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 Gundelia(بررسي فعاليت ضد گليكوزيلاسيوني عصاره هيدروالكلي گياه كنگر

tournefortii (استراتژي براي كاهش عوارض مزمن ديابت: در آلبومين سرم گاوي  
  *سيف االله بهرامي كيا و فريبا عزيزي مرادي

  خرم آباد، دانشگاه لرستان، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسيايران، 

  5/12/96 :تاريخ پذيرش    2/9/96 :افتتاريخ دري

  چكيده

از عوامل دخيل در پاتوژنز عوارض ) AGEs(فرآيند  اين پيشرفته و تشكيل محصولات نهايي پروتئينهاغيرآنزيمي  ه شدنگليك
ا منشأ اكسيدان ب مي شوند تركيبات آنتي پروتئينهاباعث تخريب كاركرد صحيح  اين حوادثاز آنجايي كه . دنمي باشمزمن ديابت 

در اين تحقيق  .ض مزمن مورد استفاده قرار گيردگياهي مي تواند به عنوان يك راه درماني براي جلوگيري از بروز اين عوار
غيرآنزيمي آلبومين ه شدن گليكفرآيند  استان لرستان بر روي مهار) Gundelia tournefortii(اثرعصاره هيدروالكلي گياه كنگر

. براي اين منظور ابتدا محتواي فنول و فلاونوييد عصاره هيدروالكلي تعيين شد. بررسي شد ديابتيي مدلهادر ) BSA(سرم گاوي 
سپس به منظور تشكيل . استفاده شد DPPHراديكال آزاد آزمون مهار تشكيل براي بررسي خاصيت آنتي اكسيداني اين گياه از 

AGEs ،BSA  در شرايطIn Vitro با استفاده از يشن گليكفرآيند  ر عصاره هيدروالكلي گياه برگلايكه شد و اث ،به وسيله گلوكز
داراي  )µg/ml 400-25(دز  يك رفتار وابسته بهدر  كنگرنتايج نشان داد كه عصاره گياه  .ي مختلف اندازه گيري شدآزمونها
، عصاره هيدروالكلي، علاوه بر اين. مي باشد گليكيشن ضد و فعاليت DPPHراديكالهاي  (Scavenging)جمع كنندگي  توانايي

درگير شدن واكنشهاي اكسيداتيو با توجه به  .اتواكسيداسيون قندها شدفرآيند  باعث مهار توليد راديكالهاي هيدروكسيل طي
ي تركيبات آنت(تحت شرايط هيپرگليسميا و همچنين با توجه به محتواي بالاي تركيبات فنولي و فلاوونوييدي  AGEsتوليد در

فرآيند  مهاراز طريق خاصيت آنتي اكسيداني قوي خود باعث  احتمالاً  G. tournefortiiاره هيدروالكلي،در عص) اكسيداني
  .مي شود گليكيشن پروتئين

  كنگر، ديابت، پروتئين محصولات انتهايي گليكوزيلاسيون پيشرفتهفعاليت ضد گليكوزيلاسيوني،  :كليدي واژه هاي

 Bahramikia.s@lu.ac.ir: ست الكترونيكي، پ09166614082: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ديابت مهمترين بيماري متابوليك انسان است كه بيش از 

ميليون نفر در  3ميليون نفر در جهان و نزديك به  150
ايران به آن دچار هستند و موارد قابل توجهي از آنان 

ي پرهزينه بوده بيماريهاديابت از . ده استناشناخته باقي مان
سالگي علت  20-70و در بسياري از كشورها در سنين 

اصلي كوري و سر دسته علل قطع عضو و نارسايي مزمن 
از آنجا كه درمان قطعي آن هنوز . كليه محسوب مي شود

در بسياري از موارد دست نيافتني است، تنها با شناخت به 
توان شيوع و عوارض و  ب ميي مناسمراقبتهاموقع و 

پيامدهاي ناشي از آن را به ميزان چشمگيري كاهش داد 
يك فاكتور سهيم در هردو نوع  به عنوانهايپرگليسمي  ).2(

استرس اكسيداتيو ايجاد  عامل مهمي در 2و  1ديابت 
  .باشد مي

و يا از طريق  ROSهايپرگليسمي يا از طريق توليد مستقيم 
در استرس اكسيداتيو نقش احياء - اكسيد تغيير در تعادل

 ارائه تاكنون چندين مكانيسم مهم در ارتباط با اين امر. دارد
افزايش شار مسير پلي ال، افزايش : كه شاملشده است 
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تشكيل درون سلولي محصولات انتهايي گليكوزيلاسيون 
و توليد بيش  Cسازي پروتئين كيناز ، فعال (AGEs)پيشرفته

زنجيره انتقال الكترون  از حد سوپراكسيد توسط
  ).2و  1( مي باشند ميتوكندريايي

و تشكيل محصولات  پروتئينهاقنددارشدن غيرآنزيمي 
انتهايي گليكوزيلاسيون پيشرفته فاكتورهاي مهم پاتوژنز 

واكنش غيرآنزيمي بين گروه . عوارض مزمن ديابت هستد
يا ديگر احياء  و گروه كربونيل قندهاي پروتئينهاآمينو 
شود  بات كربونيل به عنوان واكنش ميلارد شناخته ميتركي

