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 چکیده 

اهمیت  شوند.ترین منابع اسیدهای فنولیک شناخته میغنیعنوان به (Benth Salvia leriifolia.) از جمله نوروزک viaSalهای جنس گونه

های کشت بافت و کشت سلولی شده است. این پژوهش با ها از طریق فناوریتجاری این ترکیبات سبب توجه فزاینده به افزایش تولید آن

ها در طی دوره رشد سلولی نوروزک انجام شد. از های کلیدی و سنتز متابولیتوده، فعالیت آنزیمتهدف بررسی الگوی تغییرات زیست

مولار در میکرو (BA15  +NAA 20های نفتالین اسیتیک اسید و بنزیل آدنین )ترکیب هورمونهای گیاه نوروزک به عنوان ریزنمونه و از برگ

مانی زنده و تودهزیستهفته،  پنجبه مدت استفاده شد.  ل در کشت سوسپانسیون سلولیرشد سلو برای( به عنوان تیمار بهینه MSمحیط )

و میزان تجمع رزمارینیک اسید ارزیابی  TAT و PAL هایاکسیدانی، فعالیت آنزیمهای فنلی و فلاونوئیدی، فعالیت آنتیسلول، متابولیت

 در سطح  دار تیمارهامعنیاختلاف بیانگر ها تحلیل آماری دادهیه و تجز اجرا شد.قالب طرح کاملاً تصادفی  آزمایش دراین  گردید.

(01/0<  Pو ) (05/0<  P) در هفته سلول توده که الگوی رشد سلولی سیگموئیدی است و بیشترین زیستها نشان داد بررسینتایج  .بود

( کاهش 35در هفته پنجم )روز  80%به حدود  (7وز )ر در هفته اول 98%مانی سلول از حدود درصد زنده دست آمد.( به28چهارم )روز 

و اوج  ( مشاهده گردید. بیشترین محتوای پروتئین کل21در هفته سوم )روز  اکسیدانیو فعالیت آنتی یافت. حداکثر فنل کل، فلاونوئید کل

گرم/ )میلی 69/42 مع رزمارینیک اسید( مشاهده شد که با بیشترین تج28و  21چهارم )روز  در هفته سوم و  TATو PAL هایفعالیت آنزیم

های سازی تولید رزمارینیک اسید در کشتای برای بهینهتواند پایهها میاین یافته های سوم و چهارم همزمان بود.گرم وزن خشک( در هفته

 .سازها باشدها، بهبود شرایط محیطی و افزودن پیشسلولی از طریق تنظیم هورمون

 

 ارینیک اسید، سوسپانسیون سلولی، فنیل پروپانوئید، نوروزکهای کلیدی: رزمواژه
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 مقدمه

 نیدر سراسر جهان دارند. ا یعيپراکنش وس یگلمیجنس مر

 ،یعلف اهيگونه گ 58 رانیگونه دارد و در ا 900از  شيجنس ب

 یاند که برخساله و چند ساله در سراسرکشور پراکنده کی

 اهي(. گModarres et al., 2018) هستند رانیا يگونه آن انحصار

 Salviaمتعلق به جنس  (،.Salvia leriifolia Benth) نوروزک

در مناطق  ییاينظر جغراف از باشد.یم Lamiaceae رهياز ت

 دیرویم رانیخراسان و سمنان ا يهااستان يريو گرمس یجنوب

(Rechinger, 1982گزارش .)از اثرات  یمختلف يها

 ،یالتهابوجود دارد، خواص ضدنوروزک  اهيگ یکیفارماکولوژ

 يهاتيدهنده قند خون و فعالکاهش ،یدانياکسیآنت تشنج،ضد

 Sarhadi etاستراز گزارش شده است ) نيکول ليبازدارنده است

al., 2022باتيبه حضور ترک ییاثرات دارو نیاز ا ياري(. بس 

 یکیعنوان به ایمختلف سالو يها. گونهشودینسبت داده م یفنل

 شوندیشناخته م کيفنول يدهايمنابع اس نیتریناز غ

(Petersen, 2013مهم .)شده در فنلی شناسایی باتيترک نیتر

 د،ياس کيفرول د،ياس کيکلروژن د،ياس کيشامل کافئ نوروزک

 کيتوسپرميو ل دياس کيانولیسالو واع(، انRA) دياس کينیرزمار

 یمگه این ترکيبات(. Modarres et al., 2018) است دياس

. در رابطه با خواص روندیبه شمار م دياس کيمشتقات کافئ

 يهاگزارش ایدر جنس سالواسيد  کيکافئ مشتقات ییدارو

 کيمولکول فنول کی( RA) به عنوان مثال، .وجود دارد يادیز

 یسرطانو ضد ويداتيکساضد ،یدانياکسیاست که خواص آنت

در  اسيد کينیرزمار یمعلوم شده است. اثر درمان بيترک نیا

ثابت  ريعملکرد حافظه در مطالعات اخ شیو افزا مریبهبود آلزا

فنلی، بيوسنتز این ترکيب پلی (.Hitl et al., 2021شده است )

بيوسنتز  ريدر مس پروپانوئيدي است.عمدتاً از مسير فنيل

 و (PAL) آلانين آمونياليازفنيل هايرزمارینيک اسيد، آنزیم

نقش کليدي دارند.  (TAT) رنسفرازآمينو ت آنزیم تيروزین

آلانين به اسيد سيناميک، مسير با تبدیل فنيل  PALآنزیم

را آغاز   CoA-یلرکوما-4ساز پروپانوئيدي و توليد پيشفنيل

 کند و افزایش فعاليت آن با تجمع بيشتر ترکيبات فنولی ومی

RA همراه است. از سوي دیگر، آنزیمTAT   نيز عملکردي

کوماریک p-  با تبدیل تيروزین به و دارد PAL آنزیم مشابه

سازد. سازهاي لازم را فراهم میاسيد، در مسيري موازي پيش

فعاليت هماهنگ این دو آنزیم موجب تقویت جریان متابوليکی 

 Barros and) شودو افزایش کارایی سنتز اسيد رزمارینيک می

Dixon, 2020.)  نجر به م یکيمتابول باتيترک نیا يتجاراهميت

آن با  ديتول شیامکان افزا یآن و بررس ديبه تول يادیعلاقه ز

 در  اهانيگ یبافت و کشت سلولکشت ياستفاده از فناور

شده است. از آنجا که کالوس و کشت  رياخ يهاسال

کامل را در خود  اهانيگ یکياطلاعات کامل ژنت ونيسوسپانس

 هیثانو يهاتيلسنتز متابو اي برايتوان بالقوه ند،اداده يجا

با این حال، ميزان و نوع توليد این ترکيبات به تنظيم بيان  دارند.

