
)مقالۀ پژوهشی(

Adiantum(گیاه پرسیاوشان متانولی جهش زایی عصاره ياثربررسی  capillus

– veneris (تست ایمزبا)Ames test(
5، احمد فرج زاده4، امیر سیاهپوش3میثم موسوي، *2، امیر جلالی1فرزانه کیانی پور

چکیده
Adiantum)(گیاه پرسیاوشان:زمینه و هدف capillus-verenisياز خانواده

اثرات ضد ترپنوئید هااز آنجائیکه تري . داراي ترکیبات تري ترپنوئید استسرخس و 
اثر می گذارند، در این تحقیق سعی شد که اثرات جهش DNAتومور دارند و برروي 

. زایی احتمالی عصاره متانولی این گیاه بااستفاده از تست ایمز بررسی شود
ساعت انجام 48ري با روش خیساندن با متانول در مدت عصاره گی:روش بررسی

و حضور اسیدآمینه هیستیدین به B1عصاره گیاه از نظر آلودگی به آفلاتوکسین. شد
. مورد ارزیابی قرار گرفتTLCروش 

(minimum inhibitory concentration)MIC) کمترین غلظت مهار رشد
ي بررسی اثرات جهش زایی،  از آزمون برا.با روش رقت لوله اي تعیین شد) میکروبی

ژنوتیپ سویه . ، استفاده شدTA 100ایمز با استفاده از سویه ي سالمونلا تیفی موریم 
و rfa، موتاسیون Rبا استفاده از فاکتورهاي عدم سنتز هیستیدین، حضور فاکتور

لی میلی گرم بر می2و1،1,5، 5.0غلظت4دراین تحقیق از . تائید شدuvrBموتاسیون 
و کنترل ) سدیم آزید(کنترل مثبت )  پر سیاوشان0,1MICغلظت هاي کمتر از  (لیتر

.در حضور و عدم حضور آنزیم هاي کبدي استفاده شد) متانول(منفی 
غلظت مورد بررسی، تغییر معنی داري در کلنی برگشتی نسبت به کنترل 4در :یافته ها

کبدي، تغییر معنی داري در تعداد همچنین در حضور آنزیم هاي. منفی مشاهده نشد
.کلنی ها مشاهده نشد

اخیر، می توان چنین نتیجه گیري کرد ) In vitro(در تحقیق برون تنی :گیريیجهتن
سالمونلا تیفی موریوم هاي باکتريکه مصرف گیاه پر سیاوشان، احتمالا تغییري در ژن

موجب یا کند و ایجاد نمیو در نهایت روي ژن هاي انسانTA100سویه ي 
. تغییرات جهش زا و ژنتیکی نمی شود

Adiantum(، پر سیاوشان )Ames test(جهش زایی، تست ایمز :کلید واژگان
capillus – veneris( سالمونلا تیفی موریوم ،TA100
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مقدمه
، باعث تغییراتی در DNAمکانیسم هاي مختلف آسیب 

اغلب تغییرات . و ایجاد جهش می شودDNAساختار 
و ایجاد جهش حاصل DNAسرطانی متعاقب آسیب به

این ضروري بررسی اثرات آسیب به بنابر.می شوند
DNA و جهش زائی ترکیبات مختلف مورد تماس و یا

شناخت عوامل .)1(شودسان مشخص میمصرف توسط ان
اولاً تغییرات ژنتیکی . زا از دو نظر اهمیت داردجهش

هایی که ثانیاً حتی جهش.ایجاد شده اغلب مضر هستند
هاي سوماتیک ایجاد می شوند و به نسلهاي در سلول

. باشندشوند، نیز براي جاندار مضر مینمیبعدي منتقل
می تواند در اثر سرطان شد، تصور میهمانطوریکه قبلاً
.، اتفاق بیفتدهاي سوماتیکجهش در سلول

در سال هاي اخیر، استفاده از گیاهان دارویی افزایش پیدا 
کرده است که ناشی از اعتقاد به بی خطر و موثر بودن 

اگرچه مصرف بسیاري ). 4و2،3(هاي گیاهی استفرآورده
ر نظر از داروهاي گیاهی بی خطر می باشد، اما بایستی د

گیاهی ممکن است همراه داشت که مصرف فرآورده هاي
بی خطر بودن مصرف گیاه در زنان . با اثرات سمی باشد

). 6و2،4،5(باردار، حائز اهمیت بیشتري است 
مطالعات اخیر نشان داده است که برخی از ترکیبات 

