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هاي بيوشيميايي آن در كشت  و برخي ويژگي سلوليها بر رشد  بررسي تأثير نانومحرك
   (.Galega officinalis L)سا  بيانسوسپانسيون سلولي گياه دارويي شيرين

  مريم خضري و ، ناصر زارع*، رسول اصغري زكرياميناباد سميرا مينايي

  گياهي ژنتيك و ايران، اردبيل، دانشگاه محقق اردبيلي، گروه توليد

  17/11/1400: تاريخ پذيرش  25/6/1400: تاريخ دريافت

   چكيده

خون در درمان ديابت   قند  كاهنده به عنوان دارويكه  است (.Galega officinalis L) مهم در گياه گالگا ثرهؤمواد مگالگين يكي از 
، گياهي هاي ثانويه در كشت سلول و بافت وليد متابوليتتافزايش ي برا ها محركنانوكاربرد . گيرد مورد استفاده قرار مي دونوع 

 10، 5(هاي نانو نقره  در اين تحقيق تأثير محرك .است تركيبات با ارزش دارويييابي به سطوح بالاي  جهت دستراهكاري مفيد 
و توليد برخي   د سلولبر رش) mg/L 90و  60، 30(و نانو ذرات موليبدن ) mg/L 200و  100، 50(، نانو اكسيد آهن )mg/L 20و 

نتايج نشان داد كه كاربرد نانوذرات نقره . مورد بررسي قرار گرفت G. officinalisها در كشت سوسپانسيون سلولي گياه  متابوليت
همچنين . ساعت منجر به بيشترين محتوي گالگين شد 48به مدت  mg/L 10و  5در كشت سوسپانسيون سلولي در غلظت 

نيز در درجه بعدي منجر به افزايش محتوي گالگين  mg/L 60و موليبدن در غلظت  mg/L 100ن در غلظت كاربرد نانواكسيد آه
ها با  بيشترين محتوي فنول و فلاونوئيد كل نيز در تيمار سلول. نسبت به شاهد شدG. officinalis در كشت سوسپانسيون سلولي 

mg/L 100 نكه تعدادي از تيمارهاي مورد استفاده منجر به افزايش محتواي در كل، با توجه به اي. نانواكسيد آهن حاصل شد
 ديتول يتوان برا يمها در كشت سوسپانسيون سلولي را  توان گفت كه اعمال نانو محرك گالگين در مقايسه با شاهد شدند، مي

 .استفاده كرد گالگين بيشتر از اين گياه

  هاي نانوفلزي ، گالگين، محرك)Galega officinalis(سوسپانسيون سلولي، گالگا  :هاي كليدي واژه

  r-asghari@uma.ac.ir: الكترونيكي پست ،   09143541783 : مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه 
ساله از  اي چند يك گياه علوفه) .Galega officinalis L(گالگا 
كه بومي ) 32و  31( است )Fabaceae( بقولات خانواده
 ،)47( است )آسياي غربي(شرقي اروپا و خاورميانه  جنوب 

و مزارع مرطوب  زارهاي اروپاي جنوبي در چمنهمچنين 
گالگا ). 43( كند به طور وحشي رشد مي نيز در بريتانيا
تا ارتفاع كه  هاي آبي و بنفش است اي با گل گياهي بوته

هاي متقابل  هاي منشعب، برگ كند و ساقه متر رشد مي5/1
عصاره  ).15(دارد دمگل طويل  و اي ي يا نيزهوبيض

ها،  حاوي فلاونوئيدها، تانن G. officinalisهيدروالكلي 
، 9( ها و استروئيدها است ها، گليكوزيدها، رزين ساپونين

دو تركيب  دارايهمچنين اين گياه لگومي  .)47و  30
ايزوآمين (گالگين  هاي به نام ارد نيتروژن يگوانيدين
و هيدروكسي گالگين است كه در تمام ) گوانيدين

گلدهي و  ي مراحل نموي از جملهط و ي آنها بخش
ثره ؤمواد مگالگين و گوانيدين  .تشكيل ميوه وجود دارند

G. officinalis  كه داراي خواص هيپوگليسمي  )35(هستند
مين، فرم مصنوعي متفور .)31و  14( و گالاكتوژنيك هستند

جدا شده از  يبر اساس مشتقات گوانيدين است كه گالگين
G. officinalis خون   قند  كاهنده تهيه شده و به عنوان داروي

و  14( گيرد مورد استفاده قرار مي 2در درمان ديابت نوع 
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عنوان مكمل  بهدر طب سنتي  G. officinalis استفاده از .)19
ندي در دوره قرون وسطي نيز در درمان بيماري ديابت ق

هاي  قسمتامروزه نيز  .)47و  18( گزارش شده است
اي به عنوان يك داروي  هوايي گالگا به طور گسترده

تب بدخيم، التهاب، عفونت  ديابت، كاربردي در برابر
افزايش توليد شير مادر مورد  وهاي انگلي  انگلي، كرم

  ).31( گيرد استفاده قرار مي

 زيستيهاي  فعاليت با منشأ گياهي،ثانويه  هاي متابوليت
گوناگوني داشته و ارزش تجاري فراواني دارند اما توليد 
اين مواد در گياهان در شرايط طبيعي به وسيله عوامل 

 ).39( شود محيطي، اكولوژيكي و آب و هوايي محدود مي
هاي با ارزش در محيطي  كشت سلولي براي توليد متابوليت

 قل از تغييرات آب و هوايي سودمند استكنترل شده و مست
هاي كشت بافت معمولاً مقادير زيادي  سلولاز طرفي  .)1(

