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مقـاله تحقیقی

 

بررسی اثر نوروتروفیک عصاره هیدروالکلی برگ گیاه پنیرک 
 CA1 بر روی نورون های هرمی ناحیه )Malva neglecta(
ریپرفیوژن ایسکمی/  متعاقب  نر  صحرایی  موش  هیپوکامپ 

چکیده
زمینه: سکته مغزی دومین علت مرگ ومیر در جهان می باشد که عوارض جبران ناپذیری را به 
جای می گذارد. ریپرفیوژن متعاقب ایسکمی با مکانیسم تولید اکسیدان ها و مارکر های التهابی سبب 
آپوپتوز نورونهای مغز میگردد. در مطالعات مختلف اثرات آنتی اکسیدانی و ضد التهابی گیاه پنیرک 
به اثبات رسیده است. لذا در این مطالعه، به بررسی اثر حفاظتی عصاره هیدروالکلی برگ گیاه پنیرک 
)Malva neglecta( بر روی نورون های هرمی ناحیه CA1 هیپوکامپ موش صحرایی نر ویستار 

متعاقب ایسکمی ریپرفیوژن پرداخته شد.
روش كار: در این مطالعه تجربی، ۲۴ موش صحرایی نر ويستار در ۴ گروه ۶ تایی کنترل، ایسکمی، 
آزمایشی یک و دو، به طور تصادفی تقسیم شدند. به گروه های آزمایشی تزریق عصاره هیدروالکلی 
برگ گیاه پنیرک با دوز mg/kg 600 و 300 به صورت داخل صفاقی، در زمان های 72-48-24-0 
ساعت پس از ایسکمی ریپرفیوژن صورت گرفت. مدل ایسکمی با بستن شریانهای کاروتید مشترک 
دو طرف به مدت 20 دقیقه و سپس ریپرفیوژن متعاقب آن انجام شد، چهار روز بعد بافت هیپوکامپ 

همه ی رت ها استخراج و به روش رنگ آمیزی نیسل مورد بررسی قرار گرفتند.
يافته‌ها: نتایج نشان داد که ایسکمی ریپرفیوژن در مغز به مدت ۲۰ دقیقه باعث دژنراسیون سلول های 
 )P>0.05 ( هیپوکامپ گردیده و گروه ایسکمی کاهش قابل ملاحظه و معناداری را CA1 هرمی ناحیه
 mg/kg نسبت به گروه کنترل نشان داد و از طرفی تزریق عصاره هیدروالکلی برگ گیاه پنیرک با دوز
600 تا حدود زیادی سبب حفظ نورون ها گردید، بطوریکه با گروه کنترل اختلاف معناداری را نشان 

.)P= 0.107( نداد
نتيجه‌گيري: استفاده از عصاره هیدروالکلی برگ گیاه پنیرک با دوز mg/kg 600 سبب جلوگیری از 
کاهش و مرگ نورونها در ناحیه CA1 هیپوکامپ متعاقب ایسکمی ریپرفیوژن در مغز رت ویستار می 
گردد، بنابر این عصاره گیاه پنیرک می تواند به عنوان یک عامل موثر در پیشگیری یا کاهش عوارض 

سکته مغزی به تنهایی و یا با سایر داروها مورد استفاده قرار گیرد.
واژگان كليدي: برگ گیاه پنیرک، هیپوکامپ، ایسکمی ریپرفیوژن، موش صحرایی.

دوره 39- شماره 3 - پاییز 1400: 184-189
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مقدمه
مهم  علل  از  که  است  جهانی  بزرگ  معضل  یک  مغزی  ایسکمی 
ناتوانی در سن بالای 65 سال و دومین علت مرگ و میر در جهان 
بوده )2و1( و سبب اختلالات عصبی مانند اختلال حسی، حرکتی، 
مغزی  ایسکمی  )4و3(.  میشود  فضایی  یادگیری  و  تکلم  شناختی، 
اکسیژن  کاهش  آن  متعاقب  و  خون  جریان  قطع  یا  کاهش  سبب 
رسانی و گلوگز بافتی میشود. این امر سبب افت تولید آدنوزین تری 
فسفات )ATP( و شروع تنفس بی هوازی شده که به نوبه خود منجر 
به اسیدوز و تولید لاکتات و یون هیدروژن و در نتیجه آپوپتوز می 
گردد )6و5(. ریپرفیوژن یا برگشت جریان خون متعاقب ایسکمی به 
نیتریک  سوپراکسید،  مانند  آزاد  های  رادیکال  تولید  افزایش  جهت 
اکسید و گونه واکنشگر اکسیژن )ROS( سبب عوارض و آسیب های 
بیشتری مانند اختلال کانال های یونی، آسیب به لیپید و پروتئین و 
نوکلئیک اسید سلول ها، افزایش سدیم و کلسیم گشته و در نتیجه 

