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اكسيداني در  بر ميزان توليد آتروپين و فعاليت آنزيمهاي آنتي Bپرتو فرابنفش  تأثيربررسي 
 ).Atropa belladonna L(شابيزك  گياهين يهاي مو ريشه

  *محمد فتاحي و بهنام كارجو اجيرلو

 روميه، دانشگاه اروميه، دانشكده كشاورزي، گروه علوم باغبانييران، اا

 10/04/1397 :تاريخ پذيرش  25/06/1396 :تاريخ دريافت

  چكيده

كه به واسطه داشتن تروپان  استيكي از مهمترين گياهان دارويي خانواده سيب زميني (.Atropa belladonna  L) شابيزك 
 برابر دو زمان سريع، رشد علت به مويين ريشه از كشت استفاده. باشد هاي آتروپين و اسكوپولامين داراي اهميت مي آلكالوييد

 پيوسته يمنبع عنوان به را بيشتري مزيتهاي شيميايي، تركيبات از اي گستردهطيف  سنتز توانايي و نگهداري سهولت كوتاه، شدن
 توسط امروزه فرابنفش اشعه افزايش و نزاُ لايه كاهش از ناشي اثرات. نمايد مي ايجاد ارزشمند ثانويه متابوليتهاي توليد براي

بر توليد آتروپين و فعاليت  Bرتو فرابنفش پدر اين تحقيق، اثر سطوح مختلف . است گرفته قرار بررسي مورد محققان از بسياري
روز و هر  3به مدت  UV-Bپرتو . هاي مويين گياه شابيزك مورد مطالعه قرار گرفت اكسيداني در كشت ريشه آنتي آنزيمهايبرخي 

با افزايش  اد كهان دنتايج نش .كيلوژول بر متر مربع بود اعمال گرديد 39و  26، 13كه به ترتيب دقيقه  12و  8، 4بار به مدتهاي 
هاي مويين شاهد افزايش  در مقايسه با ريشهاين پرتو ميزان توليد آتروپين را . هاي مويين كاهش يافت وزن تر ريشه UV-B پرتو

 آنزيمهايفعاليت  UV-B همچنين پرتو. آمد به دستكيلوژول بر متر مربع  26داد به طوري كه بيشترين ميزان آتروپين در انرژي 
در هاي مويين شاهد به طور معني داري  اكسيداز را در مقايسه با ريشه ني كاتالاز، گاياكول پراكسيداز و آسكوربات پراكسيدا آنتي

ثرترين ؤممي تواند يكي از  UV-B ld پرتو تيمار با ،آمده از اين آزمايش به دستطبق نتايج  .فزايش دادادرصد  1سطح احتمال 
  .باشد  هاي مويين گياه شابيزك در ريشه اكسيداني آنتي آنزيمهايپين و فعاليت براي افزايش ميزان توليد آترو هاروش

  هاي مويين  ريشهشابيزك،  ،UV-B اكسيداني، پرتو آنتي آنزيمهايآتروپين، : كليدي هاي هواژ

  mo.fattahi@urmia.ac.ir: ، پست الكترونيكي09144243236: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 خانواده از است گياهي) .Atropa belladonna  L( شابيزك
 تروپان تجاري منبع مهمترين كه )Solanacea( زميني سيب

 محسوب اسكوپولامين و آتروپين مانند آلكالوئيدهايي
 ضد چشم، مردمك كردن گشاد اثرات دليل به و شود مي

از آن در  مسكن و بخش آرام كولينرژيك، آنتي اسپاسم،
 بافت كشت .)19( ودشصنعت داروسازي استفاده مي

 كه دارد متعددي هاي كاربرد دارويي گياهان زمينه در گياهي
 دارويي گياهان سريع و انبوه تكثير: از عبارتند آنها مهمترين
 حفظ كيفي، و ژنتيكي محتواي لحاظ از يكنواخت

 در نگهداري طريق از انقراض حال در گياهي هاي گونه
شرايط درون  در نويهثا متابوليتهاي توليد و انجماد شرايط
 اندام كشت و سلولي سوسپانسيون كشت و اي شيشه
 تروپان بيوسنتز محل كه آنجايي از). 28( باشد مي

حاوي اين  گياهان ورزي دست است، ريشه ها آلكالوييد
 در رايزوژنز، آگروباكتريوم از استفاده با دسته از تركيبات

 اين توليد براي بيوتكنولوژي، و بافت كشت فنون
هاي  پرتو ).5( است برخوردار زيادي اهميت از ها متابوليت
د و نشو درصد طيف خورشيد را شامل مي 9تا  8فرابنفش 
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و  ) nm400-320 UV-A ( ،)nm320-280 UV-B( به سه باند
)nm280-200 UV-C (  كه به دليل داشتن  گردندميتقسيم

طول موج پايين نسبت به نور مرئي داراي انرژي زيادي 
در ميان موجودات زنده، . باشند نفوذ به بافتها مي براي

اجتناب ناپذيرشان به نور براي انجام  نيازگياهان به دليل 
گيرند  هاي فرابنفش قرار مي پرتو تأثيرفتوسنتز، بيشتر تحت 

ن منجر به زكاهش لايه اُ  ).3(و آسيب پذيرتر هستند 
افزايش تابش اشعه فرابنفش به سطح زمين شده است 

به گونه گياهي، رقم  UVپاسخ گياهان به اشعه ). 20(
كشاورزي، مراحل رشد و نمو، وضعيت رشد و ميزان نور 

UV  ر اساس بررسي نتايج مقالات ب .)16(بستگي دارد
يبات بر توليد ترك UV-Bثر اشعه ؤم تأثيرمتعدد در زمينه با 
اشعه در اين  اكسيداني، از نتيآ آنزيمهايمختلف و فعاليت 

باعث توليد  UV-Bشعه ا. ش خود استفاده گرديدآزماي
و  شود كه بسيار فعال بوده كسيژن ميهاي آزاد ا راديكال

