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بررسي اثر ضد تشنجي عصاره متانولي گل گاو زبان ايراني بر 
تشنج ناشي از پيكرو توكسين در موش سوري
دكتر ابوالفضل حسيني
- دكتر نبي شريعتي‌فر

چكيده

زمينه و هدف: سالهاي زيادي است كه در طب سنتي ايران از گياه گاو زبان ايراني با نام Echium Amoenum Fisch & Mey به عنوان آرام‌بخش و تقويت‌كننده استفاده مي‌شود. مطالعه حاضر با هدف بررسي اثر ضدتشنجي عصاره‌ متانولي اين گياه در موش سوري انجام شد. 
روش بررسي: در اين مطالعه تجربي، براي انجام تحقيق از موش سوري سفيد نر با وزن 25-30 گرم به عنوان نمونه تحقيق و از پيكروتوكسين به عنوان ماده تشنج‌زا استفاده شد. ابتدا حيوانات از طريق تزريق داخل صفاقي دوزهاي مختلف از عصاره اين گياه پيش درماني شدند و بعد از 20 دقيقه به آنها پيكروتوكسين تزريق شد؛ سپس ميزان تأثير عصاره در تغيير زمان شروع حملات تشنجي، دوام تشنجات و زمان مرگ ناشي از پيكروتوكسين در گروههاي مورد و شاهد اندازه‌گيري و مقايسه شد. اطلاعات جمع‌آوري‌شده با استفاده از آزمون آماري t و 
Chi-Square مورد تحليل قرار گرفتند. سطح معني‌داري 05/0P< در نظر گرفته شد.
يافته‌ها: ميانگين زمان شروع تشنج در گروه مورد كه با دوزهاي mg/kg 125/3، 25/6، 5/12 و 25 از عصاره گياهي پيش‌درماني شده و سپس دوز mg/kg 10 پيكروتوكسين دريافت كرده بودند، نسبت به گروه شاهد افزايش داشت. مؤثرترين دوز در اين مرحله mg/kg 25/6 بود كه در مقايسه با گروه شاهد از نظر آماري معني‌دار بود (05/0P<)؛ همچنين اين دوز مدت زمان دوام تشنج و زمان مرگ را نيز به طرز چشمگيري افزايش داد و درصد مرگ و مير در اين گروه كاهش بارزي داشت. 
نتيجه‌گيري: به نظر مي‌رسد عصاره گياه Echium Amoenum  بر روي تشنج ناشي از پيكروتوكسين اثربخش است و اين گياه انتخاب مناسبي براي ادامه تحقيقات براي خواص ضد تشنج مي‌باشد. 
كليد واژه‌ها: گل گاو زبان؛ تشنج؛ پيكروتوكسين؛ موش سوري 
افق دانش؛ مجله دانشكده علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني گناباد (دوره 10؛ شماره 2؛ سال 1383)

مقدمه 

صرع يكي از عمومي‌ترين مشكلات نورولوژيكي جهان در تمام اعصار بوده است. در يونان باستان بيماري وحشتناكي به شمار مي‌آمده كه آن را ناشي از غلبه خدايان بر فرد مي‌دانستند. در انجيل نيز به درمان صرع با خارج كردن ارواح خبيثه از تن اشاره شده است. بقراط حكيم صرع را اين گونه تعريف مي‌كند: «صرع عبارت است از اختلال عمل مغز» (1). 

نام صرع به وضعيتي اشاره دارد كه نوعي ناتواني و وابستگي را براي فرد به دنبال دارد و توانايي‌ها و عملكرد وي را تحت تأثير قرار مي‌هد. آمار نشان مي‌ دهد كه 5/0-1% از جمعيت جهان به اين بيماري مبتلا هستند (3،2). 
علل حملات صرعي متعدد است و بيماريهاي گوناگون عصبي، عفونت، تومور، ضربه مغزي، بيماريهاي مادرزادي، تب، عوامل سمّي و عوامل متابوليك را در بر مي‌گيرد (4،2). 

قبل از كشف داروهاي ضد صرع، از طريق اعمالي مثل سوراخ‌كردن جمجمه، حجامت و نيز به كار بردن گياهان اقدام به درمان صرع مي‌كردند (1) تا آن كه مانند ساير بيماريها بالاخره با استفاده از دارو به درمان اين بيماري پرداخته شد؛ به عنوان مثال در سال 1912 براي اولين بار از داروي فنوباربيتال به عنوان يك داروي ضد تشنج جديد و مفيد استفاده شد و پس از آن فني توئين و داروهاي ديگر وارد عرصه دارويي شدند (1). 

