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 تأثير الأندول أسيتك أسد و التربتوفان في أنتاج مركبي الفانكرستين والفانبلاستين

 في الوسط Catharanthus roseousمن خلايا  كالس نبات عين البزون 

 . In Vitroالتراكمي لزراعة الأنسجة خارج الجسم الحي 

 
 *صباح مهدي هادي

 

 

 2009، آذار، 1استلام البحث 

 2009، تموز، 7قبول النشر   

 

 

 الخلاصة:
قابلية خلايا الكالس المنتج بوساطة  Catharanthus roseousأظهرت الدراسة الحالية على نبات عين البزون 

ملغم/ أندول 2غم/لتر سكروز،  MS 40تقنية زراعة الأنسجة خارج الجسم الحي و المنقول الى الوسط التراكمي 

 مركبي الفانكرستين والفانبلاستين . ملغم/لتر تربتوفان على أنتاج 0.5أسيتك أسد و 

تم أستخلاص مركبات القلويدات الأندولية ثم الكشف و التقدير الكمي لمركبي الفانكرستين والفانبلاستين بوساطة 

 السائل ذي الأداء العالي. كروما توغرافيا تقنية

غم  0.5( جزء بالمليون / 12.5,4,643بينت النتائج أن أعلى كمية لمركبي الفانكرستين والفانبلاستين كانت )

ملغم 2غم /لتر سكروز ، MS 40وزن جاف على التوالي و كانت من خلايا الكالس المنقول من الوسط الزرعي )

 . NAA/لتر نفثا لين أسيتك أسد 

 

 مفتاحيه : نبات عين البز ون , القلويدات الآندولية , زراعة أنسجة نباتية.الكلمات ال

 

MS:  Murashige and Skooge 

 IAA : indolyl-3-acetic acid 

NAA: naphthalene acetic acid 

2,4-D: 2,4-dichlorophenoxy acetic acid 

 

 المقدمة :
 Catharanthus roseusيعد نباات عاين البازون  

من اكثرالنباتات الطبياة اممياة فاي العاالم ،وماو ا اد 

ويناتج اكثار    Apocynaceaنباتات العائلاة الدفلياة 

نااوم ماان القلوياادات اةندوليااة ، تسااتخدم  200 ماان

 بعضها ةغراض علاجية مثل مركبي اةجمالساين 

Ajmalicine والساااربنتين Serpentine  التاااي

[ان  1تدخل في علاج مرض ارتفام  ضاغط الادم   

نبااات عااين الباازون الطبااي يقااوم بتتااني  مركبااات 

مركب مان  120اةيض الثانوي ومن بينها أكثر من 

 TIAs Terpenoid indoleمركبااااااات 

Alkaloids)  فاااي مختلاااف أجااازاء النباااات ومنهاااا)

الأوراق والساااايقان التااااي تعااااد متاااادرا للقلوياااادات 

المزدوجااااااة التاااااايغة الجزيسيااااااة )الفانبلاسااااااتين و 

الفانكرسااتين( ومااي ذات فعاليااة علاجيااة فااي عاالاج 

  . [  2الأمراض السرطانية   

ياة ان أستخدام مركبات الأيض الثانوي  باستخدام تقن

 In Vitroزراعااة اةنسااجة خااارج الجساام الحااي 

تعتمااد علااى  نوعيااة اةوساااط الزرعيااة المسااتخدمة، 

ان  ث خلايا الكالس على  انتاج مذه المركباات ياتم 

باساااتخدام الوساااط الزرعاااي اةنتااااجي او التراكماااي 

Production  media  3 . ] 

اذ ياااتم نقااال خلاياااا الكاااالس الاااى  الوساااط الزرعاااي 

الاذي يحتاوي  Accumulation media التراكمي 

تقااوم بتحفيااز  Precursorsعلااى  بادئااات خا ااة  

[ ان الااااتحكم 4انتاااااج مركبااااات اةيااااض الثااااانوي  

بنوعية وتركيز مذه البادئات له دور كبير في تحفياز 

 وزيادة تكون النواتج وتراكمها في مزارم الخلايا .

