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Abstract

Introduction: Today, due to the increased drug resistance of bacteria to common antibiotics, 

it is important to find new antimicrobials with easy access, natural and with fewer side effects. 

The aim of this study was to investigate the effect of Pecanum harmala ethanolic extract on the 

activity of some standard bacteria in vitro.

Methods and Materials: After collecting the plants and confirming their scientific name, 

Pecanum harmala extract was extracted by Soxhlet extractor distillation method and different 

concentrations of the extract were prepared. Then Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and 

Minimum Bactericidal Concentration (MBC) extracts of standard bacteria of Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa were determined by 

dilution in broth and well propagation in agar. The above test has been repeated 5 times to 

decrease the test error. Data analyses were performed using SPSS software version 18.

Results: The results showed that Pecanum harmala ethanolic extract inhibits the growth of 

gram-positive bacteria compared to gram-negative bacteria in high concentrations.

Discussion and Conclusion: The results of this study show that Pecanum harmala can 

be considered as a group of medicinal plants with antibacterial properties. After evaluating 

their effects in vivo and identifying the active ingredients, it can be used as an alternative to 

conventional chemical drugs in used to treat infections.
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چكيد ه
مقدمه: امروزه به دلیل افزایش مقاومت دارویی باکتری ها به داروهای رایج درمانی، یافتن مواد ضد میکروبی جدید با دسترسی 

آسان، طبیعی و با عوارض کمتر، حائز اهمیت است. هدف از این مطالعه بررسی تأثیر عصاره اتانولی اسپند بر فعالیت برخی 
از باکتری های استاندارد در شرایط آزمایشگاهی می باشد.

مواد و روش ها: پس از جمع آوری گیاهان و تأیید نام علمی آن توسط گیاه شناسان سازمان جهاد کشاورزی، عصاره اسپند 

به روش تقطیر سوکسوله استخراج و غلظت های مختلف از عصاره تهیه شد. سپس MIC و MBC عصاره روی باکتری های 
استاندارد استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس سرئوس، اشرشیاکلی و سودوموناس آئروژینوزا با روش های رقت در براث 
و انتشار چاهکی در آگار تعیین گردید. آزمایش فوق 5 مرتبه جهت کاهش خطای آزمایش تکرار شد. برای تجزیه و تحلیل 

داده ها از نرم افزار SPSS نسخه 18 استفاده شد.
يافته ها: یافته ها نشان دادند عصاره اتانولی اسپند از رشد باکتری های گرم مثبت در مقایسه با باکتری های گرم منفی در 

غلظت های بالا جلوگیری می کند.
بحث و نتيجه گيری: نتایج این مطالعه نشان می دهد که می توان اسپند را از گروه گیاهان دارویی با خواص آنتی باکتریال در 

نظر گرفت که پس از ارزیابی اثرات آن ها در شرایط in vivo و مشخص نمودن مواد موثره، آن را به عنوان جایگزینی برای 
داروهای شیمیایی معمول در درمان عفونت ها به کار برد.

کلمات کليدی: اثرات ضد میکروبی، عصاره، اسپند
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مقدمه
استفاده بی رويه از آنتی بیوتیك های شیمیايی، می تواند عوارض 
انسانی و زيست محیطی مخربی به بار داشته باشد )1(. هم چنین 
اين  دهد.  افزايش  را  دارو  به  مقاوم  پاتوژن های  بروز  می تواند 
مقاومت ها يك مشكل جدی در جوامع در حال توسعه به حساب 
می آيد که به سرعت در بیمارستان ها و جامعه درگیر در بیماری، 

