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( و مقایسه .Centella asiatica Lبشقابی )سلولی گیاه آبتولید کشت

گیاه  وهای تولید شده در کالوس، کشت سوسپانسیون سلولی متابولیت
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 فناوری طبرستان، ساری، ایران استادیار پژوهشکده ژنتیک و زیست-3
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 چکیده

های سلولی اهمیت زیادی برای مطالعه و دستیابی به این تولید مواد مؤثره گیاهان دارویی از طریق کشت

( از جمله گیاهان دارویی ارزشممندی اسمت کمه .Centella asiatica Lبشقابی )منابع ارزشمند دارد. آب

های وجود خواص دارویی با ارزش و پراکنش محدود، بسیار ارزشمند است. کاربرد کشت سلول دلیلبه

فناوری بمرای تولیمد غیرتمایزیافته از جمله کالوس و کشت سوسپانسیون سملولی یمک راهکمار زیسمت

های حاصمل از کشمت سوسپانسمیون از است. در این مطالعه تولیمد سملولترکیبات ارزشمند ایجاد کرده

. مطالعه الگوی رشد شدبررسی  GC/MSدستگاه  توسط آنهابشقابی و شناسایی ترکیبات فرار س آبکالو

روزه نشمان داد افمزایش  42سلولی براساس وزن تر، وزن خشمک و شممارش سملولی در دوره زممانی 

ها از روز پنجم پس از بازکشت شروع و مرحله تصاعدی آن تا روز شانزدهم ادامه داشت. در روز سلول

سملول در  88000گرم( و تعداد سلول ) 057/0گرم(، خشک ) 684/0ترین میزان وزن تر )شانزدهم بیش

دوم وارد مرحله سکون شدند. بعمد از  و بیستها تا روز دست آمد و پس از آن سلوللیتر( بهمیلی 1هر 

ها نشان داد عصارهنتایج آنالیز  همچنین،عبور از مرحله سکون کاهش تدریجی رشد سلولی مشاهده شد. 

کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی قادر به تولید ترکیبات متفماوتی از گیماه ممادری هسمتند. در گیماه، 

 موجود ترکیبات میان ترکیب شناسایی شد. از 13و  6، 17ترتیب کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی به

 کشمت و گیماه هایعصماره در مشمابه ترکیبماتی بتاسیتوسترول و استیگماسترول نئوفیتادین، هاعصاره در

صورت مشمتر  به اوئیک اسید-28-ان-12-اکتادیکانوئیک اسید و اورس همچنین، بودند. سوسپانسیون

 در کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی وجود داشت. 

همای سنج جرمی، متابولیتای، گیاه دارویی، طیفشیشهکروماتوگرافی گازی، کشت درون :واژگان کلید

 ی.گیاه
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 مقدمه-1

 Centella asiatica L. Urban علممی نمام بما بشمقابیآب

 بما گیماه ایمن. است( Apieaceaچتریان ) متعلق به خانواده

 دارای ارزش با دارویی خواص محدود و پراکنش به توجه

 پایمما، علفمی، گیمماهیبشمقابی آب. اسممتبسمیاری  اهمیمت

 آبمزی،نیممه پوش،کرکینمه زا،ریشمه بندها محل در رونده،

 شمامل گیماه ترکیبمات .[2و1] است آب حاشیه در روینده

 گلیکوزیممدهای ،(کممامپفرول کوئرسممتین،) فلاونوئیممدها

 سممممنتللوزید، آسممممیاتیکوزید،) ترپنوئیممممدها مختلممممف،

 اسمید، مادکازیمک ،(براهمینوزیمد براهموزید، ،مادکاسوزید

 سنتیک اسید، سنتلیک اسید، یکسیاتیسونآ اسید، آسیاتیک

 آمینواسممیدها، چممرب، اسممیدهای ایزوتانکونزیممد، اسممید،

 درمان برای این گیاه از .[4و3] باشدمی تانن و فیتواسترول

 جمممذام، روماتیسمممم، سمممیفلیس، ،پوسمممتی همممایبیماری

 شممودمیاسممتفاده  هیسممتری و صممرع مغممزی، هممایبیماری

 و کننمدهعنوان جوانبه گیاه این از آیورودا طب در .[6و5]

 دهنمدهمغمزی، افزایش و عصمبی هایلسملو دهندهتسکین

 کننمداسمتفاده می حافظه بهبود و عمر افزایش طول هوش،

ماننمد  ،های تولید شده توسط گیاهان داروییمتابولیت .[6]

 ها،کربوهیمدرات فلاونوئیدها، فنولی، ترکیبات آلکالوئیدها،

 بمدن بمر یاثربخشم دارویمی خاصیت استروئیدها و هاتانن

 بما تعاممل بمرایشمیمیایی،  ترکیبمات این .[7]دارند  انسان

تولیمد  در و شده تولید پایداری و بقابرای  و اطراف محیط

 هماکشآفت و هارنگدانمه غذایی، هایمکمل داروها، انواع

  .[9و8] دارند فراوان استفاده

 خمواصاز بمرداری استفاده از گیاهان دارویی با هدف بهره

 ترکیبمات پمایین لظمتغمشمکلاتی ماننمد،  بما آنهادرمانی 

 سمرعت پمایین طبیعمی، منمابع محدودیت گیاه، در دارویی

و  مراتمع روزافمزون تخریمب ثانویمه، همایمتابولیت تولید

. [11و10] اسمتهممراه  گیماهی متنموع هایگونمه نابودی

 اسمتفاده ژنتیمک، بافت، مهندسی و سلول کشت هایروش

 لیمدتو در ممؤثر بررسی مسیرهای مولکولی، نشانگرهای از

به را گیاهان کارآیی تواندمی ژن بیان افزایش و هامتابولیت

 دهمد افمزایش دارو تولیمد بمرای تجدیدپذیر یمنابع عنوان

 تولیمممد بمممرای بافمممت کشمممت هایسیسمممتم .[12و11]

