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بررسی اثر عصاره آبي ميوه گياه رازيانه (oeniculum vulgare) بر تعديل درد نوروژنيك و درد التهابي در موش سوري در مدل ارزيابي درد فرمالين
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4- كارشناس مركز تحقيقات فيزيولوژي دانشگاه علوم پزشكي سمنان
5- كارشناس ارشد مركز تحقيقات فيزيولوژي دانشگاه علوم پزشكي سمنان
چکيده
زمينه و هدف: نتايج تعدادی از مطالعات قبلي نشان داد که عصاره آبي ميوه گياه رازيانه دارای اثرات متعددی است. هدف اين  پژوهش بررسي اثر ميوه رازيانه بر درد حاد و مزمن (در مدل آزمون فرمالين) درموش سوري مي‌باشد. 
روش بررسی: در اين مطالعه، موشهاي نر سوري نژاد آلبينو (42 سر در گروههاي 7 تايي) با وزن 25 تا30 گرم مورد استفاده قرار گرفتند. رازيانه (با دوزهاي100، 200، 500 و 1000 ميلي‌گرم به ازاء هركيلوگرم وزن) يا هم حجم آن سالين به صورت داخل صفاقي 30 دقيقه قبل از آزمون فرمالين به همه موشها تزريق شد. ملاكهاي ارزيابي درد در آزمون فرمالين شامل مدت زمان ليسيدن اندام و بالا نگهداشتن آنها در طي مراحل حاد (5 دقيقه اول) و مزمن (15 تا 40 دقيقه) بعد از تزريق فرمالين (25 ميكروليتر از محلول 5%) در كف پاي حيوان بود. 
يافته‌ها: نتايج نشان داد كه عصاره آبي ميوه گياه رازيانه در همه دوزها به طور معني‌داري زمان پاسخ دهي حيوانات به محركهاي دردزا  را در درد حاد و مزمن در مدل آزمون فرمالين كاهش مي‌دهد (05/0p<). 
نتيجه‌گيری: يافته‌هاي فوق نشان مي‌دهد كه عصاره آبي ميوه گياه رازيانه سبب كاهش درد حاد و مزمن (افزايش بي دردي) به دنبال تزريق فرمالين مي‌شود. براي پي بردن به مكانيسم‌هاي ضددردي عامل فوق لازم است مطالعات بيشتري انجام شود.

كليد واژه‌ها: درد حاد و مزمن، رازيانه، آزمون فرمالين، موش سوري 
وصول مقاله: 21/11/85      اصلاح نهايي: 4/2/86      پذيرش مقاله: 17/2/86
مقدمه
درد يکي از مشکلات اصلي و اساسي همراه با بيماريهاي مختلف است كه هر انساني در طول عمر خود با آن مواجه خواهد شد. براي مثال در گزارش  منتشر شده بوسيله انجمن درد آمريكا، ساليانه بيش از يکصد ميليون دلار برای کنترل درد حدود پنجاه ميليون نفری می‌شود که در اين کشور در سنين مختلف از درد رنج مي‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌برند (1). 

