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بررسي اثر اليسيتورهاي عصاره مخمر و ساليسيليك اسيد بر درصد زنده ماني سلول و 
  بتاكاريوفيلن و ايزوپولگون در كشت سلولي پونه متابوليتهاي ثانويهميزان 

 (Mentha pulegium) 
  2و محسن منصوري 1، صحبت بهرامي نژاد*1، دانيال كهريزي1الهه درويشي

  كرمانشاه، دانشگاه رازي، دانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات 1
  ، مركز تحقيقات بيولوژي پزشكيدانشگاه علوم پزشكيكرمانشاه،  2

 27/5/95 :تاريخ پذيرش  12/1/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
ثانويه گياهي به طور گسترده مورد استفاده قرار  بررسي متابوليتهاي برايپايدار  گياهي به عنوان يك روش سلول بافت وكشت 

كشت سلولي آن به منظور  و بهداشت، دارويي در صنايع غذايي، (Mentha pulegium)مهم پونه  جايگاه به دليل. گرفته است
متابوليتهاي ميزان و د زنده ماني سلولها اسيد ساليسيليك بر درصعصاره مخمر و  هايغلظتهاي مختلف اليسيتور تأثيربررسي 
ميلي گرم بر  1با غلظت  D-2,4حاوي تنظيم كننده رشد گياهي  MSاز محيط كشت . ايزوپولگون و بتاكاريوفيلن انجام شد ثانويه
 دهذشت پس از گ. شد اسيد استفاده ساليسيليك اليسيتورهاي عصاره مخمر و آگار به همراه غلظتهاي مختلف بدون افزودن ليتر

و درصد زنده ماني سلولها به وسيله تست تترازوليوم مورد بررسي قرار  GC-MSروز، ميزان اين دو متابوليت ثانويه با استفاده از 
 ثانويه متابوليت كاهش و ميزان با افزايش غلظت هر دو نوع اليسيتور درصد زنده ماني سلولها ،در كشت سلولي .گرفت

ميلي  80بيشترين مقدار اين متابوليت، در كشت سلول حاوي (يافت  افزايش داري معني طور به طبيعي گياه به نسبت بتاكاريوفيلن
 از است، استفاده گياهي سلول كشت اصلي ثانويه هدف متابوليتهاي مقدار با توجه به اينكه افزايش .)گرم بر ليتر مشاهده شد

 گياه در ايزوپولگون مقدار .شودمي هد كاهش زنده ماني سلولها توجيبا وجو براي افزايش بتاكاريوفيلن بالاي اليسيتور غلظتهاي
 سالسيليك و مخمر عصاره محرك غلظت افزايش سلولي، باسوسپانسيون  همچنين در كشت بود سلول كشت از بيشتر طبيعي
توصيه  ثانويه متابوليت اين افزايش منظور حاوي اين دو اليسيتور به سلول كشت يافت بنابراين كاهش ايزوپولگون ميزان اسيد،
  . شودنمي

   .، بتاكاريوفيلن، زنده ماني سلولايزوپولگونكشت سلول، پونه،  :هاي كليديواژه

 dkahrizi@yahoo.com: ، پست الكترونيكي09183322235: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 بيماريها درمان در دارو عنوان به ،گياهان از ديرباز از انسانها
 از مهمترين يكي گياهان دارويي واقع در و كردندمي استفاده
به  كه هستند جهان در طبيعي ذخاير جمله از و دارويي منابع

- قرار گرفته استفاده مورد گسترده طور به منظور توليد دارو

با  همؤثر مواد كه هستند گياهاني دارويي گياهان ).9( اند
 صورت به همؤثركنند كه اين مواد توليد ميش دارويي ارز

 دارو عنوان به و داشته درماني اثر غيرمستقيم يا مستقيم

 در چشمگير پيشرفتهاي با وجود ).5( گردندمي استفاده

 استخراج هم هنوز گياهي، همؤثر مواد مصنوعي سنتز زمينه

 اروييد مواد از بسياري به دستيابي راه تنها گياهي، منابع از

 دسته اين. است سرطاني داروهاي از مانند برخي ارزشمند

 و دارند ايناشناخته شيميايي ساختار كلي طور به يا مواد از
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سنتز  هزينه ده،يپيچ ساختار از برخورداري دليل به يا
 )ثانويه متابوليتهاي( همؤثر مواد .بالاست بسيار شيميايي آنها

 ديگر مواد با بودن راههم دليل به دارويي گياهان در موجود

 انباشته بدن در لذا برخوردارند، حالت زيستي از پيوسته
 اين و گذارندنمي جاي به خود از جانبي اثرات و شوندنمي

 است شده شيميايي داروهاي به نسبت آنها برتري سبب امر
اهان دارويي ياما مشكلاتي بر سر راه استفاده از گ .)16و 9(

 پايين غلظت: ها وجود دارد از جملهبه منظور درمان بيماري

 سرعت طبيعي، منابع محدوديت گياه، در دارويي تركيبات
 و مراتع تخريب روزافزون ثانويه، متابوليتهاي پايين توليد

