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Abstract

Introduction: Alzheimer’s disease, known as “Nesyan” in Traditional 
Persian Medicine (TPM), is characterized by progressive memory loss and 
cognitive decline. TPM proposes various treatments, including compound 
remedies such as Safoof-e-hefz. The cholinergic hypothesis posits that 
excessive acetylcholinesterase (AChE) activity reduces brain acetylcholine 
levels, contributing to disease symptoms.
Methods: This study evaluated the antioxidant activity of six herbal 
constituents of Safoof-e-hefz using the DPPH radical scavenging assay. 
Methanol and dichloromethane extracts of each constituent, as well as the 
complete formulation, were assessed for acetylcholinesterase (AChE) and 
butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory activities using Ellman’s method, 
with tacrine as the positive control.
Results: The findings identified Melissa officinalis (lemon balm) as the most 
effective constituent, exhibiting the highest antioxidant (IC50=64.1 µg/mL) 
and AChE inhibitory (89%) activities. The prepared formulation revealed 
an acceptable effect on AChE (up to 77%) and BChE, while showing no 
significant overall antioxidant activity. 
Conclusion: In all quantitative analyses, methanol extracts demonstrated 
superior overall activity to dichloromethane extracts. Additionally, none of 
the extracts displayed a dose-dependent effect, which could be attributed to 
their high tannin content, as tannins can chelate the enzyme and interfere 
with accurate inhibitory activity determination.
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چکیده

مقدمه: آلزایمر مهم‌ترین و رایج‌ترین نوع بیماری فراموشی در انسان است. تاکنون مکانیسم و پاتوفیزیولوژی 
بروز این بیماری به‌درستی روشن نشده است، اما یکی از مهم‌ترین فرضیه‌های موجود، فرضیه کولینرژیک 
است که فعالیت زیاد آنزیم استیل کولین استراز سبب کم شدن میزان استیل کولین در مغز می‌شود و 
علائم بیماری بروز پیدا می‌کنند. آلزایمر در طب سنتی با عناوینی همچون نسیان و فسادالذکر بررسی شده 
و برای آن مفردات و مرکبات مختلفی تجویز شده است. یکی از مرکبات تجویز شده، »سفوف حفظ« شامل 

دارچین، گل گاوزبان، عروسک پشت پرده، دارفلفل، مصطکی و بادرنجبویه است. 
مواد و روش‌ها: در این مطالعه اثر آنتی‌اکسیدانی و ضد رادیکالی DPPH و اثر مهار آنزیمی عصاره‌های 
متانولی و دی کلرومتانی هر یک از اجزا و فراورده سفوف علیه آنزیم‌های استیل و بوتیریل کولین استراز در 

حضور تاکرین به‌عنوان کنترل، مورد ارزیابی گرفت. 
یافته‌ها: نتایج نشان داد که در میان اجزای سفوف، بادرنجبویه بالاترین اثر آنتی‌اکسیدانی و مهارکنندگی 
آنزیم استیل کولین استراز را دارد. سفوف بر مهار دو آنزیم استیل کولین استراز و بوتیریل کولین استراز نیز 

اثری قابل قبول دارد، اما اثر آنتی‌اکسیدانی آن به‌طورکلی چندان قابل ملاحظه نبود. 
نتیجه‌گیری: اثرگذاری عصاره‌های متانولی بیش از عصاره‌های دی کلرومتانی بود. علاوه بر این، اثر هیچ‌یک از 
گیاهان و فراورده سفوف، وابسته به دوز مصرفی نبود. یکی از دلایل این امر می‌تواند غلظت‌های بالای تانن‌ها 
در بین ترکیبات باشد که با نقش شلات کنندگی روی آنزیم، مانع از تعیین دقیق اثر ضد آنزیمی می‌شوند.

تقویت‌کننده‌ی  ایرانی؛ عوامل  آنتی‌اکسیدان‌ها؛ مهارکننده‌های کولین‌استراز؛ طب  آلزایمر؛  کلمات کلیدی: 
شناخت )نوتروپیک‌ها(
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مقدمه

آلزایمر1 که در فارسى به عنوان بیمارى زوال عقل نیز 
شناخته مى شود، رایج ترین فرم بیمارى فراموشى است 
(1). این بیمارى به تدریج سبب زوال عقل مى شود و با 
اختلال در رفتار، آگاهى و کارکرد فرد نیز همراه است. 
دقیق  طور  به  بیمارى  این  پاتوفیزیولوژیک  مکانیسم 
شناخته نشده است. ضمناً درمان واقعى نیز براى این 
بیمارى وجود ندارد. اگرچه داروها روند بیمارى را کند 
نهایت  در  اما  تسکین مى دهند،  را  و علائم  مى کنند 

این بیمارى سبب مرگ مبتلا خواهد شد (2).
دسته  دو  به  آلزایمر  بالینی  تظاهرات  به‌طورکلی 
شناختی و رفتاری تقسیم می‌شوند. تظاهرات شناختی 
شامل علائمی همچون فراموشی و اختلال تکلم است، 
شامل  رفتاری  یا  شناختی  غیر  اختلالات  درحالی‌که 
و  خویشتن  از  مراقبت  در  توانایی  عدم  نظیر  علائمی 

انجام مواردی مانند لباس پوشیدن است )3(.
حدوداً 35 میلیون انسان در جهان به آلزایمر یا سایر 
این  برآورد می‌شود  که  مبتلا هستند  عقلی  زوال  انواع 
آمار در سال 2030 به 65 میلیون نفر و در سال 2050 
به 115 میلیون نفر برسد. شیوع بیماری با افزایش سن، 
بالا  به  از 65 سالگی  ازای هر 5 سال  به  زیاد می‌شود. 
شیوع بیماری دو برابر می‌شود و در افراد بالای 85 سال 
به طور میانگین از هر سه نفر یک نفر به آلزایمر مبتلا 

