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Abstract

Tilia platyphyllos scop belongs to the Tiliaceae family and mainly grows in northern parts
of the country. It has various pharmacological effects including anxiolytic, antibacterial,
anticonvulsant, spasmolytic, tranquilization and sedation, hypnotic and muscular
relaxation. In order to study sedative, preanaesthetic and anxiolytic effects herbal extract
of Tilia platyphyllos scop in comparison with diazepam in different groups of female
Wistar rats with the same age and weight, doses of 150 mg/kg, 300 mg/kg and 450
mg/kg of herbal extract, 1.2 mg/kg of diazepam and equal volumes of dimethyl sulfoxide
as a placebo were injected to rats intraperitoneally 30 minutes prior to evaluation of
sedative and preanaesthetic effects (induced sleep duration following 40 mg/kg
administration intraperitoneally) and anxiolytic effects (using elevated plus maze and
Rotarod test). Statistical results obtained represent a significant increase in sleep time
induced with ketamine and also a significant increase in time spent by rats in open arms
of maze with high and low doses of Tilia platyphyllos scop herbal extract (p<0.01). The
result showed that herbal extract of Tilia platyphyllos scop at a dose of 300 mg/kg has
sedative, preanaesthetic and anxiolytic effects.

Keywords: Tilia platyphyllos scop, Sedative, Anxiolytic, Diazepam, Elevated plus maze
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چكيده

گیاه زیرفون از خانواده Tiliaceae عمدتاً در مناطق شمالی کشور پراکندگی دارد. اثرات فارماکولوژی متعدد آن عبارتند از: اثرات ضداضطرابی، ضد باکتری، ضد تشنج، ضد اسپاسم، آرامبخش و تسکین​دهنده، خواب​آور، شل کنندگی عضلات. به منظور مطالعه اثرات تسکینی، پیش​بیهوشی و ضداضطرابی عصاره زیرفون در مقایسه با دیازپام در گروه​های مختلف موش​های صحرایی ماده نژاد ویستار با شرایط سنی و وزنی برابر، دوزهای mg/kg 150، mg/kg 300 و mg/kg 450 از عصاره گیاهی، mg/kg 2/1 دیازپام و همچنین دی متیل سولفوکساید (DMSO) به​عنوان دارونما با حجم برابر، 30 دقیقه قبل از ارزیابی اثرات تسکینی، پیش بیهوشی (مدت خواب القاء شده با کتامین با دوز mg/kg 40) و ارزیابی اثرات ضد اضطرابی با استفاده از (Elevated plus maze) و (Rotarod test) به صورت داخل صفاقی تزریق شد. نتایج به​دست آمده بیانگر افزایش معنی​دار مدت خواب القاء شده با کتامین و همچنین افزایش معنی​دار مدت زمان سپری شده در بازوهای باز در گروه​های تیمار با دوزهای بالا و پایین عصاره بود (01/0p<). نتایج حاصله نشان داد که عصاره زیرفون در دوز mg/kg 300 دارای اثرات تسکینی، پیش​بیهوشی و ضداضطرابی است.

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1390، دوره 5، شماره 1، پیاپی 17، صفحات: 1058-1051.

کليد واژه​ها: زیرفون، تسکین، ضد اضطراب، دیازپام، ماز صلیبی شکل

مقدمه

     امروزه گیاهان دارویی بخش مهمی از طب سنتی بسیاری از کشورها را تشکیل می​دهند و در رویکردهای جدید درمانی نیز دارای ارزش و جایگاه ویژه​ای می​باشند. در این مطالعه اقدام به شناخت هر چه بیشتر ترکیبات، اثرات تسکینی، پیش بیهوشی و ضد اضطرابي ناشی از عصاره زیرفون شده است. 