 كنند، از تركيبات ثانويه را فقط در شرايط خاص انباشت مي
اين بدان معني است كه به حداكثر رساندن توليد و تجمع 

هاي كشت شده نياز به  هاي ثانويه توسط سلول متابوليت
 پرسلولي  هاي لاينمحيطي، انتخاب  عواملدستكاري 
و  2( ها دارد پيش ماده و استفاده از محرك با بازده، تغذيه

36.( 

ثر ؤم هاي روش يكي از ها در حال حاضر استفاده از محرك
در  هاي ثانويه در گياهان دارويي براي بهبود سنتز متابوليت

 ،ها محرك .)51و  10( است اي شيشه شرايط درون
كه با هستند زيستي و يا غير زيستي  أبا منشهايي  مولكول

همكنش مولكولي ميان هاي سلولي و بر تحريك سيگنال
هاي  هاي گياهي در سطح غشاي سلولي، بيان ژن گيرنده

كنند و موجب سنتز  مرتبط در مسير را تحريك مي
ها در محرك ).56( شوند هاي ثانويه در گياهان مي متابوليت

در زمان مناسب به كشت  توانند يك غلظت دقيق مي
ميزان متابوليت بالا  توليدسوسپانسيون اعمال شوند و سبب 

از دسته  نانو ذرات ).36و  26( در مدت زمان كوتاه شوند
به دليل اثرات خاص و هاي غير زيستي هستند كه  محرك

اي به دنياي ورود گسترده خود به فردويژگي منحصر
خصوصيات . )41( ندرو كشاورزي دا شناسيزيست

سازد تا به طور  را قادر ميها  آنفيزيكوشيميايي نانو ذرات 
و  25( سودمند با سيستم متابوليك گياهي در تعامل باشند

 ويژه سطح ،نانومتر 1- 100مقياس بين  اين ذرات در .)53
بسيار بزرگ و انرژي بالايي دارند و به همين دليل واكنش

  ). 33(است  بيشترآنها پذيري 

در ي رگيقرارزمان مختلفي مانند غلظت، مدت  عوامل
معرض محرك، سن كشت و تركيب مواد مغذي نقش 

به  .)45( ندنك مهمي در توليد تركيبات فعال زيستي بازي مي
علاوه، پاسخ به يك محرك خاص ممكن است از گياهي 

هاي سلولي مختلف بسيار متفاوت  به گياه ديگر و بين لاين
ها براي  هاي مناسب محرك لظتتعيين غ ،بنابراين .باشد
با توجه به ). 6(است سازي توليد بسيار ضروري  بهينه

بررسي تأثير نانو با هدف تحقيق اين  ،اهميت گياه گالگا
و همچنين  رشديبر برخي از فاكتورهاي  ي فلزيها محرك

هاي ثانويه در كشت سوسپانسيون  ميزان توليد متابوليت
  .آن انجام شد سلولي

  هامواد و روش
 سوسپانسيون سلولي، هيته يبرا :سلولي سوسپانسيونتهيه 
حاصل از ريزنمونه ( روزه 45 تردگرم كالوس  يك

گرم در ليتر  ميلي 3حاوي  (MS)هيپوكوتيل در محيط جامد 
2,4-D  گرم در ليتر  ميلي 1وKin ( انتخاب و بهmL 50 

درجه  121كه در اتوكلاو با دماي  ،عيما MSمحيط كشت 
 يرودقيقه استريل شده بودند، انتقال يافته و  15به مدت 

). 34(قرار گرفتند  C°25و  قهيدق ردور د 110 با دوركر يش
لازم به ذكر است كه محيط كشت مايع مورد استفاده حاوي 

پس از . بود كالوس يالقا يرشد برا يها كننده ميتنظهمان 
 لاين نيبهتر نييتع ي، براسوسپانسيوناستقرار كشت 

 ()SCV( سلولحجم ايستايي از نظر سرعت رشد،  يسلول
Settled cell volume(  و  گيرياندازهبار  كي، هر دو روز

 لاين نيبهتر بر اين اساس، و ثبت شدآنها رشد  يمنحن
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تا به حجم  شد هر دو هفته زيركشتانتخاب و  يسلول
  ). 34(مورد نظر براي اعمال تيمارهاي محرك برسد 

هاي سلولي از  سپانسيونبراي تحريك سو :تحريك
با اندازه ( نقرهذرات نانو mg/L 20و  10، 5هاي  غلظت
 نانو اكسيد آهن mg/L 150و  100، 50، )نانومتر 5-8ذرات 

 mg/L 90و  60، 30 ، و)نانومتر 60زير اتبا اندازه ذر(
استفاده ) نانومتر 13- 80ات با اندازه ذر( موليبدن ذراتنانو
 48و  24اعمال و بعد از تكرار  در سههر غلظت . شد

   .ها برداشت شدند ساعت سلول

به منظور ارزيابي رشد در  :ها گيري رشد سلول اندازه
سلول  ايستايي كشت سوسپانسيون سلولي از شاخص حجم

(SCV)  استفاده شد به اين صورت كه مقدارmL 10  از
سلولي در  ريز هاي ها و توده كشت حاوي سلول محيط

دقيقه در حالت  30به مدت  ي مدرج،رليت ميلي 15فالكون 
هاي رسوب  حجم سلو، در نهايت سكون نگهداري شدند

). 27( يادداشت شد به عنوان حجم ايستايي سلول كرده
سوسپانسيون ، ها سلولتر گيري وزن  اندازههمچنين براي 
واتمن ها بعد از گذراندن از كاغذ صافي  موجود در ارلن

