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  مقاله پژوهشي

  

  بررسي اثر ضد ويروسي عصاره متانولي ريشه گياه شيرين بيان بر روي 
  هرپس سيمپلكس نوع يك با استفاده از روش كشت سلولي

    
  **** دكتر جواد فردمال ، *** سهيلا صفي اللهي ، ** آويد محمدي ،* مسعود صبوري قناددكتر 

  
                                     7/8/92 :  ،  پذيرش    9/3/92  :دريافت 

  

  :چكيده
تاثيرات جانبي داروها و همچنين ايجاد مقاومت دارويي نسبت به آنها از عوامل گرايش محققين به سمت گياهان                   :مقدمه و هدف  

يـروس  هدف اصلي اين مطالعه تعيين اثرات محتمل ضد ويروسي عصاره متانولي ريشه شيرين بيـان بـر ضـد و   . شدبا دارويي مي
 .  بوده استTCID50 (50%Tissue Culture Infective Dose) در محيط كشت سلولي و با كاربرد متد 1هرپس سيمپلكس نوع 

  ، رقتهـاي مختلـف عـصاره       Veroجهت به دست آوردن غلظت مناسب عـصاره بـراي سـلولهاي              در اين مطالعه تجربي    :روش كار 
مار سلولها با عصاره شيرين بيان ، تيمار مستقيم ويروس با عصاره و نيـز تيمـار                 پيش تي . در آزمون نوترال رد بررسي شد     متانولي  

ساعت پس از آلوده نمودن سلولها با ويروس انجام گرفت و جهت بررسي ميزان    24 و   12 ،   8 ،   4 ،   1ن بيان   يسلولها با عصاره شير   
ده پس از آنكه تمام آزمونها سـه بـار تكـرار    نتايج به دست آم.  انجام گرفتTCID50عفونت زايي ويروس در هر مرحله آزمون    

  .شد مورد بررسي قرار گرفتند
 سـاعت قبـل از آلـوده    2 ساعت و 1 ساعت و انكوباسيون ويروس با عصاره به مدت 2 پيش تيمار سلولها با عصاره به مدت :نتايج

ز لحاظ آمـاري و بـا توجـه بـه مقـدار             ويروس را در مقايسه با كنترل كاهش داد و ميزان كاهش ا            TCID50  ميزان    نمودن سلولها 
 سـاعت پـس از آلـوده نمـودن سـلولها بـا       12 و 8 ، 1در آزمونهايي كه عصاره . (P <0.001)احتمال به دست آمده معني دار بود 

ك لگاريتم كاهش يافت و ميزان كاهش عفونت زايي از لحـاظ آمـاري   يLog TCID50 ويروس اضافه گرديد نسبت به حالت كنترل
 تحـت تـاثير   Log TCID50مقايسه روابط درون گروهي ميان گروههاي مختلف زماني نشان داد كـه ميـزان تغييـر    .  بودمعني دار

 سـاعت و   24 و 8 ساعت، 12 و 4 ساعت، 8 و 4  ساعت ،24 و 1 ساعت  ، 4 و 1عصاره متانولي شيرين بيان در حالتي كه گروههاي 
 .(P<0.001) تفاوت معني دار ميباشد  ساعت  با يكديگر مقايسه شدند ، داراي24 و 12

 تائيد   شيرين بيان از جمله     متانولي مطالعه حاضر منجر به حصول نتايج جديدي در زمينه تاثيرات ضد ويروسي عصاره            : نهايينتيجه  
 شـيرين متـانولي  از سوي ديگر پيش تيمار ويروس بـا عـصاره   .  ويروس گرديدTCID50  نقش زمان تاثيرگذاري عصاره بر ميزان

بيان و نيز پيش تيمار سلولها با عصاره، قبل از آلوده نمودن آنها با ويروس تاثير ضد ويروسي اين عصاره بر عليه ويروس هرپس                      
  . را نشان داد1سيمپلكس تيپ 

  

  1ويروس هرپس / گياه شيرين بيان / عوامل ضدويروسي / رده سلولي ورو  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه 
ــيمپلكس       ــرپس ســــ ــروس هــــ ــپ ويــــ   1تيــــ

(Herpes Simplex Virus Type 1; HSV-1)   بـه عنـوان  
عضوي از خانواده هرپس ويريده، عامـل ايجـاد بيماريهـاي           
شديدي در نـوزادن، سـالخوردگان ، بيمـاران داراي نقـص            

  AIDSايمني و بيمـاران مبـتلا بـه سـندرم نقـص ايمنـي               
  
  
  

