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 در آرتميزين محتواي بر اسيد موالونيك و پتاسيم نيترات جاسمونات، متيل اثر بررسي
 خزري درمنه سلولي سوسپانسيون كشت

  3ابوالحسن شاهزاده فاضليو  4، بنيامين يزداني3، الياس آرياكيا3و2، محمدرضا نقوي1، پريسا جنوبي*1ماندانا صميمي زاد

  زيستي وم، دانشكده علخوارزميدانشگاه تهران،  1
 گروه بيوتكنولوژي ،پرديس كشاورزي و منابع طبيعي ،دانشگاه تهرانتهران،  2

  كرج، مركز ملي ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران، بانك گياهي 3
  ژنتيك مولكولي و مهندسي ژنتيكگروه دانشگاه محقق اردبيلي، اردبيل،  4

 9/6/94 :تاريخ پذيرش  21/10/93 :تاريخ دريافت

  چكيده
اهميت عمده اين گياه ناشي از حضور  .باشد   مياز تيره كاسنيان دارويي و معطر  يگياه) .Artemisia annua L(خزري درمنه 

در درمان بسياري از سرطانها نيز مالاريايي   دي ترپن اندوپراكسيد به نام آرتميزينين است كه علاوه بر خاصيت ضيلاكتون سزكو
منظور  كشت بافت آن به ،ك آرتميزينين در اين گياه و غيراقتصادي بودن ساخت شيميايي آنبا توجه به مقدار اند. باشد ميمؤثر 

آرتميزينين در كشت سوسپانسيون  ميزانافزايش كشت بافت و هدف از اين مطالعه  .رسد توليد آرتميزينين ضروري به نظر مي
نفتالين  و) BA( بنزيل آدنين اوي تيمار هورمونيح MSزايي از محيط كشت  منظور كال به .هاستقاگرسلولي با استفاده از ال

 مايع حاوي MSريشه در محيط  سوسپانسيون سلولي از كالوسهاي. و ريزنمونه ريشه استفاده شد )NAA( استيك اسيد

 BA1.5 mgl-¹ و NAA0.5 mgl-¹ منظور مطالعه ميزان آرتميزينين در كشت سوسپانسيون سلولي از تيمارهاي  به .تهيه گرديد
  NAA0.5 mgl-¹و  BA1.5 mgl-¹ زايي كالمرحله در  .شديل جاسمونات، نيترات پتاسيم و لاكتون موالونيك اسيد استفاده مت

جاسمونات، متيل  mgl-¹  5بيشترين ميزان آرتميزينين در غلظتهايدر كشت سوسپانسيون سلولي . بهترين تيمار محسوب شدند
mgl-1750  نيترات پتاسيم وmgl-¹ 75 گياه درمنه خزري در توليد رسد كالوسهاي  به نظر مي .دست آمد به يك اسيدموالون

ها موجب افزايش قابل توجهي در ميزان آرتميزينين قاگرافزودن الهمچنين . دنثر باشؤآرتميزينين در كشت سوسپانسيون سلولي م
  .گردد سوسپانسيون سلولي مي در كشت

   انسيون سلولي، آرتميزينينسوسپ بافت، كشت، درمنه خزري :كليدي هاي هواژ

  mandanasamimizad@gmail.com :، پست الكترونيكي 09199273266:نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
Artemisia annua L.  گياهي است علفي و ،تيره كاسنياناز 

ي نواح در لاًمعمو و يكساله كه بومي آسيا و شرق اروپاست
غني از موادي  درمنه خزري .)6( است شده پراكنده معتدل

است كه داراي اثرات گوناگوني از جمله ضد التهاب، ضد 
تومور، ضد زخم معده، آنتي اكسيدان، ضد مالاريا، كاهش 

 نيا .باشد دهنده سوء هاضمه و ضد انقباض كيسه صفرا مي

يي سزكو لاكتون كي كه است نينيزيآرتميي دارو منبع اهيگ
ي نژادها هيعل يثرؤم تيفعال و باشد مي دياندوپراكس ترپن

 وميپلاسمود مقاومت شيافزا ليدل به .)8(دارد  وميپلاسمود
 و نييكلروكو مانند ايمالار  ضد يتجاري داروها به

 08/1تا  01/0( عملكرد نسبي كمو  )11(ن يسولفادوكس
باعث شد تا  )3( A. annua آرتميزينين در گياه )درصد



