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  چكيده

بـه دسـت    (.Taxus sp)داروهاي ضد سرطان حال حاضر جهان است كه از جنس سرخدار  ترين مهمتاكسول يكي از 
در ايـن رابطـه، تعيـين    . شـود  سول در دنيا محسـوب مـي  هاي توليد تاك روش ترين مهمامروزه كشت سلولي از . آيد مي

. اي برخـوردار اسـت   يـت ويـژه                         ها و توليد محصول از اهم  كشت براي دستيابي به بيشينه رشد سلول تركيب بهينه محيط
. كشت پايه براي توليد تاكسول از كشت سلولي سرخدار اجـرا شـد   اين تحقيق به منظور بررسي و تعيين بهترين محيط

كـه همگـي حـاوي تركيـب هورمـوني يكسـان        SHو  WPM ،B5 ،MSكشت پايه شـامل   ظور از چهار محيطبدين من
هسـتند،   (Kinetin)كـاينتين  گـرم در ليتـر    ميلـي  2/0و  D-2,4گرم در ليتـر   ميلي NAA ،2/0گرم در ليتر  ميلي 2شامل 

از نظر . بررسي گرديد HPLCدستگاه روزه، با استفاده از  21استفاده شد و ميزان تاكسول توليدي در طول يك دوره 
هاي مختلف مشاهده شد و بيشترين مقدار اين تركيب از محيط  ميزان كل تاكسول توليدي، اختلاف بارزي بين محيط

به ترتيـب بـا ميـزان     SHو  MS ،B5هاي  پس از آن، محيط. گرم در ليتر به دست آمد ميلي 58/16به ميزان  WPMپايه 
كشت نيـز تفـاوت    از نظر ميزان تاكسول ترشح شده به محيط. گرم در ليتر قرار داشتند ميلي 82/5و  42/6، 66/8توليد 
و  59/3، 28/4، 68/7بـه ترتيـب    MSو  WPM ،B5 ،SHهاي  هاي مختلف مشاهده شد و محيط داري بين محيط معني

 38و  62، 67، 46ترتيـب  كشت ترشح كردنـد كـه ايـن ميـزان بـه       گرم در ليتر تاكسول توليدي را به محيط ميلي 31/3
گيـري كـرد كـه نـوع      تـوان نتيجـه   بـا توجـه بـه نتـايج حاصـل مـي      . شـود  درصد از كل تاكسول توليدي را شـامل مـي  

درخـور   تـأثير ها نيز  كشت پايه، نه تنها بر ميزان توليد اين متابوليت مؤثر است، بلكه بر ميزان ترشح آن از سلول محيط
  .توجهي دارد

  كشت پايه ، كشت سلولي، محيط(.Taxus sp)سول، سرخدار تاك :هاي كليدي واژه



  1391 تابستان، دهمدواز شماره، مچهارسال، شناسي گياهي زيست 84
 

  

  مقدمه
داروي ضدسـرطان   تـرين  مهـم تـوان   تاكسول را مـي 

ــاكنون شناســايي شــده اســت    Abbasi)دانســت كــه ت

Kajani et al., 2010) .   ــد ــك آلكالوئي ــاده ي ــن م اي
هـا بـه نـام     ترپن كه به گروهي از دي استترپنوئيدي  دي

بـه علـت محتـواي    . (Frense, 2007)تاكسان تعلق دارد 
هاي گياهي سرخدار و نيـز   بسيار پايين تاكسول در بافت

رشد بسيار كم اين گياه، تأمين نياز درماني بـه ايـن دارو   
بـه نظـر   . مسـأله پـيش روي دانشـمندان اسـت     تـرين  مهم
 تـرين  مهـم رسد كه كشت سـلولي سـرخدار يكـي از     مي
ل باشــد كارهــاي توليــد بلنــد مــدت و پايــدار تاكســو راه

(Zhong, 2002) .    رسيدن به سطح تجـاري توليـد بـراي
توليـد آن   فرآينـد هر محصول ثانويه گياهي، بـه اقتصـاد   

بستگي دارد و اين به نوبه خود بـه قابليـت توليـد وابسـته     
قابليت توليد بالا منوط به حصول بالاترين قابليـت  . است

اولـين  . توليد بيوماس گياهي و نيز متابوليت هدف اسـت 
ها در محيطي  م براي رسيدن به اين منظور، رشد سلولگا

