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   گياه هوايي اندام مختلف هاي عصاره اكسيدان آنتي ظرفيت بررسي
Astragalus murinus Boiss  

  
 2امرايي اله فضل ،1*سياهپوش امير

  
  اهواز شاپور جندي پزشكي علوم دانشگاه ،فارماكوگنوزي گروه و دارويي گياهان تحقيقات مركز -1
 اهواز شاپور جندي پزشكي علوم دانشگاه ،دارويي گياهان تحقيقات مركز داروساز، -2

  

  16/10/1389 :تاريخ پذيرش            23/3/1389 :تاريخ دريافت 

  چكيده
. باشند مي يو ضدسرطان ي، ضدميكروبي، ضدالتهابياكسيدان آنتي داراي اثربسياري از گياهان داراي خواص دارويي بوده و  :مقدمه

دليل عوارض ناخواسته ه ر استفاده در صنايع دارويي و غذايي بمنظوه طبيعي ب يبه تركيبات آنتي اكسيدان توجه اخيراً
فنل از جله تركيبات بسيار مهم گياهان بوده كه داراي اثرات  تركيبات پلي. عي افزايش يافته استوصنمهاي  اكسيدان آنتي
از رژيم غذايي انسان را تشكيل  يو بنابراين جزء مهم شدههاي گياهان يافت  اين تركيبات در تمام اندام. باشند اكسيداني مي آنتي
  .دهند مي

اكسيدانتي از دو روش  منظور بررسي اثر آنتيه ب. از اندام هوايي گياه عصاره تام، كلروفرمي، پلي فنلي و آبي تهيه شد :روش بررسي
DPPH  وTEAC نتايج روش . استفاده گرديدDPPH صورت ه بIC50  و در تستTEAC صورت عدد ه بTEAC مشخص  هاي در زمان

  .بيان گرديد
و  212/0، 804/0، 336/0فنلي و آبي به ترتيب  هاي عصاره تام، كلروفرمي، پلي براي عصاره IC50عدد  DPPHدر روش  :نتايج

هاي عصاره تام، كلروفرمي، پلي فنلي و  بدست آمده براي عصاره TEACميزان عدد  TEACليتر و در روش  گرم بر ميلي ميلي 836/0
 . گرم ماده خشك گياه بود 100ميكرومول ترولوكس بر  22/24، 29/21، 55/14، 38/29ترتيب ه ب 6آبي در دقيقه 

فنلي بيشترين فعاليت در تست  و از بين آنها عصاره پلياكسيدانت در هر دو تست بوده  نتيهاي داراي اثر آ همه عصاره :گيري نتيجه
DPPH  وTEAC فنلي داراي  هاي پلي دهد كه عصاره نتايج نشان مي. دو تست بوده است داشته و عصاره آبي داراي كمترين اثر در هر

  .باشند اكسيدانتي مي بيشترين اثر آنتي
  
  فنل ، پليAstragalus morinus ،DPPH ،TEAC ،Antioxidant :هاي كليدي هواژ
  

                                                            
 amirsiahpoosh@yahoo.com: ، پست الكترونيكي09166121382: ؛ تلفن)نويسنده مسئول( *
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  مقدمه 
از زندگي  يسمتقانتقال الكترون از يك اتم و  ،اكسيداسيون

اكسيژن، . باشد ودات زنده ميهوازي و متابوليسم موج
هاي الكترون در سيستم انتقال الكترون بوده كه در بدن  پذيرنده

. نمايد انرژي توليد مي  ATP(Adenosine triphosphate)از
رت تك الكترون اكسيژن تحت شرايط خاص ممكن است به صو

به صورت اكسيژن زماني كه . ديكال آزاد نمايددرآمده و توليد را
 ROS: Reactive(آيد به آن اكسيژن فعال ن در ميتك الكترو

oxygen species  (گويند مي)متوجه هاي اكسيداتيو  آسيب. )1
DNAها از جمله عوامل داخلي  ها و ديگر ماكرومولكول ، پروتئين

