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  دهكيچ
ياه گمتعلق به خانواده نعناع است. يك  )karel Perovskia abrotanoides( پروسكيا آبروتانوئيدس كارل

ميايي از باشد. چندين نوع از تركيبات شيدارويي محلي ايراني است كه نام فارسي رايج آن بَرازَمبِل مي
ي دوست كه به ترپني چربجمله ترپنوئيدها، اسيدهاي فنولي مانند رزمارينيك اسيد و تركيبات دي

هاي كنشمتفاوتي بر روي وا تأثيرغلظت قندها نوع و  در اين گياه گزارش شده است. اند،تانشينون معروف
يك  عنوانبه، هاآنعلاوه بر نقش متابوليكي  اي دارند.فيزيولوژيكي در شرايط كشت درون شيشه

انسيون جمع رزمارينيك اسيد در كشت سوسپتوليد و ت كنند.پتانسيل اسمزي نيز عمل مي كنندهتنظيم
در اين پژوهش اثر شش نسبت  .گيردنوع و غلظت قند قرار مي تأثيرسلولي تحت 

ها و توليد رزمارينيك اسيد در كشت ساكارز به گلوكز بر رشد سلول) 3:1،3:2،4:1،4:2،5:1،5:2(
ورت گرفت. روز بعد از كشت ص 35 برداريدادهسوسپانسيون سلولي بَرازَمبلِ مورد بررسي قرار گرفت. 

از نظر  هاي مختلف ساكارز به گلوكزداري بين نسبتها مشخص كرد كه اختلاف معنينتايج مقايسه ميانگين
م بر ليتر گر 10حاوي  )امِ اِس( موراشيك و اسكوكمحيط  ميانگين نتايج كلي وجود دارد. نتايج نشان داد كه

به ترتيب منجر  (شاهد) تنهاييبهدرصد ساكارز  3مقايسه با كاربرد فقط گرم بر ليتر ساكارز در  40گلوكز و 
 برابري در وزن تر، وزن خشك و توليد رزمارينيك اسيد گرديد. 2و  5/1، 7/1به افزايش 

  رزمارينيك اسيد گلوكز، ساكارز،بَرازَمبلِ، نعناعيان، كشت سوسپانسيون سلولي،  :كلمات كليدي
  

 مقدمه

 اهيگ نيا .باشديم ناينعناع خانواده به متعلق و بوده ييدارو) گياهي karel Perovskia abrotanoides(برَازَمبِل 
 ).Sairafianpour et al., 2001( رويدمي ستانكپا و افغانستان ايران، در تنها و دارد جهان در يمحدود نشكپرا

يآنت خواص يدارا هك باشديم برَازَمبِل  اهيگ هيثانو يهاتيمتابول از يكي و بوده يكلوفن يدهاياس جزء اسيد يكنيرزمار
سرعت رشد و محتواي پايين مواد . )Leu et al.,1999(است سرطان ضد و ضدالتهاب ،يآلرژ ضد ،ضدويروس ،يدانيسكا

هاي پربازده توليد را ايجاد كرده گياهي و افزايش تقاضا براي اين تركيبات، ضرورت توجه به رويكرد هايبافتمؤثره در 
هاي بيوتكنولوژي با رويكرد كشت بافت گياهي در مقياس انبوه يك روش مفيد و مطمئن براي توليد است. امروزه روش

از  يفيوسنتز طيت بياز نظر قابل ياهيگ يهاد. سلولباشهاي ثانويه نسبت به استفاده از كشت زراعي گياه ميمتابوليت
پذير منبع مناسب و تجديد يك ياهيگ يهاشت سلولكشوند، را دارند. د ميياه والد توليرا كه در گ ييايميبات شكيتر
 يهاتيمتابول ييدارو و ياقتصاد تياهم به توجه با .اهان استيثر گكه با ارزش در ايثانو يهاتيد متابوليتول يبرا
شتك از هيثانو تيمتابول ديتول زانيم هاگزارش شتريب براساس .است گرفته قرار اريبس توجه مورد سلول يهاشتكه،يثانو
 گرفته صورت متنوع يهاروش از استفاده با هاسلول يكتحر يبرا ياديز يهاتلاش اما است مك اريبس افتهين زيتما يها

 ماده، شيپ و هاتوهورمونيف ،ييغذا مواد نظر زشت اك طيمح يسازنهيبه ،يسلول نيلا انتخاب شامل هاروش نيا .است
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شت سوسپانسيون ك دراسيد  يكنيد رزماريتول باشد.يم يكيمتابول يمهندس اًرياخ و ره)يغ و دما نور،، PH(شتك طيشرا
 et alKrzyzanowska. ,(2فلفلي نعناع ،) et al.Georgiev, 4200(1جمله اسطوخودوس از يمتعدد اهانيگ سلولي در