مناسب اسـت كـه ضـمن تـأمين شـرايط رشـد مطلـوب،        
 Dornenburg)بالاترين سطح توليد را نيز داشـته باشـد   

and Knorr, 1997) .    ،به علت اهم يـت بـالاي ايـن دارو                                  
بافـت             ً                     هاي نسبتا  زيادي در زمينه كشـت  تاكنون آزمايش

در زمينه منبع ريزنمونـه بـراي    .سرخدار انجام شده است
توليد كالوس سرخدار، مشخص شده كه در بين پوست، 

هاي جـوان و   شاخه، آريل سبز و قرمز، اجزاي دانه، ساقه
 ,.Hien et al)هـا هسـتند    هـا، بهتـرين منبـع سـاقه     بـرگ 

2004; Zhong, 2002) .هــا بهتــرين  در اكثــر گــزارش
كـر شـده   ذ B5هـا، محـيط    محيط پايه براي تكثير سـلول 

ــا  از  ــاير   D-2,4           ً            اســــت و عمومــ ــا ســ در تركيــــب بــ
هــاي رشــدي بــراي القــا كــالوس اســتفاده   كننــده تنظــيم

نكته . (Gibson et al., 1993; Frense, 2007)شود  مي
كشـت بـراي    درخور توجه ديگر، تركيـب بهينـه محـيط   

بــه طــور معمــول، . بيشــينه توليــد متابوليــت هــدف اســت
بـا شـرايط بهينـه بـراي      هـا  شرايط بهينه براي رشد سـلول 

ها متفاوت است و نيـاز بـه بررسـي دقيـق      توليد متابوليت
ــب و   . دارد ــه، تركي ــن رابط ــم در اي ــل مه يكــي از عوام

كشـت اسـت كـه نـه تنهـا       غلظت عناصر غـذايي محـيط  
هـا اثـر گـذارد، بلكـه بـر توليـد        تواند بر رشـد سـلول   مي

 در بـين . توانـد مـؤثر باشـد    هاي ثانويـه نيـز مـي    متابوليت
هاي منتشر شده در مورد كشت سلولي سرخدار  گزارش

                                                با توجه به اهم يت تجاري موضوع، گـزارش خاصـي در   
كشت پايه بـه منظـور    مورد مطالعه و تعيين بهترين محيط

شـود و بيشـتر    دستيابي به بيشينه ميزان محصول ديده نمي
هـاي   كننده مقايسه تركيبات ديگر از جمله تركيب تنظيم

در اين تحقيـق،  . رها گزارش شده استرشدي و اليسيتو
كشت پايـه   هاي ترين محيط و متداول ترين مهمبرخي از 

انـد،   كه در كشت سلولي سرخدار نيز بيشتر استفاده شده
سـلولي   سلولي و بـرون  از نظر ميزان توليد تاكسول درون

  .مقايسه شد
  

  ها مواد و روش
  سازي نمونه و كشت سلول مرحله آماده

ي مــورد نيــاز در ايــن آزمــايش از هــاي گيــاه نمونــه
. هاي اصـفهان تهيـه گرديـد    درختچه موجود در باغ گل

هاي جـوان و سـالم گيـاه كـه فاقـد       بدين منظور از شاخه
. برداري انجـام شـد   علايم بيماري و كمبود بودند، نمونه

ــه منظــور ســترون  ــه ب ــا، از روشــي كــه در   كــردن نمون ه
ــتفاده گ    ــود، اس ــده ب ــين ش ــين تعي ــات پيش ــد تحقيق ردي

(Abbasi Kajani et al., 2010) .    بـدين منظـور ابتـدا
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هــاي جــوان گيــاه جداســازي و بــه خــوبي بــا آب   ســاقه
ل وها به مدت يك دقيقه در اتان سپس نمونه. شستشو شد

دقيقـه   20قرار داده شدند و پس از آن، بـراي   درصد 70
ــول هيپوكلريــت ســديم   ــد5/1در محل ــرار گرفتن در . ، ق

مرتبـه بـا    3در زير هود لامينـار،   نهايت پيش از كشت و
ــل     ــاي عوام ــا بقاي ــدند ت ــتريل شستشــو ش آب مقطــر اس