ژن، درجه تمایز سلولی و شرایط فيزیولوژیکی و محيطی کشت 

بافت امکان کشت يهايفناور ن،یابرعلاوه .وابسته است

 ديتول يبرا یاهيگ يهاسلول وسنتزيب يرهايدر مس يدستکار

کشت  .(Efferth, 2019کند )یم ادجیرا ا هیمشتقات ثانو

و  یکیولوژیزيرفتار ف قيدق یامکان بررس یسلول ونيسوسپانس

رشد  يالگو . مطالعهسازدیم فراهمها را سلول یکيمتابول

 زیو تما ميتقس ندیدرک فرآ يتنها برانه ستم،يس نیدر ا یسلول

 ديتول يسازنهيبه يبرا ییدارد، بلکه مبنا تيها اهمسلول

محسوب  زين یصنعت يندهایفرآ یو طراح هیثانو يهاتيلمتابو

 عیما طيدر مح ی(. رشد سلولSantos et al., 2016) شودیم

از جمله  ییايميوشيو ب یطياز عوامل مح يامجموعه ريتحت تأث

و  pHمحلول،  ژنياکس مقدارها، هورمون ،ییمواد غذا بيترک

 يرهايمس تواندیم کیقرار دارد که هر  ميزان هوادهی

 ,.Georgiev et alدهد ) رييتغ ميطور مستقرا به یکيمتابول

این ميان، انتخاب ترکيب هورمونی مناسب براي  در (.2009

القاي کالوس اوليه از اهميت بالایی برخوردار است، زیرا 

خصوصيات مورفولوژیکی و سرعت تقسيم سلولی کالوس 

گذارد می ريمستقيماً بر کيفيت و پایداري کشت سوسپانسيون تأث

(Efferth, 2019 ترکيب .)و  نفتالين استيک اسيد تيمارهاي

ترین ترکيبات مورد از جمله رایج (NAA+BA)بنزیل آدنين 

توانند با استفاده براي القاي کالوس در گياهان هستند و می

تنظيم تعادل اکسين و سيتوکينين، مسيرهاي مختلفی از رشد 
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 هايت متعددي، ترکيبدر مطالعا .سلولی را فعال سازند

NAA+BA برخی  از مؤثرترین تيمارها در القاي کالوس در

  اند. براي مثال، در گياههاي دارویی گزارش شدهگونه

S. leriifolia  وhydrangea S. استفاده از NAA به همراه BA

 سلولیو رشد با توانایی تقسيم  کالوسء حداکثري موجب القا

 ,.Modarres et al) شد ولیبالا در کشت سوسپانسيون سل

2018; Saeedabadi et al., 2025کشت  يهاستميس شتري(. در ب

 فعالستیز باتيترک ديها و تولسلول رشد نيب ،یاهيگ یسلول

 تيرشد، فعال هيمرحله اول وجود دارد. در یکیارتباط نزد

در  کهیغالب است، در حال تودهزیست و سنتز هياول سميمتابول

 يوسنتزيب يرهايمس ،ییستایفاز ا ژهیوشد، بهر يمراحل بعد

 ا. اما بشوندیتر مفعال جیتدربه هیثانو يهاتيمرتبط با متابول

امر  نیکه ا ابدییها کاهش مگذشت زمان، توان سنتز سلول

 نيب یکيژنت يهاتفاوت ای ییاز کاهش مواد غذا یناش تواندیم

شده است که ها، گزارش از گونه ياريها باشد. در بسسلول

 يديو آلکالوئ يديفلاونوئ ،یفنل باتيتجمع ترک زانيم نیشتريب

 طیدر پاسخ به شرا هاسلول رایز دهد،یمرحله رخ م نیدر ا

خود را  یدفاع يرهايمس ،یطيمح يهاو تنش یکیولوژیزيف

 (. ازFazili et al., 2022; Wu et al., 2021) کنندیفعال م

ها با ختلف رشد و ارتباط آنمراحل م قيدق ییشناسا رو،نیا

 يالقا ایزمان مناسب برداشت  نييتع يبرا ،یتيمتابول راتييتغ

دارد  ياژهیو تيها اهممحرک افزودنو  يوسنتزيب يرهايمس

(Bapat et al., 2023 .) مطالعات متعددي بر روي کشت

با هدف توليد   Salviaهاي جنسگونهسوسپانسيون 

با این حال، . رسی قرار گرفته استهاي ثانویه مورد برمتابوليت

ها به اغلب پژوهش S. leriifolia نوروزک گياه در مورد

گيري نهایی برخی ترکيبات سازي شرایط کشت یا اندازهبهينه

و اطلاعات جامعی درباره دیناميک  است فنلی محدود بوده

هاي کليدي مسير رشد سلولی و تغييرات همزمان فعاليت آنزیم

ها در دسترس نيست. ئيد در طول دوره رشد سلولپروپانوفنيل

مند بين مراحل رشد سلول با فعاليت ویژه، ارتباط زمانبه

در این گونه ترکيبات فنلی و تجمع TAT و   PALهايآنزیم

رو، پژوهش این از طور جامع بررسی نشده است.تاکنون به

حاضر با هدف بررسی الگوي رشد سلولی نوروزک در کشت 

 هايارتباط آن با تغييرات فعاليت آنزیم ارزیابیيون و سوسپانس

PAL و TAT  و سنتزRA طی مراحل مختلف رشد انجام شد .