 و اصلاح با مرتبط مشكلات گياهي، متنوع هايگونه نابودي
و  24( گياهان اين گستردهو  زراعي وكشت نمودن اهلي

بتواند سبب كاهش اين  كه شهاييرو اين رو از .)25
 افزايش و توليد شناسايي، محدوديتها شوند و همچنين

 حال در گردند موجب دارويي گياهان در را ثانويه تركيبات
 بافت، و سلول كشت راهكارهاي .باشدمي گسترش

 بررسي مولكولي، نشانگرهاي استفاده از ژنتيك، مهندسي
 قادر ژن بيان افزايش و توليد متابوليتها در مؤثر مسيرهاي

 جهت تجديدپذير منابع عنوان به را گياهان كارآيي است

 سلولهاي كشت .)29و  25 ،24 ،7(د ده افزايش دارو توليد

 بررسي زمينه در به عنوان يك روش پايدار گياهي
 با همؤثرمواد  توليد به طور گسترده در گياهي متابوليتهاي

كه با  رار گرفته استفاده قتمورد اس گياهان اكثر در ارزش
 در محيطي كم وهزينه بالا سرعت با استفاده از آن، توليد

 گيردمي انجام هوايي و آب از تغييرات مستقل و شده كنترل
 .)36و  33، 32، 27، 18، 13، 7(

 خانواده  از (Mentha pulegium)پونه  دارويي گياه

Lamiaceae داروييصنايع  در فراوان كاربردهاي دليل به، 
 و علفي است گياهي پونه. دارد ايويژه جايگاه  ...و غذايي
 در خودرو صورت به كهسانتيمتر  60 تا ارتفاع به ايبوته

 تمام و رويدمي آبي جريانهاي اطراف و دشتها از بسياري

به  پونه گياه از دارند دارويي خاصيت گياه هوايي اعضاي
 كش،چقار باكتري، ضد درد، ضد اثرات با دارويي عنوان

 استفاده... و التهاب ضد و اسپاسم ضد نفخ، ضد معده، مقوي

 بسيار اكسيداني آنتي خاصيت داراي گياه اين .)8( شودمي

 دام به را آزاد راديكالهاي دليل همين به و باشدمي قوي

 به رسان آسيب و فعال اثرمولكولهاي حذف با و انداخته
DNA 34و  26( دنكمي اعمال را خود اثر پروتئينها و( .

منتون،  ليمونن، پينن، بتا پينن، آلفا شامل پونه اصلي تركيبات
در اين  .باشدمي كاريوفيلنبتا و پولگون، ايزوپولگون منتول،

ايزوپولگون  و ه بتاكاريوفيلنمؤثرتحقيق ميزان دو ماده 
 .در كشت سلولي پونه مورد بررسي قرار گرفت )1شكل (

ثانويه مهم گياه پونه است  ايزوپولگون يكي از متابوليتهاي
زنجبيل و كه علاوه بر پونه در اسانس گياهان ديگري نظير 

در صنعت از ايزوپولگون به عنوان . وجود دارد... و نعناع 
شود، همچنين به دليل عطر گياهي و طعم دهنده استفاده مي

، به عنوان تركيب درغلظتهاي بالا سمي بودن ايزوپولگون
متابوليت ثانويه  ).31و  30، 15( د داردآنتي باكتريال كاربر

خواص ضد درد، ضد التهاب، به دليل داشتن   بتاكاريوفيلن
در صنايع دارويي كاربرد ... ضد افسردگي، ضد اضطراب و 

نوع  گيرندهبتاكاريوفيلن به صورت آگونيست . فراوان دارد
اين ماده در گياهان زيادي از . كنددو كانابينوييد عمل مي

، 14( وجود دارد... هدانه، رزماري ميخك، پونه و جمله شا
  .)23و  20

  
 ايزوپولگون) ب( و بتاكاريوفيلن) الف(شيميايي  ساختار -1شكل 

(http://www.chemsynthesis.com)  
 انگياه اقتصادي اهميت وفراوان  كاربردهاي به توجه با

به منظور  گياهي سلول كشتامروزه صنايع،  در دارويي
گياهان دارويي  متابوليتهاي ثانويه كيفيت و كميت افزايش

 نظير كشت محيط شرايط. گيردبسيار مورد استفاده قرار مي

 و سلولها رشد بر مهمي اتتأثير اكسيژن و pH، نور دما،
 از استفاده همچنين. )4( دارند ثانويه متابوليتهاي تجمع
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 و مخمر و باكتريايي قارچي، يمنشا با زنده اليسيتورهاي
 گليكوپروتئينها، ساكاريدها،پلي نظير زنده غير اليسيتورهاي

 فعال غير آنزيمهاي گين،سن فلزات نمك ماورابنفش، اشعه
 متفاوت عمل مكانيسم با شيميايي تركيبات از بعضي و شده

 اسيد نيترات، اسيد، ساليسيليك اسيد، جاسمونيك :مانند(
 در ثانويه تركيبات توليد افزايش منظور به )...و سيتريك

