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 های گیاهان دارویی آویشن و مرزه بر ناپلئوس ارزیابی اثرات سمیت سلولی عصاره
Artemia salina 

 2مهدی بی نیاز ،1، الهام کاظمیان1زینب اذان، 1سکینه مشجور

 3995، دانشگاه هرمزگان، صندوق پستی :و فنون دریایییست شناسی، دانشکده علوم زگروه  1 
 3995هرمزگان، صندوق پستی :، دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه گروه مرتع و آبخیزداری 2

 مقاله: نوع

 اهـمقاله کوت
 چکیده

نظیر،  (Lamiaceae)عناعیان خام گیاهانی از تیره ن هاي عصاره سمیت سلولی در این مطالعه اثرات

Zataria multiflora، Thymus daenensis ،Satureja khuzistanica  وSatureja rechingeriلارو  ، علیه

این گیاهان، فاقد اثرات  هاي آبی نتایج نشان داد که عصاره .شد بررسی in vitroدر شرایط  آرتمیا ناپلئوس

هاي متانولی این گیاهان همگی به جز آویشن  عصارهچنین . همبود آرتمیا بر لارو کشنده شایان توجه

 نبوددار  درصد اختلاف آنها معنی 95سمیت سلولی را نشان دادند، لکن در سطح اطمینان  دنایی اثرات

(p>0.05).  ،با مرزه خوزستانی عصاره متانولی در این میانμg/ml 7/426LC50=  هاي  در قیاس با عصاره

این  سمیت سلولی راتاث ،طورکلیه ب .تري بود آویشن شیرازي، واجد اثرات قوي ومرزه رشینگري متانولی 

 .که تایید کننده استفاده از آنها در طب سنتی است گردیدارزیابی  پایین گیاهان

 مقاله: تاریخچه

 24/03/93دریافت: 

 20/06/94اصلاح: 

 25/06/94پذیرش: 

 : کلمات کلیدی

سمیت سلولی 

 گیاهان دارویی
 LC50 

Lamiaceae 

 مقدمـه

از آنها  ٪ 60و حدود  (Mans et al., 2000سال است که از گیاهان در درمان انواع سرطان ها بهره گرفته شده ) 3500بیش از 

 به اخیر دهه دو طی نوین داروسازي سیاست (.Dai and Mumper,  2010صورت طبیعی مورد استفاده قرار می گرفته اند )ه ب

 1388). بلوطی،  پیر قاسمی( است رفته طبیعی پیش و گیاهی داروهاي با درمان و دارویی گیاهان سوي به قابل توجهی شکل

از  داروهاي شیمیایی، با قیاس در جانبی عوارض کمی بودن، هزینه کم ارزش اقتصادي، چون عواملی گیاهی به دلیل داروهاي

ا خواص بیولوژیک خود مشتمل بر گروهی از آزمون ها، تحت شناسایی یک ترکیب ب ،دارویی محسوب می شوند منابع ارزشمند

که این آزمون ها انواعی از ارزیابی هاي بیولوژیک در مقاطع سلولی و مولکولی و  عنوان آزمون هاي غربالگري است، به نحوي

 می جمله آن از هستند، توجه غربالگري مورد هاي آزمون براي سرطان ضد عوامل از نوع جانوري را شامل می شوند. چندین

 (. Hanskell, 1995) برد نام را ایمنی سیستم بر ثرؤم ترکیبات و سمیت سلولی ترکیبات توان

 عبارتند عوامل این کنند. می را مهار سلولی یا تقسیم می کشند و را مستقیماً سلول که هستند عواملی سمیت سلولی داروهاي

 میتوزي. تاکنون بسیاري هاي و مهارکننده DNA به هاي متصل شونده ها، نندهک آلکیله ها، کننده شلات ها، متابولیت از: آنتی

 اند شده شناسایی بلاستین وین و وین کریستین سیکلوسپورین، آلکالوییدهاي مانند طبیعی از منابع سمیت سلولی داروهاي از

