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  چكيده

  .ندهستدهنده و پيري  هاي تحليل  و استرس اكسيداتيو از عوامل مهم در بسياري از بيماريDNAصدمه به : مقدمه

 DNAثرات محافظتي عصاره اتانولي و اسانس گياه بر صدمات ناشي از پراكسيدهيدروژن در  بررسي ا،تحقيقهدف از اين : هدف
  . لكوسيتي بود

ها با  لنفوسيت. هيدروژن باسنجش كومت انجام شداكسيد و مقاومت آن در مقابل اثرات تخريبي پرDNAصدمه به : بررسي  روش
 5/2 و 1، 5/0، 1/0، 05/0 (مرزه ده و در معرض عصاره اتانولي گياهجدا ش)  گرم در ليتر57فيكول (استفاده از محلول جداكننده 

 200 و 100، 50(هيدروژن ، پراكسيد)ليتر ليتر بر ميلي  ميكرو5/2 و 1، 5/0، 1/0، 05/0(، اسانس گياه )ليتر گرم بر ميلي ميلي
و يا اسانس گياه ) ليتر گرم بر ميلي  ميلي5/2و  1(با عصاره اتانولي )  ميكرومولار200(هيدروژن  اكسيد  مخلوطي از پر و)ميكرومولار

 با روش DNA  دقيقه قرار گرفتند و وسعت جابجايي30گراد به مدت   درجه سانتي4در ) ليتر  ميكروليتر برميلي5/2و  1(
  . گيري شد الكتروفورز ميكروژلي تك سلولي در تحت شرايط قليايي اندازه

هيدروژن اكسيد  در اثر پر DNAصدمه به  منجر به كاهش قابل توجهمرزهلي يا اسانس گياه ها با عصاره اتانو تيمار لنفوسيت: نتايج
  ناشي ازDNA صدمه اكسيداتيو)  >01/0p(عصاره گياه باعث مهار قابل توجه . هاي كنترل شد در مقايسه با نمونه

 ميكروليتر بر 5/2و  1(اسانس گياه نيز . تر شدلي گرم بر ميلي  ميلي5/2هاي كنترل در غلظت  هيدروژن در مقايسه با نمونهپراكسيد
  .  را نشان دادDNA  صدمه ناشي از پر اكسيد هيدروژن بر)>01/0p(مهار قابل توجه ) ليتر ميلي

هاي  در غلظت(و اسانس گياه ) ليتر گرم بر ميلي  ميلي5/2در غلظت (دهد كه عصاره اتانولي  نتايج اين تحقيق نشان مي: گيري نتيجه
  . ها هستند  كروموزومي لنفوسيتDNAدو قادر به مهار اثرات صدمات اكسيداتيو به  هر) ليتر  ميكروليتر بر ميلي5/2و  1

  ژنوتوكسيك   آنتي  اكسيدان، ، آنتيSatureja hortensis  مرزه،،DNA: واژگان گل
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   دوره دوم،ششم،فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1386بيست و دوم، بهار   مسلسلشماره

 

 ...DNA بررسي برون تني محافظت 

 

  مقدمه

 درمان مانند ي اثرات مختلفكهست معطر   گياهي1مرزهگياه 
هاي عفوني و اسهال   تهوع و بيماري،امپ كر،دردهاي عضلاني

 در مواد غذايي به عنوان اين گياههمچنين از . ]1[دارد 
 هاي  در بررسياين گياه. ]2[ دهنده استفاده شده است طعم

آور و  اكسيدانت، خواب  آنتي،ميكروبيآزمايشگاهي اثرات ضد
  .]3،4،5،6[اسپاسم از خود نشان داده است ضد

نوان يكي از عوامل مهم در بروز  به عDNAاكسيداسيون 
 شود هاي دژنراتيو و پيري شناخته مي بسياري از بيماري

 متعددي در مورد اثرات هاي  از طرفي گزارش.]7،8،9[
شيميايي جدا شده از گياهان و اثرات مثبت  تني مواد فيتو برون

هاي پيري وجود   از مكانيسمها بر سلامت انسان و جلوگيري آن
 سنجش كومت يا سنجش ژل الكتروفورزي .]10،11،12[ دارد

  DNAبر سلول منفرد، روشي موثر در ارزيابي صدمه به
 بر پايه توانايي اين سنجش عمدتاً. موجود در سلول است

در مهاجرت به خارج  DNA هاي شكسته و دناتوره شده قطعه
در اين . از سلول تحت يك ميدان الكتريكي استوار شده است

تري داشته  ورده حركت بسيار آهسته صدمه نخDNAسنجش 
پس از انجام آزمايش . ماند و در محدوده هسته سلول باقي مي

