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Abstract 
     Background and objectives: Milk thistle (Silybum marianum L.) is a significant medicinal 

plant that has gained a prominent place in the pharmaceutical industry. This annual or biennial 

plant contains bioactive compounds, particularly flavonoids, which are primarily concentrated in 

its seeds. The collective active components of this plant are referred to as silymarin, a compound 

recognized for its anti-cancer properties. Cell culture systems provide a promising method for 

large-scale cultivation of plant cells to produce secondary metabolites. This research aimed to 

investigate the effects of genotype, micro-sample type, phytohormone treatments, and callus type 

on the synthesis of bioactive compounds in S. marianum calluses using high-performance liquid 

chromatography (HPLC). 

Methodology: In this research, a combination of Tween-20 solution, 70% ethanol, hydrogen 

peroxide, and sterile distilled water was used to disinfect Silybum marianum seeds to produce 

sterile seedlings. The sterilized seeds were then transferred to sterilized water and an agar culture 

medium (12 g/L) and kept in dark conditions at a temperature of 25°C for 15 days. After 

germination and initial growth, the seedlings were moved to light conditions. An experiment was 

conducted using two genotypes, Hungary and Borazjan, with cotyledon and hypocotyl micro-

samples. The experiment utilized Murashige and Skoog (MS) medium and hormonal treatments 

of 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) at concentrations of 1, 2.5, and 5 mg/L, along with 

Benzyl Amino Purine (BAP) at 0.25 and 0.5 mg/L. This setup was maintained in dark conditions 

and organized as a factorial design based on a completely randomized block structure. After 30 

days, the calluses were transferred to MS culture medium with half the concentration of 

hormones. The effective compounds were extracted from the callus through defatting with 

petroleum ether, followed by extraction with methanol solvents. The components of silymarin 

were then separated into taxifolin, silychristine, silydianin, silybin, and isosilybin using high-

performance liquid chromatography (HPLC). Statistical analysis of the data was performed using 

SPSS software. 

Results: The test results demonstrated the effects of different micro-sample treatments, ecotypes, 

and hormone concentrations on the levels of silymarin flavonoid compounds (taxifolin, 

silychristin, silydianin, silybin, and isosilybin) in Silybum marianum extracts. Analysis of 

variance and comparison of the mean values of flavonolignans in the callus samples revealed that 

the highest amount of taxifolin was obtained from the hypocotyl micro-sample. The highest 
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silychristin content was associated with the Hungarian genotype and a treatment of 5 mg/L 2,4-

D. The highest silydianin concentration was observed in the Hungarian genotype treated with 1 

mg/L 2,4-D and 0.25 mg/L BAP. The maximum silybin content was found in the Hungarian 

cultivar using the hypocotyl micro-sample, with 1 mg/L 2,4-D and 0.25 mg/L BAP. The highest 

isosilybin levels were achieved in the Hungarian genotype, hypocotyl micro-sample, and 1 mg/L 

2,4-D. The overall highest silymarin concentration was recorded in the Hungarian genotype 

treated with 1 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L BAP. 

Conclusion: The results showed that improved varieties of Silybum marianum, such as the 

Hungarian genotype, produced higher levels of bioactive compounds compared to native 

ecotypes. In the production of these compounds, the type of micro-sample played a more critical 

role than the size and type of callus derived from it. Specifically, the hypocotyl micro-sample, 

which produced small, non-embryogenic calluses, yielded a higher percentage of effective 

substances compared to the cotyledon, which produced larger, embryogenic calluses. 

Additionally, lower concentrations of auxin and cytokinin hormones were more effective than 

higher concentrations in promoting the production of bioactive compounds. 

 

Keyword: Flavonoid, callus, silymarin, Silybum marianum L., in vitro conditions. 
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  شیشه درون شرایط در (.Silybum marianum L) ماریتیغال گیاه
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 چكيده
 صنايع در را خاصي جايگاه كه است دارويي مهم گیاهان از .Silybum marianum L علمي نام با خارمريم يا ماريتیغال :هدف و سابقه

 در یشترب كه باشدمي فلانوئیدي تركیبات نوع از مؤثره مواد داراي كه است دوساله يا سالهيك گیاهي خارمريم است. كرده پیدا دارويي
 سرطان ضد دارويي ماده عنوانهب مارينسیلي .است معروف مارينسیلي به گیاه اين ثرهؤم مواد مجموعه شود.مي ذخیره گیاه هايدانه

 ثانويه هايمتابولیت تولید براي گیاهي هايسلول وسیع مقیاس در كشت براي توانندمي سلولي كشت هايسیستم است. شده شناخته
 در ؤثرهم مواد سنتز میزان بر كالوس نوع و فیتوهورموني تیمارهاي نمونه،ريز ژنوتیپ، اثر مطالعه ،تحقیق اين از هدف شوند. استفاده
  بود. (HPLC) بالا فشار با مايع كروماتوگرافي تكنیك از استفاده با ماريتیغال هايكالوس

