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خا ق م      ا  وق   خ  م      ا     ن  

  
ون       از ل   ا   سال  ا   تاده ی      ش ا دی   خار ا   رشارم از  پاس و  تا  مام،   ود یار  ه         ش  ذر از   ح  ھای     ی ا   ره   م را      با    ه از     ی   از ز دگا   ای د

م ما   .  
ما   ن  پاس    ن   ود را  ثار      ی ی   ی ی  ز د  مام   ما   :  

ی،  در و ما از  کارم         رگ     ی و  ذ ت ی، دا راز . ا د  ل      را دارم     با  ی     م     ل    ی   و  د وده و   ت ی    م   واره  در  را  ش    ن از  و            
وده  ا م وق  ن   واره    رم       ما    پاس ذا    .  

ی ود وا ب   م    ی اسا ید دا  ما  ی  و  از   ش  دو تا  ن  و  جام ا  ی ا  م       ما  ی   ود د      و  دردا    .  ا یاری   
ود را از  ی   وارم  ا    پاس و  دردا  مای  ر  ر   ناب آ ی ا تاد را   ری د   رو    ل     ند و     ا  و   ی    ن آ  ش ا تاد  ن با ند،  س ز د  م و دا  ع  ه           از آن 

ما   ق با   ن      ف ا  ت  ی   ی ی   ما  غ و را   ود   ا یاری رسا د دی ی      ی ،شا  ه      .دارما از  
ول دورا   شان را     خار شا  د  ل    ی   ا   ر     م د   رکار خا  ل و   ی ا  رزا  ر ا       و و د   ی د   ع  ر یاز اسا ید   ا قدر  نابان د   ی   م،      و  دردا  ل دا   من         .  

و ول آزما ه    مدی     م ا تاد ا  کاری از  رکار خا  ن   خا       و    مدا ی   ش  وم   ع  ی دا ه  و  س  یک  ول آزما ه ژ   و د     م  یا  وژی و  رکار خا  و  غ شان، ت   یدر   ی  
ی ی   م     و  دردا    .  
ی کلا  ه  پایان از    م و    و  ول دوران کار نا ی ار د یاری  ۸۹و ۸۷ ی ورودی  ی   یار  پ      ود د،    نده   رم       .اس ذا

  
  

ریان یا        
ز    ۱۳۹۰پا  



  دانشگاه بوعلی سینا
 پايان نامه تحصيلي/مشخصات رساله

  : عنوان

 )L. Portulaca oleracea( اه خرفهيبر توليد متابوليت ثانويه نورآدرنالين در ريشه موئين گ ييايميش يمحرک ها ياثر برخ

  کیانا پیریان: سندهينام نو

  و پیريخسردکتر : راهنمااستاد 

 - :  استاد مشاور

 يوتکنولوژيب :يگروه آموزش يکشاورز: دانشكده

 ارشد يکارشناس:يليمقطع تحص تکنولوژيوبي: شيگرا مهندسي کشاورزي: يليرشته تحص

  ١٠٠:تعداد صفحات  ٢٢/٨/١٣٩٠:خ دفاعيتار ١٠/٨/١٣٨٩:  تاريخ تصويب

  : چکيده
برد و به منظور پيشگيري و درمان  يبخشي و اثرات درماني اين گياهان پ بشر با شناخت گياهان دارويي مختلف به شفا     

ياهي ترکيباتي هستند که از مواد گ هاي گياهي ياداروهاي توليد شده حاوي عصاره يک چهارمتقريبا . بيماري از آنها استفاده کرد
منبع عظيمي از ترکيبات شيميائي  توانند هان ميوليدات طبيعي گياتنولوژي،هاي بيوتکبا استفاده از پيشرفت .اندآمده به دست

راه حل مناسب جهت کشت بافت گياهان دارويي به عنوان يک . جديد با منشاء گياهي را براي کاربردهاي گوناگون فراهم کنند
توليد  منبع پايدار برايهاي موئين به عنوان يک اخيرا کشت ريشه. استهاي ثانويه با ارزش معرفي شدهتوليد متابوليت