نكته اصلي در درمان صرع، لزوم درمان طولاني مدت، مداوم و توأم با داروها است كه زمينه بروز عوارض جانبي متعدد داروها را بيشتر فراهم مي‌كند. اينجاست كه توجه دوباره به طب سنتي و داروهاي گياهي با هدف دستيابي به داروهاي كم‌خطر و با حداقل عوارض جانبي آشكارتر مي‌شود. 

گياه Echium Amoenum  يا گل گاوزبان ايراني از ديرباز در طب سنتي ايران به عنوان آرامبخش، مدر، مرهم بافتهاي مخاطي، نرم‌كننده، خلط‌آور، كاهش‌دهنده تپش قلب و تقويت‌كننده مورد استفاده قرار گرفته است (5). در مطالعات قبلي ثابت شده كه اين گياه حاوي مقاديري فلاونوئيد است كه با اتصال به گيرنده‌هاي بنزوديازپيني مي‌توانند اثرات مشابه آنها ايجاد كنند (5). 

با توجه به خواص ذكر شده به نظر مي‌رسد كه اين گياه داراي اثرات ضد تشنجي باشد. در بررسي منابع كتاب‌شناختي و بانك‌هاي اطلاعاتي مدرك معتبري در مورد بررسي اثر ضد تشنجي اين گياه يافت نشد؛ به همين دليل در اين تحقيق با استفاده از پيكروتوكسين كه ماده‌اي تشنج‌زا است و براي ايجاد تشنج تجربي مورد استفاده قرار مي‌گيرد (7،6) اثرات ضد تشنجي اين گياه مورد تحقيق قرار گرفت.
روش بررسي
در اين تحقيق تجربي، گياه گاوزبان ايراني با نام علمي 
Echium Amoenum Fisch & Mey از خانواده Boraginaceae مورد بررسي قرار گرفت. اين گياه بومي ايران است و جنس و گونه آن به تأييد بخش فارماكوگنوزي دانشكده داروسازي دانشگاه علوم پزشكي كرمان رسيده است. 
براي انجام تحقيق از موش سوري سفيد از جنس نر با وزن 25-30 گرم كه از مركز تحقيقات علوم و اعصاب دانشگاه علوم پزشكي كرمان تهيه شده بود، استفاده شد. 

براي استخراج عصاره گياه، از روش پركولاسيون استفاده شد؛ بدين ترتيب كه ابتدا گلبرگهاي گياه خرد (وزن 
پودر= 50 گرم) و وارد پركولاتور شد؛ روي گياه خردشده، يك كاغذ صافي گذاشته شد و حلال به آهستگي به آن اضافه گرديد تا يكنواختي به هم نخورد. بايد توجه داشت كه حلال بايستي همواره روي گياه را بپوشاند. 

ميزان تخليه عصاره از پركولاتور 5 ميلي‌ليتر در دقيقه در نظر گرفته شد (8). در اين تحقيق مدت‌زمان عصاره‌گيري 72 ساعت بود؛ سپس عصاره توسط روتاري اواپريتور (Rotary Evaporator) به روش تقطير در خلأ در حرارت40 درجه سانتيگراد تغليظ شد و در نهايت به مدت 48 ساعت در آون 30 درجه سانتيگراد قرار گرفت تا خشك گردد. وزن عصاره خشك 1/10 گرم بود. 

عصاره تهيه‌شده بخوبي در نرمال سالين حل شد. براي تهيه غلظت‌هاي مختلف آن از نرمال سالين استفاده شد؛ همچنين به عنوان حلال فنوباربيتال و حامل در گروه شاهد منفي از نرمال سالين استفاده گرديد. 

در اين تحقيق حمله تونيك (Tonic) به حالتي اطلاق شد كه اندامها در يك وضعيت كشيده و سخت قرار مي‌گيرند (Extension Rigidity) و معمولاً كمتر از 1-2 دقيقه در آن حالت باقي مي‌مانند (9،7). حمله كلونيك (Clonic) نيز به حالتي اطلاق گرديد يكي يا همه اندامها دچار حركات لرزشي پي در پي و غير ارادي منظم مي‌شود و بيمار به طور مرتب دست و پا مي‌زند. در موش اين حمله مي‌تواند همراه با حالتي مرسوم به «دويدن وحشيانه» باشد (10). 

مدتي كه از زمان تزريق پيكروتوكسين تا مرگ ناشي از تشنج ثبت شد، به عنوان مدت زنده‌ماندن (Survival) در نظر گرفته شد (11).

