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  . حساسية تجاه المستخلص حتى عند التراكيز المنخفضةالأكثر
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ABSTRACT  

Lichen (Lecanora epibryon) collected from Arshany reservation at Idleb city 
was taken for screening antibacterial activity. Acetone was used as solvent for 
extraction of active compounds from lichen. The activity of extract was tested 
against three isolated infectious bacteria (Pseudomonas sp., Salmonella sp., 
Klebsiella sp.) by cytotoxicity assay using MTT test. Acetone extract of lichen 
showed antibacterial activity against all test organisms, but Salmonella sp. was 
highly susceptible to the extract even at low concentration. 
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  المقدمة
 البحث عن مركبات جديدة     دفع إلى  الحيوية   الصاداتإن ازدياد المقاومة الجرثومية تجاه      

 لمئـات   النباتات مـصدراً وتعد، (Lopez et al., 2001)لها فاعلية ضد الجراثيم الممرضة 
لمركبات الكيميائية المتنوعة ذات الخصائص الحيوية المختلفة، وعادة ما تكـون        الآلاف من ا  

 البحث في السنوات الأخيـرة       لذلك ازداد  .هذه المركبات فعالة ضد الأحياء الدقيقة الممرضة      
وأصبحت هناك حاجة ملحة ومـستمرة لاكتـشاف        عن نباتات لها فاعلية مضادة للجراثيم،       

 الدقيقة بسبب الذعر المتزايد من انتشار أمراض معدية جديدة          مركبات جديدة مضادة للأحياء   
 ازديـاد المقاومـة      تحد آخر كبير يكمـن فـي       فضلاً عن . أو عودة ظهور أمراض أخرى    

 .(Souza et al., 2004)  السريرية الحاليةالاستعمالات الحيوية في للصادات
روبية كمواد مدرة للبـول،   استُعملت الأشن منذ مئات السنين في العديد من البلدان الأو         

جة الجروح وأمـراض    مراض المعدة، والسعال، وداء السل الرئوي، وفي معال       أولمعالجة  
وعرفت الفاعلية الحيوية للعديد مـن  . (Baytop, 1999; Huneck, 1999) الجلد المختلفة

كمـضادات فيروسـية، ومـضادات سـرطان،        مستخلصات الأشن ومركباتها الكيميائية،     
 Lawrey, 1986; Halama)ت طفيليـة للالتهاب والحساسية والحمى، ومضاداومضادات 

and Haluwin. 2004; Huneck, 1999). .  وبعد سنواتٍ عديدة من استعمال الأشن فـي
نشاطها المضاد ووثّقوا   هذا الاستعمال الطب الشعبي، جاء العديد من الباحثين وأثبتوا أهلية         

 ,.Cansaran et al., 2006; Choudhary et al., 2005; Gulluce et al)للميكروبـات 
2006; Rankovic et al., 2007)  

النوع يعد Lecanora epibryonتنشأ عن علاقة تعايش بـين  التي  أحد أنواع الأشن 
 Green والآخر ينتمي إلى الطحالب الخضراء Fungiكائنين أحدهما ينتمي إلى الفطريات 

algae أو الجراثيم الزرقاء Cyanobacteria.  ينتمي النـوع L. epibryon   إلـى رتبـة 
Lecanorales           ًالتي تمتلك أعلى درجة من التنوع الكيميائي ولاسيما المواد المفيدة وظيفيا ، 
 وهي مركبات ذات ،(Cohen, 1995) الكيميائية depsidones و depsides: مثل صفوف

 Dayan and Romagni)نشاط مضاد للفيروسات والجـراثيم والـسرطان والطفيليـات    
 من قبـل البـاحثين    عالمياً   الأشن التي نالت اهتماماً      إحدى Lecanoraوالجنس   .(2001

 ,.Choi et al) فـي الزجـاج   NOعلى تحفيز البالعات البشرية على إنتاج بسبب قدرته 
عزل العديد مـن   فضلاً عن (Bhattarai et al., 2008)نشاطه المضاد للأكسدة و .(2009

