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چکیده
هستند كـه در تجزيـه تركيبـات مختلـف     وابسته به كلسيم و روي ي پروتئوليتيك هاآنزيم، خانواده بزرگ )MMPs(ي ماتريكس متالوپروتئينازهاآنزيم: مقدمه

هـاي قلبـي عروقـي و تومورهـاي     ، بيماري)آرتريت روماتوئيد(هاي التهابي در پيشرفت و گسترش بيماريهاآنزيمنقش اين . ماتريكس خارج سلولي نقش دارند

بـر روي  ) دگزامتـازون (و استروئيدي ) NSAIDs(مطالعات انجام شده دال بر اثر مهاري تركيبات ضد التهاب غير استروئيدي . سرطاني كاملا شناخته شده است

. ازها استماتريكس متالوپروتئين

ي در اين تحقيق اثر مهاري و سميت سلولي عصاره هيدروالكلي گياهان شيرين بيان و بابونه در مقايسه با داروهاي استروئيدي و غير استروئيد: كارمواد و روش

ميزان اثـر مهاركننـدگي بـر فعاليـت     براي بررسي سميت سلولي و روش ژلاتين زايموگرافي براي سنجش ) Wehi 164(كارگيري سل لاين فيبروساركوما ه با ب

. دشماتريكس متالوپروتئينازها بررسي 
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مقدمه
ي از يخــــانواده هــــا) MMPs(مــــاتريكس متالوپروتئينازهــــا 

باشـند كـه   آندوپپتيدازهاي وابسته به عناصـر روي و كلسـيم مـي   

ي روتئوليز بسياري از تركيبات مـاتريكس خـارج سـلولي را    يتوانا

و با اين كار ) ئين هاها و گليكو پروتها، پروتئوگليكانكلاژن(دارند 

در شـرايط  ). ۱،۲(شـوند  هاي التهابي ميسبب تشديد روند پاسخ

ــاري    ــد، بيم ــت روماتوئي ــاري آرتري ــر بيم ــك نظي ــاي پاتولوژي ه

هـاي التهـابي تجزيـه بـيش از حـد      عروقي و ساير بيماري-قلبي

ــت مــي   ــب باف ــلولي موجــب تخري ــارج س ــاتريكس خ ــردد و م گ

هاي پاتولوژيك يكي از نقش. كندميهاي التهابي را تسريعواكنش

ــا ســرطان اســت MMPمهــم  ــاتريكس. ه ــن م هــا در شــروع اي

كارسينوژنز و افزايش آنژيوژنز تومـور و تخريـب سـاختمان بافـت     

سرطاني نقـش دارنـد و بـا شكسـت سـدهاي غشـاء بـازال باعـث         

MMPsتوليد . شوندگسترش متاستاتيك تومور و پيشرفت آن مي

هايمي است ليكن در سلوليفرآيند داها يكدر اكثر سلول
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ها به فرم ذخيره وجـود  سيستم ايمني نظير ماكروفاژها و نوتروفيل

