
50-372023/ Jan-Nov/ 128Journal of Kurdistan University of Medical Sciences                                                   No.Scientific  

In Vitro Protective Effects of Aqueous and Alcoholic Extracts of 

Caryophyllus aromaticus on Reducing H2O2-Induced DNA Damage in 

Human Mononuclear White Blood Cells 
Mojtaba Kianmehr

1
, Seyed Hossein Abtahi Eivary

2
, Jafar Hajavi

3* 

1. Professor, Department of Medical Physics, Faculty of Medicine, Gonabad University of Medical Sciences, Gonabad, Iran. 
ORCID: 0000-0002-2943-7789. 
2. Associate Professor, Department of Medical Sciences of Laboratory, Infectious Diseases Research Center, School of Para-
Medicine, Gonabad University of Medical Sciences, Gonabad, Iran. ORCID: 0000-0001-5807-8933. 

3. Assistant Professor, Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Infectious Diseases Research Center, Gonabad 
University of Medical Science, Gonabad, Iran. ORCID: 0000-0002-4257-6070. Tel: 051-57225027. E-mail: 
hajavi.jaf@gmail.com 

 

ABSTRACT  

Background and Aim: This study aimed to investigate the protective effects of aqueous and 

ethanolic extracts of Caryophyllus aromaticus on DNA damage in mononuclear white cells of 

human blood using the COMET method. 

Materials and Methods: Mononuclear white blood cells were isolated from blood samples 

taken from 15 healthy volunteers. Cells were treated with H2O2 (25, 50, 100, and 200 μM), as 

well as with aqueous and ethanolic extracts of aerial parts of cloves (0.05, 0.1, 0.5, 1, and 2.5 

mg/ml). Finally, to induce DNA damage the cells were incubated in a combination of 100 μM 

H2O2 with each of the two aqueous and alcoholic extracts at a concentration of 2.5 mg/ml at 

4°C for 30 minutes. The extent of DNA migration was measured using the alkaline single cell 

gel electrophoresis approach assay, and DNA damage was expressed as tail length (µm), 

percentage of tail DNA, and tail moment (µm). 

Results: DNA damage in the mononuclear white blood cells exposed to the combination of 

hydrogen peroxide with aqueous extract of clove plant was significantly less than that in the 

mononuclear white blood cells treated with H2O2 alone. Tail length (µm) was 5.30±1.21 

versus 21.84±3.91, percentage of tail DNA (%) was 4.29±1.21 versus 16.21±4.18, and tail 

movement (µm) was 0.24±0.08 versus 2.35±0.72, respectively (p < 0.001). 

Conclusion: The results showed that the aqueous extract of clove plant (2.5 mg/ml) can 

prevent oxidative DNA damage in human mononuclear white blood cells, which is probably 

due to the presence of antioxidant compounds in the extract. 
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 73-2041/04آذر و دی  /  هشتدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 
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 چکیده

 Caryophyllus aromaticus خکیم اهیگ یو اتانول یعصاره آب یظتفاحماثرات  یمطالعه بررس نیهدف از ا :زمینه و هدف

 .بود Comet روش کامتانسان با  خون یا هسته تکسفید  یها گلبول DNA های یبآسبر 

 3O3H باا  هاا  سالول . داوطلب ساال  دادا شاد    17خون گرفته شده از  یها نمونهاز  یا هسته تکسفید  یها گلبول :هاروشمواد و 

 7/3و  1، 7/0، 1/0، 07/0)یی گیااه میخاک   هاوا  یقسامت هاا  و الکلای   یآبا  یهاا  عصاره و نیز (کرومولاریم 300و  100، 70، 37)

دو یاک از  هر  با DNAدهت ایجاد آسیب  3O3Hمیکرومولار  100ز ا یبیترکدر  ها سلول نهایتاً .تیمار شدند (لیتر یلیمبر  گرم یلیم

 مهادرت زانیم. ندانکوبه شد ،قهیدق 20به مدت  سلیسیوسدرده  9 یدر دما لیتر یلیمبر  گرم یلیم 7/3 با غلظتآبی و الکلی عصاره 

DNA  بید و آسا گردیا  یاری گ انادازه  ییایا قل ی در محای  با استفاده از روش الکتروفورز ژلا در سلول ها DNA   ساه   باه واورت

 .شد انیب و اندازه حرکت دنباله دنبالهدر  DNA درود طول دنباله، :شاخص

به بودند گیاه میخک  یعصاره آبترکیب آب اکسیژنه با در معرض که  ایسفید تک هسته  یها گلبول DNA بیآس :ها یافته 

نباله بر حسب میکرومتر به ترتیب طول د. بودبه تنهایی  3O3H شده با ماریت یا هسته تکسفید  یها گلبولکمتر از  یطور قابل توده

نباله بر حسب د حرکتاندازه و  31/10±17/9در مقابل  37/9±31/1در دنباله  DNA ، درود79/31±71/2در مقابل  31/1±20/7

 .(P < 001/0)د بو 27/3±83/0در مقابل  39/0±07/0میکرومتر 

یو باه  داتیاکسا  بیاز آسا  تواناد  یما  لیتر یلیمبر  گرم یلیم 7/3گیاه میخک با غلظت  یکه عصاره آب دهد یمنشان  ایجنت :گیری یجهنت

DNA در عصااره   یدانیاکسا  یآنتا  باات یترکوداود   لیا که احتمالاً به دل کند یریانسان دلوگخون سفید تک هسته ای  یها گلبول

 .است

 گیاه میخک و،یداتی، استرس اکسDNAب ی، آسآزمون کامت: کلمات کلیدی

 17/13/1901:پذیرش 8/13/1901:اولاحیه نهایی 12/8/1901:ووول مقاله
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    73جعفر حاجوی   

