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  چکیده
 انسان غذایی رژیم سیاسا بخش اکسیدانی،آنتی هایویژگی دلیل به دارند گیاهی منشاء که هاییآن ویژه به فنولی ترکیبات

. است ناعیاننع تیره به متعلق چندساله، علفی، گیاهی( Hyssopus angustifolius) برگ باریک زوفای. دهند می تشکیل را
 اکسیدانیآنتی و فنلی کیباتتر بر( لیتر بر گرممیلی 3/0 ،2/0 ،1/0 ،0) نقره نانوذره غلظت چهار اثر بررسی هدف با حاضر مطالعه
 نشان نتایج. شد استفاده رایزوژنز آگروباکتریوم باکتری ATCC15834 سویه از تلقیح برای. گرفت انجام گیاه این مویین هایریشه

 درصد یک سطح در زوفا یاهگ در( فنولی ترکیبات و اکسیدانیآنتی فعالیت) آزمایش مورد صفات بر نقره نانوذره  محرک اثر که داد
 گرممیلی 1/0 غلظت در هک آمد دست به( درصد  81/90) برگ باریک زوفای در اکسیدانیآنتی فعالیت میزان بیشترین. است دارمعنی

 وجود گیاه فنلی ترکیبات و اکسیدانیآنتی فعالیت بین مناسبی ارتباط که شد مشاهده مطالعه این در. شد حاصل نقره نانوذره لیتر بر
 . داشت بسزایی نقش زوفا گیاه اکسیدانیآنتی و فنلی ترکیبات افزایش و مویین ریشه رشد تسریع در نقره نانوذره کلی طور به. دارد

 

 نقره ذره نانو زوفا، مویین، ریشه اکسیدان،آنتی :کلیدی هایواژه

 

  مقدمه
 باشدمی یرانا بومی و نعناعیان تیره به متعلق چندساله، و علفی گیاهی( Hyssopus angustifolius) برگ باریک زوفای

 بنه گونناگونی تترکیبنا(. Dzhumaev, 1986)( است شده بیان H. officinalis گونه زیر عنوان به منابع برخی در گونه این)
 ایزوپینوکامفون، نامفون،پینوک سینئول، -8 و1 میتلیوگنول،: است شده شناسنایی مختلف محققین توسط زوفا اصلی ترکیبات عننوان

 پینن -بتا و ایزوپینوکامفون مفن،پینوکا پینوکامفن، -سیس ، بتاپینن، کامفون،-پینو لیمونن، پینن،-بتا ایزوپینوکاروول، پینوکاروول،
؛ Said-Al et al, 2015؛Kizil et al, 2010؛ Vallejo et al., 1995؛ Gorunovic et al, 1995) است شده شناسایی

Shun et al, 2003 .)این در( فلاونوئیدها و هارنگدانه ها،ویتامین شامل) فنولی ترکیبات مانند هاییاکسیدانآنتی دیگر، سوی از 
 هایمکانیسم مویین هایریشه. دارند را خون قند کاهش چنینهم و ضدسرطانی ضدجهشی، هایویژگی که دارند وجود گیاه

 هایمتابولیت تولید جهت اییهریشه چنین. نمایندمی تقلید را گیاهی هایاندام سایر حتی و طبیعی هایریشه در فعال و بیوشیمیایی
 توجه مورد کشت هایمحیط رد هاآن تولید میزان بودن بالا و پایداری دلیل به دارویی، خاصیت با هاییمتابولیت خصوص به ثانویه
. شودمی ایجاد گیاه، لولس کروموزوم به Ti پلاسمید از T-DNA انتقال با رایزوژنز آگروباکتریوم باکتری توسط هاریشه این. است

هورمون بدون محیط در و کنندمی رشد سرعت به مویین هایریشه. باشدمی تراریخت سلول از مویین ریشه تولید انتقال این حاصل
 (.(Brijwal and Tamta, 2015 نمایندمی فرعی انشعابات تولید شده، تکثیر خوبی به گیاهی های
 فیزیولوژیک و مورفولوژیک هایپاسخ به منجر که شودمی اطلاق شیمیایی و فیزیکی مختلف عوامل به گیاهان در محرک واژه     