 با شستشو و اكسیژنه آب ،%01 اتانول ،tween-20 هايمحلول از ماريتیغال، استريل گیاهچه تولید براي تحقیق اين در ها:روش و مواد
 شده استريل لیتر( در گرم 11) آگار و آب كشت محیط به استريل بذرهاي سپس شد. استفاده بذر عفونيضد براي استريل مقطر آب

 روشنايي شرايط به رشد كمي و زنيجوانه از پس و نگهداري روز 12 مدتهب گرادسانتي درجه 12 دماي و تاريكي شرايط در و منتقل
 و وراشیگم كشت محیط هیپوكوتیل، و لپه نمونهريز برازجان، و مجارستان ژنوتیپ دو از استفاده با آزمايشي سپس شدند. داده انتقال

 پورين آمینو بنزيل و لیتر( در گرممیلي 2 و 1، 2/1) Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)-2,4 هورموني تیمارهاي و (MS) اسكوك
(BAP) (12/1 در گرممیلي 2/1 و )تولید هايكالوس .شد انجام تصادفي      كاملا  پايه بر فاكتوريل طرح قالب در و تاريكي شرايط در لیتر 

 كالوس، از مؤثره مواد استخراج و زداييچربي شدند. واكشت هاهورمون نصف با و منتقل MS كشت محیط به روز 31 از پس شده
 فشار با ايعم كروماتوگرافي دستگاه از استفاده با مارينسیلي اجزاي شد. انجام متانول و اتر پترولیوم هايحلال از استفاده با ترتیبهب

 spss افزارنرم با هاادهد آماري آنالیز شدند. تفكیك بینايزوسیلي و بینسیلي ديانین،سیلي كريستین،سیلي فولین،تاكسي اجزاي به بالا
 شد. انجام
 مارينليسی فلاونويیدي تركیبات میزان بر هاهورمون و اكوتیپ نمونه،ريز مختلف تیمارهاي ثیرأت دهندهنشان آزمايش نتايج :نتایج

 میانگین مقايسه و واريانس هتجزي نتايج باشد.مي ماريتیغال عصاره در بین(ايزوسیلي بین،سیلي ديانین،سیلي كريستین،سیلي فولین،)تاكسي
 بود. وتیلهیپوك نمونهريز به مربوط فولینتاكسي مقدار بیشترين كه داد نشان آزمايش از حاصل هايكالوس در هافلاونولیگنان مقادير

 رقم به مربوط ديانینسیلي مقدار بیشترين بود. D-2,4 لیتر در گرممیلي 2 مقدار و مجارستان رقم به مربوط كريستینسیلي مقدار بیشترين
 مجارستان، رقم به مربوط بینسیلي مقدار بیشترين بود. BAP لیتر در گرممیلي 12/1 و D-2,4 لیتر در گرممیلي 1 مقدار مجارستان،
 مربوط بینايزوسیلي مقدار بیشترين .داشت تعلق BAP لیتر در گرممیلي 12/1 و D-2,4 لیتر در گرممیلي 1 مقدار هیپوكوتیل، ريزنمونه

 مجارستان، رقم به مربوط مارينسیلي مقدار بیشترين بود. D-2,4 لیتر در گرممیلي 1 مقدار و هیپوكوتیل ريزنمونه مجارستان، رقم به
 بود. BAP لیتر در گرممیلي 2/1 و D-2,4 لیتر در گرممیلي 1 مقدار
 بومي هايتوده هب نسبت بیشتري مؤثره مواد مجارستان قبیل از ماريتیغال شده اصلاح ارقام كه داد نشان آمده بدست نتايج :گیرینتیجه
 یپوكوتیله ريزنمونه كه طوريهب دارد. آن از حاصل كالوس نوع و حجم به نسبت بیشتري اهمیت ريزنمونه نوع ،مؤثره مواد تولید در دارند.
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 مقادير ،ضمن در داشت. بالايي مؤثره مواد تولید درصد زاجنین و حجیم هايكالوس با لپه به نسبت زاجنین غیر و كوچك هايكالوس با
 بودند. مؤثره مواد تولید در آنها بالاي مقادير از مؤثرتر سیتوكینین و اكسین هايهورمون پايین

 
 .شیشه درون شرايط ،(.Silybum marianum L) ماريتیغال مارين،سیلي كالوس، فلاونوئید، كلیدی: هایواژه

 

 مقدمه
 marianum Silybum علمي نام با خارمريم يا ماريتیغال

 صنايع در را خاصي جايگاه كه است دارويي مهم گیاهان از
 هدوسال يا سالهيك گیاهي خارمريم است. كرده پیدا دارويي
 باشدمي فلانوئیدي تركیبات نوع از مؤثره مواد داراي كه است
Omidbagi, ) شودمي ذخیره گیاه هايدانه در بیشتر كه

 معروف مارينسیلي به گیاه اين مؤثره مواد مجموعه (.1998
 تقريبي طوربه مارينسیلي (.Omidbagi, 1997) است

