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چکیده

بـر فعالیـت  MSدر محـیط کشـت  هاي مختلف فلز سرب غلظت، بررسی اثر تنش اکسیداتیو ناشی از حضورحاضرپژوهشهدف از :هدف
.بودان پرولین و آلکالوئیدکل کالوس گیاه پریوش ی، میزتاکسیدانآنتیهايآنزیم

روي محـیط کشـت  ها در شرایط استریل بر کالوس، برگي منظور القابذر گیاه پریوش در گلدان حاوي پرلیت کشت و به:هامواد و روش
و 10، 0(مختلف نیترات سرب هايهاي واکشت دوم با غلظتها بعد از سه هفته واکشت شدند و کالوسکالوس. شدندقرار دادهMSجامد 

ی، میـزان پـرولین و   تاکسـیدان هاي آنتیروز تیمارگردیدند و پس از گذشت پنج روز از زمان تیمار، فعالیت آنزیم5مدت به)یکرومولارم50
.انجام شدSPSSافزاربا استفاده از نرم) >05/0p(ها در سطح دادهيآماریزآنال.گیري شدآلکالوئید اندازه

و آنـزیم  ) POX(، پراکسـیداز  )SOD(سـموتاز  یداکسـید ی مانند سـوپر تاکسیدانهاي آنتیآنزیمفعالیتدادکهنشانآزمایشات نتایج :تایجن
. دار افزایش یافتطور معنی، میزان پرولین و آلکالوئید و پراکسیداسیون لیپید در نتیجه تیمار با سرب به)CAT(کاتالاز 

ی و محتـوي  تاکسیدانهاي آنتیتنش اکسیداتیو و افزایش تولید رادیکال آزاد سبب افزایش فعالیت آنزیميل القادلیسرب به:نتیجه گیري
.پرولین و آلکالوئید و پراکسیداسیون لیپید در کالوس گیاه پریوش شد

تنش اکسیداتیو، پراکسیداسیون لیپید، سرب،آلکالوئید،یتاکسیدانهاي آنتیآنزیم:واژگان کلیدي
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرولین و هامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

1394بهار ،1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت10

مقدمه

 ـCatharantus roseusوش با نام علمی یپر ی و ی ـاه داروی ـک گی
مجموعـه ایـن گیـاه  . اسـت Apocynaceaeمتعلق بـه خـانواده   

سنتزخودمختلفيهااندامدرراثانویهيهامتابولیتازیمتنوع
يآلکالوئیدهامهممنابعوشیاه پریي گهاساقهوهابرگ. کندیم

هستند که جـزو داروهـاي   کریستینوینوبلاستینویندیمریک
اه ی ـي گهـا ریشـه عـلاوه بـر ایـن در   . )1(ضدسرطان می باشـند 

که داروهاي ضد فشار خون آجمالیسینوسرپنتیندهايیآلکالوئ
دلیـل قیمـت بـالاي ایـن    به. )3و2(د نیابمیجمعتهستند، نیز

ن از یترکیبات و محتواي اندك آلکالوئیدي گیـاه پریـوش محقق ـ  
پریـوش گیاههايلکالوئیدد آیروش کشت بافت براي افزایش تول

.)4(برندبهره می

مقدار فلـزات  . طور طبیعی در محیط وجود دارندفلزات سنگین به
سنگین در خاك تحت تاثیر عوامل مختلفی همچون سنگ مادر، 
حضور منابع آلوده کننده، کـاربرد کودهـاي آلـی و شـیمیایی در     

هـاي صـنعتی و شـهري در آبیـاري     کشاورزي و استفاده از پساب
5ازبـالاتر یچگـال يداراکـه یفلزاتبهسنگینفلزات. )5(است 

فلـزات  بـین در. شـود اطلاق مـی دنباشمکعبمترسانتیبرگرم
وجودMoو Mn, Zn, Ni, Cu, Co, Feي نظیر عناصرسنگین

يبـرا کمیـاب عناصـر یـا ي مغـذ ریـز عناصـر عنـوان هبکهدندار
؛ علاوه بر ایـن عناصـر دیگـري    هستندضروريیگیاهمتابولیسم

وجود دارنـد کـه وقتـی    Cuو Pb, Ni, As, Hg, Ag, Cdنظیر 
يبراباشدمیزان طبیعیازبیشگیاهرشدمحیطدرهانآمقدار

و 82سرب با عـدد اتمـی   . )6(کنند سمومیت ایجاد میمگیاهان
یکــی از فلــزات ســنگینی اســت کــه موجــب 2/207وزن اتمــی 

هاي محیط ترین آلایندهو از مهم)7(آلودگی محیط زیست شده 
درکـادمیوم و سربماننديعناصر. )8(آید حساب میزیست به

علـت بـه امـا هـیچ نقشـی ندارنـد   گیاهانفیزیوژیکیندهايآفر
این عناصر برايجذبامکانيضرورعناصرباساختاريشباهت

دلیـل اخـتلال   حضور سرب در بافت گیاه به. )9(د داروجودگیاه
گـر واکـنش هـاي اکسـیژن  ستازي سـلول تولیـد گونـه   مئودر هو

ROS)(تـنش  دهد؛ لـذا موجـب القـاي    را در گیاهان افزایش می
اسـیون  گـردد در نتیجـه سـبب پراکسـید    اکسیداتیو در گیاه مـی 

، هاي نوکلئیکها و آسیب به اسیدلیپیدها، اکسید شدن پروتئین
ریزي شده برنامهبازدارندگی آنزیمی و فعال شدن مسیرهاي مرگ

سـینگلت،  ژناکسـی . )10(شـود  و سرانجام سبب مرگ سلولی می
هـاي  تـرین انـواع گونـه   هیدروژن از شـایع اکسیداکسید و پرپرسو

(Reactive oxygen species)گـر یـا  ژن واکـنش اکسـی  ROS

گیرد بنابراین وقتی گیاه در معرض سرب قرار می)11(باشند می
ــه ــت ت   ب ــمی، فعالی ــت متابولیس ــظ فعالی ــور حف ــات منظ رکیب
هاي ثانویـه در گیـاه   ها و متابولیتی از جمله آنزیمتاکسیدانآنتی

عنوان یـک  هی در گیاهان بتاکسیدانسیستم آنتی. یابدافزایش می
هاي دفاعی در تنش اکسیداتیو مطـرح  عامل کلیدي در مکانیسم

کند تـا بتوانـد شـرایط تـنش را     و به سلول کمک می)12(است 
هــاي اي از سیســتمگیاهــان داراي مجموعــه. )13(تحمــل کنــد 

ی متشکل از اجزاي آنزیمـی و غیـر آنزیمـی    تاکسیداندفاعی آنتی
ی شامل چند تاکسیداناجزاي آنزیمی سیستم دفاعی آنتی. هستند

، (SOD)سـموتاز  یداکسـید نزیمـی ماننـد سـوپر   آتاکسیدانآنتی
درگیاهـان  . هستند(GPX)پراکسیداز و گایاکول(CAT)کاتالاز 
SOD  نقش اصلی را در دفاع در مقابل تنش اکسیداتیو دارد ایـن

هـا اسـت کـه سـبب تبـدیل رادیکـال       آنزیم متعلق به متالوآنزیم
گایـاکول . شـود سوپراکسید به اکسیژن و پراکسید هیدروژن مـی 

ترکیبـات  ا پراکسیداز نیز یک پروتئین حاوي هم است که ترجیح
ازاي مصـرف پراکسـید هیـدروژن    الکترون را بهآروماتیک دهنده 

با توجه به مزایـایی متعـدد کشـت بافـت و     . )14(کند اکسید می
اهمیت دارویی گیاه پریوش و با توجه به اینکه اثر فلـز سـرب بـر    
روي کالوس بسیار کم مطالعه شده در تحقیق حاضـر از کـالوس   

تی ـفعالاثـر سـرب بـر    یبررس ـرفتـه شـد و   گیاه پریوش بهره گ
مورد بررسـی قـرار   وشیپراهیگکالوساکسیدانی ي آنتیهامیآنز