موجب مرگ و میر و افزايش هزينه های درمانی می شود )۲(. بنابراين، 
لازم است برای کنترل باکتری های مقاوم، روش های جايگزين موثر، 
طبیعی و کم خطر، در دسترس، کم هزينه و دارای عوارض جانبی 
کمتر جستجو و طراحی شود. هم چنین اين داروهای گیاهی نزد 
مردم دارای مقبولیت بیش تری در مصرف هستند )۳، ۷(. استفاده از 
گیاهان دارويی از کهن ترين رهیافت های بشر برای درمان بیماری ها 
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بوده است. که از ديرباز توجه متخصصان طب را برای استفاده از 
گیاهان دارويی برای پیشگیری و درمان بیماری ها به خود معطوف 
کرده است )۸، 1۰(. لذا گیاهان را می توان منبعی از مواد شیمیايی 
بالقوه مفید دانست که تنها بخشی از آن مورد بهره برداری قرار 
گرفته است )11، 1۴(. گیاهان دارای ترکیبات ثانويه موثری هستند 
که می توانند به عنوان داروهای جديد برای به دست آوردن عوامل 
درمانی طبیعی مورد استفاده قرار گیرند )1۵، 1۸(. در کشورهای 
پیشرفته حدود ۸۰% افراد از طب سنتی که دارای ترکیباتی از گیاهان 
دارويی هستند، استفاده می کنند. بنابراين، چنین گیاهانی بايد مورد 
بررسی قرار گیرند تا خصوصیات، ايمنی و کارايی آن ها بهتر درک 
شود )۲۰، 19(. خواص ضد میكروبی گیاهان توسط تعدادی از 
محققان در سراسر جهان به ويژه در آمريكای لاتین بررسی شده 
است. در آرژانتین، يك تحقیق 1۲۲ گونه گیاهی شناخته شده را که 
برای طب درمانی استفاده می شد، گزارش کردند )۴(. بیشتر مواقع 
در اين مطالعات از میان ترکیبات استخراج شده از گیاهان، خواص 
آنتی باکتريال بر روی طیف وسیعی از باکتری های گرم مثبت و 
منفی گزارش شده است )۲1(. از میان گونه های متعدد مورد استفاده 
در طب سنتی، اسپند به دلیل تنوع در کاربرد، برجسته تر است. اين 
گیاه با نام علمی Peganum harmala از مهم ترين گونه های علفی- 
دارويی است. اسپند در اصل گیاه بومی آسیا است و در خاورمیانه 
و قسمت هايی از آسیای مرکزی و جنوبی، به خصوص ايران، ترکیه، 
پاکستان، افغانستان، يمن و هند رشد می کند )۲۲(. اسپند به شكل 
گیاه علفی چند ساله بی کرک، با برگ های نوک تیز و ظاهری بوته 
مانند است. اين گیاه مقاوم به خشكی بوده و در صورت خشكی 
خاک، ريشه های اين گیاه می توانند تا ۶ متر نفوذ کنند. اسپند حاوی 
مواد ضد میكروبی فلاونوئیدی و آلكالوئیدی )بتاکربولینی( می باشد، 
که همگی بازدارنده های مونوآمین اکسیداز هستند؛ به همین دلیل 
آرام بخشی  دارای خاصیت ضدافسردگی و  اين گیاه  جوشانده 
می باشند. ترکیبات بتاکربولینی شامل: هارمان )Harman(، هارمین 
)Harmine(، هارمالین )Harmaline( و هارمالول )Harmalol( می باشند. 
هارمالین دارای اثرات سمی، قارچ کشی و باکتری کشی می باشد 
)۲۳(. در تحقیقات مختلفی، اثرات ضد باکتريايی گیاه اسپند بر روی 
باکتری های سودوموناس آيروژينوزا، اشريشیاکلی، سالمونلا تیفی 
موريوم، لیستريا مونوسیتوژنز و استافیلوکوکوس اورئوس به اثبات 

رسیده است )۲۴(. اسپند علاوه بر خواص قارچ کشی و باکتری 
کشی دارای خواص ضد توموری نیز می باشد )۲۵(. اين پژوهش 
به منظور تعیین اثر غلظت های مختلف عصاره ی اتانولی اسپند بر 
روی برخی از باکتری های گرم مثبت و گرم منفی استاندارد در 

شرايط آزمايشگاهی انجام شده است.

