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 چکیده
Linum album Ky. ex Boiss.، ازجمله را مهمي ليگناني های در ايران است که ترکيب انحصاری های گونه از کيي 

 و اتوپوسايد تنيپوسايد، های نام به ضدسرطان مهم داروی نوع سه ساز پيش ترکيب اين کند. مي توليد (PTOX) پودوفيلوتوکسين

 سنتز افزايش در نيست. صرفه به مقرون آن توليد تجاری نظر از و است پيچيده بسيار ها ترکيب اين شيميايي سنتز باشد. مي اتوپوفوز

 شود. مي استفاده غيره و ژنتيک مهندسي اليسيتور، بردن بکار غذايي، رژيم تغيير مانند گوناگوني راهبردهای از پودوفيلوتوکسين

 زياد اهميت به توجه با است. سلولي کشت در ثانويه های متابوليت افزايش در مهم راهبردهای از يکي کشت محيط سازی بهينه

 در نيتراتو  آمونيوم مختلف های نسبتتأثير  تحقيق اين در ضدسرطان، مهم داروی نوع سه ساز پيش ترکيب عنوان به پودوفيلوتوکسين

 آمونيالياز آلانين فنيل کليدی آنزيم فعاليت و پودوفيلوتوکسين توليد ازجمله ثانويه های متابوليت برخي و ها سلول رشد بر کشت محيط

(PAL) بيشترين داشت. داری معني افزايش ديگر تيمارهای به نسبت آمونيوم به نيترات 2:3 نسبت در ها سلول رشد ميزان شد. بررسي 

 نسبت در لوفلاون مقدار بيشترين و داشت را تر وزن ميزان کمترين که آمد بدست کنترل نمونه در فلاونوييدی و فنلي های ترکيب ميزان

 بيشترين همچنين شد. ايجاد نيترات به آمونيوم 1:3 نسبت در پودوفيلوتوکسين سنتز ميزان بيشترين شد. مشاهده نيترات به آمونيوم 2:3

 توان مي بنابراين شد. ايجاد نيترات به آمونيوم 1:3 و آمونيوم به نيترات 1:3 و 2:3 نمونه سه در ترتيب به PAL آنزيم فعاليت ميزان

 .بود L. album های سلول در ثانويه های متابوليت سنتز افزايش درمؤثر  فاکتور يک کشت محيط ترکيب تغيير که گرفت نتيجه

 

 .ضدسرطان سلول، کشت ،.Linum album Ky. ex Boiss ن،يلوتوکسيپودوف تروژن،ين :یدیکل های واژه

 
 مقدمه
 گونهه  212 دارای ،Linaceae خانواده از ،Linum سرده
 از متنهوعي  و وسهي   همحدود در و جهان سراسر در که است

 بنهدی  طبقهه  .(Kartal et al., 2004) دارد وجود ها زيستگاه
 ههههای تفهههاوت طريهههق از Linum جهههن  ای گونهههه بهههين

 بيوشههيميايي هههای ويژگههي و کيسههيتولوژي ،کيمورفولههوژي
 از يکههي (PTOX) نيلوتوکسههيپودوف گيههرد. مههي صههورت
 Podophyllum از بهار  نياوله  کهه  است يگنانيل های ترکيب

peltatum جهن   از گونه دو شد. جداسازی 3882سال در 
Podophyllum  شهامل P. hexandrum و نپههال و هنههد در 
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P. peltatum نيلوتوکسههيپودوف یتجههار منبهه  کههايآمر در 
 تحقيقهههات (.Stahelin & Wartburg, 1991) هسهههتند
 بالا ليگناني محتوی دارای که گياهاني يافتن برای ای گسترده
 انجام شهد  ،باشند برخوردار خوبي رشد سرعت از نيز و بوده
 های گونه خصوص هب ،Linaceae خانواده که شد داده نشان و

Linum گهروه  به متعلق Syllinum تهوجهي  قابهل  مقهدار  از 
 بهرای  مناسهبي  منب  احتمالاً و برخوردارند پودوفيلوتوکسين

(. Fuss, 2003) باشهههند مهههي هههها ترکيهههب ايهههن توليهههد
 خهود  کهه  علهت  ايهن  به ها ليگنان ميان در پودوفيلوتوکسين

 است بالايي بسيار ضدويروسي و کشي سلول خاصيت دارای
 موضهعي  صورت به تناسلي های زگيل و تومورها درمان در و

 بهرای  سهازی  پهيش  طهور  همين و گيرد مي قرار استفاده مورد
 ،etoposide ههای  نهام  هبه  مههم  ضدسهرطان  مهاده  سهه  توليد

teniposide و etopophose (etoposide phosphate )
 ,.Yong et al؛ Rojas-Sepúlveda et al., 2012) باشد مي

 وسيعي طور به و است گرفته قرار زيادی توجه مورد ،(2009
 تيسهم   علهت  بهه  ليگنهان  اين از گيرد. مي قرار استفاده مورد
 ميمستق طور به دهد، يم نشان خود از که ييبالا اريبس يسلول
 ارگانيسهم  مهر   باعه   زيرا شود، ينم استفاده سيستميک و

 ميه رژدر  رييه تغ آن مشهتقات  دليهل  همهين  به شود، مي زنده
 سنتز شيافزا در يکيوتکنولوژيب راهکار کي عنوان به ييغذا
 مهورد اسهتفاده   L. album يسلول کشت در نيلوتوکسيپودوف
 و تخمهدان  ه،يه ر یهها  سهرطان  درمهان  در که رنديگ يم قرار

