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 اکسیدانی عصارۀ متانولی حاصلزایی و توان آنتیبررسی کالوس

 Teucrium polium  های مختلف گیاهاز ریزنمونه
 

 ، علي گنجعلي و مهرداد لاهوتي* منيره چنياني ،مرجان جاويدی مقدم

 شناسي، دانشکدۀ علوم، دانشگاه فردوسي مشهد، مشهد، ايرانگروه زيست

 

 چکیده

است. روش کشت بافت اين  گيناه    (Lamiaceaeخانوادۀ نعناع ) دارويي از ( گياه.Teucrium polium Lکلپوره )

اکسنيداني بنالا،   با خاصنيت آنتني   رسد. اي  گياهکارآمد به نظر ميبودن دورۀ رشد و خطر انقراض آن کوتاه سبب به

و ننوع   2و  D-4 ون هنای متتلنه هورمن   کشنت، للظنت  خواصّ درماني بسياری دارد. در پژوهش حاضر، اثر محيط

زايي گياه کلپوره بررسي و مشتّص شد که تيمار مؤثّر برای افزايش وزن تنر کنالوس، ريزنمونن     ريزنمونه بر نرخ کال

اسنت. در تيمارهنای بندون     2و  D-4گنرم در ليتنر هورمنون    ميلني  1و  5/0دارندۀ للظنت   B5کشت برگ در محيط

هنای محتنوی   کشنت زايني نينز در محنيط   تر بود. بيشتري  درصد کنال هورمون، درصد القای کالوس نسبت به بقيّه کم

اکسيداني شيميايي )محتوای فنل کل و ظرفيت آنتيهای زيستمقادير بيشتری از اي  هورمون القا شد. بررسي ويژگي

ر ( نشان داد که ميزان فنل کل در کالوس حاصنل از ريزنمونن  جوانن  انتهنايي د    PPMو  DPPHبر مبنای دو آزمون 

، DPPH( بيشتر از بقيّه اسنت. بنا آزمنون    FWگرم 100در  GAEگرم ميلي 82/ 66بدون هورمون ) B5کشت محيط

شنده از رويشنگاه و کنالوس حاصنل از     آوریهنای آزاد، در بنرگ گيناه جمن     اليت روبشنگری راديکنال  بيشتري  فعّ

، مشاهده شد. با بررسني ظرفينت   2و  D-4تر گرم در ليميلي 5/0با للظت  B5کشت ريزنمون  جوان  انتهايي در محيط

 2و  D-4گرم در ليتر ميلي 2با للظت  MSکشت جوان  انتهايي محيط که کالوس اکسيداني کل نيز مشتّص شدآنتي

توانند پيشننهاد اسنتفاده از    شده از رويشگاه، فعّاليت بيشنتری داشنتند. اين  شنرايط مني     آوریگياه جم  و برگ و ساق 

 يادشده را برای افزايش توليد ترکيبات ثانويه با خاصيت آنتي اکسيداني بالا ارائه دهد.های کشت محيط

 .2و  D-4زايي، کلپوره، هورمون اکسيداني، کالترکيبات فنلي، توان آنتي های کلیدی:واژه

 

 .مقدمه

ي در تنممي   ينت خاصّن  ارزش و اهمّ ،گياهان دارويني 

درمنان   و پيشنگيری  از جنبن  بهداشت و سلامت جوامن   

بتش بنازار گياهنان دارويني    بزرگتري   ند.دارها بيماری

مشنت  از اين     های ثنانوی متابوليت  دنيا به توليد و عرض

هنای ثنانوی   متابولينت . بننابراي   شنود گياهان مربوط مني 
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 ,Kashfi) ننندداربسننياربالايي  ۀمعمننولاا ارزش افننزود 

  .Teucrium polium L (. کلپنوره بنا ننام علمني    2010

 Tavakkoliهي داروينني از خننانوادۀ نعننناع اسننت )گيننا

Saberi and Sedaghat, 1993.)  هنای کلپنوره   بنرگ

 Rabba’a etوينژه دارويني دارنند )   کاربرد لذايي و بنه 

al., 2012    صنورت خنودرو در   (. اي  گونن  دارويني بنه

شنود.  برخي مناط  ايران از جمله خراسنان مشناهده مني   

چننرای مفننرط دام و  روينن  انسنان، هنای بنني بننرداریبهنره 

هنای زراعني از   نظنام شندن مراتن  بنه بنوم    همچني  تبديل

جمله دلايلي است که کلپوره را در معرض انقراض قرار 

داده است. بنابراي  تمهيدات لازم برای حفن  اين  گيناه    

های طبيعني و راهکارهنايي بنرای تککيرکنردن     در عرصه

(. در Kochaki et al., 2009آن ضننروری اسننت )  

های کشت بافت گياهي بنه ينک   ی گذشته روشهاسال

نننژادی بسننياری از ابننزار بسننيار قننوی بننرای تککيننر و بننه 

هنای گيناهي و توليند ترکيبنات ثنانوی در گياهنان       گونه

. (Al-Qudah et al., 2011)دارويي تبديل شنده اسنت   

درصند بناززايي و   ، آزمايشنگاهي در يک بررسني درون 

م انتهنايي سناقه در   ترکيبات ثانوی گياه کلپوره از مريست

 -6و در حضنور ترکيبنات هورمنوني     MSکشنت  محيط

پنوري  ارزينابي شند    آميننو فورفورينل  -6آدنني  و  بنزيل

(Al-Qudah et al., 2011 سنناير پنننژوهش .) هنننای

شده برای توليد کالوس يا اندام و ارزيابي محتنوای  انجام

های ديگر تينرۀ نعناعينان   داخلي ترکيبات ثانوی در گونه

 توان به اين  منوارد اشناره کنرد:    است. از جمله مي بوده

Mentha piperita(Ghanti et al., 2004 ،)Salvia 

fruticosa Mill (Arikat et al., 2004،)Salvia 

officinalis (Grzegorczyk et al., 2005 ،)Ocimum 

basilicum (Lukmanul hakim, et al., 2007 ،)

Zataria mutiflora (Hasanpour et al., 2007  بنا .)

