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گياه  بيوشيميايي بررسي اثر ساكارز بر ميزان توليد تروپان آلكالوئيدها و چندين پارامتر
 ايدر شرايط كشت درون شيشه) Datura stramonium(تاتوره 

 2الميرا راكعي و *1پريسا فتحي رضايي

 شناسيگروه زيست دانشكده علوم پايه، مراغه، دانشگاه مراغه، 1

 گروه بيوتكنولوژي كشاورزيمي واحد مراغه، دانشكده كشاورزي،مراغه،دانشگاه آزاد اسلا 2

  22/7/96 :تاريخ پذيرش    6/5/96 :تاريخ دريافت

  چكيده
اي هاي گستردهگياه تاتوره بعنوان يك گياه دارويي مهم، غني از تروپان آلكالوئيدهاي هيوسيامين و اسكوپولامين بوده و پژوهش

اثر اليسيتور غيرزيستي  در اين پژوهش. باشدزش در دنيا در حال انجام ميتوليد اين تركيبات با ار شرايطسازي در زمينه بهينه
توليد تروپان آلكالوئيدهاي اسكوپولامين و هيوسيامين، پروتئين كل و وزن تر، بر ميزان ) گرم در ليتر 45و  30، 15(ساكارز 

 ميزان هيوسيامين و اسكوپولامين بوسيله روش .دبررسي شتاتوره هاي آنتي اكسيداتيو كاتالاز و گاياكول پراكسيداز فعاليت آنزيم
هاي كاتالاز و گاياكول پراكسيداز با روش پروتئين كل و فعاليت آنزيم غلظت و )HPLC(كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا 

ي گرم در گرم وزن ميل 5(، توليد هيوسيامين )گرم 82/0( وزن تربيشترين ميزان براساس نتايج، . شد گيرياندازهاسپكتروفتومتري 
هاي گياهچه در بخش ريشه) واحد در ميلي گرم پروتئين 5/0(كاتالاز و فعاليت  )ميلي گرم در گرم وزن تر 20(اسكوپولامين  ،)تر

 در بخش هوايي) ميلي گرم در گرم وزن تر24/0( ميزان پروتئينترين بيشگيري شد اما اندازهگرم در ليتر  45ساكارز تيمار شده با 
واحد در ميلي  52/1(بيشينه فعاليت گاياكول پراكسيداز بعلاوه،  .گرم در ليتر مشاهده شد 30 ساكارزهاي تيمار شده با هگياهچ

تواند محرك خوبي براي افزايش توليد هيوسيامين و گرم در ليتر مي 45ساكارز با غلظت  ،در مجموع. تعيين شد) گرم پروتئين
ر گياه تاتوره باشد و به احتمال ساكارز علاوه بر تأمين نياز انرژي و منبع كربني موجب اسكوپولامين با ارزش دارويي بالا د

 .تحريك مسير سيگنالي سنتز تروپان آلكالوئيدها شده است

  ، هيوسيامين گاياكول پراكسيدازكاتالاز، تاتوره، اسكوپولامين،  :هاي كليدي واژه

  parisafathirezaei@gmail.com :نيكيپست الكترو، 09144211594 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 زمينيهاي گياهي متعلق به تيرة سيبتعداد كمي از جنس

)Solanaceae( تاتوره از جمله جنس )Datura(  قادر به
توليد تروپان آلكالوئيدهايي مانند هيوسيامين و 

تروپان آلكالوئيدها به طور گسترده در  .اسكوپولامين هستند
گيرند، از جمله اثرات صنايع دارويي مورد استفاده قرار مي

هاي رقابتي دارويي مهم آنها عمل به عنوان آنتاگونيست
بنابراين، با توجه به نياز روزافزون . باشداستيل كولين مي

جامعه پزشكي به اين نوع از آلكالوئيدها، به ويژه تركيب 

يي ارزشمند اسكوپولامين، افزايش ميزان آنها در دارو
  . )25 و 21، 16( گياهان دارويي توليد كننده ضرورت دارد

 150تا  20يكساله به ارتفاع  گياهي علفي، دو لپه، تاتوره
هاي برگ. است )سولاناسه( زميني سيب تيره از سانتيمتر،

 تاتوره منبع مهمي از تروپان آلكالوئيدها هستند و در طب
سنتي در كنار بذرها بيشترين قسمت مورد استفاده اين گياه 

از تروپان آلكالوئيدهاي مهم در تاتوره . دهندرا تشكيل مي
در اين . ميتوان به هيوسيامين و اسكوپولامين اشاره كرد
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ها بيشتر ها بيشترين اسكوپولامين و در ريشهگياه، در ساقه
توره منبع مهمي هاي تابرگ). 16(شود هيوسيامين يافت مي

آتروپين، هيوسيامين و : از تروپان آلكالوئيدهاي
اسكوپولامين هستند كه برخلاف سميت زياد، بدليل 
كاربردهاي دارويي قابل توجه داراي اهميت اقتصادي 

