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Abstract  

Plant secondary metabolites are recognized as bioactive and valuable compounds in the pharmaceutical, 

food, and cosmetic industries. Limitations in the natural production of these metabolites, along with 

ecological risks associated with the overharvesting of medicinal plants, have made the application of 

biotechnological approaches, such as plant tissue and cell culture and elicitation of biosynthetic pathways, 

a research and industrial necessity. This study aimed to investigate the effects of concentration and 

incubation time of green‑synthesized copper oxide nanoparticles  on oxidative responses and the 

accumulation of phenolic and flavonoid compounds in Artemisia annua L. cell suspension cultures. Cells 

were treated with three nanoparticle concentrations (0, 20, and 40 µg ml⁻¹) for three incubation periods (24, 

48, and 72 h), and H₂O₂ content, activities of catalase, ascorbate peroxidase, and guaiacol peroxidase, as 

well as total phenolic and flavonoid contents, were quantified. Results demonstrated that 20 µg ml⁻¹ induced 

a controlled increase in H₂O₂, enhanced catalase and ascorbate peroxidase activities, and led to the highest 

accumulation of phenolics and flavonoids at 72 h. Treatment with 40 µg ml⁻¹ had a stimulatory effect at 

24 h; however, prolonged exposure intensified oxidative stress, resulting in marked reductions in phenolic 

and flavonoid contents. The observed patterns suggest that oxidative stress and H₂O₂ accumulation may 

contribute to defense responses and regulation of biosynthetic pathways. These findings highlight the 

importance of precisely controlling nanoparticle concentration and treatment duration to harness 

stimulatory effects while avoiding oxidative damage, and underscore the potential of plant cell culture 

systems for secondary metabolite production. 
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 .Artemisia annua Lسوسپانسیون سلولی  
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 چکیده 

ترک به  یاهیگ   هیثانو  یهاتیمتابول صنا  فعالستیز  باتیعنوان  در  ارزشمند  آرا  ییغذا  ، یی دارو  عیو  م  ی شیو  .  شوند یشناخته 

تول  یهاتیمحدود در  اکولوژ  ها، ت یمتابول  نیا  یعیطب   دیموجود  خطرات  با  ب  یناش  یکیهمراه  برداشت    ، یی دارو  اهانیگ   ازحدشیاز 

و   یضرورت پژوهش  کیرا به    یوسنتزیب  یرهایمس  کیو تحر  یاهیمانند کشت بافت و سلول گ   فناورانهستیز  یکردهایرو  یریکارگ به

روش سبز بر  مس سنتزشده به   دینانوذرات اکس  ونیاثرات غلظت و زمان انکوباس  ی مطالعه با هدف بررس  نیکرده است. ا  لیتبد  یصنعت

ها انجام شد. سلول .Artemisia annua L  یسلول ونیسوسپانسدر کشت    یدیو فلاونوئ یفنول  باتیو تجمع ترک  ویداتیاکس یهاپاسخ 

، H₂O₂  زانیشدند و م  ماریساعت( ت  72و    4۸،  24)   ونی( در سه دوره انکوباستریلی لیبر م  کروگرمیم  40و    20،  0با سه غلظت نانوذره )

نشان    جیشد. نتا  یریگ اندازه  دیو فلاونوئ  کل فنول  یمحتوا  نیهمچن   ز ودای پراکس  اکولیو گا  دازیکاتالاز، آسکوربات پراکس  یهات یفعال

  ن یشتریو ب   دازی کاتالاز و آسکوربات پراکس  تیفعال  شی، افزاH₂O₂شده  کنترل  شیموجب افزا  تریل یلیبر م  کروگرمیم  20داد که غلظت  

داشت؛ اما   یکنندگ کیرساعت اثر تح  24در نانوذرات  تریلیلی بر م کروگرمیم 40با  ماریساعت شد. ت 72در   دهایها و فلاونوئتجمع فنول

غلظت  مدتیطولان  تیمار این  تشد  در  اکس  دیباعث  قابل  وی داتیتنش  کاهش  محتواو  فلاونوئفنول  یتوجه  و  الگوها دیگرد  دهایها    ی . 

نقش داشته   یوسنتزیب  یرها یمس  میو تنظ  یدفاع  یهادر پاسخ   تواندی م  H₂O₂و تجمع    ویداتی که تنش اکس  دهدیشده نشان ممشاهده

 و ی داتیاکس بیاز آس یریاز اثرات محرک و جلوگ یریگ بهره یرا برا ماریغلظت نانوذرات و مدت ت قی کنترل دق تیاهم هاافته ی نیباشد. ا

 . دهدینشان م هیثانو یهات یمتابول د ی تول یرا برا یاهیگ   یکشت سلول یها ستمیس تیو ظرف کندیبرجسته م

 . اکسیداتیو، الیسیتور، فلاونوئید، فنل و کشت بافت های کلیدی:  واژه
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 ۸                                                              خالداری و همکاران                    القای تنش اکسیداتیو برانوذرات اکسید مس بررسی اثرات ن

 مقدمه 

ای اند، زیرا توانایی تولید مجموعههای مراقبت سلامت در سراسر جهان بوده ناپذیر نظامگیاهان دارویی از دیرباز بخش جدایی

(. این ترکیبات، نه تنها پایه و اساس  Kelly, 2009های ثانویه را دارند )متنوع از ترکیبات آلی اختصاصی موسوم به متابولیت 

های مدرن، نقش مهمی در صنایع داروسازی، غذایی و آرایشی و بهداشتی  دهند، بلکه در زمینه های طب سنتی را شکل مینظام

های ثانویه نقش حیاتی در دفاع گیاهان در برابر شناسی گیاهی، متابولیت(. از منظر زیستKinghorn, 2010کنند )ایفا می

 Xu andدارند )  1های اکسیداتیو ن، پرتو فرابنفش و تنشخوارا زا، گیاههای زیستی و غیرزیستی از جمله عوامل بیماریتنش

Deng, 2017طور موثری در سازگاری و  اند که ترکیباتی مانند فلاونوئیدها، آلکالوئیدها و ترپنوئیدها بهها نشان داده(. پژوهش

 ,Samuelssonروند )شمار میبقای گیاه موثرند و این ترکیبات تا حد زیادی مسئول خواص درمانی گیاهان دارویی نیز به

ها  ساله و بومی آسیا است که قرن ، گیاهی یکAsteraceaeی  ( از خانواده .Artemisia annua L(.گونه دارویی درمنه )2004

 Hien andهایی با علایم تب و لرز مورد استفاده قرار گرفته است )در طب سنتی شرق آسیا برای درمان و پیشگیری بیماری

White, 1993 مجموعه گیاه  این  از  سزکوئی(.  شامل  ترکیبات  از  گسترده  کومارینای  فلاونوئیدها،  لیپیدترپنوئیدها،  ها،  ها، 

(. ترکیب Bhakuni et al., 2001ترپنوئیدها و آرتیمیسینین استخراج شده است )ها، استروئیدها، تریترکیبات فنولی، پورین

طور ی فعال برای درمان بیماری مالاریا بهی اخیر به عنوان مؤثرترین مادهیعنی آرتیمیسینین، طی دو دهه  A. annuaاصلی  

 (. de Veris and Dien, 1996شود )ار گرفته شده و منبع اصلی داروی ضد مالاریا محسوب میگسترده در سطح جهانی به ک 

پایین،  تولید طبیعی متابولیت  بازده  با  ثانویه معمولاً  ی و حساسیت وسنتزیب  یندهایدر فرآ  یو زمان  یمکان  یریرپذ ییتغهای 

شود؛ که این موارد از جمله موانع تولید یکنواخت و در مقیاس صنعتی این ترکیبات به شدید به تغییرات محیطی محدود می

محیطی ایجاد کرده و نیاز به رویکردهای زیست  رویه گیاهان دارویی خطرات جدی زیست  آیند. همچنین، برداشت بیشمار می

 Ramachandra) سازدو بافت گیاهی و مهندسی متابولیک را برجسته می  های کشت سلولفناورانه جایگزین، نظیر فناوری

Rao and Ravishankar, 2002; Robert Verpoorte and Alfermann, 2000  در این راستا و عموماً در شرایط کشت .)