.گرفت

هامواد و روش

بذر گیاه پریوش در گلدان حـاوي  :القاي کالوس و شروع تیمار
پرلیت کشت شد و پس از گذشت دو ماه به منظور القاي کالوس، 

یـوش کشـت شـده در    هاي جوان از قسمت راسـی گیـاه پر  برگ
قطعـات گیـاهی   . گرفتنـد گلدان جدا شدند و مورد استفاده قـرار  

ــه ــورد نظــر ب ــهمنظــور ضــدعفونی شــدنم ــدت ب ــه 15م دقیق
سه مرتبه با شدند سپس درصد قرار داده5درهیپوکلریت سدیم 

70دقیقه در اتانول 10مدتبهآب مقطر اتوکلاو شده شستشو و 
سه مرتبه با آب مقطـر اتـوکلاو   او مجددگرفته شدنددرصد قرار 

قطعـات حـدود   به آن، برگ راپس از . )15(شدند شده شستشو
گرم 30که با MSمتر برش زده و روي محیط کشت یک سانتی

گـرم  میلـی 5/0گرم در لیتر توفوردي، میلی5/1در لیتر ساکارز، 
گرم بر لیتر آگار مخلـوط شـده بـود انتقـال     8در لیتر کینتین و 
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ولین و ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرهامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

139411بهار، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

با دماي اتاق کشتبههااکشتجدهاي حاوي و شیشهداده شدند 
ها بعـد از  کالوس.)16(گردیدند منتقلگراد درجه سانتی2±25

و از سه هفته واکشت و به محیط کشـت جدیـد منتقـل شـدند    
.هاي واکشت دوم براي تیمار دهی استفاده شدکالوس

ي مختلف نیترات هالظتي کشت تیمار با غهاپس از تهیه محیط
میکرومـولار قطعـات کـالوس بـه وزن     50و 10، 0سرب شـامل  

هـاي کشـت حـاوي مقـادیر مختلـف      گرم روي محیط1تقریبی 
نیتــرات ســرب انتقــال داده شــدند و پــس از گذشــت پــنج روز، 

ــالوس ــایشک ــراي آزم ــا ب ــاي هــايه درجــه -80بعــدي در دم
هــاي آزمــایشمنظــور انجــامبــه. داري شــدندهگــراد نگــســانتی

-20ها در دماي بیوشیمیایی از کالوس عصاره تهیه شده و عصاره
. )17(داري شدند گراد نگهدرجه سانتی

درون لولـه  درگرم بافـت کـالوس  5/0به :تهیه عصاره آنزیمی
ــایع  ــروژن م ــدورف نیت ــافهاپن ــائیدهواض ــدس 500ســپس. ش

بـه آن  ) pH=7(مـولار  میلـی 100پتاسیم لیتر بافر فسفاتمیکرو
گـراد بـا   درجـه سـانتی  4نـیم سـاعت در دمـاي    مدتبهو اضافه 
4ترکیب حاصـل در دمـاي   .)18(هاي ملایم استخراج شد تکان

rpmدقیقــه بــا ســرعت   10مــدتبــهگــراد ســانتیدرجــه

,EDISON: مــدل( ســانتریفوژ12000 NJ U6A Labnet

international, Inc. RATING. QUANTITY ( و از محلول
.هاي بیوشیمیائی استفاده گردیدبراي انجام آزمایشروییشفاف

بـا CATآنزیمفعالیت: )CAT(کاتالازآنزیمفعالیتسنجش
مطـابق روش  ) Marschner)19وCakmakروشازاسـتفاده 

آنزیمـی عصـاره ازمیکرولیتـر 20مقـدار .گیـري شـد  زیر انـدازه 
25ســدیمفســفاتبــافرمحلــولازلیتــرمیکــرو400همــراهبـه 

240موجطولمخلوط و درH2O2لیترمیکرو300مولار ومیلی
گیـري شـد   دقیقه انـدازه 2مدتبهH2O2سرعت حذف نانومتر 

4/0در بـافر فسـفات   H2O2لازم به ذکر است قبلا میزان جذب (
گیري کینتیـک سـرعت   راي اندازهتنظیم گردید که نقطه شروع ب

فاقـد H2O2حـاوي بـافر ازلیتـر میلـی 2در این آزمـایش  .)بود
دستگاه کردنصفربه منظورشاهدعنوان نمونهبهآنزیمیعصاره

PG instrumentسـاخت شـرکت  +T80مـدل  (اسپکتروفتومتر 

ازاسـتفاده بـا آنزیمفعالیتمیزان. شداستفاده)کشور انگلستان
mM-1موشیخاضریب cm-14 /39بر زیرفرمولازاستفادهبا

. گردیدمحاسبهدقیقهدرپراکسیدهیدروژناساس سرعت مصرف
فعالیت آنزیم کاتالاز مساوي است با اختلاف جذب تقسیم بر عدد 

. 100ضربدر عدد 5/39

آنـزیم  فعالیـت (POX):پراکسـیداز  آنزیمفعالیتسنجش
POXروش ازاستفادهباPolle گیـري  انـدازه )20(و همکـاران

پتاسیمفسفاتبافرمیکرولیتر2400حاويواکنشمخلوط. شد
100مـولار، میلـی 18میکرولیتر گایاکول100مولار، میلی100

در لولــه آنزیمــیعصــارهکرولیتــرمی50وH2O2میکرولیتــر از 
گایـاکول اکسیداسیوناساسنمونه برجذب. آزمایش ریخته شد

ســاخت +T80مــدل (اســپکتروفتومتر دســتگاهازاســتفادهبــا
دردقیقـه 2مـدت بـه )کشور انگلستانPG instrumentشرکت

از محلـول واکـنش بـدون    . شـد خوانـده نـانومتر  436موجطول
همچنین از فرمول . تگاه استفاده شدعصاره جهت صفر کردن دس

. گیري فعالیت آنزیم پراکسیداز استفاده گردیدمنظور اندازهزیر به
فعالیت آنزبم پراکسیداز مسـاوي اسـت بـا جـذب خوانـده شـده       

.6/26تقسیم بر عدد 

ــزان    ــادل می ــده شــده مع ــذکر، جــذب خوان ــوق ال ــول ف در فرم
یب خاموشـی  ضـر 6/26تتراگایاکول تولید شده در یک دقیقـه و  

mM-1آنزیم پروکسیداز بر حسب  cm-1در نظر گرفته شد.

: (SOD)سـموتاز  یسنجش فعالیت آنـزیم سوپراکسـید د  
همکـاران وGiannopolitisروشاساسبرSODآنزیمفعالیت

ــدازه)21( ــريانـ ــدگیـ ــاس.شـ ــدازهاسـ ــريانـ ــتگیـ فعالیـ
 ـاحیـاي بـا آنزیماینبازدارندگیاثرسوپراکسیددیسموتاز، ورين
میکرولیتـــر از 20مقـــدار . اســـت) NBT(نیتروبلوتترازولیـــوم

هـاي  لیتر محلول واکنش در لولـه میلی1هاي تیمار شده و نمونه
میکرولیتـر  20منظور تهیه نمونه شـاهد  آزمایش ریخته شد و به

هـاي مربوطـه   لیتر محلـول واکـنش در لولـه   میلی1آب مقطر و 
 ـ ریخته و لوله هـاي تیمـاري و کنتـرل    ههاي آزمایش حـاوي نمون

دقیقه در روشنائی حاصـل از نـور مصـنوعی در یـک     10مدتبه
بـا  نـانومتر 560سـپس در طـول مـوج    . اتاقک قرار گرفته شدند

PGسـاخت شـرکت  +T80مدل (کمک دستگاه اسپکتروفتومتر 

instrumentها قرائت و با اسـتفاده  جذب نمونه)کشور انگلستان
عالیـت آنـزیم سوپراکسیددیسـموتاز    از فرمول زیر میزان درصد ف

ــه محاســبه شــد  ــر نمون ــراي ه ــردن دســتگاه  . ب ــراي صــفر ک ب
. رنگ بود اسـتفاده شـد  اسپکتروفتومتر از محلول بلانک که فاقد 

نمونـه منهـاي   ODسوپراکسیددیسموتاز مساوي است با فعالیت
OD کنترل تقسیم برOD100کنترل ضربدر عدد.

