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چکیده
Withania(پنیربادگیاهریاخهايسالطیدر coagulans (Stocks) Dunal(،انینیزمبیسخانوادهاز)Solanaceae(،دارالیدلبه

نیتافریوبیترکدها،یتانولیومیان از.استگرفتهقرارتوجهمورداریبسویتانولیدهابهموسوماستروئیديهايلاکتونهاي ترکیببودن
Aنیادر.باشدمیبرخوردارتوجهیقابلارزشازییداروعیصنادرسرطانیتومورهايرشدبازدارندگیژگییوداشتندلیل به

.Wپنیربادگیاهمختلفتوده5شهیردرAویتافرینکییولوژیببیترکيامحتوپژوهش coagulansآنايشیشهدرونيهاکشتو
،سلولیونیسوسپانسالقايبراي.شدکشتشدهکنترلطیشرادروحشیيهاتودهبذرهاي منظورنیبد.گرفتقراربررسیمورد

کلروفنوکسیدي-2،4ی هورمونبیترکوآگار% 8/0ساکارز،%3حاويMSکشتمحیطدربرگریزنمونهازحاصليهاکالوس
کشتمحیطدربرگیهايدیسک،یزایریشهبرايشدند.کشت) Kin(نینتیکا)mg/l5/0(باهمراه)mg/l2,4-D2(دیاسکیاست

½MSباهمراهmg/l1دیاسکیریبوتندولیا)IBA (نیتافریومحتوايوکشتAروشازاستفادهباTLCوHPLCبررسیمورد
µg/g(داشتهحضورها تودهتمامدرAنیتافریوبیترککهدادنشاننتایجگرفت.قرار DW54/44 -01/21(مختلفيهاتودهمیان و

شدمشاهدهدوچ)ی(هUSB005تودهدر)87/1±54/44(Aنیتافریومقدارنیشتریب.)p>05/0(داردوجوديدارمعنیاختلافزین
هفتهدراي شیشهدرونيهاریشهکشتدرAویتافرینمحتواي.گرفتقرارنشیگزمورداي شیشهدرونمطالعاتبرايتودهنیاکه

µg/gچهارم DW67/1±40/21واکشتنیدومازپس،هشتمهفتهدرو،µg/g DW86/0±73/66کشتباسهیمقادرکهبود
µg/g(سلولیونیسوسپانس DW01/2±62/6(داشتيدارمعنیشیافزا)05/0<p(.ویتافرینمحتوايکلی،طور بهAکشتدر

سلولیونیسوسپانسکشتدرآنریمقادبرابر10ازشیبولامکگیاهشهیردرموجودمقادیربرابر5/1ازشیبینیمويهاریشه
.باشدمیکیولوژیببیترکاینانبوهتولیددرنییمويهاریشهکشتتوجهقابلتوانمندي بیانگرکه،بوده

Withania coagulans(پنیربادکلیدي:هايواژه (Stocks) Dunal(،ویتافرینسلولی،ونیسوسپانس،ايشیشهدرونA،HPLC.

DOI: http://dx.doi.org/10.22092/ijmapr.2016.106558
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مقدمه
 ـنیزمبیس ـخـانواده بهمتعلق،Withaniaجنس انی

)Solanaceae(،دوآنهامیانازکهبودهگونه23داراي
.Wگونـــــه somniferaوW. coagulansدر
لحـاظ ازوداشـته حضـور ایـران طبیعیهايرویشگاه

Mirjalili(باشد میاهمیتحائز ییداروارزش et al.,

Jain؛ 2009 et al., ــندر.)2011 ــانای ــهمی گون
W. coagulansبسـیار گسـترش پنیربـاد فارسینامبا

درعمـده طـور  بـه پـراکنش نظـر ازوداشـته محدودي
منحصراًرانیادروافغانستانهند،ی غربشمالپاکستان،

اسـتان عـی یطبهـاي شـگاه یروازي محـدود منـاطق در
Valizadehشـود ( مـی دیـده بلوچسـتان وستانیس &

Valizadeh., بـا وايبوتـه صـورت  بهاهیگنیا.)2011

گوشـتی، نسـبتاً هـاي برگمتر،سانتی30- 120ارتفاع
رنگبهوستهنوعازییهاوهیموزردرنگبهییهاگل

ــکــرم ــدايقهــوهای نظــرزا).1(شــکلشــود مــیدهی
،استبیولوژیکیاثراتدارايگونهاینفارماکولوژیکی

اثـرات دارايگیـاه اینختلفمهايقسمتکهيطوربه
اثراتضدتومور،،ضداسترسضدالتهابی،اکسیدانی،آنتی
Hemalatha(باشد میضدتشنجیوکروبییضدم et al.,

Bharti؛ 2004 et al., یی داروخواصنیشتریب.)2012
بهموسوماستروئیديهايلاکتونوجوددلیل هبگونهنیا
موجودي دهایتانولیوانواعنیمهمتر.باشدمیدهایتانولیو

A)Withaferinنیتافریوگونه،نیادر A(،دیتانولیوA

)Withanolide A(تانونیوو)Withanon( شـکل)2(
Rahman(استشدهگزارش et al., 2003(.