تم في مذه الدراسة اساتخدام مركباي اةنادول اسايتك 

ملغم/لتاار( فااي  0.5ملغم/لتاار( والتربتوفااان )2) اسااد

غاااام /لتاااار   MS  40الوسااااط الزرعااااي التراكمااااي 

سكروز لمعرفة تاثير مذا الوسط فاي انتااج مركباات 

القلوياادات اةندوليااة الفانبلاسااتين والفانكرسااتين  ماان 

خلايااا الكااالس لنبااات عااين الباازون المنقااول اليااه ماان 

وز)  غم/لتاااار ساااا كر MS  40اةوساااااط الزرعيااااة 

 , NAA ,IAAوالحاويااة علااى  من مااات الاا نمو

2,4-D       (2 علاى  التاوالي .اجريات )ملغم/لتار

عمليااة اةسااتخلاص للقلوياادات اةندوليااة ماان خلايااا 

الكاااالس  ثااام التنقياااة الجزئياااة لمركباااي الفانبلاساااتين 

 معهد الهندسة الوراثية و التقنيات الأ يائية للدراسات العليا/ جامعة بغداد*
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والفانكرسااتين باسااتخدام كروماتوغرافيااا العمااود ثاام 

كروماتوغرافيااا   التقاادير الكمااي للمااركبين باسااتخدام

 . HPLC السائل ذي اةداء العالي 
 

 المواد وطرائق العمل:
أنشأت خلايا الكالس لنبات عاين البازون فاي الوساط 

تحت  Growth mediaالزرعي  المختص للنمو 

[  ، اساااتخدم  5      ال اااروف نفساااها التاااي ذكرماااا 

غااام /لتااار ساااكروز  MS   40الوساااط الزرعاااي 

 , D, IAA-2.4تار ) ملغارام /ل 2والحااوي علاى  

NAA  . على  التوالي ) 

أساااابي  مااان الوساااط  4-3نقلااات خلاياااا الكاااالس بعاااد 

الزرعااي المختااص للنمااو الااى  الوسااط الزرعااي 

والمسااتخدم   Accumulation mediaالتراكمااي 

لزيااااااادة انتاااااااج مركبااااااات القلوياااااادات الأندوليااااااة 

الفانبلاساااتين والفانكرساااتين والمكاااون مااان الوساااط 

غم/ لتر سكروز والحاوي علاى   MS   40الزرعي 

ملغاام / لتاار  0.5ملغاام /لتاار اناادول اساايتك اسااد و 2

[  ضاانت  6تربتوفااان و ضاارا لوسااط كمااا ذكااره   

درجااة مسويااة واضاااءة  28الأطباااق بدرجااة  اارارة 

 لوكس . 500مستمرة 

غاام ماان خلايااا الكااالس المنقااول الااى الوسااط  2وزن 

الااى  الزرعااي التراكمااي بعااد ثلاثااة اسااابي  ماان نقلهااا 

الوساااااااط واستخلتااااااات بطريقاااااااة اس  ااااااا تخلاص 

 [ . 7   القلوي     دات اةندولية وكم   ا ذكرما  

اجريت عملياة التنقياة الجزئياة لمركباي الفانبلاساتين 

والفانكرستين باستخدام تقنية كروماتوغرافياا العماود 

( ساام وماازيج  (1x30باسااتخدام عمااود السااليكاجيل 

و ااامض الخليااك مااذيبات الميثااانول وخاالات اةثياال 

( وتماااات متابعااااة عمليااااة  ااااطف 0.2:5:5بنساااابة )