  ).24( دشن و حذف محيط مايع وز) 42نمره (

جهت  :اكسيدان ي آنتيها گيري پروتئين و آنزيم اندازه
با ) 5(از روش عليپور و همكاران  استخراج پروتئين محلول
هاي  ابتدا سلول به اين ترتيب كه ،اندكي تغيير استفاده شد

گرم از  ميلي 100به  وپودر شده  ازت مايع دربرداشت شده 
وينيل  پلي حاوي) pH=7(، بافر سديم فسفات پودر حاصل
اضافه شد و مولار  يك ميلي EDTAو % 1 (PVP) پيروليدين

دقيقه  20ها به خوبي ورتكس شده و به مدت  سپس نمونه
شدند، در نهايت  سانتريفيوژ C°4در  rpm 10000با دور 

ميزان  .فاز رويي برداشته شده و مورد استفاده قرار گرفت
گيري  اندازه )17( برادفوردپروتئين محلول كل به روش 

 آلبومين سرم گاوي جهت ترسيم منحني استاندارد از. شد

)BSA ( استفاده شد%  98با ضريب تبيين بالاي.  

  μL 950، پراكسيداز آنزيم  فعاليت  ميزان گيري  براي اندازه

 μL50  به همراه گاياكولحاوي  mM 50بافر فسفات سديم 
) Cuvette(در كووت ) μL H2O2 )30%يك  و يعصاره سلول

وفتومتر در رتركيب و مقدار عددي نمونه با دستگاه اسپكت
ثانيه  15دقيقه با فاصله  1به مدت  نانومتر 470طول موج 

براي محاسبه واحد آنزيمي از ضريب  .قرائت گرديد
براي ). 5(شد استفاده  mM-1 cm-1  6/26 معادلخاموشي 

 mL فنل اكسيداز نيز، پليآنزيم ميزان فعاليت گيري  اندازه
 M( پيروگالول Lμ 200، )=mM 50 )7pH بافر فسفات 5/2

عصاره آنزيمي مخلوط و در طول موج  Lμ 100، و )02/0
براي محاسبه واحد آنزيمي از . نانومتر قرائت شد 420

  ).5(شد استفاده  mM-1 cm-1  7/24معادلضريب خاموشي 

گيري محتواي فنول، فلاونوئيد كل و گالگين  اندازه
فنول و  ميزان يريگ اندازه براي :ها ولي سلولعصاره متان

ها  سلول يعصاره متانول ،نيگالگ يو محتوا كل ديفلاونوئ
: شد هيتهبا اندكي تغيير ) 23(و همكاران  Dorlingبه روش 

از هر  گرم يليم 300پودر شده و به  عيبا ازت ما ها سلول
ها به  سپس نمونه .اضافه شد خالص متانول mL 10نمونه 
 يدما قه،يدور در دق 100( كريش يرو قهيدق 30مدت 

°C25 ( در دستگاه  قهيدق 40و پس از آن به مدت
سپس . تحت امواج فراصوت قرار گرفتند كيلتراسونوا

 ياز كاغذ صاف حاصل با كمك پمپ خلأ يها عصاره
 ظيتغل μL 1000تا  C50°واتمن عبور داده شده و در آون 

 يسرسرنگ لتريز فبه دست آمده ا يها سپس عصاره. شد
 زريعبور داده شدند و تا زمان استفاده در فر كرونيم 45/0

  . شدند ينگهدار

عصاره از  μL 200، قدار فنول كلگيري م براي اندازه
و  )10:1(و رقيق فولين سيكالتمعرف  μL 200 متانولي با

mL 5/2  دقيقه در 5آب دوبار تقطير مخلوط و به مدت 
°C25 پس از آن. انكوبه شد mL 3 7كربنات سديم  بي %

جذب . دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد 90و به مدت اضافه 
و  قرائت شد  نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر 760در 

هاي  منحني استاندارد برحسب گاليك اسيد با غلظت
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 )200و  ppm 10 ،20 ،40 ،60 ،80 ،100 ،150( مختلف
بر  ادل گاليك اسيدگياه مع يترسيم و ميزان تركيبات فنول

 گيري گرديد اندازه ppmصورت  به استاندارد منحني اساس
)48.(  

عصاره  μL 200 ،نوئيدلاومحتواي ف گيري اندازهبراي 
 10آلومينيوم كلريد  μL 100، متانول μL 600تانولي با م

 μL 100، )متانول mL 100 در AlCl3گرم  10(درصد 
مخلوط  قطرآب م μL 1000پتاسيم استات يك مولار و 

در در دماي اتاق و دقيقه  30 به دست آمدهمحلول . شد
نانومتر  415موج  تاريكي قرار داده شد و سپس در طول

جهت رسم . توسط دستگاه اسپكتروفتومتر قرائت شد
، 60، 40، 20، 10( هاي مختلف منحني استاندارد از غلظت

استفاده  استاندارد كوئرستين )ppm 200و  150، 100، 80
همه ، )Blank( بلانكبراي تهيه قابل ذكر است  ).20( شد

به جز  گيري فاكتور مورد نظر مورد استفاده براي اندازهمواد 
هم تركيب شدند و به جاي عصاره نمونه  با عصاره نمونه 
  .دشاستفاده  گيري از بافر عصاره

ستون فاز  يك گيري ميزان گالگين، با استفاده از اندازه
 YL9100 HPLC يستمدر س (mm x 4.6 mm 250)معكوس 

)YoungLin Clarity, South Korea (فاز در . شد انجام
به ترتيب  ٪100 استونيتريل و مولار KH2PO4 05/0متحرك 

 يكارتو فسفركمك با  pH. استفاده شد 30به  70به نسبت 
فاز متحرك  يانجر ميزان .شد تنظيم 5/3 روي )مرك( يداس
 ييدتأ يبرا. بود μL 20 يقم تزرو حج يقهدر دق يترل يليم 1