بزرگترين مزيت کشت . شوندميهاي مويين با استفاده از آگروباکتريوم ريزوژنز توليد ريشه. است ها پيشنهاد شدهمتابوليت
اه خرفه يگ. هاي ثانويه دارند، توان بالايي در توليد متابوليتهاي مويين اين است که اغلب در مقايسه با گياهان مادريريشه
از  .کاربرد دارد يو عفون يعصب يهات در درمان شوکين متابوليا. ن استيهمچون نورآدرنال يه با ارزشيانوث يهاتيمتابول يدارا

هاي ثانويه و توسعه در نتيجه براي افزايش متابوليت ،کندهاي ثانويه کمي توليد ميدر حالت طبيعي متابوليت اهين گيآنجا که ا
هاي موئين در در اين تحقيق جهت ايجاد ريشه. ودتواند مثمر ثمر واقع شين مياز روش القاء ريشه موئاده درحد تجاري، استف

هاي مويين از استفاده گرديد که در نهايت منجر به توليد ريشه AR15834گياه خرفه از باکتري آگروباکتريوم ريزوژنز استرين 
ي مختلف آلودگي، مدت هم کشتي، غلظت هامدت زمانعوامل مختلفي از قبيل نوع ريزنمونه، سن گياهچه، . اين گياه شد

هاي مختلف از محيط کشت. ندبراي افزايش تراريختي گياه خرفه مورد بررسي قرار گرفت يمختلف باکتر يهاني، استريباکتر
محيط کشت  بعنوان MS۲/۱و محيط کشت  ندهاي موئين بررسي شدبمنظور رشد بهتر ريشه W و B5 ،MS، MS٢/١قبيل 

 هاي موئين توليد شده،جهت تأييد تراريختي ريشه. ها بخاطر توليد زي توده بيشتر انتخاب گرديدريشهمناسب براي رشد 
وجود باندهاي تشخيصي مربوط به تکثير  ،PCRنتيجه آناليز . انجام پذيرفت rolBاستفاده ازآغازگر اختصاصي ژن  با PCRآناليز

پس از ايجاد  .هاي مؤيين تأييد شدد و بدين ترتيب تراريختي ريشهداجفت بازي نشان ٧٨٠را با اندازه  rolBاختصاصي ژن 
نتاج . ارزيابي گرديد HPLCها با استفاده دستگاه هاي ثانويه در اين ريشهگياه خرفه، ميزان توليد متابوليتهاي موئين در ريشه

برابر افزايش  ۱۲گياه Non-HR) ( هاي طبيعيبه ريشه نسبت)   Aلاين (هاي موئيندر ريشه نيداد که ميزان نورآدرنالحاصل نشان
-ين در ريشهبمنظور افزايش توليد نورآدرنال. ن آنها اندازه گيري گرديديلاين ريشه موئين جداسازي و ميزان نورآدرنال ۴. داشت

هاي در غلظتعصاره مخمر  يستيسالسيليک و محرک زجازمونات و اسيدمتيل ييايميهاي شاز محرک) A لاين( هاي موئين
 يش را نسبت به شاهدبرابر افزا ۸ نيکرومول در توليد نورآدرناليم ۲۰۰جازمونات متيل مختلف استفاده گرديد و مشخص شد که

ن را يش نورآدرناليبرابر افزا ۵و  ۳ب يصاره مخمر به ترتعگرم يليم ۵۰۰و  ۲۵۰ يغلظت يمارهايز تينشان داد و ن )موليکروصفر م(
  .نشان دادند
  ، عصاره مخمرهاي موئين، خرفه، نورآدرنالين، متيل جازمونات، اسيد ساليسليکآگروباکتريوم ريزوژنز، ريشه : يديکلمات کل
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  ه          مقدم
شوند به طوري که  مي محسوب درماني مهمترين منابع از گياهان است كه سال هزاران

در گذشته  ).١٣٨٧ ،حسنلو(ها، استفاده از گياهان داروئي نيز آغاز شدهمزمان با پيدايش انسان
ان منبع اصلي مواد شفا بخش، به طور وسيعي توسط مردم مورد استفاده گياهان داروئي به عنو

