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Objective: Purple cone flower plant (Echinacea purpurea) is one of the most 
important Herbal products in many countries. Up to now a lot of experiments  
demonstrated the controversial effects of this herb on immune system . In this  
research we study the in vivo and in vitro effect of Iranian E.purpurea extract on  
cellular immunity. 
Materials and Methods: At first we determined the lethal dose of E.purpurea extract 
after intraperitoneal injection in BALB/c mice. Then we made five groups of mice and 
treat them by four times intraperitoneal injection of 1 ml extract at different doses 
(0, 0.4, 2, 10 and 50 mg/ml) during two weeks. Splenocyte proliferation response 
to extract was assessed by MTT method. Delayed-Type Hypersensitivity (DTH) 
response was evaluated by priming mice with 1×108 Sheep Red Blood Cell (SRBC) 
injected subcutaneously in the back on day 7after treatment. 
Results: As a result no significant variation in weight and spleen index of test groups 
to control was observed. Splenocyte proliferation and DTH response of test groups 
to control increased significantly (p<0.05).
Conclusion: However these data confirmed the results of previous studies, in 
addition presented the first results about significant increase in DTH response that 
could not be seen before. Scince the main reason of this difference refers to active 
compounds of herb extract, comparing effective component of this extract with that 
of E.purpurea cultivated in other geographical condition will consider as the next 
studies.
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بررسی اثر عصاره گياه سرخارگل (Echinacea Purpurea) بر ازدیاد 
BALB/c حساسيت تاخيری و پاسخ تكثيري سلول هاي طحال در موش
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چکیده 
دريافت مقاله: 86/2/15، پذيرش مقاله: 86/9/11

* هدف: بررسی اثر عصاره  سرخارگل ايران بر پاسخ ازدياد حساسيت تاخيري
تزريق داخل صفاقي در موش از  مقادير مختلف عصاره پس  اثر كشندگي  ابتدا  منظور  اين  به  * مواد و روش ها: 

تزريق داخل صفاقي  با  بار  دو  هفته  و هر  هفته  به مدت دو  از موش ها  ده تايي  تعيين شد. سپس گروه هاي   BALB/c
پاسخ  سنجش  شدند.  تيمار  ميلي ليتر  يك  حجم  در  عصاره  از  ميلی ليتر  بر  ميلی گرم   0/4 و   2  ،  10  ،50 مقادير 
 تكثيري )پروليفراسيون( سلول هاي طحال نسبت به عصاره در محيط كشت به روش MTT انجام شد. همچنين پاسخ
گوسفند قرمز  گلبول  به  نسبت   )Delayed-Type Hypersensitivity: DTH( تاخيري  حساسيت   ازدي��اد 

)Sheep Red Blood Cell :SRBC( ارزيابي شد.
* يافته ها: بر اساس نتايج به دست آمده تغيير معني داري در وزن و انديكس طحال موش هاي مورد مطالعه مشاهده 
نشد. پاسخ پروليفراسيون سلول هاي طحال به عصاره در گروه هاي آزمايش در مقايسه با گروه كنترل به طور معني داری 
 )p<0/05( افزايش داشت. همچنين پاسخ ازدياد حساسيت تاخيري در تمام گروه هاي آزمايش به طور معني داري )p<0/05(

افزايش نشان می داد.
 * نتیجه گیری: بر اساس اين يافته ها، مشاهده شد عصار ه سرخارگل ايران سبب افزايش تكثير سلول هاي طحال در

in vivo و in vitro مي شود، همچنين پاسخ ازدياد حساسيت تاخيري را به شدت برمي انگيزد. پيشتر گزارشي درباره 
افزايش معني دار پاسخ ازدياد حساسيت تاخيري ارائه نشده بود. به نظر مي رسد تركيبات موثره اين گياه عامل اصلي بروز 

تفاوت  باشد، از اين رو بررسي تفاوت اين تركيبات با انواع غيربومي آن مفيد خواهد بود.

واژه هاي كلیدي: سرخارگل، پروليفراسيون سلولي، ازدياد حساسيت تاخيري، تزريق داخل صفاقي
فصلنامه پزشكی یاخته، سال نهم، شماره 4، زمستان 86، صفحات: 254-261

مقاله اصیل

مقدمه
به  سال  صدها   )Echinacea purpurea(سرخارگل گياه 
عنوان گياه دارويي در درمان سرماخوردگي، برونشيت و عفونت هاي 
دستگاه تنفس فوقاني و برخي التهاب ها استفاده مي شد)1، 2( .با توجه 
به اين مسئله محققان به بررسي تاثير اين گياه و تركيبات موجود در 
ريشه و ساير قسمت هاي گياه بر سيستم ايمني و عفونت هاي مختلف 
پرداخته اند )5-3(.در مطالعات مختلف، تركيبات موثره گياه تخليص 
 ،)Cichorc Acid( و شناسايي شده اند كه شامل سيكوريك اسيد
پلي ساكاريدها و آلكيل آميدها است )6(. با توجه به تنوع تركيبات 
موثره در ريشه و ساير قسمت هاي گياه، و همچنين تفاوت در منطقه 
جغرافيايي كشت گياه و مسير تجويز عصاره، نتايج تحقيقات ممكن 
با هم متفاوت باشد )2، 7(. در مطالعاتي كه  است در بعضي موارد 
تاكنون انجام شده نشان داده شده است كه پلي ساكاريدهاي تخليص 
شده از گياه سرخارگل داراي خاصيت تحريك كنندگي سلول هاي 
فاگوسيتوز،  ق��درت  افزايش  باعث  كه  ط��وري  به  اس��ت.  ايمني 
كموتاكسي و انفجار تنفسي در ماكروفاژ )8، 9( و همچنين نوتروفيل 
عصاره كه  است  شده  داده  نشان  مطالعات  در   .)10(  می شوند 
تومور دهنده  نكروز  فاكتور  توليد  افزايش  باعث  گياه   اي��ن 

