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  چكيده

هاي اكسيداتيو در اثر  ها تركيبات مهمي هستند كه محافظت بدن را در مقابل تخريب ناشي از استرس اكسيدان  آنتي:مقدمه

هاي راديكالي در بدن موجود است كه اغلب آنها از رژيم غذايي مانند  انواع متفاوتي از مهاركننده. ي آزاد بر عهده دارندها راديكال

  .شوند ها تامين مي ها، سبزيجات و نوشيدني ميوه

  . استهشد با استفاده از سه روش مختلف بررسي  Salvia verticillataاكسيداني گياه  فعاليت آنتيبررسي در اين :هدف

 با استفاده از سه روش مهار Salvia verticillataهاي مختلف گياه   عصارهياكسيدان  فعاليت آنتيبررسي در اين :روش بررسي

، ليپيدپراكسيداسيون ميكروزومي و مهار پراكسيداسيون لينولئيك (DPPH)  پيكريل هيدرازيل-1- دي فنيل -2 و 2 راديكال پايدار

  .اسيد بررسي شده است

طور نسبي در هر سه روش بيشترين فعاليت را نشان داده ه دهد كه عصاره اتيل استاتي برگ و ساقه گياه ب  نتايج نشان مي:ها فنهيا

اكسيداسيون ميكروزومي و مهار پراكسيداسيون ، ليپيد پرDPPH براي اين عصاره در روش مهار راديكال IC50 ميزان .است

 در quercetin براي IC50 ميكروگرم است كه اين ميزان كمتر و يا در حد 01/0و  29/0 ،78/8لينولئيك اسيد به ترتيب معادل 

  .اند هاي متفاوتي نشان داده هاي مختلف جواب كارگيري روشه هاي ديگر با ب عصاره. شرايط مشابه است

ليد راديكال و يا كينتيك واكنش تواند در ارتباط با مكانيزم عمل اجزا، منبع تو دست آمده در نتايج ميه  تناقض ب:گيري نتيجه

  .گري استفاده نمود توان براي مطالعات اوليه غربال هاي بررسي شده مي از هر يك روش. هاي مختلف باشد مهاري در روش

 

 DPPH ، لينولئيك اسيد، پراكسيداسيون، Salvia veriticillataاكسيدان،   آنتي:واژگان گل
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  1385بيست و يكم، زمستان  ششم، شمارهفصلنامه گياهان دارويي، سال  

 

  ...اكسيداني عصاره بررسي فعاليت آنتي

 

  مقدمه

ها همچنان ناشناخته  از بيماريبا اينكه اتيولوژي بسياري 
هاي  كند كه واكنش است، مشاهدات زيادي ثابت مي

هاي آزاد نقش مهمي در ايجاد  اكسيداسيون ناشي از راديكال
هاي  ها از جمله بيماري شرايط پاتولوژيك بسياري از بيماري

قلبي، نقص كليوي، ديابت، سرطان، نقص ايمني و پيري دارند 
 ي غشاياكسيدان رسد تركيبات آنتي به نظر مي. ]1،2،3،4[

هاي آزاد  ها را در مقابل صدمات ناشي از راديكال سلول
هاي طبيعي موجود در  اكسيدان آنتي. ]3،4[كنند  محافظت مي

اند  غذاها و اجزاي گياهي توجه زيادي را به خود جلب كرده
چرا كه اعتقاد بر اين است كه داراي اثرات جانبي كمتري 

 گسترده بسياري بر  نسبتاًطالعات همين دليل مبه. ]5[هستند 
هاي   مختلف موجود در گونهياكسيدان روي تركيبات آنتي

  .]5،6،7[مختلف گياهان انجام گرفته است 
بررسي انجام شده نشان داد كه تاكنون گزارشي در رابطه 

ه نشده ي ارا.Salvia verticillata L ياكسيدان با فعاليت آنتي
ه اوليه توسط نويسندگان مقاله نشان داده در يك مطالع. است

 از تيره .Salvia verticillata Lشد كه عصاره متانولي گياه 
Labiataeاكسيدانت در مقابل   داراي فعاليت آنتي