های اندکي در رابطنه بنا کشنت    توجهّ به اي  که پژوهش

زايي گياه کلپوره انجام شده اسنت، اسنتفاده   بافت و کال

تواند برای تسنري   آزمايشگاهي مياز روش کشت درون

 و افزايش توليد ترکيبات مؤثّر و دارويي آن مفيد باشد.

 هنای منزم   کلپوره در طبّ سنتي در درمنان بيمناری  

معدی و نيز به صنورت ادرارآور، ضندّ فشنارخون، ضندّ     

باکتری، ضدّ نفخ، ضدّ اسهال، ضدّ ديابت و ضندّ تشننّ    

-Hasani؛Ardestani et al., 2008)شنود  اسنتفاده مني  

Ranjbar et al., 2010)    همچني  عصنارۀ اين  گيناه در .

کاهش قند و چربي خون و در درمان سرطان پروسنتات  

هنا  . بررسني (Kandouz et al., 2010)نيز اهميّنت دارد  

روی خننواص داروينني اينن  گينناه نشننان داده اسننت کننه  

اکسيداني و ضدّسرطاني بالايي عصارۀ آن خاصيت آنتي

دارد؛ از اي  رو در صنعت داروسازی و تغذينه، کناربرد   

 ,.Goulas et al؛Ardestani et al., 2008وسيعي دارد )

لپنوره دو  شنده، گيناه ک  هنای انجنام  طب  بررسني  .(2011

دسنت  مهننم از ترکيبننات ثننانوی شننامل ترکيبننات فنلنني و  

عصننارۀ حاصننل از گينناه کلپننوره  اسانسنني را دربننردارد.

دربردارندۀ اپيژني  و روتي  است که بنه سنبب خاصنيت    

 Bهننای نننوع اکسننيداني، اثننر حفنناظتي روی سننلولآنتنني

. (Esmaeili and Sadeghi, 2009)لوزالمعننده دارد 

است که عصنارۀ کلپنوره همچنني      ها نشان دادهپژوهش

رباسنننکوزيد، وگليکوزيننندپروپانوئيننند دارنننندۀ فنينننل 

هنننای اپينننژني  و مشنننتقّات آن و  پليموزوئيننند، فنننلاون

آن،  فننلاون اسننت. فعّننالتري  ترکيننب عصننارۀ  فنوکسنني

 T. poliumپليموزوئينند اسننت کننه شناسنناگر گونننه     

درصننند پتانسنننيل   80تنننا  66شنننود. محسنننوی مننني 

ي  گونه به حضنور فنينل پروپانوئيندها و    اکسيداني اآنتي
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ويننننژه حضننننور پليموزوئينننند مربننننوط اسننننت.   بننننه

و رباسنکوزيد نينز در روبنندگي    کوئرسنتي   فنوکسيدی

 Mihajilov-Krstev et )های آزاد نقنش دارد  راديکال

al., 2009؛Goulas et al., 2011 ؛Zerroug et al., 

ای آزاد ه. برای تعيي  فعّاليت روبشگری راديکال(2011

 ،فنلنني در گياهنناناکسننيداني ترکيبننات و ظرفيننت آنتنني

هنننای متعننندّدی را ماننننند بررسننني ظرفينننت  آزمنننايش

 PPTکننننننل بننننننا آزمننننننون   اکسننننننيدانيآنتنننننني

(Phosphomolybdenum Test و بررسننني فعّالينننت )

-DPPH (2,2-diphenylاکسيداني ويژه با آزمنون  آنتي

1 Picrylhydrazyl Testتنوان انجنام داد )  ( ميDicko 

et al., 2006؛ (Matkowski and Wolniak, 2005 .

زايني گيناه   هدف از انجام اي  آزمايش بررسي نرخ کال

و ارزينابي   2و  D-4کلپوره در سطوح متتلنه هورمنون   

کشت مناسب برای افزايش توليد ترکيبات فنلي و محيط

 ساير مواد مؤثّر دارويي اي  گياه است.

 

 هامواد و روش

اد گياهي: گياه کلپوره در شهريور ماه سازی موآماده

از ارتفاعات شهرستان بردسنک  )اسنتان خراسنان     1392

آوری شد و پس از شناسنايي وتمييند آن،   رضوی(، جم 

پژوهشکدۀ علوم گياهي دانشگاه فردوسني مشنهد از آن   

استفاده کرد. در ابتدا بذرهای رسيده از گياه مادری جدا 

زنني بسنيار انند     واننه و ضدّ عفوني شد. با توجّنه بنه ج  

بننذرها از تيمارهننای متتلننه بننرای افننزايش قنندرت      

زننني بننذرها اسننتفاده شنند. در نهايننت از هورمننون جوانننه

جيبرليک اسيد همنراه بنا استراتيفيکاسنيون و خنراش در     

روز بننه صننورت  6درجنن  سننانتيگراد بننه منندّت  4دمننای 

بهتنننري  تيمنننار اسنننتفاده شننند. سنننپس بنننذرها درون    

ريل شده محتنوی کالنذ صنافي و در    های استديشپتری

درج  سانتيگراد و در شنرايط   25±2ژرميناتور در دمای 

چنه و  هميشه مرطوی قرار گرفتنند. بنا ظاهرشندن ريشنه    

مدّت دو روز زير ننور  های کلپوره به رستدانه چه،ساقه

 25مول فوتون بر متر مربّ  بر ثانينه و دمنای   ميکرو 2000

کنناملاا مرطننوی، قننرار   درجنن  سننانتيگراد و در شننرايط 

هنا  چنه ها، سبز شد و طول ريشهگرفتند تا اندام هوايي آن

هننا بننرای  رسننتترتيننب، دانننه افننزايش يافننت. بننه اينن   

قرارگننرفت  در محننيط هينندروپونيک محتننوی محلننول   

( آماده شندند  Arnon and Hoagland, 1940هوگلند )

درجن  سنانتيگراد بننا    25±2و در اتاقنک رشند بنا دمنای     

سنناعت تنناريکي  8سنناعت روشنننايي و  16ری دورۀ نننو

 منتقل شدند.