العمود من خالال تحليال الناازل مان العماود بطريقاة 

قياااااااااااص طيااااااااااف اةمتتاااااااااااص اةلكترونااااااااااي 

Spectrophotometer PD-303UV  المجهاااز

ماال و الطااول المااوجي 2لكاال    APELماان  ااركة 

نااااانوميتر اجااااري التقااااادير الكمااااي لمركباااااي  254

رستين في المستخلص الناتج مان الفانبلاستين والفانك

التنقيااااة الجزئيااااة باسااااتخدام تقنيااااة كروماتوغرافيااااا 

المجهز من  اركة  HPLCالسائل ذي اةداء العالي 

Shimadza   نومLC-6A  المزود بمقياص الطيف

 6A-UVباااااااالأطوال الموجياااااااة المتغيااااااارة 

spectrophotometer   إذ تااااااام  قااااااان مركباااااااي

ية فاااااااااي الفانبلاساااااااااتين والفانكرساااااااااتين القياسااااااااا

الجهاااازللتعرف علاااى  مساااا ة وارتفاااام الأنماااوذج 

القياسي وزمن اة تجاز وارتفاام الحازم وباساتخدام 

(  250x4.6بأبعاد )   ODSعمود السليكاجيل نوم 

ماال والطااور المتحاارو المكااون ماان الميثااانول وبفاار 

( قدرت العيناات  60:40اةمونيوم فوسفيت بنسبة ) 

م  قن النماوذج نانوميتر ثم ت 254على طول موجي 

للمستخلص الناتج من التنقية بكروماتوغرافيا العمود 

ومقارنااة الحاازم الناتجااة بحاازم  HPLCفااي جهاااز 

المحلااااااااول القياسااااااااي لمركبااااااااي الفانبلاسااااااااتين و 

الفانكرستين الناتجة تحت ال روف نفسها ، و  سب 

 تركيز المركبين في الأنموذج من المعادلة الأتية :

ة العيناااااة / مساااااا ة =  ) مساااااا   ppmالتركياااااز 

 تركيز الأنموذج القياسي   xالأنموذج القياسي(
 

 النتائج والمناقشة:
ملغام / لتار والتربتااو  2اساتخدم اةنادول اسايتك اسااد 

 MS 40ملغاام / لتاار فااي الوسااط الزرعااي  0.5فااان 

غم / لتر سكروز لمعرفاة تاثيرمماا فاي نماو وتطاور 

الكاااالس المنقاااول الاااى  ماااذا الوساااط مااان اةوسااااط 

            زرعيااااااة المختتااااااة للنمااااااو والحاويااااااة علااااااى ال

 (2,4-D, IAA , NAA  علاى  التاوالي ومان ثام )

تاثيرمااااذا الوسااااط التراكمااااي علااااى انتاااااج مركبااااي 

الفانبلاسااتين والفانكرسااتين وتراكمهمااا داخاال خلايااا 

الكاااالس ،أن أوزان الكاااالس الكلاااي علاااى الأوسااااط 

       الزرعيااااااة المختتااااااة للنمااااااو والحاويااااااة علااااااى 

(2,4-D,IAA,NAA (كاناات)48,37.96,25.2  )

أسابي  من الزراعة  3-2غم على التوالي  بعد مرور

( نلا ااال الزياااادة 1وكماااا مباااين فاااي الجااادول رقااام )

فاااي الوساااط  الملحوظاااة فاااي نماااو وتكاااون الكاااالس

التااي كاناات أعلاااى  D-2,4ألزرعااي الحاااوي علااى 

بكثير من الوساطين الثااني والثالاث ويشاير الشاكل ) 

 MSالكالس المنقول من الوس  ط الزرع   ي ( إلى 1

ملغاام /لتاار الااذي  2بتركيااز  D-2,4والحاااوي علااى  

كاااان نماااو الكاااالس فياااه بشاااكل ضاااسيل فاااي الوساااط 

 ( .1التراكمي وكما مبين في الجدول رقم )

 MSأمااا الكااالس المنقااول ماان الوسااطين الاازرعيين 

ملغاام /  2(بتركيااز  IAA, NAAوالحاوياة علااى ) 

ي فنلا ل تطور جزء من الكالس الى لتر على التوال

سام وكماا  7-5نموات خضرية يتل طولها الى نحو

  ( ، 3، 2مبين في الشكل )

 

 ( أوزان الكالس في الأوساط الزرعية المخصصة للنمووالاوساط التراكمية1)جدول 
 MS  وسط 

