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چكيده
Pyrus)لكا گياه ت biossieriana Buhse)ها و دمگل، برگ. شودت ميفهاي شمال ايران به فراواني يا در جنگل

آربوتين در . باشد حاوي مقاديري از يك فنل گليكوزيد به نام آربوتين ميPyrusپوست برخي از گياهان جنس 
. شود يافت مي… و Saxiferagaceae ،Ericaceae ،Rosaceae ،Compositaeهاي بسياري از گياهان از جمله تيره

به عمل اكسيدانت و ضدآفتاب استفاده  آنتيعنوانبهاز آربوتين براي ضدعفوني كردن مجاري ادراري و 
در اين مطالعه، اثر ضدباكتري باسيلوس سوبتيليس، ضد .آور استاين ماده ديورتيك و قاعده. آورندمي

Aedesم كوكومريكوم، ضدلارو هاي كانديدا آلبيكنس و كلادوسپوريوقارچ aegyptiكولين اكسيدانت و آنتي، آنتي
متاني و آربوتين مورد بررسي قرار گرفته و تركيب فنل گليكوزيد آربوتين كلروهاي متانولي، دياستراز عصاره

. اثرات بيولوژيكي به روش بيواتوگرافي مورد بررسي قرار گرفت. در آن شناسايي و تعيين مقدار گرديد
 و HPLCهاي  و تعيين مقدار آربوتين به روشHPLC و TLCشناسايي آربوتين به روشهاي 

04/22 درصد و از حلال متانول 42/4كلرومتان نتايج نشان داد كه از حلال دي. اسپكتروفتومتري انجام شد
. استو ضدلار واكسيدانتعصاره متانولي داراي اثرات ضد قارچ، آنتي. دست آمدهدرصد عصاره خشك ب

كولين استراز و آربوتين داراي اثرات اكسيدانت و آنتيآنتي،  اثرات ضدباكترينيز دارايكلرومتاني عصاره دي
 در عصاره متانولي برگ تلكا مشابه با Rf=4/0يك تركيب با TLCدر روش . اكسيدانت استضد قارچ و آنتي

Rfبا روش .  آربوتين استاندارد بودHPLC43/5 وجود آربوتين در = Rt در عصاره متانولي برگ گياه تلكا 
 درصد و به روش اسپكتروفتومتري HPLC ،009/7ميزان آربوتين در برگ گياه تلكا به روش . شناسايي شد

4/0–7(قاط هاي قرهو گونه)  درصد4–15(آربوتين در گياهان اوا اورسي .گيري شد درصد اندازه0445/7
كه گياه اوا اورسي در ايران وجود ندارد، بنابراين گياه تلكا با توجه به مقدار بالاي يياز آنجا. وجود دارد) درصد

تواند به عنوان منبع غني آربوتين مورد آربوتين و همچنين فراواني و پراكندگي زياد آن در شمال ايران مي
.استفاده قرار گيرد
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...بررسي اثرات بيولوژيكي 

كولين استرازاكسيدانت، آنتيارچ، آنتي تلكا، آربوتين، اثرات بيولوژيك، ضدباكتري، ضدق:واژگانگل
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آزادبخت و همكاران

مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه
Pyrusت تلكا با نام علميخدر boissieriana Buhse

ايران از هاي شمال  درجنگلRosaceaeاز خانواده 
. ارسباران و آستارا تا گرگان به فراواني پراكنده است

مرغي گرد با  متر و برگ آن تخم5ارتفاع اين درخت 
هاي جوان ، ولي اين انتها در برگانتهايي كند است
داراي روي برگ صاف و براق و . كمي كشيده است
ميوه آن كوچك، گرد و كمي . استرنگ سبز روشن 
ها و پوست برخي از دمگل، برگ. ]1 [گلابي شكل است
 حاوي مقاديري از يك فنل Pyrusگياهان جنس 

. ]2[باشد مي (Arbutin)گليكوزيد به نام آربوتين
هاي آربوتين در بعضي از گياهان تيره

Saxiferagaceae ،Rosaceae ،Ericaceae ،
Compositaeاز گياهان حاوي . ]3 [شود يافت مي… و

آربوتين براي ضدعفوني كردن مجاري ادراري در 
آربوتين . شودهاي دستگاه ادراري استفاده ميعفونت

