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بررسي اثر التيام بخشی عصاره هيدروالكلي گياه تشنه داری(Scrophularia striata) 
برروی زخم باز پوستی خرگوش
بهنازشوهانی1(،علي اصغرهمتي2، مهين طاهری مقدم3
1) گروه بافت شناسی، دانشکده پزشکي، دانشگاه علوم پزشکي ايلام  

2) گروه فارماکولوژی، دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکي جندي شاپور اهواز
3) گروه پاتولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکي جندي شاپور اهواز
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واژه های کلیدی: التيام زخم، عصاره هيدروالكلي، گياه تشنه داري، پوست، خرگوش
مقدمه
التيام يا ترميم زخم يک فرايند بهبودي است که به دنبال ضايعه پوست و ساير نسوج ايجاد مي شود،(1). يکي از اهداف علم پزشکي، ترميم زخم در زمان کوتاه تر و با عوارض جانبي کمتر است. کوتاه کردن زمان بهبود زخم به دليل کم کردن احتمال عفونت و يا عوارض زخم و کاهش هزينه ها از اهميت به سزايي برخوردار مي باشد.(2)
داروهای گياهی(به دانه، شیرین بيان، بابونه...)و شیمیایی(اکسيددوزنگ، دکسپانتنول، فني توئين...) فراوانی جهت ترميم زخم به کار برده مي شود.
گل سازویی یا اسکروفولاريا استرياتا با نام محلي تشنه داري گياهی است خودرو، چند ساله و از تیره گل میمون که در استان ایلام و مناطقی ازاستان خوزستان رشد مي کند.(4)
 تركيبات شیمیایی این گياه شناسايی نشده اما مردم ساكن استان ایلام سالهاست که به صورت تجربی از این گياه به صور مختلف از قبیل جوشانده خوراکي، بخور و ضماد در درمان بیماری های متفاوت از جمله التهاب و عفونت چشم و گوش، سوختگی های پوستی، زخم های عفونی، اپی زیاتومی، درد و اختلالات گوارشی، سرماخوردگی، هموروئید، کورک و... استفاده مي کنند،(5). لذا با توجه به مصرف فراوان این گياه در استان ایلام، اثر آن بر روند التيام زخم باز پوستي خرگوش طی مطالعه ای تجربی در سال 1386 در مركز تحقيقات و نگهداري حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز بررسی شده است تا با ارائه نتايج آن به مراکز دارويي معتبر، زمينه تحقيقات وسيع تر اين گياه فراهم شده و نهايتاً فرم دارويي موثر آن در دسترس عموم قرار بگيرد.
 مواد و روش ها
1) تهیه گياه:
گیاه تشنه داری در فصل بهار از دامنه کوه های استان ایلام(زاگرس) جمع آوری و در سایه خشک شد. این گیاه توسط کارشناسان دانشـــکده کشاورزی دانشگــــاه چمران اهواز و مـــرکز تحقیقات کشاورزی جهاد کشاورزی استــــان خوزستان شنــــاسایی شد. 
2) تهیه عصاره و پماد:
برای استخراج مواد موثر از روش خیساندن استفاده شد. به 200 گـــرم از گیاه پودر شده، 1000 میلی لیتر الکل 70 درصد اضافه و به مدت 3 روز نگهداری گردید، سپس عصاره به کمک کاغذ صافی و قیف جدا و توسط دستگاه تقطیر در خلاء تا حد امکان تغلیظ شد، پس از تعیین چگالی عصاره تغلیظ شده، پمادهایی با غلظت های 2 درصد، 5 درصد و10 درصد وزنی- وزنی در پایه اسرین(ساخت انستیتو پاستور ایران)، تهیه گردید.(6،7)
3)حیوانات آزمایشگاهی:
حیوان مورد آزمایش، 36 راس خرگوش نر و ماده نیوزلندی در محدوده وزنی06/2- 2/1 کیلوگرم بوده، که از مرکز تحقیقات، تکثیر و نگهداری حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز تهیه شدند. حیوانات در همین مرکز در قفس های آلومینیومی جداگانه با شرایط 12 ساعت روشنایی، 12 ساعت تاریکی و دمای 2±23 درجه سانتیگراد و رطوبت 55-45 درصد نگهداری شده و با غذای فشرده(ساخت کارخانه شوشتر)، سبزیجات تازه، هویج و آب لوله کشی شهر بدون محدودیت تغذیه شدند. حیوانات به 6 گروه شش تایی: شاهد، گروه اسرین(شاهد منفی)، گروه فنی توئین 1 درصد(شاهد مثبت)، تشنه داری 2 درصد(آزمایش 1)، 5 درصد(آزمایش 2) و 10 درصد(آزمایش 3) تقسیم شدند.