پراکسیداسـیون میـزان :یدلیپپراکسیداسیونمیزانتعیین
.شدانجام)Heath and Packer)22روش اصلاح شده، ازلیپید

ــندر ــنجشای ــالونروش س ــدديم ــهآلدئی ــوانب ــاخصعن ش
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرولین و هامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

1394بهار ،1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت12

گیـري  مراحـل انـدازه  .اسـت شـده  گرفتهنظردرپراکسیداسیون
گـرم از بافـت   5/0. ترتیب زیر انجام شدآلدئید بهديمیزان مالون

هـاون درصـد در 1/0اسیدکلرواستیکلیتر تريمیلی1کالوس با 
دردقیقـه 30مـدت بهآمدهدستهبسائیده شد و عصارهچینی
rpm4000شـفاف محلـول ازلیتـر میلی1به.گردیدسانتریفوژ
حـاوي درصـد   20اسـید کلرواسـتیک تـري لیتـر میلـی 1رویی، 

مدهآدستهبمخلوط. شدافزودهدر صد5/0اسیدتیوباربیتوریک
آبدر حمامگراد درجه سانتی100حرارتدردقیقه30مدتهب

خردیخدردقیقه15مدتبههالولهبلافاصلهوشددادهقرارگرم
درجـذب محلـول  سـپس . شـد سانتریفوژگرفت و بعد قرارشده
اسـپکتروفتومتر  دسـتگاه ازاسـتفاده بـا نـانومتر  532موجطول

)کشور انگلسـتان PG instrumentساخت شرکت +T80مدل (
ترکیبـات عنـوان بـه ترکیبـات، ازبعضیکهآنجاییاز. شدخوانده
درمحلـول جذبدارند،جذبنانومتر 532موجطولدرمزاحم
درشـده خوانـده جـذب ازوخوانـده نیزنانومتر 600موجطول
اسیدکلرواستیکتريمحلولاز. شدکمنانومتر532موجطول
صـفر بـراي در صـد 5/0اسـید یوباربیتوریـک تحاويصد در20

استفادهنانومتر532موجطولدراسپکتروفتومتردستگاهکردن
اسـتفاده باآلدئیدديمالون-تیوباربیتوریککمپلکسغلظت. شد

εخاموشیضریباز =155 cm-1 mmo  و فرمول زیـر محاسـبه
:شد

A= εbc

b:موشـی، خاضـریب ε:شـده، خواندهجذبA:فرمولایندر

آلدئیدديمالونکمپلکسغلظت: c،)مترسانتی1(کووت عرض

مقدار پرولین با استفاده از پرولین آمینهاسیدمیزانگیرياندازه
بر اساس این روش . شدگیرياندازه)23(همکاران وBatesروش

هیدرین در شرایط اسیدي و اسید آمینه آزاد پرولین با معرف نین
گراد واکـنش داده و تولیـد مـاده رنگـی     سانتیدرجه100دماي 

کنـد، ترکیـب رنگـی فـوق     لیـدین مـی  ديکتوهیـدرین نام ديبه
کمک حلال آلی غیرقطبی تولوئن تشکیل دو فاز رنگی متفاوت به

میزان پرولین منحنی استانداردتوان با استفاده از دهد که میمی
از هر نمونه سکالوگرم از بافت 3/0ر این روش د.کردرا محاسبه

تـا  ،سـائیده شـد  در صـد  3گیاهی با اسید سولفوسالیسـیلیک  
لیتـر  میلـی 10مخلوط یکنواختی حاصل شود و سپس به حجـم  

یک شب در دماي آزمایشـگاه  مدتبهمحلول حاصل . رسانده شد
rpm10000دقیقــه در 10مــدت هداري شــد و ســپس بــنگــه

2رویـی، بـه اضـافه    میلی لیتر از محلول 2سپس . شدسانتریفوژ

هیدرین لیتر معرف نینمیلی2لاسیال و گکاسید استیلیترمیلی
درجـه  100یـک سـاعت در حمـام آب گـرم در دمـاي      مـدت به

که محلول بعد از گذشت یک ساعت زمانی. گراد قرار گرفتسانتی
20میلی لیتر تولوئن بـه محلـول اضـافه و در حـدود     4سرد شد 

هـاي  سـپس لولـه  . زده شـد همتگاه میکسر با استفاده از دسثانیه 
آزمایش را براي مدتی ثابت نگه داشته تا دو فاز کاملا از هم جـدا  

رنگ رنگ صورتی در بالا قرار گرفت و فاز آبی بیهفاز آلی ب. گردد
از فـاز آلـی جهـت رنـگ     . و شفاف در زیر فاز آلی تشکیل گشـت 

سپکتروفتومتر براي این منظور ابتدا دستگاه ا. سنجی استفاده شد
) کشور انگلسـتان PG instrumentساخت شرکت +T80مدل (
نانومتر روي عدد صفر تنظیم 520وسیله تولوئن در طول موج هب

هـر نمونـه در دسـتگاه    گردید و سپس محلول رنگـی مربـوط بـه   
میزان پرولین بافـت مـورد   . قرارگرفت و میزان جذب خوانده شد

و فرمــول خطــی پــرولین نظــر بــا توجــه بــه منحنــی اســتاندارد 
304/0+x0123/0y= 9955/0باR2=تعیین شد.

میزان آلکالوئید کـل بـا اسـتفاده از    :گیري آلکالوئید کلاندازه
روش اســپکتروفتومتریک و معــرف دراژنــدروف بــراي شناســایی 

تازهبافتگرم3. )24(آلکالوئیدها مطابق روش زیر محاسبه شد 
نیتـروژن حضـور دردرصد  96متانول لیترمیلی10باراکالوس

سـاعت بـه انکوبـاتور    24مدتبهها شد سپس نمونهسائیدهمایع
منتقـل شـدند بعـد از    گـراد  سـانتی درجـه  25شیکردار با دماي 

rpm12000هـا بـا دور  سپري شدن مدت زمـان معـین نمونـه   
دند سپس محلول رویی را به آون دقیقه سانتریفوژ ش10مدتبه

ساعت انتقال داده شد تا 2تا 1براي مدت گراد سانتیدرجه 80
لیتر تبخیر شود به عصاره باقیمانده میلی1حجم نهایی محلول به 

بـا  . نرمـال اضـافه گردیـد   5/0لیتـر اسـید سـولفوریک    میلی10
تنظـیم شـد و   12تا 10محلول روي N10 ،pHاستفاده از سود 

لیتر کلروفرم اضافه و سپس بـه دکـانتور   میلی10محلول فوق به 
شود فـاز اسـیدي   در این مرحله دو فاز تشکیل می. منتقل گردید

در بالا و فاز کلروفرمیک حاوي عصاره در پایین، فاز کلروفورمیک 
10صـد  بـه   در96حجم محلول کلروفرمیک با اتـانول  . جدا شد

رقیـق  HClر از محلول فـوق  لیتمیلی5لیتر رسانده شد به میلی
سپس به محلول . تنظیم شود5/2تا 2آن بینpHاضافه شد تا 

سـازي موقعیـت آلکالوئیـدها از معـرف     منظـور آشـکار  حاصل بـه 
مـدت بـه لیتـر اضـافه و ایـن ترکیـب     میلی1میزان دراژندروف به

محلـول رویـی را   . سانتریوفوژ شـد rpm12000دقیقه در دور 5
ر صد  شستشـو داده  د96وب باقیمانده با اتانول دور ریخته و رس
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ولین و ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرهامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