 %11 ،بینايزوسیلي %2 بین،سیلي %21-01 از مخلوطي
al et Cammie,. ) باشدمي ديانینسیلي %11 و كريستینسیلي

 فلاونويیدهاي ساير و بینسیلي (. al et Wang,. 2020؛ 2003
 و پراكسیداسیونآنتي اكسیدان،آنتي خواص داراي گیاه اين
 مبتلا انبیمار در كبد محافظت موجب و هستند فیبروتیكآنتي
Alavian, & hoseaini Fallah ) شوندمي مزمن هپاتیت به

 تاس روغن زيادي       نسبتا  مقدار حاوي ماريتیغال میوه (.2002
 داج دانه از مارينسیلي استخراج از پیش بايد روغن اين كه

 رينماسیلي تولید فرايند فرعي محصول روغن واقع در شود،
 مینويتا توجهي قابل مقادير داراي ماريتیغال دانه روغن است.

E است (2001 .,al et Hadolin.)  
 به .marianum S مارين،سیلي بالاي محتواي بر علاوه

 از كه است شده شناخته نیز آن بالاي روغن محتواي دلیل
 ؛al et Elateeq,. 2020) است متغیر %31 تا 11%

2022 .,al et Milovanovic.) حاوي مريم خار دانه روغن 
 اسید ويژهبه غیراشباع، چرب اسیدهاي از بالايي غلظت

al et Lukic,. ) است اولئیك اسید و (0 )امگا لینولئیك

 برابر در توانندمي غیراشباع چرب اسید دو اين (.2022
 با طمرتب هايبیماري ترينشايع كه عروقي قلبي هايبیماري
 (.,Belury 2023) كنند محافظت هستند، جهان در سن افزايش

 بالايي سطح حاوي .marianum S دانه روغن ديگر، سوي از

 سیتوسترول، كامپسترول، يعني ها،فیتواسترول از
 است كلسترول كمي مقدار و استیگماسترول

(2020 .,al et Marszałkiewicz.) هايفیتواسترول اين 
 نمس افراد در ازجمله انسان سلامت بر مفیدي اثرهاي مختلف
 هايفعالیت داراي آنها از برخي (.al et Rezig,. 2022) دارند
 انگلي، ضد ،ايمني سیستم كننده تعديل ديابتي، ضد التهابي، ضد
 كننده محافظت و اكسیداني آنتي باكتريايي، ضد قارچي، ضد

 هايبیماري از پیشگیري براي همچنین آنها هستند. عصبي
 (.al et Khallouki,. 2024) هستند كارآمد عروقي قلبي
-α ويژهبه ها،توكوفرول از بالايي سطح اين، بر علاوه

Meddeb ) شد مشاهده مريم خار دانه روغن در توكوفرول،

2017 .,al et 2018؛ .,al et Meddeb.) چندين براساس 
 انهد روغن در شده شناسايي تركیبات فارماكولوژيك، مطالعه

marianum S. ضد ديابت، ضد كبد، محافظ خواص داراي 
Awla ) هستند تومور ضد و اكسیدان آنتي درد، ضد التهاب،

2023 .,al et 2021؛ .,al et Marmouzi.)  
 يرقان مانند هاييعفونت برابر در را كبد مارينسیلي
 مشتقات از لحاظ اين به ،كندمي فظتاحم ويروسي
 جهان داروسازي صنايع در متعددي داروهاي مارينسیلي
 ،(Legalon) لگالون به توانمي آنها ازجمله كه شودمي ساخته

 هگريمارين ،(Durasilymarin) ماريندوراسیلي
(Hegrimarin) ديستلمارين و (Mariendistel) كرد اشاره 
 به توجه با شوند.مي استفاده كبدي هايبیماري مداواي در كه
 لايبا مقدار با هايلاين و هاژنوتیپ تولید امروزه ،مسئله اين

 از توانمي (.al et Hetz,. 1995) است توجه مورد بینسیلي
 هیبريداسیون ازجمله بیوتكنولوژي جديد هايروش

 هايروش طريق از ژن انتقال متعدد هايروش يا و سوماتیكي
 اراييك كرد. تولید جديد هايژنوتیپ ژنتیك مهندسي مختلف

 یاهگ باززايي و بافت كشت در موفقیت به مشروط هاروش اين
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 (.,Azadi 2006) باشدمي
 زمینه در تحقیقات پیشرفت با اخیر هايسال در

 ژنتیك، مهندسي هايروش ابداع و گیاهي بیوتكنولوژي
 انويهث هايمتابولیت تولید و گیاهان تجاري كشت و پرورش

 هايوردهآفر ايشیشه درون تولید نیز و آنها از دارويي و
 ثانويه هايمتابولیت بیوسنتزي مسیرهاي دستورزي و ثانويه

