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 (: BAE-1گاو )های اندوتلیال آئورت در سلول پراکسید هیدروژن

  یک مطالعه آزمایشگاهی
 

 3آذر حسینی، 3سحر فنودی
 

 62/30/3030 :مقاله رشیپذ 62/30/3030: سندهیاز نو هیاصلاح افتیدر 60/30/3030: جهت اصلاح سندهیارسال مقاله به نو 62/30/3030: مقاله افتیدر
 

 

 

 

 چکیده

ها اکسیدانهای قلبی و عروقی، استفاده از آنتیبا توجه به اثرات منفی استرس اکسیداتیو در پاتوفیزیولوژی بیماری زمینه و هدف:

تواند به کاهش عوارض کمک کند. این مطالعه با هدف تعیین اثر محافظتی گیاه سپستان در برابر استرس مانند گیاهان دارویی می

Bovine Aortic Endothelial; BAE-های اندوتلیوم آئورت جدا شده از گاو )( در سلول2O2H) پراکسید هیدروژناکسیداتیو ناشی از 

 ( انجام شد.1

به مدت  BAE-1های الکلی از میوه گیاه سپستان تهیه شد. سلول-ابتدا عصاره آبی، در این مطالعه آزمایشگاهی ها:مواد و روش

میکرومولارH2O2 (422  )لیتر( قرار گرفتند، سپس میکروگرم در میلی 42-422های مختلف عصاره )ساعت در مجاورت غلظت 42

ها، میزان آپوپتوز سلولی به روش فلوسایتومتری، بررسی مانی سلولهای مختلف شامل زندهساعت تستاضافه شد و پس از نیم

ستات دی افلئورسینکلرودیدیهای آزاد با پروب آلدهید و بررسی تولید رادیکالدیپراکسیداسیون لیپیدی با سنجش مالون

(Dichlorodifluorescein diacetate; DCFDAانجام گردید. داده )طرفه و آزمون تعقیبی ها با استفاده از آنالیز واریانس یکTukey 

 تجزیه و تحلیل شدند.

آلدهید دیهای فعال اکسیژن و مالونصورت وابسته به دوز میزان تولید گونهههای مختلف عصاره میوه سپستان بغلظت ها:یافته

ها با عصاره تیمار سلولپیش چنین،هم(. P<22/2) داد کاهش 2O2Hدار نسبت به گروه را به صورت معنی 2O2Hناشی از سمیت 

 (.P<212/2) شد پراکسید هیدروژندار میزان آپوپتوز نسبت به گروه صورت وابسته به دوز باعث کاهش معنی همیوه سپستان ب

بب کاهش تواند سالکلی میوه سپستان می-استفاده از عصاره آبیرسد به نظر میهای پژوهش حاضر، بر اساس یافته گیری:نتیجه

 شود. BAE-1های در سلول پراکسید هیدروژنآسیب اکسیداتیو و سمیت سلولی ناشی از 

  اندوتلیال، استرس اکسیداتیو، سلول پراکسید هیدروژنسپستان،  :ی کلیدیهاواژه
 

 یهالولدر س پراکسید هیدروژناز  یناش یتسپستان در کاهش سم یاهگ یوهم یالکل-یعصاره آب یاثر محافظت ،آ ینیس، حس یفنود :ارجاع

 :صفحات ،7 شماره 41 دوره، 1221 سال ،رفسنجان پزشکی علوم دانشگاه مجله. یشگاهیمطالعه آزما یک(: BAE-1آئورت گاو ) یالاندوتل

241-222. 
 

 

 گروه علوم پایه پزشکی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی نیشابور، نیشابور، ایراناستادیار،  -1
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 گیاهان دارویی، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایرانمرکز تحقیقات فارماکولوژی دانشیار،     

 hoseiniaz@mums.ac.irپست الکترونیکی:  ،351-07332283تلفن:    
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  مقدمه

های اندوتلیال نقش اساسی در حفظ هموستاز عروقی سلول

زایی، دارند و در بسیاری از فرایندهای عروقی از جمله رگ

شواهد  .(1)شوند های التهابی و اتساع عروق درگیر میپاسخ

های فعال دهد، افزایش میزان گونهفراوانی وجود دارد که نشان می

( که از میتوکندری Reactive Oxygen Species; ROSاکسیژن )

