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  پاداکسندگیهای  توانائی زیستی و فعالیت برخی آنزیم بر کادمیم فلز تأثیر

 (Catharanthus roseus)پریوش  گیاه پینة در
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 چکیده

گیاه  (کالوسپینة )از . اهمیت دارداقتصادی نیز  ازنظرپریوش گیاهی زینتی و داروئی است که 

به  نیترات کادمیم دزهای مختلفپس از تیمار با  وی تهیه ا یاخته (سوسپانسیوندروایة )پریوش 

ی ا یاختهبررسی شد. سوسپانسیون  MTTتوسط تریپان بلو و  زیست توانائیروز  2، 3، 1مدت 

های کاتالاز،  برای بررسی فعالیت آنزیم پینهو بافت  (مورفولوژیشناسی ) ریختبرای بررسی 

و  30، 20، 0از تیمار با  پسگایاکول پراکسیداز و سوپراکسید دیسموتاز و پراکسیداسیون لیپیدی 

دانکن  آزمونو  سویه یک ANOVAها به روش  استفاده شد. داده مولار به مدت سه روز میلی 40

 MTTیپان بلو و ترهای  داده داری در نظر گرفته شد. سطح معنی عنوان به >00/0Pو  (آنالیزتجزیه )

در مقایسه  دزوابسته به  صورت بهمیانگین توانایی زیستی  (>p 00/0) دار تفاوت معنی ةدهند نشان

 (اکسیداتیویاکسایشی )در پاسخ به تنش  یموردبررسهای   فعالیت آنزیمهمچنین  .با کنترل بود

 عنوان هبداد. میزان مالون دی آلدئید نشان  (>00/0p) دار افزایش معنی ناشی از نیترات کادمیم

دار همراه بود. نیترات کادمیم باعث تخریب غشاء  معنیپراکسیداسیون لیپید نیز با افزایش  محصول

 آسیبقادر به جبران  یپاداکسندگهای   ها شد، افزایش فعالیت آنزیم  یاختهزیستی و کاهش توانائی 

 وارده نبود.

 

، ، مالون دی آلدئیدگیاه پریوش ةپینی، ا یاخته، پاسخ یپاداکسندگهای  آنزیم های کلیدی: واژه

 نیترات کادمیم.

 

 مقدمه

 بر گرم 1با چگالی بیشتر از  هاییفلز سنگین، هایفلز

 19 در این میان ،شوند یم تعریف مکعبمتر انتیس

 سنگین فلزهای طبیعت، در موجود عنصر 34 از عنصر

 فلزهای(. در میان Aiman et al., 2009هستند )

 (بیولوژیكزیستی )اهمیت  ها آنسنگین برخی از 

سنگین با توجه به  عنصر 14 ها آنكه از  دارند

 های یاخته برای (اكوسیستمنظام ) بومحلالیتشان در 

 دارندی یاهمیت زیستی بالا و بوده دسترس قابل زنده

(Nies, 1999از .) و مولیبدن آهن، فلزها این بین 

هستند مهم  گیاه برای یزمغذیر عنوان به منگنز

(Michalak, 2006).  مس، روی، نیکل، سوی دیگراز 

وسازی  سوخت ازنظر كروم وانادیم و كبالت،

هستند  توسطم یزیست یتبااهم عناصری (متابولیکی)

(Schutzendubel & Polle, 2001،ولی آرسنیك .) 

از دسته  بیسموت، سرب و كادمیم، جیوه،

 برای و نبوده زنده موجود های ضروری برای ریزمغزی

هستند  سمی ها یکروارگانیسم(مریزموجود ) و گیاهان

(Peralta-videa et al., 2009; Michalak, 2006, .)

 و رشد مهار به منجر فلزها همة بالای غلظت حال ینباا
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 ,Schutzendubel & Polleشود ) می سمیت های نشانه

