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بررسي اثر عصاره متانولي برگ، پوست، هسته و آب پنج رقم انگور كشت شده در 
  ايران بر روي تكثير لنفوسيت

  *ماندانا بهبهاني زينب ساعدي،

 
  گروه زيست فناوري، دانشكده علوم و فناوري هاي نوين، دانشگاه اصفهان

  چكيده
اكسيداني و ضد دليل داشتن انواع مختلفي از تركيبات فنولي همچون فلاونوئيدها داراي خصوصيات آنتيانگور به  :سابقه و هدف
هاي  قزوين نقش عصاره متانولي بخش هاي مختلف پنج رقم انگور جمع آوري شده از استان ، بررسيهدف اين پژوهش. سرطاني است

 . بودو كاشان بر تكثير لنفوسيت 

شاهرودي و قرمز ياقوتي  شامل ارقام ياقوتي، حلوايي، بيدانه سفيد، ،پنج رقم انگوربر روي  وش تجربي بررسي به ر :بررسي روش
. عصاره متانولي برگ پير، برگ جوان، پوست، هسته و آب هر كدام از ارقام تهيه گرديد. شدانجام درشت  از استان هاي قزوين و كاشان 

بر روي سلول لنفوسيت به  با دو بار تكرار) ميكروگرم بر ميلي ليتر 3000و   1000،2000، 100، 10(هاي مختلف عصاره اثر غلظت
   .مورد ارزيابي قرار گرفت MTTروش 
داري بر تكثير سلول ، اما آب انگور اثر معنيشدهاي لنفوسيت عصاره پوست، هسته و برگ انگور باعث تكثير و رشد سلول :هايافته

   .شتهاي لنفوسيت ندا
هاي لنفوسيت به دليل دارا بودن خاصيت تحريك كنندگي سلول) برگ، ميوه(هاي مختلف گياه انگور قسمت رسد به نظر مي :گيرينتيجه

ند نقش قابل توجهي در تقويت سيستم ايمني بدن ايفا نموده و به عنوان يك ماده غذايي موثر در رژيم درماني براي درمان بيماري نتوامي
 . از اين رو بررسي تجربي آن را توصيه مي نماييم ،هاي نقص ايمني گنجانده شود

  .MTTانگور، تكثير لنفوسيت، عصاره متانولي، سنجش :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
Vitis vinifera  گونــه انگــور بــومي منطقــه مديترانــه، اروپــاي

مركزي و جنوب غربي آسياست كه به صورت خودرو و پراكنده 
هاي نـرم و قابـل   داراي شاخهاي و اين گياه بوته .شودديده مي

سازش و تطبيـق بـا    واسطهه باشد كه بانعطاف و بالا رونده مي
شرايط اقليمي و محيطي متفاوت به تدريج اهلي گرديـده و در  

                                                 
دانشكده علوم و فناور يهاي نوين، گروه بيوتكنولوژي، ، دانشگاه اصفهان، اصفهان: آدرس نويسنده مسئول
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  16/4/1392: تاريخ دريافت مقاله
  20/10/1392 :تاريخ پذيرش مقاله

در ايران، انگـور بـا سـطح    ). 1( سراسر جهان كاشته شده است
 1500000هكتار و توليـد سـالانه    280000زير كشت حدود 
بـه  . رودمحصولات باغباني بـه شـمار مـي    ترينتن يكي از مهم

هاي قزوين، طوري كه در بسياري از مناطق كشور مانند استان
كردستان، خراسان و آذربايجان شرقي و غربي بيشترين سـطح  

در طـب   انگـور  ).2( زير كشت را به خود اختصاص داده اسـت 
هــايي ماننــد آرتريــت روماتوئيــد و ســنتي در درمــان بيمــاري

همچنين به دليل داشـتن آنتـي   . ربرد داشته استروماتيسم كا
هـايي همچـون الاژيـك اسـيد ضـمن كـاهش علائـم        اكسيدان

