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  تشكر و قدرداني
ل كه به لطف لايزال الهي، مراحل انجام اين پژوهش به پايان رسيده است بر خود لازم مي دانم كه از حا

كه هدايت اين پايان نامه را بر عهده داشتند و  فائزه قناتيدكتر سركار خانم زحمات استاد گرامي، 
  .راهنمايي هاي ارزنده اي براي حل مشكلات علمي و عملي اينجانب ارائه دادند تشكر و قدرداني نمايم

 مدت كه مشاوره اين پايان نامه را به عهده داشتند و دربهمنش  مهرداد دكتر آقاي جناب از همچنين

 .را دارم تقدير و تشكر كمال دادند ياري مرا شان دريغ بي هاي راهنمايي با تحقيق اين انجام

جناب منيژه مختاري،  دكتر سركار خانممنصور شريعتي،  دكتر جناب آقاي داوران، هيات اعضاي از
 پايان اين داوري و مطالعه كه زحمتدكتر پرويز عبدالمالكي  جناب آقايدكتر مظفر شريفي و  آقاي

 .كنم مي تشكر صميمانه داشتند برعهده را نامه

، اصالو پور كاظم دكتر آقاي جناب ،كمر زرين دكتر سركار خانم اساتيد گروه علوم گياهي از همچنين
 مي سپاسگزاري هايشان راهنمايي خاطر به مايوان دكتر زارع آقاي جناب ودكتر شريفي  جناب آقاي

  .كنم
 خانمسركار  و گياهي علوم آزمايشگاهمحترم  مسئولين ،فدائي سركار خانمو  شاد خرمي خانم سركار از

 .دارم را تشكر كمال مسئول آزمايشگاه بيوشيمي زرندي

 خانم هاو  ، غلامي و مرادي پينونديآقايي ،يوسف زاديآقايان م خوب از مساعدت هاي دوستان
تحصيلي، رجب بيگي، رحمتي، رامك، فخاري،  ،قنادنيا، دهجي پوراحمديان،  ،اسماعيل زاده

بسيار جمشيدي  ورئوف فرد، يوسف زاده، خاتمي، احمدياني، ناهيديان، پايز، صفري، خانپور 
  .دارمو سربلندي سپاسگزارم و براي همه آرزوي توفيق 

و در حل  دادهياري فداكارانه كه در تمامي مراحل مرا  همسر عزيزمبه ويژه  از خانوادة صبور و خوبم
  . صميمانه تشكر و سپاسگزاري مي كنم ندمشكلاتم كوشيد
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  چكيده
 در ميان گياهان گلدار گياه فندق اخيراً گزارش شده است كه داراي پتانسيل توليد داروي ضد سرطان تاكسول

دست ورزي محيطهاي كشت سلولي با اليسيتورها يكي از استراتژيهاي مهم جهت القاي متابوليسم ثانويه . ميباشد

اثر بدين منظور با بهينه سازي شرايط، كشت سلولي فندق راه اندازي شد و . و توليد متابوليتهاي ارزشمند ميباشد

 ايستا و ميدان مغناطيسي مواج فراصوتحركهاي او اسيد ساليسيليك و همچنين م جاسموناتاليسيتورهاي متيل 

روي رشد، برخي از پارامترهاي فيزيولوژيك و توليد در محيط كشت ساده و دو فازي به صورت انفرادي و توأم 

بر اساس منحني  .بررسي گرديد PALو  DXR ،HMGRو همچنين اثر برخي از آنها روي بيان ژنهاي  تاكسول

نتايج نشان داد كه اليسيتورهاي متيل . زمان مناسب براي تيمارها انتخاب گرديدرشد روز هشتم پس از واكشت 

جاسمونات و اسيدساليسيليك با افزايش غلظت و با گذشت زمان، ضمن كاهش رشد و درصد زنده بودن، پاسخهاي 