ها  د با ماكرومولكولهاي حياتي مثل ليپيدها، پروتئيننتوان مي
هاي نوكلئيك و ساير تركيبات سلولي واكنش داده و  و اسيد

اشعه   ).2و  21، 23(اعمال طبيعي سلول را مختل كنند 
و  نمودههاي حفاظتي در گياهان توليد  اوراء بنفش پاسخم

را در داخل UV-B اثرات از طريق حذف راديكالهاي آزاد، 
در گياهان ساز و  ).7(دهد  هاي گياهي كاهش مي بافت

كارهاي دفاعي، شامل ساز و كارهاي آنزيمي و غير آنزيمي 
تكامل يافته است كه آنها را در مقابل اين پرتو حفاظت 

 آنزيمهايهاي آنزيمي شامل فعاليت  مكانيسم ).10(كند  مي
سوپراكسيداز ديسموتاز، پراكسيداز، كاتالاز، گلوتايتون، 

نيز در حفاظت غير آنزيمي  ).17( هستندردوكتاز و غيره 
آسكوربات اسيد،  نظيراكسيدانهاي غيرآنزيمي،  توليد آنتي

ئيدها ها و آلكالو ها، آنتوسيانين كارتنوئيدها، فلاونوئيد
 UV-Bدر اين تحقيق اثر تابش اشعه  .)15(يابد  افزايش مي

بر ميزان رشد ريشه مويين، توليد آتروپين و فعاليت 
هاي مويين گياه شابيزك  اكسيداني در ريشه آنتي آنزيمهاي

به دليل اينكه آتروپين يك تركيب  .مورد مطالعه قرار گرفت
اربرد را و در صنايع داروسازي بيشترين ك بوده ارزشمند

از و ريشه هاي گياه منبع غني از اين ماده هستند لذا  ،دارد
  .ه شابيزك در اين تحقيق استفاده گرديدگيا

  مواد و روشها
از شركت  1394 بذرهاي گياه شابيزك در پاييز: كشت گياه

به منظور تسريع جوانه زني . پاكان بذر اصفهان تهيه گرديد
ماه در يخچال با  1و شكست خواب، بذرها ابتدا به مدت 

  سپس با اسيد ،گراد نگهداري شدند درجه سانتي 4دماي 
 .گرديدند دقيقه تيمار 2درصد به مدت  50سولفوريك 

دقيقه در  1بذور تيمار شده، در زير هود لامينار به مدت 
كلريت سديم دقيقه در هيپو 10درصد و به مدت  70اتانول 

يت، پس از در نها. عفوني شدنددرصد كلر فعال ضد 5/2
دقيقه،  5سه بار آبكشي با آب مقطر استريل هر بار به مدت 

درصد  7/0اكارز و درصد س 3حاوي  MSدر محيط كشت 
گراد و  درجه سانتي 25و در دماي آگار كشت گرديده 

ساعت تاريكي  8ي و ساعت روشناي 16شرايط نوري 
  .نگهداري شدند

وئين در هاي م به منظور القاي ريشه :القاي ريشه مويين
آگروباكتريوم رايزوژنز به روش  A7شابيزك از سويه 

هاي  در روش تزريقي، ريزنمونه .تزريقي استفاده شد
اي تهيه و با استفاده از سرنگ انسولين كوتيلدوني يك هفته

جامد در بخش پشتي  LBآغشته به باكتري در 
سپس . هايي ايجاد شدزخم ،هاي كوتيليدوني ريزنمونه
حاوي  MSتلقيح شده بر روي محيط كشت  هاي ريزنمونه

ساعت در دماي  48گرم بر ليتر آگار كشت و به مدت  7
پس . گراد و شرايط تاريكي نگهداري شدند درجه سانتي 25
ها با آب مقطر استريل  ساعت كشت توام، ريز نمونه 48از 

دقيقه  5دت ميلي گرم بر ليتر سفوتاكسيم به م 300حاوي 
و در نهايت بر روي محيط كشت  شستشو قرار داده شده

MS  ميلي گرم بر ليتر سفوتاكسيم و فاقد  300جامد حاوي
هر يك هفته يكبار واكشت . كننده رشد منتقل شدندتنظيم

گرفت و در هر دوره واكشت ، غلظت  ميها انجام  ريزنمونه
كاهش داده شد تا در نهايت  درصد 50سفوتاكسيم به ميزان 



 1400، 4، شماره 34جلد                                              )                             مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

536 

هاي القاء  در نهايت ريشه .از محيط كشت حذف گرديد
ها جدا و براي رشد بيشتر در محيط كشت  شده از ريزنمونه

MS  جامد بدون تنظيم كننده رشد كشت شده و در اتاقك
درجه سانتي گراد در تاريكي نگهداري  25رشد با دماي 

  .شدند

هاي مويين،  براي تاييد مولكولي ريشه: PCRآناليز 
آمده در محيط  به دست هاي مويين از ريشه DNAاستخراج 

به عنوان (جامد و ريشه حاصل از ريزنمونه تلقيح نيافته 
گرم از  5/0. انجام گرفت )13( CTABبه روش ) شاهد

هاي  هاي موئين حاصل از القاء ريزنمونه بافت ريشه
اگروباكتريوم رايزوژنز و  A7كوتيلدوني شابيزك با سويه 

زني بذور  انهي غير تراريخت حاصل از جو نيز بافت ريشه
كشت شده، با استفاده از نيتروژن مايع در داخل هاون چيني 

ليتري  ميلي 5/1هاي  كوبيده شد و پودر حاصل به ويال
 CTABميكروليتر از بافر استخراج  800سپس . منتقل گرديد

پس از . گرديديكنواخت ها اضافه و توسط ورتكس  به ويال
ها، مجددا  البه وي RNAaseميكروليتر آنزيم  3افزودن 

دقيقه،  60الي  45توسط ورتكس مخلوط شدند و به مدت 
سپس . گراد قرار گرفتند درجه سانتي 65در بن ماري 

