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Introduction: Excessive accumulation of beta-amyliod peptide, the major component of senile 

plaques in Alzheimer disease (AD), causes neuronal death through induction of oxidative stress. 

The medicinal plants from the Lamiaceae family contain the antioxidant activity. Moreover, 

neuroprotective properties of other species of this family have been reported. Materials and 

Methods: Aerial parts of the plants were extracted with ethanol and water using maceration 

method. Antioxidant activity of the extract was evaluated by 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

radical scavenging. PC12 cells were incubated with different concentrations of the extract in 

culture medium 1h prior to incubation with amyloid beta peptide. Cell toxicity and biomarkers of 

oxidative stress were assessed 24h after addition of amyloid beta peptide by MTT assay. Results: 

Butylated hydroxytoluene (BHT) at concentrations of 0.01, 0.1, and 1 µg/ml  had higher anti-

radical activity than Dracocephalum moldavica extract. However, at higher concentrations, plant 

extract showed a higher anti-radical activity than BHT. The plant extract at the concentration range 

of 0.01-100 µg/ml did not show any toxic effect on PC12 cells. The plant extract at concentrations 

of 1, 10, and 100 µg/ml protected cells against beta amyloid toxicity and at concentration of 

10 µg/ml was able to prevent biomarkers changes of oxidative stress induced by beta amyloid. 

Conclusion: The extract of Dracocephalum moldavica prevents the toxicity of amyloid beta 

peptide by inhibiting the oxidative stress pathways and may useful in the treatment of AD.
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سنجش اثرات آنتي اكسیدانی و محافظتی گیاه بادرشبو )Dracocephalum moldavica( بر سمیت القاء 
PC12 شده توسط پپتید بتا آمیلوئید در سلول های
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ه چــــــــكيد

كلید واژه ها:
1. بيماری آلزایمر 

2. پپتيدهاي بتا آميلوئيد 
3. استرس اکسيداتيو 

PC12 4. سلول های

از طریق  آلزایمر،  بيماری  پيری در  اصلی پلاک های  آميلوئيد، جزء  بتا  پپتيد  بيش ازحد  تجمع  مقدمه: 
فعاليت  داراي  نعناعيان  از خانواده  دارویی  نوروني مي گردد. گياهان  باعث مرگ  اکسيداتيو  استرس  القای 
آنتی اکسيدانی مي باشند. به علاوه ویژگي هاي حفاظت عصبي گونه هاي دیگر این خانواده گزارش شده است. 
مواد و روش ها: قسمت هاي هوایی گياهان با اتانول و آب با استفاده از روش ماسراسيون، عصاره گيري 
شدند. فعاليت آنتي اکسيدانی عصاره توسط مهار رادیكال 2،2-دی فنيل-1-پيكریل هيدرازیل ارزیابي گردید. 
سلول های PC12، با غلظت های مختلف عصاره در محيط کشت یک ساعت قبل از انكوباسيون با پپتيد بتا 
از افزودن  انكوبه شدند. سميت سلولی و نشانگرهاي زیستي استرس اکسيداتيو 24 ساعت پس  آميلوئيد 
پپتيد بتا آميلوئيد توسط سنجش MTT مورد ارزیابی قرار گرفتند. یافته ها: BHT در سه غلظت 0/01، 
0/1 و 1 ميكروگرم بر ميلی ليتر فعاليت ضد رادیكالی بالاتری نسبت به عصارۀ بادرشبو داشت. اگرچه در 
غلظت های بالاتر، عصارۀ گياه یک فعاليت ضد رادیكالی بالاتری را نسبت به BHT نشان داد. عصارۀ گياه 
در محدودۀ غلظت  100-01/ 0 ميكروگرم بر ميلی ليتر هيچ اثر سمی اي را بر روی سلول های PC12 نشان 
نداد. عصارۀ گياه در غلظت های 1، 10 و 100 ميكروگرم بر ميلی ليتر سلول ها را در برابر سميت بتا آميلوئيد 
محافظت نمودند و در غلظت 10 ميكروگرم بر ميلی ليتر توانست از تغييرات نشانگرهاي زیستي استرس 
از سميت  بادرشبو  گياه  نتیجه گیری: عصارۀ  نماید.  آميلوئيد جلوگيري  بتا  توسط  القاء شده  اکسيداتيو 
پپتيد بتا آميلوئيد از طریق مهار مسيرهای استرس اکسيداتيو جلوگيري مي کند و شاید در درمان بيماری 

آلزایمر مفيد باشد.
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مقدمه
بيماری آلزایمر1 یک بيماری تخریب کنندۀ2 عصبی است که با 
پيشرفت از دست دادن حافظه و عملكردهای شناختی مشخص 
می شود )1(. این بيماری شامل تشكيل پلاک های پيری متشكل 
از  متشكل  نوروفيبریلار4  کلاف های  و  آميلوئيد3  بتا  پپتيد  از 
این  اصلی  مشخصۀ  می باشد.  تاو5  فسفریله  هيپر  پروتئين های 