4) روش ایجاد زخم و درمان آن
محل ایجاد زخم، طبق روش  crossو همکارانش(1995)، پهلوی حیوان نزدیک ستون فقرات در نظر گرفته شد،(8). ابتدا موهای محل مورد نظر با قیچی کوتاه و سپس کاملا تراشیده شدند، پس از آن حیوان در وضعیت خمیده استاندارد قرارداده شده و پس از ضد عفونی محل، در حالی که پوست با کشش ساده، بین انگشتان نگه داشته شده بود، با کمک یک شابلن فلزی، مربعی با ابعاد mm20×20 روی پوست ترسیم گردید. پس از بی حسی موضعی ناحیه ترسیم شده، ضخامت کاملی از پوست تالایه فاشیا با استفاده از چاقوی جراحی برداشته شد،(8،9). بلافاصله پس از ایجاد زخم، محل مورد نظر بـــا سرم فیزیولوژی شست و شو داده شده و براساس طبقه بندی انجام شده، زخم هر گروه با ماده مورد نظر پانسمان شد. بدین ترتیب که در گروه شاهد منفی از اسرین، در گروه شاهد مثبت از اسرین محتوی فنی توئین 1 درصد(ساخت شرکت دارو پخش)، در گروه های آزمایش نیز به ترتیب غلظت های متفاوت اسرین محتوی عصـــاره تشـــنه داری 2 درصــد، 5 درصد و 10 درصد استفاده گردید. این کار تا بسته شدن کامل زخم و تشکیل مجدد اپیدرم هر 12ساعت یک بار ادامه یافت.(9،10)
علاوه بر این مساحت زخم نیز هر 24 ساعت یک بار تا بهبود کامل زخم اندازه گیری شد. برای این کار، حیوان را در وضعیت خمیده استاندارد قرارداده و با کمک کاغذ شفاف، محیط زخم ترسیم و با استفاده از کاغذ میلی متری مساحت زخم محاسبه شد. خطای اندازه گیری با 3 بار اندازه گیری و به دست آوردن معدل آن ها به حداقل رسید،(8،9). وسعت زخم در روز اول به عنوان 100 درصد در نظر گرفته شد و وسعت زخم در روزهای بعد با مساحت آن ها در روز اول مقایسه گردید.(10،11)
به منظور بررسي آماري نتايج، درصد بهبودي زخم گروه هاي مختلف طي تمام روزهاي درمان بر اساس آزمون one way ANOVA و Tukey با يكديگر مقايسه شدند.
5) مطالعات بافت شناسي:
جهت بررسي هاي بافت شناسي از روش رنگ آميزي هماتوكسيلين و ائوزين استفاده شد. بدین ترتیب که نمونه هايي از ضخامت کامل پوست در روزهای هفتم و پايان درمان از يك حيوان اضافي كه در هر گروه براي مطالعه بافت شناسي در نظر گرفته شده بودند، برداشته شدند،(7). نمونه ها پس از شست و شـو 
با سرم فیزیولوژی در محلول فرمالین 10 درصد نگهداری و ثابت شده، پس از گذراندن مراحل آب گیری در الکل با غلظت های صعودی 60 تا مطلق، با استفاده از گزیلل شفاف شده و با پارافین قالب گیری شدند. ضخامت های 5 میکرونی از بافت ها تهیه و با روش متداول H&E رنگ آمیزی و در نهایت با میکروسکوپ نوری مطالعه شدند.(12،13)
يافته هاي پژوهش
در گروه هاي شاهد و شاهد منفی(دريافت کننده اسرین)، بهبود زخم حيوان 21 روز طول كشيد و بین زمان التيام زخم این دو گروه اختلاف آماري معني دار وجود نداشت اما اين گروه ها با تمامي گروه هاي تحت درمان اختلاف آماري (5./.P<)داشتند.
زخم پوستي در خرگوش هاي درمان شده با پماد فني توئين 1 درصد ، پس از گذشت 17 روز بهبود يافت كه از ابتدای درمان با گروه درمان شده با اسرین و شاهد داراي اختلاف آماري معني دار(1./.P<)مي باشد.
بهبود کامل زخم در گروه هاي آزمایش دريافت کننده عصاره تشنه داری 2 درصد، 5 درصد و10 درصد به ترتیب در 18،17و16 روز صورت گرفت و هر سه اين گروه ها با گروه هاي شاهد و درمان شده با اسرین اختلاف آماري معني دار داشتند(5./.P<). بین گروه درمان شده با عصاره تشنه داری 5 درصد و گروه هاي فني توئين 1 درصد و عصــــاره تشنه داري 2 درصد و 10 درصــــد اختلاف آماري معني داري مشاهده نگـــــرديد. همچنيـــــن زمان التيام در گروه دريافت کنــــنده عصــــاره تشنـــــه داری 10 درصد با گروه 2 درصد اختلاف آماري معني دار(5./.P<)و با گروه هاي 5 درصد عصاره تشنه داری و فني تـــــوئين 1 درصــــد اختلاف آماري معنــي دار نداشت.(نمودارشماره 1)


