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اثر ضد ويروسي عصاره هيدروالكلي برگ گياه 

رزماري بر ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك در 

  هلا كشت سلول
  *گلناز يوسفي كردستاني، مسعود پارسانيا

ي ، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم پزشكشناسي گروه ميكروب2آزاد اسلامي واحد علوم دارويي، تهران، ايران، دانشگاه ، شناسي ميكروب گروه1

  ، تهران، ايرانتهران

  9/6/1394 :تاريخ پذيرش              11/3/1394: تاريخ وصول

  :چكيده

كونژونكتيويت، آنسفاليت  هاي زيادي نظير تبخال هرپسي، عامل  بيماري (HSV-1)ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك :و هدف زمينه

هاي  يكلووير، پن سيكلووير و والاسيكلووير كه آنزيمداروهاي ضدويروسي مختلف مانند آس. باشد هاي نوزادان مي و عفونت

هاي ناشي از  شيوع عفونت. شوند هاي هرپسي استفاده مي كنند، عليه عفونت پليمراز را مهار مي DNAاختصاصي ويروس مانند 

گياه . افته استچنين نرخ رو به رشد مقاومت اين ويروس به داروهاي رايج به طور جهاني افزايش ي ويروس هرپس سيمپلكس و هم

مختلفي با خواص آنتي باكتريال، آنتي اكسيدان و ضد قارچي  هاي داراي تركيب (Rosmarinus officinalis)يرزماري با نام علم

اثر ضد ويروسي عصاره هيدروالكلي برگ گياه رزماري بر روي ويروس هرپس سيمپلكس تيپ بررسي اين تحقيق از  هدف. باشد مي

 .بود يك در كشت سلول هلا

گرم بر  ميلي 1/0تا  2هاي مختلف از  در اين مطالعه تجربي اثر سميت عصاره هيدروالكلي گياه رزماري در غلظت :روش بررسي

بالاترين محدوده غلظت غير سمي عصاره رزماري . و تريپان بلو تعيين شد MTTبه دو روش  هلا ليتر بر مونولايري از سلول ميلي

سپس اثر ضد  ،ر ضد ويروسي مستقيم اين غلظت از عصاره در شرايط خارج سلول بررسي شداث. دست آمده بهلا بر سلول 

 هلاهاي مختلف تكثير ويروس در سلول  تر از آن در زمان هاي پايين ويروسي عصاره در بالاترين غلظت غير سمي عصاره و غلظت

  .اندازه گيري شد (TCID50)درصد دوز عفوني كننده كشت سلول 50عيار ويروس با روش . رزيابي شدا

ليتر از عصاره هيدروالكلي برگ گياه رزماري به عنوان بالاترين غلظت غير سمي عصاره تعيين  گرم در ميلي ميلي 6/0غلظت  :ها يافته

چنين داراي بيشترين  اين غلظت هم. ، اثر قابل توجهي بر ويروس نداشتكشندگي ويروساين غلظت از عصاره در بررسي اثر . شد

هاي بلافاصله پس از جذب و يك ساعت پس از  بيشترين اثر مهاركنندگي عصاره در زمان. هاركنندگي بر تكثير ويروس بوداثر م

  .هاي تكثير ويروس كاهش قابل توجهي داشت در اين شرايط عيار ويروس نسبت به ساير زمان. جذب ويروس مشاهده شد

ويژه بر مراحل ه هيدروالكلي برگ گياه رزماري داراي اثرات قابل توجهي بفيتوشيميايي موجود در عصاره  هاي تركيب :گيري نتيجه

  .هاي ناشي از اين ويروس داشته باشد تواند اثرات درماني بر عفونت رسد كه اين گياه مي باشد و به نظر مي اوليه تكثير ويروسي مي

  هلا كشت سلولرزماري، ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك،  :هاي كليدي واژه  

  ، گروه ميكروب شناسيتهران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم پزشكي تهرانمسعود پارسانيا،  :يسنده مسئولنو*

Email: masoud_parsania@yahoo.com   
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  مقدمه 