139413بهار، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

پـس از دور ریخـتن محلـول رویـی بـه      .فوژ شـد و مجددا سانتری
درصـد  اضـافه و پـس از    1سدیم سولفیدلیتر ديمیلی1رسوب 

ــول  ــان دادن محلـــ ــهتکـــ ــدتبـــ ــه در دور 5مـــ دقیقـــ
rpm12000در این مرحله پس از حـذف محلـول   . فوژ شدسانتری

ــوه   ــوب قه ــه رس ــی ب ــده  روئ ــکیل ش ــی2اي تش ــر دي میل لیت
دقیقـه در دور  5مـدت بـه درصد اضافه و مجددا 1سولفید سدیم
rpm120002پس از دور ریختن محلـول رویـی   . فوژ شدسانتری
لیتر اسید نیتریک غلیظ به رسوب اضافه و بـا آب مقطـر دو   میلی

از محلـول  . لیتر رسانیده شدمیلی5بار تقطیر حجم محلول را به 
3لیتر محلـول تیـوره   میلی5/2لیتر برداشته، به آن میلی1فوق 

ــا اســتفاده از دســتگاه اســپکتوفتومتر   مــدل (درصــد  اضــافه و ب
T80+PG InstruentUV/Vis.Spectrometer ( جـــــذب

. قرائـت شـد  نـانومتر  435هاي تیمار شـده در طـول مـوج    نمونه
ي بـرا .درصد صفر شـد 3دستگاه اسپکتروفتومتر با محلول تیوره 

شـرکت  (هاي مختلف بیسـموت   رسم منحنی استاندارد از غلظت
و غلظت آلکالوئید کل مربـوط  استفاده شد) سیگما کشور آمریکا

با استفاده از منحنی استاندارد و فرمول هاي تیمار شدهبه نمونه
.محاسبه گردیدR2=0/9986با y=0/0291x-0/0302خطی

هر تیمار در سه تکرار آزمایشات انجام شده براي:آنالیز آماري
ر آماري افزادست آمده با استفاده از نرمههاي بداده. انجام شد

SPSSو با استفاده از روش 16نسخهANOVA و
ها گیري ارتباط بین گروهدر هر اندازه.آنالیز شدDuncanآزمون

در نظر گرفته >05/0pدار در سطح بررسی و وجود تفاوت معنی
.شد

نتایج

یتاکسیدانهاي آنتیفعالیت آنزیمنیترات سرب برتاتیر
در ):CAT(بـر فعالیـت آنـزیم کاتـالاز     نیترات سرباثر

،میکرومولار سرب50و 10هاي هاي تیمار شده با غلظتکالوس
نشـان داد افـزایش در مقایسـه بـا کنتـرل   فعالیت آنزیم کاتـالاز  

)05/0p< .(در 24و 35ترتیب که این افزایش نسبت به شاهد به
هـاي تیمـار شـده بـا     دار بـین کـالوس  صد بود؛ ولی تفاوت معنی

).1جدول(میکرومولار وجود نداشت 10و 50هاي غلظت

-Umin)و سوپراکسیددیسموتاز )U min-1 mg-1protein(، پراکسیداز U min-1 mg-1protein)(کاتالاز هايفعالیت آنزیمنیانگیمسهیمقا:1جدول

1 mg-1protein)میکرومولار50و 10(هاي مختلف نیترات سرب با گروه کنترل پنج روز پس از تیمار با غلظتکالوس گیاه پریوش.(

شاخص

)                                      Mμ(غلظت

کاتالاز

)(U min-1 mg-1protein

پراکسیداز

)Umin-1mg-1protein(

سوپراکسیددیسموتاز

)Umin-1 mg-1protein(
004/0±b413/0002/0c±051/079/1±c935/18
1002/0±a558/0007/0±b081/003/4±b577/45
5003/0±a516/0002/0a±107/005/2±a656/60

.دنباشیمداریمعنتفاوتيدارادر یک ستونمتفاوتوفحرکدباهانیانگیم. باشدمیانحراف استاندارد±میانگین صورتبهمقادیر

هاي حاصل از داده:  (POX)فعالیت آنزیم پراکسیدازبر سرباثر
در کـالوس گیـاه   پراکسـیداز گیري میـزان فعالیـت آنـزیم    اندازه

بـر  سربنشان داد که اثرتیمار شده در مقایسه با کنترل پریوش
فعالیـت  ). 1جـدول (است ) >05/0P(دارمعنیاین آنزیم فعالیت 

میکرومـولار 50و 10هاي تیمار شدهغلظتدر راکسیدازپآنزیم
داد، بیشـترین فعالیـت آنـزیم در    نشـان  افزایشکنترلنسبت به

میکرومـولار بـود کـه ایـن افـزایش      50گروه تیمار شده با غلظت
میکرومولار ایـن  10درصد بود و در غلظت 109نسبت به شاهد 

.درصد بود72افزایش نسبت به نمونه شاهد 

بر فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسـموتاز نیترات سرباثر 
)SOD:(فعالیـت  گیـري  هاي حاصـل از انـدازه  آنالیز آماري داده

ــا اســتفاده از روش   ــزیم سوپراکســید دیســموتاز ب ANOVAآن

طرفه نشان داد که فعالیـت آنـزیم در کـالوس گیـاه پریـوش      یک
دارتیمـار شـده بــا نیتـرات ســرب در مقایسـه بــا کنتـرل معنــی     

)05/0p< (فعالیـت آنـزیم سوپراکسـید    نیانگی ـممقایسـه  . است
میکرومـولار  50و 10هاي غلظتباماریتکهدادنشاندیسموتاز 

کنتـرل بـه نسبتفعالیت این آنزیمافزایشموجبنیترات سرب
50بیشترین فعالیـت آنـزیم سوپراکسـید در غلظـت     . ه استشد
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرولین و هامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

1394بهار ،1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت14

درصـد افـزایش   220میکرومولار بود و نسبت بـه نمونـه شـاهد    
).1جدول (داشت 

اثر نیترات سرب بر تغییرات بیوشیمیایی
کالوس گیـاه  آلدئیدديبر مقدار مالونتاثیر نیترات سرب 

ANOVAبـا اسـتفاده از روش   هـا آنـالیز آمـاري داده  :پریوش

در (MDA)آلدئیــدديمقــدار مــالونطرفــه نشــان داد کــهیــک
مقایسـه بـا کنتـرل    هاي تیمار شده بـا نیتـرات سـرب در   کالوس
ــی ــت) >05/0p(دار معن ــاریت.اس ــام ــتب ــايغلظ 50و 10ه

آلدئید ديمحتوي مالونافزایشموجبنیترات سربکرومولاریم
این افزایش وابسـته بـه غلظـت بـود،     . شدکنترلگروهبهنسبت

میکرومـولار بـه   50در غلظـت  آلدئیدديمقدار مالونکه طوريبه
درصد 31این افزایش نسبت به شاهد . بالاترین مقدار خود رسید

). 2جدول(بود

آنـالیز  :اثر سرب بر محتوي پرولین کـالوس گیـاه پریـوش   
طرفه نشـان داد  یکANOVAبا استفاده از روش هاآماري داده

هاي گیـاه پریـوش تیمـار شـده بـا      محتوي پرولین در کالوسکه

تیمار). >05/0p(دار است سرب در مقایسه با کنترل معنینیترات
افـزایش موجـب نیترات سربکرومولاریم50و 10هايغلظتبا

این افزایش وابسته به . شدکنترلگروهبهنسبتمحتوي پرولین 
میکرومـولار  50که محتوي پرولین در غلظت طوريغلظت بود به

به بالاترین مقدار خود رسید که ایـن افـزایش نسـبت بـه شـاهد      
). 2جدول(صد بود در35

ب بر آلکالوئید کل کالوس گیاه پریوشاثر سر
ــا       ــار ب ــه تیم ــان داد ک ــل نش ــد ک ــانگین آلکالوئی ــه می مقایس

