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و بافت مجله  243 1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي سلول

و بافتيپژوهشمقاله  پژوهشي)-(علمي مجله سلول
 243-250، 1392 پاييز،3، شماره4جلد

 رمنه كوهيد كالوسو كشت سوسپانسيون سلوليبررسي توليد آرتيمزينين در گياه، كشت
Artemisia aucheri Boiss 

.،Pharm.D 1.، محدثه حجتيPh.D 2. سعيد دوازده امامي،*Ph.D 1. غلامرضا اصغري ،Pharm.D 1عاطفه شكوري

. .،Ph.D 1زهرا وليان M.Sc 3متين اصغري

 اصفهان، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، اصفهانمركز تحقيقات علوم دارويي-1
و منابع طبيعي استان اصفهان، اصفهان-2  مركز تحقيقات كشاورزي
و منابع طبيعي دانشگاه تهرانگروه بيوتكنولوژي كشاورزي-3 ، پرديس كشاورزي
 asghari@pharm.mui.ac.ir پست الكترونيك نويسنده مسئول:*

 1/5/1392تاريخ پذيرش: 21/5/1391تاريخ دريافت:

 چكيده

دليل اهميت آرتميزينين در درمان مالاريـا، توليـد آرتميـزينين در مي باشد. به Artemisiaآرتميزينين مهمترين متابوليت جنس هدف:

و كشت سوسپانسيون سلولي گيـاه بررسـي شـد. همچنـين توانـايي تبـديلات بيوشـيميايي در جهـت توليـد  درمنه كوهي، كشت كالوس

 آرتميزينين در كشت سوسپانسيون گياه ارزيابي شد. 

و روش و انتقال دانه رستبا جمع آوري اندام هوايي گيا ها:مواد (ه و اسكوگ دسـت ) كـالوس بـهMSها به محيط كشت جامد موراشيگ

و سوسپانسيون سلولي حاصل شد. بررسي وجود آرتميزينين در عصاره دي كلرومتاني انـدام  آمد. كالوس هاي به محيط كشت مايع منتقل

و سوسپانسيون سلولي گياه با روش  گر GCو TLCهوايي گياه، كالوس بهانجام و آرتميزياكتون سـاز عنوان پـيشفت. كلسترول، بيزابولول

و توليد آرتميزينين با   بررسي شد. GCآرتميزينين به سوسپانسيون افزوده

��محيط حاوي:نتايج
� )Kinetin5/0(D,-4-2)��

�5/0،(NAA)��
و محيط حـاوي�1 (BA)��

و�25/0 (NAA)��
) بـراي رشـد�05/0

و GCو TLCر مثبت بر رشد كالوس داشت. بر اساس نتايج كالوس مناسب بود. نور تاثي توليد آرتيميزنين در گياه اثبات نشد ولي كـالوس

و آرتميزياكتون به سوسپانسيون سلولي درمنه كوهي بر  سوسپانسيون سلولي، گياه آرتميزينين توليد كردند اما افزودن كلسترول، بيزابولول

ميبه توليد بيشتر آرتميزينين تاثير نداشت.  ساز مناسبي براي توليد آرتميزينين در گياه درمنه كوهي نيست.رسد اين تركيبات پيشنظر

مينتيجه گيري: بهاين مطالعه نشان داد كه رغم عدم هاي نوين تركيب ارزشمند آرتيميزنين را در درمنه كوهي عليكارگيري روشتوان با

 توليد آن در گياه تهيه نمود.

، كشت سلولي، تبديلات بيوشيمياييArtemisia aucheri Boiss آرتميزينين،: واژگان كليدي
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و كشت سوسپانسيونبررسي توليد آرتيمزينين در گياه، كشت انو همكار غلامرضا اصغري ... كالوس

و 244  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي بافتمجله سلول

 مقدمه

و يكم، مالاريا به عنوان يك بيماري قديمي، امروز، در قرن بيست
همچنان سلامت مردم را در بسياري از كشورهاي جهـان تهديـد 

كند. سالانه بيش از چند صد ميليون مورد ابتلا به مالاريـا در مي
آنجهان گزارش مي هـا جـان شود كه حدود يك ميليون نفـر از