 1396، 2، شماره 30جلد                                                                )           مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

153 

 .ردازندبپن به توليد مصنوعي و شيميايي اين ماده امحقق
علاوه بر ريزازديادي روش  A. annua دربافت كشت 

و  )11( توليد آرتميزين شناخته شده است برايثري ؤم
 و) 12(ساقه  ،)18(سلولي سوسپانسيون در آرتميزين ميزان 

 .است قرار گرفتهبررسي مورد ) 22( نكشت ريشه مويي
افزايش براي ثري ؤم روش القاگرهاافزودن پيش سازها و 

شناخته  ليتهاي ثانويه در كشت سوسپانسيون سلوليمتابو
 در فيتوالكسينها تجمع باعث تنها نه القاگرها). 4( است شده

 پاسخهاي به مربوط مسير شكل هر به بلكه ندشو مي گياهان
 با محرك مولكول واقع در .كنند تحريك مي نيز را دفاعي
طريق  برهمكنش نموده از گياهي سلول غشاي هاي گيرنده

 فعال را خاصي ژنهاي است، ناشناخته هنوز كه نيسميمكا

 در گياهان است ثانويه متابوليتهاي سنتز آن كه نتيجه كند مي
لاكتون مانند هايي القاگرو پيش سازها تاكنون  .)7(

 )23(   ساليسيليك اسيد ،)24(، كازئين اسيد موالونيك اسيد
مورد  بررسي متابوليتهاي ثانويهبراي ) 24(جيبرليك اسيد  و

  .قرار گرفته اند مطالعه

باتوجه به مقدار اندك آرتميزينين در اين گياه و محدوديتها 
و غيراقتصادي بودن و نيز عدم موفقيت در ساخت شيميايي 

با توجه به ويژگيهاي  رسد كه ضروري به نظر مي اين ماده
توليد سريع و انبوه متابوليت  برايمهم دارويي اين گياه 

 به طور بهينه آن اد دارويي از كشت بافتهاي ثانويه و مو
منظور پس از بهينه سازي محيط كشت  بدين. ستفاده شودا

مناسب مبادرت به  يالقاگرها زايي با به كارگيري كال
افزايش توليد آرتميزينين در كشت سوسپانسيون سلولي 

   .گرديد

  مواد و روشها
  بذرهاي گياه: كال زاييزني بذرها و  جوانه

Artemisia annua  مركز ملي ذخاير ژنتيكي بانك گياهي از
 25 ،استان گلستان اين بذرها از .و زيستي ايران تهيه شد

با  بذرها .ندجمع آوري شده بودكلاله منطقه متر قبل از 
ضدعفوني و ثانيه  30 مدت به درصد 70 اتانولاستفاده از 

. داده شد شستشواستريل  با آب مقطر پس از آن دو بار
 دقيقه 15 مدت به درصد 5/1سديم  يپوكلريته سپس در
از چندين بار شستشو با آب مقطر  پس و هشد ضدعفوني

 )14( پايه MSدر محيط كشت  گياهچه توليد براياستريل 
 pH : 8/5 آگار و درصد 8/0و  اكارزس درصد 3حاوي 

با توجه به اينكه مطالعاتي كه در زمينه  .كشت داده شدند
بسيار اندك شده سهاي ريشه انجام ميزان آرتميزينين كالو

توليد كشت براي كالوسهاي ريشه و همچنين  است
 ،سوسپانسيون سلولي داراي بافت شكننده مناسبي بودند

و  از جوانه زني بذرها ههفت سهگذشت  از پسبدين منظور 
س أر cm1 - 5/0قطعات از  cm8به  ها رسيدن طول ريشه

محيط  دركشتها جدا. عنوان جداكشت استفاده شدريشه به 
 )BA(بنزيل آدنين تيمارهاي هورموني  حاوي MSكشت 

نفتالين استيك اسيد و  )mgl-¹5/1 ،1 ،5/0(به غلظت هاي 
)NAA ( به غلظت هاي) mgl-¹5/0 ، 25/0 ، 05/0 ( براي

بر اساس نسبت  كال زاييدرصد  .قرار داده شدندزايي  كال
ريزنمونه تعداد ريزنمونه هاي داراي كالوس به تعداد كل 

 .محاسبه گرديد هر تيمارهاي 

قطعه جداكشت  16تكرار و در هر تكرار  3براي هر تيمار 
 23±2شرايط دمايي  دركشتها در اتاق رشد  .شد استفاده

