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 چكيده

 بر آسيب سلول هاي (.Punica granatum L)بررسي اثرات محافظتي انار 
PC-12ناشي از محروميت سرم/گلوكز  

 
 به كوشش: 

 
 فاطمه فروزانفر

 
 

 مدل مناسبي جهت بررسي ايسكمي مغزي و ساير  PC12گلوكز در سلول/مرگ سلولي به علت محروميت سرم
) به عنوان منبعي غني از آنتي .punica granatum L( اختلالات دژنراتيو سيستم عصبي مي باشد. انار

اكسيدان ها شناخته شده است. مطالعه حاضر جهت بررسي اثرات محافظت كننده احتمالي عصاره هيدروالكلي 
 PC12گلوكز در سلول هاي /و آبي پيه و آب انار، و نيز روغن دانه انار بر آسيب سلولي ناشي از محروميت سرم

 انجام گرفته است. 
 واحد در ميلي ليتر 100% سرم جنين گاو، 10 حاوي DMEM در حضور محيط كشت PC12سلول هاي 

 ساعت پيش تيمار با 2 ميكروگرم در ميلي ليتر استرپتومايسين كشت داده شدند. متعاقب 100پني سيلين و 
) و نيز روغن دانه انار µg/ml800-25/6غلظت هاي مختلف عصاره هيدروالكلي و آبي پيه و آب انار (

)µg/ml300-3/2 ساعت در مجاورت محيط بدون سرم/گلوكز قرار گرفتند. ميزان 12 و 6)، سلول ها به مدت 
  و ميزان محافظت ژنومي به روش آزمون كامت بررسي شد.MTTبقاي سلولي به روش 

 ساعت موجب كاهش بقاي سلولي و افزايش 12 و 6مجاورت سلول ها با محيط بدون سرم/گلوكز به مدت 
 سلول گرديد. سميت سلولي ناشي از DNAتخريب غير اختصاصي و متعاقبا افزايش طول مسير مهاجرت 

 محروميت سرم/گلوكز در حضور عصاره هيدروالكلي و آبي پيه و آب انار كاهش يافته، ميزان طول مهاجرت 
DNA.سلول نيز كاهش يافت، در حاليكه در حضور روغن دانه انار تغييري مشاهده نشد  

پيه و آب انار با توجه به غني بودن از مواد آنتي اكسيداني و محافظت كنده عصبي، مي توانند به عنوان افق 
هايي اميد بخش در كنترل رخداد هاي پاتوژنيك ناشي از ايسكمي مغزي و بسياري از بيماري هاي تحليل 

 برنده سيستم عصبي مد نظر قرار گيرند.
 

 



 ����ت �طا�ب........................................................................................
 

  ه
 

 
 فهرست مطالب

 
 

6T6                                                                                                      عنوانTصفحهشماره ي  

 
6T16 ................................................................................................................................(فصل اول)  مقدمه واهدافT 

6T1-126 ............................................................................................................................................................ : مقدمهT 
6T1-236 .............................................................................................................................................................: اهدافT 

 4(فصل دوم) مروري بر تحقيقات انجام شده.............................................................................................
6T2-156 ................................................................................................................................ : مشخصات درخت انارT 

6T2-1-156 .......................................................................................................................: تركيب شيميايي انارT 
6T2-296 ............................................................................................................ : اثرات درماني انار در طب سنتيT 

6T2-2-196 ................................................................................................................................: خواص ميوه انارT 

6T2-2-296 ................................................................................................................................: خواص برگ انارT 

6T2-2-396 .................................................................................................................................. : خواص گل انارT 

6T2-2-496 .................................................................................................................. : خواص پوست ميوه انارT 