 ،اهفناوري اين از هدف است. گرفته قرار توجه مورد شدتبه
 منظوربه گیاهي ثانويه هايمتابولیت بیوسنتزي الگوي كنترل
 ثانويه لیتمتابو يك تولید حتي يا ،گیاه يك در آنها بهینه تولید
 هايمتابولیت ايشیشه درون تولید باشد.مي گیاه در جديد
 هاييمزيت با مزرعه، در گیاهان مرسوم كشت به نسبت ثانويه
 و گیاهان تولید موارد به توانمي آنها ازجمله كه است همراه
 ساده و آسان تكثیر ها،پاتوژن از عاري سلولي هايكشت
 صول،مح پايدار كیفیت خاص، هايوردهآفر تولید براي گیاهان
 يندارف تنظیم و سلول رشد كنترل رشد، دوره طول شدن كوتاه
 شرايط و كشت هايمحیط كردن بهینه با هاوردهآفر تولید

 علت هب توارثي ذخاير حفظ به كمك و سلولي رشد فیزيكي
 كرد اشاره طبیعي هايگونه از استفاده عدم يا كاهش

(2006 Poorjabbar,).  
 مهمترين بینسیلي كه اندداده نشان زيادي مطالعات
 ريمؤث نقش پروستات سرطان درمان در گیاه، اين فلاونوئید

 نظر از هم بینسیلي (.Agarwal, & Zi 1999) كندمي ءايفا را
 اصلي تركیب ييدارو خواص و كیفي نظر از هم و ي   كم 

 و كريستینسیلي (.al et Cacho,. 1999) باشدمي مارينسیلي
 قشن مارينسیلي اكسیدانتآنتي خواص در هم ديانینسیلي
 اتتركیب اين حضور در بینسیلي كه شده پیشنهاد و دارند
 یديفلاونوئ اجزاء ساير درصد تعیین بنابراين است. مؤثرتر
et mancKre ) است برخوردار زيادي اهمیت از مارينسیلي

1998 .,al.) 
Wagner اجزاء شیمیايي بررسي به (،1704) همكاران و 
 هايمیوه از آمده بدست مارينسیلي در موجود فلاونوئیدي

 درصد ينبیشتر ديانینسیلي تركیب پرداختند، مريم خار گیاه
 به Wagner (1700،) و Titel .داد اختصاص خود به را

 فشار اب مايع كروماتوگرافي وسیلهبه تركیبات اين جداسازي

 هب مربوط تركیب درصد بیشترين پرداختند، (HPLC) بالا
 خواص Garrido (1774،)و  Valenzuela .بود بینسیلي

 فلاونوئیدهاي در را بینسیلي ايزومرهاي ساختار و دارويي
 (،1777) همكاران و Quaglia .نددكر بررسي مارينسیلي
 گیاه شده خشك هايمیوه از شده استخراج مارينسیلي

 هتجزي الكتروفورز كاپیلاري و HPLC روش دو با را خارمريم
 و جداسازي به (،1113) همكاران و Kim .نمودند تحلیل و

 از اصلح عصاره بینايزوسیلي و بینسیلي انواع بنديدسته
 پرداختند. خارمريم گیاه هايمیوه

 است هاتوكرفرول و هافلاونوئید از تركیبي كه مارينسیلي
 كتون، -متیل دي مانند قطبي هايحلال كمك به اغلب
 زدنمه تحت استخراج شود.مي استخراج اتانول و استاتاتیل
 دشومي انجام مرحله چند طي و حلال جوش نقطه در شديد

(1999 .,al et Quaglia.) از مارينسیلي ماريتیغال گیاه در 
 استخراج لپه ريزنمونه از حاصل هايكالوس و گیاه هايدانه
 متفاوت هم با كمي مورد دو در استخراج روش ولي شودمي

 جزايا به آن تفكیك و مارينسیلي میزان تعیین براي است.
al et Cacho,. ) است متداول روش HPLC دهنده،تشكیل

1999.) 

 ريزنمونه، ژنوتیپ، اثر مطالعه ،تحقیق اين از هدف
 ادمو سنتز میزان بر كالوس نوع و فیتوهورموني تیمارهاي

 HPLC تكنیك از استفاده با ماريتیغال هايكالوس در مؤثره
  بود.

 

 هاروش و مواد
 پاكوتی دو بذرهاي استريل، هايگیاهچه تولید منظور به

 هبو سپس  استريل هود زير در ابتدا برازجان و مجارستان
 tween (1-20 محلول :شدند ضدعفوني شستشو وترتیب زير 

 اب شستشو بار سه و دقیقه 12-11 مقطر( آب cc11 در قطره
 با شستشو بار 3 و دقیقه 1-1 %01 اتانول استريل، مقطر آب
 يا دقیقه 2/1 حجم 12 اكسیژنه آب استريل، مقطر آب

 آب با شستشو بار 4 و دقیقه 11-12 %1 سديم هیپوكلريت
 استريل. مقطر



 103  4شماره ، 41فصلنامه تحقیقات گیاهان دارويي و معطر ايران، جلد 

 

 

 11) آگار و آب كشت محیط به استريل بذرهاي سپس
 دماي و تاريكي شرايط در و منتقل شده استريل لیتر( در گرم
 از پس و نگهداري روز 12 بمدت گرادسانتي درجه 12

