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  چكيده
از جمله گياهان بـا ريـزوم دايمـي     ، Rosaceae از خانواده Geum kokanicum گياه علف مبارك كوهستان با نام علمي :مقدمه

  .اين گياه در درمان اسهال و ساير مشكلات گوارشي كاربرد دارد. باشد ايران مي
  . مورد بررسي قرار گرفت G. kokanicumهاي مختلف تهيه شده از ريزوم  در اين تحقيق اثرات ضدميكروبي عصاره تام و فراكسيون :هدف

سپس از ريزوم آن يك عصاره تـام بـا   . دشآوري   از منطقه بجنورد جمع1385 درخرداد ماه G. kokanicam گياه :روش بررسي
  هـا و عـصاره تـام بـه روش            فراكـسيون  دست آمـد و هريـك از      ه   درصد و چهار فراكسيون به روش استخراج متوالي ب         80اتانول  

Disc – diffusionمورد بررسي قرار گرفت .  
هاي اسـتافيلوكوكوس اورئـوس و اشرشـياكلي،            هاي مختلف بر روي ميكروب     ه تام و فراكسون    ميكروبي اوليه عصار   آزمون :نتايج
 .باشـد   ميمتر    ميلي 19بر روي استافيلوكوكي اورئوس به ميزان       ) mg/disc 10(دهنده بيشترين هاله عدم رشد فراكسيون متانلي         نشان
اسـتافيلوكوكوس  :  شـامل  ختلـف گـرم مثبـت و منفـي        هـاي م   ميكـروب چنين حداقل غلظت مهاري عصاره تام اتـانولي روي           هم

، باسيلوس سوبتيليس، سالمونلا تيفي، پسودوموناس آئروژينوزا، سويه اي از شـيگلا و         Aاپيدرميتيس، سويه اي از استرپتوكوك نوع       
س بـه ميـزان   استافيلوكوكوس اپيدرميـدي  كمترين حداقل غلظت مهاري مربوط به        مورد بررسي قرار گرفت كه       سويه اي از كلبسيلا   

  .بودليتر  گرم بر ميلي ميلي 125/0
 18دهنده هاله عدم رشد عصاره تام اين گياه بر روي استافيلوكوكوس اورئوسي بـه ميـزان                  هاي اين مطالعه نشان     يافته :گيري  نتيجه
ثر ضـدميكروبي بـه دليـل       با توجه به حضور تانن زياد در آناليز فيتوشيميايي اين عصاره حدس زده شد كه اين ا                . باشد  ميمتر    ميلي

 ـ           . حضور تانن بالا در گياه باشد      وسـيله محلـول   ه به منظور اثبات اين موضوع تانن گياه، كه در فراكسيون متانولي جمع شده بـود ب
  .باشد ييد كننده حدس بالا مياوسيله بيواتوگرافي مورد بررسي قرار گرفت كه ته  جدا شده و ب درصد1ژلاتين 
  ضدميكروبيفعاليت تانن، ، Geum kokanicum  :واژگان گل
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  . ..بررسي اثر ضدميكروبي

 

  مقدمه
ه هاي عفوني ب در طول تاريخ بشري بسياري از بيماري

امروزه تلاش . اند طور سنتي با داروهاي گياهي درمان شده
وثر گياهان كه خاصيت براي استخراج و شناسايي مواد م

گياه علف مبارك كوهستان . ]2،1[ميكروبي دارند ادامه دارد ضد
 & Geum kokanicum Regel  وهي با نام علمييا ميخك ك

 Schmalh (Rosaceae) باشد كه در  گياهان بومي ايران مياز
تهران و كندوان انتشار جغرافيايي اطراف نواحي ، مناطق البرز

اين گياه علاوه بر ايران، در تركمنستان، آسياي . ]3 [دارد
 مركزي، اروپاي مركزي، شمال آفريقا، سوريه، آناتولي و

