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در  يي و فلاونوئيدفنولتركيبات  ن،هاي آنتي اكسيدااثر متيل جاسمونات بر فعاليت آنزيم
  .Scrophularia straita Boissكشت سلول 

  2مهرداد بهمنش و *1، مظفر شريفي1نرگس خانپور اردستاني

  دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه علوم گياهي 1
  دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه ژنتيك 2

  26/8/92 :تاريخ پذيرش  12/6/92 :تاريخ دريافت

  چكيده
سوپراكسيد  اكسيدانآنتي هايبر فعاليت آنزيم (elicitor)عنوان يك اليسيتور  هبمولار ميلي 1/0جاسمونات در اين پژوهش اثر متيل

در بازه زماني آن ي و فلاونوئيد فنولو محتواي تركيبات   Scrophularia striataديسموتاز، كاتالاز و پراكسيداز در كشت سلول
تيمار كاهش دوره ساعت اوليه  12طي  فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز در. گرفتمورد مطالعه قرار ساعت  72و  48، 24، 12، 8، 4

ها در مقايسه با شاهد فعاليت كاتالاز در كليه نمونهجاسمونات در حضور متيل. و پس از آن تا پايان دوره آزمايش افزايش يافت
بهتر درك  منظور به .داري افزايش يافتطور معنيه ساعت ب 12در حاليكه فعاليت پراكسيداز پس از  ،داري داشتافزايش معني
ميزان پراكسيد هيدروژن . جاسمونات، ميزان تجمع پراكسيد هيدروژن و پراكسيداسيون ليپيدهاي غشا نيز بررسي شدسازوكار متيل
 در ،داري داشتهاي شاهد افزايش معنيجاسمونات بودند نسبت به كشتساعت در تيمار متيل 8هايي كه به مدت تنها در كشت

هاي شاهد و تيمار شده كل در سلول فنولبررسي ميزان  .نشان ندادداري معنيميزان پراكسيداسيون ليپيدهاي غشا تغيير حاليكه 
و  48 پس ازجاسمونات هاي تيمار شده با متيلو در كشت بودي با شيب ملايمي رو به افزايش فنولنشان داد كه ميزان تركيبات 

ساعت پس  24جاسمونات، از تيمار شده با متيلهاي نمونه. ي نسبت به شاهد ديده شدفنولدار تركيبات ساعت افزايش معني 72
. داري از محتواي فلاونوئيدي بالاتري نسبت به شاهد برخوردار بودندساعت اول به طور معني 12از تيمار تا آخر دوره، نسبت به 

تنش اكسيداتيو هاي شاخصكاهش  ي بافنولو افزايش ميزان تركيبات  اكسيدانيتوان آنتي جاسمونات افزايشدر حضور متيلالبته 
  .باشدهماهنگ مي

 Scrophularia striata جاسمونات، ي، فلاونوئيد، متيلفنولتركيبات ، اكسيدانآنتي: هاي كليديواژه

     msharifi@modares.ac.ir:ي، پست الكترونيك021-82884479: مسئول، تلفن نويسنده *

  قدمهم
يك گياه بومي ايران است كه  Scrophularia striataگياه 

از . كنددر مناطق سردسير و كوهستاني زاگرس رشد مي
هاي درمان و بهبود زخمبراي هاي قديم از اين گياه زمان

همواره اعتقاد ). 1(كردند حاصل از سوختگي استفاده مي
بر اين بوده كه اين گياه علاوه بر اينكه باعث تسريع التيام 

نيز هاي شايع باكتريايي در زخم گردد از عفونتزخم مي
داراي اثرات ضد ميكروبي، ضد تومور و ؛ كندجلوگيري مي

دارويي شناخته تأثيرات برخلاف ). 2(ضد التهاب است 
موجود در اين گياه اطلاعات مؤثره شده، در مورد تركيبات 

بسياري از خواص دارويي . باشددست مي بسيار كمي در
-تانوئيد گليكوزيدها نسبت ميااين جنس را به حضور فنيل

عنوان مدل  بهاغلب هاي كشت بافت گياهي روش .دهند
هاي گوناگون فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و براي بررسي

كشت  ).8(گيرد ژنتيكي در گياهان مورد استفاده قرار مي
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هاي گياهي در شرايط آزمايشگاهي براي توليد سلول
ك روش جايگزين و عنوان ي دارويي گياهي بههاي فراورده

كار  هقابل قبول نسبت به استفاده از عصاره گياه كامل ب
 هايمتابوليت توليد براي مهمي و مناسب منبع و گرفته شده

ي ثانوي در هاي متابوليتامحتو .باشدمي ارزش با ثانوي
هاي رشد، ورزي تنظيم كننده وسيلة دسته كشت سلول ب

، قند، نيتراتبهينه سازي تركيبات محيط كشت مانند 
ا و بهينه كردن اليسيتورهفسفات و افزودن پيش سازها، 

و هوادهي  pHشرايط كشت با تغيير پارامترهايي مانند نور، 
مؤثرترين استفاده از اليسيتورها يكي از . باشدقابل ارتقا مي

هاي ثانوي زيستي بهبود توليد متابوليتبراي راهكارها 
هاي ثانوي مانند ليتها توليد متابواين مولكول ،است

آلكالوئيدها، ترپنوئيدها، فلاونوئيدها، تركيبات فنولي و 
مؤثري طور ه ها را در كشت سلول گياهي بفيتوالكسين

   ).34( كنندميتحريك 

- و متيل )(JAيك اسيدن، شامل جاسمو) (Jasهاجاسمونات

، يك خانواده از تركيبات )(MeJA جاسمونات
دكانوئيك از طريق مسير اكتاسيكلوپنتانون هستند كه از 