و Sassafras albidumدر گیاه Safrolگیاهی مانند 
Cycasinواده هاي در گیاهان خانCycadaceae و

Zamiaceae و آلکالوییدهاي پیرولیزیدین در گیاهان
، کاسنی)Boraginaceae(خانواده هاي گاوزبان

)Asteraceae ( و ارکیده)Orchidoceae ( داراي
-6(سرطان می باشنداحتمال ایجاد با ژنی سمی اثرات 

13.(
Adiantum)پرسیاوشان با نام علمی capillus–

verenis) خانواده آدیانتاسه از(Adiantacea) است
محل رویش  این گیاه در اروپاي جنوبی ،کوههاي ). 14(

.)15(آلپ وسواحل آتلانتیک وهمچنین شمال ایران است
شامل فلاونوئیدها،طب سنتی ایران اصلی این گیاه ءاجزا

) 16(استرهاي سولفات، هیدروکسی سینامیک اسید، قندها

) 19(استرولها) 18- 17(ئید هاو انواع مختلف تري ترپنو
صمغ،مواد تلخ،،)اسید تانیک و اسید گالیک(،تانن 

). 20- 21(شیکیمیک اسید است کوئینیک اسید،موسیلاژ،
درمان ،مدراین گیاه به عنوان تونیک،،در طب سنتی

هاي کبد و اندام، تومور طحالناراحتی هاي تنفسی،
قان، ضد یراثرات . )14(توصیه شده استداخلی 

، )25(آنتی اکسیدانی ، )23-24(ضد میکروبی) 22(اتیتهپ
نشان داده شده )27-28(ضد دیابت و ) 26(ضد التهاب 

. است
داشتن فلاونوئید ها و فنول ها خاصـیت  علت این گیاه به 
مهـار  ایـن گیـاه بـا    تري ترپنوئید ها .)14(داردضد تومور 

تـري  .هسـتند فعالیت ضـد التهـابی   داراي سیکلو اکسیژناز 
ترپنوئید ها متابولیت هاي ثانویه پنتاسـیکلیک هسـتند کـه    

CEMBمشــــتقات مختلفــــی دارنــــد از جملــــه    

)cyanoenone of methyl boswellates( دارنـد .
CEMB از قوي ترین مهار کننده هاي تولیدNO  اسـت

موجـب  و ) گامـا مـی شـود   تولید اینترفرون باعث القاي (
تـري  از. می شـود وفعالیت ضد تومورDNAمهار سنتز 

-CDDO)2،ایـن گیـاه  دیگـر  ترپنوئید هاي پنتاسیکلیک

cyano,3,12-dioxoolean-1,9(11)-diene -28-
oic acid)در مـوثري  فعالیـت  اسـت کـه   آن و مشتقات

).29-34(سلولی در لوکمی هاي انسانی داردتوقف تکثیر 
فعالیـت القـایی   داراي ها ترپنوئیـد تـري  مشتقات مختلف 

بسـیاري از  در )سلول هـا رنامه ریزي شدهمرگ ب(آپوپتوز
انــواع رده هــاي ســلولی ســرطانی از جملــه لــوکمی      

سرطان پوسـت ،)32(استئو سارکوما،)30-29(میلوژنوس
.  دارند)34(و سرطان پروستات) 33(

از آنجائیکه در طب سنتی از برگ گیاه استفاده می شود نه 
طالعه فراکسیون هاي خاص آن، بر همین اساس در این م

تصمیم گرفته شد که اثرات عصاره متانولی که داراي 
. بیشترین ترکیبات استخراج شده می باشد، استفاده شود

ایجاد سمیت احتمال بر همین اساس در پژوهش اخیر 
با استفاده از تست سیاوشانپرژنی عصاره متانولی 
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Ames این گیاه در استفاده از مطالعه شد تا سلامت
. بررسی شود،رفدوزهاي معمول مص

روش بررسی
داراي شاخه هاي سیاه، سخت، پر سیاوشان گیاه

که به صورت پیوسته و چند شاخه روي باریک و براق 
سانتی 20-70زمین می خزند که طول این شاخه ها به 

شاخه هاي ظریفی دارد و برگ هاي سفت . متر می رسد
هاي گشنیز، به صورت کوچکی مانند برگو تیره پهن و 

این گیاه . ساقه و گل و میوه و دانه ندارد. بریده داردبریده
هاي رویش آن در محل کهمی رویدcm30-15به ارتفاع

