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 هاراهنمای تدوین و شرایط پذیرش مقاله
 هدف

 به ،الزهرا دانشگاه به وابسته پژوهشی-علمی نشریه ،Applied Biology انگلیسی نام با كاربردی شناسی زیست تخصصی مجله
 شود.می منتشر  بار 4 سالی كاربردی علوم زمینه در تخصصی دانش ترویج و آگاهی افزایش ها،پژوهش نتایج انتشار منظور

 مجله با مرتبط موضوعات
 "كامل مقاله" صورت به دقیق داوری از پس است كاربردی شناسی زیست یزمینه در تحقیقات ینتیجه كهرا  مقالاتی مجله

 رساند.می چاپ به

 نشر قوانین
مقالات ارسال شده به مجله، نباید قبلا در سایر مجلات چاپ و یا همزمان به مجلات دیگر ارسال شده باشد. مقالاتی كه فقط  -

 اند، مستثنی هستند.آنها در مجامع علمی داخلی و خارجی ارائه و چاپ شده یچکیده

 متن كامل فارسی و خلاصه انگلیسی باشند. مقالات باید دارای -

 دارند كامل اختیار  اعضای هیئت تحریریه در پذیرش، عدم پذیرش یا هر گونه ویرایش مقاله، -

 باشد.مسئولیت علمی مطالب ارائه شده، به عهده نگارنده )گان( مقاله می -

 تواند تحت نظر نویسنده مسئول تغییر كند.اسامی نگارندگان می -

 شوند.قالاتی كه مطابق راهنمای نگارش مقاله تهیه نشوند، به نگارندگان عودت داده میم -

مقالات دریافت شده پس از داوری توسط داوران تخصصی و پذیرش علمی از سوی اعضای هیئت تحریریه، با رعایت نوبت به  -

 رسند.چاپ می

 فرمایید: توجه زیر نکات به حتما مقاله ارسال از پیش
 ه به زبان فارسی پذیرفته خواهد شد.مقال -

( به دبیرخانه ارسال شود. مقالاتی كه از طریقی به جز http://jab.alzahra.ac.ir مقاله فقط از طریق پایگاه اینترنتی مجله ) -

راحل داوری نیز از طریق سایت مجله قابل پیگیری سایت ارسال شوند، در جلسه هیئت تحریریه بررسی نخواهند شد. تمامی م

 است.

 آن فرم، اسکن و نگارندگان تمام امضای از پس و تکمیل مجله، سایت در را فرم تعهدنامه نگارندگان همزمان با ارسال مقاله، -

 .نمایند ارسال مجله سایت طریق از مقاله همراه به را

گذاری، رسم جدول، شکل، نوشتن ه صحیح نگارش از جمله اصول نقطههای ارسالی باید تمامی نکات مربوط به شیودر مقاله -

 منابع و ...به دقت رعایت شود.

ی صفحه اول با ذكر نام استاد )استادان( راهنما و نامه دانشجویی باشد، این موضوع در پاورق چنانچه مقاله بخشی از پایان -

 دانشگاه مربوطه قید شود.

های شود پیش از ارسال مقاله، از استاد راهنمای خود تقاضا نمایند كه آن را مطالعه و كاستیبه دانشجویان محترم توصیه می -

 آن را رفع نمایند.

ها، شماره ل، شکلبه بالا به عدد نوشته شوند )به استثنای اعداد جداو 10در متن مقاله، اعداد صفر تا نه به حروف و اعداد  -

  ها(.گذاری فرمولمنابع و شماره

 (.گیرد قرار اعداد چپ سمت در%  علامت كه اهشکل و اهجدول استثنای به) شود نوشته درصد كلمه با%  علامت مقاله، متن در -

سال شمسی برای مقالات اشوند(، میانگلیسی كه بر اساس سال میلادی بیان  یهها و چکیدجز جداول، شکلهدر متن مقاله )ب -

 .فارسی و سال میلادی برای مقالات انگلیسی بیان شوند

های بندیبر اساس سیستم دوفامی طبق جدیدترین طبقه( باید ها،جانوران، میکروب اسامی علمی )از جمله نام گیاهان -

http://ijws.areeo.ac.ir/
http://ijws.areeo.ac.ir/data/ijws/news/Form-Taahod-nameh.pdf
http://ijws.areeo.ac.ir/data/ijws/news/Form-Taahod-nameh.pdf
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( درج شوند، اما در متن، authorگذار )د. این اسامی در عنوان و چکیده بدون ذكر نامننوشته شو با حروف ایتالیكسیستماتیکی و 

( و به صورت غیر ایتالیك Linnaeus یبه معن L .گذار )به عنوان مثالذكر مخفف نامهمراه شود، میآنجا كه برای اولین بار ذكر

 گذار باید طبق استاندارهای مربوطه نوشته شود.اشاره نشود. اسم نام گذارنوشته شوند و در صورت تکرار در متن، دیگر به نام

( منظور Spaceها یك فاصله )میان كلمه و نقطه ).(، كاما )،(، علامت سوال )؟( و پرانتز )( فاصله نباشد و بعد از این علامت -

 شود.

 های فارسی استفاده شود. در نگارش مقاله تا حد امکان، از واژه -

( صفحه كه واژه مورد Footnoteوارد ضروری، اصطلاح خارجی در متن مقاله به زبان فارسی نگاشته و خواننده به زیرنویس )در م

 Times   نظر به زبان اصلی نوشته شده، هدایت شود. عدد هر زیرنویس در قسمت بالا و سمت چپ زیرنویس مربوطه و با قلم

New Roman 10 آغاز شوند. 1در هر صفحه از عدد  سنازک درج شود. اعداد زیرنوی 

(. در Goodman , (2003 باشد مانند  انتشار سال و نگارنده( كوچك نام ذكر بدون) خانوادگی نام شامل متن درون منابع -

 از هم جدا و سپس سال انتشار ذكر شود &صورتی كه منبع مورد استفاده دو نگارنده داشته باشد، نام خانوادگی آنها با علامت 

2001)  Tharp,  & Kells در منابع با بیش از دو نگارنده، تنها نام خانوادگی نگارنده اول به همراه واژه .) et al ,. سال سپس و 

توان به نام فارسی نگارنده اشاره كرد، اما بلافاصله در پرانتز باید (. در متن مقاله میFernandes et al., 2001)  شود ذكر انتشار

( معتقد است.....و یا به اعتقاد Petrak (1953 ,آن به انگلیسی به همراه سال انتشار را نوشت. به عنوان مثال، پتراک  نام خانوادگی

 (. Shimi et al . , (2005شیمی و همکاران 

- .et al و به نقطه ختم شود.ایتالیك است و حتما باید لاتینی ای  واژه 

 تهیه شود.  doc.*و با پسوند Microsoft Word 2007افزار  متن مقاله با نرم -

متری از چهار طرف و سانتی 5/2( با حاشیه 4Aمتر )سانتی 7/29×  21روی كاغذ سفید به ابعاد  صورت الکترونیك به مقاله -

 و در گذاری شود ها و زیرنویس آنها( تهیه و تمام صفحات آن پشت سر هم شماره)به جز جداول، شکل 5/1فاصله خطوط متن 

 هر صفحه شماره خط نوشته شود.

نازنین معمولی هر صفحه در وسط و پایین صفحه و با قلم  باشد. شمارهصفحه می 15تعداد صفحات قابل قبول مقاله، حداكثر  -

 باشد. 12و فونت 

  Boldغیر نازک، قلم و  Bold توپر، باشد. منظور از قلم Times New Romanو قلم انگلیسی نازنین  قلم فارسی مورد استفاده،-

 .است

 .است كوچکتر فارسی  اندازه قلم انگلیسی در تمام موارد، دو سایز از قلم-

 متر باشد. سانتی 27/1( به اندازه Indentابتدای هر پاراگراف به صورت تورفته ) -

 جزییات شرح با مقاله تدوین
 انگلیسی. Abstract  و )اختیاری(، منابععناوین -

 توپر12 چین، چپ انگلیسی: توپر، 14چین،  : راستسیفار عناوین اصلی -

 )نه مقدمه:(. مقدمه پس از عناوین اصلی، نیازی به استفاده از دو نقطه ):( نیست. مانند-

 شوند.سایر عناوین، عناوین درجه دوم و سوم محسوب می -

 .شوند جدا مطلب از):(  نقطه دو با سوم، درجه ینعناو  پس از عناوین اصلی و درجه دوم، ادامه متن از سطر جدید آغاز شود. اما-

 كلی، سپاسگزاری گیرینتیجه نتایج و بحث )با هم(، ها،مواد و روش مقدمه، چکیده، :ترتیب اصلی به

 تمام عناوین اعم از اصلی، درجه دوم و سوم، توپر باشند.-

 توپر Times new Roman 21چین، وسط :انگلیسی توپر، نازنین  14چین، وسط :فارسی مقاله: عنوان -1

 بالای و چپ سمت در توپر 11 نگارنده، هر شماره شوند. جدا هم از ویرگول با توپر، 11 چین، وسط :فارسی نگارندگان: نام-2
 مسئول نگارنده نام (superscript) بالای و راست سمت در )*( ستاره علامت درج (،superscript صورت به) خانوادگی نام
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  نگارنده هر شماره شود. استفاده and ربط حرف از نگارنده آخرین از قبل .شوند جدا هم از ویرگول با توپر 9 :انگلیسی به،مکات
  (،superscript صورت )به خانوادگی نام بالای و چپ سمت در

  پاورقی در نازک 9 چین، وسط انگلیسی: نازک، 11 چین، وسط فارسی: نویسندگان: آدرس-3

 ذكر از پس مبهم. اختصاری علائم فاقد ،كلمه 300تا200 حداكثر پاراگراف، یك در تنها  ایتالیك و نازک 21 :فارسی چکیده:-4
نازک و تنها در یك  12(: Abstarct) انگلیسیای به اهمیت پژوهش، روش و نتایج شود. اهمیت موضوع در یك سطر، اشاره

  .قد علائم اختصاری مبهمپاراگراف ، ترجمه دقیق و علمی چکیده فارسی، فا

 توپر(. Key words( ):10) انگلیسی توپر و ایتالیك (، 12: )فارسیهای كلیدی: واژه -5

 های كلیدی فارسی و انگلیسی، كلمات مشتركی با عنوان مقاله نداشته باشند، به ترتیب حروف الفبا مرتب شوند.واژه-

با استناد به جدیدترین منابع، اشاره دقیق به  با تاكید به آن موضوع خاص ومعمولی ، محتوی بررسی منابع كامل  12مقدمه: -6

 اهمیت تحقیق و هدف بررسی.

 شرح ،نمونه آوری جمع محل تحقیق، اجرای سال و محل جمله از هاروش و مواد دقیق توضیح ،معمولی 12ها: مواد و روش -7
 اشاره استفاده مورد منبع به تنها و نیست روش كامل ذكر به یازین متداول، هایروش از استفاده صورت در كار. روش دقیق
 شود.

 حاصل نتایج و انجام ،نتایج از كاملی تحلیل شود. اشاره موضوع آن با مرتبط منابع جدیدترین به ، معمولی 12 بحث: و نتایج-8
 شود. مقایسه هاپژوهش سایر نتایج با آزمایش از

 شود. استفاده متریك ستمسی از مقادیر و اوزان بیان برای-

 هاشکل و جداول تهیه برای ضروری نکات-

 كرد. بیان راحتیهب را )نتیجه( آمده دستهب اطلاعات نتوان كه است مجاز هنگامی تنها شکل و جدول از استفاده -

 پایین در هازیرنویس یا اختصاری علائم نباشد. مقاله متن به مراجعه به نیاز كه نحوی به باشد گویا باید شکل و جدول عنوان 
 . شوند معرفی شکل یا جدول

 شوند. ارائه جدول و شکل صورت دو هر به كه نباشند هاییداده یعنی شوند، داده نمایش شکل یا و جدول بصورت یاها داده-

 هستند، صویرت جنس از كه هاییشکل و طراحی ساده بافت با سفید، و سیاه بصورت هستند، نمودار جنس از كه هاییشکل-
 شوند. ارسال بالا، كیفیت با و سایه بدون

المقدور بلافاصله ارائه شوند و ارائه آنها به صفحات بعد موكول  شود، حتیدر هر قسمت كه به یك جدول یا شکل اشاره می-

 نشود.

 بگیرد. جا مجله صفحه یك در حداكثر كه شود تنظیم طوری شکل یا جدول ابعاد -

 و عمودی خطوط یبقیه و جدول( دهنده پایان آخر خط و جدول سرتیتر دهنده نشان شود.)دوخط رسم یافق خط 3با جدول-

 شوند. فعال غیر افقی

 دو تا تنها بودن، اعشاری صورت در اعداد باشد. (نازک 10 چین، وسط) انگلیسی ها،شکل و جداول درون متن و اعداد تمامی -
 باشد. داشته ادامه اعشار رقم

 Bold) )  توپر 11 چین وسط عنوان باشد. فارسی زبان به شکل( پایین )در شکل و جدول( بالای )در جدول عنوان -

 باشد. نازک 8 نازنین فارسی ها،شکل و جداول زیر اختصاری علائم و زیرنویس -

 شود. ارائه متن در مناسب درجای هاشکل -

 شود. حذف هاشکل اطراف كادر-

 معمولی. 12 نازنین ست،ا اختیاری سپاسگزاری: -9

 .معمولی  12 منابع: -10

 Hanging صورت به مترسانتی 5/0 اندازه به و شوند تنظیم الفبا حروف حسب بر باشند، شماره بدون مقاله، پایان منابع تمام -
 داشته باشند. تورفتگی
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 ها كامل نوشته شوند.عنوان مجله -

 ت مربوطه مراجعه شود . مجلا سامانهمجلات علمی، به یا كامل ندارد های اختصاری استا)برای استفاده از نام   

 (.A.D.C  )مثال: نباشد فاصله نگارنده، یك های اولبین حروف اختصاری نام -

 شود. استفاده under publishingعبارت از سال، ذكر جای به اند،نشده چاپ هنوز كه هاییمقاله به استناد برای -

 .شود توجه ویرایشی و جداكننده علائم به حتما و عمل زیر الگوی مطابق فقط ع،منب نوع حسب بر -

 نشریات -
 .صفحات شماره (:شماره) جلد نشریه، عنوان .مقاله عنوان (انتشار )سال (.ها) نام  خانوادگی، نام نویسنده: یك با الف(

Wilson, R.G.J. )1981  (Weed control in established dryland Alfalfa  )Medicago sativa).Weed science 29: 615-618. 

   :نویسنده دو با (ب

Pline, W.A. and Wilcut, J.W. (2007)  Tolerance and accumulation of shikimic acid in response to glyphosate  

   applications in glyphosate-resistant and  nonglyphosate-resistant cotton (Gossypium hirsutum L.). Journal of 

Agriculture Food and Chemistry  50: 506–512. 

 .بیاید ویرگول اول، نویسنده كوچك نام از بعد كه این جز بالاست، مشابه نویسنده: دو از بیش با ج(

Arregi, M.C., Sanchez, D. and Scotta, R. (1998) Weed control in established Alfalfa (Medicago sativa) with 

posremergrnce herbicides. Weed Technology 3: 424-428. 
 كتاب-

  صفحات. تعداد ناشر، .كتاب انتشار(نام نام)سال خانوادگی، نام فارسی: كتاب الف(

 حرف با اولی كه Pp سپس و صفحات تعداد،ناشر ها،چاپ تعداد ذكر كتاب، نام انتشار(، نام،)سال خانوادگی، نام انگلیسی: كتاب ب(
  انتشار. شهرمحل سپس واست كوچك حرف با دومی و بزرگ

Ahrens, W.H. (1994)  Herbicide Handbook. 7th edn. Champaign, IL: Weed Science Society of America Pp 224 . 
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 1399، تابستان 2شماره  ، 33دوره 

در شدن  یاو قهوه ییزااندامیی، ایباكتر یآلودگكنترل زغال فعال بر  و رزساكا ،کیوتیبیآنت اثر

 (     LPhoenix dactylifera.خرما )نخل  مریستم انتهاییكشت 

 3دیسع یعالم لیخل ،*2یپورمحمد امیپ ،1یاسکندر معصومه

 1دهیچک

ی هازنمونهیر شدن یاقهوه و  ییایاكترب یآلودگبر  کلیكلرآمفن و میسفوتاكس یهاكیوتیبیآنت تأثیر در  این تحقیق

ی هازنمونهیر شدن یاقهوه و ییزااندام بر فعال زغال و ساكارز مختلف یهاغلظت اثر  نخل خرما مورد بررسی قرار گرفت همچنین

ی حاو  MSكشت  طیدر مح نخل خرما رقم استعمران، ساقه ییانتها ستمیمر شیآزما نیادر بخش اول  این گیاه ارزیابی شد.

 g L-1در آزمایش دوم تأثیر سطوح مختلف ساكارز ) .گرفتند قرار میو سفوتاكس کلیكلرآمفن هایآنتی بیوتیك سطوح مختلف

( بر روی اندام زایی و قهوه ای شدن ریزنمونه های مریستم مورد بررسی قرار 5/0و  g L 2-1سطوح زغال فعال )  ( و30و  40، 50

های بیوتیكتیغلظت آن شیبا افزا كمترین میزان آلودگی وجود دارد و كلرآمفنیکل mg L 100-1ارتیمدر گرفت. نتایج نشان داد 

و بیشترین میزان قهوه ای شدن در محیط  ابدییم شیها افزانمونه زیشدن ر یاكشت، قهوه طیدر مح سفوتاكسیم و كلرآمفنیکل

 40 و 30 یهاغلظت دهد. ، نتایج همچنین نشان دادمی كلرآمفنیکل رخ mg L 100-1سفوتاكسیم و  mg L 100-1 كشت حاوی 

  ساكارز تریل در گرم 50 غلظت در یول ،ندارند یکدیگر  باها از نظر القای اندامزایی كالوس یمعنادار تفاوت ساكارز تریل در گرم

از آنتی بیوتیك سفوتاكسیم در در مجموع با توجه به  نتایج بدست آمده استفاده  .افتیكاهش  یطور مشخصبه ییزااندام زانیم

بیوتیك كلرآمفنیکل علاوه بر كاهش میزان آلودگی باكتریایی، منجر آنتی mg L 100-1شود. غلظت  كشت بافت خرما توصیه نمی

زایی در های بالای ساكارز منجر به كاهش اندامشود. همچنین غلظتبه افزایش معنی دار قهوه ای شدن ریز نمونه ها نیز نمی

 شود.بافت خرما می كشت

 ریزازدیادی. بافت، كشت استعمران، :یدیكلهای هواژ
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 یه،دوپا ،(n2=36) یپلوییدد ، چندساله،Arecaceae از تیره  لپهتك یاهی( گ.Phoenix dactylifera L) خرما نخل

. در شودیم ینتأم یرانز اجهان ا یدرصد خرما 21(. در حال حاضر 2017Naik,  &Khayri -Al) سبز است یشهو هم دگرگشن

 یدكنندگانتول ینتراز بزرگ یکیهزار تن  125بر  بالغ یدهزار هکتار و با تول 250 بیش از كشت یربا سطح ز ایران 1397سال 

 ینب خرما در. دهندیم یلبارور تشک یرغ یاهانرا گ درصد 16درصد را درختان بارور و  84سطح  ینخرما در جهان بود. كه از ا

شود یرا شامل م یدرصد كل محصولات باغ 2/7 یدتول از نظر وپنجم را دارد  رتبهكشت  یرسطح ز كشور از نظر یلات باغمحصو

(Ahmadi et al, 2019.) 

ها ممکن كنند، اما نیمی از نهالهای نخل به آسانی رشد میگیرد. دانهتکثیر خرما از طریق جنسی و رویشی صورت می

نسبت بالایی از آنها كیفیت انتخابی خوبی  شند وبال هتروزیگوت بودن خرما، نتاج به شدت هتروژن میاست نر باشند و به دلی

(. Othmani et al., 2009)  شودبعد از كاشت مشخص می سال 10تا  6 های بذرینهالبودن ندارند. علاوه بر این، نر یا ماده 

شود، كه باعث كم شدن باروری آن زا و حشرات میهای بیماریاتوژنتکثیر رویشی خرما با استفاده از پاجوش، باعث انتقال پ

گیرد و در هر درخت سال پس از كاشت( صورت می 15تا  10تولید پاجوش در یك دوره خاص از عمر درخت ) به علاوه،شود. می

و نگهداری  هامانی پاجوشهبرای غلبه بر مشکل تکثیر، میزان كم زند. شوندعدد( تولید می 30تا  20تعداد محدودی پاجوش )

، ریزازدیادی تکنیك موفقیت آمیزی است؛ همچنین تنها تکنیکی است كه گیاه عاری از بیماری، یکنواخت و با یی ژنخزانه

 (. Khan & Bibi, 1971)  كندكیفیت جهت كشت در مقیاس وسیع و در یك دوره زمانی كوتاه را فراهم می

 بالایی از درصد رفتن نیو از ب یمهم در كشت بافت خرما است و باعث آلودگ از مشکلات یکی ییایباكتر یآلودگ

مشکل  یمنبع آلودگ صیو تشخ ستیآسان ن یسطح ضد عفونی لهیوسبه ییایباكتر ی. حذف و كاهش آلودگگرددیم هازنمونهیر

 یریشگیپ هکارهایاز را یکشت یدر محیط ك كیوتیبیآنت استفاده از .(Al-Dosary et al., 2011; Al-Mussawi, 2010است )

 نیزئوفولویگر ن،یستاتین یهاكیوتیبی(. آنتAl-Mayahi et al., 2010)باشد میكشت بافت خرما  طیدر مح ییایباكتر یاز آلودگ

 .ه اند شداستفاده  خرما بافت كشت در کلیو كلرآمفن نیسیجنتاما ن،یلیسیآموكس ،نیسیو استرپتوما

(Al-Dosary et al., 2011 ; Al-Kaby, 2006.) 

 رودیم كار به شهیدرون ش طیدر شرا اهانیرشد گ یبرا یو عامل اسمز یكننده انرژنیكربن به عنوان تام بعمن

(Lipavska & Konradova, 2004.) استفاده در كشت بافت مورد دراتیمنابع كربوه تولیبرساكارز، گلوكز، مالتوز، گالاكتوز و سو

درصد  3كشت بافت نخل خرما از  یشود و به طور متوسط برایدرصد ساكارز در كشت بافت استفاده م 5 -2باشند. اغلب از یم

 (. Al-Khalifah & Shanavaskhan, 2012شود )یساكارز استفاده م

ای شدن تدریجی كه منجر به قهوه دهدرخ میهای كشت شده ای شدن به دلیل تغییرات فیزیولوژیکی درون بافتقهوه

ها شدن آنبه محیط از محل برش و سپس اكسید  فنلیای شدن بافت در اثر ترشح مواد پلیشود. قهوهم مرگ بافت میو سرانجا



 
 

 11 الزهرا)س(/ دانشگاه پژوهشی - علمی مجله    

شوند كه برای تشکیل می هاگیرد كه در مرحله اول موادی به نام كوئینینصورت میاكسیداز  فنولپلی هایی آنزیمبه وسیله

Khayri & Naik., -Al) شوندتبدیل می ،ای تیره یا سیاه دارندها كه رنگ قهوهملانین باشد. در نهایت این مواد بهبافت سمی می

شود. از جمله این عوامل نور و سطح عوامل متعددی منجر به افزایش قهوه ای شدن بافت در شرایط درون شیشه ای می .(2017

 نیبهتر نییتع(. این تحقیق با اهداف Baharan et al., 2015است ) BAPو  D-2,4های رشد سنتتیك مانند بالای تنظیم كننده

 شدن یاقهوه بر هاآن اثر یبررس و ییایباكتر یآلودگ كنترل منظور به کلیكلرآمفن و میسفوتاكس یهاكیوتیبیآنت از غلظت

مریستم انتهایی خرما  یهازنمونهیر شدن یاقهوه و ییزااندام بر فعال زغال و ساكارز مختلف یهاغلظت اثر یبررسو  هازنمونهیر

 صورت گرفت.

  ها روش و مواد

از خزانه ارقام نخل خرما در دانشگاه علوم كشاورزی و  یمادر یهیاز پا ،لوگرمیك 3-5به وزن  ،استعمران یهاپاجوش

 یا آب شهرساعت ب یك نمونه به مدت ،یچوب یهابافت یسازجدا از جدا شدند. پسمنابع طبیعی خوزستان در ابتدای اسفند ماه 

 (،متریسانت 5-6)طول  یرأس ستمیمر منطقه یشسته شد. بعد از برش رأس ساقه و جدا ساز شویندهبه همراه چند قطره 

mg L 75:75 ( Khan-1   با نسبت كیتریس دیو اس كیآسکورب دیاس دانیاكسیآنت محلول در و شسته مقطر آبها با ریزنمونه

& Bi Bi, 2012 )قطعات جداكشتانجام شد. ابتدا  ریها به صورت زنمونه یسازسپس سترون ،داده شدند ساعت قرار 1مدت  به 

در محلول  قهیدق 10به مدت  ،لیبار شستشو با آب مقطر استر كیدرصد قرار گرفتند و پس از  70در اتانول  قهیدق 1به مدت 

 5هر دفعه به مدت  وبار  3شده  لیاستر ها با آب مقطرنمونه یدرصد قرار گرفتند و سپس شستشو 25/5 میسد یتپوكلریه

 5به مدت  لیها پس از مراحل استر. نمونهشد انجام ناریلام هود ریو كشت در ز یسازسترون مراحل یتمام. شد انجام قهیدق

 یور N  HCl1/0 و  M NaOH 1كشت با استفاده از  یهاطیمح pH .نداتوكلاو شده قرار گرفت لیبنوم g L 2-1 محلول در قهیدق

  یو در دما یکیتار طیها در شرا. كشتدیاتوكلاو گرد قهیدق 15 به مدتو  psi 15 فشار در º C121 یدما در و شد میتنظ 8/5

C˚1±25 انجام شد.  ایهفته 3مشابه قبل با فاصله  یمارهایبا ت دیجد طیها به محشدند و واكشت و انتقال نمونه ینگهدار

( یکیتار/یی)روشنا ساعت 16/8 ییروشنا یشدند و پس از آن به دوره ینگهدار یکیتار طیاهفته در شر 8به مدت  هازنمونهیر

  .شد تکرار کباری روز 7 فاصله با یبردار ادداشتی و مشاهده. دندیگرد منتقل

 کیوتیبیآنت تیمار

 كیوتیبینتهر نمونه در محلول آها در محیط كشت، و قبل از كشت ریزنمونه سازیسترونپس از انجام مراحل  

قرار  قهیدق 15(، به مدت mg L 100  ،50 ،0-1 ) در سه سطح میو سفوتاكس (mg L 100  ،50 ،0-1 )در سه سطح  کلیكلرآمفن

g L-به همراه ،  MS هیكشت پا طیو در مح ندجدا شد یراس یهاستمی، مرماندهیباق یخارج یهاهیگرفت و پس از جدا كردن لا
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 mg L-با نسبت  دیاس كیتریو س دیاس كیآسکورب یهادانیاكسیزغال فعال، آنت g L 5/0-1 آگار،-آگار g L 8-1 ساكارز، 40 1

و اعمال mg L 3 IP2 (2012Bi Bi,  &Khan  )-1و   mg L 3 BAP-1و  mg L 1 NAA-1رشد شامل  یهاكننده می، تنظ 175:75

 كشت ،(mg L 100  ،50 ،0-1سطح ) 3در  میسفوتاكس( و mg L 100 ،50 ،0-1سطح ) 3در  کلیكلرآمفن كیوتیبیآنت یمارهایت

 . دندیگرد

 فعال زغال و ساكارز تیمار

 چهار به زنمونهیحاصل از ر یراس ستمی، مرماندهیباق یخارج یهاهیجدا كردن لا و سازیسترون مراحل انجام از پس 

 با نسبت  دیاس كیتریو س دیاس كیآسکورب یهادانیاكسیآنت اب MSكشت  طیمح در هازنمونهیشد و پس از آن ر میقسمت تقس

1-mg L75:75 ،IBA 1-mg L 2، IP2 1-mg L 5 ،1-g L 8 سطحآگار،  ساكارز در سه -آگار (1-g L 50 ،40  و30و ) در  فعال زغال

 ( كشت شدند.5/0 و g L 2-1دو سطح )

 یآمار زیآنال

هفته بعد از كشت شروع  كی زاییاندامشدن و  یاقهوه ،ییایباكتر یمنظور اطلاع از آلودگ بهها نمونه یو بررس مشاهده

 ،یآلودگ صفت یبراها در هفته هشتم محاسبه و ثبت شد. كشت ییایباكتر یتکرار شد و درصد آلودگ باركیروز  7شد و با فاصله 

 یفیك صورتبه یبردار ادداشتی شدن، یاقهوهآلوده شده در هر تکرار مورد شمارش قرار گرفت. در مورد صفت  زنمونهیتعداد ر

شدن عدد صفر داده شد.  یاقهوه زانیم نیو به كمتر 10شدن عدد  یاقهوه زانیم نیبالاتر بهصورت كه  نیانجام گرفت، به ا

 قالب در هایبررس.  گرفت قرار شمارش مورد زنمونهیر هر در شده دیتول چهشهیر تعداد وتعداد نوساقه  ،ییزااندام صفت یبرا

ها داده لیو تحل هی. تجزبود زنمونهیر 2 شامل تکرار هركه  انجام شد تکرار 3 در ،یتصادف كاملاً هیپا طرح با لیتورفاك شیآزما

 ( استفاده شد. LSRدانکن ) یااز آزمون چند دامنه نیانگیم سهیمقا یانجام شد و برا SPSS یتوسط نرم افزار آمار

 جینتا

 کیوتیبیآنت شیآزما

از نظر كنترل آلودگی باكتریایی تفاوت  کلیسطوح مختلف كلرآمفن نیب ؛داد( نشان 1 جدولها )داده انسیوار هیتجز 

اثر دار نیست. تفاوت معنی میسفوتاكس و کلیكلرآمفن نیب متقابل اثر و میسطوح مختلف سفوتاكس داری وجود دارد اما بینمعنی

مختلف  یهااثر غلظت نیو همچن درصد 5سطح احتمال در  ،هازنمونهیشدن ر یابر قهوه کلیمختلف كلرآمفن یهاغلظت

  .استمعنادار  درصد 1در سطح  هازنمونهیشدن ر یابر قهوه كیوتیبیدو آنت نیاثر متقابل ا و میسفوتاكس
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و  ییایباكتر یآلودگ كنترلبر  کلیو كلرآمفن میسفوتاكس کیوتیبیمختلف آنت یهاتأثیر غلظت انسیوار هیتجز :1جدول 

 در كشت بافت نخل خرما. هازنمونهیشدن ر یاقهوه

 مربعات نیانگیم
 راتییتغ منبع یآزاد درجه

 یآلودگ زانیم شدن یاقهوه
 کلیكلرآمفن 2 81/95** 25/16*

**25/56 ns 15/1 2 میسفوتاكس 

** 64/12 ns59/3 4 میسفوتاكس×  کلیكلرآمفن 

 خطا 18 74/11 77/2

 داریمعن ریغ  ns ،%5در سطح احتمال  داریمعن -* ،%1در سطح احتمال  داریمعن -**

 

 mg L-1تیمار( نشان داد در 1 نمودار) ییایباكتر یآلودگ یبر رو سطوح مختلف كلرآمفنیکلتأثیر  نیانگیم سهیمقا

بر  اكسیمو سفوت کلیكلرآمفن یمارهایتأثیر تاثر متقابل  نیانگیم سهیمقاكمترین میزان آلودگی وجود دارد.  كلرآمفنیکل 100

 طیدر مح های سفوتاكسیم و كلرآمفنیکلبیوتیكتیغلظت آن شیبا افزا ؛نشان داد زین( 2نمودار ) هازنمونهیشدن ر یاقهوه یرو

سفوتاكسیم  mg L 100-1 ای شدن در محیط كشت حاوی و بیشترین میزان قهوه ابدییم شیها افزانمونهزیشدن ر یاكشت، قهوه

داری بین سطوح مختلف سفوتاكسیم تفاوت معنی  mg L-1دهد. همچنین در سطح صفر کل رخ میكلرآمفنی mg L 100-1و 

رسد؛ اضافه كردن آنتی بیوتیك ای شده مشاهده نشد. بر این اساس به نظر میآنتی بیوتیك كلرآمفنیکل در میزان قهوه

شود. از طرفی ای شدن بافت میر به افزایش قهوهبیوتیك كلرآمفنیکل یا بدون آن، منجسفوتاكسیم به محیط كشت همراه با آنتی

داری بر كنترل آلودگی نیز نداشت. با توجه به این نتایج، استفاده از تأثیر معنی mg L 100-1بیوتیك سفوتاكسیم تا سطح آنتی

علاوه بر از آنتی بیوتیك كلرآمفنیکل  mg L 100-1شود. غلظتآنتی بیوتیك سفوتاكسیم در كشت بافت خرما توصیه نمی

ها نیز نمی ای شدن ریز نمونهدار قهوهزایی و كاهش میزان آلودگی باكتریایی به میزان قابل قبول، منجر به افزایش معنیكالوس

(.1شود )شکل 
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نخل  ستمیمر زنمونهیر ییایباكتر یآلودگمیزان  یبر رو كلرآمفنیکل کیوتیبیآنتسه سطح تأثیر  سهیمقا :1نمودار 

 %5ستفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال با ا  خرما

 

 شدن یاقهوهدرصد  یبر رو میسفوتاكسو  کلیكلرآمفن کیوتیبیآنت یمارهایت اثر متقابل نیانگیم سهیمقا :2نمودار 

اختلاف معنی  %5 احتمال سطح در دانکن میانگین های دارای حروف مشابه با استفاده از آزمون .خرما نخل ستمیمر زنمونهیر

 اری ندارند .د
 

 ن،یلیسیآموكس كیوتیبیاستفاده از آنت ؛نشان دادند كه (2010و همکاران )  Al-Dosary جینتا با جینتا نیا

مطابقت دارد آنها  دارد خرما ییزاكالوس در ییایباكتر یآلودگ از یریشگیپ یبرا یادیز ییكارا کلیكلرآمفن و نیسیجنتاما

 لوس،یباس یهایبه دست آمد كه از رشد باكتر کلیكلرآمفن mg L  50-1ماریت رد جهینت نیبهترهمچنین نشان دادند 

آلوده در محلول  یهاور كردن بافتغوطه در پژوهش دیگری نشان داده شد  كرد. یریشگیو پروتئوس پ لوكوكوسیاستاف

 را كاهش دهد ییایباكتر یآلودگ دتوانیجوان خرما در كشت بافت م یهاها و استفاده از بافتآن لیقبل از استر كیوتیبیآنت

(Benjama et al., 2001). 
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 كلرآمفنیکل mg L  100-1حاوی  كشت زایی مریستم انتهایی در خرما در محیطكالوس :1شکل 

  فعال زغال و ساكارز شیآزما

 یااثر آن بر قهوه یلو است داریمعن درصد 1در سطح  هازنمونهیر ییزابر اندام ییبه تنها ساكارز اثر آزمایش نشان داد

 ییزابر اندام  فعال زغال در ساكارزاثرات متقابل دوجانبه  نیاثر زغال فعال و همچن . علاوه بر اینستین داریمعن هازنمونهیشدن ر

 . (2)جدول  ستین داریمعن هازنمونهیشدن ر یاو قهوه

 تریل در گرم 40 و 30 یهاغلظت؛ داد نشان هانهزنمویر ییزااندام بر ساكارز مختلف یهاغلظت ثرا نیانگیم سهیمقا

 مشاهده یمعنادار تفاوت گرید غلظت دو به نسبت ساكارز تریل در گرم 50 غلظت  اما ندارند دیگریك با یمعنادار تفاوت ساكارز

 .(2و شکل  3)نمودار  افتیكاهش  یطور مشخصبه ییزااندام زانیو م شد

در كشت  هازنمونهیشدن ر یاو قهوه اندام زایی بر ساكارز و زغال فعال مختلف  یهاتتأثیر غلظ انسیوار هیتجز :2جدول 

 بافت نخل خرما.

 راتییتغ منبع

 
 یآزاد درجه

 مربعات نیانگیم

شدن یاقهوه  ییزااندام  

 ns  7/108 **19/050 2 ساكارز

فعال زغال  1 ns2/317   ns0/092  

فعال زغال×ساكارز  2 ns7/090  ns2/261  

839/2 11 خطا  588/3  

ns      1 احتمال سطح در داریمعن**  ،%5 احتمال سطح در داریمعن ریغ% 

Al-Khateeb (2008 )كیفی و كمی رشد برای كشت محیط در كربن منبععنوان به قند گرم 50 تا 30 بود؛ داده نشان 

 در گرم 2 و لیتر در گرم 5/0 مصرف بین داریمعنی فاوتت گرچه. دارد مطابقت پژوهش حاضر نتایج با كه است كافیها ساقهنو

 زغال گرم 3/0 مصرف كه( 2009)و همکاران  Othmaniنتایج  با حدی تا نتیجه این گفت توانمی اما نشد؛ دیده فعال زغال لیتر

 كاهش برای را فعال غالز گرم 3 مصرف كهTisserat  (1984 ) نتایج با ظاهراً ولی دارد مطابقت بودند، دانسته كافی را فعال

 آزمایش مورد رقم تفاوت اختلاف، این دلیل ممکن است. ندارد مطابقت بود، دانسته لازم هاریزنمونه استقرار و شدن ایقهوه

 .باشد
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با استفاده از آزمون   نخل خرما ستمیمر زنمونهیر سطوح مختلف ساكارز بر اندام زاییتأثیر  نیانگیم سهیمقا :3نمودار 

 %5ن در سطح احتمال دانک

 ریها در تکثمختلف آن یهاتأثیر منابع مختلف كربن )ساكارز، گلوكز، فروكتوز و مالتوز( و غلظتدر گزارش دیگری 

غلظت  شیقرار گرفت و نشان داده شد افزا یمورد بررس یشگاهیآزما طیدر شرا میمستق ییزابه روش اندام یزیخرما رقم خن

و اثر گلوكز، فروكتوز و مالتوز با اثر ساكارز به عنوان منبع كربن در  دیگرد شده دیتول اهانیگ در وزن خشك شیقند سبب افزا

 (.Al-Kaby, 2004كشت بافت خرما برابر بود )

  

 زغال فعال mg L 500-1ساكارز و  g L 30-1 ریز نمونه مریستم انتهایی خرما در غلظتزایی : اندام2شکل 

آسکوربیك اسید و زغال فعال در تعامل مثبت با هم بوده و اثر مثبت بر زنده ماندن مشخص شده كه سیتریك اسید، 

ها عمل كرده و كوئینین تشکیل شده های خرما دارند. آسکوربیك اسید به عنوان ممانعت كننده از اكسیداسیون فنولریزنمونه

اندازد ده و تخریب آسکوربیك اسید را با تاخیر میكند. احتمالا سیتریك اسید به عنوان عامل كلاته كننده عمل كررا خارج می

(Khan & Bibi, 1971اثرات مثبت زغال فعال در از بین بردن تركیبات مهاركننده .)  است، همچنین باعث كاهش شدید

خرما شده  ها در برگ نابالغزغال فعال باعث افزایش قدرت زیست ریزنمونه g L 3/0-1 شود. استفاده از ها میاكسیداسیون فنول

خواص محیط كشت در جهت كاهش جذب  ، تغییر( و منجر به افزایش اثر اكسین در محیط كشتOthmani et al., 2009است )

زغال فعال در  g L 3-1 (. در مطالعه دیگری كاربرد ,2011Khan & Kauserشود )های رشد و دیگر تركیبات میكنندهتنظیم

 (. Tisserat, 1984ها شد )سیون فنولمحیط كشت، صرفأ منجر به كاهش اكسیدا
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تواند این پدیده را كاهش های گیاهی در فصل زمستان و بهار و افزودن زغال فعال به محیط كشت میكشت بخش

 3دارای  MSسطحی و كشت روی محیط ضدعفونی (. همچنین اسکوربیك اسید پیش از تیمارهای Al-Khateeb, 2008) دهد

و همکاران  Othmani(. Taha et al., 2007) شده است گزارشهترین روش برای جلوگیری از این پدیده گرم بر لیتر زغال فعال، ب

ها های جوان استفاده كردند. آنای شدن، از ریز نمونه( در بررسی كشت بافت یك رقم خرما، برای جلوگیری از قهوه2009)

شود كه به دلیل اكسید شدن تركیبات تولید می ابتدای كشت یای كشنده، در مرحلهگزارش دادند كه بیشترین تركیبات قهوه

 ها كه برای بافت سمی محسوب می شود. فنولیك و تجمع كوئینین

ها( در شرایط نور بیشتر از تاریکی است. با اكسیدازها )مؤثر در اكسیداسیون تركیبات فنلی و تاننفنلفعالیت پلی

ها به محیط كشت از تولید این تركیبات ممانعت اكسیدانتوزن به حجم( و آنتی درصد 3تا  2/0افزودن زغال فعال )غلظت بین 

 mg L 150-50-1ترین مواد آنتی اكسیدانت سیتریك اسید و آسکوربیك اسید هستند كه معمولا با غلظت شود. معمولمی

ها جلوگیری از اكسیداسیون فنل احیا( ریزنمونه را كاهش داده و-شوند. این تركیبات پتانسیل ردوكس )اكسایشاستفاده می

 (. 2017Khayri & Naik, -Alكنند )می

 گیرینتیجه

 mgشود و در مجموع با توجه نتایج بدست آمده استفاده از آنتی بیوتیك سفوتاكسیم در كشت بافت خرما توصیه نمی

1-L 100 ن قابل قبول، منجر به افزایش معنی دار بیوتیك كلرآمفنیکل علاوه بر كاهش میزان آلودگی باكتریایی به میزااز آنتی

 شود. زایی در خرما میهای بالای ساكارز منجر به كاهش اندامشود. همچنین غلظتها نیز نمیای شدن ریز نمونهقهوه
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The effect of the antibiotic, sucrose and activated charcoal on bacterial contamination, 

browning and organogenesis of date palm (Phoenix dactylifera L.) meristem culture 

M. Eskandari1, P. Pour Mohammadi2*, Kh. Alami Saeid3 

 

 

Abstract1 

In the current study, the effect of antibiotic on bacterial contamination and browning in in vitro condition 

and effect of different concentration of sucrose and activated charcoal in organogenesis and browning date palm 

explants were investigated. In first experiment, apex meristems of date palm (Phoenix dactylifera) cv. Estamaran 

were cultured in media containing two types of antibiotics (cefotaxime and chloramphenicol) at 3 different 

concentrations (0, 50, or 100 mg L−1). In the second experiment effect of different concentration of sucrose (30, 

40 and 50 g L-1) and 2 concentration of activated charcoal (0.5 and 2 g L-1) on organogenesis and explant browning 

were studied. Result showed that minimum bacterial contamination accrued in 100 mg L-1 chloramphenicol in the 

medium. The maximum browning occurred in medium contain 100 mg L-1 cefotaxime and 100 mg L-1 

chloramphenicol. In second experiment shoot regeneration was enhanced when sucrose concentration was used 

at 30 or 40 g l−1, but 50 g L-1 of sucrose reduce that. Also the use of 0.5 g L-1 and 2 g L-1 activated charcoal was 

not significantly different to reduce the browning of explants. This result developed an initial protocol for 

micropropagation of date palm. The type and concentration of antibiotic and sucrose concentration were found to 

have significant effect on organogenesis and browning of explants. Treatment with higher levels of antibiotic 

(especially cefotaxime) increased browning. This successful protocol would facilitate the vegetative propagation, 

conservation, and genetic engineering of this species. 

 

Keywords: Estamaran, Tissue culture, Micropropagation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                     
1-M.Sc. of plant breeding, Plant Production and Genetics Department, Agricultural Sciences and Natural Resources University of 
Khuzestan, Iran 

2-Assistant Prof. of Plant Production and Genetics Department, Agricultural Sciences and Natural Resources University of Khuzestan, Iran 

*(Corresponding Author : Mohammadi@asnrukh.ac.ir) 
3-Associate Prof. of Plant Production and Genetics Department, Agricultural Sciences and Natural Resources University of Khuzestan, Iran 

Received: 2019.6.16 

 Accepted: 2020.1.6 

mailto:Mohammadi@asnrukh.ac.ir


 
 

 كاربردی شناسی زیست الزهرا)س(/ دانشگاه پژوهشی - علمی مجله

 1399، تابستان 2شماره  ، 33دوره 

 میکروكپسوله شده در بیوراكتور همزده خارجی U937تکثیر سلول های 

 2، مریم حسینی*1یونس بیگی خسروشاهی

 1چکیده

ها با خصوصیات های بنیادی برای كاربردهای درمانی، نیاز به تولید مکرر تعداد زیادی از سلولاستفاده وسیع سلول

به عنوان مدلی از سلول های بنیادی  U937هایر این تحقیق سلول مناسب تحت شرایط كنترل شده در بیوراكتورها دارد. د

قرار گرفتند. میکروكپسول ها در دو  Cells/ml 610 ×5/2ژلاتین با دانسیته سلولی -شناور در داخل میکروكپسول های آلژینات

سلول ها در  2/9±9/0ایش بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی و ستونی حبابدار كشت داده شدند. نتایج بدست آمده افز

راكتور پرفیوژن با همزن خارجی را نشان داد در حالی كه به دلیل تنش بالا قادر به رشد مناسب در راكتور ستونی حبابدار نبودند. 