  .]4 [رويد ارمنستان مي
اين گياه در طب سنتي منطقه بجنورد، به منظور درمان 

رزي  هاي گوارشي، رفع ترش كردن و در رنگ اسهال و ناراحتي
  .]5 [رود كار ميه ب

 انجام G. kokanicumاي كه روي تركيبات فرار  مطالعه
دهنده وجود هفت نوع تركيب در اسانس آن  شده، نشان

يان آنها، اوژنول و ميرتنول تركيبات اصلي باشد كه از م مي
بررسي اثرات چنين در  ، همدهند را تشكيل مياسانس 

شد كه اسانس گياه، اثرات ميكروبي اسانس مشخص ضد
  .]6[ قارچ داردضدباكتري و ضد

 و G. rivaleهاي اين گياه از جمله  روي بعضي از گونه
G. japonicumجام شده  مطالعات فيتوشيميايي و بيولوژيك ان

دهندة وجود خاصيت ضدباكتري و  اين مطالعات نشان. است
  .]7،8[الذكر است  هاي فوق ضدانعقادي در گونه

هدف از اين تحقيق بررسي اثرات ضدميكروبي ريزوم 
  .دشو علف مبارك كوهستان است كه براي اولين بار گزارش مي

  
  ها مواد و روش

  مواد گياهي
G. kokanicum از خانواده Rosaceae كه در ايران به 

 از 1381علف مبارك كوهستان مشهور است، در خردادماه 
  نمونه . دشآوري  منطقه بجنورد در استان خراسان جمع

  
  

  

 و در هرباريوم دانشكده گياه تهيه شده هرباريومي اين 
  .دشو داروسازي دانشگاه علوم پزشكي تهران نگهداري مي

 سپس در سايه وشده جدا، آوري  جمع، پس ازريزوم گياه
ها توسط   و ريزوم شدخشك گراد درجه سانتي 25 و در دماي

  .آسياب به پودر مناسبي تبديل شدند
  

  هاي كشت  ي و محيطيمواد شيميا
هاي كشت ذكر شده در اين  ي و محيطيكليه مواد شيميا

  . باشد مي) كشور آلمان ( Merckتحقيق از شركت
  
  گيري عصاره

ه ب درصد 80 توسط اتانل عصاره تام ريزوم اين گياه
 پودر  گرم از100ترتيب كه  بدين .دشروش پركولاسيون تهيه 

ه عصاره هيدروالكلي ب  و شدگيري روش فوق عصارهه ريزوم ب
  خلاء خشك شد   دستگاه تقطير دردست آمده توسط

  .) وزني-  درصد وزني12/6 گرم معادل 12/6(
روش  به G. kokanicum گرم از پودر ريزوم گياه 500

 نوع چهار. دشگيري   عصارههاي فوق با حلال 1استخراج متوالي
مجدداً خشك و تقطير در خلاء فراكسيون تهيه شده با دستگاه 

 گرم عصاره خشك معادل 2/8 و 4/6، 7/5، 3/3به ترتيب 
  .دش وزني حاصل -  درصد وزني64/1 و 28/1، 14/1، 66/0

  
  آناليز فيتوشيميايي

 اوليه جهت تعيين مقدار كيفي مواد  فيتوشيمياييهاي آزمايش
  .شدمختلف شامل تانن، فلاونوئيد، آلكالوئيد و ساپونين انجام 

  
  بررسي فعاليت ضد ميكروبي

  ها ميكروارگانيسم
 اورئوس، استافيلوكوكوسهاي   از سويهتحقيقدر اين 

اي   سويه آئروژينوزا،س اپيدرميديس، سودومونااستافيلوكوكوس
 بتيليس، اشريشياكلي، سالمونلاتيفي،شيگلا، باسيلوس سواز 

اين . دش استفاده Aاسترپتوكوكوس نوع  كلبسيلا و اي از سويه

                                           
1 Successive extraction 
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  هشتم، دوره دوم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1388ام، بهار  سي شماره مسلسل

 

 منصف و همكاران 

 