 )IL-1( اينترلوكين يك ،)Tumor Necrosis Factor: TNF(

می شود   صفاقي  ماكروفاژهاي  توسط   )IL-6( شش  اينترلوكين  و 
.)11(

سيستم  كه  موش هايي  به  عصاره  در  موجود  تركيبات  تزريق 
از  عفونت  هايي  به  را  موش ها  مقاومت  شده،  سركوب  آنها  ايمني 
است  داده  افزايش  آلبيكانس  كانديدا  و  منوسيتوژنز  ليستريا  جمله 
)12(. همچنين افزايش درصد حيات )viability( سلول هاي ايمني 
در اثر تركيبات موجود در عصاره اين گياه نيز نشان داده شده است 
قدرت  افزايش  باعث  سرخارگل  عصاره  ديگر  مطالعه  در  و   )13(
 )Natural Killer Cell: NK( كشندگي سلول هاي كشنده طبيعي
)14(. همچنين  است  به ويروس هرپس شده  آلوده  عليه سلول هاي 
بر  سرخارگل  گياه  در  موجود  تركيبات  كه  است  شده  گزارش 
خاصيت   B لنفوسيت هاي  ازجمله  ايمني  سلول هاي  از  برخي  روي 

تحريك كنندگي ندارد )2(.
تكثير   )15( رزل����ر  ت��وس��ط  ش���ده  ان��ج��ام  م��ط��ال��ع��ه  در 
 ل��ن��ف��وس��ي��ت ه��اي T ب��ه م��ي��زان ك��م اف���زاي���ش پ��ي��دا ك��رده
گاما اينترفرون  IL-2(2( و  اينترلوكين  توليد  ميزان  اما   ب��ود، 

 T لنفوسيت هاي  توسط   (Gamma Interferon: IFN-γ)
تاخيري  حساسيت  ازدياد  پاسخ  در  همچنين  نمی داد.  نشان  افزايش 
با عصاره  تيمار موش  از  بعد  T عامل آن هستند،  لنفوسيت هاي  كه 
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گياه سرخارگل عليرغم افزايش نسبی تكثير لنفوسيت هاي T تغييري 
مشاهده نشده بود )2(.

با توجه به اين مسئله به بررسي بيشتر در مورد اثر عصاره گياه 
سرخارگل ايران بر پاسخ تكثيري سلول هاي طحال و پاسخ پوستي 

ازدياد حساسيت تاخيري در موش در اين مطالعه پرداخته شد.

مواد و روش ها
تهیه  عصاره

سرخارگل  گياه  رويشي  پيكر   )crude( خام  الكلي  عصاره  
چگالي   ،pH=5/7 تيره،  قهوه اي  ظاهر  داراي  كه   ايران  )ريشه( 
است  گرم  هر  در  باكتري  100عدد  مقدار  و   0 الكلی  درجه    1/07
 )Batch No: EPCO4-L002-82( از شركت گياهان دارويي زردبند
تبخير  اثر  در  ازتهيه  پس  عصاره  در  موجود  )الكل  شد  خريداري 
حذف شده است( )16(. به منظور استريل كردن، عصاره با استفاده 
تهيه رقت،  از  فيلتر و پس  با غشا 0/22 ميكرومتری  فيلترسرنگی  از 
وزن خشك آن تعيين شد. بدين منظورحجم هاي متفاوت از عصاره  
روي كاغذ آلومينيومي كه وزن آن تا پنج رقم اعشار معلوم شده بود، 
ريخته شد. سپس به مدت سه ساعت در دماي 105 درجه  سانتي گراد 
قرار گرفت تا كاملا خشك شود. پس از خشك شدن مجددا كاغذ 
آلومينيومی وزن شد و اختلاف آن با وزن كاغذ آلومينيومی خالي 
به  اعداد  ميانگين  شد.  گرفته  اندازه  عصاره  خشك  وزن  عنوان  به 
دست آمده به عنوان وزن خشك عصاره برابر 250 ميلي گرم در هر 

ميلي ليتر گزارش شد.

