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  و فراصوت، امواج متيل جاسموناتسازي تاكسول توسط  افزايش توليد و آزاد
  (.Corylus avellana L)در كشت سلولي فندق  دي بوتيل فتالات

  
  2مهرداد بهمنش و *1اله رضايي، فائزه قناتي آيت

  گروه علوم گياهي، دانشكده علوم زيستي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران 1
  انشكده علوم زيستي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانگروه ژنتيك، د 2

  
  چكيده

 بـر  همزمـان به صورت انفـرادي و   (In situ)و استخراج در جا  فراصوت، امواج متيل جاسمونات تأثيربررسي  براي  اين تحقيق،
 قطعـات  از سـلولي  كشـت . هاي فيزيولوژيك و توليد تاكسول در كشت سلولي فندق صـورت گرفـت   شاخصرشد، برخي از 

 بـا  ترتيـب  به آدنين بنزيل و اسيد استيك كلروفنوكسي دي -2،4 داراي كه MS جامد كشت محيط روي فندق دانه جداكشت
 40، امـواج فراصـوت بـا شـدت     µM 100 غلظـت بـا   متيل جاسمونات. آمد بود، به دست ليتر در گرم ميلي 5/0 و 1 هاي غلظت

نتـايج نشـان داد كـه    . جهت استخراج در جا استفاده شد (v/v) درصد 10با غلظت  كيلو هرتز و از حلال آلي دي بوتيل فتالات
مقـدار پراكسـيد هيـدروژن و پراكسيداسـيون     . ها تحت اثر تيمارها نسبت به شاهد كـاهش يافـت   ي سلولمان زنده و رشد سلولي

تحـت اثـر   ليـاز  ين آمونيافنيـل آلان ـ يم فعاليـت آنـز  . ها نسبت به شاهد تحت اثر تيمارها افزايش يافت ليپيدهاي غشايي در سلول
مقـدار تاكسـول بـرون سـلولي نسـبت بـه        شده،تاكسول  توليد كليه تيمارها باعث افزايش. تيمارها نسبت به شاهد افزايش يافت

سازي تاكسول و عملكـرد ويـژه    كليه تيمارها باعث افزايش آزاد ،همچنين. قرار گرفت تأثيرتاكسول درون سلولي بيشتر تحت 
دي بوتيـل   همزمـان درصـد آزادسـازي و عملكـرد ويـژه تحـت اثـر كـاربرد         ،بيشترين توليد تاكسول .به شاهد گرديدند نسبت

 .ميكروگرم بر گرم وزن خشك به دست آمد 31/264 درصد و µg/L 22/3289 ،39/98به ترتيب به مقدار  صوتفرافتالات و 
ويژه در خصوص توليـد تاكسـول بـرون سـلولي و     ه ب ،عواملر دي بوتيل فتالات به صورت قابل توجهي باعث تقويت اثر ديگ

  .ازي تاكسول و عملكرد ويژه گرديدتاكسول كل، آزادس

  متيل جاسمونات، امواج فراصوت ،در جااستخراج  ،تاكسول ،فندق، كشت سلولي: كليدي هاي واژه

  
  مقدمه

بـراي   لكالوييـد دي ترپنوييـد اسـت كـه    آتاكسول يـك  
ــتفاده در ــان ســرطا اس ــه و   ندرم ــينه، تخمــدان و ري ــاي س ه

ــدز    ــه ايــ ــته بــ ــاپوزي وابســ ــاركوماي كــ ــين ســ   همچنــ
(AIDS-related Kaposi's sarcoma) به همراه  شده، ييدأت

در  IIIنظيــر ســفالومانين و باكــاتين  وابســته ديگــر تركيبــات
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و  (.Taxus spp)هاي گياهان معدودي نظيـر سـرخدار    سلول
كـه سـرخدار را    هـايي  هـا و بـاكتري   همچنين برخي از قارچ

. (Bestoso et al., 2006)شـود   توليـد مـي   ،كننـد  آلوده مـي 
اند كه گياه فندق و كشـت سـلولي    تحقيقات اخير نشان داده

كنـد   تاكسان از جمله تاكسـول توليـد مـي   د تركيباتآن نيز 
(Bestoso et al., 2006; Hoffman and Shahidi, 2009; 

Rezaei et al., 2010).  
بخشــي از  ،ي ثانويــه در گياهــان اهــ تجمــع متابوليــت 

كـه توسـط    استي دفاعي در برابر حملات پاتوژني ها پاسخ
يي كـه غالبـاً در   هـا  محـرك . شـوند  القا و فعال مي ها محرك

ي هـا  شـامل كربوهيـدرات   ند،شـو  ميمطالعات مورد استفاده 
 Methyl)جاســمونات  متيــلقــارچي، عصــاره مخمــر،   

Jasmonate, MJ)، ــيد و ك ساليســيليك ــوزان اس ــتنديت . هس
دهند كه مسيرهاي انتقال پيام متعـددي در   مطالعات نشان مي

دخالـت   هـا  محـرك اثـر   بري ثانويه ها القاي تجمع متابوليت
اسـيد و مشـتقات آن نظيـر     دارند و در ميان آنها جاسمونيك

MJ سنتز  و اند ي حدواسط مشخص شدهها به عنوان سيگنال
هـاي سـلولي    كشـت سريع آنها چه در گياه كامـل و چـه در   

هـاي دفـاعي بـه     است كـه ضـمن القـاي واكـنش     شدهييد أت
 Zhao et)گردد  هاي ثانويه منجر مي افزايش توليد متابوليت

al., 2005).  
با شدت زياد براي  (Ultrasound, US) فراصوتامواج 

هـا را تخريـب    غشـاي سـلول  ، تركيبات زيستي مخرب بـوده 
را غيـر   DNAها و  مهاي زيستي نظير آنزي و مولكول كند مي

نشـان   ،از طـرف ديگـر  . (Ferizzell, 1988)سـازد   فعال مـي 
بـا شـدت و انـرژي كـم، طيفـي از       USداده شده اسـت كـه   

اي در  شنده داشته كه از اهميت بـالقوه زيستي غير كُ تأثيرات
آثـار  تـرين   يكـي از گسـترده  . بيوتكنولوژي برخوردار است

پـذيري   ش نفـوذ هاي زنده، افزاي روي سلول USغير مخرب 
هـاي   فـرآورده غشاست كه جذب تركيبات خـارجي و دفـع   

عـلاوه بـر   . دهـد  ها را افزايش مـي  درون سلولي توسط سلول
بـه عنـوان محـرك     USپذيري غشـاي سـلولي،    افزايش نفوذ
ــنش ــاي آنزيمــــي و واكــ ــنتز در هــ ــلول بيوســ ــا و  ســ هــ

 Joersbo and) است شدههاي گياهي استفاده  پروتوپلاست

Brunstedt, 1992) . ــده ــات پراكن ــراً مطالع ــراي  اخي روي ب
 ،در كشت سلول گياهي صورت گرفتـه  USزيستي  تأثيرات

ر ســنتز بــ US هكننــد تحريــك آثــاردر خصــوص  لــيو
  . ي ثانويه گياهي بسيار كم كار شده استها متابوليت

كشـت   هـا در درون سـلول يـا در محـيط     فـرآورده تجمع 
 بـازخوردي رت ممكن است سبب مهار بيوسنتز آنها به صـو 

بـدين  . شـود  منجـر  فـرآورده و يا به تخريب و تبـديل   ،شده
 ،كشـت  محيطها و  ها از سلول فرآوردهبرداشت سريع  جهت

به كمك ماده جـاذب جامـد يـا يـك حـلال آلـي از طريـق        
 فرآوردهتواند توليد  تشكيل يك سيستم كشت دو فازي، مي

ي در كشت دو فـاز . (Wang et al., 2001)را افزايش دهد 
خــارج  فــرآوردههــدايت  بــراياز يــك سيســتم جداكننــده 

. شـود  سلولي به يك فاز ثانوي معمولاً غير قطبي استفاده مي
اين نوع كشت نه تنها تخليص متابوليت ثانويه را به صـورت  

بلكه توليـد را نيـز    ،كند تسهيل مي (In situ) در جابرداشت 
  .دهد افزايش مي

يكــي از منــابع امــروزه كشــت ســلول گيــاهي بــه عنــوان 
هـاي ثانويـه    پـذير بـراي توليـد متابوليـت     جايگزين و تجديد