؛ Kumar et al., 2011) شهوند  مهي  مصرف یمغز یتومورها
Farkya et al., 2004).  از کهه  نيلوتوکسه يپودوف بهرخلاف 

 کمهپلک   تشهکيل  و ينيتوبهول  یمرهها يدا بهه  اتصال قيطر
 از جلههوگيری باعهه  توبههولين دايمههر-پودوفيلوتوکسههين
 سهلولي  اسکلت بيتخر و بتا و آلفا دايمرهای پليمريزاسيون

 بهه  اتصهال  بها  آن از مشتق يضدسرطان های بيترک شود، يم
 و DNA پههي  شههدن بههاز از مههان  ІІ زومرازيتوپههوا ميآنههز

 Farkya) شوند يم DNA مولکول سازی همانند از جلوگيری

et al., 2004.) در ثانويهه  ههای  متابوليت مسيرهای مهندسي 
 جهت در کشت محيط پارامترهای تغيير وسيله هب سلول کشت
 مهم راهبردهای ازجمله نظر مورد متابوليت توليد سازی بهينه

 منبه   در تغيير ايجاد شامل تغييرات اين است. تکنيک اين در
 نفتالن )کينتين، ها فيتوهورمون نيتروژن، منب  )سوکروز(، کربن
 منبه   در تغيير مثلاً باشند. مي محيط اسيديته و اسيد( استيک
 و کهل  نيتهروژن  غلظت در تغيير شامل تواند مي هم نيتروژن،

 غلظهت  يهک  در نيتهرات  به آمونيوم های نسبت در تغيير هم
 چنهدين  اسهت  ممکهن  شيشه در گياهان کشت باشد. يکسان
 داشهته  مزرعه در گياهان کشت و آوری جم  به نسبت مزيت
 هها  ليگنهان  مانند هايي متابوليت توان مي بافت کشت در باشد.
 جغرافيايي شرايط و هوا و آب مثل فاکتورهايي از مستقل را

 سيسهتم  سهلول،  کشهت  همچنين .(Fuss, 2003) نمود توليد
 از يکنواخهت  کيفيهت  و مسهتمر  ذخهاير  بها  مشخص توليدی
 در شده توليد گياهان اينکه علاوه هب دهد. مي ارائه را محصول
 و ميکروبهي  آلهودگي  گونه هر از عاری بافت، کشت سيستم
 (.Verpoorte et al., 2002) هستند قارچ
 پودوفيلوتوکسين توليد توجه قابل اهميت به توجه با
 و ضدسرطان مهم داروی نوع سه ساز پيش ترکيب عنوان به
انجام  مورد اين در سفانهأمت که کمي تحقيقات حال عين در
 های نسبتتأثير  بررسي تحقيق، اين از هدف است، شده

 و ها سلول رشد بر کشت محيط در نيتروژني مناب  مختلف
 و پودوفيلوتوکسين توليد ازجمله ثانويه های متابوليت برخي
 گياه در (PAL) آمونيالياز آلانين فنيل کليدی آنزيم فعاليت

L. album .بود 
 
 روشها و مواد

 کالوس کشت محیط
 از ،L. album سلول کشت های آزمايش انجام برای
 با MS (Murashige & Skoog, 1962) کشت محيط
 و ليتر بر گرم ميلي 2/2 اسيد استيک نينفتال های هورمون
 .شد استفاده ليتر بر گرم ميلي 1/2 کينتين
 
 آلودگی از عاری های گیاهچه تولید

 ،N 33 184 °11) سوهانک منطقه از L. album بذرهای
E 22ً 1244 °13) شستشوی از پ  و شد آوری جم  تهران 

 سديم هيپوکلريت محلول در دقيقه 32 مدت به آب با سطحي
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 آبکشي سترون مقطر آب با بار 1 سپ  گرفتند. قرار 3%
 %1/1 هيدروژن پراکسيد در دقيقه 32 آن دنباله ب و شدند
 و شدند شستشو سترون آب با بار 1 مجدداً شدند. داده قرار
 آب با و گرفتند قرار %12 الکل در دقيقه 3 آخر همرحل در
 يک مدت به سترون بذرهای شدند. آبکشي سترون مقطر
 Hasanloo et) جيبرلين ليتر در گرم 1/2 محلول در ساعت

al., 2008) پايه محيط در بعد و گرفتند قرار MS هر فاقد 
 در هفته دو مدت بذرها شدند. داده کشت هورمون، گونه
 روشنايي ساعت 31 دوره و گراد سانتي درجه 21-12 دمای
 یها گياهچه و گرفتند قرار )فتوپريود( تاريکي ساعت 8 و

 شدند. استفاده کالوس تشکيل برای حاصل
 
 کالوس تولید و جوانه تکثیر
 محيط در بذرها زني جوانه از بعد گياه، تکثير منظور به
MS، با يقطعات صورت به بذرها از حاصل ساقه بخش 
 در قاعده سمت از مجدداً و شدند جدا يکسان یها اندازه
 عمل جديد، قطعات رشد با شدند. وارد MS کشت محيط
 قطعات شد. انجام يکبار هفته 1 هر جداکشت، قطعات تکثير
 بر ( با همراه )ساقه هوايي اندام از یمتر سانتي يک

 پتری ظرف هر در و شد تهيه يکسان طور به ها گياهچه
 شد. داده قرار قطعه سه تعداد جامد کشت محيط حاوی

