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  چكيده

تاثير اسانس نعنا بر  ،اين تحقيق در .يكي از گياهان بومي ايران با اثرات درماني بسيار است Mentha Spicata  علمي نام با نعناع
مورد  در رت CLPت ريه در مدل تجربي التهابي باف COX-2و بيان ژن التهابي روي پارامترهاي دخيل در آسيب اكسيداتيو 

 mg/kg bw( نعنا اسانس با تيمار هاي گروه و  CLP، )Laparatomy( منفي كنترل گروه پنج به ها رت. مطالعه قرار گرفته است
،  LP ،GSHنظير فاكتورهايي سطح ،جراحي از پس ساعت 24 سپس،. تقسيم شدند داروي ايندومتاسين و) 50و  100

GST،FRAP  ،MPO ،PGE2 و بيان ژن COX-2   كه دهد مي نشان تحقيق اين نتايج .شد گيري اندازهدر پلاسما و بافت ريه 
 آنزيم روي بر ولي ،گرددمي  COX-2 و بيان ژن LP ، MPO، PGE2 ميزان افزايش و GSH و FRAP كاهش موجب سپسيس

GST بطوريكه ،است بوده موثر ها پارامتر اين سطح تعديل دريندومتاسين، به اندازه ا نعنا اسانس با حيوانات تيمار .ندارد اثري 
 مطالعات همچنين .گرددمي COX-2 و بيان ژن LP  ،MPO ،PGE2و كاهش ميزان GSHو  FRAPسبب افزايش ميزان 

 نعنا اسانس با تيمار اثر در ها آسيب اين كه شده ريه بافت در هايي آسيب ايجاد به منجر سپسيس كه دهد مي نشان پاتولوژي
با تاثير بر روي پارامترهاي  نعنا اسانس از استفاده و شده ريه بافت اكسيداتيو آسيب موجب سپسيس :گيري نتيجه .اند يافته كاهش

 .باشد موثر ها آسيب اين بهبود و جلوگيري در تواندمي استرس اكسيداتيو و آنتي اكسيداني

  سپسيس، ضد التهاب، سيداتيواك استرس،  CLP،نعنا سانسا :كليديواژه هاي 

 dadkhah_bio@yahoo.com: ، پست الكترونيكي 09122490620: نويسنده مسئول، تلفن* 

  قدمه م
مصرف گياهان دارويي با هدف دستيابي به داروهاي  امروزه

روز به روز در حال  ،كم خطر و با حداقل عوارض جانبي
شي افزايش است و اين به دليل به اثبات رسيدن اثر بخ

بسياري از اين مواد در مجامع علمي و مقبوليت آن در اكثر 
، (Mentha Spicata)گياه نعنا . )47( جوامع بشري است

يكي از اين گياهان دارويي مي باشد كه در طب سنتي ايران 
براي درمان معده درد و اختلالات روده استفاده مي شود 

برگ  دمكرده از غالباً سنتي طب در ،همچنين). 28، 27(
 رفع هضم، عمل كننده تسريع ،)19( مدر به عنوان آن هاي

 و سرفه و سرماخوردگي سردرد، معده، درد اسپاسم، آسم،
 و ها زخم درمان براي خارجي استعمالبه صورت  همچنين

و نيز براي درمان برونشيت، نفخ شكم، بي ) 49( متورم غدد
 سوء ،اشتهايي، كوليت و اختلالات روده اي مانند تهوع

، )35( اكسيدان آنتي به عنوان و )29( هاضمه و اسهال
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و ضد انقباض و ) 42، 41( باكتري ضد، )49( ضدقارچ
  . مي شود استفاده )19( تشنج

 ايكننده  ديتهد بيماري باليني يا عفونت خون، سيسپس
را درگير ميليون نفر در سراسر جهان  27هرساله  كهاست 

به است،  شيافزا هم در حال هنوز سيبروز سپس .مي كند
 ژهيو يمراقبت ها بخش هاياز  %30- 10طوريكه در 

(ICU) مرحله ( كيشوك سپت). 33، 34، 39( رخ مي دهد
 همراه مي باشد %40 يبالا ريمرگ و م با) سيسپس ديشد

 شديدپاسخ  منجر به س،يپس از سپسايمني  پاسخ ).37(
. و در نهايت اختلال و شوك ارگان ها مي شود يالتهاب
هاب فرايندي است كه توسط عوامل مختلف بيولوژيكي الت

سازي سيستم ايمني  نه تنها مستقيماً با فعال شروع گرديده و
نيز در ايجاد  (COX-2) 2بلكه با واسطه سيكلواكسيژناز ـ 

علاوه بر نقش  ).32، 45( بيماري دخالت مي كند
و  COX-2فاكتورهاي التهابي در پاتوژنز بيماري سپسيس، 

مسئول بيشتر عوارض ناشي از  PGE-2ن محصول آ
در جراحت و سپسيس، پروستاگلاندين . سپسيس مي باشند

از ماكروفاژها آزاد شده و  COX-2هاي توليد شده توسط 
). 32( نقش بسيار مهمي را در پاسخ ايمني ايفا مي كنند

سپسيس تقريبا به طور مستقيم يا غير مستقيم عملكرد تمام 
شدت  .)25، 24( را مختل مي كند انواع سلول هاي ايمني

مرحله پاسخ ايمني سبب افزايش عفونت  و مدت زمان
، 24( مي گرددناشي از آن هاي بيمارستاني و مرگ و مير 

 مشكلات و عوارض ديگر از علاوه بر اين، يكي .)6، 25

 استرس سيستم تعادل خوردن هم به سپسيس از ناشي
و زماني ايجاد استرس اكسيداتي). 7( است بدن اكسيداتيو

 و كننده اكسيد هاي گونه تعادل بين تشكيل شود كهمي
 زياد توليد اثر درتركيبات آنتي اكسيدان  توسط آنها حذف

  اكسيژن آزاد هاي راديكال
ROS (Reactive Oxygen Species) سيستم تضعيف يا و 

 در ها فرآيند اين). 22(  شود مختل اكسيداني آنتي دفاع
 بدن هاي بافت از بسياري اكسيداتيو بآسي به سپسيس منجر

