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  تحريك توليد تركيبات فنولي در كشت سلولي آويشن شيرازي

)Zataria multiflora Boiss. (اسيد تحت تيمار ساليسيليك 

 2فائزه قناتي و 1، فرزانه نجفي1، رمضانعلي خاوري نژاد*1خديجه باوي
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  دانشكده علوم زيستي، گروه علوم گياهي ،دانشگاه تربيت مدرسايران، تهران،  2
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  چكيده

هاي  ويژگي از وسيعي طيف ترپنوئيدي، داراي و فنولي تركيبات داشتن با) Boiss.) Zataria multifloraآويشن شيرازي 
 براي ها ياستراتژ ينتر مهم از يكيها  محرك سلولي توسط كشت هاي يستمس در ثانويه هاي متابوليت القاي. است بيولوژيكي

 گذاري و يانبنB5 محيط كشت  در آويشن شيرازي سلولي رده حاضر مطالعه در. است دارويي تركيبات ارزشمند توليد بهبود
 ميكرو مولار 360 و 180 ،90، 0هاي  در غلظت اسيد تيمار ساليسيليك تحت روز سه مدت به لگاريتمي رشد مرحله درها  سلول
و نيتريك اكسيد  )H2O2( محتواي پراكسيد هيدروژن اكسيدان، يآنت مسير فنيل پروپانوئيدي و هاي يمآنز فعاليت و گرفتند قرار

)NO(  اسپكتروفتومتر و  توسط ميزان تركيبات فنولي همچنينوHPLC فعاليتمنجر به افزايش  اسيد، ساليسيليك. شد تعيين 
غلظت  در .گرديد H2O2و  NO همچنين محتواي ،)POX(پراكسيداز  ،)CAT(كاتالاز  ،)SOD(ديسموتاز  سوپراكسيد هاي يمآنز

در  )TAL( برابر، تيروزين آمونيالياز 2/1در حدود ) PAL(آمونيالياز  آلانين هاي فنيل يمآنز، فعاليت مولار يكروم 180 و 90 هاي
 ها غلظتدر اين  كل فنول محتواي همچنين .يافت يشبرابر افزا5/1-7/1در حدود ) PPO(اكسيداز  فنل پلي برابر، 3/1- 4/1حدود 

ي سلولي آويشن شيرازي، ها كشتدر . نشان داد افزايش گروه شاهد با مقايسه در وزن تر گرم بر گرم يليم 38/4 و 79/5بترتيب 
افزايش  سيرينجيك اسيد و كاتكين اپي بنزوئيك اسيد، بنزوئيك اسيد، هيدروكسي -4در غلظت هاي مختلف بكار رفته، محتواي 

غلظت هاي مناسب  در يداسآويشن شيرازي و استفاده از محرك غير زيستي ساليسيليك  كه كشت سلولي رسد يمبنظر  .يافت
  .گردد استفادهثانويه  متابوليت هاي توليد براي كارآمد سيستم يك بعنوان تواند يم

  اكسيدان يآنتهاي  يمآنزنيتريك اكسايد، تركيبات فنولي،  ساليسيليك اسيد،آويشن شيرازي، : ديواژه هاي كلي

    std_bavi@khu.ac.ir :الكترونيكي ، پست  09166166024: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
 زيستي تركيبات از بالقوه پذير تجديد منبع يك گياهان
 سموم داروها، از ارزشمندي منبع تركيبات اين. هستند فعال
 غذايي هاي يافزودن و معطر ودهنده  طعم مواد آفات، دفع

 ازجمله ثانويه، هاي متابوليت تجمع و سنتز .هستند
 برابر در گياهان دفاعي پاسخ از فنولي بخشي تركيبات
 اشعه و زا يماريب عوامل حشرات، خواران، ياهگ حملات

باشد  يها م آن رقابت با و سازگاري جهت بقا، بنفش ماورا

 گياهي، سلول، بافت و اندام كشت ).44و  43، 38(
 تركيبات افزايش بيوسنتز جذاب و پايدار براي تكنولوژي

 از گياهان حد از بيش برداشت به نياز بدون ،باارزش ثانويه
استفاده از . )20( باشد يم ها آن طبيعي هاي يستگاهز

ي مختلف زيستي و غير زيستي يك استراتژي ها محرك
و مفيد براي افزايش توليد و انباشت متابوليت هاي  مؤثر

باشد كه با كاهش زمان لازم براي  يمداروئي  باارزش
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ركيبات و افزايش آوردن غلظت هاي بالايي از اين ت بدست
 بطور ها سلولتحريك  ).9(همراه است  اهآنسرعت توليد 

ي گياهي براي ها سلولي دركشت هاي تعليقي ا گسترده
افزايش توليد متابوليت هاي ثانويه در شرايط آزمايشگاهي 

ي درگير در بيوسنتز متابوليت هاي ثانويه ها ژنيا القاي 
 از بسياري در ).34 و 26(مورد استفاده قرار گرفته است 

 زيستي يها محرك اثرات كه است شده داده نشان مطالعات
 غلظت گياه، نوع به بسته گياهان روي بر زيستي غير و

 تركيب و تيمار زمان مدت كشت، شرايط محرك بكار رفته،
ي مختلف زيستي و ها محرك. است متفاوت مغذي مواد

غير زيستي مانند كيتوزان، كيتين و عصاره مخمر، اشعه 
UV،  ميدان مغناطيسي، نانو ذرات نقره با القاي
هاي دفاعي منجر به بيوسنتز و انباشت تركيبات  يسممكان

 ميزان تنظيم با ها محركاين ). 23و  8، 4(گردند  يمثانويه 
 ثانويه و اوليه ليسمواكوئلي متابو انتقال يا و تجمع بيوسنتز،

ي ها محرك). 44و  13(دهند  يمقرار  تأثير تحت را گياه
 توليد منجر به اكسيداتيو تنش توانند با ايجاد يم مختلف
 انتقال مسيرهاي القاي ،)ROS( اكسيژن فعالي ها گونه

 .شوند ثانويه هاي متابوليت و در نهايت توليد علامت
 در) H2O2(هيدروژن  اكسيژن بويژه پراكسيد فعالي ها گونه

 و خاص هاي القاي بيان ژن طريق از پايين غلظت هاي
 در علامتي مولكول يك بعنوان ثانويه متابوليت هاي توليد
 عمل يستيز يرغ و زيستي يها تنش به سلول يها پاسخ

 سمي عامل يك بعنوان  ROSغلظت هاي بيشتر. كند يم
 سلولي غشاهاي به آسيب و اكسيداتيو تنش باعث تواند يم

 فعاليت القاي طريق از ROS هموستازي). 24(گردد 
مانند تركيبات  آنزيمي غير و آنزيمي هاي اكسيدان يآنت

شود  يم تنظيم اكسيداتيو آسيب از جلوگيري فنولي براي
يكي از ) NO(همچنين مولكول نيتريك اكسايد ). 41(

ي ها پاسخمهم در القاي بسياري از  يها رسانعلامت 
ي ها محركنقش  دهنده نشانمطالعات فراواني . دفاعي است

). 3(باشند  يممختلف بر توليد اين مولكول علامتي 
 مولكول) هيدروكسي بنزوئيك اسيد - 2( اسيد ساليسيليك

 فيزيولوژيك هاي يتفعالبسياري از است كه  علامت رسان
كند  يممهم گياه مانند رشد، تمايز و متابوليسم را تنظيم 

در ها  ژن با تحريك بيان قادر است اين تركيب فنولي). 29(
گياه نقش  در دفاعي هاي يسممكان ي بسياري ازساز فعال

 شده  مشخصدر تحقيقات متعددي . )46( كليدي ايفا كند
محرك  يك بعنوان توان از ساليسيليك اسيد يماست كه 
زا و  يماريببراي تحريك مقاومت به عوامل  غير زيستي

 يها كشت تانشينون در ثانويه مانند هاي بوليتمتا توليد
آنتوسيانين دركشت كالوس  ، Salvia miltiorrhiza سلولي

Daucus carota، كشت  دريك اسيد و مشتقات آن كلروژن
و محتواي فنولي و  Gardenia jasminoides سلولي 

  Orostachys cartilaginousفلاونوئيدها در كشت سلولي
  ).48و  46، 37، 29( كرد استفاده