 قرار تاريکي در فيتوترون در هفته چهار مدت به ها جداکشت
 شود. تشکيل کالوس تا شدند داده
 

 رشد منحنی
 دهد مي را امکان اين ها سلول رشد منحني آوردن بدست

 L. album های سلول بودن زنده و رشد روند چگونگي از تا
 چه در بدانيم تا دوش حاصل دقيقي اطلاع کشت محيط در

 چه در و داده قرار تيمار تحت را ها سلول اين بايد زماني
 آوردن بدست برای کنيم. برداشت محيط از را آنها زماني
 ،1 ،2 روزهای در ترتيب به L. album های سلول رشد دوره
 قيف وسيله هب را ها سلول سلول، رشد دوره از 31 و 32 ،32

 بعد و وزن را آنها و کرده برداشت مکش دستگاه و بوخنر
 شد. تعيين ها سلول رشد منحني

 ها سلول سازی همگن
 یها طمحي به را حاصل یها سلول ،سازی همگن منظور به
 روز 32 هر) واکشت بار 3 از پ  تا داده انتقال ديجد کشت
 شوند. یساز آماده  ماريت یبرا ،(بار يک
 
 ها سلول تیمار
 ای تغذيه تيمار از آزمايش اين در اينکه به توجه با
 کشت محيط کردن درست در بنابراين شد، استفاده نيتروژن

 استفاده ماکرو پايه از غير به MS پايه یها محلول تمامي از
 3 جدول طبق را KNO3 و NH4NO3 ماکرو عناصر و شد
 کشت محلول هيته یبرا آن از و وزن جداگانه صورت به

 طبق تيمار های محلول کردن درست از پ  شد. استفاده
 اين به قبلي محيط از شده یآور جم  یها سلول ،3 جدول
 (سترون کاملاً شرايط در و لامينار هود زير )در محيط
 با شيکر روی ها ارلن واکشت، انجام از پ  .ندشد واکشت
 تاريکي شرايط و گراد سانتي درجه 21 دمای ،rpm322 دور
 را ها سلول آنگاه د.نگرفت قرار تيمار تحت روز 33 مدت به
 نيتروژن تانک درون و کرده برداشت مکش دستگاه وسيله هب

 نگهداری -C82 دمای با فريزر در در نهايت و ريخته ماي 
 شود. استفاده آنها از ها نمونه استخراج و آناليز برای تا شدند

 
 از متفاوت های نسبت با MS کشت یها طمحی -1 جدول

 نیترات آمونیوم/
NH4CL/KNO3 

(ml) 

Nitrogen total 

concentration 

NH4:NO3 

ratio 

5/5 30/30 1:1 

6.7/3.35 40/20 2:1 

2.5/7.5 45/15 3:1 

3.35/6.7 20/40 1:2 

7.5/2.5 15/45 1:3 

 
 (FW) ها سلول تر وزن گیری اندازه
 بوخنر، قيف وسيله هب را ها سلول تيمار، روز 33 از پ 
 ها نمونه از کدام هر و کرده برداشت خلأ پمپ و مش نايلون
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 با سرعت به ماي  نيتروژن تانک در گذاشتن از قبل را
 د.يگرد ثبت آنها تر وزن و کرده وزن ديجيتال ترازوی
 

 پودوفیلوتوکسین استخراج
و  Koulman توسط شده ذکر روش به استخراج

Konuklugil (2221) شد: انجام زير بشرح  
 ليتر ميلي 1 در تکرار هر از حاصل یها سلول از گرم 2
 مخلوط درآمد. گنهم صورت به تا شد ساييده %82 متانول
 1/3 تا3 مدت به و ريخته ليتر ميلي 31 فالکون در حاصل
 در گرفتند. قرار (اولتراسونيک) صوت فوق حمام در ساعت
 اضافه آن به آب ليتر ميلي 1 و کلرومتان دی ليتر ميلي 1 ادامه
 دور، 1122 با سانتريفوژ از پ  د،يگرد مخلوط کاملاً و شد
 کاملاً فاز 1 ،گراد سانتي درجه 22 دمای در دقيقه،32 مدت به
 و شد برداشته سمپلر توسط زيرين فاز شد. جدا هم از
  کردن اضافه از پ  و شده خشک کاملاً هوادهي وسيله هب
  مدت به یليتر ميلي 1/3 یها ويال در ،متانول ليتر ميلي 3
 بخش .ندشد سانتريفوژ rpm31122 دور با و دقيقه 32
 دستگاه توسط پودوفيلوتوکسين سنجش برای ها نمونه ييرو

HPLC شدند. استفاده نانومتر( 232موج طول )در 
 

 فعالیت و پروتئین فلاونول، فلاونویید، کل، فنل سنجش
 PAL آنزیم
 کل فنل سنجش و استخراج روش
 ليتر ميلي 8 در را L. album های سلول از گرم 1/2
 متانولي عصاره شود، هموژن تا دهييسا خوبي به %82 لومتان
 در را ها نمونه ،شد سونيکيت سونيکاتور در ساعت يک

 کرده سانتريفيوژ دقيقه 22 مدت به دقيقه در دور 32222
 مرحله اين تا نيز فلاونول و فلاونوييد استخراج )روش
 ،شد خشک و برداشته ليتر ميلي 1 نمونه هر از است(، يکسان
 حل ديونيزه آب ليتر ميلي 3 در را شده خشک یها نمونه
 از بعد و اضافه آن به دني  فولين معرف از ليتر ميلي 2 کرده،
 و شد افزوده آن به %1 سديم کربنات ليتر ميلي 2 دقيقه 32
 جذب اسپکتروفوتومتر دستگاه وسيله هب دقيقه 31 از بعد
 .شد دهسنجي نانومتر 122 موج طول در ،ها نمونه