 مختص للنمو

 40 اوي على 

 ملغم/لترسكروز

عدد الأجزاء 

النباتية المزروعة 

 راقمن الأو

explants 

معدل وزن 

قطعة الكالس 

 الوا دة /

 غرام

معدل وزن 
 الكالس الكلي

 غرام

عدد قط  الكالس المنقولة إلى 

غم /  MS 40الوسط التراكمي 
ملغم /لتر أندول  2لترسكروز و

ملغم / لتر  0.5اسيتك أسد و

 تربتوفان

معدل وزن 

قطعة الكالس 

 الوا دة /

 غرام

معدل وزن 

الكالس 

 الكلي

 نوم من م النمو غرام

 ملغم/لتر 2تركيز

 8 0.3-0.4 20 12 0.5-0.6 24 سيطرة

2,4-D 32 2-1.5 48 30 1-0.8 27 

IAA 52 0.8-0.6 37.96 24 0.5-0.4 12 

NAA 36 0.7-0.5 25.2 32 0.5-0.4 16 
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 كالس المنقول إلى الوسط ألزرعي (ال 2) شكل     ى الوسط ألزرعي            ( الكالس المنقول إل1شكل )

 والحاوي MSو الحاوي                 التراكمي من الوسط ألزرعي  MSالتراكمي من الوسط ألزرعي 

 . IAA.                                                        على  D-2,4على 

 

 
 ( الكالس المنقول إلى الوسط ألزرعي التراكمي3شكل )

 . NAAوالحاوي على  MSسط ألزرعي من الو 

 

نتائج تجارب الاستخلاص والتنقية الجزئية لمركبي 

الفانبلاستتتتتتين والفانكرستتتتتتين متتتتتن مستخلصتتتتتات 

 الكالس باستخدام تقنية كروماتوغرافيا العمود:

اسااتخلص الكااالس لكاال تجربااة ماان تجااار  الطااور 

التراكمي و فل المستخلص النهائي  لكل تجربة فاي 

 ن مذيب خلات اةثيل .مليليتر م 5

 تين والفانكرستين القياس ية بلاستخدم مركبي الفاناس 

[ . وكماا  5,7في تج   ار  التن   قية وكما ذكرم ا ا  

 ( .4مبين في الشكل رقم )

 

شكل رقم )  (طيف سيماء شطف عمود السليكا جيل 

لمركبي الفانبلاستين والفانكرستين القياسية
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(طيف سيماء شطف عمود السليكا جيل 4شكل) 

 لمركبي الفانبلاستين والفانكرستين القياسية

 

بينات نتااائج التنقيااة الجزئياة للمستخلتااات باسااتخدام 

عمااود السااليكاجيل ظهااور قماام امتتاااص واضااحة 

،  10-3،  8-5للمستخلتات الخمسة في اةجزاء ) 

(إذ و ااالت أعلاااى قااايم طياااف  5-8،  3-6،  8-13

امتتااااااااااااااااااااااااااااص لهاااااااااااااااااااااااااااا الاااااااااااااااااااااااااااى 

( وعلااااااى  0.594,0.666,0.681,0.686,0.493)

( وبعاد مقارناة ه -أ 5التوالي وكما مبينة في الشاكل )

القماااام الناتجااااة بقماااام المحلااااول القياسااااي لمركبااااي 

الفانبلاسااااتين والفانكرسااااتين نسااااتدل علااااى وجااااود 

المااركبين فااي مستخلتااات الكااالس وقااد بااين الشااكل 

،أ،د،ه( إن  قماااااة طياااااف اةمتتااااااص  5رقااااام )  

للمستخلص اةول والراب  والخامس كانات ذات قماة 

خااامس  ااادة ومتشااابهة وقااد ا تااول المسااتخلص ال

على قمم  اغيرة تادل علاى وجاود مركباات قلويدياة 

 اخرل في المستخلص .