اين آلكالوئيدها داراي اثرات . باشندبالايي مي
باشند كه فعاليت پاراسمپاتولايتيك و آنتي موسكارينيك مي

اسكوپولامين . كنندپاراسمپاتيك را مهار مي سيستم
هاي عضلات صاف، مانند در تخفيف اسپاسم) هيوسين(

اين دو ). 22(عضلات صاف دستگاه گوارش كاربرد دارد 
هاي جوان ريشه سنتز شده و به آلكالوئيد عمدتاً در سلول

استفاده از گياهان . يابندهاي هوايي گياه انتقال ميبخش
. باشدان و ساير نقاط دنيا بسيار رايج ميدارويي در اير

-هاي ثانويه از طريق زيستامروزه روند توليد متابوليت

فناوري افزايش يافته است و كشت سلول و اندام گياهي 
. جايگزيني مناسب براي استخراج كامل مواد گياهي است

اليسيتور ممكن است هنگامي كه به يك سيستم سلول زنده 
شود، بيوسنتز تركيبات خاص مال ميهاي كم اعدر غلظت

  ). 10(را آغاز و يا افزايش دهد 

سنتز شيميايي آلكالوئيدها غالباً گران بوده و منابع طبيعي 
. باشندتنها منبع اقتصادي براي توليد انبوه اين تركيبات مي

هاي متنوعي از تاتوره براي توليد تروپان آلكالوئيدها گونه
ده از كشت بافت گياهي به دلايل استفا. شوندكشت مي

عنوان جايگزين كشت مزرعه عبارتند از كوتاه شدن دوره 
ها، حفظ كشها و حشرهكشرشد، حذف نياز به علف

  ).15( شرايط رشد ثابت و ميزان توليد

هاي فيزيولوژيكي و هاي گياهي پاسخگياهان و سلول
مورفولوژيكي به فاكتورهاي ميكروبي، شيميايي و فيزيكي 

تحريك كردن . دهندنشان مي) محرك(نوان اليسيتور به ع
هاي فرايندي است كه موجب القاء يا افزايش سنتز متابوليت

ثانويه به وسيله گياهان براي حفظ بقاء، مقاومت و رقابت 
هاي ضروري براي آلكالوئيدها متابوليت). 17( شودمي

فرض بر اين است غالباً . تكميل چرخه زندگي گياه نيستند
هاي سيگنالي يا هاي ثانويه به عنوان مولكولمتابوليت كه

چنين هم. كننددفاع شيميايي در مقابل شرايط تنش عمل مي
فرض بر اين است كه متابولسيم ثانويه ممكن است به 
عنوان يك بخش كلي از توانايي گياه براي تغيير فرايندهاي 

حضور  متابوليك براي بقاء و رشد در شرايط سخت مثلاً
  ). 23(قادير زياد فلزات باشد م

از سوي ديگر، كاربرد انواع مختلف اليسيتورها كه در تنظيم 
هاي كليدي مسير بيوسنتزي هاي متعلق به آنزيمبيان ژن
تواند به عنوان راهكار هاي ثانويه نقش دارند، ميمتابوليت

مؤثري در افزايش توليد اين دسته از تركيبات مورد استفاده 
قندهايي مانند گلوكز، فروكتوز و ساكارز ). 6(قرار گيرد 

هاي معمول بعنوان منبع كربني و انرژي، علاوه بر نقش
اند هاي سيگنالي در گياهان شناخته شدهبعنوان مولكول

)14 .( 

هاي اكسيداتيو از در برابر تنشگياهان براي حفاظت 
-آنزيم شاملهاي آزاد هاي پاكسازي كننده راديكالسيستم

نتي اكسيداتيو مانند سوپراكسيد ديسموتاز، هاي آ
پراكسيداز، آسكوربات پراكسيداز و كاتالاز و هم چنين 

. نماينداستفاده ميتركيبات غيرآنزيمي مانند كارتنوئيدها 
هاي واكنشگر بنابراين هر تيماري كه به كاهش ميزان گونه

تواند مؤثر اكسيژن كمك نمايد در بهبود وضعيت گياه مي
هاي واكنشگر ين شبكه براي كنترل توليد مازاد گونها. باشد

چنين در حفظ سطح مناسب و اكسيژن در طي تنش و هم
رساني هاي واكنشگر اكسيژن براي رشد و پيامصحيح گونه

  ).10( باشدمهم مي

سازي شرايط كشت بر همين اساس در اين بررسي بهينه
بعنوان  اي گياه تاتوره با اعمال تيمار ساكارزدرون شيشه

منبع كربني و مطالعة اثر اليسيتور ساكارز بر ميزان توليد 
هاي آنتي تروپان آلكالوئيدها و پروتئين تام و سينتيك آنزيم

اكسيداتيو گاياكول پراكسيداز و كاتالاز در گياه تاتوره انجام 
لازم به ذكر است با مرور منابع تا كنون گزارشي مبني  .شد
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ميزان تروپان آلكالوئيدهاي گياه بر اثر ساكارز بر رشد و 
نيم ) MS(موراشيگ و اسكوگ  تاتوره در محيط كشت

