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ر ي جزا يوژنفپري  در  گزنه  گياه  از عصاره شده  استخراج  فراكسيون وسيله ه ب  انسولين  ترشحيالقا
   و ديابتي  سالم درموشهاي  آنin vivo ثرا   و بررسي يي صحرا  موش لانگرهانس

  
    تهران  پزشكي  علوم  دانشگاه  پزشكي  دانشكده  بيوشيمي گروهاستاد بيوشيمي :  * فرزامي بيژن
    تهران  پزشكي  علوم  دانشگاه  پزشكي دانشكدهكارشناس ارشد بيوشيمي : د احمدوندوداو

    تهران  پزشكي  علوم  دانشگاه  پزشكي دانشكدهكارشناس ارشد بيوشيمي : صفورا ورداسبي
    تهران  پزشكي  علوم  دانشگاه  پزشكي دانشكدهكارشناس ارشد بيوشيمي : ژيلا ماژين
   تهران  پزشكي  علوم  دانشگاه  پزشكي دانشكدهعضو هيأت علمي گروه بيوشيمي : قانيشهناز خا

  چكيده
  .  در كتابهاي پزشكي قديمي، عصاره برگ گياه گزنه براي درمان قند خون بالا توصيه شده است:مقدمه
بدست آمده از موش صحرايي   ر لانگرهانسيجزااز   عيني تعداد م ، پريفيوژن سيستم در اين مطالعه با ايجاد :روشها

 جداسازي (TLC)كه با روش كروموتوگرافي لايه نازك    عصاره گزنهزادر معرض يك جزء تلخيص شده ) رت(
هاي طبيعي و  درون صفاق رت سپس براي ارزيابي پاسخ در محيط زنده، جزء فعال جدا شده به. شده بود، قرار گرفت

  .ديابتي تزريق شد
هاي حاوي جزء جدا شده   افزايش قابل توجهي در نمونهELISAقابليت ترشح انسولين به روش گيري  اندازه: ها يافته

تزريق درون صفاقي محلول حاوي ماده مؤثر به موش صحرايي باعث افزايش . از عصاره گياه گزنه ايجاد كرد
 دقيقه از زمان 60 از بر افزايش انسولين سرم بعد  علاوهin vivoدر آزمايش . انسولين در سرم خون حيوان گرديد

 دقيقه بعد از تزريق، تقريباً به 120افزايش انسولين . تزريق، كاهش قند نيز در زمان مشابه در سرم خون مشاهده شد
همچنين كاهش قند خون همزمان با افزايش انسولين ايجاد گرديد و تا حدودي دامنه .  برابر ميزان اوليه خود رسيد5

  .تغييرات مشابه بود
شده با استرپتوزوتوسين مشابه موشهاي سالم اما   نتايج تزريق عصاره گياه برگ گزنه در موشهاي ديابتي:گيري نتيجه

  .دامنه تغييرات نسبت به آنها تا حدودي كاهش يافته بود
 

  قندي   ديابت, ر لانگرهانسي، جزا ، اثر هيپوگليسميك ، انسولين ، پريفيوژن گزنه : ها واژهكليد
 

   مقدمه

 (Urtica dioica)   گزنه  گياه  قند خون دهنده ثر كاهشا 

 قند   مؤثر در كاهش گياه  عنوان هبStinging Nettle  يا
  سينا   ابن هاي له و در رسا  پزشكي  قديمي  در متون خون

  

  
   وجود دارد كه  ديگري ياهگزارش.  است   شده آورده
ديگر  و عوارض) 2،1 (  ديابت  را در بيماري  گزنه گياه

  آرتريت  التهاب,)6-3 (  پروستات مانند هيپرپلازي
     )8 (  آلرژيك رينيت  و  خونيفشارپر، )7( يديروماتو

مقاله پژوهشي
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  14155-5399 تهران، صندوق پستي *

  , فوق ياه گزارش همهدر . اند  قرار داده مورد استفاده
 حاضر  جاربدر ت.   است ذكر نشده  ر انسوليناث مكانيسم

  علت ه ب خون  قند  كاهش  كه  است ده ش  داده نشان
  ر لانگرهانسي از منشأ جزا  انسولين  ترشح افزايش

  . باشد مي
   پريفيوژن  از روش  با استفاده  مطالعات در اين     
  جداشده   فراكسيون كارگيري ه و ب ر لانگرهانسيجزا

 in vitro   در تجربيات  نازك  لايه  كروماتوگرافي وسيله هب

   عامل وسيله ه ب  انسولين ترشح  ثر القا كنندها, in vivo و
  . گرديد  مشاهده  گزنه مؤثر در گياه