عمليات کشت: در بررسي حاضنر، کشنت سنه ننوع     

انتهننايي و سنناقه در دو نننوع    بننرگ، جواننن   ريزنموننن 

للظنت هورمنون    5در تيمنار بنا    B5و  MSکشت محيط

D-4  گنننرم در ليتنننر( بنننه ميلننني 0، 5/0، 1، 5/1، 2)  2و

طننرح آمنناری صننورت آزمننايش فاکتوريننل و در قالننب 

منظنور،  کاملاا تصادفي و در سه تکرار انجام شد. به اين   

قطعننات ريزنمونننه پننس از جداسننازی از گينناه مننادری   

 5حاصننل از کشننت هينندروپونيک و شستشننو بننه منندّت 

، JTLVC2دقيقه با آی جاری، زير هنود لاميننار )مندل    

Jaltajhiz 30ورشنندن ، ايننران( منتقننل و پننس از لوطننه 

دقيقه با آی مقطر استريل،  5درصد، 70ل ای در الکثانيه

دقيقنه وارد هيپوکلرينت    3وشو و سپس بنه مندّت   شست

بنا آی مقطنر    درصد شدند. در پايان، سه مرتبنه  1سديم 

شستشنو داده شندند و سنپس     دقيقنه  15استريل به مندّت  

ديش، قرار گرفتند تنا  روی کالذ صافي استريل در پتری

طنور  هنا بنه  زنموننه ها گرفتنه شنود. سنپس ري   رطوبت آن
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خنورده و درون  متنری بنرش  مساوی به قطعات يک سانتي

هنای  بنا للظنت   B5و  MSکشنت  های دارندۀ محيطويال

هنننای قرارگرفتنننند. وينننال  2و  D-4متتلنننه هورمنننون 

دربردارندۀ قطعات جداکشنت در اتاقنک رشند بنا دمنای      

ساعت روشننايي   16درج  سانتيگراد با دورۀ نوری  2±25

هفتنه نگهنداری    8اريکي گرفتند و بنه مندتّ   ساعت ت 8و 

هنا  شدند. در اي  مندتّ سنه بنار عملينات واکشنت نموننه      

هنا در  شدن تقريبي رشد کنالوس انجام شد. پس از متوقهّ

هنا بررسني و   زايي ريزنموننه پايان هفت  هشتم، درصد کال

تنرازوی   هنا بنه وسنيل    برای تعيي  ننرخ رشند، وزن تنر آن   

گيری ، آلمان( اندازهTE313s، Sartoriusديجيتال )مدل 

 شد.

از هر نمونه )شنامل   گرم ماده  تازه 5/0گيری: عصاره

هننای حاصننل از بننرگ، جواننن  انتهننايي، سنناقه و کننالوس 

هننای بننرگ، جواننن  انتهننايي و سنناقه( بننرای      ريزنمونننه

درصد، ساييده شند   80ليتر متانول ميلي 20گيری با عصاره

مناری )بن    يش، در بن  و پس از ريتنت  درون لولن  آزمنا   

، اينننران( بنننا  Kavoosh Megaمننناری سنننرولوژی، 

سناعت قنرار    3درجن  سنانتيگراد بنه مندتّ      55-60دمای

دقيقنه بنا دسنتگاه سنانتريفيوژ      15گرفت. سپس بنه مندتّ   

 ، آلمنننان(Z230 ،Berthold Hermle GmbH )مننندل

دور در دقيقه( سنانتريفيوژ شند. در پاينان، محلنول      3000)

تمن  شنمارۀ ينک، صناف و بنه حجنم       رويي بنا کالنذ وا  

ابتدايي رسانده شد. عصارۀ مورد نياز برای سننجش مينزان   

اکسيداني، بدون فاصنله قبنل   ترکيبات فنلي و خواص آنتي

از انجام هر آزمايش تهيهّ شد. اي  عصناره بنه مندتّ ينک     

 درج  سانتيگراد قابل نگهداری است. -20ماه در دمای

ن ترکيبات فنلي تعيي  محتوای فنل کل: سنجش ميزا

( انجام شد. به اين   2000و همکاران ) Gaoکل با روش 

سيوکالچو بنه   - ميکروليتر معرّف فولي  200منظور ابتدا 

گرم در ليتر( در هر لول  ميلي 25ميکروليتر عصاره ) 100

ليتنر  ميلي 2آزمايش اضافه شد. سپس متلوط واکنش با 

يک مکث آی دوبار تقطير، رقي  و متلوط شد. پس از 

درصند بنه آن    20ليتر سديم کربننات  ميلي 1ای، دقيقه 3

افزوده شد و پنس از ينک سناعت وقفنه، جنذی ننوری       

متلننوط واکنننش بننا دسننتگاه اسننپکتروفتومتر )منندل      

UV/Vis1800،JASCO   765، آلمننان( در طننول مننو 

گيری شد. سنجش ميزان ترکيبات فنلي کل نانومتراندازه

هنای  شنده از کنالوس   هنای متنانولي اسنتترا   در عصاره

انتهنايي و سناقه در دو   حاصل از سه اندام بنرگ، جوانن    

هنای  تيمارشنده بنا للظنت    B5و  MSکشنت  نوع محنيط 

و همچنني  سنه انندام بنرگ،      2و  D-4متتله هورمنون  

جوان  انتهايي و ساقه از گياه مادری در رويشگاه طبيعني  

و همچني  گياهان رشديافته در محنيط هيندروپونيک بنا    

ه تکرار برای هر نمونه انجام شد. مقدار کنلّ ترکيبنات   س

هنا بنا کمنک منحنني اسنتاندارد      فنلي موجود در عصناره 

گننرم گاليننک اسننيد، محاسننبه و بننر حسننب معننادل ميلنني

 گرم وزن تر نمونه تعيي  شد. 100گاليک اسيد در 

: ابتندا  DPPHاکسيداني با آزمنون  تعيي  فعّاليت آنتي

 هنر نمونن    ليتنر عصنارۀ  يلني گنرم در م ميلي 5/12للظت 

صننورت محلننول پايننه  مننورد بررسنني، تهيّننه و از آن بننه 

طيننه للظتنني  10اسننتفاده شنند. سننپس از محلننول پايننه، 

گرم در ليتنر تهيّنه   ، ... ميلي562/1، 125/3، 25/6، 5/12

( 2011و همکناران )  Yangبا روش  DPPHشد. آزمون 

اننه،  ای انجنام شند. در هنر خ   خاننه  96و در ظروف ويژۀ 

يک از های متتله عصارۀ هر ميکروليتر از للظت 100

درصنند  008/0ميکروليتننر از محلننول   100هننا و نمونننه

DPPH (w/v  متانولي به آن اضافه شد. از متلنوط )100 
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صنورت  ميکروليتنر متنانول بنه     100ميکروليتر عصاره و 

