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 دهیکچ
ها کاربرد دارد. به علت مقدار بسیار کم آن در گیاه سرخدار،  ترین تاکسان در درمان بسیاری از سرطان تاکسول به عنوان مهم

ها از الیسیتورهای مختلف  های جایگزین مانند کشت سوسپانسیون سلولی و همچنین برای افزایش تولید تاکسان از روش

ها تحت  ای کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی سرخدار، میزان تولید تاکسانشود. در این پژوهش پس از الق استفاده می

( بررسی شدند. پس از القای کالوس در ساقه در 04، 04و mg/l 04( و کیتوزان )04، 04وMµ 04تاثیر جاسمونیک اسید )

گرم در  04گرم در لیتر جیبرلین، میلی 0/4گرم در لیتر کاینتین،  میلی D  ،0-4-2گرم در لیتر  میلی 0حاوی  B5محیط کشت 
سی سی در لیترآنتی اکسیدان، کشت سوسپانسیون سلولی در محیط کشت  04گرم در لیتر آگار همراه با  7لیتر ساکارز و 

B5  گرم در لیتر  0لیتر جیبرلین،  گرم در میلی 0/4گرم در لیتر کاینتین،  میلی 0/4گرم در لیتر پیکلرام،  میلی 0حاوی

روز پس از کشت، الیسیتورها اعمال و در  8سی در لیتر آنتی اکسیدان، انجام شد.  سی 04گرم در لیتر فروکتوز و  0ساکارز، 

گیری شدند. نتایج  و تاکسول اندازه IIIدی استیل باکاتین-PAL ،14پس از کشت، میزان فنل، فلاونوئید، آنزیم  07روز 

در کیتوزان نسبت به  PALو میزان فنل، فلاونوئید و آنزیم  درصد 21تاکسول ، گرم در لیتر میلی 34در کیتوزان نشان داد

درصد نسبت به شاهد  22گرم در لیتر  میلی 14در کیتوزان  IIIباکاتین دی استیل-14میزان  شاهد افزایش نشان دادند.

توان برای بهینه سازی تولید تجاری  اثیر بهتری نشان داد و میافزایش نشان دادند. کیتوزان نسبت به جاسمونیک اسید ت

 .های بیوراکتور از آن بهره گرفت تاکسول در سیستم
 

 .ها، سرخدار، ضد سرطان، کشت تعلیقی الیسیتور، تاکسان :ها  کلیدواژه

 

 مقدمه
( paclitaxel( نام تجاری ماده پاکلی تاکسل )Taxolتاکسول )

به ثبت رسیده  Bristol-Myers squibbباشد که توسط شرکت  می

در سال  Wall و   Wani. این ماده برای اولین بار توسط ]1[است 
. اکنون ]2[استخراج شد  .T.brevifolia Nuttاز پوست گونه  1791

ها  از داروی بسیار ارزشمند تاکسول برای درمان بسیاری از سرطان
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ترپنوئیدی  . درواقع تاکسول یک آلکالوئید دی]3[شود  استفاده می
. این ]4[ها به نام تاکسان تعلق دارد  ترپن است که به گروهی از دی

ولید ( تTaxusترکیب دارویی بسیار باارزش از گیاه سرخدار )
،  T. baccataهای شود که بیشترین مقدار آن در گونه می

T.brevifolia  وT.chinensis شناسی  . از نظر گیاه]5[شود  یافت می
تیره سرخدار در راسته مخروطیان و زیرشاخه بازدانگان قرار 

های این خانواده درختانی هستند که همیشه  ی گونه گیرد. همه می
ها به شکل متناوب آرایش  ایه و برگسبز، دو پایه و گاهی تک پ

پسند بوده و قادر است در  اند همچنین درخت سرخدار سایه یافته
محیط سایه رشد کند و فعالیت فیزیولوژیکی خود را با وجود نور 

. پوست تنه درخت بسیار ضخیم بوده و به ]6[کم ادامه دهد 
رای شود. گل آذین نر دا صورت فلس یا نوار از تنه درخت جدا می

پرچم احاطه شده و  14تا  6باشد که توسط  یک محور کوتاه می
شود. گل آذین ماده یک  در مجموع به شکل یک گرز دیده می

ها و یا در کنار  تخمک برافراشته محدود شده و در نوک شاخه
ها قرار گرفته است. میوه آن حاوی یک دانه که توسط بخش  برگ

