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اكسيداني گياه هاي ثانوي و فعاليت آنتيمتابوليت محتويتأثير كيتوزان بر ريز ازديادي، 
 (.Salvia leriifolia Benth) نوروزك

  2معصومه مدرس و *1يزاده بهاباد لياسمع قهي، صد1يجام هيسم
  يشناس ستيگروه ز ˓هيدانشكده علوم پازابل،  دانشگاه ،زابل 1

  يشناس ستيگروه ز ˓هيدانشكده علوم پا ان،فرهنگي دانشگاه ،مشهد 2

  10/10/97 :تاريخ پذيرش    9/9/97: تاريخ دريافت

  چكيده

خواص ضددرد، ضدالتهاب،  با گياه دارويي ،)Lamiaceae( از خانواده نعناعيان (.Salvia leriifolia Benth)نوروزك 
به منظور در كشت بافت  مهماستفاده از اليسيتورهاي زيستي همچون كيتوزان يكي از روش هاي  .اكسيدان استضدديابت و آنتي

ميلي  100و 50، 10(هاي مختلف كيتوزان هدف از اين مطالعه، بررسي تأثير غلظت .باشد هاي ثانوي مي افزايش توليد متابوليت
. باشدمي in vitroاكسيداني گياه نوروزك در شرايط ليت آنتيهاي ثانوي و فعابر ريزازديادي و محتوي متابوليت) گرم بر ليتر
 2و ) IBA(اسيد  بوتيريك-3-ايندولگرم بر ليتر  ميلي 5/0حاوي  MSجوانه هاي انتهايي در دو محيط كشت ، بدين منظور

- روز شاخص 30گذشت بعد از . به همراه غلظت هاي مختلف كيتوزان كشت شدند) BAP(گرم بر ليتر بنزيل آمينو پورين  ميلي

برگ تحت تأثير غلظت  زايي و تعدادنتايج نشان داد بيشترين ميزان طول ساقه، ساقه .هاي ريز ازديادي و بيوشيميايي بررسي شد
ميلي گرم بر ليتر كيتوزان  50بيشترين محتوي فنل و فلاونوئيد تام تحت تأثير غلظت . ميلي گرم بر ليتر كيتوزان مشاهده شد 10

بيشترين ميزان . ميلي گرم بر ليتر كيتوزان مشاهده شد 50اكسيداني تحت تأثير غلظت فعاليت آنتي ميزانبيشترين .دمشاهده ش
ميلي گرم بر  100و 50 در تيمارهايك اسيد كه يهاي فنولي از جمله گاليك اسيد، كافئيك اسيد، بنزوئيك اسيد و رزماريناسيد

هاي فنولي و هاي ثانوي ازجمله اسيدتوليد متابوليتمي توان  ،بهينه سازي غلظت كيتوزانبا به طور كلي، . ليتركيتوزان مشاهده شد
  .را افزايش دادنوروزك اكسيداني گياه  خواص آنتي

  .گياه نوروزك اكسيداني، ريز ازديادي،كيتوزان، تركيبات فنلي، فعاليت آنتي: واژه هاي كليدي

     esmaeilzadeh@uoz.ac.ir: الكترونيكي پست  ، 05431232187 : مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
از تيره  (.Salvia leriifolia Benth)نوروزك با نام علمي 

نعناعيان، بومي مناطق كم ارتفاع گرمسيري جنوب خراسان، 
در سال هاي  .)33( سمنان و قسمتي از افغانستان است

ضد  ،اخيرخواص دارويي متعددي مثل اثرات ضد ميكروب
قارچ، ضد ديابت، ضد درد و ضد التهاب از اين گياه 

بسياري از خواص دارويي گونه  ).16(گزارش شده است 
به دليل حضور تركيبات فنلي از جمله  Salviaتلف هاي مخ

كافئيك اسيد و مشتقات كافئيك اسيد  شامل رزمارينيك 

ليتوسپرميك اسيد مي باشد  اسيد، انواع سالويانوليك اسيد و
)22.(  

خواص دارويي، آنتي اكسيداني، محافظت كنندگي عصبي 
در برابر ايسكمي، ضد ويروسي، ضد ترومبوز، كاهش فشار 

). 22و  34(مشتقات كافئيك اسيد گزارش شده است خون 
رزمارينيك اسيد و سالويانوليك اسيد در انسان بطور 
چشمگيري توليد راديكال آزاد و اكسيداسيون ليپوپروتئين 

كه در بيماري آرتريواسكلروزيس ) LDL(هاي با وزن كم 
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فعاليت آنتي اكسيداني اين . نقش دارند را كاهش ميدهند
رتباط با توانايي آن در پايدار نمودن غشاء و تركيبات در ا

