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 كيتوزانو  كيتين تأثير تحت پروپانوييدي فنيل و ليگناني تركيبات توليد افزايش
 (Linum album) سفيد كتان سلول كشت در

  
  4و مهرداد بهمنش  3 ناصر صفايي، *2، مظفر شريفي 2و1  زاده بهابادي صديقه اسمعيل

  رانيدانشگاه زابل، زابل، ا ه،يدانشكده علوم پا ،يشناس ستيگروه ز 1
  وه علوم گياهي، دانشكده علوم زيستي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانگر 2

  دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران ،كشاورزي گياهي، دانشكده شناسي بيماري گروه 3
  گروه ژنتيك، دانشكده علوم زيستي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران 4

  
  چكيده

سـرطاني   ضد خواص علت به داشته، معدودي حضور گياهي هاي گونه در كه است ليگناني يتركيب پودوفيلوتوكسين
ــت ــان. دارد بســياري دارويــي اهمي ــه از يكــي (Linum album) ســفيد كت ــومي هــاي گون ــران ب  داراي اســت كــه اي

از  بسـياري  سـلولي  ديـواره  اصـلي  تركيبـات  از كيتـوزان  و كيتـين . اسـت  ليگنـاني  تركيبات ديگر و پودوفيلوتوكسين
 در هثانوي ـ هـاي  متابوليـت  بيوسـنتز  بخشيدن بهبود براي كارآمد زيستي اليسيتورهاي عنوان به هستند، قارچي هاي گونه
 ميـزان  و سـلول  رشـد  بر كيتوزان و كيتين مختلف هاي غلظت اثر ابتدا پژوهش، اين در. شود مي استفاده سلولي كشت

 ميـزان  ،كيتـوزان  بهينـه  غلظـت  در سـپس . شد بررسي سفيد كتان سلول كشت در رزينول لاريسي و پودوفيلوتوكسين
 كتـان  هـاي  سـلول  تيمـار  .گرديـد  بررسي مختلف هاي زمان در ليگنين و يدئفلاونو ل،وونفلا فنلي، تركيبات ها، ليگنان
 دو ميـزان  بـه  رزينول لاريسي و پودوفيلوتوكسين ميزان افزايش سبب ليتر بر گرم ميلي 100 غلظت در كيتوزان با سفيد
 ميـزان . يافـت  افزايش كيتوزان تأثير تحت رشد، دوره انتهاي تا يدهائونوفلا و فلاونول كل، فنل ميزان. دش دشاه برابر

 كيتـوزان،  سـازوكار  درك راستاي در. يافت افزايش شاهد هاي نمونه برابر دو ميزان به كيتوزان به پاسخ در نيز ليگنين
 و PAL فعاليت .شد بررسي نيز (CAD)ز دهيدروژنا آلكل ناميلسي و (PAL) ليازآمونيا آلانين فنيل هاي آنزيم فعاليت
CAD اوج يافـت،  افزايش كيتوزان افزودن از پس ،دارند قرار پودوفيلوتوكسين بيوسنتزي مسير ابتدايي مراحل در كه 

 بيوســنتزي مســير هــاي آنــزيم فعاليــت بــر تــأثير بــا كيتــوزان. گرديــد مشــاهده روز 3 گذشــت از پــس آنهــا فعاليــت
 فنيــل بخــش بــر ،آن بــر عـلاوه  شــده، رزينــول لاريســي و پودوفيلوتوكسـين  ميــزان افــزايش باعــث فيلوتوكسـين پودو

  .گذارد مي تأثير نيز پودوفيوتوكسين بيوسنتزي مسير يديئپروپانو

  و ليگنان سفيد، كيتوزان كتان پودوفيلوتوكسين، :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
 هستند ههاي ثانوي ي از متابوليتها گروه بزرگ ليگنان

اين تركيبـات   .شوند كه در بسياري از گياهان ساخته مي
در  شـده، يـد تشـكيل   ئپروپانو معمولاً از دو واحـد فنيـل  

هاي دفاعي گياهان در برابر علفخوران و عوامل  مكانيسم
فعاليت زيسـتي متنـوعي از خـود    زا نقش دارند و  بيماري

 Heldt, 2005; Suzuki and) دهنـــد نشـــان مـــي

Umezawa, 2007). كتان سفيد  گياه(Linum album) 
هـاي   در انـدام  ،فلـور ايـران اسـت    بوميهاي  از گونه كه

را  پودوفيلوتوكسين مانندتركيبات ليگناني خود مختلف 
پودوفيلوتوكســين از جملــه مهمتــرين تركيبــات     .دارد

كه امروزه به عنوان ماده اوليه براي برخـي   استليگناني 
 ـاز  ت دارويـي بسـياري پيـدا    داروهاي ضد سرطاني اهمي

يت سـلولي  سـم  پودوفيلوتوكسـين بـه علـت    .ستكرده ا
دهـد، بـه طـور مسـتقيم      بسيار بالايي كه از خود نشان مي

بـراي سـاخت سـه     ايـن تركيـب  از  .نيسـت قابل اسـتفاده  
ــرطان   ــد ســــــ و  etopside ،etophoseداروي ضــــــ

teniposide  بلــه بــا بــراي مقاشــود كــه   اســتفاده مــي 
بـه كـار   هاي ريه، تخمـدان و تومورهـاي مغـزي     سرطان

مسـير بيوسـنتزي آن از   . (Farkya et al., 2004) رود مي
مســـير فنيـــل (آلانـــين شـــروع شـــده  آمينواســـيد فنيـــل

، حاصـل شـود  مـاده كـونيفر الكـل     تا پيش) پروپانوئيدي
ــپس ــاده، تركيـــب   سـ ــول از ايـــن مـ ــال دو مولكـ اتصـ

پس از ايـن مرحلـه، مسـير    . آورد را پديد مي پينورزينول
 تركيبات. شود بيوسنتزي انواع تركيبات ليگناني آغاز مي
از جملـــه ايـــن  لاريســـي رزينـــول و پودوفيلوتوكســـين

تـوان بـه    هاي مهم اين مسير مي از آنزيم. يبات هستندكتر
ــفن ــ ليـ ــاليآمون نيآلانـ ــينامو ،(PAL) ازيـ  CoAيل يسـ

 (CAD) دروژنازي ـالكل ده ليينامويس ،(CCR) ردوكتاز

اشـاره   (PLR)نول ردوكتـاز  يلاريسي رز -پينورزينولو 
از تـوان   مـي را پودوفيلوتوكسـين   ،در حال حاضـر . نمود