امروزه، يکي از راههاي كنترل درد استفاده از داروهاي ضد التهاب غيراستروئيدي NSAIDS و يا داروهاي اوپيوئيدي است كه عوارض جانبي نسبتاً زيادي دارند. براي مثال داروهاي ضد التهاب غير استروئيدي باعث ايجاد اختلالات در دستگاه گوارش (GI)، آسيبهاي كليوي و واكنشهاي افزايش حساسيتي مي‌شوند. اوپيوئيدها نيز مي‌توانند منجر به ايجاد تهوع، يبوست، بهت، ضعف تنفسي شده و در صورت مصرف مزمن وابستگي ايجاد كنند (2). مسائل فوق سبب شد تا دانشمندان به دنبال يافتن داروهايي باشند که ضمن نداشتن عوارض داروهای مورد اشاره، ارزان و در دسترس هم باشند. در اين راستا بود که نظرات به سمت گياهان دارويي جلب شد. از سويی، گياهان دارويي که از منابع بالقوه عظيم خلقت هستند با برنامه‌ريزي صحيح مي‌توانند در موارد درماني و دارويي، صنايع غذايي، آرايشي و بهداشتي، بالاخص در موارد اقتصاد بدون اتکا به نفت جايگاه ويژه‌اي داشته باشند (3). در حال حاضر گياهان دارويي و مشتقات آنها 20 درصد تجويزهاي دارويي در کشورهاي صنعتي پيشرفته و 80 درصد در کشورهاي در حال توسعه را به خود اختصاص مي‌دهند (4). با بررسي‌هاي مرکز بازرگاني بين‌المللي، حدود 400 گونه گياهي در اروپاي غربي مصرف مي‌شود. ايالات متحده بزرگترين بازار داروهاي گياهي جهان و ژاپن بزرگترين وارد کننده گياهان دارويي در آسيا است (5).
در ايران نيز همانند ساير کشورهاي جهان، در استفاده از گياهان دارويي مانند رازيانه سابقه طولاني وجود دارد (6). در پژوهشهای انجام شده خواص زيادي براي رازيانه ذكر شده است. اثر امولسيون روغن رازيانه بر دردهاي كوليكي (دردهاي گوارشي) در نوزادان (7)، اثر درماني آن در درمان ديسمنوره اوليه (8)، تأثير بر كاهش فشار خون (9)، اثر بر رشد بيضه‌ها، مجاري دفران و غده پروستات، افزايش وزن غدد پستاني، لوله‌هاي رحمي، تخمدانها، اندومتريوم، ميومتريوم و همچنين واژن (10)، افزايش جذب سيپروفلوكساسين و افزايش نيمه عمر آن (11)، قابل توجه نبودن مرگ و مير در مسموميت حاد و مزمن با عصاره رازيانه (12)، اثر حفاظتي بر كبد با كاهش دادن AST، ALT و ALK.P و بيليروبين، در استفاده از CCI (13)، داشتن اثرات استروژني در افزايش ترشح شير، پريودهاي زودرس، سهولت در تولد و افزايش ميل جنسي (14) و داشتن اثرات ضد فشارخون از طريق اثرات ديورتيك و ناتري اورتيك (15) از جمله خواص رازيانه است که در مطالعات گوناگون از آنها نام برده شده است. با توجه به مصرف سنتي اين گياه، احتمال‌ وجود اثرات‌ ضد دردي محيطی در آن، رويش آن در اغلب نقاط ايران و بخصوص در دسترس بودن آن در اكثر مناطق، انگيزه طراحي اين تحقيق بود.  
رازيانه گياهي علفي، معطر و به ارتفاع 1 تا 2 متر است كه در مناطق زيادی از اروپا، مديترانه، آسيا و ايران مي‌رويد و از گياهان بومي اين مناطق به شمار مي‌آيد (17 و 16). قسمت مورد استفاده رازيانه ريشه، برگ و ميوه آن است. ميوه رازيانه علاوه بر داشتن 10 تا 12 درصد ماده روغني، کمی هم ماده قندي موسيلاژ و اسانس داشته و داراي اترهاي فنلي است كه عامل اصلي خاصيت دارويي آن محسوب مي‌شوند. تركيبهاي شاخص اين گياه ترانس آنتول، ليمونن و فنچون هستند. ميوه گياه رازيانه بهترين اندام براي استخراج ترانس آنتول مي‌باشد (18).  