.W(ربادیپنمنظورهچنداهیگبوتهظاهريمشخصات-1شکل coagulans(بلوچستانمنطقههايشگاهیرودر
A:خشک،وگرممناطقدربوتهاستقرارB:ها،گلظاهريشکلC:سته،نوعازوهیملیتشکD:اهیگدهیرسوهیم

استيدیتانولیوهايبیترکازگروهنیاولAنیتافریو
.Wگونهاز1965سالدرکه somniferaو

W. coagulansاستشدهییشناساوجداسازي)Lavie et

al., بهمحدودارزشباکیولوژیبمادهنیادیتول).1965
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وبودهانینیزمبیسخانوادهازاهییگيهاجنسازبرخی
.Wگونهانیمنیادر coagulansازمتنوعیانواعمحتوي

Chaurasiya(باشد میهادیتانولیو et al., 2009(.

)W. coagulansساختار شیمیایی برخی از ویتانولیدهاي مهم موجود در گیاه پنیرباد (-2شکل 

Aنیتافریوشده،ییشناسادهايیتانولیوتمامیمیان در

عملسرطانیيهاسلولهیعلفعالاریبسبییترکعنوانبه
Patel(کند می et al., Vyas؛ 2013 & sing, 2014.(

بیترکی ضدسرطاناثرمورددری اختصاصي هاگزارش
طیشرادرسرطانیمختلفيهاسلولردهرويAنیتافریو

ازي گریدبیترکی معرفي براراي دواریامنیاشگاهییآزما
استآوردهوجودبی سرطاني هاسلولکنترلي برای اهیگمنابع

)Vanden Berghe et al., ییشناسابان،یابرعلاوه.)2012
مشخص،Aنیتافریوکیینروفارماکولوژهايژگییوبرخی
عصبیاختلالاتدرماندردتوانمیبیترکنیاکهاستشده
ردیگقراراستفادهموردزیننسونیپارکومریآلزامانند

)Sangwan et al., Kaileh؛ 2007 et al., 2007.(
 ـهبایتانیویعیطبي هاتیجمعمعمولطوربه وانتشـار لهیوس

دورهبـودن یطـولان بـه توجهباکهشوندیمریتکثبذرشیرو
همـؤثر مـواد اسـتخراج وییدارواندامبرداشتيبراآنها،بلوغ
 ـابرعلاوهاست.ازینساله6تا4یزماندورهکیبهآنها درن،ی

 ـتانولیوریمقـاد ی عیطباهانیگ  ـوبـه ودهای درAنیتـافر یوژهی
 ـگبـرگ وشـه یردروی جزئاریبسریمقاد وداشـته وجـود اهی

 ـننهاآبودنافشاندگرگردهنیهمچنویطیمحطیشراراتییتغ زی
 ـازومختلـف منـاطق درآنهاییایمیشپیتدررییتغباعث کی

Mirjalili(شـود یمگریداهیگبهاهیگ et al., رو از ایـن .)2009
 ـتولضرورتبهتوجهبا  ـترکمطلـوب وکنواخـت یدی هـاي بی
اي شیشـه درونطیشـرا ازاسـتفاده اهان،یگنیادريدیتانولیو

بـل قاسـتم یسکیازکهشاخسارهوشهیرسلول،کشتازاعم
مـورد شیپازشیبهستندبرخوردارمختلفعوامليبراکنترل

Ray(استگرفتهقراراستفاده & Jha, تـلاش بنـابراین  .)2001
بــادهایــتانولیوتوجــهقابــلریمقــادبــهی ابیدســتي راســتادر
 ـااي شیشهدروندیتولي کردهایرو  ـترکنی ارزشبـا هـاي بی

 ـي هاروشازاستفادهامروزهرسد.یمنظرهبي ضرور بـر ی مبتن
دارویـی همـؤثر موادداریپاونهیهزکمدیتولدری ستیزي فناور
 ـتولبـراي گذشـته دههدوطیاست.گرفتهقرارتوجهمورد دی

انـواع برايژهیوهبه،یثانوهاي تیمتابولازاريیبسانبوهوعیسر
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زيینـاچ مقـدار بهاهییگمنابعدرکهارزشمندییدارواثراتبا
اسـتفاده بافـت کشتووتکنولوژيیبهايروشازدارندوجود
Ramachandra(اسـت شده & Ravishankar, کشـت ).2002
کـه سـازد مـی فـراهم راتیموقعنیااي شیشهدرونطیشرادر
دروشـده کنترلطیشراتحتارزشباهايتیمتابولنیادیتول

Mulabagal(شـود  انجامتريکوتاهزمانمدت et al., 2004.(
درونتولیــدخصــوصدرايگســتردهمطالعــاتتــاکنونالبتــه 

ــه ــدهااي شیش ــهازویتانولی .Wگون coagulansــو ــوهب ژهی
W. somniferaاستانجام شدهکشورهاسایردر)Chitturi et

al., Sharada؛ 2010 et al., Wasnik؛ 2007 et al., 2009(.
ــه ــوانب ــال،عن ــارانوWadegaonkarمث ــا)2006(همک ب

گونــهشــدهدیــتولهــاي ریشــهکشــتومیمســتقییــزاریشــه
W. somniferaعیمـا کشـت طیمحدرMS تولیـد بـه موفـق

نـد. اهشـد اي شیشـه درونشـرایط درویتانولوئیديهايترکیب
بـا سـه یمقادرهـا  ریشـه نیاازشدهدیتولي دهایتانولیوریمقاد

