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 چکیده

ست   یروزیناز یک پلی فنلت مقدمه: سیداز حاوي مس ا شدن  در فرایند قهوهشته و  که در ملانوژنز دخالت دااک نزیمی، که موجب تغییر  آاي 

 .کندنزیمی بازي میآ ورتیروزیناز نقش با اهمیتی را به عنوان کاتالیز .شودمحصولات گیاهی میایی در ذرنگ و از دست دادن ارزش غ

 و کنگر. ونگهاي هوایی گیاهان اکسیدانی عصاره هگزانی اندامنتیتعیین درصد مهار، تحلیل سنتیکی مهار تیروزیناز و تعیین اثر آ هدف:

ها در چهار دست آمد. اثر مهاري عصارهه به روش خیساندن در هگزان و تغلیظ حرارتی بعصاره هگزانی گیاهان  :بررسی روش

نانومتر با استفاده از دستگاه میکروپلیت ریدر تعیین شد. از  492لیتر در طول موج گرم در میلیمیلی 001/0و  01/0، 1/0، 1غلظت 
انجام و از آسکوربیک اسید به    DPPHاکسیدانی با استفاده از   . تعیین فعالیت آنتیشد اسید کوجیک به عنوان کنترل مثبت استفاده   

 .شداستفاده  GC/MSه ها ازدستگادر تعیین ترکیبات عصاره عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

و  7/71درصااد و براي برگ و گل گیاه کنگر به ترتیب برابر با  6/66فعالیت مهاري عصاااره هگزانی برگ گیاه گون برابر  نتایج:

و  5/0لیتر و براي برگ و گل گیاه کنگر به ترتیب برابر     گرم در میلیمیلی 5/0براي برگ گیاه گون   50ICدرصااد بود. مقدار    7/68
 GC/MSاکساایدانی قابل توجهی از خود ننااان داد. آنالیز  لیتر بود. برگ گیاه گون نیز میزان فعالیت آنتیگرم در میلیمیلی 32/0

 دست نداد.ه داري در زمینه معرفی ترکیبات بالقوه مهارکننده بنتایج معنی

صاره  گیري:نتیجه شده از اندام ع نان دادند    هاي گیاهانی که هاي هگزانی تهیه  نترین اثر مهارکنندگی تیروزیناز را از خود ن بی

 هاي جدید این آنزیم با هدف تولید داروهایی با اثرات جانبی کمتر مناسب هستند.کنندهجهت تهیه مهار
 

  تیروزیناز، عصاره هگزانی ،.Astragalus vegetus Bunge ،Gundelia tournifortii L واژگان:گل
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 ... سنتيک مهار تيروزيناز

 

 مقدمه

پوست بزرگترین اندام بدن است که محیط داخلی را در برابر 
خارجی حفظ می تمحیط  ند و همچنین  حدی در أک ثیر بیش از 

زیبایی بدن دارد. زیبایی یك صفت است که احساس خوشایندی 
شخص  ست. به طور کلی میرا به  سانی ا سته هر ان دهد که خوا

های سراسر جهان را درصد از کل بیماری 34های پوستی بیماری
های پوسرررت در . در حال حاضرررر بیماری[1] گیرنددر بر می

کشورهای توسعه یافته و توسعه نیافته یك معضل مهم بهداشتی 
ست. راه ست ما وجا د وهای متفاوت زیادی برای محافظت از پو

امروزه اسررتفاده از ترکیبات طبیعی برای مراتبت از پوسررت دارد. 
باشد. گیاهان دارویی شناخته شده نقش مهمی را امری متداول می

کنند. این گونه از در درمان انواعی از اختلالات پوسررتی بازی می
 هگیاهان در بسیاری از کشورهای جهان برای مراتبت از پوست ب

 [.2] شوندکار برده می
تیروزیناز یك پلی فنل اکسررریداز حاوی مس اسرررت که در 

ستردهآملانوژنز دخالت دارد. این  ها، در تارچ اینزیم به طور گ
ست شده ا تیروزیناز آنزیم  .[3] گیاهان عالی و حیوانات توزیع 

سنتز ملانین را کاتالیز می به این ترتیب کند دو مرحله متمایز از 
دی  4و3"برره  " (L-tyrosine) تیروزین-ال" ابترردا کرره در

سی فنیل الانین  "(dihydroxyphenylalanine -3,4) هیدروک
نولاز ف نو م لیررت  فعررا -Monophenolase activity,L) ی)

DOPA)له می یدروکسررری به  ماده اخیر شرررود و سررر س( ه
سید می "(Dopaquinone) دوپاکوئینون" )فعالیت دی شوداک

 نزیمیآای شدن تهوه .[4] ((Diphenolase activity) فنولازی
(Enzymatic browning)  ولاتمحصرربه طور گسررترده در 
فاق میذغ یاهی ات تد ایی گ نگ و از  [5]اف جب تغییر ر که مو

. در [6] شرودمی محصرولاتدسرت دادن ارز  غدایی در این 
ند تهوه به آای شررردن فرای با اهمیتی را  ناز نقش  نزیمی، تیروزی

تالیز کا بازی میآ ورعنوان  ند. از طرف دیگرنزیمی   آنزیم ک
نت ما به پیگ یل تیروزین  بد ند ت ناز فرای های ملانین در تیروزی

 .کندپستانداران را کاتالیز می
 پرتوهایملانین برای محافظت از پوسررت انسرران در برابر 

عادی ملانین باعث ضرررروری اسرررت، اما تغمعات غیر مضرررر
سیون   ملازمامانند  (Pigmentation) تحریك اختلالات پیگمنتا

 

(Melasma)فریکلس ، (Freckles)افیلیرردز ، (Freckles)  و
  شرررود. ملانوژنزمی (Senile lentigines) سرررنیررل لنتی نز

(Senile lentigines)هایی اسررت که ، رفتاری از ملانوسرریت
ست  منها در لایه بازال اپیدرآجایگاه  سط وا  نازتیروزی آنزیم تو

(Tyrosinase enzyme) (EC 1.14.18.1) شرررود یرل متکن
ریکلس و ، فملازما،  نز. های رپیگمنتاسریون، مانند سرنیل لنتی[4]