 سوسپانسمیون و کالوس کشت شامل ،گیاهی هایمتابولیت

 تمایزیافتمه هایکشمت و سماکن سلولی هایکشت سلولی،

 رونمد در رویداد اولین کالوس تشکیل .است( اندام کشت)

 همایسملول از ایتموده کمالوس. است گیاهی بافت کشت

 کمالوس کمه است شده اثبات .نیافته است تمایز پارانشیمی

 باشمد گیماهی هایمتابولیتتولید  برای منبعی است ممکن

 سملولی هایتوده شامل سلولی، سوسپانسیون کشت .[13]

 جنبمان و ممایع کشمت محمیط در رشمد درحال و پراکنده

 تمرد کالوس از قطعاتی انتقال با معمولاً هاکشت این. است

 یکنواخت طوربه که مایع کشتمحیط یک به تمایزنیافته و

 کشمت از. شموندمی شمروع شمود،می داده تکمان مداوم و

 مطالعممه بممرای تمموانمی گیمماهی هایسمملول سوسپانسممیون

 شممرایط در. کممرد ادهاسممتف ثانویممه هممایمتابولیت بیوسممنتز

 سوسپانسممیون محممیط در کممالوس هایسمملول مناسممب،

 نامحمدود طوربه خود تغییر بدون و مئدا رشد به توانندمی

 اداممه کمالوس هایسملول بمه نسبت تریبیش سرعت با و

 سملولی تقسمیم کمه شمرایطی در ،بنابراین .[15و14] دهند

 کماربرد باشمد، نیماز پرجمعیمت سملولی هاینسل و سریع

 سوسپانسمیون همایکشمت کمهاین به توجه با [.16] دارند

 دسمتخوش کمتمر و اسمت شمده کنتمرل صورتبه سلولی

 سمازیبهینمه با توانمی د،شومی ناخواسته محیطی تغییرات

 دارویمی ممواد تولیمد در پایمدار روشمی به ،موجود شرایط

 طریمق از ثانویمه هایمتابولیت تولید. یافت دست ارزشمند

دلیل ارزش اقتصمادی بمالای یون سلولی بهکشت سوسپانس

 در [.12] شمودمی استفاده گسترده صورتبه هااین ترکیب

 بافمت، کشمت طریق از هافراورده این تولید های اخیرسال

 در مهمم رویکمرد یک صورتبه های گیاهیسلول و اندام

مطالعمات  /اسمت درآممده کنترل شده هایکشت مطالعات

بشمقابی از طریمق ات دارویمی آبتولید ترکیبمحدودی از 
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 در [.17]اسممت انجممام شممدهکشممت سوسپانسممیون سمملولی 

 تولیمد سمنتولوزید در، بشمقابیآب گذشمته روی مطالعات

در حضممور الیسممیتورها و کشممت سوسپانسممیون سمملولی 

نتممایج نشممان داد  و شممدآمیممرین ارزیممابی  ممماده آلفمماپیش

های حاصممل از سوسپانسممیون در حضممور تیمارهمما سمملول

وفق عمل کرده و باعث افزایش بمازده تولیمد سمنتولوزید م

تولیممد  بمرایبشممقابی کشممت سوسپانسمیون آب [.18] شمد

آسیاتیک اسید و آسیاتیکوزید در حضور الیسیتورها انجمام 

ثره فموق ؤهای حاصل انباشت بالایی از مواد مو سلول شد

انجام کشت سوسپانسیون بمرای تولیمد  [.19]تولید کردند 

 .بشمقابی در بیوراکتورهما نیمز بررسمی شمده آبثرؤمواد م

قادر بمه تولیمد  ،های حاصل از کشتسلولنتایج نشان داد 

 باشمندمیثره گیماه ؤتوجهی از انباشمت ممواد مممقدار قابل

بافت  کشت مورد در اطلاعات محدودیت به باتوجه [.20]

