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توليد بتاكربولين آلكالوئيدها در كشت سوسپانسيون سلولي مخلوط دو گياه اسپند  

  و عطر سنگ 
  

   2سارا همتيان دكتر   1 عليرضا قناديدكتر   1 غريصدكتر غلامرضا ا
   دانشگاه علوم پزشكي اصفهان،   داروساز عمومي3  ،گروه فارماكوگنوزياستاد  2  ،گنوزيدانشيار گروه فارماكو 1

  137-143   صفحات85تابستان  دوم   شماره دهمله پزشكي هرمزگان  سال مج

  دهيچك
 و عطر سنگ با نام Zygophylaceae از خانواده .Peganum harmala Lگياه اسپند با نام علمي  :مقدمه
اسپند .  جهت مطالعات كشت همزمان انتخاب شدندCompositae از خانواده .Varthemia persica DCعلمي 

بتاكربولين آلكالوئيدها داراي فعاليت نوروفارماكولوژيك . باشد ع غني طبيعي از بتاكربولين آلكالوئيدها ميمنب
توليد اين تركيبات در كشت سلولي گياهان . باشند متفاوتي شامل آنتاگونيست بنزوديازپين مهار جذب آمين مي

، بررسي تأثير سلولهاي گياه عطرسنگ به هدف اين مطالعه. تواند تحت تأثير عوامل مختلف افزايش يابد مي
  .باشد عنوان محرك بر توليد بتاكربولين الكالوئيدها توسط گياه اسپند مي

هاي گياه اسپند و گياه عطر سنگ استريل و تحت شرايط آسپتيك جهت تهيه دانه  انهدر اين مطالعه تجربي، د :كاروش ر
 هاي رشد تهيه شد و در زمان مناسب و ي ساكارز و تنظيم كنندهموراشيك و اسكوك، حاو. ديش منتقل شد رست به پتري
برداري از كشت  سپس نمونه. شدكشت مخلوط سوسپانسيون سلولي دو گياه با نسبت هاي متفاوت ايجاد . كشت انجام شد

 هارمين، هاي تهيه شده عصاره متانولي تهيه گرديد و آلكالوئيدهاي از نمونه. سوسپانسيون سلولي مخلوط انجام گرديد
ميزان توليد آلكالوئيدها با روش . هارمالول و هارمول به روش كروماتوكرافي لايه نازك جداسازي و شناسايي شدند

  .گيري شد اسپكتروفتومتري به طور جداگانه اندازه
از ميزان توليد هر يك . ول و هارمول توليد شده بود هارمالدر تمام نمونه ها آلكالوئيدهاي هارمين،  :نتايج

 اسپند و ه سوسپانسيون سلولي گيا1:1مخلوط نسبت . آلكالوئيدها در فاز پاياني سيكل رشد به حداكثر رسيد
  .گياه عطر سنگ باعث توليد بيشتر آلكالوئيدها در مقايسه با سوسپانسيون سلولي اسپند شده است

ن آلكالوئيدها در كشت رسد حضور سلولهاي گياه عطر سنگ در توليد بتاكربولي به نظر مي :گيري تيجهن
همچنين ميزان توليد بتاكربولين آلكالوئيدها در كشت . سوسپانسيون سلولي گياه اسپند مؤثر باشد

  .سوسپانسيون سلولي مخلوط دو گياه اسپند و عطر سنگ متناسب با سيكل رشد افزايش مي يابد
   عطرسنگ-اسپند  –سپانسيون سلولي  سو-آلكالوئيدها  :ها كليدواژه

  14/4/85:      پذيرش مقاله3/10/84:      اصلاح نهايي23/5/84: افت مقالهدري
  

  : مقدمه
 از .Peganum harmala Lگياه اسپند با نـام علمـي   

مهمتـرين تركيبـات    . باشـد    مي Zygophylaceaeخانواده  
در ريشه و دانه اسـپند      . شيميايي اسپند، آلكالوئيدها است   

وئيـدهاي هـارمين،    و در سلولهاي كشت شـده گيـاه، آلكال        

اسـپند منبـع غنـي      ). 1،2(هارمالول و هارمول وجود دارد      
توليــد ايــن . باشــد طبيعــي از بتــاكربولين آلكالوئيــدها مــي

