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 (.Oliveria decumbens Vent)ارزیابی خاصیت ضد ویروسی عصاره لعل کوهستان

 در کنترل ویروس هرپس سیمپلکس نوع یک
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 چکیده

دارد. این ویروس عامل پوشش دار است که در خانواده هرپس ویریده قرار  DNA حاوی( HSV-1)یک نوع سیمپلکس هرپس ویروس :مقدمه

 به نیاز این بر مقاوم به آن شده است بناHSV های   عفونت های مختلف در سراسر جهان است. استفاده گسترده از آسیکلوویر منجر به ایجاد سویه
داف مختلفی به ویژه درمان از گیاهان دارویی ایران است که برای اه کوهستان است. لعل ضروری باشند ویروسی ضد اثر دارای که جدید مواد یافتن

طالعه بررسی ناراحتی های گوارشی و تخفیف درد استفاده می شود. تاکنون هیچ گزارشی در زمینه اثر ضد ویروسی این گیاه وجود ندارد؛ لذا هدف از این م
 اهی بود.اثر ضد ویروسی عصاره متانولی گل های لعل کوهستان علیه ویروس هرپس سیمپلکس نوع یک در شرایط آزمایشگ

در این مطالعه آزمایشگاهی عصاره متانولی پودر خشک شده گیاه به وسیله روش خیساندن به دست آمد. سپس حلال توسط   مواد و روش ها:

بررسی گردید. کشت سلولی قبل از  Vero رده سلولی بر  MTTوسیله روشدستگاه تقطیر در خلا تبخیر شد. سمیت سلولی و اثر ضد ویروسی به 
 گرفت.  قرار بررسی ، هنگام عفونت و بعد از عفونت با عصاره تیمار شد و اثر ضد ویروسی آن موردعفونت

میکروگرم در میلی لیتر  0055ببرد بالاتر از  بین از را  Veroایـــه لولـــسدرصد  05 توانست که عصاره از غلظتی یافته های پژوهش:

 .دست می آید  به درصد( 50/34ویروسی) ضد اثر که عصاره و ویروس با هم مخلوط گردند بیشترین نیچنین نتایج نشان دادند زما شد. هم گیری  اندازه

 .اثر ضد ویروسی متوسطی را نشان داد HSV-1 عصاره متانولی مورد پژوهش در برابربحث و نتیجه گیری: 
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 قدمهم
 از (HSV-1)یک نوع سیمپلکس ویروس هرپس

 ترین  ایعــــش از کیــی و ها ویروس هرپس خانواده
 این .(0،2)است انسان در زا عفونت های  ویروس
 تبخال، مانند متعددی های  عفونت عامل ویروس

جمله  از و بوده انسان در آنسفالیتو  کراتیت فارنژیت،
. شود  می محسوب نیز انسان در میر و  مرگ عوامل
 ها مراز پلی جمله زاویروس این  های  آنزیم از تعدادی

 کار به ویروسی ضد اهداف عنوان به توانند  می
 های  مشابه آسیکلوویر، مانند داروها از برخی. (4،3)روند

هرپس  ویروس یرــــتکث از که ندـــهست نوکلئوزیدی
 دربا این وجود . کنند  می جلوگیری سیمپلکس نوع یک

 حال در ذکورم داروهای به مقاومت اخیر های  سال
 موثر داروی هنوز آسیکلوویر چه اگر و بوده افزایش

 جمله از آن جانبی عوارض اما شود  می محسوب
پیدایش جهش یافته های ویروسی مقاوم به این دارو و 

 را آن مصرف موارد شیردهی دوران در محدودیتنیز 
 برای مهم های  گام از یکی. (0)است ساخته محدود

 گیری کار به برای جهانی یشگرا فوق، مشکلات حل
 کم جانبی عوارض دارای که است گیاهی های  عصاره

 . (6)هستند پایین هزینه و
 Oliveriaی ـــام علمــــتان با نـــل کوهســلع

decumbens Vent. ساله، کم و بیش   گیاه یک
 متر،  سانتی 35تا  25راست، منشعب، ساقه به ارتفاع 

له گیاهان منطقه جم گلبرگ ها قرمز و از پرشاخه،
دهی آن،   باشد. فصل میوه و گل  نی تورانی میاایر

 اوایل بهار تا اوایل تابستان است و در ترکیه، عراق،
ران در ــونه در ایـــروید. این گ  سوریه و ایران می

بختیاری، فارس، چهار محال و استان های کرمانشاه، 
 ی در زبان ها. (5)خوزستان و بوشهر دیده شده است

ک ورَــشکو مُ« کنَدِ»، «ندِ»اه ـــبه این گیمحلی 
علاوه بر این در گویش محلی و  (8)گویند  می

اوُشه گل »و در استان بوشهر به آن (9)«نونه خدا»ایلام
 .(05)شود  نیز گفته می« سرخو

در طب سنتی ایران از این گیاه در درمان سوء 
ه فادــهاضمه، اسهال، دردهای شکمی و رفع تب است

شود. در جنوب غرب ایران به صورت سنتی و بومی   می
برای  O.decumbensاز جوشانده و دم کرده گیاه 

های داخلی استفاده   درمان دردهای شکمی و عفونت
کوهستان عبارتند   ترکیبات شیمیایی لعل .(00)گردد  می
تاکنون  .(8)ترپنین   ، گاماکارواکرول، پاراسیمن : تیمول،از

لعل عصاره حفاظتی  اثر ات مختلف گیاه از جملهاثر
بدی در موش ـــمومیت کــر مســکوهستان در براب

اثر ضد  ،(04)ریاییــــ، تاثیر ضد باکت(02)راییـــصح
 (00)گیاه لعل کوهستان اثر ضد قارچی ،(03)بروسلوزی

