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های بیوشیمیایی آن در کشت و برخی ویژگی سلولیها بر رشد بررسی تأثیر نانومحرک

  (.Galega officinalis L)سا بیانسوسپانسیون سلولی گیاه دارویی شیرین

 مریم خضری و ، ناصر زارع*، رسول اصغری زکریامیناباد سمیرا مینایی

 گیاهی ژنتیک و ایران، اردبیل، دانشگاه محقق اردبیلی، گروه تولید

 17/11/1400تاریخ پذیرش:   25/6/1400تاریخ دریافت: 

  چكیده

خون در درمان دیابت قند  کاهنده به عنوان دارویکه  است (.Galega officinalis L) مهم در گیاه گالگا ثرهؤمواد مگالگین یکی از 

، گیاهی های ثانویه در کشت سلول و بافتلید متابولیتتوافزایش ی برا هامحركنانوکاربرد . گیردمورد استفاده قرار می دونوع 

 10، 5های نانو نقره )در این تحقیق تأثیر محرك .است ترکیبات با ارزش دارویییابی به سطوح بالای جهت دستراهکاری مفید 

و تولید برخی  سلول ( بر رشدmg/L 90و  60، 30( و نانو ذرات مولیبدن )mg/L 200و  100، 50(، نانو اکسید آهن )mg/L 20و 

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که کاربرد نانوذرات نقره  G. officinalisها در کشت سوسپانسیون سلولی گیاه متابولیت

ساعت منجر به بیشترین محتوی گالگین شد. همچنین  48به مدت  mg/L 10و  5در کشت سوسپانسیون سلولی در غلظت 

نیز در درجه بعدی منجر به افزایش محتوی گالگین  mg/L 60و مولیبدن در غلظت  mg/L 100در غلظت  کاربرد نانواکسید آهن

ها با نسبت به شاهد شد. بیشترین محتوی فنول و فلاونوئید کل نیز در تیمار سلولG. officinalis در کشت سوسپانسیون سلولی 

mg/L 100 که تعدادی از تیمارهای مورد استفاده منجر به افزایش محتوای نانواکسید آهن حاصل شد. در کل، با توجه به این

 دیتول یتوان برایمها در کشت سوسپانسیون سلولی را توان گفت که اعمال نانو محركگالگین در مقایسه با شاهد شدند، می

 .استفاده کرد گالگین بیشتر از این گیاه

 های نانوفلزی(، گالگین، محركGalega officinalisسوسپانسیون سلولی، گالگا ) های کلیدی:واژه

 r-asghari@uma.ac.irالکترونیکی:  پست  مسئول، * نویسنده

 مقدمه 

ساله از ای چندیک گیاه علوفه( .Galega officinalis Lگالگا )

که بومی ( 32و  31) است (Fabaceae) بقولات خانواده

 (،47) است شرقی اروپا و خاورمیانه )آسیای غربی(جنوب 

و مزارع مرطوب  زارهای اروپای جنوبیدر چمنهمچنین 

(. گالگا 43) کندبه طور وحشی رشد می نیز در بریتانیا

تا ارتفاع که  های آبی و بنفش استای با گلگیاهی بوته

های متقابل برگهای منشعب، کند و ساقهمتر رشد می5/1

عصاره  (.15دارد )دمگل طویل  و ایی یا نیزهوبیض

ها، حاوی فلاونوئیدها، تانن G. officinalisهیدروالکلی 

، 9) ها و استروئیدها استها، گلیکوزیدها، رزینساپونین

دو ترکیب  دارایهمچنین این گیاه لگومی  .(47و  30

یزوآمین گالگین )ا هایبه نام دارنیتروژن یگوانیدین

گوانیدین( و هیدروکسی گالگین است که در تمام 

گلدهی و  ی مراحل نموی از جملهط و ی آنهابخش

ثره ؤمواد مگالگین و گوانیدین  تشکیل میوه وجود دارند.

G. officinalis  که دارای خواص هیپوگلیسمی  (35)هستند

متفورمین، فرم مصنوعی  .(31و  14) و گالاکتوژنیک هستند

جدا شده از  یبر اساس مشتقات گوانیدین است که گالگین

G. officinalis خون قند  کاهنده تهیه شده و به عنوان داروی

و  14) گیردمورد استفاده قرار می 2در درمان دیابت نوع 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1402.36.3.7.2
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عنوان مکمل بهدر طب سنتی  G. officinalis استفاده از .(19

یز در درمان بیماری دیابت قندی در دوره قرون وسطی ن

های قسمتامروزه نیز  .(47و  18) گزارش شده است

ای به عنوان یک داروی هوایی گالگا به طور گسترده

تب بدخیم، التهاب، عفونت  دیابت، کاربردی در برابر

افزایش تولید شیر مادر مورد  وهای انگلی انگلی، کرم

  (.31) گیرداستفاده قرار می

 زیستیهای فعالیت با منشأ گیاهی،های ثانویه متابولیت

گوناگونی داشته و ارزش تجاری فراوانی دارند اما تولید 

این مواد در گیاهان در شرایط طبیعی به وسیله عوامل 

 (.39) شودمحیطی، اکولوژیکی و آب و هوایی محدود می

های با ارزش در محیطی کشت سلولی برای تولید متابولیت

 ی سودمند استکنترل شده و مستقل از تغییرات آب و هوای

های کشت بافت معمولاً مقادیر زیادی سلولاز طرفی  .(1)

 کنند،از ترکیبات ثانویه را فقط در شرایط خاص انباشت می

این بدان معنی است که به حداکثر رساندن تولید و تجمع 

های کشت شده نیاز به های ثانویه توسط سلولمتابولیت

 پرسلولی  هایلاینمحیطی، انتخاب  عواملدستکاری 

و  2) ها داردپیش ماده و استفاده از محرك با بازده، تغذیه

36.) 