و شناسمممایی ترکیبمممات موجمممود در کمممالوس و کشمممت 

 بررسی برای پژوهش این بی،بشقاآبسوسپانسیون سلولی 

های غیرتمایزیافتمه در سملولهای گیاهی از متابولیتتولید 

کشت سوسپانسیون سملولی  های حاصل ازکالوس و سلول

در ایمران  بمار اولمین بمرای حاضمر پژوهش در .انجام شد

 تولیمد بشقابی برایآب سلولی سوسپانسیون کشت مطالعه

های گیماهی تابولیتو شناسایی م ارزش با دارویی ترکیبات

   .شد بررسی و مطالعه GC/MSاز طریق 

 هامواد و روش-2

 کشت سوسپانسیون  2-1

شد بشقابی از گلخانه آموزشی دانشگاه گیلان تهیه گیاه آب

عنوان هما بمه. از برگشد آوریهای نورس آن جمعو برگ

ریزنمونمممه بمممرای تولیمممد کمممالوس در شمممرایط کشمممت 

وشو ها، پس از شستشد. ریزنمونهای استفاده شیشهدرون

 70با آب و مواد شوینده، زیر دستگاه هود لامینار با الکمل 

 5/1سمدیم ثانیه و محلول هیپوکلریمت  30مدت درصد به

ها ریزنمونمه سپس،. استریل شدنددقیقه  15مدت درصد به

شمدند. کشی آب مقطراستریل آب بادقیقه  5مدت بار بهسه

کشمت تکرار، بمر روی محیط 6در قالب های استریل برگ

MS  در لیتر آگمار بما  گرم 8درصد ساکارز و  3دارایpH 

های رشمد کننده، در تیمارهای مختلف از تنظیم8/5معادل 

ساعت روشمنایی  16نوری در دوره  NAAو  BAPگیاهی 

لموکس در دممای  3000ساعت تاریکی با شدت نمور  8و 

در کشت سوسپانسمیون  شدند.گراد کشت درجه سانتی 25

در محیط کشت  ،آزمایش قبل ۀهای ترد رشدیافتاز کالوس

MS گرم بمر لیتمر میلی 5/1با همراهBAP  گمرم میلی 5/0و

تممرد در  هممایکالوس .(21)شممد اسممتفاده  NAAبممر لیتممر 

 در اسمکالپل از اسمتفاده با مترسانتی 5/1های تقریبی اندازه

 تقسمیم ترکوچک قطعه 15الی  10 به استریل کاملاً شرایط

 در ممایع کشمت محیط لیترمیلی 50 گرم از کالوس به 1 و

. شمد داده انتقمال لیتمرمیلی 250 حجم با مایر ارلن ظروف

 شممرایط بمما شممیکرانکوباتور در سوسپانسممیونی هممایمحیط

 دقیقمه در دور 110 سمرعت و گرادسمانتی درجه 25 دمای

 بمه یتماریک سماعت 8 و روشمنایی سماعت 16 شرایط در

 و مماه یمک گذشت از پس. شدند دارینگه ماه یک مدت

 هاکالوس اولیه سازگاری و جدید هایسلول تولید مشاهده

 تولیمد همایکالوس سلولی، سوسپانسیون کشت شرایط در

. شمدند بازکشمت جدیمد محیط به یکبار هفته دو هر شده

از تموده کالوسمی تشمکیل شمده،  هاجداسازی سلول برای

 در پکتینماز آنمزیم بما تمازه محیط کالوس در گرم 1مقدار 

 تماریکی شرایط در ساعت 16 مدت به درصد 1/0 غلظت

 پمس تیمار شمدند. شیکر روی دقیقه در دور 60 سرعت با

سمه  وشمدند  نشینته سانتریفیوژ با هاسلول جداسازی، از

 در هاسپس، سملول .شدند با آب مقطر استریل شستشو بار

 5/1بما  هممراه MSدر محمیط  سوسپانسیون کشت شرایط

 قمرار NAAگرم بر لیتمر میلی 5/0و  BAPگرم بر لیتر میلی

 تما عممل این و شدند بازکشت هفته 2 هر هانمونه. گرفتند

 هر در. شد تکرار( هفته 8) هاسلول از مناسب حجم تولید

 بممه تممازه کشممت محممیط لیتممرمیلی 20 مقممدار بازکشممت

 .(1)شکل شد  افزوده سوسپانسیون
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های سلولی در محیط دارای ( قرارگیری توده4و 3 ؛های حاصل از کشت سوسپانسیونکشت سوسپانسیون سلولی و کالوس (2و  1شکل 

 هاپکتیناز و جداسازی سلول

 

  سلولی سوسپانسیون وزن گیریاندازه 2-2

محمیط  لیتمرمیلی 50 ابتمدا گیری وزن سملولی،برای اندازه

. شمد اسمتریل و تهیمه لیتمریمیلی 250 هایارلن کشت در

 حاوی محیط لیترمیلی 20 مقدار لامینار هود زیر در ،سپس

 تمازه محمیط بمه و شمد داده عبور استریل فیلتر از هاسلول

. شمدند داده انتقمال انکوبماتور شمیکر بمه هماارلن و اضافه

 روز 2 فاصممله بممه هانمونممه از یممک هممر وزن گیریانممدازه

 کاغمذ و بوخنر قیف از استفاده با هفته 6 مدت به و باریک

های سلولی کردن نمونه خشک .(2)شکل  شد انجام صافی

 48در ممدت و گراد درجمه سمانتی 30نیز در آون با دمای 

 .  انجام شدساعت 

  هاسلول تعداد گیریاندازه 2-3

 محلمممول از مقمممداری ابتمممدا هاسممملول شممممارش بمممرای

 5 ممدت در قیقمهد در دور 1500 سمرعت با سوسپانسیون

 محمیط ،هاسملول سمانتریفیوژ از پس. شد سانتریفوژ دقیقه

 محمیط لیترمیلی یک در هاسلول وشدند  ریخته دور رویی

 تعمداد تعیین برای. شدند سوسپانسیون کامل طوربه کشت

 یو لامممل هموسممایتومتر لام از حجممم واحممد در هاسمملول

 محلمول ابتمدا خطما بمروز از جلموگیری برای. شد استفاده

افزودن و با  2/1 میزان به دیونیزه مقطر آب با سوسپانسیون

 رقیمق لیتر سوسپانسیونمیلی 1لیتر آب مقطر به هر میلی 1

. شمد انجمام بلو تریپان محلول با هاسلول آمیزیرنگ. شد

 لیتمرمیلی 5/0و  سوسپانسیون لیتر از محلولمیلی 5/0 ابتدا

 10و مقمدار  شمد بترکیم برابمر هاینسمبت در بلو تریپان

 منتقمل شمد. یهموسایتومتر لامل زیر میکرولیتر از محلول

 و شمد شسمته مقطر قطره آب 5 با دقیقه 5گذشت  از پس

 نموری بما زیرمیکروسمکو  در رنگ )زنده(های بیسلول

 شمارش شدند. ×4و  ×10بزرگنمایی 

 عصاره تهیه 2-4

 هایوسملول از برگ گیاه گلدانی، کمالوس گرم 5/0 مقدار

 هماون درون هانمونمه و شمد کشت سوسپانسیون برداشمته

 .شد پودر مایع ازت از استفاده با چینی

 