ای لبنی ـــهو فواید سلامت بخش آن در فرآورده 
 از آن جا که تاکنون. (06)پروبیوتیکی گزارش شده است

 این گیاه صورت ویروسی ضد اثرات روی تحقیقی هیچ
بود، این پژوهش با هدف بررسی سمیت سلولی  نگرفته

عصاره لعل کوهستان بر ویروس  و اثر ضد ویروسی
 پذیرفت. انجامهرپس سیمپلکس نوع یک 

 مواد و روش ها 
لعل  گیاه در این پژوهش از گل های :عصاره گیری

کوه   کوهستان استفاده شد که از ارتفاعات منطقه پشت
واقع در استان بوشهر جمع آوری و در مرکز تحقیقات 

یی و تائید کشاورزی و منابع طبیعی استان بوشهر شناسا
گردید. پس از آن، گل ها زیر سایه خشک شدند و 

 تهیه جهت توسط آسیاب برقی به صورت پودر درآمدند.
 بدین. شد استفاده خیساندن روش از مذکور گیاه عصاره
 آب،)حلال با 0:25 نسبت هب نمونه گرم 25 که صورت
 ساعت 38 مدت به و گردید مخلوط( درصد 85 متانول

 از پس شده استخراج عصاره. اده شدد قرار شیکر روی
تقطیر  دستگاه توسط واتمن، کاغذ وسیله به شدن صاف

 آون در و تغلیظ گراد سانتی درجه 35 دمای در در خلا
 خشک وزن و خشک گراد سانتی درجه 35 دمای با

 محلول آزمایش، انجام و برای شد تعیین عصاره
 یهته لیتر میلی در میکروگرم 2555 غلظت با کاربردی

 .گردید
در این پژوهش از رده سلولی  :سلول مورد مطالعه

Vero  یال کلیه میمون سبز ـــی تلــ)سلول های اپ
، وپاستور ایران خریداری شدـــانستیت آفریقایی( که از

ط کشت ــدر محی  Veroاستفاده گردید. سلول های
 اودرصد سرم جنین گ 05حاوی  RPMI1640سلولی 

یک های پنی سیلین و ـــتی بیوتـــبه همراه آن
استرپتومایسین کشت داده شدند، سپس به منظور ایجاد 
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درجه سانتی گراد با  45تک لایه سلولی در گرم خانه 
 درصد، نگهداری گردیدند.  0دی اکسید کربن 

در این پژوهش از ویروس  :استفاده مورد ویروس
HSV-1، سویه KOS  .توسط ویروس ایناستفاده شد 

 دانشگاه علمی هیئت عضو« آستانی» تردک خانم سرکار
 .گردید اهداء یزد صدوقی شهید پزشکی علوم

 های سلول روی عصاره سلولی سمیت آستانه تعیین
Vero: بر کوهستان لعل عصاره سمیت تعیین جهت 
  MTT رنگ با سنجی نور روش از Vero های سلول

 به ابتدا در. شد استفاده سلولی آسیب اثرات بررسی و
 لیتر، میلی در میکروگرم 2555 کاربردی حلولم وسیله
، 20/0 برابری  دو های تـــغلظ با والیــمت های رقت
 در رمـــمیکروگ 2555و  0555 ،055 ،020 ،40/62

 RPMI1640 تازه کشت محیط وسیله به لیتر میلی
 6555میزان  سلولی)به سوسپانسیون سپس .شدند تهیه

 اضافه اه چاهک از هریک سلول در هر چاهک( به
 درجه 45 دمای با خانه  گرم در میکروپلیت. گردید
 شد داده قراردرصد  0 کربن اکسید  دی و گراد سانتی

 محیط ،نمایان گردید سلولی لایه تک که این از پس
 و تخلیه پلیت های چاهک در موجود قدیمی کشت
 نهایی حجم با گیاهی عصاره از مختلف های غلظت

 ها سلول مجاورت در و ها چاهک در میکرولیتر 255
 نظر در چاهک دو غلظت هر برای. شدند داده قرار

 عنوان به چنین در دو چاهک هم و( 05)شد گرفته
 اضافه سرم؛ با همراه کشت محیط تنها سلول؛ کنترل
 های غلظت مجاورت در ها سلول ترتیب . بدینگردید

مذکور  با شرایط ساعت 52 مدت به عصاره مختلف
 لازم، زمان شدن سپری از پس .گرفتند قرار تیمار تحت

 به گیاه عصاره سمیت اثر و ها سلول شناسی ریخت
 در .گردید بررسی میکروسکوپی دید از CPE صورت
استریل  بافر فسفات وسیله به ها سلول بعد مرحله
  محلول میکرولیتر 38 سپس. شدند داده شو و شست
MTT هر بهمیلی گرم در میلی لیتر  0 غلظت با 
 با خانه گرم در ساعت 4 مدت به و شد اضافه چاهک
 آن، از پس. گرفت قرار گراد سانتی درجه 45 دمای

 مخلوط خوبی به ایزوپروپانول محلول با ها چاهک
 طول در شده، آماده پلیت نوری جذب پایان در. شدند
. شد خوانده ریدر الایزا دستگاه توسط نانومتر 055 موج

 زیر فرمول ریقط از مهار درصد صورت به نتایج
 (.08)گردید محاسبه

 
Inhibition: مهار درصد  

Atمطالعه مورد نمونه نوری : جذب  
As: کنترل نمونه نوری جذب 

 درصد 05 مرگ موجب که ارهــعص از تیـــغلظ
 اطلاق صارهــع آن CC50 شود، Vero ایـــه سلول

 رگرسیون منحنی از استفاده با مقدار این. گردد می
 .دش تعیین خطی

 : TCID50با روش  HSV-1تعیین عیار ویروس
 مناسب، ویروسی بذر تهیه منظور به HSV-1 ویروس