 & Akos Consulting(از استاندارد گالگين  گالگينحضور 

9-83-543 Solutions GmbH, Germany AKOS( استفاده شد. 
 و رسم يساز يروش كم بهها  در نمونه گالگين غلظت
  ).44( شد تعييناستاندارد  يمنحن

 برتلف به منظور ارزيابي اثر نانو ذرات مخ: آناليز آماري
هاي  ي و صفات بيوشيمايي، تجزيه دادهرشدفاكتورهاي 

 طرح كاملاًفاكتوريل بر پايه  آزمايشدر قالب  حاصل
ها بر اساس مقايسات ميانگين دادهو تصادفي با سه تكرار 

با استفاده از نرم افزار ) >01/0p(اي دانكن آزمون چند دامنه
SPSS  انجام گرفت 16,0نسخه.  

  نتايج
گيري بر اساس اندازه، رشدي با بيشترين ميزان لاين سلول

شد  ي انتخابسلولحجم ايستايي بار  روز يك دوهر 
، 4دست آمده لاين سلولي شماره هطبق نتايج ب). 1شكل (

هاي  در محيط حاوي غلظت هيپوكوتيلاز ريزنمونه  حاصل
mg/L 3 2,4-D  وmg/L 1  كينتين)Kin(  بيشترين سرعت

ذكور تا زمان رسيدن به ميزان مورد لاين م. رشد را داشت
بار بازكشت  هر دو هفته يك نانو محركنياز جهت اعمال 

همچنين انتهاي فاز رشدي براي اين لاين ). 2شكل (شد 
ها در روز هشتم پس  و نانو محرك برآورد شد هشتمروز 

  . ها اعمال شدند سازي به محيط كشت سلول از همگن

هاي  بين غلظت :(SCV)و حجم ايستايي سلولي  وزن تر
از نظر تأثير بر وزن ، آهن و موليبدن مختلف نانو ذرات نقره

وجود  يدار اختلاف معني (SCV)و حجم ايستايي سلول تر 
آن با نوع و اثر متقابل  زمان برداشت از نظراما  ،داشت

نتايج ). 1جدول (مشاهده نشد داري  اختلاف معنيمحرك 
ر سه نانو محرك مورد مقايسه ميانگين نشان داد كه در ه
، منجر به كاهش وزن تر  استفاده، افزايش غلظت نانو محرك

ها در غلظت  طوري كه با كاربرد نانومحرك ، بهشد ها سلول
داري با شاهد نشان  ها اختلاف معني پايين، وزن تر سلول

هاي بالاتر اين نانوذرات به طور  غلظتنداد اما كاربرد 
-3شكل (شد  ها سلول داري موجب كاهش وزن تر معني
، آهن و موليبدن نانو ذرات نقرههمچنين استفاده از . )الف

هاي بالا منجر به در كشت سوسپانسيون سلولي در غلظت
كه  به طوري. حجم ايستايي سلول شددار كاهش معني
حجم ايستايي سلول مربوط به نمونه شاهد  بيشترين ميزان

 mg/L نقره، mg/L 5(ها پايين نانومحرك بود كه با غلظت
 نداشت دار يمعن اختلاف )بدنيمول mg/L 30 و آهن 50

حجم ايستايي ميزان  ها ولي با افزايش غلظت نانومحرك
  .  )ب- 3 شكل(داري كاهش يافت سلول به طور معني
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شترين سرعت رشد را داشت و انتهاي بي 4لاين سلولي . G. officinalisهاي سلولي مختلف در كشت سوسپانسيون سلولي  نمودار رشد لاين -1شكل 

  .فاز رشدي اين لاين روز هشتم پس از بازكشت بود
  

    

  پس از استقرار  )چپ( هفته پنجم و) راست(هفته دوم  در G. officinalis وسپانسيون سلوليس -2شكل 
  
  

  در كشت سوسپانسيون سلولي G. officinalisهاي  هاي مختلف سلول ويژگيها بر  تجزيه واريانس اثر نانو محرك -1جدول 

  منبع تغيير
درجه 
  آزادي

  ميانگين مربعات
 گالگينفلاونوئيد كل كل فنول فنل اكسيدازپلي پراكسيداز پروتئين كل SCV وزن تر

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

B(  1 ns003/0 ns003/0 ns0001/0 ns019/0 ns482/105 *170/0 **672/1 **178./0(زمان 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 (%)ضريب تغييرات 
  دار غير معنيو اختلاف % 1دار در سطح احتمال  تفاوت معني به ترتيب ns و **
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حروف متفاوت . G. officinalisدر سوسپانسيون سلولي گياه ) ب(و حجم ايستايي سلول ) الف(هاي مختلف بر وزن تر  تأثير نانو محرك -3 شكل
    . استدرصد توسط آزمون دانكن  5دار در سطح  دهنده وجود اختلاف معني شانن

هاي پراكسيداز و  و فعاليت آنزيم محتواي پروتئين كل
سطوح  طبق نتايج تجزيه واريانس، اثر: فنل اكسيداز پلي

از نظر  زمان برداشت آن با و اثر متقابل نانومحركمختلف 
هاي پراكسيداز و پلي  كل، فعاليت آنزيمپروتئين  حتوايم

اما اثر زمان  دار معني درصد 1در سطح احتمال اكسيداز،  فنل
كاربرد اغلب تيمارهاي . )1جدول (نبود دار  معني برداشت

 mg/L 90نقره و  mg/L 5غير از (محرك مورد استفاده 
ساعت، موجب افزايش سطح  24به مدت ) موليبدن