و در  ها بافت كارافتادن از ، كبد و ريه وكليه قلب، جمله از

 نقش به توجه به همين دليل، با ).50( گردد نهايت مرگ مي
 از ناشي عوارض در اكسيداتيو استرس اصلي و مهم

 در طبيعي عناصر و اكسيدانها آنتي از استفاده سپسيس،

  ).50(مي باشد  توجه وردم عوارض، اين كاهش

با سپسيس و به  مرتبط مير و مرگ بالاي نرخ به توجه با
منظور دستيابي به داروهاي كم خطر، براي اولين بار در اين 
مطالعه اثر اسانس نعنا به عنوان يك گياه بومي ايراني در 
درمان بيماري ريوي ناشي از سپسيس مورد بررسي قرار 

اثر  يز اين مطالعه، ارزياببنابراين هدف ا. گرفته است
در از سپسيس  يناش ريهبر آسيب  نعنا اسانس يمحافظت
نظر گرفتن  با در  يصحرايهاي موش  در CLPروش 

آنتي اكسيدان و بيان /اكسيداتيو ي استرسضرور يپارامترها
  .مي باشد COX-2ژن 

  مواد و روشها
 تهيه اسانس باريج شركت از نعنا اسانس: نعنا اسانس تهيه
 Batch No. 3138-031-93/8(707051); Sample( هديدگر

Serial No.:BE930347( روش به و  
)GC-MS (Gas Chromatography – Mass 

Spectroscopy 15- 17( گرديد آناليز(.  

تجزيه اسانس :  GC-MSآناليز اسانس نعنا با استفاده از 
مربوط به بخش تحقيقات گياهان  GC-MSبا دستگاه 

ها و مراتع انجام شد و  تحقيقات جنگل دارويي در موسسه
شناسايي تركيبات توسط متخصصين مربوطه در موسسه 

وسيله دستگاه  در اين روش، اسانس نعنا به. انجام گرديد
 (GC Trace Thermo Finnigan)كروماتوگرافي گازي 

آناليز  .اي، جداسازي شد مجهز به آشكارساز يوني شعله
از شركت  Euro Chrom 2000افزار  ها بر اساس نرم نمونه

KNAUER  توسط روش نرماليزه كردن سطح و با استفاده
ضخامت فيلم،  TR-5 m)µ025/0از ستون سيليكاي مذاب 

mm 25/0×m30( اسپكترومترجرمي و دتكتور  
Thermo Trace DSQ (Dual Stage Quadrupole)،  برنامه
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  ، دماي انژكتوريC/min 100در ميزان  50ـºC280دمايي 
ºC270 دماي آشكارساز ،ºC230  و گاز حامل هليم
  . انجام گرفت) 99/99(%

  شامل گروماتوگراف گازي GC/MSدستگاه 
GC Trace Thermo Finnigan اتوسمپلر به مجهز  

 3000 Thermo AS  بوده و ستون مورداستفاده نيز همانند
اجزاء و تركيبات . باشد الذكر مي با شرايط فوق GCستون 
سنجي جرمي با استانداردهاي  قايسه طيفها توسط ماسانس

شناسايي تركيبات مجهول با . موجود شناسايي شدند
ها با تركيبات استاندارد  آن هاي بازداري مقايسه شاخص
  .تأييد گرديدند

سر  130از در اين تحقيق، : تيمار حيوانات و نمونه گيري
كه از  گرم استفاده گرديد 100متوسط  وزن با نر بالغرت 
نگهداري حيوانات آزمايشگاهي از انستيتوپاستور  مركز

غذاي حيوانات از كارخانجات . ندايران خريداري شد
 Pelletفرآورده هاي غذايي تهران تهيه شده كه به صورت 

حيوانات بالغ نيز دسترسي آزاد به . با فرمول استاندارد بود
 5حيوانات به  .غذا و آب آشاميدني از طريق بطري داشتند

حيوانات  كه: گروه كنترل منفي - 1 :سيم شدندگروه تق
هفته به صورت  2به مدت ) DMSO( حلال  اسانس نعنا

جراحي  سپس در روز پانزدهم و مصرف كرده خوراكي
همانند گروه كه : CLPگروه  -2. راتومي انجام گرديدالاپ

و سپس در روز پانزدهم جراحي شدند كنترل منفي تيمار 
CLP اسانس كه  :گروه هاي تيمار -4و  3 .انجام گرديد
 ،به صورت خوراكي mg/kg bw 100و  50در دز هاي  نعنا

و سپس در روز دريافت كردندروزانه به مدت دو هفته 
: كنترل مثبتگروه  -5 .انجام گرديد CLPپانزدهم جراحي 

، به (mg/kg bw 2) با داروي ضد التهابي ايندومتاسينكه 
وز پانزدهم جراحي و سپس در رتيمار شده مدت دو هفته 

CLP انجام گرديد.   

، پس از بيهوش كردن  CLPدر روش:  CLPجراحي 
سانتي متر برش  2ها، در ديواره شكمي آنها به اندازه  رت

سپس، سكوم خارج شده و بخش سكوم تا . گرديدايجاد 
 2 زير دريچه ايلئوسكال بخيه زده شده و در سكوم آنها

بعد از اين مرحله، . گرديدايجاد  G20سوراخ توسط نيدل 
روده به داخل محفظه شكمي برگردانده شده و پوست و 

 جراحي پس از ساعت 24رت ها  .شدصفاق بخيه زده 
CLP در مرحله . شد يريشدند و از قلب آنها خونگ هوشيب
آنها به منظور  ريهو بافت  هكشته شد واناتيح ،يبعد
 .گرديدجدا  يميوشيو ب يكيستوپاتولوژيه يها يبررس

اندازه گيري سطح فاكتور هاي دخيل در استرس 
 اكسيداتيو در بافت ريه و پلاسما

از  (W/V) %20براي تهيه هموژن : بافت ريه تهيه هموژن
گرم از بافت در يك استوانه مدرج مناسب  4/0ريه، بافت 

 2تا حجم  )pH=3/7(سرد  PBSقرار داده شد و روي آن 
داخل لوله  مخلوط فوق ،سپس .شدميلي ليتر ريخته 

محتويات لوله  شده ومخصوص دستگاه هموژنايزر ريخته 
  .گرديد بار بالا و پايين كردن هموژن 7تا  5با حدود 

اساس : در هموژن بافت ريه MDAاندازه گيري سطح 
تركيب  MDAبا  TBAاين است كه  MDAگيري  اندازه

 535كند كه در  شده و محصول نارنجي رنگي ايجاد مي
با اندازه گيري ميزان  MDAغلظت . اردنانومتر جذب د

جذب توسط دستگاه اسپكتروفتومتر و از روي ضريب 
 گرديدمحاسبه ) L/cm.mmol105×56/1(خاموشي آن 

)52(.  