 از »كومت« DNAبا بررسي دنباله بوجود آمده در اثر حركت 
  DNAتوان به ميزان صدمه به  شكل و الگوي مهاجرتي مينظر

  .]13[ پي برد
 اثرات محافظتي عصاره بررسي حاضر جهت تحقيق دربارة

 DNAبر تخريب اكسيداتيو  مرزهانلي و اسانس گياه ات
) ژنوتوكسيك اثرات آنتي(ها توسط پراكسيد هيدروژن  فوسيتلن

  .صورت گرفت
  

 ها مواد و روش
  آوري و شناسايي گياه جمع

اي اطراف شهر مشهد در تير  هاي باغچه از كشت مرزهگياه 
  آوري شد و توسط هرباريوم دانشكده   جمع1383ماه 

  

  

                                          
1 Satureja hortensis L. 

  

سازي دانشگاه علوم پزشكي مشهد شناسايي و به شماره دارو
  .  ثبت شد1-1908-153
  

  تهيه اسانس و عصاره الكلي 

با روش تقطير )  گرم100(هاي هوايي گياه  اسانس از اندام
 استخراج ]14[با بخار آب و استفاده از دستگاه كلاونجر 

سپس اسانس از لايه آبي جدا شده و با سولفات سديم . گرديد
. گيري و تا هنگام مصرف در يخچال نگهداري شد يدر آبان

جهت . بود) وزن/حجم( درصد 6/0دست آمده ه ميزان اسانس ب
 گرم پودر خشك شده از 115تهيه عصاره اتانولي ابتدا 

هاي هوايي گياه هموژنه شده، با استفاده از اتانول توسط  اندام
 سپس اتانول تحت شرايط دستگاه سوكسله استخراج شد و

ه  گرم عصاره غليظ ب7/16مقدار كاهش فشار حذف گرديد كه 
  .دست آمد

  

  ها فوسيتهاي خون و جداسازي لن تهيه نمونه

-180هاي نر سالم با وزن  هاي خون از رگ دم رت نمونه
 با بافر 1:1ليتر خون به نسبت   ميلي5. دست آمده  گرم ب250

تگي بر روي محيط مخصوص سالين فسفات رقيق و به آهس
به نسبت حجمي )  گرم بر ليتر57فيكول (فوسيت داسازي لنج

هاي مذكور به مدت  لوله.  در يك لوله سانتريفوژ اضافه شد1:1
ها جدا  فوسيتو لنشدند  سانتريفوژ g ×1000  دقيقه در20

هاي جدا شده به نسبت حجمي  در مرحله بعد سلول. گشتند
 5 مدت  بهاً در بافر فسفات سالين سوسپانسيون و مجدد1:1

دست آمده ه سپس رسوب ب.  سانتريفوژ شدg ×1000دقيقه در 
ليتر از بافر سالين فسفات سوسپانسيون شده و   ميلي5/0در 

شمارش Neobauer ها با استفاده از محفظه اسلايدهاي  سلول
ها در نمونه به  جهت انجام تست كومت غلظت سلول. شدند
ها  ده بودن سلولزن.  سلول در هر ميكروليتر رسانيده شد5000

 درصد نيز توسط رنگ آميزي تريپان بلو 98به ميزان بيش از 
  .]15[تاييد شد 
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   و همكارانبهروان

 

  1سنجش كومت

 ژنوتوكسيسيتي با انجام تغييرات جزيي در هاي آزمايش
به . ]13[روش استاندارد و در شرايط قليايي صورت گرفت 

 ميكروليتري از سوسپانسيون سلولي 10هاي  طور خلاصه حجم
   ميكروليتر از آگارز با نقطه ذوب پايين 90با 

)LMP 0.5% w/v (در بافر فسفات (PBS)  درجه 37در 
هاي ميكروسكوپي دگراد مخلوط شد و به سطح اسلاي سانتي

پوشيده شده )  درصدw/v5/1 (سرد كه قبلا با آگارز معمولي 
بعد از بستن لايه دوم يك لايه سوم حاوي . گشتبودند اضافه 

سپس . گشتاضافه  هادبه اسلاي LMP ر ميكروليت100
از )  ميكروليتر براي هر اسلايد50(ها در حجم زيادي داسلاي

 5/2 و 1 ،5/0 ،1/0 ،05/0(هاي عصاره اتانولي گياه  غلظت
 5/2 و 1 ،5/0 ،1/0 ،05/0( اسانس ،)ليتر گرم بر ميلي ميلي