  هاي تنها غلظتساعته  48پروتئين كل شدند، ولي در تيمار 
mg/L 10  نقره و mg/L100  نانو اكسيد آهن موجب افزايش

ها نسبت به شاهد شدند و  محتواي پروتئين كل در سلول
نظر اختلاف اين هاي مورد استفاده، از  ساير غلظت

بيشترين مقدار در مجموع، . داري با شاهد نشان ندادند معني
 mg/L 100غلظت  ساعته با 24تيمار  دركل پروتئين 

به دست وزن تر  mg/g 173/0 با ميانگين نانواكسيد آهن
در تيمار  ،فعاليت آنزيم پراكسيدازدر مورد ). 2جدول ( آمد
و  10به  mg/L 5ساعته افزايش غلظت نانوذرات نقره از  24

mg/L 20  باعث افزايش فعاليت اين آنزيم شد، در حالي كه
 mg/Lبه  50در مورد نانواكسيد آهن با افزايش غلظت از 

 mg/L 150فعاليت اين آنزيم افزايش ولي در غلظت  100
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براي نانواكسيد موليبدن نيز فعاليت . آن دوباره كاهش يافت
و  30هاي  آن بيشتر از غلظت mg/L 60اين آنزيم در غلظت 

mg/L 90 با افزايش غلظت  ساعته 48در تيمار . آن بود
آنزيم افزايش  فعاليت اين mg/L 10به  5نقره از  نانوذرات

در حالي . آن دوباره كاهش يافت mg/L 20ولي در غلظت 
داري بين كه در مورد نانواكسيد آهن تفاوت معني

در  .هده نشداساعته مش 48هاي مختلف آن در تيمار  غلظت
آن  mg/L 60و  30مورد نانواكسيد موليبدن نيز بين غلظت 

ده نشد داري از لحاظ فعاليت اين آنزيم مشاهتفاوت معني
كاهش در فعاليت  mg/L 90ولي با افزايش غلظت آن به 

اين آنزيم مشاهده شد به طوري كه در اين غلظت با شاهد 
اين آنزيم  فعاليتبيشترين . داري نداشتتفاوت معني

 و كمترين ميزان نانواكسيد آهن mg/L 100 تيمارمربوط به 
ن نقره هر دو با زما mg/L 5و مربوط به تيمار شاهد  آن

  .)2جدول ( بود ساعت 24تيمار 

هاي تيمار  در سلول اكسيداز فنل پليميزان فعاليت آنزيم 
 24در تيمار طوري كه  شده تا حدودي متفاوت بود به

 هاي مورد استفاده، تنها غلظت  ساعته از بين محرك

mg/L10 ميزان دار  نانوذرات نقره منجر به افزايش معني
 48ها به مدت  ر سلولدر تيما. شدآنزيم  اين فعاليت

 mg/L 50نانوذرات نقره،  mg/L 5ساعت، تنها تيمارهاي 
نانو ذرات موليبدن موجب  mg/L 60نانواكسيد آهن و 

فنل اكسيداز شدند، و  دار ميزان فعاليت پلي افزايش معني
در . داري با شاهد نشان ندادند ساير تيمارها اختلاف معني

گين بيشترين فعاليت بر اساس نتايج مقايسه ميانمجموع، 
ها با  سلول ساعته 24تيمار متعلق به  اكسيداز فنل پليآنزيم 
mg/L 10 ساعته آنها با 48و تيمار  نانونقره mg/L 50 

جدول ( نانو ذرات موليبدن بود mg/L 60نانواكسيد آهن و 
2(.  

مختلف  هاي غلظت اثر :فنول و فلاونوئيد كلميزان 
 فنول وبر ميزان آنها متقابل اثر  و زمان برداشت ،نانوذرات

 تيماردر  ).1 جدول( بوددار  معني ها فلاونوئيد كل سلول

ها با نانو ذرات نقره، اكسيد آهن و موليبدن به مدت  سلول
سطح تا  مذكوربا افزايش غلظت نانو ذرات  ساعت، 24

اعمال بالاترين اما  يافت فنول كل افزايشمحتواي  متوسط
 mg/L 20يعني (ين نانو ذرات غلظت مورد استفاده از ا

نانوذرات  mg/L 90نانواكسيد آهن و  mg/L 150نانونقره، 
، ها شد منجر به كاهش ميزان فنول كل در سلول) موليبدن

هاي  با اين حال ميزان فنول كل در اين حالت در تمام سلول
ها به  در تيمار سلول. تيمار شده نسبت به شاهد بيشتر بود

پايين و متوسط نانوذرات مورد ساعت، سطوح  48مدت 
اما، . دار محتواي فنول كل شد استفاده موجب افزايش معني

نانو محرك موجب هر سه مورد استفاده در بالاترين غلظت 
هاي  دار محتواي فنول كل نسبت به غلظت كاهش معني

در . داري نشان نداد تر شد و با شاهد اختلاف معني پايين
هاي تيمار شده  كل در سلولمجموع بيشترين ميزان فنول 

و  24نانواكسيد آهن به مدت  mg/L 100مربوط به تيمار با 
ساعت  48نانو ذرات نقره به مدت  mg/L 10ساعت و  48
همچنين كمترين مقدار فنول كل به همراه تيمار شاهد . بود

 48نانوذرات موليبدن به مدت  mg/L 90مربوط به تيمار 
  ).2جدول (ساعت به دست آمد 

هاي مورد  نانو محرك افزايش غلظت ساعته، با 24ر تيمار د
در تيمار . استفاده، مقدار فلاونوئيد كل افزايش نشان داد

