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 ياز داروها يو تعداد) .Gundelia tournefortii L(كنگر  ياهگ مؤثر يونفراكس ياثر مهار
 آلدوز ردوكتاز لنز چشم يمآنز يتبر فعال ديابتي ضد

  *ياك يبهرام االله يفس و عصاره زينب

  شناسي يستگروه ز پايه، علوم دانشكدهلرستان،  ، دانشگاهخرم آباد

  22/10/1398: تاريخ پذيرش  ، 27/05/1398: تاريخ دريافت

  چكيده

محسوب  يهمزمن كل ييقطع عضو و نارسا ي،كور يعلت اصل يسالگ 20-70 يناز كشورها در سن ياريدر بس يرينش يابتد
از . است يابتدر پاتوژنز عوارض مزمن د يلاز عوامل دخ يكي ال يپل يرسطح گلوكز خون و ورود آن به مس يشافزا. شود يم

را كاهش  يمآنز ينا يتفعال كه يمياييش يا ياهيگ يباتاستفاده از ترك است زآلدوز ردوكتا يرمس ينا در يديكل يمكه آنز ييآنجا
مطالعه اثر عصاره تام  ينا در. يردگ قرار استفاده موردعوارض  يناز بروز ا يريجلوگ يبرا يدرمان راه  يك عنوان به تواند يمدهد، 

آلدوز  يمآنز يتفعال يبر رو يابتيضد د ياز داروها داديتع ينچن همو ) Gundelai tourneforti(كنگر  ياهگ مؤثر يونو فراكس
عصاره تام و  يدانياكس يآنت يتو فعال ييدفنول و فلاوونو يمنظور، ابتدا محتوا ينا يبرا. قرارگرفت يبررس موردردوكتاز 

  روش يقآلدوز ردوكتاز از طر يمدر ادامه لنز چشم گاو استخراج و آنز. شد يينتع ياهمختلف گ هاي يونفراكس
Hayman-Kinoshita در آخر، با. گرفت قرار يبررس مورد يمآنز يتفعال يرو نظر مورد يباتترك يشد و اثر مهار يجداساز 

نشان داد كه  آمده  دست به يجنتا. گرفت قرار يبررس مورد ياستات يلات يوننوع مهار فراكس يم،آنز ينتيكك ياستفاده از بررس
آزاد  هاي يكالراد يقدرت جمع كنندگ ينو بالاتر يديفنول و فلاونوئ يباتمقدار ترك ينريشتب يدارا استاتي يلات يونفراكس

 IC50= 0.019 mg/mlآلدوز ردوكتاز با  يمآنز يتفعال يرو ياثرات مهار ينبالاتر يدارا يونفراكس ينا ين،هم چن. باشد يم
مطالعه . داشت يمهار رقابت NADPHو با  يررقابتيغ رمها باشد يم يمآنز يكه سوبسترا يسرآلدهيدبا گل يونفراكس ينا. است

 يگرد هاي يسممكان يرو احتمالاًندارند و  يمبر مهار آنز ياديز يرتأثداروها  يننشان داد كه ا يابتيضد د يداروها يحاضر رو
  .هستند مؤثر يابتد يماريدر ب يردرگ

 مسير پلي ال، آلدوز ردوكتاز، عوارض مزمن ديابت، كنگر، فراكسيون اتيل استاتي: كليدي يها واژه

  Bahramikia.s@lu.ac.ir: پست الكترونيكي،  09166614082 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
و پرخطر در  ينهپرهزهاي  ديابت شيرين يكي از بيماري

جهان بوده و در بسياري از كشورها علت اصلي كوري و 
ي علل قطع عضو و نارسايي مزمن كليه محسوب  سردسته

اصلي اين  هاي يسممكانمكانيسم يا ). 25و  4( شود يم
كامل و دقيق مشخص نشده است ولي  طور بهبيماري هنوز 

عامل اصلي شروع  عنوان بههيپرگليسمي يا افزايش قندخون 
از طرفي، ارتباط بين . كننده اين بيماري شناخته شده است

عدم  عنوان بههيپرگليسمي و استرس اكسيداتيو كه از آن 

و يا ) ROS(فعال اكسيژن  يها گونهتعادل بين توليد 
اكسيداني مقابله كننده با آن نام برده نيتروژن و سيستم آنتي 

 طريق از يا هايپرگليسمي). 4(به اثبات رسيده است  شود يم
 در احيا تعادل در تغيير طريق از يا و ROS مستقيم توليد

 :مكانيسم اين امر شامل كه دارد نقش اكسيداتيو استرس
 سلولي درون تشكيل افزايش ال، پلي مسير شار افزايش

 يساز فعال پيشرفته، گليكوزيلاسيون انتهايي محصولات
 توسط سوپراكسيد ازحد يشب توليد و C كيناز پروتئين
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). 22و 5( باشد يم ميتوكندريايي الكترون انتقال زنجيره
در ديابت  يجادشدهاضايعات يكي از  عنوان بهكاتاراكت 

 گليكوزيلاسيونو  Polyol است و اساساً در اثر تجمع
 شود يمعدسي ايجاد تليوم و فيبرهاي اپيدر  ها ينپروتئ

علل هيپرگليسمي  ينتر مهمال يكي از پليمسير ). 19(
شود  اين مسير وقتي فعال مي) 1 :زيرا شود يمديابتي فرض 

هر دو آنزيم ) 2 كه غلظت داخل سلولي گلوكز بالا برود
ها و اندامهاي انساني كه محل بروز بافتاين مسير در 

محصولات اين ) 3 وجود دارند دباشن يمعوارض ديابت 
مسير و تغيير تعادل كوفاكتورهاي آن نوعي استرس سلولي 

و  ساز ينهزمتواند  كه اين امر مي كند يمايجاد 
در ). 25و 15( عوارض مزمن ديابت باشند ي دهنده يحتوض

است گلوكز  يا دومرحلهال، كه يك فرايند پليطي مسير 
و بدون نياز به انسولين وارد بافت عدسي  يراحت بهپلاسما 

آلدوز آنزيم توسط و  Polyolشده و در آنجا طي مسير 
به فروكتوز و سوربيتول  +NADPردوكتاز و با استفاده از 

