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مقاله پژوهشی

چکـــید ‌‌‌ هاطـــــلاعــــــات مقــــــــاله:

تاریخ د ‌‌‌ریافت:                        1401/10/03 
تاریخ ویرایش:                       1401/12/14
تاریخ پذیرش:                        1401/12/20
تاریخ انتشار:                         1401/12/24

زمینـه و هـ دف: مطالعـه حاضـر بـا هدف بررسـی اثـرات محافظتـی عصاره‌هـای آبـی و اتانولی آویشـن 
شـیرازی )Zataria multiflora Boiss( بر آسـیب DNA  لنفوسـیت‌های انسـان با اسـتفاده از روش 

کامـت، انجام شـد.
روش بررسـی: لنفوسـیت‌های خـون محیطـی از 16 داوطلـب سـالم جـدا شـد. سـلول‌ها ابتـدا بـا 100 
میکرومـولار H2O2 و نیـز عصاره‌هـای آبـی و الکلی برگ آویشـن بـا غلظت mg/mL 2/5 بطـور جداگانه 
تیمـار شـدند. نهایتـاً سـلول‌ها در ترکیبـی از H2O2 جهـت ایجـاد آسـیب DNA بـا عصاره آبـی و الکلی 
در دمـای 0C 4 بـه مـدت min 30، انکوبـه شـدند. میـزان مهاجـرت DNA  در سـلول‌ها بـا اسـتفاده از 
 DNA به صورت سـه شـاخص: طـول دنبالـه، درصد DNA روش کامـت انـدازه گیـری گردید و آسـیب

در دنبالـه و انـدازه حرکـت دنباله بیان شـد.    
یافته‌هـا: نتایـج نشـان داد کـه آسـیب DNA لنفوسـیت‌های در معرض عصاره اتانولی آویشـن شـیرازی 
 )µm( بود. علاوه بر این، طـول دم H2O2 بـه طـور قابـل توجهـی کمتر از لنفوسـیت‌های تیمار شـده بـا
1/62±5/48 در مقابـل 6/90±22/82، درصـد DNA در دم  1/55±4/56  در مقابـل 4/55±16/00، و 

.)p>0/001( 0/11±0/28 در مقابـل 0/83±2/33 بود )µm( انـدازه حرکـت دم
نتیجه‌‎گیـری: نتایـج نشـان داد کـه عصاره‌هـای آبـی و اتانولـی آویشـن شـیرازی بـه طـور قابـل توجهی 
قـادر بـه حـذف رادیکال‌هـای DPPH از طریـق مکانیسـم احتمالـی فعالیـت مهـار رادیـکال هسـتند. 
در نتیجـه، عصـاره اتانولـی اثـر بهتـری نسـبت بـه عصـاره آبـی آویشـن شـیرازی در جلوگیری از آسـیب 

اکسـیداتیو DNA بـه لنفوسـیت‌های انسـانی داشـت.

اثرات آنتی ژنوتوکسیتی آویشن شیرازی بر آسیب DNA ناشی از H2O2 در لنفوسیت‌های انسانی با استفاده 
از روش کامت 
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مقدمه
پاتوژنز  در  مهمی  نقش   DNA آسیب  و  اکسیداتیو  استرس 

قلبی،  نارسایی  آلزایمر،  بیماری  جمله  از  مختلف  بیماری‌های 

سرطان، پیری و غیره دارند )1(. عوامل فیزیکی مانند گرما یا 

تشعشعات الکترومغناطیسی و مواد شیمیایی مختلف می‌توانند 

به DNA سلولی آسیب برسانند )2، 3(. استرس اکسیداتیو در 

انسان می‌تواند باعث آسیب به پروتئین‌ها، لیپیدها و اسیدهای 

نوکلئیک شود که می‌تواند منجر به تغییر در مسیرهای انتقال 

سیگنال، جهش زایی سلولی، بیان ژن و مرگ سلولی شود )4، 

.)5

طور  به  گیاهی  ترکیبات  که  است  داده  نشان  قبلی  تحقیقات 

طبیعی اثرات محافظتی از خود نشان می‌دهند، برخلاف سمیت 

مواد  در  آن  حضور  که  اکسیداتیو  استرس  از  ناشی  ژنتیکی 

طبیعی شناخته شده از کامپوزیت‌های گیاهی توجه ویژه‌ای را 

 Zataria( آویشـن شـیرازی .)به خود جـلـب کرده اسـت )6

شامل  که  است  نعناعیان  خانواده  از   )multiflora Boiss

نعناع، رزماری و چندین گیاه دارویی نیز می‌شود. این گیاه یک 

مناطق جهان  از  بسیاری  در  به صورت وحشی  است که  ساله 

رشد  افغانستان  و  پاکستان  جنوبی(،  و  )مرکزی  ایران  مانند 

و   )8  ،7( فیبری  چوبی،  پایه  با  ساله  چند  گیاه  این  می‌کند. 