 با سپس و گردید تکثیر Vero سلولی کشت محیط در
 تغلیظ سانتریفیوژ ذوب، فریز، خاص عملیات از استفاده

 TCID50 روش توسط شده، تلقیح ویروس شد و عیار
 در Vero های سلول روش، این در. (09)یددگر تعیین

 05 حاوی)کامل کشت محیط در و خانه 96 میکروپلیت
. شدند داده کشت( بیوتیک آنتی و گاو جنین سرم درصد
  گراد سانتی درجه 45 خانه گرم به میکروپلیت سپس

 تشکیل سلولی لایه تک تا شد منتقل 0CO2% با
 سوسپانسیون از لگاریتمی های رقت آن دنبال به .شود

 (05-6 تا 05-2 ،05-0) لگاریتم یک فواصل با ویروسی
 هر از ،ادامه در. شد تهیه سرم فاقد کشت محیط در

 های ردیف از چاهک 3 به ویروسی شده تهیه رقت
 هر در. شد تلقیح( خانه 96)میکروپلیت درون مختلف

 عنوان به ویروس تلقیح بدونهایی  چاهک میکروپلیت
 رقیق ویروس تلقیح با هایی  چاهک و سلول کنترل
 .ندشد گرفته نظر در ویروس کنترل عنوان به نشده

 ویروس، با شده تلقیح های سلول حاوی میکروپلیت
 قرار بررسی مورد سلولی آسیب اثرات بروز نظر از روزانه
 ویروس تلقیح از پس ساعت 52 تا نتایج قرائت. گرفت
که آلوده  رقتی از سوسپانسیون ویروسی. یافت ادامه

بود به  Vero های سالم درصد از سلول 05کننده 
در نظر گرفته شد  TCID50عنوان نقطه پایان آزمایش 

از فرمول کربر  HSV-1 ویروس عیار تعیین برایو 
(Karber) (.09)شد استفاده 

 
L:  لگاریتم کمترین رقت 
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dه میزان رقت های مربوط بی : اختلاف لگاریتم ها
 متوالی تهیه شده

Sچاهک های چاهک های مثبت به کل نسبت  : جمع
  تهیه شده برای هر رقت

 اثر بررسی برای :عصاره ویروسی ضد بررسی اثر
 MTT روش از کوهستان لعل عصاره ویروسی ضد

 تک تشکیل وها  سلول تکثیر از پس .(25)شد استفاه
 کوهستان لعل عصاره مختلف های غلظت سلولی، لایه

 در میکروگرم 0555 و 055، 205، 020 ،0/62 ،20/40)
( عفونت از بعد و هنگام قبل،)مرحله سه در( یترل میلی

 بیشتری تفصیل با ذیل در که شدند تلقیح ها چاهک به
 .(20)داده می شود شرح

 لعل متانولی عصاره با HSV-1 ویروس تیمار .0
 با Vero های سلول نمودن آلوده از پیش کوهستان

 های ظتــغل داــابت در: )هم زمان با عفونت(ویروس
 سمی سلول برای که ای محدوده در ه،عصار مختلف

 TCID50 عیار با HSV-1 ویروس همراه به نبود
 گراد سانتی درجه 45 دمای در ساعت 2 مدت به ،055
 و عصاره مخلوط ادامه در .گرفتند قرار تیمار تحت

 و گردید اضافه چاهک هر به الذکر فوق ویروس
 درجه سانتی گراد  45 دمای در شده آماده میکروپلیت

 .داده شد قرار خانه گرم رد
 لعل متانولی عصاره با Vero های سلول تیمار .2

 با Vero های سلول نمودن آلوده از پیش کوهستان
 های غلظت ابتدا در :)قبل از عفونت( HSV-1 ویروس
میکروگرم در میلی  0555تا  20/40)هعصار مختلف

 سلولی لایه تک حاوی خانه 96 میکروپلیت به (لیتر
Vero گردید اضافه بود، دهــش یهـــته لــقب از که .

 45 دمای با خانه گرم در ساعت 2 مدت به میکروپلیت
 ویروس سپس .گردید سانتی گراد نگهداری درجه

HSV-1 عیار باTCID50 055 شد اضافه ها سلول به. 
 با خانه گرم در ساعت 2 مدت به مجدداً میکروپلیت

  .گردید نگهداری درجه 45 دمای
  لعل متانولی عصاره با Vero های سلول رتیما .4

 با Vero های سلول نمودن آلوده از پس کوهستان
نخست سلول های  :)بعد از عفونت(HSV-1 ویروس
Vero   خانه کشت داده شدند. پس  96در میکروپلیت

 از این که تک لایه کاملی از سلول ها پدیدار شد،

 اضافهآن  به TCID50 055عیار با HSV-1 ویروس
و جذب ویروس به  ساعت 2پس از گذشت . ردیدگ

 ارهــتلف عصـــظت های مخـــدرون سلول ها، غل
به سلول ها  (میکروگرم در میلی لیتر 20/40-0555)

 گرم در اضافه شد و در پایان میکروپلیت آماده شده
  .شد نگهداری گراد درجه سانتی 45 دمای با خانه
 چاهک ود عصاره غلظت هر برای آزمایش، این در 

 از یک هر برای چاهک دو چنین هم. شد گرفته نظر در
 که گردید طراحی عصاره و ویروس سلول، های کنترل

 . شود می توصیف ذیل در
 لایه تک حاوی سلول؛ کنترل عنوان به چاهک دو-
  کشت محیط و سلول
 تک حاوی ویروس؛ کنترل عنوان به چاهک دو-
  کشت محیط و ویروس TCID50055 سلول، لایه

 تک حاوی عصاره؛ کنترل عنوان به چاهک دو-
 محیط و عصاره سمی غیر غلظت بالاترین سلول، لایه

 کشت
 روش از استفاده با ساعت 23 زمان در میکروپلیت

MTT گرفت و درصد مهار مطابق با  قرار بررسی مورد
 .(22،24)محاسبه گردید زیر فرمول

Aده: جذب نوری نمونه های تست ش 
Bجذب نوری کنترل ویروس : 
C جذب نوری کنترل سلول : 

 از استفاده با آماری تحلیل و تجزیه :ماریآ آنالیز 
 افزارهای نرم از نمودارها رسم برای و اندازه تکرار و انوا

Excel  و 2505نسخه SPSS  استفاده 06نسخه 
 گردید.