كــه در معــرض   Podophyllumهــاي مختلــف   گونــه
با توجه به ايـن كـه سـنتز     .وردآدست ه ب هستندانقراض 

شيميايي پودوفيلوتوكسين مقرون به صرفه نيست، توليـد  
ــق كشــت  آن ــدامســلواز طري ــه ل و ان هــاي ســرده  گون

Linum  ــايگزين ــت و راه ج ــودمندي اس ــاي  روش. س ه
كشـت   پودوفيلوتوكسين درمتعددي براي افزايش توليد 

و  زيسـتي  أي با منشتركيبات اليسيتورها. سلول وجود دارد
از طريـق القـاي سيسـتم دفـاعي     كـه   زيستي هستنديا غير

شـوند   يـه مـي  ثانو يهـا  تيمتابولباعث بيوسنتز و انباشت 
(Zhao et al., 2005). فاقـد   نيت ـيك( تـوزان يو ك نيت ـيك

از  ياريبس يسلول وارهيد ياصل باتياز ترك) ليگروه است
 ديسـاكار  يپل ـ كي ـ تـوزان، يك. هسـتد  يقـارچ  يها گونه

 يبـرا  ،كارآمـد  يسـت يز توريس ـيبه عنـوان ال  ،يونيكات يپل
ــ در  يـــهثانو يهـــا تيـــمتابول وســـنتزيب دنيبهبـــود بخشـ

 شده اسـت  دأييت ييدارو اهانيگياري از بس يسلول كشت
(Cheng et al., 2006) . ــدكيمطالعــات ــه  ان در زمين

استفاده از اليسيتورها به منظور انباشت پودوفيلوتوكسـين  
كيتـو اوليگوسـاكاريدها   . وجود دارد in vitro در كشت

ــزايش   ــه اف ــين در    15ب ــت پودوفيلوتوكس ــري انباش براب
ــت ــلول  كش ــي م Juniperus chinesisس ــر م ــود  نج ش

(Muranaka et al., 1998).  ــس ــل  از پ ــزودن متي اف
اســيد و اليســيتورهاي قــارچي،  ژاســمونيك، ساليســيليك

ميزان پودوفيلوتوكسـين در كشـت تعليقـي كتـان سـفيد      
 Furden et al., 2005; Yousefzadi et)افزايش يافت 

al., 2010; Esmaeilzadeh et al., 2011) .  مطالعـات
 CADو  PALفعاليـت و بيـان آنـزيم     اخير نشان داد كـه 

 PLRتحت تأثير اليسيتورها افزايش يافت، ولي بيـان ژن  
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با توجـه بـه    .(Yousefzadi et al., 2010)تغييري نكرد 
اينكــه غلظــت اليســيتور و مــدت زمــاني كــه محــيط در  

هـا   گيرد، بر افزايش توليد ليگنان معرض اليستور قرار مي
ــي  ــأثير م ــور، ا  ت ــدين منظ ــذارد، ب ــه  گ ــدا غلظــت بهين بت

هاي مختلف تحـت   اليسيتورها تعيين شد؛ سپس در زمان
تــأثير غلظــت بهينــه ميــزان پودوفيلوتوكســين و لاريســي 

از تركيبات ليگناني حدواسط مسـير بيوسـنتزي   (رزينول 
پـــس از آن، ميـــزان . بررســـي شـــد) پودوفيلوتوكســـين

ها دارنـد   تركيباتي كه مسير بيوسنتزي مشتركي با ليگنان
د ليگنين و ساير تركيبات فنلي بررسي شد تا ارتبـاط  مانن

 درك بـراي . هاي متابوليسمي گيـاه مشـخص شـود    مسير
 مسـير  هـاي  آنـزيم  فعاليـت  كيتـوزان،  تأثير سازوكار بهتر

 از آنجـايي كـه  . شـد  بررسي پودوفيلوتوكسين بيوسنتزي
ــزيم ــده تنظــيم CAD و PAL هــاي آن ــداي كنن  مســير ابت
 آن بــا مــرتبط هــاي ليگنــان و پودوفيلوتوكســين بيوســنتز
 تـا  گرديـد  بررسـي  هـاي يـاد شـده    آنزيم فعاليت هستند،
ــا فعاليــت آنزيمــي ارتبــاط  هــا ليگنــان ميــزان تغييــرات ب

  . مشخص شود
  

  ها مواد و روش
  و كشت بذرها آوري جمع

  تهـــران از منطقــه ســـوهانك  L. albumبــذرهاي  
)N ً19 48 َ °35 ،E 22 ً 32  بـذرها  .آوري شـد  جمـع ) °51 ََ

محلـول   دقيقـه در  10به مدت  ،پس از شستشوي سطحي
بار با آب  سه ،هقرار گرفت درصد يكهيپوكلريت سديم 

كسيد ادقيقه در پر 10 سپس .آبكشي شدند سترونمقطر 
بـار   سـه  مجـدداً و قرار داده شـدند   درصد 3/3هيدروژن 

دقيقـه   يك ،در مرحلة آخر .شستشو شدند سترونبا آب 
 سـترون بـا آب مقطـر    ه،رفت ـقـرار گ  درصـد  70در الكل 

به مدت يـك سـاعت در    سترونبذرهاي  .آبكشي شدند

قــرار  ،شــده ســترونيبــرلين جليتــر  درگــرم  5/0محلـول  
 MS (Murashige and گرفتند و سپس در محيط پايـه 

Skoog, 1962) هفتـه  مـدت دو به بذرها  .كشت شدند، 
ــاي  ــانتيگراد و دوره   25در دمـ ــه سـ ــاعت  16درجـ سـ

از  .عت تـــاريكي قـــرار گرفتنـــد   ســـا  8روشـــنايي و  
ايجـاد قطعـات جداكشـت و    هاي حاصـل بـراي    گياهچه

  .استفاده شدكشت بافت 
  اندازي كشت سلولي القاي توليد كالوس و راه

به منظور القاي كالوس قطعاتي از گياهچـه بـه طـول    
-هاي سـاقه  برش داده شده، سپس قسمتمتر  سانتي 1-2

گـرم در   يميل ـ 2حـاوي   ،پايـه  MSكشت  به محيطبرگ 
گرم در ليتـر كينتـين    ميلي 4/0ليتر نفتالن استيك اسيد و 