به عنوان عامل . اكسيدانت و ضدآفتاب دارداثر آنتي
 در فرمولاسيون (Whitting agent)سفيد كننده

هاي اشكال دارويي موضعي محافظ در برابر تابش
شود كار برده ميه بuvشديد اشعه 

هاي تازه جنس ميوه. آربوتين ديورتيك است. ]4[
Pyrus در انسان در مصرف خوراكي فعاليت 

ضدتوموري و فعاليت ضدجهش ژني در برابر 
.]5[اند  موريوم نشان دادهباكتري سالمونلا تيفي

مهمترين منبع سرشار شناخته شده از آربوتين در 
 از(Arctostaphylos uva-ursi)دنيا گياه انگور خرس 

. موجود نيستباشد كه در ايران ميEricaceaeخانواده 
طبق فارماكوپه ژاپن، ميزان مشتقات هيدروكينون كه 

ست، در اين گياه آربوتين نيز از مشتقات هيدروكينون ا
از عصاره اين گياه . ]6 [ درصد باشد7نبايد كمتر از 

كننده مجاري ادراري در التهابات عنوان ضدعفونيهب
صفرا، همچون سيستيت و متوسط مجاري ادراري و

.]7 [شودديس اوريا استفاده مي

در اين تحقيق، با توجه به خصوصيات برجسته

وارد كاربردي آن در فنل گليكوزيد آربوتين و م
پزشكي و داروسازي، اثرات بيولوژيكي عصاره برگ 
يك گياه بومي ايران به نام تلكا و آربوتين مورد 

ه و تركيب آربوتين در آن تبررسي قرار گرف
.شناسايي و تعيين مقدار گرديد

هاهاهاهامواد و روشمواد و روشمواد و روشمواد و روش
كلرومتان، متانل، اتيل استات، هگزان، كلروفرم، دي

اتين، ت، نيس(MTT)يل تترازوليوم كلرايد تيازولمتيل
، (DPPH) پيكريل هيدرازيل –1–فنيل كلرامفنيكل، دي

 مرك،  شركت از(DMSO)دي متيل سولفوكسيد 
 از (ATCC 6633)باكتري باسيلوس سوبتيلس 

هاي كانديدا آلبيكنس و شركت سيگما، قارچ
Aedesكلادوسپوريوم كوكومريكوم، تخم لارو 

aegypti) روتنون از سيگما، )يسيل سوباسي ،
مرك، شركت ) GF25460سيليكا  (TLCصفحات 

uv، با شناساگر Knauerمدل  (HPLCهاي هدستگا

، فاز Eurospher – C18، نوع ستون nm286در 
ايزوكراتيك با : روش كار،9-1 آب –متانولتحرك م

، )Genesis 2مدل (، اسپكتروفتومتر )ml/min1سرعت 
).آلمانZirbusمدل (ليوفيليزر 

 در ارديبهشت ماه سال :يد علميايتهيه گياه و ت
 متري 1200 برگهاي درخت تلكا از ارتفاعات 1381
آوري شد و هاي نكا در استان مازندران جمعجنگل

سپس نمونه .يد قرار گرفتاينام علمي آن مورد ت
 آن در واحد فارماكوگنوزي دانشكده يهرباريوم

.دگرديداروسازي ساري تهيه 

روش تهيه عصاره
 گرم پودر برگ خشك شده در هوا و 404

2000نيتروژن مايع گياه تلكا سه بار و هربار با 
 ساعت در 24كلرومتان در مدت حلال ديليتر ميلي
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...بررسي اثرات بيولوژيكي 

خيسانده ) روي شيكر(دماي معمولي و با تكان دادن 
در پايان روز سوم تفاله باقيمانده، با متانل و با . شد

هاي عصاره. دستخراج گرديه اروش مشاب
كلرومتاني هر يك جداگانه با يكديگر مخلوط شدند و دي

توسط دستگاه گراد درجه سانتي40تحت خلا در دماي 
تبخيركننده در خلا دوار تا سر حد خشك شدن تغليظ 

.ها ليوفيليزه گرديد سپس هر يك از عصاره.شد

ها و بررسي اثرات بيولوژيكي هر يك از عصاره

آربوتين
جهت بررسي اثرات بيولوژيكي هر يك از 

ها و آربوتين از روش بيواتوگرافي روي عصاره
، كه روشي (TLC)صفحات كروماتوگرافي لايه نازك 