  .برابر وجود ندارد

  مواد و روشها
: هاي گياهي و اعمال تيمارهاسازي نمونهكشت و آماده

- استان آذربايجاناز آوري بذرهاي گياه تاتوره پس از جمع

و محلول  Triton x100شرقي و ضدعفوني سطحي با 
ترتيب به به% 70و الكل اتيليك % 20كلريت سديم هيپو

دقيقه و شستشو با آب مقطر استريل، در  10و  20مدت 
با ) MS ()13(محيط كشت پايه موراشيگ و اسكوگ 
، 15(هاي مختلف غلظت نيم برابر حاوي ساكارز با غلظت

. عدد كشت شدند 7- 10به تعداد ) گرم در ليتر 45و  30
هفته، اندام هوايي و ريشه  ك ماهيپس از گذشت تقريباً 

- هاي تاتوره پس از برداشت و توزين جهت بررسيگياهچه

  . درجه سانتيگراد نگهداري شدند - 20هاي بعدي در دماي 

براي : استخراج تروپان آلكالوئيدها از گياهچه هاي تاتوره
هاي تاتوره از روش استخراج تروپان آلكالوئيدها از گياهچه

). 11(با اندكي تغييرات استفاده شد  كامادا و همكاران
يك : مراحل استخراج به صورت خلاصه از اين قرار است

ها به طور گرم از بافت تر اندام هوايي و ريشه گياهچه
ميلي  10( گانه در نيتروژن مايع سائيده، حلال استخراججدا

حاوي كلروفرم،  )ميلي گرم نمونه 100ليتر حلال به ازاء 
ها به نمونه) 1: 5: 15% (25سيد آمونيوم متانول و هيدروك
دقيقه در دستگاه سونيكاتور قرار داده  30اضافه و بمدت 

پس از انكوباسيون در دماي اتاق بمدت يك ساعت، . شدند
كلروفرم دو مرتبه شستشو ميلي ليتر  1محلول صاف و با 

درجه  40داده شد و با استفاده از دستگاه روتاري در دماي 
 2ميلي ليتر كلروفرم و  5در ادامه . شك شدسانتيگراد خ

ميلي ليتر اسيد سولفوريك يك نرمال بر روي باقيمانده 
فاز  pHفاز كلروفرمي حذف و . هم زده شد كاملاًافزوده و 

حاوي اسيد سولفوريك با استفاده از هيدروكسيد آمونيوم 
براي استخراج . رسانده شد 10درصد بر روي يخ به  28

. ميلي ليتر كلروفرم به محلول اضافه شد 3آلكالوئيدها 
محلول حاصل پس از افزودن سولفات سديم بدون آب 
صاف و باقيمانده با يك ميلي ليتر كلروفرم شستشو داده 

درجه سانتيگراد خشك و  40محلول حاصل در دماي . شد
ميكروليتر از  20ميزان . ميلي ليتر متانول حل شد 1- 2در 

 45/0صاف كردن با فيلتر  عصاره متانولي حاصل پس از
ميكرومتري به دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا 

)HPLC (تزريق شد.  

سنجش : HPLCسنجش تروپان آلكالوئيدها توسط 
) هيوسيامين و اسكوپولامين(محتواي تروپان آلكالوئيد 

در طول موج  C18و توسط ستون  HPLCها به روش نمونه
ليتر بر دقيقه و حلال يك ميلينانومتر، سرعت جريان  215

) 75: 25(فاز متحرك ايزوكراتيك، حاوي آب و استونيتريل 
ميكروليتر عصاره به دستگاه  20در هر سنجش، . انجام شد
به منظور سنجش كمي، دو تركيب استاندارد . تزريق شد

هيوسيامين سولفات و اسكوپولامين هيدروبرومايد در سه 
به دستگاه ) ليترم در ميليگرميلي 1و  5/0، 2/0(غلظت 

تزريق و بر اساس سطح زير منحني نسبت به غلظت، 
سپس محتواي دو آلكالوئيد . گرديدمنحني استاندارد رسم 

هاي مورد بررسي بر هيوسيامين و اسكوپولامين در نمونه
اساس زمان بازداري به دست آمده از تركيبات استاندارد و 

هر نمونه، با استفاده از  هاي مربوط بهسطح زير منحني پيك
  ).11و  4(نمودار استاندارد محاسبه شد 

مقدار نيم گرم از : هاي تاتورهاستخراج پروتئين از گياهچه
ميلي گرم پلي  50بافت تر گياهي در هاون چيني با افزودن 

ميلي ليتر  5/1و  )Polyvinylpyrrolidone(وينيل پيروليدن 
 rpmده و با دور سايي) pH=7(از بافر فسفات پتاسيم 

دقيقه  30درجه سانتيگراد به مدت  4در دماي  15000
هاي كوچكتر سپس فاز رويي در ويال. سانتريفوژ شد
درجه سانتيگراد به منظور  - 80ها در فريزر تقسيم و ويال