مان جای زخم پیگ نهآهای  خاص برای ها جزء نگرانیک های 
رایشرری و آهای معمولی شررامل دارو و لوازم درمان زنان اسررت،

پیگمنتاسررریون یا عوامل که حاوی عوامل ضرررد اسرررت دارویی
 آنزیم هایکنندههای بالینی مهارکاربرد از .[7] ستاسفیدکننده 
های پوسررتی وابسررته به اسررتفاده برای درمان اختلال تیروزیناز

ندازه ملانین و همچنین وجود  ها در لوازم آتغمعات بیش از ا ن
 .[8] است ،ری از پیگمنتاسیونرایشی برای جلوگیآ

ست  سیار جالب توجه و با اهمیت ا مهار فعالیت تیروزیناز ب
سبزیغات و میوهو در جلوگیری از تهوه شدن نامطلوب در  ای 

عت از ها و همچنین مان نت م ندازه پیگما های تغمع بیش از ا
ستانداران شیرویکرد نوید ملانین در پ دهد. از این رو را می بخ

یت سرنتزی برای مهار فعال یا طبیعی و ءبا منشرای ترکیبات زیاد
ندزمایش شررردهآتیروزیناز آنزیم  . به هر حال، تعداد [9، 10] ا

رایشررری به کار آنها به عنوان افزودنی در غذاها و مواد آکمی از 
شدهبرد شته بازدارندگیزیرا فعالیت  اند،ه   ،تیروزینازی کمی دا

 نها نیزاثرات جانبی برای آو  بوده همچنین دارای منابع محدود
د فاتکننده است. از این رو، جستغو برای مهارمورد توجه بوده 

امکرران  تیروزینرراز بررا روی آنزیم اثرات جررانبی نررامطلوب بر
سان سی آ ستر صنایع غذایی و  د سط  و فعالیت مهاری توی، تو

 .[11] باشدمورد تقاضا می رایشیآ
تیروزیناز، از منابع  آنزیم های توی و متوسطکنندهتعدادی از مهار

مهارکنندهاز جمله  اند.طبیعی و سنتزی در دهه گذشته گزار  شده
، (Tyrosinase enzyme) ربوتینآتیروزینراز مراننرد  آنزیم هرای

 (Hydroquinones) و هیدروکوئینون (Kojic acid) کوجیك اسید
سفید سیون به عنوان  ضد پیگمنتا شده تویکننده یا  ستفاده  زیرا  اندا

ست را  در تولید ملانین بازدارندگی نها تواناییآ شندبدارا میپو  ا
فعالیت  شررردتربوتین و کوجیك اسرررید به آبه هر حال . [12]

سمهاری در برابر  سیتپیگمنتا سالم یا یون در ملانو زمایشآهای 
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و زارعي افراسيابي   

 

هیدروکوئینون برای  سررمیت .[13]دهد های کلینیکی را نشرران می
های پسررتانداران در سررلولآن جهش القاء  ها و تابلیتملانوسرریت

هار .[12]مطرح شرررده اسرررت  عداد کمی از م ندت  ی آنزیمهاهکن
ده به کاربرد ش رایشیآتیروزیناز به عنوان افزودنی در غذاها و مواد 

محدود و امنیت پایین دسرررترسررری  فعالیت مهاری کم، دارای زیرا
ستغو برای مهارکننده نبودند، از ای سان و ای با رو ج سی آ ستر د
ستامکان تهیه ضروری ا  ، تدرت مهاری بالا و امنیت زیاد لازم و 

[14]. 
د زیادی دافلور گیاهی استان کردستان بسیار غنی است و تع

های دارویی فراوانی از گیاهان این منطقه به طور سرررنتی کاربرد
نه عدادی از گو ند. طی تحقیقی بر روی ت یاهی این دار های گ

قه، عصررراره هگزانی  حاظ  60منط یاهی مختلف از ل نه گ نمو
ناز مورد  یت آنزیم تیروزی عال ندگی ف بازدار نه  نایی در زمی توا

شان  سی ترار گرفتند. نتایج ن صاره هگزانی چندین برر داد که ع
له گوََن، یاهی از جم نه گ  Astragalus vegetus Bungeگو

(AV)  و کَنگَر Gundelia tournifortii L. (GT) کرره برره
، تعلق Compositaeو  Papilionaceaeهای ترتیب به خانواده

درصرررد برای این آنزیم از خود  60کنندگی بالای دارند، مهار
های پیشررین، . با توجه به اینکه در پ وهش[15] دهندنشرران می

های ها و بخشهای مختلف شرریمیایی اندامترکیب تام عصرراره
کنندگی آنزیم تیروزیناز بررسی شده گیاهان برای خاصیت مهار

ضرورت ایغاب نمود که برای ب ست،  ست آه ا صاره د وردن ع
های ها و بخشتر، اندامکنندگی تویتر با خاصرریت مهارخالص

با  عال  تا اجزای ف ند،  هان مورد بررسررری ترار گیر یا مختلف گ
رتر ثؤهای درمانی مکنندگی این آنزیم برای استفادهخاصیت مهار

 و کم خطرتر شناسایی و جداسازی شوند.
 

 هامواد و روش

 مواد شیمیایی
 

مواد اسررتفاده شررده در این تحقیق شررامل آنزیم تیروزیناز 
تارچی، کوجیك اسررید، و سرروبسررترای پیرو کتکول از شرررکت 

ما لدریچ  -سررریگ ند.  (Sigma- Aldrich)آ یداری شرررد  خر
سولفوکساید(n- Hexane)هگزان  -ان ، (DMSO) ، دی متیل 
و سرررایر مواد  C، ویتامین(DPPH)فنیل پیکریل هیدرازین دی

 آلمان تهیه شداند. (Merck)شیمیایی دیگر از شرکت مرک 
 

 آوري گیاهانجمع
از مناطق  AVو گون  GTهای هوایی گیاهان کنگر اندام

مختلف استان کردستان توسط مهندس معروفی کارشناس ارشد 
آوری و به مرکز تحقیقات کشاورزی سیستماتیك گیاهی جمع

و  بندیرکز گیاهان شناسایی و رده. در این مشدسنندج منتقل 
های هوایی شامل گل، برگ و ساته از همدیگر تفکیك اندام