 2دقيقه،  3(اصوت امواج فر. دفاعي سلولها را القا نموده و منجر به توليد بيشتر تركيبات فنلي و تاكسول گرديدند

نيز اثراتي شبيه اليسيتورها داشته و  ))v/v% (10(و دي بوتيل فتالات ) ميلي تسلا 30(، ميدان مغناطيسي )بار

متيل . تاكسول را تحريك كردند ضمن القاي استرس اكسيداتيو و افزايش فعاليت سيستم آنتي اكسيداني، توليد

ميلي گرم در ليتر، بيشترين تاثير را در  50و  µM 100هاي غلظتبا و اسيد ساليسيليك به ترتيب  جاسمونات

در مقايسه بين . توليد تاكسول داشتند، بنابراين در تيمارهاي تركيبي از آنها همراه با ديگر عوامل استفاده گرديد

 1/220تر يا ميليگرم در لي 5/2تيمارهاي انفرادي، بيشترين عملكرد تاكسول تحت تاثير دي بوتيل فتالات با مقدار 

در حالت تيمار تركيبي دو تايي اليسيتورها با عوامل ديگر، برهم كنش . ميكروگرم در گرم وزن خشك بدست آمد

در محيط دو فازي، فراصوت و اسيد . متيل جاسمونات با ميدان مغناطيسي و فراصوت بر توليد تاكسول قويتر بود

و در مقايسه با كشتهاي شاهد به  تاكسول افزايش دادندساليسيليك اثر دي بوتيل فتالات را در خصوص توليد 

درصد آزادسازي و عملكرد ويژه  ،بيشترين توليد تاكسول. برابر توليد تاكسول را افزايش دادند 8/41، 46ترتيب 

 درصد و 4/98 ميليگرم در ليتر، 3/3 تحت اثر كاربرد توام دي بوتيل فتالات و مافوق صوت به ترتيب به مقدار

تايي هم تفاوت قابل توجهي در  3تيمارهاي تركيبي  .مشاهده گرديدميكروگرم بر گرم وزن خشك  31/264



 ب 
 

ميكروگرم در گرم  5/319بيشترين تاثير را با مقدار  DBP+SA+USخصوص توليد تاكسول نشان دادند و تيمار 

آنها به صورت متفاوتي ، اثر آنها را بسته به ماهيت USبا اليسيتورها و  DBPكاربرد توام  .وزن خشك داشت

در حالت تركيبي، ضمن تحت تاثير قرار دادن اثر ديگر عوامل، تاثير بسزايي مخصوصاً در  DBP. افزايش داد

    .افزايش آزاد سازي تاكسول داشت

در آزمايشات وابسته به زمان به صورت معني داري تحت اثر متيل جاسمونات و اسيد   DXRبيان ژن

تحت تاثير اسيد ساليسيليك نسبت به متيل جاسمونات قويتر القا گرديد و  DXRبيان . ساليسيليك افزايش يافت

با عث افزايش معني دار ميدان مغناطيسي و تيمار تركيبي آن با اليسيتورها هم . الگوي تغييرات آن نيز متفاوت بود

در سلولهاي تيمار شده با اليسيتورها و ميدان مغناطيسي  HMGRبيان ژن . نسبت به شاهد گرديد DXRبيان 

به شدت تحت اثر متيل جاسمونات و اسيد ساليسيليك القا PAL بيان . تحت تاثير قرار نگرفت و كلاً القاء نگرديد

. اسيد ساليسيليك كاملاً در مقايسه با متيل جاسمونات متفاوت بود الگوي بيان اين ژن تحت تاثيراما . گرديد

را  PALميدان مغناطيسي نيز به همراه متيل جاسمونات و اسيد ساليسيليك در تيمار تركيبي بيشترين بيان 

و  DXRبيان  بين زمان بيشينه. سبب شد اما ميدان به تنهايي اثر معني داري روي آن  در مقايسه با شاهد نداشت

افزايش توليد تاكسول توسط  .تجمع تاكسول با توجه به روند تغييرات صورت گرفته هماهنگي مشاهده گرديد