ها قادر به انتشار از غشا نبوده و  ال اين پلي. شود يمتبديل 
اين تجمع باعث ايجاد . كنند يمدر داخل عدسي تجمع پيدا 

ها  باعث صدمه به اين سلول يتدرنهامزي و فشار اس
 كه ينا، استرس اكسيداتيو به دليل علاوه به. شود مي

 ها ينپروتئميزان اكسيداسيون  ازجملهپارامترهاي اكسيداتيو 
در ايجاد  يا عمدهاست سهم  ملاحظه قابلدر بافت عدسي 
 (AR2 ,آلدوز ردوكتاز). 9و 7( كاتاراكت دارد

E.C.1.1.1.21)  سرعت  ي كنندهآنزيم و آنزيم محدود اولين
اين آنزيم سيتوزولي احياي گلوكز به . ال استپليدر مسير 

در مطالعات مختلفي ). 15( كندمي سوربيتول را كاتاليز
هاي آلدوز ردوكتاز،  كه تعدادي از مهاركننده شده مشاهده

هاي مصنوعي يا طبيعي، برخي از عوارض ديابت را در مدل
كنند  اندازند يا از بروز آن جلوگيري مي مي يرتأخحيواني به 

 موردتوجههاي باليني هم  ها در كارآزمايي كه برخي از آن
آلدوز  يا مهاركنندهاما تا به امروز بيشتر  ،اند رفتهگقرار

اند برخي از  ردوكتاز با موفقيت محدودي همراه بوده
هاي باليني از كارآزماييهاي مصنوعي رايج در  مهاركننده

و از طرف  باشند يمطرف همراه با عوارض جانبي  يك
ديگر نفوذپذيري كمي در بافتهاي هدف مثل شبكيه و 

دو كلاس رايج ). 30و29، 25، 21( نورون دارند
آلدوز ردوكتاز كه مطالعات زيادي هم روي آن  يا مهاركننده

كربوكسيليك  يها كنندهمهار: است عبارتند از شده انجام
كه  tolerestatو  ponalrestat ،zopolrestatاسيدي مانند 

 يا مهاركنندهنفوذپذيري كمي در بافت هدف دارند و 
اسپيروايميدي كه نفوذپذيري بيشتري در بافت هدف دارند 

يت پوستي و سميت كبدي ساما همراه با ازدياد حسا
، ذكرشدهباتوجه به مطالب ). 30و 29، 25، 21( باشند يم

هاي زيادي براي آنزيم آلدوز ردوكتاز سنتز شده مهاركننده
ها مهاركننده، اما باتوجه به اينكه اند يقاتيتحقو در مراحل 

در بسياري از مطالعات كينتيكي داراي كارايي پايين، 
در بافتهاي مختلف حاوي  يرانتخابيغعملكرد مهاري 

آنزيم، اثرات نامطلوب فارماكوكينتيكي و عوارض جانبي 
هاي جديد مهاركنندههنوز نياز به توسعه  باشند يم

 .گياهي وجود دارد منشأبا  ييها مهاركننده مخصوصاً

 با و كرك از پوشيده دار يرابهش و گياه كنگر يك گياه مقاوم

 و پهن، ضخيم برگهاي داراي گياه اين .است فراوان هاي تيغ
 يها دندانه داراي عميق، يا شانه تقسيمات واجد متناوب،
 يا و ساده ضخيم، گياه دراين اقهس. خاراست به منتهي

 گياه اين يده گل موسم .است كم هاي شاخه با منشعب

 وسيعي جغرافيايي انتشار و است و خردادماه ارديبهشت

 و جنوب جنوب غرب، شمال غرب، مناطق شامل كه دارد
 گياه اين ساقه براي سنتي طب در). 6( شود يم ايران شرق

 .است شده ذكر خون تصفيه و كبد براي محافظتي خواص
 Synara)فرنگي كنگر شبيه را كنگر خواص همچنين

scolymus)  كاهش براي كه معتقدند و نموده ذكر 

 طب در. )11(ست ا مفيد كلسترول يژهو به خون هاي چربي

 درمان براي گياه اين شده خشك ي دانه از تركيه سنتي

 آن تازه برگهاي آنكه حال شود، مي استفاده پيسي بيماري

 از سنتي، صورت به تركيه در كشور همچنين .ادرارآور است

 سنگ برونشيت، معده، درد اسهال، درمان براي آن ساقه
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 اردن در). 23(د شو مي استفاده التهاب و گردن آماس كليه،

 استفاده ديابت درمان براي كنگر گياه از محلي مردم نيز

 نظريه ايراندر  پژوهش يك از حاصل نتايج ).9( كنند مي

 مفيد اثرات و هپاتوسيت محافظتي اثرات درباره سنتي طب

 در .)11( نمايد يم ييدتأ را كبدي هاي بيماري درمان كنگر در
 عصاره كه است شده داده نشان تركيه در ديگري پژوهش

 آنتي خاصيت گياه اين دانه و هوايي يها قسمت متانولي

 علاوه دارد، توكوفرول آلفا به نسبت يتوجه قابل اكسيداني

 S گلوتاتيون آنزيم فعاليت بر مهاري اثر داراي عصاره ينابر

 فنليك پلي محتوي دادند نشان آنها .)6(باشد  مي ترانسفراز

 يجهدرنت و است آن هوايي هاي قسمت از بيشتر گياه دانه

 .است بيشتر ها قسمت ساير از دانه اكسيداني آنتي خاصيت
 عروقي قلبي هاي بيماري خطر كاهش در كنگر گياه يرتأث

 در آترواسكلروزيس مؤثرفاكتورهاي بيوشيميايي  واسطه به

 است رسيده اثبات به ها آپوليپوپروتئين و كلسترول نظير

 كنگر گياه يضدالتهاب و درد ضد اثرات ديگر پژوهشي

بيشتر در دراين تحقيق جهت بررسي . )11(است  شده اثبات
ضد ديابتي گياه كنگر،  هاي يسممكانارتباط با مكانيسم يا 

اين گياه بر فعاليت آنزيم آلدوز  مؤثرفراكسيون  يرتأث
ردوكتاز تخليص شده جزئي از عدسي گاو و تعيين 

