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چكید‌ه 
از عود مجدد  از بین بردن پروتواسکولکس‌های کیست هیداتیک جهت ممانعت  از چالش‌های عمده درمان هیداتیدوزیس حین جراحی، 
بیماری است. بدین منظور دستیابی به ترکیبات اسکولکس کش موثر و با عوارض جانبی کم ضروری می‌باشد. این مطالعه به منظور ارزیابی 
اثرات اسکولکس کشی عصاره هیدروالکلی گیاه گل راعی و تغییرات فراساختاری پروتواسکولکس های تیمار شده صورت گرفته است. پس 
از جمع‌آوری کیست هیداتیک کبدی از کشتارگاه، مایع کیست حاوی پروتواسکولکس‌های زنده آسپیره و میزان زنده‌مانی آنها به کمک رنگ 
 ،50 mg/ml آمیزی ائوزین 0/1 % سنجیده شد. سپس فعالیت پروتواسکولکس کشی عصاره هیدروالکلی گل راعی در غلظت‌های مختلف
100، 200، 300، 400 و 500 و مدت زمان‌های 10، 20، 30 و 60 دقیقه مورد بررسی قرار گرفت. همچنین پروتواسکولکس‌‌های تیمار شده 
با عصاره بوسیله میکروسکوپ الکترونی نگاره )SEM( ارزیابی و میزان سمیت عصاره توسط آزمایش MTT سنجیده شد. بیشترین فعالیت 
پروتواسکولکس کشی عصاره آبی-الکلی گل راعی در غلظت mg/ml 200 بعد از  30 دقیقه مواجهه دیده شد که موجب از بین رفتن همه 
پروتواسکولکس‌های تیمار شده گردید. تغییرات ساختمانی در سطح میکروسکوپ الکترونی با آسیب وسیع تگومنت، بهم ریختگی روستلوم 
و قلاب‌ها و یکپارچگی غشاء تگومنت در پروتواسکولکس‌های تیمار شده مشاهده شد. همچنین حداقل غلظت مهارکنندگی در مدت زمان 
24 ساعت 564/8 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر محاسبه گردید. مطالعه حاضر نشان داد که عصاره هیدروالکلی گل راعی اثر پروتواسکولکس کشی 

قوی داشته و می‌تواند در حین جراحی به عنوان یک پروتواسکولکس کش مؤثر استفاده شود.
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Background: Hydrotidosis is a medical and veterinary disease that, in addition to causing significant economic damage to 
the livestock industry, can also threaten the health of humans. The elimination of hydatid cyst protoscolices is one of the 
major challenges of treating cysts during surgery. So, achieving an effective scolicidal compound with low side effects is 
essential for this purpose. In this study, St. John's Wort hydroalcoholic extract was used to evaluate protoscolices' viability 
and ultrastructural changes. Materials and Methods: After collecting hepatic hydatid cysts from the slaughterhouse, cyst 
fluid containing live protoscolices was aspirated under sterile conditions, then stored at 4 ° C in a refrigerator. Protoscolices 
were stained with 0.1% eosin to determine their survival rate. Then, the activity of the treated protoscolices with hydroalco-
holic extract of St. John's wort was examined at different concentrations of 50, 100, 200, 300, 400, and 500 mg/ml for 10, 
20, 30, and 60 minutes. For ultrastructural studies by scanning electron microscopy (SEM), the exposed protoscolices with 
plant extract were prepared. The growth inhibition was assayed using MTT (Methy Thiazol Tetrazolium) test. The result of 
the data was analyzed using statistical tests. Results: The highest protoscolecidal activity of Hypericum perfortum aqueous-
alcoholic extract was observed at a concentration of 200 mg/ml after 30 minutes of exposure, resulting in the elimination 
of all treated protoscolices. Ultrastructural changes in treated protoscolices were observed as extensive tegument damage, 
loss of tegument integrity rostellum and hooks dislocation, and reduced protoscolices size. The half maximal inhibitory 
concentration (IC50) value was 564.8 mg/ml for 24 hours. Conclusion: The results of this study showed that the hydroal-
coholic extract of St. John's wort has strong protoscolecidal effects. It can be used as an effective scolocidal composition in 
surgery methods.

Keywords: Hypericum perfortum L., Protoscolecidal, Hydatid cyst.

مقدمه
انسان  مشترک  عفونی  بیماریهای  مهم‌ترین  از  کیستی،  اکینوکوکوزیس 
اکینوکوکوس  نواری  کرم  نوزادی  مرحله  به  ابتلا  نتیجه  در  حیوان،  و 
گرانولوزوس ایجاد می‌شود. کیست هیداتیک در اندام‌های مختلف بدن 
انسان و علفخواران می‌تواند موجب بیماری‌زایی شدید و کشنده شود. در 
حالی‌که سستود بالغ آن در روده باریک سگ و گوشتخواران استقرار یافته 
و علائم بالینی جدی ایجاد نمی‌کند. هیداتیدوزیس در بسیاری از نواحی 
شرق  خاورمیانه،  جنوبی،  آمریکای  استرالیا،  همچون  جهان  جغرافیایی 
آفریقا، شرق اروپا و مناطق مدیترانه‌ای شیوع بالایی دارد )23(. این بیماری 
با توجه به میزان مرگ و میر قابل توجه، مشکلات بهداشت عمومی و 

