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ǌǽƗƸǁ ƷƳ in vitro   

  
 ***مژگان قاري پور ؛**؛ غلامعلي نادري*صدیقه عسگري

 : چكیده
ها علت اصلي مشكلات ديابتي و همچنين اختلالات قلبي و عروقي،  گليكوزيلاسيون غيرآنزيمي پروتئين :سابقه و هدف

ها  ها تأثيرات بازدارندة مؤثري بر گليكوزيلاسيون پروتئين اكسيدان رسد آنتي نظر مي به. باشد ي و نوروپاتي ميرتينوپاتي، نفروپات
  .داشته باشند

آ انتخاب شدند  ژنين، نارينجين، مورين، بيوچانين چند نوع فلاونوئيد از جمله روتين، كامفرول، كوئرستين، آپي: ها مواد و روش
در گليكوزيلاسيون هموگلوبين، آلبومين و انسولين مورد بررسي  قرار  in vitroها تحت شرايط  ي آناكسيدان و تأثيرات آنتي

سپس درصد مهار . گرديد در ابتدا غلظت مطلوب گلوكز و نيز زمان انكوباسيون براي هر پروتئين تعيين. گرفت 
  اسپكتروفتومتريك  فلاونوئيد با روش   هر  از) ٥/٠، ٥، ١٠ ml/µg(گليكوزيلاسيون هر پروتئين در حضور سه غلظت مختلف 

  . گرديد تعيين
بهترين باز دارنده گليكوزيلاسيون انسولين و هموگلوبين است،  آ دهد كه بيوچانين آمده نشان  مي دست نتايج به: ها يافته

با % ١٠٠لبومين به ميزان گليكوزيلاسيون آ. كند مهار مي% ٦٠و هموگلوبين را % ١٠٠طوري كه گليكوزيلاسيون انسولين را  به
  . گردد ژنين مهار مي آ و آپي بيوچانين

تواند از  ها مي اي در عواقب بيماري ديابت داشته باشند و مصرف آن رود فلاونوئيدها تأثيرات  بازدارنده انتظار مي: بحث
  .بروز بسياري از مشكلات در افراد ديابتي پيشگيري نمايد

  
  .آ وزيلاسيون پروتئين، آنتي اكسيدان، آلبومين، انسولين، هموگلوبين، بيوچانينفلاونوئيد، گليك  :ها كليدواژه
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 : دمهمق
دیابـــت ملیتـــوس یكـــي از   