ــد ــوند     ض ــذف ش ــل ح ــور كام ــه ط ــده، ب ــوني كنن . عف
شده در زير هود لامينار بـه قطعـاتي    هاي سترون ريزنمونه

متـــر بـــرش داده شـــدند و در  ســـانتي يـــكبـــه طـــول 
 0/2حـاوي تركيـب هورمـوني     B5كشـت جامـد    محيط
گـرم در   ميلـي  2/0يتر نفتالن استيك اسيد، گرم در ل ميلي

 2/0كلـــرو فنوكســـي اســـتيك اســـيد و  دي-4، 2ليتـــر 
گرم در ليتر كاينتين كشت و بـراي القـاي كـالوس،     ميلي

درجه سانتيگراد قرار داده  25در شرايط تاريكي و دماي 
هـا در طـول مـاه     پس از القا و رشد اوليـه كـالوس  . شدند

وره رشدي خود و تهيه بافت ها براي تكميل د اول، نمونه
ماهـه ديگـر    كالوسي يكنواخت، براي چندين دوره يك

كشت تازه با تركيبات مشابه قبل، واكشـت   نيز در محيط
هــاي كــالوس يكنواخــت  ســلول ،در نهايــت. گرديدنــد

هاي بعدي براي توليد تاكسـول از   انتخاب و در آزمايش
بـراي تهيـه كشـت    . كشت سوسپانسـيون اسـتفاده شـدند   

، WPM ،B5كشت پايه شـامل   محيط 4پانسيون، از سوس
MS  وSH      كه همگي حـاوي تركيـب هورمـوني مشـابه

بـدين منظـور،   . زايي بودنـد، اسـتفاده شـد    مرحله كالوس
 ــ      هــاي كالوســي ســفيد، ت     گــرم از ســلول ميلــي 0/2 رد و                   ُ

 50ليتــر كــه حــاوي  ميلــي 250يكنواخــت بــه هــر ارلــن 
هـاي   د و محـيط كشت مايع بود، اضافه ش ليتر محيط ميلي

روزه در شرايط  21كشت مزبور براي يك دوره كشت 
ــاي  ــاريكي و دم ــا   25ت درجــه ســانتيگراد روي شــيكر ب

  .قرار گرفتند rpm 110سرعت 
  كشت ها و محيط استخراج تاكسول از سلول

كشـت بـا    ها و محيط پس از پايان دوره كشت، سلول
اســـتفاده از روش فيلتراســـيون و عبـــور دادن از كاغـــذ 

في، به طـور كامـل از يكـديگر جـدا شـدند و سـپس       صا
ســلولي و  درون(ميــزان تاكســول موجــود در هــر بخــش 

اســتخراج . بــه طــور جداگانــه تعيــين شــد) ســلولي بــرون
كشت بـا اسـتفاده از روشـي     ها و محيط تاكسول از سلول
) 2010(و همكــاران  Abbasi Kajani      ً            كــه قــبلا  توســط 

راج محتـواي  بـراي اسـتخ  . گزارش شده بود، انجـام شـد  
ــيط   ــود در مح ــول موج ــر     تاكس ــدا ه ــت، ابت ــاي كش ه

با حجم برابري از متيلن كلرايـد مخلـوط و    كشت محيط
ساعت در دماي اتاق روي شـيكر تكـان داده    2به مدت 

كشـت بـه طـور كامـل از هـم       شد تـا فـاز آلـي و محـيط    
كه حـاوي  ) متيلن كلرايد(سپس فاز آلي . تفكيك شوند

جدا گرديـد و در دسـتگاه    كشت تاكسول بود، از محيط
درجـه سـانتيگراد    40تحت شـرايط خـلأ و دمـاي     تقطير

ليتـر متـانول    شده بـا يـك ميلـي     عصاره تغليظ . تغليظ شد
سـپس  . عبور داده شد µm 2/0مخلوط گرديد و از فيلتر 

گيري ميزان تاكسـول   نمونه فيلترشده حاصل براي اندازه
تاكسـول   براي اسـتخراج . استفاده شد HPLCبا دستگاه 

هـاي موجـود در هـر     ها، ابتدا كل سلول موجود در سلول
دار در  كشت بـه طـور جداگانـه درون آون تهويـه     محيط
سـاعت بـه طـور     24درجه سانتيگراد به مـدت   40دماي 