و  های قلبیگیرند، ارتباط نزدیکی با پاتوژنز بیماریمنشأ می

لبی و نارسایی ق تصلب شرایین، آنفارکتوس میوکارد عروقی مانند

اند که تجمع نشان داده دارند. مطالعات تجربی و بالینی متعدد

ROS های میوکارد که دچار اختلال به طور قابل توجهی در سلول

مشخص شده است که ، چنینیابد. هماند، افزایش میعملکرد شده

، منجر به آپوپتوز، ROSعروقی با -های قلبیتماس مزمن سلول

شود که در نهایت خود باعث اختلال عملکرد نکروز و فیبروز می

 . (4)شود قلب می

های استرس اکسیداتیو در نتیجه عدم تعادل بین تولید رادیکال

سو و سیستم دفاع های فعال اکسیژن از یکآزاد و گونه

شود. در شرایط نرمال اکسیدانی از سوی دیگر ایجاد میآنتی

ود شاسترس اکسیداتیو از طریق زنجیره انتقال الکترون تولید می

های سلولی مثل اکسیدانیوسیله آنتهو به طور طبیعی ب

، کاتالاز (Superoxide dismutase; SOD) سموتازید یدسوپراکس

(Catalase; CAT) شود. استرس و گلوتاتیون برداشته می

، لیپیدها هااکسیداتیو به ترکیبات مختلف سلول از جمله پروتئین

 .(1)کند و اسیدهای نوکلئیک آسیب وارد می

جمع ت اثراتاکسیدان یکی از های آنتیتغییر در فعالیت آنزیم

ROS های قلب است. برای مثال، در این شرایط، در میوسیت

 Glutathioneپراکسیداز )اتیونو گلوت CAT ،SODفعالیت 

peroxidase; GPXیابد که خود منجر به تشدید ( کاهش می

شود. در نتیجه افزایش پراکسیداسیون لیپیدها می فرآیند

ید هآلددین لیپیدها، تولید مالونپراکسیداسیو

(Malondialdehyde; MDAو انواع رادیکال ) های آزاد بیشتر شده

ه نهایی شود. نتیجاکسیدانی سلول بیشتر تضعیف میو دفاع آنتی

ز ا پیش برنده آپوپتوزهای این موارد در نهایت آزاد شدن مولکول

 .(2)میتوکندری و مرگ سلول است 

نقش بسیار  ROS( به عنوان مولد 2O2H) پراکسید هیدروژن

ان نش کند. بسیاری از مطالعاتمی ءمهمی در اختلالات عروقی ایفا

تواند باعث صدمه و القاء می پراکسید هیدروژنداده است که 

استفاده از ، . بنابراین(2)های اندوتلیال شود آپوپتوز در سلول

 تواند به کاهش عوارض کمک کند. ها میاکسیدانآنتی

جا که گیاهان دارویی حاوی ترکیباتی همچون از آن

توانند در باشند، میاکاروتن و توکوفرول میها، بتفنولپلی

های ناشی از استرس اکسیداتیو نقش محافظتی نشان دهند. آسیب

، (2)مطالعات نشان دادند گیاهان دارویی مانند زعفران 

Phyllanthus emblica (7)  وMelissa officinalis (8) اند توانسته

های اندوتلیال را کاهش دهند. در سلول 2O2Hسمیت ناشی از 

فنول موجود در گیاهانی مانند انار ترکیبات تانن و پلی، چنینهم

-BAEهای اکسیدانی سبب محافظت از سلولواسطه اثرات آنتیبه

منابع  . امروزه مطالعات جهت تولید داروهای جدید از(9)اند شده 1

طبیعی از جمله گیاهان به علت عوارض جانبی کمتر، رونق زیادی 

است. گیاهان دارویی از دیر باز و در طب سنتی و اسلامی  گرفته

اند. اقبال عمومی بالا، پذیرش دارو، در ایران مصرف بالایی داشته

تر گیاهان دارویی از جمله دلایل تر و قیمت پاییندسترسی آسان

 .(12)باشد ها میین ترکیبات در بهبود بیماریاستفاده از ا

 ای از، گیاهی از تیره گاوزبانیان، گونه(Cordia myxa) سپستان

و مودار آن در  های سفیدکه گل است Boraginaceae خانواده

ای کمرنگ تا صورتی و میوه قهوهفروردین و اردیبهشت شکوفا و 

 Cordia . جنس(1شکل )شود شیرین آن در تیر یا مرداد ظاهر می
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 C. myxa، C. cerratifolia، C. francisci های متفاوتی مانندگونه

سپستان از شرق مدیترانه تا شرق هندوستان به طور بومی . دارد

وارد ایران های پیش وجود دارد. در ایران غیربومی است و از زمان

شده است و در سواحل و جزایر جنوبی و جنوب کشور کشت 

اند که این گیاه از ترکیبات مطالعات قبلی نشان داده. (11) شودمی

 (درصد 18/2) ، Stigmasterol(درصد 82/2) مختلفی مانند

Phytol، (48/2 درصد)Linoleic acid ، (99/2 درصد) Ascorbic 

acid، (92/9 درصد)Olealdehyde ، (82/2 درصد )

Stigmastanol، (22/1 درصد) γ-Sitosterol تشکیل شده است .

، اسید، کاتچین چنین حضور ترکیبات فنولی مانند گالیکهم

کوماریک، روتین، کامفرول و -اسید، پی والنیک اسید، کلروژنیک

 (14)رسیده است تأیید کوئرستین در عصاره میوه سپستان، به 

 
 گیاه سپستان -3شکل 

طب سنتی به صورت خوراکی برای درمان  گیاه دراین  

. پالپ این (11)رفته است گلودرد به کار می و های تنفسیعفونت

، و (12)ها، تسکین دردهای روماتیسمی گیاه برای درمان آبسه

های ادراری، میوه، دانه و برگ آن به عنوان دیورتیک، درمان عفونت

استفاده از . رفته استهای ریوی و ضد کرم به کار میبیماری

ها از های پوستی و زخمهای آن برای درمان عفونتبرگ

کاربردهای دیگر آن است. اثرات ضد التهاب و ضد درد، تعدیل 

سیستم ایمنی، ضد انگل و ضد کرم، اثر کاهنده فشارخون و بهبود 

. در (12)ست عملکرد تنفسی نیز در مطالعات نشان داده شده ا

یک مطالعه اخیر، اثر محافظتی عصاره متانولی سپستان در یک 

ده توسط دوکسوروبیسین در ش ءمدل حیوانی سمیت قلبی القا

موش صحرایی بررسی گردید. عصاره باعث بهبود مارکرهای آسیب 

 ;Lactate dehydrogenaseقلبی شامل لاکتات دهیدروژناز )

LDH( و کراتین کیناز عضلات قلب )Creatine kinase; CK-

MBچنین مارکرهای آسیب اکسیداتیو شامل گلوتاتیون و (، و هم

. در مطالعات انجام گرفته (12)ی گردید پراکسیداسیون لیپید

های آزاد و مقابله با استرس گری رادیکالپتانسیل روبش

دلیل حضور ترکیبات واجد خصوصیات اکسیداتیو، به

اکسیدانی ازجمله ترکیبات فنولی و فلاونوئیدی در میوه این آنتی

 . (11)باشد گیاه می

های که استرس اکسیداتیو سبب آسیب به سلولبا توجه به این

چنین با توجه به مزایای ترکیبات شود، و همقلب و عروق می

های اکسیداتیو، ضرورت استفاده اکسیدان برای کاهش آسیبآنتی

ها گیاهی برای مقابله با این آسیب ءاز ترکیبات جدید با منشا

شدیم تا به تعیین . لذا در این مطالعه بر آن(17)شود احساس می

در  2O2Hاثر عصاره میوه گیاه سپستان در کاهش سمیت ناشی از 

 های اندوتلیال آئورت گاو بپردازیم.سلول

 هامواد و روش

این مطالعه آزمایشگاهی با کد اخلاق 

IR.MUMS.MEDICAL.REC.1398.239  به تأیید کمیته اخلاق

مراحل  1199دانشگاه علوم پزشکی مشهد رسید و در سال 

آزمایشگاهی آن انجام گردید. گیاه سپستان از منابع تجاری تهیه 

مسئول هرباریوم دانشگاه فردوسی شناخته و تأیید گردید  و توسط

گیری پس (. به منظور عصارهE-1644-FUMH)شماره هرباریوم: 