اليسيتورها و بكارگيري تلفيقي آنها احتمالاً در اثر القاي پارامترهاي مختلف پاسخهاي دفاعي نظير انفجار 

و همچنين تغيير الگوي بيان  PAL و بيان و افزايش فعاليت ها، پراكسيداسيون ليپيد) H2O2توليد(اكسيداتيو 

با توجه به  .مربوط به بيوسنتز مسيرهاي ترپنوييدي و فنيل پروپانوييدي ميباشد HMGRو  DXR  ژنهاي كليدي

 )موالونات( و سيتوسلي )MEP( كه به ترتيب در مسيرهاي پلاستي HMGRو  DXRمقايسه بيان ژنهاي كليدي 

بنظر و براي اولين بار در اين تحقيق گزارش ميگردد، بيوسنتز پيش سازهاي ترپنوييدها ايفاي نقش ميكنند 

   .نقش اصلي را در بيوسنتز تاكسول بعهده دارد MEPمسير  ،ميرسد در سلولهاي فندق

  

فراصوت، ميدان  ، كشت سلولي، تاكسول، اليسيتور، ).Corylus avellana L(فندق : كلمات كليدي

  بيان ژن مغناطيسي، استخراج درجا،
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و تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي ) ميليگرم در ليتر SA ،50(اسيد ساليسيليك 

  102  .....................................................................................................................................................................................فندق
در پايان دوره  MDAو  H2O2و توليد ) شكل بالا(در طول زمان  H2O2در مقدار توليد  تغيير 34-3 شكل

 MJ ،100(، اليسيتورهاي متيل جاسمونات )US(اثر امواج فراصوت تحت ) شكل پايين(كشت 
و تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي ) ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار

  104  .....................................................................................................................................................................................فندق
، اليسيتورهاي متيل )US(اثر امواج فراصوت تحت در محتوي پروتئين سلولي  تغيير 35-3 شكل

و تيمار تركيبي آنها در ) ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(جاسمونات 
  106 ..............................................................................................................................................................كشت سلولي فندق

و در انتهاي دوره كشت ) شكل بالا(سلولي در طول زمانمحيط كشت  pHات در مقدار تغيير 36-3 شكل
، اسيد )ميكرومولار MJ ،100(، اليسيتورهاي متيل جاسمونات )US(اثر امواج فراصوت تحت ) شكل پائين(

  107  .........................................و تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق) ميليگرم در ليتر SA ،50(ساليسيليك 
، اليسيتورهاي متيل جاسمونات )US(اثر امواج فراصوت تحت  PALات در فعاليت آنزيم تغيير 37-3 شكل

)MJ ،100 (، اسيد ساليسيليك )ميكرومولارSA ،50 و تيمار تركيبي آنها در كشت ) ميليگرم در ليتر
  
  



 ل 
 

  109  .......................................................................................................................................................................سلولي فندق
جاسمونات ، اليسيتورهاي متيل )US(اثر امواج فراصوت تحت  PPOات در فعاليت آنزيم تغيير 38-3 شكل

)MJ ،100 (، اسيد ساليسيليك )ميكرومولارSA ،50 و تيمار تركيبي آنها در كشت ) ميليگرم در ليتر
  .........................................................................................................................................................................ندقف سلولي

  
  
110  

، اليسيتورهاي متيل جاسمونات )US(اثر امواج فراصوت تحت در مقدار تركيبات فنلي  تغيير 39-3 شكل
)MJ ،100 (، اسيد ساليسيليك )ميكرومولارSA ،50 و تيمار تركيبي آنها در كشت ) ميليگرم در ليتر

  112  .......................................................................................................................................................................سلولي فندق
متيل ، اليسيتورهاي )US(اثر امواج فراصوت تحت در مقدار تركيبات فلاونوييدي  تغيير 40-3 شكل

