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در مهار سميت سلولي تجمعات سمي   innatifidapScutellariaثير عصاره أبررسي ت
  آلفاسينوكلئين
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  2/11/96 تاريخ تصويب:                                           25/5/96تاريخ دريافت: 
  چكيده
تجمعات . اندآميلوئيدي همراههاي هاي تخريب سيستم عصبي با تشكيل تجمعات پروتئيني موسوم به فيبريلبسياري از بيماري مقدمه:

هاي تحليل نوروني در مغز شناخته شده است و يافتن تركيباتي كه آميلوئيدي آلفا سينوكلئين به عنوان عامل كليدي در بروز و گسترش بيماري
   هستند. يعصب ستميس بيتخرهاي بتوانند تجمعات و يا سميت آنها را مهار كنند در كانون توجه مطالعات در زمينه بيماري

بر روي مهار  )innatifidapScutellaria  )S. pinnatifida گونهي از ريشه استخراج يهاعصارهاثرات در اين مطالعه  هدف:
  بررسي شد. نينوكلئيآلفا سسمي  -هاي تجمعيسميت نوروني گونه

 بياستاندارد مانند سنجش فلورسنس ترك هايالقا و با روش نينوكلئيدر آلفاس ونيلاسيبريف نديفرابه اين منظور  روش بررسي:
با  نينوكلئيآلفاس يليبريف سمي تجمعات ميزان سميت نوروني ييد شد.أتفلورسنس  كروسكوبيم ريو مطالعه تصاو يت نيوفلاويت

با  شده هاي تيماردار در سلولي مرگ معنينتايج نشان دهنده سنجيده شد.  LDHو MTTهاي و با روش PC12 يرده سلول تيمار
  بود. نينوكلئيآلفاس

كلرومتان و بوتانل نرمال مانع مرگ هاي دياستخراج S. pinnatifidaهاي متانولي، هگزاني و اتيل استات برخلاف استخراج نتايج:
كلرومتان و بوتانل نرمال حاوي ميزان قابل هاي ديكه استخراج شد. همچنين مشخص شدند آلفا سينوكلئينسلولي در حضور 

  باشند. اكسيداني بالا ميفلاونوئيد با خاصيت آنتيتوجهي 
ثيرات أت S. pinnatifidaهاي استخراجي خاصي از كه عصاره توان نتيجه گرفتصورت گرفته مي هبا توجه به مطالع گيري:نتيجه

هاي وابسته به تجمعات آسيبتوانند براي مهار انتقال و گسترش كنند و ميمخرب تجمعات سمي پروتئين آلفا سينوكليئن را مهار مي
  باشد.آلفا سينوكلئين مورد توجه باشد كه اين امر نيازمند تحقيقات بيشتر بر روي تركيبات موجود در اين گياه مي

  

  ، بيماري پاركينسون، سميت سلولي، فلاونوئيدنينوكلئيس -آلفا،  innatifidapScutellaria :واژگانگل
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 بررسي تأثير عصاره ...

 

  مقدمه
بيماريهاي انسان از جمله توجهي از بيماري تعداد قابل

با تشكيل تجمعات پروتئيني  هاي تخريب سيستم عصبي
هاي آميلوئيدي همراه است و بدين فيبريلمعروف به پايدار

. از جمله شودگفته مي نيز آميلوئيدي هايسبب به آنها بيماري
هاي تحليل نوروني موسوم به بيماريها، اين بيماري

است كه با تشكيل تجمعات آميلوئيدي پروتئين سينوكلئينوپاتي 
هاي ها، فيبرهاي نوروني و يا سلولآلفاسينوكلئين در نورون

شوند. سه نوع گليال همراه است كه به اجسام لوئي شناخته مي
ها شامل: بيماري پاركينسون، زوال عقل اين بيماري اصلي

هاي مختلف و آتروفي سيستم )LBDs(همراه با اجسام لوئي 
)MSA( بيماري پاركينسون يك اختلال عصبي مزمن  باشند.مي

درصد  3باشد كه حدود با اثرات شديد پزشكي و اجتماعي مي
 درصورتيدهد و ثير قرار ميأرا تحت ت 74تا  65از افراد سنين 

كه تحت درمان قرار نگيرد پيشروي كرده و تبديل به يك 
در اثر  بيماري پاركينسون عمدتاً ].1[ شودبيماري حاد مي
ي جسم سياه مغزي ساز در ناحيههاي دوپامينتخريب نورون

و منجر به بروز علائم شديد مانند ترومور، كندي،  ]2[ ايجاد شده
  ].3[ شودمرگ ميسفتي عضلات و در برخي موارد حتي 

آلفاسينوكلئين يك پروتئين بسيارحفاظت شده است كه در 
 به ميزان فراوان وجود دارد )CNS(سيستم اعصاب مركزي 

آلفاسينوكلئين به طور طبيعي به حالت تانخورده در  ].4[
ختارهاي منظم دوم سيتوپلاسم سلول وجود دارد كه فاقد سا

ساختار پروتئين در  ].5[ داردپيچشي تصادفي بوده و ساختار 
 ].6[ شوداتصال با ساختارهاي غشايي ليپيدي دچار تغيير مي