آلكالوئيدها در كالوس و سوسپانسيون گياه مطالعه شده        
كشت سلولي اين گياه توانمندي خوبي در تبـديلات         . است

 سـلولي   كـشت ). 3(بيوشيميايي از خود نشان داده اسـت        

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  غلامرضا اصغري، عليرضا قنادي، سارا همتيان                                                                                                      ... توليد بتاكربولين آلكالوئيدها

١٣٨ 1385 تابستان، دوم، شماره دهمسال مجله پزشكي هرمزگان، 

ه اسپند بعنوان يك مدل مناسب بـراي مطالعـات توليـد       اگي
ــشت ســلولي شــناخته شــده اســت    ــا در ك ). 4(متابوليته

بتاكربولين آلكالوئيدها هارمن داراي فعاليت گشادكنندگي      
اثرات ضـدميكروبي و سـلول كـشي        ). 5(باشند    عروق مي 

بتاكربولين آلكالوئيدها گيـاه اسـپند بـر روي دودمانهـاي           
  ).6،7(اي سرطاني گزارش شده است سلوله

 گياهي (Varthemia persica DC)گياه عطر سنگ 
 است كه تنها گونه (Compositae)معطر از خانواده كاسني 

  ). 8(باشد  موجود در ايران و انحصاري فلات ايران مي
تركيبات مونوترپني و سزكويي ترپني در اسانس 

اثرات ). 9(گياه عطر سنگ شناسايي و گزارش شده است 
اي از گياه عطر سنگ بررسي شده  فارماكولوژيكي گونه

اين اثرات شامل فعاليت ضدباكتريايي، ضدقارچي، . است
  ).10- 13(باشند  ضدتجمع پلاكتي و ضدديابتي مي

متابوليتهاي ثانويه را به عنوان گياهان در طبيعت 
امكان توليد . كنند هاي دفاعي توليد مي مكانيسم

ويه در سلولهاي گياهي كشت داده شده متابوليتهاي ثان
در شيشه نيز وجود دارد و شرايط كشت مانند مواد 

، گازهاي محيط با PHغذايي، سطح هورمونها، نور، دما، 
ميكروبها و يا سلولهاي گياهي ديگر بر بيوسنتز 

  ).14(گذارند  متابوليتهاي ثانويه اثر مي
تواند سنتز مواد  كشت همزمان ميكروب و گياه مي

شيميايي در سلولهاي گياهي كشت داده شده را موجب 
رسد كه افزايش سنتز محصولات ثانويه  به نظر مي. شود

ها، يك پاسخ عمومي  در پاسخ به انواع مختلفي از تحريك
  ).15(در سلولهاي كشت داده شده باشد 

گزارشاتي محدود در خصوص تحريك توسط 
نيز سلولهاي گياهي در كشت سلولي مخلوط دو گياه 

منتشر شده است كه در يكي از آنها سلولهاي گياه 
Atropa belladonna و Duboisia hybrid كه متعلق 

به يك خانواده هستند و در ديگري سلولهاي كشت شده 
 كه .Rutas graveolens L و .Ammi majus Lگياه 

باشند، مورد بررسي  متعلق به دو خانواده جداگانه مي
  .)16،17(قرار گرفته است 

به لحاظ اهميت حضور بتاكربولين آلكالوئيدها در 
گياه اسپند، در اين تحقيق، تأثير سلولهاي گياه عطر سنگ 
بعنوان محرك بر توليد بتاكربولين آلكالوئيدها سلولهاي 

) هارمين، هارمول و هارمالول(كشت شده گياه اسپند 
  .شود بررسي مي

  
  :روش كار

  :ايجاد كشت و سوسپانسيون سلولي - 1
  : تهيه دانه رست–الف 

از  (Peganum harmala)بذرهاي گياه اسپند 
بذرهاي گياه عطر سنگ . كندلوس تهيه گرديدشركت 

(Varthemia persica DC)هاي شمالي   از دامنه
 در استان m 2400 – 2200كوههاي كركس در ارتفاع 

گياه بوسيله كارشناش . آوري گرديد اصفهان جمع
 است و يك نمونه از آن در شناسي شناسايي شده گياه