 
 ها با استفاده از قیف بوخنر و کاغذ صافیگیری وزن سلولاندازه 2شکل

1 2 3 4 
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 مجمزا همایفالکون در تیممار همر از شمده پودر هاینمونه

 سبتن به متانول/ آب محلول از لیترمیلی 5 و شدند ریخته

 دقیقمه 30 ممدت به هانمونه ،سپس. شد اضافه آنها به 1/9

 ،آن از پمس گرفتنمد. قمرار اولتراسمونیک حمام دستگاه در

 شمده سانتریفیوژ 1500 دور در دقیقه 10 مدت به هانمونه

 بمرای گرادسمانتی درجمه 20 منفمی دمای در یخچال در و

 یبرا هاسپس، نمونه .(19) شدند دارینگه بعدی مطالعات

 مربوطمه بمه آزمایشمگاه GC/MS توسط ترکیبات شناسایی

 دسمتگاه در تزریمق بمرای کمه هاییعصماره شمدند. منتقل

GC/MS داشمتند شمدن خشمک بمه نیاز شدندمی استفاده .

 در روتاری توسط ابتدا هاعصاره بودن هیدروالکلی دلیلبه

 و شممد خمار  آن از متممانول گرادسمانتی درجممه 50 دممای

 درجممه 50 منفممی دمممای در درایممر زرفریمم توسممط ،سممپس

 سمازیآماده از پمس نهایمت در و شدند خشک گرادسانتی

 .شد تزریق دستگاه به هاعصاره کامل

  GC/Mass دستگاه از استفاده 2-5

 Agilent نوع از شده استفادهگازی  کروماتوگرافی دستگاه

 متمرمیلی 25/0 داخلی قطر متر، 30 طول به ستون با 7890

. بمود HP-5MS نموع از میکرومتمر 25/0 یمهلا ضخامت و

 میکرولیتممر از 1، دهندهتشممکیل ترکیبممات شناسممایی بممرای

 تزریمق GC/Mass دسمتگاه بمه متمانول رقیق شده با نمونه

 دممای. شمد تنظمیم زیر صورتبه ستون دمایی برنامه. شد

 حرارتمی گرادیمان. بود گرادسانتی درجه 100 آون ابتدایی

 200 تما دمما افمزایش دقیقمه، همر رد گرادسانتی درجه 10

 بما دقیقمه 5 ممدتبه دما این در توقف و گرادسانتی درجه

 درجمه 280 تما دمما افزایش دقیقه، هر در درجه 3 سرعت

 اتاقمک دممای. بود دقیقه 8 دما این در توقف و گرادسانتی

 از و بمود splitlessصورت به گرادسانتی درجه 270 تزریق

 در لیتمرمیلی 1( فلمو) جریمان عتسمر با حامل هلیوم گاز

 ممدل اسمتفاده ممورد جرممی نگارطیف. شد استفاده دقیقه

Agilent 5975 تنظیم ولت الکترون 70 یونیزاسیون ولتاژ با 

 از و شمد تنظمیم 400 تا 50 از هامس اسکن محدوده. شد

 بمه هماطیف شناسمایی. شد استفاده chemstation افزارنرم

 موجمود اطلاعات از استفاده و آنها بازداری شاخص کمک

( W9N11-L و Nist 14.L) دستگاه کامپیوتری کتابخانه در

 .انجام شد

 نتایج -3

 سوسپانسیون رشد فاز در سلول وزن گیریاندازه 3-1

 بمر مبتنمی سوسپانسیون کشت رشدی روند مطالعه تکنیک

 محمیط حجم از مشخصی واحد وزن تغییرات گیریاندازه

 نتایج براساس. بود ایهفته شش نیزما دوره یک در کشت

 تمرینبیش) سوسپانسمیون کشت رشد حداکثر گزارش این

 تقریبمی وزن بما شمانزدهم روز در( بیومماس تولیمد میزان

 . شد مشاهده( گرم 057/0 خشک وزن و 684/0 تر وزن)

 

  
 سوسپانسیون محیط در رشد شاخص منحنی 3 شکل
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 هفته 6 مدت در سلولی سوسپانسیون کشت سلول تعداد نمودار 4 شکل

 

 
  .سلول آبی رنگ سلولی مرده(4و  3 ؛رنگ سلولی زندهسلول شفاف و بی (2و  1 .حاصل از کشت سوسپانسیون سلولی هایسلول 5شکل

 

 از و تصماعدی مرحله شانزدهم تا جمپن روز خفتگی، مرحله چهارم روز تا هاسلول وزن گیریاندازه شروع روز از رشد منحنی

 داد نشمان ها رابیست و چهارم به بعد کاهش تدریجی در وزن سملول روز از و سکون مرحله بیست و دوم روز تا هفدهم روز

