
 

 

  مقاله پژوهشی 

  رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  425- 438 ،1395مرداد ، 15 دوره
  

  

هاي هوایی گیاه خرفه نیایی عصاره الکلی اندامضدلیشمابررسی ترکیبات و اثر 

)Portulaca oleracea( لیشمانیا ماژورهاي انگل بر پروماستیگوت 

(MRHO/IR/75/ER) یشگاهیو یک ایزوله بالینی در شرایط آزما 
  

  2منیر دودي، 1الهام قریروند اسکندري
  

  

  22/3/95رش مقاله:یپذ   9/3/95سنده:یه از نویافت اصلاحیدر   29/1/95سنده جهت اصلاح:یارسال مقاله به نو   26/10/94افت مقاله:یدر
  

  چکیده

مانند ایران به وجود آورده  هتوسعدرحاللیشمانیوز، مشکلات بهداشتی جهانی با اندمیسیته بالا در کشورهاي  زمینه و هدف:

گیاهان  ازجملهاست. عوارض جانبی داروها، مقاومت دارویی و نبود واکسن مؤثر و مطمئن سبب توجه به ترکیبات جدید مؤثر 

 تواندمی که است خرفه به نام سنتی طبی هدف از این مطالعه معرفی یک گیاه ،دارویی مانند گیاه خرفه شده است. بنابراین

  .جلدي مورد توجه قرار بگیرد لیشمانیوز علیه جدید دارویی عوامل از ارزشمند منبع یک عنوانبه

و در شهر اصفهان انجام گرفت. ابتدا عصاره متانولی  1394، در بهار سال است این مطالعه که از نوع آزمایشگاهی ها:مواد و روش

ابتدا در محیط  ماژور�ایشمانیلهاي پروماستیگوترکیب شد. جرمی، تعیین ت یگازکروماتوگرافبه روش خیساندن آماده و به روش 

  MTTسنجیکشت داده شدند. سپس با استفاده از روش رنگ  RPMI-1640کشت اشنایدر و سپس در فاز ثابت در محیط کشت

لیشمانیا هاي ستیگوت، فعالیت بیولوژیکی عصاره الکلی گیاه خرفه در مقایسه با گلوکانتیم علیه پروما)ومیت��ازول تیازولیلمتیل(

 لیوتحلهیتجز tو آزمون  Tukey استفاده از آزمون آماريو با  SPSS16 افزارنرم لهیوسبهها دادهمورد ارزیابی قرار گرفت و  ماژور

  عکس و جدول ارائه گردید. صورتبهنتایج مطالعه میکروسکوپی نیز  .شدند

به  ساعت 72و  48، 24استاندارد بعد از  لیشمانیا ماژورهاي روماستیگوتبراي عصاره الکلی گیاه خرفه علیه پ 50IC ها:یافته

بر  کروگرمیم 140و  385، 1160هاي ایزوله بالینی و علیه پروماستیگوت لیترمیلیمیکروگرم بر  140و  270، 690 ترتیب

میکروگرم بر  11و  19، 26و  لیتریمیلمیکروگرم بر  8و  12، 27براي گلوکانتیم نیز برابر با  50ICبه دست آمد.  لیترمیلی

 داشت وجود معناداري اختلاف ساعت 72 و 48 ،24 از بعد گلوکانتیم داروي و عصاره IC50 بین .به دست آمد لیترمیلی

)05/0p<(ي تیمار شده مشاهده گردیدهاسلولدر تر شدن و کوچک توپلاسمیگرد شدن، متراکم شدن س ،یسلول یدگی. چروک .

  .یدها و فلاوونوئیدها در عصاره الکلی تشخیص داده شدوجود آلکالوئ

 آزمایشگاهی شرایط در یتوجهقابل نیاییضدلیشما اثرات داراي آزمون مورد گیاه الکلی عصاره کهنیا به توجه با: گیرينتیجه

  .شودمی احساس نیز حیوانی مدل در انگل این روي آن اثر ارزیابی براي بیشتر هايآزمایش انجام لزوم ،بود

  ومیت��ازول تیازولیل نیایی، لیشمانیوز جلدي، متیلضدلیشماترکیبات  :يدیکل يهاواژه
  

  

  کارشناس ارشد میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان، اصفهان، ایران -1

  اسلامی واحد فلاورجان، اصفهان، ایراناستادیار گروه میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد (نویسنده مسئول)  -2

 monirdoudi@yahoo.com  ، پست الکترونیکی:031-33120136، دورنگار: 031-33120136تلفن:      
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  مقدمه