. از زمان کشف تاکسول، ]9[گوشتی به نام آریل احاطه شده است 
انرژی قابل توجهی در تلاش برای افزایش استخراج تاکسول 

گذاری شده است. تولید تاکسول از گیاه اقتصادی نبوده و  سرمایه
یک علت بسیار مهم برای انتخاب روش جایگزین  تولید تاکسول، 

 10000تاکسول است که مصرف  )%05/0-001/0غلظت کم )
درخت سرخدار برای تولید  3000یا  کیلوگرم پوست تاکسوس

این، استخراج  بر . علاوه ]8[تنها یک کیلوگرم دارو ضروری است 
های  تاکسول از درخت سرخدار نیاز به سیستم پیچیده و تکنیک

قیمت دارد.  خاص تصفیه با استفاده از تکنولوژی پیشرفته و گران 
ها در  سانبا در نظر گرفتن موارد بالا و همچنین غلظت متغیر تاک

تاکسوس و نیز تقاضای بالا برای دارو، نیاز فوری به یافتن 
. یک ]7[های جایگزین منابع تولید تاکسول وجود دارد  روش

روش جایگزین برای تولید، از طریق روش نیمه سنتزی است که 
 IIIدی استیل باکاتین -10و  IIIنیازمند مواد حدواسط باکاتین 

باشد. یک منبع جایگزین و سازگار با  موجود در سرخدار می
محیط زیست برای تاکسول و ترکیبات آنالوگ، کشت سلول 

 Taxusهای سرخدار ) گیاهی است. از این نظر استفاده از گونه

spp برای کشت سوسپانسیون سلولی در شرایط کنترل شده و )
نولوژیکی، های بیوتک همچنین مقرون به صرفه بودن این سیستم

در حال حاضر یک روش انتخابی برای بدست آوردن تاکسول را 
دهد. با وجود این، سطح تولید برای برآوردن تقاضای  نشان می

ها در کشت  . برای افزایش تولید تاکسان]10[باشد  بازار ناکافی می
سازی شرایط  های گیاهی راهکارهای مختلفی مانند بهینه سلول

سلولی با تولید بالا و افزودن الیسیتورها یا های  کشت، انتخاب رده
های  توان بکار برد. با پیشرفت تکنولوژی، روش ها می ماده پیش

های ثانویه در گیاهان ابداع  مختلفی برای افزایش تولید متابولیت
باشد که  ها استفاده از الیسیتورها می شده است. یکی از این روش

. استفاده ]11،12[باشد  ها می یکی از پرکاربردترین و مفیدترین آن
از متیل جاسمونات یا جاسمونیک اسید و کیتوزان از جمله 

روند که در کشت  الیسیتورهای پرکاربرد و مفید به شمار می
شوند. جاسمونیک اسید و  سوسپانسیون سلولی گیاهان استفاده می

کنند و  متیل جاسمونات به عنوان ترکیبات انتقال سیگنال عمل می
شوند و  های دفاعی می های پروتئیناز و ژن لقای مهارکنندهباعث ا

. به ]13[دهند  متابولیسم ثانویه بسیاری از گیاهان را افزایش می
ها در افزایش تولید داروی ضد  ای، جاسمونات طور قابل توجه

های سلولی  های سرخدار و کشت سرطان تاکسول در انواع گونه
ساکارید طبیعی فراوان  ومین پلی. کیتوزان د]14،15[اند  موثر بوده

کنند  روی زمین بعد از سلولز است. برخی از مطالعات تایید می
که استفاده از کیتوزان به عنوان یک الیسیتور باعث افزایش تولید 

های سوسپانسیون سلولی گیاهان  های ثانویه در کشت متابولیت
عنوان مثال، افزودن کیتوزان در کشت  شود. به مختلف می

، منجر به افزایش Andrographis paniculataسپانسیون سلولی سو
. در پژوهشی، کیتوهپتاز، یکی ]16[مقدار فلاونوئیدها شده است 

 Taxusهای سلولی  از مشتقات کیتوزان، تولید تاکسول را در کشت

cuspidate نشان داده شده ]19[ طور قابل توجهی افزایش داد به .
و  MJل را به تنهایی یا در ترکیب با است که کیتوزان تولید تاکسو

Ag+ های  در کشت سلولT. chinensis 18[کند  تحریک می[. 
 