 .(3)شکل 

  هاسلول تعداد 3-2

 روز در آن میمزان ترینبیش و سلول 24000 معادل شمارش اول روز در سلولی، سوسپانسیون لیترمیلی 1 هر در هاسلول تعداد

 .(4)شکل  بود سلول 88000 معادل شانزدهم

 GC/Mass  زآنالی

 شمد زیمر نشمان داده هایولهای هیمدروالکلی در جمدترکیبات موجود در عصاره GC/Massدست آمده از آنالیز طبق نتایج به

. نتیجمه ایمن بررسمی شمدانی بررسمی دهنده عصاره گیاه گلمدو درصد ترکیبات تشکیل نوع .(3و جدول  2، جدول 1)جدول 

دهنده باتوجمه بمه سمط  درصد بود. درصد نسبی هر کدام از ترکیبات تشکیل 1/0ترکیب با غلظت بالاتر از  17شناسایی تعداد 

(، درصمد 44/13) نئوفیتمادینشمامل  (›%6ی )دست آمد. از میان این ترکیبات، ترکیبات اصملزیرمنحنی در طیف کروماتوگرام به

 12/10اکتادیکاترینوئیمک اسمید ) -15و12و9(، درصمد 85/12اکتادیکادینوئیک اسمید )-12و9(، درصد 12/12استرول )استیگم

. گیماه گلمدانی بمود بمرگ دهنده عصارههای تشکیلترین ترکیبعمده (درصد 05/9هگزادیکانوئیک اسید متیل استر ) و (درصد

 01/0ترکیمب بما غلظمت بمالاتر از  6شناسایی  ،کشت جامدمحیط  در عصاره کالوس حاصل از GC/Massنتیجه بررسی آنالیز 

 28/5ال )-28-ان-12-درصد(، اورس 87/6)هیدروکسی -3اوئیک اسید،  -28-ان-12-اورسدرصد بود. از میان این ترکیبات 

 دهنده این عصاره بود. های تشکیلترین ترکیبدرصد( عمده 46/4درصد( و اکتادیکانوئیک اسید )
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 بشقابیشناسایی شده در عصاره برگ گیاه آب ترکیبات 1جدول 

 زمان بازداری )دقیقه( سطح درصد ترکیب

Neophytadiene 44/13 10040006 718/10 

Cyclohexane, 1,2,3-trimethyl 82/0 611461 796/10 

2-Hexadecen-1-ol 84/1 1372838 019/11 

Methyl 8,11,14-heptadecatrienoate 37/1 1024929 512/11 

9-Hexadecenoic acid, methyl ester 07/1 796231 797/11 

Hexadecanoic acid, methyl ester 
(=Palmitic acid, methyl ester) 

05/9 6757474 859/11 

n-Hexadecanoic acid 10/3 2313706 409/12 

9,12-Octadecadienoic acid 03/12 8983740 087/15 

9,12,15-Octadecatrienoic acid 29/9 6939850 248/15 

Phytol 67/3 2738233 530/15 

Methyl stearate 34/1 1003086 850/15 

9,12-Octadecadienoic acid 82/0 610073 041/16 

9,12,15-Octadecatrienoic acid 

(=Linolenic acid) 
83/0 621580 202/16 

7-Hexadecyn-1-ol 18/0 131066 955/20 

Hexadecanoic acid 21/1 906730 620/25 

Cyclohexasiloxane, dodecamethyl 15/2 1604350 590/26 

alpha.-Tocopherol 02/2 1508968 805/39 

Stigmasterol 12/12 9055165 114/42 

beta.-Sitosterol 50/4 3362070 370/43 

 
 بشقابیترکیبات شناسایی شده در عصاره کالوس آب 2جدول

 زمان )دقیقه( سطح درصد ترکیب

Hexadecamethylcyclooctasiloxane 015/0 146043 669/12 

Heptadecanoic acid, ethylester 70/0 660685 898/16 

Octadecanoic acid 46/4 4235468 024/18 

Urs-12-en-28-oic acid, 3-hydroxy 87/6 6520649 667/22 

Urs-12-en-28-oic acid, 3-hydroxy 71/0 673986 923/23 

Urs-12-en-28-oic acid, 3-hydroxy 66/0 630592 975/23 

Urs-12-en-28-al 28/5 5016347 380/24 

3,3-Diethoxy-1,1,1,5,5,5-hexamet 08/0 72102 351/26 
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 بشقابیهای حاصل از کشت سوسپانسیون آبترکیبات شناسایی شده در عصاره سلول 3جدول

 قیقه(زمان )د سطح درصد ترکیب

Neophytadiene 23/0 336053 947/14 

Hexadecanoic acid, ethyl ester 8/0 1191977 861/16 

Octadicanoic acid 06/2 3071340 018/18 

Octadecanoic acid, 17-methyl 26/0 393932 144/19 

Stigmasterol 26/1 1873624 152/21 

Stigmasterol 22/0 330001 220/21 

Urs-12-en-28-oic acid, 3-hydroxy 04/5 7505786 662/22 

Thunberginol F trimethyl ether 31/0 459257 103/23 

beta-sitosterol 59/7 11301239 55/23 

Urs-12-en-28-oic acid, 3-hydroxy 03/4 6005297 939/23 

3-(4-Methoxy-3-tert-butyl-5-meth) 76/12 18999682 364/24 

2-H-cyclopropabenzofuran 56/1 2327647 592/24 

Aromadendrene 20/4 6247967 836/24 

Alpha-amyrin 21/4 6270062 469/25 

Alpha-amyrin 76/5 8585446 495/25 

Hop-22(29)-en-3beta-ol 08/3 4591276 851/27 

 