  دند.ش داده انتقال روشنايي شرايط به رشد كمي و زنيجوانه
 دو روزه(، 12-11 هاي)گیاهچه هالپه تولید مرحله در

 جدا گیاهچه از استريل هود زير هیپوكوتیل و لپه ريزنمونه
 هايمحیط به و تقسیم متريسانتي 2/1-1 قطعات به و

 ند.شد منتقل استريل هايديش پتري در شده تهیه كشت
 ،1 هايغلظت (1 جدول )طبق كالوس رشد و القاء براي

2,4- هورمون لیتر در گرممیلي 2 و 2/1

acid Dichlorophenoxyacetic هايغلظت همراه به 
BAP 6)- هورمون لیتر در گرممیلي 2/1 و 12/1

Benzylaminopurin) كشت محیط در MS و )موراشیگ 

 ؛al et Cacho,. 1999) گرديدند آزمايش اسكوگ(
1962 Skoog, & Murashige.) شرايط در هانمونه 

 رشد اتاقك داخل در گرادسانتي درجه 12 دماي و تاريكي
 به شده تولید هايكالوس روز 31 از پس گرفتند. قرار

 نظر مورد هايهورمون مقادير نصف با MS كشت محیط
 و D-2,4 لیتر در گرممیلي 2/1 و 12/1 ،2/1 هاي)غلظت
 (BAP لیتر در گرممیلي 12/1 و 112/1 هايغلظت
 فاكتوريل طرح ،استفاده مورد آماري طرح شدند. واكشت

 سطح 1 در اكوتیپ فاكتور 4 شامل تصادفي      كاملا  پايه بر
 و )لپه سطح 1 در ريزنمونه برازجان(، و )مجارستان
 3 در سطح 1 در BAP و سطح 3 در D-2,4 هیپوكوتیل(،

 70 شامل تكرار هر و ديش پتري 4 در تیمار )هر تكرار
 بود. ديش( پتري

 

 ماریتیغال گیاه كالوس MS كشت محیط در شده استفاده رشد هایكننده تنظیم و هاریزنمونه ها،اكوتیپ -1 جدول

Table 1. Ecotypes, explants and growth regulators used in Silybum marianum callus culture madia  
Growth regulator 

Explant Ecotype Treatment number Cytokinin 
1-mg.L (BAP) 

Auxin 
1-mg.L(D-2,4) 

0.25 1 cotyledon Hungary 1 
0.5 1   2 

0.25 2.5   3 
0.5 2.5   4 

0.25 5   5 
0.5 5   6 

0.25 1 hypocotyl  7 
0.5 1   8 

0.25 2.5   9 
0.5 2.5   10 

0.25 5   11 
0.5 5   12 

0.25 1 cotyledon Borazjan 13 
0.5 1   14 

0.25 2.5   15 
0.5 2.5   16 

0.25 5   17 
0.5 5   18 

0.25 1 hypocotyl  19 
0.5 1   20 

0.25 2.5   21 
0.5 2.5   22 

0.25 5   23 
0.5 5   24 
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 كالوس از هافلاونولیگنان استخراج
 يامحتو هايصافي كاغذ زدايي،چربي منظور به ابتدا
 ها،فالكون درون تیمار هر به مربوط شده خشك هايكالوس

 ماريبن در اتر پترولیوم لیترمیلي 21 همراه به ساعت 11 مدتهب
 محلول سپس شدند. داده قرار گرادسانتي درجه 21 دماي با

 شرايط در باقیمانده و ريخته دور را اتر پترولیوم و چربي محتوي
 متانول لیترمیلي 11 گیري،عصاره براي شد. خشك آزمايشگاه

 مدتبه و ريخته شده خشك نمونه يامحتو فالكون هر داخل
 شد. داده قرار گرادسانتي درجه 41 ماريبن در ساعت 11-1

 عصاره و خارج فالكون از نمونه يامحتو صافي كاغذ سپس
 (Operon )برند آزمايشگاهي فريزدراير توسط حاصل متانولي
 تانولم توسط آمده بدست رنگ زرد پودر نهايت در .گرديد تغلیظ

  شد. رسانده لیترمیلي 1 حجم به
 

 از حاصل متانولي عصاره در هافلاونولیگنان گیریاندازه
  HPLC روش به ماریتیغال گیاه هایكالوس
 دستگاه از تركیبات ي   كم  مقادير تعیین منظور به

 اين شد. استفاده بالا كارايي با Knauer مايع كروماتوگرافي
 ،K2501 مدل UV دتكتور ،K1001 پمپ شامل دستگاه
 11 بود. Chromgate افزارنرم و Marathon اتوسمپلر
 11 به 1 نسبت به كه شده استخراج هاينمونه از میكرولیتر

 ركمتح فاز با و شدند تزريق دستگاه به بودند شده رقیق
 لیترمیلي يك فلوي با و (1 )جدول آب و استونیتريل متانول،