  روشها

   ايران  شمالي  از نواحي  گزنه  گياه  برگ:  گياهي ماده 
   علوم  دانشكده شناسي گياه  بخش وسيله ه آمد و ب دست هب

برگها در .   مورد تأييد قرار گرفت  تهران دانشگاه
  . شد  پودر درآورده صورت ه و ب خشك  اقت ا رارتح

 200 با   خشك  پودر برگ  گرم10 :  گياهي  عصاره تهيه
.  شد  جوشانده دقيقه15   مدت  مقطر براي  ليتر آب ميلي

   از صافي  مايع  آمد و سپس عمل  به  از پارچه فيلتراسيون
   با عمل  محلول حجم.  شد  عبور داده  يك شماره واتمن

 و   شد رسانده   برابر مقدار اوليه1/5  تبخير در خلاء به
   نگهداريلسيوس س  درجه4 در  يافته   تغليظ عصاره
  .گرديد

  
   نازك  لايه  كروماتوگرافي وسيله ه ب جداسازي

(TLC)  
  به TLC (type G) 1   كلسيم  سيليكات  ژل صفحات 

  اي  شيشه صفحات  متر در روي  ميلي  يك ضخامت
   در دماي  دقيقه30  مدت ه ب سازي  فعال و شد  شيدهك

    فوق عصارهسپس .  گرديد  انجاملسيوسس   درجه110
  متري سانتي   در يك  متعدد در امتداد خطي در دفعات

                                                      
1  Thin-layer chromatography 

 را   كافي  شد تا غلظت  قرار داده  صفحات انتهاي
 از   متفاوتي با نسبتهاي  حامل محلولهاي.  آورد دست هب

مورد % 75تا % 25   نسبتهاي  به  و آب زوپروپانل اي حلال
 .  قرارگرفت استفاده

ل و ن ايزوپروپا  در مخلوط حلال  جداسازي بهترين     
  .آمد  دست ه ب30/70  ميج ح  نسبت  به آب

  صفحات.  انجاميد طول ه ب  ساعت7-10  كروماتوگرافي
 از  با استفاده. گرديد   خشك درجه 45 در اتو  سپس

  به  باند حساس  شش  كهشد   مشخص  فلورسانس عهاش
   ناميدهF6 تا F1ه است كه  آمد دست ه ب فلورسانس 

   نيز جداگانه نهاآ   حد فاصل  باندها و نواحي  باقي.نددش
   با نسبت  با حلال  و شد  تراشيده  صفحات از روي

   داده  تكان  چند دقيقه مدت ه ب  وآب  ايزوپروپانل70/30
 دوردر 3000 در  ژ سانتريفو  جامد با عمل خشب. شد

   تبخير حلال  در دستگاه يي رو  جدا گرديد و مايع دقيقه
  ليتر آب ميلي يك  در  جامد آن  تبخير و باقيمانده آلي
  .دش  حل

    با حيوان آزمايش
  ويستار سويهاز  (albino rats)  نر آلبينو موشهاي

(Wistar strain) يك مدتدر   گرم 270 تا 220  وزن هب   
   و  معمول با غذايقبل از انجام آزمايش   هفته
  حرارت   در درجه اي  تهويه  در شرايط مناسب آب

 °C2 ± 22  تاريكي-  يي روشنا  ساعت12  چرخهو   
 . شدند نگهداري

   ر لانگرهانسي جزا اسازيجد

   موش  از پانكراس ر لانگرهانسي جزا جداسازي 
 و (Lacy)   ليسي روش   براساس ييصحرا

.  گرديد انجام) 9 ((Kastianovsky)  سكيفكاستيانو
 شد و بعد  داده  اتربا   ملايمي  بيهوشي  روش  اينطبق

 در   بازده  افزايش  جهت , شكمي  حفره از باز كردن
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ريز و  براي تخريب بافت برون ,ري جزا برداشت
  س هانك  نمكي حلولهايم , جداسازي جزاير لانگرهانس

   قطعات. گرديد تزريق   صفراوي  مجراي درون به
  جدا و به  گرم  ميلي100 حدود   وزن  به پانكراس
   لوله  در داخل  سپس. شد  بريده  كوچك قطعات
 7/16   داراي  كهKBR-HEPES  محلول  حاوي آزمايش

.  گرديد  در شرايط سرما اضافه,مولار گلوكز بود ميلي
   دور در دقيقه3000بار در   دو  آزمايش  لوله محتواي

