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Background and Aim Despite the anti-cancer and antimicrobial properties of licorice extract and lavender 
essential oil, some factors, such as low bioavailability and biodegradable, limit their therapeutic use. 
Using nanoparticles is a method to overcome these restrictions. This study aimed to investigate the anti-
proliferative effects of nanoemulsion containing licorice extract and lavender essential oil on cancer cells; 
we also evaluated its antimicrobial properties in vitro.
Methods & Materials In this experimental study, nanoemulsions, containing licorice extract and laven-
der essential oil were developed by the spontaneous emulsion method. The anti-proliferative effect of 
nanoemulsion was investigated using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 
(MTT) colorimetric method on two cell lines HepG2 and SK-MEL-3. To measure the antimicrobial effect of 
4 standard strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
epidermidis, and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) method was used.
Ethical Considerations This study was approved by the Ethics Committee of Kashan University of Medical 
Sciences (Code: IR.KAUMS.MEDNT.REC.1396.106). 
Results The results of MTT test on HepG2 cells indicated that the concentrations of 630, 1250, and 2500 
μg/mL nanoemulsions caused toxicity to the cell and led to the death of >50% of the cells (IC50=401μg/
mL; P<0.05). Evaluating SK-MEL3 cells revealed that except for 75 μg of nanoemulsion, other concentra-
tions induced death in >50% of the cells (IC50 = 82 μg/mL; P<0.05). In addition, nanoemulsions, with 
antimicrobial properties, were studied in 4 strains of bacteria; the highest antimicrobial properties were 
observed in Staphylococcus epidermidis.
Conclusion Nanoemulsion containing licorice extract and lavender essential oil presents antimicrobial 
and antiproliferative effects on the two cell lines studied. The current study results indicated that the 
nano emulsification of lavender essential oil and licorice extract can enhance their biological impact; 
thus, they can be used as a drug formulation.
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Extended Abstract

1. Introduction

icorice and lavender plants have anti-
cancer [4, 13] and antimicrobial [5, 15] 
properties; however, due to their low bio-
availability and degradability, their use as 
a medicine has limitations [16, 17]. One 

approach to overcome these restrictions is to use nanopar-
ticles. Nanoemotions ensure the protection of biological 
compounds and their controlled release [19]. This study 
aimed to evaluate the antiproliferative effects of nanoemul-
sions containing licorice extract and lavender essential oil 
on liver cancer cell lines (HepG2) and skin cancer cells 
(SK-MEL3). We also explored its antimicrobial properties 
on Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, and Staphylococcus epidermidis in vitro.

2. Materials and Methods

 In this experimental study, nanoemulsions containing 
licorice extract and lavender essential oil were generated 
by the spontaneous emulsion method. To make the nano-
emulsion, the aqueous phase, consisting of glycerol, poly-
ethylene glycol solvent, and water, as well as the oil phase, 
including lavender essential oil, licorice extract, and emulsi-
fiers (Tween 20 & Tween 80), were each prepared separate-
ly and combined and homogenized after heating. Single-
Phase and transparent nanoemulsions were obtained. The 
antiproliferative effect of nanoemulsion on HepG2 and SK-
MEL3 cell lines was investigated using MTT colorimetric 
method. Four standard bacterial strains and the Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC) method were used to mea-
sure the antimicrobial effect. The last batch of nanoemul-
sion, in which no growth was observed, was considered as 
MIC. To analyze the obtained data, a one-way Analysis of 
Variance (ANOVA) was employed in SPSS at P<0.05.

3. Results

The results of the examination on HepG2 cells revealed 
that the IC50 level of nanoemulsion was 401 μg/mL 
(P<0.05). However, the concentration of 2500 licorice ex-
tracts could only kill 28% of the cells. The IC50 value for 
lavender essential oil was measured as 450 (P<0.05) (Fig-
ure 1). Examining SK-MEL3 cells suggested that the IC50 
nanoemulsion concentration was 82 μg/mL (P<0.05). Lav-
ender essential oil had similar toxicity to nanoemulsions; 
however, licorice extract was toxic only at the concentra-
tions of 1250 and 2500 (P<0.05) (Figure 2).

 In the study of nanoemulsion toxicity, the desired bacte-
rial strains were subjected to concentrations of 0.625, 1.25, 
2.5, 5, and 10 mg/mL nanoemulsion (Figure 1). The col-
lected results indicated that the nanoemulsion presented an 
inhibitory effect on the growth of all bacterial used strains. 
The highest inhibitory effect concerned Staphylococcus au-
reus with MIC 5 mg/mL. The MIC for the other 3 strains 
was equal to 10 mg. Licorice extract did not affect Staph-
ylococcus aureus and Escherichia coli but inhibited the 
growth of Pseudomonas and Staphylococcus epidermidis. 
The lavender essential oil also inhibited the growth of all 
strains except Pseudomonas (Table 1).

4. Discussion and Conclusion

The current study results revealed that the nanoemulsion is 
toxic to cancer cells. The anti-proliferative effect of licorice 
extract and lavender essential oil has been proven in previ-
ous studies [10, 20]. When cancer cells become malignant, 
they produce sustained ROS, leading to tumor growth and 
progression [21]. Using antioxidants, such as lavender es-
sential oil, licorice extract, or nanoemulsions prepared from 
them can help improve the function of anti-cancer agents 
by reducing the amount of ROS.

