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 :قدمهم

گياهي است ) Taxus breurfolia(سرخدار 
اين گياه  بازدانه و دوپايه، متعلق به خانواده تاگزاسه،

 تمامي اندام هاي. دي آرام استهميشه سبز و داراي رش
 هــ گفتآريل اًًكه به آن اصطلاح(ز ميوه تازه آن گياه بج
بذور گياه حاوي  شامل شاخ، برگ، پوست و )مي شود

  تركيبي از آلكالوئيدها، دي ترپنوئيدها، ليگان ها، تانن ها

  
. مي باشندكه آنها را به شدت سمي مي سازد و رزين ها

ا و شمال آفريقا مي باشد و در اين درخت، بومي اروپ
 سرخداردرخت . ارا تا گرگان ديده مي شودايران از آست

. منبع اوليه توليد داروي ضد سرطان تاكسول مي باشد
هاي گياه سرخدار بجز ميوه  تاكسول در تمامي بخش

هاي مختلف و  تازه آن وجود دارد و مقادير آن در اندام

  :چكيده
 و با استگياه سرخدار آن منبع اوليه تهيه و تاكسول يكي از مهمترين داروهاي ضد سرطان  :زمينه و هدف

هاي ديگر توليد به جاي استخراج از پوست گياه  توجه به محدود بودن تعداد اين درختان جايگزيني روش
قات گسترده و جامعي بر روي قارچ هاي توليد تاكنون تحقيبا توجه به اينكه . امري ضروري به نظر مي رسد

 روي فلور طبيعي ايران به منظور لذا اين مطالعه با هدف بررسيكننده تاكسول در داخل كشور انجام نشده، 
  .انجام شده استبررسي توليد تاكسول در اين قارچ ها  جداسازي قارچ هاي اندوفايت و

مونه هاي ساقه گياهان سرخدار مناطق جنگلي شمال كشور  ن تحليلي-مطالعه توصيفي در اين  :روش بررسي
استريل كردن سطحي نمونه هاي گياهي،  پس از. ع آوري شدـــبه منظور جداسازي قارچ هاي اندوفايت جم

  پس از گذشت چند روز قارچ هاي. كشت داده شدندPotato dextrose agar نمونه هاي مورد نظر بر روي محيط 
 بار تكرار 3براي اطمينان از خلوص هر كلني، عمل ايزوله كردن قارچ هاي حاصل  ده ورشد يافته جداسازي ش

 كروماتوگرافي مايع با عملكرد بررسي حضور تاكسول در قارچ هاي اندوفايت جدا شده، بوسيله تكنيك. شد
ن آماري دانكن  داده ها با استفاده از آزمو.انجام پذيرفت C18 و با استفاده از ستون كروماسيل) HPLC(بالا 

  .ندتجزيه و تحليل شد
بررسي هاي انجام شده توليد .  ايزوله قارچ اندوفايت از سرخدار بومي ايران جداسازي شد80 تعداد : هايافته

 با بيشترين  TbPm4 ايزوله جدا شده نشان داد در ميان قارچ هاي توليد كننده تاكسول، ايزوله 5تاكسول را در 
  .دو تاكسول بL/gµ 74/21متوسط  وليدميزان توليد، قادر به ت

 ايزوله قارچ اندوفايت در اين پروژه از سرخدار بومي ايران و قابليت توليد 80 جداسازي :نتيجه گيري
  دارارا  ايزوله جدا شده نشان داد كه اين ايزوله ها پتانسيل قابل قبولي جهت توليد تاكسول 5تاكسول در 

  .مي باشند
  

:اژه هاي كليدي  .قارچ اندوفايت سرخدار، ،داروي ضد سرطان ول،تاكس و
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 وزن 03/0 تا 01/0( گونه هاي متفاوت نوسان دارد
تاكسول يك آلكالوئيد دي ترپنوئيد . )1 ()خشك

 و همكاران از Waniطبيعي است كه اولين بار توسط 
  جدا شدTaxus brevifoliaپوست درخت سرخدار 