بازدارندگي از راديكال هاي آزاد است كه سبب محافظت 
  ). 31(از غشاء در مقابل آسيب اكسيداتيو مي شود 

گياه نوروزك به دليل خواص دارويي  برداشت بي رويه
متعدد، آن را در دسته گياهان در معرض انقراض قرار داده 

 جوانه درصد و پايين ناميه به دليل قوهعلاوه بر اين . است

گياه نوروزك با محدوديت در تكثير مواجه است  كم، زني
گياه نوروزك راه جايگزين  in vitroبنابراين كشت ). 18(

جهت افزايش توليد تركيبات فنلي با ارزش آن مي باشد 
  ). 27و 21(

جستجو در منابع نشان مي دهد مطالعات بسيار محدودي 
گياه نوروزك و توليد   in vitroدر خصوص كشت 

ريزازديادي گياه . اسيدهاي فنلي گزارش شده است
نوروزك از طريق كشت جوانه انتهايي و كشت جنين 

همچنين اسيدهاي فنلي شامل ). 6و  5(گزارش شده است 
الويانوليك اسيد در كافئيك اسيد، رزمارنيك اسيد و س

ريشه، برگ و كالوس گياه نوروزك اندازه گيري شده است 
)28.(  

 هايمتابوليت افزايش توليد منظور به مختلفي روشهاي

 شامل كه شوداستفاده مي گياهي سلول كشت در ثانوي

 محيط سازيسازها، بهينه پيش افزودن اليسيتورها، از استفاده

باشد مي ندسي متابوليتمه و موئين هايريشه كشت كشت،
)32.(  

 كه ميباشند غيرزيستي يا منشأ زيستي با تركيباتي اليسيتورها

 انباشت و بيوسنتز باعث سيستم دفاعي القاي طريق از

 و فيزيولوژيكي تغييرات و همچنين ثانوي متابوليتهاي

 اليسيتورهاي از). 1(گياهان مي شوند  در مورفولوژيكي

 اصلي تركيبات از كه برد نام را كيتوزان مي توان زيستي

 ميگو وخرچنگ قارچي، گونه هاي از سلولي بسياري ديواره

 ثانوي در متابوليتهاي بيوسنتز بخشيدن بهبود براي و باشد  مي

   ).35(است  شده تاييد زيادي دارويي گياهان

تنش  از ناشي صدمه كاهش، )3( آب مصرف افزايش كارآيي
 )38(  هاگل و )17( ميوه ماندگاري مدت ، افزايش)23(ها 
 با )40و  7(  اكسيدانيآنتي هايفعاليت آنزيم افزايش و

   .است گزارش شده كيتوزاني تركيبات مصرف

 گياهان بافت كشت در ماده اين از استفاده هاي اخير،در سال

افزايش توليد تركيبات . است قرار گرفته توجه دارويي مورد
فلاونوئيد تام در كشت سلول ليگناني و محتواي فنل و 

). 2(كتان سفيد تحت تاثير كيتوزان گزارش شده است 
همچنين كيتوزان باعث افزايش توليد رزمارينيك اسيد در 

 Dracocephalum kotschyi(ريشه مويين زرين گياه 

Boiss ( شده است)4(.  

 و بومي گياه اين مرتعي و صنعتي دارويي، اهميت به باتوجه
 و تباف كشت روش از استفاده نقراض،ا خطر معرض در

مي  نظرب  ضروري آن ثانوي هايمتابوليت توليد افزايش
از اين رو تحقيق حاضر با هدف بررسي تأثير كيتوزان . رسد

هاي ثانوي و فعاليت بر ريز ازديادي و محتوي متابوليت
انجام  in vitro اكسيداني گياه نوروزك در شرايط آنتي

  .گرديد

  روشهامواد و 
در دانشكده علوم پايه دانشگاه  1396تحقيق حاضر در سال 

  .زابل اجرا گرديد

در : و كشت جنين گياه نوروزك جمع آوري بذر ها
مرحله اول بذرهاي رسيده گياه از منطقه بجستان واقع در 
استان خراسان رضوي جمع آوري و جهت 

 C 4˚استراتيفيكاسيون به مدت زمان سه هفته در دماي 
به منظور كشت جنين گياه نوروزك از . اري شدندنگهد

به همراه ساكارز )  (MS موراشيگ و اسكوگ محيط كشت
l-1 g 30 گلايسين ،l-1 mg 2 زغال فعال ،l-1 g 2 و آگارl-1 
g 7  ميلي گرم بر ليتر  1و تركيب هورموني BAPو NAA 