2001; Narula et al., 2005فلزهای (. غلظت بالای 

 شده كه از گیاه در ایشیاكس تنش ایجاد باعث سنگین

 های یکالراد تولید گیاهان در تنش این بار یانز تأثیر

 با لطورمعمو بهكه  است  1گر واكنش اكسیژن مختلف

مختلفی  ای یاخته یندهایفرا غشایی، های یبآس ایجاد

 دچار را و غیره (فتوسنتزنورساخت )مانند رشد، 

 اكسیژن انواع (.Sytar et al., 2013) كند یم اختلال

 و كلروپلاست در كم میزان به طبیعی طور به گر واكنش

 كه هایی یمآنز یلةوس به گیاهی های یاخته میتوكندری

 و الکترون انتقال فرایند ژهوی به ءاحیا یها واكنش در

 ,.DIÁZ et al)شود  یم تولید ،كنند می شركت تنفس

 1گر جاروبهای  توسط آنزیم میزانولی این  (.2001

دیسموتاز، كاتالاز و پراكسیداز از بین  یدسوپراكسمانند 

 .كنند ایجاد نمی یاختهگونه خطری برای  رفته و هیچ

 های الکترون كه(ممانند كادمی) سنگین عناصر

دارند،  خود های (اوربیتالمدار ) در شده غیرجفت

 ،هستند منفرد های الکترون خوب ةگیرند و دهنده

 را اكسیژن به الکترون تك انتقال احتمال بنابراین

 اكسیژن انواع تولید یطوركل به و داده افزایش

را افزایش  (اكسیداسیون) اكسایش بروز و گر واكنش

 مسیرهای عناصر این (.Michalak, 2006دهند ) می

 مختل تیلاكوئیدی غشاء در ویژه به را یوساز سوخت

 انواع و آزاد های رادیکال تولید افزایش به منجر و كرده

(. Sytar et al., 2013شوند ) می گر واكنش اكسیژن

 انواع های غلظت تا كنند می تلاش گیاهی های یاخته

 نگه ممکن میزان كمترین در را گر واكنش اكسیژن

 اكسیژن از یرترپذ واكنش بسیار آنها زیرا دارند،

زنده  یاختة آلی های تركیب بیشتر با بوده و مولکولی

 واكنش و اسیدهای نوكلئیك  ها، لیپیدها ینپروتئ مانند

 ,.Sahw et alرسانند ) آسیب می داده و به یاخته

اكسیژن  های مولکول پایدار، وضعیت در (.2004

 دفاعی هایسازوكار ( توسطROS) گر واكنش

 ,Foyer & Noctorشوند ) می زدوده گیاه، ندگیاكسپاد

 ممکن  ROSپالایش و تولید بین تعادل (. ولی2003

 متفاوتی غیرزیستی و زیستی یها تنش یلةوس به است

                                                                               
1. Reactive oxygen species 

2. Scavenger enzymes 

 خوردن هم به. بخورد هم سنگین بر فلزهای مانند

 ای یاخته درون سطح ناگهانی افزایش به منجر تعادل

ROS ساختار به آسیب اصلی عامل تواند یم كه شده 

 اكسایش یجهدرنتو تولید مالون دی آلدئید  ای یاخته

 (. گیاهSytar et al., 2013باشد ) غشائی یپیدهایل

 و آلکالوئید نوع 194با  مهم دارویی گیاه یك پریوش

 ,Kokate & Purohitفنلی است ) تركیبات همچنین

 قارچی، ضد یکروبی،م ضد (، این گیاه فعالیت2007

 Farahani) دارد یروسضدو و سرطان ضد دیابت، ضد

et al., 2011.)  در این گیاه نیز همانند گیاهان دیگر

 اكسایشیبا تنش  رویاروییدر صورت  ای یاختهپاسخ 

. گردد یمآزاد اعمال  های یکالرادكاهش یا حذف  برای

پر تحقیق توانایی زیستی و میزان این لذا در 

 های یمآنزو فعالیت  سو یكازلیپیدها  یونیداساكس

رفع تنش  برای ای یاختهپاسخ  عنوان به یپاداكسندگ

از این گیاه تیمارشده با فلز سنگین كادمیم  پینةدر 

 .شد و ارزیابی یبررسسوی دیگر 

 

 ها روشمواد و 
 مواد گیاهی و محیط کشت ةتهی

 از (Catharanthus roseus) پریوش صورتی رقم بذر

سترون  یبذرها .شد تهیه اصفهان بذر پاكان شركت

 مقطر آب در ساعت 17 مدت به شده(استریل)

 ةبافاصل پرلیت حاوی یها گلدان در و سپس خیسانده

 1/1 هوگلند  محلول با ها گلدان .شدند كاشته مناسب

 ساعت 14 نوری ةدور با كشت اتاق در و آبیاری

 ساعت 5 و لوكس 14444 نور شدت با روشنایی

 15±1 روز در محیط دمای. شدند نگهداری کیتاری

 و سلسیوس ةدرج 11±1 شب در و سلسیوس ةدرج

از  پس .شد حفظ درصد 74 تا 94 بین محیط رطوبت

 عنوان بهانتهایی گیاه،  قسمت از ها برگ  هفته شش

 هود زیر سطحی، در یضدعفون برای و جدا ریزنمونه

 11 مدت درصد به 1 سدیم هیپوكلرید محلول درون

 مقطر آب با مرتبه چندین گرفتند، سپس قرار دقیقه

 44 اتانول در دقیقه 14 مدت و به شستشو اتوكلاوشده

 مرتبه چندین ها هقطع باردیگر گرفتند. قرار نیز درصد

 طول به ها هقطع سپس و شستشو اتوكلاوشده آب با
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MS كشت محیط روی متر سانتی 1-1/4
 حاوی 1

 كربن، منبع عنوان به لیتر در گرم 94 غلظت با ساكارز

 در گرم یلیم 1/4 با غلظت) تیامین شامل، ها یتامینو

، (لیتر در گرم یلیم 1/4 غلظت با) پیرودوكسین ،( لیتر

 عناصر ،(لیتر در گرم یلیم 1/4 غلظت با) نیکوتین

ها  كم مصرف یا ریزمغذی و (ماكروپرمصرف یا اصلی )

 1/4 غلظت با) هورمونی كاینتین و تركیب (میکرو)

دی كلروفنوكسی استیك  7و 1و  (لیتر در گرم یلیم

 قرار( لیتر در گرم یلیم 1/1 غلظت با) (D-2,4اسید )

  دمای با كشت اتاق در یتنهادر ها هگرفتند. این قطع

تولید  پینهشدند تا  نگهداری سلسیوس ةدرج 11-14

 استفاده تیماردهی برای واكشت سوم  از پس پینه شد، از

 بود. هفته سه ر واكشت نیزه زمان مدت كه شد

 

  ای یاخته دروایة کشت

و  قرارگرفتهآگار  بدون MS مایع كشت محیط در پینه

 11در  rpm 144با دور  (شیکردستگاه لرزا )روی 

شد.  (انکوبهنگهداری )در تاریکی  سلسیوس ةدرج

روزانه با میکروسکوپ  صورت به طورمرتب به ها نمونه

اطمینان حاصل شود.  هیاختتا از تشکیل  شدندبررسی 

 صورت بهبا محیط كشت تازه  بار یكهر هفته  ها یاخته

 های یاخته یتنهادررقیق و واكشت شدند،  1:1

 شناسی زیستو  یستیز توان بررسی برای شده افزونش

 & Saifullah) شدند از واكشت سوم استفاده پس

Saifullah khan, 2012 .) 