  يي رو  و هر بارمحلول  سانتريفوژ شد  دو دقيقه براي
 از محلول   مساوي  حجم  آن جاي ه شد و ب دور ريخته

KBR-HEPESحاوي مولار كه  ميلي7/16گلوكز  حاوي   
 گرديد و   اضافه, كلاژناز بود  واحد آنزيمي500

  تكاندرجه  37    گرم  آب  در حمام  دقيقه30 مدت هب
 ،  بافتي هاي  و رشته  قطعات  رفتن از بين.  شد داده

   سانتريفوژ و تغيير رنگ  لوله  ديواره  به  بافت چسبيدن
   پاياني نقطه. باشد  مي  هضم  پاياني  نقطه هاي نشانه از  آن

  پو و ميكروسك پو استريوميكروسك وسيله ه ب هضم
   ديش  از پتري با استفاده. گرديد تأييدنيز   فاز كنتراست

ر ي جزا ,وميكروسكوپي در زير استر  سياه با زمينه
   كهشدند ديده مي   خاكستري  به سفيد مايل  رنگ هب
  جداسازي . گرديدند  مشخص  بافت  از بقيه آساني به
   كردن  دستچين  روش ر بهي جزا  و تخليص يينها
)Hand picking (با  كه   معني بدين  گرديد انجام 

  پور در زير ميكروسكي پاستور جزا  از پيپت استفاده
   حاوي  سيليكونيزه هاي لوله درون شد و  مي  برداشته
 )BSA (  گاوي  سرم مولار و آلبومين  ميلي8/2 گلوكز

  .)15 ،11( شد مي  قرار داده 35%
   متعدد هاي  در لوله, شده  تهيه  سلولي سوسپانسيون     
  ليتر در هر لوله  ميلي  يك  حجم و با  طور يكسان به

 و قند   در حضور گاز كاربوژن  شد و سپس تقسيم
  ليتر فراكسيون ميلي  مولار و يك  ميلي8/2گلوكز 
   به درجه37   گرم  آب  در حمام , گزنه  از گياه جداشده

ها سانتريفوژ و   لوله  سپس. شد انكوبه   ساعت  يك مدت

 و مقدار  شد هبرداشتآنها   يي رو لليتر از محلو  ميلي نيم
. گرديد  گيري  الايزا اندازه  روش  به  هر لوله انسولين

  (Control)شاهد   هاي  با لولهگيري شده مقادير اندازه
مولار   ميلي8/2 و قند   جزاير و گاز كاربوژن  حاوي كه
از    انسولين  ترشح تغييرات در نتيجه   .شد   مقايسهندبود

  در حضور فراكسيونجزاير لانگرهانس سلولهاي 
  .گرديد بررسي   جداشده

  
  In vivo  آزمايشهاي 

    حيوانات سازي آماده
 با  بيهوشي. ندشد   تقسيم  تايي  شش  دو گروه موشها به 

 و mg/kg 50  هيدروكلرايد كتامين   صفاقي درون  تزريق
   دسته يكبه  .  گرفت  انجام ليتر كلرپرومازين  ميلي2/0
  يولوژيز في  سرمشاهد   گروه عنوان ه ب حيوانات از

  حاوي  فيزيولوژي  سرم  دوم  شد و دسته تزريق
  . داشتند  دريافتF1  فراكسيون

   GTT1آزمون 
 ناشتا  حالت ه ب  ساعت16   مدت به   حيوانات تمامي

 g/kg 25/1  گلوكز با غلظت محلول.  شدند نگهداري
   خون هاي نمونه.  گرديد قتزري   صفاقي درون  صورت هب
  هاي  در لوله  چشم  رترواوربيتال  عروق شبكه از

 در چند   خون آوري جمع.دش  آوري  جمع هماتوكريت
   زماني  و در فواصل  از تزريق  قبل  دقيقه30   يكي مرحله

  . گرديد انجامبعد از آن    دقيقه120 و 60،90، 30

    قند و انسولين  گيري اندازه

 در   از هر موش  خون ليتر نمونه   ميلي د يكحدو 
 با   سرم يجداساز . گرديد  تهيه  هپارين  حاوي هاي لوله

   دقيقه5  مدت ه ب  دور در دقيقه3000سانتريفوژ در 
 گلوكز   با روش قند خون  گيري اندازه.  شد انجام

                                                      
1  Glucose tolerance test 
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  سيا ايمونو  با كيت  سرم  انسولين گيري اكسيداز و اندازه
Dakoرت گرفت صو. 