 ( وجاود 5اما في المستخلص الثاني فيبين الشاكل )

قمااة واسااعة ماا  ظهااور قماام  ااغيرة ومتعااددة امااا 

ج( فقاااد ظهااارت فياااه 5المساااتخلص الثالاااث الشاااكل)

قمتان وا دة  غيرة واةخرل كبيرة وبمقارنتها ما  

فانبلاسااتين و الفانكرسااتين لمركااب ال 4الشااكل رقاام 

 نستدل على وجودمما في المستخلص .
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(أطياف سيماء شطف عمتود الستليكا جيتل لمستخلصتات كتالس نبتات عتين البتز ون المنقتول متن وستط  5شكل )

خلص البتادرات( )مستت NAA -ه NAA -د IAA -ج D-2,4 -كتالس الستيطر   ب -الحاوي علتى أ MSالنمو 

ملغم / لتتر  IAA ,0.5 ملغم /لتر 2 غم/ لتر سكروز, MS 40إلى الوسط التراكمي المكون من الوسط ألزرعي 

 تربتوفان.

 

نتتتتتتائج التقتتتتتتدير الكمتتتتتي لمركبتتتتتتي الفانبلاستتتتتتتين 

والفانكرستتتتين للطتتتور التراكمتتتي باستتتتخدام تقنيتتتة 

HPLC 
م / ملغ 2تبين النتائج ان استخدام اةندول اسيتك اسد 

ملغم / لتر في الوسط الزرعاي  0.5لتر والتربتوفان 

التراكمي ادل الى انتاج وتراكم مركبي الفانبلاساتين 

والفانكرستين في خلايا الكالس المنقولة من اةوساط 

الزرعياة المختتااة للنماو وكمااا مباين فااي الجاادول 

 ( .2رقم )

 

ستخلصتتات الكتتالس المنقتتول إلتتى الطتتور التراكمتتي (تركيتتز مركبتتي الفانبلاستتتين و الفانكرستتتين فتتي م 2جتتدول ) 

MS 40  ملغم/لترتربتوفان باستخدام تقنية  0.5ملغم /لتر أندول اسيتك أسد و 2غم/ لتر سكروز و الحاوي على

HPLC . 
ناااااوم المركاااااب القلويااااادي جااااازء 

وزن جاف من خلايا 0.5بالمليون/

 الكالس

مستخلص كالس 

السيطرة 

control 

 مستخلص الكالس المنقول

و MSمن وسط النمو 

 D-2,4الحاوي على 

مستخلص الكالس المنقول من 

والحاوي MSوسط النمو 

 IAAعلى 

مستخلص الكالس المنقول من 

والحاوي على MSوسط النمو 

NAA 

مستخلص البادرات النامية من 

الكالس المنقول من وسط النمو 

MSوالحاوي على NAA 

 Trac 1.369 0.94 Trac 4.643 مركب الفانبلاستين

 Trac 12.5 0.22 1.107 0.23 مركب الفانكرستين
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أن أعلااى قيمااة لمركبااي الفانبلاسااتين والفانكرسااتين 

بالمقارنااة ماا  قاايم المااركبين القياسااية والتااي يمثلهااا 

( كانااات فاااي مساااتخلص الباااادرات 6الشاااكل رقااام )

الناميااة ماان الكااالس المنقااول ماان الوسااط الزرعااي 

 NAAو الحاااااوي علااااى  MSالمختااااص للنمااااو 

( جااااااااااازء 4.643،12.5ملغم/لتااااااااااار وماااااااااااي )2

وكما مبين فاي الشاكل رقام وزن جاف  0.5بالمليون/

 د(. 7)