 ابعاد و µ2 ذرات قطر به 18C Nucleosil ستون از دقیقه در
mm 0/4×121 نانومتر 111 موج طول در و كرده عبور 

 بود. دقیقه 31 كروماتوگراف هر زمان كل شدند. شناسايي
 با مقايسه در فلاونولیگنان اجزاي به مربوط هايپیك
 كي هر مقادير و شده مشخص سیگما استاندارد مارينسیلي

 دش محاسبه استاندارد بینسیلي استاندارد منحني براساس
(2001 .,al et Bourgand 2000؛ Brenda,.) اجزاي 

 لین،فوتاكسي شامل نمونه هر از شده گیرياندازه مارينسیلي
 بود. بینيايزوسیل و بینسیلي ديانین،سیلي كريستین،سیلي
 اب دانكن( روش )به میانگین مقايسه و هاداده آماري تحلیل
 شد. انجام spss(16) افزارنرم

 

 HPLC دستگاه در هاحلال سیستم برنامه -8 جدول

Table 2. Solvents system program in HPLC device 
Water (pH = 2.3) 

with H3Po4 10% 
Acetonitrile (%) Methanol (%) Time (min) 

63 15 22 0:00 

63 15 22 7:30 

40 20 40 15:00 

63 15 22 30:00 

 

 نتایج
 مقادير میانگین مقايسه و واريانس تجزيه نتايج

 ريزنمونه دو از حاصل هايكالوس در هافلاونولیگنان
 و مجارستان اكوتیپ دو از آمده بدست لپه و هیپوكوتیل
 ،BAP و D-2,4 هايهورمون مختلف سطوح تحت برازجان
 مارينسیلي فلاونوئیدي اجزاء مختلف مقادير دهندهنشان

 بین،يسیل ديانین،سیلي كريستین،سیلي فولین،)تاكسي
 باشدمي ذكرشده تیمارهاي ثیرأت تحت بین(ايزوسیلي

 (.2 و 4 ،3 هايجدول)

 مقادير و هااكوتیپ بین فولین(،)تاكسي واريانس تجزيه در
D-2,4 و BAP نوع بین فقط نداشت. وجود دارمعني تفاوت 
 ارمقد بیشترين گرديد. مشاهده دارمعني تفاوت هانمونهريز

 بود. هیپوكوتیل ريزنمونه به مربوط فولینتاكسي
 و هاريزنمونه بین كريستین(،)سیلي واريانس تجزيه در
 بین ولي نداشت. وجود دارمعني تفاوت BAP مقادير
 .شد مشاهده دارمعني تفاوت D-2,4 مقادير و هااكوتیپ
 و تانمجارس رقم به مربوط كريستینسیلي مقدار بیشترين
 بود. D-2,4 لیتر در گرممیلي 2 مقدار
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 فاوتت هاريزنمونه بین ديانین(،)سیلي واريانس تجزيه در
 و D-2,4 مقادير ها،اكوتیپ بین ولي نداشت. وجود دارمعني

BAP مقدار بیشترين گرديد. مشاهده دارمعني تفاوت 
 در گرممیلي 1 مقدار مجارستان، رقم به مربوط ديانینسیلي
 بود. BAP لیتر در گرممیلي 12/1 و D-2,4 لیتر

 هانمونهريز ها،اكوتیپ بین بین(،)سیلي واريانس تجزيه در
 داشت. وجود دارمعني تفاوت BAP و D-2,4 مقادير و

 يزنمونهر مجارستان، رقم به مربوط بینسیلي مقدار بیشترين
 گرممیلي 12/1 و D-2,4 لیتر در گرممیلي 1 مقدار هیپوكوتیل،

  بود. BAP لیتر در

 BAP مقادير بین بین(،)ايزوسیلي واريانس تجزيه در
 هاونهنمريز ها،اكوتیپ بین ولي نداشت. وجود دارمعني تفاوت

 بیشترين گرديد. مشاهده دارمعني تفاوت D-2,4 مقادير و
 ريزنمونه مجارستان، رقم به مربوط بینايزوسیلي مقدار

 بود. D-2,4 لیتر در گرممیلي 1 مقدار و هیپوكوتیل

 اوتتف هانمونهريز بین مارين(،)سیلي واريانس تجزيه در
 و BAP مقادير ها،اكوتیپ بین ولي نداشت. وجود دارمعني
 دارمق بیشترين گرديد. مشاهده دارمعني تفاوت D-2,4 مقادير
 در گرممیلي 1 مقدار مجارستان، رقم به مربوط مارينسیلي
 (.1 شكل) بود BAP لیتر در گرممیلي 2/1 و D-2,4 لیتر

 

 ماریتیغال گیاه كالوس هایفلاونولیگنان مقدار بر هورموني تیمارهای و ریزنمونه اكوتیپ، ثیرأت واریانس تجزیه -3 جدول
Table 3. ANOVA of ecotype, explant, and hormonal treatment effects on callus flavonolignans amount in 

Silybum marianum 
M.S. 