دركنار اين مطالعه . مكانيسم مهاري مورد مطالعه قرارگرفت
در  مورداستفادهاحتمالي چند داروي ضد ديابتي  يرتأث

 يموردبررسعاليت آنزيم نيز روي ف 2بيماران ديابتي نوع 
  .قرارگرفت

  روشها و مواد
قسمت  ):Gundelia tournefortii(كنگر ياهگ آوري جمع

آن است كه  يرزمينيساقه ز يقتحق يندرا ياهگ مورداستفاده
شهرستان نورآباد واقع در استان لرستان در  ينهاياز زم
و  يدگرد يآور جمع 1394سال  خردادماهو  ماه يبهشتارد

و با  ييشناسا) يرانا لرستان،دانشگاه (ياريتوسط دكتر خدا
 يها ساقه. دانشگاه لرستان ثبت شد يومدر هربار Lu120كد 
 يدهچسب يولا گلو  يشده به منظور رفع آلودگ يآور جمع

به دور از نور آفتاب خشك  يهدر سابه آنها شسته شده و 
نموده و تا زمان  يابرا آس ياهپس از خشك شدن گ يدگرد

  .شد ينگهدار يخچالاستفاده در 

 هاي يونعصاره تام و فراكس يهو ته ياهگ يريگ عصاره
 يساندنخ از روش ياهگ ينا يريگعصارهجهت  :يآل
)maceration (در  شده خشك ياهگرم از گ 250.استفاده شد

 24شد و به مدت  يساندهدرصد خ 80اتانول  ليتر يليم 500
سپس عصاره  يدگرد ينگهدار يطمح يساعت در دما

عمل سه  ينا. )1( شد يارلن نگهدار يكصاف شده و در 
شده  يآور جمععصاره  ياندر پا. تكرار شد يگرمرتبه د

 يعبور داده شد و با دستگاه روتار ياز صاف يگرد بار يك
)IKAيعصاره آب. شد يرآن تبخ يحلال آل )، آلمان 
، خشك )، آلمانChrist( يردرا يزتوسط دستگاه فر يماندهباق

با  يخچالدر  ادهعصاره خشك شده تا زمان استف. يدگرد
 يبرا). عصاره تام(شد  ينگهدار يگراددرجه سانت 4 يدما
 يلاتر و ات يلات ياز دو حلال د يآل يونهايفراكس يهته

دو حلال  ينعصاره تام بااستفاده ازا. يداستات استفاده گرد
سه  يون،هربار فراكس. شد يونهدكانتور فراكس يلهو به وس

 ي،اتر يلات يد هاي كسيونفرا ياندر پا. مرتبه تكرار شد
به دست آمد كه با حذف  يآب يماندهيو باق ياستات يلات

 و قراردادن در انكوباتور يتوسط دستگاه روتار يحلال آل
حاصله تا زمان استفاده  هاي يونفراكس. كاملاً خشك شدند

  .شدند ينگهدار يگرادنتدرجه سا 4 يبا دما يخچالدر 

در  يفنول يباتكل ترك يمحتوا :ها مقدار كل فنول تعيين
با  Gundelia tournefortii ياهگ يونهايعصاره تام و فراكس

 يينمنتشر شده تع يها مطابق روش) FCR( ينمعرف فول
 يداس يكو گال ياهياز هر نمونه گ ليتر يليم 5/0. شد
 يوكالتيوس ينمعرف فول ليتر يليم 5/2استاندارد با  عنوان به
محلول  ليتر يليم 2و بعد با ) 10به  1شده به نسبت  يقرق(

 يقهدق 90پس از . يمدرصد مخلوط كرد 5/7كربنات  يمسد
 ها نمونهگراد جذب  يدرجه سانت 30 يانكوبه كردن در دما

. نانومتر با اسپكتروفتومتر خوانده شد 765 موج طولدر 
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گرم  رمعادل ه يداس يكگال گرم يليم يزاناساس م بر يجنتا
  ).24و  3(شد  يانخشك شده ب يونفراكس يااز عصاره 

كل  يمحتوا :ييدهاكل فلاونو يمحتوا تعيين
توسط  كنگر ياهگ يونهايعصاره تام و فراكس ييدهايفلاونو

 يدهسنج يشده در مقالات علم يفتوص يمتريروش كالر
 عنوان به ينو كاتچ ياهياز هر نمونه گ ليتر يليم 5/0. شد

 اآب مقطر و به دنبال آن ب ليتر يليم 2استاندارد با 
درصد مخلوط  15 يتريتن يممحلول سد ليتر يليم15/0
 10 يدكلرا ينيوممحلول آلوم 15/0 يقه،دق 6پس از . يدگرد

 يممحلول سد ليتر يليم 2 يقهدق 6بعد از . درصد اضافه شد
 ليتر يليم 200بلافاصله  ازآن پسدرصد و  4 يدروكسيده

 15پس از . يدرس يترل 5به  ييآب مقطر اضافه و حجم نها
 موج طولاتاق، جذب نمونه در  يانكوبه كردن در دما دقيقه
 يجنتا. خوانده شد) آب مقطر(نانومتر در مقابل بلانك  510

 يامعادل هر گرم از عصاره  ينكاتچ گرم يليمبراساس 
  ).31(شد  يانخشك شده ب يونفراكس

 :DPPH هاي يكالراد يآور جمع يتفعال يزانسنجش م
 يدارآزاد پا يكالراد يك DPPH يدرازيله يكريلپ يلفن يد

حداكثر جذب  ينانومتر دارا 517 موج طولاست كه در 
به رنگ بنفش بوده كه در حضور  يبترك ينا. است ينور
و  آيد يو به رنگ زرد درم ياشدهاح اكسيدان يآنت يباتترك
قدرت  يانگرامر ب ينكه ا يابد يمآن كاهش  ذبج يجهدرنت
از  ها اكسيدان يآنت. است اكسيدان يآنت يباتترك ياكنندگياح
  يايپروتون باعث اح يادادن الكترون  يقطر

DPPHيكالهايراد يآور جمع يتسنجش فعال. گردند يم 
 Blios بر اساس روش يونهاآزاد توسط عصاره تام و فراكس