  .انجام مطالعات بعدي نگهداري شد
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ميزان پروتئين محلول كل در : سنجش پروتئين محلول كل
به ). 6(تعيين شد ) 1976(وش بردفورد اين بررسي به ر

هاي استخراج ميكروليتر از نمونه 25اين ترتيب كه ميزان 
ميكرو ليتر معرف بردفورد  750شده در قسمت قبل با 

)X1 ( دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد 5مخلوط و به مدت .
نانومتر  595ها در طول موج سپس ميزان جذب نمونه
غلظت پروتئين . گيري شددازهبوسيله اسپكتروفتومتر ان

ها با استفاده از منحني استاندارد سرم آلبومين محلول نمونه
بر حسب ميلي گرم بر  (Bovine Serum Albumin)گاوي 

  .ميلي ليتر تعيين شد

 :CAT, EC(فعاليت آنزيم كاتالاز : سنجش آنزيم كاتالاز

به اين ترتيب ). 2(گيري شد به روش ابي اندازه) 1.11.1.6
ميكروليتر عصاره آنزيمي با بافر فسفات پتاسيم  20كه 
آب مقطر استريل و پراكسيد  )PH=7(ميلي مولار 100

ميلي مولار محلول در بافر فسفات پتاسيم  70هيدروژن 
. مخلوط شدند) ميكروليتر PH=7) (750(ميلي مولار  100

سينتيك آنزيم كاتالاز توسط دستگاه اسپكتروفتومتر در طول 
. گيري شدثانيه اندازه 180نانومتر در مدت زمان  240موج 

  .از مخلوط بدون عصاره آنزيمي بعنوان بلانك استفاده شد

فعاليت آنزيم گاياكول : سنجش گاياكول پراكسيداز
به روش چانس و مهلي ) POX, EC: 1.11.1.7(پراكسيداز 

هاي بافر مخلوط واكنش شامل محلول). 7(گيري شد اندازه
، گاياكول ده ميلي )PH=7(ميلي مولار  100م فسفات پتاسي

 70مولار محلول در آب دوبار تقطير، پراكسيد هيدروژن 
ميلي مولار  100ميلي مولار محلول در فسفات پتاسيم 

)PH=7(آب دوبار تقطير استريل و عصاره آنزيمي است ، .
سينتيك آنزيم گاياكول پراكسيداز توسط دستگاه 

نانومتر در مدت زمان  470 اسپكتروفتومتر در طول موج
از مخلوط بدون عصاره آنزيمي . گيري شدثانيه اندازه 180

  . بعنوان بلانك استفاده شد

دست آمده و تعيين به منظور مقايسه نتايج به: آناليز آماري
از نرم افزار هاي مشاهده شده در آزمايشات تفاوتاهميت 

SPSS ) وسيله  رسم نمودارها به. استفاده شد) 19ويرايش
Microsoft Excel جهت تفسير نتايج و تعيين . انجام گرفت

آناليز  از آزمايشهاي هاي بين گروه كنترل و گروهتفاوت
. شداستفاده  (one-way ANOVA)واريانس يك طرفه 

نتايج  وارائه  Mean±S.D. به صورتها آزمايشنتايج 
در دار معني 05/0 تر ازكوچك Pمقدار با هاي آماري آناليز

  .نظر گرفته شد

 نتايج

يك ماه : هاي تاتورهتأثير محرك ساكارز بر رشد گياهچه
 45(هاي مختلف پس از اعمال تيمارهاي ساكارز با غلظت

طور بهاي ريشه و اندام هوايي نمونه) گرم در ليتر 15، 30و 
- بر رشد گياهچه جداگانه توزين شد كه اثر اعمال اليسيتور

گرم  45در تيمار ساكارز . استآمده  1ها در شكل شماره 
 دارمعنيدر ليتر ميزان وزن تر اندام هوايي و ريشه افزايش 

گرم در  15غلظت برابر در مقايسه با  5/3و  7/5به ترتيب 
موجب گرم در ليتر  30ساكارز تيمار . مشاهده شد ليتر

افزايش دو برابري ميزان وزن تر بخش هوايي نسبت به 
و ريشه  وزن تردر حاليكه ميزان . دگرم در ليتر ش 15تيمار 

گرم در ليتر از همه  15ساكارز تيمار در اندام هوايي 
  .كمتر بودتيمارها 

  
بخش ) FW(وزن تر . هاي تاتورهاثر ساكارز بر رشد گياهچه -1شكل 

 .S.D±شده ميانگين هاي نمايش دادهداده. هاريشه و هوايي گياهچه
نشان دهندة وجود . مايش مجزاستبار آز 3هاي حاصل از حداقل داده

است كه با آناليز   >001/0p **و   >01/0p *: اختلاف معني دار با
  .بدست آمده است Tukeyواريانس يك طرفه و پس آزمون 
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تأثير محرك ساكارز بر ميزان تروپان آلكالوئيدها در 
ميزان اسكوپولامين و هيوسيامين در : هاي تاتورهگياهچه
گيري ماه بعد از تيمار با ساكارز اندازههاي مختلف يكبافت
كروماتوگرام مربوط به استاندارد  2در شكل . شد