كلي اين تركيبات از  طوره ب. شوندمي ساختهاسيد لينولنيك 
عنوان يك شاخه از  هاما ب ،نمايندرشد گياه جلوگيري مي

فرايندهاي متنوعي از قبيل  هاي رشد گياهي،كنندهتنظيم
- تشكيل دانه گرده، پاسخ، غدهتشكيل رسيدن ميوه، پيري، 

هاي مكانيكي و حمله حشرات و عليه آسيب هاي دفاعي
 اين تركيبات .)20( كننداندازي ميراه را زاها بيماري

 دستگاه) Elicitation( يالقا طريق ازو  اليسيتور عنوان به
-مي نيز ثانوي هايمتابوليت انباشت و بيوسنتز باعث دفاعي

جاسمونات توليد متيل اينكه علاوه هب .)41و  20( شوند
 Reactive Oxygen( (ROS) اكسيژن گرواكنشهاي گونه

Species (كندرا القا مي )هاي فعال مهمترين گونه ).40
O2(آنيون سوپراكسيد  هاياكسيژن، راديكال

•-(، 

هستند ) H2O2(راكسيد پو هيدروژن ) OH•(هيدروكسيل 
هاي را در پاسخ ثانوياين تركيبات نقش پيامبر  .)17(

مقادير بالاي آنها باعث آسيب سلولي بر عهده دارند ولي 

در واكنش  هاي آزاداديكالر .)28(شود شديد به سلول مي
توانند باعث در سلول مي DNAها، ليپيدها و با پروتئين

نهايت  و در شدهتغيير فعاليت و يا غيرفعال شدن آنها 
راديكال .)12( ها گردندباعث آپوپتوزيس و مرگ سلول

 سببسلول  يليپيدهاي غشا اكسيداسيونبا پر هاي آزاد
باعث كاهش  و و نسبت ليپيدهاي غشا شده تغيير ساختار

. دنگردآن ميتماميت غشا و در نتيجه افزايش نفوذپذيري 
- آنزيمي ميهاي آنزيمي و غيرگياه با استفاده از مكانيسم

و  اكسيژن را كاهش دهد گرواكنشهاي تواند غلظت گونه
البته موفقيت كامل  .ن بكاهداز اين طريق از اثرات مخرب آ

اكسيداني آنتي دستگاهبه ميزان فعاليت  گياه در اين راستا
دارد  بستگياكسيژن  گرواكنشهاي گياه و غلظت گونه

نظير  هايآنزيم اكسيدان شاملدفاعي آنتي دستگاه .)32(
 ، پراكسيداز (CAT) كاتالاز ، (SOD) ديسموتاز سوپراكسيد

POD) (هاآنزيمي شامل فلاونوئيدهاي غيراكسيدانو آنتي، 
 آسكوربات، آلفا ،يفنولها و ساير تركيبات آنتوسيانين

  . )22( باشدكاروتن و غيره ميتوكوفرول، بتا

انجام  S. striataاز آنجا كه تحقيقات چنداني راجع به گياه 
فعاليت هدف تحقيق حاضر مطالعه ارتباط بين نشده است، 

 اكسيژن گرواكنش هايتجمع گونهاكسيدان، هاي آنتيآنزيم
پس از  اين گياه ي در كشت سلولفنولتركيبات  محتوايو 

  .باشدهاي متفاوت ميجاسمونات در زمانتيمار با متيل

  مواد و روشها
 Scrophulariaبذرهاي : آوري و كشت بذرهاجمع

striata Boiss.  روستاي جانجان، آسمان آباداز منطقه ،
پس از شستشوي  بذرها .ندآوري شدجمع ايلام استان

قرار  %70در الكل  ثانيه 70 به مدت ،مايع شويندهبا  سطحي
كسيد ادقيقه در پر 10، پس از آبكشي با آب مقطر، گرفتند

محلول  بهدقيقه  15 سپس. قرار داده شدند %3/3هيدروژن 
 پس از شستشوي كامل ،منتقل شدند %2هيپوكلريت سديم 

قرار گرفتند و با آب % 70در الكل  ثانيه 70در مرحلة آخر 
يك بذرهاي استريل به مدت  .آبكشي شدند استريلمقطر 
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 قبلليتر جيبرلين كه از  درگرم  75/0محلول در  روز شبانه
 4دماي در ميكرومتر استريل شده بود  2/0 توسط فيلتر
 MSدر محيط  بعدقرار گرفت و گراد درجه سانتي

)Murashige and Skoog ( كشت داده بدون هورمون
سه روز در فيتوترون در تاريكي و مدت به بذرها  .شدند

گراد و دوره درجه سانتي 25هفته در دماي  دوپس از آن 
از ساعت تاريكي قرار گرفتند و  8ساعت روشنايي و  16

   .استفاده شد كشت بافتهاي حاصل براي گياهچه

 ايجادمنظور  به: اندازي كشت سلوليكالوس و راه تشكيل
به طول يك تا دو  هاگياهچه قطعاتي از ساقه ،كالوس
گرم در ميلي 5/0حاوي  پايه MSمتر به محيط كشت سانتي

گرم در ليتر بنزيل آمينو ميلي 2ليتر نفتالن استيك اسيد و 
-القاي كالوس روز 7تا  3بعد از گذشت . پورين منتقل شد

در محيط جامد هر دو  هاكالوس. شروع شددر قطعات ها 
ي كشت سلول اندازيبراي راه. واكشت شدند يكبارهفته 

ليتر ميلي 50حاوي  ي،ليترميلي 250هر ارلن  تعليقي، درون
با تركيبات هورموني ياد شده در بالا  MSمايع  محيط كشت