هر باريم دانشكده داروسازي دانشگاه علوم پزشكي 
به منظور . شود  نگهداري مي1378اصفهان با شماره 

ها توسط محلول آب  ايجاد دانه رست ابتدا سطح دانه
 كه حاوي يك (W/V) درصد وزن در حجم 30اكسيژنه 

 5 بوده به مدت 80 تويين (V/V)درصد حجم در حجم 
سپس دانه ها را با آب مقطر . ه شستشو داده شددقيق

استريل شستشو داده و به ظروف پتري ديش شيشه اي 
كه كف آنها با دو لايه كاغذ صافي پوشانيده شده و 

 ميلي ليتر آب مقطر در محيط آسپتيك انتقال 20حاوي 
و محتواي آن قبلاً استريل شده ظروف مذكور . داده شد

ر تاريكي و در دماي سپس ظروف پتري ديش د. بود
 ساعت 16 درجه سانتيگراد و رژيم نوري 2±27

 ساعت تاريكي به منظور تشكيل كالوس 8روشنايي و 
  ).18(نگهداري شدند 

  : تهيه محيط كشت جامد و مايع–ب 
مقادير مشخصي از پودر محيط كشت پايه موراشيك 
و اسكوگ به آب مقطر اضافه و توسط همزن مغناطيسي 

سپس سوكروز به . شدن كامل بهم زده شدگرمازا تا حل 
 ميلي 5 گرم در ليتر و اسيداسكوربيك به ميزان 30ميزان 

به منظور تهيه كشت . گرم در ليتر به محلول اضافه شد
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 گرم در ليتر به آهستگي اضافه 12جامد، آگار به ميزان 
يافت تا رنگ و عمل همزن و گرم كردن محلول ادامه 

 دي - 4 و 2م كنندگان رشد سپس تنظي. محلول شفاف شد
كلروفنوكسي استيك اسيد و كينتين به ميزان لازم اضافه 

 محلول با اضافه كردن محلول سود و يا pHشد و 
در نهايت محيط . اسيدكلروسدري يك نرمال تنظيم شد

كشت حاصل را با اضافه كردن آب مقطر به حجم 
 250ليتر آن در ارلن مايرهاي   ميلي50رسانيده و ميزان 

درب ارلن مايرها با ورقه نازك . ليتري توزيع گرديد ميلي
 درجه سانتيگراد و 121آلومينيومي بسته شد و در دماي 

سپس محيط كشت ها .  دقيقه اتوكلاو شدند15به مدت 
خنك شده و در دماي آزمايشگاه جهت ايجاد كالوس و با 

و يا ايجاد ) محيط كشت جامد حاوي آگار(واكشت آن 
محيط كشت مايع بدون (و يا واكشت آن سوسپانسيون 

  ).19(نگهداري شدند ) آگار
  : تهيه و نگهداري كالوس و سوسپانسيون سلولي–ج 

كالوسها از دانه رست ها تهيه و با انجام واكشت 
 هفته يكبار با توجه به رشد 4واكشت هر . نگهداري شدند

جهت انجام واكشت، كالوسهاي . كالوس انجام گرفت
ط سترون به قطعات يك سانتيمتر مكعبي شاداب در محي

  .تقسيم و به محيط كشت جديد منتقل شدند
از كالوس اي  سوسپانسيون سلولي با انتقال قطعه

 سانتيمتر مكعب به ارلن ماير حاوي 3- 4شاداب به حجم 
كالوس منتقل شده و توسط . محيط كشت مابع تهيه شد

 بهم زن مغناطيسي كه قبل از استريل شدن محيط كشت
مايع در آن قرار داده شده بود، به سلولهاي منفرد و يا 

عمل بهم زدن تا ايجاد . مجتمع سلولها تبديل شد
. سوسپانسيون يكنواخت در محيط كشت ادامه يافت

 100سپس ارلن مايرها بر روي بهم زن دوار با سرعت 
كشت سوسپانسيون سلولي . دور در دقيقه قرار داده شد

جهت انجام .  يكبار نگهداري شد هفته4با واكشت آن هر 
واكشت سوسپانسيون با محيط كشت مايع تازه به نسب 