.ساده و سريع است، استفاده شد
mg/ml100ها و  از هر يك از عصارهmg/ml10

 كاشته TLCمحلول متانولي آربوتين روي صفحات 
هاي دي كلرومتاني از فاز متحرك اي عصارهبر. شد
هاي و براي عصاره) 1:1( هگزان –استات اتيل

– متانل –كلروفرممتانولي و آربوتين از فاز متحرك 

پس از حركت فاز .  استفاده شد35:565:آب به نسبت 
ها جهت متر، كروماتوگرام سانتي15متحرك به ميزان 

.]8، 9، 10، 11 [برداشت كامل حلال خشك شدند

بررسي اثر ضدباكتري باسيلوس سوبتيليس) الف

تقريباً (مايع تلقيح باكتري باسيلوس سوبتيليس 
در مالت آگار روي صفحات ) متر سلول در ميلي107

پس از رسوب يافتن محيط . كروماتوگرافي پخش شد
1تقريباً به ضخامت (صورت يك لايه نازك هكشت ب

به گراد درجه سانتي32ي ، صفحات در دما)مترميلي
سپس محلول متيل .  ساعت انكوبه شدند24مدت 

 روي صفحات (MTT)تيازوليل تترازوليوم كلرايد 
صورت ههاي فعال بتركيبات و فراكسيون. اسپري شد

از .  مشخص شدندTLCهاي سفيد روي صفحات لكه
.عنوان كنترل مثبت استفاده گرديدهكلرامفنيكل ب

ضد قارچبررسي اثرات ) ب

آلبيكنس، مشابه براي بررسي اثر ضد كانديدا
تركيبات و . روش بررسي اثر ضدباكتري عمل شد

هاي روشن روي صورت لكهههاي فعال بفراكسيون
از . ندگشتصفحات با زمينه ارغواني مشخص 

. دشعنوان تركيب مرجع استفاده هنيستاتين ب
م، پس از براي اثر ضدكلادوسپوريوم كوكومريكو

اسپري سوسپانسيون كونيدي قارچ، صفحات 
كروماتوگرافي به مدت سه روز در دماي معمولي 

استيرن و در محيط مرطوب هاي پليدر جعبه) اطاق(
هاي فعال تركيبات و فراكسيون. ندگشتانكوبه 

هاي روشن روي صفحه با زمينه تيره صورت لكههب
.ظاهر شدند

بررسي اثر ضدلارو) ج

هاي ، عصاره(Aedes aegypti)براي اثر ضدلارو
گرم بر  ميلي50كلرومتاني و متانلي به ميزان دي

گرم بر ميلي10 و تركيب آربوتين به ميزان ليترميلي
 حل (DMSO)سولفوكسيد متيلدر حلال ديليتر ميلي
 محلول مذكور بهليتر ميلي1/0. شدند

ايش مدرج آب مقطر در يك لوله آزمليتر ميلي9/9
.دگردياضافه 
 ساعت در ظرف حاوي 24هاي لارو به مدت تخم

 لارو 20 ساعت، 24پس از . آب رودخانه انكوبه شدند
.هاي آزمايش اضافه گرديدبه هر يك از لوله

26–28دماي ها در محيط تاريك و در     لوله
.  ساعت انكوبه شدند24 به مدت گراد سانتيدرجه

عت، وضعيت مرگ لاروها مورد  سا24پس از 
ها دوبار تكرار هر يك از آزمايش. مشاهده قرار گرفت

.عنوان تركيب مرجع استفاده گرديدهاز روتنون ب. شد

اكسيدانتبررسي اثر آنتي) د

2اكسيدانت، محلول براي بررسي فعاليت آنتي
 پيكريل هيدرازيل –1–فنيل دي-2 و 2درصد 
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آزادبخت و همكاران

(DPPH)روي صفحات كروماتوگرافي  در متانل 
 دقيقه، تركيبات و 30پس از حدود . اسپري شد
هاي روشن در صورت لكهههاي فعال بفراكسيون

از . دگشتنروي صفحه با زمينه ارغواني مشاهده 
.عنوان تركيب مرجع استفاده شدهبتاكاروتن ب