دقيقه در ظرف  5ها از بن ماري خارج و به مدت  نمونه
ميكروليتر  500در مرحله بعد، . حاوي يخ نگهداري شدند

ها  به نمونه) 1:24(ايزوآميل الكل  –از محلول كلروفرم 
دقيقه به صورت سر و ته كردن مخلوط  10اضافه و حدود 

گرديد، تا زماني كه رنگ محلول حاصل به سفيد شيري 
دقيقه، در دماي  15ها به مدت  سپس نمونه. تغيير رنگ دهد

دور در دقيقه  13000گراد و با سرعت  ي سانتي درجه 4
پس از سانتريفيوز، مايع رويي حاصل . سانتريفيوژ گرديدند

هاي جديد منتقل و هم حجم مايع  داشته شده و به ويالبر
، ايزوپروپانول سرد )ميكروليتر 600(رويي برداشت شده 

حجم مايع رويي استات  1/0و ) گراد درجه سانتي - 20(
ها اضافه كرده و پس از چند  مولار، به درون ويال 3سديم 

در داخل  DNAي كلاف  ها مشاهده بار سر و ته كردن ويال
ي  درجه -20ساعت در دماي  1ها، به مدت  ويال

ها به  در مرحله بعدي، ويال. گراد نگهداري شدند سانتي
دور در دقيقه سانتريفيوژ  10000دقيقه با سرعت  10مدت 

شدند و پس از خارج كردن مايع رويي، ويال حاوي 
درصد شستشو و پس از  70توسط اتانول  DNAرسوب 

به رسوب حاصل  TEفر ميكروليتر با 100تبخير اتانول، 
گراد  ي سانتي درجه 4ساعت در دماي  24اضافه و به مدت 

به طور كامل  TEدر بافر  DNAنگهداري گرديد تا رسوب 
هاي  حاصل، جهت استفاده DNAسپس محلول . حل شود

 .گراد نگهداري گرديد ي سانتي درجه - 20بعدي در دماي 

روش استخراج شده با استفاده از  DNAكميت و كيفيت 
و همچنين  )(T80 PG Instruments, UKاسپكتروفتومتري
جهت تاييد وضعيت . درصد تعيين شد 1روي ژل آگارز 
با  PCRهاي مويين احتمالي، از روش  تراريختي ريشه

توالي . استفاده شد rol Bهاي  آغازگرهاي اختصاصي ژن
 :زير بود آغازگرها به صورت

5'-ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCCACGA-3'   

   و) آغازگر مستقيم(
5'- TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC-3'  

شامل يك چرخه  PCR برنامه ).آغازگر معكوس(
به  گراد سانتي ي درجه 94 دماي سازي اوليه درواسرشت

 دماي در سازيچرخه شامل واسرشت 35دقيقه،  5مدت 
آغازگرها  دقيقه، اتصال 1 مدت به گراد سانتي ي درجه 94
 20 و دقيقه 1 مدت به گراد سانتي ي درجه 60 دماي در

 1 مدت به گراد سانتي ي درجه 72 دماي در ثانيه، بسط
 72 يك چرخه بسط نهايي در دماي و ثانيه 30و دقيقه
 PCR .گرديد انجام دقيقه 10 مدت به گراد سانتي ي درجه

 Cycler Veriti® 60-Wellدر دستگاه ترموسايكلر مدل

Thermal ت محصولا. انجام شدPCR  پس از الكتروفورز در
 Gel Logic 212درصد در دستگاه ژل داك مدل  1ژل آگارز 

Pro )Carestream Health، مورد مشاهده و عكس ) آمريكا
  .برداري قرار گرفتند
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ها در محيط كشت   پس از رشد مناسب ريشه :اعمال تيمار
، بهترين لاين از PCRجامد و تاييد تراريختي آنها بوسيله 

انتخاب ) انشعابات بيشتر در محيط جامد(ميزان رشدي نظر 
جهت . و براي انجام آزمايش مورد استفاده قرار گرفت

 HITAGH 1وات،  20توسط يك لامپ ( UV-Bبررسي اثر 
براساس بررسي ( دقيقه 12و  8، 4و مدت زمان تيمار 

ميزان  و ارزيابي اوليه از اين )35و12،30(مقالات متعدد
توان :J=P×T  ،P(طبق فرمول كه )گرديد استفاده شدت نور

 زمان تيمار، مساحت اتاقك مجهز به نور:Tلامپ،  UV-

B:36/0 معادل به ترتيب  )وات 20: متر مربع و شدت لامپ
شدت نور از  ،)كيلوژول بر متر مربع مي باشد 39و  26، 13

به  LUTRONلايت متر و نورسنج ديجيتال مدل  UVطريق 
محاسبه  UVاز طريق ساعات نور  دست آمد و مقدار كل آن

هاي  هاي موئين به ارلن ماير گرم از ريشه 2 .گرديد
مايع  MS 1/2 ليتر محيط كشت  ميلي 20دار كه حاوي  توري

بودند در زير هود لامينار انتقال داده شد و يك هفته پس از 
شد كه  UV-Bها شروع به اعمال تيمار  هم وزن كردن ريشه

كيلوژول  39و  26، 13: سطح 3و در  تكرار 3اين تيمار با 
بر متر مربع به صورت يك روز در ميان به مدت يك هفته 

هاي حاوي  ارلن ماير. در اتاقك تعبيه شده انجام گرديد
محيط كشت پس از اعمال تيمار به مدت دو هفته در شيكر 

گراد و در شرايط تاريكي  درجه سانتي 25انكوباتور با دماي 
 2پس از . در دقيقه نگهداري شدنددور  110و با دور 
ها از محيط كشت مايع خارج شده و پس از  هفته، ريشه

ها توسط كاغذ صافي، وزن تر  حذف رطوبت اضافي ريشه
 2هاي موئين به مدت  سپس ريشه. گيري شد ها اندازه آن

خشك  –گراد، هوا  سانتي درجه  25روز در دماي اتاق، 
 فعاليت ميزان. ها ثبت گرديد شده و وزن خشك آن

 از پس نهايت گيري و در اندازه اكسيداني آنتي آنزيمهاي
-GC روش به بيوشيميايي هاي آناليز ها، آلكالوئيد استخراج

MS شد انجام.  