ژلاتینی جهت تکثیر سلولهای بنیادی در سیستمهای -نتایج بدست آمده، تایید كننده مناسب بودن میکرو كپسول های آلژینات

باشد. برای این منظور بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی با كاهش تنش برشی و پخش بهتر اكسیژن، محیط یك میدینام

 نماید. ها ایجاد میهمگن و مناسبتری را برای رشد و تکثیر سلول

نساز، لوپ های بنیادی خوبیوراكتور پرفیوژن، بیوراكتور ستونی حبابدار، تکثیر هدفمند سلولهای كلیدی: واژه

  .همزن خارجی، میکروكپسول

 مقدمه

سلول های بنیادی نقش بسیار مهمی در كاربردهای پزشکی ایفا می كنند. بنابراین كشت این سلول ها و افزایش آنها 

های كشت ساكن مثل تی فلاسك برای گسترش از اهمیت زیادی برخوردار است. در میان روش های مختلف برای كشت، سیستم

هایی (. ولی این سیستم ها محدودیتCollins et al., 1998b; Meissner et al., 1999) شودخونساز بیشتر استفاده می هایسلول

علاوه، شرایط محیطی در ها در محیط كشت دارند. به، مصرف اكسیژن و تجمع متابولیتpHهای غلظتی از قبیل از نظر شیب

ی بالای ها و یا دانسیتهر نتیجه استفاده از بیوراكتورها زمانی كه تعداد زیاد سلولصورت آنلاین كنترل شود. د تواند بهآن نمی

 (.Papoutsakis, 1991سلول مطلوب باشد، مورد نیاز است )
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دار برای كشت سلول های حیوانی و میکروبی بسیار مناسب هستند و می توانند بسیاری از بیوراكتورهای همزن

گیری شود، نمونههای مکرر كه منجر به آلودگی میپذیری كمتر، بررسیرادیان غلظت، تکرارمشکلات سیستم كشت ساكن مثل گ

های (. زانسترا و همکارانش كشتApperley, 1994; Zandstra et al., 1994و كنترل شرایط كشت را بر طرف نمایند )

ده از مغز استخوان كردند. مقدار غلظت مادههای خونی گرفته شدار را بررسی كرده و شروع به كشت سلولسوسپانسیونی همزن

اما از سوی  (. 1997Zandstra,  & Eavesبرابر افزایش پیدا كردند ) 7-22هفته حدود  4بود كه بعد از  cell/ml610×1ی تلقیحی 

ی حساس هاتواند برای سلولطوریکه می(.، به King & Miller, 2007كند )دیگر همزن در محیط كشت تنش برشی ایجاد می

 .(Apperley, 1994; Nielson, 1999زا باشد )به تنش آسیب

از سوی دیگر، تثبیت سلولی می تواند جهت حفاظت سلول ها در مقابل شرایط محیطی از قبیل تنش های احتمالی 

برای اولین بار  ی سلولی بالاتر نسبت به حالت آزاد و افزایش سطح قابل اتصال، به كار برده شود. این روشو نیل به دانسیته

های مختلفی از قبیل به دام انداختن سلول در داخل (. بعد از آن روشCarrel, 1923معرفی شد ) 1923توسط  كارل در سال 

 (.Alizadeh et al., 2017ذره و كپسوله كردن سلول داخل ژل برای تثبیت سلولی به كار گرفته شد )

 3تا  2/0تراوا با قطر بین های نیمهعال بیولوژیکی در داخل میکروكرهمیکروكپسولاسیون روشی برای قرار دادن مواد ف

ها باید بتوانند انتقال اكسیژن خالص و مواد مغذی به داخل كپسول (. میکروكپسولCarrel, 1923; Chang, 1995میلیمتر است )

باشند. بهترین ماده  ها دارای محدودیت میرا انجام دهند. در نتیجه تعداد مواد شیمیایی مورد استفاده برای كپسوله كردن سلول

های ها سدیم آلژینات به دلیل توانایی تشکیل هیدروژلدر میان آنباشد. های طبیعی میساكاریدی ماتریکس، پلیبرای تهیه

ی اساس همه(. Lewińska et al., 2008) های دوظرفیتی در دمای محیط  بیشترین استفاده را داردپذیر درحضور كاتیونانعطاف

 Lewińskaهای دو ظرفیتی است )ها ریختن محلول آلژیناتی در داخل حمامی حاوی كاتیونسازی میکروكپسولهای آمادهروش

et al., 2008).  درصد برای تهیه میکرو كپسولها جهت تکثیر سلولهای  96/0درصد و آلژینات  2/1تركیب درصد بهینه از ژلاتین

 (.Alizadeh et al., 2017) بنیادی ارائه شده است

تر بودن سیستم، از سوی دیگر برای افزایش سلول ها نیاز به استفاده از بیوراكتورها می باشد. ولی به دلیل پیچیده

تأمین  خوبی مشخص نشده است. در این میان نحوههای بنیادی خونساز بههنوز تأثیر پارامترهای مختلف بر روی كشت سلول

باشد و میزان هوادهی برای بیوراكتورهای مختلف جهت حفظ سلولترهای مهم در طراحی بیوراكتورها میاكسیژن یکی از پارام

های ی مسمومیت سیستم در غلظت. آزمایش های زیادی در زمینه(Tondreau et al., 2015) باشدها در حالت زنده متفاوت می

های ها انجام شده است. غلظتظت اكسیژن در مهار رشد سلولهای پایین و تأثیر غلبالای اكسیژن، كمبود اكسیژن در غلظت

های متوسط . در حالی كه در غلظت(Danquah, 2011) دهدپایین اكسیژن تمایز و تکثیر بیشتری از جمعیت سلولی را نتیجه می

توجهی غلظت اكسید طور قابل . همچنین محیط با محدودیت اكسیژن به  (Apperley, 1994)یابد های تولید افزایش مینرخ
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 اندی تکثیر سلولی شناخته شدهعنوان مهاركننده دهد كه این مواد بهنیتریك، پراكسید هیدروژن و رادیکال اكسیژن را كاهش می

(Eibl et al., 2008 .) بیشترین آسیب در ابتدای بیوراكتور در محل هوادهی و در انتهای بیوراكتور، یعنی  هنگام تشکیل كف

. (Eibl et al., 2008)تواند در كاهش آسیب سلولی موثر باشد ساز مینابراین استفاده از آنتی فوم و همچنین اشباعباشد. بمی

 Xueliang et) باشدها مخصوصا در بیوراكتورهای ایرلیفت میها در سطح آزاد مهمترین عامل مرگ و میر سلولتركیدن حباب

al., 2020)ها كنند و شرایط تنش بالا كه منجر به مرگ سلولاند به سادگی از میان سیال عبور میهایی كه منفجر نشده. حباب

ها باید كوچك سایز حباب برای غلبه بر این مشکل، در صورت بروز تلاطم (.King & Miller, 2007)آورند وجود نمیشود، بهمی

باشد و در نتیجه برای حداقل كردن تنش برشی منفجر نشوند. بنابراین، میزان هوادهی و نیز جدا كردن محیط كشت حاوی 

 تواند راه حل بسیار مفیدی باشد. های اكسیژن رسانی میها از سیستمسلول

تواند به عنوان وی سلول ها تاثیر زیادی نداشته باشد، میای كه بر ربا توجه به این امر طراحی بیوراكتور نسبتا ساده

با عملکرد ( PCESCT) یك هدف مناسب مورد توجه قرار گیرد. یکی از این سیستم ها، بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی

و مناسبی را برای  باشد. این بیوراكتور با كاهش تنش برشی و پخش بهتر اكسیژن، محیط همگنو نحوه كنترل بسیار ساده می

 نماید.ها ایجاد میرشد و تکثیر سلول

ها با تركیب درصد بهینه گزارش شده در در درون میکروكپسول U937های بنابراین در این تحقیق، در ابتدا سلول

ونی حبابدار مراجع قرار گرفتند. در ادامه میکروكپسول ها در درون راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی و همچنین راكتور ست

(B.C)  قرار گرفته و تکثیر شدند. در نهایت میزان رشد سلول ها در دو نوع بیوراكتور در درصدهای مختلف اكسیژن بررسی و

 مقایسه گردید.

 مواد و روش ها

 های مربوط سلول های بنیادی و محیط

عنوان وراكتور توسعه یافته به فلاسك و  بیتی سرطان خون( در سیستم )خط سلول میلوبلاستی U937های از سلول

ی تمایز و نیاز نداشتن دلیل داشتن مراحل شناخته شدهها بهشد. كار با آنهای بنیادی خونساز، استفاده های مشابه با سلولسلول

( تصویر 1) ها وجود ندارد. شکلبه سایتوكین برای رشد و تمایز، بسیار آسان است و هیچ مسائل اخلاقی مرتبط با استفاده از آن

 دهد.مورد استفاده را نشان می U937های میکروسکوپ نوری از سلول

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009250919307596#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009250919307596#!
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 U937های : تصویر میکروسکوپ نوری سلول1شکل 

استفاده شد. این  FBS (Invitrogen)  10با % RPMI 1640 (Invitrogen)از محیط كشت   U937های جهت نگهداری سلول

 با مقادیر مشخص تهیه شد. (1محیط كشت از مواد ذكر شده در جدول )

 U937ی محیط كشت مربوط به سلولهای : مقادیر مواد تشکیل دهنده1جدول 

 لیترمیلی 100حجم اضافه شده در  نوع ماده

RPMI 1640 89 لیترمیلی 

FBS 10 لیترمیلی 

 لیترمیلی G 1پنیسیلین 

 

 آماده سازی میکرو كپسول

به مدت یك  4/7برابر با  pH ( و باCF-KRH( در محیط عاری از بافر بدون كلسیم )مرک( )%2یم )مرک( )آلژینات سد

حل شده و سپس با اتوكلاو استریل شد و  CF-KRH( در %5شب، با استفاده از یك همزن در هود لامینار، حل گردید. ژلاتین )

ژلاتین اضافه شد. سپس میکروكپسول ها با استفاده از یك روش  به محلول آلژینات برای تهیه مخلوط مورد نظر از آلژینات و

ولتاژ كاربردی، سرعت جریان  ، ایران( آماده شد. VitaTebانعقاد الکترواستاتیك با كمك ولتاژ بالا فراهم شده از منبع تغذیه )

شد. قطر میکروكپسول ها با  سانتیمتر به ترتیب در نظر گرفته 6و  kV8 ،cc/min 125/0 اكسترودر و فاصله سوزن از حمام

 میکرومتر بودند. 600 ± 200مشاهده گردید كه دارای قطر متوسط   .BELView 6.2استفاده از نرم افزار

 بیوراكتورهای پرفیوژن با لوپ همزن خارجی و راكتور ستونی حبابدار

دینامیك برای تکثیر هدفمند سلول بیوراكتور ستونی حبابدار و راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی به عنوان سیستم 

و همچنین  pHهای بنیادی خونساز با استفاده از میکروكپسول ها مورد استفاده قرار گرفت. این سیستم شامل سیستم كنترلی 

 درجه سلسیوس كنترل شد. 37باشد. دمای سیستم نیز توسط سیركولاتور آزمایشگاهی )سهند آذر( در دمای اكسیژن می
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نشان داده شده  3و  2آزمایشگاهی و شمایی از راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی آن، در شکل های تصویر راكتور 

است. قسمت تکثیر سلولی )پرفیوژن( از تانك همزده جدا شد تا تنش وارده از طریق همزن به سلول ها وارد نشود. قسمت 

باشد. قسمت همزن متر میمیلی 65متر و ارتفاع میلی 25لیتر با قطر داخلی میلی 30پرفیوژن، یك سیستم جداره با ظرفیت 

متر و مجهز به یك سنسور میلی 50میلی متر و ارتفاع  30لیتر با قطر داخلی میلی 30خارجی یك تانك دو جداره با حجم كاری 

pH بیوراكتور همزده بر باشدمتر میمیلی 60باشد. حجم كلی كاری سیستم راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی برابر با می .

دور بر دقیقه صورت گرفت. محیط كشت  30روی سیستم همزن شامل مگنت یك سانتی متر قرار گرفته و اختلاط با دور همزن 

باشد و این دو قسمت بین دو قسمت سیستم راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی بوسیله پمپ پریستالتیك در حال چرخش می

 اند. میکرومتر از همدیگر جدا شده 8بوسیله غشای با سایز 

 

 اندازی شده در آزمایشگاه: بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی راه2شکل 

 15متر، ارتفاع سانتی 5/1ی داخلی بیوراكتور لیتر، قطر محفظهمیلی 20بیوراكتور ستونی حبابدار با حجم كاری 

احی و ساخته شده است. جهت استریل كردن سیستم تمامی قسمتهای میکرومتر طر 300كننده های پخشمتر و سوراخسانتی

قبل از شروع آزمایشات تمامی قسمت های هر دو بیوراكتور بوسیله دقیقه قرار داده شد.  20بیوراكتور در داخل اتوكلاو به مدت 

 شود. آب دیونیزه دو بار و بوسیله محیط كشت یکبار شستشو داده می

 

 ر پرفیوژن با لوپ همزن خارجی: شمای بیوراكتو3شکل 
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( MFCبوسیله كنترل های هوا ) vvm 1/0با شدت هوادهی ثابت  2O, 2N, 2COهوای ورودی شامل مخلوطی از گازهای 

تنظیم می شد. مخلوط كردن گازهای ورودی به نحوی انجام می شد كه در شدت هوادهی ثابت، گاز ورودی حاوی مقدار ثابت 

%5 2CO بسته به غلظت اكسیژن مورد نظر باشد. مخلوط گاز ورودی پس از عبور از اشباع %21و  10، 5ن و غلظت های اكسیژ ،

گردید. تعویض محیط كشت داخل سیستم بوسیله پمپ پریستالتیك بعد از استراحت دو ساعته سیستم ساز وارد بیوراكتور می

شود. خارج شده و محیط جدید جایگزین می محیط %50ساعت صورت می گرفت و در هر سری تعویض محیط میزان 24در هر 

داخل سیستم بوسیله اسید و باز رقیق تنظیم شد. ولی با توجه به حساس بودن  pHدر گام اول با توجه به اطلاعات مقالات 

وی بر ر pHبه سیستم برای كنترل   2COو احتمال تغییرات ناگهانی آن هنگام تزریق اسید یا باز، تزریق گاز  pHسلول ها به 

 شد. استفاده 2/7

 شمارش سلولی و تعیین درصد زیستایی سلول

میکرولیتر از  50ها از لام نئوبار استفاده گردید. برای تعیین میزان زیستایی سلول به برای تعیین تعداد سلول

های سلول شد. رنگ جذبمیکرولیتر تریپان بلو اضافه شده و خوب مخلوط می 50سوسپانسیون سلولی درون یك میکروتیوب 

 5تا  3شود. بعد از اضافه شدن تریپان بلو در عرض های مرده میمانند، در حالی كه رنگ جذب سلولشود و شفاف میزنده نمی

یابد. تعداد كل شود و شمارش زیستایی كاهش میدقیقه باید شمارش انجام شود، در غیر این صورت مرگ سلولی آغاز می

ه شمرده شد. درصد سلول های زیستا از تقسیم تعداد سلول های شفاف بر تعداد كل سلول ها های زندها و تعداد سلولسلول

 شد.ی بعدی قرار داده میتا استفاده 70بدست می آید. در پایان لام نئوبار با الکل تمیز شده و در الکل %

میلی  100ستفاده از محلول ها با اجهت شمارش تعداد سلول ها در داخل هر كدام از میکروكپسول ها، میکروكپسول

 شد.های زنده به ازای هر میکروكپسول محاسبه ها آزاد شدند. سپس تعداد سلولمولار سدیم تری سیترات حل شده و سلول

 نتایج و بحث

های بنیادی خونساز دارند، انتخاب و قبل از تلقیح كه رفتار مشابهی با سلول U937های در این قسمت از تحقیق، سلول

خل راكتورها در داخل میکرو كپسول ها قرار گرفتند. بدیهی است كه رشد سلول ها متاثر از تنش برشی، هوادهی و همچنین به دا

های پلیمری قرار داده شدند و ها در داخل میکروكپسولمیزان اكسیژن می باشد. بنابراین برای كنترل تنش برشی، سلول

مختلفی از اكسیژن هوادهی شدند. در ابتدا رشد این سلول ها در بیوراكتورها در شدت هوادهی ثابت و درصدهای 

مورد بررسی قرار گرفته و سپس با نتایج مربوط به بیوراكتور ستونی حبابدار به صورت پرفیوژن با لوپ همزن خارجی بیوراكتور

 دهی ناپیوسته متوالی مورد مقایسه قرار گرفت.خوراک
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  سلولهای بنیادیاستفاده از میکروكپسول ها جهت تکثیر 

ژلاتین به عنوان بهترین تركیب برای تهیه میکرو  -با توجه به مطالعات صورت گرفته میکرو كپسول های آلژینات

ژلاتینی؛ درصد آلژینات، ژلاتین و نوع محلول ژلاسیون از پارامترهای -های آلژیناتكپسول ها انتخاب شدند. در تهیه میکروكپسول

باشد. وجود آلژینات برای ایجاد محیط سه بعدی ضروری است، و همچنین به یك مقدار بهینه از آلژینات موثر بر رشد سلولی می 

نیاز است تا بتوان ژلاتین موجود در میکروكپسول را در داخل محیط سه بعدی حفظ كرد. در مورد ژلاتین نیز، از آنجایی كه این 

ها ندارد. برعکس وجود ژلاتین برای تاثیری در میزان سفتی میکروكپسول دهد،های كلسیم و باریم نمیماده هیچ پیوندی با یون

 شود. ها مورد نیاز است و وجود آن باعث بهبود رشد سلولی میكاهش میزان سفتی میکروكپسول

کثیر رشد سلولی در مقادیر بدست آمده از نتایج مقالات برای مقادیر ژلاتین و آلژینات مورد ارزیابی قرار گرفت. میزان ت

های ، سلولU937های های بنیادی خونساز در نظر گرفته شد. از آنجایی كه سلولبه عنوان مدل برای سلول U937های سلول

ها آسانتر خواهد بود. تر باشد رشد این سلولشناور هستند، هرچه محیط سه بعدی میکروكپسولی به یك محیط مایع نزدیك

(. از سوی Alizadeh et al., 2017با توجه به نتایج مراجع انتخاب شد ) 2/1و  96/0ب غلظت بهینه آلژینات و ژلاتین به ترتی

ای كوچك باشند كه بتوانند  انتقال جرم مناسبی از مواد مغذی و اكسیژن را تامین كنند. با ها باید به اندازهدیگر میکروكپسول

باشد كه میکرومتر می 600ای سلولهای بنیادی خونساز سایز توجه به نتایج ارائه شده در مراجع بهترین قطر میکروكپسول ها بر

 96/0سانتی متر سر سوزن با محلول حاوی باریم و غلظت بهینه آلژینات و ژلاتین به ترتیب  6كیلوولت و فاصله  8با اعمال ولتاژ 

 (.  Alizadeh et al., 2017آید )بدست می 2/1و 

روز به میزان  7های كپسوله شده پس از تعداد سلولا نشان دادند. سلول ها در داخل میکروكپسول ها رشد خوبی ر

برابر در داخل فلاسك افزایش یافت. میکروكپسولها با دانسیته سلولی برابر در فلاسك و هر دو نوع بیوراكتور كشت  5/1±8/9

میزان سلولها در ابتدای فرایند درجه سلسیوس قرار داده شد.  37در دمای  2COداده شد. فلاسك نیز در داخل انکوباتور حاوی 

ها ها در داخل میکروكپسولباشد. رشد سلولسلول به ازای هر میلی لیتر محلول در هنگام تزریق توسط دستگاه می 5/2×610برابر 

با توجه به تصاویر مشخص ( نشان داده شده است. 4شکل )میکرومتر در  100و  50در مقیاس های در بزرگنمایی های مختلف 

كه كلونی هایی از سلول ها در داخل میکروكپسول ها بوجود آمده است. بنابراین از نظر كیفی این امر نشانگر محیط مناسب  است

 میکروكپسول ها برای تبادل مواد، اكسیژن و دی اكسید كربن و تکثیر سلول ها می باشد. 
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های كشت داده شده در تی فلاسک در روز هفتم در مقیاس ها در میکروكپسول: تصاویر میکروسکوپی رشد سلول4شکل 

 میکرومتر B )50و  A)100های 

 های كپسوله شده در بیوراكتورهابررسی رشد و تکثیر سلول

دهی ناپیوسته متوالی و شامل جریان صورت خوراکدر این تحقیق از سیستم كشت بیوراكتور ستونی حبابدار به

 و بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی استفاده گردید. ( 5چرخشی در اثر هوادهی )شکل 

در این بیوراكتورها كشت داده شدند. این آزمایش با دو مرتبه تکرار  U937های های حاوی سلولدر ادامه میکروكپسول

 فت. روز، مورد بررسی قرار گر 7و  5، 3های زمانی انجام شد. میزان افزایش سلولی در هر میکروكپسول در بازه

( هوادهی شده و تاثیر میزان 21%، 10%، 5%درصدهای مختلف اكسیژن )و  vvm 0,1بیوراكتورها در هوادهی ثابت 

( اهمیت تاثیر تنش و اكسیژن با درصدهای 6اكسیژن و تنش وارده مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داده شده در شکل )

 دهد.میها نشان عدم تکثیر سلولذكر شده را در تکثیر و 

 

  

  
A B 

  
A B 
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 : تصویر بیوراكتور ستونی حبابدار و میکروكپسول ها5شکل 

 

 PCESTبیوراكتور ستونی حبابدار،  .B.Cها در سیستمهای مختلف با درصدهای مختلف اكسیژن )یزان رشد سلولم : 6شکل 

سیستم فلاسک مربوط به  T-flaskدر درصدهای مختلف هوادهی اكسیژن و  بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی

 استاتیک(

اكسیژن  21( نشان داده شده است، در داخل بیوراكتور ستونی حبابدار  وقتی هوادهی با %6همانطور كه در شکل )

ها كاهش پیدا كرد تعداد سلول 10ای یافت نشد در حالیکه وقتی این میزان به %انجام گرفت پس از یك روز هیچ سلول زنده

برابر مقدار اولیه  7/1روز به  5اكسیژن انجام شده و تعداد سلول ها پس از  5یه بود. در نهایت هوادهی با %تقریبا برابر با مقدار اول

 رسید.

 21در داخل بیوراكتور پرفیوژن، هوادهی در قسمت بالای قسمت همزن خارجی انجام گرفت. هنگام هوادهی با %

هیچ گونه افزایشی برای  5و % 10ولی در تركیب درصد هوای % اكسیژن تکثیر سلول ها قابل مقایسه با سیستم استاتیك بود.

سلول ها مشاهده نشد. از نظر آماری نیز موارد ذكر شده با استفاده از روش تی تست چك شده تفاوت بین میزان هوادهی با 

ها در داخل سلول( نیز رشد 7. در شکل )داشت 05/0كمتر از  Pمقدار تفاوت معنی داری با  5و % 10با هر كدام از % %21

تصاویر تایید كننده نتایج شمارش ها در بیوراكتورهای مختلف با درصدهای مختلف اكسیژن نشان داده شده است. میکروكپسول

 سلولی می باشند.

 

 

 

 

 

  

ستونی  B)اكسیژن  5ستونی حبابدار با % A)ها در بیوراكتورهای ول: تصاویر میکروسکوپی روند رشد سل7شکل 

 روز كشت 7اكسیژن بعد از  21بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی با % C)اكسیژن و  10حبابدار با %
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كند تنش بالای وارده به سلول از طریق دار مکانیکی را محدود مییکی از عوامل مهمی كه كاربرد بیوراكتورهای همزن

های هوا درون مایع حبابدار و ایرلیفت كه عمل اختلاط در اثر حركت حباب -باشد. در بیوراكتورهای ستونیروانه همزن میپ

 شود. ها میگیرد نیز تنش موجود مانع رشد سلولصورت می

تعداد  باشد. علت اصلی كاهشاز سوی دیگر فراهم كردن مقدار مطلوب اكسیژن در داخل بیوراكتور حائز اهمیت می

های بالای اكسیژن، مسمومیت سیستم می باشد. در بیوراكتور حبابدار با كم بودن میزان افزایش سلولی در غلظت ها و سلول

وارد كردن مستقیم جریان هوا میزان اكسیژن در راكتور افزایش می یابد. از سوی دیگر با معرفی مستقیم جریان هوا به داخل 

ل ها وارد می شود. این در حالی است كه در بیوراكتور پرفیوژن غلظت اكسیژن در قسمت بالای راكتور تنش زیادی نیز به سلو

تنظیم می گردید. بنابراین غلظت اكسیژن در راكتور پرفیوژن به مراتب كمتر از مقادیر متناظر آن  %5و  10، 21لوپ خارجی در 

ودن محفظه همزده به سلول ها وارد می شود. میزان در قسمت همزده می باشد. از سوی دیگر تنش كمتری به دلیل جدا ب

بود. رشد بالا در این غلظت اكسیژن به دلیل فراهم آمدن غلظت مناسب 9 /2±9/0برابر  %21افزایش سلولی در ورودی اكسیژن 

 5و % 10% بود. عدم رشد در غلظت های پایینتر %21اكسیژن در داخل بیوراكتور پرفیوژن در هوادهی قسمت همزده با اكسیژن 

باشد. این در حالی است كه در بیوراكتور ستونی حبابدار در هوادهی با به دلیل كم بودن غلظت اكسیژن در این غلظت ها می

اكسیژن، از یك سو بر اثر غلظت اكسیژن بسیار بالا و از سوی دیگر به دلیل تنش زیاد سلول ها زنده نمی مانند. ولی با  %21

روز به  5اكسیژن تعداد سلولها پس از  5ها تقریبا برابر با مقدار اولیه و با هوادهی حاوی %تعداد سلول 10كاهش این میزان به %

اكسیژن در قسمت بالای لوپ خارجی  %5و  %10برابر مقدار اولیه رسید. در حالی كه در راكتور پرفیوژن در غلظت های  7/1

اكسیژن از نظر  21نتایج بدست آمده برای بیوراكتور پرفیوژن با % اكسیژن كافی در دسترس سلول ها را فراهم نخواهد نمود.

را داشته  05/0كمتر از  Pمقدار اكسیژن تفاوت معنی داری با  5و % 10، %21آماری با بیوراكتور ستونی حبابدار در هوادهی با %

 و تفاوت دو بیوراكتور نیز از نظر آماری مورد تایید قرار گرفت.

رشد سلول ها در دو راكتور می توان نتیجه گرفت كه اكسیژن و تنش از عوامل بسیار مهم تاثیر بنابراین با مقایسه 

گذار بر میزان رشد سلولی می باشند. میزان رشد كمتر در راكتور ستونی حبابدار در مقایسه با راكتور پرفیوژن با همزن خارجی 

ی در انتخاب نوع راكتور می روكپسول ها، پارامتر بسیار مهمنشان می دهد كه تاثیر تنش، حتی با وجود رشد سلول ها در میک

 باشد.

 گیرینتیجه

 U937باشد. سلول های هدف این تحقیق كاهش تنش برشی وارد شده به سلول ها با استفاده از میکرو كپسول ها می

وراكتور ستونی حبابدار به صورت به عنوان نمونه سلول های بنیادی خونساز در دو بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی و بی
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میزان اكسیژن و دهی ناپیوسته متوالی در درصدهای مختلف اكسیژن كشت داده شدند. نتایج بدست آمده نشان داد كه خوراک

تنش وارده از پارامترهای موثر بر رشد سلولی می باشند. علاوه بر آن، بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی با تنش كمتر 

مناسبتری را برای رشد سلول ها از خود نشان داد. همچنین نتایج نشان دادند كه كشت سلول ها در داخل این بیوراكتور محیط 

 باشد.  دارای تفاوت قابل توجهی با سیستم استاتیك می %21در مجاورت اكسیژن 
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Ex vivo expansion of micro capsulated U937 cells in an external stirred bioreactor 

Y. Beygi Khosrowshahi1*, M. Hosseini2 

 

 

Abstract1 

The wide use of stem cells for therapeutic applications requires frequent production of a large number of 

cells with proper characteristics under controlled conditions in bioreactors. In this study, U937 cells were 

introduced as a model of floating stem cells inside alginate-gelatin microcapsules with a cell density of 2.5 × 106 

cells/ml. The results showed very good growth of microcapsules inside the flask. Microcapsules were cultured in 

two different bioreactors with different concentrations of oxygen in two perfusion bioreactors with external stirrer 

loop (PC-ESCT) and bubble column (B.C). The results showed an increase of 9.2 ± 0.9 in the perfusion reactor 

with the external stirrer, while due to the high stress they were unable to grow properly in the bubble column 

reactor. The results confirm the suitability of alginate-gelatin microcapsules for the propagation of stem cells in 

dynamic systems. The perfusion bioreactor with external loop loops, by reducing the shear stress and better 

oxygen distribution, creates a homogenous and more suitable environment for growth and proliferation of cells. 

 

Keywords: Bubble Column Bioreactor, External Agitator Loop, Hematopoietic Stem Cell, Microcapsule, 

Perfusion Bioreactor, Targeted Propagation. 
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 كاربردی شناسی زیست الزهرا)س(/ دانشگاه یپژوهش - علمی مجله

 1399، تابستان 2شماره  ، 33دوره 

 و Leptogium saturninum،Ramalina peruvianaهای بررسی اثرات ضدمیکروبی عصاره گلسنگ

Punctelia borreri  
 2، عذرا صبورا *1،پریسا محمدی1ئزه حمزه خانیفا

 

 1چکیده

های متنوعی تولید های مختلف حضور فعالی داشته و متابولیتها در اكوسیستممطالعات نشان داده است كه گلسنگ

 كنند كه تاثیرات زیستی مختلفی از جمله اثرات ضدباكتری، ضدقارچی، ضدویروسی، ضدالتهابی، ضدتب، ضددرد و سمیتمی

های ها بررسی شد. برای این منظور، ابتدا چند نمونه از گلسنگسلولی دارند. در این مطالعه، اثر تركیبات ضد میکروبی گلسنگ

مناطق جنگلی اطراف شهر بابل جمع آوری و به كمك مشاهدات ماكروسکوپی و میکروسکوپی، آزمون های بیوشیمیایی و 

ها به طریق انتشار در ها تهیه شد و اثر ضد باكتریایی و ضد قارچی آنی گلسنگمولکولی، شناسایی شدند. سپس عصاره اتانول

 Escherichia coli ,Staphylococcus aureus( علیه پنج باكتری،MICآگار و تعیین حداقل غلظت ممانعت از رشد )

,Pseudomonas aeruginosa ,Bacillus cereus ,Xanthomonas campestris و سه مخمر,Candida albicans ,Candida 

tropicalis  Candida glabrata هایبررسی شد. نتایج نشان داد كه عصاره گلسنگLeptogium saturninum, Ramalina 

peruviana, Punctelia borreri  علیهX. campestris  وS. aureus   موثر بودند. این در حالی است كه در موردE. coli وB. 

cereus  گ تنها عصاره گلسنR. peruviana  موثر بود و باكتری گرم منفیP. aeruginosa ها مقاومت نیز نسبت به همه عصاره

 Leptogium نشان داد كه عصاره  MICی عدم رشد و نتایج بدست آمده از گیری قطر هالهنشان داد. همچنین اندازه

saturninum و Ramalina peruviana  حالی است كه عصاره گلسنگ روی هر سه مخمر موثر بودند. این درP. borreri  تنها بر

C. albicans ها در صنایع دارویی توصیه ها، استفاده از آنموثر بود. با توجه به تولید تركیبات ضدمیکروبی طبیعی در گلسنگ

زا و بیماری هایشود. تحقیقات بیشتری لازم است تا اثر ضدمیکروبی این متابولیت ها بر طیف وسیعی از میکروارگانیسممی

 محیطی بررسی گردد.

 گلسنگ تركیبات ضدقارچی، تركیبات ضدباكتری، ،MIC های كلیدی:واژه
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 مقدمه

ها همزیست هایی متشکل از حداقل دو موجود زنده، یعنی یك قارچ و یك شریك فتوسنتزی می باشند گلسنگ

(Bates et al. 2011شریك فتوسنتزی ممکن است جلبك یا سیانوباكتری .) ها قادرند متابولیت های مختلفی تولید باشد. گلسنگ

های دیگر یافت می شوند.  ندرت در ارگانیسم ها شناسایی شده است كه بهنوع متابولیت در گلسنگ 700كنند. تا كنون بیش از 

شان در زیستگاه  ترشد آرام و زندگی در شرایط سخت، گلسنگ ها را مجبور به تولید متابولیت هایی می كند كه برای حفظ حیا

(. این متابولیت ها تركیبات خارج سلولی بوده كه گاه به صورت كریستال Mitrovic et al. 2011های خاص حائز اهمیت است )

روی سطح هیف های قارچی تولید می شوند و شامل تركیبات مختلفی مانند اسیدهای آلیفاتیك، لاكتون های ماكروسیکلیکی، 

(. این تركیبات اثرات زیستی مختلفی از جمله اثرات Molnar & Farkas, 2010غیره هستند )دپسیدها، دپسیدون ها و 

های های دارویی متابولیتبیوتیکی، آنتی اكسیدانی، ضد قارچی، ضد ویروسی، سیتوتوكسیکی و ضد باكتریایی دارند. فعالیت آنتی

ای از اطلاعات مجموعه 1988و همکارانش در سال  Hanssen ارائه شد. سپس 1907در سال  Zopfsگلسنگی اولین بار توسط 

های بسیار قدیم در چین (. از زمانHuneck & Yoshimura, 1996ها ارائه دادند )های مختلف دارویی گلسنگكلی در مورد جنبه

گزارش شده  (.Bown, 2001شده است )های زیادی میها استفادهی آن ها مصرف دارویی داشته و از دم كردهو مصر، گلسنگ

(. برخی Vartia, 1973در درمان سل موثر بوده و استفاده می شده است ) Lobariaو  Cladoniaها مانند است برخی از گلسنگ

های دور از پودر این گلسنگ در درمان از اسیدهای گلسنگی به ویژه اسید اوسنیك خاصیت آنتی بیوتیکی داشته و از گذشته

شده است. علاوه بر این، گزارش هایی مبنی بر نوزادان نیوزیلندی و عشایر ایرانی استفاده میالتهابات سوختگی های پوستی 

های ریوی های مختلفی مانند اگزما، بیماری تنفسی، بیماریها در درمان بیماریهای دیگر گلسنگاستفاده از برخی از متابولیت

تهیه لوازم آرایشی و بهداشتی و تهیه پماد ضد سوختگی استفاده  ها درو ورم مفاصل وجود دارد. از تركیبات موجود در گلسنگ

های ضدسرفه و از اسیداوسنیك به عنوان قرص Cetraria islandicaهای (. همچنین از متابولیتZeybek & John, 1992شود )می

 & Haluwynشده است )یهای پوستی و نیز انعقاد خون استفاده مدر درمان زخم Sarmentosa alectoriaموجود در گلسنگ 

Lerond, 1993 .) 

ها ها و ویروسها، قارچهایی مثل باكتریها علیه میکروارگانیسمهای مختلف گلسنگتركیبات متعددی در گونه

(. مطالعه روی مواد استخراج Kosani´c et al. 2012; Manojlovi´c et al. 2010شناسایی شده كه اثربازدارندگی رشد دارند )

آغاز شد. از آن زمان تا به امروز  1944 و همکارانش در سال  Burkholderبیوتیکی توسطها با خاصیت آنتیگلسنگشده از 

های زای گیاهی از جمله باكتری ها كشف شده است كه روی طیف وسیعی از عوامل بیماریهای بسیاری از گلسنگبیوتیكآنتی

های نارنجی ای عنوان كردند رنگدانهدر مطالعه 2015همکارانش در سال  و Adrianaها مؤثر بوده است. گرم مثبت و برخی قارچ
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وجود دارند، دارای خاصیت  Caloplacaو  Xanthoria parietina ،Parmelia ،Physciaهای قرمز رنگی كه در گلسنگ ,

های گرم مثبت ند علیه باكتریهای فنلاخود، فعالیت ضدمیکروبی گلسنگ در گزارش 1973سال  Vartiaباشند. بیوتیکی میآنتی

 ها را گزارش كرد. و گرم منفی و نیز برخی قارچ

را علیه  Ramalina farinacea هگزان گلسنگ-های اتیل الکل، كلروفرم و اندانشمندان اثرات ضدباكتریایی عصاره

 Staphylococcus aureus ،Bacillus subtilis ،Escherichia coli، Salmonella typhi،Pseudomonas aeruginosaهای باكتری

 Bacillusبیوتیکی قوی علیهدارای خاصیت آنتی  Usnea ghattensisگزارش كرده اند. همچنین عصاره متانولی گلسنگ

megaterium، Staphylococcus sp.  و B. subtilis گرم بر میلی 10تا  5بوده و حداقل غلظت ممانعت كننده از رشد را بین

های متعددی می باشدكه تأثیر زیادی در دارای متابولیت Cladonia rangiformisم نمودند. علاوه بر این، گلسنگ لیتر اعلامیلی

  های خاک دارد.كنترل جمعیت باكتری

 مواد و روش ها 

 جمع آوری و شناسایی نمونه ها

های  درختان جنگل از روی  Leptogium saturninumو  Ramalina peruviana ,Punctelia borreriسه گلسنگ

ای و های نقطهاطراف استان مازندران، شهرستان بابل جمع آوری شد و بعد از مشاهدات ماكروسکوپی و میکروسکوپی، آزمون

آزمایش های مولکولی شناسایی گردید و عصاره های آن ها جهت بررسی اثرات ضدمیکروبی مورد استفاده قرار گرفت. لازم به 

رفولوژیکی گلسنگ ها با كمك كارشناسان هرباریوم گلسنگ موسسه جنگل ها و مراتع كشور انجام ذكر است كه شناسایی مو

 شد و مقاله آن برای چاپ ارائه شده است.

 استخراج عصاره 

با اتانول خالص  1:5( w/vگلسنگ ها پس از جمع آوری در دمای اتاق خشك و پودر شده و سپس به نسبت )

دست آمده  ساعت، تهیه شد. سپس عصاره های به 24سونیکاسیون و با خیساندن به مدت  مخلوط گردید. عصاره ها به روش

میکرومتری استریل شده و در  45/0حل شدند و پس از عبور از فیلتر میلی پور با منافذ   DMSOمیلی لیتر 5تغلیظ و در 

 گراد نگهداری گردیدند. درجه سانتی 4نهایت در یخچال 
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 بیهای میکروتهیه نمونه

مخمر  جدایه بالینی 3و همچنین )س( سویه مختلف باكتری از بانك میکروبی آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشگاه الزهرا 5

نگهداری می شد، تهیه شد. )س( مطالعات قبلی استفاده شده بود و در بانك میکروبی دانشگاه الزهرا كه در از نمونه های واژینال 

 ه عبارت بودند از:ها و مخمرهای استفاده شدباكتری

Escherichia coli (ATCC 23922), Staphylococcus aureus (PTCC 1413) ,Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 

Bacillus cereus, Xanthomonas campestris, Candida albicans, Candida tropicalis,  Candida glabrata 

 آگارتعیین حساسیت میکروبی به روش انتشار در 

( براساس Kirby- Bauerها به روش انتشار در آگار )روش های اتانولی گلسنگحساسیت میکروبی به عصاره

های گلسنگی تحت شرایط میکرولیتر از هر یك از عصاره 100و  75و  50های ( انجام شد. حجم2018) CLSIدستورالعمل 

ن عمل در چند مرحله انجام شد تا عصاره ها كاملاً روی دیسك تلقیح شد. ای mm6های خالی استریل با قطر استریل به دیسك

 با ها اثر ضدمیکروبی عصاره و گراد، حلال آن تبخیر شد سانتى درجه 40-45دماى  ها بارگذاری شود. پس از قراردادن در

 یکنواختی خمرها، كشتفارلند باكتری و م مك 5/0معادل  از غلظت روش این آگار بررسی گردید. در در انتشار روش از استفاده

به  باكتری ها گرفت. پلیت روى آن قرار مناسب فواصل با عصاره به هاى آغشته دیسك و هینتون آگار تهیه مولر محیط روى

گراد  سانتى درجه 35 در دماى ساعت 24-48 مدت گراد و پلیت مخمرها به درجه سانتی 37ساعت در دمای  18-24مدت 

 انجام شدند. تکرار با سه ها گردید. آزمایش گیرى اندازه متر میلى حسب بر رشد، عدم هاله گرماگذاری شد و قطر

 (MICتعیین حداقل غلظت ممانعت از رشد )

های میکروتیتر ها علیه باكتری ها، از روش رقت سازی در پلیتهای اتانولی گلسنگعصاره MICبه منظور تعیین 

ها، چند تك كلنی به سرم فیزیولوژی منتقل ساعته باكتری 18-24ا از كشت ( انجام شد. ابتد2012) CLSIبراساس دستورالعمل 

  CFU/mlمك فارلند تهیه شد. سوسپانسیون باكتریایی با این كدورت حاوی 5/0و پس از مخلوط كردن، كدورتی مطابق با كدورت 

 )Trypticase Soy Broth )TSBهای میکروتیتر با استفاده از محیط كشت ( سلول است. سپس رقت سازی در پلیت1-2)×810

ها افزوده گردید، بطوری كه در هر چاهك سوسپانسیونی با غلظت  انجام شد و در نهایت سوسپانسیون باكتری به همه چاهك

CFU/ml610×(5-1/0به )  گراد گرماگذاری شدند  درجه سانتی 37ساعت در دمای  18-24دست آمد. میکروپلیت ها به مدت

 قد رشد قابل مشاهده بود به عنوان حداقل غلظت تعیین شد. و آخرین چاهکی كه فا

های میکروتیتر ها علیه مخمرها، از روش رقت سازی در پلیتهای اتانولی گلسنگعصاره MICدر ادامه به منظور تعیین 

میلی  5و به  ساعته مخمرها، پنج كلنی برداشته 24-48( استفاده شد. ابتدا از كشت خالص 2017) CLSIبراساس دستورالعمل 
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 530مك فارلند تهیه گردید. سپس میزان جذب آن در طول موج  5/0لیتر سرم فیزیولوژی منتقل شده و كدورتی مطابق با 

 تنظیم شد.  85/0نانومتر در حد 

به  1سلول است. سپس سوسپانسیون به نسبت  )CFU/ml610) ×1-5سوسپانسیون قارچی با این مشخصات حاوی 

 ( مخمر بدست آمد.5/5-2/0)×CFU/ml 410وژی استریل رقیق شد و سوسپانسیونی با با سرم فیزیول 100

انجام شد و در نهایت  RPMIهای میکروتیتر با استفاده از محیط كشت در مرحله ی بعد رقت سازی در پلیت

جه سانتی گراد در 37ساعت در دمای  24-48ها افزوده گردید. میکروپلیت ها به مدت  سوسپانسیون مخمری به همه چاهك

 گرماگذاری شدند و آخرین چاهك فاقد رشد قابل مشاهده تعیین گردید. 

های متداول باكتریایی و قارچی، بیوتیك های گلسنگی با آنتیبه منظور كنترل آزمایش و مقایسه كارآمدی اثر عصاره

آمده با دستبار تکرار انجام شد و نتایج به3با ها بیوتیك سفتازیدیم و فلوكونازول استفاده شد. تمام آزمایشبه ترتیب از آنتی

تجزیه و تحلیل  Excel  (version 2010)و ANOVA تست و P<0.01در سطح احتمال  SPSS (version 20)افزار استفاده از نرم

 شدند.

