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کِشتی  در شرایط هم  (Stachys byzantina) ایبررسی تأثیر عصاره و اسانس گیاه سنبله نقره 

های  مانی سلول بر زنده  AGS های سرطان معدهبا سلول  (Helicobacter pylori) هلیکوباکترپیلوری

 سرطانی 

 ، هاله مکبر * هاشم یعقوبی 

 گروه زیست شناسی ،واحد اردبیل، دانشگاه آزاد اسلامی، اردبیل، ایران

 07/05/1405تاریخ پذیرش:        14/09/1404تاریخ دریافت: 

 

 چکیده 

های  های گوارشی و سرطان معده بوده و نقش مهمی در التهاب مزمن مخاط معده و پیشرفت بیماری هلیکوباکترپیلوری از عوامل اصلی بروز زخم

اکسیدانی، ضدمیکروبی و ضدسرطانی،  با اثرات آنتی  (Stachys byzantinaای ) سنبله نقره  ، در این راستا، گیاه داروییکندایفا می   مربوط به زخم معده

بالقوه مورد توجه قرار گرفته استعنوان گزینهبه از    .ای  تاین مطالعه  هدف  نقرهأ بررسی  اسانس گیاه سنبله  بر زندهثیر عصاره و  باکتری    مانیای 

با  یید وجود هلیکوباکترپیلوری  أپس از ت  است.  با یکدیگرکشتی  در شرایط هم  (AGS)  های سرطانی آدنوکارسینومای معدهباکترپیلوری و سلولهلیکو

  ( MIC)  های مهارکنندگیحداقل غلظت  پس از تعیین  ای استخراج گردید.آز و کاتالاز، عصاره متانولی و اسانس گیاه سنبله نقره های اوره انجام آزمون 

 کِشتی با هلیکوباکترپیلوری با آزمون در شرایط هم AGS هایمانی سلول ارزیابی زنده ،  این ترکیبات بر روی باکتری میزبان   (MBC)  و کشندگی

MTT  اکسیدانی با روشو سنجش فعالیت آنتی DPPH  از آزمونچنین  هم  .انجام گرفت ANOVA ها استفاده  طرفه برای تجزیه و تحلیل دادهیک

بیشترین    نشان داد  آگارنتایج حاصل از تست انتشار    .درصد در نظر گرفته شد  05/0داری  ها در سه تکرار انجام و سطح معنیشد. تمامی آزمایش 

، عصاره سنبله  MBCو   MIC طبق نتایج حاصل از بررسیمشاهده شد.    mg/ml40   خاصیت ضد میکروبی عصاره گیاه سنبله نقره ای در غلظت

رشد   µl  30  غلظت  در  این گیاه  که اسانسبود    درحالیاین    ،رشد هلیکوباکترپیلوری را مهار کرد اما اثر کشندگی کامل نداشت mg/ml  25ای در  نقره 

کشتی هلیکوباکترپیلوری و  همکه نشان داد  MTT آزمونچنین نتایج همنابودی کامل ایجاد کرد.   µl/ml 60 غلظت  و درنموده  مهار این باکتری را 

دار و  ای موجب کاهش معنیعصاره و اسانس سنبله نقره این درحالی بود که نداشت AGSهای مانی سلولداری بر زندهتاثیر معنی AGSهای سلول

بر اساس نتایج    از سویی دیگر،  .تری نشان دادکه اسانس اثر سیتوتوکسیک قوی طوری شدند، به  AGS هایمانی سلول وابسته به دوز و زمان زنده 

 توجهی داشت. اکسیدانی قابل ای فعالیت آنتی، اسانس سنبله نقرهDPPHحاصل از آزمون  

 AGS و  ای، هلیکوباکترپیلوریکِشتی، سنبله نقرهاسانس، هم: کلیدی  واژگان

  yaghoubi_h@iau.ac.ir  نویسنده مسئول، پست الکترونیک:  *

 

 مقدمه 

 ( هلیکوباکترپیلوری  از   (H. pyloriعفونت  یکی 

های باکتریایی مزمن در جهان است که  ترین عفونتشایع

های گوارشی از جمله گاستریت  نقش مهمی در بروز بیماری

زخم داردمزمن،  معده  سرطان  و  پپتیک  این  (1)  های   .

منفی، مارپیچی و میکروآئروفیل با ابعاد تقریبی  باکتری گرم

از    5/0میکرومتر طول و حدود    3تا    5/2 قطر،  میکرومتر 

mailto:yaghoubi_h@iau.ac.ir
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آنزیم تولید  اورهطریق  نظیر  و  هایی  لایه  آز  به  چسبندگی 

مخاطی معده قادر به بقا و کلونیزاسیون در محیط اسیدی  

که بیش از نیمی از    اندداده. برآوردها نشان  (2)  معده است

جمعیت جهان به این باکتری آلوده هستند و در بیماران  

تواند به بیش از  مبتلا به اختلالات گوارشی، شیوع آن می

با    H. pyloriاز نظر پاتوفیزیولوژیک،  .(3)  درصد برسد  90

ایجاد التهاب مزمن و اختلال در تعادل سلولی مخاط معده،  

بیماری بروز  دوازدهه،  در  زخم  معده،  زخم  نظیر  هایی 

با   مرتبط  لنفوئیدی  بافت  لنفوم  و  معده  آدنوکارسینوم 

این باکتری از طریق تنظیم  چنین  هم.  (4)  نقش دارد مخاط

موجب   سلولی،  تکثیر  و  آپوپتوز  مسیرهای  همزمان 

تغییرات  برهم احتمال  افزایش  و  بافتی  هموستاز  زدن 

می از(5)  شودنئوپلاستیک  ناشی  معده  ورم   .H. pylori  

قویبه از  یکی  معده  عنوان  سرطان  خطر  عوامل  ترین 

این    1994شناخته شده و سازمان جهانی بهداشت در سال  

بندی کرده است.  زا طبقهباکتری را در گروه عوامل سرطان

مهم از  نیز  معده  مرگسرطان  علل  از  ترین  ناشی  ومیر 

استاندارد  .  (6)  شودسرطان در جهان محسوب می درمان 

بیوتیکی همراه با  های ترکیبی آنتیاین عفونت شامل رژیم

افزایش  مهارکننده حال،  این  با  است؛  پروتون  پمپ  های 

آنتی کاهش  مقاومت  و  داروها  جانبی  عوارض  بیوتیکی، 

های جدی در  موفقیت درمان در برخی بیماران، محدودیت

است کرده  ایجاد  رویکرد  توسعه  (7)  این  بنابراین،   .

