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 (Salvia sahendica)گلی سهندی مریم سلولی و ایجاد کشت سوسپانسیون القای کالوس

  ترپنوئیدهای دارویی بتولینیک، اولئانولیک و اورسولیک اسیدتری برای تولید
 

Callus Induction and Cell Suspension Culture Establishment of Salvia sahendica for 

the Production of Medicinal Triterpenoids Betulinic, Oleanolic and Ursolic Acid 

 

 3و زیبا بختیار *2، محمدحسین میرجلیلی1احد هدایتی
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 چکیده

 ضدمیکروب، ور،باارزشی هستند که اثرات دارویی متعددی ازجمله ضدتومترپنوئیدهای تریبتولینیک، اولئانولیک و اورسولیک اسید، 

است گلی مریمچندساله جنس و  انحصارییک گیاه سهندی گلی مریمها گزارش شده است. گیاه ایدز برای آن ضدویروس ضدالتهاب و

ین گیاه برای ایران رویش دارد. در این تحقیق القای کالوس و ایجاد کشت سوسپانسیون سلولی اغرب شمالکه در مناطق محدودی از 

کشت محیطوی ربرای القای کالوس بر ای شیشهدرون های دانهالبرگِ های ریزنمونهمطالعه شده است. از ترپنوئیدها تریتولید این 

 1، 5/0دنین )آدر لیتر( در ترکیب با بنزیل گرم میلی 2و  5/1، 1، 5/0مختلف توفوردی )های همراه غلظتبه (MS)موراشیگ و اسکوگ 

( در 100%ترین درصد القای کالوس )در لیتر( در قالب طرح آزمایشی فاکتوریل کامل تصادفی استفاده شد. بیشگرم میلی 5/1و 

لولی نشان داد آمد. مطالعه الگوی رشد سدست بهدر لیتر بنزیل آدنین گرم میلی 5/0در لیتر توفوردی و گرم میلی 1حاوی کشت محیط

کاهش یافت. ارزیابی ها سلولآمده و بعد از آن رشد دست بهگرم( در هفته چهارم  2/2گرم( و خشک ) 2/13ترین میزان وزن تر )که بیش

(، 81/173) ترین میزان تولید اورسولیک اسیدنیز حاکی از بیش گرم ماده خشک( 100در گرم میلی)الگوی تولید تری ترپنوئیدها 

یک و اورسولیک اسید ( در هفته سوم بود. نتایج نشان داد که میزان تولید بتولین32/174( و اولئانولیک اسید )2/162بتولینیک اسید )

برای تولید انبوه این ترکیبات تواند میها در گیاه وحشی است. این نتایج از مقدار آنبرابر بیشتر  5/1و  4/10ترتیب بهدر هفته سوم کشت 

 ویژه بیوراکتور مورد توجه قرار گیرد.هدارویی مهم در شرایط کنترل شده ب
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 مقدمه

های گیاهی با ترین تیرهیکی از بزرگ (Lamiaceae)نعناعیان 

گونه  5000جنس و  200پراکنش جهانی است که در حدود 

 جهِشود ای کوتاه را شامل میگیاهی علفی معطر و درختچه
(Hedge, 1982). واسطه داشتن همعمولاً گیاهان این تیره ب

های اسانس از بوی مطبوع و گاهی تند برخوردارند. در اندام

شود فنول و تانن مشاهده میها بندرت مواد تلخ، پلیمختلف آن

 Lari) ،و همکارانیزدی  لاری و کاملاً فاقد آلکالوئید هستند

Yazdi et al., 2005جنس مریم .)( گلیSalviaیکی از ) 

گونه در  900تا  700های بزرگ این تیره است که شامل جنس

گونه از این جنس شناسایی  57باشد. در ایران سراسر جهان می

؛ جهِ؛ تئووکر درصد( بومی هستند 29گونه آن ) 17شده است که 

(. Croteau, 1981; Hedge, 1982; Hey Wood, 1978) وود هی

( یکی از Salvia sahendica Boiss. Buhseگلی سهندی )مریم

گلی است که در ( جنس مریمEndemicهای انحصاری )گونه

 شیبلی میانه، مناطق محدودی از شمال غرب ایران ازجمله تبریز،

 قهرمانکندوان رویش دارد  باسمنج و آباد(،بستان)

(Ghahraman, 2008 و توسط مردم بومی این مناطق جهت )

های باکتریایی، قارچی و رفع سوء هاضمه مورد درمان عفونت

 ,.Lotfipour et al)و همکاران پور لطفیگیرد استفاده قرار می

ای طی مطالعه( Salehi et al., 2005و همکاران ) صالحی(. 2007

ره این گیاه را اسانس و عصا ضدالتهابی اکسیدانتی وآنتی فعالیت

سایر  با مقایسه درعصاره گیاه کرده و نشان دادند که بررسی 

  .برخوردار است خوبی ضدباکتریاییخاصیت  از هابیوتیکآنتی

عنوان یکی از منابع عمده برای هامروزه از گیاهان دارویی ب    

استفاده  (Secondary metabolites)های ثانویه متابولیتتولید 

های طبیعی ها از رویشگاهرویه آنکه برداشت بیطوریهشود بمی

جهت استحصال این ترکیبات دارویی سبب شده برخی از این 

بر علاوهگیاهان در معرض انقراض قرار گیرند و به همین دلیل 

ها نیز اغلب دارویی آنهای کاهش جمعیت این گیاهان، فراورده

(. Hasanloo et al., 2008) و همکارانحسنلو  خیلی گران هستند

آوری کشت بافت گیاهی در کشاورزی یکی از موارد استفاده از فن

 طراحی ورضانژاد  های ثانویه گیاهی استتولید متابولیت
(Rezanejad and Tarrahi, 2013 تاکنون مطالعات بسیاری بر .)