برگ‌های کوچک، ریز، بیضوی و سبز مایل به خاکستری است. 

در ایران، این گیاه نه تنها به عنوان یک چاشنی عمومی، بلکه به 

دلیل خاصیت ضدعفونی کننده، تسکین دهنده و ضد نفخ )ضد 

نفخ و تسکین دهنده روده( در طب عامیانه قدیم مورد استفاده 

قرار می‌گیرد )9، 10(. مطالعات پزشکی اخیر نشان داده است 

درد،  ضد  مانند  بیولوژیکی  خواص  دارای  شیرازی  آویشن  که 

ایمنی  و  التهاب، ضد درد، ضد میکروبی  اسپاسمولیتیک، ضد 

تحریک کننده است )11(. یک مطالعه نشان داد که کارواکرول 

ترکیب اصلی این گیاه است )12( در حالی‌که مطالعات دیگر 

اصلی  ترکیب  کارواکرول(  )ایزومر  تیمول  که  است  داده  نشان 

این گیاه است )13(. فعالیت آنتی اکسیدانی قابل توجه عصاره 

متانولی آویشن شیرازی با ارزیــابی فـعـالیت مـهاری رادیکال

در   1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH(

فعالیت  که  شده  اندازه‌گیری  شده  تیمار  موش‌های  سرم 

و   Karinian  .)14( داد  نشان  قابل‌توجهی  آنتی‌اکسیدانی 

مقداری  دارای  شیرازی  آویشن  روغن  که  دریافتند  همکاران 

نیتریک اکساید و مالون دی آلدئید است که می‌تواند از استرس 

 .)15( کند  جلوگیری  لیپیدی  پراکسیداسیون  و  نیتروزاتیو 

اکسید  از حد  بیش  تولید  برای کاهش  آویشن شیرازی  روغن 

نیتریک و H2O2 ناشی از گلوکز به همراه NADH اکسیداز 

کشت‌  مونوسیت‌های  در  سنتاز  اکسید  نیتریک  فعالیت‌های  و 

شده انسانی استفاده شده است. این اثرات با استفاده از تیمول 

و کارواکرول به جای پاراسیمن گاما ترپینن و لینالول تکرار شد 

)16(. علاوه بر این، اثرات مشابه روغن آویشن شیرازی، تیمول 

بر روی ماکروفاژهای تحریک  و کارواکرول در مطالعه دیگری 

لیپوپلی ساکارید گزارش شده است )16، 17(. برخی  با  شده 

قطره‌های  مانند  شیرازی  آویشن  دارویی  فرمولاسیون‌های  از 

درمان  برای  واژینال  کرم  و  نرم  کپسول‌های  شربت،  خوراکی، 

بیماری‌های مختلف تهیه شده است  )18، 19(. مطالعه Yen و 

هـمـکاران نـشــان داد که عــصــاره آبـــی بـــرگ گـــیاه

میزان  معنی‌داری  بطور   Eucommia ulmoides Oliv.

استرس  تاثیر  تحت  که  انسانی  لنفوسیت‌های   DNA آسیب 

اکسیداتیو ناشی از H2O2 قرار گرفته‌اند، را کاهش داده است 

)20(. علاوه بر این مطالعه Behravan و همکاران نشان داد 

از  ناشی   DNA آسیب  خرفه،  گیاه  اتانولی  و  آبی  عصاره  که 

H2O2 در لنفوسیت‌های انسانی را کاهش داده است )21(.

 DNA  در سال‌های اخیر، روش‌های مختلفی برای بررسی آسیب

در سلول‌های پستانداران بویژه روش کامت، استفاده شده است. 

روش كامت يك روش حساس و قابل اعتماد برای تعيين آسيب 

استفاده  قابل  يوكاريوتی  سلول‌های  انواع  در  كه  است   DNA

محيط  ژنوتوكسين  مواد  اثرات  بررسی  برای  روش  اين  است. 

زندگی و کار، ميزان تعمير و سينتيك تعمير DNA آسيب ديده 

در اثر عوامل مختلف به كار می‌رود )22، 23(.

در  مطالعه‌ای  تاکنون  گیاه،  در  ترکیبات ذکر شده  به  توجه  با 
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مورد اثرات این گیاه برای جلوگیری از آسیب DNA در ایران 

اکسیدان در  آنتی  انجام نشده است. در مطالعات قبلی میزان 

عصاره‌های مختلف آویشن با استفاده از روش‌های بیوشیمیایی 

تعمیر  بر  عصاره‌ها  این  تاثیر  تاکنون  ولی  است،  شده  تعیین 

بنابراین،  است.  نشده  انجام  با روش کامت   DNA آسیب‌های 

مطالعه حاضر به منظور بررسی خواص آنتی ژنوتوکسیک عصاره 

لنفوسیت‌های محیطی  روی  بر  آویشن شیرازی  اتانولی  و  آبی 

قلیایی  سلولی  تک  ژلی  الکتروفورز  یا  کامت  روش  با  انسان 

)SCGE( انجام شد.

