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چكيده
دارویی و تج99اری گی99اه عن99وان به ثانویه ه99ایمت99ابولیت داشتن دلیل به و داشته تعلق ملیاسه تیره به چریش

زیس99تی مهم کشآفت یک که ش99ده محس99وب آن مهم ثانویه مت99ابولیت شود. آزادیراخ99تینمی محسوب مهم
س99لول باش99د. کشتمی زیست محیط داردوس99ت و ب99اکتری ضد و ق99ارچ ضد مالاری99ا، ضد خاصیت با طبیعی
ه99ایغلظت ت99اثیر مطالع99ه، این ش99ود. درمی اس99تفاده ثانویه ه99ایمت99ابولیت تولید ب99رای گس99ترده بطور گیاهی

-نمونه مختلف ه9ایزم9ان لی9تر( و در گرم میلی80  و60 ،40 ،20 )صفر، تیتانیوم اکسیددی نانوذره مختلف
ق9رار بررسی م9ورد آزادیرخ99تین تولید و س9لولی سوسپانسیون کشت رشد  روز( روی6  و4 ،2) برداری

20 ک99اربرد با لی99تر در  گ99رم95/526 میانگین با هاسلول تر وزن مقدار بیشترین که داد نشان گرفت. نتایج
05/17 می99انگین با ن99یز هاس99لول خشک وزن مق99دار آمد. بیشترین بدست تیتانیوم اکسیددی لیتر در گرممیلی
مقدار شد. بالاترین حاصل تیتانیوم اکسیددی نانوذره لیتر در گرم میلی40 اعمال از پس روز دو لیتر در گرم

نانوذره لیتر در گرم میلی60 اعمال از پس خشک وزن گرم بر گرم میلی93/5 میانگین با آزادیراختین تجمع
تیمار در نیز لیتر در گرم میلی21/82 مقدار با آزادیراختین تولید مقدار شد. بالاترین تولید تیتانیوم اکسیددی

شد. حاصل چهارم روز در تیتانیوم اکسیددی نانوذره لیتر در گرم میلی20
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مقدمه- 1
اولیه ه99ایمت99ابولیت به نس99بت و دارند تعلق ثانویه ه99ایمت99ابولیت به دارویی گیاه99ان در زیس99تی فع99ال ترکیبات اکثر

,Smetanska) هستند کمتر بسیار گیاهان به99ترین بیش99تر رشد م99یزان دلیل به سلولی سوسپانسیون (. کشت2008 
شرایط سازیبهینه نظیر بیوتکنولوژیکی هایپیشرفت بافت کشت است. در ثانویه هایمتابولیت تولید برای سیستم
و ت9راریخت ه9ایریشه کشت متابولی99ک، مهندسی م9اده،پیش از اس99تفاده ب9الا، عملک99رد با هایلاین گزینش کشت،
,Sarin) است ش99ده ثانویه ه99ایمت99ابولیت تولید بهب99ود ب99اعث که گرفته ص99ورت تحریک م99واد مح99رک (. م99واد2005 

زن99ده موج99ودات در را ف99یزیولوژیکی تغی99یرات توانندمی که هستند مختلف منابع از زیستی فاکتورهای یا شیمیایی
به منجر و داده ق99رار ه99دف م99ورد را مورفول99وژیکی و ف99یزیولوژیکی ه99ایپاسخ توانندمی مح99رک کنند. مواد القاء
ثانویه هایمتابولیت تولید تحریک برای زیستی غیر و زیستی های(. محرکRaei et al., 2014) شوند هافیتوآلکسین تجمع

(. Rao and Ravishankar, 2002) شوندمی استفاده رشد افزایش و
Jain) است م99درن م99واد علم در تحقیق ه99ایزمینه ترینفعال از یکی نانوتکنولوژی حوزه  et  al., (. ن99انوذرات2009 

ان99دازه ک99اهش اس99ت. این ن99انومتر صد چند از کم99تر هاآن ان99دازه و ب99وده کوچک کافی اندازه به که هستند موادی
را ک99اربرد بیشترین تیتانیوم اکسیددی شود. نانوذرهمی هاآن فیزیکی هایفیزیکی در توجهی قابل تغییرات ایجاد باعث