(خود را از دست مي ).1دهند

پ و مشتقات حاصل از آن از ركاربردترين داروهـاي آرتميزينين
شـوند كـه اثـر ضد مالاريا در بازار دارويي جهان محسوب مي

و مناسب در برابرگونه و مقاوم بـه دهي سريع، ايمن هاي حساس
) كه2دارو دارند ). آرتميزينين، يك سزكوئي ترپن لاكتوني است

هـاي مختلـف جـنس آرتميزيـا از جملـه طور طبيعي در گونـهبه
Artemisia annua L) حال راندمان ). با اين3يافت مي شود

(توليد اين تركيب به درصـد5/0تا01/0طور طبيعي پائين است
و توليد اين ماده در صنعت از لحاظ اقتصادي با  وزن خشك گياه)

) در4نوع طبيعي آن رقابت ندارد ). از اين رو افزايش بازده توليد
و كشت سلولي حاصل از آن مورد توج ه قرار گرفته است.گياه

و اسـتريل كشت بافت گياهي كه در محيط هاي كشت مصنوعي
هاي اختصاصي بـراي توليـد گيرد سرشار از آنزيمشده صورت مي

باشــد. همچنــين امكــان شناســايي هــاي گيــاهي مــيمتابوليــت
و تركيبات واسطه آن در اين محيط ها وجود مسيرهاي بيوسنتز

هـاي گيـاهي را فـراهم متابوليـت دارد كه زمينه توليد بيشتر
(مي ).5كند

توليد آرتميزينين، در كشت بافت گياهي بارها مورد مطالعه قـرار
و نتايج آن ارائه شده است. ايجاد شرايط مناسـب در  گرفته است

ــيشايــن كشــت ــديل پ ــه تب ــا، زمين ــر ه ســازهاي طبيعــي نظي
و دي هيدروآرتميزينيك اسيد را  فراهم كرده آرتميزينيك اسيد

هاي رشد، القاگرهـا است. اثر عوامل متعدد، از قبيل تنظيم كننده
و پيش سازها بر ميزان آرتميزينين توليدي بررسـي شـده اسـت. 

و همچنين تلاش هـايي در جهـت بهتـر كـردن شـرايط فيزيكـي
و قند صورت گرفتهpHشيميايي نظير نور، دما،  ، غلظت نيترات

) ).12-6است

Artemisia aucheri Boiss اي از جنس(درمنه كوهي) گونه
Artemisia است كه به فراواني در نقاط مختلف ايران پراكنـده

) ). بر اساس مطالعات انجام گرفته، گيـاه درمنـه كـوهي13است
كنـد امـا ژن اصـلي مسـير بيوسـنتزآن آرتميزينين را توليد نمي

و احتمـال فعـال شـدن آن در محـيط كشـت  درگياه وجود دارد
(س گونـه دارد كـه 450). اين جنس بـالغ بـر14لولي وجود دارد

هاي گياه نيـز گـزارش شـده عدم توليد آرتميزنين در اغلب گونه
) توانـد ). يكي از علل عدم توليد آرتميـزينين مـي16و15است

علـت عـدم بيـان آنـزيم توليد نشدن تركيبات واسطه در گياه بـه
و يا فعـال نشـدن آن خاص درگير در ايجاد حلقه سزكوئي ترپن 

) به17باشد و ). كاهش توليد آرتميزينين علـت عوامـل فنـوتيپي
ژنوتيپي حتي در خود گونه درمنـه خـزري گـزارش شـده اسـت 

و18( ). با توجه به جايگاه درماني آرتميزينين در درمـان مالاريـا
فراواني گياه درمنه كوهي در ايران، در اين مطالعه كشت كـالوس 

لولي گيـاه انجـام شـد. عـلاوه بـر ايـن توليـدو سوسپانسيون سـ
و توانايي تبـديلات بيوشـيميايي در آن مـدنظر قـرار  آرتميزينين

 گرفت.