. تنظيم گرديد 8/5محلول ها روي  pH. )6( استفاده شد
منتقل گرديده  CC200ز محلول به ويال هاي ا CC20آنگاه 



 1397، 3، شماره 31جلد )                                                                                        رانيا يشناس ستيمجله ز( ياهيگ يمجله پژوهشها

570 

دقيقه  20اتمسفر به مدت  1و فشار  C121˚و در دماي 
ابتدا پوشش روي بذر ها حذف گرديد، . اتوكلاو گرديد

آنگاه بذر هاي بدون پوشش جهت استريل كردن به مدت 
دقيقه در آب  5درصد و به مدت  70ثانيه در اتانل  30

سپس بذرها سه مرتبه با . درصد قرار داده شدند 3ژاول 
ويال تهيه  100در مجموع . آب مقطر استريل شسته شدند

جنين . شد و در هر يك از ويال ها يك جنين كشت گرديد
ها به مدت يك هفته در شرايط تاريكي و سپس سه هفته 

قرار  C1±24˚ساعت روشنايي و دماي 16به شرايط 
  .گرفتند

براي تهيه ريز : و تيمار با كيتوزان كشت جوانه انتهايي
اي استريل دوهفته هاينمونه از جوانه انتهايي گياهچه

حاوي  MSجوانه هاي انتهايي در محيط كشت . استفاده شد
به  BAPگرم بر ليتر  ميلي 2و  IBAگرم بر ليتر  ميلي 5/0

 100و 50، 10،  0(همراه غلظت هاي مختلف كيتوزان 
باتوجه به اينكه در تحقيق . كشت شدند) ميلي گرم بر ليتر

تركيب هورموني قبلي از بين تيمارهاي مختلف هورموني، 
باعث  BAPگرم بر ليتر  ميلي 2و  IBAگرم بر ليتر  ميلي 5/0

القاي بيشترين شاخص هاي ريزازديادي شد لذا در تحقيق 
براي تهيه ). 5(حاضر از اين تركيب هورموني استفاده شد 

، شركت C3646(محلول كيتوزان با ويسكوزيته پايين 
Sigma-Aldrich اسيد يك  ابتدا محلول استيك) آمريكا

درصد تهيه و سپس محلول كيتوزان دراسيد مذكور تهيه 
درجه  55ساعت در دماي  2(پس از حل شدن كامل . شد

سپس . رسيد 7/5به  NaOHمحلول با  pH، )سانتي گراد
 120دقيقه در دماي  10محلول كيتوزان كيتين به مدت 

  .درجه سانتي گراد اتوكلاو شد

ز ازديادي از جمله روز شاخص هاي ري 30بعد از گذشت 
سپس . زايي، طول ساقه و تعداد برگ بررسي شدميزان ساقه

گياهچه ها در سايه خشك گرديد و پس از پودر شدن 
دست آمده جهت تعيين هاي بهعصاره. عصاره گيري شدند

اكسيداني بررسي محتوي فنل تام، فلاونوئيد و فعاليت آنتي

ي ريزازديادي هاهمچنين پودر حاصل از گياهچه. گرديدند
توسط  هاي فنليشده جهت اندازه گيري برخي از اسيد

HPLC استفاده شد.  

ي فنل تام از روش ابراي تعيين محتو: گيري فنل تام انداره
McDonald  پس از تهيه . استفاده گرديد) 25(و همكاران

محتواي فنل تام با استفاده از % 80عصاره با حلال متانول 
براي تعيين مقادير . سيوكالتيو اندازه گيري شد فولين  معرف

ماكروليتر عصاره،  200تركيبات فنلي در لوله آزمايش به 
 400و ) 1:9(ماكروليتر معرف فولين سيكالتو  400

 30درصد اضافه و به مدت  7ماكروليتر كربنات سديم 
  . دقيقه در دماي آزمايشگاه آنكوبه شد

جذب نوري محلول در طول  دقيقه ميزان 30پس ازگذشت 
ي فنل تام، اجهت تعيين محتو. نانومترثبت شد 765موج 

اسيد  هاي معلوم گاليكمنحني استاندارد با استفاده از غلظت
  .تهيه گرديد

فلاونوئيد : گيري محتوي تركيبات فلاونوئيدي تام اندازه
. روش رنگ سنجي آلومينيوم كلريد اندازه گيري شدتام به

 500ش در لوله ي آزمايش به مقدار برطبق اين رو
 100، %)95(ليتر متانول ماكرو 5/1 كروليتر از هر عصارهيم