است )5، 4(.
ندارد.  وجود  قطعی  داروی  آلزایمر  درمان  برای 
داروهای تأیید شده برای درمان آلزایمر بیشتر نشانه‌ها 
و علائم آلزایمر را در فرد کنترل می‌کنند و به خودی 
خود تأثیر کمی بر جلوگیری از پیشرفت بیماری دارند. 
آلزایمر نوروترانسمیترهای  اکنون تکیه‌گاه اصلی درمان 
قرار  توجه  مورد  درمان  هدف  به‌عنوان  که  ست  مغز2 
نوروترانسمیتر مهم  استیل کولین3 یک   .)6( گرفته‌اند 
ابتدا  کولین  استیل  است.  حافظه  و  یادگیری  امر  در 
ذخیره‌سازی  و  سنتز  سیناپسی4  پیش  وزیکول‌های  در 
می‌گردد و پس از رهایی و آزاد شدن به داخل سیناپس، 
می‌تواند هم گیرنده‌های موسکارینی5 و هم نیکوتینی6 
را فعال سازد و داخل سیناپس توسط دو آنزیم استیل 
کولین استراز7 و بوتیریل کولین استراز8 تجزیه می‌شود. 

1. Alzheimer’s disease or AD
2. Brain neurotransmitters
3. Acetylecholine 
4. Presynaptic vesicles 
5. Muscarinic receptors 
6. Nicotinic receptors
7. Acetylcholinesterase
8. Butyrylcholinesterase

می‌توانند  استراز  کولین  استیل  مهارکنندگان  ازاین‌رو 
افزایش  سیناپس  در  را  کولین  استیل  ماندن  زمان 
دهه  در  آلزایمر  بیماران  مغز  بیوشیمی  بررسی  دهند. 
1970 نشان داد که در سطح نئوکورتکس9 کمبود شدید 
ترانسفراز10  کولین  آن  سازنده  آنزیم  و  کولین  استیل 
در  اکسیداسیون  فرآیند  دیگر  از سوی   .)7( دارد  وجود 
که  می‌کند  ایفا  نقش  آمیلوئیدی11  پپتیدهای  تجمع 
می‌توانند در تخریب نورونی و پیشرفت بیماری آلزایمر 
نقش داشته باشند. کاهش آسیب ناشی از اکسیداسیون 
کند،  بیماری کمک  پیشرفت  از  جلوگیری  به  می‌تواند 
آلزایمر  بیماری  در  آنتی‌اکسیدان  ترکیبات  اثر  ازاین‌رو 
قرار  گسترده  تحقیق  مورد  بالینی  پیش  مطالعات  در 
طب  در  درمانی  راهکارهای  کنار  در   )8( است  گرفته 
سنتی  همچون طب  دنیا  سنتی  مکاتب طب  امروزی، 
ایران نیز علاوه بر راهکارهای تغذیه‌ای و تغییر و اصلاح 
سبک زندگی، داروهای متنوع مفرد و مرکب در کنترل 
برای  سنتی  داروسازی  متون  در  داده‌اند.  ارائه  آلزایمر 
و  رعَونت  عقل،  زوال  )نسیان،  آلزایمر  درمان  و  کنترل 
مفرده،  داروهای  از  جدا  آن،  با  مرتبط  علائم  و  حُمق( 
درمان‌های مرکب فراوانی در قالب اشکال دارویی سنتی 
است  ذکر شده  است،  بسیار گسترده  نیز  آن  تنوع  که 
تعداد و  با  این مرکبات که در آن‌ها، مفردات   .)9 ،10(
نسبت‌های مختلفی وارد شده‌اند، بسته به فرم مصرف 
به‌صورت یک شکل دارویی مشخص و با مقدار مصرف 
معین )قدر شربت( توصیه شده‌اند. از مثال‌های معروف 
اشکال دارویی که اختصاصاً برای کنترل آلزایمر در طب 
سنتی ایران از آن‌ها سخن به میان آمده است، می‌توان 
به اشکال دارویی خوراکی معجون، قرص، حَب، سَفوف، 
اطِریفَل، ایارجَ و... اشاره کرد. در مطالعه حاضر با استناد 
به قَرابادین کبیر12 )11( یکی از متون مرجع داروسازی 
)به  حِفظ«13  »سَفوف  نام  به  فرمول‌ها  از  یکی  سنتی، 
و پس  قرار گرفته  نظر  مد  پودر خوراکی(  فرم مخلوط 
احتمالی  اثرات مهاری  بررسی  به  آزمایشگاه  تهیه در  از 
و  استراز15  کولین  بوتیریل  و  استیل14  آنزیم‌های  بر  آن 
 DPPH17 آزاد16  رادیکال  جمع‌آوری  توان  همچنین 
توسط آن پرداخته می‌شود. اجزاء گیاهی سفوف حفظ 
دارفلفل،  پرده،  پشت  عروسک  گاوزبان،  گل  شامل 

بادرنجبویه، مَصطکی و دارچین است.
9. Neocortex 
10. Cholinetransferase 
11. Amyloid peptide

12. از کتب مرجع طب سنتی درباره داروهای مرکب.
13. Safoof-e-hefz
14. Aacetylcholinesterase
15. Butyrylcholinesterase
16. Free radical scavenging
17. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
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مواد و روش ها

نمونه هاى گیاهى
شیراز  دارویی  گیاهان  بازار  از  مطالعه  مورد  گیاهان 
سنتی  داروسازی  بخش  گیاه‌شناس  توسط  و  تهیه 
دانشکده داروسازی دانشگاه علوم پزشکی شیراز شناسایی 
و نمونه‌های کدگذاری شده هر یک از آن‌ها در هرباریوم 
دانشکده ذخیره شد. فهرست این گیاهان و نسبت آن‌ها 

در فراورده سفوف در )جدول 1( ارائه شده است.