مواد و روش‌ها
_ مواد

و  سالين  بافر  فسفات  ايران،  خون  انتقال  سازمان  از  فاكيول 

با نقطه ذوب  اتيلن دیآمين تترا استيك اسيد، آگاروز  دیسديم 

آزمایشگاهی  کاربرد  درجه  با  مواد  بقیه  و  بازی  تريس  پايين، 

تهیه شدند.

_ روش‌ها

انتخاب نمونه‌های پژوهش

اين مطالعه از نوع تجربی آزمایشگاهی بود. جامعه مورد مطالعه 

لنفوسیت‌های خون متعلق به افرادی بود که معیارهای ورود به 

مطالعه را داشتند. معیارهای ورود شرکت‌کنندگان عبارت بودند 

از: »سالم بودن براساس معاینات پزشکی«، »تمایل به شرکت 

در مطالعه«، »عدم مصرف الکل و سیگار کشیدن«، »عدم ابتلا 

به بیماری‌های ناشی از ویروس«، »عدم دریافت واکسن اخیر«، 

حاضر«،  حال  در  رادیولوژیکی  معاینه  گونه  هر  تحت  »نبودن 

يا صرفاً حيوانی« و »عدم  »نداشتن رژيم غذایی صرفاً گياهی 

داشتن هیچ گونه سابقه بیماری ژنتیکی مشخص قبلی که باعث 

آسیب DNA شود«. معیار خروج از مطالعه عبارت بود از: »عدم 

تمایل افراد برای ادامه مطالعه«. تعداد نمونه لازم جهت مطالعه 

رفرنس )24(  داده های  از   DNA از مقدار آسیب  استفاده  با 

محاسبه  مستقل  گروه  دو  میانگین‌های  مقایسه  فرمول  طبق 

 )µm( گردید. مقدار میانگین و انحراف معیار آسیب طول دم

 11/9 =S
1
 ،53/6 =x

2
 ،69/6=x

1
برای دو گروه عبارت بودند از: 

S= 17/1 که با ضریب اطمینان 95 درصد و توان آزمون 80 
2
و 

درصد حجم نمونه این تحقیق برای هر گروه 13/3 نفر به دست 

آمد. پس از در نظر گرفتن 20 درصد ریزش احتمالی نمونه‌ها، 

همگی  که  شدند  انتخاب  گروه  هر  برای  کننده  شرکت   16

فرم‌های اطلاعات دموگرافیک و رضایت آگاهانه را پر کردند.

_ روش استخراج عصاره گیاه

استفاده  مورد   Zataria multiflora Boiss آویشن  گیاه 

تهران  شهرستان  در  گیاهی  داروخانه  یک  از  مطالعه  این  در 

خریداری شد و توسط متخصصین گیاه شناسی دانشگاه تهران 

مورد تایید قرار گرفت. ابتدا عصاره‌های آبی و الکلی گیاه آویشن 

گـیاه  برگ  پودر   50  g  .)25( شد  تهیه   Singh روش  طبق 

آویشـن با mL 500 اتانول 80 درصد حجمی مخلوط گردید. 

عصاره اتانولی با صافی با منافذ دارای قطر µm 0/45 فیلتر شد، 

و سپس تبخیر حلال در دمای 40 درجه سلسیوس در بن ماری 

انجام شد و لیوفیلیزه گردید. پودر لیـوفیـلیزه در دمای منـفی 

همچنین  گیرد.  قرار  استفاده  مورد  بعداً  تا  شد  ذخیره   4  0C

g 50 پودر برگ گیاه آویشن با mL 500 آب مقطر مخلوط 

گردید. عصاره آبی با صافی دارای منافذ با قطر µm 0/45 فیلتر 

شد، و سپس تبخیر حلال در دمای 40 درجه سلسیوس در بن 

ماری انجام شد و لیوفیلیز گردید. پودر لیوفیلیزه در دمای منفی 

0C 4 ذخیره شد تا بعداً مورد استفاده قرار گیرد. 

_ جمع آوری نمونه خون

نمونه خون از هر شرکت کننده به صورت جداگانه گرفته شد. 

سپس  و  شد  گرفته  شده  انتخاب  افراد  خون  از   5  mL ابتدا 

ماندن  زنده  و  کامل جدا شدند  از خون  لنفوسیتی  سلول‌های 

سلول‌ها با روش حذف رنگ تریپان بلو قبل از استفاده از روش 

سنجش کامت تعیین شد )26(. میزان بقای سلول‌ها بالاتر از 

96 درصد بود که مناسب است. سلول‌های لنفوسیتی به هفت 

گروه کنترل )بدون هیچ مداخله‌ای(، عصاره آبی، عصاره اتانولی، 

 
H2O2 آبی،  عصاره   +  H2O2 زا(،  جهش  عنوان  )به   H2O2
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آنتی  )به عنوان یک   C ویتامین   +H2O2 و   اتانولی  + عصاره 

آبی  H2O2، عصاره  تقسیم شدند. غلظت  اکسیدان مصنوعی( 

 ،100 μM به ترتیب C اتانولی آویشن شیرازی و ویتامین و 

mg/mL 2/5 و μM 50 بود.