، ريشه تيمار شده با )ب(، هيوسيامين )الف(اسكوپولامين 
و ريشه تيمار شده با ساكارز ) ج(گرم در ليتر  15ساكارز 

  .آمده است) د(گرم در ليتر  45

  

  

 الف

 ب
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گرم در  15ريشه تيمار شده با ساكارز ) استاندارد هيوسيامين، ج) استاندارد اسكوپولامين، ب) الف. HPLCهاي حاصل از آناليز كروماتوگرام -2شكل 

  . ليتر گرم در 45ريشه تيمار شده با ساكارز ) ليتر و د

هاي تاتوره با ميزان اسكوپولامين در بخش ريشه گياهچه
و در  داري افزايش يافتافزايش غلظت ساكارز بطور معني

گرم  15برابر غلظت  5/2گرم در ليتر به حدود  45غلظت 
ميزان اسكوپولامين بخش هوايي  در مقابل. در ليتر رسيد

در ليتر  گرم 15برابر تيمار  2/1حدود ها افزايش گياهچه

با افزايش غلظت ). 3شكل شماره (ساكارز نشان داد 
ساكارز محتواي تروپان آلكالوئيد هيوسيامين در بخش 

داري افزايش يافت ها به طور معنيهوايي و ريشه گياهچه
برابري به  5/3و  5گرم در ليتر افزايش  45در غلظت كه 

 ج

 د
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 15نسبت به غلظت ترتيب در بخش ريشه و اندام هوايي 
  ).4شكل شماره ( مشاهده شدم در ليتر ساكارز گر

 

اثر ساكارز بر ميزان اسكوپولامين بخش ريشه و اندام هوايي  -3شكل 
هاي داده .S.D±شده ميانگين هاي نمايش دادهداده. هاي تاتورهگياهچه

نشان دهندة وجود اختلاف . بار آزمايش مجزاست 3حاصل از حداقل 
است كه با آناليز واريانس   >001/0p **و   >01/0p *: معني دار با

  .بدست آمده است Tukeyيك طرفه و پس آزمون 

 

  
اثر ساكارز بر ميزان هيوسيامين بخش ريشه و اندام هوايي  -4شكل 
هاي داده .S.D±شده ميانگين هاي نمايش دادهداده. هاي تاتورهگياهچه

اختلاف نشان دهندة وجود . بار آزمايش مجزاست 3حاصل از حداقل 
است كه با آناليز واريانس   >001/0p **و   >01/0p *: معني دار با

  .بدست آمده است Tukeyيك طرفه و پس آزمون 

  

: هاي تاتورهروتئين تام در گياهچهتأثير ساكارز بر ميزان پ
محتواي پروتئين تام در بخش هوايي گياهان در معرض 

برابري  5/2داري گرم در ليتر افزايش معني 30ساكارز 
غلظت ساكارز . گرم در ليتر نشان داد 15ساكارز  نسبت به

گرم در ليتر در بخش هوايي گياهان تيمار شده موجب  45
گرم در  15پروتئين نسبت به غلظت برابري  8/1افزايش 

-بيشترين ميزان پروتئين در اندام هوايي گياهچه .ليتر گرديد

 گيري شددازهانگرم در ليتر  30ساكارز  هاي تيمار شده با 
  ). 5شكل شماره (

 

  
اثر ساكارز بر ميزان پروتئين كل بخش ريشه و اندام هوايي  -5شكل 
هاي داده .S.D±شده ميانگين هاي نمايش دادهداده. هاي تاتورهگياهچه

نشان دهندة وجود اختلاف . بار آزمايش مجزاست 3حاصل از حداقل 
ت كه با آناليز واريانس اس  >001/0p **و   >01/0p *: معني دار با

  .بدست آمده است Tukeyيك طرفه و پس آزمون 

هاي تأثير ساكارز بر سينتيك آنزيم كاتالاز در گياهچه
با توجه به نتايج بررسي سينتيك آنزيم كاتالاز : تاتوره

گرم در ليتر موجب  45غلظت ساكارز ) 6شكل شماره (
زيم در ميزان فعاليت اين آندرصدي  20دار معنيافزايش 
گياهان تيمار شده نسبت به گياهان در معرض  ريشه بخش

  . گرم در ليتر گرديد 15ساكارز 

 

بخش ريشه و ) CAT(اثر ساكارز بر فعاليت آنزيم كاتالاز  -6شكل 
شده ميانگين هاي نمايش دادهداده. هاي تاتورهاندام هوايي گياهچه

±S.D. نشان . بار آزمايش مجزاست 3هاي حاصل از حداقل داده
است كه با آناليز واريانس   >01/0p*دهندة وجود اختلاف معني دار با 
 .بدست آمده است Tukeyيك طرفه و پس آزمون 
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تأثير ساكارز بر سينتيك آنزيم گاياكول پراكسيداز در 
بر اساس شواهد بدست آمده از آناليز : هاي تاتورهگياهچه