زاي بـدن را نيـز   بيماري التهاب مفاصل، عملكرد مواد سـرطان 
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در ايران از برگ درخت مو به صـورت تـازه   ). 1( كندخنثي مي
در پخت انواعي از غذاها و به صورت خشك شده به عنوان يك 

بـرگ انگـور داراي سـاكاروز،    . شـود ياهي استفاده مـي داروي گ
ــوولز ــت)levulose( لـــ ــتين)Inosite( ، اينوزيـــ  ، كوئرســـ

)Quercetin( ،كـــاروتن، تارتاريـــك اســـيد، ماليـــك اســـيد ،
باشد و در مـورد  اسكوربيك اسيد، پتاسيم، آهن و سيليكون مي

    هاي روده ضـد عفـوني كننـده گـران بهـايي محسـوب       عفونت
عصاره هسته انگور غني از پرو آنتي سيانين، يك ). 3( گرددمي

هاي تواند جلوي تخريبآنتي اكسيدان بسيار قوي است كه مي
اين عصـاره عـلاوه بـر    . هاي آزاد را بگيردراديكال سلولي در اثر

داشتن خواص آنتي اكسيداني، داراي خواص آنتي هيسـتامين،  
ايمنـي  ضد آلرژي و ضد التهاب است و موجب تقويت سيستم 

نتايج محققان نشان داده كه انگور يك ). 4،5(شود بدن نيز مي
 كـاتچين،  منبع غني از تركيبـات فنلـي ماننـد اسـيد گاليـك،     

). 6(اي از پروسـيانيدين هاسـت   رسوراترول و طيـف گسـترده  
هاي فعاليت تركيبات فنولي موجود در انگور از لحاظ سلامت و

و ) winkler( وينكلـر  ).7(باشـند  بيولوژيكي داراي اهميت مـي 
گزارش نمودند كه مصرف دراز مـدت   2004همكاران در سال 

هاي غني از تركيبات پلي فنول مانند آب انگور قرمـز،  آب ميوه
تكثيــر لنفوســيتي القــا شــده بــه وســيله فيتوهمــاگلوتينين را 

 5اثـر عصـاره متـانولي     ،در ايـن پـژوهش  ). 8( دهدافزايش مي
روي سلول لنفوسيت مورد ارزيابي بخش مختلف گياه انگور بر 

 . گرفتقرار 

  
  مواد و روشها

 جهـت تهيـه عصـاره،   . تحقيق به روش تجربي انجـام گرفـت  
هاي جوان و پير پنج رقم انگـور شـامل يـاقوتي،    ميوه و برگ

حلوايي و قرمز يـاقوتي درشـت از مركـز تحقيقـات گيـاهي      
كاشان و ارقام شاهرودي و بيدانه سـفيد از مركـز تحقيقـات    
جهاد كشاورزي قـزوين، در ارديبهشـت و مـرداد مـاه سـال      

بــا دســت  پوســت و هســته انگــور. جمــع آوري شــد 1391
ها جداسازي گرديد و پس از شستشوي كامل به همراه برگ

و به صورت جداگانه در سايه خشك شده  و سـپس آسـياب   
گــرم از پودرهــاي بــه دســت آمــده بــه طــور  30 .گرديدنــد

 72، بــه مــدت % 96تــر متــانول ميلــي لي 100جداگانــه در 
درجـه    25 و دمـاي  180rpmساعت بر روي شـيكر بـا دور   

هـاي حاصـل پـس از عبـور از     عصاره. قرارگرفتندگراد سانتي
كاغذ صافي با استفاده از دستگاه روتاري در شرايط خـلاء و  

تغلـيظ و سـپس بـه وسـيله     گراد درجه سانتي 40 در دماي

ودرهاي به دست آمده در پ. دستگاه فريز دراير خشك شدند
 4هاي پلاستيكي درب دار قرار داده شـده و در دمـاي   ظرف

 . نگهداري گرديد

 100هاي تام به صـورت جداگانـه در   گرم از عصارهميلي 10
حــل شــد،  (DMSO) ميكـرو ليتــر دي متيــل سولفوكســايد 

