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هرپس ویروس هــا، ویروس های DNA دار از خانواده هرپس ویریده و 
عامل ایجاد عفونت در حیوانات و انســان ها هستند. ایجاد عفونت با 
اتصال پوشش گلیکوپروتئینی ویروس به گیرندههای سطح سلول آغاز 
می شود و با ورود DNA ویروسی به درون هسته ای سلول ادامه می یابد 

و رونوشت  برداری از ژنوم ویروس در سلول میزبان آغاز میشود(۱).
انواع مختلفی از هرپس ویروس ها شناسایی شده اســت؛ اگرچه 

هرپس سیمپلکس نوع ۱و۲ بیشتر مورد بررسی قرار گرفته اند. 
هرپس سیمپلکس نوع ۱ باعث ایجاد زخم های تبخال در لب ها و دهان 
می شــود. ویروس هرپس ســیمپلکس نوع ۲ عامل اصلی ایجاد تبخال 
تناسلی و عوارض جانبی دیگر مانند انسفالیت، مننژیت و عفونت 
چشم می باشد. ضایعات تناسلی ایجاد شده توسط ویروس هرپس 
سیمپلکس نوع ۲ موجب تسهیل ورود عوامل عفونت زا مانند ویروس 

نقص ایمنی انسانی (HIV) می شود (۲, ۳).
تا به امروز داروهای متعددی از جمله آســیکلوویر، والسیکلوویر، 
فامسیکلوویر، پنسیکلوویر، فوسکارنت و سیدروفوویر برای درمان 
عفونت های هرپس ویروس مورد اســتفاده قرار گرفته است. داروهای 
نام برده از گروه دارویی گلیکوزیدی هستند(۴-۶). مکانیسم اثر ضد 
هرپســی این داروها غیرفعال کردن  DNAپلیمراز ویروسی است. 

چکیده/ گیاه عدس الملک با نام علمی Securigera securidac گیاهی علفی ویک ســاله از تیره لگومینوز اســت. پراکندگی این 
گیاه بیشتر در اروپا، آسیا و استرالیا گزارش شده است. بذر این گیاه از دیرباز در طب سنتی ایران، در کنترل دیابت و چربی خون، 
مورد استفاده قرار می گرفته است. ویروس هرپس سیمپلکس نوع ۲، عامل اصلی عفونت شایع تبخال تناسلی و ضایعات دیگری 
همچون انسفالیت و عفونت چشم در افراد بالغ است. در این پژوهش برای اولین بار خاصیت ضد ویروسی هرپس سیمپلکس 
نوع ۲ عصاره متانولی بذر گیاه عدس الملک در شرایط  in vitro مورد بررسی قرار گرفت. در ابتدا از بذر گیاه عدس الملک با 
استفاده از متانول عصاره گیری شد و عصاره به صورت مستقیم به سوسپانسیون سلولی حاوی ویروس اضافه گردید. به منظور 
تعیین اثرات بازدارندگی عصاره متانولی روی هرپس سیمپلکس نوع ۲، روش سنجش تشکیل پلاک استفاده گردید. نتایج حاصل 
از سنجش تشکیل پلاک نشان داد، عصاره متانولی بذر گیاه عدس الملک با غلظت ۲۰ میکروگرم بر میلی لیتر، ۱٫۵ ۹۸٪ از تشکیل 
پلاک ها جلوگیری به عمل می آورد. از این رو می توان از ترکیبات موجود در بذر گیاه عدس الملک به عنوان کاندید مناسبی جهت 

کشف داروهای جدید ضد هرپس سیمپلکس نوع ۲ که منشا طبیعی دارند، استفاده کرد.
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سنجش تشکیل پلاک
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اثر ضد هرپس ویروسی عصاره متانولی گیاه عدس الملک