های ثانویه مطرح شده است؛  عنوان راهبردی مؤثر برای تقویت بیوسنتز متابولیت به  ۲سازیهای مبتنی بر تحریکبافت، روش

های  های گیاهی تعامل کرده و مسیرهای بیوسنتزی مرتبط با تولید متابولیتکه طی آن عوامل زیستی یا غیرزیستی با سلول

های کشت بافت گیاهی و  کارگیری روشهای اخیر، بهدر دهه  .(Narayani and Srivastava, 2017)سازند  ثانویه را فعال می

های ثانویه و بررسی سازوکارهای سلولی و مولکولی مرتبط با سنتز این تولید تجاری متابولیت  با اهداف   ۳ها محرک استفاده از  

 
1. Oxidative 
2. Elicitation 

1. Elicitor 
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مؤثر   هایمحرکعنوان نسل جدیدی از  هب  4تقرار گرفته است. در این میان، نانوذراپژوهشگران  ترکیبات، مورد توجه گسترده  

، مسیرهای دفاعی سلول گیاهی را فعال کنند. این تحریک منجر به افزایش تنشتوانند از طریق القای  شوند که میشناخته می

سامانه آنتیفعالیت  شبکه های  در  تنظیمی  بازآرایی  و  غیرآنزیمی  و  آنزیمی  میاکسیدان  سلول  زیستی  نتیجه، های  در  شود. 

متابولیت  بیوسنتز  افزایش  با  دفاعی  مسیرهای  این  جلوهبرانگیختگی  از  یکی  که  است  همراه  ثانویه  پاسخ  های  کلیدی  های 

بر فرآیندهای بیوشیمیایی و القای بیوسنتز  ثیر نانوذراتتا  (.Lala, 2021)  شودسازگارانه گیاه به تغییرات محیطی محسوب می

  های ست. برای نمونه، تیمار کالوس طور تجربی اثبات شده اهای گیاهی در مطالعات متعددی بههای ثانویه در سلولمتابولیت

موجب افزایش چشمگیر تولید ترکیبات فنلی و    دیوارههای کربنی چندلولهبا نانو (Satureja khuzestanicaمرزه خوزستانی )

کاربرد نانوذرات   (.Stevia rebaudiana L)  استویا  هایر کالوس(. دGhorbanpour and Hadian, 2015)  فلاونوئیدی گردید 

، Caralluma tuberculataهای  و در سلول   (Hendawey et al., 2015)  شد سبب افزایش سنتز استویوزید (Cu NPs) مس

نشان   ی از این دست. نتایج(Ali et al., 2019) و فلاونوئیدها را تحریک کرد فنلیترکیبات تولید   (Ag NPs) نانوذرات نقره

مؤثر عمل کرده و با تنظیم مسیرهای بیوشیمیایی و متابولیکی، ظرفیت    هایی محرک عنوان  توانند بهدهد که نانوذرات میمی

ای که بیانگر نقش چندوجهی نانوذرات در بازآرایی  ثانویه افزایش دهند؛ پدیده  هایمتابولیتهای گیاهی را برای تولید  سلول 

استشبکه  گیاه  متابولیکی  و  دفاعی  ا  .های  بررس  نیهدف  متابولیکیسازوکارها  یپژوهش،  و  بیوشیمیایی  توسط   ی  القاشده 

  یهاتیمتابول  وسنتزیب  کیو تحر  ویداتیدفاع اکس  یهاپاسخ  یختگیدر برانگ  (Green CuO NPs)  مس  دینانوذرات سبز اکس

عنوان مس به  دیتا نقش نانوذرات اکس  شده استمطالعه، تلاش    نیاست. در ا  A. annua ی  سلول   ونیدر کشت سوسپانس  هیثانو

هیدروژن  ژهیوو به  5ژن ی فعال اکس  یهاگونه  دیتول  یالقا  ق یسلول از طر  ی دفاع   یهاشبکه   میدر تنظی نانومقیاس  تورهایسیال

آسکوربات    (CATکاتالاز )شامل    دانیاکسیآنت  یدیکل  یها میآنز  تیدر فعال  رات ییتغ  یگردد. بررس  نییتب(  2O2Hپراکسید )

  د یفنل و فلاونوئ  یمحتوا  یابیو ارز  ویداتیاز شدت پاسخ اکس  یعنوان شاخصبه(  GPX) دازیپراکس  اکولیو گا  (APX) دازیپراکس

 ق یتحق  نی. ارودیشمار مپژوهش به  نیا  یاصل  یاز محورها  ه،یبات ثانویترک  یوسنتزیب  یرهایمس  کیاز تحر  یعنوان نمادکل به

 دینانوذرات سبز اکس  تیظرف   ،یکیمتابول  راتییو تغ  ویداتیدفاع اکس  یسازفعال  انیم  یهمبستگ  لیآن است تا با تحل  ی در پ 

آشکار    متابولیکی در سطح    یاه یگ  یهاسلول  یمیتنظ  یسازوکارها  ی ابیو ارز  ییدارو  باتیترک  دیتول  یسازنهیبه  یمس را برا

 سازد

 هامواد و روش

 به مدت پنج دقیقه و سه   ٪1و هیپوکلریت سدیم ثانیه   ۳0به مدت  ٪۷0پس از ضدعفونی با اتانول   A. annua بذرهای

 
2. Nanoparticles (NPs) 
3. Reactive oxygen species (ROS) 
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آگار      ٪۷/0  ساکاروز و  ٪۳حاوی   (MS) ه موراشیگ و اسکوگپای  کشت  محیط  مرتبه شستشو با آب مقطر اتوکلاو شده، در

منتقل لوکس    1500و شدت نور    ساعت روشنایی  1۶  ،گراددرجه سانتی  ۲۳شرایط دمای    به اتاقک کشت باکشت شدند و  

با   MSزایی انتخاب و القای کالوس بر روی محیط پایه  روز از کشت بذور، قطعات برگ برای کالوس  ۲5شدند. پس از گذشت  

 (Kin) و کینتین(  NAAنفتالین استیک اسید )  های رشدکنندهحاوی تنظیمزنی و  میزان ساکارز و آگار مشابه محیط جوانه 

  ۲۳زایی در دمای  های منتقل شده به محیط کالوس. در ادامه، ریزنمونه ر انجام گرفتگرم در لیتمیلی  5/0غلظت    اهر یک ب 

روز انجام گرفت. به    ۲1های زمانی  های تشکیل شده در بازهگراد و تاریکی کامل نگهداری شدند. واکشت کالوسدرجه سانتی

لیتری  میلی  ۲50های  های با ساختار خشک و شکننده به ارلنگرم از کالوس  0٫5منظور تهیه کشت سوسپانسیون سلولی، مقدار  

های  گرم در لیتر از هر یک از تنظیم کنندیلیم  ۲/0گرم در لیتر ساکارز و ترکیب    ۳0حاوی    MSلیتر محیط پایه  میلی  50حاوی  

گراد و روی شیکر دورانی با  درجه سانتی  ۲۳منتقل و سپس محیط کشت در شرایط تاریک، در دمای    Kinو    NAAرشد  

روز از طریق جایگزینی محیط کشت انجام گرفت    ۲1دور در دقیقه نگهداری شد. واکشت سوسپانسیون سلولی هر    1۲0سرعت  

ها و  (. در واکشت سوم و پس از دستیابی به محیط کشت سلولی همگن و پایدار، به منظور تعیین سرعت رشد سلول1)شکل  

های چهار روزه ترسیم ها در بازهگیری وزن خشک سلول تعیین فازهای رشدی، منحنی رشد سوسپانسیون سلولی از طریق اندازه

گراد  درجه سانتی  50ه از کاغذ صافی از محیط کشت جدا و در دمای  ها با استفادشد. برای تعیین وزن خشک زیست توده، سلول

رشد، تیمار با نانوذرات    ۶ها به مرحله ایستایی(، پیش از رسیدن سلول ۲شده )شکل  خشک شدند. بر اساس منحنی رشد ترسیم

 (. Mohammadi et al., 2021اکسید مس در روز دهم پس از آخرین واکشت اعمال گردید )

 

 ( .Artemisia annua Lگیاه درمنه ) (B) یسلول ونیو سوسپانس (A) کشت کالوس -1شکل

Figure 1- Callus and Cell Suspension Cultures in Artemisia annua L. 

