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هاي مرزهاثر وانادیل سولفات بر میزان مصرف محیط کشت توسط سلول
و بیوسنتز رزمارینیک اسیدخوزستانی
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دانشگاه شهید بهشتیپژوهشکده گیاهان دارویی و معطر، ، دانشیار-3
ساريعلوم کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه ،گروه علوم باغبانی، استادیار-4

دانشگاه سالامانکا،دانشکده بیولوژي، گروه فیزیولوژي گیاهی،استاد-5
4/10/95تاریخ پذیرش:1/9/95تاریخ دریافت: 

چکیده
با بهره هاي گیاهی و همچنین افزایش تولید این متابولیتهاهاي دارویی مهم از سلولید متابولیتکاربرد بیوتکنولوژي براي تول

کاربرد ماده وانادیل بررسی منظور بهاین تحقیقباشد. هاي زیستی و غیرزیستی مورد توجه پژوهشگران میگیري از الیسیتور
اثر آن بر تولید و همچنینهاي مرزه خوزستانی سط سلولالگوي مصرف محیط کشت توبرزیستی) سولفات (الیسیتور غیر

بار 4از کشت سوسپانسیون سلولی مرزه خوزستانی پس از حاصلهاي سلولبراي این منظور.رزمارینیک اسید انجام گرفت
آي بی اي رگرم در لیتو یک میلی(بنزیل آدنین) بی اي در لیتر گرممیلیپنج به همراه 5- بیمحیط کشت مایع درواکشت 

نتایج نشان داد که.بکار رفتدر لیتر گرممیلی5و 5/2، صفرهاي وانادیل سولفات . غلظتکشت گردید(ایندول بوتریک اسید) 
بوده است. این در در لیتر گرممیلی5/2ل سولفاتهاي کشت شده در وانادین میزان مصرف محیط کشت توسط سلولبیشتری

در گرممیلی5هاي این تیمار کمتر از بقیه بود. همچنین تیمار ت آمده در پایان دوره، براي سلولخشک بدسحالی است که وزن
لیتر وانادیل سولفات، وزن خشکی تقریبا برابر با شاهد نشان داد. بیشترین میزان بیوسنتز رزمارینیک اسید در پایان دوره مربوط 

تواند اثر مثبتی در بیوسنتز ماده دارویی این است که کاربرد این ماده میدهنده در لیتر بود که نشانگرممیلی5/2به غلظت 
هاي ماده وانادیل سولفات به غلظتبرخی اربرد کبطور کلی نتایج این پژوهش مشخص کرد که رزمارینیک اسید داشته باشد.

و از طرف دیگر حفظ کردهنرمال توده خشک را در حد شرایط توانست زيعنوان یک الیسیتور غیر زیستی در مرزه خوزستانی 
در دار عنوان یکی از مواد آیندهبهتوان این ماده را . بنابراین میزمارینیک اسید را نیز در پی داشتافزایش بیوسنتز ماده دارویی ر

کرد.تولید رزمارینیک اسید پیشنهادافزایش براي هاي سوسپانسیون سلولی مرزه خوزستانیکشت

گیاهیمتابولیت الیسیتور،،سوسپانسیون سلولیزي توده خشک، کلیدي:هايهواژ

مقدمه
الگوهاي رفتاري گیاهان دارویی (گیاهان بطورکلی) به 

هاي دارویی متابولیتتغییرات محیطی و همچنین محتواي کم 
هاي موجود این گیاهان در برداري از جمعیت، بهرهآنها

سازد. کاربرد تردید میدچار هاي طبیعی و زراعی راعرصه
گیاهی هدف حفاظت هاي بیوتکنولوژي و کشت بافت بهروش

. )1،3(هاي دارویی مهم رو به افزایش استو تولید متابولیت
بیوتکنولوژي از طریق کشت سلول، بافت یا اندام گیاهان 

اي این موقعیت را (شاخساره و ریشه) در شرایط درون شیشه
هاي گیاهی تحت ین متابولیتسازد که تولید ام میفراه

تري انجام گیردشده و در مدت زمان کوتاهشرایط کنترل
ازاهانیگدرهیثانوهايتیمتابولدیتولامروزه.)6،9،12(

