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  )Calendula officinalisهمیشه بهار( گلالکلی و آبی ي  عصارهابی کشندگی ـــــــارزی
  در شرایط آزمایشگاهی (MRHO/IR/75/ER)هاي لیشمانیا ماژورپروماستیگوت بر

  
  4، مرتضی شمسی1، صیاد بسطامی نژاد3، علی محمد بهرامی2فرفاطمه غفاري ،1پیناهید ماس

  
  کده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایلامگروه  علوم پایه، دانش )1

  دانشگاه تربیت مدرس ،پزشکی ، دانشکدهانگل شناسیگروه  )2
  ) گروه پاتوبیولوژي، آموزشکده دامپزشکی، دانشگاه ایلام3
  ) گروه انگل شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی همدان4
  

  3/12/88 ذیرش:تاریخ پ                       20/5/88 تاریخ دریافت:

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Calendula officinalis ،گیاهی همیشه بهار، عصارهگل لیشمانیا ماژور،  :واژه هاي کلیدي
  
  
  

                                                             
   دانشگاه تربیت مدرس ، دانشکده پزشکی،انگل شناسیگروه  نویسنده مسئول:*

Email: ghafarif@modares.ac.ir  

 چکیده
وان ــــعنه ب نیز درد و ،لات پوستیدرمان اختلا همیشه بهار از خانواده کاسنیان است که از آن در گل مقدمه:

هاي مختلف با غلظت مزبورشده است. در این مطالعه اثر کشندگی گل  ضد التهاب استفاده ضد عفونی کننده وکش، باکتري
 ارزیابی شد.  یهاي لیشمانیاماژور در شرایط آزمایشگاهپروماستیگوت بر

گیـري شـدند و بـا    % عصـاره 80گیاه با خیسـاندن در الکـل   هاي خشک و خرد شده این در ابتدا گل مواد و روش ها:
 ،µg/ml500، µg/ml250،  µg/ml125هـاي مختلـف عصـاره(    شـد. غلظـت   تبخیـر  الکـل آن  تبخیـر،  استفاده از دستگاه

µg/ml5/62100 کشت داده شد؛ سـپس  ايخانه 96پروماستیگوت در هر چاهک پلیت  000/50 تعداد و ) در آزمایشگاه تهیه 
ها در هـر چاهـک   تعداد انگل .درجه انکوبه شد 24 دماي به مدت سه روز در ر از عصاره به هر چاهک اضافه گردید ومیکرولیت

 . عصاره به عنوان شاهد استفاده گردید بدونRP و از محیط کشت ساعت با لام نئوبار شمارش  72و  48، 24بعد از 
کـم  هاي کشته و غلظترا ها تمام انگل µg/ml500ظت غلدر  نتایج نشان داد که عصاره مزبور هاي پژوهش:یافته

یب ــ ـساعت در عصـاره الکلـی و آبـی بـه ترت     24س از ـــپ IC٥٠که  وابسته به دوز نشان دادند فعالیت ضد لیشمانیایی تر،
µg/ml 170  وµg/ml215 یـب  سـاعت بـه ترت   72،48،24در  شاهد. تعداد پروماستیگوت هاي لیشمانیا ماژور در به دست آمد

 افزایش یافت.
و احتمـالاً   کشـی خـوبی دارد  لیشـمانیا  گل همیشه بهار اثرعصاره  براساس نتایج مطالعه کنونی، گیري:و نتیجه بحث

 تواند در درمان لیشمانیوز به کار رود.می
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  مقدمه
لیشمانیوزها گسترش جهانی داشـته و از مهـم تـرین    

امل ــ ـهاي منتقله ي ناقلین به شمار می روند که ع بیماري
لیشـمانیا مـی باشـد.    ها گونه هاي مختلف انگل جـنس   آن

لیشمانیا منجر به لیشـمانیوز جلـدي،   مختلف انگل هاي گونه
 يبیماري سیستمیک شدید حتی و مخاطی، احشایی-جلدي

