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Introduction: Hymenocrater is an important genus of Lamiaceae family. Hymenocrater 

platystegius is one of species in this genus and this plant is endemic to Iran and it grows wildly 

in the north east of Iran. The aim of this study was to investigate the chemical composition of 

Hymenocrater platystegius and to study the neuroprotective effect of essential oil of this plant in 

H2O2-induced neurotoxicity in PC12 cells. Materials and Methods: The essential oil was 

extracted by hydrodistilation of air-dried sample for 5 hours. The essential oil composition of the 

aerial parts of Hymenocrater platystegius was studied by gas chromatography mass spectrometry. 

Finally, we treated PC12 cells with the essential oil of Hymenocrater platystegius. Results: 

The yield of essential oil was 0.1 % (w/w). Fifty-nine compounds were identified representing 

about 84.72% of the total oil. The major components of this oil were 1, 8-cineole (14.27%), 

ß-pinene (4.89%), Terpinolene (4.83%), and Sabinene (4.59%). In addition, the data showed 

that the essential oil decreased oxidative stress-induced PC12 cells death. Conclusion: The 

results suggest that Hymenocrater platystegius could be a potential candidate for treatment of 

neurodegenerative diseases.
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شناسایی ترکیبات شیمیایی و اثرات حفاظتی اسانس گل اروانه )Hymenocrater platystegius( بر استرس 
PC12 اکسایشی القاء شده توسط پراکسید هیدروژن در سلول‏های
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ه چــــــــكيد

كليد واژه‌ها:
1. استرس اکسیداتیو 
 PC12 2. سلول‌های

3. روغن‌هاي فرار

از  يكي  اروانه  گياه  است.   )Lamiaceae( نعناعیان  از خانوادۀ  مهم  Hymenocrater یک جنس  مقدمه: 
گونه‌ها در اين جنس است و این گیاه بومی ایران است و به‌طور گسترده در شمال شرق ایران رشد می‌کند. 
هدف از این مطالعه بررسی ترکیب شیمیایی گیاه اروانه و مطالعۀ اثر حفاظت عصبي اسانس اين گیاه، در 
مرگ نوروني ناشی از پراکسید هیدروژن در سلول‌های PC12 بود. مواد و روش‌ها: اسانس توسط روش 
تقطیر با آب از نمونه‌های خشک شده در هوا به مدت 5 ساعت استخراج شد. ترکیب عصاره از بخش‌های 
 PC12 هوایی گیاه اروانه توسط طیف سنجی جرمی کروماتوگرافی گازی مطالعه شد. در نهایت ما سلول‏های
را با اسانس گياه اروانه تیمار کردیم. یافته‌ها: بازده اسانس )w/w( 0/1% بود. 59 ترکیب شناسایی شدند، 
که حدود 84/72% از کل اسانس را نشان می‌دادند. ترکیبات اصلی اين اسانس 1، 8-سینئول )%14/27(، 
بتا پینن )4/89%(، ترپینلن )4/83%( و سابینن )4/59%( بودند. علاوه بر این داده‌ها نشان دادند که اسانس، 
مرگ سلول‌های PC12 ناشی از استرس اکسیداتیو را کاهش داد. نتیجه‌گیری: یافته‌ها پیشنهاد می‌دهند 

که گياه اروانه می‌تواند یک کاندیدای مناسب برای درمان بیماری‌های تحليل برندة عصبی باشد.
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عملکرد سلول است که ممکن است منجر به مرگ سلول از طریق 
انسان،  بدن  در   .)6،  7( گردد  شده  برنامه‌ریزی  مرگ  یا  نکروز 
تعادل ظریفی بین تولید و حذف ROS ها به‌عنوان پرواكسيدان 
)پرواکسیدان‌ها ترکیبات شیمیایی هستند که استرس اکسیداتیو 
 ROS را القاء می‌کنند. پرواكسيدان‌ها این عمل را یا از طریق ایجاد
دارد.  وجود  می‌کنند(  اعمال  آنتی‌اکسیدانی  سیستم  مهار  یا  ها 
پرواكسيدان‌ها یا از فرایندهای متابولیک ایجاد می‌شوند و یا از منابع 
خارجی تأمین می‌گردند که می‌توانند به‌طور بالقوه با مولکول‌های 
بدن وارد واکنش شوند )9 ،8(. مواد آنتی‌اکسیدان، قبل از اینکه 
از محیط  را  وارد شود، آن‌ها  به مولکول‌های اصلی بدن  آسیبی 
پاک می‌کنند )10(. اما در عین حال، حدود 1% از پرواكسيدان‌ها 
در طول روز نشت می‌کنند و سبب آسیب اکسیداتیو می‌شوند. 
در  آنتی‌اکسیدان‌ها  نسبی  کاهش  دلیل  به  می‌تواند  مسئله  این 
طول روز باشد )11(. استرس اکسیداتیو نتیجۀ عدم تعادل بین 
 .)12-14( است  آنتی‌اکسیدان  و  پرواكسيدان  فاکتور  چندین 
متابولیسم اکسیژن که منجر به تولید رادیکال‌های آزاد می‌گردد، 
عصبی  سیستم  پاتولوژی  و  فیزیولوژی  در  مهمی  بسیار  نقش 
دارد. با گذشت زمان محیط ردوکس15 ایجاد شده در نورون‌ها 
به سمت شرایط اکسیداتیو می‌رود. به نظر می‌رسد که استرس 
پیری  فرایند  در  عمومی  فاکتور  یک  شده  ایجاد  اکسیداتیو 
از   ROS از حد  بیولوژیک است )15(. تولید بیش  سیستم‌های 
طریق واکنش با پروتئین‌ها، لیپیدهای موجود در ساختار غشاء 
این‌رو  از  می‌گردد.  سلولی  آسیب  موجب  نوکلئیک  اسید  نیز  و 
صدمات اکسیداتیو نه‌تنها مکانیسم درگیر در فرایند منتهی به از 
دست رفتن عملکرد طبیعی حسی و حرکتی در طی روند پیری 
از جمله  نورولوژیکی  بیماری‌های  روند  بلکه همچنين در  است 