، ميزان )7شكل شماره (ك آنزيم گاياكول پراكسيداز ينتيس
گياهان فعاليت آنزيم در هر دو بخش ريشه و اندام هوايي 

به ترتيب به گرم در ليتر ساكارز  30غلظت تيمار شده با 
. يافتافزايش گرم در ليتر  15غلظت  برابر 8/1و  5/5

ميزان فعاليت آنزيم در هر دو بخش ريشه و اندام هوايي 
گرم در  15گرم در ليتر ساكارز نسبت به غلظت  45غلظت 

  .برابري نشان داد 2/1و  5/3حدود افزايش به ترتيب ليتر 

 

) GPX(اثر ساكارز بر فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز  -7شكل 
- هاي نمايش دادهداده. هاي تاتورهبخش ريشه و اندام هوايي گياهچه

بار آزمايش  3داقل هاي حاصل از حداده .S.D±شده ميانگين 
 **و   >01/0p *: نشان دهندة وجود اختلاف معني دار با. مجزاست

001/0p<   است كه با آناليز واريانس يك طرفه و پس آزمونTukey 
 .بدست آمده است

  بحث
ترين منبع كربني توليدكننده انرژي در كشت ساكارز مهم

اي به ويژه براي هاي كشت درون شيشهگياهان در سيستم
ساكارز بهترين منبع . باشدهاي ثانويه ميتوليد متابوليت

كربن، در برابر گرما ناپايدار بوده و قسمت عمده آن بعد 
اتوكلاو به فروكتوز و گلوكز تجزيه شده و تنها قسمتي كه 
تجزيه نشده جذب ريشه گياه شده و مورد استفاده قرار 

تنظيم علاوه بر تأمين انرژي و اسكلت كربني در . گيردمي
  .)25( فشار اسمزي محيط كشت نيز نقش دارد

و  30، 15(هاي مختلف ساكارز اثر غلظتدر اين تحقيق 
بر ميزان رشد ريشه و نيز غلظت ) گرم در ليتر 45

. هيوسيامين و اسكوپولامين مورد بررسي قرار گرفته است
بر اساس نتايج، بيشترين ميزان رشد ريشه و محتواي 

گرم در ليتر ساكارز  45در غلظت تروپان آلكالوئيدها 
  . مشاهده شد

ميزان افزايش ساخت تروپان ) 1390(وكيلي و همكاران 
هاي شابيزك را در در گياهچه H6Hآلكالوئيدها و بيان ژن 

) سوربيتول، مانيتول و ساكارز(اثر تيمارهاي كربوهيدراتي 
ها رشد تيمار با اين كربوهيدرات. اندمورد مطالعه قرار داده

ها را كاهش داد، ولي موجب افزايش محتواي ياهچهگ
). 1(ها شد كلروفيل، هيوسيامين و اسكوپولامين در گياهچه

اثر ساكارز با غلظت ) 2003(روته و همكاران اي در مطالعه
هاي گياه شابيزك درصد را بر توليد آلكالوئيدها در ريشه 5

- شهمورد بررسي قرار دادند كه ري PMTبا بيان بالاي ژن 

درصد، افزايش ميزان  5هاي تيمار شده با ساكارز 
هاي داراي بيان كاليستژين را نشان دادند، در حالي كه ريشه

اثر در بررسي ). 19(تحت تأثير قرار نگرفتند  PMTبالاي 
ها و توليد تروپان اليسيتوري سوربيتول بر رشد ريشه

نه افزودن سوربيتول هيچگو ،آلكالوئيدها در گياه بذرالبنج
هيوسيامين و اسكوپولامين  ها و تجمعاثري بر رشد ريشه

اثر القايي ساكارز، پرولين و كلريد در بررسي ). 9(نداشت 
گياه سديم بر ميزان توليد هيوسيامين و اسكوپولامين 

پرولين موجب افزايش هيوسيامين شده ولي ساير بذرالبنج، 
. نداشتندداري تيمارها بر ميزان توليد اين تركيب اثر معني

همچنين، هر سه اليسيتور موجب افزايش قابل توجه 
). 3(هاي شاهد شدند اسكوپولامين نسبت به كالوس

 B5در محيط كشت ) درصد 5- 1(افزايش ميزان ساكارز 
درجه سانتيگراد موجب  30و  25در دماي 2/1كامل و 
هاي تغييرشكل ريشهبرابري محتواي هيوسيامين  8افزايش 

درجه  20در دماي . شد) DS1رده سلولي (تاتوره يافته 
درصد ميزان هيوسيامين بيشتر از  5سانتيگراد و ساكارز تا 

بيشترين ميزان توليد . درجه سانتيگراد بود 30و  25دماي 
در محيط كشت كامل  DS1هيوسيامين بوسيله رده سلولي 

B5  درجه سانتيگراد  25و  20ساكارز در دماي % 5با

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1396، 4، شماره 30جلد                                                     )                         مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

شرايط ميزان تشكيل هيوسيامين تا تحت اين . مشاهده شد
. اي بدست آمدميلي گرم در ليتر در روز كشت توده 4/7