از  ليتر يليم يكمنظور  ينبه ا). 4(صورت گرفت 
بر  يكروگرمم) 50- 250(مختلف داروها  يها غلظت

محلول  ليتر يليم يك ،كدام شد و به هر يهته يكروليترم
DPPH 2/0 مولار كه دراتانول حل شده بود افزوده  يليم

به  ها نمونهكاهش جذب  يقهدق 30پس از گذشت . شد
  .قرائت شد نانومتر 517در  يپروتون دهندگ يتعلت خاص

عدد چشم گوساله  20: يريلنز و عصاره گ يها نمونه تهيه
لنزها  يه،شد، بلافاصله بعد از ته يهته آباد خرماز كشتارگاه 

لنزها را با آب مقطر شستشو داده سپس . از آن خارج شد
درجه  - 70 يوزن كرده و تا موقع استفاده در دما

 نلنزها را در هاو يم،آنز يصتخل يبرا. شد يزفر گراد يسانت
شدند، سپس پنج برابر حجم  يدهكوب كاملاً يخ يرو ينيچ
و هموژن  يكنواخت كاملاًآب مقطر اضافه و با پوتر  يهاول
نامحلول به  هاي ينپروتئ يسپس به منظور جداساز. شد

 يفيوژسانتر يقهدر دقگرم  10000 با سرعت يقهدق20مدت 
. عبور داده شد يجدا و از كاغذ صاف ييرو يعبعد ما. شد

 يفيوژسانتر مجدداً يفيوژحاصل از سانتر ييرو يعسپس ما
  ).10( يدگرد

 ها ينپروتئ يشترب :ياليزسولفات و د يومبا آمون يده رسوب
از  يغلظت. دارند يكمتر يتنمك حلال يدر غلظت بالا

 يبرا معمولاً كند يمدر آن رسوب  ينپروتئ يكنمك كه 
، رو ينازا. هاست ينپروتئ يرمتفاوت از سا ينهر پروتئ
از  ها ينپروتئ يكسبب تفك تواند يم بانمك يده رسوب
چون  ييها نمكاز  يشترب يده رسوب يبرا. ددگر يكديگر

 يوممطالعه آمون يندرا. يداستفاده گرد يومسولفات آمون
به نمونه  يجدرصد بتدر 40سولفات خشك تا غلظت اشباع 

 يخچالدر  روز شبانه يكمرحله قبل اضافه شد و به مدت 
گرم  10000 و سرعت يقهدق20گذاشته، سپس به مدت 

را برداشته و  ييرو يعما حلهمر يندر ا. شد يفيوژسانتر
درصد  50ا غلظت اشباع سولفات خشك ت يومسپس آمون
در  يرراست يرو روز شبانه يكو به مدت  اضافه كرده

 10000 سرعت با يقهدق 20گذاشته، سپس به مدت  يخچال
را برداشته و  ييرو يعمرحله ما يندر ا. شد يفيوژسانتر مگر

درصد  75سولفات خشك به غلظت اشباع  يومتوسط آمون
 سرعتبا  يقهدق 20بعد مخلوط را به مدت . رسانده شد

 ينا مورد مطالعه در يمكرده، آنز يفيوژسانترگرم  10000
از همان بافر  يمرحله رسوب كرد، رسوب در حجم كم

 يسهكار ابتدا ك ينا يبرا). 10(آماده شد  ياليزد يحل و برا
 يقهسپس پنج دق. مرتبه شسته شد ينبا آب مقطر چند ياليزد
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چند مرتبه با آب مقطر  مجدداًآب مقطر جوشانده شد و  در
و در آن محكم بسته  يختهر يسهنمونه را در ك. شسته شدند

از بافر  ييساعت در مقابل حجم بالا 72 يسپس برا. شد
مرتبه بافر  ينبهتر چند ياليزد يبرا. يدگرد ياليزد ميپتاس
شسته  مجدداً يسهبعد از اتمام كار ك. شد يضتعو ياليزد

 گراد يسانتدرجه  4 يدرصد در دما 12و درون اتانول  شده
 مورد ياليزد هاي يسهكلازم به ذكر است كه . شد يدار نگه

 يلوك 10قطر منافذ  يدارا يص،در كل مراحل تخل استفاده
  ).7(بودند  دالتون

اساس سنجش  :آلدوز ردوكتاز يمآنز يتفعال سنجش
 NADPHاست كه  صورت ينبد يمآنز يردوكتاز يتفعال

توجه به  لذا با. شود يم يلتبد NADP+به  يمتوسط آنز
 يدهسنج يمآنز يتنانومتر فعال 340كاهش جذب در 

 ياز دستگاه اسپكتروفتومتر يميدر سنجش آنز). 9( شود يم
از  يمآنز يتفعال جشجهت انجام سن. استفاده شد

با  NADPHمولار و  يليم 1/0با غلظت  يسرآلدهيدگل
مولار با  يليم 500مولار و بافر فسفات  يليم 6/0غلظت 

2/6=pH به سل  يميو سپس محلول آنز. استفاده شد
در مقابل زمان  ييراتو تغ يدمواد ذكرشده اضافه گرد يحاو

 يجهت بررس. شاهده و ثبت شداول م يقهدر چند دق
در  يمآنز يتفعال در سنجش آمده دست به يجنتا يدرست
از مواد ذكر شده حذف شد كه طبق  يمآنز يگريد يتست

 يدهدر جذب د ييريتغ گونه يچهباعث شد  ييرتغ ينانتظار ا
حذف  يسرآلدهيدگل يعنيسوبسترا  يگرد ينشود و در تست

 يدجذب به صفر رس ييرتغ يزحذف ن ينا ي يجهنتشد كه در 
)16(.  

