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 چکیده  

اند. مرکبات، علاوه بر ارزش  ها مورد استفاده قرار گرفتهگیاهان دارویی از دیرباز برای درمان طیف وسیعی از بیماری

یکی از   (AChE) استرازکولیناکسیدانی هستند. مهار استیلفعال با خواص آنتیای، منابع غنی از ترکیبات زیستتغذیه

رود. هدف از این مطالعه، بررسی ترکیبات شیمیایی  ترین راهبردهای درمانی در مدیریت بیماری آلزایمر به شمار میمهم

استراز  کولینهای سینتیکی استیلها بر ویژگیشیرین و همچنین ارزیابی اثر آنفروت و لیمواسانس پوست بالنگ، گریپ

آناسانس  .بود ترکیبات شیمیایی  و  استخراج شدند  از دستگاه کلونجر  استفاده  با  به وسیله کروماتوگرافی گازیها  – ها 

غلظت MS) –(GCجرمی  سنجی طیف با  انکوباسیون  از  پس  آنزیم  فعالیت  گردید.  اسانسشناسایی  مختلف  ها  های 

ها بیشترین  مونوترپن.  گیری شد و با بررسی تغییرات پارامترهای سینتیکی، میزان و نوع مهار آنزیم تعیین گردیداندازه

شیرین بیشترین اثر مهاری را بر  دهنده هر سه اسانس را به خود اختصاص دادند. اسانس لیموسهم از ترکیبات تشکیل

برای    IC₅₀درصد مهار ایجاد کرد. مقادیر  09/60لیتر،  گرم بر میلیمیلی  45/1استراز نشان داد و در غلظت  کولیناستیل

لیتر به دست آمد. نتایج نشان  گرم بر میلیمیلی  23/1و    21/1،  42/1ترتیب  شیرین بهفروت و لیموهای بالنگ، گریپاسانس

ترتیب از طریق  دهند و بهصورت وابسته به غلظت کاهش میاستراز را بهکولینداد که هر سه اسانس، فعالیت آنزیم استیل

ها  کنند. تفاوت در نوع مهار احتمالاً ناشی از تفاوت در ترکیب شیمیایی این اسانسعمل می  نارقابتی، رقابتی و  مختلطمهار  

به  .است توجهی  قابل  ظرفیت  دارای  مرکبات  پوست  اسانس  پژوهش،  این  نتایج  اساس  طبیعی  بر  مهارکننده  عنوان 

و میکولیناستیل بوده  بهاستراز  فرآوردهعنوان گزینهتواند  توسعه  و  بیشتر  مطالعات  برای  امیدبخش  در  ای  های طبیعی 

 .های سنتزی بیماری آلزایمر مورد توجه قرار گیرد داروراستای جایگزینی یا تکمیل  

 واژگان کلیدی 

 گیاهان دارویی، مرکبات، روغن اسانسی، استیل کولین استراز، مهارکننده ها  
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 مقدمه 

گیرند  های زیادی مورد استفاده قرار میای می باشند که برای مداوای بیماریگیاهان دارویی، گیاهان دارای مواد مؤثره 

شود  صورت تازه استفاده نمیهای مختلف گیاه ممکن است تشکیل شوند و معمولا از اندام موردنظر بهکه این مواد در قسمت

علاوه  ها، عوارض جانبی و سمیت کمتر بهاخیرا علاقه شدیدی به محصولات طبیعی به دلیل در دسترس بودن آن  .]1[

. ترکیبات طبیعی استخراج شده از  ]21[های موجود و مواد نگهدارنده، وجود دارد  بیوتیک تجزیه بهتر در مقایسه با آنتی

های اسانسی استخراج  دهند. در میان این ترکیبات طبیعی متنوع، روغنهای مهم بیولوژیکی را نشان میگیاهان فعالیت

ها ترکیباتی طبیعی، پیچیده و فراری هستند که با بوی قوی  کنند. اسانسای را جذب میشده از گیاهان معطر، توجه ویژه

های  وسیله همه ارگانها بهگیرند. اسانس های ثانویه شکل میعنوان متابولیتشوند و توسط گیاهان معطر بهتوصیف می

ها و  های اپیدرمی و کانالها، سلولها، ریشههای کوچک، بذور، میوهها، شاخهها، ساقهها، برگها، گلگیاهی ازقبیل جوانه

آیند  دست میها بهها از این خانوادههای مهم گیاهی که عمده اسانس. از خانواده]9[توانند سنتز شوند  ای میتریکوم غده

  .]15[توان به چتریان، مورد، افراییان یا کاسنی، نعناعیان، مرکبات و خانواده فلفل اشاره کرد می

روند. پوست میوه مرکبات  شمار میترین محصولات میوه جهان بهمرکبات متعلق به خانواده سدابیان و یکی از مهم

راحتی و با کمترین هزینه قابل  رود و بهشمار میهای معطر و دارویی بهحاوی اسانسی است که یک منبع غنی از ترکیب

عنوان  آرایشی و داروها به. اسانس مرکبات در بسیاری از محصولات، ازجمله موادغذایی، نوشیدنی، لوازم]35[استخراج است  

واسطه دارابودن خواص  ها همچنین بهاند. آندهنده و همچنین برای آروماتراپی نیز مورد استفاده قرار گرفتهعوامل طعم

Citrus medica ه بالنگ )میو .[17[اند گرفتهشدت مورد توجه قرار اکسیدانی و ضدسرطانی نیز بهکشی، آنتیمیکروب

L.مزه  های متورم شده، میوه آبدار، ترش و کمی تلخ( بیضی شکل با رنگ زرد لیمویی، پوست ضخیم و خشن با برجستگی

های زیبایی، تولیدات غذایی و انواعی از مشروبات الکلی  عنوان عامل خوشبوکننده در فرآوردهاسانس بالنگ به .[5]است  

میوه   .[6]بیوتیک کاربرد دارد  . همچنین در درمان دیابت و بیماری آلزایمر و به عنوان یک آنتی[23]شود  استفاده می

شوند. بخش صورت انگور آویزان میرنگ زرد لیمویی یا پرتقالی و به( مدور بزرگ، بهL. Citrus paradisiگریپ فروت) 