نمودارشماره 1. ميانگين مدت زمان ترميم در گروه هاي مختلف
در نتايج به دست آمده از مطالعه بافت شناسي نمـــــونه ها در روز هفتم، در نمونه های پوستي بدون درمان و گروه درمان شده با اسرین اپيدرم ديــــده نمي شود، زخــــــم به همراه نكروز مشـــاهده شده و خونريزي و التهـــــاب در درم مشهود است.(تصويرشماره 1)

تصوير شماره 1. نمونه پوست گروه شاهد در روز هفتم درمان( بزرگنمايي25 ×H&E )
پرخونيC:           زخم : P

اپيدرم در نمونه های درمان شده بـــا فني توئين 1 درصد با ضخامت كم تشكيل شده. بافت همبندي زيرين تشكيل شده اما ضمائم پوستي در آن ديـــده نمي شود. در ناحيه درم خونريزي، پرخوني و واكنش التهابي ديده مي شود. تكثير سلول هاي فيبروبلاست و رسوب كلاژن مشهود است.(تصويرشماره2)

تصوير شماره2. نمونه پوست گروه فنی توئین1 درصد در روز هفتم درمان ( بزرگنمايي25 ×H&E )

كلاژن : CO                    اپيدرم E:  


تصاوير پوستي درمان شده با عصاره 2 درصد تشنه داري، مويد تكثير سلول هاي اپيدرمي در كناره زخم به همراه واكنش التهابي و تشكيل مختصر نسج گرانولاسيون و گلبول هاي قـــرمز بوده است. در نمونه های پوستي درمان شده باعصاره 5 درصـــد تشنه داري نيـــز اپيدرم درحال تشكيل شدن بود، رشته هاي كلاژن و فيبروبلاست ها در عمق درم قابل مشاهده بوده و مقدار كمي التهاب و نكــــروز ديده مي شد. این در حالي است كه در نمونه های درمان شده با عصاره 10 درصد تشنه داري علاوه بر تشكيل اپيـدرم و درم، سلـــــول هاي فيبروبلاست و رشتـــه هاي كلاژن فــــراوان مشاهده می شود. سلول هاي التهـــابي به تعداد كم قابل مشاهده است.(تصويرشماره3)