ــزء    ــك ج ــپ ي ــرپس ســيمپلكس تي ــروس ه وي

منجـر بـه   توانـد   باشد كه مـي  دار مي DNA هاي ويروس

ويـروس فـوق بـه دنبـال     . عفونت حاد در انسان شـود 

. آيـد  عفونت اوليـه در بـدن بـه صـورت نهفتـه در مـي      

م بـاليني و يـا بـدون    ي ـعفونت اوليه ممكن است بـا علا 

ويــروس در طــي دوران . علامــت بــاليني ظــاهر شــود

هاي مختلف مثل  نهفتگي تحت شرايطي در برابر محرك

ضــعف سيســتم ايمنــي  يــا شــرايط اســترس، تــرس و

هـاي راجعـه    بـه عفونـت  فعال و منجـر   تواند مجدداً مي

امروزه مشخص شـده اسـت كـه ايـن ويـروس      . گردد

توانــد عامــل آنســفاليت، كراتوكونژونكتيويــت،      مــي

، 2و  4(هاي منتشر در نوزادان باشد درماتيت و بيماري

هــاي ايــن ويــروس از جملــه     تعــدادي از آنــزيم . )1

ف داروهـاي ضـد   ند به عنـوان اهـدا  توان مرازها مي پلي

برخي از ايـن داروهـا ماننـد    ). 3(ويروسي به كار روند

هــاي نوكلئوزيـدي هسـتند كــه از    آسـيكلووير، آنـالوگ  

هـاي اخيـر    در سـال . كننـد  تكثير ويروس جلوگيري مي

مقاومت به داروهاي مذكور در حال افزايش بوده و از 

ــدوديت مصــرف در    ــانبي آن، مح ــوارض ج ــي ع طرف

ــهدورا ــيردهي، هزين ــا و   ن ش ــن داروه ــالاي اي ــاي ب ه

ها باعـث شـده نيـاز بـه      پيچيدگي ساختار شيميايي آن

جايگزين شدن داروهاي گياهي بـه عنـوان محصـولات    

ــا   ــه ج ــي ب ــي   طبيع ــدي تلق ــيميايي ج ــاي ش       ي داروه

  ).5-8(شود

ــداول،     ــرف و مت ــان پرمص ــن گياه ــي از اي يك

نوان گياه رزماري يا اكليل كوهي است كه امروزه به ع

شــود و  زينتـي و معطـر در سرتاســر دنيـا كشــت مـي    

تهـران، كـرج،    ؛چنين در بيشتر نـواحي ايـران نظيـر    هم

 ؛ايــن گيــاه شــامل. ســمنان و اصــفهان معمــول اســت

ــب ــاي تركيـ ــارنوزول،   هـ ــه كـ ــيميايي از جملـ فيتوشـ

كارنوزيك اسيد، رزمارينيك اسيد و اورسـوليك اسـيد   

شـود كـه اثـرات     باشـد و گفتـه مـي    هـا مـي   و دي ترپن

ضدباكتري و ضد ويروسي و فعاليت آنتـي اكسـيداني   

خصوصاً كارنوزول،  هاي آن به علت وجود اين تركيب

چنـين ايـن گيـاه     هم. هاست اسيد كارنوزيك و دي ترپن

هـاي   در درمان سردرد، گردش خون ضعيف، بيمـاري 

هــاي روحــي و جســمي مــؤثر     التهــابي و خســتگي 

  ).9ـ12(باشد مي

صـاره رزمـاري داراي اثـرات ضـد     ع هاي تركيب 

دهنـد كـه ايـن     نشان مـي  ها همطالع. باشند ميكروبي مي

ــاً   ــي خصوص ــرات ضــد ويروس ــاه داراي اث ــه  گي علي

هاي سرخك، هرپس سيمپلكس تيپ يـك و دو   ويروس

مقـاوم بـه آسـيكلووير     چنـين هـرپس سـيمپلكس    همو 

هـاي بـا    فوق با استفاده از سـلول  هاي تحقيق. باشد مي

 ).5، 13و 14(نسـاني صـورت گرفتـه اسـت    منشأ غير ا

اين گياه به طور تجربـي در طـب سـنتي عليـه     چنين  هم

ــوكل ــتفاده ويبري ــت اس ــده اســت و را و هپاتي ــه ش علي

هاي گرم مثبت نظير استافيلوكوكوس اورئوس  باكتري

هـايي مثـل اشرشـيا     و باسيلوس سرئوس و گرم منفي

ــدا قــارچ كــولي و ســودوموناس آئروژينــوزا و   كاندي

  ).19ـ23(مؤثر است نيز لبيكنسآ

نكــات يـاد شــده و مـوارد مصــرف    بـا توجــه بـه  

ايـران   فراوان اين گياه و با توجه به اين كه تـاكنون در 
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ويروسي عصاره رزماري اي در مورد اثر ضد  مطالعه

 بر ويروس هرپس سيمپلكس نوع يك در كشت سـلول 

تحقيق حاضر بـا   صورت نگرفته است، با منشأ انساني

سي اثر ضد ويروسـي عصـاره هيـدروالكلي    بررهدف 

برگ رزماري بر ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك در 

  .طراحي شد هلا كشت سلول

  

  ها مواد و روش

در مركـز   1393حاضـر در سـال   مطالعه تجربـي  

تحقيقات ژنوميك پزشكي دانشگاه آزاد اسـلامي واحـد   

در ايـن مطالعـه از   . علوم پزشكي تهـران انجـام گرفـت   

يـك رده   هـلا  سـلول . اسـتفاده شـد   هـلا كشت سـلول  

هـاي سـرطاني    سلولي هتروپلوئيد اسـت كـه از سـلول   

داراي قـدرت تكثيـر   و دست آمده اسـت   هدهانه رحم ب

باشـد و بـراي    هاي طولاني مي نامحدود و تحمل پاساژ

اين .  باشد ها مناسب مي روسويطيف وسيعي از تكثير 

اري از بانك سلولي انستيتوپاستور ايران خريـد  سلول

  .گرديد

به ايـن ترتيـب بـراي كشـت و حفـظ و نگهـداري       

ــلول ــت     س ــيط كش ــذايي از مح ــواد غ ــأمين م ــا و ت                        ه