 8ساعت روشنايي و  16و فتوپريود درجه سانتي گراد 
عمل واكشت به فواصل هر . ساعت تاريكي نگهداري شدند

    .هفته يكبار انجام شد سه

 كشت بررسي منظور به: كشت سوسپانسيون سلولي
. شد استفاده مايع MSمحيط كشت  از سلولي سوسپانسيون

 استفاده كالزايي منظور به كه هورموني سطح بهترين همچنين
. گرفت قرار مورد استفاده محلول صورت به بار اين شد

و ) BA )¹- mgl5/1هورموني  سطح بامايع  MSمحيط 
NAA )¹- mgl5/0( سپس ،استريل شد  ml50  از محيط

 آن و نمودهتوزيع  ml150در ارلن هاي را نظر  كشت مورد
كه شرايط مناسبي از  ريشه جوانهاي  دسته از كالوس

-¹ رنگ و اندازه داشتند به مقدار لحاظ
 gl2  به ارلنهاي مورد
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 دور 110ارلنها بر روي شيكر با سرعت  نظر اضافه شدند،
در شرايط تاريكي  جه سانتي گراددر 25دقيقه و دماي  در

  .قرار گرفتند

براي : آرتميزينينميزان افزايش منظور  بهتيماردهي 
ايستايي به منظور اعمال كردن مرحله مشخص شدن 

تيمارهاي موردنظر وزن تر سلولها به مدت يك ماه هر هفته 
به حداكثر رشد روز كه سلولها  21 پس از. اندازه گيري شد

ايستايي شدند، تيمارهاي مورد  مرحلهد وارو  خود رسيدند
 ،mgl-¹ 75(ي موالونيك اسيد با غلظتها .نظر اعمال گرديد

 و) mgl-¹5/7 ، 5 ، 5/2 (متيل جاسمونات  ،)25 ، 50
به ) mgl-¹2250 ،750 ،250 ( نيترات پتاسيم با غلظتهاي

براي هر . شدندمحيط كشت سوسپانسيون سلولي اضافه 
براي هر تيمار همزمان  ،رفته شدتكرار در نظر گ 3تيمار 
يك گذشت پس از . بدون القاگر نيز به كار رفتشاهد يك 
به مدت  عصاره گيريبراي  هاسلول ،از اعمال تيمارها هفته
  .شدندپودر  بعدساعت در دماي اتاق خشك و  48

 :  HPLCآماده سازي نمونه و سنجش آرتميزينين توسط
mg100  شده پس از سوسپانسيون سلولي خشك و پودر

دقيقه در دستگاه  15هگزان به مدت  -ml20 n اضافه كردن
عصاره كردن پس از صاف . اولتراسونيك قرار داده شد

دور (حاصل جهت خارج نمودن حلال، از دستگاه روتاري 
 rpm125  عصاره . استفاده گرديد) درجه سانتي گراد 40و

اتانول حل شد و پس از اضافه  ml 1 درخشك حاصل 
دقيقه در آون  30به مدت  درصد ml 4 NaOH 2/0كردن 

قرار داده شد و بعد از خنك درجه سانتي گراد  45در دماي 
 اضافه M  05/0اسيد استيك ml 5شدن در دماي اتاق 

و قبل از تزريق به درون دستگاه بوسيلة سرنگ از  گرديد
 تزريق هر حجم. )27(عبور داده شد  HPLCفيلتر سرنگي 

اسايي آرتميزينين توسط دستگاه نش .دبو ميكروليتر 20
HPLC با دتكتورG1315B-DAD   و ستونZorbax SB 

C18 (150× 4.6 mm × 5 μm ) و طول موج nm260 UV 
 درصد 55و  45متحرك تركيبي از متانول مرحله . انجام شد

بود، سرعت جريان  pH : 7با  M 01/0بافر فسفات سديم 
 از استفاده با يبراسيونكال منحني .تنظيم شد ml/min 1حلال 

استاندارد آرتميزينين  تركيب از حاصل منحني زير سطح
 غلظت محاسبه براي حاصل خط معادله از و شد رسم

 اساس محتواي آرتميزينين بر. آرتميزينين استفاده گرديد
 منحني از استفاده با آمده به دست زير منحني سطح