آسیکلوویر آنالوگ گوانوزینی است که مکانیسم اثر ضد ویروسی آن با 
خاتمه زنجیره ی DNA در حال همانندسازی ویروس است. سوبسترای 
هدف برای آسیکلوویر آنزیم تیمیدین کیناز (TK) است. آسیکلوویر 
تنها در یک بخش ســاختاری کوچک با سایر آنالوگ های گوانوزینی 
متفاوت است که در آن یک ساختار زنجیره ای باز جایگزینن حلقه ی 
قند شده که همین امر موجب شده است تیمیدین کیناز ویروسی 
بصورت اختصاصی واکنش فسفریلاسیون آسیکلوویر را انجام داده و 
آسیکلوویر مونوفسفات تولید کند. متعاقبا این ساختار مونوفسفاته 
توســط کینازهای ســلولی به فرم فعال آسیکلوویر تری فسفات تبدیل 
می شــود. آسیکلوویر تری فسفات حدود ۱۰۰ برابر تمایل بیشتری برای 
پلیمراز های ویروسی دارد، در نتیجه آسیکلوویر تری فسفات با آنالوگ 
نوکلئوزیدی خود یعنی دئوکسی گوانوزین تری فسفات برای اتصال به 
پلیمراز ویروسی رقابت کرده و پس از ورود به زنجیره DNA ویروسی 
در حال همانندسازی،  موجب خاتمه ی زنجیره میشود. آسیکلوویر یک 
نوکلئوزید فاقد انتهای OH´۳ است، از اینرو پس از قرارگیری در زنجیره 
DNA در حال همانندسازی، از ادامه فعالیت DNA پلیمراز جلوگیری 

به عمل می آید (۷, ۸). 
به علت مقاوم شــدن سویه های هرپس ویروس که به  واسطه ی 
استفاده ی طولانی مدت از دارو  های موجود ایجاد می شود، نیاز به 
کشف ترکیبات دارویی جایگزین در درمان عفونت های هرپس رو به 

افزایش است(۹, ۱۰).
از قرن ها پیش استفاده از گیاهان دارویی به منظور پیش گیری و درمان 
عفونت های ویروسی مرسوم بوده اســت(۱۱).  تحقیقات نشان داده 
که ترکیبات اســتخراج شده از گیاهان از قبیل پلی فنول  ها، ترپن  ها و 
آلکالوئید ها دارای اثر ضد هرپس ویروســی هستند(۱۲). از جمله این 
ترکیبات گیاهی مرسوم می توان به فلاوونوئید رسوراترول که در گیاهانی 
مانند انگور و بادام زمینی وجود دارد(۱۳, ۱۴) و  فلاونوئید کاتچین که 

به وفور در برگ چای سبز موجود است، اشاره کرد(۱۵).
گیــاه عدس الملک با نام علمی Securigera securidaca، از خانواده 
لگومیناسه، گیاهی علفی ویک ساله و بومی مناطق غرب آسیا، اروپا 
و استرالیا است. این گیاه در زبان فارسی با نام گنده تلخه نیز شناخته 
می شــود(۱۶). کاربرد درمانی این گیاه، مربوط به بذر آن می باشد 
که از دیربازدر طب ســنتی ایران و هند، به عنوان عاملی در کنترل 

قند خون افراد مبتلا به دیابت ملیتوس، مورد استفاده قرار می گرفته 
است(۱۷). عصاره  های مختلف بدست آمده از بذر عدس الملک  دارای 
خواص درمانی مختلفی شــامل ضد صرع و تشنج و کاهش چربی 
خون می باشــند. ترکیبات شناخته شده از این گیاه شامل فلاونوئید ها، 
کومارین ها، استرول ها، ساپونین ها و کاردنولید ها می باشد(۱۸, ۱۹). در 
تحقیقات پیشــین تنها خاصیت ضد ویروسی هرپس سیملکس نوع ۱ 
گیاه عدس الملک بررسی شده است;از این رو در این پژوهش خاصیت 
ضد هرپس ویروسی نوع ۲ عصاره متانولی بذر گیاه عدس الملک مورد 

بررسی قرار گرفت.

