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Evaluation of antileishmanial effect of the plant extract of alpha-pinene
(Pistacia atlantica) in vitro and in vivo
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ABSTRACT
background and Aim: Leishmaniasis is a zoonotic disease which presents with a wide range
of clinical features, including cutaneous and visceral forms in Iran. Leishmania (L) major is
one of the agents responsible for cutaneous leishmaniasis transmitted by the bite of sand fly.
In this study we assessed the antileishmania effect of pistacia Atlantica (alpha-pinene) in
culture and also its therapeutic effects on Balb/c mice infected with L. Major.
Material and Method: Certain amount of promastigots was challenged with increasing
concentrations of pistacia atlantica extract. MTT test was used to assess promastigote
survival after 24, 48 and 72 hours. For in vivo assessment, in the stationary phase, 0.1 ml
solution containing 2×106 promastigotes were injected subcutaneously into the base of the
tails of the mice. Four weeks after injection, cutaneous lesions appeared and different doses
of the extract were applied daily in the form of an ointment for 3 weeks. Diameters of the
lesions were measured at the end of each week and therapeutic effect of the extract on the
lesions was assessed.
Results: The results of MTT test revealed remarkable effect of the treatment on the growth of
promastigots. IC50 values for glucantime and alpha pinene were found to be 10 µg/ml and
1.46 µg/ml respectively. 30 % ointment of the extract decreased the lesion diameter
significantly while 15% ointment and treatment for control group were ineffective.
Conclusion: The results of the present study showed antileishmanial effect of alpha-pinene
on Leishmania major promastigots, in vitro. Moreover, topical ointment of the extract can
reduce size of the lesions caused by the parasite, in vivo.
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چکیده
ضایعاتویژهبهبالینی علائمبا طیف وسیعی از کهاستحیوانوانسانمشتركهايبیمارياز جملهلیشمانیوز: زمینه و هدف

وسیله نیش بهکهاستیکی از علل لیشمانیوز جلدي لیشمانیا ماژور.استدر ایران همراه ) آزارکالا(احشاییو) کسال(جلدي 
در میزان کشندگی )Pistacia atlantica(ی بنهگیاهيعصاره، آلفاپاینندر مطالعه حاضر تأثیر . شودمیمنتقلي خاکی پشه

در موش حساس لیشمانیا ماژوردرمانی این عصاره بر روي لیشمانیازیس ناشی از در محیط کشت و همچنین اثرلیشمانیا ماژور
.گردیدبررسیBALB/cآزمایشگاهی

براي . ها مواجه داده شدندبا میزان مشخص پروماستیگوتآلفاپاینن گیاهيعصارههاي افزایش یابنده غلظت: روش بررسی
قرارمورد ارزیابی MTTساعت توسط تست 72و 48، 24هاي ا بعد از زمانهتعداد پروماستیگوت،ماندنمحاسبه میزان زنده 

لیتر میلی/. 1ها به میزان ، جهت آلوده کردن موشگردیداستفادهاز چهار گروه موش شرایط درون تنیبراي ارزیابی . گرفتند
4حدود .تزریق شدجلديزیرو به صورت ها فاز ایستا به قاعده دم موشدر لیشمانیا ماژور پروماستیگوت 2×106محلول حاوي 

روزانه و صورتبهبا استعمال دارو به صورت پماد در دوزهاي مختلف مشهود گردید، سپسضایعات جلديهفته پس از تزریق، 
هبودي هاي مختلف، اثر درمانی دارو در بها در پایان هر هفته در گروهگیري مساحت زخمبه مدت سه هفته در ناحیه زخم و اندازه

.زخم بررسی شد
مربوط به IC50میزان .ها بودحاکی از اثرگذاري تیمار مورد نظر بر رشد پروماستیگوتMTTنتایج حاصل از تست : هایافته

درصد این 30در شرایط درون تنی نیز پماد موضعی .محاسبه گردیدµg/ml10و گلوکانتیم µg/ml46/1عصاره آلفا پاینن 
.نداشتنددرصد و داروي کنترل تأثیري را در کاهش اندازه زخم15غلظت کهطوريبهداشت، تأثیرزه زخم عصاره در کاهش اندا

نتایج نشان داد، استفاده از عصاره آلفا پاینن در شرایط برون تنی اثر ضد لیشمانیایی مناسبی بر روي پروماستیگوت: گیرينتیجه
.ن تنی نیز بر روي موش حساس آزمایشگاهی باعث محدود شدن زخم گردیدهاي لیشمانیا ماژور نشان داد و در شرایط درو

