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  چكيده 

داروهاي با توجه به كمتر بودن عوارض جانبي  .امروزه تحقيقات وسيعي در مورد تسريع ترميم زخم انجام شده است :سابقه و هدف

 در اين تحقيق عصاره گياه اسكروفولاريا استرياتا ،در ترميم زخم ها نقش فيبروبلاست و گياهي نسبت به داروهاي شيميايي

)Scrophularia striata( بخشي مورد بررسي قرار گرفت از نظر خواص التيام. 

در اين مطالعه از . گيري آبي تهيه شد به روش عصاره Scrophularia striataعصاره گياه ، كاربردي_بنياديدر اين تحقيق : يسروش برر 

هاي مورد  تعداد سلول. استفاده شد درصد FBS 10حاوي  DMEMدرمحيط كشت   (Ffk)سلولهاي فيبروبلاست پوست ختنه نوزاد انسان

ازعصاره گياه  ليتر ميكروگرم در ميلي 20و  10، 7، 5، 3، 1هاي مختلف  كه در حضور غلظت سلول بود 100000مطالعه در اين آزمايش حدود 

  . استفاده شد  MTTجهت بررسي اثر عصاره بر رشد سلول از روش آناليز . ساعت انكوبه شدند 96 و 72 ،48، 24در فواصل زماني 

اين اثر تابعي از زمان داشت و انسان هاي فيبروبلاست  رشد سلول اثر تحريكي بر Scrophularia striataگياه عصاره بذر  :هايافته

 . فتيا طوري كه با افزايش زمان انكوباسيون ميزان آن كاهش مي به بود،انكوباسيون 

بخشي و  التيام در زمينههاي مختلف، اثرات متفاوتي  در غلظت سكروفولاريا استرياتاگياه اعصاره اين مطالعه نشان داد كه : گيرينتيجه

 .ترين دوز هر اثر را شناسايي كرد توان مناسب دهد كه با آزمايشات بيشتر مي از خود نشان مي ضد سرطاني

  .MTT assay ،، اثر التيام بخشيهاي فيبروبلاست سلول ،Scrophularia striataعصاره گياه  :واژگان كليدي

  

مقدمه
1

  

توليـد  خاصيت بدن است كه به دليل اي اصلي ه امپوست از اند

در بـين  . و ترميم مجدد مورد توجه زيـادي قـرار گرفتـه اسـت    

هاي حاصل از سـوختگي، خطـرات    هاي پوستي، آسيب بيماري

                                                 

مركـز تحقيقـات   , دانشكده پيراپزشكي, دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيران، ته: نويسنده مسئولآدرس 

  )  email: rezaei.tavirani@ibb.ut.ac.ir(مصطفي رضايي طاويراني پروتئوميكس باليني، 

  27/6/87: تاريخ دريافت مقاله

  27/1/88 :تاريخ پذيرش مقاله

گيري باعث كـاهش آب   زيادي را به همراه داشته و بطور چشم

). 1( شـوند  عفـوني مـي   ناشـي از آن ي ها بدن شده و غالباً زخم

زخم يك عارضه و شكست در انسجام بافـت اسـت كـه در اثـر     

كه بافت تـرميم يـا    فشار، ضربه يا تروما ايجاد شده و در صورتي

واقعيت ايـن  ). 2( گردد بازسازي شود، به شرايط طبيعي باز مي

ها در اثر ترميم و يا كمـك سـاير    است كه زخم در بيشتر بافت

چـه   چنـان ). 3( يابد پيوندي غيراختصاصي، التيام مي هاي بافت

اشاره شد ترميم زخم در موارد متعـددي از جملـه سـوختگي،    
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. جراحي از اهميـت خاصـي برخـوردار اسـت     و صدمات پوستي

