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Abstract  

Objective 

Leishmaniasis is one of the most prevalent parasitic unicellular diseases worldwide, which is 

caused by the Leishmania genus. Currently, pentavalent antimony compounds such as 

Glucantime and amphotericin B are used to treat cutaneous leishmaniasis. In many cases, herbal 

remedies have no adverse effects and are both affordable. Therefore, finding an herbal medicine 

to treat leishmaniasis is one of the global objectives . This study aimed to evaluate the anti-

leishmanial activity of Nepeta ispahanica L. leaves alcoholic extract on promastigote stage of 

Leishmania major by in vitro colorimetric method. 

 

Materials and methods 

Different concentrations of Nepeta ispahanica L. leaf extract were used against L. major 

promastigotes compared to amphotericin B. L. major promastigotes were cultured in RPMI-1640 

medium supplemented with 10  Percent FBS. Optical absorption (OD) was measured by the 

ELISA method to determine the 50  Percent inhibitory concentration (IC50) of drugs. 

Promastigotes were added to the 96-well plate and incubated for 72 h with different 

concentrations of bay laurel leaf extract and amphotericin B (800, 600, 400, 200, 50, 25, and 10 
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μg mL-1). Flow cytometry was used to evaluate apoptosis. All concentrations were incubated in 

the MTT assay for 3 min and the flow cytometric assay for 2 h. Statistical data were analyzed by 

Duncan, ANOVA, and SAS software at P≤0.05. 

 

Results 

In N. ispahanica L. leaf extract treatments, the greatest amount of apoptosis (42.47  Percent) was 

related to treatment of 800 μg mL-1 concentration. Maximum amount of apoptosis (97.35 Percent) 

in amphotericin B treatments as positive control was related to treatment 800 μg mL-1 

concentration.  CC50 of Amphotericin B and leaf extract of bay laurel treatments was obtained in 

129.6 and 162 μg mL-1 concentrations, respectively. Inhibitory concentration (IC50) of 

amphotericin B and N. ispahanica L. leaf extract treatments were 18.5 and 2989.5 μg mL-1 on L. 

major promastigotes. 

 

Conclusions 

The results showed an increase in dose-dependent apoptosis based on flow cytometric analysis.  

Also, the proximity of N. ispahanica L. leaf extract and amphotericin B treatments in apoptosis-

like cell death, which increases with increasing drug concentration. According to the IC50 results 

of N. ispahanica L. leaf extract and its high apoptotic efficiency, further studies are needed to 

evaluate of N. ispahanica L. leaf extract on Leishmania parasite and also, to design a clinical 

setting for this herbal drug. 
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Introduction 

Leishmaniasis is one of the common diseases between humans and animals which is occurred 

by one of the prevalent parasitic unicellular organisms by genesis of Leishmania. Leishmaniasis 

is one of the world‘s health problems, especially in tropical and subtropical countries. Given that 

herbal medicines in many cases do not have any side effects and are also available and 

inexpensive, this emphasizes the necessity of using indigenous plants of each region to treat 

common diseases in that region. Some natural products, such as the extract of black pepper plant 

(Sarcorhachis naranjoana (Piperaceae) are considered a rich source of anti-leishmanial 

compounds. The results of a study showed the anti-leishmanial effect of lavender, which 

significantly reduced the rate of promastigote proliferation after adding the plant's essential oil 

compared to the control group (P  >  0.05). In another study, the effect of aqueous extracts of 

Artemisia and Thirst on the growth of Leishmania major showed that L. major promastigotes in 

RPM1-1640 cultured medium were destroyed on the first day under the influence of 20% and 

25% Artemisia extract concentrations. While Thirst caused the death of the parasite at a 

concentration of 25% extract and on the third day. By investigating the anti-leishmanial activity 

of olive tree extracts, it was shown that hydroxytyrosol has the highest anti-leishmanial effect 

against stationary and logarithmic growth stage promastigotes of L. major among all-natural 

compounds tested, 50.1 ± 4.8 and 105 ± 13 µg mg-1, respectively. This study was conducted to 

investigate the anti-leishmanial effects of the alcoholic extract of Nepeta ispahanica on L. major 

promastigotes. It was carried out by using a colorimetric method. The objectives of this research 

include the following statements: Does the extract of the medicinal plant N. ispahanica have anti-

leishmanial properties? If this property exists in the extract, how does it affect compared to 

chemical drugs commonly used in medicine against L. major, such as amphotericin B, and what 

is the percentage of its inhibition and lethality on Leishmania promastigotes?   

 

Materials and methods 

Leaves of the N. ispahanica plant were collected from the native population in Sirch village 

of Kerman province of Iran. After washing, the leaf samples were dried in the shade at room 

temperature and then ground. The resulting powder was extracted using 96% ethanol solvent. It 

was carried out by the Fine Tech Soxhlet apparatus (made in Korea). The extracts were 

concentrated using an Eyel 4 rotary apparatus (made in Japan) for one hour, dried slowly under a 

laminar hood, and then stored at refrigerator temperature.  Different concentrations of N. 

ispahanica L. leaf extract were used against L. major promastigotes compared to amphotericin B. 

L. major promastigotes were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10  Percent FBS. 

Optical absorption (OD) was measured by the ELISA method to determine the 50  Percent 
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inhibitory concentration (IC50) of drugs. Promastigotes were added to the 96-well plate and 

incubated for 72 h with different concentrations of bay laurel leaf extract and amphotericin B 

(800, 600, 400, 200, 50, 25, and 10 μg mL-1). Flow cytometry was used to evaluate apoptosis. All 

concentrations were incubated in the MTT assay for 3 min and the flow cytometric assay for 2 h . 

Statistical data were analyzed by Duncan, ANOVA, and SAS software at P≤0.05 . 

 

Results 

The results of this study showed that due to the proximity of the drug and the parasite, 

promastigotes undergo programmed cell death or apoptosis, and the percentage of programmed 

cell death increases with drug concentrations (N. ispahanica L. leaf extract and amphotericin B). 

