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 هاي طبيعي گياه اي با بافتمقايسه ميزان تاكسول توليد شده در شرايط درون شيشه

Taxus baccata L.  وTaxus berevifolia Nutt.  
  3و پونه ابراهيمي 2كمال قاسمي بزدي ،1، وحيده پيام نور*1زينب رحمتي

  شناسي و اكولوژي جنگل جنگلروه گدانشكده علوم جنگل،  ،انشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگانگرگان، د 1
  بيوتكنولوژيسسه تحقيقات پنبه كشور، ؤمگرگان،  2

  دانشكده علوم پايه، گروه شيميدانشگاه گلستان،  گرگان، 3

  29/3/95 :تاريخ پذيرش  31/1/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
ها شامل سرطان اي از سرطانف گستردهعنوان يك تركيب طبيعي بسيار كارآمد با سميت پايين در كنترل و درمان طي هتاكسول ب

محدود بودن . باشد مي) Taxus sp(پستان، رحم، تخمدان و ساير انواع آن معرفي شده است كه منبع اوليه توليد آن، گياه سرخدار 
باعث شده  دليل ممنوعيت قانوني قطع اين درختانهاي طبيعي بتعداد درختان سرخدار و عدم امكان تهيه مستقيم تاكسول از اندام

 هاياندام و هابافت سلول، كشتامروزه . تهيه تاكسول استفاده شودبراي عنوان جايگزين مناسب  هاي بهاي درون شيشهاز كشت
منظور بررسي، تعيين و مقايسه ب تحقيقاين . آورد فراهم را دارويي گياهان از بسياري انبوه و سريع تكثير امكان تواندمي گياهي

 و  Taxus baccataهاي طبيعي گياهاناي با برخي از بافتهاي حاصل از شرايط درون شيشهوجود در كالوسميزان تاكسول م
T. berevifolia  برگ و محيط كشت پايه  منظور براي القاي كالوس از ريزنمونه ساقه و بدين. شدانجامWPM همراه ب

ميزان تاكسول . گيري شداندازه HPLCا استفاده از تكنيك و كينتين استفاده شد و ميزان تاكسول موجود ب D -2,4هاي  هورمون
نتايج  .گيري و مورد مقايسه قرار گرفتگيري، اندازههاي طبيعي شامل پوست، ساقه و برگ نيز پس از انجام مراحل عصارهبافت

بعد ر برگ بيشتر از ساقه و كه د طوري هب ،و گونه داراي روند مشابهي بودهاي طبيعي هر دميزان تاكسول در بافتكه نشان داد 
همچنين ميزان تاكسول محاسبه شده در . بيشتر بود T. baccataگونه  گونه با هم متفاوت و در پوست بود اما مقادير آن در دو

  .هاي طبيعي بودبيشتر از بافت .berevifolia T و T. baccata گونههر دو كالوس 

  .خدار ايراني، سرخدار برگ ريز، سر، كالوس، كشت بافتتاكسول :كليدي هايهواژ

 z.rahmati65@yahoo.com :يپست الكترونيك، 09183453247 :، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه
ترپن است كه از يك نوع آلكالوئيد دي )Taxol( تاكسول

آيد و يكي از بدست مي Taxus هاي مختلف جنسگونه
ين داروهاي ضد سرطاني است كه تاكنون شناسايي مهمتر

ترين عنوان يكي از اميد بخشبشده است و امروزه 
). 16(باشد داروهاي ضد سرطان در علم پزشكي مطرح مي

 شيميايي فرمول و) 18(است  تاكسول علمي آن پاكلي نام

 92/853آن مولكولي وزن و C47H51NO14 صورت به آن
درجه  160- 158نقطه ذوب داراي  باشد كهمي دالتون

 دارويي ماده اين شيميايي ساختمان). 13(سانتيگراد است 
 زنجيره يك و باكاتين هسته شامل و است بخش دو داراي
 شده متصل 13 كربن به كه آلانين فنيل از شده مشتق جانبي
  .)13( است
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 توسط واني و 1971بار در سال  اولين تاكسول براي
 .T درخت هايساير بخشپوست، ريشه و  از همكاران

brevifolia هاي جنس سرخدار يافت شد و ديگر گونه
 شده كشت هايكالوس بوسيله تاكسول توليد ).19(

 سال در همكاران و كريستن توسط بار اولين سرخدار
 فعاليت ديگري محققان آن از پس و شد گزارش 1989
تاكسول در تمامي  ).11( كردند آغاز زمينه اين در را خود