 ـوبـه مردم بسیاري در برخی از کشـورها   کشـورهاي   ژهی

، به لیشـمانیوز مبـتلا هسـتند. لیشـمانیوز را     توسعهدرحال

بالینی بـه سـه دسـته لیشـمانیوز جلـدي،       ازلحاظتوان می

ایی تقسیم کرد که فـرم جلـدي آن   مخاطی و احش -جلدي

 وفـور بـه تر بوده و در برخی از کشورها از قبیل ایـران  شایع

از طریـق   لیشـمانیا هـاي مختلـف   ]. گونـه 1شود [یافت می

 Phlebotomus(فلبوتومـــوس پاپاتاســـی گـــزش پشـــه 

papatasi (  ــه ــر از گون ــی دیگ ــاي و برخ ــه و  وسفلبوتوم

  ].1-2[یابند انتقال می) Lutzomyia( لوتزومیا

بـالینی بـه دو شـکل     ازنظـر لیشمانیوز جلدي در ایـران  

روستایی و شهري مشاهده شده اسـت. لیشـمانیوز جلـدي    

و لیشمانیوز بوده روستایی بیماري مشترك انسان و حیوان 

ــه انســان دوســت معــروف اســت. عامــل جلــدي شــهري ب

ــتایی   ــدي روس ــمانیوز جل ــمانیللیش ــاژور ایش ــل  م و عام

. در اغلـب  اسـت  لیشمانیا تروپیکا لیشمانیوز جلدي شهري

 ،غالب اسـت. لیشـمانیوز جلـدي    روستایی مناطق ایران نوع

هاي انگلـی در ایـران بـه    ترین بیمارياز مهم ،بعد از مالاریا

  .]3رود [شمار می

 بیمــاري ایــن بــراي مطمئنــی و مــؤثر واکســن تــاکنون

 در همـواره  بیمـاري  ایـن  بـا  مبـارزه  و اسـت  نشده ساخته

 رغـم علـی  و بـوده  موردتوجه ما کشور ملی هاييریزبرنامه

 بیمـاري  ایـن  تنهـا نـه  المللیبین و ملی هايگذاريسرمایه

 هايکانون شدن نمایان با همواره بلکه است نشده کنریشه

 پیـدا  بیشـتري  شیوع کشور کنار و گوشه در بیماري جدید

  ].3کند [می

هاي اخیـر بـه دلیـل ظهـور مقاومـت      در سال ،همچنین

 یه داروهاي استاندارد که عمدتاً ترکیبات پـنج ظرفیت ـ علی

هـاي  شـند، درمـان لیشـمانیوز بـا دشـواري     بامـی آنتیموان 

پزشکان معالج حاکی هاي فراوانی مواجه شده است. گزارش

داروهـا در  ایـن  از عود، عـدم بهبـود و یـا تـأثیر نامناسـب      

در  ژهی ـوبـه هـا  ایـن درمـان   دیگـر،  از طرفو  استبیماران 

روستایی به خاطر هزینه سنگین و عـدم دسترسـی    مناطق

  ].4[ ستینبه آن مناسب 

تحقیقــات اخیــر بــر ترکیبــات طبیعــی گیــاهی، اثــرات 

ــما ــولین  ضدلیشـ ــدها، ایزوکینـ ــولین، آلکالوئیـ نیایی کینـ

ــدها، ســاپونین ــدها، فلاونوئی ــونآلکالوئی ــا، نفتوکین ــا و ه ه

اسـت   نشـان داده  لیشمانیاهاي ها را در برخی از گونهترپن

]. گیاهــانی کــه داراي فلاونوئیــد، آلکالوئیــد و ترپنوئیــد 1[

  ].5دارند [ یضدالتهابهستند، خاصیت 

 دارد،گیـاهی  نیایی که منشـأ  ضدلیشماداروهاي  ازجمله

توان به آرتمیزینین اشاره کرد. آرتمیـزینین یـک تـرپن    می

اسـت  ) Artemisia annua( از گیاه درمنـه  جداشدهلاکتون 

نیا شـناخته شـده   ضدلیشماو  ایضدمالاراروي د عنوانبهکه 

  ].6است [

Taran صمغ بنه اثربخشی همکاران و )Pistacia 

atlantica( لیشمانیوز درمان در موضعی صورتبه را 

. کردند بررسی) Balb/c موش( حیوانی مدل در پوستی

 کنترل براي تواندمی درخت این صمغ داد نشان آنها نتایج

 زخم پیشرفت مانع و استفاده ییروستا جلدي لیشمانیوز

  ].7گردد [ سالک

Sawadogo هايروش با استفاده از همکاران و 

 که رسیدند نتیجه این به اسپکتروفتومتري و کلریمتري
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 فعالیت (Lantana ukambensis) عصاره لانتانا