ثر ؤم هایروش یکی از ها در حال حاضراستفاده از محرك

در  های ثانویه در گیاهان داروییبرای بهبود سنتز متابولیت

 ،هامحرك .(51و  10) است ایشیشهشرایط درون

که با هستند زیستی زیستی و یا غیر  أهایی با منشمولکول

همکنش مولکولی میان های سلولی و برتحریک سیگنال

های های گیاهی در سطح غشای سلولی، بیان ژنگیرنده

کنند و موجب سنتز مرتبط در مسیر را تحریک می

ها در محرك (.56) شوندهای ثانویه در گیاهان میمتابولیت

توانند در زمان مناسب به کشت یک غلظت دقیق می

میزان متابولیت بالا  تولیدوسپانسیون اعمال شوند و سبب س

از دسته  نانو ذرات (.36و  26) در مدت زمان کوتاه شوند

به دلیل اثرات خاص و های غیر زیستی هستند که محرك

ای به دنیای ورود گسترده خود به فردویژگی منحصر

خصوصیات . (41) ندرو کشاورزی دا شناسیزیست

سازد تا به طور را قادر میها آنانو ذرات فیزیکوشیمیایی ن

و  25) سودمند با سیستم متابولیک گیاهی در تعامل باشند

 ویژه سطح ،نانومتر 1-100مقیاس بین  این ذرات در .(53

بسیار بزرگ و انرژی بالایی دارند و به همین دلیل واکنش

 (. 33است ) بیشترآنها پذیری 

در ی رگیقرارزمان مختلفی مانند غلظت، مدت  عوامل

معرض محرك، سن کشت و ترکیب مواد مغذی نقش 

به  .(45) ندنکمهمی در تولید ترکیبات فعال زیستی بازی می

علاوه، پاسخ به یک محرك خاص ممکن است از گیاهی به 

های سلولی مختلف بسیار متفاوت گیاه دیگر و بین لاین

رای ها بهای مناسب محركتعیین غلظت ،بنابراین .باشد

با توجه به (. 6است )سازی تولید بسیار ضروری بهینه

بررسی تأثیر نانو با هدف تحقیق این  ،اهمیت گیاه گالگا

و همچنین  رشدیبر برخی از فاکتورهای  ی فلزیهامحرك

های ثانویه در کشت سوسپانسیون میزان تولید متابولیت

 آن انجام شد. سلولی

 هامواد و روش

 سوسپانسیون سلولی، هیته یبرا :یسلول سوسپانسیونتهیه 

)حاصل از ریزنمونه  روزه 45 تردگرم کالوس  یک

گرم در لیتر میلی 3حاوی  (MS)هیپوکوتیل در محیط جامد 

2,4-D  گرم در لیتر میلی 1وKin انتخاب و به )mL 50 

درجه  121که در اتوکلاو با دمای  ،عیما MSمحیط کشت 

 یرود، انتقال یافته و دقیقه استریل شده بودن 15به مدت 

(. 34قرار گرفتند ) C°25و  قهیدق ردور د 110 با دورکر یش

لازم به ذکر است که محیط کشت مایع مورد استفاده حاوی 

پس از بود.  کالوس یالقا یرشد برا یهاکنندهمیتنظهمان 

 لاین نیبهتر نییتع ی، براسوسپانسیوناستقرار کشت 

 )(SCV) سلولستایی حجم ایاز نظر سرعت رشد،  یسلول

Settled cell volume)  و  گیریاندازهبار  کی، هر دو روز

 لاین نیبهتر بر این اساس، و ثبت شدآنها رشد  یمنحن

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1402.36.3.7.2
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تا به حجم  شد هر دو هفته زیرکشتانتخاب و  یسلول

 (. 34مورد نظر برای اعمال تیمارهای محرك برسد )

های سلولی از برای تحریک سوسپانسیون :تحریک

با اندازه ) نقرهذرات نانو mg/L 20و  10، 5های لظتغ

 نانو اکسید آهن mg/L 150و  100، 50نانومتر(،  5-8ذرات 

 mg/L 90و  60، 30 ، ونانومتر( 60زیر ات)با اندازه ذر

نانومتر( استفاده  13-80ات )با اندازه ذر مولیبدن ذراتنانو

 48و  24تکرار اعمال و بعد از  در سهشد. هر غلظت 

  ها برداشت شدند.ساعت سلول

به منظور ارزیابی رشد در  :هاگیری رشد سلولاندازه

سلول  ایستایی کشت سوسپانسیون سلولی از شاخص حجم

(SCV)  استفاده شد به این صورت که مقدارmL 10  از

سلولی در  ریز هایها و تودهکشت حاوی سلول محیط

ه در حالت دقیق 30به مدت  ی مدرج،لیترمیلی 15فالکون 

های رسوب حجم سلو، در نهایت سکون نگهداری شدند

(. 27) یادداشت شد به عنوان حجم ایستایی سلول کرده

سوسپانسیون ، هاسلولتر گیری وزن اندازههمچنین برای 

واتمن ها بعد از گذراندن از کاغذ صافی موجود در ارلن

 (.24) دشو حذف محیط مایع وزن ( 42)نمره 

جهت  :اکسیدانی آنتیهاپروتئین و آنزیمگیری اندازه

( با 5از روش علیپور و همکاران ) استخراج پروتئین محلول

های ابتدا سلول به این ترتیب که ،اندکی تغییر استفاده شد

گرم از میلی 100به  وپودر شده  ازت مایع دربرداشت شده 

وینیل پلی ( حاویpH=7، بافر سدیم فسفات )پودر حاصل

اضافه شد و مولار یک میلی EDTAو  1% (PVP) نپیرولیدی

دقیقه  20ها به خوبی ورتکس شده و به مدت سپس نمونه

شدند، در نهایت  سانتریفیوژ C°4در  rpm 10000با دور 

میزان  فاز رویی برداشته شده و مورد استفاده قرار گرفت.