با مطالعه در تمدن اقوام قديمي به مصرف گياهان داروئي به عنوان دارو، سم، مواد . گرفتقرار
خوريم، تا آنکه پس از به بازار آمدن داروهاي شيميايي، استفاده از مواد کننده و رنگ برميپاک

در نيم قرن گذشته استفاده از  ).١٣٨٤اميد بيگي، (ر چشمگيري کاهش يافت طبيعي مذکور به طو
داروهاي شيميايي و سنتزي به شدت رواج يافت ولي به سرعت آثار زيان بار آنها بر زندگي 

گرايش عمومي جامعه به استفاده از داروها  .سبب گرايش مجدد به گياهان دارويي گرديد هاانسان
هاي اخير روبه افزايش در طي سال طبيعي به ويژه هاي فرآوردهطور كلي  و درمانهاي گياهي و به

به ). ۱۳۷۹اميد بيگي، ( است جانبي داروهاي شيميايي عوارضبوده و مهمترين علل آن، اثبات 
نام قرن بازگشت به طبيعت و قرن استفاده از ه ايي که بزرگان علم داورسازي، قرن بيستم را بگونه

 كه نموده اعلام جهاني بهداشت سازمان امروزه،).١٣٧٦اميد بيگي، (اندنهاده داروهاي گياهي نام
مي  استفاده درمان براي دارويي گياهان از سنتي طب در هنوز دنيا مردم از درصد ٨٠ از بيش
 چهارم يك تقريباً .باشند مي نيز جديد هاي درمان از بسياري منبع چنين هم گياهان .نمايند

 دست به گياهي مواد از كه هستند تركيباتي يا گياهي هاي عصاره حاوي شده توليد داروهاي
  ).  ١٣٨٧ ،حسنلو(اند شده سازي مدل گياهي تركيبات اساس بر يا اند آمده

هاي ها است که براي توليد، تغيير و اصلاح فراوردهاي از متون و روشبيوتکنولوژي مجموعه
هاي هاي ويژه، از ارگانيسمها براي کاربردانيسمبه نژادي گياهان و جانوران و توليد ميکرواورگ

هاي بيوتکنولوژي راهگشاي تحقيقات جديد براي درک ابزارها و تکنيک. کندزنده استفاده مي
هاي پراهميتي براي به طورکلي بيوتکنولوژي جاذبه. باشدهاي سالم ميچگونگي عملکرد بدن

پايه مولکولي سلامت و بيماري منجر به  شناخت. تشخيص، درمان و جلوگيري از بيماري دارد
در حفظ سلامت انسان، . شودها ميهاي جديد براي درمان و جلوگيري از بيماريپيشرفت روش

هاي تشخيص بر پايه بيوتکنولوژي، امکان تشخيص سريع و با بيوتکنولوژي و توليدات آن در روش
، بيوتکنولوژي و بيوتکنولوژي گياهان در علوم پزشکي و دارويي. کنندفراهم مي حساسيت بالا را
هاي زيادي از جمله توليد داروها، بيوداروها، تشخيص، ژن درماني و مهندسي بافت دارويي کاربرد

  ).١٣٨٧گنجعلي، (و غيره دارند 
هاي ثانويه گياهي، تركيباتي آلي هستند كه مستقيما در رشد، نمو يا توليد مثل گياه متابوليت

كه ، ين تركيبات داراي ساختار شيميايي پيچيده تري نسبت به متابوليت هاي اوليها. باشندنميدخيل 
، )....و مورفين، كدئين، آتروپين(آلكالوئيدها. باشندمي ،اندضروري هابراي بقاء زندگي سلول
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هاي سلول. ترين اين تركيبات هستنداز جمله مهم هاو تانن نوئيدها، فلاوونوئيدها، رنگيزه هاپتر
مواد مؤثره توليد شده توسط گياهان  .دكننها را توليد ميهي مقادير متنوعي از اين فرآوردهگيا

داروئي نقش مهمي را در صنايع داروسازي، آرايشي، عطرسازي، رنگرزي و صنعت طعم دار 
 شوند و معمولاً درگياهاناکثر اين ترکيبات از طريق متابوليسم ثانويه توليد مي. کنندکردن بازي مي