 
1. Stationary phase 
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 روز 20نمودار رشدی زیست توده سلولی گیاه درمنه در بازه زمانی   -2شکل 

Figure 2- Growth pattern of Artemisia annua cell biomass over a 20-day culture period 

ها بر  آن   تیسطح سم  ،ساخت   تیفیک  و  سنتز  نویسندگان  یقبل   هایدر پژوهش  ترشیمطالعه، پ   نینانوذرات مورد استفاده در ا

 ,.Khaldari et al) های گیاهی مشخص شده استهای دفاعی سلول ی و بازه غلظتی موثر آن در القای پاسخاه یگی  هاسلول 

2021; Khaldari et al., 2024)  .محیط کشت کشت،    طیبهتر نانوذرات در مح  یمنظور پراکندگ، بههاماریانجام ت  پیش از

با نانوذرات   یسلول  ونیسوسپانس   یهاقرار گرفت. در ادامه، کشت  ۷ک یدر حمام اولتراسون  قهیدق  ۳0به مدت    حاوی نانوذرات

  شدند.   8ساعت انکوبه  ۷۲و    48،  ۲4  ی زمان  یهاو در بازه  ماریت  لیترمیکروگرم در میلی  40و    ۲0  صفر،  غلظت  سهمس در    دیاکس

  وکشت جدا    طیمحاز    شدهماریت  یهاسلول  ،مدت زمان تیمار  انی سه تکرار مستقل در نظر گرفته شد. پس از پا  مار،یهر ت  یبرا

سنجش  جهت .گرفتمورد استفاده قرار  ییایمیوشیب یهالیو تحلفنل و فلاونوئید کل   یریگ اندازه جهت یسلول یتودهست یز

لیتر محلول میلی  پنجبا استفاده از    و سائیده شده در ازت مایع،  شده تیمار  هایسلولگرم از  میلی  ۳50مقدار  ،  2O2H  نمیزا

هزار  1۲دقیقه با سرعت   15همگن شد. سوسپانسیون حاصل به مدت مخلوط و   1٪غلظت   ا ب  (،TCAاسید ) کلرواستیکتری 

ر  مولامیلی  10لیتر بافر فسفات پتاسیم  میلی  5/0،  9مایع شفاف رویی لیتر از  میلی  5/0به  دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید. سپس،  

(pH=7  )  لیتر یدید پتاسیممیلی  یکو (KI) نانومتر با استفاده    ۳90ها در طول موج  جذب نمونهسپس  مولار افزوده شد.  یک

 های مختلفها، منحنی استاندارد با استفاده از غلظتدر نمونه  2O2H گیری شد. برای تعیین غلظتاز اسپکتروفتومتر اندازه 

 2O2H2ر  تهیه و مقداO2H  تربه صورت میکرومول بر گرم وزن  ها  نمونه(FW1 -g2 O2mol Hµ) د )بیان گردیet Alexieva 

al., 2001.)  پروتئین مقدار کل  برادفوردتعیین  روش  براساس  استخراج    (Bradford, 1976)  های محلول  برای  انجام شد. 

تریس   با بافر گرادچهار درجه سانتی تیمارشده در نیتروژن مایع آسیاب و سپس در دمای هایسلول گرم از میلی 500آنزیمی، 

 
1. Ultrasonication bath 
2. Incubation 
1. Supernatant  
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  15با سرعت  های همگن  نمونه سازی گردید. پس از سانتریفیوژ  گلیسرول همگن  10٪حاوی  (  Tris–HCl) هیدروکلریک اسید

آنزیم  مایع شفاف رویی ،  گرادچهار درجه سانتیدمای    دقیقه در  15دور در دقیقه به مدت  هزار     های برای سنجش فعالیت 

CAT،  GPX    وAPX  میآنز  تیفعال  .مورد استفاده قرار گرفت  CAT  2  ه ینرخ تجز  یریگاندازه  قیاز طرO2H    و بر پایه روش

Scebba  ( 1998و همکاران  )میلی  50  بافر فسفات   تریلیلیم  سهشامل    یانجام واکنش، مخلوط   یشد. برا  یاب یارز( مولارpH=7)  ،

  ۲40. کاهش جذب نمونه در طول موج  د یگرد  هیته  یمیاز عصاره آنز  تریکرولمی  50  و  2O2H  ۳0٪از محلول    تریکرولیم  پنج

  گرمیلیهر م  یبه ازا  قهی در دق  شدههیتجز  2O2H  کرومولی بر حسب م  میآنز  ت یثبت شد و فعال  قهیدق  ک یمدت    ی ط  مترنانو

 FW1 -mgوزن تر )
1-min 2O2mol Hµ)   میآنز  تیفعال  . دیمحاسبه گرد  APX  و بر پایه روش    آسکوربات  ش یاکسا  ش یبا پا

Ranieri  (۲00۳  )10از محلول    تریکرولیم  ۶00  ، یمیعصاره خام آنز  تریکرولیم  100شد. مخلوط واکنش شامل    یابیارزEDTA  

غلظت   پتاس  تریلیلمی  1٫5در    مولاریلمی  0٫1با  فسفات    0٫5ات  آسکورب  لیترمیلی  4/0و  (  pH=7)  مولارمیلی  50  میبافر 

نانومتر به مدت    ۲90در طول موج    جذب نور  کاهش.  شد  آغازH₂O₂  (٪۳0  )از    لیترمیلی  4/0بود. واکنش با افزودن    مولاریلمی

  نیپروتئ  گرمیلیهر م  یبه ازا  قهیدر دق  دشده یآسکوربات اکس  کرومولیبر حسب م  م یآنز  ت یو فعال  دی ثبت گرد  قهیدق  چهار

(protein 1-mg  1-mol oxidized ascorbate minµ.بیان شد )  میآنز  تیسنجش فعال  یبرا  GPX  از   تریکرولیم  50، مقدار

بافر    تریلیلمی  سه  و  ٪۳0با غلظت    2O2H  تریکرولیم  10  اکول، ی گا  تریکرولیم  سهبه مخلوط واکنش شامل    ی میعصاره خام آنز

  ت یو فعال  دیگردثبت    قهی دقی یک  نانومتر ط  4۷0جذب در طول موج    رییافزوده شد. تغ   (pH=7مولار )میلی  50  میفسفات سد

ازا  قهیدر دق  دشدهیاکس  اکولیگا  کرومولیصورت مبه  میآنز protein 1-mg  mol oxidized µ)  نیپروتئ گرمیلیهر م  یبه 

1-guaiacol min)  شد   انیب  (Sese and Tobira, 1998-Dionisio).    ،به منظوره سنجش محتوای فنولی و فلاونوئیدی کل