Clément) دارد فاض99لاب کننده تجزیه مواد و رنگ باکتری، ضد مواد پوست، هایمراقبت و آرایشی محصولات در  et
al., 2013)گرفته صورت هاآن منفی و مثبت تاثیر و گیاهان به تیتانیوم اکسیددی نانوذره نفوذ روی اندکی . مطالعات
مثبت تاثیر و شده انجام برگ سطح در مطالعات بیشتر تیتانویم، نانوذرات فتوکاتالیتیک خواص به توجه است. با

Raliya) است شده داده نشان گیاه روی  et  al., در تیت9انیوم اکس9یددی ن9انوذره ک9اربرد که ش9ده . مش9اهده(2015 
Gao) شودمی خشک و تر وزن  درصدی60 افزایش باعث اسفناج  et  al., ک99اربرد که داده نشان . مطالعات(2008 
با ف99رنگی گوجه تیم99ار ش99ود. همچ99نین،می فتوس99نتز در روبیسکو فعالیت افزایش باعث تیتانیوم اکسیددی نانوذره
. (Raliya et al., 2015) شودمی کلروفیل مقدار و عملکرد افزایش گیاه، بهتر رشد باعث تیتانیوم اکسیددی نانوذره

ش99ود.می اس99تفاده جه99ان مختلف کشورهای سنتی طب در که باشدمی ملیاسه تیره گیاهان از یکی چریش درخت
ضد پلاس99مودیا، ضد س99رطانی، ضد فعالیت نظیر مختلف، دارویی و بیولوژیکی هایفعالیت دارای گیاه این اسانس

Deng) است غ99یره و آفت ضد انعق99اد، ضد درد، ضد کش، اسپرم کش، قارچ کش، لارو باکتریایی،  et  al.,  2013.)
Srivastava) ش99ودمی اس99تخراج هس99ته از معم99ولا و ب99وده گی99اه این  ثانویهمت99ابولیت ت99رینمهم آزادیراخ99تین  and

Srivastava, ه99ایزم99ان و تیت99انیوم اکس99یددی ن99انوذره مختلف ه99ایغلظت ت99اثیر بار اولین برای مطالعه این (. در2012 
سوسپانس99یون کشت در آزادیراختین تولید و تجمع و سلولی بیوماس تولید ها،سلول رشد بر بردارینمونه مختلف
است.   گرفته قرار بررسی مورد چریش گیاه سلولی

هاروش و مواد- 2
گیاهی - مواد2-1

گردی99د. اس99تفاده ک99الوس تولید ب99رای ریزنمونه عن99وان به و ش99ده آوریجمع بندرعباس از چریش درخت هایبرگ
و  ثانیه45 م99دت به  درصد70 ات99انول توسط س99پس و ش99ده شس99ته ج99اری آب در  س99اعت3 م99دت به هاب99رگ

شدند.  آبکشی استریل مقطر آب با  بار3 و شده عفونی ضد  دقیقه13 مدت به  درصد5/2 سدیم هیپوکلریت

کالوس . القاء2-2
لیتر در گرم میلی1  حاویMS کشت محیط در و شده داده برش مربع  سانتیمتر1 اندازه به شده استریل هایبرگ

25 ± 2 دم9ای با رشد اتاقک در هاکشت ک9الوس القاء شدند. برای داده قرار کینتین لیتر در گرم میلی2 و پیکلرام
شدند. نگهداری  هفته3 مدت به تاریکی در

سلولی سوسپانسیون کشت . استقرار2-3
 م99ایعMS کشت محیط دارای لی99تری میلی250 مایر ارلن به گرم میلی175-180 وزن با شکننده و نرم هایکالوس
دور با دوار ش99یکر روی م99ایع هایشدند. کشت منتقل کینتین لیتر در گرم میلی2 و پیکلرام لیتر در گرم میلی1 حاوی

rpm 11012 هر هاکشت سلولی، سوسپانسیون کشت استقرار از شدند. پس نگهداری تاریکی  در26 ± 2 دمای  و
شدند.  زیرکشت یکبار روز



سوسپانسیون کشت در تیتانیوم اکسیددی نانوذره مختلف هایغلظت . اعمال2-4
سلولی

لی99تری میلی100 مایره99ای ارلن به لی99ترمیلی در  س99لول6/2 × 105 اولیه تراکم با سلولی سوسپانسیون کشت
منتقل کین99تین لی99تر در گ99رم میلی2 و پیکل99رام لی99تر در گرم میلی1 حاوی  مایعMS کشت محیط لیتر میلی25 دارای
Farjaminezhad) گردید تهیه تیم9ار اعمال جهت  ساکن هایسلول حجم اساس بر رشد منحنی و شده  and  Garoosi,
لی99تر در گ99رم میلی80  و60 ،40 ،20 ص99فر، ه99ایغلظت کشت از پس  روز15 رش99د، منح99نی اس99اس (. بر2019