 نتایج و بحث 

 و Leptogium saturninumنشان داد كه عصاره  MICی عدم رشد و نتایج بدست آمده از اندازه گیری قطر هاله

Ramalina peruviana  میکرولیتر  100و  50،75روی مخمرها موثر بودند. نتایج قطر هاله عدم رشد هر سه گلسنگ در حجم های

مقاوم ترین سویه  C. glabrataمتری حساس ترین سویه و میلی 9/15با ایجاد هاله  C. tropicalisآمده است.  1در جدول 

برای هر دو مخمر  Ramalina peruvianaعصاره  ه گلسنگ گزارش شد. حداقل غلظت ممانعت از رشدنسبت به عصاره اتانولی س

C. albicans و C. tropicalis  میکروگرم بر میلی لیتر و علیه 27/6برابر C. glabrata  میکروگرم بر میلی لیتر بود.  83/18برابر

میکروگرم  4و  5/2،  5به ترتیب  C. glabrata و C. albicans، C. tropicalisبر   Leptogium saturninumعصاره MICهمچنین 

موثر بود و حداقل غلظت  C. albicansتنها بر  Punctelia borreriبر میلی لیتر بود. این در حالی است كه عصاره گلسنگ 

 (.1گزارش گردید )نمودار لیتر گرم بر میلیمیکرو 56/7ممانعت از رشد آن برابر 

و  S. aureusچنین میزان قطر هاله عدم رشد باكتری ها نشان داده شده است. باكتری گرم مثبت هم 1در جدول  

و   B. cereusاست كه باكتری گرم مثبت نسبت به هر سه عصاره حساس بودند. این در حالی X. campestrisباكتری گرم منفی 

 .P حساسیت نشان دادند و باكتری گرم منفی  R. peruvianaتنها نسبت به عصاره گلسنگ  E.coliباكتری گرم منفی 

aeruginosa ها حساسیت نشان نداد.نیز نسبت به هیچ یك از عصاره 
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 های مورد مطالعهها بر حسب میلی متر علیه میکروارگانیسممیانگین قطر هاله عدم رشد عصاره اتانولی گلسنگ :1 جدول
Leptogium saturninum Ramalina peruviana Punctelia borreri 

 

µl50 µl75 µl100 µl50 µl75 µl100 µl50 µl75 µl100 

 مقدار               

 عصاره گلسنگ          

 

 میکروارگانیسم

8 3/10 12 15 9/17 20 7 9 11 S. aureus 

- - - - - - - - - P. aeruginosa 

- - - 17 19 22 - - - E. coli 

- - - 19 8/20 23 - - - B. cereus 

8 10 12 11 7/17 25 10 12 14 X. campestris 

7 9 8/11 10 12 14 8 10 8/11 C. albicans 

9 11 13 11 14 9/15 - 8 15 C. tropicalis 

7 9 7/10 - - - - - - C. glabrata 

 

سبت به ها نتعیین حداقل غلظت بازدارندگی رشد باكتری به روش میکروتیتر پلیت نشان داد كه تقریباً همه باكتری

نسبت به  X. campestrisآمده تنها باكتری دستمقاوم هستند. مطابق نتایج به Leptogium saturninumعصاره اتانولی گلسنگ 

 Ramalinaلیتر بود. عصاره گلسنگ گرم بر میلیمیکرو 5 آن برابر با MICحساسیت نشان داد و  Leptogium saturninumعصاره 

peruviana ها داشت و تنها در مورد بیشترین تاثیر را در مهار رشد همه باكتریP. aeruginosa حساسیتی مشاهده نشد وMIC  

میکروگرم  27/6و  27/6، 83/18 ،30/8به ترتیب برابر با X. campestris و  B. cereusو E. coli و  S. aureusهای آن برای باكتری

 لیتر بود. بر میلی

 .S. aureus ،B  نشد و تنها علیه  P. aeruginosaو  E. coliمانع رشد باكتری  P. borreriگلسنگ عصاره اتانولی 

cereus  وX. campestris  موثر بود وMIC  دست آمد  لیتر بهگرم بر میلیمیکرو 56/7 و 56/7، 16/20آن به ترتیب برابر با

آمده است. از  2های مورد آزمایش در جدول ه باكتریهمچنین حداقل غلظت مهاركنندگی سفتازیدیم علی (.1)نمودار 

بیوتیك سفتازیدیم و فلوكونازول جهت كنترل كیفی كار استفاده شد. حداقل غلظت مهاركنندگی آنتی بیوتیك فلوكونازول آنتی

 آمده است. 3بر مخمرهای مورد مطالعه نیز در جدول 
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 ها علیه میکروارگانیسم های مورد مطالعهسنگحداقل غلظت بازدارندگی عصاره اتانولی گل :1نمودار

 های گرم مثبت و گرم منفیحداقل غلظت مهاركنندگی آنتی بیوتیک سفتازیدیم علیه باكتری :2جدول
320 

µg/ml 

160 

µg/ml 

80 

µg/ml 

40 

µg/ml 

20 

µg/ml 

10 

µg/ml 

5 

µg/ml 

5/2 

µg/ml 

25/1 

µg/ml 

625/0 

µg/ml 

 سفتازیدیم 

µg/ml 

- - - - - + + + + + S. aureus 

- - - - - - - + + + P. aeruginosa 

- - - - - - - - - + E. coli 

- - - - - + + + + + B. cereus 

- - - - - - - - + + X. campestris 

 ( به ترتیب نشان دهنده رشد و عدم رشد باكتری است.-علائم )+( و )

 كونازول بر مخمرهای مورد مطالعهحداقل غلظت مهار كنندگی آنتی بیوتیک فلو: 3جدول
1600 

µg/ml 

800 

µg/ml 

400 

µg/ml 

200 

µg/ml 

100 

µg/ml 

50 

µg/ml 

25 

µg/ml 

5/12 

µg/ml 

25/6 

µg/ml 

 فلوكونازول

µg/ml  

- - - - - - - + + C. albicans 

- - - - - + + + + C. tropicalis 

- - - - - - + + + C. glabrata 

 رتیب نشان دهنده رشد و عدم رشد مخمر است.( به ت-علائم )+( و )

های عفونی، تهدید بزرگی برای های انسان، هنوز بسیاری از بیماریهای فوق العاده در درمان بیماریبا وجود پیشرفت

ور های عفونی در كشورهای در حال توسعه به دلیل عدم وجود كافی دارو و ظهباشند. مشکلات ناشی از بیماریسلامت انسان می

 باشد. مقاومت دارویی گسترده، بیشتر قابل توجه می

0/00

2/00

4/00

6/00

8/00

10/00

12/00

14/00

16/00

18/00

20/00

Leptogium saturninum
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Punctelia borreri
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های مختلف، به دلیل گسترش مقاومت های گلسنگی برای درمان بیماریعلاقه روزافزون در استفاده از متابولیت

سه گلسنگ رو در این پژوهش، به بررسی اثرات ضد میکروبی باشد. از اینبیوتیکی و ناكارآمدی برخی از داروهای موجود میآنتی

پرداخته  Leptogium saturninum, Ramalina peruviana ,Punctelia borreriهایهای استان مازندران به نامشده از جنگلجدا

 شد.

دست آمده برای هریك  به MICرسد كه هاله عدم رشد و با توجه به فعالیت ضدمیکروبی عصاره گلسنگ ها، به نظر می

گیری و میکروارگانیسم مورد بررسی دارد. گیری، روش عصارهحلال مورد استفاده برای عصاره های گلسنگی بستگی بهاز عصاره

ها از اتانول و روش خیساندن و سونیکاسیون در این پژوهش با توجه به مطالعات قبلی صورت گرفته، به منظور استخراج بهتر عصاره

تکان دادن و استفاده از امواج فراصوت موجب آزادسازی بهتر (. خیساندن همراه با Ritika & Jayanthi, 2013استفاده شد )

شدن بهتر شود. علاوه بر این، قطبیت بالای اتانول موجب حلها میگیری از گلسنگبردن بازده عصارهها و بالامتابولیت

های گلسنگی فراهم ههای گلسنگی شده و امکان بهتری در استخراج تركیبات شیمیایی و ضدمیکروبی موجود در عصارمتابولیت

 می آورد. 

ها بیشتر از قارچ ها نسبت به تركیبات ضدمیکروبی این پژوهش نشان داد كه باكتریانتشار در آگار نتایج روش 

های گرم در مقایسه با باكتری  X. campestris, E. coli, P. aeruginosaحساسیت دارند. همچنین باكتری های گرم منفی 

های گلسنگی از خود نشان دادند. دلیل تفاوت در میزان حساسیت كمتری نسبت به عصاره S. aureus وB. cereus مثبت 

در نفوذ پذیری دیواره سلولی برگردد. دیواره سلولی  تواند به تفاوتهای گرم منفی و گرم مثبت میحساسیت قارچ ها، باكتری

های گرم مثبت به شده است. در حالی كه دیواره ی باكتریساكاریدهای مختلف چون كیتین و گلوكان تشکیل  قارچ ها از پلی

ساكارید و های گرم منفی از پپتیدوگلیکان، لیپوپلیطور عمده از پپتیدوگلیکان و اسید تیکوئیك و دیواره سلولی باكتری

 (.Valadbeigi & Shaddel, 2015لیپوپروتئین تشکیل شده است )

های گلسنگی به اشکال مختلفی دیده می شود. تخریب غشای عصاره های موجود درفعالیت ضدمیکروبی متابولیت

شود. . علاوه ها میبه مرگ سلول و یا مهار رشد آن و سایر عوامل منجر DNAسازی و رونویسی پلاسمایی، ممانعت از پروتئین

نسبت مستقیم داشته و  ها با قطر هاله عدم رشدهای بارگذاری شده روی دیسكبر این، مشخص شد كه افزایش غلظت عصاره

 موجب بالابردن اثر ضدمیکروبی عصاره گلسنگ ها می شود. 

Karagoz  گزارش كردند كه عصاره اتانولی  2009و همکاران در سالXanthoria parietina هیچ اثری رویP. 

aeruginosa E. coli, و Klebsiella pneumonia موجب لیتر گرم بر میلیرومیک 100كه عصاره مذكور در غلظت ندارد، در صورتی

های گرم شد. در این پژوهش نیز نتایج مشابهی مشاهده گردید و مهار رشد باكتری S. epidermidisو S. aureus مهار رشد 

 (. Aboaba & Efuwape, 2001; Ncube et al., 2008) ها، بهتر مشاهده شدمثبت در مقایسه با گرم منفی
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باشد  كه های گرم منفی میتر از باكتریهای گرم مثبت كمبرای باكتری MICقدار نتایج این پژوهش نشان داد كه م

 هایهای گرم منفی و گرم مثبت و همچنین وجود پمپتواند به دلیل تفاوت نفوذپذیری دیواره سلولی باكتریاین موضوع می

انتقال عوامل ضدمیکروبی به خارج از سلول باشد كه موجب  E. coli و P. aeruginosaهای گرم منفی مانند در باكتریترشحی 

 (.Rankovic & Misic, 2008; Kosanic & Rankovic, 2010; Poole et al., 1993شوند )می

های گلسنگی ها را به خاطر وجود تركیات فنلی در متابولیتبیوتیکی گلسنگهمچنین دانشمندان دلیل فعالیت آنتی

دست آمده از شناسایی مورفولوژیکی و همچنین استفاده از كلیدهای شناسایی  یج به. نتاAnkith et al., 2017)دانند )می

های مورد مطالعه، های اصلی موجود در گلسنگنشان داد كه متابولیت( در این مطالعه Bordo & Sharnoff, 2010) هاگلسنگ

موجب تغییرات غیر قابل برگشت  باشند. مکانیسم عمل ضدمیکروبی مشتقات فنلی بدین شکل است كهتركیبات فنلی می

(. علاوه بر این، تركیبات فنلی جزء Boustie & Grube, 2005شوند )های میکروبی میها و حتی القای آپوپتوز در سلولپروتئین

ی ها كه دارای دیوارهتواند علیه مایکوباكتریومشوند كه میكش قوی بوده و موجب تخریب غشاهای لیپیدی میتركیبات میکروب

 (.Amozegar, 2008; Cansaran et al., 2007غنی از لیپید دارند موثر باشند )

Paudel  میکروبی پنج تركیب جداشده از عصاره اتانولیروی اثر ضد 2010و همکاران در سال Ramalina terebrata 

وش انتشار در آگار مطالعه كردند. با ر B. subtilisو  S. aureusباشد علیه دو باكتریكه شامل اسید اوسنیك و مشتقات آن می

كه اسید اوسنیك تنها میکروگرم بر میلی لیتر موثر بود در حالی MIC 26-1با غلظت B. subtilis  همه تركیبات بررسی شده علیه

دارای فعالیت ضدمیکروبی  R. peruvianaشد. مطالعات نشان داده است كه عصاره گلسنگ  S. aureus علیه مانع رشد باكتری

 2014در سال  و همکارانشKambar علاوه براین، . Moreira et al.,2015)) باشدمی S.aureus, Streptococcus mutansلیه ع

  Leptogium burnetiae ,Ramalina hossei ,Roccella montagneiاثرات ضدمیکروبی عصاره اتانولی چهار گلسنگ

مطالعه كردند  S. aureus Enterococcus faecalis ,E. coli ,K. pneumoniaeرا علیه چهار باكتری  Heterodermia diademataو

كمترین اثر ضدمیکروبی  L. burnetiaeبیشترین و  R. hosseiو مشاهده نمودند كه از میان چهار گلسنگ بررسی شده گلسنگ 

 های مورد بررسی نشان دادند.را علیه باكتری

 R. peruvianaمطالعات فوق بود و نشان داد كه عصاره اتانولی گلسنگ نتایج بدست آمده در این پژوهش نیز منطبق بر 

های گرم مثبت بررسی باشد. همچنین مشخص شد كه باكتریتری مینسبت به دو گلسنگ دیگر دارای اثرات ضدمیکروبی قوی

این مطالعات نشان داده  دهند. علاوه برهای گرم منفی از خود نشان میشده در این تحقیق حساسیت بیشتری نسبت به باكتری

اثرات مهاركنندگی بر رشد قارچ های پاتوژن گیاهی  Hypogymnia physodesو  Evernia prunastriاست كه عصاره استنی 

را مهار كند.  Aspergillus nigerرشد  تواندمی Usnea subfloridansدارند. همچنین گزارش هایی وجود دارد كه عصاره متانولی 
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نیز هر سه گلسنگ مورد آزمایش روی مخمرهای بیماریزا موثر بودند كه برای شناسایی اجزای موثر  در تحقیق حاضر

 های هریك از این گلسنگ ها، نیاز به پژوهش های بیشتری می باشد. متابولیت

 نتیجه گیری

های موجود در تتوان گفت كه شناخت، جداسازی و تخلیص  متابولیدست آمده از این پژوهش میبا توجه به نتایج به

تواند در كنترل رشد عوامل میکروبی مورد توجه قرار می L. saturninum, R. peruviana, P. borreriهایی چون گلسنگ عصاره

ها بررسی شود. های گلسنگی در درمان عفونتگیرد. مطالعات گسترده تری باید انجام شود تا امکان استفاده از این متابولیت

بیوتیکی و اثرات های آنتییمیایی دارای اثر مهاركنندگی بیشتری می باشند، اما با افزایش روزافزون مقاومتاگرچه داروهای ش

تنها در درمان ها نههای آنهای محلی و بررسی خواص ضدمیکروبی متابولیتجانبی داروهای شیمیایی، شناسایی گلسنگ

های مختلف های میکروبی در اكوسیستماز این تركیبات در كنترل جمعیتتواند مورد توجه قرار گیرد بلکه استفاده  ها میعفونت

 شود.همچون خاک پیشنهاد می

 تقدیر و تشکر

های شایسته سپهر و آزمایشگاه فیزیولوژی گیاهی دانشگاه تمامی آزمون های مربوط به این پژوهش در آزمایشگاه

انند كه از پروفسور معصومی و همکاران ایشان به دلیل همکاری در دالزهراء )س( انجام شده است. نویسندگان بر خود لازم می

های  ها تشکر نمایند. از كارشناسان محترم آزمایشگاه خصوصاً خانم مریم یوسفی به دلیل كمك بخش شناسایی كلاسیك گلسنگ

 ام گردید.گردد. این پژوهش با حمایت معاونت محترم پژوهشی دانشگاه الزهراء)س( انج شان تقدیر میتکنیکی
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Antimicrobial effects of Leptogium saturninum, Ramalina peruviana and Punctelia borreri 
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Abstract1 

Lichens produce high diversity of metabolites and they have different biological activities including 

antibacterial, antifungal, antiviral, anti-inflammatory and the cytotoxic effects. In this study, the impact of 

antimicrobial substances of lichens were studied. For this purpose, the lichens of northern forests around Babol 

city was collected and via the morphological and microscopic characteristics, biochemical and molecular methods 

were identified. Then, ethanol extracts of lichens were prepared. Antimicrobial effects of extracts was assayed 

using the diffusion agar method and the determination of minimum inhibitory concentration  against five bacteria, 

Bacillus cereus, Xanthomonas campestris, Escherichia coli, Staphylococus aureus and Pseudomonas aeruginosa. 

The studies showed that the extract of Leptogium saturninum, Ramalina peruviana, Punctelia borreri were 

effective against X. campestris، S. aureus. However, in the case of Bacillus cereus and E.coli only the extract of 

R. peruviana was effective. Furthermore, measuring the diameter of zone inhibition and MIC against three clinical 

Candida albicans, Candida tropicalis, and Candida glabrat showed that the extracts of Leptogium saturninum, 

Ramalina peruviana were effective on all the strains. However the extract of Punktelia subrodecta was effective 

only on C.albicans. The substance of lichens, which assayed by biochemical tests showed that due to the presence 

of phenolic compounds, lichens show high antimicrobial properties. It should be carried out the antimicrobial 

experiments on a wide range of environmental and pathogenic microorganisms. 
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 1399، تابستان 2شماره  ، 33دوره 

 Gypsophilaشناختی گونه شناختی، و ریزریختشناختی، تشریحی، ریختویژگیهای بوم

mucronifolia  (Caryophyllaceae)  بومی خاكهای گچی سمنان، ایران 

 1*فاطمه ربیع زاده

 1چکیده

یابان های گچی سمنان ب یك گونه اندمیك Caryophyllaceaeاز تیره  Gypsophila mucronifolia Rech.fگونه ی .

پذیری تشریحی آن های سازش، در ارتباط با ویژگیGypsophila mucronifoliaهای معدودی از پراكنش گونۀ است. گزارش

برای اولین بار انجام شد. این گونه در  G. mucronifoliaمطالعات بوم شناختی گونه با عوامل خاک و ارتفاع انجام شده است. 

 Canoco با استفاده از نرم افزارمتری از سطح دریا رویش دارد و اغلب در شیبهای شمالی می روید.  1800 تا 1500ارتفاعات 

for windows 4.5   و آنالیزهای آماریRDA  تاثیر فاكتورهای محیطی بر روی پراكنش گونهG. mucronifolia .مشخص گردید 

نات كلسیم و سدیم خاک همبستگی منفی بر رخداد و رشدگونه فاكتور ارتفاع و محتویات گچ همبستگی مثبت و محتوای كرب

G. mucronifolia .دارد ( سطح برگ با میکروسکوپ الکترونیSEM بررسی گردید كه) نشان می دهد كركهای غده ای در ساقه

 و برگ این گونه وجود دارد اما كرک بر روی كاسه گل مشاهده نگردید.

 گچزی رک،كایدیوبلاست، برگ،  واژه های كلیدی:

 مقدمه

، اما برخی از آنها منحصر به ( Kruckeberg, 1985)  &Rabinowitzدر زیستگاه های گچی گیاهان متنوعی می رویند

وقوع گونه های گیاهی انحصاری را در رابطه با نوع خاک بررسی 1986در سال  Meyerاقلیم یا تركیبات خاكی خاص هستند. . 

را به عنوان گیاهانی كه در خاكهای گچی رشد می كنند شناسایی می نماید. ( gypsophytes)می كند و گیاهان گچزی 

Gypsophila L. ( اغلب روی خاكهای غنی از كلسیم، شامل گچgypsum یافت می شوند. نام )Gypsophila  یا گچ دوست توسط

ا اغلب در خاكهای گچی یا آهکی رشد یا دوست داشتن گرفته شده است، زیرا این گونه ه  philosیا گچ و از   Gypsosلینه از 

شناخته   Caryophyllaceaeگونه چهارمین جنس بزرگ خانواده  150با  .Gypsophila Lجنس . (Barkoudah, 1962) می كنند

عموماً در مناطق گرم نیمکره شمالی پراكنش یافته اند. این خانواده در منطقه مدیترانه  Caryophyllaceaeشده است. خانواده 
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 و Paronychoideae ،Alsiniodeaeگونه نشان می دهد كه شامل سه زیر خانواده های  2200جنس و 86ع زیادی با حدود تنو

Caryophylloideae  10و ( بخشه استFalatoury, 2015, Bittrich,1993) تورانی و مدیترانه ای  -و اغلب در مناطق ایرانی

اكثر گونه های  .�� Williams, 1989 Sumaira et al., 2008; Korkmaz & Ozcelik, 2011 Mabberley, 2008;پراكنش دارند )

Gypsophila ( در شیبهای خشك و ارتفاعات متوسط یا بلند رویش دارندEIG, 1931 این جنس اغلب در تركیه با .)گونه  57

اغلب گونه های این جنس در كه  Gypsophila(. مركز تنوع جنس   Bittrich,1993گونه گزارش شده است ) 35و در ایران با 

 126آن پراكنده اند از منطقه دریای سیاه به تركیه، قفقاز، شمال عراق  با همسایگان نزدیك در ایران گسترش یافته است و از 

در كشور ایران می  Gypsophilaگونه جنس  37(. Amini et al., 2011گونه از این جنس انحصاری این مناطق است) 49گونه 

بر روی صخره  Gypsophilaبرخی از گونه های  (.Nejad Falatoury & al. 2015گونه آن انحصاری ایران است) 17روید كه 

های آهکی ، برخی از آنها در خاكهای سرپانتینی و بسیاری از گونه ها روی تپه های سنگی و تخریبی كه ممکن است به عنوان 

گیاهان علفی یك ساله یا چندساله، یا  Gypsophila(. گیاهان Barkoudah, 1962یك گیاه فرصت طلب باشند، رشد كنند )

 56 (.Boissier, 1867ای هستند. رده بندی زیر جنس های این جنس چالش برانگیز بوده است )گیاهان بالشتکی نیمه درختچه

(. Williams, 1889در منطقه فلور شرق شناخته شده كه به هشت بخش و چند سری تقسیم شده است ) Gypsophilaگونه از 

كیلومتری  7-2های گچی ، یك گونه گچ دوست اندمیك سمنان است و در بیابان .Gypsophila mucronifolia Rech.f گونه

. این گیاه (Rabizadeh et al., 2018; Rechinger, 1988)گزارش شده است  1400-1300شمال سرخه از سمنان در ارتفاعات 

میلی متر با كركهای غده ای در  2میلی متر و به عرض  20-15ای خطی گوشتی، به طول چند ساله با ساقه چوبی با برگ ه

آذین خوشه گرزن با شاخه بندی زیاد، دارای تعداد زیادی از گل های قسمت های رویشی و كاسه های كوچك گل است. گل

 2تطیلی. میوه كپسول صاف، با قطر میلی متر طول دارد، فنجانی شکل دندانه دار، گلبرگ ها سفید، مس 3گرزن است. كاسه 

-های سازش، در ارتباط با ویژگیGypsophila mucronifoliaهای معدودی از پراكنش گونۀ میلی متراست. در واقع گزارش

(. هدف این Barkoudah, 1962; Amini et al., 2011پذیری تشریحی آن با عوامل خاک و ارتفاع تا كنون انجام شده است )

باشرایط رویشگاهی گچی وبررسی ارتباط فاكتورهای  Gypsophila mucronifolia  شرایط بوم شناختی گونه مقاله بررسی

 محیطی با ویژگی های ریخت شناختی، تشریحی و ریز ریخت شناسی است. 

 مواد و روش ها

بخش های  موقعیت رویشگاههای گچی مورد مطالعه غرب شهرستان سمنان حوالی شهر های لاسجرد و افتر و سرخه،

وسیعی از معادن گچ و كوه های گچی را به خود اختصاص داده است. در این نواحی پوشش ها و جوامع گیاهان گچزی به شکل 

ویژه ای شکل گرفته اند، البته كارخانه ها و معادن زیادی در این منطقه ایجاد شده اند كه به پوشش گیاهان گچزی صدمات 
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شود، متوسط بارش سالانه در این ناحیه در سمت جنوب به كوه های البرز مركزی محدود می جبران ناپذیری وارد كرده است. .

میلی متر (  گزارش شده است. محدوده ماهانه  1/192)به طور متوسط 7/220الی  4/160ساله در محدوده  11طی مطالعات 

درجه سانتیگراد)دامنه تغییرات  3/11ا دمای میلی متر )حتی بدون بارش در فصل تابستان( دمای متوسط سالانه ب 20-0بارش 

ماهه  7(. دوره خشکی حدود IRIMO+( با ظرفیت تبخیر بالا است )سازمان هواشناسی جمهوری اسلامی ایران، C˚ 37تا  -5از

 با بالاترین میزان خشکسالی در ماه های تیر تا شهریور در منطقه مورد مطالعه گسترش می یابد. پوشش گیاهی مناطقی در

زمین های كم ارتفاع عمدتا از گیاهان بیابانی و یکساله و هالوفیت ها تشکیل می شود. خاكهای گچی به طور گسترده در مناطق 

خاصی در بخش های غربی و شمال غرب سمنان پخش شده اند، كه شامل بسیاری از گیاهان گچ دوست و متحمل گچ هستند. 

 “2.8 ’05 ˚53شمالی و  “27.33 ’26 ˚35شهر سمنان با مختصات جغرافیایی  منطقه مورد مطالعه در رویشگاه های گچی غرب

 شرقی واقع شده است. این منطقه دارای آب و هوای گرم و خشك است.

ایستگاه انجام گرفت. اطلاعات بوم  40نمونه برداری از خاک و گیاه و همچنین جمع آوری داده های بوم شناختی  از

 120در فرم های اطلاعات مخصوص طراحی شده كه شامل مجموعه ای از فراوانی همه گونه ها در شناختی از گونه های گیاهی 

سانتی متری بالای ریزوسفر در هر پلات  30-50(. نمونه های خاک از 1پلات در منطقه مورد مطالعه است، ثبت شد )شکل 

استفاده از روش های عملیاتی استاندارد توسط با  ECو هدایت الکتریکی یا  pHجمع آوری شد و برای آنالیز خاک خصوصیات 

آزمایشگاه خاک شناسی معتبر اداره منابع طبیعی سمنان صورت گرفت. همچنین محتویات گچ با استفاده از روش رسوب استون 

( 3CaCO)( و كربنات كلسیم Mg(، منیزیم )Na(، سدیم )K(، پتاسیم )Caو با استفاده از سانتریفوژ تعیین شد و همچنین كلسیم )

با روشهای استاندارد اندازه گیری شد. نمونه های گیاهی جمع آوری شده با استفاده از كلید های مناسب از جمله فلورا ایرانیکا 

(Recinger,1988 ) و توسط متخصصان هرباریوم منابع طبیعی استان سمنان و دانشگاه فرزانگان سمنان تأیید شد. همچنین

در منطقه نیز مورد بررسی و توجه قرار گرفت. ضریب همبستگی اسپیرمن بین  Gypsophila mucronifoliaفنولوژی گونه 

( با استفاده ordinationمتغیرهای توصیفی و برای بررسی روابط بوم شناختی و عوامل خاک و توپوگرافی آنالیزهای رسته بندی )

مورد استفاده  RDA (Redundancy analysis) (Moradi et al.,2016)و تجزیه و تحلیل  Canoco 4.5 for Windowsاز نرم افزار 

( برای بررسی تفاوت های میان عوامل محیطی در گروه های گیاهی One-way ANOVAsقرار گرفت. آنالیز واریانس یك طرفه )

از نمونه  به صورت دستی Gypsophila mucronifoliaمورد استفاده قرار گرفت. همچنین برشهای تشریحی از ساقه و برگ گیاه 

در آزمایشگاه زیست شناسی دانشگاه فرزانگان سمنان صورت  در الکل و گلیسرین تثبیت شده بودند 1:1هایی كه به نسبت 

فرد تکرار صورت گرفت. و عکس هایی با  5گرفت و نمونه ها با سبز متیل و قهوه ای بیسمارک رنگ آمیزی شدند و درحداقل 

( گرفته شد. بافتهای گیاه توسط نرم Wetzlar, Nikon camera model Coolpix) Leitzمیکروسکوپ نوری 
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از كركهای  (SEM)مقیاس بندی و اندازه گیری شد. علاوه بر این، عکس هایی با میکروسکوپ الکترونی  Digimizer.4.1.1.0افزار

 گرفته شد.  Gypsophila mucronifoliaسطح برگ گونه 

 نتایج و بحث

 Gypsophila mucronifolia ه ویژگی های بوم شناختی گون

از ماه اسفند با ایجاد برگهای جوان آغاز می شود و در فروردین ماه به گل  Gypsophila mucronifoliaرویش گونه 

 %34این گونه به فرم رویشی همی كریپتوفیت در  (.2و  1های می نشیند و اغلب در خرداد ماه به میوه و بذر می نشیند )شکل

 1970تا  1420برداری شده و به طور خاص در ارتفاعات بالاتر نسبت به سایر گونه های گچزی و در ارتفاعات پلاتهای نمونه 

در آنها مشاهده شد در شکل  G. mucronifoliaمتری از سطح دریا و اغلب در شیبهای شمالی می روید. ایستگاه هایی كه گونه 

در منطقه مورد مطالعه مشاهده شد   G. mucronifoliaهمراه با گونه نمایش داده می شود. گونه هایی كه اغلب  1و جدول  3

 :شامل گونه های زیر است

Astragalus fridae Rech. F,Moltkia gypsaceaeRech.F.,Dendrostellera lessertii(Wikstr.)VanTigeh,Dorema ammoniacum 

D. DONEuphorbia gypsicolaRech.&Aell,Euphorbia aryop Boiss,Cousinia deserti Bunge,Allium bunge 

Boiss.,Matthiola ovatifolia (Boiss.)Boiss. 

 

 ((!Gypsophila mucronifolia،FGU1730نمونه هرباریومی  :1شکل
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 از مناطق گچی غرب سمنان، عکاس: فاطمه ربیع زاده Gypsophila mucronifolia :2شکل

 

 را درمنطقه مورد مطالعه نشان می دهد. Gypsophila mucronifoliaعلامتها موقعیت گونه  :3شکل

 Gypsophila mucronifoliaدارای گونه  نمایش مختصات جغرافیایی، ارتفاع و شیب مناطق :1جدول

 نقاط جمع آوری ارتفاع شیب شمالی شرقی

 1 1608 جنوبی 5.209 53 28.758 35

 2 1462 دشت 6.876 53 29.131 35

 3 1423 شمالی 12.625 53 31.6 35

 4 1650 جنوب غربی 6.107 53 313 .30 35

 5 1479 دشت 9.466 53 30.809 35

 6 1674 غربی 9.445 53 31.637 35

 7 1663 شمالی 7.8 53 32.575 35

 8 1738 شمال شرقی 10.565 53 34.707 35

 9 1776 شرقی 7.865 53 33.778 35

 10 1727 جنوب غربی 7.595 53 3534.763

 11 1796 جنوبی 8.504 53 35.869 35

 12 1969 شمالی 6.218 53 3535.693
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 نوع خاک

(. نوع خاک 2دارد)جدول pH)شوری( و  ECنتایج نشان داد كه بافت خاک در هر ارتفاعی ویژگی های متفاوتی از نظر 

و كربنات )اغلب به نسبت مساوی( ( و با گچ %60با محتوای بالایی از ماسه ) sandy – clay–loamدر پایین ترین ارتفاع و دشتها 

. FAO(www.fao.org.docrep/x5871e041.htmخنثی تا نزدیك به قلیایی و شوری كم است، براساس طبقه بندی  pHو با 

ارتفاع با میزان گچ و كربنات خاک مرتبط است  مخلوطی از گچ و كربنات در همه نمونه های خاک وجود داشتند. همانا افزایش

تا  1500نشان داده شده است(. به عنوان مثال نمونه های خاک در ایستگاه هایی با دامنه ارتفاعی  3CaCO)كربنات با شاخص 

ی از سطح متر1500تا  1200گچ اما در ایستگاه هایی با دامنه ارتفاعی  %24كربنات و  %11متری به طور میانگین حدود  1700

(. در ارتفاعات با خاكهای گچی بالا دارای خاكهای لومی و سیلت 2دریا اغلب تقریبا به نسبت مساوی كربنات و گچ دارد )جدول 

كمتر از خاكهای ارتفاع پایین هستند. یك لایه كربنات از  pHو  ECو رسی كمی هستند واغلب فولکوله هستند همچنین دارای 

متری از سطح دریا وجود دارد، كه تا حدودی توسط گچ در محدوده های بالاتر پوشش  1600- 1500خاک در ارتفاعات حدود 

نمونه های خاک در ایستگاه هایی با محتوای گچ بالاتر،  نزدیك خنثی است. pHكم و  ECداده شده است كه این لایه دارای 

تها )ارتفاعات پایین( كه اغلب محتویات كلسیم و (. به جز برای خاكهای دش2محتوی منیزیم كمتری را نشان می دهد )جدول 

متری از سطح دریا( بالا است و  1300-1100منیزیم مساوی دارند، محتویات كلسیم در اغلب خاكها به غیر از ارتفاعات پایین )

- 1500اع (. محتویات پتاسیم در ارتف2خیلی بین ارتفاعات مختلف متفاوت نیست اما محتویات منیزیم نوسان دارد )جدول 

متری از سطح دریا بالا است. همچنین برای سدیم، میزان بسیاری از سدیم در ارتفاعات پایین تر مشاهده شد، برای  1700

پوشش گیاهی مناطقی در زمین های  .برابر بیشتر از مناطق گچی ارتفاعات بالاتراست 10مثال،محتویات سدیم خاک در دشتها 

و سایر گونه  Artemisia ،Tamarix ،Haloxylonانی و یکساله و هالوفیت ها )به عنوان مثال گونه كم ارتفاع عمدتا از گیاهان بیاب

، Fabaceae ،Caryophyllaceae ،Asteraceae( تشکیل می شود و در مناطق مرتفع، گونه های Chenopodiaceaeهای 

Boraginaceae  وEuphorbiaceae .وقعیت توپوگرافی در خوشه بندی و وقوع گونه اثرات خواص خاک و م فراوانی بیشتری دارند

 .های گیاهی، همانطور كه در بالا توضیح داده شد، قابل توجه است

 

 

 

 

 

 

http://www.fao.org.docrep/x5871e041.htm


 
 

 ...شناختیشناختی، و ریزریختشناختی، تشریحی، ریختهای بومویژگی / 52

 فاكتورهای خاک بر اساس ارتفاع منطقه مورد مطالعه :2جدول 

  دامنه ارتفاع از سطح دریا )متر(

 1500-1100 فاكتورهای خاک
 

1500-1700 

 
63.71±3.14 73.40±6.43 Sand (%) 

22.18±1.95 15.45±3.24 Silt (%) 

15.45±3.65 11.35±2.15 Clay (%) 
7.98±0.23 7.46±0.01 pH 

3.14±1.34 2.85±0.78 EC (d.s/m) 

13.14±1.20 11.71±2.5 TNV (%) 
10.85±4.43 24.11±4.13 Gypsum (%) 
18.16±7.34 34.09±6.12 Ca (mEq/l) 
19.83±5.23 5.20±0.58 Mg (mEq/l) 

57.79±5.06 77.85±9.24 K (mg/kg) 
23±4.3 3.3±2.4 Na (mEq/l) 

 

بر اساس  1500تا  1100در مناطقی با دامنه ارتفاعی  G. mucronifoliaنتایج نشان داد كه میزان حضور گونه 

بالا به طور نادر یافت می شود. اما در خاكهایی با  ECقلیایی و  pHتقریبا صفر است. در واقع این گونه در خاكهایی با  2جدول 

د گچ در خاک و یون كلسیم در حضور و یا نبود این گونه نقش دارند. در عوض گچ و كلسیم بالا رویش می یابد. در واقع وجو

یونهایی مثل منیزیم و سدیم نقش منفی در حضور این گونه در منطقه ایفا می كنند. كه با افزایش عناصر كلسیم، گچ در خاک 

متر از سطح  6/1537 ± 3/229كند،  را مشاهده كردیم. میانگین ارتفاعی كه این گونه رشد می G mucronifoliaگونه حضور 

 3/25%، كلسیم 3/22و همچنین گچ  pH 6/7 ،EC 7/2شامل  G. mucronifoliaدریا است. میانگین ویژگی های خاكی گونه 

(mg/kgپتاسیم ،)80 (mg/kg سدیم ،)4/8(mEq/l)9/11، منیزیم(mEq/l)  (.  3% محاسبه شد )جدول 3/8و كربنات كلسیم

مشخص گردید. فاكتورهای ارتفاع  G. mucronifoliaتاثیر فاكتورهای محیطی بر روی پراكنش گونه  RDAلیز با استفاده از آنا

 .Gو سدیم تاثیر منفی روی پراكنش گونه  EC،pH(،3CaCOو گچ و كلسیم تاثیر مثبت و فاكتورهای كربنات كلسیم )

mucronifolia  نشان دادند، درواقع آنالیزRDA ری بر حضور این گونه نقش مثبت و كدامیك نقش نشان داد كه چه عناص

را نشان می دهد و بیان  RDA محور اول از آنالیزدر  G. Mucronifoliماتریس همبستگی گونه 4جدول  (.4منفی دارند )شکل 

 ر این گونهبالاترین تاثیر مثبت معنی دار را در رویش و حضو 7/0و  8/0می كند كه فاكتورهای ارتفاع و گچ به ترتیب با میزان 

بیشترین تاثیر منفی معنی دار را در رویش  6/0( هر كدام به میزان 3CaCOكربنات كلسیم ) و ECایفا می كنند و فاكتورهای 

و 4در جداول G. mucronifoliaماتریس همبستگی بین فاكتورها و میزان تاثیر گذاری آنها روی گونه  و حضور این گونه دارند.

 نمایش داده شده است. 5
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 Gypsophila mucronifoliaمیانگین فاكتورهای بوم شناختی، نوع خاک و عناصر موجود در گونه :3جدول

Name (weighted) mean Stand. Dev. Inflation factor 

Elevation (m) 1537.6 223.9 2.7 

EC(d.s/m) 2.7 0.6 7.3 

pH 7.6 0.1 2.8 

CaCO3 (%) 8.3 7.0 1.6 

Gypsum (%) 22.3 6.4 2.4 

Ca(mg/kg) 25.3 6.2 4.8 

Mg(mEq/l) 11.9 5.7 4.4 

K(mg/kg) 80 36.8 1.6 

Na(mEq/l) 8.4 10.3 10.3 

 

 

.  Gypsophila mucronifoliaفاكتور محیطی موثر را در ارتباط باپراكنش گونه  9، ازRDAنمایش آنالیز همبستگی:4شکل 

و  pH ،EC(،3CaCOكربنات كلسیم) (،Mg(، منیزیم)Na(، سدیم)K)(، پتاسیمCa(، كلسیم)gypsumفاكتورها شامل گچ )

 ( است.Elevationارتفاع )

 (5/0)*= همبستگی بالاتر از  RDAآنالیزمحور اول از  درGypsophila mucronifoliaماتریس همبستگی گونه  :4جدول

 محور اول متغیر های محیطی
Elevation 0.8* 

EC -0.6* 

Ph -0.4 

CaCO3 -0.6* 

Gypsum 0.7* 
Ca 0.2 

Mg -0.3 

K -0.1 

Na -0.7* 
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 Gypsophilaگونه RDA( و همبستگی گونه و فاكتورهای محیطی دو محور اول آنالیز Eigenvaluesمقادیر ویژه ):5جدول 

mucronifolia 
Axes 1 2 

Eigenvalues 0.2 0.8 

Species-environment correlations 0.4 0 

Cumulative percentage variance of species data 19.5 100 

Cumulative percentage variance of species-

environment relation 

100 0 

 

 Gypsophila mucronifolia ویژگی های ریخت شناختی گونه   

بی با چند ساله با ساقه چو سانتی متر طول ساقه، 35-15 ،همی كریپتوفیت،علفیویژگی های ریخت شناختی گونه 

و اما بدون  با كركهای غده ای در روی ساقه و برگمیلی متر،  2میلی متر و به عرض 25-5به طولبرگ های خطی گوشتی، 

میلی  5-3كاسه گل . گلاذین خوشه گرزن با شاخه بندی زیاد، دارای بسیاری از گل های گرزنی است. كرک دركاسه گل است

میلی متر  5/2تا  5/1برگ ها سفید، مستطیلی. میوه كپسول صاف، با قطر با قطر ، فنجانی شکل دندانه دار، گلمتر طول دارد

 (. 6است)جدول 

كه توسط استریومیکروسکوپ مشاهده و عکس برداری شد نشان  G. mucronifolia گونه كه تصاویری از  5شکل 

ل مشاهده نگردید، میوه كپسول صاف می دهد، كركهای غده ای در ساقه و برگ این گونه مشاهده شد اما كرک بر روی كاسه گ

 نمایش داده شد. 5و بذرهای همراه با میوه كه در شکل 

 ((!FGU1730،)شماره هرباریومیGypsophila mucronifoliaبررسی ریخت شناختی نمونه های گونه  :6جدول 
 Gypsophila mucronifoliaنمونه های  

رد و شمال سرخه تا افتر. در در حوالی شهر های مومن آباد و لاسج زیستگاه گونه

 متری 1700-1500ارتفاعات 

 همی كریپتوفیت،علفی، چند ساله، با ساقه چوبی فرم رویشی

 سانتی متر طول ساقه 35-15حدود  ساقه

 2میلی متر و به عرض  25-5برگهای خطی و گوشتی به طول  برگها

ک میلی متر با كركهای غده ای در روی ساقه و برگ و اما بدون كر

 دركاسه گل 

فنجانی شکل دندانه دار، گلبرگ ها میلی متر  5-3كاسه گل  كاسه گل

  سفید، مستطیلی

 میلی متر 5/2تا  5/1میوه كپسول صاف، با قطر  میوه
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: میوه و بذر. خط های E: میوه، D: كاسه گل C: ساقه و برگ ، Bو  G. mucronifolia  .Aنمایش ریخت شناختی گونه : 5شکل 

 میلی متر 1اس= مقی

 Gypsophila mucronifolia ویژگی های تشریحی و ریز ریخت شناختی گونه 

پارانشیم نردبانی به خوبی گسترش یافته را نشان می دهد و اغلب دو  G. mucronifoliaبرش های عرضی از برگهای 

این یك سلول گیاهی منفك شده است (، A, B، 6توده كریستالی از ایدیوبلاست از گچ در همه برگهای آن مشاهده شد )شکل

كه از سایر بافتهای مجاورش متفاوت است و دارای عملکردهای متفاوت مثل ذخیره رزین ها، مواد ترشحی، رنگدانه ها و مواد 

معدنی برخی از آنها می توانند كریستالهای  معدنی كه می تواند روغن ها، شیرابه، صمغ، رزین، تانن یا رنگدانه ها را در بر گیرد.