در   RPMIسپس رقيق سازي بـا اسـتفاده از محـيط كشـت    
انجـام شـده و     ود لامينـار فلـو  شرايط كاملا استريل و زير ه

ميكروگرم بر   3000و  2000، 1000، 100، 10هاي غلظت
  .ميلي ليتر از هر عصاره تهيه گرديد

  داري سلول لنفوسيتكشت و نگه
هاي حاوي ماده نمونه خون از اهداكنندگان سالم درون لوله

سپس خون با استفاده . ضد انعقاد هپارين جمع آوري گرديد
و بـه   1800rpmودكس و در سـانتريفوژ بـا دور  از محيط لنف

لنفوسيت به دسـت آمـده   . دقيقه سانتريفوژ گرديد 15مدت 
 U/ml100 سرم گاوي، % 10شامل  RPMIدر محيط كشت 

گلوتامين  mM2 استرپتومايسين،  mg/ml100سيلين،  پني
 Co2% 5 ساعت در انكوبـاتور  48پيروات، به مدت  mM 1و 

  .كشت داده شد
هاي لنفوسيت با اسـتفاده  و تكثير سلول بررسي رشد

  MTTاز روش 
هـا بـر روي سـلول لنفوسـيت     به منظور بررسي اثـر عصـاره  

 MTTاز تسـت  )  PHA( تحريك شده با فيتو همـاگلوتينين 
اين آزمون يك روش رنگ سنجي است كـه بـر   . استفاده شد

هـاي زرد رنـگ تترازوليـوم بـا     اساس احيا شـدن كريسـتال  
-2,5-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3 فرمـــول شــــيميايي 

diphenyl-tetrazolium bromaide (MTT) وسيله آنـزيم  ه ب
هـاي آبـي رنـگ    سوكسينات دهيدروژناز و تشكيل كريستال

هـاي غيرمحلـول   اين كريسـتال ). 9( شودفورمازان انجام مي
حل شده وسـپس بـه روش    DMSO در حلال مناسبي مانند

در ابتدا در هـر چاهـك از    .گيردالايزا مورد سنجش قرار مي
ميكروليتـر سوسپانسـيون سـلولي كـه      180خانه،  96پليت 

 20سـپس مقـدار   . سـلول بـود، ريختـه شـد     105×6معادل 
هـا بـه هـر چاهـك     هاي مختلف عصـاره ميكروليتر از غلظت

ميكروليتـر   200به طوري كـه حجـم نهـايي بـه     ، اضافه شد
نــده هــا، زســاعت انكوبــه كــردن ســلول 72پــس از . رســيد

. بودنشان مطابق با روش ديويد و مورگان اندازه گيـري شـد  
پروپانول به اضـافه  2در  HCLمولار  04/0پس از آن محلول 

هـاي  به منظـور حـل شـدن كريسـتال      X100 تريتون% 10
 492در طول مـوج   MTTسپس جذب . فورمازان اضافه شد

براي هـر  . نانومتر توسط دستگاه الايزا ريدر اندازه گيري شد



 اثر عصاره متانولي پنج رقم انگور ايران بر تكثير لنفوسيت                                                              پزشكي  مجله پژوهش در / 202

 

در اين پژوهش دي متيل . لظت عصاره دو تكرار تعيين شدغ
، بــه عنــوان كنتـرل منفــي در نظــر  (DMSO) سولفوكسـايد 
اي خـون  هاي تك هسـته نهايت تكثير سلولدر گرفته شد و 

  .از فرمول زير محاسبه گرديد  محيطي

  درصد بقاء ×100
   

  هايافته
ولي بـر روي  هاي متانبررسي اثر تحريك كنندگي عصاره

 هاي لنفوسيتتكثير سلول

   هــاي متــانولي بــر روي تكثيــر اثــر تحريــك كننــدگي عصــاره
، 10غلظـت   5هر عصـاره در  . هاي لنفوسيت بررسي شدسلول
ميكروگرم بر ميلي ليتر اثـر داده   3000و  2000، 1000، 100
  . نشان داده شده است 5تا  1هاي نمودارنتايج حاصل در . شد

