
DOI(:10.22092/ijmapr.2017.110748.2042(شناسه دیجیتالپژوهشی تحقیقات گیاهان دارویی و معطر ایران-دوماهنامه علمی

)1396(689-702، صفحه 4، شماره 33جلد 

سلولی سمیتباکتریایی و اکسیدانی، آنتیآنتیبررسی اثرات شیمیایی، ياهشناسایی ترکیب
Pistacia(اسانس برگ پسته  vera L. var. Sarakhs(

5غلامرضا کریمیو4، سید حسین نعمتی3، جواد اصیلی*2نژاد، غلامحسین داوري1زادهسیده فائزه تقی

، ایرانمشهدمشهد،دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی،دانشجوي دکتري، گروه علوم باغبانی-1
davarynej@um.ac.ir: پست الکترونیکمشهد، ایران،نویسنده مسئول، استاد، گروه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد-*2

مشهد، ایرانمشهدشکی زپگروه فارماکوگنوزي، دانشکده داروسازي، دانشگاه علوم ، دانشیار-3
ایرانمشهد،استادیار، گروه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد-4
، ایرانمشهد،مشهدشکی زپشناسی، دانشکده داروسازي، دانشگاه علوم استاد، گروه فارماکودینامی و سم-5

1396شهریور: پذیرشتاریخ1396شهریور : نهاییاصلاحتاریخ1396خرداد : دریافتتاریخ

چکیده
سلولی اسانس حاصل از برگ پسته سمیتاکسیدانی، ضدمیکروبی و ، بررسی اثرات آنتیي شیمیاییاهاین مطالعه با هدف شناسایی ترکیب

)Pistacia vera L. var. Sarakhs (ًیکروماتوگرافگاز در اسانس با استفاده ازموجودياهانجام شد. ترکیبتصادفی در قالب طرح کاملا
هاي روغنا هبخش اعظم این ترکیبرا شامل شد.از کل ترکیب اسانس %28/98که بودند ترکیب28شامل شدند و تعیین)GC-MS(جرمی 
در بررسی اثرات بودند. %) 5/11اکسیژنه (هاي اسانسیروغنو%)68/35هاي هیدروکربن (ترپن%)، سزکوئی8/48(هیدروکربنهاسانسی

،تر بودندها حساسهاي گرم مثبت نسبت به گرم منفیسویه باکتري و یک قارچ مشخص شد که باکتري4ضدمیکروبی اسانس بر روي 
Bacillusباکتريبرايلیتر ومیکروگرم بر میلیStaphylococcus aureus16برايدر مقادیر برابر MBCو MICکه طوريبه cereusو قارچ

Candida albicans90بدست آمد. شاخصلیترمیکروگرم بر میلیMICوMBCهاي گرم منفیباکتريبرايEscherichia coliو
Pseudomonas aeruginosa135سنجش میزان اکسیدانی اسانس به روشدر بررسی اثرات آنتی.تعیین گردیدلیتر میکروگرم بر میلی

اکسیدانیمیزان اثرات آنتی.شدمحاسبه لیترمیلیمیکروگرم بر 03/19±005/0اسانس IC50، شاخص DPPH)(آزادهاي بازداري رادیکال
سلولی اسانس به روش سمیتدر بررسی اثرات تعیین گردید.14/50درصد بازداري بتاکاروتن بر گرم و مولمیلیFRAP9/9در روش 
هاي ) و براي ردهلیترمیلیمیکروگرم بر 20/32(لیترمیلیمیکروگرم بر 50تر از پایین،MCF-7به روي رده سلولی IC50شاخص،آلامار بلو

محاسبه شد.لیترمیلیمیکروگرم بر 78/98و 38/52ترتیببهDU-145و PC3سلولی

Pistacia vera(پسته هاي کلیدي:واژه L. var. Sarakhs(، ،مونوترپنهاي میکروبیسویهرده سلولی ،.

مقدمه
و هـا هـاي معطـر، آلدئیـدها، کتـون    گروه بزرگی از الکل

ي گیـاهی و  هااسترهاي معطر به مقدار کم، در برخی از گونه

ازجمله گل، میـوه، دانـه، بـرگ،   آنهاي مختلف هادر قسمت
عنـوان  بـه آنهـا کـه از  شوندمیپوست، چوب و ریشه یافت 

Khaksa(شـود مـی اد یهایا اسانساري فرّهاروغن et al.,
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 ـامروزه نیاز بدن به ترکیب).1996 اکسـیدانی کـه   آنتـی ياه
مـورد  شوندمیي آزاد هاسبب حذف یا مانع فعالیت رادیکال

گرایش به سـمت بررسـی   رو، . از اینتوجه قرار گرفته است
.گیـاهی بیشـتر شـده اسـت    ياهاکسیدانی ترکیباثرات آنتی

ــی  ــواد آنت ــزایش   م ــث اف ــی باع ــیدانی طبیع ــدرت اکس ق
یی ماننـد  هاي پلاسما و کاهش ابتلا به بیماريهااناکسیدآنتی
ي مغـزي  هـا ي قلبی و عروقی و سـکته ها، بیماريهاانسرط
,Jalilzadeh-Amin & Maham(شوندمی جملـه  از.)2015

مشکلاتی که حوزه سلامت با آن روبروست ایـن اسـت کـه    
از مدتی در مقابـل  پسزازا و غیربیماريي بیماريهاباکتري

Billerbeck(شـوند میي مصنوعی مقاوم هابیوتیکتیآن et

al., ي جدیـد  هابیوتیکنتینیاز به ساخت آرواز این،)2007
Fisher(آیـد پـیش مـی   & Phillips, در بررسـی  ).2008

ضدویروســی، ،ي گیــاهی، اثــرات ضــدمیکروبیهــااســانس
حشــرات انگلــی و ضـد  اکســیدانی، ضـد دقارچی، آنتـی ض ـ

Liggins(به اثبات رسیده استهااسانس & Burt, 2004(.
مشـکلات مربـوط بـه ایجـاد     هـا در استفاده از اسانسالبته 

نیـز وجـود نـدارد   آنهـا مقاومت در اثر مدت زمـان کـاربرد   
)Stefanakis et al., با توجـه بـه اهمیـت مصـرف     .)2013

گیاهی، بررسی خواص دارویی گیاهان انـدمیک  ي هاوردهافر
Pistacia(. پسـته  از اهمیت زیادي برخـوردار اسـت   vera

var. Sarakhs( خانواده متعلق بهکهAnacardiaceae است
ي حفاظت شده منطقـه  هاهکتار جنگل37553با دارا بودن 

ولات ارگانیـک و  ازجمله محص، رضويسرخس در خراسان 
این مطالعـه بـا هـدف شناسـایی     رود. میشمار ایران بهبومی

سمیتاکسیدانی، ضدمیکروبی و ا، بررسی اثرات آنتیهترکیب
Pistaciaسلولی اسانس حاصل از برگ پسـته (  vera var.