تواند روند بهبود بيماري يا عفوني شدن زخم را  ترميم زخم مي

زخـم را   ترميم و التيامبايد به اين منظور . تحت تاثير قرار دهد

تـرين   مورد بررسي قـرار داده تـا بتـوان مهـم     يتر طور جزئي به

يند نقش دارد به بهترين نحو تحـت  آاي را كه در اين فر مرحله

 كنترل درآورد و به اين ترتيب به تسريع التيام زخم كمك كرد

يند بيولـوژيكي اسـت كـه شـامل     آترين فر التيام زخم مهم). 2(

 يينـد آفر ترميم زخـم  ).4( باشد ترميم و توليد بافت جديد مي

تـر سـاختارهاي    پيچيده و پويا، شامل بازسـازي هرچـه سـريع   

و ) 5،6( باشـد  هاي بافتي در بافت آسيب ديده مي سلولي و لايه

شـود و مراحـل    به عنوان يك پاسخ سلولي به زخم، فعـال مـي  

هــاي  هــا، ســلول هــا، فيبروبلاســت فعــال ســازي كراتينوســيت

تعـدادي از  . گيـرد  ها را دربر مـي  ا و پلاكتاندوتليال، ماكروفاژه

هـا آزاد شـده    ها توسط اين سـلول  فاكتورهاي رشد و سيتوكين

كــه جهــت انســجام و همــاهنگي عمــل تــرميم و التيــام زخــم 

بطور كلي چهـار مرحلـه مجـزا در تـرميم      ).7( ضروري هستند

سـازي،   مرحلـه التهـاب، مرحلـه پـاك    : ها وجود دارد انواع زخم

و مرحله بلوغ يا بازسازي كه در تمام اين مراحـل   مرحله تكثير

و به نوع و ) 4( كنند ها نقش مهمي را ايفا مي رشد فيبروبلاست

انــدازه زخــم، وضــعيت عمــومي و ســلامتي مصــدوم و قــدرت  

 ).6( ترميمي بافت بستگي دارد

در . گيـرد  ترميم زخم در بيشتر مـوارد بـه سـرعت انجـام مـي      

د و مزمن به چندين هفته يا ماه هاي حا كه بعضي از زخم حالي

توانـد بـه دليـل ايجـاد      براي بهبود نياز دارند كه اين تاخير مي

عفونت، كمبود عروق خـوني كـافي در محـل زخـم، فشـارهاي      

هايي كه به سختي التيـام   وجود زخم. وارده و ساير عوامل باشد

هاي مختلفي جهت  روش. يابند يكي از مشكلات عمده است مي

سـازي   ، بانـداژ، پـاك  هـاي زخـم   پوشـش شامل ضه رفع اين عار

زدايي موضعي، پيوند پوست و فشار منفـي وجـود    زخم، عفونت

هاي درماني مؤثر، منجر به افزايش جريان خون،  مكانيسم. دارد

كاهش عفونت باكتري، كاهش ادم و افزايش گرانولاسيون بافت 

هـاي مكـانيكي بدسـت     شده كه طي كنترل مايعات و تحريـك 

فاكتور فيزيولوژيكي شناخته شده در  100بيش از ). 8( آيد مي

تـوان بـه كـاهش يـا      جمله ميآن از . ترميم زخم دخالت دارند

ــد  ــاي رش ــد فاكتوره ــص تولي ــوژنيكي)9،10( نق ــخ آنژي  ، پاس

، تجمع كلاژن، فعاليت سـد  )12( ، عملكرد ماكروفاژها)10،11(

 ، رشـد و مهــاجرت )10( اپيـدرمي، مقــدار بافـت گرانولاســيون  

 هاي عصبي اپيدرمي كراتينوسيت و فيبروبلاست و تعداد سلول

قـرن گذشـته اسـتفاده از     اگـر چـه در نـيم   . اشـاره كـرد  ) 13(

ولـي بـه سـرعت     ه است،به شدت رواج يافت داروهاي شيميايي