هــاي غــدد   تــرین بیمــاري شــایع

ریــز و یكــي از عوامــل    درون

چهارگانه مرگ در ایالات متحده      

).  ١(باشد  مي  %١٠تا   ٣با شیوع   

درصد بالاي مرگ و مير در افراد       

دیابتي بر اثر عوارض میكرو و        

باشد كه منجر      ماكروواسكولار مي  

ــم،     ــه، چش ــایي كلی ــه نارس ب

ستم         عروق وسی لب و  ستگاه ق د

).  ٣و٢(گــردد  عصــبي مركــزي مــي

دســـت آمـــده از   شـــواهد بـــه

مایش  عه       آز بالیني و مطال هاي 

اند كه     مدل حیواني نشان داده   

ــابتي    هیپرگل ــمیاي دیـــ یســـ

صلي  كه در         ا ست  عاملي ا ترین 

رونــده و ثانویــة   مشــكلات پــیش

ــركت دارد ــت شـــــ   دیابـــــ

گلیكوزیلاسیون غيرآنزيمي    ). ٤و٣(

هــاي بــدن از جملــه    پــروتئين

هموگلــــوبين كــــه ناشــــي از 

مي     طولاني  سمیاي  شد،   هیپرگلی با

هاي    یكي از علل اصلي مكانیسم     

ــت    ــك دیابــ پاتوفیزیولوژیــ

شد  مي  سیون  گلیكو). ٢-٦(با زیلا

سبب تغیير در ساختار و عملكرد      

هــا از جملــه   شمــاري از پــروتئين

هــاي موجــود در    لیپــوپروتئين 

  هــاي غشــاي   غشــاء، پــروتئين  

   هـــا، هـــا، پلاكـــت اریتروســـیت

آلفـا كریسـتالين عدسـي     پـروتئين 

پروتئين      یز  شم و ن سرمي     چ هاي 

لوبين،        بومين، هموگ ثل آل سان م ان

كـــلاژن، مـــیلين و انســـولين    

مي   ). ٥-١٥(گردد  مي  ظار  رود  انت

نتي  سیدان  آ سیون     اك ها، گلیكوزیلا

سم        پروتئين  یك مكانی با  ها را 

ــد  ــار نماینـ ــده مهـ .  بازدارنـ

نوع مادة    ٤٠٠٠بیش از    تاكنون 

اكســـیدان از  نظـــير آنـــتي بـــي

ــدام ــه    ان ــاهي از جمل ــاي گی ه

ــوه ــا،   می ــبزيجات، مغزه ــا، س ه

ها و نیز    ها و گل   ها، ریشه   دانه 

ش        جدا  شراب  چاي و  ند  دهاز    ا

كـه داراي    هـا  فلاونوئیـد ). ١٦(

نتي    مي    خواص آ سیداني  شند،   اك با

بـه طـور وسـیعي در سـبزيجات و     

.  ســایرگیاهان وجــود دارنــد   

یت        صوص ظرف یادي درخ عات ز مطال

به       مواد در  سته از  ین د دام  ا

سیل و       كال هیدروك نداختن رادی ا

پروكســــیل انجــــام شــــده    

فلاونوئیـدها یـك   ). ١٨و١٧(اسـت 

هم از ترك    سته م یاهي    د بات گ ی

یت     مي  كه داراي فعال شند  هاي   با
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بیوشــیمیایي مختلــف و نیــز از 

ــتي  ــم آن ــات مه ــیدان  تركیب اكس

ــي ــند مـ ــه . باشـ ــا كـ از آنجـ

ساختمان       ظر  یدها از ن فلاونوئ

لف       ستجات مخت شیمیایي داراي د

باشند و با توجه به ارتباط       مي 

یدها      شیمیایي فلاونوئ ساختمان 

مل آن      طرز ع ین      با  ها، در ا

ي شـــده اســـت از  تحقیـــق ســـع

فلاونوئیــدهاي مختلــف اســتفاده 

تــأثيرات بازدارنــده  . گــردد

تين  ستين ١رو كامفرول  ٢، كوئر  ٣و 

تحت      لوبين  سیون هموگ در گلیكوزیلا

نشــــان داده  in vitroشــــرایط 

هدف این مطالعه     ). ١٩(است  شده 

گيري تأثيرات مهاري هفت        اندازه 

ــامل   ــالص ش ــد خ ــوع فلاونوئی ن

روتين،كوئرســـتين، كـــامفرول،  

پي ٤مورین  نين  ، آ نارینجين ٥ژ و  ٦، 

ــانين ــیون   ٧آ بیوچ درگلیكوزیلاس

آلبومين، هموگلوبين و انسولين تحت     

 .باشد مي  in vitroشرایط 

 
 :ها مواد و روش

ــاري    ــرات مه ــي اث ــراي بررس ب

فت  شامل        ه خالص  ید  نوع فلاونوئ

ــامفرول،    ــتين، ك ــين، كوئرس روت

نارینجين و        نين،  پي ژ مورین، آ

كوزیلاسـیون  بیوچـانين آ بـر گیل  

آلبومين، هموگلوبين و انسولين تحت     

هـاي   ،  ابتدا محلولinvitroشرایط 

پروتئیني تهیه گردیدند و میزان     

ــور   ــا در حض ــیون آ گیلكوزیلاس

ــت ــف و  غلظـــ ــاي مختلـــ   هـــ

1. Rutin   2. Quercitin  3. Kaempferol  4. Morin  

5. Apigenin  6. Naringin  7. Biochanin A 

مختلف مورد بررسي  هاي نیز زمان

دست  قرار گرفت و بعد از به

آمدن شرایط بهینه جهت 

گیلكوزیلاسیون هر پروتئين، 

در (تأثير هریك از فلاونوئیدها 

طور جداگانه  به) هاي مختلف غلظت

تعیين گشت كه مراحل انجام آن 

 :به شرح زیر است

 :هاي پروتئیني تهیه محلول-١

روش تهیه هموگلوبين مشابه گزارش     

خــون از . باشــد لــي مــا مــيقب

افراد داوطلب نرمال تهیه و از     

EDTA عنوان مـاده ضـدانعقاد    به

ــتفاده ــد  اســـــ   ). ١٩(شـــــ

با     گلبول قرمز سه    هاي  سلول  بار 

ــد و  NaCl M١٤/٠محلــول  ــته ش شس

لیتر از سوسپانسیون    میلي  ١سپس  

بول  با        گل شده  مز لیز  ٢هاي قر

 Mمیلي لیتر  از بـافر فسـفات   
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ــا  ٠١/٠ ــز و  pH= ٤/٧ب  ٥/٠نی