MTT،آلفاپایننمساحت زخم، ، لیشمانیا ماژور،Pistacia atlantica: کلیديکلمات

14/7/97:پذیرش9/7/97:اصلاحیه نهایی10/3/96:وصول مقاله
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مقدمه
اي استیاختههاي تکبیماريترینمهملیشمانیوز یکی از 

و گزش پشه خاکی ماده هاي انگل لیشمانیاکه توسط گونه
کشور در 98میلیون نفر در12سالیانه حدود . گرددایجاد می

350گردند و حدود این بیماري مبتلا میجهان بهسراسر
هاي مختلف تکمیلیون نفر هم در معرض خطر با گونه

توانند یهاي لیشمانیا در انسان مگونه. یاخته لیشمانیا هستند
- هاي لیشمانیوز جلدي، لیشمانیوز جلديایجاد بیماري

.)1(مخاطی و لیشمانیوز احشایی نمایند
علل ضایعات پوستی ترینمهملیشمانیازیس پوستی یکی از 

از نظر بالینی بیماري به اشکال مختلف . تاولسراتیو مزمن اس
لیشمانیازیس پوستی حاد، لیشمانیازیس پوستی . شوددیده می

مزمن، لیشمانیازیس پوستی عودکننده و لیشمانیازیس پوستی 
لیشمانیوز نوع (مرطوب -لیشمانیوز جلدي. )2(منتشر

یکی از اشکال مهم و شایع بیماري لیشمانیوز است ) روستایی
این بیماري ،گرددجاد میایلیشمانیا ماژور که توسط گونه 

بوده و ) مشترك بین انسان و حیوان(هاي زئونوز جزء بیماري
.)3(کندسالیانه افراد زیادي را در ایران و جهان درگیر می

،پنتامیدینداروهاي شیمیایی مختلفی ازجمله میلتفوسین، 
از قبیل، کتوکونازول، (ضد قارچی عوامل، Bآمفوتریسین 

و آلوپورینولپارمومایسین،، )فلوکونازول، ایتراکونازول
. گیرنددر درمان این بیماري مورد استفاده قرار میمپاکرین 

موآن خط اولیه درمان این بیماري استفاده از ترکیبات آنتی
.)4(است

داراي ضد لیشمانیایی ترکیبات دارویی و هايفرآوردهاغلب 
مواردي از کهطوريبهعوارض جانبی بوده سمیت و 

لوکانتیم در برخی بیماران مقاومت دارویی در درمان با گ
مدتطولانیدرمان با این داروها همچنین . استشدهدیده

طوري که ممکن است تا چندین ماه فرد مبتلا نیاز بهبوده به
ثر ؤدرمان ممعمولاًاز طرفی. باشداستفاده از دارو داشته

تزریق دارو در محل لیشمانیوز جلدي با گلوکانتیم نیاز به

در دست یا صورت ضایعات عمدتاًزآنجاکهاضایعه دارد و
. استشود، تزریق دارو با درد همراه فرد مبتلا دیده می

تواند انگل دارد میرويبرگلوکانتیم علاوه بر اثري که 
هاي طبیعی بدن فرد مبتلا شود که این باعث تخریب سلول

اثرات جانبی استفاده از گلوکانتیم ترینمهمامر یکی از 
کند و در شکل جدي براي بیمار ایجاد نمیزخم م. است

بهشود، ولی حاصل میخوديخودبهاکثر موارد بهبودي 
متعددي از جمله طولانی بودن دوره زخم، بدشکل دلایل

هاي ثانویه در محل عفونتاحتمالوبودن جوشگاه باقیمانده 
و بدون تحملقابلضایعه، ارائه روش درمانی آسان، 

.)4-6(رسدمیبه نظر عوارض جانبی ضروري 
این داروها و جانبی سمی و عوارض اثرات بهتوجهبا

هايفرآوردهو گیاهان استفاده از بنابراین ، ترکیبات شیمیایی
بع غنی ترکیبات منبومی مناطق اندمیک بیماري که گیاهی 

جدید به عنوان استراتژي کنندمیضد لیشمانیایی را فراهم 
، جزء اهداف این بیماريو درمان محدود کردن در درمانی 

و سایر نهادهاي )WHO(مهم سازمان بهداشت جهانی 
استفاده از گیاهان . استبهداشتی و درمانی در دنیا و ایران 

اثرات جانبیعلت ماهیت طبیعی خود دارايدارویی به
.)5و7(باشندمیداروهاي شیمیایی کمتري نسبت به

خت از خانواده یک نوع در) Pistacia atlantica(بنه
در مناطق عمدتاًکه است) Ancardiaceae(دیاسه آنکار