عامـل   توانـد  مـي  1هـرپس سـيمپلكس تيـپ     .مي باشـد 
 ادراري عفونـت  اتيـت، كراتوكونژكتيويـت،  درم انـسفاليت، 

 علـت  همچنـين  نـوزادان و  در منتـشره  بيمـاري   وتناسلي

از ). 1(باشـد   حلـق  و دهـان  رحـم،  سرطان گردن احتمالي
جمله داروهايي كه جهـت درمـان عفونـت هـاي ناشـي از              

HSV-1            مورد استفاده قـرار مـي گيـرد آسـيكلووير اسـت .  
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وثري بر عليه اين ويـروس      اگرچه آسيكلووير هنوز داروي م    
ــه     ــانبي آن از جمل ــوارض ج ــا ع ــود ام ــي ش ــسوب م مح
محدوديت مصرف در دوران شير دهي و يا در سـالمندان و            
نيز بروز سويه هاي مقاوم به آسيكلووير موارد مـصرف ايـن            

مشكلات بيان شده اهميت    ). 2،3(دارو را محدود مي سازد      
ين بيـان  جايگزيني داروهايي با منبـع گيـاهي ماننـد شـير         

(Glycyrrhiza Glabra)  را جهت درمان عفونهاي ناشـي از 
HSV-1 ويروسي عصاره  فعاليت ضد تاكنون. كند  مطرح مي

 RNA و   DNAريشه شيرين بيان برعليه گـروه وسـيعي از          
ويروسها مانند ويروس واريسلا زوسـتر، سـيتومگالوويروس،        

ويروس  و )A، B، C )HAV, HBV, HCVهپاتيت ويروسهاي
   ).4-10(شده است مطرح (HIV)انساني ايمني نقص
ــير      ــات ش ــان نيتركيب ــامل بي ــسيريزيك ش ــيد گلاي  اس

(Glycyrrhizic acid)ــدين ــوئي (Glabridin)، گلابري  ، ليك
داراي خواص آنتي  ريتين ليكوئي. است(Liquiritin)  ريتين

ويروسي و آنتي اكسيداني است و فراوان ترين فلاونوئيد در          
گلايـسيريزيك اسـيد    ). 11-13(ن اسـت  ريشه شيرين بيـا   

تركيبي در شيرين بيان است كـه بيـشترين تحقيقـات بـر             
روي آن انجام شده است و داراي خواص ضد التهابي ، ضد            

و در بسياري ازكشورها    ) 14-16(زخم و ضد ويروسي است    
 ويروسـي  مـزمن  هـاي  هپاتيت و در درمان زخمهاي آلرژيك   

ر ريشه شيرين بيـان     تركيب ديگر د  ). 17(استفاده مي شود  
 و ضد توموري   ضدميكروبي خواص داراي كه گلابريدين است 

شده گلايسيريزيك اسيد و     ذكر تركيبات ميان از). 18(است
تركيب . ليكوئي ريتين داراي اثرات ضد ويروسي مي باشند       

ليكوئي ريتين از طريـق عـصاره گيـري متـانولي از ريـشه              
ه گيري آبي از    شيرين بيان قابل جداسازي است و در عصار       

از سـوي ديگـر شـيرين     .ريشه شيرين بيان جدا نمي شود
بررسي هـاي  . بيان از گياهان بومي ايران محسوب مي شود    

انجام شده بر روي تركيبات موثر عصاره شـيرين بيـان بـه             
دست آمده از مناطق ايران نـشان داده اسـت كـه شـيرين              

لـذا  . بيان منطقه كرمانشاه داراي بهترين كيفيت مي باشد       
در مطالعه حاضر ضمن استفاده از آن مقرر گرديد كه تاثير           
محتمل عصاره متانولي شيرين بيان بر ضد ويروس هرپس          

  . در شرايط كشت سلولي تعيين شود1سيمپلكس تيپ 

  :روش كار
در اين مطالعه تجربـي     : عصاره گيري از ريشه شيرين بيان             

يـد، بـا آب   ريشه شيرين بيان جمع آوري شـده پـس ار تاي        
  دـــدر مرحله بع. شستشو داده شد و سپس خشك گرديد

  
شه هاي خشك شده آن پودر شدند و سپس يك گرم از            ير

 24 سي سي متانول مخلوط شـده و بـه مـدت             70پودر با   
پس ازگذشت زمـان    . ساعت در بطري سر بسته قرار گرفت      