هاي درخت سرخدار بجز ميوه تازه آن وجود داشته و خشب
هاي متفاوت هاي مختلف و حتي گونهمقادير آن در اندام

درصد وزن خشك  03/0تا  01/0يكسان نيست و از 
 هايگونه اكثر مختلف هاياندام در). 15(متفاوت است 
كه اين  دارد وجود تاكسول از متفاوتي سرخدار مقادير

 سن مانند عواملي ثيرأت تحت گونه بر علاوه تواندمقدار مي
 خاك وضعيت هوايي، و آب و اقليمي شرايط گياه، جنس و

). 17(باشد  نور به گياه دسترسي ميزان و رويش محل
 در تاكسول غلظت مقايسه و بررسي به )1377(دلاور 
نور  و گرگان منطقه دو در T. baccataمختلف  هاياندام

 آمده دستب نتايج. لي پرداختتغييرات فصكردن با لحاظ 
 هايبخش بين در تاكسول غلظت بالاترين كه داد نشان

 درصد 055/0 تا 0285/0 بين( هابرگ در درخت مختلف
 وزن درصد 047/0 تا 023/0( هاريشه و) خشك وزن

 مرتبه در جوان هايساقه پوست و دارد وجود) خشك
 هاهشاخ در هم تاكسول غلظت كمترين. دارند قرار بعدي

 .شد مشاهده) خشك وزن درصد005/0 تا 0013/0بين(
- جداكشت در تاكسول محتواي )1380( قربانلي و دلاور

 بطور) خشك وزن درصد 056/0 تا 021/0بين( ساقه هاي
 وزن درصد 034/0 تا 018/0(ها برگ كشت از مشخصي
مقدار كمي  )8(كاران و هم Ahadi. باشدمي بيشتر) خشك

كشت كالوس و سوسپانسيون سلولي  دررا توليد تاكسول 
مورد بررسي قرار  T. berevifoliaو  T. baccataهاي گونه

كردند كه گونه  بياندادند و با توجه به نتايج بدست آمده 
T. baccata  داراي پتانسيل و توانايي بيشتري نسبت به

 ،براي توليد داروي ضد سرطان T. berevifoliaگونه 
  .استتاكسول 

كند رشد و رو به انقراض بودن درختان  با توجه به
تر به توليد و عرضه تاكسول خالص و مطمئن ،سرخدار

ثيرپذيري أبازار با هزينه كمتر و سرعت بالا، همچنين عدم ت
از محيط، قدرت تنظيم، كنترل و امكان مكانيزه كردن و 

ورده حاصل باعث شده است كه آهمچنين كيفيت پايدار فر
 توليد كارهايراه مهمترين از ييك سرخدار سلولي كشت
كه مواد  با وجود آن ).22(باشد  تاكسول پايدار و مدت بلند

هاي كشت شده در بيورآكتورها يا توليدي توسط سلول
هاي سوسپانسيون سلولي لزوماً مشابه مواد توليدي كشت

عملكرد آنها  توسط گياه كامل نخواهد بود ولي معمولاً
 هايكالوس از راي توليد تاكسولامروزه ب ).20(بيشتر است 

 سلولي سوسپانسيون يا ايشيشه درون شرايط از حاصل
اين  ،با توجه به اهميت موضوع). 12(شود مي استفاده

- تحقيق با هدف مقايسه ميزان تاكسول موجود در كالوس

هاي اي با برخي از بافتهاي حاصل از شرايط درون شيشه
 T. berevifoliaو )سرخدار ايراني( T. baccataطبيعي 

  .شدانجام ) سرخدار برگ ريز(

  مواد و روشها
ها، كشت كالوس و سازي ريز نمونهمراحل آماده

تحقيق در آزمايشگاه كشت بافت اين : گيريعصاره
دانشگاه علوم كشاورزي و منابع  ،دانشكده علوم جنگل

نمونه برداري از . انجام شد 1391طبيعي گرگان در سال 
 Taxusهاي جوان و سالم درختانمتقسساقه و برگ 

baccata  طول با مختصات واقع در دره زيارت گرگان 
 36°40´12ً جغرافيايي عرض و 54°27´35ً جغرافيايي

باغ گياه  واقع در T. berevifolia و درختان  )1شكل(
 طول مختصات با پژوهشي گرگان - شناسي جنگل آموزشي

 36° 46َ 12جغرافيايي ً عرض و 54°22´30ً جغرافيايي
انجام ساله  35بصورت تصادفي از درختان بالغ ) 2شكل(