و تيمار تركيبي آنها در ) ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(جاسمونات 
  113  ............................................................................................................................................................كشت سلولي فندق

، اليسيتورهاي متيل )US(اثر امواج فراصوت تحت ) PO(در فعاليت آنزيم پراكسيداز  تغيير 41-3 شكل
و تيمار تركيبي آنها در ) ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(جاسمونات 

  114  ...........................................................................................................................................................كشت سلولي فندق
اثر امواج فراصوت تحت ) برون سلولي، درون سلولي و كل(در مقدار توليد تاكسول  تغيير 42-3 شكل

)US( ، اليسيتورهاي متيل جاسمونات)MJ ،100 (، اسيد ساليسيليك )ميكرومولارSA ،50  ميليگرم در
  116  ........................................................................................................و تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق) ليتر

، )US(اثر امواج فراصوت تحت د سازي تاكسول و عملكرد ويژه سلولي در آزا تغيير 43-3 شكل
و ) ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(اليسيتورهاي متيل جاسمونات 

  118  ......................................................................................................................تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق
  119  .....................................اثر دي بوتيل فتالات در كشت سلولي فندقتحت در توليد ذيتوده  تغيير 44-3 شكل
 ، اليسيتورهاي%)DBP ،10(اثر دي بوتيل فتالات تحت در رشد و زنده بودن سلولي  تغيير 45-3 شكل

، امواج فراصوت )ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(متيل جاسمونات 
)US (121  ......................................................................................................و تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق  

، DBP(اثر دي بوتيل فتالات تحت و پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي  H2O2در توليد  تغيير 46-3 شكل
ميليگرم در  SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(، اليسيتورهاي متيل جاسمونات %)10
  122  ...............................................................و تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق) US(، امواج فراصوت )ليتر

، اليسيتورهاي متيل %)DBP ،10(اثر دي بوتيل فتالات تحت در محتوي پروتئين  تغيير 47-3 شكل
و ) US(، امواج فراصوت )ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(جاسمونات 

  124  ....................................................................................................................تركيبي آنها در كشت سلولي فندقتيمار 
، اليسيتورهاي متيل %)DBP ،10(اثر دي بوتيل فتالات تحت  PALدر فعاليت آنزيم  تغيير 48-3 شكل

و ) US(، امواج فراصوت )ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(جاسمونات 
  125  .....................................................................................................................تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق

، اليسيتورهاي متيل %)DBP ،10(اثر دي بوتيل فتالات تحت  PPOدر فعاليت آنزيم  تغيير 49-3 شكل
و ) US(، امواج فراصوت )ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(جاسمونات 

  ....................................................................................................................تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق
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، اليسيتورهاي متيل جاسمونات %)DBP ،10(اثر دي بوتيل فتالات تحت  pHدر مقدار  تغيير 50-3 شكل
)MJ ،100 (، اسيد ساليسيليك )ميكرومولارSA ،50 (، امواج فراصوت )ميليگرم در ليترUS ( و تيمار

  127  ................................................................................................................................تركيبي آنها در كشت سلولي فندق
، %)DBP ،10(اثر دي بوتيل فتالات تحت ) PO(در فعاليت آنزيم پركسيداز  تغيير 51-3 شكل

، )ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(اليسيتورهاي متيل جاسمونات 
  129  ..........................................................................و تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق) US(امواج فراصوت 

اثر دي بوتيل  تحت) پائين(و درون سلولي ) بالا(در مقدار توليد تاكسول برون سلولي  تغيير 52-3 شكل
 SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(، اليسيتورهاي متيل جاسمونات %)DBP ،10(فتالات 

  130  ...........................................فندقو تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي ) US(، امواج فراصوت )ميليگرم در ليتر
، اليسيتورهاي %)DBP ،10(اثر دي بوتيل فتالات  در مقدار توليد تاكسول كل تحت تغيير 53-3 شكل