اين گياه به صورت وحشي . پراكسيداسيون لينولئيك اسيد است
خصوص تهران، قزوين و مازندران ه در مناطق مختلف ايران ب

 محدودي در هاي بررسيها نشان داد كه  بررسي. رويد مي
ارتباط با خصوصيات فيتوشيميايي و بيولوژيك اين گياه انجام 

توان به جداسازي تعدادي تركيبات  شده كه از آن جمله مي
  .]8،9[يدي اشاره كرد ييدي و ترپنويفلاونو

 ياكسيدان گيري فعاليت آنتي هاي متفاوتي براي اندازه روش
ها  ها كاستي هر يك از اين روش. ارش شده استدر گياهان گز

هدف از اين مطالعه بررسي فعاليت . هاي خود را دارند و برتري
 عصاره گياه موردنظر و به كارگيري سه روش ياكسيدان آنتي

ها پي  متفاوت است تا بتوان به اختلاف نسبي نتايج اين روش
 -1-ل دي فني- 2 و 2در روش اول واكنش راديكال آزاد . برد

در . ]10،11[ با عصاره بررسي شد (DPPH)پيكريل هيدرازيل 
هاي كبد موش صحرايي به عنوان الگوي  روش دوم، ميكروزوم

  در روش . ]12[پراكسيداسيون استفاده شده است  مطالعه ليپيد
  

  

  

 عصاره گياه بر مبناي مهار ياكسيدان سوم، فعاليت آنتي
در يك . ]13[شود  ري ميگي پراكسيداسيون لينولئيك اسيد اندازه

 گونه 60 ياكسيدان  ديگر نويسندگان مقاله فعاليت آنتيبررسي
گياهي را با استفاده از روش مهار پراكسيداسيون لينولئيك اسيد 

  .]14[اند  بررسي كرده
  

  ها مواد و روش

  آوري شده گياه جمع

از منطقه ) Labiataeتيره  (.Salvia verticillata Lگياه 
 1382جاده چالوس، استان مازندران در خرداد سال آباد در  ولي

آوري و توسط بخش هرباريوم دانشكده داروسازي دانشگاه  جمع
). THE-6652: شماره هرباريوم(علوم پزشكي تهران شناسايي شد 

ها از ساقه و برگ جدا شد و در هواي آزمايشگاه خشك گرديد  گل
  .ز نور نگهداري شدهاي در بسته و دور ا و تا زمان استفاده در ظرف

  

  مواد شيميايي

، سديم دودسيل 1لينولئيك اسيد، تيوباربيتوريك اسيد
 از شركت 3 و بوتيليتد هيدروكسي تولوئن2سولفات

(Darmstadt, Germany) Merckمعرف .  خريداري شدند
 آلدريچ از شركت 4 تيوباربيتوريك اسيد-2- دي اتيل – 1،3

(Milwaukee, WI, USA)  1- دي فنيل - 2،2و معرف - 
 از شركت فلوكا quercetin dihydrate و 5پيكريل هيدرازيل

(Buchs SG. Switzerland)خريداري شدند .  
 Goomassie Brilliantمعرف و 6آلبومين سرم گاوي

Blue G-250از شركت سيگما (Sigma Steinheim, 

Germany) هاي مورد  كليه مواد و حلال.  خريداري شدند
خلوص شيميايي برخوردار بوده و از شركت استفاده ديگر از 

Merckخريداري شدند .  
 

  ها روش تهيه عصاره

   گرم آن100 پودر شده و مقدار گل هاي خشك گياه كاملاً

                                          
1 TBA      2 SDS 
3 BHT      4 DETBA 
5 DPPH     6 BSA 
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  اران و همكسوري

 

ليتر متانول خيسانده و به مدت يك شب در هواي   ميلي400در 
پس از آن عصاره جدا و صاف شد و . آزمايشگاه قرار داده شد

.  روز ديگر با همان حلال خيسانده شد3مانده به مدت  باقي
و در فشار پايين تبخير شد تا گراد  درجه سانتي 40عصاره در 

عصاره . دست آمده  گرم ب4/26عصاره شربتي شكل به وزن 
 ميلي ليتر آب پراكنده شد و به ترتيب با 200متانولي در 