افـزایش  باعـث نیتـرات سـرب  کرومـولار یم50و 10هـاي غلظت
محتوي آلکالوئید کل نسبت بـه کنتـرل شـده    >05/0Pدارمعنی
50هاي تیمار شده با غلظت مقدار آلکالوئید کل در کالوس. است

درصد داشت 83نسبت به کنترل افزایش قابل توجه میکرومولار 
د صدر45میکرومولار محتوي آلکالوئید 10و همچنین در غلظت 

).2جدول (نسبت به کنترل افزایش داشت 

ا گروه بکالوس گیاه پریوش(mg g-1FW)و آلکالوئید (μM g-1FW)پرولین، (μM g-1FW)آلدئیدديمالونمحتوينیانگیمسهیمقا: 2جدول
).میکرومولار50و 10(سرب کنترل پنج روز پس از تیمار با نیترات

شاخص

)                                      Mμ(غلظت

آلدئیدديمالون

(μM g-1FW)

پرولین

(μM g-1FW)

آلکالوئید

(mg g-1FW)

008/0c±356/2011/0c±933/643/0±c60/15

1009/2b±553/2321/0±b822/735/1±b28/22

5084/0a±770/2649/0±a377/944/0±a55/28

.دنباشیمداریمعنتفاوتيدارادر یک ستونمتفاوتوفحرکدباهانیانگیم. باشدمیانحراف استاندارد±میانگین صورتبهمقادیر

حث ب

جـر دلیل اختلال در هموستازي سلول منحضور سرب به:کاتالاز
سـرب بـا   زیـرا )25(شـود در سلول گیاهی میH2O2به افزایش 

هـایی کـه در زنجیـره    ها ماننـد آنـزیم  آنزیمS-Hاتصال به گروه 
، جایگزین شدن فلز سرب با کوفاکتور انتقال الکترون حضور دارند

سـبب نشـت   (هایی که در غشاي پلاسـمایی وجـود دارنـد    آنزیم
و یـا اتصـال فلـز سـرب بـه      ) الکترون از طریق غشاي پلاسـمایی 

هـاي اکسـیژن   زایش تولیـد گونـه  اسیدهاي نوکلئیـک سـبب اف ـ  

ــر واکـــنش ــد گـ ــدروژنماننـ ــیدهیـ ــیپراکسـ ــود مـ . )26(شـ
تواند منجـر بـه تخریـب غشـا و     میپراکسید تولید شدههیدروژن

وسیله کاتـالاز  هتواند باین مولکول می.پراکسیداسیون لیپید شود
به آب H2O2کاتالاز سبب تجزیه . )27(گردد یا پراکسیداز حذف 

ی است کـه  تاکسیدانهاي آنتیآنزیمشود و از جمله و اکسیژن می
شـود  گر فعال نمیژن واکنشهاي اکسیهاي پایین گونهدر غلظت

10و 50در مطالعه حاضر میزان فعالیت آنزیم در غلظـت  . )28(
در . دار نسبت به شـاهد افـزایش داشـت   طور معنیمیکرومولار به

10میکرومولار میزان فعالیت آنزیم نسبت بـه غلظـت   50غلظت 
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ولین و ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرهامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

139415بهار، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

و Jiang.دار نبـود این کاهش معنیمیکرومولار کاهش یافت ولی
800تـا 200هـاي  با بررسی اثر سرب بـا غلظـت  )29(همکاران

نشـان دادنـد   Luffa cylindricalهاي گیاه میکرومولار بر نهال
یـت آنـزیم کاتـالاز بـا افـزایش غلظـت سـرب در        که میـزان فعال 

همچنـین  .چـه افـزایش یافـت   کوتیکول، هیپوکوتیکـول و ریشـه  
Verma سرب با غلظـت  با بررسی تاثیر نیترات) 13(و همکاران

روز روي گیـاه بـرنج   20تـا 5مدتبهمیکرومولار 1000تا500
(Oryza sativa)   ثـر  نشان دادند که فعالیـت آنـزیم کاتـالاز در ا

افزایش فعالیت کاتالاز در تیمـار بـا   .تیمار با سرب افزایش داشت
H2O2ماننـد دلیل افزایش تولید سوبستراي آنبهفلزات سنگین 

باشـد  منظور مقابله با شرایط تـنش مـی  هاي گیاهی و بهدر سلول
شـدت، مـدت و   میزان فعالیت آنزیم کاتالاز وابسته به. )30و29(

نشان دیگر هادر تضاد با این نتایج آزمایش. )14(نوع تنش است 
تیمار با سرب فعالیت آنزیم کاهش هاي بالايدادند که در غلظت

تـا 10هـاي  تاثیر غلظـت ) 30(و همکاران aMishrیابد مثلامی
Lروز روي گیـاه 7تـا  2مـدت بـه میکرومولار از سـرب را  100

Ceratophyllum demersumنتـایج نشـان داد   . بررسی کردند
مان کوتاه از تیمار فعالیت آنزیم هاي پایین و مدت زکه در غلظت

افزایش و با افزایش غلظت و مدت زمـان فعالیـت آنـزیم کـاهش     
نشـان دادنـد کـه در    )27(و همکـاران  Malecka. )30(یابد می

فعالیـت آنـزیم   1mMهاي برنج با افزایش غلظت سرب تـا  ساقه
دهـد کـه فعالیـت سیسـتم دفـاعی      این نشان می. یابدکاهش می

در نتیجـه در  . )31(ی وابسته به غلظت سرب است تاکسیدانآنتی
هاي بالاي سرب و یا طولانی بودن مـدت زمـان تیمـار بـا     غلظت

شـدت  هاي آزاد دیگر در سـلول بـه  و رآدیکالH2O2سرب تولید
زیاد است لذا موجب بازدارنـدگی در متابولیسـم شـده و فعالیـت     

همچنین کاهش فعالیت آنزیم .)13(یابد آنزیم کاتالاز کاهش می
نـزیم  آفعـال شـدن   غیردلیلبههاي بالا احتمالاکاتالاز در غلظت

نـزیم و یـا تغییـر در اجتمـاع زیـر     آ، کاهش سـنتز  ROSتوسط 
ممکـن اسـت فعـال شـدن     از طرفـی  باشـد مـی نزیمآواحدهاي 

زومی دلیـل دیگـري بـراي کـاهش فعالیـت      پروتئازهاي پراکسی
همچنین کاتالاز آنزیمی است که حاوي آهن .)30(آنزیمی باشد

رو فعالیـت  شود و از ایـن است و سرب سبب کاهش سنتز هم می
در مطالعـه حاضـر   . )32(یابـد  کاتالاز در غلظت بالا کـاهش مـی  
هاي تیمار شـده در مقایسـه بـا    افزایش فعالیت کاتالاز در کالوس

از طرفـی  . هیدروژن استدپراکسیدر نتیجه تولیدکنترل احتمالا
میکرومـولار  50در این مطالعه میزان فعالیـت آنـزیم در غلظـت    

دار یابد ولی این کاهش معنیمیکرومولار کاهش می10نسبت به 

نبود این امر احتمالا در نتیجه افزایش تولید پراکسـید هیـدروژن   
میکرومولار از تیمار است که سبب بازدارنـدگی در  50در غلظت 

انـد کـه کاتـالاز    محققـین بـدیهی دانسـته   . شودآنزیم میفعالیت
ممکن است در فرایندهاي سیگنالینگ سـلولی از طریـق کنتـرل    
هیدروژن پراکسید نقش داشته باشد و وقتی که فعالیـت کاتـالاز   

از ROSهـاي دیگـر حـذف کننـده     یابد فعالیت آنزیمکاهش می
در ایـن شـرایط   . )27(یابند طریق یک مسیر جبرانی افزایش می

ــزایش مــیپراکســیدهیــدروژنکــه میــزان تولیــد  ــد اف )14(یاب
تـري از کاتـالاز درحـذف هیـدروژن     پراکسیداز نقش بسیار مهـم 

رو فعالیت گایاکول پراکسیداز نسبت کاتـالاز  از این. پراکسید دارد
گزارشی از تـاثیر  . )27(یابد میکرومولار افزایش می50در غلظت 