مكروليتر  100، %)10(مكروليتر محلول آلومينيوم كلرايد 
ليتر آب مقطر ميلي 8/2مولار و  1محلول استات پتاسيم 

دقيقه در طول  30جذب مخلوط بعد از گذشت . اضافه شد
براي . گيري گرديدسبت به بلانك اندازهنانومتر ن 415موج 

ي امحتو. رسم منحني استاندارد از كوئرستين استفاده شد
گرم معادل كوئرستين ها بر اساس ميليفلاونوئيد تام عصاره

  ).20(بر گرم وزن خشك گياه گزارش شد 

اكسيداني به روش دي فنيل اندازه گيري فعاليت آنتي
 مهار ميزان گيري هانداز: DPPH)( پيكريل هيدرازيل 

 دقيق، معتبر، هاي  روش از يكي  DPPH آزاد هاي راديكال

 باشد مي بالا قابليت تكرار پذيري با صرفه به مقرون و آسان
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 در گياهي هاي عصارهاكسيداني آنتي فعاليت بررسي در كه

  . گيرد مي قرار استفاده آزمايشگاهي مورد شرايط

- اكسيداني گياه عصارهدر اين روش براي مقايسه اثر آنتي 

.  هاي مختلف كيتوزان آماده شدهاي تهيه شده با غلظت
ليتر از ماكرو 750ليتر از محلول متانولي با ماكرو  250

  . عصاره تركيب شد و به شدت هم زده شد

دقيقه در محيط آزمايشگاه و  30لوله هاي آزمايش به مدت 
يزان بعد از گذشت اين مدت م. در تاريكي قرار گرفتند
نانومتر  با استفاده از دستگاه  750جذب در طول موج 

در نمونه كنترل عصاره با . اسپكترومتري خوانده شد
درصد جايگزين شد ودرصد  80ماكرو ليتر متانول 750

توسط عصاره با فرمول ريز  DPPHراديكال هاي آزاد 
 : محاسبه شد

= (Ac-As)/Ac×100 آزاد راديكال مهار درصد  

به ترتيب جذب كنترل و جذب As و Ac ابطه كه در اين ر
  ).36(باشند  نمونه مي

روش قدرت احياء اكسيداني بهتعيين فعاليت آنتي
فعاليت آنتي اكسيداني آهن به  ):FRAP(كنندگي آهن 

طبق اين . صورت گرفت) Strain )12و Benzieروش 
و  4و  2ساخته شد كه حاوي محلول  FRAPروش معرف 

ميلي مولار در اسيد  TPTZ (10(ازين تري پيريديل تري 6
ميلي  FeCl3.6H20  ،20ميلي مولار و  40كلريدريك 

به نسبت  pH =6/3ميلي مولار با 300مولار و بافر استات 
  . است) 10:1:1(

آزمايش مقدار  لوله به منظور سنجش اين ويژگي در
ميكرو ليتر از معرف  1500همراهميكرو ليتر عصاره به1

در حمام آبگرم قرار  دقيقه 10 فوق وطمخل.  اضافه شد
نانومتر   593طول موج  در دستگاه اسپكتروفتومتر. گرفت

ها توسط نمونه بلانك صفر شد و سپس جذب نوري نمونه
هاي عصاره با فعاليت احيا كنندگي نمونه. خوانده شد

بر حسب ميلي  H2O . FeSo4 7 استفاده از منحني استاندارد
  . گرم وزن خشك عصاره محاسبه شدآهن در ميليمول

توسط  استخراج و اندازه گيري برخي از اسيدهاي فنلي
HPLC  : ليتر متانول ميلي 6 خشك نمونه، وزن گرم 1به 

 مدت به حاصل مخلوط. شد و همگن ساييده اضافه و كاملاً

سپس به مدت . دقيقه تحت امواج فراصوت قرار گرفت 30
 تبخير سوسپانسيون حاصل صاف و. شد هم زدهساعت  3

ميلي ليتر استونيتريل  4شده  خشك رسوب به. گرديد
  . اضافه شد

ميلي  2و سپس  مخلوط شدهدقيقه  3الي  2اين مخلوط 
-nفاز . ديگر مخلوط شددقيقه  2هگزان اضافه و -nليتر 

در نهايت  .هگزاني خارج و فاز استونيتريلي تبخير شد
حل  درصد 80ميكروليتر متانول 500 عصاره خشك شده در

درجه سانتي  rpm 13000 ،25(دقيقه  10و سپس به مدت 
شد و محلول رويي جهت تزريق به  سانتريفيوژ) گراد