: در هموژن بافت ريه  اندازه گيري سطح گلوتاتيون احيا
GSH  با استفاده از معرفEllman’s  و براساس روش

Seldak  وLimdsay )1968 (يري شد گ اندازه)در اين  .)43
در طول  CDNBروش ميزان جذب كمپلكس گلوتاتيون با 

نانومتر اندازه گيري شده و بر اساس منحني  412موج 
  .)43( گرديداستاندارد ميزان آن محاسبه 

 MPOفعاليت آنزيم ميلوپراكسيداز ميزان اندازه گيري 
با كمي تغيير مطابق روش  MPOفعاليت : در بافت ريه
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Hillegas در اين روش تغيير . )23( و همكاران انجام شد
توسط آنزيم ميلوپراكسيداز  H2O2جذب ناشي از مصرف 

  .)23( شدنانومتر اندازه گيري  460در طول موج 

 GSTترانسفراز  – sاندازه گيري فعاليت آنزيم گلوتاتيون 
فعاليت اين آنزيم با استفاده از : در هموژن بافت ريه

 360ير جذب آن در طول موج و تغي CDNBسوبستراي 
 ).10( شدنانومتر اندازه گيري 

: اندازه گيري ظرفيت آنتي اكسيداني توتال پلاسما
و  FRAPظرفيت آنتي اكسيداني توتال پلاسما توسط تست 

نانومتر  593در طول موج  TPTZبا استفاده از سوبستراي 
 .)9( شداندازه گيري 

در ) E2 )PGE2 نيغلظت پروستاگلاند يرياندازه گ
و با استفاده  ELISAبر اساس روش  PGE2غلظت : پلاسما

اندازه  ELISA (Assay Desighs Co ;U.S.A)از كيت 
  .شدگيري 

  ريهدر بافت  mRNAدر سطح  COX-2ژن  انيب يبررس

به منظور استخراج :  cDNAساخت و  RNAاستخراج 
RNA  از كيت استخراجRNA (BioBasic Inc, Canada) 

 RNAاز  DNAسپس، به منظور حذف . داستفاده ش
  شركت DNaseاستخراج شده، از آنزيم 

Thermo Scientific به منظور يكسان بودن . استفاده شد
 RNA، غلظت cDNAمصرفي در ساخت  RNAغلظت 

، توسط دستگاه DNaseهاي تيمار شده با موجود در نمونه
در نهايت، . خوانده شد) (NanoDrop 2000نانودراپ 

ها استفاده cDNAبراي ساخت تمامي  RNAمعيني از ميزان 
استخراج شده، از  RNAاز  cDNAبراي ساخت  .گرديد

استفاده  (Takara bio Inc, Japan) تاكاراكيت شركت 
  .گرديد

به منظور تأييد انجام مراحل قبل،  : PCRانجام واكنش 
، ميزان و غلظت براي ژن مورد نظر انجام شد PCRواكنش 

ميكرو ليتري و برنامه  25فاده براي حجم مواد مورداست
، ذكر 2و  1 هايدر جدول  PCRچرخه حرارتي واكنش 

% 5/2روي ژل آگارز  برمحصول حاصل  سپس. شده است
  و PCRبه منظور انجام واكنش . بارگذاري گرديد
Real time PCR ،اختصاصي ژن  هاياز پرايمرCOX-2  و

GAPDH استفاده شد .  
ت مواد مورداستفاده جهت تهيه مخلوط واكنش ميزان و غلظ -1جدول 

  .µl 25 به حجم نهايي  PCR براي

  ماده مصرفي غلظت
  μl5/2  10X بافر  
 μl75/0  MgCl2 (50Mm each)  
 μl5/0 dNTP (10mM each)  

 μl 1 Forward primer (10µM each)  
μl 1 Reverse perimer (10µM each)  
μl3/0 Taq DNA polymerase (5u/µl)  

ng50 Template DNA  
μl25 to   Nuclease-free water  

 μl 25 Total volume  

 مورداستفاده PCRبرنامه حرارتي  -2جدول 

  مرحله  عمل انجام شده در اين مرحله  درجه حرارت  زمان مدت  تعداد سيكل
  مرحله اول Initial denaturation  گراد درجه سانتي 95  دقيقه 5  1

35  
  Denaturation  گراد درجه سانتي 95  ثانيه 20

  Annealing  گراد درجه سانتي 60  ثانيه 20  مرحله دوم
  Extention  گراد درجه سانتي 72  ثانيه 20

  مرحله سوم  Final Extention  گراد درجه سانتي 72  دقيقه 5  1
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  توالي پرايمرهاي مورد استفاده -3جدول 

primers Sequence (5'      3') Tm Product Length 
 

COX2 forward 
 

ACCTCTGCGATGCTCTTC 
50.3 ºC 

 
188 bp  

COX2 reverse 
 

AGGAATCTCGGCGTAGTAC 
51.1 ºC 

 
GAPDH forward 

 
TGCCAGCCTCGTCTCATAG 

53.2 ºC 
 

197 bp  
GAPDH reverse 

 
ACTGTGCCGTTGAACTTGC

51.1 ºC 

 

ات بدين منظور، پرايمر مورد نظر با استفاده از اطلاع
طراحي شده و پس از اطمينان  NCBIموجود در بانك ژن 

جدول . حاصل پيدا كردن، پرايمرهاي مورد نظر سنتز شدند
  .مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده را نشان مي دهد 3

 Real time PCRواكنش :  Real time PCR انجام واكنش
با استفاده از پرايمر اختصاصي و كيت مخصوص 

QuantiNova SYBR Green PCR Kit اين . انجام پذيرفت
آنزيم ( PCRكيت حاوي تمام مواد لازم براي انجام واكنش 

