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Extended Abstract 

Background and Objective: European yew (Taxus baccata L.) is a slow-growing, evergreen 

conifer native to northern Iran with high medicinal value due to its production of paclitaxel (Taxol), 

a vital anticancer drug. However, the extremely low concentration of paclitaxel in yew tissues 

(0.001–0.02% of dry weight) poses a major barrier to sustainable exploitation. Producing just one 

kilogram of paclitaxel requires about 10,000 kg of bark or the felling of 3,000 trees, while treating 

a single cancer patient needs approximately 3 g of paclitaxel—equivalent to eight 60-year-old trees. 

Such demand threatens the survival of natural yew forests. Consequently, biotechnologists seek 

alternative strategies, such as cell and tissue culture, for large-scale production of secondary 

metabolites without environmental damage. Cell suspension culture is considered an effective 

approach for producing medicinal metabolites under controlled laboratory conditions. Establishing 

high-yield, selected cell lines can significantly enhance biomass and paclitaxel production. This 

study aimed to develop efficient paclitaxel-producing suspension cultures of T. baccata by selecting 

high-yield cell lines through small cell aggregate cloning. 

Material and Methods: Stem explants from one-year-old yew seedlings were cultured on B5 

medium supplemented with various auxins (2,4-D, PIC, NAA) and cytokinins (BAP, KIN) to induce 

callus formation. Successful induction and optimal phytohormone combinations were determined 

based on induction time, callus morphology (texture and color), and callogenic response. Selected 

calli were used to establish primary cell suspension cultures. High-yield cell lines were isolated by 

cloning small cell aggregates. Resulting suspension cultures from selected lines were analyzed for 

growth kinetics, paclitaxel accumulation, growth stability, and metabolite production. All 

experiments were conducted in a completely randomized design with three replicates, repeated 

twice, and analyzed using SAS 9.4. 

Results: Phytohormones significantly influenced callogenesis, with PIC and KIN producing friable, 

fast-growing callus. Four single-cell-derived clones with superior growth performance were 

selected from T. baccata suspension cultures. Growth profiling revealed an exponential phase up to 

day 21, followed by a stationary phase until day 28. Paclitaxel production peaked at the late 

exponential phase (day 21), coinciding with maximum cell growth. The best-performing line 

produced the highest paclitaxel yield (26.07 mg/L) and biomass (33.68 g DW/L), about 15-fold and 

2.05-fold higher, respectively, than the low-yield line. Cell population dynamics indicated that the 
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superior line predominantly consisted of spherical cell aggregates with rapid division rates and high 

viability. Stability analysis showed significant differences among lines across subcultures, with only 

line TbCL-J1 maintaining high productivity and stability in biomass and paclitaxel yield after five 

successive subcultures. 

Conclusion: This study successfully established a high-yield cell line and developed efficient T. 

baccata cell suspension cultures for paclitaxel production. Paclitaxel yield in the selected line 

(0.77% of dry biomass) was dramatically higher than that reported for natural yew trees (0.001–

0.02%). The cell line selection strategy not only boosted paclitaxel yield but also enhanced biomass 

accumulation. The small-aggregate cloning method offers potential for application in other plant 

culture systems. Moreover, the homogeneous cultures derived from single-cell selection in T. 

baccata proliferate more rapidly than wild trees, making them suitable for scale-up, metabolic 

engineering, and industrial bioreactor applications—without destructive harvesting of Iran’s native 

forests. 

Keywords: B5 medium, Callus induction, Cell aggregate cloning, Hyrcanian forests, Secondary 

metabolites. 
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 چکيده 

های  جنگل  سبزشهيكندرشد و هم  برگ ی( از درختان سوزن.Taxus baccata Lسرخدار )  :مقدمه و هدف

  نیدارد. با ا  یفراوان   ییضد سرطان، ارزش دارو  یاتيح  ی تاكسول، دارو ديتول ليدلاست كه به  رانیا هيركانی

  ی درصد وزن خشك( مانع اصل  02/0تا    001/0سرخدار )  یها تاكسول در گونه  نیيپا  اريحال، غلظت بس

قطع سه   ا یپوست   لوگرمي هزار ك 10تاكسول به حدود    لوگرمي ك كی تنها   هيته ی است. برا داریپا ی بردارهرهب

ن درخت سرخدار  درحال  ازي هزار  درمان  یاست،  معادل هشت    یسرطان  ماريب  كیكه  تاكسول  گرم  به سه 

ن  60درخت   ا  ازيساله  ازكندیم  جادی ا  یعيطب  یها جنگل  ی بقا  ی برا  یمسئله خطر جد   ن یدارد.   رو، نیا  . 

  ی هاتيمتابول  دي تول  یمانند كشت سلول و بافت برا  نیگزیجا  یهادنبال روشبه  یفناورستیپژوهشگران ز

مق  هیثانو آس  ی هااسي در  بدون  و  مح  بيبزرگ  سوسپانس  ست یزطيبه  كشت  از    یکی  یسلول  وني هستند. 

برا   یکردهایرو شرا  ییدارو  یها تيمتابول  د يتول  یمؤثر  م   یشگاهیآزما  ط یدر  از  شودیمحسوب  استفاده   .

و تاكسول شود.   تودهستیز دي تول ريچشمگ شی منجر به افزا تواندیم شدهنشیپرتوان و گز  یسلول یها لاین

ا بهره  نیدر  با  كلون  یر يگپژوهش،  روش  لاین  یسلول  یهاتوده  نگياز  بالا   یسلول   یهاكوچك،  بازده  با 

 .شد جادیكارآمد تاكسول در سرخدار ا دي تول  یهمگن برا ونيسوسپانس   یهاو كشت ییشناسا

روش و  درختچه  ی ها زنمونهیر  ها:مواد  جوان  مح  كیسرخدار    یهاساقه  در    ی حاو  B5كشت    طيساله 

كالوس    یالقا   یبرا  (BAP  ،KIN) ن ينيتوكيو س(  D  ،PIC  ،NAA-2,4)  نيمختلف اكس  ات بي ها و تركغلظت

مانند    ی توسط عوامل متعدد  یتوهورمونيف  باتي ترك  نیو بهتركالوس    زيآمتي موفق  ی كشت داده شدند. القا

القا كالزاییكالوس،    یزمان  مو  مقدار  رنگ(  كالوس  یرفولوژو  و  كالوس  نييتع  )بافت  مناسب    یها شد. 

براشدند  گزینش   سوسپانس  جادیا  یو  ا  هياول  یسلول  ونيكشت  از  پس  گرفتند.  قرار  استفاده    جاد ی مورد 

DOI: https://doi.org/10.30466/jfrd.2025.55868.1749 
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روش    یسلول  یها لاینمختلف،    ونيسوسپانس  یها كشت از  استفاده  با  تودهپربازده    ی سلول  هایكلونينگ 

  ك ي نتيس برتر گزینش شده از نظر یها نیآمده از لا  ت دسبه ی سلول  یهاونيشدند. سوسپانس  گزینشكوچك 

دو بار تکرار    ها شیقرار گرفتند. همه آزما  آناليزمورد    ت يمتابول  دي رشد و تولپایداری    ،رشد، تجمع تاكسول 

تکرار  یطرح كاملاً تصادف  پایهبر    هاشیآزما  و  شدند  سه یو مقا  هاداده  انسیوارآناليز  .  ندشدتنظيم    با سه 

 . انجام شد SAS 9.4 یافزار آمارها با استفاده از نرم نيانگيم

و غلظت،    فيتوهورمون، انواع مورفولوژی كالوس را، بسته به نوع  زاییبر روی كال  هافيتوهورمونتأثير    ها:يافته

مشتق    یرشد مؤثرتر بود. چهار كلونتندبرای القای كالوس نرم، شکننده و   KN و PIC نشان داد كه تركيب

با استفاده  T. baccata های مختلف سوسپانسيون سلولیخوب از كشت  یرشد  هایویژگیاز تك سلول با  

گزینش  های سلولی  لاین  های سوسپانسيون سلولی ازسلولی گزینش و كشت  هایتودهاز روش كلونينگ  

های سوسپانسيون نشان داد كه مرحله رشد نمایی تا  در كشت  هازمانی رشد سلول   پروفيل ایجاد شدند.   شده

، طی آن رشد سيکل رشد ادامه داشت  28تا   21ادامه داشت و به دنبال آن فاز ساكن، كه از روزهای   21روز  

زمان برای توليد تاكسول در فاز نمایی   بهترینطور محسوسی تغيير نکرد. با توجه به منحنی رشد، به سلولی

  ( mg/l  07/26تاكسول )مقدار  . لاین برتر بيشترین  استرشد سلولی،    با بيشينه مقدار   ام 21تا روز  یعنی  ،  نهایی

برابر بيشتر    05/2و    15ترتيب تقریباً  توليد كرد كه به   (g DW/l  68/33)  تودهرا با توليد قابل توجهی زیست 