گیری اندازه (17) برادفوردپروتئین محلول کل به روش 

 آلبومین سرم گاوی یم منحنی استاندارد ازجهت ترس. شد

(BSA با ضریب تبیین بالای )استفاده شد 98 %. 

 μL 950، پراکسیداز آنزیم  فعالیت  میزان گیری برای اندازه

 μL50  به همراه گایاکولحاوی  mM 50بافر فسفات سدیم 

( Cuvette)( در کووت 30%) Lμ 2O2Hیک  و یعصاره سلول

وفتومتر در رنمونه با دستگاه اسپکت ترکیب و مقدار عددی

ثانیه  15دقیقه با فاصله  1به مدت  نانومتر 470طول موج 

برای محاسبه واحد آنزیمی از ضریب  قرائت گردید.

برای (. 5شد )استفاده  cm 1-mM 6/26-1  معادلخاموشی 

 mL فنل اکسیداز نیز،پلیآنزیم میزان فعالیت گیری اندازه

 M) پیروگالول mM 50 (7pH=) ،Lμ 200 بافر فسفات 5/2

عصاره آنزیمی مخلوط و در طول موج  Lμ 100، و (02/0

برای محاسبه واحد آنزیمی از . نانومتر قرائت شد 420

 (.5شد )استفاده  cm 1-mM 7/24-1 معادلضریب خاموشی 

گیری محتوای فنول، فلاونوئید کل و گالگین اندازه

فنول و  میزان یریگهانداز برای :هاعصاره متانولی سلول

ها سلول یعصاره متانول ،نیگالگ یو محتوا کل دیفلاونوئ

: شد هیته( با اندکی تغییر 23و همکاران ) Dorlingبه روش 

از هر  گرمیلیم 300پودر شده و به  عیبا ازت ما هاسلول

ها به سپس نمونه .اضافه شد خالص متانول mL 10نمونه 

 یدما قه،یدور در دق 100) کریش یرو قهیدق 30مدت 

°C25 در دستگاه  قهیدق 40( و پس از آن به مدت

تحت امواج فراصوت قرار گرفتند. سپس  کیلتراسونوا

 یاز کاغذ صاف حاصل با کمک پمپ خلأ یهاعصاره

 ظیتغل μL 1000تا  C50°واتمن عبور داده شده و در آون 

 یسرسرنگ لتریبه دست آمده از ف یهاشد. سپس عصاره

 زریعبور داده شدند و تا زمان استفاده در فر کرونیم 45/0

 شدند.  ینگهدار

عصاره از  μL 200، قدار فنول کلگیری مبرای اندازه

و  (10:1و رقیق )فولین سیکالتمعرف  μL 200 متانولی با

mL 5/2  دقیقه در 5آب دوبار تقطیر مخلوط و به مدت 

°C25  انکوبه شد. پس از آنmL 3 7کربنات سدیم بی% 

. جذب دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد 90و به مدت اضافه 

و  قرائت شد  نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر 760در 

های منحنی استاندارد برحسب گالیک اسید با غلظت
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 (200و  ppm 10 ،20 ،40 ،60 ،80 ،100 ،150) مختلف

بر  گیاه معادل گالیک اسید یترسیم و میزان ترکیبات فنول

 گیری گردیداندازه ppmصورت  به استاندارد منحنی اساس

(48.) 

 عصاره μL 200 ،نوئیدلاومحتوای ف گیریاندازهبرای 

 10آلومینیوم کلرید  μL 100، متانول μL 600تانولی با م

 Lμ 100متانول(،  mL 100 در 3AlClگرم  10)درصد 

مخلوط  آب مقطر μL 1000پتاسیم استات یک مولار و 

در در دمای اتاق و دقیقه  30 دست آمدهبه محلول شد. 

نانومتر  415موج  تاریکی قرار داده شد و سپس در طول

توسط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد. جهت رسم 

 ،60، 40، 20، 10) های مختلفمنحنی استاندارد از غلظت

استفاده  استاندارد کوئرستین (ppm 200و  150، 100، 80

همه ، (Blank) بلانکی تهیه براقابل ذکر است  (.20) شد

ز جبه  گیری فاکتور مورد نظرمورد استفاده برای اندازهمواد 

ونه هم ترکیب شدند و به جای عصاره نم باعصاره نمونه 

 د.شاستفاده  گیریاز بافر عصاره

ستون فاز  یک گیری میزان گالگین، با استفاده ازاندازه

 YL9100 HPLC یستمدر س (mm x 4.6 mm 250)معکوس 

(YoungLin Clarity, South Korea )فاز در شد.  انجام

به ترتیب  ٪100 استونیتریل و مولار 4PO2KH 05/0متحرك 

 یکارتو فسفرکمک با  pHاستفاده شد.  30به  70به نسبت 

فاز متحرك  یانجر میزان شد. تنظیم 5/3 روی (مرك) یداس

 ییدتأ یبود. برا μL 20 یقو حجم تزر یقهدر دق یترلیلیم 1

 & Akos Consultingاز استاندارد گالگین ) گالگینحضور 

9-83-543 Solutions GmbH, Germany AKOS) استفاده شد. 