گیاه Tilia platyphyllos scop که نام اروپایی آن Lime tree و Linden tree و نام ایرانی آن زیرفون می​باشد (8). بیشتر در دره بین کدوم و رستم آباد، سفید رود در گیلان، کجور، مینودشت، جنگل گلستان، جنگل​های کوهستانی بین تنکابن و چورته پراکندگی دارد و از گل​های این گیاه برای اثرات مفید آن بهره می​جویند (12). زمان گلدهی و برداشت این گیاه ماه​های خرداد و تیر می​باشد (5). از مواد مؤثره این گیاه می​توان به فلاونوئیدهای مختلف مانند تیلی​روزید، کورستین، ایزوکورستین، هایپروسید، روتین و آمینواسیدهای مختلف شامل آلانین، سیستئین و سیستین اشاره کرد (4، 14 و 30). گل​های زیرفون دارای اسانسی است که بر اثر تقطیر با آب از آن به دست می​آید و دارای ماده​ای به نام فارنسول، تانن، موسیلاژ و قند نیز می​باشد (4). قسمت​های خشک گیاه زیرفون اشتهاآور، آرامبخش و مدر است (5). اثرات آرامبخشی و برطرف کننده اسپاسم نیز برای گیاه زیرفون ذکر شده است (13 و 18). از خواص دیگر گیاه زیرفون مفید بودن آن در درمان Bronchosis ، Insomnia و روماتسیم می​باشد. دم​کرده آن به صورت غرغره و حمام جهت رفع تحریکات مخاط دهان به کار می​رود (16 و 33). از سوی دیگر دیازپام بنزودیازپینی است که به اجزای مولکولی گیرنده گابا ـ A موجود در غشای نورونی سیستم عصبی مرکزی متصل می​شود و منجر به باز شدن کانال کلر می​گردد و به این ترتیب اثر آرام​بخشی و شل​ کنندگی عضلانی خود را ایجاد می​کند. هدف از این تحقیق شناخت هرچه بيشتر اثرات تسکینی و ضد اضطرابی ناشی از اثر عصاره زیرفون و مقایسه آن با دیازپام به عنوان یک داروی آرام​بخش استاندارد می​باشد (19).


مواد و روش​ها

مواد:

ـ دی کلرومتان (کارخانه مرک، آلمان)

ـ اتانول ( کارخانه مرک، آلمان )

ـ کلرید سدیم 9/0 درصد (کارخانه ثامن، ایران)

ـ دیازپام

ـ دی متیل سولفوکساید (کارخانه مرک، آلمان)

ـ کتامین هیدروکلراید

ـ عصاره گیاه زیرفون

در این مطالعه از 36 سر موش صحرایی نژاد ویستار ماده در محدوده وزنی 20±200 گرم استفاده شد. موش​ها در اتاق حیوانات و در شرایط استاندارد با درجه حرارت محیطی 
23-21 درجه سانتی​گراد، رطوبت نسبی 70 درصد و چرخه نوری 12 ساعت تاریکی و 12 ساعت روشنایی نگه​داری شدند و از پلت​های استاندارد جهت تغذیه موش​ها به روش
ad libitum استفاده گردید و آب به مقدار کافی در اختیار موش​ها قرار داشت. لازم به ذکر است به منظور سازگاری موش​ها با محیط نگه​داری جدید 10 روز قبل از انجام آزمایشات آنها از مرکز تکثیر و پرورش حیوانات آزمایشگاهی دانشکده پزشکی تبریز به محل نگه​داری حیوانات آزمایشگاهی دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد تبریز انتقال داده شدند.

برای تهیه عصاره از گل و سرشاخه​های گلدار گیاه زیرفون به میزان 1000 گرم از گیاه خشک را به صورت پودر درآورده، درون مخلوط کلروفرم: متانول (70:30) حداقل به مدت 24 ساعت خیس نموده، سپس مخلوط به دست آمده را تحت فشار خلاء درون دستگاه روتاری اوپراتور حلال​زدائی کرده تا عصاره خام به دست آید. عصاره خام حاصله را در کمترین مقدار متانول داغ حل کرده و سپس در درون فریزر به دمای 15- درجه سانتی​گراد رسانده و به سرعت صاف نموده تا عصاره فاقد چربی به دست آید. به منظور آب​زدایی، عصاره 
چربی​زدایی شده را در دی کلرومتان حل کرده و با منیزیم سولفات خشک نموده و در دستگاه روتاری اوپراتور تحت خلاء حلال​زدایی می شود تا اینکه عصاره خالص به دست آید. به منظور مطالعه اثرات تسکینی عصاره زیرفون و مقایسه آن با دیازپام، موش​ها به طور تصادفی در 6 گروه 6 سری تقسیم گردید. به گروه اول عصاره با دوز 150 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به​صورت داخل صفاقی، به گروه دوم عصاره با دوز 300 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به​صورت داخل صفاقی، به گروه سوم عصاره با دوز 450 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به​صورت داخل صفاقی، به گروه چهارم دیازپام با دوز mg/kg 2/1 به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به​صورت داخل صفاقی و به گروه پنجم پلاسبو (DMSO) در همان حجم به​صورت داخل صفاقی تجویز شد و به گروه ششم هیچ دارویی تجویز نشد.