كولين استرازبررسي اثر آنتي( ه

u1000150تراز در  آنزيم استيل كولين اس
 مولار در 05/0 هيدروكلرايد – بافر تريس ليترميلي

8/7pHآلبومين سرم گاوي گرم ميلي150.  حل شد 
به منظور پايدار كردن آنزيم در طي بيواسي به 

 درجه 4محلول اضافه شد و محلول استوك در 
 با محلول TLCصفحه . نگهداري شدگرادسانتي

براي انكوبه . د و خشك گرديياستوك آنزيم اسپر
كردن آنزيم، صفحه كروماتوگرافي در يك تانك 
پلاستيكي حاوي مقدار كمي آب قرار داده شد 

طور مستقيم با صفحه هتوانست بكه آب نميطوريهب
روي . شدتماس داشته باشد اما محيط مرطوب مي
 درجه 37تانك پوشانده شد و انكوباسيون در 

آنزيم تحت . م گرديد دقيقه انجا20 به مدت گرادسانتي
10.بخشي پايدار بودطور رضايتهاين شرايط ب

نفتيل استات در -1 درصد 25/0محلول ليتر ميلي
 درصد فاست 25/0 محلول ليتر ميلي40اتانل و 

 اسپري TLCبلوسالت با هم مخلوط و روي صفحه 
1–2هاي فعال، در طي تركيبات و فراكسيون. شد

از آتروپين . ايجاد نمودندهاي ارغواني دقيقه لكه
.عنوان تركيب مرجع استفاده شدهب

تلكاشناسايي و تعيين مقدار آربوتين در برگ
ي آربوتين در برگ گياه تلكا از يبراي شناسا

TLCدر روش .  استفاده شدHPLC و TLCهاي روش

-5/13-10( آب – متانل –استاتاتيلاز فاز متحرك 
پتاسيم هگزاسيانوفرات و (بلو و معرف برلين ) 100

، زمان HPLCدر روش . استفاده شد) فريك كلرايد
محلول ميكروليتر 20بازداري آربوتين در تزريق 

. استاندارد آربوتين و سطح زير منحني آن تعيين شد

جهت . عصاره گياه تزريق گرديدميكروليتر 20سپس 
محلول ميكروليتر 20اطمينان در تزريق جداگانه، 

.ه حاوي استاندارد آربوتين تزريق گرديدعصار
، نمودار HPLCجهت تعيين مقدار به روش 

هاي مقادير استاندارد آربوتينبيرلامبرت از تزريق
تهيه شد و مقدار آربوتين با تزريق جداگانه عصاره و 

جهت تعيين . دست آمدهاستفاده از نمودار مذكور ب
نش امرسون مقدار به روش اسپكتروفتومتري از واك

.]12، 13، 14[استفاده گرديد

نتايجنتايجنتايجنتايج
88/17 گرم برگ خشك گياه تلكا به ترتيب 404از 

كلرومتاني و متانلي هاي دي گرم عصاره05/89و 

عبارت ديگر ميزان عصاره خشك ه  ب.دست آمدهب

 درصد 04/22 درصد و متانلي 42/4كلرومتاني دي

ها و  عصارهنتايج بررسي اثرات بيولوژيكي.دبو

.ه شده استي ارا1 شمارهآربوتين در جدول

Rf، تركيبي با TLCايي آربوتين به روش سدر شنا

، و در روش )4/0( آربوتين استاندارد Rfمشابه با 

HPLC زمان بازداري ،(R.T.) ملاحظه 43/5 آربوتين 

، HPLCميزان آربوتين در برگ گياه تلكا به روش . شد

 اسپكتروفتومتري گرديد ولي در روش ارزيابي 009/7

.دست آمده ب0445/7به ميزان 

بحثبحثبحثبحث

، عصاره متانلي برگ 1 بر اساس نتايج جدول شماره 

ضدكانديدا و (گياه تلكا داراي اثرات ضدقارچ 

 ولي است،اكسيدانت و ضدلارو ، آنتي)كلادوسپوريوم

. اثرات ضد باكتري و آنتي كولين استراز نداشته است

باسيلوس (اره دي كلرومتاني داراي اثرات ضد باكتري عص

از . كولين استراز استاكسيدانت و آنتي، آنتي)سوبتيليس
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...بررسي اثرات بيولوژيكي 