 ،ئية منه ذات الفاعلية الحيوية المضادة للجراثيم والفطريات والفيروسـات المركبات الكيميا 
مـضاد  ك الذي أُثبتت فاعليته الحيويـة  usnic acid  الأوسنيكوأهم هذه المركبات حمض

 ,Lauterwein et al., 1995, Lawrey) ، ومضاد فطري (Scripa et al., 1999)فيروسي
1995, Cocchietto et al., 2002) جـدـاً تـأثير لـه  أن ، وو   لجـراثيم الـسل   اً مثبط

Mycobacterium tuberculosis ــد ــبط  عنــ ــى المثــ ــز الأدنــ   التركيــ
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(Minimum Inhibition Concentration) = MIC 62.5 مل  /ميكروغرام(Honda et 
al., 2010)، وفي بحث أجراه Tay أُثبت أن لحمض الأوسنيك فاعليـة  (2004) وآخرون 

 Listeria monocytgenes, Proteus vulgaris, Streptococcus: تجــاه الجــراثيم
faecalis, Yersinia enterocolitica, Bucillus subtilis, Staphylococcus aureus ،

 xanthones: ، مثـل  Lecanora عزل مركبات كيميائية أخرى مـن الجـنس          أمكنكما  
(Karunaratne et al., 2005) ومركب ،chloroatranorin في أكثـر  هأُثبت وجود الذي 

مركـب  و، L. rupicola، وL. epibryon، وL. brancha: ومنهـا  من الأشن اً نوع40من 
pannarin من النوع المعزول L. hercynica، وgangaleoidin   المعزول مـن النـوع L. 

gangaleoids (Dembitsky and Tolstikov 2003)  ومركبـات atranorinو terpenoids 
(Guttova et al., 2007).  

 المركبـات  مصدراً للعديد مـن      كونهاز به الأشن من أهمية دوائية       ما تتمي نظراً إلى   و
 ـ Lecanora الجنس   وإلى أن  ،للأحياء الدقيقة  الفعالة المضادة  ك بعـضاً مـن تلـك       يمتل

  للمستخلص الأسـيتوني للنـوع     التحقق من الفاعلية المضادة       إلى  البحث فَده .المركبات
L. epibryon وتحديد التركيـز الـسمي مـن    ، الجرثومية الممرضةلاتالعزبعض  تجاه 

  .Cytotoxicity Concentration CC50 ستخلص الذي يقتل نصف عدد الخلاياالم
  مواد البحث وطرائقه

   Lichen specimen عينة الأشن
على الصخور الكلسية ونادراً ما يـشاهد علـى    )1الشكل( L. epibryonينمو النوع 

 شـهري كـانون الأول      خلال ، إدلب مدينةحمية العرشاني في    من م  جمعه   جرىوالتربة،  
 ووضعت العينة في أكياس شفافة من النايلون، ثم نُقل إلى           ،2011 من عام    وكانون الثاني 

 حيـث    جامعة دمـشق،   - كلية العلوم  -مختبر الدراسات العليا في قسم علم الحياة النباتية       
 ـ بالاعتماد على جرى تصنيفه  ,Schubert, 1983)صنيف الأشـن  المعايير المتبعة في ت

Johns, 1987).فظ إلى حين إجراء الدراسةوح .  

  

  )1(الشكل 
 Lecanora صورة النوع 

epipryonفي موقع الجمع  
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  Preparation of Extracts تحضير المستخلصات 
نُظفت مشرة الأشنة من التراب والحشرات والبقايا النباتية، وغسلت بالماء المقطر عـدة             

، ° م (25-30) ، ثم جففت في درجـة حـرارة المختبـر          جميعها لتخلص من الشوائب  مرات ل 
مـسحوقاً   حتى أصبحت    ت جيداً باستعمال مطحنة كهربائية    ، وسحق منهاوأخذت كمية محددة    

:  مل من المذيب العضوي    50من مسحوق الأشنة وأضيف إليه      غ  5 أُخذوبعد الطحن   . ناعماً
 سـاعة مـع التحريـك    24مدة  منقوعة في المذيبوتُركت ، (Panreac, Spain) الأسيتون