Aنیتافریودیتولداشت.ی توجهقابلشیافزاي امزرعهاهانیگ

.Wهـاي  ریشـه کشـت با coagulansکشـت طیمح ـدرMS

Abouzidتوسـط IBAهورمونتریلدرگرمیلیم25/0ي حاو

بـرگ قطعاتی ختیترار.استشدهگزارش)2010(همکارانو
.Wگونه somnifera بـاکتري ازاسـتفاده بـاA. tumefaciens،
 ـقابلبـا هـاي  ریشـه زینC58C1نژاد  ـتولتی  ـتانولیودی وAدی

Mirjalili(استکرده دیتولAنیتافریو et al., بررسی.)2009
 ـگبهـره کهدهدمینشانموجودمنابع درونيهـا کشـت ازريی

کموعیسردیتولراستايدرتوجهیقابلتوانمندي از،ايشیشه
از اسـت. برخوردارربادیپنگونهدرموجودي دهایتانولیونهیهز
 ـتانولیوتوجـه قابلارزشبهتوجهبا،رواین  ـايدهای گونـه نی

مطالعاتوجودعدمی طرفازوي داروسازوی پزشکدراهییگ
کـه شـود مـی احسـاس ضرورتنیاکشور،داخلدرگسترده

تحقیـق نیا.انجام شودنهیزمنیادري ادیبنوگستردهقاتیتحق
ازAویتـافرین تولیـد امکـان بررسیهدفباوبارنیاولبراي
سوسپانسـیون شـرایط درپنیربادییداروگیاهمختلفيهاتوده

شد.انجامکشوردراي شیشهدرونيهاریشهوسلولی

هاروشومواد
لیاستراهچهیگهیتهوگیاهیمواد

هايرویشگاهازپژوهشنیادراستفادهموردي بذرها
درمندرجمشخصاتباوبلوچستانوسیستاناستانطبیعی
طیشرادروآوريجمع1390السرماهیتدر،1جدول
اهان،یگرشدازروز45گذشتازپس.شدکشتشدهکنترل
12مدتبهآب،باشستشوازپسوخارجخاكازها ریشه
تاوپودر،خشکشگاهیآزمادمايوهیساشرایطدر وروز

درجه- 20دمايدرAنیتافریوبیترکاستخراجزمان
.شدنگهداريگرادسانتی
بـذرهاي  ،ايشیشـه درونهـاي گیاهچـه تولیدمنظوربه

لیاسـتر ازپس،Aنیتافریویکمریمقادنظرازتودهنیبهتر
کشـت طیمححاويmm150×25کشتي هالولهدر،کردن

½MS،وکشـت سـاکارز بدونوآگار%8/0باpH محـیط
6حدودگذشتازپسشد.تنظیم8/5روياتوکلاوازقبل
 ـاولمـواد عنـوان بهحاصلي هااهچهیگهفته ي القـا ي بـرا هی

ــالوس، ــتولک ــهیردی ــهدرونش ــتهواي شیش ــتهی کش
گرفتند.قراراستفادهموردسلولیونیسوسپانس

)W. coagulansگیاه پنیرباد (هاي بذرآوري نمونهمشخصات جغرافیایی محل جمع-1جدول 
(متر)ایدرسطحازارتفاعىیایجغرافعرضىیایجغرافطولآوريجمعمحلتوده

USB00127893◦10′5/36″063◦17′5/21″کوهک
USB002271035◦10′2/46″062◦84′7/01″اسفندك
USB003261235◦86′9/69″062◦59′6/56″رکانیس
USB004271272◦62′2/88″062◦36′8/49″ناهوك
USB005271231◦00′6/53″062◦10′5/06″دوچیه
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یسلولونیسوسپانسکشتاستقراروکالوسيالقا
طیمح ـدربـرگ هايزنمونهیرکالوس،يالقامنظوربه
 ـترکوآگار%8/0ساکارز،%3حاويMSهیپاکشت بی

 ـیمD)2-2,4ی هورمون Kinبـا همـراه تـر) یلدرگـرم یل

 ـیم5/0( Valizadeh(شـد کشـت تـر) یلدرگـرم یل &

Valizadeh, رشـد اتاقدرشدهکشتي هانمونه.)2011
طیشـرا نیادرگرفتند.قرارنورودمانظرازکنترلقابل

ییکی/روشـنا یتاردوره نوري ،oC1±25دراتاقکدماي
.شدمیتنظلوکس2000حدودنورشدتوساعت8/16

ازگرم2،یسلولونیسوسپانسکشتستمیساستقراري برا
ظرفیـت بـا کشـت هايارلنبهمناسبونرمهاي کالوس

ml250حاويکهml50کشتمحیطMSهمـان بامایع
بـود کـالوس ي القـا بـراي استفادهموردهورمونیترکیب
بـا کریشي روگرادسانتیدرجه25±2ي دمادرومنتقل

ــرعت ــدارrpm120س ــلهدروي نگه ــانیفاص ــرزم ه
مـاه، 2حـدود گذشـت ازپـس شـدند. واکشـت هفته4

درحاصـل يهـا سـلول ولتـر یفبررسیمورديهاکشت
.شدخشکگرادسانتیدرجه60دماي

MS) در محیط کشت Withania coagulansگیاه پنیرباد (USB005) توده B) و ریشه از ریزنمونه برگ (Aالقاي کالوس (-3شکل 