هاي متداول  ها از بيمارستان شريعتي تهيه و طبق روش سويه
  .دششناسايي و تعيين هويت 

هاي مختلف  اثرات ضدميكروبي عصاره تام و فراكسيون
. دشطالعه م 1 به روش انتشارG. kokanicumريزوم گياه 

گرم از مواد مورد آزمايش روي   ميلي10ديسك حاوي 
 كه در جدول(هاي ميكروبي  با سويههاي تلقيح شده  پليت
 24ها به مدت  پليت.  قرار داده شد) ليست شده است1 شماره

  .دش نگهداري گراد درجه سانتي 37 ساعت در
هاي مورد آزمايش  هاي عدم رشد اطراف ديسك هاله

ترين فراكسيون  خاصيت ضدميكروبي فعال. و ثبت شدگيري  اندازه
  . مورد مطالعه بيشتر قرار گرفت2تهيه شده توسط روش رقتي

، 25/0 ،125/0،  0625/0(هـاي متـوالي از فراكـسيون         غلظت
آنگاه . دشدر محيط جامد تهيه     ) ليتر  گرم بر ميلي     ميلي 4،  2،  1،  5/0

حيط جامـد   روي م اي   نقطههاي مختلف ميكروبي به صورت       سويه
 بـاكتري در  10 4 ـ  10 5هـا   ميزان تلقيح باكتري. كشت داده شدند

الذكر، نتـايج    گذاري طبق شرايط فوق    بعد از گرمخانه  .  بود نقطههر  
كمترين غلظتي كه مانع از رشد يك سويه باكتـري . دشآوري  جمع
  .شود گزارش مي 3شود به عنوان حداقل غلظت مهاري مي

  
  روش بيواتوگرافي

ــت ت  مــاده فعــال ضــدميكروبي از روش   Rfعيــين جه
  .بيواتوگرافي استفاده شد

كروماتوگرافي لايه نـازك روي فراكـسيون فعـال بـا حـلال             
پس از خـشك  . دشانجام ) 1 : 5/1: 6(بوتانل ـ آب ـ اسيداستيك   

شدن كروماتوگرام، پليت روي محيط كشت جامد مولرهينتون بـه          
 روي كـروماتوگرام به     دقيقه گذاشته شد، تا مواد موجود      15مدت  

محيـط كشت منتقل شود، سـپس از سـويه شـيگلا سوسپانـسيون             
 مك فارلند تهيه و به كمك سواپ        5/0ميكروبي معادل با كدورت     

  . روي پليت هاي مورد آزمايش كشت داده شد
درجه  37  در درجه حرارتگذاري بعد از گرمخانه

پليت، هاي عدم رشد روي   ساعت هاله24به مدت گراد  سانتي
نشانگر وجود ماده يا مواد ضدميكروبي روي كروماتوگرام 

                                           
1 Disc – diffusion         2 Agar dilution 
3 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

به كمك اين روش . است كه توسط حلال جدا شده است
  . مواد فعال موجود در عصاره گياهي را تعيين نمودRfتوان  مي

  
  جداسازي تانن از فراكسيون متانلي

فراكسيون از به منظور رسوب دادن و جداسازي تانن 
منظور   بدين.كار برده شده  بدرصد 1ين  محلول ژلات،متانلي

ابتدا فراكسيون متانلي را در آب حل كرده سپس محلول ژلاتين 
د و رسوب حاصله با شگيري اضافه  تا تكميل عمل رسوب

  .، تانن از ژلاتين جدا شدتانولسانتريفوژ جداسازي و توسط ا
 با TLC ،مانده دار و محلول باقي روي فراكسيون تانن

 آزمونو سپس ) 1 : 5/1: 6(نل ـ آب ـ اسيد استيك سيستم بوتا
  .بيواتوگرافي روي كروماتوگرام حاصل انجام گرفت

  

  نتايج
  فعاليت ضد ميكروبي

 عـــصاره تـــام و Disc diffusionنتـــايج آزمـــايش اوليـــه 
 1  شـماره  هاي تهيه شده به روش انتـشار در جـدول          فراكسيون