به آپوپتوز سرعت می بخشد)7(. 
افزایش  مغزی  ایسکمی  عواقب  ترین  مهم  از  یکی  دیگر  طرف  از 
باشد  می   IL-6 و   TNFa، IL-1B، IL-1 مانند  التهابی  مارکر‌های 
که سبب افزایش گلبول های سفید خون و فعال کردن میکروگلی 
و آستروسیت ها، اختلال در سد خونی مغزی و افزایش نفوذ پذیری 
عروق و ادم مغز میشود )7(. نواحی مشخصی از مغز مثل هیپوکامپ 
و نورون های هرمی آن نسبت به ایسکمی حتی در زمان های کمتر 
از ده دقیقه بسیار آسیب پذیر می باشند )9و8(. هیپوکامپ در ایجاد 
حافظه جدید و فضایی نقش دارد و جز مهمی در سیستم پاداش و جزا  
لیمبیک میباشد. بنابراین یافتن روش های درمانی و پیشگیری کننده 
که اثرات نوروپروتکتیو و نورورژنراتیو دارند در جهت کاهش آسیب 
های ایسکمی ریپرفیوژن از اهمیت بالایی برخوردار هست )10(. تا به 
امروز اثرنوروتروفیک مواد زیادی روی نورون های مغز مورد مطالعه 
برابر  در  موثری  راهکار  هنوز  بالینی  نظر  از  ولی  است،  گرفته  قرار 
آسیب های ایسکمیک پیدا نشده است که این امر می تواند ناشی از 
کمبود اثر بخشی دارو ها و یا اثرات جانبی آن ها باشد. بنابراین کمک 
به بهبود بیماران در جهت کاهش آسیب های ناشی از سکته مغزی 
شود  می  محسوب  مهم  رویکردی  ها  سلول  مرگ  از  پیشگیری  و 
از کهن ترین شیوه های درمانی است که توسط  )1(. طب گیاهی 
انسان شناخته شده است. استفاده از گیاهان دارویی برای پیشگیری 
و درمان بیماری ها از دیرباز مورد توجه بوده است )11(. امروزه، با 
توجه به عوارض جانبی کم و ارزان بودن آن ها نسبت به داروهای 
شیمیایی سنتتیک، جایگاه ویژه ای را در بهداشت و سلامت جامعه 
 ،)Malva neglecta( پنیرک معمولی .)به خود اختصاص داده اند )12
گیاهی است از خانواده پنیرکیان  ) malvaceae(که تقریبا در تمام 
گیاه  این   .)13( کند  به صورت خودرو رشد می  ایران  از جمله  دنیا 

حاوی ترکیباتی است که دارای دامنه ی گسترده ای از فعالیت های 
ضد التهابی و آنتی اکسیدانی و قابلیت حذف رادیکال های آزاد می 
باشد )14(. آنتوسیانین با کاهش میزان رادیکال های آزاد و ظرفیت 
تحقیقات  طبق  فنلی  ترکیبات  همچنین  و  لیپیدها  پراکسیداسیون 
متعدد از بهترین منابع آنتی اکسیدانی طبیعی هستند. ویتامین ها مثل 
های  اسید  و  اسید  آسکوربیک  و  فلاونوئید  توکوفرول،  کاروتینوئید، 
چرب )لینولنیک اسید، لینولئیک اسید، پالمیک اسید و اولئیک اسید( 

و کومارین و موسیلاژ نیز از ترکیبات این گیاه می باشند.
در مطالعات اخیر نشان داده شده است که گیاه پنیرک معمولی دارای 
و  باکتریال  آنتی  کانسر،  آنتی  اکسیدانی،  آنتی  التهابی،  ضد  اثرات 
ترمیمی زخم می باشد و در درمان التهابات تنفسی، مجاری ادراری و 
گوارشی نقش بسزایی دارد )14-11(. لذا در این مطالعه ما به بررسی 
اثر نوروتروفیک عصاره هیدرو الکلی برگ گیاه Malva neglecta بر 
روی نورون های هرمی ناحیه CA1 هیپوکامپ موش نر صحرایی 

ویستار متعاقب ایسکمی/ ریپرفیوژن پرداختیم.

