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  چکیده
  

 (AChEI)تجویز داروهاي مهارکننده آنزیم کولین استراز  آلزایمر ها جهت مهار پیشرفت بیماري امروزه یکی از روش :مقدمه
  .باشد میهدف بسیاري از محققین گیاهی  يخصوص با منشابدستیابی به داروهایی با اثرات بهتر و عوارض جانبی کمتر . باشد می

روي فعالیت آنزیم استیل  Ferula هاي گیاهی متعلق به جنس گونه تعدادي ازهدف اصلی این تحقیق بررسی اثرات مهاري  :هدف
  .بوده استکولین استراز 

 ،F. hezarlalezarica، F. hirtella، F. oopoda، F. ovina شامل Ferulaمتعلق به جنس  شش گیاه عصاره تام :بررسیروش 
F. persica var. persica و F. szowitsiana  هاي مختلف هر گیاه به ترتیب با  و فراکسیون درصد 80با استفاده از حلال متانول

اثر مهار . دست آمدنده و آب با روش ماسراسیون ب درصد 50 استات، متانول، متانولهاي هگزان، کلروفرم، اتیل   استفاده از حلال
خانه و در طول  96هاي  در میکروپلیت Ellmanبا روش لیتر  میکروگرم بر میلی 300در غلظت  ها آنزیم استیل کولین استراز عصاره

  .دشتعیین  نانومتر 405موج 
داراي اثرات  F. persica var. persicaگونه  فراکسیون کلروفرمیمورد بررسی  هاي نمونهکه در میان  نتایج نشان دادند :نتایج

AChEI  اند ها فاقد اثر بوده یا اثرات ناچیزي داشته سایر عصاره ).درصد 3/27( ستبوده اقابل قبولی.  
باشند و با توجه  می AChEI داراي اثرات F. persica var. persicaغیرقطبی گیاه  نسبتاًکه ترکیبات  رسد به نظر می :گیري نتیجه

، شاید بتوان این ترکیبات را عامل اصلی اثرات مهار Ferulaعنوان ترکیبات شاخص جنس ه بها ترپن کومارین ییکوسز به وجود
  .آنزیمی این گیاه دانست ولی اثبات این امر نیاز به تحقیقات بیشتر دارد

  Ferula، مهار استیل کولین استراز ،Ellmanروش  آلزایمر، چتریان، :واژگان گل
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... مهارکنندگی فعالیتبررسی   
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DTNB 2-Nitro-5-mercapto  benzoic  acid 

  مقدمه
. گیاهان تیره چتریان فراوانی زیادي در سراسـر دنیـا دارنـد   

Ferula  هـاي متعلـق بـه ایـن تیـره اسـت کـه         یکی از جـنس
ایـن جـنس در    .دپراکندگی وسیع و اثرات درمـانی زیـادي دار  

 باشـند  گونه آن اندمیک مـی  16گیاهی داشته که گونه  31ایران 
هاي این جنس در طب سنتی ایران در رفـع   برخی از گونه. ]1[

بیشتر این . ]2،3[ شوند عصبی استفاده می يهایی با منشا بیماري
گیاهان به علت سرشـار بـودن از ترکیبـات کومـارینی شـهرت      

محسـوب   هاي ثانویه گیاهـان  ها از متابولیت کومارین. ]4[ دارند
 ند که اثرات متعدد بیولوژیک از آنها گزارش شده اسـت شو می

یکی از این خواص که امروزه نظـر محققـین را بـه خـود     . ]5[
اثـرات مهارکننـدگی آنـزیم اسـتیل کـولین       ،جلب نموده اسـت 

اسـتیل کـولین در رونـد    . ]6 - 8[ باشـد  مـی   (AChEI)استراز
این بیماري میزان  که در طوريه باشد ب می بیماري آلزایمر دخیل

این ماده توسط آنزیم استیل کولین استراز از . یابد آن کاهش می
هاي ممانعـت از کـاهش اسـتیل     رود بنابراین یکی از راه بین می

کولین مغزي در بیماري آلزایمر جلوگیري از تخریب این مـاده  
داروهاي امروزي مانند . ]9[ توسط مهار آنزیم مخرب آن است