 ها مواد و روش
( از شهر تنکابن خریداری T.baccataهای گیاه سرخدار ) نهال

شدند و به گلخانه تحقیقاتی دانشکده کشاورزی زنجان با کنترل 
درجه  18شب گراد و دمای  درجه سانتی 25شرایط دمای روز 

درصد منتقل شدند. پس از رشد   95گراد و نیز رطوبت  سانتی
های تازه رشد کرده )به علت  های جدید، از سرشاخه سرشاخه
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ای  آلودگی کمتر( به عنوان ریزنمونه به منظور کشت درون شیشه
های جوان به آزمایشگاه  انتخاب شدند. پس از انتقال سرشاخه

دت یک ساعت زیر آب جاری قرار ها به م کشت بافت، ریزنمونه
های ساقه به مدت  ها از ساقه جدا و ریزنمونه گرفتند، سپس برگ

( قرار داده شدند، سپس V/Vدرصد ) 90یک دقیقه در الکل 
-12درصد به مدت  2ها در هیپوکلریت سدیم  بلافاصله ریزنمونه

دقیقه قرار داده شدند و در ادامه سه بار با آب مقطر استریل  10
ها با محلول کلرید  شو داده شدند. در مرحله آخر ریزنمونهشست

دقیقه ضدعفونی شده و سپس سه  8-10درصد به مدت  1/0جیوه 
بار با آب مقطر استریل شستشو داده شدند. بعد از اتمام مراحل 

متر برش داده شدند و  سانتی 5/1تا  1ها به اندازه  ضدعفونی، ساقه
 انتقال داده شدند.  های کشت حاوی محیط کشت به شیشه

های ساقه به صورت افقی بر روی  برای ااقای کالوس ریزنمونه
 D-4-2گرم در لیتر هورمون  میلی 4حاوی  ]B5 ]17محیط کشت 

گرم در لیتر هورمون  میلی 1)دی کلروفنوکسی استیک اسید(، 
گرم در لیتر  30گرم در لیتر هورمون جیبرلین، میلی 5/0کاینتین، 

گار همراه با گر 9ساکارز و  سی سی در لیترآنتی  10م در لیتر آ
ای شدن و رشد  اکسیدان، قرار داده شدند. برای جلوگیری از قهوه

اکسیدان استفاده شد. برای تهیه  ها از محلول آنتی بهتر کالوس
گرم در لیتر گلوتامین،  23/27محلول آنتی اکسیدان مقادیر 

رم در لیتر اسید گ 775/4گرم در لیتر اسیدآسکوربیک و  017/5
سیتریک وزن شدند و در یک لیتر آب مقطر حل شدند و سپس به 

های کشت شده، در  محیط کشت اضافه شدند، سپس ریزنمونه
گراد و نیز شرایط  درجه سانتی 25دستگاه اتاقک رشد با دمای 

هفته نگهداری  4الی  3کاملا تاریکی برای القای کالوس به مدت 
ها هر سه هفته یک بار در محیط  . واکشت کالوس]20[شدند 

گرم در لیتر  میلی 2حاوی  B5کشت  ها )محیط کشت رشد کالوس
گرم در لیتر  میلی 5/0گرم در لیتر کاینتین،  میلی 1/0پیکلرام، 
گرم در  9گرم در لیتر فروکتوز،  5گرم در لیتر ساکارز،  5جیبرلین، 

گار و همچنین  سی در لیتر آنتی اکسیدان(، صورت  سی 10لیتر آ
کشت  ها گیرد. بعد از به دست آمدن میزان مناسبی از کالوس می

 سوسپانسیون سلولی انجام شد.
برای استقرار کشت سوسپانسیون سلولی، در زیر هود لامینار 

سی  سی 100های  ها توزین شد و در ارلن گرم از کالوس 2مقدار 
ها ولی بدون  کشت مناسب رشد کالوس سی محیط سی 15حاوی 

گار، کشت شدند. ارلن های کشت بر روی شیکر انکوباتور  آ
درجه  25دور در دقیقه و در دمای  90رعت دورانی با س

 گراد و در شرایط کاملا تاریکی قرار داده شدند. سانتی
به منظور اعمال تیمار الیسیتورها، هشت روز پس از کشت 

های با کشت سوسپانسیون مناسب و  ها، ابتدا ارلن سلول
یکنواخت به زیر هود لامینار انتقال داده شدند. تیمار جاسمونیک 

میکرو مولار در سه تکرار  40و  20، 10  ( با سه غلظتJAاسید )
 50و  30، 10  ( با سه غلظتCHو همچنین تیمار کیتوزان )