Taqبافر همراه با ،MgCl2   وdNTPs ( و رنگ سايبرگرين
مي باشد كه به عنوان مستر ميكس مورد استفاده قرار 

 10حجم نهايي( Real time PCR هر واكنش .گيردمي
پرايمرهاي  μl 4/0،مسترميكس μl 5حاوي ) ميكروليتر
Forward  وReverse ) 1جدول( ،μl 5/0 cDNAو ،  

μl9/3  آب عاري ازNuclease پس از مخلوط . باشدمي
كردن مواد مذكور، به منظور اطمينان از صحت انجام 

و  (COX-2)هاي حاوي ژن مورد آزمايش واكنش، نمونه
ها به در پليت GAPDH)(نمونه حاوي ژن كنترل داخلي 

همچنين، براي اطمينان حاصل . سه تايي ريخته شد صورت
كردن از عدم آلودگي و خطاهاي حاصل از آن، براي هر ژن 
سه كنترل منفي در نظر گرفته شد كه ميزان الگوي مورد 

در نهايت، از . با آب مقطر جايگزين گرديد) cDNA(نظر 
استفاده شده و به  4جدول چرخه حرارتي ذكر شده در 

  از روش COX-2بيان ژن  اتميزان تغيير منظور محاسبه
CT  استفاده گرديد.  

نمونه هاي بافتي ريه : بررسي هيستوپاتولوژي بافت ريه
درصد تثبت  10پس از جدا سازي در محلول بافر فرمالين

گرديد و در ادامه، به روش متداول از آنها قالب هاي 
 4پارافيني تهيه گرديد و با دستگاه ميكروتوم به ضخامت 

نهايتاً برش هاي بافتي با . ميكرون برش داده شد
هماتوكسيلين و ائوزين رنگ آميزي شده و با ميكروسكوپ 

  . نوري مورد ارزيابي هيستوپاتولوژي قرار گرفتند
 Real-Time PCR چرخه حرارتي واكنش -  4جدول 

  مرحله       دما           زمان          تعداد سيكل
1 ́ 2  oC 95  1  
      
40 15  oC 95  2  
 20  oC 60    
 20  oC 72    
1  15  oC 95-57  3  

 

هاي  ميزان تأثير تيمارها، آسيب ارزيابيهمچنين، براي 
نمونه . به روش زير مورد تحليل كمي قرار گرفتند بافتي

هاي هيستوپاتولوژي از لحاظ شاخص هاي پرخوني، ادم 
 التهابي بافت هاي بينابيني و شدت ارتشاح نوتروفيل در
بافت هاي بينابيني ريه مورد ارزيابي قرار گرفته و به روش 

شاخص شدت آسيب بافتي و . زير امتياز دهي شدند
 ميانگين تعداد نوتروفيل هاي نفوذ يافته و حاشيه نشين
شده، از طريق شمارش تعداد سلول هاي التهابي چند 

) ميدان(در ده فيلد ) نوتروفيل) (پلي مورفونوكلير(اي هسته
.  وسكوپيك و محاسبه ميانگين آنها برآورد گرديدميكر
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تا  0شاخص هيستولوژيكي بر اساس شدت آسيب بافتي از 
صفر ) درجه(درجه بندي شد، بدين صورت كه عدد  4

نشان دهنده  1) درجه(نوتروفيل، عدد  9تا  0نشانگر تعداد 
تا  20نشانه تعداد  2) درجه(نوتروفيل، عدد  19تا  10تعداد

 39تا  30نشان دهنده تعداد  3) درجه(ل، عدد نوتروفي 29
نوتروفيل  49تا  40نشانگر 4) درجه(نوتروفيل و نهايتاً عدد 

نفوذ يافته يا حاشيه نشين شده در هر ميدان ميكروسكوپيك 
براي امتياز دهي به شاخص پرخوني و ادم بافت . بود

استفاده قرار بينابيني مقياس درجه بندي نيمه كمي مورد 
صفر براي توصيف ) درجه(به طوري كه عدد  گرفت،

براي تغييرات بافتي : +1؛ )حالت طبيعي بودن تغيير بافتي
+ 3و ) متوسط(براي تغييرات بافتي ملايم : + 2خفيف؛ 

براي تغييرات خيلي شديد مورد + 4براي تغييرات شديد و  
 .استفاده قرار گرفت

از نرم  تفاوت هاي بين داده ها با استفاده: آناليز آماري
با استفاده از . تعيين گرديد ANOVAو تست  SPSSافزار 

 P<0.05داده ها، محاسبه گرديد و  P- valueاين نرم افزار 
  .به عنوان تفاوت معني دار در نظر گرفته شد

  نتايج
بر اساس كروماتوگرافي  بررسي آناليز اسانس نعنا

 21، 5طبق جدول : (GC-MS)طيف سنجي جرمي - گازي
در اسانس نعنا شناسايي گرديد كه در بين آنها  نوع تركيب

 و )77/27(%، ليمونن )43/61(%بيشترين مقدار را كاروون 
   .)5جدول ( دارا مي باشند) 47/3(%ايزو دي هيدرو كاروون 

تاثير اسانس نعنا بر روي فاكتورهاي استرس اكسيداتيو 
نشان داده شده است،  6همانطور كه در جدول : بافت ريه

به عنوان محصول ليپيد پراكسيداسيون در  MDAسطح 
افزايش ) CLPگروه (بافت ريه رتهاي مبتلا به سپسيس 

تيمار رتهاي سپتيكي با اسانس نعنا در  (P<0.05).يابد مي
باعث كاهش معني دار سطح  100و  mg/kg b.w50دو دز 

پراكسيداسيون ليپيدها گرديد كه اين كاهش در گروه تيمار 

التهابي ايندومتاسين نيز ديده شد  شده با داروي ضد
(P<0.05) .و  سطح گلوتاتيونFRAP  به ترتيب در ريه و

نسبت به ) CLPگروه (پلاسماي رتهاي مبتلا به سپسيس 
تيمار رتهاي سپتيكي  (P<0.05).گروه كنترل كاهش يافت 

با اسانس نعنا با هر دو دز باعث افزايش معني دار ميزان 
افزايش در گروه تيمار شده با كه اين  گرديدگلوتاتيون 

 GSTدر فعاليت آنزيم . (P<0.05)ايندومتاسين نيز ديده شد 
و گروه هاي تيمار تغييري  CLPدر بافت ريه در گروه هاي 