 100خشک و مقدار  11یبه روش انجماد   های سوسپانسیون ابتداگیری به روش الکلی انجام گرفت. برای این منظور، کشتعصاره

 باتیمنظور استخراج ترکهمگن شد. به٪  90متانول  لیتر  پنج میلیدر  به خوبی ساییده و    ابتداگرم از بافت خشک شده  میلی

سپس  قرار داده شدند.    گرادیدرجه سانت  40  یدما  در  کیدستگاه اولتراسون  دقیقه در  ۲0ها به مدت  نمونهمحلول در متانول،  

و    قهیدور در دق  شش هزارحاصل با سرعت    همگن شده  نمونهقرار گرفتند. در ادامه،    میملاورتکس  ساعت تحت    1۲مدت  به

و    دیگرد  ظیساعت تغل  یکمدت  به   گرادیدرجه سانت  45  یآمده در دما دستبه  مایع روییو    وژیفیسانتر  قهیدق  10مدت زمان  

  ی هاموجود در عصاره  یفنول  بات یمقدار کل ترک  .شد  ینگهدار  گرادیدرجه سانت  چهار  یدر دما  ی بعد  یزهایتا زمان انجام آنال

از واکنشگر  کشت سوسپانسیون استفاده   با (  1999)و همکاران    Singleton et alاساس روش    و بر   Folin–Ciocalteuبا 

آب مقطر مخلوط   تریلیل یم  دو با    ی متانول  از عصاره  تریکرولیم  100  مقدارانجام آزمون،    یشد. برا  یریگاندازه  تغییرات  ی اندک

 
2. Ethylenediaminetetraacetic acid 

1. Freeze drying 
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محلول    تریلیلیم  یک  قه،یدق  سهبه آن افزوده شد. پس از گذشت    Folin–Ciocalteuاز واکنشگر    تریلیل یم  یکسپس    د،یگرد

  وسته یپ   ورتکس  ااتاق ب   یو در دما  یکیدر تار  قهیدق  45مدت  . مخلوط واکنش بهدیبه مخلوط اضافه گرد  ٪۲0  کربناتمیسد

نور   زانیم  و سپسانکوبه   اندازه   ۷۲5ها در طول موج  نمونه   یجذب  بر. مقدار کل فنول شد  یریگنانومتر    یاساس منحن  ها 

در هر   ک یگالدیمعادل اس گرمیلیصورت م( محاسبه و بهتر یدر ل گرم یلیم  100 تا   10 ی)در دامنه غلظت ک یگالدیاستاندارد اس

( ۲00۲و همکاران )  changاساس روش    بر  دها یکل فلاونوئ  یمحتوا   نییتع  ( گزارش شد.mg GAE g⁻¹ DWگرم وزن خشک ) 

  وم ینیمحلول آلوم لیترمیلی  1/0با    متانولی  عصاره لیترمیلی  5/0  ش،یلوله آزما  درمنظور،    نیا  ی انجام شد. براو با اندکی تغییرات  

 مقطر آب لیترمیلی  8/۲ سپس.  شد  مخلوط  ٪95 اتانول لیتر  میلی  5/1  و پتاسیم یک مولاراستات   میلی لیتر  1/0 ،  ٪10 دیکلر

 ی نگهدار  یکیدر تار  قهیدق   ۳0مدت  ها بهرسانده شد. پس از اختلاط کامل با ورتکس، نمونه لیترکلی به پنج میلی  حجم  و  اضافه

  ی شد. برا  یریگاندازه  اسپکتروفتومتر  ینور  سنجفینانومتر با دستگاه ط  414در طول موج    یجذب نور  زانیشدند و سپس م

  گرم یل یم  100تا    یک  یدر بازه غلظت   نیمعادل کوئرست  یهااستاندارد با استفاده از محلول  یکل، منحن  دیمحاسبه مقدار فلاونوئ

  . شدند  انی( بmg QE g⁻¹ DWدر هر گرم وزن خشک )  نیمعادل کوئرست  گرمیلیصورت مبه  جینتا   و  دیردگ  هیته  تریدر ل

داده آماری  تحلیل  و  نرمتجزیه  از  استفاده  با  آزمایش  واریانس 9.۳.1نسخه     SASافزار  های  تحلیل  و  تجزیه  شد.   انجام 

(ANOVA  )بر اساس طرح کاملاً تصادفی (CRD  )ها  عاملی )فاکتوریل( صورت گرفت. مقایسه میانگینصورت دوبا سه تکرار و به

 . انجام شد  P<0.05داری در سطح معنی ای دانکنبا استفاده از آزمون چند دامنه 

 نتایج و بحث 

یی و متابولیکی  ایمیوشیببر خصوصیات  ها  و اثر متقابل آن  مارینشان داد که غلظت نانوذرات، زمان ت  انس یوار  لیتحلنتایج  

  دار یمعن ریتأثتحت 2O2H زانیطور خاص، مداشتند. به یداریمعن اثر کشت سوسپانسیون سلولی گیاه درمنه مورد مطالعه در

شدت از هر سه  هر دو به  APXو    CAT  یهامیآنز  تیفعال  کهیدر حال  ،قرار گرفت  مدت زمان تیمارآن با    اثرمتقابلغلظت و  

آنها(    عامل  متقابل  اثر  و  تیمار  زمان  نانوذرات، مدت  ))غلظت  بودند  فعالp < 0.01متأثر  غلظت    ریتأثتنها تحت  GPX  تی(. 

آن با   اثر متقابل غلظت و  راتتغیی به ٪5کل در سطح  ید یو فلاونوئ یفنل باتیترکتغییر در محتوای  کهیبود، درحال داریمعن

ا نشان داد.  پاسخ  اکسیداتیو و  د  راتییتغ  که  دهدینشان م  جینتا  نیزمان  القای تنش   و یداتیاکسیآنت  هایسیستم  تیفعالر 

ت  ریتأثتحتمورد مطالعه،    هیثانو  یهات یمتابول  وسنتزیب  یرهایو مس  آنزیمی زمان  و  نانوذرات  غلظت  متقابل  قرار   ماریاثرات 

اها به تعامل همپاسخ سلول  ی دهنده وابستگگرفتند، که نشان با توجه به نتایج مقایسه    .(1)جدول    دو عامل است  نیزمان 

صورت وابسته به زمان بروز کرده  تأثیر داشته و این اثر به  2O2Hداری بر میزان تجمع  طور معنیمیانگین، غلظت نانوذرات به

پاییندر تمامی زمان  2O2H، مقدار  (لیتراست. در تیمار شاهد )صفر میکروگرم در میلی تر و نسبتاً ثابت قرار ها در سطحی 

میکروگرم   ۲0های بدون نانوذرات است. با افزایش غلظت نانوذرات به  دهنده وضعیت پایدار اکسیداتیو در سلولگرفت که نشان
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ساعت به بیشترین مقدار در این سطح غلظتی    48طور محسوسی افزایش یافت و در زمان  به  2O2Hلیتر، محتوای  در میلی

 ساعت اندکی کاهش نشان داد.  ۷۲رسید، سپس در 
 

 ماریزمان تمدت غلظت نانوذرات و  ریدرمنه تحت تأث یسلول  ونی کشت سوسپانس مورد مطالعهصفات  انسیوار هیتجز جینتا -1جدول
Table1- Analysis of variance results for the studied traits of Artemisia cell suspension culture under the effects of 

nanoparticle concentration and treatment duration. 