شـامل انتخـاب    ي مختلفـي هـا  اسـتراتژي . اسـت شناخته شده 
 ،ي ويـژه هـا  و تكنيـك  كشت محيطسازي  لاين سلولي، بهينه

در  در جـا نظير محرك و كشـت دو فـازي بـراي اسـتخراج     
شـنهاد  آنهـا پي افزايش توليـد  و  هاي ثانويه متابوليت خصوص
با توجه به اينكه گياه فندق و كشـت سـلولي آن   . شده است

و از برخي جهات  ،به عنوان منبع جديد تاكسول معرفي شده
از قبيل فراواني و سهولت دسترسي، كشـت و كـار وسـيع و    
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هــايي دارد و از  تــر كــالوس مزيــت القــا و نگهــداري راحــت
 ايـي افز هـم  رابطـه غالباً يك  ، نشان داده شده است كهطرفي

هـاي ثانويـه در    ي مختلف در توليـد متابوليـت  ها محركبين 
، (Zhao et al., 2005) وجود داردي سلولي ها گياه يا كشت
تـا بـا اسـتفاده از    شـده اسـت   اين تحقيـق سـعي    بنابراين، در

دو فـازي،   كشـت  محـيط ي فيزيكي و شيميايي در ها محرك
 هــاي مختلــف فيزيولوژيــك، شــاخصگيــري  ضــمن انــدازه

تعليقـي از نظـر    كشـت  محـيط هـاي فنـدق در    سلول عملكرد
  . گرددارزيابي نيز توليد تاكسول 

  
  ها مواد و روش

  اندازي كشت سلولي القاي توليد كالوس و راه
كه بومي ايران بوده فندق رقم گرد اشكور تازه بذرهاي 

به فراواني ) شهرستان رودسر، گيلان(و در منطقه اشكورات 
براي القا آوري و  ماه جمع ركشت گرديده است، در شهريو

پوسته چوبي بذرها جدا و دانـه   .شدو توليد كالوس استفاده 
شويي و سه بار آبكشـي بـا آب    پس از شستشو با مايع ظرف

دقيقـه توسـط هيپوكلريـت سـديم تجـاري       20شير، به مدت 
 سـه ضد عفوني گرديد و مجـدداً  ) كلر فعال درصد 25/5با (

بـه   ها لپه ؛ بدين ترتيب كهشدبار توسط آب استريل شستشو 
، آگار /5/5اسيديته  ،MSو در محيط  ندبخش تقسيم شد دو
هـاي   كننـده  گـرم در ليتـر و تنظـيم    30درصد، سوكروز  8/0

دي كلروفنوكسي استيك اسيد و بنزيل آدنين به  -4,2 رشد
گـرم در ليتـر كشـت     ميلـي  5/0و  يـك هاي  ترتيب با غلظت

شـايان ذكـر اسـت    (ند و در تاريكي نگهداري شد ندگرديد
سـازي   هاي رشد پس از بهينـه  كننده كه مقدار و نسبت تنظيم

از  پس. )دست آمده براي القا و رشد كالوس ب كشت محيط
 هفتـه  دوهـر  ظاهر شـدند و   ها روز كالوس14 تا 10گذشت 
گرم  دوبراي تهيه كشت تعليقي . واكشت گرديدند يك بار

چنـدين مـاه    ازپـس  (همسـان و همسـن    ،سـفيد  ،كالوس نرم
بــا تركيبــات  MS كشــت محــيطليتــر  ميلــي 50بــه ) واكشــت

روي و بـر  بدون آگار اضافه شد  ذكر شده در بالاهورموني 
ــا ســرعت   ــاي  120شــيكر ب درجــه  25دور در دقيقــه در دم

يــك بــار هفتــه  دوســانتيگراد در تــاريكي نگهــداري و هــر 
  . واكشت گرديد

  
يل فتـالات و  ، دي بوتجاسمونات متيلها با  تيمار سلول

   فراصوتامواج 
 دي بوتيل فتالات جاسمونات و متيلمناسب هاي  غلظت

(Dibutyl phthalate, DBP)  و توان امواج فراصوت و نيـز 
زمان اعمال هر تيمار با توجه به منابع موجود و پس از انجـام  

مقدار توليد تاكسـول  هاي مقدماتي بر اساس بيشترين  آزمون
 (Sigma) جاسـمونات  توك متيلاس محلول .گرديد انتخاب

 2/0تهيـه و توسـط فيلتـر    % 70مولار در اتانول  1/0با غلظت 
سپس با حجم مشخص در روز هشتم . ميكرومتر استريل شد

 طـوري به  ؛تعليقي اضافه شد كشت محيطپس از واكشت به 
. دسـت آمــد ه ميكرومـولار از آن ب ـ  100كـه غلظـت نهـايي    

تيمـار  % 70اتـانول  هاي شاهد توسط حجم مشابهي از  كشت
نيز پس از استريل نمودن  (Merck) دي بوتيل فتالات. شدند

% 10با غلظـت   ،توسط اتوكلاو در روز دهم پس از واكشت
بـا غلظـت فـوق الـذكر      MJفاقـد يـا واجـد     كشـت  محيطبه 

 100كيلو هرتز بـا تـوان    40فركانس ( USامواج . اضافه شد
، ) ، ايتاليـا Falc(توسط حمام اولتراسونيك ديجيتال ) درصد

پـس   دوازدهـم و  دهمروز (بار  دودقيقه و  سهبه مدت زمان 
 رب DBPيا  MJبا  تركيببه صورت جداگانه و ) واكشت از

آن  آثــار ،تعليقــي تابانــده شــده كشــت محــيطهــا در  ســلول
درجـه سـانتيگراد ثابـت     25ما در طـول تيمـار   د. شدارزيابي 

هـا   ت، سـلول پس از واكشروز چهاردهم در . نگه داشته شد
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در ارتباط با توليد تاكسـول و   آنهاواكنش و  برداشت شدند
ــا  هــاي فيزيولوژيــك  شــاخصديگــر  پــس از برداشــت آنه

  .شدارزيابي 
 

  ها  تعيين توان زيستي سلول گيري رشد سلولي و اندازه
 خشــك وزن ري افــزايش درگيــ انــدازهرشــد ســلولي بــا 

 كشـت  يطمح ـهـا از   سـلول  ،بدين منظـور . ها تعيين شد سلول
خشـك و   oC35سـاعت در دمـاي    48به مـدت  جدا شدند و 

يـك قطـره   ، براي تعيين توان زيستي. گرديدندتوزين سپس 
 تعليقي حاوي سلول بر روي لام قرار داده شـد  هاي از كشت

 Evans) بلـو  ساوان درصد 1/0 يك قطره از محلول آبي و

Blue)   پـس از گذشـت چهـار دقيقـه     .به آن اضـافه گرديـد 
ــلول ــ سـ ــر شست اهـ ــا آب مقطـ ــده،بـ ــو داده شـ ــر  شـ در زيـ

هـايي   سـلول با شـمارش  . شدند ميكروسكوپ نوري مشاهده
و  )هـاي مـرده   سـلول (كه كاملاً به رنگ آبي در آمده بودند 

هايي كه فقط ديواره آنها رنگ آبي به خود گرفته بود  سلول
 ها تعيين گرديـد  درصد توان زيستي سلول )هاي زنده سلول(

et al., 2001) (Schützendübel.  
  