  ).6جدول ( (P>0.05)مشاهده نگرديد 
  تركيبات شيميايي اسانس نعنا -5جدول 

No. Compound RI % 

1 α-Pinene 9677/920  87/0  

2 β-Pinene 9892/956  81/0  

3 Sabinene 2258/953  51/0  

4 Myrcene 5914/965  33/0  

5 Limonene 226/1003  77/27  

6 Limonene 
oxide 

1 71/1088  1/0  

7 Iso-dihydro 
carvone 

891/1139  47/3  

8 Carveol 306/1168  4/0  

9 Pulegone 224/1173  81/0  

10 Carvone 525/1188  43/61  

11 Carvone oxide 624/1204  11/0  

12 Iso pulegone 
acetate 

306/1239  12/0  

13 Trans carvyl 
acetate 

243/1246  04/0  

14 Carvyl acetate 474/1266  72/0  

15 Bourbunene 861/1287  43/0  

16 Iso 
Caryophyllene 

217/1304  06/0  

17 Caryophyllene 
(Isomer) 

663/1315  42/1  

18 Farnesene  94/1334  12/0  

19 Caryophyllene 
(Isomer) 

566/1341  14/0  

20 Germacrene 048/1362  03/0  

21 Caryophyllene 
epoxide 

038/1442  31/0  

 Total  100 
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  روي فاكتورهاي استرس اكسيداتيو بافت كبد بر نعنا اسانس تأثير -6جدول 
 MDA GSH FRAP GST گروه ها

LAP 52/8  ± 65/0  63/3  ± 36/0  407 ± 76/21  92 ± 65/4  

CLP 41/14  ± 93/0 * 2 ± 18/0 * 257 ± 98/10 * 33/95  ± 41/4  

E.O 50 66/9  ± 89/0 ** 33/3  ± 36/0 ** 387 ± 3/9 ** 2/98  ± 77/5  

E.O 100 55/9  ± 84/0 ** 52/3  ± 27/0 ** 379 ± 86/12 ** 127 ± 93/5  

Indomethacin 68/9  ± 35/0 ** 5/3  ± 24/0 ** 280 ± 2/18  92 ± 04/5  

نشان دهنده نتيجه حاصل از  ** علامت).  (P<0.05معني دار است LAPبوده كه با گروه  CLPنشان دهنده نتيجه حاصل از آناليز آماري گروه  *علامت 
  ). (P<0.05معني دار هستند CLPآناليز آماري گروه هاي مختلف تيمار بوده كه با گروه 

ز بافت تاثير اسانس نعنا بر روي فعاليت ميلو پراكسيدا
در بافت ريه رت هاي سپتيكي  آنزيم ميلوپراكسيداز: ريه

 24در  )لاپاراتومي(نسبت به گروه كنترل ) CLPگروه (
افزايش معني داري پيدا كرد  ساعت پس از القاء سپسيس

(P<0.05) . در دو دز نعناتيمار رت ها با اسانس  
mg/kg b.w50  و نيز داروي ايندومتاسين باعث  100و
آنزيم ميلوپراكسيداز در بافت ريه رت هاي  كاهش سطح

 . )1نمودار ( (P<0.05)مبتلا به سپسيس گرديد 

 

  ريه بافت در پراكسيداز ميلو آنزيم فعاليت ميزان بر نعنا اسانس تأثير -1 نمودار
نشان دهنده نتيجه حاصل  **علامت ).  (P<0.05معني دار است LAPروه بوده كه با گ CLPنشان دهنده نتيجه حاصل از آناليز آماري گروه  *علامت 

 ). (P<0.05معني دار هستند CLPاز آناليز آماري گروه هاي مختلف تيمار بوده كه با گروه 

  
 E2 نيغلظت پروستاگلاندتاثير اسانس نعنا بر روي 

)PGE2 (ميزان  ،2 بر اساس نمودار: در پلاسما
گروه (لاسماي رت هاي سپتيكي در پ E2 پروستاگلاندين 

CLP( - 24 نسبت به گروه  - القاء سپسيس زساعت بعد ا
. (P<0.05) افزايش معني داري داشت )لاپاراتومي(كنترل 

باعث كاهش  100و  mg/kg b.w50اسانس نعنا در دو دز 
ساعت بعد از القاء  E224 سطح پلاسمايي پروستاگلاندين 

در گروه تيمار  كه اين كاهش (P<0.05)سپسيس گرديد 
نيز ديده ) گروه كنترل مثبت(شده با داروي ايندومتاسين 

  .)2نمودار ( (P<0.05) شد
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  در پلاسما E2 نيغلظت پروستاگلاندتاثير اسانس نعنا بر روي  -2 نمودار

نشان دهنده نتيجه حاصل  **علامت ).  (P<0.05معني دار است LAPه بوده كه با گرو CLPنشان دهنده نتيجه حاصل از آناليز آماري گروه  *علامت 
  ). (P<0.05معني دار هستند CLPاز آناليز آماري گروه هاي مختلف تيمار بوده كه با گروه 

همانطور كه :  COX-2تاثير اسانس نعنا بر روي بيان ژن 
در بافت  COX-2نشان داده شده است، ژن  3نمودار در 
ساعت بعد از  CLP( - 24گروه (يكي رت هاي سپت ريه

افزايش  )لاپاراتومي(نسبت به گروه كنترل  - القاء سپسيس
داشت  )19/0 ±04/0به  0 ±05/0از ( معني داري

(P<0.05) . در دو دز  نعنااسانسmg/kg b.w50  100و 

ساعت بعد از القاء  COX-2 24باعث كاهش سطح ژن 
سطح ژن كاهش . (P<0.05)گرديد  ريه سپسيس در بافت

COX-2  در گروه  19/0 ±04/0ازCLP  05/0 ±02/0به 
گروه كنترل (در گروه تيمار شده با داروي ايندومتاسين 