مواد و روش ها
تهیه نمونه گیاهی:  

گیاه عدس الملک در مهر ماه ۱۳۹۰ از شهر اقلید واقع در ۳۰۰ کیلومتری 
شمال شــیراز جمع آوری و شناسایی آن در باغ گیاه شناسی دانشگاه 
اصفهان انجام شد. ۱۰۰ گرم از بذر گیاه با دستگاه آسیاب، پودر شد 
و با حلال متانولی ۹۶ درصد به مدت ۷۲ ساعت بر روی شیکر با دور 
RPM۱۸۰ و دمای C° ۲۵ قرار گرفت. عصاره بدست آمده با استفاده 
از دستگاه روتاری در شرایط خلاء و در دمای C° ۴۰ تغلیظ و در نهایت 
در دستگاه فریزدرایر خشک شد. پودر حاصله جمع آوری و در دمای

C° ۴ نگه داری گردید.
 

کشت و نگه داری سلول ها: 
رده ســلول Vero (ســلول های اپیتلیال کلیه میمون سبز آفریقایی) به 
عنوان سلول میزبان برای تکثیر ویروس هرپس سیمپلکس نوع ۲  مورد 
استفاده قرار گرفت. سلولها در محیط کشت DMEM حاوی ۱۰٪ سرم 
جنین گاوی (FBS) و L ـ گلوتامین ۲ میلی مولار کشت داده شد. سپس 
در انکوباتور Co۲ ٪۵ نگهداری شده و محیط کشت آنها هر ۳ روز 

یکبار واکشت داده شد. 

MTTبررسی سمیت سلولی با استفاده از روش
 جهت بررسی اثر سمیت سلولی عصاره متانولی عدس الملک از 
-۲,۵-(۲yl-dimethylthiazol-۴,۵)-۳ تکنیک نورسنجی با استفاده از

diphenyl tetrazolium bromide(MTT) استفاده می شود. این روش 
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بر فعالیت آنزیم سوکسینات دهیدروژناز میتوکندریایی سلول های زنده 
استوار است، که محلول زرد رنگ MTT را به کریستال های بنفش رنگ 
فورمازان تبدیل می کند، این کریستالهای غیر محلول را میتوان در حلال 
مناسبی همچون دی متیل سولفوکساید (DMSO) حل کرده و سپس 
به روش الایزا مورد ســنجش قرار داد(۲۰). درهر چاهک از پلیت  ۹۶ 
خانه ۱۸۰ میکرولیتر سوسپانسیون سلولی که معادل  ۱۰۴×۳ میکرولیتر 
سلول بود، ریخته شد. سپس مقدار ۲۰ میکرولیتر از غلظت  های مختلف 
عصــاره  به چاهک ها اضافه گردید، و حجم نهایی هر چاهک به۲۰۰ 
میکرولیتر رسید. محیط کشت حاوی ۰/۵ درصد  DMSO  بدون عصاره 
به عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شــد. پلیت به مدت ۴۸ ســاعت 
درون انکوباتور Co۲  ٪۵ و دمای ۳۷ درجه انکوبه گردید. ســپس ۲۰ 
میکرولیتر محلول MTT به هر چاهک اضافه شد و به مدت ۲ ساعت 
درون انکوباتور قرار گرفت. سپس ۱۰۰ میکرولیترDMSO به منظور 
حل کردن کریستال های فورمازان درون چاهک ها ریخته و به خوبی 
مخلوط شد. جذب MTT در طول موج nm ۵۶۰ توسط دستگاه الایزا 
خوانده شد. درصد بقاء سلولی در گروه کنترل منفی ۱۰۰ در نظر گرفته 
شد و از فرمول زیر محاسبه گردید. غلظتی از ترکیبات مورد آزمایش که 
درصد حیات ســلولی را به نصف کاهش می دهد به عنوان IC۵۰ لحاظ 

شد. برای هر غلظت عصاره، ۳ تکرار تعیین گردید.