شدند آنگاه به محل نگهداری آزمایشگاه گروه علوم زیستی 
ند، و در شرایطی امن از نظر آلودگی میکروبی، تارچی شدمنتقل 

و به دور از نور آفتاب، به مدت چندین روز به طور کامل خشك 
وسیله ه ها بس از خشك شدن کامل هر کدام از اندامند. پشد

آسیاب  وسیلهه تیچی باغبانی به تطعات کوچکتر خرد شدند و ب
الکتریکی خانگی، به صورت پودر کاملاً نرم درآمده و در ظروف 

گیری در دمای اتاق دار تمیز تا زمان عصارهدربپلاستیکی 
 .(1 شماره جدول)نگهداری شدند 

 
 هاي گیاهی مورد استفاده در این مطالعهمنخصات هرباریومی نمونه -1جدول شماره 

کنندهآوريجمع ارتفاع محل تاریخ گونه خانواده کد هرباریومی  موقعیت جغرافیایی 

هپاپیلیوناس 6454  
آستراگالوس 
 وجتوس )گون(

25/2/1393 متر 1700   مهندس حسین معروفی 
 -کردستان  –سنندج  -کوه آبیدر

 ایران

 کم وزیته 4186
گاندلیا ترنی فورتی 

 )کنگر(
3/3/1394 متر 1420   مهندس حسین معروفی 

جنوب  -روستای کانی مشکان
ایران -کردستان  -سنندج  
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 ... سنتيک مهار تيروزيناز

 

 گیريعصاره
گرم از پودر  40ها، میزان برای تهیه عصاره هر کدام از اندام
ای کاملاً تیره ریخته شررد و آنها توزین و در یك ظرف شرریشرره

هگزان به آن افزوده شرررد.  -لیتر از انمیلی 200سررر س مقدار 
شد و  24مخلوط اخیر به مدت  ساعت در دمای اتاق نگهداری 

صاف و س س برای  42س س توسط کاغذ صافی واتمن شماره 
ستفاده  ستگاه روتاری اواپراتور ا صاره از د هت . جشدتغلیظ ع

سانتی 15ها بر روی شیشه ساعت به تطر تغلیظ بیشتر، عصاره
شد ساعت در دمای اتاق و در  72تا  48ه و به مدت متر پخش 

زیر هود، تا خشرررك شررردن کامل نگهداری شررردند. سررر س 
صاره صل جمعع میلی 5/1های آوری و در میکروتیوبهای حا

مایش،  -20لیتری در فریزر  عدی آز حل ب هت مرا جه، ج در
 نگهداری شدند.

 

 سنجش مهار آنزیم تیروزیناز
در این مطالعه جهت سنغش اثر مهاری فعالیت آنزیم تیروزیناز 
توسررط عصرراره از رو  خطیب و همکاران با مختصررر تغییراتی 

ستفاده  ص[16] شدا  01/0، 1/0، 1ها در چهار غلظت اره. تمامی ع
لیتر تسررت شرردند. از کوجیك اسررید به گرم در میلیمیلی 001/0و 

مولار به میلی 2عنوان کنترل مثبت اسرررتفاده شرررد. از پیروکتکول 
 pHعنوان سوبسترا استفاده شد و همچنین برای ثابت نگه داشتن 

 .شدمولار استفاده میلی 50از بافر فسفات 
چاهکی و در حغم  96های ها در میکروپلیتسرررنغش تمامی

 میکرولیتر و با اسرررتفاده از دسرررتگاه میکروپلیت ریدر 200نهایی 
(Tekan مدل Sunrise .و به ترتیب زیر انغام شد )میکرولیتر  110

میکرولیتر از آنزیم  30(، pH  =5/6مولار، میلی 50از بافر فسفات )
میکرولیتر از عصاره به  10در بافر فسفات( و  U/ml 25تیروزیناز )

چاهك تسرررت افزوده شرررد. سررر س برای مخلوط شررردن کامل، 
ثانیه در درون دسرررتگاه میکروپلیت ریدر  5میکروپلیت به مدت 
س س  شد،  سترا )پیروکتکول( به هر  50مرتعش  سوب میکرولیتر از 

شد و پس از  ست افزوده  شدن در دمای  5چاهك ت دتیقه انکوبه 
ندازه تاق برای ا گاه ا به دسرررت یت  جذب، میکروپل گیری میزان 

شد. میزان جذب  صل یك  15میکروپلیت ریدر منتقل  مرتبه با فوا
قه یه هم زدن در هر  2نانومتر و  492ای و در طول موج دتی ثان

سنغش شد.  شد و مرتبه، ترائت  سه تکرار انغام  ها هر کدام در 
تسرررت، بدون آنزیم )به  چاهك بلانك با تمام اجزاء مواد چاهك

میکرولیتر بافر اضررافه شررد( برای حذف کردن  30جای آن مقدار 
ها ترار داده شررد و تمامی سررنغشعوامل مزاحم در آزمایش برای 

هد بود. از در یت آنزیم خوا عال هایی فقط در اثر ف یت جذب ن ها ن
بت و بلانك آن در  کنترل منفی و بلانك آن و همچنین کنترل مث

سنغش ستفاده هتمامی  صاره از شدا ا . در کنترل منفی به جای ع
 .شدبافر و در کنترل مثبت از اسید کوجیك استفاده 

 

 هاتحلیل داده
های ها جذب پلیت خالی از جذب چاهكپس از پایان سنغش

های تسرررت از متناظر کم شرررد و همچنین جذب بلانك چاهك
جذب بلانك تسرررت کم شرررد در نتیغه جذب نهایی فقط در اثر 

ع به همین طریق ف یت آنزیم بوده اسرررت. برای کنترل منفی نیز  ال
سبه  ست ه . جذب بشدجذب نهایی محا دست آمده برای نمونه ت

د و در نهایت نموداری با شررو کنترل منفی در مقابل زمان ترسرریم 
( 1دست آمد. برای تعین میزان مهار، از معادله )ه یك خط راست ب

تکرار محاسبه و در نهایت از استفاده شد. درصد مهار برای هر سه 
آنها میانگین گرفته شرررد و انحراف اسرررتاندار نیز برای هر مورد 