مختلف و  هاي يونفراكسعصاره،  ياثر مهار بررسي
آلدوز ردوكتاز و  يمآنز يتبر فعال يابتيضد د يداروها

در  يبات،ترك يقدرت مهار يجهت بررس: IC50 يينتع
 يسرآلدهيدگل ياشباع از هر دو سوبسترا يغلظتها حضور

 يها رقتو ) يكروليترم 100(  NADPH و) يكروليترم100(

 يبات،از ترك) ليتر يليم/ گرم يليم 005/0 – 1/0(مختلف 
 يمبا آنز ياهمختلف گ هاي يونفراكسعصاره و 

با  يسهدر مقا يمآنز يتمجاور شد و فعال) يكروليترم100(
 يريگ اندازهكننده بود با سه بار تكرار  كنترل كه فاقد مهار

 يتالفع درصد 50كه  يرسم نمودار غلظت ي يلهوس بهشد و 
  . مشخص شد IC50مقدار  كرد يرا مهار م يمآنز

 IC50: ياستات يلات يوننوع مهار توسط فراكس تعيين
ثابت  صورت بهرا  ياستات يلات يونفراكس يبرا آمده دست به

 يليم 1/0- 1( يشيغلظت افزا بار يكدر نظر گرفته و سپس 
 يسرآلدهيددر حضور غلظت اشباع گل NADPH) مولار

 يسرآلدهيدگل يشياز غلظت افزا بار يكو ) مولار يليم 1/0(
 NADPH در حضور غلظت اشباع) مولار يليم 1/0 - 1(

  .محاسبه شد يمآنز يتفعال) مولار يليم6/0(

 tبا استفاده از آزمون يآمار يزهايآنال: يآمار يزهايآنال
 SD±يانگينم صورت به ها داده يتمام. تست انجام شدند

به   > 05/0P بودند كه دار يمعن يزمان ها داده. شدند يانب
  .دست آمد

  جينتا
و  تام عصاره فلاونوييد و فنول كل محتواي تعيين
ميزان محتواي كلي تركيبات فنولي و : ها يونفراكس

هاي مختلف گياه  فلاوونوييدي در عصاره و فراكسيون
Gundelia tournefortii  گاليك اسيد  گرم يليممعادل ميزان

فلاوونوئيد  عنوان به(و كاتچين ) فنوليك استاندارد عنوان به(
هاي گياه  در گرم ماده خشك عصاره و فراكسيون) استاندارد

و عصاره  ها يونفراكسدرميان اين . بيان شده است
هيدروالكلي، فراكسيون اتيل استاتي بيشترين مقدار تركيبات 

گاليك اسيد به  گرم يليم 20/303فنول و فلاونوئيد را با 
 گرم يليم 84/335زاي هرگرم از فراكسيون خشك شده و ا

كاتچين معادل هر گرم از فراكسيون خشك شده را به 
   ).1جدول ( دهد يمترتيب نشان 
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  هاي مختلف گياه كنگر تعيين محتواي فنولي و فلاونوئيدي عصاره تام و فراكسيون -1 جدول
 b فلاوونوييديمقدار كل تركيبات

  )گياه خشك وزن گرم معادلكاتچين  گرم يليم(
  مقدار كل تركيبات فنولي

  )گياه خشك وزن گرم معادل اسيد گاليك گرم يليم(

 نمونه

  عصاره تام 31/1±2/107 82/21 06/1±
 فراكسيون دي اتيل اتر 83/0±15/74 59/1±0/22

  فراكسيون اتيل استات 47/3±84/335 7/4±2/303
  فراكسيون آبي 71/0±08/95 53/0±7/11

 .باشدميSD±نتايج ميانگين سه آزمايش مستقل
 و پايه :DPPHراديكالهاي كنندگي يآور جمع فعاليت
 عنوان به DPPH راديكال كه است اين روش اين اساس

 اكسيدان يآنت مانند دهندهمولكول  يك از الكترون پذيرنده
 تبديل DPPH2 به DPPH آن نتيجه در كند كه مي عمل

 تبديل زرد رنگ به محيط بنفش رنگ اين حالت در شود يم

 نانومتر كاهش 515 در جذب شدت بنابراين شود يم
 وسيله به جذب شدت كاهش گيري اندازه ازروي .يابد مي

 پي آن اكسيداني خصوصيات آنتي به توان مي سنجي يفط

فراكسيون شود  مشاهده مي 2كه در جدول  طور همان .برد
زان بيشترين مي ها يونفراكسبين همه اتيل استاتي در 

در بين  .را دارد  DPPHهاي راديكال كنندگي يآور جمع
كلازيد بيشترين درصد مهار  داروهاي ضد ديابتي گلي

DPPH با فراكسيون اتيل  يسهمقا قابلباشد كه  را دارا مي
در زمان انجام اين آزمايش . باشد يماستاتي و ويتامين ث 

از بنفش  DPPHكلازيد رنگ  اضافه كردن گلي محض به
به زرد تغيير كرد كه نشانگر قدرت بالاي آنتي اكسيداني 

   .باشد يمكلازيد  گلي

جهت انجام اين : ي فعاليت آنزيم آلدوز ردوكتاز محاسبه
تست، ابتدا آنزيم تخليص گرديد، مراحل تخليص جزئي 

سپس . آلدوز ردوكتاز طبق روش ذكر شده انجام شدآنزيم 
تعيين غلظت ) 15( 1951در سال  آنزيم به روش لوري

. گرديد تا بتوان از اين طريق فعاليت آنزيم را محاسبه نمود
با سه بار  آمده دست بهفعاليت آنزيم با استفاده از نتايج 

  :  تكرار به شرح زير بود

2966/0 = فعاليت آنزيم   ± 020/0  mU 

مختلف و  هاي يونفراكسعصاره تام،  IC50تعيين مقدار 
: داروهاي ضد ديابتي براي مهار آنزيم آلدوز ردوكتاز

نشان داده شده است در بين  3همانطور كه در جدول 
مختلف گياه كنگر، فراكسيون  هاي يونفراكسعصاره تام و 

بيشترين اثرات مهاري  IC50 mg/ml 019/0استاتي با  اتيل
همه داروهاي ضد . ي فعاليت آلدوز ردوكتاز نشان دادرا رو

به . دادند نشان ياهگديابتي اثرات بسيار كمي را نسبت به 
همين علت آزمايشات در مورد داروها دراين مرحله 

توان اين نتيجه را  از شواهد به دست آمده مي. متوقف شد
 مؤثرهاي ديگر ديابت  گرفت كه اين داروها بر مكانيسم

از آن طريق موجب جلوگيري از عوارض ديابت  هستند و
به دليل اينكه فراكسيون اتيل استاتي داراي  شوند مي