 100ميکروليتنننر متنننانول و  100بلاننننک و از متلنننوط 

بننرای شنناهد  DPPHدرصنند  008/0ميکروليتننر محلننول 

دقيقنه در تناريکي و    30هنا بنه مندّت    استفاده شد. نموننه 

درج  سانتيگراد قرار گرفنت. پنس از گذشنت     25دمای 

ننانومتر بنا    517زمان منورد نظنر، جنذی در طنول منو       

، Statfax-2100 )منننندل ELISA Readerدسننننتگاه 

Bioblock Scientific     دلينل  ، امريکنا( خواننده شند. بنه

بنه ننور، اين  آزمنايش در      DPPHبودن محلنول  حساس

اکسننيداني اتننات تاريننک انجننام شنند. شنناخص آنتنني     

(Antioxidant Index   بر مبنای رابطن )2و  1 Yang et 

al., 2011) ) .و برای سه تکرار از هر نمونه محاسبه شد 

 AI (%) = (1 – AT / AC) × 100           :      1رابط  

جنذی خنالص   : AT :(AI) اکسنيداني شاخص آنتي

 جذی شاهد.: AC ،شدهنمون  آزمايش

  AT = AS – AB    :                                       2رابط  

: AS :(AT)شننده جننذی خننالص نموننن  آزمننايش  

 : جذی بلانک.ABشده، جذی خام نمون  آزمايش

: PPTاکسيداني کنل بنا آزمنون   بررسي ظرفيت آنتي

 ( انجنام شند. حجنم   1999) Prietoاي  آزمنون بنا روش   

ميکروليتننر( از  300و 200، 100، 50، 10هنای متتلننه ) 

گرم در ليتر( تهيهّ و با متنانول بنه حجنم    ميلي 25عصاره )

ليتر از محلول معنرّف  ميلي 3ميکروليتر رسانده شد.  300

 28منننولار، سنننديم فسنننفات  6/0)سنننولفوريک اسنننيد 

نينز بنه    منولار( ميلني  4منولار و آمونينوم موليبندات    ميلي

مناری  دقيقه قراردادن در بن   90ها اضافه شد. پس از آن

، Kavoosh Megaمننناری سنننرولوژی،  )مننندل بننن  

درج  سنانتيگراد(، جنذی آن در طنول     95ايران()دمای 

نننانومتر بننا دسننتگاه اسننپکتروفتومتر )منندل     695مننو  

UV/Vis1800،JASCO آلمان( خوانده شد. در نهايت ،

 25للظننت خاصنني )  اکسننيداني کننل در ظرفيننت آنتنني

اسيد  ارزی با آسکوربيکگرم در ليتر( بر اساس همميلي

گرم بافت تر نموننه(   100در  ASAگرم )بر حسب ميلي

 ديگر مقايسه شدند.ارائه و با يک

هننا: تجزيننه و تحليننل  تجزيننه و تحليننل آمنناری داده 

انجنام شند و    16نسنت    SPSSافنزار  ها با نرمی دادهآمار

ای هننا از آزمننون چنددامنننه داده ي بننرای مقايسننه ميننانگ

( استفاده شد ≥05/0Pدرصد ) 5دانک  در سطح احتمال 

 EXCELافننزارنننرم و نمودارهننای مربننوط بننه وسننيل  

Microsoft (Office 2007.رسم شد ) 
 

 .نتایج

ها نشنان دادکنه   نتاي  حاصل از تحليل واريانس داده

ر کشت و اثنر متقابنل اين  دو بن    اثر نوع ريزنمونه، محيط

وزن تر کالوس و محتوای ترکيبات فنلي کنل و ظرفينت   

( اسنت.  ≥05/0Pدار )هنا معنني  اکسيدان کنلّ نموننه  آنتي

همچني  اثر للظت هورمون و اثر متقابل للظت هورمون 

کشننت، للظننت هورمننون و ريزنمونننه، للظننت و محننيط

کشننت و ريزنمونننه نيننز در هننر چهننار هورمننون و محننيط

کنالوس، محتنوای فننل    زايي، وزن تنر  شاخص نرخ کال

دار بننود اکسننيدان کننل، معننني کننل و ظرفيننت آنتنني 

(. گيناه رشنديافته در شنرايط هيندروپونيک و     1 )جدول

هننای هننای حاصننل از ريزنمونننهشننکل ظنناهری کننالوس

نشننان داده شننده اسننت. مقايسنن    (1)متتلننه در شننکل 

هننای هننا نشننان داد کننه کننالوسشننکل ظنناهری کننالوس

هننای ايسننه بننا کننالوسحاصننل از ريزنموننن  بننرگ در مق

های جوانن  انتهنايي و سناقه وضنعيت     حاصل از ريزنمونه

(. ارزيننابي نننرخ  1دار داشننتند )شننکل  ای و گننرهشيشننه

در  2و  D-4هنای متتلنه هورمنون    زايي در للظنت کال
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 2نشننان داد کننه در للظننت  MSو  B5کشننت دو محننيط

، MSدر محننيط  2و  D-4گننرم در ليتننر هورمننون   ميلنني

درصند( بنرای هنر سنه      100زايني ) کنال بيشتري  درصد 

ريزنمون  برگ، جوان  انتهايي و ساقه وجود داشت؛ اگنر  

زاينني چننه افننزايش اينن  فرايننند در مقايسننه بننا نننرخ کننال

 5/0انتهايي و ساقه در للظت  جوان های برگ، ريزنمونه

دار معنني  B5محنيط   2و  D-4گرم در ليتر هورمنون  ميلي

هنای حاصنل   کالوس (. بررسي وزن ترA-2نبود )شکل 

، در دو B5کشننت نشننان داد کننه کننالوس برگنني محننيط

  2و  D-4گننرم در ليتننر هورمننون  ميلنني 1و  5/0للظننت 

(. با مقايسن  کلّني   B-2بالاتري  شاخص را دارند )شکل 

در  B5کشنت  کشت، مشتصّ شد کنه محنيط  دو محيط

 MSکشنت  های با وزن تنر بيشنتر و محنيط   توليد کالوس

هسنتند. بررسني تنمثير     بيشنتر، موفّن   زايني  در روند کنال 

کننش اين  دو   کشت و برهمللظت هورمون، نوع محيط

هننای حاصننل از ريزنموننن  عامننل در هريننک از کننالوس

طنور جداگاننه نشنان داد    برگ، جوان  انتهايي و سناقه بنه  

کنننه ايننن  عوامنننل بنننر محتنننوای فننننل کنننل، ظرفينننت  

 ينک اکسيداني ويژۀ هنر  اکسيداني کل و توان آنتيآنتي

 ها نيامده است(.دار داشتند )دادهها تمثير معنياز کالوس

 
B5 (C ،)( وB) MSکشنت  هنای حاصنل از ريزنمونن  بنرگ در محنيط     (، کنالوس Aنمايي از گياه رشديافته در شرايط هيندروپونيک )  -1شکل 