ها اضافه شدند. پس از  گرم در لیتر و در سه تکرار، به ارلن میلی
های کشت به دستگاه شیکر انکوباتور با  اعمال تیمارها ارلن

سانتیگراد و شرایط درجه  25دور در دقیقه و دمای  90سرعت 
)روز هفدهم(  کاملا تاریکی منتقل شده و تا روز پایان تیماردهی

داخل شیکر انکوباتور نگهداری شدند. پس از پایان دوره میزان 
کروماتوگرافی توسط دستگاه   IIIدی استیل باکاتین -10تاکسول و 

 گیری شدند. اندازه (HPLCمایع  با کارایی بالا )
ها، ابتدا  گیری میزان تاکسان و اندازهمنظور استخراج  به
های سوسپانسیون سلولی توسط دستگاه فریزدرایر خشک  کشت

 200ها در  های پودر شده سلول گرم از نمونه 2شدند، سپس 
ساعت بر روی شیکر قرار داده شدند.  15لیتر متانول به مدت  میلی
ه دقیقه قرار داد 10ها در دستگاه اولتراسونیک به مدت  نمونه

شدند. از محلول هگزان و قیف جدا کننده برای حذف مواد قطبی 
اضافی استفاده شد و در آخر با استفاده از دی کلرومتان در سه 

ها در محلول دی کلرومتان حل  مرتبه شستشو انجام شد و تاکسان
ها جدا  شدند. با استفاده از دستگاه روتاری حلال را از تاکسان

لیتر استونیتریل حل کرده و به  میلی 2کرده و عصاره حاصل را در 
گیری مقدار تاکسول  جهت اندازه ]21[تزریق شد  HPLCدستگاه 

از دستگاه کروماتوگرافی مایع  با  IIIدی استیل باکاتین -10و 
( کناور ساخت کشور آلمان همراه با ستون HPLCکارایی بالا )

استفاده شد. از  C18متر  میلی x250 6/4دارای پرفکتسیل 
به عنوان فاز متحرک استفاده  HPLCهای استونیتریل/آب  حلال

 25لیتر بر دقیقه، دما  میلی 1شد و سرعت جریان حلال در ستون 
نانومتر و مقدار نمونه  UV 230گراد، طول موج  درجه سانتی
-10میکرولیتر در نظر گرفته شد. میزان تاکسول و  20تزریق شده 

بر اساس واحد میکروگرم بر گرم وزن  IIIدی استیل باکاتین 
خشک محلول سوسپانسیون گزارش شد. از استاندارد تاکسول و 
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برای تعیین منحنی کالیبراسیون استفاده   IIIدی استیل باکاتین -10
 شد.

گرم از نمونه کشت  5/0گیری میزان فنل کل ابتدا  برای اندازه
درصد به  80ل لیتر اتانو میلی 20سوسپانسیون فریز درایر شده با 

دقیقه هموژن شدند سپس مخلوط هموژن شده فیلتر شد  1مدت 
به مدت  g 10000و مایع صاف شده در دستگاه سانترفیوژ با دور 

 1لیتر از محلول رویی با  میلی 1دقیقه سانتریفیوژ شدند.  15
 9لیتر سدیم کربنات  میلی 10لیتر معرف فولین سیکالتیو و  میلی

لیتر رسانده  میلی 25آب مقطر به حجم  درصد مخلوط شد و با
نشین شدن باقی ماند. جذب  ساعت برای ته 1شد. سپس به مدت 

. ترکیبات فنلی با ]22[گیری شد  نانومتر اندازه 950در طول موج 
استفاده از منحنی استاندارد اسید گالیک برآورد شد و محتوای آن 

 گرم در گرم وزن خشک بیان شد. بر حسب میلی
 1/0لیتر متانول،  میلی 5/1ررسی میزان فلاونوئید ابتدا برای ب

لیتر آلومینیوم کلرید  میلی 1/0مولار،  1لیتر استات پتاسیم  میلی
میکرولیتر عصاره اتانولی بدست آمده در قسمت  500درصد،  10

دقیقه در  30لیتر آب مقطر اضافه شد و به مدت  میلی 8/2قبلی و 
 415جذب آن در طول موج دمای اتاق قرار داده شد سپس 

. ترکیبات فلاونوئیدی با استفاده از ]23[نانومتر خوانده شد 
منحنی استاندارد اسید کوئرسیتین برآورد شد و محتوای آن بر 