 

به کمک  (مؤثر دزیافتن ) ها یاخته یستیز توان بررسی

  2سنجی آزمون تریپان بلو و روش رنگ

 سینی هر در یاخته، 54444 منظور این برای( 1

 حاوی دروایه محیط .شد اضافه خانه 17 (پلیت)

 ،74 ،94 ،14 ،14، 4 یها غلظت نیترات كادمیم در

 ةخان هر به ترتیب به تکرار سه با مول میلی 44، 14

محفظة رشد  به ها سینیو  اضافه خانه 17 سینی

 ،1،9 شدن سپری از پس .شد منتقل دارلرزا (انکوباتور)

 1:1 نسبت خارج و به خانه هر رویی محلول روز 4

 به سینیو  اضافه خانه هر به درصد 7/4 بلو تریپان

                                                                               
1. Murashige and Skoog 

2. MTT 

 ة سلسیوسدرج 94 اتاقك رشد در دقیقه 1 مدت

 های یاختهنئوبار  لام از استفاده سپس با .شد انکوبه

 رنگ یب های یاخته و( مرده های ختهیا رنگ) آبی

 فرمول از استفاده با .شد شمارش( زنده های یاخته)

 در غلظت هر مورد در ها یاخته زنده بودن درصد زیر،

 .شد محاسبه روز 4، 9، 1 یها زمان

144× 
 های زندهتعداد سلول

 = درصد توانایی زیستی
 هاتعداد كل سلول

 

 خانه 17 نیسی هر به یاخته 54444 شمار( 1

 در نیترات كادمیم  حاوی دروایه و محیط اضافه

 مول میلی  44 ،14 ،74 ،94 ،14 ،14 ،4 یها غلظت

 اضافه خانه 17 سینی ةخان هر به ترتیب به تکرار سه با

ها با بافر  چاهك روز 4، 9، 1 شدن سپری از پس .شد

میکرولیتر  144 چاهك هر فسفات نمکی شستشو و به

MTT میکرولیتر محلول 14و  بافر فسفات نمکی
9  

ة درج 94 اتاقك رشد در ساعت 7 مدت به و اضافه

 مدت این شدن سپری از پس .شد انکوبه سلسیوس

 شدن حل منظور به و تخلیه چاهك هر رویی محیط

متیل میکرولیتر دی 144 فورمازان بلورهای

 در ساعت نیم مدت به و اضافه ها آن به  7سولفواكسید

 هر یامحتو شد. سپس داده قرار ریکیتا و اتاق دمای

اپن دورف منتقل  یها لولهبه  خانه 17 سینی از چاهك

 به ها نمونه. شدسانتریفوژ  14444و در دور 

منتقل و  چاهکی 34 سینی یك از مشخص یها چاهك

 از استفاده با نانومتر 141 موج طول در ها آن جذب

ELISA-reader  شركت(SCO GmbH )كشور آلمان 

درصد توانائی زیستی  صورت به ها دادهشد.  هخواند

 تیمارشده نسبت به كنترل بیان شد. های یاخته

 

  شناختی ریخت های تغییرپذیری بررسی

هسته و  شناختی ریخت های تغییرپذیری بررسی برای

هوخست  فلورسنت یها رنگ سیتوپلاسمی به ترتیب از

(mg/ml1) اورنژ آكریدین و (mg/ml1) شد.  استفاده

 ،4 یها غلظتنیترات كادمیم با  حاوی ای یاخته وایةدر

                                                                               
3. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

    diphenyltetrazolium bromide 

4. DMSO (dimethyl sulfoxide) 
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 به تکرار سه با و لیتر یلیم بر مول میلی 74 ،94 ،14

 از پس .شد اضافه خانه 17 سینی ةخان هر به ترتیب

 سینی یها خانه در رویی روز، محیط سه شدن سپری

  1توسط بافر نمکی فسفات ها یاختهو  تخلیه خانه 17

 14و  فسفات بافر رولیترمیک 144سپس  .شد شسته

خانه  17های پلیت  به چاهك هوخست محلول میکرولیتر

 با دیگر ها بار شد. یاخته انکوبه دقیقه 9 مدت به و اضافه

 های تغییرپذیری بررسی برای و شسته PBS بافر

 توسطها  نمونه هسته، شناختی و یا ساختار ظاهری ریخت

 ( مجهز بهPX41فلورسنس المپوس ) میکروسکوپ

 برایشد.  یبردار عکس و بررسی (DP71دوربین )

 یزیآم رنگ سیتوپلاسم، ساختارظاهریبررسی 

  اورانژ آكریدین محلول با یادشدهمراحل  برابر ها یاخته

انجام و توسط میکروسکوپ  دقیقه 1 مدت به

 .شد یبردار عکسفلورسنس بررسی و 

 

  آنزیمى عصارۀ استخراج

 نیتروژن از استفاده با پینه بافت از گرم 1/4میزان 

 پتاسیم فسفات بافر لیتر یلیم 1 و توسط سائیده مایع

 حاصل تركیب استخراج شد. (pH=4) مولار میلی144

 با دقیقه 14 مدت به سلسیوس  ةدرج 7دمای  در

 شفاف محلول شد و از ریفوژانتیس rpm11444 سرعت

 میزان تعیین برای بود آنزیمی ةعصار حاوی كه رویی

، 9سوپراكسیددیسموتاز ،1پراكسیداز های یمآنز فعالیت

7كاتالاز
توسط  ها نمونهشد. میزان پروتئین كل  استفاده 

روش لاوری تعیین و پس از رسم منحنی استاندارد با 

 توسط فرمول خطی BSAاستفاده از 

457/4+x551/4=y  334/4و=R
 .شدمحاسبه  2

 

پراکسیداز، کاتالاز و سوپر  های یمآنز فعالیت بررسی

 کسید دسموتاز ا

 عنوان بهبا استفاده از گایاكول  POXآنزیم  فعالیت

 لیتر یلیم 9روش  این شد. در یریگ اندازهكروموژن 

 ،(pH=4) مولار میلى 144 محلول بافر فسفات پتاسیم

 میکرولیتر 14مولار،  میلى 14 گایاكول میکرولیتر 14

                                                                               
1. PBS (phosphate buffer saline) 

2. POX (peroxidase) 

3. SOD (superoxide dismutase) 

4. CAT (catalase) 

H2O2 94 آنزیمى ةعصار میکرولیتر 14 درصد و 

خلوط واكنش تهیه شد. افزایش جذب به م عنوان به

نانومتر به  744 موج طولگایاكول در  اكسایشدلیل 

 سنج نوری با روش طیفدقیقه  9مدت 

كشور  PGشركت  +T80مدل ، اسپکتروفتومتر)

