
 65      آنالیز بیوشیمیایی و آنتی اکسیدانی کافیئک...

 

 

 
Biochemical and Antioxidant Analysis of Caffeic 

Acid in Transgenic Hairy Roots of Purslane 

(Portulaca oleracea L.) Transformed with 

Agrobacterium rhizogenes
1
 

 
Farah Farahani  Professor, Department of Biology, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran (Corresponding 

 author). Abioqom2020@gmail.com 

Masoumeh Ansari Bidar Department of Biology, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran. masoumehbidar@yahoo.com 
Mohsen Zargar  Department of Biology, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran. zmohsen2000@yahoo.com 

 

Abstract 

Objective: Purslane is used in traditional medicine in many countries. Its roots 

contain beneficial secondary metabolites but in very low quantities. The aim of this study 

was to evaluate the application of a biotechnological method to enhance the production of 

pharmaceutically active compounds through hairy root induction.  

Materials and Methods: Disinfected purslane seeds were cultivated. Hypocotyl 

segments of seedlings were inoculated with Agrobacterium rhizogenes (strains A15 and 

A4). PCR (Polymerase Chain Reaction) was performed to confirm gene transfer. 

Inoculated hypocotyls and controls (non-inoculated) were cultured on solid Murashige 

and Skoog (MS, 1962) medium. Caffeic acid content in transgenic and control plants 
was analyzed via HPLC (High Performance Liquid Chromatography), and antioxidant 

activity was assessed using the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging 

assay.  
Findings: PCR confirmed the presence of the rolB gene from strains A15 and A4 in 

transgenic purslane compared to controls (lacking the rol gene). Callus formation was 

followed by hairy root induction. Transgenic hairy roots showed significant induction at 

the 5% probability level. HPLC analysis revealed 34% higher caffeic acid content in 

transgenic plants compared to controls. The antioxidant activity of transgenic purslane 

with strain A4 exhibited 86.737% inhibition at a low concentration.  

Conclusion: Transgenic hairy roots of purslane can be utilized to enhance the 

production yield of caffeic acid alkaloids for pharmaceutical industries.  
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های  آنالیز بیوشیمیایی و آنتی اکسیدانی کافیئک اسید ریشه

( تراریخته با .Portulaca oleracea Lمویین گیاه خرفه )

 1آگروباکتریوم ریزوژنز
 

 Abioqom2020@gmail.com. ()نویسنده مسئولشناسی، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، قم، ایران  استاد، گروه زیست فرح فراهانی
 masoumehbidar@yahoo.comن. شناسی، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، قم، ایرا گروه زیست معصومه انصاری بیدار 

 zmohsen2000@yahoo.com. شناسی، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، قم، ایران گروه زیست محسن زرگر 
 

  چکیده

شود. ریشه خرفه حاوی ترکیبات ثانویه مفید و به  خرفه در طب سنتی بسیاری از کشورها استفاده می هدف:

های زیست فناوری، به منظور افزایش  مقدار بسیار کم هستند. هدف تحقیق حاضر بررسی کاربرد یکی از روش

 باشد.  های مویین می تولید ترکیبات موثر دارویی با تولید ریشه

ها با آگروباکتریوم  های خرفه ضدعفونی شده کشت شدند، محور زیر لپه دانه رست دانه ا:ه مواد و روش

( برای تایید Polymerase Chain Reaction) PCRهای  ( تلقیح شدند. آزمایشA4و  A15های  ریزوژنز )جدایه

بر روی محیط کشت  انتقال ژن انجام شدند. محور زیر لپه گیاهان تلقیح شده و شاهد )تلقیح نشده با باکتری(

(Murashig & Skoog, 1962 )MS  جامد کشت داده شدند. وجود کافیئک اسید حاصل از گیاهان تراریخته و

( و فعالیت آنتی اکسیدانی با High Performance Liquid Chromatography) HPLCکنترل با آنالیزهای 

 رار گرفتند. ( مورد ارزیابی ق2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPHآزمون 

را در خرفه تراریخته نسبت به کنترل  A4و  A15های  از جدایه rolBحضور ژن  PCRهای  آزمایش ها: یافته

های مویین خرفه  های مویین القاء شدند. وجود ریشه ( نشان دادند. پس از تشکیل کالوس، ریشهrol)فاقد ژن 

بر وجود مقدار بیشتر کافئیک اسید در خرفه تراریخته  HPLCدار بودند. آنالیز  معنی 5تراریخته در سطح احتمال %

 A4درصد بالاتر بودند. فعالیت آنتی اکسیدانی خرفه تراریخته با جدایه  11را نسبت به شاهد تایید دارد، که 

 بودند که درصد بازدارندگی در غلظت پایین انجام شده است. 717/80

توانند برای افزایش بازده تولید آلکالوییدهای کافئیک اسید  میهای مویین خرفه تراریخته  ریشه گیری: نتیجه

 در صنایع داروسازی قابل استفاده باشند.