كریستالهای معدنی  Gypsophilaایدیوبلاست ها در سرده (. Gray, 2009مانند كربنات كلسیم یا اگزالات كلسیم را در بر بگیرند )

(. ایدوبلاست در واقع به گیاه برای تنظیم فشار اسمزی كمك می كند Ozdemir, 2010مانند اگزالات كلسیم را در بر می گیرد )

البته در هیچ یك از افراد مورد مطالعه گونه  (.Ozdemir, 2010ص شدن از كلسیم زیادی در گیاه است )و یك راه آسان برای خلا

G. mucronifolia شکل( 6هیچ اثری از ایدیوبلاست روی بافت ساقه مشاهده نشد،C, D.) 

تها بزرگتر از میانگین طول و عرض سلولهای موجود در بافت ساقه و ریشه را نمایش می دهد، ایدویوبلاس 7جدول 

میکرومتر(. سطح برگها چروكیده  2/90 ± 5/15مشاهده شدند )میانگین به قطر  G. mucronifoliaسایر سلولها در بافتهای برگ 

و تراكم كرک ها روی سطح برگ خیلی كم است. بر اساس مطالعات میکروسکوپ الکترونی فاصله روزنه ها از همدیگر متغیر و 

- 80میکرومتر محاسبه شد(. طول كركهای روی برگها بین  70±23زنه ها از همدیگر به طور متوسطغیر منظم است )فاصله رو

 (. 7اندازه كیری شد)شکل  میکرومتر 110



 
 

 ...شناختیشناختی، و ریزریختشناختی، تشریحی، ریختهای بومویژگی / 56

 

: كوتیکول،  .cuایدیوبلاست،  .Gypsophila mucronifolia  :: id( ازگونه Dو  Cساقه ) ;(Bو  Aبرش عرضی از برگ ) :6شکل 

pp. ی، : پارانشیم نردبانvb. ،غلاف آوندی :h. ،كرک :co. ،كلانشیم :p. =میکرومتر 100: پارانشیم. خط های مقیاس 

 

 Gypsophila mucronifoliaتصاویر میکروسکوپ الکترونی از سطح برگهای : 7شکل
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 Gypsophila mucronifoliaاندازه گیری بافتهای ساقه و برگ :7جدول

    انحراف معیار           ± میانگین طول 

 میکرومتر((

انحراف معیار                       ± میانگین عرض

 میکرومتر((

 

 ساقه  

 سلولهای اپیدرمی 23.1±5.3 25.2±1.3

 سلولهای تراكئیدی 50.7±18.1 30.3±15.3

 سلولهای پارانشیم مغزی 73.5±12.4 71.3±13.2

 كلانشیم 32±2.6 41.1±9.3

 برگ  

تقطر ایدیوبلاس 90.2±15.5   

 پارانشیم نردبانی 12.1 25.6± 88.3±18.6

 قطرسلول پارانشیم اسفنجی 32.8±14.5 

 سلول اپیدرمی 24.1±4.1 25.1±3.7

 

 نتیجه گیری كلی

به عنوان گونه اندمیك سمنان برای اولین بار انجام شد. این گونه در  G. mucronifoliaمطالعات بوم شناختی گونه 

متر  6/1537 ± 3/229میانگین ارتفاعی كه این گونه رشد می كند از سطح دریا رویش دارد ) متری 1800تا  1500ارتفاعات 

 Astragalus fridae, Moltkia. این گونه همراه با سایر گونه های گچزی در این منطقه مانند گونه های: از سطح دریا است(

gypsaceae ,Dendrostellera lessertii, Dorema ammoniacum, Euphorbia gypsicola, Euphorbia aryop, Cousinia 

deserti, Allium bunge, Matthiola ovatifolia,    مشاهده شد. آنالیز خاک و آنالیز هایRDA  نشان داد كه این گونه اغلب از

مانند  نیز دوری می كند ولی عناصری ECقلیایی و  pHدوری می كند و در نتیجه از  Mgو  Naعناصر شور كننده خاک مانند 

گچ و به تبع عنصر كلسیم و ارتفاع كه در این منطقه ارتفاع بالا )منطقه افتر( كه رطوبت و بارندگی بیشتر را در پی دارد تاثیر 

 3CaCOمثبت در رویش و پراكنش این گیاه دارد. بخشی از منطقه مورد مطالعه دارای خاكهای آهکی با تركیبات 

( به عنوان یك فاكتور مهم كه تاثیر منفی در 3CaCOاقع عنصر كربنات كلسیم یا آهك )(. در و ,.2018Rabizadeh et alاست)

دهد كه شکل رویشی در این مطالعه معرفی گردید. نتایج این تحقیق نشان می، دارد G. mucronifoliaرویش و پراكندگی گونه 

برای بقا در آب و هوای خشك  Gypsophila mucronifolia های تشریحی، ریخت شناسی و ریز ریخت شناختی گونهو ویژگی

های بلند با نفوذ عمیق دارد. برگهای كوچك و گوشتی منطقۀ سمنان سازش یافته است. از لحاظ شکل رویشی، این گونه ریشه

شودكه در این گونه شرایط زیست در محیط گرم و خشك سمنان كمك بسزایی می كند. بخشی از گچی كه واردگیاه می

تدریج آنها را از برگ به شود كه بههای سولفات و اگزالات كلسیم به نام ایدیوبلاست تجمیع میصورت كریستالبه پارانشیم برگ
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بر توانمندكردن گیاه در برابر تبخیر شدید آب در منطقۀ گرم و رانند. درواقع، وجود ایدیوبلاستها در این گونه علاوهبیرون می

پذیری های كلسیمی در برگهای خود كمك بسزایی در سازشصورت ذخیرۀ كریستاله بهخشك سمنان، در دفع گچ اضافی از گیا

كند. ایدیوبلاستها در واقع سلولهای پارانشیمی برگ هستند كه تغییر كارایی داده اند و ذخیره مواد معدنی زائد را این گیاه می

ارانشیمی است. ایدیوبلاستها یاكریستالهای گچ در گونه های در گیاه بر عهده دارند اندازه آنها عموما بزرگتر از سایر سلولهای پ

 Gypsophila lepidioides( و Armagan & Ozgokce, 2018) Gypsophila davisii مانند گونه های Gypsophila دیگر از

(Ozdemir,2010 )یار كم و محدود كه هر دو از گونه های اندمیك تركیه است نیز گزارش شده است. اما تعداد ایدیوبلاستها بس

نسبت به گونه های اندمیك تركیه مشاهده گردید. ایدیوبلاستها علاوه بر اینکه گیاه را از وجودكلسیم  G. mucronifolia در گونه

اضافی نجات می دهد، به تعادل اسمزی سلول نیزكمك خواهد كرد و باعث جذب آب بیشتر در سلول خواهد شد و شرایط را برای 

اه در شرایط سخت آب و هوایی سمنان از نظر كمبود آب و گرمای بالا در منطقه سمنان فراهم می كند كه این نوع رشد بهتر این گی

های ریخت شناختی برگ گیاه كه داری برگ های گوشتی )برای جذب و نگهداری آب( و كوچك تغییرات فیزیولوژیکی روی ویژگی

اندازه كوچك در برگها را با افزایش تراكم و افزایش طول   G. Mucronifolia)موثر در كاهش تبخیرآب( تاثیر گذاشته است كه گونه

های زایشی مانند اجزای گل این پذیری در اجزای اندامپارانشیم نردبانی برای جبران میزان فتوسنتز تامین می كند. اما این سازش

ل این گیاه هیچ اثری از كریستال های گچ یا ایدیوبلاستها روی كاسه گ G. mucronifolia شود. در گونه گیاه به این شکل مشاهده نمی

 Gypsophila، ویژگی های ریخت شناسی و تشریحی گونه اندمیك تركیه به نام 2010در  Ozdemirمشاهده نمی شود. 

lepidioides Boiss.  را بیان می كند،گونهGypsophila lepidioides  در مقایسه با گونهG. mucronifolia ،دیوبلاستها و قطر ای

 30-20به اندازه   G. mucronifoliaاندازه سایر بافتهای آن تا حدود زیادی مشابه هستند، البته پارانشیم های نردبانی گونه 

متر اندازه گیری شد. همانطوری كه از اسم میلی  2میلی متر و به عرض  25تا  5. برگها به طول میکرومتر بلندتر مشاهده شدند

 ویژگی تمام كركدار برگبه خود اختصاص داده است.  Gypsophilaهای چکترین برگ را در بین سایر گونه آن مشخص است كو

 .Gكه گونه  .Dichoglottis Boiss (Boissier, 1867) از بخشه  Williams (Williams, 1889) Drypidipetalaزیربخشۀ  اعضای

mucronifolia Rech.f. ركداردارند كه در این مطالعه وجود كرک بر روی برگ گونه را نیز شامل می شود همگی برگهای كG. 

mucronifolia ( بیان كردند كه روی ساقه و كاسه های گل گونه 2015نشان داده شد. نژادفلاطوری و همکارانش )G. 

mucronifolia وی كاسه گل هیچ كرک وجود دارد كه در این مطالعه روی ساقه گیاه كركهایی با تراكم بسیار كمتر از برگ ولی ر

( است. با مقایسه این گونه با سایر گونه 2015اثری از كرک مشاهده نگردید كه در تائید مطالعات نژاد فلاطوری و همکارانش)

هایی كه در مناطق گچزی رویش دارند نشان داد كه این گونه به نوعی گچ را در ساختار خود می پسندد هر چند كه وجود 

ی برگ نشان از این دارد كه گویی گیاه قصد دارد از شر كلسیم اضافی خود را نجات دهد اما تعداد محدود ایدیوبلاستها در بافتها

این ها نسبت به سایر گونه های اندمیك تركیه كه در بالا ذكر شد و همچنین نبود كركهایی با كریستالهای گچی كه در گونه 
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نشان از این دارد كه ، (Rabizadeh et al.,2018&  2019هد شد)هایی گچزی این منطقه مانند گون گچی و گون سمنانی مشا

این گونه به نوعی در ساختارهای خود از تركیبات گچ بهره برده و كمتر آن را به صورت كریستال در بافتهای برگ و كركهای 

گونه با اطمینان بالا  سطح برگ از خود خارج می كند. مطالعه بوم شناختی، ریخت شناختی، تشریحی و ریز ریخت شناختی این

 واقعاً گچ دوست است. Gypsophila mucronifoliaنشان می دهد كه گونه 
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Ecological, Anatomical, Morphological, and Micro-Morphological Characteristics of 

Gypsophila mucronifolia (Caryophylaceae) endemic to gypsic soils of Semnan, Iran 

F. Rabizade*1 

 

Abstract1 

Gypsophila mucronifolia Rech. Is an endemic plant species of Caryophyllaceae that It has been reported 

from gypsum deserts around Semnan, Iran. A few reports have been made on the distribution of G. mucronifolia 

in relation to its descriptive compromise characteristics with soil and altitude factors. Ecological studies of 

G.mucronifolia were performed for the first time. This species grows at altitudes of 1500 to 1800 meters from sea 

level, often on the northern slopes. Using Canoco for windows 4.5 software and statistical analyzes of RDA, the 

effect of environmental factors on the distribution of G.mucronifolia was determined. Elevation and gypsum 

contents showed positive correlation and content of CaCO3 and Na negative correlation with occurrence and 

growth of G. mucronifolia. The leaf surface with a scanning electron microscope (SEM) has studied that show 

glandular hairs on stem and leaves it there, but did not observe on the calyx. Leaf cells of G. mucronifolia are 

filled with druse crystals.  

 

Keywords: Idioblast, Leaf, Hair, Gypsophyte.  
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 كاربردی شناسی زیست الزهرا)س(/ دانشگاه پژوهشی - میعل مجله

 1399، تابستان 2شماره  ، 33دوره 

 Crocus)  های زعفراناثر نانوذرات سیلیکون بر برخی پارامترهای فیزیولوژیکی بنهبررسی  

sativus) 
 4، منا صراحی نوبر3، منیر حسین زاده نمین*2، خدیجه كیارستمی1عیبهاره زار

 1چکیده 

بر متابولیسم گیاه  های فیزیکوشیمیایی متمایزی هستند كه از طریق ورود به گیاهاننانوذرات سیلیکون دارای ویژگی

شوند. این تحقیق به منظور بررسی اثرات تاثیر گذاشته و موجب بهبود رشد و عملکرد گیاه در شرایط محیطی نامطلوب می

میلی گرم بر لیتر تیمار  18و  9فیزیولوژیك نانوسیلیکون بر روی بنه زعفران انجام شد. گیاهان با نانو ذره سیلیکون در دو غلظت 

ابی قرار گرفتند. آزمایش به صورت طرح كاملا تصادفی با سه بار تکرار انجام شد. نتایج نشان داد كه تیمار با و مورد ارزی

داری بر نانوسیلیکون محتوای عناصری از جمله سیلیکون، پتاسیم، آهن، روی، منیزیم و كلسیم را افزایش داد. اما تفاوت معنی

های دختری در گیاهان تحت تیمار نسبت به شاهد اهده نشد ولی تعداد بنهوزن تر و خشك و  همچنین محتوای پروتئین مش

های زعفران تحت تیمار افزایش یافت. داری در بنهافزایش یافت. همچنین محتوای پرولین و مالون دی آلدئید به طور معنی

یلی گرم بر لیتر نانوسیلیکون مشاهده م 18و  9به ترتیب در گیاهان تیمار شده با غلظت های  ،بیشترین میزان فنل و فلاونوئید

تواند محتوای تغذیه ای بنه زعفران و توان نتیجه گرفت تیمار با نانو ذرات سیلیکون میدست آمده میشد. بر اساس نتایج به

 ظرفیت سیستم پاداكسایشی را از طریق تولید متابولیت های ثانوی افزایش دهد. 

 . Crocus sativus پاداكسایشی ، تركیبات فنلی، سیستم: یكلید یواژه ها

 مقدمه 

های جدید، جهت افزایش عملکرد گیاهان هستند. كاربرد فناوری نانو در علوم گیاهی امروزه محققان به دنبال روش

یکی از موضوعات جدید و به روز بوده كه تحقیقات در این زمینه در حال گسترش است. تاكنون بسیاری از اثرها و كاركردهای 

ی های ناشناختهواد بر سازوكارهای فیزیولوژیك، متابولیك و افزایش عملکرد گیاهان مطالعه شده است و البته همچنان جنبهنانوم
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بسیاری باقی است. همچنین با توجه به روند افزایشی تولید نانوذرات و استفاده روزافزون از آنها در صنایع مختلف، احتمال ورود 

های مختلف حیات موجودات زنده ضروری افزایش یافته است. از این رو، ارزیابی اثرات آنها بر جنبه های مختلفآنها به اكوسیستم

حداقل رساندن استفاده از كودهای رسد. استفاده از نانوذرات در كشاورزی، از مسائل جالب و مورد توجه در جهت بهبه نظر می

-Majumder et al., 2007; Lee et al., 2008; Siddiqui & Al)باشد شیمیایی و بهبود رشد و عملکرد و كیفیت محصول می

Whaibi, 2014 .) 

ی زمین است كه اثرات سودمند و مفید آن بر رشد گیاهان ترین عناصر موجود در پوسته( یکی از فراوانSiسیلیکون )

دهد؛ سیلیکون در افزایش مطالعات نشان می  .(Rastogi et al., 2019)های گیاهی گزارش شده است در طیف وسیعی از گونه

-های قارچی، ایجاد مقاومت به بیماریاینده، كاهش حساسیت به برخی بیماریهای پاداكستحریك تولید یا فعالیت برخی آنزیم

های های پاداكسایشی و بهبود شاخصهای خشکی، شوری و فلزات سنگین از طریق فعال كردن آنزیمهای گیاهی، تحمل تنش

 (. Mitani et al., 2008) كند كمی و كیفی محصولات كشاورزی نقش مهمی را ایفا می

دهند كه استفاده از باشند. مطالعات زیادی نشان میت دارای پتانسیل زیادی جهت افزایش متابولیسم گیاه مینانوذرا

 Sharma et al., 2012) تواند در افزایش رشد و بهبود كیفیت محصولات نقش مهمی را ایفا نمایدذرات میهای مناسب نانوغلظت

; Kaveh et al., 2013; Vannini et al., 2013) .تواند به راحتی به ذرات سیلیکون، به دلیل این ویژگی  كه میاستفاده از نانو

توانند در بهبود كشاورزی و های گیاهی وارد شده و رشد و نمو را از طریق متابولیسم گیاه تحت تاثیر قرار دهند؛ میدرون سلول

كش ، توانند به عنوان آفترات سیلیکون همچنین میذ. نانو(Cui et al., 2017) تولید محصولات با كیفیت موثر واقع شوند

 (.Rastogi et al., 2019)كش و كود مورد استفاده قرار گیرند و بنابراین دارای پتانسیل خوبی در بهبود كشاورزی هستند علف

توان به موارد زیر اشاره كرد: اثرات مثبت نانوذرات سیلیکون بر رشد و عملکرد گیاهان مختلف گزارش شده است كه از جمله می

نگی در شرایط تنش شوری فراهم آوردند و رشد ریشه و نوساقه را نانو ذرات سیلیکون، شرایط بهتری برای رشد گیاه گوجه فر

نانو ذرات سیلیکون اثرات منفی تنش شوری را بر وزن تر ، غلظت كلروفیل، نرخ  (.Haghighi et al., 2012)بهبود بخشیدند 

نانو ذرات سیلیکون . افزودن (Haghighi & Pessarakli, 2013)فتوسنتز و محتوای آب برگ گیاه سیب زمینی كاهش دادند 

. اسپری برگی (Tripathi et al., 2015)رست های نخود فرنگی را در مقابل سمیت كروم محافظت كرد دانه (VI)همراه با كروم 

 ,.Hussain et al)نانو سیلیکون به همراه نانو سلنیوم، رشد و كیفیت بذر، زیتوده و محتوای سلنیوم را در گیاه برنج افزایش داد 

2020 .) 

ها است كه ایو راسته مارچوبه(  Iridaceae)از سرده زعفران، تیره زنبقیان  (.Crocus sativus L) زعفران با نام علمی

( و از نظر اقتصادی و ارزش صادراتی دارای جایگاه بسیار مهمی در كشاورزی كشور ما 1391گونه دارد )رستمی و محمدی،  85

. مراحل رشد و (Molina et al., 2004)گیرد دهی آن در فصل پاییز صورت میكه گلباشد. زعفران یك گیاه ژئوفیت است می
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منبع ذخیره مواد فتوسنتزی است و گیاه بعد از مرحله خواب و  نمو زعفران متاثر از عوامل محیطی و فیزیولوژی بنه است. بنه

باشد؛ بنابراین نقش ثیر گیاه از طریق این اندام میكند. تنها راه تکدر مراحل اولیه رشد از این ذخایر فتوسنتزی استفاده می

ای با كاربرد ( در مطالعه2007و همکاران )  Amirshekari(. Saeidian, 2006)كند ی زندگی زعفران بازی میمحوری در چرخه

دهند. همچنین وزن بنه های با اندازه بزرگ، تعداد و وزن خشك برگ را افزایش میهایی با اندازه متفاوت نشان دادند كه بنهبنه

 ,Vurdu)شود های تولیدی افزوده میو با افزایش وزن بنه مادری، بر تعداد گلهای زعفران دارد مادری تاثیر زیادی بر تعداد گل

ای دهد كاربرد صحیح عناصر غذایی در رشد بنه دختری و عملکرد گل زعفران دارای اهمیت ویژه(. مطالعات نشان می2003

 (.Amirshekari et al., 2007)است 

توام با تیمار شوری را بر برخی فاكتورهای رشدی در گیاه زعفران ( اثر نانوذرات سیلیکون 1397عاصمه و پوراكبر )

بررسی كردند. آنها نشان دادند؛ كاربرد نانوسیلیکون از طریق محلول پاشی توانست، تا حدود زیادی اثرات منفی ناشی از تنش 

 شوری بر فاكتورهای رشدی را بهبود بخشد. 

-دارد و از طرفی طبق پژوهش وجود زعفران بر نانوذرات دیگر و سیلیکوننانو اثر از اندكی هایبا توجه به اینکه گزارش

های انجام شده اثرات مثبت آنها بر انواع گیاهان گزارش شده است، برآن شدیم تا اثر نانوذرات سیلیکون را بر بنه زعفران بررسی 

پارامترهای فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و  كنیم. در پژوهش حاضر، اثر دو غلظت نانوسیلیکون در مرحله رویشی زعفران بر رشد،

مورد مطالعه قرار دادیم تا با توجه به اثرات  -كننده سیلیکونعنوان گیاه غیر تجمعبه-محتوای عناصر جذب شده در بنه زعفران 

ه از نانو كش و كود، امکان استفادگزارش شده نانوذرات سیلیکون در افزایش رشد و بهبود محصول و اثرات آن به عنوان آفت

ذرات سیلیکون را در بهبود كمی و كیفی محصول زعفران و امکان استفاده از آن در ارتقای كیفیت محصول این گیاه مهم زراعی 

 را مورد ارزیابی قرار دهیم. 

 مواد و روش 

 تهیه نانو سیلیکون

های هیه گردید. سپس غلظتت نانومتر 10-2 محلول نانو سیلیکون از شركت شمس ایرانیان با مشخصات اندازه ذرات

 گرم در لیتر از آن تهیه و به منظور مطالعه بر گیاه زعفران مورد استفاده قرار گرفت. میلی 18و   9

 جمع آوری نمونه 

 انتقال یافتند. بنه گلخانه به و بلافاصله آوری جمع حیدریه منطقه تربت از رویشی ابتدای مرحله در زعفران هایبنه

 كود واحد5/0 و خاک واحد 5/1 تركیب با لیتر 5/3 حجم با گلدان،  هر در عدد3 تعداد به1397 ماه آذر 19 تاریخ ها در

 در گرممیلی 18 و   T1)-1تیمار  (لیتر نانوسیلیکون در گرممیلی 9 آبیاری با آب محتوی تیمار شدند و دو كاشته حیوانی، 
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 ,.Tripathi et al., 2015; Hussain et al)معمولی آبیاری شدند  آب با( CO)های شاهد اعمال شد. نمونه  T2)  -)تیمار  لیتر

2020; Haghighi et al., 2012 .)  8ساعت روشنایی و   16درجه و شرایط  25دمای  ایگلخانه شرایط در تکرار10 با تیمار هر 

ها از ماه اعمال شدند. بعد از سه ماه، بنه ی زمانی یكداری شدند. تیمارهای نانوسیلیکون در دو نوبت با فاصلهساعت تاریکی نگه

 نگهداری شدند.   -70خاک خارج و به منظور بررسی پارامترهای رشد و فیزیولوژیك در فریزر 

 محتوای  عناصر 

های تفلونی حاوی در لوله ،گیاه بود 10گرم از بافت گیاهی خشك، كه حاصل از پودر خشك حداقل  5/0به این منظور 

میلی لیتر(، ریخته شد و تمامی نمونه ها در  5ئوریك، پركلریك، نیتریك و هیدروكلریك اسید )هركدام به میزان اسید هیدروفلو

ساعت قرار گرفت تا هضم كامل نمونه ها و تبخیر انجام گیرد  4درجه سیلسیوس به مدت  220در دمای  Hotplateمحفظه  

(Ali et al.,1988پس ازآن نمونه .)لیتر رسانده شد؛ تا آماده میلی 25نك شده و با آب مقطر به حجم ها در دمای محیط خ

 شوند.  ICP-MS  (Model: ICP-MS HP series 4500) خوانش دستگاهی با دستگاه

 ی محتوای پروتئینی مطالعه

 ,Bradford)استخراج و به روش برادفورد تعیین مقدار گردید  pH=6.8پروتئین كل با استفاده از بافر فسفات سدیم با 

1976.) 

 سنجش پرولین آزاد

 خشك نمونه از گرم 1 ( استفاده شد. بدین منظور مقدار1973ان )و همکار Batesبرای سنجش پرولین آزاد از روش 

 شد. ( ساییده دقیقه 5 مدت كامل )به شدن تا یکنواخت درصد 3 اسید سولفوسالیسیلیك میلی لیتر 10  هاون با بنه درون

همراه  رداشت شد و بهمیلی لیتر ب 2 حاصل روشناور گردید. از تعیین روشناور حجم سانتریفیوژ و  rpm   3500با سرعت  سپس

جوش  آب حمام در ساعت یك مدت به آزمایش لوله در گلایسیال اسید استیك میلی لیتر 2و  هیدرین نین معرف میلی لیتر 2

 یافت. انتقال یخ حمام به بلافاصله محیط،  دمای به محلول گرفت و بعد جهت رسیدن سیلیسیوس( قرار درجه 100 دمای(

توسط دستگاه  فاز بالایی شد. جذب ورتکس ثانیه 30 تا 20 مدت به و اضافه تولوئن یلی لیترم 4میزان  هر لوله به سپس

 .شد خوانده نانومتر 520 موج طول در   LE80K  مدل اسپکتروفوتومتر

 سنجش میزان پراكسیداسیون لیپیدها

( تولیدشده، از MDAبر اساس میزان مالون دی آلدهید ) ءبه منظور سنجش میزان پراكسیداسیون لیپیدهای غشا 

)تری كلرواستیك  TCAمیلی لیتر  5گرم بافت تر توسط  3/0( استفاده شد.  بدین منظور مقدار 1968) Heath & Packerروش  
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سانتریفوژ شد. در مرحله  rpm   13000 دقیقه در 10درصد استخراج شد. سپس عصاره به دست آمده به مدت  01/0اسید( 

درصد تیو باربیتوریك اسید  5/0حاوی  TCAدرصد  20میلی لیتر محلول  1محلول روشناور مقدار میلی لیتر از  5/0بعدی به 

درجه سیلسیوس قرار داده شد و سپس نمونه ها به  95دقیقه در حمام آب گرم با دمای  30اضافه شد. مخلوط حاصل به مدت 

سانتریفوژ شد.  rpm  13000مای محیط با سرعتدقیقه در د 10سرعت سرد گردید. بعد از این مراحل، مخلوط حاصل به مدت 

گیری شد. مقدار مالون دی آلدهید نانومتر اندازه 600و 532های در نهایت جذب محلول رویی حاصل از سانتریفوژ در طول موج

 .میلی مول بر سانتی متر( براساس نانومول در گرم وزن تر محاسبه گردید 155)با ضریب خاموشی 

 و سنجش فلاونوئید كل  فنلی ت كیباسنجش تراج و ستخرا

بن درصد در  80ل  متانومیلی لیتر   20در نمونه خشك بنه در پوم از گر 1/0، فنلیت تركیباای تعیین محتوای بر

ده از ستفاا( با 1986) Rangannaروش   ق ـفنلی بر طبت تركیباای محتواج شد و ستخرسیلسیوس اجه در70ی مادبا ری ما

 ی شد.گیرازهندانیس د-ف فولینمعر

كلرید آلومینیوم  لیتر محلولمیلی 2/0لیتر از محلول استخراج شده با متانول با میلی 1برای تعیین فلاوونوئید كل، 

لیتر آب مقطر مخلوط گردید. مخلوط حاصل میلی 6/5مولار( و  1لیتر استات پتاسیم )میلی 2/0)وزنی/حجمی( در متانول،  10%

گرم كوئرستین بر نانومتر خوانده شد. داده خروجی به صورت میلی 415ای اتاق انکوبه شد و جذب در دقیقه در دم 30به مدت 

 (.Grand et al., 1994گرم وزن خشك محاسبه شد)

 آنالیز آماری

افزار ها با استفاده از نرمشد. تجزیه و تحلیل آماری داده انجام تکرار سه در تصادفی كاملا طرح قالب در ها آزمایش

SPSS  درصد مقایسه شدند. 95ها با استفاده از آزمون دانکن در سطح اطمینان ( انجام و میانگین22)نسخه 

 نتایج 

(. بررسی محتوای نانوذرات سیلیکون 1های دختری با اندازه مختلف تشکیل شد )شکل دو ماه پس از آغاز آزمایش، بنه

(.  بر 1بود )جدول  های شاهدهای تحت تیمار، نسبت به نمونهدر بنهدهنده افزایش محتوای سیلیکون  های دختری نشاندر بنه

محتوای عناصر كلسیم، پتاسیم، سیلیکون، روی، منیزیم و آهن تحت تیمار با  ، ICP-MSدست آمده از آنالیز اساس نتایج به

میکروگرم  2283ی شاهد به نمونه میکروگرم بر گرم در 804یافت و بالاترین افزایش مربوط به كلسیم )از  نانوسیلیکون افزایش

 (. 1برابر بود )جدول  8/2نسبت به شاهد بیش از  1( بود كه مقدار آن در تیمار  1بر گرم در تیمار 
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 نمایی از ایجاد بنه های دختری در نمونه های زعفران دو ماه پس از كاشت :1شکل 
 

 حت تأثیر غلظت های مختلف نانوسیلیکون: مقادیر عناصر اندازه گیری شده در بنه های دختری ت1جدول
 نمونه شاهد 

μg/g d.w 
 1تیمار 

μg/g d.w 

 2تیمار
μg/g d.w 

Si 25/167 18/178 08/182 
B 85/111 12/110 09/114 

Ca 64/804 65/2283 18/1141 
Fe 36/2902 40/2938 04/3307 
K 32/8967 09/9080 12/10869 

Zn 60/17 14/19 66/22 
Mn 48/8 52/8 31/9 
Mg 48/336 27/443 45/376 

میلی گرم در لیتر نانوذرات سیلیکون می باشد. اعداد مربوط به اندازه گیری محتوای عناصر در  18: آبیاری با آب محتوای 2گرم در لیتر و تیمار میلی 9: تیمار آبیاری با آب محتوی 1تیمار 

 نمونه گیاه می باشد.  10نمونه های مخلوط شده از 

داری افزایش یافت. در سایر پارامترهای های دختری به طرز معنینانوسیلیکون، تعداد بنه 2های تحت تیمار نمونهدر 

 (. 2داری تحت تیمار نانوسیلیکون مشاهده نشد )جدول های دختری  تغییر معنیرشد از جمله وزن تر، وزن خشك و اندازه بنه

 ختری گیاه زعفران تحت تأثیر غلظت های مختلف نانوسیلیکونهای رشد در بنه های د: برخی از شاخص2جدول

 2تیمار  1تیمار  نمونه شاهد 

 b74/0±1/6 b92/0±8/5 a43/1±6/7 تعداد بنه های دختری

 a6/0±94/1 a4/0±87/1 a20/0±62/1 وزن تر بنه های دختری )گرم(

 a16/0±39/1 a14/0±48/1 a11 /0±35/1 وزن خشك بنه های دختری )گرم(

 a32/0±45/1 a15/0±55/1 a23/0±48/1 اندازه )سانتیمتر(
انحراف  ±میلی گرم در لیتر نانوذرات سیلیکون می باشد. اعداد در هر ردیف معرف میانگین 18: آبیاری با آب محتوای 2گرم در لیتر نانوسیلیکون و تیمار میلی 9: آبیاری با آب محتوی 1تیمار 

 براساس آزمون دانکن می باشد. P≤0.05ر ردیف معرف تفاوت معنی دار در سطح معیار هستند. حروف ناهمسان در ه
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ها شود؛ نانوذره سیلیکون منجر به تغییر معنی داری در محتوای پروتئینی بنهمشاهده می 2طور كه در شکل همان

 نشده است . 

 

: تیمار T1ظت های مختلف نانوسیلیکون )تغییرات محتوای پروتئین نمونه های بنه دختری  زعفران تحت تأثیر غل :2شکل 

میلی گرم در لیتر نانوذرات سیلیکون می باشد.(  18: آبیاری با آب محتوای T2گرم در لیتر و میلی 9آبیاری با آب محتوی 

براساس آزمون  P≤0.05خطای استاندارد سه بار تکرار بوده حروف همسان تفاوت غیرمعنی دار را در سطح  ±اعداد میانگین 

 انکن نشان می دهد.د

گرم در لیتر )تیمار میلی 9ها با نانوسیلیکون در غلظت پرولین حاكی از آن است كه تیمار بنه ی تغییرات مقدارمطالعه 

گرم میلی 18در حالی كه محتوای آن در تیمار با غلظت  دار محتوای این اسیدآمینه نسبت به شاهد شد(، موجب افزایش معنی1

داری كاهش نشان داد. بررسی روند تغییرات مالون دی آلدئید به شکل معنی 1سیلیکون نسبت به شاهد و تیمار در لیتر از نانو

 (.3نیز نشان داد؛ محتوای این تركیب در هر دو تیمار به صورت معنی داری نسبت به نمونه شاهد بیشتر بود ) شکل

 

های بنه دختری زعفران تحت تأثیر غلظت های مختلف هتغییرات محتوای پرولین و مالون دی آلدئید در نمون :3شکل 

میلی گرم در لیتر  18: آبیاری با آب محتوای 2گرم در لیتر و تیمار میلی 9: تیمار آبیاری با آب محتوی 1نانوسیلیکون )تیمار 

تفاوت معنی دار را خطای استاندارد سه بار تکرار بوده، حروف غیرهمسان  ±نانوذرات سیلیکون می باشد.( اعداد میانگین 

 دهد.براساس آزمون دانکن نشان می P≤0.05در سطح 

دار محتوای تركیبات فنولی شد. مقدار فلاونوئید كل تحت نانوسیلیکون سبب افزایش معنی 1بر اساس نتایج، تیمار 

 (.  4بیش از سه برابر نمونه شاهد افزایش یافت)شکل  2قرار نگرفت اما در تیمار  1تاثیر تیمار 
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های بنه دختری زعفران تحت تأثیر غلظت های مختلف تغییرات محتوای تركیبات فنولی و فلاونوئید كل و در نمونه :4شکل 

میلی گرم در لیتر  18: آبیاری با آب محتوای 2گرم در لیتر و تیمار میلی 9: تیمار آبیاری با آب محتوی 1نانوسیلیکون )تیمار 

خطای استاندارد سه بار تکرار بوده، حروف غیرهمسان تفاوت معنی دار را  ±داد میانگین نانوذرات سیلیکون می باشد.( اع

 دهد.براساس آزمون دانکن نشان می P≤0.05در سطح 

 بحث 

اثرات نانوذرات بر رشد گیاه، وابسته به شرایط و همچنین گونه گیاهی است. در بسیاری از مطالعات انجام گرفته بر 

شخص شده است؛ نانوذرات سیلیکون بدون تاثیر یا دارای تاثیر مثبت بر پارامترهای رشد گیاه هستند های گیاهی مروی گونه

 ;Haghighi et al., 2012فرنگی و باقلا گزارش شده است )زمینی، گوجهكه این نتایج در گیاهان نخودفرنگی، برنج، سیب

Haghighi & Pessarakli, 2013; Roohizahed et al., 2015 ; Tripathi et al., 2015; Hussain et al., 2020 این موضوع در .)

طوری كه پارامترهای رشدی گیاه از جمله وزن تر، وزن خشك و ابعاد ی حاضر نیز مشهود بود بهنتایج به دست آمده در مطالعه

محتوای پروتئین محلول نیز فت. های دختری افزایش یاكه تعداد بنهدرحالی بنه تحت تاثیر تیمار با نانو سیلیکون قرار نگرفت،

داری كه به عنوان یك شاخص مهم برای رشد و فعالیت طبیعی گیاه  مطرح است در گیاه در معرض نانوذره سیلیکون تغییر معنی

تواند نشان دیگری از عدم وجود اثر سمی نانوذره سیلیکون بر سلول در سطح پروتئینی باشد. را نسبت به شاهد نشان نداد كه می

های استفاده شده در تحقیق حاضر، نانو سیلیکون فاقد اثرات سمی برای زعفران دهد دست كم در غلظتین شواهد نشان میا

 بوده است. 

های اولیه سلولی باعث بهبود رشد گیاهان محققان بر این باورند كه سیلیکون با افزایش كشش و گسترش دیواره 

حاضر نشان داد كه تیمار نانوسیلیکون موجب افزایش محتوای سیلیکون در بنه  های پژوهش(. دادهEpstein, 2009شود )می

ی زعفران شده است. توجه به این نکته ضروری است كه با وجود اینکه سیلیکون دومین عنصر فراوان پس از اكسیژن در پوسته

(. Struyf et al., 2010گیاه قرار ندارد )های معدنی بوده و برای جذب در دسترس باشد اما بیشتر آن به شکل سیلیکاتزمین می

 5/0(، در گیاه شنبلیله نیز نشان داد تیمار نانوسیلیکون )در غلظت 1395ی صورت گرفته توسط نظرعلیان و همکاران )مطالعه

همکاران شود كه با نتایج تحقیق حاضر مطابقت دارد. فاطمی و مولار( باعث افزایش محتوای سیلیکون در گیاه میمیلی 5/2تا 
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( نتایج مشابهی را در مورد 1983) Miyake  & Takahashi( و 1389(، بهتاش و همکاران )1393(، اسدی و همکاران )1388)

فرنگی، گندم، چغندر و خیار گزارش اثر مثبت كاربرد تیمارهای مختلف سیلیکون بر محتوای آن به ترتیب در گیاهان توت

 اند.   كرده

های دختری زعفران، همچنین ممکن است ناشی از تاثیرات سیلیکون بر رشد و بویژه تعداد بنهتاثیر مثبت تیمار نانو

ی حاضر، افزایش محتوای كلسیم نسبت به نمونه شاهد، در بنهمثبت آن بر افزایش محتوای سایر عناصر بوده باشد. در مطالعه

ی تیمار سیلیکون در گیاه ید. افزایش مقدار كلسیم در نتیجههایی كه تحت تیمار نانوسیلیکون قرار گرفته بودند نیز مشاهده گرد

(. سازوكار فیزیولوژیك اثر سیلیکون بر جذب و Liang et al., 1996; Islam & Saha, 1969جو و برنج نیز گزارش شده است )

 انتقال كلسیم در گیاهان روشن نیست.

( و 2009و همکاران ) Liuزعفران افزایش نشان داد.  هایمحتوای پتاسیم نیز تحت تاثیر تیمار نانوسیلیکون در بنه

Miao ( به ترتیب افزایش غلظت پتاسیم در اندام هوایی گیاه یونجه و برگ، ساقه و ریشه گیاه سویا در اثر 2010و همکاران )

ر كاربرد غشای پلاسمایی ریشه در اث ATPase -+H( افزایش فعالیت پمپ 1999) Liangكاربرد سیلسیم را گزارش كردند. 

سیلیسیم را عامل احتمالی افزایش جذب پتاسیم توسط گیاه معرفی كرد. همچنین مطالعات، ارتباط نزدیکی بین سیالیت غشا 

تواند بر رسد؛ سیلیکون از طریق افزایش سیالیت غشا میغشای سلولی را گزارش داده است، به نظر می ATPase-+H و فعالیت

 (. Leidi et al., 1991فعالیت این پمپ تاثیر بگذارد )

ی زعفران مشاهده گردید. عنصر روی در ی حاضر افزایش محتوای روی در اثر تیمار نانوسیلیکون در بنهدر مطالعه

ها، اسیدهای نوكلئیك، بیان ژن ها، سنتز پروتئین، متابولیسم كربوهیدراتسازی آنزیمفرآیندهای فیزیولوژیك گیاه، شامل فعال

( نشان دادند؛ تیمار میکرو و نانوذرات 1394(. یوسفی و اثنی عشری )Chang et al.,2005یشی دخالت دارد )و تنظیم و نمو زا

 دهد.سیلیسیم محتوای عنصر روی را در گیاه توت فرنگی افزایش می

های زعفران نسبت به مقدار آهن جذب شده در بنه ،با توجه به نتایج پژوهش حاضر با افزایش غلظت نانوسیلیکون

( با مطالعه برروی تأثیر میکرو و نانوذرات سیلیسیم بر غلظت عناصر گیاه توت 1394شاهد افزایش یافت. یوسفی و اثنی عشری )

های هوایی گیاه همراه است كه با نتایج پژوهش حاضر منطبق فرنگی دریافتند؛ تیمار سیلیسیم با افزایش محتوای آهن در اندام

گزارش دادند كه افزودن سیلیس به محلول غذایی گیاه خیار از طریق تنظیم سطوح  2013ل و همکاران در سا Pavlovicاست. 

و همکاران  Gottardiها و در نتیجه آن افزایش میزان تحرک آهن باعث افزایش جذب آهن در گیاه خیار گردید. بیان ژن پروتئین

ردند و با بررسی بیان ژن به این نتیجه رسیدند كه افزایش محتوای آهن در نتیجه كاربرد سیلیسیم را گزارش ك 2012در سال

در ریشه  Fe- chelate reductaseجذب آهن در گیاهان تیمار شده با سیلیسیم مربوط به افزایش فعالیت و فراوانی رونوشت ژن 

 باشد. می
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اسیم ، فسفر و به طور كلی مطالعات نشان داده است كه كاربرد سیلیکون جذب عناصر غذایی نظیر روی، كلسیم ، پت

. این موضوع با توجه به اهمیت این عناصر در (Mehrabanjoubani et al., 2015)دهد در گیاهان مختلف را افزایش می بور

 فیزیولوژی و تغذیه گیاه بسیار با اهمیت است و می تواند جنبه های مختلف حیات گیاه را تحت تاثیر قرار دهد.

تنش در  های آزاد منجر به ایجادتوانند از طریق تاثیر بر تولید رادیکالو ذرات میدهد كه نانمطالعات زیادی نشان می

ها از میزان حذف آنها بیشتر است، تنش اكسایشی در گیاهان كه تولید رادیکالهنگامی(. Kumar et al., 2018)گیاهان شوند 

(. شاخص كلیدی تنش اكسایشی، Hashemi, 2019شود )ها میها و چربی، پروتئینDNAرخ می دهد كه منجر به آسیب 

های آزاد هستند. های رادیکالترین هدفر اشباع موجود در غشای سلولی، از مهمپراكسیداسیون لیپیدها است. اسیدهای چرب غی

باشد. افزایش مقاومت سیلیکون میآلدئید تحت تیمار نانودینتایج به دست آمده در این مطالعه حاكی از افزایش محتوای مالون

های اكسایشی از طریق القای ین كاهش آسیب( و همچنImtiaz et al., 2016های زیستی و غیرزیستی )گیاه در برابر تنش

Qados  (2015 )(. طبق مطالعاتShi et al.,2014سیستم دفاعی پاداكسایشی، از اثرات تایید شده نانوسیلیکون در گیاهان است )

لیتر( باعث گرم در میلی 84تا  28مولار )از میلی 3و  2، 1های در گیاه باقلای تحت تنش شوری، تیمار نانوسیلیکون در غلظت

تواند؛ تفاوت غلظت مورد استفاده، خوانی ندارد. دلیل این عدم تطابق میگردید كه با نتایج تحقیق حاضر هم  MDA كاهش سطح

 نوع گیاه، نوع اندام مورد مطالعه و سن و مرحله رویشی باشد. 

آنزیمی برای حذف آنها فعال های پاداكسایشی آنزیمی و غیرهای اكسایشی در گیاهان سیستمبه دنبال ایجاد تنش

عنوان سیستم پاداكسایشی غیرآنزیمی نقش مهمی در جاروب كردن انواع فعال های سازگار از جمله پرولین بهشود. اسمولیتمی

تواند در اعمالی از جمله تنظیم پتانسیل ردوكس سلول، تثبیت فسفولیپیدهای غشا، تنظیم اكسیژن بر عهده دارند. پرولین می

pH ها و محافظت از آنزیمل، حفظ پروتئینسلو( ها در مقابل دناتوره شدن نقش داشته باشدChen & Murata, 2002 در مطالعه .)

داری داشت. نتایج مشابهی نیز توسط  گرم در لیتر نانو سیلیکون افزایش بسیار معنیمیلی 9حاضر محتوای پرولین تحت تیمار 

Crusciol  ی سیلیکون محتوای پرولین گیاه سیب زمینی گزارش شده است كه طبق آن  نانوذره در  2009و همکارانش در سال

داری در محتوای پرولین گرم در لیتر نانوسیلیکون،  تفاوت معنیمیلی 18زمینی افزایش داده است. اما در تیمار را در گیاه سیب

های آنزیمی باشد كه اكسیدانداكسایشی دیگر  مانند آنتیهای پاتواند؛ استفاده گیاه از سیستمرخ نداد كه دلیل احتمالی آن می

مولار نانوسیلیکون نیز گزارش شده است  میلی 3تا  1مولار و در گیاه باقلا تحت تیمار میلی 1/0فرنگی تحت تیمار در گیاه نخود

(Tripathi et al., 2015  وQados, 2015 ). 

های پاداكسایشی در ی تنش اكسایشی هستند و در همکاری با آنزیمهای قوكنندهمهار تركیبات فنلی و فلاوونوئیدی

های آزاد (. این تركیبات با داشتن گروهKováčik et al., 2009كنند )های آزاد اكسیژن شركت میآوری یا حذف رادیکالجمع

های اكسایشی را آسیبها از طریق فروكشی اكسیژن یکتایی ی آروماتیك در روبشگری رادیکالهیدروكسیل متصل به حلقه
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نماید. این تركیبات همچنین با جلوگیری دهند و به این ترتیب ساختارهای سیتوپلاسمی و كلروپلاستی را محافظت میكاهش می

ی (. در مطالعهYanishlieva-Maslarova & Heinonen, 2001نمایند )شدن لیپیدها جلوگیری میاز عمل لیپواكسیژناز از اكسید

گرم در لیتر نانوسیلیکون افزایش میلی 18گرم در لیتر و محتوای فلاونوئید در تیمار میلی 9ی فنل كل در تیمار حاضر، محتوا

( مبنی بر افزایش تركیبات فنلی و تحریك 1394معنی داری را نسبت به نمونه شاهد نشان داد كه با نتایج حبیبی و عابدینی )

و همکارانش در  Khanizadehگرم در لیتر سیلیکات مطابقت دارد. مطالعات  5 ی آلوی شابلون تحت تیمارسیستم دفاعی میوه

  شود.ها مینیز نشان داد كاربرد سیلیکون سبب افزایش تركیبات فنلی و تحریك سیستم دفاعی میوه 2008سال 

 گیری نتیجه

عفران نداشتند بلکه با افزایش های زگرم بر لیتر نانوذره سیلیکون نه تنها اثر سمی بر بنهمیلی 18و  9های غلظت

های دختری محتوای برخی عناصر مغذی مانند پتاسیم، كلسیم، سیلیکون، آهن و منیزیم و همچنین تاثیر مثبت بر تعداد بنه

آلدئید كه شاهدی از ایجاد تنش اكسایشی در دیتواند در ارتقای كیفیت بنه زعفران موثر باشد. علیرغم افزایش نسبی مالونمی

تواند های زعفران تحت تیمار نانوسیلیکون بود؛ القای تولید پرولین و افزایش محتوای تركیبات فنلی و فلاونوئیدها نیز می بنه

های محیطی افزایش دهد. این مطالعه بستر ابتدایی برای بررسی اثر نانوسیلیکون بر سطح آمادگی گیاه را برای مقابله با تنش

 ده اثرات بعدی آن بر كیفیت گلدهی و احتمالا كیفیت محصول نهایی فراهم آورده است. منظور مشاههای زعفران بهبنه

 منابع

( .تأثیر مقادیر مختلف سیلیسیم و نیتروژن بر خصوصـیات مورفولـوژی، 1393اسدی، ا.، حقنیا، غ.، لکزیان، ا.، مفتون، م. )

 .178-167: 103ندگی( عملکـرد و اجزای عملکرد دو رقم گندم. نشریه زراعت )پژوهش و ساز

( .اثـر كـادمیم و سیلیسـیم بـر رشـد و برخـی 1389بهتاش، ف.، طباطبایی، ج.، ملکوتی، م.، سرورالدین، م.، اوسـتان، ش. )

 .56-53:  1( 20ویژگیهای فیزیولوژیکی چغندر لبویی. مجله دانش كشاورزی پایدار )

( .تأثیر سیلیسیم بر روی عناصـر غـذایی و نیتـرات در كـاهو. مجلـه 1387پیوست، غ.، زارع بوانی، م.، سمیعزاده لاهیجی، ح. )

 .8-1  -:39(1علوم باغبانی ایران  )

( .اثر سیلیکات پتاسیم و نانوسیلیکون روی رشد و نمـو تـوت فرنگـی تحـت شـرایط تـنش آبـی.  1391دهقانی پوده، ص. )

 .صفحه 84ان، پایـان نامـه كارشناسی ارشد، دانشگاه صنعتی اصفه

(. بررسی اثر كاشت تراكم بنه بر رشد و عملکرد زعفران در شرایط اقلیمی ملایر. نشریه بوم  1391) رستمی، م.، محمدی، ه. 