بيماری توليد و متابوليسم پپتيد بتا آميلوئيد است )2(. 
به  آميلوئيد  بتا  پپتيد  اضافه کردن  نشان می دهد که  مطالعات 
استرس  می  گردد.  آن ها  مرگ  باعث  عصبی  سلول های  کشت 
آلزایمر  بيماری  پيشبرد  در  مهمی  بسيار  نقش  اکسيداتيو6 
دارد. شواهد گسترده ای پيشنهاد می کنند که آسيب اکسایشی 
به واسطۀ گونه های فعال اکسيژن )ROS(7 ایجاد می شود و این 
رادیكال ها با ليپيدها، پروتئين ها، DNA و RNA واکنش داده و 
باعث آسيب جدی به سلول می گردند )4 ،3(؛ بنابراین سميت 
پپتيد بتا آميلوئيد حداقل در قسمت هایی به واسطۀ رادیكال های 
آزاد ایجاد می شود )5(. از این رو تلاش های درمانی که به حذف 
می کند،  کمک  آن ها  توليد  از  جلوگيری  یا  آزاد  رادیكال های 
می تواند در درمان بيماری آلزایمر مفيد باشد )6(. لذا ترکيبات 
سميت  درمان  در  درمانی  راهكار  یک  به عنوان  آنتي اکسيدان 
نتایج  بهبود  و  آميلوئيد  بتا  پپتيد  به وسيلۀ  شده  القاء  عصبی 

عصبی در بيماری آلزایمر معرفی شده است )8 ،7(.
گياه بادرشبو با نام علمی Dracocephalum moldavica، از تيرۀ 
نعناعيان8 است. بادرشبو گياهی علفی و بومی آسيای مرکزی و 
اهلی شده در مرکز و شرق اروپا است. جنس بادرشبو در دنيا 45 
گونۀ علفی و درختچه ای و در ایران 8 گونۀ گياه علفی یكساله و 
چندساله معطر دارد که برخی از گونه ها انحصاری ایران هستند 
)9(. هدف از این مطالعه بررسی خواص آنتي اکسيدانی و اثرات 
حفاظتی عصارۀ گياه بادرشبو بر استرس اکسایشی ایجاد شده 

توسط پپتيد بتا آميلوئيد در سلول های PC12 می باشد.
مواد و روش ها

گروه های آزمايشی
گروه های مورد مطالعه در این تحقيق شامل موارد زیر می باشند:

در  یافته  رشد   PC12 سلول های  گروه  این  در  كنترل:  گروه 
بتا  پپتيد  و  بادرشبو  گياه  عصارۀ  تأثير  تحت  کشت  محيط 

آميلوئيد قرار نگرفتند.
گروه بتا آمیلوئید: در این گروه سلول های PC12 رشد یافته 
در محيط کشت فقط تحت تأثير پپتيد بتا آميلوئيد قرار گرفتند.

 PC12 سلول های  گروه  این  در  عصاره:  با  شده  تیمار  گروه 
رشد یافته در محيط کشت فقط تحت تأثير عصارۀ گياه بادرشبو 

قرار گرفتند.

گروه تیمار شده با عصاره و پپتید بتا آمیلوئید: در این گروه 
سلول های PC12 که از قبل پپتيد بتا آميلوئيد دریافت کرده بودند، 
تحت تأثير عصارۀ گياه بادرشبو با غلظت هاي مختلف قرار گرفتند.

روش عصاره گیری از گیاه
در این مطالعه گياه بادرشبو از منطقۀ کاشمر در استان خراسان 
رضوی جمع آوری گردید و جنس و گونۀ آن توسط کارشناسان 
مرکز جهاد کشاورزی استان تأیيد گردید. عصارۀ برگ های این 
گياه با روش ماسراسيون9 با استفاده از حلال اتانول:آب به نسبت 
80:20 و نسبت گياه به حلال 1:10 به مدت چهار روز تهيه شد. 
بعد از گذشت 24 ساعت مخلوط حلال و عصاره صاف شد و حلال 
جدید به تفالۀ گياه اضافه گردید. سپس عصاره های به دست  آمده 
با دستگاه تقطير در خلاء )Germanyم ,Model: RV-10, IK( در 
دمای کمتر از 40 درجۀ سانتی گراد تا حد خشک شدن تغليظ 

شدند )11 ،10(.
غلظت های تهیه شده از عصاره

 100 و   10  ،1  ،0/1  ،0/01 غلظت های  آزمایش ها،  کليۀ  برای 
ميكروگرم بر ميلی ليتر از عصارۀ گياه تهيه گردید.