آلزایمر و پارکینسون نیز نقش دارد )16(.
در بررسی‌های In vitro، برای شبیه‌سازی شرایط استرس اکسیداتیو 
از آب اکسیژنه که قادر به نفوذ به سلول است، استفاده می‌شود 
)18 ،17(. پراکسید هیدروژن یک رادیکال آزاد نیست اما می‌تواند 
به‌راحتی از غشاهای زیستی عبور کند و باعث آسیب شدید به ماکرو 
مولکول‌های ضروری شود. پراکسید هیدروژن در حضور فلزاتی مانند 
تولید می‌کند.  را  آهن و مس، رادیکال بسیار فعال هیدروکسیل 
استرس  اثرات  اکسیژنه  آب  از  استفاده  با  مختلفی  تحقیقات  در 
اکسیداتیو بر ویژگی‌های الکتروفیزیولوژیک سلول مورد بررسی قرار 
گرفته است. Akaishi و همکاران نشان دادند که آب اکسیژنه در 
سلول‌های گرانولی شکنج دندانه‌دار موجب افزایش جریان کانال‌های 
کلسیمی نوع L می‌شود )Meng .)19 و Nie اثر این عامل مولد 
استرس اکسیداتیو را در سلول‌های هیپوکامپ مورد بررسی قرار 
افزایش  را  اکسیژنه جریان سدیمی  آب  که  کردند  ثابت  و  دادند 
می‌دهد )20(. بنابراین به نظر می‌رسد که استرس اکسیداتیو خواص 

الکتروفیزیولوژیک سلول‌های عصبی را تغییر می‌دهد.

مقدمه
رفتن  بین  از  سبب  که  هستند  عواملی  آنتی‌اکسیدان‌ها1 
رادیکال‌های آزاد و دیگر انواع واکنش‌پذیر شده و به‌عنوان سد 
دفاعی سلول در برابر استرس اکسیداتیو عمل می‌کنند. مجموع 
دفاع آنتی‌اکسیدانی را می‌توان در چهار گروه تقسیم‌بندی کرد:

آزاد  رادیکال  حذف  سبب  آنزیم  قالب  در  که  عواملی  الف( 
نمونه  به‌عنوان  می‌شوند.  اکسیژن  واکنش‌پذیر  انواع  دیگر  و 
می‌توان از آنزیم سوپراکساید دیسموتاز2، کاتالاز3، پراکسیداز 

و آنتی‌اکسیدان‌های اختصاصی برای گروه تیول4 نام برد.
ب( پروتئین‌هایی که سبب کاهش دسترسی سلول به پیش 
اکسیدانت‌هایی چون یون آهن، مس و غيره می‌شوند. مهم‌ترین 
و  هموپکسین7  هاپتوگلوبین6،  ترانسفرین5،  پروتئین‌ها  این 

متالوتیونئین8 هستند.
ج( پروتئین‌هایی که مولکول‌های زیستی را در برابر آسیب‌های 

اکسیداتیو حفظ می‌کنند مانند پروتئین‌های شوک حرارتی.
د( مولکول‌هایی که دارای وزن مولکولی پایین بوده و می‌توانند 
واكنشگر  گونه‌های  و   9)ROS( اکسیژن  واكنشگر  گونه‌های 
و  گلوتاتیون11  همانند:  اندازند.  دام  به  را   10)RNS( نیتروژن 

اسید اوریک12.
نیز شامل 3 سطح حفاظتی  آنتی‌اکسیدانی  مکانیسم‌های دفاع 

است:
سطح 1: جلوگیری از ایجاد انواع واکنش‌پذیر اکسیژن.