Sarakhs( شدانجام 1395در سال .

هامواد و روش
آوري و شناسایی مواد گیاهیجمع

Pistacia(ي درختان پسته هابرگ vera var. Sarakhs(
از درختان خودرو منطقه حفاظت شده آوري پس از جمع

براي در خراسان رضوي، جنگل خواجه شهرستان سرخس

شناسایی به هرباریوم دانشکده داروسازي دانشگاه علوم 
سپس در مکانی به دور از نور . ندپزشکی مشهد انتقال یافت

مستقیم خورشید (انبار گیاهان دارویی دانشکده داروسازي 
مشهد) و با تهویه مناسب خشک شدند. 

استخراج اسانس
از دستگاه ،خشک شدهي هابرگتهیه اسانس از براي

مقداري از کلونجر و روش تقطیر با آب استفاده شد. 
گرم از 300آسیاب برقی پودر و خشک شده با ي هابرگ

و تا شدگیري ریختهدرون بالن اسانسپودر پس از توزین، 
در گیرياسانسدو سوم حجم آن آب مقطر اضافه گردید. 

شد. انجامساعت 4به مدت گرادسانتیدرجه 100دماي 
استریل که با فویل آلومینیم ي هاویالآمده در اسانس بدست

تا زمان گرادسانتیدرجه 4در دماي وپوشانده شده بود
Shakeri(استفاده نگهداري شد et al., 2017.(

تعیین دانسیته اسانس 
ابتدا وزن سرنگ انسولین توسط ترازوي دیجیتال

اسانس را با لیترمیلی1مقدار آنگاه سنجیده شد. مرتبه)3(
برداشته و بودوزن شدهدر مرحله قبلی که سرنگ انسولین

دهنده جرم نشانهامرتبه). تفاوت وزن3(دوباره وزن گردید
(جرم لیترمیلی. دانسیته اسانس بر حسب گرم بر بوداسانس 

. شدواحد حجمی) محاسبه 

با استفاده ازموجود در اسانس ياهشناسایی ترکیبروش 
ــاز  ــالیز گ ــی  -آن ــپکترومتري جرم ــاتوگرافی/ اس کروم

)GC-MS(
موجود در اسانس ياهو تعیین درصد ترکیبشناسایی 
دستگاه انجام شد.GC-MSتوسط دستگاه استخراج شده

5975استفاده شده از نوع جرمیکروماتوگرافیگاز
Agilent25/0متر، قطر داخلی 30به طول یبا ستون

HPاز نوع µm25/0متر و ضخامت لایه میلی -5ms .بود
صورت تنظیم گردید: دماي ی ستون به این یبرنامه دما

گراد و توقف در این دما به درجه سانتی50ی آون ابتدای
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گراد با درجه سانتی250افزایش دما تا دقیقه،5مدت 
دقیقه توقف در دماي 10درجه در هر دقیقه، 3سرعت 

درجه 280. دماي اتاقک تزریق گرادسانتیدرجه 250
وان گاز حامل با سرعت عنگاز هلیوم بهگراد بود و ازسانتی

نگار طیف.شدمتر در دقیقه استفاده میلی1/1جریان (فلو) 
الکترون ولت، 70جرمی مورد استفاده با ولتاژ یونیزاسیون 

درجه 250و دماي منبع یونیزاسیون EIروش یونیزاسیون 
ها به کمک شاخص بازداري ی طیفیگراد بود. شناساسانتی

مرجعهايابکتهاي موجود در آنها و مقایسه آن با شاخص
ياهي جرمی ترکیبهاو مقالات و با استفاده از طیف

ايرایانهاستاندارد و استفاده از اطلاعات موجود در کتابخانه 
)Wiley 7n.l(انجام شد.

فعالیت ضد میکروبی اسانسبررسی
استفاده شده است. سنجیکدورتدر این مطالعه از روش 
حساسیت آن نسبت سازي است.این روش یک روش رقیق

ت آگار، قابلیت تکرارپذیري و استفاده از حجم به روش رقّ
Raman(آید شمار میکم نمونه از مزایاي مهم آن به et al.,

1995(.

فارلندمک5/0محلول ي باکتري و هاشسوتهیه 
Escherichia coli)ATTC و)10536

Pseudomonas aeruginosa)ATCC عنوان به)15442
Bacillusي گرم منفی، هاباکتري cereus)PTCC و )1247

Staphylococcus aureus)ATCC عنوان به)29737
مورد Candida albicansي گرم مثبت و قارچ هاباکتري

محلول براي تهیه . )IROST, IRAN(استفاده قرار گرفتند 
مولار با 048/0کلرید باریم لیترمیلی6/0،فارلندمک5/0
. شدنرمال مخلوط 36/0اسید سولفوریک لیترمیلی5/99

تلقیح میکروبی
ساعت قبل کشت 48ل و قارچ ساعت قب24هاباکتري

هاند. براي تهیه کشت تازه از کشت ذخیره میکروبداده شد
استفاده شد. ابتدا لوپ را توسط حرارت استریل کرده و بعد 

وسیله آن از کشت ذخیره برداشته و روي از سرد شدن، به
ي کشت ها(لوله) soybean casein(محیط کشت جامد 

شد. گرماگذاريکارتنی) به صورت زیگزاگ کشیده و مک
کارتنی را از انکوباتور خارج ي کشت مکهاسپس لوله