اين واكنش به سه مرحله اساسي تقسيم ). 23 و 17(
  . اوليه، حدواسط و پاياني: شود مي

مثل فروكتوز، احياء  يا ديگر قندهاي(در مرحله اوليه، گلوكز
با گروه آمينو آزاد ) پنتوز، گالاكتوز، مانكوز، زايلولوز

واكنش باز شيف  تركيب ناپايدار براي تشكيل پروتئينها
ثبات تر شناخته  كه تحت بازآرايي به محصول بادهد  مي

در مرحله  .شود محصول آمادوري تبديل مي نامشده به 
حدواسط، محصول آمادوري به انواعي از تركيبات دي 
كربونيل فعال مثل گلي اكسال، متيل گلي اكسال و دئوكسي 

دن، اكسيداسيون و گلوكوزان ها از طريق دهيدراته ش
در مرحله پاياني  .شود ي شيميايي ديگر، تجزيه ميواكنشها

 AGEs گليكوزيلاسيون، تركيبات بازگشت ناپذيري به نام
ي اكسيداسيون، دهيدراته شدن و حلقوي واكنشهااز طريق 

قهوه اي،  -تركيبات زرد AGEs. شوند شدن تشكيل مي
ي با عمر اپروتئينهفلورسانس و نامحلول هستند كه روي 

 يابند و در نتيجه عملكرد فيزيولوژيكي طولاني تجمع مي
  .كنند را مختل ميآنها 

توسط سه مكانيسم اصلي به  AGEsتشكيل درون سلولي
 ) :1-2شكل) (28 و 2(رساند  ي هدف آسيب ميسلولها
، AGEsي درون سلولي تغييريافته توسطپروتئينهااول، 

ي ماتريكس خارج دوم، اجزا. يابد عملكردشان تغيير مي
به طورغيرطبيعي با  AGEs سلولي تغييريافته به وسيله

گيرنده هايي (ي ديگر و اينتگرين هايماتريكسهااجزاي 

 .كنند روي سلول ميانكنش مي) براي پروتئين ماتريكس
درون  ROSباعث توليد  RAGE-سوم، ميانكنش ليگاند
اكسيداز  NADPHسازي سيستم  سلولي از طريق فعال

  . دگرد مي

انتقال  تأثيرفي ديگر، اتواكسيداسيون گلوكز تحت راز ط
 H2O2 تواند منجر به تشكيل كتوآلدئيد و ي فلزي مييونها
توانند با گروه آمين كتوايمين ها  كتوآلدئيد ها مي. شود

توانند منجر  واكنش دهند كه در نهايت اين كتوايمين ها مي
ي آزاد در راديكالهابنابراين  ).29(شوند AGEsبه تشكيل 

و در بحث تخريب اكسيداتيو  AGEتوليد تركيبات 
  .نقش دارند پروتئينها

مي  AGE، مهار تشكيل تركيبات مكانيسمهابر اساس اين 
تواند به عنوان يك روش درماني مفيد براي كاهش 

يكي از استراتژهاي . عوارض مزمن ديابت مطرح باشد
وص با استفاده از تركيبات آنتي اكسيدان به خص AGEضد

 علمي نام با كنگر گياه). 19 و 17(منشأ گياهي است 

Gundelia tournefortii L خانواده از Asteraceae است. 
 يبرا ياهگ ينشده ا خشك از دانه يهترك يدر طب سنت

 يحال آنكه برگها شود، ياستفاده م يسيپ يماريدرمان ب
به صورت  يهدركشور ترك ينهمچن. استتازه آن ادرارآور

يت، درمان اسهال، درد معده، برونش ياز ساقه آن برا ي،سنت
در ). 21( شود يآماس گردن و التهاب استفاده م يه،كل سنگ
 يابتدرمان د يكنگر برا ياهاز گ يمردم محل يزاردن ن

 يرانپژوهش درا يكحاصل از  يجنتا. )12(كنند  ياستفاده م
 يتهپاتوس يدر باره اثرات محافظت يطب سنت يهنظر
 يم تأييدرا  يكبد يماريهايكنگردر درمان ب يدمف اثراتو

نشان داده شده  يهدر ترك يگريد پژوهش در). 15( يدنما
ياه گ ينو دانه ا ييهوا يقسمتها ياست كه عصاره متانول

نسبت به آلفا  يقابل توجه يدانياكس يآنت خاصيت
 متانولي اين گياه عصاره ينتوكوفرول دارد، علاوه بر ا

ترانسفراز  S يونگلوتاتيم آنز يتبر فعال مهاري اثر يدارا
تركيبات  محتوي كه داد نشانپژوهش همچنين  .باشد يم
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 در و است آن هوايي قسمتهاي از گياه بيشتر دانه ليوفن پلي

بيشتر  قسمتها ساير از دانه اكسيداني آنتي خاصيت نتيجه
   ).7(است 

در اين پژوهش ابتدا خاصيت آنتي اكسيدان گياه كنگر 
خاصيت آنتي اكسيداني،  تأييدان بررسي شد و پس از لرست

گلايكه شدن غيرآنزيمي فرآيند  اثر عصاره اتانولي آن بر
 .بررسي شد in vitroدر شرايط  پروتئينها

