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  چكيده

ارزيابي تركيبـات   اين رو بررسي و از .مقاومت به داروهاي ضدويروسي در چند سال اخير به طور شايعي مشاهده شده است : مقدمه

  .رسد نظر ميه هاي نوين درمان ضروري ب ي جديد به منظور دستيابي به روشيدارو

  .استهرپس سيمپلكس  بيان بر چرخه تكثير ويروس شيرين  اثر عصاره گياهبررسي ،تحقيقمحور اصلي اين : هدف

ن در محدوده غلظتي كمتر از      آويروسي   سپس اثرات ضد   .شد بررسي   Veroهاي   ابتدا سميت اين عصاره روي سلول     : روش بررسي 

هاي ويـروس    براي ارزيابي كاهش بيان پروتئين Immunoflouroscent assayروش .شد ارزيابي TCID50روش  آستانه سميت با

  .شداستفاده 

نتـايج نـشان   . اسـت هرپس   داراي اثر مهاركنندگي روي تكثير ويروس،بيان  انجام شده عصاره شيرينهاي توجه به آزمايش با :نتايج

  .شود ر ويروس مشاهده ميبيان در مراحل آغازين چرخه تكثي بيشترين اثر ضدويروسي عصاره شيرين دهد مي

 بيـشتر بـه منظـور دسـتيابي بـه عوامـل نـوين               هـاي   بررسـي  تواند كانديد مناسبي جهت    بيان مي  عصاره گياهي شيرين  : گيري نتيجه

  .ضدويروسي باشد
  

   سميت،بيان شيرين هرپس ويروس،: واژگان گل
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  ...بررسي اثرات ضدويروسي

 

  مقدمه
 زيادي در زمينه اثرات هاي بررسيهاي اخير  سال در

ها صورت   مواد طبيعي در برابر ميكروارگانيسمكنندگي مهار

ه از تركيباتي كه براي انسان اين رابطه استفاد در. گرفته است

.  ضروري است،سمي بوده و اثرات جانبي هم نداشته باشندغير

هاي هرپس ويروسي از داروهايي  درمان عفونت امروزه در

 شود ه ميغيره استفاد ويدارابين و، مانند آسيكلووير، سيتارابين

اساس مهار فعاليت   مكانيسم عمل اين داروها بر].1،2،3[

 پلي مراز و تيميدين كيناز DNAهاي ويروسي مانند  آنزيم

ه  زياد بيعوارض جانب داروهاي فوق به دليل سميت و. است

آسيكلووير كه  از  غير،ندشو اي استفاده نمي طور گسترده

هاي  براي عفونتدرمان انتخابي  عوارض جانبي كمتري دارد و

هاي اخير موارد  سال حال در اين با. استهرپس ويروسي 

يكي . استهاي مقاوم به اين دارو نيز رو به افزايش  جهش يافته

هاي مهم براي حل مشكلات فوق گرايش  ترين گام از مهم

هاي گياهي است كه داراي  كارگيري عصارهه جهاني براي ب

بيان  گياه شيرين. ]12[د هستنعوارض جانبي كم و هزينه پايين 

در طب سنتي آسيا و اروپا از اين گياه .  است1 نخوداز خانواده

هاي پپتيك  هاي تنفسي و زخم براي درمان گاستريت و عفونت

چنين از اين گياه در درمان  هم. ]11،13 [شد مياستفاده 

هاي ويروسي و عفونت ويروس سايتو مگال نيز استفاده  هپاتيت

 با توجه به موارد تحقيقدر اين . ]5،6،11[ آمد عمل ميه ب

هاي   فعاليت،بيان در كتب گياهان دارويي استفاده فراوان شيرين

روي هرپس سيمپلكس ويروس  ضدويروسي عصاره آن بر

  .شدتايپ يك بررسي 
  

  ها مواد و روش

  سلول و ويروس
استفاده HSV-1  براي تكثير ويروس Veroدودمان سلولي 

 DMEM Dulbeccosمحيط كشت براي كشت سلول . شد

Modified Eagles Medium, سرم جنين  درصد10 داراي 

 استرپتومايسين mg/ml 100سيلين و    پنيIU/ml 100 ،گوساله

   كه در مركز تحقيقات HSV-1ويروس . كار برده شده ب
  

                                           
1 Leguminosae 

  

هاي  نمونه شناسي دانشگاه علوم پزشكي ايران از ويروس

هاي مونوكلونال  بادي آنتي ده ازكلينيكي جدا شده بود و با استفا

براي تعيين تيتر  .دش استفاده ،تيپ آن مشخص شده بود

  . استفاده شدTCID50ويروس از روش 
  

  Veroهاي  روي سلول بيان بر تعيين آستانه سميت عصاره شيرين
  ازVeroهاي  براي تعيين آستانه سميت عصاره روي سلول