 DMEM (Dulbecco’s Modified Essential Medium)  شـــركت

Biosera   ــاوي ــين  درصــد  10ح ــرم جن ــاوي س  )1(گ

Biosera    بـاpH   درصـد   5و  4/7معـادل CO2   اسـتفاده

 .شد

) KOSسويه (هرپس سيمپلكس نوع يك ويروس

از دپارتمان ويروس شناسي دانشـكده تربيـت مـدرس    

 25هـاي كشـت سـلول     ويـروس در فلاسـك  . تهيه شـد 

 ،تكثيـر داده شـد   هـلا ليتري حاوي منولاير سلول  ميلي

آوري شـد و بـه    سپس مايع رويي حاوي ويروس جمع

ــده كشــت ســلول  50روش   )2(درصــد دوز عفــوني كنن

رديد و براي كارهاي بعدي مورد استفاده تعيين عيار گ

، رقتـي از تعليـق   (TCID50)اساس ايـن روش  .قرار گرفت

درصـد از كشـت سـلولي     50ويروسي است كه بتواند 

عيار ويروس به صـورت دوز  . تلقيح شده را آلوده كند

ــوني  ــي  50عف ــان م ــن روش  .1 .شــود درصــد بي در اي

ه تهي ـ DMEMهاي لگـاريتمي از ويـروس در محـيط     رقت

 4ميكروليتـر بـه    100سپس از هر رقت به ميـزان  . شد

از قبـل  خانه حاوي سلول كـه   96چاهك از ميكروپليت 

 4در هــر ميكروپليــت آمــاده شــده بــود، تلقــيح شــد و 

 4چاهك بدون تلقيح ويروس به عنوان شاهد سـلول و  

چاهك با تلقيح ويروس رقيق نشـده بـه عنـوان شـاهد     

ليت به منظور جذب وپميكر. ويروس در نظر گرفته شد

درجه قرار گرفت  37در انكوباتور  يك ساعت ،ويروس

 200هـا شستشـو داده شـده و     پس از جذب، چاهـك و 

ــه ســرم  درصــد  1حــاوي  DMEMمحــيط  ميكروليتــر ب

درجه  37در شرايط افزوده شد و ميكروپليت ها  چاهك

 سايتوپاتيكاز نظر آثار روزانه ها  چاهك .انكوبه گرديد

(CPE) 
هـاي كنتـرل مثبـت و منفـي     مقابـل چاهـك   در )3(

ــا رؤيــت اثــرات   72بعــد از  .بررســي شــدند ســاعت ب

هـا  ، بقيه چاهكمثبت كنترل هايسايتوپاتيك در چاهك

با استفاده از  و نتايج ثبت بررسي شدند و CPEاز نظر 

 ).25(محاسبه گرديد مانچروش ريد 

                                                           

1- Fetal Bovine Serum (FBS) 
2-Tissue Culture Infectious Dose50(TCID50) 
3- Cytopathic Effect(CPE) 
4- Reed-Muench 
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گيـاه رزمـاري در ارديبهشـت    براي تهيه عصاره، 