ارزيابی فعالیت آنتی اكسیدانی
 ،0/01( مختلف  غلظت های  با  محلول هایی  منظور  این  برای 
نيز  و  از عصاره ها  ميلی ليتر(  بر  ميكروگرم  و 100   10 ،1 ،0/1
آماده شد. یک  آنتی اکسيدان سنتزی 10BHT در حلال متانول 
ميلی ليتر از محلول متانولی 11DPPH )با غلظت 0/1 ميلی مولار( 
به 3 ميلی ليتر از عصاره افزوده شد. لوله های آزمایش به مدت 30 
دقيقه در محل تاریک قرار گرفتند. بعد از این مدت، جذب نوری 
محلول در طول موج 517 نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر12 
مهار  درصد  شد.  خوانده   )Model:م  9900CECILL, England(

رادیكال آزاد DPPH طبق فرمول زیر محاسبه گردید )12-15(.

I%= )A blank-A sample/A sample( ×100
ميزان جذب  ترتيب  به   A sample و   A blank فرمول  این  در 
 I نوری کنترل منفی )فاقد عصاره( و عصاره را بيان می کنند و

درصد مهار رادیكال های آزاد DPPH را نشان می دهد.
كشت سلول

سلول های PC12 که از انستيتو پاستور ایران خریداری شدند، 
در محيط کشت 13RPMI حاوی 10 درصد سرم جنين گاوی 
)FBS(14، 100 واحد بين الملل پنی سيلين15 و 100 ميلی گرم 
در ميلی ليتر استرپتومایسين16 در فلاسک استریل کشت سلول 
از شرکت سيگما خریداری  پوشيده شده17 با 18PDL که تماماً 
گردیده بودند، تحت دمای 37 درجۀ سانتی گراد و فشار 5 درصد 

CO2 کشت داده شدند )9(.

1 Alzheimer disease
2 Degenerative
3 Beta-amyloid peptide
4 Neurofibrillary tangles
5 Hyper phosphorylated tau
6 Oxidative stress
7 Reactive oxygen species (ROS)
8 Lamiaceae
9 Maceration

10 Butylated hydroxytoluene
11 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
12 Spectrophotometer
13 Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
14 Fetal bovine serum (FBS)
15 Penicillin
16 Streptomycin
17 Coated
18 Poly-D-lysine (PDL)
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PC12 بررسی اثر عصاره بر بقاء سلول های
محدودۀ  در   PC12 سلول های  بقاء  بر  عصاره  اثر  بررسی  جهت 
با غلظت cell/well 104 در 6 چاهک  انتخابی، سلول ها  غلظتی 
پليت 96 خانۀ پوشيده شده با PDL کشت داده شدند و بعد از 24 
ساعت، محيط کشت سلول ها با محيط حاوی عصاره در غلظت های 
0/01، 0/1، 1، 10 و 100 ميكروگرم بر ميلی ليتر )در 5 چاهک 
پليت( تعویض شدند و به مدت 24 ساعت دیگر با محيط حاوی 
عصاره انكوبه شدند. یک چاهک پليت فاقد عصاره بود که به عنوان 
کنترل در نظر گرفته شد. غلظت های مورد نظر از استوک 2000 
ميكروگرم بر ميلی ليتر عصارۀ حل شده در بافر 19PBS تهيه شدند. 
بعد از اتمام زمان انكوباسيون، به هر چاهک پليت 10 ميكروليتر 
م )Applichem, Germany( حل شده 

20MTT از محلول استوک
در محيط 21DMEM م)Sigma( اضافه گردید، به طوری که غلظت 
نهایی MTT در محيط کشت 5 ميلي گرم بر ميلي ليتر بود. سپس 
پليت به مدت 4 ساعت در انكوباتور با دمای 37 درجۀ سانتی گراد 
انكوبه شد )16(. بعد از اتمام زمان انكوباسيون، محيط رویی هر 
بلورهای  کردن  حل  به منظور  و  گردید  خارج  به آرامی  چاهک 
 23DMSO فورمازان22 توليد شده، به هر چاهک 100 ميكروليتر
اضافه گردید و بعد از حل شدن کامل بلورهای فورمازان، جذب 
 Model: Elx800,( ELISA Readerم  دستگاه  توسط  نوری 
BioTek, USA( در طول موج 570 نانومتر خوانده شد. سپس 
با استفاده از معادلۀ رگرسيون به دست آمده از منحنی استاندارد، 

درصد بقای سلول های تيمار شده محاسبه گردید )17(.
توسط  شده  القاء  سمیت  بر  عصاره  حفاظتی  اثر  بررسی 

پپتید بتا آمیلوئید
در این آزمایش سلول ها با غلظت cell/wellم104 در 7 چاهک 
پليت 96 خانۀ پوشيده شده با PDL کشت داده شدند. بعد از 
24 ساعت پپتيد بتا آميلوئيد )Sigma( با غلظت 20 ميكرومول 
اضافه گردید. یک چاهک  پليت  به محيط کشت در 6 چاهک 
پليت فاقد پپتيد بتا آميلوئيد و عصاره بود که به عنوان کنترل در 
نظر گرفته شد. محلول استوک پپتيد بتا آميلوئيد قبل از اضافه 
شدن به محيط به مدت سه روز در دمای 37 درجۀ سانتي گراد 