شده،کنترلطیشرادروونیسوسپانسوکالوسکشتقیطر
ی فراوانتیاهمدارايباتیترکنیااقتصاديارزشبهتوجهبا

انوي محافظت گیاهان هاي ثمتابولیتنقش عمده.)3(است
هاي زیستی (حشرات، علف خوارها و عوامل در برابر تنش
باشد. بر غیرزیستی (خشکی، شوري و غیره) میبیماري زا) و 

پایه این اصل راهبردهاي مختلفی در جهت القا و یا افزایش 
تولید این ترکیبات توسعه یافته که برخی شامل تیمار گیاهان 

و 1دهندههاي گیاهی با الیسیتورها، ترکیبات علامتلو یا سلو

زیستی است. در اغلب موارد، کاربرد این تیمارها هاي غیرتنش
در مطالعات گوناگون به طور موثري موجب بهبود عملکرد 

و 2هاي ثانوي در هر دو شرایط درونطیف وسیعی از متابولیت
ه سیستم هاي مربوط ب. واکنش)13(گردیده است 3برون بدنی

دفاعی القایی به دنبال تشخیص طیف وسیعی از عوامل 
شود. شوند، تحریک میخوانده می“الیسیتور”شیمیایی که
هاي دفاعی مختلفی از قبیل طور معمول واکنشالیسیتورها به

ایجاد واکنش فوق ،4هاي اکسیژن فعال (رآس)تولید گونه
ثانوي آنتی ها (مانند ترکیبات و تجمع فیتوالکسین5حساسیت

. در برخی )7،8(نمایند باکتریایی) در گیاهان هدف القا می
دي بسیار زیادي موارد ترکیبات القا شده از ارزش اقتصا

توان از داروها، سموم و سایر عنوان مثال میبرخوردارند که به
ترکیبات مفید گیاهی نام برد. 

200، که با بیش از انینعناع،یاهگیهايخانوادهانیمدر
هايخانوادهنیبزرگترگونه یکی از 5000جنس و حدود 

ییدارویاهیگهايگونهنیشتریبدارايمی باشد،یاهیگ
ازاهانیگدرهیثانوهايتیمتابولدیتولامروزه.)3(باشندیم

شده،کنترلطیشرادروونیسوسپانسوکالوسکشتقیطر
ی فراوانتیاهمدارايباتیترکنیااقتصاديارزشبهتوجهبا

هاي دارویی گیاهی مهم که در جمله متابولیتاز.)3(است
1- Signaling compounds 2- In vitro 3- In vivo 4- Reactive oxygen species (ROS) 5- Hypersensitive

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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هاي اخیر به آن توجه بسیاري شده و خواص دارویی آن سال
از قبیل اثرات مثبت آن بر آلزایمر و افسردگی مورد توجه قرار 

باشد. بیوسنتز این ماده در گرفته است، رزمارینیک اسید می
هاي گیاهی این خانواده را ، گونهگیاهان خانواده نعناعیان

اي مناسب براي تولید و افزایش بیوسنتز عنوان گزینهبه
کند. در بین گیاهان بومی ایران، رزمارینیک اسید معرفی می

هاي هاي متعددي از خانواده نعناعیان همچون گونهگونه
اي را در تولید توان یافت که پتانسیل بالقوهسالویا و مرزه را می

در بین الیسیتورهاي کنند.مارینیک اسید فراهم میرز
رکیب غیر آلی ترین تشدهوانادیل سولفات شناختهغیرزیستی،

عنوان یک الیسیتور براي تحریک تولید و وانادیوم است که به
رود. این ترکیب، هاي دارویی بکار مییا افزایش متابولیت

و باشدمیکه بشدت آبدوست بودهاي جامد و آبی رنگماده
ترین منبع وانادیوم در دلیل دوام بالاي آن، معروفبه

عنوان یکی از بهباشد. یون وانادیوم،ها میآزمایشگاه
کنون شود. تاهاي دو ظرفیتی شناخته میپایدارترین یون

گی این ترکیب در تحقیقات محدودي در رابطه با اثر انگیزند
سوسپانسیون هايهاي ثانویه در کشتافزایش متابولیت

موردسلولی انجام گرفته است. در تنها مطالعه انجام شده در
اثر وانادیل سولفات بر تولید رزمارینیک اسید، جورجیف و 