هاي دژنراتيو مانند پيري، سرطان،  ايجاد كننده بيماري
هاي قلبي عروقي، نقص سيستم ايمني، عملكرد  بيماري

اكسيژن منفرد، اكسيژن با . باشد يرطبيعي مغز، كاتاراكت ميغ
وسيله انتقال انرژي از نور و ه تواند ب انرژي بالا و موتاژنيك، مي

ايجاد ها، پراكسيداسيون ليپيدها  روفيليا مسيرهاي تنفسي نوت
هاي مثبتي مانند توليد  هاي آزاد نقش بعضي از راديكال. )2(شود

هاي داخل  م رشد سلولي، سيگنالانرژي، فاگوسيتوز، تنظي
   .)3(سلولي و يا سنتز تركيبات مهم بيولوژيك دارند

 سيستم 2شوند با  هايي كه در بدن توليد مي اكسيدانت آنتي
. پردازند دفاع غيرآنزيمي به مقابله با راديكال آزاد ميدفاع آنزيمي و 

، گلوتاتيون پراكسيداز - Seهايي از قبيل  در دفاع آنزيمي، آنزيم
كاتالاز و سوپر اكسيد دسموتاز قرار دارند كه سوپراكسيد، هيدروژن 

كنند و از توليد راديكال  پراكسيد و ليپيد پراكسيد را متابوليز مي
در دفاع غيرآنزيمي دو . كنند ي جلوگيري ميهيدروكسيل سم

و  Eمانند ويتامين (اكسيدانت محلول در چربي دسته آنتي
قرار دارند ) و گلوتاتيون Cويتامين (و محلول در آب) كارتنوئيدها

  . )4(باشند هاي آزاد مي دام اندازنده راديكاله كه ب
با . كنند ها را خنثي مي اين دو سيستم با كمك هم اكسيدان

ها   اكسيدانت توانند از چنگ آنتي ها مي  اين همه باز اكسيدانت
در اين حالت سيستم . ها آسيب برسانند بگريزند و به بافت

هاي ليپاز،  آنزيم  كه اساساً( كننده فعال شده اكسيدانتي ترميم آنتي
و به ) باشند مي DNA كننده  هاي ترميم پروتئاز، ترانسفراز و آنزيم

با اين حال به خاطر نقص در . پردازند مقابله با اثرات اكسيداني مي

هاي  موقعيت ها در بدن و يا به خاطر عوامل و اكسيدان توليد آنتي
، UVلودگي هوا، تابش  از قبيل سيگار كشيدن، آ(ولوژيكفيزيوپات

  هاي حاوي اسيد چرب اشباع نشده بالا، التهاب،  رژيم
ها به مقدار فراوان و در ROSكه در آن ) ايسكمي، خونريزي و غيره

هاي خوراكي  شوند، آنتي اكسيدانت مكان و زمان اشتباهي توليد مي
كسيداتيو مورد نياز هاي ا براي مقابله با اثرات تجمعي آسيب

  . )4(هستند
هاي  از جمله گياهان مهم در طب Astragalusگياهان جنس

باشند و داراي موارد استفاده درماني متعدد مانند  گياهي مي
، )6(، ضد سرطان)5(تقويت كننده سيستم ايمني بدن

از جمله مواد موثره . باشد مي )8(، ضد آنفلونزا)7(ضدديابت
ساكاريدها،  ها، پلي فنل توان به پلي ميموجود در اين گياهان 

  .    )9-11(ها و اشاره نمود ساپونين
 واران گياهان جنس آستراگالوس از خانواده پروانه

)Papilionaceae( گونه گياه علفي يكساله و  900، داراي بيش از
. باشند چند ساله در ايران بوده كه اغلب آنها انحصاري ايران مي