مطالعه در دو بخش انجام گرفت. در بخش نخست که هدف ارزیابی اثرات تسکینی و پیش بیهوشی دارو بود. برای این منظور 30 دقیقه بعد از تجویز داروهای فوق، کتامین با دوز 40 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به​صورت داخل صفاقی در هر شش گروه تزریق شد. بلافاصله بعد از تجویز کتامین مدت زمانی که حیوان رفلکس تصحیح کننده را از دست 
می​دهد (Induction time) و مدت زمانی که حیوان بعد از القای بیهوشی دوباره رفلکس تصحیح کننده را باز می​یابد (Sleeping time) بر حسب ثانیه با کورنومتر محاسبه شد. در بخش دوم مطالعه که هدف ارزیابی اثرات ضد اضطرابی دارو می​باشد از آزمون​های زیر استفاده شد:

الف) آزمون ماز صلیبی شکل (Elevated plus maze): این دستگاه شامل دو بازوی باز روبه​روی هم به اندازه​های (10×50 سانتی​متر) و دو بازوی بسته روبه​روی هم به اندازه​های (40×10×50 سانتی​متر) می​باشد که به​وسیله یک صفحه مركزي (10(10سانتي​متر) با هم در ارتباط هستند (32) که در يك اتاق نيمه تاريك و ساكت و به فاصله 50 سانتي​متر از زمين قرار داده مي​شود. در هنگام آزمايش، موش به آرامي و با احتياط روي بخش مركزي دستگاه به طوري كه سر موش به طرف بازوي باز باشد قرار داده و به مدت 5 دقيقه تعداد رفت و برگشت​ها به داخل بازوها ثبت و پس از هر بار استفاده دستگاه با پارچه آغشته به الكل تميز شد (21).

لذا از عصاره گياهي زیرفون با دوزهاي mg/kg 450، 300 و 150 و داروي ديازپام با دوز mg/kg 2/1 و DMSO به عنوان پلاسبو به صورت داخل صفاقي استفاده گرديد و 30 دقيقه بعد از تجويز داروهاي فوق، موش​ها به​صورت انفرادي در مركز ماز قرار داده شدند و مدت زماني كه موش​ها در هر يك از بازوهاي ماز سپري كردند برحسب ثانيه با كورنومتر ثبت شد. مدت زمان حضور موش​ها در مركز ماز و بازوهاي باز
 به​عنوان يك ماركر عدم اضطراب و مدت زمان حضور موش​ها بر روي بازوهاي بسته به عنوان يك ماركر اضطراب است كه هر چقدر اين مدت زمان مربوط به بازوهاي باز بيشتر باشد نشان دهنده اثرات ضد اضطرابي قوي​تر داروي مورد نظر 
مي​باشد.

