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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال هشتم    شماره 3    صفحات  166  تا  172    پاييز 1389

مقاله
تحقيقاتي

بررسي تاثير ضد ليشمانيايي عصاره هاي درمنه كوهي، آنقوزه و قوزه پنبه 
بر روي پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور

محمد براتي1، *دكتر ايرج شريفي2، دكتر فريبا شريفي فر3

چكيد ه
سابقه و هدف: ليشمانيوزها مجموعه اي از بيماري هاي انگلي را شامل مي شوند كه به صورت طيف وسيعي از علايم باليني شامل 
ليشمانيوز پوستي، پوستي- مخاطي و احشايي، ظاهر مي شود. عصاره هاي گياهي و تركيبات مشتق شده از گياهان منبع غني عوامل 
دارويي جديد را فراهم مي كنند و در كشورهاي آندميك از گياهان بومي جهت درمان بسياري از عوامل عفوني استفاده مي شود. 
اخيرا پيشرفتهاي زيادي در زمينه استفاده از داروهاي گياهي جهت درمان ليشمانيوز حاصل شده است. هدف از اين تحقيق، تعيين 
اثر ضد ليشمانيايي سه فراورده گياهي در مقايسه با داروي كنترل (تارتارامتيك) بر روي سويه استاندارد ليشمانيا ماژور در شرايط 

آزمايشگاهي مي باشد.
 (FCS) حاوي10% سرم جنين گاوي RPMI-1640  سويه استاندارد به محيط كشت (Leishmania major) مواد و روش ها: ليشمانيا ماژور
و آنتي بيوتيك منتقل و در دماي C°2±25 كشت داده شد. سپس در مرحله ثابت رشد تاثير غلظت هاي مختلف عصاره هاي گياهي 
در مقايسه با تركيب سه ظرفيتي آنتي موان (تارتارامتيك) بر روي پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور با استفاده از روش رنگ سنجي 
MTT،، مورد بررسي قرار گرفت. سپس ميزان جذب نوري (Optical density) رنگ حاصله از احيا نمك تترازوليوم (MTT) به محصول 

رنگي فورمازان توسط انگل، بوسيله دستگاه اليزا ريدر (ELISA reader) سنجيده شد و مقدار IC50 كه 50% غلظت مهار كننده است، 
محاسبه گرديد. براي اين منظور آزمايشات به صورت دوپليكيت انجام شد. اين مطالعه برگرفته از پايان نامه دانشجويي مي باشد.

يافته ها:  نتايج حاصل از جذب نوري و IC50  نشان داد كه عصاره قوزه پنبه در مقايسه با داروي كنترل وعصاره هاي ديگر داراي تاثير 
بيشتري مي باشد، به طوري كه ميزان IC50 داروي تارتارامتيك (كنترل) برابر با  μg/ml4/7 مي باشد. همچنين ميزان IC50 عصاره هاي 
درمنه كوهي، آنقوزه و قوزه پنبه به ترتيبg/ml μ 7/5، 5/9 و3/6، محاسبه شد. اگرچه عصاره قوزه پنبه نسبت به دو عصاره ديگر 

تاثير بيشتري نشان داد، اما همه اين عصاره ها بر فرم پروماستيگوت ليشمانيا ماژور تاثير قابل ملاحظه اي، نشان دادند.
بحث و نتيجه گيري: با توجه به اينكه عصاره هاي گياهي درمنه كوهي، آنقوزه و قوزه پنبه بر روي پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور 
اثرات ضد ليشمانيايي مطلوبي نشان داده اند، ضرورت انجام آزمايشات بيشتري جهت ارزيابي اين عصاره ها بر روي انگل ليشمانيا 

در مدل حيواني و انسان هاي داوطلب، احساس مي شود.
MTT كلمات كليدي: ليشمانيا ماژور، درمنه كوهي، آنقوزه، قوزه پنبه، عصاره هاي گياهي، روش
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مقدمه
ليشمانيوز يك بيماري گرمسيري ناشي از انگل داخل سلولي از 

جنس ليشمانيا مي باشد (1، 2). اين بيماري در سراسر جهان منجمله 
ايران انتشار دارد (3)، به طوري كه بروز اين بيماري در افراد نظامي 
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و غير نظامي و همچنين در افرادي كه به مناطق آندميك مسافرت 
مي نمايند بيشتر است (4). موارد ليشمانيوز پوستي طي سالهاي اخير 
همواره به دليل مهاجرت تدريجي به شهرها، جابه جايي جمعيت، 
مواجه افراد غير ايمن، تخريب شرايط محيطي و اكولوژيكي، سوء 