دقيقة، بعيداً عن الـضوء وبدرجـة   / هزة300 (JSR, Korea)المستمر على هزازة رحوية 
 وجـرى . Watman No.1رشِّحت الخلاصة عبر أغشية ترشيح من نوع . حرارة المختبر

المبخـر  باستعمال  C° 50 تبخير المذيب تحت ضغط مخفف ودرجة حرارة لا تتجاوز بعدئذٍ
فـظ فـي   وزن المـستخلص النـاتج وحRotary evaporator (IKA, Germany) .   الدوار

  .(Fournet et al., 1994)  إلى حين اختبار تأثيرهC (Climas, Spain) °40- المجمدة
   Isolated Bacteria  الجرثوميةالعزلات

 Pseudomonas sp., Klebsiella) جرثوميـة عزلاتاستعمل في هذه الدراسة ثلاث 
sp., Salmonella sp.) لأطفالا من مرضى مستشفى أُخذت.  

  :Cytotoxicity assayمقايسة السمية الخلوية 
 مـن ثنـائي ميتيـل       اًكرولتـر ي م 50 فـي     المـستخلص   مـسحوق   ملغ من  5 أُذيب
، ورشحت عبر أغشية Dimethyl sulfoxide (DMSO) )(Sigma, Germanyسلفوكسيد
 µg/ml (10 - 500) ثم خُففـت إلـى التركيـز الملائـم      بهدف التعقيم،µm 0.22ترشيح 

ــتعمال وســط  ــتزراعباس ــذيالاس ــرق المغ ــز. NB  الم ــاوز تركي ــى ألا يتج   عل
DMSO 0.2) % الجرثومية العزلاتاختُبرت فاعلية المستخلص وتأثيره في  ).حجم/حجم 

ــتعمال ــة باسـ ــار الممرضـ    MTT (microculture tetrazolium test) اختبـ
(Sigma-Aldrich, Germany) (Mossman,. 1983) ،عتمد علـى قيـاس نـشاط    الذي ي
  M-5655 المركــب بنــزع الهيـدروجين مـن    بـدورها الخلايـا الحيـة التــي تقـوم   

(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) ، ــاطة بوس
عطـي بلـورات    وتإنزيمات الديهيدروجيناز الميتاكوندرية التي تشق حلقة التترازوليـوم         

 الفورمازان البنفسجية، ولوحظ أنه يمكن للجراثيم والميكوبلاسما وغيرها من الميكروبـات        
   القــدرة علــى شــق حلقــة التترازوليــومالتــي لا تمتلــك جــسيمات ميتاكوندريــة

(Sigma, Product information)،ر  ويؤدي تغير العدد الخلوي زيادةً أو نقصاناً إلى تغي
بة بوساطة المادة   الفورمازان المتشكلة مما يدل على درجة السمية المسب       في كمية بلورات    

 بعـدد   حفـرة  24 ذات   الاسـتزراع  الخلايا الجرثومية في صفيحة      زرع جرى. المختبرة
م °37 السابقة بدرجة حـرارة  الاستزراعمل، ثم حضنت صفيحة /خلية 104خلوي يساوي   

 بحجـم نهـائي     ،دونهـا من  ة سابقاً و   المذكور التراكيز ي ساعة مع المستخلص ذ    24مدة  
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 الحفرإلى  ) PBSمل في   / ملغ M-5655 )5أُضيف مركب   . حفرة/ ميكرولتر 100يساوي  
 إلـى   الاسـتزراع ثم أُعيدت صـفيحة     .  الأصلي المستزرعمن حجم   % 10بكمية تساوي   

 M-8910 المحلـول    أُضـيف  الحضن   مدةوبعد  .  ساعات 4 و 2مدة تراوح بين    الحاضنة  
 بحجم مـساوٍ   )في مركب الإيزوبروبانول اللامائي     ن 100x + HCl 0.1تريتون  % 10(

