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اكسيداني در كشت سلولي گياه پريوش  هاي آنتي  بررسي توان زيستي و فعاليت آنزيم

(Catharanthus roseus L.) هاي مختلف سديم نيتروپروسايد ثير غلظتأتحت ت 
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  :چكيده

باشد، لذا اثر نيتروپروسايد به عنوان عامل توليد كننده اين ملكول بر  (نيتريك اكسيد) داراي خاصيت  انتقال پيام در گياه مي NOملكول 

هاي سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز و پراكسيداز در كالوس گياه  نزيمتوانائي زيستي در كشت سلولي، پراكسيداسيون سلولي و فعاليت آ

بر قرآيندهاي حياتي اين گياه ارزيابي شود. از كالوس گياه پريوش سوسپانسيون سلولي تهيه و  NOپريوش مورد بررسي قرار گرفت تا تاثير 

روز، توانائي حيات توسط رنگ  6، 3، 1يتروپروسايد به مدت از سديم ن مول ميلي 250و  200، 150، 100، 50، 10، 0پس از تيمار با غلظت 

بررسي شد. علاوه بر تواناي حيات از سوسپانسيون سلولي براي بررسي مرفولوژي و از بافت كالوس  MTTآميزي تريپان بلو و رنگ سنجي 

 200و  100يداسيون ليپيدي بعد از تيمار با هاي كاتالاز، گاياكول پراكسيداز و سوپراكسيد ديسموتاز و پراكسبراي بررسي فعاليت آنزيم

به عنوان سطح معني داري در  p<0.05يك طرفه و تست دانكن آناليز و  ANOVAها توسط  ميلي مولار به مدت شش روز قرار گرفتند. داده

ها به صورت  ي زيستي اين سلولميانگين تواناي (p<0.05)نشان دهنده تفاوت معني دار  MTTيپان بلو و ترهاي  نظر گرفته شد. مقايسه داده

وابسته به غلظت غلظت در مقايسه با كنترل بود. از نظر مرفولوژي سديم نيتروپروسايد باعث تغيير فرم هندسي و اندازه هسته سلول و 

سيتوپلاسم آشفتگي در كروماتين شد. همچنين سيتوپلاسم نيز دچار تغييرات مورفولوژيك بارزي از قبيل چروكيدگي و تغيير در حاشيه 

هاي مورد مطالعه در پاسخ به تنش اكسيداتيوي افزايش معني  سلول تيمار شده نسبت به گروه كنترل شد. از طرفي نيز فعاليت آنزيم

د نشان داد. ميزان مالون دي آلدئيد به عنوان محصول پراكسيداسيون ليپيد نيز با افزايش معني دار همراه بود. سديم نيتروپروساي  (p<0.05)دار

هاي كالوس گياه پريوش گردد، اگرچه  مي تواند منجر به آسيب غشا سلولي و در نتيجه كاهش توانايي زيستي سلول NOبه عنوان دهنده 

  هاي وارده نبود.  اكسيداني به دنبال تنش ايجاد شده افزايش يافت اما پاسخگوي نياز گياه براي جبران آسيب هاي آنتي فعاليت آنزيم

  

  اكسيداني، پراكسيداسيون ليپيدي، نيتريك اكسيد. هاي آنتي ي: كالوس پريوش، توانايي زيستي، آنزيمهاي كليد واژه

  

 مقدمه:

نوع  130گياه پريوش يك گياه دارويي مهم است كه حاوي 

 چنين تركيبات فنلي بوده آلكالوئيد و هم

 (Kokate and Purohit, 2007)  ،و داراي فعاليت ضد ميكروبي

باشد  ديابت، ضد سرطان و ضد ويروس ميضد قارچي، ضد 

(Starling, 1976)اي نيز برخودار . لذا از اهميت اقتصادي ويژه

هاي محيطي كه گياهان با   هوا و ديگر تنش  هاي است. آلودگي

هاي فعال اكسيژن  آنها مواجه هستند، منجر به تشكيل گونه
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)ROSهاي غشايي و  شوند كه براي سيستم ) مي

 باشند مي هاي بيولوژيكي سمي  ماكرومولكول

 .(Liu et al., 2006; Winner et al., 1985; Willekens et al., 1994) 
ROS ها و ها، ليپيدها، كربوهيدراتباعث آسيب به پروتئين

