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  1395 نامه شماره ده، زمستان سال شانزدهم، دوره اول، ويژه

 

 فصلنامه گياهان دارويي

 

 
  
  

ي دستگاه كروماتوگرافي مايع و  هاي براسينواستروئيدي بوسيله بررسي كيفي و كمي هورمون
  هاي مكمل شناسايي آن در كپسول

  
  

1، مرتضي پيرعلي همداني1، محسن اميني1پيمان خوشحال
 2شمسعلي رضازاده، *

  
  

 تهران پزشكي گروه شيمي دارويي، دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم -1
  ، كرج، ايراندانشگاهي پژوهشكده گياهان دارويي جهاد ،ت گياهان داروييمركز تحقيقا -2
  تهران، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دانشكده داروسازي، گروه شيمي دارويي: آدرس مكاتبه *

  )021( 66959066: ، نمابر)021(66959066 :تلفن
  piraliha@tums.ac.ir: پست الكترونيك

  
  11/5/95 :تاريخ تصويب                                             8/4/95: تاريخ دريافت

   چكيده
هاي استخراج شده از گياه بوده و اثرات بيولوژيك متنوعي از جمله محرك رشد استرسي و  هورمون براسينواستروئيدها :مقدمه

از اين . كاران استفاده شودهاي تقويتي نيروزا در ورزش تواند به عنوان مكمل به همين دليل از اين تركيبات ميباشند  آنابوليزان دارا مي
گيري و تخليص سطح اين  ها و حتي اندازه هاي كمي و كيفي اين تركيبات در مكمل گيري رو نياز به داشتن روش دقيقي براي اندازه

  .هاي خوني انسان وجود دارد ها در نمونه هورمون
هاي براسينواستروئيدي و  اسايي و تفكيك اين هورموندر اين مقاله از روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا به منظور شن :هدف

  . استفاده شد »فيتولون«ها در يك نوع كپسول مكمل به نام  گيري غلظت كمي اين نمونه همچنين اندازه
و يك فاز متحرك آب و استونيتريل  C18به منظور آناليز نمونه ها از يك سيستم كروماتوگرافي فاز معكوس وستون  :روش بررسي

  . دشنانومتر استفاده  210و يك ردياب ماورائ بنفش در طول  اسيدي pHبا 
ها شناسايي  گيري سعي بر آن شده است كه شرايط بهينه از جمله فاز ثابت، حلال و ساير شرايط براي اين اندازه در اين مطالعه :نتايج
گيري و محدوده خطي بودن   ابل تشخيص و قابل اندازهروش آناليز از نظر اعتبار سنجي و شرايط بهينه مطالعه و حداقل مقدار ق .شود

   . پذيري آن مطالعه شدروش و تكرار 
هاي كمي  گيري تواند براي شناسايي و اندازه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا به عنوان يك روش آناليز مناسب مي :گيري نتيجه

  .براسينواستروئيدها استفاده شود
  

  هاي گياهي كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا، هورمون ،براسينواستروئيد ،هاي گياهي مي و كيفي هورمونگيري ك اندازه :واژگان گل
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  شانزدهم، دوره اول، سال فصلنامه گياهان دارويي، 
  1395نامه شماره ده، زمستان  ويژه

 

... بررسي كيفي و كمي  

 

  مقدمه
ي استخراج شده  محققان دريافتند كه عصاره 1930در سال 

شود و اولين مقاله در اين مورد در  از گرده باعث رشد گياه مي
ني گرده براي ي هگزا منتشر شد كه در آن از عصاره 1941سال 

در سال . هاي لوبيا براي افزايش رشد استفاده شد براي دانه
هاي گياهي در  محققان شروع به جست و جوي هورمون 1960

ها اين بود كه عاملي كه در و نظر آن هاي گرده كردند اين دانه
شود  ي گرده باعث افزايش چشم گير رشد مي ي دانه عصاره
  .هاي گياهي هستند هورمون
ي گرده حاوي گروهي از  حققان دريافتند كه عصارهاين م
در . هاي گياهي ليپيدي است و آن را براسين ناميدند هورمون

تحقيقاتي براي شناسايي تركيبات اصلي اين  1975سال 
  .ي براسين و سنتز آن صورت گرفت عصاره

به دنبال اين تحقيقات براسينولايد به عنوان عامل اصلي اثرات 
پس از  .رمون گياهي ايزوله و استخراج شدلين هواين عصاره و او