 . شد
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 T. baccataگونه موقعيت مكاني آبشار زيارت و  -1شكل 

 

 T. berevifoliaشناسي و گونه موقعيت مكاني باغ گياه -2 شكل

ي حاوي چند ها با آب معمولشستشوي اوليه ريز نمونه
. شدچهار دقيقه انجام  مدت سه تاقطره مايع ظرفشويي ب

قرار دادن در محلول  باها پيش سترون سازي ريز نمونه
 2مدت بغلظت چهار گرم در ليتر به قارچ كش بنوميل 

با  هاسترون سازي نهايي ريز نمونه. انجام گرديد ساعت
 5مدت درصد ب يك دهماستفاده از محلول كلريد جيوه 

ا آب مقطر شو ب و شست چندين مرتبه دقيقه و در نهايت
القاي براي . لامينار فلو انجام شد هود استريل در زير

هاي استريل شده در محيط كشت جامد ريزنمونهكالوس 
WPM  2,4گرم در ليتر  ميلي 2با تيمار هورموني-D  2/0و 

گرم در ليتر كينتين كشت شده و براي القاي كالوس در ليمي
ر گراد ددرجه سانتي 24±2شرايط تاريكي و دماي 

پس از تشكيل كالوس، ها ريزنمونه. انكوباتر قرار داده شدند
ماه از  2بار واكشت شده و پس از گذشت روز يك 20هر 

گيري مورد استفاده انجام مراحل عصارهبراي زمان كشت 
 روش از مراحل عصاره گيري انجامبراي . قرار گرفتند

 با اندكي تغيير )2011( و همكارانياري خسروشاهي 
 3مدت ها بگرم از كالوس 5ابتدا ميزان . )21( شده استفاد

گراد قرار داده شد تا درجه سانتي 40روز در آون با دماي 
تاريك در هاون چيني تميز  خشك شود و در شرايط نسبتاً

به  HPLCليتر متانول مخصوصميلي 50ريخته شد و ميزان 
كه در نهايت عصاره غليظ و  طوري، بآن اضافه و كوبيده شد

زدايي  حباببراي عصاره . كالوس بدست آمد كنواختي ازي
گراد در دستگاه درجه سانتي 20دقيقه در دماي 15مدت ب
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ساعت بر روي شيكر مغناطيسي  2مدت ب اولتراسوند و
 4000دقيقه با  10مدت ببعد دون حرارت قرار داده شد و ب

. قرار گرفتسانتريفيوژ بر روي دستگاه دور در دقيقه 
 تبخير براي و شد داده عبور صافي كاغذ از هاهعصاره نمون

 حجم عصاره. گرفت قرار روتاري دستگاه در نمونه، حلال
ليتر رسانده ميلي 3به  شكل با اضافه كردن متانول كاراملي
  .داده شد عبور ميكرون 42/0 از فيلتر بعدشد و 

: هاي طبيعيگيري از بافتمراحل آماده سازي و عصاره
درختان از  برگ و ساقه پوست، شامل طبيعي هايبافت

مدت شدن ب خشك برايها نمونه. گرديدندمورد نظر جدا 
-سانتي درجه 40 حرارت درجه با آون دستگاه هفته در 2

 خرد هانمونه شدن، خشك از پس. شدند داده قرار گراد
. شدند تبديل مترميلي از يك كمتر به اندازه و به ذراتي شده

 90 با خشك، وزن شده و شده پودر قطعات از گرم 9
 15 مدتب مخلوط و HPLCمخصوص متانول ليترميلي
 2 مدتب شدند و داده قرار اولتراسوند دستگاه در دقيقه
حرارت قرار گرفته  بدون مغناطيسي شيكر روي بر ساعت

 بر روي دستگاه سانتريفيوژ دقيقه 10مدت و پس از آن ب
 فاز سازيجدا براي. قرار گرفتند دور در دقيقه 4000با 
 كاغذ از هابود، نمونه گرفته قرار هانمونه روي كه مايع

 در نمونه، حلال تبخير براي و شدند داده عبور صافي
شده  خشك كاملاً عصاره تا داده شدند قرار روتاري دستگاه

 براي مدت زمان لازم(و ماده كاراملي شكلي باقي بماند 
جاي عصاره به  .)بود دقيقه 60تا 40 هانمونه شدن خشك

 5به حجم  HPLCمخصوص متانول مانده با اضافه كردن
  .داده شد عبور ميكرون 42/0 ليتر رسانده و از فيلترميلي

براي : هاگيري محتواي تاكسول موجود در نمونهاندازه
ها از روش كروماتوگرافي سنجش تاكسول موجود در نمونه