، امواج فراصوت )ميليگرم در ليتر SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(متيل جاسمونات 
)US ( 133  ......................................................................................................در كشت سلولي فندقو تيمار تركيبي آنها  

، DBP(اثر دي بوتيل فتالات  در مقدار آزاد سازي تاكسول و عملكرد ويژه سلولي تحت تغيير 54-3 شكل
ميليگرم در  SA ،50(، اسيد ساليسيليك )ميكرومولار MJ ،100(، اليسيتورهاي متيل جاسمونات %)10
  134  ...............................................................و تيمار تركيبي آنها در كشت سلولي فندق) US(، امواج فراصوت )ليتر

مربوط به سلولهاي  cDNDو هم غلظت سازي  )RNA )A  طرح الكتروفورز براي تست كيفيت 55-3شكل
  C.(..................................................  136(و آزمايش وابسته به زمان ) B(تيمار شده با ميدان مغناطيسي و اليسيتور 

در ) µM100(در سلولهاي شاهد و تيمار شده با متيل جاسمونات  DXR بيان ژن نيم رخ 56-3شكل 
  138  .............................................................................................................................................................كشت سلولي فندق

در ) µM100(در سلولهاي شاهد و تيمار شده با متيل جاسمونات  HMGR بيان ژن نيم رخ 57-3شكل 
  139  ...........................................................................................................................................................كشت سلولي فندق

در ) µM100(در سلولهاي شاهد و تيمار شده با متيل جاسمونات  PAL بيان ژن نيم رخ 58-3كل ش
  140  ............................................................................................................................................................فندقكشت سلولي 

در ) mg/L50(در سلولهاي شاهد و تيمار شده با اسيد ساليسيليك  DXR بيان ژن نيم رخ 59-3كل ش
  141 ..............................................................................................................................................................سلولي فندقكشت 

در ) mg/L50(در سلولهاي شاهد و تيمار شده با اسيد ساليسيليك  HMGR بيان ژن نيم رخ 60-3كل ش
  142  .............................................................................................................................................................كشت سلولي فندق

در ) mg/L50(در سلولهاي شاهد و تيمار شده با اسيد ساليسيليك  PAL بيان ژن نيم رخ 61-3كل ش
  144 ..............................................................................................................................................................كشت سلولي فندق

در سلولهاي شاهد و تيمار شده با متيل جاسمونات  PAL و DXRهاي ان ژنبيتغييرات  62-3كل ش
)µM100( ميدان مغناطيسي ايستا ،) mT30SMF,  ( و تيمار توام آنها)SMF+MJ ( در كشت سلولي

  146 .......................................................................................................................................................................................فندق
  در سلولهاي شاهد و تيمار شده با اسيد ساليسيليك PAL و DXRهاي بيان ژنتغييرات  63-3كل ش
) mg/L50( ميدان مغناطيسي ايستا ،) mT30SMF,  ( و تيمار توام آنها)SMF+SA ( در كشت سلولي

  ......................................................................................................................................................................................فندق
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عصاره ) بالا. فندق و استاندارد تاكسول يعصاره سلول HPLCمربوط به  يكروماتوگرام ها-)هضميم( 1كلش
 78/15 يزمان بازدار(استاندارد تاكسول + يعصاره سلول) ، وسط)قهيدق 83/15 يزمان بازدار( يسلول
  215  ..........................................................................).قهيدق 88/15 يزمان بازدار(استاندارد تاكسول ) نييو پا) قهيدق

: Cو  LC-MS. Aآناليز عصاره كشت سلولي فندق و همچنين استاندارد تاكسول توسط -)هضميم( 2شكل
طيفهاي جرمي بدست آمده به : Dو  Bطيفهاي جريان يوني به ترتيب عصاره سلولي و محلول استاندارد و 

علامت ستاره پيك تاكسول را . مربوط به تاكسول موجود در نمونه و استاندارد ESI product ion+روش 
  216  .........................................................................................................................................................................نشان ميدهد
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