ي  هاي خانواده اي از هورمون شناسايي براسينولايد مجموعه
  .هاي مختلف گياه شناسايي و ايزوله شد براسينواستروئيد از اندام

آلفا كولستان مشتق  – 5براسينواستروئيد از اسكلت كربني 
  : ير باشدهاي ز اند كه اين حلقه مي تواند حامل گروه شده
 ي  حلقهA اكسيژنه  تواند به صورت مونو يا تري كه مي

 .باشد اكسيژنه مي 3ي  باشد كه هميشه در كربن شماره

  
  

 
 

 ي  حلقهB 7اكسو  - 6تواند به صورت  كه مي- 
 اشباع اكسو باشد و يا به صورت كاملاً -6اگزالاكتون يا 

 هاي  حلقهA-D  به صورتall-trance باشند مي. 

 به صورت  استخلاف عمدتاً 23و  22هاي  در موقعيت
هيدروكسيلاته است و اغلب كربن  آلفا دي – 23و  آلفا  – 22

اغلب كربن متيله  25آلكيله است و در موقعيت  24ي  شماره
و  24اي بين كربن  باشد و اغلب اين تركيبات چهار حلقه مي
 .باشد اشباع مي غير 28

به تركيبات  لاًهاي براسينواستروئيدي معمو اين هورمون
  .]1[ قندي و يا اسيد چرب متصل هستند

در مورد فرآيندهاي گياهي اثرات براسينولايد در موارد زير 
  :اثبات شده است

 وسعت دادن و تقسيمات طولي به بافت از طريق آئوكسين 

 ي سلولي نقش در تقسيمات سلولي و بازسازي ديواره 

  ايجاد و گسترش ديفرنتاسيون عروقي كه نقش
 اسينولايد در اين مورد در حال مطالعه و بررسي استبر

 هاي گرده  ي گياه و تشكيل لوله براي رشد طولي گرده
 باشد ضروري مي

 هاي مرده كشت سلولي افزايش حساسيت در بافت 

 2[كند  هاي خشكي و سرما محافظت مي از گياه در برابر استرس[. 

  

  

  
 هاي مختلف براسينواستروئيدها قعيتهاي مو اسكلت كربني و استخلاف -1 شماره شكل
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  و همكاران خوشحال

 

به دنبال اين اثرات و ساختار اين تركيبات كه مشابه 
باشد بررسي اثرات باليني اين  هاي آندروژني انساني مي هورمون

تركيبات در انسان امروزه مورد توجه قرار گرفته كه از اين 
هاي تزريقي ايمن در ورزشكاران  تركيبات به عنوان هورمون

گيري  شود و لذا به دست آوردن روشي براي اندازه استفاده
  .ها هم مورد توجه است سطح اين هورمون

در اين مقاله سعي بر آن است كه بررسي شود كه 
هاي  گيري هورمون كروماتوگرافي مايع روش مناسبي براي اندازه

باشد يا خير و در صورتي كه بتوان اين تركيبات  براسينولايدي مي
هاي  گيري رافي مايع شناسايي كرد آيا امكان اندازهرا با كروماتوگ

  .)2شكل شماره ( كمي وجود دارد يا خير
براي بررسي بهتر اين تركيبات ابتدا به بررسي برخي 

  .پردازيم مي... ، متابوليسم و  بيوسنتز هاي آن مثل ويژگي
  : بيوسنتز تركيبات براسينواستروئيدي

براسينواستروئيدي باعث بررسي متابوليسم و بيوسنتز تركيبات 
  .شود پي بردن بهتر به مكانيسم اثر و كاربردهاي مختلف آن مي

به اين منظور اولين مطالعات بر روي 
Catharantusroseus  صورت گرفت؛ كه براي اين كار

تركيب (ساز دوتريومي براسينولايد يعني كامپسترول  پيش
اين مسير  براي بررسي. را در گياه به كار بردند) 87ي  شماره

بيوسنتز از طريق ايجاد موتاسيون ساير مسيرهاي بيوسنتز 

تركيبات براسينواستروئيدي را بلاك كردند و مشاهده كردند كه 
ي توليد پيش ساز كامپسترول هم بلاك شود،  اگر مرحله

  .]3[براسينولايد توليد نخواهد شد 
به ) 87ي  تركيب شماره(اين بيوسنتز با كاهش كامپسترول 

 – 6آغاز شده و اين كامپستانول به ) 88تركيب (پستانول كام
شود و اين  اكسيده مي) 89تركيب (آلفا هيدروكسي كامپستانول 

