
 

 //:bcnf.irbchttps. 1صفحه  

لی گبا استفاده از عصاره گیاهان آنغوزه و مریم  داربست هیدروژلطراحی و ساخت نانو ساختار 

 به منظور درمان زخم پای دیابتی 
 

 

 هستی قاسمی ابیازنی، تبسم یحیی زاده   1,* مریم حلوایی

 

1-  halvaiy1987@gmail.com 

2-  hastigg775@gmail.com 

3- tabassom.yahyazadeh@gmail.com  

 

 خلاصه
 

شود. این زخم ها به دلیل  زخم پا یکی از عوارض دیابت است که به تدریج و در صورت عدم مدیریت مناسب ایجاد می

شود. عصاره آبی صمغ گیاه آنغوزه که خواص بسیاری، از جمله ضدمیکروبی،  تجزیه بافت های پوستی تشکیل می

با تشکیل عروق خونی و سرعت بخشیدن به روند التهابی   اکسیدانی و کاهش دهنده قند خون دارد،ضدالتهابی، خواص آنتی

اکسیدانی و   ترکیبات آنتیداشتن به دلیل   ،  از جمله مریم گلی نیز،، های سالویاگونه .دارد ، نقشهای دیابتیترمیم زخم در

هدف در این پروژه بررسی اثر برگ    .ددارن مانند زخم دیابتی نقش  هاضدالتهابی در پیشگری و درمان بسیاری از بیماری

با استفاده از  داربست هیدروژلطراحی و ساخت نانوساختار گلی و صمغ آنغوزه بر زخم های دیابتی همچنین گیاه مریم

تست حیوانی بر صورت است که روش کار در این پژوهش بدیناست.  به منظور درمان زخم پای دیابتی  این دو گیاهعصاره 

زخم ایجاد شد. برای   2گرم انجام شد. ابتدا بر روی هر حیوان 200-220 ( با وزن تقریبی ratموش صحرایی نر ) 10روی 

متر بود. در ادامه، با برداشتن تمام ضخامت پوست شامل اپیدرم و درم، زخمی ایجاد شد.  یلیم 0.8هر زخم سایز هیدروژل 

دهد ترکیب هیدروژل با عصاره و نانوذرات نتایج نشان میدر یک گروه هم نرمالین سالین به عنوان نمونه کنترل تزریق شد. 

درصد ترمیم کرده و    87بر روی سلول ها هیچ سمیتی نداشته و سلول های آسیب دیده فیبروبلاست پوستی را تا حدود 

درصد موفقیت آمیز نسبت به کنترل پانسمان   79روز، تا  21همینطور استفاده از هیدروژل میزان ترمیم زخم را بعد از 

 دهد. ن می معمولی نشا

 

 

 آنغوزه، مریم گلی، گیاهان دارویی، داربست، هیدروژلکلمات کلیدی:  
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 مقدمه  

 
دیابت یا بیماری قند خون یک اختلال متابولیک در بدن است. در این بیماری توانایی تولید انسولین در بدن از 

تواند عملکرد طبیعی خود را انجام  رود و یا بدن در برابر انسولین مقاوم شده و بنابراین انسولین تولیدی نمیبین می

مکانیزم توسط  خون  قند  آوردن  پایین  انسولین  اصلی  نقش  است.  دهد.  مختلفی  انسولین های  هورمون  که  زمانی 

رود و بیماری دیابت  شود و سطح گلوکز در خون بالا میدهد گلوکز در خون انباشته میعملکرد خود را از دست می

ع آید و در بعضی مواقید که به مرور زمان زخم هایی روی بدن در اثر بروز زیاد این بیماری به وجود میبه وجود می آ

شود . یکی از این اعضای بدن که شود و زخم ها عمیق می شوند فرد مجبور به قطع آن عضو میکه جلوگیری نمی

 دچار این زخم ها میشود پا است . 