مواد و روش ها
جمع آوری نمونه ها

اندام های هوايی گیاه اسپند از عرصه های طبیعی اطراف شهرستان 
مرند در استان آذربايجان شرقی جمع آوری و توسط گیاه شناسان 
سازمان جهاد کشاورزی استان آذربايجان شرقی شناسايی و تعیین 
هويت شدند. سپس نمونه ها تمیز شده و در فضايی بزرگ و مناسب 

و در شرايط دور از نور آفتاب خشك شدند.

عصاره گيری
پس از خشك شدن و آسیاب شدن نمونه ها، جهت عصاره گیری 
از روش سوکسوله استفاده شد. به طوری که ۳۰۰ گرم از پودر 
گیاهی را در کاغذ صافی ريخته و در کمی اتانول خیس کرده و 
داخل سوکسوله قرار می دهیم. بالن حاوی ۵۰۰ میلی لیتر اتانول 
را به سوکسوله متصل کرده و حرارت می دهیم، سپس اين حلال 
در دمای ۴۰ درجه سانتی گراد و با استفاده از دستگاه روتاری به 

آرامی تبخیر و عصاره تغلیظ شده از آن بدست آمد.
ارزيابی اثرات ضد باکتريايی عصاره اسپند:

 (Dimethylsulfoxide)  DMSO ۵درصد  حلال  از  استفاده  با 
 MIC ۴۰۰ برای تعیین mg/ml غلظت های متوالی ۲۰، ۳۰، ۵۰ و
 (Minimum Bactericidal ، MBC (Minimum inhibitory Concentration)

(Concentration و انتشار چاهكی Well Diffusion (Agar) تهیه گرديد. 

میكروارگانیسم های استاندارد مورد استفاده در اين پژوهش شامل: 
 ATCC باسیلوس سرئوس ،ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوس
 ATCC و سودوموناس آئروژينوزا ATCC 25922 1247، اشرشیاکلی

27853 )که به صورت لیوفلیزه از کلكسیون میكروبی دانشگاه تهران 

تهیه گرديد بودند( می باشد. اين باکتری ها را بر روی محیط مولر 
هینتون آگار کشت جداگانه داده تا برای تهیه محلولی با کدورت 
نیم مك فارلند )cfu/ml 1۰۶ × 1/۵( آماده شوند. پس از کشت 



سال پانزدهم، شماره سوم، 1399 مجله علوم پیراپزشکی و بهداشت نظامی4

 ۶ mm باکتری روی محیط مولر هینتون آگار، چاهك هايی به قطر
و به فاصله cm ۲/۵ از هم در سطح آگار ايجاد شد. از غلظت های 
مختلف ۲۰، ۳۰، ۵۰ و mg/ml ۴۰۰ از عصاره اتانولی اسپند به 
مقدار µl 1۰۰ از هر غلظت به درون هر چاهك تزريق گرديد. 
کنترل منفی DMSO %۵ و کنترل مثبت آنتی بیوتیك کلرامفنیكل 
می باشد. سپس پلیت ها به مدت ۲۴ ساعت در دمای °C ۳۷ انكوبه 
شده و پس از مدت معین کشت های میكروبی از نظر تشكیل يا 
عدم تشكیل هاله عدم رشد بر حسب میلی متر اندازه گیری گرديد. 
آزمون تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی رشد باکتری )MIC( و 
حداقل کشندگی باکتری )MBC( به صورت رقت لوله ای صورت 
گرفت. جهت تعیین MIC، از عصاره اتانولی تهیه شده، سری های 
رقت ۶/۲۵، 1۲/۵، ۲۵، ۵۰، 1۰۰ و mg/ml ۲۰۰، میلی گرم در 
میلی لیتر در محیط کشت مولر هینتون براث تهیه شد. سپس به 
هر کدام از رقت ها 1 میلی لیتر از سوسپانسیون میكروبی تهیه شده 
اضافه گرديد. به عنوان شاهد مثبت لوله ای با محتويات )محیط 
کشت حاوی باکتری، بدون عصاره( و به عنوان شاهد منفی لوله ای 
با محتويات )محیط کشت بدون باکتری( نیز تهیه شدند. بعد از 
اتمام کار، تمام لوله ها به انكوباتور با دمای ۳۷ درجه سانتی گراد 
و به مدت ۴۸-۲۴ ساعت انتقال داده شدند. پس از طی زمان 
انكوباسیون، لوله ها از نظر کدورات ناشی از رشد باکتری تلقیح 
شده بررسی گرديدند.کمترين رقت از عصاره که در آن کدورتی 
مشاهده نگرديد )عدم رشد(، به عنوان MIC در نظر گرفته شد. 
برای تعین حداقل غلظت کشندگی عصاره ها )MBC( از تمامی 
لوله هايی که در آن ها عدم رشد مشاهده شده بود، در سطح محیط 
کشت مولر هینتون آگار کشت داده شد. محیط کشت تلقیح شده 
به مدت ۲۴ ساعت در دمای ۳۷ درجه سانتی گراد انكوبه شدند، 
پلیت مربوط به لوله ای که حاوی کمترين غلظت عصاره بود و 
در آن رشد باکتری مشاهده نمی گرديد به عنوان MBC آن غلظت 