 .شدمحاسبه 

 (1) معادله

 
تمام مراحل برای چهار غلظت عصاره انغام شد و درصد مهار 

سبه  ستفاده از نمودار درصد مهار علیه غلظت شدمیانگین محا . با ا
سبه  50ICمهار کننده،  صاره میشدمحا شد که معادل غلظتی از ع با
 شود.مهار آنزیم می درصد 50که موجب 

 
 آنالیز سنتیک مهار آنزیمی

صاره شده توسط ع های داری به منظور تعیین نوع مهار اعمال 
 -بیشررترین درصررد بازدارندگی، نمودار معکوس مضرراعف لینویور

های مختلف برک بر اسررراس واکنش آنزیمی در حضرررور غلظت
مهارکننده و بدون حضرررور عصررراره )کنترل( در هشرررت غلظت 
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شد. غلظت سم  سترا، ر سوب سترا برمختلف  سوب شده   های تهیه 
 برک انتخاب، و -اسرراس ضرررایب تصررحیه کننده نمودار لینویور

، 25/1، 33/1، 67/1، 2، 5/2، 33/3عملاً سوبسترا در هشت غلظت 
ای ه. برای کنترل و هر یك از غلظتشدمولار تهیه میلی 1و  11/1
نه واکنش آنزیمیمهار ثابت  (Vmax) کننده، سررررعت بیشررری و 

اطلاعات اخیر، ثابت  د و بر اسررراسشرررتعیین  (Km) میکائیلیس
ندگی هارکن پارامتر (Ki) م فاده از و دیگر  با اسرررت ظاهری  های 

 دست آمد.ه کننده بهای مختلف مهارهای ثانویه در غلطتنمودار
 

 اکسیدانیتعیین فعالیت آنتی
رین هایی که بالاتاکسررریدانی عصرررارهبرای تعیین فعالیت آنتی

اند از رو  فو و درصرررد فعالیت مهاری تیروزیناز را نشررران داده
 1/0محلول میکرولیتر از  100. ابتدا [17] شرردهمکارانش اسررتفاده 

شده در متانول( به چاهك DPPHمولار میلی شد )حل  ها افزوده 
س س مقدار  صاره به آن میکرولیتر از غلظت 100و  های مختلف ع

تیندرجه سررا 25دتیقه در دمای  30شررد. آنگاه به مدت افزوده می
به عنوان کنترل منفی نیز  DPPHشرررد. از محلول گراد انکوبه می

 517دتیقه جذب در طول موج  30گذشررت . بعد از شررداسررتفاده 
شررد. از آسررکوربیك اسررید به عنوان کنترل گیری مینانومتر اندازی
ستفاده  سیدانی مطابق معادل. درصد فعالیت آنتیشدمثبت ا ( 2ه )اک
 محاسبه شد.

 (2معادله )

100 × 
جذب عصاره−جذب کنترل منفی

جذب کنترل منفی
 اکسیدانی= درصد فعالیت آنتی 

 
 GC/MSها به روش تعیین ترکیبات عصاره

 GC-MSماتوگرافی هایکی از رو ی که کرو  برای اسرررت 
 .رودبه کار می آنها شدن تغزیه بدون فرار مواد جداسازی و بررسی

به طور کلی، کروماتوگرافی گازی برای جداسازی و شناسایی 
دهنده یك مخلوط و تغزیه کمی آنها نیز کاربرد اجزای تشرررکیل

در  یمهارکنندگ یتدر صرررورت وجود خاصررر ینکهنظر به ا دارد.
 یتخاصررر ینکه ا یمبدان یدبا یاهان،گ هایاندام متانولیعصررراره 

عصرراره اسررت، لذا  یهدهندیلتشررک یاز اجزا یكمربوط به کدام
سا سا یزن یباتترک ییشنا شنا  یباترکت ییصورت گرفت. جهت 
صل مت یگاز یاز دستگاه کروماتوگراف یاهانمختلف گ هایعصاره
ستفاده م GC/MS یجرم یسنغیفبه ط شماره  شودیا )جدول 
با  GC/MS کروماتوگرافی دسررتگاه به هانمونه یقر. پس از تز(2

س سبه و برر  اتیبترک یجرم هایطیف مختلف، هایمولفه یمحا
صاره سه و هاموجود درع صات با هالفهؤم ینا یتمام مقای شخ  م

اجزای موجود در  یسرررایاسرررتاندارد اتدام به شرررنا هایترکیب
 .شد هاعصاره

 GC/MSمنخصات دستگاه  -2جدول شماره 

 ، ساخت کشور آمریکاAgilent، شرکت A -7890مدل  GCدستگاه 

 N-5 ستون نوع

 میکرومتر 250تطر  متر، 30 طول ستون ابعاد
 C ° 250نهایی ، دمایC/min ° 2دمایی ، گرادیانC° 45اولیه  دمای ستون دمایی ریزیبرنامه

 (10به  1)نسبت  Split/split less تزریق محل
 هلیوم حامل گاز

 ، ساخت کشور آمریکاAgilent، شرکت A- 5973مدل  Massدستگاه 
 C° 230 یونش محفظه دمای

 (Quadrupole)کوادروپل  جرمی گرتغزیه

 C° 150 گر جرمیتغزیه دمای
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 ... سنتيک مهار تيروزيناز

 

 نتایج
 50ICدرصد مهارتیروزیناز و تعیین ارزش 

شان داد که صل از این مطالعه ن خصوص گیاه گوَنَ ، درنتایج حا
عصاره اندام برگ  mg/ml 1بیشترین درصد مهار مربوط به غلظت 

شماره  شکل  (1 ،aاین گیاه می ) صوص گیاه شد. همچنین در خ با
عصاره اندام  mg/ml 1بیشترین درصد مهار مربوط به غلظت  کنَگرَ

در جدول  50IC( آن بود. نتایج مربوط به b، 1برگ )شررکل شررماره 
ست 2شماره  شان می آمده ا متعلق به  50ICدهد کمترین مقدار که ن