سيدانتي اين گياهان را نشان اك ت آنتيمطالعات متعددي اثرا
گياهي پايا، چوبي، به  Astragalus murinusگياه  )12،13(اند داده

هاي اصفهان، چهارمحال  سانتيمتر بوده و در استان 25- 10ارتفاع 
تاكنون . شود و بختياري، كهكيلويه و بويراحمد و لرستان يافت مي

جام گرفته است با توجه اي بسيار اندكي بر روي اين گياه ان مطالعه
اكسيدانتي بر روي اين گياه و اثرات  به عدم وجود مطالعات آنتي

اكسيدانتي اين گياه  مطالعه آنتي ،سودمند اين جنس از گياهان
هاي  با توجه به اينكه استفاده از حلال. مورد توجه قرار گرفت

مختلف را استخراج  هاي غلظتمختلف طيف تركيبات مختلف با 
منظور بررسي بهتر اثر اين گياه از ه د در اين مطالعه بنماي مي

  .هاي مختلف استفاده گرديد سيستم حلال
  روش بررسي

هاي  اين مطالعه بصورت تجربي و با استفاده از مواد و روش
  . زير انجام گرفته است

 -تترامتيل كرومان 8، 7، 5 ،2-هيدروكسي-6: مواد شيميايي
) K2S2O8(تاسيم پرسولفاتو پ) Trolox(كربوكسيليك اسيد-2
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پيكريل هيدرازيل  -1-دي فنيل -2، 2؛ از شركت آلدريچ آلمان
)DPPH( ،1سولفونيك  -6-اتيل بنزوتيازولين-4-آزينوبيس- 2و

ها از  از شركت سيگماي آمريكا و كليه حلال) ABTS(اسيد
  .شركت مرك خريداري گرديد

 Astragalusهاي هوايي گياهان اندام: تهيه نمونه گياهي

brachycalyx هاي طبيعي آنها در دره بازفت واقع در  از رويشگاه
آوري گرديد و  استان چهارمحال و بختياري و در فصل بهار جمع
  .ها استفاده شد بعد از خشك كردن در سايه از آنها جهت آزمايش

گرم  100جهت تهيه عصاره تام متانولي ابتدا : تهيه عصاره 
خشك شده گياه تهيه و سپس از هاي هوايي  پودرگياه از اندام

جهت استخراج ) ساعت 48مدت ه ب(روش خيساندن در متانول
هاي كلرفرمي و  براي تهيه عصاره. عصاره استفاده گرديد

گرم پودر گياه به روش خيساندن عصاره  100فنلي، ابتدا از  پلي
متانولي تهيه گرديد، بعد از تغليظ توسط كلرفرم دكانته گرديده 

كه (ي و كلرفرمي استخراج گرديد، هر دو فاز آبيو دو فاز آب
و كلرفرمي با ) باشد ميزان تركيبات فلاونوييدي آن بالا مي
براي تهيه . )14(شدنداستفاده از دستگاه تقطير در خلا تغليظ 

  .)15(عصاره آبي از روش خيساندن استفاده گرديد
  در  DPPH(diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical)روش

  استوك ساخته شده  DPPHميلي ليتر از  9/3روش ميزان اين 
 Uv-Vis Shimadzuجذب توسط داخل كوت ريخته و

Spectrophotometer  نانومتر خوانده شد،  515درطول موج  
 515جذب آن در پس از ليتر از عصاره اضافه و  ميلي 1/0سپس 

قيقه دقيقه تا د 3، سپس هر 10يك دقيقه تا دقيقه  نانومتر، ابتدا هر
با استفاده از  DPPHدرصد مهار راديكال . خوانده شد 30

جذب  A0محاسبه گرديد كه   I(%)= 100× (A0 −As)/A0معادله
. جذب نمونه بود Asو ) حاوي همه اجزا واكنشگر بدون نمونه(كنترل