In N. ispahanica L. leaf extract treatments, the greatest amount of apoptosis (42.47  Percent) was 

related to treatment of 800 μg mL-1 concentration. Maximum amount of apoptosis (97.35 Percent) 

in amphotericin B treatments as positive control was related to treatment 800 μg mL-1 

concentration.  CC50 of amphotericin B and leaf extract of bay laurel treatments was obtained in 

129.6 and 162 μg mL-1 concentrations, respectively. Alcoholic leaf extract of N. ispahanica L. 

and amphotericin B both inhibited the growth of L. major promastigotes in vitro. Inhibitory 

concentration (IC50) of amphotericin B and N. ispahanica L. leaf extract treatments were 18.5 

and 2989.5 μg mL-1 on L. major promastigotes, respectively. The results of a study indicated that 

there was a relationship between phenolic compounds antimicrobial effect of plant extracts also 

the antifungal and antioxidant effects of the ethanolic extract of lemon balm. The results of this 

study showed that the tested extracts had a high antimicrobial effect and attributed this effect to 

the high concentration of caryophyllene and caryophyllene oxide. They also stated that the 

chemical compounds of the extracts, such as monoterpene hydrocarbons, have a visible protective 

effect. A study showed that the best concentration of N. ispahanica L. essential oil in terms of 

inhibiting the growth of Staphylococcus aureus and producing cheese with desirable flavor 

properties was 0.015% in combination with probiotic bacteria. Also, the mentioned essential oil 

had the highest effect on the growth of S. aureus at two concentrations, 0.015 and 0.03% 

respectively, and in combination with probiotics, it significantly prevented the count of these 

bacteria from reaching its toxic dose in the studied product. Also, increasing the concentration of 

essential oil was significantly effective in reducing the number of S. aureus (P≤0.05). The highest 

compound present in the N. ispahanica L. essential oil studied was pulgone. The antimicrobial 

effects of pulgone have been reported in previous studies. In another study, it was shown that N. 

ispahanica L. essential oil has very high antimicrobial power, so it can be used in combination 

with other preservatives to protect food against microorganisms that cause infection and 

poisoning. Also, chemical analysis of N. ispahanica L. essential oil led to the identification of 22 
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compounds with a total of 95.3%. Polugone (31.54%), 1-8 cineole (15.89%), menthofuran 

(11.8%), and cis-isopulgone (9.74%) were the major compounds of the essential oil. The 

minimum inhibitory concentration of S. aureus bacteria was in the range of 75 to 1200 µg mL-1. 

A study was shown that the presence of ethanolic propolis extract alone in the initial formulation 

of polylactic acid films was not effective against four foodborne pathogens studied, while the 

addition of this compound to films containing N. ispahanica essential oil increased the effective 

antibacterial properties of the resulting films. As a result, the simultaneous use of these two 

compounds in the structure of hydrophobic films, such as polylactic acid film, is recommended 

for the production of active food packaging films. The anti-leishmanial effect of green tea plant 

extract on promastigotes of L. major and L. infantum parasites using the MTT colorimetric 

method has an efficiency equivalent to that of glucantim. Another study has shown a significant 

anti-leishmanial effect of extracts of Artemisia angustifolia and cotton boll on L. major 

promastigotes. Extracts of Shirazi thyme, Peganum harmala, and Myrtus communis were also 

investigated in vitro by the colorimetric method and showed relative effectiveness.  

 

Conclusions 

The results showed an increase in dose-dependent apoptosis based on flow cytometric 

analysis.  Also, the proximity of N. ispahanica L. leaf extract and amphotericin B treatments in 

apoptosis-like cell death, which increases with increasing drug concentration. According to the 

IC50 results of N. ispahanica L leaf extract and its high apoptotic efficiency, further studies are 

needed to evaluate of N. ispahanica L. leaf extract on Leishmania parasite and also, to design a 

clinical setting for this herbal drug. 
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  چکیده

.  استلیشمانیا ایجاد شده  جنس از اییاخته  تک  توسطجهان  در گسترده طوربه  که  است انگلی ی هایماریب  از  یکی لیشمانیوز هدف:

 .شود  می استفاده    B  یسینو آمفوتر  یمگلوکانت  یرموان نظیآنت  یتیپنج ظرف  یباتاز ترک  یجلد  لیشمانیوز   درمان  جهت  حاضر  حال  در

 یککردن    یدارو پ  ینباشند. از ایدسترس و ارزان مدر  یاز موارد فاقد هرگونه عارضه هستند و از طرف   یاریدر بس  یاهیگ  داروهای

  الکلی   عصاره  لیشمانیایی  ضد  فعالیت  ارزیابی  منظوربه   مطالعه  این  . است  جهانی  اهداف   از   یکی  یشمانیوزدرمان ل  یبرا  یاهیگ  یدارو

 . شد  انجام آزمایشگاهی شرایط  در سنجی  رنگ  روش با ماژور لیشمانیا پروماستیگوت مرحله روی پونه، های گیاه داروییبرگ

کشت داده شدند.    FBSدرصد    10به همراه    RPMI-1640کشت    یطماژور در مح  یشمانیال  یها   یگوتپروماست  :هاروشمواد و  

و خوانش با الایزا و برای تعیین اثر آنتی پروماستیگوتی عصاره از    MTTهای ماکروفاژ از روش  برای تعیین سمیت عصاره بر سلول

از طریق نتایج این دو تست محاسبه شدند و در هر دو تست   50ICو    50CCشد. میزان    روش بررسی آپوپتوز با فلوسایتومتری استفاده

گیاه   برگمختلف عصاره    یهاها به همراه غلظتیگوتپروماستاز آمفوتریسین به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. برای این منظور،  

های ها براساس آزمون شدند و سپس ارزیابی  انکوبه  ساعت  72 مدت به   و اضافه  خانه 96 پلیت روی  بر  B یسینو آمفوتر دارویی پونه 

https://orcid.org/0000-0001-8485-1651
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 یزآنال  P)≤05/0)تمال  در سطح اح  SASنرم افزار    و  ANOVAدانکن،    روش  از  استفاده  با  آماری   هایداده   فوق صورت پذیرفت.

 شدند. 