اين  در. دشاده  استفTrypan Blue Exclusion Methodروش 

  هاي ميكروپليت  روش بعد از تشكيل تك لايه سلولي در چاهك

 و 800 ،600 ،500 ،250 ،100 ،50 ،10 ،5هاي   خانه غلظت96

ليتر محيط كشت  بيان در ميلي  ميكروگرم عصاره شيرين1000

DMEMهاي ميكروپليت   بدون سرم جنين گوساله به چاهك

يكروپيت در نظر گرفته شد براي هر غلظت يك رديف م. دشاضافه 

 فقط محيط كشت اضافه ،عنوان كنترل سلوله و در چاهك انتهايي ب

.  قرار داده شد درصدCO2 5 درجه و 37ميكروپليت در دماي . دش

هاي دو چاهك از هر   ساعت هر روز سلول24بعد از گذشت 

آميزي   رنگ درصد10غلظت با تريپسين كنده شد و با تريپان بلو 

هاي زنده  كند و سلول هاي مرده را رنگ مي ن بلو سلولتريپا. دش

هاي زنده و مرده انجام  سپس شمارش سلول. مانند رنگ باقي مي بي

در روز چهارم غلظتي از . دش اين عمل تا روز چهارم تكرار و

ها مرده بودند به عنوان   سلول درصد50عصاره كه در حضور آن 

CC50, (50%Cytotoxic concentration)نظر گرفته شد ر د.  

  

  HSV-1بيان بر روي  بررسي اثر ويروسيدالي عصاره شيرين
 عصاره CC50 ويروس با غلظت TCID50 100مقدار 

 ساعت سوسپانسيون 4 و 3 ،2 ،1پس از گذشت . دشتيمار 

ساعت  پس از يك. دش اضافه Veroفوق به سلوهاي تك لايه 

 از محيط  شستشو داده شدند تا بقاياي عصارهرها سه با سلول

 ساعت ميزان كاهش 24بعد از گذشت . دشوخارج 

  . دش تعيين TCID50زايي ويروس با روش  عفونت
  

هاي  بيان در غلظت كنندگي عصاره شيرين اثر مهار

  HSV-1مختلف برروي تكثير 

 درصد 50براي تعيين غلظتي از عصاره كه داراي 

شكيل از ت ابتدا بعد ويروس باشد، كنندگي روي تكثير ممانعت
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 TCID50 100 مقدار ،هاي پليت  لايه سلولي در چاهككت

. دشجز چاهك انتهايي رديف اضافه ه ها ب ويروس به همه چاهك

 براي خروج PBS ها با بافر ساعت چاهك 1گذشت  از بعد

سپس عصاره . هاي جذب نشده شستشو داده شدند ويروس

 ،100 ،50 ،10 ،5 يعني CC50هاي كمتر از  بيان با غلظت شيرين

ليتر محيط كشت  بيان در ميلي  ميكروگرم عصاره شيرين500 و 250

DMEMهاي ميكروپليت   بدون سرم جنين گوساله به چاهك

در چاهك مربوط به كنترل سلول و كنترل ويروس فقط . دشاضافه 

 چاهك اختصاص داده 12غلظت  براي هر. دشمحيط كشت اضافه 

زايي ويروس  نتساعت ميزان كاهش عفو 48گذشت  پس از. شد

اين . دش تعيين Read & Muenchو با روش TCID50  با تعيين

بيان در   ميكروگرم عصاره شيرين500فرايند با افزودن غلظت 

 و 12 ،4 ،2 ،1 ،هاي صفر  در زمانDMEMليتر محيط كشت  ميلي

  .دشها تكرار   ساعت پس از جذب ويروس به سلول24

  