هر دو كشت كالوس و كشت .  رقيق گرديد2 به 1
 درجه سانتيگراد و 27±2سوسپانسيون سلولي در دماي 

 ساعت تاريكي 8 ساعت روشنايي و 16در رژيم نوري 
  ).20(منبع نور لامپ فلورسنت بود . نگهداري شدند

  : مخلوط نمودن كشت هاي سوسپانسيون سلولي- 2
مخلوط نمودن كشت هاي سوسپانسيون سلولي 

 هفته 4اسپند و عطرسنگ بعد از اولين واكشت، در 
هر هفته از . متوالي از سيكل رشد انجام شد

سوسپانسيون سلولي هاي اسپند و عطرسنگ به ترتيب 
 برداشته و با هم مخلوط شدند 1:3، 3:1نسبتهاي 

سپس همه كشت ها در اتاق كشت با دماي ). 15،16(
 درجه سانتيگراد روي تكان دهنده دوراني در 2±25

 ساعت تاريكي 8 ساعت روشنايي و 16شرايط نوري 
  .قرار داده شد

  :استخراج آلكالوئيدها - 3
هر هفته سلولهاي سوسپانسيون سلولي اسپند 

 و 1:1، 3:1هاي مخلوط با نسبت  و كشت) بعنوان شاهد(
به وسيله قيف بوخنر از محيط كشت جدا گرديد و در  1:3

سپس .  ساعت خشك گرديد24هواي آزاد به مدت 
سلولهاي خشك شده هر كدام را در يك هاون چيني پودر 
. كرده، پودرهاي حاصل با ترازوي آناليتيكال وزن شد

 ميلي ليتر متانول به هر كدام اضافه شد و به 10مقدار 
به هم زده شدند و هاون دسته  دقيقه توسط 10مدت 

عصاره با قيفي كه درون آن پنبه و مواد آبگير قرار 
حجم عصاره هاي صاف شده، . داشت، صاف گرديد

يادداشت شده و بعد بوسيله دستگاه تقطير در خلاء 
  ).21(تغليظ و به حجم يك ميلي ليتر رسيدند 

  : شناسايي و تعيين كمي آلكالوئيدها- 4
كروماتوكرافي لايه نازك از آناليز لكه هاي حاصل 

(TLC) توسط نور ماوراء بنفش و با مقايسه Rf 
 به عنوان فاز ثابت CF254 60سيليكاژل . شناسايي شدند

) 5:15:85(و اتيل استات، ايزوپروپيل الكل، آمونياك 
ها هر كدام  لكه). 22(بعنوان فاز متحرك انتخاب شد 

 پليت جداگانه بطور دقيق و كامل توسط اسپانول از سطح
لوله آزمايش كاملاً خشك انتقال تراشيده شد و به درون 

 ميلي ليتر متانول درون لوله 10داده شد و سپس 
. آزمايش ريخته و به وسيله شكر به خوبي مخلوط شد
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 50محلول حاصل سانتريفوژ و سپس صاف و به حجم 
اسكن جذب انجام و طول موج ماكزيمم . ميلي ليتر رسيد

سپس ميزان جذب . دها بدست آمدهر يك از آلكالوئي
ماكزيمم نمونه هاي حاصل از لكه هاي در طول موج 

  .مربوطه تعيين گرديد
  

  :نتايج
 ارتباط توليد هارمين با سيكل 1در نمودار شماره 

رشد در نسبت هاي مختلف كشت سوسپانسيون سلول 
مخلوط عطر سنگ و اسپند در مقايسه با سوسپانسيون 

 . اهد نشان داده شده استسلولي اسپند بعنوان ش

  
  
  
  
  
  
  

ارتباط توليد هارمين با سيكل رشد  - 1نمودار شماره 
در نسبت هاي مختلف كشت سوسپانسيون سلول مخلوط 

عطرسنگ و اسپند در مقايسه با سوسپانسيون سلولي 
  اسپند بعنوان شاهد

 ارتباط توليد هارمالول با سيكل 2در نمودار شماره 
رشد در نسبت هاي مختلف كشت سوسپانسيون سلول 
مخلوط عطرسنگ و اسپند در مقايسه با سوسپانسيون 