  در تـلاش  محققین دائماً .کنند مکانیسم عمل می دونپزیل با این
  

  

  

ند تا به داروهاي جدیدي دست یابند که علاوه بـر داشـتن   هست
اثرات بهتر، عوارض جانبی کمتري نیز داشته باشند و گیاهان از 
منابعی هستند که همواره جهت یـافتن داروهـاي جدیـد مـورد     

آنزیم استیل کولین از آنجا که اثرات مهارکنندگی  .اند توجه بوده
- 8[ استراز برخی از ترکیبات کومارینی به اثبات رسیده اسـت 

ها  گیاهان حاوي کومارین AChEIبنابراین با بررسی اثرات ] 6
امکان دستیابی به داروهاي جدیدي در درمـان آلزایمـر وجـود    

هاي مختلف مـورد بررسـی قـرار     به شیوه AChEIاثرات . دارد
 AChEIي معمـول بررسـی فعالیـت    ها یکی از روش. گیرد می

. باشـد  می Ellmanگیاهان و ترکیبات مختلف استفاده از روش 
گیري سرعت تولید تیوکولین بـه عنـوان    هاساس این روش انداز

ــولین  ــه روي اســتیل تیوک ــالیز آنزیمــی ب ــد محصــول کات  یدای
(ATCI) تیوکولین به محض تولید . باشد سوبسترا می به عنوان

واکــنش  (DTNB)بنزوئیــک اســید دي نیتــرو دي بــا دي تیــو
 مرکاپتو بنزوئیک اسـید  -5 -نیترو -2دهد تا آنیون زردرنگ  می

ایجاد رنگ در طول مـوج   سرعت. )1 شماره شکل( شودایجاد 
 شـود  مـی  گیـري  ریدر اندازهنانومتر به وسیلۀ دستگاه الایزا 405

]10[.  
  

  
  

1 

2  

  

  

  و گروه تیول ایجاد شده در اثر کاتالیز آنزیم DTNBواکنش بین  -1شماره  شکل

2-Nitro-5-mercapto benzoic acid 
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 شکرچی و همکاران

 

هـاي عمـومی در    یکـی از روش  Ellmanاز آنجا که روش 
در مهـار آنـزیم اسـتیل کـولین اسـتراز       ترکیبـات تعیین توانایی 

لـذا در ایـن    باشد که از دقت بـالایی نیـز برخـوردار اسـت     می
تحقیق به منظور دستیابی به گیاهانی با اثرات مهار آنزیم اسـتیل  
کولین استراز از روش فوق براي بررسی فعالیـت شـش گونـه    

سرشـار از ترکیبـات کومـارینی    کـه   Ferulaگیاهی از جـنس  
در مطالعـات مختلـف دوزهـاي     .استفاده شده اسـت  باشند، می

هـاي   عصـاره  AChEIشروعی متفاوتی را بـراي آزمـودن اثـر    
ــا روش  ــاهی ب ــه Ellmanگی ــد  در نظــر گرفت  100 - 1000(ان
 100کمتـر از   IC50هـایی بـا    و عصـاره ) لیتر میکروگرم بر میلی

 100 - 200داراي اثــرات قــوي، را لیتــر  میکروگــرم بــر میلــی
 200 بیشـتر از  داراي اثرات متوسط ورا لیتر  میکروگرم بر میلی

مهـار آنـزیم   را داراي اثـرات ضـعیف   لیتـر   میکروگرم بر میلـی 
 ـدر ایـن تحقیـق    .]11-13[ انـد  دانسته علـت حلالیـت کـم    ه ب
هاي بـالا و نیـز فاقـد ارزش بـودن اثـرات       ها در غلظت عصاره

عصاره گیاهان مورد نظـر  هاي زیاد،  در غلظتها  مهاري عصاره
مـورد بررسـی قـرار    لیتـر   میکروگـرم بـر میلـی    300در غلظت 