روش کار
گروه بندی حیوانات

فارماکولوژی  تحقیقات  مركز  در  تجربی  صورت  به‌  حاضر  تحقیق 
روی  بر  تهران  اسلامی  آزاد  پزشکی  علوم  دانشگاه  دارویی  گیاهان 
)با  انستیتوپاستور  از  شده  تهيه‌  ویستار  صحرایی  نر  موش‌  سر   24
وزن۳۵۰-۳0۰ گرم( انجام گرفت. حیوانات در دماي23 تا 25 درجه 
روشنايي- سكيل  ساعت   12 با  و  درصد   50 رطوبت  گراد،  سانتی 

تاركيي نگهداری شده و با پلت های مخصوص جوندگان و آب کافی 
های  دستورالعمل  و  ها  پروتکل  اساس  بر  پروژه  این  شدند.  تغذیه 

توصیه شده کمیته اخلاق ملی و بین الملل انجام گردید.
رت ها به طور تصادفی به 4  گروه 6 تایی  تقسیم شدند:

گروه کنترل: حیوانات در شرایط استاندارد آزمایشگاهی نگهداري 
پایان مدت مورد نظر توسط کتامین و زایلازین بیهوش  شده و در 

شدند.
و  کتامین  توسط  ها  رت  کردن  بیهوش  از  بعد  ایسکمی:  گروه 
زایلازین، شریانهای کاروتید مشترک دو طرف به مدت 20  دقیقه 

بسته شدند سپس بازگشت مجدد خون )ریپرفیوژن( انجام گرفت. 
گروه آزمایشی اول: بعد از بیهوش کردن رت ها توسط کتامین 
و زایلازین، ايسكمي به مدت 20 دقیقه و در ادامه ریپرفیوژن انجام 
شد و تزریق عصاره هیدروالکلی با دوز انتخابی 300mg/kg بصورت 
داخل صفاقی )intraperitoneal=IP(، در زمان های 0-24-48 و 

72 ساعت پس از ایسکمی ریپرفیوژن صورت گرفت. 
گروه آزمایشی دوم: بعد از بیهوش کردن رت ها توسط کتامین 
و زایلازین، ايسكمي به مدت 20 دقیقه و در ادامه ریپرفیوژن انجام 

اثر نوروتروفیک گیاه پنیرک بر نورون های هیپوکامپ
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شد و تزریق عصاره هیدروالکلی با دوز انتخابی 600mg/kg بصورت 
و72   48-24-0 های  زمان  در   ،)Intraperitoneal( صفاقی  داخل 
تمامی  حیوانات  گرفت.  ریپرفیوژن صورت  ایسکمی  از  پس  ساعت 
گروه ها پس از 4 روز کشته شدند و مغز حیوانات خارج و جهت رنگ 

آمیزی نیسل آماده شدند.

روش جراحی : 
پس از القا بیهوشی، یک برش عمودی در ناحیه قدامی گردن حیوان 
با  و  ایجاد شد  بالای جناغ(  تا  آرواره ی تحتانی  از  تر  پایین  )کمی 
کاروتید  های  شریان  جناغی-چنبری-پستانی،  ی  عضله  زدن  کنار 
از جدا  مشترک در هر دو سمت در معرض دید قرار گرفت و پس 
مدت  به  میکروسرجری  کلامپ  توسط  آنها،  از  واگ  عصب  کردن 
20 دقیقه بسته شدند. سپس کلامپ ها برداشته شد و گردش خون 
مقعدی  حرارت  درجه  جراحی  مدت  طول  در  گردید.  برقرار  مجددا 
حیوان به طور مرتب توسط ترمومتر اندازه گیری و با استفاده از لامپ 
گرمایی درجه حرارت در 37 درجه سانتی گراد تثبیت شد. برش ایجاد 
شده توسط نخ بخیه نایلون سه صفر دوخته شد. رت ها تا موقع به 
هوش آمدن و تثبیت وضعیت تحت نظر قرار گرفته و بعد از جراحی 

به مدت 24 ساعت در قفس های جداگانه نگهداری شدند.
 