6T2-2-5106 .............................................................................. : خواص پوست درخت و پوست ريشه انارT 
6T2-3106 ........................................................................................................................... : انار در مطالعات جديدT 
6T2-4146 ............................................................................................... : راديكال هاي آزاد و آسيب اكسيداتيوT 
6T2-5186 ..................................................................................................................................... : آنتي اكسيدان هاT 
6T2-6196 ..................................................................................................: روش هاي ارزيابي آسيب اكسيداتيوT 
6T2-7. 206 ............................................................................. : تكنيك هايي كه در اين پروژه استفاده شدندT 

6T2-7-1206 .................................................................................................................... : تكنيك كشت سلولT 
6T2-7-1-1216 ....................................................................................................... : انواع محيط هاي پايهT 
6T2-7-1-2216 ........................................................................... : تركيبات موجود در محيط هاي پايهT 



 ����ت �طا�ب........................................................................................
 

  و
 

6T2-7-2 : آزمونMTT................................................................................................................................ 256T 

6T2-7-3276 ................................................................................................................................. :  آزمون كامتT 
6T2-7-3-1 تاكنون انواع متفاوتي از آزمون كامت ارائه شده است كه مهمترين آنها عبارتند :

 306T ...................................................................................................................................................................از
           316T: ارزيابي كمي كامت ها كمي كامت ها ................................................................ 2-7-3-2 
 336T .............. : از مهمترين كابردهاي آزمون كامت مي توان به موارد زير اشاره كرد2-7-3-3

6T2-8 مشخصات سلول :PC12 ...................................................................................................................... 356T 
 37(فصل سوم) مواد و روش ها.....................................................................................................................

6T3-1386 ......................................................................................................................................... : مواد و روش هاT 

6T3-1-1386 .......................................................................................................................................... : سلول هاT 

6T3-1-2386 ................................................................................................................................. : مواد و وسايلT 

6T3-1-3:416 ...................................................................... : تهيه عصاره آبي و هيدروالكلي پيه و آب انارT 

6T3-1-4 روش كار تست :MTT  ............................................................................................................. 416T 
       6T3-1-5 بررسي تاثير عصاره هيدروالكلي و آبي پيه،  آب انار و روغن دانه بر ميزان بقا  :

 43...................................................................محروميت از سرم/گلوكز    متعاقب PC12 سلول هاي 

6T3-1-6456 ............................... : درمان دارويي و آماده سازي سلول ها جهت آزمون كامت قلياييT 
6T3-1-6-2476 .......................................................................... : تهيه اسلايدها و آزمون كامت قلياييT 
6T3-1-6-3476 .................................................................................................................: ارزيابي كامت هاT 

6T3-1-7496 ................................................................................................. : اندازه گيري راديكال هاي آزادT 

6T3-1-8506 ................................................................................................................ : تجزيه و تحليل آماريT 
 51(فصل چهارم) نتايج....................................................................................................................................

6T4 -1 اثر محافظتي عصاره هاي هيدروالكلي و آبي پيه، آب انار و روغن دانه بر آسيب ناشي از :
 MTT .......................................................................................... 526Tبه روش آزمون محروميت سرم/گلوكز 

6T4-1-1) اثرمحافظتي عصاره هيدروالكلي پيه انار :PHE(  ناشي از محروميت بر آسيب
 PC12 .......................................................................................................... 526Tدر سلول هاي سرم/گلوكز 



 ����ت �طا�ب........................................................................................
 

  ز
 

6T4-1-2) اثرمحافظتي عصاره آبي پيه انار  :PAE ناشي از محروميت سرم/گلوكز ) بر آسيب
 PC12 ................................................................................................................................ 556Tدر سلول هاي 

6T4-1-3) اثرمحافظتي آب انار  :PJ در سلول هاي ناشي از محروميت سرم/گلوكز ) بر آسيب
PC12 ............................................................................................................................................................. 586T 

6T4-1-4) اثرمحافظت روغن دانه انار  :PSO در ناشي از محروميت سرم/گلوكز ) بر آسيب
 PC12....................................................................................................................................... 616Tسلول هاي 

6T4-1-5 اثرات سميت سلولي عصاره هيدروالكلي و آبي پيه، آب انار و روغن دانه انار بر  :
 PC12....................................................................................................................................... 646Tسلول هاي 