انكوبه شد تا فرم تجمع یافتۀ آن تشكيل شود. 
در گروه تيمار شده با عصاره و پپتيد بتا آميلوئيد، سلول ها یک 
ساعت قبل از اضافه کردن بتا آميلوئيد، با عصاره در غلظت های 
0/01، 0/1، 1، 10 و 100 ميكروگرم بر ميلی ليتر در 5 چاهک 
پليت انكوبه شدند. یک چاهک پليت فاقد عصاره بود و سلول ها 
چاهک  این  و  گرفتند  قرار  آميلوئيد  بتا  پپتيد  معرض  در  فقط 
به عنوان گروه بتا آميلوئيد در نظر گرفته شد. ميزان بقاء سلولی 
24 ساعت بعد از افزودن پپتيد بتا آميلوئيد به وسيلۀ اندازه گيری 

فورمازان توليد شده از احيای MTT مورد ارزیابی قرار گرفت )18(.

اندازه گیری میزان مالون دی آلدئید

تيوباربيتوریک  آزمون  طریق  از   24)MDA( آلدئيد  دی  مالون 
آزمایش  این  در   .)19،  20( شد  اندازه گيری   25)TBA( اسيد 
چاهک   4 به  cell/wellم104  غلظت  با  سلولی  سوسپانسيون 
پليت 96 خانه پوشيده شده به وسيلۀ PDL انتقال داده شد. بعد 
از 24 ساعت انكوباسيون در شرایط کشت ذکر شده، به یكی از 
چاهک ها عصارۀ گياهی با غلظت 10 ميكروگرم بر ميلی ليتر به 

محيط اضافه شد. 

با غلظت 20 ميكرومول به همان  بتا آميلوئيد  یک ساعت بعد، 
محيط اضافه گردید. علاوه بر این چاهک، در این آزمایش یک 
بتا  گروه  به عنوان  چاهک  یک  کنترل،  به عنوان  پليت  چاهک 
با غلظت  تنها،  با عصارۀ  نيز تيمار شده  آميلوئيد و یک چاهک 
10 ميكروگرم بر ميلی ليتر در نظر گرفته شد. پس از 24 ساعت، 
برای جدا کردن سلول ها  با PBS شستشو داده شدند.  سلول ها 
گردید.  استفاده   26EDTA مولار  ميكرو  محلول 10  از  پليت،  از 
شدند.  سونيكه  ولت   40 در  ثانيه   20 مدت  به  سلول ها  سپس 
برای تعيين مقدار  از محلول یكنواخت27 سلولی  10 ميكروليتر 

پروتئين به روش برادفورد28 برداشته شد )21(. 

ميكروليتر  سلولی 200  یكنواخت  محلول  از  ميكروليتر  به 10 
درصد   0/0925 )حاوی  اسيد  تيوباربيتوریک  واکنشگر 
تيوباربيتوریک اسيد و 3/75 درصد تری کلرواستيک اسيد29(-

)Merck( اضافه گردید و به مدت 60 دقيقه در دمای 90 درجۀ 
ایجاد   MDA-TBA بين  پيوند  تا  داده شد  سانتی گراد حرارت 
شود. سپس نمونه ها روی یخ قرار داده شدند تا واکنش خاتمه 
محلول  جذب  شدت  نمونه ها،  نمودن  سانتریفيوژ  از  بعد  یابد. 
 ELISA Reader دستگاه  با  نانومتر   540 موج  طول  در  رویی 

اندازه گيری شد )23 ،22(.
پروپان  متوکسی  تترا  مادۀ  از  استاندارد  منحنی  رسم  برای 
ميزان  استفاده شد.  استاندارد  مادۀ  به عنوان   )Sigma(-30)TMP(
مالون دی آلدئيد توليد شده بر حسب نانومول در ميلی گرم پروتئين 

گزارش شد.

اندازه گیری فعالیت آنزيم گلوتاتیون پراكسیداز

و  اسپكتروفتومتری  روش  به  پراکسيداز31،  گلوتاتيون  فعاليت 
 Randox Laboratories Ltd, Crumlin, کيت  از  استفاده  با 
ميزان  اندازه گيری  اساس  بر  کيت  این  شد.  اندازه گيری   UK
ردوکتاز  گلوتاتيون  آنزیم  توسط  شده  مصرف   32NADPH
)GR(33 می باشد. سلول ها با غلظت cell/well 104 به 4 چاهک 

19 Phosphate buffered saline
20 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 
Bromide (MTT)
21 Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM)
22 Formazan
23 Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
24 Malondialdehyde
25 Thiobarbituric acid