آوري   بيشترين محتواي فنولي و بيشترين قدرت جمع
، جهت بررسي باشد يم IC50 ينتر كمو   DPPHكنندگي

مكانيسم مهاري در مابقي آزمايشات، فقط فراكسيون اتيل 
  .قرارگرفت يبررس مورداستاتي 

تعيين نوع مهار آلدوز ردوكتاز توسط فراكسيون 
نتايج  :نوع مهار با سوبستراي گليسرآلدهيد: استاتي اتيل

نشان داد كه در حضور غلظت ثابت از مهاركننده، افزايش 
غلظت گليسرآلدهيد نتوانست بر مهار آنزيم فايق آيد و 

آلدوز  بنابراين مهار. فعاليت آنزيم افزايش مجدد نشان داد
استاتي از نوع غيررقابتي  ردوكتاز توسط فراكسيون اتيل

  ).4جدول (باشد  يم
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 هاي يكالكردن راد يو خنث يآور در جمع)μg/ml 200-50( كنگر گياه مختلف هاي فراكسيون مختلف يها اكسيداني غلظت آنتي فعاليت -2 جدول
DPPH.  

 )درصد مهار( DPPH يهاكاليرادفعاليت جمع كنندگي

IC50 (µg/ml) ها غلظت )µg/ml(  نوع  
 50 100 200   فراكسيون

204 ± 1/3  49,3 ± 1/2  23,7 ± 1,7 1/12  ± 9/1  فراكسيون دي اتيل اتر 
5>  8/94  ± 4/2  2/93  ± 2/4  91,7 ± 1/1  فراكسيون اتيل استات 

367± 5/3  4/26  ± 0/2  5/11  ± 5/0  6/4  ± 2/0 آبي فراكسيون   
2/11 ± 1/1  85/89 ±  1/1  - 62/86 ±  3/2  گلي كلازيد 

870± 1/15  79/10 ±  0/1  - 09/0 ±   01/0  آكاربوز 
- 2/1 ±  1/0  - 60/8 ±  1/1  گلي بنكلاميد 
- 02/2 ±  4/0  - 34/11 ±  1/2  پيوگليتازون 

5/3  ± 8/1  ويتامين ث--- 
 باشدميSD±مستقل آزمايش 3 ميانگين نتايج

 گياه مختلف فراكسيونهاي تام، عصاره هاي IC50 ي مقايسه -3 جدول
 آلدوز آنزيم فعاليت مهار براي ديابتي ضد داروهاي از تعدادي و كنگر

 ردوكتاز

IC50  µg/ml نمونه 
19 ±  1/2   استاتي اتيل فراكسيون 

950±  4/15  تامعصاره 
1140±  2/21   اتري تيل دي فراكسيون 

1250±  2/12 يدكلاز يگل   

1450±  2/10  آكاربوز 
1520± 1/35  پيوگليتازون 

2120 ±  2/11 بنكلاميد گلي   

  باشد يم  SD ± مستقل آزمايش 3 ميانگين نتايج      
ال به آنزيم آزاد و در اين نوع مهار، مهاركننده توانايي اتص

مهاركننده به  چون. سوبسترا را دارد- كمپلكس آنزيم
شود، بنابراين  جايگاهي غير از جايگاه فعال آنزيم متصل مي

در برگشت مهار ندارد و  يريتأثافزايش غلظت سوبسترا 
سوبسترا در غلظت بالا  –اينكه كمپلكس آنزيم  باوجود

تشكيل شده است، افزايش توليد محصول را نخواهيم 
آنزيم  داشت، زيرا اتصال مهاركننده سبب تغيير ساختمان

ثابت  Kmيابد و   كاهش مي Vmaxدر اين نوع مهار . شود يم
  .ماند مي

 اشباع غلظت حضور در [AR2]ردوكتاز آلدوز فعاليت -4 جدول
NADPH [0/6Mm] در گليسرآلدهيد افزايشي هاي غلظت و 

  استاتي اتيل فراكسيون)  IC50 معادل( mg/ml 019/0 غلظت حضور

فراكسيون 
  (mg/ml)استاتي اتيل

غلظت گليسرآلدهيد 
(mM) 

فعاليت آلدوز 
 (mU)ردوكتاز 

019/02/0  89/0  ±  09/0  
019/05/0  84/0 ±  02/0  
019/0  1 68/0 ±  05/0  
  باشد مي SD ±آزمايش مستقل  3نتايج ميانگين 

همانطور كه در جدول  :NADPHنوع مهار با سوبستراي 
، در حضور غلظت ثابت از مهاركننده، شود يممشاهده  5

با . منجر به برگشت مهار شد NADPHافزايش غلظت 
. فعاليت آنزيم افزايش نشان داد NADPHافزايش غلظت 

در رقابت بوده و مهاركننده  NADPHبنابراين مهاركننده با 
براي اتصال به جايگاه فعال با يكديگر رقابت  NADPHو 
ش غلظت سوبسترا اثر مهاركننده بنابراين با افزاي. كنند يم

  Km ثابت و  Vmaxدر اين مهار رقابتي . يابد يمكاهش 
  .يابد يمافزايش 
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 غلظت حضور در NADPH افزايشي هاي غلظت و [Mm 0/1]گليسرآلدهيد اشباع غلظت حضور در [AR2] ردوكتاز آلدوز فعاليت -5 جدول
0/019mg/ml )معادل IC50  (استاتي اتيل فراكسيون  

 (mU)فعاليت آلدوز ردوكتاز  NADPH(mM)غلظت (mg/ml)استاتيفراكسيون اتيل

019/0  6/0  52/0 ±  6/0  
019/0  1 10/1 ±  10/0  
019/0  2 02/2 ±  12/0  

  باشد يم SD ± مستقل آزمايش 3 ميانگين نتايج

  يريگ جهينت و بحث
در ديابت  يجادشدهايكي از ضايعات  عنوان بهكاتاراكت 

يكه شدن و گلا Polyolبوده و اساساً بوسيله تجمع 
 شود يمعدسي ايجاد تليوم و فيبرهاي اپيدر  ها ينپروتئ

ترين كانديدهاي  يكي از مهم عنوان بهال  مسير پلي). 20و 8(
شود و  ديابت مطرح مي يريتأخعلل عوارض مزمن و 