سطح 2: از بین بردن انواع واکنش‌پذیر اکسیژن.
گونۀ  توسط  ایجاد شده  آسیب‌های  برطرف کردن   :3 سطح 

واکنش‌پذیر اکسیژن )2 ،1(.
سوپر  قبیل  از  اکسیژن  آزاد  رادیکال‌های  از  انواعی  ها،   ROS
اکسید، هیدروکسیل و مولکول‌های غیر رادیکالی مثل پراکسید 
 .)3( می‌شوند  شامل  را   )H2O2 اكسيژنه:  )آب  هیدروژن13 
مانند  ها   RNS تولید  از  ناشی  نیتراتیو14  استرس  مقابل؛  در 
نیتریک اسید، نیتروژن دی اکسید و واسطه‌های واكنشگر آن‌ها 
می‌باشد )3(. این مولکول‌ها به ماکرو مولکول‌های حیاتی از قبیل 
باعث آغاز  لیپیدها و اسیدهای چرب حمله کرده و  پروتئین‌ها، 
استرس اکسیداتیو در بدن می‌شوند. استرس اکسیداتیو در علم 
زیست‌شناسی به‌طور کلی برای بیان شرایطی به کار می‌رود که 
میزان اکسیدان‌ها بالا باشد و یا میزان آنتی‌اکسیدان‌ها در سلول 
آزاد  رادیکال  غلظت  که  است  به‌گونه‌ای  شرایط  این  باشد.  کم 

اکسیژن بالاتر از سطوح بیولوژیک می‌باشد )5 ،4(. 
آزاد  رادیکال‌های  اثر  طی  در  سلول  اجزاي  اکسیداتیو  تغییرات 
بالقوۀ بسیار مخرب در  از فرایندهای آسیب‌رسان  اکسیژن یکی 

1 Antioxidants
2 Superoxide dismutase enzyme
3 Catalase
4 Thiol
5 Transferrin
6 Haptoglobin
7 Hemopexin
8 Metallothionein

9 Reactive oxygen species (ROS)
10 Reactive nitrogen species (RNS)
11 Glutathione
12 Uric acid
13 Hydrogen peroxide
14 Nitrative stress
15 Redox
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استرس اکسیداتیو تنها یک عامل پاتولوژیک نبوده و در اعمال 
فیزیولوژیک نورونی نیز نقش دارد. به‌طور مثال تحقیقات نشان 
از طریق  و  است  نیاز  مورد   16LTP القای  برای   ROS دادند که 
ایجاد تغییرات ردوکس در مولکول‌های پروتئینی در مسیرهای 

پيام‌رساني17 نقش دارد )17(.
با نام اسکوتلارین18  اثر محافظتی آنتی‌اکسیدانی   Liu و Hong
را در سلول‌های PC12 در مقابل آب اکسیژنه مورد بررسی قرار 
افزایش  از  مانع  آنتی‌اکسیدان  این  که  کردند  مشاهده  و  دادند 
کلسیم داخل سلولی، صدمۀ اکسیداتیو به مولکول‌های لیپیدی 
همه  که  اثراتی  می‌گردد.  سلول  درون   ROS ازدیاد  و  سلول 
به‌وسیلۀ آب اکسیژنه ایجاد شده بود. مرگ نورونی ناشی از آب 

اکسیژنه با استفاده از این آنتی‌اکسیدان مهار گردید )21(.
ردۀ سلولی فئوکروموسیتومای19 موش‌صحرايي PC12 به‌صورت 
سلولی  پیام‌رسان  مسیرهای  و  عصبی  مطالعات  در  گسترده‌ای 
مورد استفاده قرار می‌گیرد )22(. همچنین نشان داده شده است 
 PC12 جمله  از  مختلف  سلولی  رده‌های  در   ROS افزایش  که 

سبب مرگ سلولی می‌گردد )23(.
پژوهش‌ها نشان می‌دهند که در سطح مولکولی، فنل‌های گیاهی 
از قبیل فلاونوئیدها، فلاونوليگنان‌ها و اسیدهای فنولیک می‌توانند 
به‌عنوان آنتی‌اکسیدان‌های مؤثر عمل کنند )24(. گل اروانه با نام 
علمی Hymenocrater platistegius، گیاهی معطر،‌ چند ساله و 
پايا است كه به‌صورت بوته‌اي و با ارتفاع 60-20 سانتي‌متر ديده 
مي‌شود. از مهم‌ترین کاربردهای دارویی اروانه می‌توان به اثرات 
ضد التهابی، ضد اسپاسمی، ضد نفخی و تسیکنی آن اشاره نمود 
بررسی  ترکیبات شیمیایی و  تعیین  )25(. مطالعۀ حاضر جهت 
اثرات محافظت‌کنندگی احتمالی اسانس گل اروانه در مرگ سلولی 
ناشی از پراکسید هیدروژن در سلول‌های عصبی PC12 به‌عنوان 
یک مدل آزمایشگاهی مناسب در مطالعات عصبی انجام گرديد.