هـاي  شوند، لذا مهـار كننـده  داشته و تحت شرايط مختلف آزاد مي

 ـMMPsطبيعي  ي دارنـد  يسـزا ه در كنترل فعاليت التهاب نقش ب

)۳،۴.(

هـاي آنزيمـي روش زايمـوگرافي    هاي بررسي فعاليـت يكي از روش

واكـنش بـا مـواد تشـكيل دهنـده     در اين روش سوبسـتراي  . است

SDS PAGEپـس  . شودكوپل شده و سپس الكتروفورز انجام مي

هـاي  از اتمام كار، ژل با بافر شستشو شده و در بافر حاوي كـاتيون 

لازم براي فعاليت متالوپروتئينازها جهت عمل آنزيم روي سوبسـترا  

بري فعاليت پروتئوليتيك پس از رنگ آميزي و رنگ. شودانكوبه مي

).۵(شود رنگ تعيين ميهاي شفاف و بيبا ظهور هاله

ي در زمينـه اثـر مهـار    ي ـمطالعات انجام شده بـر روي گياهـان دارو  

. كنندگي آنها بر روي ماتريكس متالوپروتئينازها بسيار محدود است

هــاي انــد كــه فلاونوئيــدها، در غلظــتهــا نشــان دادهايــن بررســي

و MMP-2نـام  ه ب ـهـا آنـزيم ايـن  فيزيولوژيكي، قادرند دو گروه از

MMP-9 ۶(را مهار كنند.(

درصد تركيبات فلاونوئيدي ۵/۱-۱ريزوم گياه شيرين بيان حدود 

و ) ايزوليكـوئيرتين (از جفـت ايزومرهـاي چـالكوني    دارد كه عمدتاٌ

ماده مؤثره ضد التهابي ). ۷(اند تشكيل شده) ليكوئيرتين(فلاوانوني 

درصـد در ريـزوم   ۱۲-۶ت كه بـه ميـزان   اين گياه گليسيريزين اس

هاي بابونـه فلاونوئيـدهاي   از تركيبات مؤثره گل. خشك وجود دارد

آپـي ژنـين و   (هـا  هـا و متوكسـي فلاونـول   گروه متوكسـي فـلاوان  

تركيبـات  . التهابي دارندتوان نام برد كه اثرات ضدرا مي) لوتئولين

). ۷(تهابي دارند ماتريسين، بيزابولول و اكسيدهاي آن نيز اثر ضد ال

ــيته و     ــرات سايتوتوكسيس ــت اث ــده اس ــعي ش ــه س ــن مطالع در اي

و ١هـاي هيـدروالكلي ريـزوم شـيرين بيـان     مهار كننـدگي عصـاره  

) Wehi 164(با بكارگيري سل لاين فيبروسـاركوما  ٢هاي بابونهگل

بــراي بررســي ســميت ســلولي و روش ژلاتــين زايمــوگرافي بــراي 

ي بـــر فعاليـــت مـــاتريكس ســـنجش ميـــزان اثـــر مهاركننـــدگ

نتـايج بدسـت آمـده بـا     . متالوپروتئينازها مورد بررسي قـرار گيـرد  

و ) ديكلوفناك و پيروكسيكام(داروهاي ضد التهاب غير استروئيدي 

كــه اثــرات سايتوتوكسيســيته و مهــار ) دگزامتــازون(اســتروئيدي 

كنندگي آنها بر روي فعاليت ماتريكس متالوپروتئينازها قبلا اثبـات  

.است، مقايسه گرديدشده

کارمواد و روش 
هاي كشت مورد نياز در اين تحقيق از ي و محيطيكليه مواد شيميا

.آلمان تهيه شده استRocheشركت 

1 Glycyrrhiza glabra
2 Matricaria aurea

:هاي گياهيتهيه عصاره
هاي گياه بابونه به صورت تاييد شـده  ريشه گياه شيرين بيان و گل

لكلي عصـاره هيـدروا  . دش ـاز شركت گل داروي اصفهان خريـداري  

ساعت با استفاده از ۴۸گياهان فوق به روش پركولاسيون به مدت 

ها پس از صـاف كـردن،   عصاره. درجه تهيه گرديد۸۰حلال اتانول 

. توسـط دسـتگاه تقطيـر در خـلاء تـا حـد خشـكي تغلـيظ شــدند        

.هاي خشك تا زمان استفاده در يخچال نگهداري شدندعصاره

:هاي گياهيرهارزيابي اثرات سايتوتوكسيسيته عصا
تهيه شـده از  Wehi 164سلول لاين فيبروساركوما -كشت سلول 

