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Introduction 

 Plant growth and yield are affected often by stress conditions, especially drought, which is the most 
important factor in reducing crop production worldwide. Silybum marianum is an important pharmaceutical crop 
with great potential as a multipurpose plant for low-input cropping systems of the arid and semiarid regions.  

Materials and Methods 

 In this experiment, the effect of drought stress (full irrigation at field capacity; no stress, irrigation at 70% of 
field capacity; mild stress and irrigation at 40% of field capacity; severe stress) on physiologic traits, the amount 
of silybin a and b and 1000 seed weight in milk thistle was studied in the research field of Shahid Beheshti 
University in 2017-2018. The experimental site is located in Shahid Beheshti University, Tehran, Iran (51.23°N, 
35.48°E, and 1769 m above mean sea level). It has a moderate and mountainous climate with a mean annual 
rainfall of 145.2 mm and a mean temperature of 22ºC. This experiment was performed in a completely 
randomized block design with 3 replications. Milk thistle seeds were prepared from Isfahan Pakanbazr 
Company. The soil composition consisted of 1/3 clay, 1/3 sand, and 1/3 leaf composts. The field area was 150.0 
m2. Furrows were created to implement this study. The space of plants on rows was 0.5 m and between rows was 
1 m. In general, 15 furrows were created and 15 plants were cultured on each furrow, so the total number of 
plants cultivated on the field was 225. Drought stress was applied at flowering stage. Soil moisture was 
measured by the weighing method. The soil samples were taken from various areas (randomly) of the field, three 
samples each day. After measuring the water content at F.C, based on that, the amount of 70%F.C and 40%F.C 
was also calculated. At the time of stress, F.C irrigation was performed every two days, 70% F.C irrigation every 
4 days, and 40% F.C irrigation every 6 days. After 8 days, leaf sampling was performed to measure catalase, 
ascorbate peroxidase, proline and malondialdehyde content and seed sampling was performed to 1000 seed 
weight and extract analysis. For physiologic measurements, 3 plants were randomly assigned to each stack and 
their leaves were separated and transferred to the laboratory. Then, in the next step, their physiologic parameters 
(include Catalase and ascorbate peroxidase, proline and malondialdehyde content) were measured according to 
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the relevant protocol. In order to measure silybin, 4 plants were randomly considered to each stack and their 
seeds were harvested and combined and dried in shade condition in the laboratory for one month. The dried seed 
samples were completely powdered using a mill, then 10 g of the powders weighed and the oil extract of them 
was isolated by Soxhlet using n-hexane solvent. The extraction temperature was 70 °C and the extraction time 
was 6 h. After the extraction was completed, the extract was poured into dark glass. Next, the oil-free powder 
was dried in an incubator at 37 ° C. Methanol extract of oil-free powder was extracted using methanol solvent. 
For this purpose, 2 g of samples powder was weighed and 200 ml of 80% methanol was added to each of them 
and the mixture stirred for two days by Shaker. The mixture was then passed from a filter paper and after that, 
200 ml of 80% methanol was added to the sample precipitate (on filter paper) and placed again on the shaker. 
After 24 h, extraction was performed by the same method and were added to the previous extract. The extracts 
were then concentrated in the environment temperature for two weeks. Concentrated extracts (powder) as well as 
standard silymarin with certain concentrations were dissolved in methanol solvent and used for injection into 
HPLC (Model: Infinity1260, Manufacturer: Agilent) using syringe filters with a diameter of 0.2 μm. After 
receiving the HPLC results, the data and peaks were analyzed and the amounts of silybin a and b were 
determined and compared at different levels of water stress. Statistical analysis of data was performed using R 
3.6.1 and RStudio 1.1.463 software. Mean data were compared using Duncan's test with agricolae package at a 
significance level of 0.05.  

Results and Discussion 

 The results showed that with increasing water stress intensity, the amount of silybin a and silybin b increased 
by 24% and 26%, respectively. The amount of these compounds in 40% were significantly higher than other 
treatments, so that its amount compared to F.C treatment (26.07 mg/g Grain DW in silybin a and 40.74 mg/g 
Grain DW in silybin b) and compared to the 70%F.C (25.32 mg/g Grain DW in silybin a and 34.64 mg/g Grain 
DW in silybin b) was higher. This indicates carbon assimilation from photosynthesis to produce secondary 
metabolites in this treatment. Also, the amount of silybin b compared to silybin a in all treatments was (0.8: 1.2), 
in which 1.2 is related to silybin b and 0.8 is related to silybin a. In severe stress treatment (40% of field 
capacity), the amount of silybin a and b (67.30 and 98.92 mg/g, respectively) increased significantly compared to 
other treatments. According to the mean comparison results, the highest activity of catalase (5.16 U/ml) and 
ascorbate peroxidase (2.26 U/ml) was observed in mild stress treatment. Proline content gradually increased with 
increasing stress intensity and reached its peak in severe stress (3.36 µM/gr). Lipid peroxidation also had their 
maximum in severe stress (8.35 nmol/grFW). The 1000 seeds weight was reduced by 6.8 g in severe stress 
treatment (40%F.C) compared to the control (F.C).   

Conclusion 

 According to the results, the amount of milk thistle flavonoids can be increased for medicinal purposes 
including the treatment of liver disease and hepatitis by applying dehydration stress.  