های گیاهی های ثانویه از طریق کشت سلولمتابولیتروی تولید 

 و همکارانشیرازی  ؛و همکارانآذرمهر . انجام شده است

(Azarmehr et al., 2014; Shirazi et al., 2014در سال .) های

های از طریق کشت بافت، اندام و سلولها فرآوردهاخیر تولید این 

های کنترل کشتصورت یک رویکرد مهم در تحقیقات هگیاهی ب

که در بعضی موارد میزان تولید طوریهشده درآمده است؛ ب

های های سلول و بافتهای ثانویه موجود در کشتمتابولیت

گیاهی بیشتر از میزان آن در گیاه وحشی است و یا برخی 

های گیاهی در های ثانویه تولید شده در کشت سلولمتابولیت

و  وئیاژ؛ و همکاران ویسمِ شوندخود گیاه مادری تولید نمی

 .(Mevis et al., 2011; Xiao et al., 2005) همکاران

، اولئانولیک اسید (Betulinic acid)بتولینیک اسید     

(Oleanolic acid)  و اورسولیک اسید(Ursolic acid)  از انواع

 درمانی ترپنوئیدهای پنج حلقوی هستند که اثرات متعددتری

 ضدویروس ضدالتهاب، ضدمیکروب، ضدمالاریا، ازجمله ضدتومور،

کننده کبد برای خون و محافظت چربی و قند آورندهپایین ایدز،

ها گزارش شده است. این ترکیبات در برگ، گل و میوه گیاهان آن

، (Lycopodiaceae)، پنجه گرگیان (Caprifoliaceae)تیره بدُاغ 

پسند ، شاه(Rosaceae)، گلسرخیان (Euphorbiaceae)فرفیون 

(Verbenaceae) جی؛ و همکاران چن و نعناعیان وجود دارد ،

 ;Chen et al., 2009) و همکاران کریستیانا؛ و همکاران کازاکووا

Jie, 1995; Kazakova et al., 2010; Krystyna et al., 2010 .)

ترین منابع گیاهی حاوی گیاهان دارویی متعلق به تیره نعنا از مهم

های ریحان باشند و تاکنون مقدار آنها در گونهمیاین ترکیبات 

(Ocimum sp.)دُم شیر ،(Leonurus cardiac)  اکلیل کوهی ،

(Rosmarinus officinalis) مرزه زمستانه (Satureja montana) 

از این تیره گزارش شده  (Thymus persicus)و آویشن ایرانی 

 و همکاران کشِروزبور؛ و همکاران بختیار؛ و همکاران علی است

(Ali et al., 2007; Bakhtiar et al., 2014; Razboršek et al., 

گلی ، مریم(S. officinalis)های مریم گلی باغی (. در گونه2008

نیز این  (S. glutinosa)گلی جنگلی و مریم (S. sclarea)کبیر 

 و همکاران تان؛ همکاران و گومز زوسانت ترکیبات وجود دارند

(Santos Gomes et al., 2002; Tan et al., 2002مرور .) منابع 

نشان داد که برای تولید این ترکیبات با استفاده از  علمی

هایی های گیاهی نیز تلاشهای کشت بافت و سلولتکنیک

 کشت در اسید اورسولیک تجمعصورت گرفته است. 

ه شد گزارش و بررسی Ancaria tomentosa سلولی سوسپانسیون

 کردن فراهم بوسیله و رشد هایویژگی تغییر باکه طوریهاست ب

 و مخمر عصاره اسید، جاسمونیک بوسیله انگیزش و ساکارز

 سلولی سوسپانسیون کشت در این ترکیب تجمع مرکبات پکتین

-Feria) و همکاران رورومِ-فریا یافته است افزایش گیاه این

Romero et al., 2005.) درون کشت روی بر که ای¬مطالعه در 

 انجام (Lantana camara) ای¬درختچه شاهپسند ای¬شیشه

 مشخص استاندارد با کالوس از شده تهیه عصاره ،ه استشد

 سه با اسید اورسولیک ترکیب میزان و مقایسه اسید اورسولیک

 کارآیی با مایع کروماتوگرافی و کروماتوگرافی نازک لایه روش

 میزان که شد گزارشو شده  بررسی جرمی سنجیطیف بالا،

مقدار آن در  از بیشتر ،گیاه کالوس عصاره در اسید اورسولیک

http://link.springer.com/search?facet-author=%22Ziba+Bakhtiar%22
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 سریواستاوا است ای¬مزرعه گیاهان هایبرگ از شده تهیه عصاره

 بر دیگر ای¬مطالعه در(. Srivastava et al., 2010)و همکاران 

 کروماتوگرافی روش در اسید اورسولیک میزان گونه، همین روی

 کردند ذکر و محاسبه خشک وزن گرم هر در بالا، فشار تحت مایع

 مقدار در دارویی، مهم ترکیباتِ از پایداری منشاِ سلولی، کشت که

 در سلولی هایلاین تشکیل علاوههب. است سال طول در بالا،

 را گیاه این در اسید اورسولیک تولید برای ایشیشه درون کشت

 Srivastava and) دیچاتوروِو  سریواستاوا. دانستند پذیرتوجیه

Chaturvedi, 2010.)  تولید اورسولیک اسید و اولئانولیک اسید

مطالعه و گزارش شده نیز  Hedyotis corymbosaدر کشت سلول 

 بر مطالعه. (Norrizah et al., 2012)و همکاران  نوریزاهاست. 