تاكسول يك داروي ضد سرطان با اثر ويژه و ). 2(
  رحم، ريه و مثانه  خاص در درمان سرطان هاي سينه،

 يي آن به صورتفرمول شيميا). 3 (باشدمي
C47H51NO1492/853د لكولي آن حدو و وزن مو 

ساختمان شيميايي اين ماده دارويي  .باشددالتون مي
يك  داراي دو بخش است كه شامل هسته باكاتين و

 13زنجيره جانبي مشتق شده از فنيل آلانين كه به كربن 
مكانيسم عمل تاكسول . )4 (باكاتين متصل شده است

زيرا بر خلاف اكثر داروهاي ضد منحصر بفرد است 
اين دارو در   عمل مي كند،G1-Sسرطان كه در مرحله 

اين ماده پس از اتصال به  . اثر مي گذاردG2-Mمراحل 
. توبولين، تجمع ميكروتوبول ها را تحريك مي كند

مونومر در توبولين به -همچنين با تغيير موازنه پليمر
اسيون سمت حالت پليمريك، باعث تحريك پليمريز
در . كندتوبولين شده و از دپليمريزه شدن آن جلوگيري مي

 اين حالت با مهار تقسيم ميتوزي باعث مرگ سلول هاي
 كيلوگرم تاكسول از گياه 1توليد  .)4(سرطاني مي شوند 

  ساله  200 درخت سرخدار 2000-2500مستلزم قطع 
 6 مي باشد و يك بيمار سرطاني در طول درمان خود به

بنابراين توليد . سال نياز دارد 60-100ن درخت بي
تاكسول از اين منبع طبيعي، قطع بي رويه و انقراض 

در دهه اخير . درختان سرخدار را به دنبال خواهد داشت
ال راه هاي ـــمحققان در زمينه توليد تاكسول، به دنب

رايط توليد و كاهش ـــر كردن شــــديد جهت بهتــج
ور پاسخگويي به نياز ـــبه منظقيمت اين داروي با ارزش 

اين . )4 (بيماران سرطاني و كلينيك هاي تخصصي بودند
 ميكروارگانيزم هايي د كه درخت سرخدار باـافتنـان دريـمحقق

همزيستي داردكه برخي از آنها توانايي توليد تاكسول را 
تلاش ها در اين زمينه منجر به كشف . دارا مي باشند

كشف قارچ  .)1 (اكسول شدهاي توليد كننده ت قارچ

 از  Taxomyces andeanae اندوفايت توليد كننده تاكسول با نام
 راه جديدي پيش روي بشر براي  Taxus brevifoliaگياه

قارچ هاي اندوفايت  .)3(توليد اين داروي مهم باز نمود 
تمام و يا بخشي از سيكل زندگي خود را درون سلول و 

ياه ميزبان به سر برده، بدون يا بين سلول در بافت زنده گ
اينكه باعث ايجاد بيماري و يا آلودگي در گياه ميزبان 

تعداد زيادي از قارچ هاي اندوفايت سرخدار . )5(شوند 
شده است و توليد تاكسول از سراسر جهان جداسازي 

 ن جمله مي توان قارچاز آ. سط آنها به اثبات رسيده استتو
Pestalotiopsis microsporaا شده از جد T. wallichiana 

  ميزان تاكسول توليد شده در اين قارچ،.را ذكر كرد
L/gµ 70-606 (باشد مي(. Fusarium solani  از ديگر

اين قارچ از گونه  هاي توليد كننده تاكسول است، قارچ
T. celebicaتاكسول در   جدا شده است و ميزان توليد

ي اندوفايت قارچ ها. )7 ( مي باشدL/gµ 6/1اين قارچ 
عنوان يك منبع ه سرخدار با توانايي توليد تاكسول ب

تجديد شونده براي توليد اين داروي با ارزش وگران 
با توجه به اين  .)6 (از اهميت زيادي بر خوردارند قيمت،

هاي توليد كننده  له كه در ايران تحقيق بر روي قارچامس
اطق تاكسول صورت نگرفته است، لذا انجام تحقيق از من