2041آذر و دی  /  هشتدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان   

 مقدمه

عوامل مختلف شیمیایی و فیزیکی از دمله عوامل 

در محی  زندگی و کار، سبب ایجاد  ژنوتوکسیک مودود

از دمله شکستگی در تک رشته و دو  DNAانواع آسیب 

قادر به  ها سلولو در وورتی که  شوند یم DNAرشته 

نباشند، منجر به انواع موتاسیون در ژن ها  ها آنتعمیر 

مختلف از  های یماریبکه این موتاسیون ها باعث  گردد یم

 ای ییایمی، شزا سرطانمواد . (1 و3)شوند یم ها سرطاندمله 

 قیرا از طر DNA بیآس جادیا یی، توانایکیزیف

ده ش جادیآزاد ا های یکالراد .(2)دارندمختلف  های یس مکان

از  یریدلوگ سبب ک،یتوس  عوامل مختلف ژنوتوکس

 یم ها آنمرگ باعث  یحت ای ها سلولدرست عملکرد 

سنجش  یها روش نیو بهتر ینتر حساساز  یکی. (9)شوند

زاد، آ های یکالرادتوس   DNAشده در  جادیا های یبآس

 نیآزمون در ع نیا .تاس (Comet Assay)آزمون کامت 

 یریقرارگ بررسی یها روش نیاز پرکاربردتر یکی یسادگ

روش کامت . است کیدر معرض عوامل ژنوتوکس ها سلول

 DNAیک روش حساس و قابل اعتماد برای تعیین آسیب 

. استیوکاریوتی قابل استفاده  یها سلولکه در انواع  است

ی  این روش برای بررسی اثرات مواد ژنوتوکسین مح

آسیب  DNAزندگی و کار، میزان تعمیر و سینتیک تعمیر 

 .(8-7)دیده در اثر عوامل مختلف به کار می رود

سلول  بیکه مانع از تخر هستند یباتیها ترک دانیاکس یآنت

مانع بروز  نیبنابرا؛ شوند یآزاد م یها کالیتوس  راد ها

. (7 و 7)شوند یم یو عروق یقلب های یماریب و انواع سرطان

 یم  یتقس یعیو طب یبه دو دسته عمده سنتز ها اکسیدان یآنت

از استفاده از  یمشکلات و خطرات ناش هبا توده ب. (7)شوند

سلامت انسان، استفاده از  یبرا یسنتز های اکسیدان یآنت

توده  ،یعیطب منابعاستخراج شده از  های اکسیدان یآنت

 نیاز بهتر یکی. (10)را به خود دلب کرده است نیمحقق

مودود در  یلفن باتیترک ،یعیطب های اکسیدان یآنتمنابع 

است که  اهانیو مواد مشتق شده از گ یاهیگ ینمونه ها

در کنترل را  باتیترک نیانجام شده نقش ا قاتیتحق یبرخ

نشان داده  واناتیشده در بدن ح دیآزاد تول های یکالراد

 .(11و10)است

 Caryophyllus یبا نام علم( Clove) خکیم اهیعصاره گ

aromaticus  به عنوان نگهدارنده و طع  دهنده به مواد

ود در 30تا  17گیاه میخک دارای . شود یافزوده م ییغذا

استرول  دیگلوکوز یو تعداد نیتانن، ومغ و رز ،روغن

 لیفن( درود 70تا  00) خکیروغن م یاول باتیترک .است

اوژنول و کارواکرول، شامل هستند که عمدتاً  دهایپروپانوئ

 یحاو نیروغن همچن نیا. شود یم دینامالدئیو س مولیت

 ک،یگال دیاس یکم ریاوژنول و مقاد لاستی درود 10 باًیتقر

کتون  لیآم-ان-لیو مت نیلینترپن ها، فورفورال، وا یسسکو

ها،  دراتیکربوه دها،یشامل فلاونوئآن  باتیترک ریسا. است

اسانس . استها  نیتامیو و نیرامنت ک،یاولئانول دیاس دها،یپیل

استات  لیهومولن و اوژن لن،یوفیاوژنول، کار یحاو زیبرگ ن

 .(13)است

 عیونا نهیچه در زم خکیم اهیگ یبرا زیادی اریخواص بس

برشمرده شده که از دمله آن ها  یو چه در طب سنت ییغذا

و  (19)ییای، ضد باکتر(12)یبه خاویت ضد سرطان توان یم

 کی خکیم. آن اشاره نمود (17)پایین آورنده قند خون

به ه  به عنوان نگهدارنده غذا و ه  با ارزش است که  هیادو

و  خکیاسانس م. گیرد یمقرار استفاده  مورد یدرماندلایل 

 ییایآن، اوژنول، اثر ضد باکتر یدزء فعال اولبه خصوص 

 ،یمنیاایجاد معطر بودن و داشته و با توده به  یو ضد قارچ

 ییغذا ونایعننده ارزشمند در ک یبه عنوان ضد عفون

 خکیمشخص شده است که اسانس م. داستفاده می شو

منبع  یها یانواع باکتر یبر رو یاثرات بازدارنده قو یدارا

 خکیم اهیخواص گ ینتر مه از  ییک .(10)دمی باش ییغذا

با  یمطالعات متعدد. آن است اکسیدانی یآنت تیخاو

 اهیگ نیمختلف نشان داده اند که انواع عصاره ا یها روش

 .(18 و17)باشند یم ییبالا اکسیدانی یآنت تیخاو یدارا

 تیخاوبررسی  درخصوصانجام شده  مطالعهیک 

گیاه  اد که، نشان داهینوع گ 2100از  شیب اکسیدانی یآنت
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 ...اثر محافظتی برون تنی   04