 مقدار تعيين براي. مورد استفاده قرار گرفت HPLCدستگاه 

كمك  به ،)30(و همكاران  Owenروش  از اسيدهاي فنلي
 ,HPLC )Agilent Technologies 1260 infinity دستگاه

USA(  با دتكتورUV استفاده  مورد ستون .استفاده شدC18 
(Perfectsil Target ODS-3 (5 µm), 250 × 4.6 mm; MZ 

Analysentechnik, Mainz, Germany( فاز متحرك آب ،
و متانول ) Aحلال (درصد  2استيك اسيد / بدون يون

 ميلي ليتر 1  با روش گراديان، باسرعت جريان )Bحلال (

مورد  موج درجه سانتي گراد و طول 25، دماي  دقيقه در
   .)1جدول ( بود نانومتر 330 استفاده

 مقايسه اسيد هاي فنلي به كمك اندازه گيري و شناسايي

 )Sigma-Aldrich(استاندارد  ماده با نمونه ها بازداري زمان
به عبارت ديگر با رسم منحني استاندارد  .گرفت صورت

اسيدهاي فنلي و با استفاده از روش محاسبه سطح زير 
مقدار اسيدهاي  HPLC منحني كروماتوگرام حاصل از 

  . فنلي تعيين شد
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  HPLCسيستم گراديان براي آناليز   -1 جدول

B%  A%  Flow 
(ml/min) 

Time 
(min) 

40  60  1 0 
50  50  1 17 
60  40  1 18 
40  60  1 25 
40  60  1 30 

   A  : درصد  2ك اسيد ياست/ آبB : متانول  
براي كاهش خطا، نمونه برداري : تجزيه و تحليل آماري

هاي آناليز داده. تكرار انجام شد 3ها به صورت آزمايش
افزار آماري بر اساس طرح  كاملا تصادفي با استفاده از نرم

SPSS ي واريانس با تجزيهANOVA در  و آزمون دانكن
  . انجام گرفت p<0.05سطح احتمال آماري 

 نتايج

در بررسي اثر كيتوزان : بررسي اثر كيتوزان بر طول ساقه
بر شاخص هاي مورفولوژيكي گياه نوروزك، نتايج نشان 
داد كه اثر كيتوزان بر طول ساقه گياه نوروزك معنادار بوده 

داري نسبت طور معني است و طول ساقه گياه نوروزك به
به شاهد افزايش داشته است و بيشترين طول ساقه در 

شكل (ميلي گرم بر ليتر كيتوزان حاصل گرديد  10غلظت 
1.(  

 
هاي مختلف بر طول ساقه گياه اثر كيتوزان در غلظت -1شكل 
 5هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري در سطح ميانگين. نوروزك

  .درصد تفاوت معني دار ندارند

  افزايش كيتوزان باعث : بررسي اثر كيتوزان بر تعداد برگ

معني دار تعداد برگ گياهچه هاي نوروزك شد، به طوري 
 50و  10كه بيشترين تعداد برگ گياه نوروزك در غلظت 

  ).3شكل (ميلي گرم بر ليتر كيتوزان حاصل شد 

نتايج نشان داد كه اثر : بررسي اثر كيتوزان بر ساقه زايي
زايي زايي گياه نوروزك معنادار بوده و ساقهبر ساقهكيتوزان 

طور معني داري نسبت به شاهد افزايش گياه نوروزك به
-براساس نتايج، بيشترين مقدار ساقه). p≤ 0.5(داشته است 

ميلي گرم بر ليتر كيتوزان  10زايي گياه نوروزك در غلظت 
 ).2شكل (بدست آمد 

  
گياه نوروزك ساقه زايي مختلف بر هاي اثر كيتوزان در غلظت -2شكل 

درصد  5هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري در سطح ميانگين
 .تفاوت معني دار ندارند

  
گياه تعداد برگ هاي مختلف بر اثر كيتوزان در غلظت -3شكل 

 5هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري در سطح نوروزك ميانگين
  .درصد تفاوت معني دار ندارند

تجزيه و تحليل : بررسي اثر كيتوزان بر محتواي فنلي تام
داده هاي آماري حاكي از آن است كه اثر كيتوزان بر 

، بطوري )p≤ 0.5(محتوي تركيبات فنلي معنا دار بوده است 
ميلي گرم  50كه بيشترين محتوي تركيبات فنلي در غلظت 

كمترين مقدار فنل در گياه . بر ليتر كيتوزان حاصل گرديد
  ).4شكل (نوروزك براي نمونه شاهد ثبت گرديد 
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هاي مختلف بر محتوي فنل گياه اثر كيتوزان در غلظت -4شكل 
 5هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري در سطح ميانگين. نوروزك