گرفت. صورت بردارینمونه تیمار اعمال از پس  روز6  و4 ،2 و شده اضافه محیط به تیتانیوم اکسیددی نانوذره
گ99یریان99دازه آزادیراخ99تین تولید مق9دار و آزادیراخ99تین تجمع مقدار ها،سلول خشک و تر وزن بردارینمونه از پس
شد.

HPLC توسط آنالیز و آزادیراختین . استخراج2-5
مدت به و اضافه شده پودر و خشک سلول گرم میلی100 به کلرومتاندی لیترمیلی یک آزادیراختین استخراج برای
rpm 7000 دور با حاصل عص99اره گرفتن99د. س99پس، ق99رار فراص99وت ام99واج مع99رض در ات99اق دم99ای در  دقیقه25

و شده حذف کلرومتاندی بنماری سانتیگراد  درجه50 دمای گردید. در آوریجمع رویی محلول و شده سانتریفوژ
- درجه20 دم99ای در و ش99ده حل مقطر آب لی99تر میلی5/1 در مج99ددا ش99ده خشک ه99ایش99د. نمونه خشک نمونه

Knauer سیس99تم از اس99تفاده با نمونه هر آزادیراخ9تین ش9دند. مق99دار نگه9داری سانتیگراد  HPLCگردی9د.  ب9رآورد
10 نیز متحرک شد. فاز استفاده ثابت فاز عنوان  بهC-18 (TSKgel-ODS C-18, 5μm, 4.6 × 250 mm, Japan) ستون
م99وج طول در آزادیراختین بود. جذب دقیقه در لیتر میلی9/0 جریان سرعت با آب  درصد90 و استونیتریل درصد
اینکه به توجه آم99د. با بدست اس99تاندارد منحنی توسط آزادیراختین تجمع مقدار و شده گیریاندازه  نانومتر214

آن محاس99به ب99رای زیر فرم99ول از دارد، بس99تگی آزادیراخ99تین تجمع و بیوماس مقدار به آزادیراختین تولید میزان
(: Farjaminezhad and Garoosi, 2019) شد استفاده
وزن گرم در گرم)میلی آزادیراختین  تجمع×لیتر(  در )گرم لیتر( = بیوماس در گرم)میلی آزادیراختین تولید

خشک(

بحث و نتایج- 3
سلول تر - وزن3-1

اکس99یدید ذره ن99انو مختلف هایغلظت یرتاث تحت داریمعنی بطور هاسلول تر وزن که داد نشان یانسوار یزآنال یجنتا
(. با1 )ج99دول نداشت تاثیری هاآن متقابل اثر که، یحال در گیرد؛یم قرار یبردار نمونه مختلف هایزمان و یتانیومت

ی99افت، برابر 25/1 ش99اهد به نسبت هاسلول تر وزن مقدار یتانیومت اکسیدید نانوذره یترل در گرمیلی م20 افزودن
نسبت  برابر22/1  و11/1 ،13/1 یبترت به سلول تر وزن یترل در گرمیلی م80  و60 ،40 هایغلظت کاربرد با اما
هاس9لول تر وزن مق9دار یت99انیومت اکس9یدید ذره ن9انو غلظت یشاف9زا با داد نش99ان یجبود. نتا یافته کاهش شاهد به

اکس99یدین9انود ی99ترل در گ99رمیلی م20 ک99اربرد با ی99ترل در  گ99رم95/526 ی99انگینم با مق9دار یش99ترینب و یافته کاهش
مق99دار ینب99الاتر که شد مشاهده بردارینمونه مختلف هایزمان یبررس (. با-الف1 )شکل شودیم حاصل یتانیومت

به سوم و دوم یروزها به نسبت که شودیم لحاص ششم روز در یترل در  گرم46/458 یانگینم با سلول تر وزن
-ید ن99انوذره یترل در گرمیلی م20 یمارت در تر وزن یش(. افزا-ب1 )شکل است بیشتر  برابر10/1  و29/1 یبترت