 فلاونوییدها سنجش و استخراج روش
 سپ  برداشته، متانولي عصاره ليتر ميلي 3 نمونه هر از
  همراه به %32 آلومينيوم کلريد ميکروليتر 212
 عصاره اين به مولار 3 استات پتاسيم ميکروليتر 212
 وسيله هب ها نمونه جذب دقيقه 12 از بعد و اضافه يمتانول

 .شد گيری اندازه نانومتر 131 موج طول در راسپکتروفوتومت
 
 کل فلاونول سنجش و استخراج روش
  برداشته، متانولي عصاره ليتر ميلي 3 نمونه هر از
 محلول ليتر ميلي 1 همراه به %2 آلومينيوم کلريد ليتر ميلي 3

 جذب و اضافه متانولي عصاره اين به %1 استات سديم
 نانومتر 111 موج طول در ساعت 1/2 از پ  ها نمونه
 .شد سنجش اسپکتروفوتومتر وسيله هب

 

 پروتئین استخراج روش
 بافر ليتر ميلي 1 در L. album های سلول از گرم 2/2
 اتانل مرکاپتو ليتر ميکرو 31 دارای ،(pH=8) فسفات پتاسيم
 همگن مخلوط درآيد. هموژن حالت به تا شد سائيده کاملاً
 در دقيقه 22 مدت به و دقيقه در دور 32222 در حاصل
 با رويي محلول شد. سانتريفيوژ گراد سانتي درجه 1 دمای
 و پروتئين غلظت سنجش برای و جدا سمپلر وسيله هب دقت
 گرفت. قرار استفاده مورد PAL آنزيم فعاليت نيز

 
 PAL آنزیم فعالیت سنجش روش
و  Garden روش از آنزيمهي  فعاليهت  سهنجيدن  منظور به

Alfermann (2221) يهک  در شد. استفاده تغييرات اندکي با 
 مهولار  3/2 آلانين ليفن محلول ميکروليتر 222 آزمايش لوله
 از ميکروليتههر 312 ،(pH=8) فسههفات پتاسههيم بههافر در

 پتاسهيم  ميکروليتهر  112 و شده استخراج پروتئين عصاره
 شاهد نمونه و شد اضافه (pH=8) مولار 3/2 بافر فسفات
 شهامل  را شهده  اسهتخراج  پهروتئين  بجهز  هها  ترکيب تمام
 درجهه  11 دمهای  در ساعت يک مدت به ها نمونه شد. مي

 شهد.  انکوبه است، PAL آنزيم فعاليت اوج که گراد سانتي
 کهردن  غيرفعال برایHCl (M1 ) از ميکروليتر 12 سپ 
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 اتيهل  ليتهر  ميلي 1 با شستشو شد. اضافه ها نمونه به آنزيم
 به و خشک ها نمونه سپ  شد. انجام مرحله 1 در استات
 و شهد  اضهافه  NaOH (M21/2) از ليتهر  ميلي 3 رسوب
 قرائهت  اسهپکتروفتومتر  با nm232 موج طول در محلول
 واحد برحسب آنزيمي فعاليت آوردن بدست منظور به شد.

 در شهد.  رسهم  اسهيد  سيناميک استاندارد منحني آنزيمي،
 از حاصهل  جهذب  مقهادير  براساس نيز مجهول یها نمونه
 توليهد  اسهيد  سيناميک مقدار استاندارد، منحني و ها نمونه
 يهک  کهه  آنجايي از شد. محاسبه دقيقه يک مدت در شده
 يهک  طي در که است آنزيم از مقداری PAL آنزيم واحد
 بنهابراين  کنهد،  مي توليد را محصول ميکرومول يک دقيقه،
 min/µmol بها  آنزيمهي  واحد حسب بر را آنزيم فعاليت

cinamic acid صهورت  بهه  آنهزيم  ويهژه  فعاليهت  و mg 

protein/min/µmol cinamic acid شد. بيان 
 

 یآمار لیتحل و هیتجز
 سه با يتصادف کاملاً یها بلوك طرح در ها شيآزما هيکل
 افزار نرم از استفاده با ها نيانگيم سهيمقا .شد انجام تکرار

SPSS ها تفاوت بودن دار يمعن نييتع برای دانکن آزمون و 
 شد. انجام %1 احتمال سطح در

 
 نتایج

 سلولی رشد روی بر آمونیوم/نیترات مختلف های نسبت اثر
 تر( )وزن

 به نيترات 2:3 های نسبت در ،ها سلول تر وزن بيشترين
 به نيترات به آمونيوم 1:3 و گرم 31/1 زانيم به آمونيوم

 داری معني تفاوت که شد ايجاد تاريکي در گرم 11/1 زانيم
 در هم ها سلول رشد ميزان کمترين داشتند. تيمارها ساير با

 .(3 شکل) شد مشاهده گرم 1 زانيم به کنترل نمونه

 
  تاریکی در تیمار روز 11 زمان مدت در آمونیوم نیترات مختلف های نسبت حضور در ها سلول تر وزن تغییرات -1 شکل