باشد. این انگل شود که در صورت عدم درمان کشنده میمی
دنیاي قدیم(عمدتاً شمال و شرق  اعم از، جهان کشور 88در 

مرکز و پا) و دنیاي جدید (آسیا و جنوب ارو آفریقا، خاورمیانه،
انیوزها ــ ـوع جهـانی لیشم ــــشی) وجود دارد. جنوب آمریکا

 ـزار مــــ ـه 500 و بروز سـالیانه آن میلیون نفر  12 ورد ــــ
 )1(.باشدمی

بـه صـورت   مواد طبیعی یا ترکیبات مشتق از گیاهـان  
به کار زا  هاي بیماريدر مقابله با میکروارگانیسم گسترده اي

 دراست که  کاسنیاناز خانواده  ،همیشه بهار گل.)2(،روندمی
در ترکیـب بـا داروهـاي     و هـا درمان تعداد زیادي از بیماري
و تاریخچه مصرف آن در  .)3(،هموپاتیک استفاده شده است

از ایـن گیـاه   حتی  ).4(،گرددبر میقرن دوازدهم  پزشکی به
غـذایی اسـتفاده شـده     هاي عنوان داروي سنتی در رژیمه ب

عنوان ضد التهاب براي استعمال خـارجی  ه . اخیراً ب)5(،تاس
 .)6،7،8(شـود، میاستفاده اي به صورت فزاینده و ترمیم زخم

التهابی، ضد اکسیدانی، ضدشامل آنتی فراوانیدارویی  خواص
براي این گیـاه گـزارش   ویروسی قارچی و ضدباکتریایی، ضد

ایتوتوکسیک فعالیت س از طرفی به. )12،11،10،9(شده است،
. )13(،این گیـاه نیـز اشـاره شـده اسـت      و نیز کاهش تومور

 ،افـزایش قاعـدگی  را در همیشـه بهـار   گل مصرف خوراکی 
. جوشـانده  )14(موثر دانسته انـد، و درمان سرطان درمان تب 

ها، غرغره کردن یا درمـان ورم  شستن چشم درهمیشه بهار 
دهان و لثه، ملتحمه، التهاب گلو، استوماتیت افتوس، التهاب 

هاي قنداق و دیگر مـوارد التهـابی پوسـت و غشـاهاي     راش
. در هندوستان ترکیبـات  )15،16(،مخاطی استفاده شده است

درمـان   و درطور موضـعی  ه همیشه بهار ب گل گیاهی حاوي
. فلانوئیدهاي جدا شده )17(،به کار می رفته استهموروئید 

ــی  گــل از  ــار داراي خاصــیت ضــد میکروب ــهمیشــه به  رب
باشند و عصاره و کلبسیلا پنومونیه مییلوکوك اورئوس استاف
هـاي خشـک شـده همیشـه بهـار باعـث کـاهش        گـل  آلی

  شود.می  reverse transcription ١-HIVفعالیت
   هامواد و روش 

  همیشه بهار گلآماده کردن عصاره الکلی 
بـا  و هاي خشک همیشه بهار از عطاري خریداري گل

 گـرم از  50 ی کاملاً خـرد شـد. سـپس   استفاده از آسیاب برق

 80الکـل  لیتـر  میلـی  500 ارلن حـاوي به  ماده آسیاب شده
ایشـگاه  سـاعت در شـرایط آزم   48بـه مـدت    اضافه و درجه

 ارلـن بـا   دهانه ،الکل براي جلوگیري از تبخیرخیسانده شد. 
سپس مایع شفاف رویی جدا و رسوب تـه   .پارافیلم بسته شد

 ورددقیقـه بـا    10بـه مـدت    رویی مایعارلن دور ریخته شد. 
rpm2000  و در  جداسـازي مـایع رویـی    و مجدداًسانتریفوژ

 تاقرار داده شد  گرادسانتی درجه 42دستگاه تقطیر در دماي 
 5ظت ـــ ـغلبـا   عصاره بـاقی مانـده   شود. جداالکل اضافی 

