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 چکیده

( برخی از ترکیبات مهم از جمله هیوسیامین و آسکوپولامین را Hyoscyamusجنس بذرالبنج )گیاهان متعلق به 

رالبنج دهند. بذهای دارویی و سمی را نشان میکنند که طیف وسیعی از فعالیتهای ثانویه تولید میبه عنوان متابولیت

ان آلکالوئیدهایی مثل هیوسیامین و آسکوپولامین ( یکی از گیاهان دارویی است که از منابع اصلی تروپH. pusillusکوتاه )

های ثانویه پیشنهاد شده ها جهت افزایش تولید متابولیتهای موئین و استفاده از محرکشود. کشت ریشهشناخته می

د. ونشهای ثانویه استفاده میها هستند که به عنوان تحریک کننده تولید متابولیتذرات گروه جدیدی از محرکاست. نانو

گرم بر لیتر( در میلی 200و  100، 20، 22، 0اکسید سیلسیوم )ذرات دیهای مختلف نانودر این مطالعه تاثیر غلظت

نج های موئین بدرالبساعت( بر رشد و میزان تولید هیوسیامین و آسکوپولامین در کشت ریشه 24و  22مدت زمان تیمار )

های تیمار شده با گرم( در ریشه 24/10ن داد که بیشترین میزان وزن تر )کوتاه مورد بررسی قرار گرفته است. نتایج نشا

گرم( در  33/3ساعت و کمترین میزان وزن تر ) 24اکسید سیلسیوم به مدت گرم بر لیتر نانوذرات دیمیلی 22غلظت 

خشک( و  گرم بر گرم وزنمیکرو 23/3های موئین کنترل بدست آمد. بیشترین میزان تولید هیوسیامین )ریشه

گرم بر گرم وزن خشک( که به ترتیب دو و سه برابر نمونه کنترل بود، به ترتیب در تیمارهای میکرو 25/12آسکوپولامین )

توان گفت ساعت بدست آمد. بر اساس نتایج می 24اکسید به مدت ذرات سیلسیوم دیگرم برلیتر نانومیلی 22و  100

 اشد.بهای موئین میوثری جهت افزایش تولید تروپان آلکالوئیدها در ریشهاکسید محرک مذرات سیلسیوم دیکه نانو

 

 آگروباکتریوم رایزوژنز، تروپان آلکالوئید، محرک، وزن تر :کلیدی کلمات

 مقدمه

گونه است که گیاهان این تیره به اشکال مختلف علفی، درخت و درختچه  220جنس و  00شامل  Solanaceaeتیره 

گونه  14گونه آن منحصراً در ایران و  0باشد که متعلق به این تیره می (Hyoscyamusبذرالبنج یا بنگ دانه )جنس  .باشندمی

 از یکی( .Hyoscyamus pusillus L) کوتاه بذرالبنج (. گونه1342در ایران و کشورهای اطراف پراکندگی دارند )مظفریان، 

 هایاوتتف از . یکیباشدمی دارویی خاصیت دارای ارزش تروپانی با هایآلکالوئید داشتن دلیل به که است جنس این هایگونه

. باشدمی گبر و ساقه ریشه، اندام سه در هیوسیامین به نسبت آسکوپولامین میزان بودن بالا ها،گونه سایر با گونه این آشکار

 023/0 ساقه درصد، 043/0 ریشه در و بوده متفاوت مختلف هایاندام در گیاه این اصلی آلکالوئید عنوان به آسکوپلامین میزان

که در حال حاضر تقاضای و با توجه به این (Bahmanzadegana et al., 2009)است  شده گزارش درصد 000/0 برگ و درصد

تواند منبع مناسبی برایبرابر بیشتر است این گونه می 10تجاری برای آسکوپولامین نسبت به هیوسیامین و آتروپین 
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 رقابتی آنتاگونیست واقع در و باشدمی پاراسمپاتیک اعصاب کننده مهار داروی عنوان به ترکیب این آسکوپولامین باشد.