كامل خشك و سپس توسـط آسـياب، بـه پـودر تبـديل      
ليتر متانول مخلـوط و درون   ميلي 10پودر حاصل با . شد

دقيقـــه تحـــت امـــواج  30 لولـــه آزمـــايش بـــه مـــدت
عصـاره حاصـل در   . اولتراسونيك به طور كامل ليز شـد 

درجــه  50تحــت شــرايط خــلأ و دمــاي  تقطيــردســتگاه 
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ليتر  سانتيگراد تغليظ شد و كارامل باقيمانده در يك ميلي
، براي µm 2/0متانول حل گرديد و پس از عبور از فيلتر 

فاده اسـت  HPLCگيري ميزان تاكسـول بـا دسـتگاه     اندازه
  .شد

  ها گيري محتواي تاكسول موجود در نمونه اندازه
براي شناسايي و تعيين ميزان تاكسول موجود در هـر  

ــه از روش   reverse phase HPLCنمونــــــ

(Sykam, Germany)  و ســــتونKromasil C18, 

250 mm×4.6 mm  ــد ــتفاده ش ــور  . اس ــدين منظ  20ب
ل هـايي كـه در مرحلـه قب ـ    ميكروليتر از هر يك از نمونـه 

فـاز متحـرك شـامل    . تهيه شده بود، به ستون تزريق شـد 
بود كه با شدت  30به  70تركيب متانول و آب به نسبت 

ميزان . كرد ليتر در دقيقه از ستون عبور مي ميلي 1جريان 
 227بـا طـول مـوج     UVتاكسول هر نمونه، تحت اشـعه  

ــتاندارد تاكســـول شـــركت   ــانومتر و بـــه كمـــك اسـ نـ
Calbiochem (San Diego, CA) گيــري شــد انــدازه .

ســلولي بــر اســاس  ســلولي و بــرون ميـزان تاكســول درون 
نـانومتر   227در طـول مـوج    UVمساحت پيـك جـذب   

ميزان كل تاكسول توليدي از حاصل جمع . مشخص شد
درصـد  . سلولي محاسبه شد سلولي و برون تاكسول درون

ــرون  ــول ب ــول    تاكس ــزان تاكس ــيم مي ــز از تقس ــلولي ني س
ميـزان كـل تاكسـول توليـدي بـر حسـب       سلولي بر  برون

  .درصد تعيين گرديد
  مطالعات آماري

                                ً             اين آزمايش به صورت طرح پاية كاملا  تصـادفي در  
هـــاي  بـــه منظـــور بررســـي داده. تكـــرار انجـــام شـــد 3

افـزار   هاي آماري با كمك نـرم  تحليلگيري شده،  اندازه
SAS  افـزار   صورت گرفـت و نمودارهـا بـا نـرم     6نسخه

Excel هـا توسـط آزمـون     مقايسه ميـانگين . ديدرسم گر
  .صورت گرفت P≤0.05دانكن در سطح 

  نتايج
  ميزان كل تاكسول توليدي

هاي مختلـف   نشان داد كه بين محيط) 1شكل (نتايج 
ــدي    ــدار كــل تاكســول تولي ــلولي درون(از نظــر مق + س

بيشـترين  . داري وجـود دارد  اختلاف معنـي ) سلولي برون
به مقدار  WPMط پايه كشت حاوي محي مقدار از محيط

گــرم در ليتــر بــه دسـت آمــد كــه اخــتلاف   ميلـي  58/16
برابر بيشـتر از   2هاي ديگر دارد و حدود  زيادي با محيط

بنـابراين، نتـايج پـژوهش حاضـر ايـن      . است MS محيط 
نظريه را كه تركيـب و غلظـت عناصـر غـذايي مـاكرو و      

ويه هاي ثان ميكرو بر توليد تاكسول و به عبارتي متابوليت
دهـد كـه    كنـد و نشـان مـي    مؤثر است به خوبي تأييد مي

براي دستيابي به بيشينه توليد تاكسول  WPMمحيط پايه 
هاي  ياد شده، محيط كشت محيطپس از . تر است مناسب

بودنـد بـا     تهيـه شـده   MSكشتي كه توسط محـيط پايـه   
كشـت،   گـرم تاكسـول در ليتـر محـيط     ميلـي  66/8توليد 