 آنزیم فعالیت یتدرنهاو  یریگ اندازهانگلستان( 

  معادل خاموشى ضریب از استفاده با پراكسیداز

mmol
-1

cm
 واحد یك برحسب و اسبهمح 4/14 1-

 بر دقیقه( در یدشدهتول تتراگایاكول )میکرومول

 (.Polle et al., 1994)شد  بیان پروتئین گرم یلیم

و بر  سنج نوری طیفبا روش  CATآنزیم  فعالیت 

 موج طولدقیقه در  1به مدت  H2O2كاهش جذب  پایة

 1شد. مخلوط واكنش شامل  یریگ اندازهنانومتر  174

 144، (pH=4) مولار میلی 11بافر فسفات  لیتر یلیم

 ةمیکرولیتر عصار 14درصد و  H2O2 ،94میکرولیتر 

 سنج نوری طیف باآنزیم  فعالیت آنزیمی بود. میزان

 كشور انگلستان( قرائت با PGشركت  +T80)مدل 

mmolمعادل  خاموشى ضریب از استفاده
-1

cm
-1 94 

 پراكسید میکرومول) واحد یك برحسب و محاسبه

پروتئین  گرم یلیم بر( دقیقه در شده مصرف هیدروژن

 (.Cakmak & Marschner, 1992)شد  بیان

 1به  SODفعالیت آنزیم  یریگ اندازهبرای 

 (pH=4) مولار میلى 14 پتاسیم فسفات بافر لیتر یلیم

 گرم یلیم 41 متیونین، گرم یلیم 13حاوی  كه

 9/9 و ریبوفلاوین گرم یلیم 43 نیتروبلوتترازولیوم،

 آنزیمی ةعصار میکرولیتر 14 بود EDTA گرم یلیم

 نور مقابل در ها نمونه دادن قرار با واكنش. شد اضافه

(1444 LUX  )درنگ یب  دقیقه 14 از و پس آغاز 

)مدل  سنج نوری طیف با نانومتر 144 در ها نمونه جذب

T80+  شركتPG یك. شد كشور انگلستان( خوانده 

 كه است آنزیم از یمیزان دلمعا آنزیمی فعالیت واحد

احیاى نیتروبلو  بازدارندگی درصد 14 موجب

 فعالیت میزان. شود یم نانومتر 144 در 1تترازولیوم

 گرم یلیم ازاى به دقیقه در واحد یك برحسب آنزیم

 (.Giannopolitis & Rise,1977)شد  محاسبه پروتئین

                                                                               
5. NBT (nitroblue tetrazolium) 
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  لیپیدها اکسیداسیونپر میزان سنجش

 روش از میزان پراكسیداسیون لیپیدیری گ اندازهبرای 

Zaho گرم 1/4بدین منظور . با اندكی تغییر استفاده شد 

 اسید كلرواستیك تری محلول از لیتر یلیم 7 بافت با از

 دور در چینی سائیده و عصاره هاون درصد در 1/4

rpm7444 1سپس  شد. سانتریفوژ  دقیقه 94 مدت به 

 لیتر از محلول یلیم 1 و رویی محلول از لیتر یلیم

 درصد 1/4 حاوی درصد 14 اسید استیك كلرو تری

 144 دمای در گرم آب در حمام اسید را تیوباربیوتیك

 مدت و بهقرار داده  دقیقه 94 مدت به سلسیوس درجة

 محلول جذب. شود سرد تا گرفت قرار یخ در دقیقه 11

 جذب از و شد خوانده نانومتر 444موج  طول در

 تری از .شد كم نانومتر 191موج  لطو درشده  خوانده

 درصد 1/4حاوی  درصد 14 اسید كلرواستیك

 شد. استفاده دستگاه كردن صفر برای اسید تیوباربیوتیك

 با آلدئید دی مالون -تیوباربیتوریك كمپلکس غلظت

mmol  ضریب خاموشی از استفاده
-1

 cm
-1111=ε  محاسبه

ه میکرومول بر گرم وزن خشك بافت پین صورت بهو 

 (.Metwally  et al., 2003گزارش شد )

 

 آماری وتحلیل یهتجز

 از استفاده با یها داده همة آمارى وتحلیل یهتجز

 انجام سویه یك ANOVAو  SPSS-16 افزار نرم

 با شده یریگ اندازه یها شاخص میانگین. پذیرفت

 عنوان به >41/4p و یبند گروه دانکن آزمون از استفاده

 .شد ر گرفتهدر نظ دار یمعن سطح

 