آماده سازى عصاره ها و تهیه سفوف
برقی  آسیاب  دستگاه  توسط  بررسی  مورد  گیاهان 
خرد و پودر شدند. میزان 30 گرم از پودر هر گیاه با 300 
میلی‌لیتر دی کلرو متان18 در یک ارلن مخلوط و استخراج 
عصاره، در دمای 30 درجه سانتی‌گراد به مدت 15 دقیقه 
در دستگاه سونیکاتور19 انجام شد. فرایند استخراج با دو بار 
تکرار انجام و محلول حاصل، جمعاً 600 میلی‌لیتر عصاره 
دی کلرو متانی20 از هر گیاه از کاغذ صافی عبور داده شد 
و در روتاری اواپراتور21 تغلیظ و به مدت 72 ساعت در فریز 

درایر22 برای حذف کامل رطوبت و حلال خشک شد.
آزمایشگاه  فضای  در  قبل  مرحله  از  باقی‌مانده  گیاه 
مشابه  روش  با  متانولی23،  عصاره  استخراج  و  خشک 
این مرحله  انجام شد. در  تهیه عصاره دی کلرو متانی 
نیز از هر گیاه 600 میلی‌لیتر عصاره متانولی استخراج 
با شرایط مشابه مرحله  از صافی  از عبور  شد که پس 
قبل، تغلیظ و خشک شدند. در مرحله بعد، عصاره دی 
کلرومتانی و متانولی از فراورده سفوف )مخلوط گیاهان( 
تهیه گردید. بدین منظور، از گیاه مصطکی )11 گرم(، 
کدام  هر  دارچین  و  بادرنجبویه  گاوزبان،  گل   دارفلفل، 
18. Dichloromethane
19. Sonicator
20. Dichloromethane extract
21. Rotary evaporator
22. Freezdryer
23. Methanolic extract 

)1 گرم( و گیاه عروسک پشت پرده 11 عدد میوه، پودر 
تهیه و مخلوط شد. مخلوط حاصل، مشابه روش قبل با 
متانول و دی کلرومتان صاره‌گیری شدند. عصاره‌های به 
دست آمده سپس در روتاری تغلیظ و در دستگاه اسپید 
وکیوم24 و فریز درایر خشک شد و تا زمان آنالیز در دمای 

C°18 نگهداری شدند.

DPPH ارزیابی توان پاک‌سازی رادیکال آزاد
 DPPH میلی‌گرم   1 محلول  واکنشگر،  تهیه  برای 
متانول  در   )(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
در یک بالن ژوژه25 به حجم 25 میلی‌لیتر رسانده شد. 
تا  و  نگه‌داری  یخچال  در  نور  از  دور  به  محلول حاصل 
قبل از 24 ساعت استفاده شد. غلظت‌های 3200- 6/25 
انجام  برای  و  تهیه  عصاره  هر  از  میلی‌گرم/میلی‌لیتر 
 200 ادامه  در  شد.  استفاده  خانه26   96 پلیت  از  آزمون 
میکرولیتر از محلول 100 میلی مولار DPPH به تمام 
خانه‌های پلیت اضافه و پس از مخلوط شدن، به مدت 
نگهداری شد  نور  از  به دور  و  اتاق  30 دقیقه در دمای 
با  نانومتر   490 موج  طول  در  نمونه‌ها  جذب  سپس  و 
از  یک  هر  شد.  خوانده  فرابنفش27  اسپکتروفوتومتر 
پاک‌سازی  درصد  و  انجام شد  تکرار  بار  تا سه  تست‌ها 
رادیکال آزاد DPPH توسط عصاره‌ها بر اساس )معادله 

1( محاسبه گردید )12(.
DPPH درصد پاکسازی رادیکال آزاد

 

(معادله 1)
ارزیابى مهار آنزیمى

آنزیمی  مهار  توان  ارزیابی  به‌منظور  مرحله  این  در 
عصاره‌های متانولی و دی کلرو متانی، 4 غلظت 1/25، 
24. Speed vacuum cocentrator
25. Volumetric flask 
26. 96-well plate 
27. UV spectrophotometer

جدول 1. فراورده سفوف مورد استفاده و نسبت تشکیل‌دهنده اجزای گیاهی

اندام مورد استفادهکد هرباریومنام علمی گیاهنام فارسی

پوستCinnamomum verum J.PreslPM905دارچین

گلEchium amoenum Fisch. C.A.Mey.PM960گل گاوزبان

میوهPhysalis alkekengi L.PM956عروسک پشت پرده

برگMelissa officinalis L.PM959بادرنجبویه

میوهPiper longum L.PM957دارفلفل

صمغPistacia lentiscus L.PM958مصطکی
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تهیه  عصاره‌ها  از  میلی‌گرم/میلی‌لیتر   10 و   5  ،2/5
شدند. برای تهیه این غلظت‌ها 100 میلی‌گرم از عصاره 
خشک‌شده هر گیاه در محلول حاوی 4 میلی‌لیتر دی 
بافر  میلی‌لیتر   6 و   28)DMSO( سولفوکسید  متیل 
میلی‌گرم/  10 غلظت  به‌این‌ترتیب  و  حل‌شده  فسفات 