وارد سن و هم ترد كالوسگرم  2مقدار بدون آگار، و 
درجه  25در دماي دور در دقيقه  110 سرعتو با  گرديد
منظور  بهو  روي شيكر قرار گرفتنددر تاريكي گراد سانتي

در  .هر دو هفته يكبار واكشت گرديد ،سازيتكثير و همگن
با استفاده از قيف بوخنر و در شرايط  هاسلولهر مرحله 
  .آوري شدند و به محيط تازه منتقل گرديدندمكش جمع

قبل از اعمال تيمار، : جاسموناتمتيل ها باتيمار سلول
بدين منظور بعد از . تعيين گرديد هاسلولدوره رشد براي 

 100ارلن به همگن شده  كاملاً سلولتوده گرم  1انتقال 
مايع جديد  ليتر از محيط كشتميلي 50حاوي  يليترميلي
MS 2و  نفتالن استيك اسيدگرم بر ليتر ميلي 5/0 داراي 
 29تا روز  اولاز روز ، بنزيل آمينو پورينگرم بر ليتر ميلي

برداري ، نمونهيكبار بعد از انتقال، به فاصله زماني دو روز
تر توده سلولي منحني رشد  انجام شد و بر اساس وزن

  .گرديدترسيم 

محيط كشت تعليقي تهيه  اًمجددمنظور اعمال تيمار،  به
با استفاده از قيف بوخنر و ) وزن تر(گرم سلول  1گرديد و 

ليتر از ميلي 50حاوي  ارلنبه در شرايط مكش برداشت و 
-محلول متيلاز طرفي . گرديد منتقلمحيط كشت مايع 

ميكرومتر  2/0توسط فيلتر با قطر منافذ  تهيه و جاسمونات
با توجه به منحني رشد بدست آمده، در روز . شداستريل 

هاي سلولي از دوره رشد سلولي به محيط كشت هفتم
-گونهه جاسمونات اضافه گرديد، بمقداري از محلول متيل

اين غلظت با . باشدمولار ميلي 1/0اي كه غلظت نهايي آن 
و  1/0، 01/0هاي مقدماتي در سه غلظت توجه به آزمايش

ماني گيري رشد و درصد زندهو اندازهمتيل مولار ميلي 1
درجه  25هاي كشت در دماي محيط. انتخاب شدها سلول
 و دور در دقيقه قرار گرفتند 110گراد روي شيكر با سانتي

ساعت پس از تيمار  72و  48، 24، 12، 8، 4هاي در زمان
تكرار براي هر  3در اين آزمايش حداقل  .برداشت شدند

-سلولي در حضور متيلرشد ميزان  .نظر گرفته شد زمان در

در  هاسلولگيري وزن تر  اندازهاساس جاسمونات بر
  .تعيين شد ساعات پس از تيمار

- با همگن: تعيين فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز

 HEPES- KOHليتر بافر ميلي 3در  گرم سلول 1/0سازي 
مولار و ميلي EDTA 1/0داراي ) pH=8/7(مولار ميلي 50

 20به مدت  )rpm( 12000سانتريفيوژ عصاره حاصل در 
-سازي تمام نمونهگراد، آمادهدرجه سانتي 4دقيقه در دماي 

غلظت تعيين براي  حاصل روشناوربخش و شد ها انجام 
سنجش فعاليت و  Bradford (1976)پروتئين به روش 

تركيب . سوپراكسيد ديسموتاز مورد استفاده قرار گرفت
-HEPESبافر  شامل ليترميلي 3 نهايي در حجمواكنش 

KOH 50 8/7( مولارميلي=pH ( حاويEDTA 1/0ميلي-

-pH(، L=2/10(مولار ميلي 50 كربنات سديم، مولار
 NBT (75( نيترو بلو تترازوليوم  ،مولارميلي 12متيونين
ميكروليتر  300و ميكرومولار  1 ريبوفلاوين، مولارميلي

نظر  شاهد دريك در كنار هر نمونه، . بود عصاره آنزيمي
گرفته شد كه داراي تمام موارد فوق بدون عصاره آنزيمي 
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جاي آن همان اندازه از بافر استخراج اضافه ه بود و ب
دقيقه در معرض نور  15ها و شاهد به مدت نمونه. گرديد
. قرار گرفتند تا تغيير رنگ حاصل گردد فلورسنتلامپ 

نانومتر قرائت گرديد  560 سپس جذب آنها در  طول موج
 .ت جذب بين هر نمونه و شاهد محاسبه گرديدو تفاو

عنوان مقدار آنزيمي  بهسوپراكسيد ديسموتاز  واحد فعاليت
 NBT احياي درصد 50در نظر گرفته شد كه منجر به مهار 

  ).10( گرديد حضور نور در

  تعيين فعاليت آنزيم كاتالاز و پراكسيداز

 هاسلولاز گرم  1/0در اين مرحله : روش استخراج پروتئين
) pH=8/6(مولار ميلي 25ليتر بافر سديم فسفات ميلي 3در 

به  )rpm( 12000همگناي حاصل در . ساييده شد كاملاً
گراد سانتريفيوژ درجه سانتي 4دقيقه در دماي  20مدت 

محلول رويي با دقت جدا و براي سنجش غلظت . شد
. ها و نيز فعاليت آنزيم استفاده شدپروتئين موجود در سلول

تعيين  Bradford (1976)ها به روش غلظت پروتئين نمونه
  .گرديد

در و  H2O2 تجزيه براساس ميزانفعاليت آنزيم كاتالاز 
 نانومتر 240در طول موج آن كاهش ميزان جذب نتيجه 