جهـت جـدا شـدن پـودر        . مورد نظر عصاره به دسـت آمـد       
عبور داده شـد و تـا زمـان         μm 45/0فيلتر  ريشه، عصاره از    
  .    دي درجه سانتيگراد نگهداري گرد4انجام آزمون در 

 با همكـاري گـروه ويـروس        Veroسلولهاي   :سلول و ويروس  
شناسي دانشكده بهداشت دانـشگاه علـوم پزشـكي تهـران           

ــلولي   ــشت سـ ــيط كـ ــد و در محـ ــه گرديـ  DMEMتهيـ
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)  همـراه   بـه  

 بـه همـراه   )FBS) Fetal Bovine Serum درصـد سـرم  10
 )شــامل پنــي ســيلين و استرپتومايــسين( وتيــك يآنتــي ب

ــاتور داراي    در CO2 درصــد 5كــشت داده شــد و در انكوب
  . درجه سانتيگراد نگهداري گرديد37دماي 

 با همكـاري انـستيتو      1ويروس هرپس سيمپلكس تيپ         
 عفونت زايي آن توسط آزمون      پاستور ايران تهيه شد و دوز     

TCID50سنجيده شد .  
در راسـتاي بدسـت    :سنجش ميزان سميت عصاره براي سلول     

آمدن غلظتي از عصاره متـانولي ريـشه شـيرين بيـان كـه              
 Vero درصــد ســميت بــراي ســلولهاي 50داراي كمتــر از 

 Vero سـلول    105تعداد  . باشد، آزمون نوترال رد انجام شد     
ميكروپليت تا زمـان    .  تلقيح گرديد   خانه 96به ميكروپليت   

 CO2 % 5 درجـه بـا      37در انكوبـاتور    % 80تشكيل منولاير   
) PBS) Phosphate Buffer Salineبافر با سلولها .قرار گرفت

از پيش گرم شده شسته شد و سپس غلظتهاي سـريالي از            
 تهيـه   DMEMعصاره متانولي شيرين بيان كه در محـيط         

  اضـافه    Vero سـلولهاي    گرديده بود به چاهكهـاي حـاوي      
% 5 درجـه بـا      37 ساعت در انكوباتور     48گرديد و به مدت     

CO2  ساعت سلولها بـا بـافر       48پس از گذشت    .  انكوبه شد 
PBS          شسته شدند و رنگ نوترال رد فيلتـر شـده بـه تمـام 

 درجــه 37 ســاعت در 3چاهكهــا اضــافه شــد و بــه مــدت 
ا  سـاعت  سـلوله     3پس از گذشـت     . سانتيگراد گذاشته شد  

 شسته شده و محلول رنگ بـر نـوترال رد           PBSتوسط بافر   
 دقيقـه در تـاريكي و روي شـيكر          10اضافه شد و به مدت      

چاهكها  OD (Optical Density)بعد  در مرحله. قرار گرفت
) 650طــول مــوج رفــرانس ( نــانومتر 540در طــول مــوج 

 50بـالاترين غلظتـي كـه منجـر بـه كمتـر از              . خوانده شد 
 شـد بـه عنـوان غلظـت         Veroلولهاي  درصد سميت در س ـ   

  .مناسب عصاره متانولي شيرين بيان در نظر گرفته شد
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 خانـه كـشت     24 در پليت    Veroسلولهاي  :  TCID50آزمون  
داده شدند و توسط رقتهاي سريال تهيـه شـده از ويـروس             

HSV-1  پليت آلـوده شـده بـه مـدت يـك           .  آلوده گرديدند
ه سـانتيگراد    درج ـ 37 در دمـاي     CO2ساعت در انكوبـاتور     

پس از طي زمـان انكوباسـيون سـلولها بـا بـافر             . انكوبه شد 
PBS   و محـيط      شسته شـدندDMEM       بـه تمـام چاهكهـا 

 درجـه و در     37 خانـه در دمـاي       24پليـت   . اضافه گرديـد  
ــضور  ــضور   CO2% 5ح ــت ح ــر روز جه ــد و ه ــه ش   انكوب

 (Cytopathic Effect) CPEبررسي گرديد  )CPE ويروس 
 به صـورت گـرد شـدن و بـزرگ     1هرپس سيمپلكس تيپ  

 نتيجـه نهـايي پـس از        .)سـلولهاي آلـوده مـي باشـد        شدن
ــد و 7گذشــت  ــت ش ــه روشTCID50 روز ثب ــروس ب    وي

Reed & Muenchسنجيده شد .  
آزمونهاي سنجش اثرات ضد ويروسي عـصاره متـانولي ريـشه        

سنجش احتمال فعاليت ضد ويروسـي عـصاره        : شيرين بيان 
ــان   ــشه شــيرين بي ــانولي ري ــروس هــرپس  مت ــر روي وي ب