هاي حاوي  كشت د را داشتند و محيطبيشترين مقدار تولي
و  42/6بـه ترتيـب بـا توليـد      SHو  B5هـاي پايـه    محيط

گـرم تاكسـول در هـر ليتـر كشـت، كمتـرين        ميلي 82/5
  ).1شكل (را به خود اختصاص دادند ميزان توليد 

  

  
هـاي پايـه مختلـف     ميزان تاكسول كل توليدي در محيط -1شكل 

(mg.L-1) . حـروف يكسـان بيـانگر    . است تكرار 3مقادير، ميانگين
ــا اســتفاده از آزمــون دانكــن در ســطح   عــدم اخــتلاف معنــي دار ب

P≤0.05 است.  
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  سلولي ميزان تاكسول برون
دهــد كــه بــين  نشــان مــي) 3و  2 هــاي شــكل(نتــايج 
ــيط ــول      مح ــزان تاكس ــاظ مي ــف از لح ــه مختل ــاي پاي ه
داري وجود دارد، بيشترين  سلولي نيز اختلاف معني برون

گرم در  ميلي 68/7به مقدار  WPMكشت  حيطميزان به م
از  درصد 46با توجه به اينكه اين مقدار . ليتر مربوط بود

تـوان بـالا    شود، مـي  كل توليد در اين محيط را شامل مي
سلولي را بـه بـالا بـودن ميـزان      بودن ميزان تاكسول برون

هرچند بـا   B5محيط . توليد كل در اين محيط نسبت داد
سلولي، رتبـه   گرم در ليتر تاكسول برون ميلي 28/4ميزان 

 درصـد  67دوم را به خود اختصاص داد، ولي اين مقدار 
بنـابراين،  . شـود  از كل توليد در اين محيط را شـامل مـي  

تـري را بـراي    شـرايط مناسـب   B5توان گفت محـيط   مي
پـس از  . ها فـراهم كـرده اسـت    خروج تاكسول از سلول

 31/3و  59/3بــه ترتيــب بــا  MSو  SHهــاي  آن، محــيط
كشت، كمترين مقـادير   گرم تاكسول در ليتر محيط ميلي

تاكسول خارج سلولي را داشتند كه اين مقادير به ترتيب 
هـاي   از كل تاكسول توليدي در محـيط  درصد 38و  62

دهـد كـه هرچنـد محـيط      نتايج نشـان مـي  . ياد شده است
MS   ش ميزان توليد كل درخور تـوجهي دارد، ولـي بخ ـ

 كشـت  محـيط بـه  ) درصـد  38(كمي از تاكسول توليدي 
بنـابراين در كـل، ايـن محـيط بـراي      . ترشح شـده اسـت  

كشـــت پيوســـته و استحصـــال متابوليـــت هـــدف از     
  .، مناسب نيستكشت محيط

  سلولي ميزان تاكسول درون
هـا در   متوسط ميـزان تاكسـول موجـود درون سـلول    

. نشـان داده شـده اسـت    4هاي مختلـف در شـكل    محيط
هـاي مختلـف، از نظـر     دهد كه بين محيط نتايج نشان مي
سلولي نيز تفاوت درخـور تـوجهي ديـده     تاكسول درون

گرم در ليتـر،   ميلي 9/8بيشترين مقدار، به ميزان . شود مي

رشـد كـرده بودنـد،     WPMهايي كه در محـيط   از سلول
با توجه به اينكه ميزان توليـد كـل در ايـن    . به دست آمد

رود كـه محتـواي تاكسـول     ، انتظار ميمحيط بيشتر است
اين مقـدار بـه   . سلولي نيز در اين محيط بيشتر باشد درون

 MSبيشـتر از محـيط   ) برابـر  67/1(طور درخور توجهي 
سلولي در ليتـر   گرم تاكسول درون ميلي 35/5است كه با 

ميــزان تاكســول . كشــت، در رتبــه دوم قــرار دارد محــيط
و  23/2به ترتيـب   B5و  SHهاي  درون سلولي در محيط

 دوگرم بر ليتـر بـود كـه بـه مراتـب كمتـر از        ميلي 14/2
  .حيط ديگر استم

  

  
هـاي پايـه مختلـف     سلولي در محـيط  ميزان تاكسول برون -2شكل 

(mg.L-1) . حـروف يكسـان بيـانگر    . تكرار است 3مقادير، ميانگين
ــا اســتفاده از آزمــون دانكــن در ســطح   عــدم اخــتلاف معنــي دار ب

P≤0.05 است.  
  

