
 

 

 
 

1 
 

 

ایجاد شده توسط پپتید بتا    بر استرس اکسایشی ره گیاه آویشنابررسی اثرات حفاظتی عص 

 ( در سلول 25  -35) آمیلوئید

  N2A(neuro-2A) 

 2میترا غلامی  ، 2بابایی آتنا، 1*داودی ستایش

 آزمایش ها ، تحلیل داده ها  پیشبرد -1

 و جو و یافتن مراجع ، ویرایش نهایی و تدوین   جست -2

 

  خلاصه

شود، از این رو،  های عصبی مشخص می های پپتید بتا آمیلوئید و استرس اکسیداتیو سلول بیماری آلزایمر با تجمع پلاک 

کننده این مطالعه با هدف بررسی اثرات محافظت . ها یک رویکرد درمانی امیدوارکننده استاکسیدانمحافظت عصبی با آنتی 

عصبی عصاره اتانولی گیاه آویشن در برابر سمیت ناشی از بتا آمیلوئید و تأثیر آن بر مارکرهای استرس اکسایشی، بر روی  

فعالیت گلوتاتیون  ،  ( MDA)بقای سلولی، میزان مالون دی آلدئید ، MTTبا استفاده از روش . انجام شد N2Aرده سلولی  

نتایج نشان داد که عصاره  .  پس از مواجهه با بتا آمیلوئید ارزیابی گردید( ROS) های فعال اکسیژن و گونه ( GPx)پراکسیداز 

را به میزان قابل   N2Aلیتر، اثر حفاظتی کاملی داشته و بقای سلولی  میکروگرم بر میلی  1های بالاتر از تام آویشن در غلظت 

ناشی از بتا آمیلوئید    GPxو جبران افت فعالیت   ROSدهد؛ همچنین، این عصاره باعث کاهش تولید توجهی افزایش می 

اکسیدانی سلول و پاکسازی  ها حاکی از آن است که عصاره آویشن با تقویت توان دفاعی آنتی در نهایت، این یافته . گرددمی

های اکسیداتیو، که با کاهش پراکسیداسیون لیپیدها مشهود است،  ها در برابر آسیب های فعال اکسیژن، از سلولگونه 

 . نماید و پتانسیل بالایی به عنوان یک عامل نروپروتکتیو داردمحافظت می 

 N2A ی هاسلولآلزایمر، آویشن، استرس اکسایش، بتا آمیلوئید،   های کلیدی:واژه 
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ترین اختلال عصبی پیشرونده مرتبط با سن است که به عنوان یک عامل ایجاد کننده زوال عقلی در  شایع (AD) 1بیماری آلزایمر 

گیرد. زوال عقل با کاهش شدید تواناییهای هوشی و شناختی اختلال در حافظه تفکر انتزاعی و تغییر  سالخوردگی مورد توجه قرار می

تا سال  رودمبتلا شده اند و انتظار می مریزاآل یمارینفر در سراسر جهان به ب ونیلیم 35که  شودزده می نیتخم (.1)شخصیت همراه است 

 2های تروفیبریلار های پیری و کلافمشخصه آسیب شناسی این بیماری پلاک(. 2) ابدی شینفر افزا ونیلیم 115به  زانیم نیا 2050

های پیری پپتید بتا آمیلوئید تجمع یافته است و بررسی میکروسکوپیک بافت مغز این بیماران بعد از مرگ باشد. عنصر اصلی پلاکمی

از شکسته  3باشد. بینیدیتا آمیلوئید دهد که تجمع فزاینده پپتید تا آمیلوئید در مغز مشخصه و ویژگی اصلی بیماری آلزایمر مینشان می

شود. متابولیسم غیرطبیعی پروتئین سکرتاز ایجاد می  ی بتا سکرتاز و گاماهازیمآنبه وسیله  (APP) شدن پروتئین پیش ساز بتا آمیلوئید

شود. همچنین  های عصبی در بیماران میپیشساز بتا آمیلوئید و تولید غیرطبیعی بینیدیتا أمیلوئید تجمع و رسوب آن باعث مرگ سلول

  شود.می هاهای عصبی باعث مرگ آنمطالعات نشان داده است که اضافه کردن پپتید بتا آمیلوئید تجمع یافته به کشت سلول

های فعال اکسیژن و ایجاد استرس اکسایشی افزایش  های آسبب عصبی القا شده به وسیله پپتید بتا آمیلوئید شامل تولید گونهمکانیسم

و القای   4تا  کلسیم داخل سلولی، آسیب میتوکندری و تخلیه انرژی سلول تغییرات اسکلت سلولی از طریق هیپرفسفریله شدن پروتئین 

رونها از طریق فعال شدن  وها منجر به تخریب سیناپس و در نهایت باعث از بین رفتن نباشند. این مکانیسمهای التهابی میپاسخ 

استرس اکسایشی نقش پراهمیتی در ایجاد و پیشرفت پاتولوژی بیماری  (.3) شوندمسیرهای مرگ سلولی آپاپتوتیک یا نکروتیک می

در چربیها  (ROS) های فعال اکسیژنکند که آسیب اکسایشی به واسطه گونهای پیشنهاد میآلزایمر ایفا می کند. شواهد گسترده

دهد به عنوان بخشی از اثرات نوروتوکسیک سمیت پپتید بتا آمیلوئید حداقل ها و اسیدهای نوکلئیک در بیماری آلزایمر رخ می پروتئین 