نرمال سالین افزوده شد تا لیترمیلی2آنهابه هریک از ،کرده
شسته و سوسپانسیون غلیظی بدست آید. از سطح آن کاملاً

ي حاوي نرمال هااین سوسپانسیون قطره قطره به داخل لوله
تا شدمخلوطسالین استریل ریخته و با ورتکس کاملاً

فارلند بدست آید. مک5/0کدورت محلول برابرکدورتی 
ا ه. چون براي آزمایشبودCFU/ml108برابراین کدورت 

از لوله لیترمیلی1است، باید CFU/ml106نیاز به غلظت 
CFU/ml108 نرمال لیترمیلی9برداشته و به لوله حاوي

استریل اضافه و مخلوط کرد. غلظت حاصل سالین
CFU/ml108 رسدمیکه با تکرار به غلظت مطلوب شده

)Flach et al., 2002(.

حداقل غلظت و )MIC(تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی
)MBC(کشندگی 

، 5/2، 5، 10(ي اسانسهاسازي غلظتبعد از آماده
و )لیترمیلیگرم بر میلی312/0و 625/0، 25/1

ستون 4خانه داراي 24ي هاسوسپانسیون میکروبی، از پلیت
)A ،B ،C وD( 6و) محلول . شد) استفاده 6تا 1ردیف

عنوان کنترل مثبت بکار رفتند. جنتامایسین و کتوکونازول به
ي مختلف اسانس هابه غلظتCو A ،Bي هاخانه
از این 1ص یافت. به این صورت که در ردیف ااختص
لیترمیلیگرم بر میلی10از غلظت لیترمیلی1میزان هاستون

که در آن غلظت 6اضافه شد و این کار تا ردیف 
ریخته شد پایان پذیرفت. لیترمیلیگرم بر میلی312/0

سوسپانسیون لیترمیلی1/0هاسپس به هریک از خانه
، D2و D1ي هااضافه شد. به خانهCFU/ml106میکروبی 

بررسی استریلیته محیط براياز محیط کشت لیترمیلی2
براي کنترل مثبت D4و D3ي هاکشت اضافه گردید. خانه

از لیترمیلی1آنهارو در مورد استفاده قرار گرفتند. از این
جنتامایسین و لیترمیلیمیکروگرم بر 5محلول 
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سوسپانسیون میکروبی مورد آزمایش اضافه لیترمیلی1/0
میکروگرم بر 250براي آزمایش کاندیدا محلول شد.

کنترل کتوکونازول جایگزین جنتامایسین گردید. لیترمیلی
یک آنهاقرار گرفت. به D6و D5ي هامنفی هم در خانه

از سوسپانسیون لیترمیلی1/0از محیط کشت و لیترمیلی
یی که به هاپلیت،سازيبعد از آمادهمیکروبی اضافه شد.

درجه 37ساعت در دماي 24باکتري اختصاص یافتند 
ساعت در دماي 48و پلیت مربوط به قارچ گرادسانتی

نگهداري شدند. بعد از گذشت این گرادسانتیدرجه 25
از لیترمیلی1مقدار هاي پلیتهازمان به هریک از خانه

ترلیمیلیگرم بر میلی5محلول نمک تترازولیوم به غلظت 
ساعت در 3به مدت هاپلیتدوبارهاضافه گردید و 

Rios(قرار داده شدندگرادسانتیدرجه 37انکوباتور  et

al., ا در سه روز مختلف تکرار شدند. هاین آزمایش).1988
دیش یک پتري،)MBC(براي تعیین حداقل غلظت کشندگی 

قسمت 4بزرگ حاوي محیط کشت آگاردار جامد را به 
خانه 24ي پلیت هاتقسیم کرده، سپس از خانهمساوي 

مشاهده نشده آنهامربوط به هر میکروب که هیچ رشدي در 
صورت زیگزاگ وسیله یک لوپ استریل برداشته و بهبود به

دیش کشت داده شد. بعد از مدت در یک قسمت از پتري
زمان لازم براي انکوباسیون هر قسمتی که در آن رشدي 

عنوان حداقل غلظت کمترین غلظت آن به،مشاهده نشده بود
مشخص شد. )MBC(کشندگی 

اکسیدانی اسانسنتیآبررسی اثرات 
پیکریل -2-دي فنیل-1،1بررسی فعالیت رادیکال آزاد

)DPPH(هیدرازیل 
قدرت مهارکنندگی رادیکال آزاد توسط اسانس 

مورد ارزیابی قرار گرفتDPPHبرگ پسته با روش 
)Mensor et al., لیتر از میکرو50منظور بدین).2001

5/12و 25، 50، 100ي مختلف (هااسانس در غلظت
محلول متانولی میکرولیتر150) به لیترمیلیمیکروگرم بر 

DPPH اضافه و بشدت تکان داده شد. سپس در دماي اتاق
دقیقه نگهداري شد و آنگاه جذب 30و در تاریکی به مدت 

توسط اسپکتروفتومترنانومتر، 515آن در طول موج 
UV/Visدل مCecilگیري ساخت کشور انگلستان اندازه

DPPHمتانول به محلول میکرولیتر50براي بلانکشد.