تغذيه و همراهي با HIV رو به افزايش مي باشد (5).
درمان دارويي ليشمانيوز عمدتا با استفاده از تركيبات آنتي موان كه 
در طي 65 سال گذشته، صورت گرفته است (6). داروهاي خط 
اول جهت درمان اين بيماري ها تركيبات آنتي موآن پنج ظرفيتي 
مي باشند (7، 8، 9). در عين حال اغلب اين داروها سمي بوده و 
داراي اثرات جانبي زيادي هستند (2، 10، 11). از طرفي درمان 
ليشمانيوز در كشورهاي آندميك بسيار هزينه بر است و استفاده 
نادرست از اين تركيبات باعث افزايش موارد مقاومت دارويي و 
بروز موارد عفونت همزمان با HIV، شده است (6). علاوه بر اين، 
درمان دارويي مي تواند با ايجاد تغيير در حساسيت گونه هاي ليشمانيا 
نسبت به دارو، اختلاف در فارماكوكينتيك و همچنين در تداخل 

ايمني ميزبان-دارو را پيچيده كند (12).
اغلب داروهايي كه براي درمان ليشمانيوز استفاده مي شوند، داراي 
يك يا چند محدوديت مي باشند، از جمله اينكه مقرون به صرفه 
نيستند، از نظر نحوه مصرف و همچنين سميت داراي مشكلاتي 
مي باشند و مهمترين مسئله در مورد اين داروها گسترش مقاومت 
انگل به اين داروها مي باشد. در حال حاضر افزايش مقاومت در 
برابر تركيبات آنتي موان به عنوان يك هشدار و چالش عمده در 
موفقيت درماني، مطرح است (1، 8). از اين رو نياز به گسترش 
تركيبات ضد ليشمانيايي موثر، كم هزينه، با سميت كم و همچنين 
با قابليت تجويز از راه خوراكي، نسبت به گذشته، بيشتر احساس 

مي شود (1).
از آنجا كه داروهاي گياهي داراي عوارض جانبي كمتري هستند 
و همچنين قابل دسترس و كم هزينه مي باشند، در نتيجه استفاده از 
گياهان بومي هر منطقه كه مي تواند به عنوان منبع غني عوامل دارويي 

ضد ليشمانيايي محسوب شوند، ضروري به نظر مي رسد (13).
اين تحقيق با هدف تعيين اثر ضد ليشمانيايي سه فراورده گياهي 
استخراج شده، بر روي پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور در شرايط 
آزمايشگاهي در طي سالهاي 1387-1385 در دانشگاه علوم پزشكي 

كرمان انجام شده است.

مواد و روش ها
تهيه و استخراج عصاره هاي گياهي

درمنه كوهي (Artemisia aucheri Boiss) كه از گياهان بومي كرمان 
است و از منطقه كوهپايه كرمان جمع آوري و نمونه هرباريومي آن 
جهت شناسايي، تهيه گرديد. سپس اين گياه جمع آوري، در سايه 
خشك و اندام هاي هوايي (ساقه، برگ و گل) آن جدا گرديد و بعد از 
آسياب كردن با روش پركولاسيون با متانول80%، عصاره گيري شد.
صمغ گياه انقوزه (Ferula assa-foetida) از مراكز تجاري تهيه و با 
تست شناسايي صمغ مورد تأييد قرار گرفت، و با روش پركولاسيون 

با متانول80% عصاره گيري شد.
سبزوار  شهرستان  اطراف  از   (Gossypium hirsutum) پنبه  گياه 
جمع آوري و بعد از تهيه نمونه هرباريومي، شناسايي شد. قسمت 
قوزه آن در شرايط سايه خشك و پنبه هاي آن جدا و جهت عصاره 
گيري، آسياب گرديد. سپس با روش سوكسيله به مدت 6-4 ساعت 
با حلال كلروفرم عصاره گيري شد.علت استفاده از كلروفرم به 
دليل وجود تركيبات غيرقطبي قوزه پنبه و نحوه ي كاربرد آن در 

طب محلي مي باشد.
در پايان، تمام عصاره هاي بدست آمده با روش تقطير در خلأ تا 
حد خشك شدن تغليظ و تا زمان انجام آزمايشات در يخچال 

نگهداري گرديد.