از عصاره در نظر گرفته شد.

آزمون و آناليز های آماری
از آزمون های آنالیز واريانس و کای اسكوئر به منظور بررسی وجود 
اختلاف معنی دار در نتايج استفاده گرديد و اختلاف بین گروه ها در 

.)p <۰ /۰۵( سطح معنی داری تعیین شد

يافته ها
نتايح مطالعه حاضر نشان می دهد که عصاره اسپند دارای خاصیت 
ضد باکتريايی علیه باکتری های مورد مطالعه است. اين خاصیت 
بیشترين تأثیر را بر روی باکتری های گرم مثبت دارد. هم چنین با 
افزايش غلظت عصاره، قطر هاله عدم رشد باکتری ها به صورت 
معنی داری )p <۰ /۰۵( افزايش می يابد. که نشان می دهد اثر ضد 
باکتريايی اسپند وابسته به غلظت بوده است. با مقايسه بین باکتری های 
گرم مثبت و گرم منفی در غلظت های مختلف نشان داد که اثر ضد 
باکتريايی گیاه اسپند بر باکتری های گرم مثبت بیشتر از باکتری های 
گرم منفی است. در اين بین عصاره اسپند بیشترين تأثیر را روی 
استافیلوکوکوس اورئوس در غلظت ۴۰۰ میلی گرم بر میلی لیتر 
و کم ترين تأثیر را روی سودوموناس آئروژينورا در غلظت ۴۰۰ 
میلی گرم دارد. به نظر می رسد که عصاره مذبور دارای اثر مهاری 
بیشتری نسبت به آنتی بیوتیك های کلرامفنیكل و بر روی رشد 
باکتری استافیلوکوکوس اورئوس و باسیلوس سرئوس می باشد. 
عصاره گیاه اسپند دارای بازدارندگی رشد بیشتری روی باکتری های 
گرم مثبت نسبت به باکتری های گرم منفی می باشد. هم چنین اثر 
کشندگی برای باکتری های گرم مثبت بیشتر از باکتری های گرم 

منفی است. )جدول 1(
آنالیز آزمون MBC /MIC نشان داد که عصاره گیاه اسپند بیشترين 
حساسیت رو به باکتری های استافیلوکوکوس اورئوس و باسیلوس 
سرئوس و کمترين حساسیت رو به اشريشیا کلی داشت. نتايج 
آزمون MBC /MIC عصاره های الكلی علیه باکتری های منتخب به 

روش لوله ای در جدول ۲ آمده است.