  بيوشيميايي هايآناليز
تيمارهاي بـه كـار رفتـه بـر      تأثيربه منظور ارزيابي ميزان 

بـه عنـوان    (MDA)مقدار مالون دي آلدييد ها،  غشاي سلول
ــرآورده ــا    ف ــدهاي غش ــيون ليپي ــايي پراكسيداس ــه روشنه   ب
DeVos  200بدين منظـور  . سنجيده شد) 1991(و همكاران 

تـر تـري   لي ميلـي اي منجمد شـده بـا سـه    ه ميلي گرم از سلول
ــيد   ــرو اســتيك اس ــا% 10كل ــديس ــه. يده ش ــا پــس از  نمون ه

بـه  . شدند) دقيقه rpm 12000 ،15(سازي، سانتريفوژ  همگن
ليتـر تيـو    ميلـي  يـك هاي صاف شـده،  ليتر از نمونه ميلي يك

و به مدت نيم ساعت در  شداضافه % 25/0باربيتوريك اسيد 
هـا، در  پس از سرد شدن نمونه. شدندقرار داده  C°100دماي 

. شـد ري گي ـ اندازهجذب آنها نانومتر  600و  532طول موج 
 mM/cm/بـــه كمـــك ضـــريب خاموشـــي  MDA مقـــدار

مقـدار پراكسـيد هيـدروژن بـر اسـاس      . محاسبه گرديـد 155
بدين منظـور  . سنجيده شد (Velikova et al., 2000)روش 

ليتـر تـري    ميلـي  5گرم توده سلولي منجمد شده با  ميلي 200
هـا پـس از    نمونـه . روي يخ ساييده شـد بركلرو استيك اسيد 

بـه  . شدند) دقيقه rpm 12000 ،15(سازي، سانتريفوژ  همگن
تــر بــافر لي ميلــي 5/0ليتــر از بخــش شــناور رويــي،  ميلــي 5/0

ليتر يديد  ميلي يكو ) pH=7مولار،  ميلي 10(فسفات پتاسيم 
نـانومتر   390مـوج  پتاسيم اضافه شـد و جـذب آن در طـول    

راكسـيد  با استفاده از منحنـي اسـتاندارد مقـدار پ   . شد خوانده
مقـدار پـروتئين بـر اسـاس روش      .هيدروژن محاسبه گرديـد 

  .سنجيده شد (Bradford, 1976)برادفورد 
ي هـا  محـرك ي گيـاهي بـا   ها سلولاز آنجا كه تحريك 

به طور معمول سبب  MJ، يا شيميايي نظير USفيزيكي نظير 
شود و اين مسيرها نيـز   مي اه افتادن مسيرها ترارساني پيامبه ر

ت فنلـي و سـاير   ابه نوبه خود ممكـن اسـت بـه توليـد تركيب ـ    
آنزيم فنيـل آلانـين   فعاليت هاي ثانوي منتهي شود،  متابوليت
به عنوان يك آنزيم كليدي در اين مسـير   (PAL)آمونيالياز

وليــد بــر اســاس مقــدار تفعاليــت ايــن آنــزيم . ارزيــابي شــد
 بـه طـور خلاصـه،    .ري شـد گي ـ اندازه (CA)سيناميك اسيد 

ليتــر بــافر  ميلــي 5/6گــرم ســلول منجمــد شــده بــا  ميلــي 200
 -حـــاوي بتـــا) pH=8/8مـــولار،  ميلـــي HCl )50-تـــريس

روي يخ به مدت بر هاون  در) مولار ميلي 15(مركاپتواتانول 
سـازي،   هـا پـس از همگـن    سـپس نمونـه  . دقيقه ساييده شد 2

بخـش شـناور   و  )دقيقـه  rpm 15000 ،30( فوژ شدندسانتري
 مخلــوط. شــداســتفاده  PALبــراي ســنجش فعاليــت  رويــي
تـر  لي ميلـي  5/0ليتر از بافر استخراج،  ميلي يكشامل  واكنش

ــين -Lاز  ــل آلان ــي 10فني ــولار،  ميل ــي 4/0م ــر از آب لي ميل ت
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 يكتر از عصاره حاوي آنزيم به مدت لي ميلي 1/0ديونيزه و 
واكـنش بـا   . شد انكوبهگراد درجه سانتي 37دماي ساعت در 

 فـرآورده مولار متوقف شـد و   HCl 6تر لي ميلي 5/0افزودن 
اتيـل اسـتات تبخيـر    . آن به كمك اتيل استات استخراج شد

. مولار حل گرديـد  05/0تر سود لي ميلي 3و باقيمانده در  شد
ري مقدار جـذب در طـول   گي اندازهغلظت سيناميك اسيد با 

نانومتر و به كمك استاندارد سيناميك اسيد تعيين  290موج 
از  گـرم ميكرو  يكبرابر با  PALيك واحد از فعاليت . شد

  در نظـر گرفتـه شـد    سـاعت سيناميك اسـيد توليـد شـده در    
(Ochoa-Alejo and Gomez-Peralta, 1993).  

 
  ري تاكسولگي اندازهاستخراج و 

به سلول، استخراج تاكسول درون سلولي يا پيوسته  براي
درجــه  35ســاعت در دمــاي  48( ي خشــك شــدههــا ســلول

متانول به آن  ،كاملاً پودر شدند )دار سانتيگراد در آون تهويه
دقيقه مخلوط حاصله در سونيكاتور  40به مدت  و اضافه شد

سـپس مخلـوط فيلتـر شـده و عصـاره متـانولي       . قرار گرفـت 
دي  يـك بـه   يـك به بخش باقيمانده به نسبت . تبخير گرديد

فـاز  . اضافه شد و به شـدت تكـان داده شـد   و آب كلرومتان 
 از آب جدا و تبخير است،دي كلرومتان كه حاوي تاكسول 

در مـــورد تاكســـول بـــرون ســـلولي يـــا موجـــود در . شـــد
صـاف شـده و فاقـد سـلول بـه       كشت محيط، به كشت محيط
دي كلرومتان اضافه شد و شـديداً تكـان   يك به  يكنسبت 

ي هـا  باقيمانـده . شدلرومتان جدا و تبخير فاز دي ك. داده شد
انجـام   برايسپس . ميكروليتر متانول حل شد 250حاصله در 

HPLC  براي شناسـايي  . ميكرون فيلتر شد 45/0توسط فيلتر
به  HPLC (Knauer, Germany) و تعيين مقدار تاكسول از

ستون مورد . استفاده شد (Sigma)كمك استاندارد تاكسول 
  :بود ازعبارت  استفاده

 Perfectsil Targetو نـوع سـتون    يفرمـول مـاده درون ـ  

ODS-3 (5µm)   ــاد ــه ابعــ ــدل( mm 4.6×250بــ   مــ
MZ-Analysentechnik, Mainz, Germany( ــاز ، فــ

%  1/0هر يك حـاوي  ) v/v:55/45( متحرك متانول و آب 
 جريـان فـاز مـايع   بـا   زماني استيك اسيد به صورت گراديان

 227ول مــوج مــورد اســتفاده تــر در دقيقــه و ط ـلي ميلــي يـك 
. (Yuan et al., 2002; Bestoso et al., 2006)نانومتر بود 

دقيقه و حجم تزريق به دسـتگاه   HPLC 25طول زمان انجام 
مقــدار آزادســازي تاكســول از تقســيم . ميكــرو ليتــر بــود 20

تاكسول برون سلولي بر تاكسـول كـل برحسـب درصـد بـه      
 قدار تاكسـول توليـد  دست آمد و عملكرد ويژه به صورت م

  .شده به ازاي يك گرم ماده خشك محاسبه گرديد
 

  آناليز آماري
 تركيبـي بـه صـورت جداگانـه و     تيمارهاي مورد بررسي

 سهبا هاي كاملاً تصادفي  در قالب طرح بلوك ها روي سلول
هـاي ذكـر    شـاخص آنهـا روي   تأثيرو  صورت گرفتتكرار 

رســي قــرار مــورد بحــث و بر Excelافــزار  شــده توســط نــرم
 Student's t-test توسـط آزمـون   هـا  مقايسه ميانگين. گرفت

  .صورت گرفت P≤0/05در سطح 
 

  نتايج 
فراصـوت بـر   و  دي بوتيل فتالات، جاسمونات متيل اثر

  ها سلولرشد و توان زيستي 
بـه صـورت انفـرادي و     USو  MJ ،DBPتيمارهاي  اثر

  كلهـاي فنـدق در ش ـ   مـاني سـلول   تركيبي روي رشد و زنده
طور كـه ملاحظـه    همان. ب نشان داده شده است و لفا -1

ي مــان زنــدهكليــه تيمارهــا باعــث كــاهش رشــد و  ،شــود مــي
در حالـت تيمـار   . تعليقـي شـدند   كشـت  محـيط هـا در   سلول

ي تحت مان زندهرشد و  ر دردا معني انفرادي بيشترين كاهش
گـرم   33/10كه به ترتيب  مشاهده گرديد MJمحرك  تأثير
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 USمربوط به تيمار  اثرو كمترين  درصد بود 1/68و در ليتر 
 DBP. ري نشـان نـداد  دا معنيكه نسبت به شاهد تفاوت  بود

ري باعث كاهش اين صفات نسبت بـه  دا معنينيز به صورت 
همراه با ساير عوامل موجب  MJكارگيري ه ب. شاهد گرديد

ي گرديـد و ايـن   مان زندهشد و كاهش رتشديد اثر آنها روي 
نسبت به بقيه مشـهودتر   USه به همراه تيمار به ويژ ،فيمن اثر
 تركيبـي كمترين مقدار رشد در تيمارهاي  ، به طوري كهبود