)D)، کشت سوسپانسیون سلولی (Cمایع (. کشت ریشه در محیط کشت IBAهورمون mg/L2حاوي 
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ايالقاي ریشه درون شیشه
هاي هاي مویین از ریزنمونهمنظور القاي مستقیم ریشهبه

استفاده USB005هاي استریل توده (هیدوچ) برگ گیاهچه
هاي برگی به قطعات کوچک شد. بدین منظور ریزنمونه

MSتقسیم شده و در محیط کشت  % آگار، 8/0حاوي ½
و IBAهاي مختلف هورمون % ساکارز همراه با غلظت1

NAA هفته، 4). پس از گذشت 2کشت شدند (جدول
) مورد ارزیابی قرار گرفته و B3هاي القاي شده (شکل ریشه

ها به محیط کشت مایع با همان ترکیب مونهترین نمناسب
60قبلی منتقل و در شرایط تاریکی روي شیکر با سرعت 

). تعویض محیط کشت C3دور در دقیقه نگهداري شد (شکل 
هفته از 8و 4مایع هر یک ماه انجام گردید. پس از گذشت 

ها از محیط کشت برداشت و در کشت (دومین واکشت) ریشه
ساعت خشک شد.48گراد به مدت تیدرجه سان60دماي 

Aویتافرینزیآنالواستخراج

از،Aنیتافریوکیولوژیببیترکاستخراجمنظوربه
راتییتغکمیباهمراه)2007(همکارانوSangwanروش

ریشهپودرازگرمیلیم100مقدارمنظورنیبدشد.استفاده
وسلولیسوسپانسیونکشتازحاصليهاسلولگیاه،

استفادهبامایعکشتمحیطازآمدهبدستهاي ریشههمچنین
صورت به)25:75(آبمتانول:حلالتریلمیلی10از

کیالتراسونحمامدرقهیدق20مدتبهوآمدهدرزهیهموژن
باوشدهآوريجمعییرومحلولادامهدرگرفت.قرار

بهبارهرومرتبه3بههگزان-nازحجمهمریمقاداستفاده
ییزداچربیگرادسانتیدرجه60دمايدرساعت2مدت
محلولرويهگزان،-nحلالحذفازپستینهادرشد.
مخلوطشد.افزودهکلروفرمآنحجمهمبرابر ماندهباقی

نگهداريشگاهیآزمادمايدرساعت12مدتبهزینحاصل
ازجداکنندهفیقازاستفادهباکلروفرمیبخشادامهدرو

تراوشاحتمالوجودمنظوربه.شدجدامتانولیبخش
ظیتغلوکردن صافازپس،Aنیتافریوبیترکازبخشی

آنبهکلروفرمآنحجمهمبرابر نظر،مورديهاکشتطیمح
هربرايشدهآوريجمعکلروفرمیهايبخش.شداضافه

در وشدهاضافههمرويمربوطهکشتطیمحونمونه
درحاصلعصارهتینهادر.شدریتبخخلأ طیشرا

عبورازپسودرآمدهمحلولصورتبهمتانولتریلمیلی5
دمايدربعديآنالیزبرايکرومتریم2/0لتریفازدادن

شد.نگهداريگرادسانتیدرجه4

HPLCوTLCآزمون

روشبهعصارهمختلفاجزايجداسازيمنظوربه
TLC،باهمراهشدهاستخراجعصارهازتریکرولیم10مقدار

60کاژلیلیسصفحاترويAنیتافریواستاندارد F254

(Merck)داخلبهصفحات.شدبارگذاري20×10ابعادبه
حلال،صعودازپسومنتقلمتحركفازباشدهاشباعتانک

ازاستفادهباشدنخشکازپسوخارجتانکازصفحه
بهوشدهاسپري)10(%کیسولفوردیاس-نیلیوانمعرف
قرارگرادسانتیدرجه110دمايباآوندرقهیدق10مدت

Chitturi(گرفت et al., حلالازقیتحقنیادر.)2010
متحركفازعنوانبه،5به95نسبتبامتانولکلروفرم:
ازاستفادهموردهايحلالوموادتمامی.شداستفاده
شرکتازAنیتافریوبیترکو)Merck(مركشرکت

Sigma-Aldrichشدهیهت.
درAنیتافریوییداروبیترکحضورهیاولتأیید ازپس

باعیماکروماتوگرافیروشازبررسی،موردهاينمونه
استفادهیکمریمقادبررسیمنظوربه)HPLC(عالیکارکرد

مدلKNAUERنوعازاستفادهموردHPLCدستگاه.شد
WellChromستونباODS-3 C18ذراتقطرباµ5و

UVدتکتوربهمجهزmm6/4 -250ابعاد (229nm).بود
غلظتبا(استانداردنمونهازکرولیتریم20مقدار

µg/ml100،50،10،20،5(بهمختلفهايعصارهو
43:57نسبتباآبمتانول:متحركفازباوقیتزردستگاه

دستگاهستونازقهیدقدرتریلمیلیکیانیجرسرعتباو
ییشناسانانومتر229موجطولدرتینهادروعبور
هانمونههايمنحنیریزسطحشاملآمدهبدستجینتاد.یگرد