از   یریجلوگ  ایهای آزاد که به حذف رادیکال یهای درمانتلاش رو نیاز ا (.4) شودمی جادیهای آزاد اواسطه رادیکال هایی بهدر قسمت

  در درمان یراه کار درمان ک یبه عنوان  ندهیپاد اکسا باتیترک  جهیباشد. در نت دیمف مریآلزا یماریتواند در بکند میکمک می هاآن دیتول

  یماریدر ب نیهمچن .(5)  شده است یمعرف مریآلزا یماریدر ب یعصب جیو بهبود نتا دیلوئیبنا آم دیپپت  لهیشده به وس القای عصب تیسم

  شودمی مارانیب نیروند که منجر به اختلال حافظه در امی نیاز ب جیبه تدر Basal forebrain هیناح  در 5ک ینرژیهای کولنورون مریآلزا

استراز   نیکول میمهارکننده آنز یشوند داروهااستفاده می یماریب نیکنترل ا  یشده که هم اکنون برا دییتأ یعلت داروها نیبه هم (.6)

که بتوانند از   یباتیترک  نیکنند. بنابرانمی یریجلوگ  یماریب شرفتیاز پ یشوند ولمی یماریب میعلا یداروها باعث بهبود  نیا (.7)  هستند

 (.8) توانند داشته باشندمی یماریب نیدر کنترل ا یبهتر شوند تأثیر دیلوئیبتا آم تیمانع سم ریچند مس

 
1 Alzheimer 
2 Neurofibrillary tangles 
3 Amyloid binedida 
4 Tau protein 
5 Cholinergic 
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  انیحال، در م نیهستند. با ا AD یبرا ینیاز مطالعات بال یبخش دوارکنندهیام یو مصنوع یعیطب  یعامل درمان نیدر حال حاضر، چند

، از جمله  ADدر برابر  یبخش تیرضا یاستراز نشان داده شده است که محافظت عصب نیمختلف، تنها چند مهارکننده کول یداروها

  ADمبتلا به  مارانیدر ب ینقص شناخت دتکوتاه م نیتسک یداروها عمدتاً برا نیدهند. ا یارائه م 3ن یگمیواستیو ر ، 2ل یدونپز ، 1نیتاکر

-βپلاک  لیاست که تشک نیمانده است، اعتقاد بر ا یناشناخته باق دهی چیعلت پ لیبه دل AD ی. اگرچه علت اصل(9) شوند یاستفاده م

  یم ویداتیاکس بیآسدر برابر  یعصب هایرو، محافظت از سلول ن یاست. از ا AD کیدر درجه اول مسئول بدتر شدن اثر پاتولوژ دیلوئیآم

  نیو کورکوم کیفرول دی، اس A  نیهوپرز لوبا، یب نکویمانند عصاره ج هاییدانیاکس  یموفق باشد. آنت AD هیاز علائم اول یریشگی تواند در پ

 (.10) هستند AD یبرا یا دوارکنندهیام هایکنند و درمان یمحافظت م دیلوئیبتا آم دیاز پپت یناش وی داتیدر برابر استرس اکس

اثر  اهیگ  نیا (.10) استناد شده است( Historia plantarumب )کت  است که به استفاده گسترده از آن در 4انینعناع رهیاز ت آویشن اهیگ 

های مختلف  عصاره نام و فراکسیون نیشود. همچنحافظه استفاده می شیافزا یبرا یدارد و به طور سنت یعصب ستمیس یبر رو یحفاظت

دهد و به  می نشانی خوب یشیاکسا ادی یتهایفعال آویشن اهیگ  یعصاره آب (.11) باشنداستراز می نیکول  میآنز یاثر مهارکنندگ  یدارا  اهیگ 

شده توسط   جادیا یشیدر برابر استرس اکسا یاثر حفاظت یدارا اهیگ  نیپرقدرت شناخته شده است. عصاره ا اکنندهیعامل اح کیعنوان 

صرف عصاره این گیاه در م. (12باشد )، میشوند می دیپیل ونی داسیپراکس جادیمختلف باعث ا یندهایفرآ قی که از طر  دانیعوامل اکس

مکانیسم   . با توجه به اینکه اثرات نروپروتکتیو برای این گیاه ذکر شده است، (13) بیماران مبتلا به آلزایمر باعث بهبودی علایم شده است

آن بر   و تأثیر نروپروتکتیو عصاره اتانولی این گیاه در برابر سمیت بتاآمیلوئید آن ناشناخته است و هدف این مطالعه بررسی اثرات اثر

 .باشدمارکرهای استرس اکسایشی می

 جنبه نوآورانه طرح:

در   N2Aهای  در سلول دیلوئیبتا آم دی شده توسط پپت جادیا یشیبر استرس اکسا شنیآو اهیعصاره گ  یاثرات حفاظت یمطالعه با بررس نیا

را   اهیگ  نیعصاره ا ویو نروپروتکت یاثرات محافظت قیتحق نیقرار دارد. ا شرفتهینوآورانه و پ یعلوم اعصاب و داروساز یهاحوزه پژوهش

 نیا  ینوآور یهاجنبه از قرار داده است. یمورد بررس یشیاسترس اکسا یکرده و اثرات آن بر مارکرها یبررس دیلوئیبتاآم تیدر برابر سم

 اشاره کرد: ریبه موارد ز توانی مطالعه م

روش    کیبه عنوان  یاهیو استفاده از عصاره گ  مریآلزا یماریدر حوزه ب  دیلوئیبتاآم تیبر سم یاهی عصاره گ  یحفاظت راتیتأث ی. بررس1