  ].8[ دارد 6/9 برابر با IC50با  نیاییضدلیشما

Ogeto هايعصاره نیاییضدلیشما فعالیت همکاران و 

 هايپروماستیگوت علیه را )Aloe secundifloraگیاه آلوئه (

. کردند بررسی آزمایشگاهی شرایط در ماژور لیشمانیا

IC50 با برابر ترتیب به یمتانول و آبی هايعصاره براي 

 بر میکروگرم 825/42 و لیترمیلی بر میکروگرم 488/279

  ].9[ بود لیترمیلی

Yousefi زعفران گیاه راتاث همکاران، و )Crocus 

sativa (يهاپروماستیگوت علیه را آن آپوپتوتیک فعالیت و 

. کردند بررسی آزمایشگاهی شرایط در ماژور لیشمانیا

IC50 با برابر انکوباسیون ساعت 48 از بعد زعفران گیاه 

  ].10بود [ لیترمیلی بر گرمیلیم 7/0

Gharirvand eskandari وهشیپژ انجام طی همکاران و 

 Medicago( گیاه یونجه سیاه نیاییضدلیشما اثر

lupulina( ماژور لیشمانیا يهاگوتیپروماست بر را 

)MRHO/IR/75/ER (، روش به MTT قرار بررسی مورد 

، 24براي عصاره الکلی بعد از  IC50 که کردند اعلام و داده

میکروگرم بر  45و  98، 165ساعت برابر با  72و  48

  ].11[بود  لیترمیلی

 د،یاسیکاگزال شامل اه خرفهیگ مؤثره مواد

 ،کیتریدسیاس د،یاسیکمالئ د،یاسیکافئک ،دیاسیکنامکی

، دیاسکینولئیآلفال تانن، ن،یآلان دها،یفلاوونوئ ها،نیومارک

 مانند،لزج مانند، ماده، فنول، ماده صمغدیستروئاساپونین، 

 و است ینیمنوتروپ يدهایوزوئیکگل و چربی روغن،

 مواد نیترمهم ازجمله دهایالوئکآل هک شده مشخص

 از یغن منبع خرفه. است اهیگ نیا ییایمیش

 و C, E2, B1A, B , نیتامیو مانند ییهادانیسکایآنت

  ].12است [ يضرور يهانهیدآمیاس ریسا و بتاکاروتن

تحقیقات تعدادي از محققین نشان داده است که 

هاي راي درمان عفونتفعال موجود در خرفه بهاي مولکول

انگلی مانند تریپانوزومیازیس مورد استفاده قرار گرفته 

  ].13است [

هاي هوایی خرفه شامل ساقه و برگ عصاره الکلی اندام

] و درمان 14در درمان زخم در موش آزمایشگاهی [

استوماتیت (التهاب دهانی) در بیماران داوطلب استفاده 

  ].15شده و مؤثر بوده است [

ژنین از این گیاه اً نیز فلاوونوئیدي به نام اپیاخیر

ژنین ها نشان داده است که اپیاستخراج شده است. بررسی

  ].12،16[ استهاي ضدتوموري داراي ویژگی

Dhole اتانولی هايعصاره ضدمیکروبی تأثیر همکاران، و 

 مثبتگرم هايباکتري را بر گیاه این ریشه و برگ آبی و

 و) استافیلوکوکوس آرئوسو  سباسیلوس سابتیلی(

آسپرژیلوس  قارچ و) سودوموناس آئروژینوزا( منفیگرم

آگار  روش از آزمون این در. رساندند اثبات به نایژر

 ریشه آبی و اتانولیهاي عصاره. بود شده دیفیوژن استفاده

هاي هاله لیترمیلی بر میکروگرم 750 غلظت در این گیاه

  ]. 12[ ندبود داده لتشکی زیاد قطر با يرشد عدم

Nayaka تأثیر و دادند انجام آزمونی همکاران، و 

روش آگار  به را گیاه این کلروفرمی عصاره ضدمیکروبی

 ،کلی اشریشیا نظیر هاییباکتري بر دیفیوژن

 باسیلوس ،پنومونیه کلبسیلا ،آرئوس استافیلوکوکوس

 آسپرژیلوس ،نایژر آسپرژیلوس هايقارچ و سرئوس

  .]16[ رساندند اثبات به کراسا نوروسپورا و فومیگاتوس
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 الکلی عصاره نیاییضدلیشما اثر پژوهش این در

 بر ،برگ و ساقه شامل ،خرفه گیاه هوایی هاياندام

 ماژور لیشمانیا انگل هايپروماستیگوت

)MRHO/IR/75/ER (به انگل این بالینی ایزوله یک و 

 رارق ارزیابی و بررسی مورد میکروسکوپی و MTT روش

  .است گرفته

 ضدزخمدلیل خواص ضدباکتریایی، ضدقارچی و  به

 در صورت داشتن تا شد انتخاب گیاه این گیاه خرفه،

 علیه ضدانگلی فعالیت بر علاوه نیایی،ضدلیشما خاصیت

مورد استفاده  نیز سالک زخم براي ترمیم ماژور لیشمانیا

  .قرار بگیرد

  هامواد و روش

ایشگاهی در بهار سال آزم صورتبهاین مطالعه که 

هاي عفونی و و در مرکز تحقیقات بیماري 1394

گرمسیري صدیقه طاهره شهر اصفهان به انجام رسیده 

ها و ساقه گیاه نیایی عصاره الکلی برگضدلیشمااست، اثر 

 لیشمانیا ماژورهاي انگل خرفه را بر پروماستیگوت

)MRHO/IR/75/ER و یک ایزوله بالینی انگل به روش (

MTT.مورد بررسی و ارزیابی قرار داده است ،  

) با کد هرباریومی Portulaca oleraceaگیاه خرفه (

زراعی اطراف هاي در فصل بهار از زمین 001/001/151

آوري اهواز واقع در استان خوزستان شناسایی و جمع

  گردید.

