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  چكيده

  

 اما به هرحـال معرفـي ايـن         ، هيدروكسي ايزولوسين وجود دارد    – 4ديابتيك تركيب    ي مبني بر خصوصيات آنتي    يها گزارش :مقدمه
 هاي مناسب تهيـه   و همچنين يافتن روشديابتعنوان داروي جديد نيازمند اثبات كامل اثرات مفيد آن در درمان بيماري ه تركيب ب

   .دشوپذير  امكان in vivo تا انجام مطالعات باشد  مي آنمقدار كافي از
 كـه در نقـاط   ييهـا   در دانهو مقايسه مقادير آن هيدروكسي ايزولوسين از دانه شنبليله – 4 جداسازي    اين پژوهش به منظور    :هدف

 هيدروكـسي  – 4سـاز   پـيش (زدن دانه و يا اضـافه كـردن ايزولوسـين        علاوه اثر جوانه  ه  ب . انجام شد  ، شده بود  تمختلف ايران كش  
  .نيز از اهداف ديگر اين مطالعه بود ايزولوسين  هيدروكسي– 4به دانه در هنگام آبياري بر مقدار تحصيل ) ايزولوسين

 هاي تعويض يوني و سليكا ژل و       له از ستون  هاي شنبلي   با عبور عصاره آمينواسيدي دانه      ايزولوسين  هيدروكسي – 4 :روش بررسي 
هـاي    دانه در عصاره ايزولوسين هيدروكسي–4  براي مقايسه محتواي GCاز دستگاه. دشسپس كريستاله كردن با متانول جداسازي 

   .دش استفاده ايزولوسين هاي آبياري شده با  دانه وه جوانه زدهاي عصاره دانهگرفته شده از مناطق مختلف، 
  علاوه جوانه زدن دانه گياه منجر بـه افـزايش     ه  ، ب اي مقادير زيادي از اين ماده است      هاي مربوط به شمال شرقي ايران دار        دانه :نتايج

  .دشو  ميي هيدروكسي ايزولوسين توليد– 4 برابري در مقدار 6 برابري و اضافه كردن ايزولوسين منجر به افزايش 2
 ه زد هـاي جوانـه    استفاده از دانـه    ، برابر 6 تا حدود     هيدروكسي ايزولوسين  – 4تحصيل   ساده براي افزايش     روشيك   :گيري نتيجه

  .اند ايزولوسين تيمار شده كه با  استيلهلشنب
  

 GC، شنبليله،  هيدروكسي ايزولوسين– 4 :واژگان گل
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  نهم، دوره دوم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1389، بهار  و چهارم سي شماره مسلسل

 

. ..سيك هيدرو– 4 تعيين مقدار  

 

  مقدمه
  Papilionaceae 2گياهي يكساله و از خانواده 1شنبليله

 قاط مختلف دنيا مخصوصاًباشد و به مقدار فراواني در ن مي
ساليان درازي  .شود ، آفريقا و نقاط مختلف ايران كشت ميآسيا
عنوان ه ، ب هاي خوراكي هاي اين گياه علاوه بر استفاده دانه

در  . گرفته است داروي گياهي نيز مورد مصرف قرار مي
، دانه شنبليله براي خاصيت كاهندگي قند  فارماكوپه باستاني
گرفته  كلات ديابت مورد استفاده قرار ميخون و درمان مش

باشد كه از ساليان   ديابت بيماري شايعي مي.]1،2،3[است 
هاي   گذشته كه روشدوراندر  .ي شده استيبسيار دور شناسا

هاي درمان فقط بر  مدرن درماني وجود نداشت استراتژي
هاي مختلف در مورد اثرات  گزارش. ي استوار بوديگياهان دارو

 اما براي ]4،5،6[بليله بر هيپوگليسمي وجود دارد مفيد شن
هاي متمادي معلوم نشده بود كه كداميك از تركيبات  سال

بنابراين . باشد موجود در اين گياه داراي چنين خاصيتي مي
ي و جداسازي ماده موثره اين گياه يها متوجه شناسا پژوهش
مينه و همكاران او يك اسيد آ 3 فودِنبراي اولين بار .گرديد
ي يرا شناسا 4 هيدروكسي ايزولوسين– 4نام ه طبيعي ب غير

ي يو همكاران او ساختمان فضا  5 آلكوك و سپس]7[نمودند 
4-HILeهاي هم اكنون گزارش. ]8[ ودند را معلوم نم 