 .شودیمحسوب م قیتحق نیمهم در ا ینوآور کیبه عنوان  دارلیپتانس یدرمان

 
1 Tacrine 
2 Donepezil 
3 Rivastigmine 
4 Lamiaceae 
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و   دازی پراکس ونیگلوتات میآنز تیفعال د، یآلدئ یمالون د زانیم ، یسلول یبقا زانیم یبررس یبرا  یشگاهیآزما یها. استفاده از روش2

اثرات   یابیارز یروش نوآورانه برا کیبه عنوان  ، ی شیاسترس اکسا یبه عنوان مارکرها ژنیواکنش دهنده مشتق از اکس یهامولکول

 .شودیمحسوب م یاهیعصاره گ  یتحفاظ

را در برابر استرس   یمهم یاثرات حفاظت تواندیم یع یمحافظ طب کیبه عنوان  شنیکه عصاره آو  دهندیمطالعه نشان م یهاافته ی. 3

 ارائه کند. د یلوئیبتا آم دی از پپت یناش یشیاکسا

 کی به دست آمده، به عنوان  یهاافته یاستفاده شده و  یهاروش ، یموضوع پژوهش انتخاب ، ینوآور یهااز جنبه قیتحق نیا ن، یبنابرا

نوآورانه  یروش درمان کیبالقوه به عنوان  یتوانمند  ، یعصب یهاو حفاظت از سلول مریآلزا یماریب نهیو ارزشمند در زم شرفتهیپ قیتحق

 . کندیم جادیا نهیزم  نیدر ا ندهیآ یهاپژوهش یرا برا یار یارزش بالقوه بس و دهدیرا ارائه م

 پیشینه تحقیق 

Yuan  ی های حفاظتاثرات و مکانیسمبر روی موضوع  2021و همکاران در سالDendrobium * Lindl یسلول سیبدر آ دهایآلکالوئ  

PC12 از  یناشAβ25-35 .ها دریافتند که آن مطالعه کردندDendrobium nobile Lindl دهایآلکالوئ (DNLA) یسلول بیدر برابر آس  

PC12 از  یناشAβ همچنیین  کنند. محافظت میDNLA را مهار   یتوکندر یآپوپتوز با واسطه م ریدهد و مسرا کاهش می وی داتی استرس اکس

 کند. می

Liangjing   استروژن  رندهیگ  کیتحر قیاز طر نیکوئرستبر روی موضوع   2022و همکاران در سالα  فعال کردن ،ERK1/2  و مهار

  نیکوئرستها دریافتند که مطالعه کردند. آن کندرا مهار می (25-35)بتا  دیلوئیاز آم یناش PC12های سلول یسلول تیآپوپتوز، سم

  کیرا تحر αاستروژن  رندهیگ  1ن یکوئرستهمچنین  کند.را مهار می (25-35)بتا  دیلوئیاز آم یناش 12PCهای سلول یسلول تیسم

 کند. کند و آپوپتوز را مهار میرا فعال می ERK1/2کند، می

Kumju  12 یهااز سلول 2ن یژران بر روی موضوع  2020و همکاران در سالPC از  یناش یعصب بیدر برابر آسAβ35-25 کندیمحافظت م  :

 بیدر برابر آس PC12های  از سلول نیژرانها دریافتند که مطالعه کردند. آن MAPKو  NF-κB  نگیگنالیس یرهایشدن مس ریدرگ 

از   MAPK نگیگنالیس یرهایسرکوب مس قیاز طر نییژرانهمچنین  کند.محافظت می  یو التهاب عصب Aβ25-35از   یناش ویداتی اکس

 کند. می یریجلوگ  NF-kB تیفعال

Xue-Lian  یاثرات محافظتبر روی موضوع  2022و همکاران در سال Liensinine، Isoliensinine  وNeferine های سلول یبر رو

PC12 دیلوئ یتوسط آم دهید بیآس-β هادریافتند که مطالعه کردند. آنLiensinine، Isoliensinine  وNeferine های از سلولPC12  

 
1 Quercetin 
2 Geranin 
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کنند و باعث تاو را مهار می نیپروتئ ونیلاسیپرفسفوریه دهایآلکالوئ نیاهمچنین  کنند.بتا محافظت می دیلوئیتوسط آم دهید بیآس

 شوند. کاهش آپوپتوز و مرگ می

Jeyakumar  بر روی موضوع  2022و همکاران در سال-αزابولولیب β-D-fucopyranoside یدان یاکس یآنت یکردهایرو قیاز طر 

تحقیق کردند. نتایج بدین گونه شد که  کند مهار می 2a-یهای عصبرا در سلول 25-35(  Aβ) دیلوئیآم- βاز   یناش ویداتی استرس اکس

α- زابولولیب  β-D-fucopyranoside )ABFP( از  یناش ویداتیدر برابر استرس اکسβ- های در سلول دی لوئیآمNeuro-2a  محافظت

 کند.می یریجلوگ  یتوکندریم بیدهد و از آسرا کاهش می ی دیپیل یدهای کند، پراکساستراز را مهار می نیکول  لیاست ABFPکند. می

و  CREBبر حافظه، بیان ( Salvia officinalisگلی )عصاره هیدرومتانلی مریم  اثر تمرین هوازی ومحسنی و همکاران بر روی موضوع 