  .)2شكل ( گرديد محاسبه آنها استاندارد

فاكتوريل آزمايش مطالعات به صورت : ها ز آماري دادهآنالي
تكرار انجام شد  3تصادفي با  ״در قالب طرح بلوكهاي كاملا

 p ≤0.01 سطح احتمال توسط آزمون دانكن در داده هاو 
  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت

  نتايج
يك هفته پس از كشت، در تمام تيمارهاي  :كال زايي

. جداكشت ريشه مشاهده شد درهورموني تشكيل كالوس 
، كالوسها نرم .كالوس در تمام قسمتهاي ريشه ظاهر شد

، سبز كمرنگ، سبز مايل به زرد، سفيد و متراكم، شكننده
در هيچ يك از كالوسهاي حاصل . كرم تا زرد كمرنگ بودند

  .ريشه باززايي شاخه مشاهده نشد جداكشت از

ل كالوس تشكي داده هاي مربوط به درصد تجزيه واريانس
و  BAدر سطوح هورمون هاي  ريشه هايجداكشت در

NAA  در سطح احتمالP< 0.01 افزايش  .معني دار بود
گونه اختلاف  هيچ mgl 1- ¹به mgl5/0 -¹ از  BAغلظت

كه با افزايش غلظت از  در حالي ،معني داري را نشان نداد
¹-

 mgl1  ¹به-
 mgl5/1 اختلاف معني داري مشاهده شد .

دهد كه  نگين داده ها با آزمون دانكن نشان ميمقايسه ميا
-¹غلظت 

 mgl5/1 BA   بيشترين ميزان  درصد 9/79با
طبق مقايسه ميانگين با آزمون . را ايجاد كرده است زاييكال

  در غلظت كال زاييدانكن بيشترين درصد 
 ¹- mgl5/0NAA   جدول (آمد  به دست درصد 84با ميزان
1.(   
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در مقادير مختلف هورمون  كال زايين درصد مقايسه ميانگي -1جدول 
BA  وNAA  

)¹mgl‾ (BA  )¹mgl‾(NAA كال زايي درصد 
5/0   b59 

1   b2/63 
5/1   a9/79 

  05/0 c5/53 
  25/0 b6/64 
  5/0 a 84 

5/0  05/0  a 7/41  
  25/0 a3/58 
  5/0  a1/77  
1  05/0 a1/52 

  25/0  a 5/62  
  5/0  a75 

5/1  05/0  a 7/66  
  25/0 a9/72 
  5/0   a100  

  .باشند دار مي دهنده عدم اختلاف معني حروف مشابه نشان
 .ها براساس آزمون دانكن انجام شده است مقايسه ميانگين

تجزيه واريانس تيمار اسيد  :اثر القاگرها بر وزن تر
موالونيك و متيل جاسمونات اختلاف معني داري را در 

اين پس از وجود با . دنشان دا p <0.01سطح احتمال 
اعمال تيمار نيترات پتاسيم تجزيه واريانس هيچ گونه 

مقايسه  .اختلاف معني داري را در وزن تر نشان نداد
 دهد كه غلظت ميانگين براساس آزمون دانكن نشان مي

 ¹ -
mgl 75  موالونات بيشترين تأثير را در وزن تر داشته
تأثير متيل مقايسه ميانگين براساس آزمون دانكن . است

جاسمونات بر رشد سوسپانسيون را منفي نشان داد، 
كه سه غلظت اعمال شده نسبت به نمونه شاهد  طوري هب

  ).2جدول (كاهش معني داري را نشان دادند 

در منحني : تأثير القاگرها در ميزان توليد آرتميزينين
 8±5/0 استاندارد آرتميزينين زمان بازداري آرتميزينين

زير  سطح اساس محتواي آرتميزينين بر .ت آمددقيقه به دس

 آنها استاندارد منحني از استفاده با آمده به دست منحني
  .)1شكل ( شد محاسبه
اثرات غلظت موالونيك اسيد، متيل جاسمونات و نيترات  -2جدول 