 انتقال ژن، خرفه، ریشه مویین، آنتی اکسیدان.ها:  کلیدواژه

                                                           
 80/83/0384: انتشارتاری    خ   ؛ 40/80/0384تاری    خ پذیرش:   ؛ 00/80/0384: بازنگریتاری    خ   ؛ 01/00/0380تاری    خ دریافت: 

آنالیز بیوشیمیایی و آنتی اکسیدانی کافیئک اسید  (.3401) فراهانی، فرح؛ انصاری بیدار، معصومه؛ زرگر، محسناستناد به این مقاله: 
 .84-65ص (،2)34 بیولوژی کاربردی، ( تراریخته با آگروباکتریوم ریزوژنز..Portulaca oleracea Lهای مویین گیاه خرفه ) ریشه
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 . مقدمه 1

شوند. ترکیبات طبیعی  گیاهان حاوی ترکیبات شیمیایی موثر، به عنوان گیاهان دارویی شناخته می
شوند.  ها حاصل می ها و دانه ها، میوه ها، ریشه ها، گل های مختلف شاخه، برگ گیاهان از بخش

(. 3گرفتند ) ها به عنوان دارو مورد استفاده قرار می های بسیار قدیم توسط انسان همچنین آنها از زمان
 وجود در گیاهان است.تاثیر مفید دارویی ترکیبات طبیعی گیاهان عموماً بدلیل تولید ترکیبات ثانویه م

های ثانویه مختلف، معمولًا  های گیاهی، به منظور تولید متابولیت ها و بافت سلول 1کشت در شیشه
های ژنتیکی، با موفقیت پایین همراه است. در سال های اخیر،  بدلیل مقدار بازده کم و ناپایداری

های  ریوم ریزوژنز برای تولید ریشهمحققان بسیاری به فرآیند تلقیح باکتری گرم منفی خاک آگروباکت
گروباکتریوم به عنوان یک ناقل طبیعی برای انتقال ژن عمل می مویین توجه کرده کند که موجب  اند. آ

های مویین حاصل از انتقال ژن بواسطه  (. ریشه2شود ) های مویین در گیاهان تراریخته می تولید ریشه
های ثانویه  یبات بیوشیمیایی پایدار و تولید متابولیتآگروباکتریوم ریزوژنز بدلیل رشد سریع، ترک

 (.1،4،5شوند ) نسبتاً زیاد، به طور گسترده برای تولید ترکیبات مفید گیاهی استفاده می
ترین گیاهان  به عنوان یکی از مهم 3در فهرست گیاهان دارویی سازمان بهداشت جهانی 2خرفه

(. خرفه با پراکندگی و فراوانی بسیار فراوان، 6نام اکسیر جهانی شناخته شده است ) دارویی بوده و به
در طب سنّتی بسیاری از کشورها کاربرد دارد. اخیراً بسیاری از مطالعات فارماکولوژیکی نشان دادند، 

ده و کبد، ادرارآور بوده و عصاره برگ آن در درمان درد کلیه که گیاه دارویی خرفه کاهنده دردهای مع
(. همچنین عامل ضدّدرد و ضدّسرفه بوده و نیز در کنترل قند خون بیماران دیابتی 7مفید است )
(. در بسیاری از نواحی دنیا شامل کشورهای شرق آسیا نیز به عنوان سبزی خوراکی 8کاربرد دارد )

زیستی دیگر ازجمله ضد التهاب بودن، انبساط ماهیچه و کنترل تب (. خواص ۵شود ) استفاده می
های قلبی و بهبود سیستم ایمنی انسان را نیز به عهده دارد. خرفه غنی از  (، ممانعت از حمله30)

ترین ترکیبات شیمیایی گیاه خرفه اسیدهای  بر این، از مهم (. علاوه33است ) 1-اسیدهای چرب امگا
 (، فرولیک اسیدCA( )32( و کافئیک اسید )HPی فلاون، مانند هسپیریدین )فنولیک و گلیکوزیدها

 ( گزارش شده است. از ترکیبات فعال زیستی مفید در سلامت باp-CA( )31و کوماریک اسید )
 ( و35(، فعالیت ضدسرطانی، هسپیریدین )34تاثیر آنتی اکسیدانی، فرولیک اسید و کافئیک اسید )

p-(. بنابراین، اجزاء متشکله فعال زیستی به 36ها هستند ) دارندگی رشد باکتریکوماریک اسید با باز
                                                           

1. In vitro 
2. Portulaca oleracea 

3. WHO 
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توانند قابل استفاده باشند.  عنوان مواد ترکیبات شیمیایی مارکر )معرف( در تشخیص عصاره خرفه می
( و کوماریک اسید 38(، فرولیک اسید )37بر فرماکوکینتیک هسپیریدین ) In vivoاخیراً، تحقیقات 