  بررسي اثر عصاره هاي هيدروالكلي و آبي پيه انار و آب انار بر آسيب ژنومي ناشي از :4-2
محروميت سرم/گلوكز  به روش آزمون كامت قليايي و به صورت برون تن

 ........................644 

6T4-2-1محافظت ژنومي عصاره هيدروالكلي پيه انار بر آسيب  : اثرDNA  ناشي از محروميت
 PC12 .......................................................................................................... 646Tدر سلول هاي سرم/گلوكز 

6T4-2-2بر آسيب  : اثر محافظت ژنومي عصاره آبي پيه انارDNA ناشي از محروميت 
 PC12 .......................................................................................................... 656Tدر سلول هاي سرم/گلوكز 

6T4-2-3محافظت ژنومي آب انار ( :  اثرPJبر آسيب ( DNA  ناشي از محروميت سرم/گلوكز
 PC12 ................................................................................................................................ 656Tدر سلول هاي 

6T4-3716 ............................................ : آزمون فلوسايتومتري و تعيين ميزان راديكال هاي آزاد اكسيژنT 
 72(فصل پنجم) بحث، نتيجه گيري و پيشنهادها...................................................................................

6T5-1 :736 ............................................................................................................................................................ بحثT 
6T5-2836 ..............................................................................................................................................: نتيجه گيريT 
6T5-3846 .................................................................................................................................................. : پيشنهادهاT 

 

 

 



ول.........................................................................................  ����ت �دا
 

  ح
 

 

 

 

 

 فهرست جداول
6T6                                                                                                      عنوانTصفحهشماره ي  

           
 7) تركيب بخش هاي مختلف انار...................................................................................1-1جدول  
از  مهمترين آنزيم هاي مورد استفاده در آزمون كامت جهت شناسايي انواع خاصي )2-1جدول
  DNA31  ........................................................................................................................... آسيب 
  32 مقايسه اجمالي سه روش مهم آزمون كامت.......................................................)3-1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ����ت ��ل � و ��و��....................................................................................
 

  ط
 

 
 فهرست شكل ها و تصاوير

6T 6                                                                                                     عنوانTصفحهشماره ي  

                                                                                                                                     
          
 8............................................................................................................) ساختار اسيد الاژيك1-2شكل 
 8) ساختار پونيكالاژين.............................................................................................................2-2شكل 
 15............................................................................) مراحل توليد گونه هاي فعال اكسيژن3-2شكل 
 17.................................................................)  واكنش زنجيره اي پراكسيداسيون چربي ها4-2شكل 
 26 به فورمازان................................................................................................MTT) تبديل 5-2شكل 
 پس از آزمون كامت كه جهت درجه بندي در بررسي HepG2) تصاوير سلول هاي 6-2شكل

 29كامت ها با چشم مورد استفاده قرار مي گيرد....................................................................................
  36درزيرميكروسكوپ...............................................................................  PC12) سلولهاي7- 2شكل

  39: دستگاه الكتروفورز......................................................................... B: هود لامينار؛ A) 1-3شكل 
 40: آون....................................D: ميكروسكوپ اينورت؛ C: اتوكلاو؛ B: تانك ازت؛ A) 2-3شكل 

 ELISA reader.............................................................................................................44) 3-3شكل 
 46...............................................................................(SCGE)) اصول پايه آزمون كامت 4-3شكل 

 48) ميكروسكوپ فلورسنت......................................................................................................5-3شكل 
 ناشي PC12 ): اثر عصاره هيدروالكلي پيه انار بر آسيب ايجاد شده در سلولهاي A (1-4شكل 

 53................................................................................ ساعت6از محروميت از سرم/گلوكز به مدت 
 ناشي PC12 ): اثر عصاره هيدروالكلي پيه انار بر آسيب ايجاد شده در سلولهاي B (1-4شكل 