 و بحث نتایج
 ها یاختهتوانایی حیات  نیترات کادمیم بر تأثیر

آمده است،  1و  1 هایكه در جدول طور همان

 MTTسنجی تریپان بلو و رنگ یزیآم رنگ یها روش

گیاه  پینةحاصل از  های یاختهنشان دادند كه تیمار 

تا  14 یها غلظتروزه با  4، 9، 1 یها زمانپریوش در 

دار  یمعنمولار نیترات كادمیم موجب كاهش  لیمی 44

(41/4p<) توانایی زیستی در  یا میزان و وابسته به دز

روش  به ها داده تجزیة ینچن هم. شد مقایسه با شاهد

نشان داد  (>41/4Two way ANOVA, p) دوسویه

مختلف با نیترات  یها زمانكه دزهای متفاوت و 

گیاه پریوش  پینة های یاختهكادمیم بر توانایی زیستی 

)جدول نشان داده نشد(. این درحالی  داشت اثر متقابل

 یها گروهبا تریپان بلو در  یزیآم رنگاست كه در نتایج 

 74غلظت  حدوددر LD50تیمارشده در روز اول 

در روز سوم نیز  كه یدرصورتمولار مشاهده شد،  میلی

LD50 مولار و در روز ششم  میلی 74 غلظت درحدود

LD50 سوییمولار مشاهده شد، از  میلی 94ر غلظت د 

به  حدوددر 4و  9، 1برای روزهای  LD75میزان 

بود  مشاهده قابل 74و  14، 44 یها غلظتترتیب در 

 ناشیاست كه روند نتایج  یادآوریبه (. لازم 1)جدول 

از روش ناشی نیز نتایج  MTTسنجی  از روش رنگ

این (. در 1ول كرد )جد ییدتأتریپان بلو را  یزیآم رنگ

گیاه  پینةهای  یاختهبررسی توانایی زیستی  ژوهشپ

تریپان بلو و  یزیآم رنگپریوش به كمك دو آزمون 

مولار  میلی 14نشان داد كه غلظت  MTT آزمون

زیست  توانایی دار یمعننیترات كادمیم سبب كاهش 

در هر سه زمان شد و با افزایش غلظت  پینههای  یاخته

 طور بهها  یاختهزیست  تواناییند نیترات كادمیم رو

و  دزچشمگیری كاهش یافت كه این كاهش وابسته به 

 .Wajda et alتوسط  شده گزارشزمان بود. در تحقیق 

نشان داده شد كه با افزایش غلظت كلرید  (1989)

( و افزایش لیتر یلیممیکروگرم بر  31/77تا  4كادمیم )

یاه پریوش گ پینةزیست  تواناییروز(  14تا 1) زمان

 یافته است. نتایج دار یمعنو زمان كاهش  دزوابسته به 

با این گزارش مبنی بر وابسته  برابرتحقیق نیز این 

 دزگیاه پریوش به  پینةهای  یاختهزیست  تواناییبودن 

 و زمان تیمار با نیترات كادمیم بود.

 

 بررسی ةادام برای دز انتخاب

 یزیآم رنگ مونآز از آمده دست به یجنتا به توجه با

 همة كه شد مشخص MTT سنجیرنگ و بلو تریپان

 نشان را داری معنی تفاوت یکدیگر نسبت به هادز

های نزدیك به یکدیگر نیز دزدر  ازآنجاكه .دادند

مشاهده شد و از  دزوابسته به  صورت به یروم مرگ

سه روز  زمان مدتدر  74 دزی با توجه به اینکه سوی

لذا  ،شده بود ها یاختهرصد از د 14باعث مرگ  درحدود

 94و  14 دزدو  دزبر این  افزونبرای ادامه بررسی 

 . شد زمانی انتخاب پسمولار نیز در همان میلی
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روز  4و  9، 1 یها زمان نیترات كادمیم در مختلف دزهای با تیمار از پس ها یاخته زیستی توانایی درصد میانگین . مقایسة1 جدول

 بلو تریپان یزیآم رنگ روش توسط
Table 1. Comparison of the mean percentage of cell viability after 1, 3 and 6 days of treatment with different levels of 

cadmium nitratee using trypan blue staining 
6 3 1 Days  

  Levels (mM)          

91.06a±1/02 89.77a±0.39 91.10a±0.96 0 
74.01b±1.51 79.93b±0.85    81.80b±0.77 10 
59.87c±0.17 66.17c±0.89 75.70c±0.15 20 
45.37d±0.24 52.54d±0.67   69.83d±0.44 30 
20.07e±0.50 42.77e±0.57 40.07e±0.20 40 
11.85f±0.02 32.59f±0.22 32.48f±1.05 50 
4.67g±0.69 15.75g±0.64 21.02g±0.07 60 

 .(one way ANOVA, Duncan test, p<0.05) دارد. دار معنی تفاوت ستون یك در متفاوت های حرف كد با ها میانگیناست.  means±SDصورت  به مقادیر

Values are means±SD. Means with different letter code in a column differe significantly. (one way ANOVA, Duncan test, p<0.05). 

 
روز  4و  9، 1 یها زمان نیترات كادمیم در مختلف دزهای با تیمار از پس ها یاخته زیستی توانایی درصد میانگین مقایسة .1 جدول

 MTT روش با

Table 2. Comparison of the mean percentage of cell viability after 1, 3 and 6 days of treatment with different levels of 

cadmium nitratee using MTT assay 
6 3 1 

Days  
Levels (mM) 

93.1a±0.61 90.77a±0.28 91.73a±0.59 0 
55.04b±0.21 59.81b±0.23 74.50b±0.76 10 
44.99c±0.12 54.31c±0.14 63.18c±0.36 20 
29.47d±0.18 45.50d±0.15 54.02d±0.37 30 
19.66e±0.14 35.87e±0.44 49.37e±0.13 40 
9.33f±0.12 18.39e±0.15 33.25f±0.19 50 
3.50g±0.20 14.26g±0.44 22.21g±0.50 60 

 (.one way ANOVA, Duncan test, p<0.05)دارد.  دار معنی تفاوت ستون یك در متفاوت های حرف كد با ها میانگیناست.  means±SDصورت  به مقادیر

Values are means±SD. Means with different letter code in a column differe significantly. (one way ANOVA, Duncan test, p<0.05). 

 

 های یاخته ظاهری ساختار نیترات کادمیم بر تأثیر

 تیمارشده

فلورسنت هوخست  یزیآم رنگ تیمارشده با های یاخته

 ها یاخته ةدر مقایسه با گروه شاهد نشان داد كه هست

فشردگی  مانند ساختارظاهری، های تغییرپذیریدچار 

كروماتین، كوچك شدن هسته و تغییر مکان آن نسبت 

 یها غلظتدر  های تغییرپذیری. این به كنترل شد

( كه 1مولار( چشمگیرتر بود )شکل  میلی 74بالاتر )