MJ  وUS  مشـاهده گرديـد كـه     عاملو تيمار شامل هر سه
نيـز در   DBPتيمـار  . گرم در ليتـر بـود   5/7و  8/6به ترتيب 

 ي سلوليمان زنده ر فقط دردا معني باعث كاهش USحضور 
، اما صفت رشـد را اگـر چـه كـاهش     گرديد بت به شاهدنس

كــارگيري ه در حالــت بــ. ر نبــوددا معنــيداد، ولــي ايــن اثــر 
آثـار منفـي    MJتيمارهاي فوق الذكر به صـورت همزمـان،   

ــار ــي تيم ــذكور   USو  DBP تركيب ــفات م ــه را روي ص ب
ر در دا معنيو باعث كاهش  تقويت نمودري دا معنيصورت 

درصـد   17/65ي تا مان زندهم در ليتر و گر 5/7مقدار رشد تا 
رونـد تغييـرات مشـاهده شـده در      هـا  با مقايسه شكل. گرديد
  . رسد ي سلولي مشابه به نظر ميمان زندهرشد و 

  
بـر   فراصـوت و  دي بوتيل فتالات، جاسمونات اثر متيل

 يپيدها پراكسيداسيون لو  پراكسيد هيدروژنمقدار 

كليه تيمارها  دهد، نشان مي الف -2شكل  كه طور همان
ها  مقدار پراكسيد هيدروژن در سلولر دا معنيباعث افزايش 

 USدر حالت تيمـار انفـرادي،   . در مقايسه با شاهد گرديدند
توليـد  ميزان ثرتر عمل كرد و باعث بيشترين ؤنسبت به بقيه م

باعـث   MJيبـي،  در حالت تيمار ترك. شدپراكسيد هيدروژن 
را افـزايش   DBPنيـز اثـر    USو  شد USو  DBP اثرتقويت 

بيشترين افـزايش در مقـدار پراكسـيد هيـدروژن تحـت      . داد
مشاهده گرديد و در اين خصـوص   USو  MJ تركيبيتيمار 

تيمار . بعدي قرار داشت رتبهدر م عاملتيمار همزمان هر سه 
هيـدروژن   باعث توليد بيشـتر پراكسـيد   عاملهمزمان هر سه 

  . صورت جداگانه گرديده آنها ب اثرنسبت به 
بــه عنــوان كــه مقــدار پراكسيداســيون ليپيــدهاي غشــايي 

كليه تيمارها نسبت بـه   تأثيرنيز تحت  استشاخصي از تنش 
بيشـترين  ). ب -2شـكل  (نشان داد ري دا معنيشاهد افزايش 

 MJ تأثيردر حالت تيمار انفرادي، تحت   شاخصمقدار اين 
در  .بـود  USمشاهده شد و كمترين آن مربـوط بـه    DBPو 

ديگـر  عامـل  در كنـار دو   MJ حالت تيمار تركيبي حضـور 
  .گرديد MDAباعث توليد بيشترين 

  
  
  

  
 و شـك وزن خ) روي الـف بـر  به صورت انفـرادي و تركيبـي    (US) فراصوتو  (DBP) ، دي بوتيل فتالات(MJ)جاسمونات  متيلهاي  اثر تيمار -1شكل 

دهنـده تفـاوت    حروف غير يكسان نشان. دهنده انحراف معيار است هاي عمودي نشان تكرار و ميله 3ها ميانگين  داده .ماني در كشت سلولي فندق زنده) ب
   .است P≤0/05دار در سطح  معني
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بـر   فراصـوت و  دي بوتيل فتالات، جاسمونات متيل اثر

 (PAL) آلانين آمونياليازآنزيم فنيل  فعاليت
در پاسـخ بـه    ريدا معنـي به صورت  PAL فعاليت آنزيم

. )3شـكل  ( افـزايش نشـان داد  نسبت بـه شـاهد   كليه تيمارها 
در حالت انفرادي بيشترين افـزايش را در فعاليـت    USتيمار 
و نسبت به بقيه تيمارها به اسـتثناي   سبب گرديد PALآنزيم 

 .ر بـود دا معنـي ن تفـاوت  ، اي ـعامـل تيمار هم زمـان هـر سـه    
در حالـت تيمـار تركيبـي باعـث      USو  MJ تركيبـي كاربرد 

گرديد و نسبت به تيمـار   ردا معنيبه صورت  بيشترين فعاليت
تحـت   PALكمترين فعاليت آنـزيم  . جداگانه آنها بيشتر بود

هــا  در مقايســه بـا ديگــر تيمـار   USو  DBP تركيبـي كـاربرد  
تيمــار  .ر نبــوددا معنــي ، امــا نســبت بــه آنهــامشــاهده گرديــد

 PALباعث افـزايش بيشـتر در فعاليـت    عامل همزمان هر سه 
  .ر نبوددا معني؛ اگر چه نسبت به تيمار جداگانه آنها گرديد

  
در  PALفعاليـت آنـزيم   روي بر به صورت انفرادي و تركيبي  (US) فراصوتو  (DBP) ، دي بوتيل فتالات(MJ)جاسمونات  متيلهاي  اثر تيمار -3شكل 

ده دهن ـ نشـان حـروف غيـر يكسـان    . ده انحراف معيار استدهن نشانهاي عمودي  ميله تكرار و 3ها ميانگين  داده .(CA) سيناميك اسيد .كشت سلولي فندق
  .است P≤0/05ر در سطح دا معنيتفاوت 

  
  
  
  
  
  
  

  
د مقـدار پراكسـي  ) الـف روي بـر  به صورت انفرادي و تركيبي  (US) فراصوتو  (DBP) ، دي بوتيل فتالات(MJ)جاسمونات  متيلهاي  اثر تيمار -2شكل 

حروف غير . دهنده انحراف معيار است هاي عمودي نشان تكرار و ميله 3ها ميانگين  داده .مقدار پراكسيداسيون ليپيد در كشت سلولي فندق) ب ؛هيدروژن
 .است p≤0/05دار در سطح  دهنده تفاوت معني يكسان نشان
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 فراصوتو  دي بوتيل فتالات، جاسمونات متيل اثر
  ي تاكسولآزادسازتوليد و بر 

توليد تاكسول برون  ردا معني مارها باعث افزايشكليه تي
. )1جـدول  ( سلولي و تاكسول كل نسبت به شاهد گرديدند

 ــ ه در خصــوص تاكســول درون ســلولي نيــز كليــه تيمارهــا ب
. شـدند باعث افزايش آن  DBPو  MJاستثناي تيمار تركيبي 

 DBP تأثيرصورت انفرادي ه در ميان تيمارهاي اعمال شده ب
رون سلولي نسبت بـه بقيـه بـه صـورت قابـل      روي تاكسول ب

بـه ترتيـب    USو  DBP ،MJتيمارهـاي  . توجهي بيشـتر بـود  
، 184باعث افزايش توليد تاكسـول بـرون سـلولي بـه مقـدار      

در بـين تيمارهـاي   . برابر نسبت بـه شـاهد گرديدنـد    6و  7/6
تركيبــي بيشــترين مقــدار تاكســول بــرون ســلولي تحــت اثــر 

مشــاهده گرديــد كــه باعــث   USو  DBPكــاربرد همزمــان 
برابري توليد تاكسول برون سلولي نسبت بـه   4/249افزايش 

ــد  ــاهد گردي ــر  DBP. ش ــن خصــوص   USو  MJاث را در اي
 ثرتر نسـبت بـه وقتـي   ؤبسيار م USاما به همراه  ،تقويت نمود
و  MJتيمار همزمان . عمل كرد ،اعمال شد MJكه به همراه 

US  نكتـه  . تـر اثـر كـرد    قوينيز نسبت به تيمار جداگانه آنها
قابل توجه در ارتباط با توليد تاكسول برون سلولي اثر حلال 

بود كه چه به صورت تنها و چه بـه همـراه ديگـر     DBPآلي 
موجب القاي توليد اين نوع تاكسول به مقـدار قابـل    ،عوامل

اثر تيمارها به صـورت جداگانـه نيـز باعـث     . توجهي گرديد
اما در  ،سبت به شاهد گرديدافزايش تاكسول درون سلولي ن

). 1جــدول (مقايســه بــا تاكســول بــرون ســلولي كمتــر بــود  
و  DBP ،MJتيمارهـاي   تـأثير تاكسول درون سلولي تحـت  