)Comet assay) DNA  روش تعیین آسیب _

برای بررسی میزان آسیب DNA طبق روش Duty و همکاران 

برای هر لام  آماده كردن سوسپانسيون سلولی،  از  )27(، پس 

با نقطه ذوب پـایـین یـک درصـد به  مقدار μL 100 آگاروز 

روی  بر  تهیه شده  مخلوط  و  اضافه شد  از سلول‌ها   100 μL

پوشانده شده  معمولی  آگاروز  لایه  با یک  قبل  از  که  لام‌هایی 

بود، قرار داده شد و با يك لامل پوشانده شد و لام‌ها در يخچال 

از گروه‌ها  قرار گرفت. برای هر نفر دو لام مجزا برای هر یک 

تهیه شد. 

پس از جامد شدن ژل و خارج كردن لام‌ها از يخچال، لامل‌ها 

برداشته شده و مقدار μL 100 آگاروز با نقطه ذوب پایین 0/5 

درصد بر روی دو لایه قبلی اضافه گردید و بدین ترتیب سلول‌ها 

مراحل  طی  در  تا  گردید  ساندویچ  آگاروز  لایه‌های  وسط  در 

بعدی از ژل خارج نگردد. پس از جامد شدن لایه ژل آخر در 

يك  در  افقی  صورت  به  لام‌ها  و  شد  برداشته  لامل‌ها  یخچال، 

 (NaCl, 2.5 ظرف مناسب قرار داده شدند. محلول ليز كننده

 M, Tris base, 10 mM, Na2 EDTA, 0.1 M, DMSO

به  ريخته شد،  لام‌ها  روی  بر   ،10% and Triton X-100)

طوری‌که ژل‌ها به طور کامل در زیر محلول قرار گیرند و به مدت 

h 1 در داخل يخچال قرار داده شد. سپس لام‌ها از داخل محلول 

ليز كننده بيرون آورده شد و با مقـدار كـمی‌از مـحلول الكتروفورز

)Na2 EDTA, 1 mM  and   NaOH, 300 mM( شستشو 

داده شد. پس از آن لام‌ها در تانك الكتروفورز افقی قرار داده شد 

و داخل تانك پر از محلول الكتروفورز با دمای4 درجه سلسیوس 

 20 min گرديد و تانك در يخچال قرار داده شد. لام‌ها به مدت

در اين وضعيت قرار گرفت تا دو رشته DNA از هم باز شوند. 

پس از پايان مرحله تيمار قليايی، مرحله الكتروفورز آغاز شد. 

در اين مرحله ولتاژ منبع تغذيه بر روی V 20 و شدت جریان 

الکتریکی روی mA 230 تنظيم گرديد. طول مدت الكتروفورز 

min 20 و دمای محلول الكتروفورز 0C 4 بود. در مرحله بعد 

لام‌ها 3 بار و هر بار به مدت min 5 با محلول تريس خنثی ساز 

شستشو داده شدند. سپس لام‌ها به مدت min 5 در متانول 

قرار داده شدند تا فیکس گردند و بعد در معرض هوا قرار گرفتند 

با غلـظت  اتيديوم برمـايد  تا خشك شوند. رنگ آميزی توسط 

شسته  لام‌ها   10  min از  پس  و  گرفت  انجام   20  μg/mL

با   50i نیکون  مكيروسكوپ  از  كامت‌ها  مشاهده  برای  شدند. 

 Barrier 546-516 و همچنين فيلتر nm محدوده طول موج

با طول موج nm 590 و با بزرگنمايی200 برابر استفاده گرديد. 

ارزيابی نتايج با استفاده از نرم افزار cometscore v1.5 انجام 

گرفت. دو اسلاید برای هر نمونه تهیه شد و برای هر اسلاید، 

50 هسته به طور تصادفی انتخاب شد و در مجموع 100 هسته 

مورد بررسی قرار گرفت )28(.

 

_ تعیین ظرفیت مهار رادیکال‌های آزاد

سفیدکننده  به‌عنوان  عصاره‌ها  آزاد  رادیکال‌های  مهار  ظرفیت 

 )DPPH( سنجش پایدار 2،2-دی فنیل-1-پیکریل هیدرازیل

با روش kamkar و همکاران با مقداری اصلاح انجام شد )29(. 