  های اغلب از فراكسيونبرتر مشخص شد كه   لاینجمعيت سلولی در بررسی دیناميك  كم بازده بود.  لاین  از  

پایداری    آناليزبالا هستند.  ی  مانزندهبا مقدار  سریع تقسيم و    تواناییهستند كه  شکل  های سلولی كروی  توده

شده  هایلاین داد  گزینش  لاین   نشان  بين  نظ در  از  پایداری  ها  متا  تودهزیتوليد  در  ر  طی در    بوليتو 

توده و  زیو تجمع    رشد   از نظر TbCL-J1 كه فقط لاین،  دار وجود داردتفاوت معنیهای متوالی  كشتوا

 . دپربازده و پایدار باقی مان ،كشتوانسل    پس از پنجتوليد تاكسول 

پرتوان    یسلول  ونيكشت سوسپانس  جادیپربازده و ا  یلاین سلول  كی   نشیپژوهش موفق به گز  نیا  گيري:نتيجه 

  ی ريطور چشمگتاكسول در لاین منتخب به  ديتول   زانيارزشمند ضد سرطان شد. م  یتاكسول، دارو  ديتول  یبرا

  02/0تا    001/0)   یشده در درختان سرخدار جنگلگزارش  ر یخشك( بالاتر از مقاد  تودهیدرصد ز  77/0)

  ز ي ن تودهستیز  شتريتاكسول، موجب رشد ب دي تول شی علاوه بر افزا  یدرصد( بود. راهبرد انتخاب لاین سلول

را دارد.   یاهيكشت گ  یها ستميس ریكاربرد در سا  ت يقابل  ،یسلول  ی هاتوده نگيبر كلون   ی روش مبتن  نیشد. ا

  ر ي تکث  یاز درختان جنگل  شتريب  یبا سرعت  سرخدارسلول در  كشت همگن حاصل از انتخاب تك  ن،يهمچن

  از ي مناسب است، بدون آنکه ن وراكتوريدر ب  یساز یو صنعت  ك يمتابول یمهندس  ،یر یپذ اسيمق  یو برا   شودیم

   .باشد رانیا ی بوم یهامخرب از جنگل  یبرداربه بهره

 *. B5كشت  طيمح ه،یثانو یهاتيمتابول  ،یسلول  یهاتوده نگيكلون  ،القاء كالوس  هاي كليدي:واژه

 
 09141802831شمارۀ تماس:         نویسنده مسئول  *
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 مقدمه

ها در سطح  یماريب  نیتر عی از شا  ی کیدر حال حاضر  

  ی للالم  ني. طبق گزارشات آژانس باستجهان سرطان  

  20حدود  ،  2022در سال    (LARC)  سرطان  قاتي تحق

ميليون مرگ    7/9و  ميليون مورد جدید ابتلا به سرطان  

 Brayه است )ناشی از سرطان در جهان به ثبت رسيد

et al., 2024.)  در    یدي تول  یچهارم داروها  كی  بایتقر

هستند كه    یبات ي ترك  ای  یاه يگ  یها عصاره  ی جهان حاو

آمدهبه  یاهياز مواد گ ترك  ایاند و  دست    بات يبراساس 

)شده  یمدلساز  یاهيگ (.  Hasanlou et al., 2009اند 

متابول  غنیمنبع  دارویی    اهانيگ   ه یثانو  یها تي از 

دارا   یعيطب  ب يترك  كی اكسول  ت   .باشندیم كه    ی است 

سرطان  یاريبس  یدرمان  تيقابل مانند  از  هاست 

و    هیتخمدان، پروستات، ر  نه،يخون، كبد، س  یها سرطان

(Zhang et al., 2007; Nirmala et al., 2011  .)از   یکی

  سرخدار   درخت  عتيتاكسول در طب  دي تول  یمنابع اصل

(Taxus sp.)  تاكسول  است   د ي آلکالوئ  كی. 

  سرخدار بار در پوست    ني اول  یبرا   و  است  ید يترپنوئید

سال    (Taxus brevifolia)  آرام  انوسياق   1971در 

ضد    یدارو  كیبه عنوان    1993  سال  در  و  شدگزارش  

بازار شد وارد    نیا  (.Nirmala et al., 2011)  سرطان 

دوک    ليها و تشککروتوبول ياتصال به م  قیدارو از طر

ط  یعيطبر يغ  ميتقس م   مانع م،يتقس  ندیفرا  ی در    توز ياز 

  ی درمان  یميشود و در شیم  یسرطان  یهاسلول   حي صح

دارد   نام    با سرخدار    (.Nirmala et al., 2011)كاربرد 

است.    رانیا  بومی  ییدارو  اناز درخت  T. baccata  یعلم

سوزن  نیا از  همیدرخت  و شهيبرگان  كندرشد  و  سبز 

اصل  یکی منابع  طب  ديتول  یاز  در  است.   عتيتاكسول 

  افت ی  كشور  هيركانی در شمال   یها جنگل  در  سرخدار

  یی وهواآب  طیشرا  رييدر حال حاضر با تغ  یول  شودیم

معرض    در  شمال   یهاجنگل  افزون  روز  بردن  نيب  از  و

 Yazdani et al., 2005; Razavi)  است  انقراض  خطر

et al., 2018.)   

گ بافت  روش  یکی  یاه يكشت    ن ی نو  یها از 

  یی دارو  هیثانو  یهاتيمتابول  دي تول  یبرا  یفناورستیز

مق )  عيوس  اسيدر   ,.Habibi Khaniani et alاست 

2005; Vidal-Limon et al., 2018)  .روش   نیا

  درختان   قطع  مانند  مخرب  یها روش  نیگزیجا  تواندیم

ارزش    ,.Fathollahi Qarachoboogh et al)  دشوبا 

  ی ها تی مز  یدارا   اهانيگو بافت    سلول   كشت.  (2025

روش  یاريبس به  تول  استحصال   یها نسبت  در    دي و 

  پلاسم، ژرم از  حفاظت بر علاوهكه  است یعيطب طیشرا

  یوابستگ  بدون  ،یپاتوژن   یاز هر گونه آلودگ  بودن  یعار

تغ  ییايجغراف  ،ییوهواآب  طیبه شرا و    یفصل  راتييو 

-امکانرا    نظرمحصول مورد    دي تول  ،در تمام فصول سال 

با  Habibi Khaniani et al., 2005)  سازدیم  ری پذ   .)

و    ییداور  ه یثانو  ی هاتي متابول  ی اقتصاد  ت ياهمتوجه به  

  از   حاصل  ی داروها  ی تقاضا افزون    روز  ش یافزا

  د ي تول  شیافزا  بالبه دن  پژوهشگران  ه،یثانو  یهاتيمتابول

  ای شهيش-درونكشت    طی ارزشمند در شرا  باتيترك  نیا

(in vitro  )ی ها سلول   یسلول  ونيسوسپانس .  باشندیم  

  در   و  عیما  كشت  طيمح  ك ی  در  كه  هستند  یاافتهي ن  زیتما

  ی هاتيمتابول یجداساز منظوربه( shake) حركت حال 

  كشت   شده  كنترل   و  ی شگاهیآزما  طيمح  در  هیثانو

  ی ها سرخدار از روشدر  بافت  سلول و  كشت   .شوندمی

بردن و انقراض    نيبدون خطر از ب  ،تاكسول   دي مهم تول

  كه از آنجایی  ، در سطح جهان است  ی اهيگونه مهم گ  نیا

گرم تاكسول لازم است سه درخت صد    كی  هيته  یبرا

شود   قطع  سرخدار  (.  Witherup et al., 1990)ساله 

از طر  ديتول  1989بار در سال    نياول  یبرا   ق یتاكسول 

تمام    دش   عنوان   و  شدگزارش    اهيگ  ن یاسلولی  كشت  

م  اهيگ  نیا  یها بخش   ی مختلف  ر یمقاد  ی دارا  وهيبه جز 

  مقدار   یبررس  (.Christen et al., 1989)  تاكسول است
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  T. baccataدر كشت كالوس دو گونه    ید يتاكسول تول
 ی دارا  T. baccataكه گونه   داد  نشان  T. berevifoliaو  

