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چکیده

ر در ییتغباتواندمیتنش ینا.شودآزاد اکسیژن منجر به تنش اکسیداتیو میهايیکالرادتجمع :زمینه و هدف
یاهانگ.ذاردبگاثرهاسلولساختار غشا، رشد و مرگ برم از ذخایر سلولییکلسيازآزادس، ان ژنی، بهایمآنزت یفعال

پلاسما، ابتلا به هاياکسیدانیآنتو افزایش قدرت هاسلولبا حفاظت از هستند کهاکسیدانییآنتغنی از ترکیبات 
ارزیابی بهحاضرمطالعه.دهندکاهش میراقلبی و سکته مغزيهايیماريبمزمن مانند سرطان، هايیماريبرخیب

Eremostachysگیاهعصاره متانولی و سمیت سلولی اکسیدانییآنتفعالیت  labiosiformis(Popov) Knorring

.پردازدیم
اره عص. پودر گردیدخشک ودر مجاورت هوا، آوريجمعازپسE.labiosiformisیاهگ:کارروش مواد و 

اثر سمیت ارزیابیو)DPPH(مهار رادیکال آزاد روش بااکسیدانییآنتفعالیت .دتهیه شمتانولی به روش خیساندن 
.مورد سنجش قرار گرفتMTTروش باveroیسلوليردهبر سلولی 
اثر سمیت سلولی و E.labiosiformis ،mg/ml392/0=IC50متانولیيعصارهاکسیدانی ظرفیت آنتی:هایافته

)CC50(ساعت به ترتیب72و 24،48هاي مختلف ، طی زمانµg/ml16/1329،g/mlµ25/1360و
g/mlµ71/1159گردیدمحاسبه.

این ،نشان دادبا اسید آسکوربیک E.labiosiformisگیاه اکسیدانییخاصیت آنتيیسهمقانتایج :گیرينتیجه
جه به سنجش سمیت عصاره و با توردفعالیت خوبی در مهار رادیکال آزاد دامشابهسایر گیاهانگیاه نسبت به

براي ،ین حالابا. شدباخطرهاي درمانی بیبراي استفادهتواند یمگیاه مذکور متانولی يعصارهمشخص گردید؛ 
.گرددیمپیشنهاد invivoهاي سلولی دیگر و همچنین مطالعات در شرایط استفاده از ردهگیري قطعی،نتیجه
Eremostachys:یديکلي هاواژه labiosiformis (Popov) Knorring ،کشت سلولیاکسیدانیآنت ، ،

سمیت سلولی
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634و همکارانسارا اسدي بربریها...عصارهمهار رادیکال آزاد و اثر سمیت سلولیظرفیت
مقدمه

بعنوانهاي اکسیژنرادیکالناشی از استرس اکسیداتیو
از قبیلمختلفهاي دژنراتیوبیماريایجاد در اصلی عامل

شده استشناخته زخم معده و ، تصلب شرایینسرطان
جمله پراکسید ازROS(1(اکسیژن فعالانواع تجمع.]1[

و )O2-(آنیون سوپراکسید، )H2O2(هیدروژن
سبب) OH(رادیکال هیدروکسیلمانندهاي آزادرادیکال

م از یکلسيآزادسازان ژن و یها، بمیت آنزیر در فعالییتغ
هاي ناپایدار و مولکولینا.]2[گرددذخایر سلولی می

اي شیمیایی هاي زنجیرهشپذیر توسط واکنبسیار واکنش
ترکیباتی در تشکیل با مانند پراکسیداسیون لیپیدي یا 

DNAو مرگ ، جهشساختار غشا، رشدد در نتوانمی
.]3،1[باشندگذارتأثیرو نیز ایجاد سرطانهاسلول

هاي نقشهاي بیولوژیکیدر سیستمهااکسیدانیآنت
در کت و شرآسیب اکسیداتیوجلوگیري ازمتعددي شامل

بسیار شواهد].1[دارند بر عهدهسلول سیگنالینگیرمس
ايیهسوءتغذسمی بودن و اثرات دال بر زیادي 

ساختگی اضافه شده به مواد غذایی هاياکسیدانیآنت
بوتیل ،BHA(2(آنیزول مانند بوتیل هیدروکسی 