d.f. S.O.V. 
Silymarin Isosilibin Silibin Silydianin Silychristin taxifolin 

815.043** 22.932** 29.235** 130.68** 36.285** 0.806 1 ecotype 

68.959 6.697** 22.088** 22.001 0.424 25.56** 1 explant 

170.999* 1.952 8.612** 11.842 24.595** 0.118 1 ecotype × explant 

690.449** 6.519** 9.874** 770.158** 85.04** 2.113 2 2,4-D 

219.977** 0.285 0.939 123.594** 24834** 11.218** 2 ecotype × 2,4-D 

131.255* 3.58* 2.633** 68.868* 0.876 10.278** 2 2,4-D × explant 

67.089 3.086* 0.046 9.004 14.303** 8.881* 2 ecotype × explant × 2,4-D 

237.735** 0.851 12.87** 68.056* 0.297 4.47 1 BAP 

380.958** 13.736** 5.88** 376.294** 6.534 11.94* 1 ecotype × BAP 

52.369 1.14 0.083 3.125 7.057 50.803** 1 BAP × explant 

274.801** 2.431 0.034 169.28** 1.655 13.364* 1 ecotype × explant × BAP 

231.291** 2.84 1.719 361.42** 4.26 10.199** 2 2,4-D × BAP 

700.93** 0.688 1.383 362.683** 26.555** 13.621** 2 ecotype × BAP × 2,4-D 

68.396 4.047* 0.118 17.14 17.149** 5.705 2 explant × BAP × 2,4-D 

42.259 0.079 1.146 34.841 1.162 4.057 2 ecotype × explant × BAP × 2,4-D 

34.387 1.028 0.618 18.23 1.892 2.279 48 error 

8.96 10.26 7.6 18.58 11.38 15.1 C.V. (%) 

n.s., *, and **: non-significant, significant at 1% and 5% probability levels, respectively 

 

 ماریتیغال گیاه در D-2,4 مختلف مقادیر در كالوس از حاصل خشك( ماده گرم بر گرم)میلي هافلاونولیگنان میانگین مقایسه -8 جدول

Table 4. Comparison of the mean of flavonolignans (mg/g dry matter) obtained from callus in different amounts of 2,4-D in 

Silybum marianum 
Silymarin Isosilibin Silibin Silydianin Silychristin D-2,4 

a 0.7157 a 0.1032 a 0.1103 a 0.2948 c 0.1041 L\mg 1 

b 0.6247 a 0.1001 b 0.1024 b 0.2028 b 0.1172 L\mg 2.5 

b 0.621 b 0.0931 c 0.0976 b 0.1915 a 0.1412 L\mg 5 

0.0339 0.0058 0.0045 0.0246 0.0081 LSD 
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 ماریتیغال گیاه كالوس هایفلاونولیگنان مقدار بر هورموني تیمار و ریزنمونه اكوتیپ، تأثیر میانگین مقایسه -5 جدول

Table 5. Means comparison of ecotype, explant, and hormonal treatment effects on callus flavonolignans amount 

in Silybum marianum  

Silymarin Isosilibin Silibin Silydianin Silychristin axifolinT 
 reatmentT

number 

0.6121 0.1003 0.1062 0.2087 0.1115 0.0855 1 

0.8078 0.1047 0.1071 0.4133 0.0968 0.0858 2 

0.6506 0.1012 0.1018 0.2517 0.1098 0.0862 3 

0.6258 0.0935 0.0902 0.1833 0.1211 0.1377 4 

0.6254 0.0972 0.097 0.1943 0.1397 0.0971 5 

0.6519 0.1016 0.1028 0.2163 0.149 0.0821 6 

0.7414 0.1136 0.1291 0.249 0.1209 0.1288 7 

0.8264 0.116 0.1305 0.3937 0.1 0.0863 8 

0.6306 0.1069 0.1196 0.1827 0.1076 0.1138 9 

0.6103 0.1263 0.1147 0.145 0.1282 0.0961 10 

0.8356 0.0878 0.1135 0.2937 0.2001 0.1405 11 

0.6315 0.1043 0.1055 0.186 0.1506 0.0851 12 

0.7368 0.0961 0.1088 0.324 0.1059 0.1020 13 

0.58 0.0859 0.0869 0.2283 0.0918 0.0871 14 

0.7473 0.1042 0.1021 0.3183 0.1295 0.0831 15 

0.5348 0.0863 0.0888 0.147 0.1128 0.0998 16 

0.5499 0.0896 0.0951 0.175 0.1091 0.0811 17 

0.606 0.0884 0.0884 0.152 0.1638 0.1134 18 

0.7514 0.1206 0.1168 0.292 0.0991 0.1229 19 

0.6698 0.0884 0.0973 0.249 0.1072 0.1279 20 

0.6838 0.0933 0.1134 0.2517 0.1212 0.1053 21 

0.5143 0.0895 0.09 0.1327 0.1072 0.095 22 

0.4989 0.0879 0.09 0.1217 0.1025 0.0959 23 

0.5691 0.0877 0.0886 0.1927 0.1139 0.0862 24 

In each column, means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (LSD test).  
The details of the treatments are written in Table No. 1 