Considering the effects of licorice and lavender, it was ex-
pected that the nanoemulsion form of licorice extract and 

L

Table 1. The MIC of nanoemulsion, lavender essential oil, and licorice extract on 4 bacterial strains

Bacteria
MIC Rate (mg / ml)

Nanoemulsion Essence Licorice Extract

Staphylococcus aureus 10 5 -

Escherichia coli 10 2.5 -

Pseudomonas aeruginosa 10 - 1.25

Staphylococcus epidermidis 5 5 5

(-): No effect on bacterial growth.
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was the same on other strains. The antibacterial effect of 
lavender essential oil was greater than nanoemulsion in all 
strains; however, licorice extract provided an inhibitory ef-
fect only on Pseudomonas and Staphylococcus epidermidis.

lavender essential oil present a high potential to become a 
formulation with anti-proliferative properties against cancer 
cells due to its physical stability. The present study revealed 
that the mentioned nanoemulsion has such a property. Fur-
thermore, the cytotoxicity of nanoemulsion is higher than 
licorice extract and equal to lavender essential oil. Given 
the hydrophobicity and volatility of the essential oils, the 
conversion of the essential oil into a stable nanoemulsion 
can be useful. These results were consistent with those of 
the study of Ziaee and associates [25].

 The antimicrobial effects of nanoemulsion highlighted that 
this nanoemulsion had the highest level of inhibition on the 
growth of Staphylococcus epidermidis; its inhibitory effect 

Karimi Taheri Z, et al. Anti-proliferative Effects of Nanoemulsion Containing Licorice and Lavender. JAMS. 2021; 24(1):84-97.

Figure 2. The survival percentage of SK-MEL3 cells against different concentrations of nanoemulsion

*A significant difference of >50% (P<0.05).
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Figure 1. The percentage of HEPG2 cells surviving against different concentrations of nanoemulsion

*A significant difference of >50% (P<0.05).
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*
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زمینه و هدف گیاهان شیرین بیان و لاواند دارای اثرات ضد سرطانی و ضد میکروبی هستند، اما به دلیل فراهمی زیستی پایین و تخریب پذیر 
بودن، استفاده از آنها به عنوان دارو محدودیت هایی دارد. یکی از راه های رفع این محدودیت ها، استفاده از نانو ذرات است. هدف از مطالعه 
حاضر، بررسی اثرات ضد تکثیری نانوامولسیون حاوی عصاره شیرین بیان و اسانس لاواند علیه سلول های سرطانی و خواص ضد میکروبی 

آن در محیط برون تنی است.

مواد و روش ها در این مطالعه تجربی نانوامولسیون حاوی عصاره شیرین بیان و اسانس لاواند به روش امولسیون سازی خودبه خودی 
ساخته شد. اثر ضدتکثیری نانوامولسیون با استفاده از روش رنگ سنجی MTT روی دو رده سلولی HepG2 و SK-MEL-3 بررسی 
شد. برای سنجش اثر ضد میکروبی از چهار سویه باکتری استاندارد استافیلوکوکوس اورئوس، اشریشیا کلی، سودوموناس آئروژینوزا و 

استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس و روش کمترین غلظت مهارکنندگی )MIC( استفاده شد.

ملاحظات اخلاقی این مطالعه با کد اخلاق IR.KAUMS.MEDNT.REC.1396.106در مورخ 96/11/9 به تصویب کمیته اخلاق 
پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی کاشان رسید.

بر  630  میکروگرم  و   1250  ،2500 غلظت های  داد  نشان   HepG2 سلول های  روی   MTT تست  از  حاصل  نتایج  یافته ها 
 )IC50=401μg/ml( میلی لیتر نانوامولسیون برای سلول سمیت ایجاد کرده و موجب مرگ بیش از 50 درصد سلول ها شده اند
)P< 0/05(. نتایج حاصل از این ارزیابی روی سلول های SK-MEL3نشان داد که به استثنای غلظت 75 میکروگرم نانوامولسیون، 
دارای  نانوامولسیون  به علاوه،   .)P< 0/05(  )82=IC50( از 50 درصد سلول ها شده اند  بیش  آن سبب مرگ  غلظت های  بقیه 
خواص ضدمیکروبی در چهار سویه باکتری مورد مطالعه شده و بیشترین خاصیت ضد میکروبی آن در باکتری استافیلوکوکوس 

اپیدرمیدیس مشاهده شد.

نتیجه گیری نانوامولسیون حاوی عصاره شیرین بیان و اسانس لاواند دارای اثرات ضد میکروبی و ضد تکثیری علیه دو رده سلولی مورد 
مطالعه است. نتایج این مطالعه نشان داد که تبدیل عصاره و اسانس به شکل نانوامولسیون می تواند  اثرات بیولوژیک آنها را افزایش داده و 

به عنوان یک فرمولاسیون دارویی جدید به کار رود. 
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مقدمه

استفاده از گیاهان برای درمان بیماری ها پیشینه تاریخی داشته 
و گیاهان دارویی پایه و اساس بسیاری از درمان ها در طب سنتی 
امروزه گیاهان دارویی به  دلیل داشتن عوارض جانبی  بوده اند. 
کم، تنوع در مواد مؤثر، اثرات آنتی اکسیدانی و ضد التهابی قوی 
و توانایی پیشگیری از رشد تومورها محل توجه ویژه بسیاری از 

محققین حوزه سلامت هستند ]1[. 