بنههايمیوه. شودمیمشاهده ) رسزاگهايکوه(غربی 
باکردنمخلوطوکردنآسیابازپسمحلیافرادتوسط

وشودمیاستفادهغذاییموادعنوانبهدیگردهندهطعممواد
برايبنه) Oleoresin(غلیظشیرهصمغ یا همچنین از 

آلفا پاینن .)8(شودمیاستفادهایراندرسآدامساخت
که در استگیاه بنه يعصارهيدهندهتشکیلماده ترینمهم

و ضد میکروبی اکسیدانیآنتیمطالعات مختلف اثرات 
)8و9(استقرارگرفتهمورد بررسی گیاهاین عصاره 
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با توجه به اینکه گیاه بنه از جمله گیاهان بومی منطقه 
و سابقه زیادي در طب سنتی این منطقه دارداستکردستان 

تائیدو اثرات ضد میکروبی آن در متون علمی مختلف مورد 
اثر ضد به همین منظور در این مطالعه است، لذاقرارگرفته

Pistacia(ی بنهگیاهيعصاره، نآلفاپاینلیشمانیایی 

atlantica(در موش همچنین و برون تنیدر شرایط
.قرار گرفتموردبررسیBALB/cحساس آزمایشگاهی

روش بررسی 
گیاهیهايعصارهاستخراجوتهیه

بهاره و رسیدن دما به حداکثر میزان خود هايبارشبا پایان 
ط خرداد تا اوایل بین اواس(زاگرسهايکوهه رشتدر منطقه

شیره سقز از درختان بنه آغاز برداريبهرهکار )تیرماه
چون در این زمان درخت در حال رشد است و شیره شودمی

به شرکت راشیره .)1تصویر(کندمیسقز از آن تراوش 
هايدیگهمراه با آب در سقز سازي انتقال داده سپس

وش آمدن، جوش رسانیده و بعد از به جينقطهجوش به 
بخارات حاصله توسط دستگاه تقطیر در مخزنی مدرج 

در این مخزن دو فاز جدا از هم تشکیل . شوندمیذخیره 
آب به علت . که شامل آب و آلفا پاینن استگرددمی

سپس توسط شیر تخلیه گیردمیسنگین بودن در زیر قرار 
، در نهایت آنچه در مخزن باقی می ماندگرددمیخارج 
به این .آلفا پاینن خواهد بودگیاه بنه یا همانيعصاره

چون بعد از شودمیعصاره به این علت آلفا پاینن گفته 
GC-MSپاینن آلفاآن را% 97بیش از ،گرفته شده از عصاره

روغنی و هیدروفوبیک ايعصارهآلفاپاینن .دهدمیتشکیل 
.است
انگلکشتوتهیه

بر ) Experimental(این مطالعه به روش تجربی 
سویه استاندارد با کد شناسایی لیشمانیا ماژورروي انگل 

)MRHO.IR.75.ER ( در شرایط برون تنی و همچنین
.انجام شد) موش آزمایشگاهی(درون تنی 

علومسویه استاندارد از دانشکده بهداشت دانشگاه 
هاي متوالی بهشیراز تهیه و بعد از کشت و پاساژپزشکی

. شدزشکی دانشگاه کردستان منتقلدانشکده علوم پ
-بهRPMI1640محیط لیشمانیا،انگلکشتمنظوربه

براي جلوگیري از رشد . صورت آماده خریداري شد
μg/ml100و سیلینپنیunit/ml100هاباکتري

عنوان ماده مکمل سرم جنین گوساله استرپتومایسین و به 
(FBS)10 %بههافلاسکسپس. به محیط اضافه شد

باهر روزومنتقلگرادسانتیدرجه24انکوباتور
. بررسی شد) invert(میکروسکوپ اینورت 

هاپروماستیگوتوشدهزردمحیطرنگکهدرصورتی
هابه آنجدیدکشتمحیطشدند،ایستافازوارد

تعدادشد کهانجامزمانیتاکاراین.گردیداضافه
تعدادبراي شمارش.برسدنیازموردمیزانبهانگل
تصویر درآنمقطعکهاستفاده شدنئوبارلامازانگل

استشدهدادهنشان 2شماره 
از درخت بنهنحوه بهره برداري شیره: 1تصویر
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مقطع لام نئوبار جهت شمارش پروماستیگوت: 2تصویر
هاي لیشمانیا ماژور

حاوي (ا لاند100میزانبهدر فاز لگاریتمی هاپروماستیگوت
هاي کشت در پلیتلیشمانیا ماژور پروماستیگوت 5/0×106
-سپس به همان میزان غلظتکشت داده شدند،) ايخانه96