اي، ساختار آلفاسينوكلئين به شكلي تحت شرايط شناخته نشده
كند كه مستعد ورود به فرايند موسوم به فيبريلاسيون و تغيير مي

هاي برخي از گونه ].7[ شودايجاد ساختارهاي صفحات بتا مي
عي آلفاسينوكلئين كه در طي فرايند فيبريلاسيون ايجاد ميتجم
گردند به ويژه اليگومرها بيشتر سمي بوده و قادرند در مي

هاي مختلف درون سلولي از جمله ميتوكندري، عملكرد اندامك
 اندوپلاسمي و غشاي پلاسمايي اختلال ايجاد كنند شبكه

 نيهمچنو  يوانيح هايدست آمده از نمونهه شواهد ب ].8،9[
   هيفرض نياز ا يكيزيوفيو ب ييايميوشيب ،يكيمطالعات ژنت

  

 ليبريشدن و رشد ف زهيگومريال نديكه فرا كنديم تيحما
 بيتخر تاًيو نها ينورون تيدر سم ينقش اساس نينوكلئيآلفاس

  .]10، 11[ سلول دارند
ثيرات سميت سلولي تجمعات آميلوئيدي در دو دسته أت

گيرند. در دسته اول، مستقيم قرار مياثرات مستقيم و غير
هاي تجمعات آميلوئيدي به طور مستقيم بر روي پايداري غشاء

گذارد كه اين اتفاق ميثير ميأهاي درون آن تسلولي و اندامك
تواند از طريق تشكيل منافذ در غشاء و افزايش نفوذپذيري 
غشاء در مجاورت با تجمعات به ويژه از نوع اليگو شده و 

. ]12، 13[ ر به اختلال در ساختار و عملكرد غشا شودمنج
ثيرات غيرمستقيم تجمعات آميلوئيدي بر روي سلول از طريق أت
 نهايتدرهاي سلولي است كه ثير بر روي مسيرها و متابوليتأت

ترين آنها افزايش شود. از جمله مهممنجر به مرگ سلولي مي
اختلال در  هاي فعال اكسيژني و نيتروژني در سلول،گونه

ها در حضور سيستم كاهشي سلول، كاهش عملكرد پروتئين
هايي است كه بر تجمعات و افزايش فسفوريلاسيون پروتئين

افزايش گونه ].14[ يابندروي ساختارهاي آميلوئيدي تجمع مي
هاي فعال اكسيژني موجب ايجاد استرس اكسيداتيو در سلول 

ايجاد شده و شود كه طي آن صدمات شديدي در سلول مي
مجموعه اين اتفاقات درون سلولي منجر به مرگ سلول خواهد 

ها در ميان سلول CNSتواند درون شد. آلفاسينوكلئين مي
 گذاريانتشار پيدا كند. بدين صورت كه تجمعات مستعد هسته

)seeding( دهنده به فضاي خارح  آلفاسينوكلئين از سلول
ها به رداشت اين پروتئينسلولي آزاد شده و سلول گيرنده با ب

گيري تجمعات جديد سمي عمل عنوان جايگاهي براي شكل
. مطالعات نشان داده است ]15[ ي شبه پريوني)كند (فرضيهمي

توانند آلفاسينوكلئين را به فضاي اطراف خود ها ميكه سلول
آزاد كنند. به عنوان مثال غلظت نانومولار از منومرها و 

نخاعي و پلاسماي  - كلئين در مايع مغزياليگومرهاي آلفاسينو
هاي بيماران پاركينسوني و افراد سالم مشاهده شده است نمونه

با اين تفاوت كه در بيماران پاركينسوني غلظت بالايي از اين 
اين مورد وجود فرايند  هاي آلفاسينوكلئين وجود دارد.فرم

   ].16، 17[ كندييد ميأها را تسينوكلئين از سلولترشح آلفا
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اند كه برخي تركيبات طبيعي گياهي، مطالعات نشان داده
ها، قادر هستند تجمعات و فنولهاي مختلفي از پليشامل گروه

 ].18، 19[ سميت سلولي پروتئين آلفاسينوكلئين را مهار كنند
طبيعي مورد بررسي قرار گرفته أدر اين راستا داروهايي با منش
ي ازجمله از دست دادن حافظه اند كه در درمان اختلالات مغز

ثر واقع شدند. طي مطالعات صورت گرفته بر ؤو زوال عقل م
ثير أروي اين گروه از تركيبات، نتايج بسيار روشني از ت

دست آمده است. اين ه ها بفلاونوئيدها در حفاظت نورون
هاي ها قرار دارند مهاركنندهفنولتركيبات كه در خانواده پلي

پروتئين آلفاسينوكلئين بوده و علاوه بر آن  قوي فيبريلاسيون
هاي قادرند ساختارهاي فيبريلي از پيش ايجاد شده را به فرم

. از جمله ]9، 20[ منومري و يا اليگومري غيرسمي تبديل كنند
ثر در اين زمينه فلاونوئيد بايكالئين ؤفلاونوئيدهاي م

)baicalein(  است كه مطالعات زيادي بر روي آن صورت
تني و درونگرفته است و نشان داده شده كه در شرايط برون

اثرات محافظت نوروني قابل  )in vivo و in vitro( تني
 گالات -3كاتكين گالواپي .]21، 22[ توجهي دارد

epigallocatechin-3-gallate (EGCG) فلاونوئيد ديگري ،
است كه نقش محافظت نوروني آن در مدل موشي پاركينسوني 