هاو روشمواد

گيــاه درمنــه كــوهي تهيــه نمونــه گيــاهي مــورد تحقيــق:

)Artemisia aucheri Boiss ازكيلـومتر 17/3/1389) در تاريخ
از سطح دريا توسط متر 1650زفره در ارتفاع-جاده اصفهان 60

و منابع طبيعي استان  كارشناسان مركز تحقيقات جهاد كشاورزي
در 1384اصفهان تهيـه شـد. نمونـه هربـاريومي آن بـه شـماره 

هرباريوم گروه فارماكوگنوزي دانشكده داروسازي دانشگاه اصفهان
 داري مي شود.نگه

بذر گياه تحت شـرايط آسـپتيك در زيـر كـابين كشت كالوس:

و بعد بـا3درجه به مدت96نار ايرفلو، ابتدا با اتانول لامي دقيقه
از9درصد به مدت1هيپوكلريت سديم  دقيقه استريل شد. پس

و به پتري ديش3 هاي اسـتريل بار شستشو با آب مقطر استريل
هـاي اسـتريل در اتـاق هاي حـاوي دانـهمنتقل شد. پتري ديش

و دمـاي  گـراد نگـه دارييدرجـه سـانت25±2كشت در تاريكي
و اسـكوگ  شدند. براي توليد كالوس، محـيط كشـت موراشـيگ

)MSو سيتوكينين به عنـوان تنظـيم ) جامد با تركيبي از اكسين
هفت تيمار مختلف1هاي رشد گياهي به كار رفت. جدول كننده

ميكار رفته در محيطبه تكـرار5دهد كـه در هاي كشت را نشان
هاي رشد يافتـه بـه با انتقال دانه رستانجام گرفت. كالوس گياه 

هـاي كشـت ظروف كشت جامد ايجاد شد. سپس نيمي از محيط
و بقيه در شرايط24در تاريكي  و16ساعت ساعت8ساعت نور

تاريكي در اتاق كشت نگه داري شد. واكشـت كـالوس بـا انتقـال 
و تازه كالوس به محيط كشت تـازه صـورت گرفـت  قطعه شاداب

كه1عه آناليز آرتيميزنين برروي كالوس تيمار شماره ). مطال19(
و توليـد آرتيميـزنين7بهترين رشد را داشت تا نسل ادامه يافت

 در ساير تيمارها مورد مطالعه قرار نگرفت.
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انو همكار غلامرضا اصغري ...و كشت سوسپانسيون كالوسبررسي توليد آرتيمزينين در گياه، كشت

و بافت  245 1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

 درمنه كوهي تيمارهاي مختلف تنظيم كننده هاي رشد مورد استفاده در كشت كالوس:1جدول

1234567 محيط كشت شماره تيمار

2-4-D (mg/l) 5/0000010

α-NAA (mg/l) 1/05/005/005/0000

Kinetin (mg/l) 5/05/00002/00

BAP (mg/l) 005/025/05/000
2,4-D: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, NAA: Naphtaleneacetic acid,  
BAP: Benzylaminopurine 

 

كشت سوسپانسـيون بـا انتقـال قطعـات كشت سوسپانسيون:

به محيط كشت مايع مشابه محيط1شاداب كالوس تيمار شماره 
هـا در طـول كشت كالوس ولي فاقد آگار انجام شد. ايـن محـيط

در 100زمان كشت برروي تكان دهنده دوار دقيقه، در اتـاق دور
كشت قرار داشت. واكشت سوسپانسيون بـا عبـور سوسپانسـيون 
حاصل از يك صافي استريل تحـت شـرايط اسـتريل بـه محـيط 

 كشت تازه صورت گرفت.

و سوسپانسـيون بررسي حضور آرتميـزينين در كـالوس

از TLCبراي انجام:TLCسلولي گياه درمنه كوهي به روش 

و عصاره دي كلرومتاني اندام هوايي گياه، كالوس هاي نسل هفتم
روش ماسراسـيون بـا خيسـاندن هاي نسل سوم بـهسوسپانسيون

ــا ســلول و ي ــالوس ــودر عصــاره خشــك ك ــده پ ــر ش ــاي فيلت ه
24مـدت در حـلال آلـي بـه1بـه5سوسپانسيون كه به نسبت 

عنـوانبه 2546OGFساعت قرار گرفته بودند انجام شد. سليكاژل
و سيسـتم حـلال اتيـل اسـتات ) 6:4( پتروليـوم اتـر-فاز ثابـت