فروت خواص درمانی زیادی  . میوه گریپ[5]خوراکی میوه سبز یا صورتی و طعم آن ترکیبی از ترش، شیرین و تلخ است  

ها و شامپوها و ...( کاربردهای  غذایی، آرایشی و بهداشتی )در ساخت صابوندارد و همچنین اسانس پوست میوه آن در صنایع

شود  زدایی میکنندگی و سمکنندگی، پاکفروت در این محصولات باعث ایجاد خواص خنکفراوانی دارد. اسانس گریپ

( به علت طعم شیرین و ملایم مضرات احتمالی را که لیموترش برای اعصاب برخی  Citrus limettaلیموشیرین ) .[6]

ندارد. لیموشیرین گلبول را  باشد  بیماریهای ویروسی و  افراد ممکن است داشته  بهبود برخی  های سفید را تقویت و در 

. لیموشیرین همانند  [3]می شود  های عفونی استفاده  ی آن برای درمان ابتلا به تبکبدی اثر قابل توجهی دارد. از شیره

 .[4]باشد های آ، ب و ث در خود دارای فواید بیشماری میسایر مرکبات به دلیل داشتن انواع ویتامین

استرازها از گروه  ( یک سرین پروتئاز، متعلق به خانواده کربوکسیل1.1.7EC 3.   ,AChEاستراز ) کولینآنزیم استیل 

اسیدآمینه تشکیل شده است و عمدتا    537است که از    α/βاین آنزیم یک پروتئین    .[24]باشد  آنزیمی هیدرولازها می

عنوان آنزیمی  ای بهعضله-های عصبیکنند( و سیناپسکولین آزاد می هایی که استیلهای کولینرژیک )سیناپسدر سیناپس

. نقش زیستی اصلی این آنزیم، خاتمه دادن به عبور  [41و12]کارآمد در سیستم اعصاب مرکزی تجمع پیدا کرده است  
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داران و  کولین در مهرهاستیل  .[14]کولین است  های کولینرژیک از طریق هیدرولیز سریع استیل پیام عصبی در سیناپس

شده به  های عصبی منتقل های الکتریکی سلولشود و یکی از ترکیبات اصلی است که توسط آن تکانهبندپایان یافت می

مغز  ویژه در بخشی از پیشکولین در مغز بهاستیل  .[19]شوند  سلول عصبی دیگر یا به عضلات ارادی و غیر ارادی، منتقل می

فراوان یافت مینام هیپوکامپ )دمبه مانند یادگیری، یادآوری و  اسب( بسیار  از اعمال عصبی  شود و آشکارا در بسیاری 

هایی از مغز مرتبط با  در بیماری آلزایمر بخش .[27]پیوندد نقش دارد  وقوع می ای از خواب که رویا در آن بهکنترل مرحله

مغزی و کاهش  های کولینرژیک پیشدادن سلولشوند. ازدستهای حرکتی درگیر میخاطرات، حافظه، یادگیری و پاسخ

ترین راه برای درمان  شود. بنابراین منطقیکولین منجر به اختلالات شناختی در بیمار میپذیری سیناپسی استیلدسترس

-استراز مسئول هیدرولیز استیل کولینکولین در مغز با مهارکنندگی آنزیم استیلبیماری، افزایش سیناپسی سطح استیل

کند  سال و بالاتر را درگیر می   65. گزارش شده است که بیماری آلزایمر بیشتر افراد سالخورده حدود  [26]باشد  کولین، می

   .[7]شود  دلیل تاثیرات محیطی و ژنتیکی ایجاد می شود. این بیماری بهها می که منجر به اختلال در حافظه و رفتار آن

های هیپوکامپ و مناطقی از مغز که مرتبط با  کولین در نورون، در این بیماری میزان استیل" نظریه کولینرژیک "براساس  

استراز،  کولین. داروهای مهارکننده کولین استراز، با مهار فعالیت استیل[22]کند  حافظه و یادگیری است کاهش پیدا می

ها انتقال عصبی کولینرژیک را در نواحی  گردند. بنابراین آنکولین و حفظ سطح آن می موجب کاهش سرعت تجزیه استیل

ازبین رفتن عملکرد سلول و  تقویت کرده  را جبران می قدامی مغز  داروهایی  های مغزی  که درحال حاضر توسط  کنند. 

( برای معالجه تظاهرات  EMA( و آژانس داروهای اروپایی )FDAهای نظارتی مانند سازمان غذا و داروی آمریکا )آژانس

عنوان  اند، عبارتند از: دونپزیل، ریواستیگمین و گالانتامین بهشناختی آلزایمر و بهبود کیفیت زندگی مورد تایید قرار گرفته

فرآیند درمان    .NMDA [12]گیرنده  عنوان یک آنتاگونیستاستراز و ممانتین بهکولینپذیر استیلهای برگشتمهارکننده

شود.  باشد ولی سبب درمان قطعی بیماری نمیمنظور کنترل بیماری و جلوگیری از پیشرفت آن میاین بیماری بیشتر به

اند  گردد. همچنین باوجود فوایدی که این داروها داشتهلذا تلاش برای تولید داروهای کارآمدتر امری ضروری تلقی می

اند. درنتیجه تلاش برای یافتن داروهای جدید همواره  بدی و اختلالات گوارشی نیز بودهای مثل سمیت کدارای اثرات جانبی

  . [33]های اخیر، استفاده از گیاهان برای تولید دارو در درمان بیماری آلزایمر مورد توجه بوده است  ضرورت دارد. در سال

باشند،  استراز دارای عوارض جانبی ازجمله اختلالات دستگاه گوارش میکولینهای سنتزی استیلباتوجه به اینکه مهارکننده

 باشد.های موثر و قابل دسترس و با عوارض جانبی کمتر از منابع طبیعی هدف بسیاری از محققین میپیدا کردن مهارکننده

فروت، لیموشیرین و بالنگ و شناسایی  لذا استخراج روغن اسانسی از پوست مرکبات روئیده در شمال ایران شامل گریپ