Zheng) ش9ودیم رشد بهب9ود به منجر که باشد ی9تروژنن یسممتابول یکتحر از یناش9 تواندیم یتانیومت اکسید  et  al.,
2005; Yang et al., 2006 9.)گرفته قرار مطالعه مورد یتانیومت اکسیدید نانوذره یسم اثر یاهیگ مختلف هایگونه در

یداکس9 ن9انوذره یب9الا ه9ایغلظت مع9رض در یریقرارگ9 که دهدیم نش99ان توتون یرو گرفته انجام است. مطالعه
و کروموزوم به یبآس ین،ا بر ه(. علاوDemir et al., 2014; Pakrashi et al., 2014) شودیم یتسم بروز باعث یتانیومت
(.Ghosh et al., 2010) شودیم رشد کاهش باعث که شده مشاهده یز نDNA یشکستگ و یازپ هسته یزر

بردارینمونه هایزمان و تیتانیوم اکسیددی نانوذره مختلف هایغلظت تاثیر واریانس (: تجزیه1) جدول
چریش. گیاه سلولی سوسپانسیون کشت در آزادیراختین تولید و تجمع و خشک و تر وزن بر

درجهتغییر منابع
آزادی

مربعات میانگین
خشک وزنهاسلول تر وزن

تولیدآزادیراختین تجمعهاسلول
آزادیراختین

اکسیددی نانوذره
4** 279/44878ns 101/11** 694/9** 869/2018(Ti) تیتانیوم

2** 978/41509ns 199/14** 090/3ns 722/152(T) بردارینمونه زمان
T × Ti8ns 313/5484** 194/18ns 102/0* 648/385
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در هاسلول تر وزن بر بردارینمونه زمان و تیتانیوم اکسیددی نانوذره مختلف هایغلظت (: تاثیر2) شکل

چریش.  گیاه سلولی سوسپانسیون کشت

سلول خشک - وزن3-2
وزن یرو یریت99اث ب99ردارینمون99ه مختلف هایزمان و یتانیومت اکسیدید نانوذره مختلف هایغلظت که داد نشان یجنتا

-نمونه مختلف هایزمان با یتانیومت اکسیدید نانوذره مختلف هایغلظت متقابل اثر که، یحال در ندارد؛ سلول خشک
اکس99یدید ن99انوذره مختلف هایغلظت اعمال با(.99 1 جدول) داشت هاسلول خشک وزن یرو دارییمعن یرتاث یبردار

05/17 می99انگین با هاس99لول خشک وزن مق99دار ینب99الاتر ب99رداری،نمونه مختلف هایزمان گرفتن نظر در و یتانیومت
که شد حاصل کشت یطمح به یت99انیومت اکس99یدید نانوذره یترل در گرمیلی م40 افزودن از پس روز دو یترل در گرم

یبترت به روز همان در گرمیلی م80  و60 ،20 های¬غلظت به نسبت و  برابر63/1 روز همان در شاهد به سبتن
(.2 )شکل بود یافته یشافزا  برابر62/1  و41/1 ،11/1

)ب( بردارینمونه مختلف هایزمان )الف( و تیتانیوم اکسیددی نانوذره مختلف هایغلظت (: تاثیر2) شکل
تیمار. اعمال از پس : روزDATچریش.  گیاه سلولی سوسپانسیون کشت در هاسلول خشک وزن بر

 آزادیراختین - تجمع3-3
اما دار،یمعن یراختینآزاد تجمع بر بردارینمونه مختلف هایزمان و یتانیومت اکسیدید نانوذره مختلف هایغلظت یرتاث
موجب یتانیومت اکسیدید نانوذره یترل در گرمیلی م60  و40 ،20 (. افزودن1 )جدول نبود دارمعنی هاآن متقابل یرتاث

ب99اعث و داش99ته یمهار اثر یترل در گرمیلی م80 هایغلظت کاربرد اما ید،گرد هاسلول در یراختینآزاد تجمع یشافزا
یترل در گرمیلی م60 از استفاده یتانیوم،ت اکسیدید نانوذره مختلف هایغلظت ینب شد. از یراختینآزاد تجمع کاهش