  . سلولي اسپند بعنوان شاهد نشان داده شده است
 
 
 
 
  
  
  

 با سيكل رشد ولارتباط توليد هارم - 2نمودار شماره 
سوسپانسيون سلول مخلوط در نسبت هاي مختلف كشت 

عطرسنگ و اسپند در مقايسه با سوسپانسيون سلولي 
  اسپند بعنوان شاهد

 ارتباط توليد هارمول با سيكل 3در نمودار شماره 
رشد در نسبت هاي مختلف كشت سوسپانسيون سلول 
مخلوط عطرسنگ و اسپند در مقايسه با سوسپانسيون 

  . استسلولي اسپند بعنوان شاهد نشان داده شده
  
  
  
  
  
  

 با سيكل رشد ولارتباط توليد هارم - 3نمودار شماره 
در نسبت هاي مختلف كشت سوسپانسيون سلول مخلوط 

عطرسنگ و اسپند در مقايسه با سوسپانسيون سلولي 
  اسپند بعنوان شاهد

  
هر شود، توليد  همينطور كه در نمودارها مشاهده مي

گ و عطرسن( كشت مخلوط 1:1سه الكالوئيد در نسبت 
  .در مقايسه با نسبت هاي ديگر بيشتر است) اسپند

  
  : گيري بحث و نتيجه

در عــصاره متــانولي سوسپانــسيون ســلولي اســپند،     
. آلكالوئيدهاي هارمين، هارمالول و هارمول شناسايي گرديدند      

اين سه تركيـب تقريبـاً در همـه كـشت هـاي سوسپانـسيوني               
طبـق  . دنداسپند تنها و مخلوط با عطرسنگ نيز شناسـايي ش ـ         

نتايج بدست آمده، ميزان تام توليد بتاكربولين آلكالوئيـدها در           
  .، افزايش داشت) هفته متوالي4در (اثر افزايش زمان 

شود، ميزان     مشاهده مي  1همينطور كه در نمودار شماره      
هاي دوم، سوم و چهارم در نسبت هاي          توليد هارمين در هفته   

 تقريبـاً بـه يـك       1:3و  ) عطرسنگ به اسـپند   ( كشت مخلوط    3:1
 كـشت مخلـوط   1:1ميزان توليد هارمين در نـسبت  . اندازه بود 

  .باشد بيشتر از ساير نسبت ها مي) عطرسنگ به اسپند(
ميزان توليد هارمين در سوسپانسيون سلولي اسـپند        

باشد، همزمان با سيكل رشد افـزايش         كه بعنوان شاهد مي   
 سـيكل    كشت مخلوط در هفتـه اول      3:1در نسبت   . يابد  مي

رشد افزايش توليد هارمين قابل مـشاهده اسـت در حـالي         
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در . باشـد   كه در هفتـه دوم و سـوم غلظـت آن ثابـت مـي              
 كشت مخلوط در روزهاي هفتم تا چهـاردهم و          1:1نسبت  

چهاردهم تا بيست و يكم، توليـد هـارمين افـزايش داشـته             
 1:3است و اين در حالي است كه در نسبت كشت مخلوط            

ر كمتري بر ميزان توليـد هـارمين داشـته          سيكل رشد تأثي  
ارتباط توليد هارمـالول بـا سـيكل رشـد در نـسبت              .است

هاي مختلف دو كشت سوسپانـسيون سـلولي در نمـودار        
در نسبت  توليد هارمالول   .  نشان داده شده است    2شماره  

در هفته هـاي دوم     ) عطرسنگ و اسپند  ( كشت مخلوط    1:1
  .اهش داشته استو سوم افزايش ولي در هفته چهارم ك

 كـشت   3:1توليد هارمالول در كـشت مخلـوط در نـسبت           
در روزهاي هفتم تا چهـاردهم و       ) عطرسنگ به اسپند  (مخلوط  

رسد   به نظر مي  . چهاردهم تا بيست و يكم افزايش داشته است       
سيكل رشد  ) عطرسنگ به اسپند  (، كشت مخلوط    1:3در نسبت   

  .ته استتأثير چنداني در ميزان توليد هارمالول نداش
شود، ميزان     مشاهده مي  3همينطور كه در نمودار شماره      