  يم فلورسانس غيرمستقآميزي ايمونو رنگ

هاي  سلول هاي ويروس در براي بررسي كاهش بيان پروتئين

روش ايمونوفلورسانس  بيان از تيمار شده با عصاره شيرين

هاي استريل كشت داده  روي لامل ها سلول. دشغيرمستقيم استفاده 

 در مجاورت با ،HSV-1آلوده كردن با ويروس  شدند و پس از

هاي روي  عت سلولسا 12گذشت  پس از. عصاره قرار داده شدند

ساعت با آنتي سرم  1لامل با استن سرد فيكس شدند و به مدت 

 به PBSپس از شستشو با بافر   وشدندپلي كلونال خرگوش مجاور 

دار با  بادي مونوكلونال ضدخرگوشي نشان  دقيقه با آنتي45مدت 

فلورسئين مجاور شدند سپس با ميكروسكوپ ايمونوفلورسانس 

  .ندشدبررسي 
  

  جنتاي
 500 تا 5هاي بين  طيف غلظت بيان در عصاره شيرين

. گونه اثر توكسيك روي سلول ندارد ليتر هيچ ميلي درميكروگرم 

 محدوده ،دشو  مشاهده مي1  شمارهگونه كه در جدول همان

    سلول باشد سميت برروي درصد50غلظتي كه داراي 

)CC50 = 800 (ميكروگرم در800  تا600 بين غلظت  

  .است ليتر ميلي

بيان مشخص  بررسي اثرات ويروسيدالي عصاره شيريندر 

گونه تاثير  هاي كمتر از آستانه توكسيسيته هيچ د كه غلظتش

  ).1نمودار شماره (سيكل تكثير ويروس ندارد  نامطلوبي بر

 بيان بر هاي مختلف شيرين مهاركنندگي غلظت در بررسي اثر

 مشاهده 2 ره شماگونه كه در جدول  همانHSV-1ميزان تكثير 

   تا تواند تيتر ويروس را بيان كه مي شيرين  غلظتي از،شود مي

  .ليتر است ميلي  ميكروگرم در500 حدود در  كاهش دهد، درصد50

ها  شود، يافته  مشاهده مي2گونه كه در نمودار شماره  همان

 بيان بر دهند كه بيشترين مقدار اثر مهاري شيرين نشان مي

 اول پس ، مربوط به يك ساعتHSV-1 ويروس چرخه تكثير

زايي درحدود  از زمان جذب ويروس و ميزان كاهش عفونت

اي بر  قابل ملاحظه هاي بعدي تاثير  درصد است و در ساعت50

  .دشتكثير ويروس مشاهده ن

بررسي با روش ايمونوفلورسانس غيرمستقيم نشان داد كه 

 ي ويروسيها ژن بيان موجب كاهش قابل توجهي در بيان آنتي شيرين

 مشاهده 1  شمارهتصوير ميكروسكوپي به طوري كه در. شود مي

هاي تيمار شده با  هاي ويروسي در سلول ژن  بيان آنتي،شود مي

هاي ويروسي در كنترل ويروس  ژن بيان در مقايسه با بيان آنتي شيرين

  .دهد اي نشان مي كاهش قابل ملاحظه

  

  بحث
واره مد نظر ها هم گسترش شيمي درماني عليه ويروس

هاي در اين زمينه وجود  محققان بوده است ولي محدوديت

ها شده  دارد كه مانع از پيشرفت شيمي درماني عليه ويروس

صورت ه ها ب از جمله اين موانع اين است كه ويروس. است

بنابراين تركيبات مفيد . كنند داخل سلولي همانند سازي مي

هاي ويروس و ميزبان با درجه  ضدويروسي بايد بين فعاليت

ي افتراق قائل شوند تا حداقل آسيب را به ياختصاصيت بالا

 چندين داروي ضدويروسي موثر. هاي ميزبان وارد كنند سلول

ها از سنتز  كه اكثرآن دارد هاي هرپسي وجود  تعليه عفون بر

DNAآسيكلووير داروي انتخابي . كنند  ويروسي جلوگيري مي

درمان  مورد در هايي نگراني اخير سال چند در .]4[ است

  هاي مقاوم به  موتانت به دليل بروز آسيكلووير طولاني مدت با
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  ...بررسي اثرات ضدويروسي

 

   بر حسب زمانVeroهاي  بيان بر روي سلول هاي مختلف عصاره شيرين  اثرات سيتوتوكسيك غلظت-1شماره جدول 

  هاي زنده بر حسب درصد نسبت سلول
  )µg/ml(بيان  غلظت عصاره شيرين

  روز چهارم  روز سوم  روز دوم  وز اولر

0  98  97  97  98  

5  97  97  96  95  

10  96  95  95  95  

50  96  96  96  96  

100  96  96  96  96  

250  97  95  95  95  

500  97  97  95  96  

600  82  71  68  59  

800  70  68  62  50  

1000  30  22  20  17  

  

5
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LO G تيتر ويروس 

  

  HSV-1هاي مختلف برسيكل تكثير  بيان در زمان هاي شيرين يدالي عصارهاثر ويروس -1نمودار شماره 

  

   بر حسب غلظت عصارهHSV-1اثر مهار كنندگي عصاره شيرين بيان بر تكثير  -2جدول شماره 

  µg/ml غلظت عصاره شيرين بيان بر حسب   

  500    250    100    50    10    5    0  غلظت عصاره

-6  تيتر ويروس
10    
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  HSV-1هاي مختلف برسيكل تكثير ويروس بيان درزمان غلظت موثر شيرين تاثير -2نمودار شماره 

  

  

  

  

  

  

  