معرف  از   900  μL  + عصاره  از   30  μL آزمایش  انجام  برای 

 517  nm در  آن  جذب   30  min از  پس  و  گردید  مخلوط 

قرائت شد. برای محاسبه فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره با روش 

DPPH، از شاخص IC50 استفاده شد. منظور از این شاخص 

غلظتی از عصاره است که قادر باشد 50 درصد از رادیکال‌های 

آزاد DPPH را احیا کند. برای بدست آوردن IC50 از نموداری 

استفاده می‌شود که در محور افقی غلظت‌های مختلف عصاره 

قرار گرفته و در محور عمودی درصد مهار وارد می‌شود. برای 

پیداکردن درصد مهار از معادله 1 استفاده می‌شود که در آن 

Ac جذب شاهد، As جذب نمونه، و A% درصد مهارکنندگی 

رادیکال آزاد است. 

)1(
(Ac − As)

Ac × 100 = A% 
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H2O2+ عصاره آبی )D و H2O2+ عصاره اتانولی )C ،H2O2 تیمار شده با )B ،کنترل )A :در شرایط مختلف DNA شکل 1- آسیب 

_ تعیین محتوای فنلی کل

اسید  از  استفاده  با  آویشن شیرازی  عصاره  فنلی کل  محتوای 

گالیک به عنوان استاندارد طبق روش Singleton و همکاران 

 80  μL با برخی تغییرات انجام شد )30(. برای انجام آزمایش

عصاره با μL 400 محلول 10 درصد فولین سیوکالتو مخلوط 

و به مدت min 5 در دمای اتاق و در تاریکی قرار داده شد. به 

مخلوط فوق μL 320 سدیم کربنات 7/5 درصد افزوده شد و به 

مدت min 30 در دمای 0C 40 انکوبه گردید. در انتها جذب 

لوله‌ها در طول موج nm 765 قرائت شد. برای تعیین مقدار 

کل ترکیبات فنلی عصاره، از منحنی استاندارد که با استفاده از 

غلظت‌های مختلف گالیک اسید به دست آمده است، استفاده 

گردید.

_ تعیین محتوای فلاونوئید کل

 Lin مقدار کل فلاونوئید عصاره آویشن شیرازی براساس روش

و همکاران با برخی تغییرات تعیین شد )31(. در این آزمایش 

μL 100 از هر کدام از عصاره‌ها، با μL 900 محلول واکنش 

 (300 µL methanol, 20 µL AlCl3 10%, 20 µL

(KCH3COO 1M, 560 µL DW مخلوط و سپس جذب 

آن در طول موج nm 415 قرائت گردید. برای رسم منحنی 

استاندارد از رقت‌های سریالی غلظت µg/L 100 کوئرسیتین 

در متانول استفاده شد.

_ تحلیل داده‌ها

گردید.  استفاده  نمودارها  و  جداول  از  داده‌ها  توصیف  جهت 

برای بررسی نرمال بودن توزیع داده‌ها از آزمون کولموگروف- 

اسمیرنوف )Kolmogorov-Smirnov(، استفاده شد. چون 

در  و  بوده  نرمال  توزیع  دارای  و  کمی  متغیر   DNA آسیب 

هفت گروه مختلف مقایسه گردید، از آزمون آنالیز واریانس یک 

استفاده شد   ،)One-way analysis of variance( طرفه 

گروه‌های  بین   DNA آسيب  مقدار  میانگین  مقایسه  و جهت 

مختلف از تست تعقیبی توکی )Tukey( استفاده گردید. سطح 

معنی‌داری کوچک‌تر از 0/05 در نظر گرفته شد )32(.

یافته‌ها
و  مرد  درصد   56/25 مطالعه،  در  کننده  شرکت  افراد  کل  از 

افراد شرکت کننده  میانگین سن   و  بودند  43/75 درصد زن 

از  فلورسنت  میکروسکوپ  تصاویر  بود.  سال   34/76±5/42

سایر  با  مقایسه  در  اکسیژنه  آب  معرض  در  گروه  کامت‌های 

گروه‌ها در شکل 1 نشان داده شده است. قسمت A، لنفوسیت 

 ،B در گروه کنترل را بدون هیچ آسیبی نشان می‌دهد. در بخش

اثرات خطرناک H2O2 بر لنفوسیت نشان داده شده است. تأثیر 

عصاره‌های اتانولی و آبی در بهبود آسیب DNA در قسمت‌های 

C و D در شکل 1 ارائه شده است. 
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میانگین و انحراف معیار پارامترهای مختلفی که در روش کامت 

میزان آسیب DNA را تعیین می‌کنند، برای هر یک از 7 گروه 

مورد مطالعه در جدول 1 نشان داده شده است. با استفاده از 

آزمون تعقیبی توکی مشخص گردید که اختلاف معنی‌داری بین 

گروه در معرض آب اکسیژنه با تمامی گروه‌های مورد مطالعه، 

میانگین   ،DNA دنباله  طول  میانگین  پارامتر  سه  هر  نظر  از 

 DNA در دنباله و میانگین اندازه حرکت دنباله DNA درصد

وجود دارد )p> 0/001(. همچنین اختلاف معنی‌داری از نظر 

پارامتر میانگین طول دنباله DNA، بین گروه کنترل با گروه 

در معرض آب اکسیژنه + عصاره الکلی )p> 0/001( وجود دارد. 