 متمرکز شده است. LC/MS/MSو  HPLC ،LC/MSترتیب با آنالیزهای  ( به3۵)
های هوایی خرفه، وجود استروییدها، پروتئین و  پژوهشی در نیجریه بر روی عصاره آبی اندام

(. پژوهش دیگری در اتیوپی، خواص آنتی اکسیدانی عصاره خرفه 20آلکالوییدها را گزارش نمودند )
ها را مهار یا به  (. ترکیبات آنتی اکسیدانی، اکسیداسیون چربی23د )های نر بررسی کردن را در موش
ای اکسیداسیون  های زنجیره ها از تشکیل و ازدیاد واکنش اندازند و یا در سایر مولکول تأخیر می

و  1های سنتتیک هیدروکسی تولوئن بوتیله (. از طرفی، کاربرد آنتی اکسیدان22کنند ) ممانعت می
ها و پتانسیل  در مواد غذایی بدلیل اثرات سمیت آنها در برخی گونه 2بوتیلههیدروکسی آنوسیل 

های طبیعی  های اخیر تحقیقات بر روی آنتی اکسیدان زایی احتمالی ممنوع شده است. در سال سرطان
 های (. گیاهان معطر و دارویی به دلیل متابولیت21و امن با منشاء گیاهی به شدت افزایش یافته است )

توانند با اهدای هیدروژن به  های طبیعی هستند. آنها می ه اصلی، خود منبع آنتی اکسیدانثانوی
پذیر، به عنوان آنتی اکسیدان عمل کنند و در نتیجه از تشکیل بیشتر  های بسیار واکنش رادیکال
یل و های هیدروکس ها جلوگیری نمایند. پتانسیل آنتی اکسیدانی آنها به تعداد و آرایش گروه رادیکال

(. گیاه خرفه دارای ترکیبات طبیعی با خواص آنتی اکسیدانی 24میزان ترکیب ساختار بستگی دارد )
باشد. امروزه  های آن بسیار کم و قابل استحصال نمی است، مقدار ترکیبات زیستی فعال در ریشه

آنتی  های زیست فناوری به منظور دستیابی به ترکیبات طبیعی تلاش بسیاری برای کاربرد روش
های زیست فناوری برای افزایش مقدار  رو تحقیق حاضر یکی از روش اکسیدان وجود دارد. از این

 های ثانویه با خواص آنتی اکسیدانی گیاه خرفه را مورد بررسی قرار داده است. متابولیت

 ها . مواد و روش2

 . مواد گیاهی2-1

ثانیه در ظروف حاوی  10به مدت  از شهرستان محلات تهیه شدند. بذرها 3بذرهای گیاه خرفه
ها تخلیه شده و سپس بذرها به ظرف حاوی محلول  درصد قرار گرفتند. اتانول درون ظرف 70اتانول 

دقیقه به هم زده  20درصد تحت شرایط استریل منتقل و به آرامی به مدت  30هیپوکلریت سدیم 
                                                           

1. BHT (Butylated Hydroxy Toluene) 

2. BHA (Butylated Hydroxyl Anisole)  

3. Portulaca oleracea L. 
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های ضدعفونی شده به  د. دانهشدند. در نهایت سه بار با آب مقطر ضدعفونی، شستشو داده شدن
 (.26منتقل گردیدند ) 1(25محیط کشت جامد )

 های باکتری . کشت جدایه2-2

گروه  2ها، از کلکسیون کشت باکتری ، باکتری آگروباکتریوم ریزوژنزA4و  A15های  جدایه
در کرج تهیه شدند.  3های علمی و صنعتی ایران بیوتکنولوژی، مرکز تحقیقات سازمان پژوهش

گرم بر  30گرم بر لیتر(، تریپتوفان ) 5حاوی عصاره مخمّر ) 4(LB) ها روی محیط کشت کتریبا
گار )30لیتر(، کلرید سدیم ) محیط کشت روی  pHگرم بر لیتر( کشت شدند و  35گرم بر لیتر( و آ

مکمّل با  LB میلی لیتر محیط 30دو جدایه مورد نظر باکتری در  های تنظیم گردید. کلنی 7عدد 
دور  330میلی لیتر( اضافه شدند و ظروف کشت بر روی شیکر ) 30میلی گرم، در  50امپیسین )ریف

ساعت قرار گرفتند، تا میزان تراکم آنها در طول  24درجه سانتیگراد به مدت  26در دقیقه( در دمای 
 (.27( باشد )6/0نانومتر ) 600موج نوری 

 های مویین خرفه . تولید و بقاء ریشه2-3

 های گیاه پریوش در محیط کشت جامد پس از استقرار گیاهچهده روز 
5
MS (25 دانه ،)

متری بریده  میلی 30های در شیشه رشد کردند. بخش محور زیرلپه آنها جدا شده و به قطعات  رست
 24فاقد هورمون، به مدت  MSشدند. قطعات حاصل به عنوان ریزنمونه بر روی محیط کشت جامد 