طور جداگانه مورد ه هاي هگزان، كلروفرم و اتيل استات ب حلال
هاي استخراجي صاف و تبخير  حلال. اج قرار گرفتاستخر

 گرم از عصاره 75/2، 63/0، 59/2شدند و به ترتيب مقدار 
فاز آبي هم . دست آمده هگزاني، كلروفرمي و اتيل استاتي ب

  .دست آمده  گرم عصاره آبي ب42/15تبخير شد و مقدار 
تهيه عصاره از مخلوط برگ و ساقه با روش فوق انجام شد و 

 گرم عصاره 97/10 و 62/0، 21/0، 38/2، 09/20رتيب مقدار به ت
  .دست آمده متانولي، هگزاني، كلروفرمي، اتيل استاتي و آبي ب

  

 DPPHكنندگي راديكال آزاد مهار

 Okada با استفاده از روش DPPHقابليت مهار راديكال آزاد 

& Okada ]11[ميكروليتر محلول عصاره با 20به .  انجام گرفت 
 ميكروليتر از 30مقدار ) mg/ml 2-02/0(اي مختلف ه غلظت

سپس به آن . اضافه شد) مولار  ميليDPPH) 1/0محلول اتانولي 
 اضافه گرديد و مخلوط به  درصد96ليتر اتانول   ميلي7/2مقدار 

 دقيقه در هواي آزمايشگاه 30مخلوط به مدت . شدت تكان داده شد
  nmز اسپكتروفتومتر درقرار داده شد و سپس جذب آن با استفاده ا

مهار در مقايسه با يك محلول شاهد كه  صددر. گيري شد  اندازه517
 داشت و عصاره در آن موجود نبود محاسبه DPPHفقط معرف 

منحني تغييرات درصد مهار در مقابل لگاريتم غلظت رسم . گرديد
اين روش سه بار انجام شد و ميانگين . محاسبه شد   IC50گرديد و 

  .محاسبه گرديدنتايج 
  

هاي كبد  اكسيدان در ميكروزوم گيري فعاليت آنتي اندازه

 موش صحرايي

 هاي كبد موش صحرايي جداسازي ميكروزوم

 به وزن Sprague – Dawley نر از جنس  موش صحرايي
پس از . سسه تحقيقات رازي تهيه شدو گرم از م250 - 300

ين بافت با ا. بيهوش كردن حيوان با اتر كبد آن خارج گرديد
 Potterسرم فيزيولوژي شسته، قطعه قطعه شد و در دستگاه 

 20بعد از افزودن سرم فيزيولوژي به مدت .  له گرديدكاملاً
. سانتريفوژ شدگراد  درجه سانتي 4 در g10000دقيقه با دور 

   دقيقه در 60 به مدت دداًجمحلول رويي جدا شده و م
g 10500ريخته شد و به توده فاز رويي دور .  سانتريفوژ شد

   مولار، 1/0(ليتر بافر فسفات   ميلي8انباشته باقيمانده 
4/6 = pH ( اضافه گرديد و سوسپانسيون حاصل در حرارت

هاي حاصل در  ميكروزوم.  نگهداري شدگراد  درجه سانتي-70
ميزان پروتئين . ]12[طول دو هفته مورد مصرف قرار گرفتند 

گيري   اندازهBradfordز روش هاي حاصل با استفاده ا نمونه
  ].15[شد 

  

  مهار ليپدپراكسيداسيون ميكروزومي

   ليپدپراكسيداسيون ميكروزومي بر مبناي روش
Bahorun et al مخلوط واكنش تشكيل شده . ]12[ انجام گرفت

گرم   ميلي7/2حاوي ( ميكروليتر سوسپانسيون ميكروزمي 12از 
 ميكروليتر محلول 50در بافر فسفات، ) ليتر پروتئين در ميلي

 mg/ml 2- 02/0( ،175(هاي مختلف  عصاره گياه در غلظت
 ميكروليتر 25و ) pH ،M1/0 = 4/7(ميكروليتر بافر فسفات 

درجه  37 دقيقه در 30به مدت )  مولارFeSO4) 2/0محلول 
  بعد از سرد شدن در يخ به مدت . قرار داده شدگراد  سانتي

