


روشهاي عصاره گيري، خالص سازي و شناسائي هورمون ها: فصل دوم 
Methodology for Extraction, Purification and 

Determination of PGs

 (Extraction Methods-1)روش هاي عصاره گيري -1
(Diffusion method)روش انتشار يا پخشيدگي  -الف
فقط براي بافت هاي سالم و تازه
قرار دادن بافت بريده شده درمحلول ژلاتينيC ◦30
 آنتي اكسيدان + بافت روي محيط كشت)BHT 1-2%(
انتقال مواد از بافت بريده شده به آگار
زمان انتقال مواد
 هورمون ها در قسمت هاي مختلف گياهسطوح نسبي ارزيابي





(Solvent Extraction)عصاره گيري به كمك حلال -ب

 آماده سازي بافت(Tissue preparation)
 كوتاه مدت(جلوگيري از تجزيه هورمون(
براي نگهداري نمونه و كار دقيق

(Freeze in liquid nitrogen)يخ زدن نمونه در ازت مايع -      
  (Freeze-dry)خشك كردن به كمك خلا -      
C°80- (Store at -80°C)نگهداري در دماي-      



عصاره گيري:Extraction  
بايد چك شود و روش مناسب انتخاب گردد: دستورالعمل هاي مختلف.

مرحله اول له كردن بافت در حلال است بطوريكه هورمون از بافت وارد حلال شود       
حلال ها
 SA, JA, BR, Cytokinins, GA, ABA, IAA براي: متانول يا اتانول-     

GA, ABA, IAAبراي : استون-
BRبراي : يا كلروفرم) پروپانول-2(ايزوپروپانول -     
:حلال هاي مخلوط-     

Bieleski medium براي سايتوكينين
methanol/ chloroform 90%/ formic acid, water or perchloric acid

(12:5:1:2 V/V)

ه شده است رايج ترين حلالي كه براي كليه هورمون ها بكار گرفت
. ميباشد BHTآنتي اكسيدان مانند% + 80متانول 



مراحل كار
خرد و له كردن بافت در حلال
 ا روي همريختن محلول ه.تكراربراي دو بار ديگر. فيلتر كردن
سانتريفيوژ كردن
كاهش حجم عصاره به كمك خلا



(2-Purification of Extract) خالص سازي عصاره -2

هورمون هاي اسيدي-الف
pH  رسانده شود 2/5عصاره خام به.
 هم حجم عصاره خام محلول(Ethyl acetate) Diethyl ether اضافه شود.
داخل قيف جداكننده ريخته و تكان داده مي شود.
چند دقيقه ثابت قرار ميدهيم تا دو فاز جدا شود.

.مي رود diethyletherهورمون به فاز                    
دور ريخته مي شود. (فازآبكي پائين قرار مي گيرد(
تكرارمراحل بالا قبل از دور ريختن فازآبكي
 فازdiethylether  درجه سانتيگراد 36دما حداثر (در خلا خشك مي شود(

Solid-liquid extraction -ب
حالت جامد بافت در يك ستون يكبار مصرف پيچيده شده و حلال از آن عبور

.داده مي شود       
Paper, Thin layer, Column, HPLC.  روشهاي مختلف كروماتوگرافي -ج



(Quantification-3)روش هاي تعيين مقدار  -3

 a-Bioassays                                    سنجش هاي حياتي
 b-Physiochemical methods

-Gas-liquid chromatography (GC)
-High performance liquid chromatography (HPLC)

 c-Immunological method
-Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
-Radio immunoassays (RIA)
براي تمامي روش هاي فوق لازم است منحني استاندارد تهيه شود تا بتوان

.آن مقدار هورمون در عصاره را ارزيابي كردبه كمك 



a-Bioassays سنجش هاي حياتي

ماده را در رابطه بايك  يك سنجش حياتي يك سيستم بيولوژيكي است كه بكار گرفته مي شود تا فعاليت يك: تعريف
.واكنش فيزيولوژيكي آزمايش نمايد

:براي اينكه يك سنجش حياتي مفيد واقع شود بايد داراي خصوصيات زير باشد
.فقط خاص تركيبي باشد كه سنجش مي شود -1
.بايستي نسبت به مقادير جزئي هورمون حساس باشد -2
.سريع و آسان باشد) محك(از نظر تهيه و تدارك مقدار بافت گياهي يكنواخت  -3
نباشد يا ) محك(تركيب مورد نظر كه براي آن سنجش صورت مي گيرد در گياه  -4

.خيلي جزئي باشد



Yopp et al (1986)
 گروه تقسيم كرده است 5سنجش هاي حياتي را به:
    Diagnostic bioassays-1سنجش هاي حياتي شناسائي                                        -1

.خاص PGsسنجش حياتي با خصوصيت كاملاً اختصاصي براي شناسائي يك 

2-Bioassays for determination of structure-activity relationships
كه از PGsسنجش هاي حياتي كه تفاوت در واكنش را براي اعضاي مختلف يك گروه 

).جيبرالين ها(نظر ساختمان شيميائي مشابه اند، نشان مي دهد  

3-Detection and screening bioassays
هاي حياتي با حساسيت بالا و واكنش سريع همراه با حالت اختصاصي سنجش

  PGsكافي كه امكان استفاده از آنها را براي پيگيري غلظت هاي بسيار كم 
.ميسر مي سازد



4- Total class activity bioassays
كه PGs گروه يك اعضا به نسبت مساوي تقريباً يا مساوي حساسيت با حياتي هاي سنجش

PGsبخصوص گروه يك فعاليت كل تعيين اجازه تا متفاوتند شيميائي ساختمان نظر از 
.)ها جيبرالين همه( بدهد عصاره يك در را 

