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 دهیچک
در صنعت  شیهار اندامارزشمند د یهاآلکالوئیدباشد که به علت دارا بودن مهم می ییدارو اهانیاز گ یکیبذرالبنج  اهیگ

به نام  یخاص باتیود ترکدر کشت بافت اغلب با وج هیثانو یهاتیمتابول دیتول شیکرده است. افزا دایپ یمهم ارینقش بس یداروساز
 هیثانو یهاتیمتابول دیولدر ت ویداتیتنش اکس جادیا قیاست که از طر ییهااز جمله محرک توزانی. کردیگمحرک صورت می ای توریسیال

در چهار سطح  توزانیکبا دو فاکتور شامل  یدر قالب طرح کاملًا تصادف لیصورت فاکتور به شیآزما نیمنظور ا نینقش دارد. بد
 یهانمونه زیا استفاده از کشت ربساعت( با سه تکرار انجام گرفت. ابتدا  72و  48، 24)زمان در سه بازه ( و کرومولاریم 150،100،50،0)

شد.  دیتول یکاف یهاکالوس ،ییزامناسب کالوس هایهورمون یکشت حاو طیدر مح یا شهیدرون ش یهاچهحاصل از گیاه یبرگ
شد.  یریگها پس از برداشت عصاره. کالوسندگرفتفوق قرار  یزمان یهاها و بازهبا غلظت توزانیک یحاو عیما طیها در محکالوس
های های ثابت و بازها غلظتترکیبات در جداولی ب راتییو روند تغ دیگرد زیآنال یسنج جرم فیط یها توسط دستگاه کروماتوگرافعصاره

ساعت از  48و  24های زمانی کیتوزان در بازه 100و  50طبق نتایج، ترکیبات حاصل از تیمارهای  شد. سهیبا هم مقازمانی مختلف 
صورت تجزیه شده توسط هبکه اغلب ترکیبات با توجه به این ها مشاهده شد.نآتری در تری برخوردار بود و تغییرات کمپایداری بیش

 ی منشا این ترکیبات مورد نیاز است. تر جهت شناسای. تحقیق بیششناسایی شد GC/MSدستگاه 

 .اهیبنگدانه س ه،یثانو یهاتیمتابول توزان،یک :یدیکل هایواژه

 مقدمه

 باتیمند است. از ترکارزش یهاآلکالوئید یو حاو ینیزم بیس رهیاز ت (.Hyoscyamus Niger L) یاهیگ اهیبنگدانه س
شود و درد گوش استفاده می سمیدرد اعصاب، درد دندان، درد رومات گرن،یدردها مانند م نیبردن و تسک نیجهت از ب اهیگ نیمختلف ا

 هایپژوهش ، گیاهاین  در هاآن تولید مقدار بودن کم و پزشکی در گیاه بنگدانه آلکالوئیدهای اهمیت به توجه با (.1388امید بیگی، )

مانند کشت  ییهابا کمک روش یستیز یاست. فناور شده انجام کشور از خارج و داخل در آلکالوئیدها این میزان افزایش جهت فراوانی
 باتیترک دیدر جهت تول اهانیگ ییکارا شیمواد موثره قادر به افزا دیموثر در تول یرهایکالوس و مطالعه مس دیسلول، تول ونیسوسپانس

 رهیشود ذخمی طیو مستقل از مح یکنترل طیدر شرا ییدارو باتیترک دیسبب تول اه،یگ یا شهیاستفاده از کشت درون ش باشد.می ییدارو
 یهامحرک قیرا از طر باتیترک نیتوان مقدار امی جهیاست، در نت یطیمح یهابه تنش اهیاز گ یپاسخ  اه،یدر گ هیثانو یهاتیمتابول

های زیستی و ، محرکمحیطی هایتنش از قبیل زیادی ی هامحرک تاکنون (.2008تانسکا،  نیاسم)کرد  کیتحر یستیز ریو غ یستیز
محققان نشنننان دادنننند اسنتفاده از کیتنوزان بنه عننوان . است شده گزارش آلکالوئیدها به سریع منظور دستیابیبه وغیرهغیر زیستی 

(. در 2004همکاران، شنننود )واسکونسوئلو و می (Rubia tinctorum)محنرک، باعنث افنزایش تولیند آنتراکوئیننننون در گیننناه 
(. 2004دار، به ویژه اسید رزمارینیک و اوژنول می شود )کیم و همکاران، ریحان کیتوزان موجب افزایش مقدار ترکیبات فنولی کل و ترپن

