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چکیده
سبز، يفضایدر طراحینتیزيکه علاوه بر کاربردهاباشدیدار مسوخيها) شامل انواع گونهAmaryllidaceae(یاننرگسیرهت
یلاستیمآنزیبازدارندگیلاز قبيمتعددیکیفارماکولوژباشند که اثرات یمیدهاییاز جمله آلکالوئیمواد موثره مختلفيحاو
Narcissusمختلف جنس نرگس (يهاها گزارش شده است. گونهآنيبرايضد تومورهايیتاستراز و فعالینکول spp.ین) از ا

برخوردار یاديزییدارویتها از اهمدر آنینگالانتامیدآلکالوئیو معرفییبه علت شناساچند سال گذشتهیکه طباشندیمیرهت
شده است. یمعرفیمرآلزایماريو درمان بیشگیريپياستراز براینکولستیلایمآنزیتبه عنوان بازدارنده فعالین،اند. گالانتامشده

قرار یابیمورد مطالعه و ارزینگالانتامیبترکیدنرگس به منظور تولیازپايیشهکشت درون شیطشرايسازینهحاضر، بهیقدر تحق
با چهار فاکتور و هر فاکتور در دو غلظت با تصادفی) در قالب کاملاً n2کامل(یلفاکتوریشآزمایکمنظور ینايگرفته است. برا

فسفات و یمپتاسیترات،و نیمآمونهايیونیزان) که از نظر مMSشاهد (یطکشت به همراه محیطنوع مح16سه تکرار انجام شد. 
، صفات وزن خشک، وزن ینگالانتامیدرشد و تولیابیشد. جهت ارزیهمتفاوت بودند، تهیکدیگرمنبع کربن (ساکارز) با ینهمچن

کشت یطنشان داد که محیجشد. نتایريگاندازهینمقدار گالانتامینو کل، و همچنa ،bیلتر، نسبت وزن تر به خشک، کلروف
گرم در 25/1فسفات، یمپتاسیترگرم در ل10/0یترات،نیمپتاسیترگرم در ل50/4یترات،نیومآمونیترگرم در ل89/0(14يشماره

بر یکروگرمم69/38(ینگالانتامیدآلکالوئیدکشت از نظر تولیطمحینساکارز) بهتریترگرم در ل00/60سولفات و آمونیومیترل
گرم ماده خشک) است.

یمراستراز، آلزاینکولیلاستي،ایشهکشت درون شین،گالانتامیان،نرگسیرهت:کلمات کلیدي

مقدمه
و یاضدمالاریروس،ودرد، ضدشامل ضدیولوژیکیبهايیتاز فعالیعیوسیفبا طیدهاییآلکالوئيحاویاننرگسيیرهت
یدآلکالوئيمختلف جنس نرگس حاويهااست که گونهنشان دادهیر) و مطالعات اخAniszewski, 2007(باشندیسرطان مضد

یماريب).Firáková et al., 2007(باشدیمیمرآلزایماريو درمان بیشگیريپيبراییمهم دارویبترکیککهاست ینگالانتام
از یمرآلزایماريدرمان بيبرا،حال حاضردر .گرددباعث زوال حافظه میاست، که یعصبیستمانحطاط سینوعیمر،آلزا

ی،اثر طولانيبه واسطهگالانتامین .)Kihara & Shimohama, 2004(شودیاستراز استفاده مینکولیلاستيمهارکنندهيداروها
گرفترکم آن مورد توجه قرایبه علت عوارض جانبیناستراز و همچنینکولیلاستیمآنزيو بازدارندهیرپذبرگشتی،انتخاب

)Thomsen & Kewitz 1990(. آلکالوئید گالانتامین و افزایش روز افزون تقاضا به داروي گالانتامین جهت با توجه به غلظت کم
یطمحياجزايسازینهبهپیشگیري و درمان بیماري آلزایمر، نیازمند یافتن راهی براي تولید در مدت زمانی کوتاه و مستمر هستیم.

