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  چكيده
موان پنج ظرفيتي به  استفاده از تركيبات آنتي .باشد ليشمانيوز جلدي يكي از مشكلات عمده سلامت در بسياري از كشورها مي :مقدمه

  .باشد متعددي ميها و عوارض جانبي  همراه با محدوديت عنوان داروهاي خط اول درمان ليشمانيوز جلدي،
  .هدف اين مطالعه بررسي اثر كشندگي عصاره متانولي ميوه هليله زرد بر ليشمانيا ماژور در شرايط آزمايشگاهي بود :هدف

هاي ليشمانيا واقع در فاز  به همراه پروماستيگوت 80، 125، 250و  µg/ml 500هاي  عصاره ميوه هليله زرد با غلظت :روش بررسي
بعد از گذشت . انكوبه شدگراد  درجه سانتي 21بار تكرار افزوده شده و در دماي  4صورت ه ب ياي خانه 96كشت  لگاريتمي در پليت

به ماكروفاژهاي آلوده  250و  μg/ml 80هليله زرد با غلظت . دشها تعيين  ساعت، درصد بقاء پروماستيگوت 72و  48، 24هاي  زمان
. دشساعت پس از افزودن عصاره گياه محاسبه  48و  24هاي  وت در هر ماكروفاژ در زمانميانگين تعداد آماستيگ .به انگل افزوده شد
  .يكطرفه انجام شد  ANOVAهاي و آزمون  SPSSافزار ها با استفاده از نرم آناليز آماري داده

به ) 80و  μg/ml 500(رد ساعت در مواجه با بيشترين و كمترين غلظت هليله ز 24ها پس از گذشت  ميزان بقاء پروماستيگوت :نتايج
 72درصد و پس از  26/97و  81/7ساعت به ترتيب،  48درصد بود، ميزان بقاء در اين دو گروه پس از  65/98و  01/19ترتيب 

ميزان كشندگي عصاره . به دست آمدµg/ml10/114 ساعت  24پس از  IC50 ميزان. درصد بود 26/97و  61/31ساعت به ترتيب، 
ساعت  48درصد و در زمان  99/29و  35/40به ترتيب  250و  μg/ml 80 ساعت براي دو غلظت 24ها در زمان  آماستيگوت گياه در

  .درصد به دست آمد 11/41و  21/45به ترتيب 
  .تني است هاي ليشمانيا ماژور در شرايط برون عصاره ميوه هليله زرد داراي اثر كشندگي بر پروماستيگوت و آماستيگوت :گيري نتيجه

  هليله زرد، پروماستيگوت، آماستيگوت، ليشمانيا ماژور :واژگان گل
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...بررسي اثر كشندگي   

 

  مقدمه
ليشمانيوز جلدي دومين بيماري شايع در بسياري از 

در حال . باشد كشورهاي جهان بخصوص مناطق حاره مي
به . ]1[كشور جهان وجود دارد  88حاضر ليشمانيوز جلدي در 

و كنترل اين همين دليل سازمان جهاني بهداشت براي مبارزه 
ترين  باشد و آن را جزء مهم اي قائل مي بيماري اهميت ويژه

اين بيماري توسط نيش . ]2[هاي خود قرار داده است  برنامه
يابد و سبب  پشه خاكي از جنس فلبوتوموس به انسان انتقال مي

د شو مخاطي و يا احشايي مي پوستي، هاي باليني تشكيل فرم
هاي اخير همواره به دليل  طي سال موارد ليشمانيوز پوستي. ]3[

مهاجرت تدريجي به شهرها، جابه جايي جمعيت، مواجه افراد 
غير ايمن، تخريب شرايط محيطي و اكولوژيكي سوء تغذيه و 

درمان دارويي . ]4[باشد  رو به افزايش مي  HIVهمراهي
با استفاده از تركيبات آنتي موان صورت  ليشمانيوز عمدتاً