ويژگي  ].23[ نشان داده شده است MPTPالقا شده توسط 
جالب توجه ديگر در فلاونوئيدها اين است كه اين تركيبات 

. ]24[ باشندهاي آزاد نيز ميهاي قوي راديكالمهاركننده
ي اكسيداتيو در سلول ايجاد هاهاي آزاد در طي استرسراديكال

هاي تحليل برنده شود كه يكي از عوامل مخرب در بيماريمي
اكسيداني بايكالئين شوند. فعاليت آنتيعصبي محسوب مي

)baicalein( بايكالين ،)baicalin(ها ، اسكولكپ فلاون
)skullcap flavones(  و وگونين(wogonin)  ارتباط نزديكي

فلاونوئيدها جزء  ].25، 26[ با اثرات محافظت نوروني آنها دارد
رسد اين ويژگي را باشند و به نظر ميالتهابي ميتركيبات ضد

، 28[ كننددر سلول اعمال مي NF-kBثير بر روي مسير أتبا 
گياهان به عنوان يكي از بهترين منابع توليدكننده متابوليت .]27

گرايش  ].29[ باشنداي همچون فلاونوئيدها ميهاي ثانويه
و به  هاي گياهيعمومي جامعه به استفاده از داروها و درمان

هاي اخير روبه ويژه در طي سالهاي طبيعي بطور كلي فرآورده

اثرات جانبي پايين بودن ترين علل آن، مهم افزايش بوده و
به  riaScutellaهاي مختلف گياه است. گونه گياهيداروهاي 

ثره دارويي و همچنين فلاونوئيدهاي ؤدليل دارا بودن مواد م
ويژه از ديرباز در مصارف درماني مختلف مورد توجه قرار 

هايي كه به طور گسترده در طب يكي از گونه ].25[اند گرفته
   گيرد گونهسنتي چين مورد استفاده دارويي قرار مي

Scutellaria baicalensis  است كه به صورت باليني در
هاي التهابي ها و بيماريدرمان آلرژي، هايپر ليپدميا، سختي رگ

ي يك نمونه S. pinnatifida ي. گونه]30[ استفاده شده است
كنون اطلاعات كمي از خواص دارويي و تا بومي ايران است

باشد. طبق مطالعات قبلي مشخص شده اين گياه در دست مي
  نوع مختلف از گياهان بومي ايران،  60يان است كه در م

S. pinnatifida اكسيداني بالايي است داراي فعاليت آنتي
  هاي هوايي گياه در مطالعه ديگري كه بر روي بخش ].31[

S. pinnatifida مشاهده شد كه عصاره متانولي  ،انجام شد
باكتريايي كلرومتاني داراي خاصيت ضدنسبت به عصاره دي

اكسيداني كلرومتان فعاليت آنتياست اما عصاره دي بالاتري
همچنين در يك مطالعه خاصيت القا مرگ  ].32[ بالاتري دارد
بر روي سلول S. pinnatifidaريزي شده ريشه سلولي برنامه

  ].33[ شدهاي سرطاني مشاهده 
هاي وابسته به با توجه به اينكه هنگام تشخيص بيماري

گسترده  CNSمقدار زيادي از تجمعات سمي در محيط  ،تجمعات
هاي سالم آسيب با سازوكار شبه پريوني به سلول شده كه قادرند

در  S. pinnatifidaهاي ثير حضور عصارهأبزنند در اين مطالعه ت
در برابر سميت  PC12هاي ها در حفاظت سلولمحيط سلول

  گرفت. ناشي از آلفا سينوكلئين را مورد بررسي قرار

  
  هاروش و مواد

  مواد مورد نياز
كلرومتان، اتيل استات، بوتانل هاي متانول، هگزان، ديحلال

، كلريد آلومينيوم، (آلمان) Merckاز شركت  هانمك نرمال،
تيوفلاوين  ،DPPH)(هيدرازيل پيكريل 2و1فنيل راديكال دي

متيل دي Congo red( ،3 - )4،5(، قرمز كنگو )ThT(تي 
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متيل و دي )MTT(فنيل تترازوليوم دي 5،2-ايل)- 2-تيازول
(آمريكا) خريداري  Sigmaاز شركت  )DMSO(سولفوكسيد 

. محيط شداز انستيتو پاستور تهيه  PC12شدند. رده سلولي 
DMEM (High glucose)سرم جنين گاوي ، (Fetal 

Bovine Serum: FBS)  بيوتيكيآنتوPenicillin/ 

Streptomycin  شركت از GIBCO شد(آمريكا) تهيه.  
  

