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  فصلنامة پژوهشي تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران
  )1384(،  515 - 505، صفحة  4 شمارة 21     جلد 

 
  اثرات حفاظتي فلاونوئيدها در مقابل هموليز گلبولي ناشي از

  هاي آزاد  راديكال
  

  2 و نازيلا عسكري1، غلامعلي نادري1 صديقه عسگري

  چكيده
آثار . ي هستند كه در همه غذاها با سرچشمه گياهي وجود دارندفنوليك  پلييفلاونوئيدها تركيبهاي

طوري كه مصرف سبزيجات و گياهان از بروز سرطان و  اكسيداني آنها به اثبات رسيده است، به آنتي
از طرفي امروزه مصرف آنتي . كند هاي قلبي و عروقي نظير آترواسكلروز جلوگيري مي بيماري
يت آنها محدود گشته است و توجه جوامع پزشكي به استفاده و يافتن هاي سنتتيك به دليل سم اكسيدان

اثرات آنتي اكسيداني يك تركيب توسط روشهاي مختلف . هاي طبيعي معطوف گشته است آنتي اكسيدان
گيرد يكي از آنها بررسي اثرات يك تركيب بر حفاظت گلبول قرمز از هموليز  مورد مطالعه قرار مي

هاي  ه اثرات فلاونوئيدهاي كامفرول،كوئرستين، مورين، روتين بر هموليز گلبولدر اين مطالع .باشد مي
هاي قرمز به عنوان شاخص محافظت از غشاء مورد   غشاء گلبولSH-قرمز و تأثير آنها بر ظرفيت 

هاي قرمز و  ميزان هموليز گلبول. هاي فلاونوئيدي تهيه گرديد در ابتدا محلول. بررسي قرار گرفته است
ها با استفاده از روش اسپكتروفتومتري تعيين گرديد جهت القاء   غشاء گلبولSH-فيت نيزظر

استفاده ) AAPH(هيدروكلريد  دي)  آميدينو پروپان2( آزوبيس 2' و2از هاي قرمز پراكسيداسيون گلبول
ميكروگرم بر ) 5/0 و 5،  10(هاي قرمز خون درسه غلظت  اثرهر فلاونوئيد بر هموليز گلبول. شد
 10تنها بالاترين غلظت يعني  SH- هاي در مورد تأثير بر ميزان گروه. ليتر مورد بررسي قرار گرفت ليمي

اكسيداني با افزايش  در تمامي موارد خاصيت آنتي. ليتر از هر فلاونوئيد استفاده گرديد ميكروگرم بر ميلي
 درصد داشته 5/42 روتين به ميزان غلظت، افزايش يافته است بيشترين تأثير بر مهار هموليز گلبول قرمز را

 درصد و 6 به ترتيب به ميزان SH-هاي  هگرو مورين باعث حفاظت و است همچنين كامفرول، روتين
و  توان از فلاونوئيدهاي مزبور دهد كه مي نتايج حاصل نشان مي. اند  درصد گرديده4/26 درصد و 3/23

كه  هايي  در پيشگيري و يا درمان بسياري از بيمارياكسيدان طبيعي گياهان حاوي آن به عنوان مواد آنتي
 .پاتوژنز آن پراكسيداسيون ليپيد باشد استفاده نمود

  SH- آنتي اكسيدان، روتين، كامفرول، كوئرستين، مورين، گلبول قرمز، ظرفيت :ي كليدي ها واژه

                                                      
   دانشيار دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، مركز تحقيقات قلب و عروق 1

 crc@mui.ac.ir: پست الكترونيكي
2 Msميكروبيولوژي، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، مركز تحقيقات قلب و عروق   
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  مقدمه
گياهي فنوليكي هستند كه در همه غذاها با سرچشمه  ي پلييفلاونوئيدها تركيبها

 فلاونوئيدها داراي اثرات مختلفي بر روي سيستم سلولي پستانداران هستند. وجود دارند
)Melzig، 1996 ( و در اين رابطه اهميت گروههاي هيدروكسيل موجود در جايگاههاي
آنها داراي اثراتي ). Sanchez et al، 1996(  هستة فلاون ثابت شده استA حلقة 7 و 5

اكسيداني، همچنين  بي، ضد زخم، سيتوتوكسيك، خواص آنتياز قبيل خواص ضدالتها
فلاونوئيدها ). Sanchez et al، 1996( ها هستند داراي اثرات مختلفي بر روي آنزيم

ها و داراي اثرات  ها و لوكوسيت داراي اثرات بازدارنده بر روي عملكرد پلاكت
 اثرات متقابل بين هاي اندوتليال هستند و به اين ترتيب از محافظتي بر روي سلول

اين عمل را . كنند شوند جلوگيري مي ها و خون كه باعث شروع ترومبوز مي ديوارة رگ
هاي انسان كه خود از عوامل شروع كنندة  بافتي مونوسيت عامل از طريق اثر بر روي