پلیت براي آلفا پاینن به صورت ترياز هاي افزایش یابنده 
گراد درجه سانتی22ساعت در دماي 72و 48، 24هاي زمان

هر پلیت به عنوان در . ها مواجهه داده شدندبا پروماستیگوت
داراي کنترل منفی به ازاي هر تکرار یک چاهک

ها شمارش ، سپس انگلقرار داده شدPBS1پروماستیگوت و 
مورد MTTمانی توسط تست و براي محاسبه میزان زنده

.ارزیابی قرار گرفتند
MTTروش 

شود یمحسوب میآزمون رنگ سنجیآزمون که نوعینا
- 5وMTT)3-)4تترازولیومنمک شکسته شدن يیهبر پاو 

دي فنیل تترازولیوم -5و 2-)2-دي متیل تترازولیل 
فورمازون بنفش توسط هايکریستالزرد به ) بروماید

یاءاحینا.ال هستندفعیکیمتابولازنظرکه استهاییسلول
و NADHیریدینپیدبا دخالت کوفاکتور نوکلئوتیسلول

NADPHیصورت میاییکندریتومیدروژنازهايو ده-
حلقابلشوند یمیلکه تشکیفورمازونهايکریستال. یردگ

1 Phosphate-buffered saline

تواند یم،حاصلیمحلول رنگنوري و جذب باشندمیشدن 
قرار یبررسمورد یبه طور کمروش الایزا با استفاده از 

اي کشت خانه96هاي کلیه مراحل آزمایش در پلیت. گیرد
تایج با دستگاه سلولی به صورت تریپلیکیت انجام شد و ن

قرائت Synergy HTXمدل Biotekالایزا ریدر شرکت 
)6و10(شد 

اضافه شد ) لیترگرم بر میلیمیلیMTT)5لاندا 20میزانبه
37ساعت در دماي 4ها در محیط تاریک به مدت و چاهک

لاندا 100در نهایت به میزان . گراد انکوبه شدنددرجه سانتی
DMSOاهک ریخته منظور حل کردن مواد درون چبه

حاصل در نوري در پایان، جذب . شدشده و پیپتینگ انجام 
.نانومتر توسط دستگاه الایزاریدر خوانده شد570موجطول

% 50باعث مهار رشد کهغلظتی از دارو (IC50میزان سپس 
.نیز محاسبه شد)شودمیارگانیسم 

موردمطالعهجامعه
منفی، کنترل نترلهاي کهدر گرو،مطالعات مشابهبهتوجهبا

موش در هر 10تعداد جداگانه،طوربهگروه آزمون ومثبت
ها را با تعداد مشخصی از انگل موش. گروه تعیین گردید

سپس با دوزاژ آلوده کرده، لیشمانیا ماژور سویه ایرانی
، داروي )گروه آزمون(آلفا پاینن يعصارهمشخص از 

گروه کنترل (امکدهیچو ) گروه کنترل مثبت(استاندارد 
بهبودي زخم تحت درمان قرار گرفتند، سپس )منفی

. شدبررسی،در اثر انگلایجادشده
-هفته6تا BALB/c ،4موشسر40تعداد در این مطالعه

گرم از مرکز تولید و پرورش 25ماده با وزن متوسط ،اي
- حیوانات آزمایشگاهی، واقع در مؤسسه تحقیقات انستیتو

شده و جهت رفع استرس پس از گذشت ريپاستور خریدا
پوست و هايبیماريمرکزدر خانه حیوانات یک هفته

.شدانگل انجام تلقیحدانشگاه علوم پزشکی تهران جذام
لیتر محلول میلی/. 1ها به میزان جهت آلوده کردن موش

ایستا در فازلیشمانیا ماژور پروماستیگوت 2×106حاوي 
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)Stationary(سرنگ انسولین به قاعده دم موشیلهوسبه -

پس از گذشت حدود . شدتلقیحجلديزیرها و به صورت 
هفته از تزریق انگل، گره کوچک سفتی در محل تزریق 4

سپس .هفته به زخم مبدل شد2پدید آمد که پس از حدود 
به خانه حیوانات دانشکده علوم پزشکی دانشگاه کردستان 

.منتقل شدند
ره آلفا پایننتهیه پماد عصا

درصد مربوط به این عصاره بر پایه 30و 15پمادهاي 
15سازي پماد جهت آماده. گردیدتهیهاوسرین -وازلین

میلی لیتر85با عصاره حاصلهمیلی لیتر15میزان درصد، به
35و 50نسبت ترتیب بهبه(از ترکیب وازلین و اوسرین 

30د نیز با ترکیب درص30پماد . مخلوط گردید) لیترمیلی
از ترکیب وازلین و اوسرین لیترمیلی70عصاره و لیترمیلی