ــاه ــرج  در 1393 م ــه ك ــيلهمنطق ــه وس ــان  ب كارشناس

ــاه ــل   گي ــه جنگ ــي مؤسس ــور    شناس ــع كش ــا و مرات ه

و بخشـي از آن بـه    آوري گرديـد  شناسي و جمـع  گونه

گيري آماده  براي عصارهعنوان ذخيره و بخشي از آن 

بـرگ گيـاه در شـرايط     گـرم  150 بدين ترتيب كـه  .شد

از پـودر فـوق   سپس . آسياب شد سپس خشك وسايه 

از اين پودر الك . ه شدميكروني عبور داد 500هاي  الك

وزن شــد و داخــل شيشــه گــرم  100مقــدار  شــده بــه

حـلال  ليتـر   ميلـي  100 سـپس دار ريختـه شـد و    پيچدر

بــه  )آب درصــد  20اتــانول و  درصــد  80(هيــدروالكل

 به وسـيله  ساعت 48پس از گذشت .  شيشه اضافه شد

فيلتـر شـد و بـا حـلال      42كاغذ صافي واتمـن شـماره   

حـلال تـا   . ليتر رسانده شـد  ميلي 100بوطه به حجم مر

) ريروتا(حد امكان توسط دستگاه تبخيركننده چرخان

 200پــودر خشــك عصــاره بــه مقــدار . تبخيــر گرديــد

گرم وزن شد و بدين ترتيب درصد وزني عصاره  ميلي

حل  DMEM ليتر محيط كشت ميلي10در  تعيين گرديد و

ميكـرون   22/0ر فيلت ـ به وسيلهساعت  24بعد از شد و 

  .عمل فيلتراسيون انجام شد

تعيين آستانه سـميت عصـاره رزمـاري بـر     براي 

خانـه   24ميكروپليـت   ،به روش تريپـان بلـو  هلا سلول 

در محـيط كشـت    Helaحاوي تك لايه سـلولي، سـلول   

DMEM  پـس از  . سرم كشت داده شد درصد  10حاوي

هـاي مختلفـي از    رقـت آماده شـدن تـك لايـه سـلولي،     

جهت تعيـين  . آماده شد DMEM در محيط كشت عصاره

 1/0تـا   2هـاي   ابتـدا رقـت   ،سيتوتوكسيسيتي عصـاره 

ليتـر از عصـاره در محـيط كشـت      گـرم بـر ميلـي    ميلي

DMEM هاي هر چاهك اضافه  به طور جداگانه به سلول

گرديد و بـا مشـخص شـدن قـدرت سيتوتوكسيسـيتي      

هــاي بــالا در مراحــل بعــدي  بــالاي عصــاره در غلظــت

بــه جهــت تعيــين  4/0و  5/0، 6/0، 7/0، 8/0هــاي  رقــت

از هر رقت  .نددقيق غلظت غير سمي در نظر گرفته شد

چاهك  3ميكروليتر به طور جداگانه به  1000به ميزان 

محـيط  (چاهك به عنـوان كنتـرل   3چنين  هم. اضافه شد

. در نظـر گرفتـه شـد   ) سرم بـدون عصـاره  %  1حاوي 

 72و  48، 24ي هاي هر چاهك در فواصـل زمـان   سلول

بـا اسـتفاده از لام   پذيري  زيستاز جهت ميزان ساعت 

. بررسـي قـرار گرفتنـد    نئوبار و رنگ تريپان بلو مورد

از . ر بـه طـور جداگانـه انجـام شـد     كار در سـه بـا  اين 

محاســبه اي زنــده هــ درصــد ســلول  زيــر فرمــول

ــد ــلول ،)24(گرديـــ ــد ســـ ــده درصـــ ــاي زنـــ  =هـــ

 100×   

تانه سميت رزماري بـر سـلول   تعيين آسبراي  

خانـه تعـداد    96هاي پليت  در چاهك MTTبه روش هلا 

ميكروليتر محيط كشـت حـاوي    200سلول در  15000

سـاعت   24پـس از  . سـرم كشـت داده شـد    درصد  10

هـا   هـاي سـلولي، سـلول    انكوباسيون و تشكيل تك لايه

 4/0و  5/0، 6/0، 7/0، 8/0هـاي   شستشو شدند و رقـت 

  2ليتـر از عصـاره در محـيط حـاوي      ميلي گرم بر ميلي

چاهك اضـافه   3سرم تهيه شد و از هر رقت به  درصد

پـس از  . مشابه همين كار براي كنترل انجام گرفت. شد

ها، پـس   ساعت و خارج كردن محيط چاهك 72گذشت 

ميكروليتـر   20ها، بـه هـر چاهـك     از شستشوي سلول
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 PBS رليتـر د  گرم بر ميلي 005/0با غلظت  MTTمحلول 

 4پـس از گذشـت   . اضافه شـد  DMEMميكروليتر  80و 

هاي فورمـازان،   ساعت انكوباسيون و تشكيل كريستال

 100هـا خـارج و بـه هـر چاهـك       محيط رويـي چاهـك  

 3. اضافه شد )DMSO(ميكروليتر دي متيل سولفوكسايد

ــت داراي    ــيط كش ــاوي مح ــلول و ح ــد س ــك فاق                  چاه

. لانـك در نظـر گرفتـه شـد    سرم بـه عنـوان ب   درصد 2

 540ها در طـول مـوج    سپس ميزان جذب نوري چاهك

 Stat Fax) ميكروپليـت ريـدر   دسـتگاه  به وسيلهنانومتر 

3200 – Microplate Reader, USA)  گيـري شـد و از    انـدازه

هـاي   دست آوردن درصـد سـلول  ه فرمول زير براي ب

  .   زنده استفاده شد

  ×100  = درصد سيتوتوكسيتي

هاي زنده درصد سلول =) 100 –درصد سيتوتوكسيسيتي ( ×100  

Aميانگين ؛ OD هاي تستچاهك،bميانگين  ؛OD 

 .هاي كنترل چاهك ODميانگين  ؛cبلانك، هاي چاهك

بـه منظــور بررســي اثـر مســتقيم عصــاره بــر   

در هـلا  هـاي   ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك، سلول

 TCID50 ،100 سسـپ . خانه كشت شـدند  24ميكروپليت 

از ويروس در غلظت غير توكسـيك عصـاره و محـيط    

بـه طـور جداگانـه تهيـه     ) به عنوان كنترل( فاقد عصاره

ــان ــد و در زم ــاي  ش ــس از   4و  3، 2، 1، 0ه ــاعت پ س

هـا   سـازي، سوسپانسـيون ويروسـي بـه چاهـك      آماده

از مـايع رويـي    ،سـاعت  48پس از گذشـت  . اضافه شد

تعيين عيـار   TCID50روش برداري و به  ها نمونه چاهك

  .شد

ــدگي عصــاره در   جهــت بررســي ــر مهاركنن اث

پـس از تهيـه    ،هـاي مختلـف بـر تكثيـر ويـروس      غلظت

ــت  ــه    24ميكروپلي ــلولي، ب ــه س ــك لاي ــاوي ت ــه ح خان

ويــروس  TCID50100 هــاي هــر چاهــك ميــزان ســلول

از گذشت يك سـاعت جـذب ويـروس،     بعد. اضافه شد

ن غلظـت غيـر   عصاره شامل بالاتريهاي مختلف  غلظت

ــه قبــل و غلظــت  هــاي  ســمي مشــخص شــده در مرحل

سـرم تهيـه و   درصد  2در محيط حاوي  تر از آن پايين

سـاعت از   48پـس از گذشـت   . ها اضافه شـد  به چاهك

 TCID50 برداري و بـه روش  ها نمونه مايع رويي چاهك

  .تعيين تيتر شد

ــروس در  جهــت  بررســي اثــر عصــاره بــر وي

ابتـدا بـه منظـور    ، يـروس هاي مختلف از تكثيـر و  زمان

ســازي بــا  هــا بــا عصــاره قبــل از آلــوده تيمــار ســلول

ــان ــروس در زم ــيح   5و  2هــاي  وي ــل از تلق ســاعت قب

هـا، بـالاترين غلظـت غيـر توكسـيك       ويروس به سلول

سـرم تهيـه و بـه     درصـد  2عصاره در محـيط حـاوي   

پـس از گذشـت زمـان     .چاهك اضافه شد 2هاي  سلول

 TCID50100 سـپس  دند،ها شستشو داده ش ـ فوق سلول

ها اضافه شـد و پـس    ويروس به هر كدام از اين چاهك

محـيط   ميكروليتـر  1000ويـروس،  جذب از يك ساعت 

هـا اضـافه    سرم فاقد عصاره به سلول درصد 2حاوي 

  . شد

در مرحله بعد، اثر عصاره بر ويروس در حين 

بـه ايـن   . ها با  ويروس بررسي شـد  آلوده شدن سلول

هاي يكي از  ن جذب ويروس به سلولترتيب كه در زما

زمان با تلقيح ويروس عصاره نيز اضـافه   ها، هم چاهك
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شد و پس از يك ساعت مـايع رويـي خـارج و پـس از     