متوسط نانو ح وسطساعت، كاربرد  48ها به مدت  سلول
نانواكسيد  mg/L 100نانو نقره،  mg/L 10يعني (محرك 
موجب افزايش  )نانو ذرات موليبدن mg/L 60آهن و 
 mg/Lو  50هر چند تيمار با . ونوئيد كل شدفلامحتواي 

ساعت نيز باعث افزايش  48نانواكسيد آهن به مدت  150
دار در مقدار فلاونوئيد كل نسبت به شاهد شدند ولي  معني

دار اعمال ساير تيمارها نسبت به شاهد در اين حالت معني
در مجموع، بيشترين ميزان فلاونوئيد كل در . نبود

نانو اكسيد  mg/L 100شده مربوط به تيمار  هاي تيمار سلول
وزن تر بود  mg/g 61/5ساعت با ميانگين  48آهن به مدت 

  ).2جدول (
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 .G. officinalisها در سوسپانسيون سلولي هاي بيوشيميايي سلول مقايسه ميانگين تيمارهاي مختلف نانومحرك از لحاظ برخي از ويژگي -2جدول 

(mg/g)گالگين 
ل فلاونوئيد ك
(mg/g) 

فنول كل 
(mg/g) 

  فنول اكسيداز پلي
(mg/g) 

پراكسيداز 
(mg/g) 

پروتئين كل 
(mg/g) 

زمان 
 )ساعت(

  تيمار

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 

نانوذرات نقره 
(mg/L)  

a813/8 hi937/1 de825/1  a-d303/25 cde093/13 c-g1115/0 48 
cde823/5 gh095/2 bc232/2 a599/36 cd616/14 b-f1173/0 24 

10  
ab798/7 def555/2 ab455/2 cde016/18 b671/20 b1340/0 48 
b303/7 fgh125/2 fgh32/1 a-d141/25 cd256/15 b-f1160/0 24 

20  
cde722/5 ij517/1 hij057/1 de834/12 def463/12 fgh0974/0 48 

ef311/4 ij624/1 cd112/2 a-d372/24 def217/12 bc1311/0 24 
50  

نانوذرات 
اكسيدآهن 

(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  

cd473/6 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  

 اتنانوذر

موليبدن 
(mg/L)  

f259/3 ij494/1 ghi209/1 b-e279/23 cde203/14 b-e1247/0 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 

    . استدرصد توسط آزمون دانكن  5دار در سطح  حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معني
نتايج به دست آمده از كروماتوگرافي مايع با : گالگين ميزان

ها با نانو  سلولدر تيمار  نشان داد كه (HPLC)كارآيي بالا 
با افزايش غلطت نانونقره  ساعت، 24ت نقره به مدت ذرا

ها افزايش يافت، برعكس در  محتواي گالگين در سلول
 mg/L 20 ساعته افزايش غلظت اين نانومحرك به  48تيمار 

ساعته  24در تيمار . منجر به كاهش ميزان گالگين شد
ها با نانواكسيد آهن، افزايش غلظت محرك تا سطح  سلول
mg/L 100 دار با غلظت  بدون اختلاف معنيmg/L 150  آن

اما در . باعث افزايش ميزان گالگين نسبت به شاهد شد
بدون  mg/L 100و  50ساعته آن در غلظت  48تيمار 

دار با يكديگر، مقدار گالگين نسبت به شاهد  اختلاف معني

ولي با افزايش غلظت آن به . بيشتر شد داري به طور معني
mg/L 150 يزان گالگين كاهش يافت و با شاهد در اين م

هم چنين  ).2جدول (داري نداشت  حالت تفاوت معني
و هم  24نانو ذرات موليبدن، هم در تيمار  mg/L 60غلظت 

دار ميزان گالگين  ساعته موجب افزايش معني 48در تيمار 
ها نسبت به شاهد شد، اما ساير تيمارهاي اين نانو  در سلول

داري از نظر محتواي گالگين با شاهد  عنيمحرك، تغيير م
 در محتواي گالگينبيشترين ميزان در مجموع . نشان ندادند

دست  به ذرات نقره mg/L 10 و 5 غلظت ساعته با 48تيمار 
  ).2جدول ( آمد
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  گيري  و نتيجه بحث
واقع مواد شيميايي يا فاكتورهاي زيستي با  ها درمحرك

جاد تغييرات فيزيولوژيكي منشأ مختلف هستند كه قادر به اي
ها براي افزايش زيست  از آن و) 55(در موجود زنده بوده 
اي  هاي ثانويه در شرايط درون شيشه توده و توليد متابوليت

نتايج  با اين حال، تحقيقات مختلف ).49(شود  استفاده مي
به تحمل  كه احتمالاً اند گزارش كردهمتفاوتي در اين مورد 
به . محرك اعمال شده وابسته باشدگياه و غلظت نانو 

هاي  نانوذرات نقره در كشتعنوان مثال، استفاده از 
وزن تر  .Linum usitatissimum Lسوسپانسيون سلولي 

در مقايسه با تيمار شاهد، چندين برابر افزايش ها را  سلول
بر نانوذرات نقره اثرات وابسته به دوز از طرفي،  .)52(داد 
گزارش شده  .Lupinus Termis L اهگي اي درون شيشه رشد
رشد گياه آن تر  هاي پايين غلظتدر  به طوري كه، است

 دارند بازدارندهاثر آن هاي بالاتر غلظت ليشود و ميبيشتر 
افزايش  در بيشتر موارد، نشان داد كه حاضرنتايج ). 11(

نجر به منانو ذرات نقره، اكسيد آهن و موليبدن غلظت 
نسبت به شاهد ها  سلولايستايي و حجم كاهش وزن تر 