ها )سالم و یا زخمی شده( با فروبردن در  الف، ب(. ریزنمونه 3شکل ساعت کشت داده شدند )
گروباکتریوم ریزوژنز، به مدت  A15و  A4های  محلول سوسپانسیون جدایه دقیقه آلوده  10باکتری آ

درجه سانتیگراد، آنها به  24های باکتری در دمای  ها و جدایه کشتی ریزنمونه روز هم 2شدند. پس از 
میلی گرم بر لیتر، ضدعفونی شده با  100د حاوی آنتی بیوتیک سفوتاکسیم )جام MSمحیط کشت 

های شاهد دارای  ها منتقل گردیدند. نمونه های باکتری از ریزنمونه فیلتر( به منظور حذف جدایه
باکتری  A15و  A4های  کشتی با سویه های تیمار، اما فقدان هم های مشابه با نمونه ریزنمونه

جامد حاوی  MSهای تیمار شده برروی محیط کشت  وژنز را داشتند. ریزنمونهآگروباکتریوم ریز
                                                           

1. MS (Murashige and Skoog 1962) 

2. PTCC 

3. IROST 

4. Luria-Bertani 

5. Murashige and Skoog 1962 
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 8ساعت روشنایی/  36درجه سانتیگراد و دوره نوری  24سفوتاکسیم در اتاق رشد )شرایط بهینه دمای 
 های مویین نگهداری شدند. ساعت تاریکی( به منظور تولید ریشه

های سلولی( تشکیل  ی باکتری، ابتدا کالوس )تودهها ها با جدایه کشتی ریزنمونه روز هم 7پس از 
 های مویین جامد با شرایط بهینه کشت شدند و ریشه  MSها بر روی محیط کشت شدند. کالوس

ماه(،  1بار واکشت )به مدت  6روز قابل مشاهده بودند. پس از  20سانتیمتر پس از  4-5به طول 
جامد )فاقد هورمون( و بدون  MSکشت  های مویین طویل شده قطع گردیدند و به محیط ریشه

های باکتری در اطراف  بار تکرار شد، تا زمانی که جدایه 4-1سفوتاکسیم منتقل شدند. این روش 
 (.26ها مشاهده نشدند ) ریزنمونه

 های مویین ریشه 1. آنالیز2-4

ژنومی  DNAاز  PCRمورد آزمایش قرار گرفتند. در آنالیز  rolBهای مویین برای حضور ژن  ریشه
و پرایمر معکوس  'GTTCTCGCGAGAAGATGCA-3 -'5)پرایمر فوروارد  RolB780و پرایمر 

5'-CAGTTTCGCATCTTGACAG-3' استفاده گردید، که قطعه )bp780 از ژن rol  تکثیر شدند
با  PCRهای  )پرایمرها از شرکت پیشگام و مارکر لدر از شرکت فرمنتاس تهیه شدند(. شرایط آزمایش

میکرولیتر  Taq ،4/0میکرولیتر بافر  2میکرولیتر(،  2گیاهی )با حجم  DNAنانوگرم  2مقدار 
dNTPs (30  ،)میکرولیتر  5/0میلی مولارDNA ( واحد/ میکرولیتر  5پلیمرازTaq ،)2  میکرولیتر

میکرولیتر آب  3/33میلی مولار(،  3میکرولیتر از هر پرایمر ) 3میلی مولار(،  50کلرید منیزیم )
با  PCRهای  میکرولیتر بهینه شده است. برنامه انجام آزمایش 2یل دیونیزه و کل محلول مذکور استر

 58دقیقه(،  3درجه سانتیگراد ) ۵5سیکل(، برنامه دمای هر سیکل شامل  15دستگاه ترموسایکلر )
 DNA (.2۵، 28دقیقه( انجام شده است ) 3درجه سانتیگراد ) 72دقیقه( و  3درجه سانتیگراد )

گروباکتریوم ریزوژنز با روش تجزیه آلکالینی )قلیایی(  A15و  A4های  پلاسمید جدایه باکتری آ
های خرفه غیرتراریخته به  ریشه DNAپلاسمید به عنوان شاهد مثبت و  DNAاستخراج شد. این نمونه 

 (.10عنوان شاهد منفی در نظر گرفته شدند )

 تکثیرشده DNA. ژل الکترفورز 2-5

درصد در بافر تریس استیک برومیک اسید  2شده بوسیله الکتروفورز ژل آگاروز محصول تکثیر
(1Xجدا شده بودند و با رنگ )  آمیزی برموفنل بلو و گزیلن سیانول اتیدیوم بروماید تشخیص داده

                                                           
1. PCR (Poly Chain Reaction) 
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 (. 13های نور ماوراء بنفش قابل رویت بودند ) شدند و با استفاده از لامپ