لإذابة بلورات الفورمـازان البنفـسجية      ) حفرة/ كرولتري م 100(لحجم المزرعة الأصلي    
 ELISAباستعمال قارئ    اً نانومتر 540 الامتصاصية عند طول موجة      قيستثم   ،المتشكلة

(HS Human, Germany) .سبتمـن  حفـرة حيوية الخلوية في كل  النسبة المئوية للوح 
:  بحـسب العلاقـة    الشاهدبمقارنة   من المستخلص     الزرع المعالجة بتركيزات مختلفة    حفر

  .100× ) امتصاصية الشاهد/ امتصاصية الخلايا المعالجة بالمستخلص(
باستعمال مكررين لكل شرط تجريبي في التجربة الواحدة في         جميعها  أجريت التجارب   

   النـــسخةSPSS مكـــررة، واســـتعمل برنـــامج ثـــلاث تجـــارب كاملـــة
)16(SPSS statistical package, version 16 for windows .   تُمِد اختبـار تحليـلواع

لمعالجـة البيانـات    one way analysis of variance (ANOVA) التباين وحيد الاتجاه
  .إحصائياً وتحليلها ورسم المنحنيات البيانية

  النتائج 
 ثلاث تجاه Lecanora epibryonلحيوية للمستخلص الأسيتوني للنوع قُيمت الفاعلية ا

 ,.Pseudomonas sp) للأطفـا ا جرثومية ممرضة معزولة من مرضى مستشفى عزلات
Klebsiella sp., Salmonella sp.).  اختبارباستعمال MTT، ثم قورنت قيم الامتصاصية 

 ـ     اً نانومتر 540بطول موجة     المختلفـة مـن ذلـك       التراكيز لعينات الجراثيم المعالجـة ب
وحصلنا على قـيم التركيـز   ، (µg/ml 500 ,250 ,200 ,150 ,100 ,50 ,10)المستخلص 

وقد أكـدت النتـائج   . 1حة في الجدول   الموضCC50  نصف عدد الخلايا  السمي الذي يقتل    
، ووجـد أن    )2الـشكل ( بـين التركيـز والامتـصاصية        عكـسية ارتباط   علاقة   جودو

 الأكثر حساسية تجاه التراكيز المختلفـة مـن المـستخلص    كان  .Salmonella spجنس
 بلغت نسبة إذْ) µg/ml 10 ( حتى التراكيز المنخفضة منهاL. epibryonالأسيتوني لأشنة 

، وباسـتعمال اختبـار     )3الـشكل    (%43.44 للخلايا الجرثومية عند هذا التركيز       حيويةال
حظ عند ازدياد هذا التركيـز أي فـروق    لم يلTukey HSDالمقارنات المتعددة بطريقة 

 الأقل حساسية تجاه التراكيز المختلفة  فكانKlebsiella sp جنس، أما (sig>0.05)معنوية 
 الجرثومية، وبلغـت  العزلات مقارنة ببقية L. epibryonمن المستخلص الأسيتوني لأشنة 

 اكيز المـستعملة   التر فيوكانت الفروق معنوية    ،  مل /ميكروغرام CC50  =786±0.2 قيمة
 250 و 200مل، والتراكيـز    /ميكروغرام 100,150 ماعدا التراكيز    ،(sig<0.05) جميعها

 حيويةوكانت نسبة ال. (sig> 0.05)مل فكانت الفروق فيما بينها غير معنوية /ميكروغرام
مل /ميكروغرام 10باستثناء التركيز جميعها التراكيز عند % 90للخلايا الجرثومية أقل من   
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 .Pseudomonas spجنستأثر ، ولوحظ )4الشكل (% 91.26 حيوية بلغت عنده نسبة الالذي
 وازداد معدل التـأثير الحيـوي للمـستخلص         ، ضعيف على نحو عند التراكيز المنخفضة    

 ـ   CC50  =475±2.4 وبلغـت قيمـة      ، بارتفـاع التركيـز    (sig<0.05) اًالأسيتوني معنوي
 الجراثيم المعالجة بالتراكيز المتزايدة من      حيويةلن أن النسبة المئوية     وتبي. مل/ميكروغرام

 10باستثناء التركيـز    جميعها   من أجل التراكيز المختبرة      %90المستخلص كانت أقل من     
  .)5الشكل % (93.36 حيويةمل الذي بلغت عنده نسبة ال/كروغراميم

ــدول  ــا  ) 1(الج ــدد الخلاي ــصف ع ــل ن ــذي يقت ــستخلص ال ــن الم ــسمي م ــز ال   التركي
Cytotoxicity concentration CC50.  