شكل 1- گياه درمنه كوهي
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تهيه كنترل
 (Potassium antimony 3- oxide tartrate تارتارامتيك  داروي  از 
(hemihydrate به عنوان كنترل استفاده گرديد. اين دارو يك آنتي 

موان سه ظرفيتي است كه به صورت پودر از شركت Merck آلمان 
تهيه گرديد.

تهيه و كشت انگل
MRHO/ در اين تحقيق از پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور سويه
IR/75/ER تهيه شده از مركز آموزش و پژوهش بيماري هاي پوست 

و جذام، وابسته به دانشگاه علوم پزشكي تهران، استفاده شد.
 (Gibco- BRL)ابتدا پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور در محيط كشت
RPMI-1640  حاوي10% سرم جنين گوساله و Iu/ml 100 پني سيلين و 

μg/ml 100 استرپتوما يسين (Gibco- BRL)، در دماي°c 2±25، كشت 

داده شد. سپس پروما ستيگوتهايي كه در محيط كشت به فاز ثابت 
رشد (Stationary-phase) رسيدند با استفاده از لام هموسيتومتر در زير 
ميكروسكوب شمارش و به تعداد ml/105×5 سلول تعديل گرديد.

MTT روش
يك روش كمي اسپكتروفتومتري است كه جهت تعيين زنده بودن 
 Mosmann سلول ها به كار مي رود كه اولين بار در سال 1983 توسط
معرفي شد (16، 17). اين روش، يك روش رنگ سنجي است كه طي 
(Tetrazolium salt) [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) آن نمك تترازوليوم
رنگي  محصول  يك  به   -2,5-diphenyl Tetrazolium bromide]MTT

فورمازان نامحلول تبديل مي شود (10، 16، 17، 18، 25). (اين واكنش 
احياء، توسط فعاليت آنزيم سوكسينات دهيدروژناز ميتوكندريايي 
انگل صورت مي گيرد (10، 18، 25)) كه به عنوان يك مولفه رشد 
و زنده بودن پروماستيگوتها در برابر پاسخ داروئي به كار مي رود 
(18). براي تهيه محلول MTT، 5 ميلي گرم از پودر MTT را در 1 

ميلي ليتر محلول PBS استريل (5mg/ml)  حل مي كنيم.

اضافه كردن پروماستيگوت ها، دارو و عصاره ها به پليت
از پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور موجود در محيط كشت كه در 
فاز ثابت رشد (Stationary phase) هستند به ميزان 100μl  برداشته 
 (Duplicate) و به هر چاهك پليت 96 خانه اي به صورت دوپليكيت
اضافه مي كنيم به نحوي كه در هر چاهك105× 5 پروماستيگوت 

قرار مي گيرد.
در ادامه از عصاره هاي مختلف و داروي كنترل كه به ترتيب در 
غلضت هاي 31/25، 62/5، 125، 250، 500 و 5000 ميكروگرم در 
ميلي ليتر تهيه شد و به ميزان 10μl به چاهك هاي پليت 96 خانه اي 
به صورت دوپليكيت، اضافه گرديد. علاوه بر اين از شاهد (بلانك) 
 100μl نيز استفاده شد، بدينصورت كه در يك چاهك پليت فقط
محيط كشت فاقد پروماستيگوت و يا دارو اضافه گرديد. همچنين 
به دو چاهك ديگر فقط پروماستيگوتهاي انگل به عنوان كنترل 
اضافه شد و بعد از 72 ساعت انكوباسيون، پليتها را خارج كرده و 
به ميزان10% حجم هر چاهك از محلول ذخيره MTT (5 ميلي گرم 
بر ميلي ليتر) كه قبلا تهيه شده بود به داخل هر چاهك ريخته شد. 