صاره  عدرصد و در    B  35/97  نیسیدر آمفوتر  ب یترتبه که    لیترگرم بر میلیمیکرو   800بیشترین مقدار آپوپتوز مربوط به تیمار  : نتایج

 نیسیآمفوتر  یبرا(،  50CC)  کندیم  ی ریها جلوگسلول  50از دارو که از رشد %  یغلظتبود.    درصد  42/47الکلی برگ گیاه دارویی پونه  

B 6/129   50 زان یم بود.  تریلی لیم بر  کروگرمی م 162عصاره گیاه دارویی پونه   یبراوIC و عصاره گیاه  نیسیآمفوتر در  گوتیپروماست

 .باشدیم تریلی لیمبر  کروگرمیم 5/2989 ± 01/111و  5/18  نیانگیم طوربه  بیترتبه دارویی پونه  

الکلی  گیری:نتیجه با    یاهبرگ گ  عصاره  از رشد پروماست  یشافزاپونه  بعض  یریها جلوگیگوت غلظت  با  از غلظت  یکرده و در  ها 

. شددیده  دوز  به  وابسته  آپوپتوزیس  افزایش  فلوسایتومتری،  نتایج  اساسبرداشتند.    داریمعنیتفاوت    B  یسینآمفوتر  یو با دارو  یکدیگر

  ی رو  آن بر  یرتاث  یابیارز  یبرا  یشتراد. لذا مطالعات بدنشان  ییبالا  یاثر بخش  پونه،  یاهبرگ گ  عصاره الکلی   50CC  یجا توجه به نتاب

 مطلوب است.   یاربس ینیبال یط در شرا لیشمانیا انگل

 ماژور  ی، لیشمانیاسنجرنگ  روش ، پونه، B آپوپتوزیس، آمفوتریسین: هاکلیدواژه

 : پژوهشی. نوع مقاله

الکل  یبررس  .(1404)  رجیا  یفیشر  غلامرضا،  ی فیشر  مان،یا  نیآئ  کین  استناد: عصاره  رو  یکوه  پونهبرگ    یاثر  مرحله    یبر 

 .70-51(، 4)17، مجله بیوتکنولوژی کشاورزیی. تندر مدل برون  یسنجماژور با روش رنگ  ایشمانیل گوتیپروماست
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 مقدمه

شود می  ایجاد  لیشمانیا  جنس  از  اییاختهتک   توسط  که  شودیم  محسوب  دام  و  انسان  بین  مشترک  بیماری  یک  لیشمانیوز

(Markell et al., 2006  .)های بیماری  تحقیقات  در مرکز  که  شودیم  محسوب  دنیا  انگلی در  مهم  هایبیماری  از  یکی  بیماری  این 

 ;Desjeux, 2001)   استشده  بندیطبقه  (یشمانیوزتب دانگ، ل  یقایی،آفر  یازیسو میپانوز  )تر  اول   بیماری  سه  جز  دنیا  گرمسیری

Desjeux, 2004; Fard et al., 2003  .)و  گرمسیری  در کشورهای  خصوص  به   جهان  بهداشتی  معضلات  از   یکی  لیشمانیوز 

  گونه   هر  فاقد  موارد  از  بسیاری  در  گیاهی  داروهای  که  نی ا  به  توجه  با  (.Mohebali et al., 2004)  آیدمی  شماربه  یریگرمسمهین

  درمان   یبرا  را  منطقه  هر   یبوم  اهانیگ  از  استفاده  ضرورت  موضوع  نیا  باشند، می  ارزان   و  دسترس  در  طرفی  از  و  هستند  عارضه

 ره یت  اهانیگ  عصاره  رینظیعی،  محصولات طب  ی (. برخLamidi et al., 2005)  دهدی م  قرار  دیتاک  مورد  منطقه،   آن  چیرا  یهایماریب

س غن  ،(Sarcorhachis naranjoana (Piperaceae))  انیاهیفلفل  منبع  عنوان  ترک  ی به  ل  یباتاز  محسوب    یشمانیاییضد 
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  نشان  اسطوخودوس را   گیاه  لیشمانیایی  ضد  اثر  یک مطالعه  نتایج  (.Bouvier et al., 1987; Williams et al., 2003)  شوند یم

  ( P<05/0یافت )  کاهش  شاهد  گروه  به  نسبت   توجهی  قابل  میزانبه    گیاه  اسانس  افزودن   از   پس  هاپروماستیگوت   تکثیر  سرعت   که  داد

(Bonyadian et al., 2015در مطالعه د .)ماژور نشان داد    لیشمانیابر رشد    یداردرمنه و تشنه  یاهدو گ  آبی  یها عصاره  یرتاث  یگری

درمنه، در همان عصاره  25و % 20 ی %هاغلظت یرتحت تاث RPMI-1640کشت  یطماژور در مح یشمانیال هاییگوتکه پروماست

 Dalimi et) شد  انگل مرگ باعث  سوم  روز در و 25%عصاره  غلظت در داریتشنه که حالی در . رفتند بین از کامل طور  به اولروز 

al., 2013.)  ضد   اثر  نیشتریب  روزولیت  یدروکسیه  که  شد  دادهنشان    تون،یز  درخت  یها عصاره  ییایشمانیل  ضد  تیفعال  ی بررس  با  

شده شیآزما  یعیطب  باتیهمه ترک  انیماژور در م  ایشمانی ل   یتمیثابت و لگارمرحله رشدی    یهاگوتیپروماست  هیبر عل  را  ییایشمانیل

 یهاعصاره  ییایشمانیضد ل  ریتاث (. Kyriazis et al., 2013( )گرمی لیبر م  کروگرم یم  105  ± 13و    1/50  ± 8/4  ب ی)به ترتدارد  

 ی عصاره آب تر ازبه   یکه عصاره متانول  نشان داد    In vitro  طیماژور در شرا  ایشمانیل  هیبر عل  سی کامالدولنس  پتوسیاکال  یو متانول  یآب

 ,.Nosratabadi et al))شاهد(، اثر کمتری داشتند  کنترل    ی با دارو  سهیها در مقانداشتند. عصاره  یداری اگرچه تفاوت معن،  بود

  صورت   به   یسنجرنگ  روش  با  ، مورد  و  اسپند  ،یرازیش  شنیآو  یها عصاره  ییایشمانیل  ضد  اثرات  یبررس  با  گرید  مطالعه  در(.  2015

 بر  ها عصاره نیا همه اما،. داشت  یشتریب ریتاث هاعصاره نی ا با سهی مقا در کیتارتارامت یدارو چه اگر ،افتندیدر( In vitro) یتنبرون 

  ضد   اثرات  ی بررس  منظور  به  قی تحق  نیا  (.Barati et al., 2010)  دادندنشان  یاملاحظه   قابل  ر یتاث  ماژور  ایشمانیل  گوتیپروماست  فرم

از    .شد  انجام  یسنجرنگ   روش   از   استفاده  با  ماژور  ایشمانیل  یرو  بر   )ispahanica Nepeta(پونه    برگ  الکلی عصاره  ییایشمانیل

آیا عصاره گیاه دارویی پونه خاصیت ضد لیشمانیایی دارد. اگر این خاصیت در  اهداف این تحقیق می توان به موارد ذیل اشاره نمود.  