 هاي طبیعی چون عصاره منابع از سرطانضد این داروهاي تکامل و منظور دستیابی از این رو به .(1375رضایی پور کاردوست، )

از  داشته، کمتري هزینه وجود دارد که هم in vitroدر شرایط غربالگري اولیه  هاي آزمایش سري یک به خام گیاهی، نیاز

. شدنیز کم با هر آزمایش براي مورد نیاز مقدار نمونه و قابل اجرا کوتاه زمان در آزمایش حساسیت بالایی برخوردار باشند و هم

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک  sakynemashjoor@gmail.com 
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 سخت از اي گونه از سیست Brine Shrimp Citotoxicity Bioassayبراي سنجش اثرات سمیت سلولی به روش  مطالعه، این در

 آرتمیا، از گونه خاص این .است شده استفاده Artemia salinaگونه  به نامخانواده برانشیوتیده  ،از شاخه بندپایان آبزي پوستان

می باشد. چرخه زندگی آرتمیا شامل مراحل تخم، لارو، ناپلئوس، متاناپلئوس  سمیت سلولیرات اث بررسی جهت استاندارد گونه

و زوآ می باشد. مراحل لاروي رشد، بخش اعظم رشد این سخت پوست را تشکیل داده و این مرحله از حساسیت بالایی در 

  .(Clark and Bowen, 1978) مقابل ترکیبات سیتوتوکسیک برخوردار است

ها، ترکیبات معطر و  به واسطه داشتن ترکیباتی نظیر آلکالوئیدها، ساپونین(، (Lamiaceae ان دارویی خانواده نعناعیانگیاه

یکی از گونه هاي انحصاري آویشن در ایران، آویشن دنایی  (.1382)اکبرزاده، دار در صنایع مختلف کاربرد دارند  اسانس

(Thymus daenensis )ت بوم زاد )اندمیک( در مناطق گسترده ایی از ایران به ویژه در مناطق غربی و است؛ این گونه به صور

(. 1375الوندي، دو ترکیب تیمول و کارواکرول از مهمترین ترکیبات موجود در آویشن دنایی هستند ) مرکزي رویش دارد؛

 وگونه پایا و معطر دارد  18ر ایران هاي مهم این خانواده است که د یکی دیگر از جنس (Zataria multiflora) آویشن شیرازي

این گیاه داراي مواد چرب، مواد رنگی، رزین، منگنز فراوان و ویتامین  (.1373در مناطق مختلف کشور رویش دارند )جم زاد، 

کنندگی قوي و سمیت کم می باشد. این سمیت مربوط به ماده موثر  است. اسانس این گیاه داراي اثر ضدعفونی E و A ،Bهاي 

 هاي دارویی فرآورده در و فنل است نوعی باشد که در اسانس به مقدار نسبتاً زیادي وجود دارد. تیمول تیمول و کارواکرول می

 Saturejaجنس مرزه با نام علمی  (.1370مومنی و شاهرخی نوبهار، ؛1369زرگري،شود ) می مصرف کننده ثابت ماده به عنوان

 جمله از (Satureja khuzistanica) خوزستانی مرزه گیاه دارد. پراکندگی اي مدیترانه مناطق در از خانواده نعناعیان اغلب

گونه هاي اندمیک مرزه  (.Jamzad, 1996) می روید ایران جنوبی نواحی در گسترده طوره ب که است ایران بومی دارویی گیاهان

ویژه رزمارینیک اسید در ه هاي فنولی آزاد بسیدول بالا در اسانس و اخوزستانی و مرزه رشینگري به دلیل داشتن کارواکر

 بودن مطالعات پیشین مبنی بر بالا نتایجبا توجه به  (.1388هادیان، ) عصاره از گیاهان دارویی ارزشمند به شمار می روند