26 Ethylenediaminetetraacetic acid
27 Homogenate
28 Bradford
29 Trichloroacetic acid
30 1,1,3,3-Tetraethoxypropane (TMP)
31 Glutathione peroxidase
32 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
33 Glutathione reductase
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پليت 96 خانۀ پوشيده شده به وسيلۀ PDL انتقال داده شدند و 
مشابه روش توضيح داده شده برای اندازه گيری ميزان مالون دی 
آلدئيد، با بتا آميلوئيد و عصاره انكوبه شدند. بعد از انكوباسيون، 
در  و  شده  جدا  پليت  از   )Merck( تریپسين34  توسط  سلول ها 
300 ميكروليتر بافر PBS حاوی 1 درصد تریتون X 100 منتقل 
شدند و محلول یكنواخت سلولی بعد از یک دوره فریز و ذوب 
نمودن سلول ها به مدت 10 دقيقه سانتریفيوژ شد و از محلول 
رویی برای سنجش فعاليت آنزیم استفاده گردید و کاهش جذب 
  ELISA Reader دستگاه  با  نانومتر   340 موج  طول  در  نوری 

اندازه گيری شد )25 ،24(.
اندازه گیری مولکول های واكنش دهندۀ مشتق از اكسیژن

تجمع درون سلولی مولكول های واکنش دهندۀ مشتق از اکسيژن 
استات35  دی  فلوروسين  کلرو  دی  ا7َ  ا2َ،  روش  از  استفاده  با 
اندازه گيری شد. بعد از سپری شدن زمان انكوباسيون سلول ها 
بتا  پپتيد  و  با عصاره  تيمار شده  )گروه  و عصاره  بتاآميلوئيد  با 
بافر  از پليت جدا شده، به  آميلوئيد(، سلول ها توسط تریپسين 
PBS حاوی گلوکز 5/6 ميلی مولار و ا2َ، اا7َ دی کلرو فلورسين 
منتقل  مولار  ميكرو  نهایی 10  غلظت  با   )Merck( استات  دی 
شدند و به مدت 45 دقيقه در این شرایط انكوبه شدند. سپس 
ميلی ليتر   1 در  سلولی  رسوب  و  شده  سانتریفيوژ  نمونه ها 
دستگاه  از  استفاده  با  فلورسنت  شدند. شدت  معلق   PBS بافر 
 485 تحریكی  موج  طول  در   )BD, USA( فلوسایتومتری36 

نانومتر و طول موج نشری 520 نانومتر اندازه گيری شد )26(.
بررسی های آماری

تمامی آزمایش ها به صورت سه بار تكرار انجام و نتایج به صورت درصد 
کنترل بيان شده است. تجزیه و تحليل داده ها و رسم نمودارها با 
استفاده از نرم افزار آماری Graph Pad Prism 6 صورت گرفت. برای 
One- مقایسۀ ميانگين های گروه های مورد مطالعه از آزمون آماری
way ANOVA و تست تعقيبي Newman-Keuls استفاده شد.

يافته ها
 DPPH قدرت مهاركنندگی راديکال

حضور  در  را   DPPH محلول  جذب  کاهش  ميزان   1 نمودار 
غلظت های مختلف عصارۀ گياه بادرشبو و آنتي اکسيدان سنتزی 
BHT نشان می دهد. در سه غلظت 0/01، 0/1، 1 ميكرو گرم بر 
ميلی ليتر آنتي اکسيدان سنتزی BHT فعاليت ضد رادیكالی بالاتری 
بالاتر،  غلظت های  در  اما  داشت  بادرشبو  گياه  عصارۀ  به  نسبت 
عصاره فعاليت ضد رادیكالی بالاتری نسبت به BHT نشان داد.

PC12 اثر عصاره بر بقاء سلول های

نتایج بررسی ميزان بقای سلول ها بعد از 24 ساعت انكوباسيون 
آماری  بررسی  است.  شده  داده  نشان   2 نمودار  در  عصاره،  با 
نشان داد که هيچ یک از غلظت های 0/01، 0/1، 1، 10 و 100 
ميكروگرم بر ميلی ليتر از عصاره، اثر سمی معني داری بر روی 

سلول ها نداشتند.
سمیت  بر  بادرشبو  گیاه  عصارۀ  حفاظتی  اثرات  بررسی 

PC12 سلولی ناشی از پپتید بتا آمیلوئید در سلول های
که  گروهی  در  است،  نمودار 3 مشخص شده  در  که  همان طور 
)گروه  بودند  قرار گرفته  آميلوئيد  بتا  پپتيد  تأثير  سلول ها تحت 
به ميزان معني داري نسبت به گروه  بقاء سلول ها  بتا آميلوئيد(، 
کنترل کاهش یافت )0/001م<P(. افزودن عصارۀ گياه بادرشبو )در 
بازۀ غلظتی 100-0/01 ميكروگرم بر ميلی ليتر(، یک ساعت قبل 
از اضافه کردن بتا آميلوئيد به صورت وابسته به دوز باعث کاهش 
سميت این پپتيد شد . در غلظت 0/01 ميكروگرم بر ميلی ليتر 
اختلاف  کنترل  گروه  به  نسبت  سلول ها  بقاء  ميزان  عصاره،  از 
بر  ميكروگرم   0/1 غلظت  در   .)P>0/001( داشت  معنی داری 
ميلی ليتر از عصاره نيز ميزان بقاء سلول ها هم نسبت به گروه کنترل 