  ).۲۰۰۲و همکاران،  ١کيم( شوند به مقادير کم توليد مي
 زمان مدت و بوده آهسته ثانويه هاي متابوليت توليد سرعت طبيعت در نكه آ به توجه با
 كه رسد مي نظر به ضروري و نبوده اقتصادي توليد ميزان بنابراين است، لازم براي توليد طولاني
 طور به گياهي فنون بيوتکنولوژي از مواد دارويي، و ثانويه هاي متابوليت انبوه و سريع توليد براي
هاي مختلف انتقال ژن، توان از طريق کشت بافت و تکنيکدر اين بخش مي. شود استفاده بهينه

هاي مهم را به گياهان هدف انتقال داد، تا اين ژن پس از فعال شدن در گياه مورد نظر، برخي ژن
-هاي مويين مييکي از اهداف مورد نظر، انتقال ژن مولد ريشه. اي را سبب گرددبروز صفت ويژه

باشد، زيرا با توليد و چنين تحقيقاتي در مورد گياهان دارويي از اهميت زيادي برخوردار مي. باشد
توان همه گياهان دارويي با ارزش را حفظ نمود و باززايي کرد و هم هاي مويين ميکشت ريشه

 شوند را افزايش دادهاي ثانويه که به طور طبيعي کم توليد ميمتابوليتتوان سطح توليد برخي مي
 .شود نمي توليد اوليه گياه در كه مي كنند توليد هايي متابوليت ايجاد شده، هايسلول حتي يا و

هاي ثانويه ناشي شده از آن ازجمله گياهان دارويي مهم بوده و متابوليت خرفه يکي ازگياه 
هاي ثانويه بصورت طبيعي در گياهان متابوليت. باشندظر دارويي، بسيار ارزشمند مياز ن نورادرنالين

کند که با بکار بردن شوند، اين مساله اين ضرورت راايجاب ميمادري به مقدار بسيار کم توليد مي
هاي بيوتکنولوژي بتوان مقدار مواد موثره موجود در آنها را به مقدار قابل قبولي افزايش تکنيک
هاي ثانويه در گياه خرفه، تکنيک ريشه موئين که در اين راستا براي غلبه بر توليد کم متابوليت. داد

  .هاي شيميايي در ريشه مويين اين گياه مورد بررسي قرار گرفتو استفاده از محرک

                                                
1- kim 
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  منابع يبررس -۱
  گياهان دارويي -۱-۱
  مقدمه - ١-١- ١

با توسعه صنايع داروئي در . شد آغاز نيز دارويي گياهان از فادهاست ها، انسان پيدايش با همزمان
اوايل قرن بيستم داروهاي گياهي تا حد زيادي اعتبار و ارزش خود را نسبت به داروهاي جديد 
صناعي در بين اطبا از دست دادند که احتمالا به علت اطلاعات اندک درباره داروهاي گياهي مي 

ر اقبال دوباره اي براي مصرف داروها و فراورده هاي گياهي طبيعي با اينحال در دهه اخي. باشد
  ).۱۳۷۹زاده، آخوند(بوجود آمده است 

 در آنها كه سنتز هستند اي پيچيده ساختمان داراي گياه در موجود شيميايي تركيبات از برخي
 ١٩ قرن اوايل و ١٨ قرن در .است پذير امكان زياد هزينه و زمان صرف يا با غيرممكن يا آزمايشگاه
 گياهان در موجود شيميايي تركيبات و شناسايي سازي خالص در توجهي قابل پيشرفت محققان
و همکاران،  ١مورنو(كردند عرضه مصرف براي دارويي هاي صورت فرآورده به را موادي و داشته
۲۰۰۳.(   

افزايش است و  گرايش به استفاده از گياهان دارويي براي توليد دارو در اکثر کشورها در حال
کند که با دارا بودن شرايط آب و هوايي و برخورداري از کشور ايران نيز از اين قاعده پيروي مي

هاي موجود در اين گياهان تواند در اين زمينه پيشرو باشد و از پتانسيلمنابع عظيم گياهان دارويي مي
ندان دور از منابع ژنتيکي علاوه بر هاي نه چبهره برداري غير صحيح و بي رويه در گذشته. بهره برد