تواند مبنایی براي درک بهتر تنظيم مسير نتایج این مطالعه می

هاي سيستمسازي پروپانوئيدها و بهينه ليبيوسنتزي فن

این گونه بيوتکنولوژیکی توليد ترکيبات دارویی ارزشمند در 

 .گياهی فراهم آورد

 

 هامواد و روش

 .S) براي انجام این تحقيق، بذرهاي گياه نوروزک مواد گیاهی:

leriifolia)  از منطقه اطراف روستاي مزار، شهرستان بجستان در

 N ″20و  E ″22 ʹ75 58º) استان خراسان رضوي با مختصات

ʹ29 43º) بذرها توسط کارشناس بخش . جمع آوري شد

 شناساییاریوم گياهی پژوهشکده گياهان دارویی بهشتی هرب

زنی مطابق با تحقيق قبلی عفونی و جوانهمراحل ضدشد. 

به ( pH= 8/5) پایه 2/1 (MS) کشتبذرهاي استریل در محيط)

گرم در  1و ميکرومولار  BA5  +NAA 5  هايهمراه هورمون

س مستقر شد، هفته اول در تاریکی و سپ و زغال فعال ليتر

با  ساعت به ترتيب روشنایی 8 و 16هاي کشت به شرایط شيشه

 25 -24دماي  ،و تاریکی لوکس( 3000نور فلورسنت )شدت 

( صورت نددمنتقل ش %60-50رطوبت  باگراد درجه سانتی

 .(Rastgoo et al., 2025)گرفت 

 اخير هبراساس نتایج مطالع تهیه و تکثیر کالوس:

(Rastgoo et al., 2025 )یزنمونه برگ و ترکيب از ر

( 20، 15، 10، 5، صفر) هايدر غلظت  NAA+BAهورمونی

براي القاء و رشد کالوس استفاده  MS ميکرومولار در محيط

  BA15  +NAA20گردید. در این آزمایش سطح تيمار 

مولار به عنوان تيمار مطلوب براي تکثير کالوس انتخاب ميکرو

 .(1)شکل  شد

 تولید و رشد سلولی الگوی نسوسپانسیو کشت استقرار

 MS محيط از سلولی سوسپانسيون کشت استقرار جهت سلول:

 محيط. شد استفاده ،)ميکرومولار( BA15  +NAA 20  با همراه

 ليتريميلی 250 هايارلن در ليترميلی 30 مقدار به شده آماده
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 (e)سرعت رشد نسبی کالوس  (d)تشکیل کالوس از ریزنمونه برگ  (c)ای نوروزک گیاهچه درون شیشه (b)زنی بذر جوانه (a) -1 شکل

 مانی سلولتصاویر میکروسکوپی از زنده (f)ایجاد کشت سوسپانسیون سلولی 

 

 به سلفون و آلومينيومی فویل توسط ارلن درب و شد ریخته

 درجه 121 )دماي اتوکلاو در سپس و شده پوشانده کامل طور

 گرفت. قرار شدناستریل جهت دقيقه( 20 مدت به گرادسانتی

 و استریل کاملاً شرایط نرم در از کالوس گرم 5/1 حدود سپس

 درون سپس و شد ریخته هاارلن در لامينار هود زیر

 100 دور با تاریکی در (KS 260 control) کرانکوباتور مدليش

 (دگراسانتی درجه 23 ± 2) اتاق دماي و (rpm) دقيقه در دور

گياه  هايسلول رشد از الگوي رسم گرفت. جهت قرار

 زنو ميزان و برداشت تکرار پنج تعداد به هفته هر در نوروزک

ري هر برداشد، داده گيرياندازه هاسلول مانیزنده و خشک تر،

 ز(رو 35هفته ) پنج ( و به مدت35، 28، 21، 14، 7هفته )روز 

 ردنکفيلتر روش با ،تر وزن گيريجهت اندازه. انجاميد طول به

 هب هاسلول کردنخشک براي همچنين خلا، از استفاده با محيط

 فریز درایر از گيريعصاره و خشک وزن گيريمنظور اندازه

  گردید. استفاده

  مانیزنده گيرياندازه براي سلول: مانیزنده آزمون

-Rodrıguez) بلو تریپان با آميزيرنگ تست روش از هاسلول

Monroy and Galindo, 1999) ابتدا روش این در. شد استفاده 

استریل  کاملاً شرایط در هاسلول از ميکروليتر 90 ميزان به

 بلو تریپان محلول از ميکروليتر 10 مقدار سپس و شد برداشته

 از بعدي مقداري مرحله در. شد زدههم و شده اضافه آن به

 در و هریخت هموسایتومتر شده مشخص هايقسمت در نمونه

  درصد. انجام گرفت مشاهده نوري ميکروسکوپ زیر

هاي از خانه سطح چهار حداقل در زندهغير و زنده هايسلول

 شد. محاسبه زیر فرمول طریق بزرگ شمارش و از
% Cell viability = (alive cell number/total cell number) 

× 100 

 هاي سلول پس از نمونهتهیه عصاره متانولی: 

 60برداري، توسط دستگاه فریز درایر خشک شدند، نهنمو

( mg/ml6ليتر )ميلی 10شده در گرم از نمونه سلول خشکميلی

ساعت خيسانده  24( به مدت HPLCمتانول خالص با درجه )

 مافوق امواج با استفاده ازدقيقه  30شد، و سپس به مدت 

d e f 

a 
 

b c 
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نس فرکابا  گرادسانتیدرجه  22در دماي  (Ultrasonic) صوت

سونيک گردید. به دنبال آن محلول  کيلوهرتز دستگاه، 40

 گراد و سرعتدرجه سانتی 24دقيقه در دماي  15آمده دستبه

g × 4400 ها جداسازي دور سانتریفيوژ و قسمت رویی عصاره

کل، فلاونوئيد  گيري محتواي فنلشد. از این عصاره براي اندازه

اسيدهاي  (HPLC) ليزاکسيدانی و آناکل، درصد فعاليت آنتی

 فنوليک استفاده شد. 