)عبدل رحمان و  شده است (Citrus Grandis)استفاده ازمحرک کیتوزان سبب افزایش تجمع لیمونن و لینالول در کشنت سلول گیاه 
)پاتولون و  شد( (Artemisia annua(. در آزمایشی، کیتنننوزان باعنننث افنننزایش تولیننند آرتمینننزینین در گیننناه 2003همکاران،
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تیمنار شنده بنا کیتوزان ( (Linum albumافزایش تولید لیگنان و فنیل پروپانوییند در کشت سوسپانسنیون سنلولی  (.2007همکناران،
 5استفاده شد که منجر به افزایش  H. (Muticus)(. از کیتوزان در کشت بافت 2012)اسنماعیل زاده و همکاران،  کیتین گزارش شد و

(. کیتوزان به عنوان عامل تراوش پذیر کننده در تولید 2002)سوون و همکاران،  برابری غلظت هیوسیامین در شرایط کشت بافت شد
  (.2008)کومار و گوپتا،  ستآلکالوئیدها استفاده شده ا

 هامواد و روش
حاصل از  برگ اندام زا کالوس گیری به اقدام، بنگدانه سیاه گیاه کالوس ترکیباتمیزان  بر محرک کیتوزان اثر بررسی جهت

 مولکولی وزن با زانکیتو ازجهت تهیه تیمارها  درون شیشه ای شد.)موراشیگ و اسکوگ(  Msهای استریل کشت شده در محیط چهگیاه

 استفاده( 1997) و همکاران Popp روشاز  (لیتر بر میلی گرم 5000 (کیتوزان محلول پایه تهیه برای. شد استفاده کیلودالتون 190 متوسط

مایع  ½  Msطیمحدر  هاکالوسچنین هم. شد استفاده کیتوزان لیتر بر گرم میلی 150 و 100 ، 50 و 0 هایغلظت از پژوهش این . درشد
ها پس از گذراندن تیمارهای زمانی درجه سانتی گراد نگهداری شد. کالوس 27در فضای استریل اتاق کشت و در دمای  قرار گرفت و

 گیری شدند. مورد نظر از محیط کشت خارج و بلافاصله عصاره

 

گهداری در اتاق کشت و ن( 3های کیتوزان، محیط حاوی غلظتها در ( قرار دادن کالوس2های مختلف کیتوزان، ( تهیه غلظت1:توزانیک محرکاعمال  -1شکل

 .اعمال تیمارهای زمان

تانول خالص در پودر میلی لیتر م  1.هاون چینی با ازت مایع پودر شد پس از توزین در، گرم کالوس گیری نیمجهت عصاره
اولتراسونیک نگهداری شد.  دقیقه در حمام 10ها به مدت میلی لیتری منتقل کردیم. نمونه 15کالوس افزوده و ترکیب را به اپندروف 

فریزر جهت داشته و در سانتریفیوژ شدند. محلول رویی را با سمپلر بر rpm10000 دقیقه و با دور 15ها به مدت سپس مخلوط عصاره
 نگهداری شد. سنجش ترکیبات 
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 .(GC/MSمشخصات دستگاه ) -1جدول 

 

 آمریکا HEWLETT PACKAR شرکت HP-6890مدل GC دستگاه

 HP-5MS (5% Phenyl di methyl siloxan) ستون نوع

 میکرون 0,32 فیلم ضخامت و مترمیلی 0,25قطر متر، 30طول ستون ابعاد

 درجه220 نهایی دمای ،5دمایی گرادیان ،(دقیقه 3)گرادسانتی درجه60 اولیه دمای ستون دمایی ریزی برنامه

 Split/split less تزریق محل

 گرادسانتی درجه 250 تزریق محل دمای

 دقیقه در لیتر میلی 1 جریان شدت با هلیوم حامل گاز

 آمریکا HEWLETT PACKAR شرکت HP-5973مدل Mass دستگاه

 ولت الکترون 70 (EI)یونش انرژی

 گرادسانتی درجه 230 یونش محفظه دمای

 کوادروپل جرمی گرتجزیه

 گرادسانتی درجه150 جرمی گرتجزیه دمای

 نتایج

 کیتوزان. با شده تیمار یهاکالوس ی عصاره GC/MS از بارز حاصل یهاپیک به مربوط ترکیبات -2جدول 
 

 های زمانی و تاثیر آن بر تغییر ترکیبات در مقایسه با شاهد مورد بررسی قرار داده است.های ثابت را در تمام بازهجداول زیر غلظت

 .ساعت 72صفر تا  یدر بازه زمان یتوزانمولار محرک ک یلیم 50 یماراز ت یناش یباتترک تغییرات یسهمقا -3جدول 

R.T. material Area % 

Sample 
0 24 

Sample  
50 24 

Sample  
50 48 

Sample 
 50 72 

2 Benzaldehyde Phenylmeth 11.41 - - - 
6 Phenol, 2,4-dichloro - 5.55 8.83 - 

8 Phenol, 4-chloro-2-methyl - 7.38 10.31 - 

9 Acetic acid, (4-chloro-2-methylp 18.67 12.18 11.64 6.98 
15 Benzenepropanoic acid, 3,5-bis 5.74 5.47 - - 
19 Chlorpyrifos $$ Dursban - 35.89 - 64.55 