تواند از سميت و ايجاد تنش اكسيداتيو اين امر مي .شد
هاي ناشي از غلظت) ROSهاي فعال اكسيژن  توليد گونه(

بالاي اين نانو ذرات باشد كه منجر به كاهش رشد و تكثير 
 . شودها مي سلول

و غير آنزيمي دفاعي آنزيمي  سازوكارگياهان با دو 
ROSو  از بين بردهرا تيمار با فلزات سنگين  صل ازي حاها

هاي سلولي  ماكرومولكولغشاء و  تركيبات آسيب آنها به از
در دفاع آنزيمي ميزان فعاليت ). 12( ندكن مي جلوگيري

ديسموتاز، -سوپراكسيداكسيداني مانند  هاي آنتي آنزيم
محتواي غير آنزيمي  در سازوكار و) 50(كاتالاز، پراكسيداز 

 ها، كارتنوئيدها، ويتامين هايي مانند پرولين، بوليتمتا
در ) 50و  29( ها آلكالوئيدها، فلاونوئيدها و آنتوسيانين

نظير آهن،  يهاي فلز يون. شود سلول دستخوش تغيير مي
جز عناصر كم مصرف كه مس، روي، كبالت و نيكل 

هاي  هاي كاركردي بسياري از پروتئين در فعاليت هستند،
ده در حفظ رشد و نمو موجودات زنده نقش كنن مشاركت

تواند براي  مي ي آنهاهاي بالا وجود اين، غلظتبا  .دارند
ميزان افزايش  ).26و  7( دنموجودات زنده مضر باش

مورد اكسيدان  هاي آنتي فعاليت آنزيمو افزايش  كل پروتئين
دهد كه  ها نشان مي اعمال نانومحرك مطالعه در شرايط

هاي  سوسپانسيون سلولي با جهشها در كشت  سلول
) ROS(هاي فعال اكسيژن  اكسايش ناشي از تجمع گونه

كه نقش  ها آنزيم اين افزايش فعاليتمواجه بوده و از طريق 
ها دارند سعي در حذف اثرات ROSپالايش كليدي در 
با اين حال، با افزايش بيشتر غلظت اين . كندمنفي آنها مي

براي مقابله با آنها را نخواهد  نانوذرات سلول توانايي كافي
داشت و اين ممكن است از سميت بالاي اين عناصر در 

هاي بالا و كاهش فعاليت متابوليكي سلول ناشي غلظت
 يها ميآنز تيفعالگزارش شده است كه . شود
 هاي پايين نانو ذرات ر حضور غلظتد يدانياكس يآنت
ذرات  نانو بالاترهاي  غلظتكه  يدر حال افتهي شيافزا

 گياهاندر  يدانياكس يآنت يها ميآنز تيفعال موجب كاهش
نشان داد كه ميزان ) 2جدول (نتايج حاصل ). 46(شود  مي

فنول  هاي پراكسيداز و پلي پروتئين كل، فعاليت آنزيم
هاي نقره،  هاي تيمار شده با نانو محرك اكسيداز در سلول

عمال اكسيد آهن و موليبدن بسته به غلظت و مدت زمان ا
هاي نانو محرك متفاوت است و به طور معمول در غلظت

متوسط اين عناصر افزايش محتواي پروتئين كل و فعاليت 
. شودفنول اكسيداز مشاهده مي هاي پراكسيداز و پلي آنزيم

و  مقدار پروتئين كلمشابه با نتايج ما گزارش شده است كه 
 ززيره سب يها فعاليت آنزيم پراكسيداز گياهچه نيز

)cyminum L. Cuminum( )8( و L. Lepidium draba )13 ( به
   .دوز و مدت زمان اعمال نانو محرك وابسته است

هاي مورد  همچنين، در اين تحقيق، نوع و غلظت نانومحرك
دار در ميزان فنول، فلاونوئيد  استفاده منجر به تغيير معني

 به طوري كه كاربرد نانو اكسيد آهن به ويژه در. كل شد
منجر به بيشترين افزايش در ميزان اين  mg/L 100غلظت 
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در  يديو فلاونوئ يفنول تركيبات مداوم ديتول. صفات شد
مانند  يممكن است به عوامل مختلف محركپاسخ به مواد 

 يبستگتيمار زمان مدت و  محرك، دوز ماده گياهسن 
 هب توانند با اتصال اين تركيبات مي). 40و  38(د داشته باش

اثرات تنش حاصل از آنها را كاهش  فلزات سنگين تذرا
هاي گياهي را در برابر تنش بالا دهند و مقاومت سلول

 ها وفنول افزايش محتواي رسدبه نظر مي ).22(ببرند 
در پاسخ به تنش حاصل از حضور  در سلولفلاونوئيدها 

در كاهش اثرات تواند  مينانوذرات در غلظت هاي متوسط 
 به عنواننقره گزارش شده است كه . دتنش مؤثر باش

 ، سنتزفعاليت اتيلنتواند با مهار ميبازدارنده قوي اتيلن 
  ). 12(دهد افزايش را ها  فلاونوئيدها و آنتوسيانين

ثر براي ؤم محركتوان به عنوان يك  ميفلزي نانوذرات از 
هاي ثانويه در بيوتكنولوژي گياهي استفاده  توليد متابوليت

هاي  بهبود توليد متابوليت تحريك براي كارآيي). 54(كرد 
ثانويه به گونه گياهي، تركيبات مورد نظر، نوع و غلظت 

در تحقيق حاضر  .)21( تيمار بستگي دارد زمانو  ها محرك
هاي نقره، آهن و موليبدن منجر به افزايش  كاربرد نانومحرك