  T. berevifoliنسبت به گونه  یشتر يب ییواناو ت  ت يقابل

) تاكسول    دي تول  یبرا .  (Ahadi et al., 2018است 

  ز ی ر  سرخدار یهاكه ساقه  داد  نشان  نيشيپ یهاپژوهش

جوان   بهترریز و  م  ءالقا  ی برا   ی نمونه    د ن باشیكالوس 

(Zhang et al., 2007و )  كشت    طيمح  ازB5  عنوان    هب

پا  طيمح ز   هیكشت  تعداد  پژوهش  یادیدر   در   ها از 

 ,.Malik et al)  است  شده  استفاده  سرخدار  بافت  كشت

2011; Ahadi et al., 2018 ) . مقا  یبررس دو   سهیو 

القاء كالوس در برگ    زانيم  یبرا  B5و  MSكشت    طيمح

ساقه مناسب  B5كشت    طيمح   T. baccataو  و  را  تر 

 Bagheri Toulabi et)  است  كرده  گزارشتر  یكاربرد

al., 2015( .)2004)Brunakova et al.     2,4هورمون-

D  برا ساقه سرخدار    ییزال كا  یرا    گزارش   مناسبدر 

)  یط .اندكرده  ی برا  .Ashrafi et al(  2010پژوهش 

القا  یاهيگ  ی هاهورمون  ی گذارراث  مقدار كالوس    ءبر 

موثر    B5كشت    طيمح،   T. baccataدر تشخيص  را 

  ن ی تراسبن را م  KIN  و D-2,4 یهورمون  ب يو ترك  دادند

 ی بررسبا   .Rahmati et al(2016) كردند. یمعرف ماريت 

كشت    طيمح  یهورمون  ب ي كشت و ترك  یها طينوع مح

WPM    2,4  یهورمونتركيب  و-D    باKIN   ء القا  یرا برا  

كردند.   یساقه سرخدار معرف   یها ونهمنزیكالوس در ر

ساقه    نمونه  زیو ر  B5كشت    در پژوهشی دیگر محيط

بهتر را  ر  طيمح  نیدرختچه سرخدار   برا زیو    ی نمونه 

 ون ي سوسپانس  هيته  یبراو شکننده  نرم    یها كالوسء  القا

 ,.Ahadi et al)  است  شده   معرفی  تر مناسب  یسلول

و   نیترموفق  از  یسلول  سوسپانسون  كشت(.  2018

درخت در    تاكسول   د يتول  یهاروشكارآمدترین  

)  سرخدار  ,.Denis et al., 1998; Malik et alاست 

2011; Perez-Matas et al., 2024 .)هدف    یطور كلبه

كشت    و  كالوس  دي تول  بررسی  نیا  یاصل ایجاد 

  شتر يب  تاكسول   د يتول  رایب   كارآمد  یسلول  ون يسوسپانس

. است
 

 
های هيركانی، استان مازندران، تنکابن، ( از منشاء جنگلA) پژوهش در شدهاستفاده گلدانی سرخدار درختچه -1 شکل

 ( B)  زآبادیعز
Figure 1. The potted european yew shrub used in the research (A) are from Hirkani forests, 

Mazandaran province, Tankabon, Azizabad (B) 

 

 ها روش و  مواد

 تهيه مواد گياهی 

در آزمایشگاه كشت    1400-1403این پژوهش در سال  

  اروميه   دانشکده كشاورزی دانشگاهسلول و بافت گياهی  

ها، مواد اوليه گياهی انجام گرفت. برای اجرای آزمایش

 درهای هيركانی  از جنگل  سرخدار  هایدرختچهشامل  

 آباد خرم  شهرستان  تنکابن،  مازندران،  استان  ،شمال كشور

 (.1)شکل  شد   هيتهآباد زیعز ،
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  اندازه   به  اهيگساله    ك یو جوان    رنگ  سبز  یهاساقه

ربه  یمتر یسانت  5/0-1  یحدود استفاده    زنمونهیعنوان 

جوان را    یهاسرشاخه  یساز   سترونشيپ   یبرا  ابتداشد.  

  یی ظرفشو  عی ما  قطره  چند  یحاو  آب  با  قهيدق   20مدت  به

  روان   آب   ری ز  ساعت  كی   وسپسشد    داده  وشوشست

مدت  به  درصد  دو  لي. سپس از محلول بنومگرفت  قرار

های احتمالی  و حذف آلودگی   یضد عفون  یبرا  قهيدق  20

  ر یدر ز  یینها  یسازسترون  آخرو در    دش   استفادهقارچی  

لام از    ناريهود  استفاده  به مدت    70  الکل با   دودرصد 

به    درصد  چهار  میسد  تی پوكلري سپس محلول ه،  قهيدق

  ل ی استر  مقطر  ب آ  با  آبکشی  بار   سهو    قه يدق  15مدت  

 . شد  انجام

   القاء كالوس

 B5 (Gamborg  هیكشت پا طياز مح كالوس  ءالقا یبرا

et al., 1968غنی با  (  و B5  (2xهای  ویتامين  شده   )

هورمون  یها بي ترك )جدول  مختلف    mg/l  100(،  1ی 

و   اسکوربيك  شد.    g/l  30اسيد  استفاده  ساكارز 

محيط  ریزنمونه روی  بر  سترون شده  ساقه جوان  های 

  ها كشت  و  حاوی سطوح مختلف هورمونی كشت شد

اتاق   دما   رشددر    ی کیتار  طیشرا  تحت  C  25°ی  با 

  ی و مدت زمان لازم برا   ییازكالدرصد    وشدند    ینگهدار

كالوس مورد رصد قرار گرفت. رنگ و نوع بافت    ء القا

بهالقاء  یها كالوس  یسلول كشده    ی بررس  یفيصورت 

شده، هر    القاء  یها و بهتر كالوس  شتريرشد ب  یشد. برا

 .شد  در محيط كشت تازه انجام  بار واكشت  كیدو هفته  

  ون يسوسپانس  ه يته  یبهتر برا   های كالوس  یی شناسا  ی برا

ها شامل رنگ و نوع بافت  سمورفولوژی كالوی،  سلول

با استفاده از استریوميکروسکوپ مورد بررسی قرار  آنها  

و صفات زمان تا آغاز كالزایی و درصد كالزایی    گرفت

 دوتوده،  گيری زیاندازه  برداری شد. براینيز یادداشت

از هر تکرار    كالوستوده    پنج  ،كالوس  ظهور  از  پس  هفته

تصادف به و    یصورت  یا  زیگزینش  تر  تر  وزن  توده 

(FWاندازه )  هر    یوزن كالوس برا   ني انگي شد و مگيری

  24  مدت   به  شده-وزن  ی هاكالوس.  شد  ثبت تکرار  

  سپس  و ندشد ینگهدار C 60°ی دمابا  ونآ در ساعت

بهوزن  و  انجام  یا  زی  عنوانگيری  خشك    وزن توده 

 . شد( یادداشت  DW) خشك

 

  سرخدار در  ییزاالك   شده برایاستفاده یهورمونمختلف فيتو  باتيك تر -1 جدول
Table1. Different combinations of phytohormone used for callus inducation in T. baccata  

BAP, 6-Benzylaminopurine; KIN, Kinetin; 2,4-D, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid; PIC, Picloram; NAA, 1-Naphthaleneacetic 

acid 

 ی سلول مانیزنده

بلو استفاده    پانیتر  رنگ از    هاسلول مانی  زنده  نييتع  برای 

محلول    ه يته  یبرا  (.Hazrati Jahan et al., 2017)  شد 

بلو در بافر  پانیرنگ تر  (w/v)  ی چهار درصدز يرنگ آم

  از   كی  هر   از  هاسلول   از  یمساو  جمو ح  هيفسفات ته

  پنج به مدت    ی محلول رنگ  با   یوني سوسپانسهای  كشت

  ی برا  تومتريشد و سپس از لام هموس  یزي آمرنگ  قهيدق

سلول در    یها سلول )  یشمارش  مرده(  و    ر زی زنده 

 گرم در ليتر( ها )ميلیفيتوهورمون 
Phytohormones (mg/l) 

 تيمارشماره 
Treatment no. 

BAP             KIN             2,4-D             PIC              NAA 

- 0.1 0.5 - 1 T1 

- 0.25 0.25 - 2 T2 

0.1 - 0.2 - 3 T3 

- - 2 - 1 T4 

- 0.2 - 3 - T5 

- - 4 - 1 T6 
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شد.    کروسکوپيم یا  بی  زنده  یها سلول استفاده  رنگ 

هستند )شکل    رنگآبی    مرده  یهاسلول   رنگ روشن و

5-D-F .) 