بانك سلولي انستيتو پاستور ايران به تعداد بيست هزار سلول در هر 

۵داراي RPM 1640اي در محيط كشت خانه۹۶چاهك در پليت 

درصد سـرم جنـين گوسـاله، پنـي سـيلين صـد ميكرويونيـت در        

سين صد ميكروگـرم در ميلـي ليتـر تحـت     و استرپتومايليترميلي

گراد و درجه سانتي۳۷درصد دي اكسيد كربن در دماي ۵شرايط 

).۸(رطوبت اشباع كشت داده شدند 

هاي سريال ديكلوفناك سديم، پيروكسيكام رقت-آناليز دوز پاسخ 

ميكروگرم در ميلي ليتر، عصاره ۲۰۰تا ۱۰و دگزامتازون با غلظت 

ميكروگرم در ميلي ليتر و ۸۰۰۰تا ۱۰با غلظت هيدروالكلي بابونه

گـرم در ميلـي ليتـر بـه     ميكرو۱۰۰۰تا ۱۰ن بيان با غلظت شيري

هـا  ساعت انكوباسيون، سلول۲۴ها اضافه شد و پس از كشت سلول

ها به منظـور  از محيط كشت سلول. مورد رنگ سنجي قرار گرفتند

بار تكـرار  ۳فوق مراحل . انجام تست زايموگرافي نمونه برداري شد

.شدند

به منظور بررسي اثرات سايتوتوكسيسيتي پس از هر -رنگ سنجي 

ها با بافر سالين فسفات سـرد شسـته و بـا محلـول     آزمايش، سلول

هاي تثبيت سلول. دقيقه ثابت شدند۵درصد به مدت ۵فرمالدئيد 

رنـگ آميـزي   دقيقـه ۵مدت شده با كريستال ويوله يك درصد به 

هاي رنگ آميزي شده محلول اسيد ز شستشو، به سلولپس ا. شدند

رنگ ارغـواني حاصـل بـا اسـتفاده از     . دشدرصد اضافه ۳۳استيك 

۵۸۰در طـول مـوج   ) Epson, Germany(دستگاه اسپكتروفتومتر 

. رديدگهاي زنده محاسبه نانومتر خوانده شد و درصد سلول

:هاي گياهيارزيابي اثرات مهار كنندگي عصاره
ها در ژل پلـي آكريـل آميـد حـاوي دو     نمونه–ين زايموگرافي ژلات

ميلي گرم در ميلي ليتر در حضور دودسيل سولفات تحت شـرايط  

. غير احياء به مدت سه ساعت در هشـتاد ولـت الكتروفـورز شـدند    

درصد به منظـور حـذف   ۵/۲با غلظت Triton x 100سپس ژل با 

شـب در  ژل حاصـل بـه مـدت يـك    . سديم دودسيل شسته شدند
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مــولار تــريس ۱/۰گــراد درون محلــول حــاوي درجــه ســانتي۳۷