توليد نيز همانند هارمين در سوسپانسيون سلولي اسـپند كـه           
. يابد  باشد، همزمان با سيكل رشد افزايش مي        بعنوان شاهد مي  

عطرسـنگ بـه    ( كـشت مخلـوط      3:1توليد هـارمول در نـسبت       
  .دهد مينيز همين افزايش را با شدت كمتر نشان ) اسپند

 و Ammi majus L. (Apiacea)محققـين دو گيـاه   
Ruta graveolens L. (Rutaceae)   انتخـاب كـرده و 

نسبت هاي مختلـف از سوسپانـسيون سـلولي از هـر دو             
ــد  ــا هـــم مخلـــوط كردنـ ــاه را بـ ــد در . گيـ ــزان توليـ ميـ

هــا در آنهــا در مقايــسه بــا كــشت تنهــا،   فورانوكومــارين
هــاي خــاص   نــسبت).17(تغييراتــي مــشاهده شــده اســت 

هـا    مخلوط دو گياه باعث افـزايش توليـد فورانوكومـارين         
هــاي  هــايي ماننــد عملكــرد آنــزيم  مكانيــسم. شــده اســت

مهاركننده ممكن است در اين تأثيرگذاري مداخلـه داشـته          
محركهاي زيـستي بـا از بـين بـردن ايـن سـدهاي              . باشند

هـا، ممكـن اسـت        مهاركننده و يا دسـتكاري مـسير آنـزيم        
. ثانويه را چند برابر نمايـد هاي مؤثر در متابوليسيم       آنزيم

از آنجايي كه اين دستكاريها معمولاً بـه صـورت تجربـي            

گيرند، بنابراين اثرات ناشي از آنها اغلب غيـر           صورت مي 
  ). 23(باشد  بيني مي قابل پيش

ــان،      ــاي گلوكـ ــامل پليمرهـ ــستي شـ ــاي زيـ محركهـ
 و مواد ديواره    ها، اسيدهاي مولكولي كم وزن      گليكوپروتئين

ــوط آزاد      ــشتهاي مخل ــلولهاي ك ــه از س ــت ك ــلولي اس س
ها از هـارمين       غلظت هارمول توليد شده در نمونه      .شوند  مي

احتمـالاً بـه علـت سـاختار مـشابه          . و هارمالول بيشتر بود   
، )تفاوت در يك باند دوگانـه در حلقـه        ( هارمالول   وهارمول  

   .دباشنممكن است هارمالول به هارمول تبديل شده 
محققـين دو گيـاه از يـك خـانواده          در مطالعه ديگـري     

Solanaceae   آنها كشت هاي تهيه شده     .  را انتخاب كردند
هاي   و جوانهAltropa belladonnaهاي موئينه  از ريشه

Duboisia hyprid  را بــا نــسبت هــاي مختلــف بــا هــم 
مخلـــوط كـــرده و ميـــزان توليـــد تروپـــان آلكالوئيـــدها 

مين بررســي كردنــد كــه كــشت اســكوپولامين و هيوســيا
ــان      ــاوتي از تروپ ــزان متف ــد مي ــه تولي ــر ب ــوط منج مخل

  ).16(آلكالوئيدها در مقايسه با كشت تنها شد 
نتيجه گرفت كه كشت همزمان دو گياه       توان    به طور كلي مي   

اسپند و عطرسنگ باعث افزايش توليد آلكالوئيدها شده اسـت و           
 و گياه عطرسـنگ     بهترين ميزان براي كشت همزمان گياه اسپند      

باشد و بهترين زمان ايجاد كـشت مخلـوط در             مي 1 به   1نسبت  
طول سيكل رشد بستگي بـه نـوع آلكالوئيـد هـدف دارد كـه در                

. باشـد   هارمين، هارمول و هارمالول با يكديگر متفاوت مي       مورد  
اين تفاوت ممكن است به دليل پيشتاز بـودن توليـد يـك تركيـب         

  .وسنتز آن باشدبراي تركيب ديگر در مسير بي

 
  :سپاسگزاري

از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان 
 را تأمين نموده 82290هاي اين طرح با شماره  كه هزينه

  .شود است، تشكر و قدرداني مي
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