طیف سنجی جرمی و بررسی چگونگی اثر مهارکنندگی  -وسیله دستگاه کروماتوگرافی گازیها به دهنده آنترکیبات تشکیل 

 استراز مغزگاو هدف این پژوهش درنظر گرفته شد. کولینها بر آنزیم استیل آن

 ها مواد و روش

(، بافر سدیم فسفات،  DTNB(، دی تیو دی نیترو دی بنزوئیک اسید) ATCI: استیل تیوکولین یداید)مواد شیمیایی 

اتیلن دی آمین تترااستیک اسید، گالانتامین، متانول، سولفات آمونیوم، بیکربنات سدیم، سدیم سولفات، سرم آلبومین  

 گاوی، بافر تریس، بافرگلایسین که همگی از شرکت های مرک، سیگما و فلوکا تهیه و خریداری شدند. 
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: یک عدد مغز گاو از کشتارگاه شهر بابل بلافاصله بعداز ذبح تهیه  استخراج آنزیم استیل کولین استراز مغز گاو

درصد شسته شده و بخش خاکستری   9/0گردید و در ظرف حاوی یخ قرار داده شد. سپس در آزمایشگاه، با محلول نمک 

(،  =7pHمیلی مولار سدیم فسفات )  30میلی لیتر بافر    600گرم بخش خاکستری در    280آن با اسکالپل جدا گردید. مقدار  

با سرعت    4دقیقه در دمای    15حدود   دور در دقیقه هموژن گردید. محلول    3400درجه سانتیگراد بوسیله هموژنایزر 

(  xg5000 سانتریفیوژ )  درجه سانتیگراد  4دقیقه و دمای  10ای صاف و سپس به مدت  هموژن شده از طریق صافی پارچه

تا   با آمونیوم سولفات  به مدت    30گردید. محلول رویی  از نگه داری  ساعت در    4درصد اشباعی رسوب داده شد.. پس 

ساعت    4درصد اشباعی اضافه و به مدت    70یخچال سانتریفیوژ و محلول رویی جدا شد. به این محلول سولفات آمونیوم تا  

دقیقه سانتریفیوژ بدست آمد و در کمترین حجم ممکن از بافر    15از  در یخچال قرار داده شد. رسوب حاوی آنزیم بعد  

ساعت دیالیز شد. در نهایت عصاره آنزیمی از کیسه    48سوسپانسیون و به مدت    pH=7میلی مولار با    30سدیم فسفات  

. تعیین غلظت پروتئین: به روش  [4و38]درجه سانتیگراد نگهداری شد    -80دیالیز در چند میکروتیوپ توزیع و در دمای  

 .[11]برادفورد انجام و از آلبومین سرم گاوی به عنوان استاندارد استفاده شد 

گیری فعالیت آنزیم به روش المن انجام شد. اساس این روش اندازه گیری سرعت تولید  اندازه  سنجش فعالیت آنزیم:

  30میکرولیتر بافر سدیم فسفات    2920میکرولیتر از آنزیم و    40تیوکولین به عنوان محصول کاتالیز آنزیمی می باشد. به

میکرولیتر استیل تیو کولین یداید    20مولار اضافه  وبا  میلی  DTNB   10میکرولیتر از معرف    pH   20=5/7مولار  میلی

  DTNBمولار انکوبه گردید. پس از افزودن سوبسترا، سرعت تولید تیوکولین با پیگیری واکنش آن با  میلی  75با غلظت  

گیری شد. تغییرات جذب بر حسب  نانومتر اندازه   412اسید در طول موج  مرکاپتوبنزوئیک -5نیترو -2و تولید آنیون زرد رنگ  

میکرولیتر    2960ها شامل  گیریدقیقه ثبت شد. نمونه شاهد برای اندازه  5زمان )دقیقه( در دستگاه اسپکتروفتومتر به مدت  

  2و    1. سپس با استفاده از فرمول های  [39]میکرولیتر سوبسترا بود    20و    DTNBمیکرولیتر    20از بافر سدیم فسفات و  

 .[44]فعالیت کل و فعالیت ویژه آنزیم بدست آورده شد 

  L(U/m(. تعیین فعالیت کل 1فرمول 
∆𝐴 ×𝑉 ×𝐷𝑓

𝜀 ×𝑦 ×𝐿
Total Activity =  

  خاموشی   ضریب  𝜀فاکتور رقت،    mL(  ،Df(حجم مورد سنجش    V  دقیقه،   در  آنزیم  جذب  تغییرات   A𝛥،  1در فرمول  

DTNB  باشد(، مولار سانتیمتر میبر میلی 136/0)که برابرy   حجم آنزیم)mL(  استفاده شده وL  طول عبور نور )برابر

 باشد.یک سانتیمتر( می

  . تعیین فعالیت ویژه 2فرمول
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (𝑈/𝑚𝑙)

[𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑚𝑔/𝑚𝑙]
 Specific Activity = 

بهینه، به ازای    pH، فعالیت آنزیم در دما و  maxVو    mKبرای تعیین پارامترهای سینتیکی    :maxVو    mKتعیین  

تا    5های  یداید( اندازه گیری شد. برای این منظور ابتدا سوبسترا در غلظتتیوکولینغلظت های مختلف سوبسترا )استیل

تهیه شد. نمونه حاوی آنزیم با سوبسترا مخلوط و سپس    pH=5/7مولار در    03/0مولار در بافر سدیم فسفات  میلی  90

منتن رسم  -های مختلف سوبسترا، نمودار میکائیلیس فعالیت آنزیم اندازه گیری شد. با رسم نمودار سرعت به ازای غلظت

 .[31]با رسم نمودار لاینویوربرگ بدست آورده شد  maxVو  mKشده و مقادیر 

اسانسی: گریپ  3  تهیه روغن  و  لیموشیرین  بالنگ،  شامل  مرکبات  از  ساری  گونه  محلی شهرستان  بازار  از  فروت 

ها پس از شستشو از بخش خوراکی جدا و در دمای اتاق به دور از نور آفتاب به مدت یک  خریداری شد. پوست نازک میوه
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هفته خشک گردید. سپس با استفاده از آسیاب برقی پودر و جهت انجام آزمایش استفاده شدند. برای استخراج اسانس از  