. شدمنجر به خرد شدن و از بین رفتن هسته 

و  94، 14 دزتیمارشده با نیترات كادمیم با  های یاخته

سیتوپلاسمی نیز دچار  ازنظرمولار  میلی 74

ی چروكیدگ های ساختارظاهری بارزی مانند تغییرپذیری

تیمارشده نسبت  یاختةسیتوپلاسم  ةو تغییر در حاشی

است كه  یادآوریبه (. لازم 1به گروه كنترل شد )شکل

 بسیارگروه كنترل  های یاختهسیتوپلاسمی در  ةحاشی

در  ها یهحاشاین  كه یدرصورتصاف و یکدست بود 

 یدگیپاش ازهمهای تیمارشده با ایجاد زائده و  یاخته

  تنش با ای یاخته . مرگسیتوپلاسمی همراه بود

 كه شود می های كادمیم القا یون مانندسنگین  فلزهای

 نکروزیس و 1شده یزیر برنامه مرگ عنوان به  گیاهان در

 مرگ فعال الگوی عنوان به PCD . شود یم یبند طبقه

 در آن ةو مشخص شده كنترل ها ژن با كه است ای یاخته

 دنش متراكم ،یاخته چروكیدگی شامل، گیاهان

 شدن قطعه قطعه و DNA یا رشته شکست كروماتین،

DNA است (McCabe & Leaver, 2000; Van 

Doorm & Woltering, 2005 .)در یراخهای  در سال 

 های گونه برخی های یاخته كه داده شد نشان پژوهشی

 PCD دچار گرفتند قرار كادمیم معرض در كه گیاهی

 تیمار با ژوهشاین پ (. درFojtova et al., 2002) شدند

 زیستی دار توانایی یمعننیترات كادمیم باعث كاهش 

 یاخته تغییر در ساختارظاهری و پینة گیاه پریوش یاختة

                                                                               
1. PCD (programmed cell death) 
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شامل كوچك شدن هسته، تراكم كروماتین و چروكیدگی 

سیتوپلاسم شد، این نتایج در راستای نتایج دیگران 

  باشند. PCD دهنده نشانتواند  می احتمال به

 

 مالون دی آلدئید میزانترات کادمیم بر نی تأثیر

گیاه  پینة نشان داد كه تیمار ها دادهآماری  تجزیة

مولار نیترات كادمیم  میلی 74و  94های دزپریوش با 

( >41/4pدار ) یمعنروز باعث افزایش به مدت سه 

 14میزان مالون دی آلدئید نسبت به كنترل و تیمار 

 14مولار شد. این در حالی است كه تیمار با دز  میلی

داری را نسبت به  شاهد  یمعنمولار هیچ تغییر  میلی

 برای عمومطور (. به9)جدول  (<41/4P) نشان نداد

 پراكسیداسیون و زیستی غشاهای به آسیب ارزیابی

 آلدئید دی مالون نشانگر )ماركر( زیستی از لیپیدی

 

 (. از سویی نیز درLin & Kao, 2000شود ) می استفاده

 در تغییر القاء به منجر كادمیم ،ای یاخته سطح

 ءغشا با مرتبط های آنزیم فعالیت لیپیدی و تركیبات

بدین  (.Foyer & Noctor, 2003شود ) می گیاهان در

رود كه با افزایش غلظت نیترات  ترتیب انتظار می

كادمیم میزان مالون دی آلدئید نیز افزایش داشته 

در این پژوهش با افزایش نیترات كادمیم میزان  باشد.

داری نشان داد،  مالون دی آلدئید نیز افزایش معنی

 نیترات با تیمار در آلدئید دی مالون تجمع افزایش

 و لیپید اكسیداسیونپر افزایش ةدهند نشانكادمیم 

روی  Zhao et al. (2011) است. غشاء بیشتر تخریب

 1و  1/4،  41/4كه گیاه گندم و ذرت نشان دادند 

بر لیتر كادمیم منجر به افزایش میزان مالون  گرم یلیم

 .شد دزدی آلدئید وابسته به 

 
رل های گروه كنت یاخته (a). تنش روز سه از پس فلورسنت هوخستبارنگ های پینة گیاه پریوش  یزی یاختهآم رنگ .1 شکل

 مکان و تغییر ها ، پیکان نیترات كادمیم مولار میلی 14های تیمارشده با  یاخته (b) .دهد می نشان را عادی یاختة ها، هستة پیکان

قطعه شدن هسته  ها قطعه ، پیکان نیترات كادمیم مولار میلی 94 های تیمارشده با  یاخته  (c).دهد می نشان را هسته متراكم شدن

ها  كادمیم ، پیکان نیترات مولار میلی 74های تیمارشده با  یاخته (d)دهد.  طرف غشاء سیتوپلاسمی را نشان می و مهاجرت آنها به

 (x74 یینما )بزرگدهد  خروج هسته از یاخته را نشان می

Figure 1. Staining of C. roseus callus cells with Hochest flouresent dye after 3 days of stress. (a) cells of the control 

group, the arrows show the nuclei in the normal cells. (b) cells treated with 20 mM of cadmium nitrate, arrows show 

the dislocalization and condensation of the nuclei. (c) cells treated with 30 mM of cadmium nitrate, arrows show 

nuclear breakage and nuclear migration towards the cytoplasm membrane. (d) cells treated with 40 mM of cadmium 

nitrate, arrows show the nuclei is discharged from cytoplasm (magnification 40x) 

a b 

c d 
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 ،(unit min-1mg-1protein)سوپراكسیددیسموتاز یها و فعالیت آنزیم  (μM-1FW)مالون دی آلدئید یامحتو نیانگیم ةسیمقا. 9 جدول

، 14سه روز پس از تیمار با نیترات كادمیم ) گیاه پریوش ةپین unit min-1mg-1protein))كاتالاز  و (unit min-1 mg-1protein)پراكسیداز 

 مولار( میلی 74و  94

Table 3. Mean comparison of malondialdehyde (μM-1FW) and activity of enzymes superoxide dismutase  

(unit min-1mg-1protein), peroxidase (unit min-1mg-1protein), catalase (unit min-1mg-1protein) in the C. roseous callus 

after 3 days of treatment with cadmium nitrate (20, 30 and 40 mM) 
malondialdehyde 

(μmol g-1 FW) 
Superoxide 

dismutase 
(unit mg-1protein) 

peroxidase 
(unit min-1 mg-1 

protein) 

catalase 
(unit min-1 mg-1 

protein) 
Levels (mM) of 

cadmium nitratee 

0.11a±0.01 20.17a±0.07 0.46a±0.04 0.78a±0.03 0 
0.10a±0.01 21.75a±0.10 0.84a±0.07 0.84ab±0.05 20 
0.20b±0.00 29.22b±0.03 1.27b±0.15 1.45c±0.11 30 
0.31c±0.02 34.70c±0.00 2.37c±0.55 2.06d±0.09 40 

 (one way ANOVA, Duncan test, p<0.05)نددار دار یمعن تفاوت در یك ستون متفاوت یها حرف كد با ها نیانگیماست.  SD means±صورت  به مقادیر
Values are means±SD. Means with different letter code in a column differe significantly. (one way ANOVA, Duncan test, p<0.05). 