 MSکشنت  صل از ريزنمونن  سناقه در محنيط   های حا( و کالوسE)B5 ( وD) MSکشت های حاصل از ريزنمون  جوان  انتهايي در محيطکالوس

(Fو ) B5(G). متر است.کنندۀ يک سانتينماد خطيّ بيان 

 های گياه کلپورههای حاصل از ريزنمونهميانگي  مربّعات مناب  تغيير مربوط به برخي صفات کالوس -1 جدول

 اني کلاکسيدظرفيت آنتي فنل کل وزن تر کالوس زايينرخ کال درج  آزادی منب  تغيير

 ns 833/755 *558/47 *524/712 *502/2916 2 ريزنمونه

 ns 278/100 *462/28 *564/649 *153/2847 1 کشتمحيط

 374/2785* 156/545* 237/12* 056/11328* 4 للظت هورمون

 ns 611/183 *861/7 *762/656 *686/2878 2 ريزنمونه ×کشت محيط

 864/2878* 074/673* 102/7* 139/1205* 8 ريزنمونه ×للظت هورمون 

 039/2950* 198/695* 550/3* 889/1748* 4 کشتمحيط ×للظت هورمون 

 073/2820* 627/602* 063/4* 389/1061* 8 ريزنمونه ×کشت محيط ×هورمون 

 002/0 013/0 898/0 056/448 60 خطا

ns 5مال خطای داری در سطح احتداری و معنيدهندۀ نبودن معنيترتيب نشانو * به ( 05/0درصدP≤.است ) 
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هننای حاصننل از ارزيننابي ميننزان فنننل کننلّ کننالوس 

هننای کشننت مننورد هننای متتلننه در محننيطريزنمونننه

نسنبت   B5کشت بودن محيطدهندۀ موفّ بررسي، نشان

طنور وينژه در شنرايط بندون     ، بنه  MSکشنت  به محيط

(. از سننوی B ،A-3و  Cتيمننار هورمننوني بننود )شننکل 

هنای جوانن  انتهنايي بنا     کنه کنالوس  ديگر مشتّص شد 

داری، فنننل کننلّ بيشننتری نسننبت بننه    اخننتلاف معننني 

های برگ و ساقه داشت. نکت  قابنل توجّنه اين     کالوس

 B5کشنت  بود که با افزايش للظت هورمون در محنيط 

های حاصل از ريزنمون  از محتوای فنل کل در کالوس

 عنلاوه عصنارۀ  برگ و جوانن  انتهنايي کاسنته شند. بنه      

شنده از رويشنگاه   آوریهای متتلنه گيناه جمن    اندام

طبيعي نسبت به گياه رشديافته در محيط هيندروپونيک  

(، فننل بيشنتری داشنت    ≥05/0Pداری )صورت معنيبه 

اکسنيداني وينژه نشنان    (. بررسي توان آنتيD-3)شکل 

اکسنيداني  داد که بهتري  کالوس برگ با فعّاليت آنتني 

گنرم در ليتنر   ميلي 5/1ت )للظ MSکشت بالا به محيط

ليتر( متعلّن   گرم در ميليميلي 13/0() 2و  D-4هورمون 

(. همچننني  بهتننري  عصننارۀ کننالوس A-4بننود )شننکل 

هنای آزاد بنه   جوان  انتهايي بنرای روبشنگری راديکنال   

گننرم در ليتننر ميلنني 5/0بننا للظننت  B5کشننت محننيط

 گننرم درميلنني 04/0هورمننون ينناد شننده مربننوط بننود ) 

چنننه از آزمنننون (. آنB-4( )شنننکل50IC= ليتنننرميلننني

هنای حاصنل از ريزنمونن  سناقه     ذکرشده روی کالوس

اکسنيداني بنالای   دسنت آمند، گوينای فعّالينت آنتني     به

بنندون  B5کشننت هننا از محننيط عصننارۀ اينن  کننالوس 

( و 50IC=ليتنر ميلني  گنرم در ميلني  07/0هورمون بنود ) 

،  2و  D-4مشتّص شد که با افنزايش للظنت هورمنون    

50IC  شکل( افزايش يافتC-4همان .)  (4) طور کنه شنکل 

 B5کشنت  های حاصل از محنيط دهد، کالوسنشان مي

اکسنيداني  با تفاوت زيادی، فعّاليت آنتني  MSنسبت به 

هنا نينز نشنان    ويژۀ بيشتری داشتند. بررسي ميانگي  داده

ترتيب، عصارۀ برگ، جوانن  انتهنايي و سناق     داد که به

ز رويشننگاه نسننبت بننه گينناه   شننده اآوریگينناه جمنن  

اکسنيداني بيشنتری دارنند    هيدروپونيک، خاصيت آنتي

 (.D-4)شکل 

اکسيداني کل نيز نشان داد کنه  بررسي ظرفيت آنتي

کالوس حاصل از جوان  انتهايي در بهتري  شرايط قنرار  

)بنا   MSطوری که تمثير هورمنون در محنيط   داشت؛ به 

ر از سنناير ( بيشننت2و  D-4گننرم در ليتننر ميلنني 2للظننت 

و  C های کشت بود )شکلهای هورموني محيطللظت

B ،A-5هننای حاصننل از رويشننگاه (. بننا مقايسنن  نمونننه

هنای شنرايط   طبيعي و محنيط هيندروپونيک و کنالوس   

هننای طبيعنني آزمايشننگاهي، مشننتّص شنند کننه اننندام  

اکسيداني کلّ بهتری در مقايسه با گياهان، ظرفيت آنتي

  (.D-5ها دارند )شکل کالوس
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های ( ريزنمونهBو وزن تر کالوس ) (Aزايي )بر درصد کال B5و MSهای کشت و محيط 2و  D-4های متتله هورمون تمثير للظت -2شکل 