 2041آذر و دی  /  هشتدوره بیست و / شکی کردستان مجله علمی دانشگاه علوم پز

  تیخاو نیشتریب ،ییدارو اهانیگ نیا نیدر ب خکیم

 . (17)را داشته است اکسیدانی یآنت

مختلف  یها عصارهدر  اکسیدان یآنتدر مطالعات قبلی میزان 

 ؛بیوشیمیایی تعیین شده است یها روشمیخک با استفاده از 

 DNAبر تعمیر آسیب های  ها عصارهاین  یرتأثولی تاکنون 

توده به تفاوت اثر  با. با روش کامت انجام نشده است

مختلف  یها در گونه ها اکسیدان یآنتها و  دانیاکس

 نیگونه، ا کیمختلف  یدر بافت ها یحت زیو ن یانورد

 های اکسیدان یآنتتعیین میزان قدرت مطالعه به منظور 

 ریتأث و خکیم اهیگ یو الکل یآب یها عصارهمودود در 

از  یناش یتیسیبر کاهش ژنوتوکس ها آنی برون تن یحفاظت

در گلبول های سفید تک هسته ای خون انسان  ژنهیآب اکس

 .ه از روش کامت انجام شدبا استفاد

 

 هاروشمواد و 

 مواد-1

، کانادا Fermentasآگاروز با نقطه ذوب پایین از شرکت 

دی سدی  اتیلن دی آمین تترا استیک و سالین  فسفات بافر

 Rocheتریس بازی از شرکت ، Sigmaاسید از شرکت 

با و بقیه مواد  سازمان انتقال خون ایران ازفایکول ، آلمان

آلمان  Merckاز شرکت ربرد آزمایشگاهی درده کا

 .خریداری گردیده است

 ها روش-3

 یریافراد و خونگ انتخاب -3-1

دامعه مورد . است یشگاهیآزما یمطالعه از نوع تجرب این

 متعلق به افرادیخون  سفید تک هسته ای یها گلبولمطالعه 

 یارهایمع. بودندورود به مطالعه  یهااریمع یکه دارابود 

دهت شرکت در  :عبارت بودند ازبه مطالعه  فرادا ورود

سال   یپزشک نهیاز لحاظ معا ،داشته باشد تیپژوهش رضا

سابقه بیماری  ،باشد نداشتهو الکل  اتیاستعمال دخان ،باشد

نداشته  شود یم DNA بیکه منجر به آسمشخصی  یکیژنت

نداشته  ییا ورفاً حیوان یورفاً گیاه ییرژی  غذا و باشد

از  DNA بی  نمونه با استفاده از مقدار آسحج. باشد

دو  های یانگینم سهیطبق فرمول مقا (30)رفرنس یها داده

 70درود و توان آزمون  77 نانیاطم بیگروه مستقل با ضر

 2/12هر گروه  یبرا قیتحق نیدر ا محاسبه گردید که درود

درود افت  10نفر به دست آمد که با در نظر گرفتن 

از روش  .شد نیینفر تع 17حج  هر گروه  ،نمونهاحتمالی 

پس از . دیافراد استفاده گرد یریگ نمونه یساده برا یتصادف

 زیدهت شرکت در پژوهش و ن تیرم رضاانتخاب نمونه ها ف

ملاک  یکه دارا یینمونه ها کیفرم مشخصات دموگراف

دداسازی سلول  .دگردی لیورود به مطالعه بودند، تکم یها

سرنگ  ابتدا با. های تک هسته ای با کمی تغییرات انجام شد

افراد انتخاب شده یلی لیتر از خون م 9مقدار  یتریل یلیم 7

سلول های تک هسته ای خون  یدداسازسپس و شد گرفته 

میلی  3لوله آزمایش در هر . دیانجام گرد کولیفا یبر رو

در  هالوله  سپس. ریخته شدخون میلی لیتر  9و فایکول لیتر 

 20و به مدت  شد داخل سانتریفیوژ یخچال دار قرار داده

 سانتریفیوژ سلیسیوسدرده  30مای و د g  700دقیقه در

لوله حاوی مایع سانتریفیوژ شده دارای چهار ناحیه  .گردید

رنگ که بین سفید  یا حلقهکه منطقه  استقابل تشخیص 

ناحیه تجمع سلول های تک پلاسما و فایکول قرار دارد، 

با استفاده از میکروپیپت ناحیه حلقه . استهسته ای محیطی 

 یآور دمعمیلی لیتر  7/1ر یک ویال سفید رنگ به آرامی د

مورد شستشو قرار  PBSمیکرو لیتر محلول  700و با  نموده

در دمای  g370دقیقه با سرعت  10داده شد و سپس به مدت 

 بعد از سانتریفیوژ،. سانتریفیوژ گردید سلیسیوسدرده  30

 900و به رسوب به دست آمده  شد دور ریخته مایع رویی

 PBSPhosphate-Buffered Saline) )میکرو لیتر
  .(39-31)گردیداضافه 

محلول یک ده   میکرولیتر از 10در یک ویال تمیز مقدار 

 میکرو لیتر از محلول حاوی سلول 10 با در ود متیل گرین

برای شمارش و مشاهده سلول ها . به آرامی مخلوط گردید

استفاده  90یکروسکوپ نوری با بزرگنمایی از لام نئوبار و م

برای تعیین درود سلول های زنده از رنگ . گردید

اختصاوی تریپان بلو استفاده شد و نسبت سلول های زنده به 
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   02جعفر حاجوی   