استفاده  )HPLC )Merck ،Germanyمايع با كارايي بالا يا 
و  250×6/4 ابعاد با 18Cها با استفاده از ستون سنجش. شد

و با  50به  50فاز متحرك شامل متانول و آب به نسبت 
طول موج . متر بر دقيقه انجام شدشدت جريان يك ميلي

UV  نانومتر و ميزان تزريق براي  270مورد استفاده
ا قبل از هنمونه. ميكروليتر بود 20استاندارد و نمونه ها 

. ميكرون دو بار صاف شدند 42/0تزريق با استفاده از فيلتر 
استاندارد تاكسول با كمك شركت ايراني پژوهش خزر از 

ها، پس از كاليبره كردن ستون. تهيه گرديد Sigmaشركت 
ميزان تاكسول موجود در هر نمونه با استفاده از تزريق 

 با سيون ومحلول استاندارد و بدست آمدن منحني كاليبرا
 خالص تاكسول پيك شدن ظاهر بازداري زمان مقايسه
 از حاصل هايپيك و مختلف هايغلظت با شده تزريق
 تاكسول ميزان تعيين براي. شد انجام تزريقي هايعصاره

 مورد زمان در مربوطه پيك زير سطح ها،عصاره از يك هر
 معادله در سطح اين دادن قرار با و شد گيرياندازه نظر
كاليبراسيون، ميزان تاكسول موجود بر  منحني اصل ازح

گرم در يك گرم وزن خشك از هر نمونه حسب ميلي
تكرار  3تعداد دفعات تزريق براي هر نمونه. شد زده تخمين

در نظر گرفته شد و استاندارد تاكسول نيز بصورت روزانه 
  .به دستگاه تزريق شد

دست آمده بر ب هايداده: ها و محاسبات آماريآناليز داده
اساس آزمايش فاكتوريل دو عامله مورد تجزيه و تحليل 

ها داده  مقايسه ميانگين ،Excelرسم نمودار در . قرار گرفتند
 نيز هاو آناليز داده دانكن ايچند دامنه با استفاده از آزمون

  .انجام شد SPSSبا استفاده از نرم افزار 

  نتايج
 به )الف - 3 شكل(ول تاكس با تزريق استوك استاندارد

دقيقه  15تا  5پس از گذشت مدت زمان  ،HPLC دستگاه
ها بيانگر غلظت تاكسول كه اين پيك هايي ظاهر شدندپيك
معادله حاصل از منحني كاليبراسيون حاصل از . بودند

-y=0.5031x (تزريق استاندارد تاكسول به صورت 

- عصارههاي نمونه. بدست آمد)   R2=0.9967و16.341

هاي طبيعي پوست، ساقه و برگ گونه يري شده از بافتگ
T. baccata ) هاي طبيعي و بافت) ج الف، ب و -4شكل

الف،  - 5شكل ( T. berevifoliaپوست، ساقه و برگ گونه 
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و با استفاده از معادله  تزريق HPLCبه دستگاه  )ب و ج
بصورت موجود ميزان تاكسول ، )ب -3شكل(بدست آمده 

تعيين  نمونه براي هر ك گرم وزن خشكگرم در يميلي
  .گرديد

 
  

  )ب( منحني كاليبراسيون حاصل از تزريق استاندارد تاكسولو  )الف( از تزريق استاندارد تاكسول كروماتوگرام حاصل -3 شكل

 
  

 T. baccataگونه ) ج(و برگ ) ب(، ساقه )الف(روماتوگرام حاصل از تزريق عصاره پوست ك -4شكل 

 
  

 T.berevifoliaگونه ) ج(و برگ ) ب(، ساقه )الف(كروماتوگرام حاصل از تزريق عصاره پوست  -5شكل 

 هاي دادهحاصل از بررسي تأثير نتايج تجزيه واريانس 

 1جدول بافت طبيعي در  نوع و Taxusنوع گونه  همربوط ب
از عوامل يك نشان داد كه اثر هر نتايج. ارائه شده است

و همچنين اثر متقابل دو طبيعي بافت نوع ، Taxus گونه

در سطح احتمال  طبيعي بافت نوع ×  Taxusفاكتور گونه
   .دار بود رصد معنييك د

بر ميزان Taxus   گونه حاصل از نتايج مقايسه ميانگين
با توجه به نتايج . ارائه شده است 6تاكسول در شكل 