بار آنها بـر زنـدگي انسـان سـبب گـرايش مجـدد بـه         زيان آثار

گياهـان  توسل بـه   و اين نكته كه ه استگياهان دارويي گرديد

هـاي مـوثر درمـان     دارويي همواره در طول تاريخ يكي از روش

هـايي   گياهان دارويي رستني). 14( خوبي روشن است ، بهبوده

 عـلاوه بـر قـدمت،   . با تاريخچه جالـب توجـه و ممتـاز هسـتند    

ها بسيار شـايان   گستره نفوذ اين گياهان در تاريخ اديان و ملت

دث مهـم تـاريخي،   جـاي حـوا   كـه در جـاي   بطوري ،توجه است

سياسي، اجتماعي و ديني، اين گياهان قرين توجـه بـوده و يـا    

اسـتفاده از گياهـان   ). 14( اند به بروز حوادث مهمي شده منجر

. دارويي به منظور درمان با تاريخ زندگي انسان هم زمان اسـت 

اي جـز توسـل بـه گياهـان      انسان در تمام دوران تاريخي چاره

ه در كشورهاي اروپايي نيز اسـتفاده از  امروز). 14(ه است نداشت

گياهان يك عملكرد تهاجمي در برابر داروهـاي سـمي و مضـر    

علم پزشكي استفاده  ،به اين منظور). 15( موجود در بازار است

ي بدست آمـده از گياهـان را ماننـد    بيوتيك ها از داروها و آنتي

 ها و مشتقات حاصل از ميكروارگانيسم(هاي سنتي  بيوتيك آنتي

يكي از ). 16( ستمورد توجه قرار داده ا) سنتز شده توسط آنها

هـاي گيـاهي مـورد اسـتفاده، اسـكروفولاريا اسـترياتا        اين گونه

 ).17(اسـت   اسكروفولاريا باشد كه از نظر فيلوژني از جنس مي

كه در منـاطق سردسـير و    استاين گونه يك گياه بومي ايران 

هاي قديم از اين گيـاه   از زمان. كند كوهستاني زاگرس رشد مي

هـاي حاصـل از سـوختگي اسـتفاده      جهت درمان و بهبود زخم

اعتقاد براين بوده كه اين گياه علاوه بر اينكـه باعـث   . كردند مي

هاي شـايع باكتريـايي در    گردد، از عفونت تسريع التيام زخم مي

از ايـن گيـاه بـه    ، در ايـن پـژوهش  . كند زخم نيز جلوگيري مي

بيـوتيكي   شي در التيام زخم و خاصـيت آنتـي  عنوان مدل آزماي

     .استفاده شد

  

  مواد و روشها

سـرم  مـورد اسـتفاده    مـواد ، كـاربردي _بنيـادي در اين تحقيق 

 Gibcoشـركت  ( DMEMمحيط كشت  و  (FBS)جنين گاوي

/. 2ســيلين، استرپتومايســين، فيلتــر سرســرنگي  ، پنــي)آلمــان

 ,St. Louis)شـركت سـيگما  (  MTTميكرومتر، تريپسين، رنگ

MO, USA)( پليــت ريــدر ،)ELISA-reader, Raito, USA( 

ــود ــلول    . ب ــايش، س ــن آزم ــتفاده در اي ــورد اس ــلولي م رده س

) پاستور( كه از بانك سلولي ايرانبود ) Ffk(فيبروبلاست انساني

  .تهيه گرديد

گياه اسكروفولاريا استرياتا از خانواده اسكروفولارياسه از مناطق 

ر غرب ايران بويژه استان ايلام در اوايل كوهستاني و سردسير د
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فصــل بهــار، از اواســط فــروردين تــا اواســط ارديبهشــت مــاه  