 گرم در گرم وزن خشک بیان شد. حسب میلی
لانین آمونیالیاز ) ( بر اساس روش PALفعالیت آنزیم فنیل آ

Beaudoin-Eagan  وThorpe برای این  ]24[رفت صورت گ .
 50لیتر بافر تریس ) میلی 3گرم توده سلولی در  2/0منظور مقدار 

( pH  2/8مرکاپتواتانول در   βمولار  میلی 15مولار حاوی  میلی
دور در  15000دقیقه و دور  20هموژن شدند. سپس به مدت 

 5/0لیتر بافر استخراج،  میلی 1دقیقه سانتریفیوژ شدند. در ادامه 

لانین -Lلیتر  میلی لیتر آب مقطر  میلی 4/0مولار،  میلی 10فنیل آ
لیتر از عصاره آنزیمی با هم مخلوط  میلی 4/0دوبار تقطیر و 

گراد به مدت یک ساعت  درجه سانتی 39شدند ودر دمای 
لیتر  میلی 1/0نگهداری شدند. مخلوط واکنش توسط 

ل مولار متوقف و اسید سینامیک توسط اتی 6اسیدکلریدریک 
استات استخراج شد. سپس اتیل استات تبخیر شد و باقیمانده در 

مولار حل شد و جذب  05/0لیتر هیدروکسید سدیم  میلی 1
نانومتر خوانده شد. فعالیت آنزیم  270محلول در طول موج 

PAL گرم پروتئین در  بر حسب میکرومول اسید سینامیک در میلی
 .ساعت تعیین شد و منحنی استاندارد رسم شد

و تجزیه واریانس  26ورژن  SPSSنتایج با استفاده از نرم افزار 
درصد بررسی شدند. برای مقایسه  5یک طرفه آنوا در سطح 

ها توسط نرم افزار  ها از آزمون دانکن و همچنین شکل میانگین
 رسم شدند. 2013اکسل 
 

 نتایج:
(، 1 پس از ایجاد کشت سوسپانسیانسیون سلولی سرخدار )شکل

( نشان داد که مقدار تاکسول و 1 تجریه واریانس )جدولنتایج 
در سطح یک درصد نسبت به نمونه  IIIدی استیل باکاتین -10

  باشند.  داری می کنترل اختلاف معنی
 میزان فنل کل:

تمام تیمارهای اعمال شده نسبت به نمونه شاهد افزایش 
با غلظت داری در محتوای فنل کل نشان دادند. تیمار کیتوزان  معنی

گرم در لیتر بیشترین میزان فنل کل را نسبت به نمونه شاهد  میلی 30
و دیگر تیمارها نشان داد. تیمارهای دیگر هم نسبت به یکدیگر 

دار بوده و کمترین میزان آن در تیمار جاسمونیک  اختلافشان معنی
 (.2 میکرومولار مشاهده گردید )شکل 10اسید با غلظت 

 

 
: سوسپانسیون Dهای رشد کرده،  : کالوسCهای ساقه،  های القا شده در ریزنمونه : کالوسB: ریزنمونه ساقه، Aمراحل کشت سوسپانسیون سلولی سرخدار: -1 شکل

 سلولی
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 میزان فلاونوئید
میزان فلاونوئید در کشت سوسپانسیون سلولی تحت بررسی 

تیمارهای اعمال شده نشان داد که تمامی تیمارها نسبت به نمونه 
داری ایجاد کردند. تیمارهای کیتوزان با غلظت  شاهد افزایش معنی

گرم در لیتر بیشترین میزان فلاونوئید را نشان دادند.  میلی 50و  30
میکرومولار  10ونیکاسید با غلظت در بین همه تیمارها تیمار جاسم

میزان فلاونوئید کمتری نسبت به تیمارهای دیگر داشت ولی تمامی 
 (.3 تیمارها نسبت به نمونه شاهد افزایش نشان دادند )شکل

 

 (:(PALمیزان فعالیت آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز 
نتایج نشان داد که تمامی تیمارها نسبت به نمونه شاهد افزایش 

داری را نشان دادند. بیشترین میزان فعالیت آنزیم فنیل  معنی
لانین آمونیالیاز در تیمار کیتوزان با غلظت  گرم در لیتر  میلی 30آ

و  50مشاهده شد. سپس به ترتیب تیمارهای کیتوزان با غلظت 
های  گرم در لیتر و همچنین جاسمونیک اسید با غلظت میلی 10
ترین میزان فعالیت آنزیم فنیل میکرومولار بیش 10و  40و  20