BDNF و   یریادگ یسبب بهبود  ل، یتردم یرو  دنیو دو یگلم یعصاره مردریافتند که  مطالعه کردند. آنها  در آلزایمر القا شده با بتا آمیلوئید

القا   مریآلزا طیدر شرا یعصب یهاسلول یو چگال یبر بهبود حافظه، نقص عصب ییافزااثر هم یگلم یو عصاره مر یهواز نیحافظه شد، تمر

 .شودیم شنهادیمداخله پ دو نیدارد. لذا استفاده همزمان ا دیلوئیشده با بتا آم

بر سمیت القاء شده توسط پپتید بتا آمیلوئید   1سنجش اثرات آنتیاکسیدانی و محافظتی گیاه بادرشبو عمرانی و همکاران بر روی موضوع 

  یبالاتر یکالیضد راد  تیلفعا  تریلیلیبر م کروگرمیم 1، 1/0،  01/0 در سه غلظتها دریافتند که تحقیق کردند. آن PC12های در سلول

 دیلوئیبتا آم تیها را در برابر سمسلول تریلیلیبر م کروگرمیم 100و  10, 1های در غلظت اهیگ  هعصار ، نسبت به عصاره بادرشبو داشت

القاء شده توسط بتا  ویدات یاسترس اکس یستیز ینشانگرها رات ییتوانست از تغ تریلیلیبر م کروگرمیم 10محافظت نمودند و در غلظت 

  ویداتی استرس اکس  یرهایمهار مس قیاز طر دیلوئیبتا آم  دیپپت تیاز سم ادرشبوب اهیعصاره گ  در نهایت. دینما یریجلوگ  دیلوئیآم

 باشد. دیمف مریآلزا یماری در درمان ب دیکند و شامی یریجلوگ 

 

 ها: مواد و روش

 مواد 

ت  استا دی (، دیکلروفلوروسین25-35) پپتید بتاآمیلوئید .از انیستیتو پاستور ایران خریداری شد N2A رده سلولی

diphenyltetrazolium bromide)MMT( 3- )4,5-dimethyl thiazol-2-yl( -2,5- )DCFH2-DA( ، پلی  اسید تیوباربیتوریک-

D- (لیزینPDL ) و کیت اندازه گیری فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز خریداری شد. محیط کشتRPMI ،پنی سیلین-  

 استفاده شد. (FBS) استرپتومایسین و سرم جنین گاوی

 

 
1 Dracocephalu moldavica 
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 روش عصاره گیری از گیاه

به مدت  1:10و نسبت گیاه به حلال  80:20های خشک شده گیاه آویشن با روش ماسراسیون با استفاده از حلال اتانول: آب عصاره برگ

ساعت مخلوط حلال و عصاره صاف شده و حلال جدید به تفاله گیاه اضافه می شد. عصاره به   24چهار روز تهیه شد. بعد از گذشت هر 

 (. 14تا حد خشک شدن تغلیظ شد ) 40دست آمده با دستگاه تقطیر در خلأ در دمای کمتر از 

 

 کشت سلول 

واحااد بینااالمللی و   100پنیساایلین  ( FBSدرصااد ساارم جنااین گاااوی)  10حاااوی RPMIدر محیط کشت  )N2A )Neuro-2Aهای  سلول

درجه  37و در شرایط دمای ( PDLلیزین ) D-میلیگرم در میلیلیتر در فلاسک استریل کشت سلول کوت شده با پلی   100استرپتومایسین  

 (.15کشت داده شدند )  CO2درصد   5سانتیگراد و فشار 

 

 N2A (Neuro-2A)های بررسی اثر عصاره تام بر روی سلول

ها با محیط ساعت بعد محیط کشت سلول  24کشت داده شدند و   PDLخانه کوت شده با    96در پلیتهای   cell/well 104ها با غلظت  سلول

ساعت دیگر با محیط حاوی تام انکوبه شاادند.  24میکروگرم بر میلیگرم تعویض شد و به مدت   01/0  -100حاوی عصاره تام در رنج غلظتی  

هااا بعااد از سااپری تهیه شد. میزان بقای ساالول PBSمیکروگرم بر میلیگرم عصاره حل شده در بافر    2000غلظتهای مورد نظر، از استوک  

 (.16مورد ارزیابی قرار گرفت ) MTTشدن زمان انکوباسیون به وسیله سنجش فورمازان تولید شده از احیای 

 بررسی اثرحفاظتی عصاره تام بر سمیت القا شده توسط بتا آمیلوئید

ساعت پپتید بتا آمیلوئید با غلظاات  24کشت داده شدند. بعد از  PDLخانه کویت شده با  96در پلیتهای   cell/well 104ها با غلظت  سلول

میکرومول در آب مقطاار تهیااه شااد. محلااول   1میکرومول به محیط کشت اضافه شد. محلول استوک پپتید آمیلوئید با غلظت    20نهایی  

درجه سانتیگراد انکوبه شد تا فرم تجمع یافتااه آن تشااکیل شااود. در   37استوک قبل از اضافه شدن به محیط به مدت سه روز در دمای  

میکروگرم باار میلیلیتاار  01/0 -100ها یک ساعت قبل از اضافه کردن پپتید بتا آمیلوئید با عصاره تام در رنج غلظتی های تیمار سلولگروه

 (.17ساعت بعد از اضافه کردن پپتید بتا آمیلوئید مورد ارزیابی قرار گرفت )  24انکوبه شدند. میزان بقای سلولی 