  پتاسيم بر وزن تر سوسپانسيون سلولي

  وزن تر  (mgl¯¹)غلظت   تيمار
   b 610 /2  0  موالونيك اسيد

 25  b 426 /3  
 50  ab 360 /2  
 75  a 563 /4  

  a 830 /5  0  متيل جاسمونات
 5/2  b 196/4  
 5  b 086/4  
 5/7  b 563/4  

  a256/7  0  نيترات پتاسيم
  250  a 683/6  
 750  a   260/7  

  2250  a  563/4  
  .باشند دار مي دهنده عدم اختلاف معني حروف مشابه نشان

 .اس آزمون دانكن انجام شده استها براس مقايسه ميانگين

  موالونات  mgl 50- ¹ميزان آرتميزينين در غلظت 
 µgl-¹7/4  13/2بود كه نسبت به نمونه شاهد افزايش 

 بيشترين مقدار آرتميزينين در غلظت. برابري داشت

¹ -
mgl 75  موالونات به ميزان µgl¯¹6/10  به دست آمد كه

در نمونه شاهد  در حاليكه ،برابر نمونه شاهد بود 81/4
هر سه غلظت افزوده شده متيل . بود µgl-¹ 2/2 ميزان آن

جاسمونات موجب افزايش در ميزان متابوليت ثانويه مورد 
كه بيشترين ميزان آرتميزينين در  طوري به. نظر گرديد

- ¹غلظت
mgl 5 متيل جاسمونات به مقدار µgl-¹ 3/7  به

افزايش برابر  31/3آمد كه نسبت به نمونه شاهد  دست
- ¹با افزودن غلظت نيترات پتاسيم به .داشت

mgl 2250 
نسبت به نمونه شاهد كاهش نشان  68/0ميزان آرتميزينين 

توان گفت افزايش بيش از حد نيترات موجب  داد كه مي
. گردد كاهش آرتميزينين حتي كمتر از نمونه شاهد مي

- ¹بيشترين ميزان آرتميزينين در غلظت
mgl 750  نيترات



 1396، 2، شماره 30جلد                                                                )           مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

156 

  .برابر نمونه شاهد داشت 3حدود آمد كه افزايشي در  به دست µgl-¹ 6/6 م به ميزانپتاسي

 
  mgl 1BA¯¹در تيمار هورموني  كال زايي: mgl5/0NAA  .b ¯¹و  mgl5/1 BA ¯¹در جداكشت ريشه در تيمار هورموني  كال زايي: a- 1 شكل

  . mgl5/0NAA ¯¹و  mgl5/1 BA ¯¹كشت سوسپانسيون سلولي در  mgl5/0 .NAA ¯¹ و

  

  
  mgl 750- ¹نيترات پتاسيم در غلظت  HPLCكروماتوگرام : b. استاندارد آرتميزينين HPLCكروماتوگرام   a:-2شكل 

  بحث
غلظتهاي متفاوت تنظيم  ر تمامدبراساس طرح انجام شده 

هاي   ريزنمونه در .وجود داشت كال زاييكننده هاي رشد 

در  .ل كالوس مشاهده شدريشه پس از يك هفته تشكي
تشكيل كالوس را در  و همكاران Norma كه حالي

هفته  3ريزنمونه هاي برگ، ريشه و هيپوكوتيل پس از 

a 

b

a b

c
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اين تفاوت ممكن است به دليل متفاوت  .)15( اعلام كردند
  .بودن ژنوتيپها و يا تفاوت در شرايط آزمايش باشد

 شتربي افزايش به منجر سيتوكينين و اكسين از تركيبي
. گردد مي تجداكش قطعه زخمي سطح در تقسيمات سلولي

 به عنوان سيتوكينينها و اكسينها كه دهد مي نشان مطالعات

 آنها غلظت مؤثر و نوع كه هستند مطرح هورمونها مهمترين
). 2(است  متفاوت مختلف جنسهاي در نيز و جداكشتها در

 با همراه اكسين گروه طبق مطالعات انجام شده هورمونهاي
كالوس و تمايززدايي در گياه  رشد و توليد درسيتوكينينها 
Artemisia   1(مؤثرند(. 

 mgl¯¹5/1 در  كال زاييبيشترين درصد در اين پژوهش 
BA  وmgl-¹ 5/0NAA  به دست آمد. Zia و همكاران 

 Artemisia absintiumريزنمونه برگي گياه  كال زاييميزان 
 اعلام كردند رصدد 100را  mgl-¹ 5/0NAAدر غلظت 

  .كه با يافته هاي اين پژوهش مطابقت دارد )29(

در اين پژوهش در ريزنمونه ريشه باززايي شاخه مشاهده 
به كميت و كيفيت نشد كه اين مي تواند مربوط 