    حيوانات  كردن ديابتي

  توسينو استرپتوز يك نوبت ,يي ناشتا  ساعت16 از  پس
   بدن وزن mg/kg40مقدار   بهبه صورت داخل وريدي 

بافر   حاوي  تزريقي  محلول.تزريق شد  ات حيوان  دم در
. بود PH = 5/4  مولار و0/1   غلظت ا ب سرد سيترات
.  شد  گيري اشتا اندازهن  قند خون  هفته بعد از يك
 مورد تأييد قرار   در صورتي  حيوان  شدن شرايط ديابتي

دست  به mg/dl250   در محدوده خون  قند  كه گرفت مي
گروه دو هر  ديگر در   شده  انجامهايآزمايش. آمد مي

   و يكسان  مساوي صورت ه  ب  و سالم  ديابتي حيوانات 
  .)12(  گرديد انجام

  

  ها يافته
 In vitro   العاتمط

  وسيله ه ب ر لانگرهانسيجزااز    انسولين  ترشح اثر افزايش 
   آمده دست ه ب  نتايج : پريفيوژن روش  در  گزنه  آبي عصاره

   قادر است  گزنه  آبي  عصاره  داد كه  نشان از پريفيوژن

   افزايش  باعث,مولار  ميلي7/16 و8/2 قند در دو غلظت
 . دد گر  انسولين ترشح

  با اين گرديد   نيز انجام  زمان  برحسب  بررسي اين     
   سنجش براي   مورد آزمايش  نمونه  كه  زماني ترتيب

   برداشته  دقيقه60 و 30   مختلف  در زمانهاي,  انسولين
 7/16  قند در محلول   انسولين  مقدار افزايش. شد
  ).1شكل (  حداكثر رسيد به دقيقه 60در مولار  ميلي
با  CO2/O2  %95/5  در نسبت اثر گاز كاربوژن     

   و در تمام محلول درون  بهگاز آرام    از دميدن استفاده
   دقيقه60 در   داد كه  نشان , انكوباسيون  مدت طول
   فعاليت,دو ب آنها وارد نشده  گاز در  كه ييها نمونه

  ن در زما حال با اين. ندداشت   كمتري  انسولين ترشحي
   نكرده  دريافت  گاز كاربوژن  كه ييها  نمونه دقيقه30

   اين.دادند   را نشان  بيشتري  فعاليت  افزايش,بودند
   در دوام  حضور كاربوژن  اهميت  دهنده  نشان ها يافته

 .  است انكوباسيونتر  طولاني  هاين در زما  سلولي حيات
   اول دقيقه 30 در   فعاليت  نسبي  افزايش,  همه با اين

   جهت  سلولي ط عاديي وجود شرا به تواند مربوط مي
  .ر باشدي جزا  ترشحي فعاليت

  پرتوهاي در  توسط جذب (F1-F6)   فراكسيون شش     
 . گرديد شناسايي  و فلورسانس (UV)   بنفشيماورا

   مولار گلوكز در زمانهاي  ميلي16 مولار و  ميلي 2/8  ظت در دو غل  گزنه  از عصاره جدا شده F1  فراكسيون  دهنده  اثر افزايشـ1  كلش
    دقيقه60 و 30
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 بود Rf   مقدار كميت  بيشترين  داراي  كه فراكسيوني     

(F1) بعد .  داد ر نشاني جزا در پريفيوژن ر رااث  بالاترين
 هاي  كروماتوگرافي از حاصل F1  از تغليظ فراكسيون

 و  كلرومتان   دي ط حلالبا مخلو TLC    مختلف 
   شش.  گرفت انجام V/V2/1    نسبت  به سيكلوهگزان

   با  فراكسيون ها آن  از ميان  شد كه باند جديد حاصل
9/0 RF=انسولين  ترشح  را در افزايش اثربيشترين   

 . داد نشان

  In vivoمطالعات 
 ELISA   روش با   انسولين و قند سرم  گيري اندازه 

   فعال  فراكسيون صفاتي درون    تزريق.فت گر انجام
   سرم  انسولين  غلظت  افزايش  باعث  گزنه عصاره
   اين.)3و2 هايشكل( گرديد  ديابتي  و  سالم هاي نمونه

   گرديد  حاصل  از تزريق  پس  دقيقه60 حدود  افزايش
)p < 0.05(.  