 2محـيط حـاوي    ميكروليتر 1000 ها، ي سلولشستشو

چنـين   هـم . سرم فاقد عصاره به آن اضافه شـد  درصد

و  12، 8، 4، 2، 1هاي بلافاصله پس از جـذب ،   در زمان

محــيط  ســاعت پــس از جــذب ويــروس، بــا خــروج 24

هـا، محـيط حـاوي     ويروس و شستشوي سلول حاوي

پـس  . ها اضافه شد سرم به چاهك درصد  2عصاره و 

ساعت از جذب اوليـه ويـروس، از مـايع     48از گذشت 

 TCID50 برداري و به روش ها نمونه رويي تمامي چاهك

 .تعيين تيتر شد

نتيجـه سـه بـار     انجام شده هـر  هاي هدر مطالع

تكرار شده است و انحراف معيار نتايج بـا اسـتفاده از   

  . محاسبه گرديد SPSSنرم افزار 

  

  يافته

تعيين آستانه سميت عصاره رزماري بـر   براي

و دستيابي به بالاترين غلظت غير سمي  هلاهاي  سلول

نتـايج   .ده شـد اسـتفا   MTTتريپـان بلـو و   هاي  از روش

يتوتوكسـيك شـديد داشـتند    هاي بـالا كـه اثـر س    غلظت

، 1بـا توجـه بـه نتـايج جـدول       .نشان داده نشده اسـت 

عصاره در مقايسه با  ليتر  گرم بر ميلي ميلي 6/0غلظت 

                 هــاي بــه كــار  كنتــرل بــدون عصــاره و ســاير غلظــت 

غلظت غيـر توكسـيك در نظـر    رفته، به عنوان بالاترين 

   .گرفته شد

مستقيم عصـاره  در بررسي اثر ضد ويروسي 

رزماري بر ويروس هرپس سيمپلكس تيـپ يـك نتـايج    

رزمـاري  ليتر  گرم بر ميلي ميلي 6/0نشان داد كه غلظت 

 قابـل تـوجهي  در مقايسه با كنترل اثر ضـد ويروسـي   

  ).1نمودار(ندارد

در بررسي اثر مهـار كننـدگي بـالاترين غلظـت     

تر از آن، مشخص شد  هاي پايين غير توكسيك و غلظت

عصـاره رزمـاري در   ليتر  گرم بر ميلي ميلي 6/0غلظت 

هـاي مـورد مطالعـه،     مقايسه با كنتـرل و سـاير غلظـت   

ــر    ــي بـ ــد ويروسـ ــر ضـ ــترين اثـ  HSV-1داراي بيشـ

  ).2نمودار (باشد مي

در مرحله نهايي مطالعـه، بـه منظـور مشـخص     

كردن زمان اثـر گـذاري عصـاره بـر تكثيـر ويـروس،       

، در حـين  قبل از مجـاورت بـا ويـروس    هلاهاي  سلول

هـاي مختلـف پـس از جـذب      جذب ويروس و در زمـان 

حاوي عصاره با بالاترين غلظت غير ويروس، با محيط 

دســت ه بــنتــايج بــا توجــه بــه . مجــاور شــدند ســمي

از ليتـر   گـرم بـر ميلـي    ميلي 6/0، غلظت )3نمودار (آمده

هاي بلافاصـله و يـك    عصاره نسبت به كنترل در زمان

ــروس، بي  ــس از جــذب وي ــر ضــد  ســاعت پ شــترين اث

كنـد و در   ويروسي خود را بر تكثير ويروس اعمال مي

بـه   2هـاي   هاي قبل از جذب، حين جذب و ساعت زمان

  .داني نداشتبعد پس از جذب ويروس تأثير چن

انجـام گرفـت    تكرار بار 3در  ها تمامي آزمايش

  .در نظر گرفته شد )>05/0p(داري سطح معنيو 

ــت  ــو غلظ ــان بل ــاي م در روش تريپ ــخص ه ش

ها اضافه شد  عصاره براي بررسي سه روزه به سلول

) محيط كشت فاقـد عصـاره  (و براي هر روز يك كنترل

ســاعت پــس از  72و  48، 24در . در نظــر گرفتــه شــد

هــاي فــوق  افــزودن محــيط حــاوي عصــاره در غلظــت
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هاي زنده و مـرده   ها از نظر ميزان درصد سلول سلول

زنده بودن ميزان درصد  MTTدر روش . بررسي شدند

  .ساعت مورد ارزيابي قرار گرفت 72ها پس از  سلول

هاي  اثر ويروسيدالي عصاره رزماري در زمان

و  3، 2، 1و ) لحظه مجاورت ويروس بـا عصـاره  (صفر

ساعت پس از مجـاورت ويـروس بـا محـيط حـاوي       4

عصاره در مقايسه با كنترل در شرايط خارج از سلول 

  .بررسي گرديد

اره رزماري يك سـاعت  هاي مختلف عص غلظت

ها اضافه شد و كـاهش   پس از جذب ويروسي به سلول

ساعت در مقايسه با كنترل  48در تيتر ويروس پس از 

  .صورت گرفت

ليتـر بـه    گـرم بـر ميلـي    ميلـي  6/0محيط حاوي 

ساعت قبل از جـذب و همـين مقـدار در     5و  2ها  سلول

زمان حين جذب و بلافاصله بعـد از جـذب ويـروس و    

ساعت پس از  24و  12، 8، 4، 2، 1هاي  ساعت چنين هم

هاي آلوده به ويروس اضافه شـد و در   جذب به سلول

  .مقايسه با كنترل مورد ارزيابي قرار گرفت

 