  . )3نمودار (  (P<0.05) نيز ديده شد) مثبت

  
 COX-2تاثير اسانس نعنا بر روي بيان ژن  -3نمودار 

** ** **

*

نشان دهنده  **علامت ).  (P<0.05معني دار استLAPبوده كه با گروهCLPنشان دهنده نتيجه حاصل از آناليز آماري گروه *علامت 
 ). (P<0.05معني دار هستندCLPنتيجه حاصل از آناليز آماري گروه هاي مختلف تيمار بوده كه با گروه
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هيستوپاتولوژيك مطالعه  :نتايج هيستوپاتولوژي بافت ريه
خفيف ) لاپاراتومي(بافت ريه نشان داد كه در گروه كنترل 

بصورت پرخوني، ارتشاح نوتروفيل ها در ترين ضايعات 
 رخ داده استتهابي بافت بينابيني بافت بينابيني و ادم ال

بيشترين آسيب بافت ريه در گروه رت هاي . )A، 1شكل (
در اين . هده مي گرددمشا CLP)گروه (مبتلا به سپسيس 

دچار ) ماكروسكوپيك(ظاهري  بررسيگروه، بافت ريه در ب
نيز پرخوني  بررسي هيستوپاتولوژيكدر . پرخوني است

باعث  بينابيني بافتشديد ادم . ديده مي شودشديد 
همچنين . شده استديواره همبندي بين لوبولي گسترش 

وني در و خونريزي هاي كان ادم بينابيني و پيرامون عروقي
ديواره آلوئول هاي ريوي ضخيم . اين گروه ديده مي شود

شده و به دليل هايپرتروفي ماكروفاژهاي درون عروقي و 
نفوذ و حاشيه نشيني نوتروفيل بينابيني ريوي و نيز بدليل 

، بافت ريه (margination)ها در ديواره سياهرگ ها 
دهنده تمام اين تغييرات نشان  .به نظر مي رسدهيپرسلولار 

وقوع ذات الريه بينابيني حاد در بافت هاي ريه نمونه هاي 
همچنين، اين تغييرات ). B1,B2، 1شكل ( اين مطالعه بود

گروه هاي تيمار نيز سايربافتي با شدت هاي مختلف در 
  ).C,D، 1شكل ( شدديده 

 CLPمشاهده مي شود، در گروه  7جدول  همانطور كه در
ادم التهابي و ارتشاح كنترل، گروه بطور معنادار نسبت به 

تيمار هاي بينابيني ايجاد شده و گروه  نوتروفيل در بافت
توانست ) C، 1شكل ( mg/kg b.w50اسانس نعنا در دز 

 ،از لحاظ پرخوني. بطور معنادار باعث كاهش ادم شود
بطور معنادار پرخون تر از گروه  CLPگروه بافت ريه در 

  انس نعنا در دو دزبا اس كنترل مشاهده شد و تيمار
mg/kg b.w50  1شكل ( 100و ،C,D(  توانست بطور

  ).7جدول (معنادار باعث كاهش پرخوني شود 

شاخص شدت ذات الريه بينابيني كه از ميانگين مقادير 
مي دهد نشان  ه استمتغييرهاي ديگر هر نمونه بدست آمد

به نسبت به گروه كنترل  CLPدر گروه كه شدت ذات الريه 
با اسانس نعنا در دو  و تيمار عنا داري بيشتر استصورت م

توانست بطور  )C,D، 1شكل ( 100و  mg/kg b.w50دز 
جدول (معنادار باعث كاهش شدت ذات الريه بينابيني شود 

كاهش معني دار شاخص هاي فوق در گروه تيمار شده ). 7
شاخص با ايندومتاسين نيز ديده شد به طوري كه 

تعداد نوتروفيل  بافت ريه و هيستولوژيكي شدت آسيب
هاي نفوذ يافته و حاشيه نشين شده، پس از تيمار رتهاي 
دچار سپسيس با داروي ايندومتاسين كاهش شديد يافت 

P<0.05)) ( 1شكل ،E.( 

  بحث
سپسيس پاسخ سيستميك ميزبان به عفونت، پس از تهاجم 
پاتوژن هاي ميكروبي به جريان خون است كه به دنبال 

ايمني منجر شونده به عدم عملكرد چندين  خود، سركوب
ارگان و حساسيت به عفونت هاي بيمارستاني را در پي 

   ).1(دارد 
  
 

 ميانگين و خطاي استاندارد مقادير عددي شاخص هاي آسيب شناسي در گروه هاي مختلف مطالعه -7جدول 

  مطالعه گروه هاي  ادم التهابي ارتشاح نوتروفيل پرخوني  شدت ذات الريه بينابيني
2/0±1/1  0±1 3/0±8/0 4/0±6/1  LAP 

*1/0±2/3  *2/0±5/3 *2/0±5/3 *1/0±14/3  CLP  
**1/0±2  **2/0±4/2 4/0±4/2 **2/0±4/1  E.O50  
**1/0±1/2  **2/0±2/2 2/0±2/2 3/0±2  E.O100  
**2/0±9/1 **2/0±4/2 2/0±2 **2/0±8/1  Indomethacin 

 CLPداراي اختلاف معنادار با گروه : **                  LAPداراي اختلاف معنادار با گروه *: 
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پرخوني :  CLPگروه   B1, B2)* 400پرخوني و ادم ملايم بافت بينابيني و عدم مشاهده نوتروفيل در بافت ريه : LAPگروه لاپاراتومي  A) -1شكل 
مشاهده ادم التهابي در اطراف سياهرگ در :  CLP، گروه *100) ص گرديده اند نواحي كه با ستاره مشخ( شديد، ادم و التهاب وسيع بافت بينابيني ريه 

*  400). پيكان ها(مرزنشيني نوتروفيل ها در مجاور آندوتليوم سياهرگ ). سرپيكان(تجمع آستين وار نوتروفيل ها در اطراف سياهرگ . بافت بينابيني ريه
(C  اسانس نعنا در دز گروهmg/kg b.w50 :400دم ملايم و ارتشاح نوتروفيلها در بافت بينابيني پرخوني و ا *(D  اسانس نعنا در دز گروهmg/kg 

b.w100  : حضور ). پيكان كوچك(مرزنشيني نوتروفيل ها در مجاور آندوتليوم سياهرگ ). پيكان بزرگ( ارتشاح ملايم نوتروفيل ها در اطراف سياهرگ
يافته  نفوذ از نوع نوتروفيل) پلي مورفونوكلئر(لكوسيت هاي چند هسته اي : گروه ايندومتاسين E)* 400) سرپيكان(تعدادي ماكروفاژ در بافت بينابيني 