با  آبی  عصاره  معرض  در  گروه  بین  معنی‌داری  اختلاف  ضمناً 

همانطور که در جدول 2 مشاهده می‌شود، محتویات کل فنلی و 

محتویات کل فلاونوئیدی عصاره اتانولی بیشتر از عصاره آبی بود. 

در روش DPPH، یک اثر مهار عالی با عصاره آویشن شیرازی 

تقویت‌شده   DPPH رادیکال‌های  مهار  اثرات  شد.  مشاهده 

گروه آب اکسیژنه + عصاره الکلی )p> 0/001( و نیز بین گروه 

الکلی  عصاره   + اکسیژنه  آب  گروه  با  الکلی  عصاره  معرض  در 

)p= 0/016( وجود دارد. علاوه بر این، از نظر پارامتر میانگین 

درصد DNA در دنباله، اختلاف معنی‌داری بین گروه کنترل 

با گروه در معرض آب اکسیژنه + عصاره آبی )p= 0/009( و نیز 

با گروه آب اکسیژنه + عصاره الکلی )p= 0/030( وجود دارد. 

ضمناً با استفاده از آزمون تعقیبی توکی مشخص گردید از نظر 

پارامتر میانگین اندازه حرکت دنباله DNA نیز اختلاف معنی 

داری بین گروه کنترل با گروه در معرض آب اکسیژنه + عصاره 

الکلی )p= 0/021( و گروه عصاره آبی با گروه آب اکسیژنه + 

عصاره الکلی )p= 0/011( وجود دارد. 

 جدول 1- مقایسه پارامترهای آسیب DNA در لنفوسیت‌ها بین 7 گروه مورد بررسی*

بود   0/8  mg/mL با غلظت‌های در حال رشد 90 درصد در 

)شکل 2(. اثر مهاری BHT بیشتر از اثرات مهاری عصاره‌ها در 

سطح غلظت کمتر بود در حالی‌که عصاره آویشن شیرازی همان 

اثر آنتی اکسیدانی را داشت. 

 ( μm) دم اندازه حرکت   دم DNAدرصد  ( μm) دم طول گروه نام

 0/ 16 ± 0/ 13 3/ 22 ± 1/ 38 3/ 51 ± 1/ 50 کنترل 

 0/ 13 ± 0/ 10 3/ 31 ± 1/ 25 3/ 15 ± 0/ 91 اتانولی  عصاره

 0/ 23 ± 0/ 13 4/ 02 ± 1/ 73 4/ 73 ± 1/ 53 آبی عصاره

2O2H 90 /6 ± 82 /22 55 /4 ± 00 /16 83 /0 ± 33 /2 

2O2H +0/ 28 ± 0/ 11 4/ 56 ± 1/ 55 5/ 48 ± 1/ 62 اتانولی  عصاره 

2O2H +0/ 57 ± 0/ 22 6/ 19 ± 1/ 52 8/ 40 ± 2/ 33 آبی عصاره 

2O2H +ویتامین C 97 /1 ± 00 /6 60 /2 ± 87 /5 26 /0 ± 43 /0 

f آماری  پارامترهای  ،52 /81  = p< 001 /0  f  ،30 /58  = p< 001 /0  f  ،21 /80  = p< 001 /0  

 .هستندمیانگین  ±انحراف معیار  مقادیر تمام* 
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جدول 2- محتوای کل فنلی و محتوای کل فلاونوئیدهای عصاره آویشن شیرازی

شکل 2- اثرات مهاری غلظت‌های مختلف در عصاره‌های آبی و اتانولی آویشن شیرازی و بوتیلیتد هیدروکسیل تولوئن 

 517 nm در طول موج DPPH بر روی رادیکال آزاد  )BHT(

 ( QE mgRE/g) محتوای فلاونوئیدی کل ( mgGAE/g) کل فنلی محتوای نوع عصاره

 108/ 15 ± 0/ 47 247/ 64 ± 2/ 15 آبی

 115/ 18 ± 0/ 53 262/ 39 ± 2/ 15 اتانولی
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شکل 3 دندروگرام ارتباط بین گروه‌های کنترل، عصاره اتانولی، 