 فادهاست بخش آرام و درد ضد کولینرژیک، ضد اسپاسم، ضد عنوان به و باشدمی هاموسکارین هایگیرنده در کولین استیل

است که  یخاکز یگرم منف یباکتر ینوع Agrobacterium rhizogenesی (. باکترBahmanzadegana et al., 2009)شود می

زمان  ع،یموئین به علت رشد سر یشهو کشت ر یزوژنزرا یوماست. استفاده از آگروباکتر یحدر محل تلق ئینمو یشهمسئول القاء ر

 یکنوان را به ع یشتریب هاییتمز یمیایی،ش یباتاز ترک یاز گستردهسنت ییو توانا یشدن کوتاه، سهولت نگهدار برابردو 

 تولید مواقع، بیشتر در (.,.Banerjee et al (2012 نمایدیم یجادارزشمند ا یهثانو هاییتمتابول یدتول یبرا یوستهمنبع پ

توان به نانو های غیر زیستی میاز محرک .دارد( Elicitor) محرک به نیاز افزایش برای و است کم تجاری مقیاس در هاآلکالوئید

 فیزیکوشیمیایی خواص که هستند نانومتر 100 تا 1 بین ابعاد حداقل با مولکولی یا اتمی هایذرات اشاره کرد که مجموعه

 مکانیسم تحریک به قادر ذرات نانو که جاآن از (.Monica and Cremonini, 2009) دارند خود مواد توده با مقایسه در متفاوتی

 .تاس شده استفاده محرک عنوان به کشت هایمحیط در هاآن از اخیراً هستند، ثانویه هایمتابولیت تولید و سلول در دفاعی

ه باشد. اگرچسیلیسیوم دومین عنصر فراوان در سطح کره زمین و یکی از عناصر غذایی مفید در رشد و سلامت گیاهان می

 Doshiگیاهان در نظر گرفته شده است، اما در برخی از گیاهان یک عنصر ضروری است )سیلیسیوم عنصر غیر ضروری برای 

et al., 2008تواند موجب تقویت سیستم حفاظتی گیاه در شرایط نامساعد محیطی، بیماری و حمله حشرات (. این عنصر می

بر میزان تولید  (2SiO)اکسید سیلسیوم دیمطالعه حاضر اولین بررسی در مورد تاثیر نانو ذرات (. 1340شود )خوشگفتار منش، 

  باشد.های موئین بذرالبنج کوتاه میتروپان آلکالوئیدهای هیوسیامین و آسکوپولامین در کشت ریشه

 

 هامواد و روش

 کشت بذر و تهیه ریزنمونه

تانول یر هود لامینار توسط الکل ازبذور مورد نیاز گیاه بذرالبنج کوتاه از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه گردید و در 

دقیقه ضدعفونی گردید. بذور جهت  10درصد به مدت  2/2درصد به مدت یک دقیقه و محلول هیپوکلریت سدیم  30

 مورد کشت قرار گرفتند. MSجوانه زنی و تهیه ریزنمونه در محیط کشت 

 های موئینالقاء ریشه

 و ژنتیک مهندسی ملی موسسه میکروبی های موئین از بانکجهت القاء ریشه A. rhizogenesباکتری  A13سویه 

فاقد  MSپس از تلقیح توسط سویه باکتری در محیط کشت  برگیهای ریزنمونهایران تهیه گردید. -تهران بیوتکنولوژی،

ساعت هم کشتی، ریزنمونه جهت  24ساعت و در شرایط تاریکی قرار داده شدند. بعد از گذشت  24هورمون به مدت 

گرم بر لیتر آنتی بیوتیک سفوتاکسیم منتقل و تا زمان ظهور ریشه میلی 200حاوی MS ف باکتری به محیط کشت حذ

 و در شرایط تاریکی نگهداری شدند.  22 ±2های موئین در اتاق رشد با دمای

 ینموئهای ریشهو تولید تروپان آلکالوئیدهای بر میزان رشد  اکسیدذرات سیلسیوم دینانوبررسی اثر 

اکسید دیذرات گرم بر لیتر( از محرک نانومیلی 200و  100، 20، 22های مختلف )صفر، در این آزمایش غلظت

ین های موئها بر رشد و میزان تولید هیوسیامین و آسکوپولامین در ریشهبه صورت جداگانه تهیه و اثر آنسیلسیوم 

های تازه گرم از ریشه 2بدین منظور حدود ساعت( مورد ارزیابی قرار گرفت.  24و  22بذرالبنج کوتاه در دو مدت زمان )

ر ها در شیکر انکوباتوهای کشت انتقال یافت و کشتمیلی لیتر از هریک از محیط 30میلی لیتری حاوی  220به ارلن مایر 
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روز  21های موئین بعد از گذشت درجه سانتی گراد جهت رشد قرار داده شدند. ریشه 22دور در دقیقه و دمای  100با 

ساعت تیمار شدند و پس  24و  22های مختلف محرک به مدت از کشت که به حداکثر رشد خود رسیده بودند، با غلظت