اثرات؛ زيادكننده ترشحات شير، مقوي معده، قاعده‌آور و مدر بودن و همچنين مفيد بودن براي چشم و استفاده رازيانه در تهيه غذا از جمله موارد ديگري است كه بوسيله ديوسكوريد، پلين و جالينوس مطرح شده است. در قرن پنجم براي آن اثر مسكن و در قرون 9 تا 14 ميلادي براي آن صفات درماني متعددی قائل بوده و حتي آنرا براي مداواي بيماريهاي رواني مؤثر مي‌دانسته‌اند (17). استفاده‌هاي درماني رازيانه از قرن 18 به بعد وارد مرحله جدي‌تري شده و تا زمان حاضر مورد بررسي‌هاي زيادی قرار گرفت. لذا با توجه به اينكه گياه رازيانه داراي اثرات متنوع بوده و بخصوص بر روي دردهاي احشايي مانند ديسمنوره و دردهاي كوليكي (دردهاي گوارشي) در نوزادان (8 و 7) اثر خوبي از خود نشان داده است و از طرفي تاكنون هيچ كار تحقيقي در مورد اثر ضد دردي محيطی بر روي آن انجام نشده و در نهايت به علت ارزان بودن اين گياه و اينكه به راحتي در اكثر نقاط ايران مي‌رويد و قابل دسترسي است، اين مطالعه طراحي و انجام شد. هدف از اين پژوهش ارزيابي اثرات ضد دردي عصاره گياه رازيانه است. 
روش بررسي
اين مطالعه به صورت تجربي در مرکز تحقيقات فيزيولوژی دانشكده پزشكي استان سمنان انجام شد.

حيوانات

در اين مطالعه 42 سر موش نر سوري نژاد (Albino) با وزن 25 تا 30 گرم مورد استفاده قرار گرفتند. حيوانات به صورت گروههاي 7 تايي در قفسهاي پلاستيكي و در اتاقي با شرايط محيطي و درجه حرارت حدود 22 درجه سانتي‌گراد و دوره 12 ساعت تاريكي و 12 ساعت روشنايي و در حالي كه غذا و آب به طور آزادانه در اختيار داشتند در محل نگهداری و تکثير حيوانات مرکز تحقيقات فيزيولوژی دانشگاه نگهداري شدند. جهت انجام آزمايشات لازم و براي سازش يافتن حيوانات به دستگاه آزمون فرمالين، حيوانات بصورت انفرادي در دستگاه قرار مي‌گرفتند. آزمون در يک روز و از ساعت 9 صبح انجام شد. 
روش ارزيابي درد در آزمون فرمالين

در اين آزمون وسيله انجام آزمايش شامل يك چهار پايه آلومينيومي است كه روي آن صفحه شيشه‌اي قرار گرفته و بر روي صفحه شيشه‌اي قيف دهان گشادي قرار دارد. در فاصله‌اي از سطح شيشه‌اي و سطح افق، آيينه‌اي با زاويه 45 درجه قرار گرفته كه مشاهدات را آسانتر مي‌كند. در روز انجام آزمايش، موشها جداگانه و به منظور تطابق با محيط، 30 دقيقه قبل از تزريق فرمالين در زير قيف شيشه‌اي قرار داده شدند و در زمان آزمايش فرمالين با دوز 25 ميكروليتر به صورت زير جلدي، به كف پاي راست و عقبي موش سوري تزريق شد. كل زمان (برحسب ثانيه) كه براي ليسيدن و گاز گرفتن پاي تزريق شده صرف شده بود، در فواصل زماني 5 دقيقه اول براي درد حاد  و 15 تا 40 دقيقه بعد به عنوان شاخص درد مزمن اندازه‌گيري شد. بعد از 5 دقيقه اول در فاصله 10 تا 15 دقيقه بعد از تزريق فرمالين  حيوان رفتار خاصي از خود نشان نمي‌دهد. بعد از 15 تا 20 دقيقه فاز دوم درد شروع مي‌شود و حيوان دوباره به ليسيدن كف پاي مربوطه مي‌پردازد كه حدود 40  دقيقه طول مي‌كشد (19).

سازش يافتن

همه گروههاي آزمايشي از دو  روز قبل و هر روز به مدت 30 دقيقه به دستگاه عادت داده شدند. در روز انجام آزمايشات نيز پس از نيم ساعت كه حيوانات به دستگاه عادت پيدا كردند، آزمون فرمالين انجام شد.