 2041آذر و دی  /  هشتدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

 /n )طبق رابطه زنده  یها سلولدرود . مرده مشخص گردید

Nt ×100 V= ) محاسبه گردید کهn  تعداد سلول های زنده

بیش از  ها سلولاست و درود بقای  ها سلولتعداد کل  Ntو 

 .(37) درود به دست آمد 77

از افراد به  کیهر  یا هستهسفید تک  یها گلبولسپس از 

مورد مطالعه  یگروه تجرب 8 ر یک ازهطور تصادفی به 

گروه : از ندارت بودعبمورد مطالعه  یها گروه. افزوده شد

 مودود در بیآس زانیتا م( یا مداخله چیبدون ه)کنترل 

DNA د مشخص شودافرا یا هستهسفید تک  یها گلبول ،

 اهیگ یگروه عصاره الکلمیخک،  اهیگ یگروه عصاره آب

، DNAدهت ایجاد آسیب  ژنهیگروه آب اکس، میخک

گروه آب میخک،  اهیگ یعصاره آب+  ژنهیگروه آب اکس

+  ژنهیگروه آب اکسمیخک و  اهیگ یعصاره الکل+  ژنهیاکس

 (.یسنتز اکسیدان یآنت کیبه عنوان ) C ویتامین

 خکیعصاره م هیته-3-3

از یک داروخانه مطالعه  نیمورد استفاده در ا خکیم اهیگ

توس  د و یاهی در شهرستان گناباد خریداری شگ

مورد  گنابادآموزش عالی متخصصین گیاه شناسی دانشگاه 

با استفاده از گیاه  یو الکل یعصاره آب .قرار گرفت یدتائ

در  لحلا ریو سپس تبخ( ساندنیخ) ونیزاسیروش ماسر

با سپس  .دش تهیهدر بن ماری  سلسیوس درده 90 یدما

محلول های  ،استفاده از آب مقطر از پودرهای خشک شده

هر یک از  تریل یلیگرم بر م یلیم 7/3و  1، 7/0، 1/0، 07/0

 .تهیه شد یو اتانول یآب های ارهعصاز 

 :دهایفلاونوئ یریگ اندازه-2-3

و همکاران  Changاز روش  دهایلاونوئف یریگ اندازه یبرا

میکرولیتر از هر کدام  100در این آزمایش  .(30)استفاده شد

 µl 300) محلول واکنشمیکرولیتر  700، با ها عصارهاز 

methanol, 20 µl AlCl3 10%, 20 µl KCH3COO 

1M, 560 µl DW ) طول در  آندذب پس سمخلوط و

استاندارد  یرس  منحن یبرا .دیگردقرائت نانومتر  917موج 

وگرم بر لیتر میکر 100 غلظت یالیسر یها از رقت

 .در متانول استفاده شد نیتیکوئرس

 :یفنل باتیترک یریگ اندازه-9-3

روش رنگ  لهیبه وس ها عصارهدر  یفنل باتیکل ترک مقدار

-Folin) وکالتویس نیو با استفاده از روش فول یسنج

Ciocalteau )70شیانجام آزما یبرا. [38]شد  یریگ اندازه 

 نیفول درود10 محلول تریکرولیم 900عصاره با  میکرولیتر

اتاق و در  یدر دما قهیدق 7مخلوط و به مدت  وکالتویس

  یسد میکرولیتر 230 وقبه مخلوط ف. قرار داده شد یکیتار

 یدر دما قهیدق 20افزوده شد و به مدت  درود 7/8ت کربنا

ا در ه در انتها دذب لوله. دگردیانکوبه سلیسیوس درده  90

مقدار کل  نییتع یبرا. دشنانومتر قرائت  807طول موج 

استاندارد که با استفاده از  یاز منحن ،عصاره یفنل باتیترک

 ،به دست آمده است دیاس کیمختلف گال یها غلظت

 .دیگرد تفادهاس

 2,2,Diphenyl-picryl (DPPH) شیآزما-7-3

hydrazyl 

DPPH آسان، مقرون به  ق،یمعتبر، دق اریروش بس کی

 یبررس یبالاست که برا یریتکرارپذ تیورفه و با قابل

انجام  یبرا. [38]شود یاستفاده م ها دانیاکس یآنت تیفعال

 از معرف رمیکرولیت 700+ از عصاره تر میکرولی 20 شیآزما

نانومتر  718در آن دذب  قهیدق 20پس از  مخلوط گردید و

عصاره با  اکسیدانی یآنت تیمحاسبه فعال یبرا. قرائت شد

 نیمنظور از ا. دشاستفاده  70IC، از شاخص DPPHروش 

از  درود 70 از عصاره است که قادر باشد یشاخص غلظت

 به دست یبرا .کند ایرا اح DPPHآزاد  های یکالراد

که در محور  شود یماستفاده  یاز نمودار 70ICآوردن  

مختلف عصاره قرار گرفته و در محور  یها غلظت یافق

درود  داکردنیپ یبرا. می شوددرود مهار وارد  یعمود

دذب  Acکه در آن  شود یاستفاده م ریمهار از فرمول ز

 یدرود مهارکنندگ %Aدذب نمونه، و  Asشاهد، 

 . استآزاد  کالیراد

 
 Ferric Reducing Activity (FRAP) شیآزما-0-3

of Plasma  
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 ...اثر محافظتی برون تنی   01

 2041آذر و دی  /  هشتدوره بیست و / شکی کردستان مجله علمی دانشگاه علوم پز

کننده با  ایاح باتیترک یدانیاکس یآزمون قدرت آنت نیدر ا

Fe) کیفر ونی یایاستفاده از اح
Fe)فرو  ونیبه ( 3+

+2) 