مناطق خوزستان تهیه و توسط گروه فارماکوگنوزي 
دانشکده داروسازي دانشگاه علوم پزشکی جندي شاپور 

A13004001/1Mشماره هرباریوم این گیاه .تایید شد

از گروه TA100ي سالمونلا تیفی موریوم باکتر. می باشد
میکروب شناسی دانشگاه شاهد تهیه ودر محیط نوترنیت 

کشت و آزمایش هاي تأیید )Nutrient Brath(براث 
. سوش بر روي آن انجام شد
TA100آزمون هاي تأیید سوش 

می TA100سویه ي باکتري سالمونلا تیفی موریوم 
بوده وuvrBونو موتاسیrfaبایست واجد موتاسیون 

جهت رشد نیازمند اسید آمینه ي هیستیدین و اسید آمینه 
این موتاسیون ها به این جهت مهم .)35(بیوتین میباشد 

هستند که در صورت اینکه باکتري فاقد آنها باشد در همه 
این سویه ي آزمایشگاهی، در . ي محیط ها رشد می کند

وده و یکی از ژن هاي اپران هیستیدین، داراي جهش ب
.براي رشد خود به هیستیدین نیاز دارد

نیازمندي به هیستیدین 
دو سري لوله ي آزمایش حاوي محیط کشت مایع 

LB brothمیلی گرم 1.0سري اول حاوي. استفاده شد
میلی گرم در میلی لیتر 1.0در میلی لیتر هیستیدین ،

میلی گرم در میلی 1.0بیوتین و سري دوم حاوي تنها 
2.0حاوي لوله ها . تین و فاقد هیستیدین بودندلیتر بیو

ساعت در 24براي میلی لیتر از سویه ي کشت شده 

درجۀ سانتی گراد قرار داده و نتایج 37گرمخانه با دماي 
). 35(بررسی شد

نیازمندي به بیوتین 
میلی لیتر از 0,2دو سري لوله ي آزمایش حاوي

لی گرم در می1.0سري اول واجد . استفاده شدي سویه
میلی گرم در میلی لیتر بیوتین و 1.0لیتر هیستیدین و میلی

گرم در میلی لیتر از میلی1.0سري دوم حاوي تنها 
ساعت در 24ها براي لوله. هسیتیدین و فاقد بیوتین بودند

). 35(درجه سانتی گراد قرار داده شد37گرمخانه با دماي
Rبررسی حضور فاکتور 

زه سویه باکتري بر سطح پلیت از کشت یک شبه تا
ساعت 12گسترش مناسبی تهیه و به مدت ،آمپی سیلین

37در دماي  °Cرشد باکتري در پلیت آمپی . انکوبه شد
.  می باشددر سویه Rسیلین موید حضور فاکتور 

rfaبررسی موتاسیون 

میلی لیتر از سویه ي کشت شده با پیپت استریل 2.0
LBمقداري از محیط کشت . به تعدادي پلیت منتقل شد

agar میلی گرم در میلی لیتر هیستیدین و 2.0حاوي
میلی گرم در میلی لیتر بیوتین، به هر پلیت اضافه و 0,1

، بر روي هر پس از انجماد کامل محیط. داده شدتکان 
میکرو لیتر 10کدام از دیسک هاي کاغذ صافی استریل، 

ی گرم در میلی میل1از محلول کریستال ویولت با غلظت 
5لیتر تزریق و پس از خشک شدن دیسک کاغذي، در 

24پلیت ها براي مدت . نقطه از هر پلیت گذاشته شد
درجه قرار داده و هاله ي شفاف 37ساعت در دماي 

اطراف دیسک که نشانگر عدم رشد سلول ها و جهش 
Rfa35(می باشد، بررسی شد .(

uvrBبررسی موتاسیون 

ز سویه ي باکتري با پیپت استریل به میلی لیتر ا2.0
LBمقداري از محیط کشت . تعدادي پلیت منتقل شد

agar 0,1میلی گرم بر میلی لیتر هیستیدین و 0,1حاوي
پس . میلی گرم بر میلی لیتر بیوتین به هر پلیت اضافه شد

از انعقاد کامل محیط، با یک تکه مقوا نیمی از پلیت 
سانتی متري به 30از فاصله ي پوشانده و نیم دیگر پلیت 
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با طول موج کوتاه uvثانیه تحت اثر لامپ 10تا 8مدت 
ساعت در 24در ادامه پلیت ها به مدت . قرار داده شد