  .شود تبديل مي) 90تركيب (اكسو كامپستانول  - 6تركيب خود به 
 )53تركيب (در مطالعات موازي نشان داده است كه كاتاسترون 

تركيب (و تياسترون  )25تركيب (پيش ساز بيوسنتز تيفاسترول 
به ) 90تركيب (اكسوكامپستانول - 6باشد اما تبديل  مي) 26

هاي آن  اثبات نشده و حدواسط) 53تركيب  (كاتاسترون 
  .شناسايي نشده است

در تعادل  26و  25همچنين مشاهده شده است كه تركيبات 
به كاستسترون ) 25تركيب (و تبديل به يكديگرند و تيفاسترول 

  .شود تبديل مي)  1تركيب  (سپس به براسينولايد  و) 9تركيب (
اپي  -3به تركيب ) 9تركيب  (هم چنين كاستسترون 

  .شود ايزومريزه مي) 18تركيب (كاستسترون 
هيدروكسي  α- 6ي كامپستانول به  به دليل تبديل اوليه

مسير   به اين مسير بيوسنتز) 89به  88تركيب  (كامپستانول 
  .]4[) 3شكل شماره ( گويند ع ميسري 6-اكسيداسيون كربن 

  
  

  
  ساختارهاي براسينواستروئيدي -2 شماره شكل
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... بررسي كيفي و كمي  

 

  
  سريع 6 - بيوسنتز براسينولايدها از طريق مسير اكسيداسيون كربن -3 شماره شكل

  
يك روش بيوسنتز ديگري براي تركيبات براسينواستروئيدي 

  .گويند ميخيري أت 6 –شناسايي شده كه به آن مسير اكسيداسيون كربن 
دئوكسي  – 6دهد كه  استفاده از تركيبات نشان دار نشان مي

دئوكسي تياسترون  -6دهيدرو  - 3به ) 43تركيب  (تياسترون 
دئوكسي تيفاسترول  – 6و سپس اين تركيب به ) 45تركيب (
 - 6به  42ي  تركيب شمارهشود؛ و اين  تبديل مي) 42تركيب  (

س به كاستسترون و سپ) 36تركيب  (دئوكسي كاستسترون 
  .شود تبديل مي) 9تركيب  (

دريكي از اين مطالعات نشان داده شده است كه تركيبات 
ي آن تبديل  اكسو – 6به مشتقات  42و  45و  43ي  شماره
  .]5[ )4شكل شماره ( شوند نمي

  
  متابوليسم تركيبات براسينواستروئيدي

اپي  - 24در اين بخش به بررسي مسير متابوليسمي 
هاي  ي هورمون لايد به عنوان تركيب شاخص خانوادهبراسينو

  .شود براسينولايدي پرداخته مي
در بررسي يكي از اين مسيرهاي متابوليسمي در يكي از 

اپي  -  L. esculentum 24هاي گياه گوجه فرنگي به نام  گونه
براسينولايد طي ترانسفورماسيون گليكوپيرانوزيده شده و 

  .شود يايجاد م 119و  118تركيبات 

  ي اپي براسينولايد به وسيله- 24چنين ممكن است هم
هاي پروتئيني سيتوكروم  هيدروكسيلاز كه يكي از آنزيم - 25 

p450  را ايجاد كند كه اين  120است هيدروكسيله شده و تركيب
 تبديل شود 118تركيب هم پس از گليكوزيله شدن به تركيب 

  .]6[ )5شكل شماره (
اپي براسينولايد در  - 24گر براي يك مسير متابوليسمي دي

شناسايي شده است كه در  Ornithopus sativus Brotگياه 
دي اپي  24 و 3اپي براسينولايد ابتدا به  - 24اين مسير 
 133تبديل شده و اين تركيب ) 133تركيب ( براسينولايد

دي اپي براسينولايد  – 24و  3هيدروكسي و  – 25تواند به  مي
 – 20Rچنين و هم 130- 128كيبات استري و تر) 131تركيب (

تبديل ) 132تركيب (دي اپي براسينولايد  – 24 و 3هيدروكسي 
دي  – 3βو  2αهم در ادامه به  132شود كه اين تركيب  مي

 20و  6 –پرگنان  – α 5 –اكسا  – 7 –هومو  - B–هيدروكسي 
  .]7[ )6شكل شماره ( شود تبديل مي) 127تركيب (دي ان  –

نشان داده  B. napusر يك مطالعه بر روي گياه چنين دهم
ثير أشده است كه تركيبات براسينواستروئيدي ممكن است تحت ت