 HPLCالیز . استخراج کافئیک اسید و آن2-6

 A15و  A4های  های مویین حاصل از خرفه تراریخته با جدایه های خرفه تراریخته و ریشه ریشه
درجه سانتیگراد( خشک و با آسیاب پودر شدند.  24باکتری آگروباکتریوم ریزوژنز در دمای اتاق )

دقیقه  ۵0ت مولار( به مد 3/0لیتر محلول اسید کلریدریک ) میلی 5میلی گرم پودر حاصل با  300
میکرومتر( صاف شد و برای آنالیز  45/0مخلوط شد. عصاره حاصل با فیلتر کاغذی )قطر منافذ 

HPLC ( آنالیز 12آماده گردید .)HPLC  با دستگاهKnauer  ساخت برلین، آلمان( مجهز به ستون(
C18 (25  سانتیمتر 6/4 و شناساگر اشعه ماوراء بنفش انجام شد. فاز متح )رک ستون سانتیمتر

 درصد( و شرایط 5درصد(، استونیتریل ) ۵5مولار ) 02/0محلول فسفات دی هیدروژن پتاسیم 
pH 1  میکرولیتر بود.  20نانومتر بودند و حجم تزریق هر بار  280و طول موج شناسایی 

 . تعیین فعالیت آنتی اکسیدانی2-1

 (.11شده است ) میزان فعالیت آنتی اکسیدانی کافئیک اسید با روش کوکیک انجام
 تا 300های مختلف ) های مویین خرفه تراریخته در غلظت لیتر محلول عصاره ریشه میلی 4

 مولار( میکرو 500) DPPHمیلی لیتر محلول متانولی  3بر میلی لیتر( با  میلی گرم 600
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazylمخلوط شد. مخلوط حاصل کاملًا هم )  10زده شده و به مدت 

میزان جذب نوری محلول در طول  1سنجی دقیقه در دمای اتاق ثابت گذاشته شد. با دستگاه طیف
گیری شده و از متانول به عنوان محلول بلانک استفاده گردید. جذب نوری  نانومتر اندازه 537موج 
 های آزاد است. فعالیت آنتی اکسیدانی دهنده سرعت حذف بالاتر رادیکال تر محلول نشان پایین

 شود: )برحسب درصد( طبق فرمول زیر محاسبه می
 جذب نوری نمونه / جذب نوری محلول بلانک( -)جذب نوری محلول بلانک  × DPPH  = )%(300ظرفیت حذف 

DPPH scavenging capacity (%) = 100 × (Ablank – Asample / Ablank) 
 .عصاره ریشه مویین خرفه تراریخته نمونه:متانول،  محلول بلانک:

 ها سه بار تکرار شدند. همه آزمایش

ها برای تعیین میانگین و انحراف معیار و آزمون  های حاصل از نتایج آزمایش آنالیز آماری داده
 ( انجام شد. 23)نسخه  SPSSافزار  دانکن با نرم

                                                           
1. Shimadzu series UV1700 
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 های مویین  . القاء ریشه3-1

و  A4های  ( تلقیح شده با جدایهP. oleraceaهای مویین از ریزنمونه محور زیرلپه خرفه ) ریشه
A15  های  (. یافته3روز قابل مشاهده بودند )شکل  6-30باکتری آگروباکتریوم ریزوژنز تقریباً پس از

% مشاهده شد که ۵1تحقیق حاضر نشان دادند، بالاترین میزان تراریخته در نمونه محور زیرلپه خرفه 
معنادار بودند. میزان نمونه  05/0آماری در سطح احتمال  باکتری تلقیح شده که از نظر A15با جدایه 

حضور ژن را در ژنوم  PCR% مشاهده شد. آنالیز 67باکتری تلقیح شده  A4خرفه تراریخته با جدایه 
ژن مورد نظر بر روی ژل الکتروفورز نمونه  bp 700(. قطعه 2کند )شکل  گیاه خرفه تراریخته تایید می

گیاه خرفه تراریخته مشابه نمونه شاهد مثبت )پلاسمید باکتری( مشاهده شد، به طوری که این قطعه 
 در خرفه غیرتراریخته )نمونه شاهد منفی( رویت نشد. 

 . ارزیابی کافئیک اسید تولید شده3-2

های ثانویه نسبت به  ولید یا ارتقاء تولید متابولیتترین کاربردهای ریشه مویین، ت یکی از مهم
آوری  فاقد هورمون جمع MSهای مویین کشت شده در محیط کشت  های معمولی است. ریشه ریشه

مورد استفاده قرار گرفتند. همانطور که در  HPLCگردید و برای تعیین مقدار کافئیک اسید با دستگاه 
نسبت به  711/1ه متابولیت ثانویه کافئیک اسید در دقیقه ( آمده است، قله منحنی مربوط ب1شکل )

 A4های  (. نتایج مقدار کافئیک اسید گیاهان خرفه تراریخته با جدایه3استاندارد رویت گردید )جدول 
را نشان دادند  05/0نسبت به گیاه شاهد )غیرتراریخته( تفاوت معنادار در سطح احتمال  A15و 