ــســيمپلكس ت ــه در  1پ ي ــه انجــام شــد ك  در ســه مرحل
  :زيرتوضيح داده مي شود

 با عصاره متانولي ريـشه شـيرين بيـان          HSV-1 انكوباسيون   -1
در راسـتاي   :  بـا ويـروس    Veroپيش از آلوده نمودن سلولهاي      

تعيين فعاليت ضد ويروسي عصاره بر ذره ويروسي به طـور           
اره كـه از آزمـون نـوترال رد بـه          مستقيم، رقت مناسب عص   

 مورد  HSV-1دست آمده بود جهت تهيه رقتهاي ويروسي        
 درجـه  4استفاده قرار گرفـت و بـه مـدت يـك سـاعت در           

پس از طي زمان انكوباسيون رقتهاي . سانتيگراد قرار گرفت  
 مورد اسـتفاده    Veroويروسي جهت آلوده نمودن سلولهاي      

وضـيح داده شـده      به روش ت   TCID50قرار گرفت و آزمون     
 خانه روزانه جهت مـشاهده      24پليت  . در قبل انجام گرفت   

CPE           روز نتيجـه    7 ويروس بررسي شد و پـس از گذشـت 
  .نهايي گزارش گرديد

 با عصاره متانولي شيرين بيان پيش از        Vero تيمار سلولهاي    -2
 كـشت داده    Veroسـلولهاي   :  HSV-1آلوده نمودن سلولها با     

بـا غلظـت غيـر توكـسيك عـصاره           خانه   24شده در پليت    
 37 ساعت در انكوباتور     2متانولي تيمار داده شد و به مدت        

پـس از گذشـت     .  قـرار گرفـت    CO2% 5درجه سانتيگراد با    
زمان انكوباسـيون عـصاره از روي سـلولها خـارج گرديـد و              

 شستشو داده شدند و سپس سلولها بـا         PBSسلولها توسط   
ســاير . ه شــدند آلــودHSV-1رقتهــاي ســريالي از ويــروس 

   شد به طريقي كه قبلا توضيح دادهTCID50مراحل آزمون

  
  .انجام گرفت و نتيجه نهايي در پايان روز هفتم خوانده شد

 با عصاره متانولي شيرين بيـان       Vero انكوباسيون سلولهاي    -3
پـس از انكوباسـيون      : HSV-1پس از آلوده نمودن سـلولها بـا         

يك سـاعت، سـلولهاي      به مدت    HSV-1مونولاير سلولي با    
Vero   توسط PBS          شستشو داده شـدند و غلظـت مناسـب 

 DMEMعصاره متانولي تهيه شده در محيط كشت سلولي         
ــاي  ــوده  24 و 12 ، 8 ، 4 ، 1در زمانه ــس از آل ــاعت پ  س

. نمودن سلولها با ويروس به مونولاير سلولي اضـافه گرديـد          
ي  روز در انكوبـاتور دارا     7پليتهاي مورد آزمـون بـه مـدت         

CO2    درجه سانتيگراد انكوبه شـدند و روزانـه         37 در دماي 
  . مورد بررسي قرار گرفتندCPEجهت مشاهده 

  :نتايج
   جهت تعيين ميزان عفونت زايي بـذر اوليـه ويـروس                

HSV-1 آزمون TCID50 6/5 و گرفت انجامLog TCID50: 
  . تعيين گرديد
، 1:300،  1:200  ،1:100 ،1:50 ،1:20 ، 1:10      رقتهــاي

 تهيـه شـده در محـيط       متـانولي  از عصاره    1:500 ،   1:400
 به روش آزمون نـوترال رد مـورد بررسـي     DMEMكشت 

ميلـي   200 عصاره متانولي با غلظت1:50رقت . قرار گرفت
 50گرم در ليتر به عنوان رقت مناسب كـه داراي كمتـر از            

  .  بودند به دست آمدVeroدرصد سميت براي سلولهاي 
بررسي اثرات ضد ويروسي عصاره شيرين بيان جهت               

 به طور جداگانه در سه مرحله انجام گرفـت          متانوليعصاره  
  :كه نتايج بدست آمده به شرح زير است

  :HSV-1شيرين بيان بر  متانوليتاثير مستقيم عصاره   بررسي-1
 ساعت در معرض 2و 1 به مدت HSV-1پس از آنكه ويروس   