هاي در اين پژوهش قارچ. يران ضروري استمختلف ا
اندوفايت سرخدار ايران از جنگل پونه آرام در استان 
گلستان جداسازي شده و توانايي توليد تاكسول در آنها 

  . مورد ارزيابي قرار گرفت
  

  : بررسيروش
نمونه هاي گياهي  تحليلي –در اين مطالعه توصيفي 

از جنگل پونه آرام در  .baccata T سرخدار بومي ايران
نمونه گيري از اندام هاي . استان گلستان جمع آوري شد

نمونه ساقه و  .م و بدون نشانه بيماري صورت گرفتسال
 متري بريده شده و  سانتي5شاخه مورد نظر در قطعات 

، براي جدا شدن خاك و خزه و ساير ذرات خارجي
داده  دقيقه با آب جاري شستشو 10نمونه ها به مدت 

 70عمل استريل سطحي نمونه ها به وسيله الكل . شدند
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 درصد 5/1 دقيقه و هيپوكلريت سديم 3درصد به مدت 
 دقيقه صورت 20به همراه يك قطره توئين به مدت 

در پايان عمل استريل كردن، نمونه ها در زير . گرفت
 مرحله شستشو 3به وسيله آب مقطر استريل در  لامينار،

نظور فراهم آوردن شرايط لازم براي به م. داده شدند
رشد قارچ ها و جداسازي آنها، پوست رويي نمونه ها 

روي به وسيله تيغ استريل جدا و پوست داخلي بر 
  PDA هاهاي حاوي محيط عمومي قارچپتري

)Potato dextrose agar) ( ساخت شركتScharlau (قرار 

ي و هاي كشت داده شده در شرايط تاريك پتري .داده شد
  .  درجه به مدت چند روز نگهداري شدند25دماي 

هاي گياهي، قارچ هاي رشد كرده بر روي سطح نمونه
. )9-13( له روش نوك هيف خالص سازي شدندـبه وسي

ارچ مورد نظر در زير ـــر كلني قـــدر اين روش از ه
به وسيله پنس باريك يك هيف منفرد جدا  بينوكولر،
 بر روي پتري حاوي س نوك هيف بريده وپشده س
  .)9،8،6( جديد قرار داده شدند PDAمحيط 

براي اطمينان از خالص بودن كلني ها، عمل 
 بار تكرار 3ها به روش نوك هيف،  ايزوله كردن قارچ

در مرحله بعد اين كلني هاي خالص براي تهيه . شد
براي تهيه . سوسپانسيون مورد استفاده قرار گرفتند

ي اندوفايت حاصل، قطعاتي از سوسپانسيون از قارچ ها
 سانتي متر جدا گرديد و در ارلن هاي5/0×5/0قارچ در ابعاد 

  ميلي ليتر محيط كشت500ميلي ليتري حاوي 1000
PDB )Potato dextrose broth()  ساخت شركت

Scharlau (ارلن هاي آماده شده درون  .قرار داده شد
   درجه و دور23شيكر، در شرايط تاريكي، دماي 

rpm 120 بعد .  روز نگهداري شدند21 براي مدت زمان
از گذشت اين زمان تاكسول موجود در محيط كشت 

ليوم هاي سيبدين منظور ابتدا م. تخراج گرديدقارچ اس
 بار غربال از قسمت مايع جدا 3ه ـــي به وسيلـــقارچ

شد، سپس محلول حاصل با حجم برابر از مخلوط 
وط و به خوبي تكان مخل) v/v1: 10(متانول /كلروفرم

داده شد و به وسيله قيف جدا كننده فاز آلي حاصل جدا 

 درجه به 51فاز آلي بدست آمده در دماي . گرديد
ماده خشك . وسيله دستگاه روتاري خشك گرديد

 ميلي ليتر متانول حل شده و در تاريكي و 1حاصل در 
 درجه در فريزر نگهداري شده و جهت -20دماي 

 ول مورد استفاده قرار گرفتبررسي حضور تاكس
)9،7،2(.  