گرم میلی25/6، 5/12، 25، 50و 75هاي ) غلظت5همکاران (
در لیتر وانادیل سولفات را در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه 

نتایج ایشان نشان داد که پس از اُسطوخودوس استفاده کردند. 
ها در تمامی تیمارها نسبت به چهار ساعت، وزن خشک نمونه

کنترل کاهش یافت که آن را به پاسخ دفاعی به تنش 
محیطی وارده نسبت دادند. در ادامه و پس از هشت ساعت، 

که ها مشاهده شد تا جاییونهخشک نمافزایش وزن
لیتر بیشترین میزان درگرم میلی25/6و 5/12هاي غلظت

حساب وزن خشک از خود نشان دادند رشد را به
(دو تا شش درصد افزایش). آنها همچنین بیان کردند که 

هاي بکار رفته باعث افزایش وانادیل سولفات در تمامی غلظت
کلی در بطور. گردیدبیوسنتز رزمارینیک اسید نسبت به شاهد 

عنوان یک الیسیتور غیر تحقیق حاضر اثر وانادیل سولفات (به
هاي زیستی) بر روند جذب محیط کشت مایع بوسیله سلول

مرزه خوزستانی بررسی شد.

هامواد و روش
شت سوسپانسیون سلولیک

هاي بدست آمده از کشت در این آزمایش از سلول
بار واکشت 4سوسپانسیون سلولی مرزه خوزستانی پس از 

5-صوص، محیط کشت مایع بیدر همین خ. )11(استفاده شد
گرم در لیتر میلی200، ساکارزگرم در لیتر 30داراي ) 4(

گلوتامین - گرم در لیتر المیلی20و هیدرولیز شده کازیین 
کلاو محیط کشت به آن وتهیه گردید. کازیین پیش از اوت

حرارت، محلول اضافه شد اما به دلیل حساسیت گلوتامین به
ي میکروپور استریل و پس از ولرم شدن به هااین ماده با فیلتر

محیط کشت اوتوکلاو شده، در زیر لامینار به آن اضافه شد. 
اي آزمایش بیهاي رشدي انتخاب شده براي اینکنندهتنظیم

اي در غلظت یک بیگرم در لیتر و آيدر غلظت پنج میلی
و 5/2، صفرهاي وانادیل سولفاتگرم در لیتر بود. غلظتمیلی

6روي اچ محیط کشتاعمال گردید و پیگرم در لیترمیلی5
100هاي هاي آماده شده در ارلنتنظیم شد. در پایان، محیط

ها لیتر در هر ارلن) و درب ارلنمیلی20لیتري توزیع شد (میلی
فویل آلومینیوم بسته شد پنبه استریل وبصورت کامل با

را نیز پوشانده بود. بنحوي که فویل تقریبا تمامی گردن ارلن
اتمسفر به 1گراد و فشار سانتیدرجه120اوتوکلاو در شرایط 

انجام شد. براي شروع آزمایش، مقدار یک دقیقه15مدت 
ها ریخته گرم سلول در شرایط کاملا استریل توزین و در ارلن

. به )1(شکل تکرار در نظر گرفته شد3شد. براي هر تیمار 
انادیل سولفات بر کشت سلولی مرزه بررسی اثر ومنظور 

خوزستانی دو آزمایش صورت گرفت. 
ن میزان مصرف محیط تعییدر آزمایش نخست براي 

ها بفاصله هر دو روز تا روز ها، ارلنکشت توسط سلول
وزن خشک و هجدهم پس از کشت توزین شدند. در پایان

میزان رزمارینیک اسید آنها مورد بررسی قرار گرفت.
20و 5وانادیل سولفات در آزمایش دوم تیمارهاي

گرم در لیتر در روز سوم و یازدهم پس از واکشت اعمال میلی
ساعت پس از آن برداشت شده و با شاهد 48هاو نمونه

ها سه تکرار در نظر . براي هر کدام از غلظتمقایسه شدند
.گرفته شد

خوزستانی در ابتداي مرحله تیمار با وانادیل سولفاتهاي مرزهسلول-1شکل 
Figure 1. Cells of Satureja khuzistanica at the beginning of treatment stage with Vanadyl sulfate
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گیري رزمارینیک اسیداندازه
گیري میزان تولید رزمارینیک اسید دربراي اندازه