حیوانات
موش هاي ماده  BALB/c، 8-6 هفته اي از انستيتوپاستور ايران 
قفس  در  گروه  هر  شدند.  تقسيم  ده تايي  گروه هاي  به  و  خريداري 
قرار  غذا  و  آب  و  نور  دما  نظر  از  استاندارد  شرايط  در  جداگانه 
گرفتند. به گروهي از اين موش ها كه براي تعيين دوز كشنده به كار 
تا 250    0/4 )از  تازه  مختلفي عصاره   مقادير  از  ميلي ليتر  رفتند يك 
تزريق شد و سپس  به روش داخل صفاقي  ليتر(  ميلي  ميلي گرم در 
تا 3  ميزان مرگ ومير  فيزيكي و  نظر رفتار، سلامت   از  اين مو ش ها 

ماه بعد بررسي شدند. 
پس از تعيين دوز كشنده به منظور انجام ساير بررسي ها به گرو ه 

ديگري از اين موش ها )گروه هاي آزمايش( يك ميلي ليتر از رقت 
در  ميلي گرم   0/4 و   2 و   10 و   50 واجد  كه  عصاره  مختلف  های 
ميلي ليتر بود تزريق شد. عمل تزريق به ترتيب معادل 1/6، 0/3، 0/06 
داخل  صورت  به  و  حيوان  بدن  وزن  هركيلوگرم  در  گرم   0/01 و 
صفاقي به مدت دو هفته و هر هفته دو بار، انجام شد. گروه كنترل به 

همين روش PBS دريافت مي كرد.

وزن موش، انديکس طحال و ارتشاح سلول
براي تعيين وزن، مو ش ها  قبل و بعد از تيمار با ترازوي حساس 
وزن شدند. براي تعيين انديكس طحال، پس از خارج كردن طحال 

از بدن موش و تعيين وزن آن از فرمول زير استفاده شد.
وزن بدن/100× وزن طحال= انديكس وزن طحال

براي تعيين وضعيت ارتشاح سلولي در طحال، ابتدا بافت طحال 
در فرمالين 10درصد تثبيت شد و پس از مراحل آب گيري و پارافينه 
كردن، بافت ها به ضخامت 5 ميكرومتر برش داده و با استفاده از رنگ 

هماتوكسيلن- ائوزين رنگ آميزي شدند. با استفاده از ميكروسكوپ 
نوري بافت طحال از نظر ارتشاح سلول در پالپ سفيد و تكثير سلول  

بررسي شد. در هر گروه ده موش مورد بررسي قرار گرفت.

اثر عصاره بر درصد حیات سلول هاي طحال در محیط كشت
ابتدا طحال موش ها به منظور جدا شدن سلول ها هموژن و سپس 
باقي مانده   به  و  شدند  سانتريفيوژ   rpm1700 در  دقيقه   5 مدت  به 
سلولي 5 ميلي ليتر محلول NH4Cl براي ليز RBC اضافه شد. پس از 
 RPMI 5 دقيقه انكوباسيون در دماي اتاق، حجم آن با محيط كشت
به مدت 5 دقيقه در rpm1700 سانتريفيوژ  به 14 ميلي ليتر رسيد و 
RPMI حاوی 5درصد سرم جنين گاو  در  مانده سلولي،  باقي  شد. 
)FBS( حل و پس از تعيين درصد سلول های زنده به ميزان 106×2 
سلول در هر ميلي ليتر رقيق شد. سپس ميزان 100 ميكروليتر از آن در 
هر چاهك پليت 96تايي كشت داده شد. اين سلول ها در انكوباتور 
واجد 5 درصد co2 و در دماي 37 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. 
100 ميكروليتر از مقادير مختلف عصاره )250 و 50 و 10 و 2 و 0/4 
ميلي گرم در هر ميلي ليتر( به صورت سه تايي به چاهك ها اضافه  شد. 
پس از 24، 48 و 72 ساعت، درصد حيات سلول هاي طحال با روش 

تريپان بلو و MTT تعيين شد.

پاسخ تکثیري سلول هاي طحال پس از تیمار داخل صفاقي
تيمار، سلول هاي طحال گروه هاي آزمايش  پايان دوره   از  پس 
در مجاور دو دوز عصاره 10 و50 ميلي گرم در ميلي ليتر به مدت 72 
از هر  انكوباسيون، سلول ها  پايان مدت  از  ساعت قرار گرفت. پس 
چاهك در ميكروتيوب هاي استريل جمع آوري و با RPMI واجد 5 
درصد FBS دو بار در rpm1700 به مدت 5 دقيقه شسته شدند تا 
عصاره از محيط حذف شود و رنگ عصاره با رنگ حاصل از معرف 
MTT تداخل نكند. سپس باقيمانده  سلولي با RPMI به حجم 100 

ميكروليتر رسانده و معرف MTT به آن اضافه شد.