كه لازم است آنتي اكسيدانت مقداري از (IC50نتايج بصورت  سپس
  .)16(بيان گرديد) اوليه برسددرصد مقدار  50به  DPPHتا غلظت 

: TEAC(trolox equivalent antioxidant capacity)روش 
 -ABTS(Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline راديكال تهيه براي

6-sulfonic acid)، از آبي محلول يك ابتدا ABTS 7 غلظت به 
 پرسولفات پتاسيم ،ABTS محلول اين به. شد تهيه مول ميلي
 محلول در مول ميلي 45/2 به آن نهايي لظتغ تا شد اضافه
 مدت به و تاريكي اتاق دماي شرايط در حاصل محلول. برسد

 ،ABTS از مولكول مدت در اين. شد داده قرار ساعت 16
ها را  ميكروليتر از نمونه 20. شد توليد ABTS كاتيون راديكال

دركوت  ABTS•+ليتر از محلول  ميلي 2با پيپتور برداشته و با 
هاي  نانومتر در زمان 734خلوط گرديده، سپس جذب آن در م
نتايج بصورت . دقيقه بعد از مخلوط كردن خوانده شد 6و  4، 2

ها براساس  نمونه ABTSقدرت مهار راديكال (TEACعدد 
  .)17(بيان گرديد) Troloxاستاندارد 

بار تكرار گرديده و نتايج  3ها  تست :محاسبات آماري
ها از  رش گرديد، براي مقايسه ميانگينگزا  Mean± SDبصورت
ها از IC50استفاده شده و  Tukeyتست  ANOVAآزمون 

  .تهيه گرديد 9/0نمودار خطي با ضريب رگرسيون بالاي 
  نتايج

فنلي و آبي  درصد عصاره خشك متانولي، كلرفرمي، پلي
  .بود 65/13و  22/6، 74/3، 45/8ترتيب ه حاصله ب

ها  مختلف عصاره هاي غلظت ميزان مهار: DPPHنتايج تست 
براي عصاره تام، IC50 و  1در دقايق مختلف در نمودار 

  .آورده شده است 2فنلي و آبي در نمودار  كلرفرمي، پلي
محاسبه گرديده در دقايق TEAC عدد : TEACنتايج تست 

  . آورده شده است 1در جدول  6و  4، 2

  6و  4، 2در دقايق  *TEACهاي مختلف بر اساس عدد  مقايسه بين فعاليت آنتي اكسيدانتي عصاره: 1جدول 

  6دقيقه  4دقيقه 2دقيقه  عصاره
  38/29 16/28 3/26 متانولي

  55/14 07/14 10/13 كلرفرمي
  22/24 09/23 26/21  آبي

  29/21  63/20  48/19  پلي فنلي
  .گرم وزن خشك گياه است 100بر  Troloxمعادل ميكرو مول  TEACعدد *
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  DPPHهاي مختلف در تست  هاي تام، متانولي و پلي فنلي در زمان درصد مهار عصاره :1نمودار
  .بار تكرار مي باشد 3حاصل از  Mean±SEMنتايج بصورت *: 
* :P<0.05 بين دقايق مختلف و دقيقه صفر مي باشد.  

  .ار گرفتمورد بررسي قر 30عصاره آبي بدليل ايجاد كدورت فقط در دقيقه *: 
  
  
  
  
  
  
  
  

  DPPHهاي مختلف در روش  هاي بدست آمده از عصارهIC50مقايسه : 2نمودار 
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  بحث
همان گونه كه اشاره شد با افزايش سن و در افرادي كه 

هاي دروني  اكسيدان هاي مشخصي هستند آنتي دچار بيماري
هاي خارجي هستند كه از طريق  بدن نيازمند كمك

در مواد غذايي به منظور حفظ هاي موجود  اكسيدان آنتي
گردد و از آنجا كه گياهان  مين مياسلامت غشاهاي سلولي ت

