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 چكیده

گیاهی علفی، چندساله و در معرض انقراض است که  Lamiaceaeی متعلق به تیره DracocephalumkotschyiBoissگیاه با نام علمی زرین

ویژه تولید ترکیبات ضدسرطانی از قبیل اسید رزمارینیک، مورد توجه بسیاری از دلیل تولید ترکیبات دارویی با ارزش و بهامروزه به

های مویین و فناوری از جمله کشت ریشههای مختلف زیسترو روشمحققان در صنعت داروسازی و پزشکی قرار گرفته است. از این

شود. در پژوهش حاضر جهت افزایش تولید ترکیبات های با ارزش این گیاه استفاده میمنظور تولید متابولیتها بهتحریک با محرک

منظور تحریک میکرومولار( به 15و  10، 5غیرزیستی نانو اکسیدمس )صفر،  ه افزایش اسید رزمارینیک از محرکویژگیاه و بهفنولیک زرین

ساعت( استفاده شد.  48و  24های مختلف تیماری )، در مدت زمان15834های مویین تراریخت شده با آگروباکتریوم رایزوژنز سویه ریشه

های مویین تحریک شده با نانوذرات اکسیدمس، مشاهده گردید گیری خواص بیوشیمیایی ریشهازههای حاصل از اندباتوجه به آنالیز داده

های کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز در تیمار با اکسیدانی و فعالیت آنزیمکه حداکثر میزان محتوای فنول کل، فلاونوئید کل، فعالیت آنتی

نانو  Mµ 5توده نیز در تیمار شد. همچنین حداکثر میزان وزن تر و خشک زیستساعت حاصل  48یا  24های در مدت زمان Mµ 5غلظت 

های مهار گونه استنباط کرد که نانومحرک اکسیدمس با ازبین بردن سدتوان بدیناکسیدمس حاصل گردید. باتوجه به نتایج ارائه شده می

 شود.های ثانویه همچون اسید رزمارینیک میها، سبب تغییر در سطح تولید متابولیتآنزیمی یا دستکاری مسیر آنزیم

 

 اکسیدان، فلاونوئید کل، متابولیت ثانویه، محرک غیرزیستیآنتیکلمات کلیدی:

 

 مقدمه

از گیاهان دارویی بسیار مؤثر تیره نعناعیان با خاصیت ضد  DracocephalumkotschyiBoissزرین گیاه با نام علمی 

شود، اسید دهی توسط افراد بومی، بذر کافی تولید نمی ی گل ی آن در مرحله رویه بیی برداشت واسطهسرطانی است کهبه

، القای آسیب 1ی ترکیب ضدسرطانی دوکسوروبیسین وسیله رزمارینیک یکی از ترکیبات اصلی زرین گیاه است از طریق تأثیر به

(.تولید ریشه مویین و تهییج از مؤثرترین Khojastehet al., 2014دهد ) داری کاهش می طور معنی /کروموزوم را بهDNAبه 

شود. تحقیقاتی توسط  های ثانویه استفاده می آوری متابولیتفنهایی است که در حال حاضر برای بهبود تولید زیست روش

Zaka  وAbbasi (2017به منظور بررسی ظرفیت آلیاژهای نانوذرات مس در نسبت ) ها بر های مختلف برای ارزیابی تأثیر آن 

3ای انجام گرفت. طی مطالعات درون شیشه 2گیاه دارویی مهم شابانک
E.sativa  میکروگرم  30از تیمار نانوذرات مس در غلظت

شده، نتایج نشان داد که  ی انجام لیتر استفاده گردید و پارامترهای بیوشیمیایی نیز مورد مطالعه قرار گرفت. در مطالعه بر میلی

ی بیشتری همچون محتوای پروتئین کل،  های ثانویهتر و با اثر سمیت بالاتر، متابولیت کوچک گیاهان در پاسخ به نانوذرات

های ثانویه زرین گیاه از فلاونوئید و فنول کل را از خود آزاد کردند. بنابراین در پژوهش حاضر به منظور افزایش تولید متابولیت

 ه شده است.های مویین استفاد محرک غیرزیستی نانواکسید مس در ریشه
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 هامواد و روش