 ،JAHLها در شرایط استریل و زیر هود (ها و ساقهبرگ

گردید و با آب مقطر  آوريعجمه جدا و یران) از این گیاا

استریل شستشو داده شد. سپس زیر سایه، در دماي 

اد) و تحت تأثیر باد گرسانتیدرجه  25- 20معمولی اتاق (

] و عصاره الکلی آن مطابق روش 12پنکه خشک گردید [

سی اتانول سی 50خیساندن (ماسراسیون) با استفاده از 

ست آمد. عصاره ایران) به د درصد (مجللی، 80

سی حلال یا سی 50گرم در  5، داراي غلظت آمدهدستبه

). gr/cc 025/0سی حلال بود (سی 100گرم در  5/2

داشته �نگهاد گرسانتیدرجه  4ها تا زمان استفاده در عصاره

  ].11شدند [

سی از عصاره الکلی جهت انجام سی 10مقدار 

 این رفت. درگازکروماتوگرافی جرمی مورد استفاده قرار گ

 از الکلی، عصاره در موجود ترکیبات تعیین براي پژوهش

 جرمی ردیاب آمریکا) شامل ، GC/MS )Aglient دستگاه

Aglient 5975 C الکترونی یونیزاسیون منبع با )EI (

 Aglient 7890 گازي کروماتوگرافی دستگاه با شدهکوپل

 25/0 داخلی قطر متر، 30 طول با HP-5MS ستونداراي 

  .شد استفاده میکرومتر 25/0 فیلم ضخامت و مترمیلی

 روي گازي کروماتوگرافی دستگاه تزریق محل دماي

 ردیاب یونیزاسیون منبع دماي اد،گرسانتی درجه 280

 آنالایزر دماي اد،گرسانتی درجه 150 روي جرمی

 بین واسط دماي و ادگرسانتی درجه 230 روي) کوادروپل(

MS و GC گردید تنظیم ادگرسانتی درجه 280 روي.  

 لیشمانیا ماژورسویه استاندارد انگل 

)MRHO/IR/75/ERشناسی دانشکده ) از آزمایشگاه انگل

  پزشکی دانشگاه اصفهان تهیه گردید. علوم

 3در آزمایشگاه مقدار کمی از آن به یک فلاسک حاوي 

 10انگلستان)،  ،Bioseraسی محیط کشت اشنایدر (سی

 15آمریکا) و  ،SIGMAوي (درصد سرم جنین گا
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 فارمد، شفا صنایع استرپ (گروه - میکرولیتر از استوك پن

اد قرار داده شد. گرسانتیدرجه  25ایران) منتقل شد و در 

کند و محیط کشت اشنایدر نقش محیط کمکی را ایفا می

آورد شرایط فیزیولوژیک حیات را براي انگل فراهم می

]11.[  

نیز با کسب اجازه از یک خانم براي تهیه نمونه بالینی 

 70مبتلا به زخم سالک، محل ضایعه با اتانول  سالانیم

و برش کوچکی در حاشیه برجسته  شد یضدعفوندرصد 

تیغ جراحی یکبار مصرف ایجاد گردید.  لهیوسبهزخم 

مقداري از بافت همراه با سروزیته از موضع ضایعه برداشته 

شده روي اي تهیهو روي لام، گسترش تهیه شد. اسمیره

در در مقابل هوا خشک و با متانول (مجللی، ایران) ها لام

آمریکا)  ،SIGMAچند دقیقه فیکس گردید و با گیمسا (

ها زیر شد. لام يزیآمرنگدقیقه  20- 30به مدت 

 بررسی اولیه x40ژاپن) با لنز  ،Nikonمیکروسکوپ نوري (

ال جهت مشاهده اشک x100و سپس با لنز روغنی  شده

  ]. 17آماستیگوت انگل، آزمایش شد [

آماستیگوت مثبت بود.  ازنظرآزمایش مستقیم 

با استفاده از اسکالپل از حاشیه برجسته زخم،  بیترتنیابه

نمونه گرفته شد و به سرم فیزیولوژي انتقال پیدا کرد و 

 N.N.Nهاي بالینی به محیط کشت چند ساعت بعد نمونه

)HIMEDIA، (وفازي است، منتقل شد. که د هندوستان

ها، قسمتی از البته براي اطمینان از رشد کامل نمونه

و سرم فیزیولوژي به محیط کشت  N.N.Nمحیط کشت 

درصد سرم جنین گاوي منتقل شد  10اشنایدر حاوي 

]17.[  

 سویه( ماژور لیشمانیا هايانگل روز 3 مدت به ابتدا

 داخل یدراشنا کشت محیط در) بالینی ایزوله و استاندارد

 تا شد تهیه لام آن از سپس و شد داشته نگه فلاسک

 پیپت با منظور این به. گردد مشاهده انگل رشد میزان

 برداشته اشنایدر کشت محیط از قطره یک استریل پاستور

. داده شد قرار آن روي لامل یآرامبه وگذاشته  لام روي و

 کم نور در نوري میکروسکوپ از استفاده با

 تعدادشان اما ،گردید مشاهده متحرك هايوتپروماستیگ

 این از حاکی هاپروماستیگوت مشاهده. بود کم بسیار

  .]16باشد [می رشد حال در انگل که است مطلب

 کشت محیط در طولانی مدت به انگل اگر کهییازآنجا

 به رو نیز غذایی مواد و کندمی توکسین تولید بماند،

 سیسی 3 حاوي ريدیگ فلاسک بهلذا  رود،می کاهش

 15 و گاوي جنین سرم درصد 10 اشنایدر، کشت محیط

 در و شد داده انتقال استرپ،-پن استوك از میکرولیتر

 روز 3 از بعد. گردید نگهداري ادگرسانتی درجه 25 دماي

 مشاهده متحرك هايپروماستیگوت و شد گرفته لام دوباره

 ،یکبار روز 3 هر گرفتن لام و دادن پاساژ قدرآن. گردیدند

شدند.  مشاهده روزت اجسام بالاخره تا کرد پیدا ادامه

 ناحیه از که است پروماستیگوت چند شامل روزت جسم

 زیر در روزت وجود. اندخوردهگره یکدیگر به تاژك

 لگاریتمی فاز به انگل که داردمی اعلام ما به میکروسکوپ،

 انبوه، کشت منظوربه ،نیبعدازا. است رسیده

 RPMI-1640 کشت محیط به باید هاستیگوتپروما

)HIMEDIA، 17یابند [ هندوستان) انتقال[.  