هفته القاي كالوس شروع  2پس از گذشت  .ندشد منتقل
و  سفيد ،گرم كالوس نرم 2براي تهيه كشت تعليقي . شد
 50بـه  بار واكشت شـده بـود،    8ماه  2كه پس از  سن هم
ياد شده با تركيبات هورموني  MSكشت  ليتر محيط ميلي

روي شـيكر بـا سـرعت    و بدون آگار اضافه شـد   ر بالاد
ــاي   120 ــه در دم ــانتيگراد در   25دور در دقيق ــه س درج

واكشــت بــار   يــكهــر هفتــه  و تــاريكي نگهــداري شــد
  . گرديد

  كيتين و كيتوزانها با  تيمار سلول
ابتدا به منظور ايجاد  اين مرحله از تحقيق، براي انجام

شده  تهيهلي سلوكشت  ،يك كشت همگن و يكنواخت
هـا   سلولدر هر مرحله  .بار واكشت شد 6 در مرحله قبل،

آوري  با استفاده از قيف بوخنر و در شرايط مكش جمـع 
قبـل از اعمـال    .شدند و به محيط تـازه منتقـل گرديدنـد   

بـدين  . هـا تعيـين گرديـد    سلولتيمارها، دوره رشد براي 
 ولااز روز ها به محيط جديـد   ياختهمنظور پس از انتقال 

ــا  ــاني دو روز،     15ت ــله زم ــه فاص ــال، ب ــس از انتق روز پ
هـا،   برداري انجام و بـر اسـاس وزن خشـك سـلول     نمونه
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 500، به منظور اعمال تيمارها .منحني رشد تعيين گرديد
قيف بـوخنر و در  با استفاده از ) وزن تر(گرم سلول  ميلي

ليتـر از   ميلـي  5حـاوي   پليـت  برداشت و بهشرايط مكش 
بــراي تهيــه محلــول  .گرديــد منتقــلايع كشــت مــ محــيط

و ) آمريكا Sigma-Aldrich، شركت C3646(كيتوزان 
از ) آمريكـا  Sigma-Aldrich، شـركت  C7170(كيتين 
استفاده شد؛ براي ايـن  ) 2003(و همكاران  Khanروش 

تهيه، سپس  يك درصدمنظور ابتدا محلول استيك اسيد 
. يـه گرديـد  محلول كيتوزان و كيتين در اسيد ياد شده ته

درجـه   55سـاعت در دمـاي    2(پس از حل شدن كامـل  
. رســيد 7/5بــه  NaOHمحلــول بــا  اســيديته، )ســانتيگراد

دقيقـه در   10بـه مـدت   سپس محلول كيتـوزان و كيتـين   
بـا توجـه بـه     .درجه سـانتيگراد اتـوكلاو شـد    120دماي 

هـا بـه    سـلول  هفـتم در روز دست آمـده،  ه منحني رشد ب
گـرم   ميلـي  200و  100، 10هـاي   طور جداگانه با غلظت

هـا پـس از    سـلول . شـدند  تيمار توزانيو ك نيتيك در ليتر
ميـزان   سـلولي، رشـد  روز بـه منظـور بررسـي     5گذشت 

. و لاريســي رزينــول برداشــت شــدند  پودوفيلوتوكســين
كـه كمتـرين تـأثير را بـر      كيتـوزان سپس بهترين غلظت 
ر بيشترين تأثير را ب ـو ) وزن خشك(كاهش رشد سلولي 

كشـت   ، انتخاب و مجـدداً ها داشت ليگنانميزان افزايش 
 ،1 هاي زماندر  ها در نهايت سلول. تعليقي تكرار گرديد

ات بـه منظـور مطالع ـ   كيتوزانپس از تيمار  روز 5 و 3 ،2
  .، برداشت شدندبعدي
  سلوليگيري رشد  اندازه

هـا   خشـك سـلول  گيـري وزن   بـا انـدازه   سلوليرشد 
) ميكرومتـري  42(ط نايلون مش توس ها سلول. تعيين شد

قيـــف بـــوخنر و در شـــرايط مكـــش از بـــا اســـتفاده از 
بلافاصـله تـوزين   براي تعيين وزن تر كشت جدا و  محيط

ليوفيليز شـده، وزن خشـك تعيـين    ها  سپس سلول. شدند
 .گرديد

  ها ليگناناستخراج و سنجش 
ليتـر   ميلـي  يـك  ،سـلول  وزن خشك گرم ميلي 50به 

 وســاييده  كــاملاً شــد، ســپس هاضــاف درصــد 80متــانول 
در حمـام   دقيقـه  15مخلوط حاصل به مدت . شدهمگن 
محلـول  . ه و سانتريفيوژ گرديـد سونيك قرار گرفت اولترا

در . حاصل به تيوب جديد منتقل و فاز متانولي تبخير شد
ليتر آب و يـك   ادامه به عصاره آبي باقيمانده، يك ميلي

. انتريفيوژ گرديـد ليتر اتيل استات افـزوده شـد و س ـ   ميلي
سپس فاز اتيل استات به تيـوب جديـد منتقـل گرديـد و     

ــر شــد ــده در   .تبخي ــا، رســوب خشــك ش ــكدر انته  ي
 بـا اسـتفاده از   هـا  گنـان يمقـدار ل  .ليتر متانول حل شد ميلي

HPLC (Shimadzu, Japan)    280در طـــول مـــوج 
و  ييـد وجـود پودوفيلوتوكسـين   أت براي .شد نيينانومترتع

 تكنيـك از  ،هاي مورد بررسـي  در نمونهل لاريسي رزينو
LC-MS  بـراي تعيـين جـرم مولكـولي      .استفاده گرديـد

ــه از   ــزاي نمون  Electrospray Ionization روشاج

Mass Spectrometry (ESI/MS) ــه همــراه سيســتم  ب
LC-20AD (Shimadzu, Japan) استفاده شد.  