 قرار گرفت   mg/l 200ن با غلظت   شيرين بيا  متانوليعصاره  
بدسـت   Log TCID50مقادير و گرفت  انجامTCID50آزمون

 ويروس كنترل Log TCID50آمده در اين آزمونها با مقدار
     مشاهده مي شود،1مقايسه شد همان طور كه در جدول 

  
نتايج آماري تاثير مستقيم عصاره متانولي بر ويروس : 1جدول

HSV-1در مقايسه با كنترل   
 ونيانكوباس زمان

 عصاره با روسيو
Log 

TCID50 
 تفاوت

 نيانگيم

 انحراف
 اريمع

 مقدار
 احتمال

 >001/0 072/0 02/2 6/3 ساعت 1

 >001/0 072/0 01/2 7/3 ساعت 2

  
 در هر دو حالت نـسبت بـه ويـروس    Log TCID50ميزان 
   لگاريتم كاهش يافته و ميزان كاهش عفونت زايي 2كنترل 
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  نتـرل داراي تفـاوت معنـي دار ميباشـد         نسبت به حالت ك   
)P <0.001.(  

  

 با عصاره متانولي شيرين بيان پيش از        Vero تيمار سلولهاي    -2
 بـا   Veroتيمـار سـلولهاي     :  HSV-1آلوده نمودن سـلولها بـا       

 ساعت قبـل از آلـوده       2عصاره ريشه شيرين بيان به مدت       
 ، منجر   1نمودن سلولها با ويروس هرپس سيمپلكس تيپ        

  به ميزان يك لگاريتم گرديدTCID50اهش در ميزان به ك

)6/4:Log TCID50 (   ــاري ــاظ آم ــاهش از لح ــزان ك   و مي
   .(P<0.001)معني دار بود 

 تاثير عصاره متانولي شيرين بيان برمراحل مختلف سـيكل          -3
 و  8 ،   4 ،   1 به مدت    HSV-1ويروس   : HSV-1تكثير ويروس   

ــر   24 و 12 ــا وي ــدن ب ــوده ش ــس از آل ــاعت پ   وس در   س
   شـــيرين بيـــان بـــا غلظـــتمتـــانوليمعـــرض عـــصاره 

mg/l 200    خانـه بـه   24قرار گرفت و سـپس ميكروپليـت 
.  ويــروس بررسـي شــد CPE روز جهــت مـشاهده  7مـدت  

 مـــشاهده مـــي شـــود 2همـــان طـــور كـــه در جـــدول
Log TCID50      ساعت  12 و   8 ،   1 در آزمونهايي كه عصاره 

گرديد نـسبت   پس از آلوده نمودن سلولها با ويروس اضافه         
به حالت كنترل بـه ميـزان يـك لگـاريتم كـاهش يافـت و            
  ميزان كاهش عفونت زايي از لحاظ آمـاري معنـي دار بـود            

(P<0.001) .    در حاليكه ميزانLog TCID50    در زمانهـاي 
 ساعت نسبت به حالت كنترل تفاوت معنـي داري          24 و   4

  .نشان نداد
  

تي كه عصاره  درحالLog TCID50نتايج آماري مقادير : 2جدول
 پس از آلودگي ساعت 24 و 12 ،8 ،4 ،1متانولي شيرين بيان 

  شده است در مقايسه با كنترل اضافه سلولها به ويروس به سلولها
  

 مقدار احتمالانحراف معيار تفاوت ميانگينTCID50)ساعت( زمان

1  5/4 10 097/1 071/0 001/0< 

4  5/5 10 103/0 071/0 701/0 

8  5/4 10 110/1 071/0 001/0< 

12 6/4 10 000/1 071/0 001/0< 

24 5/5 10 000/0 071/0 90/0> 

  
مقايسه روابط درون گروهي ميان گروههاي مختلف نـشان         

 تحـت تـاثير عـصاره    Log TCID50داد كه ميـزان تغييـر   
 ساعت،  4 و   1 شيرين بيان در حالتي كه گروههاي        متانولي

 24 و 8سـاعت و   12 و 4 سـاعت،  8 و 4  سـاعت، 24 و 1
 سـاعت  بـا يكـديگر مقايـسه شـدند ،             24 و   12ساعت و     