اي دارند  مورد بررسي در اين تحقيق استفاده خوراكي گسترده
اكسيداني آنها در كنار ساير  مندي از خصوصيت آنتي لذا بهره
  . تحقيق ما قرار گرفت  ا زمينهآنه خواص

نوعي براي تعيين ظرفيت هاي مت مطالعات فراوان و روش
ثير شرايط اها تحت ت اين روش. اكسيداني استفاده شده است آنتي

اكسيدان بين فازهاي آبي و  مختلف از قبيل نسبت حلاليت آنتي
آلي، ميزان دما، شدت نور، شرايط اكسيداسيون و ماده اكسيد 

هاي خاص نقطه پايان واكنش و مقدار  شونده و در روش
لذا استفاده از يك روش . دهند متفاوت ارائه مي اكسيداسيون، نتايج

  .)18(باشد اكسيداني مناسب نمي گيري ظرفيت آنتي براي اندازه
شود كه بين ظرفيت  مشاهده مي 1با مراجعه به نمودار 

داري  مختلف اختلاف معني هاي غلظتها در  اكسيدانتي عصاره آنتي
در تست  دانتياكسي عبارت ديگر ميزان اثر آنتيه وجود داشته و ب

DPPH باشد و نكته قابل توجه اينكه  وابسته به غلظت مي
  . اند اثر خود رسيده حداكثربه  10، قبل از دقيقه ها غلظتتمامي 

مشاهده مي شود كه ترتيب  2در نمودار  IC50با مقايسه 
فنلي، متانولي، صورت پلي ه ها ب اكسيدانتي عصاره ظرفيت آنتي

  . باشد كلرفرمي و آبي مي
 Invitroفنلي در محيط  اكسيدانتي تركيبات پلي ثرات آنتيا

 اكسيدانتي ولي ميزان قدرت آنتي )19،20(اند ثابت شده  Invivoو
 IC50ميزان كمتر . )21(باشد با توجه به ساختار آنها متفاوت مي

تواند به دليل وارد شدن اكثر  در عصاره كلرفرمي نيز مي
فنلي و يا كاهش حلاليت  اكسيدانتي به فاز پلي تركيبات آنتي

  . )22(تركيبات وارد شده در عصاره كلروفرمي در متانول باشد
 Astragalusگياه ديگري كه در مورددر مطالعه 

bracchycalyx)23( كه عصاره  ه شدنشان داد انجام شد
فنلي بيشترين اثر و عصاره كلرفرمي كمترين اثر را داشته  پلي

عصاره  IC50ميزان  قابل توجه در اين دو گياه در تفاوت. است
و  278/0ترتيب ه ب( A. murinusو  A. bracchycalyxآبي

با توجه به اين نتايج . باشد مي) ليتر گرم برميلي ميلي 836/0
از گياهان بسيار معروف توليد  A. bracchycalyx اينكه گياه

اثرات . باشد باشد قابل توجيه مي مي) گزانگبين(مان  كننده
اكسيدانت پلي ساكاريدها در مقالات بسياري مورد بررسي  آنتي

  . )24،9(و تاييد قرار گرفته است
انجام  2009و همكاران در سال  Adiguzelاي كه  در مطالعه

هاي مختلف جنس  ذكر شده براي گونه IC50 ،داداند
ي ليتر ذكر ميكروگرم بر ميل 6/400تا  8/68آستراگالوس را بين 

  .)22(اند ها نيز فاقد اثربخشي بوده و بعضي از گونه نموده
هاي مختلف اين گياه نشان  عصاره TEACمقايسه عدد 

ه دهد كه ترتيب اثر بخشي در دقايق مختلف مشابه بوده و ب مي
عصاره >عصاره پلي فنلي>عصاره آبي >صورت عصاره متانولي