[ الاذي ذكار أن  8ومذا يتطابق م  ماا تو ال إلياه  

النموات المتفرعة من كاالس نباات عاين البازون لهاا 

القابلياااة علاااى أنتااااج مركباااات القلويااادات الأندولياااة 

نبات عين  [ أن النموات المتكونة من كالس9،وذكر 

البااازون لهاااا القااادرة علاااى أنتااااج مركاااب الفنااادولين 

(Vindoline  ومااااااااو ماااااااان أماااااااام المحفاااااااازات )

precursors  الفانبلاساااااااااتين لتكاااااااااوين مركباااااااااي

والفانكرستين،في  ين لم يتم الحتول على أي قيمة 

محسوبة لهذين المركبين فاي خلاياا الكاالس المنقولاة 

 NAAوالحاااوي علااى  MSالااى الوسااط الزرعااي 

 كما لم يتم الحتول على  ج( 7)مبين في الشكل كما 

أي قيمة محسوبة لمركب الفانبلاستين في مستخلص 

ج( ومااذا  6كااالس الساايطرة كمااا مبااين فااي الشااكل )

الااذي ذكاار أن  [10يتوافااق ماا  مااا تو اال اليااه     

النموات المتكونة من كالس نبات عاين البازون تقاوم 

 الكالس ،  الفانبلاستين أكثر من خلايابأنتاج مركب 

أمااااا قاااايم مركبااااي الفانبلاسااااتين والفانكرسااااتين فااااي 

مستخلتات الكالس المنقولة مان الأوسااط الزرعياة 

MS  2,4والحاويااااة علااااى-D,IAA  والمبينااااة فااااي

( فكانت أقل بكثير من تراكيزما   -ا 7)الشكل رقم 

فااي مسااتخلص البااادرات الناميااة ماان الكااالس وكمااا 

الساابب الااى  (،وقااد يعااود1مبااين فااي الجاادول رقاام )

وجااود مركااب التربتوفااان فااي الوسااط الزرعااي فقااد 

[ أن أضااااافة التربتوفااااان الااااى الوسااااط  11ذكاااار  

الزرعااي يقلاال ماان  ااث خلايااا الكااالس علااى أنتاااج 

[ فقد تو ال الاى أن أضاافة  3.أما  TIAsمركبات 

مركااب التربتوفااان فااي الوسااط الزرعااي يكااون غياار 

في خلاياا  فعال في أنتاج أو زيادة المحتول القلويدي

 الكالس. 

 

 

 

(أ)

(ب)

(ج)

. القياسيةوالفانكرستين الفانبلاستين السيطرة مع وجود مركبي كالس لمستخلص  HPLCالاشكال البيانية باستخدام تقنية  ( 6) شكل رقم 

. القياسيالفانكرستين مركب -أ

. القياسي الفانبلاستين مركب -ب

. السيطرة كالس مستخلص -ج
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شكل
 في طور التراكم في الكالس لمستخلصات  HPLC تقتيةالاشكال البيانية باستخدام (  7)شكل رقم 

.تربتوفانلتر / ملغمIAA, 0.5لتر /ملغم  2, سكروزلتر /غم  MS  40الوسط الزرعي 

 . D-2.4 المنقول من وسط النمو الحاوي على الكالسمستخلص -أ

 .IAA المنقول من وسط النمو الحاوي على الكالس مستخلص -ب

 .NAA المنقول من وسط النمو الحاوي على الكالس مستخلص -ج

 .NAA المنقولة من وسط النمو الحاوي على البادراتمستخلص -د

(أ )

ب

(ج)   

(د)    

(ب)
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Influence of Indole acetic acid and Tryptophan on production   

of Vinblastine and Vincristine of  Catharanthus roseous callus 

cells in the accumulation media of In Vitro tissue culture 
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Abstract: 
This study on the plant of Ain –AL Bason Catharanthus roseous showed the 

ability of callus cells that is produced by In Vitro culture technique and transformed to 

the accumulated media (MS 40gm/L sucrose ,2gm/L IAA Indole acetic acid , 0.5gm/L 

Tryptophan) to produce Vinblastine and Vincristine compounds. 

Extraction, purification and quantitive determination of Vinblastine and Vincristine 

compounds using High performance liquid chromatography technique (HPLC)were 

carried out. 

The results showed that the highest concentration of Vinblastine and Vincristine 

compounds were ( 4.653,12.5 (ppm /0.5 dry Wight respectively from transformed 

callus cells from MS 40 gm /L sucrose , 2 gm / L NAA  Naphthaline acetic acid . 

 