در دهه های اخیر گیاهان به عنوان یکی از منابع اصلی برای 
اهمیت  جدید  آنتی بیوتیک های  و  ضد سرطان  داروهای  تولید 
جهانی یافته اند. شیرین بیان1 و اسطوخودوس، از جمله این گیاهان 
باقلاییان  خانواده  از  است  گیاهی  شیرین بیان  هستند.  دارویی 
که بومی مناطق آسیایی است. ریشه شیرین بیان سرشار از مواد 
فعالی همچون ترپن ها و ترکیبات فنولی است که موجب ایجاد 
خواصی نظیر اثر ضد میکروبی، ضد سرطان، ضد زخم، ضد التهاب و 

ضد حساسیت شیرین بیان می شوند ]2[. 

بررسی شده  این گیاه  اثر ضد سرطانی  در مطالعات مختلف 
عصاره  که  شد  داده  نشان  همکاران  و  نامورا  مطالعه  در  است. 
در  سرطانی  سلول های  تکثیر  از  تواند  می  شیرین بیان  ریشه 
بدن جلوگیری کند ]3[. در مطالعه دیگری نشان داده شد که 
عصاره شیرین بیان می تواند موجب مرگ سلول های سرطان کبد 

)HepG2( در محیط In Vitro شود ]4[. 

ریشه شیرین بیان اثر ضدباکتری نیز دارد. نیتالیکار و همکاران، 
اثر عصاره ریشه شیرین بیان را بر چند گونه باکتری گرم مثبت 
گرم  و   )Stapphylococcus aureus و   Bacillus subtili(
 )aeruginosa Pseudomonas و Escherichia coli( منفی
بررسی کرده و نشان دادند که تمامی این باکتری ها به عصاره 

شیرین بیان حساس هستند ]5[.

نعناعیان  یا لاواند2، گیاهی متعلق به خانواده  اسطوخودوس 
است که با طعمی تلخ جهت داشتن بوی مطبوع در عطرسازی 
درمان  برای  گیاه  این  از  گذشته  در   .]6[ می شود  استفاده 
بیماری ها ی پوستی مانند اگزما و زخم استفاده می شده است ]7[. 
در مطالعات مختلف، اثرات ضد دردی ]9 ،8 ،6[، آنتی اکسیدانی 
]10[، آرام بخشی ]11[، ضد التهابی و تعدیل کننده سیستم ایمنی 
]12[ آن نیز گزارش شده است. در پژوهش دالیلان و همکاران، 
نشان داده شده که لاواند می تواند از رشد سلول های سرطانی 

لنفوم هوچکین جلوگیری کند ]13[. 

اثر ضد میکروبی لاواند نیز به اثبات رسیده است. برای مثال، در 
مطالعه روللر و همکاران نشان داده شده که اسانس لاواند می تواند 
)MRSA( جلوگیری  به متی سیلین  باکتری های مقاوم  از رشد 

1. Glycyrrhiza Glabra
2. Lavandula Angustifolia

کند ]14[. در مطالعه دیگری نشان داده شده که اسانس لاواند 
می تواند از رشد شش گونه باکتریایی در محیط کشت جلوگیری 

کند ]15[. 

رشد  از  جلوگیری  در  گیاهان  این  بالای  پتانسیل  وجود  با 
سلول های سرطانی و میکروبی در محیط برون تنی، استفاده از 
آن ها به صورت بالینی با محدودیت های بسیاری رو به رو است. 
برای مثال، ترکیبات گیاهی فرّار و ناپایدار بوده و در صورتی که 
در برابر عوامل محیطی مانند اکسیداسیون، تبخیر و نور محافظت 

نشوند، به راحتی تخریب می شوند ]16[. 

به علاوه، حلالیت پایین در آب و وزن مولکولی بالا سبب شده تا 
این ترکیبات فراهمی زیستی پایینی داشته و این امر موجب نیاز 
به دُز مصرفی بالا و تجویز مکرر دارو شده است ]17[. سیستم های 
با افزایش فراهمی زیستی و پایداری فیزیکی  دارورسانی نوین 

توانسته اند استفاده از این ترکیبات را کارامدتر کنند ]18[. 

ترکیبات  کردن  نانوامولسیونه  نوین،  روش های  این  از  یکی 
گیاهی است. نانوامولسیون ها قطرات کوچکی به قطر بیست تا 
دویست نانومتر بوده که حفاظت از ترکیبات بیولوژیک و رهاسازی 
کنترل شده آنها را تضمین می کند. نانوامولسیون ها غیر سمی بوده 

و پایداری کینتیکی بالایی دارند ]19[. 

محققان نشان داده اند که کارایی بعضی از اسانس های گیاهی 
طبیعی حتی در بعضی موارد بهتر از مواد مصنوعی است، اما 
مشکل عمده آن ها فرّاریت بالا و متعاقب آن ناپایداری است. به 
منظور مقابله با این مشکل یکی از بهترین راه حل ها استفاده از 
فرمولاسیون نانوامولسیون است که در واقع با استفاده از فناوری 
نانو، پایداری و کارایی ترکیب مورد نظر را به نحو چشمگیری 
افزایش می دهد ]18[. تحقیقات نشان داده که می توان با استفاده 
نظیر  ضد میکروبی  مواد  در  را  فراوانی  مزایای  نانو،  فناوری  از 
کاهش مصرف مواد ضد میکروبی، افزایش کارایی، سازگاری بالا با 

محیط زیست و بهبود کیفیت ایجاد کرد ]19[. 