MTT سنجش
پودر MTT 3- )4و 5- دي متيل تيازوليل 2–( 2– و 5- دي فنيل 
تترازوليوم به ميزان 5 ميلی گرم بر ميلی ليتر در PBS حل و فيلتر شد. 
پس از اتمام زمان انكوباسيون كشت طحال، ميزان 25 ميكروليتر از 
اضافه شد و مدت 6 ساعت در دمای 37 درجه  به هر چاهك  آن 
سانتی گراد قرار گرفت. با خاتمه  زمان انكوباسيون، هم زمان با تشكيل 
كامل كريستال ها، محلول رويي به آرامي از هر چاهك دور ريخته 
 )DMSO( شد و ميزان 100 ميكروليتر محلول دي متيل سولفوكسايد
براي حل كردن كريستال ها اضافه شد. پس از حل كردن كريستال 
دستگاه با  نانومتر   540 موج  طول  در  توليدشده  رنگ  جذب   ها، 

سپس  و  خوانده   )Labsystems Multiskan MS( ريدر  الايزا 
انديكس تحريكي محاسبه شد )17(.

(DTH) ازدياد حساسیت تأخیري
به 5 گروه  به طور تصادفي  ابتدا موش ها  اين تست  انجام  براي 
در  50ميلي گرم  و   10  ،2  ،0/4 مقادير  سپس  شدند.  تقسيم  5تايي 
ميلي ليتر از عصاره در حجم يك ميلي ليتر به صورت داخل صفاقي 
به مدت 2 هفته و هفته اي دوبار تزريق شد. به گروه كنترل به صورت 
تعداد  تيمار  دوره   اتمام  از  پس  شد.  تزريق   PBS صفاقي  داخل 
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ايران  رازي  انستيتو  از   )SRBC( گوسفند  قرمز  گلبول   1×108

همه   به  جلدی  زير  صورت  به  ميلی  ليتر   0/1 حجم  در  و  خريداي 
108×1 در 0/1 ميلی  ليتر 

 SRBC گروه ها تزريق شد. 5 روز بعد مقدار
 به كف پاي چپ هر موش و هم حجم آن PBS به كف پاي راست

پاي  ضخامت  اف��زاي��ش  ش��د.  ت��زري��ق  جلدی  زي��ر  ص��ورت  ب��ه 
كوليس از  استفاده  با  ساعت   72 و   48  ،24 از  پس   موش ها 

و  شد  اندازه گيري   (Mauser Dial Caliper-Germany)
تاخيری محاسبه  ازدياد حساسيت  از  ناشی  افزايش ضخامت  درصد 

گرديد )18، 19(.

آنالیز آماري
 student’t-test در اين مطالعه جهت بررسي آماري از آزمون
به عنوان سطح   p< تعيين 0/05  استفاده شد وبا   SPSS نرم افزار  و 

معني داري نتايج بدست آمده مورد ارزيابی قرار گرفتند.

یافته ها
دوز كشنده در موش

در بين گروه هاي آزمايش، عصاره تنها در مقدار 250 ميلي گرم 
سمي  موش ها  براي  صفاقي  داخل  تزريق  از  پس  بالاتر،  مقادير  و 
بود. همه  موش هاي اين گروه در فاصله 5 تا 10 دقيقه دچار ضعف 
از 30 دقيقه مردند. در دوز تعادل شدند و پس   در حركت و عدم 

50 ميلی گرم بر ميلی ليتر ضعف در حركت و عدم تعادل به صورت 
موقت مشاهده و پس از يك ساعت كاملا برطرف شد. در دوزهاي 

پايين تر هيچ عارضه اي  مشاهده نشد.

انديکس طحال و ارتشاح سلول
از آن جايي كه طحال يكي از مهم ترين اعضاي معرف عملكرد 
گروه هاي  در  طحال  انديكس  و  موش  وزن  است،  ايمني  سيستم 
وزن  تغيير  بر  اثري  عصاره،  نتايج،  اساس  بر  شد.  بررسي  مختلف 
موش و انديكس طحال نداشته است )جدول 1(. در بررسي ارتشاح 
عصاره با  تيمارشده  موش هاي  طحال  عرضي  برش هاي   سلولي،  

آنها عصاره  به  با طحال موش هايي كه  ميلی ليتر(  بر  ميلی گرم   50 (
هماتوكسيلن-ائوزين،  رنگ آميزي  از  )كنترل(،  بود  نشده  تزريق 
در كه  طور  همان  شد.  استفاده  نوري  ميكروسكوپ  از  استفاده   با 

شكل B 1 مشخص است تراكم سلولي نسبت به شكل A 1 )كنترل( 
افزايش يافته و فوليكول هاي زيادي تشكيل شده است )شكل 1(.

اثر عصاره بر درصد حیات سلول هاي طحال در محیط كشت
هيچ گونه  نه تنها  تريپان بلو  روش  به  حيات  درصد  بررسي  در 
بر روي سلول هاي  اثر سايتوتوكسيك در دوزهاي مختلف عصاره 
طحال موش پس از 24، 48 و 72 ساعت مشاهده نشد، بلكه درصد 
)سلول هاي  كنترل  به  نسبت  عصاره  دوز  افزايش  با  سلول ها  حيات 
تشديد شد. جدول2، درصد حيات سلول هاي  فاقد عصاره(  طحال 
طحال را در مجاورت دوزهاي مختلف عصاره در زمان هاي مختلف 
نشان مي دهد. همان طور كه مشخص است با افزايش دوز عصاره از 
كاهش درصد حيات با گذشت زمان، كاسته مي شود. بر اساس نتايج 
به دست آمده 48 و 72 ساعت پس از انكوباسيون سلول هاي طحال 
در مجاور عصاره اختلاف معني داري)p<0/05( بين درصد حيات 

سلول هاي آزمايش با سلول هاي كنترل )بدون عصاره( مشاهده مي 
شود.