وه بر عوارض اين داروها، عود بيماري و علا. ]5[گيرد  مي
مقاومت دارويي در تعدادي از موارد اين بيماري گزارش شده 

تلاش براي دستيابي به اشكال دارويي جديد كه بتواند . است
كم ترين عوارض جانبي را داشته  تر زخم، ضمن بهبودي سريع

 .]6[ادامه دارد  ،و پس از درمان جوشگاهي برجاي نگذارد
ده از گياهان به عنوان دارو به دليل در دسترس بودن و استفا

هليله زرد . ]7،8[ارزان بودن از ديرباز مورد نظر بشر بوده است 
گياهي است از  Terminalia chebula Retzبا نام علمي 

 يبوم صورت به ايآس و هند در كه Combertaceaeخانواده 
 مختلف يها يماريب درمان يبرا يسنت طور به و دارد وجود
اين گياه داراي تركيبات تانني و فنلي مثل اسيد . شود يم استفاده

گاليك، اسيد الاجيك و گالوتانن و تركيبات فلانوئيدي و 
 اثرات رابطه با در ياديز هاي گزارش .]9[ترپني است  تري
 ك،يموتاژن يآنت ،يضدسرطان واصخ جمله از اهيگ نيا يدرمان

اكسيداني  آنتي و يروسيضدو ،يضدقارچ ،يضدباكتر
، سرفه تب، درمان يبرا معمول طور به زرد لهيهل. وجوددارد

 دستگاه عفونت از،يديكاند پوست، يها يماريب اسهال، وبا،
در تعدادي از  .]10-12[ شود يم استفاده زخم عفونت و يادرار

مطالعات صورت گرفته بر روي خواص درماني اين گياه 
  . ده استشلدي اثبات هاي ج دهندگي در زخم خواص التيام

  

تواند  ده كه عصاره هليله زرد ميشهمچنين مشخص 
 .]9[كننده سيستم ايمني باشد  كننده و تعديل تنظيم

ويروسي و  باكتريايي، ضد اين مطالعه با توجه به خواص ضد
دهندگي هليله زرد و به منظور بررسي  همچنين خواص التيام

ليشمانيا ماژور در اثر كشندگي عصاره متانولي اين گياه بر 
  .شرايط آزمايشگاهي انجام شد

  

  ها مواد و روش
 .انجام شد 1394صورت كار تجربي در سال ه اين مطالعه ب

  
  كشت پروماستيگوت ليمشانيا ماژور
از  )MRHO/IR/75/ER( سويه استاندارد ليشمانيا ماژور

شناسي دانشگاه تربيت مدرس تهيه شد و در  آزمايشگاه انگل
فعال  غيردرصد  10به همراه سرم جنين  RPMI-1640محيط 

  .كشت داده شدگراد  سانتي 21شده با حرارت و دماي 
  

 تهيه و استخراج عصاره هليله زرد

 هيته زابل شهرستان در معتبري عطار از زرد لهيهل اهيگ وهيم
ي فردوس دانشگاه در زرد لهيهل گونه نييتع و صيتشخ. دش

 روش بهي ريگ عصاره .شد انجام 2718ي وميهربار كد با مشهد
 در سپس. شد انجام درصد 80 متانول از استفاده با ونيسپركولا

 دستگاه از استفاده با كم فشار و گراد يسانت رجهد 40ي دما
 مدل و  (IKA WERKE)مشخصات با نياوپوري روتار

(RVO6-ML) از پس .شد ظيتغل عصاره و ريتبخ للاح 
 گراد يسانت درجه 0 يدما در وي بند بسته عصاره، شدن خشك

 سرم از استفاده با. شدي نگهدار ها شيآزما انجام تاي كيتار و
. شد هيته تريل يليم بر گرم يليم 2 غلظت با استوكي ولوژيزيف