قرار بگيرند  22هاي سولفوناسيون آنزيماتيك در موقعيت  واكنش
كه در اين روش متابوليسمي اين آنزيم سولفوترانسفراز تمايل 

  .]8[ ن دارداپي كاستسترو – 24بيشتري براي متابوليسم تركيب 
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  خيريأت 6- ها از طريق مسير اكسيداسيون كربن بيوسنتز براسينولايد -4 شمارهشكل 

  

  
  .esculentum Lي  اپي براسينولايد بوسيله – 24متابوليسم  -5 شماره شكل

  

  
  سنتز تركيبات براسينواستروئيدي -6 شماره شكل
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... بررسي كيفي و كمي  

 

  سنتز تركيبات براسينواستروئيدي
سنتز تركيبات اپي براسينولايدي  لمراح 6 شماره در شكل
  .شود مشاهده مي

 ene-22كه يك  8ي  براي شروع سنتز تركيب شماره
متيل  –و ان  (OsO4)ي اسميم تترااكسايد  باشد بوسيله مي

، هيدروكسيله شده و پس از جداسازي  اكسايد - مورفولين ان
 3,22,23-(22S,23S)تركيب ي كروماتوگرافي دو بوسيله

triol(9b , 52%)  با قطبيت زياد و يك تركيب(22R,23R)-

isomer (9a, 27%) شود با قطبيت كمتر ايجاد مي .  
به ترتيب تحت فرآيند تشكيل  (9a, 9b)تركيب تري ال 

گيرد كه تركيب تاسيله  استونايد و سپس تاسيلاسيون قرار مي
 150كند كه اين تركيب در دماي  را ايجاد مي 10a, 10bي  شده

دي متيل فرماميد  –اه ليتيم برمايد و ان و ان درجه به همر
با بازده  ene (11a , 11b)-2شود تا مشتق  حرارت داده مي
  .بالايي ايجاد شود

ي اسميم تترا اكسيد  بوسيله 11a,11bسپس تركيبات 
 – 3αو  2αشود و مشتق  هيدروكسيله شده و سپس استيله مي

 75ا بازده ب 12a, 12bكتون يعني تركيبات  - 6- دي استوكسي 
  .شود ايجاد مي درصد
با يك روش متغير ديگر از تركيب  12a, 12bتركيب  دو

2,22-diene-6-one ) در طي اين . شود ايجاد مي) 13تركيب
 2ي كربن  ي اكسيداسيون باند دوگانه بوسيله 13واكنش تركيب 

ي اسميم تترا اكسايد و به دنبال آن انجام واكنش  بوسيله
كند؛  را ايجاد مي) دي استات 3αو  2α ( 14استيلاسيون تركيب 

  .است درصد 70كه بازده تقريبي اين واكنش 
ي اسميم تترااكسايد هيدروكسيله  دوباره بوسيله 14تركيب 

و يك تركيب با قطبيت  (15b)شده و يك تركيب با قطبيت زياد 
 24و  47ها به ترتيب  دهد كه بازده اين واكنش را مي (15a)كمتر 
طي وانش استونايد فرميشن  diol (15a,15b)تركيبات اين . است

  .شود مي 12a, 12 bهاي استونايد يعني  تبديل به فرم
با انجام واكنش اكسيداسيون  12a, 12bگيري  پس از شكل

 (mCPBA) ي مونوكلروپارا بنزوئيك اسيد ويليگر بوسيله -باير
  .گيرد شكل مي 16a, 16bاگزالاكتون يعني دوتركيب  -7مشتق 

است كه پس از آن بايد  درصد 70بازده اين واكنش 
  .سازي با كروماتوگرافي صورت بگيرد خالص

ي  بوسيله 16a, 16bي استونايد در  هاي محافظت كننده گروه
 3و2استيك اسيد، مشتق  درصد 80حرارت دادن با محلول مايي 

  .شود ايجاد مي درصد 80با بازده  6a , 6bدي استات 
، تركيب تاسيلات  (7a, 7b)دئوكسي -2براي سنتز تركيب 

10a, 10b 18ي سزيم استات و بوسيله-crown-6  در رفلاكس
  استات يعني تركيبات  – α 3گيرد و مشتق  با بنزن قرار مي

17a, 17b  شود ايجاد مي درصد 60با بازده.  
 -تحت واكنش اكسيداسيون باير  17a, 17bاين تركيبات 
اگزالولاكتون يعني تركيبات  - 7گيرد و مشتق  ويليگر قرار مي