براي  گرم پروتئين عصاره آنزيميبه ازاي ميليسنجيده و 
شامل ، )ليترميلي 3(مخلوط واكنش . يك دقيقه محاسبه شد

ميكروليتر بافر پتاسيم  2450ميكروليتر عصاره آنزيمي،  50
 H2O2ميكروليتر  500و ) pH=8/6(مولار ميلي 25فسفات 

كليه مراحل استخراج آنزيمي روي . مولار تهيه شدميلي 10
  ).9(شد يخ انجام 

به روش ذكر شده پراكسيداز فعاليت آنزيم براي سنجش 
Pandolfini مخلوط  .عمل گرديد) 1992( و همكاران

، )pH=1/6( مولارميلي 60 واكنش شامل بافر فسفات سديم
و  مولارميلي 5هيدروژن پراكسيد و  مولارميلي 28گاياكول 

طول  در هانمونهجذب . بودعصاره آنزيمي ميكروليتر  500
و  نانومتر قرائت گرديد 470يك دقيقه در طول موج  زمان

- صورت تغييرات جذب به ميلي فعاليت آنزيم پراكسيداز به

  .گرم پروتئين عصاره بيان گرديد

 1/0بدين منظور : )H2O2(هيدروژن پراكسيد تعيين مقدار 
 كلرو استيك اسيدتريليتر ميلي 3 روي يخ با ،سلولگرم 

وژ يسانتريف بعدو يده ئتا مرحله همگن شدن سا 1/0%
)rpm12000 از ليتر ميلي 1 به. شدند) دقيقه 15، به مدت

 10(بافر فسفات پتاسيم ليتر ميلي 1  ،محلول روشناور

يديد پتاسيم اضافه شد و ليتر ميلي 1و ) pH=7، مولارميلي
با اسپكتروفتومتر  نانومتر 390 موج جذب آن در طول

با استفاده از منحني استاندارد مقدار پراكسيد . قرائت شد
 .)37( هيدروژن محاسبه گرديد

آسيب به  يزانم: پراكسيداسيون ليپيدهاي غشاتعيين ميزان 
) MDA(يد ئآلدگيري مقدار مالونيل ديغشاها با اندازه

نهايي پراكسيداسيون ليپيدهاي غشا تعيين ورده افرعنوان  به
 از سلولگرم  1/0ميزان  MDA گيرياندازه منظور به. شد
. سائيده شد %10 كلرو استيك اسيدتريليتر ميلي 3با 

، به rpm12000(وژ يسازي، سانتريفها پس از همگننمونه
هاي صاف از نمونهليتر ميلي 1 به .شدند) دقيقه 15مدت 
% 25/0 (TBA)  تيو باربيتوريك اسيدليتر ميلي 1شده، 

درجه  100اضافه گرديد و به مدت نيم ساعت در دماي 
گيري اندازه با MDA  زانيم. اد قرار داده شدگرنتيسان

با نانومتر  600و  نانومتر 532هاي موج جذب در طول
-1( خاموشي استفاده از ضريب ثابت

cm
1 -

mM 155 = ε (
  .)15(محاسبه گرديد 

ي كل بر اساس فنولميزان تركيبات : كل فنولتعيين ميزان 
منحني  حسب و بر سيوكالتيو - سنجي فولين رنگ روش

- اندازهنانومتر  762در طول موج اسيد  گاليك استاندارد

- ميلي 3در  گرم سلول 3/0بدين ترتيب كه ابتدا . شد گيري

   (rpm) 5000 سپس با سرعت .همگن شد %80ليتر متانل
وژ شد و عصاره متانلي از يدقيقه سانتريف 20به مدت 

 و كل فنولعصاره متانلي براي سنجش . رسوب جدا شد
ميكروليتر  500به . فلاوونوئيدها مورد استفاده قرار گرفت
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 سيوكالتيو -فولين ليتر محلولليمي 5/2عصاره متانلي، 
ليتر ليمي 2دقيقه  2به مخلوط حاصل بعد از . اضافه شد

 60اضافه شد و جذب بعد از  %7محلول سديم كربنات 
در  ).27( نانومتر خوانده شد 762دقيقه در طول موج 

 تروزن بر گرم  گرمميليحسب بر  كل فنول نهايت، مقدار
  .محاسبه شد

ميكروليتر عصاره  500به : گيري فلاونوئيد سنجش و اندازه
 100، %10كلريد ميكروليتر از محلول آلومينيوم 100 متانلي،

 %80ليتر متانول ميلي 5/1مولار،  1ميكروليتر پتاسيم استات 
 30پس از گذشت . ليتر آب ديونيزه اضافه شدميلي 8/2و 

نانومتر  415ها در طول موج دقيقه، جذب هر يك از نمونه
 فلاونوئيدتوسط اسپكتروفتومتر سنجيده شد و ميزان 

محاسبه شد ) Rutin(براساس منحني استاندارد روتين 
)11(.  