 

 
 ماریتیغال گیاه در نظر مورد تیمارهای از حاصل كالوس در خشك( ماده گرم بر گرم)میلي مارینسیلي مقادیر -1 شکل

 Silybum in treatments desired the from obtained callus the in matter) dry (mg/g silymarin of Amounts 1. Figure
marianum 
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  بحث
 شده اصلاح ارقام كه داد نشان آمده بدست نتايج
 در ند.دار بیشتري مؤثره مواد مجارستان قبیل از ماريتیغال

 به نسبت بیشتري اهمیت ريزنمونه نوع مؤثره مواد تولید
 كه طوريهب دارد. آن از حاصل كالوس نوع و حجم

 زاجنین غیر و كوچك هايكالوس با هیپوكوتیل ريزنمونه
 یدتول درصد زاجنین و حجیم هايكالوس با لپه به نسبت
 پايین مقادير ضمن، در داشت. بالايي مؤثره مواد

 الايب مقادير از مؤثرتر سیتوكینین و اكسین هايهورمون
 بودند. مؤثره مواد تولید در آنها

 ايبر بافت كشت تكنولوژي از استفاده حاضر حال در
 اب شود.مي استفاده دارويي تركیبات از تعدادي تولید

 در ؤثرم عوامل شناسايي و بیوشیمي زمینه در علم پیشرفت
 به وژيتكنول اين ژن، انتقال هايتكنیك و بیوسنتزي مسیر
 نابراينب رود.مي پیش ارزش با دارويي تركیبات تولید سمت

 دهسازن اجزاء سازيبهینه و دستكاري با شودمي پیشنهاد
 ايهپ كشت هايمحیط انواع از استفاده قبیل از كشت محیط

 يهثانو هايمتابولیت از وسیعي طیف مختلف هايهورمون و
 شود. تولید ماريتیغال گیاه

 در HPLC وسیلهبه مارينسیلي تركیبات مطالعه
 غرب )شمال، كشور مختلف نقاط از خارمريم هاياكوتیپ

 نماريسیلي مقدار بالاترين كه دادند نشان غرب( جنوب و
 داشت تجمع برازجان منطقه به مربوط هايدانه در
(2005 Hasanloo,.)  

 لپه هايريزنمونه از حاصل هايكالوس سن افزايش با
 بعكس و افزايش بینسیلي میزان ماريتیغال هیپوكوتیل و

 میزان بیشترين يابد.مي كاهش بینايزوسیلي میزان
 زانمی نظر از شد. مشاهده اولیه هايكالوس در فولینتاكسي
 را یزانم بیشترين مجارستان رقم لپه ريزنمونه بینسیلي

 كريستینسیلي و ديانینسیلي مجموع نظر از و داشت
 مچنینه ،كرد عمل بهتر مجارستان رقم هیپوكوتیل ريزنمونه

 از حاصل هايكالوس در فولین،تاكسي میزان مورد در
 بود بالاتر مجارستان رقم هیپوكوتیل ريزنمونه

(2006 Poorjabbar,.) 
 هاسلول تمايززدايي باعث D-2,4 كه است شده مشخص

 هك ثانويه هايمتابولیت تولید از و شده كشت محیط در
 بعمل نعتمما يابند،مي تجمع يافته تمايز هايبافت در بیشتر
Thalictrum  گیاه سلولي كشت در بربرين تولید آورد.مي

minus در .است كشت محیط هورموني تركیب تأثیر تحت 
 كمي بربرين و كرده رشد سريعتر هاسلول D-2,4 حضور
 (.Razdan, & Bhojwani 1996) شودمي تولید

 رب متفاوتي بسیار اثرهاي داراي رشد هايكننده تنظیم
 هايكالوس و باشندمي هافلاونولیگنان تجمع و رشد میزان
 پیكلورام لیتر در گرممیلي 3 حاوي هايمحیط در موجود

 تولید و رشد نظر از كینتین لیتر در گرممیلي 4/1 و
nloo,aHas ) بودند هانمونه ساير از بهتر هافلاونولیگنان

2005). 

 1701 دهه اواخر در گیاه سلولي كشت تكنولوژي
 نويهثا هايمتابولیت تولید و مطالعه براي يابزار عنوانبه

 هايبافت و هاسلول vitro in شرايط در كشت شد. شروع
 ملهج از ثانويه هايمتابولیت تولید هايراه از يكي گیاهي
 اين در متعددي مطالعات كنون تا باشد.مي مارينسیلي
 تولید موارد تمامي در است. شده انجام زمینه

 بوده پايین بسیار vitro in كشت شرايط در هافلاونولیگنان
 مطالعات از بسیاري در رود.مي بین از هاواكشت طي در و
 سازنده اجزاء سازيبهینه و دستكاري هاگونه بیشتر در

 دهش تركیبات اين تولید در افزايش موجب كشت محیط
 (.al et Cacho,. 1999) است
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