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چكيده
Hyoscyamus     گياه reticulatus L.زميني از تيره سيب(Solanaceae) گياهي دارويي است كه از نظر وجود 

در اين پژوهش وجود آلكالوييدهاي تروپان در مراحل مختلف رشد . سزايي داردآلكالوييدهاي تروپان اهميت به

هاي مختلفي از گياه در قسمت. مورد بررسي قرار گرفتHPLCز دستگاه با استفاده ا .H. reticulates Lدر گياه 

ريشه، (دهي ، در زمان دو برگي، پنج برگي و ده برگي، در مرحله پيش گل)ريشه و برگ(مرحله رشد رويشي 

) ريشه، ساقه، برگ و بذر(دهي و مرحله ميوه) ريشه، ساقه، برگ و گل(دهي ، در مرحله اوج گل)ساقه و برگ

نتايج نشان داد كه در اندام ريشه، بيشترين مقدار هيوسيامين و . داشت شد و مورد آزمايش قرار گرفتبر

در ساقه، بيشترين مقدار آلكالوييدهاي تروپان. اسكوپولامين در مرحله رويشي با ده برگ روزتي وجود دارد

دهي ين و اسكوپولامين در مرحله گلدر اندام برگ، بيشترين مقدار هيوسيام. دهي استدر مرحله اوج ابتداي گل

دهي، در مرحله ميوه. در مرحله زايشي، گل، بيشترين مقدار اسكوپولامين و هيوسيامين را دارد. باشدمي

. اي رنگ، مقدار بيشتري هيوسيامين و اسكوپولامين دارندهاي بالغ و قهوههاي سبز و نارس نسبت به دانهدانه

كشت در شيشه گياه . شتر از اسكوپولامين استزان توليد هيوسيامين بيدر كليه مراحل بررسي شده، مي

H. reticulates L.  در محيط كشت پايهB5 گرم در ليتر ميلي2 دارايNAA  6گرم در ليتر ميلي1 و- BAP  انجام

.  گرفتمقدار ساكارز، كلسيم، نيترات و فسفات بر ميزان توليد آلكالوييدهاي تروپان مورد آزمايش قرار. شد

زميني، هيوسياموس، هيوسياموس رتيكولاتوس، كشت بافت گياه هيوسياموس،  تيره سيب:واژگانگل

آلكالوييدهاي تروپان، هيوسيامين، اسكوپولامين
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چلبيان و همكار

مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه
     هيوسيامين و اسكوپولامين، دو آلكالوييد اصلي 

اين . زميني هستندتروپان در گياهان خانواده سيب
وي سيستم عصبي پاراسمپاتيك عمل آلكالوييدها بر ر

زميني به چندين گياه از تيره سيب]. 6، 7[كنند مي
عنوان منبع غني اين آلكالوييدها مورد استفاده قرار 

هاي گياه اين آلكالوييدها اساساً در ريشه. گيرندمي
ها، بنابراين كشت ريشه]. 7،3[شوند سنتز مي

اهان والد آلكالوييدهاي بيشتري را حتي نسبت به گي
 از تيره .H. reticulates Lگياه ]. 9[تواند توليد كند مي

زميني از نظر وجود آلكالوييدهاي تروپان حايز سيب
اند  گفتهYamada و Hashimoto. اهميت است

 در بيوسنتز in vitroهاي كشت شده در شيشه ريشه
اي براي طور گستردهآلكالوييدها فعال هستند و به

تزي آلكالوييدهاي تروپان مورد مطالعات بيوسن
تحقيق براي بازدهي ]. 5[گيرند استفاده قرار مي

بالاتري از توليد اسكوپولامين و هيوسيامين در 
هاي  متغيرهاي كشت در شيشه به آزمايشسيستم

زاد، تغيير هاي برونبسياري نظير تاثير فيتوهورمون
ها، قند و غيره هدايتها، ميكروالمانماكروالمان

 با 1992 و همكاران در سال  .Christen.شودمي
هاي تغيير مقدار ساكارز، نيترات و كلسيم در ريشه

Hyoscyamusكشت شده گياه  albusاند كه  گفته
افزايش غلظت ساكارز، كاهش مقدار نيترات و افزايش 
كلسيم در تحريك بيوسنتز آلكالوييدهاي تروپان در 

 مطالعه، ما ميزان در اين]. 1[اين گياه نقش دارند 
تغيير آلكالوييدهاي تروپان را در مراحل مختلف رشد 
و نيز اثرات مواد غذايي نظير نيترات، فسفات، كلسيم 
و قندها بر رشد ريشه و توليد آلكالوييدها در كشت 