  ).3جدول((P<0.001)داراي تفاوت معني دار مي باشد

  
 تحت تاثير عصاره Log TCID50نتايج آماري تغييرات : 3جدول

  متانولي در گروههاي زماني مختلف
  

 مقدار احتمال انحراف معيار تفاوت ميانگين )ساعت(زمان

 >001/0 071/0 -993/0 4 و 1

 <90/0 071/0 013/0 8 و 1

 752/0 071/0 -097/0 12 و 1

 >001/0 071/0 -993/0 24 و 1

 >001/0 071/0 007/1 8 و 4

 >001/0 071/0 897/0 12 و 4

 <90/0 071/0 000/0 24 و 4

 648/0 071/0 -110/0 12 و 8

 >001/0 071/0 -007/1 24 و 8

 >001/0 071/0 -897/0 24  و 12

  
  :بحث

بــروز ســويه هــاي مقــاوم بــه داروي ويــروس هــرپس       
 ضرورت جايگزيني درمانهـاي جديـد بـا         1سيمپلكس نوع   

بـا توجـه بـه      . استفاده از گياهان دارويي را مطرح مي كند       
اينكه شيرين بيان از گياهان بـومي ايـران بـوده و خـواص              
آنتي ويروسي آن در حد وسيعي بـه اثبـات رسـيده اسـت،        

رديد تا با طراحي مطالعه اي جـامع تـاثير محتمـل            مقرر گ 
  در محيط كـشت      HSV-1عصاره شيرين بيان بر ويروس        

از آنجا كـه عـصاره متـانولي شـيرين          . سلولي بررسي شود    
بيان علاوه بر تركيب گلايـسيريزيك اسـيد داراي تركيـب           
ضد ويروسي ديگري تحت عنوان ليكوريتين نيز مي باشـد          

اره متانولي اين عصاره بر ضد ويروس       و تا به حال تاثير عص     
HSV-1            بررسي نشده است، لذا در مطالعـه حاضـر عـصاره 

مورد استفاده  متانولي ريشه شيرين بيان جهت اين بررسي
  .قرار گرفت

محاسبه غلظتي از عصاره ريشه شيرين بيان كـه داراي            
 مي باشـد    Vero درصد سميت جهت سلولهاي      50كمتر از   

قتهاي سـريالي عـصاره شـيرين بيـان در     از طريق بررسي ر   
 mg/l200 آزمون نوترال رد انجـام شـد و غلظـت مناسـب     

 ويروس بذر ،    TCID50از سوي ديگر ميزان     . تعيين گرديد 
  . در ميلي ليترتعيين شد10 6/5

جهـت بررسـي اثــرات ضـد ويروســي عـصاره متــانولي          
شيرين بيان غلظت مناسب عصاره در زمانهاي مختلـف بـر           

ميزان عفونت زايي ويروس از     .  اثر داده شد   HSV-1س  ويرو
در حالتي  .  مورد بررسي قرار گرفت    TCID50طريق آزمون   

 ساعت بعـد از آلـوده       12 ساعت و    8كه عصاره يك ساعت،     
نمودن سلول با ويروس بـه سـلولها اضـافه گرديـد، ميـزان              

  ود وــ ويروس از لحاظ آماري معني دار بTCID50كاهش 
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بـه  .   بيش از يك لگاريتم كاهش داشـت       TCID50لگاريتم  
اين ترتيب نتيجـه گيـري مـي شـود كـه عـصاره متـانولي                
  شيرين بيـان عـلاوه بـر تـداخل در بيـان ژنهـاي ديـررس               

(late genes)  بـر بيـان   1 ويروس هرپس سيمپلكس تيـپ 
از سـوي ديگـر     .  نيز اثـر مـي گـذارد       intermediateژنهاي  

 يكديگر نشان داد    مقايسه آماري گروههاي زماني مختلف با     
 ساعت ، 4 و 1 ميان گروههاي TCID50كه اختلاف ميزان    

ــاعت، 24 و 1 ــاعت، 8 و 4 س ــاعت، 12 و 4 س  24 و 8 س
  .باشد  ساعت معني دار مي24 و 12ساعت و 

 با عصاره متـانولي شـيرين       Veroپيش تيمار سلولهاي         
 را در مقايسه با ويروس كنتـرل يـك          TCID50بيان ميزان   

 كاهش داد و ميزان كاهش از لحاظ آمـاري معنـي            لگاريتم
اين نتيجه احتمالا بيـان كننـده تـاثير عـصاره بـر             . دار بود 

  سلول و تغييـر رسـپتورهاي سـطح سـلول بـراي ويـروس              
مي باشد به صورتي كـه بـا پوشـاندن رسـپتورهاي سـطح              
سلول و يا تغيير ساختار آنهـا  ميـزان اتـصال ويـروس بـه                

تـاثير مـستقيم عـصاره      . دسطح سلول را كـاهش مـي ده ـ       
متانولي بر ويروس  به مدت يـك سـاعت و دو سـاعت هـر                