5- Simple equipment bioassays 
اي كمي سنجش هاي حياتي كه مواد گياهي موردنظر آن آسان تهيه مي شود، وسائل و فض

.نياز دارد و كم هزينه است



Selected Auxin Bioassays

1- Avena (oat) coleoptile curvature bioassay
سنجش حياتي خمش كولئوپتيل يولاف

2- Nicotinia (tobacco) gene expression bioassay
سنجش حياتي بيان ژن توتون

       3- Avena (oat) coleoptile segment straight growth bioassay
سنجش حياتي رشد مستقيم كولئوپتيل يولاف



Selected Auxin Bioassays

4- Phaseolus (bean) internode bioassay
سنجش حياتي ميانگره لوبيا

5- Vigna (mung bean) adventitious root induction bioassay
سنجش حياتي القا ريشه نابجا در ماش



Selected Gibberellin Bioassays

1- Hordeum (barley) endosperm reducing sugar production bioassay
سنجش حياتي توليد قندهاي احيا كننده در آندوسپرم جو

2- Rumex (broad leaf duck) leaf bioassay
سنجش حياتي برگ ترشك

3- Lactuca (lettuce) hypocotyl bioassay
سنجش حياتي ساقه زير لپه كاهو

4- Dwarf maize (corn), rice and pea bioassay
سنجش هاي حياتي ذرت، برنج و نخود فرنگي پاكوتاه 



Selected Cytokinin Bioassays

1- Nicotinia (tobacco) stem pith callus bioassay
سنجش حياتي تشكيل كالوز مغز ساقه توتون

2- Nicotinia (tobacco) gene expression bioassay
سنجش حياتي بيان ژن توتون

      3- Raphanus (radish) cotyledon expression bioassay
سنجش حياتي تورم لپه هاي تربچه



Selected Cytokinin Bioassays

4- Glycine (soybean) hypocotyl elongation bioassay 
سنجش حياتي ساقه زير لپه سويا

  5- Amaranthus (pigweed) dark betacyanin promotion bioassay
سنجش حياتي تشكيل بتاسيانين درتاريكي در زلف عروس



Selected Abscisic Acid Bioassays

1- Lactuca (lettuce) seed germination inhibition bioassay
سنجش حياتي جلوگيري از جوانه زني بذر كاهو

2- Gossypium (cotton) petiol abscission bioassay
سنجش حياتي ريزش دمبرگ پنبه

      3- Oryza (rice) seedling growth inhibition bioassay
سنجش حياتي جلوگيري از رشد نهال برنج

                   4- Commelina (day flower) stomatal closure bioassay
سنجش حياتي بسته شدن روزنه در كاملينا



Selected Ethylene Bioassays

1- Pisum (pea) etiolated stem inhibition, swelling and diageotropism 
induction (triple response) bioassay

سنجش حياتي سه گانه نخود فرنگي  

2- Lycopersicom (tomato) leaf and stem epinasty induction
bioassay

سنجش حياتي روخمشي گوجه فرنگي  



Selected Ethylene Bioassays

3- Fruit-ripening promotion bioassay
سنجش حياتي رساندن ميوه

4- Gossypium (cotton) debladded cotyledonary petiol
abscission bioassay

سنجش حياتي ريزش دمبرگ پنبه



Selected Brassinosteroid Bioassays

1- Phaseolus (bean) first internode bioassay
سنجش حياتي اولين ميانگره لوبيا

2- Oryzae (rice) lamina inclination bioassay
سنجش حياتي شيب پهنك برگ برنج

       3- Pisum (pea) inhibition test
سنجش حياتي بازدارندگي در نخودفرنگي



1- GC (Capillary Gas Chromatography)
كروماتوگرافي گازي

2-HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography)

كروماتوگرافي مايع كارا

)سنجش هاي فيزيوشيميائي(آزمون هاي فيزيوكيميكال -ب
b-Physiochemical Assays



1-GC (Capillary Gas Chromatography)



2-HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography)



IAA                 مستقيم

:پيش ازاستفاده از شناساگرهاي فلورسنجي
Jasmonic acid, ABA                تبديل بهhydrazone Fluorescent

Brassinosteroides                تبديل بهFluorescent bisborante

شناساگرهاي اختصاصي فلورسنجي
Flurometric detection



Dose-response Curve

4 - Chemistry, Biological effects and 
Mechanism of action of PGs



1- Steroids Hormones 

 Mechanism of Actionمكانيزم عمل هورمون ها

Hormone Receptors
Hormone receptors are proteins that bind hormones. Once bound, the hormone/receptor complex
initiates a cascade of cellular effects resulting in some modification of physiology and/or behavior.
Receptor binding and the associated cellular cascades amplify the hormone signal allowing
hormones to act at very low concentrations, sometimes as low as parts per trillion! The location of
the receptor shows where the hormone should be biologically active.





1- Peptides Hormones 

مكانيزم عمل هورمون ها
Mechanism of Action 





:گيرنده–جهت اختصاصي شدن پيوند هورمون 

oساختار فضايي مشخص و ويژگي فضايي معين داشته باشد
o تعداد نهايي و محدود محل هاي مشخص باشد(واكنش قابل اشباع باشد(
oاختصاصي هر بافت باشد
oوابستگي و ميل تركيبي زيادي با هورمون داشته باشد
oقابل برگشت باشد
oفعاليت بيولوژيكي متناسب با واكنش ايجاد شود



Regulatory Factors in Hormone Action:
Level, Location and Signal Transduction

The way in which a plant hormone influences 
growth and development depends on:
1) The amount present: this is regulated by biosynthesis, 
degradation and conjugation.
2) The location of the hormone: this is affected by movement or 
transport.
3) The sensitivity (or responsiveness) of the tissue: this involves 
the presence of receptors and signal‐transduction chain 
components.