هاي خشک شدههاي سلولی مرزه خوزستانی، سلولکشت
روز) بوسیله 6گراد، درجه سانتی40تا 35(آون، دماي 

مراحل آماده سازي، هاي چینی کاملا پودر شدند. سپسبوته
استخراج و آنالیز رزمارینیک اسید بر اساس روش صحرارو و 

) انجام گرفت. 8همکاران (

و بحثنتایج
در آزمایش نخست، با کاربرد وانادیل سولفات میزان 

هاي مرزه خوزستانی با مصرف محیط کشت توسط سلول
کاهش ها مورد بررسی قرار گرفت. این فاکتور با توزین ارلن
گرم در لیتر وانادیل میلی5/2گیري شد. تیمار وزن اندازه

ترین میزان کاهش وزن را نشان داد سولفات، بیش
هاي مرزه خوزستانی در عبارت دیگر سلولالف). به-2(شکل 

5اند. تیمار محیط کشت را داشتهاین تیمار، بیشترین مصرف
تفاوت معنی داري با شاهد نداشت. بیشترین گرم در لیترمیلی

هده گرم در لیتر مشامیلی5/2کاهش وزن خشک در غلظت 
گرم در لیتر میلی5و 0هاي حالی بود که غلظتشد. این در

وانادیل سولفات وزن خشک تقریبا برابري داشتند 
ب). الگوي تولید رزمارینیک اسید روندي متفاوت را -2(شکل 

نشان داد. بیشترین میزان بیوسنتز رزمارینیک اسید در تیمار 

5و صفرهاي گرم در لیتر بدست آمد و تیمارمیلی5/2
ج). در - 2گرم در لیتر در رتبه بعدي قرار گرفتند (شکل میلی

هاي متفاوت هاي الیسیتور در زمانآزمایش دوم که تیمار
نیز نتایج قابل ندها برداشته شدصورت گرفت و سپس سلول
مارینیک اسید، وزن تر و خشک توجهی بدست آمد. میزان رز

یده شد روز پس از واکشت بیشتر از روز سوم د11ها در سلول
که بر اساس نتایج پیشین در رابطه با کشت سوسپانسیون 

داراي اهمیت نکته سلولی مرزه خوزستانی دور از انتظار نبود.
واکشت روز پس از11هاي بکار رفته در این است که تیمار

گیري شده نسبت به هاي اندازهاثربخشی بهتري در مشخصه
ور مثال مقادیر ). بطالف، ب و ج- 3شکل روز سوم داشتند (

هاي سلولی تیمار شده با الیسیتور گیري شده براي کشتاندازه
، 2/8،هاي سه روزهگرم در لیتر در سلولمیلی20صفر، پنج و 

(اختلاف کمترین تا گرم در لیتر وزن خشک2/7و 7/7
گرم میلی137و 140، 122و گرم)1بیشترین برابر با 
(اختلاف کمترین تا ک خشوزن بر گرم رزمارینیک اسید 
11هاي سلولبرايلیوبود گرم) میلی22بیشترین برابر با 

گرم در لیتر وزن خشک 4/17و 19، 17روزه،
و 175، 143و گرم) 2(اختلاف کمترین تا بیشترین برابر با 

(اختلاف گرم رزمارینیک اسید بر گرم وزن خشکمیلی144
شکل (بدست آمدگرم)میلی32کمترین تا بیشترین برابر با 

.)ب و ج- 3

کشت) توسط تأثیر وانادیل سولفات بر کشت سوسپانسیون سلولی مرزه خوزستانی: الف) میزان کاهش وزن محیط کشت (مصرف محیط-2شکل
ها و ج) اثر وانادیل سولفات بر بیوسنتز رزمارینیک اسیدروزه، ب) اثر وانادیل سولفات بر وزن خشک سلول18هاي مرزه خوزستانی در یک دوره کشت سلول

Figure 2. Effect of Vanadyl sulfate on cell culture of Satureja khuzistanica; a) Weight loss of medium (consumption of
medium) by cells of Satureja khuzistanica in a 18-day period, b) Effect of Vanadyl sulfate on cell dry weight, g) Effect of