  آوري و خشك كردن گياهجمع
در ارديبهشت ماه از منطقه   S. pinnatifidaهاي گياه ريشه

داماش از  .شدآوري داماش واقع در شمال ايران جمع
روستاهاي ييلاقي دهستان جيرنده بخش عمارلو، شهرستان 

 314849رودبار است. اين روستا در مختصات جغرافيايي 
گياه توسط  شمالي قرار گرفته است. 204536شرقي و 

 هرباريوم دانشگاه تهران شناسايي شده و با شماره هرباريومي
45950-TUH  ب، . پس از شستشوي كامل گياه با آشدثبت

و به صورت  هسايه خشك شد در شرايطها در دماي اتاق ريشه
  .شدودر تهيه پ

  
  گيريعصاره

، S. pinnatifidaبه منظور تهيه عصاره اوليه از ريشه گياه 
 10/درصد 90ليتر متانول ميلي 10گرم از پودر ريشه در  10

. پس ]34[ شدگيري به روش سونيكاسيون عصاره درصد آب
دقيقه با دور  5عصاره حاصل به مدت  صافي،از عبور از كاغذ 

سانتريفيوژ شد تا ذرات ريز معلق موجود در آن در دقيقه  3000
به دست آمده ه نهايت عصاره استخراجي بدر جداسازي شوند.

  .صورت انجمادي خشك شد
  

  عصاره خام اوليه جزء جزء سازي
به منظور جداسازي تركيبات موجود در عصاره خام، 

هاي غير قابل اختلاط مايع با استفاده از حلال -جداسازي مايع
 خشك شدهگرم از عصاره  3/0در اين فرايند  ].35[ انجام شد

ليتر آب پراكنده شد و سپس به طور متوالي به ميلي 10در 
كلرومتان، ، ديهاي هگزانليتر از حلالميلي 10ترتيب توسط 

  .شد سازي ءزجزء جاتيل استات و بوتانل نرمال 

  سازي پروتئين آلفاسينوكلئينبيان و خالص
ژن  cDNAحاوي  pNIC28-Bsa4پلاسميد بياني 

صورت ه آلفاسينوكلئين انساني كه از دانشگاه استنفورد آمريكا ب
با استفاده  BL21اهدايي دريافت شده بود، در باكتري اشرشياكلي 

سازي . خالصشدمولار) بيان ميلي IPTG )1/0از القا توسط 
 ].36[پروتئين بيان شده مطابق روش هوانگ و همكاران انجام شد 

سازي پروتئين آلفاسينوكلئين در سه مرحله به طور خلاصه خالص
انجام شد كه شامل شوك اسمزي، كروماتوگرافي تعويض آنيوني 

  بود. و كروماتوگرافي بر اساس اندازه
  

  القاء فيبريلاسيون در پروتئين آلفاسينوكلئين
هايي است كه در حالت فاسينوكلئين يكي از پروتئينآل

ي منظم است اما در طبيعي مونومر و بدون ساختار ثانويه
هاي با ساختار منظم صفحات بتا شرايط بيماري به فيبريل

توان اي در آزمايشگاه ميشود كه تحت شرايط ويژهتبديل مي
گرم ميلي 2اين ساختارها را القا كرد. براي القاء فيبريلاسيون، 

  مولار تريس ميلي 30ليتر از اين پروتئين در بافر در ميلي
)2/7pH= گراد گرماگذاري شد درجه سانتي 37در دماي  ) و

با استفاده از يك  اي كه در تمام مدت محلول حاصلبه گونه
  ].37[ مگنت ريز با سرعت ثابت هم زده شد

  
  سنجش نشر فلورسانس تيوفلاوين تي

رسي فرايند فيبريلاسيون آلفاسينوكلئين از نشر به منظور بر
در هنگام اتصال به ساختار ThTاستفاده شد.  ThTفلورسانس 

 ].38[هاي فيبريلي صفحات بتا نشر فلورسانس خواهد داشت 
رقيق شده با  ThTميكروليتر محلول  490 به اين منظور مقدار

دقيقه در شرايط  3ي پروتئيني به مدت ميكروليتر نمونه 10
تاريكي و دماي اتاق گرماگذاري شد. با برانگيختگي نمونه در 

 550تا  450نانومتر، نشر فلورسانس در بازه  440طول موج 
  .شدنانومتر ثبت 

  
  جذب نوري قرمزكنگو

هاي آميلوئيدي براي ارزيابي تشكيل يا عدم تشكيل فيبريل
چنين ميتوان از آزمون رنگ سنجي قرمز كنگو استفاده كرد هم
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كنگو توانايي اتصال به صفحات بتا را دارد و در  قرمز ].38[
كه فيبريل به آن  حالت طبيعي نارنجي رنگ است اما زماني

دهد و در طيف جذبي شود به ارغواني تغيير رنگ مياضافه مي
بنابراين  شود.مي هاي بلندتر مشاهدهآن يك انتقال به طول موج

براي بررسي روند فيبريلاسيون پروتئين استفاده شد. ثبت 
 نانومتر انجام شد. 600 تا 400ها در فاصله جذب نوري نمونه

هاي گرماگذاري شده به ميكروليتر از نمونه 20 به اين منظور،
در بافر فسفات  µM5ميكروليتر محلول تازه قرمز كنگو ( 480

اضافه شد و طيف جذب نوري در بازه  مولار)ميلي 20سديم 
نانومتر با دستگاه اسپكتروفتومتري خوانده شد. افزايش  600-400

جذب نوري قرمزكنگو و انتقال طيف نشري آن به سمت طول 
  باشد.يمدهنده وجود ساختارهاي آميلوئيدي موج قرمز نشان

  
  تصويربرداري فلورسانس از تجمعات آميلوئيدي

ييد وجود تجمعات آميلوئيدي از تصويربرداري با أبراي ت
استفاده  (Nikon Eclipse E600)ميكروسكوپ فلورسانس 

ميكروليتر از نمونه حاوي تجمعات  15منظور بدين ].39[ شد
   ThTميكروليتر محلول رقيق شده  15فيبريلي به 

هاي تازه تهيه شده در اضافه شد. نمونه ميكرومولار) 50(
م ريخته شد و تصاوير آن توسط ميكروسكوپ تاريكي روي لا

  فلورسانس گرفته شد.
  