ــیتر    ــي لــــــــ   میلــــــــ

4 CCl  سـپس قسـمت   . مخلوط گردیـد

ــتفاده از    ــا اسـ ــده بـ لیزشـ

ــت  ــدا گش ــانتریفوژ ج ــة  . س لای

لوبين         ظت هموگ جدا و غل قاني  فو

ــا روش  ــد  Drabkinب ــیين گردی   تع

 ).٢١و٢٠(

با ) sigma g٥(آلبومين انساني 

لیتر بافر فسفات  میلي ١٠٠

M٤/٧با  ٠١/٠ = pH  رقیق

گاوي همچنين انسولين . گردید

از كارخانه ) ١٠٠ ml/Iu(نرمال 

Lilly سپس باافزودن . گردید تهیه

لیتر از بافرفسفات  میلي٥/٠

M٤/٧با  ٠١/٠ pH=  به صورت

 .محلول آماده گشت

تعیين شرایط بهینه براي -٢

 :ها گلیكوزیلاسیون پروتئين

، ٤، ٠هاي محلول گلوكز در غلظت

در  ml/mg ٥٠و  ٤٠، ٣٠، ٢٠، ١٠

 pH=٤/٧با  M٠١/٠بافر فسفات 

) mg٢٠/١٠٠/ml(حاوي جنتامایسين 

غلظت بهینه گلوكز و . گردید تهیه

 زمان انكوباسیون به طور

جداگانه براي هر پروتئين 

هاي پروتئیني به  محلول. شد تهیه

ساعت  ٩٦و  ٤٨، ٧٢، ٢٤مدت 

پس از . شدند انكوبه

لیتر  میلي ١انكوباسیون با 

دو بار % ٢٠كلرواستیك اسید تري

و به كمك سانتریفوژ در  شستشو

دقیقه  ١٠به مدت  ٣٠٠٠ rpmدور 

آمده  دست نشين به ته. جدا شدند

ساعت در  به مدت یك C١٠٠°در 

لیتر از  حمام آب گرم با یك میلي

و  pH= ٤/٧با  M٠١/٠بافر فسفات

لیتر از  میلي ٥/٠نیز 

. قرارگرفت ٣/٠ Nاسیداگزالیك 

 با) C٢٥°(اطاق   سپس در حرارت

كلرواستیك  لیتر تري میلي ٥/٠

  اسید

 rpmتوسط سانتریفوژ در دور % ٤٠

دقیقه مجدداЀ  ١٠به مدت  ٣٠٠٠

محلول رویي . رسوبات جدا گردید

به مدت  C٤٠°جدا شد و سپس در 

لیتر از  میلي ٥/٠دقیقه با  ٣٠

 M٠٥/٠اسید  تیوباربیتوریك

محصول ایي در . گردید مخلوط

nmبا روش كالريمتري  ٤٤٣

 ).٢٢(گردیدگيري  اندازه

 :هاي فلاونوئید ل تهیه محلو-٣

) ml/mg١(هاي استوك  محلول

فلاونوئیدهاي روتين، كوئرستين و 

كامفرول از كارخانه مرك، 

ژنين از  مورین، نارینجين و آپي

آ از  كارخانه سیگما و بیوچانين

سپس در . آلدریچ تهیه شدند



 
 
فصلنامه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي  - ١٣٨٣سال هشتم، شماره اول، بهار  - بهبود  