 باشد.اندام گل از گیاه کنَگرَ می

 سِنتیکی مهار آنزیم تیروزینازبررسی 
 

ی هگزانی اندام برگ گیاه الگو عصارهنتایج مطالعه سینتیکی 
(. همچنین اندام a2 شماره )شکل دهدمهار نارتابتی را نشان می

 شررماره دهد )شررکلگل گیاه الگوی مهار نارتابتی را نشرران می
b2ندام برگ الگوی که عصررراره ا حالی  هار ترکیبی  (. در  م

 (.c2شماره  )شکل دهدغیررتابتی( از خود نشان می -)رتابتی
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a)                                                               (b) 
 

  BungeAstragalus vegetus  (b) .LGundelia tournifortii (a)هاي مختلف گیاهان درصد مهار فعالیت تیروزیناز توسط اندام -1 شماره شکل
 

 

 
 هاي گیاهان در مقایسه با اسید کوجیکعصاره هگزانی اندام 50ICمیزان  -2 شماره جدول

گیاه علمی نام  IC50 (mg/ml) نوع اندام 

Astragalus vegetus Bunge  50/0 برگ  

Gundelia tournifortii L 50/0 برگ  

Gundelia tournifortii L 32/0 گل  

 Kojic acid  
 

15135/0  
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( c؛ و )Astragalus vegetus Bunge ( اندام گل گیاهb؛ )Astragalus vegetus Bunge اندام برگ گیاه (a)نمودار مضاعف معکوس، عصاره هگزانی  -2شکل شماره 

 عصاره mg/ml 1مولار از سوبسترا )پیروکتکول( و غلظت میلی 1و  11/1، 25/1، 33/1، 67/1، 2، 5/2، 33/3هاي در غلظت ،.Gundelia tournifortii Lگیاه  اندام برگ
 

 
و  .Gundelia tournifortii L( اندام برگ b) .Gundelia tournifortii L( اندام گل a)، هاي مهارهاي ثانویه براي محاسبه میزان ثابتنمودار -3شکل شماره 

(c اندام برگ )Astragalus vegetus Bunge 
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 ... سنتيک مهار تيروزيناز

 

صاره اندام برگ و انداممقادیر پارامتر سینتیکی برای ع های های 
آمده اسررت. جهت تعیین  3برگ و گل به ترتیب در جدول شررماره 

 (.3از نمودارهای ثانویه استفاده شد )شکل شماره  IKو  iKمقدار 

 

 اکسیدانیتعیین درصد فعالیت آنتی
یت  عال که میزان ف عه نشررران داد  طال حاصرررل از این م تایج  ن

بسیار تابل توجه  mg/ml 1اکسیدانی در عصاره برگ در غلظت آنتی
ندام گل گیاه دارای میزان فعالیت  بود. همچنین عصررراره هگزانی ا

دول شماره باشد. جاکسیدانی بیشتری نسبت به اندام برگ آن میآنتی
را نشررران  Cهگزانی و ویتامین  هایبرای عصررراره 50ECمیزان  4
 دهد.می
 

 هاي گیاهیعصاره GC/MSنتایج حاصل از آنالیز 
صاره صل از آنالیز ع ستگاه گازنتایج حا سط د  های هگزانی، تو

به صررورت  (GC/MS)کروماتوگرافی متصررل به طیف نگار جرمی 

و جزئیات آن در جدول  ،5و  4 هایشررماره شررکلدر کروماتوگرام 
 متیل پنتانتری -3،2،2اسررت. بر اسرراس این نتایج، آمده  5شررماره 

 -3-درصررد( و تتراهیدرو 6/22بوتن ) -متیل  -2 درصررد(، 32/24)
درصررد( بیشررترین ترکیبات موجود در عصرراره  92/17متیل هگزان )

دی -2،2-اتیل -3هگزانی اندام گل گیاه کنگر هسرررتند. ترکیبات، 
متیل -3 درصد(، 8/27پنتن )-2-متیل-2درصد(،  01/30دکان )متیل

درصررد( بیشررترین  96/9درصررد( و سرریکلوهگزان ) 9/14هگزان )
ترکیبات موجود در عصرراره هگزانی اندام برگ گیاه کنگر هسررتند. 

درصرررد(،  79/31دی متیل دکان )-2،2-اتیل-3همچنین ترکیبات، 
یل یدرو  4/22پنتن )-2-مت تان ) -3درصرررد(، تترا ه یل پن  9/17مت

درصد(  04/8متیل فوران ) -2درصد(،  6/8)درصد(، سیکلو هگزان 
یل اکتان ) -4،2و  کان و الکن  95/5دی مت که عمدتاً آل درصرررد( 

سهم را در مغموع ترکیبات شاخه شترین  ستند، بی دار یا حلقوی ه
 دارند. گون عصاره هگزانی اندام برگ

 
 هاي مختلف گیاهان مورد مطالعهعصاره اندام يبرا نتیکی،س يهاپارامتر یرمقاد -3شماره جدول 

KI 
(mg/m

l) 
Ki 

(mg/ml) 
Vmaxapp 
(ΔOD/min) 

Vmax 
(ΔOD/min) 

Kmapp 
(mM) 

Km 
(mM) 

 پارامتر سنتیکی

 نام علمی گیاه اندام

 Astragalus vegetus Bunge برگ 7/7 25/4 024/0 010478/0 95/0 -

 .Gundelia tournifortii L برگ 14/9 56/11 023/0 015/0 4/2 8/2

 .Gundelia tournifortii L گل 7/7 99/4 024/0 014/0 58/0 -

 
 

 به عنوان کنترل مثبت Cها و ویتامیناکسیدانی براي عصارهفعالیت آنتی 50ICمقدار  - 4 شماره جدول

EC50 (mg/ml) اسم علمی گیاه اندام 

2/0  Astragalus vegetus Bunge برگ 

3/3  .Gundelia tournifortii L برگ 

  .Gundelia tournifortii L گل 7

00225/0  Cویتامین  - 
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   LGundelia tournifortii.گیاه کنگر اندام برگ  عصاره هگزانی کروماتوگرام -4شکل شماره 

 
 

 
 Astragalus vegetus Bungeکروماتوگرام عصاره هگزانی اندام برگ گیاه گون  -5 شماره شکل
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 GC/MSهگزانی حاصل از آنالیز  هايترکیبات عصاره - 5 شماره جدول