محتواي فنل کل براساس روش فولين سيوکالچو فنل کل: 

از عصاره گياه، ميکروليتر  25 پليتچاهک انجام شد. درون هر 

ميکروليتر  100و  %10معرف فولين سيوکالچو  ميکروليتر 125

ساعت  5/1ها به مدت ( اضافه و نمونه%55/7) کربنات سدیم

 ها در یکی و دماي اتاق نگهداري شد. جذب نمونهدر تار

 نانومتر توسط دستگاه الایزا ریدر ثبت گردید. از 765موج طول

( ميکروگرم در 200-10هاي مختلف اسيد گاليک )غلظت

ليتربه عنوان استاندارد براي رسم منحنی استاندارد استفاده ميلی

ادل اسيد گرم معها براساس ميلیشد. محتواي فنل کل عصاره

 ,.Kamtekar et al)گاليک بر گرم وزن خشک گياه محاسبه شد 

2014). 

تعيين محتواي فلاونوئيد براساس روش فلاونوئید کل: 

براي هر طبق این روش  سنجی آلومينيوم کلراید انجام شد.رنگ

 80از عصاره به همراه  ميکروليتر 20ها، ميزان یک از نمونه

درون  %15وليتر سدیم نيتریت ميکر 6مقطر و ميکروليتر آب

 6اي ریخته شد. پس از گذشت خانه 96 هاي پليتچاهک

ميکروليتر سدیم  80،%10ميکروليتر آلومينيوم کلرید  6دقيقه، 

ها اضافه شد. مقطر به چاهکميکروليتر آب 8و  %4هيدروکسيد 

پليت توسط فویل پوشانده و بر روي شيکر قرار گرفت. جذب 

توسط  تانومتر 510 موجدقيقه در طول 30ها بعد از محلول

هاي مختلف روتين از غلظت شد. خواندهدستگاه الایزا ریدر 

ليتر براي رسم منحنی استاندارد ( ميکروگرم در ميلی25-200)

گرم معادل استفاده شد و محتواي فلاونوئيد براساس ميلی

 ,.Kamtekar et al)روتين /گرم وزن خشک گياه گزارش شد 

2014.) 

روش ارزیابی ميزان مهار رادیکال اکسیدانی: فعالیت آنتی

پيکریل هيدرازیل  -1-دیفنيل 2و  2با استفاده از آزاد 

picrylhydrazyl- (DPPH) 2,2diphenyl-l  انجام شد. در 

 تهيه شده   DPPHاز محلولميکروليتر  200 این روش

(ml100/mg 88/7 را داخل چاهک )هاي پليت ریخته و متانول

 30از هر عصاره را به آن افزوده و به مدت  ميکروليتر 50 پسس

نانومتر  517دقيقه در تاریکی قرار داده و ميزان جذب آن در 

خوانده شد. درصد مهار رادیکال  توسط دستگاه الایزا ریدر

DPPH  0  ×100با استفاده از معادله)/AsA – 0I(%)=(A 

 زاء جذب کنترل )حاوي همه اج 0Aمحاسبه گردید که 

ه سپس نتایج بجذب نمونه بود.  sA گر بدون نمونه( وواکنش

که لازم است تا غلظت  دانياکسیآنت)مقداري از  IC50صورت 

DPPH  درصد مقدار اوليه برسد( بيان گردید  50به(Farhadi 

et al., 2020.) 

ل کتعيين غلظت پروتئين گیری میزان پروتئین کل: اندازه

 با استفاده از سرم آلبومين گاوي Bradford (1976)با روش 

(BSAبه عنوان استاندارد پروتئين و معرف برادفورد تعي ) ين

 يترميکرول 250سازي عصاره پروتئينی، مقدار شد. پس از آماده

ليت پچاهک  عصاره پروتئينی در ميکروليتر 25بافر برادفورد به 

زا یدقيقه جذب با دستگاه الا 30افزوده و مخلوط گردید. پس از

 .نانومتر خوانده شد 595موج ریدر در طول

براي استخراج عصاره : TATو  PALفعالیت آنزیم 

در نيتروژن  سلولهاي از نمونهگرم ميلی 100 آنزیمی مقدار

بافر  ليترميلی 2 مایع به صورت پودرآسياب شدند و در

 مولارميلیTris-HCl  8/8 pH ،1مولار:ميلی 50 استخراج

EDTA، 10 2 مولارميلیb- 5/2 مرکاپتواتانول، حاوي % (w/v )

PVP (polyvinylpyrrolidone-40 ) همگن شدند. عصاره

درجه  4در دماي  rpm 1200دقيقه در  10حاصل به مدت 

گراد سانتریفيوژ گردید. مایع رویی فيلتر و به عنوان سانتی

گيري فعاليت آنزیم فنيل آلانين براي اندازه عصاره خام آنزیمی

استفاده  (TAT) و تيروزین آمينو ترنسفراز (PAL) ياليازآمون

ميکروليتر  500 به از عصاره آنزیمیميکروليتر  200 شد. مقدار

 pH 8/8، (Tris-HCl مولارميلی 50) مولارميلی 50 واکنش بافر

 100، فنيل آلانين مولارميلی 40)سوبسترا  ميکروليتر 250 و
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 37و در دماي  فه شد( اضاTris-HCl،pH  8/8-مولار ميلی