 ی پژوهشیافته ها
 یها گل عصاره مشخصات جمله از :گیری عصاره

 ای قهوه رنگ به توان می شده حاصل کوهستان لعل
 چنین هم و کرد اشاره آن مشخص و نافذ بوی و تیره

  گرم 5 تقریبی مقدار خشک، عصاره وزن محاسبه در
 .آمد دست به خشک عصاره

در این مطالعه اثر سمیت سلولی  :سلولی سمیت
غلظت های مختلف عصاره متانولی گل های لعل 

روی  (میکروگرم در میلی لیتر 20/40-2555)کوهستان
و  بررسی MTT روشبا استفاده از  Veroسلول های 
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جهت به دست آمدن غلظتی از عصاره که موجب مرگ 
نمودار رگرسیونی  (CC50)گرددسلول ها می درصد  05

 طور که در نمودار همان .(0شماره  نمودار)ترسیم شد

اره ــبرای عص CC50ود ــده می شــدی 0 شــماره
دست   هبتر ـــمیکروگرم در میلی لی 4/0600ذکور، ــم

 آمد.
 

 
در هر   Veroسلول 0666متانولی لعل کوهستان بر میزان میت سلولی غلظت های مختلف عصاره تعیین س .1شماره ودار من

 است. آزمون مرتبه 7 میانگین بیانگر نمودار روی نقطه هر .ساعت 27چاهک پس از 

 
ی از سمیت ــولی ناشـــبررسی اثرات آسیب سل

 شکل در :Veroعصاره گیاه لعل کوهستان بر سلول 
 از ناشی ها  ریخت شناسی سلول تغییرات 0 شماره
پس از  کوهستان لعل گیاه عصاره آسیب سلولی اثرات

نشان  چاهک هر در Vero سلول 6555 ساعت بر 52

 0  شماره همان طور که در شکل داده شده است.
، صارهــع تــد با افزایش غلظوــش  ظه میــملاح
انگر ــدند که بیــش ده ترــو پراکن ها گردتر  سلول

یب سلولی بیشتری ــآس ع آن اثراتــسمیت و به تب
 است.

 
 

 
 ساعت تیمار با عصاره متانولی لعل کوهستان 27پس از   Veroسلول  تک لایهتصویر میکروسکوپی مقایسه  .1شماره  شکل

A :تک لایه سلولVero  بدون تیمار با عصاره لعل کوهستان 

B :سلول هایVero   عصاره متانولی لعل کوهستان میکروگرم در میلی لیتر 1666 غلظتدر 

C:  سلول هایVero عصاره متانولی لعل کوهستانمیکروگرم در میلی لیتر  7666 در غلظت 

 
 

  :TCID50تعیین عیار ویروس با استفاده از روش 
برای تعیین عیار ویروس از طور که ذکر شد  همان
شماره  استفاده شد و بر اساس جدول  TCID50روش

تعداد کل ویروس  Karber فرمولو با استفاده از  0
 موجود در نمونه محاسبه شد.

: = L–d (S–0.5) فرمول Karber 
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 HSV-1. تعیین عیار ویروس 1جدول شماره 

 05-6 05-0 05-3 05-4 05-2 05-0 رقت ویروسی

 5 0 2 2 4 3 شدهعفونی 

 3 3 3 3 3 3 تلقیح شده

 5 20/5 0/5 0/5 50/5 0 عفونی شده/تلقیح شده

 
 

کشت داده  HSV-1در این پژوهش عیار ویروس 
 تعیین شد. Vero  ، TCID50/ml 0/3 05شده در سلول

 ضد اثر پژوهش، این در :اثر ضد ویروسی عصاره
 کوهستان لعل عصاره مختلف های  غلظت ویروسی

در میکروپلیت  MTT روش به HSV-1 ویروس یرو
خانه بررسی شد و درصد مهار ویروس در سه مرحله  96

ها با عصاره لعل کوهستان، تیمار   پیش تیمار سلول
مستقیم ویروس با عصاره قبل از آلوده نمودن با 

ها با عصاره پس از آلوده نمودن   تیمار سلول ویروس،
  ها با ویروس انجام گرفت.  سلول

 مهار درصد های  میانگین به مربوط 2شماره  نمودار
 ، تیمار0 تیمار)هـــمرحل و غلظت تفکیک به ویروس

  پیش 2 تیمار عصاره، با ویروس به آلوده های  سلول
 با ویروس تیمار 4 عصاره، تیمار با ها  سلول تیمار

  .باشد  می ساعت 23 زمان در و( عصاره

شترین اثر ضد دست آمده بی  تایج بهــاساس ن بر
، در  HSV-1د مهار ویروســر درصــویروسی از نظ

ی عصاره لعل کوهستان ـــبالاترین غلظت غیر سم
ر به ـــروگرم در میلی لیتــمیک 0555ظت ـــیعنی غل

(. بر 2شماره  نمودارد)ــدیده ش 50/34±6/0 یزانـــم
ی از نظر زمان ـــهمین اساس بیشترین اثر ضد ویروس

 مستقیم ل تیمارــب در مراحـــبه ترتی افزودن عصاره
 با مودنــن ودهـــآل از بلـــق عصاره با روســـوی

 با ها  سلول تیمار ، پیشان با عفونت(ـــ)هم زمویروس
 تیمار ،)قبل از عفونت( تانـــکوهس لعل ارهــعص

 ودنـــنم  ودهــآل از پس عصاره با ها  لولـــس
س ـــو پ ونت(ـــعفعد از ـــ)بویروس با ها  لولـــس

س از آلوده ـــاعت پـــس 23ان ـــذشت زمــــاز گ
 شماره مودارـــن)دـــده شــروس دیـــدن با ویـــش
2). 