US  برابر نسبت به شـاهد افـزايش    4/1و  2/2، 8/1به ترتيب
روي توليـد تاكسـول    عوامـل و ديگر  MJ تركيباثر . يافت

ول بـرون ســلولي  درون سـلولي چنـدان در مقايســه بـا تاكس ــ  

 DBPو  MJنسبت به شاهد موفق نبود و حتي تيمار همزمان 
. باعث كاهش تاكسول درون سلولي نسبت به شاهد گرديـد 

بيشـترين تاكسـول درون سـلولي تحـت اثـر       ،در اين حالـت 
با توجه به نتـايج  . مشاهده گرديد USو  MJبرد همزمان ركا
چه بـه   USو  DBPهاي  عاملرسد  به نظر مي ،دست آمدهه ب

به علت نفوذپـذيري بيشـتر غشـاي     MJتنهايي و چه همراه با 
به سمت خارج توليدي تاكسول  بيشتر سلولي، باعث هدايت

در . دادندافزايش را بسيار تاكسول برون سلولي شده، سلول 
. افزايش كمتري داشـت  تاكسول درون سلولي مقام مقايسه،

دهد كـه در   روي تاكسول كل نشان ميبربررسي اثر تيمارها 
 تـأثير نسبت به بقيـه بسـيار بيشـتر     DBPحالت تيمار انفرادي 

برابـر   41باعث افـزايش توليـد تاكسـول بـه مقـدار       ،گذاشته
نيـز بـه ترتيـب     USو  MJهـاي   تيمار. نسبت به شاهد گرديد

برابري توليد تاكسول كل نسبت به  4/2و  2/3باعث افزايش 
 تركيبـي كـاربرد   در بين تيمارهاي تركيبي،. شاهد گرديدند

DBP  وUS   تـري داشـت و    قابـل توجـه   تـأثير نسبت به بقيـه
برابـري تاكسـول كـل نسـبت بـه شـاهد        6/54 سبب افزايش

 USو  MJمربـوط بـه تيمـار همزمـان      تأثيركمترين . گرديد
 DBP دست آمده حضور حلال آليه با توجه به نتايج ب. بود
صـورت قابـل   كنار ساير تيمارها باعث تقويت اثر آنها به  در

ــژ ،تــوجهي ــه وي ــرون ســلولي و  ب ه در خصــوص تاكســول ب
  .)1جدول ( تاكسول كل گرديد

هـا و ورود آن بـه    ي تاكسـول از سـلول  آزادسـاز درصد 
نشـان داده شـده    1تحت اثر تيمارها در جـدول   كشت محيط
كليه تيمارها نسبت بـه   ،شود طوركه ملاحظه مي همان. است

در حالت . ل گرديدندي تاكسوآزادسازشاهد باعث افزايش 
 57/96بيشترين آزادسازي را بـه مقـدار    DBPتيمار انفرادي 

ــد  ــار . درصــد باعــث گردي ــه  USتيم ــن  MJنســبت ب در اي
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بيشـتر   MJرسـد   نظـر مـي  ه ثرتر عمـل كـرد و ب ـ  ؤخصوص م
توليد تاكسول درون سلولي را القا نمـود و بـه همـين خـاطر     

تيمـار  در حالت . كمترين درصد آزادسازي را سبب گرديد
را بـه مقـدار قابـل تـوجهي      عوامـل اثر ديگـر   DBPتركيبي 

تقويت نمود و بيشترين درصد آزادسازي تحت اثـر كـاربرد   
درصــد مشــاهده  39/98بـه مقــدار   USايــن مــاده و  تركيبـي 
كمترين درصد آزادسازي در حالت تيمـار تركيبـي   . گرديد

مشاهده شد كـه نسـبت    USو  MJ تركيبيتحت اثر كاربرد 
ها در توليد تاكسول  عملكرد ويژه سلول .برابر بود 3د به شاه

در بــين ). 1جــدول (تيمارهــا قــرار گرفــت  تــأثيرنيــز تحــت 
قابـل   تـأثير نسـبت بـه بقيـه     DBPتيمارها به صورت انفرادي 

توجه تري داشت و باعث افزايش عملكـرد ويـژه بـه مقـدار     
در مقام بعـدي   USو  MJ. برابر نسبت به شاهد گرديد 4/50
برابـر   5/2و  25/4ر داشتند كه به ترتيب عملكرد ويژه را قرا

 DBPدر حالت تيمار تركيبي . نسبت به شاهد افزايش دادند

ــر  ــود،  USو  MJاث ــت نم ــه را تقوي ــوريب ــترين  ط ــه بيش ك
تحـت اثـر تيمـار     µg/g cell 31/264 عملكرد ويژه به مقدار

را در  USهم اثـر   MJ .مشاهده گرديد USو  DBP تركيبي
رفت كه كاربرد هر سه  انتظار مي. خصوص تقويت نموداين 
بيشـتري نسـبت بـه يكايـك آنهـا يـا ديگـر         تأثيربا هم  عامل

حالات روي توليد تاكسول، آزادسازي آن و عملكرد ويـژه  
از يك سو ممكن اسـت كـاربرد   . اما چنين نشد ،داشته باشد

سـبب   ها رشد سلول ضمن كاهش زياد DBP و MJ تركيبي
از . نيز شده باشـد ها آنظرفيت بيوسنتزي يشتر كاهش هرچه ب

ديگر، احتمال بـر همكـنش ايـن مـواد بـا يكـديگر در        سوي
 براي مثـال، ممكـن اسـت كـه    . نيز وجود دارد تركيبيتيمار 

MJ  حلاليـت زيـاد در    به سـببDBP،   كـافي در   بـه انـدازه
 اتاثـر  عـدم مشـاهده   قـرار نگرفتـه باشـد و   هـا   اختيار سـلول 

ايــن دو نيــز بــه  تركيبــيدر كــاربرد  DBP و MJافزايــي  هــم
   .همين سبب باشد

  
بـه صـورت انفـرادي و تركيبـي روي توليـد تاكسـول،        (US) فراصـوت و  (DBP) ، دي بوتيـل فتـالات  (MJ)جاسـمونات   متيـل هـاي   اثر تيمـار  -1جدول 

در هـر سـتون حـروف غيـر يكسـان      . انحـراف معياراسـت   ±تكـرار   3ها ميانگين  داده .ها در كشت سلولي فندق آزادسازي تاكسول و عملكرد ويژه سلول
  .است P≤0/05دار در سطح  دهنده تفاوت معني نشان
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 (%)آزادسازي تاكسول  (µg/g cell)عملكرد ويژه 
  (µg/L)تاكسول 

 تيمار برون سلولي درون سلولي كل

37/4  55/21 f 02/2±19/60  d14/0±22/47  h88/1±97/12 شاهد 

55/18 54/45  d59/5±71/191  a28/0±40/104  fg31/5±31/87 MJ 
11/220 57/96  b60/37±10/2470  b86/2±60/84  b74/34±5/2385 DBP  
4/10 06/54  e16/15±12/142  c21/0±28/65  g95/14±84/76 US  

25/82 54/94  c62/26±20/804  d48/1±86/43  d14/25±34/760 MJ+DBP 
11/29 08/65  d01/7±55/200  c58/0±02/70  e43/6±52/130 MJ+US 
31/264 39/98  a85/68±22/3289  d94/0±75/52  a91/67±47/3236 DBP+US 
53/108 77/93  c20/25±01/820  d92/0±04/51  cd28/24±97/768 MJ+DBP+US 
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  بحث
بـر   فراصـوت و  دي بوتيل فتالات، جاسمونات متيل اثر

  ها سلولي رشد و توان زيست
ــام متابوليــت  ــرخلاف آنچــه از ن ــه اســتنباط   ب هــاي ثانوي

 شود، همه اين تركيبات كه بيشتر آنها كاربرد دارويي نيز مي
نهايي متابوليسم نيتروژن نيستند و توليد آنها  فرآوردهدارند، 

 ;Hagimori et al., 1982)مسـتلزم تمـايز سـلولي نيسـت    

Ibrahim Aly et al., 2010) .از  80دهه  بب، دربه همين س
، Coptis japonica همچـون  كشت سلولي گياهان متعددي

Berberis willsoniae  وLithospermum 

erythrorhyzon  به فراواني براي توليد اين تركيبات استفاده
اسـتفاده از   اخيـراً . (Sauerwein et al., 1992)شـده اسـت   

ي فيزيكــي، شــيميايي و زيســتي بــراي تحريــك هــا محــرك
هـاي سـلولي بـه توليـد ايـن تركيبـات بـه         بيشتر كشتهرچه 

در بيوتكنولــوژي مطــرح گرديــده اســت  عنــوان يــك ابــزار
(Dornenburg and Knorr, 1995). 