  
دانـه  هاي مختلف انگور بـي هاي متانولي قسمتاثر عصاره -1 نمودار

هـا و قسـمت   سفيد قزوين بر روي تكثير لنفوسيت بر اساس غلظـت 
  هاي مختلف گياه

  
هـاي مختلـف انگـور    هـاي متـانولي قسـمت   اثـر عصـاره   -2نمودار 

هـا و  شاهرودي قزوين بـر روي تكثيـر لنفوسـيت بـر اسـاس غلظـت      
  هاي مختلف گياهقسمت

  
هاي مختلف انگور يـاقوتي  هاي متانولي قسمتاثر عصاره -3ر نمودا

هـاي  هـا و قسـمت  كاشان بر روي تكثير لنفوسيت بر اسـاس غلظـت  
  مختلف گياه

  
  

هاي مختلف انگور حلـوايي  هاي متانولي قسمتاثر عصاره -4نمودار 
هـاي  سـمت هـا و ق كاشان بر روي تكثير لنفوسيت بر اسـاس غلظـت  

  مختلف گياه

  
هاي مختلـف انگـور قرمـز    هاي متانولي قسمتاثر عصاره -5نمودار 

هـا و  ياقوتي درشت كاشان بر روي تكثير لنفوسيت بر اساس غلظـت 
  هاي مختلف گياهقسمت

  
نتايج به دست آمده، بيشـترين تكثيـر را بـراي بـرگ پيـر و      

ا براي آب در هـر پـنج رقـم انگـور     هسته و كمترين تكثير ر
به طـوري كـه عصـاره متـانولي هسـته در  ارقـام       . نشان داد

برابـر   8و  4/8شاهرودي و قرمز ياقوتي درشت، به ترتيب با 
دانه سـفيد، يـاقوتي و   و عصاره متانولي برگ پير در ارقام بي

برابـر افـزايش رشـد     4/6و  5/7 ،8/8حلوايي، به ترتيـب بـا   
چنين  بيشترين هم .ين تاثير را نشان دادندلنفوسيت، بيشتر

هاي هسته، برگ پير و بـرگ  اثر تكثير كنندگي براي عصاره
ليتر مشاهده شد ميكروگرم بر ميلي 1000جوان  در غلظت 

. يابنـد هاي لنفوسيت كاهش ميهاي بالاتر سلولو در غلظت
ها بيشـترين  در حالي كه عصاره پوست بر خلاف ساير عصاره

. ليتر نشـان داد ميكروگرم بر ميلي 2000ا در غلظت تكثير ر
خلاصـه شـده    1نيز كـه در جـدول    50CC نتايج  حاصل از
دهد كه در تمامي ارقام به جز ياقوتي، هسته است نشان مي

ــزان    ــترين مي ــت داراي بيش ــرين و پوس     50CCداراي كمت
بـه   2500بيشـتر از   50CCهـا  براي تمامي عصاره. باشدمي

   .دست آمد
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هاي متانولي پنج رقم انگوربررسي شده بـر  عصاره 50CC -1جدول 
  هاي مختلف گياهحسب بخش

 هسته پوستبرگ جوانبرگ پير آب 

 - 3000> 2910 27502960 بيدانه سفيد

 2500 3000> 2840 30002800> شاهرودي

 2750 3000> 2850 29002650 ياقوتي

 2780 3000> 2920 30002890> حلوايي

 2550 3000> 2780 29002650رمز ياقوتي درشتق

  
  بحث

رقم  5هاي هاي متانولي تمام بخشتحقيق نشان داد كه عصاره
انگور بررسي شده در اين تحقيـق بـه جـز آب، باعـث افـزايش      

مطالعات مشابهي در ارتباط با تاثير . گردندتكثير لنفوسيت مي
انجام شده تركيبات مختلف موجود در انگور بر روي لنفوسيت 