فعالیت ضد ویروسی 
جهت بررسی فعالیت ضد هرپس ویروسی نوع ۲ عصاره متانولی بذر 
عدس الملک از آزمون کاهش پلاک روی ســلولهای Vero استفاده شد. 
کاهش پلاک، آزمونی حساس و دقیق است که با کمک آن می توان 
میزان تاثیر یک ترکیب را بر روی تعداد واحد تشکیل پلاک (PFU) در 

مقایسه با شاهد محاسبه نمود.
. ابتدا در هر چاهک پلیت ۲۴ چاهکی ۱۰۳×۴۰۰ سلول Vero در یک 
میلی لیتر محیط DMEM حاوی ۳درصد FBS غیر فعال شــده کشت 
داده و جهت تشکیل یک تک لایه سلولی متراکم به مدت ۲۴ ساعت در 
انکوباتور قرار داده شد. پس از طی این زمان، ۱میکرولیتر از سوسپانسیون 
ویروسی ذوب شــده به هر چاهک (حاوی ۱میلی لیتر محیط) افزوده 
شد. پس از سپری شدن زمان مورد نیاز برای جذب ویروس توسط سلول 
(یک ساعت در C°۳۷)، محیط حاوی سوسپانسیون ویروسی حذف و 
به منظور شســت و شوی سلول ها یک میلی لیتر محیط DMEM از 

پیش گرم شــده به هر چاهک افزوده شــد. پس از گذشت ۱۰ دقیقه 
این محیط را برداشته و در یک فرایند همزمان، میزان ۲۰ میکرولیتر از 
 DMEM غلظت های مختلف فراکشن ها به همراه ۲ میلی لیتر محیط
متیل سلولز دار از پیش گرم شده به هر چاهک افزوده شد (از هر 
غلظت یک عصاره یا یک فراکشن، ۳ تکرارگذاشته شد). همچنین به 
عنوان کنترل منفی، ۲۰ میکرولیتر DMSO ده مرتبه رقیق شــده با آب 
دیونیزه دو بار تقطیر اســتریل و ۲۰ میکرولیتر آســیکلوویر به عنوان 
کنترل مثبت اضافه شد (از هر کدام ۳ تکرار). پلیت ها به انکوباتور 
منتقل شدند و پس از گذشت ۴۸ساعت از زمان آلوده سازی سلول ها با 
ویروس، پلاک های تشــکیل شده مطابق مراحلی که در قسمت تعیین 
عیار ویروس ذکر شــد رنگ آمیزی شدند. تعداد پلاک های هر چاهک 
شــمارش شد و با استفاده از فرمول زیر درصد مهار هر غلظت یک 

عصاره یا فراکشن محاسبه گردید.

فعالیت ضد ویروسی هر ترکیب مورد آزمایش به صورت شاخص 
انتخابی (SI) که از تقسیم CC۵۰(غلظتی از ترکیب که ۵۰٪ اثر مهاری 
بر روی ســلول ها داشته است) بر IC۵۰(غلظتی از ترکیب که ۵۰٪ اثر 

مهاری بر فعالیت ویروس داشته است) بدست می آید، بیان می شود.

آنالیز آماری
در نهایت نتایج و داده های بدست آمده از انجام مطالعات به صورت 
میانگینی از پنج تکرار در هر آزمون و در سه زمان مختلف گزارش شد. 
نتایج بدست آمده با استفاده از آنالیز واریانس یک طرفه و با استفاده 
از نرم افزار  SPSS مورد تحلیل آماری قرار گرفت. در تحلیل آماری 
نتایج اثرات غلظت های مختلف یک ترکیب بر رده ســلولی با یکدیگر 
و با کنترل منفی مقایســه شدند. . برای مشخص شدن این امر که بین 
گروه های مطالعاتی تفاوت های آماری معنی داری وجود دارد یا خیر از 

آزمون ANOVA، آزمون LSD ( P < ۰/۰۵) استفاده گردید.