، µg/ml  500 ،250 ،125 هاي در ادامه از محلول استوك غلظت
  .تهيه شد 80
  

  ها افزودن عصاره هليله زرد به پروماستيگوت
پروماستيگوت انگل كه در فاز لگاريتمي  cell/ml 106تعداد

اي  خانه 96رشد قرار داشتند به هر چاهك از پليت كشت 
، µg/ml  80هاي سپس عصاره هليله زرد با رقت. افزوده شد
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چاهك بدون . ها افزوده شد به پروماستيگوت 500، 250، 125
هم كنترل و هم . عنوان كنترل در نظر گرفته شده عصاره گياه ب

 ميزان بقاء. بار تكرار انجام شد 4صورت ه هاي مورد ب وهگر
هاي  ساعت با روش 72و  48، 24انگل پس از گذشت 

  .تعيين شد MTTشمارش مستقيم و روش رنگ سنجي 
  

  MTTروش رنگ سنجي 
MTT Diphenyltetrazolium Bromide 3-(4,5-

Dimethylthizol-2-Y1)-2,5-) ( يك روش
اكتيو براي تعيين تكثير سلولي، اسپكتروفوتومتري غير راديو

اين روش، يك . حيات سلولي و تعيين سميت داروها است
به  )MTT(سنجي است كه طي آن نمك تترازوليوم  روش رنگ

اين . دشو يك محصول ارغواني فورامازان نامحلول تبديل مي
واكنش احيا توسط آنزيم سوكسينات دهيدروژناز ميتوكندريايي 

ه به عنوان يك مولفه رشد و زنده پذيرد ك انگل صورت مي
به  رود، ها در برابر پاسخ دارويي بكار مي بودن پروماستيگوت

دهنده سميت  نشان ،احيا شده  MTT طوري كه كاهش در مقدار
با غلظت نهايي  MTTرنگ . ]13-15[ باشد دارو براي انگل مي

mg/ml 5/0 ها افزوده شد و مجددا پليت در دماي  به چاهك
سپس . ساعت انكوبه شد 4و تاريكي به مدت گراد  سانتي 21
µl 100  محلولDMSO دقيقه  10ها افزوده شد و  به چاهك

نانومتر توسط  620ها در طول موج  بعد جذب نوري چاهك
دست آوردن جذب نوري ه با ب. دستگاه الايزا ريدر قرائت شد

سلول را  توان از طريق فرمول زير درصد بقاء ها مي نمونه
درصد  100 × [AC-AB] /[AT-AB] ={ .كردمحاسبه 

جذب نوري چاهك   AB در اين فرمول. }هاي زنده سلول
جذب نوري   ATجذب نوري چاهك كنترل و ACبلانك، 

  .]16[سلول تيمار شده با دارو است 
  

  كشت آماستيگوت انگل
 PBS بافر ml 3ماكروفاژهاي صفاقي موش با تزريق 

ماكروفاژ  105تعداد . ]13[د شاستريل به صفاق موش استخراج 
در ته هر چاهك لاملي  ايي كه قبلاً خانه 12در هر چاهك پليت 

 RPMI-1640به همراه محيط  گرد و استريل قرار داده شده بود،

   اضافه شده و در دمايدرصد  10جنين گاوي و سرم 

ساعت  24بعد از . انكوبه شد درصد CO25  وگراد  سانتي 37
ت انگل واقع در مرحله ايستايي به پروماستيگو 106تعداد 

  پليت در دماي  افزوده شد و مجدداً چاهك حاوي ماكروفاژ
ساعت  24. انكوبه شد درصد CO2 5 وگراد  درجه سانتي 37

هاي وارد نشده به ماكروفاژ،  بعد براي حذف پروماستيگوت
 FBSمراه ه مايع رويي دور ريخته شد و محيط كشت تازه به

  .ا افزوده شده به چاهك درصد 10
  

  هاي ليشمانيا ماژور اثر كشندگي عصاره هليله زرد بر آماستيگوت
به  250و  µg/ml 80 هاي سپس هليله زرد با غلظت