عصاره   +H2O2 اتانولی،  عصاره   +H2O2  ،H2O2 آبی،  عصاره 

آبی و H2O2+ ویتامین C را نشان می‌دهد. از بین هفت گروه 

 ،H2O2 + و گروه عصاره آبی H2O2 مختلف در این مطالعه، گروه

گروه‌های فردی را تشکیل دادند که از لحاظ آسیب DNA در 

بحث
بر  شیرازی  آویشن  عصاره  حفاظتی  اثرات  حاضر  مطالعه 

 
H2O2 حضور  در  را  انسانی  لنفوسیت‌های  در   DNA آسیب 

 ،DNA آسیب  که  داد  نشان  نتایج  و  داد  قرار  بررسی  مورد 

در لنفوسیت‌های در معرض عصاره اتانولی آویشن شیرازی به 

پراکسید  معرض  در  لنفوسیت‌های  از  کمتر  توجهی  قابل  طور 

هیدروژن بود. تحقیقات قبلی نشان داده است که سنجش کامت 

یک روش بسیار کارآمد برای ارزیابی اثرات غذاهای گیاهی بر 

DNA است )33(. برخی از غذاهای گیاهی می‌توانند از آسیب 

لنفوسیت‌های انسانی حداکثر مشابه سایر نمونه‌های مورد مطالعه 

 +H2O2 و  اتانولی  عصاره  کنترل،  گروه‌های  حال،  این  با  بود. 

دادند.  تشکیل  کمتر  فاصله  با  را  واحد  گروه  یک   C ویتامین 

گروه‌های عصاره آبی و عصاره اتانولی + H2O2 یک خوشه مشابه 

مرتبط با آسیب DNA در فاصله کم را تشکیل دادند )شکل 3(.

شکل 3- دندروگرام ارتباط بین اثرات حفاظتی عصاره‌های آبی و اتانولی آویشن شیرازی بر آسیب‌های DNA در 

لنفوسیت‌های انسان

DNA )آلکیله و/یا اکسیداتیو( در مدل‌های مختلف بررسی از 

آزمایشگاهی تا مطالعات با دخالت انسان جلوگیری کنند )3(. 

تأثیر غذاهای گیاهی مورد استفاده در شیمی درمانی، یکی از 

حوزه‌های ظهور این مواد در نظر گرفته می‌شود. به نظر می‌رسد 

که آزمون کامت می‌تواند روش مفیدی برای پی بردن به نقش 

ماده غذایی گیاهی در شیمی درمانی باشد )34(.

در یک مطالعه قبلی روی سلول‌های لنفوسیت انسانی، غلظت 

آسیب  تحریک  باعث  هیدروژن  پراکسید   280  μM تا   10

مختلف  غلظت‌های  از  حاضر،  مطالعه  در   .)35( شد   DNA
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پراکسید هیدروژن برای ایجاد استرس اکسیداتیو استفاده شد. 

از طرف دیگر از ویتامین C، به عنوان یک جاذب رادیکال آزاد 

و جلوگیری کننده از استرس اکسیداتیو، استفاده گردید )36(. 

براساس نتایج تحقیقات قبلی، ویتامین C می‌تواند از خطرات 

در  )محلول   C ویتامین  کند.  جلوگیری  معده  و  ریه  سرطان 

آب( یکی از آنتی اکسیدان‌های رژیمی است که با استفاده از 

سنجش کامت مورد مطالعه قرار گرفته است. برخی از مطالعات 

نشان داده است که آسیب کمتری در اثر پراکسید هیدروژن و 

یا تشعشع در DNA ایجاد می‌شود، اگر سلول‌های لنفوسیتی 

حضور  در  ساعت  چند  عوامل،  این  با  مجاورت  از  پس  انسان 

ویتامین C قرار گرفته باشند )37(.

عصاره‌های  ژنوتوکسیک،  ضد  اثرات  بررسی  به  حاضر  مطالعه 

آبی و اتانولی آویشن شیرازی در غلظت‌های مختلف و سنجش 

قدرت جلوگیری از آسیب DNA ناشی از این عصاره‌ها پرداخت. 

سنجش کامت یک روش قدرتمند، ظریف، ساده و سریع برای 

اندازه گیری آسیب DNA است )38(. تشکیل رادیکال‌های آزاد 

در طول متابولیسم بیولوژیکی ممکن است باعث جهش زایی و 

سمیت ژنتیکی در بدن انسان شود. برخی از عوامل ژنوتوکسیک 

)مانند پراکسید هیدروژن( مستقیماً با DNA مقابله نمی‌کنند 

رادیکال‌های  می‌تواند  هیدروژن  پراکسید  این،  بر  علاوه   .)39(

آزاد بسیار فعال را در حضور یون‌های فلزی توسط واکنش فنتون 

تولید کند )40(. در این تحقیق، پراکسید هیدروژن در غلظت 

 DNA به  اکسیداتیو،  استرس  تحریک  دلیل  به   100  μM

آسیب رساند. علاوه بر این، هیچ یک از عصاره‌های الکلی و آبی 

عصاره  نشدند.  انسانی  لنفوسیت‌های  در   DNA آسیب  باعث 

اتانولی آویشن شیرازی بیش از عصاره آبی آن، اثرات محافظتی 

در برابر آسیب DNA ناشی از پراکسید هیدروژن نشان داد که 

با یافته‌های چندین مطالعه که نشان می‌دهد آویشن شیرازی 

جهش زایی را در لنفوسیت انسان مهار می‌کند، مطابقت دارد. 