 استفاده زیستیغیر هایمحرک عنوان به نانوذرات از امروزه،(. (Angelova et al, 2006 شودمی هافیتوالکسین تجمع نهایت در و
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 ترکیبات این نیز امروزه و اندرفته کار به کنندهضدعفونی عنوان به ایگسترده طور به اول جهانی جنگ در نقره ترکیبات. گرددمی
 .(Mahna et al, 2013) دارند زیاد استفاده

 و قند میزان سم و نقره نانوذرات که گردید مشخص ریحان، گیاه روی( 2015) همکاران و Yousefzaie گزارش اساس بر    
می احتمال. گردید کاتالاز و زپراکسیدا گایاکول اکسیدانآنتی هایآنزیم افزایش موجب چنینهم و داد افزایش گیاه این در را پرولین

 تحقیق از هدف. ((Yousefzaie et al, 2015 باشد داشته بسزایی نقش نیز ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش روی نانوذرات رود
 .باشدمی بافت کشت شرایط در گیاه، این مویین ریشه اکسیدانیآنتی و فنلی ترکیبات میزان بر نقره نانوذره محرک اثر مطالعه حاضر،

 

 هاروش و مواد

 موادگیاهی
( 125: هرباریومی دک ساری، جنوب کیلومتری 80 ساری، توابع از دانگه دو بخش) طبیعت از ایران برگ باریک زوفای بذر

 ,MS  (Murashige and Skoog جامد کشت محیط در برگ باریک زوفای بذور استریل، گیاهچه تهیه منظور به شد، آوریجمع

 در( متریسانتی ده مربای هایشیشه) کشت ظروف. شدند کشت اسید جیبرلین لیتر، در گرممیلی 1/0 هورمونی غلظت با (1962

 آمده دست به هایگیاهچه و شدند نگهداری تاریکی ساعت 8 و روشنایی ساعت 16 نوری شرایط و گرادسانتی درجه 25±2 دمای
 .گرفتند قرار استفاده مورد آگروباکتریوم با تلقیح منظور به برگ ریزنمونه تهیه برای

 

 هانمونه ریز تلقیح و سازیآماده
 هاریزنمونه. شد استفاده زوفا گونه ایهفته چهار هایگیاهچه جوان هایساقه و هابرگ از باکتری، با هانمونه ریز تلقیح جهت

 از) ATCC15834 سویه ژنزرایزو آگروباکتریوم باکتریایی هایکشت. شدند تقسیم متریسانتی دو قطعات به اسکالپل از استفاده با
 تا 14 مدت به (rpm) دقیقه در دور 180 سرعت با  دوار شیکر روی و گرادسانتی درجه 28 دمای در( طبرستان ژنتیک پژوهشکده

 4 دمای در اکتریب کشت محیط رسید، 8/0 تا 4/0 به باکتریایی کشت محیط نوری تراکم اینکه از پس. شد نگهداری ساعت 18
 در باکتری هایلولس رسوب سپس گرفت، قرار سانتریفیوژ دستگاه در دقیقه در دور 4000 و دقیقه 20 مدت به گرادسانتی درجه

 استفاده هانمونه یزر تلقیح برای حاصل باکتری سوسپانسیون از و گردید حل است، ساکارز درصد 3 حاوی که MS مایع کشت محیط
 .شد

 

 مویین ریشه القای
 رسوب rpm 5000 سرعت و گرادسانتی درجه 4 دمای در ATCC15834 سویه رایزوژنز آگروباکتریوم باکتریایی کشت

 5 مدت به تلقیح یونسوسپانس در هانمونه ریز. شد حل آرامی به استوسرینگون حاوی MS کشت محیط در باکتری پلیت و شد داده
پلیت. دندش کشت pH=7/5 با مناسب کشت محیط روی بر استریل، صافی کاغذ روی کردن خشک از پس و شده ورغوطه دقیقه