21 Hexadecanoic acid, ethyl ester 5.69 - - - 
24 Di-(2-ethylhexyl)phthalate - - - 6.40 

27 1H-Benzimidazole, 2-(4-thiazolyl 8.87 - - - 
28 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 8.90 9.84 11.61 - 

 کاربرد ویژگی نوع ترکیب نام ترکیب ردیف
متیل فنوکسی  2کلرو4 1

 استیک اسید
مایع شفاف و بی رنگ با بوی تند و  اسید

 سوزاننده
 های هرزعلف کش انتخابی علف

خ مایع شفاف و بی رنگ تا زرد با بوی تل آلدئید معطر)بنزن( بنزالدهید 2
 بادام

لوازم  عطر و طعم دهی به غذاها، 
رنگهای  ،صنعت پلاستیک ،آرایشی

 آکریدین
 حشره کش، علف کش، رنگ، دارو کریستال سفید رنگ فنل متیل فنول 2کلرو  4 3
 هگزا دکانوئیک اسید 4

 )پالمیتیک اسید(
 از ترکیبات روغن و اسانس مایع روغنی استر اسید چرب

 آبگریز نمودن سطوح و مواد مایع بی رنگ سیلان متوکسی تری متیل سیلان 5
 به عنوان شاخص واکنش میلارد حلالیت زیاد در آبجامدی بی رنگ و  آلدهید حلقوی هیدروکسی متیل فورفورال 6
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 .ساعت 72 تا صفر زمانی بازه در کیتوزان محرک مولار میلی 100 تیمار از ناشی ترکیبات تغییرات مقایسه -4جدول 

R.T. material Area % 

Sample 
0 48 

Sample 
100 24 

Sample 
100 48 

Sample 
100 72 

1 Methoxy(n-pentyloxy)methylsilane - 9.54 5.00 - 

7 Phenol, 2,4-dichloro - 7.35 6.90 11.58 

9 Phenol, 2,4-dichloro - 6.45 8.49 - 

10 5-Hydroxymethylfurfural - 7.59 7.29 - 

12 Phenol, 4-chloro-2-methyl 6.46 11.33 12.16 - 

15 Acetic acid, (4-chloro-2-methylp 20.99 11.42 11.13 15.90 
22 Hexadecanoic acid, ethyl ester 5.28 5.83 - - 

33 Bis(2-ethylhexyl) phthalate - 8.52 - 15.20 

 
 

 .ساعت 72صفر تا  یدر بازه زمان یتوزانمولار محرک ک یلیم 150 یماراز ت یناش یباتترک تغییرات یسهمقا -5جدول 

 
R.T. 
 

 
material 

Area % 

 
Sample 

0 72 

 
Sample 
150 24 

 
Sample 
150 48 

 
Sample 
150 72 

1 4,5-Dihydrooxazole-5-one, 4-chloro - 21.12 - - 

7 Phenol, 4-chloro-2-methyl - 8.89 14.14 14.43 

9 Acetic acid, (4-chloro-2-methyl 26.34 13.33 23.38 - 

14 Benzenepropanoic acid, 3,5-bis 10.49 5.64 - 6.44 

17 Chlorpyrifos $$ Dursban - 11.70 - - 

27 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 18.08 13.30 15.82 20.36 

16 Hexadecanoic acid, ethyl ester 7.22 - 6.36 5.37 

3 Carbonic acid, allyl isobutyl ester - - 5.48 - 
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Abstract  
Black henban plant is one of the important medicinal plants that has played a very important 

role in the pharmaceutical industry due to the presence of valuable alkaloids in its organs. Increased 

production of secondary metabolites in tissue culture often occurs despite the presence of certain 

compounds called excitators. Chitosan is one of the stimulants involved in the production of 

secondary metabolites by causing oxidative stress. For this purpose, this experiment was performed 

as a factorial experiment in a completely randomized design with two factors including chitosan at 

four levels (150,100,50,0 μM) and in three time intervals (24, 48 and 72 hours) with three 

replications. First, sufficient calluses were produced by culturing leaf specimens obtained from 

seedlings in vitro in culture medium containing suitable callus-producing hormones. The calli were 

placed in a liquid medium containing chitosan at the above concentrations and intervals. Calluses 

were extracted after harvest. Extracts were analyzed by mass spectrometry chromatography and the 

trends of treatments were compared. According to the results, changes in the compositions caused 

by treatments 50 and 100 of chitosan in 24 and 48 hours were more stable and less changes were 

observed. Given that most of the compounds were detected by decomposition by GC / MS. Further 

research is needed to identify the origin of these compounds. 

Keywords: Chitosan, Secondary metabolites, Black henban. 
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