در دماي معمولی، با استفاده از  شدهخشکعصاره الکلی 

ایران)  سولفوکساید (سیناژن،متیلآب مقطر استریل و دي
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 عنوانبهسولفوکساید متیلسازي شد. از ديرقیق

ررسی تأثیر عصاره امولسیفایر استفاده شد. سپس براي ب

به روش  RPMI-1640الکلی بر انگل، با استفاده از محیط 

، 50، 100، 200، 400، 800، 1600هاي سري رقت، رقت

آماده  لیترمیلیمیکروگرم بر  125/3و  25/6، 5/12، 25

 1600شد تهیه کرد، گردید. بیشترین رقتی که می

  بود. لیترمیلیمیکروگرم بر 

آمریکا) یکی از بهترین  ،SIGMAداروي گلوکانتیم (

که ابتدا  استداروهاي رفرنس جهت از بین بردن این انگل 

آمریکا)  ،PBS) (SIGMAمقدار لازم از آن در بافر فسفات (

در  RPMI-1640حل گردید، سپس با استفاده از محیط 

هاي مربوطه به روش تهیه سریال رقت، این دارو اپندورف

میکروگرم  5/2و  5، 10 ،20، 40رقت  5سازي شد. رقیق

هاي عصاره الکلی و تهیه شد و سپس رقت لیترمیلیبر 

میکرون عبور داده شد  22/0گلوکانتیم از فیلتر سرسرنگی 

  ].11تا استریل شوند [

میکرولیتر از سوسپانسیون حاوي انگل  200ابتدا 

به هر یک از  لیترمیلیدو میلیون انگل در  صورتبه

میکرولیتر  40ه اضافه شد، سپس خان 96هاي پلیت چاهک

هاي مختلف عصاره و داروي گلوکانتیم به از رقت

هاي مربوط به تست (محیط کشت واجد انگل) و چاهک

گانه اضافه شد و سه صورتبهمحیط کشت فاقد انگل 

کمی تکان داده شد و سطح پلیت با پارافیلم  تیدرنها

-34ساعت در دماي  72و  48، 24بسته شد و به مدت 

 ،Abzar medical Kavoshاد اینکوبه (گرسانتیدرجه  33

 MTTمیکرولیتر معرف  30]. سپس 11،18ایران) گردید [

آمریکا) به هر  ،SIGMA) (لیترمیلیگرم بر میلی 5/0(

چاهک حاوي پروماستیگوت انگل اضافه شد. زمان 

ساعت  1ساعت بود که بعد از اتمام  4اینکوباسیون 

 ،Olympusوسکوپ نوري و اینورت (کریبه کمک مها سلول

ها ژاپن) بررسی شد تا بلورهاي فورمازان را که در سلول

ر یل شده و غشاي آن را پاره کرده است، در زیتشک

 MTTط و محلول یکروسکوپ مشاهده شود. سپس محیم

، کشیده شد یآرامبهپت پاستور و پوآر یبه کمک پ

ا نشوند. پس بلورهاي فورمازان از کف ظرف جد کهيطوربه

اد، گرسانتیدرجه  26ساعت اینکوباسیون در دماي  4از 

سولفوکساید براي حل متیلمیکرولیتر محلول دي 100

هاي فورمازان اضافه شد و پلیت به مدت کردن کریستال

ها دقیقه در اتاق تاریک اینکوبه شد. جذب نوري پلیت 15

وج آمریکا) در طول م ،DRGریدر ( زایالاتوسط دستگاه 

  ].18،19نانومتر بررسی شد [ 540- 630

 فرمول و هاچاهک نوري جذب ورود مقادیر با سپس

هاي پروماستیگوت درصد ،SPSS16 افزارنرم به 1شماره 

 محاسبه ساعت 72 و 48 ،24 از بعد ماژور لیشمانیا زنده

 و زنده هايپروماستیگوت درصد اساس بر و گردید

 نموداري ،انتیم و عصارهگلوک از مورداستفاده هايغلظت

گردید  تعیین IC50 مقدار نمودار، از استفاده با و شد رسم

مورد  tو آزمون  Tukeyها با استفاده از تست و داده

  ].18قرار گرفتند [ لیوتحلهیتجز

Viable Cells Percent = [(AT – AB) / (AC – AB)] × 100  
  

 یا گلوکانتیم با شده تیمار يهاگوتیپروماست محاسبه - 1 فرمول

  گیاهی عصاره

 بر گلوکانتیم و عصاره الکلی خرفه اثر نیز تیدرنها

نمونه  و استاندارد سویه ماژور لیشمانیا هايپروماستیگوت
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 قرار میکروسکوپی مطالعه مورد مرفولوژي ازلحاظ بالینی