ه هاي آنها می و کیفی عصارمرزه، بررسی عملکرد ک اسانس گونه هاي آویشن و تیمول در یا و فنلی کارواکرول اتترکیب میزان

 سیتوتوکسیک عصاره هاي آنها مورد ملاحظه قرار گرفته است، اثرات در مطالعه حاضر ارزیابی لذا می رسد.ضروري به نظر نیز 

تا هم اثرات احیاناً سمی عصاره هاي آبی این گیاهان در قالب دم نوش ها بررسی شده و هم اثرات سیتوتوکسیک عصاره هاي 

 خواص درمانی، بر مبناي آزمون کشندگی آرتمیا با ضریب دقت بالا مورد سنجش قرار گیرد.  متانولی آنها با هدف وجود

 ها مواد و روش

 استفاده مورد گیاهان

 ، آویشن دنایی (Z. multiflora)اند، آویشن شیرازي گرفته قرار استفاده مورد مطالعه این در که گیاهانی

(T. daenensis) مرزه خوزستانی ،(S. khuzistanica) و مرزه رشینگري (S. rechingeri) از آوري جمع از پس می باشند که 

 علوم پایه در دانشکده در و شده تهیه گیاه هر از هرباریومی نیز نمونه و تائید نام علمی، یک طبیعی و شناسایی رویشگاه

 .شد هرمزگان نگهداري دانشگاه

 گیری عصاره

ه و در و آسیاب شد پودر سپس و شده خشک سایه در آوري، جمع گلدهی لفص در آزمایش مورد گیاهان هوایی هاي سرشاخه

 50خشک به میزان گرفت. براي این منظور از هر گیاه  هاي آب و متانول صورت حلال با گیري عصاره .ظروف تیره نگهداري شد

ساعت در  48بسته و به مدت میلی لیتر حلال متانول به آن اضافه شد. درب ارلن در این مرحله  600گرم در ارلن ریخته و 

داري شد. پس از دو روز محتویات درون ارلن از صافی عبور داده شد. محلول به دست آمده در  فضاي تاریک و دماي اتاق نگه

ي به  ي خشک شده باقی بماند. عصاره تبخیر شود و عصاره آن ریخته شده و در فضاي اتاق قرار گرفت تا متانولتمیز یک ظرف 

داري شد. عصاره هاي آبی نیز در حمام آب گرم با  و در ظروف تیره و در بسته در دماي یخچال نگهگردیده یز وزن دست آمده ن

سپس غلظت هاي  .کاملاً تبخیر شود و رسوب خشکی برجا بماند هاتا حلال آن ندگراد قرار داده شد درجه سانتی 45تا  40دماي 

  .تا زمان استفاده در یخچال و براي مدت طولانی تر در فریزر نگهداري گردیدها تهیه شده و  مورد نیاز از هر یک از عصاره
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 Brine Shrimp Citotoxicity Bioassay روش به سمیت سلولی آزمون

 استفاده Artemia salina نام سخت پوست به آبزي و اي گونه هاي سیست از سمیت سلولی اثرات سنجش در این روش براي 

حاوي  مقطر آب در لیتر( میلی بر میکروگرم 1000، 500، 250، 125 غلظت )چهار عصاره هر از تلفمخ هاي غلظت شد. ابتدا

 میلی 300حاوي محیط در آرتمیا هاي پرورش سیست و کشت و سپس شده تهیه (Sea salt) دریا آب محیط از % درصد5/3

 هنگام تا است( شده نگهداري گراد سانتی درجه 30 -29دماي  در و شده هوادهی پمپ وسیله به لیتر نمک دریا )که

زنده و فعال به کمک نوردهی جداسازي  فعال صورت پذیرفت. لاروهاي لارو به شدن تبدیل و ها اندازي سیست پوسته

که  چاهک( 24 حاوي هاي )پلیت میکروتیتر پلیت هاي طور تصادفی در چاهکه بناپلی ها   (Sorgeloos et al., 2001).شدند