تکرار3گرفتننظردرباکیهر)Rf(ماندگاريزمانو
موردهاينمونهدرAنیتافریوبیترکیکمریمقاد.شدثبت
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هايغلظتازحاصلخطمعادلهازاستفادهبازینبررسی
.شدمحاسبهاستانداردAنیتافریونیمع

نتایج
Aویتافرینکیولوژیبترکیبمحتويپژوهشایندر

دیتولامکاننیهمچنو)1(جدولربادیپنمختلفتوده5در
نتایجگرفت.قراربررسیمورداي شیشهدرونطیشرادرآن

بیانگرTLCروشبابیترکنیامقدماتیابییارزازحاصل
مورديهاتودهتمامیدرAویتافرینییداروترکیبحضور
).4(شکلبوداي شیشهدرونشرایطدرآندیتولوبررسی

کیولوژیببیترک،4شکلباندييهاالگوبهمراجعهبا

باوجداسازي47/0بازدارندگیزماندرAنیتافریو
هماندرکسانیطیشراتحتکهاستانداردنیتافریوکمک
.شدییشناسابنفشرنگبهبودشدهبارگذاريصفحه
بهینیموریشهوسلولیسوسپانسیونازحاصلعصاره
مشابه)Rf(ماندگاريزماندارايمادريگیاهشهیرهمراه

اینحضوردهندهنشانکهبودهاستانداردAویتافرینبا
است.اي شیشهدرونيهاکشتدرکییولوژیببیترک

نیتافریونمونهزیآنالبهمربوطکروماتوگرامبررسی
زینHPLCروشبهبررسیموردهايعصارهواستاندارد

ماندگاريزماندارايAنیتافریوبیترککهدادنشان
).5(شکلباشد میهیثان30وقهیدق27

مورد بررسیهاي مختلف عصارهTLCالگوي -4شکل 
WA ویتافرین :A ،هاي ترتیب ریشه توده: به1-4استانداردUSB001,002,003, : سوسپانسیون سلولی، 5، 004

هفته8اي پس از هاي درون شیشه: ریشه7هفته، 4اي پس از هاي درون شیشه: ریشه6
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)B(یسلولونیحاصل از سوسپانس) و نمونه Aاستاندارد (نیتافریکروماتوگرام مربوط به نمونه و-5شکل 

وHPLCروشباهانمونهزیآنالازآمدهبدستجینتا
Aویتافرینیکممقادیرازحاصلهايدادهانسیوارهیتجز

نشانبررسیمورديهاتودهبیندررايدارمعنیاختلاف
يهاتودهدرAویتافرینمحتواينیانگیم).P>05/0(داد

g/g(خشکوزنگرمبرمیکروگرم22/33مختلف DWµ(
ترتیببهبیترکنیامقدارکمترینوبیشترین.شدمشاهده

USB004و)USB005)87/1±54/44نمونهبهمتعلق

).6شکل(بود)15/1±01/21(
نیتافریوکییولوژیببیترکدیتولامکانبررسیمنظوربه

Aازکالوسيالقابهاقدامهاي،شهیشدرونطیشرادر
يهاریشهکشتوسلولیونیسوسپانسهیتهبرگ،زنمونهیر

کالوسدیتولوءالقابراي.شدUSB005تودهازنییمو
روشازسلولیونیسوسپانسکشتبراي مناسب

ValizadehوValizadeh)2011(ازشهیري القابرايو
باهمراه½MSکشتطیمحاززینبرگزنمونهیر

استفادهNAAوIBAهورمونازmg/l2 -5/0هايغلظت
کشتبررسیازحاصلهايدادهانسیوارهیتجزجینتاشد.

نوعنیبرايدارمعنیاختلافاي شیشهدرونيهاریشه
دادنشانرفتهبکارمختلفهايغلظتوهورمون

)05/0<P.(برايکالوسي القادرصدنیشتریبکه طوريبه
گرممیلیکیغلظتدرIBAوNAAهورموننوعدوهر
شدمشاهده%100و%33/45بیترتبهوتریلدر
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زنمونهیردرشهیرتعدادحداکثر.)2(جدول
بازین)cm15/1±26/8(شهیرطولو)08/2±66/10(

IBAهورمونازتریلدرگرممیلیکیغلظتبکارگیري 

غلظتنیترمؤثرباسهیمقادرمورددوهرکهشدءالقا
.)2(جدولبودبرابر3حدوددر)NAA)mg/l1هورمون

نمونه و طول زیالقاء شده در هر ريهاشهیتعداد رشه،یريبر القاIBAو NAAکننده رشد میسطوح مختلف دو تنظتأثیر-2جدول 
W. coagulansاهینمونه برگ گزیاز رشهیر

)cm(شهیرطولزنمونهیشه/ریرتعداد(%)شهیرالقاء)mg/l(رشدکنندهمیتنظ
---هورمون)(بدونشاهد
)5/0(NAA66/34de*66/0±66/2cd87/0±73/2

)1(NAA33/45cd57/0±56/3d65/0±30/2
)2(NAA24ef57/0±66/1d40/0±93/1
)5/0(IBA66/81c54/0±60/4c20/0±80/3

)1(IBA66/95a08/2±66/10a15/1±26/8
)2(IBA100b00/1±8b61/0±33/5

باشد.) میp>05/0دار (دهنده عدم وجود اختلاف معنیتکرار نشان داده شده است. حروف مشابه نشان3مربوط به SE±نتایج براساس میانگین: *