 (.است p≤0.05 سطح در ها سلول وزن ميانگين دار معني تفاوت دهنده نشان متفاوت )حروف
 

 بیوسنتز روی بر آمونیوم/نیترات مختلف های نسبت اثر
 پودوفیلوتوکسین
 کشههت در پودوفيلوتوکسههين توليههد مقههدار بيشههترين

L. album، زانيه م بهه  ،نيتهرات  به آمونيوم 1:3 نسبت در 
 داری معنهي  تفاوت و بود تر وزن گرم بر ميکروگرم 1/31

 ههم  آمونيوم به نيترات 1:3 نسبت داشت. تيمارها ساير با
 گهرم  بهر  ميکروگرم 8/3) ميزان بيشترين تيمار اين از بعد
 پودوفيلوتوکسهين  ميزان که يحال در .داد نشان را (تر وزن
 بهود  تهر  وزن گهرم  بهر  ميکروگهرم  8/1 کنترل، کشت در
  (.2 شکل)
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  نیترات به آمونیوم مختلف های نسبت تیمارهای تحت تر( وزن گرم بر )میکروگرم پودوفیلوتوکسین میزان تغییرات -2 شکل

  اند گرفته قرار تاریکی در که روز( 11 از )پس L. album کشت در
 (.است p≤0.05 سطح در ها تفاوت بودن دار معني دهنده نشان متفاوت )حروف

 

 
  کشت در نیترات به آمونیوم مختلف های نسبت تیمارهای تحت تر( وزن گرم بر گرم )میلی کل فنل تولید میزان تغییرات -3 شکل

L. album اند گرفته قرار تاریکی در که روز(11 از )پس  
 (.است p≤0.05 سطح در ها تفاوت بودن دار معني دهنده نشان متفاوت )حروف

 

 های مختلف نیترات آمونیوم بر میزان فنل کل اثر نسبت
 ميزان به کنترل نمونه به متعلق فنل توليد ميزان بالاترين

 تفاوت تيمارها ساير با که بود تر وزن گرم بر گرم ميلي 3/3
 1 شماره تيمار در هم فنل ميزان کمترين داشت. داری معني
 گرم ميلي 81/2 ميزان به آمونيوم به نيترات 2:3 نسبت يعني
  (.1شکل ) شد مشاهده تر وزن گرم بر
 

 فلاونوییدها میزان بر آمونیوم نیترات مختلف های نسبت اثر
 31/1 زانيه م به کنترل نمونه در فلاونوييد ميزان بيشترين
 آمونيهوم  به نيترات 1:3 نسبت و تر وزن گرم بر گرم ميلي
 بها  و شهد  ايجاد تر وزن گرم بر گرم ميلي 38/1 زانيم به

 داشهت  داری معنهي  تفهاوت  آماری لحاظ از تيمارها ساير
 .(1 شکل)

b 

d 

 cd 
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  نیترات به آمونیوم مختلف های نسبت تیمارهای تحت تر( وزن گرم بر گرم )میلی فلاونویید تولید میزان تغییرات -4 شکل

  اند گرفته قرار تاریکی در که روز(11 از )پس L. album کشت در
 (.است p≤0.05 سطح در ها تفاوت بودن دار معني دهنده نشان متفاوت )حروف

 

 
  کشت در نیترات به آمونیوم مختلف های نسبت تیمارهای تحت تر( وزن گرم بر گرم )میلی لوفلاون میزان تغییرات -5 شکل

L. album اند گرفته قرار تاریکی در که روز(11 از )پس  
 (.است p≤0.05ها در سطح  دار بودن تفاوت دهنده معني )حروف متفاوت نشان

 

 های مختلف نیترات آمونیوم بر میزان فلاونول کل اثر نسبت
 نيترات به آمونيوم 2:3 نسبت در فلاونول مقدار بيشترين

 از که شد مشاهده تر وزن گرم بر گرم ميلي 3/1 مقدار به
 داشت. تيمارها ساير با داری معني تفاوت آماری لحاظ
 آمونيوم به نيترات 2:3 نسبت در نيز فلاونول ميزان کمترين
  .(1 شکل) شد ديده تر وزن گرم بر گرم ميلي 31/2 مقدار به

 آنزیم فعالیت روی آمونیوم نیترات مختلف های نسبت اثر
 (PAL) آمونیالیاز آلانین فنیل
 مسير ابتدای در PAL آنزيم کليدی نقش به توجه با

 ارتباط و ها فنل فلاونوئيدها، پروپانوئيدها، فنيل بيوسنتزی
 سلولي، های ترکيب اين توليد ميزان با آنزيم اين مثبت ومؤثر 
 مورد L. album های سلول در آنزيم اين فعاليت ميزان

b 

b 
ba 

a 

b 



 ... عنوان به ترکیب محیط کشت رییتغ                                                                                                                                                      322

 آنزيم فعاليت در تغيير باع  تيمارها گرفت. قرار سنجش
PAL نمونه سه در فعاليت ميزان بيشترين .(1)شکل  شدند 
 ميزان کمترين شد. مشاهده 1 (1:3) و 1 (3:1) ،1 (3:2)

 مشاهده 2 (2:3) و 3 (3:3) کنترل یمارهايت در هم فعاليت
 در تغييرات روند با کاملاً آنزيم تيفعال در تغييرات اين شد.
 دارد. مطابقت پودوفيلوتوکسين توليد و تجم  ميزان

 