به منظور  :هاي مويين وزن تر و خشك ريشهگيري  اندازه
ها  ها، پس از اعمال تيمار نمونه ريشهتر و خشك  تعيين وزن

خارج كرده و پس از آبگيري  MS2/1را از محيط مايع 
برداري گيري و يادداشت توسط كاغذ صافي وزن آنها اندازه
هاي مويين، ريشه ها به  شد و براي تعيين وزن خشك ريشه

سپس وزن . داري شدندهواي آزاد اتاق نگهروز در  2مدت 
ها  نمونه. گيري و ثبت گرديد هاي خشك شده اندازه نمونه

گرم وزن  001/0ساس با دقت توسط ترازوي ديجيتال ح
  .شدند و وزن بر اساس گرم گزارش گرديد

ها به  استخراج آلكالوئيد  :استخراج آلكالوئيد آتروپين
با اندكي تغيير انجام ) 1986(و همكاران  Kamadaروش 

هاي  گرم از ريشه 5/0بر اساس اين روش، مقدار . شد
 100و داخل ارلن ماير  گرديدپودر  شده و  مويين خشك

سپس كلروفرم، متانول و آمونياك . ميلي ليتري منتقل شدند
هاي گياهي اضافه  به نمونه 1: 5: 15درصد، به نسبت  25

گراد  سانتي درجه  40دقيقه و با دماي  10شده و به مدت 
ساعت در دماي اتاق  1سپس به مدت . التراسونيك شدند

 در مرحله بعد، پس از عبور از صافي و دو. قرار گرفتند
ليتر كلروفرم، براي ميلي 1مرتبه شستشوي كاغذ صافي با 

تبخير (تبخير فاز كلروفرمي از دستگاه روتاري اواپراتور 
مانده و خشك به عصاره باقي. استفاده گرديد) كننده دوار

يتر اسيد ل  ميلي 2ليتر كلروفرم و  ميلي 5شده ته بالن، 
اسيدي ( كاملا به هم زده شد  نرمال اضافه 1سولفوريك 

شود آلكالوئيدها به شكل نمكي و  كردن محيط باعث مي
مايع به فاز آبي  –باردار درآمده ودر اثر استخراج مايع 

 به دستدر مرحله بعد، با ريختن مخلوط ). منتقل شوند
فاز كلروفرمي . آمده داخل قيف دكانتور دو فاز تشكيل شد

ه يك ها ب جدا و دور ريخته شد و فاز آبي حاوي آلكالوئيد
 25و به وسيله آمونياك   آن روي يخ pHبشر منتقل شد و 

افزودن آمونياك به محلول (تنظيم گرديد  10درصد تا 
شود محيط قليايي شود و آلكالوئيدها به شكل باز  باعث مي

مايع به فاز كلروفرمي  –آزاد درآمده و در اثر استخراج مايع 
تور ريخته محلول قليايي به داخل قيف دكان). منتقل شوند

ليتر و دو مرتبه  ميلي 2شد و آلكالوئيدها يك مرتبه توسط 
فاز كلروفرمي . ليتر كلروفرم استخراج شدند ميلي 1توسط 
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آمده پس از افزودن سولفات سديم خشك به  به دست
منظور حذف آب موجود، از صافي عبور داده شده و كاغذ 

. شدليتر كلروفرم شستشو داده  ميلي 2الي  1صافي توسط 
 40محلول صاف شده به وسيله روتاري اواپراتور در دماي 

آمده كه  به دستگراد تبخير و ماده جامد  درجه سانتي
متانول خالص  ليتر ميلي1- 2شود در  آلكالوئيد كل ناميده مي

آمده جهت انجام آناليز  به دستدر نهايت محلول . حل شد
  .)11(ايي داخل ويالهاي كوچك ريخته شديبيوشيم

 شناسايي براي :عصاره دهنده تشكيل تركيبات ساييشنا
 گاز و GC كروماتوگرافي گاز دستگاه از عصاره تركيبهاي

 جرمي سنجيفط به متصل كروماتوگرافي (GC/MS) مستقر 
 دانشگاه پرديس وريافن زيست پژوهشكده آزمايشگاه در

 GC دستگاه به نمونه از ميكروليتر 5/0. شد استفاده اروميه

 عصاره هر دهنده تشكيل تركيبهاي درصد و شده تزريق
و چون بيشترين تركيب تشكيل دهنده هر  .گرديد محاسبه

 مطالعه درعصاره آتروپين بود و از طرف ديگر نيز هدف 
  .اين تحقيق سنجش ميزان آتروپين بود

 متصل كروماتوگراف گاز از:  GC/MS دستگاه مشخصات
 HP-5 تونس به مجهز تراسي مدل جرمي سنجطيف به شده

MS فاز لايه ضخامت و متر ميلي 25/0 ×متر 30 طول به 
 ريزيبرنامه. شد استفاده ميكرومتر 25/0 برابر ساكن

 مدت بهسانتي گراد  درجه 40 اوليه دماي از ستون حرارتي
 سانتي گراد درجه 160 دماي تا بعد و شروع دقيقه يك

 رسانده سلسيوس درجه 280 به نهايت در و يافت افزايش
 در و شدمي افزوده دما به درجه 4 دقيقه، هر كهبطوري شد

 سانتي درجه 5 دقيقه هر در كه ،درجه 280 دماي در نهايت
 و نگهداشته دقيقه 10 مدت به ،شدمي فزودها آن به گراد
 ليتر ميلي 1 سرعت با كه  بود هليوم حامل گاز. شد تنظيم