 
Keywords: Drought, HPLC, Methanol extract, Silymarin, Soxhlet 
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 چکیده

گردنید  در  ها میی عوامل محیطی از یک طرف باعث تغییراتی در رشد گیاهان دارویی و از طرف دیگر موجب تغییر در مقدار و کیفیت مواد موثره آن
آبیاری در حد  :تنش شدیدو  ،زراعی ظرفیت % 07آبیاری در حد  :تنش ملایمآبیاری کامل در حد ظرفیت زراعی،  :بدون تنش) اثر تنش آبی این آزمایش

در مزرعیه   9316-9310هیای  در سیا   در گیاه داروییی ایارمریم   وزن هزار دانهو  bو  aبین میزان سیلی ،ظرفیت زراعی( بر صفات فیزیولوژیک % 07
تنش آبی در مرحله گلیدهی و بیه    جام شد تکرار ان 3های کامل تصادفی با بررسی شد  این آزمایش در قالب طرح بلوک بهشتی تحقیقاتی دانشگاه شهید

افیزایش یییدا کیرده    درصد  46و  40به ترتیب به میزان  bو  aبین روش وزنی اعما  شد  نتایج حاصل نشان داد با افزایش شدت تنش آبی، مقدار سیلی
، بطوریکه مقدار آن نسبت به تیمار ظرفییت  تیمارها بودتوجهی بالاتر از سایر ظرفیت زراعی بطور قابل % 07است که مقدار این ترکیبات در تیمار آبیاری 

بیه  ظرفییت زراعیی )   % 07( و نسیبت بیه تیمیار    bو سیلی بین  aسیلی بین گرم در گرم وزن اشک دانه برای میلی 00/07و  70/46به ترتیب، زراعی )
حاکی از ااتصاص بیشتر کربن تثبییت  ( بیشتر بود  این امر bو  سیلی بین  aسیلی بین  گرم در گرم وزن اشک دانه برایمیلی 60/30و  34/42ترتیب، 

در تمامی تیمارهیا بیه نسیبت     aبین نسبت به سیلی bبین های ثانویه در این تیمار بود  همچنین مقدار سیلیشده حاصل از فتوسنتز جهت تولید متابولیت
گرم در گیرم وزن تیر(   میلی 14/18و  37/60)به ترتیب  bو  aبین مقدار سیلی ظرفیت زراعی % 07(  بود  در تیمار aبین )سیلی 8/7( : bبین )سیلی 4/9

واحد  46/4( و آسکوربات یراکسیداز )واحد آنزیمی/میلی لیتر 96/2توجهی نسبت به سایر تیمارها افزایش داشت  بیشترین فعالیت آنزیم کاتالاز )بطور قابل
  محتوای یرولین با افزایش شدت تنش به تدریج افزایش یافته و میزان آن در تنش شدید به حداکثر ( در تیمار تنش ملایم مشاهده شدآنزیمی/میلی لیتر

نانومو /گرم  32/8ظرفیت زراعی( بیشترین مقدار اود را داشت ) % 07یراکسیداسیون لیپید در تنش شدید ) میکرومو  بر گرم وزن تر(  36/3اود رسید )
گرم کیاهش یییدا    8/6ظرفیت زراعی( نسبت به کنتر  )تیمار ظرفیت زراعی( به میزان  % 07تیمار تنش شدید )تیمار  (  وزن هزار دانه بذر نیز دروزن تر
از  توان با اعما  شیوه کم آبیاری، میزان فلاونوئیدهای گیاه اارمریم را بیه منظیور اهیداف داروییی    رسد که میبا توجه به نتایج آزمایش به نظر میکرد  
 های کبدی و انواع هپاتیت افزایش داد ریدرمان بیماجمله 
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 مقدمه
(، .Silybum marianum Lگیاه داروییی ایارمریم )ماریتیغیا ( )   

متعلق به تیره کاسنی، گیاهی یکساله یا دوساله اسیت کیه در منیاطق    
هیای  های هموار با آب و هوای گرم و در ایاک ای و در جلگهدیترانهم

روید و در مناطق گوناگونی از اییران نییز روییش دارد     سبک شنی می
های آن یهین  متر بوده و برگسانتی 427تا  927ارتفاع ساقه این گیاه 

های آن نیز دارای باشد  گلهای سفید میو دارای رگه و به حالت نیزه
ای بیه رنی    هیای لولیه  های درشت منفیرد و شیامل گلبیرگ    کاییتو

میوه این گیاه فندقیه بیه    ( Mafakheri et al., 2011) ارغوانی است
عنوان داروی گیاهی ای براق یا ااکستری است و معمولاً بهرن  قهوه
ایین گییاه    معمیو  های (  فندقهGuo et al., 2018شود )استفاده می

 ,.Hessini et alمیارین دارد ) درصد ترکیب سییلی  6/7تا  4/7حدود 

درصد( یافت شیده در گییاه    07مارین، فلاونوئید اصلی )(  سیلی2009
درصد فلاونوئید باقیمانیده عمیدتاً    47-37اارمریم است، در حالی که 

(  Turtola et al., 2003فنلییی اسییت )کیبییات یلیییمتشییکل از تر
 0/92بیین،  درصید سییلی   3/36مارین معمولاً شیامل  کمپلکس سیلی
درصیید  9/2دیییانین و درصیید سیییلی  1/2کریسییتین، درصیید سیییلی 

 ( Selmar and Kleinwächter, 2013بییین اسییت ) ایزوسیییلی
هیای کبیدی میورد    ای برای درمان بیماریطور گستردهمارین بهسیلی

اکسییدانی، دیدبربی،   گییرد و دارای ااصییت آنتیی   استفاده قرار میی 
یروکسیداتیو، ددفیبروزی، دیدالتهابی، تنظییم سیسیتم ایمنیی و     آنتی

دارای بیشیترین  (  میوه گیاه Jaleel et al., 2007) بازسازی کبد است
 شیود  ها و بیذرها نییز یافیت میی    مارین است، اما در برگمقدار سیلی

مییارین اسییت تییرین مییاده زیسییتی و فعییا  سیییلی بییین، مهییمسیییلی
(Rafiipour et al., 2018  که برای درمیان بیمیاری )   هیای کبیدی و

(  Boutraa et al., 2010گییرد ) انواع هپاتیت مورد استفاده قیرار میی  
درصید آن را   07تا  27مارین یعنی حدود بین بخش عمده سیلیسیلی

بین دارای (  سیلیVladimir and Daniela, 2005دهد )تشکیل می
باشید و سیااتاری شیبیه اسیتروژن دارد کیه      اثرات شبه استروژنی می