ــه (ب ــرك انتخــــاب گرديــد ). جهــت20عنــوان فــــاز متح
اسيد-آشكارســـازي مـــــواد مورد نظـــر، از معــرف وانيلين

).21اسـپري شـد( TLCسولفوريك استفاده كه بـرروي صـفحه 

.د استفاده قرار گرفتعنوان شاهد موراستاندارد آرتميزينين به

و،بررسي وجود آرتميزينين در اندام هوايي گياه كـالوس

گـاز سوسپانسيون سلولي با دستگاه گـاز كرومـاتوگرافي:

و FID، داراي دتكتـور Perkin-Elmerكروماتوگرافي با دستگاه
و قطر داخلي30به طول HP-5MSستون ميلـي متـر3/0متر

گـراد درجه سـانتي 100انجام شد. برنامه حرارتي ستون از دماي
و تا دماي  و دما در هـر درجه سانتي 270شروع گراد ادامه يافت

و دمـاي20دقيقه  درجه افـزايش يافـت. دمـاي اتاقـك تزريـق
ازدرجه سانتي 270ردياب  صـفحه گراد بود. فراكسيون جدا شده
TLC وبه ميكروليتـر آن بـه دسـتگاه2/0عنوان نمونه انتخـاب

و ظهور پيـك يعنـي زمـان بـازداري  تزريق شد. زمان بين تزريق

)Rt و بـا و با زمان بازداري نمونه استاندارد آرتميـزينين ) بررسي
(استفاده از بيزابولن به ).22عنوان استاندارد داخلي مقايسه شد

ت بيوشيميايي سوسپانسيون گيـاه بررسي توانايي تبديلا

منظـور بهبـود توليـد آرتميـزينين، كلسـترول،به درمنه كوهي:

و آرتميزياكتون كه ساختار مشـابه آرتميـزينين دارنـد  بيزابولول
ساز استفاده شدند. محلول استوك ايـن عنوان سوبستراي پيشبه

��درصد آماده شد. كلسترول به ميـزان99مواد در اتانول 
�100 ،

��بيزابولول
��و آرتميزياكتون �50

به كار گرفتـه شـد. بـا �120
هاي سرعت رشد سوسپانسيون، سوبسترا به سوسپانسيونتوجه به

و به ازاي هر سوبسترا سه ظرف سوسپانسـيون  هفته سوم افزوده
هـا روز بعد از افزودن سوبسترا، سوسپانسيون6در نظرگرفته شد. 

د و عصاره و خشك شدند آن25/0كلرومتانونييجمع آوري گرم
از5/0بدست آمد. آناليز توليد آرتميزينين بـا تزريـق  ميكروليتـر

و سطح زيـر  هر نمونه به دستگاه گازكروماتوگرافي صورت گرفت
منظور مقايسه تغييرات احتمالي بـا پيك حاصل بررسي گرديد. به

5/0نمونه شاهد سلولي، به سه ظرف از سوسپانسيون هـر كـدام 
و ميلي روز روي شـيكر قـرار گرفـت.6ليتر آب مقطر افزوده شد

همچنــين تســت شــاهد محــيط كشــت بــا افــزودن هــر يــك از 
هـاي كشـت فاقـد استانداردهاي سوبسترا به طور مجزا به محيط

) ).23سلول انجام شد

 نتايج

و كشت سوسپانسيون:  ايجاد كشت كالوس

م هـاي مختلـف تنظـيهاي حاوي غلظتكشت كالوس در محيط
دسـت آمـده در هاي رشد نتايج متفاوتي داشت. نتـايج بـهكننده

نمايش داده شـده اسـت. همچنـين مشـاهده شـد كـه2جدول 
و16كالوس رشد يافته در شرايط  سـاعت تـاريكي8ساعت نـور

و رشد بهتري نسبت به كالوس نگه و شاداب بوده داري سبز رنگ
سـاعت24ط شده در تاريكي داشت. كالوس رشد يافته در شـراي
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و كشت سوسپانسيونبررسي توليد آرتيمزينين در گياه، كشت انو همكار غلامرضا اصغري ... كالوس