DNA شود  شده و نهايتاً منجر به تنش اكسيداتيو در گياهان مي

)Gill and Tuteja 2010ريك ). در ميان تركيبات شيميائي نيت

) گاز كوچك ليپوفيل، نسبتاً ناپايدار با قدرت انتشار NOاكسيد (

بالا، و يك مولكول فعال زيستي است كه در همه جا حضور 

به  NOدر سيستم زيستي راديكال  (Hayat et al., 2010)دارد 

)، و O·2طور سريع با اكسيژن اتمسفر، آنيون سوپراكسيد (

منجر به توليد  O2با  NOدهد. واكنش  فلزات انتقالي واكنش مي

شود كه  مي N2O4)و  N2O3و  NO2(شامل  NOxتركيب 

هاي آمين، تيول يا هيدروكسيل براي تشكيل  تواند با گروه مي

-هاي نهايي نيتريت ( متابوليت
NO2) و نيترات (-

NO3 واكنش (

توليد  O2با  NO·. واكنش(Wendehennea et al., 2001)دهد 

ONOOنيتريت ( پراكسي
كند كه يك اكسيدان قوي بوده و  ) مي-

-فيزيولوژيكي  pHدر صدمه سلول نقش مهمي دارد. در 

ONOO ) سريعاً با گروه اسيد نيتروHNO2شود  ) جايگزين مي

و يا به  NO3كه بسته به نوع تركيب آن، به سرعت به 

تبديل  HO·پذير هيدروكسيل هاي به شدت واكنش  راديكال

ا فلزات انتقالي مانند آهن تواند ب همچنين مي NOشود.  مي

دهد. اين   نيتروزيل  - تركيب شده و تشكيل كمپلكس آهن

دهد؛ به عنوان  ها را تغيير مي فرآيند ساختار و عملكرد پروتئين

سيكلاز محلول و  سازي گوانيلات  منجر به فعال  NO·مثال

  . (Hayat et al., 2010)شود جلوگيري از عمل اكونيتاز مي

لوس گياهان با سديم نيتروپروسايد تيمار سلول و كا

)SNP به عنوان عامل توليد كننده (NO  باعث بروز برخي

اختلالات فيزيولوژيك و بيوشيميائي شده است. مطالعات 

ميلي  1هاي هويج با غلظت پيشين نشان داد كه تيمار سلول

ساعت باعث كاهش  24مولار سديم نيتروپروسايد به مدت 

ت مرفولوژيك از قبيل تراكم كروماتين توانائي زيستي و تغييرا

)، از Zottini et al., 2002وكاهش اندازه هسته بوده است (

ميلي مولار به  20و  10طرفي تيمار كالوس پريوش با غلظت 

روز باعث مهار رشد سلول و افزايش  10و  8، 6، 4، 2مدت 

). همچنين Xu et al., 2004توليد كاتارانتين شده است (

هفته  4ميكرومولار به مدت  40ست كه غلظت گزارش شده ا

هاي كاتالاز و پروكسيداز و افزايش باعث كاهش فعاليت آنزيم

فعاليت آنزيم سوپراكسيد دسموتاز در كالوس گياه سيب زميني 

  ). Xu et al., 2009شده است (

در انتقال پيام داخل سلولي و  NOبا توجه به عملكرد 

ژوهش گياه پريوش در شرايط عملكرد اكسيداتيو آن، در اين پ

) SNPتحت تاثير سديم نيتروپروسايد ( (in vitro)آزمايشگاهي 

قرار گرفت تا با  NOبه عنوان عامل توليدكننده راديكال آزاد 

هاي  بررسي توانايي زيستي در كشت سلولي و فعاليت آنزيم

اكسيدان در كالوس اين گياه ميزان تأثير پذيري و پاسخ  آنتي 

  تيمار خارجي مورد ارزيابي قرار گيرد. سلولي به

  

  ها:مواد و روش

بذر رقم صورتي پريوش تهيه مواد گياهي و محيط كشت: 

)Catharanthus roseus از شركت پاكان بذر اصفهان تهيه (

ساعت در آب مقطر  24هاي استريل شده به مدت گرديد. بذر

سب هاي حاوي پرليت با فاصله منا خيسانده و سپس در گلدان

آبياري و در اتاق  2/1هوگلند  ها با محلول  كاشته شدند. گلدان

 16000ساعت روشنايي با شدت نور  16كشت با دوره نوري 

ساعت تاريكي نگهداري شدند. دماي محيط در  8لوكس و 

درجه سانتيگراد  25±2درجه سانتيگراد و در شب  28±2روز 

ش هفته % حفظ شد. بعد از ش40تا  30و رطوبت محيط بين 

ها از قسمت رأسي گياه، به عنوان ريز نمونه جدا و ريز برگ

ها براي ضد عفوني سطحي، در زير هود درون محلول نمونه

دقيقه قرار گرفتند، سپس  15% به مدت 5هيپوكلريد سديم 

 10چندين مرتبه با آب مقطر اتوكلاو شده شستشو و به مدت 

دد قطعات چندين % نيز قرار گرفتند. مج70دقيقه در اتانول 

مرتبه با آب اتوكلاو شده شستشو و سپس قطعات به طول 

حاوي ساكارز با  MSمتر بر روي محيط كشت  سانتي 1- 5/0

ها شامل گرم در ليتر به عنوان منبع كربن، ويتامين 30غلظت 

ميلي گرم در ليتر) ، پيرودوكسين (با  1/0تيامين (با غلظت 

ميلي  5/0تين (با غلظت ميلي گرم در ليتر) نيكو 5/0غلظت 
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 Kinگرم در ليتر) ، عناصر ماكرو و ميكرو و تركيب هورموني 

دي كلروفنوكسي  4و2ميلي گرم در ليتر) و  5/0(با غلظت 

ميلي گرم در ليتر ) قرار  5/1) (با غلظت D-2,4استيك اسيد (

در اتاق كشت با  ً). اين قطعات نهايتاSaifullah, 2011گرفتند (

جه سلسيوس نگهداري گرديد تا كالوس توليد در 27- 25دماي 

شود، از كالوس پس از زير كشت سوم براي تيمار دهي استفاده 

  شد كه مدت زمان هر زير كشت نيز سه هفته بود.

ها در محيط كشت كالوسكشت سوسپانسيون سلولي: 

 rpm100فاقد آگار قرار گرفته و روي شيكر با دور  MSمايع 

ها مرتباً در تاريكي انكوبه شد. نمونهدرجه سانتي گراد  25در 

به صورت روزانه با ميكروسكوپ مورد بررسي قرار گرفتند تا 

ها هر هفته يكبار با از تشكيل سلول اطمينان حاصل شود. سلول

رقيق و زير كشت شدند، نهايتاً  1:1محيط كشت تازه به صورت 

عد هاي تكثير شده براي بررسي توان زيستي و مرفولوژي بسلول

   (Saifullah, 2011) از زير كشت سوم استفاده شدند

براي اين بررسي حيات سلولي به كمك تريپان بلو: 