راهکارهای درمانی مکمل یا جایگزین برای بهبود اثربخشی  

نظر می به  از    .رسد درمان ضروری  استفاده  میان،  این  در 

به دارویی  و گیاهان  از  ترکیبات طبیعی  عنوان منابع غنی 

ثانویه زیستمتابولیت قرار  های  فعال، مورد توجه گسترده 

گرفته است. طب سنتی، از جمله طب ایرانی، از دیرباز از  

استفاده   گوارشی  اختلالات  درمان  برای  دارویی  گیاهان 

عنوان منبعی ارزشمند  کرده و این دانش بومی همچنان به

و   ضدالتهابی  ضدمیکروبی،  ترکیبات  شناسایی  برای 

در این راستا، گیاه سنبله  .  (8)  اکسیدانی مطرح استآنتی

دارویی  به  (S. byzantina)  اینقره گیاهان  از  یکی  عنوان 

، به دلیل دارا بودن ترکیبات  Lamiaceae ارزشمند خانواده

ها، فلاونوئیدها، ترپنوئیدها  فعال متنوع از جمله فنلزیست

های ثانویه، مورد توجه بسیاری از مطالعات  و سایر متابولیت

به ترکیبات  این  است.  گرفته  قرار  طور  فارماکولوژیک 

فعالیت با  آنتیگسترده  ضدمیکروبی،  های  اکسیدانی، 

توانند در تنظیم  ضدالتهابی و ضدسرطانی مرتبط بوده و می

زا  های بیماریاسترس اکسیداتیو، مهار رشد میکروارگانیسم

برنامه مرگ  مسیرهای  القای  نقش  ریزیو  سلولی  شده 

اند که  نشان داده  متعددهای  گزارش  .(9)  مؤثری ایفا کنند 

اسانسعصاره و  گونهها  از  حاصل  مختلف  های  های 

از     Stachysجنس وسیعی  طیف  رشد  مهار  به  قادر 

چنین اثرات  منفی بوده و هممثبت و گرمهای گرمباکتری

سلول تکثیر  بر  توجهی  قابل  در  مهاری  سرطانی  های 

ها عمدتاً به حضور  این ویژگی .دارندآزمایشگاهی   هایمدل

خنثی و  الکترون  اهدای  قابلیت  با  فنلی  سازی  ترکیبات 

میرادیکال داده  نسبت  آزاد  میهای  که  از  شود  تواند 

بهآسیب اکسیداتیو  پروتئینDNA های  لیپیدهای  ،  و  ها 

کند  جلوگیری  کلیدی   .(10)  سلولی  نقش  به  توجه  با 

عفونت   پاتوژنز  در  مزمن  التهاب  و  اکسیداتیو  استرس 

چنین در پیشرفت سرطان معده،  و هم  هلیکوباکترپیلوری

هم خواص  با  طبیعی  ترکیبات  از  زمان  استفاده 

تواند رویکردی هدفمند و  اکسیدانی و ضدمیکروبی میآنتی

. از  (11)  ها محسوب شود چندوجهی در کنترل این بیماری

سوی دیگر، توانایی برخی ترکیبات گیاهی در القای آپوپتوز  

ها  های سرطانی و مهار فاکتورهای رشد، اهمیت آندر سلول

 .(12)  های ضدسرطان افزایش داده استرا در توسعه درمان

های متعدد در خصوص خواص زیستی گیاه  با وجود گزارش

نقره اثرات  سنبله  خصوص  در  جامعی  اطلاعات  هنوز  ای، 

همزمان عصاره و اسانس این گیاه بر هلیکوباکترپیلوری در یک  
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)هم فیزیولوژیک  شرایط  به  نزدیک  سلولمدل  با  های  کِشتی 

تلیال معده( در دسترس نیست. اغلب مطالعات پیشین به اپی

سیتوتوکسیک  یا  ضدباکتریایی  فعالیت  جداگانه  بررسی 

ویژه در حضور استرس  اند و ارتباط بین این دو جنبه، بهپرداخته

  .اکسیداتیو ناشی از عفونت، کمتر مورد توجه قرار گرفته است

پژوهش در ارزیابی یکپارچه اثرات  بنابراین، نوآوری اصلی این  

و بررسی   H. pylori ای بر مهار رشدعصاره و اسانس سنبله نقره

کِشتی  در شرایط هم AGS های سلولی در ردههمزمان پاسخ

این   به  پاسخ  با هدف  مطالعه  این  راستا،  این  در  است.  نهفته 

توانند علاوه  سؤال طراحی شد که آیا این ترکیبات گیاهی می

زنده بر  باکتری،  تأثیرگذار  مانی سلولبر مهار  نیز  های میزبان 

ها  اکسیدانی آنهای آنتیباشند و این اثرات تا چه حد به ویژگی

 .مرتبط است

 ها  مواد و روش

 مورد استفاده  مواد

پژوهش   این  آگار،   در  هینتون  مولر  کشت  کلرید  محیط 

( و HCL  ،NaClاتانول،    ، KCl  ،)MTTپتاسیم  کلروفرم   ،

( از شرکت مرک )آلمان( خریداری  NaOHهیدروکسیدسدیم )

( گاوی  جنین  سرم  کشت  FBSشدند.  محیط   ،)DMEM   و

)ایالات متحده آمریکا(    Biowestاز شرکت    EDTA-تریپسین

 خریداری شدند. 

 روش انجام کار

 آز و تست کاتالازآزمون اوره

وجود هلیکوباکترپیلوری و عدم آلودگی نمونه به سایر    

آز و کاتالاز  های اورهها با استفاده از آزمون میکروارگانیسم 

های باکتری بر روی   آز، کلنیتأیید شد. در آزمون اوره     

کشت داده شدند. در صورت حضور      محیط حاوی فنل رد

آز موجود در باکتری موجب   آنزیم اورههلیکوباکترپیلوری،   

محیط و تغییر رنگ   pH هیدرولیز اوره به آمونیوم، افزایش

چنین در آزمون کاتالاز، با    گردد. هممحیط به ارغوانی می 

های باکتری، به دلیل تجزیه به کلنی افزودن آب اکسیژنه  

پراکسید هیدروژن توسط آنزیم کاتالاز، تولید حباب              

 .(13)  اکسیژن مشاهده شد

 نمونه گیاهی تهیه  

از  (S. byzantina)  ایسنبله نقره نمونه گیاه )اندام هوایی(  

ی کرج             ان دارویی جهاد دانشگاه پژوهشکده گیاه

 آوری شد.  جمع

 تهیه عصاره و اسانس گیاهی 

ای با استفاده از    عصاره و اسانس گیاه سنبله نقره      

شده گیاه که توسط دست به قطعات        های خشک   برگ

ی  ودند، تهیه شد. برای تهیه عصاره  کوچک تا ریز درآمده ب

  درصد       90پودر گیاه در محلول متانول    ابتدا   ،  گیاهی 

قرار داده شد و فرآیند     آب:متانول(-9:1حجمی )-حجمی

مدت        درجه     37ساعت در دمای          24استخراج به 

پس از تهیه   .گراد در انکوباتور شیکردار انجام گرفت سانتی 

خانه خشک و جهت تیمار با         ها در گرم مونه عصاره، ن   

در آب مقطر محلول   AGSهای باکتری و سلول       نمونه 

اثرات مضر    )این فرایند به دلیل کاهش حداقلی      شدند   

متانول بر روی باکتری و سلول میزبان در ادامه مسیر         

با  و تقطیر با آب طریقاستخراج اسانس، از    . آزمایشی بود( 

    ( Germany, BÜCHI B-811)  استفاده از دستگاه کلونجر  

آوری و جداسازی   شد. اسانس حاصل پس از جمع     انجام

درجه سانتی گراد و در شرایط        5دمای  فاز روغنی، در  

 نگهداری گردید.    تاریکی مطلق

ها به بیوتیکها به آنتی بررسی حساسیت باکتری    

 وش انتشار در چاهک آگار کمک ر

به  هلیکوباکترپیلوری   بمنظور بررسی حساسیت            

ترکیبات مورد مطالعه، ابتدا سوسپانسیون یکنواختی از       

 1فارلند شماره   باکتری تهیه و غلظت آن با استاندارد مک  

ار                 د. سپس مقد میکرولیتر از         100تنظیم گردی

شده بر روی سطح محیط کشت آگار     سوسپانسیون تهیه   

طور یکنواخت پخش شد. پس از     ها تلقیح و به  در پلیت 
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هایی با قطر  جذب و خشک شدن سطح محیط، چاهک       