  .اند گرفته
  

  ها مواد و روش
گیاهـان متعلـق    تعدادي ازاندام هوایی  :آوري گیاهان جمع

از  F. hezarlalezarica Y. Ajaniشـامل   Ferulaبه جـنس  
از منطقـه راز   .F. ovina (Boiss.) Boiss، کوه هـزار کرمـان  

از  F. oopoda (Boiss. & Buhse Boiss.)، خراسان شمالی
  ، قـم  - از اتوبـان تهـران   .F. hirtella Boiss، اسـتان گلسـتان  

F. szowitsiana DC.  ــومتري ســمنان از ســمت  26از کیل
از دوراهــی  F. persica Willd. var. persica و دامغــان
باریومی هر یـک از گیاهـان   نمونه هر. آوري شدند جمع دیزین

در هرباریوم مرکز تحقیقات طب  و پس از تعیین نام علمی تهیه
سنتی و مفردات پزشکی دانشگاه علوم پزشکی شـهید بهشـتی   

شماره هرباریومی گیاهـان مـذکور بـه ترتیـب      .نددش نگهداري 
 F. hirtellaبوده و گیـاه   3036و  2548، 970، 3021، 2922

آوري شـده در   گیاهـان جمـع  . باشـد  هرباریومی میفاقد شماره 
  .دشدنسایه خشک و آسیاب 

 
  لی گیاهومتان -هیه عصارة تام آبی ت

گیاه به روش ماسراسیون با استفاده از هر گرم از پودر  100
روز بـه مـدت چهـار     1:10به نسبت  2080:آب : متانول حلال

 ساعت مخلـوط گیـاه   24پس از گذشت هر  .شد گیري عصاره
. شـد  اضـافه  گیاه باقیمانده به جدید حلال و شده صاف حلال

 40دست آمده توسط دستگاه تقطیر در خلا در دماي ه عصاره ب
گراد و سپس توسط دسـتگاه فریـز درایـر تـا حـد       درجه سانتی

و تــا قبــل از اســتفاده در یخچــال  شــدخشــک شــدن تغلــیظ 
  . نگهداري شد

 
  مختلف هاي با استفاده از حلال انهاي مختلف از گیاه تهیه فراکسیون

گیاه بـه ترتیـب از   هر هاي مختلف از  جهت تهیه فراکسیون
  هـاي هگـزان، کلروفـرم، اتیـل اسـتات، متـانول، متـانول         حلال

کـه هـر حـلال بـه      ترتیـب  بدین .استفاده شدب و آ درصد 50
سـاعت   24روي پودر گیاه ریخته شد و به مـدت   1:10نسبت 

سـاعت   24بعـد از گذشـت   . توسط دستگاه شیکر بهم زده شد
. مخلوط صاف شده و حلال جدید به باقیمانده گیاه اضافه شـد 

این روند براي چهار روز ادامه یافـت و بعـد از صـاف کـردن     
ک شده و حـلال دوم  مخلوط در روز چهارم باقیمانده گیاه خش

 .ادامه یافت) آب(به آن اضافه شد و این مراحل تا حلال پایانی 
از هر حلال با یکدیگر مخلوط شـده   به دست آمدههاي  عصاره

تا حد خشـک  و یا فریز درایر  ءو توسط دستگاه تقطیر در خلا
  .ندشدشدن تغلیظ 

  
براي بررسی فعالیت مهارکنندگی آنزیم  Ellmanروش 

  استیل کولین استراز
هـا   از هر یک از عصارهلیتر  گرم بر میلی میلی 3ابتدا غلظت 

 آزمـون در . متـانول تهیـه شـد    :در متانول، آب یـا مخلـوط آب  
به منظور انجام آزمایش مقدار  .انجام گرفتخانه  96 هاي پلیت
درون تمــامی  مــولار DTNB 003/0 حلــولمیکرولیتــر م 125
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... مهارکنندگی فعالیتبررسی   

 

میکرولیتـر مـاده    25ها ریخته شد و بعد از آن به ترتیب  چاهک
ATCI 015/0 با  میکرولیتر بافر فسفات 50، مولارpH   معـادل

پلیـت در داخـل دسـتگاه    . اضافه شـد  میکرولیتر نمونه 25و  8
هـر یـک از    میکروپلیـت ریـدر قـرار گرفـت و مقـدار جـذب      