میلی‌لیتر تهیه شد. سپس با روش رقیق‌سازی سریالی، 
سایر غلظت‌ها تهیه شدند. بدین ترتیب که 5 میلی‌لیتر 
فسفات  بافر  میلی‌لیتر   5 به  عصاره  حاوی  محلول  از 
نیز  محلول  این  از  میلی‌لیتر   5 سپس  و  شد  افزوده 
همین  به  و  شد  افزوده  فسفات  بافر  میلی‌لیتر   5 به 
پایین‌تر  غلظت‌های  به  دستیابی  تا  رقیق‌سازی  ترتیب 
 ادامه یافت. در انجام تست آنزیمی از شناساگر المن29، 
 5, 5′-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB)
 ،DTNB استفاده شد. برای تهیه 10 میلی‌لیتر از محلول
6/39 میلی‌گرم از پودر DTNB در کمی آب مقطر حل 
رسانده  میلی‌لیتر   10 حجم  به  مقطر  آب  با  بعد  و  شد 
شد. این شناساگر برای اندازه‌گیری فعالیت استیل کولین 
استراز با روش اسپکتروفوتومتری30 به کار می‌رود و عملکرد 
آن به‌گونه‌ای است که تیوکولین31 حاصل از تجزیه استیل 
DTNB واکنش  با  کولین، توسط استیل کولین استراز 
می‌دهد و تولید رنگ زرد می‌کند. فعالیت بیشتر منجر به 
تولید رنگ زرد بیشتر خواهد شد که می‌توان برای سنجش 
شدت فعالیت آنزیم، بر اساس جذب نوری محصول واکنش 
در اسپکتروفوتومتر فرابنفش فعالیت آنزیم را اندازه گرفت. 
در این مطالعه، از دو آنزیم استیل کولین استراز و بوتیریل 
این دو  به‌عنوان سوبسترای32  استفاده شد.  استراز  کولین 
آنزیم، از دو ماده یدید بوتیریل تیوکولین33 و یدید استیل 
تیوکولین34 استفاده شد. از هر دو سوبسترا غلظت 0/075 
میلی‌گرم   237/9 منظور،  بدین  شد.  تهیه  مولار  میلی 
تیوکولین و 216/8 میلی‌گرم یدید استیل  بوتیریل  یدید 
تیوکولین، هر یک در 10 میلی‌لیتر آب مقطر حل شدند. 
همچنین برای تهیه آنزیم‌ها 2 میلی‌لیتر بافر گلیسیرین35 
افزوده شد و سپس این حجم به 4  به ویال حاوی آنزیم 
حجم 500 میکرو لیتر تقسیم شد. هر یک از حجم‌های 
بافر  از  استفاده  با  جداگانه  طور  به  لیتری،  میکرو   500
به  انتها  در  و  رسانده  میلی‌لیتر  به حجم 15  گلیسیرین 
15 حجم 1 میلی‌لیتری تقسیم شده و در اپندورف36، در 
پایدار  و  غیرفعال  آنزیم،  تا  شدند  نگهداری   18°C دمای 
28. Dimethylsufoxide
29. Ellman’s reagent
30. Spectrophotometric method
31. Thiocholine
32. Substrate
33. Butyrylthiocholine iodide
34. Acetylcholine iodide
35. Glycerin buffer
36. Eppendorf 

از  با استفاده  آنزیمی  بماند. سنجش میزان فعالیت  باقی 
پلیت‌های 24 خانه‌ای37 انجام شده و ستون اول هر پلیت 
به آنزیم اختصاص داده شد. ستون‌های 2 تا 6 حاوی عصاره 
گیاهان )هر ستون مربوط به یک گیاه( و آنزیم است. در هر 
پلیت، از 5 گیاه مختلف، با غلظت‌های برابر )1/25، 2/5، 

5 و 10 میلی‌گرم/میلی‌لیتر( استفاده شد.
در هر پلیت 24 خانه‌ای، مقدار 2 میلی‌لیتر بافر 
المن و 20 میکرو  لیتر شناساگر  فسفات، 50 میکرو 
و  آنزیم  از  عاری   D ردیف  منتقل شد.  لیتر سوبسترا 
به‌عنوان بلانک38 در نظر گرفته شد. در خانه‌های A تا 
D به هر یک از ستون‌های 2 تا 6، 200 میکرو لیتر از 
عصاره گیاه حل‌شده در DMSO 39و بافر منتقل شد. 
ازآنجاکه DMSO ممکن است اثر مهارکنندگی داشته 
 DMSO باشد، در ستون اول، میزان 200 میکرو لیتر
که  فسفات(  بافر  به   DMSO از   3 به   2 )نسبت 
به‌عنوان حلال عصاره استفاده شد، به‌عنوان بلانک در 
خانه‌های A تا D اضافه شد. سپس در تمام خانه‌های 
ردیف‌های A، B و C مقدار 50 میکرو لیتر از آنزیم 
اضافه و خانه D از ستون اول به‌عنوان بلانک آنزیم و 
در  بلانک عصاره‌ها  به‌عنوان   D ردیف  سایر خانه‌های 

نظر گرفته شدند.
سپس پلیت‌ها به دستگاه اسپکتروفوتومتر انتقال داده 
شدند و جذب نوری هر خانه در 6 زمان شامل دقایق 0، 1، 
2، 3، 4 و 5 خوانده شد. شدت جذب نوری بیشتر بیانگر 
فعالیت مهاری بالاتر عصاره‌ها علیه آنزیم‌های مورد مطالعه 
محسوب شدند. از داروی تاکرین40 به‌عنوان استاندارد مهار 
و  شد  استفاده  آزمایش  مورد  عصاره‌های  همراه  به  آنزیمی 
تاکرین نیز مشابه عصاره‌های گیاهی مورد ارزیابی قرار گرفت. 
عصاره‌ها،  آنزیمی  تست  مرحله  با  مرحله  این  تفاوت  تنها 
غلظت تاکرین بود. در این مرحله ابتدا در DMSO و بافر 
مختلف  غلظت‌های  با  مشابه  نسبت  با   ،)pH=8( فسفات 
و  تهیه  تاکرین  میلی‌گرم/میلی‌لیتر   2 غلظت  عصاره‌ها، 
سپس غلظت‌های 0/2، 0/02، 0/002 و 0/0002 میلی‌گرم/
میلی‌لیتر از این محلول تهیه گردید و مراحل ارزیابی توان 
تاکرین  ارزیابی  مراحل  سایر  شد.  انجام  آن‌ها  آنزیمی  مهار 

به‌عنوان استاندارد، مشابه با عصاره‌ها بود.