 كلرومتـان،   هـاي دي   عصاره تام و فراكـسيون    . آورده شده است  
متانل و آبي تهيه شده از ريزوم گياه مورد آزمـايش در غلظـت              

mg/disc 10   اورئوس هالـه عـدم رشـد       استافيلوكوكوس   روي
هاي مـذكور بـا همـين غلظـت روي           نشان داد، در مقابل نمونه    

دهنـد و فراكـسيون اتردوپترولـي        اشريشياكلي، اثري نشان نمـي    
ورئوس نيز اثـري    وس ا افيلوكوكعلاوه بر اشريشياكلي روي است    

  ).1  شمارهجدول(نشان نداد 
 تكميلي ضدميكروبي فراكسيون متانلي هاي نتايج آزمايش

هاي مختلف ديگر در مقايسه با  روي ميكروارگانيسم
هاي استاندارد نشان دهندة اين است كه بيشترين  بيوتيك آنتي

 شيگلا، هاي ميكروبي سويهثير اين فراكسيون روي ات
و استافيلوكوكوس اپيدرميديس  اورئوس، وسافيلوكوكاست

هاي  اين فراكسيون روي ميكروب. باشد باسيلوس سوبتيليس مي
 اثر كمتر و روي Aاسترپتوكوك سودوموناس آئروژينوزا و 

جدول (باشد  اثر مي سالمونلا و كلبسيلا و اشريشياكلي بي
  ).2شماره 
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  . ..بررسي اثر ضدميكروبي

 

  انتشارروش ه  بGeum kokanicumي گياه ها يون فعاليت ضد ميكروبي عصاره تام و فراكسـ1جدول شماره 
  mg/disc  10هعصار عصاره تام اتانلي ياتردوپترولعصاره  يدي كلرومتانعصاره  يمتانلعصاره  يآبعصاره 

  اورئوساستافيلوكوكوس   متر  ميلي18 ـ متر  ميلي5/15 متر  ميلي19 متر  ميلي5/15
ِ ATCC 29737 

  اشريشياكلي ـ ـ ـ ـ ـ
ATCC 8739  

  
 روش انتشار به Geum kokanicum  ضدميكروبي فراكسيون متانلي فعاليتنتايج  ـ2جدول شماره 

  متر قطر هاله عدم رشد به ميلي
   جنتامايسين

10 µg/disc 

  سيپروفلوكساسين
5 µg/disc 

   فراكسيون متانلي
10 mg/disc 

  ميكروارگانيسم

 استافيلوكوكوس اپيدرميديس 18 29 5/20

 استافيلوكوكوس اورئوس 19 5/26 19

 Aسويه اي از استرپتوكوك نوع  11 20 13

 اشريشياكلي ـ 28 16

 باسيلوس سوبتيليس 18 30 26

 سالمونلا تيفي ـ 33 19

 پسودوموناس آئروژينوزا 14 29 16

 سويه اي از شيگلا 20 31 19

 سويه اي از كلبسيلا ـ 38 21

  
  
  حداقل غلظت مهاري آزمون

، حداقل غلظتي از 1ايش حداقل غلظت مهاريبا انجام آزم
ها  عصاره گياه كه به طور كامل باعث مهار رشد ميكروارگانيسم

گراد  درجه سانتي 37 گذاري در  ساعت گرمخانه24بعد از 
 عصاره تام روي MIC آزموننتايج . دششود، تعيين  مي

.  است آورده شده3  شمارهجدولهاي مختلف در  ميكروب
گرم بر  ميلي 125/0ـ  2عصاره اتانلي از ري غلظت مهاحداقل 

فيلوكوكوس كمترين آن مربوط به استا. كند تغيير ميليتر  ميلي
و حداكثر آن براي ليتر  گرم بر ميلي ميلي 125/0اپيدرميس 

 حساسيتي به  انتشار،آزمونهاي ميكروبي است كه در  سويه
  . از فراكسيون اتانلي نشان ندادندmg/disc 10د وجو

  