 .درصد تفاوت معني دار ندارند

كيتوزان : محتواي فلاونوئيدي تامبررسي اثر كيتوزان بر 
-طوري تركيبات فلاونوئيدي گرديد، بهباعث افزايش توليد 

و  10كه بيشترين محتواي تركيبات فلاونوئيدي در غلظت 
  ).5شكل (ميلي گرم بر ليتر كيتوزان بدست آمد  50

  
گياه محتوي فلاونوئيد هاي مختلف بر اثر كيتوزان در غلظت -5شكل 

 5هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري در سطح ميانگين. نوروزك
 .تفاوت معني دار ندارند درصد

اكسيداني به روش مهار راديكال بررسي  فعاليت آنتي
DPPH  : به روش مهار بررسي فعاليت آنتي اكسيداني

نشان داد فعاليت آنتي اكسيداني گياهچه  DPPHراديكال 
هاي نوروزك تحت تاثير غلظت هاي مختلف كيتوزان به 

فعاليت  بالاترين ميزان. طور معني داري افزايش يافت
ميلي گرم بر ليتر كيتوزان  50و  10بازدارندگي در غلظت 

ميلي گرم بر ليتر كيتوزان  100در غلظت . حاصل گرديد
ميزان فعاليت آنتي اكسيداني گياهچه ها نسبت به ساير 
غلظت ها كاهش يافت ولي همچنان از شاهد بيشتر بود 

  ).6شكل (

  
اكسيداني فعاليت آنتي هاي مختلف براثر كيتوزان در غلظت -6شكل 

هاي داراي ميانگين. DPPHگياه نوروزك به روش مهار راديكال 
درصد تفاوت معني دار  5حروف مشترك از نظر آماري در سطح 

  .ندارند

اكسيداني به روش قدرت احيا بررسي  فعاليت آنتي
به بررسي فعاليت آنتي اكسيداني  :)FRAP(كنندگي آهن 

ت آنتي اكسيداني گياهچه هاي نشان داد فعالي FRAPروش 
نوروزك تحت تاثير غلظت هاي مختلف كيتوزان به طور 

بالاترين . افزايش يافت DPPHمعني داري همانند روش 
ميلي گرم بر  50و  10ميزان فعاليت بازدارندگي در غلظت 

كمترين ميزان فعاليت آنتي . ليتر كيتوزان حاصل گرديد
  ).7شكل (يد اكسيداني براي نمونه شاهد ثبت گرد

  
اكسيداني هاي مختلف بر فعاليت آنتياثر كيتوزان در غلظت -7شكل 

-ميانگين). FRAP(گياه نوروزك به روش قدرت احيا كنندگي آهن 

درصد تفاوت  5هاي داراي حروف مشترك از نظر آماري در سطح 
 .معني دار ندارند

نتايج :  HPLCبررسي و ارزيابي تركيبات فنلي به روش 
از بررسي تركيبات فنلي موجود در گياه نوروزك حاصل 

هاي فنلي از جمله نشان داد كه محتوي اسيد) 7شكل (
گاليك اسيد، كافئيك اسيد، بنزوئيك اسيد و رزمارينك 
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طور معني هاي مختلف كيتوزان بهاسيد تحت تأثيرغلظت
طوري كه بيشترين داري نسبت به شاهد افزايش يافت، به

ميلي گرم بر ليتركيتوزان مشاهده  50محتوي تحت تأثير 
به طور كلي بيشترين مقدار اسيد هاي فنلي ). 2جدول (شد 

  .موجود در گياه مربوط به رزمارينيك اسيد بود

  

  

  

  

  

  

   
 

 
مقدار اسيدهاي  HPLC منحني كروماتوگرام حاصل از  -8شكل 

 )منحني نمونه bمنحني استاندارد و  a( فنلي

 بحث 

ازديادي و توليد تركيبات فنلي و  در تحقيق حاضر ريز
فعاليت آنتي اكسيداني گياهچه هاي نوروزك تحت تاثير 

نتايج تحقيق حاضر نشان . كيتوزان مورد بررسي قرار گرفت
هاي پايين بر شاخص هاي  داد كيتوزان در غلظت
  .ريزازديادي اثر مثبت دارد

گياهچه هاي ) وزن خشك mg/g(محتواي تركيبات فنلي  -2جدول 
  نوروزك تحت تاثير غلظت هاي مختلف كيتوزان