  كشت   براي  یسلولهاي  كلونی  و  كالوس  گزينش

 سوسپانسيون

  كالوس   گرم  دوحدود    یسلول   وني سوسپانس  ایجاد  یبرا

ی  حاو  ml  100ی  هاارلن  به (  A-3و شکننده )شکل    نرم 

ml 15 کر يش ی رو بر ها ارلن و  شد   اضافه كشت   طيمح  

و    C  2  ±  25°ی  دما  و  rpm  100  سرعت  با  انکوباتور

 ,.Palazon et al)  شدند  ی نگهدار  یک یتارتحت شرایط  

 دهنده توده تشکيل  یهاسلول . با توجه به اینکه  (2003

متفاوت  توانند  میرشد  و    ريتکث   ليكالوس از نظر پتانس

این  ،باشند سلول از  گزینش  برای  پتانسيل  رو،  با  های 

  پربازده   یسلول  ون يكشت سوسپانس  ایجادو    بالای رشد 

( پرتوان  ژنتيکی گزینش لاین سلولی  -highو هموژن 

yielding cell line با استفاده از روش كلونينگ توده )

( كوچك  (  Small cell aggregate cloningسلولی 

شد   (.  Deepthi and Satheeshumar, 2017)استفاده 

پس از دو  سوسپانسيون سلولی    هایكشتبدین منظور  

شيکرانکوباتور  انکوباسيون  هفته از    بر روی  استفاده  با 

( فيلتر شدند  μm  300)  50آزمایشگاهی شماره  یك مش  

د و یك  های سلولی با اندازه بزرگتر حذف شونتا توده

  .(C-3سوسپانسيون نرم و هموژن حاصل شود )شکل  

 Single)  هاسلول تك  شامل    شده  فيلترسوسپانسيون  

cells)  توده كوچكو  سلولی   Small cell)  های 

aggregates)  شکل(  5-A    وC  )ميلی یك  ليتر  بود. 

از    2×   510تقریبا  ) در    شده  فيلترسوسپانسيون  سلول( 

محيط    هایدیشپتری حاوی  استریل  مصرف  یکبار 

)جدول    T5حاوی تركيب هورمونی    B5   جامدكشت  

( كشت  Spread plating( به صورت كشت سطحی ) 1

كه قبلا    یتحت شرایط  چهار هفتهمدت  ا بههكشت  شد و

شدند.   انکوبه  شد  داده  زیر    ها كشتتوضيح  در 

شدند   مشاهده  كلنیو  استریوميکروسکوپ  های  تعداد 

تشکيل شده قابل مشاهده در هر پتری شمارش شد و  

كلنی تعداد  ميانگين  عنوان  به  شمارش  پنج  ها  ميانگين 

پتری در نظر گرفته  (  سلولی كوچك  های توده) در هر 

)شد.   كشت  بهPlating efficiencyكارآیی  صورت  ( 

كلونی تعداد  از  تعداد  درصدی  به  شده  تشکيل  های 

)سلول   ,.Zaranek et alهای كشت شده محاسبه شد 

ای زیر  صورت دورهبه  پتریهر  ها در  رشد كلنی(.  2023

پس از چهار    قطر آنو    استریوميکروسکوپ مشاهده شد

نرم  هفته از  استفاده  ، ImageJ 1.53v  (NIHافزار  با 

شداندازه  آمریکا( كه  سلول   .گيری  ایجاد    تي قابلهایی 

های سلولی  عنوان لاینبه  شتنددا  را   تر بزرگ  های كلونی

  ی سلول  وني سوسپانس  پرتوان رشدی گزینش و در ایجاد

  .نددش  ستفادهپربازده ا 

 HPLCآناليز تاكسول و  استخراج

و همکاران     Bonfillبه روش    هاانتاكس  سنجش  ایبر

كشت  (2007) از  منظور  بدین  شد.  های  عمل 

سلولی ها  سلول كشت    ام21روز  در    سوسپانسيون 

)شروع فاز رشد ایستایی( برداشته شد و استخراج انجام  

. عصاره استخراج شده با اضافه كردن متانول به  گرفت

  لتر يف  از  عبور  از  پس  و  شد   رسانده  تريلیليم  پنجحجم  

µm  0.22   زيآنال  در   HPLC  با استفاده از ستون   C18 

(4.6×250 mm, 10 mm  )آب /لی ترياستون  عیما  فاز  و

  مقدار   ستون،  كردن  برهيكال  از  پس.  گرفت  انجام(  60:40)

  با نمونه استاندارد   سهیدر مقا  هانمونه  در  موجود  تاكسول 

(T7402  ،Sigma-Aldrich)آمریکا بازدار  ،  زمان    ی در 

nm  227  بر    یبا استفاده از دتکتور مبنتUV   آمد  بدست . 

 شده  گزينشسلولی هاي لاينپايداري  آناليز 

در    رشد در  پایداری  تعيين    رایب تاكسول  توليد  و 

پرلاین سلولی  شده،  های  گزینش  كشت  توان 

پنج سيکل رشدی متوالی    طی  آنهاسوسپانسيون سلولی  

روزه مورد بررسی قرار گرفتند. هر دو هفته یکبار    42
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تجمع زیواكشت سلول  و مقدار  انجام گرفت  توده  ها 

های  خشك و محتوی تاكسول در هر سيکل رشدی لاین

 .سلولی در اواخر فاز نمائی انتهایی انجام گرفت

 يآمار هايز يآنال

گيری صفات مرتبط با  های القاء كالوس و اندازهآزمایش

لاین  كالزایی، و  گزینش  تاكسول  سنجش  سلولی،  های 

  سه و با    یكاملا تصادف  هی طرح پا  آناليز پایداری در قالب

گرفت  تکرار آزمایش انجام  شد. .  تکرار  بار  دو    ها 

افزار  یآمار   یها زيآنال نرم  كمك  انجام    SAS 9.4  با 

ها بر اساس آزمون تفاوت  داده  مقایسه ميانگين.  رفتی پذ 

شد.  معنی انجام  توكی  اعتماد  قابل    ز ي ن  هانموداردار 

 .  دش رسم Excel 2021 افزارنرم  توسط

 ج ينتا 

 يی زالكاكشت مناسب  طيمح

  سرخدار   اهيگ  ساله  كی  ساقه   یها نمونه  زیر  در  ییكالزا

  ه ی پا  طيدر مح  ی مختلفهورمونهای  تيمار  ريتاث  تحت 

B5  ی هورمون   باتيترك  یتمام  در  ییكالزاشد.    یبررس  

ترك  T6  (2,4-D 4 mg/l +NAA 1  یهورمون  بيجز 

mg/l  تيمار  در    .شد( مشاهدهT6    القاء كالوس جزیی در

( مشاهده  F-2پایه ریزنمونه و بيشتر رشد ساقه )شکل  

این از  از  شد،  تيمار  این  ش   هازيآنالرو،    ج ی نتا  .دحذف 

های مختلف  شاخص  به  مربوط   یها داده  انسیوار  هیتجز

بين    نشان(  2)جدول    كالزایی   ی هورمون   باتيتركداد 

شاخص  مختلف نظر  اندازهاز  مورد  شامل    گيریهای 

زمان   نرخمدت  كالوس،  تشکيل  برای    زایی، كال   لازم 

  FW)  توده خشك و ترزیتوليد    و  كالوسمورفولوژی  

معنی  (DWو   )اختلاف  دارد  ( ≥ 01/0Pدار   . وجود 

ساقه در    یها نمونهریزكالوس در    القاء  زمان  نیترعیسر

حاوی    T5تيمار هورمونی    شده با  غنی  B5كشت    طيمح

مشاهده شد كه    KIN 0.2 mg/l + PIC 3 mg/lتركيب  

  ء القا مقدار    و  ها تشکيل شدندكالوس  روز  پس از شش

)جدول    درصد  100  كالوس  این  3بود  تاثير  تحت   .)

نرم    نسبتشکننده و به  یبافت ها  تركيب هورمونی كالوس

رشد و   نظر   از  (.E-2ند )شکل  داشت زرد روشن  رنگ  و

زی كالوستوليد  نيز  محيط  توده  در  شده  تشکيل  های 

تركيب     FW   (mg/lبيشترین    PIC+KINكشت حاوی 

( را بعد از دو هفته از  mg/l  80/36)   DW  و(  20/478

كالوس )جدول  آغاز  دادند  نشان    ی هاكالوس(.  3دهی 

سرعت رشد  به بافت مناسب و  با توجه  و شکننده    نرم

گزینش    یسلول  ونيسوسپانس  كشت  استقرار  یبرا بالا  

 .  شدند

تك   كلونينگ  و  سلولی  سوسپانسيون  كشت  استقرار 

 هاي پرتوان رشديسلول

ور كردن  از طریق غوطه  صاف و نرم   كشت سوسپانسيون

در محيط    T5حاصل از تيمار    ی شکننده و نرمهاكالوس

ایجاد    (T5غنی شده با همان تركيب هورمونی )  B5  مایع 

 ی منبع(  C-3)شکل  ها  این كشت  (.A-C-3شد )شکل  

های سلولی برای غربال تك  برای كلونينگ توده  مناسب

بالا  سلول  رشدی  پتانسيل  با  برای  .  كردندفراهم  های 

كلون اوليه  بازده  غربالگری  با  تك سلولی    رشدی های 

- 3)شکل    انجام شد  كشت به روش اسپرید پليتبالا  

D).  ،كلنی     65±86/4طور متوسط بين  به  در هر پتری  

 Platingتشکيل كلونی )و كارآیی    شد  تشکيل  سلولی

efficiency)  23/6  ±  54/62  دش   محاسبه  درصد .