Vanadyl sulfate on biosynthesis of rosmarinic acid
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تیمار با وانادیل سولفات در سه روز پس از همچنین 
ها نداشت ولی وزن خشک تر سلولواکشت اثر چندانی بر وزن

اسید نیز نسبت به شاهد به تدریج کاهش و میزان رزمارینیک
روز پس 11فاصله ست که درافزایش نشان داد. این درحالی

ها اثر مشهودتري از خود نشان دادند بطوریکه از واکشت تیمار
گیري شده در تیمار پنج دازهانيهابیشترین میزان شاخص

20دیده شد ولی تیمار وانادیل سولفات گرم در لیترمیلی
داري با شاهد نشان ندادفاوتی معنیگرم در لیتر تمیلی

.)الف، ب و ج-3شکل (
ترین ترکیب غیرآلی وانادیوم وانادیل سولفات شناخته شده

هاي دو یونعنوان یکی از پایدارتریناست. یون وانادیوم، به
شود. تاکنون تحقیقات محدودي در رابطه ظرفیتی شناخته می

هاي ثانویه در گی این ترکیب در افزایش متابولیتبا اثر انگیزند
کازیدو و هاي سوسپانسیون سلولی انجام گرفته است. کشت

) طی آزمایشی تاثیر کاربرد وانادیل سولفات را بر 2همکاران (
در کشت 1افزایش بیوسنتز پاکلیتاکسل و باکاتین سه

سوسپانسیون سلولی نوعی سرخدار مورد مطالعه قرار دادند
که قبل مولار بودمیلی05/0و1/0هاي انتخابی . غلظت)2(

هاي سوسپانسیون سلولی اضافه از اوتوکلاو به محیط کشت
ادامه 26ها به فاصله هر دو روز و تا روز گردید. برداشت داده

داشت. ایشان بیان نمودند که حضور وانادیل سولفات در 

ی لولمحیط کشت سوسپانسیون سلولی، باعث افزایش رشد س
هاي حاوي وانادیل خواهد شد چرا که وزن خشک تیمار

روزه 26سولفات از وزن خشک شاهد در طول دوره 
ه) بیشتر شد. همچنین در بین (بخصوص در اواخر دور

مولار افزایش رشد میلی1/0هاي بکار رفته، غلظت غلظت
نشان داد. از طرفی میزان 05/0بیشتري را نسبت به غلظت 

مولار وانادیل میلی05/0یبات هدف، در غلظت ترکبیوسنتز
مولار و شاهد بیشتر بود. غلظت میلی1/0سولفات از غلظت 

مولار وانادیل سولفات کمترین میزان پاکلیتاکسل و میلی1/0
خود اختصاص داد. همچنین جورجیف و باکاتین سه را به

گرم میلی25/6، 5/12، 25، 50و75هاي )، غلظت5همکاران (
لیتر وانادیل سولفات در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه در

داد وزن اسطوخودوس را مطالعه کردند. نتایج ایشان نشان
و به افزایش نهاد تا جاییکه ساعت ر8ها پس از خشک نمونه

گرم در لیتر بیشترین میزان میلی25/6و 5/12هاي غلظت
ش). از رشد را به از خود نشان دادند (دو تا شش درصد افزای

گرم در لیتر)، میلی50و 75هاي بالا (طرف دیگر، در غلظت
ها نسبت به شاهد کاهش یافت. آنها وزن خشک نمونه

هاي که وانادیل سولفات در تمامی غلظتهمچنین بیان کردند 
بکار رفته باعث افزایش بیوسنتز رزمارینیک اسید نسبت به 

ل سولفات بیشترین گرم در لیتر وانادیمیلی25شاهد شد. تیمار 
1- Baccatin III

هاي مرزه خشک (ب) و بیوسنتز رزمارینیک اسید (ج) در سلولاثر غلظت و زمان کاربرد وانادیل سولفات بر وزن تر (الف)، وزن-3شکل
خوزستانی

Figure 3. Effect of Vanadyl sulfate concentration and time of application on; a) Fresh weight, b) Dry weight, g)
biosynthesis of rosmarinic acid in cells of Satureja khuzistanica
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48خود اختصاص داد بطوریکه میزان افزایش تولید را به
گرم در لیتر رزمارینیک 9/3ساعت پس از شروع تیمار ها، 