موش‌هايي كه قبل از پيكروتوكسين، حامل به ميزان ml/kg 10 دريافت كردند، به عنوان گروه شاهد منفي و موش‌هايي كه قبل از پيكروتوكسين، فنوباربيتال با دوز mg/kg40 دريافت كردند، به عنوان گروه شاهد مثبت درنظر گرفته شدند. 
براي انجام آزمايش، دوزهاي مختلف عصاره يعني 
mg/kg 125/3، 25/6، 5/12 و 25 و يا فنوباربيتال با دوز 
mg/kg 40 و يا حامل به ميزان ml/kg 1/0 از محلولها يا غلظتهاي متفاوت تهيه شد و به موش‌ها تزريق گرديد و بعد از 20 دقيقه پيكروتوكسين به مقدار mg/kg 10 تزريق شد تا ضمن بررسي اثر ضد تشنجي دوزهاي تجربي فوق مؤثرترين آنها تعيين شود. 

بدين منظور حيوانات 24 ساعت قبل از انجام آزمايش به محل نگهداري حيوانات منتقل شدند و از آنها به صورت دسته‌جمعي در قفسهاي مخصوص نگهداري ‌شد. 3در اين مدت دوره 12 ساعت روشنايي و 12 ساعت تاريكي برقرار بود و حيوانات به آب تصفيه شده شهري و غذاي آماده دسترسي داشتند. يك ساعت قبل از انجام آزمايش موشها به قفسهاي مجزا منتقل شدند. ميزان حجم محلول تزريقي براي هر موش ml/kg10 بود و همه تزريقها به صورت داخل صفاقي انجام شد. زمان شروع تشنج، دوام تشنج و زمان مرگ ناشي از آن در طي مدت يك ساعت ثبت شد و موشها از نظر مرگ و يا عدم مرگ در طي مدت يك روز تحت نظر بودند. 

در هر سري از آزمايشها اثر دوزهاي مختلف عصاره گياه و فنوباربيتال بر زمان شروع تشنج، دوام تشنج و زمان مرگ ناشي از پيكروتوكسين به صورت ميانگين و انحراف معيار 10 عدد موش سوري ثبت شد.
اطلاعات جمع‌آوري‌شده با استفاده از آزمون آماري t و Chi-Square مورد تحليل قرار گرفتند. سطح معني‌داري 05/0P< در نظر گرفته شد. 

يافته‌ها
- تشنج ناشي از تزريق ml/kg10 پيكروتوكسين در موش سوري 

تشنج ابتدا با انقباضات خفيف و پرش عضلات، خوابيدن گوش‌ها، پرش گوش‌ها، افزايش ضربان قلب، انقباض دم، جمع‌كردن دست‌ها و … آغاز شد؛ سپس پاهاي حيوان از هم باز و قدرت حركت آن محدود شد؛ حيوان به صورت كشيده روي زمين قرار گرفت. ممكن است كمر حيوان به حالت كماني قرار گيرد كه در اين حالت انقباضاتي در  ناحيه گردن به صورت تيك قابل مشاهده خواهد بود. در مواردي كه اين مرحله كه چند دقيقه طول مي‌كشد، مشاهد شد، به عنوان تشنج تونيك در نظر گرفته شد. بعد موش يك‌باره دچار لرزشهاي پي در پي و غير ارادي با فركانس بالا شد. در اين مرحله حيوان به شدت دچار حركات تشنجي و بي‌قراري گرديد كه اغلب تمام قسمتهاي بدن درگير بود. گاهي شدت حملات به حدي بود كه موش به سمت بالا پرتاب مي‌شد. گاهي حيوان حالت كلاف به خود مي‌گرفت و گاهي با دم در حالت انقباض شديد حركات شلاقي انجام مي‌داد؛ همچنين گاهي دويدن وحشيانه مشاهده شد. 

- اثر دوزهاي مختلف عصاره متانولي گياه 
Echium Amoenum بر زمان شروع تشنج ناشي از پيكروتوكسين در موش سوري 

پيكروتوكسين با دوز mg/kg 10 به تنهايي در موش سوري باعث شروع حملات تشنجي در مدت زمان 70 ثانيه شد. پيش‌درماني با دوزهاي مختلف عصاره باعث تأخير در شروع حملات تشنجي گرديد. مؤثرترين دوز عصاره در اين مرحله mg/kg  25/6 بود كه باعث تأخير در شروع حملات تشنجي تا حد 108 ثانيه شد (05/0P<) (نمودار 1). 