 3 ( يرندگمي قرار استفاده مورد گياهي بافت سلول و كشت
ر كشت سلول از دو اليسيتور در اين مطالعه، د ).36و 

عصاره مخمر و ساليسيليك اسيد در غلظتهاي متفاوت به 
  .منظور افزايش متابوليتهاي ثانويه استفاده شد

به دليل كاربردهاي متعدد گياه پونه در صنايع غذايي و 
دارويي، و همچنين اهميت كشت بافت و سلول گياهي 

رج از فصل و خابراي افزايش متابوليتهاي ثانويه گياهي 
 ، كشت سلول پونه به منظورتحقيق رشد گياه، در اين

 عصاره مخمر وهاي اليسيتور هاي مختلفغلظت تأثيربررسي 
ايزوپولگون ه مؤثرماده دو ميزان بر  (SA)اسيد ساليسيليك 

سلولها  درصد زنده مانيو بتا كاريوفيلن و همچنين 
  .صورت گرفت

  مواد و روشها
 پايه كشت محيط تهيه براي :كالوس و كشت سلول يالقا

 زايي كالوس كشت محيط بهترين سلولي، سوسپانسيون

 قطعات از .گرفت قرار استفاده مورد آگار افزودن بدون

 از ريز نمونه هاي ساقه، برگ و ريشه شده توليد كالوس

بهترين كالوسها به منظور كشت . مورد بررسي قرار گرفتند
حاوي تنظيم   MSتسلول، از ريز نمونه ساقه در محيط كش

به  ميلي گرم بر ليتر 1با غلظت  D-2,4 كننده رشد گياهي
اين كالوسها بسيار ترد و شكننده و به رنگ  .دست آمدند

كرمي روشن بودند و به منظور كشت سوسپانسيون سلولي 
 حاوي تنظيم كننده رشد گياهيبه محيط كشت مايع 

2,4-D 
محيط كشت  pH .منتقل شدند ميلي گرم بر ليتر 1با غلظت 

 NaOHو باز  HCLو با استفاده از اسيد  متر pHتوسط 
هاي سفيد و ترد كه براي كشت كالوس. تنظيم شد 8/5روي 

كشت مايع، ميلي ليتر محيط  100 سلول مناسب بودند به
 از .ندشداضافه ) زير هود لامينار(استريل كاملاً در شرايط 

 80و  60 ،40، 20، 0عصاره مخمر با غلظتهاي اليسيتور
، 0غلظتهاي با  اسيد سالسيليك ميلي گرم بر ليتر و اليسيتور

با توجه به غلظتهاي مورد (  ميلي گرم بر ليتر 8و  6، 4، 2
استفاده از اين اليسيتورها در مقالات مختلف به منظور 

 استفاده آزمايش اين در) كشت سلولي گياهان مختلف

به ارلن  ولوژيكي، زير هود بياز اتوكلاو شدنبعد كه  گرديد
و  نداضافه شد سلولي حاوي سلولهاي پونه محيط كشت
چسب پارافيلم با فويل آلومينيومي پوشيده و با  درب ارلنها

دور  100سرعت و روي شيكر انكوباتور با  هگيري شددرز
 آنها بازكشت و ندشد داده قرار 25±1در دقيقه در دماي 

 هرليسيتور، به محيط كشت مايع تازه حاوي همان غلظت ا

  . گرفت انجام يكبارروز  14

اثر محركهاي  بررسيبراي : اندازه گيري متابوليتهاي ثانويه
 GC-MSدستگاه از متابوليتهاي ثانويه مختلف بر ميزان 

 .كندمشخص ميه را مؤثره شد كه درصد دقيق مواد استفاد
بعد از گذشت ده روز از كشت كالوسها در محيط كشت 

كاغذ صافي از  زبا استفاده اهاي پونه سلولسوسپانسيون، 
با استفاده از محيط كشت سوسپانسيون جدا شدند و 

سپس با و ساعت آبگيري شده  24فريزدراير به مدت 
 اسانس حاصل .دستگاه ميكروكلونجر اسانس گيري شدند

و ارزيابي  موردGC-MS ، با دستگاه پونه سلولهاياز 
ه اسانس، از مؤثرواد به منظور ارزيابي م. تجزيه قرار گرفت

  Hewlett-Packard-5890 دستگاه گاز كروماتوگراف مدل
داراي سيستم تله يوني استفاده گرديد كه در آن انرژي 

درجه  250الكترون ولت و درجه حرارت  70يونيزاسيون 
رقيق كردن . سانتي گراد براي توليد منبع يون تنظيم گرديد

ستون . انجام شد 100:1ها به روش شكافت با نسبت نمونه
ميلي متر و  2/0متر و قطر داخلي  50 به طولموئينه 

و ذرات از جنس متيل  ميكرومتر 25ضخامت فيلم 
دتكتور از نوع . باشندسيليكون كراس لينك شده  مي