ن بازداری گیاهان خرفه غیرتراریخته و تراریخته تلقیح شده با های زما (. قله1-5های  )شکل
دقیقه بودند  871/1دقیقه و  8/1دقیقه،  837/1دقیقه و به ترتیب  4تا  1بین  A15و  A4های  جدایه

 (.1)شکل 
( 3درصد بود. همانطور که در جدول ) 021/64مقدار کافئیک اسید ریشه خرفه غیرتراریخته 

و  A4های  های مویین خرفه تراریخته با جدایه ئیک اسید تولید شده در ریشهآمده است، مقدار کاف
A15  736/۵2درصد و  321/۵3تفاوت معناداری نسبت به گیاه شاهد داشتند و مقدار آنها به ترتیب 

(. بنابراین، با تکنیک تولید 4درصد بیشتر از گیاه شاهد است )شکل  14درصد بودند که تقریباً 
ن، مقدار کافئیک اسید در خرفه تراریخته نسبت به شاهد، به طور قابل توجهی افزایش های مویی ریشه

تایید شد. عموماً  05/0یافته است. مقادیر میانگین در آنالیزهای آماری آزمون دانکن با سطح احتمال 
ویی، داری افزوده شده که در صنایع دار های مویین تراریخته به طور معنی سطح آلکالوییدها در ریشه
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 شیمیایی و تجاری کاربرد دارد. 

  DPPH. فعالیت حذف رادیکال ها با واکنش 3-3

 های یک ماده آلی بسیار پایدار با رنگ بنفش تیره است که دامنه طول موج DPPHترکیب 
کند. یک پروتون از هر مولکول دهنده، عمدتاً ترکیبات فنلی را دریافت  را جذب می 528-535

های ثانویه یا  (. به طوری که غلظت متابولیت14شود ) تر و تقریباً زرد می رنگکند و رنگ آن کم می
ها  درجه هیدروکسیلاسیون ترکیبات آلکالوییدی افزایش یافته است. همچنین فعالیت حذف رادیکال

(. 15تواند به عنوان فعالیت آنتی اکسیدانی شناخته شود ) بیشتر شده و می DPPHتوسط ترکیب 
های شاهد و تیمارها )عصاره ریشه غیرتراریخته  ها توسط کافئیک اسید در نمونه دیکالفعالیت حذف را

(. 5( با تغییر رنگ نشان داده شده است )شکل A5و  A4های  های مویین تراریخته با جدایه و ریشه
 همانطور که مقدار کافئیک اسید افزایش یافته، یک ارتقاء منظم در فعالیت حذف رادیکال توسط

اهده شده است. ویژگی آنتی اکسیدانی کافئیک اسید با فعالیت حذف رادیکال آزاد با تعیین آن مش
DPPH  (. در همه 3ارزیابی شد و نتایج به صورت درصد بازدارندگی نشان داده شده است )جدول

درصد بدست آمد. بیشینه فعالیت آنتی  71/86درصد تا  ۵2/48ها دامنه درصد بازدارندگی از  نمونه
باکتری A4 درصد( در ریشه مویین خرفه تراریخته با جدایه  717/86یدانی )درصد بازدارندگی، اکس

های شاهد و تیمارها در یک گروه قرار دارند  بندی دانکن، نمونه (. طبق گروه2مشاهده گردید )جدول 
 دار نبودند.  % معنی5و در سطح احتمال 

و  A4های  های مویین تراریخته با تلقیح جدایه شهمقادیر درصد بازدارندگی ریشه غیرتراریخته و ری
A15  درصد بودند. نتایج نشان دادند فعالیت  717/86درصد و  41/75درصد،  ۵27/48به ترتیب

ها، مقادیر  باکتری در مقایسه با سایر ریشه A4آنتی اکسیدانی در ریشه مویین تراریخته با تلقیح جدایه 
تواند به عنوان یک  ( نشان داد، گیاه خرفه می2در جدول ) مندرج DPPHخیلی کم داشت. ارزیابی 

کنندگی رادیکال  های آزاد تا حد معینی عمل کند. از طرفی، هرگونه کارآیی حذف کننده رادیکال حذف
آزاد برحسب نوع حلال مورد استفاده و گیاهان مورد مطالعه، متفاوت بود. بیشترین فعالیت آنتی 

مشاهده گردید. این مسئله  A4ریشه مویین خرفه تراریخته تلقیح با سویه  اکسیدانی در عصاره متانولی
های قطبی بیشتر  های با قطبیت بیشتر و توانایی استخراج آنها با حلال باید بدلیل حضور آنتی اکسیدان

های  باشند. همچنین فعالیت آنتی اکسیدانی ریشهA4 در ریشه مویین خرفه تراریخته تلقیح با سویه 
تراریخته تلقیح شده با دو سویه، تقریباً با نتایج برخی تحقیقات در گیاه خرفه، نسبتاً نزدیک مویین 