ب) آزمون ميله چرخان شتابدار (Rotarod test): اين آزمون براي بررسي تعادل حركتي و شلي عضلاني استفاده شد چنانچه دارويي اثرات شل​كنندگي داشته باشد يا باعث كاهش تعادل حركتي شود، اين اثرات در نتايج آزمون اضطراب اختلال ايجاد مي​كند. اين دستگاه يك ميله افقي به قطر 7 سانتي​متر دارد كه با سرعت اوليه 10 دور بر دقيقه مي​چرخد، پس از 20 ثانيه سرعت چرخش ميله به 20 دور در دقيقه افزايش مي​يابد. 24 ساعت قبل از شروع آزمون موش​ها آموزش ديدند. موش​هايي كه توانايي قرار گرفتن بر روي ميله چرخان را به مدت 30 ثانيه نداشتند از آزمون حذف شدند. روز بعد به حيوانات تحت آزمايش از عصاره گياهي زیرفون با دوزهاي mg/kg 450، 300 و 150 و داروي ديازپام با دوز mg/kg 2/1 و DMSO به​عنوان پلاسبو به​صورت داخل صفاقي تزريق شد و در 
زمان​هاي 30 و 60 دقيقه پس از تزريق داروهاي فوق، هر يك از موش​ها به تنهايي و سه بار متوالي روي ميله قرار داده شد كه در پايان هر سه بار آزمايش تعداد كل دفعات سقوط و زمان باقي ماندن موش​ها روي ميله محاسبه و نتايج آن از طريق نرم افزار ثبت شد. حداكثر زمان مورد بررسي براي هر حيوان در اين آزمون 300  ثانيه در نظر گرفته شد (22).

آناليز آماري داده​ها: 

داده​ها به صورت ميانگين ( خطاي معيار گزارش شد. پس از انجام آزمون ANOVA و در صورت معني​دار بودن آن با استفاده از آزمون تعقيبي توكي مورد تجزيه وتحليل قرار گرفت. نتايج با 05/0p< به عنوان معني​دار در نظر گرفته شد.

یافته​ها
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نمودار 1- ميانگين داده​هاي Induction time در گروه​هاي مورد مطالعه

با توجه به نمودار فوق دوز mg/kg 300 عصاره گياه زیرفون از Induction time كمتري نسبت به ديازپام برخوردار است و اختلافات همه از نظر آماري معني دار بوده و 01/0p< 
مي​باشد.
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نمودار 2- ميانگين داده​هاي Sleeping time در گروه​هاي مورد مطالعه

با توجه به نمودار فوق دوز mg/kg 300 عصاره گياه زیرفون از Sleeping time بيشتري نسبت به ديازپام  برخوردار است و اختلافات همه از نظر آماري معني​دار بوده و 01/0p< 
مي​باشد.
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نمودار 3- ميانگين داده​هاي Maze در گروه​هاي مورد مطالعه


با توجه به نمودار فوق دوز mg/kg 300 عصاره گياه زیرفون در Maze بيشترين اثر را به​عنوان يك شاخص ضد اضطرابي دارد و اختلافات همه از نظر آماري معني​دار بوده و 01/0p< 
مي​باشد.
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نمودار 4- ميانگين داده​هاي Rotarod test در گروه​هاي مورد مطالعه، تزريق داروها 30 دقيقه قبل از آزمون


با توجه به نمودار فوق عصاره گياه زیرفون در دوزهاي mg/kg 450 و 300 سبب كاهش مدت زمان باقي ماندن حيوان بر روي ميله چرخان شتاب دار به​صورت وابسته به دوز شد و همچنين عصاره زیرفون در دوزهاي فوق از نظر آماري اختلاف معني​داري را نسبت به ديازپام نشان داد (01/0p<).
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نمودار 5- ميانگين داده​هاي Rotarod test در گروه​هاي مورد مطالعه، تزريق داروها 60 دقيقه قبل از آزمون


با توجه به نمودار فوق عصاره گياه زیرفون در دوزهاي mg/kg 450 و 300 به​طور معني​دار در مقايسه با ديازپام سبب کاهش مدت زمان باقی ماندن حیوان بر میله چرخان شتابدار شد (01/0p<).