 گلی باغی برای تولیدمریم سلولی سوسپانسیون کشت روی

مراه هبه (MSو اسکوگ ) یکموراش کشتمحیط اسید، اورسولیک

 لیتر در گرممیلی 3و  اسید استیک نفتالن لیتر در گرممیلی 2

 سرعت رشد و کالوس القای جهت محیط بهترین آدنین، بنزیل

 با سوسپانسیون محیط در کالوس انتقال از بعد شد. معرفی آن

 روز 34 از پس اسید محتوای اورسولیک ترکیبات، نوع همان

 جرمی سنجیطیف و بالا کارآیی با مایع کروماتوگرافی وسیلههب

 392ها شد و تجمع اورسولیک اسید در کالوس محاسبه

 و همکاران بولتا. میکروگرم در گرم وزن خشک گزارش گردید

(Bolta et al., 2014با توجه به اهمیت دارویی این تری .)-

ها در توجه آنقابلچنین وجود مقدار های اسیدی و همترپن

 گلی، در تحقیق حاضر برای اولین بار ایجاد کشتمریمجنس 

برای تولید این ترکیبات گلی سهندی مریمسلولی  سوسپانسیون

نتایج . دارویی با ارزش مورد مطالعه و بررسی قرار گرفته است

ثر جهت ؤعنوان گامی مبهتواند میاین تحقیق دست آمده از هب

گرفته صنعتی این ترکیبات ضدسرطان مورد توجه قرار نیمهتولید 

 . ساز تولید این ترکیبات در بیوراکتورها باشدو زمینه

 

 هامواد و روش

 شیمیایی مواد

ار، ـاکارز، آگـ، سهاویتامیـن، کـشتهای محیـطنمـک

رشد، متانول و اسید فسفریک با خلوص های کنندهتنظیم

کروماتوگرافی و استانداردهای بتولینیک، اولئانولیک و اورسولیک 

آلدریچ آمریکا خریداری -های مِرک آلمان و سیگماشرکتاسید از 

و تهیه شد. از آب با درجه خلوص کروماتوگرافی برای آنالیز 

 استفاده گردید. 

 

 گیاهی نمونه و بذر آوریجمع

گلی سهندی در اواخر تیرماه سال نمونه بذر و اندام هوایی مریم

های کوه ( در دامنهA1از گیاهان رویش یافته )شکل  1391

سهند، منطقه کندوان در استان آذربایجان شرقی )طول 

متر( 1813با ارتفاع  37˚ 52´و عرض شمالی  46˚ 11´شرقی

ین گونه در هرباریوم آوری گردید. نمونه هرباریومی اجمع

پژوهشکده گیاهان و مواد اولیه دارویی دانشگاه شهید بهشتی 

ثبت شده است. اندام هوایی گیاه  1991و با کد  تأییدشناسایی، 

مراه بذر برای آزمایشات هدر شرایط سایه و دمای اتاق خشک و به

 به آزمایشگاه انتقال داده شدند.

 

  ایشیشه درون استریل هایگیاهچه تولید و بذر کشت

ساعت جهت از بین رفتن مواد  24 مدتهدر ابتدا بذور ب

 طی و سپس گرفتند قرار جاری آب موسیلاژی تحت شستشو با

با )فرپژوه، تهران(  2در زیر هود میکروبیولوژی کلاس  مرحله سه

 1مدتهب بذور اول، در مرحله تیمار شدند.کننده مواد ضدعفونی

با آب  دقیقه 2 مدتهب سپس گرفته قرار %70اتانول  در دقیقه

 8 مدتهب مرحله دوم، در. شدند داده مقطر استریل شستشو

 80تویین  قطره چند مراههبه 1% سدیم هیپوکلریت با دقیقه

 آخر مرحله در و شده سطحی( ضدعفونی کشش کاهش )جهت

 داده دقیقه با آب مقطر استریل ششتشو 7 و 5 ،2مدت هب بار سه

و  موراشیک MSکشت محیطشدند. بذور ضدعفونی شده در 

( کشت شده و در Murashige and Skoog, 1962) اسکوگ

زده  جوانه بذور روز 10تا  8 شدند. بعد از نگهداریمحیط تاریکی 

( نگهداری شده C1های یک ماهه )شکل و گیاهچه (B1)شکل 

بر  میکرومول بر مترمربع 40ساعت روشنایی ) 16در شرایط 

ریزنمونه و القای کالوس  برای تهیه ساعت تاریکی 8ثانیه( و 

 استفاده شدند.
 