مواد و روش‌ها

روش اسانس گیری از گیاه
در این بررسی گل‌های اروانه از شهرستان کاشمر واقع در استان 
خراسان رضوی جمع‌آوری شدند و توسط هرباریوم20 گیاهی دانشگاه 
فردوسی مشهد، با نام علمی Hymenocrater platystegius مورد 
تأیید قرار گرفتند. گل‌های اروانه پس از خشک شدن در سایه، 
به‌‌صورت پودر درآمدند، سپس عمل اسانس ‌گیری از آن‌ها به روش 
تقطیر با آب21 توسط دستگاه کلونجر22 به مدت 5 ساعت انجام 
شد. اسانس به دست آمده، در ظرف شیشه‌ای برای رطوبت‌گیری 
ریخته شد. برای گرفتن آب موجود در اسانس از مادۀ رطوبت‌گیر 
سولفات سدیم )Germany، Merck( استفاده گردید )27 ،26(، 
سپس به‌منظور شناسایی و تعیین درصد ترکیبات تشیکل‌دهندۀ 
اسانس، اقدام به تزریق اسانس به دستگاه طیف سنجی جرمی 

کروماتوگرافی گازی )GC-MS(23 گردید.

کشت سلول
ایران  پاستور  انستیتو  سلولی  بانک  از  که   PC12 سلول‌های 
به‌صورت فلاسک آماده و نیز ویال فریز شده خریداری گردیده 
بودند، در محیط کشت 24DMEM م)UK، Sigma( حاوی %10 
آنتی‌بیوتیک %1  و   )UK، Sigma(-25)FBS( گاوی  جنین  سرم 
)UK، Sigma( و در شرایط 37 درجۀ سانتی‌گراد، رطوبت 95% و 

فشار CO2 %5 کشت داده شدند.
تمایز سلول‌ها با رتینوئیک اسید

 26)RA( این سلول‌ها به مدت 8 روز در مجاورت رتینوئیک اسید
 )Germany، Merck(م RA .با غلظت 10 مکیرومولار قرار گرفتند
در اتانول حل شد و در تاریکی به محیط کشت سلول‌ها اضافه 
و  است  مورفوژن‌ها27  مهم‌ترین  از  یکی   RA  .)28،  29( گرديد 
سیستم  در  آن‌ها  مکانی  ویژگی  و  نورون‌ها  تمایز  با  آن  توزیع 
 RA عصبی مرکزی در حال تکوین، مرتبط می‌باشد و اثر القائی
بر سلول‌های PC12 در شرایط In vitro موجب تولید سلول‌هایی 

با فنوتیپ شبه عصبی می‌شود )30(. 

محیط سلول‌ها یک روز در میان تعویض شد و در هنگام تمایز 
از محیط حاوی سرم 1% استفاده گرديد. سلول‌ها به مدت 24 
ساعت در انکوباتور و در دمای 37 درجۀ سانتی‌گراد انکوبه شدند.

گروه‌های مورد مطالعه
گروه کنترل: در این گروه فقط سلول‌های PC12، در محیط 
کشت DMEM حاوی 10% سرم جنین گاوی و آنتی‌بیوتیک %1 

کشت داده شدند.
 PC12 سلول‌های  گروه،  این  در  هیدروژن:  پراکسید  گروه 
جهت ایجاد تنش اکسیداتیو به مدت 24 ساعت در محیط کشت 

حاوی H2O2 300 مکیرومولار کشت داده شدند.
گروه‌ها،  این  در  اروانه:  اسانس  غلظت  مختلف  گروه‌های 
مختلف  غلظت‌های   ،PC12 سلول‌های  حاوی  کشت  محیط  به 

اسانس اروانه )5، 10، 25 و50 مکیرومولار( اضافه گرديد. 
سلول‌های  که  گروه‌هایی   :H2O2  + اروانه  اسانس  گروه‌های 
PC12 ابتدا با غلظت‌های مختلف 5، 10، 25 و50 مکیرو‌مولار 
اسانس اروانه تیمار شدند، سپس جهت ایجاد تنش اکسیداتیو 
در سلول‌ها به محیط کشت، H2O2م300 مکیرومولار اضافه شد 
و در نهایت در دمای 37 درجۀ سانتی‌گراد به مدت 24 ساعت 
انکوبه شدند. لازم به ذکر است که تعداد تکرار در تمامی گروه‌ها 

.)n=3( به‌صورت سه بار می‌باشد
PC12 اثر اسانس بر بقاء سلول‌های شبه نورونی

با  تیمار شده   PC12 سلول‌‌های  بقای28  میزان  تعیین  به‌منظور 
آزمون  استفاده شد. مبنای   29MTT آزمون از  اروانه،  اسانس گل 

16 Long-term potentiation (LTP)
17 Signaling
18 Scutellarin
19 Pheochromocytoma
20 Herbarium
21 Hydrodistillation
22 Clevenger apparatus
23 Gas chromatography mass spectrometry