                                           
1 MIC 

  يت ضد ميكروبي فراكسيون تانني تغليظ شدهخاص
دار و محلول باقيمانده حاصل از فراكسيون  محلول تانن

 .دش شيگلا استفاده برآزمايش ضدميكروبي انجام متانلي براي 
 محلول حاوي تانن .اين كار از روش چاهك استفاده شددر 

.  نشان دادنمونه فاقد تاننتري از  ميكروبي قويخاصيت ضد
  براي محلول باقيمانده و متر  ميلي 21دم رشد هاله ع

در كروماتوگرافي . دار بود براي محلول تانن متر ميلي 26
مانده با استفاده   و محلول باقيحاوي تاننفراكسيون تغليظ شده 

، دو )1 : 5/1 : 6(از سيستم حلال بوتانل ـ آب ـ اسيد استيك 
 و يك Rf  =73/0 و 82/0لكه براي فراكسيون تغليظ شده با 

. قابل مشاهده بودمانده   براي محلول باقيRf = 73/0لكه با 
مانده و فراكسيون   بيواتوگرافي روي محلول باقيآزمونسپس 
  دار انجام شد كه در نتيجه آن يك هاله عدم رشد در منطقه  تانن
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  Geum kokanicum  عصاره تامحداقل غلظت مهاري آزمون ـ نتايج 3  شمارهجدول

MIC 
گرم بر  ميلي

  ليتر ميلي

0625/0  
گرم بر  ميلي

  ليتر ميلي

125/0  
گرم  ميلي

  ليتر بر ميلي

25/0 
گرم بر  ميلي

  ليتر ميلي

5/0 
گرم بر  ميلي

  ليتر ميلي

گرم   ميلي1
  ليتر بر ميلي

گرم   ميلي2
  ليتر بر ميلي

گرم   ميلي4
  ليتر  بر ميلي

  (mg/ml)غلظت 
  ميكروارگانيسم

  يلوكوكوس اپيدرميديساستاف  -  -  -  -  -  -  + +  125/0
  استافيلوكوكوس اورئوس  -  -  -  + +  + +  + +  + +  1
  Aسويه اي از استرپتوكوك نوع   -  -  + +  + +  + +  + +  + +  2
  اشريشياكلي  -  -  + +  + +  + +  + +  + +  2
  باسيلوس سوبتيليس  -  -  -  -  -  + +  + +  25/0
   تيفيلاسالمون  -  -  + +  + +  + +  + +  + +  2
  پسودوموناس آئروژينوزا  -  -  + +  + +  + +  + +  + +  2
  سويه اي از شيگلا  -  -  -  -  -  + +  + +  25/0
  سويه اي از كلبسيلا  -  -  + +  + +  + +  + +  + +  2

  
 در هر دو محلول مشاهده شد كه در مورد Rf = 73/0با 

  .تري داشت دار قطر بزرگ فراكسيون تانن
  

  بحث
سنتي  داراي اثرات گسترده در طب Geum سگياهان جن

 در طب Geum japonicumگياه . باشند كشورهاي مختلف مي
 و ]9[سنتي چين و ژاپن به عنوان قابض و مدر كاربرد دارد 

عصاره تام و فراكسيون تانني اين گياه داراي اثر ضدتجمعي 
در طب سنتي  Geum quellyonگياه . ]8[باشد  پلاكتي مي

...  دندان و شيلي براي درمان التهاب، مشكلات پروستات، درد
مطالعات فيتوشيميايي چنداني بر روي آن . ]10[كاربرد دارد 

ها در آن شناسايي  انجام نشده و تنها تركيباتي از دسته تانن
، ]11[اند كه اين تركيبات داراي اثرات ضدويروس  شده
  .باشند  مي]13[ و ضدسرطان ]12[باكتري ضد

گياه د كه عصاره تام اين شبراساس اين مطالعه مشخص 
 قابض بودن ريزوم خاصيتباشد و  حاوي مقادير زياد تانن مي

نتايج ضدميكروبي عصاره . دليل تانن فراوان آن استه گياه ب
 اورئوس و فيلوكوكوسها روي استا تام و فراكسيون