در .)Georgiev et al., 2009(استیهثانوهايتیمتابولیوسنتزبيبرایوتکنولوژيبیندفرآیکیجادمهم در جهت ایکشت گام
یاو فسفر) و یتروژن(منابع کربن، نییغذایديکليهاکشت با توجه به غلظت مولفهیطمحيعناصر مغذیباغلب موارد، ترک
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کشتیطمحیکيموفق به ارائهو همکارانجرجیو2009سال در.)Wilhelmson et al., 2006(شده استینهبهC/Nنسبت
,.Georgiev et al(شدندی،تابستانیدر کشت شاخساره گل برفینکسب حداکثر گالانتامياصلاح شده براموراشیگ و اسکوگ 

را روي تولید زیست و فسفاتیتراتنیوم،آمونهايیونساکارز، ، اثر چهار متغییر و همکارانجرجیو همانند،در این تحقیق.)2009
ي یک محیط کشت بهینه شده براي تولید و موفق به ارائهشد) بررسی Narcissus tazettaتوده و بیوسنتز گالانتامین گیاه نرگس (

.حداکثر میزان گالانتامین شدیم

هامواد و روش
ي ي گیاهان و مواد اولیههاي برتر کشت بافتی گیاه نرگس موجود در پژوهشکدهجمعیتهاي گیاهینمونهدر تحقیق حاضر

نفتالین گرم میلی2گرم در لیتر بنزیل آدنین و میلی2حاوي موراشیگ و اسکوگهاي کشتمحیطدرداروئی دانشگاه شهید بهشتی،
هاي آمونیوم گرم در لیتر) و یون10/0و 24/0(پتاسیم فسفات، گرم در لیتر)60و 30(با مقادیر مختلف ساکارزهمراه استیک اسید 

30هاي نرگس به مدت پیاز. )1(جدولدر سه تکرار کشت شدند)گرم در لیتر44/1و 44/3(گرم در لیتر) و نیترات54/0و 2/0(
ار گرفتند.ها قرساعت تاریکی در این محیط8ساعت روشنایی و 16گراد با درجه سانتی25±1روز در دماي 

)Georgiev et al., 2009() 24(یشآزماتمام فاکتورهاي یطراح: 1جدول
(برحسب گرم بر لیتر)مستقلیرهايمتغتیمار

NH4
+NO3

-KH2PO4ساکارز
12/044/110/030
22/044/124/030
32/044/310/030
454/044/110/030
554/044/324/030
654/044/310/030
754/044/124/030
82/044/324/030
92/044/110/060

102/044/124/060
112/044/310/060
1254/044/110/060
1354/044/324/060
1454/044/310/060
1554/044/124/060
162/044/324/060
1737/044/217/030

در حمام فراصوت قرار دقیقه20لیتر متانول به مدت میلی5گرم پیاز خشک شده با میلی300منظور استخراج آلکالوئید، به 
لیتر آب مقطر حل و با اسید سولفوریک اسیدي شدمیلی5ي خشک شده در . عصارهخشک شدندروتاريبا دستگاه گرفتند و 

)pH~ 2(سپسلیتر کلروفرم اضافه شد و فاز کلروفرمی حذف گردید.میلی5آنو به) با آمونیاك بازي شدpH~ 11( 5و دوباره
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آوري شده با آوري شد. در نهایت فاز کلروفرمی جمعفاز کلروفرمی جمعدر این مرحلهاضافه شد و به آنلیتر کلروفرممیلی
لیتر متانول با درصد خلوص میلی1ي حاصل در عصارهر تکرار شدند.. تمامی مراحل ذکر شده سه باروتاري تغلیض گردید

گیري مقدار براي اندازهتزریق شد.HPLCمیکرولیتر آن به دستگاه 20حل گردید و )HPLC(کروماتوگرافی مایع با کارکرد بالا
له یبه خوبینیدر هاون چ80شد و با استون %ینتوزیقدقينرگس با ترازویازبرگ پيگرم از بافت تازه1/0یزانمکلروفیل، 

یتو در نهایفیوژسانتریقهدق10به مدت حداکثر سرعتها با. سپس نمونهبودلیتریلیم15استون مصرفی. حجم نهایییدگرد
,Arnon(شددهخوانينانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر663و 645روشناور در طول موج محلولدانسیته نوري این .)1967