 منابع تغییر
Source of Variation 

 درجه آزادی
Degrees of 

freedom 

 میانگین مربعات 

Mean Square (MS) 

 هیدروژن پراکسید 

2O2H 
 کاتالاز 
CAT 

آسکوربات  
 پراکسیداز 
APX 

 گایاکول پراکسیداز 
GPX 

 فنل کل 
Total Phenols 

 فلاونوئید کل 
Total Flavonoids 

 غلظت نانوذرات 
Concentration 

1 **71 /48 **4/43 **094/1 **3925/0 *11/334 *2/170 

 مدت زمان تیمار 

Treatment duration 
1 ns46/2 **27 /6 **194/0 ns0001 /0 ns08/11 ns81/3 

 زمان  ×اثر متقابل غلظت 

Concentration × Time 
1 *09/3 **35 /3 **099/0 ns0025 /0 *77/290 *4/127 

 خطا

Error 
23 67/0 37/0 002/0 0051 /0 53/66 46/28 

 ضریب تغییرات 
Coefficient of Variation  

 32/20 27/27 42/14 46/31 51/36 48/43 

شدت بیشتری یافت و پس از افزایش    2O2Hلیتر، روند تجمع  میکروگرم در میلی  40در سطح غلظت بالاتر یعنی  

( رسید، که از W g⁻¹ F2O2Hµmol  7.05ساعت به بیشترین مقدار کل )  ۷۲ساعت، در زمان    48و    ۲4های  تدریجی در زمان

دار با سایر تیمارها بود. بر اساس نتایج تجزیه واریانس، اثرمتقابل بین دو عامل غلظت و زمان  نظر آماری دارای اختلاف معنی

های  در غلظت  2O2Hها به تنش نانوذرات در گذر زمان است. افزایش تجمع  دار مشاهده شد؛ که بیانگر پاسخ تعاملی سلولمعنی

باشد. این الگو بیانگر  می  ROSی تقویت فرآیندهای القای تنش اکسیداتیو و افزایش دهندهتر، نشانهای طولانیبالا و در زمان

و در   ROSساعت، موجب فعال شدن مسیرهای تولید  ۷۲ویژه پس از گذشت  آن است که نانوذرات در سطح غلظتی بالاتر، به

در کشت سوسپانسیون سلولی درمنه   2O2Hاثر نانوذرات بر شاخص  طور خلاصه،  گردند. بهمی  2O2Hنتیجه افزایش محسوس  

داری موجب تشدید تنش اکسیداتیو در  صورت معنیهم وابسته به غلظت و هم به زمان تیمار است و اثرمتقابل این دو عامل به

قرار گرفت و    مار یغلظت نانوذرات و زمان ت  ریتحت تأث  یداریطور معنبه   CAT  میآنز  تیفعال   (.۳ ها شده است )شکلسلول 

در    ، (4 )شکل  شودیگونه که در نمودار مشاهده م. همان(P < 0.01) ر بوددایمعن  یاز نظر آمار  زیدو عامل ن  نیب  اثرمتقابل

غلظت    ش یماند. با افزا  یثابت باق   باًیو تقر  نییساعت پا  ۷۲و    48،  ۲4  ی زمان  سطوح  کاتالاز در تمام  تیسطح فعالد  شاه  ماریت

مقدار    نهیشبی  به  ساعت ۷۲و در زمان    افتی  شیافزا  یطور محسوسبه  میآنز  تی، فعاللیترمیکروگرم در میلی  ۲0نانوذرات به  

بالاترین   در .با شاهد نشان داد یداریکه اختلاف معن ،  دی رس  سطح نیدر ا (min⁻¹ mg⁻¹ protein2O23.23 µmol H ) خود

  به   ساعت، ۷۲تا    م یملا  یشیبود و پس از روند افزا  شتریبسایر تیمارها  با    سهیکاتالاز در مقا  ت یفعال  زین  ی نانوذراتغلظتسطح  

 رسید. (min⁻¹ mg⁻¹ protein2O25.04 µmol H ) سطح کل نیشتربی
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  یهامس سنتز شده به روش سبز در زمان دی از نانوذرات اکس لیتر(میکروگرم بر میلی 40و  20)صفر،  مختلف یهاغلظت ریتأث -3شکل 

 یدهندهنشان ریمقاد .L annua Artemisia. یسلول سوسپانسیوندر کشت  2O2Hمحتوای  بر( ساعت 72و  4۸، 24مختلف ) ماریت

در   داریاختلاف معن انگریها بستون ی( هستند. حروف متفاوت در بالاSE) نیانگمی استاندارد انحراف ± سه تکرار نیانگیم

 باشند.ای دانکن میچند دامنه بر اساس آزمون P < 0.05 سطح
Figure 3- Effects of different concentrations (0, 20, and 40 µg mL⁻¹) of green-synthesized CuO nanoparticles at 

different exposure times (24, 48, and 72 h) on H₂O₂ content in Artemisia annua cell suspension cultures. Values are 

means of three replicates ± SE. Different letters above the columns indicate significant differences at P < 0.05 

according to Duncan’s multiple range test. 

 

  یهامس سنتز شده به روش سبز در زمان دی از نانوذرات اکس لیتر(میکروگرم بر میلی 40و  20)صفر،  مختلف یهاغلظت ریتأث-4شکل 

  ریمقاد  ..Artemisia annua L یسلول سوسپانسیوندر کشت بر فعالیت آنزیم کاتالاز ( ساعت 72و  4۸، 24مختلف ) ماریت

  داریاختلاف معن انگریها ب ستون ی( هستند. حروف متفاوت در بالاSE) نیانگمی استاندارد انحراف ± سه تکرار نیانگیم یدهندهنشان

 باشند. ای دانکن میچند دامنه بر اساس آزمون P < 0.05 در سطح
Figure 4- Effects of different concentrations (0, 20, and 40 µg mL⁻¹) of green-synthesized CuO nanoparticles at 

different exposure times (24, 48, and 72 h) on catalase activity in Artemisia annua cell suspension cultures. Values 

are means of three replicates ± SE. Different letters above the columns indicate significant differences at P < 0.05 

according to Duncan’s multiple range test. 
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در    ای کهگونهدهد. بهاز خود بروز می  CATالگویی مشابه با فعالیت آنزیم   APXنتایج نشان داد که پویایی فعالیت آنزیم  

  ی دانیاکسیسامانه آنت هیپا  تیکه معرف وضع، ماند  یثابت باق  باًیو تقر نییها پازمان یدر همه میآنز تیسطح فعال شاهد ماریت

به صورت  با گذشت زمان APX تیمقدار فعاللیتر نانوذرات، میکروگرم در میلی ۲0 غلظت در  .بدون تنش است یهادر سلول 

( µmol oxidized ascorbate min⁻¹ mg⁻¹ protein 0.43به بیشترین مقدار خود )  ساعت  ۷۲و در زمان    افتی  ش یافزا  پویایی 

به شکل چشمگیری افزایش   آنزیم   روند فعالیت،  لیترمیکروگرم در میلی  40غلظت به    شی. با افزا در این سطح غلظتی رسید

که  ؛ یافت طوری  گذشت  به  از  سلول ۷۲  پس  تیمار  از  ب APX تفعالی  ها،ساعت  )مقدار    نیشتریبه  خود   0.76فعالیت 

µmol oxidized ascorbate min⁻¹ mg⁻¹ protein داریاثر متقابل معن(.  5ید  )شکل  رس ( نسبت با سایر ترکیبات تیماری  

و وابسته به هر دو    یپاسخ تعامل  یدهنده، نشانAPXو    CAT  یهامشاهده شده در شاخص  ماریغلظت نانوذرات و زمان ت

مند  نقش هماهنگ و زمان  انگریب  جهی نت  نیتنش نانوذرات است. ا  طیتحت شرا  ویداتیاکسیآنت  یهامیآنز  تیفعال  میعامل در تنظ