گرم از پودر پوست مرکبات    30مرکبات مورد بررسی از روش تقطیر با آب و دستگاه کلونجر استفاده شد. بدین منظور  

ساعت حرارت   3تا  2لیتر آب مقطر اضافه و به مدت میلی  300خشک شده در بالن دستگاه اسانس گیری ریخته و به آن 

لیتر حلال  میلی  5/0داده شد تا اسانس گیری کامل شود. در پایان این مدت، برای جداسازی و استخراج اسانس مقدار  

برای آب از بخش قطبی )آب(، جدا شد.  با سرریز کردن  اسانس  فاز غیرقطبی شامل  اضافه شد.  از سدیم  هگزان  گیری 

درجه سانتیگراد    4های کوچک تیره داخل یخچال و در دمای  دست آمده در بطریسولفات استفاده شد. سپس اسانس به

 .[45]جهت آزمایشات بعدی نگهداری شد 

های بدست  : جداسازی و شناسایی ترکیبات موجود در اسانسجداسازی و شناسایی ترکیبات موجود در اسانس

گازی کروماتوگرافی  از  استفاده  با  با سرعت  طیف-آمده  هلیوم  حامل  گاز  از  جداسازی  برای  شدند.  انجام  جرمی   سنج 

mL/min1  ای  های کتابخانههای موجود در دادهها با طیفجرمی آناستفاده شد. برای شناسایی ترکیبات، از مقایسه طیف

Wiley،  NIST [28]و طیف چند نمونه استاندارد )همراه با تزریق همزمان( استفاده شد. 

میلی    30هریک از اسانس ها به وسیله بافر سدیم فسفات    سنجش اثراسانس ها بر آنزیم استیل کولین استراز:

میلی گرم بر میلی لیتر از آنها برای    45/1و    91/0،  54/0،  18/0رقیق شده و غلظت های    20:1با رقت    pH=5/7مولار با  

انجام آزمایش درنظر گرفته شد. برای هرکدام از غلظت های اسانس ها پنج غلظت سوبسترا )استیل تیوکولین یداید( شامل  

میکرولیتر عصاره حاوی آنزیم استیل   40هربار سنجش، در لوله آزمایش میلی مولار تعیین شد. در  90و  80، 55، 30، 5

و اسانس رقیق شده در غلظت های ذکرشده    pH=5/7میلی مولار با    30کولین استراز و مقدار لازم از بافر سدیم فسفات  

میکرولیتر    20مولار و سپس  میلی  DTNB  10میکرولیتر    20دقیقه انکوبه شدن در دمای اتاق    10. بعداز  [31]ریخته شد

 412دقیقه در طول موج    5لیتر برسد. تغییرات جذب به مدت  میلی  3سوبسترا به محلول فوق اضافه تا به حجم نهایی  

ها انجام شد. از محلول گالانتامین در متانول نیز به  های اسانسنانومتر ثبت شد. این اندازه گیری برای هر یک از غلظت

ها و  های مختلف سوبسترا برای هریک از اسانسعنوان کنترل مثبت استفاده شد. در نهایت منحنی جذب دربرابر غلظت

 .[ 45]آنزیم رسم گردید و نوع مهارکنندگی اسانس مشخص شد 

  

 نتایج

 فروت و لیموشیرین آنالیز شیمیایی اسانس بالنگ، گریپ

بالنگ   میوه  پوست  برای  گیری  اسانس  روش    26/6بازده  از  تحلیل  و  تجزیه  نتایج  آمد.  بدست  )وزنی/وزنی(  درصد 

ها و  ترکیب در اسانس شناسایی شد که مونوترپن  39سنج جرمی به دست آورده شد. تعداد  کروماتوگرافی مجهز به طیف

(. ترکیبات  1ترکیب شناسایی شد )جدول    39ها بیشترین درصد را دارند. در اسانس پوست میوه بالنگ تعداد  ترپنسزکوئی

-(، سزکوئی49/8ها )ترپن(، سزکوئی02/2های اکسیژنه )(، مونوترپن71/86ها )دهنده این اسانس شامل: مونوترپنتشکیل 

 ( درصد محاسبه شد. 92/0چرب )( و اسیدهای52/0های اکسیژنه )رپنت
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 ترکیبات موجود در اسانس پوست بالنگ   :1جدول 

 ردیف ترکیب شیمیایی 1RT (min) درصد

19/1 85/11 Pinene-Alpha 1 

45/0 70/12 Sabinene 2 

18/2 84/12 Pinene-Beta 3 

08/4 08/13 Myrcene-Beta 4 

76/78 21/14 Limonene-D 5 

29/0 90/14 Linalool oxide 6 

60/0 35/15 Linalool 7 

05/0 81/15 dienol-2,8-Mentha-p-Trans 8 

03/0 06/16 Limonene oxide-Cis 9 

04/0 26/16 Citronellal 10 

06/0 96/16 Terpinenol-4 11 

47/0 17/17 Terpineol-Alpha 12 

05/0 34/17 Camphene 13 

03/0 67/17 Carveol-Cis 14 

03/0 81/17 Nerol 15 

32/0 90/17 Citral 16 

55/1 02/20 Elemene-Delta 17 

10/0 32/20 Geranyl acetate 18 

29/0 80/20 Elemene-Beta 19 

75/1 28/21 Bergamotene-Alpha 20 

01/0 42/21 Longicyclene 21 

50/0 52/21 Caryophyllene 22 

16/0 78/21 farnesene-Beta 23 

17/0 08/22 Humulene-Alpha 24 

07/0 29/22 Acoradiene-Alpha 25 

86/0 50/22 Germacrene D 26 

25/0 62/22 Bisabolene-Alpha-Cis 27 

 
1 Retention time 
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17/2 81/22 Bisabolene-Beta 28 

09/0 11/23 Elemene-Alpha 29 

10/0 19/23 Eremophilene(7CL) 30 

18/0 32/23 Camphene-D 31 

47/0 54/23 Elemene-Gamma 32 

04/0 62/24 Ledol 33 

04/0 58/25 Gurjunene-Alpha 34 

13/0 84/25 Bisabolol-Alpha 35 

35/0 12/28 Nootkatone 36 

18/0 99/30 Palmitic acid 37 

55/0 48/34 Linoleic acid 38 

19/0 03/35 Sitosterol-Beta 39 

66/98 Total 

 