آماده سازي داروها

تهيه عصاره

در اين پژوهش از عصاره آبي ميوه گياه رازيانه استفاده شد. گياه مورد نظر و عصاره آن از مركز آموزش علمي- كار بردي جهاد كشاورزي استان سمنان تهيه شد. براي تهيه عصاره ابتدا 200 گرم بذر خالص گياه رازيانه در آب مقطر ريخته شد سپس با روش آزمايشگاهی پرکولاسيون (سوکسله) 50 سي‌سي عصاره بدست آمد. عصاره حاصل با توجه به غلظت مورد نياز با سالين رقيق و مورد استفاده قرار گرفت. روش عصاره‌گيری و دوزهای مورد استفاده بر اساس مطالعات انجام شده قبلی بر روی گياهان دارويي بود (22- 20).
تعيين سميت حاد  (LD50)عصاره آبي  

پس از تزريق داخل صفاقي عصاره به گروههاي مختلف، حيوانات را 48 ساعت تحت نظر قرار داده و نتيجه مرگ و مير 48 ساعته مشخص و مورد بررسي قرار گرفت.

روش تزريق: عصاره با دوزهاي مورد نظر (100، 200، 500 و 1000 ميليگرم به ازاي هركيلوگرم وزن) به صورت داخل صفاقي و30 دقيقه قبل از انجام آزمون تزريق شد. گروههاي دريافت‌كننده سالين، 30 دقيقه قبل از انجام آزمون، هم حجم عصاره رازيانه، سالين  داخل صفاقي دريافت كردند.

گروههاي آزمايشي
در اين بررسي از 6 گروه 7 تايي موش سوري به صورت زير استفاده شد:

گروه كنترل (1): اين گروه قبل از آزمون هيچگونه دارويي دريافت نكردند.
گروه سالين(2): 30 دقيقه قبل از انجام آزمون فرمالين، هم حجم عصاره، سالين داخل صفاقي دريافت كردند.

گروههاي درماني (3 تا 6): در اين 4 گروه 30 دقيقه قبل از انجام آزمون فرمالين، عصاره با دوزهای 100، 200،500 و 1000 ميليگرم به ازاي هر كيلوگرم وزن موش به صورت داخل صفاقي، تزريق شد. 
روش تجزيه و تحليل آماري

در اين تحقيق برای تجزيه و تحليل داده‌ها از نرم افزار Sigma stat 3 استفاده شد. داده‌ها به صورت Mean±SEM ارائه شد. با توجه به وضعيت نرماليتی داده‌ها، از آناليز واريانس يک طرفه استفاده شد. برای مقايسه بين گروههای مختلف و کنترل از آزمون Dunnett  و  برای مقايسه بين گروههای مختلف نيز تست توكي انجام شد. 05/0p< به عنوان ملاك معني‌دار بودن مطرح گرديد.
يافته‌ها
الف: (LD50): در اين آزمون در حيواناتي كه عصاره آبي رازيانه داخل صفاقي دريافت كرده بودند بعد از 48 ساعت مرگ و ميري اتفاق نيفتاد.

ب: تزريق عصاره: در تزريق دوزهاي متفاوت عصاره اين نتايج بدست آمد:

 اثر تزريق عصاره آبي ميوه گياه رازيانه با دوزهاي 100، 200، 500 و 1000 ميليگرم به ازاي هر كيلوگرم وزن موش به صورت داخل صفاقي نيم ساعت قبل از تزريق فرمالين در مقايسه با گروه كنترل  و گروه دريافت كننده سالين به طور معني‌داري زمان واكنش  به درد  را در هر دو مرحله حاد و مزمن در آزمون فرمالين كاهش داد (05/0p<). ضمن اين که در ميزان پاسخ به درد در گروه كنترل و گروه دريافت كننده سالين تفاوت معني‌داري مشاهده نشد. 
نمودارهاي 1و2، اثرات ضد دردي تزريق عصاره آبي ميوه رازيانه را با دوزهاي مختلف نشان مي‌دهد.
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نمودار 1: اثرات ضد دردي تزريق عصاره آبي ميوه گياه رازيانه با دوزهای 100 ، 200 ، 500 و 1000 ميليگرم به ازاي هر كيلوگرم وزن موش، در مدل ارزيابي درد در آزمون فرمالين (درد حاد) و مقايسه آن با گروههاي دريافت‌كننده سالين و كنترل در موش سوري. محور  عمودي نشان دهنده زمان پاسخ به درد بر حسب ثانيه است. تزريق عصاره آبي ميوه گياه رازيانه با هر چهار دوز در مقايسه با گروه كنترل به طور معني‌داري زمان پاسخ به درد حاد را كاهش داده است (p<0.05). اين اثر در دوز 100 ميليگرم بارزتر است. FV = Foeniculum Vulgar
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نمودار 2: اثرات ضد دردي تزريق عصاره آبي ميوه گياه رازيانه با دوزهای 100 ، 200 ، 500 و 1000 ميليگرم به ازاي هر كيلوگرم وزن موش، در مدل ارزيابي درد در آزمون فرمالين (درد مزمن) و مقايسه آن با گروههاي دريافت‌كننده سالين و كنترل در موش سوري. محور عمودي نشان دهنده زمان پاسخ به درد بر حسب ثانيه است. تزريق عصاره آبي ميوه گياه رازيانه با هر چهار دوز در مقايسه با گروه كنترل به طور معني‌داري زمان پاسخ به درد حاد را كاهش داده است (p<0.05). اين اثر با دوز 1000 ميليگرم بارزتر است.
FV = Foeniculum Vulgar 