  مواد و روشها
زيرزميني گياه كنگر در  ساقه: جمع آوري گياه كنگر

 از شهرستان نورآباد 1394ارديبهشت ماه و خرداد ماه سال 

جمع آوري گرديد و توسط دكتر ) ن، ايرانلرستا(
 Lu120شناسايي و با كد ) دانشگاه لرستان، ايران(خداياري

ساقه هاي جمع . در هرباريوم دانشگاه لرستان ثبت شد
 آوري شده به منظور رفع آلودگي و گل ولاي چسبيده به

شسته شده و در سايه به دور از نور آفتاب خشك آنها 
گياه آسياب شده و تا زمان  پس از خشك شدن،. گرديد

 .ال نگهداري شدچاستفاده در يخ

گرم گياه  250 :آماده سازي عصاره هيدروالكلي كنگر
به صورت ) درصد80(پودر شده سه مرتبه توسط اتانول

عصاره هاي به . تمام شب در دماي اتاق عصاره گيري شد
دست آمده باهم تركيب شدند و با دستگاه روتاري تغليظ 

ميلي ليتر رسيد و به اين ترتيب  100آن به  شد تا حجم
عصاره تغليظ شده به . عصاره هيدروالكلي حاصل گرديد

انكوباتور خشك شدند و تا زمان استفاده در يخچال  وسيله
 .نگهداري شد

فنولي در  محتواي كل تركيبات :تعيين مقدار كل فنول ها
با معرف  Gundelia tournefortii عصاره هيدروالكلي گياه

ي منتشر شده تعيين روشهامطابق ) FCR(سيوكالتيو  - فولين
نيم ميلي ليتر از عصاره گياه و گاليك اسيد به ). 24(شد 

سيوكالتيو - ميلي ليتر معرف فولين 5/2عنوان استاندارد، با 
ميلي ليتر  2و به دنبال آن با ) 10به  1رقيق شده با نسبت(

 90ز پس ا. درصد مخلوط شد 5/7محلول سديم كربنات 
درجه سانتي گراد، جذب  30دقيقه انكوبه كردن در دماي 

نانومتر با اسپكتروفتومتر  765نمونه ها در طول موج 
 اسيد گاليك گرم ميلي ميزان اساس بر نتايج. خوانده شد

 .شد بيان شده خشك عصاره از گرم هر معادل

محتواي كل فلاونوييدهاي  :تعيين محتواي فلاونوييدها
توسط  Gundelia tournefortiiكلي گياه عصاره هيدروال

روش كالريمتري توصيف شده در مقالات علمي سنجيده 
نيم ميلي ليتر از هرنمونه گياهي و كاتچين به ). 31(شد 

ميلي ليتر آب مقطر و به دنبال آن با  2عنوان استاندارد با 
مخلوط  درصد 15ميلي ليتر محلول سديم نيتريت  15/0

ميلي ليتر محلول آلومينيوم  15/0، دقيقه 6پس از. گرديد
ميلي ليتر  2دقيقه،  6بعد از . اضافه شد درصد 10كلرايد 

و پس از آن بلافاصله  درصد 4محلول سديم هيدروكسيد 
ميلي ليتر آب مقطر اضافه شد تا حجم محلول نهايي  200
دقيقه انكوبه كردن در  15پس از . ميلي ليتر برسد 5به 

نانومتر در  510ها در طول موج دماي اتاق، جذب نمونه 
 ميزان اساس بر نتايج. خوانده شد) آب مقطر(مقابل بلانك 

 بيان شده خشك عصاره از گرم هر معادل كاتچين گرم ميلي

 .شد

 :DPPHي راديكالهاسنجش ميزان فعاليت جمع آوري 
ي آزاد توسط عصاره راديكالهاسنجش فعاليت جمع آوري 
به ). 5(صورت گرفت  Bliosهيدروالكلي بر اساس روش 

ي مختلف عصاره غلظتهااين منظور يك ميلي ليتر از 
يك هركدام تهيه شد و به ) µg/ml200 -50(هيدروالكلي 

كه در اتانول ) ميلي مولار DPPH )2/0ميلي ليتر محلول 
دقيقه كاهش  30پس از گذشت . حل شده بود افزوده شد

 517جذب نمونه ها  به علت خاصيت پروتون دهندگي در 
آسكوربيك اسيد به عنوان كنترل مثبت . نانومتر قرائت شد

در نمونه كنترل به جاي عصاره، آب مقطر . استفاده شد
  ي آزاد بااـراديكالهدرصد فعاليت جمع آوري . اده شدـاستف

  :استفاده از فرمول زير محاسبه شد
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R% = [(A0 – A1) /A0 ]×100 

: R% مهار  درصد 

A0 : جذبDPPH  ومترنان 517در   

A1 :نانومتر 517 در ها نمونه جذب  

  
ي هيدروكسيل توليد شده توسط راديكالهاتعيين 

درجهت بررسي اثر عصاره  :اتواكسيداسيون گلوكز
ي هيدروكسيل راديكالهاهيدروالكلي بر روي جمع آوري 

و همكارانش  Huntحاصل از اتواكسيداسيون قند، از روش 
لوطي شامل سديم به طور خلاصه، مخ ).14(استفاده شد 

ميلي  100بنزوات يك ميلي مولار، بافر پتاسيم فسفات 
ميلي مولار و  500، گلوكز  4/7برابر با   pHمولار با 