 از پس ساعت 48. دش نگهداری گرادسانتی درجه 25±2 دمای در و ساعت 48 مدت به تاریکی، در گیاهی هایریزنمونه حاوی های
 در گرممیلی 500  لظتغ با سفوتاکسیم بیوتیکآنتی حاوی جامد کشت محیط به هاریزنمونه باکتری، حذف منظور به تلقیح، انجام

 مرحله در شد، ظاهر مویین شهری هفته یک از بعد. گردید تکرار باکتری کامل حذف تا مرتبه چند انتقال، عمل. شد منتقل (ppm) لیتر
 70 حاوی لیتر میلی 250 ارلن در کشت جهت و شدند جدا هاریزنمونه از جداگانه طور به مترسانتی 2-3 طول با هاییریشه بعد
 با شیکر روی و ریکیتا در هاارلن این. گرفتند قرار سفوتاکسیم (ppm) لیتر در گرممیلی  50 دارای MS 2/1 کشت محیط سیسی

 بر گرممیلی 3/0 ،2/0 ،1/0 ،0) هایغلظت در و شد انتخاب رشد پر کلون یک ماه یک از پس و شدند داده قرار rpm 90 سرعت
 درصد شدند مقایسه مدیگره با یافته رشد مویین هایریشه هفته یک گذشت از پس. گردید واکشت تکرار سه با  نقره نانوذره( لیتر
 . گرفت قرار ارزیابی مورد وفاز گونه شاخساره و معمولی ریشه نقره، نانوذرات با شده تیمار مویین هایریشه کل فنل و اکسیدانآنتی
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 مویین هایریشه تراریختی مولکولی تأیید
 )پذیرفت جامان دویل و دویل روش به( منفی شاهد) تراریخت غیر هایریشه و مویین هایریشه ژنومی DNA استخراج

Doyle, (1987 .شد استفاده متداول هایروش از باکتریایی پلاسمید استخراج منظور به Sambrook and Russell, 2001) )
 برای پرایمر ود و rol C (430bp) ژن از ایقطعه تکثیر برای اختصاصی آغازگر جفت دو همراه به آمده، دست به DNA سپس،
 ساعت 2 تمد به%  2/1 آگارز ژل روی PCR محصولات سپس،. شد PCR واکنش وارد  vir D(bp 438) ژن از ایقطعه تکثیر

 Gel Logic 212 مدل داک لژ دستگاه در بروماید اتیدیوم حمام در آمیزیرنگ از پس ژل. شدند الکتروفورز اندازه نشانگر کنار در

Pro شد مشاهده. 

 

 اولتراسونیک گیریعصاره روش
 هایریشه و یمارت بدون مویین ریشه معمولی، ریشه گیاه، شاخساره) شده خشک گیاهی هاینمونه گیریعصاره منظور به

 آزمایش لوله داخل و توزین هشد پودر نمونه هر از گرممیلی 50 سپس شده پودر کاملاْ  چینی هاون در( نقره نانوذره تیمار با مویین
 دقیقه 20 مدت به( یلوهرتزک 100 فرکانس) اولتراسونیک حمام در هالوله. شد اضافه متانول لیترمیلی 10 لوله هر به و شد ریخته

 روتاری با حلال اسازیجد منظور به شده صاف مایع و شده فیلتر واتمن صافی کاغذ از استفاده با هانمونه سپس. شدند نگهداری
 .شد استفاده اکسیدانآنتی و فنول گیریاندازه برای و شد حل HPLC گرید متانول در دوباره حاصل خشک عصاره و شد تبخیر

 

 فنولی ترکیبات تعیین

 همراه به نمونه زا میکرولیتر 40 به که صورت بدین شد، انجام (Waterhouse, 1999) روش با فنلی ترکیبات گیریاندازه
 40 از بعد و شد اضافه ربناتک سدیم میکرولیتر 600 و( نرمال 1) فنول فولین گرواکنش از میکرولیتر 300 مقطر، آب لیترمیلی 16/3