هايي که در هنر سنتون، حنداقل ينک حنرف مشنتر  دارنند، مطناب  آزمنون دانکن  تفناوت            برگ، جوان  انتهايي و ساق  گياه کلپوره. ميانگي 

 (.≥05/0Pرند )داری ندامعني

 
( گيناه کلپنوره در   C( و سناقه ) B(، جوانن  انتهنايي )  Aهای برگ )های ريزنمونهمقايس  ميانگي  محتوای ترکيبات فنلي کل در کالوس -3شکل 

يک  هايي که در هر ستون، حداقل(. ميانگي Dهای متتله گياه در رويشگاه طبيعي و محيط هيدروپونيک )و اندام B5و MSهای کشت محيط

 .(≥05/0Pداری ندارند )حرف مشتر  دارند، مطاب  آزمون دانک  تفاوت معني
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( و B(، جوانن  انتهنايي )  Aهنای بنرگ )  هنای ريزنموننه  در کالوس DPPHاکسيداني بر مبنای آزمون مقايس  ميانگي  ميزان فعّاليت آنتي -4شکل 

هايي کنه  (. ميانگي Dتتله گياه در رويشگاه طبيعي و محيط هيدروپونيک )های مو اندام B5و MSهای کشت ( گياه کلپوره در محيطCساقه )

 (.≥05/0Pداری ندارند )در هر ستون، حداقل يک حرف مشتر  دارند، مطاب  آزمون دانک  تفاوت معني

 

( و B(، جوانن  انتهنايي )  A) های برگهای ريزنمونهدر کالوس PPM اکسيداني کل بر مبنای آزمونمقايس  ميانگي  ميزان ظرفيت آنتي -5شکل 

هايي کنه  (. ميانگي Dهای متتله گياه در رويشگاه طبيعي و محيط هيدروپونيک )و اندام B5و MSهای کشت ( گياه کلپوره در محيطCساقه )

 (.≥05/0Pداری ندارند )در هر ستون، حداقل يک حرف مشتر  دارند، مطاب  آزمون دانک  تفاوت معني
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 بحث

هنای  انند کنه وجنود هورمنون    د کردهها تمييگزارش

توانننند بننرای تشننکيل کننالوس اکسنني  و سننيتوکيني  منني

(. در اين  مينان،   Kandouz et al., 2010باشنند ) الزامي 

را در  های گروه اکسني ، جايگناه بسنيار مهمّني    هورمون

هنننای گيننناهي دارنننند کنتنننرل تقسنننيم و تمنننايز سنننلول

(Shakeran and Keyhanfar, 2015؛Hosseini et 

al., 2015هننای متتلننه پژوهشننگران تميينند (. بررسنني

بر القای تشکيل کنالوس،   2و  D-4کند که هورمون مي

 Davarpanah؛ Amiri et al., 2011ای دارد )اثر وينژه 

et al., 2015طوری کنه هورمنون   (؛ بهD-4  از نظنر   2و

تنر  موفّ  NAAتحريک توليد کالوس نسبت به هورمون 

(. Dixon and Gonzales, 2002گنزارش شنده اسنت )   

نتاي  اين  پنژوهش نشنان داد کنه در هنر سنه ريزنموننه        

)برگ، جوان  انتهايي و ساقه(، هر چند با افزايش للظت 

، درصنند القننای تشننکيل کننالوس نيننز 2و  D-4هورمننون 

افننزايش وزن تننر  افننزايش يافننت، ولنني محننيط بهينننه در

گنرم در ليتنر از   ميلني  1و  5/0هنای  ها در للظتکالوس

دهند کنه    توانند نشنان  ي  هورمون بود. اي  موضوع مني ا

در القنا و رشند کنالوس هنر      2و  D-4شايد تمثير مکبنت  

شده، يک حدّ آستانه دارد و افزايش للظت گياه بررسي

هورمون بيش از اين  حند بنر مينزان تقسنيم سنلولي اثنر        

بازدارندگي خواهد داشت و در نتيجه کاهش وزن تنر و  

 Pasternak etموجب خواهد شد ) ها راخشک کالوس

al., 2000 ( داورپنننناه و همکننناران .)نينننز در 2015 )

چنند اجنزای للظنت و    پژوهش خود بيان کردند که هر 

هننای رشنند گينناهي جايگنناه بسننيار کنننندهترکينب تنظننيم 

مهمي در القای کالوس دارند، اما معمنولاا محنيط دارای   

بنا سناير   ينا ترکينب آن    2و  D-4گرم در ليتر ميلي 2-1

يناهي، اين  ويژگني را دارد. از    هنای رشند گ  کنندهتنظيم

زايي در ريزنمون  بنرگ و  که بيشتري  درصد کال جاآن

سننپس در ريزنموننن  جواننن  انتهننايي مشنناهده شنند و نيننز  

هنا از ريزنمونن  بنرگ و    بيشتري  مقدار وزن تنر کنالوس  

سننپس سنناقه و جواننن  انتهننايي حاصننل شننده بننود، باينند  

هنای اکسني  در   د تعنداد متفناوت گيرننده   احتمال وجنو 

هننای متتلننه گينناه را در توجيننه اينن  موضننوع،  بتننش

مرتبط دانست. حاصل بررسي پژوهشگران نيز نشان داده 

هننای متتلننه هننای اکسنني  در بافننتاسننت کننه گيرنننده

ينافتگي دارنند؛   گياهان، متناسب با نوع اکسي ، تتصصّ

در  هننای اکسنني طننوری کننه تعننداد و نننوع گيرنننده بننه 

های متتله يک گياه، متفاوت گزارش شده است بافت

(Moore, 1989   نتنناي  اينن  پننژوهش نشننان داد کننه .)