Zataria multiflora شيرازي، گياهي آويشن به معروف 
) Lamiaceae(نعناعيان  خانواده از دارويي با ارزش و معطر
 جنوبي و مركزي مناطق و پاكستان افغانستان، در كه است
 بالاي محتواي بدليل ساله چند گياه اين. كند يم رشد ايران

 تركيبات و ها فنول پلي مانند ثانويه هاي متابوليت
 .)47(كاربرد فراوان داشته است  سنتي در طب ترپنوئيدي

 دارويي و بيولوژيكي خواصتحقيقات زيادي در زمينه 
 هاي يتفعال آويشن شيرازي شامل عصاره و اسانس گياه

التهابي و  ضد اكسيداني، يآنت باكتري، ضد قارچي، ضد
 ي سرطاني صورت گرفته استها سلولسيمت زايي بر 

 مورد در كمي يها گزارشآنجايي كه  از ).40و  25(
ي ها محركاستفاده از  با ثانويه هاي متابوليت توليد افزايش
 شده ارائه Z. multifloraي ها سلول در كشت مختلف
 پروفايل بر ساليسيليك اسيد اثر در تحقيق حاضر است،

هاي كليدي مسير بيوسنتز  يمآنزفعاليت  و تركيبات فنولي
و تيروزين ) PAL(آمونيالياز  آلانين تركيبات فنولي، فنيل

در كشت سلولي اين گونه مورد بررسي ) TAL(آمونيالياز 
ي علامت ها مولكول همچنين محتواي. قرار گرفته است

اكسيداني نيز  يآنت هاي يمآنزو فعاليت  H2O2و  NO رسان
  .اند مورد مطالعه قرار گرفته
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  مواد و روشها
 از Z. multiflora بذرهاي :كشت بذري و آور جمع

 كوهپايه منطقه در وحشي رشد حال در گياهان جمعيت
 جنوب منطقه در كرمان استان در واقع) متر 2000 ارتفاع(

گياهي با شماره  نمونه. شدند يآور جمع ايران شرقي
 و طبيعي منابع يقاتتحق مركز در 4477هرباريومي 
بذرها پس از شستشو . قرار گرفت كرمان استان كشاورزي

 با  (w/v) ٪5 سديم هيپوكلريت محلول با آب مقطر، در
پس . شدند استريل دقيقه 5 مدت به Tween 20 قطره چند
 به ٪70در الكل . استريل مقطر آب با شستشو بار سه از

ثانيه قرار گرفته و در پايان با آب مقطر استريل  30 مدت
 Murashige and( محيط روي بذرها. آبكشي شدند

Skoog( MS در گرم 30 و آگار ليتر در گرم 5/6 حاوي 
ساعت  16 رشد دوره يك در و قرار داده شد ساكارز ليتر

 25 دماي در رشد اطاقك در ساعت تاريكي 8روشنايي و 
هاي حاصل  گياهچه از .گراد نگهداري شدند سانتي درجه
 .كشت بافت استفاده شد ايجاد قطعات جداكشت و براي

بمنظور  :ي كشت سلوليانداز راهالقاي توليد كالوس و 
 روزه 30 يها ي برگي از گياهچهها نمونهريز كالوس،  ايجاد

گرم بر ليتر نفتالن  يليم 86/1 حاوي B5به محيط كشت 
گرم بر ليتر بنزيل آدنين  يليم NAA( ،2/0(استيك اسيد 

)BA( 6/5درصد با % 7/0درصد و آگار 3، ساكارز  pH 
بعد از گذشت دو هفته القاي كالوس در ريز . منتقل شد

. گراد آغاز شد يسانتدرجه  25در تاريكي و دماي  ها نمونه
بار در محيط جامد  ها هر چهار هفته يك واكشت كالوس
پس از يك ماه لاين مناسبي ). الف 1شكل (صورت گرفت 

 شكل با سرعت رشد يكسان براي انجام ي همها سلولاز 
مناسبي دست آمد كه از سرعت تكثير ب  اه يشآزما

مايع، مقدار  كشت سلولي يانداز براي راه. برخوردار بودند
بار واكشت  20از هاي نرم و شكننده بعد  سه گرم از كالوس

ليتر محيط  يليم 25ليتري كه حاوي  يليم 100به ارلن هاي 
گرم بر ليتر نفتالن استيك  يليم 86/1 حاوي B5كشت مايع 

و ) BA(گرم بر ليتر بنزيل آدنين  يليم 2/0، )NAA(اسيد 
 درجه 25و در دماي  انتقال يافت درصد3ساكارز 

دور در دقيقه در تاريكي روي 120با سرعت  گراد يسانت
ي آويشن شيرازي ها سلولكشت تعليقي . شيكر قرار گرفتند

آمده در دوره رشد  بدستبر اساس منحني رشد و زمان 
هفته واكشت شدند  8ر و به مدت با هفته يك لگاريتمي هر

  ).ب و ج 1شكل (

در غلظت  اسيدمحرك غير زيستي ساليسيليك  :تيماردهي
ميكرو مولار بعد از استريل شدن  360و  0،90،180هاي 

، هفت روز پس از )µm 22/0با اندازه (با فيلتر سر سرنگي 
ي كشت ها سلولبه ) مرحله رشد لگاريتمي(واكشت 

سه روز پس از اعمال تيمار و بمنظور . تعليقي اضافه شدند
و به  يآور ها جمع سلولهاي موردنظر،  يشآزماانجام 

ها در  يشآزماهمه . سرعت در نيتروژن مايع منجمد شدند
  .چهار تكرار صورت گرفتند

 قيف بوخنراز استفاده با  ها سلول :يري رشد سلوليگ اندازه
كشت مايع جدا شده و پس حيط و در شرايط مكش، از م

گراد  يسانتدرجه  50از شستشو با آب مقطر، در دماي 
  .و رشد سلولي تعيين شدخشك 

بمنظور سنجش : سنجش پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي
بعنوان شاخص ) MDA(محتواي مالون دي آلدئيد 

گرم از توده سلولي  2/0پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي، 
سائيده ) TCA% (1/0استيك  كلرو د تريليتر اسي يليم 3در 
دقيقه  15به مدت rpm 10000مخلوط حاصل در. شد

 2ميكروليتر از محلول رويي با  500سانتريفوژ گرديد و 
مخلوط % TCA 20ليتر اسيد تيوباربيتوريك محلول در  يليم

 C 95°مخلوط حاصله در حمام آبگرم در دماي . گرديد
عت قرار داده شد و سپس گراد به مدت نيم سا يسانتدرجه 

ميزان جذب نوري مخلوط در . سريع سرد گرديد
نانومتر توسط دستگاه  600و  532ي ها موج طول

با استفاده از   MDAمحتواي. اسپكتروفتومتر ثبت شد
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محاسبه و برحسب  mM-1cm-1 155 ضريب خاموشي
 ).21(ل بر گرم وزن تر بيان گرديد وميكروم

، NOجهت تعيين مقدار  :سنجش مقدار نيتريك اكسايد
گرم توده سلولي با استفاده از بافر فسفات پتاسيم در 2/0
7pH   استخراج شد و درrpm 12000  دقيقه، 15به مدت

 250. گراد سانتريفوژ گرديد يسانت C 4°در دماي 
ميكروليتر فسفات  750ميكروليتر از محلول رويي همراه با 

  ميكروليتر معرف گريس 500پتاسيم و 
)1% sulfanilamide and 0.1% N-1- 

napthylethylenediamine dihydrochloride in 5% 

phosphoric acid ( دقيقه  10در دماي اتاق براي مدت
نانومتر  540در  ها نمونهجذب نوري ). 18(انكوبه شد 

با  NOتوسط دستگاه اسپكتروفتومتر بررسي شد و مقدار 
م بر حسب استفاده از منحني استاندارد نيتريت سدي

  .ميكرومول برگرم وزن تر محاسبه گرديد

 گيري محتواي بمنظور اندازه :هيدروژن سنجش پراكسيد
H2O2 ،1/0  كلرواستيك  تري تريل يليم 3گرم بافت تر در
مخلوط . درصد روي يخ ساييده شد TCA( 1/0(اسيد 

 در دماي rpm 12000دقيقه با سرعت  15 حاصل به مدت
از  تريل يليم 5/0سپس به . سانتريفوژ شد گراد يسانتدرجه  4