18a, 18b  در طي اين  شود ايجاد مي درصد 60با بازده ،
شود كه  اگزالولاكتون ايجاد مي -6واكنش مقدار كمي هم مشتق 

  .تواند جداسازي شود ي كروماتوگرافي ستون مي بوسيله
ي حرارت دادن با محلول  بوسيله 18a, 18bدو تركيب 

بازده بالايي تبديل به مشتقات  استيك اسيد با درصد 80مايي 
7a, 7b 9،10[ شود مي.[  

  
  آناليز تركيبات براسينواستروئيديشناسايي و 

به دليل اين كه مقدار براسينواستروئيدها در گياهان خيلي 
است، ) ميكروگرم در كيلوگرم گرده 100- 10در حد (كم 

ها فرآيندي اي تشخيص و شناسايي و جداسازي آنفرآينده
هاي آناليز  قيمت است؛ بنابراين به روش سخت و گران

  .مخصوص و دقيقي براي اين كار نياز است
براي جداسازي تركيبات براسينواستروئيدي از گياه و 

هاي مختلف آن براي جداسازي و كروماتوگرافي از  بخش
اتيل استات /ي متانول و يا مخلوط متانول استخراج بوسيله

 كلروفرم و/راج بين آبگيرد كه به دنبال آن استخ صورت مي
هگزان به عنوان يك فرآيند  - n/ متانول درصد 80محلول 

  .]11[ شود استاندارد انجام مي
 

  اه كروماتوگرافي گازيگدها با دستآناليز براسينواستروئي
  به دليل مقدار بسيار كم تركيبات براسينواستروئيدي در 
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ايي و منابع گياهي بايد روش دقيقي براي اين تشخيص و شناس
  .هاي كمي اين تركيب وجود داشته باشد گيري اندازه

روش كروماتوگرافي گازي كه ميتواند با مس اسپكترومتري 
همراه شود حساسيت خوبي را براي تركيبات 

 10؛ كه اين حساسيت حدود  كند براسينواستروئيدي ايجاد مي
  .پيكوگرم است

 براي شروع كروماتوگرافي گازي اين تركيبات نيازمند
هيدروكسي را با  –باشند كه تركيبات سيس  سازي مي آماده

قات متان يا بيس متان تا مشت دهند متانبورونيك اسيد واكنش مي
  .ها ايجاد شود مثل براسينولايد متان بروناتبورونات آن

دئوكسي پس از بروناسيون گروه  - 2در مشتقات 
  .كنند ي اول را تري متيل سيلاتد مي هيدروكسيل حلقه

ي كروماتوگرافي گازي با زمان بازداري  مشتقات بوسيله اين
بسيار دقيق كه حساسيت بالايي به تغيير ساختمان 

مشتقات برونات هم . شوند براسينواستروئيد دارد؛ آناليز مي
آناليز شوند و حتي براي اين  massي  توانند بوسيله چنين مي

 selective scan ion monitoringتوان از  تركيبات مي
  .]12[استفاده كرد 

  
شناسايي و تعيين مقدار براسينواستروئيدها با روش 

  روماتوگرافي مايع با كارايي بالاك
هاي روش كروماتوگرافي گازي و  با توجه به محدوديت

قيمت بالاي اين روش امكان استفاده از اين دستگاه براي آناليز 
 نامه يك روش در اين پايان.  ها وجود ندارد ي داده همه

كه  UVبا دتكتور (HPLC)كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا 
استروئيدها حساسيت جهت شناسايي و تعيين مقدار براسينو

هاي مناسب براي استخراج اين  چنين حلالكافي دارد؛ هم
، فاز ثابت  ها هاي مكمل حاوي اين هورمون تركيبات از كپسول

هاي  گيري ندازه، فاز متحرك و ساير شرايط بهينه براي ا مناسب
  .فراوان به دست آمده است هاي كمي با انجام آزمايش

  

  ها مواد و روش
  :هاي زير استفاده شده است در اين آزمايش از مواد و حلال

  و  لايداپي براسينو – 24پودرهاي خالص از تركيبات
 هومو براسينولايد – 28

  حاوي تركيبات براسينواستروئيدي(كپسول مكمل فيتولون( 

 ول درجهمتان HPLC ساخت شركت مرك 

 استونيتريل درجهHPLC  ساخت شركت مرك 

 آب مقطر دوبار تقطير 

 اتيل استات 

 فسفريك اسيد 

چنين براي اين آزمايش از دستگاه كروماتوگرافي مايع هم
چنين از ابزارهاي زير ا مشخصات زير و همبا كارايي بالا ب