با توجه اثرات مطلوب دو گیاه شیرین بیان و لاواند و با در نظر 
گرفتن مزایای نانوامولسیون، در مطالعه ای که توسط محققین 
مرکز تحقیقات بیوشیمی و تغذیه دانشگاه علوم پزشکی کاشان 
و  شیرین بیان  گیاه   عصاره  حاوی  نانوامولسیون  گرفت،  انجام 
اسانس لاواند ساخته شد، در این پژوهش بر آن شدیم تا اثرات 
ضد میکروبی این نانوامولسیون و همچنین اثرات ضد تکثیری آن 

بر دو رده سلول سرطانی را بررسی کنیم. 

مواد و روش ها

شیرین بیان:  و  لاواند  گیاهان  حاوی  نانوامولسیون  ساخت 
باریج  داروسازی  از شرکت  و عصاره شیرین بیان  لاواند  اسانس 
روش  از  نانوامولسیون  ساخت  جهت  شد.  خریداری  اسانس 
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مطالعه  در   .]19[ شد  استفاده  خودبه خودی3  امولسیون سازی 
انجام گرفته توسط محققین مرکز تحقیقات بیوشیمی و  قبلی 
تغذیه دانشگاه علوم پزشکی کاشان به  منظور رسیدن به بهترین 
فرمولاسیون جهت تشکیل یک نانو امولسیون پایدار نسبت های 
مختلفی از امولسیفایرها با اسانس و عصاره ترکیب شدند )نتایج 

منتشر نشده است(. 

نتایج حاکی از آن بود که بهترین نسبت برای امولسیفایرها 
نسبت 1:2 به ترتیب برای توئین بیست و توئین هشتاد است. 
با  گلایکول  پلی اتیلن  و  گلیسرین  حلّال های  کمک  همچنین 

نسبت 1:1 استفاده شد. 

به منظور تهیه نانوامولسیون، فاز آبی شامل کمک حلّال ها و 
آب و فاز روغنی شامل امولسیفایرها، 2 درصد اسانس لاواند و 2 
درصد عصاره شیرین بیان هرکدام به صورت جداگانه تهیه شده و 

درون بن ماری 37 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. 

در مرحله بعد، فاز آبی به آرامی به فاز روغنی که در حال همگن 
شدن بود، اضافه شد. فرایند همگن سازی به  مدت بیست دقیقه 
و با سرعت بالا ادامه پیدا کرد تا نانوامولسیون تک فاز و شفاف 
حاصل شد. جهت مقایسه اثر نانواموالسیون با عصاره شیرین بیان و 

اسانس لاواند از عصاره و اسانس 2 درصد استفاده شد.

تعیین اثر ضد تکثیری نانوامولسیون علیه سلول های سرطانی: 
جهت تعیین سیتوتوکسیسیته نانوامولسیون از رده های سلولی 
 )SK-MEL3( و سلول سرطانی پوست )HepG2( سرطان کبد
استفاده شد. رده های سلولی از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران 

خریداری شد. 

به منظور بررسی سمیت سلولی از روش MTT استفاده شد. 
سلول ها در محیط کشت دارای 10 درصد سرم جنین گاوی و 
آنتی بیوتیک های استرپتومایسین )هزار میکروگرم بر میلی لیتر( و 
پنی سیلین )صد واحد بر میلی لیتر( کشت داده شدند. محیط های 
کشت در دمای 37 درجه و در حضور 5 درصد CO2 انکوبه شد. 

پلیت 96 تایی  از یک  انجام تست MTT در هر خانه  جهت 
تعداد پنج هزار سلول قرار داده شد. پس از گذشت 24 ساعت، 
غلظت های از نانوامولسیون، حلّال نانوامولسیون، عصاره، اسانس 
و حلّال اسانس تهیه و به مدت 24 ساعت روی رده های سلولی 

تیمار شد. 

پس از گذشت زمان فوق، محتوای چاهک ها به دقت خارج شده 
و به آنها دویست میکرولیتر رنگ MTT اضافه شد. میکروپلیت به 
مدت چهار ساعت درون انکوباتور 37 درجه قرار داده شد و پس 
از آن محیط رویی تخلیه شده و به هر چاهک دویست میکرولیتر 

محلول DMSO  اضافه شد. 

3. Spontaneous Emulsification

 ،Dena( در مرحله بعد، جذب نمونه ها با دستگاه میکروپلیت ریدر
ایران( در طول موج 570 نانومتر خوانده شد و درصد سلول های زنده نسبت 

به جذب نوری سلول های کنترل محاسبه شد. 

غلظت  حداقل  تعیین  منظور  به  ضد میکروبی:  اثر  تعیین 
بار  با سه  و  میکرودایلوشن  رقیق سازی  از روش  مهارکنندگی4 
متیل  در دی  لاواند  اسانس  روش،  این  در  استفاده شد.  تکرار 

سولفوکساید 10 درصد تهیه شد. 