ضررهای اقتصادی-اجتماعی فراوان، همچنان به عنوان یک بیماری نوپدید 
یا بازپدید در مناطق مختلف جهان محسوب می‌شود. بنابراین تلاش برای 
به کمک جراحی،  ابتلا  یافتن روش‌های مختلف درمانی و کاهش موارد 
روش  دارد.  ادامه  همچنان  مبتلا  بیماران  دارویی  درمان  و  اسیپراسیون 
جراحی بعنوان یک روش ارجح درمان همواره با مخاطرات جدی ناشی 
از پاره شدن کیست‌ها و نشت محتویات آن به بافت‌های اطراف و در 
نتیجه عود مجدد بیماری با تشکیل کیست‌های ثانویه در اندام‌های مجاور 
انتشار  کاهش  جهت  لازم  تمهیدات  جمله  از  بنابراین  می‌باشد.  همراه 
پروتواسکولکس‌ها و عود بیماری، بکارگیری مــواد پروتواسكولكس كش 
مناسب مانند نمـك هیپرتونیك 20%، نیتـرات نقره، فرمـالین و ستریماید به 
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داخل کیست طی تکنیک سوراخ کردن، خالی کردن و تزریق ماده کشنده 
اسکولکس و دوبـاره تخلیه کردن از راه پوست )PAIR( می‌باشد. استفاده 
نكروز  نظیر  جانبی  عوارض  بروز  با  همراه  غالبا  شیمیایی  ترکیبات  از 
بافت‌های سالم مجاور، فیبروز مجاری صفرا، نکروز و سیروز کبدی بوده 
است )19(. ترکیبات طبیعی و گیاهی از زمان‌های گذشته به عنوان یک 
عامل ضدانگلی موثر در درمان بسیاری از بیماری‌های عفونی و  انگلی 
بطور گسترده بکار می‌رفت که با فواید فراوانی از جمله هزینه کم، ایمنی 
بالا و دسترسی آسان همراه بود. در دهه گذشته مطالعات فراوانی بر روی 
مـورد،  انار،  آویشن،  گیاه  گیاهان مختلفی همچون  اسکولیسیدال  اثرات 
سـیاه دانه، سیر، زرشک، زنجبیل، درمنه و آویشین شیرازی صورت گرفته 
است )12، 8( که می‌توانند به عنوان منابع درمانی موثر هیداتیدوزیس 

بدون نگرانی از بروز مقاومت دارویی در بیماران تجویز شوند )17(. 
گل راعی، گیاهی علفی، گلدار و پایا از تیره گل راعیان و متعلق به خانواده 
یا گل شهناز  و  نام هوفاریقون  به  ایران عموما  در  که  است  هیپریکاسه 
 Hypericum( معروف می‌باشد. این گیاه با نام علمی هیپریکوم پرفوراتوم
perforatum L.( به عنوان یک گیاه دارویی چندساله بومی اوراسیا است و 
به‌طور گسترده در مناطق معتدل اروپا )اوکراین و روسیه(، آسیا )ترکیه، 
هند و چین( و شمال آفریقا )خاورمیانه( )6( و مناطق مختلفی از ایران 
از جمله دامنه کوه‌های البرز، چالوس، مازندران و نقاط غرب کشور به 
صورت خودرو در میان کشتزارهای گندم و ذرت روییده می‌شود. در طب 
سنتی، گیاه گل راعی خواص درمانی بسیاری دارد، این گیاه ضد کرم‌های 
دستگاه گوارش بوده و می‌تواند به عنوان ضدافسردگی، مدر، ضد درد، 
ضدعفونی كننده و ترمیم كننده زخم، سوختگی‌، آفتاب سوختگی، برص 
و نیش حشرات خزنده نیز مصرف شود )13(. همچنین نشان داده است 
که ترکیبات گیاه گل راعی دارای اثرات ضد انگلی بر علیه توکسوپلاسما 
گوندای )22( و  لیشمانیا پانامنسیس عامل لیشمانیوز پوستی )18( می‌باشد. 
ترکیبات طبیعی گیاهی  بررسی  به  اخیر، مطالعات بسیاری  در سال‌های 
بدنبال  نتایج چشمگیری  که  پرداخته‌اند  پروتواسکولکس  فعالیت ضد  با 
داشته است. باتوجه به فواید درمانی فراوان این گیاه، مطالعه حاضر با 
هدف بررسی فعالیت پروتواسکولکس کشی )پروتواسکولیسیدال( عصاره 

هیدروالکلی گل راعی در محیط آزمایشگاه صورت گرفته است.