بررسی بافتی: 
بیهوشی عمیق کشته  ایسکمی تحت  از  بعد  تمامی حیوانات 4 روز 
شدند و مغز آن ها به روش پرفیوژن قلبی به صورت اولیه فیکس و 
پس از قطع سر حیوان توسط گیوتین، از جمجمه خارج و به درون 
محلول فیکساتیو پارافرم آلدئید 4 درصد به مدت سه روز قرار داده 
شد. پس از آماده سازی بافتی بلوكهای پارافینی در مقاطع کرونال 
و بصورت سریال و به ضخامت ۱۰ میکرون درفاصله 5mm-2.3 از 
خلف برگما برش داده و رنگ آمیزی نیسل شدند. پس از تهیه لام، 
نمونه ها توسط میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی×400 بررسی شدند. 
از هر نمونه 8 فتومیکروگراف تهیه شد که سه فتومیکروگراف بطور 
تصادفی انتخاب و سلولهای ناحیه CA1 هیپوکامپ توسط نرم افزار

Image tools2 شمارش شدند و میانگین آن ها محاسبه شد.

روش عصاره گیری هیدروالکلی:
پس از تهیه و خشک، شدن برگ گیاه را پودر کرده و سپس با دستگاه 
عصاره گیری و روش سوکسیله )حلال الکل 80%( عصاره گیری کرده 
سپس مراحل خشک کردن )روتاری و خشک شدن در محیط آزمایشگاه( 
اعمال شد، )میزان رطوبت عصاره 17 درصد گزارش شد(. سپس عصاره 

خشک شده با نرمال سالین مخلوط و تحت گرما کاملا حل شد. 

رعایت اصول اخلاقی : 
حیوانات  با  كار  اصول  با  مطابق  مطالعه،  اخلاقی  اصول  كلیه 
آزاد اسلامی واحد  انسانی مصوب دانشگاه  آزمایشگاهی و مطالعات 
 IR.IAU.TMU.REC.1399.436 علوم پزشکی تهران با کد اخلاق
انجام گرفت. محیط آزمایشگاه دارای سیکل ۲۴ ساعته )۱۲ ساعت 
های  قفس  در  ها  موش  و  بود  تاریکی(  ساعت   ۱۲ و  روشنایی 
پلاستیکی مخصوص به همراه آب و غذا کافی قرار گرفتند و قبل 
از هر پروسه دردناک مثل جراحی، رت ها تحت بیهوشی عمیق قرار 

میگرفتند.

روش آماری: 
داده ها با استفاده از نرم افزار آماري SPSS نسخه 23 و توسط آزمون 
آماری ANOVA كيطرفه و تست Tukey مورد تجزیه و تحلیل قرار 

گرفتند و سطح معنی داری بصورت P<0.05 در نظر گرفته شد.

یافته ها
به مدت 20  کاروتید مشترک  بستن شریان  داد که  نشان  ها  یافته 
دقیقه و ریپرفیوژن متعاقب آن سبب کاهش شدید و معنا داری در 
گردید. کنترل  گروه  به  نسبت  هیپوکامپ   CA1 های  نورون  تعداد 

)P>0.05( بطوریکه میانگین تعداد نورون ها در گروه کنترل از 83 

به 31 در گروه ایسکمی کاهش یافت. همچنین بین گروه آزمایشی 
اول که عصاره را به میزان mg/kg 300 دریافت کرده بودند و گروه 
داد  نشان  ها  یافته   .)P>0.05( دیده شد.  معناداری  اختلاف  کنترل 
از  بیشتر  دوم  آزمایشی  گروه  در  هرمی  های  نورون  میانگین  که 
ندرت  به  بطوریکه  بود،  یافته  افزایش  به 73 عدد  و  ایسکمی  گروه 
سلول های پیکنوتیک بین آن ها دیده شد. اختلاف آماری بین گروه 
آزمایش دوم که عصاره گیاه پنیرک را با دوز  mg/kg 600 دریافت 
در صورتیکه  بود   P>0.05 و دار  معنا  ایسکمی  گروه  با  بودند  کرده 

های  گروه  هیپوکامپ   CA1ی ناحیه  کرونال  مقاطع  از  فتومیکروگراف  شکل1- 
مختلف آزمایشی. رنگ آمیزی نیسل. بزرگنمایی × 400. 

زهرا کرمانیها و همکاران
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با گروه کنترل معنا دار نبود )P=0.107( شکل )1( و  این اختلاف 
نمودار )1(.