 را دو لگاريتم كاهش مي دهد وميزان        TCID50يك ميزان   
ميزان كاهش مشاهده شـده در   . كاهش معني دار مي باشد    

TCID50  ــاثير  ويــروس هــرپس ممكــن اســت ناشــي از ت
ــر    ــا تغيي ــر ذره ويروســي و ي ــانولي ب ــصاره مت ــستقيم ع م

توضيح ممكن براي اين    . رسپتورهاي سطحي ويروس باشد   
نتيجه مي تواند جداسازي همزمان تركيب ليكـوئي ريتـين      
علاوه بر گلايـسيريزيك اسـيد در عـصاره گيـري متـانولي             

نند گلايسيريزيك اسـيد  نيز ما تركيب ليكوئي ريتين. باشد
  .داراي خواص ضد ويروسي مي باشد

بر مبناي نتـايج حاصـل در مطالعـه حاضـر مـي تـوان                    
 در HSV-1چنين نتيجه گيري نمود كه مهار همانندسازي     

 ريشه شيرين بيان    متانولي تحت اثر عصاره     Veroسلولهاي  
ــاي    ــان ژنهـ ــت در بيـ ــق ممانعـ ــت از طريـ ــن اسـ ممكـ

intermediate   اي ديررس ويروس هرپس سيمپلكس       و ژنه
در مطالعــه انجــام شــده توســط منــوري و .  باشــد1تيــپ 

همكاران در ايران بر روي اثر عصاره آبي شـيرين بيـان بـر              
 نشان داده شد كـه ايـن        1ويروس هرپس سيمپلكس تيپ     

عصاره به طور معني داري منجر به كـاهش عفونـت زايـي             
 يـك سـاعت     ويروس مي گردد و بهترين زمان تاثير عصاره       

نتـايج بـه    ). 19(پس از جذب ويروس به سلول مـي باشـد           
  اهــدست آمده از مطالعات ديگر نشان داده اند كه يك گي

  
 نيز منجر به تداخل chamaecyparis obtuseدارويي به نام 

 مي گردد، با اين تفاوت كه اين گيـاه          HSVدر بيان ژنهاي    
   ايجـــاد immediate-earlyتـــداخل در بيـــان ژنهـــاي   

عـلاوه بـر ايـن گيـاه سـنتي چـين بـه نـام                ) 20(مي كند 
Tripterygium Hypoglaucum   نــشان داده اســت كــه   

داراي خصوصيات ضد هرپسي از طريق مهار بيـان ژنهـاي           
همچنين ساير مطالعـات    ) 21(زودرس و ديررس مي باشد      

تاكيد كرده اند كه دو تركيب مشتق از شيرين بيان فعاليت 
 را  HSVويـروس هـرپس داشـته و        آنتي ويروسي بر عليـه      

تحقيقـات در   ). 22،23(دبطور پايـدار غيـر فعـال مـي كن ـ         
مدلهاي حيواني نشان داده اند كه گلايسيريزين و مشتقات         
آن منجر به مرگ ويـروس و كـاهش فعاليـت ويروسـي در              
آنسفاليتهايي با عامل ويروس هرپس سيمپلكس مي گردند      

ريزين نقـش   تحقيق ديگري تاييد كـرد كـه گلايـسي        ). 24(
    ).7( دارد HSVكليدي در بهبود موشهاي عفوني شده با 

هر دو تركيب ريشه شيرين بيان شامل گلايـسيريزيك              
شـده اسـت كـه تركيـب گلايكـون آن،            اسيد بوده و ثابـت    

بتا گلايسرتينيك اسـيد داراي فعاليتهـاي ضـدالتهابي،         18
بر علاوه  ). 25،26(آنتي اكسيداني و ضد توموري مي باشند      

اين تاثير ضد ويروسي گلايسيريزين در مهار همانندسـازي         
بـه اثبـات رسـيده    in-vitro بسياري از ويروسها در شرايط  

گلايسيريزين همچنين اثرات ضد ويروسي ثابت      ). 27(است
شده و پذيرفته شده اي بر روي طيف وسـيعي از ويروسـها             

 ،  1از جمله ويروسهاي هرپس، فليوي، ايدز، پوليـوي تيـپ         
ــ ــوآنزاي  ويـ ــروس آنفلـ ــولي، ويـ ــتوماتيت وزيكـ   روس اسـ

 ، سارس ناشي از كرونا ويروس و آربـوويروس دارد A تايپ 
)33-28 ،7،15،24.(   

مطالعه حاضر پيشنهاد مي كند كـه شـيرين بيـان بـه                  
عنوان يـك هـدف جديـد بـراي مـداخلات درمـاني عليـه               