ثانیـه در طـول مـوج     65ثانیه به مدت  13در فواصل  ها چاهک
این مرحله در عدم حضور آنـزیم  . گیري شد اندازهنانومتر  405

انجام گرفـت و بـه منظـور بررسـی تخریـب غیـر آنزیماتیـک        
ها مقـدار   بعد از این مرحله به تمامی چاهک. باشد سوبسترا می

 اضـافه شـد و میکروپلیـت    واحـدي  22/0 میکرولیتر آنزیم 25
در فواصـل   ها چاهکداخل دستگاه قرار گرفت و میزان جذب 

در نهایت منحنـی میـزان   . گیري شد ثانیه اندازه 104ثانیه تا  13
کـه   به دست آمـده د و شیب خط شجذب در برابر زمان رسم 

میـزان مهـار   . شـد محاسبه  ،باشد بیانگر میزان فعالیت آنزیم می
لیت آنزیم در حضور آنزیم توسط هر نمونه از مقایسه میزان فعا

مهارکننده با میزان فعالیـت آنـزیم در عـدم حضـور مهارکننـده      
حلال  لازم به ذکر است که در این آزمون از .]11[شد محاسبه 

مـاده دونپزیـل بـه عنـوان      کنترل منفـی و از هر نمونه به عنوان 
  .کنترل مثبت استفاده شده است

  
  نتایج

مـاده اسـتاندارد دونپزیـل     IC50نتایج نشان دادند که میـزان  
ن مهـار آنـزیم   میـزا  .بوده اسـت لیتر  میکروگرم بر میلی 015/0

 Ferulaمورد بررسـی از جـنس    هاي گونه استیل کولین استراز
  .داده شده است نشان 1 شماره در جدول
  شود فراکسـیون کلروفرمـی گیـاه     که مشاهده می گونه همان

F. persica var. persica  ــار ــت مه داراي بیشــترین فعالی
میکروگـرم بـر    300درصـد در غلظـت    3/27آنزیمی به میزان 

میـزان فعالیـت آنـزیم در حضـور و عـدم      . لیتر بوده است میلی
 آورده 1گیـاه در نمـودار شـماره    حضور فراکسیون کلروفرمـی  

  .شده است

  
در غلظت  Ferula جنس هاي برخی گونه هاي مختلف عصاره تام و فراکسیونلیت مهارکنندگی آنزیم استیل کولین استراز فعامیزان  - 1شماره  جدول

  لیتر میکروگرم بر میلی 300
  نام گیاه

  
  نوع عصاره

  درصد مهار آنزیم

  آبی  آبی-متانولی  یمتانول  یاتیل استات  یکلروفرم  یهگزان  تام

F. hezarlalezarica  *4/0±1/11  -**  1/0±9/17  5/0±0/13  2/0±4/5  3/0±3/2  2/0±6/1  

F. persica var. persica  1/0±1/14  - 4/0±3/27 8/0±7/16 4/1±0/9 1/0±0/7  - 

F. szowitsiana  3/0±1/12  - 8/0±2/6 2/0±6/7 2/0±6/6 2/0±8/6 5/0±4/3 

F. ovina  4/0±7/5  -  - 3/0±8/14 2/0±0/2  - 5/0±3/4 

F. oopoda  2/0±2/15 4/0±4/13 6/1±7/10 9/0±0/11 1/1±4/12 5/0±6/2 4/0±7/6 

F. hirtella  7/0±7/12  - 0/0±0/1 4/1±6/10 5/1±9/11 0/0±0/4 7/0±6/5 

 .انحراف استاندارد سه نمونه هستند ± اعداد میانگین *

  عدم حلالیت نمونه در حلال آب، متانول یا مخلوط آنها **
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 شکرچی و همکاران

 

  

 F. persica var. persicaمیزان فعالیت آنزیم استیل کولین استراز در حضور و عدم حضور فراکسیون کلروفرمی گیاه  -1نمودار شماره 

  