 درصد برگ گون درصد برگ کنگر درصد گل کنگر ردیف

تری متیل پنتان -3،2،2 1  32/24 دی متیل دکان-2،2-اتیل-3   01/30 دی متیل دکان-2،2-اتیل-3   79/31  

بوتن--متیل-2 2  6/22 پنتن-2-متیل-2   8/27 پنتن-2-متیل   4/22  

متیل هگزان-3-تتراهیدرو 3  92/17 متیل هگزان-3   9/14 متیل پنتان -3تترا هیدرو    9/17  

69/8 سیکلوهگزان 4 96/9 سیکلوهگزان  6/8 سیکلو هگزان   

ال-1-بوتن-2-متیل-2 5  42/8 ال-1-بوتن-2-متیل-2   6/3 متیل فوران-2   04/8  

56/5 اوکتان 6 دی متیل پنتان-2،2   4/2 دی متیل اکتان -4،2   95/5  

97/2 تترادکان 7 متیل هگزان-3   89/1 دی متیل پنتان-2،2   4/1  

45/3 هگزادکان 8 متیل هگزان-2   68/1 32/1 دکان   

94/2 دکان 9 65/1 اکتان  متیل ه تان-3   9/0  

1/2 دودکان 10 دی متیل پنتان-3،2   55/1 53/0 دودکان   

سیکلوبوتانایزو پروپیل  1 تری دکان 11  48/1 48/0 سیکلوپنتان   

33/1 تترا دکان - - 12 37/0 تترادکان   

8/0 دودکان - - 13 متیل سیکلوپنتان -3-اتیل-1   32/0  

دی متیل سیکلو پنتان-3،1 - - 14  57/0  - - 

23/0 ه تان - - 15  - - 

97/99 مجموع 16 85/99 مجموع   100 مجموع 

 

 بحث
های های اخیر تحقیقات بسیاری در زمینه یافتن مهارکنندهدر سال

آنزیم تیروزیناز صررورت گرفته اسررت که در اینغا به مواردی از آنها 
دانگ و همکارانش اثر مهاری ترکیبات  2009در سال . شوداشاره می

 Lonicera japonicaهای مختلفاسرررتخراج شرررده از تسرررمت

Thumb آنزیم ها بود بر روی ها و شرراخه، گلهارا که شررامل برگ
صاره زمایش کردندآتیروزیناز  شان دادند که اثر مهاری در ع های و ن

شده از گل صارهگرفته  سایر ع سه با  ستها در مقای شتر ا و  ها بی
ها از سررایر همچنین میزان ترکیبات فنولیك موجود در عصرراره گل

سمت شتر بودت سال . [18] ها بی جان یانگ و همکارانش  2010در 
نه چالکون و دو فلاونون را از دا  Psoralea corylifolia سررره 

تیروزیناز را در دانه این گیاه آنزیم خراج کردند و فعالیت مهاری تاسرر
 هررا مهرراری از نوع رتررابتی از خود کرره چررالکون نشرررران دادنررد

 

 

 50ICدارای مقدار نشان دادند. از پنج ترکیب استخراج شده دو مورد 
بیشتری از کوجیك اسید  50ICکمتر، و سه مورد دیگر دارای مقادیر 

صاره .[19] بودند های مورد آزمایش در این پ وهش در حالی که، ع
ز دادند و یکی اابتی و ترکیبی را از خود نشرران میالگوهای مهار نارت

صاره صاره گل کنگر  هاع سیار نزدیکی  50IC( دارای مقدار GT)ع ب
 به کوجیك اسید است.

صارهتیهمچنین در این پ وهش اثر آن سیدانی ع سک  یها نیز برر
د که عصاره برگ گون علاوه بر خاصیت مهاری تیروزیناز شو معلوم 

می و همکارانش از  2011 سالباشد. سیدانی نیز میاکدارای اثر آنتی
 Peltophrumشرررش ترکیب اسرررتخراج شرررده از پوسرررت گیاه 

dasyrachis  از تیروزینآنزیم نها را بر روی آاثر مهاری دو ترکیب از
 .[20] ثابت کردند
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سال  ستخراج  2012در  چان و همکارانش اثر مهاری ترکیبات ا
نزیم تیروزیناز تارچی آروی ه را ب Smilax chinaشده از ریشه گیاه 
ساندند سال . [21] به اثبات ر صاره  2013در  توماس و همکاران، ع

سیبآنزیم روی فعالیت  گیاه را بر 60 تیروزیناز تارچی و تیروزیناز 
صاره زمایش کردند.آزمینی  ساپونین حاویها ع ها ترکیبات فنولی و 
 که عمدتاً  دشررسررازی شررده و مشررخص که این ترکیبات جدا ندبود

فعال  و تارچی نزیم تیروزینازآباعث مهار  ،ترکیبات فنولی موجود
 .شودنزیم تیروزیناز سیب زمینی میآشدن 

ترکیبات اسرررتخراج بازدارندگی همچنین ازلم و همکارانش اثر 
بر  را Trifolium nigrescens Subsp. Petrisavi شرررده از گیاه

 .[22، 23] تیروزیناز اثبات کردندآنزیم روی 
سال بالاخره  ترکیبات پلی اثر جیان چن و همکارانش 2014در 

 زمایش کردند وآنزیم تیروزیناز آسرریب را بر روی  موجود در فنولی
الیت توانند اثر مهاری بر فعبه این نتیغه رسرریدند که این ترکیبات می

بیرامی و همکارانش آروموگام آ. همچنین [24] تیروزیناز داشته باشند
 هررایبررمرریرروه تررازه از مرریرروهآبررا تررحررقرریررق بررر روی 

Citrus hystrix  وCitrus maxima  به این نتیغه رسررریدند که
درصدی  80مهاری اثر ند نتواها میبمیوه تازه گرفته شده از این میوهآ

 .[25] دننزیم تیروزیناز داشته باشآبر روی 
شان دادند که در  ستای تحقیقات فوق، نتایج این پ وهش ن در را

