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- ي آبي گياه چاي ترش بر جلوگيري از تجمع پروتئين آلفا بررسي اثر حفاظتي عصاره
  لاكتĤلبومين

  *شهره رحيمي، آرزو قهقايي
  زاهدان، دانشگاه سيستان و بلوچستان، دانشكده علوم

  24/9/94 :تاريخ پذيرش    6/5/94 :تاريخ دريافت

 چكيده

يافتن . گردد مي زنده هاي گوناگون در انسان ها و ساير موجودات ه بيماريلفي ناشي شده و منجر باز عوامل مخت يتجمع پروتئين
چاي ترش منبع غني از آنتي گياه .  تواند بسيار حائز اهميت باشد مي راهكاري مناسب جهت جلوگيري از ايجاد اينگونه تجمعات

اين پژوهش اثر در . هاي آزاد محافظت كند هاي ناشي از راديكال تواند از بدن در برابر آسيب كه ميطبيعي است  هاي اكسيدان
به عنوان عامل القا  )DTT(تريتول تيو درحضور ديلاكتĤلبومين -پروتئين آلفاتجمعات عصاره ي آبي گياه چاي ترش بر روي 

طيف سنجي نور  هاي روش پروني عصاره بر روي تجمع پروتئين توسطاخاصيت چ .مورد بررسي قرار گرفت ي تجمع كننده
و دورنگ  )ANS( سولفوناتنفتالن -8آنيليلينو-1ذاتي،  فلورسانس اسپكتروسكوپي ،)ThT( تي تيوفلاوين ورسانسفلمرئي، 
لاوين تي نشان داد نتايج بدست آمده از طيف سنجي نور مرئي و اتصال تيوف .بررسي شد )Circular dichroism(دوراني نمايي 

افزايش يد در پروتئين جلوگيري كرده و اين تاثير با افزايش غلظت عصاره ي چاي ترش از ايجاد تجمع و تشكيل آميلوئ كه عصاره
طبق نتايج بدست آمده از آزمايشات فلورسانس، عصاره با نواحي هيدروفوب در معرض قرار گرفته در پروتئين احيا شده . يابد مي

تريتول تغييراتي در  تيو داد كه دي حلقوي نشان نمايي نتايج حاصل از دورنگ. كند تجمع جلوگيري ميبرهمكنش كرده و از 
را به  ترش نتايج اين پژوهش چاي. شود كمتري مشاهده ميحضور عصاره تغييرات  د كه درنك ميساختمان دوم پروتئين ايجاد 

  .كند پيشنهاد مي ناشي از تجمع  هاي گوناگون هاي مختلف دخيل در بيماري قوه جهت جلوگيري از تجمع پروتئينعنوان عاملي بال

  لاكتĤلبومين، چاي ترش- پروتئين، آلفا تجمع  :هاي كليدي واژه

  arezou@chem.usb.ac.ir: ، پست الكترونيكي05433446565: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ها يا باقي نماندن آنها در  خوردگي صحيح پروتئين عدم تا

ا اختلالات زيادي در عملكرد بحالت درست تا شده، 
هاي مختلف  ريبه بيماكه منجر ها همراه است  سلول
هايي با  هاي تجمع يافته مولكول پروتئين. )9( شود مي

ساختار اشتباه تاخورده هستند كه از ناتواني پروتئين در تا 
خوردگي صحيح به صورت كنفورماسيون عملكردي فعال 

آن كنفورماسيون، ناشي ويا عدم توانايي  باقي مانده در 
و  pHمانند دما، يط استرس بسته به شرا ).19(شوند  مي

  منظم يا   )آمورف( نامظم  ت تجمعا  حضور عامل كاهنده،

  ).5( گردد ايجاد مي) هاي آميلوئيدي فيبريل(

 - 4 چاي ترش گياهي يك ساله است كه ارتفاع آن گاهي به
اين گياه در سراسر جهان، در مناطق . رسدمتر ميچهار

نواحي توليد در  و شودگرمسير و نيمه گرمسير يافت مي
چاي ترش بومي  )22(باشد كننده به نام روسل معروف مي

باشد و كشت اين گياه در ايران تنها در استان ايران نمي
 گكاسبر ).2(است سيستان و بلوچستان گزارش شده

خشك گياه چاي ترش حاوي فلاونوئيد، آنتوسيانين و 
و  مقدار بالايي اسيد مانند اگزاليك اسيد، سوكسينيك اسيد
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به علاوه مقدار اسيد آسكوربيك چاي . اسيدهاي آلي است
در . باشدي مركبات بيشتر مي سه با خانوادهترش در مقاي

آزمايشات انجام شده حضور آهن، فسفر، كلسيم، منگنز، 
آلومينيوم، سديم، پتاسيم، موسيلاژ، گوسيپتين، هيبيستين، 

  .)23و4(مشاهده شده است  در آنپروتئين و مواد معدني 

هاي طبيعي است كه اكسيدانچاي ترش منبع غني از آنتي
توانند از بدن در برابر آسيب هاي ناشي از راديكال هاي مي

اثرات . آزاد و پراكسيداسيون ليپيدي محافظت كنند
محافظتي احتمالا از طريق مقادير بالاي آسكوربيك اسيد، 
بتا كاروتن و تركيبات فنولي و به خصوص آنتوسيانين ها 