 

 MTTسنجش 

میکرولیتاار از محلااول   10ها با محیط تازه تهیه شده تعویض شد و به هاار خانااه پلیاات  بعد از اتمام زمان انکوباسیون محیط کشت سلول

ساعت در انکوباتور انکوبه شد. بلورهای فورمازان تولید شده با اضافه کردن  4میلیگرم بر میلیلیتر( اضافه شد و به مدت   MTT )5استوک  

نانو متر در  540به هر چاهک حل شد. جذب نوری توسط دستگاه الیزا ریدر در طول موج ( DMSOمیکرولیتر دی متیل سولفوکساید )  100

 (.16نانومتر خوانده شد ) 630برابر طول موج رفرانس 

 

 اندازه گیری میزان مالون دی آلدئید 
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تولید شااده در ( MDAبرای بررسی میزان پراکسیداسیون لیپید جهت ارزیابی استرس اکسایشی از اندازهگیری میزان مالون دی آلدئید )

ای خانااه 6سلول به هر چاهک از پلیاات  1×106شود. در این آزمایش سوسپانسیون سلولی حاوی فرایند لیپیدپراکسیداسیون استفاده می

ساعت انکوباسیون در شرایط کشت ذکر شده پپتید بتا آمیلوئید اضافه شااد. عصاااره  24انتقال داده شد. بعد از  PDLکوت شده به وسیله 

ها ساعت سلول 24میکروگرم بر میلیلیتر یک ساعت قبل از اضافه کردن پپتید بتا آمیلوئید به محیط اضافه شد. بعد از   10گیاهی با غلظت  

 20هااا بااه ماادت  میکرومولار استفاده شد. سپس سلول EDTA 10ها از پلیت از محلول  شستشو داده شدند. برای جداکردن سلول PBSبا  

 100(. بااه  18میکرولیتر از هموژنیت سلولی برای تعیین مقدار پروتئین به روش برادفورد برداشته شد )  10ولت سونیکه شدند.    40ثانیه در  

 75/3درصااد تیوباربیتوریااک اسااید و  0925/0میکرولیتر واکنشااگر تیوباربیتوریااک اسااید )حاااوی  200میکرولیتر از هموژنیت سلولی 

ایجاااد  MDA-TBAدرجه سانتیمتر حرارت داده شد تا پیوند بین   90دقیقه در دما    60درصدتری کلرواستیک اسید( اضافه شد و به مدت  

شدت جذب محلول رویاای  g 1000ها در  ها روی یخ قرار داده شدند تا واکنش خاتمه یابد. بعد از سانتریفوژ نمودن نمونهشود. سپس نمونه

 (.19نانومتر با دستگاه الیزا ریدر اندازهگیری شد ) 540در طول موج 

 

 اندازه گیری فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز 

های با فعالیت پراکسیدازی می باشد که نقش پراهمیتی در حفاظاات موجااود زنااده از گلوتاتیون پراکسیداز یکی از اعضای خانواده آنزیم

های اکسایشی ایفا میکند. فعالیت گلوتاتیون پراکسیداز به وسیله کیت اندازهگیری شد. این کیاات براساااس اناادازهگیری میاازان آسیب

NADPH ( مصرف شده توسط آنزیم گلوتاتیون ردوکتازGR )باشد. آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز باعث اکسید شاادن گلوتاااتیون احیااا می

(GSH )( به گلوتاتیون اکسیدGSSG )شود. در این واکنش میزان مصرف  شود. گلوتاتیون ردوکتاز به حالت احیا تبدیل میمیNADPH  بااا

نانومتر اندازهگیری نمود.  340را میتوان از طریق جذب در طول موج   NADPHفعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز متناسب است و میزان  

انتقال داده شاادند و مشااابه روش توضاای  داده  PDLای کوت شده به وسیله خانه 6سلول به هر چاهک از پلیت   1×106ها با غلظت  سلول

ها با تریپسین از پلیت جاادا شده برای اندازهگیری میزان مالون دی آلدئید با بتا آمیلوئید و عصاره انکوبه شدند. بعد از انکوباسیون سلول

منتقل شدند و هموژنیت سلولی بعد از یک دوره فریز کااردن و ذوب نمااودن  Xدرصد تریتون    1حاوی   PBSمیکرولیتر بافر    300شده و در  

 (.20دقیقه سانترفیوژ شد و محلول رویی برای سنجش فعالت آنزیم استفاده شد ) 10به مدت  g 3000ها در دوره  سلول

 

 های واکنش دهنده مشتق از اکسیژن اندازه گیری مولکول

( DA2-DCFHدی کلروفلوروسین دیاسااتات ) 7´،  2´های واکنش دهنده مشتق از اکسیژن با استفاده از روش ع درون سلولی مولکولتجم

تواند از غشای سلولی عبور کنااد. ایاان اندازه یری شد. دی کلرو فلوروسین دی استات یک ترکیب غیرفلورسنت میباشد که به راحتی می

هااای فعااال تواند در حضااور گونااههیدرولیز شده و سپس می( DCFHترکیب به وسیله استرازهای سلولی به ترکیب دی کلروفلوروسین )

که خاصیت فلورسنت بالایی دارد تبدیل شود. ترکیب دی کلروفلوروسئین توانایی خااروج ( DCFاکسیژن به ترکیب دی کلروفلوروسئین )

نانومتری و طول موج  485از سلول را نداشته و می توان این ماده فلورسنت را با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری در طول موج تحریکی 