ميلي مولار كلسيم كلرايد نگهداري و سرانجام ۱۰۰هيدروكلرايد و 

در ايـن حالـت منـاطق    . دش ـرنگ آميزي %) ۰۵/۰(با كوماسي آبي 

در زمينه اصـلي مشـخص شـدند    ) رنگباندهاي بي(پروتئوليز شده 

به چگــالي ســطح بــه وســيله ارزيــابي كمــي از طريــق محاســ). ۹(

اي امكان پذير شد كه در نهايـت فعاليـت آنـزيم بـه     نرم افزار رايانه

.صورت نسبي بيان شد

:آناليز آماري
ــاري  ــون آمـ ــتKruskal – Wallisآزمـ ــب آن تسـ و متعاقـ

Conover – Inman  به منظور مقايسه اثرات سايتوتوكسيسـيتي و

بابونـه بـا داروهـاي    مهاركنندگي عصـاره گياهـان شـيرين بيـان و    

در . ديكلوفناك، پيروكسيكام و دگزامتازون مورد استفاده قرار گرفت

.معني دار تلقي گرديد۰۵/۰كمتر از P valueاين مطالعه 

نتایج
هـاي بالارونـده   ساعت تحت تيمـار بـا غلظـت   ۲۴ها به مدت سلول

هـاي گياهـان شـيرين بيـان و بابونـه و همچنـين داروهـاي        عصاره

ــد پيروكســ ــرار گرفتن ــاك ق ــازون و ديكلوفن ــد . يكام، دگزامت درص

هاي زنده در هر چاهك محاسبه و براساس ميانگين سـه بـار   سلول

سـپس  ).۳-۱نمودارهـاي  (تكرار نمودارهاي مربوطه رسـم گرديـد   

محاسبه گرديده و مورد آنـاليز آمـاري   IC50براي هر نمودار مقدار 

هاي هـر چاهـك را   مايع روئي محيط كشت).۱جدول (گرفت قرار 

. گيـري شـد  برداشته و ميزان فعاليت متالوپروتئينازها در آن انـدازه 

صـورت  ه اعداد بدست آمده نمايانگر فعاليت نسبي آنزيم بوده كه ب

Relation expression ۶-۴(نمودارهــاي در . ده اســتشــبيــان(

نـام اثـر مهـاري    ه دليل روند كاهنده ب ـه كه ب(فعاليت نسبي آنزيم 

بعـد از  . مربوط به هر گياه و داروها ذكر شده است) شودميخوانده 

هاي مختلف مورد آناليز آمـاري  مربوط به آنها، گروهIC50محاسبه 

).۲جدول(گرفتند قرار 

هـاي تـام ريـزوم شـيرين بيـان و      شود، عصارهكه مشاهده ميچنان

هاي بابونه بـه صـورت وابسـته بـه دوز سـبب كـاهش فعاليـت        گل

در مقايســه بــا ). ۲جــدول(شــوند وپروتئينازهــا مــيمــاتريكس متال

داروهاي استروئيدي و غيراستروئيدي بكار رفتـه در ايـن تحقيـق،    

. دهنـد گياهان فوق اثر مهاري خود را در دوزهاي بالاتر نشـان مـي  

با يكـديگر و بـا سـاير    P>۰۰۴۳/۰گياهان بابونه و شيرين بيان با 

دارنـد  دار گي اختلاف معنـي داروها بكار رفته از لحاظ اثر مهاركنند

).۲جدول(

ــان ــه و    هم ــان بابون ــت، گياه ــخص اس ــا مش ــه از نموداره ــور ك ط

بيان به صورت وابسته به دوز داراي سميت سـلولي هسـتند   شيرين

اخـتلاف معنـي داري بـا    P>۰۰۴۳/۰اين گياهـان بـا   ). ۱جدول(

دارنـد  يكديگر و با داروهاي ديكلوفناك، پيروكسيكام و دگزامتازون 

).۱جدول(

اثرات سايتوتوکسيسيتي عصاره هيدرو الکلي گياه شيرين بيان:)۱(نمودار



در ) MMPs(بر فعاليت ماتريكس متالوپروتئينازها ) Matricaria aurea(و گل بابونه ) Glycyrrhiza glabra(بررسي اثر سايتوتوكسيسيتي و بازدارندگي عصاره ريزوم شيرين بيان 
ت استروئيدي و غير استروئيدي در كشت سلولي فيبروساكرومامقايسه با تركيبا

١٣٥

اثرات سايتوتوکسيسيتي عصاره هيدرو الکلي گياه بابونه):۲(نمودار

اثرات سايتوتوکسيسيتي داروهاي ديکلوفناک، دگزامتازون، پيروکسيکام):۳(نمودار 

مربوط به اثرات سايتوتوکسيسيتي با استفاده از تست هاي(mcg/ml)به دست آمدههاي IC50مقايسه ميانگين ):۱(جدول 

Conover-Inmanو Kruskal-Wallisآماري 

بابونه

(3450 ± 50.00)

کاميروکسيپ

(90 ± 1.00)

دگزامتازون

(82.67 ± 0.76)

کلوفناکيد

(27.00 ± 0.50)

انين بيريش    (326.67 ± 2.36) * * * *

(50.00 ± 3450)   بابونه * * *

کاميروکسيپ    (90 ± 1.00) * *

(0.76 ± 82.67)   دگزامتازون *

Kruskal-Wallis test:

5 = گروه ها

درجه آزادي = 4

تعداد مشاهدات = 15

.وجود داردp < 0.0043اختلاف معني دار با *
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يرين بياناثرات مهار کنندگي عصاره هيدرو الکلي گياه ش):۴(نمودار 

اثرات مهار کنندگي عصاره هيدرو الکلي گياه بابونه):۵(نمودار 

اثرات مهار کنندگي داروهاي ديکلوفناک، دگزامتازون، پيروکسيکام):۶(نمودار 



در ) MMPs(بر فعاليت ماتريكس متالوپروتئينازها ) Matricaria aurea(و گل بابونه ) Glycyrrhiza glabra(بررسي اثر سايتوتوكسيسيتي و بازدارندگي عصاره ريزوم شيرين بيان 
ت استروئيدي و غير استروئيدي در كشت سلولي فيبروساكرومامقايسه با تركيبا

١٣٧

هايمربوط به اثرات مهارکنندگي با استفاده از تست(mcg/ml)دست آمدههاي بIC50مقايسه ميانگين ):۲(جدول 
Conover-Inmanو Kruskal-Wallisآماري 

بابونه

(933.33 ± 28.87)

کاميروکسيپ

(134.33 ± 1.15)

دگزامتازون

(97.67 ± 0.58)

کلوفناکيد

(47.33 ± 0.58)

انين بيريش

(9500 ± 50.00)

* * * *

بابونه

(933.33 ± 28.87)

* * *

کاميروکسيپ

(134.33 ± 1.15)

* *

دگزامتازون

(97.67 ± 0.58)