  
هـاي پايـه مختلـف     سلولي در محـيط  ميزان تاكسول برون -3شكل 

حروف يكسـان  . تكرار است 3مقادير، ميانگين ). بر حسب درصد(
دار با استفاده از آزمون دانكـن در سـطح    بيانگر عدم اختلاف معني

P≤0.05 است.  
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هـاي پايـه مختلـف     سلولي در محيط ميزان تاكسول درون -4شكل 

(mg.L-1) .حـروف يكسـان بيـانگر    . تكرار است 3قادير، ميانگين م
ــا اســتفاده از آزمــون دانكــن در ســطح   عــدم اخــتلاف معنــي دار ب

P≤0.05 است  
  

  بحث
  ميزان كل تاكسول توليدي

مصرف بـر رشـد    تأثير عناصر غذايي پرمصرف و كم
بنابراين، .        ً                     ها كاملا  واضح و اثبات شده است و نمو سلول

بات به طور غير مسـتقيم و بـا   توان گفت كه اين تركي مي
توانند بر ميـزان توليـد    ها مي تأثير بر قابليت زيست سلول

از طـرف ديگـر   . محصولات متابوليتي سلول مؤثر باشند
بسياري از اين عناصر از جمله پتاسيم، كلسيم، منيزيم، و 

هـا،   مصـرف، در سـاخت متابوليـت    نيز اغلب عناصر كـم 
ها دخالت دارنـد   زيماجزاي سلول و همچنين، فعاليت آن

توانند بـر توليـد و ترشـح تركيبـات از      و از اين طريق مي
ــند   ــته باش ــأثير داش ــلول ت ــامين. س ــود در   ويت ــاي موج ه

ها اثر دارنـد،   كشت نيز نه تنها بر رشد و نمو سلول محيط
هاي متابوليكي به كار فرآيندبلكه به عنوان كاتاليزور در 

ياهي چوبي اسـت،  با توجه به اينكه سرخدار گ. روند مي
اي مثـل محـيط    هـاي كشـت پايـه    رسـد محـيط   به نظر مي

WPM   ،كــه بيشــتر اختصاصــي درختــان چــوبي هســتند
هاي اين  تري را براي رشد سلول توانند شرايط مناسب مي

بــا ايــن حــال، تحقيقــات بيشــتر و . گياهــان فــراهم كننــد

هــاي ويــژه و  دســتيابي بــه محــيط توانــد در تــر مــي جــامع
بررســي نــوع و غلظــت عناصــر . يــد باشــدمــدتر، مفكارآ

دهـد   هاي كشت مورد استفاده نشان مي غذايي در محيط
هاي پايه ديگـر حـاوي    نسبت به محيط WPMكه محيط 

ــه   ــالايي پتاســيم ب و نيــز مقــادير  K2S04 شــكلمقــادير ب
اسـت كـه    [NO3(NH4)] درخور توجه نيترات آمونيـوم 

تـابوليكي  شايد به طور مستقيم يا غير مسـتقيم بـر مسـير م   
نيـز بـه    MSمحـيط پايـه   . تاكسول و سنتز آن مؤثر باشند

  .طور مشابه حاوي مقادير بالايي نيتـرات آمونيـوم اسـت   
حـال، قضـاوت در مـورد عوامـل مـؤثر در ميـزان        به هـر 

هـاي يـاد شـده نيـاز بـه       توليد بيشـتر تاكسـول در محـيط   
ضـــمن اينكـــه بررســـي تـــأثير . تحقيقـــات بيشـــتر دارد

يك از تركيبات محيط بر توليـد   هرهاي مختلف  غلظت
تواند اطلاعـات بيشـتري را    تاكسول به طور جداگانه مي

  .فراهم كند
  سلولي ميزان تاكسول برون

ــه محــيط   ــؤثر محصــول ب كشــت، يكــي از  ترشــح م
هاي كشت انبوه  الزامات كشت پيوسته است و در سيستم

ــد تجــاري متابوليــت  ــراي تولي ــه،  و پيوســته ب هــاي ثانوي
سلولي محصـولات   سازي بخش برون خالصاستخراج و 