24 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)
25 Fetal bovine serum (FBS)
26 Retinoic acid (RA)
27 Morphogens
28 Viability
29 3-(4, 5- Dimethylthiazol-2yl)-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT)
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مادۀ  به  زرد،  مشخص  رنگ  با  تترازولیم30،  مادۀ  احیای   MTT
فورمازان31 بنفش رنگ توسط آنزیم‌های سلول زنده است. پس از 
 104 cells/ml سوسپانسیون سلولی حاوی ،RA تمایز سلول‌ها با
تهیه شد و به هرکدام از چاهک‌های پلیت کشت سلولی 96 خانه‌ 
اضافه  سلولی  سوسپانسیون  از  لیتر  مکیرو   100 چاهک(،   15(
مدت  به  پلیت  پلیت،  کف  به  سلول‌ها  چسباندن  به‌منظور  شد. 
24 ساعت در انکوباتور با دمای37 درجۀ سانتی‌گراد قرار گرفت. 
روز بعد ابتدا هر یک از غلظت‌های مورد نظر از اسانس )5، 10، 
25 و 50 مکیرومولار( در ویال‌های جداگانه تهیه شدند. بعد از 
آماده‌سازی غلظت‌ها، محیط کشت رویی چاه‌كها تخلیه شد و 
پر  اسانس  از غلظت‌های مختلف  لیتر  مکیرو  با 100  چاه‌كها 
و سه  تیمار شدند  اسانس، سه چاهک  غلظت  هر  برای  شدند. 
چاهک فاقد اسانس نیز به‌عنوان چاهک‌های گروه کنترل در نظر 
انکوباتور در  به مدت 24 ساعت در  پلیت  گرفته شدند. سپس 

دمای 37 درجۀ سانتی‌گراد قرار گرفت. 
سمپلر،  از  استفاده  با  اسانس،  با  سلول‌ها  انکوباسیون  از  پس 
هر  به  و  شدند  تخلیه  کامل  به‌طور  سلول  حاوی  چاه‌كهاي 
اضافه گرديد.  تازه  لیتر محیط کشت  مکیرو  آن‌ها 100  از  یک 
سپس به هر یک از چاه‌كها 40 مکیرو لیتر از محلول استوک 
نیز اضافه گردید،   )Company Applichemم،  Germany(م  MTT
به‌طوری‌که غلظت نهایی MTT در محیط کشت 5 میلی‌گرم بر 
میلی‌لیتر بود. در نهایت پلیت به مدت 4 ساعت در انکوباتور با دمای 
37 درجۀ سانتی‌گراد قرار گرفت. پس از مدت زمان انکوباسیون، 
محتویات رویی هر چاهک خارج شد و به هر یک 100 مکیرو 
لیتر محلول دی متیل سولفوکساید )DMSO(32 برای حل شدن 
بلور‌های فورمازان اضافه گرديد، سپس جذب نوری توسط دستگاه 
ELISA Reader م)Model: Elx800، BioTek، USA( در طول 
موج‌های 630-540 نانومتر اندازه‌گیری شد )31( و از روی جذب 
نمونه‌ها، میزان سلول‌های زنده به‌طور نسبی تعیین شد. هر چقدر 
تعداد سلول‌های زنده بیشتر باشد، این تبدیل بیشتر صورت گرفته 
و فورمازان بیشتری تولید می‌شود که در نهایت ما شاهد افزایش 

جذب خوانده شده خواهیم بود.
 PC12 نورونی  شبه  سلول‌های  بر  اروانه  گل  اسانس  اثر 

H2O2 تیمار شده با
 104 cells/ml جهت این بررسی نیز سوسپانسیون سلولی حاوی
تهیه شد و 100 مکیرو لیتر از سوسپانسیون به 18چاهک‌ پلیت 
اسانس  گروه‌های  به  مربوط  چاهک   12  ( شد  اضافه  خانه   96
اروانه + H2O2، سه چاهک مربوط به گروه کنترل و سه چاهک 
نیز مربوط به گروه H2O2 بود(. بعد از 24 ساعت انکوباسیون در 
دمای 37 درجۀ سانتی‌گراد، محیط کشت رویی چاهک‌ها تخلیه 
 ،5( اسانس  غلظت‌های  از  یک  هر  از  لیتر  مکیرو   100 و  شد 
10 ، 25 و50 مکیرومولار( به چاهک‌ها افزوده شد. چاهک‌های 
به  و  بودند  اسانس  فاقد   H2O2 گروه  و  کنترل  گروه  به  مربوط 
ازای هر غلظت اسانس نیز، سه چاهک تیمار شدند، بنابراین در 