و  توده شدند  تقسيم  سریع  بسيار  كوچك  سلولی  های 

در  كلنی را  سلولی  دادند  14های  توسعه  اندازه .  روز 

بيش .  بود  متغير  mm  34/6  -41/0های سلولی از  كلنی

به بالاترین قطر    روز  14در مدت    سلولی  كلونی  70از  

  B5 محيط كشت    بههای تندرشد  . ميکروكلونیرسيدند

از    .شدند انتقال داده  T5تازه حاوی تركيب فيتورمونی  

این تعداد، پنج ميکروكلونی به رشد قابل توجه با بافت  

ها با وجود مناسب )شکنند و نرم ( رسيدند و بقيه كلونی
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ای شدن  رشد مناسب، مورفولوژی نامناسب مانند قهوه

های مختلف و بافت كمتر شکننده و بيشتر آبکی  با شدت

به اینتا  از  دادند.  نشان  سخت  این  نسبت  بين  از  رو، 

( با  TbCL-1J – TbCL-5Jها، تعداد پنج كلونی )كلونی

سرعت رشد بالا و موروفولوژی عالی )شکننده و نرم( 

با استفاده از    یسلول   وني كشت سوسپانسگزینش شد و  

 . شد جادی شده ا های گزینشكلون

رشد  لاينتكش  در  سينتيك  سوسپانسيونی  هاي  هاي 

 سلولی گزينش شده 

رشد   در  نیلا سنتيك  كشت    ك یها  روزه    35دوره 

.  (4)شکل  های رشدی مشخص شد  ارزیابی شد و فاز

روز بود. با توجه    5/1تقریبا    تاخير رشد  فازروز پنجم  

بالای   مقدار  از  استفاده  كالوس  به  گرم  )پنج  اینوكلوم 

 .تندرشد( این مدت زمان كم برای فاز تاخير طبيعی بود

رشد با سرعت بالا شروع شد كه منجر    پس از فاز تاخير،

ام  10طوری كه تا روز  توده شد، بهسریع زیه افزایش  ب

DW  بهg/l 76/23   توده در فاز  برابر زی 75/4رسيد كه

اوليه قرار گرفت. پس از  تاخير بود و رشد در فاز نمائی  

به رشد  آهنگ  فاز،  بهاین  و  شد  ملایم  صورت  نسبت 

 DW  g/lتوده  ام مقدار زی21خطی ادامه یافت و تا روز  

  21/1افزایش   بود كه نسبت به به فاز نمائی اوليه  96/28

به  رشدی  مرحله  این  داشت.  نمائی  برابری  فاز  عنوان 

نهایی در نظر گرفته شد. فاز ایستائی رشد پس از روز 

ام ادامه داشت. رشد در این  28ام آغاز شد و تا روز  21

معنی افرایش  و  رسيد  ثبات  به  تقریبا  در مرحله  داری 

DW  (g/l  18/30  نهایی نمائی  مرحله  با  مقایسه  در   )

-و به كاهش بود، بهام رشد ر28مشاهده نشد. از روز  

روزط در  كه  معنیوری  كاهش  بعدی  در  های  داری 

)زی توليدی  عبارتی  g/l  16 /26توده  به  افتاد،  اتفاق   )

تا  سلول  زمان شروع رشد  از  مرگ شدند.  فاز  وارد  ها 

زی توليد  مقدار  ایستایی  )مرحله  خشك  ( DWتوده 

   برابر افزایش نشان داد. 04/6

تاكسول  سلولی  در    محتوای  سوسپانسيون  كشت 

  ایستایی رشد  اوایل  در    گزینش شده سلولی    چهار لاین

رنگ و بافت كشت    .پيگيری شدام كشت  21یعنی روز  

( نيز قابل توجه بود،  A- 4شکل  )   سوسپانسيون سلولی

توده رنگ  با گذشت زمان و افزایش رشد و توليد زیست 

به قهوه از زرد روشن  ای روشن،  سوسپانسيون سلولی 

بهقهوه داد،  نشان  تغيير  قرمز  به  مایل  در ای  كه  طوری 

كشت   رنگ  ایستایی  فاز  همچنين  و  نمایی  فاز  اواخر 

توده در محيط كشت  ای تيره همراه با تجمع زیستقهوه

و دیواره ارلن مشهود بود، با اینحال با شروع فاز مرگ  

ی بسيار تيره تغيير یافت كه  ارنگ سوسپانسيون به قهوه

 توده همراه بود.  دار زیبا كاهش معنی

 هاي پررشد گزينش شده  عملکرد تاكسول در لاين

  ی سلولكشت سوسپانسيون  در  توليد شده  ل  تاكسو   مقدار

ها از  بود و بين لاین  متغيرگزینش شده    پنج لاین پررشد

معنی تفاوت  تاكسول  محتوی  شد  نظر  مشاهده  داری 

ای از كروماتوگرام تاكسول  ، نمونه6(. شکل  4)جدول  

لاین متانولی  عصاره  در  شده  داده  پررشد    تشخيص 

TbCL-1J  می نشان  تاكسول  را  عملکرد  بيشينه  دهد. 

(mg/l  07/26  در لاین )TbCL-1J    دست  به  (7)شکل

تقریبا   كه  لاین    15آمد  در  شده  توليد  تاكسول  برابر 

TbCL-4J  درصد ماده خشك برداشت شده در   77/0و

  ( بود. B-4انتهای فاز نمائی )شکل 

 سلولی گزينش شده  هاي لاينپايداري 

های  برای تعيين پایداری رشد و توليد تاكسول در لاین

ی  او محتو توده  گزینش شده، مقدار رشد و تجمع زی

های سوسپانسيون سلولی طی  ها در كشتلاینتاكسول  

واكشت با  توالی  رشدی  سيکل  هفتهپنج  دو  ای  های 

نشان داده شده   A-8شکل  تعيين شد. همانطور كه در  

و    TbCL-1J  لاین  است رشد  نظر  زیاز  توده  توليد 

(DW)  و   در داشت  سریعتری  رشد  و  بالا  پایداری 

، اگرچه در TbCL-5Jو    TbCL-2J،  TbCL-3Jهای  لاین
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های اوليه روند كاهشی در رشد نشان دادند، اما  سيکل

روند    TbCL-4Jی نسبی رسيدند، لاین  دار ی پاسپس به  

زیبه توليد  در  نوسان  و  رشد  در  كاهشی  توده  نسبت 

توان گفت از نظر رشدی ناپایدار  خشك نشان داد كه می

 بود.  

تول  رييتغ  B-8شکل   برا   د ي در  را    ی تاكسول 

كشت سوسپانسيون  شده  گزینش    یسلول  یها لاین در 

-TbCLدر لاین تاكسول  دي دهد. تولینشان م را سلولی

1J  در بود  بالا خيلی    یسلول  یهالاین  به دیگر  نسبت .

( روند توليد   TbCL-2J, -3J, -4J, -5Jهای دیگر )لاین

صورت كاهشی بود و از نظر توليد نيز تقریبا  تاكسول به

بودند لاین  ،  ناپایدار  در  به    TbCL-4Jاگرچه  برگشت 

به شد.  مشاهده  نسبی  پایداری  لاین  حالت  كلی  طور 

TbCL-1J  توده و توليد  از نظر رشد سلولی و تجمع زی

تاكسول نوسانات كمتری در طی پنج نسل كشت متوالی  

تاكسول   توليد  بالای رشدی و  پایداری  از  و  داد  نشان 

 برخوردار بود.

 

ریزنمونه   های مختلف كالزایی بعد از دو هفته از كشت شاخص بر یهورمونفيتو  اثر تيمار انسیوار هیتجز جدول -2 جدول

 سرخدارساقه 

Table 2. Analysis of variance (ANOVA) of effect of phytohormone treatment on different prameters 

of callusing after two weeks of yew stem explant culture 
 

 منابع تغييرات 
Source of variation 

درجه  

 آزادی 
df 

 ميانگين مربعات 
Mean of square 

 تا آغاز كالزایی زمان
Time to callus 

formation 

 نرخ كالزایی 
Rate of 

callusing 

 وزن تر 
Fresh 

weight 

 وزن خشك 
Dry 

weight 

 تيمار فيتوهورمونی
Phytohormonal treatment 

4 **157.66 **1267.76 **89885.70 **341.26 

 خطای آزمایشی 
Experimental error 

20 1.34 22.68 1358.96 19.54 

 ضریب تغييرات 
Coefficient of variation 

- 8.08 6.02 13.12 20.01 

 درصد  ك ی احتمال  سطح در داریمعناختلاف **

**Significant difference at 1% probability level 

 
  خشك وزن و تر وزن  ت،يفيك  رنگ، ،ییكالزا درصد ،یی زاكال آغاز زمانبر مختلف  یهورمونتركيبات  ماريت اثر -3 جدول

  سرخدار   ساقه زنمونهیر در كالوس

Table 3. Effect of different hormonal treatments on times of callus inducation, callus fresh weight, 

callus dry weight, callus color and callus type 

 است.  یبر اساس آزمون توك( P ≤ 0.05ی )داریمعن  دهنده تفاوتدر هر ستون نشانحروف مختلف 
Different letters in each column indicate significant differences at P ≤ 0.05 according to Tukey's test. 