درون هريك از . ميلي مولار آماده شد 1/0سولفات مس
ميكروليتر از اين مخلوط ريخته شد و  500ميكروفيوژها 

از عصاره ) g/mlµ500-100(ي مختلف غلظتهاسپس 
در نمونه هاي كنترل منفي عصاره . دروالكلي اضافه شدهي

 37روز در دماي  4سپس نمونه ها به مدت . اضافه نشد
در نهايت شدت جذب . درجه سانتي گراد انكوبه شدند

 308فلورسانس نمونه ها در طول موج برانگيختگي  
. نانومتر اندازه گيري شد 410نانومتر و طول موج نشر 

نس نمونه ها كه به معناي كاهش كاهش در شدت فلورسا
در مقدار بنزوات هيدروكسيله است، با فعاليت جمع آوري 

ي هيدروكسيل توسط عصاره هيدروالكلي مرتبط راديكالها
  .نتايج به صورت درصد مهار بيان شدند. است

 :In Vitroگليكوزيلاسيون آلبومين سرم گاوي در شرايط 
فرآيند  يبراي بررسي اثر عصاره هيدروالكلي بر رو

گليكوزيلاسون آنزيمي ابتدا لازم است كه محيطي را به 
به . براي انجام واكنش فراهم آورده شود In Vitroصورت 

احياء  قندهاي اين منظور در گام اول بايد پروتئين به وسيله
و   Sharmaبراي اين امر از روش . گليكوزيله شود

به  mg/ml10با غلظت  BSA .)22(همكارانش استفاده شد 
 3 ميلي مولار و سديم آزيد 500همراه گلوكز با غلظت

   pH 4/7 ميلي مولار با 2/0ميلي مولار در بافر فسفات
سديم آزيد جهت جلوگيري از ايجاد . مخلوط شدند

سپس درون هر . آلودگي باكتريايي در محيط استفاده شد
ميلي ليتر از محلول واكنش ريخته شد و در  5/1ميكروفيوژ 

ي مختلف از عصاره هيدروالكلي به نمونه ها ظتهاغلپايان 
انكوباسيون براي عصاره هيدروالكلي به مدت . افزوده شد

گراد و دور از نور انجام  درجه سانتي 37سه هفته در دماي
  .شد

نمونه هاي گلايكه شده براي  :سنجش فروكتوز آمين
بررسي تشكيل محصولات آمادوري و اثر عصاره 

در پايان هر  شكيل اين محصولاتهيدروالكلي بر روي ت
جهت . هفته توسط سنجش فروكتوزآمين بررسي شدند

و همكارانش استفاده  Johnsonانجام اين تست از روش 
كه با  NBTيك ميلي ليتر معرف ،به طور خلاصه). 16(شد 

مولار  2/0ميلي مولار در بافر سديم كربنات  5/0غلظت 
نمونه . اضافه گرديدتهيه شده بود، به نمونه ها  pH 4/10با

گراد  درجه سانتي 37ها به مدت يك ساعت در دماي 
نانومتر جذب  530انكوبه شدند و سپس در طول موج 

  .اندازه گيري شد) معرف(نمونه ها در برابر بلانك 

اندازه گيري شدت فلورسانس  :تام AGEsاندازه گيري 
تام و برخي از  AGEsي سنجش ميزان راهها يكي از

 در پايان هر هفته از انكوباسيون. ويژه آن است محصولات
كل  AGEsميزان  )براي عصاره هيدروالكلي سه هفته بود(

با اندازه گيري شدت فلورسانس نمونه ها با استفاده از 
 410و  370برانگيختگي و نشر ماكزيمم به ترتيب در 

  .)22( نانومتر دنبال شد

گرهاي ازجمله نشان :تعيين محتواي كربونيل پروتئين
تشكيل كربونيل پروتئين است،  پروتئينهاآسيب اكسيداتيو 
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بنابراين اندازه گيري مقدار آن راه مناسبي براي تشخيص 
براي اندازه گيري . ميزان آسيب اكسيداتيو پروتئين است

ي موجود درمقالات روشهامقدار كربونيل پروتئين براساس 
 4و2ر از به طور خلاصه، يك ميلي ليت). 2(علمي اقدام شد 

ميلي مولار كه در  DNPH (10(دي نيترو فنيل هيدرازين
مولار حل شده بود به نمونه هايي  HCl (2(اسيدكلريدريك

دقيقه  30نمونه ها به مدت . اضافه شد mg/ml1با  غلظت 
سرد  TCAسپس يك ميلي ليتر. در دماي اتاق انكوبه شدند

)W/V 10 10 به نمونه ها اضافه گرديد و به مدت) درصد 
رسوب پروتئيني به . سانتريفيوژ شدند g3000دقيقه با دور 

اتيل استات / ميلي ليتر محلول اتانول 2دست آمده سه بار با 
)V/V1:1 ( شسته شد و در پايان در يك ميلي ليتر گوانيدين

جذب نمونه ها . حل شد  pH  3/2مولار با 6هيدروكلرايد 
محتواي . نانومتر اندازه گيري شد 370در طول موج 