و 246  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي بافتمجله سلول

و كرمـي  رنگ تهيه شد.تاريكي، كرم رنگ بود. كشت سوسپانسـيون يكنواخـت

و شادابي كالوس:2 جدول  هاي رشد تيمارهاي مختلف تنظيم كنندهدر درمنه كوهي رشد

1234567 محيط كشت شماره تيمار
-++ ++++ ++++ +++++ ميزان رشد

- نكروزه كمي شاداب شاداب شاداب نكروزه بسيار شاداب ميزان شادابي

 عدم رشد-،++ رشد كند،++++ رشد تند،+ رشد بسيار كند
 است. متر مكعب سانتي2+++ رشد متوسط به طور تقريب هر مثبت بيانگر مساحتي معادل

و سوسپانسـيون،اندام هوايي گيـاه آناليز عصاره كـالوس

 TLC:سلولي با 

نشان داده شده است در بررسي عصـاره1طور كه در شكل همان
TLC ،4كالوس كشت شده در دو شرايط نوري متفاوت به روش 

ـــا ـــيون ب ـــدfR)2/0،4/0،52/0،76/0فراكس ـــاهده ش . ) مش
،R)23/0،4/0،52/0فراكسـيون بـا4سوسپانسيون سلولي نيـز

وfR=52/0) را نشان داد. استاندارد آرتميزينين بانـدي بـا76/0
ــا يكــي ازfRرنــگ بــنفش ايجــاد كــرد كــه از لحــاظ و رنــگ ب

و سوسپانســيون فراكســيون هــاي ايجــاد شــده از نمونــه كــالوس
مطابقت داشت ولي اين باند در عصاره اندام هـوايي گيـاه حضـور 

 نداشت.

، كالوس تاريكي(Aسوسپانسيون(  TLC: آناليز1شكل (B)كالوس روشنايي ، (C)گياه، (D)استاندارد آرتميزينين ، (E(

،نتايج بررسي وجود آرتميـزينين در انـدام هـوايي گيـاه

ــاز ــتگاه گ ــا دس ــلولي ب ــيون س و سوسپانس ــالوس  ك

 كروماتوگرافي:

نشان داده شده است با تزريق استاندارد2طور كه در شكل همان
دقيقهtR=6/5آرتميزينين به دستگاه گاز كروماتوگرافي پيك با 

و  در كروماتوگرام مربوطه حاصل شد. نمونـه مربـوط بـه كـالوس
tR=6/5يك پيك به ترتيب با سوسپانسيون سلولي نيز هر كدام 

دقيقه ايجاد كردند ولي ايـن پيـك در عصـاره انـدامtR=66/5و
 هوايي گياه حضور نداشت.
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انو همكار غلامرضا اصغري ...و كشت سوسپانسيون كالوسبررسي توليد آرتيمزينين در گياه، كشت

و بافت  247 1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

تر  GC: آناليز2شكل ، كالوس، سوسپانسيونعصارها به ، استاندارد آرتميزينينتيب از راست به چپ: گياه

(سوسپانسـيون  GCآناليز:3شكل ، شـاهد ، كلسـترول ، بيزابولـول عصارها حاصل از تبديلات بيوشيميايي به ترتيب از راسـت بـه چـپ: آرتميزيـاكتون
 سلولي فاقد پيش ساز)
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و كشت سوسپانسيونبررسي توليد آرتيمزينين در گياه، كشت انو همكار غلامرضا اصغري ... كالوس

و 248  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي بافتمجله سلول

 بررسي توانايي تبديلات بيوشيميايي:

5/0تزريـق نشـان داده شـده اسـت بـا3طور كه در شكل همان
 ميكروليتر از عصاره نمونـه شـاهد سـلولي بـه دسـتگاه پيـك بـا

6/5=tRمتر مربع مشاهده شد كه ميلي26/81و مساحت تقريبي
درصد از مساحت كل پيـك حاصـل را شـامل شـد. نمونـه53/0

و بيزابولول هر كدام پيك مشـابه  حاوي كلسترول، آرتميزياكتون
(ميلي30/79ترتيب به مساحت به درصد مساحت52/0متر مربع

(ميلي14/21كل پيك حاصل)،  درصـد مسـاحت14/0متر مربع
و  (ميلي7/75كل پيك حاصل) درصـد مسـاحت49/0متر مربع