  

    سرم-  الف:   خونگيري  زمان بر حسب  سالم  در موشهاي  انسولين يشبر افزا F1    فراكسيون  صفاقي درون   اثر تزريقـ 2  شكل
 F1    فراكسيون  حاوي  قندي فيزيولوژي  سرم-  ب F1    فراكسيون  بدون  قندي فيزيولوژي
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   سرم-  الف:  ري خونگي  زمان  برحسب ديابتي  در موشهاي  انسولين بر افزايش F1   فراكسيون  صفاقي درون    اثر تزريقـ3  شكل
  F1   فراكسيون  حاوي  قندي  فيزيولوژي سرم-  ب F1     فراكسيون  بدون قندي فيزيولوژي
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   انسولين  مورد سنجش  كه ييها  نمونه در تمامي     
بعد از . شد   گيري  نيز اندازه  قند سرم, بود قرار گرفته

غلظت قند )  انسولين  با افزايش همزمان (  دقيقه60  زمان
  نتايج). 3  شكل (خون كاهش قابل توجهي پيدا كرد

  دست هبنيز    ديابتي هاي  نمونه  خون  در سرم مشابهي
  .)5و  4  هايشكل( آمد

  
  بحث

     برگ  آبي  عصاره  كهدهد مي   نشان آزمايشها   اين نتايج 
  

   افزايش باعث  قادر است (Urtica dioica)   گزنه گياه
   موش ر و نيز در بدني جزا  در پريفيوژن ن انسولي ترشح
 بعد از   انسولين ر در ترشحاث  بيشترين . گردد ييصحرا

 فرايندو  شد   حاصل  پريفيوژن  از آغاز شروع  دقيقه60
   زمان در مدت.  مؤثر بود  ماده  غلظت  به  وابسته ترشحي
 گرديد  مشخص   وجود كاربوژن  اهميت آزمايش

 با   دقيقه60ر در ي جزا  فعاليتاً ظاهر  كه اي گونه هب
 در   كاربوژن  بود كه زماني  بيشتر از وجود كاربوژن

  . وجود نداشت محلول

   با سرم-  الف:   خونگيري  زمان برحسب  سالم  موشهاي بر مقدار قند سرم F1    فراكسيون  صفاقي رون د اثر تزريق ـ4  شكل
  F1    فراكسيون  حاوي  قندي فيزيولوژي  با سرم-  بF1    فراكسيون  بدون  قندي فيزيولوژي
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   با سرم-  الف:   خونگيري  زمان برحسب  ديابتي  موشهاي بر مقدار قند سرم F1    فراكسيون  صفاقي رون د  اثر تزريق ـ5  شكل
  F1    فراكسيون  حاوي  قندي فيزيولوژي  سرم-  بF1    فراكسيون  بدون  قندي فيزيولوژي
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  نوع  از دو  استفاده  نازك  لايه در كروماتوگرافي      
   جداسازي باعث  70/30  ايزوپروپانول/   آب  حلال سيستم
  مطالعات.  گرديد ترشح  موثر در  فراكسيون ترين خالص

in vivoقادر است شده  خالص  فراكسيون  داد كه  نشان   
 برابر 5ار  مقد  را به  سرمي  انسولين  غلظت افزايش
 inآزمايشهاي  در   نتايج  اين  دهد كه  افزايش نرمال

vitroنيز ديده ر لانگرهانسي جزا  پريفيوژن شيوه   به   
 در  شده تخليص   عصاره يق صفا درون  تزريق. شد

 با اثر مشابهي داشت   ديابتي  و موشهاي  سالم موشهاي

   اندكي بتي ديا  در موشهاي  اثر آن دامنه   كه  تفاوت اين
  و كاهش  انسولين  افزايش همچنين.  بود  يافته كاهش

 و   همزمان  و ديابتي  سالم  در حيوانات قند خون 
  . )7 و 6  هايشكل (  گرفت صورت   متقارن بصورت

   ماده  مولكولي  ساختمان  بتوانيم  در آينده اميد است     
ر و اث  لا نحوه واحتما كنيم   را شناسايي  گزنه  گياه مؤثره

   انسولين  را در ترشح  آن  مولكولي  عمل مكانيسم
  . يمي نما شناسايي

  
     سالم در موشهايF1    فراكسيون صفاقي رون  د  بعد از تزريق قند خون :   ب  سرم انسولين:   الف  نسبي  نمودار تغييراتـ6  شكل
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    ديابتي در موشهايF1    فراكسيون صفاقي رون  د  بعد از تزريق قند خون :   ب  سرم انسولين:   الف  نسبي  نمودار تغييراتـ7  شكل
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