 طول در (T80, PG Instruments, UK) اسپکتروفوتومتر دستگاه از استفاده با محلول جذب محیط، دمای در انکوباسیون دقیقه
 .شد خوانده نانومتر 725 موج

 هایغلظت و آماده اسید گالیک از ایپایه محلول ابتدا منظور بدین. شد استفاده اسید گالیک از استاندارد منحنی رسم جهت
 فنلی ترکیبات میزان. گردید رسم غلظت برابر در جذب مبنای بر استاندارد منحنی و تهیه( لیتر میلی در گرممیلی 100 تا 10) مختلف
 حسب بر نتایج و محاسبه استاندارد منحنی از آمده دست به معادله از استفاده با و اسید گالیک معادل حسب بر عصاره در موجود
 .گردید زارشگ هاآن میانگین و انجام تکرار سه در هاآزمایش. شد بیان عصاره گرممیلی هر در اسید گالیک گرممیلی

 

 DPPH اکسیدانیآنتی فعالیت ارزیابی
 توسط شده زارشگ روش طبق DPPH رنگ ارغوانی متانولی محلول نمودن رنگبی واسطه به ها،عصاره دهندگیهیدروژن توانایی

(Burits and Bucar, 2000 )004/0 متانولی ولمحل لیتر میلی 5 به عصاره از میکرولیتر 50 که صورت بدین. شد گیریاندازه 
 بازدارندگی. شد هخواند نانومتر 517 موج طول در جذب محیط، دمای در نگهداری دقیقه 30 از بعد و شده افزوده DPPH درصد

 :     گردد می محاسبه زیر صورت به درصد اساس بر DPPH آزاد رادیکال
                                                   I%=(Ablank-Asample/Ablank)ˣ100 
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 هاداده آماری محاسبات
 و تجزیه برای. گرفت امانج تکرار سه با تصادفی کاملاْ طرح قالب در فاکتوریل آزمایش صورت به مویین ریشه القای بررسی

 مقایسه درصد پنج و یک حتمالا سطح در دانکن ایدامنه چند آزمون با هاداده میانگین و شد استفاده SAS افزار نرم از هاداده تحلیل
 .شدند

 

 نتایج
 کرده پیدا ایویژه تاهمی دارویی ارزشمند ترکیبات تولید جهت دارویی گیاهان مویین هایریشه کشت از گیریبهره امروزه

 یک حدود آزمایش، این در. باشدمی متفاوت( A. rhizogenes) مختلف هایسویه توسط مویین ریشه ایجاد توانایی معمولاْ. است
 مورد صفات شیکر، و تاریکی شرایط در نقره، نانوذره مختلف هایغلظت وMS  2/1  مایع محیط به هاریشه انتقال از پس هفته

 .شدند گیریاندازه آزمایش
 DNA با PCR واکنش .گرفتند قرار بررسی مورد rol C ژن از قسمتی ردیابی از استفاده با آمده، دست به مویین هایریشه

 به DNA در ژن ینا ولی شد، باز جفت 430 حدود طول با قطعاتی تکثیر موجب شده تراریخت مویین هایریشه از شده استخراج
 سویه میدپلاس از شده استخراج DNA حاوی PCR محصولات چنین،هم. نشد مشاهده گیاه غیرتراریخت ریشه از آمده دست

 سبب vir D ژنی یتوال PCR. کندمی تأیید را مویین هایریشه ژنوم در T-DNA حضور که شد ایجاد یکسان اندازه با باکتری
 هایژن قایایب حضور عدم دهندهنشان که نگردید غیرتراریخت هایریشه و تراریخت مویین هایریشه DNA در قطعات تکثیر

 .(1 شکل) باشدمی تراریخت مویین هایریشه روی در باکتری
 قرار بررسی مورد(  گرممیلی 3/0 و 2/0 ،1/0 صفر،) سطح چهار در مویین ریشه رشد بر نقره نانوذرات اثر آزمایش این در