ل، غذ صافی استریها توسط آب مقطر استریل شستشو شده و پس از حذف رطوبت اضافی توسط کااز یک هفته، ریشه

مورد استفاده قرار گرفتند. جهت  HPLCتوسط دستگاه  های فیتوشیمیاییجهت اندازه گیری وزن تر و خشک و ارزیابی

های موئین خشک شده با روش سنجش میزان تولید آلکالوئیدهای هیوسیامین و آسکوپولامین عصاره گیری از ریشه

Kamada ( انجام گردید.1045و همکاران ) 

 ها و محاسبات آماریآنالیز داده

تکرار انجام شد. تجزیه و تحلیل داده های حاصل از  3آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی به صورت فاکتوریل با 

ها در قالب طرح کاملا تصادفی بر اساس انجم گرفت. مقایسه میانگین داده SAS 9.1آزمایشات با استفاده از نرم افزار 

 استفاده شد. Excel 2013ها از نرم افزار ای دانکن صورت گرفت و برای رسم نمودارآزمون چند دامنه

 بحث و جینتا

 های موئینظهور ریشه

های ها ریشههفته در ریزنمونه 2های موئین آغاز و تا ها با باکتری، ظهور ریشهروز پس از آلودگی ریزنمونهده 

های موئین، از میان چندین لاین پررشد، پررشدترین لاین انتخاب و (. پس از ظهور ریشه1گردید )شکل موئین تشکیل 

 برای مراحل بعدی و اعمال تیمار مورد استفاده قرار گرفت.

 

های برگی با آگروباکتریوم، ب( های موئین گیاه دارویی بدرالبنج کوتاه: الف( تلقیح ریزنمونهمراحل مختلف رشد ریشه -1شکل 

های موئین در های موئین در محیط کشت جامد و د( رشد ریشههای تلقیح یافته، ج( رشد ریشهرگهای موئین از بظهور ریشه

 محیط کشت مایع

 های موئین بذرالبنج مشبکبر وزن تر و خشک ریشه اکسیدذرات سیلسیوم دیتاثیر نانو

وزن تر  رب اکسیدسیلسیوم دی ذراتنتایج مقایسه میانگین نشان داد که اثر متقابل غلظت و مدت زمان تیمار با نانو

 24/10(. بر اساس نتایج مقایسه میانگین، بیشترین میزان وزن تر )1داری نداشت )جدول های موئین تاثیر معنیریشه

ساعت و کمترین میزان وزن  24اکسید و مدت زمان تیمار ذرات سیلسیوم دیونگرم بر لیتر نامیلی 22گرم( در غلظت 

اثر متقابل غلظت و مدت زمان تیمار با در مورد وزن خشک نیز  های موئین شاهد مشاهده گردید.شهگرم( در ری 33/3تر )

نصر دار بود. سیلسیوم عدار نبوده ولی اثر ساده زمان تیمار بر میزان وزن خشک معنیاکسید معنیذرات سیلسیوم دینانو

های کمتر حضور سیلسیوم منجر به افزایش رشد باشد ولی در غلظتهای گیاهی نمیضروری برای رشد و نمو سلول

گرم میلی 22های موئین زرین گیاه انجام شده است نیز در غلظت ای که بر روی ریشهشود. در مطالعههای گیاهی میسلول

 (.Nourozi et al., 2019اکسید، بیشترین میزان وزن تر بدست آمده است )ذرات سیلسیوم دیبر لیتر نانو



  

4 
 

اکسید بر وزن تر و خشک و میزان تروپان ذرات تیتانیوم دییه واریانس تاثیر غلظت و مدت زمان تیمار با محرک نانوتجز -1جدول 

 های موئین بذرالبنج کوتاهآلکالوئیدها در ریشه

  میانگین مربعات

 وزن تر وزن خشک هیوسیامین آسکوپولامین
درجه 

 آزادی
 منابع تغییرات

24/23** 2/253* * 022/0 ns 05/3 1  زمان تیمار(a) 

234/02** 5/042** ns 010/0 ns 20/2 2 نانو تیتانیوم دی( اکسیدb) 

302/011** 3/50* ns 003/0 ns10/0 2 ( اثر متقابلa*b) 

00/1  00/1  002/0 005/2  خطای آزمایش  20 

42/10  21/13  50/15  33/15  (% CV)  ضریب تغییرات  

 باشد.دار میدرصد و عدم وجود اختلاف معنی 5و 1ی اختلاف معنی دار در سطح احتمال به ترتیب نشان دهنده ns**، * و 

