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    چكيده
 سـردردهاي ميگرنـي    شـروع به عنـوان مولكـول دخيـل در   ) NO(يتريك اكسايداطي سال هاي اخير، ن :سابقه و هدف 

هـاي     و انبـساط عـروق مغـز بـه ويـژه سـرخرگ             NO/cGMPاين راديكال آزاد از طريق مسير پيام رسـاني          . مطرح شده است  
  گيـاه دارويـي   عـصاره آبـي دو   در ايـن تحقيـق، تـأثير   .كنـد   سردردهاي ميگرني دخالت مـي     بروزبزرگ درون جمجمه، در     

 درمـاني و   كه در طب سنتي و طب جديد اثـر (Melilotus officinalis) و اكليل الملك (Origanum vulgare)مرزنجوش 
 ، عروقـي كـشت شـده      هـاي انـدوتليوم      سـلول   توليد شده توسط   NO آنها بر ميگرن مورد تأكيد قرار گرفته، بر ميزان           تسكيني

  .د مطالعه قرار گرفتمور
 و تصفيهبعد از  .شد مخلوط ميلي ليتر آب مقطر 200قسمت مورد استفاده هر گياه با  از  گرم پودر25 :ها مواد و روش

محيط  (DMEM محيط در mouse endothelioma F-2 cell lineي ها سلول. خشك كردن، عصاره نهايي به دست آمد
يتريت به عنوان انغلظت .  يافتندتكثيراسترپتومايسين  - پني سيلين درصد1-2 و FCS درصد 10محتوي ) Eagleتغيير يافته 

  .شد  اندازه گيري nm 540 در ELISA و با دستگاه يتريك اكسايد با روش گريساشاخصي از توليد ن
 p<0.001 (  ،8/25 (درصـد  9/33 از عـصاره مرزنجـوش بـه ترتيـب،           200،100و 400)(g/ml هـاي     غلظـت  : ها  يافته

  هـاي  برخلاف انتظار ما، عـصاره    .  را نسبت به گروه شاهد كاهش داد       NOميزان  ) p<0.05 (درصد 1/13 و   )p<0.01 (درصد
 و g/ml)(400 هـاي  غلظـت .  افـزايش داد  بـه طـور چـشمگيري      آن را   مقدار ،NOگياه اكليل الملك به جاي كاهش ميزان        

 ميزان  )p<0.05 (درصد 7/12 و (p<0.001) درصد 5/36 ، (p<0.001) درصد 9/72ياه به ترتيب از عصاره اين گ 100 ،200
NOرا افزايش داد .  

مرزنجوش   عصاره آبييتريك اكسايدي ميگرن شايد بتوان گفت،ادست آمده و نظريه ن توجه به نتايج به با :استنتاج
با مكانيسم ديگري را الملك اثر خود  اكليل عصاره آبي د وده  انجام ميNO كاهش ميزان طريق اثر خود را احتمالاً از

  .كند مي اعمال
  

 هاي اندوتليوم ميگرن، سلول ، NO(،Origanum vulgare،Melilotus officinalis(يتريك اكسايدان :هاي كليدي  واژه
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 مقدمه
(nitric oxide) NOكه )1 ( است آزادياديكال ر 

،  فرايندهاي التهابيدر بسياري از اعمال حياتي بدن نظير
ان عصبي  به عنوان پيام رس، عروقي-تنظيم سيستم قلبي

 به عنوان يكي NOهاي اخير،   سالدر .)3،2(شركت دارد
ي نيز مطرح ـاي ميگرنـل در سردردهـل دخيـاز عوام

ي ـهاي مولكول مكانيسم يا مكانيسم. )3-8(شده است
سردردهاي ميگرني ومولكولي كه در ايجاد آنها دخالت 

برخي مطالعات . دارد به طور دقيق شناخته نشده است
كه  GTN (glyceryl trinitrate)ي نظير وادنشان دادند م

از كنند،  در آزمايشگاه به طور تجربي سردرد ايجاد مي
برخي از  .)8،6(شوند سبب بروز سردرد مي NOطريق 

مطالعات نشان داده كه در افراد مبتلا به ميگرن، 
رني گ سبب القا حملات ميGTN نظير NOهاي  دهنده
   .)6(شود مي

NOيسير پيام رسان از م (NO/cyclic guanosine 

monophosphate) NO/cGMPدخالت  ميگرن در بروز 
هاي   توليد شده در سلولNOكه   به اين صورت؛كند مي