با  T. baccataحاصل بين مقدار تاكسول موجود در گونه 

 بالف

 ج ب الف

 ج بالف
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همان . اختلاف معناداري وجود داردT. berevifolia گونه 
وجود در گونه شود، مقدار تاكسول مگونه كه مشاهده مي

T. baccata )044/0 (گرم در يك گرم و مقدار آن در ميلي
  . گرم در يك گرم بودميلي) T. berevifolia )031/0گونه 

  

  )گرم در يك گرمميلي( تاكسول ميزانبر  و اثر متقابل آنها طبيعي بافتنوع  ،Taxusگونه  تأثيرواريانس  تجزيه -1 جدول

 منبع تغييرات
)SOV(  

 اديدرجه آز
)df(  

 ميانگين مربعات
)MS(  

  يدار سطح معني  Fمقدار      

  Taxus 1 001/0 337/51  000/0گونه 
  000/0  288/68 001/0 2 طبيعي بافتنوع 

  000/0  037/18  000/0  2          طبيعي بافتنوع  ×Taxus  گونه
     00001333/0 12      اشتباه

        18              كل       
          

  
نتايج مقايسه ميانگين ميزان تاكسول تحت تأثير فاكتور نوع  -6 شكل

  Taxusگونه 

 ميزانبر  طبيعي نوع بافتنتايج مقايسه ميانگين حاصل از 
از  نتايج، اين بر اساس. ارائه شده است 7در شكل تاكسول

ي طبيعي مورد مطالعه هابافتبين  نظر ميزان تاكسول
بيشترين  ن اساسبر اي .ردداداري وجود  اختلاف معني

 )يك گرمگرم در ميلي 049/0( ميزان تاكسول در برگ
 024/0(با مقدار  در حالي كه بافت پوست ،وجود داشت

داراي كمترين مقدار تاكسول بود و  )يك گرم گرم درميلي
در  )يك گرمگرم در ليمي 039/0 (با مقدار بافت ساقه نيز

ن تاكسول در كلي ميزا وربط. حالتي بين اين دو قرار داشت
 ترتيب پوستبدين هاي طبيعي پوست، ساقه و برگ بافت

  .باشد ميبرگ   < ساقه  <

و  Taxusنتايج مقايسه ميانگين حاصل از اثر متقابل گونه 
  .ارائه شده است 8و شكل  2نوع بافت طبيعي در جدول 

  
نتايج مقايسه ميانگين ميزان تاكسول تحت تأثير فاكتور نوع  -7 شكل

  بيعيبافت ط

  مورد مطالعهبر اساس اين نتايج در هر دو گونه 
 T. baccata  وT. berevifolia  بيشترين ميزان تاكسول در

اين بافت پوست داراي وجود با  .بافت برگ وجود دارد
مقدار تاكسول كمتري بوده و بافت ساقه نيز بين اين دو 

هاي طبيعي كلي ميزان تاكسول در بافت طورب .قرار دارد
به T. berevifolia وT. baccata ، ساقه و برگ گونه پوست

  . باشد برگ مي  < ساقه  < ترتيب پوست

متأسفانه بدليل آلودگي فراوان و طولاني بودن زمان 
هاي برگ و رشد بسيار كم آنها، دهي ريز نمونهكالوس

گيري و تخمين ميزان تاكسول موجود در مراحل عصاره
  .هاي برگ انجام نشدكالوس
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  T. berevifolia و T. baccataهاي طبيعي درخت درصد تاكسول موجود در بافت -2ول جد

 
 Taxus گونه

  

 
  نمونه

  تاكسول
  گرم در يك گرم بافت خشكميلي

  
T. baccata  

  025/0  پوست
  044/0 ساقه
  062/0 برگ

  
T. berevifolia  

  

  024/0  پوست                

  034/0 ساقه               
  036/0                 برگ            

  
  نوع بافت طبيعي بر ميزان تاكسول و Taxusنتايج مقايسه ميانگين اثر متقابل گونه  - 8 شكل

شكل (بدين جهت از كالوس ريزنمونه ساقه هر دو گونه 
گيري و تخمين ميزان تاكسول موجود در براي عصاره) 9

  .آن استفاده گرديد

  
 T. baccata وس ريزنمونه ساقهكال - 9 شكل

 T. baccataساقه گونه  كروماتوگرام كالوس آناليز با انجام
و  )ب - 10 شكل(T. berevifolia و گونه ) الف -10شكل(

، بر اساس نتايج بدست آمده، ميزان ي مرتبطهامحاسبه داده
 )T. berevifolia )241/0تاكسول موجود در كالوس گونه 