                                                          كرمانشاه 
)٥( 
 

اتانول حل و آنگاه 

 ml/µg ٢٠٠و  ١٠٠، ١٠هاي غلظت

فلاونوئید به صورت از هر

سولفوكساید  متیل دي  جداگانه در 

 .آماده شدند

 :گيري روش اندازه -٤

) ٥٠ ml/mg(میلي لیتر آلبومين  ١

لـــیتر هموگلـــوبين   میلـــي ١، 

)ml/mgــي ٥/٠و )٥٠ ــیتر از  میل ل

) ١٠٠ ml/Iu(انسولين     نرمال 

ــا  ــي ٥/٠ب ــافر  میل ــیتر از ب ل

بـه   pH= ٤/٧بـا   M٠١/٠فسفات 

ت به صورت جداگانه     ساع  ٧٢مدت  

هـــاي مختلـــف   در حضـــورغلظت

یدها و   لي  ١فلاونوئ لیتر از   می

براي انسولين    (محلول حاوي گلوكز   

و بــــراي  ml/mg٣٠آلبــــومين  و

حـــــاوي ) ml/mg٢٠هموگلـــــوبين

در بافر  mg٢٠/ml١٠٠جنتامایسين 

ــفات  ــا M٠١/٠فسـ  pH=  ٤/٧بـ

ــد  ــه گردیدن ــنين در . انكوب همچ

مواد          همة  حاوي  كه  كنترل  گروه 

ــ ــد،  بجـ ــدها بودنـ ز فلاونوئیـ

مایش  ید     آز كرار گرد سپس   . ها ت

ضور       سیون در ح جه گلیكوزیلا در

قدان         یز در ف لف و ن صولات مخت مح

ــا   آن ــا بـــــــــ هـــــــــ

ــپكتروفتومتر ــدازه اسـ ــيري  انـ گـ

 ).٢٢و٢٠(شد

 
 :ها یافته

زمان انكوباسیون و غلظت بهینه     

لول      یك از مح براي هر لوكز  هاي   گ

 ٣تـا  ١پـروتئیني در نمودارهـاي   

درصــد . شــده اســت نشــان داده

سیون     هار گلیكوزیلا ها   پروتئين  م

ــه ــر    ب ــاري از اث ــوان معی عن

ــایش   ــت آزمـ ــدهاي تحـ فلاونوئیـ

جـدول  (قرارگرفـت  مورداسـتفاده  

بـــــراي هرغلظـــــت از  ). ١

سي ،      پروتئين  تحت برر بار   ٣هاي 

ــرار  ــایش تك ــر آزم ــد و  ه گردی

ــزارش ــداد گ ــه اع ــده ب ــورت  ش ص

میــانگين ســه بــار آزمــایش     

تفـاوت   Tون آزم ـ. انـد  شده بیان

نه        بين نمو مي را  ماري مه هاي   آ

موارد        تمام  كنترل در  مایش و  آز

). >٠٥/٠P(تحت آزمایش نشان داد 

ندگي        توان مهاركن بين  سه  مقای

ــدها    ــك از فلاونوئی ــر ی در (ه

ــداكثر  ــت حــ ــراي  ) غلظــ بــ

گلیكوزیلاســــیون غيرآنزيمــــي  

یان         پروتئين  یل ب صورت ذ به  ها 

 :شده است

و كامفرول حداكثر  روتين  -١

در  مهاركنندگي را قدرت

انسولين  گلیكوزیلاسیون 

مهاركنندگي   ترتیب. اند داشته 
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این دو فلاونوئید بر 

هاي تحت آزمایش به شرح  پروتئين

 : ذیل است

 .انسولين <آلبومين<هموگلوبين

كوئرسیتن داراي حداكثر اثر  -٢

بر گلیكوزیلاسیون % ٨٥مهاري 

ژنين حداكثر  آپي . آلبومين است

اركنندگي را بر قدرت مه

  گلیكوزیلاسیون آلبومين 

نارینجين . دارد%) ١٠٠(

گلیكوزیلاسیون آلبومين را به 

مورین . كند مهار مي% ٩٧میزان 

گلیكوزیلاسیون آلبومين را به 

 . كند مهار مي% ٩٠میزان 

آ نیز حداكثر  بیوچانين      

اثر مهاري را بر 

گلیكوزیلاسیون آلبومين و 

. دارد% ١٠٠انسولين به میزان 

ترتیب مهاركنندگي این 

هاي  فلاونوئیدها بر پروتئين

 :موردآزمایش به شرح ذیل است

 آلبومين <انسولين  <هموگلوبين 
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ǧǷƴƩ Č -  درصد مهار گیلكوزیلاسیون هموگلوبين، آلبومين و انسولين توسط فلانوئیدهاي
 .خالص