 . باشدینانوذرات م ماریدر اثر ت دشدهیتول  ژنیفعال اکس ی هاو گونه دروژنیه دیمقابله با پراکس  در یدفاع یهاسامانه

 

  یهامس سنتز شده به روش سبز در زمان دیاز نانوذرات اکس لیتر(میکروگرم بر میلی 40و  20)صفر،   مختلف یهاغلظت ریتأث -5شکل 

  ..Artemisia annua L یسلول سوسپانسیوندر کشت بر فعالیت آنزیم آسکوبارت پراکسیداز ( ساعت 72و  4۸، 24مختلف ) ماریت

اختلاف   انگریها بستون ی( هستند. حروف متفاوت در بالاSE) نیانگمی استاندارد انحراف ± سه تکرار نیانگیم یدهندهنشان ریمقاد

 باشند.ای دانکن میچند دامنه بر اساس آزمون P < 0.05 در سطح داریمعن
Figure 5- Effects of different concentrations (0, 20, and 40 µg mL⁻¹) of green-synthesized CuO nanoparticles at 

different exposure times (24, 48, and 72 h) on ascorbate peroxidase activity in Artemisia annua cell suspension 

cultures. Values are means of three replicates ± SE. Different letters above the columns indicate significant 

differences at P < 0.05 according to Duncan’s multiple range test. 
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 ش یآن است که افزا  انگریبهای دفاع آنتی اکسیدانی آنزیمی  به طورکلی الگوی پویایی بروز تنش اکسیداتیو و فعالیت سامانه

   ROSمنظور مهار تجمع  به  یدانیاکسیآنت   یهامیآنز  تیفعال  یموجب القا  تر،یطولان   یزمان  یها در دوره  ژهیوغلظت نانوذرات، به

جمله مشاهدهشودیم 2O2H از  ت  APXو   CATآنزیم    تیفعال  نیشتریب  ی.  زمانی،   ماریدر  و  غلظتی  سطوح  بیشترین  با 

 ی برا  یدانیاکسیو تلاش سامانه دفاع آنت  نانوالیسیتورها  در برابر تنش  ونیسوسپانس  یهاپاسخ سازگارانه سلول  یدهدهننشان

که فعال    کند یم  دییتأ  APXو    CAT  هر دو آنزیم  راتییروند تغ  ، یکل  طوربه  .است  یسلول  1۲کاهش -اکسایش حفظ تعادل  

تنش    لیدر تعد  یرچشمگی  نقش  و   ی وابسته به غلظت و زمان داردتیماه  شدهماریت یهادر سلول   یدانیاکسیآنت  ستمیشدن س

 درمنه ون یسوسپانس  کشتدر   کل  د یفنول و فلاونوئ  یمحتوا  یحاصل از بررس  ج ینتا  . کندیم   فایاز نانوذرات ا  ی ناش  ویداتیاکس

تأث  یداریطور معننشان داد که هر دو شاخص به نانوذرات  ریتحت  عاملو برهم  غلظت  تیمار   کنش دو  قرار  غلظت و زمان 

کمتر  در.  گرفتند دو شاخص،  ت  ریمقاد  نیهر  نانوذرات   دشاه   مار یدر  تمام فاقد  در  که  و    48،  ۲4  ی هازمان  یمشاهده شد 

میزان بیوسنتز هر دو  ، لیترمیکروگرم در میلی ۲0افزایش غلطت نانوذرات تا . با میزان خود قرار گرفتند در کمترین ساعت ۷۲

به    ساعت  ۲4در   mg GAE g⁻¹ DW 14 و وابسته به زمان نشان داد؛ مقدار فنول کل از حدود  یشیافزا  ی روند  گروه متابولیت

33.8 mg GAE g⁻¹ DW    11.5از حدود    زین  دیفلاونوئ  یمحتوا  از سوی دیگر  . افتی   ش افزای  ساعت ۷۲در mg QE g⁻¹ DW    

میکروگرم   40(. با افزایش غلظت نانوذرات تا  ۷و    ۶افزایش یافت )شکل     ساعت ۷۲در     mg QE g⁻¹ DW 22.8ساعت به   ۲4در  

اولین نمونه برداری   های مورد مطالعه روندی کاملاً متفاوت از خود نشان داد. به طوری که درلیتر، بیوسنتز متابولیت در میلی

افزایش چشم  ۲4) و  ساعت(  فنل  ترکیبات  و تجمع  بیوسنتز  )  دیفلاونوئگیر  بود  قابل مشاهده  تیمار شاهد  به   27.2نسبت 

mg GAE g⁻¹ DW    17.45و mg QE g⁻¹ DW های  (. در مقابل با افزایش مدت زمان تیمار، روندی کاهشی از تجمع متابولیت

 9.8ساعت( میزان فنل و فلاونوئید کل به ترتیب تا    ۷۲ان تیمار )ای که در بیشترین مدت زمگونهمذکور مشاهده شد؛ به

mg GAE g⁻¹ DW    6.7و mg QE g⁻¹ DW    د یتول  ارزیابی فاکتورهای  (. ۷و    ۶کاهش یافت )شکل  ROS  ی هاسامانه  ت یو فعال  

زا  از عوامل تنش ی ناش ویداتیدرک بروز تنش اکس یهاروش نیثرتروها، از مدر سلول یمیرآنزیو غ  ی میآنز ی دانیاکسیدفاع آنت

است   ویداتیوقوع تنش اکس  انگریب  ، یاهیگ  های سلولدر    2O2H  ژهیوبه  ROS  دی. تول( 2012et alAnjum ,.)  دنشویمحسوب م

  ی ها.گزارش (Low and Merida, 1996)شوندیتنش فعال م  طیدر پاسخ به شرا  یدانیاکسیدفاع آنت   یهادنبال آن سامانهکه به

می  یمتعدد ت  دهندنشان  اعمال  القا  ماریکه  اکس  ینانوذرات موجب  برانگ  ویداتیتنش    یهامیآنز  تیفعال  ریچشمگ  یختگیو 

شناخته   ویداتیاکس  یهادر برابر تنش  اهیگ  ی سامانه دفاع   یاصل   یهااز مؤلفه   یکیعنوان  که به   یواکنش  شود؛یم  دانیاکسیآنت

  شده است   CAT  میآنز  ت یفعال  شیسبب افزانانوذرات اکسید روی و مس    مار یگندم، ت  هایچهاهیمثال، در گ  ی. براشودیم

 
1. Redox 



 1۸                                                              خالداری و همکاران                    القای تنش اکسیداتیو برانوذرات اکسید مس بررسی اثرات ن

(Dimkpa et al., 2012) یهامیآنز  تیفعال  ی منجر به القا  نانوذرات اکسید مس با    ماریت آرابیدوپسیسدر    نی؛ همچن  CAT  ،

APX  و  GPX است دهیگرد ویداتی مرتبط با پاسخ به تنش اکس یهاژن انی ب شیو افزا  (Nair and Chung, 2014) . 

 

  یهامس سنتز شده به روش سبز در زمان دیاز نانوذرات اکس لیتر(میکروگرم بر میلی 40و  20)صفر،   مختلف یهاغلظت ریتأث -6شکل 

  ریمقاد ..Artemisia annua L یسلول سوسپانسیوندر کشت بر بیوسنتز و تجمع محتوای فنل کل  ( ساعت 72و  4۸، 24مختلف ) ماریت

  داریاختلاف معن انگریها ب ستون ی( هستند. حروف متفاوت در بالاSE) نیانگمی استاندارد انحراف ± سه تکرار نیانگیم یدهندهنشان

 باشند. ای دانکن میچند دامنه بر اساس آزمون P < 0.05 در سطح
Figure 6- Effects of different concentrations (0, 20, and 40 µg mL⁻¹) of green-synthesized CuO nanoparticles at 

different exposure times (24, 48, and 72 h) on biosynthesis and accumulation of total phenolics content in Artemisia 

annua cell suspension cultures. Values are means of three replicates ± SE. Different letters above the columns 

indicate significant differences at P < 0.05 according to Duncan’s multiple range test. 
 