مواد و روش‌ها
آماده سازی پروتواسکولکس‌های کیست هیداتیک 

کبدهای  از  حفره‌ای  تک  هیداتیک  کیست‌های  تجربی،  پژوهش  این  در 
آلوده گوسفندان کشتار شده در کشتارگاه گلشن شهر خرم‌آباد جمع‌آوری 
و در کنار یخ به آزمایشگاه انگل‌شناسی انتقال و با رعایت شرایط اسپتیک 
در  و  آسپیره  بارور  کیست‌های  محتویات  استریل،  سرنگ  کمک  به  و 
لوله‌های آزمایش مجزا ریخته شد. کیست‌های چرکی و کلسیفیه شده از 
مطالعه خارج شدند. پس از 30 دقیقه سکون، پروتواسکولکس‌های مایع 
با نرمال سالین شستشو  از مایع رویی جداسازی و  هیداتیک ته‌نشین و 
به کمک رنگ‌آمیزی  پروتواسکولکس‌ها  بودن  شدند. سپس درصد زنده 
حیاتی ائوزین 0/1 % )یک گرم پودر ائوزین در  1000 سی‌سی آب مقطر( 
مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین ترتیب که حجم یکسان مشخصی از مایع 
ائوزین 0/1 % را روی لام ریخته  حاوی پروتواسکولکس‌ و محلول رنگ 

زیر میکروسکوپ  پروتواسکولکس‌ها در  مانی  زنده  از 10 دقیقه  و پس 
نوری مورد بررسی قرار گرفت. پروتواسکولکس‌های زنده به علت حفظ 
دارای حرکت ضربان‌دار سلول‌های شعله‌ای  و  رنگ  بدون  تمامیت غشا، 
رفتن  دست  از  دلیل  به  مرده  پروتواسکولکس‌های  حالی‌که  در  بودند، 
خاصیت نفوذپذیری انتخابی غشا، به رنگ صورتی مایل به قرمز مشاهده 
و تحت شمارش قرار گرفتند )شکل 1(. محتویات کیست‌های بارور با بیش 
از 90 % زنده‌مانی جهت مطالعات برون‌تنی عصاره گل راعی در محیط 

کشت )RPMI 1640( نگهداری شدند.

تهیه و آماده سازی عصاره هیدروالکلی گل راعی
به منظور تهیه و تخلیص عصاره هیدروالکلی گل راعی، در ابتدا گیاه از 
مراکز تولید گیاهان دارویی شهرستان خرم‌آباد، استان لرستان خریداری 
و گونه آن توسط مرکز تحقیقات داروهای گیاهی رازی، دانشگاه علوم 
شامل  نظر  مورد  گیاه  هوایی  بخش‌های   .)1( شد  تایید  لرستان  پزشكی 
برقی  آسیاب  بوسیله  سایه،  در  شدن  از خشک  پس  آن  برگ‌های  و  گل 
آسیاب  پودر  گرم   100 عصاره‌گیری   بار  هر  در  شدند.  خرد  خوبی  به 
شده گیاه با یک لیتر حلال هیدروالکلی )اتانول 70 %( مخلوط و به مدت 
72 ساعت در ظرف مناسبی نگهداری گردید. این ظرف بر روی دستگاه 
شیکر هر 12 ساعت یکبار برای مدتی تکان داده شد و پس از 72 ساعت 
محتویات مخلوط شده جهت تکمیل فرایند عصاره‌گیری، از کاغذ صافی 
واتمن شماره 42 عبور داده و صاف گردید. عصاره حاصل توسط دستگاه 
کامل  به طور   ،  50 c آون  نگهداری در  از  تغلیظ و پس  )روتاری(  دوار 
خشک شد. عصاره آماده شده تا زمان مصرف در یخچال نگهداری گردید.

بررسی فعالیت پروتواسکولکس کشی عصاره هیدروالکلی گل راعی
در این مطالعه عصاره هیدروالکلی گیاه گل راعی با غلظت‌های مختلف 
)mg/ml 50، 100، 200، 300، 400 و 500( در مجاورت پروتواسکولکس‌های 
جمع‌آوری شده کیست هیداتیک در مدت زمان‌های 10، 20، 30 و 60 
غلظت‌های  تهیه  برای  شد.  داده  قرار  آزمایشگاهی  شرایط  در  دقیقه 
از عصاره  گرم(   50 و   40  ،30  ،20  ،10  ،0/5( مقدار مشخصی  موردنظر 
هیدروالکلی گیاه گل راعی با 10 میلی‌لیتر نرمال سالین در لوله‌ای مجزا 
مخلوط و محتویات آن با مگنت هم زده شد. سپس به هر کدام از لوله‌های 
حاوی غلظت‌های مختلف عصاره، حجم یکسانی )500 میکرولیتر، تقریبا 
برابر 1000 پروتواسکولکس( از محلول حاوی پروتواسکولکس افزوده و 
به آرامی مخلوط گردید. محتویات لوله‌ها طی مدت زمان‌های مختلف 
در دمای 25 درجه سانتی‌گراد اتاق نگهداری شد تا پروتواسکولکس‌های 
مطالعه تیمار گردند. پس از مدت زمان‌های موردنظر مایع رویی رسوب 
نرمال  با  شده  تیمار  پروتواسکولکس‌های  و  ریخته  دور  پروتواسکولکس 
پس  و  استریل  پاستور  پیپت  کمک  با  سپس  شدند.  داده  شستشو  سالین 
از همگن کردن هر لوله بطور مجزا، 100 میکرولیتر از محلول غنی‌شده 
ائوزین 0/1 % روی لام  پروتواسکولکس با حجم یکسان از محلول رنگ 
مخلوط و پس از 10 دقیقه به کمک میکروسکوپ نوری درصد زنده مانی 
پروتواسکولکس‌های تیمار شده محاسبه گردید. جهت جلوگیری از خطای 
آزمایش، برای هریک از غلظت‌های عصاره در زمان‌‌های مختلف سه بار 
تکرار در نظر گرفته شد. در این مطالعه از نرمال سالین 0/9 % به عنوان 
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كنترل منفی و از نمک هیپرتونیک 20 % به عنوان کنترل مثبت استفاده 
گردید.