 (. 16هستند )
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درصد انتقال ژن و تولید خرفه تراریخته را از ریزنمونه  60نتایج تحقیق حاضر وجود بیش از 
ریخته را از ریزنمونه محور ( بیشترین درصد ترا2005و همکاران ) 1محور زیرلپه نشان دادند. لیور

های  ( میزان ریزنمونه2034و همکاران ) 2شاکرن (.17گزارش کردند ) Ruta graveolensزیرلپه گیاه 
(. انواع 18% گزارش کردند )55باکتری را  A4تلقیح شده با جدایه  Datura metelگیاه تراریخته 

گروباکتریوم ریزوژنز در میزان توانایی جدایه  های بارزی ها تفاوت آلودگی ریزنمونه های باکتری آ
 توانند در رسان می های پیام های باکتری، نوع ریزنمونه و مولکول (. جدایه1۵دهند ) را نشان می

های مویین در گیاهان بویژه  (. ریشه40های مویین گیاه تراریخته موثر باشند ) میزان تولید ریشه
کنند که فاکتور اساسی در افزایش کارآیی  تراریخته با آگروباکتریوم ریزوژنز، تولید انشعابات فرعی می

لکتروفورز ژنوم گیاه ( وجود این قطعه را بر روی ژل ا2005(. لیور و همکاران )43بیوماس آنها است )
Ruta graveolens ( 28، 17نشان دادند.) 

های مختلف آگروباکتریوم ریزوژنز القاء شده، با ناقل پلاسمید این  های متنوع با جدایه انتقال ژن
های مویین، ادغام  در ریشه T-DNAهای  (. بنابراین، بیان متنوع ژن42ها انجام شده است ) باکتری

 های متعدد ادغام شده ها و تعداد کپی ژنومی ریزنمونه DNAدر جایگاه متفاوت  T-DNAهای  ژن
T-DNA (. مقدار کافئیک 41های مویین هستند ) ها دلیلی بر تنوع اختصاصی در تشکیل ریشه ژنوم

و همکاران  3درصد گزارش شدند.چنگ ۵0های تراریخته تحقیق حاضر بیش از  اسید در نمونه
گزارش کردند  HPLC ،6۵/0± 5/۵8کافئیک اسید در گیاه خرفه را با دستگاه  ( میانگین مقدار2033)

های  های ثانویه در سویه (. تفاوت مقدار تولید متابولیت44که به نتایج تحقیق حاضر نزدیک است )
 های گذاشته شده در ژنوم گیاه و الگوهای بیان ژن مختلف باکتری، بدلیل تفاوت در تعداد کپی

T-DNA (. 45های باکتری گزارش شده است ) های مویین تراریخته با جدایه ر ریشهمتفاوت د
(. 46به درون ژنوم گیاه مربوط مربوط است ) T-DNAاحتمالًا تفاوت دیگر به نوع روش تزریق 

تواند بدلیل تاثیر ژن بر تقسیم سلولی و در نتیجه افزایش پتانسیل  های مویین می افزایش بیوماس ریشه
های  های آزاد نمونه (. نتایج درصد بازدارندگی و حذف رادیکال46های ثانویه باشد ) لیتبیوسنتز متابو

بینی کردند عمدتاً حلال  درصد بودند که مطالعات گذشته پیش 80تا  40خرفه تراریخته در محدوده 
                                                           

1. Lievre 

2. Shakeran 

3. Cheng 
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ی توان فعالیت آنت طوری که عموماً می ها استفاده شده است. به قطبی برای استخراج آنتی اکسیدان
بیشترین فعالیت آنتی  (.47اکسیدانی بیشتر را در گیاهانی که با متانول استخراج شده، مشاهده کرد )

خرفه گزارش شده است. به طوری که، تنوع فعالیت آنتی اکسیدانی گیاهان  PG2اکسیدانی در واریته 
تاثیر داشت  های حلال مختلف بر روی نوع و ساختار ترکیبات کافئیک اسید متفاوت خرفه و سیستم

(. گزارشات متعددی وجود دارد که فعالیت آنتی اکسیدانی از تعداد و آرایش گروه هیدروکسیل، 16)
 (. 50، 4۵، 48پذیرد ) همچنین گلیکوزیلاسیون تاثیر می

 گیری  . نتیجه5

باکتری  A15و  A4های  های مویین خرفه تراریخته با بهترین جدایه در پژوهش حاضر ریشه
م ریزوژنز القاء شده و با بالاترین سرعت رشد، پایداری ژنتیکی و انشعابات جانبی خوب آگروباکتریو

توانند برای افزایش بازده تولید آلکالوییدهای کافئیک  های مویین خرفه می مشخص گردیدند. ریشه
اسید در صنایع داروسازی قابل استفاده باشند. عصاره خرفه فعالیت آنتی اکسیدانی قوی داشت. 