ونی) و سوسپانسH.R(نییمويهاشهی)، رUSB001-5مختلف (يهاتودهشهیدر رAنیتافریوبیترکيمحتوانیانگیمسهیمقا-6شکل 
W. coagulansاهی) گدوچی(هUSB005توده یسلول

نشان داده شده است.نیانگمی±SEبراساس ریمقاد
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در انواع Aنتایج حاصل از آنالیز کمی ویتافرین 
اي نشان داد که بین مقادیر کمی این هاي درون شیشهکشت

هاي مویین و سوسپانسیون سلولی ترکیب در کشت ریشه
). با وجود عدم P>05/0داري وجود دارد (اختلاف معنی

در سیستم کشت Aتولید مقادیر قابل توجه ویتافرین 
)، تولید این g/g DWµ94/1±27/5سوسپانسیون سلولی (

هاي القاء شده، در پایان دوره ارزیابی، در کیب در ریشهتر
مقایسه با ریشه گیاه کامل بیش از دو برابر افزایش داشته 

هاي مختلف کشت از نظر زمانی ). البته دوره6است (شکل 
هاي مویین نشان داري را در کشت ریشهنیز اختلاف معنی

g/g DWµ86/0±73/66اي با تولید هفته8هاي داد. کشت
، در مقایسه با هفته چهارم Aاز ترکیب ویتافرین 

)g/g DWµ67/1±40/21 برابر افزایش نشان داد.3) بیش از

بحث
اینکهاستدگرگشنودوپایهايگونهپنیربادگیاه

درتغییرباعثمحیطیشرایطتغییراتباهمراهپدیده
کیفیویکممقادیر درتفاوتوشیمیاییهايتیپ

نسبتنیابرعلاوه.شودمیگیاهاینییداروهايترکیب
آنهایکمریمقادواهیگنیادرموجوددهايیولنتایوانواع
اندامسنرشدي،مراحلکی،یاکولوژطیشراتأثیرتحت

قراراهییگپیموتایشنوعواستفادهمورداندامنوعاهی،یگ
Sangwan(ردیگمی et al., حاضر،ژوهشپدر).2007
تنوعترقیدقابییارزوواقعیلیپتانسبهابییدستمنظوربه

کییولوژیببیترکدیتولتواننظرازمختلفيهاتوده
وشدهکنترلطیشرادراهیگکشتبهاقدام،Aنیتافریو

جملهازبیترکنیایکمریمقادبرگذارتأثیرطیشراحذف
.شدبرداشتزماننیهمچنواندامسنکی،یاکولوژطیشرا

نیبدرشدهمشاهدهتنوعکهکرد استنباطتوانمینیبنابرا
نیعدرولیاست،کییژنتعمدهطور بهمختلفيهاتوده
وها توده،ترقیدقمطالعهمنظوربهکهشودمیهیتوصحال
ابییارزموردمکانچندوسالچنددرAنیتافریوریمقاد
رد.یگقرار

محتوايبررسیمورددرگزارشموردکیفقطتاکنون
درربادیپنییدارواهیگهايتیجمعدرAنیتافریوبیترک

)2009(همکارانوMirjaliliاست.انجام شدهرانیا
مختلفهايتیجمعدرراAنیتافریوبیترکیکممحتواي

بیترکنیاکهکردند گزارشودادهقراربررسیموردربادیپن
موردتیجمع20ازنمونه2شهیردرفقطکییولوژیب

μg/gریمقاددروبررسی DW7/8-7/3وداشتهحضور
سهیمقادرتفاوتنیابودند.Aنیتافریوفاقدهانمونهریسا
يهاتودهتفاوتدلیل بهاستممکن،حاضرپژوهشجینتابا

درملاحظهقابلتنوعوجودجهینتدروبررسیمورد
Aنیتافریوبیترکیکمریمقادنظرازربادیپناهیگيهاتوده

درتوجهیقابلتنوعوجودانگریبپژوهشنیاجینتاباشد.
نیبدرAنیتافریوکییولوژیببیترکیکمریمقادمورد 

بکارگیريضرورتامرنیاکه،بودبررسیمورديهاتوده
بهابییدستراستايدررانژاديبهونشییگزي هاروش
باکییولوژیبمادهنیادیتولتواننظرازبرترهايپیژنوت

نیبدرانتخابان،یمنیادر.کندمیچنداندوارزش
کییعنوانبهدتوانمیبومیيهاتودهیاوحشیهايتیجمع

سنتیگونهزیرارود،بکاراصلاحیروشنیترجیرااز
قابلتنوعدارايکهرسدمینظرهبونشدهاهلیهنوزربادیپن

وسیلههبگونهایناین،برعلاوهباشد.مورد نیادرتوجهی
برداشتآنبلوغدورهبودنطولانیدلیل بهوشده تکثیربذر

است.ساله4-6زمانیدورهیکنیازمندآنییدارواندام
داراياي شیشهدرونکشتسیستمازاستفادهمیانایندر

محیطیثرکنندهأمتعواملکنترلدرتوجهیقابلتوانمندي 
مطلوبویکنواختتولیددرمناسبکرديیرووبوده

.باشدمیویتانولوئیديهايترکیب
برگزنمونهیرازمیمستقییزاشهیريالقابهمربوطجینتا
)،NAAوIBA(رفتهبکارنیاکسنوعبرعلاوهکهدادنشان