  54................................................................................... ساعت12از محروميت از سرم/گلوكز به مدت 
 ناشي از PC12 ): اثر عصاره آبي پيه انار بر آسيب ايجاد شده در سلولهاي A (2-4شكل 

  56......................................................................................... ساعت6محروميت از سرم/گلوكز به مدت 
 ناشي از PC12 ): اثر عصاره آبي پيه انار بر آسيب ايجاد شده در سلولهاي B (2-4شكل 

  57........................................................................................ساعت12محروميت از سرم/گلوكز به مدت 
 ناشي از محروميت از PC12 ): اثر آب انار بر آسيب ايجاد شده در سلولهاي A (3-4شكل 

 59............................................................................................................. ساعت6سرم/گلوكز به مدت 



 ����ت ��ل � و ��و��....................................................................................
 

  ي
 

 ناشي از محروميت از PC12 ): اثر آب انار بر آسيب ايجاد شده در سلولهاي B (3-4شكل 
 60........................................................................................................... ساعت؛12سرم/گلوكز به مدت 

 ناشي از محروميت PC12 ): اثر روغن دانه انار بر آسيب ايجاد شده در سلولهاي A (4-4شكل 
 62.............................................................................................................. ساعت6 به مدت از سرم/گلوكز

 ناشي از محروميت PC12 ): اثر روغن دانه انار بر آسيب ايجاد شده در سلولهاي B (4-4شكل 
 63......................................................................................................... ساعت12از سرم/گلوكز به مدت 

ناشي از  DNA): اثر محافظت ژنومي عصاره هيدروالكلي پيه انار بر آسيب A (5-4شكل 
 PC12.....................................................................................67 در سلول هاي محروميت سرم/گلوكز

ناشي از محروميت  DNA): اثر محافظت ژنومي عصاره آبي پيه انار بر آسيب B (5-4شكل 
 PC12......................................................................................................68 در سلول هاي سرم/گلوكز

 در ناشي از محروميت سرم/گلوكز DNA): اثر محافظت ژنومي آب انار بر آسيب C (5-4شكل 
 PC12...............................................................................................................................69سلول هاي 

 70...............................................تصاوير گرفته شده از سلول ها جهت تست كامت) : 6-4شكل 
ناشي از محروميت از بروي ايجاد راديكال هاي آزاد داخل سلولي  انار  آباثر) : 7-4شكل 

 71  ساعت.......................................................................................................12سرم/گلوكز به مدت 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 
 

 

 »��ل اول«

ف�قد�   و ا�دا
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2 
 

  مقدمه:1-1     
 

    شيوع گسترده اختلالات نورولوژيك حاد و يا مزمن (همانند ايسكمي، فعاليت هاي 
تشنجي مغز، پاركينسون، آلزايمر و غيره) كه در آسيب شناسي آنها راديكال هاي آزاد به 

) و همينطور محدود بودن راههاي درماني 1صورت مستقيم و يا غير مستقيم نقش دارند (
موجود و هزينه هاي زياد و عدم موفقيت بعضي از اين روشها در درمان كامل اين 

اختلالات، مطالعات در زمينه يافتن راهكارهاي جديد و مؤثرتر را در جهت پيشگيري و 
درمان اين گونه بيماري ها اجتناب ناپذير مي سازد. در بسياري از اين اختلالات، آسيب 

اكسيداتيو و روند هاي مولكولي ناشي از افزايش توليد راديكال هاي آزاد نقشي كليدي در 
مسير مرگ نوروني و متعاقبا اختلالات رفتاري و باليني ناشي از اين بيماريها ايفا مي كند. 

اين نكته، لزوم بهره گيري از منابع آنتي اكسيداني و جاروب كننده هاي راديكالهاي آزاد را 
 در كنترل روند هاي پاتوژنيك اين بيماريها توجيه مي كند. 