 ماهيچه صاف مجاور خود هاي اندوتليوم عروق به سلول
باعث فعال  cGMP باتحريك توليد منتشر شده و درآنجا

اين  .شود  ميcGMPشدن آنزيم پروتئين كيناز وابسته به 
هاي هدف   نيز با فسفريله كردن ملكولپروتئين كيناز

در نهايت سبب كاهش كلسيم در ساركوپلاسم خود 
 باعث شده و در نتيجه  جدار عروقهاي صاف ماهيچه

 با انبساط NOبه اين ترتيب،. شود انبساط اين عضلات مي
هاي بزرگ درون جمجمه  ويژه سرخرگ عروق مغزي به

  .)9،6(كند ميدر ايجاد ميگرن دخالت 
گياهي است پايا  Origanum vulgare)(مرزنجوش 

 كه برگ و سرشاخه (Lamiaceae)  لامياسياز خانواده
محل رويش اين . هاي گلدار آن مصارف درماني دارند

  گياه در ايران، نواحي شمالي، آذربايجان، بلوچستان، 
  

از مواد مؤثره مرزنجوش . خراسان و اطراف تهران است
ن، ـن، ميرســ ترپين-اماـرول، گــارواكــ به كوانــت مي
ك ــل الملـاكلي. )10(ردـاره كـول اشـول و لينالـولـتيم

(Melilotus officinalis)تيره از گياهي است علفي  
 كه در نواحي مختلف شمال ايران (Fabaceae) فاباسي

كومارين، دي هيدرو . مانند لاهيجان و آستارا مي رويد
 .)11(تول از مواد مؤثره اين گياه هستندكومارين و مليلو
 هاي  جمله گياهاني هستند كه در كتاباين دو گياه از

 الحاوي و)ابوعلي سينا( قانون در طب طبي قديمي نظير
گياهان دارويي هاي جديد مانند  و كتاب)زكرياي رازي(
 سردرد و  و تسكيناثر آنها در درمان) علي زرگري(

 در تحقيق. )10-15(ستته اميگرن مورد تأكيد قرار گرف
 توليد NO  گياه بر ميزان دو اين عصاره آبي تأثير ،حاضر

 ، عروقي كشت شدههاي اندوتليوم سلولشده توسط 
 نايتريك اكسايدي  برطبق نظرية. مورد مطالعه قرارگرفت

ميگرن و دخالت سلول هاي اندوتليوم در اين نظريه، 
. شد انتخاب ميها  بايستي رده سلولي مربوط به اين سلول

F-2 cell line mouse endotheliomaهايي بودند   سلول
؛ داشتندكه در دسترس بودند و قابليت تكثير بالايي نيز 

  .ها انتخاب شدند لذا اين سلول
 در بروز سردردهاي ميگرني، NOباتوجه به نقش 

تواندمكانيسم احتمالي دخالت اين گياهان  اين مطالعه مي
  .ردردهاي ميگرني را توجيه كنددر درمان يا كاهش س

  

  مواد و روش ها
  گياهان

 (Origanum vulgare) مرزنجوشگلدار هاي سرشاخه
 از بازار (Melilotus officinalis)  اكليل الملكو دانه

به تأييد هرباريوم گياهان دارويي تهران تهيه شد و 
  .دانشكده داروسازي دانشگاه علوم پزشكي تهران رسيد
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  :يگير روش عصاره
 اكليل الملكهاي گلدار مرزنجوش و دانه  سرشاخه

 25.  درآمدندپودربا آسياب برقي كوچك به صورت 
 مخلوط ميلي ليتر آب مقطر 200با  از پودر هر گياه گرم
  و(Reflux) برگردانده ساعت 2مخلوط به مدت . شد

 محلول .گرديد  صاف وكاغذ صافيسپس با قيف بوخنر
 سانتيگراد تبخير شد  درجه25صاف شده، در دماي 

 g/ml)( هاي   غلظت.دست آمد وعصاره خشك به
 از عصاره آبي هر گياه با حل 50  ،100 ، 200 ، 400

 PBS  (phosphate-bufferedكردن عصاره خشك در 

saline)16(تهيه شد(.  
  