هاي دي  اشريشياكلي نشان داد كه عصاره تام و فراكسيون
.  اثر دارند اورئوسفيلوكوكوسكلرومتان، متانل و آبي روي استا

  ها روي اشريشياكلي و فراكسيون اتردوپترول روي  اين نمونه

  

  .ثير ندارنداها ت كدام از ميكروب هيچ
 اورئوس فيلوكوكوسفراكسيون متانلي روي استا

ميكروبي  و در نتيجه بيشترين اثر ضدترين هاله عدم رشد بزرگ
ميكروبي را با مطالعات ضدپس مراحل بعدي . باشد را دارا مي

  .فراكسيون متانلي ادامه داديم
در مقايسه اثر ضدميكروبي فراكسيون متانلي با 

 د كه اين فراكسيون رويشهاي استاندارد مشخص  بيوتيك آنتي
  .ثرتر استوشيگلا از بقيه مسويه 

به منظور جداسازي مواد موجود در فراكسيون متانلي، 
هاي حلال مختلف براي كروماتوگرافي امتحان شد و  سيستم

عنوان ه ب) 1 : 5/1: 6(سيستم بوتانل ـ آب ـ اسيداستيك 
  .دشبهترين سيستم حلال انتخاب 

 مشاهده Rf = 73/0 و 91/0با اين سيستم حلال دو لكه با 
 داراي اثر Rf = 73/0 بيواتوگرافي لكه با آزمونشد كه با انجام 
 عصاره تام نشان داد MIC آزموننتايج . باشد ضدميكروبي مي

اپيدرميس و بعد از يلوكوكوس رين ميكروب استافت كه حساس
  .باشد شيگلا و باسيلوس سوبتيليس ميسويه آن 

به منظور بررسي بيشتر فراكسيون فعال متانلي، اين 
ها با ژلاتين، به دو بخش  فراكسيون با روش رسوب دادن تانن

در . دشمانده تقسيم  فراكسيون سرشار از تانن و محلول باقي
مانده  ميكروبي فراكسيون تانن دار و محلول باقيمقايسه اثر ضد
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  . ..بررسي اثر ضدميكروبي

 

دار  ثر هستند و اثر فراكسيون تاننومشخص شد كه هر دو م
  .بيشتر است

هاي مشاهده شده از دو محلول مذكور    لكهRfبا مقايسه 
ؤول اثر ها كه مس رود علاوه بر تانن ، احتمال ميTLCروي 
هم اثر ميكروبي فراكسيون متانلي هستند، مواد ديگري ضد
مانده اثرات خود  ميكروبي داشته باشند كه در محلول باقي ضد

  .نمايند را اعمال مي
براي بررسي بيشتر اين موضوع كروماتوگرافي با سيستم 

روي فراكسيون ) 1 : 5/1: 6(بوتانل ـ آب ـ اسيد استيك 
مانده انجام شد و  دار و محلول باقي متانلي، فراكسيون تانن

 در هر سه وجود Rf = 73/0ترك با مشخص شد يك لكه مش
دار و  بيواتوگرافي روي فراكسيون تاننآزمايش دارد كه به دنبال 

مانده هاله عدم رشد در همين منطقه تشكيل شد كه  محلول باقي
  .مانده بود تر از محلول باقي دار بزرگ  در مورد فراكسيون تانن

ميكروبي كه در در نتيجه ماده اصلي مسؤول اثر ضد
سيون اوليه موجود بوده و در فراكسيون تانني كاملاً تغليظ فراك

باشد و  شده، داراي ساختمان مربوط به تركيبات تانني مي
ول اثرات ؤمس مانده مانده اين مواد در محلول باقي باقي

  .باشد مي ي محلوليضدميكروبي جز
  

  و قدردانيتشكر 
آزمايشگاه  فر در وسيله از همكاري آقاي جمالي بدين

  .دشو شناسي دانشكده داروسازي تشكر و قدرداني مي روبميك
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