بر رشد و توليد متابوليت ثانويه در كشت  مؤثراست. يكي از تيمارهاي  شده يبررس متنوع يمارهايت از با استفاده )2012
گياهي  هاي باشد. كشت سلولدر محيط كشت مي يدراتكربوههاي مختلف و نسبت غلظتسوسپانسيون سلولي نوع، 

كنند. هاي ساده مانند گلوكز، فروكتوز، مالتوز، ساكارز رشد ميدر محيط كشت حاوي يك قند ساده يا تركيبي از قند
كنند. در كشت سوسپانسيون سلولي منبع انرژي و مواد مغذي معدني عمل مي عنوانبه قندها در محيط كشت

 تودهزيستمنبع كربوهيدرات ايده آل براي تجمع  عنوانبه، چند قند، مورد آزمايش قرار گرفت و ساكارز 3گيمنما
 Nagella) در ليتر وزن خشك) مشخص شد گرمميلي 95/9گرم در ليتر وزن خشك) و توليد گيمنميك اسيد (56/11(

et al. 2011). ) وز گرم در ليتر) هر كدام از قندهاي ساكارز، گلوكز، يا فروكت 30(ي مولكول غلظت) اثر 2007وانگ و واتر
محيط  در توليد آرتميزينين مورد آزمايش قرار دادند و مشاهده كردند كه منظوربه 4در كشت سوسپانسيون گَندوِاش 
د كه مخلوطي از قندها، از پي بردنهمچنين  هاآنگيري تجمع يافته بود. چشم طوربهكشت همراه با گلوكز آرتميزينين 

گرم در ليتر)، منجر به كاهش توليد آرتميزينين شد.  3ز يا فروكتوز (گرم در ليتر) به همراه گلوك 27جمله ساكارز (
قرار   تأثيرتحت  و توليد متابوليت تودهزيستمشابه، غلظت مكمل كربوهيدرات در محيط تا حد زيادي تجمع  طوربه
نما، مورد درصد وزن به حجم) تست شده در كشت سلولي گيم1-8، از سطوح مختلف ساكارز (مثالعنوانبهدهد. مي

بالاترين ميزان  كهيدرحالباشد، مطلوب مي تودهزيستدرصد ساكارز براي تجمع  3آزمايش قرار گرفت، غلظت 
 Nagella et). درصد ساكارز نشان داده شد( 4در گرم وزن خشك) در محيط حاوي  گرمميلي1/10( گيمنميك اسيد

al., 2011روي كشت سوسپانسيون ) 3:1،3:2،4:1،4:2،5:1،5:2به گلوكز (شش نسبت ساكارز  اثرحاضر  قيتحق نيا در
 و رزمارينيك اسيد بالا بررسي شده است. وماسيد بيتول با يطيمح به يابيدست منظوربهبرَازَمبِل سلولي 

  
  هامواد و روش

گرم در ليتر آگار،  5/8در محيط كشت اِم اسِ حاوي برَازَمبِل هاي گياه هها و ميانگرالقا كالوس، سر شاخه منظوربه
در ليتر ايندول بوتيريك اسيد قرار گرفتند. بعد از ايجاد كالوس قطعات  گرمميلي 2در ليتر بنزيل آدنين و  گرمميلي 2

در ليتر ايندول  گرمميلي 2در ليتر بنزيل آدنين و  گرمميلي 2خوش رشد به محيط كشت سوسپانسيون حاوي 
) مختلف ساكارز به گلوكز بر توليد 3:1،3:2،4:1،4:2،5:1،5:2نسبت( 6 تأثيرريك اسيد انتقال داده شدند و سپس بوتي

شاهد در  عنوانبهدرصد ساكارز  3محيط تكميل شده با بيوماس و بيوسنتز رزمارينيك اسيد مورد آزمايش قرار گرفت. 
 5/2محيط كشت با  ليترميلي 50حاوي  ليتريميلي 250ارلن در اين آزمايش براي هر تكرار تعداد سه نظر گرفته شد. 