 تهیه ریزنمونه،تهیه سوسپانسیون باکتری و تلقیح ریز نمونه ها
 

4زرین گیاه از شرکت پاکان بذر اصفهان خریداریو پس از ضدعفونی در محیط کشت هایربذ
MS  کشت و در دمای

ºC2±24  سوسپانسیون باکتریداری شدند.از ساعت تاریکی نگه 8ساعت روشنایی و  16و شرایط نوریA. rhizogenes  سویه

ها به محیط ، شستشو انجام شده و نمونه5کشتیای استفاده شد.پس ازدوروزهمهای دو هفته، جهت تلقیح کوتیلدون15834

جهت تایید .ها هر دو هفته یکبار انجامگردیدریزنمونه شت.واکسفوتاکسیم منتقل شدند mg/L250جامد حاوی  ½MSکشت 

با استفاده از آغازگرهای  rolB( برای تایید حضور ژنPCRای پلیمراز )های مویین از واکنشزنجیرهتقال ژن به ریشهمولکولی ان

 اختصاصی استفاده گردید. 

 استقرار ریشه های مویین در محیط کشت مایع و تهییجبامحرکنانوذراتاکسیدمس

متر از شرکت پیشگامان نانو مواد ایرانیان تهیه و در نانو 40ی نانواکسید مس مورد استفاده در این پژوهش با اندازه

های حاوی کشتلیتر از هر یک از انواع محیطمیلی 8میکرومولار( استفاده گردید. مقدار  15و  10، 5های مختلف )صفر، غلظت

شیکر انکوباتور با دمای  ها بهتکرار( .ارلن 3ها افزوده شد )در ی موجود در ارلنروزه 21های مویین نانو اکسید مس به ریشه

C˚26  کشت های مویین از محیطساعت از زمان تیمار، ریشه 48و  24دور در دقیقه منتقل و پس از گذشت  180وMS½ 

عاری از هرگونه محرک  ½MSکشت های مختلف محرک نانو اکسید مس خارج و پس از شستشو به محیطمایع حاوی غلظت

 ها انجام گرفت.گیریهای مویین برداشت شده و اندازهیکهفته، ریشهمنتقل گردیدند. پس از گذشت 

 شاخص های اندازه گیری

و خواص فیتوشیمیایی با g 001/0ها با ترازو با دقت گیری وزن تر ریشهتوده با استفاده از اندازهرشد زیستمیزان 

در طول موج مربوطهسنجیده و  Dynamica (HALO DB-20)های اسپکتروفتومتری با دستگاه اسپکتروفتومتر استفاده از روش

ل کل، فلاونوئید کل وگیری فن( به منظور اندازه2009و همکاران ) Hajimahdipourگیری متانولی به روش محاسبه شد. عصاره

فلاونوئید کل از برای Singleton (1977،)و  Slinkardل کل از روشوگیری فناکسیدانی انجام گرفت. جهت اندازهو فعالیت آنتی

و Chiouاز روش  DPPHاکسیدانی با استفاده از گیری فعالیت آنتیو به منظور اندازه(2007) و همکاران Shinروش 

و  Sudhakarها با استفاده از روش ی گیاهی جهت سنجش فعالیت آنزیماستخراج عصارهاستفاده گردید. (2007)همکاران

فعالیت آنزیم گایاکول Bergmeyer(1974 ،)لیت آنزیم کاتالاز با استفاده از روشسنجش فعا( انجام گرفت.2001همکاران )

 Asadaو  Nakano آنزیم آسکوربات پراکسیداز با استفاده از روشو (2005و همکاران ) Zhangپراکسیداز بر اساس روش 

 انجام گرفت. (1981)

 

 نتایج و بحث

 های مویینتأیید تراریختی ریشه

درصد، نوار مورد انتظار  1انجام گردید. پس از الکتروفورز ژل آگارز  PCRهای مویین توسط ریشه تراریختی ماهیتتأیید

اندازه های مویین احتمالی مشاهده شد که با نوار حاصل از شاهد مثبت همدر ریشه rolBمربوط به تکثیر ژن  bp780حدودا

 بود. 
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 .Kb 1 (Fermentase .)C+ :A: مارکر مولکولی Mهای مویین زرین گیاه. در ریشه rolBژن  PCRآنالیز  -1شکل

rhizogenes  .کنترل مثبتC- واکنش :PCR  فاقدDNA  .کنترل منفیC-2و  1ی غیرتراریخت به عنوان کنترل منفی. : ریشه :