ایجاد گردید  میلی  6تقریبی   ادامه، غلظت    .متر  های   در 

، 5/7،  5، 2، 1ای شامل    مختلف عصاره گیاه سنبله نقره    

گیاهی خشک شده          گرممیلی  40و   30،  20، 15،  10

چنین  و هم  آب مقطر  لیتربر میلی  حاصل از عصاره متانولی

، 30، 20، 15، 10،  5، 2های مختلف اسانس شامل    غلظت

های مربوطه افزوده    میکرولیتر در چاهک     60و    50،  40

سازی در شرایط مناسب به مدت     ها پس از آمادهشد. پلیت 

در نهایت، قطر هاله عدم رشد           .روز انکوبه شدند       3

 افزارایجادشده در اطراف هر چاهک با استفاده از نرم           

ImageJ   گیری و مورد تجزیه و تحلیل  ( اندازه53/1)نسخه

   .(14)  قرار گرفت

باکترپیلو               بر  ثیر هلیکو مانی   زنده   ریرسی تأ

 کِشتی در شرایط هم AGS هایسلول

ر زنده    تأثیر برای بررسی      مانی   هلیکوباکترپیلوری ب

 هایکِشتی، ابتدا سلول  در شرایط هم  AGS هایسلول 

AGS  ای محیط کشت   خانه    96های   در پلیت RPMI 

و فاقد     (FBSدرصد سرم گاوی جنینی )         10حاوی   

و تا رسیدن به تراکم       شدند   کشت داده     بیوتیک،  آنتی

دما  انکوباتور )  2COدر  (  درصدی  80–70مناسب )حدود   

انکوبه شدند.     (،2COدرصد     5گراد و درجه سانتی   37

سوسپانسیون استاندارد هلیکوباکترپیلوری با استفاده از      

تهیه گردید و سپس با محیط         1فارلند    استاندارد مک       

های نهایی  های مختلف رقیق شد تا غلظت کشت به نسبت  

 (AGS  هاینسبت باکتری به سلول    )  1:1000و    1:750

)به   AGS هایحاصل گردد. پس از تعیین تعداد سلول    

، مقدار مشخصی از سوسپانسیون باکتری  کمک تریپان بلو(

های مورد نظر ای که نسبت گونهبه هر چاهک اضافه شد به  

رار گردد   بین سلول    از   .های میزبان و باکتری برق پس 

  2COدر  ساعت        24مدت     ها به  افزودن باکتری، پلیت  

(  2COدرصد       5گراد و  درجه سانتی      37دما   انکوباتور ) 

مانی  کِشتی، زنده    نگهداری شدند. در پایان دوره هم       

  ارزیابی گردید  MTT با استفاده از آزمون  AGS هایسلول 

(15). 

( و حداقل غلظت     MICحداقل غلظت مهارکنندگی )     

 (MBCکشندگی )

و   (MIC) بمنظور تعیین حداقل غلظت مهارکننده     

عصاره و اسانس گیاه       (MBC) حداقل غلظت کشنده  

کِشتی با  در شرایط هم  ای بر هلیکوباکترپیلوریسنبله نقره 

ها با استفاده از       ، ابتدا تعداد سلول     AGS  های سلول   

آمیزی تریپان بلو شمارش و سوسپانسیون باکتری با     رنگ 

 100لیتر تهیه گردید. سپس   سلول در میلی   3×810تراکم  

 هایمیکرولیتر از سوسپانسیون باکتری بر روی سلول        

AGS در ادامه، محیط    .خانه تلقیح شد   96های  در پلیت

 (FBS)  درصد سرم گاوی جنینی 10حاوی  RPMI کشت

های مختلف عصاره     بیوتیک، به همراه غلظت   و فاقد آنتی  

، 5/12، 25/6،  12/3، 56/1، 78/0،  39/0،  صفر )شاهد(    )

گرم گیاهی خشک شده حاصل از عصاره      میلی 50و  25

صفر   ( و اسانس ) RPMIمحیط کشت   لیتر  متانولی بر میلی

 60و  30، 15،  5/7، 75/3، 88/1،  94/0، 46/0،  )شاهد(   

هر کدام  ( به RPMIمحیط کشت      لیترمیکرولیتر بر میلی

در  ساعت انکوباسیون    24ها اضافه شد. پس از    چاهک از  

2CO   درصد       5گراد و  درجه سانتی      37دما   )  انکوباتور

2CO،)     های   آوری و به پلیت  ها جمع محیط رویی سلول

های فاقد رشد قابل     پلیت و در انتها     جدید منتقل گردید 

در نظر گرفته   MIC غلظت نهایی  عنوانمشاهده باکتری به

 شدند.  

عیین      نمونه    نیز    ،  MBC  برای ت بوط به       از  های مر

برداشت شده و بر روی      MIC های برابر و بالاتر ازغلظت

کشت     FBS درصد   10هینتون آگار حاوی  -محیط مولر

دما   انکوباتور )   2COدر  روز    2ها به مدت     داده شد. پلیت    

انکوبه شدند و   (،  2COدرصد      5گراد و درجه سانتی   37
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سپس از نظر وجود کلونی بررسی گردیدند. حداقل غلظتی  

گونه رشد هلیکوباکتر مشاهده نشد،              که در آن هیچ 

   .(16)  در نظر گرفته شد MBC عنوانبه

منظور تفسیر بهتر نتایج رشد باکتری، ارزیابی           به 

کمی انجام شد. به این صورت که    صورت نیمه ها بهکلونی

شدت رشد باکتری بر اساس مشاهده چشمی و تراکم       

ها در محیط کشت به سطوح کیفی شامل عدم رشد  کلونی

و رشد زیاد )+++(    )++(  متوسط   رشد   ،)+(  کم  رشد   ،(−)

های کمی   بندی گردید. این روش امکان تبدیل داده     طبقه 

 .بندی قابل مقایسه را فراهم نمودبه یک سیستم رتبه

 آزمون سمیت سلولی 

ای  عصاره و اسانس گیاه سنبله نقره   تأثیرجهت بررسی   

  7000  در تراکم AGS هایها، سلول  مانی سلول  بر زنده

خانه کشت داده شد و به     96سلول در هر چاهک از پلیت   

درجه     37دما   انکوباتور )   2COدر  ساعت         24مدت   

 24(، انکوبه شدند. پس از   2COدرصد     5گراد و  سانتی  

های  ها با محیط کشت تازه حاوی غلظت  ، سلول  ساعت  

 40و  20، 15، 10،  5/7، 5، 2،  1مختلف عصاره متانولی ) 

گرم گیاهی خشک شده حاصل از عصاره متانولی بر     میلی

، 15، 10، 5،  2( و اسانس ) RPMIلیتر محیط کشت  میلی

ط       میلی   میکرولیتر بر           60و    50،  40،  30،  20 لیتر محی

 37دما  )( تیمار شدند. پس از انکوباسیون   RPMIکشت   

، 24های زمانی  بازهدر  (،  2COدرصد   5گراد و درجه سانتی

ها با استفاده از   مانی سلول  ، میزان زندهساعت   72و  48

 .(17)  مورد ارزیابی قرار گرفت MTT آزمون

 

 DPPHآزمون 

اکسیدانی عصاره و اسانس     بمنظور بررسی فعالیت آنتی 

استفاده شد. بدین    DPPH ای، از آزمونگیاه سنبله نقره 

، 78/0ای )لیتر از عصاره گیاه سنبله نقره    میلی 3منظور،  

لیتر  گرم بر میلیمیلی  50و    25،  5/12،  25/6،  12/3،  56/1

، 15، 5/7،  75/3، 88/1،  94/0آب مقطر( و یا اسانس آن ) 