بررسی میکروسکوپ الکترونی نگاره )SEM( پروتواسکولکس های 
تیمار شده با عصاره

به منظور بررسی تغییرات فراساختاری پروتواسکولکس‌های تیمار شده با 
عصاره هیدروالکلی گل راعی، پروتواسکولکس‌های گروه آزمایش )مجاور 
پروتواسکولکس‌های  و  1 ساعت(  به مدت  mg/ml 100 عصاره  با  یافته 
با  به مدت 4 ساعت  نرمال سالین  با  از شستشو  گروه کنترل منفی پس 
گلوتارآلدئید 2.5 % در دمای اتاق و تاریکی انکوبه شدند. نمونه‌های فیکس 
شده در غلظت‌های بالارونده الکل) 50، 70، 80، 90 و 100 %( هر کدام 
با  دقیقه   30 مدت  به  را  آنها  سپس  شدند.  آبگیری  دقیقه   10 مدت  به 
 Hitachi, ,Critical Point Dryer S4160( دستگاه خشک کن نقطه بحرانی
واحد  از  استفاده  با  طلا  نازکی  لایه  با  پوشش  از  پس  و  Japan( خشک 
روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  توسط   ،)Polaron, UK  E5100( پوشش 
)Japan ,64000 Scanning electron microscope JOEL( با ولتاژ شتاب 

15 تا 25  کیلوولت عکسبرداری صورت گرفت.

مطالعه فیتوشیمیایی عصاره هیدروالکلی گل راعی
پس  گیاه  عصاره  در  زیستی  فعال  ترکیبات  فیتوشیمیایی  خصوصیات 
مورد  کیفی  صورت  به  زیر  پروتکل‌های  از  استفاده  با  و  آماده‌سازی  از 
از  متانولی  محلول  یک  فلاونوئید،  سنجش  جهت  گرفت.  قرار  ارزیابی 
نیترات آلومینیوم )W/V 10 %( و استات سرب )W/V  0/1 %( به صورت 
از یک لحظه  قطره‌ای به عصاره هیدروالکلی گل راعی اضافه شد. بعد 
در عصاره  فلاونویید  نشان‌دهنده وجود  زرد  رنگ  به  نمونه  رنگ  تغییر 
هیدروالکلی گل راعی بود )21(.  جهت سنجش ترپنوئیدها، دو میلی‌لیتر 
با  شد.  اضافه  راعی  گیاه  هیدروالکلی  عصاره  میلی‌لیتر  پنج  به  کلروفرم 
شده  جوشانده  غلیظ  سولفوریک  اسید  میلی‌لیتر  سه  محلول،  آب  تبخیر 
به آن اضافه گردید، رنگ خاکستری حاصل نشان دهنده وجود ترپنوئید 
از  میلی‌گرم  پنج  به  ساپونین،  سنجش  جهت   .)11( می‌باشد  عصاره  در 
و  گردید  اضافه  مقطر  آب  میلی‌لیتر   10 راعی،  گل  هیدروالکلی  عصاره 
نشان دهنده  داده شد. وجود یک لایه کف روی نمونه،  تکان  به شدت 
گلیکوزیدهای  سنجش  جهت   .)11( بود  گیاه  عصاره  در  ساپونین  وجود 
استروئیدی، ارزیابی وجود گلیکوزید در عصاره هیدرو الکلی گل راعی به 
دو طریق صورت گرفت. در روش اول، 2 میلی‌لیتر اسیداستیک گلاسیال 
و حجم یکسان از کلروفرم با عصاره گیاهی مخلوط و بعد از سرد شدن، 
یک میلی‌لیتر اسیدسولفوریک غلیظ به آن اضافه گردید. وجود رنگ سبز 
نشان‌دهنده وجود گلیکوزیدهای استروئیدی در عصاره گیاه بود. در روش 
دوم، سه میلی‌لیتر اسیداستیک گلاسیال را با دو میلی‌لیتر محلول کلریدآهن 
مخلوط، سپس هفت میلی‌لیتر عصاره هیدروالکلی گل راعی به آن افزوده 
به  غلیظ  اسیدسولفوریک  میلی‌لیتر  یک  کردن  اضافه  با  انتها  در  گردید. 
محلول حاصل و مشاهده یک حلقه قهوه‌ای رنگ در بین لایه‌های تشکیل 
بود.  گیاه  استروئیدی در عصاره  گلیکوزیدهای  نشان‌دهنده وجود  شده، 
با افزودن دو میلی‌لیتر اسیدسولفوریک غلیظ به عصاره هیدروالکلی گل 
راعی سنجیده شد. تشکیل رنگ قهوه‌ای مایل به قرمز نشان دهنده وجود 

آگلیکون استروئیدی )بخشی از گلیکوزید( در عصاره مورد آزمایش بود 
)11(. جهت سنجش آنتراکونین، ابتدا  شش گرم پودر عصاره گل راعی را 
به 10 میلی‌لیتر محلول بنزن افزوده و پس از مدت زمان 10 دقیقه جهت 
خیس خوردن عصاره، مخلوط حاصل با استفاده از کاغذ صافی واتمن فیلتر 
گردید. به فیلتراسیون حاصل 10 میلی‌لیتر آمونیاک 10 % افزوده شد. پس 
30 ثانیه تکان دادن شدید، ایجاد رنگ صورتی، بنفش یا قرمز تیره نشان 

دهنده وجود آنتراکونین در فاز آمونیاکی عصاره موردنظر بود )11(.