شكل 2- گياه انقوزه

شكل 3- گياه پنبه
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 10μl 100 محيط كشت و فقط حاويμl چاهك كنترل منفي حاوي
از محلول MTT مي باشد. متعاقبا پليتها به مدت 4-3 ساعت در دماي  
c° 2±25 انكوبه شد. بعد از مدت زمان انكوباسيون، پليتها را از 
انكوباسيون بيرون آورده و كريستالهاي فورمازان را با افزودن حجمي 
معادل محيط كشت اوليه يعني معادل 100μl به هر چاهك از محلول 
ايزوپروپانل اسيدي (اسيد كلريدريك 0/1 نرمال در ايزوپروپانل 
خالص) جهت حل كردن رنگ افزوده شد. رنگ حاصله در طول 
موج nm 492 با استفاده از دستگاه الايزا ريدر (ELISA reader) قرائت 
گرديد و جذب نوري(Optical density, OD)  بدست آمد. سپس ميزان 
 IC50 (Inhibitory concentrations %50)يعني غلظتي از عصاره كه از 

رشد 50% ارگانيسم جلوگيري مي كند، محاسبه گرديد.

تجزيه و تحليل آماري
در مطالعه حاضر جهت مقايسه ميانگين جذب نوري بين گروه ها 
از آزمون آماري ANOVA استفاده شد و در صورت معني دار بودن 
آن آزمون Post Hoc- dunnett جهت تعيين اثر بخشي داروي كنترل 
و عصاره ها، مورد استفاده قرار گرفت. علاوه بر اين، سطح معني دار 
P<0/05 و فاصله اطمينان (CI) 95% در نظر گرفته شد. براي اين 

منظور نرم افزار SPSS version 17 جهت آناليز داده ها، مورد استفاده 
قرار گرفت.

همچنين با استفاده از دستگاه الايزا ريدر (ELISA reader) و جذب 
نوري (OD) بدست آمده براساس فرمول زير ميزان IC50 با نرم افزار 

EXCEL محاسبه گرديد:

Log (IC50) = log (x1) + [ (y1- y0/2) / (y1-y2) ] [log (x2) - log (x1) ]

در فرمول فوق y1 مقدار انگل درغلظت x1 و همه غلظتهاي كمتر و 
y2 مقدار انگل در غلظت x2 و همه غلظتهاي بيشتر مي باشد.همچنين   

y0 مربوط به جذب نوري گروه كنترل است كه نشان دهنده مقدار 

انگل مربوط به كنترل مي باشد.

يافته ها
در اين بررسي ابتدا غلظتهاي مختلف داروي كنترل (تارتارامتيك) 
بين  آماري  نظر  از  كه  شد  تعيين  آن  ليشمانيايي  ضد  اثر  و  تهيه 
تاثير غلظتهاي مختلف  (μg/ml 5000-31/25) اختلاف معني داري 
 Post Hoc مشاهده شد و اين اختلاف در آزمون ( P < 0/001)

مربوط به اختلاف در غلظت 5000μg/ml با ساير غلظت ها مي باشد 
كه نشاندهنده آن است كه اين دارو رشد پروماستيگوتهاي ليشمانيا 
5000μg/ ماژور را مهار مي كند (نمودار 1). با توجه به اينكه اثر غلظت

ml  داروي كنترل بر روي پروماستيگوتها نسبت به غلظتهاي ديگر 

داراي تاثير بهتري بود، جهت تعيين اثر ضد ليشمانيايي، همين 
غلظت با غلظت هاي عصاره هاي مختلف گياهان، مقايسه گرديد. 
سپس غلظتهاي مختلف هر كدام از عصاره ها به صورت جداگانه 

با غلظت 5000μg/ml داروي كنترل، مورد ارزيابي قرار گرفت.

پروماستيگوتهاي  بر  درمنه  عصاره  مختلف  غلظت هاي  تاثير 
ليشمانيا ماژور

به طور كلي ميانگين جذب نوري در گروه هاي مورد بررسي اختلاف 
 ،25/31 μg/ml نشان داد كه در غلظت هاي (P<0/001) معني داري
62/5، 125، 250 و 500 به طور معني داري (P<0/001) ميانگين 
جذب نوري بالاتر بود و در آزمون Post Hoc اختلاف معني داري 

بين غلظت هاي فوق و گروه كنترل ديده شد (نمودار2).

پروماستيگوتهاي  بر  آنقوزه  عصاره  مختلف  غلظت هاي  تاثير 
ليشمانيا ماژور

ميانگين جذب نوري بين عصاره آنقوزه و داروي كنترل اختلاف 
 μg/ml نشان داد كه اين عصاره در غلظت (P< 0/001) معني داري
31/25 به طور معني داري (P< 0/001) داراي ميانگين جذب نوري 
بالاتر ودر بقيه غلظت ها اختلاف معني داري نشان نداد (نمودار 3).