عدم رشد در . درجه در گرمخانه قرار دادهشد37دماي 
و uvrBاطراف قسمت اشعه دیده، نشان دهنده ي جهش 

).35(می باشدTA100سویه ي تایید
اطمینان از عدم حضور هیستیدین در عصاره با انجام 

)TLC( کروماتوگرافی لایه نازك 
میلی لیتر 2در پر سیاوشانمیلی گرم عصاره خشک 2

محلول استاندارد هیستیدین با غلظت . متانول حل شد
با لوله ي مویین . میکروگرم بر میلی لیتر نیز تهیه شد100

وي صفحه ي سیلیکاژل از محلول نمونه و استاندارد بر ر
لکه گذاري و در ) سانتی متر20×5(پشت آلومینیومی 
آب : 15اسید استیک : 60بوتانل-n( تانک فاز متحرك 

سانتی متر مسیر حلال، 15با طی. قرار داده شد) 25مقطر 
کروماتوگرام از تانک بیرون و پس ازخشک شدن کامل، 

100گرم بر0,5محلول نانهیدرین در استون با غلظت 
). 36(میلی لیتر به عنوان معرف اسپري شد 

سیاوشان پرMICتعیین 
، از )عصاره متانولی(با توجه به حلالیت نمونه در آب 

کمترین (MICروش رقت لوله اي براي اندازه گیري 
لوله آزمایش 8. استفاده شد) غلظت مهار رشد میکروبی

، 20لوله به ترتیب غلظت هاي 5استریل انتخاب و در 
) عصاره خشکmg/محیط کشتml(5.2و5، 10، 15

دو لوله دیگر به عنوان کنترل منفی . ازعصاره گیاه تهیه شد
و لوله فاقد عصاره گیاهی به عنوان کنترل مثبت در نظر 

LBمحیط کشت مورد استفاده آبگوشت . گرفته شد

brothبه پنج لوله . غنی شده با هیستیدین وبیوتین بود
، 15، 20(هاي مختلف عصاره گیاهیاول حاوي غلظت

از میلی لیتر 0,1و کنترل مثبت، ) mg/ml5.2و5، 10
لوله . اضافه شدTA100کشت یک شبه سوي باکتري 

درجه سانتی 37ساعت در دماي 24هاي فوق به مدت 
و کمترین غلظت مربوط به لوله فاقد گراد قرار داده

.  )36-35(در نظر گرفته شدMICکدورت، به عنوان 
ردیابی آفلاتوکسین در عصاره گیاهی

براي ردیابی آفلاتوکسین از کروماتوگرافی لایه نازك 
، 5/12، استون 5/5فاز متحرك شامل کلروفرم . استفاده شد
با غلظت B1بود و محلول آفلاتوکسین5/2آب مقطر 
1µg/mlبه عنوان محلول استاندارد در نظر گرفته شد .

UV)366لکه ها با لامپ  nm ( ملاحظه شد)36.(
ساخت محلول هاي مورد نیاز 

میلی 20گیاه پرسیاوشان که MICبا توجه به غلظت 
محلول با غلظت هاي 4تعیین شد، گرم بر میلی لیتر 

هاي غلظت (تهیه شد MICغلظت 1/0کمتر یا مساوي 
لیتر میلی ر میلی گرم د2و 5/1و 1و 5/0

ر میلی گرم د01/0دیم آزید با غلظتمحلول س.)متانول
لوله6و) کنترل منفی(و متانول ) رل مثبتکنت(میلی لیتر

در ادامه تست . دقیقه اتوکلاو شد15،جهت استریل شدن 
ضور آنزیم هاي و بار دیگر در حیک بار بدون حضور

).36-35(کبدي انجام شد
انجام تست بدون حضور آنزیم هاي کبدي 

12.0م هیستیدین و گرLB agar08.0لیتر از 1به 
از هر (عدد پلیت 12. گرم بیوتین افزوده و اتوکلاو شد

پلیت براي 2پلیت براي کنترل مثبت و 2پلیت، 2غلظت 
میلی 5.0براي هر غلظت، ابتدا . آماده شد) کنترل منفی

از . لیتر از عصاره به پلیت اضافه و در سطح پراکنده شد
به مک فارلند5.0لوله ي حاوي باکتري با 

میلی لیتر به پلیت اضافه و 2.0به میزان 5/1×108غلظت
.پراکنده شد

میلی لیتر سدیم آزید و در کنترل 5.0در کنترل مثبت
میلی لیتر متانول به همین ترتیب به پلیت ها 5.0منفی 