 PC12كشت و تيمار رده سلولي 

هاي كه از سلول PC12در اين تحقيق، از رده سلولي 
استفاده شد. اين رده سلولي از  ،نوروبلاستوماي انساني است

سلول در هر  3×410بانك سلولي انستيتو پاستور ايران تهيه شد. 
  اي در محيطخانه 96در ظروف كشت چاهك 

DMEM (high glucose)  درصد  10حاويFBS  و به مقدار
درجه سانتي 37سيلين/ استرپتومايسين، در دماي استاندارد پني

كشت داده شدند و  2COدرصد  5درصد و  90گراد با رطوبت 
ساعت گرماگذاري، در حضور و عدم حضور  24پس از 
ليتر) ميكروگرم در ميلي 100ياه (هاي استخراجي از گعصاره

محيط) تيمار درصد  10توسط پروتئين آلفاسينوكلئين (به مقدار 
  شدند.

  سلولي بقاي بررسي
جهت ارزيابي كسر بقاء   LDHچنينو هم MTTاز آزمون 

سـنجي روش رنـگيك  MTTآزمون  شود.سلولي استفاده مي
رنگ  هاي زردبـر پايـه احيـا و شكـسته شـدن كريستال

سلولي با ميكروليتر از محلول  200 ].40[ باشدمي فورمازان
در هر خانه كشت و در  ليتر،سلول در ميلي 3×410غلظت 

  ساعت در  24تكرارهاي سه تايي تيمار شدند. سپس به مدت 
 DMSOدر كليه تيمارها از  گراد انكوبه شدند.درجه سانتي 37

 رقيق شده با محيط كشت، به عنوان حلال نهايي استفاده شد.
DMSO ثيري بر ميزان زندهأرقيق شده مورد استفاده، به تنهايي ت

، محيط كشت گرماگذاريپـس از اتمـام  ها نداشت.ماني سلول
 MTTميكروليتر از محلول  10خارج شده و مقدار رويي 

)mg/ml 5 (سـاعت در 4مـدت  و به ها اضافه شدبه سلول 
 د.گراد قـرار داده شـدرجه سانتي 37در  2CO حاوي گرمخانه

 DMSOميكروليتر  100مـايع رويـي هـر خانـه برداشته شده و با 
. اين محلول باعث حل شدن رسوب جــايگزين شــدخالص 

نانومتر  570فورمازان مي شود و جذب نوري آن در طول موج 
  .شد ثبتتوسط دستگاه خوانش ميكروپليت 

سنجش وضعيت دست نخوردگي غشاي  LDHاساس آزمون 
باشد. در صورت سمي بودن تجمعات، غشا تغيير كرده و سلول مي

شوند. اگر هايي مانند لاكتات دهيدروژناز از سلول خارج ميآنزيم
سوبستراي اين آنزيم (پيروات) در محيط باشد، ميزان آن در محيط كم 

شود و كاهش سوبسترا نسبت به نمونه كنترل بيانگر افزايش خروج مي
ها مي باشد. آنزيم به واسطه اثر مخرب تجمعات بر روي غشاي سلول

 ،گفته شد MTTتيمار مانند آنچه در سنجش  روش كشت و
 100هاي مختلف بعد از تيمار به ميزان . در زمانباشدمي

چاهك را برداشته و به ها از هر ميكروليتر از محيط روي سلول
ليتر محلول از قبل آماده شده (تركيب حاوي چهار يك ميلي

 2يا همان سوبسترا و يك حجم از محلول  1حجم از محلول 
ها را چهار بار كه افزائيم و جذب نمونهيا كوفاكتور آنزيم) مي

نانومتر بررسي و  340دقيقه، در طول موج  1هر بار به فاصله 
) ميزان لاكتات دهيدروژناز آزاد تغييرات جذب( AΔبا محاسبه 

  نمائيم.گيري ميهاي تيمار شده را اندازهشده از سلول
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  هاعصاره تعيين محتوي كل فلاونوئيد
هاي گياه با استفاده از روش محتوي كل فلاونوئيدي عصاره

اين روش بر اساس  ].41[ شدتعيين  AlCl)3(آلومينيوم كلرايد 
 100 باشد. بدين منظورآلومينيوم مي - تشكيل كمپلكس فلاونوئيد 

حاصل از آن شده  هاي جداميكروليتراز عصاره خالص گياه و جزء
) درصد O2.6H3AlCl )2با حجم برابري از محلول متانولي 

مخلوط شد. پس از آنكه محلول حاصل به شدت تكان داده شد، 
دقيقه در دماي اتاق قرار گرفتند و سپس  10ها به مدت نمونه

نانومتر مورد سنجش قرار گرفت. تعيين مقدار  430جذب آن در 
كدام از جزءهاي عصاره گياه بر اساس منحني  فلاونوئيد كل در هر

  استاندارد فلاونوئيد بايكالئين صورت گرفت.
  