بحث
مهمترين يافته‌های به دست آمده از اين پژوهش اثر تزريق عصاره آبي ميوه گياه رازيانه در تعديل درد حاد و مزمن در مدل ارزيابي درد آزمون فرمالين بود. ميوه رازيانه داراي اترهاي فنلي است كه عامل اصلي خاصيت دارويي آن محسوب مي‌شوند. تركيبهاي شاخص اين گياه ترانس آنتول، ليمونن و فنچون هستند که ترانس آنتول از مهمترين و عمده‌ترين تركيبات اين گياه است. با توجه به اينکه نتايج مطالعات انجام شده قبلی دال بر اين بود که اين تركيبات در ميوه گياه بيشتر از ساير قسمتها بوده و بهترين قسمت گياه براي استخراج اين تركيب همان ميوه گياه رازيانه مي‌باشد (17)، به همين علت در اين مطالعه نيز از ميوه گياه رازيانه استفاده شد. يافته‌هاي اين مطالعه براي اولين بار نشان داد كه تزريق عصاره آبي ميوه گياه رازيانه در آزمون فرمالين منجر به كاهش پاسخ به درد مي‌شود (نمودارهای 1 و 2). اثرگياه بر تعديل درد اين فرضيه را تقويت می‌کند که رازيانه علاوه بر اثرات ضد درد احشايي مي‌تواند از طريق مكانيسم‌هايي که هنوز کاملاً مشخص نشده‌اند بر تعديل درد حاد و مزمن هم اثر داشته باشد. 

مطالعات قبلي نشان داده‌اند که عصاره گياه رازيانه از طريق گيرنده‌هاي سروتونرژيك و مهار آنتاگونيستهاي هيستاميني منجر به كاهش فشار خون مي‌شود (16). همچنين نتايج تحقيقات ديگر دال بر اين است که سيستم سروتونرژيك در كاهش درد نقش دارد. براي مثال نشان داده شده است تحريكات ظريف و ريز در پايه مغزي در هسته كاهش دهنده درد منجر به افزايش سروتونين يا 5 هيدروكسي تريپتامين در شاخ خلفي نخاع مي‌شود. همچنين مشخص شده كه سروتونين در ترمينالهاي شاخ خلفي، سلولهاي ستون مديولترال و شاخ قدامي نخاع نيز وجود دارد. سروتونين به صورت تركيب با پپتيدهاي متعددي مانند انكفالين، سوماتوستاتين، پپتيد وابسته به ژن كلسيتونين، ماده p، و نوروترانسميترGABA  وجود دارد و مي‌تواند به صورت غير مستقيم باعث كاهش درد شود. ثابت شده كه سيستم سروتونرژيك از طريق نورونهاي انكفالينرژيك باعث كاهش انتقال درد مي‌شود. حداقل 3 نوع گيرنده سروتونيني 1، 2 و 3 در شاخ خلفي نخاع شناسايي شده‌اند. گرچه نقش اين گيرنده‌ها در كنترل درد هنوز كامل شناخته نشده است، اما در مطالعه ديگری ديده شد تزريق داخل مغـزي سروتونين منجر به ايجاد بي‌دردي در آزمونهاي Tail flick،Hot plate  و آزمون فرمالين در موش سوري و رت شده است (12). با مقايسه نتايج مطالعات قبلی در مورد اثرات گياه رازيانه بر کاهش فشارخون از مسير گيرنده‌های سروتونرژيک و هيستامينرژيک و نقش اين گيرنده‌ها در تعديل درد به نظر می‌رسد عصاره گياه رازيانه از طريق گيرنده‌های ذکر شده در فوق است که مي‌تواند نقش تعديلی بر درد حاد و مزمن داشته باشد. هر چند لازم است تحقيقات تکميلی بيشتری انجام شوند.    