 200 و 100 ،50( هيدروژن پراكسايد ،)ليتر ميكروليتر بر ميلي
 200(و مخلوطي از هيدروژن پراكسايد ) رومولارميك

) ليتر گرم بر ميلي  ميلي5/2 و 1(با عصاره گياهي ) ميكرومولار
 دقيقه و 30به مدت ) ليتر  ميكروليتر بر ميلي5/2و  1(يا اسانس 

هاي سپس اسلايد. گراد غوطه ور شدند  درجه سانتي4در 
ده سرد  شسته شدند و در محلول ليزكننPBS ميكروسكوپي با

)pH 10(  مولار5/2حاوي NaCl ، 100مولار   ميلي
Na2EDTA ،10تريتون درصد1مولار تريس و   ميلي X-100  

 درجه 4سولفوكسايد به مدت يك شب در  متيل  دي درصد10و 
ها با  اسلايد،وباسيونپس از انك. گراد نگهداري شدند سانتي
PBS قيقه  د30 شسته شده و در يك تانك الكتروفورز به مدت

 Na2EDTA، 3/0مولار   ميلي1(در محلول تازه تهيه شده 
ها  الكتروفورز نمونه. رار داده شدندق) pH 13و   NaOHنرمال

 دقيقه 30آمپر و به مدت   ميلي300گراد با   درجه سانتي4در 
 5/7 ، مولار4/0(ها سپس با بافر تريس يداسلا. انجام گرفت

pH ( و سپس با  خنثي شدند دقيقه 5سه بار و هر بار به مدت
.  شدندآميزي رنگ) ليتر  ميكروگرم بر ميلي20(اتيديوم برمايد 

 Nikon(در مرحله بعدي اسلايدها با ميكروسكوپ فلورسانت 

 مشاهده و ،متصل به دوربين مدار بسته و كامپيوتر) 100
 سلول منفرد و 50براي هر آناليز . تصاوير مربوطه ضبط شدند

                                          
1 Comet assay 

. شدند بررسي )=n 4براي هر غلظت دو اسلايد، (در دو آزمايش جداگانه 
ميزان صدمه به . انجام شد "Casp 1.2.2"افزار  هاي منفرد با نرم سلول

DNA برمبناي % tail DNAو بر اساس فرمول زير سنجيده شد .  
  

% tail DNA =[tail DNA/(head DNA + tail DNA)] ×100   
 صدمه بيشتر دهنده  نشانtail DNA %عدد بالاتر مربوط به 

  . در نظر گرفته شدDNAبر 
  

  آناليز آماري

ها با آناليز يك طرفه واريانس  اختلاف بين گروه
(ANOVA)و تست  Dunnet  انجام شد و مقادير بر اساس

  . خطاي استاندارد تعيين گرديد±ميانگين 
  

  نتايج

جهت بررسي ميزان صدمه وارد شده به كروموزم، 
ي مختلف از هيدروژن پر ها ها در معرض غلظت لنفوسيت
 شماره شكل( عصاره اتانولي ،)2  و1 شمارههاي  شكل(اكسايد 

در چهار درجه ) 4  شمارهشكل (مرزهيا اسانس گياه ) 3
 دقيقه قرار گرفتند و اثرات القا شده با 30و به مدت  گراد سانتي

بررسي  )Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE(روش 
 با افزايش غلظت tail DNA % افزايش قابل توجهي در. شد

، 1 شماره  شكل) ( ميكرومولار200 تا 50(هيدروژن پر اكسايد 
 001/0 p< (مقايسه بين تاثير 2شماره شكل  .مشاهده شد PBS 

ها نشان   ميكرومولار را بر لنفوسيت200و هيدروژن پراكسايد 
  ت جزيي به در گروه كنترل فقط صدماها آزمايش. دهد مي

DNA به صورت توزيع % tail DNA بين صفر تا ده درصد 
در .  را نشان داد<p 05/0) 4و  3  شمارههاي شكل(

 بعدي اثرات مهاركننده عصاره اتانولي و اسانس هاي بررسي
اكسايد  گياه در مقابل صدمات كروموزومي توسط هيدروژن پر

شود   ديده مي5گونه كه در شكل شماره  همان. بررسي شد
ليتر اثر  گرم بر ميلي  ميلي5/2عصاره اتانولي فقط در غلظت 

اسانس گياه در . نشان داد) >p 01/0(مهاري قابل توجه 
ليتر اثرات مهاري   ميكروليتر بر ميلي5/2 و 1هاي  غلظت

هيدروژن نشان  اكسيد در مقابل اثر تخريبي پر )>p 01/0(دار   يمعن
  ).6  شمارهشكل(داد 
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   دوره دوم،ششم،فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1386بيست و دوم، بهار   مسلسلشماره