لانین آمونیالیاز را نسبت به نمونه شاهد نشان دادند )شکل  (.4آ

 
پس از گذشت ( M10،20،40µ( و جاسمونیک اسید )mg/l10،30،50میزان فنل کل در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه سرخدار تحت الیسیتورهای کیتوزان ) - 2شکل

 باشند درصد بر اساس آزمون آماری دانکن می 1روز. نتایج در سطح احتمال  19
 

 
( پس از  M10،20،40µ( و جاسمونیک اسید )mg/l10،30،50میزان فلاونوئید در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه سرخدار تحت الیسیتورهای کیتوزان ) -3شکل

 .باشند بر اساس آزمون آماری دانکن می درصد 1روز. نتایج در سطح احتمال  19گذشت 
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 تغییرات میزان تاکسول:
های کشت سوسپانسیون سلولی سرخدار نشان  نتایج آنالیز تاکسان

باشد.  دار می داد که مقدار تاکسول نسبت به نمونه شاهد معنی
گرم در  میلی 30بیشترین میزان تاکسول در تیمار کیتوزان با غلظت 

لیتر  نسبت به نمونه شاهد و سایر تیمارها مشاهده شد. مقدار 
گرم در لیتر  میلی 30یتوزان با غلظت افزایش تاکسول در تیمار ک

 30درصد نسبت به نمونه شاهد بود. بعد از تیمار کیتوزان  21

گرم در لیتر نمونه شاهد بیشترین میزان تاکسول را نشان داد و  میلی
باشد.  میکرومولار می 10پس از آن جاسمونیک اسید با غلظت 

و  10های  کمترین میزان تاکسول در تیمارهای کیتوزان با غلظت
 40و  20های  گرم در لیتر و جاسمونیک اسید با غلظت میلی 50

داری با یکدیگر  میکرومولار مشاهده شد که اختلاف معنی
 (.5 نداشتند )شکل

 

 
( پس M10،20،40µ( و جاسمونیک اسید )mg/l10،30،50در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه سرخدار تحت الیسیتورهای کیتوزان ) PALمیزان فعالیت آنزیم  -4شکل

 باشند درصد بر اساس آزمون آماری دانکن می 1روز. نتایج در سطح احتمال  19از گذشت 
 

 
( پس از گذشت M10،20،40µ( و جاسمونیک اسید )mg/l10،30،50الیسیتورهای کیتوزان )میزان تاکسول در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه سرخدار تحت  -5 شکل

 باشند درصد بر اساس آزمون دانکن می 1دار آماری در سطح احتمال  روز. حروف مشترک نشانگر عدم اختلاف معنی 19

0

2

4

6

8

10

12

control CH[10] CH[30] CH[50] JA[10] JA[20] JA[40]

P
A

L 
ac

ti
vi

ty
(u

/m
g 

p
ro

te
in

) 

Treatments 

f 

c 

a 
b 

e 

d 
e 

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

35.0

40.0

control CH[10] CH[30] CH[50] J[10] J[20] J[40]

Ta
xo

l c
o

n
ce

n
tr

at
io

n
 ( 

µ
g/

g 
D

W
) 

TretmentS concentration 

b 

d 

a 

d 

c 

d d 



 08 1404، بهار 2تکوینی سال هفدهم، شماره  شناسیعلمی زیست  فصلنامه
 

 :IIIباکاتین دی استیل -01تغییرات میزان 
تحت تاثیر تیمارهای III باکاتین دی استیل -10گیری میزان  اندازه

اعمال شده نشان داد که بین تیمارها و نمونه شاهد اختلاف 
 باکاتین دی استیل -10داری وجود دارد. بیشترین مقدار  معنی

III 62باشد که گرم در لیتر می میلی 10در تیمار کیتوزان با غلظت 
افزایش نشان داده است. بعد از آن  درصد  نسبت به نمونه شاهد

 20درصد(،  8میکرومولار) 40تیمار جاسمونیک اسید با غلظت 
درصد( نسبت به  9/4) میکرومولار 10درصد( و  6) میکرومولار

گرم در لیتر  میلی 30و  50نمونه شاهد افزایش نشان دادند. کیتوزان 
 (.6 لداری را نشان دادند )شک نسبت به نمونه شاهد کاهش معنی