-3 )ش99کل بود شده یراختینآزاد خشک وزن گرم در گرمیلی م93/5 تجمع باعث و داشته را یکیتحر اثر یشترینب
مق99دار یش99ترینب و یافته یشاف99زا یراخ99تینآزاد تجمع مقدار زمان گذشت با یزن بردارینمونه زمان نظر (. ازالف
(.-ب3 )شکل شد حاصل ششم روز در خشک وزن گرم در گرمیلی م11/5 یانگینم با آن



 
)ب( بردارینمونه مختلف هایزمان )الف( و تیتانیوم اکسیددی نانوذره مختلف هایغلظت (: تاثیر3) شکل

چریش. گیاه سلولی سوسپانسیون کشت در هاسلول در آزادیراختین تجمع بر

آزادیراختین - تولید3-4
ب99ردارینمونه مختلف ه99ایزم99ان  باآن متقابل اثر و تیت99انیوم اکسیددی نانوذره مختلف هایغلظت که داد نشان نتایج
-دی ن9انوذره لی99تر در گ99رم میلی60  و40 ،20 ک99اربرد (. با1 )ج99دول دارند آزادیراخ99تین تولید روی داریمعنی تاثیر

آن تولید لی99تر در گ9رم میلی80 ه9ایغلظت ک99اربرد با اما ی9افت، اف9زایش آزادیراخ9تین تولید م9یزان تیتانیوم اکسید
در آزادیراخ99تین تولید روی مه99اری و منفی اثر تیتانیوم اکسیددی نانوذره بالای هایغلظت کرد. بنابراین، پیدا کاهش
م99یزان تیت99انیوم اکس99یددی ن99انوذره لی99تر در گرم میلی20 کاربرد دارد. با چریش گیاه سلولی سوسپانسیون کشت
مختلف ه9ایغلظت متقابل -ال9ف(. اثر4 )ش9کل ب9ود یافته اف9زایش  برابر42/1 شاهد به نسبت آزادیراختین تولید

می99انگین با آزادیراخ99تین تولید م99یزان بیش99ترین که داد نشان بردارینمونه مختلف هایزمان و روی اکسید نانوذره
که ش99ودمی حاصل چه99ارم روز در تیت99انیوم اکسیددی نانوذره لیتر در گرم میلی20 تیمار در لیتر در گرم میلی21/82
73/1  و08/1 ،42/1 ،67/1 ترتیب به روز همان در لیتر در گرم میلی80  و60 ،40 هایغلظت و شاهد به نسبت
اکس99یزن، فع99ال ه9ایگونه س99طح اف99زایش ش99امل نانوذرات به گیاه اولیه -ب(. پاسخ4 )شکل است بیشتر برابر

آرابیدوپس99یس ده99د. درمی رخ ن99یز هاتنش س99ایر در که باشد میMAPK آبش99ار اف99زایش و سیتوپلاس99می کلس99یم
فع99ال هیاگونه الق9اء و کلس9یم انفج9ار و ش9ده متصل پلاس99مایی غش99اء س9طح در موجود هایگیرنده به نانوذرات
-گیرنده به اتصال و هایون آزادسازی طریق از (. نانوذراتSosan et al., 2016) دهندمی قرار هدف مورد را اکسیژن

) دهندمی ق9رار ت9اثیر تحت را س9لول متابولیسم و کلس9یم/س9دیم ه9ایATPase و کلس9یمی ه9ایکانال کلسیم، های
Mirzajani et al., 2014همانند ها،پروتئین سایر و کلسیم به شونده متصل هایپروتئین به اتصال طریق از (. نانوذرات

توانندمی نانوذرات (. بنابراین،Khan et al., 2017) کنندمی عمل سیتوزول در موجود رسانپیام هایمولکول یا کلسیم
ن99انوذرات که دهندمی نش99ان دهن99د. مطالع99ات ق99رار ت99اثیر تحت گی99اهی ه99ایس99لول در را ثانویه ه99ایمتابولیت تولید

- میلی900 از اس99تفاده گن99دواش گی99اه کشت در مث99ال، دهند. برایمی قرار تاثیر تحت را گیاهان ثانویه متابولیسم
(. Zhang et al., 2013) بود شده آرتمیزینین مقدار  برابری9/3 افزایش باعث نقره نانوذره لیتر در گرم

تولید بر بردارینمونه مختلف هایزمان و روی اکسید نانوذره مختلف هایغلظت (: تاثیر4) شکل
تیمار. اعمال از پس : روزDATچریش.  گیاه سلولی سوسپانسیون کشت در آزادیراختین
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