناحیی مناسب ها متر، ریزنمونه سانتی

زایی،  برای فاز کالساقه، ساقه، برگ، طوقه و ریشه 

/MS 5زایی، یعنی محیط  انتخاب و به محیط کال
 36با  3

به همراه لیتر آگار  گرم در هفتساکارز و  لیتر در گرم

 D (5-2,4 و لیتر( در گرم میلی 54/6) BAP های هورمون

های مورد نظر  شدند. کالوس، منتقل لیتر( در گرم میلی

زایی،  کال درصد ای، از نظر هفته پس از دو بار واکشت سه

ریشه و های  ند و کالوسشدحجم و وزن کالوس ارزیابی 

به محیط  ها، منزلة بهترین کالوس  مریستم ساقه به

/MS 5سوسپانسیون 
)محیط فاقد آگار( با همان ترکیب  3

ل و در شیکر منتق)مخصوص مریستم و ریشه( هورمونی 

 366و گراد  درجة سانتی 54±5ای با دم دردار  یخچال

ها و  شدند. پس از تکثیر کالوس نگهداری دور در دقیقه

ها  نمایی، تمام سوسپانسیون رسیدن به رشد مطلوب در فاز

به  (Sigma, St. Louis, USA) مخمر ةبا محلول عصار

در  مرمخ ةگرم از عصار 5/6) لیتر در گرم میلی 5/6 میزان

 353 دقیقه در دمای 56مدت  بهحل و یک لیتر آب 

 (Young Cho et al., 2008)گراد اتوکلاو شد  درجة سانتی

علوم و فنون دانشگاه  ةدانشکدشده از  )تهیه TiO2 و نانو

 تیمار شدند. هر ،لیتر در گرم میلی356به میزان  (،تهران

نی نیز زما ةهر باز یک نمونه و برای منزلة  هسوسپانسیون ب

های شاهد  یک شاهد در نظر گرفته شد و به سوسپانسیون

CC3 های  آب مقطر در هر زمان اضافه شد. کالوس

های سلولی در دو بازه زمانی  یافته در سوسپانسیون رشد

گیری  ساعت بعد از اعمال تیمار برای اندازه 57و  55

 آلکالوئیدهای تبائین و سنگوئینارین با استفاده از کاغذ

 -76آوری و برای آنالیزهای بعدی در فریزر  ی جمعصاف 

  نگهداری شدند.

گیری آلکالوئیدهای  برای اندازه سنجش آلکالوئيدها:

استفاده  Young Cho et al. (2008) این گیاه از روش

گرم از 63/6سلولی ) شده کشت آوری های جمع شد. کالوس

 لیتر متانول حاوی یک میلیشده( را با  های فریز کالوس

 06مخلوط و پس از  (حجمی حجمی/) HCl درصد  4/6

دقیقه در  56مدت  دقیقه تیمار در حمام اولتراسونیک، به

آوری  رویی جمع  دور در دقیقه سانتریفیوژ و مایعهزار  35

  و از فیلتر عبور داده شد.

گیری تبائین و  برای اندازه :HPLCشرایط دستگاه 

ستون  ،Knauerمدل  HPLCسنگوئینارین از دستگاه 

C18  (mm, TeknokRoma0/5×546) دتکتور و UV) 

UV Detector K-2501-Wellchrom استفاده شد که )