.نیترات سرب بر فعالیت آنزیم کاتالاز کالوس یافت نشد

شـاخص تـنش فلـزات    پراکسـیداز گایـاکول :آنزیم پراکسیداز
سنگین است و در سیتوزل، دیواره سلولی و واکوئـل واقـع شـده    

کـن اسـت بـر    پراکسـیداز مم افزایش فعالیت گایاکول. )33(است 
میزان فعالیت پراکسیداز به . روند پیري در گیاه تاثیر داشته باشد

افـزایش میـزان   . )34(لی بستگی دارد و ترکیبات فنH2O2تولید
گرواکنشاکسیژنهاي سلول گیاهی سبب افزایش گونهسرب در

اکسید در سلول شده لذا موجـب  هیدروژن و سوپرمانند پراکسید
هـاي اکسـیژن  ایـن گونـه  .شـود آسیب مولکولی به گیاهـان مـی  

ها و اسـیدهاي نوکلئیـک واکـنش    با لیپیدها، پروتئینگرواکنش
آسـیب بـه غشـا و    ،دهنـد و سـبب پراکسیداسـیون لیپیـدي    می

بب افزایش غلظت سرب س.)35(شوند ها میغیرفعال شدن آنزیم
مشاهده شده کـه افـزایش غلظـت    . )36(شودکلسیم در گیاه می

اکسـیداز غشـایی   NADPHنوبه خود آنزیم کلسیم سیتوزولی به
د کـه ایـن امـر منجـر بـه القـاي تـنش        کنپلاسمایی را فعال می

بـا  . )37(شـود  مـی هیـدروژن پراکسیداکسیداتیو و افزایش تولید 
میزان رادیکـال هیدروکسـیل در   هیدروژنپراکسیدافزایش تولید 

رادیکـال هیدروکسـیل سـبب آسـیب بـه      . یابدسلول افزایش می
ماننــد بازهــاي پــورین و DNAهــاي مختلــف مولکــول قســمت

لذا سبب حذف باز، .شودریبوز میپیرمیدین و همچنین دئوکسی 
و تغییر بازها که DNAدیمرهاي پیرمیدین، شکسته شدن رشته 

در نتیجـه  )10(شـود  شامل آلکیل دارشدن و اکسایش است مـی 
، رشـد سـلولی و کـاهش    هاي متابولیکیسرب سبب مهار فعالیت

فـزایش تولیـد   عـلاوه سـبب ا  هشود، بمیRNAبهDNAنسبت 
)36(و همکـاران Wang. )38(شـود  هاي فعال اکسیژن میگونه

Vallisneriaنشان دادند که میزان فنـول و فلاونوئیـد در گیـاه    
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرولین و هامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

1394بهار ،1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت16

natansمدتبهمیکرومولار از سرب 100تا 10هاي که با غلظت
یابـد ولـی پـس از سـپري     روز تیمار شده بود افزایش مـی 7تا1

میکرومولار محتـوي فنلـی و فعالیـت    75روز در غلظت 6شدن 
در این گیاه دیده . اهش یافتها سنتز کننده این ترکیبات کآنزیم

سبب افزایش غلظت هاي پایین فلز سربشده که، تیمار با غلظت
شـود و در  فلزاتی مانند آهن، مس و روي نسبت بـه کنتـرل مـی   

ــزیم       ــت آن ــزات فعالی ــل فل ــن قبی ــت ای ــزایش غلظ ــه اف نتیج
هـایی را کـه   و بیـان بسـیاري از ژن  PAL)(آمونیلیازآلانینفنیل

. دهـد تز ترکیبات فنولیـک هسـتند افـزایش مـی    مرتبط با بیوسن
ماننــد گایــاکول (لــی ، ترکیبــات فنH2O2پراکســیداز بــا تجزیــه 

کند و را به ترکیبات فنوکسی اکسید می) عنوان دهنده الکترونبه
این ترکیبات در تشکیل اجزاي دیواره سلولی مانند لیگنین نقش 

هـا  نتایج حاصل از آنـالیز داده در مطالعه حاضر . )39و33(دارد 
دار فعالیت سرب سبب افزایش معنیتیمار با نیتراتنشان داد که

و همکـاران Garnczarska.آنزیم نسبت به کنترل شـده اسـت  
مـدت بـه میکرومولار از سرب را 5و 3، 1هاي تاثیر غلظت)40(

ساعت بـر فعالیـت آنـزیم گایـاکول پراکسـیداز ریشـه خـزه        24
(Lemna minir)همچنین . بررسی نموندDey)41( گیاه برنج

نیترات سرب تیمارنمود هر ر از مولاماکرو200تا0هاي را با غلظت
پراکسیداز در اثر دو محقق نشان دادند که میزان فعالیت گایاکول

افـزایش فعالیـت پراکسـیداز در    . یابـد تیمار با سرب افزایش مـی 
به آسـیب ایجـاد شـده     دلیل پاسخ سلولنتیجه تیمار با سرب به

هاي پراکسـیداز واقـع   تنش سرب موجب افزایش آزاد شدن آنزیم
یـک  احتمـالا این افـزایش . )41و27(شوند واره سلول میدر دی

واکنش حفاظتی براي به تاخیر انداختن پیري اسـت زیـرا آنـزیم   
هاي که سبب حفاظت گیاهان در مقابل آسیب پراکسیداز واکنش

لذا پراکسـیداز  . )42(کند شود را کاتالیز میهاي آزاد میرادیکال
وسـیله  در ایجاد مقاومت گیاه در برابر آسـیب اکسـیداتیو کـه بـه    

و همکـاران  Mishra.)30و13(شـود نقـش دارد   سرب القا می
تا 10هاي را با غلظتCeratophyllum demersumگیاه ) 30(

هفت روز تیمـار کردنـد، نتـایج    مدتبهمیکرومولار از سرب 100
هاي پایین و مـدت زمـان کوتـاه از تیمـار     نشان داد که در غلظت

م افزایش داشت؛ اما با افزایش مدت و غلظـت تیمـار   فعالیت آنزی
ــ ــت  فعالی ــاهش یاف ــزیم ک ــدم . ت آن ــاه گن Triticum)در گی

aestivum)هاي هاي آلوده به نیترات سرب با غلظتکه در خاك
و )39(کنـــد میکرومـــولار رشـــد مـــی25000و 1000، 500

7مـدت بـه که Ceratophyllum demersumهمچنین در گیاه 
فعالیــت گایــاکول روز در معــرض تیمــار بــا ســرب بــود میــزان

هاي بالاتر و مدت زمـان  در غلظت. )30(پراکسیداز کاهش یافت 
، اختلال در متابولیسـم  ROSدلیل افزایش تولید طولانی تیمار به

یابد سلول و القاي تنش اکسیداتیو میزان فعالیت آنزیم کاهش می
ــه نظــر محققــین کــاهش فعالیــت  . )39و27،30( همچنــین ب

ــت دادن      ــه از دس ــرب در نتیج ــالا س ــت ب ــیداز در غلظ پراکس
دلیـل اثـرات مضـرر    پذیري غشا و کاهش توانایی زیستی بـه نفوذ

خـتلاف موجـود در   ااحتمـالا . )42(باشـد  مـی هـاي آزاد رادیکال
دلیل تفاوت در گونه گیاهی و بهتواندمیفعالیت آنزیم پراکسیداز 

سـبب  بـا غلظت سرب مورد استفاده براي تیمار باشـد کـه متعاق  
پاسخ هاي سلولی متفاوت وابسته به گونه گیاهی و غلظت سـرب  

ر نیترات سرب بر فعالیت آنزیم گایـاکول  گزارشی از تاثی.شودمی
.پراکسیداز کالوس یافت نشد

اولـین خـط دفـاعی سـلول در     SOD:سموتازیسوپر اکسید د
ادیکـال سوپراکسـید اولـین رادیکـال     رمعمـولا .استROSبرابر 