تيمار
تركيبات 
  فنلي

 كنترل
كيتوزان 

)mg/L10( 

كيتوزان 
)mg/L  

50( 

كيتوزان 
)mg/L 

100( 

گاليك
 اسيد

c 01/0 b 03/0  a 05/0  a 06/0 

كافئيك
  اسيد

c 05/0 b 08/0  a 15/0  a 12/0  

بنزوئيك
  اسيد

c 01/0 c 01/0  b 03/0  a 06/0  

رزمارينيك
  اسيد

c 2/4 c 5/4  a 64/9  b 96/7  

سيناميك 
  اسيد

c 01/0 c 03/0  b 05/0  a 199/0 

  

زايي و تعداد برگ تحت بيشترين ميزان طول ساقه، ساقه
. ميلي گرم بر ليتر كيتوزان مشاهده شد 10تأثير غلظت 

محققين ديگر نيز گزارش كرده اند  كيتوزان  در غلظت 
هاي مشخص در هر گياه باعث القاي رشد گياهچه ها و 

به عنوان مثال، گزارش شده است .  ريز ازديادي مي شود
يشترين ميزان ميلي گرم بر ليتر كيتوزان باعث ب 15غلظت 

هاي  ساقه زايي و تعداد برگ در كشت گياهچه
Grammatophyllum speciosum  در پژوهشي ). 37(شد

 را هانمو ريزنمونه و رشد انگور بافت كشت در كيتوزان

طول  افزايش سبب درصد 75/1 غلظت با و نموده تحريك
كيتوزان را  محرك همكاران اثر و Heng). 9(گرديد  ساقه
 نموده و گزارش بررسي Greek oregano داروييگياه  بر

 افزايش كيتوزان محرك مصرف با گياه طول ساقه كه كردند

قهوه در غلظت  نيز افزايش طول ساقه Dzung). 15(يافت 
ppm60  رسد  به نظرمي). 13(كيتوزان را گزارش كردند

عكس العمل گونه هاي مختلف گياهي نسبت به كيتوزان 
مولكولي كيتوزان مورد استفاده بسته به غلظت و وزن 

به طور كلي نتايج مطالعات نشان مي دهد . متفاوت باشد
كيتوزان باعث رشد، توسعه سلولي و در نتيجه افزايش 
عملكرد در گياه مي شود، كيتوزان با استفاده از افزايش 
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نيترات (هاي كليدي در متابوليسم نيتروژن  فعاليت آنزيم
و بهبود انتقال نيتروژن ) ازسنتتازردوكتاز، گلوتامين و پروتئ
 عمل سازوكار حال به تا). 29(شود  باعث توسعه و رشد مي

 احتمالاً .است مانده باقي ناشناخته روي رشد كيتوزان

را براي سنتز هورمونهاي گياهي مانند  سيگنالي كيتوزان
كند و رشد و نمو گياه را توسط بعضي  جيبرلين القاء مي

ربوط به بيوسنتز اكسين، از طريق مسيرهاي سيگنالينگ م
 ).37(دهد  مسير وابسته به تريپتوفان، افزايش مي

 باعث افزايش توليد اليسيتور زيستي يك عنوان به كيتوزان

دارويي در شرايط  گياهان از ثانوي بسياري هايمتابوليت
براساس نتايج تحقيق حاضر ). 1( شده است شيشه درون

كيتوزان به طور معني داري محتوي تركيبات فنلي و 
تركيبات فنلي . فلاونوئيدي را نسبت به شاهد افزايش داد

مهار كننده قوي براي تنش اكسايشي هستند و در همكاري 
با پراكسيدازها در جمع آوري يا حذف پراكسيد هيدروژن 

ان تركيبات فنلي را در گياه). 26و  19(شركت مي كنند 
پاسخ به برخي تركيبات پيام رسان آزاد مي سازند كه نقش 

در ). 24و  11(دفاعي مهمي در برابر اليسيتورها دارند 
) ppm200(پژوهشي كه روي گياه زنيان انجام شد كيتوزان 

در ). 26(ميزان تركيبات فنلي را نسبت به شاهد افزايش داد 
توزان در كشت سلول پژوهشي ديگر مشخص شد كه كي

كتان سفيد سبب افزايش قابل توجهي در محتواي فنلي و 
نتايج حاصل از بررسي اسيدهاي فنلي ). 2(فلاونوئيدي شد 

موجود در گياه نوروزك نشان داد كه بيشترين محتوي 
هاي فنلي از جمله گاليك اسيد، كافئيك اسيد، اسيد

لي گرم مي 50بنزوئيك اسيد و رزمارينيك اسيد در غلظت 
بيشترين محتوي رزمارينيك . بر ليتركيتوزان مشاهده شد