بحث و نتیجه​گیری 


    هدف از اين تحقيق مطالعه اثرات تسكيني، پيش بيهوشي و ضد اضطرابي عصاره گياه زیرفون در مقايسه با ديازپام در موش صحرايي بود. ترکیبات مختلفی در گیاه زیرفون شناسایی شده است. از جمله آلونین، آلفاپینن، اوژنول، موسیلاژ، اسیدفنلیک، پروآنتوسیانیدین، ترکیبات فنلی، الکل​های آروماتیک، آمینواسیدهایی مانند تیروزین و گلایسین، ترپینئول، توکوفرول را می​توان نام برد (1 و 23). از این گیاه به عنوان شل​کننده و ترمیم کننده عروق خونی، جلوگیری کننده از تصلب شرایین، کاهش​دهنده تنش عصبی استفاده می​گردد (2 و 25). این گیاه در طب سنتی برزیل به عنوان ضدتشنج، ضد اضطراب و خواب​آور به کار گرفته شده است (15). گیاه زیرفون دارای اثرات آرامبخش و ضدتشنج و ضد اسپاسم می​باشد و از 
زمان​های دور در طب سنتی ایران به عنوان آرامبخش و ضد اسپاسم استفاده می​شده است (3 و 29). اثرات خواب آور و ضد اضطراب واریته​ای از زیرفون مورد بررسی قرار گرفته و در بعضی منابع نیز برای گیاه زیرفون خاصیت مدر، معرق، آرام کننده و ضد تشنج ذکر شده است (11، 20 و 27). امروزه این گیاه برای کاربردهای تجاری در فلوریدای آمریکا، مکزیک، ایتالیا و جزایر غربی کارائیب کشت می​شود. زیرفون سده​هاست که در گیاه پزشکی مورد استفاده است و بسیاری از خواص لیمو را دارد. روغن پایه زیرفون از پوست آن و به روش
 افشره​گیری به دست می​آید که به رنگ زرد و یا سبز است و رایحه​ای بسیار قوی، خنک و مانند مرکبات دارد. روغن زیرفون به دلیل داشتن خواص ضدعفونی کننده و منقبض کننده در رفع چربی و لک پوست مورد استفاده قرار می​گیرد خواص ضد باکتری روغن نیز آن را برای درمان عفونت​های پوستی مانند جوش و دمل مناسب ساخته است. در درمان بیماری​های تنفسی مانند سرماخوردگی، گلودرد، سرفه​های زکامی و برونشیت از این روغن استفاده می​شود (6). گل​ها به دلیل داشتن بیوفلاونید باعث کاهش فشار خون می​شوند و گفته 
می​شود تصلب شرایین را درمان می​کند. پودر زغال گیاه نیز برای درمان مشکلات گوارشی و التیام سوختگی و زخم​های موضعی مفید است (7). ديازپام از يك سو به​عنوان يك داروي بنزوديازپيني داراي اثرات تسكيني اثبات شده​اي روي سيستم عصبي مركزي است و از سوي ديگر به عنوان داروي ضد اضطرابي مطرح مي​باشد. ديازپام از طريق تعامل با گيرنده​هاي گابا موجود در مغز به​ويژه در تشكيلات مشبك مغز مياني موجب بروز اثرات تسكيني و ضد اضطرابي مي​شود (9). در بخشي از مطالعه اثرات تسكيني و پيش بيهوشي عصاره زیرفون كه در طب سنتي به عنوان آرام بخش و خواب​آور و ضد تشنج بكار مي​رود در مقايسه با ديازپام مورد بررسي قرار گرفت. نتايج نشان داده كه طي پروسه تسكين در بين روزهاي به​كار رفته دوز mg/kg 300 پاسخ​هاي معني دارتري نسبت به ساير دوزهاي عصاره در مقايسه با ديازپام به همراه داشت 
(01/0p<). در اين تحقيق براي به دست آوردن دوز مناسب 
به​صورت پايلوت كار شد و از دوزهاي (mg/kg 450، 300 و 150) استفاده گرديد كه در اين روش 30 دقيقه بعد از تزريق دوزهاي فوق از عصاره گياهي (به​عنوان داروي پيش بيهوشي) از داروي كتامين به عنوان داروي بيهوشي اصلي با دوز mg/kg 40 به شكل داخل صفاقي در موش​هاي ماده استفاده گرديد و جهت مقايسه با اثرات تسكيني و پيش بيهوشي ديازپام 30 دقيقه بعد از تزريق داروي ديازپام به عنوان داروي پيش بيهوشي و با دوز mg/kg 2/1 به​صورت داخل صفاقي از داروي كتامين كه يك داروي بيهوش كننده عمومي تزريقي غير باربيتوراتي و انفكاكي است (24). به عنوان داروي بيهوشي اصلي با دوز mg/kg 40 به شكل داخل صفاقي در موش​هاي ماده استفاده گرديد كه بر اساس نتايج به​دست آمده دوز mg/kg 300 از عصاره گياهي زیرفون اثرات تسكيني بيشتري و بهتري را نسبت به داروي ديازپام نشان داد. بدين​ترتيب كه عصاره گياهي زیرفون با دوز mg/kg 300 در مقايسه با ديازپام با دوز mg/kg 2/1، Induction time كمتر و Sleeping time بيشتري را ايجاد نمود. در بخش ديگري از مطالعه اثرات ضد اضطرابي عصاره گياهي زیرفون در مقايسه با ديازپام مورد بررسي قرار گرفت. بر طبق نتايج به​دست آمده عصاره گياهي زیرفون با دوز mg/kg 300 اثرات ضداضطرابي قوي​تري نسبت به ديازپام با دوز mg/kg 2/1 در موش​هاي ماده ايجاد كرد. همچنين عصاره زیرفون در دوزهاي mg/kg 450 و 300 سبب كاهش تعادل حركتي و كاهش مدت زمان باقي​ماندن حيوان بر ميله چرخان شتاب​دار گرديد.