و  گردیدتهیه  محلول ذخیره ه عنوانگرم در میلی لیتر بمیلی
نگهـداري  در ظروف تیـره  درجه  4در دماي  تا زمان استفاده

  شد.
  تهیه عصاره آبی

 ـ    هماننداین روش  ه تهیه عصاره الکلـی اسـت ولـی ب
شـد و پـس از    جاي الکل از آب به عنـوان حـلال اسـتفاده   

با استفاده از دستگاه لیوفلیزه گردیـد و   یع روییما ،سانتریفوژ
در  mg/ml5 غلظـت   از عصاره باقیمانده محلول ذخیـره بـا  

درجـه   4دمـاي   تا هنگام استفاده در تهیه و RPMIمحیط 
  .گراد نگهداري شدسانتی

  کشت انگل 
هــا لیشــمانیا مــاژور در محــیط کشــت پروماسـتیگوت 

RPMI در  ١٦٤٠°C 24   سـرم جنـین   درصد  10حاوي
) و آنتی بیوتیک جنتامایسین کشت داده شد و  FCSگوساله(

رفـت.  در  کشت بعدي صـورت گ ها  ساعت از آن 72از پس 
هاي انگل در معـرض  پروماستیگوت پی آن تهیه شد سپس 

و اثر کشـندگی   قرار گرفتغلظت هاي افزاینده همیشه بهار 
  ها بررسی شد. انگل آن بر

  ارزیابی اثر ضد لیشمانیایی عصاره 
لیشـمانیا مـاژور    ایستاییهاي فاز روماستیگوتــــــپ
حـیط  خانـه حـاوي م   96هـاي کشـت   روپلیتــــــدر میک

ــت  ــد RPMI ،10کش ــرم جنی درص ـــس ــاله و ـــ ن گوس
μg/ml 100 ت داده ـــــــــــامایسین کشــــــــــجنت

از  µl100س بـا  ـــــ ـسپ .انگل در هر چاهک) 5×104شد(
ــت ــه   غلظـــ ــاره همیشـــ ــف عصـــ ــاي مختلـــ هـــ

) μg/ml5/62،μg/ml125، μg/ml250، μg/ml500بهار(
 ره روز دـدت س ـــــــ ـها به مروماستیگوتـ. پتیمار گردید

C  ْ24 هـاي  توـــــتعداد پروماستیگو  دندـوبه شـــــانک
اي اول، دوم ــــــــهاهک پس از روزــر چــــزنده در ه

روسکوپ شمارش ـــــمیک وو سوم  با استفاده از لام نئوبار 
شد). از  ارشـــــــشمک ــــسه چاه ،هر غلظت ازگردید(

 ـ   RPMIط کشـت  ــــمحی ن واـــــ ـعنه بـدون عصـاره ب
  استفاده شد. اهدـــــش
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    هاي پژوهشیافته
هاي کشته شده با مقایسه میزان درصد پروماستیگوت

 ـ IC٥٠سـنجیده شـد. درصـد     تیمار و شـاهد رشد گروه  ه ب
مهـار رشـد    درصـد  50کـه باعـث    غلظتی از عصـاره عنوان 

 شـود تعریـف گردیـد.    ساعت می 24ها پس از پروماستیگوت
رشـد   بـر ره داراي اثر مهاري هر دو عصا نشان داد کهنتایج 

 به ترتیـب  درصد 50 و غلظت مهاري بودندها پروماستیگوت
لیتر میکروگرم در میلی 215و  170 براي عصاره الکلی و آبی

ــود ــت. ب ــی μg/ml500 در غلظ ــاره الکل ــس ،عص  24از  پ
و در همـین  هاي لیشمانیا مـاژور  تمام پروماستیگوت ،ساعت

کشـته   روماسـتیگوت هـا  پ درصـد  75 ،غلظت از عصاره آبی
در دوزهـاي  فعالیت لیشمانیا کشـی وابسـته بـه دوز     و شدند