 ،1/25 ،0/625 mg / ml همچنین نانوامولسیون با غلظت های
2/5، 5 و 10 درون چاهک هایی با حجم صد میکرولیتر ریخته شد. 
به همه چاهک ها پنج میکرولیتر از کشت باکتری های استاندارد 
استافیلوکوکوس اورئوس، اشریشیا کلی، سودوموناس آئروژینوزا و 
استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس با غلظت نیم مک فارلند به همراه 

95 میکرولیتر محیط مولر هینتون براث اضافه شد. 

به تنهایی به  باکتری  براث و سوسپانسیون  از مولر هینتون 
عنوان کنترل منفی و مثبت استفاده شد. پلیت ها به مدت 24 
ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه شدند. آخرین رقتی 
از نانوامولسیون که در آن هیچ گونه رشدی مشاهده نشد، به عنوان 

MIC در نظر گرفته شد. 

آنالیز  آزمون  از  داده ها  آنالیز  منظور  به  داده ها:  آماری  آنالیز 
واریانس یک طرفه استفاده شد. داده ها برای هر آزمون حاصل سه 
بار تکرار بوده و به  صورت میانگین ± انحراف استاندارد میانگین 
نمایش داده شدند. تمام آنالیزها با استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 
16 انجام شد و مقادیر خطای آلفای کمتر از 0/05 معنادار در 

نظر گرفته شد.

یافته ها 

سمیت سلولی غلظت های مختلف نانوامولسیون حاوی عصاره 
شیرین بیان و اسانس لاواند بر سلول های کبدی رده HepG2 و 
سلول های سرطانی پوست رده SK-MEL-3 با روش MTT بررسی 
شده و درصد زنده ماندن سلول ها پس از 24 ساعت اندازه  گیری 

شد.

نتایج حاصل از این ارزیابی روی سلول های HepG2 نشان داد 
غلظت های 2500، 1250 و 630 میکروگرم بر میلی لیتر نانوامولسیون برای 
سلول سمیت ایجاد کرده و موجب مرگ بیش از 50 درصد سلول ها شده اند 

.)P<0/05( )IC50=401μg/ml(

عصاره شیرین بیان در مقایسه با نانوامولسیون سمیت کمتری 
داشت، به طوری که تنها 28 درصد سلول ها در مواجهه با غلظت 
2500 آن دچار مرگ سلولی شده بودند. این در حالی است که 
اسانس لاواند سمیت بالایی داشته و میزان IC50 آن برابر 450 

 .)P<0/05( )1 بود )تصویر شماره

4. Minimum Inhibitory Concentration
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نتایج حاصل از تست MTT روی سلول های SK-MEL3نشان 
بقیه  نانوامولسیون،  میکروگرم  غلظت 75  استثنای  به  که  داد 
غلظت های آن سبب مرگ بیش از 50 درصد سلول ها شده اند 

 .)P<0/05( )IC50=82(

اسانس لاواند نیز سمیتی مشابه نانوامولسیون ایجاد کرده بود، 
تنها در غلظت های  این در حالی  است که عصاره شیرین بیان 
1250 و 2500 موجب سمیت )مرگ بیش از 50 درصد سلول ها( 

 .)P<0/05( )2 شده بود )تصویر شماره

بررسی اثر ضدمیکروبی 

در این مطالعه به منظور بررسی اثر ضدباکتریایی نانوامولسیون از 
روش MIC استفاده شد. در این روش، سویه های باکتری مورد نظر 

تحت غلظت های 0/625، 1/25، 2/5، 5 و 10 میلی گرم بر میلی لیتر 
قرار گرفتند. نتایج نشان داد که نانوامولسیون بر رشد تمام سویه های 
باکتری استفاده شده اثر مهاری داشته است. بیشترین اثر مهاری 
مربوط به استاف اپیدرمیدیس با MIC پنج میلی گرم بر میلی لیتر 
بود. میزان MIC برای سه سویه دیگر برابر ده میلی گرم به دست 
آمد. عصاره شیرین بیان روی استافیلوکوکوس اورئوس و اشریشیا 
اما موجب مهار رشد سودوموناس آئروژینوزا  اثری نداشت،  کلای 
و استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس شد. اسانس لاواند نیز مانع رشد 
تمامی سویه ها به جز سودوموناس آئروژینوزا شد )جدول شماره 1(.

بحث

نانوامولسیون  ضد میکروبی  اثر  بررسی  این مطالعه  از  هدف 
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% سلول ھا) شده بود (شکل 50موجب سمیت (مرگ بیش از 2500
. >p)05/0) (2شماره 

نشان دهنده اختلاف معنی دار و بیش از  * برابر غلظت هاي مختلف نانوامولسیون.در SK-MEL3 هاي درصد بقاي سلول -2شکل 

50% )05/0(p<. 