 .(P< 0/001) 5000 با ساير غلظت ها مشاهده شد g/mlμ تفاوت معني داري بين غلظت ***
OD: جذب نوري 

نمودار 1- مقايسه ميانگين جذب نوري غلظت هاي مختلف داروي كنترل بر 
روي پروماستيگوت هاي ليشمانيا ماژور

(μg/ml) غلظت

O
D

 (n
m

)
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تاثير غلظت هاي مختلف عصاره قوزه پنبه بر پروماستيگوتهاي 
ليشمانيا ماژور

مقايسه ميانگين جذب نوري عصاره قوزه پنبه و داروي كنترل نشان 
داد كه بين اين گروه ها اختلاف معني داري (P<0/001) مشاهده شد و 
در غلظتهاي 500 و 5000 ميكروگرم در ميلي ليتر به طور معني داري 

(P<0/01) مبانگين جذب نوري كمتري داشت (نمودار 4).

در روش MTT با تاثير عصاره ها و داروي كنترل بر روي پروماستيگوت 
انگل ليشمانيا ماژور، IC50 بين μg/ml 7/5 -3/6 بدست آمد، به طوري 
كه IC50 براي داروي كنترل μg/ml 4/7 محاسبه شد كه نشان دهنده 
تاثير تارتارامتيك در غلظت μg/ml 4/7 است. همچنين IC50 در مورد 
هر كدام از عصاره ها به صورت جداگانه محاسبه شد، به طوري 
كه در عصاره درمنه برابر با μg/ml 7/5 و همچنين عصاره آنقوزه 

برابر با μg/ml 5/9 و در عصاره قوزه پنبه μg/ml 3/6 محاسبه شد.

بحث و نتيجه گيري
ليشمانيوز مجموعه اي از بيماري هاي انگلي است كه به صورت طيف 
وسيعي از علايم باليني نظير ليشمانيوز پوستي، پوستي- مخاطي و 
احشايي ظاهر مي شود. اپيدميولوژي و نشانه هاي بيماري به دليل 
وجود فاكتورهاي متعدد انگل، ناقل، ميزبان و محيط بسيار متغيير 

است (4، 14).
جهت بررسي رشد و زنده بودن پروماستيگوتهاي ليشمانيا روش هاي 
مختلفي شامل شمارش مستقيم سلول هاي زنده با استفاده از لام 
هموسايتومتر در زير ميكروسكوپ، انداره گيري فعاليت آنزيمي و 
روش هاي رنگ سنجي (Colorimetry) بر اساس واكنش احياي نمك 

تترازوليوم، معرفي شده است (15).
روش هاي رنگ سنجي در مقايسه با روش شمارش مستقيم كه 
يك روش غير دقيق، وقت گير، دشوار و غير قابل اعتماد است، 
داراي مزاياي زيادي است از جمله اينكه روش رنگ سنجي، روش 
آسان، كم هزينه، حساس، قابل اعتماد و تكرار پذير است و بدليل 
عدم استفاده از مواد راديوايزوتوپ، ايمن و مطمئن مي باشد (10، 

.(19 ،18 ،17 ،16
بررسي هاي مختلف نشان مي دهد كه پتاسيم آنتي موان تارتارات 
(تارتارامتيك) كه فرم سه ظرفيتي آنتي موان است در مقايسه با 
آنتي  ازجمله، مگلومين  موان  آنتي  تركيبات  ظرفيتي  پنج  اشكال 
مونات (Meglumine antimoniate) يا گلوكانتيم و همچنين سديم 
استيبوگلوكونات (Sodium stibogluconate) يا پنتوستام در محيط 
كشت داراي تاثير بهتري مي باشد (20، 21، 22، 23) علاوه بر اين 
تارتارامتيك نسبت به مگلومين آنتي مونات عليه پروماستيگوت و 

*** (P< 0/001) و ** (P< 0/01). كنترل: داروي تارتارامتيك OD: جذب نوري
نمودار 2- مقايسه ميانگين جذب نوري عصاره درمنه كوهي و داروي كنترل 

بر روي پروماستيگوت هاي ليشمانيا ماژور

(μg/ml) غلظت
كنترل

O
D

 (n
m

)