-DNPH )cm-1 Mكربونيل براساس ضريب خاموشي مولي 

1104  ×2/2 = Ɛ (محاسبه شد و نتايج بر اساس نانومول /
  .ميلي گرم پروتئين بيان شد

نشانگر ديگر آسيب اكسيداتيو در  :اندازه گيري گروه تيول
اندازه گيري . ي تيول استگروههااز دست رفتن  پروتئينها
تغيير يافته در آلبومين سرم گاوي ي تيول طبيعي و  گروهها

 /و 5با استفاده از   موجود در نمونه ها مطابق با روش المن
يا معرف ) DTNB(دي تيو بيس نيتروبنزوييك اسيد – 5

با  BSAبه طور خلاصه، نمونه هاي ). 9(المن انجام شد 
با بافرفسفات سالين ) ميكروليتر mg/ml 5/3 )100غلظت 

مخلوط شدند و )ميكروليتر pH )150 6/7مولار با  05/0

ميلي مولار به  5/2با غلظت  DTNBميكرو ليتر  30سپس 
دقيقه در دماي  15مخلوط اضافه شد و نمونه ها به مدت 

نانومتر  410در پايان جذب نمونه ها در . اتاق انكوبه شدند
غلظت تيول آزاد نمونه ها . با ميكروپليت ريدر خوانده شد

ي متفاوت غلظتهارد آماده شده با براساس نمودار استاندا
L-سيستئين محاسبه شد.  

-tآناليزهاي آماري با استفاده از آزمون :آناليز هاي آماري
 SD±تمامي داده ها به صورت ميانگين. تست انجام شدند

به  P < 0.05داده ها زماني معني دار بودند كه . بيان شدند
 .دست آمد

  تايجن
: يد عصاره هيدروالكليتعيين محتواي كل فنول و فلاونوي

 واكنشگر از فنولي تركيبات تخمين براي مطالعه اين در

Folin-Ciocalteu از فلاونوئيدي تركيبات براي و 

 ميزان. استفاده شد )AlCl3(واكنشگرآلومينيوم كلرايد

 عصاره در فلاوونوييدي و فنولي تركيبات كلي محتواي

 وليكفن عنوان به(اسيد گاليك گرم ميلي ميزان معادل

 در) به عنوان فلاونوئيد استاندارد( و كاتچين ) استاندارد

مقدار كل تركيبات . است شده بيان عصاره خشك ماده گرم
فنول و فلاونوييد در عصاره هيدروالكلي گياه به ترتيب 

ميلي گرم گاليك اسيد به ازاي هر گرم از عصاره  85/335
رم از ميلي گرم كاتچين به ازاي هر گ 2/303خشك شده و 

  ).1جدول( عصاره خشك شده به دست آمد 

  
  

  ميزان تركيبات فنولي و فلاونوئيدي در عصاره هيدروالكلي گياه كنگر -1جدول
 نمونهa محتواي تركيبات فنول b محتواي تركيبات فلاونوييد

  عصاره تام 1,33±107,2 1,06±21,8
a شد بيان گياه خشك وزن گرم معادل اسيد گاليك گرم ميلي اساس بر فنولي تركيبات كل مقدار.  
b شد بيان گياه خشك وزن گرم معادلكاتچين  گرم ميلي اساس بر فلاونوئيدها تركيبات كل مقدار.  

  .باشد مي SD ±نتايج ميانگين سه آزمايش مستقل 
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 يراديكالها آوريصاره هيدروالكلي باعث جمع ع
DPPH فعاليت آنتي اكسيداني  2در جدول : مي شود
 400-25) ي مختلف عصاره اتانولي گياه كنگراغلظته

μg/ml)  در جع آوري راديكالهايDPPH  وIC50  مربوط به
شود  كه مشاهده مي همان طور. آن نشان داده شده است

عصاره هيدروالكلي دريك رفتار وابسته به غلظت داراي 
 IC50فعاليت جمع آوري كنندگي راديكال آزاد هستند مقدار

ميكروگرم  5/3با  183امين ث برابر با براي عصاره و ويت
  . بر ميلي ليتر به دست آمد

  
  .DPPHدر جمع آوري راديكالهاي  )μg/ml 400-25(فعاليت آنتي اكسيداني غلظتهاي مختلف عصاره اتانولي گياه كنگر -2جدول

IC50 (µg/ml) DPPH radical Scavenging (%) 

 200 µg/ml100 µg/ml 50 µg/ml غلظت 
 عصاره تام 2,0±10,94 1,2±28,83 3,1±58,05 183,0 2,1±

 ويتامين ث--- 3,5 0,18±
  .باشد مي SD ±نتايج ميانگين سه آزمايش مستقل 

  
مهار هيدروكسيلاسيون بنزوات توسط عصاره 

مشاهده مي شود،  1كه در شكل  همان طور :هيدروالكلي
 باعث افزايش قابل BSAانكوباسيون همزمان گلوكز با 

. ون بنزوات مي شوديملاحظه اي در مقدار هيدروكسيلاس
، عصاره هيدروالكلي در روندي وابسته به حالي كهدر 

غلظت موجب مهار هيدروكسيلاسيون بنزوات در حضور 
  .گردد ي فلزي مييونهاگلوكز و 

 

. زواتتأثير مهاري عصاره هيدروالكلي بر هيدروكسيلاسيون بن -1شكل
عصاره هيدروالكلي در روندي وابسته به غلظت باعث مهار 

نتايج ميانگين سه آزمايش مستقل *. شود هيدروكسيلاسيون بنزوات مي
± SD  (p<0.01) باشد مي. 