هیا را فعیا  نمایید    های استروژنی متصل شود و آنتواند به گیرندهمی
(Fatima et al., 2000 Kren and Walterova, 2005; )  

عوامل محیطی از یک طیرف باعیث تغییراتیی در رشید گیاهیان      
ر و کیفییت میواد میوثره    دارویی و از طرف دیگر موجب تغییر در مقیدا 

صرفه اسیت  گردند  عملکرد یک گیاه دارویی وقتی مقرون بهها میآن
های اولیه و ثانویه آن به حد مطلوب رسییده باشید    که مقدار متابولیت

توان به حداکثر محصو  دست بنابراین با مدیریت عوامل محیطی می
های زیستی و غیرزیستی تاثیر (  تنشKummer et al., 2001یافت )
هیای ثانوییه متعیدد در گیاهیان دارنید      توجهی بر تولید متابولییت قابل
(Jalal et al., 2012تنش اشکی همچنین به  )  عنوان عامل افیزایش

های ثانویه در انواع گیاهان دارویی شنااته شیده اسیت   تولید متابولیت
(Carmen, 2007درک یاسخ گیاه به اشکی  )،   در تولید محصیولات

 ;Ram et al., 2005) متحمییل بییه تیینش نقییش اساسییی دارد  

Yaghmaie et al., 2010)  ( هیاموداو همکیاران  Haji Aghaei et 

al., 2018های تشیکیل  مارین و ترکیب( نشان دادند که سطوح سیلی
دهنده آن به وسییله آب قابیل دسیترت متیاثر شیده اسیت  هنیداویو        

( در تحقیقات ایود بییان کردنید    Hasanloo et al., 2007همکاران )
ای تشیکیل  مارین کیل و نییز اجیز   سیلی که با افزایش فواصل آبیاری،

دهنده آن در گیاه اارمریم افزایش یافته اسیت  افیزایش در محتیوای    
 اسیدبتولینیک و ترکیبات فنلی تحت تنش کم آبی توسط آبرئو ومازافرا

(Abreu and Mazzafera, 2005در ) گزارش گردیید  در   9گل راعی
دات ثانویه را افزایش برای از گیاهان دارویی، تنش اشکی درصد تولی

دهد، زیرا در اثر تنش، به  دلیل کاهش رشد، تثبیت کربن در طیی  می
های ثانویه شده وافزایش این مواد سبب فتوسنتز صرف تولید متابولیت

 Salehi-Lisarگیردد ) هیا  میی  جلوگیری از اکسیداسیون درون سلو 

and Bakhshayeshan-Agdam, 2016های (، اما عملکرد متابولیت
ثانویه تحت تنش اشکی به دلیل کاهش  بیومیات تولییدی کیاهش    

بیین، ترکییب   مقدار تجمع سیلی ( Hasanloo et al., 2007یابد )می
آوری شیده از منیاطق مختلی     های جمیع مارین در نمونهاصلی سیلی

های کاشیته شیده در محییط گلخانیه بیود      نهایران بسیار بالاتر از نمو
(Hammouda et al., 1993   در تحقیقی دیگر روی گیاه ماریتیغیا  )

مشیخ  گردییید کییه شییرایط اییاک، دمیا، نییور و اقلیییم مزرعییه اثییر   
بشمگیری بر رشید و عملکیرد و همچنیین مقیدار میاده میوثره گییاه        

(  مییییزان Stewart and Bewley, 1980ماریتیغیییا  دارنییید )
کند، فلاونوئیدهای ماریتیغا  به شرایط اقلیمی که گیاه در آن رشد می

 ,Belitzهیا و نیوع بیذر آن بسیتگی فیراوان دارد )     به ژنتیک جمعیت

سیطوح   در این راستا، هدف از تحقییق حادیر بررسیی تیاثیر     ( 2007
محتیوای   مختل  تنش آبی بر برای صفات فیزیولوژییک و همچنیین  

 در گیاه دارویی اارمریم در شرایط مزرعه بود   bو  aبین سیلی

 

 هامواد و روش

 ،بییه منظییور بررسییی اثییر تیینش آبییی بییر صییفات فیزیولوژیییک  
گییاه داروییی ایارمریم،     در وزن هیزار دانیه  و همچنین  فیتوشیمیایی

در مزرعه دانشگاه شهید بهشتی انجام  9310-9316آزمایشی در سا  
تکیرار   3های کامل تصیادفی بیا   شد  این آزمایش در قالب طرح بلوک

گیاه( بود  بذور گیاه داروییی ایارمریم از شیرکت     97)هر تکرار شامل 
متیر و بیا    927بذر اصفهان تهیه شد  مزرعه بیا مسیاحت حیدود    یاکان

                                                 
1- Hypericum brasiliense 
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جیوی و   92سیپس تعیداد    بستر ااک رت، ماسه و ااکبرگ تهییه و 
بیرداری ایاک از   نمونیه  یشته به فاصله ییک متیر در آن ایجیاد شید     

تکیرار( در عمیق نییم متیری )متوسیط       1های مختل  مزرعه )قسمت
باشید( انجیام شید و    گسترش ریشه در این گیاه تا عمق نیم متیر میی  

اصوصیات فیزیکی و شیمیایی ااک در آزمایشگاه ااک بررسی شد و 

 27بییذور اییارمریم بییا فاصییله ارائییه شیید   9جییدو  در  میییانگین آن
هیا در  در قسمت داغاب یشته مربع( متر )با تراکم دو بوته در مترسانتی
روز بطور کامل آبیاری شد   3متر کشت و به فاصله هر سانتی 3عمق 

 27 هاییس از رشد گیاهان و رسیدن به مرحله گلدهی )زمانی که گل
 ها اعما  گردید  ها باز شدند(، تنش آبی روی آندرصد بوته

 
 برخی از خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاك قبل از اجرای آزمایش -1 جدول

Table 1- The physical and chemical properties of the soil before the experiment 

 درصد اشباع
Saturation 

(%) 

 قابلیت هدایت الکتریکی

EC 

(mho/cm) 