 30ميزان رها شدن هيوسيامين به محيط كشت در دماي 
درجه  25و  20بالاتر از دماي ) درصد 14(درجه سانتيگراد 

اثر محركي منابع  در مطالعه). 8(بود ) درصد 4(سانتيگراد 
بر ميزان ) نيترات و آمونيوم(ژن و نيترو) ساكارز(كربن 

ها و توليد تروپان آلكالوئيدها در كشت رشد سلول
نسبت كربن به نيتروژن محيط  ،تاتورهسوسپانسيون گياه 

كشت، شاخص مهمي در ميزان رشد و توليد تروپان 
افزودن منابع كربن و نيتروژن در محيط . بودآلكالوئيدها 

 70نيتروژن تا حد اي كه نسبت كربن به كشت تا اندازه
برسد موجب مهار توليد تروپان آلكالوئيدها شده و افزايش 

موجب افزايش صد درصدي  100نسبت به مقادير بالاتر از 
ميزان توليد تروپان آلكالوئيدها نسبت به گروه شاهد شد 

در اين بررسي نيز، افزايش ميزان منبع كربن محيط ). 5(
موجب افزايش ميزان گرم در ليتر  45كشت جامد به مقدار 

رشد و غلظت تروپان آلكالوئيدها شد كه احتمالاً در ارتباط 
با تغييرات نسبت كربن به نيتروژن محيط و اثر القايي آن 

احتمالاً ساكارز در زمان فاز سكون از مراحل . باشدمي
به طور ) اُميعني حدوداً روز سي(سينتيك رشد گياه تاتوره 
دهنده خود يعني گلوكز و شكيلكامل به مونوساكاريدهاي ت
اين موضوع در تحقيق انجام . فروكتوز شكسته شده است

نتايج ). 19(شده توسط پاولف و همكاران تأييد شده است 
هاي سوربيتول، مانيتول و اثر كربوهيدراتحاصل از بررسي 

ساكارز بر ميزان توليد تروپان آلكالوئيدها در گياه شابيزك 
هاي ذكر شده در افزايش بوهيدراتبيانگر اثر القايي كر

- در محيطمعمولاً .  ميزان هيوسيامين و اسكوپولامين بود

هاي مصنوعي كشت گياهان ساكارز به عنوان منبع كربن و 
رود در حالي كه ياه به كار ميانرژي براي رشد بهينه گ

پتانسيل اسمزي استفاده  افزايشبراي مانيتول و سوربيتول 
- اند كه كربوهيدراتالعات نشان دادههمچنين مط. دنشومي

، در هاي علامتي يا سيگنالمولكول نقشها علاوه بر 
نتايج بدست ). 1( سوخت و ساز آلكالوئيدها نقش دارند

دهنده ساكارز آمده از پژوهش حاضر در زمينه تأثير افزايش
در اندام هوايي و ريشه در توليد تروپان آلكالوئيدها 

هاي وكيلي و همكاران به يافتههاي تاتوره مشاگياهچه
ها سبب افزايش است كه نشان دادند كربوهيدرات) 1390(

از . شوندتروپان آلكالوئيدها در كشت ريشه شابيزك مي
طرفي تنش اسمزي اعمال شده توسط ساكارز احتمالاً سبب 

سازهاي شود كه يكي از پيشافزايش سنتز پوترسين مي
ها نه تنها به كربوهيدرات .مسير بيوسنتز آلكالوئيدها است

براي رشد، بلكه با تأثير بر مورد نياز عنوان منابع كربن 
كربوهيدرات، سبب تغيير در ميزان هاي حساس به سيستم

هاي اثر محيطمطالعه در ). 1(شوند ها ميبيان برخي ژن
هاي كامل و نيم با غلظت WPو  MS ،B5مختلف كشت 

نتايج يين گياه تاتوره هاي موبرابر بر ميزان رشد ريشه
حاصله نشان داد كه رشد ريشه تحت تأثير محيط كشت 

نيم  B5ها در محيط كشت قرار نگرفت و بيشينه رشد ريشه
-از سوي ديگر، محيط كشت اثر معني. برابر مشاهده شد

-در تمامي محيط. داري بر ميزان توليد آلكالوئيدها داشت

. ئيد غالب بودهاي كشت استفاده شده، هيوسيامين آلكالو
 8تا  3(هاي مختلف ساكارز آنها همچنين اثر غلظت

هاي مويين و را بر رشد ريشه B5در محيط كشت ) درصد
 4ميزان توليد تروپان آلكالوئيدهاي گياه تاتوره به مدت 

رشد ريشه در محيط  كه هفته مورد مطالعه قرار دادند
. ها بوددرصد بيشتر از ساير غلظت 5حاوي ساكارز 

درصد ساكارز، كمترين  3مچنين محيط كشت حاوي ه
با اين حال ميزان توليد آلكالوئيدهاي . رشد ريشه را داشت

هاي هيوسيامين و اسكوپولامين در هيچيك از غلظت
). 14(داري مشاهده نشد ساكارز استفاده شده تفاوت معني