 و رسم یسازیروش کم بهها در نمونه گالگین غلظت

 (.44) شد تعییناستاندارد  یمنحن

 بربه منظور ارزیابی اثر نانو ذرات مختلف : آنالیز آماری

های صفات بیوشیمایی، تجزیه داده ی ورشدفاکتورهای 

 طرح کاملاًفاکتوریل بر پایه  آزمایشدر قالب  حاصل

ها بر اساس مقایسات میانگین دادهو تصادفی با سه تکرار 

( با استفاده از نرم افزار >01/0p)ای دانکن آزمون چند دامنه

SPSS  انجام گرفت. 16.0نسخه 

 نتایج

ری گیبر اساس اندازه ،رشدلاین سلولی با بیشترین میزان 

شد  ی انتخابسلولحجم ایستایی بار  روز یک دوهر 

، 4دست آمده لاین سلولی شماره ه(. طبق نتایج ب1شکل )

های در محیط حاوی غلظت هیپوکوتیلاز ریزنمونه  حاصل

mg/L 3 2,4-D  وmg/L 1 ( کینتینKin) ت بیشترین سرع

د یزان موررشد را داشت. لاین مذکور تا زمان رسیدن به م

بار بازکشت هر دو هفته یک نانو محركنیاز جهت اعمال 

(. همچنین انتهای فاز رشدی برای این لاین 2شد )شکل 

ها در روز هشتم پس و نانو محرك برآورد شد هشتمروز 

 . ها اعمال شدندسازی به محیط کشت سلولاز همگن

های بین غلظت :(SCV)و حجم ایستایی سلولی  وزن تر

از نظر تأثیر بر وزن ، آهن و مولیبدن نانو ذرات نقره مختلف

وجود  یداراختلاف معنی (SCV)و حجم ایستایی سلول تر 

آن با نوع و اثر متقابل  زمان برداشت از نظراما  ،داشت

نتایج (. 1)جدول مشاهده نشد داری اختلاف معنیمحرك 

مقایسه میانگین نشان داد که در هر سه نانو محرك مورد 

، منجر به کاهش وزن تر فاده، افزایش غلظت نانو محركاست

ها در غلظت طوری که با کاربرد نانومحرك، بهشد هاسلول

داری با شاهد نشان ها اختلاف معنیپایین، وزن تر سلول

های بالاتر این نانوذرات به طور غلظتنداد اما کاربرد 

-3شکل )شد  هاداری موجب کاهش وزن تر سلولمعنی

، آهن و مولیبدن نانو ذرات نقره. همچنین استفاده از (الف

های بالا منجر به در کشت سوسپانسیون سلولی در غلظت

که  حجم ایستایی سلول شد. به طوریدار کاهش معنی

حجم ایستایی سلول مربوط به نمونه شاهد  بیشترین میزان

 mg/L نقره، mg/L 5ها )پایین نانومحرك بود که با غلظت

 نداشت داریمعن اختلاف (بدنیمول mg/L 30 و آهن 50

حجم ایستایی میزان  هاولی با افزایش غلظت نانومحرك

 .  (ب-3 شکل)داری کاهش یافت سلول به طور معنی
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و انتهای بیشترین سرعت رشد را داشت  4لاین سلولی . G. officinalisهای سلولی مختلف در کشت سوسپانسیون سلولی نمودار رشد لاین -1شکل 

 فاز رشدی این لاین روز هشتم پس از بازکشت بود.

 

  

 پس از استقرار  )چپ( هفته پنجم )راست( وهفته دوم  در G. officinalis وسپانسیون سلولیس -2شکل 

 

 

 یدر کشت سوسپانسیون سلول G. officinalisهای های مختلف سلولویژگیها بر تجزیه واریانس اثر نانو محرك -1جدول 

 منبع تغییر
درجه 

 آزادی

 میانگین مربعات

 گالگین فلاونوئید کل کلفنول فنل اکسیدازپلی پراکسیداز پروتئین کل SCV وزن تر

 9 **217/0 **152/0 **003/0 **272/145 **213/167 **516/2 **646/7 **536/1 (Aنانو محرك )

 1 ns003/0 ns003/0 ns0001/0 ns019/0 sn482/105 *170/0 **672/1 **178/.0 (Bزمان برداشت )

B  ×A 9 ns022/0 ns025/0 **001/0 **661/50 **336/167 **159/0 **365/1  **903/0 

 096/0 065/0 034/0 393/48 840/2 0001/0 016/0 019/0 40 خطا

 85/5 11/11 64/11 64/23 36/12 13/9 07/13 05/16 ضریب تغییرات )%(

 دارغیر معنیو اختلاف  %1دار در سطح احتمال معنیتفاوت  به ترتیب ns و **
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حروف متفاوت . G. officinalisهای مختلف بر وزن تر )الف( و حجم ایستایی سلول )ب( در سوسپانسیون سلولی گیاه تأثیر نانو محرك -3 شکل

   است. درصد توسط آزمون دانکن  5دار در سطح عنیدهنده وجود اختلاف منشان

های پراکسیداز و و فعالیت آنزیم محتوای پروتئین کل

سطوح  طبق نتایج تجزیه واریانس، اثر: فنل اکسیدازپلی

از نظر  زمان برداشت آن با و اثر متقابل نانومحركمختلف 

های پراکسیداز و پلی کل، فعالیت آنزیمپروتئین  حتوایم

اما اثر زمان  دارمعنی درصد 1در سطح احتمال اکسیداز، فنل

. کاربرد اغلب تیمارهای (1)جدول نبود دار معنی برداشت

 mg/L 90نقره و  mg/L 5محرك مورد استفاده )غیر از 

ساعت، موجب افزایش سطح  24مولیبدن( به مدت 

 هایساعته تنها غلظت 48پروتئین کل شدند، ولی در تیمار 

mg/L 10  نقره و mg/L100  نانو اکسید آهن موجب افزایش

ها نسبت به شاهد شدند و محتوای پروتئین کل در سلول

نظر اختلاف این های مورد استفاده، از سایر غلظت

بیشترین مقدار داری با شاهد نشان ندادند. در مجموع، معنی

 mg/L 100غلظت  ساعته با 24تیمار  درکل پروتئین 

به دست وزن تر  mg/g 173/0 میانگینبا  نانواکسید آهن

در تیمار  ،فعالیت آنزیم پراکسیدازدر مورد (. 2جدول ) آمد

و  10به  mg/L 5ساعته افزایش غلظت نانوذرات نقره از  24

mg/L 20  باعث افزایش فعالیت این آنزیم شد، در حالی که

 mg/Lبه  50در مورد نانواکسید آهن با افزایش غلظت از 

 mg/L 150ین آنزیم افزایش ولی در غلظت فعالیت ا 100
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آن دوباره کاهش یافت. برای نانواکسید مولیبدن نیز فعالیت 