هااا توسااط ها با بتااا آمیلوئیااد و عصاااره ساالول(. بعد از سپری شدن زمان انکوباسیون سلول21نانومتری اندازه گیری نمود )  520نشری  

منتقل شدند  M 10دی کلروفلوروسین دی استات با غلظت نهایی   7´،   2´و   6Mm.  5حاوی گلوکز  PBSتریپسین از پلیت جدا شده به بافر  

معلااق شاادند.   PBSمیلیلیتر بااافر 1ها سانترفیوژ شدند و رسوب سلولی در دقیقه در این شرایط انکوبه شدند. سپس نمونه  45و به مدت  

 شدت فلورسنت با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری اندازهگیری شد.
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 ها:تجزیه و تحلیل داده

با  و تحلیل دادهها  بیان شده است. تجزیه  کنترل  به صورت درصد  نتایج  و  انجام شده است  تکرار  بار  به صورت سه  آزمایشها  میانگین 

  one-way ANOVAصورت گرفته و برای مقایسه میانگینهای گروههای مورد مطالعه از تست آماری   16نسخه    Spssاستفاده از نرم افزار  

 استفاده شد.
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 نتایج آزمایشات 

 

 N2A (Neuro-2A)های اثر عصاره تام بر روی سلول

بقای سلول میزان  بررسی  از  نتایج  بعد  نمودار شماره    24ها  در  تام  با عصاره  انکوباسیون  آماری    1ساعت  بررسی  است.  داده شده  نشان 

 ها ندارند.اثر سمی بر روی سلول( p<0.05های به کار رفته به طور معنی داری )دهد که هیچ یک از غلظتنشان می

 

 N2A (Neuro-2A)های در سلول  (25-35بررسی اثرات حفاظتی عصاره آویشن بر سمیت سلولی ناشی از پپتید بتا آمیلوئید )

نتایج آزمایشات نشان میدهد که پپتید بتا آمیلوئید میتواند باعث سمیت بالایی در سلولها شود و میزان زندهمانی سلولها را تحت تاثیر 

غلظتهای   در  است.  شده  مشاهده  آن  محافظتی  اثر  عصاره  کردن  اضافه  با  حال  این  با  دهد.  کاهش  معنیداری  طور  به    100و    10و    1آن 

دهد ولی همگی توانستند کاملاً سلول را در برابر سمیت پپتید بتا آمیلوئید محافظت  میکروگرم بر میلیلیتر اختلاف معنیداری نشان نمی

 باشد.میکروگرم بر میلیلیتر می4/0محاسبه شده برای این اثر حفاظتی عصاره معادل  EC50نماید. می

 

 بررسی تأثیر عصاره تام گیاه آویشن بر لیپید پراکسیداسیون ناشی از پپتید بتا آمیلوئید 

در   که  آلدئید در گروهی  مالون دی  که  نمونهها مشخص شد  پروتئین  میزان  آلدئید  مالون دی  میزان  از  آمده  به دست  نتایج  به  توجه  با 

بتا امیلوئید بودند نسبت به گروه کنترل اختلاف معنی داری   دارد و در این گروه نسبت به گروه کنترل افزایش داشته  )p<)0.001معرض 

است. همچنین میزان مالون دی آلدئید در گروهی که فقط در معرض عصاره تام بودند با گروه کنترل تفاوت معنیداری ندارد. این نتایج 

رود این توانایی را دارد که از  شود و هنگامی که به همراه بتا آمیلوئید به کار می نشان میدهد که عصاره باعث پراکسیداسیون لیپید نمی

 پراکسیداسیون لیپید تولید شده به وسیله بتا آمیلوئید جلوگیری نماید.

 

 

 N2A (Neuro-2A): میزان سمیت عصاره تام گیاه آویشن در سلولهای 1نمودار شماره 
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 N2A (Neuro-2A) یدر سلولها دیلوئیبتا آم دیپپت تیسم بر شنیاثر عصاره تام آو: 2نمودار  

 

 

 

   : اثر عصاره تام آویشن بر پراکسیداسیون لیپید ناشی از پپتید بتا آمیلوئید3نمودار
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 های مورد مطالعهبررسی فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز در گروه

سلولهای   در  پراکسیداز  گلوتاتیون  آنزیم  فعالیت  در  چشمگیری  کاهش  باعث  آمیلوئید  بتا  پپتید  آمده  دست  به  نتایج   N2Aبراساس 

(Neuro-2A  )می کنترل  گروه  به  سلولنسبت  در  که  حالی  در  سلولشود.  یا  و  تنها  عصاره  معرض  در  که  بتا  هایی  با  شده  انکوبه  های 

آمیلوئید و عصاره بودند میزان فعالیت این آنزیم تفاوت معنیداری ندارد. این بدین معناست که عصاره تام گیاه آویشن به تنهایی تاثیری  

 در فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز القا شده به وسیله بتا آمیلوئید ندارد.