  هاي اندوتليوم سلول

 mouse endothelioma F-2 cell lineدراين تحقيق از
 در دسترس بودن، . استفاده شد)ز بانك سلولي ژاپنا(

قابليت تكثير بالا و داشتن شناخت كافي از شرايط رشد 
و تكثير آنها از عوامل موثر در انتخاب اين رده سلولي 

 سانتيمتر 25هاي كشت  فلاسك ها در  اين سلول.بود
 DMEM) medium dulbecco محيط مربع در

modified eagle() درصــد 10وي ـت مح)اـگمـسي FCS 

(fetal calf serum) )Roche( سيلين  پنيدرصد 1-2 و -
 تكثير CO2 %5و درشرايط  )سيگما(استرپتومايسين

با استفاده از  subconfluent درحالتها سلول. يافتند
 درصد از كف فلاسك 25/0با غلظت ) سيگما( تريپسين
هاي جدا شده ازكف فلاسك، در  سلول. جداشدند

ور گرديده و سپس سانتريفوژ  غوطهمحيط كشت 
)g200 ،5بعد از سانتريفوژ، رسوب سلولي . شدند)  دقيقه

ها  سپس سلول. در محيط كشت جديد غوطه ور گرديد
 ظرفهاي جديد يا جهت انجام آزمايش، به  به فلاسك
  .)17،16(منتقل شدند

  
  

   سلول هامسموميت سلوليتعيين 
 ونــآزم از ها ولــ سلودنـده بــزنن ــراي تعييــب

MTT [3- (4, 5-dimethylthiazol 2-yl) -2, 5-  
  

diphenyltetrazolium bromide]شدكه اساس  استفاده 
 MTT وابسته به تنفس ميتوكندريايي ماده آن احياي 

   يــغلظت ثرــحداك ،ونــآزمام اين ـ با انج.)16(است
د ـ، مشخص شكرد نميد اــمسموميت سلولي ايج كه

)µg/ml 400( . غلظتچند ) µg/ml 200 ،100 ،50  (
.  حداكثر نيز مورد آزمايش قرار گرفت از غلظتتر پايين
ترين غلظتي بود كه بر ميزان  پايين µg/ml 50 غلظت

NO دار نبود اگرچه تأثيرش معني( تأثير داشت(.  
  
  يتريتاگيري ن اندازه

يتريك ايتريت به عنوان شاخصي از توليد نانغلظت 
 شود  اندازه گيري مي(Griess) گريساكسايد با روش 

 و سولفانيل آميد[ در اين روش، معرف گريس . )17،16(
N-) 1- براي سنجش غلظت ] اتيلن دي آمين) نفتيل

نايتريت به نمونه اضافه مي شود؛ به عنوان استاندارد نيز 
 سوپرناتانت 1100. گردد ازنايتريت سديم استفاده مي

 درصد 2گريس حاوي   معرف1100كشت با  محيط
 1/0 و درصد 5سولفانيل آميد در اسيدكلريدريك 

. اتيلن دي آمين مخلوط گرديد)  نفتيل-N-) 1 درصد
 nm 540 در ELISAسپس جذب نوري با دستگاه 

تر  يتريت در نمونه بيشاهرچه غلظت ن. )17،16(قرائت شد
. تر خواهد بود ين طول موج بيش ميزان جذب در ا،باشد

توان با روش گريس كاهش يا افزايش  به اين ترتيب مي
  . مقايسه كردشاهدها با  يتريك اكسايد را در نمونهان

  
   آماريتحليل

  ازمورد و شاهد بين گروه هاي  آماريتحليل براي
student's t-test18( استفاده شد( .p values در اشكال 

  . بيان شده اند1و2
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 افته هاي
 و 400 (µg/ml)هاي  نتايج حاصل از تأثير غلظت

 از عصاره آبي گياهان مورد مطالعه به اين 50، 100، 200
 از عصاره مرزنجوش µg/ml 50  غلظت: شرح مي باشد

 شاهد ارتباط معني داري را با NO ميزان  كاهشبراي
 NO  ميزان در كاهشµg/ml 100اثر غلظت . نشان نداد

 از عصاره µg/ml 200غلظت . (p<0.05)معني دار بود 
 داشت شاهداين گياه ارتباط معني دار خوبي نسبتا به 

(p<0.01) . براي اين گياه بهترين اثر در كاهشNO 
براي اين غلظت، .  بودµg/ml 400مربوط به غلظت 

p<0.0011 نمودار شماره(دست آمد ه  ب.(  
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  بي مرزنجوش ره آهاي مختلف عصا اثر غلظت  :1نمودار شماره 