خانه اضافه شد.  24سلول، در هر ويال پليت  80000منظور 

هاي  محيط سوسپانسيون حاوي سديم نيتروپروسايد در غلظت

مول به ترتيب به هر  ميلي 250و  200، 150، 100، 50، 10، 0

ها به انكوباتور شيكردار  خانه اضافه و پليت 24ي پليت  هخان

ها با سه تكرار انجام شد). بعد از سپري منتقل شد (كليه آزمون

روز محلول رويي هر خانه خارج و به نسبت  6و  3، 1شدن 

در صد به هر خانه اضافه و پليت به مدت  4/0تريپان بلو  1:1

شد. سپس با استفاده از درجه انكوبه  37دقيقه در انكوباتور  2

هاي  هاي مرده) و سلولهاي آبي (رنگ سلول لام نئوبار سلول

هاي زنده) شمارش شد. با استفاده از فرمول بي رنگ (سلول

هاي زير، در صد حيات سلول ها در مورد هر غلظت در زمان

  روز محاسبه گرديد. 6و  3، 1

100 × 

 تعداد سلول زنده

 درصد توانايي زيستي =

 هاداد كل سلولتع

: )MTTي رنگ سنجي( بررسي حيات سلولي بر پايه

خانه اضافه و محيط  24سلول به هر ويال پليت  80000تعداد 

، 10، 0هاي  در غلظت سوسپانسيون حاوي سديم نيتروپروسايد 

مول بر ليتر با سه تكرار به  ميلي 250و  200، 150، 100، 50

ضافه شد. بعد از سپري خانه ا 24ي پليت  ترتيب به هر خانه

ها با بافر فسفات نمكي شستشو و  روز چاهك 6و  3، 1شدن 

 50ميكروليتر بافر فسفات نمكي و  500به هر چاهك 

ساعت در  4اضافه و به مدت  MTTميكروليتر محلول 

درجه انكوبه گرديد. بعد از سپري شدن اين مدت  37انكوباتور 

ل شدن بلورهاي محيط رويي هر چاهك تخليه و به منظور ح

به آنها اضافه و به مدت نيم  DMSOميكروليتر  100فورمازان 

ساعت در دماي اتاق و تاريكي قرار داده شد. سپس محتوي هر 

هاي اپندورف منتقل و در دور خانه به لوله 24چاهك از پليت 

rpm10000 هاي مشخص  ها به چاهك سانترفوژ گرديد. نمونه

 505و جذب آنها در طول موج چاهكي منتقل  96از يك پليت 

 SCO GmbH(شركت  ELISA-readerنانومتر با استفاده از 

ها به صورت درصد توانائي  كشور آلمان) خوانده شد. داده

  هاي تيمار شده نسبت به كنترل بيان شد. زيستي سلول

هاي نزديك به داده MTTهاي تريپان بلو و بر اساس آزمون

LD50  وLD75 درصد كشته در اثر  75و  50 كه بيانگر ميزان

هاي بعدي تيمار با غلظت مشخص است معين و در بررسي

  مورد استفاده قرار گرفت.

جهت بررسي تغييرات بررسي تغييرات مورفولوژيكي: 

هاي  مورفولوژيكي هسته و سيتوپلاسمي به ترتيب از رنگ

) 1mg/ml) و آكريدين اورنژ(1mg/mlفلوروسنت هوخست (

پانسيون سلولي حاوي سديم نيتروپروسايد با استفاده شد. سوس

مول بر ليتر و با سه تكرار به  ميلي  200و  100، 0هاي غلظت

خانه اضافه شد. بعد از سپري  24ي پليت  ترتيب به هر خانه

خانه تخليه  24هاي پليت  شدن شش روز، محيط رويي در خانه

ميكروليتر بافر  500سپس  شسته شد. PBSها توسط  و سلول

هاي پليت  ميكروليتر محلول هوخست به چاهك 10سفات و ف

ها مجددا  دقيقه انكوبه شد. سلول 3خانه اضافه و به مدت  24

شسته و جهت بررسي تغييرات مورفولوژيكي  PBSبا بافر 

ها توسط ميكروسكوپ فلورسنس المپوس هسته، نمونه

)PX41) مجهز به دوربين (DP71 بررسي و عكس برداري (

بررسي مورفولوژي سيتوپلاسم، رنگ آميزي شد. جهت 
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ها مطابق مراحل فوق الذكر توسط محلول آكريدين  سلول

دقيقه انجام و توسط ميكروسكوپ  2اورانژ  به مدت 

  فلوروسنس بررسي و عكس برداري شد.

گرم از بافت كالوس  5/0ميزان استخراج عصاره آنزيمى: 

ميلي ليتر بافر  1با استفاده از نيتروژن مايع سائيده و توسط 

استخراج شد. تركيب  (pH=7)مولار  ميلي100فسفات پتاسيم 

دقيقه با  10گراد به مدت  سانتي  درجه 4حاصل در دماي 

سانتيريفيوژ شد و از محلول شفاف رويي  rpm12000سرعت 

كه حاوي عصاره آنزيمي بود جهت تعيين ميزان فعاليت 

) و (SODموتاز)، سوپراكسيدديسPOXهاي پراكسيداز ( آنزيم

ها توسط  ) استفاده شد. ميزان پروتئين كل نمونهCATكاتالاز (

روش لاوري تعيين و پس از رسم منحني استاندارد با استفاده 

Rو  y=0.885x+0.084توسط فرمول خطي  BSAاز 
2
=0.996 

  .محاسبه گرديد

فعاليت آنزيم ): POXبررسي فعاليت آنزيم پراكسيداز (

POX ياكول به عنوان كروموژن اندازه گيري با استفاده از گا

 100ليتر محلول بافر فسفات پتاسيم  ميلى 3شد. در اين روش 

 50ميلى مولار،  20ميكروليتر گاياكول  pH=7 ،(50ميلى مولار(

ميكروليتر عصاره آنزيمى به عنوان  50و H2O2 %37 ميكروليتر 

مخلوط واكنش تهيه شد. افزايش جذب به دليل اكسيداسيون 

دقيقه توسط  3نانومتر به مدت  470ياكول در طول موج گا

كشور انگلستان) اندازه  PGشركت  +T80اسپكتروفتومتر (مدل 

گيري و در نهايت فعاليت آنزيم پراكسيداز با استفاده از ضريب 

mmol 26/6خاموشى معادل 
-1 

cm
محاسبه و بر حسب يك  1-

بر ميلى گرم واحد(ميكرومول تتراگاياكول توليد شده در دقيقه) 

 (Polle et al., 1994).پروتئين بيان گرديد 

 CATفعاليت آنزيم ): CATسنجش فعاليت آنزيم كاتالاز(

به  H2O2با روش اسپكتروفتومتري و براساس كاهش جذب 

نانومتر اندازه گيري شد.  240دقيقه در طول موج  5مدت 

ميلي  25ميلي ليتر بافر فسفات  2مخلوط واكنش شامل 

ميكروليتر  50و  H2O2 %37  ميكروليتر  100، (pH=7)مولار

عصاره آنزيمي بود. ميزان فعاليت آنزيم توسط اسپكتروفتومتر 

كشور انگلستان) قرائت و با استفاده از  PGشركت  +T80(مدل 

mmol 36ضريب خاموشى معادل 
-1

cm
محاسبه و برحسب يك  1-

بر واحد(ميكرومول پراكسيد هيدروژن مصرف شده در دقيقه) 