 کالوس القای

های ( گیاهچهD1برگ )شکل های برای این منظور ریزنمونه

های حاوی غلظت MSکشت محیطای بر روی درون شیشه

گرم در لیتر( در ترکیب میلی 2و  5/1، 1، 5/0مختلف توفوردی )

گرم در میلی 5/1و  1، 5/0مختلف بنزیل آدنین )های با غلظت

گرم در لیتر آگار و در تاریکی  8گرم در لیتر ساکارز و  30لیتر( با 

کننده فاقد هر گونه تنظیم MSمطلق قرار داده شدند. محیط 

عنوان شاهد در نظر گرفته شد. در این مرحله درصد هرشد ب

ی( و شاخص زایی، مشخصات ظاهری کالوس )رنگ و تردکالوس

ها انجام شد. واکشت هفته پس از کشت ریزنمونه 5رشد آن 

 چنینهم و کشتمحیط درفنلی  مواد علت تجمعهها نیز بکالوس

و کم  کشت جامدمحیط شدن خشک دلیل کاهش مواد غذایی، هب

انجام  کشت تازهمحیطبر روی  یک بار هفته 5 هر ،شدن نرخ رشد

 که کالوس ریز بسیار قطعات متوالیهای طی واکشت گرفت. در

 متراکم صورتهب هم کنار ( درE1)شکل  داشتند سالم ظاهری
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پس از . (Bakhtiar et al., 2012) و همکاران بختیار. گرفتند قرار

هایی که در ابتدا وزن هفته از زمان شروع تیمار، کالوس 5گذشت 

وزن تر  شده بودند مجدداً توزین شدند؛ با کم کردن وزن اولیه،

( طبق RGRگیری شد. میزان رشد نسبی کالوس )ها اندازهکالوس

 ,.Lokhande et al) و همکاران لوخانده دست آمدهفرمول زیر ب

2014:) 

 سرعت رشد نسبی کالوس =وزن نهایی(  –وزن اولیه/ )وزن اولیه 

100 ×   
RGR% = (Wf – Wi) / Wi × 100% 

 

 سلولی سوسپانسیون کشت ایجاد

 ( برای ایجاد کشتF1با سن دو ماه )شکل  هایکالوس از

رشد  الگوی چنین ارزیابی( و همG 1سلولی )شکل  سوسپانسیون

نرم  کالوس گرم 5/2 حدود ترتیب این به شد. ها استفادهسلول

 50 لیتر حاویمیلی 250 های با حجمارلن به کشت برای

از نظر کشت محیطشده )بهترین  بهینه کشتمحیط لیترمیلی

. شد زایی( بدون آگار منتقلتولید وزن تر در مرحله کال

 ,Adolf Kuhner AG) شیکر درون سوسپانسیون هایکشت

Switzerlandتاریکی شرایط در و دقیقه در دور 100 سرعت ( با 

مطالعه الگوی  شدند. برای داده گراد قرارسانتی درجه 25 دمای و

 6 کشت الگوی تولید تری ترپنوئیدها، یک دوره  رشد سلول و

وزن  و شده برداشت هاسلول انجام گرفت و در هر هفته، ایهفته

های سلول شد. رسم آن رشد منحنی و گیریاندازه هاآن تر

 ترپنوئیدهاتری میزان گیریجهت اندازه آوری شدهجمع

 ,Lyophilizerکن انجمادی )خشکدر دستگاه  و گیریرطوبت

CHRiST, Germanyگیری وزن پس از اندازه شدند. ( خشک

خشک تا زمان آنالیز فیتوشیمیایی درون دسیکاتور نگهداری 

 شدند.

 

 (Cell viability) هاسلول مانیزنده بررسی

 بلو تریپان آمیزیرنگ روش از هاسلول مانیزنده بررسی برای

(Trypan blue) و همکاران استووارد شد استفاده (Stward et 

al., 1999.)  4/0آمیزی مذکور در رنگبرای این منظور، محلول 

-Phosphate)درصد وزنی حجمی تریپان بلو در بافر فسفات 

buffered saline) ها با سلول تهیه و سپس، حجم مساوی از

و درون دستگاه  دقیقه تیمار 5محلول رنگ، به مدت 

 میکروسکوپ در زیر (Haemocytometer)کننده سلول شمارش

 و سلولی یهدیوار دیدن آسیب علت به شد، رنگ مشاهده نوری

 آبی و به رنگ کرده نفوذ هاآن داخل به مرده هایسلول غشاء

هر یک  .گیرندرنگ نمی زنده هایسلول و شوندمی دیده

عدد داشته  200تا  30ترمربع بایستی تعداد سلولی بین ممیلی

 دست آید.هب ای دقیقباشد تا نتیجه

های های زنده )کاملاً واضح، یا کاملاً روشن( و سلولسلول    

مترمربع شمارش شد میلی 2مرده )آبی( در حداقل دو سطح 

های زنده و مرده طبق فرمول (. تعداد و درصد سلولH1)شکل 

 زیر مشخص شد:

لیتر(میلیهای زنده )هر الف = غلظت سلول×  پ× ت  

لیتر(میلیهای مرده )هر سلولب = غلظت ×  پ× ت  

های تعداد سلول ب:های زنده شمارش شده، تعداد سلول :الف

(، ت فاکتور تصحیح است که از طرف 2)= ترقٌفاکتور : مرده، پ

کارخانه سازنده سلول شمار مشخص شده است )عددی که برای 

لیتر مورد نیاز است و معمولاً میلیمترمکعب به میلی 1/0تبدیل 
 باشد(.می 410

 ها بر طبق فرمول زیر محاسبه شد:مانی سلولزندهدرصد 

زنده هایسلول کل تعداد=  زنده هایسلول غلظت × حجم  

هاسلولکل  تعداد= زنده هایسلولتعداد  × مرده هایسلول تعداد  

 درصد( =زنده هایسلول تعداد× 100) /هاسلولکل  تعداد

هاسلول مانیزنده  

 