-tri-2-2,4,6آزمون معرف  نیدر ا. شود یم دهیسنج

pyridinyl-1,3,5-triazine (TPTZ) یایهرچه اح. است 

حاوله از واکنش  یشدت رنگ آب ،باشد شتریب کیرف ونی

 777است که در طول موج  شتریب؛ TPTZفرو با  ونی

از بافر استات  اند عبارت ازیمواد مورد ن. دذب دارد نومترنا

 گرم یلیم TPTZ (TPTZ 9/32، معرف pH=2مولار با  2/0

( مولار یلیم 90 کیدریکلر دیاس میلی لیتر 7/8حل شده در 

-1–10با نسبت  که IIIآهن  دیکلر مولار یلیم 30و محلول 

 3 از محلول. شود یم ینگهدار کیتار دای در و مخلوط 1

نمودار استاندارد  هیدهت ته IIسولفات آهن  مولار یلیم

ها و نیز نمونه هر یک از از  تریکرولیم 37. استفاده شد

 تریکرولیم 87از معرف و  تریکرولیم 870استاندارد با  محلول

 ونیانکوباس قهیدق 7پس از  نموده وقطر با ه  مخلوط آب م

، دذب نمونه ها در طول موج سلسیوس درده 28 یدر دما

 .دیقرائت گرد نانومتر 777

 :کامت قلیایی آزمون-8-3

 یلیم 7با سرنگ ابتدا ، (37)ییایانجام آزمون کامت قل یبرا

هر یک از افراد انتخاب میلی لیتر از خون  9مقدار  یتریل

 یا هستهتک  یها سلول یدداسازسپس و شد گرفته شده 

ود برای تعیین در. دیانجام گرد کولیفا یبر رو خون

که  شداستفاده  تریپان بلوزنده از رنگ اختصاوی  یها سلول

از  پس. دتعیین ش درود 77بیش از  ها سلول یدرود بقا

 100مقدار برای هر لام  ،آماده کردن سوسپانسیون سلولی

 100ه ب با نقطه ذوب پایین یک درودمیکرولیتر آگاروز 

سلول ها اضافه شد و این مخلوط با پیپتاژ سریع از  میکرولیتر

و مکرر آگاروز توس  سمپلر با نوک بریده شده به طور 

 300سر سمپلر مقدار  نبا استفاده از هما. کامل مخلوط شد

هایی  برداشته شد و بر روی لامتهیه شده خلوط ر ممیکرولیت

 که از قبل با یک لایه آگاروز معمولی پوشانده شده بود،

پوشانده شد و  متر میلی 17×20قرار داده شد و با یک لامل 

برای لام مجزا  9هر نفر  یبرا. لام ها در یخچال قرار گرفت

 . شد هیته ها گروههر یک از 

لامل  ،از دامد شدن ژل و خارج کردن لام ها از یخچال پس

با نقطه ذوب میکرولیتر آگاروز  100مقدار  ها برداشته شده و

بر روی دو لایه قبلی اضافه گردید و لامل  درود 7/0پایین 

روی آن قرار گرفت و بدین ترتیب سلول ها در وس  لایه 

حل بعدی از ژل های آگاروز ساندویچ گردید تا در طی مرا

از  پس. مجدد لام ها در یخچال قرار گرفت. خارج نگردد

لام ها به  و لامل ها برداشته شدآخر ژل لایه دامد شدن 

مقدار . وورت افقی در یک ظرف مناسب قرار داده شدند

 NaCl 2.5 M ،Tris base 10 لازم از محلول لیز کننده

mM ،Na2 EDTA 0.1 M،) (DMSO Dimethyl 

sulfoxide10%  وTriton X-100  بر روی لام ها ریخته

، به طوری که ژل ها به طور کامل در زیر محلول قرار شد

و این مجموعه به مدت یک ساعت در داخل یخچال  گیرند

پس از اتمام مرحله لیز، لام ها از داخل محلول . قرار داده شد

 Na2 لیز کننده بیرون آورده شد و با محلول الکتروفورز 

EDTA 1 mM  وNaOH 300 mM شستشو داده شد .

قرار  یپس از آن بلافاوله لام ها در تانک الکتروفورز افق

 9 داده شد و داخل تانک پر از محلول الکتروفورز با دمای

لام . گردید و تانک در یخچال قرار داده شد درده سلسیوس

دقیقه در این وضعیت قرار گرفت تا دو رشته  30ها به مدت 

DNA قلیایی،  پس از پایان مرحله تیمار. از شونداز ه  ب

منبع تغذیه  ژدر این مرحله ولتا. دشمرحله الکتروفورز آغاز 

 (سانتی متر 20و طول ظرف  V/cm 07/0)ولت  30بر روی 

با ک  و زیاد نمودن حج  محلول الکتروفورز . تنظی  گردید

میلی  320بر روی الکتریکی مودود در تانک، شدت دریان 

دقیقه و دمای  30طول مدت الکتروفورز . ظی  گردیدتن آمپر

مراحل  تمام. بود سلیسیوس درده 9 محلول الکتروفورز

 2لام ها  بعد مرحله در. انجام شد تاریکی آزمون کامت در

دقیقه با محلول تریس خنثی ساز  7بار و هر بار به مدت 

 7خنثی سازی، لام ها به مدت  پس از. شستشو داده شدند
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   07جعفر حاجوی   

 2041آذر و دی  /  هشتدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

در  سپسو تا فیکس گردند متانول قرار داده شدند  دقیقه در

توس   یزیآم رنگ .معرض هوا قرار گرفتند تا خشک شوند

میکروگرم در میلی لیتر انجام  30اتیدیوم برماید با غلظت 

و در تاریکی شده دقیقه لام ها شسته  10گرفت و پس از 

 کونیبرای مشاهده کامت ها از میکروسکوپ ن. قرار گرفتند

i70 نانومتر و همچنین فیلتر  710-790ا محدوده طول موج ب

Barrier  300نانومتر و با بزرگ نمایی  770با طول موج 

اسلاید آماده گردید و  9برای هر نمونه . برابر استفاده گردید

از هر اسلاید با دوربین بالای میکروسکوپ متصل به 

 ارزیابی نتایج با. عکس تهیه و ذخیره گردید 37کامپیوتر 

. انجام گرفت 7/1v cometscore استفاده از نرم افزار

سلول در هر یک  100نمودن  سیبا برر DNAآسیب های 

از شرای  آزمایشی در هر نمونه به وسیله نرم افزار محاسبه 

 .گردید 

 :و استنتاج لیو تحل هیتجز-7-3

توویف داده ها از دداول و نمودارها استفاده گردید  دهت

شده،  یآور دمعاطلاعات  یآمار لیحلو ت هیتجزو برای 

گروه  هفتو در  بودهمتغیر کمی  DNAچون آسیب 

طرفه  کی انسیوار زیاز آزمون آنالد، گردیمختلف مقایسه 

 نیب DNAمقدار آسیب  نیانگیم سهیو دهت مقااستفاده شد 

. دگردیاستفاده  یتوک یبیتست تعقاز  مختلف یها گروه

 .در نظر گرفته شد 07/0از  تر کوچک داری یمعنسطح 

 