عنوان کنترل مثبت بکار بهBHTو Cویتامین اضافه گردید.
Fernández-Agulló(رفتند  et al., قدرت ).2013

1ي آزاد توسط اسانس از رابطه هامهارکنندگی رادیکال
: شدمحاسبه 

B0/B0(× 1100رابطه  – B1 (=مهار)%(
B0=جذب محلول کنترل منفی
B1=جذب مخلوط واکنش

)FRAP(کنندگی فریک ءاحیا-اکسیدانیقدرت آنتی
کننده در حضور عوامل شلات+Fe2-کمپلکس فروزین

در نتیجه رنگ بنفش این کمپلکس کاهش ،تخریب شده
توان گیري میزان کاهش رنگ بنفش مییابد. با اندازهمی
کنندگی شلاتورهاي موجود را تخمین زد. ت شلاتیفعال

در TPTZمولمیلی10بافر استات، مولمیلی300
.FeCl3مولمیلی20اسید کلریدریک و مولمیلی40 6H2O

ي استوك به نسبت هاشدند. محلولعنوان استوك تهیه به
دقیقه 5مدت مخلوط گردیدند. محلول تهیه شده به 10:1:1

بعد از اینکه جذب گرم شد. گرادسانتیدرجه 37در دماي 
ر طول موج دUV/Visاسپکتروفتومتر بلانک توسط دستگاه 

اضافه FRAPاسانس به استوك ،خوانده شدنانومتر593
تعیین دقیقه پس از انجام واکنش4گردید و جذب در صفر و 

گردید. اختلاف بین اعداد مربوط به دو جذب و مقایسه آن با 
عنوان به)II(منحنی استاندارد انجام شد. سولفات آهن 

Razali(استاندارد مورد استفاده قرار گرفت et al., 2012.(

)BCB(بتاکاروتن روش 
گرم بر لیتر میلی2/0از محلول بتاکاروتن (لیترمیلییک 

گرممیلی100لینولئیک اسید و گرممیلی2در کلروفرم) به 
کلروفرم در ، Aبراي تهیه امولسیون اضافه شد. 40توئین 

دقیقه تبخیر 5به مدت گرادسانتیدرجه 50درجه حرارت 
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آب مقطر به محلول اضافه گردید لیترمیلی100شد، سپس 
دقیقه در سونیکاتور در محلول حل شد. 1مدت و به

لینولئیک گرممیلی20، شامل Bامولسیون یاامولسیون دوم 
آب دیونیزه لیترمیلی50و 40تویین گرممیلی200اسید، 
ي اسانس یا هامیکرولیتر از هریک از غلظت200است. 
BHT وVit C امولسیون لیترمیلی5بهAي هادر لوله

اکسیدان و شامل اضافه شد. نمونه کنترل فاقد آنتیآزمایش 
بود. براي Aامولسیون لیترمیلی5متانول و لیترمیلی200

، ازUV/Visاسپکتروفتومتر صفر کردن دستگاه 
استفاده شد. Bامولسیون لیترمیلی5متانول و لیترمیلی200

دقیقه در طول موج 120د از جذب در زمان صفر و بع
اکسیدانی فعالیت آنتیومتر قرائت گردید. نان470

:شدمحاسبه2طبق رابطه ها(درصد مهار) نمونه

:2رابطه 
100×)AC(0) – AC(120))/(AA(120) – AC(120)(=مهار)%(

AC(o)= 0جذب کنترل در زمان=t

AA120=120اکسیدان در زمان جذب آنتی=t

باشد رنگبري اکسیدان بیشترهرچه قدرت ماده آنتی
هرچه رنگ بتاکاروتن بیشتر بتاکاروتن کمتر است، یعنی 

در نتیجه خاصیت حفظ شود، جذب نمونه بالاتر و
عنوان نیز بهBHTو Cویتامین اکسیدانی بیشتر است.آنتی

Kulisic(کنترل مثبت بکار رفتند  et al., 2004.(

سلولی اسانس سمیتبررسی اثرات 
هاکشت سلول
و MCF-7،DU-145ي سلولی سرطانی هاردهمطالعه 

PC3) با استفاده از روش آلامار بلو®Alamar blue انجام (
,Stoddart(شد  به صورت ي سلولی هااین رده).2011

تراکم سلولی در اگر. کنندمیچسبیده به کف فلاسک رشد 
انتقال به فلاسک جدیدها، سلولرسیدمی% 80فلاسک به 

اسپتیک و در . براي این کار در شرایط کاملاًشدندمیداده 
با هازیر هود لامینار محیط کشت فلاسک تخلیه و سلول

با افزودن بعد) شستشو داده شد و PBSفسفات بافر سالین (
دقیقه از 5کردن به مدت گرماگذاري تریپسین و لیترمیلی2

ي فلاسک به یک فالکون اشدند. محتوکف فلاسک جدا 
دور سانتریفیوژ گردید. 1100دقیقه در 7تریل منتقل و اس

به رسوب سلولی محیط کشت جدید اضافه شد و این 
ي جدید با محیط کشت هاسوسپانسیون سلولی بین فلاسک

قرار داده شد. CO2و در انکوباتور % تقسیم10تازه 

هاسلولدوبارهفعال کردن و منجمد کردن
دن به این صورت است که افزوعملسازوکار

به میزان)DMSO(کلیسرول یا دي متیل سولفوکسید 
را تغییر ءتراوایی غشاحجمی به محیط کشت، 5%- 10

تدریج از سرد شدن آب بههنگامدهد تا داده و اجازه می
Kulkarni(شودسلول خارج & Chitte, براي . )2015

لگاریتمی باشند رشد مرحله در هااین کار باید سلول
ي شناور از ها). سلوللیترمیلیسلول در 1- 6× 106(

دقیقه 7به مدت بعد فلاسک به فالکون استریل منتقل و 
ت سلولی یشدند. بر روي پلسانتریفیوژrpm1100در 

میکرولیتر سرم رشد جنینی 900محیط مخصوص انجماد (
FBS رولیتر کمی100وDMSO .بعد) به آرامی اضافه شد

به یک کرایوتیوپ استریل منتقل و پس از درج مشخصات 
و در آخر به تانک ازت انتقال گرادسانتی- 80به فریزر 

، پس از خارج کردن دوبارهبراي فعال کردن داده شد. 
زدایی انجام شد. یخ37از تانک ازت در دماي هانمونه

% 10محیط کشت لیترمیلی1هاقبل از باز شدن کامل یخ
به مدت هاسلولDMSOبه آن اضافه شد. براي حذف 

شدند. پس از سانتریفیوژrpm1100دقیقه با دور 7
به %10حذف محیط کشت رویی، با محیط کشت تازه 

فلاسک منتقل شدند. 