   هااكسيداني عصارهآنتي ظرفيتتعيين 
 DPPHروش  ها با استفاده ازاكسيداني عصارهآنتيظرفيت 

با  DPPHمحلول متانولي  ].42[ گرفتارزيابي قرار مورد 
. سپس يك شدآماده در وزني/حجمي  درصد 002/0غلظت 

گرم (حاوي يك ميليليتر ليتر از اين محلول با يك ميليميلي
دقيقه  30و پس از  شدتركيب ها از عصاره عصاره خشك)

 نانومتر 517در نوري محلول در دماي اتاق، جذب  قرارگيري
  مورد ارزيابي قرار گرفت.

  
  هاداده يآمار زآنالي

به  جهيبا حداقل سه بار تكرار انجام شد و نت شاتيآزما
ها با نرم. دادهشدارائه  اريبه همراه انحراف مع نيانگيصورت م

دو  نيب جيدار بودن نتامعنا گرفته،قرار  ليمورد تحل SPSSافزار 
دار ي. حداقل معنشد دهيسنج student-testگروه با روش 

  در نظر گرفته شده است. > P 5/0 بودن

  
  نتايج

القاي تجمعات فيبريلي در آلفاسينوكلئين و تعيين 
  هاي فيبريلاسيونشاخصه

ها توضيح داده شد، پس از بيان طبق آنچه در بخش روش
سازي پروتئين، غلظت پروتئين خالص شده با استفاده و خالص

گرم در ميليميلي 412/0ضريب جذب مولي تقريبي معادل از 
سازي انجمادي در ها بعد از خشكليتر محاسبه شد و پروتئين

  گراد ذخيره شدند.درجه سانتي -20
جهت بررسي فيبريلاسيون پروتئين نوتركيب آلفاسينوكلئين 

هاي مختلف گرماگذاري خالص، از محلول پروتئيني در زمان
براي القاي تشكيل تجمعات فيبريلي، نمونهدر شرايط مناسب 

 ThTبرداري شد. بررسي افزايش نشر فلورسانس در حضور 
نانومتر بود و با افزايش زمان  480نشانگر افزايش جذب در 

هاي نشانهگرماگذاري شدت نشرفلورسانس بيشتر شد، كه از 
گيري ساختارهاي فيبريلي از نوع صفحات بتا است شكل
سنجي هاي حاصل از آزمون رنگداده الف). -1 شماره (شكل

ي حاوي تجمعات فيبريلي قرمز كنگو نيز نشان داد كه در نمونه
آلفاسينوكلئين در مقايسه با نمونه كنترل رنگ، نه تنها شدت 
جذب نوري افزايش يافته بلكه يك انتقال به سمت طول موج 

تصال هاي اشود كه از ويژگيقرمز در طيف جذبي آن ديده مي
ب).  -1 شماره قرمزكنگو به ساختارهاي فيبريلي است (شكل

ها از تصويربرداري ميكروسكوپ ييد اين آزمونأجهت ت
ي تشكيل دهندهفلورسانس استفاده شد كه نتيجه حاصل نشان

ساختارهاي گسترده فيبريلي از پروتئين واجد نشر فلورسانس 
  ج). - 1شماره  بود (شكل

  
سينوكلئين با  ات فيبريلي آلفابررسي سميت سلولي تجمع

 LDHو  MTTروش 

تواند باعث ايجاد سميت تجمع ساختارهاي آميلوئيدي مي
سنجش  هاي عصبي شود. به منظورو در نهايت مرگ سلول

در مجاورت عصاره PC12رده سلولي  ،MTTسميت با روش 
تيمار  ها با آلفا سينوكلئينها و همچنين در عدم حضور عصاره

ساعته  7هاي تجمعي ها نشان داد كه گونهگرديد. داده
هاي مذكور در آلفاسينوكلئين اثر كشندگي قوي بر روي سلول

كه  طوريه هاي كنترلي بدون تيمار داشتند بمقايسه با سلول
كه  درصد كاهش يافته بود، درحالي 52كسر بقاء سلول به 

ي بوتانل نرمال و هاتيماربا آلفا سينوكلئين در حضور عصاره
داري مرگ سلولي كمتري داشتند و كلرومتان به ميزان معنيدي

هاي آزمايشي به ميزان قابل ماني سلول هادر اين گروهكسر زنده
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الف). نتايج مطالعه سنجش -  2شماره  توجهي بالا بود (شكل
LDH يبوتانل نرمال و د هاينيز نشان داد حضور عصاره

داري مانع نفوذ آنزيم به محيط و به ميزان معني نكلرومتا
  ب). -2 شماره پايداري سلولي شده است (شكل

  

  
  

-32هاي تا پس از اضافه كردن نمونه سينوكلئين كه در زمان ThTالف) طيف نشر فلورسانس بررسي القاي تجمعات فيبريلي در آلفاسينوكلئين.  -1شماره  شكل
سينوكلئين گرماگذاري شده به مدت  اآلف(■) گرم گرماگذاري شده بود. ب) طيف جذبي قرمز كنگو ميلي 2گراد با غلظت سانتيدرجه  37و دماي =pH 2/7ساعت در  3