به چاپ رسيده   HILe-4محدودي از اثرات هيپوگلسميك 
ر رسد كه ماده موثره گياه شنبليله د نظر ميه  بو ]9[است 

بعضي از محققين كه اقدام . باشد  ميHILe-4 كاهش قند خون
اند مقادير اين ماده در هر صد   نمودهHILe-4به جداسازي 

   گرم از دانه خشك شنبليله را چيزي در حدود
 mg/100gr 30 - 90 در  .]7،8،10،11[اند  گزارش نموده

  :گزارش حاضر ما بر آن بوديم تا
  سازي  لص مراحل دقيق جداسازي و خا– 1

كه از مزارع   ( را هيدروكسي ايزولوسين از دانه شنبليله– 4
به منظور استفاده از آن )  دست آمده استه نقاط مختلف ايران ب

   ديابت  درمان فارماكولوژيكي در راستايهاي در آزمايش
                                           

1 Trigonella foenum-graecum L. 
2 Leguminosae     3 Fowden 
4 4-HILe       5  Alcock 

  

هاي  در دانه   HILe-4  مقايسه بين محتواي– 2. كنيم،ي يشناسا
ايران با همديگر و همچنين با دست آمده از دو نقطه ه ب

 به منظور .هاي قبلي كه در فرانسه صورت گرفته است گزارش
 بررسي اثر –HIL ،3-4 با بالاترين مقادير اي  يافتن دانه

زدن دانه به همراه يا بدون ايزولوسين به منظور تحصيل  جوانه
تا بدين ترتيب بتوان با كمترين فوق  تركيب  ازبيشترين مقدار

  .دست آورده يشترين محصول را بتغيير ب
  

  ها مواد و روش
  مواد

 از كمپاني  ) +Hفرم  (  Amberlit IR  عويض يونيترزين 
و كيت    Fluka ايزولوسين از كمپاني .دشسيگما تهيه 

  Phenomenex  از كمپاني  GC گيري اسيد آمينه توسط اندازه
  . دشتهيه 

  
  تهيه دانه شنبليله

، شمال شرقي  طه متفاوت در ايراندانه اين گياه از دو نق
د و توسط هرباريوم شتهيه )  2 نمونه (و مركز ايران )  1 نمونه (

  .شدي ي شناسا دانشگاه علوم پزشكي تهراندانشكده داروسازي
  

  زدن دانه گياه جوانه
كه با يك لايه   )متر  سانتي50 × 50 (ييها ها در جعبه دانه

دماي  (گراد سانتي درجه 25 اسفنجي پوشيده شده بود در
لايه اسفنجي با آب  .دش روز كشت مي  6به مدت )  آزمايشگاه

براي هر نوع دانه دو جعبه در نظر  .شد  مرطوب ميشهري
به مقدار  (ها با آب حاوي ايزولوسين  يكي از جعبه. گرفته شد

و ديگري بدون )  در هر روز mM 5غلظت با ليتر  ميلي 125
  . دش ايزولوسين آبياري مي

  
  HILe-4جداسازي 
بار   5د و شروزه خرد   6  هاي هاي خشك و يا گياهك دانه

ساعت در پتروليوم اتر خيسانده شد تا   24  مدته و در هر بار ب
  چربي آن زدوده شود و پس از جداسازي پتروليوم اتر در اتانول

ساعت خيسانده   24  مدته ب  ml  5 / g 3 در نسبت درصد50
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  و همكارانحائري

 

ار صورت گرفت و در هر بار عصاره الكلي ب  5  شد اين عمل
  .دشآوري و تحت خلاء تغليظ  جمع

  
  جداسازي آمينو اسيد تام

، عصاره الكلي تغليظ شده از ستون تعويض  براي اين منظور
  متر  سانتي40 با طول) +Hفرم (  Amberlit IR 120 كاتيوني

 شستشوي ستون با استفاده از.  عبور داده شدمتر  سانتي2 و قطر 
  .انجام گرفت) N 1 تا N 05/0از (شيب افزاينده آمونياك 

  
  هيدروكسي ايزولوسين 4تشخيص كمي 

 و با استفاده از  TLCوسيلهه ب HILe-4 تشخيص كمي
صورت ) mm 25/0با ضخامت  (60هاي سيلكاژل  پليت
  n-BuoH / HO-AC/H2O فاز متحرك عبارت بود از.گرفت