 10 بافر پتاسيم فسفات تريل يليم 5/0 محلول رويي، مقدار
مولار  يك يديد پتاسيم تريل يليم يك و)  pH 7( ميلي مولار

نانومتر با  390موج  در طولاضافه شد و جذب نوري آن 
 H2O2مقدار . استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر ثبت شد

منحني استاندارد و بر  بر اساس ها نمونهتوليد شده در 
 ).45(حسب ميكرومول برگرم وزن تر محاسبه شد 

 نولف جهت سنجش محتواي :كلمحتواي فنول سنجش 
در متانول هموژنيزه ) وزن تر(گرم از توده سلولي  2/0، كل

با  .سانتريفوژ گرديدrpm 12000دقيقه در  15و به مدت 
، فاز فنولي رويياستات به محلول  ر اتيلليت يليم 3افزودن 

جدا شده و بعد از تبخير اتيل استات، رسوب حاصله در 
در  ها نمونهجذب نوري . حل گرديد) v/v% (75اتانول 

نانومتر با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر  280 موج طول
از گاليك اسيد براي رسم منحني استاندارد . خوانده شد

فنول كل استفاده شد و در نهايت  جهت تعيين محتواي
گرم بر گرم وزن تر بيان گرديد  يليمفنول كل به حسب 

)35.(  

براي تعيين فعاليت آنزيم : سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز
ي منجمد شده در بافر ها سلولگرم از  2/0، مقدار كاتالاز

صورت هموژن  به )pH 8/6(ميلي مولار 25فسفات سديم 
 20به مدت  rpm 12000مخلوط حاصل سپس در  . درآمد

از . سانتريفوژ شد گراد يسانتدرجه  4دقيقه در دماي 
پروتئين موجود در  غلظت تعيينمحلول رويي براي 

. سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز استفاده گرديدو ها  سلول
). 7(غلظت پروتئين به روش برادفورد تعيين گرديد 

 1225ليتر عصاره آنزيمي، ميكرو 25مخلوط واكنش شامل 
 )pH 8/6(ميلي مولار  25 ميكروليتر بافر پتاسيم فسفات

ميلي  مولار تهيه  ميكروليتر پراكسيد هيدروژن ده 250و
فعاليت آنزيم كاتالاز بر اساس ميزان تجزيه پراكسيد . شد

موج  طولو در نتيجه كاهش ميزان جذب آن در  هيدروژن
گرم پروتئين در عصاره  ميلينانومتر سنجيده و به ازاي  240

  ).10(آنزيمي محاسبه گرديد 

سنجش فعاليت  جهت :تعيين فعاليت آنزيم پراكسيداز
ي منجمد شده ها سلولگرم از  2/0آنزيم پراكسيداز، مقدار 
سائيده   pH 1/6ميلي مولار با  25در بافر فسفات سديم 

 دقيقه در دماي 20به مدت rpm 12000دور  سپس در. شد

°C 4 از بخش رويي براي سنجش . سانتريفوژ گرديد
مخلوط واكنش شامل بافر . فعاليت آنزيمي استفاده شد

ميلي  28 لوگاياك، )1/6pH(ميلي مولار  60 مفسفات سدي
و عصاره آنزيمي  ميلي مولار 5 هيدروژن پراكسيد ،مولار
در  ها نمونهبلافاصله پس از افزودن عصاره، جذب  .بود
 نانومتر قرائت 470موج  طولزمان يك دقيقه در  طول

گرديد و فعاليت آنزيم پراكسيداز به صورت تغييرات جذب 
  ).28( پروتئين عصاره بيان شد گرم يليمدر دقيقه به ازاي 
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 گرم از 2/0 :تعيين فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز
با  HEPES-KOH بافرليتر  يليم 3سلول منجمد شده در

ميلي مولار  1/0 حاوي )8/7pH(لي مولار مي 50غلظت 
EDTA  دقيقه در  20و به مدت عصاره گيريrpm 12000 

از محلول رويي براي  .سانتريفوژ شد C 4° در دماي
 .سنجش فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز استفاده گرديد

 50با غلظت  HEPES-KOH بافرشامل  مخلوط واكنش
ميلي  1/0با غلظت  EDTA حاوي  8/7pHميلي مولار و 

 75با غلظت   )NBT( ، نيترو بلو تترازوليوممولار
، ) 2/10pH(ميلي مولار  50كربنات سديم  وميكرومولار 
 ميلي مولار و 12متيونين -Lميكرومولار،  1ريبوفلاوين 

ي محتوي ها لوله ميزان جذب نوري در. عصاره آنزيمي بود
عرض نور قبل و بعد از قرار گرفتن در م مخلوط واكنش

با استفاده از دستگاه  نانومتر 560موج  طول درفلورسنت 
با استفاده از اين اختلاف . شد يريگ اسپكتروفتومتر اندازه

محاسبه و فعاليت آنزيم  ها نمونهجذب، واحد آنزيمي 
گرم پروتئين عصاره بيان  يليمبرحسب واحد آنزيم در 

  ).15( گرديد

 استخراج براي :اكسيداز فنل فعاليت آنزيم پلي

 بافر در شده منجمد سلولي توده گرم 2/0اكسيداز،  فنل پلي

 يخ روي هاون در )pH 8/6(ميلي مولار  20 سديم فسفات

به مدت  ها نمونه سپس و شد سائيده ها نمونه شدن همگن تا
 از .سانتريفوژ شدند rpm 12000دقيقه با سرعت  15

 استفادهPPO فعاليت آنزيم  سنجش براي رويي محلول

 mM 20(سديم  فسفات بافر واكنش شامل مخلوط .گرديد
,5/6pH  (، 4 عصاره آنزيميميلي مولار و  20كتكول  متيل 

 موج طولدر طول زمان يك دقيقه در  ها نمونه جذب .بود
گرم  يليمنانومتر قرائت و فعاليت آنزيم برحسب  410

 ).22(پروتئين بيان گرديد 

فعاليت  :TALو  PALهاي  يمآنزسنجش فعاليت 
-Beaudoinبر اساس روش  TALو   PALهاي  يمآنز

Eagan  و  Thorpe  يري گ اندازهبراي ). 6(انجام شد

 3گرم توده سلولي در  2/0، مقدار PALفعاليت آنزيم 
ميلي مولار  15حاوي ميلي مولار  50(ليتر بافر تريس  يليم
β  2/8مركاپتواتانول در pH ( هموژن گرديد و مخلوط
دقيقه  20دور در دقيقه به مدت  15000صل در حا

ليتر  يليم 5/0ليتر بافر استخراج،  يليميك . سانتريفوژ گرديد
 -L آب مقطر دو بار  ليتر يليم 4/0مولار،  ميلي 10 آلانين فنيل

با هم مخلوط شده و  ليتر عصاره آنزيمي يليم 4/0تقطير و 
درجه سانتي گراد به مدت يك ساعت قرار  37در دماي 
ليتر  يليم 1/0مخلوط واكنش توسط . داده شد

مولار متوقف و اسيد سيناميك توسط  6يدكلريدريك اس
سپس اتيل استات تبخير و . استخراج شد اتيل استات
مولار حل  05/0ليتر هيدروكسيد سديم  يليم 1باقيمانده در 

. نانومتر خوانده شد 290 موج طولب محلول در و جذ
 PALمشابه با آنزيم  بطور TALيري فعاليت آنزيم گ اندازه

مولار به  1/0تيروزين  L-انجام شد، با اين تفاوت كه از 
 320در  ها نمونهعنوان سوبستراي آنزيم استفاده و جذب 

بترتيب  TALو  PALهاي  يمآنزفعاليت . نانومتر بررسي شد
كوماريك اسيد در  pب ميكرومول اسيد سيناميك و بر حس

  .گرم پروتئين در ساعت تعيين شد يليم

 براي بررسي :HPLCفنولي به روش تركيبات سنجش 
 ,Waters( مدل HPLCاز دستگاه  اسيدهاي فنوليميزان 

e2696, USA( گرم از نمونه خشك 1/0 .استفاده شد
بطور  %1 اسيدي متانول ليتر يليم 3با ) freeze dry(سلولي 

در دماي  شيكر روي ساعت 24 مدت به و كامل همگن شد
 rpm سرعت با دقيقه 20 مدت به سپس .شد داده قرار اتاق