مختلف عصاره هاي آبی و  هاي غلظت افزودن از پس ساعت 24شدند و  تقسیمدریا بودند  میکرولیتر آب 500 حاوياز قبل 

بررسی  غلظت هر در فعال و زنده شمارش لاروهاي با سمیت سلولی اثر میزان لارو فعال، هاي حاوي چاهک گیاهی به متانولی

غلظت  هر بار تکرار براي 3 با و دریا( آب )حاوي منفی رلکنت و حلال ها( حاويمثبت ) کنترل حضور این آزمایش در گردید.

افزار  از نرم LC50محاسبه  متفاوت و هاي غلظت در میر و درصد مرگ براي تعیین(. Mongelli et al., 1996) پذیرفت صورت

Excell 2010  و آنالیز رگرسیون خطی استفاده شد. همچنین براي آنالیز داده ها از نرم افزار آماريPASW® version 18 

(SPSS18) ،.نیز استفاده گردید  

 جـنتای

 و درصد مرگ میانگین صورت به گیاهی عصاره هر از مورد چهار غلظت در سمیت سلولی اثرات سنجش آزمون به مربوط نتایج 

تانولی بین عصاره هاي م  LC50داري در نشان می دهد که اختلاف معنی 2شکل  .است شده بیان زیر جداول در LC50 میر،

  (.p>0.05) درصد وجود ندارد 95در سطح اطمینان  Z. multifloraو  S. rechingeri ،S. khuzistanica ،T. daenensisگیاهان 

 ارائه شده است. 2 مقایسه عددي این نتایج در جدول

 
 نتایج مربوط به اثرات سیتوتوکسیک عصاره آبّی گونه هاي گیاهی آویشن و مرزه .1جدول 

 ((µg/m درصد مرگ ومیر لاروها در غلظت های انتخابی از عصاره آبی هر گیاه نام عصاره
LC50 

µg/ml  125 250 500 1000   

 عصاره آّبی آویشن دنایی
(Thymus daenensis) 

0 

 

1 

 

6 

 

7 

 

 
 

1000 < 

 
  

  

 عصاره آّبی آویشن شیرازی
(Zataria multiflora) 

5 

 

4 

 

6 

 

30 

 

  1000 < 

   

 عصاره آّبی مرزه رشینگری

 (Satureja rechingeri)   
 

0 

 

3 5/5 

 

8 

 

  1000 < 

   

 عصاره آّبی مرزه خوزستانی

 (Satureja khuzistanica)  

 

14 

 

25 

 

37 

 

48 

 

  

 (6/988) 

 
 

                                    

ــکل  ــم  1شـ ــریت )تخـ . تفـ

. Artemia salina گشایی( 

 اضـافه  از بعـد  سـاعت  24

آرتمیـا بـه    سیسـت  نمـودن 

ــاتور،  انکوبــــــــــــــــــ

 خارج سیست از ها ناپلیوس 

مثبت نشان  نورگرایی و شده

 می دهند.
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 عصاره متانولی گونه هاي گیاهی آویشن و مرزه نتایج مربوط به اثرات سیتوتوکسیک .2جدول 

 

 نام عصاره
 ((µg/m میر لاروها در غلظت های انتخابی از عصاره آبی هر گیاه درصد مرگ و

 

LC50 

µg/ml 

 125 250 500 1000   

 عصاره متانولی آویشن دنایی
(Thymus daenensis) 

9 
 

21 
 

22 

 

32 

 

  1000 < 

   

  
 انولی آویشن شیرازیعصاره مت

(Zataria multiflora) 

17 

 

15 

 

22 

 

77 

 

  
1/707 

  

 عصاره متانولی مرزه رشینگری

 (Satureja rechingeri)   

8 

 

12 54 

 

92 

 

  2/553 

  

  

 عصاره متانولی مرزه خوزستانی

 (Satureja khuzistanica)  