كالوس از  بيشتر ،گرم در يك گرم وزن خشك كالوسميلي
ميلي گرم در يك گرم وزن ) T. baccata )239/0گونه 

  .)3جدول ( خشك بود 

  گيري بحث و نتيجه
با توجه به افزايش جمعيت كره زمين و عدم كفايت 
وسعت اراضي كشاورزي براي كشت انواع گياهان بمنظور 

هاي كشت بافت ده از روشتأمين مواد اوليه دارويي، استفا

 اثر متقابل گونهTaxusبافت طبيعينوعو
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-توسعه روش ).1(تواند روش جايگزين مناسبي باشد مي

هاي بيوتكنولوژي مانند ريزازديادي، كشت بافت، كشت 
هاي حل ترين شيوههاي موئين يكي از مهمسلول و ريشه

مشكلات مربوط به اثرات مخرب قطع گياهان و درختان با 
  .)7( خصوصيات غذايي، صنعتي و دارويي است

  
  

  )ب( T.berevifoliaو ) الف( T.baccata ساقه كروماتوگرام حاصل از تزريق عصاره كالوس -10شكل

درصد تاكسول موجود كالوس ريزنمونه ساقه محيط كشت  -3 جدول
WPM  در گونهT. baccata  وT .berevifolia 

 تاكسول  نمونه كالوس

  گرم در يك گرم بافت خشكميلي

T. baccata239/0 

T. berevifolia 241/0 

هاي با توجه به اينكه در طبيعت سرعت توليد متابوليت
ي در ژهاي بيوتكنولوباشد، استفاده از روشثانويه كند مي

سازد كه اي اين موقعيت را فراهم ميشرايط درون شيشه
شود تري انجام  و در زمان كوتاهتوليد در شرايط كنترل شده 

هاي سريع كشت و تكثير در اين راستا توسعه سيستم .)3(
نظير براي توليد محصولات اي فرصتي بيدرون شيشه

ه ويه در آزمايشگاه و بدون نياز بمختلف متابوليت ثان
هاي هاي قابل كشت و عرصهمحدوديت زماني و زمين

ين روش دستيابي به ترساده اصولاً. جنگلكاري خواهد بود
درختان ). 20(تاكسول، استخراج آن از منابع گياهيست 

مناسب براي استخراج تاكسول درختان چند صد ساله 
با توجه به محدود بودن تعداد درختان سرخدار و . هستند

و پائين  حتي در معرض خطر انقراض بودن اين درختان
جود دليل مقدار اندك تاكسول موبودن عملكرد اين روش ب

 ).6(تواند منجر به نابودي اين منبع طبيعي گردد در آنها، مي

رسد كه كشت سلولي سرخدار يكي از نظر مياز اين رو ب
هاي جايگزين براي توليد تاكسول در دنيا مهمترين روش

هاي جداسازي تاكسول و ديگر تاكسوئيدزيرا ). 4(باشد 
نسبت مراحل كمتري به  مفيد از كشت سلولي گياه سرخدار

ميزان و  هاي طبيعي نياز داردبه جداسازي آن از بافت
هاي حاصل از كشت تركيبات تداخل كننده در سلول

زايي در در اين تحقيق كالوس ).14( سلولي كمتر است
هاي گياهي در محيط اي نمونهشرايط درون شيشه

، القا و ميزان تاكسول آنها با مقادير موجود در  WPMكشت
 T .berevifoliaو  T. baccataي در دو گونه هاي طبيعبافت

بر اساس نتايج بدست آمده ميزان تاكسول . مقايسه گرديد
هاي ساقه دو گونه مورد توليد شده از كالوس جدا كشت

در يك گرم بافت  گرمميلي 241/0تا  239/0مطالعه بين 
خشك كالوس در نوسان بود كه اين مقادير در مقايسه با 

مختلف درخت  هايست آمده از بخشميزان تاكسول بد
با ارزيابي مقدار تاكسول . باشدسرخدار قابل توجه مي

اي، ميزان تاكسول هاي درون شيشهموجود در كالوس
 WPMهاي ساقه حاصل از محيط كشت موجود در كالوس

با . بود T. baccataبيشتر از گونه  T. berevifoliaدر گونه 
نه بيشتر از ميزان تاكسول اين حال اين مقدار در هر دو گو

ه نوع محيط كشت پايه يا ب. هاي طبيعي بدست آمددر بافت
تواند بر ميزان عبارت ديگر نوع و غلظت عناصر غذايي مي