آزمایشو روش انجام هاجداسازي سلول
مورفولوژي مطلوب را بدست هاپس از اینکه سلول

ي هاسلول براي هر چاهک به پلیت104تعداد آوردند،
)Alamar blue®(انه براي انجام آزمون آلامار بلوخ96
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ي چسبیده ابتدا دو بار با هامنظور سلول. بدینندشدمنتقل 
PBSهاتریپسین روي سلوللیترمیلی1سپس ،شسته شدند

درجه 37دقیقه در انکوباتور 5تا 2مدت ریخته شد و به
کردن تریپسین، محیط خنثیقرار گرفتند. براي گرادسانتی

ریخته شد، سپس به مدت ها% به روي نمونه10کشت 
فیوژ شدند. پس از حذف یسانترrpm1100دقیقه با دور 7

محیط کشت لیترمیلی1محیط کشت رویی، پلاك سلولی در 
میکرولیتر از این 20% به حالت سوسپانسیون درآمد. 10

تریپان بلو میکرولیتر از محلول20سوسپانسیون سلولی به 
مخلوط و در یک میکروتیوپ اضافه شد و با سمپلر کاملاً

با میکروسکوپ نوري با بزرگنمایی روي لام هموسایتومتر 
لیت، میکروپي هااز خانهیکبه هرشمرده شدند. 10

ي آماده شده اسانس و محیط هامیکرولیتر از غلظت100
میکرولیتر محیط کشت با سلول 100کشت بدون سلول و 

میکرولیتر از محیط 100انتقال داده شد. براي کنترل منفی، 
محیط کشت بدون سلولکشت با سلول و همین میزان 

میکرولیتر از 100چاهک 3افزوده شد. براي کنترل مثبت به 
1، 10ي هامیکرولیتر از غلظت100محیط کشت با سلول و 

) دوکسوروبیسین افزوده شد. لیترمیلی(میکروگرم در 1/0و 
درجه 37و دماي CO2%5پلیت در انکوباتور داراي 

یک دهم حجم به میزان سپسشد. گرماگذاريگرادسانتی

لیتر رنگ آلاماربلو ومیکر20ول یعنی سلموجود در هر 
اضافه و پلیت با فویل ي متصل به پلیت هاسلولبراي 

روي دستگاه شیکر ودقیقه 10آلومینیومی پوشیده و 
قرار گرفت و گرادسانتیدرجه 37ساعت در انکوباتور 4

ریدرپلیت نانومتر با 570و 600ي هاجذب در طول موج
)Greiner, UK.(خوانده شد)Qiao et al., 2012.(

آماريوتحلیل تجزیه
تکرار سهتصادفی با آزمایش به صورت طرح کاملاً

JMPافزارهايآماري از نرموتحلیلبراي تجزیهوانجام  8

(SAS Campus Drive, Cary, NC و Excelو (27513
Prism در LSDاستفاده شد. مقایسه میانگین با آزمون 5

د. شانجام %5سطح احتمال 

نتایج
فیزیکی اسانسنتایج بررسی خصوصیات 

(درصد استحصال نتایج مربوط به درصد استحصال
، رنگ )شودمیحجم اسانس به وزن برگ محاسبه براساس

ي هوایی گیاه در هااسانس و دانسیته حاصل از اندام
آمده است. 1جدول 

Pistacia() و دانسیته اسانس برگ پسته v/wدرصد استحصال (رنگ، -1جدول  vera var. Sarakhs(
D )v/wدرصد استحصال ( رنگ نام گیاه
908/0 40/0 زرد شفاف Pistacia vera var. Sarakhs

اسانس برگ پسته وتحلیلتجزیهنتایج حاصل از 
)Pistacia vera var. Sarakhs(

از %28/98ترکیب شناسایی شد که شـامل  28تعداد 
، %2/8لیمـونن بـا   آنهـا میـان  کل ترکیب اسانس بود. در 

و %2/11هومـولن بـا   - ، آلفـا %88/10کاریوفیلن بـا  - بتا
 ـعنوان ترکیـب به%5/11میرسن با  عمـده شناسـایی   ياه

ترتیـب بـه ،ي عمده شناسایی شدههاگروهشدند. در میان
ــن ــاروغـ ــیهـ ــا  ي اسانسـ ــه بـ ، %8/48هیدروکربنـ
ي هـا روغـن ، %68/35هیـدروکربن بـا   ي هاترپنسزکوئی
ي اکسیژنه بـا  هاترپن، سزکوئی%5/11اکسیژنه با اسانسی

موجـود  ياهین ترکیب، بیشتر%4/0با هافنلو پلی9/1%
).2در اسانس بودند (جدول
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Pistaciaمشخصات و درصد اجزاي موجود در اسانس حاصل از برگ پسته (-2جدول  vera var. Sarakhs(
شاخص بازدارياهدرصد ترکیبهاترکیبردیف

1Tricyclene5/2911
2α-Pinene2/4942
3β-Pinene8/2986
4Myrcene5/11992
5Camphene2/21001
6α-Phellandrene8/21003
7α-Terpinene3/11023
8Limonene2/81032
9Isobutyl hexanoate2/01162
10Terpinolene9/088/10
11cis-Ocimene1/41049
12Trans-Ocimene0/41053
13β-Ocimene3/01058
14Linalool8/01106
15cis-Limonene oxide9/01137
16Camphor9/01153
17α-Terpineol7/31180
18Citronellyl acetate8/31366
19Octanol acetate2/51210
20β-Caryophyllene88/101432
21Guaiene2/41432
22β-Humulene2/51440
23α-Humulene2/111458
24Sesquisabinene7/11458
25Acoradiene9/11473
26β-Curcumene4/01500
27Epizonarene6/01509
28Humulene epoxide II9/11601

هاي اصلیگروه
8/48هاي هیدروکربنهمونوترپن

5/11هاي اکسیژنهمونوترپن
7/35هاي هیدروکربنهترپنسزکوئی

9/1هاي اکسیژنهترپنسزکوئی
4/0هافنلپلی

3/98مجموع
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حداقل نتایج بررسی اثرات ضدمیکروبی اسانس و تعیین 
)MBC(کشندگی و )MICغلظت مهارکنندگی (

ي میکروبی تعیین هاروي سویهاثرات متفاوتی گیاهاسانس
از باکتري گرم مثبت، دو باکتري گرم منفی و یک قارچ)2(شده