  مل/ميكروغرام  الانحراف المعياري± CC50  الجرثوم المختبر
Pseudomonas sp. 475±2.4 

Salmonella sp.  10<  
Klebsiella sp.  786±0.2  

  

  
 نانومتراً، لعينات الجـراثيم     540 عند طول موجة     ODقيم الامتصاصية    العلاقة بين    )2 (الشكل

 L. epibryonمختلفة للمستخلص الأسيتوني للأشنة التراكيز الالمعالجة ب
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% 

 بعـد معالجتهـا بقـيم    Salmonella sp الخلايا الجرثومية من النوع حيويةنسبة  )3(الشكل 
  .L. epibryon المختلفة لمستخلص النوع التراكيز

  

  

ية 
حيو

ة ال
سب

ن
% 

 التراكيـز بعد معالجتهـا بقـيم     Klebsiellaللجنس الخلايا الجرثومية حيوية نسبة )4 (الشكل
  . L. epibryonالمختلفة لمستخلص النوع 
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 التراكيزبعد معالجتها بقيم   Pseudomonasللجنس الخلايا الجرثومية حيويةنسبة  )5 (الشكل
  .L. epibryonالمختلفة لمستخلص النوع 

  النتائجمناقشة 
 الـشعوب   عند قرون، وعرفت فاعليتها الحيوية      ذمناستُعملت الأشن في الطب الشعبي      

الأمريكية الأصلية والهنود والصينيين والأوروبيين لمعالجة الأمراض، وجاءت العديد من          
 الاستعمال في معالجة الأمراض التنفسية والتهاب المجـاري          هذا الدراسات الحديثة تدعم  

 ، فقـد أثبتـت هـذه   (Hoskeri et al., 2010)والالتهاب الرئوي، وغيرها كثيـر  البولية 
الدراسات قدرة الأشن على إنتاج العديد من المستقلبات الثانوية التي تحميها من الإجهـاد              

أثناء نموها البطيء، وأظهرت المـدى الواسـع للفاعليـة          في  الفيزيائي والهجوم الحيوي    
 ذات Depside, Depsidoneالحيوية لتلك المواد، ولاسيما المواد من الصفوف الكيميائية 

جد وو. (Dayan and Romagni 2001)النشاط المضاد للفيروسات والجراثيم والسرطان 
أن المستخلصات الخام للعديد من أنواع الأشن تُظهر فاعلية مضادة للجـراثيم الممرضـة        

 الفاعلية  Rancovic (2010) و Kosanicدرس كل من    فقد  المعزولة من مصادر مختلفة،     
   Lecanora. atraسـيتونية والميتانوليـة والمائيـة للأنـواع      الأللمستخلـصات الحيوية 

 ,Bacillus subtilis, B. mycoides:في الزجاج تجاه ستة أنواع من الجراثيم L. muralisو
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumonia      كانت الخلاصة الأسيتونية    في حين  ،، ولم تُظهر الخلاصة المائية أي فاعلية 
 فقد قـاموا    (2009) وآخرون   Karagozأما  . والميتانولية فعالة وفقاً لنوع الجرثوم المختبر     

المائية والإيتانولية تجاه ست     باختبار الفاعلية المضادة للجراثيم لبعض مستخلصات الأشن      
 Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus:سلالات جرثومية معيارية

subtilis, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Staph. epidermis 
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 من الفاعليـة،  اً متنوع مدىL. muralis ومنها مستخلصات النوع وأظهرت المستخلصات
  .الإيتانوليأفضل من  المائي مستخلص الوكان