طنور  هنا بنه  در افزايش وزن تر کنالوس  B5کشت محيط

منؤثّرتر بنود.    MSکشنت  قابل توجهّي نسنبت بنه محنيط   

تواند متنوّع باشند کنه از   دلايل توجيحي اي  مشاهده مي

تربنودن عناصننر معنندني در   تنوان بننه رقينن آن جملنه منني 

اشاره کرد. از سوی ديگر، کارايي بهتنر ننوع    B5محيط 

سنديمي  )نمک تک B5کشت کاررفته در محيطآه  به

EDTA      نسبت بنه ننوع آهن  کناربردی در محنيط )MS 

( برای تککير و رشد از دلاينل  EDTA)نمک دوسديمي 

 ,Jacob and Malpathakديگر آن شناخته شده است )

هنای محنيط   از ويتنامي   B5های محنيط  تامي (. وي2005

MS       متفاوت است و للظنت بنالاتری از ويتنامي  تينامي

های بيوسننتز و متابوليسنم سنلولي،    دارد. تيامي  در فرايند

(؛ از اين  رو  Willims, 1995جايگاه بسيار مهمي دارد )

ويننژه تيننامي  نيننز عوامننل و بننه B5هننای محننيط ويتننامي 

اننند اينن  محننيط گننزارش شننده  تمثيرگننذار بننر موفقّيننت

(White, 1937.) 
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نتاي  اي  پژوهش نشان داد که بيشنتري  مقندار فننل    

در کنننالوس حاصنننل از ريزنمونننن  جوانننن  انتهنننايي در  

بدون هورمون بنود. همچنني  مشنتصّ     B5کشت محيط

هنای حاصنل از جوانن     شد که ميزان فنل کل در کالوس

از سناقه بنود.    انتهايي، بيشتر از برگ و در برگ نيز بيشتر

کشنت بنر رونند افزايشني فننل کنل       در مقايس  اثر محيط

شنده از محنيط   آوریهنای جمن   مشاهده شد که کالوس

B5       با اختلاف اندکي نسبت بنه گيناه کلپنوره، بيشنتري

تنوان شنرايط   مقدار را داشتند. بر اساس اي  بررسي، مني 

درون شيشه را زمين  مناسنب بنرای توليند سنطوح بنالاتر      

هنا معرّفني کنرد. عوامننل    ت ثنانوی از جملنه فنننل  ترکيبنا 

هننای متتلفنني مقنندار ترکيبننات فنلنني موجننود در بافننت 

تنوان  دهند که از آن جمله ميگياهي را در تمثير قرار مي

بننه عوامننل ژنتيکنني، ميننزان تننابش خورشننيد، شننرايط     

ها، عمليات پس از برداشنت و  محيطي، آی و هوا، تنش

 ,Faller and Fialho شنرايط نگهنداری اشناره کنرد )    

ترتيب با کنتنرل   اي  (. بهRajaeian et al., 2015؛2009

تنوان  شدۀ آزمايشنگاهي مني  اي  عوامل در شرايط تنظيم

 زمين  توليد بالاتر ترکيبات ثانوی را فراهم کرد.

هننای ثننانوی از کننه ترکيبننات و متابوليننتآن جننا  از

هننای طرينن  سنناز و کارهننای متتلفنني بننه ارائنن  ويژگنني 

کنند، واضح است که تنها ينک  اکسيداني اقدام ميتيآن

بيننني جننامعي از تننمثير تمننام     تواننند پننيش  روش نمنني

اکسيداني ارائنه  های درگير در عملکردهای آنتيشاخص

 DPPHو  PPTدهنند. در پننژوهش حاضننر از دو روش   

اکسنيداني عصنارۀ متنانولي    برای سننجش فعّالينت آنتني   

روشي بنرای ارزينابي   ، PPTها استفاده شد. آزمون نمونه

گرفتنه از ترکيبنات   اکسنيداني کنل، نشنمت   فعّاليت آنتني 

ها ها، آسکوربيک اسيد، توکوفرولمتتله از جمله فنل

 Abbasi et al., 2010و کاروتنوئيدها در گيناه اسنت )  

، DPPHحالي که آزمون (؛ در Muanda et al., 2009؛

هنا را  هنا و آنتوسنياني   اکسنيداني وينژۀ فننل   فعّاليت آنتي

 Nikhat et ؛ Muanda et al., 2009 کند )محاسبه مي

al., 2009؛Abbasi et al., 2010 نتنناي  پننژوهش .)

اکسيداني حاضر نشان داد که روند تغييرات ظرفيت آنتي

ها، کاملاا با روند تغييرات ترکيبات فننل کنل   کلّ عصاره

طنوری کنه بيشنتربودن محتنوای     متناسب بوده اسنت؛ بنه  

لننني، دلينننل اصنننلي بنننالابودن فعّالينننت     ترکيبنننات فن

هنای  ههاست که از گنرو اکسيداني بعضي از عصارهآنتي

شنود.  هنا ناشني مني   هيدروکسيل موجود در سناختار آن 

هايي که بنر اهمّينت سناختار ترکيبنات     مجموع  گزارش

اکسيداني تمکيد فنلي و شيوۀ دخالت آن در فعّاليت آنتي

 Stojanovic؛ Olabinri et al., 2010دارد، بسيار اسنت ) 

et al., 2010 .) 

گسترده برای ارزينابي تواننايي   طوربه DPPHآزمون 

ی آزاد و سنجش هاترکيبات متتله در روبش راديکال

رود کار مني ها به ناکسيداني ويژه آميزان فعّاليت آنتي

(Koleva et al., 2002 ؛Qureshi et al., 2010) .

راديکنننال آزاد  الکتننرون اضنننافي موجننود در سننناختار  

DPPH کند و نانومتر ايجاد مي 517، جذی بالايي را در

شنود. اين  رننگ بننفش     به ايجاد رنگ بنفش منجنر مني  

شدن اي  الکتنرون اضنافي   و جفت DPPHهنگام احيای 

به يک  DPPHبا هيدروژن و تبديل آن از راديکال آزاد 

شنود  به رنگ زرد تبديل مي DPPH-Hشده ترکيب احيا

(Sharma and Bhat, 2009   نتاي  اي  پنژوهش نشنان .)