 72گرم از پودر گیاه در حلال اتانول  22مقدار  از آسیاب کردن،

 ,Electrothermalساعت در دستگاه سوکسله ) 28به مدت  درصد

UK ماری خشک شد . عصاره حاصل روی بن(18)( قرار داده شد
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داری درجه سلسیوس نگه 18و برای مراحل بعدی در دمای منهای 

 .شد

 سیوکالتئو-ت فنلی عصاره با روش فولینمحتوای ترکیبا

(Folin-Ciocalteu تعیین گردید )(19) میکرولیتر از  42. حجم

ک گالیلیتر( و یا اسیدگرم در میلیمیلی 12عصاره گیاه )با غلظت 

 222و  422، 122، 122، 22هایبه عنوان استاندارد )با غلظت

-فولین میکرولیتر معرف 122طور جداگانه با  گرم در لیتر( بهمیلی

مول در لیتر(  1سدیم )میکرولیتر محلول کربنات 122سیوکالتئو و 

لیتر رسانده میلی 4ها با آب دیونیزه به مخلوط شد. حجم نمونه

ها با دستگاه طیف سنج ساعت، جذب نوری نمونه 4شد. پس از 

(Cecil BioQuest CE 2501 Life Science 

Spectrophotometer, UK گیری نانومتر اندازه 722( در طول موج

گالیک رسم شد و محتوای ترکیب شد. منحنی استاندارد برای اسید

گرم معادل اسید گالیک در هر گرم فنلی عصاره به صورت میلی

  .(19)عصاره بیان شد 

 برای تعیین محتوای فلاونوئیدها در عصاره گیاه از روش رنگ

میکرولیتر  222. حجم (42)آلومینیوم استفاده شد سنجی کلرید

لیتر( و یا فلاونوئید گرم در میلیمیلی 12از عصاره گیاه )با غلظت 

، 2/14، 42/2های عنوان استاندارد )با غلظت ( بهRutinروتین )

لیتر میلی 2/1در لیتر( به طور جداگانه با  گرممیلی 122و  22، 42

 122درصد،  12آلومینیوم لیتر کلریدمیکرو 122درصد،  92اتانول 

لیتر آب مقطر مخلوط میلی 8/4مولار و  1پتاسیم میکرولیتر استات

ج سنها با دستگاه طیفدقیقه، جذب نوری نمونه 12شدند. پس از 

شد. منحنی استاندارد برای گیری نانومتر اندازه 212در طول موج 

روتین رسم شد و محتوای ترکیبات فلاونوئیدی به صورت 

 .(41)گرم معادل روتین در هر گرم عصاره بیان شد میلی

در زمان استفاده از عصاره گیاه به منظور حل شدن کامل از 

( استفاده Dimethyl sulfoxide; DMSOسولفوکسید )متیلدی

 DMSOای به محیط کشت اضافه شد که درصد گردید و به گونه

 رده سلولی اندوتلیال آئورت گاو .(44)نگردید  %1بیشتر از 

(Bovine Aortic Endothelial; BAE-1)  از بانک سلولی انستیتو

 Dulbecco's Modified Eagleرویان تهیه شد و در محیط کشت 

Medium (DMEM حاوی )سرم جنین گاوی ) درصد 12Fetal 

Bovine Serum; FBSلیتر(/ واحد در میلی 122سیلین )( و پنی

شده و لیتر( کشت داده گرم در میلیمیلی 122استرپتومایسین )

 2CO (LEEC درصد 2گراد و درجه سانتی 17سپس در انکوباتور 

Automatic CO2 Incubator, UKداری شد. پس از پاساژ ( نگه

-2,5-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3سلولی جهت تست 

diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) ها در پلیت سلول

 خانه کشت داده شدند. 92

سلول در هر  2222ها به میزان ها، سلولجهت انجام آزمایش

ساعت که  42خانه کشت داده شدند. پس از  92چاهک از پلیت 

ها به کف پلیت متصل شدند محیط کشت قبلی با محیط سلول

 14، 42، 22، 122، 422کشت تازه حاوی عصاره گیاهی )

های . درصد سلول(11)لیتر( تعویض گردید میکروگرم در میلی

ارزیابی گردید. این رنگ با نفوذ به  MTT رنگ زنده با استفاده از

های زنده که دارای فعالیت میتوکندریایی هستند، به سلول ءغشا

شود. حل کردن یل میهای فورمازان تبدرنگ بنفش کریستال

گیری باعث امکان اندازه DMSOهای رنگی فورمازان در کریستال

( Spekol-1500, Germanyآن با دستگاه اسپکتروفتومتری )

های زنده در توان انتظار داشت هرچه سلولمی، شود. بنابراینمی

کنون از ام محیط بیشتر باشد رنگ بنفش حاصله بیشتر باشد. ه

ای هور ارزیابی سمیت سلولی و یافتن سلولبه منظ MTTتست 

 12. در این مطالعه (41)شود زنده به طور گسترده استفاده می

لیتر( به گرم در میلیمیلی 2)غلظت  MTTمیکرولیتر از محلول 

ها به مدت سه تایی اضافه شد و سلول 92های هر کدام از خانه

گراد انکوبه درجه سانتی 17ساعت در انکوباتور در حرارت 

ر ریخته شد به رسوب ها دوکه محیط سلولگردیدند. پس از این
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 DMSOمیکرولیتر  122ها و بلورهای حاصله از محلول( )سلول

نانومتر توسط  272ها در طول موج اضافه شد و جذب نوری آن

مریکا، آ)ایالات متحده  Stat FAX 303 plate readerدستگاه 

مانی . با این روش میزان زنده(41)گیری شد همیار طب کالا( اندازه

ابی مورد ارزی H2O2های اندوتلیال در برابر سمیت ناشی از سلول

 H2O2های مورد مطالعه شامل کنترل، عصاره و قرار گرفت. گروه

 DMSOبودند. در گروه کنترل به همان میزان که در گروه عصاره 

ز عدم ا اضافه شده بود، اضافه گردید تا شرایط مشابه باشد و ضمناً

 42ها به مدت سمیت حلال اطمینان حاصل شود. ابتدا سلول

مختلف عصاره میوه سپستان با های ساعت در مجاورت غلظت

 42لیتر قرار گرفتند، بعد از میکروگرم بر میلی 14-422غلظت 

 (42)بر اساس مطالعات قبلی  H2O2میکرومولار از  422ساعت، 

 مانی انجام گرفت.ارزیابی زندهساعت و پس از نیم افزوده شد

های آزاد توسط فلوسایتومتری، برای سنجش میزان رادیکال

خانه کشت داده شدند و طبق  92های ها در پلیتسلول

ها انجام شد. سازی سلولهای گفته شده، مراحل آمادهپروتکل

 استاتدی فلئورسینکلرودیسپس با پروب دی

(Dichlorodifluorescein diacetate; DCFDA ) 42با غلظت 

دقیقه و در تاریکی انکوبه شدند. بعد از  12میکرو مولار به مدت 

( Phosphate Buffer Saline; PBSآن ابتدا با بافر فسفات سالین )