 *400بافت ريه  شده درحاشيه نشين  و

A  B1

B2  C

D  E

B1 
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بستن دريچه (، با عمل جراحي CLPبه طور كلي در مدل 
اي به  هاي روده ميكروارگانيسم) سكوم و سوراخ كردن آن

و سپسيس ايجاد  داخل جريان خون نشت پيدا كرده
بسيار كم  CLPايجاد مدل سپسيس توسط جراحي . شود مي

هزينه و سريع مي باشد و استاندارد كردن آن نيز آسان 
 ).26( است

نتايج حاصل از بررسي پارامترهاي دخيل در آسيب 
نشان داد كه  رتهاي مبتلا به سپسيساكسيداتيو در بافت ريه 

به استرس سطح پارامترهاي مربوط ، CLPدر گروه 
ساعت بعد از القاء سپسيس دچار اختلال مي  24 اكسيداتيو

آنزيم ميلوپراكسيداز، مالون دي (اين پارامترها  .شوند
از شاخص هاي وضعيت سيستم ) آلدهيد و گلوتاتيون

استرس اكسيداتيو مي باشند كه در سپسيس به دليل نقص 
 دفاع آنتي اكسيداني دچار اختلال مي شوند سيستمدر 

اولين مشاهدات در آسيب اكسيداتيو بافتي حاصل از . )11(
در بافت ريه )  (LPسپسيس افزايش پراكسيداسيون ليپيدها

).  (P<0.05سبت به گروه كنترل مي باشدنCLP  در گروه
در بافت مذكور همراه با افزايش فعاليت آنزيم  LPافزايش 

MPO گلوتاتيون  سطح و كاهشGSH) ( ساعت  24در
، 6جدول ( )(P<0.05 سپسيس رخ داده استپس از القاء 

نقش بسيار مهمي را در شروع  MPO آنزيم). 1نمودار 
. ايفاء مي كند in vivo سيستم پراكسيداسيون ليپيدها در

علاوه بر آن، شروع پراكسيداسيون ليپيدها و تشكيل 
 ايكوزانوئيدهاي فعال فرايندهاي مهمي در التهاب هستند

شكل (با نتايج هيستوپاتولوژيكي  همراه اين داده ها .)54(
كه آسيب اكسيداتيو بافت ريه حاصل از  مي دهندنشان ) 1

ساعت پس از  24در سپسيس، تخريب بافتي شديدي را 
CLP نشان دادند كه  مطالعات ديگر نيز. موجب شده است

تغيير پارامترهاي دخيل در استرس  ،CLPدر مدل التهابي 
كه با نتايج تحقيق  مي شوداكسيداتيو منجر به آسيب بافتي 

   ).44، 4( مطابقت دارد حاضر

همچنين نتايج حاصل از بررسي ماركرهاي آسيب 
در بافت ريه نشان  MPO, GSH, LP اكسيداتيو بافتي نظير

ميلي گرم  100و 50در هر دو دز  نعنااسانس مي دهند كه 
به ازاء هر كيلوگرم وزن بدن باعث مهار تغيير پارامترهاي 

 CLPساعت پس از  24فوق در رتهاي مبتلا به سپسيس در 
كه نتايج پاتولوژي نيز اثر  )1، نمودار 6جدول (مي گردد 

شكل (اسانس نعنا در تعديل آسيب بافتي را تاييد مي كند 
1 ،C, D( .ش گلوتاتيون كه يك جزء مهم از جبران كاه

سيستم حفاظتي داخل سلولي بر عليه استرس اكسيداتيو 
منجر به بازيافت مكانيسم دفاع سلولي و توقف  ،باشدمي

پراكسيداسيون ليپيدها گرديده كه در نتيجه سلول را در 
اين نتيجه با . مقابل آسيب اكسيداتيو بافتي محافظت مي كند

مبني بر نقش محافظتي   Villaگزارش ارائه شده توسط
از سوي ديگر  .)51( گلوتاتيون در سپسيس مطابقت دارد

نتايج به دست آمده در اين مطالعه نشان داد كه ميزان 
FRAP  ،24در نمونه ي پلاسماي موش هاي سپتيكي 

تيمار رت ها  و كاهش مي يابد CLPساعت پس از ايجاد 
باعث   100و  kg/mg b.w 50با اسانس نعنا در دوزهاي 

افزايش و بازگشت سطح ظرفيت آنتي اكسيداني كل پلاسما 
(FRAP)  اندازه گيري ). 6جدول (به حالت نرمال مي شود

هاي انجام گرفته در بيماران مبتلا به شوك سپتيك نشان 
و فاكتورهاي دخيل در آن مثل  FRAPمي دهد كه ميزان 

اسيد اوريك و بيلي روبين متناسب با شدت سپسيس 
نتايج حاصل از تحقيق  ،علاوه بر اين .)5( ش مي يابدافزاي

 GSTنشان مي دهد كه بيماري سپسيس تاثيري بر آنزيم 
اين نكته حائز اهميت است كه نتايج ). 6جدول (ندارد 

با  نعنايس با اسانس سرت هاي مبتلا به سپر تيماحاصل از 
 ميلي گرم به ازاء هر كيلوگرم وزن بدن 100و 50دوز 
 ايج حاصل از داروي شناخته شده ضد التهابينت همانند
كنترل مثبت  گروه كه در اين تحقيق به عنوان-ين سايندومتا

  .مي باشد - استفاده شده است

بيشترين تركيبات موجود در  GC-MSبر اساس آناليز 
بسياري از ). 5جدول (اسانس نعنا كاروون و ليمونن بودند 
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در خانواده نعنا  مطالعات نشان داده اند كه اين دو تركيب
داراي خواص بسياري از جمله خواص ضد باكتريايي، ضد 

بر  ). 53، 46، 31، 20( هستند قارچي و آنتي اكسيداني
مصرف اسانس كه انتظار مي رود  ،مطالعات نياساس ا
مرتبط  يپارامترهامنجر به تعديل  يكيسپت واناتيحتوسط 

 .ودش يدانياكس يآنت/اكسيداتيواسترس  يبا واكنش ها
نيز نشان داده اند كه  in vitro و in vivoبرخي از مطالعات 