در بين قسمتهاي مختلف چاي ترش،  ).17(شود اعمال مي
ي آبي كاسبرگ آن بيشترين فعاليت آنتي اكيسداني عصاره

ي اين نتايج ناشي از اين است كه كاسه. )23( را دارا است
ها ، آنتوسيانين)g100در  C)mg 141 گل منبع غني ويتامين 

)mg 5/2  درg 100( بتاكاروتن ،)mg 88/1  درg 100(، 
- ها و ديگر آنتي، پلي فنول)g100در  gµ 164(ليكوپن 

  .)15(هاي محلول در آب است اكسيدان

به دنبال به اثبات رسيدن خاصيت آنتي اكسيداني بالاي 
-ي گياه، اين احتمال داده شد كه تركيبات آنتيعصاره

ئين و اكسيداني موجود در اين گياه بر روي تجمع پروت
اين برآن شديم كه بنابر. ر باشندگذا تشكيل آميلوئيد تأثير

- ي اين گياه را بر روي تجمع پروتئين آلفاتاثير عصاره
  .لاكتĤلبومين بررسي نماييم

لاكتĤلبومين يك مونومر كوچك با وزن مولكولي - آلفا
). 18(اسيد آمينه است  123دالتون و حاوي كيلو  18/14

 ارچه - 4سيستئين است كه  باقيمانده 8اين پروتئين داراي 
كه لاكتĤلبومين -آلفا ).6(دهند  پل دي سولفيدي تشكيل مي

داراي جايگاهي بخشي از كمپلكس لاكتوز سنتاز است، 
رسد در تغيير  اي اتصال كلسيم است كه به نظر ميبر

شده غير طبيعي  ساختار پروتئين از حالت طبيعي به فرم
ي  ن همچنين داراي ناحيهاين پروتئي ).20(نقش داشته باشد 

اين نواحي اتصال ممكن است نقشي را . صال روي استات

لاكتĤلبومين - آلفا). 18(سنتاز ايفا كنند در كمپلكس لاكتوز 
و غلظت  پايين pHتحت شرايط مختلف محيطي شامل

ولتن گلبول تشكيل حالت مپايين نمك در غياب كلسيم، 
كه باند هاي دي سولفيدي را مستعد ) 11و10( مي دهد

 8(ه فيبريل هاي آميلوئيدي مي كند احيا و منجر شدن ب
لاكتĤلبومين ساختار دومي مشابه - آلفااين فرم از ). 13و

حالت طبيعي دارد اما ساختار سوم كمي را نشان ميدهد 
حالت لاكتĤلبومين به بهترين شكل -كه آلفا از آنجايي). 7(

تواند به  مولتن گولبول را نشان ميدهد، اين پروتئين مي
هاي  براي مشاهده ي دقيق چاپرون مناسبعنوان مدلي 

  ).16(مولكولي و حالت مولتن گلوبل بكار گرفته شود 

  مواد و روشها
  مواد مورد استفاده

 لاكتĤلبومين- پروتئين آلفا: هاشيميايي و پروتئينمواد 
)KD14 (از شركت سيگما تهيه شد . 

، سديم آزيد )DTT(تيوتريتول دي: مواد شيميايي شامل
)3NaN(سفات ، سديم ف)4HPO 2Na( ،1 -8-آنيلينو-

  نفتالن 

از  نيز)  ThT( Tو تيوفلاوين ) ANS(سولفونيك اسيد 
  .تهيه شدند درامريكاشركت سيگما

  مواد گياهي

سيستان و  نگياه چاي ترش از زاهدان واقع در استا
  .بلوچستان جمع آوري شد

گيري به اين صورت انجام عصاره: عصاره گيري از گياه
آب دو بار  cc 150گرم از پودر گياه به  15شد كه ميزان 

ساعت توسط همزن  24، به مدت شدهاضافه  تقطير 
ي حاصل سپس با  عصاره. شدغناطيسي كاملا مخلوط م

دقيقه با  20استفاده از كاغذ صافي صاف شده، به مدت 
-محلول رويي به پليت شيشه. سانتريفيوژ شد 12000دور 

در داخل انكوباتور روز  4- 3اي منتقل شده و به مدت 
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نمونه پس از خشك شدن كامل، به صورت . خشك شد
  .پودر جهت انجام آزمايش مورد استفاده قرار گرفت

توانايي : استفاده از تكنيك اسپكتروسكوپي جذب نوري
نشيني ي گياه چاي ترش در جلوگيري از تجمع و تهعصاره

 با استفاده از طيف سنجي نور لاكتĤلبومين-پروتئين آلفا
 لاكتĤلبومين در غلظت -آلفا. مورد بررسي قرار گرفت مرئي

mg/ml5/2 بافر فسفات  در mM50 ) pH 4/7( حاوي ،
 NaCl( mM(كه سديم كلريد 05/0 % )NaN3(سديم آزيد 

يك نمونه به . نيز به آن افزوده شده بود، تهيه گرديد 100
هاي شده و نمونه در نظر گرفته عنوان شاهد، بدون عصاره

 ترش يچاي هاي متفاوت عصارهر در معرض غلظتديگ
وزني  : وزني 1:  1و 5/0:  1، 25/0:  1هايبا نسبت(