 توليد وندر ي برتأثير كنگر گياه عصاره هيدروالكلي

 آمادوري محصولات تشكيل .آمادوري ندارد محصولات

 فروكتوز آزمايش .شد بررسي فروكتوزآمين سنجش توسط

 شدن گليكوزيله ميزان تعيين براي سنجي رنگ روش آمين

 احياي براي آمادوري محصولات توانايي براساس پروتئين
 انكوبه گلوكز با BSA كه هنگامي .است نيتروبلوتترازوليوم

 آمادوري محصولات مقدار افزايش زمان گذشت با شد

 حضورغلظتهاي در ،حالي كهدر. )2شكل( شد مشاهده

 توجهي قابل تأثيرنيز كنگر گياه عصاره هيدروالكل مختلف

  .نگرفت صورت آمادوري محصولات تشكيل بر

عصاره هيدروالكلي در روندي وابسته به تأثير مهاري 
بررسي تشكيل  :AGEمهار تشكيل تركيبات  درغلظت 

با سنجش فلورسانس  AGE (Total AGE)تركيبات كلي 
شدت . صورت گرفت Em 440)  (Ex ,370اين تركيبات 

فلورسانس اين تركيبات در طول مدت انكوباسيون در 
 3همان طور كه در شكل. حضور گلوكز افزايش يافت

شود عصاره هيدروالكلي در روندي وابسته به  مشاهده مي
 AGEغلظت باعث كاهش شدت قلورسانس تركيبات 

   .گرديده است
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  SD  (p>0.05) ±نتايج ميانگين سه آزمايش مستقل . تأثير غلظتهاي مختلف عصاره هيدروالكلي بر روند تشكيل محصولات آمادوري -2شكل

 
   SD  (p<0.01) ±نتايج ميانگين سه آزمايش مستقل . *در حضور گلوكز AGEتأثير مهاري عصاره هيدروالكلي گياه كنگر بر تشكيل تركيبات  -3شكل

  

 درعصاره هيدروالكلي گياه كنگر تأثير مهاري 
 پروتئينهابيشترين تغييرات مولكولي  :پروتئينهااكسيداسيون 

و  PCOگردد تشكيل  مي آنها كه منجر به تغييرات ساختاري
هاي تيول است كه نشانگر تخريب هاكسيداسيون گرو

وند باشد كه اين اتفاق در ر مي پروتئينهااكسيداتيو 
. دهد نيز رخ مي  AGEو تشكيل  پروتئينهاگليكوزيلاسيون 

  PCOبا گلوكز باعث افزايش تشكيل  BSAانكوباسيون 
ي مختلف عصاره غلظتهاشود و اضافه كردن  مي

در روندي  PCOهيدروالكلي گياه كنگر موجب مهار توليد 
علاوه بر اين، انكوباسيون ). 4شكل(وابسته به غلظت شد

ي تيول شده بود گروههاوكز موجب كاهش پروتئين با گل
ي تيول طي پديده تشكيل گروههاكه نشان از اكسيداسيون 

AGE اما اضافه كردن عصاره هيدروالكلي به طور . دارد
ي تيول و گروههاقابل توجهي باعث مهار اكسيداسيون 

  ). 5شكل(شدگروههاي تيول احياء  افزايش
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  SD ±نتايج ميانگين سه آزمايش مستقل *  .در حضور گلوكز PCOأثير مهاري غلظتهاي مختلف عصاره هيدروالكلي گياه كنگر برتشكيل ت -4شكل 

(p<0.05)   

 
  SD ±يانگين سه آزمايش مستقل نتايج م. *تأثير غلظتهاي متفاوت عصاره هيدروالكلي گياه كنگر بر احياي گروههاي تيول در حضور گلوكز -5شكل 

(p<0.05) 

  

*
*

*

*
*

*

*
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  بحث
 مطالعات مختلف نشان داده است كه استرس اكسيداتيو به

 كه طوري به است، ارتباط در آن و عوارض ديابت با شدت

 ديابتي، عوارض در غياب حتي و 2 و1 ديابت دو نوع هر

 آنتي با درمان و يافته خون افزايش در اكسيداتيو استرس

 به كاهش منجر ملاتونين و Eويتامين نظير يياكسيدانها

فاكتورهاي زيادي تحت ). 11(است  گرديده ديابت عوارض
. شرايط هيپرگليسميا مسئول توليد راديكالهاي آزاد هستند

، پروتئينهااز جمله اين فاكتور ها مي توان به گلايكه شدن 
و فعال شدن پروتئين  Polyolاتواكسيداسيون گلوكز، مسير 

ضمن اينكه علاوه بر موارد بالا افت . اشاره كرد Cكيناز 
ي آنتي اكسيدان در ديابت را نيز مي توان سيستمها كارآيي

از عوامل ديگر اصلي توليد راديكالهاي آزاد و استرس 
كلي با  به طورآنتي اكسيدانها . اكسيداتيو دانست

ي متفاوت و پيچيده اي بر پروسه هاي اكسيداتيو مكانيسمها
معمولاً شامل مهار  مكانيسمهااين . ذارندمي گ تأثير