 از پس یافتهتغییرشکل هايپروماستیگوت تعداد و گرفت

  .گردید شمارش ساعت 72 و 48 ،24

هاي پروماستیگوت يمرفولوژجهت ارزیابی تغییرات 

) و سویه بالینی MRHO/IR/75/ER( لیشمانیا ماژورانگل 

انگل به کمک دستگاه  هاي پروماستیگوت اینابتدا سلول

سانتریفیوژ  1000آلمان) در دور  ،Eppendorfسانتریفیوژ (

آن در  ماندهیباقجدا گردید و  یآرامبهشده و ماده رویی 

معلق شد. تغییرات مرفولوژي انگل در  PBSلول مح

ساعت در زیر میکروسکوپ نوري  72و  48 ،24هاي زمان

مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفت  x100و با بزرگنمایی 

]20.[  

  نتایج

نیایی عصاره الکلی خرفه در ضدلیشمانتایج بررسی اثر 

، 50، 100، 200، 400، 800، 1600غلظت مختلف ( 10

) بر لیترمیلیمیکروگرم بر  125/3و  25/6 ،5/12، 25

استاندارد و بالینی تحت  لیشمانیا ماژورهاي پروماستیگوت

 72و  48، 24بعد از  MTTبه روش  in vitroشرایط 

  ارائه شده است. 2و  1نمودارهاي  ساعت در

براي عصاره الکلی  50IC، 2و  1 هايبا توجه به نمودار

لیشمانیا هاي وماستیگوتهاي هوایی خرفه علیه پراندام

بالینی در محیط آزمایشگاه بعد از  نمونه استاندارد و ماژور

 140و  270، 690ساعت به ترتیب  72و  48، 24

میکروگرم بر  190و  385، 1160و  لیترمیلیمیکروگرم بر 

  به دست آمد. لیترمیلی

 
 

 هاستفاد با خرفه برگ و ساقه الکلی عصاره IC50 محاسبه - 1نمودار 

 بر آن مختلف هايغلظت اثر از آمدهدستبه نتایج از

  شرایط تحت استاندارد سویه ماژور لیشمانیا هايپروماستیگوت

 in vitro روش به MTT ساعت 72 و 48 ،24 از بعد  
  

  
 استفاده با خرفه برگ و ساقه الکلی عصاره IC50 محاسبه - 2نمودار 

 بر آن لفمخت هايغلظت اثر از آمدهدستبه نتایج از

 in vitro شرایط تحت بالینی سویه ماژور لیشمانیا هايپروماستیگوت

  ساعت 72 و 48 ،24 از بعد MTT روش به
  

  
 ،کنترل گروه عنوانبه گلوکانتیم، داروي IC50 محاسبه - 3نمودار 

 به ،in vitro محیط در استاندارد ماژور لیشمانیا هايپروماستیگوت بر

  ساعت 72 و 48 ،24 از بعد MTT روش
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 ،کنترل گروه عنوانبه گلوکانتیم، داروي IC50 محاسبه - 4نمودار 

 ،in vitro محیط در بالینی نمونه ماژور لیشمانیا هايپروماستیگوت بر

  ساعت 72 و 48 ،24 از بعد MTT روش به

 داروي براي IC50 مقادیر ،4 و 3 هاينمودار طبق

 استاندارد ماژور لیشمانیا هايپروماستیگوت علیه گلوکانتیم

 72 و 48 ،24 از بعد آزمایشگاه محیط در بالینی نمونه و

 بر میکروگرم 8 و 12 ،27 با برابر ترتیب به ساعت

 دست به لیترمیلی بر کروگرمیم 11 و 19 ،26 و لیترمیلی

  .آمد

  
  

شده با ماریتاستاندارد ماژور  ایشمانیانگل ل يمرفولوژ -1شکل 

 100 ییدر بزرگنما 72 و 48، 24 تار ساعخرفه د اهیگ عصاره الکلی

و  یدگی. گرد شدن، چروکدیمشاهده گرد ينور کروسکوپیم

 ینیبال ایزوله يمشهود است. برا ریها در تصوکوچک شدن سلول

  وجود داشت.  تیوضع نیهم زیانگل ن

 عصاره با تیمارشده هايپروماستیگوت در سلولی تغییرات

 شدن متراکم شدن، گرد سلولی، چروکیدگی شامل الکلی،

 شکل با مطابق( بود هاسلول شدن ترکوچک و سیتوپلاسم

2.(  

  

  هاي لیشمانیا ماژور تحت تأثیر عصاره الکلی ساقه و برگ خرفهو پرولیفراسیون پروماستیگوت يمرفولوژبررسی  -1جدول 
  

  ساعت برحسب زمانمدت

  دادهرشکلییتغهاي درصد پروماستیگوت
  اعتس 72  ساعت 48  ساعت 24

 270تحت تأثیر  دادهرشکلییتغاستاندارد  لیشمانیا ماژورهاي درصد پروماستیگوت

  لیتر عصاره الکلی ساقه و برگ گیاه خرفهمیکروگرم بر میلی
36%  60%  82%  

 

میکروگرم  385تحت تأثیر  دادهرشکلییتغبالینی  لیشمانیا ماژورهاي درصد پروماستیگوت

  ه و برگ گیاه خرفهلیتر عصاره الکلی ساقبر میلی
27%  56%  69%  

  

 هايپروماستیگوت درصد ،1 جدول به توجه با

 انگل استاندارد سویه هايپروماستیگوت در دادهتغییرشکل

 و %60 ،%36 ساعت، 72 و 48 ،24 از بعد ماژور لیشمانیا

 ایزوله هايپروماستیگوت مورد در همچنین. بود 82%

بعد . بود %69 و %56 ،%27معادل  اعداد این انگل، بالینی

درصدها و هاي مشاهده مذکور، کل سلول يهازمانمدتاز 

  محاسبه گردید. 
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  GC/MS از پس خرفه برگ و ساقه الکلی عصاره دهندهتشکیل اجزاي -2جدول 
  