جدول 1: اثر مقادير مختلف عصاره گیاه سرخار گل بر انديکس طحال و تغییرات بافت شناسي آن

بافت شناسي طحال انديکس وزن طحال ± 
خطای استاندارد میانگین

مقدار عصاره
(میلي گرم در میلي لیتر)

طبیعي 0/43 ±0/05 0

فولیکول هاي بزرگ فعال شده و در حال میتوز 0/49 ±0/03 0/4

فولیکول هاي بزرگ فعال شده و در حال میتوز 0/55 ±0/05 2

فولیکول هاي بزرگ فعال شده و در حال میتوز 0/44 ±/004 10

فولیکول هاي بزرگ فعال شده و در حال میتوز 0/50 ±0/01 50
ده موش در هر گروه مورد بررسي قرار گرفت

شکل 1: برش عرضی طحال موش طبیعی (A) برش عرضی طحال موشی كه مقدار 50 میلی گرم در میلی لیتر عصاره دريافت كرده است. 
.(B) فلش ها حضور پالپ های سفید فعال را نشان می دهد
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در بررسي درصد حيات به روش MTT، پس از 24، 48 و 72 
ساعت، معرف MTT اضافه و پس از زمان لازم انكوباسيون، جذب 
تشديد  ميزان  و  تعيين گرديد  نانومتر  چاهك ها در طول موج 540 
حيات بر اساس فرمول انديكس تحريكي به شرح زير محاسبه شد 

)جدول 3(.
نانومتر/ميانگين  تيمار نشده در 540  ميانگين جذب سلول های 

جذب سلول هاي تيمارشده در 540 نانومتر= انديكس تحريكی

بر اساس نتايج به دست آمده دوز 10 ميلي گرم پس از 48 ساعت 
معني داري  افزايش  ساعت   24 از  پس  ميلي گرم   250 و   50 دوز  و 
)p<0/05(  در انديكس پروليفراسيون سلول هاي طحال در مقايسه 
با گروه هايي كه با 0/4 و 2 ميلي گرم در ميلي ليتر عصاره تيمار شده 
انديكس  بر  عصاره  از  دوز  هر  تحريكي  اثر  دادن��د.  نشان  بودند، 

پروليفراسيون با گذشت زمان افزايش مي يابد و اين افزايش وابسته 
القا  تحريكي  انديكس  ساعت   48 در  كه  گونه اي  به  است.  دوز  به 
 شده توسط دوز 50 ميلي گرم تقريبا دو برابر دوز 10 ميلي گرم و دوز

 250 ميلي گرم نيز دو برابر 50 ميلي گرم مي شود. 

پاسخ تکثیري سلول هاي طحال پس از تیمار داخلي صفاقي
در اين بررسي انديكس پروليفراسيون سلول هاي طحال موش هاي 
 )PBS تيمار شده با عصاره نسبت به موش های كنترل  تيمار شده با
محاسبه شد. در بررسي پاسخ تكثيري حال نسبت به عصاره در گروه هاي 
تيمار شده در هر گروه در دوز 10 ميلي گرم نسبت به كنترل )بدون 
 تيمار ثانوي با عصاره( افزايش معني داري در انديكس پروليفراسيون
ب��ا ع��ص��اره م��ش��اه��ده شد ت��ح��ري��ك م��ج��دد  ب��ه  پ��اس��خ   در 

)جدول 4(.                                    

جدول 2: درصد حیات سلول های طحال در مجاور مقاير مختلف عصاره به روش تريپان بلو

250 50 10 2 0/4 0 مقدار عصاره  
                                        (میلی گرم بر 

                                               میلی لیتر) 

زمان

100 ±0 96/6 ±1/7 75±2/1 71±2/08 66/5±1/5a 63±2a 24 ساعت

96/6±0/3 85/3±1/6* 70/6±3* 29±2/1 20±0 20±0 48 ساعت

97±1/5 71±2* 62/3±2/3* 20± 0* 5±0/3* 0±0 72 ساعت
* در هر زمان بین گروه هايي كه با ستاره مشخص شده اند با گروه كنترل اختلاف معني دار (p>0/05) وجود دارد .

a میانگین انحراف معیار (اعداد میانگین بررسي در 3 موش و به صورت3 بار تکرار مي باشد).

MTT جدول 3: انديکس تحريکي سلول هاي طحال به روش

مقدار عصاره (میلی گرم بر میلی لیتر)

250 50 10 2 0/4

زمان

3/6±0/05* 2/6±0/09* 1/3±0/06 1/1±0/05 1/1 ±0/006 a 24 ساعت   

10/25±0/6* 5/2±0/14* 2/6±0/05*   1/4±0/2 1/2±0/007 48 ساعت

13±0/5*  7/4±0/19* 2/2±0/14* 1/25±0/04 1/2±0/08 72 ساعت
* در هر زمان بین گروه هاي ستاره دار با گروه كنترل كه عصاره به آن تزريق نشده اختلاف معني دار(p> 0/05) وجود دارد

a میانگین انحراف معیار (اعداد میانگین 3 بار تکرار مي باشد).