 هایافته

حاول از  جی، نتاشود یممشاهده  1که در ددول  طور همان

از  آمده دست بهمختلف  یها عصاره اکسیدانی یآنت یابیارز

در  خکیدر عصاره خشک م یفنل باتیمقدار ترک خک،یم

 آن یدانیاکس یآنت تیفعال نید و همچنبو شتری، ب%70اتانول 

 .بالاتر بود نیز

 

 خکیمگیاه مختلف به دست آمده از  یعصاره ها یدانیاکس یآنت یابیحاصل از ارز جینتا: 1جدول 

مقدار ترکیبات  نام عصاره

در عصاره  فنلی

 (g)خشک 

مقدار ترکیبات 

در  فلاونوئیدی

 (g)عصاره خشک 

 FRAPفعالیت 

در ( میکرومول)

 (g)عصاره خشک 

: DPPHآزمایش 

70IC  عصاره

 (mg/ml)خشک 

 980/6 73/338 6333/1 373/8 آبی

 336/6 00/766 3373/2 366/18 %39اتانول 

در مقایسه با گروه کنترل  ژنهیگروه در معرض آب اکس ، نشان دهنده تصاویر میکروسکوپ فلوسنت در یکی از کامت های1شکل 

 .که میزان آسیب بیشتر را در گروه در معرض آب اکسیژنه نشان می دهد است

 
 .یطیگلبول های سفید تک هسته ای خون مح ینمونه کامت ها:1شکل 

A :از افراد گروه کنترل، یکی B :3از افراد گروه  یکیO3H. 
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 ...اثر محافظتی برون تنی   00

2041آذر و دی  /  هشتدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان   

اختلاف  دیمشخص گرد یتوک یبیا استفاده از آزمون تعقب

گروه  یبا تمام ژنهیگروه در معرض آب اکس نیب داری یمعن

 001/0) شتودود دا DNA دنبالهطول  نیانگیها از نظر م

>p .)گروه کنترل با گروه  نیب داری یمعناختلاف  نینهمچ

شت ودود دا یعصاره الکل+  یژنهاکس آبدر معرض 

(001/0 >p .)دنبالهطول  نیانگیم DNA ،قرار  در گروه

 .از عصاره الکلی بود کمتر ،یگرفته در معرض عصاره آب

  .(3شکل )

 

 
 p  ،  :**01/0< 07/0. *:قیمورد تحق یها گروهخون در  یا هستهسفید تک  یها لبولگدر کامت ( میکرومتر) DNAنبالهطول د نیانگیم سهیمقا: 3شکل 

>p  ، ***001/0 >p . 1:  گروهCtr (یا مداخله چیکنترل بدون ه)، گروه :3Aqa E (خکیم اهیگ یعصاره آب) ،گروه: 2 Etha. E (اهیگ یعصاره الکل 

+  ژنهیآب اکس) Eth. E 3O3H+گروه : 0 )خکیم اهیگ یعصاره آب+  ژنهیآب اکس) aqa E 3O3H+گروه: 7، (ژنهیآب اکس) 3O3H گروه: 9 خک،یم

 .) Cویتامین +  ژنهیآب اکس(   VitC 3O3H+گروه: 8 ،(خکیم اهیگ یعصاره الکل

 

اختلاف  دیمشخص گرد یتوک یبیبا استفاده از آزمون تعق

گروه  یبا تمام ژنهیگروه در معرض آب اکس نیب داری یمعن

 شتودود دا نبالهدر د DNAدرود  نیانگیمها از نظر 

(001/0 >P .)گروه کنترل  نیب یدار یاختلاف معن نیهمچن

 شتودود دا یعصاره الکل+  یژنهاکس آببا گروه در معرض 

(000/0 =P). درود  نیانگیمDNA درگروه قرار نبالهدر د ،

 از عصاره الکلی بود کمتر ،یگرفته در معرض عصاره آب

 (.2شکل )
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   00جعفر حاجوی   

 2041آذر و دی  /  هشتدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

 
*** ، p، :** 01/0 >p< 07/0. *:قیمورد تحق یکامت گلبول های سفید تک هسته ای خون در گروه ها نبالهدر د DNAدرود  نیانگیم سهیمقا: 2شکل 

001/0 >p. 1:  گروهCtr (یا مداخله چیکنترل بدون ه)، گروه :3Aqa E (خکیم اهیگ یعصاره آب) ،گروه: 2 Etha. E (9 خک،یم اهیگ یعصاره الکل: 

 یعصاره الکل+  ژنهیآب اکس)  Eth. E 3O3H+گروه : 0 )خکیم اهیگ یعصاره آب+  ژنهیآب اکس(  aqa E 3O3H+گروه : 7 ) ژنهیآب اکس) 3O3H گروه

 . ) Cویتامین +  ژنهیآب اکس(    VitC 3O3H+گروه : 8 )خکیم اهیگ

 

گروه ها از نظر  یبا تمام ژنهیروه در معرض آب اکسگ نیب یدار یاختلاف معن دیمشخص گرد یتوک یبیبا استفاده از آزمون تعق

گروه کنترل با گروه در معرض  نیب یدار یاختلاف معن نیهمچن (.P< 001/0) شتودود دا DNA دنباله اندازه حرکت نیانگیم

معرض قرار گرفته در  در گروه، DNA دنبالهاندازه حرکت  نیانگیم .(P= 031/0) شتودود دا یعصاره الکل+  ژنهیآب اکس

 (.9 شکل)از عصاره الکلی بود  کمتر ،یعصاره آب
 

 

 
 07/0:*. قیمورد تحق یها گروهسفید تک هسته ای خون در  یها گلبولدر کامت  بر حسب میکرومتر DNAنبالهاندازه حرکت د نیانگیم سهیمقا: 9شکل 