  فنل كل ميزان تعيين
 رنــگ ميــزان تركيبــات فنلــي كــل بــر اســاس روش

 (Singleton and Rossi 1965)سيوكالتيو-سنجي فولين
در طول مـوج  اسيد  گاليك منحني استاندارد حسب برو 

گــرم از  05/0ابتــدا . گيــري شــد  انــدازه نــانومتر 765
 درصـد  80لوليتـر متـان   ميلي 3هاي ليوفيليز شده در  ياخته
حمـام آب  (در بـن مـاري    سـاعت  3و بـه مـدت    همگن
سـپس   .سانتيگراد قـرار داده شـد   درجه 70دماي با) گرم

) دو بـــار(دقيقـــه 15بـــه مـــدت  (g) 9000بـــا ســـرعت 
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ايـن  . لي از رسـوب جـدا شـد   وسانتريفيوژ و عصاره متـان 
هـا   عصاره براي سنجش فنل كل، فلاونوئيدها و فلاونول

ــه  .اســتفاده شــد ــان  50ب ــر عصــاره مت  500لي، وميكروليت
ــول ــر محل ــولين ميكروليت ــ. اضــافه شــد ســيوكالتيو-ف ه ب

ميكروليتـر محلـول    500دقيقـه   5مخلوط حاصل پس از 
دقيقـه  10اضافه و جذب پس از  درصد 7سديم كربنات 
در نهايت، مقـدار  . متر خوانده شدنانو 765در طول موج 

  .وزن خشك محاسبه گرديد mg/g بر حسب كل فنل
  فلاونول كل ميزان تعيين

از  تـر يل يل ـييـك م  يمتانولاز عصاره  تريل يليبه يك م
از محلول  تريل يليم 3 و درصد 2 ومينيدآلوميحلول كلرم

 كل فلاونول ميزان .اضافه گرديد درصد 5استات  ميسد
در طـول  و  (Rutin) نياساس منحنـي اسـتاندارد روت ـ   بر

 ,.Akkol et al) گيـري شـد   نـانومتر انـدازه   445مـوج  

2008).  
  كل ديفلاونوئ ميزان تعيين

ني اسـتاندارد  اساس منح كل نيز بر ديسنجش فلاونوئ
از عصـاره   تريل يليبه يك م .شد دهيسنج (Rutin) نيروت

 10 ومي ـنيآلوم دي ـاز محلـول كلر  تريميكرول 250 يمتانول
استات يك مولار اضافه  ميپتاس تريميكرول 250 و درصد
نانومتر خوانده  415در طول موج  ها و جذب نمونهكرده 
  .(Akkol et al., 2008) شد

 ليگنينگيري  سنجش و اندازه
ميــزن ليگنــين بــا اســتفاده از معــرف اســتيل برومايــد 

(Iiyama and Wallis., 1998)   بـدين  . تعيـين گرديـد
ليتـر   ميلـي  5/2گـرم پـودر خشـك     ميلـي  6ترتيب كه به 

دقيقـه در   30اضافه و به مـدت   درصد 25استيل برومايد 
درجه سانتيگراد قرار داده شد، سپس به مـدت   70دماي 

ها بـه وسـيله    نمونه. آب يخ قرار گرفت دقيقه در 10تا  5
. شماره يـك صـاف گرديدنـد    Whatmanكاغذ صافي 

 6 ونرمال  2ليتر سديم هيدروكسيد  ميلي 5 به بخش مايع
در نهايت . ليتر استيك اسيد گلايسيال اضافه گرديد ميلي

  .نانومتر خوانده شد 280ها در طول موج  جذب نمونه
ــين آموني ــاز تعيــين فعاليــت فنيــل آلان و  (PAL)الي

  (CAD)سيناميل الكل دهيدروژناز 
  روش استخراج پروتئين

ليتـر بـافر    ميلـي  2يك گرم از ياخته كتـان سـفيد در   
يـك   همـراه بـا  ، 8بـا اسـيديته   مولار  1/0فسفات  ميپتاس

ميكروليتـر ديتيوتريتـول    50گرم پلي وينيل پيروليدون و 
بــه  (g) 20000مخلــوط حاصــل در .يده شــديســا كــاملاً

وژ يسـانتيگراد سـانتريف   هدرج 4دقيقه در دماي  20ت مد
سـنجش غلظـت    يمحلول رويي با دقت جدا و بـرا . شد
غلظت پـروتئين   .شداستفاده  آنزيم تيفعال زيو ن نيپروتئ
   .تعيين گرديد) Bradford )1976ها به روش  نمونه

  PALروش سنجش فعاليت 
ميكروليتــر از  150، بــه PALبــراي ســنجش فعاليــت 

ميكروليتـر محلـول    200پروتئين استخراج شـده،  عصاره 
بـا اسـيديته   مولار در بافر پتاسيم فسفات  1/0فنيل آلانين 

بــا مــولار  1/0ميكروليتــر پتاســيم فســفات بــافر  650و  8
مخلــوط حاصـل بــه مـدت يــك   . اضــافه شـد  8اسـيديته  

ه سـانتيگراد كـه اوج فعاليـت    درج ـ 37ساعت در دمـاي  
ميكروليتر از  50سپس . داست، قرار داده ش PALآنزيم 

HCl )6 براي غير فعال كـردن   )مولارPAL    بـه مخلـوط
ليتـر از اتيـل اسـتات     ميلي 5شستشوي نمونه با . اضافه شد
سپس نمونه در معرض جريان هوا تبخير و بـه  . انجام شد

ــي   ــك ميل ــيد   رســوب حاصــل ي ــديم هيدروكس ــر س   ليت
ــا ســيناميك غلظــت .اضــافه شــد )مــولار 05/0(  اســيد ب

 و نـانومتر  290 مـوج  طـول  در جذب مقدار گيري ازهاند
 واحد يك. شد اسيد تعيين سيناميك استاندارد كمك به
 سـيناميك  از گـرم  ميكـرو  يـك  بـا  برابر PAL فعاليت از
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 Ochoa-Alejo and)اسـت   سـاعت  در شده اسيد توليد

Gomez-Peralta, 1993).  
  CADروش سنجش فعاليت 

 Gardenز روش آنزيمي ابه منظور سنجيدن فعاليت 
براي سنجش  :با اندكي تغييرات استفاده گرديد) 2003(

ــت  ــه CADفعالي ــروتئين    25، ب ــاره پ ــر از عص ميكروليت
بـا  مـولار   1/0ميكروليتر بافر تريس  900استخراج شده، 

مــولار  دو ميلــي NADP+ميكروليتــر  50، و 8/8اســيديته 
درجـه سـانتيگراد    30دقيقه در دمـاي   5اضافه و به مدت 

ميكروليتـر   25سـپس بـه مخلـوط حاصـل     . ار داده شدقر
مولار اضافه و جذب آن در طول  ميلي 2كونيفريل الكل 

  .گيري شد نانومتر اندازه 390موج 
  يآمار ليو تحل هيتجز

نمونه مسـتقل   3تكرار از حداقل  3با  ها شيآزما همه
افـزار   بـا اسـتفاده از نـرم    هـا  نيانگيم سهيمقا. انجام گرفت