ردوكتاز آنزيم كليدي و  كه بيان شد آنزيم آلدوز همانگونه
شود و  ي سرعت دراين مسير محسوب مي محدودكننده

كند تواند در جلوگيري از شروع يا در  مهار اين آنزيم مي
مسير پيشرفت عوارض مزمن ديابت نقش زيادي  كردن

از طرفي ديگر بين فعاليت آنزيم آلدوز ردوكتاز . داشته باشد
 توليد بين تعادل عدم عنوان بهاتيو كه از آن و استرس اكسيد

 و سو يك از اكسيژن فعال هايگونه و آزاد هايراديكال
 شود يماكسيداني مقابله كننده با آن ياد آنتي دفاع سيستم

افزايش فعاليت آلدوز ردوكتاز . ارتباط مستقيمي وجود دارد
باعث استرس اكسيداتيو همراه با ديابت در لنز، عصب 

هاي  اكسيدان محيطي و قشر كليه از طريق از بين بردن آنتي
غيرآنزيمي عمده، آسكوربات، تائورين و تغييرات مربوط به 

از يكي ديگر ). 18و 17(شود  سطح ردوكس گلوتاتيون مي
آنها بر فعاليت آنزيم  يرتأثهاي آزاد در بدن  اهداف راديكال
باشد، اين آنزيم  فسفات دهيدروژناز مي-3گليسرآلدهيد

 يرتأثو تحت  باشد يممهم مسير گليكوليز  هاي يمآنزيكي از 
شود و تحت اين شرايط مسير  آزاد غيرفعال مي هاي يكالراد

اد ديابتي در در نتيجه، در افر. شود گليكوليز متوقف مي
شرايط هيپرگليسمي، گلوكز و مشتقات آن به سمت 

در مقدمه خواهند رفت و باعث  شده اشارهمسيرهاي ديگر 
هاي مختلف درگير در عوارض مزمن ديابت  ايجاد مكانيسم
مسيرهاي درگير،  ينتر مهميكي از ). 26و  5(خواهند شد 

نتوانسته باشد دراين مسير گلوكزي را كه  ال ميپليمسير 
وارد مسير گليكوليز شود توسط آنزيم آلدوز ردوكتاز به 

كه تجمع سوربيتول باعث  .سوريتول تبديل مس شود
باتوجه به اين واقعيات، . شود عوارضي مثل كاتاراكت مي

مهم براي كاهش عوارض مزمن  هاي ياستراتژيكي از 
هاي آنتي اكسيداني كه هم  ديابت، استفاده از مهاركننده

آزاد را در داخل سلول كاهش  هاي يكالرادند توليد بتوا
فسفات - 3دهد و متعاقب آن آنزيم گليسرآلدهيد

فعال شود و هم بتواند  مجدداًدهيدروژناز و مسير گليگوليز 
مستقيم آنزيم آلدوزردكتاز را مهار نمايد و ازاين  طور به

اولين . باشد يمال را كاهش دهد  طريق مكانيسم پلي
 1960ي  مهار آنزيم آلدوز ردوكتاز در دههمطالعات جهت 

هاي كارآزمايياما مطالعات و . آغاز شد TMGبا بررسي
با موفقيت كمي  تاكنونهاي سنتتيك  باليني با مهاركننده
لذا، مطالعات جديد در راستاي ). 18(همراه بوده است 

 هدف با 1980نتايج مطالعه وارما و همكارانش در دهه 
تقاتي كه با الگو گرفتن از دستيابي به سنتز مش

هاي طبيعي آلدوز ردوكتاز به جهت عوارض  مهاركننده
). 28و 27، 12( گيرد يمصورت  باشند يمكمتر استوار 

گياهي و  ي دستههاي آلدوز ردوكتاز به دو   مهاركننده
اين تحقيق به بررسي و مقايسه  در .شوند سنتتيك تقسيم مي

براي  ها داروخانهتعدادي از اين تركيبات سنتزي كه در 
و عصاره  گيرند يمدرمان بيماري ديابت مورد استفاده قرار 
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يك گروه از  عنوان بهو فراكسيونهاي مختلف گياه كنگر 
  .تركيبات گياهي پرداخته شد

بات اكسيداني تركي آنتي توانايي بررسي در ابتدا، براي
 از كنگر گياه مختلف هاي يونفراكسمختلف و عصاره و 

 توانايي ،DPPHدر تست. شد استفاده  DPPHتست

 طور DPPH هايراديكال يآور جمع در ها اكسيدان يآنت

-Hydrogen)دهندگي هيدروژن باقدرتارتباط  در مستقيمي

donating ability)  نتايج همانطور كه در ). 4(آنهاست
 .Gگياهمختلف  هايفراكسيون بيننشان داده شده است در 

tournefortii ، بالاترين داراي استاتي اتيل راكسيونف 

 طرفي از .است DPPH كنندگي راديكالهاي جمع پتانسيل

 و فنولي تركيبات ميزان بيشترين داراي فراكسيون اين

 در فنولي تركيبات توانايي به باتوجه. است فلاونوئيدي

 استاتي اتيل فراكسيون كه است منطقي هيدروژن انتقال
 آزاد هاي راديكال اين يآور جمع در را پتانسيل بيشترين

كلازيد  در بين داروهاي سنتزي، گلي ).2( باشد داشته
 يسهمقا قابلباشد كه  را دارا مي DPPHبيشترين درصد مهار 

طور  همان. باشد يمبا فراكسيون اتيل استاتي و ويتامين ث 
هاي آنزيمي يعني مهاركنندهكه بيان شد ويژگي اول 

اكسيداني به وسيله اين تركيبات و گياه كنگر  خاصيت آنتي
 يرتأثدر قسمت دوم مطالعه . قرارگرفت ييدتأمورد 

گياه روي مهار آنزيم مورد بررسي قرار  مؤثرفراكسيونهاي 
ه روي گيا هاي يونفراكسهمه  يرتأثنتايج حاكي از . گرفت

. مختلف داشت يها نسبتمهار آنزيم آلدوز ردوكتاز ولي با 
فراكسيون اتيل استاتي با داشتن بيشترين تركيبات فنولي و 