  .(Cakmak and Marschner, 1992)گرم پروتئين بيان گرديد  ميلي

در ): (SODسنجش فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز

 ميلى مولار 50ميلي ليتر بافر فسفات پتاسيم  2اين روش به 

(pH=7)  ميلي گرم  61ميلى گرم متيونين،  19كه حاوي

ميلي گرم  3/3ميلي گرم ريبوفلاوين و  79نيتروبلوتترازوليوم، 

EDTA   ميكروليتر عصاره آنزيمي اضافه شد. واكنش  50بود

) شروع و پس  LUX 5000ها در مقابل نور ( با قرار دادن نمونه

نانومتر توسط  560ها در  دقيقه بلافاصله جذب نمونه 10از 

كشور انگلستان)  PGشركت  +T80اسپكتروفتومتر (مدل 

عادل مقداري از آنزيم خوانده شد. يك واحد فعاليت آنزيمي م

 560در  NBTدرصد ممانعت احياى  50است كه موجب 

نانومتر مى شود. ميزان فعاليت آنزيم بر حسب يك واحد در 

دقيقه به ازاى ميلى گرم پروتئين محاسبه گرديد 
.(Giannopolitis et al., 1977)  

براي اندازه گيري سنجش مقدار پراكسيداسيون ليپيدها: 

با اندكي  Zoha  (1980) سيون ليپيد از روش ميزان پراكسيدا

 4گرم از بافت را با  5/0تغييرات استفاده شد. بدين منظور 

درصد در هاون  1/0ميلي ليتر از محلول تري كلرواستيك اسيد 

دقيقه  30به مدت  rpm4000چيني سائيده و عصاره در دور 

ميلي  2ميلي ليتر از محلول رويي و  2سانتريفيوژ شد. سپس 

 5/0درصد حاوي  10استيك اسيد  كلرو ليتر از محلول تري

 100درصد تيوباربيوتيك اسيد را در حمام آب گرم در دماي 

 15دقيقه قرارداده و به مدت  30درجه سانتي گراد به مدت 

دقيقه در يخ قرار گرفت تا سرد شود. جذب محلول در طول 

طول  نانومتر خوانده شد و از جذب خوانده شده در 600موج 

درصد  10نانومتر كم شد. از تري كلرواستيك اسيد  532موج 

درصد  تيوباربيوتيك اسيد براي صفر كردن دستگاه  5/0حاوي 

 - شود. غلظت كمپلكس تيوباربيتوريك استفاده مي

mmol آلدئيد با استفاده از ضريب خاموشي دي مالون
-1

 cm
-1

 

155=ε محاسبه شد و بصورت ميكرومول بر گرم وزن خشك 

  .(Metwally et al., 2003)بافت كالوس گزارش شد 
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ها پس از در اين طرح تجربي دادهتجزيه و تحليل آماري: 

سه تكرار  مورد تجزيه و تحليل آمارى با استفاده از نرم افزار 

SPSS-16  وANOVA  يك طرفه  قرار گرفتند. ميانگين

وه هاى اندازه گيرى شده با استفاده از آزمون دانكن گر شاخص

  به عنوان سطح معني دار در نظر گرفته شد. P<0.05بندي و 

  

  نتايج: 

هاي بدست آمده از  مقايسه دادهبر توانايي زيستي:   SNPاثر

هاي زنده گياه پريوش تيمار شده با سديم  مطالعه ميانگين سلول

نيتروپروسايد و گروه كنترل توسط روش رنگ آميزي تريپان 

هاي زنده در  نگين درصد سلولبلو مشخص كرد كه تفاوت ميا

) بود. اين  P> 0.05هاي مختلف معني دار ( ها و زمانغلظت

هاي يك روزه غلظت روند كاهشي بصورتي بود كه در تيمار

ميلي مولار نسبت به كنترل تغيير معني داري نشان نداد  10

)P>0.0510روزه غلظت  6و  3هاي ) در صورتي كه در تيمار 

). P<0.05دار داشت (به كنترل كاهش معنيميلي مولار نسبت 

ميلي مولار نسبت به  50روزه غلظت  3از طرفي در تيمار 

) P>0.05داري نشان نداد (ميلي مولار تغيير معني 10غلظت 

ميلي  10روزه نسبت به غلظت  6ولي همين غلظت در تيمار 

). ميزان 1) داشت (جدول P<0.05مولار كاهش معني دار (

LD50 ترو پروسايد بر اساس روش رنگ آميزي تريپان سديم ني

ميلي  50و  200، 250روز به ترتيب  6و  3، 1هاي بلو در تيمار

روزه  6هاي تنها در تيمار LD75مولار بود، از طرفي ميزان 

ميلي مولار بود. لذا براي  200مشاهده شد كه معادل غلظت 

ميلي  200و  100هاي روزه با غلظت 6ها تيمار  ادامه بررسي

  مولار انتخاب شد. 

هاي زنده به روش رنگ سنجي مقايسه ميانگين تعداد سلول

MTT هاي كالوس گياه پريوش با نيز نشان داد كه تيمار سلول

دار توانائي زيستي اين سديم نيتروپروسايد باعث كاهش معني

ها به )، از طرفي نيز آناليز داده1) (جدول P<0.05ها شد (سلول

و طرفه وابستگي كاهش توانائي زيستي به اثر د ANOVAروش 

متقابل غلظت و زمان را نشان داد (داده ها نشان داده نشده 

  است).

با توجه به نتايح بدست آمده از آزمون رنگ آميزي تريپان 

ها نسبت مشخص شد كه كليه غلظت MTTبلو و رنگ سنجي 

ها دو داري دارند. لذا براي ادامه بررسي به يكديگر تفاوت معني

روز انتخاب  6ميلي مولار و مدت زمان  200و  100غلظت 

هاي ها به دليل نزديكي آنها با غلظتشد. انتخاب اين غلظت

LD50  وLD75  درصد  75و  50بود كه به ترتيب باعث مرگ

هاي تحت تيمار شدند، از طرفي با توجه به اينكه مدت  سلول

يمار بود، اين زمان شش روز در اين مطالعه بيشترين زمان ت

  زمان براي ادامه تحقيق مورد استفاده قرار گرفت.  