 282شسته شدند و شدت فلورسنت حاصل در طول موج تحریک 

 نانومتر با استفاده از دستگاه فلوریمتر 212نانومتر و طول موج نشر 

fluorescence Victor X5 2030 Multilabel Plate Reader 

(PerkinElmer, Shelton, Connecticut) گیری گردید اندازه

(42). 

های سلولها در پراکسیداسیون چربیبرای ارزیابی میزان 

BAE-1 دهنده با از روش سنجش میزان ترکیبات واکنش

از پراکسیداسیون لیپیدها  MDA اسید استفاده شد.تیوباربیتوریک

شود و میزان تولید آن با شکست و تفکیک اسیدهای تولید می

 MDAگیری . لذا اندازه(42)چرب غیراشباع متناسب است 

 باشد. شاخص مناسبی برای پراکسیداسیون لیپید می

 212خانه کشت داده شدند ) 2ها در پلیت به این منظور سلول

 استیککلروتری لیتر محلولمیلی 4ها با سپس سلول (،2/1× 

 4ه مدت اسکراب شد و ب ;TCA) (Trichloroacetic acid اسید

، bh-1200دور در دقیقه سانتریفوژ ) 11222دقیقه با سرعت 

 222 ،انجام مراحل بالاپس از  شرکت بهداد، ایران( شدند.

میکرولیتر  222میکرولیتر از محلول رویی برداشته شد و همراه با 

 درصد 7/2میکرولیتر از محلول  822و  TCAاز محلول 

 2به ویال  ;TBA) (Thiobarbituric acidاسید  تیوباربیتوریک

 92دقیقه در حرارت  42لیتری اضافه شد. سپس به مدت میلی

-nلیتر میلی 1حرارت داده شد و سپس به آن گراد درجه سانتی

میکرولیتر از آن به پلیت  422بوتانل اضافه شد. پس از ورتکس، 

نانومتر  212خانه منتقل شد و جذب آن در طول موج تحریک  92

 .(42)نانومتر خوانده شد  222نشر و 

، از جمله DNA (DNA Fragmentation)قطعه قطعه شدن 

 دهد و طی آن قطعات مونورخدادهایی است که در آپوپتوز رخ می

گردند. در صورت نفوذپذیر تشکیل می DNAو الیگونوکلئوزومال 

درصد  1/2کردن سلول توسط محلول هیپوتونیک )سدیم سیترات 

با وزن مولکولی  DNAدرصد( قطعات  1/2و تریتون ایکس صد 

گردند و ( از سلول خارج میLow Molecular Weight DNAکم )

متری دارند و در ک DNAمحتوایهای آپوپتوتیک، در نتیجه سلول

های در سلول PI (Propidium Iodide)آمیزی با رنگ رنگ

 شود که نشان، پیک دیگری دیده میPeak 1G آپوپتوتیک قبل از

 .(47)باشد دهنده درصد آپوپتوز می

ها به سه گروه شامل کنترل، عصاره سلول، جهت بررسی آپوپتوز

میکرومولار2O2H (422  )لیتر( و میکروگرم بر میلی 224-42)

خانه به میزان  42ها در پلیت تقسیم شدند. در این روش سلول

 42ها به مدت سلول در هر خانه کشت شدند. سلول 122،222
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 422 ،122 ،22 ،42های مختلف عصاره سپستان )ساعت با غلظت

 2O2Hستند سمیت توان MTTلیتر( که در تست میکروگرم بر میلی

 پراکسید هیدروژنمواجه شده و سپس در معرض ، را کاهش دهند

دقیقه قرار گرفتند. سپس  12میکرومولار به مدت  422با غلظت 

 2لیتری منتقل و به مدت میلی 4های ها به میکروتیوبسلول

دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند. محلول  2222دقیقه با سرعت 

 Propidiumمیکرولیتر از بافر  222چاهک رویی خارج شد و به هر 

Iodide  اضافه شد و پس از گذشت سی دقیقه انکوباسیون در دمای

درجه و به دور از  2ها در دمای گراد، میکروتیوبدرجه سانتی 17

داری شدند و سپس سنجش با ساعت نگه 42نور، به مدت 

ی ( انجام گرفت. بررسFAC scan flow cytometerفلوسیتومتری )

Peak 1G-Sub  ،در دستگاه فلوسیتومتری )بی دی بیوساینس

افزار فلوجو آنالیز مریکا( انجام شد و توسط نرمآایالات متحده 

 .(48)گردید 

افزار های این مطالعه توسط نرمتجزیه و تحلیل آماری داده

GraphPad Prism  های مربوطه توسط انجام شد و منحنی 8نسخه

ن انحراف استاندارد میانگی" صورتبه نتایج افزار رسم شدند.این نرم

نتایج مربوط به و جهت مقایسه شده است گزارش  "میانگین ±

های الرادیکو پراکسیداسیون لیپیدی  ،ها، آپوپتوزمانی سلولزنده

 کنترل و عصاره، مختلف هایهای مختلف )غلظتدر گروهآزاد 

2O2H )آزمون تعقیبی به همراه  طرفهاز آنالیز واریانس یکkeyTu 

که شامل نرمال بودن آنالیز واریانس های فرض. پیششد ستفادها

باشد به ترتیب به کمک توزیع خطاها و همگنی واریانس خطاها می

مورد بررسی قرار  Leveneو  Kolmogorov-Smirnovهای آزمون

 درداری سطح معنی(. P>22/2دار نبود )ها معنیگرفت و نتایج آن

 در نظر گرفته شد. 22/2ها آزمون

 نتایج

میزان تام ترکیبات فنولی در عصاره هیدروالکلی گیاه معادل 

گرم در هر گرم از عصاره خشک بود. میزان ترکیبات میلی 18

گرم در هر میلی 2فلانوئیدی در عصاره هیدروالکلی گیاه معادل 

 گرم از عصاره خشک بود.