) قرمزكنگو به عنوان كنترل. ج) بررسي تشكيل تجمعات فيبريلي آلفاسينوكلئين با استفاده از عكس فلورسانس ●گراد. (درجه سانتي 37و دماي =pH 2/7ساعت در  24
  برابر 20تي بزرگنمايي: تصاوير  تيوفلاوين
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به همراه عصارهبه تنهايي و ساعته آلفاسينوكلئين  7درصد از نمونه  10تيمار شده با  PC12بررسي وضعيت زنده ماندني رده سلولي  -2شماره  شكل

  هاي تصوير خوب نيست(كيفيت نوشته > 5/0p value = *(ب)  LDH(الف) و  MTTبا سنجش  S. pinnatifidaهاي مختلف 
  

  S. pinnatifida تعيين ميزان كل فلاونوئيد عصاره
هاي پيشين در ارتباط با اهميت و نقش بر اساس يافته

ها، محتوي كل فلاونوئيدي فلاونوئيدها در محافظت از نورون
استفاده از روش عصاره خالص و جزءهاي حاصل از آن با 
هاي كه غلظت آلومينيوم كلرايد سنجش شد. نتايج نشان داد

ها وجود دارد، بدين مختلفي از فلاونوئيد در هر كدام از جزء
كلرومتاني و بوتانل نرمال هاي متانولي، ديترتيب كه عصاره
غلظت از فلاونوئيد بود. همچنين عصاره  حاوي بيشترين

  ).1 شماره داشت (جدولنوئيد را هگزان كمترين ميزان از فلاو
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  S. pinnatifidaهاي ريشه اكسيداني عصارهميزان فلاونوئيد تام و درصد فعاليت آنتي -1شماره  جدول

 اكسيداني (درصد)فعاليت آنتي
  محتوي فلاونوئيدي

  ) گرم بر گرم وزن خشكميلي(
 حلال مصرفي

92/005 ±0/164 

91 /281±0/099 

92/861 ±0/878 

92/078 ±0/699 

96/018 ±1/903 

1/509±0/055 

0/009±0/001 

2/244±0/029 

1/009±0/011 

1/415±0/013 

  متانول
  هگزان

  كلرومتاندي
  اتيل استات
  بوتانل نرمال

 
   S. pinnatifidaهاي اكسيداني عصارهبررسي اثر آنتي

هاي تحليل برنده سيستم عصبي، از آنجايي كه در بيماري
هاي آزاد حاصل از تغييرات ايجاد شده در وجود راديكال

سلول، جزء عوامل مخرب محسوب شده و نقش بالايي در 
پيشرفت و افزايش شدت بيماري دارد، وجود خاصيت آنتي

استفاده قرار مياكسيداني در تركيباتي كه به عنوان دارو مورد 
  اي دارد.گيرد اهميت ويژه

هاي اكسيداني عصارهدر اين راستا، بررسي فعاليت آنتي
 DPPHبا استفاده از روش  S. pinnatifidaاستخراجي از گياه 

هاي بوتانل نرمال، ديها (عصارهنشان داد كه تعدادي از عصاره
: كلرومتان و اتيل استات، به ترتيب با درصد مهاركنندگي

قدرت بسيار بالايي در حذف  078/92و  861/92 ،018/96
  ).1(جدول شماره  دارندهاي آزاد راديكال

  
  بحث

در  S. pinnatifidaهاي ريشه در اين مطالعه اثر عصاره
كاهش سميت نوروني حاصل از حضور تجمعات فيبريلي 

هاي دارويي بررسي شد. با در نظر گرفتن ويژگي آلفاسينوكلئين
كه طي مطالعات قبلي به   Scutellariaهاي مختلف گونه

  و وجود فلاونوئيدهاي ]25[ اثبات رسيده است
skullcap flavone  وwogonin  در ريشهS. pinnatifida 

هاي تحليل سيستم عصبي كه اهميت درماني در بيماري ]43[
  هاي استخراجي دارند، در اين پژوهش فرض شد كه عصاره

S. pinnatifida توانند موجب تعديل اثرات سمي تجمعات مي

هاي تيمار شده شوند. آميلوئيدي آلفاسينوكلئين بر روي سلول
ي خام به منظور دستيابي به تركيبات با خلوص بالاتر از عصاره

مايع با استفاده از حلال -ريشه گياه، از سيستم جداسازي مايع
استفاده از اين روش سريع  قابل اختلاط استفاده شد. باهاي غير

ه هايي با خاصيت مهاركنندگي سميت سلولي بو آسان عصاره
دست آمد. بررسي ميزان سميت سلولي آلفاسينوكلئين با روش 

MTT  وLDH نشانگر كاهش قابل توجه درصد زنده ماني ،
ها در اثر تيمار با تجمعات آميلوئيدي آلفاسينوكلئين بود. سلول

ها در طي ها به محيط كشت سلولعصارهكه افزودن  در حالي
. شددار ها به طور معنيروند تيمار موجب مهار مرگ سلول

هاي دي كلرومتان و بوتانل نرمال در مشخص شد كه عصاره
ها نقش محافظتي بالاتري بر روي سلولمقايسه با ديگر عصاره