ي هابودن باکتريتر خود نشان داد. اما نکته مشترك آن حساس
. دهی به اسانس بوددر پاسخهانفیگرم مثبت نسبت به گرم م

وStaphylococcus aureus)16=MIC،هاترین سویهحساس
MBC و لیترمیلیمیکروگرم بر (Bacillus cereus)90=MIC

ي گرم ها. باکتري) بودندلیترمیلیمیکروگرم بر MBC=90و 
منفی مقاومت بیشتري را از خود نشان دادند که این مقاومت در 

گریز آبياهدر برابر ترکیبآنهادهنده مقاومت واقع نشان
ست. طبق نتایج حاصل مقادیر ها(هیدرفوبیکی) مانند اسانس

MIC وMBCي هابراي سویهEscherichia coliو
Pseudomonas aeruginosa135 لیتریمیلمیکروگرم بر

Candidaبراي قارچ MBCو MICقادیر م.بدست آمد

albicans90 3(جدول حاصل شد لیترمیلیمیکروگرم بر.(
ي گرم مثبت و منفی هایی که دو دسته باکتريهاعلاوه بر تفاوت

در ساختار غشاي سلولی دارند، نحوه استحصال اسانس، حجم و 
مرحله رشدي تلقیح، طول مدت انکوباسیون و نوع محیط کشت 

. مؤثرندبکار رفته در این تغییرات 

)MBC(کشندگی و )MIC(حداقل غلظت مهارکنندگی نتایج اثرات ضدمیکروبی اسانس و تعیین -3جدول 
) MBC(حداقل غلظت کشندگی 

)لیترمیلی(میکروگرم بر 
)MIC(حداقل غلظت مهارکنندگی 

)لیترمیلیگرم بر یکرو(م نام میکروارگانیسم

16 16 Staphylococcus aureus

90 90 Bacillus cereus

135 135 Escherichia coli

135 135 Pseudomonas aeruginosa

90 90 Candida albicans

اکسیدانی اسانس حاصل از برگ نتایج بررسی اثرات آنتی
Pistacia(پسته  vera var. Sarakhs(

، DPPHاکسیدانی اسانس به روش در بررسی اثرات آنتی
منظور بیان اثرات مهارکنندگی بهIC50از شاخص

. بر این اساس هر چه مقدار شداستفاده ي آزاد هارادیکال
IC50.بر کمتر باشد قدرت بازداري اسانس بیشتر بوده است

03/19±005/0اسانس IC50شاخصاین اساس، 
محاسبه گردید. این مقدار در مقایسه لیترمیلیمیکروگرم بر 

BHT)005/0±55/7استانداردهاي IC50شاخصبا 
01/0±36/6(C) و ویتامین لیترمیلیمیکروگرم بر 

. برخوردار بودمطلوبی ) از سطح نسبتاًلیترمیلیمیکروگرم بر 
پسته اسانس حاصل از برگ ياهدر شناسایی ترکیب

البته قابل توجه بود.ي اسانسیهاروغنسهم )،2(جدول 
اکسیدانی فاقد اثرات خیلی قوي آنتیي اسانسیهاروغن

اسانس نسبت به IC50شاخصباشند. مقادیر پایین می
وجود مقادیر بالاي بتوان ي استاندارد را میهانمونه
Wojtunik(نسبت دادآني اسانسیهاروغن et al.,

به روش اکسیدانی اسانسنتایج خاصیت آنتی.)2014
FRAP افزایش بیش از دو برابري این اثرات را در مقایسه

تعیین در نشان داد. Cو ویتامین BHTبا استانداردهاي 
اثرات ،BCBاکسیدانی اسانس به روش اثرات آنتی

Cویتامین اسانس و،BHTدرترتیببهاکسیدانی آنتی

درصد بازداريبیشترین مقادیر را نشان دادند. پایین بودن 
توان به مقادیر بسیار پایین را میBHTاسانس نسبت به 

& Dorman(فنلی در اسانس نسبت دادپلیياهبترکی

Deans, ،Cویتامین قطبیت بالاي ساختار ). 4(جدول )2000
در آناکسیدانی عامل اصلی براي پایین بودن اثرات آنتی

Ahmadi(استBCBروش  et al., 2007(.
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Pistacia(اسانس حاصل از برگ پسته اکسیدانیآنتینتایج اثرات -4جدول  vera var. Sarakhs(

DPPHنمونه (IC50)

)لیترمیلی(میکروگرم بر 
FRAP

بر گرم)مولمیلی(
BCB

)%(
a05/0±03/19a01/0±9/9b01/0±14/50اسانس
BHTb05/0±55/7c02/0±33/2a02/0±33/91
Vit Cc05/0±36/6b02/0±18/6c01/0±69/28

با سه تکرار بیان شده است.SD±نتایج بر حسب میانگین 
داري با هم ندارند.اختلاف معنیLSDآزمون% 5باشند، در سطح احتمال داراي حروف مشابه میکهمقادیر هر ستون

سلولی اسانس حاصل از برگ سمیتنتایج بررسی اثرات 
Pistacia(پسته  vera var. Sarakhs(

مختلف ي هاغلظتسمیتدر بررسی نتایج نشان داد که 
آزمایش وسیله بهMCF-7ي هااسانس بر روي سلول

اسانس ، ساعت48پس از و )Alamar blue®(آلاماربلو 
وابسته به سمیتMCF-7این گیاه به روي رده سلولی 

داري در سطح تلاف معنیخبدین صورت که ا.داردغلظت

با نمونه شاهد ي مختلف اسانس هامیان غلظت%5احتمال 
مشاهده شد. اما در مقایسه (نمونه بدون اسانس)کنترل منفی 

میکروگرم بر 500و 250، 125ي هااثرات بین غلظت
مشابه در بررسی داري دیده نشد. تفاوت معنیلیترمیلی

که مشخص گردید DU-145و PC3مربوط به رده سلولی 
وابسته سمیتي سلولیهاردهاین اسانس این گیاه به روي 