  مقدار (%)  ماده

  % Phytol(  54/9فیتول (

  % Squalene(  91/8اسکوآلن (

  % Palmitic acid(  06/7اسید (پالمیتیک

  % Ethyl linoleate(  04/6لینولئات (اتیل

  % Ferulic acid(  1/3اسید (فرولیک

  % Linolenic acid(  72/0اسید (لینولنیک

  % Scopoletin(  70/8اسکوپولتین (

 % Linoleic acid( 66/7اسید (لینولئیک

 % Rhein( 23/5رئین (

  % Apigenin(  08/5ژنین (اپی

  % Bergapten(  71/2برگاپتن (
  

  بحث

 بر مبنی جهانی بهداشت سازمان هايگزارش به توجه با

 است عفونی هايبیماري ترینخطرناك از لیشمانیوز اینکه

 داراي بیماري این به مربوط شیمیایی داروهاي که این و

 مورد دارویی گیاهان راًیاخ شد،بامی زیادي جانبی عوارض

  ].21[ اندگرفته قرار توجه

در طب  مورداستفادهاخت گیاهان دارویی بررسی و شن

تواند سبب دهنده آنها میسنتی و ترکیبات تشکیل

تر و عارضهتر، کمدستیابی به منابع دارویی مؤثرتر، ارزان

  ].1داراي منشاء گیاهی شود [

 و داروها بررسی براي هاییروش از حاضر حال در

 که شودمی استفاده نیاییضدلیشما هايترکیب

 هستند، خطرناك مثال براي ؛دندار زیادي هايمحدودیت

 بسیار که این و دارند رادیواکتیو سازهايپیش به نیاز

  ].18،22[ هستند برزمان و سخت

 آلوئههاي برگ از مترشحه ماده اثربخشی يامطالعه در

 100عصاره این گیاه از  IC50و  بررسی لیشمانیوز روي ورا

  ].22[یین شد تع لیترمیلیمیکروگرم بر  180تا 

هاي انگلی استفاده از گیاهان دارویی در درمان بیماري

 Cinchonaآ (گردد که از روبیاسههاي باستان برمیبه زمان

succirruba (داروي ضدمالاریا استفاده شده است  عنوانبه

]1.[  

هاي نیایی عصارهضدلیشمایک گروه تحقیقاتی تأثیر 

داروي کنترل وزه پنبه و غوزه و غدرمنه کوهی، آن

 لیشمانیا ماژورهاي بر روي پروماستیگوت تارتارامتیک را

در شرایط آزمایشگاهی بررسی کردند.  MTTبه روش 

IC50 ها محاسبه و مؤثر بودن آنها ثابت براي همه عصاره

  ].23[گردید 

 نیاییضدلیشما تأثیر حیطه در که هاییبررسی در

 سایر و نایرا در گیاهی ترکیبات و شیمیایی داروهاي

 از اغلب که شودمی مشاهده است، گرفته انجام کشورها

 بهره هموسایتومتر لام لهیوسبه مستقیم شمارش روش
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 است رمناسبیغ و برزمان روشی که است شده گرفته

]24،25.[  

 بودن زنده و رشد بررسی براي که سنجیرنگ هايروش

 یاديز فواید گیرند،می انجام میکروتیتر هايپلیت بر سلول

 .نددار را بودن دقیق و حساس ع،یسر ارزان، آسان، ازجمله

 قابلیت و هستند رادیواکتیو مواد فاقد هاروش این علاوه،به

  ].26،28[ دارند تکرار

 الکلی عصاره از غلظتی تعیین در این آزمون، براي

 درصد 50 حدود آن در که هاي هوایی خرفهاندام

 با ،)IC50( شوند کشته ماژور لیشمانیا هايپروماستیگوت

 از مختلفی هايغلظت MTT سنجیروش رنگ از استفاده

 جذب میانگین. گرفت قرار آزمایش مورد موردنظر عصاره

  .بود عصاره بیشتر تأثیر دهندهنشان ،کمتر نوري

 غلظت افزایش با که داد نشان نتایج پژوهش این در

 روي بر مهاري اثر گلوکانتیم، و الکلی عصاره

 و یافتمی افزایش ماژور لیشمانیا هايتیگوتپروماس

 مقایسه. بود مهاري اثر این دهندهنشان نوري جذب کاهش

 با ساقه و برگ خرفه الکلی عصاره نوري جذب میانگین

 دادمی نشان را داريمعنی اختلاف کنترل، داروي

)05/0P<( ساقه و برگ خرفه الکلی عصاره تأثیردال بر  که 

 ماژور لیشمانیا هايپروماستیگوت بر مختلف هايغلظت در

  بود.