  MTT به روش تريپان بلو و Hela ميزان سميت عصاره هيدروالكلي رزماري بر سلول: 1جدول

گرم بر  ميلي(غلظت

  ) ليتر ميلي

 24هاي زنده پس از  سلول

  )درصد(ساعت

  )به روش تريپان بلو(

هاي زنده پس از  سلول

  )درصد(ساعت 48

  )به روش تريپان بلو(

 72هاي زنده پس از  سلول

  )درصد(ساعت

  )به روش تريپان بلو(

هاي زنده به پس از  سلول

  )درصد(ساعت 72

  MTTبه روش 

± 98  )كنترل( 0 73/1  96 ±1 96  ± 1 -  

8/0  90± 1 87  ± 16/2  80± 2 81± 52/1  

7/0  92 ± 2/1  90 ± 1 85 ±  1/2  85 ± 2 

6/0  94 ± 3/1  93 ± 73/1  92 ± 2/1  92 ± 1 

5/0  93 ± 2 96  ± 1 92 ± 3 92 ± 2/1  

4/0  95  ± 64/2  93 ± 1 94 ± 1 94 ± 1 
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  †HSV-1هاي مختلف بر  تأثير مستقيم ضد ويروسي عصاره هيدروالكلي رزماري در زمان: 1نمودار

 

  HSV-1آلوده شده به  Helaهاي  هاي مختلف عصاره رزماري بر سلول اثر غلظت :2نمودار 

  

  

  

زمان با جذب ويروس هاي مختلف قبل و بعد از آلودگي و هم در زمان HSV-1اثر عصاره رزماري بر : 3نمودار

  بحث

طيـف وسـيعي از   مي توانـد  هرپس سيمپلكس ويروس 

 و عفونتها مثل تبخال، كونژونكتيويت، ژنژيواستوماتيت

داروهـايي  از امـروزه  .آنسفاليت را در انسان ايجاد كند

بــراي  و پــن ســيكلووير ويــدارابين، وويرمثــل آســيكل

اسـتفاده مـي    ناشي از ايـن ويـروس   عفونتهاي درمان
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در  دهش ـ ايجـاد  دارويـي  شود كه با توجه به مقاوتهاي