سنجش میزان سمیت عصاره هیدروالکلی گل راعی
در این مطالعه رده سلولی Raw IBCC11324 264.7 ماکروفاژهای موشی 
از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران خریداری شد. برای تکثیر و 
 MemoriaL 1640 RPMI کشت رده سلولی ماکروفاژی از محیط کشت
و   )Fetal Bovin Serum( گاوی  جنین  سرم   %10 حاوی   )Institute1640
1% پنی سیلین-استرپتومایسین در شرایط استاندارد انکوباتور )دمای 37 
سنجش  برای  گردید.  استفاده   )%  95 رطوبت  و   Co

2
  %5 و  سانتی‌گراد 

اثر سمیت سلولی تركیب عصاره هیدروالكلی گل راعی از آزمون متیل 
این  در  استفاده شد.  )MTT( که یک روش رنگ‌سنجی است،  تترازولوم 
آنزیم‌های  توسط  رنگ،  زرد   )Tetrazolium salt( تترازولیوم  نمک  روش 
ترکیب  یک  به  زنده  سلول‌های  میتوکندریایی  دهیدروزناز  سوکسینات 
ارغوانی رنگی به نام فورمازان نامحلول تبدیل می‌شود. جذب نوری این 
DMSO (Dimethyl Sulfoxide( تركیب پس از حل شدن آن در محلول

و در طول موج 570 نانومتر توسط دستگاه الیزا ریدر اندازه‌گیری گردید 
)9(. پس از چند بار پاساژ متوالی و پوشیده شدن کف فلاسك از یک لایه 
)شرکت  استریل   PBS (Phosphate Buffered-Saline( کمک  به  سلولی، 
سیناژن، ایران( این لایه سلولی چسبیده از كف فلاسك جدا و به فالکن 
استریل منتقل گردید تا به مدت 7 دقیقه با دور rpm 1000 سانتریفیوژ 
گردد. پس از شمارش سلول‌های سوسپانسیون سلولی تهیه شده در زیر 
لام هموسیتومتر، به میزان 105  سلول به هر چاهک پلیت‌های 96 خانه‌ای 
افزوده گردید. پلیت‌ها به مدت 24 ساعت در شرایط استاندارد انکوباتور 
قرار داده شدند. سپس رقت‌های مناسب از عصاره هیدروالکلی گل راعی 
 ،150 ،300 mg/ml 400، 200، 100، 50، 25، 12/5 و غلظت‌های mg/ml(
و   250  ،500  mg/ml غلظت‌های  همچنین  و   9/375  ،18/75  ،37/5  ،75
125( تهیه و پس از برداشت مایع رویی چاهک‌ها، به سلول‌های کشت 
داده شده در پلیت اضافه و به مدت 24 ساعت در انکوباتور گردید. پس 
از طی این مدت، به هر چاهک 10 میکرولیتر از محلول زرد رنگ 5 میلی 
گرم بر میلی‌لیتر MTT اضافه و پلیت ها مجددا به مدت 4 ساعت انکوبه 
به هرچاهک  و  به دقت خارج   MTT شدند. سپس محیط کشت حاوی 
100 میکرولیتر DMSO اضافه گردید تا فورمازان حاصل حل گردد. پس از 
10 دقیقه و تکان دادن پلیت، تغییر رنگ حاصل توسط دستگاه الیزا ریدر 
در طول موج 570 نانومتر قرائت شد. چاهک‌های حاوی سلول و بدون 
 DMSO عصاره به عنوان گروه کنترل و چاهک‌های بدون سلول و حاوی
و محیط کشت به عنوان بلانک در نظر گرفته شد. درصد سمیت عصاره 
بر رده سلولی ماکروفاژ موش )Raw 264.7( و ارزیابی داده‌ها به صورت 
انحراف معیار ± میانگین و در قالب نمودار با نرم‌افزار گراف پدپریسم 

انجام گردید.

بررسی تاثیر عصاره هیدروالکلی گل راعی  ...
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تحلیل آماری  
 t ANOVA و  از آزمون‌های  برای تعیین تفاوت مابین و داخل گروه‌ها 
و   SPSS نرم‌افزار  از  استفاده  با  داده‌های جمع‌آوری شده  استفاده شد. 
در سـطح   )One-way ANOVA( یکطرفه  واریانس  آنالیز  آماری  آزمون 

معنـاداری )P>0/05(  مورد ارزیابی قرار گرفتند.