پلیت 12بنابراین ). 39، 37(اضافه شد ) پلیت2هر کدام (
نه با دماي ساعت در گرمخا48به صورت وارونهبه مدت 

براي اطمینان از صحت و دقت . درجه قرار داده شد37
). پلیت36(بررسی، مطالعه در سه روز متوالی انجام شد 

.آورده شده است1نتایج در جدول 
انجام تست در حضور آنزیم هاي کبدي

این مرحله دقیقا شبیه به انجام تست در صورت عدم 
که در حضور آنزیم هاي کبدي است با این تفاوت 
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08.0بعد از افزودن LB agarلیتر از 1ي اول به مرحله
میلی لیتر از 20،گرم بیوتین12.0گرم هیستیدین و 

از 9Sبراي تهیه  . تازه تهیه شده اضافه شد9Sمخلوط 
یک موش صحرایی . استفاده شد) rat(کبد موش صحرایی
روز، 5گرم انتخاب و به مدت 250نر با وزن تقریبی 

میلی گرم بر کیلوگرم فنوباربیتال داخل صفاقی 100روزانه
در روز ششم کبد موش جدا و با محلول سرد . تجویز شد

KCL15/0کبد هموژن شده در . مولار شستشو داده شد
10دور در دقیقه به مدت 7800دستگاه سانتریفوژ با 

قسمت رویی لوله هاي سانتریفوژ . دقیقه قرار داده شد
تمام . وله هاي استریل منتقل شدبه ل) S9فراکسیون (

نتایج . مراحل در شرایط استریل و در کنار شعله انجام شد
آورده شده 2تست در حضور آنزیم هاي کبدي جدول 

).35(است 

یافته ها
تایید ژنوتیپ سویه ي باکتري

نیازمندي به هیستیدین و بیوتین
24از لوله هاي حاوي هیستیدین و بیوتین پس

می کدر شدند که بیانگر رشد میکروبساعت کاملاً
هیستیدین ویا فقط فقطحاوييدرحالی که لوله ها.باشد

همچنان شفاف بوده و رشد میکروب در آن بیوتین
. )1شکل (نشدمشاهده

Rنتیجه بررسی حضور فاکتور 

مقاومت به آمپی سیلین با مشاهده Rحضور فاکتور 
.تایید شد

rfaتاسیون وبررسی منتیجه 

ه عدم رشد در اطراف تمامی دیسک هاي حاوي هال
عدم رشد در قطر هالهمیانگین .شدکریستال ویوله تشکیل 

.میلی متر اندازه گیري شد14حدود 
uvrBتاسیون وبررسی منتیجه 

.داشت،رشد نuvدر قسمت تحت تاثیر اشعه باکتري
ی کافرشدفاقد تابش پلیتدر حالی که در قسمت 

.شدمشاهده 
ور هیستیدین در عصاره گیاهیبررسی حض

معرف نانهیدرین، ظهور لکه ها ي پس از اسپري
مربوط به استاندارد هیستیدین و نمونه ي عصاره بر روي 

هیستیدینRfبا مقایسه. صفحه کروماتوگرام مشاهده شد
)RfHis عدم وجود هیستیدین تایید با نمونه)0.22 =

. )2شکل (شد
نمونه عصاره گیاهیMICتعیین 
MICبراي سویه ي عصاره متانولی گیاه پر سیاوشان

.می باشدmg/ml20به میزانTA100باکتري 
ردیابی آفلاتوکسین در گیاه

در زیر اشعه ي TLCپس از قرار دادن کاغذهاي 
UV با توجه به اینکه آفلاتوکسین در طول موجnm366

فلورسانس آبی دارد، هیچ اثري از UVدر زیر لامپ 
.ین دیده نشدآفلاتوکس

تحلیل آماري 
و SDمحاسبۀ آمار توصیفی از جمله میانگین ،

نمونه و هايمقایسه پارامترهاي مورد مطالعه بین گروه
بنابه ضرورت با استفاده از آزمون آماري ل منفیرکنت

paired T-test با سطح معنی دارP‹0.05 و توسط نرم
.شدانجامExcelافزار 
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و لوله هاي سمت چپ عدم رشد )رشد باکتري(لوله هاي سمت راست تیره تر (TA100وتیپ سویه ي باکتري تایید ژن:1شکل 
.)دیده می شود