گـزارش نمودنـد كـه     1984و همكـاران در سـال    براتيج. است
تركيبات فلاوونوئيـدي موجـود در انگـور از جملـه كـاتچين و      
ــيت را    ــودي لنفوس ــه خ ــيون خودب ــيتين ترانسفورماس كوئرس

، 1986اما در بررسي ديگـري در سـال   ). 10(دهند افزايش مي
تكثيــر  مشـاهده شــد كــه فلاوونوئيــدها داراي اثـر مهــاري بــر  

در ). 11(باشند ها ميلنفوسيتي القا شده به وسيله فيتوميتوژن
ميان تركيبات غير فلاوونوئيدي موجـود در انگـور، رسـوراترول    

در . بيش از سـاير تركيبـات مـورد بررسـي قـرار گرفتـه اسـت       
بسياري از مطالعات انجام شده، اثر مهاري رسوراترول بر تكثير 

و همكـاران   با اين وجود ساي ).12(لنفوسيتي مشاهده گرديد 
نشان دادند كه اثر رسوراترول بر روي سيسـتم   2002در سال 

ايمني و تكثير لنفوسيت به غلظت آن و همچـين مـدت زمـان    

مطالعات مشابهي ). 13(انكوبه شدن با رسوراترول بستگي دارد 
هـاي پـايين رسـوراترول    در اين زمينـه نشـان داد كـه غلظـت    

ي ايـن مـاده، باعـث افـزايش تكثيـر      هـاي بـالا  برخلاف غلظت
وينكلـر و  ). 14،15(گـردد  هـا مـي  لنفوسيت و توليد سيتوكين

مثبت و سالم  HIV، با قرار دادن افراد 2004همكاران در سال 
هاي غني از پلي فنول تحت يك رژيم طولاني مدت از آب ميوه

ماننــد انگــور قرمــز افــزايش تكثيــر لنفوســيتي القــا شــده بــا  
نين را در هر دو دسته افراد مورد آزمايش گزارش فيتوهماگلوتي

نشان . باشندها متابوليت ثانويه مياغلب پلي فنول). 8(نمودند 
داده شده است كـه برداشـت ديرهنگـام انگـور باعـث افـزايش       

هاي پير حاوي گردد  و بنابراين برگمحتوي پلي فنولي آن مي
از ايـن رو  ). 16(باشند فنلي ميمقادير بيشتري از تركيبات پلي

توان تاثير بالاي عصاره برگ هاي پير بر تكثير لنفوسيتي را مي
. به محتواي بيشتر تركيبات پلي فنلي در آنهـا مربـوط دانسـت   

 70تـا   60انگورها غني از پروآنتوسيانيدين هستند كه تقريبـا  
و همكـاران در   ژانـگ ). 17،18(درصدآن در هسته وجود دارد 

كـه پـرو آنتوسـيانيدين موجـود در      گزارش كردند 2005سال 
ــد    ــيت و تولي ــر لنفوس ــزايش تكثي ــق اف ــور از طري هســته انگ

و اينترفرون گاما موجب افـزايش خاصـيت آنتـي     2اينترلوكين
توان تـاثير  بنابراين مي). 19(گردد مي توموري دوكسوروبيسين

كه در ايـن پـژوهش    بالاي عصاره هسته بر تكثير لنفوسيتي را
. وآنتوسـيانيدين موجـود درآن نسـبت داد   مشاهده شـد، بـه پر  

همچنين رسوراترول كه در مقادير بالايي در هسته انگور وجود 
بنابر نتايج حاصـل از  . تواند منشا اين تاثيرات باشددارد نيز مي

اين پژوهش ميوه و همچنين برگ انگور، با دارا بودن خاصـيت  
ي هـاي نقـص ايمن ـ  تواند در درمان بيمـاري تكثير كنندگي مي

 .مورد استفاده قرار گيرد HIVها و ها، لوكميمانند سرطان
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