 .38-28: 1( 5شناسی كشاورزی. )

نیل آلانین (. اثر كاربرد سیلیکون بر مقدار فنل، سیستم آنتی اكسیدانی و فعالیت آنزیم ف1394حبیبی،  ق .، عابدینی، م. )

 .100-93: 19(5آمونیالیاز در میوه های آلوی شابلون انبار شده. مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی .  )
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(.  اثر نانوذرات سیلیکات بر برخی فاكتورهای رشدی درگیاه زعفران تحت تنش شوری. نوزدهمین 1395عاصمه، م.، پور اكبر، ل. ) 

 ی زیست شناسی ایران، تبریز، دانشگاه تبریز و انجمن زیست شناسی ایران.كنگره ملی و هفتمین كنگره بین الملل

مجله  .( .اثر سیلیسیم بر رشد و عملکرد گیاه توت فرنگی در شـرایط تـنش شـوری1388فاطمی، س.، طباطبایی، م. فلاحی، ا. )

 .95-88:  1(23علوم باغبانی )علوم و صنایع كشاورزی( )

(. تاثیر سیلیس و نانو ذرات سیلیس بر 1395ریان، س.، قهرمانی نژاد، ف.، نجفی، ف.، گرگر، م. ) نظر علیان، ص.، مجد، ا.، آی

 . 53-62: 1(3جوانه زنی بذرها و رشد گیاه شنبلیله. فصلنامه زیست شناسی تکوینی. )

رف و میزان سیلیسیم (. تأثیر میکرو و نانوذرات سیلیسیم بر غظت عناصر پرمصرف، كم مص1396یوسفی، ر.، اثنی عشری، م. )
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Effect of silicon nanoparticles on some physiological parameters of saffron corm 

(Crocus sativus) 

B. Zareyi1,  Kh. Kiarostami2*, M. Hosseinzadeh Namin3 , M. Sorahinobar2 

 

 

Abstract1 
Sil icon nanoparticles have d istinctive hysicochemical  

Silicon nanoparticles have distinctive hysicochemical characteristics . They are able to enter into plants 

and impact the metabolisms of plants as well as improve plant growth and yield under unfavorable environmental 

conditions. This research was done in order to study the physiological effects of nanosilicon on Crocus sativus 

corm. The corms were treated with silicon nanoparticles in concentrations of 0, 9 and 18 mg L−1. The experiment 

was done as completely randomized design in three replicates. The results showed that nano-silicon treatment 

increased content of silicon, potassium, iron, zinc, magnesium and calcium contents in plants but did not affect 

the fresh and dry weight as well as protein content, significantly. Moreover, the number of daughter corms, 

malondialdehyde and proline content significantly increased in nano-silicon treated plants as compared to non-

treated control. The maximum content of total phenolics and flavonoid content were observed in plants treated 

with 9 and 18 mgL-1 respectively.  Based on the results, it can be concluded that the examined concentrations of 

silicon nanoparticles can increase saffron corm nutrient content, its capacity of antioxidant system by the 

production of secondary metabolites. 

 

Keywords: Antioxidant system, Crocus sativus, Nanosilicon. 
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 1399، تابستان 2شماره  ، 33دوره 

زایمری ناشی در مدل آل دیسموتازبررسی اثر بتائین براختلال حافظه و فعالیت آنزیم سوپراكسید 

 از تزریق درون هیپوكمپی پروتئین آمیلوئید بتا  

 5، مسعود علیرضایی4، ویدا حجتی3سرنجه ، فرزانه نظری12، هومن شجیعی1فاطمه علی پور فرد

 

 2چکیده

ــان ــیداتیو در پاتوژنز بیماری آلزایمر نقش مهمی دارد.  مطالعات نش ــترس  اكس بتائین دارای خواص می دهد كه اس

سا ست.پاداك شی و محافظت نورونی ا شی از تزریق پروتئین  ی سی اثر بتائین بر نقص حافظه نا ضر برر هدف از انجام پژوهش حا

به درون هیپوكمپ و  ارزیابی فعالیت آنزیم پاداكسایشی )اندوژنی( سوپراكسید دیسموتاز است. دراین تحقیق  (Aßآمیلوئید بتا)

،گروه  آلزایمری القاء شده با پروتئین تایی شامل گروه شاهد 8گروه  5ویستار به سر موش بزرگ آزمایشگاهی نر، نژاد  40 تجربی

ـــیم   15، 10، 5های آلزایمری دریافت كننده مقادیر مختلف بتائین ) آمیلوئید بتا، وگروه میلی گرم بر كیلو گرم وزن بدن( تفس

 سـتفاده از روش یادگیری اجتنابی غیر فعال انجام شـد. شـدند. یك هفته پس از تزریق پروتئین آمیلوئید بتا، ارزیابی حافظه با ا

فعالیت آنزیم سوپراكسید دیسموتاز نیز  به روش شیمیایی اندازه گیری شد. نتایج با استفاده از آزمون واریانس یك طرفه تجزیه 

ر اكســید دیســموتاز را در میزان به یادآوری حافظه و فعالیت آنزیم ســوپ تزریق آمیلوئید بتا  ،و تحلیل شــدند.نتایج نشــان داد

شاهد كاهش داد. تزریق بتائین در دوز  سه با گروه  شی از تزریق آمیلوئید بتا را  15مقای میلی گرم بر كیلو گرم وزن بدن، اثر نا

سیداتیو  سترس  اك شان دهنده كاهش اثر ا شد كه ن سموتاز  سید دی سوپر اك سبب بهبود حافظه و افزایش فعالیت آنزیم  مهار و 

ست این  شان می دهد كه بتائینا سبب بهبود حافظه در موش های آلزایمری  ،مطالعه ن سترس  اكسیداتیو می تواند  با كاهش ا

 القایی گردد.

 آلزایمر، بتائین،یادگیری اجتنابی غیر فعال، سوپراكسید دیسموتاز واژه های كلیدی:
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 مقدمه

ست كه شرونده ا صبی پی صیتی،  بیماری آلزایمر،  یك بیماری تحلیل برنده ع شخ ست دادن حافظه، تغییرات  با از د

تجمع و رسوب پروتئین آمیلوئید بتا در پلاک   .(Zhangetal,2012) افسردگی،  اضطراب و سایر اختلالات ذهنی همراه  است

فظه ها بویژه در نواحی دخیل در یادگیری و حاو هیپرفسفریله شدن پروتئین تائو در داخل نورون آمیلوئیدی خارج سلولیهای 

شناخته می صلی تخریب نورونی و بروز بیماری آلزایمر  علاوه بر این دو (.  Wojsiatetal, 2018شوند)مانند هیپوكمپ از عوامل ا

ــی، اختلال  ــایش ــلی، فاكتورهای پاتو فیزیولوژیکی دیگری همانند اختلال عملکردی میتوكندری، التهاب، تخریب اكس عامل اص

 . ( (Zhu etal.,2013هم در شروع و پیشرفت بیماری موثرند سلولیانتقال چرخه سلولی و اختلال در 

شدن آن سیژن  و خنثی  شی از برهم خوردن تعادل بین انواع  فعال اك سیداتیو كه نا سترس اك سط آنزیم های ا ها تو

 ,.Wojsiat etal., 2018: Huang etal  ).پاداكسایشی است، از جمله سازوكار های مهم در ایجاد و پیشرفت بیماری آلزایمر است

انواع فعال اكسیژن عمدتا در میتوكندری سلول ها و در طی فرآیند فسفریلاسیون اكسایشی تولید می شوند. افزایش    ( 2016

ساینده سیژن و كاهش قدرت دفاعی پاداك ستازی تولید انواع فعال اك سلولی و اختلال در هومئو سم  سبب اختلال در متابولی ها 

 Tonniesگردد )یت فعالیت و انتقال سیناپسی را تحت تاثیر قرار داده و سبب بروز اختلالات شناختی میكلسیم شده و در نها

& Trushina, 2017 سبب شده و  ساز آمیلوئید بتا  سبب اختلال در پردازش پروتئین پیش  سیداتیو ، همچنین  سترس اك (. ا

(. در شـــرایط طبیعی، تركیبات پاداكســـاینده مانند گلوتاتیون، Cai et al., 2011گردد )افزایش تولید پروتئین آمیلوئید بتا می

میزان  و گلوتاتیون پراكســیداز كاتالازســوپراكســیددیســمو تاز،  و نیز آنزیم های پاداكســاینده مانند Eكاروتنوئیدها و ویتامین 

ســوپر اكســید .  (Su et al., 2008) شــوندكنند و مانع آســیب به ســاختارهای ســلولی میرادیکال آزاد در ســلول را كنترل می

سال  سط مانا در  سموتاز كه اولین بار تو شد )خالص 1938دی سید در   Das et aI.,2005سازی  سوپر اك ( با خنثی كردن یون 

در یوكاریوت ها دارای دو فرم سیتوپلاسمی و میتوكندریایی است و اولین خط دفاعی  آنزیم موثر است ایناسترس جلوگیری از 

ــمیت ــوب می در مقابل س ــیژن محس ــید را كه فراواناكس ــوپر اكس ــود و س ــیژن و ترین رادیکال آزاد میش ــد را به اكس باش

 ..شودكند و سپس این پراكسید هیدروژن توسط كاتالاز یا گلوتاتیون پراكسیداز به آب تبدیل میپراكسیدهیدروژن كاتالیز می

(Singh et al.,2010.) 

در شــروع و پیشــرفت بیماری آلزایمر اســتفاده از اســترس اكســیداتیو خته شــده امروزه با توجه به نقش شــنا         

ست.  شگیری یا درمان مورد توجه قرار گرفته ا سایندگی و حفاظت نورونی جهت پی بتائین یا تری تركیبات دارای خواص پاداك

بتائین  .(Craig, 2004) است شدهطور گسترده شناخته  های آنتی اكسیدانی آن بهو ویژگییك ماده آلی است  ، متیل گلیسین

شته و سبب بهبود استرس اكسیداتیو ناشی از داروهایی مانند لوودوپا و بنسرازید پاداكسایندگی بر روی میزان فعالیت آنزیم های  اثر گذا
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سلول (.Alirezaei et al., 2015) گرددمی سمولیت  شرایها و آنزیمها، پروتئیناین تركیب به عنوان ا سیداتیو ط ها را در  سترس اك ا

بتائین همچنین به عنوان یك دهنده متیل در متیلاسـیون هموسـیسـتئین و تبدیل آن به متیونین نقش دارد كند. محافظت می

سط آنزیم بتائین سفراز كاتالیز می -كه تو ستئین متیل تران سی سبب القاء . (Ho et al., 2002) شودهمو ستئین  سی تجمع همو

سترس اكسیداتیو، تجمع   Zhang et al., 2008: Xie et) شود، هیپرفسفریلاسیون پروتئین تائو و القاء آلزایمر می میلوئید بتاآا

al., 2016 ).  مطالعات قبلی اثر بتائین بر فرآیند حافظه را تائید نموده است. در این رابطه نشان داده شده است كه بتائین سبب

با . (Chai et al., 2013: Miwa et al., 2011) شودو لیپوپلی ساكاریدها میبهبود اختلال حافظه ناشی از تزریق هموسیستئین 

سیدان سیداتیو كه در بیماری آلزایمر اتفاق می بتائین این وجود تاكنون اثرات آنتی اك سترس اك به خوبی مورد مطالعه افتد بر ا

ـــد التهابی و آنتی ـــت. لذا با توجه به خواص ض ـــیدانی بتائینقرار نگرفته اس و نیز با توجه به اهمیت فرآیندهای التهاب و  اكس

شرفت بیماری سیداتیو در بروز و پی سترس اك ضر  هدف، آلزایمر ا سید  از تحقیق حا سوپراك سی اثر بتائین بر فعالیت آنزیم  برر

 های القایی آلزایمری در مدل یادگیری اجتنابی است.دیسموتاز و بهبود حافظه در موش

 مواد و روش ها

 حیوانات گروه بندی 

از مركز حیوانات دانشکده علوم پزشکی  هفته10گرم و سن تقریبی  200±20با وزن سر موش نر نژاد ویستار  40ابتدا 

شدند تایی 8گروه 5حیوانات بهشیراز خریداری گردید.  سیم  صورت زیر تق شاهد: یك میلی لیتر آب مقطر را به مدت  به  گروه 

 . آمیلوئیدبتا( دریافت نمودندحلال ار گاواژ قبل از تزریق داخل هیپوكمپی سالین )روز به صورت خوراكی و با استفاده  14

ساس مطالعه   سال  Miwaبر ا شابه با گروه كنترل  2011و همکاران در  اثر تزریق بتائین به تنهایی بر روی حافظه م

ست ستفاده  14 گروه آلزایمری القایی: یك میلی لیتر آب مقطررا به مدت ( Miwa et al., 2011) ا صورت خوراكی و با ا روز به 

ـــه گروه از آمیلوئید بتا دریافت نمودند. گروه ار گاواژ قبل از تزریق داخل هیپوكمپی  های آلزایمری دریافت كننده بتائین : س

یپوكمپی روز قبل از تزریق داخل ه 14میلی گرم بر كیلوگرم وزن بدن( را به مدت  15و  10، 5حیوانات مقادیر مختلف بتائین)

ساس مطالعات قبلی  آمیلوئیدبتا سخ دوزی دریافت نمودند. مقادیر بتائین بر ا شد   -و نیز پا  ,.Chai et al)دارویی انتخاب 

2013) . 
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 القاء آلزایمر در موش های آزمایشگاهی 

ــفاقی مخلوط كتامین هیدروكلراید )  5ن( و زایلزین )گرم بركیلوگرم وزن بدمیلی100ابتدا حیوانات با تزریق داخل ص

بر اساس اطلس پاكسینوس و  CA1مختصات ناحیه گرم بر كیلوگرم وزن( بیهوش و در دستگاه استرئوتاكسی قرار گرفتند. میلی

متر به طرف میلی 2/2متر از طرفین شکاف ساژیتال و میلی ±8/1متر از برگما به سمت عقب، میلی  -8/3دست آمد: واتسون به

، حیوانات در ناحیه هیپو گذاریهای كانولبعد از مشخص نمودن محل .(Paxinos & Watson.2007) جمهاز جم از سطح پایین

شتی كانول شدند و آمیلوئید بتا بهكامپ پ سرنگ همیتلون صورت دو طرفه و گذاری  ستفاده از  شد.با ا روز  7حیوانات  تزریق 

 . روش یادگیری اجتنابی غیرفعال ارزیابی شد ها بهدوره بهبودی را سپری كرده و سپس حافظه و یادگیری آن

 غیر فعال  اجتنابی مدل یادگیری

ـــدند. جهت آمیلوئید بتا پروتئین یك هفته پس از تزریق  به درون ناحیه هیپوكمپ حیوانات وارد آزمون رفتاری ش

ــد.  ــتفاده ش ــتگاه یادگیری اجتنابی غیر ارزیابی حافظه از مدل یادگیری اجتنابی غیر فعال اس ــمت تاریك و  فعالدس از دو قس

 شود. روشن تشکیل شده است و بررسی حافظه در آن طی دو مرحله و در دو روز متوالی انجام می

گیرد و به آن اجازه داده می در روز اول و در مرحله ســازش، حیوان به آرامی درون قســمت روشــن دســتگاه قرار می

سمت بماند تا با آن آ 5شود به مدت  شت ثانیه در این ق شود بعد از گذ شود و به  5شنا  ستگاه باز می  ثانیه درب گیوتینی د

ثانیه طول  100تر از ها به قســمت ســیاه بیشحیواناتی كه ورود آن شــود تا وارد قســمت تاریك شــودحیوان اجازه داده می

رحله حیوان در بخش روشن شد. در این مدقیقه مرحله آموزش انجام می 30شدند. پس از كشید، از ادامه آزمایش حذف میمی

ستگاه قرار می ستگاه باز و مدت زمانی كه طول می 5گرفت و پس از د شید تا حیوان وارد بخش تاریك ثانیه درب گیوتینی د ك

شود، ثبت می شوک وارد دستگاه  شده و به كف پای حیوان  سته  شد. به محض ورود حیوان به قسمت تاریك، درب گیوتینی ب

شد. چنانچه حیوان قبل از دقیقه مرحله فوق تکرار می 2یه حیوان از دستگاه خارج شده و پس از گذشت ثان 20شد. پس از می

سمت تاریك وارد می 120 شوک دریافت میثانیه به ق صورت آموزش موفق برایش ثبت می شد، برای بار دوم  كرد، در غیر این 

 (et al  Nazari-Serenjeh ،2019) شد. حداكثر دفعات آموزش سه مرتبه انجام می شد

شدند. در این مرحله ابتدا حیوان را در قسمت روشن حیوانات وارد مرحله آزمون میساعت پس از مرحله آموزش  24

كشید تا حیوان وارد قسمت تاریك دستگاه شد. مدت زمانی كه طول میثانیه درب گیوتینی باز می 5دستگاه قرار داده و پس از 

شت و به STL (Step-Through Latency)شود زمان تاخیر یا  شد. گیری میزان حافظه ثبت میعنوان معیاری برای اندازهنام دا

 .شدثانیه در نظر گرفته می 300ترین زمان تأخیر برای ورود به قسمت تاریك بیش
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 سنجش سوپر اكساید دیسموتاز

مولار شستشو داده شد و با  /1بافرفسفاتس از پایان آزمون رفتاری، ناحیه هیپو كامپ استخراج و با استفاده از پ 

دقیقه سانتریفیوژ  1به مدت  1000استفاده از ازت مایع هموژنیزه گردید. بافت هموژنیزه شده را درون میکروتیوب ریخته و با دور 

 .قرارگرفت دقیقه 15به مدت  2000درجه نگهداری شد. محلول بیرونی با استفاده از سانتریفیوژ در دور  70گردید و در دمای 

(Alirezae,2011)  فعالیت آنزیم سوپر اكسید دیسموتاز براساس دستور العمل سازنده كیت(Kiazist, life science,Iran)  اندازه

( ید وفینل -4-2)درصد از واكنش احیا  50گیری شد .یك واحد ازسوپراكسید دیسموتاز مقداری از آنزیم است كه موجب مهار 

یل تترازولیوم كلراید( تحت شرایط آزمایش گردد ارزیابی فعالیت با دستگاه اسپکترفوتومتری در مقابل فن -5()نیتروفنل -3-4)

 (.Alirezaei,2012) نانومتر انجام گرفت و به صورت واحد در میلی گرم پروتئین بافت بیان گردید 340بلانك در طول موج 

 آنالیز آماری داده ها

با هم مقایسه ( One-Way ANOVAبا استفاده از آنالیز واریانس یك طرفه ) به منظور تحلیل آماری، همه متغیرها

برای مقایسه جفت گروه ها استفاده گردید. تمام آنالیزها با استفاده  Tukeyشدند و در صورت معنی دار بودن تفاوت ها از آزمون 

 گرفته شد. در نظر P< 05/0صورت گرفت و سطح معنی داری  20 نسخه SPSSاز نرم افزار آماری 

 نتایج

 به درون ناحیه هیپوكمپ پشتی آمیلوئید بتااثر بتائین بر اختلال حافظه ناشی از تزریق 

آمیلوئید بتا در دوز  نشان داده شده است  در این مطالعه تزریق یك میکرولیتر از پروتئین  1همان طور كه در شکل 

صورت معنی داری سبب كاهش زمان ورود به اتاق تاریك در به درون ناحیه هیپوكمپ پشتی به میکروگرم در میکرولیتر 5

همچنین درمان با بتائین در مقادیر استفاده شده  P) < 001/0مقایسه با گروه كنترل شده است كه بیانگر كاهش حافظه است )

ای آلزایمری دریافت همیلی گرم بر كیلوگرم وزن بدن( زمان ورود به اتاق تاریك را به صورت معنی دار در گروه 15 و 10، 5)

 P )< 0/0 1)كننده بتائین در مقایسه با گروه القایی آلزایمر افزایش داده است
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بیان معیار  انحراف ±میانگین مقادیر به صورت اثرات درمان با بتائین بر حافظه در روش یادگیری اجتنابی غیر فعال.  :1شکل 

تفاوت آماری ## P )< 0/ 10و)  لزایمر القایی و كنترل را نشان می دهد*** تفاوت آماری بین گروه آP) < 001/0 (شده است

)گروه آلزایمری دریافت كننده Alz-Bet.1 .بین گروه آلزایمری دریافت كننده بتائین و گروه آلزایمر القایی را نشان می دهد

میلی گرم بر  10ننده بتائین با دوز گروه آلزایمری دریافت ك)Alz-Bet.2 میلی گرم بر كیلو گرم وزن بدن( 5بتائین با دوز 

 میلی گرم بر كیلو گرم وزن بدن(می باشد15)گروه آلزایمری دریافت كننده بتائین با دوز  Alz-Bet.3كیلوگرم وزن بدن( 

 اثر بتائین بر فعالیت آنزیم آنتی اكسیدانی سوپر اكسید دیسموتاز

سوپر اكسید دیسموتاز به طور معنی داری در موش های نشان داده شده است، فعالیت آنزیم  2شکل همان طور كه در 

( همچنین فعالیت آنزیم سوپر اكسید دیسموتاز  P < 001/0در مقایسه با گروه شاهد كاهش یافت )  آمیلوئید بتادریافت كننده 

القایی به طور معنی  میلی گرم بر كیلو گرم وزن بدن در مقایسه با گروه آلزایمر 15 در موش های درمان شده با بتائین با دوز

   (P < 01/0) داری افزایش یافت
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بیان شده معیار  انحراف ±میانگین اثرات درمان با بتائین بر فعالیت آنزیم سوپر اكسید دسموتاز . مقادیر به صورت   :2شکل 

تفاوت بین  گروه ## ( P < 01/0و )(* * *تفاوت آماری بین گروه آلزایمر القایی و كنترل را نشان می دهد.    P < 001/0) است

گروه )Alz-Bet.1 میلی گرم بر وزن بدن ( و گروه آلزایمر القایی را نشان می دهد. 15آلزایمری دریافت كننده بتائین با دوز )

ئین با گروه آلزایمری دریافت كننده بتا)  )Alz-Bet.2میلی گرم بر كیلو گرم وزن بدن 5آلزایمری دریافت كننده بتائین با دوز 

میلی گرم بر كیلو گرم وزن 15گروه آلزایمری دریافت كننده بتائین با دوز ) Alz-Bet.3میلی گرم بر كیلو گرم وزن بدن( 10دوز 

 بدن(می باشد.

 بحث

شان می شانگرهای شواهد متعدد ن سیداتیو نقش مهمی در پاتوژنز بیماری آلزایمر دارد به طوری كه ن سترس اك دهد ا

 ،بنابراین كاهش استرس اكسیداتیو (. .(Chang., etal.,  2014مغز افراد مبتلا به آلزایمر افزایش می یابد  )آسیب اكسایشی در 

شان  شگیری از بیماری آلزایمر مورد توجه قرار گیرد. نتایج این مطالعه ن سب جهت درمان و پی می تواند به عنوان یك هدف منا

ــموتاز كاهش میدر مغز حیوانات مبتلا به آلزایمر میزان  ،داد ــید دیس ــوپراكس یابد و بتائین به عنوان یك ماده فعالیت آنزیم س

سبب افزایش فعالیت آنزیم سوپراكسید دیسموتاز و بهبود نقص حافظه ناشی از تزریق پروتئین آمیلوئید بتا شده  ،پاداكساینده

 شد بدن مشاهدهمیلی گرم بر كیلوگرم وزن  15است.  بیشترین اثر پاداكسایندگی بتائین در دوز 

Wang  ای به بررسی مطالعات انجام شده در زمینه درمان بیماری آلزایمر با آنتی اكسیدان  در مطالعه 2010سال در

ها پرداخت.  این محقق گزارش كرد كه استرس اكسیداتیو نه تنها شدیداً در مراحل اولیه بیماری آلزایمر نقش دارد، بلکه نقش 

سیرهای پیامسامهمی در افزایش و فعال شکلزی م سلولی چندگانه دارند كه این روند در  سانی  سیب های تركیبات ر گیری آ

سپس ایجاد بیماری آلزایمر نقش دارند شیمیایی به دلیل فعالیت ،بافت مغز  (Wang, ,2010).سمی و  و آناتومی خاص در  بیو
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ست) سترس اكسیداتیو آسیب پذیر ا سازوكارهای پاداكسایشی بدن در برابر  یکی(.(. Wojsial et al., 2018مقابل ا از مهمترین 

ست كه  سموتاز، آنزیمی ا سید دی سوپر اك ست. آنزیم  سموتاز ا سید دی سوپراك سیژن، حضور و فعالیت آنزیم  حمله انواع فعال اك

سید هیدروژن را كاتالیز می كند. حضور مقدار كافی از سیژن و پراك سید  به اك سوپراك سیون آنیون  سموتا این آنزیم  واكنش دی

دارد. فعالیت سوپراكسید دیسموتاز  در سلول در سلول ها و بافت ها، غلظت آنیون سوپراكسید را در سطح بسیار پایین نگه می

و محیط های خارج ســلولی، برای جلوگیری از بیماری های مرتبط با اســترس اكســیداتیو و نیز پیشــگیری از ســایر اختلالات 

ـــت)نورودژنراتیو مانند بیماری  ـــون و هانتیگنتون حیاتی اس مطالعات متعدد اثرات آنتی (. Yao et al.,2006آلزایمر، پاركینس

در مطالعه صورت  .(  (Alirezaei, 2013:  Ganesan et al., 2010اكسیدان بتائین را در بافت های مختلف بدن نشان داده است

سترس اكسیداتیو   ،درصد5/1 خوراكی مشخص گردید كه مصرف بتائین،2010در سال Detopoulou گرفته توسط  ر اكاهش ا

مطالعه حاضر (. ,2010Deto poulouسوپر اكسید دیسموتاز را افزایش می دهد ) آنزیم آنتی اكسیدانیمی دهد و میزان فعالیت 

سیدانی  شان داد بتائین ظرفیت آنتی اك سموتاز ناحیه نیز ن سید دی حافظه و  هیپوكامپ مغز را كه ارتباط تنگاتنگی باسوپر اك

ـــید. این آنزیم با اثر بر روی پردازش  تایادگیری دارد، بهبود بخش در پاتوژنز بیماری آلزایمر نقش دارد در حقیقت  آمیلوئید ب

محلول و  آمیلوئید بتامی شود و در مقابل بر میزان تشکیل  آمیلوئید بتاسوپراكسید دیسموتاز سبب كاهش تشکیل پلاک های 

 .  (Massaad et al., 2009رشته ای اثر ندارد )

Chai  سال شی از ،2013و همکاران در  شان دادند بتائین نقص حافظه نا ستئین ن سی شیده  همو و تعداد را بهبود بخ

در پلاسما سبب  هموسیستئینافزایش  .شاخه های دندریتی و تراكم خارهای دندریتی را در ناحیه هیپوكمپ افزایش می دهد

به  ,.Chai etal). 2013) ( در هیپوكمپ می شود و این اثر توسط بتائین مهار می شودLong-Term Potentiating) LTPكاهش 

ــود  Chaiعلاوه مطالعه  ــبب كاهش میزان آمیلوئید بتا در هیپوكمپ می ش ــان داد كه بتائین س  ,.Chai etal)و همکارانش نش

احتمال وجود دارد كه بتائین از طریق افزایش  . با توجه به اثر بتائین در افزایش فعالیت ســـوپراكســـید دیســـموتاز این(2013

میلی گرم بر  12,5گردد. قابل ذكر است كه این اثرات بتائین در دوز می  های آمیلوئید بتافعالیت این آنزیم سبب كاهش پلاک

 ی حاضر است.مشاهده شده است كه تقریبا مشابه با دوز استفاده شده در مطالعه ،كیلوگرم وزن بدن حیوانات

 Van Dam & Van)پلاسما افزایش می یابد  هموسیستئیندهد در بیماری آلزایمر سطح سویی مطالعات نشان می از

Gool, 2008) استرس اكسیداتیو را افزایش می دهد كه به علت  ،های ایمنوهسیتوشیمی نشان می دهد هموسیستئینبررسی

(. (Cacciapuoti,2013پراكسید و هیدروژن پراكساید می شوداكسیداسیون گروه سولفیدریل می باشد در نتیجه باعث تولید سو

 را نیز مهاركرده و اثرات ســمی رادیکال های آزاد را افزایش می دهد.ســوپر اكســید دیســموتاز های هموســیســتئین بیان آنزیم

)2010(Hungetal,   .سبب كاهش میزان هم شان داد بتائین  ضایی و همکاران ن سط علیر شده تو ستئین مطالعات انجام  سی و

بنابراین این احتمال وجود دارد كه بتائین از طریق كاهش سطح هموسیستئین نیز  .(.(Alirezaei et al.2014پلاسما می گردد )
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ستئین در  سی سط همو شده تو ست كه بتائین نقص حافظه القاء  شده ا شان داده  سبب بهبود حافظه گردد در تائید این فرض ن

 (.Chai et al., 2013) ماز آبی موریس را كاهش می دهد

 نتیجه گیری كلی

سیل آنتی اكسیدانی  ست یك پتان شان می دهدكه بتائین ممکن ا ضر ن به طور كلی نتایج به دست آمده از مطالعه حا

شود جهت تائید  شنهاد می  شد. پی شته با شی از تزریق پروتئین آمیلوئید بتا دا شگیری از  نقص حافظه نا محافظت كننده در پی

سیگنالینگ مهمی مانند بتائین به ع سیرهای مولکولی و  شگیری و درمان آلزایمر، اثرات بتائین بر م نوان یك داروی موثر در پی

CREB (cAMP response element-binding protein و )CaMKII (calmodulin-dependent protein kinase II كه در )

  رد.فرآیند یادگیری و حافظه نقش دارند مورد ارزیابی قرار گی

 سپاسگزاری 

شد بدین وسیله  نتایج این مطالعه حاصل رساله دكتری فیزیولوژی جانوری  سلامی واحد دامغان می با شگاه آزاد ا دان

 از تمامی عزیزانی كه در انجام این تحقیق ما را یاری نموده اند، تشکرمی شود.
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Abstract1 
 

Studies indicate that oxidative stress has important role in the pathogenesis of Alzheimer disease. Betaine 

has neuroprotective and antioxidant properties.  The purpose of this study was to investigate the effect of betaine 

on memory dysfunction induced by intra-hippocampal injection of amyloid beta and measurement of superoxide 

dismutase (SOD) activity. In this experimental study, animals were divided into 5 groups (n=8 in each group) 

including: control group, Alzheimer group and betaine (5, 10, and 15 mg/kg body weight + Aß) groups. Seven 

days after Aß injection memory was assessed by avoidant learning. The activity of antioxidant enzyme was 

measured via chemical methods. Data were analyzed by One-way ANOVA test. Results: The results showed in 

the Alzheimer's group, Aß impaired memory and reduced SOD activity in comparison with control group.  In 

contrast, betaine pretreatment significantly improved memory and increased SOD activity. This study shows that 

betaine as an antioxidant can improve memory by decreasing the oxidative stress. 
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بررسی خصوصیات آنزیم پراكسیداز و تهیه نانوذره پروتئینی از آن با روش محاسباتی و 

 آزمایشگاهی

 3، محبوبه ضرابی2*قدم   پریناز ،1دشیما فولادبن

 1چکیده

ها تشکیل شوند كه این توانایی می تواند توانند توسط توانایی ذاتی خودتجمعی مولکولساختارهای نانوپروتئینی می

-ها اصلاح گردد. در میان عوامل خودتجمعی ذاتی پروتئین ها، هیدروفوبیسیته مهمترین عامل است. مولکولحدواسط وسیلهبه

 Aggrescanهایحدواسطی مانند گلوتارآلدئید می تواند باعث تجمع پروتئینی و تشکیل نانوذره گردند. در این پژوهش از نرم افزار 

D3  خودتجمعی دارند استفاده شد و به این ترتیب آنزیم پراكسیداز با توانایی خودتجمعی هایی كه خاصیت برای بررسی پروتئین

نشان دادند كه اندازه  DLSو  FESMی انتخاب گردید و با استفاده از گلوتارآلدهید این آنزیم به نانوآنزیم تبدیل شد. آنالیزها

درجه سلسیوس و  20آنزیم مونومر در دمای بهینه  عالیتنانومتر می باشد فعالیت نانوآنزیم نسبت به ف 500متوسط نانوآنزیم 

pH  با استفاده از همولوژی مدلینگ ساختار كاهش یافته است 7بهینه .PDB  ،دو آنزیم پراكسیداز به دست آمد و با داكینگ

پیوند هیدروژنی به  مشاهده شد آمینو اسیدها با LigPlotاتصال گلوتارآلدهید به این دو بررسی شد. با استفاده از نرم افزار 

  بررسی گردید و  COACHگلوتارآلدهید متصل شده اند و برای بررسی كاهش فعالیت نانو آنزیم، اتصالات جایگاه فعال  با سرور 

مشاهده شد كه گلوتارآلدهید به آمینو اسیدهای  جایگاه فعال نانو آنزیم متصل شده است. شبیه سازی دینامیك مولکولی نشان 

 نانوثانیه پایدار هستند. 5درجه سیلسیوس و زمان  30م مونومر و نانو آنزیم در دمای داد كه آنزی

 .ابزارهای زیست محاسباتی، تجمع پذیری، نانوآنزیم پراكسیداز  های كلیدی:واژه

 مقدمه

ت زیستی نانومتر است ولی معمولا نانوذرا 500یك تا  نانوفناوری توانایی ساخت، طراحی و دستکاری ساختار در ابعاد

پذیری هایی كه خاصیت خود تجمع. در نانوفناوری با استفاده از پروتئین(Klaessig et al., 2011)نانومتر می باشند  100كمتر از 

دما، قدرت یونی و نوع  ،pHشوند. خودتجمعی ساختارهای پروتئینی توسط عوامل محیطی مانند ها ساخته میدارند، نانوپروتئین

                                                                                                                                                                                     
 ه بیوتکنولوژِی، دانشکده علوم زیستی ، دانشگاه الزهرا )س(، تهران، ایرانكارشناسی ارشد، گرو-1

 الزهرا )س(، تهران، ایراندانشیار، گروه بیوتکنولوژی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه   -2

  ( pghadam@alzahra.ac.ir*)نویسنده مسئول: 

 انشیار، گروه بیوتکنولوزی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه الزهرا )س(، تهران، ایراند -3

 26/4/1398 تاریخ دریافت:

 16/9/1398تاریخ پذیرش: 
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پروتئین را مورد بررسی قرار  -های پروتئینها باید برهمکنشپذیری پروتئینگیرد، بنابراین برای تجمعحلال تحت تاثیر قرار می

 .(Luo et al., 2016)داد 

روفوبی و ها چندین  پیوند ضعیف غیركووالانسی مانند یونی، واندروالسی، هیدروژنی، هیدتجمعی پروتئیندر خود

stacking-π  دخالت دارند(Amdursky et al., 2010)                   كه هیدروفوبیسته نقش مهمی در این مورد بازی می كند(Yan 

et al., 2010)ها و وجود شود، ساختارهای متقارن پروتئینها میپذیری پروتئینهای دیگری كه باعث تجمع. از جمله ویژگی

های متقارن مانند خطی، های مونومریك، الیگومرهایی با دمینتجمعی پروتئینخود .(Luo et al., 2016)باشند پپتیدها می

كند و نظم هندسی خاص بین محورهای تقارن دو پروتئین الیگومریك، امکان هیدرال حلقوی، مکعبی و غیره ایجاد میدی

و موتیف  (Feverati et al., 2012)د آلفا هلیکس و صفحات بتاكند. ساختارهای ثانوی ماننخودتجمعی پروتئین ها را فراهم می

 ها شوند.توانند سبب تجمع پروتئیننیز می coiled coil (Selkoe, 2003)های آمیلوئیدی و 

گیرد. نیز صورت می RNA (Liu et al., 2005)یا  DNAهایی مانند آپتامرهای ها به كمك واسطهپذیری پروتئینتجمع

و استفاده از اتصال دهنده عرضی (Luo et al., 2016) های الکترواستاتیك فلزی و میانکنش كئوردینانسیون

 ها كمك كنند.پذیری پروتئینتوانند به تجمعمی  (Jahanshahi & Babaei., 2008)گلوتارآلدهید

 AGGRESCAN و  PAGE ،PASTA ،TARTAGLIA،AGGRESCAN 3Dمحاسباتی مانند امروزه ابزارهای زیست 

 گویی خودتجمعی پروتئین هااستفاده می شود.در پیش

و زیست  (Ma et al., 2015) ، طراحی بیوكاتالیزورها (Qi et al., 2004)ها در حسگرهای زیستی  از تجمع پروتئین

 .(Luo et al., 2016)پزشکی و درمان استفاده می شود 

جداسازی فاز ته نشین ، (Marty et al., 1978) (desolvation)با استفاده از روش های مختلفی از جمله حلال زدایی 

، میسل معکوس (Scheffel et al., 1972) (Emulsion)، امولسیون(Elzoghby., 2013) (Coacervation-phase separation) شده

)(Reverse phase microemulsion (Elzoghby., 2013)،   پوشش دهی لایه به لایه(Layer-by-Layer(LBL)) (Borges & 

Mano., 2014) خودسامانی  ،(self-assembly) (Elzoghby., 2013) نانو اسپری و(Cal & Salahub., 2010, Patel et al., 

2009)(nano spray)می توان نانو ذره سنتز كرد .. 

  AGRESCAN 3Dدر این مقاله برای انتخاب پروتئین مناسب برای تولید نانوذره از بین ابزارهای زیست محاسباتی، 

كه بر اساس هیدروفوبیسته كار می كند، انتخاب گردید. سپس پروتئین هایی كه دارای توانایی خودتجمعی بودند، مشخص 

و آمیلوئیدها بالای یك به دست آمد كه پروتئین هایی با  S-layerشدند. در این نرم افزار امتیاز خودتجمعی پروتئین هایی مانند 

ها از آنزیم پراكسیداز استفاده شد و این آنزیم با اتصالات عرضی اسبی دارند. پس از بررسیامتیاز بالای یك، خودتجمعی من
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سپس با استفاده از ابزارهای آزمایشگاهی و زیست محاسباتی  به نانوآنزیم تبدیل شد؛ (Liu et al., 2005)گلوتارآلدهید 

 گرفت. بیوشیمیایی و فعالیت آنزیم و نانو آنزیم مورد بررسی قرار خصوصیات

 مواد و روش ها

 مطالعات محاسباتی آنزیم

پذیری هر آمینو اسید تعیین و تمایل تجمع  AGGRESCANبا استفاده از سرور  بررسی تجمع پذیری پروتئین:

ها كه در ای از پروتئینشود. مجموعهها تعریف میها بر اساس هیدروفوبیسته آنصورت امتیاز برای هر یك از پروتئینخروجی به

پذیری هستند، با استفاده از این سرور بررسی شدند. در نهایت آنزیم پراكسیداز به عنوان پروتئین مقالات دارای توانایی تجمع

 موردنظر انتخاب گردید.

با توجه به اینکه آنزیم پراكسیداز به صورت خالص خریداری شد و   جست و جو ساختار سوم آنزیم پراكسیداز:

آنزیم در دسترس نبود، بنابراین با استفاده از وزن مولکولی آنزیم كه حدودا در سایت  pI ولکولی دقیق واطلاعاتی درباره وزن م

كیلو  7/33با وزن مولکولی  P59121الف(   Uniprotایزوآنزیم این آنزیم با كدهای  كیلو دالتون گزارش شده بود، دو30سیگما 

)اسیدی( انتخاب شدند، كه هر دو این كدها  pI 7/4كیلو دالتون و  9/31ولی با وزن مولک P80679)قلیایی( و ب( pI 1/9دالتون و 

آنزیم مورد نیاز است  PDBكه برای انجام مطالعات محاسباتی كد باشند. با توجه به اینمی Armoracia rusticana متعلق به گیاه

سازی مدل (Modeller)ژی مدلینگ و نرم افزار مدلربودند، برای هر دو،  با استفاده از روش همولو PDBاین دو آنزیم فاقد كد  و

 انجام شد.

های آنزیم و سنتز نانوذره استفاده شد.  دهنده عرضی برای اتصال مولکولدر آزمایشگاه از گلوتارآلدهید به عنوان اتصال

آلدهید انجام گردید و با كمك های پروتئینی ساخته شده و گلوتارداكینگ بین مدل (Auto Dock)با استفاده از نرم افزار اتوداک

 آمینو اسیدهای متصل به گلوتارآلدهید برای هر یك از مدل های ساخته شده، مشاهده گردید. (LigPlot)برنامه لیگ پلات 

آمینو اسیدهای  (COACH)به كمك سروركوُچ  پیش گویی آمینو اسیدهای جایگاه فعال مدل های ساخته شده:

 گویی شد.ای ساخته شده پیشهاحتمالی در جایگاه فعال مدل

برای  (Gromacs)گرومکس  افزارسازی با استفاده از نرمشبیه مولکولی: دینامیک سازیشبیه محاسبات بررسی

، شعاع ژیراسیون  RMSD ،RMSFنانوثانیه صورت گرفت. نمودارهای  5درجه سلسیوس و به مدت  30آنزیم پراكسیداز در دمای 

 های ساخته شده پروتئینی و كمپلکس پروتئین و گلوتارآلدهید مورد بررسی قرار گرفتند.و انرژی پتانسیل برای مدل
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 مطالعات آزمایشگاهی آنزیم

مولار،  محلول  1: برای سنجش فعالیت آنزیم، محلول پتاسیم فسفات مونوبازیك  سنجش فعالیت آنزیم پراكسیداز

درجه سلسیوس(، محلول هیدروژن پراكسید  20و دمای pH  6 مولار)بافر پتاسیم فسفات  1پتاسیم فسفات دی بازیك 

)بلافاصله قبل از  در بافر پتاسیم فسفات U/ml 6/0و محلول پراكسیداز  (w/v)درصد 5و محلول پیروگالول   (v/v)درصد5/0

 تهیه شد. (Sigma-Aldrich) استفاده(

میلی لیتر  08/0، ر بافر پتاسیم فسفاتمیلی لیت 205/0آب دیونیزه، میلی لیتر 05/1برای سنجش فعالیت آنزیم   

دقیقه  10درجه سلسیوس  به مدت  20شد و در دمای   پیروگالول به آرامی مخلوط میلی لیتر 16/0محلول هیدروژن پراكسید و 

 3محلول پراكسیداز در همان دما اضافه و به آرامی پیپتاژ شد و افزایش جذب برای   میلی لیتر 005/0 نگه داشته شدند. سپس

نانومتر خوانده شد. تعریف فعالیت آنزیم پراكسیداز عبارت است از: یك واحداز  420ثانیه در طول موج  30دقیقه با فواصل 

در  pH 6ثانیه در  20( در مدت زمان Pyrogallol )از پیروگالول(Purpurogallinمیلی گرم پرپروگالین ) 1پراكسیداز باعث ایجاد 

 . (Lenga 1988)باشد 34/0تا  18/0ثانیه باید   20كه تغییر جذب در مدت زمانشود درجه سلسیوس می 20دمای 

، 15: برای بررسی اثر دما بر عملکرد آنزیم پراكسیداز درهر یك ازدماهای بررسی عملکرد دمایی آنزیم پراكسیداز

به محلول سنجش در  دقیقه قرار گرفت و سپس آنزیم 30درجه سلسیوس محلول سنجش آنزیمی به مدت  80و  60، 40، 25

 هر یك از این دماها اضافه شد.