اسیدیته 

 خاك
Soil 

asidity 

درصد کربنات 

 3CaCoکلسیم 

(%) 

 درصد کربن آلی
Organic carbon 

(%) 

 فسفر

P 
)1-(mg.kg 

 پتاسیم

K 
)1-(mg.kg 

 بافت خاك
Soil texture 

 عمق
Depth 

(m) 

 

48.2 0.36 8.7 22 0.72 8.8 189 
 لومی رسی

Clay loam 
0-50 

 

 

 تعیین میزان آب خاک

او  میزان آب ااک به روش وزنیی تعییین شید بیدین      در مرحله
صورت که ابتدا کل زمین بطور کامل و اشباع آبیاری گردیید، ییس از   

زراعی )مقدار رطوبت ااک ییس از ایار    رسیدن ااک به حد ظرفیت
ااک  گرمشدن آب ثقلى، عدم بسبندگی(، هر روز به میزان یک کیلو

هیا  و وزن شد، سپس ااک در سه تکرار از نقاط مختل  زمین برداشته
ساعت قرار گرفیت و   40درجه سانتیگراد به مدت  17در آون با دمای 

شد  زمانی کیه  ثبت گیری و ها نیز اندازهدر مرحله بعد وزن اشک آن
درصید   977ااک در سطح ظرفیت زراعی بود میزان آب آن در سطح 

ان آب برداری از ااک تا زمانی که میزدر نظر گرفته شد و سپس نمونه
ظرفیت زراعی رسید انجام شد  برای محاسبه مییزان آب   % 07آن به 

گیری شد سپس وزن اشیک  موجود در ااک ابتدا وزن تر ااک اندازه
گیری و از وزن تر ااک کسر گردید  این عمل به مدت ااک نیز اندازه

ظرفیت زراعی رسید، در  % 977روز انجام شد  در روز دوم ااک به  8
ظرفییت   % 07بیه   هشتمظرفیت زراعی و در روز  % 07ه ب بهارمروز 

   (Boutraa et al., 2010) زراعی رسید

 

 روش اعمال تنش آبی

 977های گیاهی مربوط به تیمار به منظور اعما  تنش آبی، نمونه
 427( به صورت یک روز درمیان و بیه مییزان   F.Cظرفیت زراعی ) %

های مربوط ان آب تا یر شدن کامل جوی( آبیاری شد و نمونهلیتر )میز
( به فاصله هر بهار روز و بیه  F.Cدرصد  07ظرفیت زراعی ) % 07به 

 07ظرفییت زراعیی )   % 07هیای مربیوط بیه    لیتر و نمونه 902میزان 
لیتر آبیاری شید    977( به فاصله هر هشت روز و به میزان F.Cدرصد 

گییری آنیزیم   برداری بیرگ جهیت انیدازه   روز، نمونه 8یس از گذشت 
آلدهیید و  کاتالاز، آسکوربات یراکسیداز، محتوای ییرولین و میالون دی  

 Ahmadpour)برداری بذر جهت استخرا  عصاره انجام گرفت نمونه

et al., 2018 Rafiipour et al., 2018; )   
 

 وزن هزار دانه

گیاه در نظر گرفته  3، در هر یشته وزن هزار دانهبه منظور بررسی 
های کاغذی قرار گرفته و بیه  شد و بذور آن ها جمع آوری و در یاکت

آزمایشگاه منتقل شد  سپس وزن هزار دانه برای هر گیاه اندازه گیری 
 و محاسبه شد 

 

 های فیزیولوژیکگیریاندازه

بوته گییاه بطیور تصیادفی     3های فیزیولوژیک، گیریجهت اندازه
هیا جیدا شیده و بیه     هیای آن روی هر یشته در نظر گرفته شد و برگ

آزمایشگاه منتقل شدند  سپس در مرحله بعد یارامترهای فیزیولوژییک  
 گیری شد ها طبق یروتکل مربوطه اندازهآن

 

 آنزیم کاتالاز

 برگمیییر نهادیروش ییشییمیییزان فعالیییت کاتییالاز بییا اسییتفاده از 
(Bergmeyer et al., 1983) جیذب مخلیوط در طیو       محاسبه شد

بیا   دقیقه اوانده شید و فعالییت آنیزیم    3نانومتر و به مدت  407مو  
 تعیین شد  استفاده از معادله زیر

 
A 2: فعالیت ویژه آنزیم بر حسب میکرومولارO2H  تجزیه شده در

: تفادل جذب ∆A240لیتر عصاره یروتئینی ه و در یک میلییک دقیق
(  عدد df=50: فاکتور رقت )dfنانومتر در شروع و یایان واکنش   407
 4: واکنش در کیووت  4مولار به میکرومولار  عدد : تبدیل میلی9777
: دیریب  ε: مدت زمان واکینش آنیزیم    tلیتری انجام شده است  میلی

  متر(مولار بر سانتیمیلی 07) نااموشی یراکسید هیدروژ
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 آنزیم آسکوربات پراکسیداز

فعالیییت آنییزیم آسییکوربات یراکسیییداز بییه روش ناکییانو و آسییادا  
(Mozaffarian, 2013اندازه ) لیتر محلو  میلی 9گیری شد  به میزان

ولار مییمیلییی 2/7(، pH=0مییولار )میلییی 27حییاوی بییافر فسییفات  
میکرولیتر عصاره برگ تهییه   97و  2O2Hمولار میلی 2/7آسکوربات، 

در آار برای شروع واکنش ادافه شد و کاهش جیذب بیه    2O2Hشد  
نانومتر ثبت شد  بلانک حاوی مخلوط واکینش   417دقیقه در  3مدت 

باشد  جهت تعیین فعالییت آنیزیم آسیکوربات    بدون عصاره آنزیمی می
شید  لیتر عصیاره آنیزیم از رابطیه زییر اسیتفاده      ییراکسیداز در هر میل

(Mozaffarian, 2013): 

 
 