رشـــد و بســـياري از   بـــر MJكننـــدگي اثـــرات مهار
براي  .هاي متابوليكي در گياهان نشان داده شده است فعاليت
ر غلظـت  اسـيد د جاسمونيك نشان داده شده است كه  مثال،
سـازي  همانند و ميكرومولار رشد سلولي، تقسيم ميتـوز  100

DNA    هـا را در   و سـلول  ،را در كالوس توتـون مهـار كـرده
مهـار  . (Swiatek et al., 2004)سازد  متوقف مي G1مرحله 
ي در نتيجـه زوال تماميـت سـلولي و    مـان  زندهو كاهش  رشد

ي تخريب غشاهاي سلولي و همچنين تجزيه پلي ساكاريدها
در بسـياري از گياهـان    هـا  ديواره سلولي توسط جاسـمونات 

متيــل . (Miyamoto et al., 1997)گــزارش شــده اســت 
ممكن است متابوليسم اوليه را مهار و متابوليسـم   جاسمونات

با توجه به رابطـه معكـوس بـين رشـد يـا      . ثانويه را القا نمايد
 ي ثانويـه، مهـار رشـد   هـا  تـوده و تجمـع متابوليـت    توليد زي

هـاي   ممكـن اسـت سـنتز متابوليـت     MJسلولي توسط تيمـار  

دست آمده مهار رشد ه با توجه به نتايج ب. ثانويه را القا نمايد
  . ، منجر به توليد بيشتر تاكسول گرديدMJها توسط  سلول

ي مـان  زنـده  و نيـز باعـث كـاهش رشـد     DBPحلال آلي 
روي  بري آن سم آثارده دهن نشاننسبت به شاهد گرديد كه 

دسـت آمـده توسـط    ه اين مشـاهده بـا نتـايج ب ـ   . ستها سلول
Yuan  ــاران ــت دارد) 2001(و همك ــزارش  . مطابق ــا گ آنه
اسـتخراج   بـراي ي آلي به كار گرفته شده ها كه حلال دادند

. دهـد  تاكسول رشد سلولي را در سرخدار چيني كاهش مـي 
 DBPنيـز مشـاهده كردنـد كـه     محققان ديگر  ،علاوه بر اين
سرخدار چيني را در كشت تعليقـي كـاهش    هاي رشد سلول

  سـرخدار  هـاي  سـلول  بـر ي آلـي  ها مضر حلالآثار . دهد مي
(T. cuspidata)  توسطXu   نشـان داده  ) 2005(و همكـاران

هاي بالا  در غلظت DBPآنها مشاهده كردند كه  .شده است
قــرار  تــأثيرتحــت  تشــدبــه نفوذپــذيري غشــاي ســلولي را 

شود كه با توجه بـه ماهيـت غيـر     تصور مي ،بنابراين. دهد مي
امكان نفوذ آن در غشاها و حل نمـودن اجـزاي    DBPقطبي 

ضــمن ايجــاد اخــتلال در عملكــرد  DBPو  وجــود داردآن 
 ،قرار داده تأثيرطبيعي غشاهاي سلولي، ساختار آنها را تحت 

نيـز تـا    USتيمار . گردد مي منجر يمان زنده و به كاهش رشد
اي مورد نظر امـا بـا شـدت    ه شاخصحدودي باعث كاهش 

ي تعليقـي سـبب   ها در كشت USكارگيري ه ب. كمتر گرديد
زايــي  نظيــر حفــره ،ايجــاد وقــايع هيــدروديناميك پــر انــرژي

ميكروسـكوپي ميشـود كـه باعـث      هاي آكوستيك و جريان
ــه  (shear stress)هــاي مكــانيكي و تــنش برشــي   آســيب ب
احتمـال   ،بنـابراين . (Wu and Lin, 2008)شـود   ها مي سلول

و  كه رشـد  ردوجود دا USهاي مكانيكي در اثر  وجود تنش
كـنش   بـرهم . دهـد  قرار مـي  تأثيرها را تحت  ي سلولمان زنده

باعث تقويـت اثـر آنهـا روي صـفات مـورد بررسـي        عوامل
با توجه به اينكه هر يك از آنها در حالـت انفـرادي    .گرديد
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ي مـان  زنـده ها را از نظـر رشـد و    به صورت نوعي تنش سلول
رسد در حالت تركيبي اثـر   به نظر مي ،قرار دادند تأثيرتحت 

و  انـد  يا اثر همديگر را تقويـت كـرده   ،آنها تجمع پيدا كرده
بـه  به كاهش صفات مـورد بررسـي در ايـن بخـش      ،بنابراين

  .گرديدند منجر صورت مؤثرتر
 

بـر   فراصـوت و  دي بوتيل فتالات، جاسمونات اثر متيل
 پراكسيداسيون ليپيدها و  وژنپراكسيد هيدرمقدار 

 ,Reactive Oxygen Species) هاي فعال اكسيژن گونه

ROS)  از عوامل مهـم در تـنش    ،پراكسيد هيدروژناز جمله
طــور قابــل تــوجهي رشــد ســلول و ه اكســيداتيو بــوده كــه بــ

شـده   گـزارش . دهـد  قرار مـي  تأثيرمتابوليسم ثانويه را تحت 
هـاي   دروژن در سـلول باعث توليد پراكسيد هي MJاست كه 

 ,Wang and Wu)شـود   سـرخدار در كشـت تعليقـي مـي    

نشان داده شده اسـت  همچنين، همانند اين آزمايش . (2005
كه مشتقات فتـالات نظيـر دي اتيـل هگزيـل فتـالات باعـث       

ــد  ــيت ROSتوليـ ــا در گرانولوسـ ــيهـ ــاني مـ ــود  ي انسـ شـ
(Palleschi et al., 2009).  در خصــوص القــاي توليــد

هـاي   بـا يافتـه  مـا  نتـايج   US تـأثير يدروژن تحـت  پراكسيد ه
Wang  آنهـا   .دهـد  هماهنگي نشـان مـي  ) 2006(و همكاران

  ي ســـرخدارهـــا مشـــاهده كردنـــد كـــه تيمـــار ســـلول    
(T. yunnanensis)   بـاUS      باعـث افـزايش توليـد پراكسـيد

نشان دادند ) Lin )2008و  Wuهمچنين . گردد هيدروژن مي
هـاي جينسـينگ در    سـلول كه توليد پراكسـيد هيـدروژن در   

از آنجا كـه نـوعي اخـتلال يـا     . ابدي افزايش مي USپاسخ به 
تغيير فيزيكي در ديواره يا غشاي پلاسـمايي نظيـر تخريـب،    

 USاثر برخورد امـواج   برشكاف يا تغيير شكل ممكن است 
وجود آيد، امكان يك تحريك يا سيگنال ه به سطح سلول ب

ــي     ــيح م ــه توض ــوده ك ــرح ب ــانيكي مط ــرا  د مك ــد چ  USه
 .نمايـد  هـاي فنـدق القـا مـي     هاي دفاعي را در سـلول  واكنش

ــين   ــژ ROSنشــان داده شــده اســت كــه ب ــه وي ه پراكســيد ب
هيدروژن و مرگ سلولي در گياهان ارتباط نزديكي وجـود  

هـاي قـوي بـوده     اكسـيدكننده از  ROSعلاوه بر اين  و دارد
ي زيسـتي  هـا  مخربـي روي مـاكرومولكول   آثارد توان كه مي

با . (Gao et al., 2008)د داشته باش ها و پروتئين DNAظير ن
توجه به اينكـه كليـه تيمارهـا باعـث القـاي توليـد پراكسـيد        

ــد ــدروژن گرديدن ــق   تصــور مــي ،هي ــن طري شــود كــه از اي
  ). بو  الف -1شكل (اند  ي و رشد را كاهش دادهمان زنده

هـاي   غشايي از اجزاي غشاي سلول ليپيدي پراكسيدهاي
و همكـاران   Hung. يندآ وجود ميه مرگ يا مرده ب در حال

باعـث   MJهاي بـرنج بـا    نشان دادند كه تيمار برگ) 2006(
در . گـردد  مي MDAافزايش پراكسيداسيون ليپيدها يا توليد 