با دوزهای مختلف عصاره میوه گیاه  BAE-1های سلول

ساعت  42لیتر( به مدت میکروگرم بر میلی 14-422سپستان )

اضافه شد و پس از گذشت  2O2Hتیمار شدند، سپس پیش

تعیین گردید.  MTTبا آزمون  های زندهساعت، درصد سلولنیم

شود، با افزایش دوز عصاره مشاهده می 1طور که در نمودار همان

ی یابد و میزان بقاء در تمامها افزایش مییزان بقاء سلولسپستان، م

ت به دار نسبلیتر، تفاوت معنیمیکروگرم بر میلی 14 ءجزدوزها به

 .(P<222/2داشتند ) پراکسید هیدروژنگروه 

 
های مختلف عصاره میوه سپستان بر درصد اثر پیش تیمار غلظت -3 نمودار

 .پراکسید هیدروژندر برابر سمیت ناشی از  BAE-1های زنده مانی سلول

صورت  بهنمودار  .Tukey آزمون تعقیبیو  طرفهآنالیز واریانس یک
 (P**<333/3) زارش شده است.گ "میانگین ±انحراف استاندارد میانگین "

، پراکسید هیدروژندار در مقایسه با گروه اختلاف معنی (P***<333/3و )

(333/3>P### اختلاف )کنترل دار در مقایسه با گروهمعنی.  

 

 ROSنتایج حاصل از بررسی اثر عصاره میوه سپستان بر میزان 

در  BAE-1های در سلول پراکسید هیدروژنتولید شده ناشی از 

دار باعث افزایش معنی 2O2Hنمایش داده شده است.  4نمودار 

نسبت به گروه کنترل شد  BAE-1های در سلول ROSمیزان 

(221/2>P) .صورت  های مختلف عصاره میوه سپستان بهغلظت
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میکروگرم در  42-422ها )وابسته به دوز و در تمامی گروه

در مقایسه با گروه  ROSدار میزان لیتر( باعث کاهش معنیمیلی

2O2H  میکروگرم بر  22و  42گردید. بین اثر محافظتی دوزهای

دار مشاهده نشد قایسه با هم اختلاف معنیلیتر در ممیلی

(222/2<P) 

 
های مختلف عصاره میوه سپستان بر میزان غلظتپیش تیمار اثر  -6 نمودار

یز واریانس آنال .پراکسید هیدروژنهای آزاد اکسیژن ناشی از تولید رادیکال

انحراف استاندارد "صورت  بهنمودار  .Tukey آزمون تعقیبیو  طرفهیک

و  (P( ،)333/3>**P*<353/3)زارش شده است. گ "میانگین ±میانگین 

(333/3>***P) پراکسید هیدروژندار در مقایسه با گروه اختلاف معنی، 

(333/3>P###اختلاف معنی )کنترل دار در مقایسه با گروه.  

یزان منتایج حاصل از بررسی اثر عصاره میوه سپستان بر ، 1نمودار 

های هیدروژن در سلول پراکسیداسیون لیپیدی ناشی از پراکسید

1-BAE 2طور که قابل مشاهده است، دهد. همانرا نشان میO2H 

 باعث افزایش 

نسبت به گروه  BAE-1های در سلول MDAدار میزان معنی

( و عصاره میوه سپستان به صورت P<221/2کنترل شده است )

نسبت به گروه  MDAدار میزان وابسته به دوز باعث کاهش معنی

2O2H .شده است 

 

 
های مختلف عصاره میوه سپستان بر میزان اثر پیش تیمار غلظت -0 نمودار

 طرفهانس یکآنالیز واری .پراکسید هیدروژنپراکسیداسیون لیپیدی ناشی از 

 ±انحراف استاندارد میانگین "صورت  بهنمودار  .Tukey آزمون تعقیبیو 

و  (P( ،)333/3>**P*<353/3) زارش شده است.گ "میانگین

(333/3>***P) پراکسید هیدروژندار در مقایسه با گروه اختلاف معنی، 

(333/3>P###اختلاف معنی )کنترل  دار در مقایسه با گروه 

های مربوط به فلوسایتومتری در بررسی ، هیستوگرام1تصویر 

 عصاره میوه سپستان بر میزان آپوپتوز ناشی از پراکسیداثر 

طور که دهد. همانرا نشان می BAE-1های هیدروژن در سلول

دار میزان هیدروژن باعث افزایش معنی نشان داده شده، پراکسید

نسبت به گروه کنترل شده است.  BAE-1های آپوپتوز در سلول

باعث کاهش میزان  صورت وابسته به دوزعصاره میوه سپستان به

( P**<212/2شد ) پراکسید هیدروژنآپوپتوز نسبت به گروه 

 (.2)نمودار 
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 یدروژنهپراکسید  و تیمار شده باهای مختلف عصاره میوه سپستان غلظتشده با پیش تیمار  BAE-1 هایدرصد آپپتوز سلولهای مربوط به هیستوگرام -3 تصویر

 

 
 .Tukey آزمون تعقیبی و طرفهآنالیز واریانس یک .پراکسید هیدروژنهای مختلف عصاره میوه سپستان بر میزان آپوپتوز ناشی از اثر پیش تیمار غلظت -0 نمودار

پراکسید دار در مقایسه با گروه اختلاف معنی (P***<333/3و ) (P**<333/3) زارش شده است.گ "میانگین ±انحراف استاندارد میانگین "صورت  بهنمودار 

 کنترل  دار در مقایسه با گروه( اختلاف معنی###P<333/3، )هیدروژن
 

 بحث

ای هعصاره میوه سپستان تولید گونهمطالعه حاضر نشان داد که 

لیال های اندوتپراکسیداسیون لیپیدی را در سلولفعال اکسیژن و 

و از طریق این اثرات دهد کاهش می 2O2H ه شده بامواج

این میزان آپوپتوز در دار کاهش معنیاکسیدانی موجب آنتی

 شود.می هاسلول
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اکسیدانی امروزه مطالعات متعددی جهت بررسی اثرات آنتی