 با ههمواج در استاندارد ماژور لیشمانیا انگل هايسلول

 که ساقه و برگ خرفه الکلی عصاره و گلوکانتیم از غلظتی

 قرار بود، شده شناخته ساعت 48 از بعد IC50 عنوانبه

 100 بزرگنمایی با 72 و 48 ،24 ساعات در و گرفتند

 این .بود شده حاصل آنها در تغییراتی که شدند مشاهده

 آغاز الکلی عصاره و گلوکانتیم با ههمواج از پس تغییرات

 شدن متراکم شدن، گرد سلولی، چروکیدگی شامل و شد

 گونهچیه و بود هاسلول شدن ترکوچک و سیتوپلاسم

  نشد. مشاهده کنترل هايسلول در تغییري

 کشت ايهمحیط در اغلب را انگل پروماستیگوت فرم

N.N.N و RPMI-1640 که کشتی محیط. دهندمی کشت 

 استفاده مورد N.N.N کشت محیط علاوه بر تحقیق این در

. ]3-11، 14- 24[ بود اشنایدر کشت محیط گرفت، قرار

 در و روز 2-7 عرض در معمولاً اشنایدر محیط در کشت

 رشد ارگانیسم تا کشدمی طول روز 21 تا N.N.N محیط

  ].1[ کند

هاي الکلی اندام عصاره فیتوشیمیایی برآورد چنینهم

 آلکالوئید، فلاونوئید، داراي که بود داده نشان هوایی خرفه

 این در. ]12،13شد [بامی هاترپندي و تانین فنول،

ژنین، فیتول، اسکوآلن، اپی نظیر موادي وجود نیز پژوهش

  رئین و برگاپتن تأیید گردید.

مشابه، نشان هاي ژوهشبررسی نتایج این پژوهش و پ

ترکیبات طبیعی داراي اثرات  برخی دهد کهمی

شند که انجام مطالعات بیشتر در بامینیایی ضدلیشما

طلبد تا نیایی گیاهان دارویی را میضدلیشمازمینه اثر 

نیوز ضدلیشمابتوان از این ترکیبات در تهیه داروهاي مؤثر 

  استفاده نمود.

  گیرينتیجه

ساقه و  الکلی عصاره نیاییضدلیشما اثر پروژه در این

 قرار بررسی مورد آزمایشگاه محیط در برگ گیاه خرفه

 نیاییضدلیشما اثرات داراي که شد مشاهده و گرفت

 بین معناداري اختلاف نکهیباوجودا. است توجهیقابل

IC50 48 ،24 از بعد گلوکانتیم داروي و گیاه الکلی عصاره 
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 جانبی عوارض به توجه با اما گردید، مشاهده ساعت 72 و

دارویی  گیاهان از دسته این توانمی شیمیایی، داروهاي

ها داد و پس از تأیید مؤثر بودن آن قرار توجه مورد بومی را

علیه انگل لیشمانیا در محیط آزمایشگاه، اثر 

هاي هاي حیوانی و انسانآنها را در مدلضدلیشمانیایی 

  داوطلب بررسی و ارزیابی نمود.

  یو قدردان تشکر

ــد ــنیب ــاتی    لهیوس ــگاه تحقیق ــرم آزمایش ــئولین محت از مس

هاي عفونی و گرمسیري صدیقه طـاهره اصـفهان جهـت    بیماري

فراهم آوردن محـیط آزمایشـگاهی، مسـئول محتـرم هربـاریوم      

دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان جهت تعیین گونـه گیـاه و   

 ـ  کادر محترم آزمایشـگاه انگـل   وم پزشـکی  شناسـی دانشـکده عل

هاي انگـل و کلیـه عزیزانـی    سوش نیتأمدانشگاه اصفهان جهت 

اند، تشـکر و قـدردانی   که ما را در انجام این تحقیق یاري رسانده

  آوریم.به عمل می
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Background and Objectives: Leishmaniasis has created global health problems in the developing countries 

with high endemicity such as Iran. Drug side effects and resistance and the lack of effective and safe vaccine 

have caused the new effective compounds from medicinal plants such as purslane to be attended. Therefore, the 

aim of this study was to introduce purslane as a traditional medicinal plant, which can be taken into 

consideration as a valuable source of new pharmaceutical agents against cutaneous leishmaniasis. 

Material and Methods: This is a laboratory study conducted in Isfahan in the spring of 2015. In the first place, 

the methanol extract was prepared by soaking method and its combination was determined by mass 

chromatography gas method. L. major promastigotes were cultured in Schneider culture media and in the 

stationary phase in RPMI-1640 medium, respectively. Then, using colorimetric MTT (methyl thiazolyl 

tetrazolium), the biological activity of alcoholic extract of purslane  against L. major promastigotes was assessed 

in comparison to meglumine. The data were analyzed by the Tukey test and t-test using software SPSS16. 

Microscopic study results were presented as images and tables. 

Resalts: IC50 for alcoholic extract of purslane against standard L. major promastigotes after 24, 48 and 72 hours 

were 690, 270 and 140 micrograms per mililiter and against clinical isolates of promastigotes of 1160, 385 and 

140 micrograms per milliliter, respectively. IC50 for Glucantime equaled to 27, 12 and 8 micrograms per ml and 

26, 19 and 11 micrograms per milliliter, respectively. There was a significant difference between the IC50 

extract and glucantime drug after 24, 48 and 72 hours (p<0.05). There was observed cell shrinkage, roundness, 

compressed cytoplasm and smallness in the treated cells. Presence of alkaloids and flavonoids were detected in 

the alcoholic extract. 

Conclusion: In regard to alcoholic extract of purslane had considerable anti-leishmanial effect in vitro, 

conducting more experiments to investigate its effect on the parasite in animal model also seems to be necessary.  
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