محلول رويي بعد از جدا شدن  و گرديد سانتريفوژ 12000
 دماي در پس از تبخير حلال. توسط هوادهي خشك شد

 متانول ميكروليتر 350به رسوب خشك حاصله  اتاق

 rpm 13000دقيقه با دور  10اضافه شد و به مدت  خالص
 با HPLC انجام براي محلول فوقاني. سانتريفوژ گرديد

براي . صاف گرديد  ميكرون µM 22/0فيلتر از استفاده
استفاده  ستون از يك برنامه زماني با شيب خطي شستشوي

شامل متانول  Aمحلول شامل دو سيستم فاز متحرك  .شد
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. بود) V/V(% 3 حاوي آب اسيدي  Bخالص و محلول
جذب متابوليت هاي ثانويه با استفاده از آشكارساز 

درجه  25نانومتر و دماي  280 موج طولدر ) UV(فرابنفش 
به تركيبات فنولي  يريگ اندازه .سانتي گراد بررسي شد

 استاندارد ها با ماده كمك مقايسه زمان بازداري نمونه

)Sigma-Aldrich( زير منحني  و محاسبه سطح
با استفاده از منحني  HPLCكروماتوگرام حاصل از 

 ).5(صورت گرفت  استاندارد

 كاملاًآزمايش در قالب طرح  :يتجزيه و تحليل آمار
و  ها دادهجهت تحليل . تصادفي با چهار تكرار انجام گرفت

نسخه  SPSSو  Excelافزار ي مربوطه از نرمها يمنحنرسم 
ها با استفاده از آزمون مقايسه ميانگين. استفاده گرديد 19

  .انجام شد P ≤ 0.05دانكن در سطح 

  نتايج
اثر غلظت هاي مختلف منحني رشد و بررسي ترسيم 

بمنظور بررسي زمان : ساليسيليك اسيد بر رشد سلولي
مناسب براي افزودن تيمار ساليسيليك اسيد، از منحني رشد 

 .ي آويشن شيرازي استفاده گرديدها سلولآمده از  بدست
رشد  اول روز 3- 4 در ها سلول كه داد نشان رشد منحني
 ها سلول اين رشد تصاعدي. )يريتأخ فاز(دارند  كندي

 واكشت يعني در فاز لگاريتمي از پس 10تا  4روز  مطابق با

 ها سلولدر اين مرحله شيب رشد ). ب1شكل ( باشد يم
. در حال تقسيم هستند ها سلولافزايشي بوده و به شدت 

زمان مناسب تيماردهي با استفاده از منحني رشد كشت 
ي آويشن شيرازي تيمار داده شده در روز ها سلولتعليقي 

به مدت سه  ها سلول. هفتم از مرحله لگاريتمي انتخاب شد
اثر  آناليز حاضر در تحقيق. روز تحت تيمار قرار گرفتند

ظت هاي مختلف ساليسيليك اسيد بر رشد سلولي با غل
نتايج . استفاده از وزن خشك مورد مطالعه قرار گرفت

افزايش غلظت ساليسيليك اسيد، آزمايش نشان داد كه با 
داري در مقايسه با گروه شاهد  يمعنرشد سلولي كاهش 

و  180بيشترين كاهش در رشد در غلظت هاي. نشان داد

ده شد و رشد سلولي بترتيب ميكرومولار مشاه 360
در مقايسه با گروه شاهد كاهش نشان  %27/ 41و  38/12%

  ).2شكل(داد 

نتايج نشان داد كه  :NOو  MDA ،H2O2تعيين محتواي 
 360و  180، 90ساليسيليك اسيد در غلظت هاي  تيمار

داري در ميزان  يمعنميكرومولار منجر به افزايش 
در  MDAپراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي سلول و مقدار 

و % 136، %136بترتيب (مقايسه با گروه شاهد گرديد 
ي تيمار ها سلولدر  H2O2مقدار   ).الف 3شكل %) (118

داده شده با ساليسيليك اسيد در غلظت هاي مختلف 
و  داري را در مقايسه با گروه شاهد نشان داد يمعنافزايش 

ميكرو مولار  90در غلظت  H2O2بيشترين مقدار 
همچنين  ).ب 3شكل (ساليسيليك اسيد مشاهده شد 

ميكرومولار  180و  90هاي  در غلظت NOمحتواي 
به ترتيب % 118و % 135داري را در حدود  يمعنافزايش 

  ).ج 3شكل (نسبت به گروه شاهد نشان داد 

 :اكسيدان يآنت هاي يمآنزاسيد بر فعاليت   اثر ساليسيليك
هاي  در غلظتداري را  يمعنافزايش  SODفعاليت آنزيم 

بيشترين . ميكرومولار نشان داد 360و  180، 90بكار رفته 
 5/1ميكرومولار در حدود  90فعاليت اين آنزيم در غلظت 

ميكرو مولار در مقايسه  360و 180برابر و در غلظت هاي 
جدول (برابر افزايش نشان داد  2/1با گروه شاهد در حدود 

 CATزيم با افزايش غلظت ساليسيليك اسيد فعاليت آن). 1
داري افزايش نشان داد  يرمعندر مقايسه با گروه شاهد بطو

 360و بيشترين ميزان افزايش فعاليت در غلظت 
ميكرومولار مشاهده شد، بطوريكه در اين غلظت فعاليت 

برابر در مقايسه با گروه شاهد افزايش يافت  7/2آنزيم 
ي ها سلولدر  POXهمچنين فعاليت آنزيم ). 1جدول (

داري را در مقايسه با گروه شاهد  يمعنده افزايش تيمار ش
ميكرو مولار، فعاليت آنزيم  90در غلظت . نشان داد

 360و 180برابر و در غلظت هاي  6/2پراكسيداز 
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ميكرومولار فعاليت آنزيم در مقايسه با گروه شاهد در 
 ).1جدول (برابر افزايش يافت  2حدود 

ساليسيليك  مارتي :PPOو   PAL،TALهاي  يمآنزفعاليت 
ميكرومولار منجر به  180و  90اسيد در غلظت هاي 

هاي كليدي در  يمآنزداري در ميزان فعاليت  يمعنافزايش 
فعاليت . گرديد TALو PAL مسير فنيل پروپانوئيدي، 

يسه با گروه شاهد در در مقا ها غلظتدر اين  PALآنزيم 
 3/1 - 4/1در حدود  TALبرابر و فعاليت آنزيم  2/1حدود 

فعاليت  ها غلظتهمچنين در اين . برابر افزايش نشان داد
برابر افزايش نشان داد  5/1 - 7/1 در حدود PPOآنزيم 

 .)1جدول(

ي آويشن شيرازي ها سلولتيمار  :تعيين محتواي فنول كل
. با ساليسيليك اسيد، محتواي فنول كل را افزايش داد

 90بيشترين افزايش در محتواي فنول كل در غلظت 
) بر گرم وزن تر گرم يليم 79/5± 0 /12(ميكرومولار 
ميكرو مولار  360و  180در غلظت هاي . مشاهده شد

 23/4 ± 09/0و  38/4 ± 17/0بترتيب ميزان فنول كل 
بر گرم وزن تر افزايش نشان داد كه اين افزايش  گرم يليم

  ).د 3شكل (بود  دار يمعندر مقايسه با گروه شاهد 

ساليسيليك اسيد  :تعيين پروفايل متابوليت هاي ثانويه
هيدروكسي  - 4مانند  متابوليت هاي ثانويهباعث القاي 

، اسيد بنزوئيك، اپي كاتكين و اسيد اسيد بنزوئيك
. دآويشن شيرازي گرديسلولي ي ها سرينجيك در كشت

كوماريك اسيد در حضور  - ρمحتواي اسيد سيناميك و 
در مقايسه با شاهد  داري يهمه غلظت هاي اسيد بطور معن

ميكرو مولار  360و  180در غلظت هاي . كاهش نشان داد
 ±10(القاي توليد اپي كاتكين  ساليسيليك اسيد

 ± 2(و آپيژنين ) وزن خشك ميكروگرم بر گرم5/112
در غلظت بترتيب  )وزن خشك ميكروگرم بر گرم 9/25

ميكرومولار ساليسيليك اسيد مشاهده شد  360و  180هاي 
 7/61  ±1/0(بيشترين مقدار رزوسينول ). 2جدول (