 هایقسمت و تراریخت غیر هایریشه نانوذره، تیمار تحت مویین هایریشه اکسیدانیآنتی و فنلی ترکیبات میزان پایان در و گرفت
 به معادله از استفاده با و یداس گالیک معادل حسب بر عصاره در موجود فنلی ترکیبات میزان. شد گیریاندازه( شاخساره) گیاه هوایی
 اکسیدانیآنتی ترکیبات. شد نبیا عصاره گرممیلی هر در اسید گالیک گرممیلی حسب بر نتایج و محاسبه استاندارد منحنی از آمده دست

 (.2 شکل) گردید محاسبه DPPH روش به نیز
 گیریاندازه مویین هاییشهر بر علاوه گیاه شاخساره و غیرتراریخت ریشه اکسیدانیآنتی و فنلی ترکیبات میزان آزمایش این در

 ترکیبات این میزان شد، اهدهمش درصد 81/90 میزان به و نقره نانوذره گرممیلی 1/0 در اکسیدانیآنتی ترکیبات میزان بیشترین.  شد
 در اکسیدانیآنتی رکیباتت فعالیت میزان زوفای، گیاه این در که است این توجهقابل نکته. یافت کاهش نانوذره غلظت افزایش با

 تیمار در نیز فتلی ترکیبات انمیز. باشدمی زوفا ژنوتیپ و گونه علت به احتمالاْ که است شاهد مویین ریشه از بیشتر گیاه شاخساره
 ریشه در نیز مقدار مترینک و بود اسید گالیک لیترمیلی بر گرممیلی 03185/0 میزان به و مقدار بیشترین نانونقره گرممیلی 1/0

 (.1 جدول) شد مشاهده غیرتراریخت

 

 
 .rol C ژن اختصاصی پرایمر با  PCR تحلیل -1شکل
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M :100 اندازه نشانگر bp DNA Marker 
A :برگ باریک زوفای تراریخت ی ریشه 

B :باکتری ی سویه پلاسمید ATCC5834 (مثبت کنترل) 
C :تراریخت غیر ریشه 
D :(منفی کنترل) دی ویر 

 

 
 .اسید گالیک استاندارد منحنی -2شکل

 
 .اکسیدانیآنتی و فنلی ترکیبات صفات نظر از نانونقره تیمار و ریزنمونه کنشبرهم میانگین مقایسه(: 1) جدول

 فنلی ترکیبات اکسیدانیآنتی ظرفیت نمونه ریز

 b98/86 c03084/0 گیاه شاخساره

 e 337/33 e03077/0 تراریخت غیر ریشه

 d140/79 d03081/0 )شاهد( تراریخت ریشه

 a 813/90 a 03185/0 گرمیلیم  1/0

 c 527/80 b03093/0 گرمیلیم  2/0

 c257/80 f 03073/0 گرمیلیم  3/0

 .ندارند درصد پنج احتمال سطح در داریمعنی آماری اختلاف ستون هر در مشترک حروف دارای های میانگین

 

 بحث
 هایسویه زا حاصل کاسنی مویین هایریشه هایکلون بین در( 2013) همکاران و Kabirnataj توسط شده انجام هایبررسی در

-T از متفاوتی مقادیر حضور لتع به توانمی را تفاوت این دلیل. دادند نشان داریمعنی تغییرات فنلی هایترکیب مقدار آگروباکتریوم، مختلف

DNA هایژن متفاوت بیان یا و کلون هر اولیه تراریخت هایسلول در باکتری T-DNA از. دانست مختلف یهاکلون هایسلول در باکتری 
 سبب میکروبی آلودگی و جراحت مانند هاییتنش. باشدمی دفاعی هایمکانیسم در هاآن عملکرد فنلی، هایترکیب اهمیت دلایل ترینمهم

 .دارند هافنل محتوای در سزایی به تأثیر محیطی فاکتورهای بنابراین شود،می فنلی هایترکیب بیوسنتز افزایش
 بوده بررسی مورد هایمونهن در موجود هایفنلپلی با متناسب تقریبا اکسیدانیآنتی فعالیت که دهدمی نشان هامیانگین مقایسه جدول