هاي آماده به تمامي غلظت. قرار گرفتند) عصاره: پروتئين 
در اثر افزوده  .افزوده شد DTT  mM20شده مقدار يكسان 

آزمايش  ،شدن و تجمع آغاز شده غيرطبيعي ،DTTشدن 
درجه توسط دستگاه  C˚ 37و دماي nm340در طول موج 

صورت گرفت و جذب به مدت ) Biotekكمپاني (الايزا 
دقيقه توسط دستگاه  3هاي زماني هر دقيقه در فاصله 180

  . خوانده شد

تي بررسي تشكيل آميلوئيد با استفاده از رنگ تيو فلاوين
)ThT :(هاي آميلوئيدي به وسيله آلفاتشكيل فيبريل-

در حضور عامل احيا كننده )  mg/ml5/2 (لاكتĤلبومين 
ي چاي و عصاره) DTT ) mM20سولفيدي هاي ديپيوند

:  1، 25/0:  1هايبا نسبت(هاي مختلف  در غلظتترش 
 .بررسي شد ).عصاره: پروتئين  وزني : وزني 1:  1و 5/0

  mM50، DTT بافر فسفات  حاوي هاي مورد نظرنمونه
mM20 ،pH  4/7  اعت درون دستگاه س 30به مدت

. انكوبه شدند C 37˚در دماي  A-Q Germanانكوباتور 
هاي هاي آميلوئيدي، نمونهتسهيل درتشكيل فيبريل بمنظور

 rpm 210درون انكوباتور با استفاده از دستگاه شيكر با دور 
- هاي انكوبه شده طي فاصلهسپس نمونه. تكان داده شدند

تا روند تشكيل شوند زماني متفاوت برداشته مي هاي

هاي برداشته نمونه. آميلوئيد با گذشت زمان سنجيده شود
 ThT ها توسط فلورسانسسنجش نشر آن بمنظورشده 

)Mµ4/0 بافر فسفات  در Mm500  سديم آزيد ،)NaN3(% 
05/0 ، pH)4/7 (با . شوندبه دستگاه فلوريمتر منتقل مي

  varian USA( Carry  Eclipse(استفاده از نرم افزار 

spectro-fluorimeter ها خوانده و تنظيمات آن نشر نمونه
نرم افزار، طول موج  اي كه با تنظيماتبه گونه. شودمي

ها و طول موج نشر آن nm 446ها برابربرانگيختگي نمونه
  . تنظيم شد nm 600-480برابر 

استفاده از تكنيك اسپكتروسكوپي فلورسانس ذاتي 
Intrinsic fluorescence: براي  ذاتي شدت فلورسانس

ي عصاره هاي مختلف و غلظت )Mµ 10( لاكتĤلبومين- آلفا
وزني  : وزني 1:  1و  5/0:  1، 25/0:  1(چاي ترش 

ها در بافر فسفات نمونه. گيري شداندازه) عصاره: پروتئين 
mM50 )Na2HPO4 (آزيدحاوي سديم)  (NaN3 % 05/0 

ها نمونه ،DTTردن بعد از اضافه ك. آماده شدند =4/7pHو
 سپس انكوبه شدند C  ˚ 37ساعت در دماي 3به مدت 

 Carry Eclipse طيف فلورسانس با استفاده از دستگاه

spectrofluorimeter (varian USA) طول . بدست آمد
 nm 295 هاي تريپتوفانموج برانگيختگي براي ريشه

همچنين . در دستگاه تنظيم شد nm 5/2باعرض عبوري 
با عرض  300- 400ي حاصل در طول موج طيف نشر

  . ثبت شد nm5عبوري 

آنيلو - 1استفاده از نشانگر فلورسنت متصل شونده به  
براي  ANSسنجش اتصال : )ANS(نفتالن سولفونات 

ال حاصل از فعل و انفع ارزيابي تغييرات هيدروفوبيستي
ي چاي ترش مورد استفاده قرار  بين پروتئين و عصاره

 ،)mM10(لاكتĤلبومين - حاوي پروتئين آلفا هانمونه. گرفت
:  1، 25/0:  1(ي چاي ترش عصارههاي مختلف  غلظت

 DTTهمراه با ) عصاره: پروتئين وزني  : وزني 1:  1و  5/0
mM  20 بافر فسفات درmM  50 حاوي سديم آزيد 

)NaN3% (05/0 وpH  فلورسانس  .انكوبه شدند 4/7برابر با
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ANS دستگاه   بوسيلهvarian spectrofluorimeter  قابل
قرار  nm400طول موج تحريكي برابر  .مشاهده است

تنظيم  nm600-400گيرد و طول موج نشر در يك دامنه  مي
 5/2عرض عبوري براي اين نور تحريكي برابر با . شودمي

ها بعد از قرار گرفتن كووت حاوي نمونه. شودقرار داده مي
ي زماني مداوم، هادر دستگاه فلوريمتر، طي فاصله

ها اضافه شده به نمونه ANSميكروليتر از محلول استوك 1
، نشر ANSو با هر بار اضافه كردن اين مقدار از رنگ 

كند كه اين عمل تا زماني ادامه پيدا مي. شودخوانده مي
شدت فلورسانس به حالت يكنواخت رسيده باشد و ديگر 