هيدروكسي بنزوئيك  - 4، )وزن خشك ميكروگرم بر گرم
و اسيد ) وزن خشك ميكروگرم بر گرم 9/43  ±4/0(اسيد 
در  )وزن خشك ميكروگرم بر گرم 7/74  ±3(جيك سيرن

محتواي گاليك اسيد . ميكرومولار مشاهده شد 180غلظت 
داري در مقايسه با  يمعن بطورميكرومولار  90در غلظت 
  )2جدول (برابر افزايش نشان داد  9/4گروه شاهد 

  

  

  

 
 2/0و  NAAگرم بر ليتر  يليم 86/1، محتوي B5در محيط كشت جامد  Z. multiflora تشكيل كالوس نرم و شكننده آويشن شيرازي  -1شكل 

مقادير نشان  B5  ، منحني رشد سلولي در كشت سوسپانسيون سلولي آويشن شيرازي در محيط كشت )الف( واكشت 20بعد از BA گرم بر ليتر  يليم
ي آويشن شيرازي تيمار داده شده با ساليسيليك اسيد در محيط كشت ها سلول، سوسپانسيون سلولي از )ب(باشد انحراف معيار مي ±نگين داده شده ميا

   ).ج(در مرحله لگاريتمي رشد  BAگرم بر ليتر يليم 2/0و  NAAگرم بر ليتر  يليم 86/1، محتوي B5مايع 
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 ±مقادير نشان داده شده ميانگين . پس از سه روز از تيمار Z. multifloraي ها سلوليد بر رشد در ير غلظت هاي مختلف ساليسيليك استأث -2شكل 

  .هستند  p≥05/0دار در سطح تفاوت معني دهنده حروف متفاوت نشان. باشدانحراف معيار مي

   

   
 Z. multifloraي ها سلولدر ) د(و فنول كل ) ج( NO، )ب(H2O2 ، )الف( MDAير غلظت هاي مختلف ساليسيليك اسيد بر محتواي تأث -3شكل 

  p≥05/0دار در سطح تفاوت معني حروف متفاوت نشان دهنده. باشدانحراف معيار مي ±مقادير نشان داده شده ميانگين . پس از سه روز از تيمار
  .هستند

 

پـس   Z. multifloraي هـا  سلولاكسيدان و مسير فنيل پروپانوئيدي در  يآنتهاي  يمآنزير غلظت هاي مختلف ساليسيليك اسيد بر فعاليت تأث -1جدول 
  .هستند  p≥05/0در سطح  دار يحروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معن. باشد يانحراف معيار م ±مقادير نشان داده شده ميانگين . از سه روز از تيمار

Salicylic 
acid  
(μM) 

CAT POX SOD PPO PAL TAL  
(∆Abs 

240/mg 
protein) 

(∆Abs 470/mg 
protein) 

(U/mg 
protein) 

(∆Abs 
410/mg 
protein) 

(µmolcinna
mic.acid/mg
protein./h) 

(µmol coumaric 
acid/mg protein/h) 

 

0 42.92±1.76d 10.92±2.24c 78.54±1.04c 2.69±0.31c 1.57±0.03c 0.44±0.01b  
90 62.13±0.81c 28.25±1.23a 114.44±5.51a 4.08±0.10b 2.05±0.03b 0.55±0.04a  
180 67.62±2.22b 22.84±1.13b 90.35±0.79b 4.57±0.23a 2.15±0.02a 0.53±0.02a  
360 113.80±1.52a 21.41±1.05b 88.42±3.55b 6.02±0.10d 1.33±0.02d 0.41±0.01b  
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مقادير . پس از سه روز از تيمار Z. multifloraيها سلولي متابوليت هاي ثانويه در بر محتواغلظت هاي مختلف ساليسيليك اسيد  يرتأث -2جدول 
  .هستند  p≥05/0در سطح  دار يحروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معن. باشد يانحراف معيار م ±نشان داده شده ميانگين 

ND: Non detected 

  بحث و نتيجه گيري
نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه در كشت سلولي آويشن 
شيرازي با افزايش غلظت تيمار ساليسيليك اسيد، رشد 

 ي مختلفها كه محرك رسد يبنظر م. يابد يمسلولي كاهش 
با اثر بر تقسيم سلولي و توقف چرخه سلولي در مرحله 

G1  توقـف يـا و در نتيجه ها  كـاهش تعـداد سلولمنجر به
همچنين با توجه به ). 31(گردند  يـد سـلول مكـاهش رش

توان نتيجه گرفت كه كاهش رشد  يم 3و  2ي ها شكل
ير تأثتواند در اثر پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي تحت  يم

بعنوان  MDAميزان . تيمار با ساليسيليك اسيد باشد
محصول نهايي پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي و شاخص 

داري را در  يمعنتيو، افزايش بيوشيميايي تنش اكسيدا
غلظت هاي مختلف بكار رفته در مقايسه با گروه شاهد 

رسد كه غلظت هاي مختلف  يمبنظر ). 3شكل(نشان داد 
 ROSاسيد با ايجاد تنش اكسيدتيو و توليد  تيمار ساليسليك

منجر به پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي و در نتيجه كاهش 
  ). 14( اند شدهرشد سلولي 

NO  وH2O2  ي علامت رسان نقش مهمي ها مولكولبعنوان
ي ها پاسخيندهاي فيزيولوژيكي گياهان و تنظيم فرآدر 

). 12(دفاعي بويژه توليد متابوليت هاي ثانويه دارند 
هاي پايين  در غلظت H2O2بويژه  ROSي ها مولكول
ي ها پاسخي انداز راهرسان در  ي علامتها مولكولبعنوان 

يكه در غلظت هاي بالاتر حال دارند، دردفاعي سلول نقش 

باعث سميت در سلول و تخريب غشاهاي سلولي و ساير 
شوند  يمها  ينپروتئيپيدها و ل، DNAمانند  ها مولكولماكرو 

بر اين اساس ميزان اين تركيبات در سلول بايد به ). 24(
اكسيداني سلول شامل  يآنتسيستم . شدت كنترل شود

ن و تركيبات غير آنزيمي اين عملكرد اكسيدا يآنتهاي  يمآنز
در پژوهش حاضر، تيمار ). 33( دارند عهدهمهم را بر 

ساليسيليك اسيد در غلظت هاي مختلف منجر به افزايش 
 90گرديد كه در غلظت  H2O2داري در محتواي  يمعن

اين ميزان با . ميكرومولار به بيشترين حد خود رسيد
 H2O2ش مقدار مطابق بوده و با افزاي MDAتغييرات 

در . پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي افزايش يافته است
 SOD ،POX CATاكسيدان  يآنتهاي  يمآنزمقابل، فعاليت 

نيز با افزايش غلظت تيمار ساليسيليك اسيد با الگوهاي 
افزايش فعاليت ). 2جدول (مختلف افزايش پيدا كرد 

اكسيدان مكانيسمي براي كنترل سطح  يآنتهاي  يمآنز
و مرگ  ها سلولبوده و مانع از تخريب  ROSي ها مولكول

اكسيداني گياه با تنظيم  يآنتهمچنين سيستم . شود يم ها آن
تواند در القاي  يم H2O2سطح مولكول علامت رسان 

. مسيرهاي بيوسنتزي متابوليت هاي ثانويه نقش داشته باشد
NO  تواند در تحمل تنش  يمبعنوان يك مولكول كليدي

بنظر . ي گياه نقش داشته باشدها سلولتيو توسط اكسيدا
رسد كه اين مولكول از طريق افزايش بيان ژن هاي كد  يم

 و  SOD ،POXاكسيدان  يآنتهاي  يمآنزكننده و فعاليت 

Phenolic  Compound (µg g-1 DW) 
 Salicylic acid (µM)  

Control 90 180 360 
 

Apigenin 
 

ND
 

ND
 

ND
 

25.9 ± 2a 
Epicatechin ND ND 112.5±10a ND 

ρ-Coumaric acid 7±0. 1a ND 5.2±0. 5b 3.3±0. 5c 
Cinnamic acid 56±1a 24.3±4b 21.3±0. 1c 19.6±0. 2c 

Gallic acid 8±0.4b 39±2a ND ND 
Resosinol 26±0. 3b 25.1±0. 2b 61.7±0. 1a 17.5±0. 3c 