به منظور بررسی پایداری فعالیت آنزیم پراكسیداز، آنزیم به  درجه سلسیوس: 80بررسی عملکرد آنزیم در دمای 

 درجه سلسیوس قرار گرفت و سپس فعالیت آن سنجیده شد. 80ساعت در دمای  2و  5/1، 1دقیقه، 30 مدت

درجه  20دقیقه  قرارگیری در دمای بهینه 30عملکرد آنزیم پس از  های مختلف:pH بررسی عملکرد آنزیم در

رابینسون تهیه شده بود، مورد بررسی قرار گرفت. برای تهیه این -كه با استفاده از بافر بریتون 8و  6، 4، 2 های pHسلسیوس و 

 04/0استفاده شد كه هر كدام به غلظت نهایی )( مولار 1)و استیك اسید ( مولار 1)، فسفریك اسید (مولار 1)بافر از بوریك اسید 

 رسیدند. مولار(

یا  5/7آب دیونیزه pHمولار،  NaOH 1/0از : برای سنتز نانوذره پروتئینی ابتدا با استفاده سنتز نانوآنزیم پراكسیداز

میلی  2حل گردید، سپس  8یا  pH 5/7آب دیونیزه با    میلی لیتر 5/0گرم از آنزیم برداشته و در  001/0تنظیم شد، سپس  8

، به محلول اضافه گردید. به محلول در حال همزدن و در دمای ml/min 25/0 اتانول  توسط پمپ پریستالتیك با سرعت  لیتر

 24ساعت در حمام یخ قرار داده شد. بعدازگذشت  24درصد اضافه گردید و به مدت  8میکرولیتر گلوتارآلدهید  235/0اتاق  
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 gدقیقه با  10سپس محلول برای  زده شد.ساعت در یخچال هم 4برای  به محلول اضافه و محلول  L-Cysگرم از  05/0ساعت 

 . (Liu et al., 2005)سانتریفوژ گردید و بعد از دو بار شست وشو فعالیت نانو آنزیم ایجاد شده سنجیده شد 13000

لیت آنزیم، محلول های مورد نیازبرای سنجش فعالیت : برای سنجش فعاارزیابی دمای بهینه نانوآنزیم پراكسیداز

 10درجه سلسیوس قرار داده شدند. در اینجا محلول سنجش بدون نانو آنزیم  20دقیقه در دمای بهینه  10آنزیمی پراكسیداز 

نو آنزیم با درجه سلسیوس قرار داده شد و سپس نانوآنزیم اضافه گردید و سنجش فعالیت نا 40و 30، 25، 20دقیقه در دماهای

 سه بار تکرار انجام شد.

تنظیم و بعد از  8و  6، 4، 2های pHرابینسون -با استفاده از بافر بریتون: بهینه نانوآنزیم پراكسیداز pHارزیابی 

بار تکرار  3درجه سلسیوس با  30اضافه كردن آنزیم، نمونه ها به حجم رسانده شدند و سنجش فعالیت آنزیمی در دمای بهینه 

 م شد.انجا

دقیقه در 30برای بررسی عملکرد دمایی، نانوآنزیم به مدت  بررسی پایداری فعالیت دمایی نانو ذره پراكسیداز: 

 درجه سلسیوس قرار داده شد، سپس سنجش فعالیت آنزیمی مورد بررسی قرار گرفت. 80و  60، 40، 25، 15دماهای  

های  pHبرای بررسی عملکرد نانوآنزیم پراكسیداز در: های مختلفpH بررسی عملکرد نانو آنزیم پراكسیدازدر 

، 4، 2های  pHدرجه سانتی گراد  30دقیقه نانوآنزیم در دمای بهینه30به مدت   رابینسون استفاده شد. -مختلف از بافر بریتون

 قرار گرفت و سپس سنجش فعالیت آنزیمی انجام شد.   8و  6

 

 نتایج و بحث

پذیری پروتئین های نمونه در استفاده شد. امتیاز تجمع AGGRESCAN 3Dسرور  ها ازبرای بررسی تجمع پروتئین

 شود.مشاهده می 1در جدول   (Luo et al., 2016)مقاله

  (Luo et al., 2016)های  نمونه در مقالهامتیاز بندی تجمع پذیری بر اساس هیدروفوبیسیته پروتئین :1جدول 

 Aggrescan 3Dتوسط سرور 

Protein PDB code Score of hydrophobicity 

Amyloid 

β –clamp 

Trp RNA-binding attenution protein 

Bacteriophage tail 

α –hemolysin pore complex 

Ferritin 

S-layer 

2MXU 

2POL 

1QAW 

4JPP 

7AHL 

1BFR 

4UID 

2.76 

1.42 

1.27 

1.99 

3.05 

0.81 

1.23 

 

 به دست آمد. Horseradish peroxidase   33/1تجمع پذیری آنزیم  هم چنین با استفاده از این سرور امتیاز    
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 بررسی ویژگی های بیوشیمیایی قبل و بعد از نانو ذره شدن آنزیم پراكسیداز

درجه سلسیوس به  80و  60، 40، 25، 15بعد از قرار گرفتن آنزیم در دماهای  عملکرد دمایی آنزیم پراكسیداز:

قابل مشاهده است. در این نمودار فعالیت آنزیم در لحظه  1بار تکرار در شکل  3الیت آنزیم با دقیقه نتایج حاصل از فع30مدت 

 درصد در نظر گرفته شد. 100صفر بدون تیمار دمایی 

 

 دقیقه30بررسی پایداری فعالیت آنزیم در دماهای مختلف پس از مدت زمان : 1شکل

 2و  5/1، 1دقیقه، 30 به مدت بعد از قرار گرفتن آنزیم درجه سلسیوس: 80عملکرد آنزیم پراكسیداز در دمای 

(. فعالیت آنزیم در لحظه صفر و بدون تیمار 2مانده آنزیم سنجش شد)شکلدرجه سلسیوس، فعالیت  باقی 80در دمای ساعت 

 درصد در نظر گرفته شد. 100دمایی 

 

 ساعت 2راد طی درجه سانتی گ 80فعالیت باقی مانده آنزیم پراكسیداز در دمای  :2شکل 

 )درجه سلسیوس(
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به مدت  8و  6، 4، 2 هایpH بعد از قرار گرفتن آنزیم درهای مختلف:  pHبررسی عملکرد آنزیم در         

   (.3درصد در نظرگرفته شد)شکل  100در لحظه صفر  pH 6مانده آنزیم سنجیده شد. فعالیت آنزیم در دقیقه، فعالیت باقی30

 

 های مختلف pHدقیقه قرارگیری در 30پس از بررسی پایداری فعالیت آنزیم :3شکل 

دقیقه در  10بعد از قرار گرفتن محلول سنجش فعالیت آنزیم به مدت  ارزیابی دمای بهینه نانوآنزیم پراكسیداز:

هنگامی كه محلول سنجش  درجه سلسیوس فعالیت آنزیم سنجیده شد. فعالیت آنزیم در لحظه صفر و 35و  30، 25دماهای 

 (.4درصد در نظر گرفته شد)شکل 100درجه سلسیوس قرار گرفت  20در دمای فعالیت آنزیم 

 

 بررسی دمای بهینه فعالیت نانوآنزیم پراكسیداز :4شکل

 بافرpH بهینه فعالیت نانوآنزیم پراكسیداز با استفاده از مقادیر مختلف  pHبهینه نانو آنزیم پراكسیداز:  pHارزیابی 

كه در روند معمول سنجش آنزیم به كار می رود، تعیین شد. فعالیت نانوآنزیم  pH 6 سنجش بابه جای بافر  رابینسون-بریتون

 (.5درصد در نظر گرفته شد)شکل pH ،100 6در بافر 

 )درجه سلسیوس(
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 بهینه فعالیت  نانوآنزیم پراكسیدازpH بررسی : 5شکل

و  60، 40، 25، 15اهای برای بررسی پایداری دمایی، دمبررسی پایداری دمایی فعالیت نانوآنزیم پراكسیداز: 

دقیقه در هریك از این دماها قرار گرفت، نتایج حاصل از 30درجه سلسیوس انتخاب شدند. بعد از اینکه نانوآنزیم به مدت   80

درجه سانتی  30در دمای   قابل مشاهده است. فعالیت نانوآنزیم در لحظه صفر 6فعالیت نانوآنزیم با سه بار تکرار در شکل 

   درصد در نظر گرفته شد.100بدون تیمار دمایی   pH  7سلسیوس و 

 

 دقیقه30پایداری دمایی نانوآنزیم پراكسیداز پس از قرار گیری در دماهای مختلف به مدت :6شکل
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، 4، 2های pHنانوآنزیم در رابینسون -بریتونبا استفاده از بافر نانوآنزیم پراكسیداز: فعالیت  pHبررسی پایداری 

درصد  100فعالیت نانوآنزیم در لحظه صفر محاسبه و  pH  7با استفاده از همین بافر، در  دقیقه قرار گرفت.30 به مدت  8 و 6

 (. 7در نظر گرفته شد)شکل 

 

 دقیقه30های مختلف در مدت زمانpHبررسی پایداری فعالیت نانوآنزیم در  :7شکل 

: FESEM (Field Emission Scanning Electron Microscope)آنالیز نانوساختار پراكسیداز با استفاده از

می توانند اندازه ای در  انجام گردید، مشاهده شد كه این نانوذرات FESEMبا بررسی هایی  كه توسط میکروسکوپ الکترونی 

 (.8نانومتر داشته باشند)شکل  500حدود 

 

 نانوآنزیم پراكسیداز FESEMنتایج حاصل از  :8شکل 

درصد نانوذرات اندازه  50مقدار  :DLS (Dynamic Light Scattering)یداز با استفاده از آنالیز نانوآنزیم پراكس

 ( .9نانومتر دارند و دو پیك نشان دهنده پراكندگی اندازه نانوذرات می باشد )شکل  28/477ی زیر 
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 نانوآنزیم پراكسیدا DLSنتایج حاصل از  :9شکل 

 با استفاده از ابزارهای محاسباتی بررسی بعضی از خصوصیات آنزیم و نانوآنزیم

انجام  19-9مدلر مدل سازی پروتئین ها با استفاده از برنامهمدل سازی آنزیم با استفاده از همولوژی مدلینگ: 

قابل مشاهده است. 10شد كه ساختار سوم آنزیم پس از بهینه سازی و كمینه سازی انرژی به صورت شکل  

 

 

 

 

 

 

ایزوآنزیم پراكسیداز مدل سازی شده  Uniprot P59121و )ب( كد   ایزوآنزیم پراكسیداز Uniprot P80679)الف( كد :10شکل

 Swiss-PDB Viewer 4.1.0PDBمشاهده شده در برنامه  19-9بر اساس شباهت با الگو به وسیله برنامه مدلر 

ی ایجاد شده با استفاده از از بین ساختارهانتایج داكینگ آنزیم پراكسیداز و پپتیدسنتزی با گلوتارآلدهید:  

رزیدوهایی كه درگیر پیوند هیدروژنی و هیدروفوبی با آنزیم پراكسیداز هستند، مشخص  LigPlotبرنامه اتوداک و نرم افزار 

 (.11شدند)شکل

 ا
 ب الف
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و  P80679مشاهده آمینو اسیدهای درگیر دربرهم كنش گلوتارآلدهید و آنزیم پراكسیداز مدل سازی شده )الف(كد  :11شکل

 .P59121)ب(كد 

 

برنامه كوُچ كه جایگاه فعال را پیش گویی می : گویی آمینو اسیدهای جایگاه فعال مدل های ساخته شده پیش

به ترتیب احتمال آمینو اسیدهایی كه  3و  2كند. درجدول گویی میجایگاه فعال را پیش S-SITEو   TM-SITEكند، با روش 

 باشد، مشخص شده است. P80679و  P59121ا كد ممکن است در جایگاه فعال آنزیم ب

 توسط سرور كوچ P59121پیش گویی جایگاه فعال  :2جدول

Rank  C-score   Ligname     Predicted binding site residue 

1          0.81           HEM            

31,34,35,38,41,73,139,140,141,148,152,163,166,169,170,172,173,174,175 

2          0.64           BHO             38,41,42,68,69,139,141,179 

3          0.63           FER              38,69,73,139,140,142,179 

4          0.62           CA                171,222,225,228,230 

5          0.59           ACT              38,41,42,139 

 

C-score ضریب اطمینان برای پیش گویی ساختار :PDB  نزدیك تر باشد نشان دهنده پیش گویی دقیق تر است. 1است و هر چه عدد به  1-0است. این ضریب بین 

PDB HIT.نشان دهنده كد پروتئین الگو می باشد : 

Ligname :نام لیگاند 

Predicted binding site residuesاتصالی لیگاند به آمینو اسیدها : پیش گویی جایگاه 

 

 

 

 ب الف
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 توسط سرور كوچ. P80679پیش گویی جایگاه فعال  :3جدول

Rank    C-score    Ligname     Predicted binding site residues 

1              0.97          HEM              

34,35,37,38,41,139,140,141,148,152,166,167,169,170,172,173,174,175 

2              0.21          BHO               38,41,42,68,69,139,140,141,179 

3              0.12          26D                 170,172,173,174,175,221,143,244,247 

4              0.10          CA                   171,22,225,228,230 

5              0.07          CA                   43,46,47,48,50,52 

گرومکس در سازی دینامیك مولکولی و نرم افزار روش شبیهبا نتایج محاسبات شبیه سازی دینامیک مولکولی: 

درجه سلسیوس مدل های ساخته شده آنزیم پراكسیداز و كمپلکس مدل های ساخته شده با  30نانوثانیه و دمای  5مدت زمان

 ( كه نشان داده شد آنزیم و نانوآنزیم در این مدت زمان پایدارند.15تا 12الدهید  بررسی شدند )اشکال گلوتار

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

درجه سلسیوس برای ایزوآنزیم  30نانوثانیه و دمای  5مربوط به شبیه سازی در مدت زمان RMSD نمودار  :12شکل 

 .P80679مربوط به كد  :با گلوتارآلدهید. شکل ج P59121ب: مربوط به كد شکل  .P59121لف: مربوط به كد اپراكسیداز. شکل 

 با گلوتارآلدهید P80679شکل د: مربوط به كد 

 

 

ال  ب

 د ج
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درجه سلسیوس برای ایزوآنزیم  30نانوثانیه و دمای  5مربوط به شبیه سازی در مدت زمان RMSF نمودار  :13شکل 

شکل د: مربوط به . P80679با گلوتارآلدهید. ج: مربوط به كد  P59121. ب: مربوط به كد P59121د پراكسیداز . الف: مربوط به ك

 با گلوتارآلدهید P80679كد 

 

 

 

 ب الف

 د ج
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 .درجه سلسیوس برای ایزوآنزیم پراكسیداز 30نانوثانیه و دمای  5مربوط به شبیه سازی در مدت زمان Rg نمودار  :14شکل 

با  P80679مربوط به كد : . دP80679مربوط به كد : با گلوتارآلدهید. ج P59121مربوط به كد : . بP59121به كد مربوط : لفا

 گلوتارآلدهید
 

 

 

 

 

 

 ب لفا

 د ج
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درجه سلسیوس برای ایزوآنزیم  30نانوثانیه و دمای  5انرژی پتانسیل مربوط به شبیه سازی در مدت زمان  نمودار : 15شکل 

. د: مربوط به كد P80679با گلوتارآلدهید. ج: مربوط به كد  P59121ب: مربوط به كد  ..P59121الف: مربوط به كد  پراكسیداز .

P80679 با گلوتارآلدهید 

 در طراحی بیوكاتالیزورهای حیاتی ،(Qi et al., 2004)تجمعات پروتئینی كاربرد گسترده ای در حسگرهای زیستی 

(Ma et al., 2016)   درمان پزشکی و  زیست تشخیصو در(Sripriyalakshmi et al., 2014) .دارند  

گویی می كنند، بررسی ها را بر اساس هیدروفوبیسته پیشدر این پژوهش ابزارهای زیست محاسباتی كه تجمع پروتئین

ان ورودی استفاده  می شوند، از توالی به عنوپذیری پروتئین استفاده میگویی تجمعشدند. بیشتر ابزارهایی كه به منظور پیش

با در نظر گرفتن  Aggrescan 3Dپذیری در پروتئین های كروی را بررسی كنند اما سرور توانند ویژگی تجمعكنند؛ بنابراین نمی

 ,.Zamberano et al) كند و این محدودیت را نداردگویی میساختار پروتئین، نقاطی كه مستعد تجمع پذیری هستند را پیش

ها را افزایش باشند را جهش داد و حلالیت آنپذیری میتوان آمینو اسیدهایی كه مستعد تجمعستفاده از این سرور می. با ا(2015

پذیری پروتئین اثر بگذارد، بررسی تواند بر روی تمایل تجمعداد. این سرور نوسانات مکانیکی ساختار پروتئین در محلول را كه می

 ب الف

 د ج
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و دو روش ساخت نانو مواد در نانو فناوری برای شبیه سازی سریع  CABS Flexش از رو A3D Dynamic Modeكند. می

 ./http://biocomp.chem.uw.edu.pI/A3D (Zamberano et al., 2015) های كروی استفاده می كندپروتئین

لیل امکان سنجش عملکرد، پروتئینی با خصوصیت آنزیمی انتخاب شد. برای بررسی و ایجاد نانوذره پروتئینی، به د

به دست آمد و به همین دلیل آنزیم پراكسیداز انتخاب شد  A3D 33/1امتیاز تجمع پذیری آنزیم پراكسیداز با استفاده از سرور 

روفوبیسته توانایی تجمع پذیری مناسب دهنده این است كه پروتئین از نظر هیدو نشان 1زیرا امتیاز آنزیم پراكسیداز بالاتر از 

 دارد. 

 420اولین ویژگی مورد سنجش آنزیم پراكسیداز فعالیت آن بود، كه جذب رنگ ایجاد شده ناشی از فعالیت آنزیم در 

 های بیوشیمیایی آنزیم پراكسیداز قبل وثانیه خوانده شد. در این پژوهش ویژگی30دقیقه به فاصله هر 3نانومتر در مدت زمان

 6بهینه  pH   درجه سلسیوس و 20بعد از نانوذره شدن مورد بررسی قرار گرفتند؛ آنزیم پراكسیداز خالص دارای دمای بهینه 

درجه سلسیوس برای بررسی پایداری دمایی انتخاب  80و  60، 40، 25، 20دماهای (باشد. با توجه به مطالعات پیشین می

رسی پایداری دمایی برای فعالیت آنزیم پراكسیداز مشخص شد كه آنزیم پراكسیداز . در هنگام بر(Koksal et al., 2008)شدند

( در صورتی كه 1درجه سلسیوس حداكثر فعالیت را نسبت به سایر دماها دارد )شکل  25گیری در دمای دقیقه قرار 30پس از

 دارد. درصد فعالیت 24دقیقه حدود 30درجه سلسیوس در مدت زمان  80و  60آنزیم در دماهای 

درجه قرار داده  80درجه سلسیوس، محلول آنزیمی در دمای  80منظور بررسی پایداری فعالیت آنزیم در دمای به     

ساعت قرار گیری در این دما، هر بار از آنزیم برداشته و بر روی یخ گذاشته  2و  5/1، 1دقیقه،  30شد و سپس در زمان های 

مانده آنزیم در دماهای پس از بررسی فعالیت باقی زیم بدون تیمار دمایی یکسان باشد.شد تا شرایط برای همگی با شرایط آن

 24درجه سلسیوس نزدیك به  80دقیقه قرار گیری در دمای  30مختلف، از آنجا كه مشخص شد آنزیم توانسته است پس از 

ساعت مورد بررسی قرار گرفت  2ا درجه سلسیوس ت 80درصد فعالیت خود را حفظ كند، پایداری فعالیت آنزیم در دمای 

 (.2)شکل

رابینسون استفاده شد كه بافری  -های مختلف، از بافر بریتونpHدر این پژوهش برای بررسی پایداری فعالیت آنزیم در 

در  های مختلف تفاوت نمی كند؛ در حالی كه pHبررسی می شود و نوع بافر در  pHطیف وسیع است و بدین صورت فقط اثر 

های مختلف برای pHاستفاده شد. با بررسی كه بر روی  pH 6مولی سنجش فعالیت آنزیم از بافر پتاسیم فسفات با روند مع

درصد می باشد.  75حدود  pH 4مانده آنزیم در دقیقه انجام شد، مشخص گردید كه فعالیت باقی 30در مدت زمان فعالیت آنزیم

 (.3درصد می باشد )شکل 10درصد و 26درصد،  9ه آنزیم به ترتیب حدود ماندفعالیت باقی 8و  6، 2های pHدر حالی كه در 

و با استفاده از گلوتارآلدهید تبدیل   Desolvationبعد از بررسی این خصوصیت ها، آنزیم پراكسیداز با استفاده از روش

 نانومتر دارند. 500نشان داد؛ نانوذرات قطری حدود  FESEMبررسی های و   (Liu et al., 2005)به نانوذره شد

http://biocomp.chem.uw.edu.pi/A3D/
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درجه سلسیوس و در طول  20و دمای  pH 6سنجش فعالیت آنزیم نانو شده مانند سنجش فعالیت آنزیم مونومر در 

ثانیه در این طول موج خوانده و مشاهده 30دقیقه به فاصله هر  3نانومتر انجام شد. جذب این آنزیم در مدت زمان  420موج 

های ایسه با آنزیم مونومر دارد در صورتیکه انتظار می رفت كه آنزیم نانو شده به دلیل جایگاهشد؛ نانوذره آنزیم جذب كمتری در مق

فعال بیشتر نسبت به آنزیم مونومر فعالیت بیش تری از خود نشان دهد.  البته این كاهش جذب می تواند به دلیل تجمعات 

 پروتئینی نیز باشد.

بهینه فعالیت آن به دست آمد. برای به دست آوردن دمای بهینه با توجه در این پژوهش بعد از تولید نانو ذره، دمای 

درجه سلسیوس قرار می گیرد، برای بررسی دمای  20دقیقه در دمای  10به اینکه محلول سنجش فعالیت آنزیم مونومر به مدت 

درجه سلسیوس  35و  30، 25 ،20دقیقه در دماهای  10بهینه فعالیت نانوآنزیم پراكسیداز محلول سنجش فعالیت به ترتیب 

درجه سانتی گراد آنزیم فعالیت نسبی بیشتری نسبت به 30مشاهده می شود در دمای  4قرار گرفت. همان طور كه در شکل

درجه سلسیوس است  30سایر دماها دارد. بررسی فعالیت نانوآنزیم در دماهای مختلف نشان داد دمای بهینه فعالیت نانوآنزیم 

مای آنزیم های مونومر بالاتر بود. دلیل احتمالی این موضوع می تواند به دلیل تاخوردگی بیشتر ساختار نانوآنزیم كه این دما از د

 Chattopadhey نسبت به آنزیم مونومر باشد و در دمای بالاتر جایگاه فعال بیشتری از نانوآنزیم در معرض سوبسترا قرار می گیرد

& Mazumdar., 2006)). 

های بهینه برای فعالیت آنزیم در هر یك از این بافرها انجام گرفت، مشخص شد كه فعالیت pHر روی با بررسی كه ب

 6بهینه  pH(. درحالی كه آنزیم مونومر در5است)شکل  pH 6 بیش تر از فعالیت در همان بافر با  pH 7آنزیم در بافر سنجش با 

 یر در بار سطحی آنزیم به هنگام نانو شدن می باشد.دارای بیش ترین فعالیت بود. دلیل احتمالی این موضوع تغی

بررسی پایداری دمایی فعالیت نانوآنزیم پراكسیداز نشان داد نانوآنزیم مانند آنزیم مونومر پس از قرار گیری در دمای 

 (. 6دقیقه بیشترین فعالیت را نسبت به سایر دماها دارد)شکل30درجه سلسیوس در مدت زمان  25

ماند دقیقه در این دما می30درصد است اما وقتی 100درجه سلسیوس،  30ر لحظه صفر در دمای فعالیت آنزیم د

یابد كه این می تواند به خاطر اثر فزاینده دما در سرعت انجام واكنش باشد                درصد افزایش می160فعالیت آن به 

(Chattopadhey & Mazumdar., 2006)  درصد فعالیت خود را حفظ می كند، در  47جه سلسیوس در 80.نانوآنزیم در دمای

درصد فعالیت خود را حفظ می كند كه نشان دهنده پایدار شدن نانوآنزیم نسبت به مونومر  24صورتی كه آنزیم در این دما 

و نشان دهنده  آنزیمی می باشد. دلیل این موضوع می تواند این باشدكه نانوآنزیم نسبت به آنزیم دارای تاخوردگی بیشتری است

 پایداری بیشتر نانوآنزیم است. 
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دارای پایداری بیشتری نسبت به سایر   pH 4بررسی فعالیت نانو آنزیم در اسیدیته های مختلف نشان داد نانوانزیم در

pH ها بود. مقایسه پایداریpH ی نشان آنزیم نانو شده و آنزیم مونومر نشان می دهد كه هر دو در محیط اسیدی پایداری بیشتر

 دادند.

صورت گرفت، مشاهده شد كه این نانوذرات اندازه ای حدود  FESEMبا بررسی هایی كه توسط میکروسکوپ الکترونی 

استفاده شد. نانوذرات دارای  DLS(.برای بررسی قطر هیدرودینامیکی و پراكندگی نانوذرات از آنالیز 8نانومتر دارند )شکل  500

به دست آمد كه نشان دهنده پراكندگی بالای  07/2نومتر و مقدار شاخص پراكندگی ذرات نا 87/547قطر هیدرودینامیکی 

 (.9نانوذرات می باشد)شکل 

كم شده است. به علت كم  pH 7درجه سانتی گراد و  20سنجش فعالیت نانوآنزیم نشان داد كه فعالیت آن در دمای 

 نزیم های پراكسیداز قبل و بعد از نانو شدن انجام گرفت.شدن فعالیت آنزیم بررسی های زیست محاسباتی بر روی ایزوآ

با توجه به اینکه آنزیم پراكسیداز در آزمایشگاه توسط گلوتارآلدهید به نانوآنزیم تبدیل شد، در بررسی های محاسباتی، 

حالت های مختلف وجود داكینگ این آنزیم با گلوتارآلدهید بررسی گردید. در داكینگ به علت تغییر طول پیوند و زاویه پیوند 

لیگ دارد كه بهترین حالت برای بررسی های بعدی انتخاب شد. نتایج داكینگ مدل های پروتئینی ساخته شده در نرم افزار 

در پیوند هیدروژنی با  Arg 174و  Arg 31 ،Arg 75آمینو اسیدآمینو اسید های  P59121نشان داد كه در مورد كد پلات 

در بر هم كنش هیدروفوبیك  Leu 39و   Ser 35 ،Ala 34 ،Arg 38 ،Ser 73آمینو اسیدآمینو اسید های  د.گلوتارآلدهید نقش داشتن

 Argآمینو اسیدآمینو اسید های درگیر در پیوند هیدروژنی با گلوتارآلدهید   P80679. ب(. در مورد كد 11دیده می شوند)شکل

53 ،Lue 50   وTrp 47 ی بودند. آمینو اسیدآمینو اسید هاIle 210 ،Thr 48 ،Ser 35 ،Gly 213 ،Met 209 ،Ala 32 وVal 49   در

كوُچ .آ(. از آنجایی كه فعالیت نانو آنزیم كم شده بود با استفاده از سرور 11برهم كنش های هیدروفوبیك نقش دارند )شکل

گلوتارآلدهید با اتصال به این آمینو  نشان می دهد3و  2همانطور كه نتایج در جدول جایگاه فعال آنزیم مورد بررسی قرار گرفت. 

 اسیدآمینو اسید ها در جایگاه فعال آنزیم می تواند سبب كاهش فعالیت نانو آنزیم شود.

درجه سلسیوس  30بهینه  در این پژوهش برای انجام شبیه سازی دینامیك مولکولی دو ایزوآنزیم پراكسیداز در دمای

و انرژی پتانسیل به ترتیب  RMSDمحاسبات نانوذره پروتئینی سنتز شد، قرار گرفتند. ی كه pHبهینه و پپتید در دما و  pH 7و  

های ( نشان دهنده بخش13)شکل  RMSFنشان دهنده پایداری سیستم در طول شبیه سازی است. محاسبات  15و12در نمودار

پذیر پروتئین در م الگوی رفتاری انعطافدهند در مورد آنزیپذیر در پروتئین در طول زمان است كه نمودارها نشان میانعطاف

دهنده پایداری ساختار نشان (14)شکل  Rgحالت تنها و در حالت كمپلکس با گلوتارآلدهید شبیه به هم بوده است. محاسبات 

شان ن Rgنانوثانیه كاهش محسوسی در  1باشد. آنزیم در حالت اتصال به گلوتارآلدهید بعد از سازی میسه بعدی در طول شبیه
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كاهش  یافته، كه   Rg داد كه گویای این موضوع است كه .سیستم به علت تشکیل نانوآنزیم دارای تاخوردگی بیشتری شده و 

 در طول زمان  این كاهش ثابت باقی می ماند.

   نتیجه گیری

عوامل ذاتی مانند در نانوفناوری برای ساخت نانوذرات پروتئینی از ویژگی تجمع پذیری پروتئین ها استفاده می شود. 

هم چنین استفاده از واسطه هایی مانند آپتامرها و   Coiled coilمیانکنش های هیدروفوب بین اتم ها، ساختارهای آمیلوئیدی و

كراس لینك ها و غیره می توانند باعث تجمع پذیری پروتئین شوند و با استفاده از ابزارهای زیست محاسباتی می توان این 

ها مورد بررسی قرار گرفت. بدین منظور گریزی آنكرد. در این پژوهش تجمع پروتئین ها بر اساس ویژگی آبعوامل را بررسی 

استفاده شد. با استفاده از این سرور ابتدا پروتئین هایی به عنوان كنترل بررسی شدند.  Aggrescan 3Dاز ابزار زیست محاسباتی 

ی شد و با امتیاز پروتئین های كنترل مقایسه گردید. آنزیم پراكسیداز دارای سپس امتیاز آنزیم پراكسیداز با این سرور بررس

امتیاز قابل قبول و به عنوان كاندیدا انتخاب شد. خصوصیات بیوشیمیایی این آنزیم قبل و بعد نانو شدن مورد بررسی قرار گرفت. 

این قضیه را تایید كردند.  DLSو  FESEMنتایج سپس پراكسیداز به كمك كراس لینك با گلوتارآلدهید به نانوذره تبدیل شد. 

بهینه می باشد. در صورتی كه نانوآنزیم پراكسیداز در دمای  pH 6درجه سانتی گراد و  20آنزیم پراكسیداز دارای دمای بهینه 

درجه سانتی  25خنثی فعالیت می كرد. هر دو در محیط اسیدی پایداربودند و هر دو در pH و درجه سانتی گراد(  30بالاتر )

  دقیقه بیشترین فعالیت  خود را داشتند.30گراد در مدت زمان 

با استفاده از شبیه سازی دینامیك مولکولی پایداری دو ایزوآنزیم كه وزن مولکولی مشابه با پراكسیداز داشتند، در  

درجه سانتی گراد  30وآنزیم در دمای مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان دادند كه هم آنزیم مونومر و هم نان in silicoمحیط 

نانوثانیه نسبتا پایدار هستند ولی گلوتارآلدهید با اتصال آمینو اسیدهایی در جایگاه فعال آنزیم می تواند سبب  5و مدت زمان

 كاهش فعالیت نانو آنزیم شود كه عملا نیز ثابت شد.
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Characterization and nanoparticle synthesis of peroxidase by computational and 

experimental methods 

Sh. Fooladband1, P. Ghadam2*, M. Zarrabi3 

 

 

Abstract1 

Nano protein structures can be formed by the intrinsic ability of molecular self-assembly or via 

intermediates which improve their assembly. Hydrophobicity is the most important factor among the other 

intrinsic self-assembly factors and the other intermediates such as glutaraldehyde may lead to protein-assembly 

and nanoparticles formation. In this study, Aggrescan 3D software was employed to investigate protein self-

assembly properties. Peroxidase enzyme was selected to form protein nanoparticle, and glutaraldehyde changed 

it to a nano enzyme. FESEM and DLS analysis represented that the average size of nano enzyme is about 500 

nanometers. Comparing biochemical properties of peroxidase enzyme before and after changing into nano, 

showed that the activity of nano enzyme at 20°C, pH 7 has decreased as compared to the monomeric enzyme. 

Based on homology, the PDB structure of two peroxidase enzyme was identified. Then, the connection between 

glutaraldehyde and two peroxidase enzymes was detected. Enzyme residues with hydrogen binding connections 

to glutaraldehyde were also detected by using LigPlot software and the residues in active side of enzyme were 

determined by COACH server. Glutaraldehyde is connected to residues in active siteof the enzyme. Molecular 

dynamic Simulation was performed in the time duration of 5 nanoseconds and 30°C and it showed that monomer 

enzyme and nano enzyme are both stable in this time duration and temperature.  

 

Keywords: Biocomputational methods, Aggregation, Nano peroxidase enzyme. 
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 1399ن ، تابستا2شماره  ، 33دوره 

 Parhyaleگونه  بررسی دوریختی جنسی در شکل پاهای انبركی اول و دوم و پای دمی سوم

darvishi (Momtazi and Maghsoudlou, 2016)  سنجی هندسیهای ریختبر اساس تکنیک 

 3، فرزانه ممتازی*2، علی اكبر باقریان یزدی1یگانه لایقی

 1چکیده

 Parhyaleپنجه پاهای انبركی اول و دوم و انشعاب خارجی پای دمی سوم گونه در این پژوهش دوریختی جنسی در شکل پیش

darvishi (Momtazi & Maghsoudlou, 2016)  50نمونه نر و  100سنجی هندسی بررسی شد. های ریختبر اساس تکنیك 

ساخت )در های كارتزین همهای مورد مطالعه تهیه شد و دادهنمونه ماده مورد بررسی قرار گرفت. تصاویر میکروسکپی از اندام

ترین انرژی بر اساس كم هالندمارکها استخراج شد و با لغزش نیمهای اندامهای حاشیهلندمارکمفهوم ریاضی آن( بر اساس نیم

 (LDA)تحلیل ممیزی خطی ، (MANOVA)ها با آزمون آنالیز واریانس چندمتغیره داری جدایی جنسیتخمش تراز گردید. معنی

مورد آزمون قرار گرفت. برای به تصویر درآوردن  Wardای با استفاده از روش همراه با روش اعتبار سنجی متقابل و تحلیل خوشه

های تغییر شکل، آزمون رگرسیون های مورد مطالعه در قالب چهارچوبشناسی( اندامسته به جنسیت در شکل )ریختتغییرات واب

انجام شد.  (Partial Warps & The Uniform Components)  های شکلیروی مولفه (Multivariate Regression)چندمتغیره 

های رگرسیون چهارچوب .(F>17.15, p<0.0001)دار بود مطالعه معنیها با هر سه آزمون برای سه اندام مورد جدایی جنسیت

های نر و ماده برای پای انبركی اول نشان داد؛ پای انبركی جنس ماده نسبت طول به عرض كمتری دارد. تغییر شکل در جنس

تر و انتهای جلویی م در افراد نر كشیدهتر است. شکل پای دمی سومانندتر و در افراد نر دایرهپای انبركی دوم در افراد ماده كشیده

دارای دوریختی جنسی  P. darvishiهای گرد شده است. پاهای انبركی اول و دوم به همراه پای دمی سوم در گونه دارای گوشه

و تر گونه هستند. توصیف دقیق این دوریختی با توجه به اهمیت این ساختارها در تاكسونومی این گونه امکان بررسی دقیق

 كند.همچنین شناسایی گونه بر اساس افراد ماده را فراهم می

 .لندمارک، نیمHyalidaeسنجی هندسی، ، ریختParhyale darvishiدوریختی جنسی،  :واژه های كلیدی

                                                                                                                                                                                     
 شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گلستان، استان گلستاندانشجو مقطع كارشناسی ارشد گروه زیست-1

 گاه گلستان، استان گلستانشناسی، دانشکده علوم پایه، دانشاستادیار گروه زیست-2

 (alibagherianyazdi@gmail.com ،a.bagherian@gu.ac.irنویسنده مسئول:  )*

 شناسی و علوم جوی، تهراندیار پژوهشگاه ملی اقیانوساستا-3

 18/4/1398تاریخ دریافت:

  16/9/1398تاریخ پذیرش: 
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 مقدمه

بوم )زیستن در نواحی ساحلی، ای و زیستپوستانی كوچك هستند كه به دلیل تنوع بالای گونهدوجورپایان سخت

های شیرین(، و همچنین تنوع در روش تغذیه )فیلتری، شکارچی، های خشك و آبهگاای مختلف ستون آب، برخی زیستهبخش

به علاوه، از دوجورپایان به عنوان . (Olaso, 1999)بالا، نقش مهمی در زنجیره غذایی دارند  (Biomass) تودهخوار و ...( و زیگیاه

شود، چرا كه در كنار دارا بودن فراوانی و تنوع، حساسیت زیادی به آلودگی استفاده می (Bioindicator)محیطی نشانگرهای زیست

(. دوجورپایان در صنعت شیلات نیز از اهمیت بالایی برخوردار هستند، 1987و همکاران،  Hayدهند )ها و سموم محیط نشان می

 (.1986و همکاران،  Grosseباشند )چرا كه غذای اصلی ساردین و ماهی آزاد و غیره می

گونه از این  19تیره در راسته دوجورپایان( است. تاكنون  228)یکی از  Hyalidaeاز اعضای تیره  Parhyaleسرده 

بسیار مورد توجه دانشمندان قرار گرفته و  P. hawaiensis(. گونه 2019و همکاران،  Hortonاست ) سرده در جهان گزارش شده

شناخته  "مدل تکوینی بندپایان"پذیرد و به عنوان طالعات تکوینی و ملکولی بر روی آن صورت میمطالعات بسیاری از جمله م

تنها گونه از این سرده است كه در بخش بالای ، P. darvishi. گونه )2016و همکاران،  Kao؛ 2009و همکاران،  Rehmشود )می

ونه غالب دوجورپایان در بخش ساحلی ایران معرفی شده جزرو مدی سواحل خلیج فارس و دریای عمان توصیف، و به عنوان گ

 .(Momtazi & Maghsoudlou, 2016)است 

توان به های مختلف دوجورپایان را میسرده .(Barnard, 1975)دوریختی جنسی در دوجورپایان اغلب بسیار بارز است 

 ,Barnard)ها و شاخك، (Moor & Wong, 1996)كی واسطه تفاوت در صفات جنسی ثانوی از جمله اندازه بدن، ساختار پاهای انبر

توصیف دقیق  ؛(Hartnoll, 1982)تشخیص داد. تکوین این صفات جنسی ثانوی، بیانگر تمایز جنسی و بلوغ افراد است  (1971

جی سنكند. ریختخصوص در مواردی كه فرد نر وجود ندارد، را فراهم میصفات  جنسی ثانوی امکان تشخیص دقیق گونه، به

(. استفاده 1394های دقیق آماری و ریاضی است )صناعی، های مطالعه صفات ریختی جانداران، با استفاده از تحلیلهندسی، از راه

و  Riedlecker شود:سنجی هندسی در راسته دوجورپایان بسیار اندک انجام شده و تنها به دو پژوهش محدود میاز روش ریخت

 Caprella muticaسنجی هندسی، تنوع ریختی را در شکل پای انبركی دوم گونه ز روش ریخت( با استفاده ا2008همکاران )

ای در صفحه شکمی سوم گونه گونهسنجی هندسی تنوع درون( نیز با كمك روش ریخت2013و همکاران )  Curatoloكردآشکار 

Bathyporeia guilliamsoniana تی جنسی در را نشان داد. در پژوهش حاضر به بررسی دوریخP. darvishi پنجه پاهای در پیش

ایم تا تفاوت های ریختی سنجی هندسی پرداختهانبركی اول و دوم و انشعاب خارجی پای دمی سوم با استفاده از روش ریخت

 جنسی در این سه بخش آناتومیك كه ارزش تاكسونومیك بالایی نیز دارند مشخص شود.
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 هامواد و روش

 

شناسی و علوم جوی استفاده شد كه های نگهداری شده در مجموعه پژوهشگاه ملی اقیانوسز نمونهدر این پژوهش، ا

نمونه نر و  50(. در مجموع 1و جدول  1تثبیت و نگهداری شده بودند. پنج ایستگاه مورد بررسی قرار گرفت )شکل  96در الکل 

قرار داده شدند و  –جهت نرم شدن بافت بدن–درون گلیسیرین نمونه ماده مطالعه شد. برای تشریح، نمونه ها روی اسلاید،  50

 سپس اجزای تشریح شده )پاهای انبركی اول، دوم و پای دمی سوم( با لام تثبیت شدند.