 های مویین تراریخت زرین گیاه.ریشه

 گیاه های مویین زرین تاثیر محرک نانو اکسیدمس بر رشد ریشه

ی عدم وجود  دهندهها نشان های مختلف نانو اکسیدمس و زمان تیمار آن نتایج تجزیه واریانس اثرات متقابل غلظت

های مختلف و تیمارهای زمانی متفاوت، هر ی غلظتهای مویین زرین گیاه بود اما اثرات ساده دار در وزن تر ریشه اختلاف معنی

های مویین  ی را در سطح یک درصد از خود نشان دادند. مقایسات میانگین وزن تر ریشهدارطور جداگانه اختلاف معنییک به

( و g5/5 میکرومولار ) 10های مختلف نانو اکسیدمس مربوط به تیمار تر در میان غلظت نشان داد که بیشترین میزان وزن 

ز سوی دیگر تجزیه واریانس اثرات متقابل (. ا1( بود )جدول g71/4 های شاهد ) تر مربوط به نمونه ترین میزان وزن کم

های مویین زرین گیاه نشان  داری را در وزن خشک ریشهها، اختلاف معنی و زمان تیمار آن های مختلف نانو اکسیدمس  غلظت

های مختلف در سطح یک درصد داری مشاهده نگردید. اما اثرات غلظتنداد. همچنین بین تیمارهای زمانی نیز تفاوت معنی

میکرومولار نانو  5( در غلظت mg 380داری را از خود نشان دادند. بدین صورت که بیشترین میزان وزن خشک )ختلاف معنیا

میکرومولار نانو اکسیدمس  15گردید که با غلظت  هایی مشاهده ( در ریشهmg 310اکسیدمس و کمترین میزان وزن خشک )

 تحریک شده بودند. 
های اکسیدانی و آنزیمتأثیر محرک نانو اکسیدمس بر وزن تر، وزن خشک، فنول کل، فلاونوئید کل، فعالیت آنتیتجزیه واریانس  -1جدول 

 های مویین زرین گیاهاکسیدانی در ریشهآنتی

میانگین     

 مربعات

 درجه   

 آزادی

 منابع تغییرات

آسکوربات  کاتالاز

 پراکسیداز

گایاکول 

 پراکسیداز

-فعالیت آنتی

 اکسیدانی

   وزن تر وزن خشک فنول کل فلاونوئید کل

**033/0 
ns015/0 

**92/0 
ns561/0 

ns001/0 
*35/0 

ns000057/0 
 (a)زمان تیمار 1 62/1**

 (b)غلظت تیمار  3 92/1** 006/0** 149/3** 921/0** 198/10** 78/157** 09/0** 093/0**
**042/0 **045/0 **24/1 **866/7 **208/1 **651/5 ns00021/0 ns21/0 3  اثر متقابل(a×b) 

 خطای آزمایشی 16 08/0 0003/0 067/0 004/0 139/0 001/0 012/0 0002/0

ضریب تغییرات   636/5 761/5 746/13 148/1 056/1 132/1 68/24 345/5

 )درصد(

 های مویین زرین گیاه تأثیر محرک نانو اکسیدمس بر میزان فنول و فلاونوئید کل ریشه

ی وجود اختلاف  ها، نشان دهنده های مختلف نانو اکسیدمس و زمان تیمار آن تجزیه واریانس اثرات متقابل غلظتنتایج 

های مویین زرین گیاه در سطح احتمال یک درصد بود.مقایسات میانگین محتوای فنول کل  دار محتوای فنول کل ریشهمعنی

میکرومولار نانو اکسیدمس، در  5( مربوط به تیمار g/g FWµ 27/3های مویین نشان داد که بیشترین میزان فنول کل ) ریشه

( g/g FWµ 26/0ساعت ) 48میکرومولار در مدت زمان  15ترین میزان فنول کل مربوط به تیمار ساعت و کم 48مدت زمان 

دار ی اختلاف معنی دهدهنهای مربوط به محتوای فلانوئید کل، نشان (. از سوی دیگر نتایج تجزیه واریانس داده1بود )جدول 