بي حضور تاكسول در نمونه هاي ارزيا
 ساخت شركت( HPLC استخراجي به وسيله تكنيك

sykam ون ـست. رفتــــانجام پذي) آلمانHPLCاز نوع  
Vydac) Kromasil C18در ابعاد )  آمريكا

)mm6/4×250( آب /فاز متحرك به كار رفته متانول و
v/v)70:30( سرعت جريان فاز متحرك . بودmL/min 1 

  دستگاه در طول موج UV تنظيم گرديد و شناساگر
nm 227در اين روش ميزان .  تاكسول را شناسايي كرد

Lµ10  از نمونه هاي استخراج شده را درون ستون تزريق
كرده، براي اطمينان از حظور پيك تاكسول و مقايسه 

ل هاي قارچي با تاكسوهاي حاصل از نمونهپيك
از تاكسول استاندارد نيز در ستون  Lµ10استاندارد مقدار 

حلال هاي مورد استفاده در ( .)11،3(د تزريق گردي
 ساخت شركت  HPLCاستخراج تاكسول و روش

ROMIات به صورت فاكتوريل تمام آزمايش. ) مي باشد
مقايسه .  تكرار انجام پذيرفت3 تصادفي در با طرح كاملاً

  درصد5احتمال دانكن در سطح ميانگين ها با آزمون 
 SAS 6.8تجزيه داده ها توسط نرم افزار . محاسبه گرديد
  .انجام گرفت

  
  :يافته ها

اطمينان از خالص  با انجام عمل ايزولاسيون و
 كلني قارچ 80هاي بدست آمده، تعدادبودن كلني

 داـج  Taxus baccataاندوفايت از سرخدار بومي ايران
فولوژيكي از ر خصوصيات موراين قارچ ها از نظ. شد

رنگ، حاشيه كلني و سرعت رشد جمله شكل كلني، 
مقايسه وزن خشك در . اوت بودندـــ با هم متفكامـــلاً
 ها از ن قارچـــبررسي نشان داد كه اي اي موردـــه قارچ
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مقايسه وزن خشك در قارچ هاي توليد : 1نمودار شماره 
  ) حسب گرمبر (كننده تاكسول 

  . درصد معني دار بود05/0اين آزمايش در سطح خطاي 
كه بعضي  سرعت رشد متفاوتي برخوردار بودند، بطوري

 روز 21از آنها رشد سريع تري داشته و در مدت زمان 
سرعت رشد كرده و ه  بPDBبعد از كشت در محيط 

  ).1  شمارهنمودار(توده متراكمي را تشكيل مي دهند 
ي استخراجي و تاكسول هابررسي نمونه

 نشان داد كه پيك  HPLCاستاندارد بوسيله تكنيك
 دقيقه بعد از 7حاصل از تاكسول استاندارد در زمان 

بررسي نمونه هاي  .ظاهر شد تزريق نمونه بداخل ستون،
قارچي حاكي از آن است كه برخي از اين نمونه ها 
داراي يك پيك مشخص در زمان ظهور پيك متعلق 

د ـــدهكه نشان مي  استاندار مي باشند،به تاكسول
ها  تاكسول در اين نمونه هاي استخراج شده از قارچ

  .وجود داشته است
سي 

  مقايسه ميانگين توليد تاكسول در قارچ هاي  :1جدول شماره 
 اندوفايت                    

شده   ايزوله قارچ اندوفايت جدا80برر
 ايزوله قادر به توليد 5ان آنها ــــان داد كه از ميــــنش

مقايسه ميانگين توليد تاكسول . باشندتاكسول مي
   را در ميزان توليد تاكسول نشان داريتفاوت معني

در ميان قارچ هاي اندوفايت توليد كننده . دهدمي
 بيشترين L/gµ75/21 با توليد  TbPm4ول، ايزولهتاكس

  .است ميزان توليد تاكسول را دارا بوده

d,c,b,a          ه اسـت   بر اساس مقايسات چند گانه ارايـه شـد  .
ند اخـتلاف   اعدادي كه در هر ستون داراي حروف مـشابه هـست          

مقايسه ميانگين با آزمون دانكن و در سـصح         . عني داري ندارند  
  .محاسبه شد% 5احتمال 