بر میلی  60و    30 به صورت      میکرولیتر  لیتر آب مقطر( 

دیگر به            ول      میلی     3مجزا از یک محل در   DPPH لیتر از 

دقیقه در   30متانول اضافه گردید. مخلوط حاصل به مدت    

شرایط تاریک و دمای اتاق انکوبه شد تا واکنش مهار               

ها در  سپس میزان جذب نوری نمونه   .رادیکال پایدار گردد

وج     تفاده از دستگاه                      517طول م نانومتر با اس

(  Thermo Fisher Scientific, USA)  اسپکتروفتومتر          

گیری شد. کاهش جذب نوری نسبت به نمونه کنترل  اندازه

و بیانگر   DPPH دهنده توانایی مهار رادیکال آزاد    نشان   

  .(18)  ها در نظر گرفته شد  اکسیدانی نمونه  فعالیت آنتی

بر اساس فرمول زیر محاسبه     DPPH درصد مهار رادیکال 

 :شد

 

درصد مهارکنندگی  =
𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙

A control
 

  controlA :  جذب نمونه کنترل و sampleA  : جذب نمونه حاوی عصاره یا اسانس 

 تجزیه و تحلیل آماری

گیری شده در این مطالعه در سه          هر پارامتر اندازه  

ها با استفاده از    تکرار ارزیابی شد. تجزیه و تحلیل داده   

طرفه و به   از طریق آنالیز واریانس یک      SPSS22افزار  نرم

های چندگانه در      دنبال آن آزمون دانکن برای مقایسه     

ها  شد. توزیع نرمال داده درصد انجام   5داری  آستانه معنی 

اسمیرنوف بررسی شد.    -با استفاده از آزمون کولموگروف 

نتایج به صورت مقادیر میانگین با انحراف معیار )میانگین    

  .اندشده  گزارش(  معیار انحراف ±

 نتایج 

ضد خواص  گیاه بررسی  اسانس  و  عصاره  میکروبی 

 وش انتشار در چاهک آگاربه کمک رای سنبله نقره

های مختلف عصاره  نتایج حاصل از بررسی تأثیر غلظت

نشان داد که این   بر روی هلیکوباکترپیلوریای  سنبله نقره
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به  وابسته  تأثیر  مساحت  و  قطر  دو شاخص  هر  بر  عصاره 

دارد حاصل  .  (Bو    A- 1)شکل  غلظت  نتایج  در  طبق 

(، تغییرات  لیترگرم بر میلی میلی  20تا  های پایین )غلظت

و  ایجاد شده در هر دو پارامتر محدود بوده و از نظر آماری  

احتمال   سطح  معنیدرصد،    5در  مشاهده  اختلاف  داری 

محدوده  .  نشد این  در  که  است  آن  بیانگر  موضوع  این 

غلظتی، ترکیبات موجود در عصاره قادر به ایجاد پاسخ قابل  

به  با افزایش غلظت    .توجه در سیستم مورد مطالعه نیستند

، افزایش در مقدار قطر و  لیتربر میلی گرممیلی 30 بالاتر از

از نظر آماری معنی بودمساحت مشاهده شد که  این  .  دار 

  دهنده آغاز اثرگذاری زیستی عصاره و عبور از تغییر نشان

این سطح غلظت،    آستانه به عبارت دیگر، در  پاسخ است. 

تواند اثر قابل  رسد که میمیزان ترکیبات فعال به حدی می

بالاترین  در  .ها ایجاد کندتوجهی بر رشد یا گسترش نمونه

میلیمیلی  40)  غلظت بر  دو  لیترگرم  هر  در  افزایش   ،)

به چشمگیرترپارامتر  اختلاف  ی صورت  و  یافت  ها  ادامه 

این  . دار باقی ماندتر کاملاً معنیهای پاییننسبت به غلظت

نشان رابطه دوز روند  پاسخ مثبت است  -دهنده وجود یک 

افزایش   نیز  اثر  غلظت عصاره، شدت  افزایش  با  آن  که در 

 .یابدمی

 
-های متفاوتی از عصاره گیاه سنبله نقرههاله عدم رشد هلیکوباکترپیلوری پس از تیمار با غلظت(  B( و مساحت )Aمقایسه میانگین قطر )  -1شکل

 ( بین تیمارها در هر یک از مقاطع زمانی مورد مطالعه است. %5دار )در سطح احتمال  *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی  ی.ا
 

دیگر،   سویی  غلظتاز  اثر  بررسی  مختلف  نتایج  های 

ای نشان داد که این ترکیب نیز همانند  اسانس سنبله نقره

های  ی گیاهی، دارای اثر وابسته به غلظت بر شاخصعصاره

قطر و مساحت است، با این تفاوت که الگوی پاسخ در اینجا  

(.  Bو    A-2)شکلشود  تر مشاهده میتر و گستردهتدریجی

های پایین، تغییرات ایجادشده در هر دو پارامتر  در غلظت

اختلاف   آماری  نظر  از  و  بوده  محدود  مساحت  و  قطر 

این موضوع نشانگر  .  داری بین تیمارها مشاهده نشدمعنی

های پایین هنوز  این است که در این بازه، اسانس در غلظت

نرسیده   توجه  قابل  تغییرات  ایجاد  برای  مؤثری  سطح  به 

میکروگرم، افزایش در مقادیر    30با افزایش غلظت به    .است

قطر و مساحت آغاز شد، با این حال این تغییرات در مقایسه  

صورت کامل چشمگیر نبوده  تر هنوز بههای پایینبا غلظت

گرم  میلی  40و شدت اثر نسبتاً ملایم باقی ماند. اما از غلظت  

صورت واضح و از نظر  به بالا، افزایش در هر دو شاخص به

دهنده عبور از آستانه  دار مشاهده شد، که نشانآماری معنی

است اسانس  غلظتBو    A-2)شکل   اثرگذاری  در  های  (. 

( و    60و    50بالاتر  یافته  ادامه  افزایشی  روند  میکروگرم(، 

شدند.   نزدیک  خود  بیشینه  به  مساحت  و  قطر  مقادیر 

های پایین و متوسط  اختلاف این مقادیر نسبت به غلظت

معنی احتمال  دار  کاملاً  سطح  ماند،  درصد(    5)در  باقی 

تا    30هرچند شیب افزایش در این محدوده نسبت به بازه  
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تواند بیانگر نزدیک شدن  کمتر است که میمیکروگرم    40

باشد پاسخ  یا حداکثر  اشباع  به حالت  چنین  هم  .سیستم 

تمامی   در  مساحت  و  قطر  افزایش  بین  مثبت  همبستگی 

اسانسهاغلظت به  ی  شد،  افزایش  طوریمشاهده  که 

  غلظت اسانس تیمار شدهطور مستقیم با افزایش  مساحت به

دهد که اسانس گیاه  همراه بوده است. این موضوع نشان می

گسترش   موجب  و  داشته  رشد  الگوی  بر  یکنواختی  تأثیر 

در مجموع، اسانس و   .کلی ساختار مورد بررسی شده است

ای هر دو دارای الگوی پاسخ وابسته  عصاره گیاه سنبله نقره

که در  طوریبه دوز با آستانه اثرگذاری مشخص هستند؛ به

اثر معنیغلظت اما در  داری مشاهده نمیهای پایین  شود، 

افزایش معنیغلظت بالاتر موجب  های  دار در شاخصهای 

می همرشد  نیز  شوند.  مساحت  و  قطر  تغییرات  راستایی 

می رشد  نشان  از  ناشی  مستقیماً  سطح  افزایش  که  دهد 

شعاعی بوده و بیانگر تأثیر یکنواخت این ترکیبات بر الگوی  

 رشد است.  