SPSS  دار  معنـي  نيـي تع بـراي و آزمون دانكن  18نسخه
  .انجام شد درصد 5 احتمال سطحها در  بودن تفاوت

  
  نتايج

  سلول تعيين منحني رشد
ميــزان رشــد  ،از اعمــال تيمارهــاي مــورد نظــر پــيش

شـد  روز در كشت تعليقي بررسـي   15 در مدتها  سلول
از كشــت، ميــزان  پــسنتــايج نشــان داد كــه . )1شــكل (

ادامـه   نهـم كـه ايـن رونـد تـا روز      يافتـه  ها افزايش سلول
 رشـد شـيب  . يابد از اين زمان وزن كاهش مي پس. دارد
كـه در ايـن زمـان     بـود افزايشـي   ماي در روز هفـت  ياخته
بـه شـدت    رشد بوده،ها در اواسط دوره لگاريتمي  ياخته
اي  در اين زمان حجم توده ياختـه . حال تقسيم هستند در
به عنوان زمان  مراين روز هفتمناسبي رسيده، بناب ميزانبه 

  .افزودن تيمار انتخاب گرديد

كيتين و كيتوزان بـر رشـد    هاي مختلف اثر غلظت
  سلولي 

كيتـوزان و كتـين بـر رشـد     هاي مختلف  غلظتتأثير 
 5گيـري وزن خشـك پـس از گذشـت      سلولي با انـدازه 

ــايج نشـــان داد). 2شـــكل (شـــد بررســـي روز  كـــه  نتـ
داري  زان به طور معنـي هاي مختلف كيتين و كيتو غلظت

رشد سـلولي را كـاهش داده، بـا افـزايش غلظـت، رشـد       
 200دهد، به طوري كه غلظـت   كاهش بيشتري نشان مي

 درصــد 40گــرم بــر ليتــر ميــزان رشــد را بــه ميــزان  ميلــي
  .كاهش داد
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در  سـفيد  اي در كشـت تعليقـي كتـان    منحني رشد ياخته -1شكل 
حـروف  . اسـت  SE ±ر تكـرا  3مقادير ميـانگين   .MSكشت  محيط

  .است P<0.05در سطح  دار يكسان بيانگر عدم اختلاف معني
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هـاي مختلـف كيتـين و كيتـوزان بـر رشـد        ثير غلظـت أت ـ -2 شكل

در روز كيتـين و كيتـوزان   . سلولي در كشـت تعليقـي كتـان سـفيد    
روز  5 هـا  كشت اضافه گرديد و نمونـه  از دوره رشد به محيط هفتم
حـروف  . اسـت  SE ±تكرار  3ر ميانگين مقادي. برداشت شدندبعد 

  .است P<0.05در سطح  دار يكسان بيانگر عدم اختلاف معني
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 كيتين و كيتوزان بر ميـزان  هاي مختلف اثر غلظت
  نوليرز يسيپودوفيلوتوكسين و لار
 100هـا نشـان داد كـه غلظـت      نتايج بررسـي ليگنـان  

ميـزان  هـا   ساير غلظتبه نسبت گرم بر ليتر كيتوزان  ميلي
برابـر،   2داري به ميزان  را به طور معني ودوفيلوتوكسينپ

هـاي شـاهد    ميكروگرم بر گرم وزن خشك، نمونه 7/36
  ).3شكل (افزايش داد 

گرم بر ليتـر كيتـوزان    ميلي 200و  10هاي  در غلظت
ن مشـاهده  پودوفيلوتوكسـي داري در ميـزان   تفاوت معنـي 

هـاي مختلـف    در غلظـت  پودوفيلوتوكسـين ميـزان  . نشد
هاي شاهد نشـان   داري نسبت به نمونه تين تفاوت معنيكي

هاي تيمـار   در سلول نوليرز يسيلاربيشترين ميزان . نداد
گرم بـر ليتـر كيتـوزان و كيتـين      ميلي 100شده با غلظت 

 نـول يرز يسيلارمشاهده شد كه به ترتيب باعث افزايش 
هـاي شـاهد شـد     برابـر نسـبت بـه نمونـه     2و 5/2به ميزان 

گرم  ميلي 100اساس نتايج حاصل، غلظت  بر). 4شكل (
 5و  3، 2، 1(تـر   در بـازه زمـاني كوتـاه   بر ليتـر كيتـوزان   

  .گرديدبراي مطالعات بعدي استفاده ) روز
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 كيتــين و كيتــوزان بــر ميــزان هــاي مختلــف اثــر غلظــت -3شــكل 

كيتـين و كيتـوزان    .در كشت تعليقي كتان سـفيد  پودوفيلوتوكسين
هـا   كشت اضافه گرديد و نمونه رشد به محيطاز دوره  هفتمدر روز 

. اسـت  SE ±تكـرار   3مقـادير ميـانگين   . روز بعد برداشت شدند 5
 P<0.05در سـطح   دار حروف يكسان بيـانگر عـدم اخـتلاف معنـي    
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 كيتــين و كيتــوزان بــر ميــزان هــاي مختلــف اثــر غلظــت -4شــكل 

در زان كيتين و كيتو .لاريسي رزينول در كشت تعليقي كتان سفيد
 5هـا   كشت اضافه گرديد و نمونـه  از دوره رشد به محيط هفتمروز 

. اســت SE ±تكــرار  3مقــادير ميــانگين . روز بعـد برداشــت شــدند 
 P<0.05در سـطح   دار حروف يكسان بيـانگر عـدم اخـتلاف معنـي    

  .است
سلولي در طول  بر رشد توزانيثير غلظت بهينه كأت

  زمان 
ليتـر  بر گرم  ميلي 100در غلظت  توزانيثير كأنتايج ت

 داري معنـي  تفاوت سوم روز تاكه  دادنشان  سلوليرشد 
بـه بعـد ميـزان     4هاي شاهد مشاهده نشد، از روز  با نمونه

به طوري كه بيشـترين ميـزان كـاهش    رشد كاهش يافت 
درصــد نســبت بــه  30روز بــه ميــران  5پــس از گذشــت 

  ). 5شكل (هاي شاهد بود  نمونه
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ليتـر  بـر  گـرم   ميلـي  100 تـأثير تحـت  سلولي منحني رشد  -5شكل 

در روز هفـتم دوره   توزانيك. در كشت تعليقي كتان سفيد كيتوزان
 و 3 ،2 ،1 هاي زماندر ها  سلول. كشت اضافه گرديد رشد به محيط