نتایج 
Vero بررسی اثر سمیت سلولی عصاره متانولی بر سلول های

اثر ســمیت سلولی غلظت های مختلف(۲۵، ۵۰، ۱۰۰، ۱۵۰ و ۳۰۰ 
میکروگــرم بر میلی لیتر) عصاره  متانولی بذر گیاه عدس الملک بر روی 
سلول های  Vero با استفاده از سنجش  MTTبررسی شدند(نمودار ۱). 
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نتایج حاصل نشان داد تا غلظت ۵۰ میکروگرم بر میلی لیتر هیچ سمیت 
سلولی مشاهده نشد و با افزایش غلضت عصاره از ۵۰ تا ۳۰۰ درصد 
 ۱۳۰ ،CC۵۰ بقاء ســلولی به صورت قابل توجهی کاهش یافت. میزان

میکروگرم بر میلی لیتر محاسبه شد. 
-HSV ۲بررسی اثر ضد ویروسی غلظت های مختلف عصاره متانولی بر

با توجه به این که عصاره متانولی در غلظت 
۲۰ و کمتر از ان هیچ گونه اثر سمیتی روی 
سلول های Vero نشان نمی دهد، از این رو 
از این غلظت و مقادیرکمتر از آن به منظور 
بررسی خواص ضد هرپس ویروسی نوع ۲ 
استفاده شد. نتایج حاصل از بررسی اثر ضد 
ویروسی غلظت های مختلف (۲۰، ۲ و ۰/۲ 
میکروگرم بر میلی لیتر) عصاره های متانولی 
گیاه عدس الملک بر روی ویروس هرپس 
سیمپلکس نوع ۲ نشــان داد که با افزایش 
غلظت عصاره میزان کاهش تعداد پلاک که 
نمایانگر مهار ویروس است، افزایش می یابد; 
به طوری که در غلظت هــای ۲۰، ۲ و ۰/۲ 
میکروگرم بر میلی لیتر به ترتیب در حدود 
۹۸، ۶۰ و ۴۱ درصد اثر مهاری مشاهده شد. 

در غلظت ۲۰ میکرو گرم بر میلی لیتر عصاره 
متانولی مشابه با آسیکلوویر قادر به مهار تقریبا 
۱۰۰ درصدی تشکیل پلاک های ویروسی است.  
IC۵۰ برای عصاره متانولی بذر عدس الملک ۱/۶ 
میکروگرم بر میلی لیتر محاسبه شد. ضریب 
تاثیر پذیری(SI)، از محاســبه نسبت CC۵۰ بر 

IC۵۰، ۸۱/۲ محاسبه شد.

بحث و نتیجه گیری
 نتایج حاصل نشــان داد عصاره خام متانولی 
بــذر عدس الملک با IC۵۰ معادل ۱/۶ میکروگرم 
بر میلی لیتر قادر به کاهش تشــکیل پلاک های 
ویروسی است. ضریب انتخاب پذیری عصاره ی 
متانولی بذر عــدس الملک ۸۱/۲ تعیین شــد. 
 CC۵۰ عصاره متانولی بــذر گیاه عدس الملک با
معادل  µg/ml۱۳۰، کمی اثر سمی روی سلول  
Vero از خود نشــان داد که می توان این گونه 
استنباط کرد بخش اندکی از اثر ضد ویروسی این فراکشن به علت اثر 
ســمیت سلولی آن اســت که با توجه با SI بالای این فراکشن می توان 
نتیجه گرفت ســمیت سلولی نقش ناچیزی در مهار ویروس دارد. طبق 
نتایج حاصل از تحقیقات  Amoros و همکارانش در ســال ۱۹۹۲، 

شکل۱: بررسی سمیت سلولی غلظت های مختلف عصاره متانولی بذر گیاه عدس الملک. هر نقطه بر روی 
 Mean±SD بیانگر Error bar .نمودار بیانگر میانگین ســه مرتبه آزمون و هر مرتبه سه بار تکرار است

است. 