نتیجه بررسی آنالیز حاصل از عصاره کشمت سوسپانسمیون 

درصمد  1/0ترکیب با غلظت بالاتر از  13سلولی شناسایی 

-بوتیمل-ترت-3-متوکسی-4-3بود. از میان این ترکیبات 

 (،درصممد 59/7(، بتاسیتوسممترول )درصممد 76/12) مممت-5

 04/5)هیدروکسممی -3اوئیممک اسممید،  -28-ان-12-اورس

ترین ترکیبمات ( عممدهدرصمد 76/5( و آلفاآمیرین )درصد

   دهنده عصاره حاصل بود.تشکیل

و مقایسمه میمان  GC/MSدست آمده از آنالیز طبق نتایج به

های بممرگ گیمماه گلممدانی، ترکیبممات موجممود در عصمماره

های حاصل از کشت جامد و سوسپانسیون سملولی کالوس

های توجهی در نوع ترکیبات موجود در نمونمهتفاوت قابل

شممده وجممود دارد. از میممان ترکیبممات موجممود در تزریق

ها نئوفیتممادین، استیگماسممترول و بتاسیتوسممترول عصمماره

های گیاه و کشت سوسپانسمیون ترکیباتی مشابه در عصاره

-28-ان-12-اکتادیکانوئیک اسید و اورس همچنینبودند، 

هیدروکسی ترکیبماتی مشمابه در کمالوس و -3اوئیک اسید،

ی بمود. مطمابق نتمایج حاصمل از کشت سوسپانسیون سلول

های بممرگ، کممالوس و کشممت عصمماره GC/MSپروفایممل 

ها تفماوت های موجمود در عصمارهمتابولیت ،سوسپانسیون

های سملول دهنده تفاوت قابلیتتوجهی داشته و نشانقابل

تمایزیافتممه و غیرتمایزیافتممه در تولیممد ترکیبممات مختلممف 

شابه بما مقایسمه های ترکیبات مباشد. در بررسی نسبتمی

ها، سط  زیر کروماتوگرام حاصل از هر ترکیب در عصماره

برابممر و  87/29مشممخص شممد میممزان نئوفیتممادین در گیمماه 

های کشممت تممر از سمملولبرابممر بیش 1/4استیگماسممترول 

باشد اما ترکیب بتاسیتوسمترول در کشمت سوسپانسیون می

 همچنینتر از برگ گیاه بود. برابر بیش 36/3سوسپانسیون 

مقایسممه میممزان ترکیبممات مشممابه در کممالوس و کشممت 

اوئیمک اسمید، -28-ان-12-سوسپانسیون نشمان داد اورس

تممر از کممالوس و ترکیممب برابممر بیش 72/1هیدروکسممی -3

تممر از برابممر بیش 37/1اوکتادیکانوئیممک اسممید در کممالوس 

رسممد در نظر میکشممت سوسپانسممیون بممود، بنممابراین بممه
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رگ، کشت سوسپانسیون و کمالوس های حاصل از بعصاره

برای ترکیبات مشابه از نظر میزان نسبت مقمادیر براسماس 

 نوع ترکیب تفاوت وجود دارد. 

 بحث-4

 سوسپانسیون سلولی کشت 4-1

عوامل متعددی از قبیل ژنوتیپ و شرایط فیزیولوژیک گیاه 

های رشمد کنندهمادری، نوع ریزنمونه، نوع و غلظت تنظیم

ای شیشمهها در کشمت دروننممو سملول گیاهی در رشد و

های مطالعممه حاضممر نیممز کشممت در .[22]مممؤثر هسممتند

از رشمد  های برگمیون سلولی حاصل از کالوسسوسپانسی

و تکثیر نسبتاً بالایی برخموردار بودنمد. بمه عبمارت دیگمر 

 5/1هممای ریزنمونمه بممرگ در محمیط کشممت دارای غلظت

در  NAAر لیتمر گمرم بممیلی 5/0و  BAPگرم بر لیتر میلی

زایی و استقرار و رشد سوسپانسمیون سملولی ممؤثر کالوس

 هایسیسممتم در ثانویممه هممایمتابولیت تولیممد امممروزهبممود. 