). 5(جدول نداردغلظتبه 

DU-145و MCF-7،PC3ي هاي مختلف اسانس بر روي سلولهاغلظتتسمیبررسی -5جدول 

غلظت 
)DU-145درصد بقاي سلولی ()PC3درصد بقاي سلولی ()MCF-7درصد بقاي سلولی (لیتر)(میکروگرم بر میلی

100±00/0شاهد a00/0±100 a00/0±100 a

اسانس

1502/0±09/62 e00/0±100 a02/0±76/90 b

3104/0±43/80 c01/0±11/83 c01/0±7/90 b

6202/0±22/60 e02/0±97/82 c04/0±34/87 c

12501/0±89/31 h01/0±55/82 c02/0±2/87 c

25001/0±77/30 h04/0±03/82 c01/0±48/80 c

50002/0±04/30 h01/0±98/81 c02/0±72/78 d

1/001/0±18/60 e01/0±84/81 c01/0±73/90 b

69/58±104/0دوکسوروبیسین f02/0±7/81 c02/0±21/87 c

1001/0±73/54 f01/0±9/80 c01/0±8/78 d

با سه تکرار بیان شده است.SD±نتایج بر حسب میانگین 
داري با هم ندارند.اختلاف معنیLSDآزمون %5باشند، در سطح احتمال مقادیر هر ستون که داراي حروف مشابه می
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ي هادر رده سلولاسانس IC50محاسبهنتایج حاصل از 
MCF-7،DU-145 وPC3

IC50 ي مختلف هاغلظتتأثیرحاصل ازMCF-7

ي سرطانی به صورت هادهنده کاهش حیات سلولنشان
بالاي IC50وابسته به غلظت است. این در حالیست که 

و PC3ي سلولی هااسانس به روي ردهتأثیرحاصل از 

DU-145یتکه اسانس دارداز آنحکایتچندانی در سم
به نظر بنابراین ). 6کند (جدول ي سلولی ایجاد نمیهاین ردها

یک سلول سرطانی پروستات DU-145رسد چون می
حساس به PC3و MCF-7غیرحساس به هورمون است و 

ي حساس به هاهورمون هستند، اثرات اسانس در سلول
هورمون بیشتر بوده است.

PC3و MCF-7،DU-145ي هادر رده سلولPRISMافزار آمده با استفاده از نرمبدستIC50-6جدول 

)لیترمیلی(میکروگرم بر IC50رده سلولی
MCF-7c20/32
DU-145a78/98

PC3b38/52
داري با هم ندارند.اختلاف معنیLSDآزمون %5باشند، در سطح احتمال هر ستون که داراي حروف مشابه میمقادیر

بحث 
شناسایی شده در ياهده ترکیبعم،در این مطالعه

-، بتا%2/11با هومولن- ، آلفا%5/11با میرسناسانس،
، که در مورد بودند%2/8با لیموننو %88/10کاریوفیلن با 

و Bachrouchبا نتایج مطالعه کاریوفیلن- ترکیب بتا
اسانس برگهايبه شناسایی ترکیبکه )2010(همکاران 

Pistacia lentiscus L. در که ،شابه داشتتپرداخته بودند
ي شناسایی شده شاملاهعمده ترکیبن آناپژوهش
و %12/7ترپینئول با -، آلفا%32/23ل با اُ-4-ترپینن

که توسط یدر پژوهشبود. %62/22کاریوفیلن با - بتا
Dragull روي اسانس برگ پسته رب)2010(و همکاران

Pistacia vera var. Kermanلیمونن و ،انجام شد
.در صدر بودند که با نتایج ما مشابهت داشتترپینولن - آلفا

با توجن -و آلفا%07/18با پینن- ، آلفا%21/26با لیمونن
ي هاموجود در اسانس اندامياهترین ترکیبعمده31/9%

Ezatpour(بودند) Pistacia khinjukهوایی (شاخه) پسته (

et al., با توجه به قرار گرفتن لیمونن در میان ).2015
ي هوایی هاموجود در اسانس قسمتياهترین ترکیبعمده
با نیزتوان گفت که این نتایجمی،)Pistacia khinjuk(پسته
) 2007و همکاران (Tsokouما مشابهت دارد. ي هایافته

Pistacia veraاسانس برگ پسته (ترکیب از33 L. ( را
ترپینولن با ، %30پینن با -آلفاآنهامیان ازمشخص کردند که 

سهم بیشتري را به خود %3/11استات با و برونیل6/17%
اسانس پوسته خارجیياهعمده ترکیبصاص دادند. تاخ
)Hull) پسته (Pistacia vera L.(،پینن و -آلفا

Ozel(بودندترپینئول - آلفا et al., در بررسی ).2004
Pistacia() بنه Hullاسانس پوسته خارجی (ياهترکیب

atlantica subsp. Mutica(،در %8/20پینن با - آلفا
و %2/8با میرسن -، بتا%4/8کامفن با ، جایگاه نخست

Rezaie(قرار داشتنددر جایگاه بعدي %8لیمونن با  et al.,

عصاره پوسته سلولیسمیتاثرات اثربخشی).2015
يهاي سلولهاردهبه روي ترتیببهخارجی و مغز پسته 

(کولون) HT-29و(ریه)A549(پستان)،MCF-7سرطانی
پوسته عصاره براي MCF-7رده سلولی IC50. بیشتر بود

Pistacia vera(خارجی و مغز پسته  L.(و 2/31ترتیببه
Dahooee(بودلیترمیلیمیکروگرم بر 4/43 et al., 2016(.