) به عنوان يكي از .Punica granatum L(    در ميان منابع طبيعي و گياهي، انار 
گياهان بومي ايران و منطقه مديترانه، جايگاهي ويژه را در زنجيره مصرفي بسياري از 

ساكنان اين مناطق به خود اختصاص داده است. مواد پلي فنوليك و تانني موجود در بخش 
هاي مختلف اين گياه، به واسطه داشتن ساختار هاي شيميايي ويژه، مي توانند به عنوان 

منبعي غني از آنتي اكسيدانها مطرح باشند. از اينرو، بررسي اثرات احتمالي اين مواد بر 
روند هاي پاتوژنيك ناشي از افزايش راديكال هاي آزاد را در بيماريهاي مختلف و خصوصا 

 بيماريهاي دژنراتيو سيستم عصبي مفيد به نظر مي رسد. 
   تا كنون رده هاي سلولي مختلفي براي انجام بررسي هاي برون تني در مورد اختلالات 

 كه از تومور PC12سيستم عصبي ارايه شده اند. در اين ميان سلول هاي 
فئوكروموسايتوماي آدرنال رت مشتق شده است، به عنوان مدل مناسبي در مطالعات علوم 

 ). 1(  اعصاب، انتقال سيگنال ها و مرگ سلولي در نورون ها شناخته شده اند
   در اين مطالعه تلاش مي شود تا اثرات محافظتي احتمالي انار بر آسيب اكسيداتيو ناشي 

 به صورت برون تن و با استفاده از PC12از محروميت از سرم/گلوكز در سلول هاي 
 ، كامت و فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گيرد.MTTآزمون
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 : اهداف1-2
 

   مطالعه حاضر جهت بررسي اثر محافظت كننده احتمالي عصاره هيدروالكلي و آبي پيه، آب 
 PC12انار و روغن دانه در مرگ سلولي ناشي از محروميت سرم/گلوكز در رده سلولهاي عصبي 

  انجام گرفت. فر ضيات اين طرح عبات بودند از اينكه: 
 آيا عصاره هيدروالكلي پيه انار باعث جلوگيري از مرگ سلولي و نيز آسيب ژنومي در برابر -1

 استرس سلولي ناشي از محروميت سرم/ گلوكز مي شود؟
آيا عصاره آبي پيه انار باعث جلوگيري از مرگ سلولي و نيز آسيب ژنومي در برابر استرس - 2

 سلولي ناشي از محروميت سرم/ گلوكز مي شود؟

- آيا آب انار باعث جلوگيري از مرگ سلولي و نيز آسيب ژنومي در برابر استرس سلولي ناشي 3
 از محروميت سرم/ گلوكز مي شود؟

-  آيا روغن دانه انار باعث جلوگيري از مرگ سلولي و نيز آسيب ژنومي در برابر استرس 4
 سلولي ناشي از محروميت سرم/ گلوكز مي شود؟
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 : مشخصات درخت انار2-1

 است و نام علمي آن   punicacea، گياهي از خانواده pomegranate    انار با نام انگليسي 
punica granatum L. ) اصطلاح 2مي باشد .(granatum از كلمه لاتين granum به 

 متر است، 3). اين گياه داراي درختي كوچك به ارتفاع  3معني دانه ميوه برگرفته شده است (
تنه آن خاكستري و زبر اما شاخه هاي آن صاف مي باشد و  برگهاي آن متقابل يا چرخه اي و 

 تايي قرار 3 يا 2 سبز و براق هستند. گلهاي آن  بزرگ و به رنگ قرمز بوده، در گروههاي "كاملا
دارند. ميوه آن كروي و داراي پوسته چرم گونه به رنگ نارنجي متمايل به زرد مخلوط با رگه 
هاي قرمز رنگ است. اين ميوه از داخل داراي بخشهايي با ديواره غشايي و حاوي دانه هاي 

متعدد آبدار به رنگ قرمز يا صورتي مي باشد. ميوه در فصل پائيز برداشت مي شود. خاستگاه 
اين گياه آسياي غربي است و ندرتا به صورت وحشي در اروپا مي رويد، معمولا در باغهاي 