پس از تميز كردن و شستشوي كامـل، درون   و آوري شد جمع

گـراد   درجـه سـانتي   -20فريزر با دماي  فويل آلومينيومي و در

   .نگهداري شد

از فريـزر  به منظور حصول عصاره آبي از گياه مورد نظر، گياه را 

هـاي مختلـف هـوايي     پس از خشك شدن، بخش و خارج كرده

آن را جدا كرده و بـه كمـك هـاون چينـي پـودر      ) برگ و بذر(

و شـده  هاي گياه توزين  پودري هر كدام از بخش بخش. كرديم

در مرحلـه  . افزوده شـد بار تقطير  برابر آن آب دو 10به ميزان 

مـاري   درون بن دقيقه 30-45مخلوط گياه و آب به مدت  ،بعد

ــاي  ــا دم ــانتي 85ب ــان درجــه س ــراد جوش ــا عمــل  ده شــدگ ت

از كاغذ صافي عبـور داده   سپس نمونه. گيري انجام گيرد عصاره

در . هاي اضافي گياه از عصـاره آبـي آن جـدا شـود     تا بخششد 

درون ظـرف اسـتريل و تيـره بـه منظـور       مرحله آخـر، عصـاره  

ــاي   ــا دم ــال ب ــور، درون يخچ ــور ن ــوگيري از عب ــه  4 جل درج

   .گرفتگراد قرار  سانتي

  DMEMدر محـيط  هـا  سـلول ، ها با عصـاره  تيمار سلولبه منظور 

و در انكوباتور بـا   (FBS)درصد سرم جنين گاوي  20تا  10حاوي 

كشـت داده   CO2درصد گـاز   5گراد حاوي  درجه سانتي 37دماي 

ها بـا مـواد مـورد     جهت انجام آزمايشات و انكوباسيون سلول. شدند

هاي چسـبنده بـه كمـك     ها، سلول ر، پس از رشد و ازدياد سلولنظ

از كف فلاسك جدا شدند و پس از شـمارش   درصد /.25تريپسين 

اي منتقـل   حفـره  96هاي پليـت   سلول به چاهك 5000به ميزان 

در تمامي موارد براي هر آزمايش سه چاهك در نظر گرفتـه  . شدند

كـه   يياز آنجـا . دندو كليه آزمايشات دو يا سـه بـار تكـرار ش ـ    شد

در  دهاي فوق چسـبنده بـوده و جهـت ارزيـابي باي ـ     برخي از سلول

 18تمامي آزمايشات بعد از  ،رشد قرار داشته باشندطبيعي شرايط 

چسـبيدن  (هاي پليت كشـت سـلول    ساعت انكوباسيون در چاهك

  .انجام گرفت) كامل سلول به پليت

ول بـه  ساعت به منظور چسبيدن كامـل سـل   18بعد از گذشت 

، شـاهد به عنـوان   صفر(هاي مختلف عصاره  سطح پليت، غلظت

هـا   بـه سـلول  ) ليتـر  ميكروگرم در ميلـي  20 و 10، 7، 5، 3، 1

 96و  72 ،48 ،24هـاي مختلـف    ها در زمـان  و پليتشد اضافه 

 5گـراد و   درجـه سـانتي   37ساعت، درون انكوبـاتور بـا دمـاي    

م حضور عصـاره  انجام آزمايش در عد .شدندانكوبه  CO2 درصد

 .به عنوان شاهد مورد استفاده واقع شد) غلظت صفر عصاره(

ها از طريق  براي تعيين بقاي سلول MTTاز روش رنگ آميزي 

بـر اسـاس    MTTآميزي  رنگ .دستگاه الايزل ريدر استفاده شد

 فنيــل تترازوليــوم برومايــد تيــازول دي متيــل احيــاي رنــگ دي

)MTT ل فورمازان بنفش آبـي،  ورده نامحلوآبه يك فر )محلول

هـاي زنـده    توسط فعاليت آنـزيم ردوكتـاز ميتوكنـدري در سـلول    

گـرم در   ميلـي  5 با غلظـت  MTTجهت تهيه محلول . استوار است

 PBS ،Mازليتـر   ميلي 10در  MTT ازپودرگرم  ميلي 50، ليتر ميلي

 PBS برابـر بـا   10آميـزي   حل شد و هنگام استفاده در رنگ 15/0

به دسـت   MTT ليتر گرم در ميلي ميلي 5/0رقيق گرديد تا محلول 

، محلـول اتـوكلاو   PBSلازم به ذكـر اسـت كـه پـس از تهيـه      . آيد

با )  Ffk(فيبروبلاست انساني  هاي پس از انكوباسيون سلول. گرديد

 72و  48 ،24هاي مختلف عصاره گياهي در فواصـل زمـاني    غلظت

 CO2 5 گـراد و  درجـه سـانتي   37هايي كه در دمـاي   ساعت، پليت

گـرم در   ميلـي  MTT 5/0بـا محلـول    ،درصد انكوبـه شـده بودنـد   

سـاعت انكوباسـيون در    5تا  3پس از  .شدند آميزي رنگ ليتر ميلي

ها برداشته شد و بجـاي آن   مايع رويي سلول ،گراد درجه سانتي 37

هـاي مربوطـه اضـافه     ميكروليتر محلول ايزوپروپانل به حفـره  200

دقيقـه روي شـيكر قـرار     15الـي   10ليت مربوطه به مـدت  پ. شد

نـانومتر   570سپس توسط يك ميكروتيتر پليت ريـدر در   و گرفت

ميزان توكسيسيتي ايجـاد شـده بـا اسـتفاده از فرمـول      . قرائت شد

  :ذيل مورد محاسبه قرار گرفت

  