  ).Herbert ، 1996( دهند انعقاد خون است انجام مي
اند خواص  شده  قائل راي فلاونوئيدهادر تحقيقات امروزي ب از مهمترين اثراتي كه

 ،Herbert ، 1996، Hertog ، 1997، Horaguchi ، 1996(اكسيداني قوي آنها است  آنتي
Ishikawa ، 1997، Katan ، 1998 و Sanchez ، 1996.(  

هايي كه  توانند داراي آثار درماني در رابطه با بيماري به اين ترتيب فلاونوئيدها مي
شوند مانند آترواسكلروز كرونري، صدمات  ي اكسيداتيو توليد ميها در اثر استرس

آنها ). Horaguchi، 1996( هاي پيري و سرطان باشند ايسكمي، ديابت مليتوس، پروسه
  هاي  ، باعث كاهش خطرات ابتلا به بيماريLDLبا ممانعت از اكسيداسيون 

 ،Ishikawa et al، 1997(شوند   و آترواسكلروز كرونري مي(IHD) ايسكمي قلبي
Sanchez et al، 1996 و Katan et al، 1998(  

باشد و  هاي قرمز داراي ليپيدهاي غني از اسيدهاي چرب غيراشباع مي غشاي گلبول
هاي بدن بيشتر در معرض اكسيژن و اثرات مخرب آن قرار  نسبت به ساير بافت
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به هموليز سلول تواند منجر  ها به غشاي گلبول قرمز مي حمله پراكسيدان. گيرند مي
ترين  باشند كه يكي از قوي هاي قرمز حاوي هموگلوبين مي گردد و علاوه برآن گلبول

  . كاتاليزورهايي است كه قادر به شروع پراكسيداسيون ليپيدهاست
توانند باعث اكسيداسيون  مواد اكسيد كننده علاوه بر پراكسيداسيون ليپيدها مي

). Harinder، 1997(  نيز غشاء گلبول قرمز شوندها و  حياتي در پروتئينSH-اي هگروه
توانند به عنوان يك هدف در  ها معمولاً بسيار فعال بوده و مي  پروتئينSH-گروههاي 

هاي اكسيداتيو محسوب شده و طي آن كاهش يابند كه به دنبال كاهش  استرس
حفاظتي گلوتاتيون داراي نقش ). Hiroyukr et al، 1996( افتد گلوتاتيون اتفاق مي

هاي غشاء و ثبات و پايداري آن است و وقتي  مستقيم بر عليه اكسيداسيون پروتئين
 غشا اكسيد شده ثبات و پايداري غشا از بين SH-سطح آن كاهش يابد، گروههاي 

  ).Kitagawa، 1996( رود مي
  

  مواد و روشها
 هاي فلاونوئيدي  تهيه محلول-1

فلاونوئيدهاي روتين، كوئرستين و ) يترل  ميكروگرم بر ميلي1(هاي استوك  محلول
تهيه گشت و آنگاه ) كارخانه سيگما(و مورين از ) تهيه شده ازكارخانه مرك(كامفرول 
از هرفلاونوئيد به صورت جداگانه ) ليتر ميكروگرم بر ميلي (10و100و200هاي غلظت

  . آماده شد(DMSO) سولفوكسايد متيل دي  در 
  
  هاي قرمز لبول بر گin vitro ياه آزمايش- 2

خون افراد داوطلب سالم در لولة هپارينه :  تهية سوسپانسيون گلبولي-الف
وسيلة سانتريفوژ از پلاسما جدا گشته، آنگاه ه هاي آنها ب اريتروسيتبعد آوري و  جمع

ها با  در طي آخرين مرحلة شستشو سلول. سه بار با سرم فيزيولوژي شستشو داده شد
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ثابتي بدست  هاي پك شده دقيقه سانتريفوژ داده شد تا سلول10مدت   به g×12000دور 
  ).Koga et al، 1998( آيد

ميكروگرم بر ) 01/0و1/0و2/0(هاي  در ابتدا رقت: هاي قرمز هموليزگلبول -ب
و آزمون  در دو گروه ياهآزمايشبعد  تهيه و DMSOليتر از فلاونوئيد حل شده در  ميلي

هاي تهيه شده ريخته آنگاه به هر  ليتر رقت  ميلي1/0 آزمون شاهد انجام گرديد در لولة 
ليتر سوسپانسيون   ميلي1/0 و (PBC)ليتر بافر فسفات سالين   ميلي9/0دو سري لوله  

 2(ازوبيس AAPH [ليتر  كردن با يك ميلي پس از مخلوط. گلبولي اضافه شد
سانتريفوژ بعد به و ساعت انكو2ها  لوله) مولار ميلي25 (]هيدروكلريد دي) اميدينوپروپان

باشد با استفاده از  گر ميزان هموليز مي  نانومتركه بيان540در و جذب محلول فوقاني 
  ).Genj-Tao et al، 1992( گرديد  دستگاه اسپكتروفتومتر شيمادزو قرائت