-HP-5970 mass-selective detector)گر جرمي انتخاب
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USA) درجه سانتي  250تا  100برنامه حرارتي از . باشدمي
استفاده از  با. دقيقه استفاده شد درجه در 4اد با تغييرات گر

ل دهنده و اساس تعداد اتمهاي تشكياين دستگاه، مواد بر 
دقيق  غلظت. شونداز هم جدا ميمتناسب با وزن مولكولي 

ن در واقع اي. شودمشخص ميمواد مختلف با اين دستگاه 
ي كميت تركيبات مواددستگاه در جهت شناسايي و تعيين 

گياهي با نقطه جوش هاي مانند اسانس(كه حالت فرار دارند 
   ).27(رود به كار مي) پايين

سي ميزان ربه منظور بر: بررسي قدرت زنده ماني سلولها
 براي اين. استفاده شده ماني سلولها از تست تترازوليوم زند

 .گرديد استفاده كلرايد تترازوليوم فنيل تري از تست
 به محض و بوده اكسيد شرايط در رنگبي ماده ترازوليومت

 اين از. )28( آيدمي در قرمز يا صورتي رنگ به شدن ءاحيا

 سلولها زنده ماني آزمايش براي تترازوليوم محلول ويژگي

گرم ميلي 6در تست تترازوليوم، از غلظت  .شودمي استفاده
بعد از گذشت ده روز از . بر ليتر تترازوليوم استفاده شد

ليتر از محيط كشت سوسپانسيون  ميلي 75/0 كشت سلول،
از محلول تترازوليوم ميلي ليتر  5/1حاوي سلول است با كه 

ساعت روي شيكر قرار داده  24شده و به مدت تركيب 
قطره از اين محيط كشت مايع حاوي  چند، سپس شد

ميكروسكوپ  با سلولهاي پونه روي لام قرار داده شده و
. بررسي قرار گرفتند دمور 760بزرگنمايي  نوري در

شده  شمارشقرمز رنگ شدند كاملاً كه سلولهاي زنده 
نسبت سلولهاي زنده به مرده در هر لام زير ميكروسكوپ (

مورد   SASافزار و اعداد به دست آمده با نرم ) مشاهده شد
  .تجزيه قرار گرفتند

كاملاً در قالب طرح طرح آزمايشي : تجزيه و تحليل آماري
ها به منظور تجزيه داده .دتيمار و سه تكرار بو نهتصادفي با 

 LSDو براي مقايسه ميانگين از روشن  SASافزار از نرم 
  .شداستفاده 

 نتايج و بحث

 دارويي گياه اقتصادي اهميت فراوان و كاربردهاي به توجه با

 كشت از صنايع، با استفاده در  (Mentha pulegium)پونه

متابوليتهاي ثانويه اين  فيتكي و كميت توانمي گياهي سلول
در اين  .داد افزايش توجهي قابل ميزان به را دارويي گياه

تحقيق از دو اليسيتور ساليسيليك اسيد و عصاره مخمر در 
كشت سلولي پونه به منظور افزايش متابوليتهاي ثانويه و 

اين دو اليسيتور روي درصد زنده ماني  تأثيربررسي 
 تركيب يك اسيد ساليسيليك .سلولهاي پونه استفاده شد

عمل  رشد كننده تنظيم به عنوان تواندمي كه است فنلي
 مسيرهاي يو القا گياهان تنش در بروز باعث زيرا نمايد

- مي تنش با مقابله جهت توليد متابوليتهاي ثانويه بيوسنتزي

 از يكي عنوان اسيد به ساليسيليك كاربرد امروزه .دشو

 به تنشهابه  گياهان مقاومت افزايش در گياهي هورمونهاي

است  مطالعات متعدد نشان داده). 21 (است رسيده اثبات
سيليك اسيد به عنوان يك عامل تنشي در تحريك يكه سال

توليد بسياري از متابوليتهاي ثانويه مثل ترپنوئيدها، مشتقات 
 ).22(باشد مي مؤثركومارين، آلكالوئيدها و فلاونوئيدها 

از  استفاده باشد،مي زنده موجود يك خمرم اينكه به باتوجه
 تواندمي سوسپانسيون سلولي كشت محيط در مخمر عصاره

 شده داده كشت يسلولها براي زيستي يك تنش عنوان به

متابوليتهاي ثانويه هميشه و و با توجه به اينكه  گردد تلقي
شوند بلكه به سرعت در در همه بخشهاي گياه توليد نمي

زيستي مثل آلودگيهاي ميكروبي و حمله پاسخ به تنشهاي 
حشرات و همچنين در پاسخ به تنشهاي غير زيستي مثل 
سرما، گرما، آسيب فيزيكي و فشار شديد اسمزي توليد 

مخمر با ايجاد  است ممكن، بنابراين )35و 1(شوند مي
در مطالعات  .باشد مؤثر ثانويه يمتابوليتها توليدبر تنش، 
براي افزايش ميزان متابوليتهاي از عصاره مخمر  ،بسياري