 الكترون 70 نيز يونيزاسيون انرژي. كردمي حركت دقيقه در
  .بود ولت

 بافت گرم 2/0 :اكسيداني آنتي آنزيمهاي سنجش فعاليت 
 منتقل يخ روي سرد هاون داخل به و وزن تر ريشه مويين

 pH بامولار  ميلي 50 (Tris-HCl) بافر ليتر ميلي 1سپس  گرديد
 ساييده كامل طور به هاون دسته توسط و اضافه به آن 5/7

 هموژنات. آمد دست به همگن كاملا عصاره يك تا شد
 دماي در دقيقه 20 مدت به و منتقل تميز ويالهاي به حاصل

 وژيسانتريف دستگاه از استفاده با گراد سانتي درجه 4
 وژيسانتريف دقيقه در دور 12000 سرعت با دار، يخچال
 شده جدا دقت با رسوب از رويي محلول پايان در و گرديد

 براي حاصل خام هعصار. گرديد منتقل تميز ويالهاي به و
پراكسيداز و  گاياكول كاتالاز، آنزيمهاي فعاليت سنجش

  .)12(گرفت  قرار استفاده مورد آسكوربات پراكسيداز

مخلوط واكنش شامل  :(CAT; EC 1.11.1.6)ز آنزيم كاتالا
 pH( ،20=7(مولار  ميلي 50ليتر بافرفسفات پتاسيم  ميلي 5/2

ميكروليتر  20درصد و  3ميكروليتر پراكسيد هيدروژن 
فعاليت آنزيم كاتالاز به صورت كاهش . عصاره آنزيمي بود

نانومتر با استفاده  240دقيقه در طول موج  1در جذب طي 
براي سنجش فعاليت . از دستگاه اسپكتروفتومتر محاسبه شد

استفاده شد  (Mm-1 cm-1 36.6)كاتالاز از ضريب خاموشي 
)1.(  

مخلوط  : C 1.11.1.7)(GPX; E آنزيم گاياكول پراكسيداز
-ميلي 50ليتر بافر فسفات پتاسيم  ميلي4/1واكنش شامل 

مولار،  ميلي 22ميكروليتر گاياكول  pH( ،200=7(مولار 
 200و  مولار ميلي 100ميكروليتر پراكسيد هيدروژن  200

 گاياكول آنزيم فعاليت. ميكروليتر عصاره آنزيمي بود
 در دقيقه 1 طي ،جذب در افزايش صورت به پراكسيداز

 اسپكتروفتومتر دستگاه از استفاده با نانومتر 470 موج طول
 پراكسيداز گاياكول آنزيم فعاليت سنجش براي. شد محاسبه

 .)22(شد  استفاده  (Mm-1 cm-1 26.6) خاموشي ضريب از

: ).APX; EC1.11.1.11( آنزيم آسكوربات پراكسيداز
 50تاسيم ليتر بافر فسفات پ ميلي 2مخلوط واكنش شامل 

ميكروليتر پراكسيد هيدروژن،  pH( ،200=7(مولار  ميلي
 100ميكرومولار و  50ميكروليتر آسكوربات  200

فعاليت آنزيم آسكوربات . ميكروليتر عصاره آنزيمي بود
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دقيقه در  1طي  ،پراكسيداز به صورت كاهش در جذب
نانومتر با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر  290طول موج 

براي سنجش فعاليت آسكوربات پراكسيداز از . به شدمحاس
 )18(استفاده گرديد  (Mm-1 cm-1 2.8) ضريب خاموشي

در قالب طرح  تمام آزمايشات: تجزيه و تحليل آماري
هاي حاصل  داده. گرديدكاملا تصادفي با سه تكرار انجام 

قرار  آماري تجزيه و تحليل مورد  SAS 9.1در نرم افزار
چند دامنه ها بر اساس آزمون  سه ميانگين دادهو مقاي گرفتند

  .گرفت انجامدرصد  1دانكن در سطح احتمال اي  

 نتايج 

نتايج تجزيه  :هاي مويين بر رشد ريشه UV-Bاشعه  تأثير
داري در سطح  ها نشان داد كه اختلاف معني واريانس داده

بر ميزان  UV-Bسطوح مختلف  تأثير درصد بين 1احتمال 
). 1جدول (داشت وجود هاي مويين  ر ريشهرشد و وزن ت

با افزايش ميزان انرژي در واحد سطح، ) 1شكل(طبق 
هاي مويين كاهش يافته است به  ريشه) ميزان رشد( تر وزن

در ) گرم 75/7(هاي مويين  تر ريشه كمترين وزن طوري كه 
در تر  بيشترين وزن كيلوژول بر متر مربع، و  39انرژي 

 تأثير UV-Bتيمار . آمد به دست) گرم 16/10(نمونه شاهد 
هاي مويين نداشت  معني داري بر وزن خشك ريشه

  ).1جدول (
هاي  بر رشد ريشه UV-Bنور  تأثيرنتايج تجزيه واريانس  -1جدول 

  مويين شابيزك
  ميانگين مربعات   

  )گرم(تر  وزن  درجه آزادي تغييرات منابع
وزن خشك 

  )گرم(
UV-B 3  **480/4  ns0056/0  

تباهاش
 آزمايشي

8  441/0  0016/0  

 ضريب
 تغييرات

 )درصد(

  30/7  21/10  

دار و عدم وجود اختلاف  دهنده اختلاف معنيبه ترتيب نشان:   nsو **
  .باشد درصد مي 1دار در سطح احتمال  معني

دهنده عدم وجود اختلاف معني  شابه نشانحروف م. هاي مويين شابيزك تر و خشك ريشه بر وزن UV-Bسطوح مختلف  تأثيرمقايسه ميانگين  -1شكل 
  .باشد درصد مي 1دار در سطح احتمال 

هاي مويين  بر توليد آتروپين در ريشه UV-Bاشعه  تأثير
بر  UV-Bنتايج تجزيه واريانس سطوح مختلف  :شابيزك