بحث:
ایسکمی/رپرفیوژن  که  داد  نشان  بررسی  این  در  ما  یافته‌های 
فراگیرگذرا در مغز به مدت 20 دقیقه باعث مرگ تاخیری سلول‌های 
هرمی ناحیه CA1 گردیده و این سلول‌ها کاهش قابل ملاحظه‌ای را 
در تعداد متعاقب مرگ تاخیری نورون‌ها نشان دادند. نتایج ما همچنین 
نشان داد که تجویز عصاره هیدروالکلی گیاه پنیرک موجب کاهش 
نورون های هرمی  مهار کاهش  و موجب  دژنراسیون سلولی گشته 
ناحیه CA1 شده است. فقدان اکسیژن و مواد غذایی متعاقب ایسکمی 
و به دنبال آن، جریان خون بازگشتی و برگشت اکسیژن در سلول ها 
باعث آسیب های ناشی از آزاد شدن رادیکال های آزاد مانند نیتریک 
اکسید و گونه های واکنشگر اکسیژن و درنتیجه سبب افزایش سدیم 
و کلسیم داخل سلول و تخریب غشا سلولی می گردد. تغییرات التهابی 
مانند افزایش مارکر هایی مثل IL1-IL6- TNFa و افزایش سایتوکین 
های مترشحه از آستروسیت و میکروگلی و گلبول های سفید خون نیز 
سبب اختلال درسد خونی مغزی و ادم مغزی شده و همه موارد فوق 
سبب مرگ برنامه ریزی شده سلول و یا آپوپتوز میگردد )7-5(. مرگ 
نواحی حساس  در  رپرفیوژن  ایسکمی  از  بعد  تاخیری سلول عصبی 
دستگاه عصبی مرکزی مانند ناحیه CA1 هیپوکامپ ثابت شده است 
)15(. از این رو مطالعات گسترده در جهت کاهش عوارض ایسکمی 
مغزی صورت گرفته تا این آسیب ها را به حداقل برسانند )8(. آنتی 
ملاحظه‌ای  قابـل  طـور  بـه  که  هستند  هایی  تركیب  ها  اكسيدان 
باعث كاهش سرعت واكنش اكسـيداتیو می شوند )16(. تــا كنــون 

آنتی اکسیدان‌های طبیعی و مصـنوعی زیادی جهـت درمــان و یا 
پیشگیری از بيمــاري‌هــا‌ي مــرتبط بــا رادیکال های آزاد معرفی 
هـا  اکسیدان  آنتی  از  تعدادي  كه  است  شده  ثابـت   .)17( اند  شده 
ي مصـنوعي داراي عــوارض جــانبی مــي‌باشــند )18(. گیاهان 
دارويـي همیشه یک نقش کلیدی در مدیریت سلامت جهانی ایفا می 
کنند و بهترین درمان برای بیماری‌های متعـدد محسوب می شوند 
)19(. در مطالعات گوناگون اثر آنتی اکسیدانی و ضد التهابی برگ گیاه 

پنیرک با مکانیسم های متعدد اثبات شده است، )20-21(.
که  هستند  ها  آنتوسیانین  پنیرک  در  موجود  مهم  ترکیبات  از  یکی 
دارای فعالیت آنتی اکسیدانی و قابلیت حذف رادیکال آزاد می باشند. 
سیتوتوکسیک  خواص  و  بوده  آنتوسیانین  دارای  پنیرک  گیاه  برگ 
برای سلولهای توموری، ضدالتهاب وآنتی اکسیدانی دارند )22(. یافته 
های دیگر فعالیت ضد التهابی وآنتی اکسیدانی عصاره برگ پنیرک 
را به عنوان منبع آنتی اکسیدان طبیعی با ظرفیت بالا تایید می کنند 
بزرگترین گروه ترکیبات فنلی طبیعی در گیاهان  )23(. فلاونوئیدها 
هستند )24(. اثر ضدالتهابی فلاونوئیدها را می توان به توانایی آنها در 
تنظیم کاهشی تولید نیتریک اکساید و مهار دگرانولاسیون نوتروفیل 
ها نسبت داد که خود موجب کاهش فعالیت آنزیم های پیش برنده 
التهاب می گردد)25(. همچنین فلاونوئیدها نقش ضد التهابی خود را 
از طریق مهار سنتز و فعالیت واسطه های التهابی مانند سیتوکین ها، 
اعمال میکنند )26(. از طرفی ترکیبات فلاونوئیدی موجود در این گیاه 

قدرت بالای مهارکنندگی رادیکال های آزاد را دارامی باشند )27(. 
 Malva( قاسمی پیر بلوطی، نشان داد که عصاره ی گیاه پنیرکِ کبیر
بیماری  در  زخم  در  التهابی  باعث کاهش سلول های   )Sylvestris

آنزیم  های  مهارکننده  از  یکی  فلاونوئیدها   .)28( گردد  می  دیابت 

 نمودار 1 :میانگین تعداد نورون های هرمی  سالم   ناحیه CA1 هیپوکامپ  در گروه های 
مختلف آزمایشی
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