.بافت مورد بررسي قرار داديم

هاهاهاهامواد و روشمواد و روشمواد و روشمواد و روش
 با اسيد ژيبرليك H. reticulatusهاي گياه      دانه

)mg/l 250( ها تحت  ساعت تيمار و دانه12، به مدت
شرايط طبيعي در گلدان در اوايل بهار در واحد علوم 

و تحقيقات مجتمع آزمايشگاهي دانشگاه آزاد اسلامي 
هاي مختلف گياهان شامل كشت شدند و بخش

ها در مراحل ها و دانهها، گلها، برگها، ساقهريشه
، )ج و ده برگيدو، پن(مختلف رشد رويشي 

دهي برداشت شده، دهي و ميوهدهي، اوج گلگلپيش
هاي تحت تيمار همچنين دانه. خشك و پودر گشتند

) لامينار(اسيد ژيبرليك، در زير دستگاه هود استريل 
 ثانيه و 20 درصد به مدت 70اتانول (ضدعفوني شده 

و بعد )  دقيقه20 درصد به مدت 6هيپوكلريت سديم 
آب مقطر استريل، بر روي محيط كشت از شستشو با 

B5ها از جدا كشت.  بدون هورمون، كشت شدند
هاي ريشه، محور زير لپه و برگ از دانه رست

سترون جدا شده و به عنوان شاهد بر روي محيط 
1 و  NAAگرم در ليتر ميلي2 داراي B5كشت 

همچنين جدا .  كشت شدندBAP -6گرم در ليتر ميلي
هاي  با غلظتB5يط كشت ها بر روي محكشت

. متفاوت از نيترات، كلسيم، فسفات و قند كشت شدند
ها ها، ريشهبعد از تشكيل كالوس و باز تمايز ريشه

براي تعيين مقدار آلكالوييدهاي تروپان، مورد 
.استفاده قرار گرفتند

 پس از خشك :استخراج و آناليز آلكالوييدهاي تروپان
هاي حاصل از كشت در ههاي طبيعي و نمونكردن نمونه

60 ساعت در حرارت 24در سايه و (شيشه به ترتيب 
ها را آسياب كرده و پس از ، نمونه)گراددرجه سانتي

. ها تهيه كرديمگذراندن از الك پودر يكنواختي از نمونه
5گرم از نمونه را در  ميلي100 تا 25براي هر نمونه، 

تحرك شامل بافر فاز م. ليتر فاز متحرك قرار داديمميلي

] 65:35[ استونيتريل –) mM15/1 و pH =5/2(فسفات 

ها را در سپس نمونه. باشد، ميmM5/17 ،SDSداراي 
ليتر از فاز متحرك  ميلي5 گرم سانتريفوژ كرديم، 2000

مانده اضافه نموديم و براي يك ساعت در را به باقي
پس از .  داديمگراد قرار درجه سانتي50حرارت 

صافي (كرديم ريفوژ كردن، سطح رويي را صاف سانت
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چلبيان و همكار

HPLC ميكروليتر به دستگاه 20و به ميزان )  ميكرون45/0

در استخراج آلكالوييد از ستون . تزريق نموديم
mm) RPC186/4 × 150( ليتر بر  ميلي7/0 به ميزان جريان

 با دو استاندارد HPLCدستگاه . دقيقه استفاده كرديم
و آتروپين سولفات ) 1R = 7/13(وكلريد  اسكوپولامين هيدر

)5/18 = 2R (تنظيم شد .

نتايج نتايج نتايج نتايج 
     نتايج حاصل از آناليز آلكالوييدها در مراحل مختلف 

در  نشان داد كه H. reticulatusرشد رويشي گياه 
ها، بالاترين ميزان هيوسيامين و اسكوپولامين ريشه

در مرحله رويشي با تشكيل ده برگ روزتي وجود 
. در اين مرحله، ريشه داراي ساختار پسين است. دارد

ها داراي بيشترين مقدار دهي، ساقهدر مرحله پيش گل
در اين مرحله . هيوسيامين و اسكوپولامين هستند

ها سبز و نرم هستند و از نظر ساختار تشريحي ساقه

ها، بيشترين مقدار در برگ. مغز كامل است
دهي ديده اوج گلآلكالوييدهاي تروپان در مرحلة 

ها داراي بيشترين در مرحله زايشي، گل. شودمي
در مرحله . مقدار آلكالوييدهاي تروپان هستند