  .ثانويه استفاده شده است

 و دقيق ابزاري تترازوليوم آزمون :بررسي زنده ماني سلولها
 آزمون اين ساسا. است حيات تخمين قابليت براي سريع

 آنها نسبي تنفس ميزان زنده براساس و سلولهاي مرده تمايز

ه با توجه ب. كرده باشند جذب آب كه است شرايطي در
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 تنفس طول در و بوده تنفس زنده داراي سلولهاياينكه 

 تري محلول موجب احياي نمايد ومي توليد+H يونهاي

 سلولهاي زنده نتيجه در و) 28( شده كلرايد تترازوليوم فنيل

نتايج حاصل از  .)2 شكل( شوند و مشخص مي رنگ قرمز
سلولها، در رازوليوم و بررسي درصد زنده ماني تست تت
جدول سپانسيون نشان داد كه با توجه به شت سومحيط ك

، پس از گذشت ده روز از )1جدول (تجزيه واريانس 
داري در قدرت زنده ماني سلولها، تفاوت بسيار معنيكشت 
  .رددر غلظتهاي مختلف اليسيتور وجود داسلولها 

  
  تترازوليوم كردن اضافه از بعد گياه پونه سلولهاي از نمايي -2شكل 

رهاي مختلف با مقايسه ميانگين تيمابه جدول با توجه 
، بيشترين قدرت زنده )2جدول (متفاوت غلظتهاي اليسيتور 

و  دكشت بدون اليسيتور ديده شها در محيط ماني سلول
تيمارهاي مخمر با غلظت ماني هم در كمترين درصد زنده

ميلي گرم در ليتر  8و ساليسيليك اسيد با غلظت  80
دو نوع اليسيتور، با افزايش غلظت هر  در واقع. ه شدمشاهد

لازم به ذكر است تا  .درصد زنده ماني سلولها كاهش يافت
به حال تست تترازوليوم و بررسي زنده ماني سلولهاي پونه 

و اين تحقيق  در كشت سوسپانسيون، انجام نگرفته است

اولين بار است كه در كشت سلول گياه پونه انجام شده 
   .ياهان اين آزمون انجام شده استاما در برخي گ است،

 محرك تأثير )1393( نودهي رضايي و بهابادي زاده اسمعيل

 شنبليله دارويي گياه سلولهاي ماني زنده بر اسيد ساليسيليك

)Trigonella foenum-graecum (قرار  بررسيمورد  را
درتيمار  سلولها ماني و گزارش كردند كه قدرت زنده دادند

اليسيتور هاي حاوي داري بيشتر از نمونهشاهد به طور معني
كه اين نتيجه مطابق با نتيجه به دست آمده در اين  ،)1( بود

تحقيق و درصد زنده ماني سلولهاي گياه پونه در كشت 
 بالا يغلظتها در اسيد ساليسيليك. باشدسوسپانسيون مي

. شودغشاي سلولي و مرگ سلول ميباعث تخريب 
 شود و مطالعاتمي هيدروژن كسيدتوليد پرا همچنين باعث

 ويژه به اكسيژن فعال هاي گونه بين كه است داده نشان

 نزديكي ارتباط گياهان در سلولي مرگ و پراكسيد هيدروژن

   ).19و  2 (دارد وجود

اسيد، عصاره  ساليسيليك محرك تأثير )1393(كاظمي 
 گياه سلولهاي ماني زنده را بر سيتريكمخمر و اسيد 

 بررسيمورد  ).Cuminum cyminum L( ره سبززي دارويي

درتيمار  سلولها ماني و گزارش كرد كه قدرت زنده قرار داد
اليسيتور هاي حاوي داري بيشتر از نمونهشاهد به طور معني

  .)10( بود

 Linum)كشت سلولي كتان سفيد) 1393(تحصيلي 

album.)   بررسي قرار داد و از اجزاي جدا شده را مورد
استفاده به عنوان اليسيتور  Fusarium graminearumقارچ 

در  سلولها ماني زندهكرد و گزارش كرد كه قدرت 
  .)6( شاهد بودر از تيمار هاي حاوي اليسيتور كمت نمونه

  
 (Mentha pulegium)تجزيه واريانس درصد زنده ماني سلولها در كشت سوسپانسون حاوي غلظتهاي مختلف اليسيتور در گياه پونه  -1جدول 

  زنده ماني سلولدرصد  درجه آزادي منابع تغييرات
  11/701 8  تيمار
  64/17 18  خطا

  87/5  ضريب تغييرات
  درصد 1تفاوت بسيار معني دار در سطح احتمال ** 
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 لف اليسيتورحاوي غلظتهاي مخت (Mentha pulegium) گياه پونه ماني سلولها در كشت سوسپانسيونمقايسه ميانگين درصد زنده -2جدول 

  زنده ماني سلولهادرصد  )mg/l(محركهاي محيط كشت
  ab967/84 20مخمر
  bcd 667/76 40مخمر
  d 167/67 60مخمر
  e 833/51 80مخمر