نشان داده شده  2ميزان توليد آلكالوئيد آتروپين در جدول 

د كه سطوح مختلف نتايج تجزيه واريانس نشان دا. است
داري در سطح احتمال يك درصد بر  معني تأثير UV-Bاشعه 

ميزان توليد آتروپين داشت، به طوري كه حداكثر ميزان 
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هاي  در اثر تيمار ريشه) درصد 26/39(توليد آتروپين 
به  UV-Bكيلوژول بر متر مربع اشعه  26مويين با انرژي 

 88/6(هاي مويين شاهد  آمد كه نسبت به ريشه دست
برابر افزايش نشان داد و حداقل ميزان  7/5حدود ) درصد

شكل (هاي مويين شاهد بود  توليد آتروپين مربوط به ريشه
2.(  

-UVسطوح مختلف اشعه  تأثيرنتايج تجزيه واريانس  -2جدول 

B هاي مويين شابيزك بر توليد آلكالوئيد آتروپين در ريشه  
 ميانگين مربعات    
 ميزان آتروپين آزاديدرجه  منابع تغييرات

UV-B 3  **72/689  
 82/2 8  اشتباه آزمايشي 

ضريب تغييرات 
  )درصد(

  15/9  

درصد  1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف معنينشان:  **
  .باشد مي

 :اكسيداني بر فعاليت آنزيمهاي آنتي UV-Bتأثير اشعه 
بر  UV-Bنتايج تجزيه واريانس تأثير سطوح مختلف نور 

هاي مويين  اكسيداني ريشه يزان فعاليت آنزيمهاي آنتيم
نتايج مقايسه . نشان داده شده است 3شابيزك در جدول 

، در سطح UV-Bميانگين نشان داد كه سطوح مختلف نور 
داري بر ميزان فعاليت آنزيمهاي  درصد تأثير معني 1احتمال 

اكسيداني كاتالاز، گاياكول پراكسيداز و آسكوربات  آنتي
به طوري كه بيشترين و كمترين ميزان  . اكسيداز داشتپر

كيلوژول بر  39فعاليت آنزيم كاتالاز، به ترتيب در انرژي 
). 3شكل (هاي شاهد مشاهده گرديد  متر مربع و ريشه

همچنين بيشترين ميزان فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز، 
كيلوژول بر متر مربع و كمترين ميزان آن در  26در انرژي 

در حالي ). 4شكل (هاي مويين شاهد مشاهده گرديد  ريشه
كه بيشترين فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در شدت 

هاي  كيلوژول بر متر مربع و كمترين ميزان آن، در ريشه 13
بنابراين سطوح ). 5شكل (مويين شاهد به دست آمد 

، ميزان فعاليت هر سه آنزيم مذكور را UV-Bمختلف نور 
  . هاي مويين شاهد افزايش داده است سه با ريشهدر مقاي
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حروف مشابه نشان دهنده . هاي مويين شابيزك بر ميزان توليد آلكالوئيد آتروپين در ريشه UV-Bسطوح مختلف اشعه  تأثيرمقايسه ميانگين  -2شكل 

  .باشد ن ميدرصد آزمون دانك 1دار در سطح احتمال  عدم اختلاف معني
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  هاي مويين شابيزك اكسيداني ريشه آنتي آنزيمهايبر ميزان فعاليت  UV-Bسطوح مختلف نور  تأثيرنتايج تجزيه واريانس  -3جدول 
    ميانگين مربعات   

  آسكوربات پراكسيداز  گاياكول پراكسيداز كاتالاز درجه آزادي  منابع تغييرات 
UV-B 3  **19/103  **34/261  **96/41  

  45/2  19/22 55/2 8  باه آزمايشياشت
  27/16  31/10 52/14  )درصد(ضريب تغييرات 

  .باشد درصد مي 1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف معنينشان:  **            

c

b

bc

a

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Control 13 26 39

لاز 
اتا
م ك

نزي
ت آ

عالي
ف

)
µ

m
ol

 m
in

 -1
/g

 F
w

)

)كيلوژول بر متر مربع(انرژي در واحد سطح 

  
دهنده عدم وجود  حروف مشابه نشان. مويين شابيزك هاي بر ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز ريشه UV-Bسطوح مختلف  تأثيرمقايسه ميانگين  -3شكل 

  .باشد درصد مي 1اختلاف معني دار در سطح احتمال 

b

ab
a

ab

0

10

20

30

40

50

60

Control 13 26 39

داز 
سي

راك
ل پ
اكو

گاي
م 
نزي

ت آ
عالي

ف
)

µ
m

ol
 m

in
 -1

/g
 

F
w

(
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دهنده  حروف مشابه نشان. هاي مويين شابيزك بر ميزان فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز ريشه UV-Bسطوح مختلف  تأثيرمقايسه ميانگين  -4شكل 

  .باشد درصد مي 1ود اختلاف معني دار در سطح احتمال عدم وج
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دهنده  حروف مشابه نشان. هاي مويين شابيزك بر ميزان فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز ريشه UV-Bسطوح مختلف  تأثيرمقايسه ميانگين  -5شكل 

  .باشد درصد مي 1عدم وجود اختلاف معني دار در سطح احتمال 
  

از القاي ريشه  پس: هاي مويين تاييد تراريختي ريشه
براي تاييد تراريختي آن از  مويين از كوتيلدون گياه شابيزك

PCR واكنش زنجيره اي  .)د تا الف 6شكل(استفاده گرديد
 rol Bبا استفاده از آغازگر اختصاصي ژن  )PCR(پلي مراز 

د كه وجود گردي bp  780اي به طول منجر به تكثير قطعه
مي هاي مويين  در ژنوم ريشه rol Bباندهاي درخشان از ژن 

باشد  هاي گياهي  ريزنمونهحاكي از تراريخت شدن تواند 
يين توليد شده از نظر هاي مو همچنين ريشه ).7شكل(