  آمفوتریسینهای شیمیایی مورد استفاده رایج در پزشکی برعلیه لیشمانیا مثل  عصاره این گیاه وجود دارد این اثر در مقایسه با داروی

B  های لیشمانیا چقدر است. پروماستیگوتچگونه است و اینکه درصد بازدارندگی و کشندگی آن بر روی 

 

 هامواد و روش

استان کرمان، کشور ایران    ، کرمان  شهرستانواقع در    رچیس  یروستا  در  پونه   ی بوم  توده  از  پونه  اهیگ  یهابرگ  عصاره گیری:

از پودر حاصله با استفاده   شدند، ابیسپس آسو اتاق خشک،  یو دما هیسا طیپس از شستشو در شرا یبرگ یهانمونه . شد یآورجمع

ها عصاره.  شدند  استخراج  یاهیگ  یها، عصاره)ساخت کره جنوبی( Fine Tech دستگاه سوکسله  لهیوس  ه درصد ب   96از حلال اتانول  

 یدما  در  سپس  و  خشک  یآرام  به  ناریلام  هود  ریزدر    و  ظیتغل  ساعت  کی  مدتبه)ساخت ژاپن(     Eyel 4یروتار  دستگاه  توسط

 . (Jamshidi et al., 2014)ری شدند  نگهدا خچالی

لیشمانیا: انگل  استاندارد  سویه    ماژور   ایشمانی لاستاندارد    هیسو  یهاگوت یپروماست  یحاوکرایوتیوب    کشت 

(MRHO/IR/75/ER)    در حمام آب گرم    قهیدق  2خارج و حدود    گرادی درجه سانت  -80  زریاز فر  تهران   پاستور  تویانستگرفته شده از
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  د یکشت جد  ط یهود به مح  ر یو در ز  لیاستر  ط یذوب شده در شرا  یهاگوت ی. پروماستندقرار داده شد   گرادی درجه سانت  37  ی( درماربن)

مورد بررسی قرار گرفت که نمونه های دارای    کروسکوپی م  ریدر ز  ای از آنهانمونه در  حرکات انگل    .ندشدکامل منتقل    RPMI  یحاو

ساعت    72و چنانچه تا    شدند  شیآزما  (Invert)  معکوس  کروسکوپیم  ریها هر روز در زکشتحرکات انگل زنده محسوب شدند.  

  یهاگوت یپروماست  یاو ح  یهالوله .  دششده، انجام    یمواد نگهدار  یاحتمال  یایمنظور حذف بقاپاساژ به   کی  ، وجود نداشت  یاانگل زنده 

- 45مدت به   انگل یحاو ط یمح روز  هر  و شدند   انکوبه روز 3 مدتبه  گرادی سانت درجه  26 در مارهایت و ماژور ایشمانیل استاندارد   هیسو

  ن یا  به  د؛ش  شمارش  انگل  تعداد  نئوبار  بالام  روز  هرشد.    ی بررس   معکوس  کروسکوپیبا مسپس میزان رشد انگل  و    کریش  قهیدق  20

  شد  برداشته قطره کی  ،شد مخلوط بلو پانیتر رنگ از میکرو لیتر 100 با  و برداشت انگل یحاو طیمح از میکرو لیتر 100 که بیترت

 محاسبه   تریل  یلیم  هر   در  انگل  یبیتقر  تعداد  ریز  فرمول  از  استفاده  با  و  شدشمارش    ییتا  شانزده  یهاخانه   از  یکی  در  نئوبار  لام  با  و

 : (Khademvatan et al., 2011) شد

 104×  ییتاشانزده یهارقت در تعداد انگل شمارش شده در خانه بی= عکس ضرتریلیلیم هر در انگل تعداد

در محیط    رانیا  پاستور  تویشده از انست  هیته ی  موش  J774-A.1ی  ماکروفاژها:  و بررسی میزان سمیت  MTTتست  

  بود(. قابل قبول    شیکه جهت شروع آزما  بود  درصد  98از    شیزنده ب  یهاسلول  درصدکشت و تکثیر شدند )  RPMI1640  کشت

-J774  یماکروفاژ موش  یهااز سلول  تر یکرولیم  90  یاخانه   96  تیپل  یهاچاهک   از  کی  هر  در  ، دارو  تیسم  زانیم  سنجش  یبرا

A.1  مختلف    یهاغلظت  ب یترتبه و    تاییتکرارهای سه   صورتبهها  از آن   کیو به هر    شد  ختهیهزار سلول است ر  10  یکه حاو

  عنوان به   و اضافه کشت طیمح دارو،  یجا به تیپل اول یخانه  سه در. شداضافه  تریکرولیم 10 زان یمبه ( و پونه Bنیسیآمفوترداروها )

  سپس .  شدندساعت انکوبه   72  مدتبه   2COدرصد    5  و گرادی سانت درجه  37  در  انکوباتور  درون  هاتیپل  سپس. شدنداستفاده  کنترل

بر  گریلیم  MTT  (5  رنگ  تریکرولیم  10  مقدار(  لیاستر  طیشرا)  شعله  کنار  در  و  هود  ریز  در   و  شدند  خارج  انکوباتور  از  هاتیپل م 

 شد. سپس وده  افز  هاچاهکاز    کی  به هر  ،شدمی  ینگهدار  گرادیسانتدرجه   4ی  دما  در  خچالی و در    بودتهیه شده( که قبلا  تریلیلیم

  شدند   یو نگهدار  بازگردانده  انکوباتور   درون  ساعت   4  مدتبه   هاتیپل  سپس   . شوندکامل مخلوط    طوربه تا    شدند   ر کیش  ه یثان  30  مدتبه 

در   دریر  زایبا دستگاه الا  ها،آن   یجذب نور  زانیو بلافاصله م  شد  ها افزودهبه آن   DMSO  تریکرولیم  100زمان    نیا  یو پس از ط

 . (Yousefi et al., 2014)  شدنانومتر قرائت   570طول موج 

فلوسایتومتری با  آپوپتوزیز  میزان  ازکسلول  سیآپوپتوز  زانی م  یکم  نییتع  جهت:  تعیین  آپوپتوز   صیتشخ  تیها، 

Mabtag  فاکتور  دو  یلهیوسبه  تیکو طبق دستورالعمل    شد  استفاده  PI ,Annexin V- FITC،  ی زیآمرنگ  هاانگل   و  هاسلول 

 ی هانمونه   ل، یاستر  ی هاوب یکروتی م  در  ابتدا   سنجش   نیا  انجام  یبرا  . شدند  زیآنال  Sysmexی  تومتریفلوسابا استفاده از دستگاه    و  شدند 

 دارو   مخلتف   یهاغلظت  از  تریکرولیم  100  زانیم  ،بودند  واکنش  کل  حجم  از  یس  یس  کی  در  انگل  ونیلی م  کی  حدود   یحاو  که  تست