  .افزايشي در شدت فلورسانس مشاهده نشود

استفاده از روش اسپكتروسكپي دورنگ نمايي حلقوي 
)CD( :در اين روش ساختار دوم و سوم پروتئين آلفا -

ي گياه چاي لاكتĤلبومين در حضور و عدم حضور عصاره
 Far-uv CDرنگ نمايي حلقوي ترش با استفاده از دو

آزمايش قرار مورد ) نانومتر 190–260هاي طول موج(
در حضور ) mg/ml 2/0(كتĤلبومين لا- ها، آلفانمونه. گرفت
:  1، 25/0:  1هاي وزنيدر نسبت(ي چاي ترش عصاره

بافر استفاده ).  عصاره: پروتئين وزني  : وزني 1:  1و  5/0
به   DTTاز . 4/7برابر با  mM10 pHبافر فسفات  ، شده

. سولفيدي استفاده شدي ديهاي پيوندعنوان احيا كننده
 Cᵒ  37در  cm1هاي با طول مسير ووتها در كگيرياندازه

 .انجام شد Avivمدل  varianبا استفاده از اسپكتروپلاريمتر 

  نتايج
ي چاي ترش بر تشكيل تجمع در بررسي اثر عصاره

لاكتĤلبومين با استفاده از طيف سنجي نور -پروتئين آلفا
ي گياه چاي ترش در جلوگيري از قابليت عصاره: مرئي
توسط اسپكتروسكوپي نور  لاكتĤلبومين-مع پروتئين آلفاتج

شدن و تجمع  غير طبيعيفرآيند . گيري شدمرئي اندازه
پيوند  4- چهار لاكتĤلبومين به دنبال احيا شدن-پروتئين آلفا

 هاي ريشهسولفيدي موجود درساختمان آن كه بين دي

 DTTاند، توسط تشكيل شدهسيستئين در نواحي مختلف 
   ).14(وندد پيبوقوع مي

نشان داده شده است، شدت  1ر كه در شكلهمان طو
لاكتĤلبومين با گذشت زمان در حضور -جذب پروتئين آلفا

ي تشكيل يابد كه نشان دهندهتريتول افزايش ميتيودي
ضمن اضافه كردن . تجمع در اين مولكول پروتئيني است

ي چاي ترش مشخص شد هاي مختلف از عصارهغلظت
غير طبيعي شدن پروتئين، از سرعت كه با افزودن عصاره به 

لاكتĤلبومين در يك - و تشكيل تجمعات در پروتئين آلفا
نسبت وابسته به غلظت كاسته شده و زمان مورد نياز براي 

ميزان  چنانكه . يابدگيري اين ساختارها افزايش ميشكل
هاي جلوگيري از تجمعات پروتئيني در حضور غلظت

آورده شده است،  1ل ي چاي ترش در جدومختلف عصاره
،  عصاره/ لاكتĤلبومين -وزني آلفا/وزني 1:  25/0در نسبت 
از تشكيل تجمعات جلوگيري شد و  درصد 12/31به ميزان 

:  1با افزايش نسبت عصاره به پروتئين به ميزان  
درصد  83/ 32، اين درصد محافظت به وزني/وزني1

 جلوگيري از(ميزان درصد حفاظت . افزايش پيدا كرد
ي تاثير دهنده، نشانهاي مختلف عصارهدر غلظت) تجمع

ي چاي اكسيداني موجود در عصارهگذاري تركيبات آنتي
لاكتĤلبومين -ترش در جلوگيري از تجمع پروتئين آلفا

  .است

  
دقيقه  180درمدت زمان  nm340ميزان جذب نوري در   -1شكل

ور و حضور درعدم حض) mg/ml 2(لاكتĤلبومين -براي پروتئين آلفا
:  1، 25/0:  1وزني  : وزنيهاي در نسبت(ي گياه چاي ترش عصاره

در  mM 50پروتئين در بافر فسفات ). عصاره: پروتئين  1:  1و  5/0
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pH 4/7  وNaN3 %05/0 و دماي ᵒC 37  در حضورDTT   
mM20 همچنين . تهيه گرديدNaCl   mM 100 نيز به بافر افزوده

  كرار گرديده استبار ت 3اين آزمايش . شد

  ترش چاي يعصاره مختلف هايغلظت توسط لاكتĤلبومين- آلفا پروتئين تجمع از بازداري درصد -1جدول 
 تركيبات نمونه )درصد(در صد بازداري

  ) 25/0:  1(ي چاي ترش عصاره+لاكتĤلبومين-آلفا 12/31
  )  5/0:  1(ي چاي ترش عصاره+لاكتĤلبومين-آلفا 64/36
  )  1:  1(ي چاي ترش عصاره+لاكتĤلبومين-آلفا 32/83

 حضور در لاكتĤلبومين-α آميلوئيد فيبريل تشكيل بررسي
 اتصال وسيله به ترش چاي يعصاره مختلف هايغلظت

تشكيل فيبريل آلفالاكتĤلبومين احيا : )ThT( تيتيوفلاوين
هاي حضور نسبتعدم حضور و در  DTTشده توسط 

. چاي ترش مورد بررسي قرار گرفتمختلف عصاره گياه 
هاي به فيبريل ThTاين بررسي توسط تكنيك اتصال 