ترکیب    49درصد )وزنی/وزنی( بدست آمد. تعداد    2/5فروت از بالنگ کمتر بوده و  بازده اسانس گیری برای پوست گریپ

-درصد و بقیه را اسیدهای چرب شامل پالمیتیک  71/7ها  ترپندرصد، سزکوئی  84/89ها  در ان شناسایی شد که مونوترپن

میرسن، کاریوفیلن،  -بتا ،    لیمونن-دهنده این اسانس، دی های اصلی تشکیلاسید ، تشکیل داده اند. ترکیبسید و لینولئیک ا

پینن بقیه اجزای آن از اسانس  - میرسن و آلفا-لیمونن و بتا-غیر از دی کادینن بودند که به-فلاندرن و دلتا - پینن، بتا-آلفا 

 باشد. بالنگ متفاوت می

 فروت ترکیبات موجود در اسانس گریپ  :2جدول

 ردیف ترکیب شیمیایی RT (min) درصد

63/1 84/11 Pinene-Alpha 1 

39/1 69/12 Phellandrene-Beta 2 

88/5 06/13 Myrcene-Beta 3 

05/0 65/13 Thujene-Alpha 4 

57/75 19/14 Limonene-D 5 

15/0 72/14 Terpinene-Gamma 6 

81/0 89/14 Linalool oxide-Cis 7 

83/0 35/15 Linalool 8 

12/0 81/15 -1-2,8-Para-Trans

enthadienolm 

9 
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08/0 12/16 Limonene oxide-Trans 10 

11/0 26/16 Citronellal 11 

15/0 97/16 Terpinenol-4 12 

38/0 18/17 Terpineol-Alpha 13 

84/0 27/17 Decanal 14 

06/0 59/17 Eucarvone 15 

11/0 67/17 Carveol-Cis 16 

06/0 81/17 Nerol 17 

08/0 18 Carvone-D 18 

20/0 57/18 Perillaldehyde 19 

12/0 88/19 methyl butyrate-Neryl2 20 

14/0 96/19 Carene-2 21 

12/0 02/20 Neryl acetate 22 

03/0 26/20 Cubebene-Alpha 23 

43/0 32/20 Geranyl acetate 24 

78/0 76/20 Copaene 25 

78/0 92/20 Cubebene-Beta 26 

22/0 28/21 Bergamotene-Alpha 27 

95/1 53/21 Caryophyllene 28 

09/0 78/21 Farnesene-Beta 29 

39/0 08/22 Humulene-Alpha 30 

07/0 36/22 Amorphene-Alpha 31 

65/0 50/22 Germacrene D 32 

05/0 62/22 Seychellene 33 

65/0 78/22 Camphene 34 

07/1 11/23 Cadinene-Delta 35 

02/0 31/23 Cedrene-Alpha 36 

46/0 49/23 Elemol-Alpha 37 

06/0 23/24 Caryophyllene oxide 38 

14/0 31/24 Gurjunene-Gamma 39 
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05/0 06/25 Cadinene-Beta 40 

11/0 19/25 Muurolol-Tau 41 

18/0 42/25 Cadinol-Alpha 42 

49/0 12/28 Nootkanone 43 

09/0 22/30 Methyl Palmitate 44 

27/0 02/31 Palmitic acid 45 

14/0 54/33 Methyl Linoleate 46 

11/0 64/33 linoleate-Methyl (Z) 47 

36/0 51/34 Linoleic acid 48 

05/0 35 Octadecadienal-9,17-(Z) 49 

57/98 Total 

لیموشیرین و   از پوست  بازده اسانس گیری  ترکیب در    42آورده شد. تعداد  درصد )وزنی/وزنی( بدست  6/2کمترین 

که   ها،    91اسانس شناسایی شد  مونوترپن  را  آن  از  بیشترین    39/7درصد  تشکیل می دهند.  ها  ترپن  درصد سزکوئی 

-برگاموتن، لینالول و جرماکرن-بیسابولن، سیترونلال، آلفا -میرسن ، بتا-لیمونن ، بتا - دهنده اسانس، دیهای تشکیلترکیب

 (.3دی نتیجه گیری شد )جدول 

 ترکیبات موجود در اسانس لیموشیرین   :3جدول

 RT درصد

(min) 

 ردیف ترکیب شیمیایی

85/0 84/11 Pinene-Alpha 1 

20/0 69/12 Thujene-Beta 2 

16/0 81/12 Terpinene-Beta 3 

93/3 06/13 Myrcene-Beta 4 

08/81 20/14 Limonene-D 5 

39/1 36/15 Linalool 6 

03/0 71/15 one-3-octadien-1,7-methylene-6-Methyl-2 7 

18/2 29/16 Citronellal 8 

04/0 59/16 Isopulegol 9 

05/0 96/16 Terpinenol-4 10 

31/0 17/17 Terpineol-Alpha 11 

12/0 56/17 Carvomenthenal 12 

07/0 78/17 Citronellol 13 
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12/0 90/17 Citral 14 