 .مونهاي درون زا و برون زا باشدهور

القا يا افزايش توليد متابوليتهاي ثانويه با افزودن  برايتلاش 
 ثر شناخته شده استؤپيش سازها يا تركيبات حدواسط م

 مي توان به عنوان يك پيش ساز از موالونيك اسيد ).17(
پژوهش اين در  ).4( افزايش آرتميزينين نام برد براي ثرؤم

لاكتون موالونيك اسيد به كشت  mgl-¹ 75افزودن 
ن سلولي علاوه بر افزايش وزن تر موجب سوسپانسيو

برابر نمونه  81/4افزايش محتواي آرتميزينين به ميزان 
موالونيك  mgl-¹50با افزودن Dixitو Baldi  .شاهد گرديد

اسيد به كشت سوسپانسيون سلولي حاصل از جداكشت 
برگ ميزان افزايش آرتميزينين را نسبت به نمونه شاهد 

دو مسير براي توليد  .)4( برابر اعلام كردند 99/2
-deoxy-D-1مسير :ايزوپرنوئيدها در گياهان وجود دارد

xylulose 5-phosphate pathway (DXP)  كه در پلاستيد
 سيتوزولكه در اتفاق مي افتد و مسير وابسته به موالونات 

اضافه طبق تحقيقاتي   DixitوBaldi  .)13(دهد  رخ مي
مين حلقه لاكتون أت در ارموالونيك اسيد فرم لاكتون كردن 

 دانستندضروري آن حفظ فعاليت بيولوژيكي و  آرتميزينين
)4( .Woerdenbag  اعلام نيز طي پژوهشي و همكاران

 A. annuaكردند كه افزايش اسيد موالونيك در كشت ساقه 
   .)24( شود موجب افزايش ميزان آرتميزينين مي

 در جاسمونات متيل غلظت افزايش با پژوهش، اين در

سلولها نسبت به  تر وزن كشت سوسپانسيون سلولي، محيط
و همكاران Bulgakov  .كاهش معني داري نشان دادشاهد 

كشت  در توليد آنتراكوئينون بر جاسمونات متيل ثيرأت
 مطالعه نتايج. را بررسي كردند Rubia Cordifolia  كالوس

  كشتهاي تمام رشد جاسمونات متيل كه داد نشان انآن
 R. cordifolia در  آن مقدار به وابسته اين و كند مي مهار را

تحقيق نشان داد كه بيشترين اين نتايج  .)5( باشد مي محيط
متيل جاسمونات  mgl-¹ 5محتواي آرتميزينين در غلظت 

ي ترپنوئيدها و يسزكو ترپنوئيدها مخصوصاً. به دست آمد
نويه در توليد اكثر متابوليتهاي ثا برايمشتقات اكسيژني آنها 

A. annua انجام شده براساس مطالعات . ضروري هستند
دي هيدرو آرتميزينيك و  آرتميزينيك اسيد، آرتميزينين

با  A. annuaدر گياه سزكوئي ترپنوئيدها و بسياري از  اسيد
متيل  .)26و 9(افزايش متيل جاسمونات افزايش مي يابد 

جاسمونات يكي از مولكولهاي سيگنالي از خانواده 
كه مي تواند موجب توليد آنزيمهاي  اسمونات هاستج

آنتي اكسيدانت و متابوليت هاي ثانويه در يكسري از 
متيل جاسمونات همچنين . گياهان و كشتهاي سلولي شود

اكسيژن  گونه هاي فعال موجب افزايش ميزان
(ROS)(Reactive oxygen species) توليد  .دشو مي

 يابدمي افزايش ROSش سطح با افزاينيز  متابوليتهاي ثانويه

موجب افزايش  ROSدهند كه  نشان مي تحقيقات .)10(
 Dihydroartemisinic( تبديل دي هيدرو آرتميزينيك اسيد

acid( كه  طوري به ،شود به آرتميزينين ميWallaart  و
نشان دادند كه پس از افزايش  هاييهمكاران طي آزمايش

دي ميزان نات تيمار متيل جاسمو ثيرأتحت ت  ROSسطح 
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در صورتيكه در  ،كاهش مي يابد هيدرو آرتميزينيك اسيد
افزايش قابل توجهي آرتميزينيك اسيد و آرتميزينين مقدار 

با اين نظريه كه دي اين نتايج  .)19( ديده مي شود
پيش ساز مستقيم آرتميزينين است  هيدروآرتميزينيك اسيد