 بالا کارآیی با مایع کروماتوگرافی آنالیز و عصاره استخراج

(HPLC ) 

گیری ریخته گرم سلول خشک در داخل ظرف عصاره 1مقدار 

 40مدت هلیتر حلال متانول بمیلی 40شده و پس از افزودن 

قرار گرفت. در ادامه  (Ultrasonic)دقیقه تحت امواج مافوق صوت 

متانول تحت شرایط خلاء در دستگاه روتاری جدا شده و بر روی 

لیتر اتیل میلی 30لیتر آب مقطر و میلی 30عصاره موجود مقدار 

استات اضافه و در قیف جداکننده )دکانتور( جداسازی انجام شد. 

فاز اتیل استات برداشت شده و پس از تبخیر حلال در دستگاه 

لیتر متانول با خلوص میلی 10عصاره باقیمانده در  روتاری،

HPLC  میکرونی عصاره  2/0حل شد. در ادامه با استفاده از فیلتر

فیلتر شده و برای آنالیز استفاده شد. عصاره اندام هوایی خشک 

مین صورت تهیه گردید. برای تعیین میزان هگیاه مادری نیز به

بالا کارآیی افی مایع با ترپنوئیدها از دستگاه کروماتوگرتری

(Knauer, Berline, Germany با ستون )Sunfire-RP-C18 

column استفاده شد. فاز متحرک دستگاه شامل متانول/ آب اِچ 

 05/0: 95/12: 87سی/ فسفریک اسید با نسبت حجمی  اِل پی

 25لیتر بر دقیقه، دما میلی 1بود. سرعت جریان حلال در ستون 

میکرولیتر بود.  20و مقدار نمونه تزریق شده گراد درجه سانتی

دست آمده از اندام هوایی و ههای بهای استاندارد و عصارهمحلول

ترپنوئیدها به سوسپانسیون سلولی گیاه برای تعیین میزان تری

 دستگاه تزریق گردید.
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 نتایج 

 کالوس القای

 تولید در مرحله اولین کالوس تکثیر القاء و شرایط سازیبهینه

 سوسپانسیون سلولی کشت طریق از های ثانویه داروییمتابولیت

باشد. در این تحقیق پس از تهیه گیاهچه استریل از ریزنمونه می

ثیر أبرگ جهت القای کالوس استفاده شد. نتایج حاصل از ت

القای کالوس در  در های رشدکنندههای مختلف تنظیمغلظت

ترین درصد نشان داد که بیشارائه شده است. این نتایج  1جدول 

گرم در میلی 1کشت حاوی محیط( بر روی 100%زایی )کالوس

دست آمد. هب دنینگرم در لیتر بنزیل آمیلی 5/0لیتر توفوردی با 

های حاصل از این تیمار از نظر ظاهری ترد و چنین کالوسهم

سفید رنگ بوده و از شاخص رشد بیشتری نیز برخوردار بودند 

که برای ایجاد کشت سوسپانسیون سلولی در نظر گرفته شدند. 

 5/0گرم در لیتر توفوردی با میلی 5/1کشت حاوی محیط

زایی بالایی آدنین نیز درصد کالوسبنزیلدر لیتر گرم میلی

دلیل رشد کند کالوس و رنگ تیره آن مناسب هاشتند ولی بد

کشت محیطچنین در کشت سوسپانسیون سلولی نبودند. هم

گونه القای کننده رشدی بود هیچتنظیم شاهد که فاقد هرگونه

های مربوط به رشد نسبی کالوس کالوسی انجام نشد. بررسی داده

از کشت، میزان روز  4-5طور میانگین پس از بهنشان داد که 

 رسد. رشد کالوس به دوبرابر مقدار آن می

 

 5 رشد هایکنندهتنظیم مختلف هایغلظت با همراه اِس اِم کشتمحیط روی بر سهندی گلیمریم برگ از کالوس القای نتایج: 1 جدول

 کشت از بعد هفته
Table 1: The results of callus induction from the leaf of Salvia sahendica cultured on MS medium supplemented with 

different concentrations of plant growth regulators after five weeks 

 گرم در لیتر(های رشد )میلیکنندهتنظیم

Plant growth regulators (mg/l) زاییدرصد کالوس 

Callogenesis percentage 

 میزان رشد

Growth rate 

 کالوس شکل
Callus form توفوردی 

2,4-D 

 آدنینبنزیل

Benzyl adenine 

0.5 0.5 50 Medium growth Crispy and white 

0.5 
1 65 Low growth Crispy and white 

0.5 
1.5 25 Medium growth Hard and white 

1 
0.5 100 Very high growth Crispy and white 

1 
1 75 Low growth Hard and very white 

1 
1.5 20 Very low growth Hard and dark brown 

1.5 
0.5 95 Low growth Crispy and dark brown 

1.5 
1 55 Medium growth Very hard and white 

1.5 
1.5 35 Very low growth Hard and white 

2 0.5 30 High growth Friable and brown 

2 1 45 High growth Friable and dark brown 

2 1.5 10 Low growth Crispy and brown 

0 0 0 - - 
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 گلی سهندیترپنوئیدها در کشت سوسپانسیون سلولی، کالوس و اندام هوایی مریممیزان تری :2جدول 
Table 2: Content of triterpenoids in wild aerial parts, callus and cell suspension culture of Salvia sahendica 