. اينکه ميزان توليد سنتي را پايين آورده، باعث حرکت به سمت انقراض اين منابع هم گرديده است
هاي بيوتکنولوژيکي هم براي شوند اما روشهاي سنتي توليد ميبا اين که گياهان دارويي به روش

ر آمد و مفيد جهت توليد اين گونه گياهان تکثير گياهان دارويي ابداع شده است که يک روش کا
ها در جهت توليد گياهان دارويي و توليد باشد و امروزه شاهد استفاده وسيع و گسترده اين روشمي

  .)۲۰۰۱،  ٢روتس(باشيم هاي ثانويه در آنها ميمتابوليت
  
  تاريخچه ۱-۲- ۱

 دارويي از گياهان استفاده تاريخ طول و در نيست مشخص دقيق طور به دارويي گياهان تاريخچه
 از كه هستند اقوامي از اولين ها چيني و ها مصري  .است بوده همراه خاصي آداب و خرافات با

  .كردند مي استفاده عنوان دارو به گياهان از مسيح ميلاد از پيش سال ٢٧٠٠ حدود

                                                
1 .Moreno 
2 .Rotes 
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 اول قرن در٢ريدديوسكو . است گياه با درمان مكتب بنيانگذار ارسطو شاگردان از يكي ١تئوفراست
 بسياري منشأ اثر اين كه آوري نمود جمع گياه ٦٠٠ دارويي خواص بر مشتمل را اي مجموعه ميلادي
 زكرياي محمد و سينا بوعلي ميلادي دهم تا هشتم هاي قرن در .گرديد بعد قرون در مطالعات از

 ١٤٠٠ از يشب ياتخصوص بيطار ابن سيزدهم قرن در و شدند گياه با درمان توسعه دانش سبب رازي
 جايگزين بسياري سرعت به شيميايي داروهاي نوزدهم قرن در و نموده آوري گرد كتابي در گياه را
 سبب شيميايي مضر داروهاي و جانبي عوارض بيستم قرن اواخر در سپس .گرديد گياهي داروهاي
 تا .ناميدند دارويي نگياها رنسانس را دوره طوريكه اين به شد دارويي گياهان به دانشمندان رويكرد
 تا گرفتند مي قرار مصرف مورد ابتدايي بسيار شكل به دارويي گياهان نوزدهم قرن
  . گرديد آغاز نوزدهم قرن از گياهي، مؤثر مواد استخراج اينكه
 تفكر اين وجودآمدن به باعث كه داشت چشمگيري پيشرفت شيمي علم صنعتي، انقلاب با همزمان
 دارويي مواد خصوص به تركيبات شيميايي سنتز طريق از توان مي هك شد علمي هاي محيط در

 بيستم قرن در شيميايي داروهاي توليد همين دليل به .كرد حل را ها بيماري درمان و دارو مشكل
 شدن مواجه از پس .شدند سپرده فراموشي دست به داروهاي گياهي و كرد پيدا افزوني روز سرعت

 شده ايجاد شيميايي مواد كارخانجات توليد توسط كه خاك و هوا و آب آلودگي نظير مشكلاتي با
 از استفاده فكر به شوند،مي ظاهر نسل چند پس از "بعضا كه شيميايي داروهاي جانبي عوارض و بوده
 داروهاي مصرف صنعتي كشورهاي در طوريكه به مخرب افتادند غير هايفناوري طبيعي مواد
  ).۱۳۸۷، انمهريک (درصد گذشت ٧ مرز از گياهي

 
  داروئي  انتعريف گياه ٣- ١- ١

تـا مـوقعي كـه     شـود و گياه تازه و زنده که داراي مواد داروئي است به نام گياه مادر شـناخته مـي  
به محصولي از معمولاً  .گيرندها انجام نگيرد، مورد استفاده قرار نمييكسري عمليات خاص روي آن

تأثير فعال زيستي و فيزيولوژيکي بر پيکـر موجـود زنـده     بطوري که ،باشد٣گياه که حاوي ماده مؤثره
امـا امـروزه بـه عصـاره يـا اسانسـي کـه از گياهـان         . شوداطلاق مي" هاي گياهيدارو"بر جاي بگذارد 