 گراد درجه سانتي 110اون ها در   سپس پليت3 : 1 : 1به نسبت 
وسيله اسپري ه هاي اسيد آمينه ب  دقيقه خشك و لكه10مدت ه ب

   در استن و سپس انكوباسيون دردرصد 1/0نين هيدرين 
. دشدقيقه آشكارسازي  10مدت ه بگراد   درجه سانتي110
  .شد  قرمز ديده مي–به رنگ نارنجي  HILe-4هاي  لكه

  
  HILe-4تخليص 
ت آمده از ستون تعويض كاتيوني از دسه هاي ب نشفراك

 و cm 50 با طول  (Mesh 70-100) 60  ستون حاوي سيلكاژل
كه  (HILe-4هاي حاوي  نشفراك.  عبور داده شدcm  5/2قطر

براي . آوري شد جمع) ده بودش شناسايي  TLCوسيلهه ب
وسيله ه  بHILe-4ي حاوي ها نشسازي بيشتر فراك خالص

  .دندشمتانول كريستاله 
  
   GCنجشس

هاي   در نمونهHILe-4به منظور تشخيص كمي مقادير 
 عصاره  : ها عبـارت بودند از نمونه. دش استفاده  GC مختلف از

ي كه با ايزولوسين كشت شده بودند يها ها، عصاره گياهك دانه
 .ي كه بدون ايزولوسين كشت شده بودنديها و عصاره گياهك

 صــــورت 14 و 13هاي  ش بر اساس رفرانGCآناليز توسط 
ها ابتدا  هاي موجود در نمونه طور خلاصه، اسيد آمينهه ب. گرفت

جداسازي ) +Hفرم (  Dowex 50  ازكيوسيله ستـون كوچه ب
سازي و به  مشتق  1وسيله آلكيل كلروفورماته سپس ب و

ه ب  HILe-4يك نمونه خالص شده از . دشتزريق    GC ستون
  .ارد مورد استفاده قرار گرفتعنوان استاند

  
   IR , NMRاسپكتروسكوپي

 و با NMR MHz 500 با استفاده از دستگاه  NMRآناليز
  خالــــــص از درصد  10 (W/V)استفاده از محلول 

4-HILe در D2Oاسكپتروسكوپي . صورت گرفت IR با 
  .دش انجام  KBrاستفاده از

  

  نتايج
    ، ييزدا  چربيهاي خشك پس از  گرم پودر دانه100از 

 عصاره. دست آمده ب 2ي شدهيزدا  گرم كيك چربـــي 80
تغليظ و به ستون ليتر  ميلي 500اتانولي تحت خلاء تا 

وسيله شيب افزاينده ه ستون ب .تعــويـض كاتيوني برده شد
شستشوي ستون با . دش شستشو  )N)  3/0 - 05/0آمونياك
براي   N 1تا حداكثر  ( از آمونياك  N 3/0بالاتر از  هاي غلظت

.  ديده نشد HILe-4گونه فراكشني حـــاوي  هيچ)  چندين بار
 مخلوط و به ستون سيليكاژل HILe-4  هاي حاوي نشفراك

فراكشن . دشجدا ليتر  ميلي 100  فراكشن هــركدام20برده و 
 را با خلوص بيشتري داشت كه به منظور  HILe-4موس
د كه منجر به شكريستاله وسيله متانول ه ب  بيشتـــرصلـوخ

  و NMRاسپكتروسكوپي . شدHILe-4توليد نمونه خالص از 

IR به منظور تاييد ماده خالص شده انجام شد.  
HNMR: در MHz 500 و با استفاده از محلول   

4-HILe در D2Oها در  پيك.  صورت گرفت δ59/052/1 و 
مربوط به C5( 58/1 ) و C6هاي  ي مربوط به متيليدوتا(

  .ديده شد )C4 وC2  مربوط به پروتونC3( 58 / 3 ) تونپرو
  3385ν=  (KBr) IR و IR: 1−cm 3185 اسپكتروسكوپي

ها   در دانهHILe-4 به منظور مقايسه محتواي :GCآناليز 
زده و دانه  ، دانه جوانه دانه خشك (تحت شرايط مختلف 

                                           
1 Alkyl chloroformate    2 Deffacted cake 
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. ..سيك هيدرو– 4 تعيين مقدار  

 