 50 دقيقه انکوبه شد. مقدار 30گراد به مدت درجه سانتی

پس از انکوباسيون براي پایان دادن به  مولار 4 (HCl) ميکروليتر

 10به مدت  12000( rpm) ها درواکنش اضافه گردید و نمونه

توسط دستگاه  نانومتر 290دقيقه سانتریفيوژ شدند. جذب در 

 (TCA) ترانس سيناميک اسيد تعيين مقدارالایزا ریدر براي 

سيناميک  و با استفاده از منحنی استاندارد شد خواندهشده توليد

محاسبه شد. فعاليت این آنزیم براساس سرعت تبدیل  اسيد

شود. یک واحد فنيل آلانين به ترانس سيناميک اسيد تعيين می

شده دز سيناميک اسيد توليميکروليتر ا 1 معادل PALاز فعاليت 

به عنوان پروتئين  آنزیم در یک دقيقه است. فعاليت ویژه

(U/mg lmol ).گيري فعاليتاندازه اسيد سيناميک بيان شد 

مولار ميلی 10)به روش بالا با ماده سوبسترا  TATآنزیم 

موج در طول( HCl،pH  8/8-تریسمولار ميلی 100 تيروزین،

کوماریک اسيد  -4 تيروزین به -Lتبدیل نانومتر، براساس  333

اندازه گيري شد  با استفاده از منحنی استاندارد کوماریک اسيد

(2020, Dixon and; Barros 2016, .et allu gBabao).  

 20 برای سنجش رزمارینیک اسید: HPLCآنالیز 

ميکروليتر از عصاره استخراجی به ستون کروماتوگرافی با 

با   Sunfire C18(mm × 4.6 mm 3.5μm 150) مشخصات

 مدل HPLCمتصل به دستگاه  گراددرجه سانتی 25دماي 

(Waters 2695) و دتکتور (waters996 USA ) .تزریق گردید

مقطر همراه با آب %1/0فاز متحرک حلال شامل فرميک اسيد 

 عنوان فاز آلی و استونيتریل به (A حلال) HPLC مخصوص

ه توسط پمپ بر دقيق ليترميلی 1 سرعت جریان که با (B حلال)

گراد و سانتیدرجه  ELSD  50کند. دماياز ستون عبور می

تنظيم شد. برنامه گرادیان با نسبت بار  2/2فشار نيتروژن 

A20% =B80% 20:80ترتيب شامل تغيير از آغاز شد و سپس به 

دقيقه، حفظ  10طی  50:50به  30:70دقيقه،  10طی  30:70به 

طی  100:0به  50:50ير از دقيقه، تغي 20به مدت  50:50نسبت 

دقيقه و در نهایت بازگشت از  6به مدت  100:0دقيقه، حفظ  2

مقدار هر ماده براساس  .دقيقه بود 7طی  20:80به  100:0

مقایسه زمان بازداري پيک خروجی آن با پيک استاندارد و 

سطح زیر منحنی آنها تعيين گردید. در نهایت مقدار رزمارینيک 

 خشک گياه محاسبه شد هگرم بر گرم ماداسيد براساس ميلی

(Ahadi et al., 2023). 

 در قالب طرح کاملاً هاشیآزما تجزیه و تحلیل آماری:

اکسيدانی،  کل، فعاليت آنتی کل، فلاونوئيد )فنل در سه یتصادف

 و پنج تکرارو رزمارینيک اسيد(  PAL ،TATهاي فعاليت آنزیم

ها با دادهآماري  ليحلتانجام شد.  تر و خشک سلول( )وزن

ها توسط داده شد. انجام( SAS 9.4) يافزار آماراستفاده از نرم

 سهیمقاتجزیه و تحليل و  (ANOVA) تجزیه واریانس

 سطح دانکن در يادامنهبا استفاده از آزمون چند هانيانگيم

(01/0P < و ) (05/0P < ) شد انجام. 

 

 نتایج و بحث

منحنی رشد در  عهمطالالگوی رشد سلولی نوروزک: 

هاي کشت سوسپانسيون سلولی، ابزار مهمی براي درک سيستم

و تعيين فازهاي  تودهریست بندي توليدرفتار رشد، زمان

تر و  شود. تحليل تغييرات وزنها محسوب میمتابوليکی سلول

تواند زمان مناسب ها در فواصل زمانی مختلف میخشک سلول

سازهاي یا پيش محرکفزودن براي انجام مداخلاتی همچون ا

در  .(Mustafa et al., 2011) متابوليکی را مشخص سازد

هاي گياه نورزک طی پنج پژوهش حاضر، الگوي رشد سلول

 کشت سوسپانسيون مورد بررسی قرار گرفتهفته در محيط

با  ها به محيط تازه. پس از انتقال سلول(2شکل  و 1 جدول)

برداري در فواصل نمونه ،BA15  +NAA 20  هورمونی نسبت

هاي حاصل براي انجام شد و داده روز( هفت) ايهفته یک

ترسيم منحنی رشد مورد استفاده قرار گرفت. نتایج نشان داد که 

اي شامل مرحلهچهار منحنی رشد داراي الگوي سيگموئيدي 

 در دو هفته .است پيريلگاریتمی، ایستایی و  تطبيق، فازهاي

 تطبيق ها کند و در مرحله، رشد سلول(14و  1 )روز نخست

(Lag phase) و  14)روز  قرار داشتند. از هفته دوم تا چهارم

شدند ( Exponential phase) ها وارد فاز لگاریتمی، سلول(28

طور چشمگيري که طی آن تقسيم سلولی و تجمع بيومس به

 (28)روز  افزایش یافت. بيشترین ميزان رشد در هفته چهارم
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وسپانسیون اکسیدانی گیاه نوروزک در کشت ستر و خشک سلول و ترکیبات فنلی و فعالیت آنتی جدول تجزیه واریانس وزن -1ول جد

 سلولی

 منابع تغييرات
درجه 

 آزادي

 ميانگين مربعات

تر سلول وزن اکسيدانیفعاليت آنتی فلاونوئيد کل فنل کل وزن خشک سلول   

13/23 4 تيمار ** 026/0 ** 2686** 292/322 * 760/1443 ** 

330/0 10 خطا  0003/0  054/194  97/53  50/19  

69/11 14 ضریب تغييرات  16/9  58/10  61/9  81/5  

 دار است.عدم وجود اختلاف معنی nsدرصد و  1و  5دار در سطح ** به ترتیب معنی و *

 