 
 

 
 ساعت 72در غلظت های مختلف پس از  HSV-1مقایسه تیمارهای مختلف عصاره لعل کوهستان با ویروس  .7شماره  نمودار
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 گروه 6 مقایسه جهت نوواآ آنالیز :آماری نتیجه آنالیز
 ساعت 23 از پس ویروس مهار درصد برای غلظت
 درصد میانگین دانکن، تست اساس بر و گرفت صورت

 مهار درصد میانگین با 0555 غلظت در ویروسی مهار
 20/40 ،0/62، 020، 205 های غلظت در ویروسی

 دارای خطا درصد 0 سطح درروگرم در میلی لیتر میک
 .ودب دار معنی تفاوت

 برای ویروس مهار درصد متوسط ایسهقم برای
 نتایج .شد استفاه تکرار اندازه از متفاوت های غلظت
 مرحله سه هر در ویروس مهار درصد متوسط داد نشان

 0 خطای سطح در مرحله سه هر و نیست برابر هم با
 .(P<0.05)است دار معنیدرصد 

)متوسط درصد I متغیر بین همبستگی مقایسه جهت
 استفاده پیرسون همبستگی از غلظت و ویروس( مهار
 غلظت و I مقدار بیننتایج به دست آمده نشان داد . شد

 دار نیـــمع 50/5 طحــس در و دارد ودــوجهمبستگی 
 (.P <0.01)است

اثرات ضد ویروسی عصاره گیاهی لعل کوهستان بر 
بررسی اثر عصاره  2 شماره شکل در :HSV-1 ویروس

 HSV-1های آلوده به   شود. سلول  بر ویروس دیده می

 کوهستان به صورت کاملاً  بدون تیمار با عصاره لعل 
های   سلول (.A2شماره  شوند)شکل   گرد دیده می

سالم بدون تیمار با عصاره و ویروس به صورت تک 
(. B2 شماره وند)شکلـــش  ده میـــلول دیـلایه س
 0555ظت ــخلوط غلـــده با مــش های تیمار  سلول

تان ـــاره لعل کوهســـلی لیتر عصــرم در میـمیکروگ
از  ود را کاملاًــــری خـــریخت ظاه HSV-1و 

تند که ـــکل هســـی شـــدست نداده اند و دوک
اره ــــی عصــــد ویروســـده اثر ضـــان دهنــنش
های   ولـــلــــ( و سC2 مارهـش لــد)شکـــباش  می
های   ت به سلولـــن غلظت نسبده در ایـــمار شـــتی
ا ــــه  تـــلظـــایر غـــده در ســـار شــــمــــتی
الم ـــای سـه  لولـــری به ســـت بیشتــــباهـــش

 دارند.
  

 
 ساعت 72پس از  HSV-1ضد ویروسی عصاره لعل کوهستان بر ویروس  مقایسه اثر .7شماره  شکل

A:  سلول هایVero   پس سیمپلکس نوع یک بدون تیمار با عصاره لعل کوهستانآلوده به ویروس هر  

B:  سلول های سالمVero  بدون تیمار باHSV-1  و عصاره لعل کوهستان 

C:  سلول های Veroشده با مخلوط   تیمارHSV-1  عصاره متانولی لعل کوهستانمیکروگرم در میلی لیتر  1666 و  غلظت 

D: های سلول Vero کوهستان  لعل متانولی عصاره تریل یلیدر م کروگرمیم 1666 تغلظ با شده پیش تیمار 

E: های سلول Vero کوهستان لعل متانولی عصاره تریل یلیدر م کروگرمیم 066 غلظت با شده تیمار پیش 

F: های سلول Vero کوهستان لعل متانولی عصاره تریل یلیدر م کروگرمیم 706 غلظت با شده پیش تیمار 

G :آلوده  های سلولVero کوهستان  لعل متانولی عصاره تریل یلیدر م کروگرمیم 1666 غلظت با تیمارشده 

H: های آلوده سلولVero  کوهستان لعل متانولی عصاره تریل یلیدر م کروگرمیم 066 غلظت با تیمارشده 

I: های آلوده سلول Vero تانکوهس لعل متانولی عصاره تریل یلیدر م کروگرمیم 706 غلظت با تیمارشده 
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 و نتیجه گیریبحث 
های   روسیکی از شایع ترین وی  HSV-1ویروس

در عفونت زا در انسان است و این در حالی است که 
های اخیر مقاومت به داروهای ضد هرپسی مانند   سال

آسیکلوویر در حال افزایش است، از این رو به کار گیری 
های گیاهی که دارای عوارض جانبی کم و   عصاره
نکته . (6)پایین هستند گرایش جهانی یافته استهزینه 

حائز اهمیت در مورد این پژوهش این است که برای 
های لعل   اولین بار اثر ضد ویروسی عصاره متانولی گل