 گرم ماده خشک( 100گرم در مقدار )میلی

Content (mg/100 dry weight) 

 ترکیبات
Compounds کالوس 

Callus 

اندام هوایی 

 )گیاه وحشی(

Aerial parts 

(wild plant) 

 هفته ششم

Sixth week 
 هفته پنجم

Fifth week 
 هفته چهارم

Forth week 
 هفته سوم

Third week 
 هفته دوم

Second week 
 هفته اول

First week 

17.28 15.5 0.93 1.36 1.57 162.20 2.78 5.01 
 بتولینیک اسید

Betulinic acid 

126.27 645.93 28.61 38.47 41.82 174.32 28.52 28.04 
 اولئانولیک اسید

Oleanolic acid 

121.59 112.92 32.21 44.58 45.65 173.81 33.72 39.05 
 اورسولیک اسید

Ursolic acid 

 

 
( کشت B( گیاه مادری در رویشگاه طبیعی، )Aگلی سهندی: ): مراحل القای کالوس و ایجاد کشت سوسپانسیون سلولی مریم1 شکل

زایی از برگ ( کالوسE( کشت ریزنمونه جهت القای کالوس، )Dاستقرار یافته برای تهیه ریزنمونه، )( گیاهچه Cای بذر، )درون شیشه

( کشت G( رشد کالوس، )Fآدنین، )بنزیلگرم در لیتر میلی 5/0گرم در لیتر توفوردی با میلی 1حاوی  MSکشت محیطروی 

 هامانی سلول( مطالعه زندهHسوسپانسیون سلولی و )
Fig. 1: Callus induction and establishment of cell suspension culture of Salvia sahendica: (A) Mother plant in the 

natural habitat, (B) In vitro seed germination, (C) Seedling establishment for explant preparation, (D) explant culture for 

callus induction, (E) Callogenesis from the plant leaf cultured on MS medium supplemented with 1 mg/l 2,4-D and 0.5 

mg/l BAP, (F) growth of callus, (G) Cell suspension culture and (H) Cell viability studying 

 

 منحنی و مانیزنده درصد سلولی، سوسپانسیون کشت

 رشد

کشت حاوی ترکیب با توجه به رشد خوب کالوس در محیط

 5/0گرم در لیتر توفوردی با میلی 1های رشد کنندهتنظیم

آدنین، در کشت سوسپانسیون سلولی نیز بنزیلگرم در لیتر میلی

ها نیز بر اساس مانی سلولاز این ترکیب استفاده شد. زنده

زیابی قرار گرفت. با شمارش تعداد موجود مورد ارهای فرمول

( و با احتساب فاکتور ترقیق 20( و مرده )230های زنده )سلول

های زنده در هر ، غلظت سلول(410( و فاکتور تصحیح )2)

دست آمد. به %92ها مانی سلولو درصد زنده 46×510لیتر میلی

های مورد مطالعه نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد که سلول

از الگوی رشد بالایی برای تولید بیوماس تا هفته چهارم برخوردار 

ای ها با بروز علایمی نظیر قهوهبوده و از هفته پنجم به بعد سلول

شود ها متوقف میشدن وارد فاز پیری شده و تولید بیوماس در آن

کشت محیطکه دلیل این امر کاهش مواد غذایی موجود در 

های حاصل از کشت و خشک سلول . ارزیابی وزن ترباشدمی

 2/13ترین میزان وزن تر )سوسپانسیون سلولی نشان داد که بیش

گرم( در هفته چهارم بوده است )شکل  2/2گرم( و وزن خشک )

2.) 
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 و اولئانولیک بتولینیک، ترپنوئیدهایتری مقدار

 اسید اورسولیک

 گلیمریم سلولی سوسپانسیون کشت در ترپنوئیدهاتری مقدار

 تولید منحنی از حاصل شد. نتایج بررسی هفته شش از بعد

حاوی MS کشت محیط در کشت یهدور طول در ترپنوئیدهاتری

گرم در لیتر میلی 5/0همراه به توفوردی لیتر گرم درمیلی 1

 اول هفته در این ترکیبات تجمع و تولید که داد آدنین نشانبنزیل

 هفته از و حد خود رسیدهترین بیش به سوم هفته در و بوده کم

 شدن علت محدودهب کاهش این و یابدمی کاهش بعد به چهارم

کربن )قند(  منبع مقدار و غذایی مواد از اعم تولید شرایط

ترپنوئیدهای حاصل از کشت میزان تری .است توجیهقابل

های مختلف، کالوس و اندام هوایی سوسپانسیون سلولی در هفته

آمده است. بر طبق این جدول  2جدول گلی سهندی در مریم

گرم  100گرم در میلی 2/162ترین میزان بتولینیک اسید )بیش

گرم  100گرم در میلی 81/173ماده خشک(، اورسولیک اسید )

گرم  100گرم در میلی 32/174ماده خشک( و اولئانولیک اسید )