و  30های آن بیشتر از غلظت mg/L 60این آنزیم در غلظت 

mg/L 90  .با افزایش غلظت  ساعته 48در تیمار آن بود

فعالیت این آنزیم افزایش  mg/L 10به  5نقره از  نانوذرات

آن دوباره کاهش یافت. در حالی  mg/L 20ظت ولی در غل

داری بین که در مورد نانواکسید آهن تفاوت معنی

در  هده نشد.اساعته مش 48های مختلف آن در تیمار غلظت

آن  mg/L 60و  30مورد نانواکسید مولیبدن نیز بین غلظت 

داری از لحاظ فعالیت این آنزیم مشاهده نشد تفاوت معنی

کاهش در فعالیت  mg/L 90ظت آن به ولی با افزایش غل

این آنزیم مشاهده شد به طوری که در این غلظت با شاهد 

این آنزیم  فعالیتبیشترین داری نداشت. تفاوت معنی

 و کمترین میزان نانواکسید آهن mg/L 100 تیمارمربوط به 

نقره هر دو با زمان  mg/L 5و مربوط به تیمار شاهد  آن

 .(2ول )جد بود ساعت 24تیمار 

های تیمار در سلول اکسیدازفنلپلیمیزان فعالیت آنزیم 

 24در تیمار طوری که شده تا حدودی متفاوت بود به

 های مورد استفاده، تنها غلظت ساعته از بین محرك

mg/L10 میزان دار نانوذرات نقره منجر به افزایش معنی

 48ها به مدت شد. در تیمار سلولآنزیم  این فعالیت

 mg/L 50نانوذرات نقره،  mg/L 5ت، تنها تیمارهای ساع

نانو ذرات مولیبدن موجب  mg/L 60نانواکسید آهن و 

فنل اکسیداز شدند، و دار میزان فعالیت پلیافزایش معنی

داری با شاهد نشان ندادند. در سایر تیمارها اختلاف معنی

بر اساس نتایج مقایسه میانگین بیشترین فعالیت مجموع، 

ها با سلول ساعته 24تیمار متعلق به  اکسیدازفنلپلیم آنزی

mg/L 10 ساعته آنها با 48و تیمار  نانونقره mg/L 50 

)جدول  نانو ذرات مولیبدن بود mg/L 60نانواکسید آهن و 

2). 

مختلف  هایغلظت اثر :فنول و فلاونوئید کلمیزان 

 ول وفنبر میزان آنها اثر متقابل  و زمان برداشت ،نانوذرات

 تیماردر  (.1 )جدول بوددار معنی هافلاونوئید کل سلول

ها با نانو ذرات نقره، اکسید آهن و مولیبدن به مدت سلول

سطح تا  مذکوربا افزایش غلظت نانو ذرات  ساعت، 24

اعمال بالاترین اما  یافت فنول کل افزایشمحتوای  متوسط

 mg/L 20غلظت مورد استفاده از این نانو ذرات )یعنی 

نانوذرات  mg/L 90نانواکسید آهن و  mg/L 150نانونقره، 

، با ها شدمولیبدن( منجر به کاهش میزان فنول کل در سلول

های این حال میزان فنول کل در این حالت در تمام سلول

ها به تیمار شده نسبت به شاهد بیشتر بود. در تیمار سلول

مورد ساعت، سطوح پایین و متوسط نانوذرات  48مدت 

دار محتوای فنول کل شد. اما، استفاده موجب افزایش معنی

نانو محرك موجب هر سه مورد استفاده در بالاترین غلظت 

های دار محتوای فنول کل نسبت به غلظتکاهش معنی

داری نشان نداد. در تر شد و با شاهد اختلاف معنیپایین

ه های تیمار شدمجموع بیشترین میزان فنول کل در سلول

و  24نانواکسید آهن به مدت  mg/L 100مربوط به تیمار با 

ساعت  48نانو ذرات نقره به مدت  mg/L 10ساعت و  48

بود. همچنین کمترین مقدار فنول کل به همراه تیمار شاهد 

 48نانوذرات مولیبدن به مدت  mg/L 90مربوط به تیمار 

 (.2ساعت به دست آمد )جدول 

های مورد نانو محرك زایش غلظتاف ساعته، با 24در تیمار 

استفاده، مقدار فلاونوئید کل افزایش نشان داد. در تیمار 

متوسط نانو ح وسطساعت، کاربرد  48ها به مدت سلول

نانواکسید  mg/L 100نانو نقره،  mg/L 10محرك )یعنی 

موجب افزایش  نانو ذرات مولیبدن( mg/L 60آهن و 

 mg/Lو  50یمار با فلاونوئید کل شد. هر چند تمحتوای 

ساعت نیز باعث افزایش  48نانواکسید آهن به مدت  150

دار در مقدار فلاونوئید کل نسبت به شاهد شدند ولی معنی

دار اعمال سایر تیمارها نسبت به شاهد در این حالت معنی

نبود. در مجموع، بیشترین میزان فلاونوئید کل در 

نانو اکسید  mg/L 100های تیمار شده مربوط به تیمار سلول

وزن تر بود  mg/g 61/5ساعت با میانگین  48آهن به مدت 

 (.2)جدول 
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 .G. officinalisها در سوسپانسیون سلولی های بیوشیمیایی سلولمقایسه میانگین تیمارهای مختلف نانومحرك از لحاظ برخی از ویژگی -2جدول 

 (mg/g)گالگین 
فلاونوئید کل 

(mg/g) 

فنول کل 
(mg/g) 

 فنول اکسیدازپلی
(mg/g) 

پراکسیداز 
(mg/g) 

پروتئین کل 
(mg/g) 