نتایج
بررسی اثر ضد پروتواسکولکسی عصاره هیدروالکلی گل راعی در 

)In vitro( شرایط آزمایشگاهی
حسب  بر  راعی  گل  آبی-الکلی  عصاره  کشی  پروتواسکولکس  فعالیت 
زمان و رقت‌های مختلف در مقایسه با سرم فیزیولوژی وآب نمک اشباع 
در جدول یک آمده است. تفاوت مقادیر حیات پروتواسکولکس‌ها پس 
فعالیت  عنوان  به  مواجهه  از  قبل  حیات  مقادیر  به  نسبت  مواجهه،  از 

پروتواسکولکس کشی در نظر گرفته می‌شود )شکل 1(. 
نتایج بدست آمده نشان داد کـه عصـاره گیـاه گل راعی در تمـام غلطـت‌هـا 
در بازه‌های زمانی 10، 20، 30 و 60 دقیقه اثـــرات ضـدپروتواسکولکسی 
 )P>0/05(  وابسته به دوز قابل توجهی را در مقایسه با گروه کنتـرل داشت
)جدول 1(. میزان کشندگی پروتواسکولکس‌ها پس از 10 دقیقه مواجهه 
بــا غلظت mg/ml 500 عصاره گل راعی 100 % بود، در حالیکه در غلظت 
mg/mll 200 عصاره گیاه در مدت 60 دقیقه ویژگی اســکولکس کشی را 
نشان داد. یافته‌ها نشان دادند که با افزایش زمان مواجهه عصاره در تمام 
غلظت‌ها میزان کشـندگی بـه مقـدار قابـل تــوجهی افــزایش یافــت 
)P>0/05(. میــــزان کشــندگی پروتواسکولکس‌ها در گروه کنترل منفی 
و مثبت به ترتیب 4/56 و 96/18 % پس از 10 دقیقه مواجهه با عصاره 

گل راعی بود.

تغییرات فراساختاری پروتواسکولکس های تیمار شده با عصاره 
 )SEM(هیدروالکلی گل راعی توسط میکروسکوپ الکترونی
مواجهه یک ساعته پروتواسکولکس‌های کیست هیداتیک با غلظت

 mg/ml 100 عصاره آبی-الکلی گل راعی در دمای اتاق، موجب تغییرات 
گروه  با  مقایسه  در  شده  تیمار  پروتواسکولکس‌های  سطحی  ساختار 
سطحی  چروکیدگی  ابعاد،  کاهش  شامل  تغییرات  این  گردید.  کنترل 
پروتواسکولکس‌ها، دناتوره و تخریب شدن سطوح تگومنت، قلاب‌ها و 

بادکش‌ها بود )شکل 2(. 

خصوصیات فیتوشیمیایی عصاره هیدروالکلی گل راعی
بصورت  دو  جدول  در  راعی  گل  عصاره  فیتوشیمیایی  تست‌های  نتایج 
نشان‌دهنده  عصاره  فیتوشیمیایی  آنالیز  نتایج  است.  شده  بیان  تفصیلی 
وجود ترکیبات فعال زیستی نظیر ساپونین، فلاونوئید، ترپنوئید، استروئید، 

گلیکوزید و آنتراکوئینین در گل راعی بود. 

بررسی سمیت سلولی عصاره هیدروالکلی گل راعی
با  راعی  گل  هیدروالکلی  عصاره  مختلف  غلظت‌های  مانی  زنده  درصد 
استفاده از آزمون تعقیبی LSD با گروه کنترل مورد مقایسه قرار گرفت. 
سلول‌های  رده  انکوباسیون  ساعت   24 از  بعد   MTT آزمایش  نتایج 
مختلف  غلظت‌های  با  موش  ماکروفاژهای   264.7  Raw  IBCC11324
 24 زمان  در  راعی  گل  هیدروالکلی  عصاره  اثر  که  داد  نشان  عصاره 
ساعت از غلظت 9/375 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر و بیشتر از آن در مقایسه با 
 half-maximal inhibitory( IC50 .د)P>0/05( گروه کنترل معنی‌دار شد
concentration( در زمان 24 ساعت 564/8 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر بدست 
آمد )شکل 3(. همانطور که در جدول 3 مشاهده می‌شود، عصاره گیاه در 
غلظت‌های 400 و 500 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر دارای بالاترین میزان مهار 
رشد سلول‌های ماکروفاژ به ترتیب به میزان  2/97±50/45 و  57/9±0/64 
افزایش  با  می‌شود  مشاهده  یک  نمودار  در  که  همانطور  است.  داشته 
غلظت عصاره، در صد مهار رشد کاهش پیدا کرد، هرچند در غلظت‌های 
25 و 37/5 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر شیب کاهش رشد بیشتر نمود یافت. نتایج 
بدست آمده را می‌توان ناشی از اثر عوامل محرك رشد موجود در عصاره 

شکل A( -1   پروتواسکولکس زنده )بی رنگ( ، )B پروتواسکولکس مرده )رنگ گرفته) تحت تیمار با عصاره هیدروالکلی گل 

راعی،  رنگ آمیزی شده با ائوزین %0/1.
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هیدروالکلی گل راعی در غلظت‌های بالاتر دانست که اثر سمیت سلولی 
ترکیبات موجود در این عصاره را خنثی می‌کنند.