 
 بحث

 باشد که برای تاکسول به عنوان موثرترین داروی ضد سرطان می

شود. تولید  ها استفاده می ای از سرطان درمان طیف گسترده
های  باشد که بر بقای گونه صنعتی تاکسول نیازمند سنتز گیاهی می

های جایگزین و  گذارد. بنابراین استفاده از روش سرخدار تاثیر می
تولید تاکسول امری ضروری است که با درک مسیر افزایش بازده 

پذیر  های دخیل در این مسیر امکان بیوسنتزی و همچنین ژن
. در حال حاضر الیسیتورها یکی از موثرترین ]25[باشد می

های مورد استفاده برای بهبود تولید بیوتکنولوژیکی  تکنیک
ن باشند. جاسمونیک اسید و مشتقات آ های ثانویه می متابولیت

های رشد و یا  کننده مانند متیل جاسمونات، به عنوان تنظیم
های رشد گیاه هستند که نقش بسیار مهمی در رشد و  بازدارنده

های محیطی دارند. اثرهای فیزیولوژیکی  نمو و پاسخ به تنش
 ها بستگی به نوع گونه گیاهی، نوع جاسمونات و جاسمونات

 اسید و مشتقات آن در. جاسمونیک ]26[غلظت بکار رفته دارد 
 

 
( و جاسمونیک اسید mg/l10،30،50در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه سرخدار تحت الیسیتورهای کیتوزان )III دی استیل باکاتین-10میزان  -6شکل

(M10،20،40µ پس از گذشت )باشند س آزمون آماری دانکن میدرصد بر اسا 1روز. نتایج در سطح احتمال  19. 
 

 نتایج تجزیه واریانس صفات مورد مطالعه در کشت سوسپانسیون سلولی سرخدار-1 جدول
 میانگین مربعات

 III دی استیل باکاتین-10 تاکسول PALآنزیم  فلاونوئید فنل کل df منابع تغییرات
 تیمار
 خطا

6 
14 

**29/2376 
33/4 

**03/18156 
94/116 

**83/23 
093/0 

**7/909 
054/0 

**08/9841 
665/0 

 63/0 1/2 8/3 4/5 6/2 )%( ضریب تغییرات
 .باشد می 01/0داری در سطح  ** بیان کننده اختلاف معنی
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گیاهان در پاسخ به عوامل زیستی و غیر زیستی موجب تاثیر بر 
روی عوامل رونویسی القاشونده با جاسمونیک اسید شده و 

شود. تاکنون سه عامل  های خاصی می موجب افزایش بیان ژن
رونویسی القاشونده با متیل جاسمونات در سرخدار شناسایی 

موجب تنظیم  های مسیر بیوسنتز تاکسول اند که بر روی ژن شده
. در پژوهشی نشان داده شد ]29[شوند  های مورد نظر می بیان ژن

که اثر متیل جاسمونات وابسته به مدت زمان اعمال تیمار بوده و 
ساعت بعد از اعمال متیل جاسمونات  18بیشترین بیان ژن در 
. همچنین استفاده از کیتوزان به عنوان ]29[مشاهده شده است 
های ثانویه در کشت  افزایش تولید متابولیتیک الیسیتور باعث 

در کشت  شود. سوسپانسیون سلولی در گیاهان مختلف می
از کیتوزان به عنوان یک  T. chinensisسوسپانسیون سلولی 

 .]28[ محرک برای بهبود تولید تاکسول استفاده شد
از مهمترین و III و باکاتینIII دی استیل باکاتین-10
ی سنتز تاکسول هستند و در کل میزان سازها ترین پیش کلیدی

باشد. از این دو پیش ماده  ها در گیاه نسبت به تاکسول بیشتر می آن
. ]27،30[ شود جهت تولید نیمه سنتتیک تاکسول استفاده می

بنابراین استفاده از تکنیک کشت بافت و کشت سوسپانسیون 
ارزش  سلولی برای افزایش تولید این دو پیش ماده بسیار مهم و با

ترکیبی است که در اواسط  IIIدی استیل باکاتین-10باشد.  می
دی استیل -10باشد و توسط آنزیم  مسیر بیوسنتز تاکسول می

شود.  تبدیل می IIIاستیل ترانسفراز به ترکیب باکاتین-ا   IIIباکاتین
هایی که در مسیر قبل از بیوسنتز این دو ترکیب مهم  بیان تمام ژن

و  III دی استیل باکاتین-10ی میزان تولید قرار دارند، بر رو
 باشند. تاثیر گذار می IIIباکاتین