كنترل
درمنه

*** (P< 0/001) كنترل: داروي تارتارامتيك OD: جذب نوري
نمودار 3- مقايسه ميانگين جذب نوري عصاره آنقوزه و داروي كنترل بر 

روي پروماستيگوت هاي ليشمانيا ماژور

(μg/ml) غلظت
كنترل

O
D

 (n
m

)
كنترل
آنقوزه

** (P< 0/01) كنترل: داروي تارتارامتيك OD: جذب نوري
نمودار 4- مقايسه ميانگين جذب نوري عصاره قوزه پنبه و داروي كنترل بر 

روي پروماستيگوت هاي ليشمانيا ماژور

(μg/ml) غلظت
كنترل

O
D

 (n
m

)

كنترل
قوزه پنبه
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آماستيگوت موثرتر بوده كه بيانگر تبديل فرم پنج ظرفيتي به فرم 
سه ظرفيتي مي باشد (22، 23، 24). در نتيجه فرم سه ظرفيتي آنتي 
موان sb (III) بر اشكال داخل وخارج سلولي انگل ليشمانيا ماژور، 

موثر مي باشد.
ليشمانيايي  ضد  فعاليت  مقايسه  جهت  تحقيق  اين  در  بنابراين 
ليشمانيا  پروماستيگوتهاي  روي  بر  گياهي  مختلف  عصاره هاي 
ماژور از داروي تارتارامتيك به عنوان كنترل استفاده شد. انتخاب 
تارتارامتيك به عنوان كنترل در اين تحقيقات به دو علت مورد 
توجه قرار گرفته است، اول اينكه داروي تارتارامتيك به صورت 
پودر تحت GMP (Good Manufacturing Product)  از كارخانه سازنده 
تمام  اينكه،  ديگر  و  گرفت  قرار  دسترس  در   (Merck Germany)

تركيبات آنتي موان پنج ظرفيتي به شكل پيش داررويي هستند و 
نياز به احيا بيولوژيكي دارند تا به شكل سه ظرفيتي درآيند تا بدين 

وسيله فعاليت ضد ليشمانيايي خود را اعمال نمايند (22، 23).
نتايج نشان داد كه با افزايش غلظت عصاره ها و داروي تارتارامتيك، 
اثر مهاري بر روي پروماستيگوتهاي ليشمانيا ماژور افزايش مي يابد و 
كاهش جذب نوري (OD) نشان دهنده اين اثر مهاري مي باشد. دليل 
افزايش جذب نوري نيز مربوط به رنگ فورمازاني است كه بوسيله 
فعاليت متابوليكي آنزيم ميتوكندريايي دهيدروژناز در سلول هاي 
فعال و زنده توليد مي شود كه با تعداد سلول هاي زنده در ارتباط 
است. در مطالعه حاضر مقايسه ميانگين جذب نوري عصاره هاي 
مورد بررسي و داروي كنترل، داراي اختلاف معني داري بود كه 
اين نشان مي دهد همه عصاره ها به نسبتهاي مختلفي باعث كاهش 

رشد انگل ليشمانيا ماژور شدند.
علاوه بر اين با مقايسه ميانگين جذب نوري غلظت هاي مختلف 
عصاره ها و كنترل ميزان تاثير هر كدام نشان داده شده است، به طوري 
كه اگر عصاره مورد نظر در غلظت خاصي داراي ميانگين جذب 
نوري بالاتر باشد، نشاندهنده تاثير كمتر آن است و در صورتيكه 
ميانگين جذب نوري آن كمتر باشد بيانگر تاثير بهتر عصاره مي باشد.

علاوه بر اين همانطور كه اشاره شد، غلظت μg/ml 5000 داروي 
كنترل كه بهترين پايش را در مهار رشد انگل ليشمانيا ماژور از خود 

نشان داد، به عنوان ملاك قياس انتخاب گرديد، لزا مقايسه اين رقت 
(μg/ml 5000) با هر كدام از غلظت هاي عصاره هاي گياهي در اين 
تحقيق بسيار سخت گيرانه بود. به عبارت ديگر انتخاب رقتهاي 
پايين تر داروي كنترل و مقايسه آن با هر كدام از غلظت هاي عصاره ها 
اين تاثير را به صورت مضاعف نشان خواهد داد و جذب نوري هر 
كدام از غلظت هاي عصاره ها مشابه با كنترل، به معني تاثير مطلوب 