 
-های متفاوتی از اسانس گیاه سنبله نقرهپس از تیمار با غلظت  هلیکوباکترپیلوری( هاله عدم رشد  B( و مساحت )Aمقایسه میانگین قطر )  -2شکل

 ( بین تیمارها در هر یک از مقاطع زمانی مورد مطالعه است. %5دار )در سطح احتمال  *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی  ی.ا

 

 

 AGSبررسی اثر کشت همزمان هلیکوباکترپیلوری و  

 AGSهای مانی سلولبر زنده

و    AGSکشتی هلیکوباکترپیلوری و  حاصل از همنتایج  

نشان داد که    AGSهای  مانی سلولتأثیر آن بر روی زنده

مختلف زنده  کشتی،هم   تیمارهای  بر  متفاوتی  مانی  تأثیر 

های  های شاهد و رقت. در گروه(3شتند )شکلها داسلول

)پایین زنده1:250و    1:100تر  میزان  در  (،  سلولی  مانی 

معنی اختلاف  و  مانده  باقی  بالایی  سطح    داری سطح  در 

نشد  درصد   5احتمال   تیمارها مشاهده  این  امر  این  .  بین 

ها، ترکیب مورد بررسی  که در این غلظت  این است  بیانگر

است   توانسته  و  بوده  توجه  قابل  سیتوتوکسیک  اثر  فاقد 

  .وضعیت بقاء سلولی را در حد نزدیک به کنترل حفظ کند

با افزایش رقت )کاهش غلظت مؤثر ماده(، در تیمارهای  اما  

مانی سلولی مشاهده  کاهش نسبی در زنده  1:750و    1:500

های  با این حال این کاهش در مقایسه با گروه  (،3)شکل  شد

دار نبوده و در یک  صورت کامل معنیاولیه از نظر آماری به

دارد  قرار  میانی  برخی    p>0.05) محدوده  با  مقایسه  در 

دهنده شروع تغییرات در پاسخ  تیمارها(. این وضعیت نشان

. از سویی نیز  سلولی است، اما شدت آن هنوز محدود است

( رقت  بالاترین  در  1:1000در  توجهی  قابل  کاهش   ،)

مانی سلولی مشاهده شد که این کاهش از نظر آماری  زنده

درصد(    78)و کمترین میزان بقاء   (p<0.05)  دار بودمعنی

دهد  نشان می  نتایج در بین تمامی تیمارها ثبت شد. این  

مورد   ترکیب  حمایتی  یا  حفاظتی  اثر  شرایط،  این  در  که 
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ها بیشتر  طور قابل توجهی کاهش یافته و سلولبررسی به

قرار   (H. pylori  زا )احتمالاً حضورتحت تأثیر عوامل آسیب

نتایج  به.  اندگرفته کلی،  از  طور  کشتی  همحاصل 

و   این   AGSهلیکوباکترپیلوری  اثر  که  است  آن  بیانگر 

ها وابسته به غلظت/رقت بوده و  مانی سلولترکیب بر زنده

غلظت )رقتدر  بالاتر  بقاء  های  حفظ  توانایی  کمتر(  های 

حالی در  است،  بیشتر  اثر  سلولی  این  رقت،  افزایش  با  که 

مانی  دار در زندهکاهش یافته و در نهایت منجر به افت معنی

 .  (4)شکل شود ها میسلول

 
های  در کشت همزمان هلیکوباکترپیلوری و سلول  AGSهای  مانی سلولمقایسه میانگین تاثیر کشت همزمان هلیکوباکترپیلوری بر زنده  -3شکل

AGS  
 ( بین تیمارها در هر یک از مقاطع زمانی مورد مطالعه است.%5دار )در سطح احتمال *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی

 

  
در کشت همزمان با    AGSهای  ای بر سلول( گیاه سنبله نقرهB( و اسانس )Aهای متفاوت عصاره )مقایسه میانگین تاثیر غلظت   -4شکل

   هلیکوباکترپیلوری

 ( بین تیمارها در هر یک از مقاطع زمانی مورد مطالعه است.%5دار )در سطح احتمال *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی

 

 

( و حداقل  MICبررسی حداقل غلظت مهارکنندگی )

 (  MBCغلظت کشندگی )

نهایی   گیاه     MBCو  MICمقدار  اسانس  و  عصاره 

نقره علیه  سنبله  قرار  هلیکوباکترپیلوری  ای  بررسی  مورد 

گرفت. نتایج حاصل نشان داد که هر دو ترکیب دارای اثرات  

غلظت،   افزایش  با  و  بوده  غلظت  به  وابسته  ضدباکتریایی 

  یابدتوجهی افزایش میطور قابلمیزان مهار رشد باکتری به

جدول1)جدول از  همانطوریکه  می  1(.  در  شود،  استنباط 
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بهغلظت باکتری  رشد  پایین،  قابلهای  توجهی  صورت 

حالی در   ،)+++( میزان  مشاهده شد  غلظت،  افزایش  با  که 

بالاتر،  های  تدریج کاهش یافت )++ تا +(. در غلظترشد به

دهنده حداقل  مهار کامل رشد باکتری مشاهده شد که نشان

چنین، اسانس در مقایسه  است. هم (MICغلظت مهاری )

تری از خود نشان داد،  با عصاره، فعالیت ضدباکتریایی قوی

منجر به مهار کامل رشد    ترهای پایینکه در غلظتطوریبه

شد.   باباکتری  نیز  سویی  گیاه    MBCبررسی    از  عصاره 

نقره بر  سنبله  شد  هلیکوباکترپیلوریای  عصاره  مشخص   ،

از    لیتربر میلی  گرممیلی   50تا غلظت  ای  گیاه سنبله نقره

بردن کامل   بین  از    هلیکوباکترپیلوریتوانایی کافی جهت 

از  ای  گیاه سنبله نقرهبرخوردار نبود. اما در مقابل اسانس  

این گیاه   با عصاره  بازدارندگی بهتری در مقایسه  خاصیت 

ای در غلظت  اسانس گیاه سنبله نقرهبطوریکه  برخوردار بود.  

میکرولیتر    60در غلظت    ومیکرولیتر سبب مهار رشد    30

   .شد  هلیکوباکترپیلوریقادر به از بین بردن    نیز  لیتربر میلی

 AGSهای  کِشتی با سلول در شرایط هم ای بر هلیکوباکترپیلوریعصاره و اسانس گیاه سنبله نقره    MICمقدار  -1جدول
Essential oil Extract 

MIC  Concentration (µl/ml)   MIC  Concentration (mg/ml) 
+++ 0 +++ 0 
+++ 0.46 +++ 0.39 
+++ 0.94 +++ 0.78 
+++ 1.88 +++ 1.56 
+++ 3.75 +++ 3.12 
++ 7.5 +++ 6.25 
+ 15 ++ 12.5 
- 30 + 25 
- 60 - 50 

 و رشد زیاد )+++(  )++(  متوسط رشد ، )+(  کم رشد  ،(−عدم رشد ) وضعیت رشد هلیکوباکترپیلوری: 

ای بر  بررسی تاثیر عصاره و اسانس گیاه سنبله نقره

 (AGSهای سرطان معده )مانی سلولزنده

پس    AGSهای مانی سلولنتایج حاصل از ارزیابی زنده

های  ای در زمانگیاه سنبله نقره و اسانس از تیمار با عصاره

دارای    72و    48،  24 ترکیب  دو  هر  داد که  نشان  ساعت 

اثرات سیتوتوکسیک وابسته به دُز و زمان هستند. در هر  

ویژه نزدیک به کنترل(،  های پایین )بهدو تیمار، در غلظت

 مانی سلولی مشاهده نشد و میزانداری در زندهتغییر معنی

درصد باقی ماند. با این    100در محدوده   مانی سلولیزنده

معنی و  تدریجی  کاهش  غلظت،  افزایش  با  در  حال،  دار 

در تیمار    .(Bو    A- 5)شکل  ها مشاهده شد مانی سلولزنده

 مانی از غلظت کاهش زنده(، A-5 شکل) عصاره  مربوط به

mg/ml 2  40تا  20ویژه  به) های بالاترآغاز شده و در غلظت  

mg/ml)   شکل  رسیددرصد    60–40به حدود(6-A    تاC)  .