م

  
  
  ر بينـــه ديگـــــ ايزول4ول در ــــوليد تاكســـانگين تــــمي
L/gµ 25/0-9/41جدول شماره (  اندازه گيري شده است.(  
  

  :بحث
براي اطمينان از جداسازي قارچ هاي اندوفايت 

و پاتوژن، نمونه ها از بافت ارچ هاي اپيفيت و حذف ق
 سالم و عاري از هر گونه نشانه بيماري انتخاب كاملاً
 كردن سطحي نمونه ها، منجر به حـذفاستريل . گرديد

همچنين . دوفايت گرديدبيشتر قارچ هاي پاتوژن و غير ان
نمونه هاي پوست داخلي بر روي محيط قرار دادن 

چ هاي مورد مطالعه، رشد  نشان داد كه قارPDAكشت 
خود را از روي نمونه گياهي شروع كرده اند و در نتيجه 

د يافته ناشي از آلودگي هاي محيطي ــــهاي رشكلني
 اي اندوفايت جدا شده بر روي محيـطقارچ ه. نبوده اند

PDAد، بنابراين محيط غذاييـــد كردنـــ به سرعت رش 
  ). 9( زيابي شدبراي رشد قارچ هاي اندوفايت مناسب ار

 Strobel

  تاكسول مترشحه به
  نوع سوش

  )g/lµ(محيط كشت 
  وزن خشك

TbPm4  a 753/21   066/2  b 

TbPm 6  d 256/0  076/1  c 

TbPm 13  b 88/4   922/0  c 

TbPm 21  c 696/2   713/3  a 

TbPm 22  c 426/2  618/3 a  قارچسوش  

 33ــان دادند كه از ميان  نشو همكاران
يك ايزوله  T wallachianaقارچ اندوفايت جدا شده از 
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 قادر به توليد Pestalotiopsis microsporaبه نام 
L/gµ70-606(  تاكسول مي باشد .(  

Caruso  ايزوله قارچي را از 150 و همكاران تعداد 
مقدار توليد تاكسول در . دند جدا كرT. baccataدرخت 

اين نمونه هاي قارچي بسيار كم و تنها در برخي از نمونه ها 
  ).3(  مي رسدL/ng 100-50اين ميزان به حدود 

Wang ايزوله قارچي را از 21 و همكاران 
 جداسازي نمودند كه از T.chinensisسرخدار گونه 

 توانايي توليد تاكسول را به BT2استرين  ميان آنها،
  ).10( دارا بود L/gµ 18-12 ميزان

 ايزوله قارچ اندوفايت در اين 80جداسازي 
پروژه از سرخدار بومي ايران و قابليت توليد تاكسول در 

  تنوع  دهد كه فراواني و ايزوله جدا شده نشان مي5
نمونه هاي  هاي اندوفايت توليد كننده تاكسول در قارچ

 ه در نقاط ديگرمورد بررسي با ساير مطالعات انجام شد
ميزان توليد در قارچ هاي مورد . جهان متفاوت مي باشد

بررسي در اين تحقيق در مقايسه با قارچ هاي جدا شده 
از گونه هاي ديگر سرخدار نشان داد كه اين ايزوله ها از 
 .پتانسيل قابل قبولي جهت توليد تاكسول دارا مي باشند

Strobel  ين ميزان توليد نشان دادند كه بيشتر و همكاران
تاكسول در پايان هفته سوم به دست مي آيد و بعد از 

نتايج بررسي هاي . هفته پنجم به سرعت كاهش مي يابد
ميزان توليد تاكسول ما، حاكي از آن است كه بالاترين 

دست مي آيد و با گذشت زمان كاهش   بـه21در روز 
  ).6( مي يابد

در اين پروژه تاكسول ترشح شده در محيط 
كشت مورد ارزيابي قرار گرفت زيرا اكثر تاكسول توليد 
شده بوسيله قارچ در محيط كشت ترشح مي شود و 
   استخراج تاكسول از محيط كشت آسان تر و سريع تر و
مقرون به صرفه تر است و اين امكان را فراهم مي كند 
تا بتوان در سطح وسيع و با استفاده از فرمانتور توليد آن 