هـاي ترکيبـي اسـتفاده    شوند يا در ساختن داروشوند و به عنوان دارو مصرف مياستخراج مي داروئي
  .)۱۳۷۶زمان، ( يندگوشوند نيز داروي گياهي ميمي

  :باشندبه طور کلي گياهان دارويي داراي خصوصيات تعريف شده زير مي
در پيکره اين گياهان مواد خاصي ساخته و ذخيره مي شود به نام مواد مؤثره که اين مواد تاثير  -۱

هاي مواد فعال مذکور در طي يک سلسله فرايند. گذارندفيزيولوژيکي بر پيکر موجود زنده بر جا مي
                                                
1. Teoferast 
2. Divsekoride                                                                                                                                                      
3. Effective metabolite 
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شوند و به ويژه و پيچيده بيوشيميايي، به مقدار بسيار کم، معمولا کمتر از وزن خشک گياه ساخته مي
 .نيز معروفند ١هاي ثانويهمتابوليت

کاشت، داشت و برداشت گياهان دارويي، صرفا به خاطر استفاده از مواد موثره آنها صورت مي -۲
  .گيرد
ها، گل و غيره حاوي مواد موثره مورد نظر قه، برگممکن است اندام خاصي چون ريشه، سا -۳

  .هاي گياه مربوط را منبع ماده دارويي مورد نظر دانستاز اين رو، نمي توان تمام اندام. باشد 
گياهان دارويي حاوي مواد مؤثره، در مقايسه با عموم گياهان مورد عمل در کشاورزي چون  -۴

  . مورد استفاده انسانند، در موارد خاصي قابل استفاده اند ها که به طور عام و روزمرهغلات و سبزي
هاي مختلفي به عمل مي آيد و اين گياهان به سه گروه از گياهان حاوي مواد مؤثر استفاده" اساسا

 .طبقه بندي مي شوند ٣و گياهان عطري ٢ايگياهان دارويي، گياهان ادويه: اصلي شامل
ود در اين گياهان به صورت مستقيم يا غير مستقيم اثر درماني مواد مؤثره موج: گياهان دارويي) الف

  .دارد و به عنوان دارو مورد استفاده قرار مي گيرند
كنسرو (از مواد مؤثره فعال موجود در اين دسته از گياهان، در صنايع غذايي : ايگياهان ادويه) ب

  .نها استفاده مي شودبه منظور بهبود در رنگ، طعم و مزه آ) سازي، نوشابه سازي و غيره
هاي خاصي در اين گياهان حاوي اسانس اند و اسانس از راه تقطير با بخار اندام: گياهان عطري) ج

  ).۱۳۷۶اميد بيگي، ( آب، از اندام استخراج مي شود
 

  اهميت گياهان دارويي  - ٤-١- ١
وجود و  ٤هداشتياز شرايط لازم براي توفيق در معالجه بيماري ها و مراقبت هاي اوليه ب يکي

هاي و چه به شکل فرآورده ٥گياهان چه به صورت طب سنتي. مصرف داروهاي مناسب است
لذا همين مساله موجب شده است که سازمان . انديکي از منابع عمومي تهيه داروها بوده ٦خالص

زيرا اين ها را ارايه دهد، هاي آنبهداشت جهاني، فهرست جامعي از گياهان دارويي موجود و عصاره
 ،رجحان(قبيل داروها مي توانند حتي جانشين بعضي فرآورده هاي دارويي بسيار موثر و مهم گردند

١٣٨٢.(  
تهيه برخي از مواد مؤثره فعال كه در صنايع دارويي اهميت بسياري دارند، به طور مصنوعي امكان 

اين دسته از مواد يا به . تندهس پذير نيست و تنها به صورت طبيعي از گياهان مورد نظر قابل استخراج

                                                
1. Secondary metabolite 
2. Spice plants. 
3. Aromatic plants 
4. primery health cure                                                                                                                                                 
5.Traditional use                                                                                                                                                      
6. Pure active principles                                                                                                                                           
 