نتيجه گرفته مي​شود كه تزريق عصاره گياهي زیرفون با دوز mg/kg 300 به​صورت داخل صفاقي به​عنوان داروي پيش بيهوشي قبل از كتامين (به​عنوان داروي بيهوشي) در مقايسه با ديازپام از نظر اثرات تسكيني و پيش بيهوشي اختلاف 
معني​داري را نشان داد و هم چنين تزريق عصاره اين گياه با دوز mg/kg 300 به شكل داخل صفاقي جهت ايجاد اثرات ضد اضطرابي در مقايسه با ديازپام اثرات بهتري را ايجاد كرد و در مقايسه دوز mg/kg 450 از عصاره زیرفون با دوزmg/kg  2/1 دیازپام، Induction time كمتر و Sleeping time بيشتري نسبت به ديازپام دارد ولي مؤثرترين دوز در بين دوزهاي عصاره، دوز mg/kg 300 مي​باشد. مواد اصلی در گیاه فلاونوئیدهای مختلف Kaempferol، کورستین، هایپروسید و روتین و گلی​کوزیدها (مانند آستراگالین)، کامفرول و آمینواسیدهای مختلف شامل آلانین، سیستئین و سیستین 
می​باشد (10، 14 و 30). گزارشاتی درخصوص وجود مواد موثره در گونه​ای از Tilia که بر روی گیرنده​های بنزودیازپینی اثر می​گذارند (31). همچنین گزارشاتی در خصوص 
واسطه​گری گیرنده​های بنزودیازپینی در اثرات ضد اضطرابی فلاونوئیدها وجود دارد (17، 26 و 28). لذا با توجه به ماده مؤثره موجود در گیاه زیرفون احتمال دخالت فلاونوئیدها که تمایل زیادی به گیرنده​های بنزودیازپینی متصل به گیرنده گابا-A دارند در اثرات آرامبخشی و ضد اضطرابی گیاه زیرفون وجود دارد با این حال مشخص نیست که آیا ماده مؤثره موجود در گیاه زیرفون از طریق گیرنده​های گابا- A عمل می​کند یا گیرنده​های NMDA و اثبات این امر نیازمند جدا نمودن این ترکیبات از گیاه و تحقیق اختصاصی بر روی هر یک از مواد موثره می​باشد که مستلزم صرف وقت و هزینه​های بیشتر 
می​باشد. از آنجا که گیاه زیرفون به عنوان آرامبخش و ضد تشنج در طب سنتی ایران مورد استفاده قرار می​گیرد همچنین گیاهی است که در مناطق جنوبی و شمالی ایران به وفور یافت 
می​شود (8). اهمیت این تحقیق در زمینه آنالیزهای فیتوشیمیایی و مطالعات دقیق​تر و گسترده​تر فارماکولوژیک آشکارتر می​شود. 


سپاسگزاري

اين مطالعه بر اساس طرح پژوهش تأييد شده توسط معاونت پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز صورت گرفته است. بدين وسيله از اين معاونت قدرداني مي​شود.
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