زمان 

 )ساعت(
 تیمار

f325/3 l703/0 l423/0 cde919/19 i070/3 j0707/0 24 
 شاهد

de766/4 jk246/1 jk876/0 e04/10 gh575/7 ghi0939/0 48 

ef353/4 jk286/1 fg409/1 de967/13 hi895/4 hij0805/0 24 
5 

ه نانوذرات نقر
(mg/L) 

a813/8 hi937/1 de825/1 d-a303/25 cde093/13 g-c1115/0 48 

cde823/5 gh095/2 bc232/2 a599/36 cd616/14 f-b1173/0 24 
10 

ab798/7 def555/2 ab455/2 cde016/18 b671/20 b1340/0 48 

b303/7 fgh125/2 fgh32/1 d-a141/25 cd256/15 f-b1160/0 24 
20 

cde722/5 ij517/1 hij057/1 de834/12 def463/12 fgh0974/0 48 

ef311/4 ij624/1 cd112/2 d-a372/24 def217/12 bc1311/0 24 
50 

نانوذرات 

اکسیدآهن 
(mg/L) 

cd393/6 de779/2 bc159/2 ab315/36 cd729/14 fg1030/0 48 

cd968/5 c837/3 ab395/2 cde469/22 a389/26 a1732/0 24 
100 

cd347/6 a605/5 a659/2 de591/12 c196/16 bcd1276/0 48 

de292/5 b417/4 ef571/1 cde315/16 b518/19 b1332/0 24 
150 

ef697/3 d003/3 ghi191/1 de21/14 cde715/13 efg1048/0 48 

def568/4 kl000/1 ij001/1 abc704/28 ef286/11 efg1042/0 24 
30 

 نانوذرات

مولیبدن 
(mg/L) 

f259/3 ij494/1 ghi209/1 e-b279/23 cde203/14 e-b1247/0 48 

cd618/6 hij687/1 e797/1 cde595/19 b503/19 defg1079/0 24 
60 

bc862/6 de626/2 bc237/2 abc38/28 c16/16 efg1057/0 48 

ef192/4 efg483/2 hij038/1 cde271/19 fg767/9 ij0747/0 24 
90 

f508/3 hi834/1 kl695/0 cde866/18 gh169/7 ij0778/0 48 

   است. درصد توسط آزمون دانکن  5دار در سطح حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی

نتایج به دست آمده از کروماتوگرافی مایع با : گالگین میزان

ها با نانو سلولدر تیمار  نشان داد که (HPLC)کارآیی بالا 

با افزایش غلطت نانونقره  ساعت، 24ذرات نقره به مدت 

ها افزایش یافت، برعکس در گین در سلولمحتوای گال

 mg/L 20 ساعته افزایش غلظت این نانومحرك به  48تیمار 

ساعته  24منجر به کاهش میزان گالگین شد. در تیمار 

ها با نانواکسید آهن، افزایش غلظت محرك تا سطح سلول

mg/L 100 دار با غلظت بدون اختلاف معنیmg/L 150  آن

الگین نسبت به شاهد شد. اما در باعث افزایش میزان گ

بدون  mg/L 100و  50ساعته آن در غلظت  48تیمار 

دار با یکدیگر، مقدار گالگین نسبت به شاهد اختلاف معنی

بیشتر شد. ولی با افزایش غلظت آن به  داریبه طور معنی

mg/L 150  میزان گالگین کاهش یافت و با شاهد در این

هم چنین  (.2داری نداشت )جدول حالت تفاوت معنی

و هم  24نانو ذرات مولیبدن، هم در تیمار  mg/L 60غلظت 

دار میزان گالگین ساعته موجب افزایش معنی 48در تیمار 

ها نسبت به شاهد شد، اما سایر تیمارهای این نانو در سلول

داری از نظر محتوای گالگین با شاهد محرك، تغییر معنی

 در محتوای گالگینبیشترین میزان جموع نشان ندادند. در م

دست به ذرات نقره mg/L 10 و 5 غلظت ساعته با 48تیمار 

 (.2)جدول  آمد
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 گیری و نتیجه بحث

واقع مواد شیمیایی یا فاکتورهای زیستی با  ها درمحرك

منشأ مختلف هستند که قادر به ایجاد تغییرات فیزیولوژیکی 

ها برای افزایش زیست از آن ( و55در موجود زنده بوده )

ای های ثانویه در شرایط درون شیشهتوده و تولید متابولیت

نتایج  با این حال، تحقیقات مختلف (.49شود )استفاده می

به تحمل  که احتمالاً اندگزارش کردهمتفاوتی در این مورد 

. به گیاه و غلظت نانو محرك اعمال شده وابسته باشد

های انوذرات نقره در کشتنعنوان مثال، استفاده از 

وزن تر  .Linum usitatissimum Lسوسپانسیون سلولی 

در مقایسه با تیمار شاهد، چندین برابر افزایش ها را سلول

بر نانوذرات نقره اثرات وابسته به دوز از طرفی،  .(52داد )

گزارش شده  .Lupinus Termis L گیاه ایدرون شیشه رشد

رشد گیاه آن تر های پایینغلظتدر  به طوری که، است

 دارند بازدارندهاثر آن های بالاتر غلظت لیشود ومیبیشتر 

افزایش  در بیشتر موارد، نشان داد که حاضرنتایج (. 11)

نجر به منانو ذرات نقره، اکسید آهن و مولیبدن غلظت 

نسبت به شاهد ها سلولو حجم ایستایی کاهش وزن تر 

یت و ایجاد تنش اکسیداتیو تواند از سماین امر می شد.