 USو همچنين  DBPهاي آلي از جمله  حلال تأثيرخصوص 
هـاي گيـاهي    روي پراكسيداسيون ليپيدهاي غشـاهاي سـلول  

) 2005(و همكـاران   Xu.دي در دسـت نيسـت  اطلاعات زيـا 
هاي آلي اولئيـك   مشاهده كردند كه با افزايش غلظت حلال

 (T. cuspidata)هاي سرخدار  در محيط سلول DBPاسيد و 
ــايي و بـ ـ   ــدهاي غش ــيون ليپي ــدار پراكسيداس ــال آن ه مق دنب

ــي   ــزايش م ــلولي اف ــاي س ــذيري غش ــدي نفوذپ  Geو  Wu. اب
در كشـت   كـم،  انرژيبا  USنيز مشاهده كردند كه ) 2004(

باعـث القـاي    (T. chinensis)سلولي تعليقي سرخدار چيني 
دسـت  ه بـا توجـه بـه نتـايج ب ـ    . ديگرد ها پراكسيداسيون ليپيد

هاي ما با موارد مذكور همـاهنگي   آمده در اين تحقيق، يافته
 MDAدر حالت تيمار تركيبي بيشترين مقدار . دهد نشان مي

 تـأثير  MJ. بـود  DBPو  MJ تركيبيتوليدي مربوط به تيمار 
DBP  وUS      را افزايش داد و مقـدار مشـاهده شـده بـيش از

را افزايش  USنيز اثر  DBP. اثر آنها به صورت جداگانه بود
افزايـي   در اين خصوص نيز مانند حالت رشد نوعي هـم . داد

و بقيـه كـاملاً    MJويژه كه ايـن حالـت بـين    ه ب ،مشاهده شد
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تحـت اثـر    MDAهده شـده در توليـد   روند مشا. بود مشهود
و  بـود ي مشـابه هـم   مـان  زندهتيمارها با روند تغييرات رشد و 

شـــود كـــه ارتبـــاط نزديكـــي بـــين افـــزايش   تصـــور مـــي
ي وجـود  مـان  زنـده پراكسيداسيون ليپيـدها و كـاهش رشـد و    

 .شته باشددا
  

فراصـوت بـر   و  دي بوتيل فتالات، جاسمونات متيل اثر
 (PAL) ن آمونياليازآنزيم فنيل آلاني فعاليت

 PALباعث افزايش فعاليـت   MJگزارش شده است كه 
ه، و از اين طريـق برخـي   گرديد(Guara)هاي گواوا  در ميوه

 Gonzalez-Aguilar) نمايد هاي دفاعي را القا مي از واكنش

et al., 2004) .Wu  وLin )2008 (    نيـز در خصـوص تيمـار
US   ــت ــد كــه فعالي ــلو PALمشــاهده كردن ــاي  لرا در س ه

) 2006(و همكاران  Wangهمچنين . جينسينگ افزايش داد
ــزيم تحــت    ــد كــه فعاليــت ايــن آن ــأثيرنشــان دادن در  US ت

. يابـد  افزايش مينيز  (T. yunnanensis) سرخدار هاي سلول
نيـز باعـث    DBPكـارگيري حـلال  ه آزمـايش، ب ـ  اين همانند

 Wu and)در سرخدار چيني گرديـد   PALافزايش فعاليت 

Lin, 2004; Wu and Ge, 2004).   اين اثر ممكن اسـت در
يت ارتباط با سمDBP   براي غشاي پلاسمايي القاي واكـنش
 PALسازي  فعال. باشد دنبال آن متابوليسم ثانويهه سلولي و ب

هـاي زيسـتي و    هاي گياهي بـه تـنش   واكنش مشترك سلول
ي هـا  محـرك نشـان داده شـده اسـت كـه     . استغير زيستي 

به عنوان يك محـرك  ماريزا و ايجاد زخم قارچي، عوامل بي
 شـده كـه نقـش    باعـث القـاي فعاليـت ايـن آنـزيم     مكانيكي 

 داشـته و كليدي در نخستين مرحله مسير فنيـل پروپانوييـدي   
 Lawton) اسـت ل سنتز فنيل پروپانوييدهاي مختلـف  ؤومس

and Lamb, 1987) . آمــده  بــه دســتبــا توجــه بــه نتــايج
گرديدنـد   PALايش فعاليت تيمارهاي اعمال شده باعث افز

و ) انـد  هـا نشـان داده نشـده    داده( كه به تجمع تركيبات فنلي

شايان ذكر است . )1جدول ( منجر گرديد همچنين تاكسول
كه زنجيره جانبي مولكول تاكسول، فنيل ايزوسرين، از مسير 

 .آيد فنيل پروپانوييدي به دست مي
 
بـر   تفراصـو و  دي بوتيل فتالات، جاسمونات متيل اثر

  ي تاكسولآزادسازتوليد و 
هـاي ثانويـه در    امروزه به منظور افزايش توليد متابوليـت 

هـا بـر    بـرداري تجـاري، تـلاش    هاي سلولي براي بهـره  كشت
هـاي كشـت شـده     هاي بيوسنتزي سلول روي ارزيابي فعاليت
هـاي مختلفـي شـامل     بدين منظور، روش. متمركز شده است

هــاي ســلولي بــا  لايــنســازي شــرايط كشــت، انتخــاب  بهينــه
هـاي رشـد و توليـد، القـاي      سـازي محـيط   عملكرد بالا، بهينه
و تركيبـات   هـا  محركهاي ثانويه توسط  مسيرهاي متابوليت

هـاي   ساز، استفاده از سيستم كشت دو فازي و تكنيـك  پيش
  .اند سازي سلولي بررسي شده تثبيت

 مورد بررسـي  عواملنشان داده شد كه  حاضر در تحقيق
در كشـت سـلولي فنـدق عمـل      محـرك ند به عنـوان  نتوا مي

و متابوليسم ثانويه را بـا القـاي توليـد تاكسـول تغييـر       نموده،
هـاي   رسد تجمع تاكسول در سلول بنابراين، به نظر مي. دنده

شـده  گـزارش  . باشد ها محركفندق، پاسخي زيستي به اين 
ــت ــه  اس ــمونيك و  MJك ــي از مـ ـ جاس ــيد يك ثرترين ؤاس
ي هـا  يي بـراي تحريـك توليـد متابوليـت    ي شـيميا ها محرك

ثانويــه در گياهــان مختلــف و از جملــه تاكســول در كشــت  
را در فراينـد    بـوده، و نقـش مهمـي   سلول گيـاهي سـرخدار   

كنـد،   هاي دفاعي را در گياهان تنظـيم مـي   انتقال پيام كه ژن
، از ها توليد تاكسان. (Ketchum et al., 2003) كنند ايفا مي

ــه تاكســول در ــر  هــا كشــت جمل ــدق تحــت اث ي تعليقــي فن
روز  6ي متيــل جاســمونات و كيتــوزان پــس از  هــا محــرك

ايـن محققـان   . (Bestoso et al., 2006)داد  افـزايش نشـان  
متيـل جاسـمونات همـراه بـا كيتـوزان       تـأثير نشان دادند كـه  
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  67  (.Corylus avellana L)در كشت سلولي فندق  دي بوتيل فتالاتوفراصوت، امواجمتيل جاسموناتافزايش توليد و آزادسازي تاكسول توسط
 

 

بيشـتر   ها نسبت به متيل جاسمونات در افزايش توليد تاكسان
  .بود

به طور كلي يـك فـاز ثانويـه     ،جا در روش استخراج در
هـاي خـارج    فرآوردهبراي جذب  ،كشت محيطغير قطبي به 

هـاي آلـي    اثـر حـلال   برخي محققـان  .شود سلولي اضافه مي
 بـر نظير پارافين مايع، اسـيد آلـي، الكـل و اسـتر را      ،مختلف

  ســرخدار رشــد ســلول و توليــد تاكســول در كشــت تعليقــي
(T. cuspidata)   گـزارش كردنـد (Wang et al., 2001) .