ملاحظات اخلاقى
• آزمون‌های انجام شده در شرایط برون تنی انجام 
شده و از پروتکل‌های استاندارد رایج آزمایشگاهی استفاده 

گردیده است.
37. 24-well plate 
38. Blank
39. Dimethylsulfoxide
40. Tacrine 
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از  آمده  به دست  نتایج  از  بخشی  شامل  مقاله  این   •
اخذ درجه دکترای  دنیا عزتی جهت  پایان‌نامه خانم دکتر 
عمومی داروسازی است )شماره طرح: 10839( و از کمیته 
اخلاق دانشگاه علوم پزشکی شیراز کد تأیید اخلاق با شماره 

IR.SUMS.REC.1394.S1203 دریافت نموده است. 

یافته ها

راندمان هریک از عصاره هاى متانولى و دى کلرو متانى 
 فراورده سفوف و اجزاء گیاهى آن تعیین و در (جدول 2) 

ارائه شده است.
به‌منظور بررسی اثرات آنتی‌اکسیدانی، آزمون ارزیابی 
از  یک  هر  برای   DPPH آزاد  رادیکال  پاک‌سازی  توان 
انجام شد و میزان  عصاره‌ها و همچنین عصاره سفوف 
IC5041 هر یک از عصاره‌ها محاسبه گردید. مقادیر به 

دست آمده در این آزمون در )جدول 3( ارائه شده است.
مهار  درصد  یافتن  مبنای  بر  آنزیمی  تست  نتایج 
آنزیمی استوار بود. بدین منظور، شدت جذب نمونه‌ها 
همچنین  و  آنزیم  و  عصاره  حاوی  پلیت‌های  در 
شش  در  آنزیم  و  تاکرین  داروی  حاوی  پلیت‌های 
41. Half maximal inhibitory concentration

جدول 2. راندمان عصاره‌های متانولی و دی کلرو متانی فراورده سفوف و اجزاء گیاهی آن.

بازده عصاره گیری )%(عصاره متانولیبازده عصاره گیری )%(عصاره دی کلرومتانی

9/5سفوف40سفوف

21گل گاوزبان3گل گاوزبان

4عروسک پشت پرده9عروسک پشت پرده

10دارفلفل5دارفلفل

0/4مصطکی90مصطکی

8/6بادرنجبویه2/9بادرنجبویه

7دارچین5/5دارچین

جدول 3. ارزیابی توان آنتی‌اکسیدانی و پاک‌سازی رادیکال آزاد DPPH فراورده سفوف و اجزاء گیاهی آن

IC50 (µg/ml) عصاره‌های متانولی*IC50 (µg/ml)عصاره دی کلرومتانی

1±1229سفوف 3±5616سفوف

4±600/1گل‌گاوزبان1±5074/7گل گاوزبان

7±2877/5عروسک پشت پرده8±1229/3عروسک پشت پرده

5±3020دارفلفل5±2387/5دارفلفل

1/3±64/0 بادرنجبویه3±1113/6بادرنجبویه

4±5053/6مصطکی11±4039مصطکی

03/05±41/0دارچین1±374/1دارچین

IC50=Inhibitory concentration ،میکروگرم/میلی‌لیتر =µg/ml*

جدول 4. درصد مهار آنزیمی توسط استاندارد تاکرین در غلظت‌های مختلف

)mg/ml(* غلظت داروی تاکرین)%( مهار آنزیم استیل کولین استراز )%( مهار آنزیم بوتیریل کولین استراز

0/26375

0/024155

0/0022120

*mg/ml= میلی‌گرم/میلی‌لیتر
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اسپکتروفتومتر  دستگاه  از  استفاده  با  مختلف  زمان 
فرابنفش خوانده شدند و درصد مهار آنزیمی برای هر 
یک از نمونه‌ها تعیین گردید. جدول 4 و شکل 4-1 
به ترتیب درصد مهار آنزیم‌ها را توسط تاکرین به‌عنوان 
کنترل و نمونه عصاره‌های متانولی و دی کلرومتانی را 

نشان می‌دهند.

بحث

چین،  مانند  جهان  مختلف  مناطق  سنتى  طب  در 
تقویت  یا  آلزایمر  درمان  عنوان  به   متعددى  گیاهان 
مطالعه  در  نمونه  به عنوان  شده اند.  مطرح  حافظه 
استیل  آنزیم  مهارکنندگى  اثرات  همکاران،  و  لین42 
42. Lin

شکل 1. اثرات مهاری عصاره‌ های دی کلرومتانی بر آنزیم بوتیریل کولین استراز؛ *: عروسک= عروسک پشت پرده 

شکل 2. اثرات عصاره ‌های متانولی بر مهار آنزیم استیل کولین استراز؛ *: عروسک= عروسک پشت پرده 