از حداقل ها در سه تكرار يشكليه آزما: آماريهاي  تحليل
 ها با استفاده ازمقايسه ميانگين. شدمستقل انجام سه نمونه 

دار بودن و معني MSTAT-Cفزار انرم و anovaروش 
انجام  P ≥05/0اختلاف بين آنها با آزمون دانكن در سطح 

  .شد

  نتايج
پيش از اعمال تيمار، ميزان رشد : تعيين منحني رشد سلول

ررسي شد بروز در كشت تعليقي  29ها در مدت سلول
ها به سلول ،نتايج نشان داد كه پس از كشت). 1 شكل(

ها ، سپس ميزان سلولبودندتأخيري مدت سه روز در فاز 
پس . داشتادامه  پانزدهم افزايش يافته كه اين روند تا روز

شيب رشد . ها نسبتاً بدون تغيير مانداز اين زمان وزن سلول
ها سلولي در روز هفتم افزايشي بود كه در اين زمان سلول

بشدت در حال تقسيم  و در دوره لگاريتمي رشد بوده
زمان حجم توده سلولي به ميزان مناسبي در اين . بودند

 مناسب براي زمان عنوان بهروز هفتم بنابراين رسيده، 
   .افزودن تيمار انتخاب گرديد

 

 

 

 

 

 

  .است SE ±تكرار  3مقادير ميانگين . MSدر محيط كشت  S. striataمنحني رشد سلولي در كشت تعليقي  -1شكل 
گيري وزن تر اندازه: يبر رشد سلول جاسموناتمتيل تأثير
جاسمونات مولار متيلميلي 1/0 تيمار ها نشان داد كهسلول

هاي ساعت در نمونه 24تا  4در بازه زماني روز هفتم  از
بر رشد تأثيري  ،هاي شاهدنمونه نسبت به تيمار شده 

 72تا  48در حاليكه در بازه زماني  ،)2 شكل( نداشت

داري كاهش يافت رشد سلولي به طور معني ساعت
)05/0P≤(.  

  اكسيدانهاي آنتيجاسمونات بر فعاليت آنزيممتيلتأثير 

گونه كه در  همان: تغييرات فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز
ها در سطح نشان داده شده است، مقايسه ميانگين a3شكل 

05/0 P≤ از  سوپراكسيد ديسموتاز فعاليت آنزيمنشان داد كه

0

5

10

15

20

25

0 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

 
C
e
ll 
fe
sh
 w
e
ig
h
t 
(g
r)
 

Time (day)



 1393، )ويژه نامه( 5، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

845 

هاي شاهد ساعت در نمونه 12تا  4روز هفتم در بازه زماني 
ساعت كه معادل روز  72تا بعد رو به افزايش بود و 

  .داري داشتباشد كاهش معنيدوازدهم از منحني رشد مي

  

  
دوره رشد به محيط كشت اضافه شد و  هفتمدر روز  جاسموناتمتيل. S. striataدر كشت تعليقي سلولي بر رشد  جاسموناتمتيلتاثير  -2شكل 

 .است P≥05/0دار در سطح حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني. ساعت پس از تيمار برداشت شدند 72و  48، 24، 12، 8، 4هاي ها در زمانسلول
، جاسموناتمتيلمولار ميلي 1/0با هاي تيمار شده نمونهدر 
ساعت پس از شروع تيمار فعاليت آنزيم كاهش  4زمان در 

يافت ساعت پس از آغاز تيمار، افزايش  48تا بعد يافت و 
-از طرفي مقايسه بين نمونه .شروع به كاهش نمودبعد و 

-زمانشده در هر زمان نشان داد كه در تيمار هاي شاهد و 

ساعت پس از شروع تيمار، فعاليت آنزيم  12 و 4هاي 
هاي شاهد تر از نمونههاي تيمار شده پايينمذكور در نمونه

ساعت فعاليت آنزيم  72تا  24بود، درحاليكه در بازه زماني 
بالاتر از داري صورت معنيه بهاي تيمار شده در نمونه

  .هد بودهاي شانمونه

گيري بررسي نتايج اندازه: تغييرات فعاليت پراكسيداز
فعاليت پراكسيداز نشان داد كه از روز هفتم در بازه زماني 

ساعت پس از  12بجز ، )ساعت 72تا  4( مورد مطالعه 
 هاي شاهد وجود نداشتداري در نمونهتغيير معنيتيمار، 

)05/0P≤( .با متيلهاي تيمار شده در حاليكه در نمونه -

افزايش  ساعت پس از شروع تيمار 24جاسمونات از 
داري در فعاليت آنزيم پراكسيداز در مقايسه با زمان معني

اين نتايج  .)b3شكل ( آغاز آزمايش يعني روز هفتم داشت

ساعت  12جاسمونات پس از نشان داد كه در حضور متيل
 داريطور معنيه هاي شاهد بفعاليت پراكسيداز از نمونه

  .بيشتر است

به طور كلي فعاليت كاتالاز در كشت : فعاليت كاتالاز
هاي هاي شاهد و نمونهدر نمونهسلولي از روز هفتم به بعد 

فعاليت  .رو به افزايش بودجاسمونات تيمار شده با متيل
جاسمونات تقريباً هاي تيمار شده با متيلكاتالاز در سلول
شكل (ها در مقايسه با شاهد افزايش يافت در كليه نمونه

c3.(  

گيري ميزان تجمع پراكسيد  اندازه: مقدار پراكسيد هيدروژن
از روز هفتم ها نشان داد كه اين تركيب سلول هيدروژن در

هاي هاي شاهد و هم در نمونهساعت، هم در سلول 72تا 
 تنها دراما  ،جاسمونات رو به افزايش بودتيمار شده با متيل

- ساعت پس از تيمار متيل 8هايي كه به مدت سلول

هاي شاهد جاسمونات برداشت شدند نسبت به سلول
داري داشت و در ساير تيمارها ميزان پراكسيد افزايش معني
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جاسمونات در روز هفتم به محيط كشت تيلم. (c)و كاتالاز   (b)، پراكسيداز(a)جاسمونات بر فعاليت آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز تاثير متيل -3شكل 