هـاي كمتـري    تـر بـوده، نيازمنـد امكانـات و هزينـه      آسان
هـاي كشـت پيوسـته و بـه      جا كه در سيسـتم  از آن. است

هـا   توليد ضـروري اسـت كـه سـلول     فرآيندمنظور ادامه 
ها در  زنده بمانند، بنابراين خروج بيشتر تاكسول از سلول

رانـدمان توليـد    هـاي كشـت، ضـمن افـزايش     اين سيستم
. ها نيز كمـك كنـد   تواند به افزايش ماندگاري سلول مي

هاي ثانويه از كشـت سـلولي    بنابراين، در توليد متابوليت
ــه روش ســعي مــي ــزان خــروج   شــود ب هــاي مختلــف مي

ايـن كـار بيشـتر بـه     . محصولات از سلول را افـزايش داد 
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هاي زيسـتي، شـيميايي و فيزيكـي انجـام      كمك محرك
                                  ً         ضمن نياز به صـرف زمـان و هزينـه معمـولا      شود كه  مي

   .هــا دارد آوري نيــز بــر قابليــت حيــات ســلول آثــار زيــان
اگر بتـوان بـا تغييـر غلظـت و نـوع تركيبـات        ،از اين رو

كشت به اين هـدف نايـل شـد،     غذايي موجود در محيط
لـذا  . توان بـه سـادگي كـارايي توليـد را افـزايش داد      مي

هـا محيطـي    ابوليـت مناسـب بـراي توليـد مت    كشت محيط
است كه ضمن دارا بودن بيشـينه توليـد، بيشـترين ميـزان     

در مـورد  . ترشح محصولات به محيط را نيز باعث شـود 
ــلولي ســرخدار،    ــد و ترشــح تاكســول از كشــت س تولي

هـا بـه    برخـي گـزارش    . هاي متفاوتي وجود دارد گزارش
از تاكســـول توليـــدي بـــه  درصـــد 90ترشـــح بـــيش از 

 ;Srinivasan et al., 1995)ه كشت اشـاره كـرد   محيط

Hirasuna et al., 1996)     و برخـي ديگـر تاكسـول را
 Wickremesinhe and)انـد   سلولي دانسته اي درون ماده

Arteca, 1994) .ه غيـر  ب ـتوان گفت كه  به طور كلي مي
كشت، ژنوتيپ گياه نيز ممكن است بـر   شرايط محيط از

. باشـد  كشـت اثـر داشـته    ميزان ترشح تاكسول به محـيط 
نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه نوع و غلظت تركيبـات  

كشت، نه تنها در ميـزان توليـد،    غذايي موجود در محيط
اي  ها نيز اثر قابل ملاحظه بلكه بر ترشح تاكسول از سلول

ــيط. دارد ــه   مح ــاي پاي ــب   SHو  B5ه ــه ترتي  62و  67ب
كشـت   از كل تاكسول توليدي خود را بـه محـيط   درصد

محـيط   دواي بـا   د كه تفاوت قابـل ملاحظـه  ترشح كردن
هـاي كشـت نشـان     بررسي تركيبـات محـيط  . ديگر دارد

 دوبـا   SHو  B5هـاي   دهـد كـه تفـاوت بـارز محـيط      مي
هـاي آنهـا بـه ويـژه      محيط ديگر از لحاظ مقدار ويتـامين 

تيامين نقشي كليدي به عنوان كوفاكتور در . تيامين است
گليكـوليز، مسـير   مسيرهاي متابوليكي اصـلي گيـاه مثـل    

پنتوز فسفات، و چرخـه تـري كربوكسـيليك اسـيد ايفـا      
همچنين، مشخص شده اسـت كـه ايـن ويتـامين     . كند مي

هاي زنـده و غيـر    نقش كوفاكتور را نيز در پاسخ به تنش
بنابراين، ممكـن  . (Goyer, 2010)زنده در گياهان دارد 

است به طور مستقيم يـا غيـر مسـتقيم بـر توليـد و انتقـال       
به هر حال، به مطالعـه بيشـتر بـه    . كسول اثر داشته باشدتا

خصوص بر مكانيسـم دقيـق ورود و خـروج تاكسـول از     
سلول و نيز تأثير غلظـت عناصـر فعـال در غشـا همچـون      