.دمخلوط گردی) لیترمیلی20و 50نسبت ترتیب بهبه(
زخمگیرياندازه

با استفاده از دوربین دیجیتال از هر هفتهجهت بررسی زخم
زخم عکس گرفته شد و مساحت زخم با استفاده از نرم افزار 

.)11(دیز روي تصاویر حاصل از زخم برآورد گرداتوکد ا
در موش آلوده به لیشمانیا ایجادشدهزخم 3تصویر شماره 
.استشدهدادهزخم نشان گیرياندازهماژور و نحوه 

و نحوه انیا ماژورلیشمایجاد شده در موش آلوده بهزخم: 3تصویر 
زخمگیري اندازه

مساحتگیرياندازهودرماندورهطولدرمان،شروع
زخم
هفته مشهود و درمان از گذشت حدود شش ها پس از زخم

ز ابتداي مشهود شدن اهازخماندازه .این زمان شروع شد
. انجامدمدت زمان درمان سه هفته به طول می.ثبت گردیدند

ها روزانه با مقداري از پماد که سطح زخم را پوشش گروه
.)11(دهد تحت درمان قرار گرفتند

گلوکانتیم يروزانهکنترل مثبت نیز با تزریق گروهمورددر 
به صورت،در اطراف زخم) ز استاندارد دارووبر اساس د(

.درمان صورت گرفت) SC(زیر جلدي
ها روش تجزیه و تحلیل داده

دراندازه زخم در مدت سه هفتهمیانگینمقایسهجهت
2طرفهیکواریانستحلیلروشازمختلفهايگروه

دارمعنیهايتفاوتتشخیصبرايهمچنین. شداستفاده
T-testآزمون ازهاي مختلفبین گروهدودوبهصورتبه

افزار ها از نرمتحلیل دادهوتجزیهبراي.گردیداستفاده
SPSS در نظر 05/0دار استفاده شد و سطح معنی22نسخه

.گرفته شد

هایافته
)In vitro(برون تنینتایج 

ساعت از کشت انگل، درصد 72و 48، 24از گذشت پس
که در دادنشان MTTروشاستفاده از زنده باهايانگل

يعصارهدرصد 625/0و 25/1-5/2-5هاي حضور غلظت
یابد که این ها کاهش میآلفا پاینن تعداد پروماستیگوت

).>05/0P(استدار اختلاف در مقایسه با گروه کنترل معنی
ضد لیشمانیایی غلظت هاي مختلف آلفا پاینن اثر مقایسه
موجب مهار رشد ،که با افزایش غلظتدادنشان 

.)1نمودار (گردیده استلیشمانیا ماژورپروماستیگوتهاي 

1- One- Way Analysis of Variance (One- Way ANOVA)
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آلفا پاینننوريجذبمیانگین، مقایسه2در نمودار شماره 
ساعت 24و منفی بعد از ) گلوکانتیم(گروه کنترل مثبت و

که با افزایش غلظت عصاره میزان جذب دهدیمرا نشان 
، 4و 3نمودار شماره همچنین . یابدمینوري کاهش 

دارو و کنترل را به هايگروهمیانگین جذب نوري در 
.دهدمیساعت نشان 72و 48ترتیب بعد از 

ساعت48در شرایط برون تنی بعد از آلفا پایننعصاره مختلفيهاغلظتبالیشمانیا ماژوردرصد زنده مانی پروماستیگوت هاي.1نمودار

ساعت24بعد از در شرایط برون تنیو گروه کنترل منفی) کنترل مثبت(گلوکانتیمجذب نوري غلظت هاي مختلف آلفا پاینن،مقایسه میانگین.)2(نمودار
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در شرایط برون و کنترل منفی) کنترل مثبت(مگلوکانتیجذب نوري غلظت هاي مختلف آلفا پاینن،مقایسه میانگین .)3(نمودار
ساعت48ازبعد تنی

در شرایط برون تنیو کنترل منفی) کنترل مثبت(گلوکانتیممختلف آلفا پاینن،هايغلظتجذب نوري مقایسه میانگین .)4(نمودار
ساعت72ازبعد 

باکه آیدمینمودارهاي بالا این نتیجه به دست با توجه به 
مهار رشد در میزان داريمعنیزمان تغییر تگذش

به آلفا پایننهاي لیشمانیا در حضور عصارهپروماستیگوت
.آیدنمیوجود 
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)کنترل مثبت(گلوکانتیمو عصاره آلفا پایننIC50میزان
و با توجه قرار گرفتموردبررسیمختلف، هايزماندر 