 انممواع بمما دارویممی گیاهممان سمملولی کشممت سوسپانسممیون

 هایسیسمتم در. گیردمی صورت و پیوسته بسته هایروش

 ایهممتابولیت تولید همچنین و هانمو سلول و رشد بسته،

 ممواد از اعم سیستم این بر شرایط حاکم با تقابل در ثانویه

 بما رشمد دوره طمی کمه در دارد قمرار پیشسازها و غذایی

 در هانمممو سمملول و رشممد. شمموندمی روروبممه محممدودیت

 انجام گرفتمه بیشتری سرعت با کشت دوره ابتدایی مراحل

 بمه محمیط کشمت، غذایی مواد شدن محدود با تدریجبه و

 پمژوهش این از آمده دستبه نتایج. شودمی وارد بتفاز ثا

 کشمت هایسملول چرا که کندمی تأیید را این موضوع نیز

. شمدند ثابمت فماز وارد سموم هفته در نیز بشقابیآب شده

 دارویمی گیماه یمک در کالوس القای از درصورتیکه هدف

 درون آن ثانویممه هممایاز متابولیت بممرداریبهره و تولیممد

 تولید منحنی مطالعه سوسپانسیون باشد، شتک هایسیستم

 از حاصمل نتمایج .اسمت ضمروری بسیار سیستم این برای

 های سوسپانسمیونکشت برای تولید و رشد الگوی مطالعه

 را مشخص تولید مقدار بالاترین برای زمان بهترین سلولی

 .کندمی

رشد سلول در محیط کشت سوسپانسیون بعمد از گذشمت 

قبولی نشمان داد و شد سریع و قابملر ،روز از کشت چهار

روز دیده شد که در  چهارتصاعدی بعد از گذشت  مرحله

پی آغاز این مرحله به تدریج افزایش وزن و تراکم سلولی 

بمه حمداکثر  شمانزدهمها اتفاق افتاد کمه تما روز در سلول

رشمد سملول ثابمت  ،مقدار خود رسید. پس از این مرحلمه

ثابت مانمد و  ودومبیستوز شده و تراکم محیط کشت تا ر

رشمد  از آن رونمد کاهشمی را پمیش گرفمت. توقمف پس

توانمد بمه دلیمل ها میسلولی و کاهش وزن و تراکم سلول

های رشمد موجمود در محمیط کننمدهیمظتخلیه عناصر و تن

 عواممل از گیماهی رشمد هایکنندهتنظیم .[23] کشت باشد

 .تندهسم گیماهی همایسملول رشدونمو و تقسیم در اصلی

تقسیم سلولی در محیط کشت وابسته به حضور اکسمین و 

طور مستقیم روی چرخمه به هاسایتوکنین .سایتوکنین است

های درگیمر در ثیر دارند و در تنظیم سنتز پروتئینسلولی تأ

کنند. اکسمین های دو  دخالت میتشکیل و عملکرد رشته

پذیری دیممواره سمملولی و نیممز از طریممق افممزایش انبسمما 

همممای ویمممژه رمزکننمممده mRNAریمممک رونویسمممی تح

های درگیر با رشد سلول در چرخه سلولی فعالیت پروتئین

های نشممان داد سمملول پممژوهشنتممایج ایممن  .[24] کنممدمی

حاصل از کشت سوسپانسمیون قابلیمت تقسمیم و افمزایش 

روز دارند و بعد از آن  ودوبیستتراکم سلولی را در مدت 

شمد. هیمدالگو و همکماران  ها دیدهمیزان سلول کاهش در

بشممقابی اشمماره در بررسممی کشممت سوسپانسممیون آب [17]

در منحنممی رشممد سمملولی فمماز تصمماعدی تمما روز  کردنممد

دوازدهم کشت ادامه داشت و شمروع فماز سمکون در روز 

طور سمملولی بممه هممایرده کشممت بممود کممه رشممد هجممدهم

نتمایج ایمن توجهی کماهش یافمت کمه تاحمدودی بما قابل

در  [19] و همکمماران سممت. کریشممنانا تاهمراسمم پممژوهش

فماز  کردنمدبشمقابی بیمان بررسی کشت سوسپانسمیون آب
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خفتگی و سکون در منحنی رشد سلولی دیده نشمد و فماز 

روز ادامه داشت و فاز ممرگ سملول  نه و سیتصاعدی تا 

فماز تصماعدی تما روز  پمژوهشدر این  .بود چهلدر روز 

د کاهشی در رشد و ادامه داشت و در نهایت رون شانزدهم

هما بما مرحلمه تقسیم سملولی دیمده شمد. تولیمد متابولیت

نمایی یک کشمت ممرتبط اسمت کمه طمی دوره لگاریتم یا 

رشد فعال سلول قابلیت تولیمد ترکیبمات متعمددی فمراهم 

همای ثانویمه در در بررسمی تولیمد متابولیت .[25] شودمی

از دو نوع فنوتیپ مختلف  ،های سوسپانسیون سلولیسلول

فاز خفتگی تا روز سوم کشت و پمس  .بشقابی بیان شدآب

اداممه داشمت و فماز  دوازدهماز آن فاز رشد نمایی تا روز 

و  [17]دیمده شمد چهاردهمو  سیزدهمسکون در روزهای 

شمد کمه تما  گمزارش [26] بوهموچی نتایج مشابهی توسط

. مطمابق نتمایج داردمطابقت  پژوهش این نتایج باحدودی 

بمود و بعمد از آن  چهمارماز خفتگی تا روز فپژوهش این 

مرحله تصاعدی آغاز شد و بالاترین میمزان رشمد سملولی 

دیمده  شانزدهمها در روز براساس وزن تر و خشک سلول

ادامه داشمت  دوموبیستتا روز  سکون مرحله سپس، .شد

. در میزان رشد سلولی دیده شمد به تدریج روند کاهشیو 

کشت سوسپانسیون سلولی یک  مطالعه حاضر نشان داد که

مختلمف گیماهی  همایمتابولیتانتخاب مناسب برای تولید 

بالاترین مقدار بیوماس سلولی در هفته سوم کشمت  .است

توانمد بمرای اسمتفاده از الیسمیتورها در دست آمد که میبه

 آزمایشات جالب توجه باشد. 