 

 
های گروه كنترل، حاشیة  یاخته (a). تنش روز سه از پس فلورسنت آكریدین اورنژبارنگ های پینة گیاه پریوش  یزی یاختهآم رنگ .1شکل

 نشان را چروكیدگی سیتوپلاسم ها نیترات كادمیم، پیکان مولار میلی 14های تیمارشده با  یاخته (b)سیتوپلاسم صاف و یکنواخت است 

های تیمارشده  یاخته (d)دهد.  ها پارگی سیتوپلاسم را نشان می نیترات كادمیم، پیکان مولار میلی 94یمارشده با تهای  یاخته  (c).دهد می

 (x14 یینما )بزرگدهد  ای بدون هسته را نشان می ها جسم یاخته نیترات كادمیم، پیکان مولار میلی 74با 
Figure 2. Staining of C. roseus callus cells with acridine orange flouresent dye after 3 days of stress. (a) cells of the control 

group, the cytoplasm margin is smooth and continous. (b) cells treated with 20 mM of cadmium nitrate, arrows show 

cytoplasm shtrinkage. (c) cells treated with 30 mM of cadmium nitrate, arrows show cytoplasm breakage. (d) cells treated 

with 40 mM of cadmium nitrate, arrows show the  cell body with out nuclei (magnification 20x) 
 

سوپراکسید  های یمآنزنیترات کادمیم بر فعالیت  تأثیر

 و پراکسیداز دیسموتاز، کاتالاز

گیری  از اندازه آمده دست بههای  آماری داده تجزیة

گیاه پریوش تیمارشده با  پینة SODفعالیت آنزیم 

مولار نیترات كادمیم موجب  میلی 74و 94های دز

 نسبت به شاهد شددار فعالیت این آنزیم  افزایش معنی

(41/4P< این در حالی است كه دز .)مولار میلی 14 

نسبت به شاهد نشان نداد  داری یمعنتغییر  گونه یچه
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(41/4p> از سوی دیگر در9( )جدول .) این پژوهش 

 مسئول كهSOD  دیسموتاز سوپراكسید آنزیم فعالیت

 است ها یاخته در سوپراكسید های رادیکال حذف اصلی

غلظت نیترات كادمیم افزایش پیدا كرد. با افزایش 

 تولید افزایش به منجر محیطی مختلف یها تنش

ROS و شوند می SOD گیاهان افزایش تحمل در 

 نخستین كردن فراهم و ها تنش این به نسبت

 سطوح سمی های اثرگذاری به مقاومت سازوكارهای

 Gillدارد ) ای ویژه نقش و یت بودهبااهم ROS بالای

& Tuteja, 2010به سوپراكسید تبدیل آنزیم (. این 

 Gillكند ) یم كاتالیز را اكسیژن و پراكسید هیدروژن

& Tuteja, 2010 .)Israr et al. (2005)  در تحقیقات

نشان  Sebania drummondiiگیاه  پینةخود روی 

میکرومولار كلرید كادمیم، منجر به  14دادند كه تیمار 

نشان  انلذا آن. شود یمیج نتااین  همانندای  نتیجه

دادند كه فعالیت آنزیم سوپراكسید دیسموتاز با افزایش 

 غلظت كادمیم متناسب است. 

ی نشان داد كه تیمار پینة گیاه ها دادهتجزیة 

روز  9مولار به مدت  میلی 74و  94پریوش با دزهای 

فعالیت آنزیم  (>41/4p) دار باعث افزایش معنی

مولار شد،  میلی 14 پراكسیداز  نسبت به شاهد و دز

مولار بر  میلی 14این در حالی است كه تأثیر دز 

فعالیت آنزیم پراكسیداز نسبت به شاهد بدون تغییر 

از  آمده دست بهررسی نتایج (. ب9( )جدول <41/4pبود )

 74و  94دزهای   تأثیر ،ها نشان داد كه تجزیة داده

فعالیت آنزیم  میزان مولار نیترات كادمیم بر میلی

كاتالاز پینة گیاه پریوش تیمارشده به مدت سه روز در 

كه  یدرحالبود.  (>41/4p)دار  یمعنمقایسه با شاهد 

 14دز  تیمار شده با گروه فعالیت آنزیم كاتالاز در

داری نشان نداد  مولار نسبت به شاهد تغییر معنی میلی

(41/4p>) (. 9)جدول 

 گیاه پریوش در معرض نیترات پینةقرار گرفتن 

سه روز منجر به افزایش فعالیت  زمان مدتدر  كادمیم 

 94های دزهای پراكسیداز و كاتالاز تحت تیمار با  آنزیم

در   شده انجامبر گزارش  افزونمولار شد.  میلی 74و 

های كاتالاز و  این پژوهش، افزایش فعالیت آنزیم

تحت  (اتوتروفخودپرور )پراكسیداز در چندین گیاه 

 است شده گزارشم، روی، سرب و آهن تیمار با كادمی

(Pereira et al., 2002; Foroozesh et al., 2012; 

Prasad et al., 1999; Rucinska et al., 1999.) 