و  تیموکینون  کارواکرول،  تیمول،  مانند  شیمیایی  ترکیبات 

 )AChE( استراز  کولین  استیل  مهار  برای  تیموهیدروکینون 

مورد آزمایش قرار گرفتند. پتانسیل مهاری استیل کولین استراز 

 thymohydroquinone > یافت:  کاهش  زیر  ترتیب  به 

carvacrol > thymoquinone > thymol. جالب توجه 

است که اثر مهاری استیل کولین استراز، کارواکرول 10 برابر 

بیشتر از ایزومر تیمول آن بود، هرچند که تیمول و کارواکرول 

ساختار بسیار مشابهی داشتند )41(. میزان تیمول و کارواکرول 

الکل و روش استخراج گیاه  به غلظت  عصاره‌های هیدروالکلی 

زیادی  مقادیر  حاوی  شیرازی  آویشن  عصاره  دارد.  بستگی 

و  استخراج  روش  به  آن  میزان  که  است  کارواکرول  و  تیمول 

نیز به درجه الکل حلال بستگی دارد. اثرات بیولوژیکی آویشن 

شیرازی عمدتاً مربوط به ترکیبات فعال زیستی به ویژه تیمول و 

کارواکرول است )42(. اثرات آنتی‌اکسیدانی عصاره‌های آویشن 

شیرازی با روش DPPH بررسی شد. همچنین محتویات کل 

فلاونوئید و محتویات کل فنلی عصاره‌های آویشن شیرازی مورد 

الکلی دارای مقادیر  بررسی قرار گرفت و نشان داد که عصاره 

بیشتری از ترکیبات فنلی و فلاونوئیدی است. نتایج نشان داد 

که اثر عصاره آویشن شیرازی مربوط به ترکیبات شیمیایی آنها 

مانند فلاونوئیدها، اسیدهای فنولیک و دی ترپن‌های فنلی است 

که فعالیت آنتی اکسیدانی بالایی دارند )43(.

گیاه  عصاره  که  گردید  مشخص  همکاران  و   Li مطالعه  در 

نور  از  ناشی   DNA آسیب‌های  تعمیر  در   Arabidopsis

مافوق بنفش و مواد شیمیایی مؤثر است )44(. مطالعه حاضر 

 DNA آسیب  از  جلوگیری  در  آویشن  اثرات  از  نشان  نیز 

در  دارد.  انسان  لنفوسیت‌های  در   ،H2O2 توسط  شده  ایجاد 

عــصـاره  که  شـد  مشـخــص  هـمـکـاران  و   Yang مطالعه 

علیه  محافظتی  نقش   Gracilaria tenuistipitata آبـی 

آسیب DNA ناشی از آب اکسیژنه با غلظت 0/003 درصد در 

سلول‌های H1290 در 37 درجه سلسیوس دارد )45(. همسو 

اثرات کاهش  Yang و همکاران، مطالعه حاضر هم  با مطالعه 

 Soltani داد.  نشان  را  آویشن  عصاره  توسط   DNA آسیب 

با  لنفوسیت‌ها  روی  بر  را   Umbelliprenin اثر  همکاران  و 

غلظت‌های μM 400-10 بررسی نمودند. نتایج نشان داد که 

همین  با   C ویتامین  از  ترکیب  این  اکسیدانی  آنتی  خاصیت 
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Background and Objective: The present study aimed to explore the shielding effects of 
aqueous and ethanolic extracts of Zataria multiflora Boiss on human lymphocyte DNA 
damage using the comet assay.
Materials and Methods: This study was conducted as a laboratory experiment to 
investigate the protective effects of thyme in preventing DNA damage. Peripheral blood 
lymphocytes were isolated from 16 healthy volunteers. First, the cells were treated with 
100 μM H2O2 and aqueous and alcoholic extracts of thyme leaves with a concentration 
of 2.5 mg/mL separately. Finally, the cells were incubated in a mixture of H2O2 to cause 
DNA damage with each of the two aqueous and alcoholic extracts at 4°C for 30 minutes. 
The amount of DNA migration in cells was measured using the Comet method, and DNA 
damage was expressed as three indicators: sequence length, percentage of DNA in the 
sequence, and the amount of sequence movement.
Results: The results showed that the DNA damage of lymphocytes exposed to the 
ethanolic extract of Z. multiflora Boiss was significantly lesser than the H2O2-treated 
lymphocytes. In addition, tail length (µm) was 5.48±1.62 versus 22.82±6.90, tail DNA 
(%) was 4.56±1.55 in contrast to 16.00±4.55, and tail moment (µm) was 0.28±0.11 against 
2.33±0.83 (p< 0.001).  The results showed that Z.multiflora Boiss aqueous and ethanolic 
extracts were significantly able to scavenge DPPH radicals through a possible radical 
scavenging activity mechanism.
Conclusion: As a result, the ethanolic extract had a better effect than the aqueous extract 
of Z. multiflora Boiss in preventing oxidative DNA damage to human lymphocytes.
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