لکه ي استاندارد هیستیدین و نمونه عصاره بر (بررسی حضور هیستیدین در عصاره ي گیاهی با استفاده از معرف نانهیدرین:2شکل 
.)روي صفحه کرو ماتوگرام مشاهده می شود

بدون حضور آنزیم ) میلی گرم بر میلی لیتر 0,5،1،1,5،2(نتایج انجام تست با چهار غلظت عصاره ي گیاه پرسیاوشان :1جدول 
.نشان داده شده استMean±SDبه صورت IFشمارش کلنی ها و ). آزمایش ها سه بار تکرارشده است(هاي کبدي 

1تکرار2تکرار3تکرار

l)g/m(mغلظت فاکتور
القایی
(IF)

IF±SD

±میانگین

SD

Plate2Plate1Plate2Plate1Plate2Plate1

1.02±0.18106.3±
10.3

(0.5)غلظت1159610211394118

شان
یاو

رس
پ

(1)غلظت1.01±0.08105.6±7.91081099311211399

(1.5)غلظت1.10±0.19115±7.2118123119103110117

(2)غلظت0.94±0.1697.6±16.312291971118877

کنترل مثبت4.09±0.34425±47.6360470390470460400
(NaN3O.O1

رل
کنت

کنترل منفی1103.6±8.49810810610811290
(methanol)
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با حضور آنزیم هاي ) بر میلی لیتر میلیگرم0,5،1،1,5،2(گیاه پر سیاوشان نتایج انجام تست با چهار غلظت عصاره ي: 2جدول 
.نشان داده شده استMean±SDبه صورت IFشمارش کلنی ها و ). آزمایش ها سه بار تکرارشده است(کبدي

1تکرار2تکرار3تکرار

(mg/ml)غلظت

فاکتور
(IF)القایی

IF ±S D

±میانگین

SD

Plate2Plate1Plate2Plate1Plate2Plate1

(0.5)غلظت1.09±0.07104±7.494103108116102101

شان
یاو

رس
پ 1.13±0.10107.83±

10
(1)غلظت10411391116105118

1.05±0.14100.16±
13.7

(1.5)غلظت110769996105115

1.04±0.1298.66±9
.6

(2)غلظت103951039286113

4.38±0.48415±32.
7

کنترل مثبت460390380400450410
(NaN3 O.O1)

رل
کنت

194.66±6
.2

کنترل منفی86909298102100
Methanol)(

بحث
امروزه گیاهان دارویی مختلف از جمله گیاه 

این گیاه . پرسیاوشان در جامعه مصرف زیادي دارند
این تر کیبات . حاوي مقادیري تري ترپنوئید می باشد

. اثر می گذارندDNAخاصیت ضد تومور دارند و روي
با توجه به کاربرد بسیار زیاد این گیاه سعی شد تا توسط 
تست ایمز بررسی شود که آیا این گیاه خاصیت ایجاد 
سرطان و ایجاد تغییرات ژنتیکی را دارد؟ یا توانایی ایجاد 

جهش در صورت مصرف این گیاه وجود دارد یا خیر؟ 
ت ایمز جواب برخی از مواد سرطانزا براي آنکه به تس

اکثر مواد سرطانزا . بدهند باید قبلاً فعال شده باشند
مخصوصاً ترکیبات طبیعی، اگر مستقیماً در تماس با 

قرار داده شوند موجب جهش نمی باکتري در حال رشد
شوند و لازم است ابتدا در مجاورت عصاره کبد

این فرآیند به طور . پستانداران قرار گیرند تا فعال شوند
شدن مواد بیگانه در کبد ی در هنگام متابولیزهطبیع

با توجه به مشابهت متابولیسم روده اي .گیردصورت می
، در این مطالعه از آنزیم )38- 39(و کبدي انسان با موش 

هاي کبدي موش استفاده شدو از طرفی با توجه به اینکه 

در ایران از دم کرده ي برگ هاي پر سیاوشان به عنوان 
د و خلط سینه استفاده می شود، در این مطالعه رفع گلو در

.از عصاره برگ ها استفاده شد
باکتري ها به دلیل هزینه کم و حساسیت زیاد در 
سنجش و تشخیص سرطان زایی مواد مشکوك در آزمون 

در هنگام انجام . هایی مانند آزمون ایمز استفاده می شوند
در هر باکتري5×108حدود (تست، تعداد زیادي باکتري 

در معرض ماده موتاژن قرار میگیرد و با توجه به ) پلیت
انجام سریع و به صرفه آن، از آزمون هاي موثر در ارزیابی 
سریع مواد مختلف از جمله عصاره هاي گیاهی می 