و آنتي اكسيدانت  ضدقارچ طرفي آربوتين نيز داراي اثرات

 تركيبات Rfبا توجه (با توجه به اين تحقيق . بوده است

، يكي از تركيبات كه عامل اثرات عصاره متانلي برگ)فعال

همچنين . گليكوزيد آربوتين استفنل تركيباست،گياه تلكا 

تركيبات متعددي در برگ گياه تلكا داراي اثر 

ند كه اين تركيبات هم در فراكسيونهستاكسيدانت آنتي

 نتايج اثرات بيولوژيكي عصاره برگ گياه تلكا و آربوتين نتايج اثرات بيولوژيكي عصاره برگ گياه تلكا و آربوتين نتايج اثرات بيولوژيكي عصاره برگ گياه تلكا و آربوتين نتايج اثرات بيولوژيكي عصاره برگ گياه تلكا و آربوتين–1111جدول شماره جدول شماره جدول شماره جدول شماره 

بيولوژيكاثرات

موردمطالعه
ضد قارچ كانديدا

ضدقارچ 

كلادوسپوريو

م

ضدباكتري 

باسيلوس
ضد لارواكسيدانتآنتي

كولين آنتي

استراز

نمونه
Rf

تركيب
Rfاثر

تركيب
Rfاثر

 تركيب
Rfاثر

تركيب
غلظت اثر

PPM
Rfاثر

تركيب 
اثر

متانوليهعصار
40/0

65/0
+

40/0

65/0
+--

25/0 ،1/0،4/0

3/0 ،7/0
++500+--

++3/0--+3/0،6/0،7/0++20/0،40/0----كلرومتانيديعصاره

----+40/0--+40/0+40/0آربوتين

دي (و هم در فراكسيون غير قطبي ) متانلي(قطبي 

. باشندموجود مي) كلرومتاني

     از آربوتين به منظور ضدعفوني كردن مجاري 

هاي دستگاه ادراري استفاده تادراري در عفون

عمل باكتريواستاتيك آن در ادرار قليايي، . شودمي

مربوط به هيدروكينون گلوكورونيد و هيدروكينون 

حداكثر . استبدن از آربوتين سولفات تشكيل شده در

 ساعت بعد از 3-4كنندگي آن اثرات ضدعفوني

 آربوتين اثر همچنين. ]15، 16[است مصرف 

انت و ضدآفتاب دارد و با مهار سنتز اكسيدآنتي

 بنابراين به .شودكردن پوست ميملانين سبب سفيد

عنوان عامل سفيدكننده در فرمولاسيون اشكال 

هاي شديد دارويي موضعي محافظ دربرابر تابش

آربوتين براي چشم و . شودكار برده ميه بUVاشعه 

. ]4 [باشدزا نميتيپوست حساس

هاي تازه جنس ميوه.رتيك استآربوتين ديو

Pyrus در انسان در مصرف خوراكي فعاليت 

ضدتوموري و يك فعاليت ضد جهش ژني در برابر 

با .]5 [اندباكتري سالمونلا تيفي موريوم نشان داده

توجه به خصوصيات برجسته اين ماده و موارد 

كاربردي آن در پزشكي و داروسازي، گياه تلكا 

ان منبع ارزشمندي از آربوتين استفاده تواند به عنومي

ميزان آربوتين موجود در برگ گياه تلكا از برگ . شود

 كمتر درصدArctostaphilos uva-ursi،15-4گياه 

Pyrus piraster،38/3ولي از برگ گياهان

 و درصدPyrus amigdaliformis،05/4،درصد

Vaccinium vitis،7تواند به و مياست بيشتر درصد

.]15،17،18 [عنوان يك منبع غني آربوتين معرفي گردد

009/7معادل  (HPLC     تفاوت مقدار آربوتين به روش 

به اين ) درصد0445/7(و روش اسپكتروفتومتري ) درصد
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آزادبخت و همكاران

دليل است كه در روش اسپكتروفتومتري ساير مشتقات 

هيدروكينوني موجود در برگ گياه نيز تعيين مقدار 

 و تعيين مقدار آربوتين درصد009/7ان شوند، لذا ميزمي

.باشدتر مي دقيقHPLCبه روش 
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