اسـریع SODشـود و  آزادي است که در طـی تـنش تولیـد مـی    
کسیژن مولکـولی  و اهیدروژنپراکسیدرا بهرادیکال سوپراکسید 

در تـري را  نقـش حیـاتی  و با حـذف سوپراکسـید   کندتبدیل می
هاي کاتـالاز و پراکسـیداز   ی نسبت به آنزیمتاکسیدانسیستم آنتی

هـاي  لذا سـبب افـزایش مقاومـت گیاهـان بـه تـنش      کند ایفا می
در اکثر مطالعـات انجـام شـده    . )44و43، 28(شود محیطی می

دلیـل  این امـر تـا حـدودي بـه    . متغیر استSODمیزان فعالیت 
گیاهی، نوع بافـت،  ند گونهآزمایش مانتفاوت در فاکتورهاي مورد 

. )26(باشد نوع فلز، غلظت فلز مورد تیمار، و مدت زمان تیمار می
سـموتاز  یدفعالیت آنزیم سوپراکسـید در مطالعه حاضر نیز میزان

سـرب میکرومـولار نیتـرات  50و 10هـاي  غلظـت بادر اثر تیمار
دار یافت و بیشترین فعالیـت آنـزیم   نسبت به شاهد افزایش معنی

مشاهده شده که فعالیـت  . میکرومولار از تیمار بود50در غلظت 
SODیابدنگین افزایش میدر شرایط تیمار با فلزات س .Kaur و

بـا  (Triticum aestivum)با تیمـار گیـاه گنـدم    )39(همکاران 
میکرومولار نیترات سرب نشـان  25000و 500،100هاي غلظت

دادند که فعالیـت آنـزیم سوپراکسـید دیسـموتاز در طـی تـنش       
ــز ــتاف ــزان .ایش یاف ــز می ــزیم در مطالعــه حاضــر نی فعالیــت آن

50و 10هـاي  غلظـت بـا سـموتاز در اثـر تیمـار   یدسوپراکسـید 
دار یافت و نسبت به شاهد افزایش معنیسربمیکرومولار نیترات

. میکرومـولار از تیمـار بـود   50بیشترین فعالیت آنزیم در غلظت 
اکســیداتیو و دلیــل مقابلــه بــا تــنش بــهSODافــزایش فعالیــت 

محافظت از سیستم دفاعی گیاه در برابر آسیب اکسـیداتیو اسـت   
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ولین و ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرهامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

139417بهار، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

ــزایش     )27( ــل اف ــه دلی ــزیم ب ــت آن ــزایش فعالی ــین اف ؛ همچن
از de novoباشــد کــه ســبب افــزایش ســنتز سوپراکســید مــی

اکسـید از  هـاي سـوپر  یـون شود احتمالاهاي آنزیمی میپروتئین
ــان ژن   ــزایش بیـ ــبب افـ ــیگنالی سـ ــش سـ ــق نقـ ــاي طریـ هـ

و Mishraهمچنــین)13(شــوند ســموتاز مــی یسوپراکسیدد
ــاران  ــزان فعال )30(همکــ ــی میــ ــا بررســ ــزیم بــ ــت آنــ یــ
که Ceratophyllum demersumسموتاز در گیاه یدسوپراکسید

میکرومولار سـرب آلـوده   100تا 10هاي روز با غلظت7مدتبه
هـاي کـم تیمـار    شده بود نشان دادند که در مدت زمان و غلظت

میزان فعالیت آنزیم افزایش، ولی با افزایش زمان و غلظت تیمـار  
کـاهش فعالیـت آنـزیم در    . یابـد یمیزان فعالیت آنزیم کاهش م ـ

در سـلول و  H2O2دلیل افزایش تولیـد  بههاي بالا احتمالاغلظت
و یـا اتصـال فلـز سـرب بـه      H2O2غیر فعال شدن آنزیم توسـط  

باشـد و در نتیجـه فعالیـت آنـزیم کـاهش      جایگاه فعال آنزیم می
ــی ــد م ــت   . )45(یاب ــر فعالی ــرب ب ــرات س ــاثیر نیت گزارشــی از ت

.یسموتاز کالوس یافت نشددسوپراکسید

بررسی تاثیر نیترات سرب بر تغییرات بیوشیمیایی کالوس 
گیاه پریوش

عنـوان شاخصـی از   پراکسید شدن لیپیـد بـه  :مالون دي آلدئید
ازدیـاد  مشخص کنندهدر طی پیري باشد وآسیب اکسیداتیو می

هـاي  ها و کتونلدئیدآهاي آزاد است که همراه با افزایش رادیکال
در H2O2تولید . )46(براي گیاه خطرناك هستند است کهیسم

هـاي بیوشـیمی موجـود در    هاي گیاهی از طریـق واکـنش  سلول
فعالیت مختلف سلول مانند تنفس نوري و یا از طریق هاي قسمت

. شـود مـی انجـام اکسـیداز سموتاز و گـزانتین یداکسیدآنزیم سوپر
دلیــل پراکسیداســیون اســیدهاي چــرب لیپیــدهاي غشــایی بــه

. هاي آزاد هستندوسیله رادیکالبسیار مستعد آسیب بهغیراشباع
در اثر تنش سبب افـزایش تولیـد رادیکـال    H2O2افزایش میزان 

رادیکـال  . شـود وایـس مـی  –هیدروکسیل از طریق واکنش هـابر 
هـاي  توانـد سـبب افـزایش واکـنش    هیدروکسیل تولید شده مـی 

بـا ایـن حـال    . رسـانند اي شود که به غشـا آسـیب مـی   زنجیره
H2O2باشـد کـه   مـی باشـد گر مـی نیز جزو انواع اکسیژن واکنش

موجب پراکسید شدن لیپیدي، آسیب به غشا و در نهایـت مـرگ   
در )30(و همکـاران  Mishraطبق گزارش. )39(شود سلول می

ــاه  ــه Ceratophyllum demersumگی ــهک ــدتب ــا 7م روز ب
بـود میـزان   میکرومولار سرب تیمـار شـد  100تا10هاي غلظت
)17(و همکـاران  Zacchini. یابـد آلدئید افـزایش مـی  يدمالون

ماه روي کالوس 6مدتبهمولار از کلرید سرب را میلی5/0تاثیر 
مطالعه کردند و نتایج نشان داد که میـزان  (Zea mays L)ذرت 
. درصد نسبت به کنترل افزایش یافتـه اسـت  42آلدئید ديمالون

گیـاه پریـوش تحـت    کالوسنتایج مطالعه حاضر نشان داد که در 
داري طـور معنـی  بـه آلدئیـد ديمیزان مالونتیمار نیترات سرب،

افـزایش در  ). >05/0p(داشـته اسـت   افـزایش لنسبت به کنتـر 
آلدئید ناشی از پراکسیداسیون لیپیدها دلالت بـر  ديمالونغلظت

هـاي تولیـد   گرچه فراینـد . هاي آزاد در بافت استایجاد رادیکال
ROS      در شرایط نرمال آهسته اسـت، امـا سـرب سـبب افـزایش

هاي فعال اکسیژن سبب القـاي  لذا گونه. )13(شود تولید آنها می
)39(شوندي در گیاه میتنش اکسیداتیو و پراکسیداسیون لیپید

. )47(یابددر تیمار با سرب افزایش میMDAو در نتیجه میزان 

هـاي عمـومی سـلول بـه تغییـرات فشـار       یکی از پاسـخ :پرولین
هایی اسـت کـه قابلیـت انحـلال     اسمزي خارجی تجمع متابولیت

در . )48(کننـد  طبیعی گیاه را مختـل نمـی  دارند ولی متابولیسم 
ی هاي زیسـتی و غیـر زیسـت   اکثر گیاهان میزان پرولین در تنش

هـاي فیزیولـوژیکی متعـددي بـراي     نقـش . )49(یابد افزایش می
ها تاکیـد بـر   ترین آنتجمع پرولین به تنش گزارش شده که مهم