  ).25( همخواني دارد

Wang گياه و همكارانA. annua   را تحت تيمار متيل
 49روز ميزان آرتميزينين  8جاسمونات قرار دادند، پس از 

روز  10دي هيدروآرتميزينيك اسيد پس از  و ميزان درصد
و همكاران  Putalum. )20( افزايش نشان دادند درصد 48

متيل جاسمونات توليد  Mµ200كه  گزارش كردند
  A. annuaگياه  برابر ميزان شاهد در 5آرتميزينين را تا 

  .)16( دهد افزايش مي

افزايش نيترات پتاسيم به محيط كشت سوسپانسيون سلولي 
بيشترين ميزان  .گرديدموجب افزايش ميزان آرتميزينين 

پتاسيم به دست آمد كه  mgl-¹ 750آرتميزينين در غلظت 
نيتروژن  .برابر افزايش داشت 3نسبت به نمونه شاهد 

ت نيترات و آمونيوم توسط عنصري است كه به دو صور
آمونيوم در مقادير اندك توسط . شود گياهان جذب مي

گياهان تحمل پذير است ولي در مقادير بالا مي تواند براي 
گياه سمي باشد، از سويي افزايش نيترات براي گياهان 
سمي نيست و موجب افزايش بيومس و ميزان آرتميزينين 

صر ضروري در ازت يك عن. )11( شود مي A. annuaدر 
رود و در ساختمان  كشت سلول و بافت گياهي به شمار مي

RNA،DNA باشد ، اسيدهاي آمينه و پروتئينها ضروري مي. 

توليد آمينو اسيدها در كشت  در غلظت نيتروژناز سويي 
 . )17( ثر استؤسوسپانسيون سلولي م

بر روي كشت ريشه  Tanو  Wangدر پژوهشي كه توسط 
A. annua  شد، افزايش ميزان نيترات موجب افزايشانجام 

بررسي  و همكاران به Liu. )21( محتواي آرتميزينين گرديد
نسبت به تغيير در  A. annuaميزان حساسيت كشت ساقه 

كه  كردندبيان ميزان نيتروژن محيط كشت پرداختند و 
موجب  1:3افزايش غلظت نيترات به آمونيوم به نسبت 

ييد أنتايج فوق ت .)11( گردد ميافزايش ميزان آرتميزينين 
ثير نيترات بر افزايش ميزان أپژوهش در تاين كننده نتايج 

  . باشد آرتميزينين مي

بيشترين ميزان آرتميزينين در طرح به طور كلي در اين 
، µgl-¹ 3/7 به ميزان متيل جاسمونات mgl-¹ 5هاي  غلظت

¹mgl‾750 نيترات پتاسيم µgl-¹ 6/6  وmgl-¹ 75 يك موالون
و نتايج بيانگر اين  به دست آمد µgl-¹6/10 اسيد به ميزان 

موجب افزايش قابل توجهي در  القاگرهاافزودن بودند كه 
  .گردد ميميزان آرتميزينين نسبت به نمونه شاهد 

  سپاسگزاري
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Abstract 
Artemisinin, a sesquiterpene lactone endoperoxide derived from Artemisia annua L. 
(Asteraceae), is the most effective antimalarial Drug, It is also effective against a wide 
variety of cancers. Due to the low content of artemisinin in A. annua leaves and 
uneconomical chemical synthesis, tissue culture is essential. The purpose of this 
research is to focus the application of tissue culture technology and the cell suspension 
culture to increase artemisinin by elicitors. Callus cultures were induced from root 
explants at different BA and NAA concentrations in MS medium. The best callogenesis 
was on BA (1.5 mgl-¹) and NAA (0.5 mgl-¹). Suspension culture were initiated by 
transferring friable fraction of root callus into liquid MS medium with BA (1.5 mgl-¹) 
and NAA (0.5 mgl-¹). In an effort to increase the artemisinin production, methyl 
jasmonate, mevalonic acid lactone and potassium nitrate with different concentrations 
was tested by treating Suspension culture. A large increase in artemisinin content was 
found in 5 mgl-¹ methyl jasmonate, 75 mgl-¹ mevalonic acid lactone and 750 mgl-¹ 
potassium nitrate. It seems suspension cultures of Artemisia annua is Effective in 
artemisinin Production. Also the addition of elicitors increase artemisinin content. 
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