ي آلـي بعـد از فـاز    هـا  كـه حـلال   آنها نشان دادند كه وقتـي 
توانـد   توليد تاكسول مي ،لگاريتمي رشد سلولي اضافه شوند

گزارش شده است كه در طول  .به بيشترين سطح خود برسد
ــا مــدت كشــت، تجمــع تاكســول در ســلول  ــار  ه باعــث مه

 برداشـت در  ،بنـابراين . گـردد  خوردي و تخريـب آن مـي  باز
بـه  ، يند اسـتخراج آجاي تاكسول ضمن ايجاد سهولت در فر

افــزايش پايــداري ايــن مولكــول و افــزايش توليــد آن منجــر 
در ايـن تحقيـق نيـز     .(Zhang and Xu, 2001)گـردد   مـي 

جا  مشاهده گرديد كه افزودن حلال آلي جهت استخراج در
توليـد تاكسـول دارد و    آثار شگرفي بر از فاز لگاريتمي  پس

از يــك طــرف ضــمن جــذب  DBPرســد كــه  مــي بــه نظــر
ها و تخليه مسير بيوسنتزي، با افزايش ثبات  تاكسول از سلول

ساختاري تاكسول از طـرف ديگـر، بـه افـزايش توليـد ايـن       
نتـايج بـه دسـت آمـده در     همچنين . تركيب منجر شده است

تيمـار كوتـاه    نـد ا نشـان داده  كـه  مطالعات قبلياين تحقيق با 
بــا انــرژي كــم، بيوســنتز  US هي بــاهــاي گيــا مــدت ســلول

و تاكسوييدها  ها نظير ساپونين ،رزشمندا ي ثانويهها متابوليت
 ;Wu and Ge, 2004) دهـد، همـاهنگي دارد   را افزايش مي

Wu and Lin, 2008).     با توجه به تغييـرات صـورت گرفتـه
اساساً  USرسد  ري شده، به نظر ميگي اندازههاي  شاخصدر 

هـا را   هاي دفاعي سـلول  ك مانند واكنشمحر تأثيراز طريق 

برانگيخته و به افزايش توليد تاكسول منجـر گرديـده اسـت؛    
ــزايش      ــر اف ــي آن، نظي ــأثيرات فيزيك ــد ت ــه نباي ــمن اينك ض

 .نفوذپذيري غشاي سلولي را دور از نظر نگه داشت

و  MJاثـر   USو  DBPنتايج ايـن تحقيـق نشـان داد كـه     
. تاكسول تقويت كـرد را روي توليد  USاثر  DBPهمچنين 
دهـد اسـتفاده    اندكي وجود دارد كه نشـان مـي   هاي گزارش

ــوطي از  ــركمخل ــا مح ــد     ه ــتر تولي ــزايش بيش ــه اف ــاً ب غالب
هـاي سـلولي گيـاهي منجـر      در كشـت  هـاي ثانويـه   متابوليت

گردد و يا به عبـارتي ديگـر اثـر يكـديگر را روي توليـد       مي
نشان ) 2000(و همكاران Zhang  .دهند متابوليت افزايش مي

ي زيسـتي و غيـر   هـا  محـرك  تركيبيكارگيري ه دادند كه ب
زيستي در كشت تعليقي سرخدار چيني توليد تاكسول را در 

ــدود  ــزايش داد    40ح ــاهد اف ــه ش ــبت ب ــر نس و  Yuan. براب
 ،ي مختلـف ها محركگزارش كردند كه ) 2002(همكاران 

ــيد و     ــيدونيك اس ــره، آراش ــرات نق ــر نيت ــق  MJنظي از طري
ــيرهاي ــلولي     مس ــت س ــول را در كش ــد تاكس ــف تولي مختل

آنها همچنين نشـان  . دهند قرار مي تأثيرسرخدار چيني تحت 
ي مختلف با مسيرهاي عمل ها محركي ها دادند كه مخلوط

با . شوند در توليد تاكسول منجر مي افزايي همبه اثر ، متفاوت
و ديگـر   MJتوجه به اين مطلب و بـا در نظـر گـرفتن اينكـه     

از  USكـار گرفتـه شـده در ايـن تحقيـق نظيـر       ه ب ـتيمارهاي 
امكان دارد كه از  ،ي متفاوتي هستندها محرك لحاظ ماهيت

ي ها كنشوا ،طريق مسيرهاي انتقال پيام متفاوت همگرا شده
نكته جالب . هاي فندق القا نمايند دفاعي مشابهي را در سلول

روي  DBPو  USتوجه در اين تحقيق آثـار محـرك ماننـد    
ــلول ــتها س ــودن  . س شــك و  MJدر خصــوص محــرك ب

نيـز   DBPو  USترديدي وجود ندارد و بـا توجـه بـه اينكـه     
هـاي فيزيولوژيـك متعـددي گرديدنـد      شاخصسبب القاي 
بــروز  MJيي نظيــر هــا محــركهــا در پاســخ بــه  كــه ســلول
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صرفاً فقـط از طريـق    ها محركرسد اين  دهند، به نظر مي مي
ا باعث افـزايش توليـد   ه آثار فيزيكي يا شيميايي روي سلول

هاي دفاعي سلولي نيـز   اند، بلكه القاي واكنش تاكسول نشده
  . مزيد بر علت بوده است

اي ميـوه   مقدار توليد تاكسول توسط برگ و پوسته قهوه
ميكروگـرم در گـرم وزن    9/1و  74/0گياه فندق در حـدود  

ــب  خشــك  ــه ترتي ــده اســت  ب ــر ش  Hoffman and)ذك

Shahidi, 2009).  تحقيق نشـان داده شـد كـه توليـد     در اين
ميكروگرم در گرم وزن  37/4تاكسول در كشت شاهد ويژه 

مقادير  ،ي تيمار شده بسته به نوع تيمارها خشك و در كشت
 DBP تركيبـي مثال در تيمار براي  ،توليدي بسيار بيشتر بوده

. ميكروگـرم در گـرم وزن خشـك رسـيد     31/264به  USو 
 ،نـدق نسـبت بـه گيـاه كامـل     كشت سـلولي گيـاه ف   ،بنابراين

ضمن اينكه انجام هر  ،گزينه بهتري براي توليد تاكسول بوده

يي توليـد  آبالا بـردن كـار   ورزي را براي گونه تيمار و دست
پـذير   امكـان و توليد نيمه صنعتي و صـنعتي  هاي  در آزمايش

  . سازد مي
  

  بندي جمع
كــارگيري همزمــان دو تكنيــك اســتفاده از محــرك ه بــ

 بـر را  تـأثير بيشـترين   ،جـا  و استخراج در USير مكانيكي نظ
ي آزادسـاز ها در خصوص توليـد تاكسـول و    عملكرد سلول

كـارگيري ايـن دو   ه و با توجه به اينكـه تهيـه و ب ـ   ،آن داشته
 ،ي بيوتكنولوژيك توليد تاكسولها ورزي تكنيك در دست

كمـك   هـا امكـان اسـتفاده از آن   ،بسيار راحت و ارزان است
نمايد كه يكي  مييي توليد تاكسول آ بردن كارشاياني به بالا

ضــد  مهــمدر مســير توليــد ايــن متابوليــت  بــزرگ ســائلاز م
   .است از طريق كشت سلوليسرطان 
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Abstract 
Effects of methyl jasmonate, low energy ultrasound, and dibutyl phthalate on the growth, 
certain physiological parameters, and taxol production in suspension-cultured hazelnut cell 
were investigated. The calli were obtained from seed cotyledons as explants on solid MS 
media supplemented with 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid and benzyladenine at 
concentrations of 1 and 0.5 mg/L respectively. Methyl jasmonate with concentration of 100 
µM, ultrasound waves with 40 kHz intensity, and dibutyl phthalate as an organic solvent with 
10% concentration for in situ extraction were used. The time of all applications and the 
intensity of ultrasound and the concentration of methyl jasmonate were determined based on 
preliminary studies. According to the results, the cell growth and viability were decreased by 
treatments, compared to those of the control cells. All treatments increased hydrogen peroxide 
content, lipid peroxidation rate, and phenylalanine ammonia lyase activity, compared to the 
control. Taxol production was improved by all treatments and extracellular taxol was more 
affected than the intracellular one. In addition, in all treatments release of taxol and its 
specific yield was higher than those of the control cells. The most taxol production (3289.22 
µg/L), taxol release percentage (98.39%) and specific yield of taxol (264.31 µg/g) were 
observed when dibutyl phthalate and ultrasound were applied together. Dibutyl phthalate 
significantly augmented the effect of other factors especially in respect to extracellular and 
total taxol production, taxol release and specific yield.  

Key words: Corylus avellana, Cell culture, Taxol, In situ extraction, Methyl jasmonate, 
Ultrasound waves  
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