 کوهستان مورد ارزیابی قرار گرفت.
 متانول توسط خیساندن، روش به گیاه گیری  عصاره

 با آلی های  حلال به آب افزودن .شد انجام درصد 85
 این بر بنا و بوده همراه قطبی نسبتاً محیط یک تشکیل

 این در فنولی ترکیبات از بیشتری مقادیر استخراج از
 . (23)گردد  می حاصل اطمینان شرایط
 عنوان به Vero سلولی لایه تک از پژوهش این در
  مطالعات مطابق که چرا شد استفاده میزبان سلول

  Vero های  سلول پاسخ بررسی همکاران، وبورگز 
 سمیت مطالعات جهت تواند می MTT رنگ به نسبت

 در متعددی های  گزارش این بر علاوه و (20)رود کار به
 ویروس تکثیر جهت سلولی رده این از استفاده زمینه

 (.20،26)دارد وجود یک نوع سیمپلکس هرپس
 تعیین و ها  سلول ماندن زنده و رشد بررسی جهت

  جمله از مختلف های  روش ،سلولی سمیت آستانه
 لام از استفاده با زنده های  سلول مستقیم شمارش

 سنجی رنگ های  روش و میکروسکوپ زیر در نئوبار
 یک که مستقیم روش با مقایسه در. است شده معرفی
 وبــمحس اعتماد قابل غیر و دشوار دقیق، غیر روش

 نمک احیای اساس بر سنجی رنگ واکنش شود، می
 که است ادیـــزی ایـــمزای دارای( MTT)ومتترازولی

 و اعتماد قابل حساس، هزینه، کم آسان، به توان  می
 عدم دلیل به چنین هم و کرد اشاره آن بودن پذیر تکرار

 مئنـــمط و نـــایم ایزوتروپ، رادیو مواد از استفاده
  .(25)باشد  می

 زمینه در زیادی مطالعات اخیر های  سال در دچن هر
 است شده انجام مختلف گیاهان ویروسی ضد فعالیت

 ویروسی ضد فعالیت زمینه در ای  مطالعه تاکنون اما
 که حالی در است نگرفته صورت کوهستان لعل گیاه

 ضد و باکتری ضد اثر جمله از گیاه این دارویی اثرات
مختلف گزارش شده  مطالعات توسط محققین در قارچی
  است.

به منظور ارزیابی اثر ضد  مختلف تکنیک چندین
 اثرات بررسی بر، مبتنی که رود می کار ویروسی به

هستند؛ با این  ها  سلول بقای سنجش یا سلولی آسیب
 مورد و یکسان کار روش وجود در این زمینه، نوعی

 طور که ذکر شد؛ همان .ندارد وجود محققان، توافق
 بر assay MTT روش از استفاده با سنجی رنگ

 را زنده های  سلول بقای  تترازولیوم، رنگ احیای اساس
 ویروسی ضد اثر ارزیابی جهت و داده قرار سنجش مورد

 اساس بر. رود  می کار به مختلف های  ویروس برابر در
 از حاصل نتایج مقایسه خصوص در انجام شده مطالعات

 آدنوویروس ایبر MTT assay و پلاک کاهش روش
 تفاوت یک، نوع انسانی سیمپلکس هرپس ویروس و

 این در لذا (25،28)نشد دیده توجهی قابل و دار معنی
 عصاره ویروسی ضد اثر ارزیابی جهتنیز پژوهش 

 هرپس ویروس مهار در کوهستان لعل متانولی
 استفاده MTT assay روش از یک نوع سیمپلکس

 گردید.
 های  غلظت ویروسی ضد مطالعه حاضر، اثر در 

 هرپس ویروس روی کوهستان لعل عصاره مختلف
 ویروس مهار درصد و شد بررسی یک نوع سیمپلکس

 ها  سلول تیمار پیش: از بودند عبارت که مرحله سه در
 ها  سلول تیمار ویروس، با نمودن آلوده از قبل عصاره با
 ها  سلول تیمار ویروس، با نمودن آلوده از قبل عصاره با
 ویروس، با ها  سلول نمودن آلوده از پس عصاره با

 موثرترین که نشان داد پژوهش این نتایج. تعیین شد
 با ویروس که تـــاس گامیـــهن ارهــعص اثر زمان

 از قبل ساعت 2 مدت به عصاره مختلف های  غلظت
 تاثیرگردد.  گذاری  خانه گرم ها،  سلول نمودن آلوده
 کمی متانولی عصاره اب Vero های  سلول تیمار پیش
 لعل عصاره با روســـوی مارــتی مرحله از، تر پایین

 تاثیر بیانگر احتمالاً نتیجه این و ه استبود کوهستان
 سطحویروس در  های  گیرنده تغییر و سلول بر عصاره
 های  گیرنده پوشاندن با که صورتی به باشد؛ می سلول
کاهش  هقادر ب ها  آن ساختار تغییر یا و سلول سطح
البته  گردیده است. سلول سطح به ویروس اتصال میزان
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 نیازمند ،مرحله این دقیق مکانیسمبرای مشخص شدن 
 کمترین .باشد  می زمینه این در بیشتر های  پژوهش

 .ه استبود سلول به ویروس جذب از پس ،عصاره تاثیر
 سال و همکاران در لایتوسط  که ای  مطالعه در
 از حاکی ها   یافته شد انجام وانتای کشور در و 2502

 ضد فعالیت دو هر کارواکرول، و تیمول که بود این
 هرپس روســــوی و تندـــداش توجهی قابل ویروسی

 95 تقریباً ساعت یک مدت در را یک نوع سیمپلکس
 ها،  آن گزارش با مطابق. کردند  می فعال غیر درصد

 بین یممستق واکنش از ناشی احتمالاً مهاری اثر این
  ها  آن پژوهش در چنین هم. بود ویروس و ترکیبات
 میکروسکوپ توسط ترکیبات این عمل مکانیسم بررسی