  بحث 
با توجه به روند افزایشی شیوع بیماري آلزایمر در بین سالمندان 

آنزیم استیل کولین استراز در بهبود و مؤثر بودن داروهاي مهارکننده 
اي  بیماري، یافتن داروهاي جدید مهارکننده این آنزیم از اهمیت ویژه

یکی از دسته گیاهانی که اثرات بیولوژیک فراوانی . برخوردار است
. ]14، 15[ هستند Ferulaاز آنها گزارش شده است گیاهان جنس 

 ]4[ باشند مارین میترپن کو یکویرکیبات سزاین گیاهان سرشار از ت
و از آنجا که اثرات مهارکننده آنزیم استیل کولین اسـتراز برخـی از   

 – 8[ ها گزارش شده است و نیز کومارین Ferulaهاي جنس  گونه
، لذا در این تحقیق اثرات مهارکننده آنـزیم اسـتیل کـولین    ]16و  6

 رویش یافته در ایران شامل Ferulaهاي جنس  استراز برخی گونه
F. szowitsiana ،F. oopoda، F. persica var. persica،   

F. hezarlalezarica، F. hirtella و  F. ovinaبررسی شده است.  
نتایج نشان دادند کـه در میـان شـش گونـه گیـاهی مـورد       

 F. persica var. persicaبررسی فراکسیون کلروفرمی گیـاه  
 300در غلظـت   درصد 3/27داراي قدرت مهار آنزیم به میزان 

این در حالی است که عصاره . بوده استلیتر  میکروگرم بر میلی
  و فراکسـیون اتیـل    درصـد  1/14تام این گیاه آنزیم را به میزان 

  

  

دو فراکسیون . مهار کرده است درصد 7/16استاتی آن به میزان 
. انـد  متـانولی گیـاه داراي اثـرات نـاچیز بـوده      - متانولی و آبی

وان نتیجه گرفت که ترکیباتی با پلاریته کم موجود ت بنابراین می
در فراکسیون کلروفرمی و نیز برخی ترکیبات با پلاریته بیشـتر  
موجود در فراکسیون اتیل استاتی عامل مهار آنزیم بوده و مـواد  

لـذا بـراي اسـتفاده از گیـاه در     . باشند پلار گیاه فاقد این اثر می
کیبـات مـؤثره الزامـی    سـازي تر  تحقیقات بعدي آلزایمر خالص

که عصاره گیاه در مقابل مـاده اسـتاندارد    است زیرا با وجودي
مهارکننده لیتر  میکروگرم بر میلی 015/0معادل  IC50دونپزیل با 

باشد ولی این امکان وجود دارد که گیاه داراي  بسیار ضعیفی می
ترکیبی با اثرات قوي مهار آنزیمی ولی در غلظت نـاچیز باشـد   

اعث بروز اثرات خفیف مهـار آنزیمـی عصـاره شـده     که خود ب
سایر گیاهان مورد بررسی نیز اثرات ناچیزي روي مهـار  . است

 .اند آنزیم از خود نشان داده
هاي زیادي جهت یافتن ترکیبات جدید بـا منشـاء    پژوهش

فیزوستیگمین و گالانتامین دو ترکیـب  . گیاهی انجام شده است
اند و اثرات  از گیاهان جدا شده با ساختار آلکالوئیدي هستند که

عنوان ه مهارکنندگی آنزیم استیل کولین استراز دارند و امروزه ب
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  دوازدهم، دوره دوم، فصلنامه گیاهان دارویی، سال 
  1392شماره مسلسل چهل و ششم، بهار 

 

... مهارکنندگی فعالیتبررسی   

 

در تحقیقی که . ]17، 18[ روند دارو در درمان آلزایمر به کار می
جهت یـافتن ترکیبـات غیـر آلکالوئیـدي بـا منشـاء گیـاهی و        

مشـخص   ،خاصیت مهار آنزیم استیل کولین استراز انجـام شـد  
د که دو ترکیب کومارینی، سـه مشـتق داکـان اسـتري، دو     گردی

ترکیب فنلی و نیز یک ترکیب پلی استیلنی جـدا شـده از گیـاه    
Ferulago campestris  اثراتAChEI تحقیقـی   .]16[ دارند