 برابر در دفاع آنزیم پركسیداز در شرایط طبیعی و

پراكسید هیدروژن  تخریب مسئول زیستی های تنش

م (. این آنزیم یك آنزیGill & Tuteja, 2010) است

ناشی از  اكسایشیاست كه در شرایط  ندهاكسپاد

سنگین در گیاه فعالیت بیشتری را نشان  فلزهای

این (. لذا این آنزیم در Gill & Tuteja, 2010)دهد  یم

های بالای نیترات كادمیم در مقایسه  پژوهش با غلظت

مولار افزایش فعالیت نشان داده  میلی 14با غلظت 

، GPOX فعالیت كه شده  یدهداست نه در غلظت كم.  

 كادمیوم تنش تحت .Picea abies L نوئل كاج در

 كادمیم با تیمار ةو ادام دهد یم افزایش نشان درآغاز

 Radotic) شود یمفعالیت این آنزیم  در كاهش باعث

et al., 2000 .)افزون بر این در پینة گیاه Cuscuta 

reflexa  ش گزار همانندیتحت تیمار با كادمیم نتایج

باید به خاطر (. Srivastava et al., 2004) شده است

 یا ملاحظهقابل  صورت به POX سپرد كه فعالیت

 Morais) است تنش شرایط و گیاهی ةگون وابسته به

et al., 2012.)  تواند دلیل اصلی اختلاف  یمكه این خود

 ی پیشین باشد. ها پژوهشدر نتایج این پژوهش و 

 هم گروه حاوی امیكتتر های كاتالازها آنزیم

 1پراكسید هیدروژن مستقیم تبدیل توانایی كه هستند

(H2O2)  از فعالیت سوپراكسید  ناشی)محصول سمی

 ییزدا سم برای و دارند راO2 و   H2Oدیسموتاز( به

ROS هستند ) ضروری تنش شرایط درGill & 

Tuteje, 2010كه فعالیت  (. البته باید در نظر داشت

متوجه از بین بردن پراكسید این آنزیم بیشتر 

در شرایط فیزیولوژیك است، ولی  یدشدهتولهیدروژن 

پراكسید هیدروژن خارج از توانایی  ازحد یشببا افزایش 

، آنزیم كاتالاز نیز با افزاش یپاداكسندگدیگر  های یمآنز

ها مشاركت  ROSسركوب كردن در  تواند یمفعالیت 

ها نشان داد كه  هآمده از تجزیة داد دست كند. نتایج به

كادمیم  میکرومولار نیترات 74و  94ی ها غلظت

گیاه پریوش تیمارشده را  پینةفعالیت آنزیم كاتالاز در 

 طور بهمولار  میلی 14 دزدر مقایسه با كنترل و 

                                                                               
1. Hydrogen peroxidase 
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افزایش داد. این در  دزو وابسته به  (>41/4p)دار  معنی

ر مولا میلی 14 دزحالی است كه  فعالیت این آنزیم در 

را نشان نداد،  داری یمعننسبت به كنترل تغییر 

 14 دزتوسط  یدشدهتولمیزان رادیکال آزاد  احتمال به

افزایش فعالیت  یازمندننیست كه  یا اندازه بهمولار  میلی

 Bhardwajآنزیم كاتالاز باشد. در تحقیقاتی كه توسط 

et al. (2007)  روی گیاهPhaseolus vulgaris L 

ن دادند كه میزان فعالیت آنزیم صورت گرفت، نشا

 های مختلف كادمیم كاتالاز تحت تیمار با غلظت

(gKg
یابد  افزایش می دزو بسته به ( 9، 1/1، 1، 11/1-

(Bhardwaj et al., 2007 البته باید در نظر گرفت كه .)

پژوهش  این و برده ناماختلاف موجود در نتایج تحقیق 

و  یکسویاهی از گ ةبه دلیل اختلاف در گون تواند یم

 باشد.    از سوی دیگر اختلاف شرایط و تکوین گیاهی

 گیری یجهنت

های  نتایج این تحقیق نشان داد كه فلز كادمیم در غلظت

دار توانائی زیستی  یمعنتواند باعث كاهش  كار رفته می به

گیاه پریوش شده و پراكسیداسیون لیپیدهای غشائی را 

ی آنزیمی این گیاه برای افزایش دهد. اگرچه سامانة دفاع

یدشده افزایش تولهای  رویارویی با اثر تخریبی رادیکال

یابد ولی این افزایش نتوانست بازدارندة كاهش توانائی  می

زیستی و پراكسیداسیون لیپیدهای غشائی در این گیاه در 

 رویارویی با مسمومیت ناشی از فلز كادمیم شود. 

 

 سپاسگزاری

ی دانشگاه اراک كه با ارائه كمك از معاونت محترم پژوهش

نامة  یانپامالی امکان انجام این تحقیق را در قالب 

 .گرددمیقدردانی تشکر و كارشناسی ارشد ممکن نمود، 
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ABSTRACT 

Catharantus-roseus is a medicinal and ornamental plant with growing attention toward its economical 

value. To determine cell viability based on trypan blue  and  MTT assay, cell suspension from callus of 

Catharantus-roseus were treated with different concentrations of cadmium-nitratee for 1, 3 and 6 days.  

Also cell suspension was used to investigate the cell morphology for a period of 3 days using 0, 20, 30 

and 40 mM of cadmium nitrate. In addition, the callus was also treated for a same period and 

concentrations to estimate the level of lipid peroxidation and the activity of superoxide dismutase, 

catalase and guaiacol peroxidase. Data was analysed using one-way-ANOVA (Duncan-test) and p<0.05 

was taken as the level of significant. The data from trypan blue and MTT methods showed the significant 

(p<0.05) differences in callus viability related to doses compared with control. In addition activity of the 

investigated enzymes increased significantly (p<0.05) in accordance with cadmium nitrate consumption. 

The malondialdehyde levels as a lipid peroxidation indicator increased in accordance with cadmium 

nitrate consumption significantly. Cadmium nitratee caused cellular membrane damage and cell viability 

reduction in the callus of Catharantus roseus. Activity of the antioxidant enzymes increased significantly 

but was not able to compensate the caused damages. 
 

Keywords: antioxidant enzymes, cadmium nitrate, catharantus roseus callus, cellular response, 

malondialdehyde. 
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