های ( ناشی از غلظتROSهای فعال اکسیژن )تولید گونه

بالای این نانو ذرات باشد که منجر به کاهش رشد و تکثیر 

 شود. ها میسلول

و غیر آنزیمی دفاعی آنزیمی  سازوکارگیاهان با دو 

ROSو  از بین بردهرا تیمار با فلزات سنگین  ی حاصل ازها

های سلولی ماکرومولکولغشاء و  ترکیبات ا بهآسیب آنه از

(. در دفاع آنزیمی میزان فعالیت 12) ندکنمی جلوگیری

دیسموتاز، -سوپراکسیداکسیدانی مانند های آنتیآنزیم

محتوای غیر آنزیمی  در سازوکار و( 50)کاتالاز، پراکسیداز 

 ها،کارتنوئیدها، ویتامین هایی مانند پرولین،متابولیت

( در 50و  29) هاوئیدها، فلاونوئیدها و آنتوسیانینآلکال

نظیر آهن،  یهای فلزیونشود. سلول دستخوش تغییر می

جز عناصر کم مصرف که مس، روی، کبالت و نیکل 

های های کارکردی بسیاری از پروتئیندر فعالیت هستند،

کننده در حفظ رشد و نمو موجودات زنده نقش مشارکت

تواند برای می ی آنهاهای بالا، غلظتوجود اینبا  .دارند

میزان افزایش  (.26و  7) دنموجودات زنده مضر باش

مورد اکسیدان های آنتیفعالیت آنزیمو افزایش  کل پروتئین

دهد که ها نشان میاعمال نانومحرك مطالعه در شرایط

های ها در کشت سوسپانسیون سلولی با جهشسلول

( ROSی فعال اکسیژن )هااکسایش ناشی از تجمع گونه

که نقش  هاآنزیم این افزایش فعالیتمواجه بوده و از طریق 

ها دارند سعی در حذف اثرات ROSپالایش کلیدی در 

کند. با این حال، با افزایش بیشتر غلظت این منفی آنها می

نانوذرات سلول توانایی کافی برای مقابله با آنها را نخواهد 

میت بالای این عناصر در داشت و این ممکن است از س

های بالا و کاهش فعالیت متابولیکی سلول ناشی غلظت

 یهامیآنز تیفعالشود. گزارش شده است که 

 های پایین نانو ذراتر حضور غلظتد یدانیاکسیآنت

نانو ذرات  بالاترهای غلظتکه  یدر حال افتهی شیافزا

 نگیاهادر  یدانیاکسیآنت یهامیآنز تیفعال موجب کاهش

( نشان داد که میزان 2نتایج حاصل )جدول (. 46شود )می

فنول های پراکسیداز و پلیپروتئین کل، فعالیت آنزیم

های نقره، های تیمار شده با نانو محركاکسیداز در سلول

اکسید آهن و مولیبدن بسته به غلظت و مدت زمان اعمال 

های نانو محرك متفاوت است و به طور معمول در غلظت

وسط این عناصر افزایش محتوای پروتئین کل و فعالیت مت

شود. فنول اکسیداز مشاهده میهای پراکسیداز و پلیآنزیم

و  مقدار پروتئین کلمشابه با نتایج ما گزارش شده است که 

 زیره سبز یهافعالیت آنزیم پراکسیداز گیاهچه نیز

(.cyminum L Cuminum) (8) و .L Lepidium draba (13 به )

  .دوز و مدت زمان اعمال نانو محرك وابسته است

های مورد همچنین، در این تحقیق، نوع و غلظت نانومحرك

دار در میزان فنول، فلاونوئید استفاده منجر به تغییر معنی

کل شد. به طوری که کاربرد نانو اکسید آهن به ویژه در 

منجر به بیشترین افزایش در میزان این  mg/L 100غلظت 
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در  یدیو فلاونوئ یفنول ترکیبات مداوم دیتولشد.  صفات

مانند  یممکن است به عوامل مختلف محركپاسخ به مواد 

 یبستگتیمار زمان مدت و  محرك، دوز ماده گیاهسن 

 هب توانند با اتصال(. این ترکیبات می40و  38د )داشته باش

اثرات تنش حاصل از آنها را کاهش  فلزات سنگین ذرات

های گیاهی را در برابر تنش بالا ومت سلولدهند و مقا

 ها وفنول افزایش محتوای رسدبه نظر می (.22ببرند )

در پاسخ به تنش حاصل از حضور  در سلولفلاونوئیدها 

در کاهش اثرات تواند مینانوذرات در غلظت های متوسط 

 به عنواننقره گزارش شده است که . تنش مؤثر باشد

 ، سنتزفعالیت اتیلنتواند با مهار یمبازدارنده قوی اتیلن 

 (. 12دهد )افزایش را ها فلاونوئیدها و آنتوسیانین

ثر برای ؤم محركتوان به عنوان یک میفلزی نانوذرات از 

های ثانویه در بیوتکنولوژی گیاهی استفاده تولید متابولیت

های بهبود تولید متابولیت تحریک برای (. کارآیی54کرد )

ونه گیاهی، ترکیبات مورد نظر، نوع و غلظت ثانویه به گ

در تحقیق حاضر  .(21) تیمار بستگی دارد زمانو  هامحرك

های نقره، آهن و مولیبدن منجر به افزایش کاربرد نانومحرك

ها شد. در واقع وابسته به دوز محتوای گالگین در سلول

تواند با اعمال حضور این نانوذرات در محیط کشت می

های سلولی لازم برای افزایش بیان ل، سیگنالتنش به سلو

های مورد نیاز در مسیر ژن و  تحریک فعالیت آنزیم

های های ثانویه را در کشتبیوشیمایی تولید این متابولیت

های پاپاورین، تبائین افزایش متابولیتسلولی سبب شوند. 