 

 داز یپراکس ونیگلوتات میآنز تیفعال زانیم: 4نمودار 

 های فعال اکسیژننتایج آزمایش اندازهگیری گونه

گونه تولید  افزایش  باعث  آمیلوئید  بتا  پپتید  اکسیژنی،  فعال  گونههای  اندازهگیری  آزمایش  از  آمده  بدست  نتایج  فعال  براساس  های 

های  تواند از افزایش تولید گونهشود. به این ترتیب که مواجهه قبلی با عصاره تام قبل از اضافه کردن پپتید بتا آمیلوئید میاکسیژن می

 این پپتید جلوگیری نماید.فعال اکسیژن القا شده به وسیله 
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 ژن یفعال اکس هایمقدار گونه: 5نمودار 

 

 

 بحث و نتیجه گیری:

قرار گرفت و مشخص شد.   ارزیابیمورد    آمیلوئیدآویشن در برابر سمیت سلولی القا شده به وسیله پپتید بتا    هحفاظتی عصاره تام گیا  اثر

(. هسته  41-1)  آمیلوئید نماید. پپتید بتا  می  ایجادحفاظتی کاملی    اثرمیکروگرم بر میلیلیتر    1های بالاتر از  با غلظت  هعصاره تام این گیا

پلاک میاصلی  آلزایمری  بیماران  مغز  در  پیری  داده  های  نشان  و  کشت    است  دهشباشد  در  و  آزمایشگاهی  حیوانات  در  پپتید  این  که 

) سلول است  سمی  عصبی  بتا  22های  پپتید  همچنین  )بتا  25-35)  آمیلوئید(.  و    آمیلوئیدی(  هیدروفیلیک  محدوده  محتوی  که 

باشد( که یک قطعه کوچک بتا  هیدروفوبیک می  پپتید  از  از  ( می41-1)  آمیلوئیدتر  و در مطالعات زیادی  اثرات سمی مشابه دارد  باشد. 

 (.21-23) شده است ستفادها( برای القاء سمیت 25-35) آمیلوئیدپپتید بتا 

مکانیسم از  بتا  یکی  پپتید  سلولی  سمیت  می25-35)  آمیلوئیدهای  اکسیداتیو  استرس  ایجاد  طریق  از  این  (  در  مساله  این  که  باشد 

  آمیلوئید (. پپتید بتا  22،24مطابقت دارد )  است  شدهو با مطالعات قبلی که در این زمینه انجام    است  شدهآزمایش به خوبی نشان داده  

دهد که  شود و فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز را کاهش میمی N2Aهای  های فعال اکسیژن در سلول( باعث افزایش گونه35-25)

شود که  های آزاد تولید شده باعث پراکسیداسیون لیپیدها مینتیجه رادیکال  در  واکسایشی میباشد    دپا  هایآنزیمآسیب    دهنده نشان  

القا شده به وسیله پپتید    زایدهد که میتوان از چندین تغییر آسیبشود. نتایج مطالعه حاضر نشان میدر نهایت منجر به مرگ سلولی می

-35)  آمیلوئیدآویشن جلوگیری نمود. اگر چنانچه قبل از اضافه کردن پتید بتا    ه( از طریق مواجهه با عصاره تام گیا25-35)  آمیلوئیدبتا  

مواجهه شده با پپتید   وهها در مقایسه با گرمیزان بقای سلولی آن  ، یک ساعت با عصاره تام گیاه مواجهه شده باشند  N2Aهای (، سلول25

  آمیلوئیدهای فعال اکسیژن ایجاد شده به وسیله پپتید بتا  ( ا فزایش خواهد یافت. همچنین تولید افزایش یافته گونه25-35)  آمیلوئیدبتا  

شده به وسیله پپتید بتا  ایجادیابد. همچنین کاهش فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز در پاسخ به مواجهه با عصاره تام گیاهی کاهش می

تواند از طریق جبران توان دفاع پاد  ها با عصاره تام گیاهی قابل جبران است. در نتیجه عصاره گیاه آویشن میبا مواجهه سلول  آمیلوئید

سلول را حفظ نماید که این مسأله با کاهش میزان   اکسایشی  هایآسیبهای فعال اکسیژن ایجاد شده از  سلول و پاکسازی گونه  اکسایشی

باشد که توانایی و عصاره مواجه بودند، نمایان است. این یافته بیانگر این می  آمیلوئیدپراکسیداسیون لیپیدها در گروهی که با پپتید بتا  

 (.12گیاه نسبت داد )  این شیحفاظت سلولی مشاهده شده را میتوان به خصوصیت پاداکسای

(  25-35)  آمیلوئیدپپتید بتا      بهوسیلهشده    ایجاد  اکسایشیتواند به طور مؤثر از استرس  می  هدهد که عصاره تام گیانتایج نشان می  این

بیماری آلزایمر   رد  اکسایشی  استرسجلوگیری کرده و نقش مهمی در مسیرهای دفاع سلولی بر علیه   طول فرآیندهای نرودژنریتیو در 

آزاد    هایرادیکالو قابلیت پاکسازی    قوی دارد  اکسایشیآویشن خاصیت پاد    هاند که عصاره گیاداشته باشد. مطالعات قبلی نشان داده

شود. ترکیبات گیاه به ترکیبات فنلی آن نسبت داده می  نیاباشد. خاصیت پاداکسایشی  نیتریک اکسایدرا دارا می  و  اکسیدآنیون سوپر  

 باشند.فنلی موجود در این گیاه از مشتقات هیدروکسی سینامیک اسید و فلاونوئیدها می

باشند. ترکیبات فلاونوئیدی بیشترین ترکیب شناخته شده در این گیاه روزمارنیک اسید و بعد از آن کوماریک اسید و کافئیک اسید می

 است   شدهذکر   ترکیبات خاصیت پاداکسایشی  اینباشد. برای همه  می   naringin، hespiridin، naringenin، hesperetinگیاه شامل  