2 SA bc 033/80  
4 SA cd 533/74  
6 SA d 333/69  
8 SA e 633/45  

Free a 867/93 

  .با يكديگر اختلاف ندارند درصد 1اعدادي كه داراي حروف مشابه هستند در سطح 

SA : ،ساليسيليك اسيد Free :محيط كشت مايع فاقد اليسيتور  

  

ماني سلولها با در تمامي مطالعات ذكر شده، درصد زنده
افزايش غلظت اليسيتور در محيط كشت به طور قابل 

اي كاهش يافته است كه با نتايج به دست آمده در ملاحظه
ر واقع كاهش درصد زنده ماني د. اين تحقيق مطابقت دارند

تواند به سلولها در محيط كشت سلولي حاوي اليسيتور، مي
هر چه . دليل ايجاد تنش زيستي توسط اليسيتورها باشد

غلظت اليسيتورها افزايش يابد شدت تنش زيستي بيشتر و 
  .يابدمرگ سلولي افزايش مي

در حوزه  ،حاله تا ب: بررسي ميزان متابوليتهاي ثانويه
آزمايشات شت سلول و بررسي متابوليتهاي ثانويه پونه ك

در مورد كشت سلول پونه و . است صورت گرفتهكمي 
كاريوفيلن در  بتا و بررسي متابوليتهاي ثانويه ايزوپولگون

اين تحقيق در واقع . در دست نيست اييجهنت هيچ پونه
اين دو متابوليت ثانويه  بررسي در مورد براي اولين مرتبه

  .صورت گرفته استت سلول گياهي در كش

گياهان قابليت فرار از تنشهاي مختلف را ندارند، اما 
مكانيسمهايي جهت شناسايي و مواجهه با انواع تنشها و 
افزايش سازگاري و تحمل براي به حداقل رساندن آسيب 

توليد و افزايش متابوليتهاي ثانويه، تعادل اسمزي، . را دارند
 هايفعال شدن برخي آنزيمهاي خاص، تغيير ميزان رنگيزه

). 12و  11(از جمله اين مكانيسمها هستند... فتوسنتزي و 
در  كشت سلول گياهي نيز از اليسيتورهاي مختلف به 
منظور ايجاد تنش براي افزايش متابوليتهاي ثانويه گياهي 

بررسي اثر محركهاي  برايدر اين تحقيق . شوداستفاده مي
از  گياه دارويي پونه مختلف بر ميزان متابوليتهاي ثانويه

در ه مؤثردرصد دقيق مواد  واستفاده شد  GC-MSدستگاه 
هر تركيب بر اساس  شناسايي .شدمشخص كشت سلولي 

 3شكل ( ها انجام گرديدزمان باز داري و جرم ثبت شده آن
اثر سطوح مختلف  4 با توجه به جدول .)3و جدول 

ساليسيليك اسيد در محيط  هاي عصاره مخمر واليسيتور
ه ايزوپولگون و بتا كاريوفيلن، مؤثرت كشت بر تركيبا

مشخص شد كه بين سطوح مختلف محرك در محيط 
كشت براي صفت درصد متابوليتهاي ثانويه، تفاوت بسيار 

  .معني داري وجود دارد
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در تكرار اول،  GC-MSه مقدار به دست آمده دو متابوليت ثانويه بتا كاريوفيلن و ايزوپولگون در كشت سلولي پونه با استفاده از دستگا -3جدول 
SA : ،ساليسيليك اسيدFree :محيط كشت سلولي فاقد اليسيتور  

محركها در كشت سلولي
)mg/l( 

β-caryophyllene 
(%)  

Isopulegone 
(%)  

Free 3/13/8 

8/0 20مخمر  8/7  

8/0 40مخمر  5/7  

9/6 0 60مخمر  

6/1 80مخمر  7/5  

2 SA  8/0  7/7  

4 SA  1 3/6  

6 SA  9/0  2/5  

8 SA  3/1  9/5  

 1/17/7 گياه طبيعي

 
 تركيب هر شناسايياسيد،  ساليسيليك اليسيتور mg/l2 حاوي (.Mentha p)پونه  سلول كشت از حاصل سلولي توده جرمي نگاري طيف – 3شكل 

  بازداري انديس با ، ايزوپولگون)37پيك شماره ( 1431بتا كاريوفيلن با انديس بازداري   گرديد، انجام هاآن شده ثبت جرم و داري باز زمان اساس بر
  )18شماره  پيك(  1070

  (.Mentha p) ه گياه پونهمؤثراثر سطوح مختلف اليسيتور بر تركيبات  تجزيه واريانس -4جدول 
درجه منابع تغييرات

 آزادي

β-caryophyllene  Isopulegone  

 374/3**   533/0 **  9  اليسيتور

  007/0 004/0 20 خطا
  24/1 141/7  انحراف معيار

 درصد 1دار در سطح احتمال تفاوت معني**                                           
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ايزو پولگون در  كمترين ميزان ماده مؤثرهدر اين تحقيق، 
در كشت سلولي حاوي ) درصد 21/5(اسانس سلولها 