35 

 

39 

 

50 

 

86 

 

  
7/426 

 

 

                                  
 

 بحث 

EO)ها  اسانس
. ثانویه تولید می شوند متابولیت به صورت معطر گیاهان توسط هستند که پیچیده اي و طبیعی فرار ترکیبات (،1

، مرزه خوزستانی (T. daenensis) ، آویشن دنایی(Z. multiflora)شیرازي  اسانس گیاهان دارویی چون آویشن تاکنون اگرچه

(S. khuzistanica) و مرزه رشینگري (S. rechingeri) اکسیدان مورد  آنتی و ضد درد، ضدالتهاب ،ضد میکروبی مواد عنوانه ب

)بارانی و و حتی اثرات سمیت سلولی اسانس هاي این گیاهان بر مبناي مدل سیتوتوکسیک آرتمیا  گرفته قرار تحقیق و بررسی

 در لیکن ،وهش واقع شده استپژمورد ( Yousefzadi et al., 2013)سرطانی انسانی و نیز رده هاي سلولی ( 1392همکاران، 

 غلظت یافتن تحقیق این از از این رو هدف. ندارد وجود اطلاعات چندانی سمیت عصاره هاي این گیاهان و ایمنی با ارتباط

عنوان یک رویکرد سیتوتوکسیک ه شور ب آب میگوي عصاره هاي آبی و متانولی این گیاهان دارویی بر لاروLC50 نیمه کشنده 

که عصاره هاي آبی  دهد می نشان نعنائیان خانواده متعلق به این گیاهان سمیت سلولی آزمون نتایج به استاندارد است. نگاهی

از  تانیمرزه خوزس تنها عصاره آبیو  = μg/ml) 1000< (LC50 بوده آرتمیا بر لارو فاقد اثرات کشنده شایان توجههمگی گیاهان، 

 ppmیک گیاه بالاتر از  LC50 هاي موجود چنانچه بر اساس پروتکل  = μg/ml 6/988.(LC50)اثرات ضعیفی برخوردار است

عصاره آبی مرزه  LC50در مطالعه حاضر میزان  (Silva et al., 2007).گزارش شود، گیاه غیرسمی محسوب می شود  1000

بایست واجد ترکیبات سیتوتوکسیک بوده باشد، زیرا اثرات بسیار ضعیفی را آن  بوده، پس می 1000خوزستانی اندکی کمتر از 

 .S)، مرزه رشینگري(S. khuzistanica)هم در غلظت هاي بالا نشان داده است. عصاره هاي متانولی هر سه گیاه مرزه خوزستانی 

rechingeri)  و آویشن شیرازي(Z. multiflora)  بودند سالینا در غلظت هاي بالا آرتمیا میگوي ولار بر روي کشنده اثرات داراي 

نسبتاً  سمیت سلولی. با این وجود عصاره هاي متانولی این سه گیاه از اثرات ها ارتقاء یافت عصاره غلظت افزایش اثر با این و

                                                           
1. Essential oil 

 LC50. مقایسه 2شکل 

ــانولی   ــاي مت ــاره ه عص

هاي گیاهی آویشن  گونه

و مـــرزه بـــر نـــاپلی   

Artemia salina 
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 (p>0.05) نبوددرصد اختلاف آنها معنی دار  95برخوردار بوده و در سطح اطمینان  حاضر متوسطی در تست غربالگري

در قیاس با عصاره متانولی مرزه   =μg/ml 7/426LC50عصاره متانولی مرزه خوزستانی با  سمیت سلولیهر چند اثرات . (2)شکل

با این قوي تر بوده است.  = μg/ml 1/707 LC50متانولی آویشن شیرازي با   و عصاره= μg/ml  2/553  LC50رشینگري با

 اثرات 1000نولی مرزه رشینگري نیز به همان نسبت قوي ظاهر شده و حتی در غلظت هاي بالا عصاره متا در غلظت وجود،