.)P>0/01( و هم گروه بتاآميلوئيد اختلاف معنی داری داشت

34 Trypsin
35 2’, 7’ dichlorofluorescein diacetate
36 Flow cytometry

.BHT در غلظت های مختلف عصارۀ گياه بادرشبو و آنتی اکسيدان سنتزی DPPH نمودار 1- مقایسۀ ميانگين درصد مهار
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 ميزان بقاء سلول ها در غلظت های 1، 10 و 100 ميكروگرم بر 
به گروه کنترل اختلاف معني داري  از عصاره، نسبت  ميلی ليتر 
بتا آميلوئيد، اختلاف معني دار  اما نسبت به گروه  نشان ندادند 
بود )P>0/001(؛ بنابراین این غلظت های عصاره کاملًا سلول ها 

را در برابر سميت پپتيد بتا آميلوئيد محافظت می نماید.
بررسی تأثیر عصارۀ گیاه بادرشبو بر لیپید پراكسیداسیون 

ناشی از پپتید بتا آمیلوئید
مالون  به دست آمده مشخص شد که ميزان  نتایج  به  با توجه 
)گروه  بود  آميلوئيد  بتا  معرض  در  که  گروهی  در  آلدئيد  دی 
دارد  معني داري  اختلاف  کنترل  گروه  به  نسبت  آميلوئيد(  بتا 
معرض  در  فقط  که  گروهی  به علاوه   .)4 )P>0/001(-)نمودار 
عصاره قرار گرفته بود )گروه تيمار شده با عصاره( از نظر ميزان 
اما  با گروه کنترل تفاوت معنی داری نداشت  مالون دی آلدئيد 
 )P>0/001( بود آميلوئيد اختلاف معني دار  بتا  به گروه  نسبت 

و  نمی شود  ليپيد  پراکسيداسيون  باعث  عصاره  خود  نتيجه  در 
هنگامی که این عصاره به همراه بتا آميلوئيد به کار می رود )گروه 
از  را دارد که  توانایی  این  آميلوئيد(  بتا  و  با عصاره  تيمار شده 

پراکسيداسيون ليپيد به وسيلۀ بتا آميلوئيد جلوگيری نماید.
بررسی فعالیت آنزيم گلوتاتیون پراكسیداز در گروه های 

مورد مطالعه
بر اساس نتایج به  دست  آمده، پپتيد بتا آميلوئيد باعث کاهش 
معنی داری در فعاليت آنزیم گلوتاتيون پراکسيداز در سلول های 
در  به گروه کنترل شد )P>0/001(. درحالی که  نسبت   PC12
عصاره(  با  تيمار شده  )گروه  تنها  عصارۀ  معرض  در  سلول های 
و سلول های انكوبه شده با بتا آميلوئيد به همراه عصاره )گروه 
تيمار شده با عصاره و بتا آميلوئيد( ميزان فعاليت این آنزیم با 
بتا  گروه  به  نسبت  اما  نداشت  معنی داری  تفاوت  کنترل  گروه 
آميلوئيد تفاوت معني دار بود )P>0/001(؛ بنابراین عصارۀ گياه 

نمودار 2- ميزان بقای سلول های PC12 تيمار شده با عصارۀ گياه بادرشبو در غلظت های مختلف.

بتا آميلوئيد و  برابر گروه  بتا آميلوئيد در سلول های PC12. ***0/001م<P و **0/01م<P اختلاف در  بادرشبو بر سميت پپتيد  اثر عصارۀ گياه  نمودار 3- 
++0/01م<P و +++0/001م<P اختلاف در برابر گروه کنترل را نشان می دهد.
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بادرشبو به تنهایی تأثيری در فعاليت آنزیم گلوتاتيون پراکسيداز 
ندارد درحالی که می تواند از کاهش فعاليت گلوتاتيون پراکسيداز 
.)5 )نمودار  نماید  جلوگيری  آميلوئيد  بتا  به وسيلۀ  شده  القاء 

نتايج آزمايش اندازه گیری گونه های فعال اكسیژن

همان طور که در نمودار 6 مشاهده می گردد، پس از 24 ساعت 
مجاورت سلول ها با پپتيد بتا آميلوئيد با غلظت 20 ميكرومول، 
کنترل  گروه  به  نسبت  توجهی  قابل  ميزان  به  فلورسنت  سطح 
با  عصاره  با  سلول ها  قبلی  مواجهۀ   .)P>0/001( یافت  افزایش 
اضافه  از  قبل  ساعت  یک  ميلی ليتر  بر  ميكروگرم   10 غلظت 
القاء  اکسيژن  فعال  گونه های  توليد  آميلوئيد،  بتا  پپتيد  کردن 
کاهش  آميلوئيد  بتا  گروه  به  نسبت  پپتيد  این  به وسيلۀ  شده 
چشمگيري داشت )P>0/001(. در سلول های در معرض عصارۀ 
تفاوت  کنترل  گروه  با  اکسيژن  فعال  گونه های  ميزان  تنها، 
تفاوت  آميلوئيد  بتا  گروه  با  اما   )P=0/89( نداشتند  معني داري 