خسارات  سالیانه  عمومی،  بهداشت  مشکلات  بر  علاوه  هیداتسیدوزیس 
که  می‌کند  وارد  کشور  اقتصاد  بر  دلار  میلیون   200 بر  بالغ  اقتصادی 
مواد  تزریق  اسپیره،  سوارخ،  تکنیک  و  جراحی  روش‌های  از  استفاده 
اسکولیسیدال و اسپیراسیون مجدد )PAIR( از مناسب‌ترین و موثرترین 
روش‌های درمانی آن محسوب می‌شود. با این وجود استفاده از ترکیبات 
  ،%  20 هیپرتونیک  نمک  محلول  نظیر  پروتواسکولکس  کشنده  شیمیایی 
نیترات نقره 20 %، بتادین، اتانول و غیره افراد را با عوارض جانبی جدی 

و  آنافیلاکسـی  شوك  متعاقبا  و  کیست  نشت  پارگی،  نظیر  خطرناک   و 
همچنین عود کیسـت در بـدن روبرو می‌کند )16(. بنابراین محققان را به 
سمت یافتن ترکیبات طبیعی اسکولیسیدال با قابل دسترسی و کارایی بالا و 
همچنین حداقل عوارض جانبی نظیر ترکیبات گیاهی سوق داد. در متون 
مختلف مشاهده شده است که گیاه گل راعی دارای خصوصیات درمانی 
افسردگی،  کننده بی‌نظمی‌های  برطرف  ترمیم زخم،  مانند  زیادی  بسیار 
و  آنتی‌اکسیدان قوی، ضدمیکروبی، ضدویروسی  تشنج،  و  اضطراب  ضد 
ضدقارچی می‌باشد. این اثرات درمانی گیاه به وفور ترکیبات فعال زیستی 
نافتودیانتروس  تانن‌ها، فلوروگلوسینول و  نظیر فلاونوئیدها، گزانتون‌ها، 

شکل 2- تصویر میکروسکوپ الکترونی نگاره )SEM(، پروتواسکولکس های کیست هیداتیک. A( پروتواسکولکس نرمال )تیمار 

نشده(. B( پروتواسکولکس تیمار شده با عصاره هیدروالکلی گل راعی.

جدول 1- فعالیت پروتواسکولکس کشی عصاره هیدروالکلی گل راعی بر حسب غلظت و زمان‌های مختلف )میانگین ± انحراف معیار(.

هریک از آزمایش‌ها در سه مرحله تکرار شد. * نرمال سالین 0/9 %، ** نمک هیپرتونیک 20 %.

)mg/ml( غلظت عصاره
میانگین کشندگی میزان کشندگی پروتوسکولکس )%( در مدت زمان تیمار )دقیقه(

پروتواسکولکس )%( 10203060

509/46±1/7624/99±0/9841/08±1/0453/09±1/7232/15±16/52

10019/34±1/1243/02±1/0377/29±2/0288/07±1/3656/93±27/38

20030/97±1/5977/03±1/6295/21±1/47100±0/0075/80±27/29

30089/30±0/3099/55±0/48100±0/00100±0/0097/21±4/58

40095/08±0/47100±0/00100±0/00100±0/0098/77±2/14

500100±0/00100±0/00100±0/00100±0/00100±0/00

4/57±3/758/59±2/8614/31±1/109/48±1/816/10±4/56*کنترل منفی

1/96±0/0099/04±0/00100±0/00100±2/13100±96/18**کنترل مثبت
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جدول 2- بررسی کیفی خصوصیات فیتوشیمیایی عصاره هیدروالکلی گل راعی. 

+ حضور ترکیبات فیتوشیمیایی در عصاره گیاهی.

ظاهر شدن نتایجآزمون های انجام شدهعملکرد عصارهترکیبات فیتوشیمیایی

تشکیل لایه ای کف آلودآزمون کف کنندگی+ساپونین ها

زرد رنگ شدن(Shinoda) آزمون شینودا+فلاونوئیدها

خاکستری رنگ شدنآزمون برای ترپنوئید+ترپنوئیدها

قرمز رنگ شدن(Keller-Kiliani) آزمون کلرکیلیانی+استروئیدهای گلیکوزیدی

سبز یا قهوه ای شدن(Liebermann) آزمون لیبرمن+گلیکوزیدها

قرمز، صورتی یا بنفش شدنآزمون برای انتراکوئینین+انتراکوئینین

جدول 3- اثر غلظت‌های مختلف عصاره هیدروالکلی گل راعی بر مهار رشد رده سلولی Raw 264.7 ماکروفاژ.

نتایج میانگین±انحراف معیار با سه تکرار بیان شده است.

)mg/ml( غلظت عصاره گل راعی)(اثر مهار کنندگی )میانگین±انحراف معیار(جذب نوری  )میانگین±انحراف معیارmg/ml( IC50

9/371/02 ± 0/010/15 ± 15/61

564/8

12/50/97 ± 0/015/34 ± 7/82

18/750/88 ± 0/0419/46 ± 12/83

250/75 ± 0/0130/84 ± 1/40

37/50/76 ± 0/0130/29 ± 1/30

500/84 ± 0/0225/50 ± 3/29

750/80 ± 0/0226/66 ± 0/23

1000/79 ± 0/0129/43 ± 17/11

1250/76 ± 0/0129/98 ± 1/55

1500/75 ± 0/0131/08 ± 1/83

2000/71 ± 0/0134/83 ± 2/06

2500/70 ± 0/035/81 ± 0/05

3000/68 ± 0/0236/60 ± 7/84

4000/54 ± 0/0250/45 ± 2/97

5000/46 ± 0/057/90 ± 0/64

0/46 ± 0/030 ± 1/09کنترل
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پروتوهیپرسین(  و  پروتوپزودوهیپرسین  پزودوهیپرسین،  )هیپرسین، 
موجود در گیاه نسبت داده می‌شود )10(. 