 Papaver)و کدئین در سوسپانسیون سلولی پاپاور 

.L somniferum) سه نانوذره مس، آهن و سیلسیوم اعمالا ب 

ها با تانشینونتجمع مقدار برابری  12افزایش و ، (16)

گزارش شده  Perovskia abrotanoides Karدر .نقره اعمال 

نانو ذرات اکسید آهن  وابسته به دوز اثر. همچنین (3) است

و روی بر میزان تولید هایپرسین و هایپرفورین در کشت 

(  LHypericum perforatumلولی گل راعی ).سوسپانسیون س

  (.4)گزارش شده است 

 در کشتمحرك  کاربردبا نشان داد که  تحقیق حاضر جینتا

 نیگگال یمحتوا توانمی G. officinalis یسلول ونیسوسپانس

داد. بر این اساس،  شیافزارا در مدت زمان کوتاهی 

 یبرا توان از کشت وسیع سوسپانسیون سلولی این گیاهمی

. ردکمقدار زیاد گالگین برای اهداف تجاری استفاده  دیتول

م انجا مختلف یاورآکتورهیاستفاده از بتواند با این کار می

تر بیش برای مطالعات تواندها میهمچنین این یافته شود.

به عنوان کشت سوسپانسیون سلولی گیاه گالگا  در زمینه

 قرار مورد استفاده مهندسی متابولیک گیاهی آن یبرا یابزار

 .ردیگ

 سپاسگزاری

محقق اردبیلی و در قالب طرح پژوهش حاضر، در دانشگاه 

پژوهشی مربوط به پایاننامه کارشناسی ارشد به شماره 

طریق معاونت پژوهشی انجام شد و اعتبار آن از  2454/51

که بدینوسیله مراتب تشکر و قدردانی  تأمین گردیددانشگاه 

 آيد. به عمل می

 منابع

بهینه . 1391 .ر ،حسینی .،ق ،گروسی .،ر ،محمدی ،.ج ،احمدی .1

 پروانش سلولی سوسپانسیون و زاییسازی کالوس

(Catharanthus roseus) 18: 1 مجله بیوتکنولوژی کشاورزی–

4. 

 .1397 .ف ،نظریان فیروزآبادی .،ا ،اسماعیلی .،ش ،سیاه منصور .2

بر رشد ریشه مویین  های مختلف زیستی و غیرزیستیتأثیر محرك

تولیدات  (.Papaver somniferum L) در گیاه دارویی خشخاش

 .42–41:29گیاهی 

. تولید 1400آ.  ،ذاکر .،ج ،اصیلی .،پی، چابریشم .،ب ،بایسته .3

 های نوپدید گیاه برازمبلها در ریشهای تانشینوندرون شیشه

.Kar Perovskia abrotanoides ه و با استفاده از نیترات نقر

های گیاهی )مجله زیست شناسی له پژوهش. مجعصاره مخمر

 .151-139(: 1)34 ایران(
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مواد آهن و روی بر تولید بررسی اثر نانو .1390 .ا ،شرفی .4

 سلولی گلهایپرسین در کشت کالوس و کشت سوسپانسیون 

 د،کارشناسی ارشپایاننامه  (.Hypericum perforatum L) راعی

 . ایران ،دانشگاه شاهد

های تظبررسی اثر غل .1393علیپور، س.، نصیبی، ف.، فرهمند، ه.  .5

بر صفات فیزیولوژیکی و  (SNP) متفاوت سدیم نیترو پروساید

 افزایش عمر گلجایی گل شاخه بریده مریم

 .(Polianthes tuberosa L.)های گیاهی )مجله مجله پژوهش

 914.–904: 27زیست شناسی ایران( 

 .م ،نژادفرجامی .،ر ،اصغری زکریا .،ن ،رعزا، ر.، نژادفرجامی .6

تیروزین بر تولید تبائین در کشت سوسپانسیون -تاثیر ال .1394

فصلنامه  (Papaver bracteatum).  سلولی خشخاش ایرانی

 . 119-110(: 2)15 گیاهان دارویی

ثیر نانو أت. 1394. ف ،نیری، دهقان.ر ،، حسینی.قاسمی ب .7

ن دو بیا زان بر میزان تولید آرتمیزنین والیسیتورهای کبالت و کیتو

 (Artemisia annua). در گیاه DBR2 و SQS ژن کلیدی

–4:25ژوهشی مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی پ-دوفصلنامه علمی

39. 

بررسی تاثیر  .1394. ا ،زادهباقی .،ع ،ریاحی مدوار .،ك ،یوسفی .8

خی و بر 1الیسیتورهای نقره و مس بر بیان ژن فلاون سینتاز 

 های زیره سبزپارامترهای بیوشیمیایی در گیاهچه

 (Cuminum cyminum L.)های بومی ایران. مجله پژوهش

 .223–28:210 )مجله زیست شناسی ایران(گیاهی
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biochemical properties in cell suspension culture of  
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Abstract 

Galegine is one of the most important active ingredients in the Galga (Galega officinalis 

L.), which is used as a drug for lowering blood sugar in the treatment of type 2 diabetes. 

The use of nano-elicitors to increase the production of secondary metabolites in plant 

cell and tissue culture is a useful method to achieve high levels of compounds with 

medicinal worth. In this study, the effects of nano-silver (5, 10, and 20 mg/L) stimuli, 

iron nano oxide (50, 100, and 200 mg/L), and molybdenum nanoparticles (30, 60, and 

90 mg/L) on cell growth and production of some metabolites were studied in cell 

suspension culture of G. officinalis. The results showed that the application of silver 

nanoparticles in cell suspension culture at 5 and 10 mg/L for 48 h resulted in the highest 

galegine content. Also, the application of 100 mg/L iron nano oxide and 60 mg/L 

molybdenum led to an increase in galegine content in the cell suspension culture of G. 

officinalis compared with the control. The highest content of total phenols and 

flavonoids was obtained in the treatment of cells with 100 mg/L iron nano oxide. In 

general, considering that some treatments used increased the content of galegine in 

comparison with the control, it can be suggested that applying nano-elicitors in the cell 

suspension culture can be used to produce more galegine of this plant. 

Keywords: Cell suspension, Galega officinalis, Galegine, Nanoelicitors 
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