هـا در نمونـه   . اما تعداد پروماسـتیگوت پایین تر نیز دیده شد
اي ت به ترتیب سیر فزاینـده ساع 72و  48، 24از  شاهد پس

هـاي   میانگین تعداد انگل ها در غلظـت  که )1داشت(جدول
)2و 1( نمـودار  .گردیـد مختلف پس از هر سه روز محاسـبه  

  
  . مقایسه اثر کشندگی غلظت هاي مختلف عصاره ي الکلی و آبی گل همیشه بهار بر پروماستیگوت هاي لیشمانیا ماژور1جدول 

هاي عصاره غلظت
  گیاهی

( µg/ml) 

درصد پروماستیگوت هاي کشته شده پس از مواجهه 
  با عصاره گیاهی

 

  نوع عصاره

   ساعت 72  ساعت 48  ساعت 24 
  آبی  100 62/84 75 500
250 59 75 92/92  
125 25  55/55 72/85  

5/62 68/16 76/30 60  
 الکلی  100 100 100 500
250 75 31/92 100   
125 5/37 78/77 90  

5/62 25 56/55 70   
  
 

  
  

میانگین (ساعت.  72و 48، 24ز ا پسلیشمانیا ماژور  برهمیشه بهار گل هاي مختلف عصاره آبی  تاثیر غلظت .1دار شماره نمو
   )چاهک هرها در تعداد پروماستیگوت

  

ک
چاه

هر 
در 

ده 
ي زن

 ها
وت

تیگ
ماس

پرو
داد 

تع
) ×

10
00

0
(

غلظت مختلف عصاره آبی

ساعت ٢۴

ساعت  ۴٨

ساعت ٧٢
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میانگین تعداد (ساعت.  72و 48، 24از  پسلیشمانیا ماژور  برهمیشه بهار گل مختلف عصاره الکلی  تاثیر غلظت . 2نمودار شماره
  )چاهک هر ها درپروماستیگوت

  گیريبحث و نتیجه
نگلی است که کـم و  ا وسیع الطیفبیماري  وزلیشمانی 

شـود. تـاکنون واکسـن یـا     بیش از سراسر جهان گزارش می
 یانگل و نیز روش شیمیایی مناسب مهارداروي مناسبی براي 

درمـان  . )21-18،(مبارزه قاطع با ناقل آن ارائه نشده است در
کننده و سندرم آلوده يلیشمانیا ي گونهز به ومناسب لیشمانی

مـوان پـنج   آنتـی داروهاي ). 22-23(،بستگی داردآن بالینی 
 ــ ــتام) و مگل ــدیم استیبوگلوکونات(پنتوس ــی، س ومین ـظرفیت

چنـد   درهاي اصـلی   درماناز جمله ي موان(گلوکانتیم) آنتی
افزاینـده   و شکست درمـانی روزافزونـی   اندبوده ي اخیر دهه

 Bدکسی کولات آمفوتریسـین  . )24-25(گزارش می گردد،
هیچ درمانی کاملاً  تاکنونو . )26(،مؤثر اما نسبتاً سمی است

شـناخته نشـده اسـت. اسـتفاده از گیاهـان       یرضایت بخش ـ
هـاي باسـتان    زمان بههاي انگلی  درمان بیماري دردارویی 

ــه  ــردد کـ ــی گـ ــر مـ  Cinchona succirubaاز  بـ
(Rubiaceae) شـده   اسـتفاده عنوان داروي ضد مالاریا ه ب

کشـی  انیااثر لیشم 2007مکاران در سال سن و ه). 27(،است
هاي لیشـمانیا  گوتپروماستی را برگیاه آرتمیسنین ترایگرس 

کردند و مشـاهده نمودنـد کـه آرتمیسـنین     دونووانی بررسی 
هــا و  پروماســتیگوت  بــراثــر ضــد لیشــمانیایی    يدارا