 دست آمد.ماده خشک( در هفته سوم به

ترپنوئیدها هم نشان داد که تولید هر سه منحنی تولید تری    

ترکیب دارویی از الگوی یکسانی برخوردار بوده و از هفته سوم به 

(. مقایسه میزان تولید این A3 بعد سیر نزولی دارند )شکل

ترکیبات در کشت سوسپانسیون سلولی، کالوس و اندام هوایی 

کشت نشان داد که میزان تولید بتولینیک و اورسولیک اسید در 

سوسپانسیون سلولی بیشتر از کالوس و اندام هوایی بوده و تنها 

در مورد اولئانولیک اسید مقدار آن در اندام هوایی بیشتر از کشت 

 (.B3سوسپانسیونی و کالوس بود )شکل 

 

 
 (B( و وزن خشک )Aگلی سهندی براساس وزن تر )مریم سلولی سوسپانسیون کشت در بیوماس تولید و رشد : منحنی2شکل 

Fig. 2: Growth curve and biomass production of Salvia sahendica cell suspension culture based on the fresh weight (A) 

and dry weight (B) 
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هوایی، کالوس و ترپنوئیدها در اندام( و مقایسه تولید تریA) سلولی سوسپانسیون کشت در ترپنوئیدهاتری تولید و تجمع : الگوی3شکل 

 (Bگلی سهندی )کشت سوسپانسیون سلولی مریم
Fig. 3: Production and accumulation patterns of triterpenoids in cell suspension culture (A) and comparison 

of triterpenoids production in the aerial part, callus and cell suspension culture of Salvia sahendica (B) 

 

 بحث

 کشت هایسیستم در ثانویه هایمتابولیت تولید امروزه

 بسته و هایروش انواع با دارویی گیاهان سلولی سوسپانسیون

 نمو و رشد بسته، هایسیستم در .گیردمی صورت پیوسته

 با شرایط تقابل در ثانویه هایمتابولیت تولید چنینهم و هاسلول

 که دارد قرار سازهاپیش و غذایی مواد از اعم سیستم این بر حاکم

 نمو و رشد .شوندرو میهبرو محدودیت با رشد دوره طی در

 انجام بیشتری سرعت با کشت دوره ابتدایی مراحل در هاسلول

 فاز به کشت،محیط غذایی شدن مواد محدود با تدریجهب و گرفته

دست آمده از این تحقیق نیز این نتایج بهشود. می وارد ثابت

گلی های کشت شده مریمکند چراکه سلولمی تأییدموضوع را 

 کهدرصورتیدر هفته چهارم وارد فاز ثابت شدند. نیز سهندی 

 از برداریو بهره تولید دارویی گیاه یک در کالوس القای از هدف

 سوسپانسیون کشت هایسیستم درون آن ثانویه هایمتابولیت

است.  ضروری بسیار این سیستم برای تولید منحنی مطالعه باشد،

 هایکشت برای تولید و رشد الگوی مطالعه از حاصل نتایج

 را تولید مقدار بالاترین برای بهترین زمان سلولی سوسپانسیون

 Ramachandra and ) یشانکارراو و راماچاندرا. نمایدمی مشخص

Ravishankar, 2002 در بررسی کشت کالوس مشاهده شد که .)

های کشت متفاوت دارای در محیطهای ایجاد شده کالوس

دست هاساس نتایج بات ظاهری و رشد متفاوت هستند. برخصوصی

توان به این نکته پی برد که نوع و نسبت آمده می

های رشد در ایجاد، میزان رشد و فرم کالوس نقش کنندهتنظیم

خوبی این رو بهدست آمده از تحقیق پیشهنتایج ب سزایی دارد.هب

کارهای افزایش تولید مواد یکی از راه کند.می تأییدموضوع را 

سازی شرایط رشد ثره، افزایش بیوماس تولیدی از طریق بهینهؤم

عنوان مواد اولیه کشت هاست. میزان رشد و فرم کالوس ب

سوسپانسیون سلولی نقش مهمی در میزان تولید ترکیبات 

که در این دارویی داشته و باید در انتخاب نوع کالوس دقت نمود 

گرم در لیتر میلی 1های رشد کنندهتحقیق ترکیب تنظیم

آدنین بهترین نوع کالوس بنزیلگرم در لیتر میلی 5/0توفوردی با 

را ایجاد کرد. مشابه همین نتایج در القای کالوس آویشن ایرانی 

دست آمد. هب (Bakhtiar et al., 2016)و همکاران  بختیارتوسط 

 5/0روی آویشن ایرانی انجام شده بود ترکیب در تحقیقی که بر 

گرم در لیتر توفوردی میلی 1گرم در لیتر بنزیل آدنین و میلی

دست آمد و کالوس ایجاد ه( ب%100زایی )ترین درصد کالوسبیش

و  بختیار) شده نرم و ترد بوده و سرعت رشد زیادی داشت

نیز گزارش  (2002) و همکاران گومز سانتوز. 2016) ،همکاران

گرم در لیتر توفوردی در ترکیب با میلی 5/0غلظت کردند که 

بر القای ثیر ترین تأبیشگرم در لیتر بنزیل آدنین میلی 5/1

 شد چنین گزارشهم هاآن .را داشت Salvia officinalisکالوس 

 و روشن آن رنگ ترد، کالوس توفوردی بافت پایین سطوح در که

های بالای توفوردی )بیشتر از غلظت و است وزن بالاترین دارای

ای شدن بافت کالوس گرم در لیتر( باعث ژلاتینی و قهوهمیلی 5/0
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 هایکه کشتاین به توجه با. دهدشده و وزن تر آن را کاهش می