(Origanum vulgare) بر كاهش غلظت نايتريت )M ( در كشت
 انحراف معيار  به صورت ميانگين ها داده. هاي اندوتليوم سلول

)MeanSD (اند،   شده نمايش داده)3(n= .  
05/0P< 01/0  و< P  001/0< P  اختلاف نسبت به گروه   

  .دهند  را نشان ميشاهد
  

 كه گياه رفت مي انتظار اين تحقيق  براساس فرضيه
 در NO بتواند توليد  مرزنجوشالملك نيز مانند  اكليل

اما برخلاف . هاي اندوتليوم را كاهش دهد كشت سلول
هاي مورد استفاده از اين گياه به جاي  انتظار، غلظت

  افزايش ميزان. آن را افزايش داد مقدار،NOكاهش 
NO غلظت توسط µg/ml 100 اكليل الملك  از عصاره

هاي  غلظت. (P<0.05)دار بود معني شاهدنسبت به گروه 

(µg/ml) 400 دار   از عصاره اين گياه ارتباط معني200 و
براي غلظت ). P<0.001(خوبي را با كنترل نشان دادند 

(µg/ml) 50مشاهده نشد شاهدداري با  ي ارتباط معن 
  ).2 نمودار شماره(
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لف عصاره آبي اكليل الملك هاي مخت اثر غلظت  :2نمودار شماره 

(Melilotus officinalis)  بر افزايش غلظت نايتريت)M ( در كشت
 انحراف معيار داده ها به صورت ميانگين. هاي اندوتليوم سلول

)MeanSD (اند،   شده نمايش داده)3(n= .  
05/0P< 001/0  و< P   ان  را نششاهد   اختلاف نسبت به گروه
  .دهند مي

  

  بحث
تاكنون مطالعات زيادي روي گياهان دارويي و اثر 

بسياري از . هاي مختلف انجام گرفته است آنها دربيماري
 اند هاي قديم مورد استفاده انسان بوده اين گياهان از زمان

 مرزنجوش . در طب امروزي نيز كاربرد دارند آنها اكثرو
و اكليل الملك از جمله گياهان دارويي هستند كه هم 
در طب سنتي و هم در طب جديد كاربردهاي زيادي 

يكي از كاربردهاي اين گياهان كه هم در منابع . دارند
 سردردهاي ميگرني ،قديمي و هم منابع جديد ذكر شده

  .)10-15(است
  

يتريك ايتريك اكسايدي ميگرن، نابراساس نظرية ن
هاي اندوتليوم عروق مغز به  سايد توليد شده در سلولاك
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تواند به  هاي بزرگ درون جمجمه مي ويژه سرخرگ
يتريك ان. هاي ماهيچه صاف مجاور خودمنتشرشود سلول
 يـپيام رسان رـ از طريق مسيها ولـد در اين سلـاكساي

NO/cGMP  ه و مي تواند شد سبب انبساط عروق مغزي
. )3-8(ي نقش داشته باشددر شروع سردردهاي ميگرن

اين ه يتريك اكسايدي ميگرن، فرضيا ن لذا، بر طبق نظرية
 سردرد  يا تسكينبود كه اين گياهان اثر خود در درمان

. دهند  انجام ميNOو ميگرن را احتمالاً با كاهش ميزان 
، اثر گياهان مورد مطالعه را بر   فرضيه اينبراي آزمايش

ليوم كشت شده، بررسي هاي اندوت  در سلولNOتوليد 
  .شد

براي يافتن مطالعاتي كه ارتباط مرزنجوش و اكليل 
 جستجوهاي وسيعي در ، را نشان دهندNOالملك با 

هاي اينترنتي مختلف و منابع ديگر انجام شد ولي  پايگاه
 برخي در ،هر حالبه . نتيجه قابل ملاحظه اي حاصل نشد

 كشت اثر گياهان دارويي مختلف در محيط، مطالعات
 مورد بررسي قرار گرفته NOهاي مختلف بر ميزان سلول
  .شود ؛ مواردي از اين مطالعات در ادامه ذكر مياست

 در يك )2001( و همكارانش١تزوكا
هاي گياهان دارويي چيني را بر  كارتحقيقاتي، عصاره

اثر دادند و تأثير اين  بيگانه خوارهاي  كشت سلول
 آناننتايج كار .  كردند مطالعهNOها را بر ميزان  عصاره

 اثر مهاري ي اين گياهانها  عصاره ازنشان داد كه برخي
. دهند  را كاهش ميNO دارند و ميزان NOبر توليد 