شدند. از  شناسایی nm573 طول موج این آلکالوئیدها در

( حاوی حجمی/حجمی 8:3آب ) متانول: ترکیب

منزلة فاز   به (حجمی/حجمی درصد 5/6آمین ) اتیل تری

صورت  هلیتر در دقیقه ب یبا جریان یک میلمتحرک و 

ی گیری کمّ ایزوکراتیک استفاده شد. برای اندازه

، 54/6( mg/mlهای ) غلظتاز  µl46مقدار  آلکالوئیدها،

یک از آلکالوئیدهای  استاندارد هر، 3و  /84، 4/6

 Sigma, St. Louis, USA)) سنگوئینارین و تبائین

یق تزر HPLCتکرار به دستگاه یک در سه  استفاده و هر

 (.5و  3های  شد )شکل

در این مطالعه از آزمایش فاکتوریل در  :ها آناليز داده

ها  آزمایش ةقالب طرح کاملاً تصادفی برای انجام هم

 9.2نسخه  SASافزار  ها از نرم داده ةبرای تجزی و استفاده

ها نیز با استفاده از آزمون  میانگین .استفاده شد

مقایسه  درصد  ل یکای دانکن در سطح احتما دامنه چند

 .ندشد

 
 نتایج و بحث

/MS 5زنی بذور خشخاش در محیط  جوانه درصد
فاقد  3

روز کشت در یخچال و دمای  35هورمون پس از گذشت 

پس از  .به دست آمد درصد  36حدود گراد  درجة سانتی 5

هایی با بنیة قوی و مناسب،  دستیابی به گیاهچه

، ساقه، برگ، ایی ساقهانته مریستم ةی از ناحییها ریزنمونه

گرفتن  نظر با در، زایی تهیه و پس از کالطوقه و ریشه 

، زایی کال درصد حجم، وزن، اندازه کالوس وحداکثر 

های ریشه و  نمونه اند(، ریز ها نشان داده نشده  )داده

 مریستم انتهایی ساقه برای ادامة مطالعه انتخاب شدند.
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 نمودار استاندارد تبائین .3 شکل

 

 

 
 نمودار استاندارد سنگوئینارین .5 شکل

 

/MS 5در محیط نمونة ریشه  کالوس برای ریزبهترین
3 

 5و  BAPلیتر در گرم میلی 54/6و تیمارهای هورمونی 

با  منطبقدست آمد که نتایج ه ب D-2,4لیتر در گرم میلی

Karimaneh et al. (2009 ) آمده توسط دست هنتیجه ب

/MS 5  در محیطنمونة مریستم  ریزکالوس  بهترینبود. 
3 

)استفاده از مقدار نمک ماکرو های ماکرو  تغییر در نمکبا 

 لیتر در گرم میلی 54/6و تیمار هورمونی پایه(  MSدر 

BAP  2,4 لیتر در گرم میلی 5و-D  مشاهده شد. در ادامه

 بر میزان TiO2مخمر و نانو  ةاثر الیسیتورهای عصار

ئین و سنگوئینارین در آلکالوئیدهای تبا تغییرات

مریستم و ریشه بررسی  ةنمون دو ریزسوسپانسیون سلولی 

صورت فاکتوریل در پایة طرح کاملاً  این آزمایش به. شد

تصادفی با سه تکرار انجام گرفت. فاکتور الیسیتور در سه 

(، فاکتور ریزنمونه TiO2سطح )شاهد، عصاره مخمر و نانو 

و فاکتور زمان )در دو  در دو سطح )مریستم ساقه و یشه(

ساعت( بر دو متابولیت سنگوئینارین و  57و  55سطح 

  تبائین بررسی شد.

های مربوط به میزان  نتایج تجزیة واریانس داده

تغییرات آلکالوئیدهای سنگوئینارین و تبائین در کشت 

سوسپانسیون سلولی خشخاش نشان داد که اثر هر یک از 

تنهایی و اثر  یزنمونه بهعوامل الیسیتور، زمان و نوع ر

 (.3 دار است )جدول معنا درصد 3ها در سطح  متقابل آن

 
تجزیة واریانس تغییرات میزان آلکالوئیدهای  .3 جدول

 سنگوئینارین و تبائین در کشت سوسپانسیون سلولی خشخاش

 تبائین سنگوئینارین درجة آزادی منابع تغییرات

 37/3** 56/405** 3 زمان

 57/33** 87/783** 5 الیسیتور

 38/33** 53/336** 3 ریزنمونه

 58/0** 35/057** 5 الیسیتور × زمان

 33/4** 36/6** 3 ریزنمونه × زمان

 84/36** 568/335** 5 ریزنمونه × الیسیتور

 08/7** 33/34** 5 ریزنمونه × الیسیتور × زمان

 6763/6 708/6 55 خطای آزمایش

 85/3 35/3  (درصدضریب تغییرات )

 . درصد 3دار در سطح احتمال  ** اختلاف معنا
 

های مختلف  در مقایسة اثر متقابل الیسیتورها در زمان

های سنگوئینارین و تبائین در  بر تولید متابولیت

سوسپانسیون سلولی، بیشترین مقدار سنگوئینارین و 

ساعت پس از اعمال تیمار با الیسیتور  57تبائین در 

برابر نسبت به شاهد به  5/3و  5/5ب ترتی عصارة مخمر به

ساعت پس  55توانست در  TiO2دست آمد. نانو الیسیتور 

 3/5از اعمال تیمار موجب افزایش دو آلکالوئید مزبور تا 

برابر شود که با گذشت زمان این مقدار کاهش پیدا کرد. 

اثر سمیت نانو ذرات بر شاخص توان این کاهش را با  می

 (Castiglione et al., 2011)میتوزی )ژنوتوکسیک( 

 مرتبط دانست.