بررسی اثر ضد میکروبی: 

در این مطالعھ بھ منظور بررسی اثر ضد باکتریایی 

استفاده شد. در این روش سویھ ھای MICنانوامولسیون از روش 

میلی 10و 5، 5/2، 25/1، 625/0باکتری مورد نظر تحت غلظت ھای 

گرم بر میلی لیتر قرار گرفتند. نتایج نشان داد کھ 

نانوامولسیون بر رشد تمام سوش ھای باکتری استفاده شده اثر 

مھاری داشتھ است. بیشترین اثر مھاری مربوط بھ استاف 

MICمیلی گرم بر میلی لیتر بود. میزان MIC5با اپیدرمیدیس

گرم بدست آمد. عصاره شیرین میلی10برای سھ سویھ دیگر برابر 

اثری نداشت اشریشیا کلایو استافیلوکوکوس اورئوس بیان بر روی

استافیلوکوکوس و آئروژینوزاسودوموناساما موجب مھار رشد 

ع رشد تمامی سویھ ھا بجز شد. اسانس لاواند نیز ماناپیدرمیدیس

).1گردید (جدول شماره آئروژینوزاسودوموناس 

۰

۲۰

۴۰

۶۰

۸۰

۱۰۰

۱۲۰

۷۵ ۱۵۰ ۳۰۰ ۶۳۰ ۱۲۵۰ ۲۵۰۰

ی
ت
س
ی
ز
 
ی
ا
ق
ب
 
د
ص
ر
د

)μg/ml(غلظت 

SK-MEL3 Nanoemulsion

Glycyrrhiza extract

Lavander essential oil

*

* * * ****

*

تصویر 2. درصد بقای سلول های SK-MEL3در برابر غلظت های مختلف نانوامولسیون
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نانوامولسیون حاوی عصاره سمیت سلولی غلظت ھای مختلف 
و HepG2ھای کبدی رده شیرین بیان و اسانس لاواند بر سلول

بررسی شده و MTTبا روش SK-MEL-3رده پوست ھای سرطانی سلول

ساعت اندازه گیری شد. 24درصد زنده ماندن سلول ھا پس از 
نشان داد HepG2ھای نتایج حاصل از این ارزیابی بر روی سلول

میکروگرم بر میلی لیتر 630و 1250، 2500ھای غلظت
نانوامولسیون برای سلول سمیت ایجاد کرده و موجب مرگ بیش از 

. عصاره شیرین بیان >IC50=401μg/ml) (05/0(p( اندھا شده% سلول50
در مقایسھ با نانوامولسیون سمیت کمتری داشت، بھ طوری کھ 

آن دچار مرگ 2500مواجھھ با غلظت ھا دردرصد سلول28تنھا 
سلولی شده بودند. این در حالی است کھ اسانس لاواند سمیت 

بود (شکل شماره 450آن برابر IC50بالایی داشتھ و میزان 

1()05/0(p<  .

 

% 50نشان دهنده اختلاف معنی دار و بیش از  * در برابر غلظت هاي مختلف نانوامولسیون. HEPG2هاي درصد بقاي سلول -1شکل 
)05/0(p<. 

  نشان دادSK-MEL3 ھایبر روی سلولMTTنتایج حاصل از تست 

میکروگرم نانوامولسیون، بقیھ غلظت 75غلظت ھ استثنایکھ ب

. >IC50=82) (05/0(pھا شده اند (%  سلول50ھای آن سبب مرگ بیش از 
مشابھ نانوامولسیون ایجاد کرده بود، اسانس لاواند نیز سمیتی 

و 1250ست کھ عصاره شیرین بیان تنھا در غلظت ھای این در حالی
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تصویر 1. درصد بقای سلول های HEPG2 در برابر غلظت های مختلف نانوامولسیون

.)P<0/05( نشان دهنده اختلاف معنادار و بیش از  50درصد *
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مطالعه  و همچنین  لاواند  اسانس  و  حاوی عصاره شیرین بیان 
خواص ضدتکثیری آن علیه دو رده سلول سرطانی بود. نتایج 
به دست آمده نشان داد که این نانوامولسیون برای سلول های رده 
HepG2 و SK-MEL-3 سمیت داشته و می تواند موجب مرگ 

سلول های سرطانی شود. 

مطالعات متعددی در زمینه سمیت سلولی و اثر ضد سرطانی 
عصاره شیرین بیان و اسانس لاواند انجام  شده است. به  طور مثال، 
مطالعه خضرایی و همکاران نشان داده که عصاره گیاه شیرین بیان 
بر رده های سلولی سرطان های معده ای و روده ای تأثیر معنا داری 
داشته و از طریق القای آپوپتوزیس، موجب از بین رفتن سلول های 
تأثیر  هیچ گونه  نرمال  سلول های  بر  درحالی که  شده،  سرطانی 
معنا دار و منفی ندارد ]20[. همچنین در مطالعه فو و همکاران، 
اثر ضد توموری فلاونوئید استروژنی  Licochalcone استخراج  شده 
 )PC3( از ریشه گیاه شیرین بیان بر سلول های سرطانی پروستات
بررسی شده و نشان داده شده است که غلظت بالای این عصاره 

برای سلول های سرطان پستان سمیت دارد ]21[. 