آن عصاره، تلقي مي شود.
نتايج اين بررسي نشان داد كه عصاره درمنه كه در اين مطالعه 
 ،62/5 ،31/25μg/ml داراي كمترين تاثير مي باشد و در غلظت هاي
125، 250 ، 500 بي تاثير مي باشد و تنها در غلظت μg/ml 5000 با 
داروي كنترل هم خواني دارد. از طرفي عصاره قوزه پنبه كه بهترين 
اثر را از خود نشان داد فقط در غلظت 31/25μg/ml بي تأثير بود و 
در غلظت هاي ديگر با داروي كنترل هم خواني داشت، به طوريكه 
در غلظت 500 و5000 ميكروگرم در ميلي ليتر نسبت به داروي 

كنترل، موثرتر بود.
همچنين مقايسه IC50 بين عصاره ها و داروي كنترل نشان مي دهد 
كه عصاره قوزه پنبه نسبت به داروي كنترل دارايIC50 كمتري است 
و در نتيجه در مقايسه با داروي كنترل تاثير بهتري دارد، در صورتي 
كه ساير عصاره ها كه IC50 بيشتري نسبت به داروي كنترل نشان 

دادند، در نتيجه تاثير كمتري دارند.
با توجه به اينكه عصاره هاي گياهي درمنه كوهي، آنقوزه و قوزه پنبه 
بر روي پروماستسگوتهاي ليشمانيا ماژور اثرات ضد ليشمانيايي 
مطلوبي نشان داده اند، ضرورت انجام آزمايشات بيشتري جهت 
ارزيابي اين عصاره ها بر روي انگل ليشمانيا در مدل حيواني و 

انسان هاي داوطلب، احساس مي شود.

تشكر و قدرداني
بدين وسيله از حوزه معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پژشكي كرمان 
به لحاظ تامين اعتبار طرح و آقاي دكتر نوذر نخعي به دليل مشاوره 
آماري و تجزيه و تحليل داده ها و همچنين آقاي دكتر علي اكبر 

حق دوست به لحاظ محاسبات IC50 تشكر و قدرداني مي شود.
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 Abstract

Background: Leishmaniasis is a complex disease with a broad spectrum of clinical features, usually 

divided into cutaneous leishmaniasis (CL), muco-cutaneous leishmaniasis (MCL), and visceral leishmaniasis 

(VL). Plant extracts or plant-derived compounds are likely to provide a valuable source of new medicinal 

agents. In endemic countries, a number of traditional plants are commonly used to treat infectious conditions. 

Advances in the research of natural products for the treatment of leishmaniasis have been recently reviewed. 

To evaluate, anti-Leishmanial activity of three plant extracts on Leishmania major promastigotes as compared 

to a trivalent antimonial compound (tartar emetic), in vitro. 

Materials and methods: promastigote stages of L.major (MRHO/IR/75/ER) were transferred to RPMI-1640 

medium, supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and antibiotics then grown at 25±2°C. The biological 

activity of plant extracts in comparison to potassium antimonyl tartrate [Sb(III)] on L.major promastigotes were 

assessed by using a MTT assay. The optical density (OD) due to cleavage of the tetrazolium salt MTT [3-(4, 

5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] into a colored product formazan by the parasite was 

measured by ELISA reader. The IC50 values (50% inhibitory concentrations) were determined, accordingly. 

All experiments were repeated in duplicate.

Results: plant extracts and tartar emetic inhibited the growth of promastigote forms of L.major in vitro 

after 72 hour of incubation and drug control had a 50% inhibitory concentration (IC50) of 4.7 μg/ml, and IC50 

values of plant extracts Artemisia aucheri, Ferula asa-foetida and Gossypium hirsutum were 7.5, 5.9 and 

3.6 μg/ml, respectively. Although Gossypium hirsutum was more effective than others, but all extracts had 

profound effect on promastigotes of L.major. 

Conclusion: Plant extracts including Artemisia aucheri, Ferula asa-foetida and Gossypium hirsutum have 

anti-leishmanial effects in vitro. Further works are required to evaluate the exact effect of these extracts on 

Leishmania species in animal models.

Kaywords: Leishmania major, Artemisia aucheri, Ferula asa-foetida, Gossypium hirsutum, Plant extracts, 

MTT assay 
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