 يهاي كشت شده در شرايط دمايدر هفته پنجم صورت گرفت. ارلن برداريدادهگرم سلول اوليه در نظر گرفته شد و 
 دور در 105ها، دور شيكر روي سلول به مناسب هوادهي منظوربه. شدند نگهداري تاريكي و گرادسانتي درجه 2±23

بر گرم وزن  گرمميليدقيقه تنظيم گرديد. وزن تر (گرم بر ليتر)، وزن خشك (گرم بر ليتر)، ميزان رزمارينيك اسيد (
ها بيشتر آب همراه نمونه يبه نحوصورت گرفت  خلأها تحت خشك) بررسي شد. وزن تر از روش فيلتر كردن كشت

 ميزان توليد رزمارينيك اسيد در كشت گيريازهاندخشك شدند. براي  5حذف شد. نمونه سلولي در فريزدراير

از هر نمونه پودر  گرمميلي 100پودر شدند. سپس مقدار  كاملاًهاي خشك شده ، نمونهبرَازَمبلِ سوسپانسيون سلولي 
متانول اضافه گرديد و درب  ليترميلي 30دار ريخته شد. به هر لوله آزمايش هاي آزمايش دربشده توزين و درون لوله

                                                           
1 Lavandula vera 
2 Mentha× piperita 
3 Gymnema sylvestre 
4 Artemisia annua 
5 Freeze Dryer 
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دقيقه نگهداري شدند. سپس  20را در حمام اولتراسونيك به مدت هالولهزدن اوليه، دو بار  به همبسته شد. پس از  هاآن
 5دوباره در  ماندهباقيروتاري تبخير گرديد. بخش  وسيلهبهها سانترفيوژ شدند. پس از اين مرحله، حلال (متانول) نمونه
هاي مخصوص اچ پي ال سي در شيشه شدهيهتهاز عصارهاي  سييسمتانول اچ پي ال سي حل شد. يك  ليترميلي

نانومتر تعين گرديد. منحني  320 موجطولريخته شد. سپس به دستگاه تزريق و سطح زير منحني قله جذبي در 
رسم و از  هاآنطح زير هر قله استاندارد و س هاي¬محلول هاي¬استاندارد مربوط به رزمارينيك اسيد بر اساس غلظت

در  ها¬نمونه يآشكارسازاستفاده شد  موردمطالعه هاي¬معادله حاصل، براي سنجش مقدار رزمارينيك اسيد در نمونه
ماكرو ليتر بود. هر  20بر دقيقه انجام شد و حجم هر تزريق  ليترميلينانومتر و با جريان عبوري يك  320 موجطول

هاي آزمايشات فاكتوريل انجام شده در به دستگاه اچ پي ال سي تزريق شد. تجزيه و تحليل داده نمونه با سه بار تكرار
صورت گرفت.  206آماري اسِ پي اسِ اسِ ورژن افزارنرمتصادفي و در سه تكرار با استفاده از  كاملاًهاي قالب طرح

  درصد انجام شد. 5و1دانكن در سطح احتمال  ايهاي مختلف با استفاده از آزمون چند دامنهمقايسه ميانگين فاكتور
  

  و بحث نتايج
رشد سلول در  هاي مختلف ساكارز و گلوكز برنتايج حاصل از جدول تجزيه واريانس نشان داد كه اثر نسبت

  ).1دار شد(جدولدرصد معني 1سطح 
 در كشتسيد و توليد رزمارينيك اخشك سلول نسبت ساكارز و گلوكز بر وزن تر،  تأثيرتجزيه واريانس ) جدول 1جدول

 بَرازمَبِل سوسپانسيون سلولي 

    ميانگين مربعات      
  رزمارينيك اسيد وزن خشك وزن تر درجه آزادي  منابع تغييرات

9/23457  5  هاي قندنسب  ** 6/98 ** **2/415  

6/2 508  12  خطاي آزمايش  3/1  
  7/10  9/6  4/8    ضريب تغييرات(%)

 
 5يط كشت تا دهد. كه با افزايش قند كل(ساكارز+گلوكز) محها نشان ميميانگين نتايج حاصل از مقايسه

ها دارد. اين لولسمنفي بر رشد   تأثيردرصد قند كل  7و  6هاي بالاتر يابد. اما غلظتدرصد رشد سلول افزايش مي
الا در كشت سمزي ببالاي قند به خاطر فشار ا نسبتاًهاي در غلظت تودهزيستدهد كه رشد نتايج نشان مي

ارز و يك درصد درصد ساك 4شود. بيشترين رشد سلول در محيط ا ِم اسِ تكميل شده با سوسپانسيون سلولي مهار مي
يشترين مقدار بيابد. گلوكز به دست آمد. با افزايش غلظت قند كل محيط كشت بيوسنتز رزمارينيك اسيد افزايش مي