 

وزن خشك  

گرم( )ميلی  

Dry weight 

(mg) 

گرم( ميلیوزن تر )  

Fresh weight 

(mg) 

 مورفولوژی كالوس 

Callus 
morphology 

نرخ كالزایی  

( درصد)  

Callusing 

rate (%) 

زمان آغاز كالزایی 

 )روز( 

Time to callus 

formation (day) 

 تيمار هورمونی 

Phytohormone 

treatment 

18.11±  1.76b 252.21± 16.91c 
 سبز روشن، شکننده 

Light green, friable 
66.19±  3.79c 17d T1 
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 .3ادامۀ جدول 

Continued table 3. 

 است.  یبر اساس آزمون توك( P ≤ 0.05ی )داریمعن  دهنده تفاوتدر هر ستون نشانحروف مختلف 
Different letters in each column indicate significant differences at P ≤ 0.05 according to Tukey's test. 

 

 
 های ساقه جوان سرخدار در محيطها بر تشکيل، بافت و رنگ كالوس از ریزنمونهمختلف فيتوهورمون باتاثر تركي -2 شکل

كرم مایل به زرد و  : كالوس T1 (2,4-D 0.5 mg/l+KIN 0.1 mg/l،) B ماريت در شکننده و سبز روشن كالوس : B5. A  كشت 

 T3 (2,4-D 0.2 ماريت درای روشن و نرم قهوه  كالوس: T2 (2,4-D 0.25 mg/l+KIN 0.25 mg/l،) C ماريدر تنسبتا شکننده 

mg/l+BAP 0.1 mg/l،) D : ماريدر تای و نرم قهوهالوس ك T4 (2,4-D 2 mg/l+NAA 1 mg/l،) E زرد روشن،  : كالوس

های  شاخهكالوس بسيار جزئی در پایه ریزنمونه ساقه با : T5 (PIC 3 mg/l+KIN 0.2 mg/l،)F ماريدر تنسبت نرم شکننده و به

 mm 5(. اندازه علامت بار: تقریبا 2,4-D 4 mg/l+NAA 1 mg/l) T6 يماردر ت جانبی رشد یافته
Figure 2. Effect of different combination of phytohormones on callus formation, texture, and color 

from young stem explants of yew in B5 medium. A: Pale green and friable callus in treatment T1 (2,4-

D 0.5 mg/l+KIN 0.1 mg/l), B: Yellowish cream and relatively friable callus in treatment T2 (2,4-D 

0.25 mg/l+KIN 0.25 mg/l), C: Pale brown and soft callus in treatment T3 (2,4-D 0.2 mg/l+BAP 0.1 

mg/l), D: Brown and soft callus in treatment T4 (2,4-D 2 mg/l+NAA 1 mg/l), E: Pale yellow, fraiable 

and relatively soft callus in treatment T5 (PIC 3 mg/l+KIN 0.2 mg/l), F: Very little callus at the base 

of stem explant with developed lateral branches  in treatment T6 (2,4-D 4 mg/l+NAA 1 mg/l), Scale 

bar: Ca. 5 mm 

وزن خشك  

گرم( )ميلی  

Dry weight 

(mg) 

گرم( ميلیوزن تر )  

Fresh weight 

(mg) 

 مورفولوژی كالوس 

Callus 
morphology 

كالزایی  نرخ 

( درصد)  

Callusing 

rate (%) 

زمان آغاز كالزایی 

 )روز( 

Time to callus 

formation (day) 

 تيمار هورمونی 

Phytohormone 

treatment 

19.20±  1.03b 334.60± 12.27b 

ای، نسبتا  زرد مایل به قهوه

 شکننده 

Brownish yellow, 

relatively friable 

89.32±  5.49b 14c T2 

17.41±  1.54b 143.60± 9.08d 
ای روشن، نرم قهوه  

Light brown, soft 
56.80±  3.05d 20e T3 

18.26±  1.07b 185.40± 6.32d 
ای، نرم قهوه  

Brown, soft 
81.29±  6.38b 12b T4 

36.80±  2.18a 478.20± 21.38a 

 زرد روشن، شکننده و نسبتا نرم 

Light yellow, friable 

and relatively soft 

97.80±  5.67a 6a T5 
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: توده كالوس تکثير یافته  Aهای سلولی پرتوان رشدی در سرخدار. های سلولی كوچك و گزینش لاینكلونينگ توده -3شکل 

 در محيط كشت مایع  A: سوسپانسيون كردن توده كالوس  Bعنوان اینکولوم برای ایجاد كشت سوسپانسيون سلولی اوليه،  به

B5 حاوی تركيب فيتوهورمونیPIC 3 mg/l+KIN 0.2 mg/l  و نگهداری كشت روی شيکرانکوباتور با دورrpm 110  در دمای

C° 25  ،تحت شرایط تاریکیC تهيه سوسپانسيون سلولی صاف و هموژن با عبور سوسپانسيون ناصاف و هتروژن :B   از مش

μm 300  ،D( كشت اسپرید :ml  1  از سوسپانسيون )B  در محيط جامدB5 الذكر برای  با همان تركيب فيتوهورمونی فوق

های كوچك سلولی كلون شده برای  يك از تودهکروسکوپياسترئوم: تصویر E, F, G های پرتوان رشدی،سلولكلونينگ تك

های قرمز( در های بزرگی )پيکانهای سلولی با توان رشدی سریع كلونیهای سلولی با نرخ رشد سریع. تودهگزینش لاین

  cm: تقریبا A, B, C, Dهای بار: های آبی( تشکيل دادند. اندازه علامت های سلولی با توان رشدی پایين )پيکانمقایسه با توده

5 ،E تقریبا :mm 10 ،F, G تقریبا :mm 2 
Figure 3. Cloning of small cell aggregates and selection of high-growth potential cell lines in yew. A: 

Proliferated callus mass used as inoculum to establish primary cell suspension culture; B: Suspending 

callus mass A in liquid B5 medium containing a combination of PIC 3 mg/l + KIN 0.2 mg/l and 

incubating the culture on a shaker incubator at 110 rpm and 25°C under darkness; C: Preparation of 

fine and homogeneous cell suspension by sieving heterogeneous suspension B using a sterile standard 

sieve with an aperture of 300 μm; D: Culturing 1 ml of suspension B on solid B5 medium containing 

the same phytohormone composition as mentioned above for cloning single cells with high growth 

potential; E, F, G: Stereomicroscopic images from the cloned small cell aggregates and selecting cell 

lines with fast growth rates. Fast-growing cell aggregates developed huge colonies (red arrows) in 

contrast to slow-growing cell aggregates with small colonies (blue arrows). Scale bars: A, B, C, D: Ca. 

5 cm, E: Ca. 10 mm, F, G: Ca. 2 mm 
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های  : وضعيت كشت T. baccata.  A كشت سوسپانسيون سلولیو فازهای مختلف رشدی در سينتيك رشد  -4 شکل

 روز  42: منحنی رشد در یك دوره Bهای مختلف رشد، سوسپانسيون سلولی در فاز
Figure 4. Growth kinetics and different growth phases in cell suspension culture of  T. baccata. A: The 

state of cell suspension cultures in different phases of growth; B: Growth curve during a growth period 

of 42 days  

 

 
موفولوژی   های باسلولاز  ( گروهیB( تك سلول آزاد، A سوسپانسيون سلولی سرخدار.دیناميك سلولی در كشت  -5 شکل

های با فعاليت  كوچك سلولی حاوی سلول ( تودهCشوند، های پير حاصل میدرپی تك سلولنخی شکل كه از تقسيمات پی

سلولی   ( تودهE( توده سلولی یا ميکروكلاستر سلولی حاوی تعدادی زیاد سلول زنده با پتانسيل تقسيم بالا، Dتقسيم بالا، 

( توده سلولی شامل  F  ، رنگ(آبیهای رنگ( و تعداد اندكی سلول مرده )سلولهای بیحاوی تعداد زیادی سلول زنده )سلول

  mm 5 /0: تقریبا  Fو  D ،E، اندازه بار در μm 100: تقریبا  Cو  A ،Bرنگ(. اندازه بار در  های مرده )آبیسلول

Figure 5. Cell dynamics in yew cell suspension culture. A) Free single cell, B) A group of cells with 

thread-like morphology resulting from successive divisions of old single cells, C) Small cell aggregate 

containing cells with high division activity, D) Cell aggregate or cell microcluster containing a large 

number of living cells with high division activity, E) cell aggregate containing a large number of 

living cells (colorless cells) and a low number of dead cells (blue cells), F) cell aggregate including all 

dead cells (blue). Scale bars of A, B and C: Ca. 100 μm; Scale bars of D, E and F: Ca. 0.5 mm 
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  گزینشسلولی  لایناز كشت سوسپانسيون حاصل  و عصاره  (A) محلول استاندارد HPLCای از كروماتوگرام نمونه –6شکل 