IC50با هم نداشتند، در نهایتداريمعنیاینکه اختلاف 

.)1جدول (میانگین محاسبه شد

فاپاینن و گلوکانتیملبراي آساعت72و 24،48هايزماندر IC50مقایسه میزان )1(جدول

ساعت24 ساعت48 ساعت72

آلفاپاینن 64/1 35/1 39/1

گلوکانتیم 12 9 9

µg/ml46/1=براي آلفاپاینن IC50میانگین 
µg/ml10=براي گلوکانتیم IC50میانگین 

لیشمانیا ماژورهاي ، بر روي پروماستیگوتساعت72و 48، 24هايعصاره آلفا پاینن در زمان IC50مقایسه میزان. )5(نمودار

- هاي تیمارشده با غلظتدرصد زنده ماندن پروماستیگوت

MTTهاي مختلف آلفاپاینن و گلوکانتیم با استفاده از تست 

تیمار نسبت به گروه کنترل دهد که هر دو گروهنشان می
هاي تیمار آلفا در گروه. داري دارندمنفی اختلاف معنی

مهار رشدمیزان عصاره،پاینن نیز با افزایش غلظت
. یافتافزایش ها پروماستیگوت

)    In vivo(درون تنی نتایج 
در هاي تیمار و کنترل زخم در گروهمساحتمیانگین 

اي هگروهیدر تمام.ده استنشان داده ش2جدول شماره 
- هفتهزخممساحتنیانگیمگلوکانتیم، تیمار و کنترل منفی

.شدگیري اندازهدرمانشروعازپسسومدوم واول،هاي
در >05/0Pهاي مختلف دار در گروهحداقل اختلاف معنی

.نظر گرفته شد
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مربعمترهاي تیمار و کنترل بر حسب میلیدر گروهماژورلیشمانیاناشی از زخممساحتمعیار انحرافمقادیر میانگین و .)2(جدول 

کنترل منفی درصد30آلفا پاینن درصد15آلفا پاینن گلوکانتیم )هفته(زمان 

47./±13/2 37/1±34/1 44/2±83/2 26/1±21/2 0

52./±80/2 41./±73/0 33/2±14/3 57/1±60/2 1

75./±50/3 39./±57/0 71/1±82/2 15/2±44/3 2

07/1±27/4 23./±27/0 31/1±55/2 68./±52/3 3

داريمعنیکه اختلاف آماري دهدمینشان ،)3(جدول 
درصد، گلوکانتیم و کنترل 15آلفا پاینن هايگروهبین 

حروف مختلف داراي اختلاف (منفی مشاهده نشد 

درصد 30، اما گروه آلفا پاینن )باشنددار با هم میمعنی
درصد، گلوکانتیم و کنترل 15اي آلفا پاینن با گروه ه

.استدر پایان هفته سوم دارمعنیمنفی داراي اختلاف 

.ناشی از لیشمانیا ماژورمتر مربعمیلیبرحسبزخممساحت در اندازه در پایان هفته سوم هاي مختلفاختلاف آماري بین گروه): 3(جدول 

کنترل منفی درصد15آلفا پاینن درصد30ننآلفا پای گلوکانتیم

70/0±17/3 41/1±83/2 60/0±73/0 41/1±94/2

A A B A

بحث
مهم و هايبیماريلیشمانیوز جلدي به عنوان یکی از 

اندمیک در برخی از کشورهاي مناطق گرمسیري و نیمه 
این بیماري در . آیدمیایران به حساب ازجملهگرمسیري 

ایران روند افزایشی هاياستاناخیر در برخی هايمومومهر
درمان معمول لیشمانیوزها . )12و13(به خود گرفته است

که این است ترکیبات آنتیموان پنج ظرفیتی استفاده از 
جانبی شدید داروها گران، کمیاب و داراي عوارض

بوده وزمان بر هاآندرمان با اینعلاوه بر ،باشندمی
مقاومتموارد متعددي ازاخیرهايمومومهرهمچنین در 

است که موجب شده گزارش گردیدهاین ترکیباتدارویی
بنابراین استفاده از ،)2(رودسؤالزیر هاآنکارایی درمانی 

در دسترس و کم هزینه گیاهی کههايفرآوردهترکیبات و 
به باشندمیداراي اثرات جانبی کمتري بوده و همچنین

در مناطق بومی ویژهبهعنوان استراتژي درمانی نوین، 
.)14(ت داردضرور

هايغلظتضد لیشمانیایی نتایج اثردر مطالعه حاضر، 
در ) گلوکانتیم(آلفا پاینن و داروي کنترل يعصارهمختلف 