  .تصادي و تجاري رساندرا به سطح اق
از جمله بزرگترين مشكلات استفاده از قارچ ها 
در توليد تاكسول ميزان توليد كم و ناپايدار توسط 

اما ارزان تر بودن محيط كشت مورد استفاده  .آنهاست
در مقايسه با كشت بافت گياهي و  براي رشد قارچ ها

استخراج از قارچ  كوتاه تر بودن پروسه جداسازي و
منبع توليد ه عنوان يك  افزايش توجه به آنها بموجب

  .تجاري شده است تاكسول در مقياس صنعتي و
گياهي مورد استفاده در اين تحقيق نمونه هاي 

ارچ هاي اندوفايت از جنگل پونه جهت جداسازي ق
  آرام استان گلستان انتخاب شده است، بنابراين به نظر 

رخدار در مي رسد مطالعه و بررسي ساير جنگل هاي س
هاي اندوفايت مال كشور به منظور جداسازي قارچ ش

  .موجود در آن ناحيه ضروري باشد
افزودن برخي پيش ماده ها و اليسيتورها ممكن 

هاي است موجب افزايش توليد تاكسول در قارچ
از آن جمله مي توان بنزوئيك . اندوفايت سرخدار شود

 ن در حدوداسيد را نام برد كه در غلظت هاي بسيار پايي
mM 01/0 8 موجب بالا رفتن توليد تاكسول در حدود 

بنابراين بررسي انواع مختلف و ). 7( برابر شده است
غلظت هاي متفاوت از اليسيتورها و پيش ماده ها به 

  ور افزايش توليد تاكسول از اهميت زيادي ــــمنظ
هاي بررسي اليسيتورها و پيش ماده. برخوردار است
  .ه اين پژوهش در حال انجام مي باشدمختلف در ادام

 

  :نتيجه گيري
 ايزوله قارچ اندوفايت در اين 80جداسازي 

پروژه از سرخدار بومي ايران و قابليت توليد تاكسول در 
 ايزوله جدا شده نشان داد كه اين ايزوله ها پتانسيل 5

  .مي باشند قابل قبولي جهت توليد تاكسول دارا
  

  :قدرداني تشكر و
بيوتكنولوژي پژوهشكده  همكاران عزيزم در از كليه

  منطقه مركزي كشور، كه در طول انجام اين تحقيق مرا ياري 
  .تشكر مي نمايم نمودند تقدير و

  



  و همكاران                                                       زيبا نصيري مديسه تاكسول            هاي اندوفايت توليد كننده  جداسازي قارچ
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Background and aim: Taxol is an effective anticancer drug which is used 
widely for the treatment of a variety of cancers. Taxol is normally isolated 
from the bark of the yew trees. Since obtaining Taxol from this source 
requires destruction of yew trees, researchers were thinking to find other 
sources for producing this substance. Fortunately, Iranian yew consists of 
different species of endophytic fungi that are able to producte Taxol. The 
aim of this study was to find and isolate Taxol-producing endophytes fungi 
from Iranian yew.  
Methods: To isolate endophytic fungi, stem and twig were collected from 
yew trees in north forests of Iran. After superficial sterilization, samples 
were placed on the surface of potato dextrose agar (PDA) medium in Petri 
plate. After some days, emerged fungi were isolated in the plates, some 
individual hyphal tips of the fungi were transferred to new PDA medium 
and this was repeated three times for fungus purity. The ability of fungus to 
make Taxol was substantiated by HPLC analyses. HPLC separation was 
performed using a kromasil C18 column. Data were analyzed using 
Duncan's test. 
Results: From a total of 80 isolated fungi from Iranian yew, five fungi 
were observed to produce Taxol. Among these fungi, TbPm4 produced the 
highest amount of Taxol (21/74 /gµ l). 
Conclusion: The results of this study demonstrated that isolated 
endophytes fungi from Iranian yew tree have capability to produce Taxol. 
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