دار شدن  مقایسة اثر متقابل زمان و ریزنمونه و معنا

ها با گذشت  دهد که تجمع متابولیت سطوح آن نشان می

تواند متفاوت باشد؛  های مختلف می زمان و در ریزنمونه

(، نوع ریزنمونه را درتجمع 1985) .Rush et alهرچند که 

اند اما در این مطالعه )و با در  أثیر دانستهت ها بی متابولیت

نظر گرفتن سایر شرایط که در ادامه به آن اشاره 

 توان مشاهده کرد. وضوح می شود(، تأثیر ریزنمونه را به می

اثر متقابل الیسیتور و ریزنمونه نیز بررسی شد، 

 TiO2ها نشان داد که نانو الیسیتور  مقایسة میانگین آن

زنمونه موجب افزایش تبائین در هر دو ری داری طور معنا به

داری در مقدار  نسبت به شاهد شده است اما تفاوت معنا
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تبائین بین ریزنمونة مریستم و ریشه مشاهده نشد. این 

گونه اثری  حالی بود که در نمونة شاهد مریستمی، هیچ در 

از تبائین مشاهده نشد. از طرفی عصارة مخمر موجب 

به  دار سنگوئینارین در هر دو ریزنمونه نسبت افزایش معنا

شاهد و در مقایسه با یکدیگر شد. این الیسیتور همچنین 

موجب افزایش سنگوئینارین و تبائین در ریزنمونة ریشه 

  .برابر نسبت به شاهد شد 5و  8/3ترتیب  به

تولید سنگوئینارین و شده،  های انجام در پژوهش

 تشخیص P. somniferum گیاه را در مورفین بیوسنتز

سوسپانسیون  کشت در کدئین و ورفینم تجمع اما اند، داده

 سیستم به را ناممکن دانسته و تجمع آن را وابسته سلولی

 Facchinni et ) اند شیرابه در این گیاه دانسته تمایز

al.,1996; 2008; Huang & Kutchan, 2000) . با

مبنی بر وجود ارتباط Rush et al. (1985 )توجه به نظر 

 شیرابه و حضور تبائین درهای  آمدن سلول وجود همیان ب

نوع ریزنمونه بر روی  نداشتنثیرأها و همچنین ت جوانه

شده در مطالعات کشت  مقدار آلکالوئیدهای مشاهده

 منزلة هجمع تبائین ب، تP. somniferum کالوس در

سنتز مورفین در تیمار با هر دو الیسیتور و در  ةماد پیش

با نوع محیط  توان میدر این مطالعه را هر دو ریزنمونه 

و ( Angelova et al., 2006)الیسیتور نوع و غلظت کشت، 

 های مریستمی و ریزنمونهبودن  همچنین فعال

ها در برابر الیسیتورها  های آن پذیری بالای ژن تحریک

که البته این مورد،  ، مرتبط دانستنداشتن دلیل تمایز هب

 دارد. به بررسی بیشتری نیاز

ریزنمونه گانة زمان، الیسیتور و  میانگین اثر متقابل سه

(. آنالیز مقایسة 3 )شکل دار شدامعن درصد 3نیز در سطح 

ساعت پس از اعمال  55ها نشان داد که در  میانگین آن

بیشترین میزان سنگوئینارین در کالوس  TiO2تیمار نانو 

برابر( و بیشترین میزان تبائین در کالوس  3/5مریستم )

ت آمد. در همین زمان حداکثر برابر( به دس5/3ریشه )

تبائین در هر دو ریزنمونه توسط عصارة مخمر حاصل شد؛ 

این در حالی است که در ریزنمونة مریستمی شاهد، 

تبائین حضور نداشته و پس از تحریک توسط الیسیتورها 

ساعت پس از اعمال نانو  57تولید شده است. در 

 الیسیتور، روند کاهشی در میزان آلکالوئیدهای

سنگوئینارین و تبائین مشاهده شد که این کاهش در 

کالوس ریشه نسبت به کالوس مریستم سرعت بیشتری 

  (.3 داشت )شکل

در  TiO2ثیر نانو أت ةدر زمین شده انجاممطالعات 

گیاهان نشان داده است که این الیسیتور از طریق افزایش 

فعالیت نیترات ردوکتاز و گلوتامات دهیدروژناز بر 

افزایش رشد و  سببو  گذارد میلیسم نیتروژن اثر متابو

ر بثیر أت با TiO2نانو  شود. همچنین میزان فتوسنتز می

به  ،ماده تحریک تولید پیش وافزایش متابولیسم نیتروژن 

های  افزایش میزان پروتئین و تحریک بیان ژن در سلول

 ,.Yang et al., 2008; Fan et alشود ) منجر می گیاهی

 مطالعه این آمده در دست هنتایج ب به با توجهکه  (2007

 سنتز در مسیرکه گیری کرد  توان این طور نتیجه می

تولید تیروزین  با افزایش TiO2نانو  ،و تبائین سنگوئینارین

تولید این تواند بر افزایش  ماده می پیش منزلة  هب

رسد  نظر می اما با گذشت زمان به ،ثر باشدؤها م متابولیت

نانوذرات بر شاخص میتوزی ت ثر سمیعلت ا به

( موجب کاهش Castiglione et al., 2011)ژنوتوکسیک( )