-10در مطالعه حاضر، بررسی دقیق بر روی تولید تاکسول و 
، تحت تیمارهای کیتوزان با سه غلظت IIIدی استیل باکاتین 

گرم در لیتر و جاسمونیک اسید با سه غلظت  میلی 50و  10،30
پژوهش با توجه به نتایج نجام شد. میکرومولار ا 40و  10،20

نشان داد که  HPLCهای دستگاه  بدست آمده از آنالیز داده
دی استیل -10گرم در لیتر منجر به افزایش سنتز  میلی 10کیتوزان 
شد. با مشاهده افزایش سنتز مواد حد واسط مسیر  III باکاتین

های انتهای  توان به این نتیجه رسید که سنتز تاکسان بیوسنتز می
مسیر بیوسنتز کمتر باشد و طبق نتایج بدست آمده، این نتیجه به 

گرم در لیتر که موجب  میلی 10اثبات رسید و تیمار کیتوزان 

دی استیل -10سنتزی )حد واسط مسیر بیو  افزایش تولید تاکسان
( شده است و از طرفی تولید تاکسول دراین تیمار III باکاتین

دی استیل -10افزایش پیدا نکرده است. هرچه میزان ترکیب 
شود و بالعکس.  بیشتر باشد میزان تاکسول کمتر می III باکاتین

گرم در لیتر افزایش  میلی 30ترکیب تاکسول در تیمار کیتوزان 
 نشان داد.
های مختلف سرخدار حاوی انواع ترکیبات فنلی و  گونه

های مختلف  های گونه ها و شاخه فلاونوئیدی هستند. برگ
سرخدار به علت دارا بودن مقدار زیادی از ترکیبات فنلی مانند 
ایزوکورسیترین، کوئرسیتین، بیلوبتین و سیادوپیتسین، مورد توجه 

شناسایی  T.baccata. چهارده فلاونوئید در ]31[ گیرند قرار می
استفاده  .]32[ ها کوئرسیتین بوده است ترین آن اند که غالب شده

های مورد استفاده برای بهبود تولید  از الیسیتورها یکی از تکنیک
یه می متابولیت باشند. در پژوهش حاضر دیده شد که  های ثانو

گرم در لیتر با عث افزایش  میلی 30تیمار کیتوزان با غلظت 
نسبت به نمونه کنترل و دیگر تیمارها در میزان فنل کل داری  معنی

شد همچنین بیشترین میزان فلاونوئید در تیمارهای کیتوزان با 
گرم در لیتر نسبت به نمونه شاهد و  میلی 50و  30های  غلظت

دیگر تیمارها مشاهده شد. تمامی تیمارهای باعث افزایش 
ین مقدار فنل و دار نسبت به نمونه شاهد شدند ولی بیشتر معنی

 TALو  PALهای  فلاونوئید در تیمار کیتوزان مشاهده شد. آنزیم
لانین  دو آنزیم بسیار مهم می باشند که در تیدیل آمینو اسید فنیل آ

و تیروزین به اسیدهای فنولی سینامیک اسید و کوماریک اسید 
نقش دارند. بنابراین این دو آنزیم نقطه تنظیمی مهمی در بیوسنتز 

باشند و بسیاری از عوامل از جمله الیسیتورها،  بات فنلی میترکی
. در این ]33[دهند  ها را مورد هدف قرار می بیان ژن و فعالیت آن

پژوهش، در تمامی تیمارهای به کار رفته در کشت سوسپانسیون 
نسبت به نمونه شاهد افزایش یافته  PALسلولی، فعالیت آنزیم 

منجر به افزایش تولید  PALنزیم است. از طرفی افزایش فعالیت آ
شود و این ترکیبات با داشتن خاصیت آنتی  ترکیبات فنلی می

ها را در  های فعال اکسیژن، سلول اکسیدانی و از بین بردن گونه
 کنند. برابر تنش اکسیداتیو محافظت می
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ضد سرطان تاکسول و همچنین در حال انقراض بودن این  داروی
گونه باارزش و کند رشد، نیاز به استفاده از کشت سوسپانسیون 

باشد. در این پژوهش با استفاده از  سلولی بری تولید تاکسول می
الیستورهای کیتوزان و جاسمونیک اسید سعی در افزایش تولید 

یمار کیتوزان نسبت به تاکسول شد که نتایج آزمایش نشان داد ت
 تیمار جاسمونیک اسید از تاثیر بهتری برخوردار بود.
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