آميلوئيدي انجام گرفت كه نمودار آن به صورت مقياسي از 
. آمده است 2نسبت به زمان در شكل ThTفلورسانس 

شود يك افزايش در همانطور كه در شكل مشاهده مي
لفالاكتĤلومين ي آشدت فلورسانس وابسته به زمان در نمونه

-شود، در حضور عصارهمشاهده ميDTT  احيا شده توسط

ي چاي ترش از شدت فلورسانس كاسته شده و با افزايش 
شود غلظت عصاره اين كاهش شدت فلورسانس بيشتر مي

ي اثر محافظتي عصاره گياه چاي ترش در كه نشان دهنده
هاي آميلوئيدي در پروتئين جلوگيري از تشكيل فيبريل

  .لاكتĤلبومين است- فاآل

چنانچه . شوداين اثر با محاسبه ثابت سرعت نيز تاييد مي
دهد، در عدم حضور عصاره ثابت سرعت نشان مي 2جدول

 ×min-1 1 - 10لاكتĤلبومين برابر با-تشكيل آميلوئيد در آلفا
 25/0بود و با افزودن عصاره با نسبت  )345/0  0±/ 003(

ه پروتئين، مقدار ثابت عصاره نسبت ب وزني : وزني 1: 
. كاهش يافت) min-1  1 - 10×  )005/0± 321/0 سرعت به

عصاره  1:  1و  1:  5/0با افزودن غلظت عصاره به نسبت 
 ×min-1 1 - 10  به بترتيبنسبت به پروتئين، اين مقدار 

) 002/0 ± 200/0 ( min-1  1 - 10  و) 295/0  ± 014/0(
ترش سرعت ي چاي دهد عصارهكه نشان مي. رسيد

لاكتĤلبومين احيا شده - تشكيل آميلوئيد را در پروتئين آلفا
  .دهدكاهش مي

  
) mg/ml 5/2(لاكتĤلبومين -هاي آميلوئيدي آلفاتشكيل فيبريل -2شكل

 1:  5/0، 1:  25/0هاي وزني با نسبت(ي چاي ترش در حضور عصاره
فر بافر استفاده شده با. ThT µM4، و )پروتئين: عصاره  1: 1و 

 4/7برابر  pH و NaN3  %05/0حاوي سديم آزيد  mM  50فسفات
-ي پيوندهاي ديبه عنوان احيا كننده mM  DTT   20از . است

  .بار تكرار گرديده است 2اين آزمايش . سولفيدي استفاده شده است

لاكتĤلبومين در حضور و  - بررسي فلورسانس ذاتي آلفا
انس ذاتي فلورس: ي گياه چاي ترشعدم حضور عصاره

ي تريپتوفان موجود در  ريشه 4- لاكتĤلبومين از چهار - آلفا
شود و بر حسب اينكه پروتئين در چه شرايطي  آن ناشي مي

در اين آزمايش فلورسانس ذاتي . قرار بگيرد، متفاوت است
پيوندهاي  ةلاكتĤلبومين در حضور عامل احيا كنند - آلفا
هاي مختلف و غلظت) DTT(تريتول تيوسولفيدي  ديدي

  .ي گياه چاي ترش  مورد بررسي قرار گرفتعصاره

نمودار ستوني مربوط به مقايسه ماكزيمم شدت فلورسانس 
ي چاي ترش لاكتĤلبومين در حضور  عصاره- پروتئين آلفا
  . قابل مشاهده است 3هاي مختلف در شكل  در نسبت
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هاي ثابت. Tهاي مختلف عصاره چاي ترش با استفاده از بررسي تيوفلاوينضور غلظتلاكتĤلبومين در ح- هاي سرعت آلفااي از ثابتخلاصه -2جدول 
  .است انحراف استاندارد از محاسبات به دست آمده از سيگما پلات محاسبه شده. سرعت با استفاده از نرم افزار سيگما پلات محاسبه شده است

 تركيبات نمونه  )min-1( 10-1  × ثابت سرعت

  لاكتĤلبومين-آلفا 345/0 003/0±
 )25/0:  1(ي چاي ترش عصاره+لاكتĤلبومين-آلفا 005/0±321/0

  ) 5/0:  1(ي چاي ترش عصاره+لاكتĤلبومين-آلفا 295/0 014/0±
  ) 1:  1(ي چاي ترش عصاره+لاكتĤلبومين-آلفا 002/0±200/0

، 3شود، مطابق با جدولچنانچه در شكل ملاحظه مي
نشان  100لاكتĤلبومين فلورسانسي در حدود - اپروتئين آلف

 وزني /وزني 1:  25/0در حضور عصاره با نسبت . دهدمي
در صدي در شدت  05/3پروتئين، كاهش : عصاره 

:  5/0فلورسانس مشاهده شد و با افزايش نسبت عصاره به 
 بترتيبپروتئين اين كاهش : عصاره وزني  /وزني 1:  1و  1

   .رسيد درصد 79/30و  درصد19به 

-ي نرممحاسبه شده بوسيله tبه لحاظ آماري از آنجاييكه 

هاي مربوط به پروتئين در عدم بين ستون SPSSافزار 
، 25/0:  1حضور عصاره و در حضور عصاره با نسبت 