>p، **: 01/0 >p ،*** 001/0 >p. 1:  گروهCtr (یا مداخله چیکنترل بدون ه)، گروه :3Aqa E (خکیم اهیگ یعصاره آب) ،گروه: 2 Etha. E 

 Eth. E 3O3H+گروه : 0 ،)خکیم اهیگ یعصاره آب+  ژنهیآب اکس(  aqa E 3O3H+گروه : 7) ژنهیآب اکس) 3O3Hگروه: 9 خک،یم اهیگ یعصاره الکل)

 . ) Cویتامین +  ژنهیآب اکس( VitC 3O3H+گروه : 8)خکیم اهیگ یعصاره الکل+  ژنهیآب اکس) 
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 بحث

اخیر تحقیقات زیاادی روی اثار ضاد رادیکاالی      یها سالدر 

در مطالعاه  . و اسانس های گیاهی انجام شاده اسات   ها عصاره

اسانس و عصاره های آبی و اتاانولی   اکسیدانی یآنتما اثرات 

به کمک  یکالیراد تیبا استفاده از کاهش ظرفمیخک  اهیگ

DPPH یان ارتبااط عصااره    در ا. تقارار گرفا   یابیمورد ارز

 077/0براباار  70ICباه ترتیااب   خااکیهاای آباای و اتاانولی م  

را  تار یل یلا یم بار  کروگرمیم 270/0و  میلی لیتر بر میکروگرم

طاور کاه مشااهده مای شاود قادرت مهاار         همان. نشان دادند

بااه  کیاانزد اریبساا یآباا یهااا عصااارهآزاد در  هااای یکااالراد

 . است BHTسنتزی  اکسیدان یآنت

 یکه فنول ها دیو همکاران مشخص گرد تیروگانامطالعه در 

از  یناشا  یای از اثار سارطان زا   توانناد  یما  اهاان یمودود در گ

 یکنناد و اثار بازدارناده بار رو     یریآزاد دلوگ های یکالراد

 .(37)که همسو با مطالعه ما بود دارند DNA بیآس

 اکساایدانی یآنتاا تیخاواا یماتااا و همکاااران باار رو مطالعااه

نعناع و پونه، نشاان   اهانیآبی، اتانولی و اسانس گ یها عصاره

در ماورد نعنااع   ،  DPPHباه دسات آماده از      70ICداد که 

و برای عصااره   تریل یلیم بر کروگرمیم 7/8برای عصاره آبی 

بارای   و در ماورد پوناه   تار یل یلیم بر کروگرمیم 07/3اتانولی 

 تار یل یلا یم بر کروگرمیم 7/7 یبعصاره آبی و اتانولی به ترت

مطالعه ماا نشاان از باالاتر    . بود تریل یلیم بر کروگرمیم 39/7و

آباای و اتااانولی  یهااا عصااارهبااودن فعالیاات ضااد رادیکااالی  

اما در مقایسه باا نعنااع فعالیات     ؛با پونه بود سهیدر مقا خکیم

 .(20)بی، بیشتر ولی عصاره الکلی، کمتر بود عصاره آ

ظرفیت آنتی اکسیدانی عصاره  ینبوی و همکاران رو مطالعه

ولی چهااار گونااه گیاااهی زولنااگ، چوچااا ، تلکااا و     متااان

 بااه وساایلهخرمناادی نشااان داد کااه فعالیاات ضااد رادیکااالی   

زولنگ، چوچا ،  اهانیگ 70IC به ترتیب، DPPHآزمایش 

باار  کروگاارمیم 1970و  2000، 380، 930تلکااا و خرمناادی 

خوبی دیاده مای شاود کاه فعالیات ضاد        بهلذا  ؛بود تریل یلیم

ر از ایاان یشات ب اریدر تحقیاق ماا بساا   یالکلاا رادیکاالی عصااره  

 .(21)عصاره ها بوده است

این تحقیق دیاده مای شاود کاه نتاایج باه دسات آماده از          در

با نتایج آزماایش  آزمایش بتاکاروتن لینولئیک اسید به خوبی 

DPPH  عصااره   اکسایدانی  یآنتمطابقت دارد و اثر مهاری و

در مطالعه گلوس . دهد یمآبی فعالیت بهتری را از خود نشان 

بااه  ناه و همکااران، اثار مهااری عصااره متاانولی و اساانس پو      

 BHT (70دروااد بااود کااه در مقایسااه بااا   20و  39 بیااترت

. (23)پایینی بودناد  بسیار اکسیدانی یآنتدارای قدرت ( درود

در مطالعه ما بر خلاف مطالعه گلوس و همکاران، عصاره هاا  

و  DPPHبودناد و نتاایج آزماایش     یدارای اثر مهاری خاوب 

 .داشتند ینبتاکاروتن لینولئیک اسید با یکدیگر همخوا

ماتاه   چای اهیو همکاران مشخص شد که گ میراندامطالعه  در

دارد و  3O3Hاز  یناشا  DNA بیآسا  یرو یاثرات محافظت

مطالعاه انجاام    در. (22)شود یدر موش م DNA ریسبب تعم

 بیآسا   یقدرت تارم  شی، افزاتوس  شنگ و همکاران شده

DNA پنجاه گرباه   یانسان توس  عصاره آب دیسف یها گلبول 

 اتمطالعاه ماا همساو باا مطالعا     در  .(29)نشان داده شده است

 DNA یرو یاثارات محاافظت   خاک یم اهی، گمیراندا و شنگ

 .شتدا 3O3Hاز  یناش

و  تاوت عصااره گوناه    یبار رو  و همکااران  سرپلونیمطالعه 

 سیدوپسا یآراب اهیا عصااره گ  یو همکااران بار رو   Li مطالعه

، بااا DNA بیآساا یهااا را باار رو آن ی، اثاار محااافظتانااایتال

که با مطالعه ما همسو  می دهدنشان  cometاستفاده از روش 

 .(27 و20)است

 یو همکااران مشاخص شاد کاه عصااره آبا       ینگمطالعه  در
از  یناشا  DNA بیآسا  هیعل ینقش محافظت ایرلایگراس اهیگ