هاي انجام شده طي تحقيق حاضر، محيط كشت در بررسي
MS امل و نيم برابر جهت كشت گياه هاي كبا غلظت

تاتوره مورد استفاده قرار گرفت و بهترين محيط از نظر 
بدون هورمون با غلظت نيم  MSزايي، محيط كشت ريشه

  . برابر بدست آمد
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را  H. adenotrichumهاي رستها در دانهتوليد هايپرسين
هاي گرم در ليترساكارز افزايش و در غلظت 45تا غلظت 
هم چنين گزارش شده است . ند كاهشي داشتبالاتر رو

گرم در ليتر توليد هايپرسين و  10- 30ساكارز با غلظت 
 افزايش داد H. perforatumهايپرفورين را در بخش هوايي 

)20(.  

هاي آنتي اكسيدان مانند پراكسيداز، فعاليت آنزيم
سوپراكسيد ديسموتاز و كاتالاز اغلب به عنوان نشانگر در 

ات فيزيولوژيك و بيوشيميايي پاسخ گياهان به بررسي تغيير
شوند و ميزان هاي زيستي و غير زيستي استفاده ميتنش

. يابدها با افزايش سطح تنش افزايش ميفعاليت اين آنزيم
هاي انتي اكسيدان و سنتز متابوليت بنابراين فعاليت آنزيم

 Euphorbiaدر گياه  .ثانوي هميشه مرتبط است

pekinensis ايش فعاليت كاتالاز و سنتز آب اكسيژنه بعد فزا
هاي كشت شده گزارش شده از تيمار اليسيتور در بافت

 .)12( است

- اليستورهاي مختلف بسته به نوع، غلظت و نوع گياه پاسخ

كر است كه در شايان ذ. نمايندهاي متفاوتي را ايجاد مي
ميزان پروتئين، مطالعه حاضر ساكارز موجب افزايش 

هاي آنتي اكسيدان و توليد تروپان نزيمفعاليت آ
آلكالوئيدهاي اسكوپولامين و هيوسيامين در گياه تاتوره 

  . شده است

  گيرينتيجه

گرم در ليتر  45توان گفت ساكارز با غلظت در مجموع مي
توليد هيوسيامين و  محرك خوبي براي افزايش

 .باشداسكوپولامين با ارزش دارويي بالا در گياه تاتوره مي
هم چنين با افزايش غلظت ساكارز ميزان پروتئين و فعاليت 

هاي آنتي اكسيدان كاتالاز و گاياكول پراكسيداز آنزيم
به احتمال ساكارز علاوه بر تأمين نياز انرژي . افزايش يافت

و منبع كربني موجب تحريك مسير سيگنالي سنتز تروپان 
رسي مطالعات بيشتر در زمينه بر. آلكالوئيدها شده است

عمل اثر ساكارز بر مسير بيوسنتزي تروپان ) هاي(مكانيسم 
  .رسدآلكالوئيدها در اين گياه ضروري به نظر مي
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Investigation of sucrose effect on tropane alkaloid production and 
several biochemical parameters of Datura stramonium under in 

vitro culture condition 
Fathi Rezaei P.1 and Rakee E.2 

Biology Dept., Faculty of Sciences, University of Maragheh, Maragheh, I.R. of Iran 
Agricultural Biotechnology Dept., Islamic Azad University – Maragheh Branch, Maragheh, I.R. of Iran 

Abstract 

Datura stramonium as a well-known medicinal plant is rich in tropane alkaloids such as 
hyoscyamine and scopolamine and currently the vast majority of the studies have been 
focused on optimization of production conditions of these valuable materials in the 
world. In this research, the effect of sucrose (15, 30 and 45 g/L) as an abiotic elicitor 
was investigated on fresh weight (FW), hyoscyamine and scopolamine production, 
protein content, activity of catalase (CAT) and guaiacol peroxidase (GPX) of D. 
stramonium. The amount of hyoscumine and scopolamine were measured by high-
performance liquid chromatography (HPLC) and spectrophotometery method was 
applied for studying of total protrin content and activity of CAT and GPX. According to 
the results, the highest amount of fresh weight (0.82 g), production of hyoscyamine (5 
mg/g FW), scopolamine (20 mg/g FW) and CAT activity (0.5 U/mg protein) were 
recorded on the root of 45 g/L-treated plantlets but the highest amount of protein (0.24 
mg/g FW) was observed on shoot of 30 g/L ones. In addition, the maximum GPX 
activity was determined on root of plantlests treated with 30 g/L sucrose (1.52 U/mg 
protein). In conclude, the concentration of 45 g/L of sucrose can be a good elicitor to 
increase production of hyoscyamine and scopolamine with high medicinal value in D. 
stramonium which probably due to the fact that sucrose does not only act as a carbon 
and energy source but also induces signaling pathway of tropane alkaloids synthesis. 
Key words: Catalase, D. stramonium, Guaiacol peroxidase, Hyoscyamine, 
Scopolamine 
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