بحث و نتيجه گيری
در سال های اخیر تحقیقات فراوانی در زمینه اثرات ضد میكروبی 
گیاهان مختلف صورت گرفته است، در اين بررسی ها نشان داده 
شد که بعضی از گیاهان تاثیراتی همانند داروهای شیمیايی يا به 
مراتب بیشتر از آن ها دارند. به طور کلی فراورده های گیاهی باعث 
گرانوله شدن سیتوپلاسم، گسیختگی غشاء سیتوپلاسمی، غیر فعال 
شدن يا ممانعت از فعالیت آنزيم های درون سلولی و برون سلولی و 
متلاشی شدن ديواره سلولی می شود )۲۶(. مطالعات نشان داده است 
که عصاره اسپند دارای اثرات سايتوتوکسیك بر روی سلول های 
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با تأثیر بر  جدا شده از سرطان می باشد. در واقع عصاره اسپند 
شرايط آزمايشگاهی فرايندهای متابولیكی مختلف در سلول مانند 
متابولیسم انرژی و سنتز پروتئین ممكن است به وسیله ی تداخل 
با مكانیسم های ژنتیكی بر فعالیت سلول تأثیر بگذارد )۲۷(. طبق 
مطالعه حاضر عصاره اسپند دارای خاصیت ضد باکتريايی علیه 
باکتری های مورد مطالعه است به صورتی که اين خاصیت بیشترين 
تاثیر را بر روی باکتری های گرم مثبت استافیلوکوکوس اورئوس 
باکتری های گرم  را روی  تاثیر  کمترين  باسیلوس سرئوس و  و 
منفی سودوموناس آئروژينورا و اشريشیاکلی دارد. هم چنین با 
افزايش غلظت عصاره، قطر هاله عدم رشد باکتری ها به صورت 
معنی داری )p <۰ /۰۵( افزايش می يابد. عصاره اسپند بیشترين تأثیر 
را روی استافیلوکوکوس اورئوس در غلظت ۴۰۰ میلی گرم بر میلی 
لیتر و کمترين تأثیر را روی سودوموناس آئروژينورا در غلظت 
۴۰۰ میلی گرم دارد. عصاره اسپند در باکتری های گرم مثبت اثر 
مهاری بیشتری نسبت به آنتی بیوتیك کلرامفنیكل داشت. عصاره 
گیاه اسپند دارای بازدارندگی رشد و اثر کشندگی بیشتری روی 
باکتری های گرم مثبت نسبت به باکتری های گرم منفی می باشد. 
داراب پور و همكاران در سال ۲۰11 گزارش کردند، که بهترين 

مثبت  گرم  گونه های  علیه  اسپند  عصاره  باکتريايی  فعالیت ضد 
سرئوس،  باسیلوس  آنتراسیس،  باسیلوس  جمله:  از  باکتريايی، 
باسیلوس پومیلوس، استافیلوکوکوس اورئوس، استافیلوکوکوس 
و  پیوژنز  استرپتوکوکوس  و  مونوسیتوژنز  لیستريا  اپیدرمیديس، 
گونه های گرم منفی شامل اشريشیاکلی، کلبسیلاپنومونیه، سالمونلا 
تايفی، پروتئوس میرابیلیس می باشد )۲۸(. بنبوت و همكارانش در 
سال ۲۰1۲ اثر مهاری عصاره آلكالوئیدهای دانه اسپند را در برابر 
گونه های باکتريايی گرم مثبت مانند: استافیلوکوکوس اورئوس و 
استافیلوکوک ساپروفیتیكوس و گرم منفی از جمله اشريشیاکلی، 
کلبسیلاپنومونیه، سودوموناس آيروژينوزا، پروتئوس میرابیلیس و 
 MIC ،1۳9۴ سراشیا گزارش کردند )۲9(. زينلی و همكارانش در سال
عصاره متانولی گیاه اسپند برای باکتری های اشريشیاکلی و سالمونلا 
تیفی موريوم 1/۵۶ میلی گرم در میلی لیتر و برای باکتری لیستريا 
مونوسیتوژنز ۰/۷۸ میلی گرم در میلی لیتر تعیین کردند. هم چنین، 
MBC عصاره متانولی گیاه اسپند برای باکتری های مذکور را مشابه 