           
 روز( کشت سوسپانسیون سلولی 35هفته ) 5ای گیاه نوروزک در طی هالگوی رشد )وزن تر و خشک( سلول -2ل شک

 

گرم و وزن  93/8ها به طوریکه وزن تر سلولبه ،ثبت گردید

ها در گرم رسيد. زمان دو برابر شدن سلول 373/0خشک به 

)روز  شد. پس از هفته چهارممشاهده ( 21)روز هفته سوم 

وارد شد و در  (Stationary phase) ، رشد به فاز ایستایی(28

ها به با کاهش وزن سلولی، سلول( 35و  28)روز هفته پنجم 

شدند. کاهش رشد در  (Decline phase) تدریج وارد فاز پيري

این مرحله احتمالاً ناشی از محدودیت منابع غذایی، تجمع 

 Pan et) ی استهاي بازدارنده و کاهش فعاليت آنزیممتابوليت

al., 2020).  شده در این تحقيق با نتایج مشاهدهالگوي

و سایر  هاي مختلف خانواده نعناعيانشده در گونهگزارش

و  Heydariگياهان دارویی مشابه همخوانی دارد. براي مثال، 

، سه S. nemorosa ( در کشت سوسپانسيون2020همکاران )

را  تودهزیسترین فاز مشخص رشد را گزارش کردند و بيشت

و  Tavan طور مشابه،در هفته چهارم مشاهده نمودند. به

بالاترین ميزان  Perilla frutescens ( در گونه2023همکاران )

همچنين، نتایج  چهارم ثبت کردند.سوم و بيومس را در هفته 

 هاي دیگر از خانواده نعناعيان مانندمشابهی در سایر گونه

طی دوره  گزارش شده است که در Ocimum basilicum ریحان

صورت افزایشی و رشد سلولی تا هفته چهارم بهروزه،  60رشد 

 کاهش یافته است هاي محيطیسپس به دليل محدودیت

(Kumari et al., 2023 .)از خانواده  در گياهان دارویی غير

نعناعيان نيز روند مشابهی مشاهده شده است. براي نمونه، در 

صورت ، منحنی رشد به Catharanthus roseusهايسلول

سيگموئيدي بوده و فاز لگاریتمی در هفته سوم یا چهارم 

هاي ثانویه را نشان داده و توليد متابوليت تودهزیستبيشترین 

ها بيانگر آن است که این شباهت (.Linh et al., 2021) است

هاي سلولی گياهان دارویی تابع رفتار رشد در اغلب کشت

يزیولوژیکی مشابهی است که به شرایط محيطی، الگوي ف

 .هاي رشد وابسته استترکيب مواد غذایی و غلظت هورمون

در مجموع، نتایج این تحقيق نشان داد که بيشترین رشد سلولی 

کشت حاصل  (28)روز  در هفته چهارم تودهزیستو تجمع 

بهينه  تواند به عنوان مرحله. بنابراین، این زمان میشده است
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سازهاي مانند اليسيتور یا پيش ئیبراي اعمال تيمارهاي القا

متابوليکی در جهت افزایش سنتز ترکيبات ثانویه در نظر گرفته 

 شود.

ها پس از برداشت مانی سلولبررسی زنده مانی سلول:زنده

نشان داد  روز( 35) ايهفته از کشت استریل در بازه زمانی پنج

به  (7)روز  در هفته نخست 98%مانی از حدود که درصد زنده

کاهش یافت. این نتایج که ( 35)روز در هفته پنجم  80%حدود 

وسيله هموسایتومتر و استفاده از ها بهبا شمارش مستقيم سلول

تأیيد  (Trypan Blue Exclusion Assay) آميزي تریپان بلورنگ

دهنده کاهش تدریجی قابليت حياتی نشان(. 3شکل ) شد

، (14)روز  طول زمان کشت است. پس از هفته دوم ها درسلول

داري را نشان داد که احتمالاً ناشی مانی کاهش معنیروند زنده

از افزایش تراکم سلولی، رقابت براي مواد غذایی و تجمع 

 کشت استهاي ثانویه یا ترکيبات سمی در محيطمتابوليت

(Sahraroo et al., 2016). از فاز مانی پس مشاهده کاهش زنده

ها باید پيش از رشد لگاریتمی بيانگر آن است که واکشت سلول

( انجام گيرد تا از تجمع stationary phaseورود به فاز ساکن )

اي شدن محصولات جانبی مانند ترکيبات فنولی و بروز قهوه

هاي (. گزارشBabich et al., 2020بافت جلوگيري شود )

ها منجر به موقع سلولبه اند که واکشتمشابه نيز نشان داده

 Panگردد )بهبود رشد و افزایش پایداري متابوليسم سلولی می

et al., 2020هاي اي بر روي سوسپانسيون سلول(. در مطالعه

C. roseusبه تجمع  دوممانی سلولی پس از هفته ، کاهش زنده

 Linh etآلکالوئيدها و محدودیت منابع غذایی نسبت داده شد )

al., 2021هاي حاضر همخوانی دارد. بنابراین، ( که با یافته

بندي دقيق واکشت از عوامل کليدي کنترل تراکم سلولی و زمان

ها در رشد و جلوگيري از پيري زودرس سلول فرآینددر حفظ 

 رود.به شمار می سوسپانسيونیهاي کشت

اکسیدانی محتوای فنل کل، فلاونوئید کل و فعالیت آنتی

در این پژوهش، تغييرات ميزان : شد سلولیدر طول دوره ر

اکسيدانی در طی کل و فعاليت آنتی ترکيبات فنل کل، فلاونوئيد

هاي سوسپانسيونی مورد بررسی رشد سلول روز( 35) پنج هفته

قرار گرفت. نتایج نشان داد که این ترکيبات در طول دوره رشد 

 ( > 05/0P و 01/0) داري را داشتندسلولی تغييرات معنی

ميزان  (21و  7)روز  سوم تاهاي اول در هفته .(1 )جدول

 ترکيبات فنلی و فلاونوئيدي به طور قابل توجهی افزایش یافت.