  :استفاده شده است
  دستگاهHPLC 

  دتكتورwater 486 tunable absorbance detector 

 CTS 30 column oven 
  پمپwater 600 controller 

  سرنگHamilton-BonDuzSchwetz 100µl 

 ستون :column 150×4.E mm in 5 mm B/N 

090204/1606 
 افزار ثبات نرم :chrome & spec 1.5 

 دستگاه اولتراسونيك 

  دستگاهrotary 

  ميكرون 45/0صافي ميلي پور 

 ليتري ميلي 10 –ليتري  ميلي 1هاي  پيپت 

 ترازو 

 
 -28اسينولايد و اپي بر - 24رسم منحني كاليبراسيون براي 

  هوموبراسينولايد
براي رسم منحني كاليبراسيون از هر يك از پودرهاي 

هايي با  خالص اپي براسينولايد و هوموبراسينولايد محلول
و  1/0و  25/0و  0,5و  75/0و  1و  5/1و  2غلظت استاندارد 

براي حل كردن . شود ليتر تهيه مي ميلي/ گرم  ميلي 05/0
هاي اين براسينواستروئيدها و براي به حجم رساني از   پودر

  .)8و 7شكل شماره( شود ميحلال متانول استفاده 
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  دينولايهوموبراس - 28منحني كاليبراسيون غلظت استاندارد پودر خالص  -7 شماره شكل

  
  

  
  اپي براسينولايد- 24حني كاليبراسيون غلظت استاندارد پودر خالص من -8 شماره شكل

  
براي آناليز، شرايط آناليزي براي دستگاه بايد به اين صورت 

، حجم تزريقي  نانومتر uv 210طول موج دتكتور :  برقرار باشد
حجم در حجم  درصد 1/0 ، فاز متحرك محلول ميكروليتر 100

به  20استونيتريل با نسبت  اسيد فسفريك در آب در تركيب با
 00/1گراد و سرعت جريان  درجه سانتي 25، دماي ستون 80

با اعمال اين شرايط فشار . باشد متر مكعب در دقيقه مي سانتي
  .باشد پوند بر اينچ مربع مي 1850 – 1830ستون بين 

اپي  - 24،  ها پس از انجام تزريق و بررسي داده
-28دقيقه و تركيب  7/9براسسينولايد با زمان بازداري 
  .آيد دقيقه به دست مي 9/7هوموبراسينولايد با زمان بازداري 

  هاي آماري داده
براي رسم منحني كاليبراسيون و منحني رگرسين غلظت 

 Exelو  SPSSافزار  براي اين دو براسينواستروئيد از دو نرم
  .استفاده شده است

  
  رسم منحني كاليبراسيون و غلظت

هاي تهيه شده براي هر دو  ف از محلولهاي مختل غلظت
ي اپي براسينولايد و هوموبراسينولايد را به دستگاه تزريق  ماده
و با ثبت نتايج منحني ) براي هر غلظت سه بار (كنيم  مي

ي منحني را به  معادله)  سطح زير منحني –غلظت  (كاليبراسيون 
  .آوريم دست مي
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باشد  ده خطي ميهاي ياد ش ي غلظت اين معادله در محدوده
  .باشد مي 99/0دست آمده بزرگتر از ه ب و همچنين 

ي خطي غلظت براي دو  ها معادله با رسم اين منحني
  : باشد براسينولايد به صورت زير برقرار مي

  Y = 180.32x + 1.8488اپي براسينولايد                        
  Y = 180.61x – 1.1962يد هوموبراسينولا                      

  
  پذيري و دقت روشبررسي تكرار

  غلظت  8گيري مساحت زير منحني با  در اين روش اندازه
ي انحراف معيار و ضريب  مختلف انجام شده و دقت آن بوسيله

  .شود تغييرات بيان مي

اپي براسينولايد با دستگاه  - 24براي دقت تعيين مقدار 
  .آيد به دست مي 1شماره بالا جدول كروماتوگرافي مايع با كارايي 

اپي براسينولايد با دستگاه - 28براي دقت تعيين مقدار 
  .آيد به دست مي 2شماره كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا جدول 

  
و حداقل غلظت قابل  (LOD)حداقل غلظت قابل تشخيص 

   (LOQ)تعيين مقدار 
هاي تركيبات  پس از آزمايش بر روي سري غلظت

ليتر با در نظر  ميكروگرم در ميلي 40نواستروئيدي غلظت براسي
 limit ofمعادل signal: noise (3: 1)گرفتن نسبت 

detection در نظر گرفته شده است.  
  