 20(ي تري كلرواستيك اسيد  ميكروليتر محلول آب50 دقيقه، 5
 دقيقه 10مخلوط به مدت . هم زده شده اضافه شده و ب) درصد

 5محلول رويي جدا شده و به مدت .  سانتريفوژ شدrpm  3000در
) M3( ميكروليتر اسيدارتوفسفريك 50مقدار . دقيقه در يخ سرد شد

 درجه 100 دقيقه در 60هم زده شده و به مدت ه اضافه شده، ب
 4 دقيقه، 10بعد از سرد شدن به مدت . حرارت داده شدراد گ سانتي
ليتر اتيل استات اضافه شده و مواد حاصل از اكسيداسيون  ميلي

ميزان فلورسانس لايه اتيل استاتي در دستگاه . استخراج شد
 خوانده λem = 553nm و λex = 515nm  اسپكتروفلوريمتر در

  درصد 100عنوان ه بميزان فلورسانس بدون حضور مهاركننده . شد
با رسم منحني درصد مهار در مقابل . اكسيداسيون درنظر گرفته شد

  . محاسبه شدIC50لگاريتم غلظت ميزان 
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  ...اكسيداني عصاره بررسي فعاليت آنتي

 

  مهار پراكسيداسيون لينولئيك اسيد

 هاي مختلف   عصارهياكسيدان فعاليت آنتي

S. verticillata در مقابل پراكسيداسيون لينولئيك اسيد بر 
براي انجام . ]13 [گيري شد  اندازهFuruta et alمبناي روش 

ها در   ميكروليتر از هر يك از عصاره20آزمون مقدار 
 ميكروليتر 20با ) mg/ml 2 - 02/0(هاي مختلف  غلظت

مخلوط گرديد و به ) mg/ml2(لينولئيك اسيد در اتانول 
پس از سرد . قرار داده شددرصد  80 دقيقه در 60مدت 

  ميكروليتر محلول 200شدن در حمام يخ مقدار 
m M) BHT20(، 200ميكروليتر محلول  SDS )8درصد ( 

بعد از مخلوط كردن، .  ميكروليتر آب مقطر اضافه شد400و 
در بافر ) DETBA )mM2/1ليتر محلول   ميلي2/3مقدار 

 درجه 50در حرارت ) pH = 0/3 و M125/0(فسفات 
درجه  95 دقيقه در 15اضافه گرديد و مخلوط به مدت 

پس از سرد كردن در حمام يخ، . حرارت داده شدگراد  سانتي
هم زدن ه ليتر اتيل استات اضافه شد و پس از ب  ميلي4مقدار 

 دقيقه لايه اتيل 10 به مدت rpm 1500و سانتريفوژ در 
يك محلول شاهد شامل لينولئيك اسيد و . استات جدا شد

عنوان ه  بياكسيدان تركيبات ديگر بدون آنتي
ميزان .  در نظـــر گرفته شد درصد100ــراكسيداسيون پـ

 هاي شاهد در  فلورسانس لايه اتيـــل استاتي و محلول

λex=515nm وλem=555nm در دستگاه 
 و Schimadzu, Kyoto, Japan(اسپكتروفلوريمتر 
Model RF- 5000 (گيري قرار  در مقابل بلانك مورد اندازه

  .]11[محاسبه شد گرفت و درصد مهار پراكسيداسيون 
گيري شد و ميانگين  ها و شاهد سه بار اندازه تمامي عصاره

نتايج محاسبه گرديد و با رسم منحني درصد مهار در مقابل 
  . محاسبه گرديدIC50لگاريتم غلظت ميزان 

  

  محاسبات آماري 

براي .  ميانگين است± sdصورت ه مقادير گزارش شده ب
 Student’sها از گين دادهدار بودن اختلاف ميان تعيين معني

pair T-test  استفاده شد  .  
  