لیترمیلیما (میکروگرم بر IC50این مقادیر با
20/32=IC50( یی هاوجود آنتوسیانینداشت.تشابه

,Miniati(گالاکتوزید-3- سیانیدینمانند ) و1981
توانند دلیل میگلوکوزید در مغز و پوست پسته-3- سیانیدین
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اکسیدانی در پسته باشندخوبی بر بالا بودن اثرات آنتی
)Tomaino et al., روي مقادیر راي که بدر مطالعه).2010

تجاري اکسیدانی برخی ارقام فنلی و اثرات آنتیياهترکیب
تا 3/5، مقادیر فنل کل بین انجام شدپسته ایران

اکی والان گالیک اسید بر گرم وزن تر و گرممیلی9/9
تعیین گردیداکسیدانی در رقم اکبري بیشترین اثر آنتی

)Davarynejad et al., 2012.(Barreca و همکاران
اکسیدانی پوسته خارجی پسته به بررسی اثرات آنتی)2016(
)Hullکه میزان بازداري عصاره متانولی طوريبه،) پرداختند

اي در مطالعهتعیین شد.%56و براي عصاره اتانولی %65آن 
ي مختلف پوست هااکسیدانی عصارهکه به بررسی اثرات آنتی

اکسیدانی مربوط به بنه پرداخته شده بود، بالاترین اثرات آنتی
در مقایسه با لیترمیلیمیکروگرم بر 6/0عصاره اتانولی 

بود) لیترمیلیمیکروگرم بر 3/0توکوفرول (-استاندارد آلفا
)Rezaie et al., اکسیدانی مغز در بررسی اثرات آنتی).2015

در مقایسه لیترمیلیبر گرممیلیIC5044/46شاخص پسته 
) لیترمیلیبر گرممیلیBHT)26/1استاندارد IC50با 

Kirbaslar(گیري شداندازه et al., 2012.(Dahooee و
اکسیدانی روي اثرات آنتیرتحقیقی ب) 2016همکاران (

Pistacia veraعصاره پوسته خارجی و مغز پسته ( L. (
DPPHدر آزمون IC50انجام دادند که در آن شاخص 

در مقایسه با لیترمیلیمیکروگرم بر 41و 2/10ترتیببه
IC50 استانداردBHT لیترمیلیآزمون مربوط (میکروگرم بر

9/4IC50 (.اکسیدانی همچنین اثرات آنتیمحاسبه شد
18/3و FRAP32/5مذکور در روش ي هاعصاره

بر گرم عصاره پوسته خارجی و مغز پسته +Fe2مولمیلی
در . این مطالعه مطابقت داردنتایجاین نتایج با تعیین گردید. 
مثبت ي گرم هاتر بودن باکتريعلت حساس،بررسی نتایج

توان به اختلاف ساختار دیواره نسبت به گرم منفی را می
ي گرم مثبت هانسبت داد. دیواره سلولی باکتريآنهاسلولی 

داراي هادر گرم منفیامااز یک لایه سلول تشکیل شده 
& Yaoچندین لایه متصل به غشاي سلولی هستند (

Moellering, ي گرم منفی هاخارجی باکتريي غشا). 1995
باشد. این منافذ مجراهاي پر داراي منافذي به نام پورین می

ایجاد ءآبی هستند که توسط پروتئین سازنده منفذ در غشا
ي هیدروفیل را هاشده و فقط اجازه انتشار آزاد به مولکول

دلیل خواص هیدروفوبی بههادهد. بنابراین اسانسمی
ي گرم منفی عبور هااز غشاي باکتريتوانندراحتی نمیبه

منظور ارزیابی اثرات ضدمیکروبی در پژوهشی که بهکنند. 
فندق، بادام زمینی، بادام درختی، پسته، گردو و شاه بلوط، 
شاه بلوط و ، مشخص شد کهانجام شدگردان مغز آفتاب

وي گرم منفی هادر مقابل باکتريپسته بیشترین اثرات را
ي مورد هاو قارچهاداشتند. از میان باکتريگرم مثبت 

Pistaciaاثرات اسانس مغز پسته (،آزمایش vera L.( در
و باکتري گرم Escherichia coliبرابر باکتري گرم منفی 

بیشتر بوده استStaphylococcus aureusمثبت
)Kirbaslar et al., این مطالعه يهایافتهبا این نتایج).2012

ی که مسئول این گونه یاهترکیبرواز این. داردمطابقت 
اثرات در اسانس هستند ساختمان هیدروفوب داشته و اثرات 

سلولی، آن را براي انجام مطالعات بعدي در سمیتمطلوب 
خالص ياهسلولی آن با ترکیبسمیتزمینه مقایسه اثرات 

و نیز ي اسانسیهاروغنموجود در اسانس یا همان 
خالص توکسیک در اولویت ياهجداسازي و تهیه ترکیب

تعیین فراکسیون و بدست آوردن مهمترین دهد.قرار می
ي باکتریایی و هابه روي سوشتأثیراسانس و ياهترکیب

سلولی حاصل از سمیتاکسیدانی و نیز بررسی اثرات آنتی
راهکارهاي مهمی در جهتعنوان تواند بهمیاین مطالعه 

عنوان جایگزین برخی داروهاي معرفی این گیاه به
سرطان باشد.ضدمیکروبی و ضد
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Abstract
Chemical composition, antioxidant, antimicrobial and cytotoxicity of the essential oil

obtained from the leaf of Pistacia vera L. var. Sarakhs was investigated in the present study.
Chemical composition of the essential oil was analyzed using Gas chromatography- Mass
Spectrometry (GC-MS) method. Twenty eight compounds, representing 98.28% of the total oil,
were characterized. The oil was predominated by monoterpene hydrocarbons (48.8%),
sesquiterpene hydrocarbons (35.68%) and oxygenated monoterpenes (11.5%). The
antimicrobial activity of the essential oil was investigated against four bacterial strains and one
fungus. The essential oil showed a good activity against Gram-positive bacteria particularly
Staphylococcus aureus (minimum inhibitory concentration [MIC] and minimum bactericidal
concentration [MBC] = 16 µg/ml) and Bacillus cereus (minimum inhibitory concentration
[MIC] and minimum bactericidal concentration [MBC] = 90 µg/ml). However, Gram-negative
bacteria (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) were resistant to the essential oil
(minimum inhibitory concentration [MIC] and minimum bactericidal concentration [MBC] =
135 µg/ml). The antioxidant potential of essential oil was examined using DPPH, FRAP and
β-carotene/linoleic acid (BCB) assay. The oil was considerably active in the DPPH assay
(IC50 = 19.03 ± 0.005 µg/ml). Moreover, in vitro cytotoxic activity was assessed against three
cancer cell lines (MCF-7, PC3 and DU-145) using Alamar blue assay, with IC50 value less than
32.20 µg/ml for MCF-7 cells.
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