  

  

  درصد سيتوتوكسيسيتهمنهاي  100= درصد بقاء

   

ن مطالعــه بــر اســاس تعــداد همــه نتــايج بدســت آمــده در ايــ

كـه بـا گـرفتن ميـانگين و     بودنـد  تايي استوار   آزمايشات شش

، tاز آزمون . محاسبه انحراف معيار ميزان تغييرات محاسبه شد

براي تحليل آناليز واريانس يك طرفه و آناليز واريانس دو طرفه 

   .دار در نظر گرفته شد معني p>05/0. ها استفاده شد داده

  

  هايافته

در حضــور ) Ffk(درصـد بقــاي ســلولهاي فيبروبلاسـت انســاني  

هاي مختلف عصاره فيلتر شده برگ گيـاه اسـكروفولاريا    غلظت

 4تا  1 هاي انكوباسيون مختلف در نمودارهاي استرياتا در زمان

 .نشان داده شده است

هاي فيبروبلاست انسـاني را نشـان    درصد بقاي سلول 1نمودار 

سـاعت در   96و  72، 48، 24زمـاني  مي دهد كه در چهار بازه 

ــت  ــور غلظ ــف   حض ــاي مختل ــفر، (ه  20و  10، 7، 5، 3، 1ص

از عصـاره فيلتـر شـده بـرگ گيـاه      ) ميكروگرم بـر ميلـي ليتـر   

درجه سـانتي گـراد كشـت     37اسكروفولاريا استرياتا در دماي 

  . ندبودداده شده 
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در برابـر غلظتهـاي مختلـف     FfKدرصد بقاي سـلولهاي   -1نمودار 

 MTTاره فيلتر شده برگ اسكروفولاريا استرياتا به روش عص

 

، بـا ايـن   دهد را نشان مي 1هاي مشابه با نمودار  يافته 2نمودار 

بجاي عصاره فيلتر شده از عصاره فيلتر نشـده بـرگ   تفاوت كه 

  .گياه اسكروفولاريا استرياتا استفاده شده است
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غلظتهاي  باسيون بابعد از انكو FfKدرصد بقاي سلولهاي  -2نمودار 

 MTTشده برگ اسكروفولاريا استرياتا به روش نمختلف عصاره فيلتر 

 

نشـان داده   1هاي نمـودار   هاي مشابه با يافته يافته 3در نمودار

در اين نمودار بجاي اسـتفاده از عصـاره بـرگ از    اما . شده است

عصاره فيلتر شده بذر گياه اسكلروفولاريا استرياتا استفاده شده 

 . تاس

هاي  بقاء سلول 3هاي مربوط به نمودار  مانند يافته 4در نمودار 

هاي مختلف عصاره فيلتـر   فيبروبلاست انساني در حضور غلظت

  .گيري شد نشده بذر اندازه
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در برابر دوزهاي مختلفي از  FfKدرصد بقاي سلولهاي  -3نمودار 

  MTTاسكروفولاريا استرياتا به روش  رذعصاره فيلتر شده ب
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بعد از انكوباسيون با غلظتهاي  FfKدرصد بقاي سلولهاي  - 4نمودار 

  MTTمختلف عصاره فيلتر نشده بذر اسكروفولاريا استرياتا به روش 

  