). 40-42(باشد
و ) 37(آفلاتوکسین داراي خاصیت جهش زا میباشد 

ی می به همین علت می بایستی وجود آن در عصاره بررس
. شد تا احتمال خطاء در آزمون وجود نداشته باشد

در این آزمون از باکتري سالمونلا تیفی موریوم سویه 
TA100 که حساسیت بالایی در شناسایی میزان جهش

زایی مواد مختلف مخصوصا ترکیبات شیمیایی و گیاهی 
hisG46این سویه داراي موتاسیون . دارد، استفاده شد
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می باشد )د کننده بیوسنتز هیستیدینژن ک(hisGدر ژن 
و مواد موتاژنی را که سبب استخلاف جفت باز در یکی 

. می شوند را شناسایی می کندG-Cاز جفت هاي 
TA100همچنین داراي فاکتورR) فاکتور مقاومت به آمپی

سبب نفوذ rfaمی باشد، وجود موتاسیون ) سیلین
درت مولکولهاي درشت به داخل باکتري و افزایش ق

با توجه به . ارزیابی مواد موتاژن در این سویه می شود
قادر به uv، این سویه در مقابل اشعه rBuvموتاسیون

زمانی که سویه ها در برابر ). 35، 43(بودرشد نخواهد
ترکیبات جهش زا قرار می گیرند، با ایجاد جهش در اپران 
هیستیدین این سویه ها، باکتري مذکور از حالت وابستگی 

میزان . به هیستیدین به حالت غیر وابسته در می آید
جهش زا بودن با توجه به غلظت و اثر وابسته به دوز، 

.  ه را مشخص می کندقدرت جهش زائی ماد
در این تحقیق پس از طی کردن مراحل مختلف 
کشت جهت آنالیز داده ها، ابتدا میانگین کلنی هاي 
برگشتی مربوط به هر غلظت نسبت به میانگین تعداد 
کلنی هاي برگشتی پلیت هاي کنترل مورد بررسی قرار 

IF(Induction factor)فاکتور القا یا فاکتور . داده شد

نگر نسبت کلنی هاي برگشتی ایجاد شده در پلیت هاي بیا
یک ماده . باشدحاوي نمونه، به پلیت کنترل منفی می

زمانی موتاژن محسوب می شود که علاوه بر آنکه فاکتور 
IF باشد، تغییر در تعداد برگشتی ها 2یا بیشتر از 2آن

نیز متناسب با غلظت بوده و اثر وابسته به دوز داشته 
همراه با اثر وابسته به دوز، 1.9و1.7کتور بین فا. باشد

نشان دهنده اثر ضعیف موتاژنی است و اگر فاکتور مذکور 
باشد ماده ي مورد نظر موتاژن یا داراي 1.6کمتر از 

). 44-46(سمیت سلولی نمی باشد
-، از عدم حضور هیستیدین در عصارهTLCبا انجام 

TAي گیاه اطمینان و سوش  در ادامه .تأییدشد100
و rfa،موتاسیون Rمشخص شد این گونه داراي فاکتور

انجام آزمایش در حضور و نیز در . استuvrBموتاسیون 
عدم حضور آنزیم هاي کبدي با شمارش تعدادکلنی هاي 

IFکهنشان داد ) IF(برگشتی و نیز بررسی فاکتور القایی 

Pairedآزمون .می باشد6/1در تمام غلظت ها کمتر از 

T-test ارتباط معنی داري بین غلظت هاي استفاده شده و
افزایش تعداد کلنی هاي نمونه نسبت به کنترل منفی،نشان 

با مراجعه به جداول مشخص می شود که فاکتور .نداد
هاي مورد استفاده در حضور و یا عدم القاء در تمام غلظت

می باشد که نشان 1,6حضور آنزیمهاي کبدي کمتر از 
. رت جهش زا بودن عصاره گیاه می باشددهنده عدم قد

این گیاه داراي ترکیبات پلی فنولی، ترپنوئید، اسید 
اکسید و فیبر –Nهاي چرب و موم، آلکالوئید، ترکیبات 

). 47(با خاصیت آنتی اکسیدانی و ضد التهابی قوي است 
مطالعات نشان میدهد که ترکیبات مختلف فلاونوئید، 

ت از ایجاد موتاژنسیته در برابر داراي پتانسیل قوي ممانع
) 49(مانند آمین هاي هتروسیکلیک ) 48(ترکیبات موتاژن