شد. استفاده16نسخه SASنرم افزارازهادادهیۀتجزيو برااجرا یطرح کاملاً تصادفقالبدرکامل یلفاکتورآزمایش به صورت 
.یسه شدنددانکن مقايادامنهچندبا استفاده از آزمونیزها نیانگینم

مقدار گالانتامین پیاز نرگسهاي مختلف بر صفات رشدي و ي میانگین اثر محیط: مقایسه2جدول

ات
صف

ار/
تیم

FW(g)DW(g)FW/DW
Chla(m

g/g)
Chlb(m

g/g)
Chlt(m

g/g)
GAL(µg/g)

1a32/3a38/0b62/8de87/0fg28/0ef15/1b87/23
2b55/2a42/0fgh05/6h64/0hi22/0h86/0bc93/21
3cd19/2b34/0efgh01/6f81/0cd36/0cd34/1bcd61/21
4gh27/1de20/0efgh30/6j51/0j17/0i67/0b54/23
5b55/2dc24/0a60/10c02/1de35/0bc36/1efg81/15
6cd13/2b32/0efg64/6hi59/0ij19/0hi78/0defg17/17
7ef77/1c25/0de07/7i58/0ij19/0hi78/0b84/13
8bc36/2b33/0de08/7k37/0k10/0j47/0defg15/17
9de97/1b32/0fgh15/6ef84/0gh25/0fg09/1efg00/16

10hi04/1fg13/0bc21/8ef83/0ef32/0ef14/1g04/13
11j64/0gh11/0gh83/5hi62/0gh25/0h87/0fg40/15
12hi06/1e18/0h77/5b08/1c39/0b47/1b67/22
13ij77/0fgh11/0def73/5d90/0b44/0cd34/1cdef91/17
14fg53/1de20/1cd53/7a22/1a52/0a74/1a69/38
15ij81/0fgh12/0def77/6d91/0de34/0de24/1fg75/14
16hi06/1ef16/0def72/6g70/0fg28/0g98/0bcde99/19
17j62/0h08/0bc13/8j52/0ij19/0i70/0fg82/13
FW،وزن تر :DW ،وزن خشک :FW/DW ،نسبت وزن تر به وزن خشک :BDپیاز، : قطرBN ،تعداد پیازچه :Chlaکلروفیل :a ،Chlb :

: گالانتامین.GAL: کلروفیل کل و b،Chltکلروفیل
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نتایج و بحث
با توجه به ضرایب دانکن، بیشترین میزان وزن تر پیاز در محیط ي میانگین صفات ارزیابی شده ومربوط به مقایسه2طبق جدول

گرم) مشاهده شد. بیشترین 63/0گرم) و شاهد (64/0(11ي هاي شمارهگرم) و کمترین در محیط کشت32/3(1يکشت شماره
گرم) و کمترین مقدار وزن 38/0(1يمحیط کشت شمارهگرم) و 42/0(2يشمارههايمقدار وزن خشک، در محیط کشت

ي میزان آب بافت گیري و بیشترین مقدار نسبت وزن تر به خشک که نشان دهندهگرم) اندازه08/0محیط کشت شاهد (خشک در 
aبیشترین مقدار کلروفیل. ) دیده شد77/5(12يکش شماره) و کمترین مقدار در محیط60/10(5يشمارهاست، در محیط کشت 

گیري شد. این نتیجه در صفت کلروفیل اندازه8ي شمارهها در محیط کشت و کمترین مقدار آن14يشمارهمحیط کشتدرbو 
داري مشاهده شد. بدین صورت هاي کشت از نظر میزان گالانتامین مانند سایر صفات اختلاف معنیکل نیز تکرار شد. بین محیط

ي خشک) و پس از آن میکروگرم در گرم ماده69/38(14يشمارهامین، محیط کشت که بهترین محیط کشت از نظر تولید گالانت
ي میکروگرم در گرم ماده84/23(7يشماره)، محیط کشت ي خشکمیکروگرم در گرم ماده87/23(1يشمارههاي محیط

میکروگرم در 67/22(12يشماره) و محیط کشت ي خشکمیکروگرم در گرم ماده54/23(4يشماره)، محیط کشت خشک
10يشماره) بیشترین مقدار گلانتامین را تولید کردند. از طرفی کمترین مقدار گالانتامین در محیط کشت ي خشکگرم ماده