شود و در  های بتا در پانکراس منجر به نقص تولید انسولین میدیابت دو نوع اصلی دارد. در دیابت نوع یک، تخریب سلول

های بتای پانکراس و نقص  رونده بدن به انسولین وجود دارد که در نهایت ممکن است به تخریب سلول نوع دو، مقاومت پیش

شوند و عواملی چون ژنتیک، عوامل (. همچنین این بیماری باعث افزایش قند خون می1شود )کامل تولید انسولین منجر می 

(. با اینکه داروهای صناعی کنونی سبب کاهش قند خون با  2محیطی، عادات و سبک زندگی در ایجاد آن دخالت دارند )

گی، مرگ و میر و  شوند، هنوز دیابت یک معضل سلامتی عمومی است که منجر به کاهش کیفیت زنددرصدهای مختلف می

های سرانه غیرمستقیم هر فرد دیابتی  های گذشته هزینه ای در سالگردد. بر اساس مطالعههای اقتصادی قابل توجه میهزینه

های سرانه مستقیم است و همچنین هرگونه مداخله بهداشتی درمانی  برابر هزینه  18/  6سال    40غیر وابسته به انسولین بالای  

که بتواند شروع تظاهرات دیابت را به تاخیر اندازد یا پیشرفت عوارض آن را کند نماید، سهم بسزایی در تخفیف آلام بیماران، 

 (.  4و3های تحمیلی خواهد داشت )بهبود کیفیت زندگی آنها و کاهش هزینه

دهد که میزان شیوع و بروز این بیماری همچنان و بدون وقفه در حال افزایش است که دلالت بر یک  تحقیقات نشان می

بینی شده که تا سال  میلیون نفر در جهان به این بیماری مبتلا و پیش150(. در حال حاضر بیش از  5اپیدمی جهانی دارد )

( و این میزان در ایران بالاتر از یک و نیم میلیون 7و6میلیون نفر در جهان مبتلا به بیماری دیابت شوند )   366بیش از    2030

بیماری    . ایناست  در بیماران دیابتی  توجه  از عوارض قابل  ، یکی(. همانگونه که اشاره شد، زخم9و8شود )نفر تخمین زده می

  اندام تحتانی   ملیتوس دچار زخم  دیابت  اد مبتلا به% افر15و حدود    است  زخم  تاخیر یا اختلال در ترمیم  شایع  علت  یک

 شوند.  می

 شوند، زیرا عفونت اطراف زخم اغلب در نتیجه میکروارگانیسممحسوب می  در بیماران دیابتی مشکلی جدیاین زخم ها  

بیوتیک، ها مقاوم هستند یا بعد از استفاده مکرر از یک نوع آنتی  بیوتیکدهد و بسیاری از آنها به انواع آنتیهای متعدد رخ می

بیوتیکها موثر  تواند در پیشگیری از مقاومت به آنتیبیوتیکی میبنابراین استفاده از درمانهای غیرآنتی  .شوندبه آن مقاوم می

بسیار شدید هستند،   مواقع در بعضی اندام تحتانی های دیابتیک زخم بوده و همچنین باعث صرف هزینه کمتری خواهد شد.

 (.11و10شوند )عضو می  بیماران، دچار قطع  % این24 الی 14 طوری که  به

ی گیاهان دارویی به طور معمول در مقایسه با درمان بر  اند که درمان بر پایهمحققان در این پروژه به این نتیجه رسیده 

تر است و در برخی موارد عوارض جانبی کمتری را به همراه دارد. از  ای داروهای شیمیایی، ارزانتر، آسانتر و در دسترسپایه

گیاه دارویی شناسایی    1200طرفی تمایل مردم به مصرف داروهای گیاهی بیشتر از داروهای شیمیایی است. تاکنون بیش از  

گلی و آنغوزه اشاره کرد که به  توان به گیاهانی مانند مریمتوانند در درمان دیابت موثر باشند از این قبیل میاند که میشده

پیشگیری از عوارض بیماری دیابت و دیس لیپیدمی حائز  ، در درمان و  Cها و فلاونوئید و ویتامیناکسیدانعلت داشتن آنتی

، داربستگلی و آنغوزه به صورت    اثر ترکیب صمغ دو گیاه مریم،  بنابراین، در این پژوهش  (.15و14و13و12اهمیت هستند )
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 .مورد بررسی و ارزیابی قرار خواند گرفت

 

 روش کار 
 

 :عصاره گیری صمغ آنغوزه و مریم گلی فاز اول:  

درجه سانتی    50ساعت در دمای    3الی    2در آب حل شدند.. محلول را به مدت    1:10پودر خشک عصاره را با نسبت  

در آب به    1:10آید. در قسمت بعدی آنزیم را  با نسبت  گراد در همزن مغناطیسی هم زده شدند و سوسپانسیون به دست می

ساعت    3در آب به مدت    1:10درجه سانتی گراد مخلوط شدند. کیتوزان را نیز با نسبت    70تا    60ساعت در دمای    3مدت  

  50ساعت در دمای  48ریزیم و به مدت  درجه سانتی گراد مخلوط شد. همه مواد را در لوله آزمایش جدید می 70تا  60در 

 درجه سانتی گراد حل شدند.  