ترکیب کومـارینی بـا اثـرات مهارکننـدگی آنـزیم       17که روي 
بـات  انجام شد نشان داد که همه ترکی Bو  Aمونوآمینواکسیداز 
مطالعات کینتیـک ثابـت   . باشند نیز می AChEمهارکننده آنزیم 

 AChEکرد که بیشتر این ترکیبات مهارکننـدگان غیـر رقـابتی    
این تحقیق پنجره جدیدي را در درمان آلزایمر گشـوده  . هستند

مهـار   دارد کـه احتمـالاً   است زیرا نتایج حاصل از آن بیـان مـی  
AChE  وMAO ،کنـد   لوئید را کم مـی تخریب پروتئین بتا آمی

 ـپ تحقیق .]19[ که در بیماري آلزایمر نقش دارد  (Piazzi) ازيی
منجر به یافتن ترکیبات کومـارینی   2008و همکارانش در سال 

با اثرات قوي مهار دو آنزیم اسـتیل کـولین اسـتراز و بوتیریـل     
کننـد کـه    ایـن تحقیقـات اثبـات مـی    . ]20[ کولین استراز شـد 

داشـته   AChEIتوانند اثـرات   کومارینی میترکیباتی با ساختار 
در کشـور   2008تحقیقی در سـال  جهت اثبات این امر . باشند

هـا بـا قـرار     هاي مختلف از کومـارین  آنالوگ و چین انجام شد
صورت سنتتیک ساخته شـد و  ه دادن استخلاف فنیل پیرازین ب

نتایج نشان دادند که . بررسی شد AChEاثرات آنها روي آنزیم 
باعث ایجاد اثرات مهاري روي  4و  3ف روي موقعیت استخلا

 شود که این اثر قابل مقایسـه بـا داروي ضـد آلزایمـر     می آنزیم
دهد که اثر ترکیبـات   این تحقیق نشان می .]7[ باشد می دونپزیل

توانند قابل مقایسـه   خالص شده از گیاهان و یا مشتقات آنها می

ــی    ــند ول ــل باش ــتاندارد دونپزی ــا داروي اس  ــب ــاي م ثر ؤدوزه
هاي گیاهی که حـاوي ترکیبـات مختلـف هسـتند قابـل       عصاره

  .مقایسه با ترکیبات استاندارد نیست

  
  گیري نتیجه

کـه   رسـد  با توجه به نتایج حاصل از این تحقیق، به نظر می
داراي  F. persica var. persicaغیرقطبی گیاه  نسبتاًترکیبات 

 Ferulaگیاهـان جـنس   به اینکه  نظر. باشند می AChEI اثرات
باشند و بسـیاري   می ترپن کومارین ییسرشار از ترکیبات سزکو

ــن گ ــک ای ــرات بیولوژی ــداز اث ــان مانن   سایتوتوکسیســیتی، : یاه
و  Pباکتریایی، ضد ویروسی، مهارکنندگی گلیکـوپروتئین  ضد 

 ]5[ ضد التهابی به این دسته از ترکیبات نسبت داده شده اسـت 
شاید بتوان این ترکیبات را عامل اصلی اثرات مهـاري گیاهـان   

ولی اثبات این امـر نیـاز    دانست AChEاین جنس روي آنزیم 
  .سازي ترکیبات و بررسی اثرات آنها دارد به خالص

  
  تشکر و قدردانی

این مقاله حاصل طرح تحقیقاتی مصوب در مرکز تحقیقات 
ــوم پ    ــگاه عل ــکی دانش ــردات پزش ــنتی و مف ــب س ــکی ط زش

ــوده  ــدین) 89/ق/125شــماره (شهیدبهشــتی ب ــه ب ــیله از  ک وس
همچنـین  . دشـو  هاي مالی آن مرکز تقدیر و تشکر مـی  حمایت

نویسندگان مقاله مراتب قدردانی خود را از سرکار خانم عاطفه 
آوري و شناسـایی گیاهـان    پیرانی به خاطر همکـاري در جمـع  

  .دارند اعلام می
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