در پژوهش دیگری بیان شد که غلظت ده میکروگرم شیرین بیان 
روی سلول های سرطانی سمیت نداشته، اما غلظت سی میکروگرم 
 MCF7 )رده های  پستان  سرطان  سلول های  مرگ  موجب  آن 
T47D ، MDA-MB-231 ، و MDA-MB-361( می شود ]22[. 
همچنین ثابت شده که لاواند موجب مرگ سلول های سرطانی 
کبد در محیط برون تنی می شود ]10[. نتایج بررسی  مهدی نژاد 
و همکاران نیز نشان داد که عصاره اتانولی گیاه لاواند به صورت 
 C8305 وابسته به دُز قادر به از بین بردن سلول های سرطانی رده
لاواند  اسانس  که  دادند  نشان  همکاران  و  سِوگی   .]23[ است 
می تواند هر دو مسیر آپوپتوز و نکروز را در سلول های سرطانی 
فعال کرده و از این طریق از رشد سلول های سرطانی جلوگیری 

کند. 

به  علاوه، در این پژوهش بیان شده است که اثر مهاری اسانس 
فعالی  ترکیبات  وجود  دلیل  به  توموری  سلول  رشد  بر  لاواند 
 α-ocimene وlinalool ،linalyl acetate ،cineole  همچون

مؤثر است ]24[. 

اثر  بر  می تواند   ROS بالای  میزان  سرطانی  سلول های  در 
فعالیت متابولیک بالا، نقص در عملکرد میتوکندریایی، فعالیت 
پراکسیزوم، افزایش سیگنالینگ گیرنده سلولی، فعالیت انکوژن، 
در  لیپواکسیژناز  سیکلواکسیژناز،  اکسیداز،  فعالیت  افزایش 
سلول  های ایمنی باشد. بعد از اینکه سلول های سرطانی به شکل 
بدخیم درآمدند، تولید پایدار ROS را انجام می دهند که منجر به 

رشد و پیشرفت تومور می شود ]21[.

بنابراین استفاده از مواد آنتی اکسیدانی همانند اسانس لاواند 
یا عصاره شیرین بیان یا نانوامولسیون تهیه شده از این ترکیبات، 
با کاهش میزان ROS می تواند در جهت کاهش تولید ROS در 

جایگاه تومور و بهبود عملکرد عوامل ضد سرطان کمک کند.

با توجه به اثرات و خواص یادشده از گیاه شیرین بیان و لاواند ، 
و  شیرین بیان  گیاه  عصاره  نانوامولسیونی  فرم  می رفت  انتظار 
اسانس لاواند به دلیل فراهم آوری پایداری فیزیکی و میکروبی 
پتاسیل بالایی برای تبدیل شدن به یک ماده که دارای خواص 
ضد تکثیری علیه سلول های سرطانی هستند و این امر در مطالعه 
حاضر بررسی شده و نتایج حاصل نشان داد که نانوامولسیون 

یادشده دارای چنین خاصیتی است.

همچنین، در مقایسه اثر سمیت سلولی نانوامولسیون با اسانس 
لاواند و عصاره شیرین بیان نشان داده شد که نانوامولسیون نسبت 
به عصاره شیرین بیان سمیت بسیار بیشتری داشته است. این در 
حالی است که سمیت سلولی اسانس لاواند شبیه به نانوامولسیون 
به دست آمد. اگرچه سمیت سلولی نانوامولسیون و اسانس حدوداً 
بودن  فرار  و  به هیدورفوب  توجه  با  اما  بوده  است،  اندازه  به یک 
اسانس ها می توان نتیجه گرفت که تبدیل اسانس به نانوامولسیونی 

پایدار می تواند مفید باشد. 

و  اسانس  تأثیر  بررسی  در  همکاران  و  ضیایی  مطالعه  در 
شد  داده  نشان  واژینالیس،  برتریکوموناس  لاواند  نانوامولسیون 
که اثر مهاری نانوامولسیون یادشده در تمامی غلظت ها و ساعات 
تأثیری مشابه با اسانس این گیاه داشت، اما در مجموع می تواند 

جدول 1. میزان CIM نانوامولسیون، اسانس لاواند و عصاره شیرین بیان بر چهار سویه باکتری

باکتری
MIC (mg / ml) میزان

عصاره شیرین بیاناسانسنانوامولوسیون

-105استافیلوکوکوس اورئوس

-102/5اشریشیا کلای

1/25-10سودوموناس آئروژینوزا

555استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

)-( نشان دهنده عدم تأثیر بر رشد باکتری است.
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تریکوموناس  بر  رشد  مهارکننده  عنوان  به  مطلوبی  انتخاب 
واژینالیس باشد ]25[. در مطالعه ما نیز اسانس و نانوامولسیون 
نتایج مشابهی را در میزان مهار زیست سلول های سرطانی در 

رده های سلولی مورد مطالعه داشتند.

نانوامولسیون  ضد میکروبی  اثر  پژوهش،  این  دوم  بخش  در 
حاوی عصاره شیرین بیان و اسانس لاواند بر سویه های باکتریایی 
استاندارد استافیلوکوکوس اورئوس، استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس، 

اشریشیاکلای، سودوموناس آئروژینوزا بررسی شد. 

نتایج نشان داد این نانوامولسیون بیشترین میزان مهارکنندگی 
را بر رشد استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس داشته و اثر مهاری آن 
روی سایر سویه ها یکسان بوده است. اثر ضدباکتریایی اسانس 
عصاره  اما  بود،  نانومولسیون  از  بیشتر  سویه ها  تمام  بر  لاواند 
استافیلوکوکوس  و  آئروژینوزا  سودوموناس  بر  تنها  شیرین بیان 
روی  لاواند  ضد میکروبی  اثر  داشت.  مهاری  اثر  اپیدرمیدیس 
باکتری های استافیلوکوکوس اورئوس و استرپتوکوکوس پیوژنز 
در یک مطالعه بررسی و نشان داده شد که این گیاه خاصیت 

آنتی باکتریال دارد ]26[. 