 
  L. album کشت در نیترات به آمونیوم مختلف های نسبت تیمارهای تحت PAL آنزیم فعالیت تغییرات -6 شکل

  اند گرفته قرار تاریکی در که روز(11 از )پس
 (.است p≤0.05ها در سطح  دار بودن تفاوت دهنده معني )حروف متفاوت نشان

 
 بحث
 پودوفیلوتوکسین تولید
 گياهي هگون هر برای ثانويه های متابوليت که ييآنجا از
 که راهکارهايي بنابراين باشد، گياه آن مختص است ممکن
 و سلول رشد برای کشت شرايط و محيط سازی بهينه برای
 اساسبر بايد رود، مي بکار ثانويه متابوليت توليد افزايش

 گيردب صورت گياه آن نموی و رشد خصوصيات
(Esmaeilzadeh Bahabadi et al., 2011). برای 

 برای گوناگوني مناسب های محيط گياهي، مختلف های سلول
 کشت برای ثابتي محيط هي  بنابراين است، موجود کشت
 وسيله هب که تحقيقي در رو اين از ندارد. وجود ها سلول کليه

Chattopadhyay های سلول ،شد انجام (2221) همکاران و 
Podophyllum hexandrum های محيط در B5، 

Eriksson، MS، Nitsch، Stree و White و شدند کشت 
 ضدسرطان ماده مقدار و رشد نظر از محيط بهترين نهايت در

 خشک وزن ميزان بيشترين بود. MS محيط پودوفيلوتوکسين
 و ليتر بر گرم 1/8 ميزان به و MS محيط در آمده بدست
  مقدار به و White محيط در خشک وزن ميزان کمترين
 شد. گزارش ليتر بر گرم 1/1

 نيتروژن غلظت در تغيير شامل هم ،نيتروژن منب  در تغيير
 آمونيوم و نيترات های نسبت در تغيير شامل هم و کل
 شامل تواند مي نيتروژن منب  در تغيير البته باشد. تواند مي
 اثر تحقيقي در باشد. هم آمونيوم و نيترات های نمک در تغيير
 ميزان و رشد روی کل نيتروژن غلظت در تغيير

 Podophyllumسلولي کشت در پودوفيلوتوکسين

hexandrum 12 ترتيب به مختلف های غلظت شد. بررسي، 
 در بود. کل نيتروژن از مولار ميلي 312 و 322 ،32 ،12
 و مولار ميلي 12 غلظت در خشک وزن بيشترين ميان، اين

 مولار ميلي 12 غلظت در پودوفيلوتوکسين ميزان بيشترين
 پژوهش در (.Chattopadhyay et al., 2003) شد توليد
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 کشت در کل نيتروژن مولار ميلي 12 غلظت از که حاضر
 ميزان بيشترين بود، هشد استفاده تيمار و کنترل

 آمونيوم 1:3 نسبت با کشت در شده توليد پودوفيلوتوکسين
 که يحال در ،بود (تر وزن گرم بر ميکروگرم 1/31) نيترات به

 بر ميکروگرم 8/1 کنترل، کشت در پودوفيلوتوکسين ميزان
  .بود تر وزن گرم

 بر ،(2221) همکاران و Chattopadhyay تحقيق نيهمچن
 در که داد نشان پودوفيلوتوکسين محتوای و سلولي رشد روی
 محتوای و سلولي رشد بيشترين نيترات به آمونيوم 3:2 نسبت

 و رشد ميزان کمترين شود. مي ايجاد پودوفيلوتوکسين
 شد. مشاهده نيترات به آمونيوم 3:2 نسبت در پودوفيلوتوکسين

 3:2 نسبت در سلولي رشد ميزان بيشترين حاضر، تحقيق در
 زماني يعني آمد، بدست (تر وزن گرم 31/1) نيترات به آمونيوم
 گيرد،ب قرار ها سلول دسترس در آمونيوم برابر دو نيترات که
 کمترين طرفي از رسد. مي خود مقدار بالاترين به سلولي رشد
 بدست تر وزن گرم 1 مقدار به کنترل نمونه در نيز رشد ميزان
 ميزان کمترين کنترل از بعد هم آمونيوم/نيترات 3:3 نسبت آمد.
 در پودوفيلوتوکسين ميزان بيشترين بود. دارا را سلولي رشد
 آمونيوم به نيترات 1:3 نسبت بود. نيترات به آمونيوم 1:3 نسبت
 توليد را پودوفيلوتوکسين مقدار بيشترين شده ذکر نسبت از بعد
 تيمار از که وقتي رسيد رابطه اين به توان مي نتيجه نيا از کرد.
 یبهتر نتيجه آمونيوم برابر 1 نسبت شود، مي استفاده 3 به 1
 2:3 نسبت است. بيشتر نظر مورد متابوليت ميزان و دهد مي

 نيترات به آمونيوم 3:3 نسبت و 2:3 نسبت از آمونيوم به نيترات
 تحقيق جينتا نتيجه، اين است. بيشتر کنترل نمونه طور همين و

  کند. مي دييأت مورد اين در را قبلي
 

 کل فنل تولید
 Hoagland و Duke تحقيق از حاصل نتايج براساس

 با ها سلول در فنلي های ترکيب تجم  و بيوسنتز ميزان ،(3318)
 اين ميزان چه هر و دارد عک  نسبت ها سلول رشد ميزان
 بيشتر هم PAL آنزيم فعاليت ميزان باشد، شتريب ها ترکيب
 انجام (3132) زادی يوسف توسط که تحقيقي در بود. خواهد
 فلاونول( و فلاونوئيد کل، )فنل فنلي های ترکيب ميزان شد،