                                                  
 صمغ گیاه آنغوزه2                                                               خشک مریم گلی  برگ 1                

                                                                                       

 : نانو کردن عصاره های مورد نظردوم فاز 

. طی انجام این عمل ، پژوهشگران پس از عصاره  شدبه کمک مونتموری لونیت انجام  مریم گلی و آنغوزه ساخت نانو ذره 

  50  دمای   در  را  فرآورده  سپس .    کردند  مخلوط   لونیت  مونتموری  از  گرم   20  با    سی سی از عصاره را  200  گیاهانگیری از  

زده و در ادامه مراحل کار ، آن را در یخچال در    ا همزن مغناطیسی یا انکوواتور همب  دقیقه  45  مدت  به  گراد  سانتی  درجه

 .شدداشته  درجه سانتی گراد نگه  4دمای 
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 نانوسازی عصاره های مریم گلی و آنغوزه3

 

 تهیه هیدروژل فاز سوم:

به آن  میکروبی  نس گلوتامیناز  آنزیم ترسپس    آب ترکیب کردند.   ابتدا پژوهشگران صد گرم ژلاتین را با هزار میلی لیتر

در  یک ساعت  سانتی گراد به مدت  چهل تا پنجاه درجه    اضافه شد. در اخر ژلاتین همراه با آنزیم محلول در آب در دمای  

هیدروژل به انسجام    آنزیم محلول در آب به ژلاتین اضافه شد تا  یک ساعت دوم  یعنی  مرحله بعدی  استریرر قرار داده شد. در  

در استریرر درون    دمای سی و هفت درجه سانتی گراد  دربیست و چهار ساعت  لازم برسد. هیدروژل تهیه شده به مدت  

ظور اطمینان از عدم وجود انوکوباتور قرار داده شد تا از آلدوگی محفوظ بماند. پس از گذشت بیست و چهار ساعت، به من

کپک و هرنوع خرابی، هیدروژل از انکوباتور خارج و با میکروسکوپ نوری بررسی شد. در مرحله بعد نانو ذره های تهیه شده  

تا هردو به یکدیگر    از عصاره های صمغ آنغوزه و مریم گلی به همراه آنزیم ترانس گلوتامیناز میکروبی به ژلاتین اضافه شد

متصل شوند و به انسجام لازم برسند. سپس به مدت بیست چهار دوباره درون آنکوباتور قرار داده شد تا از نهایی شدن تهیه 

هیدروژل اطمینان حاصل شد. در نهایت با تست دی ان اس از نانو شدن آنها اطمینان حاصل شد. سپس هیدروژل تهیه شده  

 اده شد تا آسیب نبیند و برای تست ها آماده شود. ه درون یخ نیتروژن دار قرار ددر دمای منفی هفتاد درج

 

 
 هیدروژل درون دستگاه استریرر 4
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 نتایج 

 تست تکثیر  و زنده مانی سلولی:  

استریل می شود. سلول های فیبروبلاست در محیط   UVر  به این منظور هیدروژل تهیه شده از مرحله قبل توسط نو  

درصد پنی سیلین و استروپتومایسین ضدعفونی می شود . بعد از اینکه چگالی   1کشت  با بیست درصد سرم جنین گاوی  و  

سلول ها به میزان ده به توان پنج سلول رسید سلول ها تریپسینه شده و به روی هیدروژل منتقل می شوند. هیدروژل در  

نکوباتور با غلظت سه درصد کربن دی اکسید نگهداری می شود. محیط کشت روزانه عوض می شود. رفتار سلول های موجود  ا

 بر روی هیدروژل توسط میکروسکوپ الکترونی بررسی می شود.  

از محلول    200تعیین شد.    MTTسمیت هیدروژل ها برای سلول ها با آزمون   بر روی چاهک ها    MTTمیکرولیتر 

دی متیل سولفوکسید   MTTساعت قرار گرفته می شود. سپس بعد از دور ریختن محلول    5ریخته شده و در انکوباتور به مدت  

(DMSO  به مدت )دقیقه روی سلول ها ریخته شد و میزان جذب نوری نمونه ها توسط دستگاه خوانش الایزا خوانده و   5

 گزارش شد.