نتايج پژوهش ما با نتايج بعضي از تحقيقات ديگر که در مورد دردهای احشايي می‌باشد مانند؛ كاهش دردهاي كوليكي نوزادان (7) و درد در ديسمنوره اوليه در خانمها (8) تا حدودي همخواني دارد. با توجه به انتقال دردهاي احشايي به مراكز فوق نخاعي به نظر مي‌رسد تعديل در اين دردها ناشي از اثر عامل و يا عواملي است كه بر سيستم اعصاب مركزي مؤثر هستند.

در آزمون فرمالين كه متداول‌ترين آزمون بررسي درد حاد و بخصوص درد مزمن در حيوانات آزمايشگاهي است دو فاز وجود دارد. فاز حاد آن مربوط به دردهاي غير التهابي ( نوروژنيك) و درد در فاز مزمن در اثر التهاب ناشي از تزريق فرمالين است. رفتارهاي مشاهده شده در اين آزمون نيز به صورت فوق نخاعي جمع‌بندي مي‌شوند. اثر ضد دردي عصاره گياه رازيانه در هر دو فاز حاد و مزمن در آزمون فرمالين، حدس اين نظريه را كه عصاره رازيانه می‌تواند علاوه بر تأثير مركزي با اثر بر سيستم اعصاب محيطي نيز اثرات ضد دردي از خود بروز دهد تقويت مي‌كند.

نتيجه‌گيری 

هر چند مكانيسم اثر گياه رازيانه بر درد كاملاً مشخص نيست اما، با توجه به جمع‌بندي نتايج پژوهشهاي انجام شده و نتايج پژوهش حاضر، و با توجه به اثر آن بر سيستم اعصاب مركزي و محيطي، بخصوص از طريق گيرنده‌هاي سروتونرژيك و دوپامينرژيك در پژوهشهای قبلی (16)، حدس زده مي‌شود كه عناصر موجود در عصاره ميوه گياه رازيانه مي‌توانند در تعديل درد اثر داشته باشند. به عبارت ديگر تركيب (يا تركيبات) موجود در عصاره ميوه گياه رازيانه قادر است هم به صورت محيطي و هم به صورت مركزي ( نخاعي و فوق نخاعي) اثر تعديلي بر درد داشته و منجر به افزايش مقاومت در برابر درد و يا كاهش پاسخ دهي به دردهاي حاد و مزمن شود.  
 از آنجايی که مكانيسم‌هاي مؤثر در مسير درد، واسطه‌هاي شيميايي و ارتباط نوروني در مدارهاي تعديل درد هنوز كاملاً شناخته نشده و تا به امروز هم هنوز اطلاعات جامعي در مورد آنها در دست نيست، و با توجه به اثرات ضد دردی اين گياه توصيه می‌شود براي شناسايي تركيبات مؤثر موجود در گياه رازيانه و اينكه از چه مسيرها و يا مكانيسم‌هايي قادر به تعديل درد مي‌باشد تحقيقات بيشتري انجام شوند. 
تشكر و قدرداني

با توجه به اينکه اين پژوهش با همكاري مديريت و پرسنل محترم مركز آموزش علمي-كاربردي جهاد كشاورزي استان سمنان و مركز تحقيقات فيزيولوژي دانشكده پزشكي انجام گرفته است، بر خود لازم می‌دانيم از كليه عزيزاني كه در انجام اين تحقيق با ما همكاري صميمانه‌اي داشتند تشكر و قدرداني نماييم.
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