میانگین جذب سلول های تیمار نشده در 540 نانومتر/ میانگین جذب سلول هاي تیمارشده در 540 نانومتر= انديکس تحريکی

جدول 4: میانگین پاسخ پرولیفراسیون سلول های طحال در موش های تیمار شده با عصاره نسبت به موش كنترل

اندیکس تحریکی±خطای استاندارد میانگین

گروه 4 گروه 3 گروه 2 گروه 1 تیمار

1/3 ±0/05 1/66 ±0/03 1/46 ±0 /13 50 میلي گرم     ±0/08 1/56

1/73 ± 0/24 1/8±0/1*       2/21±0/12*     2/3±0/04* 10 میلي گرم

1/5±0/05 1/14±0/003 1/32±0/07 1/5±0/05 0 میلي گرم
گروه1 (50 میلي گرم) گروه2 (10 میلي گرم ) گروه3 (2 میلي گرم )  گروه4 (0/4 میلي گرم) از عصاره را دريافت كرده اند. درهرگروه 
پنج موش با عصاره تیمار شده بود و هر بررسي در هر موش با 3 بار تکرارانجام شد .در گروه هايي كه با ستاره مشخص شده اند 

اختلاف معني داري (p>0/05) در افزايش انديکس تحريکي در حضور تیمار ثانويه عصاره نسبت به نبود آن وجود دارد. 
میانگین  جذب  سلول هاي  طحال در موش  تیما رنشده  در 540 نانومتر/ میانگین  جذب  سلول هاي  طحال   درموش  تیمارشده  در 540 

نانومتر=انديکس تحريکي
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پاسخ ازدياد حساسیت تأخیري 
در بررسي ازدياد حساسيت تأخيري )DTH(، افزايش معني داري 
بر )ميلي گرم  عصاره  مختلف  دوزهاي  با  تيمارشده  گروه هاي   در 

ميلی ليتر 50، 0/2، 0/4( نسبت به كنترل در دوز بهينه  2ميلی گرم بر 
 DTH ميلی ليتر مشاهده شد )ده موش در هر گروه(. افزايش پاسخ
پس از 24 و 48 ساعت در تمام گروه ها و پس از 72 ساعت تنها در 
ميلی ليتر و 2، 0/4  بر  ميلی گرم  با دوزهاي 50  تيمارشده  گروه هاي 

نسبت به كنترل اختلاف معني دار )p<0/05( داشت )شكل 2(. 

شکل 2  : بررسي ازدياد حساسیت تأخیري (DTH). در هر زمان بین 
گروه هاي ستاره دار با گروه كنترل كه عصاره به آن تزريق نشده 
در هر گروه مورد  ده موش  دارد.  <p) وجود  دار(0/05  اختلف معني 

بررسي قرار گرفت.

بحث
آمريكا  شمال  نواحي  بومي  گياه  ابتدا  در  كه  سرخارگل  گياه 
بوده  است و از مدت ها پيش به عنوان گياه دارويي به منظور درمان 
از جمله سرماخوردگي، عفونت هاي ويروسي  بيماري ها  از  بسياري 
كشورهاي  از  بسياري  در  هم اكنون  شد،  می  كاربرده  به  سرطان  و 
دنيا مصرف گسترده يافته است )20(. تحقيقات زيادي در زمينه  اثر 
اين گياه دارويي در سيستم غيرزنده و زنده در كشورهاي مختلف 
بر  اين گياه مشخص شود.  اثر  تا مواد مؤثره و مكانيسم  انجام شده 
اين اساس امروزه سرخارگل را به عنوان گياه محرك سيستم ايمني 
است،  مؤثره آن شناخته شده  تركيبات  مطرح مي كنند. هرچند كه 
مكانيسم عمل و اثر متقابل آنها  بر يكديگر به درستي معلوم نيست 

.)1(
مختلف  گونه هاي  كه  مي دهد  نشان  بررسي ها  ديگر  سوي  از 
هوايي  قسمت هاي  و  )ريشه  آن  گياه  مختلف  بخش هاي  و  اكيناسه 
ساير  يا  و  گياهي  عصاره هاي  آماده سازي  و  تهيه  روش  گياه(، 
فرآورده هاي، آن تأثير متفاوتي در سيستم زنده بر جاي مي گذارند 
)2(. طی يك بررسي در سيستم غيرزنده نشان داده شد كه در يك 
روش تهيه  غير استاندارد عصاره، ترشح سايتوكاين از ماكروفاژهاي 
صفاقي موش افزايش يافته و افزايش درصد حيات و تكثير سلول هاي 
در  كه  حالي  در  مي شود.  تشديد  انسان  محيطي  خون  تك هسته اي 
يك روش استاندارد شده، فرآورده اين گياه از لحاظ ايمونولوژيك 
نشان  ضدالتهابي  و  آنتي اكسيداني  خاصيت  ولي  است  غيرفعال 