بافت ها را در مقابل آسيب  ،آنتي اكسيدانهاي طبيعي
اكسيداتيو القاء شده توسط عوامل توليد كننده راديكال هاي 

سيليمارين  ،عنوان مثال به. آزاد محافظت مي كنند
 )مريم خار مخلوطي از فلاونوليگنان هاي جدا شده از گياه(

با كاهش پراكسيداسيون ليپيدها و افزايش گلوتاتيون از 
آسيب اكسيداتيو بافتي حاصل از استامينوفن در مغز رت 

ديگر مطالعات نيز نشان داده اند  .)36( جلوگيري مي كند
استيل  –N  كه آنتي اكسيدان هايي از قبيل سيليمارين و

سيداتيو سيستئين با تعديل پارامتر هاي دخيل در استرس اك
از جمله گلوتاتيون، پراكسيداسيون ليپيدها و آنزيم 
ميلوپراكسيداز، از آسيب اكسيداتيو بافتي به خصوص كبد و 

تيمار رت  ).48، 21( ريه در سپسيس جلوگيري مي كنند
با متيلن بلو نيز با تعديل عوامل دخيل در  CLPهاي مدل 

 استرس اكسيداتيو از جمله گلوتاتيون، پراكسيداسيون
ليپيدها، آنزيم ميلوپراكسيداز، كاتالاز و سوپراكسيد دسموتاز 
در بافت ريه از آسيب اكسيداتيو اين بافت در رت هاي 

-علاوه بر اين، در مطالعه ).13( سپتيكي جلوگيري مي كند

از  زردچوبه در موجود اي نشان داده شد كه كوركومين
داراي  خود اكسيداني آنتي و التهابي ضد خواص طريق

ويستار  نژاد هاي رت كبدي آسيب روي بر مفيدي ثراتا
تيمار حيوانات نشان داد ديگري  يمطالعه ).3( است داشته

با اسانس آويشن شيرازي، از طريق تعديل پارامترهاي 
و  CYP 450)  ،(GSTدخيل در متابوليسم گزنوبيوتيك ها

 ،سرم به عنوان ماركر آسيب كبديAST مهار افزايش سطح 
اهش آسيب هاي بافتي كبد ناشي از مسمويت منجر به ك

  ).2( مي شودنانوذرات آهن 

نشان  CLPبررسي پارامتر دخيل در فرايند التهاب در گروه 
در رت هاي سپتيكي منجر به  ROSداد كه افزايش توليد 

و  PGE2افزايش توليد  منجر بهو  COX-2افزايش بيان ژن 
كه در نهايت مي شود در نتيجه افزايش سطح آن در پلاسما 

در  .)3نمودار (منجر به آسيب بافتي در ريه مي گردد 
سپسيس و التهاب حاد، افزايش توليد راديكال هاي آزاد و 

انواع سايتوكين هاي پيش التهابي و  بينميانكنش 
افتادن بسياري از ارگان ها و در  ضدالتهابي باعث از كار
زاء در اين بيماري، اج ).40، 14( نهايت مرگ مي گردد

مهمي از فرايندهاي پاتولوژيكي دست به دست هم مي 
دهند تا نوتروفيل ها را براي آزادسازي يك سري از واسطه 
هايي كه در تخريب سلول هاي نرمال نقش دارند، تحريك 

توسط ماكروفاژها،  ROSافزايش توليد در اين ميان . كنند
. نقش مهمي را در آغاز فرآيند التهاب بازي مي كند

با تشديد  COX-2ات نشان مي دهند كه القاء ژن مطالع
ناشي از  بافتيدر گسترش آسيب هاي استرس اكسيداتيو 

همچنين نتايج حاصل از ). 14( التهاب نقش مهمي دارند
در بافت ريه نشان مي  PGE2و  COX-2بررسي بيان ژن 

ميلي گرم به  100و 50در هر دو دز  نعنااسانس دهد كه 
بدن باعث تعديل بيان اين ژن و  ازاء هر كيلوگرم وزن

 24در رتهاي مبتلا به سپسيس در  (PGE2)محصول آن 
قابل ذكر است كه بيان ژن  .مي گردد CLPساعت پس از 

COX-2  در سلولهاي نرمال در سطح بسيار پاييني قرار
اين آنزيم در ماكروفاژها و سلول هاي آندوتليال در . دارد

س القاء گرديده و طول شرايط التهابي از جمله سپسي
  ).12( افزايش شديدي مي يابد

با  بيان مي كنند كه اسانس نعنا به طور خلاصه اين نتايج 
و ضد التهابي داراي نقش محافظتي  خواص آنتي اكسيداني

از سپسيس مي  در برابر عوارض و آسيب هاي بافتي ناشي
در نهايت منجر به كاهش آسيب هاي ناشي از  كه باشد
اين نتايج با مشاهدات  .شودمي  ريه تباف يس درسسپ

   .نيز تاييد شده است هيستوپاتولوژي
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Abstract 

Mentha Spicata is an Iranian native plant with therapeutic effects. In this study, the 
effects of M. Spicata essential oils were investigated through considering oxidative 
injury parameters as well as expression of COX-2 inflammatory gene in lung tissue of 
experimental cecal ligation and puncture (CLP) rat model. Rats were divided into 5 
groups: negative control (lapratomy), CLP, treatment groups with M. Spicata E.O (50 
and 100 mg/kg b.w) and indomethacin. Then, 24h after CLP induction, LP, GSH, GST, 
FRAP, MPO, PGE2 and COX-2 expression were measured in plasma and lung tissues. 
The data indicated that the sepsis induction reduced GSH, FRAP and increased LP, 
MPO, PGE2 and COX-2 levels but didn`t affected GST activity. Treatments of rats with 
E.Os as well as indomethacin were been effective in increasing the GSH, FRAP and 
decreasing the LP, MPO, PGE2 and COX-2 levels. Histopathological examinations 
indicated that sepsis caused lung tissue damage which was decreased by E.O treatments. 
In conclusion, sepsis causes oxidative lung tissue damage and use of M. Spicata can 
prevent injuries through modulation the oxidative stress/antioxidant parameters. 

Key words: Mentha Spicata essential oils, CLP, Antioxidant system balance, Anti- 
inflammatory, Sepsis 

  

 