 
V1( میلی 9: حجم مخلوط واکنش  )لیترdf   فاکتور رقیق کننیده :

t  مدت زمان واکنش :Vs ( میلیی  97: حجم نمونیه   )دیریب   :لیتیر
فعالییت وییژه آنیزیم     بیر سیانتی متیر     میلی مولار 8/4ر ااموشی براب

تجزییه شیده    2O2Hآسکوربیت یراکسیداز به صورت تعداد میکرومو  
 گرم یروتئین گزارش شد در هر دقیقه در میلی

 

 محتوای پرولین 

گییری محتیوای ییرولین از روش بییتس و همکیاران      برای اندازه
(Bates et al., 1973استفاده )  شد  جذب نوری محلو  رویی واکنش

نانومتر با اسیتفاده   247از طریق دستگاه اسپکتروفتومتر در طو  مو  
از بلانک تولوئن اوانده شد و غلظیت ییرولین بیا اسیتفاده از منحنیی      
استاندارد تعیین و میزان آن براسات رابطه زیر در گرم وزن تیر نمونیه   

 محاسبه گردید 

 
 

 مالون دی آلدهید

یراکسیداسییون لیپییدی براسیات روش اسیتوارت و بیولی       میزان
(Stewart and Bewley, 1980اندازه گیری شد  جذب نمونه )  هیا در

نیانومتر ثبیت گردیید  مییزان یراکسیداسییون       677و  234طو  مو  
هیای جیذبی و دیریب    لیپیدها با استفاده از ااتلاف بیین طیو  میو    

 بدست آمد  متر مولار بر سانتیمیلی 922ااموشی 

 

 بینگیری سیلیاستخراج عصاره و اندازه

های مذکور برداشیت شید و در   بوته بذر منظور استخرا  عصاره،به
ها بطور آزادانه قرار گرفته و سپس به مکان سیایه منتقیل و بیه    فویل

های بذری اشک شده با استفاده از مدت یک ماه اشک گردید  نمونه
هیای  )کیسیه ستگاه آسیاب بطور کامل یودر گردیده و در زیپ کیی   د

گرم از یودر حاصل با استفاده از  97قرار گرفت  در مرحله بعد، نایلونی( 
 97هیا بیه مییزان    منظور نمونهگیری شد  بدیندستگاه سوکسله روغن

هیا بیا اسیتفاده از حیلا  هگیزان      گرم وزن شده و عصاره روغنیی آن 
درجیه و   07گییری  دمای مورد استفاده برای عصیاره  استخرا  گردید 

ساعت بود  یس از یایان کار شیر سوکسیله   6گیری مدت زمان عصاره
بسییته شیید تییا هگییزان موجییود در عصییاره بخییار شییود  سییپس یییودر 

گیراد اشیک   درجیه سیانتی   30گیری شده در انکوباتور با دمای روغن
هیا  (  در مرحله بعد عصاره نمونهHaji Aghaei et al., 2018گردید )

گرم از یودر  4با استفاده از حلا  متانو  استخرا  گردید  بدین ترتیب 
لیتیر  میلیی  477هیا  ها وزن شده و به هیر ییک از آن  فاقد روغن نمونه

هیا بیه میدت دو روز توسیط     درصد ادافه شد  سپس نمونه 87متانو  
هیا بیا کاغیذ صیافی صیاف شیدند، بیه        شیکر هم زده شد و بعد نمونه

درصد ادافه شید و بیر روی    87لیتر دیگر متانو  میلی 477باقیمانده 
ها با همیان شیرایط قبلیی    ساعت نمونه 40شیکر قرار گرفتند  یس از 

هیا در  گیری شدند و به عصاره اولیه ادافه شدند  سپس عصارهعصاره
 Salehi-Lisar andهیوای آزاد بیه میدت دو هفتیه تغلیید شیدند )      

Bakhshayeshan-Agdam, 2016هییای تغلییید شییده   (  عصییاره
هیای معیین در   مارین اسیتاندارد بیا غلظیت   )یودری( و همچنین سیلی

 HPLCحییلا  متییانو  حییل شییده و جهییت تزریییق بییه دسییتگاه    
، UV/VISبیا آشکارسیاز    Agilent، سیازنده:   Infinity1260)مید : 
و نیرم افیزار    L-7100 Merck Hitachi، یمپ Diod Arrayدتکتور 

EZ chrome  میکرومتیر   4/7( با استفاده از فیلترهای سرنگی با قطیر
میکرولیتیر از محلیو     47برای انجیام عملییات آنیالیز،     استفاده شدند 

ییس از  های گیاهی به دستگاه تزریق شدند  سیلی بین و عصاره نمونه
هیای میوردنظر در یژوهشیکده    و یییک ها ، دادهHPLCدریافت نتایج 

هیا، مقیادیر   گیاهان دارویی شهید بهشتی آنالیز شد  یس از آنیالیز داده 
تعیین و در سطوح مختل  تنش آبی مقایسیه گردیید     bو  aبین سیلی

 RStudioو  R 3.6.1افیزار  هیا بیا اسیتفاده از نیرم    آنالیز آمیاری داده 

ا با استفاده از آزمیون بنید   هانجام شد  مقایسه میانگین داده 1.1.463
انجام شد   72/7 احتما در سطح  agricolaeای دانکن با یکیج دامنه

و  EXCEL 2013برای رسیم نمودارهیا و جیداو  از نیرم افزارهیای      
WORD 2013  استفاده شد 

 

 نتایج

 گیری پارامترهای فیزیولوژیکاندازه

ییاری از  نتایج تجزیه واریانس نشان داد بین تیمارهای مختلی  آب 
آلدهیید،  کاتالاز، ییرولین، میالون دی   وزن هزار دانه، لحاظ یارامترهای

وجیود داشیت ولیی از     79/7دار در سطح تفاوت معنیb و  aبین سیلی
 72/7دار در سیطح  لحاظ یارامتر آسکوربات یراکسییداز تفیاوت معنیی   

 ( 4 جدو وجود داشت )
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 تحت تنش آبی گیری شده در گیاه دارویی خارمریمزیه واریانس برخی از صفات اندازهنتایج تج -2 جدول