 25/0:  1ي هاي مربوط به نسبت، بين ستون ها03/0برابر 
-ط به نسبتي مربوها، و در ستون 0016/0برابر  5/0:  1و 

% 95، در سطح اطمينان 02/0برابر  1:1و  5/0:  1هاي 
باشد كه معنا مي Tنمودار كوچكتر از مقدار بحراني جدول
  .دهددار بودن تفاوت مشاهده شده را نشان مي

  
) µM 10 (لاكتĤلبومين  -αماكزيمم شدت فلورسانس ذاتي  -3شكل

 1:  5/0، 1:  25/0هاي وزنيبا نسبت(در حضور عصاره گياه چاي ترش
 pHو   NaN3  %05/0فسفات،  mM 50 ها در بافر نمونه). 1:  1و 

-ي پيوندبه عنوان احيا كنندهDTT  mM20تهيه شدند و از  4/7برابر 

ساعت در  3ها به مدت نمونه. سولفيدي استفاده شده استهاي دي
  .اندانكوبه شده C˚37 دماي 

 توسط لاكتĤلبومين- آلفا نپروتئي تجمع درصد بازداري از -3جدول
  .ترش چاي يعصاره مختلف هايغلظت

  تركيبات نمونهدرصد بازداري
  )25/0:  1( ترش چاي يعصاره+  آلفالاكتĤلبومين 05/3

  )5/0:  1( ترش چاي يعصاره+  آلفالاكتĤلبومين  19
  ) 1:1 ( ترش چاي يعصاره+  آلفالاكتĤلبومين 79/30

سولفونيك اسيد  -نفتالن - 1- آنيلينو  – 8بررسي اتصال 
)ANS (لبومين در حضور و عدم حضور - به آلفاĤلاكت

جهت بررسي  ANSتكنيك اتصال : ي چاي ترشعصاره
 در معرض قرار گرفته ي  نواحي هيدروفوب تغييرات 

ضور و حضور در عدم ح لاكتĤلبومين-پروتئين آلفا
. استفاده شد چاي ترش ي عصارههاي مختلف  غلظت

بالايي  ANSاحيا شده اتصال لاكتĤلبومين -لفاپروتئين آ
ي نتايج نشان داد كه افزايش عصاره درحاليكه دهد نشان مي

پروتئين  ANSگياه چاي ترش باعث كاهش فلورسانس 
شده و با افزايش ميزان غلظت عصاره روند كاهش 

مشاهده  4چنانچه در شكل .يابدادامه مي ANSفلورسانس 
موجب كاهش  1:  25/0نسبت  شود، افزودن عصاره بامي
درصدي در شدت فلورسانس شده و با افزايش  23/19

 بترتيب، وزني  /وزني 1:  1و  1:  5/0نسبت عصاره به 
در شدت فلورسانس درصدي  18/35و  76/29  كاهش

كاهش در شدت فلورسانس نشان اين  .شودمشاهده مي
ي ي تاثير عصاره در جلوگيري از برهمكنش بين نواح دهنده

به لحاظ آماري از  .است ANSهيدروفوب پروتئين و 
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بين  SPSSافزار محاسبه شده بوسيله نرم tآنجاييكه مقادير 
هاي مربوط به پروتئين در عدم حضور عصاره و در ستون

- ها، بين ستون03/1برابر  25/0:  1حضور عصاره با نسبت 

، و 37/0برابر  5/0:  1و  25/0:  1يهاي مربوط به نسبت
برابر  1:1و  5/0:  1ي هاهاي مربوط به نسبتبين ستون

نمودار كوچكتر از مقدار  درصد95، در سطح اطمينان 45/0
فاوت مشاهده باشد كه معنا دار بودن تمي Tبحراني جدول

  .دهدشده را نشان مي

  
در )µM 10(لاكتĤلبومين -آلفانمودار ستوني نشر فلورسانس  -4شكل

:  5/0، 1:  25/0(ي چاي ترشتلف عصارههاي وزني مخحضور نسبت
 . استفاده شده است ANS  µM  4 رنگ). پروتئين: عصاره 1:  1و 1

 4/7برابر   pHو  NaN3  %05/0 سفات حاوي سديم آزيد فبافر 
سولفيدي استفاده هاي ديي پيوندبه عنوان احيا كننده  DTTاز . است

  شده است

كتĤلبومين در لا - از آلفا  CD  Far-uvارزيابي طيف
چنانچه : ي چاي ترشهاي مختلف عصارهحضور غلظت

-پروتئين آلفاCD- Farقبلا ثابت شده است طيف 
لاكتĤلبومين در حالت طبيعي داراي دو پيك منفي در ناحيه 

ي وجود نانومتر است كه نشان دهنده 222و  208ي 
دهد كه با اضافه نشان مي 5شكل ).21(هليكس آلفا است 

سولفيدي، تريتول و احياي باندهاي دييوتكردن دي
باندهاي منفي مربوط به هليكس آلفا كاهش يافته و يك 

نانومتر ايجاد شده است كه  218ي پيك منفي در ناحيه
اين يك تغيير بنابر. وجود صفحات بتا است ةنشان دهند

ساختار از هليكس آلفا به ساختار داراي صفحه بتا در 
گزارش . شودكتĤلبومين مشاهده ميلا- حالت احيا شده آلفا