چاهك حاوي ماكروفاژهاي آلوده به انگل . دشها اضافه  چاهك
بعد از . و بدون عصاره گياه به عنوان كنترل در نظر گرفته شد

ها برداشته شده  ا از ته چاهكه ساعت لامل 48و  24هاي  زمان
آميزي  و با متانول مطلق فيكس شده و با رنگ گيمسا رنگ

ماكروفاژ  100هاي موجود در  سپس آماستيگوت. شدند
د و ميانگين تعداد آماستيگوت در هر ماكروفاژ ششمارش 
  .دشمحاسبه 

  
  محاسبات آماري
هاي  و آزمون SPSSافزار  ها با استفاده از نرم تمامي داده

ها  توزيع نرمال داده. توصيفي مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند
اسميرنف بررسي شد و  -با استفاده از آزمون كولموگروف

 )ANOVA(ها با استفاده از آناليز واريانس يكطرفه  سپس داده
  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند

  

  نتايج
  ردهليله ز هاي مواجه شده با عصاره درصد بقاء پروماستيگوت

هاي مواجه شده با عصاره هليله  درصد بقاء پروماستيگوت
 ،µg/ml )80، 125هاي  ساعت در غلظت 24در زمان  زرد
درصد،  65/98، 79/39، 92/20، 01/19به ترتيب ) 500 ،250

 26/97، 30/20، 01/18، 81/7ساعت به ترتيب  48در زمان 
  ساعت پس از كشت به ترتيب  72درصد و در زمان 

ميزان  .درصد به دست آمد 26/97، 01/42، 80/38، 61/31
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...بررسي اثر كشندگي   

 

IC50  ساعت براي هليله زرد  24پس ازµg/ml 10/114  به
  ).1 شماره نمودار(آمد دست 

  
  اثر عصاره هليله زرد بر آماستيگوت

ميانگين تعداد آماستيگوت در گروه كنترل در زمان 
  ساعت برابر با  48و در زمان  64/12ساعت برابر با 24
ميانگين تعداد آماستيگوت در ماكروفاژ در گروه  .بود 86/15

ميكروگرم بر  80تيمار شده با عصاره هليله زرد با غلظت 
  ساعت به ترتيب برابر با  48و  24هاي  ليتر در زمان ميلي

  ها در غلظت  ميانگين تعداد آماستيگوت .بود 69/8و  54/7
ساعت برابر با  48و  24ليتر در زمان  ميكروگرم بر ميلي 250
كشندگي  درصد 1در جدول شماره . گزرش شد 34/9و  85/8

  .ساعت آورده شده است 48و  24هاي  هليله زرد در زمان
  

  بحث
نتايج اين مطالعه نشان داد كه ميزان كشندگي در 

ها وابسته به دوز عصاره گياه و زمان است،  پروماستيگوت
ر كشندگي هاي بالاي هليله زرد داراي اث طوري كه غلظت

بيشترين ميزان كشندگي . ها بودند بيشتري بر پروماستيگوت
ساعت و كمترين  48در زمان  µg/ml 500مربوط به غلظت 
در زمان . ساعت بود 24در زمان  µg/ml 80مربوط به غلظت 

ساعت از ميزان كشندگي انگل كاسته شد؛ اين بدين دليل  72
نگل استفاده كرديم، است كه ما در اين تحقيق از فاز لگاريتمي ا

انگل در اين مرحله از رشد داراي قدرت تكثير و رشد بالايي 
ساعت از ميزان كشندگي عصاره گياه  48بعد از گذشت . است

كاسته شده و از طرفي به دليل قرار داشتن انگل در فاز 
. يابد لگاريتمي و فاز تكثير، ميزان بقاء انگل دوباره افزايش مي

كشندگي عصاره هليله زرد بر  به منظور بررسي اثر
به دست آمده از دو  IC50 ها با توجه به ميزان آماستيگوت