  های سنگوئینارین و تبائین شود. تجمع متابولیت

ساعت  57حداکثر میزان سنگوئینارین و تبائین در 

دست ه مخمر در هر دو ریزنمونه ب ةپس از تیمار با عصار

 3/3بر و در ریشه برا 8/5آمد. سنگوئینارین در مریستم 

برابر افزایش نشان داد. تبائین در مریستم پس از تیمار 

برابری  4/5الیسیتوری تولید شد و در ریشه افزایش 

مخمر با  ةرسد عصار نظر می  نسبت به شاهد نشان داد. به

دفاعی موجب افزایش سنگوئینارین در  سازوکارتحریک 

گزارش  ( نیز2011) .Abraham et al. کالوس شده باشد

الیسیتور  منزلة مخمر به ةاند که استفاده از عصار کرده

های  زیستی موجب افزایش بیوماس و تولید متابولیت

مقدار افزایش و  بارةگیری در شود. برای تصمیم ثانویه می

این روند و همچنین پایداری این متابولیت  ةاحتمال ادام

از  های بیشتری است. در محیط کشت نیاز به اعمال زمان

ترین ترکیبات  که سنگوئینارین یکی از سمی آنجا

( (Slaninova et al., 2001بنزوفنانتریدین در سلول است 

و برحسب  نیسترسد افزایش آن پایدار  نظر می  هب

استراتژی سلول برای مقابله با سمیت آن یا باید به خارج 

هیدروسنگوئینارین  از سلول ترشح شود یا با تبدیل به دی

 (.Weiss et al., 2006) جلوگیری کندسلولی  مرگاز 
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( R( و ریشه )M( و ریزنمونه )مریستم )TiO2و نانو  (YE)(، الیسیتور )عصارة مخمر h) گانة زمان مقایسة میانگین اثر متقابل سه .3  شکل

 در میانگین تیمار است.دار  بر میزان تجمع سنگوئینارین )الف( و تبائین )ب(. حروف مشترک بیانگر نبود تفاوت معنا

 

اند که آلکالوئیدهای  قبلی نشان داده های پژوهش

ساختار  دلیل ههای سلولی ب ایزوکوئینولین در کشت بنزیل

شود اما در پاسخ به  نمیها تولید  تمایز نیافته این سلول

به بیوسنتز  ها تحریک های قارچی این سلولالیسیتور

 ;Desgagné-Penix et al., 2010) شوند سنگوئینارین می

Facchini et al., 1996 که در این مطالعه نیز تجمع این )

مشاهده  TiO2متابولیت در پاسخ به الیسیتور مخمر و 

پذیری بالاتر  در این مطالعه مشاهده شد تحریکآنچه . شد

های ریشه در برابر  های مریستمی نسبت به سلول سلول

ع هر دو تیمار با هر دو الیسیتور و اثر آن در تجم

ها در  اما با این وجود تجمع این متابولیتمتابولیت بود. 

توان  ریزنمونة ریشه بیشتر از ریزنمونة مریستم بود که می

های  علت آن را با تفاوت در میزان فعالیت و بیان ژن

 مرتبط دانست in vivoهای مختلف گیاه  مرتبط در قسمت

(Facchini et al., 1995; Milo et al., 2005). 

 

  گيری کلی نتيجه

دهد که با استفاده از  نشان می پژوهشنتایج این 

 ةچرخ توان نانو الیسیتورها می مخصوصاً الیسیتورها و

تبائین و  های بیوسنتزی تولید و تجمع متابولیت

تواند در هر دو  سنگوئینارین را تحریک کرد و این القا می

متفاوت ثر و حتی با یکدیگر ؤریشه و مریستم م ةریزنمون

توان در  باشد. همچنین با استفاده از این الیسیتورها می

که در آن  ای مریستم یعنی ریزنمونهکالوس حاصل از 

بیوسنتزی این  ةهای مولد تبائین فعال نیستند چرخ ژن

 متابولیت را تحریک کرد.
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