مي دهد )13(.
عمومي  توافق  عدم  و  گفته شده  مسائل  به  توجه  با  هر حال  به 
بر سر روش استانداردي براي تهيه  عصاره  اكيناسه، به نظر مي رسد 
بايد  دارند  گياه  اين  از  دارويي  استفاده   به  تصميم  كه  كشورهايي 

بررسي هاي لازم را در زمينه  گياه موجود در كشور خود انجام دهند 
و  تخليص  به روش  نسبت  مربوط،  كارآزمايي هاي  انجام  از  پس  و 
اثر عصاره   اين تحقيق،  اقدام كنند. در  نياز  تهيه  فرآورده هاي مورد 
گياه سرخارگل ايران )تهيه شده از شركت زردبند( بر پاسخ ازدياد 
موش  در  طحال  سلول هاي  تكثيري  پاسخ  و  تاخيري  حساسيت 

BALB/c بررسي شد.
 تاكنون تحقيقات انجام شده در حيوان آزمايشگاهي هيچ نشاني

گزارش های  اساس  بر  نداده اند.  ارائه  اكيناسه  سميت  و  خطر  از 
بيشتر  خوراكي  دوزهاي  در  كشندگي  اثر  نوع  هيچ  منگز،  موجود 
دوزهاي وريدي  تزريق  در  و  بدن  وزن  كيلوگرم  در  15گرم   از 

بيش از 5گرم در كيلوگرم در مورد رت يا موش مشاهده نشده است 
دوز  در  عصاره  صفاقي  داخل  تزريق  از  پس  مطالعه  اين  در   .)21(
كمتر از 250 ميلی گرم بر ميلی ليتر  حتي با گذشت چند هفته هيچ 
ميلی ليتر  بر  ميلی گرم   250 دوز  اما  نشد.  مشاهده  اثر كشندگي  نوع 
دوزهاي  مطالعه  اين  در  بنابراين  شد.  موش ها  مرگ  باعث  بالاتر  و 
ايمونولوژي  بررسي هاي  براي  ميلی ليتر   بر  ميلی گرم   250 از  كمتر 

به كار رفتند. 
افزايش درصد حيات  و تكثير سلول هاي ايمني پيشتر در مورد 
فرآورده هاي اين عصاره توسط محققان گزارش شده است. رينينگر 
خون  تك هسته اي  سلول هاي  حيات   درصد  افزايش  همكارانش  و 
محيطي توسط عصاره اكيناسه را نشان داده و آن را وابسته به دوز، 
سان   .)13( كرده اند  گزارش  ميلی ليتر  بر  ميكروگرم   1 بهينه   دوز  با 
هفته 0/45 دو  به مدت  روزانه  در موش هايي كه  نيز   و همكارانش 

ميلی گرم بر ميلی ليتر از عصاره  ريشه اي E. purpurea را دريافت 
سلول هاي  و  مونوسيت ها  تعداد  در  معني داري  افزايش  مي كردند، 
 NK )نه لنفوسيت ها و گرانولوسيت ها( نسبت به گروه كنترل گزارش

كرده اند )3(. در اين مطالعه نيز در راستاي بررسي اثر  عصاره  گياه 
اكيناسه برمجموعه ديگري از سلول هاي ايمني كه در عضو لنفي طحال 
به داخل صفاقي  تيمار  از  پس  مشاهده شد عصاره،  گرفته اند،   قرار 
در را  طحال  سلول هاي  تكثير  و  حيات  درص��د  افزايش   شدت 

اين   in vitro بررسي  در  مي دهد.  in vivo افزايش  و   in vitro 
تكثير به اندازه اي است كه مي توان گفت دوز 250 ميلي گرم پس از 
72 ساعت با ايجاد انديكس تحريكي 13 توانسته مانند يك ميتوژن 

عمل كند.
در بررسي in vivo بر اساس شكل يك تراكم بالاي سلولي در برش 
عرضي طحال در گروه تست نسبت به كنترل مي تواند نشان دهنده  
پاسخ  در  مهاجر  ايمني  سلول هاي  تجمع  همچنين  و  فراوان  ميتوز 
پاسخ تكثيري  به دست آمده در  نتايج  باشد.  اكيناسه  با   به تحريك 
سلول هاي طحال in vivo نشان مي دهد كه حضور يا عدم حضور 

سلول  تحريكي  انديكس  افزايش  بر  اثري   ،in vitro در  عصاره 
هاي طحال موش هايي كه عصاره  را به طور داخل صفاقي دريافت 
نتوانسته  عصاره  كه  نيست  آن  دليل  به  نتيجه  اين  ندارد.  كرده اند  
بلكه  بگذارد  اثر   in vivo در  طحال  سلول هاي  پروليفراسيون  بر 
اثر  ترتيب  اين  به  بالاي عصاره درin vitro است.  اثر  نشان دهنده 
 تحريكي سلول هايي كه قبلا در in vivo با عصاره تماس داشته اند با