 TbCL-1J شده
Figure 6. Representative HPLC chromatograms of Taxol in standard solution (A) and extract from 

suspenstion culture of the selected cell line TbCL-1J 
 

های سلولی گزینش شده سرخدارسوسپانسيون لاین هایتوليد تاكسول در كشت  مقدار انسیوار هیتجز جدول -4 جدول   

Table 4. Analysis of variance (ANOVA) of taxol production rate in suspension cultures of selected T. 

baccata cell lines  
 

 درصد  ك ی احتمال  سطح در داریمعناختلاف **

**Significant difference at 1% probability level 

 منابع تغييرات 

Source of variation 

 درجه آزادی 

df 

 ميانگين مربعات 

Mean of squares 

 توليد تاكسول 

Taxol production 

های سلولی گزینش شده لاین  

Selected cell lines 

4 **
85.84  

 خطای آزمایشی 

Experimental error  

10 0.1899 

 ضریب تغييرات 

Coefficient of variation 

- 6.79 
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  ریدهنده مقادها نشاندادهگزینش شده سرخدار.  سلولیهای  عملکرد تاكسول در كشت سوسپانسيون سلولی لاین -7شکل 

  یسه بار تکرار شد. حروف مختلف بر اساس آزمون توك  شیهر آزما ،است  یك آزمایش از سه تکرار SE ± نيانگيم

 است ( P ≤ 0.05) یداریمعن دهنده تفاوتنشان
Figure 7. Taxol yield in suspension culture of the selected cell lines of T.  baccata.  The data 

represents mean values ± SE of three replicates of the experiment; each experiment was repeated three 

times. Different letters indicate significant differences at P ≤ 0.05 according to Tukey's test 
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 بحث

انواع    تاكسول   ی دارو  تي اهم  به  توجه   با درمان  در 

به اسرطان   ی از منابع اصل   یکینکته كه    نیها و اشاره 

  ی سرخدار است، كه درخت  درخت  عت يتاكسول در طب

  ی هاروش  به  یابيكند رشد و رو به انقراض است. دست

قطع   یرخت به جا  نیاستحصال تاكسول از ا نیگزیجا

ساله  درختان است.    یضرور  یامر تنومند    چندین 

استفاده از سيستم  بافتكشت  تکنولوژی   های درون و 

ای مانند كشت سوسپانسيون سلولی یك آلترناتيو  شيشه

توليد  و پلاسم طبيعی برای حفظ رژم كننده كمك بسيار

)متابوليت  كارآمد  است  دارویی   ,.Malik et alهای 

2011; Chandran et al., 2020; Fathollahi 

Qarachoboogh et al., 2020 ).  کی از اهداف اساسی ی  

سوسپانسيون سلولی هموژن پرتوان  ایجاد    بررسی حاضر 

ت بالای  قابليت  و  بومی  ل  واكس رشدی  سرخدار  در 

به  جنگل رسيدن  برای  بود.  ایران  سيستم   های 

پرتوان، با  سكالو  ء القا  سوسپانسيون  سرعت    مناسب 

با    B5كشت  طيمح  دربالا    تودهو قابليت توليد زی  رشد

  . شد  سهیمقا  و  یبررسمورد  مختلف    یهورمون  باتيترك

در    یهورمون  بي ترك  نینشان داد بهتر نتایج این بررسی  

ساقه جوان    كالوس  القاء  ریزنمونه    كشت   طيمح  دراز 

  mg/lدر تركيب با  mg/l  2/0   KINغنی شده با    B5  پایه

3  PIC    از بعضی  در  قبلی  ها پژوهشاست.  ی 

(Brunakova et al., 2001; Ashrafi et al., 2010 )  

القاء كالوس    D-2,4  هورمون   T. baccataسرخدار  در 

با نتایج پژوهش  در تضاد    گزارش شده است كهتر  موثر

 D-2,4استفاده از هورمون   حاضر است. در این بررسی

چهار   با    mg/lدر غلظت  ساقه  ریزنمونه  رشد  موجب 

. ای القاء نشدانشعابات جانبی شد و كالوس قابل استفاده

 T5  (mg/lی  هورمون  بي ترك  با  شده  جادی ا  ی هاكالوس

2/0   KIN  +mg/l  3  PIC )  القاء سریع كالوس   بر  علاوه  

ك درصد  بالاترین  و  هفته(  یك  )الزا)تقریبا    100یی 

های القاء شده دارای بافت مناسب )نرم  درصد(، كالوس

از   شکننده(  رشدو  زی  سرعت  توليد    ی بالاتر   تودهو 

بودند.   مختلف  ریزنمونهبرخوردار   .Tسرخدار  های 

baccata    هيپوكوتيلدونیعنی ریشهكوتيل،  های  ، 

ها  های جوان و بالغ، گامتوفيتهای جوان، ساقهگياهچه

سوزن القاو  برای  مشاهده    كالوس  ءها  شدند.  استفاده 

های گياه بالغ  جوان نسبت به قسمت  شده است كه بافت

بافت یا مستعد  یا  پاسخگوتر  بالغ    برای   جوان درختان 

توليد   و  اسالقاء  پژوهش  تكالوس  بيشتر  در  ها  و 

ریزنمونه ساقه جوان بهترین ریزنمونه برای القاء كالوس  

 ,.Brunakova et al)و توليد تاكسول معرفی شده است  

2004; Malik et al., 2011  .)  نيز این  در بررسی  

هورمونی  بهترین تركيب  از  استفاده  با  كالوس    T5ها 

بافت نسبتا نرم  های مورفولوژی )بدست آمد كه ویژگی

روشن( و رشدی مناسبی را نشان    نگ زردو شکننده با ر

تيمار دیگر  در  كالوسدادند.  هورمونی  تيره  های  های 

پژوهش بود.  همراه  نامناسب  رشد  و  بافت  با  ها  رنگ 

نشان داده است رنگ تيره كالوس در سرخدار، با وجود 

احتمال توليد تركيبات فنلی و تاكسول بالا، با كندی رشد  

زی توليد  عدم  تركيبات  و  كه  است،  همراه  كافی  توده 

سلول  مرگ  موجب  فنلی  تركيبات  میانباشت    شود ها 

(Brunakova et al., 2004; Cusidó et al., 1999; 

Yari Khosroushahi et al., 2011   چنين فنوتيپی در .)

اوایل القاء و توسعه كالوس ویژگی مطلوبی نيست، در 

ای  ها به سمت قهوهحالی كه تغيير رنگ تدریجی كالوس

و    مایل فنلی  تركيبات  توليد  با  زمان  طی  در  قرمز  به 

بوده و مناسب   تاكسول همراه است، یك روند طبيعی 
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توليد   برای  سلولی  سوپانسيون  سيستم  توسعه  برای 

 ;Wickremesinhe and Arteea, 1993تاكسول است )

Malik et al., 2011; Wang et al.; 2018   .) 

سوسپانسيون توسعه كشت  ،  بررسیاین  هدف كلی  

های پرتوان رشدی با پتانيسل توليد  تك سلول   مبتنی بر

های سلولی بسيار  لاین  . گزینشبودتاكسول بالا و پایدار  

در كشت به پربازده  مختلف  های سوسپانسيون سلولی 

سلول  بيوشيميایی  فعاليت  در  ناهمگونی  در  دليل  ها 

( است  پذیر  امکان  سوسپانسيون   Larkin andكشت 

Scowcroft, 1981; Deepthi and Satheeshkumar, 

حاضر  (2017 بررسی  در  آوردن.  دست  به   برای 

پرتوانسلول  ایجاد   های  و  كشت سوسپانسيون  رشدی 

بازده    همگن   سلولی تاكسول    تودهزیتوليد بالای  با  و 

بر اساس    سلول  تك   گزینش،  T. baccataسرخدار  در  

توده كلونينگ  سلولیروش  شد  های  كشت    و  انجام 

با استفاده از    همگن و با بازده بالا   سوسپانسيون سلولی

پرتوان    پنج سلولی  شده    گزینش  TbCL-1J–5Jلاین 

بيشتر    پربازدهسلولی    ش لاینینایجاد شد. گز ایجاد  و 

از  بسياری  در  موفقيت  با  سلولی  سوسپانسيون  كشت 

ثانویه مفيد    هاپژوهش توليد متابوليت های  مانند  برای 

 ;T. cuspidata (Naill, and  Roberts, 2005 گونه

Wang et al., 2018  )گونه دیگر  گياهی  و  های 

(Matsumoto et al., 1981; Fujita et al., 1985; 