كل پيك حاصل) ايجاد كردند. نمونه مربوط بـه بيزابولـول پيـك 
دقيقـه ايجـاد كـرد. بـا تزريـق اسـتانداردtR=05/7ديگـري بـا 

 دقيقه حاصل شد.tR=02/7با بيزابولول پيك 

 بحث

هاي ايجاد شـده در در بررسي كشت كالوس مشاهده شد كالوس
و رشـد محيط هـاي كشـت متفـاوت داراي خصوصـيات ظـاهري

ميمتفاوت هستند. بر اساس نتايج به توان به اين نكته دست آمده
و نسبت هورمون هاي تنظيم كننده رشد در ايجاد پي برد كه نوع

ت و مايز سلولي نقش بسزايي داشته است. نتايج مشابه نيز كالوس
ــط  ــارانش Ziaتوس ــاه24(و همك ــورد گي  Artemisia) در م

absinthium دست آمده است. همچنين مشاهده شد كـالوسبه
و سرعت رشد متفاوت  كشت شده در شرايط نوري متفاوت، رنگ

فيزيكـي عنوان يك فاكتور داشته كه حاكي از اين است كه نور به
و قدرت فتوسنتز آن اثر گذار بوده است.  در رشد كالوس

و سوسپانسيون درمنـه TLCدر بررسي حاصل از عصاره كالوس
و رنـگ مشـابه بـا اسـتاندارد آرتميـزينينfRكوهي، بانـدي بـا 
و به ميمشاهده شد رسد آرتميزينين در كشت سـلولي گيـاه نظر
ان توليد شده است دام هـوايي گيـاه حضـور ولي اين باند در عصاره

ارها بـراي شناسـايي آرتميـزينينب TLC نداشت. در مطالعات قبلي
بـراي)25(و همكارانش Quispe-Condoriكار گرفته شده است. به

شناسايي آرتميزينين در عصاره هاي مختلف درمنه خزري از متد 
TLC .استفاده كردندSarin وSing  )26(نيـز در مطالعـه خـود بـر

بـــه شناســـايي TLCبـــا Artemisia scopariaروي كـــالوس 
 آرتميزينين پرداختند

هاي كشت شـده در شـرايط نـوري همچنين مشاهده شد كالوس
و بـهfRمتفاوت باندهاي مشابهي از لحاظ  و رنگ ايجـاد كردنـد

رسد نور نتوانسته است تاثيري بر نوع تركيبـات توليـدي نظر مي

ــ ــا مقايســه در ك ــذارد، ام ــا TLCالوس بگ ــالوس ب حاصــل از ك
هايي را نمايان كرد كـه بيـانگر تـوان سوسپانسيون سلولي تفاوت

 ها است.بيوشيميايي متفاوت اين محيط

با بررسي نتايج گازكروماتوگرافي، مشاهده شد كه نمونه مربوط به
و سوسپانسيون سلولي پيك با زمان بازداري (  ) مشابه Rtكالوس

بهاس و ميتاندارد آرتميزينين دارند رسد آرتميزينين در ايـن نظر
( Pengها وجـود دارد. نمونه و27و همكـارانش ) نيـز شناسـايي
و پيشاندازه بهگيري آرتميزينين طور مسـتقيم بـا سازهاي آن را

و يك رابطه خطي بين غلظتانجا GC-FIDدستگاه  هايم دادند
و سطح  بهاستاندارد آرتميزينين  دست آوردند.طيف حاصل

علي رغم عدم تاييد توليد آرتيميزنين در گياه درمنـه كـوهي بـر
رود مسير توليـد آرتميـزينين در اساس نتايج حاصل احتمال مي

و تنظيم كننده هاي رشـد در فعـال كشت سلولي گياه فعال شده
اي نيـز كـه بـر گيـاه اند . در مطالعهكردن اين مسير نقش داشته
Artemisia absinthium انجام شـد افـزودنNAA وBA بـه

و شناسـايي آن در كـالوس MSمحيط  باعث توليد آرتميـزينين
) ).28شد

ــديلات ــزنين در تب ــي آرتيمي ــزايش كم ــدم اف ــه ع ــه ب ــا توج ب
نظـر بيوشيميايي سوسپانسيون سـلولي گيـاه درمنـه كـوهي، بـه