 SE ±تكـرار   3مقادير ميانگين  .برداشت شدند پس از تيمار روز 5
در ســطح  دار حــروف يكســان بيــانگر عــدم اخــتلاف معنــي. اســت

P<0.05 است.  
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ــ ــه كأتـ ــت بهينـ ــوزانيثير غلظـ ــر م تـ ــبـ  زانيـ
  و لاريسي رزينول پودوفيلوتوكسين

نتــايج نشــان داد كــه ميــزان پودوفيلوتوكســين در     
در  يابـد و  بدون تيمار بـه آرامـي افـزايش مـي     هاي سلول

 .شـود  دوره رشـد سـرعت افـزايش آن بيشـتر مـي     انتهاي 
 روز يـك ت از گذش پسدر روز هفتم  توزانيافزودن ك

داري در ميــزان پودوفيلوتوكســين  باعــث افــزايش معنــي
ايــن افــزايش پــس از  شــد،شــاهد هــاي  بــه نمونــه نســبت

ــت  ــد   روز 5گذش ــده ش ــز دي ــدود دو بر  ني ــه ح ــر ك اب
  ).6شكل (هاي شاهد بود  نمونه

كيتوزان دو روز پس از افزوده شدن به محيط باعـث  
امـه  ايـن رونـد افزايشـي اد   . شـد  نوليرز يسيلارافزايش 

پــس از  كــه بيشــترين ميــزان آن بــه طــوريكــرد، پيــدا 
هـاي شـاهد بـود     روز در حدود دو برابر نمونه 5گذشت 

  ).7شكل (
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گرم  ميلي 100 تأثيرتغييرات ميزان پودوفيلوتوكسين تحت  -6شكل 

در روز هفـتم   كيتوزان. در كشت تعليقي كتان سفيد ليتر كيتوزانبر 
 ،2 ،1 هاي زماندر ها  سلول .گرديد كشت اضافه دوره رشد به محيط

حروف يكسان بيـانگر عـدم   . برداشت شدند پس از تيمار روز 5 و 3
  .است P<0.05در سطح  دار اختلاف معني

گـرم   ميلـي  100 تأثيرتحت  لاريسي رزينولتغييرات ميزان  -7شكل 
در روز هفـتم   كيتوزان. در كشت تعليقي كتان سفيد ليتر كيتوزانبر 

 ،2 ،1 هاي زماندر ها  سلول .كشت اضافه گرديد محيط دوره رشد به
حروف يكسان بيـانگر عـدم   . برداشت شدند پس از تيمار روز 5 و 3

  .است P<0.05در سطح  دار اختلاف معني
  
  فنل كل، فلاونول و فلاونوئيدهابر  كيتوزانثير أت

هـاي شـاهد نشـان داد     بررسي ميزان فنل كل در ياخته
ميـزان تركيبـات فنلـي بـا      ان سفيدكتكه در كشت تعليقي 

بـا افـزايش    تـوزان يك. شيب ملايمي رو بـه افـزايش اسـت   
بـه طـوري كـه     ،زمان كشت باعث افزايش فنـل كـل شـد   

گـرم بـر ليتـر، پـس از      ميلـي  6/31 بيشترين ميزان فنل كل،
 ).a8شـكل  (روز از اعمال تيمـار مشـاهده شـد     5گذشت 

هـا پـس از    ونولمقدار فلا. ها نيز بررسي شد ميزان فلاونول
در كشت تعليقي  توزانيكروز از افزوده شدن  دوگذشت 

ــي    ــزايش معن ــاهد اف ــه ش ــبت ب ــان داد نس در . داري را نش
هـا تـا پايـان آزمـايش بـه       هاي شاهد، ميزان فلاونول سلول

  .)b8شكل ( آرامي رو به افزايش است

هاي مربوط به فلاونوئيـدها نشـان    تجزيه واريانس داده
ــزان ف  ــه مي ــزودن   داد ك ــس از اف ــك روز پ ــدها ي لاونوئي

داري داشـته، ايـن رونـد تـا انتهـاي       افزايش معني توزانيك
دوره آزمايش ادامـه پيـدا نمـود، بـه طـوري كـه بيشـترين        

شـكل  (د بـو  توزانيكروز پس از افزوده شدن  5ميزان آن 
c8.(  
  بر ميزان ليگنين توزانيثير كأت

 نكتـا نتايج بررسـي ميـزان ليگنـين در كشـت تعليقـي      
روز از آغـاز تيمـار،    2نشان داد كه پس از گذشـت   سفيد

داري افـزايش يافـت و در روز    ميزان ليگنين به طور معنـي 
پنجم بيشترين ميزان ليگنين به ميزان دو برابر نمونـه شـاهد   

  ).d8شكل (رسيد 
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ميـزان فنـل كـل بـر اسـاس اسـتاندارد گاليـك اسـيد و ميـزان          .(d)و ليگنـين(b)، فلاونوئيد(b)، فلاونول(a)تأثير كيتوزان بر فنل كل-8شكل

. كشت اضـافه گرديـد   دوره رشد به محيط هفتمكيتوزان در روز . گيري شدند اندازه  (Rutin)فلاونول و فلاونوئيدها نيز بر اساس استاندارد روتين 
 .است P<0.05در سطح  دار ان بيانگر عدم اختلاف معنيحروف يكس.برداشت شدندپس از تيمارروز5 و 3 ،2 ،1 هاي زماندر هاسلول

  
  CADو  PALبر فعاليت  توزانيكتأثير 

در روز هفتم از دوره رشد، فعاليت  توزانيكبا افزودن 
داري افـزايش   ، پس از يك روز به طور معنيPALآنزيم 

ــت  ــكل (ياف ــت آن  ) 9ش ــداكثر فعالي ــس از  3و ح روز پ
 مول سيناميك اسيد ميكرو 4مشاهده شد،  توزانيكافزودن 

پـس از  سـپس فعاليـت آن    .دقيقـه  درگرم پروتئين  ميلي بر
روز از آغاز تيمار كـاهش يافـت كـه همچنـان      5گذشت 

  .هاي شاهد بود بيشتر از نمونه
نشان داد كه همانند آنـزيم   CADنتايج بررسي آنزيم 

PAL ــت ــز  CAD، فعالي ــور    ني ــه ط ــك روز ب ــس از ي پ
به اوج  سه روزو پس از گذشت  داري افزايش يافت معني

ــود   ــت خ ــدود (فعالي ــد   7ح ــول كونيفرآلدئي ــرميكروم  ب
روز  5فعاليـت آن   و رسـيد ) گـرم پـروتئين در دقيقـه    ميلي