وشهیرتعدادشه،یريالقادرصدبرزینهاهورموننیاغلظت
IBAهورمونبکارگیري پژوهشنیادراست.مؤثرآنهاطول

هايغلظتانیمازکهشدمشاهدهوبودهNAAازترمؤثر
ریساازترمؤثرتریلدرگرممیلیکیغلظت،IBAمختلف
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درمختلفهايزنمونهیرازشهیريالقا.باشدمیهاغلظت
است.شدهگزارشمتعدديمحققان توسطWithaniaهايگونه

Wadegaonkarزنمونهیرازاستفادهبا)2006(همکارانو
هورمونمختلفهايغلظتوMS½کشتطیمحوبرگ
IAAوIBAدرشهیريالقادرصدنیشتریبکهکردند مشاهده

باهمراهIBAکرومولاریم85/9حاويکشتطیمح
وSivanesanآمد.بدستIAAکرومولاریم85/2

Murugesan)2008(تریلدرگرممیلی2غلظتازاستفادهبا
.WهايشاخسارهدرIBAهورمون somniferaازاستفادهباو

،MSکشتطیمحدراستفادهموردهاي نمکغلظتنصف
همکارانوSiddiqueکردند.گزارشراییزاشهیر100%

درگرممیلی2و5/0،1هاي غلظتازاستفادهبازین)2004(
درصد85و75،90بیترتبهتوانستندIBAهورمونتریل

.Wدررا ییزاشهیر somniferaاستشدهزارشگ.کنندءالقا
هايگونهدراي شیشهدرونشهیريالقادرصدکه

W. somniferaوW. coagulansهورمونسطحشیافزابا
IBAازرا توجهیقابلشیافزاتر،یلدرگرممیلی3تا1از
Kumar(دهدیمنشانخود et al., Valizdeh؛ 2011 &

Valizadeh, حاضرپژوهشازحاصلجینتابااین که)،2011
.کندمیمطابقت

سلولیسوسپانسیونکشتدرAنیتافریوبیترکتولید
راستايدررابافتکشتکاربرديتوان ین،یمويهاریشهو

تأیید ارزشمندکییولوژیبترکیبایناي شیشهدرونتولید
ازشیبشیافزاپژوهش،نیاجینتابهتوجهبا.کندمی
سهیمقادر)67/73±1/4(ها ریشهکشتدردیتولبرابر10

برتريانگریب)61/17±01/2(سلولیونیسوسپانساب
.استییداروبیترکنیادیتولدرافتهیزیتمايهاکشت

هیثانوهايتیمتابولدیتولسطحکهاستدادهنشانقاتیتحق
ازشتریبشهیروشاخسارهازجمله افتهیزیتماهايبافتدر

يهاکشتنیابرعلاوهوبودهافتهیزنیتماهايبافت
کالوسوسلولیيهاکشتباسهیمقادرشهیروشاخساره

باشندمیشتريیبشیمیاییویبوکییژنتثباتداراي
)Ramachandra & Ravishankar, Aنیتافریودیتول).2002

روشبهکه،ايشیشهدرونيهاریشهکشتدر

زینگريیدمحققان توسطاند،شدهدیتولختییرتراریغ
کشتبا)2010(همکارانوAbuzidاست.شدهگزارش

لیاسترهاياهچهیگازحاصلهختیرتراریغيهاریشه
W. coagulansکشتطیمحدرMSحاويmg/l25/0از

نیابرعلاوهشدند.AنیتافریودیتولبهموفقIBAهورمون
يهاکشتسنشیافزاباکهکردند گزارشنامبردگان

بیترکمحتواي،هفتهسهبههفتهکیازنییموشهیر
µg/gبه83/1ازAنیتافریو FW65/11برابر)6ازشی(ب

زینحاضرپژوهشدر.دهدمینشانخودازشیافزا
ايهفته8يهاکشتدرAنیتافریوبیترکمحتواي

)µg/g DW86/0±73/66(چهارمهفتهباسهیمقادر
)µg/gDW67/1±40/21(نشانشیافزابرابر3ازشیب

.کندمیمطابقتریاخگزارشجینتاباکهداد
بیانگرتمایزیافتهيهاکشتدرهاویتانولیدحضور

درهاترکیباینبیوسنتزدردخیلهايآنزیمطبیعیفعالیت
Sharada(باشداي میشیشهدرونشرایط et al., در.)2007

تولیددرتوجهیقابلتأثیرمونهنریزنوع،میاناین
همکارانوSharadaمثال،عنوانبهدارد.دهایویتانول

.Wگونهمختلفهايریزنمونهکشتبا)2007( somnifera

ویتانولیدهایکممقدارکمترینوبیشترینکهدادندنشان
انتهايوبرگیریزنمونهازحاصليهاکشتدرترتیببه

افزایشنیز)2011(همکارانوJain.شدتولیدشاخساره
درراتانونیوبرابري10وAنیتافریوبیوسنتزبرابريدو

گیاهبرگهايریزنمونهازشدهییباززاگیاهان
W. coagulansاندکردهگزارش.