شکل 3. اثرات مهاری عصاره‌ های دی کلرومتانی بر آنزیم بوتیریل کولین استراز؛ *: عروسک= عروسک پشت پرده
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کولین استراز توسط ترکیبى از گیاهان توصیه شده در 
 .(13  ،14) است  شده  ارائه  هند  و  چین  سنتى  طب 
نام هایى  با  آلزایمر  بیمارى  از  ایرانى  سنتى  طب  در 
همچون نسیان43 و فساد الذکر44 یادشده و درمان هایى 
راهکارهاى  این،  بر  علاوه  است.  شده  مطرح  آن  براى 
سبک  مانند  سنتى  در طب  شده  مطرح  دارویى  غیر 
زندگى و تغذیه، راهکارهاى دارویى در قالب مفردات و 
مرکبات نیز ارائه شده است. از جمله مهم ترین مفردات 
مورد استفاده در بیمارى آلزایمر در طب سنتى ایرانى 

مى توان به وجَ، کندر و اسطوخودوس اشاره کرد (10).
مهارکنندگی  اثر  بررسی  مطالعه،  این  از  هدف 
عصاره‌های متانولی و دی کلرومتانی هریک از عصاره‌ها 
و سفوف حفظ بر روی دو آنزیم استیل کولین استراز و 
عصاره  که  داد  نشان  نتایج  بود.  استراز  کولین  بوتیریل 
متانولی سفوف قادر به مهار هر دو آنزیم استیل کولین 
استراز و بوتیریل کولین استراز، و عصاره دی کلرو متانی 
به طور مشخص قادر به مهار آنزیم بوتیریل کولین استراز 
بوده است. دلیل اثربخشی بالاتر عصاره‌های متانولی در 
مقایسه با عصاره‌های دی کلرومتانی را می‌توان به وجود 
طیف ترکیبات متفاوتی نسبت داد که در این عصاره‌ها 
بالاتر  قطبیت  و  الکلی  ماهیت  دلیل  به  دارد.  وجود 
متانول، طیف وسیع‌تری از ترکیبات قطبی و بیواکتیو45 
با  فلاونوییدها  می‌شود.  عصاره  وارد  فلاونوییدها46  نظیر 
تنوع ساختاری گسترده به‌عنوان دسته بزرگی از ترکیبات 
 .)15  ،16( می‌شوند  شناخته  الزایمر  درمان  در  طبیعی 
مطلوبی  آنتی‌اکسیدانی  خصوصیات  از  ترکیبات  این 
برخوردارند و هم‌چنین مهارگر آنزیم استیل کولین استراز 
هستند که قادرند به‌عنوان ترکیبات مؤثر در روند درمان 
43. Amnesia
44. Dementia
45. Bioactive
46. Flavonoids

بیماری آلزایمر نقش قابل توجهی داشته باشند )17-19(.
بررسی نتایج نشان می‌دهد که در بروز اثرات مهاری 
عصاره‌های متانولی بر آنزیم استیل کولین استراز، عصاره 
میلی‌گرم/میلی‌لیتر   5 غلظت  در  بادرنجبویه  متانولی 
که  گفت  می‌توان  لذا  است،  گرفته  سبقت  سفوف  از 
خصوصیات مهارکنندگی مشاهده شده در فراورده سفوف 
بیشتر از دو جزء بادرنجبویه و دارفلفل تأثیر می‌پذیرد. در 
مطالعه حاضر با توجه به داده‌های به دست آمده عصاره 
میلی‌گرم/  5 غلظت  در  دارفلفل  و  بادرنجبویه  متانولی 

استیل  آنزیم  مهار  در  توجهی  قابل  طور  به  میلی‌لیتر 
قبلی  مطالعات  نتایج  داشته‌اند.  نقش  استراز  کولین 
نمونه گیاهی مصرف‌شده  مهارکنندگی 20  فعالیت  که 
در تایلند را در برابر کولین استرازها مورد آزمایش قرار 
در  شده  مشاهده  بادرنجبویه  مهارکنندگی  اثر  داده‌اند، 
مطالعه حاضر را به خوبی تأیید می‌کند، به‌طوری‌که در 
میان نمونه‌های آزمایش‌شده، بادرنجبویه در غلظت 100 
میکروگرم/میلی‌لیتر، میزان 82/5 درصد اثر مهاری را در 
 .)23-20( است  داده  بروز  استراز  کولین  بوتیریل   برابر 
که  می‌دهد  نشان  اخیر  مطالعات  این،  بر  علاوه 
مهارکننده‌های بوتیریل کولین استراز یا مهارکننده‌های 
درمانی  نتایج  استراز  کولین  بوتیریل  و  استیل  دوگانه 
مؤثرتری برای آلزایمر ارائه می‌دهند، درحالی‌که عوارض 
خاص  مهارکننده‌های  با  مقایسه  در  کمتری  جانبی 
استیل کولین استراز دارند )24(. آنچه قابل توجه است 
عصاره  غلظت  افزایش  میان  معنادار  ارتباط  وجود  عدم 
استیل  آنزیم  بر  آن‌ها  مهارکنندگی  اثر  و  گیاه  دو  این 
مسئله  این  بسیاری  مطالعات  در  است.  استراز  کولین 
مورد توجه قرار گرفته است و نشان داده شده است که 
ارتباط بین غلظت عصاره و درصد مهار آنزیم وابسته به 
مقدار مصرف، و قابل پیش‌بینی نیست. یکی از دلایل 