خطر و همچنینداردوجودBHT(3(هیدوکسی تولوئن 
در ان در حیوانات آزمایشگاهی و ایجاد سرطآسیب کبدي

به اثبات رسیده استهااکسیدانیآنتاین استفاده از
در که طبیعی هاياکسیدانیآنتتوجه به لذا]5،4[

هستند ترکیبات فیتوشیمیایی دارايهاي مختلف بخش
ت غنی از ترکیبا،گیاهان. ]5[بیشتر شده است 

زایش قدرت افوهاسلولبا حفاظتبوده واکسیدانییآنت
مزمن هايیماريبرخیابتلا به ب،پلاسماهاياکسیدانیآنت

از دست ،سکته مغزي،قلبیهايیماريبطان، مانند سر
را کاهش آب مرواریدو، آرتریت روماتوئیددادن حافظه

درکه معمولاًو آلکالوئیدهافلاونوئیدها.]4،1[دهندیم
را ییبالاکسیدانیافعالیت آنتید نوجود دارگیاهان دارویی

.]5[اند دادهبه خود اختصاص

1-Reactive Oxygen Species
2-Butyl Hydroxy Anisole
3-Butyl Hydroxy Toluene

Eremostachysگیاه labiosiformis (Popov)

Knorring4اي از گیاهان گلدار خانواده نعناعیانگونه

بومی این گیاه. باشدمعروف میسنبل بیابانی هبکهاست
داراي ترکیبات فعال وایران، افغانستان و ترکمنستان 

و 7یدهافلاونوئ، 6ها، ساپونین5وئیدهادارویی شامل آلکال
ینکه خانواده نعناعیان با توجه به ا]7،6[است8هاتانن

ترکیبات فنلی با وزن بوده و فنلییپلرکیبات داراي ت
ی براي پاکسازي بالایتوانایی ) هاتانن(مولکولی زیاد 

اي در رابطه با مطالعهو]17،14[هاي آزاد دارندرادیکال
و اثر سمیت سلولی عصاره اکسیدانییصیت آنتارزیابی خا

سلول اپیتلیال (Vero9بر روي رده سلولی آنمتانولی
نگرفتهصورت ) کلیه میمون سبز آفریقایی طبیعی و بالغ

.صورت گرفتدر این زمینه ايمطالعهلذا 
کارروش

، در مرحله گلدهیE.labiosiformisگیاهی ي گونه
از ارتفاعات کوه بابا 1394اواسط اردیبهشت ماه سال 

موسی واقع در شهرستان بجنورد استان خراسان شمالی 
به شماره در اداره محیط زیست بجنوردو آوري جمع

و براي )1شکل (ينگهدار(EDBH:00108)هرباریوم 
آزمایشگاه بخش شناسایی مجدد و انجام آزمایشات به

هوایی يهابخش.شدمنتقلدانشگاه مازندران شناسییاهگ
خشکو در سایهگیاه بعد از شستن کامل در مجاورت هوا

درصد به 80گرم پودر گیاه در متانول 20. گردیدپودرو 
. گردیدو مخلوطساعت در دماي اتاق خیسانده48مدت 

در دماي تقطیر در خلاءتوسط دستگاه عصارهدر نهایت
.تغلیظ شدگراددرجه سانتی40

لیت آنتی اکسیدانی با روش دي ارزیابی فعابراي انجام
و 11شیمادااز روش DPPH(10(فنیل پیکریل هیدارزیل 

5/1بر این اساس. ]8[استفاده شد) 1992(همکاران 
، 500، 250، 125(عصارههاي مختلفاز غلظتلیترمیلی

4-Labiatae (Lamiaceae)
5-Alkaloids
6-Saponins
7-Flavonoids
8-Tannins
9-Vero
10-diphenyl-1-picrylhydrazyl
11  -Shimada
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635)4(8؛ دوره95سالکی خراسان شمالی                مجله دانشگاه علوم پزش
5/1با)لیترمیلی/میکروگرم4000، 2000، 1000
ر دو مخلوطDPPHدرصد004/0لیتر محلولمیلی

دقیقه قرار 15به مدت در دماي اتاق و تاریک مکانی
خلوط توسط دستگاه سپس جذب م.گرفت

قرائت متانول بلانکنانومتر با 517در اسپکتروفوتومتر
طبق فرمول زیر محاسبه DPPHیکالرادمهاردرصد . شد