و بيشترين  mg/l6 اليسيتور ساليسيليك اسيد با غلظت 

در كشت سلولي بدون ) درصد 28/8(دار اين ماده مق
   .)5جدول (اليسيتور مشاهده شد 

  (.Mentha p)مقايسه ميانگين اثر سطوح مختلف اليسيتور بر تركيبات مؤثره گياه پونه  -5جدول 
 mg/l( β-caryophyllene(محركها

(%)  
Isopulegone  

(%)  
Free b 28/1a 28/8 

8/0 20مخمر e 78/7 b 

81/0 40مخمر e 5/7 c 

89/0 60مخمر e 89/6 d 

59/1 80مخمر a 69/5 f 

2 SA  82/0 e 7/7 b 

4 SA  1cd 26/6 e 

6 SA  87/0 e 21/5 g 

8 SA  3/1 b 86/5 f 

 c11/1b 71/7 گياه طبيعي

  درصد با يكديگر اختلاف ندارند 1اعدادي كه داراي حروف مشابه هستند در سطح 

SA : ،ساليسيليك اسيد Free :ط كشت مايع فاقد اليسيتورمحي  

كه ميزان اين ماده مؤثره و محرك  داد نشان تجزيه رگرسيون
 X806/0 -905/7 رگرسيوني  رابطه داري سالسيليك اسيد

Y=  ضريب تبيين . درصد بوده است 64و ضريب تبيين
درصد از تغييرات مقدار متابوليت  64دهد كه نشان مي

بوط به اليسيتور ثانويه ايزوپولگون در كشت سلولي، مر
سالسيليك اسيد بوده است در واقع غلظتهاي بالاي 
ساليسيليك اسيد باعث ايجاد تنش و تغيير در مسير سنتزي 
و كاهش ميزان اين متابوليت ثانويه شده است اما عوامل 
. ديگري غير از اليسيتور بر ميزان متابوليت ثانويه تأثير دارد

ون در كشت سلولي، درصد از تغييرات مقدار ايزوپولگ 36
 pHتواند مربوط به ساير شرايط محيطي مانند دما، نور، مي
كه ميزان ماده  داد نشان رگرسيون تجزيههمچنين . باشد... و 

 رگرسيوني  رابطه مؤثره و محرك عصاره مخمر داري

X957/0 -684/8 Y= بوده است درصد  91 تبيين ضريب و
مربوط به  ماده اين از تغييرات درصد 91دهد كه نشان مي

در واقع با  .تغييرات غلظت اليسيتور عصاره مخمر است
افزايش غلظت محرك عصاره مخمر و سالسيليك اسيد، 

لازم به ذكر است . ميزان اين ماده مؤثره كاهش يافته است
كه مقدار ايزوپولگون در گياه طبيعي بيشتر از كشت سلول 

ابوليت بود بنابراين كشت سلول به منظور توليد اين مت
ثانويه توجيه خاصي ندارد بلكه تخليص اين متابوليت از 

همچنين . رسدتر به نظر ميگياه طبيعي راحتتر و مناسب
ممكن است استفاده از ساير محركهاي زنده و غير زنده، 
نتايج ديگري در مورد مقدار اين متابوليت ثانويه دركشت 

ياز به انجام سلول، در مقايسه با گياه طبيعي داشته باشد كه ن
  .تحقيقات بيشتر دارد

ميزان متابوليت ثانويه بتاكاريوفيلن در  5با توجه به جدول 
بيشتر از ساير  mg/l80اليسيتور عصاره مخمر با غلظت 

با افزايش غلظت ). درصد 59/1(محركها و گياه طبيعي بود 
. هر دو نوع اليسيتور افزايش توليد بتاكاريوفيلن مشاهده شد

متابوليت ثانويه در كشت سلولي بيشتر از گياه ميزان اين 
پس استفاده از غلظتهاي بالاي اين محركها براي . طبيعي بود

با توجه به . شودافزايش ميزان بتا كاريوفيلن توصيه مي
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با (اهميت و كاربردهاي بتاكاريوفيلن در صنايع دارويي 
ضد درد، ضد التهاب، ضد افسردگي، ضد اضطراب خواص 

شت سلول پونه به منظور افزايش مقدار اين ك، ...)و 
  .شودمتابوليت ثانويه توصيه مي

لازم به ذكر است با وجود اثر منفي غلظتهاي بالاي 
اليسيتورهاي مورد استفاده در اين تحقيق بر درصد زنده 
ماني سلولها در كشت سوسپانسيون سلولي، كميت 

به طور  متابوليت ثانويه بتاكاريوفيلن نسبت به گياه طبيعي
معني دار افزايش يافته است و اين افزايش متابوليت ثانويه 
به دليل ايجاد تنش در محيط رشد سلولي و تحريك سلول 

و  21(باشد براي ساخت اين متابوليت در پاسخ به تنش مي
- در واقع با ايجاد تنش تعدادي از سلولها از بين مي. )22