Liang et al., 2006; Dong et al., 2010; Deepthi and 

Satheeshkumar, 2017  )برای  .  كار گرفته شده استبه

شامل گزینش  مختلفی  هایی  سلولی روش  لاینگزینش  

جهش گزینش  و  كلونال  گزینش    است   هایافتهبصری، 

(Linag et al., 2006; Dong et al., 2010; Deepthi 

and Satheeshkumar, 2017  شامل دو    یكلون(. گزینش

كلونينگ  لولی و  های كوچك س كلونينگ تودهتکنيك،  

محدودیت  تك  است.  این    كلونينگسلولی  تکسلولی 

دست  است كه جداسازی تك سلول و كشت آن برای به

روش    لاینآوردن   با  مقایسه  در  كلونينگ  سلولی 

 Deepthi)  سلولی بسيار دشوار استهای كوچك  توده

and Satheeshkumar, 2017 )كلنی از  .  حاصل  های 

میتوده را  سلولی  كلنیهای  نظر  توان  در  واقعی  های 

تقسيم    ؛گرفت گياهی  سلول  یك  كه  هنگامی  زیرا 

داخل سلول موجود  یم در  دیواره سلولی جدید  شود، 

های سلولی  های دختر به شکل تودهو سلول  قرار گرفته

شوند و تنها با اعمال تنش یا برش از  به هم متصل می

 .  (Dougall, 1987) هم جدا می شوند

تحليل رشد سيستم گزینش با استفاده از تجزیه و  

كشت در  كميت  كشت  تعيين  و  سوسپانسيون  های 

های گزینش  مورد نظر نسبت به تکنيكمتابوليت ثانویه  

دارد  (visual)  بصری  ;Murthy et al. 2014)   برتری 

Deepthi and Satheeshkumar, 2017 .)   بررسی در 

سوسپانسيون   كشت  ایجاد  با  سلولی  لاین  پنج  حاضر، 

سلولی و پایش كردن سينتيك رشد سلولی بهترین لاین  

كشت در  تاكسول  محتوی  و  شد  های  گزینش 

گيری  های گزینش شده مورد اندازهسوسپانسيونی لاین

گرفت.   بقرار  لاین  نيدر    ی سلول  لاین   ، یسلول  پنج 

TbCL-1J  د. بو  توان توليد تاكسول بالا با    پررشد  اريبس

های  متابوليتتفاوت در توان رشد و پتانسيل بالای توليد  

تواند ناشی از  های سلولی مختلف میثانویه در بين لاین

ها و یا در نتيجه  تنوع ژنتيکی از قبل موجود در ریزنمونه

ای با تنوع سوماكلونال القاء شده در شرایط درون شيشه

ها، ژنتيکی ناشی از تاثير فيتوهورمونمنشا ژنتيکی یا اپی

كشت   و  كالوس  كشت  و  القاء  طی  در  كشت  شرایط 

 ;Matsumoto et al., 1981سوسپانسيون سلولی باشد )

Rana et al., 2012; Wang et al., 2018  در  .)

كشتپژوهش در  تاكسول  مقدار  گذشته  های  های 

محرک،   T. baccataسوسپانسيون   تيمار  اعمال  بدون 

mg/l  04/12-  5/1  (Bonfill et al., 2007; Yari 

Khosroushahi et al., 2011; Malik et al., 2011; 
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Perez-Matas et al., 2024 )  در است،  شده  گزارش 

سوسپانسيون این   كشت  در  تاكسول  محتوای  پژوهش 

بالا )  TbCL-1Jلاین پرتوان گزینش شده     mg/lخيلی 

سرخدار  07/26 درختان  در  تاكسول  مقدار  بود.   )

درصد ماده خشك گزارش شده است    005/0-001/0

(Malik et al., 2011). 

-TbCL  ی سلول  لاین  ،یداریپا  ل يو تحل  هیر تجزد

1J  بالا و پا توده و یدر هر دو رشد ز  داریبا عملکرد 

های  به دنبال واكشتها  در دیگر لاینتاكسول بود.    د يتول

تاكسول پارشد سلولی و  بعدی     ل ینبود. دلا   داریتوليد 

ایم  یمتعدد كندرا    ی ثباتیب  نیتواند  از  .  تبيين  یکی 

های متعدد  القاء تنوع سوماكلونال در طی واكشتدلایل،  

تواند منجر به  ای است كه میهای درون شيشهدر كشت

های دیگر  و یا نایداری سلول ها  از سلول   یبرخ  ی داریپا

 Larkin etal., 1981; Rana et al., 2012; Wang)  شود

et al., 2018)  .  ،های كوچك  تودهكه    ییاز آنجا از طرفی

  چندین   شامل  ی تك سلول  كلونينگ  یمورد استفاده برا 

ی  ها یژگیباشد، تفاوت در و  اگرچه با تعداد كم  سلول 

شود و   دی تشد  متوالی  ركشتیبا ز  تواندیم   هااین سلول 

ناپا بر    یسلول  ی ها لاینشدن    دار ی موجب  شود. علاوه 

را  كیشدن،    یا قهوه  ن،یا بافت    كشت  در  جیعامل 

كشت  اهيگ سيستم  در  خصوص  به  سوسپانسيونی  ی 

با شدت بيشتری    ی سلول  یها لایناز    یدر برخكه    ،است

تواند   بين رفتن  رخ  می  از  و سلول ها  دهد و موجب 

در سيستم كشت و كاهش در عملکرد توليد    رشد  ی كند

شودمتابوليت ثانویه  پژوهش.  های  در  های  اگرچه 

تاكسول    یدر محتوا  رييتغمتعددی گزارش شده است كه  

 Bonfill et al., 2007; Malik et)  است  ریاجتناب ناپذ 

al., 2011; Yari Khosroushahi et al., 2011 )  اما  ،

تاكسول را    دكنندهيو تول داری پا  یسلول  یها لاین  توانمی

واكشت متوالیدر  ك  های  فراسرد  گزینش  تکنيك  رد. 

(Cryopreservationمی نيز  پتانسيل  (  تثبيت  در  تواند 

مدت   طولانی  نگهداری  و  توليد  عملکرد  و  رشدی 

 (. Markowski et al., 2024های پایدار كمك كند )لاین

بررس در    یدر  رشد  سوسپانسسينتيك    ون يكشت 

لاین  یسلول بر  شده  مبنتی  گزینش  سرخدار  های 

  ی وني سوسپانسهای  كشت  یكه رشد صعود  دش   مشخص

  رشد   یمنحن  به  توجه  با  توان یم  و  دارد  ادامه  21  روز  تا

فزودن ا  زمان  نیبهتر  كه  افتی  دست  مهم  نیا  به  یسلول

توليد  یبرا   ها توريسيال از    21،  تاكسول   القاء  پس  روز 

فاز   انتهای  یعنی  فاز  نما  رشدكشت  اوایل  یا  رشد  یی 

می رشد  كهساكن  باشد،  وضعيت    هاسلول   تواند  در 

 توده قرار دارند.  بيشينه رشد و توليد زی

 گيري كلی  نتيجه 

تك  كشت بر  مبنتی  هموژن  سلولی  سوسپانسيون  های 

می بهسلول  پلتتوانند  پژوهشعنوان  برای  های  فرمی 

)مانند ویرایش ژنومی(،   مانند مهندسی ژنتيك  مختلف 

ترانسکریپتوم،   پژوهش  عملکردی،  ژنوميکس 

های سلولی برای  عنوان مدل زایی و همچنين بهموتاسيون

مسير سلول تعيين  تکاملی  قرار  های  استفاده  مورد  ها 

  (. با Dong et al., 2010; Zhang et al., 2024گيرند )

ش شده  ینگز  TbCL-1Jلاین سلولی   توجه به بازده بالای

در  میپژوهش،  این  در   را  سلولی  لاین  این  توان 

مهندسی  پژوهش اعمالهای  استراتژی  و    متابوليك 

بهينه برای  یك اليسيتورها  در  تاكسول  توليد  سازی 

امکان   برای  مناسب  بيوراكتوری  تاكسول  توليد  سيستم 

تاكسول    مقدار  ی بررس.  استفاده كرد  در مقياس صنعتی 

سوسپانس مقا  ی سلول  ونيدر  در    مقدار با    سه یسرخدار 

  ن یا  انگر ي ب  اهيگ  نیا  یع يطب  بافت  در  موجودتاكسول  

  تاكسول  یبالا  مقدار  به  توجه  با  كه   است  مهم  موضوع

 های درونكشت  ،یسلول  ونيدر كشت سوسپانس  ید يتول

به عنوان  توان  یم  را  یسلول  وني و كشت سوسپان  ایشيشه
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با قطع درختان    سهیتر در مقانهیهزمطمئن و كم   یروش

بس و  برا   ار يكند رشد  به    یابتيدس  یارزشمند سرخدار 

 .معرفی كرد تاكسول  سرطان ضد مهم اريبس یدارو
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