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  چكيده
گياهي علفي، معطر و پايا از خانواده نعنا است كه در مناطق مختلف ايـران   (.Melissa officinalis L)گياه بادرنجبويه  :مقدمه

با توجه به اهميـت  . گيرد و امروزه در بسياري از نقاط جهان كشت و سازگار شده است دارويي قرار مي مورد استفاده خوراكي و
و كاربرد وسيع اسانس گياه در ساخت داروها، مواد غذايي و آرايشي، بهداشتي تصميم بر آن شد كه كشت سلولي گيـاه مـورد   

  .بررسي قرار گيرد
هاي  كالوس از بذر گياه بادرنجبويه و بررسي توانايي كالوس براي توليد متابوليت هدف از اين مطالعه، توليد و نگهداري :هدف

  .هاي توليد شده در گياه كامل است ثانويه و مقايسه آن با متابوليت
كننده، استريل شدند و بعـد از رشـد در محـيط     هاي استريل بذرهاي گياه بادرنجبويه، با قرار گرفتن در محلول :روش تحقيق

اتـوكلاو شـده    MSهاي فوقاني دانه رست در شرايط كاملاً استريل به محيط كشت  درصد و توليد دانه رست، قسمت 8/0آگار 
درجـه   25-27هاي گياهي بود منتقل و جهت رشد و ايجاد كالوس در گرمخانه در دمـاي   كه داراي مقادير مشخصي از هورمون

 GCكلرو متاني كالوس تهيه شـده و بـه دسـتگاه     ز كالوس، عصاره ديبعد از ايجاد مقادير لازم ا. گراد نگهداري شدند سانتي
  .تزريق شد GC/MSهاي هوايي گياه كامل هم جهت تعيين تركيبات موجود به دستگاه  اسانس حاصل از سرشاخه. تزريق گرديد

رونلال، نرال، ژرانيـال و  دهد كه بيشترين درصد تركيبات موجود در اسانس گياه را سيت نتايج به دست آمده نشان مي :ها يافته
اما بررسي مقدماتي روي عصـاره  . گونه تركيب اسانسي توليد نكرده است در مقابل، كالوس هيچ. دهند بتاكاريوفيلن تشكيل مي

  .اند ها، تانن توليد كرده كالوس نشان داد كه سلول
هاي گياهي فوق  و با هورمون MSدر محيط  نتايج حاكي از آني است كه كالوس به دست آمده از گياه بادرنجبويه :گيري نتيجه
  .تواند توليد روغن فرار نمايد اما كالوس مزبور توانسته است تانن توليد نمايد نمي
  بافت، اسانس بادرنجبويه، كشت :واژگان لگ

68 



  1383سال چهارم، شماره سيزدهم، زمستان  فصلنامه گياهان دارويي،    

 

... توليد و نگهداري كشت سلولي گياه  

  

  مقدمه
گياهي  .Melissa officinalis Lگياه بادرنجبويه با نام علمي      

است كه در مناطق  (Labiatae)عنا معطر، پايا و علفي از خانواده ن
هاي وارنگ بو، بارنگ بو، فرنجشمك هم شناخته  مختلف ايران به نام

بادرنجبويه در واقع بومي كشورهاي مديترانه و آسياي غربي . شود مي
است ولي امروزه به طور گسترده در بسياري از نقاط جهان، كشت و 

جنگل (ال شرقي در ايران در ناحيه شمال و شم. سازگار شده است
باختران، (، در ناحيه غرب )گلستان، مازندران، تنكابن و دره هزار

قلعه و بين  ارتفاعات توچال، پس(و در تهران و اطراف ) ريجاب و بيشه
  ]. 1[شود  به وفور ديده مي) كرج و قزوين

درصد اسانس روغني  1/0-5/0هاي هوايي گياه داراي  سرشاخه     
اسانس گياه تا حدودي مشابه ]. 2) [اه خشكبراساس وزن گي(هستند 

متيل  - R -(+)است ولي تركيب  (Lemon grass)اسانس علف ليمو 
  ].3[سازد  سيترونلات، اسانس بادرنجبويه را از اسانس علف ليمو متمايز مي

سيترونلال، نرال، ژرانيال، : اجزاي مهم موجود در اسانس بادرنجبويه عبارتند از       
  ].2،4،5... [دي، لينالول، نرول، ژرانيول و  لن، بتاكاريوفيلن اكسايد، ژرماكرنبتاكاريوفي

  پردازي هاي كشت سلولي كه از اوايل قرن بيستم با نظريه تكنيك     
كاري جديد در صنعت  امروزه راه]. 6[هابرلنت مورد توجه قرار گرفتند 

زماني توان در يك مقطع  آن مي  آيد كه با داروسازي به حساب مي
هاي گياهي را در محيط كشت مصنوعي و به دور از  نسبتاً كوتاه، سلول

هاي اقليمي، سياسي و جغرافيايي كشت كرده و مواد موثر  محدوديت
  .دارويي را از آنها استخراج كرد