کل 12 چاهک با اسانس تیمار شدند. در مرحلۀ بعد 50 مکیرو 
به‌جز  چاهک‌ها  تمام  به  مکیرومولار(   300(  H2O2 محلول  لیتر 
چاهک‌های کنترل افزوده شد و سپس پلیت به مدت 24 ساعت 
در انکوباتور با دمای 37 درجۀ سانتی‌گراد قرار گرفت. پس از مدت 
زمان انکوباسیون میزان بقای سلولی به‌وسیلۀ اندازه‌گیری فورمازان 

تولید شده از احیای MTT مورد ارزیابی قرار گرفت )31(.
آنالیز آماری

 SPSS نرم‌افزار  از  استفاده  با  داده‌ها  آماری  تحلیل  و  تجزیه 
ويرايش 21 و روش Oneway ANOVA انجام شد. تمام نتایج 
از   )Mean ± مSEM( انحراف معیار به‌صورت میانگین به همراه 
 Pسه نمونه گزارش شدند. تفاوت میانگین‌ها در سطح 0/05<م

معنی‌دار تلقی گردید.
یافته‌ها

ترکیبات شیمیایی اسانس اروانه
و  مختلف  مؤلفه‌های  دقیق  بررسی  با  که  تحقیق  این  نتایج 
آمده   1 جدول  در  است،  گرفته  صورت  استاندارد  ترکیب‌های 
است. تجزیه و تحلیل کروماتوگرام33 به دست آمده، وجود 59 
کل  از  درصد   84/72 مجموع  در  که  می‌دهد  نشان  را  ترکیب 
اسانس را تشیکل می‌دهند. از میان ترکیب‌های شناسایی شده 
و  می‌باشد  دارا  را  درصد  بالاترین   )%14/27( 8-سینئول34   ،1
بعد از آن بتا پينن35 )4/89%(، ترپینلن36 )4/83%( و سابينن37 
)4/59%( ترکیبات عمدۀ این گیاه می‌باشند. طیف کروماتوگرام 

گازی به دست آمده در نمودار 1 نشان داده شده است.
PC12 اثر اسانس گل اروانه بر روی سلول‌های شبه نورونی

از  هیچ‌کدام  در  که  می‌دهد  نشان  )نمودار2(  حاصل  نتایج 
سلول‌های تیمار شده با اسانس اروانه با غلظت‌های 5، 10، 25 
و50 مکیرومولار )گروه‌های غلظت‌های مختلف اسانس اروانه( پس 
از 24 ساعت، مرگ قابل ملاحظه و معني‌داری نسبت به سلول‌های 
گروه کنترل دیده نشد )0/05>مP(. بنابراین اسانس در هیچ‌یک 
از غلظت‌های عنوان شده، اثر سمی بر سلول‌های PC12 ندارد.
 PC12 نورونی  شبه  سلول‌های  بر  اروانه  گل  اسانس  اثر 

H2O2 تیمار شده با
با مقایسۀ درصد زنده ماندن سلول‌های تیمار شده با غلظت‌های 
25 و 50 مکیرومولار از اسانس با گروه کنترل، اختلاف معنی‌داری 
مشاهده نشد )0/05>مP( اما اين غلظت‌هاي اسانس باعث افزایش 
معني‌دار درصد زنده ماندن سلول‌ها در مقایسه با گروه H2O2 شدند 
)0/05<مP(. در مقابل درصد زنده ماندن سلول‌های تیمارشده با 
H2O2 و اسانس با غلظت‌های 5 و 10 مکیرومولار، در مقایسه با 

گروه کنترل معني‌دار بود )0/05<مP( ولی درصد زنده ماندن این 
گروه از سلول‌ها در مقایسه با گروه H2O2 معنی‌دار نبود. بنابراین 
نتایج حاصل از این آزمایش نشان می‌دهد که اسانس روغنی گل 

30 Tetrazolium
31 Formazan
32 Dimethyl sulfoxide (DMSO)
33 Chromatogram

34 1,8-Cineole
35 ß-pinene
36 Terpinolene
37 Sabinene
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.GC-MS جدول 1- شناسایی اجزای اسانس گل اروانه به وسیلۀ

نمودار 1- کروماتوگرام گازی اسانس گل اروانه.
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اروانه می‌تواند به‌طور مؤثر و به‌صورت وابسته به دوز از سلول‌های 
عصبی PC12 در برابر استرس اکسیداتیو ناشی از H2O2 محافظت 

نماید )نمودار 3(.
بحث و نتیجه‌گیری

در مطالعۀ حاضر ابتدا به بررسی کیفی و کمّی ترکیبات شیمیایی 
شیمیایی  ترکیبات  شد.  پرداخته  اروانه  گل  اسانس  در  موجود 
اسانس به دست آمده از سایر گونه‌های اروانه نیز پیشتر گزارش 

شده است.