عصاره   و  B  نیسیآمفوتر  تریلی لیم  رب  کروگرمیم  800  و  600،  400،  200  ،50،  25،  10  یهاغلظت.  شد  اضافه  هاوب یکروتیم  به  بیترتبه 
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  شدند عنوان شاهد مثبت در نظر گرفته به   هاوب یکروتیاز م  تا  دو.  شدودهافز  خود  مخصوص  لیاستر  یهاوب یکروتیم  به   الکلی برگ پونه 

   درصد  10همراه  به  RPMI- 1640کشت    ط یو سپس حجم کل واکنش با استفاده از محشد  ها فقط همان تعداد انگل اضافهو به آن 

FBS  ساعت   72مدت  و به   شدندمنتقل    گرادیدرجه سانت  24  ±  2به انکوباتور    هاوب یکروتیم  یتمام  سپس.  شدرسانده   یسی س  کیبه

  ، وژ یفیاز سانتربعد  شدند.  وژیفیسانتر  قهیدق  10  مدتبهو    rpm  14000  دور  با  هاوب یکروتیم  ،زمان  نیا  یط  ازپس   .شدند  ینگهدار

  ی رسوب   به   سپس.  شداده د  شستشو  مرتبه   سه   PBS  1محلول    لهیوسبه   هاوب یکرتیهمه م  یو رسوب تحتانشد    خته یر  دور  ییمحلول رو

  شد و مخلوط ضافه ا  PI, Annexin V تیمخصوص ک یبادی آنت و buffer binding محلول بود، هشدداده شستشو مرتبه  سه  که

  یتومتریبا استفاده از دستگاه فلوسا  ونیانکوباس  از  پس.  شد  ینگهدار  گرادیدرجه سانت  26  یو با دما  کیتار   یدر محل  قهیدق  20  مدته و ب

و   زیآنال Flomaxافزار دست آمده با استفاده از نرم هب یهاداده تینها در. شدند  قرائت نانومتر 630 انتشار و 570 تهییج موج طول در

 . (Allahdin et al., 2014) شدند محاسبه هادرصد آپوپتوز مربوط به هر کدام از داروها و غلظت

دارو: سمیت  میزان  انستیهته ی  موش  J774-A.1ی  ماکروفاژها  سنجش  از  کشت   ران یا  پاستور  تویشده  محیط   در 

RPMI1640  ( شیکه قابل قبول جهت شروع آزما  بود  درصد  98از    شیزنده ب  یهاسلول  درصدکشت و تکثیر شدند  .)ی برا  بود 

که   J774-A.1 یماکروفاژ موش ی هااز سلول تریکرولیم 90 یاخانه 96 تیپل یهاچاهک از کی هر در ،دارو تیسم زانیم سنجش

ر  10  یحاو است  سلول  هر    شدختهیهزار  به  آن  کیو  سهتکرار   صورتبهها  از  داروها    یهاغلظت  بیترتبهو    تاییهای  مختلف 

 کشت  ط یمح  دارو،  یجا  به   تیپل  اول  یخانه   سه  در.  شد  اضافه  تریکرولی م  10  زانیمبه (  و عصاره الکلی برگ پونه  Bنیسیآمفوتر)

ساعت    72  مدتبه   2COدرصد    5  و  گرادی سانت  درجه  37  در  انکوباتور   درون  هاتیپل  سپس .  شدند استفاده  کنترل  عنوانبه   و  اضافه

  MTT  رنگ  تریکرولیم  10  مقدار(  لیاستر  طیشرا)  شعله  کنار   در  و  هود  ریز  در  و  شدند  خارج  انکوباتور  از  هاتیپل  سپس.  شدندانکوبه 

  وده شد افز هاچاهکاز   کی به هر ، شدمی ینگهدار گرادیسانتدرجه   4 خچالیو در  بودتهیه شده   ( که قبلاًتریلی لیمم بر گریلیم 5)

و پس از   شدند بازگردانده  انکوباتور درون  ساعت  4 مدتبه  هاتیپل سپس  . شوند کامل مخلوط طوربه تا    شدند ر کیش  هیثان 30 مدتبه  و

جذب    زانینانومتر م  570و در طول موج    دریر  زایو بلافاصله با دستگاه الا  شدها افزودهبه آن   DMSO  تریکرولیم  100زمان    نیا  یط

 . (Allahdin et al., 2014)شدند قرائت  هاآن  ینور

دار شدن  با استفاده از طرح آزمایشی یک طرفه )کاملاً تصادفی( آنالیز شدند. با توجه به معنی  آماری  هایداده  آنالیز آماری:

 .انجام شد P≤05/0تمال در سطح اح SASنرم افزار   دانکن و روش از استفاده اثر تیمارها، مقایسه  میانگین ها با

 

 

 

 
1.  phosphate buffered saline 
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 نتایج و بحث 

 س یآپوپتوز  ای یسلول  شده  یزیربرنامه   مرگ  دچار  هاگوت یپروماست  انگل،  و  دارو  مجاورت اثر  بر که  داد  نشان یبررس  نیا  جینتا

  400تر از  ی پایینغلظت  تیمارهای  است،   ش یافزا  به   رو   ییدارو  یهاغلظت  به  توجه   با   ی سلول  شده  یزیربرنامه   مرگ   درصد  که  شوند یم

درصد  5دار آماری در سطح احتمال عصاره الکلی برگ گیاه پونه سبب اختلاف معنی تریلیلیم در  کروگرمی م 800 و 600با تیمارهای 

P≤0/05     میزان )شکل    ماژور  ایشمانی لهای  پروماستیگوت   سیآپوپتوزدر  جدول    1شدند  برگ 1و  الکلی  در (. عصاره  پونه  های 

های مختلف عصاره الکلی برگی پونه را داشتند  بیشترین میزان آپوپتوز در بین غلظت تریلیلیدر م کروگرمیم 600و  800های غلظت

  800تا    10غلظت    از   .باشدیم  درصد  7  باًیتقر  شاهد  ماری ت  آپوپتوز  زانیم  (.1و جدول    1قرار گرفتند )شکل    lو    kهای  و در کلاس

   P)≤05/0)درصد  5در سطح احتمال  مارهایو اختلاف ت بود  شیرو به افزا سیآپوپتوز زانیم Bآمفوتریپسین   تریلی لیدر م کروگرمیم

  (. 1و جدول    2نداشتند )شکل     P)≤05/0)درصد    5دار آماری در سطح احتمال  اختلاف معنی  50و    25  یهاغلظت  و بود  داریمعن