بــا ايــن وجــود تجربيــات . ويــروس هــرپس بــه شــمار رود
ي بيشتري لازم است تـا نقـش احتمـالي اثـرات            آزمايشگاه

گسترده ضد هرپسي مشتقات شيميايي شيرين بيان را كه         
  پيـشنهاد  . تا كنون ناشناخته باقي مانده انـد روشـن نمايـد        

 موجـودات زنـده بـه       بـر روي  مي شود در آينده تحقيقاتي      
عمل آيد تا اثرات جانبي احتمالي شيرين بيان در حيوانات          

زنان باردار، افراد مـسن، بيمـاران قلبـي و          آزمايشگاهي، در   
اين امر به ما كمك خواهـد كـرد         . ساير بيماران بدست آيد   

كـه از اثــرات نامناســب در كاربردهـاي انــساني جلــوگيري   
  . نماييم
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  :نتيجه نهايي
مطالعه حاضر منجر به حصول نتايج جديدي در زمينـه              

ديد از   شيرين بيان گر    متانولي تاثيرات ضد ويروسي عصاره   
نقــش زمــان تاثيرگــذاري عــصاره بــر ميــزان  تائيــد جملــه

TCID50        از سـوي   . ويروس در اين مطالعه نشان داده شـد
شـيرين بيـان و     متانولي  ديگر پيش تيمار ويروس با عصاره       

نيز پيش تيمار سلولها با عصاره، قبل از آلوده نمـودن آنهـا             
با ويروس تاثير ضد ويروسي اين عـصاره بـر عليـه ويـروس       

  .  را نشان داد1هرپس سيمپلكس تيپ 
  :سپاسگزاري

 كـه ايـن     HSR در اجـراي طـرح تحقيقـاتي         بدينوسيله    
باشـد از همكـاري صـميمانه ي          آن مـي   مقاله بر گرفته از   

و خانم  آقاي دكترجمشيد كريمي     ،آقاي دكتر سعيدي جم   
ــوم   ــشگاه عل همــدان و پزشــكي فهيمــه طالــب زاده از دان

دكتـر آزادمـنش    آقاي  ي آزاد و    خانم دكتر مختار  همچنين  
بــه ترتيــب از گــروه ويــروس شناســي دانــشكده بهداشــت 
دانشگاه علوم پزشكي تهران و انستيتو پاستور ايـران بابـت           

 و نمونه ويـروس هـرپس سـيمپلكس         Veroتهيه سلولهاي   
  .به عمل مي آيدتشكر و تقدير  1تيپ 
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Abstract 
 
Introduction & Objective: The side effects of drug consumption and also HSV resistance to 
drugs have been the factors attracting the researchers to herbal drugs. The major aim of the 
present research was in vitro assessment of possible anti-herpetic activity of glycyrrhiza gla-
bra (liquorices root) methanolic extract in more details by performing Tissue Culture Infec-
tive Dose fifty percent (TCID50) method. 
Materials & Methods: In this experimental study Vero cells were incubated with different con-
centrations of methanolic extracts of glycyrrhiza glabra .Neutral red assay was performed in 
order to consider the appropriate concentration of the extract. Pre-treatment of Vero cells 
with glycyrrhiza glabra extract before viral infection, incubation of HSV-1 with glycyrrhiza 
glabra extract and treatment of vero cells with extract 1, 4, 8, 12 and 24 hours after viral in-
fection, were exerted. TCID50 was performed in order to assess the antiviral activity of the 
extract. The results were analyzed after performing the experiments at least three times. 
Results: Pre-treatment of Vero cells with methanolic extract for two hours and incubation of 
virus with extract for one and two hours prior to viral infection resulted in remarkable drop in 
TCID50 amount by significant difference (P <0.001). Treatment of Vero cells with extract 1, 
8 and 12 hours post-infection demonstrated significant changes in TCID50. We observed 
significant fluctuations and different efficacy of the extract between different incubation time 
at 1h & 4h, 1h & 24h, 4h & 8h, 4h & 12h, 8h & 24h, 12h & 24h. 
Conclusion: The current study resulted in more novel findings of anti herpetic activity of gly-
cyrrhiza glabra extract. Time course of extract treatment with virus- infected cells was an ef-
ficient factor. In addition, the pretreatment of virus and also Vero cells with glycyrrhiza gla-
bra extract in our experiment had important effects on the anti-viral activity of the extract. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2014; 20 (4):325-332) 
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