اسانس  روی  بر   ،2014 سال  در  اخلاقي  توسط  که  بررسی  در 
گل اروانه انجام شد، دوازده ترکیب که 80/4% از کل اسانس را 
تشیکل می‌دادند، شناسایی شدند و ترکیبات اصلی این گیاه طی 
این تحقیق آلفا پينن38 )25/8%(، ليمونن39 )20/9%(، بتا پينن 

)12/2%( گزارش شدند )32(.

ثابت تیموری و همکاران نیز در سال 2012، ترکیبات شیمیایی 
بزق،  بزد،  بزنگان،  منطقۀ  شش  از  شده  جمع‌آوری  اروانه  گل 
گلمکان، کلات و زشک را شناسایی و با یکدیگر مقایسه کردند. 
در این تحقیق نشان داده شد که بالاترین درصد اسانس را اروانۀ 
گلمکان  اروانه  را  اسانس  درصد  پایین‌ترین  و   )%2/3( زشک 

)0/045%( دارا بود. 
بتا  ترکیبات  اسانس‌ها  از  شده  شناسایی  ترکیب   64 بین 
لينالول44،   ، هنکیوسان43  فيتول42،  اسپاتولنول41،  کاریوفیلن40، 
 ،2/18 ،3/55 ( درصد‌های  بزد  در  یوکالیپتول46  و  هگزاك‌سان45 
 ،0/51 ،2/28 ،6/15( بزق  در   ،)0/0 و   0/18 ،0/6  ،0/0  ،0/62
0/0، 0/29، 0/94 و 0/32(، در بزنگان )3/16، 2/66، 0/85، 0/0، 

0/12، 0/45 و 0/0(، در زشک )2/25، 2/69، 0/18، 3/08، 0/13، 
0/53 و 0/43(، در کلات )3/88، 2/12، 0/12، 4/14، 0/2، 0/2 
و 0/0( و در گلمکان )2/49، 2/27، 0/65، 0/0، 0/38، 2/06 و 
0/1( را به ترتیب دارا بودند. ترکیب جرماكرن دي47 نیز فقط در 
اسانس بزنگان )3/05%( و کلات )2/25%( مشاهده شد )33(. در 
اروانه  اسانس گیاه  یافت شده در  اصلی  ترکیبات  نیز  مطالعه‌ای 
با نام علمی Hymenocrater elegans bunge، شامل اسپاتولنول 

)49/5%( و کاریوفیلن اكسيد48 )12/9%( بودند )34(. 
در مطالعه‌ای دیگر گیاه H. calycinus boiss از سه منطقۀ یکه 
جنگل  و   )B )نمونۀ  نوده   ،)A )نمونۀ  بجنورد  شهرستان  شاخ 
و  شدند  جمع‌آوری  ایران  شرق  شمال  در   )C )نمونۀ  گلستان 
ترکیبات اسانس آن‌ها شناسایی شد. ترکیبات اصلی شامل: آلفا 
اسپاتولنول   ،A نمونۀ  در   )%10/5( سابينن  و    )%10/5( پينن 
)35/4%( و abietadiene )13/4%( در نمونۀ B و بتا کاریوفیلن  

32/8%( و کاریوفیلن اكسيد )16/1%( در نمونۀC  بودند )35(.
ترکیبات  مطالعه  كي  در  همکاران،  و  اكرميان  سال 2008  در 
جمع‌آوری   Hymenocrater platystegius Rech.f. شیمیایی 
شده از اخلمد واقع در استان خراسان رضوی )ایران( را شناسایی 
ترکیب که  پژوهش 42  این  از  نتایج حاصل  با  نمودند. مطابق 
شناسایی  می‌دادند،  تشیکل  را  اسانس  کل  از   %99/8 حدود 
شدند. هیدروکربن‌های مونوترپنی )45/3%( بخش عمدۀ اسانس 
را تشیکل ‌دادند و بعد از آن مونوترپن‌های اکسیژن‌دار )%26/7( 
در  شده  یافت  اصلی  ترکیبات  بودند.  اسانس  اصلی  بخش 
اسانس اروانه تحقیق شده در این پژوهش آلفا پينن )%20/6(، 
كادينين49  واي   ،)%12/3( پينن  بتا   ،)%18/6( 8-سینئول  1و 

)4/2%(، مايرسين50 )3/5%( و لينالول )3/3%( بودند )36(.

38 α-Pinene
39 Limonene
40 ß-Caryophyllene
41 Spathulenol
42 Phytol
43 Heneicosane
44 Linalool

نمــودار3- اثــر حفاظتــی اســانس گل اروانــه بــر اســترس اکسایشــی ایجــاد شــده توســط H2O2 در نمودار 2- میزان بقاء سلول‌های PC12 تیمارشده با غلظت‌های مختلف اسانس گل اروانه.
ــر  ــاف در براب ــرل و * )0/05<مP( اخت ــروه کنت ــر گ ــاف در براب ســلول‌های PC12. + )0/05<مP( اخت