 GC/MSآنالیز  4-2

و مقایسه میان  GC/Massدست آمده از آنالیز طبق نتایج به

همای های گیاه گلمدانی، کالوسترکیبات موجود در عصاره

حاصل از کشمت جاممد و سوسپانسمیون سملولی تفماوت 

های توجهی در نمموع ترکیبممات موجممود در نمونممهقابممل

شممده وجممود دارد. از میممان ترکیبممات موجممود در تزریق

ها نئوفیتادین، هگزادیکانوئیک اسید، استیگماسترول عصاره

گیمماه و های بتاسیتوسممترول ترکیبمماتی مشممابه در عصممارهو 

و  اکتادیکانوئیک اسید ،چنینکشت سوسپانسیون بودند. هم

ترکیبماتی  هیدروکسی ،3اوئیک اسید، -28-ان-12-اورس

مشابه در کالوس و کشت سوسپانسیون سلولی بودنمد کمه 

های تمایزیافتممه و سمملول دهنده تفمماوت قابلیممتنشممان

 .[27-29]دباشمختلف میتولید ترکیبات  غیرتمایزیافته در

های هممای گیمماه در مقایسممه بمما کممالوس و سمملولبرگ

تر و متفاوتی بوده و ایمن سوسپانسیون دارای ترکیبات بیش

دلیل تمایز و اختصاصی بمودن بافمت بمرگ تواند بهامر می

هممای بیوسممنتز هممایی کممه آنزیمطور کلممی ژنباشممد. بممه

کنند، ظاهراً در یمک ا کد میهای مختلف گیاهی رمتابولیت

های مختلممف تنظممیم سمملول یمما بافممت خمماص در سیسممتم

هممای های تمایزنیافتممه یمما در بافتشمموند. در کشممتمی

های مربوطه معمولاً متفاوت عممل کمرده و غیرمعمول، ژن

همای کدکننمده تنها پس از تمایز بافتی، تنظمیم صمحی  ژن

 .[30] شمودئمه میهای بمالقوه اراهای بیوسنتز یا ناقلآنزیم

 چنین با مشاهده تفماوت ترکیبمات موجمود در عصمارههم

ثر ؤهای ممرسد ژننظر میکالوس و کشت سوسپانسیون به

تماثیر شمرایط کشمت و عواممل هما تحتدر سنتز متابولیت

های حاصمل از کشمت گیرنمد. سملولمحیطی نیز قمرار می

سوسپانسیون سملولی قابلیمت تولیمد ترکیبمات متنموعی را 

که نشان از اثربخشی نموع کشمت و شمرایط تولیمد  تداش

تولیممد باشممد. هممای گیمماهی مممیمتابولیت سممنتزسمملول در 

 آنهماشمود امما تولیمد ها کنتمرل میوسیله ژنها بهمتابولیت

باشد و اثمر همر دو منجمر تاثیر عوامل محیطی نیز میتحت

شود. نتایج این ها میبه تغییراتی در نوع و کیفیت متابولیت

وهش نشان داد کالوس و کشمت سوسپانسمیون سملولی پژ

قابلیت تولیمد ترکیبمات متفماوتی را دارا هسمتند کمه ایمن 

 مقایسه .[31]باشدتواند متفاوت از گیاه مادری ترکیبات می

حاصل از کالوس با کشمت سوسپانسمیون  GC/Massنتایج 

هما سلولی نیز بیانگر توان بیوشیمیایی متفماوت ایمن محیط

زیمادی  حدو کشت سوسپانسیون سلولی تا است. کالوس 

تموان و می داردقابلیت تولید ترکیباتی غیرمشابه با گیماه را 
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نتیجممه گرفممت متابولیسممم گیمماه در کممالوس و کشممت 

همای سوسپانسیون سلولی تا حدود زیادی متفاوت از بافت

 باشد. گیاهی می

 گیری نتیجه-5

ل از های حاصمکالوس و سملول پژوهش،مطابق نتایج این 

کشت سوسپانسیون سلولی قابلیت تولید ترکیبات متفماوتی 

های حاصل از کشت سوسپانسیون قابلیمت سلولند. را دار

تواند که می داردتری نسبت به کالوس تولید ترکیبات بیش

ها بما محمیط شرایط کشت و تماس مستقیم سلولناشی از 

های سملولهای رشد گیاهی باشد. کنندهکشت دارای تنظیم

های مختلفی را داشمته غیرتمایزیافته قابلیت تولید متابولیت

افمزایش و تولیمد ترکیبمات  بمرای توانمی و از این ویژگی
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Abstract 

The production of secondary metabolites of medicinal plants through cell 

culture is valuable for studying and accessing to these resources. Centella 

asiatica L. is one of the valuable medicinal plants, which is very important 

due to its medicinal properties, specific and limited distribution. The 

application of undifferentiated cell culture including callus and cell 

suspension culture is a biotechnological method for the production of 

valuable compounds. In this study, the cells obtained of suspension culture 

from callus and identification of its volatile compounds are interested by GC-

MS device. The study of the cell growth pattern shown that the fresh weight, 

dry weight and number of cells in the period of 42 days after inoculation, the 

time of growth and increase of cells is the fifth day and exponential phase 

continued until the16th day that was obtained the highest amount of fresh 

weight (0.684 gr), dry weight (0.057 gr) and cell number (88000 cells per 1 

ml). After that, the cells entered the stationary phase, which lasted until the 

22nd day and after passing through the stationary phase, a gradual decrease 

cell growth was seen. Also, the results of extracts analysis showed the callus 

and cell suspension culture are produce different compounds from the mother 

plant. In the plant, callus and cell suspension culture were identified 17, 6 and 

13 compounds respectively. Among the compounds found in the extracts, 

Neophytadiene, Stigmasterol and beta-Sitosterol were in plant and cells of 

suspension culture, also Octadicanoic acid and Urs-12-en-28-oic acid were in 

callus and cell suspension culture.  

 

Keywords: Gas chromatography, In vitro culture, Medicinal plant, Mass 

spectrometry, Plant metabolites. 
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