بر روي کشت 2009در سال جورجیو و همکاران هایی که ) مشاهده شد. طی بررسیي خشکمیکروگرم در گرم ماده04/13(
بهترین محیط کشت از نظر تولید گالانتامین اعلام 14يتابستانی انجام دادند نیز محیط کشت شمارهاي گیاه گل برفی درون شیشه

و ساکارز بر مشخص شد که اثر تمامی فاکتورهاي آمونیوم، نیترات، فسفاتطبق نتایج بدست آمده.)Georgiev et al., 2009(شد 
تر و وزن خشک اثر چندانی در افزایش تولید گالانتامین ندارد، بلکه موثر است و همچنین افزایش وزن افزایش گالانتامین روي 

نیز نشان دادند که سلس و همکاران ر موثر مثبتی بر افزایش تولید گالانتامین دارد. اثافزایش ساکارز همراه با کاهش میزان فسفر
Sellés et(بر افزایش تولید گالانتامین داردیش میزان ساکارز اثر مثبتیافزا al., 1997(. تروپان یزنميروايهمطالعیطدر

و یان(چلبدهدیمیشافزایزتروپان را نیدهايآلکالوئیوسنتزغلظت ساکارز بافزایشکه ه شدبذرالبنج، نشان دادیاهگیدهايآلکالوئ
انتظار داشت.یمرا خواهیدهاآلکالوئیزانمیشکمتر باشد، افزایتراتنسبت به نیومآمونیزانهرچه معلاوه بر این ). 1382مجد، 

Ilieva(آیدبدست ) C/N(تروژنیبه نکربننسبت یزانمحداکثر تولید گالانتامین (آلکالوئیدها) با افزایش رود می & Pavlov,

میزان آمونیوم و نیترات نسبت 14ي. در محیط کشت شمارهحاوي نیتروژن استدر ساختار خود، زیرا مولکول گالانتامین)1997
یجبا نتایجنتایناتر است و همچنین میزان منبع کربن (ساکارز) نیز بیشتر است.ش) بی17يبه محیط کشت شاهد (محیط کشت شماره

). 1386ي،نژاد و محمديمطابقت دارد (خاوریزدانه نبنگیاهگیدهايتروپان آلکالوئي) بر رو1386(ينژاد و محمديخاور
یکبه عنوان تواندیمیدهاتروپان آلکالوئیددر تولیتروژناز نیکردند که سطح مناسبیانب2014در سال نقربانپور و همکارا

ز با هم بر فسفات و ساکاریمپتاسیترات،نیوم،). اثر متقابل هر چهار فاکتور آمونGhorbanpour et al., 2014محرك عمل کند (
یزانز مساکاریزانمیشبا افزاینفسفات و همچنیزانو کاهش مان نیتروژنافزایش میزموثر است و در کل با ینگالانتامیزانميرو

.)Georgiev et al., 2009, Sellés et al., 1997(یابدیمیشافزایدهاآلکالوئ
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Abstract

Amaryllidaceae family consists of bulbous plant species which in addition of ornamental and
landscape applications, contain different active substances such as alkaloids and their various
pharmacological effects including acetylcholinesterase inhibition and antitumor activity have been
reported. In recent years, some members of this family, i.e. Narcissus species are well-known because
of their galantamine (GAL) content. GAL with the inhibitory effect of acetylcholinesterase enzyme,
has been introduced for the treatment and prevention of Alzheimer's disease. In this study, in vitro
culture optimization of Narcissus tazetta in a complete factorial design experiment (2n), based on CRD
four factors, two levels and three replicate to produce GAL has been conducted. In total, 16 Murashig
and Skoog (MS) media culture with different amount of  NH4

+, NO3
-, KH2PO4 and sucrose as well as

a control have been tested. Fresh weight (FW), dry weight (DW), fresh weight/dry weight (FW/DW),
chlorophyll a (Chla), b (Chlb) and total (Chlt) and GAL content have been measured. Our results
showed that the medium culture No. 14 (0.89 g/l NH4NO3, 4.5 g/l KNO3, 0.10 g/l KH2PO4, 1.25 g/l
(NH4)2SO4, 60.0 g/l sucrose) was the best medium for GAL production (38.69 µg/g DW).
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