تصوير شماره 3 . نمونه پوست گروه تشنه داری10 درصد در روز هفتم درمان(بزرگنمايي40 ×H&E )

دلمه  S:
در روز پايان درمان، در نمونه های پوستي گروه درمان نشده و گروه دریافت کننده اسرين با آن كه اپيدرم مشاهده می شود اما ضمائم پوستي مشـــاهده نمی شوند در صورتی كه در گروه درمان شده با عصاره تشنه داري 2 درصد، قسمتي از اپيدرم همراه ضمائم پوستي و قسمتي ديگر بدون ضمائم پــــوستي در درم ديده می شود و قـــــدري پرخوني در بــافت قـــابل رويت است. در نمــــونه های 5 و 10 درصد عصــــاره تشنه داري اپيدرم به طور كامل تشكيل شــــده، فـــوليكول مو و غدد سباسه تكامل يافته، پرخــــوني و التهــاب مشـــاهده نمــــي شود. رگ خـــوني به همـــراه فيبـــروبلاست و رشته هاي كلاژن فراوان در نمــــونه 10 درصد قـــابل مشــاهده است.
بحث و نتيجه گيري
 ترميم زخم داراي مراحل مختلف التهاب، تکثير و بازسازي است كه هركدام از اين ها خود از مراحل متعدد ديگري تشكيل شده كه پاره اي از آن ها باهم تداخل داشته و به راحتي از هم قابل تفکيک نيستند،(3). لذا بهبود كمی و كيفی هركدام از مراحل می تواند منجر به تسريع ترميم زخم وكاهش عوارض ناشي از آن شود. پس از بررسي و جستجوهاي فراوان در منابع مختلف علمي در رابطه با گياه تشنه داري و زخم و يا التهاب پوست مطالعه اي يافت نشد. تنها در سال 1383 عباسي و همکاران اثر عصاره تشنه داري را روي باکتري هاي استاف اورئوس و سودوموناس اسپرژيلوس در محيط آزمايشگاهي بررسي کرده و بــه 

اثر ضد باکتريايي آن که معــــادل بتــــادين است پي بردند.(14)
در اين پژوهش طبق بررسي هاي انجام شده چنين نتيجه گيري شد كه مدت زمان ترميم زخم در گروه هاي بدون درمان و دريافت كننـــده اسرين طولاني تر و در گروه فني توئين 1 درصد و عصاره تشنه داری 1 درصد از بقيه كوتاه تر بوده و تمــامي گروه ها با دو گروه بدون درمان و گروه دريافت كننده اسرين اختلاف آماري معني دار داشته اند. اين اختلاف در تصاوير ميكروسكوپي بافت شناسي نيز به وضوح مشخص بود.
با وجــود مشـــــابه بودن طول دوره تـرميم با 