توان به عنوان یک آنتی اکسیدان طبیعی با قابلیت دسترسی راحت استفاده  براین، از این عصاره میبنا
 کرد.

 . قدردانی6

نماییم. همچنین از دکتر  از دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم برای حمایت از این پروژه تشکر می
( برای در IROST، های علمی و صنعتی ایران حمیده افقی )گروه بیوتکنولوژی، سازمان پژوهش

گروباکتریوم ریزوژنز قدردانی می اختیار گذاشتن سویه  گردد. های باکتری آ
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 پیوست

           

های مویین القاء شده از ریزنمونه محور زیرلپه خرفه ریشه -1شکل 
1

 

 باکتری A15، باکتری، ب( تلقیح با جدایه A4الف( تلقیح با جدایه 

 

 
 های مویین، در ریشه PCRبا واکنش  rolژن  bp 1۳۳ ،DNAتکثیر قطعه  -2شکل 

A پرایمر )VirD338 B) پرایمر RolB780  

Lad لدر( وزن مولکولی مارکر :bp 5۳ ،)Lane1 :DNA  ریشه مویین تراریخته با جدایهA4، 

Lane2 :DNA  ریشه مویین تراریخته با جدایهA15 ،Lane3 :DNA ،)باکتری آگروباکتریوم ریزوژنز )شاهد مثبت 

Lane4 :DNA )ریشه غیرتراریخته )شاهد منفی 
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 الف

 ب
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 نانومتر برای تشخیص کافئیک اسید. 21۳، طول موج HPLCگروماتوگرام با دستگاه  -3شکل 

 الف( کافئیک اسید استاندارد، ب( کافئیک اسید موجود در ریشه غیرتراریخته، ج( کافئیک اسید موجود در

  A15، د( کافئیک اسید موجود در ریشه مویین تراریخته با جدایه A4ریشه مویین تراریخته با جدایه 

 الف

Peak 3.733 

Peak 3.817 

Peak 3.800 

Peak 3.783 

 ب

 ج

 د
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نانومتر برای تشخیص کافئیک اسید مورد مطالعه.  21۳، طول موج HPLCای با دستگاه  گروماتوگرام مقایسه -4شکل 

 (، کافئیک اسید موجود در ریشهNT.Rریخته )(، کافئیک اسید موجود در ریشه غیرتراCA.Sکافئیک اسید استاندارد )

 A15 (NT.R15)(، کافئیک اسید موجود در ریشه مویین تراریخته با جدایه NT.R4) A4مویین تراریخته با جدایه 

 
       TR.L4           TR.L15                NT.R             Control 

)شاهد(،  DPPHها براساس فعالیت آنتی اکسیدانی در خرفه، محلول  لیتپذیری ترکیبات متابو مقایسه تغییرات رنگ -5شکل 

 (، TR.L15باکتری ) A15(، عصاره ریشه مویین تراریخته با جدایه NT.Rعصاره ریشه غیرتراریخته )

 A4 (TR.L4)عصاره ریشه مویین تراریخته با جدایه 

 حنی کافئیک اسید خرفهدامنه زمان بازداری )برحسب دقیقه( و دامنه سطح زیر من -1جدول 

 های غیرتراریخته خرفه،  های استاندارد، ریشه نمونه ،HPLCبا دستگاه 

 A15و  A4های  های مویین تراریخته خرفه با جدایه ریشه

قله سطح زیر 

 منحنی )%(

دامنه سطح زیر 

  منحنی )%(

قله زمان 

  بازداری )دقیقه(

دامنه زمان 

  بازداری )دقیقه(
 نمونه

 کافئیک اسید استاندارد ۹5/10-417/1 733/3 435/0-13۹/0 18۹/99

 کافئیک اسید در ریشه غیرتراریخته ۹۹7/10-2۹7/2 817/3 9۹8/2-75/2 033/۹4

71۹/92 152/0-855/1 783/3 7/10-233/2 
کافئیک اسید در ریشه مویین تراریخته 

 A15با جدایه 

123/91 0۹4/0-128/0 80/3 9/10-433/1 
کافئیک اسید در ریشه مویین تراریخته 

 A4با جدایه 
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 میانگین درصد بازدارندگی )فعالیت آنتی اکسیدانی( ریشه غیرتراریخته، ریشه مویین تراریخته -2جدول 

باکتری در گیاه خرفه A4باکتری و ریشه مویین تراریخته با جدایه  A15با جدایه 
1

 

 انحراف معیار ±میانگین درصد بازدارندگی  نمونه

 a  0312/0 ± 927/48 ریشه غیرتراریخته

 A15 a  0707/0 ± 43/75ریشه مویین تراریخته با جدایه 

 A4 a  2183/0 ± 737/8۹ریشه مویین تراریخته با جدایه 

 

  

                                                           
1. Portulaca oleracea 