بـر اساس  .رفتصورت گ)  زده در مجاورت ايزولوسين جوانه
 زدن گياه مخصوصاً با جوانـه    GC دست آمده ازه اطلاعات بـ
زدن در مجـاورت ايزولوسين صورت گيرد منجر به  اگر جوانـه

 در ) برابري6 و 2ترتيب ه افزايش ب(HILe-4 افزايش مقادير 
 GC  اطلاعات منتج از  ريز.دشو گرم ماده خشك مي  100  هر

  .شده است آورده 1  شمارهدر جدول
  

  بحث
 در دو نوع دانه شنبليله از دو HILe-4مقايسه بين مقادير 

دهد اما  گيري را نشان نمي نقطه متفاوت در ايران تفاوت چشم
 2 بيشتر نسبت به نمونه  اندكيHILe-4 داراي مقادير 1نمونه 

 گرم دانه 100گرم در   ميلي276 در مقابل 3/279 (باشد مي
علت تفاوت در آب و هواي  ه اين تفاوت شايد ب.)خشك

منطقه، دسترسي به آب و يا اختلاف در روش آبياري و يا 
  .ها باشد خشك كردن دانه

اين مطالعه نشان  دست آمده طيه اين، نتايج ب بر  علاوه
  دست آمده در ايرانه هاي ب  در دانهHILe-4دهد كه مقادير  مي
  

)mg / 100 gr 3 / 279 – 276 (لي مشابه با مطالعات قب
 را mg/100gr  300 – 90ي بين و ا باشد كه محدوده مي

  مدت ه ها ب زدن دانه جوانه. ]7،8،10،11[اند  گزارش نموده
هاي جوانه نزده   در دانه HILe-4روز در مقايسه با مقادير   6

 براي نمونه  درصد90 به مقدار HILe-4باعث افزايش مقادير 
  .دش 2 براي نمونه درصد 6/36 و 1

  

آنزيمي كه  زدن، رسد كه طي مراحل جوانه مي رنظ به
شود و منجر به افزايش   القاء مي، استHILe-4 ول توليدؤمس

 بر اين اضافه نمودن ايزولوسين  ، علاوه دشو  ميHILe-4توليد 
   دزدن، منجر به افزايش شدي ها حين جوانه آبياري دانهدر هنگام 
4-HILe)  ي كه بدون يها هدر مقايسه با جوان)  برابر6تا حدود

 در مقابل 3/279. (دشو مي،اند حضور ايزولوسين آبياري شده
رسد اضافه كردن  مي نظر به ). 1  شمارهجدول، 1779

 و افزايش 1ايزولوسين باعث افزايش دسترسي آنزيم به سوبسترا
ي كه بدون يها  در مقايسه با جوانهHILe-4شديد توليد 

 ديگر، يمكانيسم احتمال .گردد  مي،اند زولوسين آبياري شدهيا
  دسته نتايج ب.  باشد فعال شدن آنزيم تحت تاثير سوبسترا مي

  
  
  
  
  

  زده آنها در  هاي جوانه  و دانه2 و 1 هيدروكسي ايزولوسين در نمونه 4غلظت  -1شماره جدول 
  .مجاورت ايزولوسين يابدون آن

  (mg)  گرم از گياه خشك يا گياهك 100 در Hile-4 مقادير 

  3/279  تيمار نشده1نه نمو

  532  جوانه زده1نمونه 

  1779  جوانه زده به همراه ايزولوسين1نمونه 

  279 ه تيمار نشد2نمونه 

  369    جوانه زده2 نمونه

  

1 Substrate availability 
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  و همكارانحائري

 

هاي شنبليله  دهد كه دانه روشني نشان مي آمده در اين مطالعه به
خوبي براي  دست آمده منبعه كه از مزارع نقاط مختلف ايران ب

 اگر تمهيداتي از جمله باشد مخصوصاً  مي HILe-4 تهيه
جداسازي . انجام گيرد  ايزولوسيندر مجاورتزدن گياه  جوانه

 فارماكولوژيكي به منظور هاي انبوه اين ماده انجام آزمايش

 .كند داروي جديد در درمان ديابت را تسهيل مي  معرفي يك
 يات و تعيين خصوصHILe-4 وليدتول ؤتخليص آنزيم مس

كارگيري آنزيم براي به تيكي آن عرصه جديدي را براي ينك
 بااستفاده از متدهاي بيوتكنولوژيكي فراهم HILe-4 توليد
  .سازد مي
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