:گردید
Scavenging Activity (%) = [(A - B)/A] x 100

A :متانولبلانکجذبB :جذب نمونه
براي تعیین آستانه سمیت سلولی عصاره متانولی 

E.Labiosiformis با روشMTT،هاي سلولVero به
96در میکروپلیت ) چاهک/سلول6000(تعداد مناسبی 

ساعت در 24به مدت ند آنگاه کشت داده شدياخانه
تا ندقرار گرفتCO2% 5درجه سانتیگراد و 37گرمخانه 
سپس از گرمخانه خارج و .گرددسلولی تشکیل تک لایه

هاي مختلف عصاره متانولی غلظتدر زیر هود، 
E.labiosiformis)2000 ،1000 ،500 ،250 ،125،

ها افزودهبه سلول)لیترمیلی/ میکروگرم25/31، 5/62
سلول که شامل کنترل نیزهاي کنترلچاهک.گردید

که بلانکمحتوي سلول و محیط کشت کامل و کنترل
تعیین و است بدون سلول و محیط کشت کامل 

) ساعته24- 48-72(مورد نیاز هايها تا زمانپلیتمیکرو
قرار CO2% 5درجه سانتیگراد و 37در گرمخانه مجدداً

ها با سلولهاي مورد آزمایش،طی زمانازبعد.ندگرفت
به MTTرنگ شدندشوشستPBSفسفات سالین

ساعت انکوبه 3به مدت یکروپلیتمو اضافه ها اهکچ
ها در طول موج در نهایت جذب نوري سلول. ندگردید
,Bio Tek(توسط دستگاه الایزا ریدر نانومتر 570

model: Elx800 (خوانده شد.
.گردیدها توسط فرمول زیر محاسبه سلوليدرصد بقا

viability(%) = [(A - B)/(C-B)] x 100
A : لول تیمارشده با عصارهسجذبB :جذب کنترل

جذب کنترل سلول: Cبلانک
:Minitab)Vآماري افزارنرمها از دادهيآورجمعپس از 

بررسی نتایج . تجزیه و تحلیل آماري استفاده شديبرا) 16
و مقایسه تصادفیدر قالب طرح کاملاًاکسیدانیآنت

5ا احتساب حداکثر خطاي بتوکی آزمون از هامیانگین
يدرصد بقاجهت سنجش میزان . استفاده شددرصد

فاکتوریل با طرح اصلی يهایشآزماسلولی در قالب 
از هاو براي مقایسه میانگینتصادفی هاي کاملاًبلوك

استفاده درصد 5با احتساب حداکثر خطاي آزمون توکی
مهار رادیکال%50و ) CC50(یسمیت سلول%50.شد

ED50افزارنرمبا ) IC50(آزاد  plus)INER,V: 1.0(
انحراف ±بصورت میانگین هایريگاندازه.برآورد گردید

.معیار گزارش گردید
هایافته

عصاره متانولی DPPHفعالیت به دام اندازي رادیکال 
به منجرغلظتی از عصاره که (IC50بصورت سنبل بیابانی 

مقایسه با اسید آسکوربیک در )مهار رادیکالی شود% 50
ینکمتر.)1نمودار (محاسبه گردیدبه عنوان استاندارد 

E.labiosiformisگیاه: 1شکل 
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636و همکارانسارا اسدي بربریها...عصارهمهار رادیکال آزاد و اثر سمیت سلولیظرفیت

درE.labiosiformisاکسیدانی عصاره متانولی آنتییتفعال: 1نمودار 
.استانحراف معیار±میانگین یانگر بError bar. مقایسه با اسید آسکوربیک

با E.labiosiformisعصاره متانولیاسید آسکوربیک و مختلفيهاغلظتهاي آزاد توسط یکالرادمقایسه میانگین میزان مهار : 1جدول 
%.5استفاده از آزمون توکی با احتساب حداکثر خطاي 