گیاه  25) این  برای عصاره  پاداکسایشی خواص دیگری ذکر  بر    علاوه(.  نقش  که می  است  شدهاثر  گیاه  این  نروپروتکتیو  اثرات  توانند در 

(.  11باشد )می  استرازدارای خصوصیات مهارکنندگی آنزیم استیلکولین    هگیا  اینآمده از سر شاخه هوایی    دستداشته باشند. عصاره به  
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اجزایی می  عصارههمچنین   گیاه حاوی  )این  (. گیرندههای نیکوتینی  26-27باشد که تمایل به اتصال به رسپتورهای نیکوتینی را دارند 

دریافت   ، حافظه    ییکپارچگ  ، یادگیری   ،از قبیل دقت  ه های ادراکی پیچیدکولین با بسیاری از عملکردهای مغزی به خصوص فعالیت  استیل

فعالیت  ، حواس حرکتی کنترل  می  ،های  ارتباط  در  بدن  حرارت  تنظیم  و  درد  ) دریافت  گیرندههای  28،29باشند  پاتولوژیک  نقش   .)

(.  30است )  رسیدهاثبات    بهباشد به خوبی  ها همراه مینیکوتینی استیل کولین در بیماری آلزایمر که با از بین رفتن تعداد زیادی از گیرنده

گیرنده نیکوتینی ممکن است نه تنها از طریق تکمیل انتقال  بلکه همچنین از طریق حفاظت در برابر سمیت القا   یهاآگونیستمواجهه با  

دهد که تجویز نیکوتین در بیماران مبتلا به آلزایمر باعث  نشان می  بالینی  عات(. مطال31شود )  ادراکیشده توسط بتا آمیلوئید باعث بهبود  

بتا دارد.    آمیلوئید دیده شده که نیکوتین اثر محافظتی بر سمیت ناشی از پپتید    in vitro(. در مطالعات  32شود )بهبود حافظه و درک می

شود و انکوباسیون  های کورتیکال کشت داده شده رت میبتا بر روی نورون  آمیلوئید پیش درمانی با نیکوتین باعث کاهش سمیت پپتید  

سلول وتوأم  نیکوتین  با  نیکوتینی   ها  رسپتورهای  پپتید  –آنتاگونیست  از  ناشی  سمیت  بر  نیکوتین  حفاظتی  در   آمیلوئیداثرات  بتا 

را از بین مینورون اثرات حفاظتی نیکوتین از طریق رسپتورهای نیکوتینی  برد و نشان میهای کورتیکال کشت داده شده رت  که  دهد 

)اعمال می پپتید  33شود  نورون  آمیلوئید(.  آپاپتوبتا در  القا  باعث  هیپوکامپ کشت داده شده رت  تولید   زهای  میزان  افزایش  از طریق 

دهد تحریک رسپتورهای نیکوتینی باعث مهار استرس  شود. این مطالعه نشان میمی  3های فعال اکسیژن و فعالیت آنزیم کاسپاز  گونه

(. با توجه به مطالعات ذکر  34شود )های هیپوکامپ کشت داده شده رت میبتا در نورون  آمیلوئید توسط پپتید    زو القا آپاپتو  اکسایشی

شده میتوان فرض کرد که عصاره گیاه آویشن با داشتن ترکیباتی که آگونیست گیرنده نیکوتینی هستند. اثرات حفاظتی خود را اعمال  

 مطالعات بیشتر دارد. بهاین فرضیه نیاز  البتهکند که می

باشد. رزمارینیک اسید یک ترکیب فنلی ساده  دارد رزمارینیک اسید می  وجود   هترین ترکیبی که در عصاره گیاهمانطور که ذکر شد مهم

های اکسیژن و رادیکال بسیار فعال پروکسی نیتریت را دارد و  . این ترکیب خاصیت پاکسازی رادیکالدارداست که فعالیت پاد اکسایشی  

بتا    است  شدهدر مطالعه صورت گرفته مشخص   اثر محافظی در برابر سمیت سلولی ناشی از پپتید    ایجاد   آمیلوئیدکه رزمارینیک اسید 

ترکیب دارای اثرات پاداکسایشی بوده   اینباشد. می کافئیک اسید   تركيبگردد یگر که در گیاه یافت میدکند. از جمله ترکیبات فنلی می

. مهار ورود کلسیم است    شده. بهعلاوه در تحقیقات صورت گرفته مشخص  نماید  میجلوگیری    آمیلوئیدسمی بتا    اثراتو قادر است که از  

القا سمیت برابر در عصبییکی از مکانیسم بتا  های اصلی است که در حفاظت از سلول توسط شده  کند. اعمال می  آمیلوئیدهای پپتید 

(. علاوه بر ترکیبات ذکر شده  36که این ترکیب قادر است که از فسفوریلاسیون  جلوگیری نماید )  استهمچنین به خوبی مشخص شده  

باشد که اثرات نروپروتکتیوی حاوی ترکیبات متعددی می  نجبويهدرباعصاره گیاه    ستا  هشد  مطالعه  هاآنفوق که اثرات نروپروتکتیوی  

مطالعه نقش داشته باشند. گرچه اثرات    دراینگیاه    ایندیده شده از عصاره    حفاظتیتوانند در اثر  و هر کدام می  استها مطالعه نشده  آن

 باشد.می  زمینهدر این  بیشتر  عهباشد و نیاز به مطالسینرژیکی احتمالی این ترکیبات هم دور از انتظار نمی
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