  نتايج 

 DPPHفعاليت مهاركنندگي 

 Salvia veticillataهاي مختلف گياه  عصاره IC50ميزان 
تمامي .  آورده شده است1  شمارهجدول در DPPHدر مقابل 

كنندگي نشان  ها با افزايش غلظت افزايش فعاليت مهار عصاره
در مورد عصاره  IC50ها بر مبناي  ي عصارهفعاليت نسب. دادند

 كلروفرمي >هگزاني>  متانولي> آبي>گل به ترتيب اتيل استاتي 
اين فعاليت در مورد عصاره برگ و ساقه به ترتيب اتيل . است

اختلاف  . كلروفرمي است> هگزاني> متانولي> آبي>استاتي
انولي هاي آبي و مت دست آمده براي عصارهه دار بين نتايج ب معني

 هاي عصاره  IC50 ميزان .)<05/0p( گل و برگ و ساقه ديده نشد

براي  IC50 در حد )  µg)  IC50 8.78 =اتيل استاتي برگ و ساقه
quercetin =7.16µg )  IC50 (در اين روش است . 

  

  ليپدپراكسيداسيون ميكروزمي

 هاي كبدي الگوي خوبي براي مطالعات ليپيد ميكروزوم

هاي   اثر عصاره1  شمارهدر جدول. ندپراكسيداسيون هست
هاي   بر پراكسيداسيون ميكروزومS. verticillataمختلف گياه 

 نسبي در اين ياكسيدان فعاليت آنتي. شود كبدي ديده مي
هاي گل به ترتيب  براي عصاره IC50آزمايش بر مبناي مقادير 

در .  هگزاني است> كلروفرمي> اتيل استاتي> آبي>متانولي
هاي برگ و ساقه ترتيب فعاليت به صورت اتيل  رهمورد عصا

اختلاف .  آبي است> متانولي> هگزاني> كلروفرمي>استاتي
 هاي هگزاني و كلروفرمي و دار بين فعاليت عصاره معني

نتايج . هاي اتيل استاتي و آبي گل ديده نشد همچنين عصاره
هاي متانولي و هگزاني و همچنين  يكساني در مورد عصاره

هاي كلروفرمي و اتيل استاتي برگ و ساقه ديده شد  عصاره
)05/0p>( .0.31 =هاي كلروفرمي عصارهµg)  (IC50 و اتيل 

 برگ و ساقه در اين روش فعاليت ) 0.29µg)  IC50 =استاتي
  .دهند  نشان مي) 0.43µg) quercetin  IC50=بيشتري از

  

  اثر مهاري بر پراكسيداسيون لينولئيك اسيد

خصوص ه ير اشباع موجود در غشاها باسيدهاي چرب غ
هاي اكسيداسيون  لينولئيك اسيد از تركيبات حساس به واكنش
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  اران و همكسوري

 

مهار پراكسيداسيون لينولئيك اسيد به عنوان روش با . است
طور گسترده ه اكسيدانت ب ارزشي جهت تعيين فعاليت آنتي

هاي مختلف  در اين بررسي، فعاليت عصاره. شود استفاده مي
 براي مهار پراكسيداسيون لينولئيك اسيد S. verticillataگياه 

 انجام Furuta et alهاي مختلف با استفاده از روش  در غلظت
 1شماره هاي گياه در جدول  عصاره  IC50ميزان . ]13 [گرفت

گونه كه در اين جدول نشان داده شده  همان. آورده شده است
ان ها فعاليت متوسط تا بالايي را نش است، تمامي عصاره

  در ميان آنها عصاره اتيل استاتي برگ و ساقه. دهند مي
= 0.01µg)  (IC50 دهد كه ميزان  بيشترين فعاليت را نشان مي

IC50 آن كمتر از ميزان IC50 0.08 =براي µg) quercetin  IC50 ( در 
 در گل  IC50ها بر مبناي  فعاليت نسبي عصاره. باشد  مياين روش

 كلروفرمي > آبي> هگزاني>ستاتي اتيل ا>به ترتيب متانولي
 >ميزان فعاليت عصاره برگ و ساقه به ترتيب اتيل استاتي. باشد مي

دار بين  اختلاف معني. باشد  آبي مي> كلروفرمي> هگزاني>متانولي
  هاي متانولي و اتيل استاتي گل و همچنين  فعاليت عصاره

 

  .)<05/0p(هاي كلروفرمي و آبي برگ و ساقه ديده نشد  عصاره
 

   بحث

اكسيداني عصاره  دهنده فعاليت آنتي  نشانبررسينتايج اين 
هاي مختلف  متانولي گياه و اجزاي جدا شده از آن در روش