ي زنجيره اي اكسيداتيو، اتصال به فلزات واسطه و واكنشها
كلاته كردن آنها، تجزيه پراكسيدها و خاصيت جمع 

  ).2 و 1(كنندگي راديكالهاي آزاد است 

اساساً ناشي از عصاره هاي گياهي فعاليت آنتي اكسيداني 
مطالعات . )4( استمحتواي فنوليك يا غير فنوليك آنه

گسترده و مقالات متعدد نشان داده است كه بخش اعظم 
گياهان دارويي  به خصوصخاصيت آنتي اكسيداني گياهان 

ناشي از محتواي فنولي آنها به ويژه تركيبات فلاونوئيدي 
براي بررسي توانايي آنتي اكسيداني گياه ). 13 و 3(است 
در . تفاده شداس DPPHاز تست ) G. tournefortii( كنگر
، توانايي آنتي اكسيدانها در جمع آوري  DPPHتست

مستقيمي در ارتباط با قدرت  به طور DPPHراديكالهاي 
 (Hydrogen-donating ability)هيدروژن دهندگي 

حاكي از پتانسيل جمع كنندگي  اين مطالعهنتايج . آنهاست
از طرفي اين . در عصاره گياه مي باشد DPPHراديكالهاي 

ره داراي ميزان تركيبات فنولي و فلاونوئيدي بالايي عصا

با توجه به توانايي تركيبات فنولي در انتقال هيدروژن . است
منطقي است كه اين عصاره توانايي خوبي در جمع آوري 

  .اين راديكالهاي آزاد داشته باشد

 AGEيكي از اثرات مخرب هيپرگليسميا تشكيل تركيبات 
اين  تأثيريادي نشان دهنده مطالعات گسترده و ز. است

، 23، 2( تركيبات بر عوارض سوء و بلند مدت ديابت است
ي گلايكه شدن توأم واكنشهادر حقيقت اين نكته كه  ).26
ي اكسيداسيون باعث تخريب كاركرد صحيح واكنشهابا 

در  AGE تأثيرمي شوند، خود دليل محكمي بر  پروتئينها
گلايكه شدن به ي واكنشها. )6( پاتولوژي ديابت است

و تركيبات فعال كربونيلي تلقي مي  ROSعنوان منبع اصلي 
مطالعات سالهاي اخير دخالت راديكالهاي آزاد از . شوند

، سوپراكسيد و راديكال هيدروكسيل را در H2O2جمله 
به . )30 و 18، 8(نشان مي دهد  AGEي تشكيل واكنشها

احياء  علاوه پروسه اتواكسيداسيون خود به خودي قندهاي
و كتو آلدهيد  H2O2كننده از جمله گلوكز منجر به تشكيل 

مربوطه مي شود و اين خود به عنوان مسير ديگر در جهت 
تشكيل راديكالهاي آزاد و تركيبات فعال كربونيلي تحت 

اين نكات حداقل .) 14(شود شرايط هيپرگليسما تلقي مي
جهت به لحاظ تئوريك ارزش تركيبات آنتي اكسيدان را در 

به طور كلي مهاركننده . نشان مي دهند AGEمهار تشكيل 
را مي توان به سه دسته تقسيم بندي AGE هاي تشكيل 

  ) :27 و 19(كرد 

از ) هيدارزين ها(مواد به دام اندازنده تركيبات كربونيلي  - 1
  .جمله آمينو گوانيدين

مواد كلاته كننده يونهاي فلزي واسطه از جمله فيتات و  - 2
penicillamine  

سوپراكسيد ديسموتاز، كاتالاز، ويتامين ( آنتي اكسيدانها  - 3
C وE( 

 به طورآمينو گوانيدين به عنوان يك تركيب هيدرازيني 
اگرچه . عمل مي كندAGE گسترده اي به عنوان مهار كننده 

و  داروييمصرف آن باعث اثرات سوئي از جمله مقاوت 
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انسيل بالاي اين لذا علي رغم پت. مشكلات كبدي شده است
استفاده از آنها محدود شده است  AGEتركيبات در مهار 

هر چند كلاته كردن عناصر فلزي واسطه نقش مهمي ). 25(
 AGEدر كاهش راديكالهاي آزاد توليد شده و كاهش ميزان 

دارد ولي به لحاظ بيولوژيكي كلاته كردن عناصر فلزي 
در . ي نيستبا اين تركيبات عمل In vivoواسطه درشرايط 

 احتمالاًنقطه مقابل، استفاده از تركيبات آنتي اكسيدان 
 AGEاستراتژي مناسبي در جهت مهار تشكيل تركيبات 

  ).17( است

ي گلايكه شدن به دو مرحله تقسيم واكنشهاكلي  به طور
ي صورت گرفته منجر به واكنشهادر مرحله اول . مي شود

ه دوم تركيبات توليد تركيبات آمادوري مي شود و در مرحل
را  AGEي متعدد تركيبات واكنشهاآمادوري توليد شده طي 

ي واكنشهاپيشنهاد شده است كه ). 28(توليد مي كنند 
اكسيداتيو و راديكالهاي آزاد نقشي در توليد تركيبات 