4-Hydroxy benzoic acid ND 10.5±0. 5b 43.9±0. 4a 9.5±0. 1c 
Syringic acid ND 25.3±7c 74.7±3a 45.9±0. 2b 
Benzoic acid ND 1.1± 0.05c 4.6±0. 1b 4.9±0. 2a 
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CAT در جهت تنظيم عملكرد و سميت پراكسيد هيدروژن
دهند  يمهمچنين مطالعات نشان ). 36و  16(كند  يمعمل 

صورت مستقيم بر فعاليت و بيان ژن  تواند به يم NOكه 
هاي درگير در مسير بيوسنتز متابوليت هاي ثانويه و  يمآنز

در اين مطالعه ). 27(تركيبات فنولي نقش داشته باشد 
مشاهده شد كه غلظت هاي مختلف ساليسيليك اسيد در 

 NOي گياه آويشن شيرازي منجر به افزايش سطح ها سلول
ي ها مولكولسد كه اين افزايش در سطح ر يمبنظر . شدند

تواند در ارتباط با تنظيم حالت اكسيداتيو،  يمعلامت رسان 
ي دفاعي و ها پاسخالقاي   به سمت ها سلوليري گ جهت
ي تحت ها سلولي مسير فنيل پروپانوئيدي در ساز فعال

 H2O2و همكاران نيز افزايش در محتواي  Gue. تيمار باشد
 Orostachysسلولي را دركشت هاي  NOو 

cartilaginous و Salvia miltiorrhiza   تيمار شده با
دو ). 46و  19( اند كردهساليسيليك اسيد گزارش 

نقطه ارتباط متابوليت هاي اوليه و  TALو   PALآنزيم
در  ها آنشوند و القاي  يممسير فنيل پروپانوييدي محسوب 

ي زيستي و غير زيستي از اولين ها محركبرابر بسياري از 
اين دو آنزيم . ي دفاعي سلول گزارش شده استها پاسخ

آمينواسيدهاي فنيل آلانين و تيروزين را به اسيدهاي فنولي 
بدليل . كنند يمسيناميك اسيد و كوماريك اسيد تبديل 

ي تنظيمي مهمي  نقطهها  يمآنزداشتن اين نقش كليدي، اين 
لي محسوب شده و بسياري عوامل در بيوسنتز تركيبات فنو

را هدف قرار  ها آنبيان ژن و فعاليت  ها محركتنظيمي و 
بمنظور بررسي ارتباط بين القاي ). 42و  41(دهند  يم

هاي  يمآنزتركيبات فنولي و تيمار ساليسيليك اسيد، فعاليت 
PAL   وTAL ها آننتايج نشان داد كه فعاليت . بررسي شد 

ي ها سلولمحتواي فنول كل  در راستاي افزايش سطح
ميكرومولار  180و  90آويشن شيرازي در غلظت هاي 

ي ها مولكولدهد كه  يممطالعات نشان . افزايش يافت
 هاي يمآنزتوانند بيان ژن و فعاليت  يم H2O2و  NOعلامتي 

PAL   وTAL  ير قرار داده و از اين طريق در تأثتحت
تركيبات فنولي  هدايت متابوليت هاي اوليه به سمت توليد

بر اين اساس، افزايش در فعاليت ). 41(نقش داشته باشند 
افزايش در محتواي  موازات  به TALو  PALهاي  يمآنز

NO  وH2O2  ميكرومولار  180و  90در غلظت هاي
يد كننده اين اثر در كشت تائتواند  يمساليسيليك اسيد 

فعاليت آنزيم ). 3شكل (سلولي آويشن شيرازي باشد 
اكسيداز بعنوان اكسيد كننده تركيبات پلي فنولي  فنل يپل

دهند كه اين  يممشاهدات نشان . مورد بررسي قرار گرفت
و  ها محركآنزيم در تقويت سيستم ايمني گياهان در برابر 

در همه غلظت هاي بكار . )11(كند  يمنقش ايفا  ها تنش
رفته تيمار ساليسيليك اسيد، فعاليت اين آنزيم نيز افزايش 

رسد كه اين افزايش فعاليت بعنوان يك  يمبنظر . پيدا كرد
پاسخ دفاعي براي به حداقل رساندن توليد و اثرات مخرب 

ROS  القا و افزايش فعاليت  .)42(باشد  ها سلولدر
افزايش تركيبات فنولي  منجر به TALو  PALهاي  يمآنز
اكسيداني و  يآنتتركيبات فنولي با خاصيت . شود يم

را  ها سلولتوانند  يمي فعال اكسيژن ها گونهجاروب كردن 
همچنين اين ). 32(در برابر تنش اكسيداتيو محافظت كنند 

. تركيبات داراي خواص دارويي زيادي براي انسان هستند
ي مختلف ها حركمكه  اند دادهمطالعات زيادي نشان 

زيستي و غير زيستي منجر به افزايش توليد و تجمع 
متابوليت هاي ثانويه در كشت هاي سلولي، ريشه هاي 

رضايي و همكاران ). 17و 2، 1(مويين و كالوس مي گردند 
ير تيمار ساليسيليك اسيد بر كشت تأثدر بررسي 

 360غلظت نشان دادند كه   Taxus baccataسلولي
برابري توليد تاكسول  1/6افزايش نجر به ميكرومولار م

 100ساليسيليك اسيد در غلظت ). 39(گردد  يم
  Orostachys cartilaginousميكرومولار در كشت سلولي

و در ) 46(باعث القاي توليد فنوليك اسيد و فلاونوئيدها 
Gardenia jasminoides  منجر به توليد اسيد كلروژنيك و

غلظت تركيبات فنولي در ). 29(مشتقات آن گرديد 
ي تحت تيمار آويشن شيرازي در غلظت هاي ها سلول

 .ي متفاوتي را نشان دادندها پاسخمختلف ساليسيليك اسيد 
 باعث القاي غلظت هاي مختلفساليسيليك اسيد در 
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، اسيد اسيد هيدروكسي بنزوئيك - 4اسيدهاي فنولي 
زي ي آويشن شيراها سلولدر بنزوئيك و اسيد سرينجيك 

 90بيشترين محتوي اسيدگاليك در غلظت  .دگردي
القا توليد  .ميكرومولار ساليسيليك اسيد مشاهده شد

غلظت هاي اپي كاتكين و آپيژنين بترتيب در فلاونوئيدهاي 
مشخص گرديد  ميكرومولار ساليسيليك اسيد 360و  180

و ميزان سيناميك اسيد و كوماريك اسيد در مقايسه با نمونه 
بر ). 2جدول (غلظت هاي مختلف كاهش يافت شاهد در 

اين اساس كاهش دو اسيد فنولي ابتدايي مسير فنيل 
ير تأثپروپانوئيدي يعني سيناميك و كوماريك اسيد تحت 

و تبديل به ساير  ها آنساليسيليك اسيد بدليل مصرف 
رسد براي  يمي بنظر بطوركل. تركيبات فنولي بوده است

ف با استفاده از تيمار افزايش تركيبات فنولي مختل
هاي مختلفي مورد نياز است چرا  غلظت يداس ساليسيليك

كه هر كدام از تركيبات در غلظت خاصي بيشترين مقدار را 
اين پژوهش اولين گزارش در ارتباط با تعيين . اند دادهنشان 

پروفايل تركيبات فنولي در كشت سلولي آويشن شيرازي 
بطور كلي . باشد يم ير محرك ساليسيليك اسيدتأثتحت 

با توجه به تركيبات داروئي با ارزش توان بيان كرد كه  يم
موجود در گياه بومي آويشن شيرازي، استفاده از تكنيك 
كشت سلول و استفاده از محرك ساليسيليك اسيد روش 

باشد و عوامل  يمي براي افزايش توليد اين تركيبات مؤثر
يبات فنولي محرك در انباشت تركغلظت مانند مختلف 

ي ها مولكولرسد كه  يمهمچنين بنظر . مختلف نقش دارند
هاي  يمآنزبهمراه اثر تنظيمي   H2O2و   NOكليدي

 توانند در القاي توليد تركيبات فنولي مانند يماكسيدان  يآنت
، اسيد اسيد هيدروكسي بنزوئيك - 4اپي كاتكين، آپيژنين، 

در كشت سلولي آويشن  بنزوئيك و اسيد سرينجيك
  .نقش داشته باشندشيرازي تيمار شده با ساليسيليك اسيد 

  سپاسگزاري

اين پژوهش با حمايت مالي دانشگاههاي خوارزمي و 
مقاله، مراتب يسندگان نو .تربيت مدرس انجام شده است

قدرداني خود را از كارشناسان محترم آزمايشگاههاي 
ي و تربيت مدرس دانشكده علوم زيستي دانشگاه خوارزم

  . دارند اعلام مي

  نابعم
تأثير  ).1397. (، ممدرس و. ، صاسمعيل زاده بهابادي .، سجامي -1

و فعاليت  هاي ثانوي  كيتوزان بر ريز ازديادي، محتوي متابوليت
. (.Salvia leriifolia Benth)آنتي اكسيداني گياه نوروزك 

 - 568، صفحات 3، شماره 31مجله پژوهشهاي گياهي، جلد 
578. 