فني توئين 1 درصد و عصاره تشنه داري10 درصد، نتايج هيستوپاتولوژي در روز هفتم درمان نشان داد كه ميزان التهاب و خونريزي در گروه درمان شده با عصاره تشنه داري 10 درصد نسبت به گروه درمان شده با فني توئين 1 درصد كمتر بوده و تراکم رشته هاي كلاژن و فيبروبلاست هاي آن بيشتر بود. در روز پايان درمان نيز رگ زايي و موزايي به وضوح در گروه درمان شـده با عصاره تشنه داري 10 درصد نسبت به گروه فني توئين 1 درصد بيشتر بود.
لذا با جمع بندي اطلاعات فوق، در روز هفتم درمان و همچنين در روز پايان درمان كه در چهار گروه فوق اپيدرم تشكيل شده و بافت گرانولاسيون كامل گشته، وجود رسوب بيشتر رشته هاي كلاژن و تراکم بالاتر فيبروبلاست ها و فوليكول هاي مو و رگ هاي خوني در گروه درمان شده با پماد تشنه داري 10 درصد و كمتر بودن طول دوره تـرميم در اين گـــــروه در مي يابيم كه پماد تشنه داي 10 درصد موجب ترميم سريع تر و بهتر نسبت به ديگر گروه هاي درمانی شده است. 
طبق بررسي هاي انجام شده توسط محققين مختلف و استخراج مواد متفاوت از ديگر گونه هاي اسكروفولاريا احتمال مي رود كه با توجه به مشترك بودن بسياري از اين تركيبات در گونه هاي پراكنده در سراسر دنيا، حداقل برخي از اين تركيبات در تشنه داري موجود باشند. لذا ممكن است كه موثرتر بودن گياه تشنه داري در روند ترميم به خاطر وجود تركيبات گليكوزيدي ايريــــدوئيدي در قسمت هاي مختلف اين گياه باشد كه با مهار توليد پروستاگلاندين E2، اینترلوكين هاي مختلف(IL-1α , IL2 , IL-4)، فاكتور 
نكروز دهنده تومورگاما و اينترفرون باعث كاهش ادم و ارتشاح سلولي و كاهش تكثير لنفوسيــــت هاي T مي شوند،(15،16). علاوه بر اين با افزايش رشد فيبروبلاست ها زمينه را براي ترشح بيشتر كلاژن و در نتيجه ترميم سريع تر زخم فراهم مي نمايند.(17)
علاوه بر اين وجود گليكوترپنوئيدهاي متفاوت در ديگر گونه هاي اسكروفولاريا که باعث كاهش ادم و توقف ارتشاح سلولي مي شوند و خاصيت ضد التهابي دارند،(18). و همچنيــــن وجود گليــــكوزيدهاي فنيل پروپانوئيد كه مهاركننده فعاليت ماكروفاژ و در نتيجه مهار توليد واسطه هاي شيميايي التهابي و نهايتاً كاهش التهاب مي شوند،(19). و وجود اسيدهاي فنوليـــك با خاصيـــت ضد بــاكتريايي در برخي گونه ها،(20). دليل ديگري براي موثر بودن اين گياه در التيام زخم هاي پوستي مي باشد. با اين حال تحقیقات در مورد اين گياه هنوز در مراحل ابتدايي بوده و با توجه به مصرف گسترده آن در منطقه تــوصیه مي شود اثر آن بر التهاب، انواع ديگر زخم ها، سوختگي ها و همچنين اثر آن بر رشد فيبروبلاست ها نيز بررسي و مواد موثره موجود در اين گياه جداسازي و شناسايي گردد.
سپاسگزاری
هــــزينه اين تحقیق توسط دانشگاه علوم پزشکي ايلام تامين شده است. در نهايت از همکاري مدیریت محتــــرم آموزشـــــي، معاونت و کارکنان محترم پژوهشي دانشــــگاه علوم پزشکي ايلام، دکتر فروزان حسيــــــني، دکتر شبـــنم موثقي و مهنــــدس لطيفي صميمانه تشکر و قــــدردانـي مي شود.
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Abstract
Introduction: Scrophularia striata which grows in Ilam province is used as a traditional medicine for treatment of diseases for years. Medical properties of this plant have not been documented yet. For this reason, a study was performed on this plant In study, the healing effects of Scrophularia striata extract was investigated on open skin wound of rabbit.
Materials & Methods: All parts of the plant were collected and dried. Hydroalcoholic extract of Scrophularia striata was prepared by maceration method. 36 males and female Newzeland rabbits weighing 1.2-2.06 kg were used during the study. Method of Cross et al. was used to make full thickness wound (20x20) in left flank of the animals. They were divided into 6 groups: the first group was left without treatment, the second was treated with Eucerin, in third group Phenytoin cream 1% was used and in the other groups, different concentrations of  hydroalcoholic extract of  Scrophularia striata(2%, 5%, 10%w/w) in Eucerin base were administrated 2 times daily. The areas of wounds were measured daily and healing percentage during all the days was compared with one wat ANOVA and Turkey. For histopathological studies, some biopsies were taken on the 7th and the last day.
Findings: In no treatment and Eucerin groups, the healing was completed in 21 days. In Phenytoin %1group, the healing time was 16 days and in Scrophularia striata groups of 2%, 5% and 10% the complete wound closure was observed in 18, 17 and 16 days respectively.
Conclusion: There was a significant difference between all the treated, and control and Eucerin groups, but statistical and histological studies showed that the best healing effect was from Scrophularia striata 10% extract. However, considering histological examinations and macroscopic observations, it can be suggested that Scrophularia striata extract may stimulate collagen synthesis, faster wound contraction, angiogenesis, vessel dilatation and decrease of inflammation, bleeding and edema.
Keywords: wound healing, hydroalcoholic extract, Scrophularia striata, rabbit, skin  
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چکیده