 بر مستقیم اثر و گرفت قرار بررسی مورد الکترونی
 بالایی درصد که داد نشان نتایج. کرد آشکار را ویریون

 کارواکرول و تیمول ترکیبات با که ویروسی ذرات از
 ای  نخورده دست و سالم پوشش ندبود نشده تیمار

 بعد ها  ویریون از توجهی قابل بخش مقابل در و داشتند
 گرفته قرار یبــآس وردــم باتــترکی این با تیمار از

 (.26)بودند
 و همکاران، یلابه نتایج یافته های مطالعه  توجه با

 اصلی ترکیبات از کارواکرول و تیمول از آن جایی که
 تاثیر بتوان شاید شوند  می محسوب کوهستان لعل گیاه

 به را ویروس بر کوهستان لعل متانولی عصاره مستقیم
 تخریب موجب که داد نسبت آن در موجود موثره مواد

 ورود مانع ترتیب بدین و شده ویروس این پوشش
در زیر جزئیات بیشتری از . شود می سلول به ویروس

  .ه است کارهای محققان دیگر در این  راستا آورده شد
، 2505 سال در همکاران و آستانی مطالعه در
 و اکالیپتوس سبز، چای آویشن، گیاهان های  اسانس

 از ها  آن دهنده تشکیل اصلی های  ترکیب چنین هم
 هرپس برابر در گاماترپنین، پاراسیمن تیمول، جمله

 بود این بیانگر نتایج شدند بررسی یک نوع سیمپلکس
 درصد 85 بالای تقریباً مطالعه مورد های  مونوترپن که

 مطالعه به دنبال آن در . کنند مهار را ویروس توانستند
 افزودن که شد آشکار ویروسی ضد عمل مکانیسم
 هم و میزبان های  سلول با عفونت از قبل ها  مونوترپن

 را متوسطی اثر ها  سلول به ویروس جذب از پس چنین
 -ترکیب دو هر که حالی در داد نشان ویروسی مهار در

 مستقیم طور به -مطالعه مورد های اسانس و مونوترپن
 بالایی اثر ویروسی آزاد های  ویریون کردن فعال غیر در

 در هیدروکربنی های  مونوترپن چنین هم و دادند نشان
 مهار در بهتری نسبتاً اثر الکلی های  مونوترپن با مقایسه
 .(29)داشتند ویروس

 در و همکاران و رهانوا پژوهش دیگری توسط
 ضد خاصیت آن در که صورت گرفت ترکیه کشور

 و نعناعیان خانواده گیاهان های  اسانس ویروسی
 لتشکی اصلی ترکیبات از بسیاری چنین هم و چتریان
 گاماترپنین و کارواکرول تیمول، جمله از ها  آن دهنده

  روش به یک نوع سیمپلکس هرپس برابر در
TCID50 نتایج اساس بر. گرفتند قرار ارزیابی مورد 

 اثر ترپنین -گاما و کارواکرول تیمول، های  ترکیب آنان،
 آسیکلوویر مثبت کنترل به نسبت بهتری ویروسی ضد

 سمیت دارای ترکیب سه ره چنین هم. دادند نشان
 با مقایسه در و بودند Vero های  سلول روی یکسان
 یکسانی یا و کمتر سمیت آسیکلوویر، مثبت کنترل
 .(45)داشتند

های اخیر مطالعات متعددی در ارتباط با   در سال
خواص ضد ویروسی گیاهان دارویی مختلف در ایران  

راحل ها اثر عصاره بر م  صورت گرفته است که در آن
مختلف تکثیر ویروس هرپس سیمپلکس نوع یک مورد 
ارزیابی قرار گرفته است. در زیر به نتایج برخی از این 

 مطالعات اشاره می شود:
 روی همکاران و قناد صبوری که ای  مطالعه در

 گیاه های   ریشه متانولی عصاره هرپسی ضد خاصیت
 احلمر در عصاره افزودن نتایج دادند انجام بیان شیرین
  مستقیم تیمار عصاره، با ها  سلول تیمار پیش)مختلف
 از پس عصاره با ها  سلول تیمار و عصاره با ویروس

 پیش که داد نشان( ویروس با ها  سلول نمودن آلوده
 به بیان شیرین متانولی عصاره با ها  ویروس تیمار

 عصاره با ها  سلول تیمار پیش نیز و لگاریتم دو میزان
 یک میزان به ویروس با ها  آن نمودن هآلود از قبل

 در را HSV-1 روســـوی  TCID50 زانــمی لگاریتم،
 این های یافته با که داد کاهش کنترل، با مقایسه
 در(. 25)دارد مطابقت مراحل تاثیر زمینه در پژوهش
 و آبی عصاره ویروسی ضد اثرات نتایج دیگر پژوهشی

 ویروسی دض اثرات داد نشان HSV-1 بر سیر الکلی
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 اتصال ردنــک وکــبل طریق از احتمالاً عصاره این
 بوده ویروس جذب عمل در مداخله یا سلول به ویروس

 این با حاضر مطالعه در مختلف مراحل تاثیر نتایج. است
 . (28داشت) خوانی هم نیز پژوهش
 مرزنجوش گیاهی عصاره ویروسی ضد اثر نتایج در

 گردید مشاهده وسویر این تکثیر و همانندسازی روی
 توسط ویروس جذب از پس عصاره اثر بیشترین که

 با که تــاس بوده مستقیم رــغی اثر مرحله در و سلول
 دیگر پژوهشی در. (29ندارد) مطابقت های حاضر   یافته

 اثر شد امـــکاران انجـــمی و همــکری طــتوس که
 تکثیر بر اکالیپتوس هیدروالکلی عصاره کنندگی ممانعت