دار در سطح حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني. شدندساعت پس از تيمار برداشت  72و  48، 24، 12، 8، 4هاي ها در زمانسلول. اضافه گرديد
05/0≤P است.  
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. جاسمونات در روز هفتم به محيط كشت اضافه گرديدمتيل. (b)و پراكسيداسيون ليپيد  (a)جاسمونات بر ميزان پراكسيد هيدروژن تاثير متيل -4شكل 
 .است P≥05/0دار در سطح حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معني. ساعت پس از تيمار برداشت شدند 72و  48، 24، 12، 8، 4هاي ها در زمانسلول

با توجه به نتايج بدست : پراكسيداسيون ليپيدهاي غشا
 72ميزان پراكسيداسيون ليپيدهاي غشا از روز هفتم تا  آمده،

هاي تيمار هاي شاهد و هم در نمونهدر سلول ساعت، هم
- جاسمونات تغييري نداشت و تنها در نمونهشده با متيل

ساعت برداشت شدند افزايش  24و  8هايي كه به مدت 
مولار ميلي 1/0در حضور همچنين  .شدداري ديده معني
 يغشاميزان پراكسيداسيون ليپيدهاي در جاسمونات متيل
تفاوت هاي شاهد در مقايسه با نمونههاي تيمار شده سلول
  ). b4شكل (مشاهده نگرديد ) ≥05/0P(داري معني

: ثانويهاي جاسمونات بر تجمع متابوليتمتيلتأثير 
و تيمار شده  هاي شاهدكل در سلول فنولبررسي ميزان 

ي با شيب فنولنشان داد كه در كشت تعليقي ميزان تركيبات 
ساعت  72كه از روز هفتم تا  ملايمي رو به افزايش است

. دار بودمورد مطالعه، در هر گروه نسبت به روز هفتم معني
شده  تيمار يهاسلولدر  فنولمقايسه مقدار  اينكه علاوهه ب

نشان داد كه ميزان هاي شاهد با نمونهجاسمونات با متيل
طور ه باين تركيبات در تمام ساعات پس از اعمال تيمار 
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cd 
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  ).a5شكل (ي داشت دارافزايش معنيساعت پس از تيمار  72و  48در و  جزئي بيشتر بوده
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ميزان فنل كل بر اساس استاندارد گاليك اسيد و ميزان فلاونوئيد بر اساس استاندارد . (b)و فلاونوئيد  (a)جاسمونات بر فنل كل تاثير متيل -5شكل 
ساعت  72و  48، 24، 12، 8، 4هاي ها در زمانسلول. جاسمونات در روز هفتم به محيط كشت اضافه گرديدمتيل. گيري شدنداندازه (Rutin)روتين 

 .است P≥05/0دار در سطح ختلاف معنيحروف يكسان بيانگر عدم ا. پس از تيمار برداشت شدند
 

گيري محتواي فلاونوئيد نشان داد كه با گذشت تايج اندازهن
هاي تيمار شده  هاي شاهد و هم در نمونهزمان هم در نمونه

ها روند افزايشي جاسمونات، ميزان فلاونوئيد سلولبا متيل
هاي تيمار نوئيد در نمونهشدت افزايش ميزان فلاو. دارد

ساعت پس از  24اي كه از ، به گونهبودشده بسيار بيشتر 
-ساعت اول به طور معني 12ها نسبت به تيمار، اين سلول

داري از محتواي فلاونوئيدي بالاتري برخوردار بودند 
 .)b5 شكل(

  بحث
تنش اكسيداتيو در گياهان  يالقاجاسمونات باعث متيل

جاسمونات دليل اينكه متيله ب .)13( شودميتحت تيمار 
 دستگاهكند، بنابراين يك را در گياهان القا مي ROSتوليد 
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در  سمبراي حفظ عملكردهاي متابوليمؤثر اكسيداني آنتي
 شاملاكسيدان آنزيمي آنتي دستگاه .شرايط القا ضروريست
پراكسيداز، كاتالاز و گلوتاتيون  ،سوپراكسيد ديسموتاز

. را بر عهده دارد ROSسمي تأثيرات حفاظت عليه ردوكتاز 
زدايي  سوپراكسيد ديسموتاز اولين آنزيم در فرايند سميت

ROS نقش حياتي در دفاع آنتي اين آنزيم .رودشمار مي هب-

O2 زيرا تبديل ،كنداكسيداني ايفا مي
كاتاليز   H2O2را به  -

را تخريب  H2O2 ،كاتالاز و پراكسيدازدرحاليكه  ،كندمي
سوپراكسيد  فعاليت آنزيمكاهش  در اين مطالعه .كنندمي

-متيلساعت اول پس از اعمال تيمار  12در  ديسموتاز

 در اثردليل غيرفعال كردن آنزيم ه ممكن است بجاسمونات 
اين فعاليت در حاليكه  ).36( باشد ROSتوليد بيش از حد 

ساعت پس  72تا  24 در بازه زماني كه هاييآنزيم در سلول
نسبت به گروه شاهد  شدند، برداشت تيماراعمال از 

سوپراكسيد  فعاليت .نشان دادرا داري افزايش معني
-پروتئين) De-novo( از نو احتمالاً بدليل سنتز ديسموتاز

سوپراكسيد  هاي آنزيمي و القاي بيان ژن رمزگذاري
فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز  ).38( باشدمي ديسموتاز

سپس  ،گردد مي H2O2موجب تبديل راديكال سوپراكسيد به 
H2O2 زوم و آسكوربات توسط كاتالاز در پراكسي

- پراكسيداز در سيتوپلاسم، ميتوكندري و كلروپلاست سم

  ).16و  5( گرددزدايي مي

 100هاي جاسمونات در غلظتزميني، متيلدر گياهچه بادام
هاي ومولار باعث افزايش فعاليت آنزيمميكر 250و 