شکل 4. اثرات مهاری عصاره‌ های متانولی بر آنزیم بوتیریل کولین استراز؛ *: عروسک= عروسک پشت پرده
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این اتفاق می‌تواند وجود پلی فنول‌ها47 در گیاه به‌عنوان 
عامل شلات کننده48 و غیر فعال‌کننده آنزیم باشد. برای 
پلی  تأثیر  روی  در سال 2005  که  مطالعه‌ای  در  مثال، 
شد،  انجام  لیپاز  آنزیم  روی  چای  در  موجود  فنول‌های 
مشاهده گردید که پلی فنول‌ها تا میزان زیادی قادر به 
به پروتئین‌ها و غیر فعال نمودن آن‌ها هستند  اتصال 
لیگاندهای  به‌عنوان  فنول‌ها  پلی  حالت  این  در   .)25(
سطح  به  اتصال  با  و  می‌کنند  عمل  چنددندانه‌ای49 
چندین پروتئین به طور هم‌زمان موجب رسوب پروتئین 
می‌گردند. حضور تانن50 نیز به‌عنوان یک پلی فنول مهم 
که در بسیاری از گیاهان اثر مهارکنندگی آنزیم بروز داده 

است از اهمیت قابل توجهی برخوردار است )26(.
در مطالعه حاضر، با توجه به اینکه ترکیبات پلی فنولی 
در بادرنجبویه وجود دارند عدم مهارکنندگی آن در غلظت 
10 میلی‌گرم/میلی‌لیتر قابل توجیه است. بادرنجبویه به 
و  فلاونوییدکورستین52  ترپنویید51،  طور مشخص حاوی 
اثرات  فلاونوییدی  ترکیبات  از  پژوهش‌ها  در  است.  تانن 
مهاری استیل کولین استراز شاخصی گزارش شده است 
با وزن مولکولی  تانن‌ها فنول‌های محلول در آب   .)27(
زیادی  ظرفیت  و  هستند  بیشتر  یا  دالتون53   500
مطالعه  در   .)26  ،28( دارند  پروتئین‌ها  به  اتصال  برای 
استیل  آنزیم  مهار  بر  فنول‌ها  پلی  تأثیر  به  نیز  دیگری 
و  است. در سایر مطالعات  پرداخته شده  استراز  کولین 
و  تانن‌ها  که  است  شده  اشاره  نیز  مرتبط  پژوهش‌های 
آنزیم  فعال  جایگاه  بر  تأثیر  با  فنول‌ها  پلی  به‌طورکلی 
 باعث مهار آنزیم استیل کولین استراز می‌شوند )29-31(. 
پلی  ترکیبات  حاوی  بادرنجبویه  همانند  نیز  دارفلفل 
فنولی است و در غلظت 10 میلی‌گرم/میلی‌لیتر به علت 
افزایش میزان این ترکیبات، درصد مهار کم‌تری مشاهده 
در  استو  آنزیم  دلیل شلات شدن  به  احتمالاً  گردید که 
 تداخل فلاوونوییدها با سایر آنزیم ها نیز گزارش شده است 
)33، 32(. ترکیب پایپرین54یک آلکالویید55 است که جزء 
اصلی و فعال Piper longum و Piper nigrum است. 
در مطالعات قبلی انجام شده، مکانیسم پیشنهادی برای 
اثرات این ترکیب شامل مهار پراکسیداسیون لیپیدها و 
 مهار آنزیم استیل کولین استراز ارائه شده است )35، 34(. 
همچنین عصاره‌های دی کلرومتانی هر دو این گیاهان 
 5 غلظت  در  دارچین  کلرومتانی  دی  عصاره  همراه  به 
47. Polyphenols
48. Chelating agent
49. Multidentate ligands 
50. Tannin 
51. Terpenoid
52. Quercetin (flavonoid)
53. Dalton
54. Piperine
55. Alkaloid

کولین  استیل  آنزیم  مهار  به  قادر  میلی‌گرم/میلی‌لیتر 
استراز  کولین  استیل  آنزیم  مهار  استراز هستند. درصد 
به  نسبت  دارفلفل  و  دارچین  کلرومتانی  دو عصاره دی 

.)P>0/05( سفوف اختلاف معنی‌داری دارد
میزان  به  توجه  با  اجزاء،  سایر  خصوص  در 
همچنین  و  سفوف  فراورده  در  شده  استفاده  مصطکی 
عدم  است،  آمده   )2 )جدول  در  که  عصاره‌گیری  بازده 
مهارکنندگی عصاره دی کلرومتانی سفوف بر آنزیم استیل 
کولین استراز را می‌توان به تنهایی از عدم مشاهده اثر 
دی  عصاره  بالای  بازده  دانست.  مصطکی  مهارکنندگی 
را  آن  متانولی  عصاره  به  نسبت  مصطکی  متانی  کلرو 
در  موجود  رزین56  اولئوگام  ترکیبات  به حضور  می‌توان 

مصطکی نسبت داد )36(.
عصاره  شده،  انجام  آزمون‌های  نتایج  به  توجه  با 
اثرات  و  آنتی‌اکسیدانی  خواص  از  بادرنجبویه  متانولی 
استراز  کولین  استیل  آنزیم  مطلوب  مهارکنندگی 
برخوردار است، لذا این جزء تشکیل‌دهنده فراورده سفوف 
به‌عنوان یک عامل مؤثر در  آتی  می‌تواند در مطالعات 

درمان بیماری آلزایمر مورد بررسی قرار گیرد.
توان عصاره متانولی و دی کلرومتانی سفوف در مهار 
آنزیم بوتیریل کولین استراز تقریباً یکسان محاسبه شد. 
گل‌گاوزبان می‌تواند به‌عنوان جزء اثربخش در توان مهار 
آنزیمی عصاره متانولی سفوف، مطرح شود. گل‌گاوزبان 
به علت داشتن ترکیبات آنتوسیانینی57 که محلول در 
از دی  بالاتری  متانولی  بازده عصاره  از  متانول هستند، 
کلرو متان برخوردار است )37(. در بررسی مهار بوتیریل 
گل‌گاوزبان،  اینکه  با  متانولی،  عصاره  استراز  کولین 
سفوف  تشکیل‌دهنده  اجزا  میان  در  سهم  کمترین  از 
بوتیریل  آنزیم  مهاری  فعالیت  میزان  است  برخوردار 
فراورده سفوف کاهش نشان داده  استراز توسط  کولین 
از  باید توجه داشت که نمی‌توان  اما  است )P>0/05(؛ 
برهم‌کنش احتمالی سایر گیاهان و تأثیر آن‌ها به‌صورت 