. ترين بخش، عصاره اتيل استاتي برگ و ساقه است فعال. باشد مي
اين عصاره در روش ليپيد پراكسيداسيون ميكروزومي و مهار 

 و در quercetinليت بيشتر از پراكسيداسيون لينولئيك اسيد فعا
 quercetin داراي فعاليت معادل DPPHروش مهاركنندگي 

اكسيدانت براي عصاره با به كارگيري  نتايج متفاوت آنتي. باشد مي
 آمده براي عصاره نتايج به دست. شود هاي مختلف ديده مي روش

 و روش ليپيد DPPHمتانولي گل در روش مهاركنندگي 
هاي ديگري  در گزارش. روزومي متفاوت استپراكسيداسيون ميك

اكسيداني گياهان با به  نيز نتايج متفاوت در بررسي فعاليت آنتي
  ].16،17،18[هاي مختلف ديده شده است  كارگيري روش

   

  

 IC50 ميزان - 1  شمارهجدول

  با استفاده از سه روش مختلفS. verticillataهاي مختلف   عصاره

  cپراكسيداسيون لينولئيك اسيد  b  IC50 (µg) ليپدپراكسيداسيون ميكروزومي a DPPH IC50 (µg) مهار IC50 (µg)  عصاره

        :گل

  03/0±00/0    49/0±11/0  25/45±56/4  متانولي

  28/0±02/0  37/40±15/4  06/438±17/13  هگزاني

  8/61± 70/0  24/31±  82/1  13/1796±  43/33  كلروفرمي

  05/0± 01/0  34/9± 63/0  85/15± 57/1  اتيل استاتي

  06/5±75/0    52/7±78/0    82/37±24/3    آبي

        :برگ و ساقه

  11/0±02/0    28/1±28/0  47/64±57/5  متانولي

  58/0±08/0  75/0±09/0  57/254±95/12  هگزاني

  63/1±  40/0  31/0±  04/0  34/804±  91/26  كلروفرمي

  01/0± 00/0  29/0± 06/0  78/8± 96/0  اتيل استاتي

  07/2±25/0    16/31±95/1    75/55±75/7    بيآ

Quercetin   19/0±16/7    04/0±43/0    00/0±08/0  

aميكروگرم 3/118كنندگي در مقابل   فعاليت مهار DPPH در محيط واكنش   

bميكروگرم پروتئين در محيط واكنش 4/32اكسيدان در مقابل نمونه ميكروزومي حاوي   فعاليت آنتي   

cميكروگرم لينولئيك اسيد در محيط واكنش 40اكسيدان در مقابل   فعاليت آنتي   

24 
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  ...اكسيداني عصاره بررسي فعاليت آنتي

 

ارتباط با تنوع  تواند در دست آمده ميه تناقض در نتايج ب     

گياهان، مكانيزم مختلف واكنش   موجود درشيمياييتركيبات 

هاي  هاي مهاري آنها در روش آنها و كينتيك متفاوت واكنش

هاي  انند اتصال به آهن در تستعوامل ديگري م. انتخابي باشد

تواند بر  شوند نيز مي  القا مي+Fe2پراكسيداسيون كه توسط 

گيري شده   اندازهياكسيدان ظرفيت آنتي. نتايج تاثيرگذار باشد

وليد كار برده شده و منبع ته يك نمونه در ارتباط با روش ب

. باشد كار برده شده ميه كننده براديكال آزاد يا عامل اكسيد

تري  ريزي آگاهانه ابراين در انتخاب روش مناسب بايد برنامهبن

هاي ذكر شده در  روش. با در نظر گرفتن اين عوامل انجام گيرد

ها و  اين مطالعه با توجه به سادگي و در دسترس بودن معرف

گري روتين براي  عنوان يك روش غرباله تواند ب وسايل مي

از طرف ديگر تناقض . ردتعداد زياد نمونه مورد استفاده قرار گي

هاي متفاوت مشوق انتخاب  دست آمده در روشه نتايج ب

  .باشد ها براي دستيابي به نتايح مستدل مي اي از روش مجموعه
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