ده تنظـیم کننـده اسـمزي و عامـل     عنوان یک مانقش پرولین به
هاي سیتوپلاسمی و سـاختمان غشـا اسـت    حفاظت کننده آنزیم

ها در سیتوزول امکـان تعـدیل فشـار    تجمع اسمولایتزیرا )50(
هاي سمی آورد؛ لذا مانع تجمع یوناسمزي را در سلول فراهم می

آور اسـت  ها و غشاها زیـان شود که براي پروتئینمانند سدیم می
تجمع پـرولین مسـئول تعـادل اسـمتیکی بـراي      همچنین .)51(

پـرولین در  .)52(باشـد میدر سلولهاي محلولکاهش پروتئین
در گیاهان فلزات سنگین هاي محیطی، از جمله تنشبهبود تنش

هاي تحـت  کند در سلولها نقش مهمی ایفا میو میکروارگانیسم
عنــوان جــاروب کننــده ی دارد و بــهتاکســیدانتــنش نقــش آنتــی

و یک محافظ مولکولی جهت حفـظ  گر واکنشهاي اکسیژن گونه
تجمع پـرولین هنگـامی رخ   . )55-53(باشد ساختار پروتئین می

و ه پتانسیل آبی برگ به زیر حد آستانه رسـیده باشـد   دهد کمی
اي کـه  مطالعـه در . )50(بالاي این محدوده تغییرات اندك است 

.Brassica juncea Lروي گیـاه  )56(و همکاران Johnتوسط 

میکرومـولار از  1500تـا  0که غلظت مشخص گردیدانجام شده
ــرولین دارد  ــر تجمــع پ ــدکی ب ــاثیر بســیار ان و Singh. ســرب ت

گیـاه  هـاي  نهـال بـر روي  خود که تحقیقاترد)57(همکارانش 
(Vingna mungo L)میکرومـولار  100تا 10هاي که با غلظت
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انهمکارومحمدرضا امیرجانی...ي آنتی اکسیدانتی، میزان پرولین و هامیآنزتیفعالی اثر سرب بر بررس

1394بهار ،1، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت18

ایش غلظت فلز، میزان بودند نشان دادند که با افزسرب تیمار شد
هـاي  در مطالعه حاضـر اثـر غلظـت   . یابدسنتز پرولین افزایش می

ــر افــزایش تجمــع پــرولین معنــی  دارمتفــاوت نیتــرات ســرب ب
)05/0p< (تحقیقات انجام شده توسط محققان دیگر . بوده است

و 56(دست آمده در مطالعه حاضـر مطابقـت دارد   هنیز با نتایج ب
اند که افزایش تجمع پرولین در تـنش  محقین نتیجه گرفته). 58

دلیـل افـزایش سـنتز و یـا کـاهش تجزیـه       سرب ممکن است بـه 
بدین ترتیب با افزایش پـرولین در  . )58(پرولین و یا هر دو باشد 

لی القا شده توسـط تـنش را کـاهش    سلول اسیدیفیکاسیون سلو
دلایلی دیگري که براي افزایش تجمع پـرولین در  . )49(دهد می

ز تحریـک سـنتز آن ا  ) الـف : حین تنش پیشنهاد شده عبارتنـداز 
جلوگیري از اکسیداسیون آن در طول تـنش  ) اسید گلوماتیک ب

عـلاوه  . )59(تخریب و اختلال در فرایند سنتز پروتئین است ) ج
دهـد در زنجیـره انتقـال الکتـرون،     که تنش رخ مـی بر این زمانی

افزایش تولیـد  شوند و این امر سببهاي زیادي تولید میالکترون
در شـرایط تنشـی در سـلول    . )14(شـود  هـاي آزاد مـی  رادیکال

کـه  زیرا هنگامی)49(یابد گیاهی میزان سنتز پرولین افزایش می
+NADPو تولیدNADPHشود سبب مصرف پرولین تولید می

هاي اضافی تولید شده در شود و این ترکیب با مصرف الکترونمی
هاي فعال اکسیژن جلوگیري زنجیره انتقال الکترون از تولید گونه

. کندمی

یـه  هاي ثانوآلکالوئیدها یک گروه گسترده از متابولیت:آلکالوئید
با وزن مولکولی پایین و حاوي نیتـروژن هسـتند ایـن ترکیبـات     

گـزارش شـده کـه    . )60(شـوند  مشتق میهاآمینهاز اسیدتاعمد
هـاي گیـاهی در شـرایط تـنش     آلکالوئیدها سبب حفاظت سـلول 

5اي یکسـان  ه ـتیمـار گیـاه پریـوش بـا غلظـت     . )61(شوند می
روز سـبب افـزایش   15مدتبهمولار سرب، نیکل و منیزیم میلی

در مطالعات دیگر که توسط . )4(محتوي آلکالوئیدهاي ریشه شد 
Pandey)62(   انجام شد تاثیر کلرید سرب و کلرید کـادمیوم بـر

محتوي آلکالوئید گیاه پریوش نشان داد که میزان آلکالوئید کـل  
هـاي بـالا سـرب    احتمالا در غلظت. نسبت به شاهد کاهش یافت

در سـلول  ATPیندهایی کـه سـبب تولیـد    آو فرروي متابولیسم
نیانگی ـمشوند اثرات منفی دارد  در مطالعـه حاضـر مقایسـه    می

ــا غلظــتکــهدادنشــانآلکالوئیــد کــل  50و 10هــايتیمــار ب
محتوي آلکالوئید کل نسبت بهدار معنیباعث افزایش میکرومولار

ومـت  افزایش میزان آلکالوئید سبب افـزایش مقا . شوندمیکنترل 
دلیل این است شود شاید این افزایش بهگیاه به فلزات سنگین می

کنند و عنوان پیامبرهاي ثانویه عمل میکه برخی از این فلزات به
با توجـه بـه اینکـه    . )4(شوند سبب افزایش سنتز آلکالوئیدها می

تـنش  هـاي گیـاهی تحـت    دها درحفاظت سـلول آلکالوئیاهمیت
توان گفت که افزایش یا کاهش میزان مشخص شده است، لذا می

.باشدآلکالوئید کل در یک گیاه متناسب با نوع تنش می

نتیجه گیري

دلیل القا تنش اکسیداتیو و افزایش تولیـد رادیکـال آزاد   سرب به
ی و محتوي پرولین تاکسیدانهاي آنتیسبب افزایش فعالیت آنزیم

و آلکالوئیــد و پراکسیداســیون لیپیــد در کــالوس گیــاه پریــوش  
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Abstract

Aim:Periwinkle (Catharanthus roseus) is a medicinal plant as a result of which its medicinal
compounds and alkaloids have been under a great consideration. Lead is one of the most common
heavy metal contaminant in the environment. Induction of oxidative stress is a result of the presence of
heavy metals in plant cells. Due to the problem of heavy metal pollution and the dangers of pollution
to plant in this study, the effects of oxidative stress caused by the presence of lead on activity of
antioxidant enzymes, level of prolin and alkaloid in callus grown on MS medium with different
concentrations of lead were investigated.

Material and Methods: Catharanthus roseus seeds were planted in the vase containing Pearlite, then
to induce callus, the leaves under the sterile condition were put on the solid MS culture media.
Calluses were subcultured after three weeks, the calluses after two subculture were treated with
different concentrations of lead nitrate (0, 10 and 50 μM). The activity of antioxidant enzymes and
content of proline and alkaloid were assayed. Data analyzed at P ≤ 0.05 level using SPSS software.

Results: The results of this study showed that the activity of antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase (SOD), peroxidase (POX), catalase (CAT) and the level of proline and alkaloid as well as
lipid peroxidation increased significantly (p<0.05) in comparison  to control.

Conclusion: Due to induction of oxidative stress, lead was caused an increase in antioxidant enzymes
activity and the content of malondialdehyde, alkaloid and proline.

Keywords: Alkaloid, Antioxidative enzymes, Lead, Lipid peroxidation, Oxidative stress
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