  بحث

هاي رشد  هاي تسهيل ترميم زخم استفاده از محرك يكي از راه

استفاده بوميان مناطق زاگرس از  ).13( باشد ها مي فيبروبلاست

بـراي تـرميم    ،نام علمي اسكروفولاريا اسـترياتا  اب، گياه مخلسه

دهد كه اين گياه احتمالاً حاوي فاكتورهاي رشد  زخم نشان مي

مشـاهده   1نمـودار  طـور كـه در    همـان . باشـد  فيبروبلاست مي

برگ گياه اسكروفولاريا اسـترياتا در   عصاره فيلتر شده شود، مي

 96و  72، 48هــاي انكوباســيون  هــاي مختلــف و زمــان غلظــت

و رد هـاي فيبروبلاسـت نـدا    اثري بر تحريك رشد سلول ساعت

توجه شود كه اثر تحريكـي  بايد  .همراه استمهار رشد با حتي 

 24هـا در زمـان انكوباسـيون     خفيف عصاره در برخي از غلظت

ارائـه  هـاي   با توجه به تشـابه يافتـه  . ساعت مشاهده شده است

د كه عصاره شو گيري مي چنين نتيجه 2و 1شده در نمودارهاي 

فيلتر شده و فيلتر نشده برگ گياه اسـكروفولاريا اسـترياتا اثـر    

 .هاي انساني دارد يكساني بر فيبروبلاست

اثر عصـاره فيلتـر شـده بـذر گيـاه اسـكروفولاريا         3در نمودار 

هاي فيبروبلاسـت   هاي مختلف بر رشد سلول استرياتا در غلظت

 3هـاي نمـودار    تـه با توجه بـه ياف . انساني نشان داده شده است

ــين نتيجه ــيرچن ــري م ــان   گي ــه در زم ــه عصــاره دان ــود ك ش

اثـر بسـيار شـديدي بـر تحريـك رشـد        هساعت 24انكوباسيون 

هـاي   هاي فيبروبلاست انسـاني دارد و ايـن اثـر در زمـان     سلول

  .رود از بين ميتر  طولانيانكوباسيون 

هـاي   عصـاره فيلتـر نشـده بـذر گيـاه بـر سـلول       تـاثير  بررسي 

كه عمل فيلتراسـيون  داد نشان ) 4نمودار (لاست انساني فيبروب

باتوجـه بـه   . دهد تأثير عصاره بر رشد فيبروبلاست را تغيير نمي

تـوان   مـي بـود،  ميكرومتـر  /. 2اينكه ابعاد روزنه فيلتر در حـد   

نتيجه گرفت كه فاكتور تحريك رشد فيبروبلاسـت موجـود در   

  .رومتر استميك/. 2بذر گياه داراي ابعادي حداكثر تا  

بخشي گياه اسـكروفولاريا اسـترياتا    باتوجه به اينكه اثرات التيام

تواننـد بـه عنـوان     هـا مـي   اين يافته ،تابحال گزارش نشده است
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هاي پايه به منظور انجـام تحقيقـات تكميلـي مـورد اسـتفاده       يافته

لازم بـه  . هاي دارويي و پزشكي واقـع شـوند   گران در بخش پژوهش

هاي مربوط به گروه نويسـندگان   ديگر ازپژوهشذكر است در يكي 

رشد عصاره برگ گياه اسـكروفولاريا اسـترياتا بـر     ياثر مهار ،مقاله

  .سلولهاي سرطاني در دست بررسي است

هـاي مختلـف گيـاه     شود كه بخـش  گيري مي از اين تحقيق نتيجه

طوري كـه عصـاره بـرگ     به. داراي خواص دارويي متفاوتي هستند

و عصاره دانه آن محـرك  دارد بر رشد فيبروبلاست  گياه اثر مهاري

با توجه به اينكه عصاره بذر فيلتـر شـده و   . استرشد سلول مذكور 

فيلتر نشده به طور يكساني رشد سلولهاي فيبروبلاست را تحريـك  

توان نتيجه گرفت كـه ابعـاد بخـش دارويـي محـرك       مي ،كنند مي

  .كمتر است) يلترمنفذ ف(ميكرومتر  2/0رشد موجود در عصاره از 

 شود كه ضمن بررسي خـواص ايـن بخـش دارويـي و     پيشنهاد مي

تخليص آن امكان انجام تحقيقاتي برروي موجـودات آزمايشـگاهي   

  . فراهم آيد

  

  تشكر و قدرداني 

، از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشـكي شـهيد بهشـتي   

شـگاه  مركز تحقيقات پروتئوميكس باليني دانشكده پيراپزشـكي دان 

صـنعتي   علوم پزشكي شهيد بهشتي و موسسه خدمات پژوهشي و

معنـوي در اجـراي ايـن     هاي مـادي و  عصر نوين به خاطر حمايت

  .شود پژوهش تشكر و قدرداني مي
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