هاي هاي سبز و نارس نسبت به دانهدهي، دانهميوه
اي رنگ، بيشترين مقدار هيوسيامين و بالغ و قهوه

). 2 و 1نمودار شماره (اسكوپولامين را نشان دادند 
اصل از كشت در شيشه نشان داد كه با      نتايج ح

، 25، 20، 10(افزايش غلظت نيترات در محيط كشت 
، ميزان آلكالوييدهاي تروپان )مولار ميلي100 و 60

يابد و غلظت بهينه نيترات براي ها كاهش ميدر ريشه
.  استmM10بالاترين مقدار آلكالوييدها، 

ظت هاي ماكروسكوپي نشان داد كه افزايش غلبررسي
نمودار (دهد نيترات، رشد و تمايز ريشه را افزايش مي

. )3شماره 
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چلبيان و همكار
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غلظت  هيوسيامين (گرم بر كيلوگرم) 1/ 199 1/ 083 0/ 895 0/ 93 0/ 109
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چلبيان و همكار

هاي مختلف فسفات      بررسي تاثير غلظت
نشان داد كه با ) مولار ميلي10 و 5، 1، 5/0، 1/0(
فزايش غلظت فسفات، توليد آلكالوييدهاي تروپان ا

غلظت بهينه فسفات براي توليد . يابدكاهش مي
مولار است  ميلي5/0هيوسيامين و اسكوپولامين 

). 4نمودار شماره (
) مولار ميلي3 و 2، 1(هاي مختلف كلسيم      اثر غلظت

نشان داد كه افزايش غلظت كلسيم، توليد هيوسيامين و 
دهد و افزايش ميH. reticulatusلامين را در اسكوپو

هاي ماكروسكوپي بررسي.  استmM2غلظت بهينه 
نشان داد كه با افزايش غلظت كلسيم، تمايز و رشد ريشه 

).5نمودار شماره (افزايش يافته است 
     بررسي تاثير ساكارز در كشت نشان داد كه در 

، )ليتر گرم در 30 و 20، 10(هاي مختلف قند غلظت
نمودار (مقدار آلكالوييدهاي تروپان متفاوت است 

ما مشاهده كرديم كه با افزايش غلظت ). 6شماره 
ساكارز نسبت به شاهد، ميزان آلكالوييدها افزايش 

 گرم در ليتر 30ماكزيمم مقدار در غلظت . يابدمي
افزايش غلظت ساكارز، بيوماس و . ساكارز است

هاي بررسي. دهديش ميها را افزاميزان تمايز ريشه
هاي كشتي با ماكروسكوپي نشان داد كه در محيط

غلظت بالاتر ساكارز، تمايز و رشد ريشه بيشتر است 
.تر هستندها ضخيمو ريشه

بحثبحثبحثبحث
     با توجه به بخش نتايج، مشخص گرديد كه در 

ها داراي بالاترين ميزان مرحله رويشي، ريشه
گياه داراي  (هيوسيامين و اسكوپولامين هستند

ها دهي، ساقهگلدر مرحله پيش) برگهاي روزتي است
ها داراي بيشترين مقدار دهي، گلو در مرحله اوج گل

دهي، در مرحله ميوه. باشندآلكالوييدهاي تروپان مي
اي رنگ هاي قهوههاي سبز و نارس نسبت به دانهدانه

.و بالغ بيشترين مقدار آلكالوييدها را نشان دادند
ها،      با توجه به فرآيند تغيير آلكالوييدهاي تروپان در ريشه

 با گيري كرد كهتوان نتيجهها ميها و دانهها، گلها، برگساقه

، انتقال )دهندههاي گلساقه(هاي هوايي تشكيل بخش
ها صورت ها به ساقه و برگآلكالوييدها ريشه

. يابدگيرد و ميزان آلكالوييدها در ريشه كاهش ميمي
هاي دهي، آلكالوييدهاي تروپان در بخشدر مرحله گل

ها داراي شوند، بنابراين گلهوايي نيز سنتز مي
. بيشترين مقدار هيوسيامين و اسكوپولامين هستند

دهي، گياه بالغ است، سنتز در مرحله ميوه
ها ها و برگها، ساقهآلكالوييدهاي تروپان در ريشه

ي سبز و نارس داراي هادانه. كاهش يافته است
بيشترين ميزان آلكالوييدها هستند اين افزايش سبب 

ها، ها، حشرات، شتهها  در مقابل كرمحفظ دانه
با . گرددخوار ميها و جانوران دانهميكروارگانيسم