*

Kruskal-Wallis test:
هاگروه = 5

درجه آزادي = 4
تعداد مشاهدات = 15

.وجود داردp< 0.0043اختلاف معني دار با*

بحث و نتیجه گیري
هاي التهابي توسط سلول) هاماتريكسين(ماتريكس متالوپروتئينازها 

ا و نيـز  ه ـهـا و ائوزينوفيـل  ها، نوتروفيلمانند ماكروفاژها، لنفوسيت

هـاي  هـا، سـلول  هـاي سـاختماني ماننـد فيبروبلاسـت    توسط سلول

بين بـردن  ها با ازماتريكسين. شونداپي تليال و اندوتليال توليد مي

باعـث  ) هاعامل استحكام بين سلول(ها هاي سطحي سلولپروتئين

هاي سـرطاني  هاي اپيتليال و متاستاز سلولافزايش مهاجرت سلول

و ) هـاي آسـيب ديـده   در سـلول (هـا  سـايتوكينين ). ۱۰(شوند مي

منجر ) هاي ملتهب مانند زخم ها و تومورهاويژگي بافت(هيپوكسي 

.شوندبه القاء متالوپروتئينازها مي

ها نشان داده اند كه داروهاي ضد التهاب غير اسـتروئيدي و  بررسي

كننـد  ماتريكس متالوپروتئيناز را مهـار مـي  نيز دگزامتازون فعاليت

هـاي بـافتي آنهـا و نيـز     كه بـر روي فعاليـت مهـار كننـده    در حالي

مكانيســم احتمــالي فعاليـــت   ). ۱۱(بيوســنتز تــاثيري ندارنـــد   

ــار     ــتروئيدي از راه مه ــدالتهاب غيراس ــاي ض ــدگي داروه مهاركنن

ــت   ــا اس ــاتريكس متالوپروتئينازه ــركوب ). ۱۲(رونويســي ژن م س

ي است كه داروهـاي  يهاماتريكس متالوپروتئينازها يكي از مكانيسم

هاي سرطاني ضد التهاب غير استروئيدي، آنژيوژنز و متاستاز سلول

).۱۱،۱۲(كنند را مهار مي

استفاده از تركيبات ضد التهاب غيـر اسـتروئيدي موجـب عـوارض     

يـافتن  . جانبي متعددي نظير اختلالات گوارشي و زخم معده اسـت 

انبي و سـميت  ها بـا عـوارض ج ـ  تركيبات موثر در مهار ماتريكسين

. سلولي كمتر مورد نظر همه دانشمندان است

مطالعات انجام شده بر روي گياهان در زمينه اثر مهار كنندگي آنها 

ــي   ــدود م ــيار مح ــا بس ــاتريكس متالوپروتئينازه ــر روي م ــدب . باش

Puricelli  هـاي آبـي دو گيـاه    و همكاران اثر مهاركننـدگي عصـاره

Passiflora edulice وPassiflora foetida)ــوبي ــاي جن ) آفريق

بـه صـورت   MMP-9و MMP-2دو گيـاه بـر   هر). ۱۳(پرداختند 

مربـوط بـه   IC50همچنـين  . وابسته بـه دوز اثـر مهـاري داشـتند    

Passiflora foetida) ــدود Passiflora eduliceو ) mg/ml۱ح

هـاي ايـن   طبـق يافتـه  . محاسـبه گرديـده بـود   ) mg/ml۴حدود (

از اثر مهاري بهتري نسبت g/mlµ۳۳/۹۳۳=IC50تحقيق، بابونه با 

.برخوردار استPassiflora eduliceبه 

گيـاه طـب سـنتي كـره كـه در      ۸۷در مطالعه ديگري، اثر مهاري 

مـورد  MMP-9شـدند بـر عليـه    ها تجويز مـي درمان انواع سرطان

هـاي  هـاي آبـي و نيـز فراكسـيون    عصـاره ). ۱۴(بررسي قرار گرفت 

خي از آنها اثر مهاري ضعيفي روي اين آنزيم كلروفرمي و هگزاني بر

اثــر مهــاري تعــدادي از فلاونوئيــدها گيــاهي بــر عليــه. انــدداشــته

MMP-2 وMMP-9 ۱۵(نيز بررسي شده است.(

g/mlµ۳۳/۹۳۳=IC50از لحاظ ميزان فعاليـت مهـاري، بابونـه بـا     

g/mlµ۹۵۰۰=IC50تر از شيرين بيان با ده برابر قوياثري حدوداً

و شيرين بيان ) g/mlµ۳۴۵۰=IC50(گياهان بابونه . دهدان مينش

)g/mlµ۶۷/۳۲۶=IC50 (  سميت بسيار كمتري نسبت به داروهـاي

. اسـتروئيدي و غيراســتروئيدي بكـار رفتــه در ايـن تحقيــق دارنــد   

سـميت  ۱/۰همچنين مشخص شده است كه سميت سلولي بابونه 

.سلولي شيرين بيان است
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