 و اتصال از جلوگیری مرحله دو در HSV-1 یروسو
 داد نشان آنان نتایج و شد ارزیابی اتصال از بعد تکثیر

 به ویروس اتصال از بعد عصاره زمان ترین موثر که
 مطالعه با نیز پژوهش این های  یافته که بود سلول
 که دیگری مطالعه در. (45نداشت) خوانی هم حاضر
 نتایج دادند انجام «مورد» گیاه روی همکاران و مرادی
 توجهی قابل ویروسی ضد اثر گیاه این که داد نشان
 جذب از پس آن اثر زمان ترین مناسب احتمالاً و دارد

 این. (45است) بوده اــــه  لولــس طـــتوس روســوی
های مذکور با پژوهش  یی که نتایج پژوهشها  اوتــتف

 عصاره نوع در تفاوت دلیل به احتمالاً حاضر نشان دادند
 .استبوده  ها عصاره این در موجود موثر ترکیبات نوع و

 میزان بین مستقیمی ارتباط شواهد، اساس بر
 وجود گیاهان ویروسی ضد خاصیت و فنولی ترکیبات

 متوسط ویروسی ضد تاثیر توان می بدین جهت دارد
 کوهستان لعل گیاه شده خشک پودر میزان به را عصاره

داد و یا  آمد، نسبت عمل به یریگ عصاره آن از که
  شرایط اکولوژیکی را در این امر دخیل دانست.

 بومی دارویی گیاهان جمله از کوهستان لعل گیاه
  ورــحض بـــسب به دــــرس  می نظر به که بوده ایران

 فنیل و اسانس شامل مهم ثانویه های  متابولیت
. باشد درمانی گیاهی و خواص دارای پروپانوئیدها

 ضد اثر گردید بررسی پژوهش این در که ای  عصاره
 چه هر که جایی آن داشت. از متوسطی ویروسی
CC50 و باشد بالایی میزان دارو یک IC50 آن 

ها   درصد سلول 05که مانع مرگ  دارو)غلظتی از 
 به باشد، را دارا پایینی میزان شود(  توسط ویروس می

  ظرــن د؛ بهآی می ابـــحس به دارویی کاندید عنوان
 موثره مواد و کوهستان لعل متانولی عصاره رسد  می

 این قابلیت ویژگی، این داشتن دلیل به آن، در موجود
 به باید البته. ستا دارا را باشد مناسب دارویی کاندید که
 رشد بر موثر عوامل جمله از که کرد اشاره نیز نکته این

 آب معطر، و دارویی گیاهان موثره مواد تولید نمو، و
 گیاهان کیفیت بر سایرعوامل از بیشتر آن کمبود و است

 این که این رغم علی و( 45)گذارد  می اثر دارویی
 بحران دچار ما کشور که شده انجام سالی در پژوهش

ه ب آزمایش این در مطلوبی نسبتاً نتایج بوده، آبی کم
طور که ذکر شد برای مشخص  اما همان .دست آمد

ها و  نیاز به پژوهش ت دارویی این گیاه،شدن تمام اثرا
 .آزمایشات بیشتری است

 سپاسگزاری
بدین وسیله از جناب آقای دکتر محسن آسوری  

رئیس محترم پژوهشکده شمال کشور انستیتوپاستور 
جهت اصغر احمدی   جناب آقای دکتر علی و نیز ایران

فراهم آوردن امکانات لازم برای انجام این تحقیق و 
از مسئولان محترم مرکز تحقیقات کشاورزی  چنین هم

 و منابع طبیعی استان بوشهر جهت شناسایی گیاه مذکور
و سر کار خانم دکتر اکرم آستانی عضو محترم هیات 

کار برده ه علمی دانشگاه علوم پزشکی یزد که ویروس ب
صورت هدیه ارسال نمودند، ه شده در این تحقیق را ب

 گردد.  صمیمانه تشکر می
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Abstract  
Introduction: Herpes simplex virus type 1 

(HSV-1) is an enveloped DNA virus in the 

Herpesviridae family which causes various 

infections globally. Acyclovir (ACV) is a 

choice treatment, and the widespread usage 

of ACV has lead to the emergence of HSV 

strains resistant to ACV. Therefore, the 

discovery of novel anti-HSV drugs deserves 

great effort. Oliveria decumbens is a 

traditional medicinal plant used in Iran for 

many purposes, particularly for 

gastrointestinal disorders and analgesia. 

There is no report about antiviral effects of 

this plant; so, this report was the first study 

to evaluate antiviral effects of Oliveria 

decumbens. The aim of this study was to 

investigate the in vitro antiviral activity of 

Oliveria decumbens flowers methanolic 

extract against HSV-1. 

 

Materials & Methods: In this laboratorial 

study, methanolic extract of the dried 

powder was obtained through maceration 

method. Then, the solvent was removed by 

rotary evaporator. The cytotoxicity and 

antiviral activity were evaluated by MTT 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide] assay in Vero 

cell line and at different incubation times. 

Cell cultures were treated with the extract 

before, during, and after infection to study 

its antiviral activity.   

 

Findings: The cytotoxicity results revealed 

that cytotoxic concentration of the extract 

which reduced viable cells number by 50% 

(CC50) was above the range of 1500µg/ml. 

The findings also indicated that the plant 

extract had the most antiviral activity when 

it was mixed with the virus, and this 

mixture was used to infect the cells where it 

reached a high antiviral activity of 

43.75percent. 

 

Discussion & Conclusion: As 

demonsterated by our gains, the tested 

methanolic extract displayed a moderate 

antiviral activity against herpes simplex 

virus-1. 

 

Keywords: antiviral activity, herpes simplex 

virus type 1 ,vero cell line, Oliveria 

decumbens 
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