  )عدد 3نانومتر، تعداد نمونه  210طول موج ( hplcي  بررسي دقت تعيين مقدار اپي براسينولايد بوسيله -1 شماره جدول
  ضريب تغييرات  انحراف معيار  (AUC)ميانگين   (mg/ml) غلظت نمونه
05/0  54/6  69/1  258/0  
1/0  33/10  47/1  14/0  
25/0  91/46  132/4  088/0  
5/0  48/99  827/5  058/0  
75/0  72/140  855/7  055/0  
1  13/190  106/3  0163/0  
5/1  17/278  741/9  035/0  

2  5/351  709/28  081/0  
  

  )عدد 3نانومتر، تعداد نمونه  210طول موج ( hplcي  ن مقدار هوموبراسينولايد بوسيلهبررسي دقت تعيي -2 شماره جدول
  ضريب تغييرات  انحراف معيار (AUC)ميانگين   (mg/ml)  غلظت نمونه
05/0  44/7  301/0  0405/0  
1/0  77/12  2/0  0156/0  
25/0  44/49  780/5  116/0  
5/0  41/91  947/4  0541/0  
75/0  37/131  332/5  04/0  
1  19/179  442/12  0694/0  
5/1  38/268  837/2  01/0  

2  17/361  562/13  0375/0  
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نانوگرم در  100چنين پيك حاصل از تزريق غلظت هم
   signal: noiseليتر از ماده با در نظر گرفتن نسبت  ميلي

  .به عنوان حداقل مقدار قابل تشخيص تعيين شد) 10به  1(
  

  هاي مكمل فيتولون ز كپسولاستخراج براسينواستروئيدها ا
ها براي رسيدن به  بر روي كپسول ها پس از انجام آزمايش

هاي  حداكثر بازده براي استخراج و حداكثر حذف اكسپيانت
  .شود دست آمد كه شرح داده ميه دارويي روش زير ب

هاي مكمل را باز كرده و محتويات آن  عدد از كپسول 20تعداد 
ليتر از حلال اتيل استات حل  ميلي 75با  ريزيم و را در داخل بشر مي

مانده كه با سونيكيت  ها باقي مقداري رسوب و اكسپيانت.  كنيم مي
  .كنيم كردن مقدار بيشتري از مواد را در حلال حل مي

ها از مواد حل شده در اتيل استات  براي جداسازي رسوب
  .كنيم محلول را با صافي صاف كرده و رسوب را جدا مي

براسينواستروئيدي ما در فاز محلول حل شده كه آن تركيبات 
در يك ارلن ريخته و آرام ) ليتر از آن را ميلي 25هر بار (مرتبه  3را 

ليتر از حلال آن را  ميلي 25آرام با دستگاه روتاري هر بار مقدار 
  .ماند كنيم كه رسوب سفيد رنگي باقي مي تبخير مي

هم دو بار هر بار  براي استخراج بهتر رسوب باقي مانده را
ليتر اتيل استات حل كرده و سپس اتيل استات را با  ميلي 40با 

  .كنيم دستگاه روتاري تبخير مي
ليتر از متانول حل  ميلي 2رسوب باقي مانده در ته ارلن را با 

كنيم كه اين بار هم براي حل شدن كامل از سونيكيت كردن  مي
ما براي تشخيص  شود و محلول حاصل از استخراج استفاده مي

  .ي تزريق به دستگاه است و تعيين مقدار آماده
  

شناسايي و تعيين مقدار براسينواستروئيدهاي موجود در 
   هاي مكمل فيتولون كپسول

سازي محلول حاصل از استخراج كپسول  پس از آماده
دستگاه را با همان شرايط ياد شده بارگذاري كرده و محلول 

  .كنيم ميحاصل را به دستگاه تزريق 
با توجه به زمان بازداري حاصل از پيك تزريق پودر 

 ، اين دو ي اپي براسينولايد و هومو براسينولايد خالص دو ماده
توان از روي  ماده در كپسول قابل تشخيص است كه مي

دست آمده است غلظت اين دو ماده را در ه ي خطي كه ب معادله
  .رددست آوه كپسول ب 20پودر حاصل از استخراج 

 78/20مقدار سطح زير منحني براي پيك هوموبراسينولايد 
  .توان محاسبه كرد باشد كه غلظت را مي مي) ثانيه× ولت  ميلي(

چنين مقدار سطح زير منحني براي پيك اپي براسينولايد هم
  .توان محاسبه كرد باشد كه غلظت را مي مي) ثانيه× ولت  ميلي( 44/29