مقدمه: گــــياه تشنــه داری كه در مناطقي از استان ایلام مي رويد سالهاست که به صورت تجربی در درمان بیماری های مختلف از جمله کمک به بهبود زخم به كار مي رود با اين وجود مطالعه زيادی روی آن صورت نگرفته است. به همين منظور در اين پژوهش اثر عصاره هيدروالكلي اين گياه بر روي ترميم زخم پوستي بررسي شده است.


مواد و روش ها: پس از جمع آوري و خشك نمودن قسمت هاي مختلف گياه، عصاره هيدروالكلي آن به روش خيساندن تهيه و تغليظ گرديد. براي مطالعه از 36 راس خرگوش نيوزلندي نر و ماده در محدوده وزني 06/2–200/1 كيلوگرم استفاده شد. طبق روش cross و همكاران زخم هايي به ابعاد 2×2 سانتي متر بر روي پوست پهلوي خرگوش ها ايجاد گرديد و سپس به شش گروه شش تایی تقسيم گردیدند: گروه اول به عنوان شاهد بدون درمان نگهداری شد، در گروه دوم از اسرين(شاهد منفی)، گروه سوم از پماد فني توئين 1 درصد(شاهد مثبت) و در سه گروه ديگر از پمادهای ساخته شده از گياه تشنه داري با غلظت هاي 2 درصد، 5 درصد و 10 درصد وزني- وزني در پايه اسرين دوبار در روز استفاده گرديد. براي بررسي روند ترميم زخم ها هر روز كناره هاي زخم اندازه گيري گردید و درصد بهبودي زخم گروه هاي مختلف طي تمام روزهاي درمان بر اساس آزمونone way ANOVA و Tukey با يكديگر مقايسه شدند. به منظور مطالعات بافت شناسي، در روزهای هفتم و پایان درمان هر گروه نمونه هايی از ضخامت كامل زخم ها برداشته شد. 


یافته های پژوهش: در بررسي انجام شده متوسط زمان ترميم كامل زخم در گروه هاي بدون درمان و درمان شده با اسرين 21 روز، با پماد فني توئين 1 درصد، 16 روز و با پمادهاي 2 درصد، 5 درصد و 10 درصد گیاه تشنه داری به ترتيب 18، 17 و 16 روز بود. در بررسی بافت شناسی نیز علائم بهبود و تکامل بافت پوست در درمان با عصاره تشنه داری کامل تر بوده است.


بحث و نتيجه گيری: تمامي گروه هاي درماني اختلاف معني دار آماري(05/0< P) با گروه هاي دریافت کننده اســـرين و گروه شاهد داشتند اما نتايج آماري و بافت شناسي نشان مي دهد كه پماد تشنه داري 10 درصد نسبت به بقيه گروه ها بهترين اثر را در ترميم زخم پوستي خرگوش داشته است. با توجه به مطالعات ميكروسكوپي و ماكروسكوپي احتمال مي رود مشخص گردد كه اجزاء موثر گياه تشنه داري موجب تحريك ساخت كلاژن و انقباض سريعتر زخم، رگ زايي، اتساع عروقي و همچنين كاهش التهاب، خونريزي و ادم زخم مي شود.
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