 .ب.، سو حسني .، دمينايي تهراني .، فبرنارد .، اشاهرودي -2
آمين  اثر تحريكي ساليسيليك اسيد بر فعاليت پلي .)1399(

مجله پژوهشهاي گياهي، جلد  .اكسيداز در كالوس آويشن دنايي
 .157 -147، صفحات 1، شماره 33

3- Ahmad, P, Abdel Latef, A.A., Hashem, A., 
Abd_Allah, E.F., Gucel, S., Tran, L.S.P., 2016. 
Nitric oxide mitigates salt stress by regulating 
levels of osmolytes and antioxidant enzymes in 
chickpea. Frontiers in Plant Science, 7, PP:  
347-357. 

4- Balintova, M., Brunakova, K., Petijova, L., and 
Cellarova, E., 2019. Targeted metabolomic 
profiling reveals interspecific variation in the 
genus Hypericum in response to biotic elicitors. 
Plant physiology and biochemistry, 135, PP: 
348-358. 

5- Barreca, D., Lagana, G., Leuzzi, U., Smeriglio, 
A., Trombetta, D., and Bellocco, E., 2016. 
Evaluation of the nutraceutical, antioxidant and 

cytoprotective properties of ripe pistachio 
(Pistacia vera L., variety Bronte) hulls, Food 
Chemistry, 196, PP: 493-502. 

6- Beaudoin-Eagan, L.D., and Thorpe, T.A., 1985. 
Tyrosine and phenylalanine ammonia lyase 
activities during shoot initiation in tobacco 
callus cultures, Plant Physiology, 78, PP: 438-
441.  

7- Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive 
method for the quantitation of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of 
protein-dye binding, Analytical Biochemistry, 
PP: 72, 248-254.  



 1400، 4، شماره 34جلد                                                 )                                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

858 

8- Cai, Z., Kastell, A., and Smetanska, I., 2014. 
Chitosan or yeast extract enhance the 
accumulation of eight phenolic acids in cell 
suspension cultures of Malus× domestica Borkh. 
The Journal of Horticultural Science and 
Biotechnology, 89(1), PP: 93-99.  

9- Cai, Z., Kastell, A., Mewis, I., Knorr, D., and 
Smetanska, I., 2012. Polysaccharide elicitors 
enhance anthocyanin and phenolic acid 
accumulation in cell suspension cultures of Vitis 
vinifera. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 
(PCTOC), 108(3), PP: 401-409.  

10- Cakmak, I., and Marschner, H., 1992. 
Magnesium deficiency and high light intensity 
enhance activities of superoxide dismutase, 
ascorbate peroxidase, and glutathione reductase 
in bean leaves. Plant physiology, 98(4), PP: 
1222-1227.  

11- Constabel, C. P., and Barbehenn, R., 2008. 
Defensive roles of polyphenol oxidase in plants. 
In induced plant resistance to herbivory (pp. 
253-270). Springer, Dordrecht. 

12- Falahi, H., Sharifi, M., Chashmi, N. A., and 
Maivan, H. Z., 2018. Water stress alleviation by 
polyamines and phenolic compounds in 
Scrophularia striata is mediated by NO and 
H2O2. Plant Physiology and Biochemistry, 130, 
139-147. 

13- Farag, M. A., Al-Mahdy, D. A., Meyer, A., 
Westphal, H., and Wessjohann, L. A., 2017. 
Metabolomics reveals biotic and abiotic elicitor 
effects on the soft coral Sarcophyton ehrenbergi 
terpenoid content. Scientific reports, 7(1), PP: 1-
11. 

14- Ganesan, V., and Thomas, G., 2001. Salicylic 
acid response in rice: influence of salicylic acid 
on H2O2 accumulation and oxidative 
stress. Plant Science, 160(6), PP: 1095-1106. 

15- Giannopolitis, C. N., and Ries, S. K., 1977. 
Superoxide dismutases: I. Occurrence in higher 
plants. Plant physiology, 59(2), PP: 309-31. 

16- Gill, S. S., Hasanuzzaman, M., Nahar, K., 
Macovei, A., and Tuteja, N., 2013. Importance 
of nitric oxide in cadmium stress tolerance in 
crop plants. Plant Physiology and Biochemistry, 
63, PP:  254-261. 

17- Gorelick, J., and Bernstein, N., 2014. Elicitation: 
an underutilized tool in the development of 
medicinal plants as a source of therapeutic 
secondary metabolites. Advances in 
agronomy, 124, PP: 201-230. 

18- Green, L.C., Wagner, D. A., Glogowski, J., 
Skipper, P. L., Wishnok, J. S., and Tannenbaum, 

S. R., 1982. Analysis of nitrate, nitrite, and 
[15N] nitrate in biological fluids, Analytical 
Biochemistry, 126, PP: 131-138. 

19- Guo, H., Dang, X., and Dong, J., 2014. 
Hydrogen peroxide and nitric oxide are involved 
in salicylic acid-induced salvianolic acid B 
production in Salvia miltiorrhiza cell cultures. 
Molecules, 19(5), PP: 5913-5924. 

20- Haida, Z., Syahida, A., Ariff, S. M., Maziah, M., 
and Hakiman, M., 2019. Factors affecting cell 
biomass and flavonoid production of Ficus 
deltoidea var. kunstleri in cell suspension 
culture system. Scientific reports, 9(1), PP: 1-8. 

21- Heath, R.L., and Packer, L., 1968. 
Photoperoxidation in isolated chloroplasts: I. 
Kinetics and stoichiometry of fatty acid 
peroxidation, Archives of Biochemistry and 
Biophysics, 125, PP:  189-198.  

22- Heidarabadi, M. D., Ghanati, F., and Fujiwara, 
T., 2011. Interaction between boron and 
aluminum and their effects on phenolic 
metabolism of Linum usitatissimum L. roots. 
Plant Physiology and Biochemistry, 49(12), PP: 
1377-1383.  

23- Jamshidi, M., and Ghanati, F., 2017. Taxanes 
content and cytotoxicity of hazel cells extract 
after elicitation with silver nanoparticles. Plant 
physiology and biochemistry, 110, PP: 178-184. 

24- Kamalipourazad, M., Sharifi, M., Maivan, H. Z., 
Behmanesh, M., and Chashmi, N. A., 2016. 
Induction of aromatic amino acids and 
phenylpropanoid compounds in Scrophularia 
striata Boiss. cell culture in response to 
chitosan-induced oxidative stress. Plant 
Physiology and Biochemistry, 107, PP: 374-384. 

25- Khazdair, M. R., Ghorani, V., Alavinezhad, A., 
and Boskabady, M. H., 2020. Effect of Zataria 
multiflora on serum cytokine levels and 
pulmonary function tests in sulfur mustard-
induced lung disorders: A randomized double-
blind clinical trial. Journal of 
Ethnopharmacology, 248, PP: 1-9.  

26- Kikowska, M., Budzianowski, J., Krawczyk, A., 
and Thiem, B., 2012. Accumulation of 
rosmarinic, chlorogenic and caffeic acids in in 
vitro cultures of Eryngium planum L. Acta 
Physiologiae Plantarum, 34(6), PP: 2425-2433.  

27- Kovacik, J., Grúz, J., Klejdus, B., Stork, F., 
Marchiosi, R., Ferrarese-Filho, O., 2010. 
Lignification and related parameters in copper-
exposed Matricaria chamomilla roots: role of 
H2O2 and NO in this process. Plant Science,  
179, PP: 383-389. 