اي جهت مقايسه مواد توليد شده در كشت بافت  تاكنون مطالعه     
اصل از همان بذر استفاده گياه با روغن فرار حاصل از گياه كامل ح

همچنين با توجه به اهميت و . شده در كشت بافت انجام نشده است
اين گياه در ساخت داروها، مواد غذايي و آرايشي   كاربرد وسيع اسانس

بهداشتي تصميم بر آن شد كه اسانس گياه مورد بررسي قرار گيرد و 
و توليد چنين در مورد ايجاد كالوس اين گياه و نگهداري آن  هم

ها از اين طريق، تحقيق مقدماتي صورت  اسانس و ساير متابوليت
  . گرفته و نتايج ارزيابي شود

  
  ها مواد و روش

  تهيه نمونه گياهي مورد تحقيق - 1
هاي هوايي گياه بادرنجبويه و بذور آن در تاريخ  سرشاخه     

ها و مراتع  از محل گياهان دارويي موسسه جنگل 17/3/1382
ي شده و بعد از پاك شدن، در دماي اتاق خشك آور جمع

  . گرديد
نمونه هرباريومي از گياه هم تهيه شده و توسط گياهشناس      

  .موسسه مورد شناسايي و تاييد قرار گرفت
  

 

  گيري از نمونه گياهي اسانس - 2
هاي هوايي گياه بادرنجبويه، طبق روش  گيري از سرشاخه اسانس     

 4بعد از گذشت . له دستگاه كلونجر انجام شدتقطير با آب و به وسي
  .آوري و تعيين مقدار گرديد ساعت، اسانس حاصل جمع

با اضافه كردن سولفات سديم انيدريد، آبگيري از اسانس انجام      
و بررسي اجزاي  GC/MSشده و نمونه جهت تزريق به دستگاه 

  . اي دربسته در يخچال نگهداري شد موجود در ظرف كوچك شيشه
  
  :كشت بافت گياهي - 3

جهت استريل كردن بذرهاي گياه بادرنجبويه، از تركيبي از چند      
بدين ترتيب كه تعدادي از بذرها در . كننده استفاده شد ماده استريل

به  80درصد و يك قطره تويين  3/0ظرف حاوي پراكسيد هيدروژن 
شي با آب بعد از صاف شدن و چند بار آبك. دقيقه قرار گرفتند 10مدت 

مقطر استريل، صافي حاوي بذور در ابتدا در محلول هيپوكلريت سديم 
درجه به  70دقيقه و بعد در محلول آبي اتانول  2درصد به مدت  5

دقيقه قرار داده شدند و بعد از شستشو با آب مقطر استريل به  8مدت 
درصد اتوكلاو شده منتقل و جهت  8/0هاي حاوي محيط آگار  پليت

گراد قرار  درجه سانتي 25-27يجاد دانه رست در گرمخانه رشد و ا
هاي  روز از رشد بذرها در محيط آگار، قسمت 7بعد از گذشت . گرفتند

پايه اتوكلاو شده كه با وجود  MSرست به محيط كشت  فوقاني دانه
، )mg/l2/0( ،IAA ) mg/l1 (، كينتين ) mg/l100 (ميواينوزيتول 

2, 4-D ) mg/l1 (گيل و شيرنار)v/v 15 تقويت شده و در ) درصد
تنظيم شده است،  7/5آن روي  pHجامد و ) درصد 8/0(حضور آگار 

گراد  درجه سانتي 25-27انتقال داده شدند و در گرمخانه در دماي 
هاي توليد شده روي اين محيط كشت در  سلول. نگهداري گرديدند

ه شدند تا روزه به محيط كشت مشابه جديد انتقال داد 20-25فواصل 
  ). 1شكل شماره (كالوس مطلوب حاصل آيد 

  

  
 

 تصوير كالوس حاصل از گياه  -1شكل شماره 

Melissa officinalis 
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جهت جداسازي تركيبات فرار احتمالي ساخته شده به وسيله      
ليتر  ميلي 10گرم از كالوس تازه به وسيله  10كالوس، مقدار 

از اين  µl100 از تغليظ، مقدار  گيري شده و بعد كلرومتان عصاره دي
  .نگهداري شد GC/MSو  GCعصاره جهت تزريق به دستگاه 

  

 Gas Chromatographyمشخصات دستگاه 

 Hewlet Packardنوع  دستگاه كروماتوگرافي گازي از     

6890N  متر و  ميلي 25/0متر، قطر داخلي  30با ستون به طول
دماي : دمايي برنامه. بود HP-1ميكرومتر از نوع  25/0ضخامت لايه 

گراد  درجه سانتي 265گراد، دماي انتهايي  درجه سانتي 50ابتدايي آون 
گراد در هر دقيقه، دماي  درجه سانتي 5/2و گراديان حرارتي آون 

نيتروژن و سرعت : گراد، گازحامل درجه سانتي 250اتاقك تزريق 
  .ليتر در دقيقه ميلي 5/1: جريان گاز