- اثر دوزهاي مختلف عصاره متانولي گياه 
Echium Amoenum بر زمان مرگ ناشي از پيكروتوكسين در موش سوري 
زمان مرگ ناشي از پيكروتوكسين با دوز mg/kg10 به تنهايي در موش سوري 867 ثانيه بود. در حيواناتي كه با دوزهاي مختلف عصاره پيش‌درماني شده بودند، اين زمان به تأخير افتاد كه در اين بين مؤثرترين دوز mg/kg  25/6 بود كه باعث تأخير در زمان مرگ تا حد 4106 ثانيه شد (01/0P<) (نمودار 2).
- اثر دوزهاي مختلف عصاره متانولي گياه 
Echium Amoenum  بر دوام تشنج ناشي از پيكروتوكسين در موش سوري 
دوام تشنج ناشي از پيكروتوكسين با دوز mg/kg 10 به تنهايي در موش سوري 67/796 ثانيه بود. در اين مرحله موثرترين دوز mg/kg25/6 بود (01/0P<) كه دوام تشنجات در اين گروه تفاوت چشمگيري با مدت زمان دوام تشنج در گروه شاهد داشت و شدت تشنج نيز خيلي ضعيف‌تر بود (نمودار 3). 

ميزان مرگ و مير در گروه شاهد 80% و موثرترين دوز mg/kg25/6 بود كه مرگ و مير را تا 6/28% كاهش داد 
(01/0P<) (نمودار 4).
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نمودار 1- اثر عصاره متانولي گياه Echium Amoenum بر زمان شروع تشنج ناشي از پيكروتوكسين در موش سوري 
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نمودار 2- اثر عصاره متانولي گياه Echium Amoenum  بر زمان مرگ  ناشي از پيكروتوكسين در موش سوري 
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نمودار 3- اثر عصاره متانولي گياه Echium Amoenum  بر دوام تشنج ناشي از پيكروتوكسين در موش سوري 
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نمودار 4- درصد مرگ و مير در گروههاي مختلف دريافت‌كننده پيكروتوكسين و عصاره 
بحث و نتيجه‌گيري
در مطالعات قبلي اثرات ضد دردي پيكروتوكسين در دوزهاي ml/kg 3-2 و ايجاد تشنج در دوزهاي بالاتر در موش سوري گزارش شده است (12). 

از چند گونه گياهان خانواده Boraginaceae، بخصوص گاو زبان (Borgo Officinalis) و گونه ايراني آن (Echiun Amoenum) از زمانهاي دور در طب سنتي ايران به عنوان آرامبخش استفاده مي‌شده است (13). 
مطالعات فيتو شيميايي وجود فلاونوئيدها را در اين گياه نشان داده و ثابت شده است كه مي‌توانند با اتصال به گيرنده‌هاي بنزوديازپيني اثرات مشابه بنزودياپين‌ها را از خود بر جاي گذارند (5). نتايج به دست آمده در اين مطالعه نشان داد كه عصاره متانولي پركوله گياه Echium Amoenum داراي اثرات ضد تشنجي در موش سوري مي‌باشد. دوز mg/kg25/6 از عصاره اين گياه داراي بيشترين اثر ضد تشنجي بود و زمان شروع تشنج را نسبت به گروه شاهد كه تنها پيكروتوكسين دريافت كردند، به ميزان قابل توجهي به تأخير انداخت. دوزهاي كمتر از mg/ml25/6 اثرات كمتري از خود نشان دادند. به نظر مي‌رسد كه دوزهاي كمتر قادر به ايجاد غلظت خوني كافي براي ايجاد حداكثر اثر نيستند. از طرفي افزايش دوز نيز باعث كاهش اثرات عصاره شد و اين احتمال را تقويت مي‌كند كه دوزهاي بالاتر از mg/kg 25/6 غلظت خوني بالاتر از حد درماني ايجاد مي‌كنند و آثار مشاهده شده ناشي از اثرات غير فارماكولوژيك و شايد سمّي عصاره باشد. مشاهدات عيني هنگام انجام آزمايشها در گروههاي دريافت‌كننده‌ دوزهاي بالاتر نيز حاكي از اين امر بود؛ به طوري كه رفتارهاي كاملاً متفاوت و چند گانه‌‌اي كه ناشي از نوعي تحريك و بي‌قراري (احتمالاً ناشي از درد يا تأثيرات سمّي بر روي سيستم عصبي) در حيوانات مي‌باشد، به چشم مي‌خورد. 