Ic50 (µg/ml ±SD)گروهg/mlµ(%RSA±SD(غلظت اسید آسکوربیک 

352117/0±2/95a

293309/0±1/95a

235422/0±9/94a

1760±5/94a

117652/0±8/93a0016/0±41
5934/3±7/70cd

23187/2±3/28g

12373/2±6/15h

2188/1±7/13h

1914/0±9/11h

Ic50 (µg/ml±SD)گروهE.labiosiformis)ml/gµ(%RSA±SDغلظت

4000723/0±8/77b

2000666/1±1/72c

1000772/0±4/66d009/0±392
500843/1±8/60e

250254/2±6/38f

125843/1±9/14h
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637)4(8؛ دوره95سالکی خراسان شمالی                مجله دانشگاه علوم پزش

هاي مختلفطی زمانE.labiosiformis(CC50)مختلف عصاره متانولی يهادر غلظتVeroيهادرصد بقاي سلولیسه میانگینمقا: 2جدول 
زمان

)ساعت(
SD±µg/ml(CC50(غلظت 

(µg/ml)
200010005002501255/6225/31

2434/2±6/745/10±5/850±10014/6±7/9507/3±8/9702/1±3/99
55/6±8/92

16/1329

4836/4±1/2164/6±2/7533/4±7/8111/5±7/8989/6±9313/4±7/87
65/3±96

25/1360

7243/1±5/767/1±1/5209/5±4/960±1000±1000±100
0±100

71/1159

هاي زماندر وE.labiosiformisعصاره متانولی هاي مختلف هاي ورو در غلظتمقایسه میانگین درصد بقاي سلول: 2نمودار 
%.5با استفاده از آزمون توکی با احتساب حداکثر خطاي ساعت72و 24،48
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638و همکارانسارا اسدي بربریها...عصارهیمهار رادیکال آزاد و اثر سمیت سلولظرفیت
ــال آزاد اســـید آســـکوربیک در      ــد مهـــار رادیکـ درصـ

وmg/ml001/0 ،mg/ml002/0يهــــاغلظــــت
mg/ml012/0 ــر ــب برابــــــ و7/13، 9/11بترتیــــــ

درصــد  کمتــرین  بــا  برابــر تقریبــاً گردیــد کــه 6/15
ــا ــال آزاد مهـــــ ) E.labiosiformis)9/14ر رادیکـــــ

جـــدول (باشـــدمـــیmg/ml125/0بـــراي غلظـــت  
بدســــت آمــــده از روش درصــــد بقــــاي ســــلولی .)1

MTT ــدول ــدهآ2در جـ ــتورده شـ ــق  . اسـ ــر طبـ بـ
، 24هـــاي مختلـــف  طـــی زمـــان CC50آن میـــزان 

ــب  72و 48 ــه ترتیـ ــاعت بـ ، µg/ml16/1329سـ
µg/ml25/1360وµg/ml71/1159و

، R2=88/0همبســــتگی بــــه ترتیــــب برابــــر ضـــریب  
96/0 =R2 94/0و=R2ــد ــبه گردیـ ــودار (محاسـ نمـ
هـــاي غلظـــتبــین  هـــا بــا توجـــه بــه آنـــالیز داده  . )2

ــاره  ــتلاف معنـــیمختلـــف عصـ ــاب داري اخـ ــا احتسـ بـ
یاختلافـــ؛مشـــاهده شـــددرصـــد5حـــداکثر خطـــاي 

ــان  ــین زمـ ــا بـ ــاب  هـ ــا احتسـ ــاي  بـ ــداکثر خطـ 5حـ
ســـلولی اثـــر ســـمیت .درصـــد مشـــاهده نگردیـــد  

بــــــر رده E.labiosiformisعصــــــاره متــــــانولی 
در µg/ml2000غلظــــــتدر Veroســــــلولی 

بـــــا ســـــایر ســـــاعت72و 24،48هـــــايزمـــــان
يداریمعنــاخــتلاف هــازمــانهمــاندرهــاغلظــت

).2نمودار (را نشان داد
بحث

ند بیشتر در گیاهان موجودکه طبیعی هاياکسیدانیآنت
فنلی با وزن رکیباتت. حاوي ترکیبات فنلی هستند

ی براي پاکسازي بالاینایی توا) هاتانن(مولکولی زیاد 
انایی بیشتر بستگی به هاي آزاد دارند و این تورادیکال

گیاهان خانواده .]17،4[هاي هیدروکسیل داردتعداد حلقه
فنلی، فلاونوئیدي و نعناعیان داراي ترکیبات اصلی پلی