Table 2- ANOVA results or some measured traits in Milk thistle plant umder water stress 

سیلی بین 
b 

Silybin b 

سیلی بین 
a 

Silybin a 

 مالون دی آلدهید
Malonedialdehyde 

 پرولین
Proline 

کوربات آس

 پراکسیداز
Ascorbate 

peroxidase 

 کاتالاز
Catalase 

 وزن هزار دانه
1000 seed 

weight 

 درجه آزادی
Degrees of 

freedom 

 منابع تغییرات
Sources of 

variations 

 بلوک 2 3.28 0.280 0.151 6.6 0.0016 7.7 5.4
Block 

 تیمار  2 9.920** 2.920** 0.707* 320.5** 0.743** 66.7** 144.4**
Treatment 

 اطا 4 2.12 0.0012 0.0711 6.5 0.007 0.007 0.002
Error 

0.06 0.16 1.08 7.44 9.01 0.68 5.32  
 دریب تغییرات 

C.V (%) 

 
nsدرصد  2و  9در سطح احتما   یداریمعن ،یداریعدم معن بی، ** و * به ترت 

ns, ** and *: non-significant,  significant at p≤0.01 and p≤0.05, respectively  

 
بیشیترین وزن هیزار دانیه بیذر     با توجه به نتایج مقایسه میانگین، 

گیرم( در   6/98گرم( در تیمار ظرفییت زراعیی و کمتیرین آن )    0/42)
فعالیت آنزیم کاتالاز  ظرفیت زراعی مشاهده شد  بالاترین % 07تیمار 

واحید   46/4یراکسیداز ) ( و آسکورباتواحد آنزیمی بر میلی لیتر 96/2)
( در تیمار تنش ملایم مشیاهده شید  امیا در تیمیار     لیترآنزیمی بر میلی

 شیکل اکسیدانت کاهش یافت )های آنتیتنش آبی شدید فعالیت آنزیم

محتوای یرولین با افزایش شدت تنش به تدریج افیزایش یافتیه و     (4
( میکرومو  بر گیرم  36/3و  اود رسید )میزان آن در تنش شدید به ا

(  هماننیید محتییوای یییرولین، یراکسیداسیییون لیپییید )مییالون 4 شییکل)
( 9 شیکل آلدهید( نیز در تنش شدید حداکثر میزان اود را داشیت ) دی
 (  نانومو  بر گرم وزن تر 32/8)

 

 
 گیاه دارویی خارمریمدر  وزن هزار دانهو بر برخی صفات فیزیولوژیک  تاثیر سطوح تنش آبی -1 شکل

Figure 1- The effect of water stress levels on some physiological traits of Milk thistle 

(DMRT, p≤0.05) 
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 بینگیری سیلیاندازه

 تانولی بذر خارمریم های معصاره HPLCکروماتوگرام 

بصورت  HPLCنتایج حاصل از تزریق عصاره متانولی به دستگاه 
های مختل  برای هر تیمار تنش آبی نمیایش  کروماتوگرام دارای ییک

گذاری کروماتوگرام سه تیمار تنشی مختلی  حیاکی   داده شد  روی هم

حد  در تیمار تنش شدید )آبیاری در bو  aبین توجه سیلیاز مقدار قابل
زراعی( نسبت به سایر تیمارهای تنشی بود  با توجیه بیه   ظرفیت % 07

زراعیی( و تینش   ، تیمارهای بدون تنش )آبیاری در حد ظرفیت4شکل 
توجهی از نظیر  زراعی( تفاوت قابلظرفیت % 07ملایم )آبیاری در حد 

 نداشتند   bو  aبین مقدار سیلی

 

 
 ماتوگرام عصاره متانولی بذر خارمریم تحت تیمارهای مختلف تنش آبیکرو -2شکل 

Figure 2- Chromatogram of methanolic extract of Milk thistle under different water stress levels 
 

 مارین در سطوح مختلف تنش آبیمقایسه مقادیر سیلی

هیای  هموجیود در عصیار   bو  aبیین  به منظور تعیین کمیت سیلی
هییا در معییادلات رگرسیییونی جییایگزین و مقییدار  گیییاهی، مقییادیر آن

ها محاسبه شد  مقادیر محاسیبه شیده بیرای    برای آن bو  aبین سیلی
نشان داده شده است  با توجه  3جدو  تیمارهای مختل  تنش آبی در 

 bو  aبیین  افزایش شدت تنش آبی، میزان سیلی، با 3جدو  به نتایج 
زراعیی(  ظرفییت  % 07در عصاره افزایش یافت  در تیمار تنش شیدید ) 

گیرم در گیرم(   میلی 14/18و  37/60)به ترتیب  bو  aبین مقدار سیلی
-Aliabadiتوجهی نسبت به سایر تیمارها افزایش داشیت ) بطور قابل

Farahani et al., 2009 ) 

 
 در گیاه خارمریم محاسبه شده برای سطوح مختلف تنش آبی bو  aبین مقادیر سیلی -3 جدول

Table 3- Silybin a and b values calculated for different levels of water stress in S Milk thistle 

 (mg/g Grain DW) Silybin b  (1mg/g Grain DW)bin aSily 
 سطوح تیمار تنش آبی

Water stress treatment levels 
 

c58.18 b41.23 
 زراعیظرفیت

Field capacity 

 

b64.28 b41.98 
 زراعیظرفیت % 07

70% Field capacity 

 

a98.92 a67.30 
 زراعیظرفیت % 07

40% Field capacity 
 

                                                 
1- Dry weight 
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داده شده است در تمامی تیمارهای  نشان 3شکل همانطور که در 

بیه ایود    aبیین  درصد بیشتری نسبت به سیلی bبین تنش آبی، سیلی
درصد متعلق بیه   67بین عصاره، ااتصاص داده است  از مجموع سیلی

بیین بخیش   سییلی  تعلق دارد  aبین درصد به سیلی 07و b بین سیلی
ن را تشکیل درصد آ 07تا  27مارین یعنی حدود عمده کمپلکس سیلی