 گیری و یا درمانعنوان یک استراتژی جهت پیشهگیاهان دارویی ب

های آزاد صورت گرفته است. رادیکالهای مرتبط با بهتر بیماری

های بومی و طب سنتی، گیاهان دارویی و ترکیبات در فرهنگ

گیرند و امروزه ها به طور معمول مورد استفاده قرار میمشتق از آن

های شیمیایی مورد های طبیعی به جای درمانبه عنوان جایگزین

 . (49) انداستقبال مردم قرار گرفته

اکسیدان مطالعات مختلف نشان داده است ترکیبات آنتی

-های قلبیطبیعی ممکن است داروهای مناسبی برای بیماری

ترس اکسیداتیو نقش مهمی در جایی که اسعروقی باشند. از آن

کند، در نتیجه ترکیبات ها بازی میپاتوژنز این دسته از بیماری

ها اکسیدان ممکن است راه جدیدی را در درمان این بیماریآنتی

 . (12)باز کنند 

بر سمیت  C.myxaروی اثر محافظتی  ای برتاکنون مطالعه

های اندوتلیال انجام نشده در سلول پراکسید هیدروژنناشی از 

لذا در این مطالعه اثر عصاره میوه گیاه سپستان بر سمیت  ،است

مورد بررسی  BAE-1های در سلول پراکسید هیدروژنناشی از 

ته به صورت وابسبا عصاره میوه سپستان بهتیمار قرار گرفت. پیش

های در معرض دوز باعث افزایش بقاء و کاهش آپوپتوز سلول

شد. در مطالعات مختلف نشان داده شده که  پراکسید هیدروژن

میکرومولار باعث سمیت  122-422با غلظت  پراکسید هیدروژن

اکسیدانی می گردد و مواد دارای خاصیت آنتیقابل ملاحظه می

 Hosseiniرا کاهش دهند. در مطالعه قبلی  وانند میزان سمیت آنت

نشان دادند که عصاره ریشه  4242در سال  شو همکار

را در  2O2Hتورکستانیکوم توانست استرس اکسیداتیو ناشی از رئوم

. در مطالعه دیگری، عصاره (42) های اندوتلیال کاهش دهدسلول

را به میزان قابل  2O2Hسمیت ناشی از  Rheum tanguticumگیاه 

. مطالعه دیگری نشان داد که عصاره برگ (11)توجهی کاهش داد 

Malus doumeri ،های کاردیومیوسیت در مانی سلولمیزان زنده

. (14) را افزایش داد 2O2Hبرابر استرس اکسیداتیو ناشی از 

هش اکسیدانتی و کاگیاهان به دلیل داشتن خواص آنتی، بنابراین

توانند استرس اکسیداتیو را تا حدودی کاهش های آزاد میرادیکال

 دهند.

و همکاران، نشان داده شد که با  Keshani-Dokht در مطالعه

های آزاد صد مهار رادیکالافزایش غلظت عصاره سپستان، در

DPPH Hydrazyl)-Picryl-2-(Diphenyl یابد. بر این افزایش می

یک ترکیب دهنده الکترون  C. myxaتوان دریافت که اساس، می

های آزاد واکنش نشان دهد و در نتیجه تواند با رادیکالبوده که می

گیری فعالیت محصولاتی با پایداری بالا تولید کند. اندازه

دهنده نقش نشان C. myxaدر  Phenolاکسیدانی و محتوای آنتی

اسید، ها مانند گالیک اسید، کاتچین، کلروژنیکثر فنولؤم

کوماریک، روتین و کامفرول در توانایی -اسید، پیوالنیک

ای در مطالعه، چنین. هم(11)است  C. myxaاکسیدانی آنتی

 DPPHروش  با استفاده از C. myxaاکسیدانی عصاره فعالیت آنتی

گرم گیری و با اسیدآسکوربیک مقایسه شد که یک میلیاندازه

. (12)میکروگرم اسیدآسکوربیک برآورد شد  12عصاره خام معادل 

اکسیدانی عصاره فعالیت آنتی و همکاران، Singhدر مطالعه 

بررسی شد. استفاده از  C. dichotomaهای ها و برگمتانولی دانه

لیتر عصاره متانولی دانه به ترتیب باعث میکروگرم در میلی 122

و  DPPHهای آزاد درصد رادیکال 2/88درصد و  42/81مهار 

2O2H لیتر عصاره میکروگرم در میلی 122در حالی که  ،شد

های درصد مهار رادیکال 2/88و  22/82ی برگ به ترتیب متانول

را باعث شد که طبق آن مطالعه فعالیت  2O2Hو  DPPHآزاد 

گری نیز . مطالعه دی(12)تر بود ها از دانه قویاکسیدانی برگآنتی

تنی اکسیدانتی عصاره میوه سپستان را در محیط برونفعالیت آنتی

 .(12)نشان داد 

 C. myxaاثرات عصاره متانولی ، و همکارانش Ashourمطالعه 

( doxorubicin; DOX) در برابر سمیت ناشی از دوکسوروبیسین
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در این مطالعه عصاره سپستان  ها را مورد بررسی قرار داد.در موش

اکسیدانی قوی نشان داد که در شرایط آزمایشگاهی ویژگی آنتی

در نشانگرهای  DOXطور قابل توجهی در برابر تغییرات ناشی از به

( و نشانگرهای سرم قلبی MDAو  GSHاسترس اکسیداتیو )