.)P>0/001( معني دار بود

بحث و نتیجه گیري
گياه      آنتي اکسيدانی  فعاليت  ابتدا  حاضر  مطالعۀ  در 
شد  داده  نشان  و  شد  ارزیابی   Dracocephalum moldavica
عصارۀ  توسط   DPPH آزاد  رادیكال  مهارکنندگی  فعاليت  که 
اثر  غلظت،  افزایش  با  و  می باشد  دوز  به  وابسته  بادرشبو،  گياه 
مهارکنندگی افزایش مي یابد. از این جهت نتایج این تحقيق با 
نتایج ليو37 و همكاران )27(، آلتمن38 و همكاران )28(، شوکلا39  
داشت.  همخوانی   )30( همكاران  و  سان40  و   )29( همكاران  و 
مطالعات قبلی نشان داده اند که عصارۀ این گياه دارای ترکيبات 
با  فلاونوئيدها42  و  اسيد41  سيناميک  هيدروکسی  مانند  قطبی 
اسيدهای فروليک43 و کافئيک44، اسيد رزمارینيک45، لوتئولين46 

و 7-1 گلوکوزید47 می باشد )31 ،9(. 
همچنين پژوهش ها نشان می دهند که فنل های گياهی از قبيل 
می توانند  فنوليک49  اسيدهای  و  فلاونوليگنان ها48  فلاونوئيد ها، 
همچون آنتي اکسيدان مؤثر عمل کنند )32(؛ بنابراین بالا بودن 

نمودار 4- اثر عصارۀ گياه بادرشبو بر پراکسيداسيون ليپيد ناشی از پپتيد بتا آميلوئيد. 
گروه  برابر  در  اختلاف   P>0/001م +++ آميلوئيد،  بتا  گروه  برابر  در  اختلاف   P>0/001م ***

کنترل را نشان می دهد.

نمودار 5- ميزان فعاليت آنزیم گلوتاتيون پراکسيداز در گروه های مورد مطالعه. 
*** 0/001م<P اختلاف در برابر گروه بتا آميلوئيد، +++ 0/001م<P اختلاف در برابر 

گروه کنترل را نشان می دهد.

مطالعه.  مورد  گروه های  در  اندازه گيری شده   )ROS( اکسيژن  فعال  گونه های  مقدار  نمودار 6- 
*** 0/001م<P اختلاف در برابر گروه بتا آميلوئيد و +++ 0/001م<P اختلاف در برابر گروه کنترل 

را نشان می دهد.

37 Liu
38 Alothman
39 Shukla
40 Sun
41 Hydroxycinnamic acid
42 Flavonoids
43 Ferulic acid

44 Caffeic acid
45 Rosmarinic acid
46 Luteolin
47 7-1-glucoside
48 Flavonolignans
49 Phenolic acids
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فعاليت مهارکنندگی رادیكال آزاد DPPH را می توان به محتوای 
غلظت  افزایش  کل  در  داد.  نسبت  عصاره  فلاونوئيدی  و  فنلی 
ترکيبات فنلی به طور مستقيم ميزان توانایی عصاره را در مهار 
ترکيبات  بالاتر  غلظت های  در  می دهد.  افزایش  آزاد  رادیكال 
موجود  هيدروکسيل50  گروه های  تعداد  افزایش  دليل  به  فنلی، 
و  آزاد  رادیكال  به  هيدروژن  اهداء  احتمال  واکنش،  محيط  در 
به دنبال آن قدرت مهارکنندگی عصاره افزایش می یابد. فعاليت 
حضور  به  نيز  فلاونوئيدها  توسط  آزاد  رادیكال  مهارکنندگی 

گروه های هيدروکسيل آزاد وابسته است )33(. 
نتایج به دست آمده توسط عربشاهی و عروج )34(، ساحرین و 
همكاران )35( و سان و همكاران )30( از نظر وجود ارتباط بين 
مقدار ترکيبات فنلی عصاره ها و ظرفيت آنتي اکسيدانی آن ها، با 
نتایج حاصل شده در این پژوهش مطابقت داشت. این محققين 
فعاليت آنتي اکسيدانی قوی عصاره های گياهی را با ميزان بالای 
در  دانستند.  مرتبط  عصاره  در  موجود  فلاونوئيد های  و  فنل ها 
آبی  ترکيب عصارۀ  فراوان ترین  تحقيقی گزارش شده است که 
گياه بادرشبو، رزمارینيک اسيد می باشد و خواص آنتي اکسيدانی 
داده  نسبت  رزمارینيک  اسيد  به  نيز  گياه  این  آنتی آلزایمری  و 