 ).4آفتابگير مناطق مديترانه اي كشت مي گردد و در برابر سرمازدگي مقاوم نيست (
 

 : تركيب شيميايي انار2-1-1
   تركيبات موجود در قسمت هاي مختلف ميوه و درخت انار شامل انواع قندها، اسيدهاي آلي، 
آلكالوييدها، پلي فنل ها، فلاوونوييدها، آنتوسيانين ها، اسيدهاي چرب، ويتامين ها و نظاير آن 

). قند هاي عمده موجود در عصاره انار شامل گلوكز، فروكتوز، ساكاروز و 1-1است (جدول 
و بتاكاروتن هستند و داراي عناصري C ،B1 ،B2 ، B6) و ويتامين هاي موجود در آن 5مالتوز (

). همچنين اسيد سيتريك ، اسيد ماليك، اسيد 6چون كلسيم، فسفر، آهن و منگنز است (
). مهمترين آلكالوييد شناخته 5تارتاريك، اسيد اسكوربيك مهم ترين اسيدهاي آلي انار هستند (

P0Fشده انار پله ترين

�
Pاست و مشتقات آن شامل ايزوپله ترين P1F

�
Pمتيل پله ترين ،P2F

�
Pو سودوپله ترين P3F

�
P 

 ).5است كه بيشتر در پوست يافت مي شوند (
P4F   انواع تركيبات فنولي و تانني انار عبارتند از اسيد الاژيك

�
Pاسيد گاليك ،P5F

�
Pپونيكالاژين ،P6F

�
P ،

P7Fپونيكالين

�
Pكلروژنيك اسيد ،P8F

�
Pهيدروكسي سيناميك اسيد ،P9F

�
Pپروتوكاتچيك اسيد ،P10F

�
P هيدروكسي ،

                                                
1 Pelletierine 
2 Isopelletierine 
3 Methyl pelletierine 
4 Pseudopelletierine 
5 Ellagic acid 
6 Gallic acid 
7 Punicalagin 
8 Punicalin 
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P11Fبنزوئيك اسيد

�
Pكافئيك اسيد ،P12F

�
Pفروليك اسيد ،P13F

�
Pكوماريك اسيد ،P14F

�
Pفلوريدزين ،P15F

�
Pكوئرستين ،P16F

�
P ،

P17Fكاتچين

��
Pپ-كوماريك اسيد ،P18F

��
Pو او-كوماريك اسيد P19F

��
P)5 همچنين فلاوونوييدهاي موجود در (

P20Fميوه انار لوتئولين

��
Pكامپفرول ،P21F

��
Pو نارينژنين P22F

��
P هستند كه به صورت گليكوزيدي يافت مي 

 ).5شوند (
   رنگ آب انار ناشي از تركيبات فنولي به ويژه آنتوسيانين ها است. آنتوسيانين ها 

گليكوزيدهايي هستند كه در اثر هيدروليز يك ملكول قند و حلقه آگليكون (آنتوسيانيدين) آزاد 
 ).5مي كنند (

   قسمت عمده تركيبات روغني موجود در دانه انار را اسيدهاي چرب اشباع و غير اشباع 
 آنتوسيانين، مثل فنوليك پلي تركيبات  وC ويتامين از غني تازه انار  آب.تشكيل مي دهند

 ).8، 7است ( اسيد گاليك ) و1-1شكل  (اسيد الاژيك )،1-2پونيكالاژين (شكل 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                 
1 Chlorogenic acid 
2 Hydroxy cinnamic acid 
3Protocatechuic acid  
4 Hydroxy benzoic acid 
5 Caffeic acid 
6 Ferulic acid 
7 Coumaric acid 
8 Phloridzin 
9 Quercetin 
10 Catchin 
11 P-coumaric acid 
12O-coumaric acid  
13 Luteolin 
14 Kaempferol 
15 Narigenin 