اكسيداني داراي آنتيفلاوونوييدي و بالاترين خاصيت 
به همين دليل، ادامه مطالعات . بيشترين اثرات مهاري بود

به بررسي مكانيسم اثرات مهاري اين فراكسيون محدود 
و معناداري را  توجه قابلدر بين داروها، هيچكدام اثر . شد

  .روي مهار آنزيم از خود نشان ندادند

ن ردوكتاز نشا تحقيقات مختلف در ارتباط با آنزيم آلدوز
داده است كه مكانيسم عمل آنزيم در احياء آلدهيدها به 

اتصال  ،شود يمو سوبسترا انجام  NADPHكمك اتصال به 
باعث ايجاد يك تغيير ساختاري در جايگاه  NADPHبه 

به  NADPHسپس با انتقال هيدروژن . شود يمفعال آنزيم 
، بعد از الكل شود يمكربن كربونيل سوبسترا الكل توليد 

 ساختماني ديگري در آنزيم به منظور آزادسازي تغيير
NADP+  همانطور كه در بخش نتايج  ).13( شود يمانجام

استاتي داراي مهار رقابتي با  مشاهده شد فراكسيون اتيل
NADPH و  شده انجامباشد و باتوجه به مطالعات  مي

آزمايشات به عمل آمده مشخص شد كه اين فراكسيون 
تركيبات فنولي و فلاونوئيدي داراي بيشترين محتواي 

از طرفي ديگر، مطالعات مختلف نشان داده است . باشد مي
كه تركيبات فلاوونوييدي اثرات مهاري شديدي را در 

احتمال داده شده است . فعاليت آنزيم آلدوز ردوكتاز دارند
در جايگاه فعال قرار  NADPH يجا بهكه تركيبات فنولي 

به  NADPHيدروژن از و مانع از انتقال ه گيرند يم
شوند و از اين طريق آنزيم آلدوز ردوكتاز  سوبسترا مي
از ). 25(كند  ال پيشروي نمي شود و مسير پلي غيرفعال مي

طرفي ديگر، بررسي حاضر مشخص نمود كه نوع مهار 
ي فراكسيون اتيل استاتي كنگر  آنزيم آلدوزردوكتاز بوسيله
يررقابتي با ، مهار غNADPHدر كنار مهار رقابتي با 

باتوجه به اينكه عوارض . دهد يمگليسرآلدهيد را نيز نشان 
ال مربوط به شرايط  مسير پلي يافته يشافزاناشي از فعاليت 
سوبستراي اصلي  عنوان بهباشد و قندها  هايپرگليسمي مي

باشند، اين مهار غيررقابتي با  آلدوز ردوكتاز مي
گليسرآلدهيد يك مزيت براي اين مهاركننده محسوب 

شود زيرا حتي با افزايش شديدتر قند خون اين اثر  مي
هاي آلدوز ردوكتاز  در بين مهاركننده. گردد مهاري برنمي
اند،  ي بودههاي غيررقابت مهاركننده مؤثرترهاي  نيز، مهاركننده

روتين يك بيوفلاونوييد طبيعي و مشتقاتي از تري 
براي  مؤثرهاي غيررقابتي  مهاركننده عنوان بهآزوليدين ديون 

  ).14و 13(آلدوز ردوكتاز شناسايي شد 

 در را جالب گيري يجهنت دو نتايج حاضر كلي، تحليل طور به
 داشتن با گياهي فراكسيونهاي و صارهع) 1: داشت پي
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 خاصيت آنتي داراي فلاونوئيدي و فنولي تركيبات نبيشتري
 توانايي بين مستقيمي ارتباط) 2هستند  قويتري اكسيداني

دارد  هاي ايجاد ديابت وجود مكانيسم مهار و اكسيداني آنتي
ولي اين مطلب بدان معني نيست كه همه تركيبات آنتي 
اكسيداني داراي اثرات مهاري روي آنزيم آلدوزردوكتار 

همانطور كه داروهاي ضد ديابتي مورد مطالعه  باشند يم

ويژگي آنتي اكسيداني  باوجوددر اين تحقيق  قرارگرفته
  .بودند يتوجه قابلقوي، فاقد اثرات مهاري 
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Inhibitory effect of the effective fraction of Gundelia tournefortii L 
and several anti-diabetic drugs on the aldose reductase activity 

isolated from cow lens eye: a comparative study 
Asareh Z. and Bahramikia S.  

Dept. of Biology, Faculty of Science, Lorestan University, Khorramabad, I.R. of Iran 

Abstract 

Diabetes mellitus in many countries among adults aged 20–70 is the main cause of 
blindness, amputation and chronic renal failure. Increasing blood glucose and entering 
glucose into the polyol pathway, is one of the factors involved in the pathogenesis of 
chronic diabetes complications. Since the key enzyme in this pathway is aldose 
reductase, the use of plant or chemical compounds that reduce the activity of this 
enzyme can be used as a therapeutic strategy to prevent the onset of chronic 
complications of diabetes. In this study, the effect of Gundela tournefortii crude extract 
and its different fractions in Lorestan province and also several anti-diabetes drugs on 
inhibition of Aldose reductase enzyme were investigated. For this purpose, firstly, the 
phenolic and flavonoid content and antioxidant activity of crude extract and various 
fractions were determined. In the next step, the cow lenses were extracted, the aldose 
reductase enzyme was isolated by Hayman-Kinoshita method and the inhibitory effect 
of the compounds on the activity of the enzyme was determined. Then, using the 
kinetics of the enzyme, the type of inhibition of the ethyl acetate fraction was 
determined. The results showed that the ethyl acetate fraction has the highest amount of 
phenol and flavonoid compounds and the highest capacity for the DPPH radical 
scavenging. Also, this fraction has the highest inhibitory effect on aldose reductase 
enzyme activity with IC50 = 0.019 mg/ml. This fraction had uncompetitive inhibition 
with D-glyceraldehyde, but it showed competitive inhibition to NADPH. Anti-diabetic 
drugs have been shown do not significantly affect the inhibition of the enzyme and are 
likely to affect other mechanisms of diabetes. 
Key words: polyol pathway, aldose reductase, chronic diabetes complications, Gundela 
tournefortii, ethyl acetate fraction 