نتايج حاكي  درصد گلوكز) به دست آمد. 2درصد ساكارز و  5صد قند كل(در 7رزمارينيك اسيد در محيط كشت حاوي 
ت در كش بيشتري در رشد و بيوسنتز رزمارينيك اسيد تأثيرساكارز  از آن است كه استفاده از گلوكز همراه

وكز درصد گل 2ت درصد) گلوكز نشان داد كه غلظ 2و  1دارد. مقايسه بين دو غلطت ( برَازَمبِلسوسپانسيون سلولي 
 ).2روي رشد سلول اثر منفي دارد(جدول كهيدرحالبيشتري بر بيوسنتز رزمارينيك اسيد دارد  تأثير
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 مبِل بَرازَلولي در كشت سوسپانسيون سو توليد رزمارينيك اسيد خشك  ،نسبت ساكارز و گلوكز بر وزن تر تأثير )2جدول 

قند 
  كل(درصد)

نسبت ساكارز 
  به گلوكز

  وزن تر
خطاي  ±بر ليتر (گرم

  )استاندارد

   وزن خشك
خطاي ±(گرم بر ليتر

  استاندارد)

  رزمارينيك اسيد
بر گرم وزن  گرمميلي( 

  خطاي استاندارد)±خشك
 21/6d 16/2±0/4c33/0±4/4f±335  (شاهد)3:0  3

4  3:1  363/3±26/7 c 16/6±0/8c 52/0±7/35e 
5  3:2  391/3±17/5c 19/9±1b 63/8±0/3d 
5  4:1  503/3±12/2a 27/5±2/3a 66/9±0/6c 
6  4:2  453/7±9 b 21/4±2b 80/4±1b 
6  5:1  310/18±6/6d 15±/3c 64/7±0/6d 
7  5:2  264/8±38e 11±1d 84/7±0/4a 

  
 2/84اسيد ( ساكارز به گلوكز بيشترين بيوسنتز رزمارينيك 5:2در تيمار  اگرچهنتايج حاصل نشان داد، 

هاي رشد كرده در ولهاي رشد يافته در اين محيط نسبت به سلايم. اما سلولبر گرم وزن خشك) را داشته گرمميلي
درصد كاهش يافته  20 يباًتقر هاآناي شده بودند و رشد قهوه شدتبه تنهاييبهدرصد ساكارز  3محيط تكميل شده با 

ون سلولي ت سوسپانسيكش نسبت ساكارز و گلوكز براي رشد و بيوسنتز رزمارينيك اسيد در ترينمناسب. بنابراين بود
زن خشك باعث افزايش وبرابر 7/1برابري وزن تر و  5/1باشد. در اين تيمار علاوه بر افزايش مي 4:1نسبت  برَازَمبِل

 4ده با هاي تكميل ششتكشده است. محيط  تنهاييبهبرابري بيوسنتز رزمارينيك اسيد نسبت به كاربرد ساكارز  01/2
هاي لسلو هوكز محيط كشت شفاف و روشن بود و سوسپانسيون سلولي همگن به همرادرصد گل 1درصد ساكارز و 

  بالا داشتند. مانيزندهسالم با درصد 
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Abstract 
perovskia abrotanoides karel, belongs to the family Lamiaceae, is an Iranian folk medicinal 

herb with the common Persian name of “Brazambel”. P. abrotanoides is reported to contain several 
classes of phytochemicals including terpenoids, phenolic acids as rosmarinic acid (RA) and 
lipophilic abietane biterpenoids which called tanshinones. The type and concentration of sugars 
affects the biomass and secondary metabolites (SMs) accumulation in cell suspension culture. In 
addition to their metabolic roles, also act as osmotic potential regulator. Rosmarinic acid 
production and accumulation in cell suspension culture is influenced by the type and concentration 
of sugar. In the present work, the effects six ratio (3:1,3:2,4:1,4:2,5:1,5:2) sucrose to glucose in cell 
suspension culture were investigated on cell growth and production of rosmarinic acid in P. 
abrotanoides. Data were recorded after 35 days. Comparison of mean values showed significant 
differences among different ratios of sucrose to glucose. The results showed that Murashige and 
Skoog (MS) medium supplemented with 10 g L-1 glucose plus 40 g L-1 sucrose increased 1.7, 1.5 and 
2 folds of fresh weigh, dry weigh and RA production, respectively than the medium containing 30 g 
L-1 sucrose. 
Keywords: Perovskia abrotanoides Karel, Lamiaceae, cell suspension culture, sucrose, glucose, 
rosmarinic acid 