 
 مراحل کشت سلولی و زنده مانی5

 

 نتایج تست زنده مانی سلولی: 

 

 

 

 

 

 

 

 مانی سلولی  درصدزنده های مورد آزمایش نمونه 

 2.7 ± 70 گروه کنترل

 3.0 ± 79 هیدروژل بدون عصاره 

 4.2 ± 81 هیدروژل با عصاره مورینگا

 3.8 ± 84 هیدروژل با عصاره + نانوذرات
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 از هیدروژل عصاره رهایش روند بررسی

عصاره در   از سی سی 1 روش این در .گرفت صورت دیالیز کیسه روش از استفاده با هیدروژل از عصاره رهایش  روند بررسی

درجه   37دمای    1:10و ایزوپروپیل    PBS  1:10سی سی بافر    10شد. در مجاورت   ریخته دیالیز در کیسه هیدروژل مورد نظر

  (PH=7/4  از محیط اطراف کیسه دیالیز نمونه برداری شد و  اسپکتروفتومتر دستگاه توسط ( در فواصل زمانی مشخص 

 روز اندازه گیری شد.  7شد. سپس رهایش گزارش گردید. رهایش در مدت زمان  خوانده

 

 نتایج رهایش عصاره از هیدروژل

 
درصد در محیط آزاد شده و تاثیر به سزایی بر روی روند کار درمانی   80روز عصاره به مدت  7نتایج نشان داد بعد از مدت 

 داشته است. 

 نمودار ضریب همبستگی رهایش ) نشان دهنده بهترین و بهینه ترین میزان رهایش(
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 مراحل تست رهایش عصاره از هیدروژل قالب گیری شده6

-220 ( از نژاد ویستار با وزن تقریبی ratموش صحرایی نر ) 10انجام تست حیوانی هیدروژل ها: تست حیوانی بر روی 

 های فلزی با دسترسی آزاد به آب و غذا نگهداری شدند.  گرم انجام شد. حیوانات در قفس200

زایلازین به صورت داخل صفاقی انجام شد. در    mg/kg 10 کتامین و  mg/kg 100 بیهوشی توسط تزریق داخل صفاقی  

  mm 0.8میلی متر بود. با قرار دادن پانچ   0.8زخم ایجاد شد. برای هر زخم سایز هیدروژل  2مرحله بعد بر روی هر حیوان 

زخمی مشابه قالب با برداشتن تمام ضخامت پوست شامل اپیدرم و درم ایجاد شد. در یک   ها،استریل در ناحیه پشتی موش

 گروه هم نرمالین سالین به عنوان نمونه کنترل تزریق شد.

 در مرحله بعد محل زخم ها با پانسمان پوشانیده شد. 

 میزان ترمیم زخم توسط کولیس و یا خط کش نسبت به روز اول اندازه گیری شد.  21و  14،7در مرحله بعد در روز های 

 

 نتایج تست : 

 ر روز صفر ([ = درصد بسته شدن زخمسطح زخم د –X × ]سطح زخم در روز صفر / )سطح زخم در روز  100
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 1نسبت به روز  21میانگین مساحت ترمیم زخم دیابتی بعد از اندازه گیری زخم در روز 7

 در مقایسه با نمونه کنترل برحسب درصد

 Groups Day 1 Day 14 Day 21 

1 Control (normal saline 

injection) 

24.55 32.22% 71.33 

2 Control (Hydrogel) 27.88 41.44% 79.65% 

 نتیجه گیری 

پس از طی کردن مراحل طراحی و تهیه عصاره هردو گیاه انغوزه و مریم گلی و تهیه نانو ساختار هیدروژل از آنها 

و با استفاده از آنزیم ترانس گلوتامیناز میکروبی و در نهایت انجام تست های جانوری به  روی موش های صحرایی 

زنده مانی سلول حاوی هیدروژل همراه با عصاره های اشاره شده و نانوذرات با نتیجه   نر از نژاد ویستار و کشت

از هیدروژل در    3.8 ± 84 با نتیجه    7و بررسی روند رهایش عصاره  نشان میدهد که ترکیب    درصد،    80روز 

هیدروژل به صورت داربست با عصاره مریم گلی و صمغ انغوزه و نانوذرات بر روی سلول ها هیچ سمیتی نداشته 

میزان ترمیم درصد ترمیم کرده. همچنین در ادامه    87یده فیبروبلاست پوستی را تا حدود  و سلول های آسیب د

 دهد.درصد موفقیت آمیز نسبت به نمونه کنترل پانسمان معمولی نشان می  79روز تا    21زخم را بعد از  
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تقدیر و سپاس از خانواده های محترممان که در این راه کمک به سزایی به ما رساندند، دوستانمان که در تمام 

این مسیر حامی ما بودند، سرکار خانم مریم حلوایی که ما را راهنمایی و هدایت کردند.  و همچنین دبیرستان 
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