رنگ آميزي فلوروسنت ها:  بررسي مورفولوژي سلول

هاي كنترل با هوخست نشان داد كه هسته در كشت  سلول

تهيه شده از كالوس گياه پريوش به صورت كروي و   سلولي

اي  غشاء آن به صورت يكنواخت بدون هيچگونه زائده

 200و  100ها با  شد. اين در حالي است كه تيمار سلولبا مي

مولار سديم نيتروپروسايد باعث تغيير فرم هندسي هسته  ميلي

هائي در هسته شد ضمناً  سلول از كروي به بيضي و ايجاد زائده

هاي كنترل بزرگتر و  اندازه هسته نيز در مقايسه با سلول

 200ت در غلظت ). اين تغييرا1كروماتين آشفته تر بود (شكل 

) كه منجر به ايجاد پارگي 1ميلي مولار چشمگيرتر بود (شكل 

هاي تيمار شده  و آشفتگي بيشتري در كروماتين شده بود. سلول

ميلي مولار از نظر  200و  100با سديم نيتروپروسايد با غلظت 

سيتوپلاسمي نيز دچار تغييرات مورفولوژيك بارزي از قبيل 

اشيه سيتوپلاسم سلول تيمار شده چروكيدگي و تغيير در ح

). لازم بذكر است كه حاشيه 2نسبت به گروه كنترل شد (شكل

هاي گروه كنترل كاملاً صاف و يكدست  سيتوپلاسمي در سلول

هاي تيمار شده با  ها در سلولبود در صورتي كه اين حاشيه

ايجاد زائده و از هم پاشيدگي سيتوپلاسمي همراه بود. تغيير در 

هاي تيمار شده با غلظت  ي سيتوپلاسم نيز در سلولمرفولوژ

  ميلي مولار بيشتر بود. 200

مقايسه ميانگين بر آنزيم سوپراكسيدديسموتاز:  SNPاثر 

فعاليت آنزيم سوپراكسيدديسموتاز نشان داد كه تيمار با 

مولار سديم نيتروپروسايد موجب  ميلي 200و  100هاي غلظت

  اليت اين آنزيم نسبت به نمونه ) فعP<0.001دار ( افزايش معني
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هاي تيمار شده با دزهاي  در گروه Catharanthus roseus)(هاي كالوس گياه پريوش  مقايسه ميانگين درصد توانايي زيستي سلول - 1جدول 

 .MTTروش رنگ سنجي  و آميزي تريپان بلو مختلف سديم نيتروپروسايد پس از گذشت يك، سه و شش روز به روش رنگ

 .MTTروش رنگ سنجي  آميزي تريپان بلو رنگروش  

 روزه 6 روزه 3 روزه 1 روزه 6 روزه 3 روزه mM(  1دز(

0 19/2±a  72/91 23/1±a  09/92 77/0±a  88/92 80/7±a  22/91 77/8±a  40/91 44/8±a  47/90 

10 65/2±ab  80/88 02/4±b  95/79 97/3±b72/78 24/2±ab  03/86 90/3±b  72/79 71/10±b 96/66 

50 71/3±bc  82/78 01/2±b  32/74 21/2± c10/48 01/4±b  18/77 59/7±c  63/65 22/4± c 87/39 

100 30/8±cd 91/69 19/1±c  07/68 63/6±  cd35/39 20/2±c  57/62 18/6±d  44/48 53/6± d29/26 

150 24/10±de 29/61 86/0±  d51/56 35/6±d 05/38 70/9±c  79/53 18/6±   e04/35 73/6±e  49/12 

200 72/3±e  31/59 83/7±e  41/47 66/4±e  07/15 95/3±d 25/36 75/6±ef  70/23 87/2±e  22/9 

250 38/4±f  81/48 83/1±f  04/37 94/2±e  68/11 58/6±d  11/30 28/5±f  80/15 85/1±e  05/5 

 ,one-way ANOVAدار است ( هاي متفاوت در يك ستون داراي تفاوت معنيها با كد حرفباشد، ميانگين مي mean±SDصورت ه مقادير ب

Duncan test, p<0.05(  

 
) aها در كشت سلولي تهيه شده از كالوس گياه پريوش با رنگ فلوروسنت هوخست پس از شش روز تنش. ( رنگ آميزي سلول - 1شكل 

ها  مولار سديم نيتروپروسايد، پيكان ميلي 100هاي تيمار شده با  سلول (b)ها هسته سلول نرمال را نشان مي دهد.  اي گروه كنترل پيكانه سلول

غيير شكل ها ت مولار سديم نيتروپروسايد، پيكان ميلي 200هاي تيمار شده با   سلول  (c)دهد. تغيير شكل و متلاشي شدن هسته را نشان مي

  ).x40دهد (بزرگ نمايي  ها را نشان مياشيه مسواكي آنهسته و ح

  

هاي جدول مقايسه ميانگين نشان  كنترل شده است. داده

دهد كه فعاليت آنزيم سوپراكسيدديسموتاز وابسته به غلظت  مي

مولار داراي حداكثر  ميلي 200است و اين آنزيم در غلظت 

  ). 2فعاليت بود (جدول

بررسي نتايج حاصل از آناليز بر آنزيم كاتالاز:  SNPاثر 

 ) سديم نيتروپروسايد برP<0.05دار ( ها حاكي از اثر معني داده

(جدول  ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز كالوس گياه پريوش است

مولار ميلي 200و  100). در كالوس تيمار شده با دزهاي 3
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ريوش با رنگ فلوروسنت آكريدين اورنژ پس از شش روز تنش. ها در كشت سلولي تهيه شده از كالوس گياه پ رنگ آميزي سلول - 2شكل