براي تعیین اثرات . و درون تنی بررسی شدشرایط برون تنی
و مقایسه لیشمانیا ماژورهاي بر روي پروماستیگوتعصاره 
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که استفاده شد ، MTTاز روش رنگ سنجی آن با دارو 
با افزایش غلظت، موجب افزایش مهار رشد ،دادننشاتایج ن

و کاهش جذب گرددمیلیشمانیا ماژورهاي پروماستیگوت
در ایران در مطالعات . استنوري بیانگر این اثر مهاري 

ر ضد متعددي از این روش رنگ سنجی جهت بررسی اث
فوایدي ازجمله ، به دلیل لیشمانیایی عصاره هاي گیاهی

اطمینانقابلولت، تکرار پذیري، ارزانی، ایمن و سادگی، سه
.)6و15(بودن، مورد استفاده قرار گرفته است

داروي کنترل و بین ذب نوري همچنین در مقایسه میانگین ج
؛مشاهده شدداريمعنیاختلاف آماري ،موردبررسیعصاره 

از نظر آماري اختلاف معنی داري در ،زمانباگذشتاما 
هاي لیشمانیا در حضور میزان مهار رشد پروماستیگوت

.وجود نداشتعصاره آلفا پاینن
و µg/ml46/1مربوط به عصاره آلفا پاینن IC50میزان 

که نشان می دهد محاسبه گردید µg/ml10گلوکانتیم 
در مقایسه با داروي کنترل گلوکانتیم صاره آلفا پاینن ع

هاي لیشمانیا در مهار رشد پروماستیگوتمناسبیتأثیرداراي 
.استماژور در شرایط آزمایشگاهی 

براي آلفا پاینن متعدديخواص بیولوژیکیاخیر هايسالدر 
در مطالعات . گردیده استگزارش ) نتیکاپیستاسیا آتلا(

همچنین اثر ضد و )16(خاصیت ضد میکروبیمختلفی
در مطالعه . آن مورد بررسی قرار گرفته است)17(قارچی

بر روي میوه و برگ آنيعصارهضد انگلی تأثیردیگري 
گردیده پروتواسکولکس هاي کیست هیداتیک بررسی 

.)18(است
در شرایط برون تنی بر آلفاپاینن فعالیت ضد لیشمانیاییاخیراً

) L. amazonensis(آمازوننسیسروي لیشمانیا 
آلفاپاینن که دهدمیاین مطالعه نشان . استشدهبررسی

وترکیب فعال بیولوژیکی بر علیه هر دو فرم آماستیگوت
شگاهی لیشمانیا آمازوننسیس در شرایط آزمایپروماستیگوت 

.)19(است

و هافرآوردهدر زمینه ارزیابی خواص دارویی و سمیت
اعتقاد به هايعدهترکیبات جدید دو دیدگاه وجود دارد 

را دارندشرایط آزمایشگاهی کاهش استفاده از حیوانات در
گردیده برون تنیهايروشباعث گسترش ،که این امر

ها جهت بررسی از پروماستیگوت،در یک روش.)12(است
استفاده در شرایط آزمایشگاهی مواد ضد لیشمانیایی تأثیر

. گرددمی
هايعصارهبراتی و همکاران اثر ضد لیشمانیایی در این زمینه

آویشن شیرازي، اسپند و مورد را در مقایسه با داروي کنترل 
عصاره ها و داروي کهطوريبه مورد بررسی قرار دادند 

لیشمانیا مناسبی بر مهار رشد پروماستیگوت هايتأثیرکنترل 
ي دیگرايمطالعههمچنین در .)6(نشان دادندماژور

رشد ،پنبهقوزهوآنقوزهکوهی،درمنههايعصاره
ط آزمایشگاهی را در شرایلیشمانیا ماژورپروماستیگوت هاي 

.)14(مهار کردند
اما به توجه به اینکه فرم آماستیگوت انگل در بدن میزبان 

استحضور داشته و مسئول ایجاد علائم بالینی لیشمانیوز 
آزمایشگاهی هايمدلکه استفاده از رسدمیبنابراین به نظر 

بدین منظور . داراي اهمیت بسزایی باشدآماستیگوت بافرم
Axenic(کشت اگزنیک آماستیگوت هايمحیط

amastigote(غربالگري تا در مطالعات اندتولیدشده
روي این فرم انگل ترکیبات جدید ضد لیشمانیایی بر 

هايمحیطهمچنین .)12و15و20(قرار گیرندمورداستفاده
وبقاتمایز،هاينیزممکاشناختجهتاگزنیک

اهدافشناساییوتوسعهمنظوربهانگلزاییبیماري
.)21(باشندمیداراي اهمیت درمانیشیمیومولکولی