ها و افزايش بيوماس، ميزان آلكالوييدها در بلوغ دانه
ها ، دانهدر بلوغ. يابداي و بالغ كاهش ميهاي قهوهدانه

نيازي به حفاظت توسط آلكالوييدها سفت هستند و 
علت . يابدندارند، در نتيجه سنتز آلكالوييدها كاهش مي

توان به كاهش آلكالوييدهاي تروپان را در اين مرحله مي
علت پيرشدن گياه و كاهش مراكز بيوسنتز آلكالوييدها 

. و نيز تغيير مسيرهاي متابوليسمي ذكر كرد
 هيوسيامين بيشتري H. reticulatusهر سه مرحله،      در 

كند كه اين نتيجه با را نسبت به اسكوپولامين توليد مي
].2[باشد  همسو مي1992 در سال ,Jonkovaتحقيقات 

     در بخش نتايج از كشت بافت، مشخص گرديد با 
افزايش غلظت نيترات، ميزان آلكالوييدهاي تروپان در 

يابد و در مقابل شت كاهش ميهاي حاصل از كريشه
نتايج مشابه به وسيله . شودها تحريك ميرشد ريشه
Christen بر روي 1992 و همكاران در سال H. albus به 

 و همكاران بيان داشتند Wooهمچنين ]. 1[دست آمده است 
، توليد اسكوپولامين H. nigerكه با كاهش غلظت نيترات در 

 ما است  با نتايجيابد، كه در توافقافزايش مي
]9 .[Nussbaumer گزارش كردند كه افزايش 1998 در سال 

طور شاخصي رشد ريشه غلظت نيترات در كشت ريشه، به
افزايش غلظت نيترات، موجب افزايش ]. 5[دهد را افزايش مي

. شوددر بيوماس و محدوديت سنتز آلكالوييدهاي تروپان مي
سم اوليه استفاده سازهاي آمينواسيد براي متابوليپيش
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سازهاي مشترك براي توليد بيوماس مورد شوند و پيشمي
گيرند و عوامل محرك افزايش بيوماس مانند استفاده قرار مي

افزايش غلظت نيترات به كاهش غلظت آلكالوييدها منتج 
رسد غلظت ثابتي ميهنگامي كه ريشه به يك حد . شودمي

]. 8[يابد آلكالوييدهاي تروپان افزايش مي
     غلظت فسفات در محيط كشت بر رشد ريشه و ميزان 

 و Woo، 1995در سال . آلكالوييدهاي تروپان تاثير دارد
در همكاران گزارش كردند كه محدوديت ذخيره فسفات

هاي كشت شده، مقدار اسكوپولامين را افزايش ريشه
هاي فسفات تاثيري بر آنها بيان داشتند كه غلظت. دهدمي

كه در توافق با نتايج ما نيست، ] 9[رشد ريشه ندارد ميزان 
ما مشاهده كرديم كه با افزايش غلظت فسفات ميزان رشد 

.يابدو تمايز ريشه افزايش مي
     با توجه به بررسي تاثير كلسيم بر رشد و تمايز 
ريشه و نيز ميزان آلكالوييدهاي تروپان نتايج نشان 

شد و تمايز ريشه داد كه افزايش غلظت كلسيم محرك ر

است و همچنين ميزان آلكالوييدها با افزايش كلسيم در 
اثرات مشابهي توسط . يابدمحيط كشت افزايش مي

Christen و همكاران بر روي H. albus گزارش شده 
رسد كه اثر غلظت كلسيم بر روي به نظر مي]. 1[است 

ميزان تمايز و تجمع آلكالوييدها در واكوئل موجب 
 و Lee. شودش مقدار آلكالوييدهاي تروپان ميافزاي

 بيان داشتند كه آلكالوييدهاي 1998سال همكاران در 
هاي منطقه سلول]. 4[يابند تروپان در واكوئل تجمع مي

هاي طويل شدن در ريشه براي رشدشان به غلظت
كلسيم همچنين در تنظيم . بالاي كلسيم نياز دارند

سازهاي پيش(ه متابوليسم مخازن اسيدهاي آمين
. و تنظيم فعاليت آنزيمي، دخالت دارد) آلكالوييدي

     با افزايش ميزان ساكارز، ميزان آلكالوييدهاي 
ها تروپان و نيز رشد ريشه افزايش يافته و ريشه

دست آمده توسط اين نتايج با نتايج به. قطورتر هستند
Woo 9[ و همكاران همسو است.[
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1 2 3
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