ديسموتاز، كاتالاز و پراكسيداز گرديده است  سوپراكسيد
- همچنين در گياه آرابيدوپسيس و كلزا، تيمار متيل ).25(

جاسمونات فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز و 
سوبستراي  H2O2از آنجا كه  ).20( پراكسيداز را افزايش داد

توان فرض كرد كه بخشي از افزايش مي ،باشدكاتالاز مي
هاي تيمار در سلول H2O2فعاليت كاتالاز به دليل توليد 

جاسمونات و يا فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز شده با متيل
گيري ميزان تجمع  اندازهبا توجه به نتايج اين مطالعه، . است

ها نشان داد كه اين تركيب تنها سلول پراكسيد هيدروژن در

- پس از تيمار متيل ساعت 8هايي كه به مدت در سلول

هاي شاهد برداشت شدند نسبت به سلول جاسمونات
ميزان در و در ساير تيمارها  داري داشتافزايش معني

- هاي شاهد تغيير معنيپراكسيد هيدروژن نسبت به سلول

بنابراين با توجه به فعاليت آنزيم . مشاهده نشد داري
تجمع پراكسيد هيدروژن ميزان و  ديسموتاز دسوپراكسي

-مولار متيلميلي 1/0توان نتيجه گرفت كه غلظت مي

با افزايش عمل نموده و  القا كننده عنوان بهجاسمونات 
اكسيدان مانع از رخ دادن انفجار هاي آنتيفعاليت آنزيم

رساني جاسمونات توسط يك علامت. استشده اكسيداتيو 
ROS  يعني H2O2 افزايش سطح بنابراين  ،شودوساطت مي
H2O2   يك مولكول  عنوان بهپس از تيمار  8در ساعت

افزايش  ،اكسيدانيآنتي دستگاه فعال شدنمحرك باعث 
جلوگيري از  هاي كاتالاز و پراكسيداز وفعاليت آنزيم

  H2O2تعديل سطح  رو ازاين ،انفجار اكسيداتيو شده است
   .است انجام شده

مختلف  هايتنشهاي فعال اكسيژن در ايجاد گونه از طرفي
تواند باعث پراكسيداسيون ليپيدهاي غشا شده كه مي

عنوان محصول نهايي اين  آلدئيد بهافزايش ميزان مالونيل دي
دهنده تخريب و افزايش نفوذپذيري غشا  اكسيداسيون نشان

هاي آزاد موجود در سلول باعث راديكال .هاستسلول
-هاي چرب غشا شده و راديكالصدمه به ليپيدها و اسيد

كنند، هاي ليپيد و پراكسي و هيدروپراكسي توليد مي
هاي توانند به واكنشهاي جديد توليد شده ميراديكال

آلدئيد يك دي يلمالون. اكسيداسيون ليپيدها سرعت بخشند
محصول پراكسيداسيون اسيدهاي چرب اشباع نشده در 

يك  عنوان بهآلدئيد دييل بنابراين مالون. فسفوليپيدها است
معرف براي بررسي صدمات غشا در شرايط تنش مورد 

گيرد و شاخص مناسبي براي پراكسيداسيون استفاده قرار مي
در   Wang ).35و  23، 19( شودليپيد غشا محسوب مي

-گزارش كرد كه در گياه توت فرنگي، متيل 1999سال 

نسبت مولار موجب تغيير ميلي 1/0جاسمونات با غلظت 
اسيدهاي چرب غشا شده و در نتيجه سوبسترا براي 
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. يابدميهاي آزاد و پراكسيداسيون ليپيدي كاهش راديكا
هاي داشتن سطح فعاليت آنزيمجاسمونات با بالا نگهمتيل
اكسيدان مانند كاتالاز و سوپراكسيد ديسموتاز مانع اثر آنتي

 .)39( گرددميهاي آزاد حاصل از تنش بر غشا راديكال
عنوان گيرنده و جمع كننده  بهنيز آنزيم پراكسيداز 

ها پراكسيدها عمل كرده و از اثرات مخرب اين مولكول
دار عدم تغيير معنيدر اين مطالعه، بنابراين  .)42( كاهدمي

- آنتي دستگاهكارآمدي  مويد آلدئيدميزان مالونيل دي

در غلظت استفاده  تيوتنش اكسيدا براي مقابله بااكسيداني 
   .باشدجاسمونات ميشده متيل

-ي را در پاسخ به برخي تركيبات پيامفنولگياهان تركيبات 

تركيبات  .كنند ، آزاد ميكه نقش دفاعي مهمي دارند رسان
ه ها بخصوص فلاونوئيدها و همچنين فلاونوله ي بفنول

اكسيداني قوي قادر به بدام انداختن دليل خاصيت آنتي
اين ). 3(اكسيداتيو هستند  تنشهاي آزاد و كاهش راديكال

- هاي متعددي مانند پاكروبي راديكالتركيبات با مكانيسم

هاي آزاد، دادن هيدروژن، خاموش كردن اكسيژن يكتايي، 
در همكاري با پراكسيدازها هاي فلزي و يا كلات كردن يون

- ، نقش آنتيآوري يا حذف پراكسيد هيدروژندر جمع

مطالعات نشان ). 24و  14( كنندخود را ايفا مياكسيداني 
كل و فعاليت  فنولدهد كه رابطه مثبتي بين محتواي مي
هاي گياهي در سلول ).18( اكسيداني آنها وجود داردآنتي

زدايي ها در كاهش سمفنولويژه پلي هتركيبات فنولي ب
سيستم  عنوان بهپراكسيد هيدروژن بسيار كارا عمل كرده و 

هاي گلوتاتيون در دفع راديكال -پشتيبان چرخه آسكوربات
 عنوان بهها فنولوقتي . كنندپراكسيد هيدروژن شركت مي