 ب الف
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علاوه بر آن، . توجهي داشته باشدقابل  توليد تاكسول اثر
تواند بر ميزان ترشح و مبادله محصولات از غشاي مي

ميزان  )9(و همكاران Ahadi  ).10(سلول نيز مؤثر باشد 
هاي حاصل از كشت تاكسول موجود در كالوس

با استفاده از دستگاه  T. baccataسوسپانسيون گونه 
گرم ميلي 25/0كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا را برابر با 

محيط نسبت به  WPMمحيط كشت  .در ليتر بدست آوردند
از پتاسيم به  داراي مقادير بالاتريهاي پايه ديگر، كشت

نيترات  يتوجهقابل و نيز مقادير K2SO4 شكل 
مستقيم يا  طورب ممكن استاست كه   [NO3(NH4)]آمونيوم

ثر مؤ سير متابوليكي تاكسول و سنتز آنمستقيم بر مغير
هاي همين دليل باعث افزايش تاكسول در كالوسه باشد و ب

 Ahadi .هاي طبيعي شده باشدبافت هاين دو گونه نسبت ب

داراي  T. baccataكه گونه  كردنداعلام  )8(و همكاران 
 پتانسيل و توانايي بيشتري در توليد تاكسول نسبت به گونه

T. berevifolia  از . باشدنتايج متفاوت مياين است كه با
و  پايه كشت توان به محيطدلايل ايجاد اين اختلاف مي

  .كرداشاره استفاده  مورد هاي هورمونيغلظت

در  موجود ج بدست آمده نشان داد كه مقدار تاكسولنتاي
 شامل ترتيب ههاي پوست، ساقه و برگ هر دو گونه ببافت

اما با وجود اين روند  .باشدبرگ مي < ساقه < پوست
 مورد مطالعه يكسان، ميزان تاكسول بين دو گونه سرخدار

هاي طبيعي ميزان تاكسول در بافت. با هم متفاوت بود
 .Tبيشتر از گونه  T. baccataو برگ گونه پوست، ساقه 

berevifolia تاكسول علاوه بر تفاوت در ميزان تفاوت . بود
، فاكتورهاي به اختلاف محل رويشگاه ممكن استها گونه

محيطي، سن گياه، شرايط اقليمي و آب و هوايي، وضعيت 
ط تبمر خاك محل رويش و ميزان دسترسي گياه به نور

در رويشگاه طبيعي خود و سن  T. baccataحضور . باشد
 T. berevifoliaزياد آن در مقايسه با غير بومي بودن  نسبتاً

از  تواندمي تر و همچنين دست كاشت بودن آنينيو سن پا
 )1377( دلاور. ديگر عوامل اساسي اين اختلاف باشد

هاي بالاترين غلظت تاكسول در بين بخشكه گزارش كرد 

درصد  055/0تا  0285/0بين ها مختلف درخت در برگ
با  .ها در مرتبه بعدي قرار دارندوزن خشك بوده و ساقه

توجه به نتايج بدست آمده مقدار تاكسول موجود در يك 
بين مقادير مورد مطالعه گرم بافت خشك برگ دو گونه 

فوق  نتايج تحقيق قرار داشت كه با 034/0تا  062/0
علام كردند كه در ا )17(و همكاران  Nadem .مطابقت دارد

بيشترين  ،هاي سرخدارهاي مختلف اكثر گونهاندامبين 
اين مقدار تاكسول در بافت پوست وجود دارد كه با نتايج 

با توجه به نتايج حاصل از مقايسه . تحقيق مغايرت دارد
گونه، در بين دو هاي طبيعي ميزان تاكسول موجود در بافت

تاكسول در بافت سه بافت مورد مطالعه كمترين مقدار 
 .پوست مشاهده شد و بافت برگ داراي ميزان بيشتري بود

بهينه سازي با توجه به مراحل مختلف اجراي اين تحقيق، 
سازي، محيط كشت و تيمارهاي هورموني تيمارهاي سترون

به ماه  5تا  4 در ريزنمونه ساقه حدود توليد كالوسبراي 
ميزان ها، داده آناليز و با انجام محاسبات. طول انجاميد

 مورد مطالعههاي هر دو گونه در كالوس موجودتاكسول 
با در نظر  .بدست آمد رويشي درختان هايبافتبيشتر از 

قرار دادن اين موضوع كه سرخدار درختي هميشه سبز بوده 
هاي تمايز نيافته در شرايط و بدست آوردن كالوس
ان بدون محدوديت امك سال آزمايشگاهي در تمام فصول