تزوكا و همكارانش براي  گياهان مورد مطالعه
  آنانشدند و نتايج تحقيق هاي التهابي استفاده مي بيماري

را از طريق نشان داد كه اين گياهان اثر خود بر التهاب 
 و 2كيم. )16(دهند  انجام ميNOكاهش ميزان 

 مشابه همين تحقيق را روي چند  نيز)1998 (همكارانش
اين محققان نيز اثر . ه بودندگياه دارويي ژاپني انجام داد

 در كشت NOگياهان مورد مطالعة خود را بر ميزان 

                                                 
1. Tezuka  2. Kim 

 تحريك شده با ليپوپلي ساكاريد بيگانه خوارهاي  سلول
(LPS)3چونگ. )17(ورد بررسي قرار دادند م

١ 
  گياه اي اثر عصارة  نيز در مطالعه)1999(وهمكارانش
 NO را بر ميزان توليد (Ginkgo biloba) جينكگوبيلوبا

  آنان.هاي اندوتليوم مورد بررسي قرار دادند در سلول
 در NOنشان دادند كه عصاره اين گياه ميزان توليد 

 درصد نسبت 70 تا راهاي اندوتليوم كشت شده  سلول
چند كار تحقيقاتي مشابه . )18(دهد  كاهش ميشاهدبه 

  .)20،19(ديگر نيز در اين زمينه به انجام رسيده است
 و هاي آبي مرزنجوش  اثر عصاره حاضر،در تحقيق

يتريك اكسايد مورد ا ن توليداكليل الملك بر ميزان
ايجاد كننده مسموميت   ابتدا غلظت.گرفتبررسي قرار 

حداقل .  تعيين شدMTT آزمونها با   عصارهوليسل
 ترين  بيش وكرد  مسموميت سلولي ايجاد نميغلظتي كه

. بود µg/ml 400 داشت، غلظت NO بر ميزان رااثر 
 NOگياه مرزنجوش اثر خوبي بر كاهش عصاره آبي 

  را NO از اين گياه ميزان µg/ml 400غلظت . داشت
كه مرزنجوش   كاهش داد باتوجه به ايندرصد 9/33

 ميزان  كاهش، شايد)21(خاصيت آنتي اكسيداني دارد
NO  مربوط به اين خاصيت توسط عصاره آبي اين گياه
 . باشدNOهاي  راديكال (scavenging)  جاروب كردنو

با توجه به اين كه اكليل الملك نيز همانند مرزنجوش، 
 در درمان سردرد و ميگرن )10-15(در منابع ذكر شده

 كه عصاره آبي اين رفت مياشته است، انتظار كاربرد د
ولي .  را كاهش دهدNO ميزان گياه نيز احتمالاْ بتواند

 اين تحقيق، عصاره برخلاف انتظار و برخلاف فرضيه
 را NO گياه اكليل الملك به جاي اينكه ميزان آبي

هر چهار غلظت .  آن را افزايش داد مقداركاهش دهد،
 را افزايش دادند و NO ميزان ، از اين گياهمورد استفاده

افزايش  را NO مقدار درصد 9/72 تا µg/ml 400غلظت 
 بنابراين مي توان گفت احتمالاْ اثر اكليل الملك بر .داد

                                                 
3. Cheung 
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 NO ثير بر تأ از طريق  سردرد و ميگرن يا تسكيندرمان
 از )15(كه در برخي منابع باتوجه به اين. )10-15(نيست

 گياه، سردرد ذكر شده است اثرات جانبي استفاده از اين
شايد اين اثر جانبي اكليل الملك مربوط به افزايش 

 به طور كلي مي توان . توسط اين گياه باشدNOميزان 
گياه مرزنجوش اثر خود در درمان يا گفت عصاره آبي 

كاهش سردردهاي ميگرني را احتمالاً از طريق كاهش 
ل گياه اكليعصاره آبي دهد و   انجام ميNOميزان 

الملك اثر خود بر ميگرن را با مكانيسم ديگري اعمال 
  .كند مي

با توجه به موارد بيان شده، شايد بتوان گفت در 
 مسير آينده اي نه چندان دور داروهايي با خاصيت مهار

 در ايجاد سردرد NO كه مسير اثرNO/cGMPپيام رساني
كار  ساخته شوند؛ كما اين كه چندو ميگرن است، 

  .)22-24( اين زمينه انجام شده استتحقيقاتي در
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