)aهاي گروه كنترل، حاشيه سيتوپلاسم صاف و يكنواخت است.  ) سلول(b) ميلي مولار سديم نيتروپروسايد،  100هاي تيمار شده با  سلول
ها پارگي  ر سديم نيتروپروسايد، پيكانميلي مولا 200هاي تيمار شده با   سلول  (c)دهد. ها چروكيدگي سيتوپلاسم را نشان مي پيكان

  ).x20دهد (بزرگ نمايي  سيتوپلاسم و عدم حضور محدوده سيتوپلاسمي را نشان مي
  

 unit)، كاتالاز(unit min-1 mg-1 protein)، پراكسيداز(unit mg-1 protein)هاي سوپراكسيدديسموتاز مقايسه ميانگين فعاليت آنزيم - 2جدول 

min-1 mg-1 protein) آلدئيد دي و محتوي مالون(µmol g-1FW) )100، 0كالوس گياه پريوش شش روز پس از تيمار با سديم نيتروپروسايد ،
 مولار). ميلي 200

غلظت سديم 
 )mMنيتروپروسايد (

  سوپراكسيدديسموتاز
(unit min-1 mg-1 

protein) 

  كاتالاز
(unit min-1 mg-1 

protein) 

  پراكسيداز
(unit min-1 mg-1 

protein) 

  آلدئيد دي مالون
(µmol g-1FW) 

0 05/12±  a81 /32 05/0± a 96/0 005/0±  a29/0 72/6±  a11/8 

100 91/5±  b02/51 09/0±  b63/1 115/0±  b67/0 94/2±  b54/21 

200 52/5±c  97/72 20/0±  c02/2 110/0± c 11/1 22/4± c 94/35 

 ,one-way ANOVAكد حرفهاي متفاوت در يك ستون داراي تفاوت معني دار است ( ميباشد، ميانگين ها با mean±SDمقادير بصورت 

Duncan test, p<0.05(.  

  

) فعاليت اين P<0.001دار ( سديم نيتروپروسايد افزايش معني

آنزيم نسبت به نمونه كنترل قابل مشاهده است. مقايسه 

هاي حاصل نشان دهنده ارتباط وابسته به غلظت  ميانگين

 200باشد و اين ميزان در غلظت  اين آنزيم ميفعاليت 

  ).2مولار به حداكثر رسيد (جدول ميلي

هاي حاصل از  آناليز دادهبر آنزيم پراكسيداز:  SNPاثر 

گيري ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز در كالوس گياه  اندازه

پريوش تيمار شده با سديم نيتروپروسايد در مقايسه با نمونه 

) بر P<0.05دار ( داراي اثر معني SNPه كنترل نشان داد ك

). ميزان فعاليت آنزيم 2باشد (جدول فعاليت اين آنزيم مي
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) و P<0.05( 100پراكسيداز در هر دو گروه تيمار شده با دزهاي 

200 )P<0.001داري را نسبت به نمونه  مولار افزايش معني ) ميلي

ه بودن هاي حاصل نشان دهنده وابست دهد. داده كنترل نشان مي

فعاليت اين آنزيم نسبت به غلظت است و اين آنزيم در غلظت 

  ).2باشد (جدول مولار حداكثر فعاليت را دارا مي ميلي 200

آناليز آماري  بر ميزان پراكسيداسيون ليپيد: SNPاثر 

آلدئيد در كالوس  دي گيري مقدار مالون هاي حاصل از اندازه داده

نيتروپروسايد بر مقدار  گياه پريوش نشان داد كه اثر سديم

 ) استP<0.05دار ( آلدئيد نسبت به نمونه كنترل معني دي مالون

آلدئيد در  دي چنين مقايسه ميانگين محتوي مالون ). هم2(جدول

) وابسته P<0.001دار ( كالوس گياه پريوش حاكي از افزايش معني

باشد، به طوري كه اين افزايش در  آلدئيد مي دي به غلظت مالون

  مولار به بيشترين مقدار خود رسيده است. ميلي 200ظت غل
  

  بحث:

هايي است كه  ) يكي از مولكولNOمولكول نيتريك اكسيد (

هاي آزاد  تواند به عنوان تنظيم كننده در متابوليسم راديكال مي

چنين  . هم(Hung and Kao, 2003)) عمل كند ROSاكسيژن (

هاي  نتقال سيگنالدر ا NOبسياري از آزمايشات نشان داد كه 

و در واكنش  (Neill et al., 2003; Hayat et al., 2010)گياهي 

  هاي غيرزيستي و زيستي دخالت دارد با تنش

(Qiao and Fan, 2008; Tan et al., 2008; Liu et al., 2011). 