 

 ...DNA بررسي برون تني محافظت 

 

  بحث

 خصوصيات آنتي ژنوتوكسيك عصاره ررسيبدر اين 
. شود مي گزارش براي اولين بار مرزهاتانولي و اسانس گياه 

   كارواكرول و گاما ترپينن توسط ،تيمول  اكسيدانت فعاليت آنتي
   از طرفي ]16،17،19،20[ ها منتشر شده است برخي گروه

  
  
  

  

  

 هاي بيولوژيك مشاهده شده از عصاره و يا اسانس يك فعاليت
با . ها مربوط است  موجود در آنيگياه به طور عمده به اجزا

آنتاگونيستي تركيباتي كه با اين حال اثرات سينرژيستي و يا 
 از نظر دور دها وجود دارند نباي هاي جزيي در اين نمونهدرصد
  رسد كه اثرات مشاهده شده  نظر ميه بنابراين ب. بماند

  
  

0 50  100  200
0

10

20

30

40

50

***

***

***

H2O2  (µM)

%
 T

ai
l D

N
A

  
ميزان . هاي مختلف هيدروژن پراكسايد كه با سنجش كومت بررسي شده است فوسيتي تيمار شده با غلظت لنDNAصدمه به  -1  شمارهكلش

   ).ANOVA تست(بيان شده است ) در دمDNA در صد (خطاي استاندارد از درصد حركت كرده در سنجش كومت  ± بر اساس ميانگينDNA  شكست در
001/0 *** p< ،01/0 **p< ،05/0 * p< تست( در مقايسه با كنترل ANOVA(  

  

A B

  

  

   ميكرومولار قرار گرفتند200هايي كه تحت تاثير هيدروژن پراكسايد   سلولBهاي كنترل و  سلول A. فوسيتي لنDNA  تصاوير كومت- 2  شمارهشكل
  

. 
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گراد قرار   درجه سانتي4 دقيقه در 30 به مدت مرزه هاي مختلف عصاره اتانولي فوسيتي كه در معرض غلظتلنDNA صدمه به  - 3  شمارهشكل

  )ANOVA تست(بيان شده است ) در دمDNA در صد (خطاي استاندارد از درصد حركت كرده در سنجش كومت  ± براساس ميانگينDNA  ميزان شكست در. گرفتند
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  )ANOVAتست(شده است بيان ) در دمDNA در صد (خطاي استاندارد از درصد حركت كرده در سنجش كومت  ± بر اساس ميانگينDNA  ميزان شكست در. گرفتند
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H 2
O 2

  2
00

 µM

SHEO 1
 µl

/m
l +

H 2
O 2

SHEO 2
.5µ

l/m
l +

H 2
O 2

0

10

20

30

40

50

%
 T

ai
l D

N
A

**
**

  
بر DNA  ميزان شكست در. ها فوسيتلنDNA در )  ميكرومولار200( بر صدمه ناشي از هيدروژن پراكسايد مرزه تاثير اسانس گياه - 6  شمارهشكل

  )ANOVA تست(بيان شده است ) در دمDNA در صد (ومت خطاي استاندارد از درصد حركت كرده در سنجش ك ± اساس ميانگين
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   دوره دوم،ششم،فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1386بيست و دوم، بهار   مسلسلشماره

 

 ...DNA بررسي برون تني محافظت 

 

از اسانس به علت وجود مقادير بالاي تركيبات ذكر شده در 

 همچنين حضور تركيبات پلي فنوليك از. اسانس اين گياه باشد

گزارش شده  مرزهيدها در يقبيل رزمارينيك اسيد و فلاونو

مراه اين تركيبات مشتق از اسيد فنوليك به ه. ]19[ است

اكسيدانت بروز  هاي مختلف اثرات آنتي ها در سيستم يديفلاونو

ژنوتوكسيك مشاهده شده  ترتيب اثرات آنتي بدين. ]20[ اند داده

تواند ناشي از حضور تركيبات فنلي  در عصاره اتانولي نيز مي

 بيشتر بر روي اجزا و خواص هاي بررسي. در اين عصاره باشد

تواند جزييات بيشتري از   گياه مياكسيدان عصاره و اسانس آنتي

  .مكانيسم اثرات آنتي ژنوتوكسيك مشاهده شده را روشن نمايد

  

  تشكر و قدرداني

اين تحقيق با حمايت مالي شوراي پژوهشي دانشگاه علوم 

پزشكي مشهد انجام شده و نويسندگان سپاس خود را در اين 

  .دارند رابطه اعلام مي
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