با در نظر گرفتن ميزان هاي تيمار شده با آلفاسينوكلئين دارد. 
كلرومتان و بوتانل نرمال به هاي ديها، حلالبيت حلالقط

در مقايسه با حلال 18و  9، 1 الكتريكهاي ديترتيب با ثابت
هاي قطبي قرار ميهاي هگزان و اتيل استات در گروه حلال

هاي ديهاي استخراجي توسط حلالعصاره گيرند. ظاهراً
قطبيت بالاتري ميكلرومتان و بوتانل نرمال حاوي تركيبات با 

باشند. وجود تركيباتي چون فلاونوئيدها كه اثراث محافظت 
   نوروني آنها پيشتر به اثبات رسيده است

ها در ماني سلولتواند عامل افزايش زندهنيز مي ]20، 23، 44[
برابر سميت ناشي از آلفاسينوكلئين باشد. دو فلاونوئيد با 

ه طي مطالعات ك skullcap flavoneو   wogoninاهميت
اند واجد شناسايي شده S. pinnatifida يقبلي در ريشه
  . مشخص شده ]45، 46[ باشندالتهابي قوي ميخاصيت ضد
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هاي التهابي در مغز نقش زيادي در تحليل است كه واكنش
. ]27، 47[ سيستم عصبي در بيماران پاركينسون دارد

wogonin  قادر است از طريق مهار مسيرNF-κB  خاصيت
 skullcap . همچنين]28،45[ التهابي خود را اعمال كندضد

flavone التهابي قوي خود را از طريق ثيرات ضدأتوانند تها مي
كه فاكتور اصلي  monocyte chemotactic protein-1 مهار

  ].48، 49[ هاي التهابي است اعمال كنندبراي شروع پاسخ
ها نشانگر وجود گيري محتوي فلاونوئيدي عصارهاندازه

  ي ميزان بالايي از فلاونوئيد بود كه در اين ميان، عصاره
  باشدكلرومتاني بيشترين مقدار فلاونوئيد را دارا ميدي

)mg/g 244/2.(  
در اين پژوهش مشاهده شد كه ارتباط مستقيمي بين ميزان 

ها با ميزان مهار سميت سلولي آنها محتوي فلاونوئيدي عصاره
كلرومتان با بيشترين ي ديكه عصاره طوري به وجود دارد.

مقدار فلاونوئيد بالاترين ميزان مهار را بر روي سميت سلولي 
دهد. در مقابل عصارهايجاد شده توسط آلفاسينوكلئين نشان مي

ترين سطح ميزان فلاونوئيد، كمترين ميزان ي هگزاني با پايين
  ها را دارد.كنندگي سلولمحافظت

ي كه در روند پيشرفت بيماري در پاركينسون رويداد ديگر
نقش مهمي دارد، استرس اكسيداتيو است كه منجر به توليد 

هاي آزاد شده و يك مكانيسم معمول سطح بالايي از راديكال
هاي . راديكال]50[ زا جهت تحليل سيستم عصبي استبيماري
هاي سلولي داشته و باري بر روي اندامكثيرات زيانأآزاد ت

شود ها ميريزي شده در سلولدرنهايت منجر به مرگ برنامه
اكسيدان ثابت شده است كه فلاونوئيدها تركيبات آنتي ].51[

. در اين پژوهش فعاليت آنتي]52، 53[ باشندقدرتمندي مي
با استفاده از روش  S. pinnatifidaهاي اكسيداني عصاره

DPPH تانولي و ي مبررسي شد. نتايج نشان داد كه عصاره
هاي جداسازي شده حاصل از آن قادرند به ميزان ءهمچنين جز

هاي آزاد را مهار كنند كه در ميان آنها قابل توجهي راديكال
كلرومتان و بوتانل نرمال قادر به مهار راديكالهاي ديعصاره

  هاي آزاد در سطح بالاتر شدند.
هدف اين مطالعه به صورت متمركز و ويژه بر روي اثر 

بر روي تجمع پروتئين  S. pinnatifidaهاي گياه عصاره
هاي نورودجنريتو يعني آلفا سينوكلئين بوده كليدي در بيماري

است كه جزو سه پروتئين مهم و اصلي آميلوئيدوژن در مغز و 
هاي سينوكلئوپاتي است. ما در اين مطالعه به مسبب بيماري

يه شبه پريوني دنبال حل اين سوال بوديم كه با توجه به فرض
(وجود تجمعات در مغز موجب گسترش تحليل نوروني مي
شود) اگر در محيط بيروني نورون تجمعات سمي وجود داشته 

هاي ثير سمي آنها بر نورنأتوانند مانع تمي هاآيا استخراج، باشد
ثير أسالم شوند. اين نكته شايد اهميت بيشتري نسبت به ت

آنها داشته باشد. تجمعات سمي فيبريلاسيون كنندگي و ضدمهار
 exponentialآلفا سينوكليئين در مراحل اوليه فاز رشد

growth phase هاي بيشتر حضور دارند به همين دليل نمونه
. با توجه به نتايج ساعته مطالعه شده است 7گرماگذاري شده 

هاي كه حضور عصاره شددست آمده از اين بررسي مشاهده ه ب
خارج سلولي، قادر به مهار سميت سلولي گياه در محيط 

  .شوددار ميتجمعات آلفاسينوكلئين به طور معني
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