. در این (12)کند ( محافظت میLDHو  CK-MBهای )فعالیت

ر د پراکسید هیدروژنمطالعه اثر عصاره میوه سپستان بر سمیت 

وز بررسی شد و مشاهده شد که با افزایش د BAE-1های سلول

 صورت وابسته به دوز افزایشها بهعصاره سپستان، میزان بقاء سلول

میکروگرم در  14 ءجزیابد و میزان بقاء در تمامی دوزها بهمی

 اشتهد پراکسید هیدروژندار نسبت به گروه لیتر، تفاوت معنیمیلی

، تفاوت 422به  122چنین با افزایش دوز عصاره از است. هم

های آزاد ش بقاء سلولی مشاهده نشد. رادیکالداری در افزایمعنی

های فعالی نظیر سوپراکسیدها، مولکول (ROS) اکسیژن

پراکسیدها و رادیکال هیدروکسیل هستند که در مواجهه با عوامل 

ها افزوده شده و موجب آسیب به اجزای زا بر مقدار آناسترس

 . (17)شوند سلولی می

زننده تعادل بین سیستم اکسیدانی و عوامل بر هم

های بیولوژیک قادر به ایجاد استرس اکسیدانی در سیستمآنتی

های حاصل از این مطالعه نشان . داده(18)اکسیداتیو خواهند بود 

صورت وابسته به های مختلف عصاره میوه سپستان بهداد غلظت

لیتر باعث میلیمیکروگرم در  422-42ها دوز و در تمامی گروه

گردد. می 2O2Hدر مقایسه با گروه  ROSدار میزان کاهش معنی

، شود. بنابراینمی ROSباعث افزایش میزان  پراکسید هیدروژن

اکسیدانی هستند از طریق به ترکیباتی که دارای خاصیت آنتی

پراکسید های آزاد در کاهش سمیت ناشی از انداختن رادیکالدام

د. به عنوان مثال ماده مؤثره زعفران با کاهش نقش دارن هیدروژن

هیدروژن را کاهش داد  ، سمیت پراکسیدROSقابل توجه میزان 

ای که برای بررسی اثر محافظتی عصاره در مطالعه، چنین. هم(19)

در مقابل سمیت ناشی از  (Melissa officinalis) گیاه بادرنجبویه

 های اندوتلیال ورید جفتی انساندر سلول پراکسید هیدروژن

(Human umbilical vein endothelial cells; HUVE ) انجام

بود، نشان داده شد که این گیاه به دلیل اثرات آنتی اکسیدانی  شده

پراکسید در مقابل سمیت  HUVECهای می تواند از سلول

 .(8)محافظت کند  هیدروژن

مبتنی بر  C. myxaاکسیدانتی در یک مطالعه فعالیت آنتی

که یک رادیکال آزاد پایدار است، بررسی شد. این  DPPHکاهش 

مطالعه نشان داد که عصاره تهیه شده از میوه تازه دارای فعالیت 

تری نسبت به عصاره میوه خشک است و این اکسیدان قویآنتی

تواند مسئول فعالیت اکسیدانی قوی است که میخاصیت آنتی

اید یا تتراکلربنفیبروتیک آن در برابر فیبروز ناشی از کرآنتی

عصاره ، و همکاران Ashour. در مطالعه (22)استامید باشد 

-دارای فعالیت آنتی 422و  122 ،22های سپستان در غلظت

ید اکسیدانی حتی از اساکسیدانی بسیار خوبی بود. فعالیت آنتی

 GSH آسکوربیک نیز فراتر بوده و محافظت خوبی در برابر کاهش

(Glutathione Reduced Form ) ناشی از دوکسوروبیسین، تجمع

MDA (12)های نشانگرهای سرمی وجود داشت و افزایش فعالیت .

و  Al-Awadiهای همسو با نتایج آزمایش لعه حاضرمطاهای یافته

اکسیدانی در مدل موشی در تقویت وضعیت آنتی (21)همکاران 

اکسیدانی در مورد فعالیت آنتی (12)و همکاران  Afzalکولیت و 

C. myxa  در شرایطin vitro  .و اثرات محافظت کننده کبدی است 

MDA  در استرس اکسیداتیو به عنوان یک نشانگر

 اپراکسیداسیون لیپیدی در نظر گرفته می شود و میزان آن ب

. (24)شکست و تفکیک اسیدهای چرب غیراشباع متناسب است 

دار میزان هیدروژن باعث افزایش معنی در مطالعه حاضر پراکسید

MDA دنبال لیپید پراکسیداسیون ناشی از استرس اکسیداتیو هب

نسبت به گروه کنترل شده است. در مطالعه  BAE-1های در سلول

Inas عصاره گیاه سپستان موجب مهار استرس و همکاران ،

های موکوزال در سلول MDAاکسیداتیو و باعث کاهش سطح 
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معده در معرض ایندومتاسین شد که اثر آن در کاهش 