باشید کیه در   میی  bو  aاسترومر -بین ترکیبی از دو دیادهد  سیلیمی
 Loguercio andباشید ) میی  9:9ها تقریبیا  شرایط طبیعی نسبت آن

Festi, 2011  ( نتایج بدست آمده حاکی از تفیاوت انیدک  )4/9: 8/7 )
 باشد میb به  aمارین نسبت سیلی

 

 
 بین عصاره متانولی خارمریم در سطوح مختلف تنش آبیمقادیر سیلی -3 شکل

Figure 3- Silybin levels of S Milk thistle methanolic extract at different levels of water stress 
 

 بحث
میارین اسیت کیه    ترین ماده زیستی و فعا  سییلی بین، مهمسیلی

دهید  درصد آن را تشیکیل میی   07تا  27ش عمده آن یعنی حدود بخ
(Bijak, 2017در تحقیق حادر تاثیر تنش آبی بر میزان سیلی  )  بیین
a  وb در گییاه   وزن هزار دانهو  و همچنین برای صفات فیزیولوژیک

آن  دارویی اارمریم مورد بررسی قرار گرفت  نتیایج حاصیل حیاکی از   
گیاهیان جهیت مقابلیه بیا آن      است که با افزایش شیدت تینش آبیی،   

های متعددی از جمله تنظیم اسمزی و فعالییت آنزیمیی بکیار    مکانیزم
در شیرایط کیم آبیی شیدید، یراکسیداسییون      در آزمایش میا،   گرفتند 

میالون   لیپیدی و از بین رفیتن غشیا بیه حیداکثر ایود رسییده اسیت        
یداسیون اسیدهای برب اشباع نشیده در  آلدهید محصولی از یراکسدی

توانید  (  اسیترت آب میی  Hessini et al., 2009فسفولیپیدها اسیت ) 
شیود   9ROS باعث یراکسیداسیون لیپیدها در غشیاها از طرییق تولیید   

                                                 
1- Reactive oxygen species 

(, 2000et al.Sairam  در  )   ییرولین و 4گیاه گیرگ تیی ، MDA   بیا
 ( Guo et al., 2018افیزایش شیدت تینش افیزایش یافتیه اسیت )      

( نشیان داد  ElSayed et al., 2019مطالعیات السیاید و همکیاران )   
با تنش کمبود آب افزایش یافت کیه ایین امیر باعیث      MDA ترکیب

شیود  لیپید تحت تنش اشکی می سیالیت غشا به دلیل یراکسیداسیون
 ,.Reddy et alشیود ) که در نتیجه باعث بهبود نفوذیذیری غشا میی 

2004 ) 
منظور تنظیم اسمزی با افزایش تنش آبی، محتوای یرولین نیز به 

های اصلی افزایش ییدا کرده است  اسیدآمینه یرولین یکی از اسمولیت
های گیاهی است که در شیرایط تینش مختلی  تجمیع     در بیشتر گونه

با افزایش شدت تنش آب تا  Plectranthus tenuiflorusیابد  در می
ظرفیت زراعی، مییزان ییرولین در مقایسیه بیا گیاهیان       ٪67و  % 87

 Jalalداری افزایش یافت )( به طور معنیظرفیت زراعی % 977شاهد )

                                                 
2- Lycium ruthenicum 
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et al., 2012 )   ( نتایج السیاید و همکیارانElSayed et al., 2019 )
هیای گییاه ایارمریم تحیت تینش      نشان داد محتوای یرولین در برگ

شدید اشکسالی در مقایسه با تنش ملایم به شیدت افیزایش یافیت     
مطالعات متعدد گزارش کردند کیه تجمیع محتیوای ییرولین در ارقیام      

ای بیشتر از ارقیام حسیات بیه    ه اشکی به طور قابل ملاحظهمقاوم ب
 Reddy et( ، تیوت ) Ben Ahmed et al., 2009اشیکی زیتیون )  

al., 2004( و گندم )Nayyar et al., 2003    بیود  تجمیع اسیمولیت )
حت تنش اشکی، اجازه تنظیم اسمزی در سیتوزو  و واکوئل یرولین ت

هیای گییاه محافظیت    دهد و در نتیجه از سلو با محیط اارجی را می
  ( ;Gadallah, 1999 Zhang et al., 2017) کندمی

کوربات یراکسیداز در اکسیدانت کاتالاز و آسهای آنتیفعالیت آنزیم
توجهی نشان داده ولیی در شیرایط   شرایط کم آبی ملایم افزایش قابل

کیاهش فعالییت    هیا کیاهش یافتیه اسیت     کم آبی شیدید فعالییت آن  
هیای  دلیل تخریب و تجزیه آنزیمبه  احتمالاًاکسیدانت های آنتیآنزیم
ها سیدانآبی شدید باشد  بسیاری از آنتی اکبه دلیل مواجه با کم مذکور

نقش مهمی در جلوگیری از آسیب اکسیداتیو ناشی از شرایط نامطلوب 
( اسیت   APXدارند، که از جمله آنها کاتالاز و آسکوربات یراکسییداز ) 

جلیوگیری   ROSاز تجمیع   2O2Hکاتالاز با توانایی جاروب رادیکیا   
هیای  کند و بنابراین گیاه را در برابر یراکسیداسیون لیپیدی سیسیتم می

هیای اکسییداتیو تحیت اسیترت اشیکی محافظیت       غشایی و آسیب
نییز بیه عنیوان     APX(  آنیزیم  Mafakheri et al., 2011نماید )می

کنید  میل میی  ع O2Hبیه   2O2Hآنزیم کلیدی برای کاتیالیز واکینش   
(Correa-Aragunde et al., 2013  )    تحقیقیات السیاید و همکیاران
(ElSayed et al., 2019 نشان داد فعالیت کاتالاز در اارمریم تحت )

هیا  تنش اشکی بطور قابیل تیوجهی افیزایش یییدا کیرده اسیت  آن      
ارش کردند تحت تنش اشکی فعالیت آنیزیم آسیکوربات   همچنین گز