  انس غيرمستقيمبا روش ايمونوفلورس) B(در مقايسه با كنترل ويروس ) A(هاي ويروسي  ژن كاهش بيان آنتي -1تصوير شماره 

  

با  .]9،10 [شده است شكان ايجادزدارو و سميت دارو براي پ
ي ضدويروسي يو هزينه بالاي شيميا ها توجه به اين محدوديت

ي به دليل ينظر محققين به سوي استفاده از گياهان دارو
عنوان مثال ه ب .و ارزان بودن معطوف شده است عوارض كمتر

صورت خوراكي براي ه جبويه بدر طب يونان عصاره گياه بادرن
 شود ميدرمان ويروس آنفلوانزا و هرپس سيمپلكس استفاده 

ي بسيار يچنين عصاره گياه ماژروم نيز داراي توانا هم .]14[
 تاكنون نيز. استموثري عليه ويروس هرپس سيمپلكس 

بيان در مورد  هاي ضدويروسي عصاره گياهي شيرين فعاليت
به همين  .]7،8 [ استشدهيابي هپاتيت ويروسي بررسي و ارز

هاي ضدويروسي عصاره گياه  ارزيابي فعاليت بررسي و منظور
درمان  هاي جديد بيان جهت دستيابي به روش شيرين
اصلي   محور،هاي هرپسي با توجه به نكات ذكر شده عفونت

مراحل انجام  گونه كه در ابتدا همان .اين پژوهش قرار گرفت
  تاVero بيان بر روي سلول ينعصاره شير د،ش مشخص آزمون

ولي  ،استگونه خاصيت سميت  هر  فاقدg/mµ 1500 غلظت
  .دشو موجب مرگ سلول مي هاي بالاتر غلظت در

دهند كه اين عصاره فاقد خاصيت  نتايج نشان مي
؛ ولي استروي ويروس هرپس سيمپلكس  ويروسيدالي بر
ي مهاركنندگ داراي اثر HSV-1 روي ويروس همين عصاره بر
گرم بر   ميكرو500 چنين غلظت  و هماستقابل توجهي 

اين  دهد؛ به طوري كه در ليتر آن بيشترين اثر را نشان مي ميلي
نتايج . شود  ميLog 3غلظت باعث افت تيتر ويروس به ميزان 

 بررسي اثر آزمون در .د شبا روش ايمونوفلورسانس نيز تاييد
هاي  پس در زمانبيان بر همانندسازي ويروس هر عصاره شيرين

) در زمان جذب(مختلف قبل از آلودگي سلول با ويروس 
ويروس به اين نتيجه رسيديم  لودگي سلول باآهاي بعد از  زمان

جذب  عصاره در ساعت اول بعد از كه بهترين زمان اثر
بايد توجه داشت كه اولين پلي پپتيدهاي  .استويروس 

   پس از عفونت در ت ساع2 - 4ويروسي يا آلفا پلي پپيدها طي 
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  ...بررسي اثرات ضدويروسي

 

هاي  ينئكه اغلب پروت پلي پپتيدهاي بتا و شوند مي شكارآسلول 
عفونت  از  بعدتساع 7تا  5 شود شامل مي غيرساختماني را

هاي ساختماني  پپتيدهاي گاما كه پروتين پلي و شود مي توليد
 با. ]1 [شوند مي عفونت ظاهر  ساعت پس از15 تا 12 ،هستند

ويروس  بيان بر ين زمان اثر عصاره شيرينتوجه به اينكه بيشتر
 اين تممكن اس ،استعفونت  هرپس يك ساعت پس از

عفونت   ساعت پس از4 تا 2 كه طي آلفاپلي پپتيدها عصاره بر
گونه  توان اين  ميبنابراين احتمالاً. نمايد اثر شوند مي شكارآ

ضدويروسي خود را با  بيان بيشترين اثر كرد كه شيرين تفسير
  هاي آلفا  بروز ژن  تداخل در، نفوذ،ل در مراحل اتصالاختلا

  

 بررسيبراي . كند  اعمال مي immediate early geneيا
تر جزئيات مكانيزم اثر ضدويروسي عصاره پيشنهاد  دقيق

هايي مثل   بعدي با تكنيكهاي  بررسيكه در شود مي
يا  هاي مختلف ويروس و ايمونوبلاتينگ روي پروتئين

تيميدين كيناز  هاي اختصاصي ويروس مانند نزيمآ گيري اندازه
اثر دقيق عصاره را روي اجزاي مختلف ويروس در مراحل 

چنين با جداسازي مواد  هم. مختلف همانندسازي بررسي شود
به طور  توان آثار ضدويروس هر يك را متشكله گياهان مي

  .داد جداگانه مورد بررسي قرار
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