- استخراج تاكسول از كالوسرسد كه نظر ميبپذير است، 

جايگزين بسيار مناسب و  ،هاي حاصل از اين تكنيك
با  سرطان اي براي توليد اين داروي ضدصرفهمقرون ب

مين نياز بيماران أارزش در صنعت داروسازي كشور و ت
با توجه به اينكه عوامل متعددي از جمله همچنين . باشد

و تاريكي، تغييرات هورموني، افزايش  تيمارهاي نور
محركهاي زيستي و غيرزيستي و غيره سبب تغييراتي در 

شود، مناسب  ميزان متابوليت ثانويه در درختان و گياهان مي
 است تحقيقات تكميلي ديگري در جهت افزايش اين ماده

تا بتوان از اين منابع با ارزش طبيعي و شود ثره انجام مؤ
صورت بهينه با استفاده از تكنولوژي ي كشورمان بداروي

  .مند شدروز بدون قطع آنها در جنگل بهره
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  سپاسگزاري

دانشگاه علوم  ،از مسئولان محترم دانشكده علوم جنگل
كردن  به پاس فراهم ،كشاورزي و منابع طبيعي گرگان

 همكاري كه پييشبرد اين تحقيقاجرا و براي امكانات لازم 

 كمال تشكر و قدرداني را ،اندهشتدابا اينجانب  ايصميمانه
 .دارم

  منابع
. ، و موسوي گرگري، ل.، تقيزاده، م.، كريمي، ف.آذر مهر، ب -1

-هاي ثانويه در دودمانمقايسه رشد و توان توليد متابوليت. 1392

 Cichorium(هاي ريشه مويي تراريخت حاصل از كاسني 

intybus .(هاي گياهي مجله پژوهش)سي مجله زيست شنا
 .485- 476، صفحه 4، شماره 26، جلد )گياهي ايران

بررسي اثر عوامل مختلف محيطي بر روي غلظت . 1377 .دلاور، ك -2
 Taxus( سرخدار تاكسول در گياه كامل و كشت بافت

baccata .(دانشگاه تربيت  .ارشد كارشناسي دوره پايان نامه
  .مدرس

. سنلو، ط و قياسوند، ط، ح.، ميرزايي اصل، ا.، پيري، خ.شيرازي، ز -3
هاي اسيد ساليسيليك و متيل جاسمونات بر اثر محرك. 1393

و ايزوليكويريتيجنين در  ميزان توليد ماده مؤثره گليسيريزين
. ).Glycyrrhiza glabra L( بيان ن شيرينيهاي مويريشه

، 27، جلد )مجله زيست شناسي ايران(هاي گياهي مجله پژوهش
  .449-440، صفحه 3شماره 

ثير نوع أبررسي ت. 1391. ، و اطرشي، م.، مفيد، م.آ عباسي كجاني، -4
سرطان تاكسول در كشت  محيط كشت پايه بر توليد داروي ضد

مجله . )Taxus baccata L(سوسپانسيون سلولي سرخدار 
  .88-83 ، صفحه12، شماره 4گياهي، سال  زيست شناسي

 اثر نوع و غلظت قندها بربررسي . 1380. ، و دلاور، ك.قربانلي، م -5
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Abstract 

Taxol has been introduced as an efficient natural compound with low toxicity in the 
control and treatment of a wide range of cancers, including breast, uterine, ovarian and 
other types that its production primary source is yew trees. Indeed, the limited number 
of yew trees and the impossibility of direct procurement of taxol from organs natural 
due to the legal ban on felling of these trees have been led to use in vitro cultures as a 
suitable alternative for the preparation of taxol. Nowadays, plant cell, tissues and organs 
cultures can provide the massive and rapid propagation of many medicinal plants. The 
present study focused on investigating, determining and comparing the amount of 
produced taxol with natural tissues of Taxus baccata L. and Taxus berevifolia Nutt., in 
vitro. In order to induce callus, stem and leaf explants were used in WPM medium 
enriched with 2,4-D and Kinetin hormones. The available Taxol was measured using 
HPLC techniques. After the extraction process, taxol was measured and compared in 
normal tissues including the skin, stems and leaves. The result showed that the amount 
of taxol in normal tissues of both species had a similar trend so that in the leaves was 
more than in the stem and then in the skin, but its amounts was different in both 
mentioned species. It was further observed that the amount of taxol was higher in T. 
baccata. Moreover, the amount of taxol in calluses of T. brevifolia and T. baccata were 
higher than normal tissues. 

Key words: Callus, Taxol, Taxus baccata, Taxus berevifolia, Tissue culture. 