روندي ( 35و  28) روز هاي چهارم و پنجم و سپس در هفته

 حداکثر توليد ترکيب فنل کل(. 4کاهشی را نشان داد )شکل 

 56/88 کل د، فلاونوئيگرم/گرم وزن خشک()ميلی 93/170

 77/50 اکسيدانیو فعاليت آنتیگرم /گرم وزن خشک( )ميلی

به مشاهده گردید. ( 21)روز در هفته سوم ليتر( گرم/ميلی)ميلی

در این بازه  هارسد بيشترین فعاليت متابوليکی سلولنظر می

ها انرژي و زمانی رخ داده است. در این مرحله، سلول

براي سنتز ترکيبات ثانویه، سازهاي متابوليکی بيشتري پيش

ویژه ترکيبات فنلی و فلاونوئيدي، در اختيار دارند. افزایش به

پروپانوئيد سازي مسير فنيلها احتمالاً به دليل فعالاین متابوليت

 و چالکون سنتاز PAL هاي کليدي مانندو افزایش بيان آنزیم

(CHS) ها ها و فلاونوئيداست که نقش مهمی در بيوسنتز فنول

ها به مرحله با ورود سلول .(Sharma et al., 2019دارند )

)روز  هاي چهارم و پنجمدر هفته (Stationary Phase) ایستایی

، ميزان این ترکيبات کاهش یافت. این روند نزولی (35و  28

ممکن است ناشی از کاهش تقسيم سلولی، محدودیت منابع 

کشت باشد. محيطهاي بازدارنده در غذایی و تجمع متابوليت

هاي بيوسنتزي و تغيير در همچنين کاهش فعاليت آنزیم

تواند از عوامل کاهش سنتز ترکيبات زایی میمسيرهاي انرژي

نتایج  .فنلی و فلاونوئيدي در مراحل انتهایی رشد باشد

هاي پيشين بر روي گياهان هاي پژوهشآمده با یافتهدستبه

وجه به . با تدارویی مختلف همخوانی دارد

 سلولی در کشت( 2012و همکاران )  Gadzovskaمشاهدات

Hypericum perforatum ، ميزان ترکيبات گزارش دادند که

مرحله رشد بيشينه  هفته دوم و سوم در و فلاونوئيدي فنلی

طور مشابه، به. یابدکاهش می بعدي هايهفتهاست و سپس در 

ن ميزان ، بالاتری.Capsicum spp در کشت سوسپانسيونی

اکسيدانی را در هفته سوم رشد فلاونوئيد و فعاليت آنتی

 . (Ferri et al., 2018) مشاهده کردند

و بیوسنتز رزمارینیک  TAT و PAL هایفعالیت آنزیم
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 یلسلو ونیکشت سوسپانسروز( 35)هفته  5 یط نوروزک در اهیگ یهاسلول مانیزنده الگوی -3شکل 

 

           
 

 
  سیون سلولیکشت سوسپانروز دوره  35اکسیدانی گیاه نوروزک در طی ارزیابی میزان فنل کل، فلاونوئید کل، و فعالیت آنتی -4 شکل

 

و تحليل  تجزیهنتایج : هااسید در طی دوره رشد سلول

هاي حاصل از این پژوهش نشان داد که فعاليت آماري داده

، که در مسير بيوسنتزي اسيدهاي  TATو PALهاي آنزیم

 اي رشدهفته پنج فنوليک نقش کليدي دارند، در طول دوره

 را تجربه کردند (> P 01/0)داري ، تغييرات معنیروز( 35)

مراحل مختلف رشد و  . این تغييرات با(5شکل  و 2)جدول 

هاي در طی هفته .توجهی داشتخوانی قابلها همتکامل سلول

، محتواي پروتئين کل و فعاليت (21و  14، 7)روز  تا سوماول 

ميکرومول در  93/2) روندي افزایشی نشان دادند PALآنزیم

)روز  چهارم تا هفتهنيز  TAT ، فعاليت آنزیمگرم پروتئين(ميلی

، افزایش گرم پروتئين(ميکرومول در ميلی 90/2) رشد (28

هاي چهارم و پنجم ) از روز در ادامه طی هفته .(5)شکل  یافت

( فعاليت آنزیمی به طور قابل توجهی تقليل یافت. 35تا  28

نشان  در مراحل انتهایی رشدهاي آنزیمی کاهش فعاليت

شدت تحت کنترل وضعيت ها بهدهد تنظيم بيان این آنزیممی

هاي این یافته با گزارش .هاستاي سلولولوژیکی و تغذیهفيزی

 PAL پيشين در مورد ارتباط بين رشد سلولی و افزایش فعاليت

 Sahraroo) دارد مطابقتاي شيشههاي کشت دروندر سيستم
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ی یاه نوروزک طزمارینیک اسید در گلانین آمونیالیاز،تیروزین آمینو ترنسفراز، پروتئین و رآهای فنیل جدول تجزیه واریانس آنزیم -2جدول 

 روز( دوره کشت سوسپانسیون سلولی 35هفته ) 5

 منابع تغييرات
درجه 

 آزادي

 ميانگين مربعات

کل نيپروتئ دياس کينیرزمار فنيل آلانين آمونيالياز تيروزین آمينو ترانسفراز   

186/5 4 تيمار * 28/0 ** 04/3 ** 41/124 ** 

938/0 10 خطا  196/0  299/0  695/6  

54/7 14 ضریب تغييرات  05/6  97/15  21/7  

 دار است.عدم وجود اختلاف معنی nsدرصد و  1و  5دار در سطح ** به ترتیب معنی و *

 

           
 

           
 در گیاه سیدامارینیک ترنسفراز و رزآمینو نمودار ارزیابی محتوای پروتئین کل، فعالیت آنزیم فنیل آلانین امونیالیاز، تیروزین  -5شکل 