كه نقش مهمي  آمادوري طي مرحله اول نداشته، در حالي
 و 10(طي مرحله دوم دارند  AGEدر تشكيل تركيبات 

سنجش ميزان فروكتوز آمين نشان  اين مطالعه در). 20
دهنده ميزان توليد تركيبات آمادوري طي مرحله اول 

نتايج نشان داد كه عصاره هيدروالكلي . گلايكه شدن است
ي بر روند تشكيل تأثيرگياه كنگر فارغ از غلظت آن 

در مقابل استفاده از فلورسانس . تركيبات آمادوري ندارد
ه عنوان روشي پذيرفته شده در جهت شناسايي اختصاصي ب

مورد استفاده قرار  همطالعاين  در AGEتركيبات نهايي 
عصاره هيدروالكلي در روندي  تأثيرنتايج بيانگر . گرفت

  .بود AGEوابسته به غلظت بر مهار تشكيل تركيبات كلي 

با توجه به تشكيل راديكالهاي آزاد چه در مسير گلايكه 
و چه از طريق مسير گلايكه شدن  پروتئينهاشدن 

اتواكسيداتيو، بررسي پروتئين به لحاظ پارامترهاي 

لذا براي بررسي تخريب . اكسيداتيو حائز اهميت است
ي گلايكه شدن ميزان واكنشهاحين  پروتئينهااكسيداتيو 

PCO  و گروههاي تيول درBSA اين نتايج . سنجيده شد
احياء كننده استفاده قند (قوياً نشان داد كه  گلوكز  تحقيق

و  PCOروز قادر به افزايش  14بعد از ) شده در آزمايشات
عصاره  حالي كهدر . اكسيداسيون گروههاي تيول هستند

هيدروالكلي در روندي وابسته به غلظت باعث كاهش 
PCO و افزايش تعداد گروههاي تيول شد.  

كه توليد راديكالهاي هيدروكسيل  Wolffباتوجه به فرضيه 
را مسئول  ”Autoxidative Glycosylation“پديده طي 

، )29(مي داند  AGEو توليد  پروتئينهاتخريب اكسيداتيو 
عصاره تام بر توليد راديكالهاي هيدروكسيل طي  تأثير

نتايج حاصل از . شداتواكسيداسيون گلوكز بررسي 
هيدروكسيلاسيون بنزوات نشان مي دهد كه عصاره 

ث مهار توليد يا جمع آوري هيدروالكلي گياه كنگر باع
اين اثر مهاري به . راديكالهاي هيدروكسيل مي شوند

احتمال زياد ناشي از جمع كردن مستقيم راديكالهاي 
هيدروكسيل يا كلاته كردن عناصر فلزي واسطه و كاهش 

  .توليد اين راديكال است

با توجه به خاصيت قوي آنتي اكسيداني عصاره 
يي آن در جمع كردن هيدروالكلي و همچنين توانا

ي گلايكه واكنشهامهار  اثرات گياه در، ي آزادراديكالها
آنتي  اين ويژگيرا مي توان به  AGEشدن و تشكيل 

محتواي بالاي فنولي و اكسيداني گياه كه ناشي از 
 اين مطالعهيافته هاي . باشد، ارتباط داد آن مي فلاونوئيدي

در تشكيل  ي اكسيداتيوواكنشهانه تنها نشانگر دخالت 
AGE  بود، بلكه نشان داد كه از آنتي اكسيدانها با منشأ

در درمان  AGEگياهي مي توان به عنوان مهار كننده هاي 
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Antiglycation Effect of Hydroalcoholic Extract of Acanthus 
(Gundelia tournefortii L) in Bovine Serum Albumin (BSA): A 

Strategy to Reduce the Chronic Complications of Diabetes 
Azizimoradi F. and Bahramikia S. 
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Abstract 

Non-enzymatic glycation of proteins and the formation of its advanced glycation end 
products (AGEs) are the important factors involved in pathogenesis of diabetes chronic 
complications. Since these events damage the proper function of proteins, antioxidant 
compounds with plant origins can be used as a therapy to prevent such chronic effects. 
In this research, the effect of G. tournefortii L. hydroalcoholic extract of Lorestan 
province on the inhibition of the non-enzymatic glycation process of bovine serum 
albumin (BSA) in diabetes models was investigated. For this purpose, at first the phenol 
and flavonoid contents of the plant were determined. To investigate the antioxidant 
activity of this plant, 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging test 
was used. Then, for the AGEs formation, BSA was glycated in vitro by using the 
glucose and the effect of different concentrations of G. tournefortii hydroalcoholic 
extract on the AGEs formation was evaluated by using various assays. The results 
showed that the hydroalcoholic extract in a dose-dependent (25- 400 µg/ml) manner has 
DPPH radical scavenging ability as well as antiglycation activity. In addition, the 
hydroalcoholic extract inhibited benzoate hydroxylation during glucose autoxidation. 
Concerning the involvement of oxidative reactions in AGEs formation under 
hyperglycemia condition and also regarding the high phenolic and flavonoid contents 
(antioxidant compounds) of the plant, it can be concluded that the G. tournefortii 
hydroalcoholic extract probably through its potent antioxidant activity inhibits the 
protein glycation process. 

Key words: Non-enzymatic glycation, advanced glycation end products (AGEs), 
Acanthus (Gundelia tournefortii L), Diabetes 