ساعت    72که در  طوریچنین اثر زمان نیز مشهود بود، بههم

ساعت بود    24توجهی کمتر از  طور قابلمانی بهمیزان زنده

نشان زمان  که  طول  در  سیتوتوکسیک  اثر  افزایش  دهنده 

، روند مشابهی مشاهده  (B- 5 شکل) در مورد اسانس.است

کاهش   بود.  بیشتر  سیتوتوکسیک  اثر  شدت  اما  شد، 

آغاز شده   (µl/ml  10الی    5)  ترهای پایینمانی از غلظتزنده

درصد    50به حدود   (µl/ml  60تا 40) های بالاترو در غلظت

به  . هم(Fتا    D-6)شکل  یا کمتر رسید وابسته  اثر  چنین، 

نیز به این بخش  بهزمان در  که  طوریوضوح مشاهده شد، 

)درصد زنده مانی سلولی برابر با   مانیبیشترین کاهش زنده

باساعت    72در    درصد(  50 تیمار  تحت  از   µl/ml   60و 

  .(B-5 )شکل ثبت گردیداسانس گیاه 
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در   AGSهای  مانی سلولای بر زنده( گیاه سنبله نقرهB( و اسانس )Aهای متفاوت عصاره ) نتایج حاصل از مقایسه میانگین تاثیر غلظت  -5شکل

( بین تیمارها در هر یک از مقاطع  %5دار )در سطح احتمال  *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی  .ساعت   72و    48،  24های  مدت زمانی

 زمانی مورد مطالعه است. 

 

 
های صفر  به ترتیب غلظت  )C-Aهای متفاوت عصاره ) ساعت تیمار با غلظت  72پس از     AGSهای  تصاویر میکروسکوپ نوری از سلول  -6شکل

 ای. لیتر گیاه سنبله نقرهمیکرولیتر بر میلی  60و    30های صفر )شاهد(،  به ترتیب غلظت  )F-Dلیتر و اسانس )گرم بر میلیمیلی  40و    20)شاهد(،  
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اکسیدانی عصاره و اسانس گیاه  فعالیت آنتی   ارزیابی 

 DPPH به کمک ای سنبله نقره

  A-7)شکل DPPHطبق نتایج به دست آمده از آزمون 

ای،  ، با افزایش غلظت عصاره و اسانس گیاه سنبله نقره(Bو  

رادیکال فعالیت  معنیدرصد  طور  به  افزایش  زدایی  داری 

طبق نتایج به دست  درصد(.    ۵سطح احتمال  در  یافته است )

آزمون   از  نقرهاسانس  ،  DPPHآمده  سنبله  در    ایگیاه 

های  مهار رادیکالبالایی در  فعالیت  از  مقایسه با عصاره آن  

،  (B-7برخوردار بود )شکلآزاد به صورت وابسته به غلظت  

درصد در   5/1از  های آزاد  رادیکالبه طوری که درصد مهار  

غلظت  ۵۲به    µl/ml 78/0  غلظت در   µl/ml  ۵۰  درصد 

داری )در سطح  که این افزایش به طور معنی  افزایش یافت

بود  5احتمال   غلظت  به  وابسته  شیب  درصد(  بیشترین   .

میکروگرم    5/12تا    125/3های  افزایش فعالیت بین غلظت

درصد(. اگرچه    5/26به    7/ 5لیتر مشاهده شد )از  بر میلی

های بالا عملکرد نسبتاً مناسبی نشان داد،  اسانس در غلظت

به   رسیدن  برای  مهار   ۵۰اما  حدود(  50IC)   درصد     به 

µl/ml۴۸  آنتی قدرت  بیانگر  که  داشت  اکسیدانی  نیاز 

 متوسط آن است.  

 
 ای ( گیاه سنبله نقرهB( و اسانس )Aمقایسه خاصیت آنتی اکسیدانی عصاره )  -7شکل

 ( بین تیمارها در هر یک از مقاطع زمانی مورد مطالعه است.%5دار )در سطح احتمال *حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی

 

 بحث 

پیلوری یک عامل شایع عفونت مزمن معده  هلیکوباکتر

هایی مانند گاستریت، زخم پپتیک و   است که با بیماری  

ت         سرطان معده مرتبط می      ش مقاوم باشد. افزای

.  (2)مان این باکتری را دشوار کرده است   بیوتیکی، درآنتی

دلیل داشتن      های اخیر، ترکیبات گیاهی به    در سال   

ها و فلاونوئیدها،     فعال مانند فنول   های زیست    متابولیت  

اند. این   ای جایگزین مورد توجه قرار گرفته   عنوان گزینه به 

توانند با اختلال در ساختار سلولی و مهار        ترکیبات می

.  (19)  فرایندهای حیاتی، اثرات ضدباکتریایی نشان دهند  

با توجه به خواص ضدباکتریایی و ضدسرطانی تأیید شده      

در این مطالعه، اثرات عصاره و اسانس    ای،  گیاه سنبله نقره 

های سلولی بررسی   پیلوری و پاسخ بر هلیکوباکترگیاه  این 

های   روش انتشار در چاهک آگار یکی از روش        د.ش    

استاندارد برای سنجش فعالیت ضدمیکروبی ترکیبات        

طور غیرمستقیم   گیاهی است، زیرا علاوه بر اثر مهاری، به 

های فعال در محیط جامد را نیز     توانایی انتشار مولکول    

ها و  ویژه برای اسانس   دهد. این موضوع به     نشان می   

ها از نظر قطبیت و ها اهمیت دارد، زیرا ترکیبات آنعصاره 

اند و همین موضوع بر الگوی انتشار    وزن مولکولی متفاوت

بر اساس   .  (20)  گذاردها تأثیر میو در نتیجه شدت اثر آن 

، عصاره    (Bو   A-1حاصل از این پژوهش )شکل      نتایج

اثر  (mg/ml20 تا   ) های پایین  ای در غلظت سنبله نقره    

ر علیه           معنی مهاری ب بر قطر و مساحت هاله  داری 

هلیکوباکتر پیلوری نداشت. این موضوع احتمالاً به دلیل      
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غلظت ناکافی ترکیبات فعال فنولی و فلاونوئیدی در این        