كنند، به راديكال ها شركت مياكسيدان در اين واكنشآنتي
هاي فنوكسيل از طريق راديكال. شوندفنوكسيل اكسيد مي

در  ).33( ندگردواكنش با آسكوربات به حالت اوليه برمي
بيانگر با گذشت زمان ي فنولافزايش تركيبات اين مطالعه، 

. مقابله با تنش اكسيداتيو استبراي ها سلول راهبرد
ترين ترين و متنوععلاوه، فلاونوئيدها يكي از گسترده هب

ي فنولتركيبات طبيعي هستند كه همانند ساير تركيبات 

هاي در تنش .هاي آزاد را دارندتوانايي جذب راديكال
توانند با ويژه فلاونوئيدها مي هي بفنولاكسيداتيو تركيبات 

فسفوليپيدهاي غشا از طريق پيوند هيدروژني با سرهاي 
نتيجه اين  قطبي فسفوليپيدها ارتباط برقرار كنند، در

دليل ه تركيبات در سطح داخل و خارج غشا جمع شده و ب
به ناحيه  رسان هاي آسيبلوجلوگيري از دستيابي مولك

هيدروفوبي دوقطبي به حفظ سياليت و تماميت غشا كمك 
اين گياه داراي مقادير قابل توجهي از  ).26(كنند مي

 ،)Nepetrin( نپترين فلاونوئيدها مثل
 روتينوزيد -3- ايزورامنتين و ) Quercetine(كوئرستين

)Isorhamnetin-3-o-rutinoside( باشدمي )با ). 29
توان تركيبات فلاونوئيدي در اين گياه ميتوجه به وجود 

كه بخشي از اثرات حفاظتي در آن از طريق  نتيجه گرفت
-مياعمال  ROSاكسيداني و مهار توليد تقويت سيستم آنتي

  . )4( گردد

ي را در برخي فنولجاسمونات مقدار تركيبات كاربرد متيل
گياهان نظير سيب زميني، سيب قرمز، مارچوبه و لوبيا سبز 

بيان  1998 سال و همكارانش در  Pinot ).6( افزايش داد
ساز فلاونوئيدها را توليد  كردند كه چالكون سنتتاز كه پيش

 جاسموناتمتيل. شودجاسمونات القا ميكند توسط متيلمي
 تركيباتاين  .باشدميدر تكامل و دفاع دوگانه  داراي نقش

شدن باعث فعال رسانيعلامتتوانند با القاي مسيرهاي مي
هاي دفاعي در گياه شده و در نتيجه باعث افزايش واكنش

اينكه به توجه با ). 41(گردند  ثانويهاي توليد متابوليت
ي به غلظت آن فنولتركيبات سنتز جاسمونات بر متيلتأثير 

-از اندازه دست آمده با توجه به نتايج به ،)21( وابسته است

ها پس از در سلول و فلاونوئيدي يفنولگيري تركيبات 
توان نتيجه گرفت كه اين  مي ،جاسموناتتيمار با متيل

باعث تحريك آبشار مولار ميلي 1/0در غلظت مولكول 
سلول شده و از اين طريق باعث افزايش  در رسانيعلامت

به نظر بنابراين  .شودي مختلف ميفنولتوليد تركيبات 
اليسيتور سبب افزايش  عنوان بهجاسمونات رسد كه متيل مي
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ني و كاهش تنش اكسيداتيو شده اكسيداقدرت سيستم آنتي
 . را افزايش داده است اين تركيباتو سنتز 

  گيرينتيجه

يك گياه  عنوان به گذشتهاز  S. striataبا توجه به اينكه گياه 
دارويي كاربرد داشته است و از سوي ديگر نقش تركيبات 

خوبي شناخته شده است، استفاده ه باليني بي در موارد فنول
راهكاري تواند مي مناسبجاسمونات در غلظت از متيل

سلولي و افزايش  رسانيعلامتاندازي آبشار راهمؤثر براي 
هاي سلولي در ارزشمند در كشت ثانويهاي توليد متابوليت

-و سبب افزايش كارايي درماني آن باشد بازه زماني كوتاه 

ي و فلاونوئيدي فنولافزايش تركيبات  ،وه بر آنعلا. گردد
اكسيداني سلول در حفاظت سلول دليل افزايش توان آنتيه ب

  .خواهد داشتمؤثري هاي اكسيداتيو نيز نقش عليه تنش
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Abstract 
Effects of 0.1 mM MeJA as an elicitor on the activity of antioxidant enzymes 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) and contents of 
phenolics and flavonoids during 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours in Scrophularia striata 
cell culture were studied. Decrease in SOD activity was observed during first 12- hours 
after 0.1 mM MeJA treatment and then its activity increased. POD activity 12 hours 
after treatment and activity of CAT enzyme in 0.1mM MJ treated samples significantly 
increased comparing with the control. To study MeJA mechanism, H2O2 content and 
lipid peroxidation were investigated. H2O2 content increased 8 hours after treatment 
with MeJA while lipid peroxidation didn’t significantly change. The amount of total 
phenols in the control and treated cells showed a slow increase in levels of phenolic 
compounds and 0.1 mM MeJA significantly increased total phenolic compoundes in S. 
striata cell cultures 48 and 72 hours after treatment. Also, flavonoids content in the 
treated cells, 24 hours after treatment was significantly more than the first 12 hours. 
Increase in antioxidant capacity and phenolics and flavonoids contents after elicitation 
is in accordance with decrease in oxidative stress index.  

Key words: Antioxidant, Flavonoids, Methyl jasmonate, Phenolic compounds, 
Scrophularia striata.  