ي ضـرورت ، ي فوقنسبت به داروها وصاًويروس خص

دسترسـي بـه تركيبــات    جهــت اتيمطالع ـ انجـام  بـراي 

ايجـاد گرديــده   و مـوثر عليــه ويـروس   جديـد دارويـي  

تركيبـات  مـي تـوان بـه     فوق از جمله تركيبات.)4(است

از  گيـاه رزمـاري   .گياهان دارويي اشاره كردموثر در 

بل پيشينه قا جمله گياهان دارويي مهم محسوب شده و

در طـب  مختلـف  توجهي در حيطـه درمـان بيماريهـاي    

مطالعه حاضر با هدف بررسي اثـر   ).9ـ12(سنتي دارد

. انجـام شـد   HSV-1 ضد ويروسي عصاره رزمـاري بـر  

گـرم بـر    ميلي 6/0نتايج اين مطالعه نشان داد كه غلظت 

هـاي   عصـاره بـرگ گيـاه رزمـاري و غلظـت     ليتر  ميلي

 72پـس از گذشـت    تـر از آن نسـبت بـه كنتـرل،      پايين

با عصاره، هيچ اثـر   Hela هاي ساعت از مجاورت سلول

ــين غلظــت  ســمي روي ســلول نداشــتند و هــم   6/0چن

عصاره بـالاترين اثـر مهـاري را    ليتر  گرم بر ميلي ميلي

  .روي تكثير ويروس نشان داد

در بررسي  2014اي مشابه در سال  در مطالعه

شـده  هـاي شـناخته    هـاي تهيـه شـده از گونـه     عصاره

 هـاي  خانواده نعناعيان از جمله رزماري، روي ويروس

RNA ــدل ــرخك(دار م ــدل DNAو ) س ــا  (HSV-2)دار م ب

ــراي  Veroاســتفاده از كشــت ســلول   ــؤثر ب ــت م ، غلظ

ــر  ــدگي تكثيـ ــاري   HSV-2 بازدارنـ ــراي رزمـ  500 بـ

كـه تـا    گـزارش شـده اسـت    ليتـر  ميكروگرم بـر ميلـي  

   .)5(باشد حدودي مشابه نتايج تحقيق حاضر مي

اثـر عصـاره    2009اي ديگر در سال  در مطالعه

رزماري بر ويـروس هـرپس سـيمپلكس تيـپ يـك در      

ها قبل از آلودگي  سلول. بررسي شد Vero كشت سلول

با ويروس، با عصاره مجاور شده بودند و در بررسي 

درصـدي در   5/82تـا   82مهار تكثير ويروس، كـاهش  

 5و  2 حاضر در پژوهش). 13(مشاهده شد CPE بروز

آنها را  ،ها با ويروس ساعت قبل از آلوده سازي سلول

كه به دنبـال آن كـاهش    ت داده شدندبا عصاره مجاور

 .زايي ويروس مشـاهده شـد   مختصري در تيتر عفونت

 را مطالعـه فـوق  نتيجه اين مطالعـه بـا    بينعلت تفاوت 

توان نوع سلول يا وزن خشك عصاره گياهي اوليـه   مي

  .در نظر گرفت

ــهدر مطال ــر عـ ــي   اي ديگـ ــد ويروسـ ــر ضـ اثـ

انواعي از گياهان مربوط به  هاي هاي آبي گونه عصاره

از جمله رزماري بر ويروس هـرپس   خانواده نعناعيان

ــك و دو و ســويه  ــپ ي ــه   ســيمپلكس تي ــاوم ب ــاي مق ه

ش پلاك اسي به رو RC-37 آسيكلووير در كشت سلول

تحقيـق آنهـا بـا اسـتفاده از گيـاه      نتيجـه  . بررسي شـد 

نشان داد كه عصاره فوق قدرت مهـار تكثيـر    رزماري

هر دو ويروس را داشته به طوري كـه در مقايسـه بـا    

كنترل منجر به كاهش قابل توجهي در تيتـر ويروسـي   

ــد ــه  ).14(گردي ــن مطالع ــه در  ه شــدنشــان داددر اي ك

ساعات اوليه پس از جذب، مقدار ويـروس در مقايسـه   

  .ه استبا كنترل به مقدار قابل توجهي كاهش داشت

ــژوهش ــن پ ــم در اي ــين ه ــر  چن در بررســي اث

ويروسيدالي، اثر مستقيم ضد ويروسي عصـاره گيـاه   

گرم  ميلي 6/0رزماري در بالاترين غلظت غير توكسيك 

بر ويروس هرپس سيمپلكس تيـپ يـك در   ليتر  بر ميلي

در محيط خـارج سـلولي   ساعت  4و  3، 2، 1، 0ساعات 
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ش مختصر تيتـر  كه به دنبال اين عمل كاه بررسي شد،

ــاعات   ــروس در سـ ــد  4و  3، 2ويـ ــاهده شـ در . مشـ

اي مشابه در بررسي اثر ضد ويروسي عصاره  مطالعه

گياه نعناع فلفلي روي ويروس هرپس سـيمپلكس تيـپ   

هاي مقاوم بـه آسـيكلووير مشـخص     يك و دو و سويه

ساعت قبـل از مجـاورت    3شد در صورتي كه عصاره 

بيشـترين اثـر   هـا بـا ويـروس مجـاور شـود،       با سلول

ــت). 17(اعمــال خواهــد كــرد ويروســيدالي را ــن   عل اي

ــي ــا    موضــوع م ــاه و ي ــوع گي ــل ن ــه دلي ــد ب روش توان

موجـود در عصـاره فـوق     هـاي  گيري و تركيب عصاره

باشــد كــه بــا عصــاره هيــدروالكلي رزمــاري متفــاوت 

  .باشد مي

و آســــتاني  ،2014اي در ســــال  در مطالعــــه

ــاران  ــي   همك ــاره آب ــي عص ــد ويروس ــر ض ــاه  اث گي

فنـولي   هاي و تركيب) از خانواده نعناعيان( بادرنجبويه

هاي هرپس  ويروس را در جذب نظير رزمارينيك اسيد

ل بـه سـلو   سيمپلكس حساس و مقاوم بـه آسـيكلووير  

نشـان دادنـد كـه    ميزبان مورد بررسي قـرار دادنـد و   

ــا  13/0غلظــت  ــي 23/0ت ــر ميل ــن  ميكروگــرم ب ــر اي ليت

درصد باعـث   80ك اسيد تا عصاره به همراه رزماريني

درصـد باعـث    96هاي حساس و تـا   كاهش نفوذ سويه

هاي مقاوم به آسـيكلووير بـه داخـل     كاهش نفوذ سويه

در تحقيـق حاضـر    ).15(شـود  مـي هـاي ميزبـان    سلول

كــه عصــاره هيــدروالكلي رزمــاري در  شــدمشــخص 

ليتر تأثير چنداني بر جـذب   گرم بر ميلي ميلي 6/0غلظت 

را نداشـت و دليـل ايـن مـورد      Helaويروس به سـلول  

چنــين  نــوع ســلول ميزبــان و هــم تفــاوت در تــوان مــي

هـاي آبـي و يـا     مختلف موجود در عصـاره  هاي تركيب

  .هيدروالكلي عصاره دانست

فعاليت ضـد   2008در سال  ديگر اي در مطالعه

ــا    ــه ب ــه در مقايس ــاه بادرنجوب ويروســي عصــاره گي

 تيـپ دو در آسيكلووير عليه ويروس هرپس سيمپلكس 

 بررسـي شـد   CPEبا روش ارزيابي  Vero كشت سلول

ــر ســمي  كــه  ــن عصــاره در غلظــت غي ــا  025/0اي  1ت

ايجـاد شـده توسـط     CPE ميزان ،ليتر گرم بر ميلي ميلي

ويروس را كاهش داد و بالاترين اثر مهـار كننـدگي در   

ــي 5/0غلظــت  ــي  ميل ــر ميل ــرم ب ــزارش شــده   گ ــر گ ليت

ش نتـايج نيـز اشـاره    طوري كه در بخ همان ).16(است

گرديد عصاره رزماري در بالاترين غلظت غيـر سـمي   

ليتر اثر ضد ويروسي خود را بـا   گرم بر ميلي ميلي 6/0

مورد ارزيابي  TCID50 كاهش تيتر ويروس كه به روش

  .قرار گرفت، نشان داد

اثـر اسـيد    در طي تحقيق خودو همكاران شين  

رزمـاري  كه تركيب اصلي عصـاره گيـاه    را كارنوزيك

كـه   )Hrsv(سـين سـي شـيال تنفسـي     بر ويروس ،است

و  Hep-2دار اســت در رده ســلولي  ويروســي پوشــش

A549 كه اين تركيـب   كردندو مشخص  نمودند بررسي

هـاي ويـروس را مهـار     به طور قابل تـوجهي بيـان ژن  

چنين مشخص شد كه افزودن ايـن تركيـب    كند و هم مي

اي ويروسي را ه ساعت پس از عفونت هم بيان ژن 8تا 

ي تكثيــر ي بــرااي قــو كنــد و بازدارنــده ســركوب مــي

  ). 18(شود ويروس محسوب مي

  