   .باشد كلرفرمي مي
گوناگون مورد  طور مرسوم در مطالعاته كه ب TEACعدد 

 ،باشد گيرد وابسته به ميزان عصاره حاصله مي استفاده قرار مي
تواند به علت تفاوت در ميزان وزني عصاره  لذا اختلاف مي

براي هر  IC50حاصله باشد با حذف اين فاكتور و محاسبه 
تغيير نموده و پتانسيل عصاره براي  TEACعصاره ميزان عدد 

با اين تغيير اثر بخشي بصورت  ،دگرد ار راديكال محاسبه ميمه
 عصاره > متانولي عصاره> كلرفرمي عصاره >فنلي پلي عصاره

 DPPHدر نتيجه در اين تست نيز همانند تست . گردد آبي مي
ترين اثر را  ترين اثر و عصاره آبي ضعيف عصاره پلي فنلي قوي

دهد كه  نشان مي A. brachycalyxنتايج در گياه . داشته است
  .)23(باشد مي IC50بي داراي كمترين عصاره آ

و همكاران بر روي عصاره  Tawahaدر مطالعه انجام توسط 
متانولي و آبي دو گونه گون نشان داده شده كه عصاره آبي 

باشد  تري نسبت به عصاره متانولي مي پايين TEACداراي عدد 
   A. berytheusبراي عصاره آبي و متانولي   TEACو عدد 

ذكر  9/53و  7/38، 2/63، 9/43ترتيب ه ب A. peregrinusو 
  .)25(گرديده است
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  گيري نتيجه
داراي اثرات آنتي اكسيدانتي كمتري  A. morinusگياه 

هاي مطالعه شده  و بعضي گونه brachycalyxنسبت به گونه 
توان اين نتيجه  مشابه مي اتاز نتايج اين مطالعه و مطالع. دارد

تراگالوس كه توليدمان گياهان جنس آس را گرفت كه در
فنلي اثرات  كنند عصاره آبي و در بقيه اين گياهان عصاره پلي مي
اكسيدانتي و  هاي ديگر آنتي البته انجام تست. تري دارد قوي

منظور تاييد بهترين روش ه ه باستفاده از گياهان مشاب
  .رسد گيري لازم بنظر مي عصاره

  سپاسگزاري
ه دوره عمومي آقاي فضل اله اين مقاله برگرفته از پايان نام

امرايي و به هزينه معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي 
كه . ميباشد 009U85جندي شاپور اهواز به شماره ثبت 

   .گردد مي از مسؤولان اين معاونت سپاسگزاري بدينوسيله 
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Abstract 
Introduction: Herbs are used in many domains, including medicine, nutrition, and flavorings. Many species 

have been recognized to have pharmaceutical properties, e.g. antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, 
and anticarcinogenic effects. Recently, there has been an increased interest in identifying natural antioxidant 
compounds for use in pharmaceutical and food industries, mainly due to increased unintentional side-effects 
of synthetic antioxidants. Polyphenols are the major plant compounds with antioxidant activity. They are 
ubiquitous in all plant organs and are, therefore, an integral part of the human diet. 

Methods: Four extracts (methanol, chloroform, polyphenol, aqueous) were prepared from aerial parts of A. 
morinus. The antioxidant activity was measured by two methods: DPPH and TEAC assays. The results of 
DPPH and TEAC assays were showed by IC50 and TEAC value at definite time point, respectively. 

Results: The IC50 of methanolic, chloroformic, polyphenolic and aqueous extracts in DPPH assay were 
0.336, 0.804, 0.212, 0.836 mg/ml, respectively. The TEAC values of the extracts at 6 min reaction were 
29.38, 14.55, 21.29, 24.22 µmol Trolox equivalents/100 g DW, respectively. 

Conclusion: All extracts showed antioxidant activity in both methods and the polyphenolic and aqueous 
extracts were found to have maximum and minimum activity in DPPH and TEAC assays, respectively. The 
results showed that polyphenolic extract has better activity in antioxidant assays. 
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