هاي مهم ) يكي از توليد كنندهSNPسديم نيتروپروسايد (

كه  (Butler and Megson, 2002)) است NOنيتريك اكسيد (

ميكرومول  2مول بر ليتر قادر به توليد حدود  ميلي 5/0به ازاء هر 

توليد بالاي  .(Haihua et al., 2002) باشد مي NOبر ليتر راديكال 

هاي گياهي منجر به تخريب  هاي آزاد در سلول راديكال

ها و غشاهاي ليپيدي و  تركيبات سلولي از جمله پروتئين

و به دنبال آن تنش  (Xu et al., 2011)ك شد اسيدهاي نوكلئي

. در گياهان، (Fu and Zhang, 2000)شود  اكسيداتيو ايجاد مي

NO هاي به عنوان يك مولكول مهم در بسياري از عملكرد

هاي  فيزيولوژيكي از جمله فرآيندهاي رشد و نمو تا پاسخ

كه باعث بروز  (Durner and Klessig, 1999)دفاعي و سلولي 

  شوند، نقش دارد هاي حساس مي العمل عكس

 (Grant and Loake, 2000).  از طرفي مشخص شده است كه

H2O2 سلولي   داخل سلولي به تنهايي قادر به بروز پاسخ

باشد و ممكن است دركنار فاكتورهاي ديگر منجر به بروز  نمي

در چندين  (Delledonne et al., 2001)مرگ سلولي شود 

اهان و كشت سلولي مشخص شده كه آزمايش در حوزه گي

 H2O2 يكي از عوامل تقويت كننده عملكرد  NOراديكال 

باعث  NOاست، در حقيقت به دنبال بروز پاسخ سلولي، 

  گردد مي H2O2افزايش مرگ سلولي القا شده توسط 

(Durner et al., 1998)  مطالعات انجام شده توسطZottini  و

ساعت ميزان مرگ  48ذشت ) نشان داد كه با گ2002همكاران (

سديم  mM1هاي هويج تحت تاثير غلظت  سلولي در سلول

ساعت با  24نيتروپروسايد نسبت به همين تيمار با گذشت 

در پژوهش حاظر (Zottini, 2002). افزايش همراه بود 

، 100، 50، 10، 0هاي مختلف سديم نيتروپروسايد ( غلظت

طالعه استفاده شد و مولار) جهت انجام م ميلي 250و  200، 150

هاي مختلف سديم نيتروپروسايد در سه بازه زماني  تاثير غلظت

هاي كالوس گياه  يك، سه و شش روز بر توانايي زيستي سلول

پريوش مورد ارزيابي قرار گرقت. نتايج حاصل از تست 

آميزي تريپان بلو نشان داد كه تيمار يك روزه در غلظت  رنگ

داري نداشت  نه كنترل تفاوت معنيمولار نسبت به نمو ميلي 10

اين در حالي بود كه در همين غلظت طي روزهاي سه و شش 

دار نسبت به گروه كنترل قابل مشاهده بود. از  روز كاهش معني

مولار نسبت به غلظت  ميلي 50طرفي در تيمار سه روزه غلظت 

داري نداشت اما همين غلظت در  مولار تفاوت معني ميلي 10

مولار با كاهش  ميلي 10زه نسبت به غلظت تيمار شش رو

 Fadzillahداري مواجه بود. در تحقيق ديگري كه توسط  معني

 Centella asiatica)بر روي كالوس گياه 2006و همكاران (

انجام شد دو گروه سلول در نظر گرفته شدند كه هر دو در 

به  Methyl viologenهاي مختلف  شرايط يكسان با غلظت

توليد راديكال آزاد اكسيژن تيمار شدند، مشاهده عنوان عامل 

شد كه در گروه اول با گذشت زمان توانايي حيات كاهش 

يابد به طوري كه در روز پنجم پس از تيمار توانايي حيات  مي

رسد. اما در گروه دوم در  %) مي10به كمترين درصد (زير 

ه و همان روز اول تيمار با افت شديد توانايي زيستي همراه بود
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 يابد اين افت با شيب بسيار كم تا روز پنجم ادامه مي

.(Fadzillah et al., 2006)  اين مطالعه و مطالعات انجام شده

نشان داد كه با توجه به نوع گونه گياهي و هم چنين نوع و 

هاي  هاي گياهي قادر است پاسخ غلظت تيمار اعمال شده سلول

كند. از طرفي  سلولي متفاوت با دامنه متفاوت را اعمال

مطالعات مرفولوژيك نشان داد كه تغيير در مرفولوژي هسته و 

سيتوپلاسم مانند باز شدن كروماتين، تغيير فرم هندسي و ايجاد 

حاشيه مسواكي شكل و همچنين چروكيدگي و تخريب كامل 

هاي تحت تيمار با سديم نيتروپروسايد  سيتوپلاسم در سلول

توانند در  ير زيستي ميهاي زيستي و غ رخ مي دهد. تنش

هاي  گياهان مرگ برنامه ريزي شده را القاء نمايند، از مشخصه

مهم مرگ برنامه ريزي شده سلولي بروز تغييرات مرفولوژي در 

باشد. با توجه به  هاي تحت تنش مي هسته و سيتوپلاسم سلول

هاي تحت تيمار احتمالاً كاهش  تغييرات مشاهده شده در سلول

هاي كالوس گياه پريوش  ت توانائي زيستي سلولوابسته به غلظ

تيمار شده با سديم نيتروپروسايد در اثر القاء مرگ برنامه ريزي 

باشد. البته اعمال نظر قطعي نوع مرگ سلولي نياز مند  شده مي

باشد كه توسط اين تيم تحقيقاتي  انجام تحقيقات بيشتر مي

  گردد.  پيشنهاد مي

هاي  يد و پاكسازي راديكالدر شرايط رشد طبيعي بين تول

هاي گياهي تعادل وجود دارد كه با ايجاد تنش اين  آزاد در سلول

هاي آزاد يا كم شدن ميزان يا فعاليت  تعادل با افزايش راديكال 

.از (Fu and Zhang, 2000) خورد ها در سلول بهم مي  پاك كننده

تواند  ) ميMDAآنجا كه سرعت پراكسيداسيون ليپيد (

هاي  نده تحمل يا حساسيت گياهان نسبت به استرسده نشان

، در ادامه اين پژوهش به (Wang et al., 2009)اكسيداتيو باشد 

آلدئيد در كالوس گياه پريوش پرداخته  دي بررسي ميزان مالون

شد. بر اساس نتايج بدست آمده با افزايش غلظت سديم 

اسيون آلدئيد كه شاخص پراكسيد دي نيتروپروسايد ميزان مالون

ليپيدهاي غشاء است نيز افزايش يافت. لذا مي توان گفت كه 

باعث القاء استرس اكسيداتيو در  NOافزايش توليد مولكول 

هاي تحت تيمار با سديم نيتروپروسايد مي شود. طي  سلول

) بر روي دو اكوتيپ از 2008و همكاران ( Zhaoمطالعاتي كه 

گليكول انجام دادند به ) تيمار شده با پلي اتيلن Reed( گياه ني

اين نتيجه دست يافتند كه اثر نيتريك اكسيد بر هر كدام از 

ها داراي اثرات متفاوتي بود به طوري كه در اكوتيپ  اكوتيپ

Dune Reed آلدئيد مشاهده  دي داري در محتوي مالون اثر معني

  دار بود اين تفاوت معني Swamp Reedنشد اما در اكوتيپ 

 .(Zhao et al., 2008)  مطالعاتي توسطShi  و همكاران

) انجام شد آنها مشاهده كردند كه اعمال تيمار نيتريك 2007(

اكسيد خارجي بر ريشه اين گياه تحت تنش اسمزي در دو بازه 

دار در ميزان  روزه منجر به كاهش معني 8و  4زماني 

البته ديده شده كه  (Shi et al., 2007).آلدئيد شد  دي مالون

و جلوگيري از  ROSتواند در حذف  مي NOيين غلظت پا

-توليد 
 O2 وH2O2  و در نتيجه كاهشMAD  موثر باشد. با

توان نتيجه  توجه به نتايج بدست آمده از تحقيقات مختلف مي

هاي  تواند باعث بروز پاسخ گرفت كه غلظت نيتريك اكسيد مي

متفاوتي در گياهان مختلف شود، اگرچه در مطالعه حاضر 

 NOغلظت نيتروپروسايد و بدنبال آن افزايش ميزان  افزايش

دار مالون دي آلدئيد در خارج سلولي باعث افزايش معني

  كالوس گياه پريوش شد.