ميلي گرم  100اسيد در ريشه مويين زرين گياه در غلظت 
هر چند اليسيتورهاي ). 4(بر ليتر كيتوزان مشاهده شد 

هاي  زيستي نظير كيتوزان به طور گسترده در توليد متابوليت
م كار گرفته شده است با اين حال مكانيس ثانوي به

هاي ثانوي در گياه  اثراليسيتورهاي زيستي بر توليد متابوليت
به طور كلي اليسيتورها با . به خوبي شناخته نشده است

تحريك سيگنالهاي سلولي و برهمكنش مولكولي ميان 
گيرنده هاي گياهي در سطح غشاي سلولي يا سيتوپلاسمي 

در نتيجه سيگنال دريافتي . شوند موجب شناسايي آنها مي
سط سلولهاي گياهي، بيان ژنهاي مرتبط در مسير را تو

تحريك ميكنند و موجب سنتز متابوليتهاي ثانوي درگياهان 
موارد مختلفي از جمله منبع اليسيتور، ). 42(شوند  مي

اختصاصي بودن آن، غلظت اليسيتور، مرحله رشدي گياه، 
زمان افزودن اليسيتور و مدت زماني كه گياه در معرض 

هاي ثانوي  ار ميگيرد، بر افزايش توليد متابوليتاليستور قر
  ).39و  10(تأثير مي گذارد 

در تحقيق حاظر كيتوزان فعاليت آنتي اكسيداني را نيز 
-كه بيشترين ميزان فعاليت آنتي افزايش داد به طوري

ميلي گرم بر ليتر كيتوزان  50اكسيداني تحت تأثير غلظت 
توزان در همچنين گزارش شده است كي. مشاهده شد

ميلي گرم بر ليتر باعث القاي بيشترين ميزان  150غلظت 
 Curcuma mangaهاي  فعاليت آنتي اكسيداني در گياهچه

  ). 8(گرديد 

رسد كيتوزان از طريق افزايش  به طور كلي به نظر مي
فعاليت آنزيم هاي آنتي اكسيدانت و جاروب گونه هاي 

مقابل تنش ، باعث مقاومت گياه در )ROS(فعال اكسيژن 
  ). 41و 14(هاي اكسيداتيو و تحريك رشد گياه مي شود 

  نتيجه گيري

 10(نتايج تحقيق حاضر نشان داد كيتوزان با غلظت مناسب 
به عنوان يك اليسيتور زيستي ) ميلي گرم بر ليتر 50تا 

. هاي نوروزك شد باعث بهبود ريز ازديادي گياهچه
يلي گرم م 100و  50هاي   همچنين كيتوزان در غلظت

باعث القاي بيشترين محتوي توليد تركيبات فنلي و فعاليت 
 تعيين و انتخاب با رسد مي نظر  به. آنتي اكسيداني گرديد

ارزشي  با توليد اسيدهاي فنلي امكان اليسيتور مناسب
گياهچه گياه  كشت طريق از همچون رزمارينيك اسيد

  .فراهم گردد نوروزك
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Abstract 

Salvia Leriifolia Benth. (Lamiaceae) is a medicinal plant with analgesic, anti-
inflammatory, anti-diabetes and antioxidant properties. The use of elicitors such as 
chitosan in the tissue culture is one of the main methods for increasing the production of 
secondary metabolites. The aim of this study was to investigate the effect of different 
concentrations of chitosan (10, 50 and 100 mg/L) on micropropagation, secondary 
metabolites and antioxidant activity of S. leriifolia in in vitro condition. For this 
purpose, apical buds were cultivated in two MS culture medium contain 2 mg/L BAP 
0.5 mg/L IBA with different concentrations of chitosan. After 30 days, 
micropropagation and biochemical parameters were investigated. The results showed 
that the highest stem length, stemming and leaf number were observed in both media 
under the influence of the concentration of 10 mg/L of chitosan. The highest levels of 
phenol and flavonoid were observed at the concentration of 50 mg/L of chitosan. The 
highest antioxidant activity was observed at the concentration of 50 mg/L of chitosan. 
The amount of phenolic acids, such as gallic acid, caffeic acid, benzoic acid and 
rosmarinic acid, was significantly increased by the different concentrations of chitosan, 
so that the highest amount was observed under the influence of 50 mg/L of chitosan. In 
general, by optimizing the chitosan concentration, it is possible to improve secondary 
metabolites production, including phenolic acids, and antioxidant properties of S. 
leriifolia. 

Key words: Chitosan, Phenolic compounds, Antioxidant Activity, Salvia leriifolia 
Benth. 