علاوه یک مقایسه کلی بین گیاه مرزه و آویشن از حیث ه درصد نشان داده است. ب 92سالینا را تا  میگوي آرتمیا لارو کشنده

ثیرات در گیاه مرزه نسبت به گیاه آویشن است اثرات سمیت سلولی بر مبناي یافته هاي مطالعه حاضر گواه قوي تر بودن این تا

 عمده ترکیبات شناسایی به منجر GC/MS شیرازي با آویشن مرزه خوزستانی، مرزه رشینگري و اسانس (. تجزیه2)جدول

 و %(34/20%(، پاراسیمن )26/ 08آنها شده است. در آویشن شیرازي این ترکیبات عبارتند از: کارواکرول ) دهنده تشکیل

تنها  %(95ترکیب هستند که کارواکرول ) 20(، در مرزه رشینگري مشتمل بر1387شهسواري و همکاران، ) %(23/17) تیمول

 مقادیر آن وجود اسانس بارز مشخصات ( و در ارتباط با مرزه خوزستانی از1384عباسی و همکاران، ترکیب عمده آن است )

 Farsam)باشد  می ها تانن و استروئیدها ترپنوئیدها، تري ها، فلاون نولی،ف ترکیبات سایر با همراه درصد 8/92 کارواکرول بالاي

et al., 2004). نوعی تیمول ترکیب دو وجود در نتیجه آبزیان در اسانس ها این حاد مسمومیت اثر که پیشنهادها بر این است( 

کارواکرول است.  و است( کنندگی عفونی ضد اثر داراي و رود می کاره ب کننده ثابت عنوانه ب دارویی هاي در فرآورده که فنل

 اندازه تا و بیرنگ مایع صورت به فنولی، منوترپن یک دهد، می تشکیل هر سه این گیاهان را اسانس اصلی ترکیب که کارواکرول

 شود می حل اتر و الکل در ولی نامحلول آب در دارد که تیمول شبیه بوئی و بوده تیمول ایزومر است که چسبناك اي

(Amanlou et al., 2005) . از این رو نظر به اینکه در مطالعه حاضر از عصاره هاي متانولی این گیاهان استفاده شده است، این

 سمیت سلولی آزمون نتایجاحتمال می رود که، کارواکرول عامل اصلی وجود اثرات سیتوتوکسیک این عصاره ها به شمار آید. 

 گونه  نعناعیان متعلق به خانواده گیاهان مورد نشان داد که، در 1387سال  گزارش شده توسط گوهري و همکاران در

Scutellaria Tornefortii ها عصاره پلاریته با افزایش اثر این و است آرتمیا سالینا میگوي لارو بر کشنده قوي اثرات داراي 

غربالگري انجام شده  در سمیت سلولیعصاره  ترین آبی قوي -متانولی عصاره که نحويه ب  = μg/ml 6.(LC50یابد ) افزایش می

و در حدود ازي ترکیبات فعال زیستی می باشد بوده است. آزمون آرتمیا سالینا یک روش کاربردي در ارزیابی غربالگري و جداس

 سال است که از آرتمیا سالینا جهت بررسی سمیت هاي کلی و سم شناسی محیطی استفاده می شود 30

(Costello et al., 1993).  بررسی رابطه بین میزان سیتوتوکسیته آرتمیا سالینا و کشت هاي سلولی سرطان ریه(A-54)  و

نتایج مطالعه حاضر نشان داد  .(Costello et al., 1993) نیز وجود این ارتباط مثبت را نشان داده است( HT-29)سرطان کولون 

واجد اثرات سمیت سلولی بر لارو آرتمیا سالینا می باشند، لکن که گیاهان مرزه و آویشن طی این آزمون غربالگري اولیه، 

 .اختصاصی تر ضد سرطان و ضد تومور است دارویی آنها مستلزم آزمون هاي سمیت سلولی دیگر اثرات بررسی
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