که هنوز به حد آستانه لازم برای   طوریمحدوده است، به  

ری یا مهار آنزیم        های حیاتی    اختلال در غشای باکت

-Grzegorczyk،  هم راستا با نتایج حاصل    اند. نرسیده  

Karolak   عصاره   که     ، گزارش کردند (2020)  و همکاران  

های   در غلظت   (  Salvia viridisگلی یکساله )    گیاه مریم 

پایین اغلب به دلیل محدودیت در تجمع ترکیبات فعال          

  .(20)  کنندای ایجاد نمیدر محیط آگار، اثر قابل مشاهده 

  mg/mlبه بالای  عصاره    با افزایش غلظت  از سویی دیگر،   

دار قطر و مساحت مشاهده شد که        ، افزایش معنی30

دهنده عبور از آستانه اثرگذاری و ایجاد اختلال در    نشان  

تواند ناشی از افزایش نفوذ   رشد باکتری است. این اثر می  

فنولی و ترپنوئیدی به غشای سلولی و ایجاد    ترکیبات پلی

های  تغییر در نفوذپذیری غشاء یا دناتوره شدن پروتئین    

در مطالعات مشابه نیز گزارش شده        .(21)حیاتی باشد   

طور مستقیم   های گیاهی بهاست که افزایش غلظت عصاره  

با افزایش تخریب غشای سلولی و کاهش رشد میکروبی     

(،  2021)   و همکاران    Karaoglan.  (22)  همراه است    

ای دارای فعالیت ضد   گزارش کردند که عصاره سنبله نقره  

های بالاتر هلیکوباکتری وابسته به غلظت بوده و در غلظت 

.  شودمی H. pylori موجب ایجاد هاله مهاری قابل توجه در

در  .  (23)خوانی دارد  این یافته با نتایج مطالعه حاضر هم   

، مشاهده شد که اثر مهاری    (Bو  A-2شکل   ) مورد اسانس 

  شود و در دار ظاهر میصورت معنی بعد به به µg/ml 40از  

شود.    به بیشینه نزدیک می   µg/ml 60و   50  هایغلظت

ها نسبت    این الگو معمولاً به ترکیب لیپوفیلیک اسانس   

شود که توانایی بالاتری در نفوذ به غشای لیپیدی    داده می

باکتری دارند، اما در عین حال به دلیل محدودیت در          

  .شود تر ظاهر میها تدریجیاثر آنانتشار در محیط آگار،   

تواند ناشی   های بالا نیز میکاهش شیب افزایش در غلظت 

های هدف در غشاء یا محدودیت فیزیکی در   از اشباع محل 

و    Karaoglan همراستا با نتایج این پژوهش،  .انتشار باشد  

با بررسی خواص ضدباکتریایی اسانس     (، 2021)   همکاران

ای، گزرش دادند که ترکیبات فرّار این گیاه به سنبله نقره  

دلیل خاصیت لیپوفیلیک، توانایی بالایی در نفوذ به غشای    

دارند و موجب  H. pylori های گرم منفی از جملهباکتری

اختلال در یکپارچگی غشاء و کاهش رشد باکتری           

تر  دهنده اثر قویتواند توضیح  شوند. این موضوع می    می

اسانس نسبت به عصاره در نتایج این تحقیق باشد، جایی      

تر و با شدت     های پایینکه اثر مهاری اسانس از غلظت   

 بیشتری ظاهر شد.

کشتی در این پژوهش   حاصل از هم  بر اساس نتایج    

و  1:100های  های شاهد و نسبت      ، در گروه(3)شکل   

دهد که  نشان میAGS   هایمانی بالای سلول، زنده1:250

زای هلیکوباکتر  در این شرایط، تعادل بین اثرات آسیب    

ها هنوز به سمت حفظ بقاء   پیلوری و ظرفیت دفاعی سلول 

های قبلی  سلولی حفظ شده است. این یافته با گزارش      

دهند در مراحل اولیه یا تماس  خوانی دارد که نشان میهم

توانند از  تلیال میهای اپیتر، سلول   با بار باکتریایی پایین

اکسیدانی   های آنتیهای دفاعی مانند پاسخ طریق مکانیسم 

  و تنظیم مسیرهای بقا، اثر آسیب را تا حدی خنثی کنند   

در بالاترین رقت  از سویی دیگر، طبق نتایج حاصل    .  (24)

درصد       78مانی )حدود    دار زنده (، کاهش معنی 1:1000)

دهنده غلبه اثرات سیتوتوکسیک        ( نشان   3در شکل   

است.   AGS هایهلیکوباکترپیلوری بر توان دفاعی سلول 

 مانند  زایی  عوامل بیماری  این پدیده با مطالعاتی که نقش        

CagA و VacA  را در القای آپوپتوز، اختلال میتوکندری و

. در  (25)راستا است   اند، همکاهش بقاء سلولی نشان داده  

این شرایط، کاهش اثر محافظتی ترکیب مورد بررسی نیز   

در مجموع،   .تواند باعث تشدید آسیب سلولی شود        می

  هایپیلوری و سلول کشتی هلیکوباکتر همحاصل از   نتایج  

AGS       هایکه پاسخ سلول        دادنشان AGS   در مدل
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شدت تیمار بوده و یک رابطه        کشتی وابسته به          هم

مانی سلولی وجود     غیرخطی بین میزان مواجهه و زنده  

طور مشابه، در مطالعات دیگر نیز گزارش شده        دارد. به

تلیال   های اپی است که اثر هلیکوباکترپیلوری بر سلول        

وابسته بوده و در سطوح بالاتر مواجهه، -صورت دوزمعده به

 . (26)  دهدسلولی رخ می مانیزنده دار درکاهش معنی

مربوط  در مطالعات سیتوتوکسیک     MTT روشاهمیت  

امکان بررسی اثر وابسته    فراهم نمودن  حساسیت بالا،     به

های  به دوز و زمان ترکیبات دارویی یا گیاهی را در سلول  

بر اساس نتایج حاصل از آزمون       .(27) است  سرطانی    

ترکیب گیاه سنبله   ، هر دو  (Bو   A-5شکل )زیست سلولی    

سیتوتوکسیک       اتاثرآن  عصاره و اسانس    ای یعنی  نقره

نشان دادند.    AGS هایوابسته به غلظت و زمان بر سلول  

درصد    100 سلولی برابر با مانی  های پایین، زندهدر غلظت

ین است که        که   بود   این محدوده، میزان   بیانگر ا در 

ترکیبات فعال برای ایجاد اختلال در مسیرهای حیاتی          

سلولی مانند چرخه سلولی یا عملکرد میتوکندری کافی      

خوانی دارد  های قبلی همنبوده است. این موضوع با گزارش

های گیاهی در  دهند بسیاری از عصاره        که نشان می   

دوزهای پایین اثرات سیتوتوکسیک قابل توجهی ندارند و   

های بالاتر وارد فاز القای مرگ سلولی         تنها در غلظت  

ی  عصاره  با   AGSهای سلول  در تیمار  .  (28) شوند  می

 از حدود    سلولی    مانی، کاهش زنده(A-5شکل  )گیاهی  

mg/ml 2        40تا    20آغاز شده و در بازه mg/ml    40به 

تواند ناشی از افزایش   رسیده است که می  درصد     60الی

های  غلظت ترکیبات فنولی، فلاونوئیدی و سایر متابولیت   

ثانویه باشد. این ترکیبات معمولاً از طریق القای استرس      

 سازی مسیرهای آپوپتوز  و فعال DNA اکسیداتیو، آسیب  

باعث کاهش      (Caspase-dependent pathways  مانند  )

ساعت      72. افزایش اثر در  (29)شوند     بقاء سلولی می   

-time   دهنده ماهیتساعت نیز نشان       24نسبت به    

dependent        این آسیب و تجمع تدریجی اثرات سمی در

با بررسی تأثیر     (،2014)  و همکاران  Jassbi. سلول است  

بیان کردند  های سرطانی   بر سلول   Stachysجنس  عصاره   

سیتوتوکسیک وابسته به دُز و زمان     که این ترکیبات اثرات

د و این اثر عمدتاً از طریق القای استرس اکسیداتیو و   ندار

که این    ،(30)دهد  سازی مسیرهای آپوپتوزی رخ می  فعال

در  های حاضر در این پژوهش مطابقت دارد.    نتایج با یافته

اثر سیتوتوکسیک شدیدتر     نیز  (،  B-5)شکل  مورد اسانس 

آغاز شده    µl/ml 10الی 5مشاهده شد که از    آن از عصاره   

یا کمتر رسید.  درصد   50به حدود   µl/ml 60الی   40و در  

تواند به ماهیت لیپوفیلیک ترکیبات اسانس   این تفاوت می

ها در عبور از غشای سلولی و اختلال در  و توانایی بالاتر آن

یکپارچگی غشاء نسبت داده شود. مطالعات متعدد نشان      

های گیاهی به دلیل حضور ترپنوئیدها،   اند که اسانس داده

های  تری در القای مرگ سلولی نسبت به عصاره   اثرات قوی

  همکاران  و   Noruzpour .(31)  آبی یا هیدروالکلی دارند   

اثر   گیاه مورینگا )(  گزارش کردند که اسانس         (،2024)