)ساخت كشور ژاپن( مجهز به دوربین گرفته  Nikon Eclipse 80iهای مورد بررسی توسط میکروسکوپ تصاویر بخش

یدا كردن حاشیه اجزای تشریح شده، از هر كدام، چندین عکس با وضوح متفاوت گرفته شد و شد. به منظور افزایش دقت در پ

 به صورت یك عکس درآمد. CombineZPافزار توسط نرم

 اضرحهای مورد بررسی در مطالعه مشخصات ایستگاه :1شکل 
 



 
 

 ...سوم گونه یدم یاول و دوم و پا یانبرك یدر شکل پاها یجنس یختیدور یبررس / 114

 تعداد افراد بررسی شده از هر ایستگاه به تفکیک جنسیت:1جدول 

 تعداد افراد ماده تعداد افراد نر مختصات جغرافیایی نام ایستگاه شماره

 N 60°36'15"E 10 10"21'21°25 یست 1

 N 56°07'38"E 10 10"01'09°27 باغستان 2

 N 53°43'57"E 10 10"42'42°26 چیرویه 3

 N 55°1'6.38"E"7.52'25°52 10 10 ابوموسی 4

 N"51.01'59°28 بوشهر 5

50°50'15.31"E 
10 10 

 

های ها بودند از حاشیهگذاری به عنوان لندمارکاد برای نشانههای مورد مطالعه فاقد نقاط همساخت قابل اعتماز آنجا كه اندام

(Outlines) ها لندمارکها برای استخراج نیمآن(Semilandmarks) پنجه پای انبركی اول استفاده شد. برای پیش(G1) 180 

، ب( و انشعاب 2)شکل لندمارک در دو منحنی نیم 180 (G2)، الف(، پای انبركی دوم 2لندمارک در دو منحنی )شکل نیم

 (Cartesian Coordinate)های كارتزین ، ج( تعیین و داده2لندمارک در یك منحنی )شکل نیم 150 (U3)خارجی پای دمی سوم 

 .(Digitized) استخراج گردید tpsDig version 2.16 (Rohlf, 2010a)افزار با استفاده از نرم

ها بر سطح منحنی فرضی محاسبه شده از لندمارک، نیم(Generalized Procrustes Analysis)به منظور تراز كردن 

لندمارک شدند تا كمترین انرژی خمش برای هر نیم (Semilandmark Sliding)لغزانده  (Median Shape)ها میانگین شکل

نگارها به شده از حاشیهها روی منحنی محاسلندمارک(. دو روش برای لغزاندن نیم2002و همکاران،   (Booksteinدست آیدبه

(Outlines) ( پیشنهاد شده است: نخست، روش كمترین انرژی خمشBookstein  ،و دیگری كمترین فاصله 2002و همکاران )

ی اینکه روش نخست نتایج بهتری در كارهای پیشین واسطه((. به2004و همکاران،  Sheetsپروكراست )یا برازش عمود بر محور )

اب پنجه پای انبركی دوم )ب( و انشعپنجه پای انبركی اول )الف(، پیش: تصاویر دیجیتال ساختار آناتومیکی پیش2شکل 

 P. darvishiلندماركهای تعریف شده در گونه خارجی پای دمی سوم )ج( به همراه نیم
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شناسی جانداران مورد مطالعه همخوانی بیشتری داشت نتایج كمترین انرژی خمش با تفسیرهای زیستنشان داده است و 

(BagherianYazdi  ،؛ 2012و همکارانSeifert  ،؛ 2014و همکارانBagherianYazdi، 2014 در این پژوهش از روش كمترین ،)

 انجام شد. tpsRelw version 1.49 (Rohlf, 2010b)افزار ا نرمها بها و لغزاندن نیم لندمارکانرژی خمش استفاده شد. تراز داده

ها های متناظر در فضای شکلی حاصل از سایه تانژانتی نمونهبا فاصله (Procrusted)های تراز شده همبستگی داده

(Tangent Shape Distances) افزار به وسیله نرمtpsSmall version 1.20 (Rohlf, 2003)  .داری جدایی معنیآزمون گردید

 tpsRegr version 1.37افزارنرمهای تراز شده توسط روی داده (MANOVA)ها با آزمون آنالیز واریانس چند متغیره جنسیت

(Rohlf, 2009) ها، از تحلیل ممیزی خطی داری جدایی جنسیتبررسی گردید. برای اطمینان بیشتر از معنی(LDA: Yu & 

Yang, 2001)  اعتبار سنجی متقابل همراه با روش(Cross validation: Arlot & Celisse, 2010) افزار با نرمSPSS version 22 

 نیز انجام گردید. PAST version 2.02( 2001و همکاران،  Hammerافزار )توسط نرم Wardای با استفاده از روش و تحلیل خوشه

های مورد مطالعه در قالب شناسی( اندام)ریخت برای به تصویر درآوردن تغییرات وابسته به جنسیت در شکل

 Partial Warps)های شکلی روی مولفه (Multivariate Regression)های تغییر شکل، آزمون رگرسیون چندمتغیره چهارچوب

& The Uniform Components)  توسط نرم افزارtpsRegr version 1.37 .انجام شد 

 نتایج و بحث

پنجه پای انبركی اول و دوم، و  همچنین انشعاب آمده از آنالیز همبستگی، تغییرات شکلی پیشدست بر اساس نتایج به

وجود  (Tangent Space)و فضای سایه تانژانتی  (Shape Space)خارجی پای دمی سوم، همبستگی زیادی بین  فضای شکلی 

ی بعدی استفاده نمود. بر همین اساس، برای تشخیص هاهای آماری خطی در آزمونتوان از تحلیل. بنابراین می(p˂0.000)دارد 

 (MANOVA)جدایی شکلی سه بخش آناتومیك مورد بررسی در این تحقیق در بین دو جنس از آنالیز واریانس چند متغیره 

مقدار پنجه پای انبركی اول با دهد كه ساختار شکلی در پیشاستفاده شد. نتایج آزمون آنالیز واریانس چند متغیره نشان می

4/165= F  000/0و < P  62/76، با مقدار = F  000/0و < P   15/17برای پیش پنجه انبركی پای دوم و مقدار = F  000/0و 

< P  (.2برای انشعاب خارجی پای دمی سوم بین دو جنس متفاوت است )جدول 

 تومیکی بررسی شدهبرای سه ساختار آنا (MANOVA)  نتایج آزمون آنالیز واریانس چند متغیره :2جدول 

درصد واریانس  اندام مورد بررسی

 هابرای جنسیت

Goodall's F-test 
 F ((F-valueارزش 

 (P-value)معنی داری 

 000/0 4/165 92/52 پنجه پای انبركی اولپیش

 000/0 62/76 8/34 پنجه پای انبركی دومپیش

 000/0 15/17 45/10 انشعاب خارجی پای دمی سوم
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ها را مجزا نمود )شکل طور كامل و دقیق جنسیتای تغییرات شکلی پای انبركی دوم،  بهاز تحلیل خوشه نتایج حاصل

بندی كرد اما دو نمونه نر از جزیره قشم ها را در یك خوشه دسته. الف(. نتایج این آزمون برای پای انبركی اول نیز  تمامی ماده3

 3/1بندی در این آزمون . ب(. خطای دسته3ها قرار داد )شکل ی مادهرا در خوشهبندی كند و آنها را نتوانست به درستی دسته

ها برای پای دمی سوم جداكنندگی پایینی نشان بندی نمونهبندی بسیار موفقی است. با این وجود خوشهدرصد بود كه خوشه

 ج(.  .Error! Reference source not found.3داد.  هر چند یك خوشه منحصرً از نرها تشکیل گردید )شکل 

 (Cross validation)بندی انجام شده توسط تحلیل ممیزی خطی در آزمون اعتبارسنجی متقابل بررسی صحت دسته

ها برای پای صد نمونهدر 73ها را برای پای انبركی اول و درصد نمونه 100ها برای پای انبركی دوم ،  درصد نمونه 100توانست 

 (.3بندی كند )جدول دمی سوم را در گروه درست آن دسته

 Cross validationنتایج حاصل از تحلیل ممیزی همراه با  :3جدول 

 

های رگرسیون بررسی ساختاری تنوعات شکلی سه بخش آناتومیك مطالعه شده در تحقیق حاضر از طریق چهارچوب

های نر و ماده برای پای انبركی اول نشان داد ی تغییر شکلی در جنسهای رگرسیونپذیر شد. نتایج چهارچوبتغییر شکلی امکان

پنجه در جنس ماده نسبت طول به عرض كمتری داشته و ، الف( پیش.3Error! Reference source not found)شکل 

تر است. در مقابل، بخش بوده و در افراد نر به شکل دایره نزدیك تریشکمی( در افراد ماده دارای زاویه كم-بخش پالم )جلویی

شکمی در افراد نر دارای تحدب كمتری است. نتایج رگرسیون چندمتغیره برای این اندام، همبستگی بالایی بین جنسیت -عقبی

پنجه پای همچنین، پیش R2>0.56; p˂0.0001).)نشان داد  Yو تغییرات یونیفرم در محور  174،172،171های لندمارکبا نیم

پنجه پای انبركی شکمی پیش-تر است. بخش میانیمانندتر و در افراد نر دایره . ب( در افراد ماده كشیده3انبركی دوم )شکل 

 172Yو 166X  ،168های لندمارکرفته است. برای پای دوم این همبستگی با نیمزدگی و در نرها فروها دارای بیروندوم در ماده

، ج( در .3Error! Reference source not foundشکل انشعاب خارجی پای دمی سوم ) شکل  (R2>0.7; p˂0.0001) بود

 تری را به آن نسبت داد. درتوان شکل بیضیهای گرد شده است و به طور كل میتر و انتهای جلویی دارای گوشهافراد نر كشیده

های جلویی مشخص است. رگرسیون جنسیت با پای تر بوده و دارای گوشهكه در افراد ماده این شکل به مستطیل نزدیكحالی

داری بالایی را داشت ضریب همبستگی متوسطی را نشان داد، هرچند معنی 145و  143، 132لندماركهای سوم برای نیم

(R2>0.18; p˂0.0001.) 

 Eigenvalue اندام مورد بررسی
Canonical 

correlation 
Wilks Lambda هابندی صحیح جنسدرصد گروه 

 100 082/0 958/0 23/11 پنجه پای انبركی اولپیش

 100 012/0 994/0 368/85 پنجه پای انبركی دومپیش

انشعاب خارجی پای دمی 

 سوم

539/0 592/0 650/0 73 
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های تغییر شکل برای آن خوشه شکل بالای هر خوشه چهارچوب .P. darvishi ای برای جنس نر و ماده در گونهنتایج آنالیز خوشه :3شکل 

های مربوط به پای انبركی دوم. های مربوط به پای انبركی اول. ب( نتایج تحلیلالف( نتایج تحلیلدهد. گین شکلی را نشان مینسبت به میان

های ماده در نمونه تر دیده شوند.اند تا راحتها( دوبار بزرگنمایی شدهها )و نه اندازه. )تغییر شکلهای پای دمی سومج( نتایج تحلیل

 اند.(خط ضخیم سیاه نشان داده شده ها بادندروگرام
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مقدمه ذكر شد، جنسیت در دوجورپایان براساس تفاوت در صفات اولیه و ثانویه جنسی مشخص طور كه در بخش همان

 ;Bousfield, 1989در شاخك دوم ) Calceoliحضور یا عدم حضور (، Bousfield, 1989) شود؛ از جمله طول شاخك دوممی

Sutcliffe, 1992 ) وجود برجستگی شکمی پنیس(Penial Papillae )ای فرد نر و یا صفحات تخمی نهدر بند هفتم سی

(Oostegites )های دوم تا پنجم در فرد ماده رانی پیشدر پایه(Sutcliffe, 1992 ) و شکل و اندازه پاهای انبركی اول و دوم

(Borowsky, 1984; Conlan, 1991; Clark 1997; Wellborn, 2000.)  قابل اعتمادترین روش برای تعیین جنسیت در

ه طور معمول بر اساس حضور یا عدم حضور برجستگی پنیس یا صفحات تخمی است كه نیازمند تشریح دقیق دوجورپایان ب

. از همین روی در (Iyengar & Starks, 2008)نمونه و در مواردی همراه با از دست دادن سایر خصوصیات تاكسونومیك است 

تعیین گونه بر  Hyalidaeخصوص در تیره سونومی دوجورپایان بهشود.  از آنجا كه در تاكبیشتر موارد به سایر صفات استناد می

های آناتومیکی خصوص در بخشاساس توصیفات فرد نر می باشد؛ تشخیص جنسیت و تعیین تغییرات شکلی وابسته به جنس به

مطالعه حاضر  و آزمون خوشه ایی در MANOVAكننده می باشد. نتایج آزمون های كه در شناسایی مهم هستند؛ بسیار تعیین

دارای دوریختی جنسی است و بطور كامل دو جنس  P. darvishiپنجه پای انبركی اول و دوم در گونه نشان داد كه شکل پیش

كه یك مدل در  Parhyale hawaiensisاز یکدیگر متفاوت هستند. نتایج مشابهی در یکی دیگر از گونه های این سرده، گونه 

و  Kaoدست آمده كه بیانگر دوریختی جنسی در شکل پاهای انبركی اول و دوم است )باشد؛ بهمطالعات تکوینی و ژنتیکی می

به تفاوت شکلی  Momtazi & Maghsoudlou (2016)توسط   P. darvishi(. با توجه به آنکه در توصیف گونه 2006همکاران، 

های مجاور ( از آب2017و همکاران ) Myersوسط ت Parhyale piloiپیش پنجه انبركی پای اول در فرد نر و در توصیف گونه 

)شبه جزیره هند( به ساختار پیش پنجه انبركی پای دوم فرد نر وزن زیادی داده شده است، باید در شناسایی و گزارش این 

م به بندی دو فرد نر در ساختار پیش پنجه انبركی پای دوجانور به تعیین جنسیت آن توجه دقیقی شود. همچنین، عدم دسته

تر آنها بیانگر آن است كه این تغییرات در طی مراحل رشدی ایجاد می شود و در احتمال زیاد با توجه به طول كل بدنی كوچك

 های تاكسونومیك باید افراد كاملا بالغ مورد بررسی قرار گیرند.بررسی

ی ار گرفته است. بر اساس نحوههای متعددی قرارزش سازشی دوریختی جنسی در پای انبركی اول و دوم مورد بررسی 

است كه در آن فرد نر، فرد ماده  Mate-guardingاز نوع  Hyalidaeگیری در اعضای تیره جفت گیری در دوجورپایان، شیوهجفت

فراد نمایند و در این مدت فرد نر برای حفظ فرد ماده با دیگر ااندازی را با هم طی میگیرد و چند مرحله آخر پوستمیرا در بر

گیری ( ارزش عملکردی پای انبركی دوم در فرایند جفت1871) Darwinبر اساس نظریه . (Conlan, 1991)كندنر نزاع می

( ضمن رد این نظریه، معتقد 2005و همکاران ) Humeداری فرد ماده در طول دوره دربرگیری است. مطالعه دوجورپایان، نگه

نر موثر است. وجود دوریختی جنسی در پاهای انبركی اول و دوم در دوجورپایانی -نر است نقش پای انبركی دوم بیشتر در تقابل
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استفاده می non-mate-guardingكنند، قابل انتظارتر است از دوجورپایانی كه از روش استفاده میMate-guarding كه از روش 

 .(2018و همکاران،  Tamakiشده است )ها گزارش ها و چشمكنند. در این گروه دوریختی جنسی بیشتر در شکل شاخك

شود كه یك دست آمده در این مطالعه در شکل پای دمی سوم دوریختی جنسی دیده میدر بخش دیگری از نتایج به

كند. تا به امروز در ایی نوین در مطالعات تاكسونومیك دوجورپایان باز مییافته نو ظهور در مطالعات دوجورپایان بوده كه دریچه

طالعه انجام شده در تاكسونومی دوجورپایان به دوریختی جنسی در این بخش از بدن دوجورپایان اشاره نشده بود. این هیچ م

موضوع با توجه به آنکه شکل پای دمی سوم و خصوصیات آن در شناسایی و تبارزایی دوجورپایان اهمیت زیادی دارد، نشان می 

ومیك تا چه حد تعیین كننده است. این تفاوت شکلی در ساختار پای دمی دهد؛ كه تعیین جنسیت فرد در مطالعات تاكسون

 مورد توجه قرار نگرفته بوده است. P. darvishi (Momtazi & Maghsoudlou, 2016)سوم همچنین، در توصیف گونه 
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Sexual dimorphism of gnathopods 1 and 2 and uropod 3’ shapes in Parhyale darvishi 

(Momtazi and Maghsoudlou, 2016) based on geometric morphometric methods 
Y. Layeghi1, A. Bagherian Yazdi2*, F. Momtazi3 

 

 

Abstract1 

Sexual dimorphism of gnathopods 1 and 2 and uropod 3’ shapes in Parhyale darvishi (Momtazi and 

Maghsoudlou, 2016) were investigated by geometric morphometrics. A total 50 males and 50 females were 

experimented. Anatomical aspects of gnathopods and uropods were photographed and cartesian coordinate 

(semilandmarks of organs' margin) aligned by semilandmark sliding based on minimum bending energy. 

Statistical significance of sexual dimorphism was tested by multivariate analysis of variances; linear discriminant 

analysis and clustering analysis (ward method). Multivariate regression analysis based on partial warps and 

uniform components was used to depicting shape variations related to sex 2in studied anatomical parts in the form 

of deformation frames. The results show all three anatomical parts was significantly different shape in male and 

females (F>17.15, p<0.0001). The deformation regression frameworks of first gnathopod show that the ratio of 

length to width in females are less than males. The second gnathopod has an oval shape in females instead of 

circular form in males. The shape of third uropod in males is more extended and bearing subacute angles. Based 

on present studies, the accurate description of sexual dimorphism specially in taxonomic characters provide ability 

for identification based on females and detail study of species . 

 

Keywords: Sexual dimorphism, Parhyale darvishi, Hyalidae, Semilandmark, Geometric morphometrics. 
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 Ralstonia eutropha ترسیب كربن با كربنیک آنهیدراز نوتركیب در باكتری

 4، شیوا ایرانی3، زهرا نورمحمدی2*،  نور امیرمظفری1محدثه محسن پور1

 

  چکیده

 Ralstoniaهدف، بررسی باكتری  هستند. محیطی زیست معضلات مهمترین از هاپلاستیك و ایگلخانه گازهای انتشار

eutropha هیدروكسیآنهیدراز برای تولید پلیعنوان میزبان آنزیم كربنیكه ب( بوتیراتPHB .است ) توالی ژن آنزیم

 FT-IRهای ها با روشدر باكتری PHBمنتقل شد. تولید  R. eutrophaو به سازی بیانی كلون( در وكتور CAآنهیدراز )كربنیك

درصد  2CO ،49/31به باكتری نوتركیب در غیاب نسبت  2COرحضور در باكتری نوتركیب د PHBمیزان  بررسی شد. MS-GCو 

در  PHBدرصد افزایش داشت. تولید  44/34و  44/18ترتیب به  2COبه باكتری غیرنوتركیب در حضور و عدم حضور و نسبت

به باكتری بتدرصد و نس 2CO ،57/26به باكتری نوتركیب در غیاب نسبت 2COباكتری نوتركیب در محیط محدود در حضور 

دهنده مؤثر نشان PHBنتایج سنجش  درصد افزایش داشت. 63/30و  30/18ترتیب به 2COحضور  غیرنوتركیب در حضور و عدم

 در یك محیط ساده، 2COتواند در حضور بود. همچنین باكتری حاصل می R. eutrophaدر  PHBدر افزایش  CAبودن بیان 

 ید نماید.نیز تول PHB كربن،علاوه بر ترسیب

 .Ralstonia eutrophaترسیب كربن، كربنیک آنهیدراز،  كلیدی: هایهواژ

 مقدمه

-كربنات )( و بی3CO2H) (، كربنیك اسید2CO) اكسید كربن دی
3HCOهای زنده های كلیدی سیستم( از متابولیت

ی سلول حائز اهمیت است. آنزیم كربنیك های زنده برای عملکرد فیزیولوژیکها در سلولمحسوب می شوند. تعادل این متابولیت

درون سلولی  pHها و تنظیم ، تبادل یون2COكربنات در متابولیسم سلول، انتقال اكسید به بی( با تبدیل كربن دیCAآنهیدراز )

اند. هیچ شده ( در جانداران مختلف شناساییα ،β ،γ ،δ ،ζ ،ηآنهیدراز ) های كربنیكشش گروه از آنزیمكند. نقش مهمی ایفا می
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اند. وجود ندارد و هر گروه به طور جداگانه و متنوع تکامل یافته CAهای مختلف شباهت ساختاری قابل توجهی بین گروه

با آیزوزایم های چندگانه و بیان  )تك زیرواحدی و α-CAهای گروه ، آنزیماز نظر ساختار و عملکرد CAهای آنزیم ترین گروهمهم

)دارای سه زیرواحد یکسان(  γ -CAهای گروه )حاوی دو تا شش زیرواحد متفاوت( و آنزیم β -CAگروه  هایمتنوع(، آنزیم

 (. Zhang et al., 2011و  Jo, 2016و  Bose & Satyanarayana, 2017)  هستند

دون اسپور، زا، خاكزی، بباسیل گرم منفی، غیر بیماری ، β-proteobacteriaمتعلق به رده  R. eutrophaباكتری      

و به عنوان  (Facultative chemolithotroph) ( با متابولیسم كمولیتواتوتروفی اختیاریCo30-28مزوفیل )دمای بهینه 

های ( به صورت گرانولPHAs) (Poly Hydroxy Alkanoates) هامیکروارگانیسم مدل تولید كننده پلی هیدروكسی آلکانوات

( به ترتیب pHG1و دارای دو كروموزوم و یك مگاپلاسمید ) bp 7416678ژنوم این باكتری ای درون سلولی است. اندازه ذخیره

پذیر، قابلیت های تجزیهها به عنوان بیوپلاستیكPHAاست. كاربرد  bp 452156و  bp 4052032 ،bp 2912490های با اندازه

یف متنوعی از سوبستراها در شرایط متابولیسمی مختلف برای تولید تجاری انواع بیوپلیمرها و سازگاری با ط R. eutrophaبالای 

( PHB، پلی هیدروكسی بوتیرات )PHAترین نوع فناوری شده است. مهمالعاده این باكتری در تحقیقات زیستباعث جذابیت فوق

- βط آنزیم توس CoAگیرد. به این ترتیب كه ابتدا دو مولکول استیل صورت می phaCABاست كه تولید آن از طریق اپران 

توسط استواستیل  CoAشود. سپس استواستیل تبدیل می CoAشود، به استواستیل رمزدهی می phaAكتوتیولازی كه توسط 

CoA  ردوكتاز رمز شونده توسطBpha (3phaB, 2phaB, 1phaB به هیدروكسی بوتیریل )CoA پلی  شود و سرانجاماحیا می

 phaC1سنتاز كد شونده توسط ژن  PHBتوسط آنزیم  CoAهیدروكسی بوتیریل  هیدروكسی بوتیرات در نتیجه پلیمریزه شدن

را  2CO( طی رشد اتوتروفی Calvin Benson Basham) CBBتواند از طریق چرخه می R. eutrophaشود. باكتری حاصل می

 (. Juengert et al., 2018و  Raberg et al., 2017استفاده كند ) PHBجذب و از آن برای تولید 

های های شهرنشینی انسانی و صنعتی و ادامه روند استفاده بیش از حد از سوختناشی از فعالیت 2COانتشار روزافزون 

های مشتق شده از مواد نفتی، منجر به افزایش گرمایش جهانی و تهدیدات زیست محیطی ناشی از فسیلی برای تولید پلاستیك

های مدیریت كاهش كربن، تجمع كربن با روش ترسیب . یکی از مهمترین راهکارشد ای( خواهدتغییرات آب و هوایی )اثر گلخانه

شود. تحقیقات های زیستی منجر به كاهش و تعدیل كربن دی اكسید اتمسفر میكردن است. تجمع و ذخیره كربن در سیستم

ها به ت و استفاده از میکروارگانیسمانجام شده در این زمینه بیشتر روی ترسیب كربن با استفاده از گیاهان متمركز بوده اس

ارایه راهکار برای (. مطالعه در زمینه Kumar et al., 2018های بیشتری دارد )نیاز به بررسی PHAمنظور ترسیب كربن و تولید 

های بیولوژیکی باكتری، در جهت تولید محصولات با ارزشی مثل بیوپلیمرهای تجزیه پذیر توسط چرخه جذب و ترسیب كربن
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و از سوی دیگر تولید بیوپلاستیك تجزیه پذیر سازگار با محیط  2COهدف از این پژوهش بوده كه می تواند در كاهش انتشار 

 زیست، موثر باشد. 

 هامواد و روش 

 یبیان وكتور در CAژن  یساز كلون

استفاده شد.  Caminibacter mediatlanticus( مربوط به باكتری CAتوالی ژن كربنیك آنهیدراز ) در این پژوهش از 

سازی كدونی شده و با تغییر اسیدهای آمینه )جهت مقاومت بیشتر این توالی در پژوهش قبلی توسط نویسنده و همکاران بهینه

های آنزیمی برشی مناسب در دو سوی این ژن )به منظور الحاق در وكتورهای و فعالیت كاتالیزوری بهتر( و قرار دادن جایگاه

به دو  پایانبرو  پیشبربه منظور افزودن ، CA(. برای بیان ژن Mohsenpour et al., 2019مهندسی و سنتز شده بود )مورد نظر(، 

تعبیه شده در دو  SacIو  BamHIهای آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت تا با توجه به جایگاه pBI121سوی این ژن، وكتور بیانی 

(. به Mohsenpour et al., 2015قرار گیرد ) nos پایانبرو  CaMV35Sدائمی  یشبرپ، این قطعه در وكتور تحت CAانتهای ژن 

)مدل: انجام شد و پس از الکتروفورز  SacIو  BamHIهای با آنزیم pBI121این منظور واكنش هضم آنزیمی دوگانه وكتور بیانی 

EH1515، روی ژل آگارز یك درصد، باند مربوط به وكتور هضم شده  (ایران ساختpBI121  از روی ژل آگارز برش و با استفاده

( با نسبت سه به Ligation) اتصال واكنشسازی شد. سپس ( خالصBioneerاز روی ژل )شركت  DNAسازی از كیت خالص

 ی و وكتور صورت پذیرفت.الحاق قطعهیك 

 نوتركیب R. eutropha یباكتر یكانامایسین برا بیوتیکیآنت مناسب غلظت تعیین

 :PTCC، حساسیت باكتری )pBI121ه به نشانگر انتخابی )ژن مقاومت به كانامایسین( موجود در وكتور با توج 

1615)H16  R. eutropha كانامایسین مورد بررسی قرار گرفت. به این ترتیب كه ابتدا یك  بیوتیكهای مختلف آنتیبه غلظت

گرماگذاری شد تا به  Co 30( تلقیح و در دمای nton BrothHi-Muller) MHBدر محیط كشت   R. eutrophaكلونی از باكتری 

های میکرولیتر از آن به لوله 100( رسید. سپس Colony Forming Units -CFU 810×5/1) فارلندمككدورت لوله استاندارد نیم 

، mg.L 50 ،1-mg.L 100، 1-mg.L150-1كانامایسین ) بیوتیكاستریل حاوی مقادیر مختلف آنتی MHBحاوی محیط كشت 

1-mg.L 200 ،1-mg.L 250 ،1-mg.L 300 منتقل شد. یك لوله حاوی محیط كشت )MHB  استریل به عنوان كنترل منفی و

میکرولیتر باكتری، به عنوان كنترل مثبت در نظر  100بیوتیك و تلقیح شده با فاقد آنتی MHBیك لوله حاوی محیط كشت 

، كشت Muller-Hinton Agar( MHAبندی شده حاوی محیط كشت )قسمت ها در پلیتگرفته شد. همچنین از هر كدام از لوله

های كشت به محیط فارلندمك، با كدورت نیم R. eutrophaمیکرولیتر از  لوله حاوی باكتری  100خطی انجام شد. علاوه بر این 
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حساسیت  Co30گرماگذاری در دمای  بیوتیك تلقیح و پخش شد. پس از یك شبهای مختلف آنتیحاوی غلظت LB agarجامد 

 های مختلف كانامایسین مورد بررسی قرار گرفت.باكتری نسبت به غلظت

 R. eutropha مستعد یهاسلول تهیه یبرا یساز بهینه

مؤثر نبود،  R. eutrophaها برای انتقال ژن، در مورد باكتری سازی باكتریهای معمول آمادهكه روشبا توجه به این 

سازی روش تهیه باكتری این به منظور دستیابی به یك روش مناسب برای انتقال وكتور پلاسمیدی به این باكتری، بهینهبنابر

به این ترتیب كه ابتدا یك كلونی  رشد باكتری انجام شد. ODو  2CaCl( با تغییر متغیرهای غلظت Competent Cells) مستعد

منتقل و پس از یك شب گرماگذاری در انکوباتور شیکردار با  LB brothحیط كشت به پنج میلی لیتر م R. eutrophaاز باكتری 

سازی شد و مجدداً در رقیق LB brothلیتر محیط كشت استریل میلی 50، در دور در دقیقه 200 چرخش و Co 30دمای 

باكتری با استفاده از   ODرشد، قرار داده شد. در طول مراحل  دور در دقیقه 200 چرخشو  Co 30انکوباتور شیکردار با دمای 

از كشت مایع باكتری با استفاده از  8/0و  6/0، 4/0، 2/0های  ODگیری شد. در نانومتر اندازه 600اسپکتروفتومتر در طول موج 

، پنج دقیقه( رسوب داده شد. سپس محلول رویی در شرایط سترون زیر هود، كاملًا خالی شد و در سه g 3000سانتریفیوژ )

مولار به رسوب باكتری اضافه میلی  100و  50، 20های )سترون اتوكلاو شده( با غلظت 2CaClلیتر محلول سرد رار، یك میلیتک

ها روی یخ قرار داشتند(. سپس سوسپانسیون باكتری و به آرامی با باكتری سوسپانسیون شد )در این مرحله لوله حاوی باكتری

 توزیع شد. ها تیوبمیکرولیتر در میکرو 100با مقادیر 

 

 R. eutropha یبه باكتر pBI121-CAپلاسمید  انتقال

 30ابتدا یك میکروگرم پلاسمید به باكتری آماده سازی شده در مرحله قبل، اضافه شد و پس از پیپت كردن، به مدت 

ها س به هر كدام از نمونهدقیقه قرار داده شد. سپ 10به مدت  Co 37ماری و سپس در بن -Co 20دقیقه روی یخ و در فریزر 

 Coقرار داده شده بود( اضافه و در انکوباتور شیکردار   Co 30دقیقه در  20استریل )كه به مدت  broth LBلیتر محیط یك میلی

ها، مایع رویی دور ریخته به مدت سه ساعت قرار داده شد. پس از اسپین كردن میکروتیوب دور در دقیقه 200 چرخشبا  30

استریل اضافه شد. سپس مخلوط حاصل به آرامی پیپت شد و به  broth LBمیکرولیتر محیط  100ها هر كدام از نمونهشد و به 

 & ,Sambrookپخش شد )بیوتیك كانامایسین منتقل و آنتی mg.L 100-1حاوی  LB agarهای حاوی محیط كشت پلیت

2001, Rusell  2008و., et alMohsenpour باتور (. پلیت ها در انکوCo 30 گذاری مورد و پس از دو شب گرما شدند داده قرار

به  ساخت انگلستان( TC-312: کلری)مدل دستگاه ترموسا Colony PCRهای به دست آمده با روش بررسی قرار گرفتند. كلونی

ررسی قرار گرفتند ، مورد بCAدر باكتری با استفاده از پرایمرهای اختصاصی مربوط به ژن  pBI121-CAمنظور تأیید حضور 
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و در واكنش  pBI121-CAمورد انتظار بود. در واكنش كنترل مثبت از پلاسمید  bp 477ای به طول قطعه (. تکثیر2)جدول 

 ی الگو استفاده شد. DNAغیر نوتركیب به عنوان  R. eutrophaاز كلونی باكتری  PCRكنترل منفی 

 PHBش سنج یبرانوتركیب  R. eutropha یسازو آماده كشت

 LBهای محیط كشت فارلند به غلظتمك 5/0با كدورت لوله استاندارد  R. eutrophaمیکرولیتر از باكتری  100ابتدا  

broth (LB نیم ،LBدر دو گروه شاهد و نوتركیب با سه تکرار تلقیح شد. یك گروه از باكتری ) های شاهد و نوتركیب در دمای

Co 30  و گروه دیگر درCo 30 2گاز  با پنج درصد همراهCO  ساعت گرماگذاری شد. پس از سانتریفیوژ ) 48به مدتg 5000 ،

ساعت خشك شد. در  72به مدت  Co 50بار با آب مقطر شستشو و در  ها دوكردن مایع رویی، رسوب باكتریدقیقه( و خالی 15

 مورد بررسی قرار گرفت.  FT-IR( و GC-MSها توسط كروماتوگرافی گازی )در نمونه PHBمرحله بعد تولید 

 

 (GC-MS) یگاز یكروماتوگرافبا استفاده از  PHB سنجش

 درصد متانول و سه درصد اسید 97ها، دو میلی لیتر متانول اسیدی ) گرم از رسوب خشك باكتریمیلی 10به 

 (mm × 20 mm screw-cap Kimax tubes 150)دار ای كیماكس درپیچهای شیشهسولفوریك( و دو میلی لیتر كلروفرم در لوله

 Coها به مدت سه ساعت در حمام آب گرم ها به شدت مخلوط شد. لولهها، محتویات آناضافه و پس از محکم بستن درب لوله

ثانیه به شدت  30ها به مدت لیتر آب مقطر دیونیزه، لولهو پنج دقیقه روی یخ قرار داده شدند. پس از اضافه كردن یك میلی 95

ها قابل مشاهده بود كه فاز بالایی حاوی متانول اسیدی، (. بعد از یك دقیقه، سه فاز در لولهJuengert et al., 2018ند )مخلوط شد

از فاز پایینی  فاز میانی شامل بقایای میکروبی و فاز پایینی، فاز آلی حاوی بیوپلیمر محلول در كلروفرم بود كه یك میکرولیتر

مشخصات ستون  .( مورد استفاده قرار گرفتآمریکا Agilentشركت  ،7890Bمدل وگرافی گازی )برای تزریق در دستگاه كرومات

(، دمای حسگر: متر 30بیست و پنج صدم میلی متر قطر داخلی، طول ) HP-5MSستون موئین  عبارت بود از: و عملکرد دستگاه

لسیوس به مدت چهار دقیقه، سرعت افزایش درجه س 80درجه سلسیوس؛ دمای اولیه:  230درجه سلسیوس؛ دمای تزریق:  280

 PHBمیلی گرم از پودر  10همچنین  درجه سلسیوس به مدت شش دقیقه. 160دما: هشت درجه در دقیقه و بالاترین دما: 

 استاندارد با روش فوق آماده سازی و سنجش شد.

 IR-FT (Transform Infrared spectroscopy-Fourier)با استفاده از  PHB سنجش

از  ها، طیف چند نمونههای عاملی متفاوت موجود در آنمنظور ارزیابی محتوای بیوشیمیایی بیوپلیمر و گروه به

، پس از 2COرشد یافته در محیط عادی و محیط حاوی  های شاهد و نوتركیببیوپلیمرهای استخراج شده با روش بالا از باكتری

گرم برمید پتاسیم و تهیه میلی 300كردن حدود یك میلی گرم از آن با تبخیر كلروفرم، خشك شدن كامل بیوپلیمر و مخلوط 

 Hassan( مورد بررسی قرار گرفت )آمریکا ساخت، FT-IR (Spectrum65 PerkinElmerقرص در دستگاه پرس با استفاده از 
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et al., 2016 سپس با استفاده از كتابخانه موجود در نرم افزار .)IRPal  نسخه V2.0- 2010 ه پردازی اطلاعات و شناسایی داد

 های جذبی انجام شد.طیف

 نتایج و بحث

 .Rبیوتیك كانامایسین توسط باكتری نتایج كشت خطی و مقایسه آن با كنترل مثبت برای تعیین میزان تحمل آنتی

 eutropha 1، رشد محدود باكتری در غلظت-mg.L 50 باكتری كاملًا مهار ها رشد كانامایسین را نشان داد ولی در سایر غلظت

و عدم رشد باكتری از غلظت  MHAهای حاوی محیط كشت ، الف( كه این نتیجه با كشت خطی در پلیت1شده بود )شکل 

1-mg.L 100  های كشت ، ب(. همچنین نتایج رشد باكتری در محیط1تأیید شد )شکلLB های مختلف كانامایسین، حاوی غلظت

 -1را در این غلظت تأیید نمود )شکل  كانامایسین و حساسیت باكتری به كانامایسین mg.L 100-1عدم رشد باكتری از غلظت 

دست آمده در محیط كشت انتخابی های نوتركیب به، تعداد كلونیR. eutrophaهای مستعد سازی روش تهیه سلولبهینه در ج(.

LB  1حاوی-mg.L 100  كانامایسین كه درnm600OD  2لی مولار می 20و غلظت  8/0برابرCaCl  آماده سازی شده بودند، بیشتر

  (.1بود )جدول 

 LB brothهای كانامایسین: كنترل مثبت، محیط كشت به غلظت R. eutrophaالف( بررسی حساسیت باكتری : 1شکل

ل منفی )به كانامایسین و كنتر mg.L 50 ،1-mg.L 100 ،1-mg.L 150 ،1-mg.L 200 ،1-mg.L 250 ،1-mg.L 300-1های حاوی غلظت

های مختلف كانامایسین تلقیح شده با حاوی غلظت MHBهای محیط كشت ترتیب از چپ به راست(. ب( كشت خطی از لوله

و مشاهده رشد فقط در نمونه كشت داده شده از لوله شماره  MHAهای حاوی محیط كشت روی پلیت R. eutrophaباكتری 

های حاوی غلظت LB agarهای كشت در محیط R. eutrophaباكتری  ( و كنترل مثبت. ج( كشتmg.L 50-1یک )غلظت 

فاقد  LB agar( و كشت باكتری در محیط mg.L 200-1و  mg.L 75 ،1-mg.L 100 ،1-mg.L 150-1مختلف كانامایسین )

 بیوتیک به عنوان كنترل مثبت )پلیت میانی( و مشاهده رشد باكتری فقط در كنترل مثبت.آنتی
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 بیشتر بود. mM 20 CaCl2برابر هشت دهم و غلظت  ODهای نوتركیب در تعداد كلونی *

 
 

 Colonyبا استفاده از ، R. eutrophaهای مستعد در وكتور بیانی و انتقال آن به باكتری CAسازی ژن صحت كلون

PCR  ای به طول تکثیر قطعهوbp 477  الکتروفورز روی ژل آگارز یك درصد با استفاده و مقایسه باكنترل مثبت و منفی پس از

 (. 2تأیید شد )شکل  High range DNA Ladder (Jina Bioscience)از نشانگر اندازه وزن مولکولی 

 CAتوالی پرایمرهای طراحی شده برای تکثیر ناحیه داخلی ژن : 2جدول 

 

 

 

  :High Range DNA Ladder ،M2نشانگر اندازه وزن مولکولی   :M1الف( الکتروفورز ژل آگارز یک درصد، : 2شکل 

: پلاسمید SacI، 3و  BamHIهای با آنزیم PBI121: هضم وكتور 2و  Low Range DNA Ladder ،1نشانگر اندازه وزن مولکولی 

uncut ،4 كنترل منفی :PCR  بدون(DNA ،)باند 7و  6و  5ی الگو :bp 477  حاصل ازColony PCR  با پرایمرهای ژنCA  و

به عنوان  R. eutrophaبا باكتری غیرنوتركیب  Colony PCR: كنترل منفی )8به عنوان الگو.  R. eutrophaكلونی باكتری 

 .bp 13606با طول  pBI121-CAنقشه وكتور بیانی نوتركیب شاهد(. ب( 
 

 .R. eutrophaرشد باكتری در كارایی انتقال ژن به باكتری  ODو  2CaClاثر غلظت  :1جدول 

Variable agents 

OD 0.2 0.4 0.6 0.8 

Vector (pBI121) 1 µg 1 µg 1 µg 1 µg 

Heat shock ’C, 10o 37 ’C, 10o 37 ’C, 10o 37 ’C, 10o 37 

Time  72 h 72 h 72 h 48 h 

(mM) 2CaCl 20 50 100 20 50 100 20 50 100 20 50 100 

Number of 

colonies 

- - - - - - 2 1 - 13* 5 3 

Primers Sequence PCR product 

CA-F CCCAGAGCCCGATTGATATTAG bp 477 
CA-R TTCAGCACAAACCAACGCAC 
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و ...( بر اساس طیف  O=C ،CH- ،2CH- ،3CH- ،OH- ،O-C) PHBهای عاملی مهم تشکیل دهنده ساختمان گروه

با استفاده از كتابخانه نرم افزار  هابا بررسی پیك FT-IRنتایج  نشان داده شده اند. 3در جدول شماره  FT-IRجذبی حاصل از 

IRPal  و مقایسه طیف بیوپلیمر استخراج شده با طیفPHB  استاندارد، نشان دهنده تطابق بیوپلیمر استخراج شده باPHB  بود

 (. 5و  4و 3های ، شکل3)جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 استاندارد PHBمربوط به  FT-IRنتایج  :3شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ی نوتركیبR. eutrophaربوط به بیوپلیمر استخراج شده از  م FT-IRنتایج  :4شکل 
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 ی غیر نوتركیبR. eutrophaمربوط به بیوپلیمر استخراج شده از   FT-IRنتایج  :5شکل 

 

 . R. eutrophaاستخراج شده از  PHBمربوط به  FT-IRو طیف  PHBساختار  :3جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 است. PHBو پیك شاخص شناسایی كربنیل مربوط به گروه   1730تا  cm 1720-1 دوده* پیك در مح

 

( mg 10=CDWسازی شده )های آمادهتولید شده در میزان مساوی از باكتری PHBبرای بررسی درصد  GC-MSنتایج 

 CAنوتركیب حاوی ژن  R. eutrophaتولید شده را در  PHBبیشترین درصد  (،6)شکل  9/5در دقیقه  PHBبا مشاهده پیك 

در باكتری نوتركیب رشد یافته در  PHBنشان داد. میزان تولید  2COدر حضور  LBو نیم  LBهای كشت رشد یافته در محیط

درصد و نسبت به باكتری  49/31معمولی،  دار نسبت به باكتری نوتركیب در انکوباتور 2COو انکوباتور  LBمحیط كشت 

در  PHBدرصد افزایش نشان داد. میزان تولید  44/34درصد و  44/18دار و معمولی به ترتیب  2COغیرنوتركیب در انکوباتور 

 57/26دار نسبت به باكتری نوتركیب در انکوباتور معمولی،  2COو انکوباتور  LBباكتری نوتركیب رشد یافته در محیط كشت نیم 

درصد افزایش نشان  63/30درصد و  30/18عمولی به ترتیب دار و م 2COانکوباتور  درصد و نسبت به باكتری غیرنوتركیب در

 (.4داد. )جدول 

 

structure PHB Type of bond )1-cmWave number ( 
 C-O 1050-1096-1128-1180 

C-O-C 1128-1163-1278-1289-1259-1302 
3CH 1378-1449 
2CH 1458 

C=O *1723-1724-1727-1740-3436 
3CH-CH, CH-2CH 2875   

 asymmetric stretch 2CH 2933 
asymmetric stretch 3CH 2967-2974-2983-2995-3009 
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با روش  2COهای شاهد و نوتركیب رشد یافته در محیط معمولی و حاوی تولید شده در باكتری PHBنتایج سنجش  :4جدول 
GC-MS 

  

 

 الف                                                                                                ب                        

 

 

استخراج  PHBاستاندارد. ب(  PHB. الف(  9/5در دقیقه  PHBه ب. مشاهده پیک مربوط GC-MSقسمتی از نتایج  :6شکل 

 شده از باكتری های نوتركیب
 

مورد استفاده قرار گرفت. این باكتری یك  PHBدر این پژوهش برای مطالعه تولید  R. eutropha H16باكتری 

شرایط كشت این  یسازبهینه یمتعدد تحقیقات در(. Raberg et al., 2017ها است )PHAمیکروارگانیسم ارزشمند برای تولید 

به دلیل نرخ سریع  Escherichia coliنوتركیب  یبه سویه ها PHAمسئول بیوسنتز  یهاژن انتقالو  هاPHAتولید  یبرا یباكتر

 80 یشرایط كشت تجمع بالا یاین بیوپلیمرها مورد مطالعه قرار گرفته و پس از بهینه ساز یتولید صنعت یبرا یرشد این باكتر

 CGPتولید سیانوفازین  یبرا یاز این باكتر همچنین (.Raberg et al., 2017در سلول ها به دست آمد ) P(3HB)درصد 

(Cyanophacin Granule Polypeptide( )Voss & Steinbuuchel, 2006 ،)ایزوبوتیرات یهیدروكس (Rohwerder et al., 2010،) 

(، Muuller et al., 2013) هاكتون متیل(، Overhage et al., 2002) اسید فرولیك(، Ewering et al., 2006) اسید سیتریك متیل

 زنجیره با چرب یاسیدها(، Raberg et al., 2017) ها آلکن و ها آلکان(، Schirmer et al., 2010و  Lu et al., 2012) هاالکل

  .است شده تفادهاس دارند، كاربرد یداروساز و صنعت در كه( Muuller et al., 2013) متوسط

percent PHB 
LB LB 0.5 LB 0.5 LB Medium 

2CO  - 2CO  - Incubator 
41.1 25.1 38.36 26.03 R. eutropha  

59.54 28.05 56.66 30.09 Recombinant R. eutropha 

ی )
وان

فرا
M

/Z
)

 

 زمان )دقيقه(
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)

 

 زمان )دقيقه(



 
 

 133 الزهرا)س(/ دانشگاه پژوهشی - علمی مجله    

 .Rبا توجه به اهمیت (.Aneja et al., 2009الکتروپوریشن است  ) روش معمول برای انتقال ژن به این باكتری روش

eutropha  به این باكتری، در مطالعه  های مستعد برای انتقال ژن بدون واسطهسازی روش تهیه سلولفناوری، بهینهدر زیست

تواند برای انتقال وكتورهای پلاسمیدی مورد استفاده قرار گیرد. دمای بهینه برای رشد باكتری حاضر ارائه شده است كه می

، در R. eutrophaهای مستعد سازی روش تهیه سلولبرای شوک حرارتی در بهینه Co 37است. بنابراین دمای  Co30-28حدود 

كانامایسین كه در  mg.L 100-1حاوی  LBانتخابی های نوتركیب به دست آمده در محیط كشت نظر گرفته شد. تعدادكلونی

nm600OD  2میلی مولار  20و غلظت  8/0برابرCaCl  2آماده سازی شده بودند، بیشتر بود. این غلظت ازCaCl  كمترین غلظت

متر بودند های نوتركیب به دست آمده به طور واضح كهای بالاتر از آن، تعداد باكتریاستفاده شده در آزمایش بود و در غلظت

شود؛ بنابراین كم شدن ی خارجی میDNAباعث افزایش نفوذپذیری باكتری برای ورود   2CaClتوجه به این كه  (. با1)جدول 

تواند به دلیل آسیب به غشای میلی مولار و شوک حرارتی می 20های بالاتر از ها با غلظتها پس از تیمار سلولتعداد كلونی

 باشد. باكتری و از بین رفتن آن

با طیف وسیع میزبانی به عنوان یك وكتور بیانی برای انتقال   pBADدارای پیشبر القایی  pBBR1وكتور پلاسمیدی 

ها در چندین ثباتی و ناپایداری پلاسمید در سلولمعرفی و استفاده شده است. در مورد این وكتور بی R. eutrophaبه باكتری 

(. با توجه به این كه این وكتور، دارای پیشبر القایی Kumar et al., 2018و  Kumar et al., 2016مطالعه گزارش شده است )

 pBI121وكتور بیانی از  در این پژوهش ها، رایج و در دسترس نیز نیست،باشد و علاوه بر مساله گزارش ناپایداری آن در سلولمی

تر تر و سریعدون نیاز به ماده القا كننده،  با روشی ارزانب CAاستفاده شد تا ژن  CaMV35Sبه دلیل وجود پیشبر قوی و دائمی 

بیوتیك كانامایسین برای غربالگری نسبت به وكتورهای دارای پیشبرهای القایی، بیان شود. در این مطالعه غلظت مناسب آنتی

عنوان نشانگر انتخابی بسیاری تعیین شد. ژن مقاومت به كانامایسین به  mg.L100-1به میزان  R. eutrophaهای نوتركیب باكتری

تواند برای انتقال سایر بیوتیك برای غربالگری می( و تعیین غلظت این آنتیTohidfar et al., 2014باشد )از وكتورهای رایج می