و این تیمارهای دارویی    شدبیشترین میزان آپوپتوز را سبب    تریلیلیدر م  کروگرمیم  400، و  600،  800ی  هاغلظتدر    Bآمفوتریپسین  

 (. 1و جدول   2)شکل  گرفتندقرار  c، و a ،bهای در کلاس  بیترتبه شیمیایی 

 

 ،50  ،25  ،10  مختلف  یهاغلظت  اثر  بر  ماژور  ا ی شمانیل   گوتیپروماست  آپوپتوز  یتومتریفلوسا  جینتا .  1  شکل

 کنترل  و پونه یهابرگ یالکل عصاره تریلیلیم  در کروگرمیم  800 ،600 ،400 ،200

Figure 1. The flow cytometric results of treated apoptotic promastigote cells of Leishmania 

major by different concentrations 10, 25, 50, 200, 400, 600, 800 μg/mL of alcoholic extract 

of leaves of Nepeta ispahanica and control 
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، 50،  25،  10مختلف    یهاغلظت  اثر  بر  ماژور  ا ی شمانیل   گوتیپروماست  آپوپتوز  یتومتریفلوسا  جینتا .  2  شکل

 و کنترل B  نیسی آمفوترلیتر میکروگرم در میلی 800، 600، 400، 200

Figure 2. The flow cytometric results of treated apoptotic promastigote cells of Leishmania 

major by different concentrations of 10, 25, 50, 200, 400, 600, 800 μg/mL of amphotericin B, 

and control 

 

 در  :داروها یتی سیسک تو  تو ی و اثر سا  تیسم یبا هم به منظور بررس  سهیدر مقا   مارهایت یستی توتوکسیس

 کندیم  یریها جلوگسلول  50  %  از دارو که از رشد  یصورت بودند که غلظت  نیابه  جیاستفاده شد و نتا  یسنجمطالعه، از روش رنگ  نیا

(50CC  ،)نیسیآمفوتر  یبرا  B    50  زانیم  نیهمچن  بود.   تریلیلیم  در   کروگرمیم  162پونه    ی ، برا  تریلیلیم  در   کروگرمیم  6/129برابرIC  

برابر با    بیبه ترت  پونه  و  B  نیسیآمفوتر  یبرا  شود،یم  یها از انگل   50%  رفتن  نیاز دارو که باعث از ب  یزانیم  یعنی  گوتیپروماست

است    05/0و    7و پونه به ترتیب برابر با    Bبرای آمفوتریسین    SIشاخص بین المللی  است.   تریلیلیم  در  کروگرمیم  5/2989و    5/18

 Bouvier))  کنندیرا فراهم م  دیجد  ییاز عوامل دارو  یغنمنابع    آنها احتمالاً  یمشتق شده  باتیو ترک  یاهی گ  یهاعصاره  (.2)جدول  

et al., 1987; Mishra et al., 2009).)  ی سلول  وارهید  بیتخر  ،یاهیگ  یهاعصاره  یکروبیضد م  تی فعال  یعمده و اصل  سمیمکان  

  سلول   مرگ  جهینت  در  و  یسلول  درون  ایمحتو  شتو ن  توپلاسمیس  ونیکوآگولاس  ،ییغشا  یهانی پروتئ  و  ی توپلاسمیس  غشا  به  بیآس  و

هر دو رشد   B  نیسی آمفوتر  یو دارو  الکلی برگ پونه  عصاره  (.Takó et al., 2020است )دهش   انیب  یفنول  باتیترک  توسط  یباکتر

  ن ی انگیبه طور م  گوتیدر پروماست  نیسیآمفوتر  50IC  زانیممهارکردند.    یشگاهیآزما  طیماژور را در شرا  ایشمانیل  یهاگوتیپروماست

  نیشترینشان داد، ب  هانیانگیم  سهی. مقاباشدیم  تریلیلیبر م  کروگرمیم  5/2989  پونه  اهیگ  و در عصاره  تریلی لیبر م  کروگرمیم  5/18

 تریلیلیبر م  کروگرمی م  800در غلظت  پونه کوهی،    اهی( مربوط به گیسلول  یبر سطح غشا  نیسر  لیدی)حضور فسفات  سیآپوپتوز  زانیم
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 .باشدیمدرصد    35/97  تریلی لیبر م  کروگرمیم  800( در غلظت  B  نیسیکنترل )آمفوتر  یآپوپتوز در داور  زانی. مباشدیدرصد م  42/47

  یش افزابو با  برگ  یاهبرگ گ  عصارهبو مشخص نمود که  آیین و همگاران با اسنفاده از عصاره الکلی برگ گیاه برگنتایج آزمایشات نیک

 داشت   داریمعنیتفاوت    B  یسینآمفوتر  یو با دارو  یکدیگرها با  از غلظت  یکرده و در بعض  یریها جلوگیگوت غلظت از رشد پروماست

گرم بر  میکرو  800بیشترین مقدار آپوپتوز مربوط به تیمار.  شددیده  دوز  به  وابسته  آپوپتوزیس  افزایش  فلوسایتومتری،  نتایج اساس بر  و

  ی ریجلوگا  هلسلو  50از دارو که از رشد %  یغلظتبود.    درصد  04/63بو  صاره برگعو    B  35/97  نیسیدر آمفوتر  بیترتبهکه    لیترمیلی

 (. Nik Aien et al., 2020) کندیم

 

 کروگرمیم   800،  600،  400،  200،  50،  25،  10مختلف    یهاغلظت آپوپتوز  نتایج    . مقایسات میانگین 1جدول  

 ماژور ا یشمانیل  گوتیپروماست هایسلول بر  کنترلو ، عصاره الکلی برگ پونه  B نیس یآمفوتر تریلیلیم  در

Table 1. Mean comparison of apoptosis results of different concentrations 10, 25, 50, 200, 

400, 600, 800 μg/mL of amphotericin B, Nepeta ispahanica alcoholic extract and control on 

promastigote cells of Leishmania major 

 تیمار

Treatment 
 ( μg/mL) غلظت

Concentration 

 آپوپتوزیس  درصد

Apoptosis 

concentration 

 P≤0/05)) داری معنی

Significance 
 

 Bآمفوتریسین 

Amphotericin B 

10 76.21 F 
25 87.11 E 
50 87.45 E 
200 88.04 D 
400 92.40 C 
600 94.25 B 
800 97.35 A 

 عصاره الکلی پونه 
 ispahanica Nepeta 

extract alcoholic 

10 7.30 M 
25 7.39 M 
50 7.37 M 
200 7.42 M 
400 7.38 M 
600 41.11 L 
800 47.42 K 

 شاهد )بدون دارو( 
Control 

- 01.7 M 

 بین میانگین تیمارها می باشد( p≤05/0) دار معنی تفاوت عدم وجود دهنده در ستون نشان مشابه لاتینحروف  -1

1- Synonym Latin words do not show significant difference between mean of treatments 

(P 05/0≥ )   
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های  های گیاه پونه روی ساالولعصاااره برگ و B  نیساا یآمفوتر  SIشااا     و  50IC ، 50CC زانیم . 2 جدول

   ماژور ایشمانیل گوتیوماسترپ

Table 2. Amount of IC50, CC50, and SI index of amphotericin B and leaves extract of bay 

Nepeta ispahanica on promastigote cells of Leishmania major. 