قوي دارنداکسیدانییکه خاصیت آنتهستندترپنوئیدي
محتواي فنلی و ترکیبات گیاه به فاکتورهاي ژنتیکی .]18[

بیشتر ترکیباتاینرسدبنظر می.استو محیطی وابسته
يیهتهدر مقایسه با ان گیاهعصارهيیهتهاز طریق 

اختلافاینعلت شاید ،باشدقابل استخراج هاآناسانس 
ي عصاره به زدهبا. استگیريهاي مختلف عصارهروشدر

گیري و ماهیت شیمیایی نوع حلال، زمان و دماي عصاره

نمونه وابسته است و تحت دما و زمان یکسان، حلال مورد 
ها دو فاکتور مهم هستند استفاده و ویژگی شیمیایی نمونه

گیريهاي رایج عصارهمتانول و اتانول در بین حلال].19[
داراي یقطبیرغترکیبات قطبی و اعم ازمواد گیاهی

اصیتخگیرياندازهبنابراین؛ باشندمیبیشترین کارایی 
انجام عصاره متانولیاستفاده از بااکسیدانی که یآنت
ترکیبات قطبی و میزان مناسب استخراج بدلیلدگیرمی

.]4[خواهد بوديبیشترمیزان،یقطبیرغ
شناساییدر گیاهان، اکسیدانییآنتبه دلیل وفور ترکیبات 

ن ظرفیت بنابرایاستيکار دشوارهاآنتکتک
بررسیتعدديهاي مها با سنجشعصارهاکسیدانییآنت
براي تعیین ظرفیت DPPHآزمون.]9[شودمی
به مهار رادیکال هاآنترکیبات در توانایی اکسیدانییآنت

یلهوسبهها، یا اهداکنندگی هیدروژن مانند فنلآزاد و 
صورت DPPHدر حضور هایداناکسیآنتییزدارنگ
.استیک تکنیک رنگ سنجیMTT.]11،10[گیردمی

تواند متابولیسم اکسیداتیو بر این اساس که سلول زنده می
را بشکند MTTرنگ در نتیجه با اکسیداسیون، انجام دهد

با انجام این . زرد تا آبی تولید کنديمحدودهو رنگی در 
.]12[شودشخص میهاي زنده مآزمون تعداد سلول

حاضر اولین مطالعه در زمینه سنجش اثر سمیت پژوهش
عصاره متانولی گیاه اکسیدانییآنتسلولی و ظرفیت 

E.labiosiformisلذا نتایج بدست آمده با نتایجاست
بر این اساس، . نیستندقابل قیاسدیگري هايپژوهش

گیاهاینمطالعاتی که در خانوادهمطالعه حاضر با 
نتایج .مورد مقایسه قرار گرفت،انجام شده)عناعیانن(

و اثر سمیت سلولیاکسیدانییآنتخاصیت نشان دادند، 
Veroبر رده سلولی E.labiosiformisعصاره متانولی 

گرددهر چه غلظت بیشتر بنابراین .غلظت استوابسته به 
متانولیو اثر سمیت سلولی عصارهاکسیدانییآنتخاصیت 

ثر عصاره ا؛ همچنین نشان داده شد. شودمیتر بیشگیاه 
در Veroبر روي سلول E.labiosiformisیمتانول
با CC50میزان از نظر ساعت 72و 48، 24هاي زمان

داريیمعنبا هم تفاوت درصد5احتساب حداکثر خطاي 
بدلیل تواند میمشاهده شده یجزئعددي اختلاف ندارند و 
،هاسلولاکسیداتیو الیتدر اثر فعمحیط PHتغییر 

. ي محیط کشت و دفع مواد زائد باشداستفاده از مواد مغذ
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639)4(8؛ دوره95سالکی خراسان شمالی                مجله دانشگاه علوم پزش
در هاي مختلف و غلظتهازماناثر متقابل بین همچنین 

درصد بقاي است به طوري که یرگذارتأثمیزان بقاي سلول 
با سایر در مقایسهg/mlµ2000در غلظت سلول
کمتر يدارینمعاختلاف با مختلفيهازمانها و غلظت

.ه استبود
خاصیت بررسیدرحامدیزدان و همکاران ي مطالعه

از Marrabiumpersicumعصاره گیاه اکسیدانییآنت
mg/ml052/0=IC50شد کهانجامخانواده نعناعیان