خصوصياتي از قبيل رشد سريع، انشعابات مورفولوژي 
د و فرعي زياد در محيط فاقد هورمون را از خود بروز دادن

 .هاي معمولي قابل تشخيص بودند براحتي از ريشه

 
  هاي كوتيلدوني گياه شابيزك القاي ريشه مويين در ريزنمونه -6شكل

ظهور ) رايزوژنز ج اگروباكتريوم A7 سويههاي كوتيلدوني تلقيح شده با  ريزنمونه) جامد ب MSبذور شابيزك كشت شده در محيط ) الف
  MS2/1 مايع هاي مويين در محيط رشد ريشه) لدوني ديكوت هاي مويين از ريزنمونه ريشه
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: +1kb )Fermentase( ،Cماركر  M :DNA. هاي تراريخت شابيزك در ريشه rol Bاي پلي مراز جهت تاييد حضور ژن  آناليز واكنش زنجيره - 7 شكل

C1به عنوان كنترل مثبت،  A7باكتري اگروباكتريوم سويه 
C2ريخت به عنوان كنترل منفي اول، هاي شاهد غيرترا ريشه:  -

بدون الگوي   PCRواكنش : -
DNA  اي توسط سويه  هاي برگ يك هفته هاي مويين القا شده در ريزنمونه ريشه: 3تا  1به عنوان كنترل منفي دوم، لاينA7 اگروباكتريوم رايزوژنز. 

  بحث
از  UV-Bتر اين است كه اشعه   علت اصلي كاهش وزن

كاهش تقسيم سلولي به . كند گيري ميتقسيم سلولي جلو
است كه  UVاشعه  تأثيرها تحت  دليل اكسيداسيون توبولين

ها و كاهش ميزان  خير در تشكيل ميكروتوبولأباعث ت
مانع از رونويسي  UV شود و همچنين اشعه  تقسيم مي

پروتئينهاي هيستون شده و بدين طريق مانع تقسيم سلولي 
كاهش رشد ريشه در تيمار  يكي از دلايل .)10(گردد  مي
هاي  كننده نيز، اختلال در بيوسنتز و انتقال تنظيم UV-Bبا 

باشد كه اين اختلال در انتقال هورمونها  مي IAAرشد مانند 
 ).9(دهد  قرار مي تأثيررشد طولي ريشه را بيشتر تحت 
از طريق كاهش  UV-Bمطالعات زيادي نشان داده است كه 

تئين، اختلال در عمل كلروپلاست فتوسنتز، كاهش سنتز پرو
باعث كاهش رشد و نمو و كاهش  ،DNAو آسيب به 
  ).6(شود  بيوماس مي

به عنوان  UV-Bدر پژوهش حاضر، سطوح مختلف اشعه 
يك محرك غيرزيستي، ميزان توليد آتروپين را به طور 

 يبا القا محركها عمدتاً. قرار داد تأثيرموثري تحت 

-سلولي و برونانتقال درون پاسخهاي دفاعي و شركت در

). 8(كنند  خود را اعمال مي تأثيرهاي گياهي،  سلولي بافت
مطالعات نشان داده است كه پرتوهاي فرابفنش باعث 

شود، كه آنزيم كليدي بين متابوليسم  مي PALفعاليت آنزيم 
اوليه و ثانويه در گياهان است كه عمل اصلي آن دآمينه 

يد ترانس سيناميك اسيد است فنيل آلانين و تول - Lكردن 
 متابوليتهايكه به عنوان پيش ماده در مسيرهاي بيوسنتز 

 UV-Bبه طوركلي، اشعه ). 31(باشد  ثانويه مختلف مي
، افزايش توليد DNAتواند از طريق آسيب رساندن به  مي

، فعال كردن مسيرهاي )ROS(هاي فعال اكسيژن  گونه
هاي درگير در مسيرهاي بيان ژن يدهي در گياه و القا سيگنال

ثانويه  متابوليتهايمختلف بيوسنتزي، باعث افزايش توليد 
و همكاران توليد تانشيون و Wang .)33و  24(شود 

 Salviaهاي مويين گياه  در كشت ريشه را كريپتوتانشيون

miltiorrhiza تحت تيمارUV-B نتايج نشان . بررسي كردند
اده را افزايش توليد هردو م UV-Bداد كه سطوح مختلف 

باكتري براي تاييد تراريختگي . )30( داده است
حاوي ژن  T-DNAاگروباگتريوم رايزوژنز با انتقال قطعه 

نمايد  ريشه زايي به سلولهاي گياهي آنها را تراريخت مي
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كوتيلدوني گياه   در مطالعه حاضر تراريختي ريزنمونه. )27(
ريوم رايزوژنز هاي مويين با اگروباكت شابيزك و ايجاد ريشه

 اگرچه رشد. صورت گرفت rolبا انتقال ژن  A7سويه 
گرا، سوگرائي به صورت انشعابات  ورين(پلاژيوترپيك 

سريع با توليد انشعابات فراوان در محيط كشت فاقد  )افقي
با  ).14(هاي مويين مورد مطالعه بود  هورمون، معرف ريشه

مختلف در  هاي هاي مويين در واكشت به اينكه ريشه  توجه
محيط كشت جامد و همچنين در محيط كشت مايع بدون 

بيوتيك سفوتاكسيم فاقد هر گونه آلودگي اگروباكتريوم  آنتي
بودند، لذا احتمال حضور باكتري در فضاهاي بين سلولي 

با اين حال بررسي ماهيت تراريخته آنها  .تقريبا صفر بود
ت جف 780انجام شد و تكثير قطعه  PCRتوسط تكنيك 

بيانگر تراريخت بودن گياهان مورد  rolBبازي مربوط به ژن
نقش  rolهاي  مشخص شده است كه ژن اخيراً.  .نظر بود

هاي  ثانويه در خانواده متابوليتهايفعال كنندكي در توليد 
مختلف از جمله سولاناسه داشته به نحوي كه در بعضي 