 کمتر و بوده شده کنترل صورتهب سلولی سوسپانسیون

 با توانگردد، میمی ناخواسته محیطی تغییرات دستخوش

 دارویی مواد تولید در پایدار به روشی موجود شرایط سازیبهینه

 موارد از یکی سوسپانسیون سلولی یافت. کشت دست ارزشمند

 با ثانویه هایمتابولیت تولید تکنیک از برداریبهره در کارآمد

 توسعه باشد. بامی دارویی برای صنایع دارویی گیاهان از ارزش

 باعث تکنیک این گیاهی، هایبافت و سلول کشت هایروش

 بیوراکتورها در انبوه مقیاس در های گیاهیمتابولیت تولید

 (. مطالعاتBagheri and Saffari, 2008) صفریو  باقری شودمی

 هایکشت در ترکیبات این تولید راندمان افزایش برای ایگسترده

 که است گرفته انجام گیاهی مختلف هایگونه در ایدرون شیشه

 گلی سهندی نیزمریم گونه در تولید راندمان ارتقای برای تواندمی

 از استفاده و ایتغذیه شرایط تغییرات مثال عنوانهشود. ب انجام

 پکتین مخمر و عصاره جاسمونات، متیل ازجمله الیسیتورها

 هایکشت برای ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش در مرکبات

 نتایج با که ارائه شده دارویی گیاهان از بسیاری ایشیشه درون

(. نتایج 2014همکاران، و  شیرازی) است بوده همراه توجهی قابل

گلی سهندی نشان داد حاصل از کشت سوسپانسیون سلولی مریم

دست آمد هترین میزان ماده تر و خشک در هفته چهارم بکه بیش

تولید ترپنوئیدها در هفته سوم ترین میزان تریچنین بیشو هم

 ,.Bolta et al) و همکاران بولتانتایج  تأییداین نتایج در  و شد

ترین میزان وزن تر و خشک در هفته سوم و که بیش (2014

گرم در لیتر توفوردی و میلی 5/0های رشد کنندهترکیب تنظیم

. مقایسه تولید این دست آوردندهگرم در لیتر کینتین بمیلی 5/0

نشان داد که تولید بتولینیک و اورسولیک ترکیبات دارویی هم 

اسید در کشت سوسپانسیون سلولی بیشتر از اندام هوایی و 

تواند جایگزین خوبی گلی سهندی بوده و میکالوس گیاه مریم

( در Bakhtiar, 2012) بختیاربرای تولید این ترکیبات باشد. 

میزان ترین بیش ر روی آویشن ایرانی گزارش کرد کهای بمطالعه

میکروگرم در  860میزان هتولید اورسولیک اسید در هفته اول ب

های بعدی میزان اورسولیک اسید گرم وزن خشک بوده و در هفته

منبع کربن )قند( کاهش یافته  دلیل محدود شدن مواد غذایی وهب

گلی ترپنوئیدها در گیاهان رزماری، مریمارزیابی میزان تریاست. 

درصد  9/0-09/0میزان اورسولیک اسید بین  و مرزه نشان داد که

درصد ماده خشک و اولئانولیک  6/0ماده خشک، بتولینیک اسید 

و  کشرازبور. درصد ماده خشک بود 6/1-09/0اسید بین 

 هایمتابولیت تولید اگرچه (.Razboršek et al., 2008) همکاران

 طیف در اندام و سلولی سوسپانسیون کشت از طریق ثانویه

 حاضر حال در ولی است شده بررسی دارویی از گیاهان وسیعی

 داروهای نظیر بالا افزوده ارزشِ با ترکیبات برای روش فقط این

 صورتبه وینبلاستین( و وینکریستین ضدسرطان )تاکسول،

تواند گامی در جهت تولید کاربرد دارد و تحقیق حاضر می صنعتی

مقیاس وسیع در ترپنوئیدهای با ارزش دارویی در تری

بیوراکتورها باشد البته این امر نیز مستلزم مطالعات فراوانی در 

 باشد.آینده می

 

 بندیجمع

 100ترین میزان القای کالوس )مطالعه حاضر نشان داد که بیش

 5/0گرم در لیتر توفوردی و میلی 1حاوی  کشتمحیطدرصد( در 

مونی این ترکیب هوردست آمد و هگرم در لیتر بنزیل آدنین بمیلی

باشد. برای کشت سوسپانسیون سلولی نیز ترکیب بهینه می

ترپنوئیدها در گیاه، کالوس و کشت مقایسه میزان تری

 سوسپانسیون سلولی نشان داد که تولید بتولونیک و اورسولیک

اسید در کشت سوسپانسیون سلولی بیشتر از کالوس و اندام 

بیشتر  اسید مقدار آن در کالوس هوایی بوده و در مورد اولئانولیک

 از کشت سوسپانسیونی و اندام هوایی بود.

 

 تشکر و قدردانی

شی دانند که از معاونت پژوهنویسندگان مقاله بر خود لازم می

مین امکانات شهید بهشتی بابت حمایت مالی و تأ دانشگاه

چنین آقای دکتر مهدی مریدی فریمانی و آزمایشگاهی و هم

ها در آنالیزهای فاطمه گودرزی بابت همکاری آنسرکارخانم 

 دستگاهی این تحقیق، کمال تشکر و قدردانی را داشته باشند.
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