 
  یهامس سنتز شده به روش سبز در زمان دیاز نانوذرات اکس لیتر(میکروگرم بر میلی 40و  20)صفر،   مختلف یهاغلظت ریتأث -7شکل 

  ..Artemisia annua L ی سلول سوسپانسیوندر کشت بر بیوسنتز و تجمع محتوای فلاونوئید کل ( ساعت 72و  4۸، 24مختلف ) ماریت

اختلاف   انگریها بستون ی( هستند. حروف متفاوت در بالاSE) نیانگمی استاندارد انحراف ± سه تکرار نیانگیم یدهندهنشان ریمقاد

 باشند.ای دانکن میچند دامنه بر اساس آزمون P < 0.05 در سطح داریمعن
Figure 7- Effects of different concentrations (0, 20, and 40 µg mL⁻¹) of green-synthesized CuO nanoparticles at 

different exposure times (24, 48, and 72 h) on biosynthesis and accumulation of total flavonoids content in Artemisia 

annua cell suspension cultures. Values are means of three replicates ± SE. Different letters above the columns 

indicate significant differences at P < 0.05 according to Duncan’s multiple range test. 
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در   دانیاکسیآنت  یها میآنز  تیفعال  شیافزاهای کشت بافت و سلول نیز گزارشات مشابهی نظیر  علاوه بر این، در سیستم

( و القای تنش اکسیداتیو  Ghorbanpour and Hadian, 2015نانوذرات بر پایه کربن ) با    شدهماریتی مرزه خوزستانی  هاکالوس

 Khaldariدر دسترس است ) ( تحت تیمار نانوذرات اکسید مس .Papaver orientale Lهای گیاه شقایق شرقی ) در سلول

et al., 2024).  داده نشان  مطالعاتی  سلولچنین  که  نانوذرات، مجموعهاند  با  مواجهه  در  گیاهی  و  های  پیچیده  متنوع،  ای 

شوند؛  ها در مراحل اولیه ظاهر میدهند. برخی از این پاسخها را در سطوح مولکولی و بیوشیمیایی بروز میتنیده از پاسخدرهم

یر در  های ناشی از تنش ایجاد شده، منجر به تغیواسطه انتقال سیگنالکه بخشی دیگر بهحالیمانند بروز تنش اکسیداتیو؛ در

بر اساس   شوند. ها میهای ثانویه و بروز تغییرات کمی و کیفی در محتوای این متابولیتالگوهای بیوسنتزی مرتبط با متابولیت

 Tan) هیثانو یهاتیمتابول دیبه تول منتهی یرهایمس یدرباره نقش نانوذرات در القا نیشیپژوهش و مطالعات پ  نیا یهاافتهی

et al., 2009; Fazal et al., 2019،)  به طور چشمگیری سبب افزایش تولید مس    دیکه نانوذرات اکس  نتیجه گرفت  توانمی 

2O2H یهامیآنز تیفعال شیها با افزاسلول ت،یوضع نیا دنبال وقوعبه. شوند یم های گیاهیدر سلول  ویداتیتنش اکس جاد یو ا  

  یندهایمطالعات مرتبط با فرا  .کنند  یرا خنث  2O2Hتجمع    بارانیاثرات ز  کنندیتلاش م  APX و  CAT  ی نظیردانیاکسیآنت

 ینقش محور،  2O2H  رینظ   ییهاتجمع مولکول   شیو افزا  ویداتیتنش اکس  یاند که القاو پاسخ به تنش نشان داده  گنالیانتقال س

القا  اهی گ  یدفاع   یرهایدر مس متابولبیو  ی و  ا  هیثانو  یهات یسنتز  بهمولکول  نیدارد.  چه  تعامل ها،  در  چه  و  مستقل  صورت 

  ی طینامساعد مح  طیرا در برابر شرا  اهیمقاومت گ  ،یحفاظت  یهاسمیمکان  یسازبا فعال  ،یسلول  یهارسانامیپ   ریبا سا  یاشبکه 

م چندهندیارتقاء  تعد  یی هاپاسخ  نی.  افزا  یکیمتابول  یرهایمس  لیبا  به  و  بوده  ترک  ش یهمراه  منجر    باتیانباشت  سودمند 

  ی برا  شدهد یمواد تول  نیتراز مهم   یفنول  باتیو ترک  کیآسکورب  دیاس  ون،یگلوتات  دها،یکاروتنوئ  ن،یعنوان نمونه، پرول. بهگردندیم

ناش اکس  یمهار و جبران صدمات  هرچند   (.Chen et al.,2022; Zhang et al., 2021) شوندیمحسوب م  ویداتیاز تنش 

2O2H  ی اهیگ  یهادر سلول   هیثانو   یهات یسنتز متابولبیومرتبط با    یرهایمس  میدر تنظ  یدیکل  رسانامیمولکول پ   کیعنوان  به  

و در   یژن  انیب  یالگوها  ریزی مجددبرنامه  ، یدستنییپا  یرها یبه مس  امیآن در انتقال پ   قیشناخته شده است، اما هنوز نقش دق

چنین مشخص شده است که    یحال، تا حدود  نی. با استیطور کامل روشن نبه  هیثانو  باتیکتر  دیکنترل سطوح تول  تینها

  رسد ینظر مکه به  یندی ؛ فرآهستند  لیدخ  یدستنییپا  یرهایالقاشده توسط نانوذرات به مس  یهاگنالیدر انتقال س  هاییمولکول 

( ارتباط  MAPK)  1۳میتوژن   اشونده ب فعال  نازیک  یرهایمس  یسازو فعال (Ca+2)  های کلسیمیون  غلظت  یالحظه  ش یبا افزا

ا  یبانیپشت  در .  ( 2019et alFazal ,.)  دارد مس  یهانپروتئی   و   Ca+2سطح    شیافزا  یمطالعات   ه،یفرض  نیاز  با    ریمرتبط 

مشخص شده    در این پژوهش   ن،یاند. همچنبا نانوذرات نقره گزارش کرده  مارشده یت  برنج  ی هاشهیرا در ر  MAPKی  دهگنالیس

  ی هاژن   یسیرونو  یزیردر بازبرنامه  یدینقش کل  یدستنیی پا  یسیونور  یفاکتورها  یسازو فعال  MAPK  یاست که آبشارها

 
1. Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
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پژوهش  .(Mirzajani et al., 2014)  کنندیم  فایا  هیثانو  هایمتابولیت  در  لیدخ بیوسنتز  برخی  القای  بر  متمرکز  های 

های متیل  دهند که بسیاری از الیسیتورهای کارا نظیر فیتوهورمون های ثانویه از طریق الیستورها به وضوح نشان میمتابولیت

از فرآیندهای منتهی به بیوسنتز متابولیت  های ثانویه گیاهی را از طریق جاسمونات یا سالیسیلیک اسید نیز حداقل بخشی 

توان به همبستگی مثبت در  رسانند. از این موارد میبه سرانجام می   2O2Hهای نظیر  القای تنش اکسیداتیو و تجمع مولکول 

تولید   افزایش  و  اکسیداتیو  تنش  الیسیتورهای   2O2Hبروز  تیمار  تحت  فلفلی  نعنا  گیاه  در  ترپنوئید  ترکیبات  بیوسنتز  با 

  نده یفزا  یشواهد تجرب  ن،یبنابرا  .(Khaldari et al., 2025; Afkar and Karimzadeh, 2025)  فیتوهورومونی اشاره کرد