CSI 𝐶𝐶50𝑏 
 

𝐼𝐶50𝑎 
 اریانحراف مع ± نیانگیم

Mean ± Standard 

deviation 

 
 ها تیمار

Treatments 
 
 

7.00 129.6 0.22 ± 18.5  
 Bآمفوتریسین 

Amphotericin B 

0.05 162 111.01 ± 2989.5  
 عصاره الکلی پونه 

 ispahanica Nepeta

extract alcoholic 

a=  شودیم  ماژور  ایشمانیل  یهاگوتیپروماست های  سلول  از  درصد  50  رفتن  نیاز دارو که باعث از ب  یغلظت  ،b=  ها  سلول  درصد  50  از دارو که از رشد  یغلظت

 ( 50IC/50CC) گوتیپروماست یانتخاب  شاخص =C،  کندیم  یریجلوگ

a= Treatment concentration which kills 50 percentage from the promastigote cells of Leishmania major, b= 

Treatment concentration which limits growth of 50 percentage of the cells, c= Promastigote selective index 

(CC50/IC50) 

 

ارتباط وجود   اهانیگ  یکروب یبا اثر ضد م  یفنول  باتیترک  نیبود که ب  نیا  انگر یب  ز ین  Chen et al.  (2024)  هایبررسی  جینتا

آنت  یضد قارچ  ریتاث  ز ین  پژوهشگران دیگر .  (Chen et al., 2024)شت  دا را مورد    ه یبادرنجبو  یاتانول  یهاعصاره  یدانیاکس  ی و 

  ی ناش   را   اثر  ن یا  و  هستند  ییبالا  باکتریایی  ضد  اثر  یدارا  ،شیآزما  مورد  یهاعصاره  که  داد  نشان  پژوهش   نیا  جیقرار دادند. نتا  ی بررس

  ی هادروکربنیه  لی قب  از  هاعصاره  ییایمیش  باتیترک  که  کردند   انیب  نیهمچن  و  دانستند  دیاکس  لن یوفیو کار   لنیوفیکر  یغلظت بالا  از

  ن یبهتر  داد  نشان  Mahmoudi et al.  (2010 )  ی. بررس(Yazdani et al., 2020)د  قابل مشاهده دارن  یمونوترپن اثر حفاظت

  015/0  غلظت  مطلوب  یطعم  خواص  با  ریپن  دیتول  ز ین  و  اورئوس   لوکوکوسیاستاف  رشد  از  ممانعت  نظر  از  یکوه  پونه   اسانس   غلظت

  ر یتاث نیبالاتر  از بی ترت به  درصد 03/0و  015/0مذکور در دو غلظت  اسانس  نیبود. همچن کی وتیپروب یتوام با باکتر ماریدر ت درصد

  ز ود  به  یباکتر  نیا  شمارش   دنیرس  از  یداری معن  طور  به  ک یوتیپروب  با  توام  ماریت  در  و  بوده  برخوردار  اورئوس  لوکوکوسیاستاف  رشد  بر

  تعداد برکاهش یداری معن طور  به  اسانس غلظت شیافزا نیهمچن. کرد یریجلوگ کاملاً یبررس مورد فرآورده در خود ییزاتیمسموم

بالاترP)≤05/0)  بود  موثر  اورئوس  لوکوکوسیاستاف کوه  بیترک  نی.  پونه  اسانس  در  پولگون    یموجود  مطالعه    بود مورد 

(Mahmoudi et al., 2010  .)همچنین  .  استه شد  گزارش  یقبل  مطالعات  در  پولگون  ی کروبیم  ضد  اثراتMahmoudi et al.  

  آن  از توانیم نیبنابرا  است، برخوردار ییبالا اریبس یکروبیم ضد توان از یکوه پونه اسانس دادند نشان یگریدر مطالعه د( 2011)
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.  استفاده نمود   تیمسموم  و  عفونت   عامل  یهاسمیکروارگانیم  مقابل   در  یی غذا  مواد  محافظت  جهت   هانگهدارنده   ریسا  با  بیترک  در

درصد(،    54/31درصد درآن شد. پولگون )  3/95  مجموع  با بیترک  22  ییشناسا به  منجر  یکوه پونه  اسانس   ییایمیش  زیآنال  نیهمچن

)  89/15)  نئولیس  1-8 منتوفوران  س  8/11درصد(،  و  ترک  74/9)  زوپولگون یا  س یدرصد(  تشک  یهاب یدرصد(  را  اسانس    ل یعمده 

 داشت   قرار  تریلیلیم   بر  کروگرمیم  1200  تا  75  محدوده  در  اورئوس  لوکوکوسیاستاف  یباکتر  رشد  از  ممانعت  غلظتدادند. حداقل  یم

(Mahmoudi et al., 2011در مطالعه .)یا  Misaghi et al.  (2018  )در   ییموم به تنهابره  ی نشان دادند حضور عصاره اتانول

  ن یشدن اکه اضافه  یگذار نبوده در حال  ریتاث  ،چهار پاتوژن غذا زاد مورد مطالعه  ه یعل  دیاسکی لاکتیپل  یهالمیف  ه یاول  ونیفرمولاس

  استفاده جهینت در. شد حاصل یهالمیف  ییایباکترموثر ضد  یهایژگیو شیموجب افزا یاسانس پونه کوه یحاو  یهالمیبه ف بیترک

  یی غذا  مواد   یبندبسته  فعال  یهالمیف  دیتول  یبرا  دیاسکی لاکتیپل  لمیف  مانند  زیآبگر  یها لمیف  ساختار  در   بیترک  دو  ن یا  از  همزمان

ماژور و   ایشمانیل  یهاانگل   گوت یسبز بر پروماست  یچا  اهیعصاره گ  ییایانیشمیضد ل  اثر   (.Misaghi et al., 2018)  شودی م  هیتوص