 بالاتری آزاد هایضدرادیکال الیتفع دارند، بالاتری فنلی ترکیبات که گیاهانی که است داده نشان مطالعات سایر همانند بررسی این نتایج. است
 مقاله چندین در آزاد هایرادیکال هایکنندهحذف عنوان به فنلی هایترکیب کلیدی نقش(. Arumugam et al, 2010) دهندمی نشان نیز را

 .(Katalinic et al, 2006) است شده گزارش
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 ریحان گیاه رویشی فاکتورهای روی فلزی نانوذرات تآثیر و نانوذرات سنتز روی( 2013) همکاران و Yousofzaye که تحقیقی طی
 اکسیدانآنتی هایآنزیم افزایش موجب چنینهم و داده افزایش گیاه در را پرولین و قند میزان مس و نقره نانوذرات که گردید مشخص دادند، انجام

 .باشد داشته بسزایی نقش ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش روی نانوذرات که رودمی احتمال و گردندمی کاتالاز و پراکسیداز گایاکول
 رشد نقره نانوذرات لظتغ افزایش با که داد نشان نقره نانوذرات مختلف هایغلظت تیمار تحت زوفا، مویین ریشه روی حاضر مطالعه

 بر گرفته انجام تحقیقات زا حاصل نتایج با نتیجه این که دهد؛می نشان کاهش اکسیدانیآنتی و فنلی ترکیبات میزان و شودمی تضعیف ریشه
 رشد برای) مفید تواندمی اهانگی روی بر نانوذرات تاثیر که است داده نشان مطالعات. دهدمی نشان سوییهم ریحان گیاه در ظاهری علایم روی

 خشک وزن و طول کاهش( 2011) همکاران و  یین. (Zhu et al, 2008) باشد( ریشه رشد از جلوگیری) غیرمفید یا و( هاآن توسعه و گیاهان
 موجب گیاهی هایولسل در نقره نانوذرات تجمع. نمودند مشاهده Lolium multiflorum گیاه در را نقره نانوذرات غلظت افزایش با ریشه

 ریشه لاهکک هایسلول که اندداده نشان( 2011) همکاران و یین  (Haverkamp and Marshall, 2009).شودمی هاآن عملکرد کاهش
. شود می ریشه رشد اهشک موجب و شده غیرطبیعی ها،سلول که باورند این بر و دیده آسیب نقره نانوذرات تیمار تحت Multiflorum .L گیاه
 .است ارتباط در نانوذرات غلظت با و است متفاوت گیاهان بین و نانوذرات میان زیادی حد تا ریشه رشد مهار

 .است داشته آزمایش مورد هایمونهن در اکسیدانیآنتی و فنلی مواد تولید میزان بر مطلوبی اثر آزمایش، این در نقره ذره نانو کلی طور به
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Abstract 
Phenolic compounds, produceds, constitute an essential part of the human diet due to their antioxidant 

properties. Hyssopus angustifolius is herbaceous and perennial plants, belonging to the Lamiaceae family. 

The present study was conducted to investigate the effect of silver nanoparticles (0, 0.1, 0.2, 0.3 mg/l) on 

hairy roots phenolic and antioxidant content in H. angustifolius. So, in this treatment Agrobacterium 

rhizogenes ATCC15834 strain were used for genetic transformation. The result showed that silver 

nanoparticles as elicitor have significant effects on the measured traits (phenolic and antioxidant Content). 

The amount of activity of total antioxidants in H. angustifolius was 90.81%, which at a concentration of 

0.1 mg/l of silver nanoparticles. In this study, it was found that there is a relationship between antioxidant 

activity and plant phenolic Content. In general, we concluded that silver nanoparticles played a significant 

role in accelerating hairy root growth and increasing phenolics and antioxidants content. 
Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Antioxidant content, Hyssopus, Silver nanoparticles 

 

  