در  DNAدرواد  . دارد 1370H یدر سلول ها ژنهیآب اکس

باه   3O3Hدرود بود که در گاروه   13در گروه کنترل  نبالهد

 3با غلظات   اهیگ نیعصاره ا. افتیش یدرود افزا 80حدود 

 یدار یرا باه طاور معنا    DNA بیآسا  ،لیتر یلیمبر  گرم یلیم

دروااد ا هاا  مطالعااه ماادر  .(30)داددروااد کاااهش  27بااه 

DNA 3نبالااه در گااروه در دO3H  بااود کااه بااه  31/10براباار

و الکلای میخاک باه     یآبا  های عصاره یاثرات حفاظتخاطر 

 .یافتکاهش  یدار یبه طور معن 78/7و  37/9ترتیب به 
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 یبر رو آمبلی پرنین اهیگ یو همکاران بر رو یسلطان مطالعه

ر در دم د DNAدروااد  زانیااهااا نشااان داد کااه م تیلنفوساا

 یلا یم 37 باا غلظات   ییباه تنهاا   3O3Hگاروه کنتارل، گاروه    

 ،87/2 بیا ، باه ترت آمبلی پارنین  اهیبا گ 3O3Hمولار و گروه 

در کااهش   اهیا گ یرتأثکه نشان دهنده  است 18/27و  37/08

ماا مشاابه باا مطالعاه      مطالعاه  .(28)اسات  DNA بیآس زانیم

 در دم در گاروه  DNAدرواد   زانیا نشاان داد کاه م   یسلطان

معاارض آب گااروه در  ،ییبااه تنهااا  3O3H گااروه کنتاارل،

معاارض آب گااروه در و  میخااک یعصاااره آباا +  ژنهیاکساا

، 31/10، 12/2 ب،یا باه ترت  میخاک  الکلای عصاره +  ژنهیاکس

 یماایکااه نشااان دهنااده اثاارات ترم  شااد،با یماا 78/7و  37/9

 یهاا  بیدر کااهش آسا  میخاک   اهیا گ یو الکلا  یبآعصاره 

 .است 3O3Hاز  یناش

عصااره   ریثأمشابه با مطالعاه ماا تا    زیو همکاران ن ینگ مطالعه

سافید تاک    یهاا  گلبول یروبر را  یوکومویا اهیبرگ گ یآب

از  یناشا  ویداتیاساترس اکسا   یرتاأث کاه تحات    یانسان یا هسته

3O3H  بیسا آ زانیکه م یطور به. بودند نشان دادقرار گرفته 

DNA باا گاروه   ساه یدر مقا اهیبرگ گ یدر گروه عصاره آب 

3O3H کاهش  کرومتریم 132به  کرومتریم 177از  ،ییبه تنها

 .(27)افتی

 3O3Hاز  یناش DNA بیمطالعه بهروان و همکاران، آس در

 درواد باود   7/73 یانساان  یا هستهگلبول های سفید تک در 

کاهش  درود 2 به خرفه اهیگ یعصاره آب یاثر حفاظتکه در 

اثر  راز نظ داری یمعنتفاوت  اهیگ نیا یاما عصاره الکل ؛یافت

 .[27]نشان ناداد  ییبه تنها 3O3Hبا گروه  سهیدر مقا یحفاظت

بارخلاف مطالعاه بهااروان و همکااران، در مطالعااه ماا هاار دو     

 DNA بیدر کااهش آسا   خکیم اهیگ یو الکل یعصاره آب

 . داشتند یمؤثرنقش  ،ییبه تنها 3O3Hنسبت به گروه 

 یدر سالول هاا   DNA بیمطالعات انجام شاده آسا   تمامدر  

 داری یمعنا باه طاور    3O3Hدر حضاور   قیمختلف مورد تحق

اسات کاه باا مطالعاه ماا       افتاه ی شینسبت به گروه کنترل افازا 

پژوهش ها مانناد   نیدر همه ا زین یعصاره آب. دارد یهمخوان

شاده   DNA بیدر آسا  داری یمعنا ما سابب کااهش    مطالعه

در ماردان   DNA بیآسا  زانیا در مطالعه ما م نیهمچن. است

بود، هر چند کاه   شتریب ینسبت به زنان در تمام گروه ها اندک

مطالعاه انجاام   . آن ها ودود نداشات  نیب یدار یاختلاف معن

 زانینشان داده که م زین یافراد سال  در افراد هند نیشده در ب

و  اسات در افراد سال  زن و مرد با ه  متفاوت  DNA بیسآ

 .(90)استاز زنان  شتریب یدر مردان کم بیآس نیا
 

 گیری یجهنت

باا   تواناد  یما  گیاه میخک یکه عصاره آب دهد یمنشان  ایجنت

یو باه  داتیاکسا  بیاز آسا بار میلای لیتار،     گرم یلیم 7/3غلظت 

DNA یریانسان دلاوگ خون  یا هسته تکسفید  یها گلبول 

در  اکسایدانی  یآنتا  باات یترکوداود   لیکه احتمالاً به دل کند

 .استگیاه عصاره 

 

 تشکر و قدردانی

محققین از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی 

گناباد به دلیل حمایت مالی و مساعدت و همکاری در انجام 

. ندینما یم، تشکر (پ1/ 919 کد طرح)این طرح پژوهشی 

مورد پژوهش که در این تحقیق  یها نمونهمچنین از افراد ه

از نویسندگان  کدام چیه. گردد یمشرکت کردند، قدردانی 

تعارض منافعی برای انتشار  ها دستگاهاین مطالعه، افراد و یا 

 .این مقاله ندارند
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