  ی گری د قی(. تحقWeigle et al., 1991) باشدیم میمعادل گلوکانت یاثربخش ی دارا MTT  یسنجبا روش رنگ  نفانتومیا ایشمانیل

  ماژور را نشان داده  ایشمانیل یهاگوت یپروماست یآنقوزه و قوزه پنبه بر رو ،یدرمنه کوه یهاعصاره ییایشمانیاثر قابل ملاحظه ضد ل

  ی بررس  Barati et al.  (2014)توسط    زین  یبه صورت برون تن  یسنجاسپند و مورد با روش رنگ   ،یرازیش  شنیآو  اهیاست. عصاره گ

 (. Barati et al., 2014نشان داد ) ینسب  یاست و اثر بخششده

  بر ریتاث  شیافزا دارو،  غلظت شیافزا  با که دهدیم نشاااان مطالعه نیا در شاااده  انجام یتومتریفلوساااا جینتا: گیرینتیجه

موثر  باتیترکاز  رفته  بکار  شتریدوز ب لی. که احتمالا بدلباشدیم  ملاحظه قابل ریتاث نیا  بالاتر یهاغلظت در افتد،یم  اتفاق سمیارگان

 نشاان داد اما عصااره یشاتریب ریتاث  پونه با عصااره ساهیدر مقا B نیسایآمفوتر یچه دارو  اگر  .باشاد یم هاعصااره درموجود   یضاد انگل

 یرو  آن بر یرتاث  یابیارز  یبرا  یشاتریلذا مطالعات ب نشاان داد.  یاقابل ملاحظه ریماژرو تاث  ایشامانیل گوتیبر فرم پروماساتاین گیاه 

 مطلوب است. یاربس ینیبال یطدر شرا لیشمانیا انگل

  دانشاگاه وه شاهید باهنر کرمان، دانشاگاه علوم پزشاکی کرمان دانند از دانشاگاهنویساندگان بر خود وظیفه می  :ساااساگزاری

 بخاطر فراهم نمودن شرایط لازم جهت انجام این آزمایش تشکر و تقدیر نمایند. هرمزگان

 

 منابع 

هاشمخادم   سودابه،  نیدالله شهرام،  )  ی اسکندر  محمود،  تباریوطن  بر    سینسیسا  ایکامل  اهیگ  عصاره  ریتاث  ی بررس(  1393البرز 

  ی ارومیه پزشکمطالعات علوم  . مجله  MTT  یبا روش رنگ سنج  نفانتومیا  ایشمانیماژور و ل  ایشمانی ل  یهاانگل   گوتیپروماست

25(10 ،)893-900. 
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های آویشن شیرازی، اسپند و مورد با روش  بررسی اثرات ضد لیشمانیایی عصاره  (1388)  اطمهفر ف  یفیشر  اور،ی  یفیشر  حمد،م  یبرات

 .32-41، 17تنی. مجله دانشگاه علوم پزشکی کرمان سنجی به صورت برون رنگ 

  یشامانیا ل یهاساطوخودوس عل یاهاساانس گ  یشامانیاییاثر ضاد ل (1394)  گرانیو د  درضاایمح یزیعز ن،یساح یحجاز ،یچتبم انیادیبن

 .93-101 ،17کرد  شهر پزشکی علوم دانشگاه مجله. یشگاهیآزما یطماژور در شرا

  Artemisia sieberi Besser یاهدو گ  یعصااره آب یرتاث  یبررسا( 1392)  یاضافر ر یناصار حسان،م  یارباب  ن،یبدالحساع  یمیدل

  تحقیقات پژوهشای  -علمی  فصالنامه.  In vitro  یطماژور در شارا  یشامانیابر رشاد ل   Scrophularia striata Boissو

 https://doi.org/10.22092/ijmapr.2013.2904  .246-237 ،29 ایران معطر و دارویی گیاهان

در   یکاتروپ  یشامانیال یگوتو آماسات یگوتپروماسات یسابز بر رو یعصااره چا  یشامانیاییضاد ل  تیفعال  یابی( ارز1395) یرتضام یصادوق

 .1-120کرمان، ص.  پزشکی علوم پایان نامه کارشناسی ارشد، دانشگاه .یتنبرون یطشرا

 یلوسو لاکتوباسا یاساانس پونه کوه  یکروبیاثر ضاد م (1389) و همکاران نیحسا  کیتاچ  ،یعل  پهرآباد یاحساان  زاق،ر یمحمود

 .147-161،  20غذایی صنایع های پژوهش مجله. یرانیا یدسف یراورئوس در پن یلوکوکوسبر استاف یکازئ

اساانس پونه    یکروبیو اثرات ضاد م یمیاییشا یباتترک یین( تع1390عباس و همکاران ) ریام  دیفرشا ن،یحسا کیتاچ  زاق،ر یمحمود

-412،  16  یاسوج  یدانشگاه علوم پزشک یپژوهش  یکوکوس اورئوس. ارمغان دانش، مجله علم یلواستاف یباکتر  یهعل یکوه

400. 

بره   یو عصاره اتانول یاسانس پونه کوه یرمطالعه تاث (1397)  محمدرضا یگلستان  ییرضا  ن،یگن ینور  عصومه،م یدیسع ،یلع یثاقیم

 مجله.  یداساا  یکلاکت یپل  یرپذ  یبتخر یسااتز یها  یلمف  یزیکیف  یها  یژگیو  یو برخ یاییضااد باکتر یها یژگیموم بر و

 .111-122، 11ایران محیط بهداشت علمی انجمن پژوهشی علمی فصلنامه زیست، محیط و سلامت

بو بر پروماساتیگوتهای بررسای اثر عصااره الکلی برگ گیاه برگ (1400) رچیا  یفیشار لامرضاا،غ  یرچیسا  یفیشار مان،یا نییآ کین

برون از طریق روش رناگ سااانجی در مادل  مااژور  بیوتکنولوژی کشااااورزی  تنیلیشاااماانیاا  . 75-92،  (1)13. مجلاه 

https://doi.org/10.22103/jab.2021.16918.1282 

ارزیابی فیتوشایمیایی سامیت سالولی، آنتیاکسایدانی و  (1399) کرممقدم ا یمیرح  نب،یز  یطلوع  فرشاته،  یکاشا  جوکار  ،یمرتضا  یزدانی

  اکوفیتوشایمی گیاهان دارویی  فصالنامه ن.در منطقه مریوا .Melissa officinalis L ضادباکتریایی اساانس گیاه دارویی

29 ،16-30. 
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