تـري در ايـن    قيـق كلسيم نياز است تـا بتـوان اطلاعـات د   
  .رابطه ارايه كرد

 سلولي ميزان تاكسول درون

هـا كمتـر    سـته سـلول  با توجه به اينكـه در كشـت پيو  
شوند، لـذا   براي استخراج محصول متابوليكي استفاده مي

                                سلولي اهم يت چنداني ندارد، ولـي   ميزان محصول درون
هـا   با توجه به اثر منفي تاكسول بر رشـد و حيـات سـلول   

(Fornale et al., 2002)  بــالا بــودن ميــزان تاكســول
ليـت  تواند ضمن اثر بـر قاب  سلولي در بلند مدت مي درون

نفـي نيـز مـؤثر    بـازخورد م ها، در ايجاد اثـر   زيست سلول
. توليـد آن اثـر منفـي بگـذارد     فرآينـد بوده، در نتيجه بر 

بنابراين، فراهم كردن شرايطي كه باعث كـاهش هرچـه   
توانـد بـر    بيشتر ماندگاري تاكسـول در سـلول شـود مـي    

نتايج تحقيق حاضـر  . يي توليد اثر مثبت داشته باشدآكار
            ً     سـلولي تقريبـا     هـد كـه ميـزان تاكسـول درون    د نشان مـي 

با  ،به طور كلي. ارتباط مستقيمي با ميزان توليد كل دارد
سـلولي   افزايش ميزان توليد كل، محتواي تاكسول درون

ــي  ــزايش م ــز اف ــد ني ــي . ياب ــر م ــه نظ ــتفاده از   ب ــد، اس رس
كارهايي براي تسهيل خروج محصولات از سلول در  راه

تواند به حصول بيشـينه   بالا، مي هاي با ميزان توليد محيط
  .وري منتج شود بهره
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  بندي جمع
كشـت   دهد كه نوع محـيط  نتايج اين تحقيق نشان مي

پايه يا بـه عبـارت ديگـر نـوع و غلظـت عناصـر غـذايي        
خـور تـوجهي    تواند بر ميزان توليـد تاكسـول اثـر در    مي

توانـد بـر ميـزان ترشـح و      علاوه بـر آن، مـي  . داشته باشد
بنـابر  . ولات از غشاي سلول نيـز مـؤثر باشـد   مبادله محص

ــز     ــد تاكســول و ني ــزان تولي ــترين مي ــايج حاصــل، بيش نت
بــه  WPMكشــت پايــه  ســلولي از محــيط تاكســول بــرون

ــي  ــن     دســت م ــات اي ــر تركيب ــتر ب ــات بيش ــد و مطالع آي
و نيـز  تواند بـه افـزايش توليـد تاكسـول      كشت مي محيط

  .خروج آن از سلول منجر شود
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Abstract 
Taxol is one of the most important anti-cancer drugs and is obtained from yew (Taxus sp.). 
Currently, plant cell culture is counted as one of the most important methods to obtain taxol 
across the world. In this context, determining optimum composition of the medium to acheive 
maximum growth and productivity is particularly important. This study was carried out to 
investigate and determine the best basal medium for production of taxol from taxus cell 
culture. For this purpose, four different basal medium including WPM, B5, MS, and SH 
containing similar hormonal compounds of 2 mg/l NAA, 0.2 mg/l 2,4-D, and 0.2 mg/l Kinetin 
were tested and the produced taxol during 21 days period were analyzed by HPLC. 
Significant difference was observed between different mediums with respect to the total 
amounts of produced taxol. The maximum yield of taxol (16.58 mg/l) was achieved from 
WPM medium. Afterward, the highest amounts of taxol were 8.66, 6.42 and 5.82 mg/l that 
were obtained from MS, B5, and SH mediums respectively. Significant difference also was 
observed between different mediums with respect to the amounts of produced taxol secreted 
from the cells into mediums that were 7.68, 4.28, 3.59 and 3.31 mg/l taxol respectively for 
WPM, B5, SH, and MS mediums. These amounts included 46, 67, 62 respectively and 38% 
of the total volume of produced taxol in the mediums. According to the results, it could be 
concluded that the basal medium not only affect the taxol yield but significantly affect on the 
amounts of taxol secreted from the cells. 
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