ــا آماســتیگوت ــوده ــر. )28(،ب ــه دیگ ــفی و  يدر مطالع یوس
   اهانــر کشندگی گییاثـــــت 2009همکاران در سال 

  
لیشـمانیا مـاژور در    را بـر تینکتـورا  نوم هارمـالا و آلکانـا   پکا

که هـر دو عصـاره   دریافتند انجام دادند و   in vitroشرایط
در ایـن   .)29(،هـا بودنـد  پروماسـتیگوت  برداراي اثر مهاري 

مطالعه از عصاره آبی و الکلی گل همیشه بهار استفاده شـده  
ــه ه ـــک ــاره ــــ ــر  ر دو عص ــد ب ــدگی رش ــار کنن ــر مه  اث

عصـاره  تاثیر ولی  داشتندهاي لیشمانیا ماژور  پروماستیگوت
 500غلظت  دربیشترین میزان کشندگی  بود.الکلی بیشتري 

کمتـرین   دیده شد در حالی کـه میکروگرم در هر دو عصاره 
میکروگرم بـود و تعـداد    5/62اثر کشندگی مربوط به غلظت 

ره انگل ها با افزایش زمان و افزایش غلظت در هر دو عصـا 
و گروه مورد  شاهدبین تعداد انگل ها در گروه  کاهش یافت

بررسی متون و نتـایج   وجود داشت. آماري اختلاف معنی دار
ی رخ ـو ایـن تحقیـق کـه ب    پژوهش کنونی نشان می دهنـد 

 کـه باشـند  ترکیبات طبیعی داراي اثرات ضد لیشمانیایی می
ان ضد لیشـمانیایی گیاه ـ  اثر بیشتر در زمینه انجام مطالعات

تهیه در از این ترکیبات  د و تا بتوانــــــرا می طلبدارویی 
  استفاده نمود.موثر لیشمانیوز داروي 

  سپاسگزاري
هزینه این طـرح از اعتبـارات کمیتـه تحقیقـات دانشـجویی     
دانشگاه تربیت مدرس تامین شده است و با تشـکر از تمـام   

   کسانی که ما را در انجام این طرح یــاري نموده اند.
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غلظت مختلف عصاره الکلی

ساعت ٢۴
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Abstract 
 

Introduction: Calendula officinal is a 
member of Asteraceae family. Calendula 
officinal is used for the treatment of skin 
disorders and pain. It is also applied as a 
bactericide, antiseptic or anti-inflammatory 
drug. In this study, the leishmanicidal 
effect of Calendula officinal with various 
concentrations was evaluated on 
promastigotes of L. major in vitro. 
 
Materials & Methods: The dried and 
ground flowers of the plant were extracted 
using maceration in 80% ethanol, and then 
the liquid was dehydrated in an evaporator. 
Afterwards, different concentrations of the 
extract (500 µg/ ml, 250 µg /ml, 125 µg/ml 
and 62,5 µg/ml) were prepared in vitro and 
5×104 promaastigotes/well were seeded in a 
96-well cell culture plate and was added 
100µl of each extract/well. The plate was 
incubated at 24oC for three days and the 
number of parasites in each well was 
determined on 24h, 48h, and 72h of 

experiment microscopically using 
Neubauer Chamber. RPMI culture medium 
was used as one negative control.  
 
Findings: The extract at concentration of 
500µg/ml was found to kill all the parasites. 
Lower doses exhibited a dose-dependent 
antileishmanial activity. However, the 
number of L. major promastigotes in the 
negative control increasingly grew on 24h, 
48h, and 72h respectively. IC50 was 
calculated for ethanolic & watery 
Calendula officinalis; 170µg/ml, 215µg/ml 
after 24h respectively.  
  
Discussion & Conclusion: These results 
indicated that extract of Calendula 
officinalis is of favorable leishmanicidal 
activity and can be a candidate for 
leishmaniasis treatment. 
 
Key words: leishmania major, Calendula 
officinalis, extract 
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