 انسولين آلبومين هموگلوبينپارامتر 
 *غلظت

 تركیبات
١٠ ٥ ٥/٠ ١٠ ٥ ٥/٠ ١٠ ٥ ٥/٠ 

 ٩٣ ٨٣ ٦٢ ٩٣ ٨٣ ٨٣ - - - روتين
 ٧٩ ٦٧ ٤٥ ٨٥ ٦٥ ٥٥ - - - كوئرستين
 ٩٣ ٨١ ٦٢ ٧٨ ٧٠ ٦٠ - - - كامفرول
 ٨٢ ٧٧ ٦٧ ٩٠ ٧٨ ٧٢ ٤٩ ٥٠ ٤٢ مورین

 ٦١ ٤٧ ٤٢ ١٠٠ ٩٩ ٨٢ ٦٤ ٦٠ ٢٩ آپي ژنين
 ٧٢ ٧٢ ٦٤ ٩٧ ٧٩ ٧٢ ٥٩ ٤٦ ٣٩ نارینجين

 ١٠٠ ٩٦ ٧٠ ١٠٠ ٩٧ ٧٣ ٦٦ ٣٥ ٤٧ بیوچانين آ

 )ml/µg(غلظت بر حسب *

 

 : بحث
ماني، در         سولين در غم ان به ر

بالیني         شكلات  یابتي م ماران د بی

خون وجود     بالاي  خاصي براثرگلوكز  

كه منجر به گلیكوزیلاسیون       دارد

پروتئين    يمي در  سي      غيرآنز هاي عد

پروتئين    شم،  سلولي،       چ شاي  هاي غ

آلبومين، كلاژن هموگلوبين و میلين      

ــي ــردد م ــه . گ  Kampenدر مطالع

تــــــأثيرات بازدارنــــــده  

  فلاونوئیــــــدهاي مختلــــــف  

)ml/µg در ) ١٠و ٥، ٥/٠

گزارش       لوبين  سیون هموگ گلیكوزیلا

ست    به    .شده ا تين  یزان   رو ، ١١م

ستين   ٤٢و  ٢٧ صد، كوئر و ٣٧، ٣در

میـزان   درصـد و كـامرول بـه    ٥٢
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ــد  ١٥و  ١٢، ١٠ درصــــــــــ