درصد( و  6/66گیاه گون بیشترین اثر مهاری در اندام برگ این گیاه )
باشررد. این گیاه به خانواده عصرراره هگزانی می mg/ml 1در غلظت 
داردکه در غرب ایران و اسررتان کردسررتان پراکندگی تعلق  پاپیلیوناسرره

سررراکاریدی موجود در گون باعث افزایش بالایی دارد. ترکیبات پلی
مانی می مانی و ایمنی در نداثرات در . همچنین برخی از [26] شرررو

و  [27]ثیر محافظتی در برابر فیبروز کبدی أترکیبات موجود در گون ت
. ترکیبات سرراپونینی موجود در گون، [28] سرررطانی دارنداثرات ضررد

های ز در سرررلولباعث القای مسرررمومیت سرررلولی و ترویج آپوپتو
HepG2 شده در گونه[29] شوندمی شناخته  های . ازجمله ترکیبات 

ها، پروتئینی، سررراپونینهای غیرها، آمینواسررریداین خانواده فلاونوئید
 .[30] اشندبها میاسترول ها، ترکیبات نیتروژنی، موسیلاژها والکالوئید

سوختتقریباً در همه بافت سیون  سیدا های های زنده، فرایند اک
های آزاد زیسررتی، نقش مهمی در تولید انرژی بر عهده دارد. رادیکال

سم عادی تولید می سی ن در متابولی ین های پایشوند و در غلظتاک

های انتقالی و تنظیم بیان ژن کاربرد سررودمند هسررتند و در سرریگنال
و سرررایر  DNAها برای های بالا این رادیکالدارند اما در غلظت

کنترل شده ها بسیار مضرند. با شروع زندگی تولید غیرماکرومولکول
ها از جمله سرطان، های آزاد منغر به بروز بسیاری از بیماریرادیکال

سکروز  ضور آنتی شودو آرتریت روماتوئید میآتروا . از این رو، ح
ثری به کاهش اثرات این ؤهای غذایی کمك مها در رژیماکسررریدان
 کند.های اکسیداتیو میخسارت

مان یك ترکیب ضرررروری در از ز به عنوان  تارچ  تدیم  های 
گرفت. تعدادی از مطالعات های غذایی مورد اسرررتفاده ترار میرژیم

شان دادند که  سیبها میتارچن سیداتیو به توانند از آ  DNAهای اک
نهایت مشررخص شررد که این عامل ها جلوگیری کنند که درسررلول

له باشررد. تیروزیناز با هیدروکسرریبازدارندگی مربوط به تیروزیناز می
سیون ال-کردن تیروزین آن را به ال سیدا س س با اک وپا آن د-دوپا و 
سکند. ارا تبدیل به دوپاکوئینون می سیار جالب توجه ا ت، ین نکته ب

ی اکسرریدان سررم -دوپا به صررورت عادی به ترکیبات پیش -زیرا ال
صل می سیار ناپایدار مت شود و تولید دوپا کوئینون الکترون دوست ب

ها کند. در چرخه اکسررریداسررریون و احیا )ردوکس( این کوئینونمی
 ها و سررمیهای مضررر، پراکسرریدتوانند تولید اکسرری رادیکالمی

شررامل  (ROS)های اکسرری ن واکنشررگر . گونه[17] ها کنندکوئینون
سوپر اکساید، پراکسید هیدروژن و رادیکال سیآنیون  ل های هیدروک

شند. تغمع می شد تواند در نتیغه تنشمی ROSبا سیداتیو با های اک
عروتی، سررررطان،  -های انسرررانی مانند تلبیکه وابسرررته به بیماری

سکلروزیس میسالخوردگی، دیابت و آتر شدوا ستفاده از  .[17] با ا
DPPH اکسرریدانییك تکنیك عمومی جهت تسررت فعالیت آنتی 
 باشد. های گیاهی میعصاره

های اکسرریدانی برای عصررارهدر این پ وهش میزان فعالیت آنتی
 گیری شررد. عصررارهدارای بیشررترین فعالیت مهاری تیروزیناز اندازه

اکسیدانی زیادی از خود نشان تدرت فعالیت آنتی AVهگزانی برگ 
 اکسیدانیتدرت فعالیت آنتی mg/ml 10و  1های دهد. در غلظتمی

شابه ویتامین شان می Cم تری پایین EC50دهد ولی دارای از خود ن
 باشد.می Cنسبت به ویتامین

نازی و همچنین  یت تیروزی عال هار ف یت م خاصررر به  با توجه 
صیت آنتی صاره خا سیدانی ع شنهاد می AV هگزانی برگاک شود پی

اکسررریدان طبیعی، در رژیم های آنتیکه از آن به عنوان تولید مکمل
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غذایی و یا اضرررافه کردن آن در محصرررولات غذایی سرررالم برای 
ای شدن تهوههای مزمن و یا به عنوان عامل ضدجلوگیری از بیماری

وان ه عنتوان از این عصاره ب. در محصولات آرایشی میشوداستفاده 
کننده پوسررت یك ترکیب فعال آنتی اکسرریدان و عامل طبیعی سررفید

شررود که تحقیقات دیگر در . با این حال، پیشررنهاد میشرروداسررتفاده 
سرررازی ترکیبات مسرررئول فعالیت راسرررتای جداسرررازی و خالص

اکسیدانی و مهاری تیروزیناز صورت پذیرد و از ترکیبات خالص آنتی
 .شودده شده در صنایع مختلف استفا
صاره گیاه کنگر  صد مهار مربوط به اندام GT در ع شترین در بی

بود. همچنین در اندام  mg/ml 1و در غلظت  )درصررد 7/71برگ )
ه درصد بوده است. ب 7/68گل این گیاه میزان درصد مهار بالا و برابر 

تر از عصررراره هگزانی گل به طور تابل توجهی پایین 50ICعلاوه، 

50IC تواند حاکی از وجود یك ه میعصررراره هگزانی برگ بود، ک
تر در عصاره گل باشد. کنگر گیاهی چند ساله، مقاوم کننده تویمهار

های فراوان اسررت. موسررم دار پوشرریده از کرک و با تی  و شرریرابه
شار جغرافیایی گل ست و انت شت و خرداد ماه ا دهی این گیاه اردیبه