  لص الأسـيتوني للنـوع  للمـستخ   الحيويـة  من الفاعليـة  في هذا البحث     التحقق   وجرى
L. epibryon أظهر هذا المستخلصفقد. رة الأولىتجاه ثلاث عزلات جرثومية ممرضة للم  

 الاختلاف في التأثير بين العزلات الجرثوميـة        ويعود ،فعالية تثبيطية لنمو الجراثيم المختبرة    
 .Salmonella sp إذ كان جـنس  . وتركيز المستخلصالجرثوم المختبرالثلاث المختبرة إلى 

الأكثر حساسية تجاه التراكيز المختلفة من المـستخلص الأسـيتوني، بينمـا كـان جـنس                
Klebsiella sp. الأقل حساسية، وقد يعود ذلك إلى أن جراثيم Salmonella sp. مجردة من 

، )1995الكبـب،   ( محفظة كبيرة جداً     Klebsiella تمتلك خلايا    في حين المحفظة والأبواغ،   
قـد   الذي يعد معنّداً تجاه عدد كبير من الصادات الحيوية .Pseudomonas spغير أن جنس 

تأثر عند التراكيز المنخفضة على نحو ضعيف وازداد معدل تأثره بالمستخلص الأسـيتوني             
 ينتمي إلى L. epibryonوقد يعزى هذا التأثير إلى أن ،  بارتفاع التركيز(sig<0.05)معنوياً 
متلك أعلى درجة من التنوع الكيميائي ولاسـيما المـواد المفيـدة         التي ت  Lecanoralesرتبة  
 وهي مركبات ،(Cohen, 1995) الكيميائية depsidones و depsides مثل صفوف ،وظيفياً

 الـذي   atranorinأظهرت عبر الدراسات فاعليتها الحيوية المثبطة للميكروبات، فالمركـب          
 ـ يعـدdepsides ينتمي إلى الصف الكيميائي   Dayan and Romagni) اماً للفطريـات  س

 Mycobacterium tuberculosis، وله فاعلية تثبيطيـة منخفـضة تجـاه جرثـوم     (2001
(Honda et al., 2010)، مركبات إلى  وكذلك الأمر بالنسبةxanthones   التي توجـد فـي 

فهي تملـك فاعليـة تثبيطيـة     Lecanora (Karunaratne et al., 2005)العديد من أنواع 
تمتلـك   xanthones، كمـا أن معظـم   (Honda et al., 2010) منخفضة تجاه ذلك الجرثوم

    من النشاطات الحيوية والدوائيـة كمـضادات      اً واسع مجموعات وظيفية فينولية وتُظهر مدى 
 Markovic and)، ومـضادات للجـراثيم والفطريـات    والأكـسدة للـسرطان والالتهـاب  

Mavojlovic 2010)،ا المركبات  أمterpenoids ميكروبيـة  فهي مضادات (Dayan and 
Romagni 2001).  وفي بحث أجراهBhattarai على مجموعة من الأشن (2008) وآخرون 

 هـذه   وتعد. ةيمتلك أعلى محتوى من المركبات الفينولي      Lecanora أن الجنس    القطبية أثبت 
  .(Muller, 2001)لأحياء الدقيقة المتنوعة ا تجاه فاعلة حيوياًالمركبات 

  النـوع  على الدور المحتمل الذي يمكـن أن يؤديـه           تدلُّفإن النتائج    ووفقاً لما سبق،  
L. epibryon من الناحية الكيميائية متابعة الدراسة عليهإمكان ، وتؤكدكمضاد جرثومي ، 

 ومعرفة تركيبها الكيميـائي، بهـدف إجـراء         ، وتنقيتها ،لاستخلاص المركبات الفعالة منه   
، ةً للانتقال إلى تطبيقها في الأوساط الحية مباشر       ،يدلانية والسريرية اللازمة  الدراسات الص 

 الناتجة عن الجراثيم الممرضة التي باتت تطور مقاومة وذلك لمعالجة العديد من الأمراض  
  .تجاه العديد من الصادات الحيوية المستعملة حالياً
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