ها نشان داد که  اثرات متقابل زمان تیمار و غلظت تیمار با نانو اکسیدمس در سطح یک درصد بود. نتایج مقایسات میانگین داده
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 g/g FWµمیکرومولار و حداکثر میزان نیز ) 15ی ساعته 48( در تیمار g/g FWµ 95/4حداقل میزان محتوای فلاونوئید کل )

 میکرومولار بود.  5ی  ساعته 48به تیمار  ( مربوط31/6

 های مویین زرین گیاهاکسیدان کل ریشهآنتی تاثیر محرک نانو اکسیدمس بر میزان فعالیت

دار فعالیت ی اختلاف معنی دهندهها نشانهای نانو اکسیدمس و زمان تیمار آن نتایج تجزیه واریانس اثرات متقابل غلظت

سطح یک درصد بود. براساس مقایسات میانگین انجام گرفته، بیشترین میزان فعالیت ( در DPPHاکسیدانی ) آنتی

میکرومولار  10ی  ساعته 24درصد( و تیمار  70/37میکرومولار ) 5ی  ساعته 48های  اکسیدانی به ترتیب مربوط به تیمار آنتی

ساعته و  48های  ترتیب مربوط به تیمارنی بهاکسیداترین میزان فعالیت آنتیدرصد( بود. این در حالتی است که کم 46/37)

 5ی  ساعته 24اکسیدان کل در تیمار  درصد( بود. متوسط میزان آنتی 67/33و  30/33میکرومولار ) 15ساعته با غلظت  24

 (.1های شاهد مشاهده گردید )جدول  میکرومولار و نمونه

 های مویین زرین گیاه اکسیدانی ریشههای آنتی تاثیر محرک نانو اکسیدمس بر میزان فعالیت آنزیم
دار اثرات متقابل غلظت و زمان تیمار در سطح احتمال پنج ی وجود اختلاف معنی دهندهنتایج تجزیه واریانس نشان

های معنی و اثرات ساده غلظتی تیمار زمان بی درصد در آنزیم آسکوربات پراکسیداز بود. این درحالی است که اثرات ساده

 5ی  ساعته 48دار بود. بیشترین میزان فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز در تیمار سطح یک درصد معنیمختلف در 

میکرومولار  15ی  ساعته 48ترین میزان فعالیت این آنزیم در تیمار ( و کمµmol/min 78/0میکرومولار نانو اکسیدمس )

(µmol/min 31/0 آنالیز واریانس ا1( مشاهده گردید )جدول .)مس بر فعالیت ثر متقابل زمان و غلظت محرک نانو اکسید

های کاتالاز وگایاکول پراکسیداز نیز نشان دادند که اختلاف معنی دار در سطح احتمال یک درصد بین تیمارها وجود  آنزیم

 دارد. 
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Abstract 
Dracocephalum kotschyi Boiss belongs to Lamiaceae family is a perennial herbaceous and endangered plant 

that nowadays attracts many pharmaceutical and medicine industry researchers due to the production of valuable 

drug compounds, especially anti-cancer compounds, such as rosmarinic acid (RA).Therefore, various 

biotechnology methods such as, hairy root cultures can be used to produce valuable metabolites of this plant. 

Also, using elicitors can induce the production of secondary metabolites on in vitro conditions. In the present 

study, abiotic copper oxide elicitor (0, 5, 10 and 15 μM) was used to stimulate the transgenic hairy roots induced 

with Agrobacterium rhizogenes strain 15834, in different durations (24 and 48 hours) to increase the production 

of phenolic compounds and in particular increase of RA in hairy roots of D. kotschyi Boiss. Considering the 

analysis of the data obtained from biochemical measurement properties in stimulated hairy roots with copper 

oxide nanoparticles, the maximum total of phenol content, total flavonoids, antioxidant activity and the activity 

of the catalase and ascorbate peroxidase enzymes in treatment with the concentration of 5 μM in 24 or 48 hours 

treatments was observed. Also, the maximum fresh and dry weight of biomass was reached in the treatment of 5 

μM copper oxide nanoparticles treatments. According to the results, it can be deduced that the nano copper 

oxide elicitor by eliminating the enzymatic inhibitors or manipulating the pathway of the enzymes, cause alter 

levels of secondary metabolites production, such as rosmarinic acid.  
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