حاوي فرم هايمدلکه استبر این عقیده دیدگاه دوم 
براي ارتباط دادن هاروشداخل سلولی انگل یکی از بهترین 

درون آن در شرایط اثربخشیبا یک دارورون تنی بفعالیت 
بنابراین استفاده از حیوان آزمایشگاهی را ،)12(استتنی

. کنندمیتوصیه لیشمانیایی مطالعات ضدجهت انجام 
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مدل درون تنی نیز با استفاده از موش در مطالعه حاضر
اثرات جهت بررسیBALB/cحساس آزمایشگاهی 

بعد از . درمانی عصاره آلفا پاینن مورد آزمایش قرار گرفت
و ایجاد زخم لیشمانیایی از پماد هاي هاموشآلوده کردن 

هايگروهدرصد آلفا پاینن در 30درصد و 15حاوي 
کنترل نیز از تزریق داروي مداخله استفاده شد و در گروه 

نتایج نشان داد که .گلوکانتیم جهت درمان استفاده گردید
15بین گروه هاي آلفا پاینن داريمعنیاختلاف آماري 

تأثیرعملاًدرصد، گلوکانتیم و کنترل منفی مشاهده نشد و 
درصد با 30نداشتند اما گروه آلفا پاینن چنانیآندرمانی 

درصد، گلوکانتیم و کنترل منفی 15گروه هاي آلفا پاینن
پماد بنابراین ؛اختلاف معنی دار در پایان هفته سوم نشان داد

درصد این 15در مقایسه با پماد درصد 30حاوي عصاره 
زخم ناشی از لیشمانیا را عصاره و نیز داروي گلوکانتیم

.تر زخم گردیدمحدود کرده و سبب بهبودي سریع
اثر ضد ین پژوهش، در یک مطالعهاهايیافتهدر راستاي 

بررسی پیستاسیا آتلانتیکا آمده از دستبهلیشمانیایی صمغ 
لیشمانیوز ،مربوطهثابت گردید صمغ در آن مطالعه کهشد

را کنترل کرده لیشمانیا ماژورآلوده به هايموشجلدي در 
.)22(استهاآنو قادر به کاهش اندازه زخم در 

در مطالعه دیگري اثر ضد لیشمانیایی عصاره الکلی پیستاسیا 
لیشمانیا و لیشمانیا تروپیکابر روي ) P. khinjuk(کینجاك 

ین عصاره نتایج این مطالعه نشان داد که ا. انجام شدماژور 
پروماستیگوت و هايفرمبر روي چشمگیريتأثیر

داشته و در شرایط درون تنی لیشمانیا تروپیکاآماستیگوت
% 30آلوده که با غلظت )BALB/c(هايموشنیز در 

حالیاثر مهاري مناسبی داشته در عصاره تیمار شده بودند، 
متوسطی در مهار رشد انگل تأثیرداراي %20در غلظت که

که این نتایج با یافته هاي مطالعه )11(استیشمانیا ماژور ل
.حاضر همخوانی دارد

استعمالقابل، ایمن و مؤثرتوسعه و گسترش داروهاي امروزه 
به نظر موضعی براي درمان لیشمانیوز یک امر ضروري

صورتبهبا توجه به اینکه داروي گلوکانتیم که .رسدمی
داراي عوارض دارویی بوده شودمیتزریقی استفاده 

عصاره آلفا پاینن عوارض جانبی کمتري داشته و کهدرحالی
پماد جلدي مورد استفاده قرار صورتبهعلاوه بر این 

و اثرات درمانی بهتري نیز نشان داد، بنابراین گیردمی
جایگزین مناسبی براي درمان لیشمانیوز جلدي تواندمی

.باشد

گیرينتیجه
نتیجه بگیریم که استفاده توانیممینتایج این مطالعه يپایهبر 

در )pistica atlantica(درخت بنه پایاناز عصاره آلفا 
سبب مهار رشد )In vitro(برون تنیشرایط 

، به نحوي که با شودمیلیشمانیا ماژورپروماستیگوتهاي 
همچنین . افزایش غلظت، میزان مهار آلفا پاینن افزایش یافت

درصد آلفا پاینن30پماد )In vivo(درون تنی ط در شرای
.گرددمیتر نیز زخم را محدود کرده و سبب بهبودي سریع

تشکر و قدردانی
این پژوهش با حمایت مالی معاونت تحقیقات و فناوري 

انشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی آجا و همکاري د
لهوسیبدین. کردستان انجام گردیددانشگاه علوم پزشکی 

دکتر پیمان توکلی ودکتر عباس احمدياز نویسندگان
.ندکمال تشکر و قدردانی را دار
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