ــوبين را   ــیون هموگلـ گلیكوزیلاسـ

ید      مي نما هار  ین  ). ١٩(م در ا

اكســیداني   مطالعــه آثــار آنــتي

فلاونوئیدها و نیز قدرت مهاري      

ــیون   آن ــر گلیكوزیلاسـ ــا بـ هـ

اكســـیداتیو بررســـي شـــده   

ي بــه صــورت  قــدرت مهــار.اســت

وابسته به غلظت در تمام حالات        

ــي  ــزایش م ــد اف ــیيرات  . یاب تغ

سترده  هاري      گ تأثيرات م كه در  اي 

هــا  در گلیكوزیلاســیون پــروتئين

مي    شاهده  شي       م مالاд نا شود، احت

ــش ــركت بخ ــي از  از ش ــاي مختلف ه

هاي    هاي عملكردي در واكنش    گروه 

غالباЀ   . باشد  ملكول پروتئين مي   

ین    ساختار  كولي، ا فاوت   مول ها    ت

طور مثال    كند؛ به   را توجیه مي  

حـداقل   ml/µg٥/٠روتين در غلظـت 

اثر مهاري را بر آلبومين نشان       

كه بر     ، در صورتي %)٦(داده است 

دو پــــروتئين دیگــــر اثــــر 

بل  این   . اي داشته است   ملاحظه  قا

به      ست  كن ا ثر مم بر      ا ئي  طور جز

ــه  ــاوت در گون ــر تف ــا و   اث ه

گروه    سایت  كردي و      هاي  هاي عمل

ز میزان فعالیت خود ملكول       نی 

شد    مومي      . پروتئين با طور ع به 

ســاختار یــك ملكــول پــروتئیني  

ها را توجیه    تفاوت  تواند این   مي 

كــــه  حقیقــــت ایــــن. كنــــد

وسیله   به   گلیكوزیلاسیون آلبومين  

مهـار  % ١٠٠) ml/µg١٠(ژنـين   آپـي 

مي   مي  مالي      گردد،  قش احت ند ن توا

تـأثير سـاختار خـواص شـیمیایي     

ــروتئين را در ــار  پ ــونگي مه چگ

ید     یت نما سیون آن تقو .  گلیكوزیلا

از طرف دیگر، خواص ساختاري و     

مي     یدها  ند   شیمیایي فلاونوئ توا

تنـهایي بیـانگر ایـن     خـود بـه  

شد    غیيرات با لب    ). ٢٣(ت نه جا نك

آ  توجـــه اینكـــه بیوچـــانين   

)ml/µgحداكثر اثر  كه داراي) ١٠

پروتئين           نوع  سه  بر هر هاري  م

مي        یزوفلاون  یك ا ست،  شد  ا ،  با

كـه تنـها     ژنـين  كـه آپـي   درحـالي 

ــتي  ــیت آن ــیداني  داراي خاص اكس

ــل ــیون  قاب ــوجهي برگلیكوزیلاس ت

.  باشد  آلبومين است، یك فلاون مي     

مي     ظر  یزوفلاون    به ن سد ا بودن   ر

مولكول فلاونوئید موجب افزایش     

خاصـــیت احیاكننـــدگي یـــا    

كترون  مي     ال كول  ندگي مول گردد   ده

اكسـیداني آن را   و خاصـیت آنـتي  

ــایر   در مق ــا ســ ــه بــ ایســ

فلاونوئیـــــدها در مهـــــار  

ــروتئين ــیون پـ ــا  گلیكوزیلاسـ هـ

از طــرفي  . دهــد  افــزایش مــي  
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پي      كولي آ نين  ساختمان مول از (ژ

ــلاون ــته فـ ــا دسـ ــیت ) هـ خاصـ

كترون  كول را در     ال ندگي مول ده

یدها         سایر فلاونوئ با  سه  مقای

جهت مهار واكنش گلیكوزیلاسیون      

آلبومين در ردیف بیوچانين قرار      

یــن مــورد نقــش  در ا. دهــد مــي

بومين       كول آل در (ساختمان مول

كول         ساختمان مول با  سه  مقای

نیــز در ) انســولين و هموگلــوبين

ژنين قطعاЀ    بروز اثر مهاري آپي     

ست      بوده ا ته . مؤثر  هاي    یاف

اندكه    مطالعه موجود نشان داده   

ــیون    ــدها، گلیكوزیلاس فلاونوئی

آلبومين، هموگلوبين و انسولين را    

. كنند ار ميمه  in vitroدر شرایط 

ــي  ــنهاد م ــن    پیش ــه ای ــود ك ش

هاي حیواني و    ها بر مدل    آزمایش 

انســاني انجــام گــيرد و بــا    

یـــافتن از تـــأثير   اطمینـــان

فلاونوئیــــدها بــــر مهــــار 

ــروتئين ــیون پ ــا در  گلیكوزیلاس ه

ــان از آن ــور   انس ــه منظ ــا ب ه

پیشگيري و كنترل عواقب ناشي از     

ها كه در    گلیكوزیلاسیون پروتئين  

سلول    حتي در    ها  تمامي  بدن و  ي 

شــود،  ســطح رســپتور انجــام مــي

نمود    ستفاده  شان    . ا عات ن مطال

هـــاي  داده اســـت كـــه اســـترس

ایي        صولات  یز مح سیداتیو و ن اك

  گلیكوزیلاسـیون عامـل اصـلي در    

 

پيري و       سكلروز،  پاتوژنز آتروا

باشد و   ها مي   بسیاري از بیماري  

عات   یز مطال شان   ن خير ن ست   داده ا ا

 cross-linkدرصـورتي كـه از مـواد    

breaker  ــل  ALT-711از قبیــــــــ

ستفاده  بودي در       ا جب به شود، مو

وضـعیت سیسـتم قلـبي، عروقـي و     

هــا خواهــد  نیــز كلیــوي در رت

 ).٢٥و  ٢٤(شد
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