ر براي غلبه ب rolفعال كنندكي يك تك ژن  تأثيرموارد، 
ثانويه در سلولهاي گياهي كشت  متابوليتهايكمبود توليد 

  ).32(شده كافي بوده است 

به طور موقت باعث تحريك توليد راديكالهاي  UV-Bاشعه 
شود، ولي بلافاصله پس از برقراري  مي )ROS(آزاد اكسيژن 

مقاومت القايي و ارسال هشدارهاي لازم براي برقرايي 
اكسيدان عمل كرده  ان آنتيمقاومت سيستميك، خود به عنو

اكسيداني را در سلولهاي گياهي فعال و  هاي آنتي و سيستم
 UV-Bاشعه  ).25( شود باعث حذف راديكالهاي آزاد مي

 )PAL(افزايش فعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيالياز  منجر به
شده و در نتيجه باعث سنتز سيناميك اسيد و فعال شدن 

گردد كه از يل پروپانوئيدي ميمسير بيوسنتزي تركيبات فن
طريق افزايش ميزان تركيبات فنلي باعث حذف راديكالهاي 

فعال (هاي حفاظتي  پاسخ UV-Bاشعه   ).4( شودآزاد مي
در داخل گياهان توليد ) اكسيداني آنتي آنزيمهايكردن 

طريق حذف راديكالهاي آزاد اكسيژن بافتهاي  نموده و از
گياهان براي مقابله با اين ). 7(نمايد گياهي را محافظت مي

لكولها واكسيدان ها مكانيسمهاي حفاظتي خاصي دارند كه م
. باشند اكسيدان از آن جمله مي و آنزيمهاي آنتي

: شوند بندي مي گروه كلي تقسيم 3اكسيدانها به  آنتي
تركيبات غشائي و محلول در چربي مثل آلفاتوكوفرول و 

در آب مثل آسكوربات، كاروتنوئيدها، تركيبات قابل حل 
گلوتاتيون، تركيبات فنلي، فلاونوئيدها و آنتوسيانينها و 
آنزيمهائي نظير سوپراكسيدديسموتاز، كاتالاز، پراكسيداز، 

آنزيم . رداكتاز پراكسيداز و گلوتاتيون  آسكوربات
O2هاي اصلي سوپراكسيدديسموتاز، يكي از جاروب كننده

·- 
 O2و  H2O2به توليد باشد و عمل آنزيمي آن منجر  مي
كاتالاز نيز يكي از انواع پراكسيدازها است كه . گردد مي

كاتالاز كه ظاهراً در . نمايد را كاتاليز مي H2O2شكستن 
 لكول ورا به آب و م H2O2كلروپلاست وجود ندارد 

O2كه پراكسيدازها،  شكند درحالي  ميH2O2   را با اكسيد
ات فنلي و يا ساير نمودن يك سوبستراي همراه نظير تركيب

  ).32 و24(كنند اكسيدانها نظير آسكوربات تجزيه مي آنتي
Takshakو Agrawal آلكالوئيدي تركيبات توليد كل، بيوماس 

 Coleusگياه در را اكسيداني آنتي آنزيمهاي فعاليت و

forskohlii اشعه تأثير تحت  UV-B دادند قرار بررسي مورد .
 بيوماس ميزان UV-B لفمخت سطوح  كه داد نشان نتايج
 فعاليت و آلكالوئيدي تركيبات توليد ميزان اما كاهش را كل

 .)26(است  داده افزايش را اكسيداني آنتي آنزيمهاي
مطالعات نشان داده است كه تراريختي توسط اگروباكتريوم 

اكسيداني و فعال شدن  آنتي آنزيمهايسبب افزايش 
 آنزيمهاييت افزايش فعال. شود هاي دفاعي مي سيستم
اكسيداني ممكن است به دليل تحريك برخي از ژنهاي  آنتي

مانند ويروسها يا مربوط به دفاع در برابر عوامل خارجي ه
  ).29(ويروئيدها باشد 

با شدت  UV-Bدرمطالعه حاضر كه ميزان آتروپين در تيمار 
كيلو ژول بر متر مربع باعث افزايش ميزان آتروپين در  26

برابر رسيده بود  8نسبت به گياه شاهد به  عصاره گرديد كه
گرچه . داد درصد مقدار عصاره را تشكيل مي 40و 

نورفرابنفش باعث ايجاد تنش در گياه شد و افزايش فعاليت 
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ي آنتي اكسيداني گواه اين حقيقت است ولي با آنزيمها
افزايش چندين برابري آتروپين باعث شد كه نتايج حاضر 

م انداز خوبي براي مطالعات در سطح آزمايشگاهي چش
  .ترسيم نمايد ي اين ماده از طريق كشت ريشه مويينتجار
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Abstract 
Atropa Belladonna L. is the most important medicinal plant of Solanaceae family, due 
to important commercial sources of atropine and scopolamine as tropane alkaloids. 
Applications of hairy root cultures is advised because of their special properties such as 
fast growth, short doubling time, ease of maintenance, and ability to synthesize and 
continuous production of a range of chemical compounds. Effects of ozone depletion 
and UV irradiation have been studied by most of investigators. In the present study, the 
effect of different levels of UV-B irradiation were studied on atropine production and 
activity of some antioxidant enzymes. UV-B irradiation during 3 days were treated for 
4, 8 and 12 min that was equal with 13, 26 and 39 kj/m2 respectively. Results showed 
that increase of UV-B lending to decrease hairy roots dry weight. This irradiation 
increased atropine content in comparison of control treat and the highest were recorded 
in 26 kj/m2. Activity of antioxidant enzymes including catalase, guaiacol peroxidase and 
ascorbate peroxidase was also elevated in treated hairy roots rather than of the control at 
0.01% of probability. Based on obtained results in this work UV-B irradiation can be 
considered as one of useful methods for Atropine and antioxidant enzymes in A. 
belladonna hairy roots. 
Keywords: Atropine, antioxidant enzymes, UV-B irradiation, Atropa, hairy roots 