سلول، افزايش روند اما به دليل اينكه هدف اصلي از كشت 
متابوليت ثانويه است و اين نتيجه در غلظتهاي بالاي 
اليستورها با وجود كاهش درصد زنده ماني سلولها به دست 

مسير . كندآمده است، استفاده از غلظتهاي بالا را توجيه مي
سنتزي متابوليت بتاكاريوفيلن فعال شده است اما در مورد 

با توجه به فقدان ايزوپولگون نتيجه عكس مشاهده شد و 
مطالعات و تحقيقات در مورد اين متابوليت، براي بررسي 

  .علت اين نتيجه، بررسيهاي بيشتري بايد صورت گيرد

 اسيد، ساليسيليك محرك تأثير 1393كاظمي در سال 
 گياه سلولي در كشت را سيتريك اسيد و مخمر عصاره
 و كرد بررسي) Cuminum cyminum L( سبز زيره دارويي

متابوليتهاي ثانويه اين گياه در كشت سلولي  كه ان دادنش
داري بيشتر از حاوي اليسيتورهاي ذكر شده به طور معني

شرايط كشت سلولي بدون اليسيتور و گياه طبيعي بود و 

مؤثر بودن اين اليسيتورها براي ايجاد تنش زيستي و 
  ).10(افزايش متابوليتهاي ثانويه گياهي را گزارش كرد 

و همكاران افزايش تعدادي از متابوليتهاي ثانويه  درويشي
در كشت سلولي حاوي دو اليسيتور  2016پونه را در سال 

، اما )17(عصاره مخمر و ساليسيليك اسيد گزارش كردند 
در مورد اين دو متابوليت ثانويه هيچ گزارشي در دست 
نيست، بنابراين براي اثبات نتايج حاصل از اين تحقيق و 

ترين اليسيتور و بهترين غلظت آنها نياز به بررسي يافتن به
شرايط مختلف آزمايشگاهي و غلظتهاي مختلف اين 

  .رسداليسيتورها و اليسيتورهاي مختلف ضروري به نظر مي

 اليسيتور دو بالاي غلظتهاي از استفاده :نتيجه گيري كلي
 سلولها ماني زنده درصد ،مخمر عصاره و اسيد ساليسيليك

 نسبت بتاكاريوفيلن ثانويه متابوليت ميزان اما ددا كاهش را
 اين و يافت افزايش داري معني طور به طبيعي گياه به

 توجيه را هاي اين اليسيتوربالا غلظتهاي از استفاده نتيجه،
 افزايش گياهي، سلول كشت اصلي هدف زيرا .كندمي

 با ايزوپولگون مورد در اما. است ثانويه متابوليتهاي مقدار
 و سلولها ماني زنده درصد هم اليسيتورها، غلظت يشافزا
 همچنين و است يافته كاهش ثانويه متابوليت اين ميزان هم

 .بود سلول كشت از بيشتر طبيعي گياه در ايزوپولگون ميزان
 اين افزايش منظور به سلول كشت از استفاده بنابراين
 به توجه با. شودنمي توصيه اليسيتور دو اين با متابوليت
 به توجه با و صنعت در ثانويه متابوليت دو اين اهميت
 منظور به گياهي سلول كشت مورد در تحقيقي هيچ اينكه

 يافتن براي است، نگرفته صورت متابوليت دو اين افزايش
 و بررسيها به اليسيتور، غلظت و نوع و شرايط بهترين

  .نياز مي باشد بيشتر مطالعات
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Abstract 

Plant tissue and cell culture is being used as a stable method to investigate plant 
secondary metabolites widely. Because of the important position of Pennyroyal (Mentha 
pulegium) in food industries, sanitary and pharmaceutical fields, cell culture is done to 
investigate effectiveness of different concentrations of yeast extract and salicylic acid 
on the cell survival and the amount of β-Caryophyllene and Iso-Pulegone secondary 
metabolites. MS medium with 1 mg/l 2,4-D without agar was used with different 
concentrations of yeast extract and salicylic acid  to investigate amount of secondary 
metabolites. after ten days, the amount of these two secondary metabolites were 
investigated by GC-MS and the cell survival was investigated by tetrazolium test. In the 
cell culture, percentage of cell surviving was decrease by increasing density of two 
elicitors and amount of β-Caryophyllene secondary metabolite significantly increased 
compared to the natural plants (maximum amount of this metabolite was obtained in the 
cell culture containing yeast extract 80 mg/l). Given that increasing the amount of 
secondary metabolites is the main purpose of the plant cell culture, the use of high 
concentrations of elicitor to increase β-Caryophyllene is justified despite the decrease in 
cell viability. Percentage of Iso-Pulegone secondary metabolite was in the natural plant 
more than the cell culture and also in the cell suspension culture, amount of this 
metabolite was decrease by increasing density of yeast extract and salicylic acid 
elicitors, thus cell culture containing these two elicitors is not recommended to increase 
amount of this secondary metabolite. 

Key words: Mentha pulegium, cell culture, Iso-pulegone , β-Caryophyllene, cell 
survival. 