05/0 99/17 Carvone-D 15 

06/0 57/18 Perillaldehyde 16 

10/0 38/19 Methyl geranate 17 

21/0 88/19 octadiene-2,6-dimethyl-2,6 18 

33/0 02/20 Elemene-Delta 19 

03/0 26/20 Cubebene-Alpha 20 

05/0 32/20 Geraniol acetate 21 

03/0 76/20 Copaene 22 

14/0 92/20 Elemene-Beta 23 

68/1 28/21 Bergamotene-Alpha 24 

31/0 52/21 Caryophyllene 25 

08/0 78/21 Farnesene-Beta-(Z) 26 

11/0 07/22 Santalene-Beta-Epi 27 

08/0 30/22 Acoradiene-Alpha 28 

23/1 51/22 Germacrene D 29 

28/0 62/22 Bisabolene-Alpha-Cis 30 

23/2 81/22 Bisabolene-Beta 31 

09/0 10/23 Cadinene-Delta 32 

05/0 19/23 Ledene 33 

10/0 32/23 Caryophyllene-Alpha 34 

12/0 55/23 Nerolidol-D 35 

22/0 87/25 Bisabolol-Alpha 36 

12/0 42/27 ol-1-hexadecyn-8-Methyl-14 37 

16/0 12/28 Nootkanone 38 

16/0 02/31 Palmitic acid 39 

65/0 50/34 Linoleic acid 40 

04/0 99/34 Oleic acid 41 

04/0 23/42 Isopropyl linoleate 42 

28/99 Total 
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 استراز مغزگاو کولینفعالیت آنزیم استیل

میلی گرم بر میلی    89/4براساس اندازه گیری های انجام شده پروتئین تام در عصاره آنزیمی بدست آمده از مغز گاو   

واحد آنزیمی بر میلی گرم عصاره آنزیمی از    9/0واحد آنزیمی بر میلی لیترو فعالیت ویژه آنزیم    41/4لیتر، فعالیت آنزیم  

منتن و رسم نمودار لاینویوربرگ، با افزایش غلظت  -با استفاده از معادله میکائیلیس  آورده شد.بدست  2و    1فرمول های  

یافته و تا زمانی که آنزیم از سوبسترا اشباع شود این روند ادامه می یابد و بعد از اشباع  سوبسترا، سرعت واکنش افزایش

شدن آنزیم با افزایش غلظت، تغییرات سرعت واکنش ثابت باقی ماند. به این ترتیب با استفاده از اطلاعاتی که از نمودارها  

مولار بر دقیقه  میلی  012/0آن،    maxVمولار و  میلی  02/0استراز مغزگاو،  کولینآنزیم استیل  mKنتیجه گیری می گردد،  

 بدست آورده شد.  

 و اسانس بالنگ، گریپ فروت و لیموشیرین  استرازکولینبررسی رفتار سینتیکی آنزیم استیل

( و اسانس  6-10(، اسانس گریپ فروت )شکل  1-5های مختلف اسانس بالنگ )شکل  پس از انکوبه کردن آنزیم با غلظت

گیری شد و نمودارهای میکائیلس منتن و لاینویور برک و همینطور تغییرات  ( فعالیت آنزیم اندازه11-15لیموشیرین)شکل  

 فعالیت آنزیم تحت تاثیر اسانس ها آورده شده است.  
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ب( تغییرات شیب نمودار اولیه    (KI)الف( تغییرات معکوس سرعت ماکزیمم ظاهری آنزیم نسبت به غلظت اسانس بالنگ    :3تصویر

 KI>Ki(، Ki)نسبت به غلظت اسانس بالنگ  
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   maxVو  mKمیلی گرم برمیلی لیتر، دارای  45/1آنزیم استیل کولین استراز در مجاورت اسانس بالنگ در غلظت 

 

maxV    میلی گرم برمیلی    42/1میلی مولار بر دقیقه بوده و در غلظت    011/0میلی مولار و    034/0ظاهری به ترتیب

گرم بر  میلی 45/1و  91/0درصد کاهش داده است. اسانس بالنگ در غلظت هایی نظیر  50لیتر، فعالیت آنزیم را به مقدار  

ثابت مطابق  دارد.  آنزیم  روی  مهارکنندگی  اثر  لیتر  بدستمیلی  آماری  که  های  مولار  میلی  IK=03/5و    iK=08/1آمده 

 غیررقابتی است.  - صورت رقابتیباشد. بنابراین مهار مختلط به می iK بزرگتر از IKآمده، بدست
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تغییرات فعالیت آنزیم نسبت به غلظت اسانس بالنگ   :4 تصویر  

 

به عنوان کنترل مثبت   نمودار بستگی میزان مهار آنزیم با افزایش مقدار اسانس بالنگ در مقایسه با گالانتامین   :5تصویر  
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فروت تغییرات فعالیت آنزیم نسبت به غلظت اسانس گریپ  :9  تصویر  
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 استراز درحضور اسانس لیموشیرین کولیننمودار لاینویوربرگ معکوس سرعت استیل  :12  تصویر
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و    mKمیلی گرم برمیلی لیتر،    45/1ظاهری آنزیم شده و در غلظت    maxVو    mKاسانس لیموشیرین موجب کاهش  

maxV    و اثر مهارکنندگی     09/60مولاربردقیقه و درصدمهارکنندگی آن  میلی  009/0میلی مولار و    014/0ظاهری به ترتیب

میلی گرم بر میلی لیتر    23/1از نوع نارقابتی نشان داد. ترکیبات این اسانس اثر مهارکنندگی بر روی آنزیم داشته و در  

میلی مولار  بدست آورده شد.    59/3برای آن     iKدرصد کاهش داده و مقدار ثابت بازدارندگی    50فعالیت آنزیم را به مقدار  

- ، نوع مهار نارقابتی بود. در این نوع مهارکنندگی، مهارکننده به جایگاهی بر روی کمپلکس سوبسترا 12با توجه به نمودار

 گردیده است. maxVو  mKنزیم متصل شده و موجب کاهش آ
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 تغییرات فعالیت آنزیم نسبت به غلظت اسانس لیموشیرین   :14تصویر

 

 مثبتنمودار بستگی میزان مهار آنزیم با افزایش مقدار اسانس لیموشیرین در مقایسه با گالانتامین به عنوان کنترل   :15تصویر
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 بحث  

با کاهش پیشرونده حافظه، کاهش مهارت های    متن فرآیندی که  به سن است  آلزایمر یک بیماری وابسته  بیماری 

. مهار استیل کولین استراز به عنوان راهکاری برای درمان بیماری  [36]کلامی و سایر اختلالات شناختی مشخص می شود

آلزایمر، زوال عقل، آتاکسی، میاستنی گراویس و بیماری پارکینسون به کار گرفته شده است. از آنجا که  که چند داروی  