برابر 8/2هاي سلولی بدست آمد که این مقدار اسید از نمونه
نیز همانطور که گفته آزمایش این دو هاي شاهد بود. درنمونه
تر و وانادیل سولفات افزایش وزنا هاي تیمار شده بسلولشد 

اسید را نسبت خشک و افزایش بیوسنتز رزمارینیک 
شتر گفته شد که اختلاف پیهاي شاهد نشان دادند.سلولبه

روز پس از 11گیري شده در فاصله هاي اندازهبین مشخصه
روز بود. 3هاي برداشت شده در تیمار واکشت بیشتر از داده
توان به آن اشاره کرد این است که ییکی از دلایلی که م

هاي نخستین پس از واکشت هنوز تحت تاثیر ها در روزسلول
واکشت بوده و تا سازگاري به شرایط جدید به زمان نیاز دارند 

هایی وجود دارند روز پس از واکشت سلول11ولی در فاصله 
ل به سر که با شرایط کشت سازگار شده و در رشد کام

هاي بیرونی واکنش بهتري نشان براین به تنشبرند بنامی
دهند. می

هاي زیستی و غیرزیستی ابزارهایی در دست الیسیتور

باشند که افزایش تولید پژوهشگران بیوتکنولوژي می
هاي دارویی مهم مانند رزمارینیک اسید را در پی متابولیت

ن یک عنواسولفات بهدارند. در این پژوهش، ماده وانادیل 
زیستی در کشت سوسپانسیون سلولی مرزه الیسیتور غیر

خوزستانی بکار رفت و نتایج قابل توجهی نشان داد. این ماده 
توده خشک را در حدهاي متفاوت توانست زيدر غلظت

افزایش بیوسنتز ماده شرایط نرمال نشان دهد و از طرف دیگر 
همچنین با . دارویی رزمارینیک اسید را نیز در پی داشته باشد

توان گفت تیمار با وانادیل سولفات مقایسه هر دو آزمایش می
زمان در تمام طول دوره اثربخشی کمتري نسبت به تیمار در

هاي بکار رفته نیز، کاربرد این زماندرخاص دارد. از طرفی
روز پس از واکشت نتیجه بهتري را در تولید و 11الیسیتور در 

سیون سلولی مرزه خوزستانی هاي سوسپانوري کشتبهره
تر موثرگرم در لیتر میلی5غلظت ها نیز داشته و از بین غلظت

توان کاربرد این ماده را در بنابراین می. واقع شده است
هاي سوسپانسیون سلولی مرزه خوزستانی براي تولید کشت

رزمارینیک اسید سفارش کرد.
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Abstract
Application of biotechnology for production and enhancing of important secondary

metabolite by plant cell cultures and elicitors is one of the most noteworthy researches by
scientists. This research was carried out with the aim of analysis the effects of Vanadyl Sulfate
(abiotic elicitor) on media consumption by Satureja khuzistanica cells under suspension culture.
Cells obtained after four subcultures from suspension culture of Satureja khuzistanica used in
the present study. B5 liquid medium containing 5 mg.l-1 BA (benzyl adenine) and 1 mg.l-1 IBA
(Indole-3-butyric acid) were prepared. Three levels of Vanadyl Sulfate (0, 2.5 and 5 mg.l-1)
were analyzed. According to results, the highest consuming rate of culture media and the lowest
cell dry weight obtained by 2.5 mg.l-1 Vanadyl sulfate. Furthermore, concentration of 5 mg.l-1

showed approximately equal content of dry biomass compared to the control condition. The
maximum biosynthesis of rosmarinic acid was obtained by cells in media containing 2.5 mg.l-1

Vanadyl sulfate. These results showed that application of Vanadyl sulfate have positive effects
on biosynthesis of rosmarinic acid. Altogether application of different concentrations of
Vanadyl sulfate as an abiotic elicitor in Satureja khuzistanica showed a normal dry matter
production; while rosmarinic acid was increased. Therefore, application of this elicitor in
suspension culture of Satureja khuzistanica is suggested to increase rosmarinic acid production.

Keywords: Biomass, Cell suspension, Elicitor, Plant metabolite
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