بر روی لاین  سیتوتوکسیک شدیدتری نسبت به عصاره       

تر  و این موضوع به حضور غنی    های سلول سرطانی دارند  

ترپنوئیدهای فرّار نسبت داده شد که قادر به اختلال در      

عملکرد میتوکندری و القای مرگ سلولی وابسته به           

. این یافته نیز با نتایج این مطالعه  (32)  کاسپاز هستند    

تر  های پایینراستا است، جایی که اسانس در غلظت      هم

مانی   نسبت به عصاره موجب کاهش قابل توجه زنده              

وابستگی اثر عصاره و اسانس گیاه       .شد  AGS هایسلول 

ای به دُز و زمان احتمالًا ناشی از افزایش         سنبله نقره    

فعال در  تدریجی دسترسی و تجمع ترکیبات زیست         

های بالاتر،  ها و زمانکه در غلظتطوریها است. به سلول 

این ترکیبات با شدت بیشتری با ساختارهای سلولی          

های سلولی    کنش داشته و منجر به تشدید پاسخ      برهم

براین، در حضور هلیکوباکترپیلوری، افزایش  شوند. علاوهمی
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تواند این اثرات را تقویت کرده و در  استرس اکسیداتیو می  

مانی سلولی منجر گردد.      دار زنده نهایت به کاهش معنی    

این الگو بیانگر یک پاسخ وابسته به دوز و زمان در تعامل    

تفاوت  بین ترکیبات گیاهی و سیستم سلولی است.         

اکسیدانی بین اسانس و     شده در فعالیت آنتی  مشاهده  

توان به تفاوت در ترکیب  ای را میعصاره گیاه سنبله نقره  

دلیل  ها بهکه اسانس طوریها نسبت داد، به شیمیایی آن 

ها، توانایی    ها و فنول دارا بودن ترکیبات فرار مانند ترپن   

ن ویژگی    بیشتری در مهار رادیکال      زاد دارند. ای های آ

تواند در کاهش استرس اکسیداتیو القاشده توسط          می

 هایمانی سلول و در نتیجه بهبود زنده هلیکوباکترپیلوری

AGS    دلیل فقدان  نقش داشته باشد. در مقابل، عصاره به

تری  اکسیدانی ضعیف       ترکیبات مؤثری، اثر آنتی چنین  

ً از نظر محافظت سلولی کارایی             نشان داده و احتمالا

رفیت         بنابراین، ارتباط مستقیمی بین ظ کمتری دارد. 

شده   اکسیدانی و شدت اثرات سیتوتوکسیک مشاهده     آنتی

 قابل استنباط است. 

 گیری کلینتیجه

در مجموع، نتایج این مطالعه نشان داد که عصاره و      

ای دارای فعالیت ضدباکتریایی    اسانس گیاه سنبله نقره    

اکترپیلوری         ی علیه هلیکوب اثر  قابل توجه این  و  بوده 

چنین، هر یابد. همصورت وابسته به غلظت افزایش می    به

دو ترکیب اثرات سیتوتوکسیک وابسته به دُز و زمان بر       

که اسانس در     طورینشان دادند، به    AGS هایسلول   

مقایسه با عصاره از شدت اثر بیشتری برخوردار بود. این      

تفاوت احتمالاً به ماهیت لیپوفیلیک و حضور ترکیبات فرّار  

فعال در اسانس مربوط است که نفوذپذیری بالاتری در      

براین، ارتباط بین فعالیت     غشای سلولی دارند. علاوه       

های سلولی نشان داد که اسانس با     اکسیدانی و پاسخ  آنتی

تواند در تعدیل استرس   اکسیدانی بالاتر می  ظرفیت آنتی

کشتی،     اکسیداتیو نقش مؤثرتری ایفا کند. در مدل هم   

پاسخ سلولی تحت تأثیر شدت مواجهه با باکتری و                

رات        ده و یک تعامل پیچیده بین اث ترکیبات گیاهی بو

ها  طور کلی، این یافتهزا و محافظتی مشاهده شد. به  آسیب 

عنوان یک  ای بهدهنده پتانسیل گیاه سنبله نقره    نشان  

منبع طبیعی برای توسعه ترکیبات ضد هلیکوباکتری و     

عوامل مؤثر بر مسیرهای سلولی مرتبط با سرطان معده        

سایی   است. با این حال، انجام مطالعات تکمیلی برای شنا  

تنی  های مولکولی و ارزیابی در شرایط دروندقیق مکانیسم

تغییرات مورفولوژیک  از سویی نیز   .رسدضروری به نظر می

، شامل تبدیل شکل      AGSهای  شده در سلول    مشاهده  

دوکی به کروی پس از تیمار با عصاره و اسانس گیاه            

ای غیرمستقیم از    عنوان نشانه  تواند بهای، میسنبله نقره  

شده در نظر گرفته   ریزیفعال شدن مسیرهای مرگ برنامه  

های   شود. با این حال، با توجه به عدم انجام آزمون          

طور قطعی  توان بهاختصاصی مانند فلوسایتومتری، نمی      

ن   ود. از ای تأیید نم را  آپوپتوز  طالعات     وقوع  انجام م رو، 

تکمیلی شامل ارزیابی نشانگرهای مولکولی آپوپتوز در        

عنوان مسیرهای پیشنهادی برای   های کمی، بهکنار روش

 .شودتحقیقات آینده توصیه می

 تضاد منافع

 .نویسندگان اعلام می کنند که هیچ تضاد منافعی ندارند

 سپاسگزاری 

از حوزه معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد     وسیله    بدین

در انجام این پژوهش ما را یاری    اسلامی واحد اردبیل که   

 نماییم.  قدردانی میتشکر و  کردند، صمیمانه  
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Abstract 

Helicobacter pylori is one of the major causes of gastrointestinal ulcers and gastric cancer and plays a 

significant role in chronic gastric mucosal inflammation and the progression of ulcer-related diseases. In this 

context, the medicinal plant Stachys byzantina, due to its antioxidant, antimicrobial, and anticancer properties, 

has attracted attention as a potential therapeutic candidate. The aim of this study was to investigate the effect 

of the extract and essential oil of S. byzantina on the viability of H. pylori and gastric adenocarcinoma (AGS) 

cells under co-culture conditions. After confirming the presence of H. pylori using urease and catalase tests, 

the methanolic extract and essential oil of the plant were obtained. Following the determination of the 

minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of these compounds 

against the bacterial strain, the viability of AGS cells in co-culture with H. pylori was assessed using the MTT 

assay, and antioxidant activity was evaluated using the DPPH method. One-way ANOVA was used for 

statistical analysis, and all experiments were performed in triplicate with a significance level of p< 0.05. The 

agar well diffusion assay showed that the highest antimicrobial activity of the S. byzantina extract was observed 

at 40 mg/ml. MIC and MBC results demonstrated that the methanolic extract inhibited H. pylori growth at 25 

mg/ml but did not exhibit a complete bactericidal effect, whereas the essential oil inhibited bacterial growth at 

30 µl/ml and achieved complete eradication at 60 µl/ml. MTT assay results indicated that co-culture of H. 

pylori and AGS cells did not significantly affect AGS cell viability. In contrast, both the extract and essential 

oil of S. byzantina induced a significant, dose- and time-dependent reduction in AGS cell viability, with the 

essential oil showing stronger cytotoxic effects. Additionally, DPPH assay results revealed that the essential 

oil possessed considerable antioxidant activity. 

Keywords: Essential oil, Co-culture system, Stachys byzantine, Helicobacter pylori, AGS  
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