  
   GC/MSمه دمايي دستگاه مشخصات و برنا

با  N , Hewlet Packard 6890دستگاه كروماتوگرافي گازي از نوع      
 25/0ضخامت لايه  متر و ميلي 25/0متر، قطر داخلي  30ستون به طول 

درجه  50دماي ابتدايي آون : دمايي برنامه. بود Hp-1ميكرومتر از نوع 
اد و گراديان حرارتي گر درجه سانتي 265گراد، دماي انتهايي  سانتي
درجه  250گراد در هر دقيقه، دماي اتاقك تزريق  درجه سانتي 5/2آون 
  .ليتر در دقيقه ميلي 5/1: هليوم و سرعت جريان گاز: گراد، گازحامل سانتي
: ، ولتاژ يونيزاسيونTermoquest 2000طيف نگار جرمي مدل      
 250: يونيزاسيون، دماي منبع EI: الكترون ولت، روش يونيزاسيون 70

  . گراد درجه سانتي
  

  گيري و نتيجهبحث 
و اعداد  GC/MSبا توجه به مطالعه طيف هاي جرمي حاصل از      

كواتس محاسبه شده و مقايسه اين مشخصات با تركيبات استاندارد و 
تركيب در اسانس بادرنجبويه شناسايي  15مراجعه به منابع مختلف، 

بيشترين . دهند سانس را تشكيل ميدرصد ا 93/91شد كه مجموعاً 
و ) درصد 14/25(تركيبات استخراج و شناسايي شده اسانس را ژرانيال 

 6اسانس فوق داراي . دهند تشكيل مي) درصد00/19(بتاكاريوفيلن 
ترپني  تركيب سزكويي 9و ) درصد 73/49با مجموع(تركيب مونوترپني 

  .باشد ، مي)درصد 20/42با مجموع(
بات شناسايي شده به همراه شاخص بازداري كواتس و كليه تركي     

درصد كمي هر تركيب به ترتيب زمان خروج از ستون در جدول شماره 
  . شود ديده مي 1

در مطالعات قبلي انجام شده در زمينه بررسي اسانس گياه      
اي كه تركيبات  گونه بادرنجبويه نتايج مشابهي گزارش شده است به

س گياه سيترونلال، نرال، ژرانيال بيان شده كه غالب موجود در اسان
البته بسته به شرايط اقليمي رويشگاه گياه وزمان برداشت آن درصد 

  ].7،8[كند  اين مواد كمي تفاوت مي
در زمينه كشت سلولي گياه بادرنجبويه و توليد كالوس آن نيز،      

 هاي كالوس تحقيقات انجام شده تاكنون نشان داده است كه سلول
گيري از تركيبات فرار ترپنوييدي كه در  توانند مقادير قابل اندازه نمي

هايي در  شود را توليد كنند اما گزارش گياه كامل به مقدار زياد ديده مي
زمينه تجمع تركيبات غيرترپنوييدي مثل فورفورال، هگزانوييك و 

  ].9،10[هاي كالوس وجود دارد  اكتانوييك اسيد در سلول

  تركيبات شيميايي شناسايي شده در اسانس گياه -1 جدول شماره
 Melissa officinalis L.  

 درصد ضريب بازداري تركيبات رديف

 94101/0آلفاپينن1
 97801/0سابينن2
 110129/1لينالول3
 115404/5سيترونلال4
 124924/18نرال5
 128114/25ژرانيال6
 137966/0آلفاكوپائن7
 142400/19بتاكاريوفيلن8
 145768/0آلفاهومولن9
 148354/5ديژرماكرن10
 152268/0آلفاالمن11
 155529/0بتاكادينن12
 159000/14 كاريوفيلن اكسايد13
 161163/0 لدن14
 163872/0 كادينولتي15
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... توليد و نگهداري كشت سلولي گياه  

  

  درصد و ميزان دسته تركيبات شناسايي شده  -2جدول شماره 
  ياه بادرنجبويهدر اسانس گ

 درصد تركيبات تركيبات

 02/0 مونوترپن هيدروكربني

 71/49 مونوترپن اكسيژنه

 73/49 هامجموع مونوترپن

 48/27 هيدروكربنيترپنسزكويي
 72/14ترپن اكسيژنهسزكويي

 20/42 هاترپنمجموع سزكويي

 50/27 مجموع تركيبات هيدروكربني

 43/64 همجموع تركيبات اكسيژن

 93/91 ميزان تركيبات شناسايي شده

  
هاي كالوس  در تحقيق انجام شده هم مشخص شد كه سلول     

هاي مقدماتي انجام شده  اند اسانسي توليد كنند اما در بررسي نتوانسته
اند  ها توليد تانن كرده روي عصاره كالوس مشخص گرديد كه سلول

ي اوليه و تمايز نيافته، ها كه با توجه به امكان توليد تانن در سلول
  .قابل توجيه خواهد بود
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