مله اختلالات دستگاه  سنتزی نظیر تاکرین ودونپزیل و محصول طبیعی ریواستیگمین و گالانتامین دارای عوارض جانبی ازج

گوارش و مشکلات مرتبط با فراهمی زیستی می باشند تلاش برای جستجوی مهارکننده های بهتر استیل کولین استراز از  

 .  [32]منابع طبیعی ادامه دارد

متابولیت های ثانویه گیاهان با خصوصیات ساختاری مختلف مانند استرولها، ترپنوئیدها، فلاوونوئیدها و ترکیبات فنلی  

به عنوان مهارکننده های استیل کولین استراز با عوارض جانبی کمتر و داروهایی امیدوارکننده برای پیشگیری و درمان  

. درحال حاضر، روغن های اسانسی به عنوان داروهای احتمالی آینده در پیشگیری  [20]بیماری آلزایمر شناخته شده اند  

. درواقع، نتایج مطالعات اخیر نشان  [28]از اختلالات عصبی مرتبط با مغز مانند بیماری آلزایمر درنظر گرفته می شوند  

داده که چندین روغن اسانسی از محصولات غذایی و گیاهان دارویی بر فعالیت استیل کولین استراز تاثیر دارند. اثرات  

از ترپنوئیدها   آنها  اکثر  استیل کولین استراز مورد بررسی قرار گرفته و گزارش شده که  اجزای مختلف اسانس ها روی 

توانند از  وجه به اندازه مولکولی کوچک و لیپوفیل بودن آنها، ترکیبات فرار روغن های اسانسی به راحتی میهستند. بات

. از طرفی کاربرد دارویی اسانس مرکبات نیز درحال افزایش است؛ زیرا بسیاری از ترکیب  [10]سدخونی مغز عبور کنند  

های موجود در این اسانس ها دارای اثرات درمانی بوده و در صنایع دارویی حائز اهمیت هستند. ترکیب سیترونلال موجود  

. [42]ی و بیماری های روانی کاربرد دارد  در مرکبات یک ترکیب آرامش بخش بوده و در درمان بیماران مبتلا به افسردگ 

درصد اجزای غیرفرار هستند. لیمونن اصلی ترین جزء   15تا   1درصد مواد فرار و   99تا  85اسانس روغنی مرکبات حاوی 

. تعداد زیادی از اسانس ها و ترکیبات  [16]درصد از آن را تشکیل می دهد    98تا    32شیمیایی اسانس مرکبات بوده که بین  

مونوترپنه آنها بر روی آنزیم استیل کولین استراز اثر مهارکنندگی نشان داده اند. از طرفی در چندین مطالعه برروی مغزگاو  

 .[37]گزارش شد که به عنوان منبعی سرشار از استیل کولین استراز می تواند موضوع تحقیق بیوشیمیدان ها واقع شود 

( نشان داد که اسانس تام و لیمونن هردو اثر مهارکنندگی  %523/87اسانس پوست نارنج تونسی با درصد بالای لیمونن )

بر آنزیم استیل کولین استراز از نوع غیررقابتی دارند اما اسانس کامل آن برای آلودگی یک منطقه با آفت ها اثر بهتری از  

. اسانس گیاه مرزنجوش اثر مهارکننده بر فعالیت استیل کولین استراز و به صورت وابسته به  [28]لیمونن خالص نشان داد

میکروگرم برمیلی لیتر نشان داده است. مهمترین ترکیب های شناسایی شده در اسانس این گیاه    50IC=  40/36غلظت با  

)-4شامل:   گاما %97/29ترپینئول   ،)-( ترانس%40/15ترپینن   ،)-( هیدرات  آلفا%93/10سابینن   ،)-( - 3(،  %86/6ترپینن 

های  دهند. محتوای بالای مونوترپندرصد کل اسانس را تشکیل می   70/69( که  %54/6تری متیل )-4یکلوهگزن متانال  س

ای دیگر اسانس گیاه مریم گلی  . در مطالعه[25]هیدروکربنه یا اکسیژنه در اسانس مرزنجوش علت مهار آنزیم شناحته شد  

ترکیب در اسانس این گیاه    54طیف سنجی جرمی، -از خانواده نعناعیان استخراج شد و با استفاده از کروماتوگرافی گازی 

- (، آلفا%86/5(، اسپاتولنول )% 71/8کاریوفیلن )- (، بتا%03/25شناسایی شد که ترکیبات اصلی آن شامل: جرماکرن دی )

( بود. اسانس گیاه مریم گلی در این مطالعه اثر مهارکنندگی درحد متوسط روی آنزیم استیل کولین استراز  %82/4ومولن )ه

 .  [40]نشان داده است 
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فعالیت آنزیم استیل کولین استراز در مجاورت اسانس نعنای وحشی بررسی شده است. ترکیبات اصلی شناسایی شده  

پیپریتون اکسید ، پولگون ، پیپریتنون اکسید گزارش  -سینئول، لینالول، منتون، ترانس-8و    1در اسانس این گیاه شامل:  

گیری فعالیت آنزیم نشان داد که مونوترپن های اکسیژنه عامل اصلی در مهار آنزیم می باشند. اسانس این گونه شد. اندازه

نعنا دارای ترکیبات باارزش زیست فعال بوده و به دلیل خواص آنتی اکسیدانی و پتانسیل مهار آنزیم های مهم در بیماری  

ل پتانسیل بالای این اسانس برای استفاده در صنایع داروسازی، آرایشی  هایی ازقبیل دیابت، آلزایمر و اختلالات پوستی دلی

 .[8]و غذایی پیشنهاد شده است 

دو ترکیب لینالول و سیترال به عنوان مهارکننده های برگشت پذیر و رقابتی استیل کولین استراز حشرات معرفی شده  

و   کرباماتها  متیل  نظیر  شیمیایی  های  کش  حشره  مانند  دقیقا  طبیعی  های  ترپن  این  که  داد  نشان  مطالعه  این  اند. 