  گيري نتيجه
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ــه   ــاري گون ــاه رزم ــت  officinalisگي  6/0در رق

در چرخـه تكثيـر ويـروس در    ليتـر   گرم بـر ميلـي   ميلي

كند، بـه طـوري كـه بـا افـزودن       داخل سلول تداخل مي

 1، بلافاصـله  ي ها در زمان Helaهاي  عصاره به سلول

ساعت پس از جذب ويروس، كاهش قابـل تـوجهي    2و

در تيتر ويروس مشاهده شد و مشخص گرديد كـه در  

چرخه تكثير ويروس در مراحـل اوليـه اخـتلال ايجـاد     

هاي بلافاصله پس  كند و بيشترين تأثير را در زمان مي

چنـين بـا    هـم  جـذب دارد، از جذب و يك ساعت پس از 

 هـاي  هاز مطالعه حاضر و مطالع توجه به نتايج حاصل

ــانواده      ــاي خ ــاير اعض ــده روي س ــام ش ــابه انج مش

توان اين طور نتيجه گرفت كه اعضاي اين  نعناعيان مي

هسـتند   هـايي  خانواده خصوصاً رزماري داراي تركيب

توانند منجر به اختلال در تكثير ويروس و تقليل  كه مي

سـبب  تيتر آن شوند و به اين ترتيب گياه رزمـاري بـه   

داشتن خصوصيات ضد ويروسي و ضد هرپسي قابل 

توجــه و اثــر بازدارنــدگي در مراحــل تكثيــر ويــروس، 

بـراي  انجـام تحقيقـات بيشـتر    د كانديدي بـراي  توان مي

مؤثر موجود ضد ويروسي  هاي تركيب مشخص كردن

دست آوردن نتـايج  ه تا در صورت بباشد در اين گياه 

ــو   ــه عن ــاه ب ــن گي ان جــايگزين مناســب، اســتفاده از اي

مناسبي براي داروهاي شيميايي موجـود بـا عـوارض    

  .جانبي مورد توجه قرار گيرد

ثير عصـاره رزمـاري بـر تكثيـر     أبا توجه به ت ـ

ويروس هرپس سـيمپلكس در داخـل سـلول، پيشـنهاد     

هـاي ويروسـي    شود مشابه ايـن تحقيـق بـا سـويه     مي

چنـين   هرپس سـيمپلكس مقـاوم بـه آسـيكلووير و هـم     

. هــاي خــانواده هــرپس صــورت گيــرد ســاير ويــروس

 سـازي  خـالص  و جداسازي گردد پيشنهاد مي چنين هم

 زمينـه  در تحقيق و رزماري گياهي عصاره مؤثر مواد

صورت گيـرد   ها هطي مطالع ها آن ويروسي ضد اثرات

شرايطي براي دستيابي به مواد مؤثر با  تا بدين ترتيب

  .خاصيت ضد ويروسي از گياه فوق فراهم گردد

  

  دير و تشكرتق

اين مقاله حاصل پايان نامه كارشناسـي ارشـد   

دانشگاه آزاد اسـلامي واحـد   رشته ميكروبيولوژي در 

باشد كه با حمايت مـالي اسـتاد    علوم دارويي تهران مي

 .راهنماي دانشجو انجام گرفته است
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Abstract 

Background & aim: Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is responsible for many diseases such 
as herpes labialis, conjunctivitis, encephalitis, and infections of newborns. Several antiviral drugs 
including acyclovir, penciclovir and valacyclovir which inhibit the virus-specific enzymes such as 
DNA polymerase have been used against HSV-1 infections. Occurrence of infections caused by 
Herpes simplex virus and also the growing rate of virus resistance to common drug have 
increased. Rosmarinus officinalis with the scientific name (Rosmarinus officinalis) has several 
compounds with antibacterial properties, antioxidant and anti-fungal properties,. The aim of this 
study was to investigate the antiviral effect of rosemary extract on herpes simplex virus type one in 
HeLa cell 
 
Methods: In the present experimental study, the cytotoxic effect of hydro-alcoholic extract of R. 

officinalis in different concentrations  at 2 – 0.1 mg/ml was determined on Hela cell line monolayer 
by trypan blue and 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) methods. 
The maximum range of non-toxic concentration of R. officinalis extract on Hela cell line was 
determined. Direct effect of concentration of aforementioned extract was examined in extracellular 
condition and after that antiviral effect of maximum non-toxic and lower concentrations were 
evaluated in different periods of virus replication in Hela cell line. Virus titer was measured by 
tissue culture infectious dose 50 (TCID50) method 
 
Results: The results showed that the hydro-alcoholic extract of R. officinalis  at  the concentration 
of 0.6 mg/ml was determined as non-toxic on Hela cell line .This concentration did not have 
significant virucidal effects on Herpes simplex virus. This concentration had maximum antiviral 
effects on virus replication. The maximum antiviral effects of extract was exhibited immediately 
after virus adsorption and 1 hour after cells infection. In this condition, the virus titer decreased 
significantly compared to control and other times of virus replication. 
 
Conclusion: In accordance with the results of the present study, photochemical constituents in 
hydro-alcoholic extract of R. officinalis had a predominant effects on early stage of viral replication 
and it seems that R. officinalis had therapeutic effects on herpes simplex virus infections. 
 
Key Words: Rosmarinus officinalis, Herpes simplex virus type 1, HeLa cell culture. 
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