MIC آن ها گزارش نمودند )۳۰(. در مطالعه هاشمی و همكاران 

گیاه  متانولی  اثر ضدباکتريايی عصاره  بررسی  با  در سال ۲۰11 
ايزوله های سودوموناس  و  استاندارد  بر روی سوش های  اسپند 
آيروژينوزای حاوی بتالاکتاماز، نشان دادند که عصاره اسپند نسبت 
به آنتی بیوتیك های ايمی پنم و مروپنم کم ترين تأثیر را داشتند )۲۳(. 
فضلی بزاز و همكارانش آلكالوئید های حاصل از اسپند دارای اثرات 
ضد میكروبی خوبی بر روی باکتری های گرم مثبت دارند که در 
اين بین بیشترين تأثیر را بر روی استافیلوکوکوس اورئوس داشتند 
)۳1(. عمادی و همكارانش با بررسی اثرات ضد باکتريايی عصاره 
الكلی اسپند بر باکتری های استاندارد استافیلوکوکوس اورئوس، 
اشريشیاکلی و سودوموناس آيروژينوزا نشان دادند که بیشترين هاله 

 (  mg/mlغلظت عصاره )
 سويه باكتري 

 20 30 50 400 كنترل منفي  كنترل مثبت 
 اورئوس استافيلوكوكوس  7/0±8 8/0±2/12 8/0±6/17 8/0±4/25 -- 20
 باسيلوس سرئوس  8/0±8/6 8/0±8/11 8/0±8/14 3/1±2/20 -- 19
 اشریشيا كلي  8/0±8/5 8/0±4/10 8/0±4/11 8/0±4/15 -- 26
 سودوموناس آئروژینورا  -- -- 5/0±4/8 8/0±6/11 -- 22

 

جدول 1- ميزان قطر هاله عدم رشد باکتری ها بر حسب ميلی متر در غلظت های مختلف عصارهای اتانولی اسپند به روش انتشار از چاهک

 (  mg/mlغلظت عصاره )
 سويه باكتري 

MBC MIC 

 اورئوس استافيلوكوكوس  5/12 25
 باسيلوس سرئوس  5/12 25
 اشریشيا كلي  50 100
 سودوموناس آئروژینورا  25 100

 

جدول 2- ميزان MIC،MBC  باکتری ها بر حسب ميلی متر در غلظت های مختلف
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عدم رشد در باکتری اشريشیاکلی )۲9/۳۳ میلی متر( و کم ترين هاله 
عدم رشد در باکتری سودوموناس آيروژينوزا )1۷/۳۳ میلی متر( 
 1۶-۲ μg/ml باکتری های گرم مثبت و گرم منفی بین MIC .ديده شد
بودند )۳۲(. مطالعات ديگر حساسیت سويه آئروموناس هیدروفیلا، 
لاکتوباسیل ها و استرپتوکوکوس موتانس به عصاره اسپند را نشان 
دادند )۳۳(. در کنار خاصیت ذاتی فعالیت بیولوژيكی ترکیبات، 
روش های استخراج و تهیه، منطقه جغرافیايی و نوع آب و هوا نیز 
می تواند نتايج متفاوتی را به همراه داشته باشند. که تفاوت يافته های 
مطالعه حاضر با ساير مطالعات را توجیه پذيرتر می کند. با توجه 
به نتايج حاصل از اين مطالعه و ساير مطالعات انجام شده بر روی 

عصاره اسپند، پیشنهاد می شودکه عبارتند از: 1- ترکیبات موثره 
گیاه اسپند بومی هر منطقه مشخص شود. ۲- تحقیق و بررسی بر 
روی مسیرهايی که خواص دارويی ضد باکتريايی اسپند را اثبات 
می کند. ۳- بررسی اثرات عصاره های متانولی، اتانولی، استونی و آبی 
و مقايسه آن ها با هم، با توجه به اثر ضدباکتريايی قابل ملاحظه ی 
عصاره ی اتانولی اسپند روی باکتری های بیماری زا که در ايجاد 
انواع عفونت های مخرب و بیمارستانی نقش دارند، می توانند به 
عنوان فراورده ی درمانی گیاهی طبیعی و مكمل، بعد از طی کردن 

تمامی پروتكل های تكمیلی مد نظر قرار گیرند.
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