است كه تغير كنفورماسيوني از هليكس آلفا به شده
شود صفحات بتا منجر به ايجاد ساختارهاي آميلوئيدي مي

ي گياه چاي ترش افزايش با اضافه كردن عصاره .)12(
با  ونانومتر مشاهده شد  222و  208هاي منفي در پيك

وزني  : وزني 1:  1 و 1:  5/0افزايش غلظت عصاره  به 
 220- 222عصاره،  افزايش سيگنال منفي در : پروتئين 

ي پايداري افزايش نانومتر مشاهده شد كه نشان دهنده
بيانگر اثر حفاظتي عصاره گياه  ويافته نواحي آلفا هليكس 

هاي آميلوئيدي چاي ترش در جلوگيري از تشكيل فيبريل
 4كه در جدول چنان .لاكتĤلبومين است- در پروتئين آلفا

 مشاهده مي شود، محتواي كنفورماسيون هليكس آلفا از 
افزايش يافت در حاليكه  درصد 2/25  به  درصد 8/22

كاهش  درصد 2/31  به درصد 2/46محتواي صفحات بتا از
  .پيدا كرد

 

لاكتĤلبومين در حالت ذاتي، -پروتئين آلفا -CD Farطيف  -5شكل
ي مختلف هار حضور غلظتو د DTTحالت كاهش يافته در حضور

 1:  1و 1:  5/0، 1:  25/0وزنيي  هابا نسبت(ي چاي ترشعصاره
 mMدر بافر فسفات  mg/ml  2/0غلظت پروتئين ). پروتئين: عصاره 

با  JASCOJ180در اسپكتروپلاريمتر  C˚ 37و دماي  pH  7  و10
  cm1سلي به طول مسير 

  بحث
ياهان دارويي اخيرا به دليل عوارض جانبي بسيار پايين تر گ

توجه زيادي بر روي آنها به عنوان عوامل محافظتي 
در اين پژوهش براي اولين باراست كه . معطوف شده است

اثرات گياه چاي ترش بر روي تجمع پروتئن بررسي 
 . شودمي
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  JASCOي ا استفاده از برنامه ي چاي ترش ب لاكتĤلبومين در حضور عصاره-آلفا Far-UVساختار دوم پيش بيني شده از طيف  -4جدول 

 نمونه آلفامارپيچ % صفحات بتا% بتا هاي پيچ % بختانه كلاف %

 لاكتĤلبومين آلفا 1/30 2/37 1/9 6/28

 DTT + آلفالاكتĤلبومين 8/22 2/46 4/15 6/29

 عصاره+DTT+آلفالاكتĤلبومين 2/25 2/31 2/11 4/32

          

وپي نور مرئي نتايج حاصل از بررسي ميزان اسپكتروسك
نشان داد كه ميزان جذب نوري پروتئين در عدم حضور 
-عصاره در مقايسه با نمونه داراي عصاره بسيار بيشتر مي

تواند ناشي از تجمع بالا بودن ميزان جذب نوري مي. باشد
ي گياه ميزان جذب با افزوده شدن عصاره. پروتئين باشد

- ات آنتيكاهش يافت كه احتمالا ناشي از اتصال تركيب

احتمالا از طريق مقادير بالاي آسكوربيك (اكسيداني گياه 
اسيد، بتا كاروتن و تركيبات فنولي و به خصوص 

پروتئين در جهت  سطوح هيدروفوبيكبه  )هاآنتوسيانين
چنانچه پيش از اين تاثير . ممانعت از تجمع آن باشد

اسيد در افزايش توانايي  تركيبات فلاونوئيدي و آسكوربيك
هاي اكسيدتيو مختلف نشان داده   اكسيداني بر عليه تنش تيآن

  ).3و1( شده است

به دنبال آن جهت بررسي تأثير عصاره در جلوگيري از 
لاكتĤلبومين، از روش - هاي آميلوئيدي در آلفاتشكيل فيريل

  .استفاده شد ThTفلورسانس 

بر روي  ThTهاي حاصل از آزمايش فلورسانس داده
- لاكتĤلبومين نشان مي-ر پروتئين آلفاتشكيل آميلوئيد د

دهندكه افزايش شدت فلورسانس پروتئين احيا شده با 
DTT  درpH هاي ي تشكيل فيبريل، نتيجه)4/7( طبيعي

هاي سرعت به دست با توجه به ثابت. باشدآميلوئيدي مي
ي چاي ترش سرعت تشكيل آمده مشاهده شد كه عصاره

اين احتمال  .دهدا كاهش ميلاكتĤلبومين ر- آميلوئيد در آلفا
داده شد كه اين اثر از طريق واكنش عصاره با نواحي 

به دنبال . لاكتĤلبومين اعمال شود- هيدروفوب پروتئين آلفا

ي چاي اين فرضيه مطالعات فلورسانس در حضور عصاره
  .لاكتĤلبومين انجام شد- ترش بر روي پروتئين آلفا

- ورسانس ذاتي آلفاي فلهاي انجام شده به وسيلهآزمايش 
تيوتريتول دهد كه در حضور ديلاكتĤلبومين نشان مي

ساختار پروتئين باز شده و اسيدهاي آمينه آروماتيك كه به 
هاي هيدروفوب در محلول در داخل علت داشتن گروه