شامل مناطق  سیعی دارد که  شمال غرب، جنوب و جنوب و غرب، 
شررود. برای سرراته این گیاه در طب سررنتی خواص شرررق ایران می

 محافظتی برای کبد و تصفیه خون ذکر شده است.
در طب سررنتی ترکیه از دانه خشررك شررده این گیاه برای درمان 

ستفاده می سی ا ور آهای تازه آن ادرارحال آنکه برگ شودبیماری پی
ست ساته آن . همچنین در [28] ا سنتی از  صورت  شور ترکیه به  ک

برای درمان اسهال، درد معده، برونشیت، سنگ کلیه، آماس گردن و 
ستفاده می شان داده [29] شودالتهاب ا . پ وهش دیگری در ترکیه ن

های هوایی و دانه این گیاه خاصیت است که عصاره متانولی تسمت
شان اآنتی سبت به آلفا توکوفرول دارد. آنها ن سیدانی تابل توجهی ن ک

وایی آن های هر از تسمتفنولیك دانه گیاه بیشتدادند که محتوی پلی
ها بیشتر اکسیدانی دانه از سایر تسمتنتیغه خاصیت آنتیاست و در
یت ضرررد[30] اسرررت خاصررر نه .  باکتری آن نیز بر روی گو

اره ده است. در این پ وهش نیز عصپیلوری به اثبات رسیهلیکوباکتر
یت  خاصررر یاه کنگر جهت بررسررری  گل گ ندام برگ و  هگزانی ا

اکسیدانی مورد آزمایش ترار گرفت و مشخص شد که خاصیت آنتی
ست ولی آنتی شتر ا اکسیدانی عصاره گل از عصاره برگ این گیاه بی

سه با ویتامین صیت آنتی Cدر مقای سیار ناچیزی دارد. خا سیدانی ب اک
اوت میان نتیغه این دو پ وهش ممکن اسرررت به خاطر شررررایط تف

های این گیاه باشررد که منغر به ایغاد اتلیمی متفاوت میان رویشررگاه
 .شودمحتوای سلولی با غلظت متفاوت می

های به عنوان بخش نهایی این مطالعه، ترکیبات اصررلی عصرراره
فاده از اسرررتمتانولی برگ و گل در گیاه کنگر و برگ در گیاه گون با 

 سرررنغی جرمیطیف به متصرررل گازی کروماتوگرافی دسرررتگاه
(GC/MS)  ترکیب مختلف و ایزومر  11تعیین شررردند. در مغموع

شدند. در مغموع  سایی  شنا صاره متانولی گل در گیاه کنگر  برای ع
ترکیب مختلف و ایزومر برای عصاره متانولی برگ در گیاه کنگر  15

رکیب مختلف و ایزومر برای ت 13شررناسررایی شرردند. در مغموع 
عصرراره متانولی برگ در گیاه گون شررناسررایی شرردند. اما سرراختار 

های ندهکنشرریمیایی هیچیك از ترکیبات فوق تشررابه خاصرری با مهار
شتند. لذا با توجه به نتایج مهاری م شده تیروزیناز ندا ثر به ؤشناخته 

سد که باید در مطالعات بعدی از تکنیكنظر می  نندما های دیگریر
HPLC د.ثر استفاده نموؤبرای شناسایی یا جداسازی ترکیبات م 

 
 گیرينتیجه

با توجه به اثر مهاری فعالیت تیروزیناز توسررط عصرراره هگزانی 
ندام برگ گون گل کنگر ا ندام برگ و  مان  و ا ید بتوان در در شرررا

پرکاری آنزیم تیروزیناز به عنوان منابع بالقوه  های ناشررری ازبیماری
ها بهره جسرررت. همچنین به ی داروهای جدید از این عصرررارهتهیه

منبع آنتی توان به عنوان یكاکسررریدانی میخاطر دارا بودن اثر آنتی
صنایع غدایی و دارویی مورد  سیدان طبیعی با فراوانی مطلوب در  اک
اسرررتفاده ترار گیرند. حال که جایگاه اندامی این فعالیت در گیاهان 

های بعدی در شود که پ وهشت پیشنهاد میفوق مشخص شده اس
سازی و خالص کردن ترکیب مهاری و آنتی ستای جدا سیدانیرا  اک

 ها صورت پذیرد.موجود در این عصاره
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Abstract 
 

Background: The enzyme tyrosinase is a copper-containing polyphenol oxidase, which is involved 

in melanogenesis. It catalyzes the conversion of tyrosine to melanin pigments in mammals. Tyrosinase 

plays an important role in enzymatic browning, which causes discoloration and loss economic value 

of many plant food products. This enzyme is widely distributed in fungi, higher plants and animals. 

Objective: The aim of this study was to determine the tyrosinase inhibitory effect of hexane extracts 

of different aerial parts of Astragalus vegetus Bungi and Gundelia turnifortii L. Later the kinetics and 

antioxidant activities of the extracts with the highest inhibitory properties were assessed. 

Methods: Aerial parts of the plants were divided to stems, leaves and flowers and air-dried. Hexane 

extract of each part has obtained by maceration in n-hexane. Inhibitory effects assayed at four 

different concentrations, using a microplate reader at 492 nm. Kojic acid used as positive control. 

DPPH method used to determine the antioxidant activities of the extracts and ascorbic acid (positive 

control). GC/MS device utilized to determine the composition of the extracts. 

Results: Main inhibitory activity detected at 1 mg/ml concentration of hexane extract of leaves of 

Astragalus vegetus Bunge (66.6%), and the leaves and flowers of Gundelia turnifortii L. (71.7 and 68.7 

percent respectively). IC50 values for Astragalus vegetus Bungi leaves was 0.5 mg/ml. and for Gundelia 

turnifortii L. leaves and flowers, were 0.5 and 0.32 mg/ml respectively. Astragalus vegetus Bungi.plant 

leaves also showed a considerable antioxidant activity. GC/MS analysis of extracts didn't show any 

reliable result. 

Conclusion: These results suggest that some of the most effective extracts from analyzed plants in 

this study, may be worthy for further investigation to obtain some new tyrosinase inhibitors with 

pharmacological applications. 

 

Keywords: Astragalus vegetus Bungi, Gundelia turnifortii L., Hexane extract, Tyrosinase 
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