 .Vero شکل۲: اثر ضد هرپس ویروسی نوع ۲ عصاره متانولی بذرعدس الملک و آسیکلوویر روی سلولهای
 Mean±SD بیانگر Error bar  .هر ستون  بیانگر میانگین سه مرتبه آزمون و در هر آزمون سه تکرار است

است.
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ترکیبات با ضریب انتخاب پذیری بیشتر از ۴ گزینه مناسبی برای عوامل 
ضد ویروسی می باشد(۲۱). 

بررسی های فیتوشیمیایی انجام گرفته توسط حسین زاده و همکاران 
در سال ۲۰۰۲ حاکی از وجود فلاوونوئید ها، ساپونین ها، آلکالوئید ها و 
تانین در بذر گیاه عدس الملک است(۱۷). بهبهانی و همکاران در سال 
۲۰۱۱ با بررسی اثر ضد ویروس هرپس سیمپلکس نوع ۱ عصاره متانولی 
بذر عدس الملک نشان دادند که ترکیبات فعال فلاونولی غیر گلیکوزیله 
موجود در عصاره متانولی بذر عدس الملک بــا SI معادل ۱۲۰  نقش 
موثری در کاهش پلاک های ویروسی داشتند(۲۲). با توجه به نتایج 
حاصل از فعالیت ضد HSV-1 عصاره متانولی بذر گیاه عدس الملک در 
پژوهش بهبهانی و همکاران در ۲۰۱۱ و تشــابه آن با نتایج حاصل از 
فعالیت HSV-2 عصاره متانولی بذر گیاه عدس الملک در این پژوهش، 
می توان این گونه اظهار داشت ترکیبات موثره با خاصیت ضد ویروسی 

در بذر این گیاه از نوع فلاوونوئید ها هستند.
تاکنون مطالعات زیــادی در رابطه با خاصیت ضد هرپس ویروســی 
عصاره متانولی گیاهان از طریق سنجش پلاک گزارش شده است. آمارال 

و همکاران در سال۱۹۹۹ طی پژوهشی نشان دادند فلاوونوئید های جدا 
شده از گیاهان دارویی دارای خواص ضد هرپس ویروسی هستند(۲۳).

چیانگ و همکاران در سال ۲۰۰۳ به بررسی خواص ضد هرپس 
ویروسی فلاوونودئد های خالص شده از عصاره آبی یک گیاه بومی چین 
(Caesalpinia pulcherrima) پرداختند. نتایج بدست آمده حاکی از 
اثر ضد هرپس ویروسی بالای گل، برگ و دانه این گیاه با SI به ترتیب 
 HSV-2 و ۱۴/۲، ۱۵/۸و ۱۳/۹ برای HSV-1 ۱۶/۵، ۱۶/۰ و ۱۴/۳ بــرای

می باشد(۲۴).
کیوروکاوا و همکاران در ســال ۱۹۹۸ فعالیت ضد هرپســی دو 
ترکیب مورونیک اسید و بتولینیک اسید جدا شــده از گیاه دارویی

 Rhus javanica را بررسی کرده و ضریب انتخاب پذیری برای مورونیک 
اسید و بتولینیک اسید به ترتیب ۱۰/۳ و ۶/۲ محاسبه شد (۲۵).

با توجه به SI های گزارش شده از گیاهان دارویی و نتایج بدست آمده 
در بررسی اخیر می توان اظهار داشت که اثر ضد ویروسی عصاره 
متانولی بذر گیاه عدس الملک به دلیل اثر سمی بر روی سلول میزبان 

نمی باشد و عصاره  مذکور پتانسیل بالایی در مهار تکثیر ویروس دارد. 

شکل۳: پلاک های ویروسی (الف)- سلول های آلوده به ویروس بدون تیمار با عصاره متانولی (ب)- 
سلول های آلوده به ویروس تیمار شده با عصاره متانولی

بالف
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