 1400، 4، شماره 34جلد                                                 )                                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

859 

28- Lin, J. S., and Wang, G. X., 2002. Doubled CO2 
could improve the drought tolerance better in 
sensitive cultivars than in tolerant cultivars in 
spring wheat. Plant Science, 163(3), PP: 627-
637. 

29- Liu, Z. B., Chen, J. G., Yin, Z. P., Shangguan, 
X. C., Peng, D. Y., Lu, T., and Lin, P., 2018. 
Methyl jasmonate and salicylic acid elicitation 
increase content and yield of chlorogenic acid 
and its derivatives in Gardenia jasminoides cell 
suspension cultures. Plant Cell, Tissue and 
Organ Culture (PCTOC), 134(1), PP: 79-93.  

30- Mendhulkar, V. D., and Vakil, M. M. A., 2013. 
Elicitation of flavonoids by salicylic acid and 
Penicillium expansum in Andrographis 
paniculata (Burm. f.) Nees. cell culture. 
Research in Biotechnology, 4(2), PP: 1-9. 

31- Mendoza, D., Cuaspud, O., Arias, J. P., Ruiz, O., 
and Arias, M., 2018. Effect of salicylic acid and 
methyl jasmonate in the production of phenolic 
compounds in plant cell suspension cultures of 
Thevetia peruviana. Biotechnology reports, 19, 
PP: 1-9.  

32- Michalak, A., 2006. Phenolic compounds and 
their antioxidant activity in plants growing 
under heavy metal stress. Polish Journal of 
Environmental Studies, 15(4), PP: 523-530. 

33- Mittler, R., 2002. Oxidative stress, antioxidants 
and stress tolerance. Trends in plant science, 
7(9), PP: 405-410. 

34- Naik, P.M., Al-Khayri, and J.M., 2016. Abiotic 
and biotic elicitors–role in secondary 
metabolites production through in vitro culture 
of medicinal plants. Abiotic and Biotic Stress in 
Plants. Recent Advances and Future 
Perspectives. PP: 247-277.  

35- Pirie, A., Mullins, and M.G., 1976. Changes in 
anthocyanin and phenolics content of grapevine 
leaf and fruit tissues treated with sucrose, 
nitrate, and abscisic acid, Plant Physiology, 58, 
PP: 468-472.  

36- Qiao, W., Li, C., and Fan, L. M., 2014. Cross-
talk between nitric oxide and hydrogen peroxide 
in plant responses to abiotic stresses. 
Environmental and Experimental Botany, 100, 
84-93. 

37- Ram, M., Prasad, K. V., Singh, S. K., Hada, B. 
S., and Kumar, S., 2013. Influence of salicylic 
acid and methyl jasmonate elicitation on 
anthocyanin production in callus cultures of 
Rosa hybrida L. Plant Cell, Tissue and Organ 
Culture (PCTOC), 113, PP: 459-467.  

38- Ramirez-Estrada, K., Vidal-Limon, H., Hidalgo, 
D., Moyano, E., Golenioswki, M., Cusidó, R., 
and Palazon, J., 2016. Elicitation, an effective 
strategy for the biotechnological production of 
bioactive high-added value compounds in plant 
cell factories. Molecules, 21(2), PP: 182-205. 

39- Rezaei, A., Ghanati, F., Behmanesh, M., and 
Mokhtari-Dizaji, M., 2011. Ultrasound-
potentiated salicylic acid–induced physiological 
effects and production of taxol in hazelnut 
(Corylus avellana L.) cell culture. Ultrasound in 
medicine & biology, 37(11), PP: 1938-1947. 

40- Salehi, F., Behboudi, H., Kavoosi, G., and 
Ardestani, S.K., 2017. Monitoring ZEO 
apoptotic potential in 2D and 3D cell cultures 
and associated spectroscopic evidence on mode 
of interaction with DNA. Scientific Reports, 7, 
PP: 1-14.  

41- Samari, E., Sharifi, M., Ghanati, F., Fuss, E., and 
Chashmi, N. A., 2020. Chitosan-induced 
phenolics production is mediated by nitrogenous 
regulatory molecules: NO and PAs in Linum 
album hairy roots. Plant Cell, Tissue and Organ 
Culture (PCTOC), 140 (3), PP: 563-576.  

42- Taghizadeh, M., Nasibi, F., Kalantari, K. M., 
and Ghanati, F., 2019. Evaluation of secondary 
metabolites and antioxidant activity in 
Dracocephalum polychaetum Bornm. cell 
suspension culture under magnetite 
nanoparticles and static magnetic field 
elicitation. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 
(PCTOC), 136(3), PP: 489-498.  

43- Thakur, M., Bhattacharya, S., Khosla, P. K., and 
Puri, S., 2019. Improving production of plant 
secondary metabolites through biotic and abiotic 
elicitation. Journal of Applied Research on 
Medicinal and Aromatic Plants, 12, PP: 1-12.  

44- Vasconsuelo A., and Boland R., 2007. 
Molecular aspects of the early stages of 
elicitation of secondary metabolites in plants. 
Plant Science, 172(5), PP: 861-875.  

45- Velikova, V., Yordanov, I., and Edreva, A., 
2000. Oxidative stress and some antioxidant 
systems in acid rain-treated bean plants: 
protective role of exogenous polyamines. Plant 
science, 151(1), PP: 59-66.  

46- Wen, T., Hao, Y. J., An, X. L., Sun, H. D., Li, 
Y. R., Chen, X., Piao, X. C. & Lian, M. L., 
2019. Improvement of bioactive compound 
accumulation in cell cultures of Orostachys 
cartilaginous A. Bor. through elicitation with 
salicylic acid and effect of cell extract on 
bioactive activity. Industrial Crops and 
Products, 139, 111570. 



 1400، 4، شماره 34جلد                                                 )                                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

860 

47- Zargari, A., 1990. Medicinal Plants, vol. 4. 
Tehran University Press, Tehran, PP: 1–57. 

48- Zhao, J. L., Zhou, L. G., and Wu, J. Y., 2010. 
Effects of biotic and abiotic elicitors on cell 

growth and tanshinone accumulation in Salvia 
miltiorrhiza cell cultures. Applied Microbiology 
and Biotechnology, 87(1), 137-144.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stimulation of phenolic compounds production in Zataria 
multiflora Boiss. cell suspension culture through salicylic acid 

elicitation 
Bavi Kh.1, Khavari-Nejad R.A.1, Najafi F.1 and Ghanati F.2 

1 Dept. of Plant Sciences, Faculty of Biological Sciences, Kharazmi University, Tehran, I.R. of Iran 
2 Dept. of Plant Biology, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Zataria multiflora is medicinal plant with a wide range of biological properties due to 
having phenolic and terpenoid compounds. Induction of secondary metabolites in plant 
cell culture systems by elicitors is one of the most important strategies to improve the 
production of medicinal metabolites. In the present study, a cell line was established 
from Z. multiflora in B5 medium and the effects of salicylic acid at 90, 180 and 360 µM 
on suspension-cultured cells was evaluated for 3 days in their logarithmic growth phase. 
The activity of phenylpropanoid biosynthetic pathway and antioxidant enzymes, the 
level of regulatory molecules hydrogen peroxide (H2O2) and nitric oxide (NO) and also 
the amount of phenolic compounds were determined by spectroscopy and HPLC 
techniques. The activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase 
(POD) and also H2O2 and NO content increased in different concentration of elicitor. 
Salicylic acid at 90 and 180 µM concentrations significantly enhanced the activity of 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL), about 1.2 fold, tyrosine ammonia-lyase (TAL), 
1.3 - 1.4 fold and polyphenol oxidase (PPO), 1.5 - 1.7 fold as well as total contents of 
phenol (5.79 and 4.38 mg g-1 FW) compared to control, respectively. In addition, the 
production of 4-hydroxy benzoic acid, benzoic acid, epicatechin and syringic acid were 
induced in Z. multiflora at different concentrations of salicylic acid. This study indicates 
that Z. multiflora cell suspension culture combined with optimal concentrations of 
salicylic acid could be a useful and efficient system for sustainable production of 
valuable secondary metabolites.  

Key words: Zataria multiflora, Salicylic acid, Nitric oxide, Phenolic compounds, 
Antioxidant enzymes  