در مطالعه معصومی و همکاران در بررسی اثرات ضدمیکروبی 
نانوامولسیون اسانس آویشن شیرازی علیه باکتری اشریشاکلی 
 2500 نانوامولسیون  و  شیرازی  آویشن  MIC  اسانس  میزان 
میکروگرم بر میلی لیتر به دست آمد و تفاوتی بین اسانس خالص 

و نانوامولسیون مشاهده نشد ]27[. 

نتایج حاصل از این بررسی با مطالعه حاضر یکسان بود، با این 
تفاوت که در مطالعه ما میزان MIC نانوامولسیون و اسانس با هم 
تفاوت داشت. وجود برخی تفاوت ها در میزان اثرات ضد میکروبی 
مشاهده شده در این مطالعه و تحقیقات مشابه می تواند به دلیل 
تفاوت مکان های رشد گیاهان ]4[ و استفاده از روش های مختلف 

برای استخراج اسانس و عصاره باشد ]29 ،28[. 

با وجود این، اثرات ضدمیکروبی سویه های مختلف این گیاهان 
را به وجود ترکیباتی همچون ترپن ها و ترپنوئیدها نسبت داده اند. 
برای مثال، اثر ضدباکتریایی لاواند را به وجود مواد فعالی نظیر 

لینالول، تریپنال، سینئول، کامفور و تیمول مربوط دانسته اند. 

ثابت شده است این ترکیبات می توانند با مختل کردن کار 
ساختار های غشای سلولی باعث اختلال در نفوذپذیری سدهای 
باعث  به هم زدن کنترل شیمیواسمزی سلول  با  غشایی شده، 

مرگ باکتری ها شود ]29 ،28[.

 تحقیقات در مورد مکانیسم عمل ترکیبات اسانس های حاوی 
ترکیبات فنولی نشان دهنده تأثیر این ترکیبات بر غشای سلولی 
است. ترکیبات فنولی به غشای سیتوپلاسمی حمله کرده و موجب 
تخریب آنها و افزایش قابلیت نفوذپذیری آن شده و باعث آزاد 
شدن اجزای اصلی داخل سلول )مثل ریبوز و گلوتامات سدیم( 

می شوند. از سوی دیگر این ترکیبات می توانند موجب اختلال 
عملکرد در انتقال الکترون، فعالیت آنزیم ATPase و جذب مواد 

مغذی شوند ]27 ،26[.

بنابراین با توجه به این که آزمون ضد میکروبی انجام شده در 
محیط مایع و امولسیونی صورت گرفته و نتیجه نهایی فعالیت 
بالای نانوامولسیون را نشان می دهد، می توان این گونه استنتاج 
نمود که نانوامولسیون حاوی عصاره گیاه شیرین بیان و اسانس 
گیاه لاواند به طور مستقیم غشای باکتری را تخریب کرده و باعث 
از بین بردن آن شده است که این پدیده نشان دهنده مؤثر بودن 
سیستم ضد میکروبی سنتز  شده است. ذکر این نکته ضروری است 
نانوامولسیون  که بررسی مکانسیم دقیق عملکرد ضد میکروبی 

سنتز شده نیاز به تحقیقات گسترده تری دارد.

نتیجه گیری

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که نانوامولسیون حاوی عصاره 
گیاه شیرین بیان و اسانس گیاه لاواند در غلظت های مورد مطالعه 
دارای خواص ضد میکروبی بوده و با توجه به میزان قابلیت زیستی 
HEPG2،SK- مطلوب نانوامولسیون در رده سلول های سرطانی

قالب  در  آینده  حیوانی  مطالعات  در  آنها  از  می توان   MEL-3
فرمولاسیون های دارویی استفاده کرد.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

 IR.KAUMS.MEDNT.REC.1396.106 این مطالعه با کد اخلاق
در مورخ 96/11/9 به تصویب کمیته اخلاق پژوهشی دانشگاه علوم 
پزشکی کاشان رسید و تمام کدهای اخلاقی مورد تأیید کمیته 
نظارت بر حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه علوم پزشکی کاشان در 

طول انجام آزمایشات رعایت شد.

حامی مالی

 نتایج این تحقیق حاصل پایان نامه کارشناسی ارشد نویسنده 
اول در رشته بیوشیمی بالینی دانشگاه علوم پزشکی کاشان است.

مشارکت نویسندگان

داده ها:  تحلیل  اعتبارسنجی  روش شناسی  و  مفهوم سازی 
محمداسماعیل شهاب الدین، محمدحسین اعرابی؛ تحقیق، بررسی، 
تحلیل و منابع: علی نظری عالم، شایسته پور، مجید نجاتی، حمید رضا 
گیلاسی و افشین صالحی؛ نگارش پیش نویس: زهره کریمی طاهری.
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تعارض منافع

در  منافعی  تضاد  هیچ گونه  که  می کنند  اعلام  نویسندگان 
خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.

تشکر و قدردانی

از معاونت محترم تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی کاشان 
صمیمانه تشکر و قدردانی می شود.
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