 ه یثانو  یهاتیمتابول  یوسنتز یب  یرهایو کنترل مس  میدر تنظ 2O2Hو تجمع    ویداتیتنش اکس  یالقا  یبر نقش محور  یروشنبه

میکروگرم در   ۲0نانوذرات اکسید مس )  پایین  غلظت  در این پژوهش،  گرفت که  جه ینت  توانیاساس، م  نیبر ا  .دلالت دارند

القا لیتر(میلی محدود و   2O2H که تجمع  یاگونهبه  شود؛یم A.annua یهاشده در سلولکنترل   ویداتی تنش اکس  یباعث 

  یرهایدر آغاز مس  یحساس  نقش حاصل،   2O2H هایمولکول .  ماندیم   ی باق  متعادلی در حد    APX و   CATیهامیآنز  تیفعال

فنلی و    باتیترک  وسنتزیب  یو القا  یدفاع  ی هازمیمکان  یسازموجب فعال  تیکه در نها   کنندیم   فا یا  یدستنییپا   ی دهگنالیس

 باتیترک شتریانباشت ب جهیو در نت شده  گنال یو تداوم انتقال س د تشدی باعث(  ۷۲)تا  ماریمدت ت  شی. افزاشودیم  فلاونوئیدی

در    کنندهنییهر دو از عوامل تع  ماریو زمان تنانوذرات   گفت که غلظت  توانیم  ن، بنابرای.  دنبال داردرا به  فنلی و فلاونوئیدی

میکروگرم    40در سطوحی غلظتی بالاتر نانوذرات )  روند.به شمار می  فنلی و فلاونوئیدی  باتیترک   بیوسنتز و تجمع  زانیم  شیافزا

میلی )  لیتر(،در  ابتدا  در  محتوای    ۲4گرچه  )افزایش  اکسیداتیو  تنش  القای  شاهد  پاسخ2O2Hساعت(  بروز  و  دفاعی  (  های 

با گذشت  APXو    CAT)فعالیت   اما  ت( متعادل هستیم،  اکسساعت  ۷۲)  ماریمدت زمان  با    ویداتی(، شدت تنش  در قیاس 

های  و افزایش فعالیت آنزیم  2O2Hمقدار    چشمگیر  شیکه با افزا  ابدییم  شیافزا  یر یطور چشمگبهتیمارهای با غلظت کمتر،  

ساعت(    ۲4(. این در حالی است که گرچه غلظت بالاتر نانوذرات در ابتدا )5تا    ۳)اشکال    قابل مشاهده استآنتی اکسیدان  

ها، محتوای فنلی  افزایش بیوسنتز ترکیبات فنلی و فلاونوئیدی را به دنبال دارد، اما در ادامه و با افزایش مدت زمان تیمار سلول 

(.  ۷و    ۶ساعت پس از تیمار برسند )شکل    ۷۲ترین میزان خود در  و فلاونوئیدی به طور محسوسی کاهش یافته تا به پایین

تواند  های بالا می(، استفاده از نانوذرات در غلظت۲0۲1) همکاران  و Khaldariو    (2009) همکاران و Linبراساس مطالعات  

های گیاهی شود. چنین سطحی از تنش، با تولید  در سلول  تنش اکسیداتیو شدید جای ایجاد پاسخ تحریکی، موجب بروز  به

کنش  هایی نظیر کلروپلاست و میتوکندری برهمهمراه است که با غشاهای سلولی و اندامک   2O2Hاز جمله  ROSازحد بیش

رسد  به نظر می با توجه به مشاهدات این پژوهش،  گردد.می  هاتخریب ساختار و عملکرد آن مستقیم دارد و به تدریج منجر به  

سلول ابتدا،  غلظت  A. annuaهای  در  با  مواجهه  متعادلدر  )های  نانوذرات  میلی  ۲0تر  در  با  میکروگرم  سازی  فعاللیتر(، 

ها و فلاونوئیدها( سعی در حفظ تعادل  های ثانویه )فنولو همچنین تحریک سنتز متابولیت  اکسیدانی مسیرهای دفاعی و آنتی
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لیتر( و با گذشت زمان بیشتر تیمار میکروگرم در میلی 40تر )های بحرانیبیوشیمیایی و پایداری سلولی را دارند. اما در غلظت

  ( GPX و  CAT، APXاکسیدانی ) سیستم آنتیکند و  از مرز ظرفیت حفاظتی سلول عبور می  ROSساعت(، افزایش   ۷۲ تا 48)

کند. این تغییر گذر می تنش مخرب دیگر قادر به مهار مؤثر آن نیست. در این شرایط، سلول از حالت پاسخ سازگارانه به حالت 

به   آنزیمفاز منجر  پایداری سلولی،  عملکرد  نتیجه    های کلیدی و مجموعه سیستم متابولیکیاختلال در  در  کاهش سنتز و 

تجزیه و اکسیداسیون ترکیبات فنولی و  خود باعث    ROSشود. علاوه بر این، افزایش شدید  می  ترکیبات فنولی و فلاونوئیدی 

این ترکیبات بهمی  فلاونوئیدی موجود زیرا  از سامانهگردد؛  آنتیعنوان بخشی  در حذف  های  اکسیدانی غیرآنزیمی، مستقیماً 

ROS  مصرف می( شوندAgati et al., 2012; Michalak, 2006بنابراین، کاهش م .)فنلی و فلاونوئیدی  شده در مقادیر  شاهده

مصرف دفاعی و تخریب اکسیداتیو تنها بازتابی از کاهش بازدهی مسیرهای بیوسنتزی است، بلکه ناشی از  در تیمارهای مذکور، نه

شده در تعامل گیاه  ای شناخته باشد. این پدیده چرخشی از پاسخ تحریکی به پاسخ بازدارنده، پدیدهنیز می  ترکیبات تولیدشده

 قابل توضیح است. وابستگی دوز و زمانو نانوذرات است و در چارچوب مفهوم 

 گیری نتیجه

اکس  نیا  ی هاافتهی نانوذرات  که  داد  نشان  سبز  مس   دیپژوهش  روش  به  شده  بهسنتز  ال،    اس، ینانومق  یتورهایسیعنوان 

  یهافعال کنند. در غلظت 2O2H و تجمع  ویداتیتنش اکس یالقا  قیرا از طر  A. annuaهای  سلول  یدفاع  یهاپاسخ توانندیم

)تنییپا در میلی  ۲0ر  الیتر(میکروگرم  افزا  نی،  فع  شیمحرک موجب  به APX و CAT یهامیآنز  تیالمتعادل  آن  و  دنبال 

هرچند در مراحل  لیتر(میکروگرم در میلی  40ای )هشد. در مقابل، غلظت  ی دیو فلاونوئ  یفنول  باتیوابسته به زمان ترک  وسنتزیب

افزا  باتیترک  نیا  دیتول  هیاول اما با تداوم ت  شی را  و   رفتسلول فراتر    یحفاظت  تیاز ظرف  دیشد  ویداتیتنش اکس  مار،یدادند، 

الگوها  بر  .رخ داد  هاتیمتابول   نیا  ریمقاد  داریکاهش معن پ   مشاهده  یاساس     2O2Hد  رسینظر مبه  ن،یشیشده و مطالعات 

اجزا  یکیعنوان  به دفاع   یدیکل  یاز  فعال  ، یپاسخ  بررس  یوسنتزیب  یندهایفرآ  یسازدر  باشد، هرچند  داشته    ق یدق  ینقش 

  تیریمد  تیبر اهم  العهمط  نیا  جیاست. نتا  یلیتکم  یهاپژوهش  ازمندین  ، یدستنییپا  یرهایآن و مس   یدهگنالیس  یسازوکارها
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