هیدروفوبی استقرار یافته و از اتصال سوبسترای آنزیم ممانعت می  اورگانوفسفاتها در جایگاه فعال آنزیم با برهمکنش های  

کنند. از طرفی اثر مهارکنندگی چای کوهی بر آنزیم استیل کولین استراز به مونوترپن های اصلی شناسایی شده در اسانس  

ی بر آنزیم استیل کولین  سینئول و کامفور نسبت داده شد و نوع مهار از نوع برگشت پذیر رقابت  8و    1پینن،  -آن شامل آلفا 

 .  [34]استراز گزارش شد 

هایی  ترپینن ترکیبات اصلی روغن اسانسی لیمو بوده و تأثیر قوی در آزادسازی مونوآمین-دو ترکیب لیمونن و گاما

نوراپی دوپامین،  اند  مانند  داده  نشان  مغز  بافت  از  سروتونین  و  مهارکنندگی  [18]نفرین  فعالیت  طرفی  از  از    17.  نوع 

ترپینئول در غلظت  -4ترپینن و  -ها بر آنزیم استیل کولین استراز به روش المن بررسی شده که از بین آنها گاما مونوترپن

از ترپن های دیگری مانند لیمونن و لینالول در   .[42]مهار آنزیم را نشان دادند    %4/21و    %6/22میلی مولار به ترتیب    2/1

. در مطالعه حاضر  [30]گزارش شده است    %37و    %27میکروگرم برمیلی لیتر به ترتیب درصد مهارکنندگی    164غلظت  

نیز در هماهنگی با گزارشات گذشته وجود دو ترکیب دی لیمونن و بتا میرسن در هر سه اسانس احتمالا علت اصلی رفتار  

سینتیکی از نوع مهارکنندگی برای آنزیم استیل کولین استراز می باشد. به علت محتوای بالای این دو ترکیب در اسانس  

المن در اسانس  -ارکنندگی برای آن مشاهده شد. از طرفی تفاوت در اجزای دیگر نظیر دلتالیمو شیرین بیشترین قدرت مه 

- کادینن در اسانس گریپ فروت و وجود ترکیباتی نظیر سیترونلال، لینالول و جرماکرن-بالنگ، کاریوفیلن، بتافلاندرن و دلتا 

علت تفاوت درنوع رفتار مهارکنندگی آنها در برابر   دی در اسانس لیموشیرین و اثرهای هم افزایی بین این ترکیبات احتمالا

اجزای اصلی تشکیل دهنده و نوع سینتیک مهارکنندگی هر یک از اسانس ها آورده شده    7آنزیم بوده است. در جدول  

 است.

 

 

 لیموشیرین  فروت گریپ بالنگ  ترکیب 

 08/81 57/75 76/78 لیمونن-دی

 93/3 88/5 08/4 میرسن-بتا

 -  -  18/2 پینن-بتا

 23/2 -  17/2 بیسابولن -بتا

مقایسه ترکیبات اصلی تشکیل دهنده اسانس بالنگ، گریپ فروت و لیموشیرین   :7جدول  
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 68/1 -  75/1 برگاموتن -آلفا

 -  -  55/1 المن -دلتا

 -  63/1 19/1 پینن -آلفا

 -  95/1 -  کاریوفیلن 

 -  39/1 -  فلاندرن -بتا

 -  07/1 -  کادینن -دلتا

 18/2 -  -  سیترونلال

 39/1 -  -  لینالول 

 23/1 -  -  دی -جرماکرن

 نارقابتی  رقابتی  مختلط  نوع مهارکنندگی 

 

 گیری نتیجه 

شود که علت مهار استیل کولین استراز احتمالا وجود دو ترکیب دی لیمونن و بتا میرسن  گیری میاز این مطالعه نتیجه

لیمونن نسبت به بالنگ و گریپ فروت و دارای بیشترین  -باشد. اسانس لیموشیرین بیشترین مقدار دیدر هر سه اسانس می

های  باشد. بنابراین مرکبات و ترکیبات موجود در آنها پتانسیل لازم برای مطالعات بعدی و پژوهشقدرت مهارکنندگی می

 باشند.آینده در زمینه مهار آنزیم استیل کولین استراز را دارا می

 

 تضاد منافع

 دارند که هیچ تضاد منافعی ندارند.نویسندگان اعلام می
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های مالی در انجام این تحقیق تشکر و  نویسندگان مقاله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه مازندران به خاطر حمایت

 .کنندقدردانی می
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Abstract 

Medicinal plants have been used since ancient times to treat a wide range of diseases. In 

addition to their nutritional value, citrus fruits are rich sources of bioactive compounds with potent 

antioxidant properties. Inhibition of acetylcholinesterase (AChE) is a key therapeutic strategy for 

the management of Alzheimer's disease. This study investigated the chemical composition of 

essential oils extracted from the peels of citron, grapefruit, and sweet lemon, as well as their 

inhibitory effects on the kinetic properties of AChE. Essential oils were extracted using a 

Clevenger apparatus, and their chemical constituents were identified by gas chromatography–

mass spectrometry. AChE activity was measured following incubation with different 

concentrations of the essential oils. Enzyme kinetic parameters were analyzed to determine the 

inhibitory effects and mechanisms of inhibition. Monoterpenes were the predominant constituents 

of all three essential oils. Sweet lemon essential oil exhibited the strongest inhibitory activity 

against AChE, achieving 60.09% inhibition at a concentration of 1.45 mg/mL. The IC₅₀ values for 

citron, grapefruit, and sweet lemon essential oils were 1.42, 1.21, and 1.23 mg/mL, respectively. 

Kinetic analysis revealed that citron, grapefruit, and sweet lemon essential oils inhibited AChE in 

a concentration-dependent manner through mixed, competitive, and uncompetitive mechanisms, 

respectively. The observed differences in the modes of inhibition are likely attributable to 

variations in the chemical composition of the essential oils. These findings suggest that citrus peel 

essential oils possess promising acetylcholinesterase inhibitory activity and may serve as potential 

natural candidates for further investigation in the development of alternative or complementary 

therapies for Alzheimer's disease. 

Key words: Medicinal plants, Citrus, Essential oil, Acetylcholinesterase, Inhibitors. 
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