ــد. ــان می‌ده ــروه H2O2 را نش گ

45 Hexacosane
46 Eucalyptol
47 Germacrene-D
48 Caryophyllene oxide
49 Y-Cadinene
50 Myrcene
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از  استفاده  با  اسانس  در  موجود  ترکیبات  نیز  تحقیق  این  در 
مورد  اروانۀ  گل  اسانس  در  شدند.  شناسایی   GC-MS دستگاه 
مطالعه 59 ماده از84/72 درصد کل ترکیبات شناسایی شدند. 
نتایج به دست آمده از این مطالعه نشان داد که بیشترین مقدار 
اجزای اسانس را ترکیبات 1، 8-سینئول، بتا پينن، ترپینلن و 
فلاونوئیدی  فنلی،  ترکیبات  بنابراین  می‌دهند.  تشیکل  سابينن 
و ترپنوئیدی از جمله ترکیبات مهم این گیاه می‌باشند که این 

ترکیبات، خاصیت آنتی‌اکسیدانی قوی دارند )37(. 
میزان  و  آنتی‌اکسیدانی  خاصیت  نیز  گزارشی  در  همچنین 
ترکیبات فنلی و فلاونوئیدی Hymenocrater calycinus بررسی 

و ارزیابی شده است )38(.
در این بررسی نيز پس از شناسایی ترکیبات شیمیایی اسانس 
این گیاه و اندازه‌گیری کمّی این ترکیبات، به بررسی اثر اسانس 
بر روی سلول‌های PC12 تحت استرس اکسیداتیو پرداخته‌ شد. 
ردۀ سلولی PC12 برخی از ویژگی‌های سلول عصبی را در محیط 
به‌عنوان  نیز  متعددی  پژوهش‌های  در  و  می‌دهد  نشان  کشت 

مدل سلول عصبی استفاده شده است )39(.
نتایج حاصل نشان داد که اسانس اروانه به‌عنوان یک آنتی‌اکسیدان 
طبیعی قادر است در غلظت‌های بهینۀ ) 25 و 50 مکیرومولار( 
سلول‌های شبه نورونی PC12 را از مرگ سلولی ناشی از پراکسید 
هیدروژن حفاظت نماید. استرس اکسیداتیو عامل اصلی تخریب 
نورونی در بسیاری از اختلالات عصبی می‌باشد )41 ،40(. استرس 
لیپید  اکسیداسیون  افزایش   ،DNA آسیب  به  منجر  اکسیداتیو 
نورونی  تخریب  بیماری‌های  در  اصلی  عامل  و  و چربی می‌شود 
می‌باشد )41(. در بررسی‌هایIn vitro، گاهی برای شبیه‌سازی 
به  نفوذ  به  قادر  که  اکسیژنه  آب  از  اکسیداتیو  استرس  شرایط 

سلول است، استفاده می‌شود )18 ،17(. 

سالانه میلیون‌ها نفر دچار بیماری‌های تخریب نورونی می‌شوند 
  In vitro42(. طیف وسیعی از آنتی‌اکسیدان‌ها در بررسی‌های(
مورد  تحليل عصبي51  و  نورونی  مرگ  مدل‌های  در   In vivo و 
از خود نشان داده‌اند،  اثرات قابل قبولی  پژوهش قرار گرفته و 
آنتی‌اکسیدانی مشتق  اثر  متعددی  تحقیقات  در  مثال  به‌عنوان 
از چای سبز با نام  52EGCG مورد بررسی قرار گرفته و اثرات 

حفاظت عصبي53 آن به اثبات رسیده است )43(.
آنتی‌اکسیدانی  خاصیت  با  دارویی  گیاهان  از  استفاده  بنابراین 
در جهت کاهش استرس اکسیداتیو و در نتیجه کاهش تخریب 
نورونی می‌تواند یکی از راهکارهای درمان این اختلالات عصبی 
باشد )45 ،44(. در مطالعه‌ای نیز  Hong و Liu اثر محافظتی 
در   PC12 سلول‌های  در  را  اسکوتلارین  نام  با  آنتی‌اکسیدانی 
مقابل آب اکسیژنه مورد بررسی قرار دادند و مشاهده کردند که 
این آنتی‌اکسیدان مانع از افزایش کلسیم داخل سلولی، صدمۀ 
ازدیاد ROS درون  و  لیپیدی سلول  به مولکول‌های  اکسیداتیو 
ایجاد  اکسیژنه  آب  به‌واسطۀ  همه  که  اثراتی  می‌گردد؛  سلول 
شده بود. مرگ نورونی ناشی از آب اکسیژنه با استفاده از این 

آنتی‌اکسیدان‌ها مهار گردید )46(. 
بیان‌کنندۀ  که  می‌کند  فراهم  را  شواهدی  نیز  حاضر  مطالعۀ 
خاصیت دارویی اسانس گل اروانه در اختلالات عصبی می‌باشد 
و افق جدیدی را برای آزمایشات بیشتر در این زمینه به روی 

محققین علوم اعصاب می‌گشاید.  
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