در مطالعه ، چنینهم .(21)پراکسیداسیون لیپیدی را نشان داد 

Thirupathi  نشان داده شد عصاره و همکارانC. dichotoma  با

گرم بر کیلوگرم فعالیت محافظت کبدی در برابر میلی 222دوز 

عملکرد  کند وتتراکلرید ایجاد میاسترس اکسیداتیو ناشی از کربن

آن نیز ممکن است به دلیل مهار تشکیل پراکسید لیپید باشد و به 

، چنینگردد. هممی MDAداری باعث کاهش سطح طرز معنی

ن دهد. در ایاکسیدان کل را تا حدی افزایش میسطح فعالیت آنتی

مطالعه نشان داده شده عمل محافظت کبدی همراه با فعالیت 

افزایی در جلوگیری از شروع اکسیدانی ممکن است یک اثر همآنتی

. نتایج (22)های سلول کبدی داشته باشد و پیشرفت بیماری

حاصل از پژوهش حاضر نشان داده است عصاره میوه سپستان به 

نسبت  MDAدار میزان اهش معنیصورت وابسته به دوز باعث ک

 شده است.  2O2Hبه گروه 

، از جمله DNA (DNA Fragmentation) قطعه قطعه شدن

دهد و طی آن قطعات مونو رخدادهایی است که در آپوپتوز رخ می

گردند. تجمع بیش از حد تشکیل می DNAو الیگونوکلئوزومال 

اکساید در  هیدروژن باعث افزایش تولید نیتریک پراکسید

ب اکساید سب شود. مقادیر زیاد نیتریکهای اندوتلیال میسلول

شود و در نتیجه سبب اختلال در فعال شدن آبشار کاسپاز می

 های عروقی و افزایشهموستاز کلسیم داخل سلولی، آپوپتوز سلول

 دشود. بنابراین، پراکسیرونده در نفوذپذیری عروق کوچک میپیش

های سلولی باعث مرگ سلولء آسیب غشاهیدروژن از طریق 

های حاصل از این مطالعه نشان داد . داده(22) گردداندوتلیالی می

دار میزان آپوپتوز در هیدروژن باعث افزایش معنی پراکسید

، چنیننسبت به گروه کنترل شده است. هم BAE-1های سلول

صورت های اندوتلیال با عصاره میوه سپستان بهتیمار سلولپیش

اهش میزان آپوپتوز نسبت به گروه وابسته به دوز باعث ک

و  Hosseiniشد. در مطالعه قبلی که توسط  پراکسید هیدروژن

ان میز پراکسید هیدروژننشان داده شد که ، انجام گردید شهمکار

 که عصارهدر حالی، های اندوتلیال را افزایش دادآپوپتوز در سلول

را  ژنروپراکسید هیدتورکستانیکوم میزان آپپتوز ناشی از رئوم

. با توجه به اثرات دیده شده از گیاه سپستان (42)کاهش داد 

توان قسمتی از نتایج را ناشی از حضور ترکیبات فنولی مانند می

 ت.ه دانسدر این گیا غیره کوئرستین، گالیک اسید، کامفرول و

در مطالعه قبلی نشان داده شد که کوئرستین به عنوان یک 

را از طریق  2O2Hماده مؤثره توانست استرس اکسیداتیو ناشی از 

های لیپیدی در سلول های آزاد و پراکسیداسیونکاهش رادیکال

. مطالعه دیگری نشان داد که (42)اندوتلیال کاهش دهد 

تواند سبب افزایش آسیب عروق به فسفریلاسیون کاوئولین می

دنبال استرس اکسیداتیو شود که کوئرستین از طریق کاهش 

وتلیال های اندفسفریلاسیون این آنزیم منجر به اثر حفاظتی سلول

. کامفرول به عنوان یکی دیگر از ترکیبات فنولی (22)گردید 

راکسید پیو ناشی از موجود در گیاه سپستان اثرات استرس اکسیدات

، چنینهم .(27)کاهش داد  PC12های را در سلول هیدروژن

گالیک اسید و مشتقات آن استرس اکسیداتیو و آپپتوز ناشی از 

. (28)کاهش دادند  PC12های را در سلول پراکسید هیدروژن

وان به حضور این تقسمتی از اثرات مشاهده شده را می، بنابراین

 ترکیبات در گیاه سپستان نسبت داد.

باشد که شامل عدم هایی میمحدودیت این تحقیق دارای

تحریک  دنبالبررسی مسیرهای سیگنالیگ و فاکتورهای التهابی به

استرس اکسیداتیو است. در تحقیقات آینده بهتر است مسیرهای 

وپتوز به روش های دخیل در آپسیگنالینگ و میزان بیان پروتئین

وسترن بلات در سطح سلولی بررسی گردد تا مکانیسم دقیق آن 

 مشخص گردد.
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 گیرینتیجه

 BAE-1های در مطالعه حاضر نشان داده شد که تیمار سلول

با عصاره میوه گیاه سپستان به صورت وابسته به دوز باعث افزایش 

 هیدروژن شده و سبب های اندوتلیال در معرض پراکسیدبقاء سلول

 ROSو  MDAکاهش پارامترهای استرس اکسیداتیو مانند 

شود. علاوه بر این، عصاره میوه گیاه سپستان سبب کاهش می

دروژن هی های آپوپتوتیک ناشی از سمیت با پراکسیددرصد سلول

های گیاهی همچون سپستان استفاده از عصاره، گردید. بنابراین

یو را کاهش دهند و از این رو ممکن توانند استرس اکسیداتمی

ها به عنوان ترکیبات است بتوان در مطالعات بالینی از آن

 اکسیدان جهت بهبود عملکرد قلب و عروق استفاده کرد.آنتی

 تشکر و قدردانی

وسیله نویسندگان از تمامی همکاران مرکز تحقیقات بدین

 د که ما را درفارماکولوژیک گیاهان دارویی دانشگاه علوم پزشکی مشه

ه آوری دانشگامعاونت پژوهشی و فنچنین از و هم این مسیر یاری نمودند

و  کمال تشکرکه بودجه این طرح را تأمین نمودند،  علوم پزشکی مشهد

 قدردانی را دارند.

-هیچنویسندگان این مقاله اظهار می دارند که تعارض در منافع: 

 تضاد منافعی وجود ندارد.گونه 

های انجام این طرح توسط معاونت پژوهشی و هزینهحامی مالی: 

 مین شده است.أآوری دانشگاه علوم پزشکی مشهد تفن

ها و این مطالعه بر اساس پروتکلاخلاق(:  ملاحظات اخلاقی )کد

انجام شد و دارای کد اخلاق از دانشگاه ، های توصیه شدهدستورالعمل

 IR.MUMS.MEDICAL.REC.1398.239علوم پزشکی مشهد به شماره 

 باشد.می

 مشارکت نویسندگان

 آذر حسینی طراحی ایده: -

 آذر حسینی، سحر فنودی روش کار: -
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 آذر حسینی نظارت: -

 آذر حسینی مدیریت پروژه: -

 سحر فنودی نویس اصلی:پیش –نگارش  -

 .آذر حسینی، سحر فنودی بررسی و ویرایش: –نگارش  -
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Background and Objectives: Considering the negative impact of oxidative stress on the pathophysiology of cardiovascular diseases, 

the use of antioxidants such as medicinal plants can help reduce complications. This study was conducted with the aim of determining 

the protective effect of Cordia myxa (C. myxa) fruit against oxidative stress caused by hydrogen peroxide (H2O2) in bovine aortic 

endothelium cells (BAE-1). 

Materials and Methods: In this laboratory study, hydro-alcoholic extract was prepared from the fruit of C. myxa plant. The cells were 

exposed to different concentrations of extract (25-200 µg/ml) for 24h, then H2O2 (200 µM) was added and after 30 min, various tests 

were carried out including cell viability, cell apoptosis (Flow cytometry technique), lipid peroxidation (Malondialdehyde [MDA]) 

assay, and evaluation of reactive oxygen species (ROS, by dichlorodifluorescein diacetate probe). Data analysis was done using one-

way analysis of variance followed by Tukey’s post hoc test.  

Results: Different concentrations of the fruit extract significantly decreased ROS production and MDA level as compared to the H2O2 

group in a dose-dependent manner (p<0.05). Also, pretreatment with C. myxa fruit extract significantly reduced the rate of apoptosis 

compared to the H2O2 group dose dependently (p<0.010). 

Conclusion: Based on the findings of the present study, it appears that the use of the hydro-alcoholic extract of C. myxa fruit can 

reduce the oxidative damage and cytotoxicity induced by H2O2 in BAE-1 cells. 

Keywords: Cordia myxa, Hydrogen peroxide, Oxidative stress, Endothelial cell 
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