 روز( دوره کشت سوسپانسیون سلولی 35نوروزک طی پنج هفته )

 

et al., 2016; Khoshsokhan et al., 2023).  به دنبال تغييرات

ها، ميزان سنتز رزمارینيک اسيد نيز در طول یمفعاليت این آنز

. بيشترین (> P 01/0) دوره رشد نوسانات معناداري نشان داد

 گرم در گرم وزن خشک(ميلی 69/42) تجمع رزمارینيک اسيد

)شکل  مشاهده شد( 28و  21) روز هاي سوم و چهارم در هفته

 TATو  PAL هايآنزیم فعاليت زمان با بيشينه، که هم(7و  6

 PAL يهامیآنز تيفعال شیکند که افزاتأیيد می نتایجبود. این 

قرار  يديپروپانوئليفن ريمس نیکه در مراحل آغاز TATو 

دارند، نقش مستقيمی در افزایش سنتز ترکيبات فنوليکی از 

به  نیروزيو ت نيآلانليفن لیبا تبد هامیآنز نیدارد. ا RAجمله 

  ليتشک يلازم برا يسازهاشيپ ه،ياول یفنول باتيترک

 ای انيب شیافزا جه،ي. در نتکنندیرا فراهم م CoA-لیکوماو-4

 يوسنتزيب ريدر مس یتيمتابول انیجر عیها موجب تسرآن تيفعال

RA يهادر کشت بيترک نیتجمع ا شیافزا تیو در نها 

مطالعات متعدد در (. Khojasteh et al., 2020) شودیم یسلول

افزایش فعاليت  اعيانننعياهان خانواده هاي سلولی گکشت
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 دوره رشد سلولی گیاه نوروزک( 7)روز رزمارینیک اسید در هفته اول  HPLCکراماتوگرام  -6شکل 
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 دوره رشد سلولی گیاه نوروزک( 28)روز رزمارینیک اسید در هفته چهارم  HPLCکراماتوگرام  -7شکل 

 

 ،مثالعنوان به. اندهگزارش کردرا آنزیمی و تجمع رزمارینيک 

Heydari ( در بررسی کشت سلولی2020و همکاران ) 

 S. nemorosa گزارش کردند که بيشترین توليد رزمارینيک

در هفته چهارم رشد سلولی است. در گياه ریحان نيز اسيد 

بيشترین افزایش رزمارینيک اسيد در هفته چهارم کشت 

 در (. همچنين Kumari et al., 2023گزارش شد )

S. hydrangea و P. frutescens  اوج افزایش فعاليت آنزیم

PAL  و رزمارینيک اسيد هفته سوم رشد بوده است

(Saeedabadi et al., 2025 Tavan et al., 2023;.)  

 

 ی ریگجهینت

در مجموع، نتایج بررسی الگوي رشد سلولی بيانگر آن بود که 

 تا پنجم چهارم بيشترین رشد سلولی و تجمع بيومس در هفته

هاي فنلی حاصل شد. تغييرات متابوليت( 35تا  28) روز کشت 

با ميزان تجمع  TAT و PAL هاينيز نشان داد که فعاليت آنزیم

 ،ویژه رزمارینيک اسيد، همبستگی بالایی داردترکيبات فنلی، به

هاي سوم و که بيشترین مقدار رزمارینيک اسيد در هفتهطوريبه

فعاليت  ها و بيشينهن با فاز رشد لگاریتمی سلولزماچهارم، هم

کند که سنتز ها تأیيد میها مشاهده شد. این یافتهاین آنزیم

رزمارینيک اسيد عمدتاً در مراحل فعال رشد سلولی رخ 

پروپانوئيد در این بازه زمانی مسير فنيلهاي آنزیمدهد و می

تواند اصل میبيشترین فعاليت را دارد. بر این اساس، نتایج ح

سازي توليد راهبردهاي بهينه مبناي مناسبی براي توسعه

هاي کشت سلولی از طریق تنظيم رزمارینيک اسيد در سيستم

ها، بهبود شرایط محيطی و یا افزودن غلظت هورمون

 .سازهاي بيوسنتزي فراهم آوردپيش

 

 

 منابع
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Abstract 

 

Species of the genus Salvia, including Salvia leriifolia Benth., are recognized as important sources of phenolic acids, 

which have generated increasing interest in enhancing their production through plant tissue and cell culture 

technologies. This study aimed to characterize biomass accumulation, key enzymatic activities, and metabolite 

biosynthesis during the cell growth cycle of S. leriifolia. Leaf explants were used to establish cell suspension cultures, 

and a medium containing 15 µM BA and 20 µM NAA was identified as the optimal hormone treatment for promoting 

cell proliferation .Over a five-week culture period, cell biomass, total phenolics, total flavonoids, antioxidant activity 

(DPPH, IC₅₀), PAL and TAT enzyme activities, and rosmarinic acid content were assessed at weekly intervals. The 

experiment was conducted in a completely randomized design, and data were analyzed using analysis of variance 

followed by mean comparison tests. Significant differences were observed among treatments at p < 0.05 and p < 0.01. 

The results indicated that the growth curve of the suspension cells followed a typical sigmoidal pattern, with the highest 

biomass observed at the end of the fourth week (Day 28). Cell viability gradually declined from approximately 98% in 

the first week (day 7) to nearly 80% by the fifth week (day 35). The maximum levels of total phenolics, total 

flavonoids, and antioxidant activity were recorded in the third week (day 21). Similarly, total protein content, as well as 

peak PAL and TAT activities during the third and fourth weeks (days 21 and 28), coincided with the highest 

accumulation of rosmarinic acid (42.69 mg g⁻¹ DW). Overall, these findings provide a solid basis for optimizing 

rosmarinic acid production in plant cell culture systems through targeted hormonal regulation, improved culture 

conditions, and supplementation with biosynthetic pathway precursors. 
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