در ضمن ترکیبات پلی فنل، داراي یک نقش . می باشد
دوگانه محافظتی در کاهش خاصیت کارسینوژنیسیتی، از 
طریق کاهش فراهمی زیستی کارسینوژن ها و مداخله با 

بر همین اساس . )48(بیوترانسفورماسیون کبدي هستند 
می توان پیشنهاد کرد که احتمالا ترکیبات فلاونوئید گیاه 
گل پر سیاوشان قادر به ممانعت از بروز احتمالی اثرات 

در بررسی موتاژنیسیته . ژنی ترکیبات ترپنوئید گیاه هستند
3و Quercetin( ،5(ترکیب فلاونوئید کوئرستین 10

-hydroxyflavone, 5-3(هیدروکسی فلاون

hydroxyflavone( فلاون ،)flavones( گالانژین ،
)Galangin( کریسین ،)Chrysin( فیستین ،
)Fisetin( لوتئولین ،)Luteolin ( و کامپفرول
)Kaempferol ( مشخص شد که ترکیب کوئرستین از

) حضور عصاره کبدي(طریق فعال شدن متابولیک در کبد 
و 100، 98قادر به ایجاد موتاژنیسیته در سوش هاي 

102TA با توجه به احتمال فعال سازي ). 48(است
متابولیک برخی از فلاونوئید ها در حضور عصاره کبدي، 
آزمایش در حضور عصاره کبدي نیز انجام شد که نشان 

. دهنده نتائج مشابه با عدم حضور عصاره بود
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نتیجه گیري
با توجه به نتایج مشخص می شود که گیاه پرسیاوشان 

ت هاي مختلف داراي اثر موتاژنی بر روي باکتري در غلظ
TAسالمونلا تیفی موریوم   در تحقیق .نمی باشد100

اخیر، می توان چنین نتیجه گیري ) In vitro(برون تنی 
کرد که مصرف گیاه پر سیاوشان، احتمالا تغییري در ژن 
ایجاد نمی کند و به عبارت ساده تر موجب تغییرات 

. شودجهش زا و ژنتیکی نمی
قدردانی

پور، این مقاله از پایان نامه خانم فرزانه کیانی
دانشجوي داروسازي استخراج شده است که به عنوان 

شناسی طرح مصوب دانشگاه در مرکز تحقیقات سم
تصویب و در گروه میکروبیولوژي دانشکده پزشکی و 

بدین وسیله از مرکز . شناسی اجراء شدمرکز تحقیقات سم
شناسی، پرسنل محترم دانشکده پزشکی و تحقیقات سم

شاپور صمیمانه داروسازي علوم پزشکی جندي
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Evaluation of the Mutagenic Effect of Methanol Extract of Adiantum
capillus-veneris Plant by Ames test

Farzaneh Kianipour1, Amir Jalali2*, Meisam Mousavi3, Amir Siahpoosh4,
Ahmad Farajzadeh Sheikh5

Abstract
Background and Objective: Triterpenoids have been isolated
from Adiantum capillus- veneris. These triterpenoids have
antitumor effect. Their effect on DNA has been identified.
Thus, the purpose of the present study was to obtain reliability
of the non mutagenic effect of the methanolic Adiantum
capillus-veneris extract using Amest test.
Subjects and Methods: Long maceration process (for 48 hrs)
was carried out in order to extract all constitutes. Thin layer
chromatography (TLC) method was used to evaluate aflatoxin
B1 contamination and histidine amino acid presence. Minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined with dilution
method. Salmonella typhimurium strain TA100 was used for
determination of mutagenicity. The genotype was confirmed by
using histidine requirement, R- factor presence, rfa and uvrB
mutations tests. The mutagenicity assay was performed at four
extract concentrations (0.5, 1, 1.5 and 2mg/ml).  Sodium azide
(NaN3) and methanol were used as the mutagens (positive
control) and negative control, respectively in the absence or
presence of liver-metabolizing enzymes.
Results: Adiantum capillus-veneris did have not significant
mutagenic activity against negative control. The presence of
liver-metabolizing enzymes did not exhibit a significant change
on the number of colony formed.
Conclusion: The results from this in vitro tests demonstrated that
use of the extract from Adiantum capillus-veneris plant in
traditional medicine does not carry the risk of mutagenic or
genomic changes.

Keywords: Mutagenicity, Ames test, Adiantum capillus-
veneris, Salmonella typhimurium, Strain TA 100.
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