شوند پروتئين قرار گرفته بودند به سطح پروتئين منتقل مي
رسانس و به اين دليل است كه افزايش در شدت فلو

نتايج فلورسانس ذاتي بر روي . )12(شود مشاهده مي
ي گياه پروتئين احيا شده در حضور و عدم حضور عصاره

چاي ترش نشان داد تركيبات آنتي اكسيداني موجود در 
تواند با تاثير گذاري بر محيط ي گياه چاي ترش ميعصاره

هاي تريپتوفان مانع از در معرض قرارگيري اطراف ريشه
ا در حلال شده و در نتيجه شدت فلورسانس ذاتي در آنه

افزايش ميزان  و يابدهاي داراي عصاره كاهش مينمونه
  .شودعصاره گياه باعث كاهش بيشتر فلورسانس ذاتي مي

نيز نشان  ANSدر تاييد نتايج فلورسانس ذاتي مطالعات  
فلورسانس  DTTدهد كه آلفالاكتĤلومين با اضافه شدن مي

ايش دارد و تا زماني كه سطوح هيدروفوب اين رو به افز
اين افزايش  ،دنپروتئين از اين كروموفور اشباع نشده باش

ي در حاليكه در حضور عصاره. يابدفلورسانس ادامه مي
گياه چاي ترش مشاهده شد كه سطوح هيدروفوب در 
معرض قرار گرفته كاهش يافتند و با افزايش ميزان عصاره 

-تواند نتيجهكه اين كاهش احتمالا مي اين كاهش بيشتر شد

ي تاثير تركيبات آنتي اكسيداني از طريق اتصال و محافظت 
از مناطق هيدروفوب در مقابل حلال بوده و اين عامل يعني 
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تواند از تشكيل كاهش سطوح هيدروفوب در معرض مي
  .تجمعات پروتئيني جلوگيري كند

در  CDوپي موافق با نتايج فلورسانس، نتايج اسپكتروسك
far-uv اد كه در حضور نشان دDTT  ساختار هاي دوم

فحات بتا افزايش هليكس آلفا به ميزان زيادي كاهش و ص
اما تغيير كمي در در حضور عصاره ي چاي ترش . تندياف

كه  ساختار دوم پروتئين نسبت به حالت طبيعي مشاهده شد
ي گياه چاي ترش در جلوگيري بيانگر اثر حفاظتي عصاره

هاي آميلوئيدي در پروتئين بوده و تاثير از تشكيل فيبريل
- مثبت عصاره در جلوگيري از تغييرات ساختار دوم آلفا

   .دهدلاكتĤلبومين را نشان مي

ي با توجه به اثر تركيبات آنتي اكسيداني موجود در عصاره
گياه چاي ترش در جلوگيري از تجمع پروتئين و تشكيل 

داسازي و شناسايي تركيبات موجود توان به جآميلوئيد، مي
در عصاره اين گياه و بررسي اثر هر كدام از اين تركيبات 

توان اين همچنين  مي. ها پرداختبر روي تجمع پروتئين
هاي تجمعي هاي دخيل در بيمارياثرات را بر روي پروتئين

  . هاي آزمايشگاهي بررسي نمودو يا بر روي مدل

  جمع بندي

ي گياه كند كه عصارهن نتايج ثابت ميبه طور خلاصه اي
چاي ترش داراي اثر محافظتي در جلوگيري از تجمع و 

لاكتĤلبومين - هاي آميلوئيدي در پروتئين آلفاتشكيل فيبريل
. شودبوده و با افزايش غلظت عصاره اين اثرات بيشتر مي

اكسيداني موجود از تركيبات آنتي احتمالا اين اثر محافظتي
ادير بالاي آسكوربيك اسيد، بتا كاروتن و مق(در گياه 

. شودناشي مي)  هاتركيبات فنولي و به خصوص آنتوسيانين
توان احتمال داد كه عصاره با اتصال به نواحي آبگريز و مي

-هاي هيدروفوبكنشپروتئين، مانع از ايجاد برهم
   .شودهيدروفوب پروتئين و تجمع آن مي
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Investigation the protective ability of H. sabdariffa aqueous 
extract on the aggregatin of α-lactalbmin 
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Abstract 

protein aggregates generated by different reason, cause many diseases  in humans and 
other organisms. Finding proper ways to stabilize or prevent of protein aggregation 
could be important. H. sabdariffa is a good source of natural antioxidants which may 
protect the body from damage effeccted by free radicals. This study examined the effect 
of aqueous extract of H. sabdariffa on the aggregation of reduced α-lactalbumin. The 
chaperone properties of H. sabdariffa extract on protein aggregation were determined 
by measuring light scattering absorption, thioflavin T binding assay, fluorescence, and 
circular dichroism (CD) spectroscopy. Visible absorption spectroscopy and ThT 
fluorescence results shows that H. sabdariffa extract prevent protein aggregation and 
amyloid formation in a concentration-dependent manner. According to the results of 
Fluorescence Spectroscopy, H. sabdariffa extract interact with hydrophobic area of 
protein and inhibit aggregation. CD spectroscopy results shows that DTT caused 
changes in secondary structure of protein and in the presence of extract, fewer changes 
observed. Our finding suggests the possibility of using H. sabdariffa extract as a 
potential agent for inhibition of  protein aggregation in various disease. 
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