سینرژی58 بر قدرت مهارکنندگی سفوف چشم پوشید.
در بررسی مهار بوتیریل کولین استراز توسط عصاره‌های 
دی کلرومتانی، اکثر نمونه‌ها در غلظت‌های مختلف فاقد 
و  دارفلفل  عصاره‌های  درحالی‌که  بودند،  مهاری  فعالیت 
میلی‌گرم/  5 و   1/25 غلظت‌های  در  ترتیب  به  دارچین 

میلی‌لیتر اثرات مهارکنندگی از خود بروز دادند. علیرغم 
غیر فعال بودن برخی اجزا، سفوف به تنهایی، عصاره دی 
کلرومتانی فراورده سفوف، فعالیت قابل توجهی در مهار 

آنزیم بوتیریل کولین استراز نشان داد.
56. Oleo gum resin
57. Anthocyanin
58. Synergy
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محدودیت هاى پژوهش
ممکن  حاضر  مطالعه  در  استفاده  مورد  گیاهان   •
است به دلیل تفاوت‌هایی که در شرایط و زمان برداشت 
گیاهان، روش‌های استخراج و غیره نیازمند چالش‌هایی 
ترکیبات  حاوی  گیاهان  این  باشند.  نتایج  تکرار  در 
و  فعال  اجزای  و شناسایی  متعددی هستند  بیواکتیو59 
ارزیابی سمیت عصاره‌ها یا ترکیبات شاخص آن‌ها ضروری 
درمانی  استفاده  است  ممکن  بالقوه  سمیت  زیرا  است، 

فراورده را با وجود مهار معنی‌دار آنزیمی، محدود کند. 
• تفاوت در روش ارزیابی مهار آنزیم، منبع آنزیم، نوع 
محیط کشت و روش تجزیه و تحلیل ممکن است منجر 

به تفاوت در نتایج گردد. 
• اگرچه گیاهان فوق از تاریخچه طولانی مصرف در 
طب سنتی برخوردارند و منابع طبیعی از مهارکننده‌های 
ارائه  استراز  کولین  بوتیریل  و  استراز  کولین  استیل 
می‌دهند، اما مطالعات گسترده بالینی به‌منظور ترجمه 
است.  ضروری  آلزایمر  مؤثر  درمان‌های  به  نتایج  این 
مطالعه  استانداردسازی،  پایه  بر  باید  آینده  تحقیقات 

مکانیسم عملکرد و ایمنی متمرکز گردد. 
استرس  شامل  چندعاملی  بیماری  یک  آلزایمر   •
اکسیداتیو60، انباشت β-آمیلوئید61، هایپرفسفوریلاسیون 
تاو62 و غیره است، بنابراین هدف قرار دادن تنها فعالیت 
کولین استراز فراورده سفوف یا اجزاء گیاهی آن ممکن 
آنتی  طبیعی  فراورده  به  دستیابی  در  را  مزایایی  است 
مطالعات  که  است  لازم  اما  سازد،  فراهم  استراز  کولین 
گسترده‌تر با سایر روش‌ها و آزمون‌های ارزیابی قابلیت‌های 

محافظت عصبی در درمان آلزایمر ترکیب شود.

پیشنهادات پژوهش
از مطالعه حاضر  آمده  به دست  نتایج  به  توجه  با 

59. Bioactive compounds
60. Oxidative stress
61. β-Amyloid accumulation
62. Tau hyperphosphorylation

عصاره  نمودن  جزءبه‌جزء  همچون  مواردی  می‌توان 
جامد،  فاز  استخراج  مانند  تکنیک‌هایی  با  متانولی 
افزایش  سمت  به  سفوف  فراورده  اجزاء  نسبت  تغییر 
مکانیسم‌های  سایر  روی  تمرکز  و  مطالعه  مؤثر،  جزء 
مؤثر در تقویت حافظه و کاهش فراموشی و همچنین 
فراورده  اثربخشی  سوی  به  مطالعه  هدایت  و  طراحی 
سفوف در فاز حیوانی و انسانی را جهت تحقیقات آتی 

پیشنهاد داد.

نتیجه گیری

بررسى محتواى ترکیبات شاخص در عصاره هاى فعال 
از ضرورت قابل توجهى  آنالیز دستگاهى  با روش هاى 
در دستیابى به ترکیبات مؤثر در کمک به جلوگیرى 
پژوهش،  این  در  است.  برخوردار  آلزایمر  درمان  یا 
اجزاى  و  سفوف  فراورده  مهارکنندگى  فعالیت هاى 
استراز  کولین  استیل  آنزیم هاى  برابر  در  آن  گیاهى 
فعالیت هاى  که  داد  نشان  استراز  کولین  بوتیریل  و 
بادرنجبویه  و  بودند  معنى دارى  آنزیمى  مهارکنندگى 

مؤثرترین جزء سفوف بود. 

تشکر و قدردانی

علوم  دانشگاه  فناورى  و  پژوهش  محترم  معاونت  از 
پزشکى شیراز براى تأمین هزینه هاى مالى این پژوهش 

سپاسگزارى مى شود.
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