 ساليسيليک اليسيتور تيمار تحت L. album گياه های سلول
 از حاصل نتايج گرفت. قرار بررسي مورد و گيری اندازه اسيد
 ساعت 21 در کل فنل ميزان بيشترين که داد نشان تحقيق اين
 .شد ديده اسيد ساليسيليک بهينه غلظت توسط تيمار از بعد اوليه
 کنترل نسبت در کل فنل ميزان بيشترين حاضر، تحقيق در
 آن ميزان کمترين و شد مشاهده (تر وزن گرم بر گرم ميلي 3/3)
 وزن گرم بر گرم ميلي 81/2) آمونيوم به نيترات 2:3 نسبت در
 2:3 نسبت در سلولي رشد و تر وزن مقدار بيشترين بود. (تر

 مشاهده کنترل نسبت در رشد ميزان کمترين و آمونيوم به نيترات
 فنل تجم  و سنتز مقدار و رشد بين گفت توان مي بنابراين شد،
 تحقيق نتايج نتيجه، اين دارد. وجود معکوس رابطه سلول در
 از استفاده ميزان حاضر، تحقيق نتايج طبق کند. مي دييأت را قبلي
 مستقيمي ارتباط سلول در فنل تجم  و توليد ميزان با آمونيوم
 زيادتر نيترات به آمونيوم نسبت چه هر که معنا اين به دارد،
 بعک . و يابد مي افزايش هم فنل ميزان اندازه همان به شود،
 
 فلاونوئید تولید

 روی بر (3132) زادی يوسف نامه پايان قاتيتحق براساس
 تحت L. album گياه فلاونوئيدی های ترکيب ميزان تغييرات
 12 در فلاونوئيد ميزان بيشترين اسيد، ساليسيليک تيمار
 در اسيد ساليسيليک بهينه غلظت توسط تيمار از بعد ساعت
 نتايج به توجه با حاضر تحقيق در شد. مشاهده ها سلول
 به توان مي فلاونوئيدها گيری اندازه از حاصل های داده آناليز
 تجم  و بيوسنتز ميزان و نيترات از استفاده بين مستقيم رابطه

 به نيترات نسبت چه هر که ینحو به کرد. اشاره فلاونوئيدها
 در فلاونوئيدها ميزان اندازه همان به رود،ب بالاتر آمونيوم
 بعک . و رود مي بالا سلول
 

 فلاونول تولید
 بر (3132) زادی يوسف تحقيق از حاصل جينتا براساس

 تحت L. album های سلول فلاونول تغييرات ميزان روی
 در ها سلول لوفلاون ميزان بيشترين اسيد، ساليسيليک تيمار
 اسيد ساليسيليک بهينه غلظت توسط تيمار از بعد ساعت 12

 و توليد ميزان بيشترين حاضر، پژوهش در شد. مشاهده
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 3/1) نيترات به آمونيوم 2:3 نسبت در فلاونول تجم 
 2:3 نسبت در آن ميزان کمترين و (تر وزن گرم بر گرم ميلي
 مشاهده (تر وزن گرم بر گرم ميلي 31/2) آمونيوم به نيترات
 به مربوط ميزان کمترين هم اينجا در کل فنل همانند شد.
 را تر وزن بيشترين که است آمونيوم به نيترات 2:3 نسبت
 اين ميزان بيشترين فلاونوئيد، و فنل بررسي در بود. دارا

 را تر وزن کمترين که آمد بدست کنترل نمونه در ها ترکيب
 ها ترکيب ميزان کمترين هم فلاونول و فنل مورد در بود. دارا
 دارای که آمد بدست آمونيوم به نيترات 2:3 نسبت در

 را قبلي تحقيقات نتايج هم نتيجه اين بود. تر وزن بيشترين
 و فنلي های ترکيب تجم  بين معکوس رابطه وجود مورد در
 کند. مي ييدأت سلولي رشد
 

 PAL آنزیم فعالیت
 نيب واسط حد یها ميآنز نيمهمتر از يکي PAL آنزيم
 در ميآنز نياول و است اهانيگ در هيثانو و هياول سميمتابول
 دهايپروپانوئ ليفن و اهيگ يفنل های بيترک ديتول ريمس
 یوسنتزيب ريمس در کننده ميتنظ یديکل عامل کي که باشد يم
 (.Dixon & Paiva, 1995) رود يم شمار به ها بيترک نيا

 ،PAL آنزيم فعاليت گيری اندازه برای مهم دلايل از يکي
 متابوليسم با آنزيم اين که است ارتباطي و آنزيم اين نقش
 آروماتيک آمينه اسيد PAL آنزيم دارد. ثانويه و اوليه
 اسيد سيناميک تران  به آمين گروه حذف با را آلانين فنيل
 ثانويه و اوليه های متابوليت بين پلي عنوان به و کرده تبديل
 در .(Esmaeilzadeh Bahabadi et al., 2012) کند مي عمل
 آمونيوم/ تيمار تحت ها سلول اينکه به توجه با حاضر تحقيق
 روند در تيمار اين که رفت مي گمان و داشت قرار نيترات
 آنزيم فعاليت آورد، مي بوجود را تغييراتي آلانين فنيل سنتز
 در آنزيم اين ديگر طرف از شد. گيری اندازه PAL کليدی
 نقش هم پروپانوئيدها فنيل ازجمله فنلي های ترکيب سنتز
 که شد مشخص تحقيقي، براساس کند. مي ايفا کليدی ومؤثر 
 متيل تيمار از پ  اول ساعت در PAL آنزيم فعاليت ميزان