  .)10شكل ( پس از افزوده شدن تيمار كاهش يافت
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 تـر يگـرم بـر ل   يل ـيم 100ثير أتحت ت ـ PALفعاليت آنزيم  -9شكل 

يك اسيد توليد شده محاسبه ميزان فعاليت بر حسب سينام. توزانيك
كشـت اضـافه    در روز هفتم دوره رشـد بـه محـيط    توزانيك. گرديد
ــد ــا  ســلول. گردي ــاندر ه  پــس از تيمــار روز 5 و 3 ،2 ،1 هــاي زم

در  دار حروف يكسان بيـانگر عـدم اخـتلاف معنـي    . برداشت شدند
  .است P<0.05سطح 
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 تـر يبـر ل گـرم   يليم 100تحت تأثير  CADفعاليت آنزيم  -10شكل 

كشـت اضـافه    دوره رشد به محـيط  هفتمدر روز  توزانيك. توزانيك
ــد ــا  ســلول. گردي ــاندر ه  پــس از تيمــار روز 5 و 3 ،2 ،1 هــاي زم

در  دار حروف يكسان بيـانگر عـدم اخـتلاف معنـي    . برداشت شدند
  .است P<0.05سطح 

  
  بحث

بـر ميـزان    اليسـيتورها  ثيرأمطالعات كمي در مـورد ت ـ 
تعليقـي كتـان سـفيد صـورت گرفتـه       در كشت ها ليگنان
 Furden et al., 2005; Shams Ardakani et) اسـت 

al., 2005) .  ــر ــه حاض ــتينمطالع ــزارش نخس ــ گ ثير أت
 .اســتپودوفيلوتوكســين بيوســنتزي بــر مســير  كيتــوزان

 ياصــل بــاتيانــد كــه ترك مطالعــات متعــددي نشــان داده
 ي، مانند كيتـين قارچ يها از گونه ياريبس يسلول وارهيد

هـاي ثانويـه    متابوليـت باعـث افـزايش ميـزان    و كيتوزان، 
  .(Kang et al., 2004; Pu et al., 2009)شود  مي

در تحقيــق حاضــر، اثــر كيتــين و كيتــوزان بــر مســير 
 آوردن دسـت  بـه  منظور به .ها بررسي شد بيوسنتز ليگنان

كيتين و  غلظت دقيق سازي بهينهها  ليگنان ميزان بيشترين
مطالعـات نشـان داده اسـت كـه     . ستا ضروري كيتوزان

غلظت اليسيتور نقش مهمي در فرآيند تحريـك داشـته،   
 Vasconsuelo and)عامل مؤثري بر شدت پاسخ است 

Boland, 2007).    غلظت مؤثر اليسيتور بر حسـب گونـه
كن است غلظتـي  مگياهي متفاوت است، به طوري كه م

يـاه  از اليسيتور كه در يك گياه اثر تحريكـي دارد، در گ 
گــرم بــر ليتــر  ميلــي 20غلظـت  . ديگـر اثــر نداشــته باشــد 

كيتوزان باعث القاي بيشترين ميزان توليـد آنتراكوئينـون   
(Antraquinone)   در كشت سـلولRubia akane   شـد

(Jin et al., 1999) گـرم   ميلي 200، در حالي كه غلظت
بر ليتـر كيتـوزان، غلظـت بهينـه بـراي توليـد منتـانول در        

 ,.Chang et al)بـود   Mentha piperita كشت سـلول 

تأثير اليسيتور كيتـوزان بـر ميـزان فنيـل اتانوئيـد       .(1998
 Cistanche deserticolaگليكوزيـد در كشـت سـلول    

بيشترين ميزان فنيـل اتانوئيـد گليكوزيـد    . نيز بررسي شد
گـرم بـر ليتـر كيتـوزان مشـاهده شـد        ميلي 10در غلظت 

(Cheng et al., 2006) .يزان توليـد دكرسـين   بيشترين م
(Decursin)  ــينول آنجـــلات  Decursinol)و دكرسـ

angelate)   ــه تحــت  Angelica gigasدر كشــت ريش
 Rhee et)گرم بر ليتر كيتين مشاهده شد  ميلي 100تأثير 

al., 2010) .   در تحقيـــق حاضـــر، بيشـــترين ميـــزان 
ــين ــي 100در غلظــت  پودوفيلوتوكس ــر   ميل ــر ليت ــرم ب گ

در  پودوفيلوتوكســـينميـــزان . كيتـــوزان مشـــاهده شـــد
داري نسـبت بـه    هاي مختلف كيتين تفاوت معنـي  غلظت
هاي شاهد نشان نداد، در حالي كه بيشـترين ميـزان    نمونه
 100هاي تيمار شده با غلظـت   در سلول نوليرز يسيلار
  .گرم بر ليتر كيتوزان و كيتين مشاهده شد ميلي

كيتـوزان  هش نشـان داد كـه   واين پژحاصل از نتايج 
باعـث  كشـت   يك روز پس از افـزوده شـدن بـه محـيط    

شـود و تـا پايـان     افزايش در ميزان پودوفيلوتوكسين مـي 
كنـد، بـه طـوري كـه      دوره رشد اين روند ادامه پيدا مـي 

روز پــس از اعمــال  5 پودوفيلوتوكســينبيشـترين ميــزان  
. هـاي شـاهد مشـاهده شـد     برابـر نمونـه   2تيمار به ميـزان  

بيشـترين   وز باعـث افـزايش  ر 5كيتوزان پس از گذشت 
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تركيبــات  در ايــن تحقيــق. شــد نــوليرز يســيلار ميــزان
 .ندشـد  نيز بررسـي  مشتق شده از مسير فنيل پروپانوئيدي

تركيبات فنلي مهار كننـده قـوي بـراي تـنش اكسايشـي      
آوري يـا   هستند و در همكاري با پراكسـيدازها در جمـع  

 Kovacik)كننـد   حذف پراكسيد هيدروژن شركت مي

et al., 2009).       گياهـان تركيبـات فنلـي را در پاسـخ بـه
سازند كه نقش دفاعي  رسان آزاد مي برخي تركيبات پيام

فلاونوئيدها يكـي از  . (Bais et al., 2004) مهمي دارند
ترين تركيبـات طبيعـي هسـتند كـه      ترين و متنوع گسترده