شننده از رويشننگاه طبيعنني و  آوریداد کننه بننرگ جمنن  

کننننالوس حاصننننل از ريزنموننننن  جواننننن  انتهننننايي در 

بدون هورمون، بيشتري  مينزان فعّالينت    B5کشت محيط
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اکسيداني ويژه را داشت. همچني  مشاهده شند کنه   آنتي

، خاصنيت  شنده گينری با افزايش محتوای فنل کلّ اندازه

يابند؛ بنه   هنای آزاد نينز افنزايش مني    روبشگری راديکال

هنای جوانن  انتهنايي،    طوری که اي  خاصيت در کالوس

بيشتر از برگ و ساقه بود و بنا نتناي  حاصنل از سننجش     

ارزی داشت. در بسياری از گياهان، فعّالينت  فنل کل، هم

اکسنيداني بنا مينزان ترکيبنات فنلني و فلاونوئيندی       آنتي

( به Mentha piperitaمستقيم دارد. عصارۀ نعناع ) رابط 

اکسنيداني  سبب داشت  ترکيبات فنلي بالا، فعّالينت آنتني  

(. ثابنت  Swetie et al., 2007دهند ) خوبي را نشان مني 

 Rosmarinus)رزمننناری  شنننده اسنننت کنننه عصنننارۀ

officinalis)   اکسنيداني بنالايي دارد و   نيز فعّالينت آنتني

ی ترکيبات فنلي گياه رابطن  مسنتقيم   اي  فعّاليت با محتوا

و همکناران   Jamshidi(. Elmasta et al., 2006دارد )

متننانولي (، عصننارۀ 2015و همکنناران ) Jafari( و 2010)

چند گياه بومي مازندران را از نظر ميزان ترکيبنات فنلني   

ها نشان دادنند کنه بني     و فلاونوئيدی بررسي کردند. آن

يبنننات فنلننني گياهنننان  اکسنننيداني و ترکتنننوان آنتننني 

بررسني  شنده، ارتبناط مسنتقيمي وجنود دارد. در     بررسي

( بنا  Avena sativaاکسنيداني جنوی دوسنر )   فعاّليت آنتني 

و ميزان فنل کنل، مشنتصّ شند کنه بني        DPPHروش 

اکسننيداني رابطنن  ميننزان ترکيبننات فنلنني و فعّاليننت آنتنني

(. فعّالينت  Peterson et al., 2001مستقيم وجنود دارد ) 

 ( بنا روش  Carum carviاکسنيداني زينرۀ سنياه )   آنتني 

DPPH  نيننننز نشننننان داد کننننه خاصننننيت روبشننننگری

های آزاد آن بنه ترکيبنات فنلني، مربنوط اسنت      راديکال

(Bamdad et al., 2006  در چند گزارش بيان شد کنه .)

طنور قابنل   ترکيبات فنلي موجنود در گياهنان علفني بنه     

 کنند مني ها کمنک  اکسيداني آنتوجهّي به خواص آنتي

(., 2005 Shan et al ؛Wu et al., 2006 .) 

 

 گیری کلّینتیجه
اهميّنننت دارويننني گيننناه کلپنننوره و دورۀ رويشننني  

سو و خطر انقنراض  مدّت آن در طول سال از يککوتاه

اي  گون  گياهي به دسنت انسنان و چنرای مفنرط دام از     

سوی ديگر، ايجاد تمهيندات لازم بنرای حفن  و تککينر     

کند. با توجهّ بنه نتناي  اين  پنژوهش،     يآن را ضروری م

زني بنذر اين  گيناه،    بهتري  شرايط افزايش درصد جوانه

زمان فيزيکني و شنيميايي شنامل    استفاده از تيمارهای هم

استراتيفيکاسيون و خراش همراه بنا هورمنون جيبرلينک    

 D-4و هورمنون   B5کشنت  شود. محيطاسيد معرفّي مي

سزايي داشتند. س، تمثير بهنيز در افزايش توليد کالو  2و 

کشننت کننه در آن بيشننتري  ميننزان فنننل  بهتننري  محننيط

هنای دارای مقندار کمتنر از    کشتمشاهده شد، به محيط

مربننوط بننود. بننه دنبننال آن، روننند     2و  D-4هورمننون 

اکسنيدان  اکسيداني و ظرفيت آنتني تغييرات فعّاليت آنتي

بررسني   PPMو  DPPHهنای  ترتيب با آزمونکل که به

شد با روند تغييرات ترکيبنات فنلني، متناسنب بنود. اين       

هنای کشنت   تواند پيشننهاد اسنتفاده از محنيط   شرايط مي

ذکرشننده را بننرای افننزايش تولينند ترکيبننات ثننانوی بننا   

 اکسيداني ارائه دهد.خاصيت آنتي

 

 زاریسپاسگ

نگارننندگان از حننوزۀ معاونننت پژوهشنني دانشننگاه    

گزاری مالي سپاسهای فردوسي مشهد برای تممي  هزينه

 کنند.مي
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Abstract 

Kalpoureh (Teucrium polium L.) as a medicinal plant belongs to family Lamiaceae. This plant has 

short growth period and endangered, so it seems the method of plant tissue culture is efficient for that. 

On the other hand Teucrium polium with high antioxidant properties has many health benefits. In this 

study, the effect of culture medium, different concentrations of 2, 4-D and the type of explants on 

callus induction were evaluated. It was found that effective treatment for more fresh weight of callus 

was the leaf explants on B5 culture with concentrations 1 and 0.5 mg L-1 of 2,4-D. In no hormone 

treatments, the percentage of callus induction was lower than others and the highest percentage of 

callus induction was on medium containing higher levels of the hormone. Analysis of biochemical 

properties (total phenolic content, antioxidant capacity based on two tests; DPPH and PPM) was also 

concluded that callus of terminal bud on B5 medium with no hormones had the highest total phenol 

(82.66 mgGAE/100 g FW). Based on DPPH test, the most free radicals scavenging potential was seen 

for the leaves collected from the habitat and the callus of terminal bud explants on B5 medium with 

concentration of 0.5 mg L-1 2, 4-D. Investigation on total antioxidant capacity also revealed that callus 

of terminal bud on MS medium, 2 mg L-1 2,4-D, leaves and stems of plants collected from habitats 

showed more activities. These conditions can provide the suggestion for the use of these media to 

produce more secondary metabolites with antioxidant properties. 

Key words: Phenolic Compounds, Antioxidant Capacity, Callogenesis, Teucrium polium, 2, 4-D. 
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