ارزیابی ظرفیت بهو همکاران کامکار.]13[بدست آمد
کهتندپرداخاسانس و عصاره نعناع ایرانی اکسیدانییآنت

محاسبهmg/ml012/0براي عصاره گیاهIC50مقدار 
در مقایسه با عصاره متانولی این مطالعات.]14[گردید 

تريبالااکسیدانی آنتیداراي خاصیتمورد پژوهش گیاه 
و 2اژگنو 1پانداشکه توسط اتیمطالعدیگردر. بودند

Lamiumروي عصاره متانولی گیاه بترتیبهمکاران

Albumگلییممرو)Salvia limbata(از تیره نعناعیان
وmg/ml4659/0بترتیبIC50انجام دادند

mg/ml6195/0 این مقایسه .]16،15[محاسبه گردید
نشان دادE.labiosiformisعصاره متانولی باتحقیقات

mg/ml392/0(بالاترياکسیدانییآنتخاصیت گیاهاین 
(IC50=رددامذکور نسبت به گیاهان.

در زمینه اثر سمیت سلولی عصاره متانولی ياهمطالع
Veroسلول ردهبر )(Melissaofficinalisبادرنجبویه 

g/mlµمعادل CC50انجام شد مقدار پور توسط وهاب

عصاره کمتر سمیت اثر بیانگرکه]17[بدست آمد800
)E.labiosiformis)g/mlµ71/1159=CC50متانولی

دیگري مطالعه.استتانولی بادرنجبویه عصاره منسبت به 
توسط مردانی و همکاران روي اسانس آویشن شیرازي 

g/mlµ067/0برابر CC50مقدار که در آنصورت گرفت
ت بیشتر اثر سمیيدهندهنشانکه]18[بدست آمد 

این رو توجه به ایمنی در از.استاسانس در برابر عصاره 
.کندت بیشتر پیدا میها اهمیکاربرد اسانس و عصاره

1-R.panduch
2-Ozgen

گیرينتیجه
E.labiosiformisگیاهخواص درمانیرويتحقیقات بر 

لذا صورت گرفته استدر ایران و جهاناولین باربراي 
شواهد حال ینابا بسیاري از خواص این گیاه نامعلوم است

براي تواندگیاه مذکور میعصارهندنشان داداین مطالعه 
یید أمنظور ته بو باشدخطر بیهاي درمانیاستفاده

گیاه، آرایشی و بهداشتی عصاره این ،کاربردهاي دارویی
.استنیاز به مطالعات تکمیلی 

قدردانیتشکر و 
پژوهشکده شمال کشور انستیتو پاستور محترم از مسئولان 

قدردانی قبه دلیل حمایت در انجام این تحقیایران
.گرددمی
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Abstract

Background& objectives: Accumulation of free oxygen radicals leads to the
oxidative tension. This tension will be able to change the enzyme activity, gene
expression, calcium release from intracellular deposits on the membrane structure, cell
growth, and death. Plants are rich in the case of antioxidant compounds which will be
able to reduce the risk of some chronic diseases such as cancer, heart disease and
stroke by protection of cells and increasing the plasma antioxidant power. This study
aimed to evaluate the antioxidant activity and cytotoxicity of methanol extract of the
Eremostachys labiosiformis (Popov) Knorring plant.
Materials and Methods: Methanol extracts were obtained from E.labiosiformis
plant by maceration method following the collection, drying and powdering. The
antioxidant activity and cytotoxicity effect were assessed by free radical scavenging
method (DPPH) and MTT (on Vero cell lines), respectively.
Results: The antioxidant capacity of E.labiosiformis methanol extract was0/392
mg/ml. Cytotoxic effect (CC50) during different times of 24, 48 and 72 hours was also
1329/16 µg/ml, 1360/25 µg/ml and 1159/71 µg/ml, respectively.
Conclusion: The comparison results of E.labiosiformis antioxidant properties with
ascorbic acid showed that this plant has a good free radical scavenging activity in
comparison with the other similar plants. In the case of toxicity assessment, it was
shown that the methanol extract of this plant can be safe for use in therapy. However,
using the other cell lines as well as in vivo studies are recommended for a definitive
conclusion.
Keywords: Eremostachys labiosiformis (Popov) Knorring, antioxidants, cell culture,
cell toxicity
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