  
Homobrassinolide RT = 7.9 min  
Y = 180.61x – 1.1962 20.78 = 180.61x – 1.1962 x 
= 0.121 mg in 2 ml 

  

EpibrassinolideRT: 9.7 min 
Y = 180.32x + 1.8488 29.44 = 180.32x + 1.8488 x 
= 0.153 mg in 2 ml 

  

  
  نتايج

توان نتيجه گرفت كه روش كروماتوگرافي  ترتيب مي بدين
ي قابل توجه و مناسبي  محدوده تواند در مايع با كارايي بالا مي

ها توضيح  هاي به دست آمده كه در بخش روش با توجه به داده
داده شد تركيبات براسينواستروئيدي هوموبراسينولايد و اپي 

هاي  براسينولايد را تشخيص بدهد و با توجه به منحني
وسيعي خطي و  ي تقريباً كاليبراسيون غلظتي كه در محدوده

، اندازه بگيرد و با توجه به شرايط اتخاذ شده  قابل تخمين است
هاي جداسازي مناسب اين تركيبات را از داخل  و انتخاب روش

تواند  ، كه مي هاي گياهي هاي مكمل حاوي اين هورمون كپسول
هاي گياهي آندروژني مشابه  به عنوان يك نمونه از هورمون

ان هاي آندروژني انسان در مورد ورزشكاران به عنو هورمون
هاي ايمن به كار گرفته شود، جداسازي شود و با توجه  هورمون

ه مجازي ها در خون نبايد از حد به اين كه سطح اين هورمون
گيرند  تر شود و شرايط باليني خاصي را براي آن در نظر ميبيش

گيري دقيق اين تركيبات وجود  بايد روش مناسبي براي اندازه
توگرافي مايع با كارايي بالا داشته باشد كه در اين مورد كروما

تواند در مواردي كه كروماتوگرافي گازي محدوديت دارد از  مي
  .جمله گران تر بودن اين روش جايگزين آن شود
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  بحث
توان از اين موضوع گذشت كه كروماتوگرافي مايع با  نمي

كارايي بالا حساسيت كمتري نسبت به كروماتوگرافي گازي دارد و 
هاي در حد پيكوگرم  گيري در غلظت ياز به اندازهدر مواردي كه ن

  .نجام دهدگيري مناسبي را ا تواند اندازه است اين روش نمي
به دليل مقدار بسيار كم تركيبات براسينواستروئيدي در 
منابع گياهي بايد روش دقيقي براي اين تشخيص و شناسايي و 

  .هاي كمي اين تركيب وجود داشته باشد گيري اندازه
همراه شود  mass spectrometryكه ميتواند با  GCروش 

حساسيت خوبي را براي تركيبات براسينواستروئيدي ايجاد 
پيكوگرم است و در  10كند؛ كه اين حساسيت حدود  مي

گيري شده  مواردي كه حساسيت بالايي لازم و غلظت اندازه
هاي تركيبي كروماتوگرافي گازي  بسيار كم است بايد از روش

  .سنجي استفاده شود هاي جرم گيري هو انداز
هاي باليني استفاده  چنين تحقيقات وسيعي براي بررسيهم

سازي و  چنين خالصاين تركيبات براي انسان و هماز 
هاي خوني انساني در  گيري غلظت اين تركيبات در نمونه اندازه

  حال انجام و توسعه دادن است كه در آينده احتمال جداسازي 
  

  

تر را  هاي خوني و آناليزهاي دقيق كيبات در نمونهبهتر اين تر
  .سازد فراهم مي

  

  گيري نتيجه
با انجام مطالعه حاضر روش كروماتوگرافي با كاركرد بالا و 

گيري كمي  استفاده از يك روش فاز معكوس براي اندازه
يص داده شد و روش حاضر ها مناسب تشخ براسينو استروئيد

هاي ورزشي  دارويي و مكمل هاي براي كنترل كيفي فراورده
  .دشو پيشنهاد مي

  

  تشكر و قدرداني
ت أي داروسازي و هي با تشكر از رياست محترم دانشكده

ي گروه شيمي دارويي دانشكده داروسازي دانشگاه تهران  مديره
چنين جه و تصويب اجراي اين پروژه و همبراي تخصيص بود

مرتضي اساتيد راهنماي محترم دكتر محسن اميني و دكتر 
هاي پروژه و مهندس دارابي  پيرعلي همداني براي راهنمايي

  .هاي فراوان براي نظارت بر پيشرفت پروژه و كمك
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