در واقع . ها شد وابسته به دوز محتواي گالگين در سلول
تواند با اعمال ر اين نانوذرات در محيط كشت ميحضو

هاي سلولي لازم براي افزايش بيان تنش به سلول، سيگنال
هاي مورد نياز در مسير  ژن و  تحريك فعاليت آنزيم
هاي هاي ثانويه را در كشت بيوشيمايي توليد اين متابوليت

هاي پاپاورين، تبائين  افزايش متابوليت. سلولي سبب شوند
 Papaver(ين در سوسپانسيون سلولي پاپاور و كدئ

L. somniferum(  سه نانوذره مس، آهن و سيلسيوم اعمالبا 
ها با  تانشينونتجمع مقدار برابري  12افزايش و ، )16(

گزارش شده  Perovskia abrotanoides Kar.در نقره اعمال 
نانو ذرات اكسيد آهن  وابسته به دوز اثرهمچنين . )3( است

ر ميزان توليد هايپرسين و هايپرفورين در كشت و روي ب
)  LHypericum perforatum(.سوسپانسيون سلولي گل راعي 

   ).4(گزارش شده است 

در كشت محرك  كاربردبا نشان داد كه  تحقيق حاضر جينتا
 نگيگال يمحتوا توان مي G. officinalis يسلول ونيسوسپانس

اين اساس، بر . داد شيافزارا در مدت زمان كوتاهي 
 يبرا توان از كشت وسيع سوسپانسيون سلولي اين گياه مي
. مقدار زياد گالگين براي اهداف تجاري استفاده كرد ديتول

انجام  مختلف يورآكتورهاياستفاده از بتواند با  اين كار مي
تر  براي مطالعات بيش تواند ها مي همچنين اين يافته .شود

به عنوان ياه گالگا كشت سوسپانسيون سلولي گ در زمينه
مورد استفاده قرار مهندسي متابوليك گياهي آن  يبرا يابزار

  .رديگ 

 سپاسگزاري

محقق اردبيلي و در قالب طرح پژوهش حاضر، در دانشگاه 
پژوهشي مربوط به پاياننامه كارشناسي ارشد به شماره 

طريق معاونت پژوهشي انجام شد و اعتبار آن از  2454/51
كه بدينوسيله مراتب تشكر و قدرداني  رديدتأمين گدانشگاه 

  . آيدبه عمل مي

  منابع
بهينه . 1391 .ر ،حسيني ،.ق ،گروسي ،.ر ،محمدي ،.ج ،احمدي .1

 پروانش سلولي سوسپانسيون و زايي سازي كالوس
(Catharanthus roseus) 18: 1 مجله بيوتكنولوژي كشاورزي–

4. 

 .1397 .ف ،وزآبادينظريان فير ،.ا ،اسماعيلي ،.ش ،سياه منصور .2
هاي مختلف زيستي و غيرزيستي بر رشد ريشه مويين  تأثير محرك

توليدات  (.Papaver somniferum L) در گياه دارويي خشخاش
 .42–41:29گياهي 

توليد . 1400. آ ،ذاكر ،.ج ،اصيلي ،.پي، چ ابريشم ،.ب ،بايسته .3
 بلهاي نوپديد گياه برازم ها در ريشه اي تانشينون درون شيشه

.Kar Perovskia abrotanoides  با استفاده از نيترات نقره و
مجله زيست شناسي (هاي گياهي  له پژوهشمج. عصاره مخمر

 .151-139): 1(34 )ايران
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مواد آهن و روي بر توليد  بررسي اثر نانو .1390 .ا ،شرفي .4
  سلولي گل هايپرسين در كشت كالوس و كشت سوسپانسيون 

 د،كارشناسي ارشپاياننامه  (.Hypericum perforatum L) راعي
 . ايران ،دانشگاه شاهد

هاي  تظبررسي اثر غل .1393. ، فرهمند، ه.، نصيبي، ف.عليپور، س .5
بر صفات فيزيولوژيكي و  (SNP) متفاوت سديم نيترو پروسايد

  افزايش عمر گلجايي گل شاخه بريده مريم
 .(Polianthes tuberosa L.)مجله (هاي گياهي  مجله پژوهش

 914.–904: 27) زيست شناسي ايران

 .م ،نژاد فرجامي ،.ر ،اصغري زكريا ،.ن ،زارع، .، رنژاد فرجامي .6
تيروزين بر توليد تبائين در كشت سوسپانسيون -تاثير ال .1394

فصلنامه  (Papaver bracteatum).  سلولي خشخاش ايراني
 . 119-110): 2(15 گياهان دارويي

ثير نانو أت. 1394. ف ،نيري هقان، د.ر ،، حسيني.قاسمي ب .7
اليسيتورهاي كبالت و كيتوزان بر ميزان توليد آرتميزنين و بيان دو 

 (Artemisia annua). در گياه DBR2 و SQS ژن كليدي

–4:25پژوهشي مهندسي ژنتيك و ايمني زيستي -دوفصلنامه علمي

39. 

ير بررسي تاث .1394. ا ،زاده باقي ،.ع ،رياحي مدوار ،.ك ،يوسفي .8
و برخي  1اليسيتورهاي نقره و مس بر بيان ژن فلاون سينتاز 

  هاي زيره سبز پارامترهاي بيوشيميايي در گياهچه
 (Cuminum cyminum L.)هاي  مجله پژوهش. بومي ايران

 .223–28:210 )مجله زيست شناسي ايران(گياهي
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Evaluation of the effect of nanoelicitors on cell growth and some 
biochemical properties in cell suspension culture of  

Galega officinalis L. 
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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. 
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