بيشترين ميزان . استفاده شد µg/ml 250 و 80  غلظت
بعد از  µg/ml 80ها مربوط به غلظت  كشندگي در آماستيگوت

  برخلاف انتظار، ميزان كشندگي غلظت . ساعت بود 48
µg/ml 80 ت هليله زرد بيش از غلظµg/ml 250 بود .
به دست آمده براي  IC50نزديك به  µg/ml 80غلظت 

  .ها است پروماستيگوت

  

  
  ساعت 72و  48، 24هاي  هاي مختلف عصاره هليله زرد در زمان هاي ليشمانيا ماژور در حضور غلظت درصد بقاء پروماستيگوت -1نمودار شماره 

  

  ساعت 48و  24ها پس از گذشت  يگوتدرصد كشندگي هليله زرد در آماست -1جدول شماره 
  )درصد(ميزان كشندگي 

  زمان    
  ساعت 48  ساعت 24  هليله زرد 

)µg/ml( 80  35/40  21/45  
)µg/ml( 250  99/29  11/41  
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  و همكاران نور محمدي

 

در رابطه با اثر بخشي انواع  هاي زيادي تحقيقات و بررسي
در بررسي كه  .گياهان دارويي بر ليشمانيوز انجام شده است

ليشمانيايي ميوه  فر و همكاران روي اثر ضد عتيتوسط شري
نشان داد  ،فلوس بر پروماستيگوت در محيط كشت انجام شد

هيچگونه رشد انگلي مشاهده  درصد 9تا  3هاي  كه در غلظت
در بررسي ديگري كه توسط حجازي و همكاران . ]12[نشد 

درخصوص درمان ليشمانيوز پوستي به روش گياه درماني با 
سير، آويشن و بومادران  ز عصاره هيدروالكلي حنا،استفاده ا

هفته از پايان دوره  3نشان داد كه پس از  صورت گرفت،
التيام زخم  درمان، عصاره هيدروالكلي آويشن و بومادران در

موتاژني و  اثرات آنتي. ]17[اند  ثير خوبي داشتهأسالك ت
طي ) زرد و سياه(هاي مختلف هليله  ويروسي گونه ضد

در بررسي كه . هايي مورد بررسي قرار گرفته است پژوهش
ويروسي هليله  توسط منوري و همكاران بر روي خواص ضد

 μg/ml 200زرد انجام گرفت نشان داد كه وقتي غلظت 
عصاره يك ساعت بعد از تلقيح ويروس مورد استفاده قرار 

 24و  50و آدنوويروس را به ترتيب  HSV-1گيرد تكثير 
   μg/ml 100در حالي كه غلظت . دده كاهش مي درصد

دهد  هليله زرد اثر ناچيزي روي تكثير هر دو ويروس نشان مي

در مطالعه . ثر نبودؤتر از آن روي هيچكدام م و غلظت پايين
ها از  منوري به دليل توكسيسيته بالاي هليله زرد بر روي سلول

 μg/ml 200توكسيك اين دارو يعني  بالاترين غلظت غير
نتايج منوري با نتايج حاصل از اين مطالعه . ]18[د استفاده ش

هايي كه در هند و كره انجام شده  در پژوهش. همخواني دارد
اند كه هر دو نوع هليله در تكثير ويروس  نشان داده ،است

  .]19،20[كند  هرپس سيمپلكس ممانعت ايجاد مي

  
  گيري نتيجه

تيگوت عصاره ميوه هليله زرد داراي اثر كشندگي بر پروماس
  .تني است هاي ليشمانيا ماژور در شرايط برون و آماستيگوت

  

  تشكر و قدرداني
. باشد نامه كارشناسي ارشد مي مقاله حاضر برگرفته از پايان

نويسندگان مقاله بدينوسيله مراتب تقدير و تشكر را از معاونت 
محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي زابل به دليل حمايت 

  .ارندد مالي اعلان مي
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