سلولیسوسپانسیونکشتدربیترکنیامحدوددیتول
تمایزمراحلباتولیدفرایندارتباطدلیل بهاحتمالاً

درAنیتافریوبیترکدیتولبررسیاست.مورفولوژیکی
اهیگازسلولیونیسوسپانسوشاخسارهکالوس،کشت

W. somniferaبیترکنیازانیمنیکمترکهاستدادهنشان
Sabir(شد دیتولسلولیونیسوسپانسيهاکشتدر et al.,

دارد.مطابقتقیتحقنیاازحاصلجینتاباکه)2007
Sharadaدیتانولیوی یشناسابا)2007(همکارانوA،

مختلفمراحلدرEدیتانولیووBدیتانولیو،Aنیتافریو
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دیتولنیبرایکینزدارتباطاي شیشهدرونکشتدري رشد
با وجود .کردندگزارشی کیمورفولوژزیتماودهایتانولیو

کشتدرAویتافرینیکممقادیرنبودنتوجهقابل
ترکیبریزنمونه،نوعکهرسدمینظربهسلولیسوسپانسیون

مختلف)Elicitors(القاگرهايازاستفادهحتیوکشتمحیط
کندثرأمتدتوانمیراترکیباینتولیدغیرزیستیوزیستی

)Chitturi et al., محركازاستفاده،مثالعنوانبه).2010
سلولیسوسپانسیونکشتدرموالونولاکتونوسدیماستات

Aویتافرینتولیدبرابري14و10افزایشبهمنجرترتیببه

.Wهاي کشتدر coagulans استشده)Chitturi et al.,

مختلفالقاگرهايتأثیرگرددمیشنهادیپرو از این.)2010
دروندیتولشیافزاراستايدرزینستییرزیغوستییز

رد.یگقرارابییارزموردAنیتافریواي شیشه
ایننتایجتوان گفت که میکلیريیگجهینتعنوان به

گیاهمختلفيهاتودهتوجهقابلتوان دهندهنشانتحقیق
طرفازاست.Aویتافرینترکیبتولیددرپنیربادسنتی

بیترکیکمریمقاددردار معنیتفاوتوجودگر،ید
وکسانیطیشرادر،شدهکشتهاينمونهدرنیتافریو

قابلکییژنتتنوعوجوددلیل بهاحتمالاًزینشدهلرکنت
کهرسدمینظرهببنابراین،بودهاهیگنیادربرداريبهره
نیادیتولنظرازبرترهايپیژنوتبهابییدستنامکا
انبوهانیمازبرترپیژنوتانتخابباکییولوژیببیترک

کشتن،یابرعلاوهدارد.وجودوحشیيهاتوده
يهاکشتوکاملاهانیگبامقایسهدر،ینیمويهاریشه

اینتولیددرتوجهیقابلتوان،سلولیسوسپانسیون
رسدمینظرهباینوجودبا.دهدمینشانخودازترکیب

هايدوره،مختلفيهاکشتمحیطانواعازگیريبهرهکه 
نیزغیرزیستیوزیستیهايمحركوکشتترطولانی

کییولوژیببیترکتولیدایشزافدرتوجهقابلکرديیرو
باشد.داشته اي شیشهدرونشرایطدرAویتافرین

سپاسگزاري
دانشگاهپژوهشیاعتباراتازاستفادهباپژوهشنیا

برنگارندگانرو، از ایناست.شده انجاممشهدفردوسی

معاونتازراتشکروسپاسکمالتادانندمیلازمخود
هاينهیهزنیمأتدلیل بهمشهدفردوسیدانشگاهپژوهشی
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Abstract
In recent years, W. coagulans (Stocks) Dunal (Fam. Solanaceae) has gained much attention,

owing to the presence of a large number of steroidal lactones known as withanolides. Out of the
several withanolides isolated from W. coagulans, the biological compound, withaferine A is
pharmacologically important that due to the significant and specific therapeutic action in cancer,
Parkinson and Alzheimer’s disease. The present study was, therefore, undertaken to make an
assessment of withaferin A content in the roots of different accessions of W. coagulans and in in
vitro cultures. The seeds of five wild accssesion (USB001-5) were sown in greenhous. The cell
suspension cultures were initialized from leaf explants derived callus on Murashige and Skoog
(MS) medium, supplemented with 30 gL-1 sucrose (w/v), 2.0mg/l 2,4-D and 0.5 mg/l kinetin
(Kin). Adventitious roots were induced directly from leaf segments on half strength MS medium
(0.8% agar) with 2 mgl-1 indole-3-butyricacid (IBA) and 30 gl-1 sucrose. The withaferin A
content was evaluated by TLC and HPLC method using standard withaferin-A compound. The
results showed the presence of withaferin A in all accessions (21.01-44.54 µg/g D.W). In
addition, there was significant differences among accession (P<0.05). USB005 was found to
have the highest withaferin A content (44.54µg/g D.W) and was selected for in vitro study. The
results of in vitro study showed that withaferin A accumulation was higher in adventitious roots
(21.40±1.67 in 4 weeks and 66.73±0.86 in 8 weeks old cultures) compared to cell suspension
culture (6.62±2.01). Nearly, adventitious root having withaferin A content 10 and 1.5-fold
higher when compared with the cell suspension and in vivo roots, respectively. Thus, our study
demonstrates the in vitro root cultures potential for large-scale production of withaferin A.

Keywords: Withania coagulans (Stocks) Dunal, in vitro culture, cell suspension, withaferin A,
HPLC.