شده است )9(.
القاء  سلولی  برابر سميت  در  بادرشبو  گياه  عصارۀ  اثر حفاظتی 
شده به وسيلۀ پپتيد بتا آميلوئيد نيز در مرحلۀ بعد مورد ارزیابی 
قرار گرفت و مشخص شد عصارۀ این گياه با غلظت های بالاتر 
از 1 ميكروگرم بر ميلی ليتر اثر حفاظتی کاملی ایجاد می کند. 
با  آنتي اکسيداني می توانند  نيز نشان می دهند عوامل  مطالعات 
از مرگ  بتا آميلوئيد  از پپتيد  کاهش استرس اکسيداتيو ناشی 
آميلوئيد  بتا  پپتيد   .)36،  37( نمایند  جلوگيری  عصبی  سلول 
هستۀ اصلی پلاک های پيری در مغز بيماران آلزایمری می باشد 
و نشان داده شده است که این پپتيد در حيوانات آزمایشگاهی و 
در کشت سلول عصبی سمی است )38(. یكی از مكانيسم های 
استرس  ایجاد  طریق  از  آميلوئيد  بتا  پپتيد  سلولی  سميت 
اکسيداتيو می باشد که در این آزمایش به خوبی نشان داده شده 
است،  شده  انجام  زمينه  این  در  که  قبلی  مطالعات  با  و  است 

مطابقت دارد )39 ،38(. 
در  اکسيژن  فعال  گونه های  افزایش  باعث  آميلوئيد  بتا  پپتيد 
سلول های PC12 می شود و فعاليت آنزیم گلوتاتيون پراکسيداز 

پاد  آنزیم های  آسيب  نشان دهندۀ  که  می دهد  کاهش  را 
شده  توليد  آزاد  رادیكال های  نتيجه  در  و  می باشد  اکسایشی 
به  منجر  نهایت  در  که  می شود  ليپيدها  پراکسيداسيون  باعث 
که  می دهد  نشان  حاضر  مطالعۀ  نتایج  می گردد.  سلولی  مرگ 
پپتيد  به وسيلۀ  شده  القاء  آسيب زای  تغيير  چندین  از  می توان 
بتا آميلوئيد از طریق مواجهه با عصارۀ گياه بادرشبو جلوگيری 
سيليمارین51  کمپلكس  که  شد  داده  نشان  تحقيقی  در  نمود. 
ليپيدی  پراکسيداسيون  از  با جلوگيری  گياه  موجود در عصارۀ 
برابر  در  نورون ها  حفاظت  توانایی  گلوتاتيون،  ميزان  تعدیل  و 

استرس اکسيداتيو را دارد )40(.
 ،PC12 اگر چنانچه قبل از افزودن پپتيد بتا آميلوئيد سلول های
یک ساعت با عصارۀ گياه مواجهه شده باشند؛ ميزان بقاء سلولی 
آميلوئيد  بتا  پپتيد  با  شده  مواجهه  گروه  با  مقایسه  در  آن ها 
گونه های  یافتۀ  افزایش  توليد  همچنين  یافت.  خواهد  افزایش 
فعال اکسيژن ایجاد شده به وسيلۀ پپتيد بتا آميلوئيد در پاسخ 
کاهش  همچنين  می یابد.  کاهش  گياهی  عصارۀ  با  به  مواجهه 
فعاليت آنزیم گلوتاتيون پراکسيداز ایجاد شده به وسيلۀ پپتيد بتا 
آميلوئيد با مواجهه سلول ها با عصارۀ گياهی قابل جبران است. 
توان  جبران  طریق  از  می تواند  بادرشبو  گياه  عصارۀ  نتيجه  در 
اکسيژن  فعال  گونه های  پاکسازی  و  سلول  اکسایشی  پاد  دفاع 
ایجاد شده از آسيب های اکسایشی، سلول را حفظ نماید که این 
مسئله با کاهش ميزان پراکسيداسيون ليپيدها در گروهی که با 

پپتيد بتا آميلوئيد و عصاره مواجه بودند، نمایان است. 
این یافته بيانگر این می باشد که توانایی حفاظت سلولی مشاهده 
نسبت  گياه  این  اکسایشی  پاد  خصوصيت  به  می توان  را  شده 
به طور  می تواند  گياه  عصارۀ  که  می دهند  نشان  نتایج  این  داد. 
مؤثر از استرس اکسایشی ایجاد شده به وسيلۀ پپتيد بتا آميلوئيد 
جلوگيری کرده و نقش مهمی در مسيرهای دفاع سلولی بر عليه 
استرس اکسایشی در طول فرایندهای تحليل برندۀ عصبی در 

بيماری آلزایمر داشته باشد.
تشکر و قدرداني

در پایان، برخود لازم می دانيم مراتب قدردانی خود را از معاونت 
پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد نيشابور و کليۀ عزیزانی که 

در انجام این تحقيق ما را یاری نمودند، اعلام نمایيم.
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