ر سطح دسیلسیوم  اکسیدذرات دیغلظت و مدت زمان تیمار با نانونتایج مقایسه میانگین، اثر متقابل  بر اساس

(. 1دار بود )جدول معنیدرصد بر میزان آسکوپولامین  1درصد بر میزان هیوسیامین و در سطح احتمال  2احتمال 

 اکسیدذرات دینانوگرم بر لیتر میلی 22گرم بر گرم وزن خشک( در تیمار میکرو 23/3بیشترین میزان هیوسیامین )

 20گرم بر گرم وزن خشک( در تیمار میکرو 03/2ساعت بود که نسبت به کمترین میزان آن ) 24به مدت سیلسیوم 

الف(. در مدت -2ساعت، حدود دو برابر شده است )شکل  22به مدت  اکسیدیوم دیذرات سیلسنانوگرم بر لیتر میلی

 200گرم بر لیتر میزان هیوسیامین افزایش یافته و در غلظت میلی 100ساعت با افزایش غلظت محرک تا  24زمان تیمار 

گرم بر گرم وزن خشک( میکرو 25/12گرم بر لیتر یک کاهش جزئی نشان داده است. بیشترین میزان آسکوپولامین )میلی

اکسید تیمار شده بودند بدست ذرات سیلسیوم دینانوگرم بر لیتر میلی 22ساعت با غلظت  24هایی که به مدت در ریشه

های موئین شاهد، ریشهگرم بر گرم وزن خشک( در میکرو 22/2آسکوپولامین )آمد که در مقایسه با کمترین میزان 

ب(. عوامل مختلفی مثل غلظت محرک، سن کشت، زمان افزودن محرک به -2ان داد )شکل افزایش سه برابری را نش

ارد. گذهای ثانویه تاثیر میگیرد، بر افزایش تولید متابولیتمحیط کشت و مدت زمانی که محیط در معرض قرار می

های دفاعی، ها پاسخد. محرکشونهای ثانویه میهایی هستند که سبب تسریع تشکیل متابولیتها در واقع سیگنالمحرک

 سیلسیوم اکسیددی ذراتنانو .های ثانویه مانند تروپان آلکالوئیدها را به عهده دارنداز جمله  توانایی القای تجمع متابولیت

که ز آنجا گذارد و امی تاثیر نیتروژن متابولیسم بر دهیدروژناز گلوتامات و ردوکتاز نیترات فعالیت افزایش با گیاهان در

 (.1303یابد )اورنگ و همکاران، ها افزایش میآلکالوئیدهای تروپانی پایه نیتروژنی دارن تولید آن
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ای هبر میزان هیوسیامین )الف( و آسکوپولامین )ب( در ریشه  اکسید سیلسیومذرات دیتاثیر غلظت و زمان تیمار با نانو -2شکل 

 موئین بذرالبنج کوتاه
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Abstract 

Hyoscyamus genus Plants produces some important compounds such as hyoscyamine and 

scopolamine as secondary metabolites, which exhibits a wide range of pharmacological and toxic activity. 

H. pusillus is a medicinal plant known as main source of tropane alkaloids such as hyoscyamine and 

scopolamine. Hairy root cultures and elicitation are proposed to enhance important metabolites production. 

Nanoparticles are a new group of elicitors that are used as stimulants for the production of secondary 

metabolites. In the present study, the effects of different concentrations (0, 25, 50, 100 and 200 mg L−1) of 

silicon dioxide nanoparticles (SiO2 NPs) at different exposure times (24 and 48 h) on growth and 

hyoscyamine and scopolamine production in hairy root cultures of H. pusillus were analyzed. The results 

showed that the highest hairy root fresh weight (10.48 g) obtained in the medium supplemented with 25 mg 

L-1 SiO2 NPs at 48 hours of exposure time and the lowest fresh weight (7.73 g) were found in the control 

samples. The highest hyoscyamine (7.43 µg g-1 FW) and scopolamine (15.56 µg g-1 FW) production (about 

tow and threefold increase over none-elicited hairy roots respectively) were achieved with 100 and 

25 mg L−1 SiO2 NPs at 48 h of exposure time, respectively. We suggest that SiO2 NPs could be an effective 

elicitor in hairy root cultures in order to increase tropane alkaloid production. 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Elicitor, Tropane alkaloid, Fresh weight 

 