در سال‌های اخیر تحقیقات متعددی به بررسی اثرات ضد پروتواسکولکسـی 
دانه، سیر،  سـیاه  مـورد،  انار،  آویشن،  گیاه  مانند  دارویی  گیاهان  برخی 
زرشک و غیره پرداخته‌اند  )12( که نشان دهنده اثرات ضدانگلی بالقوه این 
ترکیبات طبیعـی می‌باشد. یافته‌های آزمایشگاهی مطالعـه حاضـر نشـان 
داد کـه میـزان کشندگی پروتواسکولکس‌ها پس از 10 دقیقـه مواجهـه بـا 
غلظت mg/ml 500 عصاره آبی-الکلی گل راعی 100 % بود. از مهم‌تـرین 
در  بالا  کـارایی  به  می‌توان  پروتواسکولکس کش خوب  یک  خصوصیات 
پایـداری  کوتـاه،  زمـان‌هـای  در مدت  بیشتر  تاثیرگذاری  پایین،  دوز‌های 
آن در مـایع کیسـت، قابلیت دسترسـی و سمیت پایین آن اشاره کرد )8(. 
نشان  راعی  فیتوشیمیایی عصاره هیدروالکلی گل  آنالیز  از  نتایج حاصل 
داد که این گیاه با داشتن ترکیباتی همچون ساپونین، فلاونوئید، ترپنوئید، 
گلیکوزیدهای استروئید و آنتراکوئینین اثرات ضد پروتواسکولکسی قابل 
توجهی دارد. همچنین وجود ترکیبات فنولی موجود در عصاره، توانایی 
مهار رشد سلول‌های ماکروفاژ با IC50 در غلظت‌های بیشتر از 500 میلی 
گرم بر میلی‌لیتر دارا می‌باشد. از این جهت عصاره هیدروالکلی گل راعی 
در  می‌باشد.  بدن  زنده  سلول‌های  برای  بی‌خطر  و  ایمن  بسیار  ترکیب 
مطالعات صورت گرفته بر روی عصاره و اسانس گل راعی، نقش ضد انگلی 
این گیاه را به فراوانی ترکیبات فیتوشیمیایی بدست آمده از مطالعه حاضر 
انگلی گل راعی  نسبت داده‌اند. شبستری و همکاران )2017( نقش ضد 
بر علیه کیست‌های اکانتامبا را با مشتقات آنتراکینونی )نفترودیانترون‌ها(، 
فلاونوییدها، فلوروگلوسینول‌ها، تانن‌ها، برخی از فنل‌ها، روغن‌های فرار، 
هیپرفورین و هیپریسین موجود در گیاه مرتبط دانسته‌اند )2(. همچنین 
مشاهده شده است که ترکیب اصلی گیاه به نام هیپرفورین مانع از رشد 
و تکثیر انگل بافت عصبی توکسوپلاسما گوندای در شرایط آزمایشگاهی 
می‌شود )22(. ترکیب اصلی دیگر گیاه بنام هیپریسین نیز دارای فعالیت 
ضد انگلی مشابه بر علیه کرم بالغ شیستوروما ژاپونیکوم می‌باشد )4 (. 

الکالوئیدها در متابولیت‌های گیاهان  خاصیت ضد پروتواسکولکس‌کشی 
مختلفی گزارش شده است. از جمله ساپونین دارای خاصیت ضد فعالیت 
تریکوموناس واژینالیس )7( و همچنین ترکیب دیگر گیاه بنام ترپنوئید، 
فعالیت ضدانگلی بر علیه همه مراحل تکاملی تریپانوزوم کروزی )20( 
دارد. سایر متابولیت‌های گیاه گل راعی مانند تانن‌ها و فلاونوئیدها در 
سایر ترکیبات گیاهی مانند پوست میوه انار، برگ‌های کَبَ، چریش و مورد 
و سایر گیاهان غنی از تانن نیز یافت شده است که دارای اثرات مناسبی 

علیه کیست هیداتیک )14( می‌باشد. 
همچنین یافته‌های بدست آمده از ارزیابی فراساختاری پروتواسکولکس‌های 
تیمار شده با عصاره گل راعی، بهم ریختگی ساختار تگومنت و روستلوم 
و تغییر شکل و ابعاد پروتواسکولکس‌ها را نشان داد. یافته‌های مشابه‌ای 
در مطالعات متعدد دیگر ترکیبات گیاهی بر پروتواسکولکس‌های کیست 
هیداتیک با استفاده از میکروسکوپ الکترونی )SEM( گزارش شده است، 
مانند عصاره متانولی فلفل بلند هندی )5(، علف شور یا گیاه سلمکی )3(، 
روغن‌های فرار میخک )15( که موجب چروک شدن تگومنت و از بین 

رفتن بادکش‌ها و قلاب‌های پروتواسکولکس‌ها شده‌اند.

نتیجه‌گیری کلی
گل راعی سال‌هاست به عنوان داروی ضدافسردگی مناسب مورد استفاده 
قرار گرفته است. مطالعه حاضر نشان داد با توجه به ایمن بودن بالای 
عصاره هیدروالکلی گل راعی در برابر سلول‌های زنده از آن می‌توان به 

عنوان یک ماده اسکولیسیدال مناسب در جراحی استفاده شود.
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