در   ، اند  نداشته  تماس  عصاره  با   in  vivo در  كه  سلول هايي 
است  نزديك  يكديگر  درin vitro به  عصاره  مجدد  حضور 
نسبت  از  حاصل  تحريكي  انديكس   4 جدول  طبق  كه  جايي  تا 
به   ،in  vivoدر نشده  تحريك  به  شده  تحريك  موش هاي  جذب 
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اثر تحريكي تجويز عصاره در  اين وجود همين  با  نمي رسد.  3 هم 
آن  حدود  و   2 تحريكي  انديكس  عدد  باعث  كه  است   in  vivo 
 مي شود. اين اثربه ويژه در گروهي كه با دوز يادآور 10 ميلي گرم در

in vitro مجاور شده است ، ديده مي شود.
سنجش  )عبارت  تأخيري  حساسيت  ازدياد  پاسخ  بررسي  طي 

ديگري براي ارزيابي ايمني سلولي حذف شده است(، افزايش معني 
داري در زمان هاي 24 و 48 ساعت نسبت به كنترل در همه  گروه ها 
 و در زمان 72 ساعت در همه گروه ها به جز گروه تيمارشده با مقدار

پاسخ  اين  كه  آنجايي  از  شد.  مشاهده  ميلی ليتر  بر  ميلی گرم   10  
احتمالا وابسته به سلول T است به نظر مي رسد كه عصاره توانسته با 
تأثير بر جمعيت لنفوسيتي پاسخ DTH را برانگيزد. به منظور تعيين 
نقش سلول هاي T لازم است تا در بررسي هاي ديگر مطالعات بافت 
شناسي در محل پاسخ DTH صورت گيرد و با آزمون هاي تكميلي 
فعال شدن لنفوسيت هاي T مشخص گردد. نتايج قبلي درباره  اثر اين 
گياه بر پاسخ DTH و به طور كلي لنفوسيت هاي T بيشتر گوياي اثر 
ايمونولوژيك  فعاليت هاي  و  غيراختصاصي  ايمني  شاخه   بر  عصاره 
پاسخ هاي  تقويت  در  را  اكيناسه  نقش  و  است  فاگوسيتوز  ازجمله 
در  بررسي  در يك  مي داند.  ناچيز  لنفوسيت ها  راه  از  سلولي  ايمني 
عين حال كه افزايش كمي در تكثير لنفوسيت هاي T پس از تيمار با 
اكيناسه گزارش شده است، نقش آن را در ازدياد حساسيت تاخيري 
عصاره  كه  مي رسد  نظر  به  ترتيب  اين  به   .)15( است  دانسته  بي اثر 
متفاوت است  تركيبات مؤثره  نوع و درصد  به لحاظ  ايران  اكيناسه  
كه توانسته پاسخ DTH را القا كند. تزريق داخل صفاقي نيز مي تواند 

دليل ديگري برتفاوت القاي پاسخ DTH در اين بررسي باشد.
ميتوز  افزايش  نمايانگر  كه  بافت شناسي طحال  از  نتايج حاصل 

از  يافته هاي حاصل  به خوبي  است  در طحال  زايا  مراكز  تشكيل  و 
بررسي )DTH حذف شده است( پاسخ تكثيري سلول هاي طحال را 
تاييد مي كند. لازم به ذكر است كه به منظور تحريك سيستم ايمني 
و مشاهده پاسخ، سلول هاي سيستم ايمني بايد به دفعات و با فاصله 
مورد  ماده  هر  خواه  باشد  اكيناسه  تركيبات  )خواه  محرك  ماده  با 
اكيناسه در  بار  به همين دليل تزريق 4  بررسي ديگر( مواجه شوند. 
مدت دو هفته انتخاب شد. در اينجا از اكيناسه به عنوان دارو استفاده 
نشده تا كاهش دوز يا ثابت بودن آن در بدن موش مهم باشد. چرا 
كه در صورت تحريك سيستم ايمني پاسخ هاي ايمني و فعال شدن 
سلول ها به طور سلسله وار حتي درصورت كاهش محرك ادامه پيدا 
مي كند. شايد با بررسی های بيشتر بتوان از خاصيت تحريك ايمنی 
به عنوان ادجوانت در كنار واكسن ها جهت تحريك غير  اكيناسه 

اختصاصی سيستم ايمنی استفاده كرد.

نتيجه گيری
عصاره  اكيناسه  حاضر همچون ساير فرآورده هاي اكيناسه واجد 
خواص محرك ايمني است. يافته هاي حاصل ضمن تاييد نتايج قبلي، 
آنجايي  از  است.   DTH پاسخ  محسوس  افزايش  از  گزارش  اولين 
كه احتمالا سلول هاي T در پاسخ DTH شركت دارند لازم است 
به   T لنفوسيت هاي  فعال شدن  در  نقش عصاره  بعدي  مطالعات  در 
دقت بررسي شود. به منظور كاربردي كردن و استفاده باليني از اين 
گياه دارويي، بررسي هاي دقيق و كامل تر ايمني شناسي، تعيين نوع و 
درصد تركيبات مؤثره اين عصاره و  مطالعات داروشناسي از جمله 
تعيين دز عصاره در بدن حيوان و روند حذف آن از بدن موش لازم 

به نظر مي رسد.
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