هـاي   همانند ساير تركيبات فنلي توانايي جذب راديكـال 
ــ ــل  . دآزاد را دارن ــزايش ســريع و قاب ــوزان باعــث اف كيت

توجهي در ميزان مشتقات فنيـل پروپانوئيـدي در كشـت    
در . (Chakraborty et al., 2009)تعليقي نارگيـل شـد   

اين تحقيق نيز ميزان فنل كل، فلاونول و فلاونوئيـدها تـا   
. انتهاي دوره رشد تحـت تـأثير كيتـوزان افـزايش يافـت     

اسـت كـه نقـش دفـاعي      ليگنين يكي ديگر از تركيبـاتي 
هـاي محيطـي ميـزان آن را     دارد و گياه در پاسخ به تنش

در پاســخ بــه  . (Schmitt, 2006)دهــد  افــزايش مــي 
ــت  ــارچي در كش ــيتورهاي ق ــنوبر  اليس ــي ص ــاي تعليق   ه

(De Alwis et al., 2009)   و كتـان(Hano et al., 

. داري افـزايش يافـت   ميزان ليگنين به طور معنـي  (2006
از اين تحقيق نيز نشان داد كه ميزان ليگنين نتايج حاصل 

هـاي شـاهد    برابـر نمونـه   2در پاسخ به كيتوزان به ميـزان  
ــزايش مــي ــد اف ــين القــاي  . ياب ــه منظــور درك رابطــه ب ب

 آنـزيم هـاي ثانويـه و تيمـار كيتـوزان، فعاليـت       متابوليت
PAL   كننـده كليـدي مسـير فنيـل      به عنوان آنـزيم تنظـيم

كننـده   به عنوان آنزيم تأمين CADپروپانوئيدي و آنزيم 
كـه   PALآنزيم . سوبستراي ليگنين و ليگنان بررسي شد

فنيــل  مســير بيوســنتزيآغــاز كننــده نخســتين مرحلــه از 

اوليه و  هاي متابوليت، پل ارتباطي بين استپروپانوئيدها 
. (Yu et al., 2006)هاي ثانويه اسـت   متابوليتبرخي از 

بـاكتري،  (عوامـل زيسـتي   ثير أتحت ت ـ آنزيمفعاليت اين 
كـاهش يـا افـزايش دمـا،     (و غيرزيستي ) ويروس و قارچ

 Cheng et)شـود   القـا مـي  ) زخم و اشعه ماوراي بـنفش 

al., 2006) .  افزايش فعاليـتPAL   هـاي   آنـزيم و ديگـر
مسير فنيل پروپانوئيـدي كـه بـه افـزايش تركيبـات فنلـي       

هـاي گياهـان در شـرايط     شود، از نخستين پاسخ منجر مي
ــنش اســت  ــان . (Wen et al., 2008)ت ــات نش مطالع

 كيتـوزان نيـز   ثيرأتحـت ت ـ  آنزيمفعاليت اين  دهد كه مي
افـزايش  . (Chakraborty et al., 2009)يابد  افزايش مي

فنيل اتانوئيـد گليكوزيـد در ارتبـاط بـا افـزايش فعاليـت       
 ,.Cheng et alتحـت تـأثير كيتـوزان بـود      PALآنزيم 

ميـزان   كيتـوزان ثير أنيز تحـت ت ـ  همطالعاين در  ).(2006
 پـس فعاليت  حداكثرافزايش يافته كه  آنزيم فعاليت اين
در ايـن حالـت ميـزان    . مشاهده گرديدروز  3 از گذشت

در  .برابر افزايش يافته است 2فعاليت در مقايسه با شاهد 
ديگـري كـه بـه بررسـي فعاليـت آن       آنـزيم اين تحقيـق  

ر انتهــاي مســير د آنــزيمايــن . بــود CADپرداختــه شــد، 
كننده  مينأت شده،فنيل پروپانوئيدها وارد عمل  بيوسنتزي

تحـت تـأثير كيتـوزان    . استسوبستراي ليگنين و ليگنان 
افـزايش  هـاي بادنجـان    آنزيم در ريشـه ميزان فعاليت اين 

بـود   روز 5از گذشـت   پـس  آن فعاليـت  حـداكثر  ،يافته
(Mandal, 2010) .    در نتايج حاصـل از ايـن تحقيـق نيـز 

 ،افـزايش يافتـه   تـوزان يكفعاليت اين آنـزيم تحـت تـأثير    
ــداكثر ــت ح ــس فعالي ــت  آن پ ــاهده  روز 3از گذش مش
كيتـوزان از طريـق مسـير    كه  دهد مينتايج نشان . گرديد

هـاي مسـير    آنـزيم فعاليـت   ثير برأبا تفنيل پروپانوئيدي و 
بيوســـنتزي پودوفيلوتوكســـين باعـــث افـــزايش ميـــزان  
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سـي رزينـول در كشـت تعليقـي     پودوفيلوتوكسين و لاري
ــر بخــش فنيــل  كيتــوزانالبتــه . شــود ســفيد مــي كتــان ب

ثير أت ـ نيـز  پودوفيوتوكسـين  بيوسنتزيپروپانوئيدي مسير 
  .گذارد مي
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Abstract 
Podophyllotoxin (PTOX) is a lignan compound which occurs in a few plant species and has 
pharmacological significance for its anticancer activities. Linum album, one of endemic 
species in Iran, has PTOX and other lignans. Chitin and Chitosan are the main compounds of 
fungal species and as biotic elicitors could be used to improve secondary metabolites. In this 
study, we investigated the different concentration effects of chitin and chitosan on cell 
growth, PTOX and lariciresinol production in l. album cell culture. Next, we evaluated the 
effecr of optimal concentration of chitosan on lignan, phenol, flavonoid, flavonol and lignin 
content at different times. Treatment of L. album cell cultures with the 100 mg/L chitosan 
increased the production of PTOX and lariciresinol about two times higher than contol. 
In addition, Chitosan increased phenol, flavonoid and flavonol. Lignin was increased 2-fold 
higher than the control in response to chitosan. To study mechanism of chitosan action, 
phenylalanine ammonio-lyase (PAL) and cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD) activity 
were investigated. The activity of PAL and CAD enzymes involved in the first steps of the 
PTOX biosynthesis was activated by chitosan, reaching a peak within three days after 
treatment. Chitosan regulated the production of PTOX, lariciresinol and phenylpropanoid 
compounds by effecting on enzymes activity through PTOX biosynthesis pathway. 

Key words: Chitosan, Lignan, Linum album, Podophyllotoxin 
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