با محاسبه درصد مرگ و مير نيز نتايج جالبي بخصوص در دوز mg/kg  25/6 حاصل گرديد؛ اين دوز درصد محافظت از مرگ ناشي از پيكروتوكسين را در موش سوري تا حد 4/71% افزايش داد (درصد مرگ و مير= 6/28%). درصد مرگ و مير در گروه شاهد كه تنها پيكروتوكسين با دوز mg/kg10 دريافت كردند، 80% بود. در گروههاي دريافت‌كننده دوزهاي بالاتر (mg/kg5/12 و 25) ميزان مرگ و مير افزايش داشت كه احتمالاً تحت تأثير عوارض سمّي و كشنده عصاره مي‌باشد. عصاره گياه باعث طولاني‌تر شدن دوام تشنج شد و به نظر مي‌رسد دوزهاي مختلف عصاره به دليل به تأخير انداختن زمان مرگ باعث بقاي بيشتر حيوان مي‌شود كه مدت زمان بيشتري در مرحله تشنج به سر برده است ولي شدت حملات در گروههايي كه دوزهاي مختلف عصاره، بخصوص دوز mg/kg 25/6 دريافت كرده بودند، بسيار خفيف‌تر از گروههاي شاهد بود. 
در اين مطالعه از فنوباربيتال كه يك داروي مؤثر ضد تشنج است، به عنوان شاهد مثبت استفاده شد و مشخص گرديد كه مكانيسم ضد تشنجي آن مربوط به گيرنده‌هاي GABAA مي‌باشد. همانطور كه مي‌دانيم سه نوع گيرنده GABA در مغز وجود دارد: GABAA، GABAB و GABAC. گيرنده نوع B وابسته به پروتئين G مي‌باشد؛ در حالي كه گيرنده‌هاي نوع A و C كانال‌هاي ليگاندي يون كلر هستند كه پلاريزاسيون غشاي نورون را افزايش مي‌دهند و مستقيماً عمل مي‌نمايند. پيكروتوكسين و پيكوكولين آنتاگونيست‌هاي گيرنده GABAA هستند كه هر دو مي‌توانند شديداً باعث تشنج شوند (6)؛ با اين حال مشخص نيست كه آيا ماده مؤثر موجود در عصاره گياه Echium Amonenum از طريق گيرنده‌هاي GABA عمل مي‌كند يا خير. مواد مؤثر اصلي در اين گياه پيروليزيدين آلكالوئيدها (ماننداكي ميدين)، فلاونوئيدها، اسيد رزمارينيك، آنتوسيانين‌ها، ساپونين‌ها، ترپنوئيدهاي اشباع‌نشده و استرول‌ها هستند (13،5). 

احتمالاً اثرات ضد تشنجي اين گياه توسط فلاونوئيدها 
(12)، اسيد رزمارينيك و برخي از مواد فوق اعمال مي‌شود. البته اثبات اين امر نيازمند جدا نمودن اين تركيبات از گياه و تحقيق اختصاصي بر روي اين مواد مي‌باشد.

از آنجا كه اين گياه به عنوان يكي از گياهان مرسوم و مؤثر و مورد قبول در طب سنتي ايران، به عنوان آرامبخش و تقويت‌كننده به شمار مي‌رود، همچنين يكي از گياهان بومي ايران است، مي‌توان به طور گسترده‌تري در مورد آن مطالعات دقيق و پيگير انجام داد. اهميت دنبال كردن اين مطالعه در زمينه آناليز‌هاي فيتوشيميايي و مطالعات دقيق‌تر و گسترده‌تر فارماكولوژيك آشكارتر مي‌شود.  
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Effects of methanolic extract of Echium amoenum Fisch & Mey on seizure induced by picrotoxin in mice

Hosseini A.*, Shariatifar N.*

Abstract: 

Background and Aim: The sedative effects of medicinal herbs of Echium Amoenum Fisch & Mey on nervous system have been known for many years. The aim of this study was to investigate the effects of methanolice extract of Echium amoenum Fisch & Mey against seizure induced by picrotoxin in mice. 

Materials and Methods: In this experiment study, in the first phase four groups of animals were pretreated by metabolic extract of this plant via intraperitoneal injection. After 20 minutes each animal received picrotoxin 10mg/kg for the induction of seizure. Then lateney of onset time for the beginning of seizure, duration of seizure and mortality were determined. Data were subjected to the t test and chi-square test (P<0.05).

Results: The results showed that latency of seizure was increased significantly in case groups that pretreated with different doses of extract (P<0.05) (especially 6.25 mg/kg). In addition, these doses delayed significantly the time death in mice (P<0.01). 

Conclusion: The extract of Echium Amoenum appears to be effective on seizure induced by picrotoxin in mice. 

Key Words: Echium Amoenum; Seizure; Picrotoxin; Mice 
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