هاي متفاوتي براي مقابله با اثر  چنين در گياهان روشهم

اكسيداتيو راديكال هاي آزاد يافت مي شود كه از آن جمله مي 

آنزيمي اشاره كرد. در روش  توان به روش هاي غير آنزيمي و

هاي خنثي كننده راديكال آزاد  آنزيمي، گياه با استفاده از آنزيم

توانند  مانند سوپر اكسيدديسموتاز، كاتالاز و پراكسيداز مي

هاي آزاد را حذف و اثر تخريبي آنها را كمتر يا حتي از  راديكال

آنزيم داري در فعاليت  بين ببرند. در مطالعه حاضر افزايش معني

هاي آنتي  اكسيداني فوق الذكر مشاهده شد. آنزيم هاي آنتي 

ديسموتاز به عنوان مهمترين  اكسيداني كاتالاز و سوپراكسيد 

 (Scandalios et al., 1984)عامل آنتي اكسيداني مطرح هستند 

شوند و  مي ROSهاي مختلف محيطي منجر به افزايش توليد تنش

SOD ها و فراهم كردن اولين  ين تنشدر تحمل گياهان نسبت به ا

با  ROSهاي مقاومت به اثرات سمي سطوح بالاي  مكانيسم

. (Gill and Tuteja, 2010)باشد اي مي اهميت و داراي نقش ويژه

اكسيداني است كه  هاي آنتي چنين كاتالاز نيز از جمله آنزيم هم
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هاي  شود ولي در غلظت فعال نمي ROSهاي پايين  در غلظت

دهنده شرايط سخت و زياد تنش است   كه نشان ROSزياد 

اين آنزيم به طور  (Gill and Tuteja, 2010).كند  فعاليت مي

طبيعي مسئول از بين بردن پراكسيد هيدروژن توليد شده در 

شرايط فيزيولوژيك است، از طرفي نيز فعاليت آنزيم پراكسيداز 

  با توجه به گونه گياهي و نوع تنش متفاوت بود

.(Gill and Tuteja, 2010)  طبق آزمايشات انجام شده توسط

Shi ) كه بر روي ريشه خيار انجام شد 2007و همكاران (

مشخص شد كه استفاده از نيتريك اكسيد خارجي در طي دو 

، SODهاي  روزه منجر به افزايش فعاليت آنزيم 8و  4دوره 

CAT  وPOX  پس از تيمار چهار روزه گشت. اما پس از

روز مشاهده شد كه فعاليت آنزيم گذشت هشت 

سوپراكسيدديسموتاز با كاهش همراه بود اما فعاليت دو آنزيم 

  داد ديگر هم چنان روند رو به افزايش را نشان مي

(Shi et al., 2007) .Xu ) در آزمايشات خود 2009و همكاران (

هاي مختلف سديم نيتروپروسايد بر  كه حاصل تاثير غلظت

ني بود بدين صورت بيان داشتند كه ميزان كالوس گياه سيب زمي

با افزايش  µM40فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز تا غلظت 

هاي بعدي با كاهش در فعاليت اين آنزيم  همراه بود و در غلظت

هاي پراكسيداز و كاتالاز تا  مواجه شدند. از طرفي فعاليت آنزيم

بعد با  روند نزولي را داشت كه از اين غلظت به µM40غلظت 

با  (Xu et al., 2009).افزايش در فعاليت اين آنزيم روبرو شدند 

توان  توجه به نتايج بدست آمده طي آزمايشات مختلف مي

ممكن  SNPهاي  چنين نتيجه گرفت كه اثر متفاوت غلظت

 NOباشد، زيرا عملكرد  NOاست به علت دوگانگي اثر 

يطي مختلف ها و شرايط مح وابسته به غلظت بوده و در غلظت

از  (Shi et al., 2007)داراي اثرات فيزيولوژيكي متفاوتي است 

هاي مورد طرفي نيز افزايش وابسته به غلظت در فعاليت آنزيم

هاي  بررسي در اين طرح مي تواند به دليل اين باشد كه غلظت

به كار رفته عموماً در جهت افزايش فعاليت بوده و ممكن است 

وسايد باعث بروز روندهاي متفاوت هاي كمتر نيتروپر غلظت

  با نتايج اين پژوهش شود.

  

   گيري كلي:نتيجه

در تحقيق حاضر، با افزايش ميزان غلظت سديم نيتروپروسايد، 

هاي كالوس گياه پريوش تحت تيمار  توانائي زيستي سلول

تواند افزايش پراكسيداسيون  كاهش يافت. دليل اين كاهش مي

ن خود نشان دهنده ارتباط مستقيم ليپيدهاي غشاء باشد كه اي

باشد. به دنبال  ها ميROSبين پراكسيداسيون ليپيدي و توليد 

افزايش پراكسيداسيون ليپيدها و ايجاد صدمه در غشاء سلول، 

هاي آنتي اكسيداني نيز مشاهده شد. اگر افزايش فعاليت آنزيم

هاي آنتي اكسيدان در جهت كاهش اثر  چه افزايش فعاليت آنزيم

بوده است  NOمخرب سديم نيتروپروسايد عامل توليد راديكال 

  ولي اين اثر نتوانست از مرگ و مير سلول ها جلوگيري كند.

  

  تشكر و قدرداني:

در پايان جا دارد از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه اراك تشكر 

و قدرداني شود كه با ارائه كمك مالي امكان انجام تحقيق حاضر 

  امه كارشناسي ارشد را ممكن نمود.در قالب پايان ن
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