و آرتميزياكتون پيشمي سـبي سـاز منارسد كلسترول، بيزابولول
براي آرتميزينين در كشت سلولي درمنه كوهي نيسـتند. در ايـن 
مطالعه افزودن كلسترول نتوانست توليد آرتميزينين را در كشـت 

كـوهي تحـت تـاثير قـرار دهـد در سوسپانسيون سـلولي درمنـه 
) بر گياه درمنـه خـزريDixit )29و Baldiكه در مطالعه حالي

و توليد بر رشد سلول افزودن كلسترول به سوسپانسيون سلولي ها
ـــا مقايســـه پيـــك حاصـــل از  ـــود. ب آرتميـــزينين اثرگـــذار ب
و شاهد سلولي نيز تغيير  گازكروماتوگرافي نمونه حاوي بيزابولول
قابل توجهي مشاهده نشد. بيزابولول يك سـزكوئي تـرپن الكلـي 
و با توجه به مسيرهاي بيوشيميايي گيـاهي درمنـه خـزري  است

سازهاي اصلي آرتميـزينين تبـديلد به پيشرفت بتوانانتظار مي
) ). كاهش توليد آرتيميزنين با افزودن آرتميزيـاكتون بـه30شود

دليـل بلـوك مسـير سوسپانسيون سلولي درمنه كوهي شـايد بـه
 بيوسنتز آرتميزينين شده باشد. 

 نتيجه گيري

و سوسپانسـون درمجموع توليـد آرتيميـزنين در كشـت كـالوس
رغم عدم توليـد آن در گيـاه بيـانگر توانمنـدي درمنه كوهي علي
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انو همكار غلامرضا اصغري ...و كشت سوسپانسيون كالوسبررسي توليد آرتيمزينين در گياه، كشت

و بافت  249 1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

نهفته درمنه كوهي است كه بـا فـراهم نمـودن شـرايط مناسـب
امكان توليد آرتيميزنين را كه بيشتر در درمنه مازندراني مطالعـه 

) و با بهينه كردن شرايط كشت بافـت31شده است ) فراهم نمود
ان توليد سازهاي مناسب بتوان ميزو سلول از جمله افزودن پيش

 آرتميزنين را افزايش داد. 

و قدرداني  تشكر

هزينه هاي اين تحقيق توسط معاونـت پژوهشـي دانشـگاه علـوم
وسـيله قـدرداني پزشكي اصفهان تـامين شـده اسـت كـه بـدين

شود. از مركز تحقيقات جهـاد كشـاورزي اسـتان اصـفهان در مي
ميتامين اندام هوايي درمنه كوهي نيز تشكر به .آيدعمل
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Abstract 

Aim: Artemisinin, an outstanding cumpound in genus Artemisia, is the most important anti malaria 
medicine. Therefore, plant cell culture of Artemisia aucheri Bioss was established and production of 
artemisinin was studied on plant, callus, and cell suspension culture.  

Material and Methods: Artemisia aucheri aerial parts and seeds were obtained. Seedling was 
prepared and transferred on solid MS medium containing different growth regulators and callus was 
established. Fresh callus was transferred to liquid MS medium and suspension culture was obtained. 
For detection of artemisinin, the dichloromethanolic extract of callus, suspension and seeds of the 
plant was analysed by TLC and GC methods. Biotransformation was studied by feeding cholesterol, 
bisabolol and artemisia ketone to suspension culture.  

Results: MS medium supplemented with kinetin (0.5 mg/l), 2, 4-D (0.5 mg/l), NAA  
(1 mg/l) and BA (0.25 mg/l), NAA (0.05 mg/l) was suitable for establishment of callus. Light showed 
positive effect on calli growth. No artemisinin was detected on plant aerial part. It seems, however, 
that callus and suspension culture of A. aucheri produced artemisinin. Also, Cholesterol, bisabolol and 
artemisinin keton feeding did not influence artemisinin production. Therefore, it seems these 
precursors are not proper for biotransformation experiments.   

Conclusion: Despite of undetected artemisinin in aerial parts of the A. aucheri, the production of 
artemisinin using new methods such as in vitro culture of A. aucheri is a promising result.   

Keywords: Artemisinin, Artemisia aucheri Bioss, Callus, Cell culture, Biotransformation  
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