های تولید  ROSو سایر  2O2Hیروکسیداز نیز به دلیل مهار و مصرف 
شیده افییزایش یافییت  افییزایش محتیوای یییرولین، همییراه بییا فعالیییت   

نیز در مطالعه  POD و CAT ،SOD ، APXهای آنتی اکسیدانآنزیم
( تشیخی  داده شید    ElSayed et al., 2019السیاید و همکیاران )  
هیای  تواند باعث ایجاد سیسیتم های گیاهی میتجمع یرولین در سلو 

 ,Türkan et al., 2005; Ben Ahmed) دفاع آنتی اکسییدانی شیود  

دارد هیا را ثابیت نگیه میی    و همچنین سااتار و فعالیت آنیزیم  (2009
(Chaves et al., 2003    بنابراین ممکن است کیه محتیوای بیالای  )

های ماریتیغیا  تحیت کمبیود شیدید آب در طیولانی      یرولین در برگ
 .اکسیدان نیز شودهای آنتیهای بالای آنزیممدت، باعث فعالیت

نیز افزایش ییدا کرده  bو  aبین مقدار سیلی تحت شرایط کم آبی،
زراعی بطیور  ظرفیت % 07است و مقدار این ترکیبات در تیمار آبیاری 

قابل توجهی بالاتر از سایر تیمارها بود که این امر بیانگر تثبیت کیربن  
هیای ثانوییه در شیرایط تینش     حاصل از فتوسنتز جهت تولید متابولیت

هیای  ( و بیشیتر متابولییت  Turtola et al., 2003) باشید شیدید میی  

منظور جلوگیری از اکسیداسییون  تولیدی در گیاهان در شرایط تنش به
در  aبیین  نسیبت بیه سییلی   b بین سلولی است  همچنین مقدار سیلی

 ( بود 8/7:  4/9تمامی تیمارها به نسبت )
ر تیرین عوامیل تاثیرگیذار د   تحقیقات نشان داده که یکی از مهیم 

هیای محیطیی   های ثانویه موجیود در گیاهیان، تینش   میزان متابولیت
ترین وظای  باشد  در حقیقت یکی از با اهمیتها میاعما  شده بر آن

ها در شرایط تینش  های ثانویه در گیاهان نقش محافظتی آنمتابولیت
کننید تیا بتواننید در مقابیل     است  این ترکیبات به گیاهان کمیک میی  

محیطی )مانند اشکی( مقاومت کنند و به حیات ایود   شرایط نامساعد
کشاورز افشار و همکیاران  (  Dehghani Bidgoli, 2018ادامه دهند )

(Keshavarz-Afshar et al., 2015  گزارش کردند محتوای بیشیتر )
تیغا  بیشتر مربوط به سییلیبین،  سیلیمارین در گیاهان تحت تنش ماری

ها نسبت داده شیده  ایزوسیلیبین و سیلی کریستین انباشته شده در دانه
است و در شرایط اشکی محتیوای سییلیدیانین کمتیر بیود  زاهییر و      

( گزارش کردند تجمع محتوای فنل و Zahir et al., 2014همکاران )
تأثیر تنش اشکی قرار گرفیت    مریم تحتاار فلاونوئید کل گیاهان 

های ثانویه در گیاهان به شدت با مستند شده است که تجمع متابولیت
 ,.Falk et alکنید ) های محیطی ارتباط برقرار میشرایط رشد و تنش

2007). 
در گیاه ریحان و مریم گلی، تنش اشکی باعث افزایش محتیوای  

 ;Ozkur et al., 2009) و فلاونوئیید کیل گردییده اسیت    فنیل کیل   

Bettaieb et al., 2011)       که نتایج حاصیل بیا نتیایج تحقییق حادیر
اند که تنش آبی مطابقت داشت  همچنین محققین متعدد گزارش کرده

(، آویشن دنیایی  Baher et al., 2002باعث افزایش اسانس در مرزه )
(Bahreininejad et al., 2013  آویشین بیاغی ،) (Eman et al., 

2008 Fabriki ourang and Davoudnia, 2018; )  سنبل هنیدی ،
(Fatima et al., 2000( و یونه کوهی )Dunford and Vazquez, 

( شده است  با توجه به نتیایج حاصیل از ایین آزمیایش، تینش      2005
اشکی منجر به فعا  شدن مکانیسم دفیاعی گییاه و بیه میوازات آن     

بیین شیده اسیت کیه     له سییلی های ثانویه گیاه از جمافزایش متابولیت
در  هیا در شیرایط تینش باشید     تواند به دلیل نقیش محیافظتی آن  می

را نیز تحت تاثیر قیرار   وزن هزار دانهنهایت، تنش اشکی رشد گیاه و 
دهد  در آزمایش ما با افزایش شدت تینش، وزن هیزار دانیه بطیور     می

 Abtahi andقابل توجهی کاهش ییدا کرده است  ابطحی و زینلیی ) 

Zeynali, 2015 )  اثر سطوح مختل  تنش آبی، نیتروژن و تراکم بیذر
نتایج حاصیل  را مورد بررسی قرار دادند   بر عملکرد دانه گیاه ماریتیغا 

از این تحقیق نشان داد که سطوح مختل  تینش آبییاری، نیتیروژن و    
انه در متر مربع، عملکیرد  داری روی عملکرد دتراکم، تأثیر بسیار معنی

 02/006دانه در هر بوته و شاا  برداشت دارد  حداکثر عملکرد دانه )
متر بود  بیشیترین عملکیرد   میلی 27گرم در متر مربع( مربوط به تنش 

حاصل شد   مترمیلی 27گرم( در تنش آبیاری  32/46دانه در هر بوته )
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رم( در تنش آبییاری  گ 00/60) حداقل میزان عملکرد دانه در متر مربع
گرم( در تینش   04/6متر، کمترین عملکرد دانه در هر بوته )میلی 927

 .به دست آمد مترمیلی 927آبیاری 
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