 فعاليت ساعت 1 از پ  اما است، نداشته تغييری جاسمونات
 داد. نشان شاهد با مقايسه در داری معني افزايش آنزيم اين

 يابد، مي کاهش آنزيم تيفعال ميزان ساعت 32 از پ 
 دهند. نمي نشان داری معني تفاوت تيمار و شاهد که طوری به

 از پ  و يابد مي افزايش ساعت 21 در آنزيم فعاليت مجدداً
 ساعت 12 از پ  و يابد مي کاهش آنزيم فعاليت ساعت 18

 (.3183 )فخاری، يابد مي افزايش مجدداً آنزيم فعاليت
 آنزيم فعاليت ميزان که شد مشخص ديگر تحقيقي براساس

PAL به اسيد ساليسيليک توسط تيمار اوليه ساعت 21 در 
 بتدريج ميزان، اين سپ  رسيد، خواهد خود مقدار بيشترين

 يافت خواهد کاهش تيمار بعد ساعت 12 و 18 در
 های دوره روش از حاضر تحقيق در (.3132 زادی، )يوسف
 يا ها متابوليت سنجش برای( Time course) مختلف زماني
 محيط آوردن بدست هدف زيرا نشد، استفاده آنزيم فعاليت
 ها سلول بنابراين است، بوده متابوليت توليد و رشد برای بهينه
 از شوند. داده رشد محيط اين در برداشت موق  تا بايد
 استرس يا اليسيتور يک عنوان به ای تغذيه تيمار طرفي،
 ناگهاني طور به و شود مي محسوب ها سلول برای ناگهاني
 به ،دهد مين کاهش يا افزايش را متابوليت توليد يا رشد
 کشت، اول روز از اصولاً را ها سلول که است دليل همين
 تيمار مورد در ولي دهند، نمي قرار اليسيتورتأثير  تحت

 قرار محيط اين در اول روز از ها سلول نيترات/آمونيوم،
 کنند. مي رشد برداشت روز تا شرايط اين تحت و دارند

 ای تغذيه تيمار با آنزيم فعاليت تغييرات بررسي
 PAL آنزيم فعاليت که داد نشان تحقيق اين در نيترات/آمونيوم

 سه دارد. مثبتي رابطه پودوفيلوتوکسين تجم  و سنتز ميزان با
 نيترات، به آمونيوم 1:3 و آمونيوم به نيترات 1:3 و 2:3 نسبت
 بيشترين تيمار سه اين داد. نشان را آنزيم فعاليت ميزان بيشترين
 نمونه دادند. نشان هم را پودوفيلوتوکسين تجم  و توليد ميزان
 ميزان کمترين نيترات به آمونيوم 2:3 و 3:3 تيمار دو و کنترل
 را پودوفيلوتوکسين توليد ميزان کمترين نيز و آنزيم فعاليت
 افزايش ليدلا از يکي که گرفت نتيجه توان مي بنابراين .داشتند
 عملکرد و فعاليت در تغيير ثانويه، متابوليت اين ميزان کاهش يا

 های نسبت تغيير شايد گفت، توان مي نيهمچن است. PAL آنزيم
 از استفاده و نيتروژن منب  تغيير همچنين و نيترات و آمونيوم
 ميزان در تغييراتي باع  NH4NO3 جای به NH4CL نمک
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 امر همين احتمالاً و شده آلانين فنيل آروماتيک آمينواسيد سنتز
 است. کرده تغيير دستخوش را آمونيالياز آلانين فنيل آنزيم فعاليت
 نتيجه توان مي تحقيق اين از حاصل نتايج به توجه با ت،ينها در

 درمؤثر  فاکتور يک ،کشت محيط ترکيب تغيير که گرفت
 L. album های سلول در ثانويه های متابوليت سنتز افزايش
 است.
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Abstract 
    Linum album Ky. ex Boiss., one of the endemic species in Iran, produces lignans such as 

podophyllotoxin (PTOX). This compound is precursor for three important anticancer drugs 

including etoposide, teniposide and etopophose. Chemical synthesis of these compounds is very 

complicated and this process is not economical. Improvement of PTOX production is possible 

by different strategies such as feeding, elicitation, genetic engineering, etc. Medium 

optimization is one of the strategies for increasing the production of secondary metabolites in 

cell culture. Regarding the remarkable value of PTOX as a precursor for three important 

anticancer drugs, in this study, the effect of different ratios of NH4
+
/NO3

-
 in MS medium on cell 

growth and some of the of secondary metabolites including PTOX biosynthesis and 

phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activity were investigated. Results indicated that the cell 

growth was significantly increased when treated with 2:1 ratio of NO3/NH4
+
. The most phenolic 

and flavonoid content was obtained in control culture, having minimum biomass production. 

The 2:1 ratio of NH4
+
/NO3

-
 resulted in highest production of flavonols. The highest production 

of PTOX was achieved by 3:1 ratio of NH4
+
/NO3

-
. Meanwhile, the highest PAL activity was 

observed in 2:1 and 3:1 ratio of NO3/NH4
+
 and 3:1 ratio of NH4

+
/NO3

-
, respectively. Therefore, 

it can be concluded that changing nutrient diet is an effective factor increasing the secondary 

metabolites in L. album. 
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