 مورد استفاده قرار گیرد. R. eutrophaوكتورها به 

( را CO2 Capture Storage) CCSاستفاده در به منظور  CAها برای تولید محققان توانایی برخی از میکروارگانیسم

سازی باید بهینه CAهای تولید بسیار پایین است و روش CA(. با این حال سطح تولید Mitchell et al., 2010اند )شناسایی كرده

ای رشد مربوط به پارامتره CAهای طبیعی، تولید (. در میکروارگانیسمMesbah & Wiegel, 2012و  Kumar et al., 2014شوند )

های مقاوم به كه میکروارگانیسم سازی این شرایط باعث بهبود میزان تولید آنزیم خواهد شد. اما با توجه به ایناست و بهینه

(، Kumar et al., 2014و  Kumar et al., 2018تری از نظر كارایی و پایداری هستند )حرارت و قلیا دارای آنزیم های مناسب

های مورد نظر در افزایش بیان آنزیم، مؤثر خواهد بود. در به سویه هامربوط به این باكتری CAژن رمزساز آنزیم  بنابراین انتقال

)باسیل گرم منفی،  Caminibacter mediatlanticusمربوط به باكتری ی  CAسازی كدونی شده ژن این مطالعه از توالی بهینه
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 CAنظر  مقاومت، سرعت واكنش و نیمه عمر طولانی یکی از مناسب ترین انواع  هوازی با متابولیسم كمولیتوتروفی( كه ازبی

(. توالی این ژن با تغییرات اسیدهای آمینه، بر اساس مطالعات انجام شده با روش Mohsenpour et al., 2019است، استفاده شد )

 ,Bose & Satyanarayanaو  Borchert & Saunders, 2013و  Bi & Muuller, 2013) (Rational Designطراحی منطقی )

های آنزیمی معمول در وكتورهای اكثر جایگاهبرای افزایش پایداری و عملکرد آنزیم، مهندسی و سنتز شده بود. همچنین ، (2017

های سازیاند و این مزیت استفاده از این ژن را به منظور كلونرایج مورد استفاده در مهندسی ژنتیك، در این توالی كور شده

بهینه سازی كدونی علاوه بر اینکه باعث افزایش بیان (. Mohsenpour et al., 2019كند )مجدد جهت اهداف مختلف، تسهیل می

 Chamaniاست ) مؤثرشود، در شرایط تنش نیز در پایداری و افزایش بیان ژن نسبت به شرایط طبیعی ژن در شرایط طبیعی می

et al., 2020.) 

 cm-1 موج عدد( در C=Oهای شاهد و نوتركیب، گروه كربونیل )لیمر استخراج شده از باكتریبیوپ IR-FTدر طیف 

 cm 1300-1تا  cm 500-1به عنوان پیك شاخص پلی هیدروكسی بوتیرات است. علاوه بر این در ناحیه  cm  1730-1تا  1720

را  PHBهمراه با پیك شاخص، نوع بیوپلیمر نامیده می شود( كه  PHBحدود ده پیك قابل مشاهده است )ناحیه اثر انگشت 

در  C-C یكشش یمربوط به پیوندها شوند،یم مشاهده cm 1000-1تا  cm 800-1 یهاطیف با كه یهایپیك .كندتأیید می

به ارتعاشات  مربوط cm 1302-1259-1289-1278-1163-1128-1با عدد موج حدود  یجذب یهاهستند. پیك PHBساختمان 

 3CHبه گروه متیل  مربوط cm 1449-1378-1با عدد موج  یهایاست. پیك C-O-Cمتقارن  یرن و ارتعاشات كششنامتقا یكشش

 Hassan) شوندیم مشاهده cm 3680-1تا  cm 3100-1در عدد موج بین  یهیدروكسیل انتهای یهامربوط به گروه یاست. پیك ها

et al., 2016)  د باكتری و سنجش (. نتایج رش5و  4و  3های ، شکل3)جدولPHB  با روشGC-MS  و مقایسه آن در باكتری

ی R. eutrophaدر  PHBدر افزایش تولید  CAوحشی و نوتركیب رشد یافته در شرایط مختلف نشان دهنده مؤثر بودن بیان ژن 

 PHBرای سنجش های شاهد و نوتركیب بها میزان برابری از وزن خشك باكترینوتركیب حاوی این ژن بود. در همه آزمایش

برای رشد باكتری استفاده شد و به دلیل عدم  LBاستفاده شد. در این مطالعه از محیط كشت كامل و محدود  GC-MSتوسط 

ها بدون استفاده از شیکر كشت شدند كه دار به منظور یکسان بودن شرایط، همه نمونه 2COامکان استفاده از شیکر در انکوباتور 

 سازی محیط كشت افزایش یابد. پس از استفاده از بیوراكتور و بهینه PHBشد باكتری و تولید رود میزان رانتظار می

 نتیجه گیری كلی

ها برای برای جذب و ترسیب كربن و از سوی دیگر تولید محصولات با ارزشی مثل در این مطالعه از میکروارگانیسم 

غیر  R. eutrophaاستفاده شده است. با توجه به اینکه باكتری  های بیولوژیکی باكتریبیوپلیمرهای تجزیه پذیر توسط چرخه

كند كه بیماریزا و قادر به رشد در دمای محیط )بدون نیاز به انکوباتور( و محیط كشت پیچیده است، نتایج این مطالعه اثبات می
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پلیمر تولید كند. بنابراین قادر است به میزان مؤثری رشد كرده و بیو LBباكتری نوتركیب حاصل حتی در محیط كشت نیم 

تولید كند.  PHBهای كشت حداقل و دارای كربن دی اكسید بالا رشد كرده و رود كه این باكتری بتواند در محیطانتظار می

توانند ها میمحیط زیست توسط باكتری، بیوپلیمرهای تولید شده توسط میکروارگانیسم 2COعلاوه بر ترسیب و كاهش 

های در زمینه جایگزینی با پلاستیك های مرسوم داشته باشند. با توجه به اینکه این كاربردها به دلیل هزینهكاربردهای بسیاری 

شود كه از بیوپلیمرهای میکروبی در صنایع دارویی و پزشکی به شوند؛ بنابراین پیشنهاد میبالای بازیافت بیوپلیمر محدود می

های ن استخوان و در تحقیقات به عنوان مواد سازنده داربست سلولی و ساخت چیپعنوان حامل دارو، نخ بخیه، بیوپلیمر جایگزی

استفاده  (in vivoهای در زیوه )ها در جهت دستیابی به نتایج نزدیك به آزمایشمیکروفلوئیدیك برای كشت چند بعدی سلول

 گردد.
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Carbon sequestration by recombinant carbonic anhydrase in Ralstonia eutropha 
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Abstract 

Emission of greenhouse gases and plastic wastes are one of the most important environmental problems in 

the world. The purpose of this study was to use the bacterium Ralstonia eutropha as the host for recombinant 

carbonic anhydrase enzyme which is used for carbon sequestration and poly hydroxyl butyrate (PHB) production. 

The carbonic anhydrase gene (CA) was inserted in the expression vector and transformed into Ralstonia eutropha. 

Then PHB production was assayed by FT-IR and GC-MS methods in recombinant and non-recombinant bacteria 

in different concentrations of LB medium in the presence and absence of CO2. Production of PHB in LB medium 

increased 31.49 percent in recombinant bacteria in the presence of CO2.  These increases were 18.44 and 34.44 

percent compared to non-recombinant bacteria in presence and absence of CO2, respectively. In 0.5 LB medium, 

the recombinant bacterium produced 26.57 percent PHB in presence of CO2 more than in its absence.  Non-

recombinant bacterium in this medium produced 18.30 and 30.63 percent PHB less than the recombinant cell in 

the presence and absence of CO2, respectively. The quantity of PHB production using GC-MS revealed that CA 

gene expression was effective for increasing PHB production in recombinant R. eutropha. In the presence of CO2 

and by using a simple medium, the recombinant bacterium is able to produce PHB. This bacterium can also be 

effective in carbon sequestration. 

 

Keywords: Carbonic anhydrase, Carbon sequestration, Ralstonia eutropha. 
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 Cerrena unicolorای بررسی مورفولوژیکی، فیتوشیمیایی و خواص بیولوژیکی قارچ طاقچه

 های ارسبارانآوری شده از جنگلجمع

 *2، مصطفی عبادی 1ید ملائیسع

 

   1چکیده

كنند. در های ماكروسکوپی هستند كه نقش بسزایی را در اكوسیستم ایفا میای یکی از مهمترین قارچهای طاقچهقارچ

هگزان، -nهای مختلف )مطالعه شد و سپس، تاثیر حلال Cerrena unicolorهای مورفولوژیکی قارچ ویژگی این تحقیق، ابتدا

سلولی مورد بررسی قرار گرفت. اكسیدانی و سمیتآنتی استات و متانول( در استخراج تركیبات فنولی، خاصیترومتان، اتیلكلدی

سلولی بر علیه رده سلولی سرطانی اسیدانی و فعالیت سمیتاسیدها، خاصیت آنتیمیزان فنول و فلاونوئید كل، آنالیز فنولیك

(، DPPHمهار رادیکال آزاد ) (،HPLCی اسپتروفتومتری، كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا )ها( به ترتیب با روشMCF-7سینه )

دار داشته و سطح دایره و موجشکل نیم مورد ارزیابی قرار گرفتند. نتایج نشان داد كه بازیدیوكارپ MTTو آزمون رنگ سنجی 

میکرومتر، چماغی شکل و حامل چهار  25ها به طول دیومای روشن بود. بازیهای سفید تا قهوهبالایی آن پوشیده از كرک

ها، عصاره متانولی بیشترین نتایج نشان داد كه در مقایسه با دیگر عصاره همچنین، استریگما با بازیدیوسپورهای بیضوی بودند.

 اسیداسید و سینامیكسید، گالیكااسید، پروتوكاتکوئیك اسید، پاراكوماریكبنزوئیكمیزان فنول و فلاونوئید كل را داشت. بعلاوه، 

-استاتی بودند. علاوه بر این، عصاره متانولی بیشترین خاصیت آنتیاسیدهای موجود در عصاره متانولی و اتیلترین فنولیكعمده

سلولی سلولی بر علیه ردهاستاتی بیشترین خاصیت سمیتهای متانولی و اتیلو عصاره DPPHهای آزاد اكسیدانی در مهار رادیکال

MCF-7 اكسیدان طبیعی با تواند بعنوان منبع جدید آنتیرا داشتند. بنابراین، عصاره متانولی بدلیل داشتن تركیبات فنولی، می

 سلولی مطرح باشد.  خاصیت سمیت

 .سلولی، عصاره متانولیاكسیدان، بازیدیوكارپ، بازیدیومیست، تركیبات فنولی، سمیت: آنتیكلیدی هایواژه
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 همقدم

ها خیمیای داشته و برای درمان انواع اختلالات از جمله بدهای دارویی كاربردهای بسیار گستردهشرقی، قارچدر طب

ای در بسیاری از كشورهای مختلف دنیا در جهت استفاده از (. مطالعات گستردهPatel & Goyal, 2012اند )شدهاستفاده می

ها انجام گرفته است. در همین راستا، تركیبات دارویی مهمی ی درمان انواعی از بیماریهای آنها براها و كشف متابولیتقارچ

 ;Das, 2010اند )ها استخراج شدهسیلین، گریفولین، سیکلوسپورین، آلکالوئیدهای ارگوت، كریستن، لنتینان و ... از قارچنظیر پنی

Anjum et al., 2012; Mizuno & Nishitani, 2013 اكسیدانی زیادی همچون این، تركیبات آنتی(. علاوه برInterfungins A  از

توانند ها می(. بنابراین، با توجه به تاثیر بالا، هزینه پایین و سهولت تهیه، قارچLee & Yun, 2007اند )های داروئی بدست آمدهقارچ

 منبع مناسبی برای تهیه داروها برای مصارف پزشکی باشند. 

ها بوده و از چوب به عنوان منبع تغذیه و یا بستر رشد استفاده طور عمده از شاخه بازیدیومیستای بهای طاقچهقارچ

كنند و با دارا بودن سیستم آنزیمی منحصر به ها نقش حیاتی در اكوسیستم بویژه در چرخه مواد آلی ایفا میكنند. این قارچمی

ها دارای منابع عظیم درمانی و عناصر ین حال، بسیاری از این قارچفرد قادر به تجزیه چوب به اجزای سازنده آن هستند. در ع

 & Christopher, 1988; Wasserاند )مفید و فعال به لحاظ بیولوژیك بوده و از دیرباز كاربردهای وسیعی در طب سنتی داشته

Weis, 1999ای نظیر های طاقچه(. در تحقیقات انجام گرفته خواص دارویی برخی قارچGanoderma ،Phellinus ،Fomes  و

Trametes ها، ساكارید، گلیکوزید، چربیها، پلیها، شامل تركیبات فعالی همچون پروتئینبررسی شده است. عصاره این قارچ

 ها مورد استفادهاسانس، آلکالوئید، فنول، توكوفرول، كارتنوئید، فلاونوئید و اسیدهای آلی بوده و برای درمان بسیاری از بیماری

    (.Unyayar et al., 2006; Rashid et al., 2011; Patel & Goyal, 2012گیرند )قرار می

ای غیر خوراكی است و پراكندگی وسیعی در دنیا بویژه در نوعی قارچ طاقچه Cerrena unicolor (bull.) murrilقارچ 

بعنوان یك قارچ تجزیه كننده چوب  C. unicolor.  ( ,2003Roodyمناطق جنگلی آسیا، اروپا، آفریقا و آمریکای جنوبی دارد )

شود. این قارچ هم بصورت پارازیت در بافت زنده و هم بصورت مطرح است و باعث ایجاد پوسیدگی سفید بر روی چوب می

تلف های مخشوند. از جدایهساپروفیت بر روی بخش آسیب دیده درختانی نظیر افرا، زبان گنجشك، راش، غان، و بلوط یافت می

های صنعتی مختلف نظیر لاكاز، منگنز پراكسیداز، سلوبیزدهیدروژناز، گزیلیناز و سلولاز استفاده این قارچ جهت تولید آنزیم

اند كه این قارچ منبع مناسبی از تركیبات (. همچنین، تحقیقات نشان داده et al; Zhang 2015., et alSulej ,.2017كنند )می

 C. unicolorهای سبك وزن جداشده از قارچ ویی و پزشکی است. در تحقیقی كه بر روی مولکولفعال زیستی با اهمیت دار

باكتریایی آنها مورد بررسی قرار گرفته و معلوم شده است كه این اكسیدانی، ضدسرطانی و آنتیهای آنتیانجام شده است فعالیت

 (. Mizerska-Dudka et al., 2015اكسیدانی قابل قبولی دارند )تركیبات خواص ضدسرطانی و آنتی



 
 

 141 الزهرا)س(/ دانشگاه پژوهشی - علمی مجله    

توانند نقش مهمی در بازده و ها میهای ثانویه، عوامل مختلفی همچون نوع و قطبیت حلالدر استخراج متابولیت

(. بطور مثال، حلالیت تركیبات قندی در حلال Ngo et al., 2017; Thouri et al., 2017خواص بیولوژیکی آنها داشته باشند )

های غیرقطبی ت و این حلال قابلیت استخراج تركیبات قندی با بازده بالا را دارد. درحالیکه، برای استخراج متابولیتآبی بیشتر اس

تواند نقش اساسی باشد. افزایش تعداد مراحل استخراج نیز عامل دیگری است كه مینیاز به حلال غیرقطبی همچون هگزان می

ز لحاظ تجاری، در بررسی روش یا حلال استخراج، بازده استخراج و پارامترهای اقتصادی را در افزایش بازده ایفا كند. بعلاوه، ا

های مختلف هایی با قطبیتهای ثانویه با استفاده از حلالهمچون قیمت حلال حائز اهمیت هستند. بنابراین، استخراج متابولیت

 C. unicolorاند كه قارچ باشد. مطالعات قبلی نشان دادهتواند بسیار حائز اهمیت و بررسی خواص بیولوژیکی حاصل از آنها می

ای، تاكنون تحقیقی بر بعنوان منبعی از تركیبات فعال زیستی با اهمیت دارویی و پزشکی است. اما، بر اساس مطالعات كتابخانه

صورت نگرفته است.  C. unicolorهای مختلف قارچ  عصاره سلولیاكسیدانی و  سمیتآنتی روی تركیبات فیتوشیمیایی و خواص

های آوری شده از زیستگاه طبیعی آن در جنگلجمع C. unicolorبنابراین، هدف از این مطالعه، بررسی مورفولوژیکی قارچ  

هگزانی، -nهای عصاره سلولیاكسیدانی و فعالیت سمیتآنتیارسباران و تحقیق بر روی تركیبات فیتوشیمیایی، خاصیت 

 باشد.تی و متانولی آن مییل استاكلروفرمی، ات

 هامواد و روش

 جمع آوری قارچ

های ارسباران )واقع از باقیمانده تنه درختان در جنگل 1396در پاییز سال  C. unicolorآوری اندام بارده قارچ جمع

 1708و ارتفاع  46°  59ʹ 49″، طول جغرافیای 38°  50ʹ 24″شرقی، شهرستان كلیبر با عرض جغرافیایی در استان آذربایجان

اتیلینی تمیز قرار داده شدند و برای بررسی های پلیآوری شده در داخل كیسههای جمعمتر از سطح دریا( انجام گرفت. نمونه

بیشتر به آزمایشگاه منتقل شدند. شناسایی قارچ با توجه به خصوصیات ماكروسکوپی بازیدیوكارپ و همچنین خصوصیات 

 ,Zhishu et al., 1993; Ginnsو شکل بازیدیوسپور با استفاده از كلیدهای معتبر صورت گرفت )میکروسکوپی نظیر بازیدیوم 

های بسیار نازک از قسمت زیرین بازیدیوكارپ تهیه شد و بعد از رنگ آمیزی (. جهت مشاهده بازیدیوم و بازیدیوسپور، برش2017

مورد بررسی قرار  1000و  400نمایی ( و بزرگOlympus BH2كاتن بلو، با میکروسکوپ نوری )مدل  –با محلول لاكتوفنل 

 گرفت.

 گیری به روش التراسونیکعصاره

كلرومتان، هگزان، دی-nهای مختلف )میلی لیتر از حلال 20گرم از قارچ پودر شده،  2برای انجام عمل استخراج، به 

 30كیلوهرتز به مدت  40وات و فركانس 100با قدرت  استات و متانول( به طور جداگانه اضافه شد و در دستگاه التراسونیكاتیل
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های بدست آمده صاف شدند و سپس با استفاده از دستگاه تبخیركننده گیری گردید. با استفاده از كاغذ صافی عصارهدقیقه عصاره

 مدور خشك گردیده و برای آنالیزهای بعدی در داخل یخچال نگهداری شدند. 

 ت فنولیگیری میزان كل تركیبااندازه

با  C. unicolorهای مختلف قارچ گرم از عصارهمیلی 10ها، مقدار گیری میزان كل تركیبات فنولی عصارهبرای اندازه

میکرولیتر از هركدام از  100لیتری با آب مقطر به حجم رسانده شد. به میلی 10میکرولیتر اتانول حل گردید و در بالن  1000

 500دقیقه،  5% حجمی/حجمی( ریخته و پس از گذشت  10سیوكالتو )کرولیتر از محلول فولینمی 500آمده، های بدستمحلول

ها اضافه شد. محلول شاهد نیز به همین ترتیب تهیه شد، با این تفاوت كه درصد نیز به آن 7كربنات میکرولیتر از محلول سدیم

ساعت باقی ماندند. سپس  2ها در فضای تاریك به مدت هآب استفاده گردید. نمون-ها از محلول اتانولبه جای محلول عصاره

آمده از نانومتر خوانده شد و بر اساس نمودار كالیبراسیون بدست 765ها در دستگاه اسپکتروفوتومتر در ناحیه جذب نمونه

 (.  Hazrati et al., 2019ها محاسبه گردید )اسید، میزان كل تركیبات فنولی عصارهگالیك

 میزان كل تركیبات فلاونوئیدی گیری اندازه

لیتر متانول( گرم بر میلیمیلی 1ها )با غلظت میکرولیتر از عصاره 100ها، مقدار گیری فلاونوئید كل عصارهبرای اندازه

ی شاهد نیز به همین مولار مخلوط گردید. نمونه1استات میکرولیتر آمونیوم 100درصد و  2كلرید میکرولیتر آلومینیوم 50با 

ها دقیقه، جذب محلول 10ترتیب تهیه شده منتهی با این تفاوت كه به جای عصاره از حلال متانول استفاده شد. پس از گذشت 

گیری شد و بر اساس نمودار كالیبراسیون بدست آمده از ماده استاندارد نانومتر اندازه 426ی در دستگاه اسپکتروفوتومتر در ناحیه

 (. Hazrati et al., 2019ها محاسبه گردید )ت فلاونوئیدی عصارهكوئرستین، میزان كل تركیبا

 اكسیدانیفعالیت آنتی

 Mollaeiو ماده استاندارد اسید آسکوربیك استفاده شد ) DPPHها از روش اكسیدانی عصارهبرای بررسی خاصیت آنتی

et al., 2019 و  80، 60، 40، 20های مختلف )كرده و سپس غلظتلیتر متانول حل میلی 1ها را در گرم از عصارهمیلی 2(. ابتدا

اضافه  DPPHمیکرولیتر محلول  550های تهیه شده به میکرولیتر از محلول 50میکروگرم بر میلی لیتر( تهیه شدند. مقدار  100

ز دستگاه های شاهد با استفاده اها و نمونهدقیقه قرار داد شد. سپس، جذب تمام محلول 30گردید و در تاریکی به مدت 

 ی زیر محاسبه گردید:كنندگی از معادلهنانومتر خوانده شد و درصد مهار 517موج اسپکتروفوتومتر در طول

RSC (%) = 100 × [(A control-A sample)/A control] 
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 آزمون سمیت سلولی

( MCF-7رطانی سینه )بر ضد رده سلولی س C. unicolorهای مختلف قارچ سلولی عصارهگیری اثر سمیتبرای اندازه

از انستیتوپاستور ایران خریداری شدند  MCF-7های (. سلولAsnaashari et al., 2019استفاده شد ) MTTسنجی از آزمون رنگ

های استرپتومایسین و پنیسیلین كشت به همراه آنتی بیوتیك 10%( FBSو سرم جنین گاوی ) RPMI 1640 و در محیط كشت 

های چسبنده از سطح فلاسك پاساژ(. سلول 3-4از لحاظ تعداد و مورفولوژی به حد مطلوب برسند )پس از و پاساژ داده شدند تا 

لیتر از سوسپانسیون )دارای میکرو 100جدا شدند و بعد از شمارش سلولی، EDTA (Gibco BRL, Scotland )-توسط تریپسین

به مدت  %100و رطوبت  2CO %5درجه سانتیگراد،  37وباتور تایی انتقال داده و در انک 96های پلیت سلول( به چاهك 1×410

24 ساعت نگهداری شدند. سلولها با غلظتهای مختلف عصارهها )0، 50، 100 و 200 میکروگرم بر میلیلیتر( تیمار شدند و 

بعد از گذشت مدت زمان 24، 48 و 72 ساعت، به هر یك از چاهكها 20 میکرولیتر از محلول MTT )غلظت 5 میلیگرم بر 

میلیلیتر( اضافه گردید و به مدت 4 ساعت انکوبه شدند. در ادامه، در چاهكهای 96 تایی، جذب نمونهها در طیف جذب 570 

 نانومتر خوانده شدند و  بر حسب فرمول مربوطه میزان زندهمانی محاسبه شد. 

 اسیدهاآنالیز فنولیک

ایالات متحده آمریکا( برای جداسازی و شناسایی  ،waters( )شركت HPLCاز دستگاه كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا )

و  Eurospher 100-5 C18ای با فاز معکوس ستون كروماتوگرافی بکار برده شده از نوع تجزیهاسیدها استفاده گردید. فنولیك

لیتر بر دقیقه بود میلی 1میکرومتر اندازه ذرات بود. سرعت فاز متحرک  5متر قطر داخلی و میلی 6/4متر طول و سانتی 25ابعاد 

)حلال  HPLC( و آب گرید Aهای متانول )حلال نوع جداسازی در دمای اتاق و با روش شویش گرادیانی با استفاده از حلالو 

B .نانومتر مشاهده شدند. 282ها در  طول موج میکرولیتر بود و پیك 20حجم تزریق نمونه ( انجام گرفت 

 آنالیز آماری

طرفه و روش تحلیل واریانس یك SPSS (ver. 17)ها از نرم افزار جهت تجزیه و تحلیل آماری اعداد و مقایسه میانگین

(One-way ANOVAو آزمون پس تجربی ) Tukey .استفاده شد 

 نتایج 

 بررسی مورفولوژیکی

مورد تائید قرار گرفت. این قارچ مربوط به شاخه  C. unicolorبا توجه به كلیدهای معتبر، تشخیص قارچ 

Basidiomycota راسته ،Polyporales  و تیرهPolyporaceae  است. شکل بازیدوكارپ نیم دایره و موجدار بوده و اندازه آن بین
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ای است سانتی متر متغیر است. بازیدیوكارپ بافتی سخت، چوبی و كركدار داشته و رنگ قسمت زبرین آن سفید تا قهوه 10تا  3

(. قسمت زیرین قارچ خاكستری رنگ با منافذ B1و  A1شود )شکل ولی به علت رشد جلبك، سطح رویی سبز رنگ دیده می

میکرومتر، چماقی شکل و حامل چهار استریگما بود كه  20-25×  4-6اد (. بازیدوم به ابعD1و  C1ای متعدد است )شکل لوله

 (.F1و  E1گردد )شکل بر روی آن بازیدسپورهای بیضوی شکل با سطح صاف تشکیل می

 
سطح زیرین  Dو  Cسطح رویی بازیدیوكارپ،  Bو  C. unicolor .A: خصوصیات ماكروسکوپی و میکروسکوپی قارچ 1شکل 

 : شکل شماتیک بازیدیم با چهار استریگماx1000 × ،Fازیدیوم با بزرگنمایی : بEبازیدیوكارپ، 

 مطالعات فیتوشیمیایی

استاتی و متانولی قارچ مورد بررسی در شکل كلرومتانی، اتیلهگزانی، دی-nهای نتایج میانگین بازده استخراج عصاره

درصد( بود و 28/4استخراج مربوط به عصاره متانولی )شود بیشترین بازده نشان داده شده است. همانطور كه ملاحظه می 2

 استاتی وجود نداشت.های هگزانی و اتیلداری بین بازده عصارهتفاوت معنی

 

های دارای حروف مشابه فاقد های مختلف. ستونبا كمک حلال C. unicolor: بازده عصاره بدست آمده از قارچ 2شکل 

 هستند. %5اختلاف معنی دار در سطح احتمال 
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اسید و معادله بدست آمده از آن، ها با استفاده از منحنی استاندارد گالیكموجود در عصاره میزان كل تركیبات فنولی 

0.99=2; R0.38X + 0.0029Y= ها را نشان موجود در یك گرم از عصاره میزان كل تركیبات فنولی 3، محاسبه گردید. شکل

اسید بر گرم گرم گالیكمیلی 82ین میزان تركیبات فنولی مربوط به عصاره متانولی با مقدار دهد. نتایج نشان داد كه بیشترمی

استاتی نیز دارای میزان كلرومتانی نیز كمترین میزان تركیبات فنولی را داشتند. عصاره اتیلهای هگزانی و دیعصاره بود و عصاره

 اسید بر گرم عصاره بود. گرم گالیكمیلی 31متوسطی از تركیبات فنولی با مقادیر 

 

های دارای های مختلف. ستونبا كمک حلال C. unicolor: میزان كل تركیبات فنولی عصاره بدست آمده از قارچ 3شکل 

 هستند. %5دار در سطح احتمال حروف مشابه فاقد اختلاف معنی

استاتی و كلرومتانی؛ اتیلهگزانی، دی-nای هنتایج حاصل از میزان كل فلاونوئید موجود در یك گرم از عصاره 4شکل 

آمده از آن دهد. برای محاسبه میزان كل فلاونوئید از منحنی استاندار كوئرستین و معادله بدستمتانولی را نشان می

ی گرم میل 32استفاده گردید. نتایج نشان داد كه عصاره متانولی بیشترین میزان فلاونوئید ) =R0.03 -X 0.0037Y ;2=0.99یعنی

 كلرومتانی دارای كمترین میزان فلاونوئید بودند.های هگزانی و دیكوئرستین بر گرم عصاره( و عصاره
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های دارای حروف های مختلف. ستونبا كمک حلال C. unicolorمیزان فلاونوئید كل عصاره بدست آمده از قارچ  :4شکل 

 تند.هس %5دار در سطح احتمال مشابه فاقد اختلاف معنی

 هااسیدهای موجود در عصارهبررسی فنولیک

و با كمك استاندارد، جداسازی و  HPLCبا روش  C. unicolorهای مختلف قارچ های موجود در عصارهاسیدفنولیك

اسید فنولیك 5اسید مورد آنالیز، فنولیك 11گیری گردید. از مجموع ( و در ادامه مقدار كمی آنها اندازه5شناسایی شدند )شکل 

اسیدها آمده، بیشترین میزان فنولیك(. بر اساس نتایج بدست1استاتی شناسایی شدند )جدول های متانولی و اتیلدر عصاره

های اسید داشت. همچنین، عصارهتوجهی از بنزوئیكنیز مقدار قابل اسید بود و عصاره متانولیاسید و سینامیكمربوط به گالیك

 اسیدهای مورد آنالیز بودند.قد فنولیكاستاتی فاهگزانی و اتیل
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 C. unicolor( عصاره متانولی قارچ Bاسیدها ( استاندارد فنولیکAمربوط به  HPLCكروماتوگرام  :5شکل  
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 C. unicolorهای مختلف قارچ ( موجود در عصارهmg/10g extractاسیدهای ): میزان فنولیک1جدول 

 اسیدسینامیك اسیدگالیك اسیدپاراكوماریك اسیدپروتوكاتکوئیك اسیدئیكبنزو 

n-هگزان - - - - - 

 - - - - - كلرومتاندی

 49/9±74/1 52/5±54/0 08/2±38/0 61/0±06/0 12/1±21/0 استاتاتیل

 61/22±92/1 19/9±68/0 42/2±26/0 43/1±12/0 51/4±78/0 متانول

 

 انیبررسی خاصیت آنتی اكسید

ها وابسته های مختلف قارچ نشان داد كه فعالیت مهاركنندگی عصارهاكسیدانی عصارهنتایج آنالیز واریانس خاصیت آنتی

اكسیدان سنتزی (. در محدوده غلظتی، آنتی6یابد )شکل به غلظت بوده و با افزایش غلظت، درصد مهاركنندگی افزایش می

اكسیدان ها قابل رقابت با آنتیها از خود نشان داد و از این نظر هیچ یك از عصارهعصاره فعالیت ضدرادیکالی بالایی نسبت به تمام

 566و  1413، 7265، 3182استاتی و متانولی به ترتیب كلرومتانی، اتیلهگزانی، دی-nهای عصاره 50ICسنتزی نبودند. مقدار 

-است و بیشترین خاصیت آنتی 50ICلی دارای كمترین مقدار لیتر بدست آمد. بر اساس نتایج، عصاره متانومیکروگرم بر میلی

 ها دارد.اكسیدانی را نسبت به بقیه عصاره

 

 لیتر( های مختلف )میکروگرم بر میلیها در غلظت: درصد مهاركنندگی رادیکالی عصاره6شکل 
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 بررسی سمیت سلولی

استفاده شد. نتایج حاصل از تیمار  MTTآزمون از  In vitroهای مختلف در سلولی عصارهجهت بررسی فعالیت سمیت

است. بر  نشان داده شده 7ساعت در شکل  72و  48، 24های ها در زمانهای مختلف از عصارهبا غلظت MCF-7های سلول

ورتیکه استاتی و متانولی است. درصهای اتیلهای سرطانی وابسته به غلظت عصارهمانی سلولاساس نتایج بدست آمده، درصد زنده

های هگزانی و كلروفرمی در مقایسه با كنترل )نمونه حاوی در مجاورت عصاره MCF-7های زنده رده سلولی درصد سلول

زنده، با  MCF-7های ها بیانگر این است كه درصد سلولداری نداشت. این یافتهو فاقد عصاره( اختلاف معنی MCF-7های سلول

ها جلوگیری كاهش داشته و از قابلیت پرولیفراسیون سلول C. unicolorو متانولی قارچ  استاتهای اتیلافزایش غلظت عصاره

دهنده وابستگی درصد است كه نشان داری كاهش یافتههای زنده به طور معنیشده است. همچنین، با گذشت زمان، میزان سلول

MCF-سلولی ها بر روی ردهعصاره 50ICت و متانول است. استاهای اتیلهای سرطانی به زمان تیماردهی با عصارهمانی سلولزنده

 <استاتیاتیل <های مورد مطالعه با توالی متانولیسلولی در بین عصارهمحاسبه گردید و بر اساس نتایج، سمیت 7

 دهد.هگزانی+كلروفرمی كاهش نشان می
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 C. unicolorهای مختلف قارچ  ( در اثر تیمار با عصارهMCF-7ینه )های سرطانی سمانی سلول: درصد زنده7شکل 

 مباحث

شود. بروز هر گونه آسیب در اندام بصورت ساپروفیت موجب پوسیدگی در تنه باقیمانده درختان می C. unicolorقارچ 

های قارچ در ایران جنگل گردد. دامنه انتشار ایندرختان خصوصا آسیب فیزیکی نظیر قطع درختان سبب ظهور این قارچ می



 
 

 149 الزهرا)س(/ دانشگاه پژوهشی - علمی مجله    

درخت بلوط و افرا تشخیص داده شد كه مطابق با  C. unicolorهیركانی، ارسباران و زاگرس است. در این مطالعه، میزبان قارچ 

 (.2014قبادنژاد،  ;1379این نتیجه در سایر مطالعات نیز این گونه از روی میزبان بلوط، افرا، راش و آزاد گزارش شده است )صابر، 

های قطبی و غیرقطبی قرار دارد و قابلیت استخراج طیف وسیعی از تركیبات را از لحاظ قطبیت، متانول مابین حلال

استاتی و متانولی( بر بازده استخراج كلرومتانی، اتیلهگزانی، دی-nدارد. در این پژوهش، تاثیر چهار حلال با قطبیت مختلف )

تواند یشترین بازده استخراج مربوط به متانول است. بنابراین، انتخاب مناسب حلال میمورد بررسی قرار گرفت و معلوم شد كه ب

 ها تاثیر بگذارد. های موجود در عصارهاكسیدانتبر بازده استخراج و غلظت آنتی

، لیپیدها هاها، كربوهیدراتهای بیولوژیکی از طریق واكنش با اسیدهای آمینه، پروتئینهای آزاد موجود در بافترادیکال

های تخریبی، كنند. بنابراین، پیشگیری از چنین واكنشعروقی ایجاد می-های قلبیها شده و بیماری، باعث تخریب سلولDNAو 

های آزاد وابسته نشان داد كه مهار رادیکال DPPH(. نتایج آزمون Nimse & Pal, 2015ها اهمیت بسیاری دارد )در سلامت انسان

یابد؛ به ها افزایش میاندازی رادیکالاستاتی==بوده و با افزایش غلظت آنها، فعالیت به داممتانول و اتیلهای به غلظت عصاره

ها، احتمال اهداء هیدروژن به های هیدروكسیل موجود در عصارههای بالاتر، به دلیل افزایش تعداد گروهعبارت دیگر، در غلظت

یابد. در نتیجه، شاید بتوان حدس زد كه ها افزایش مین قدرت مهاركنندگی عصارههای آزاد كاهش یافته و به دنبال آرادیکال

مربوط به تركیبات فنولی و فلاونوئیدی موجود در آن است و میزان  C. unicolorاكسیدانی عصاره متانولی قارچ خاصیت آنتی

 عصاره متانولی قارچ را توجیه نماید.  اكسیدانی موجود درتواند فعالیت آنتیفنول و فلاونوئید كل در این تحقیق می

سلولی سرطان سینه بررسی گردید. با مشاهده نتایج های مختلف قارچ بر ردهسلولی، اثر سمیت عصارهدر مطالعه كشت

های هگزانی و كلروفرمی و كمترین میزان آن مربوط به ، مربوط به عصاره50ICتوان گفت كه بیشترین میزان به دست آمده می

 .Cهای قارچ سلولی عصاره متانولی حاوی متابولیته متانولی است و این نتایج، اثر نسبی مهاركنندگی رشد و سمیتعصار

unicolor سلولی بر روی رودهMCF-7 داری سلولی نشان داد كه كاهش معنیدهد. از طرفی، نتایج آزمایش سمیترا نشان می

شود و با افزایش غلظت و زمان عصاره، استاتی و متانولی مشاهده میهای اتیلتیمار شده با عصاره MCF-7های در تعداد سلول

توانند اثر ها میتوان پیشنهاد كرد كه این عصارهیابد. بر طبق نتایج بدست آمده، میها به تدریج كاهش بیشتری میتعداد سلول

 گذارند. ها تاثیر میو زمان بر روند تکثیر سلولداشته و به صورت وابسته به غلظت  MCF-7های سرطانی سلولی بر سلولسمیت

های مختلف قارچ، از روش فولین سیوكالتو و جهت ارزیابی میزان كل تركیبات فنولی و فلاونوئیدی موجود در عصاره

ار این گیری تركیبات فنولی و فلاونوئیدی نشان داد كه بیشترین مقدسنجی استفاده شد. نتایج بدست آمده از اندازهروش رنگ

داری بین اند كه ارتباط معنیاستاتی است. مطالعات مختلف نشان دادههای متانولی و اتیلتركیبات به ترتیب مربوط به عصاره

 Tamuly et al., 2013; Li etها وجود دارد )اكسیدانی و ضدسرطانی با مقدار فنول و فلاونوئید موجود در عصارهخاصیت آنتی

al., 2018نولی موجود در عصاره متانولی قارچ (. تركیبات فC. unicolor كاهنده عمل كرده و با دادن ممکن است به عنوان عامل
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شدن زنجیره رادیکال الکترون، با تركیبات رادیکالی واكنش داده و آنها را به تركیبات پایدار تبدیل كنند كه در نهایت باعث خنثی

سلولی عصاره متانولی اكسیدانی و سمیتتوان انتظار داشت كه خاصیت آنتیبراین، می(. بناLeopoldini et al., 2004شود )آزاد می

استاتی شود پس از عصاره متانولی، عصاره اتیلمشاهده می 4و  3استاتی باشد. همچنین، همانطور كه در شکل بیشتر از عصاره اتیل

سلولی عصاره اكسیدانی و سمیتد دلیل افزایش خاصیت آنتیتواندارای بیشترین میزان تركیبات فنولی و فلاونوئیدی بود كه می

 كلرومتانی باشد.استاتی نسبت به دیاتیل

ها هستند كه های ثانویه موجود در موجودات زنده همچون گیاهان و قارچتركیبات فنولی گروه مهمی از متابولیت

رات ضدسرطانی تركیبات فنولی به طور عمده به دلیل اند. اثبدلیل داشتن خواص ضدسرطان توجه محققین را به خود جلب كرده

های سیگنال انکوژنیك كنترل كننده تکثیرسلولی، ، مهار كانالROSسلولی، مدلوسیون سطوح توانایی در ایجاد توقف در چرخه

 Frescoعی است )های طبیكننده تومور و افزایش تمایز و تغییر شکل در سلولهای سركوبآنژیوژنز و آپوپتوز، تقویت پروتئین

et al., 2010اكسیدان عمل های هیدروكسیل متصل به حلقه آروماتیك، بعنوان آنتی(. همچنین، این تركیبات بخاطر داشتن گروه

های آزاد و جلوگیری از تبدیل هیدروكسیدها به رادیکال آزاد كه عامل اساسی برای سازی رادیکالكرده و نقش مهمی در پاک

(. علاوه بر این، مکانیسم عمل تركیبات فنولی برای دارا بودن خاصیت Lin et al., 2016باشد را دارند )سان میایجاد سرطان در ان

های هیدروكسیل ها، سوپراكسیدها و رادیکالهای آزاد همچون پراكسیدهای چربی، آنیونآوری رادیکالاكسیدانی در اثر جمعآنتی

 (.Nimse & Pal, 2015است )

اسید، نشان داد كه بنزوئیك C. unicolor های قارچاسیدهای موجود در عصارهآنالیز فنولیك نتایج حاصل از

استاتی اسید، از اسیدهای فنولی موجود در عصاره متانولی و اتیلاسید و سینامیكاسید، گالیكاسید، پاراكوماریكپروتوكاتکوئیك

های هگزانی استاتی است. همچنین، عصارهتانولی بیشتر از عصاره اتیلبوده و مقدار این تركیبات در عصاره م C. unicolorقارچ 

شوند و به اسیدهای مذكور هستند.  این تركیبات شناخته شده معمولا در طبیعت به وفور یافت میكلرومتانی فاقد فنولیكو دی

(. بر اساس مطالعات انجام گرفته، Saibabu et al., 2015اند )دلیل خواص بیولوژیکی فراوان، توجه زیادی را به خود جلب كرده

دهیدروژناژ، كاهش پتانسیل های مختلفی همچون ایجاد آپوپتوز، افزایش فعالیت آنزیم لاكتاتاسید با مکانیسمپروتوكاتکوئیك

(. Yin et al., 2009; Kassi et al., 2014گردد )های سرطانی میسلولی در سلولباعث سمیت DNAغشای میتوكندری و تخریب 

 Jaganathanدهد )را كاهش می HT-29و  HCT-15های اسید بقای سلولهمچنین، بر اساس مطالعه انجام گرفته، پاراكوماریك

et al., 2013ها در مرحله های اكسیژن واكنشی و توقف سلولاسید با تولید گونه(. گالیكG2/Mهای سرطان ، مانع تکثیر سلول

كننده تومور، های سركوباسید با القای ژناسید و هم بنزوئیك(. علاوه بر آن، هم سینامیكShahrzad et al., 2001شود )می

(. بنابراین، احتمالا Shin et al., 2013گردد )های سرطانی میچرخه سلولی را متوقف كرده و از این طریق مانع تکثیر سلول
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اسید موجود در استاتی قارچ بدلیل وجود تركیبات فنولیكهای متانولی و اتیلسلولی عصارهاكسیدانی و سمیتخواص آنتی

 آنهاست.

های آزاد، محصولات فرعی اجتناب ناپذیر واكنش های اكسیداسیون و احیاء به طور اجمالی، از آنجائی كه رادیکال

آزاد مضر از بدن  هایتواند راهکاری برای حذف رادیکالها و تركیبات ضدسرطانی میاكسیدانهستند، لذا مصرف بیشتر آنتی

تر است. لذا، با توجه به نتایج بدست آمده از این تحقیق و تر و ایمنهای طبیعی، سالماكسیدانباشد. از طرفی، مصرف آنتی

، استفاده از این منبع طبیعی به عنوان جایگزین C. unicolorسلولی عصاره متانولی قارچ اكسیدانی و سمیتشناسایی خواص آنتی

 شود. ك پیشنهاد میمواد سنیتی

 سپاسگزاری
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Evaluation of morphological, phytochemical and biological activity of bracket fungi 

Cerrena unicolor collected from Arasbaran forests  

S. Mollaei1, M. Ebadi2* 

 

 

Abstract 1 

Bracket fungi are the most important macroscopic fungi that play a main role in the ecosystem. In this 

study, the morphological characters of Cerrena unicolor were evaluated and then, the effect of different solvents 

(n-Hexan, Dichloromethane, Ethyl acetate, and Methanol) on the extraction of phenolic compounds, antioxidant 

properties, and cytotoxic activities of the extracts were investigated. Total phenol and flavonoid content, phenolic 

acid analysis, antioxidant properties, and cytotoxic activities on MCF-7 cells were evaluated by spectrophotometry, 

HPLC, DPPH, and MTT methods, respectively. The obtained results showed the basidiocarp was semicircular and 

wavy, and the upper surface was covered with small white to grayish brown hairs. Basidia were 25 µm in length, 

calvate and including 4 sterigmata with ellipsoid basidiospores. The results also indicated that the Methanolic 

extract had the highest total phenol and flavonoid contents compared with other extracts. Moreover, Benzoic acid, 

Protocatechuic acid, Gallic acid, and Cinnamic acid were the main phenolic acids of the Methanolic and Ethyl 

acetate extracts. In addition, the Methanolic extract showed the highest antioxidant activity in inhibiting DPPH 

radicals, while the Methanolic and Ethyl acetate extracts indicated the highest cytotoxic activity on MCF-7 cells. 

Therefore the Methanolic extract due to phenolic compounds could be proposed as a new source of natural 

antioxidants with cytotoxic activity. 

 

Keywords: Antioxidant, Basidiocarp, Basidiomycetes, Cytotoxic activity, Phenolic compounds, 

Methanolic extract.  
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