  
   غشاء بر حسب ميلي گرم پروتئين – SH تعيين ميزان گروههاي -3

 توسط فلاونوئيدها در SH-فظتي گروههاي پس از تهيه ممبران ميزان اثرات محا
، به اين SH-عنوان مهار كننده گروههاي  مجاورت و عدم مجاورت ماده تتراتيونات به

ليتر فلاونوئيد  ميلي2/0ترتيب انجام گرفت كه به ميزان مشخصي از سوسپانسيون ممبران 
ت شستشو  توسط سانتريفوژ و با بافرفسفاRPM 3000اضافه گرديد و دوبار با دور 

 30هاي شسته شده ماده تتراتيونات اضافه گرديد و به مدت  داده شد سپس به ممبران
 حفاظت SH-هاي  گيري گروه سپس براي اندازه.  قرار داده شدº37ماري  دقيقه در بن

اضافه گرديد ) SDS%  (10ها سديم دودسيل سولفات  شده توسط فلاونوئيد به ممبران
عنوان ماده  مولار به  نيتروبنزوئيك اسيد يك ميلي2تيول بيس  دي 5' و 5و سپس از ماده 

 استفاده گرديد و ميزان جذب كمپلكس ايجاد شده بعد SH-واكنش دهنده با گروههاي 
 در )GSH(مدت يك ساعت در مقابل استاندارد گلوتاتيون احيا ه  بº37از انكوباسيون در
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 محاسبه گرديد SH-ان ظرفيت گيري گرديد و سپس ميز  نانومتر اندازه412طول موج 
)Haest et al، 1978.(  

ها  گرم پروتئين، غلظت پروتئين  بر حسب ميليSH-جهت محاسبة محتواي گروه 
  ).Lowry et al، 1951( تعيين گرديدروش شناسي ويژه طبق 
 محاسبه و از طريق  Mean±SD به صورتياه نتايج بدست آمده از كلية آزمايش- 4

  . مورد بررسي قرار گرفت.Student test  Tآزمون آماري
  

  نتايج
در مطالعة حاضر جهت القاء پراكسيداسيون ليپيد در غشا گلبول قرمز و ايجاد 

نتايج بدست آمده . كند  استفاده گرديد تا زمينة ايجاد هموليز را فراهم AAPHهموليز از 
رستين، حاوي كامفرول، كوئآزمون هاي  نشان داده است كه ميزان هموليز در لوله

يابد و در  مورين، روتين مهارگشته و درصد مهار به صورت وابسته به دوز افزايش مي
 5/42 و 5/40، 5/35، 9/26ليتر به ترتيب  ميكروگرم بر ميلي5بالاترين غلظت يعني 
معني دار >p 05/0اعداد بدست آمده در . هاي قرمز مهار شده است درصد هموليز گلبول

جدول ( هاي قرمز ديده شد تر نيز مهار هموليز گلبول اي پايينه تلقي گرديد و در غلظت
  ).1شماره

 نشان داده شده است فلاونوئيدها به خوبي موجب 2طور كه در جدول شماره  همان
كه مورين و روتين داراي اثر قابل توجهي  طوري اند، به  گرديدهSH-افزايش ظرفيت 

 درصد 3/23 درصد و روتين 4/26زان توان گفت مورين به مي طوري كه ميه ب. اند بوده
  .اند  را در مقابل تتراتيونات محافظت كرده– SH درصد گروههاي 6/0و كامفرول 
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هاي قرمز توسط  ميزان تأثير فلاونوئيدها بر هموليز ايجاد شده در گلبول -1شماره جدول 

AAPH  
  درصد مهار هموليز

غلظت فلاونوئيد در محيط 
 )ترلي ميكروگرم بر ميلي(تماس 

  نوع فلاونوئيد

9/26 

2/11 

6/0 

10  
5  
5/0 

  كامفرول

5/35  
7/16  
1/7 

10  
5  
5/0 

 كوئرستين

5/40 

4/28 

1/21 

10  
5  
5/0 

  مورين

5/42  
6/34  
4/23  

10  
5  
5/0 

  روتين 

  
هاي   در مجاورت گلبولDMSOتهيه شده در فلاونوئيد هاي مختلف  در ابتدا رقت

ساعت انكوباسيون ميزان هموليز در  2 و AAPHقرمز قرارگرفت و پس از افزودن 
. گيري و درصد مهار محاسبه گرديد ايجاد شده اندازه) 5/0 و 5و 10(غلظت نهايي 

  .دار تلقي گرديد  معنيp<0.05اعداد بدست آمده در 
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هاي   غشاء گلبولSH تأثير فلاونوئيدهاي مورد آزمايش برميزان ظرفيت - 2جدول شماره 
  قرمز

 SHهاي                       گروه
 ±)گرم ميكرومول بر ميلي( SD   مورد آزمايشياهتركيب

protein 
  درصد نسبت به كنترل

  100  507±22)   شاهد بدون تتراتيونات(كنترل 
 4/58 296±15 تتراتيونات

 8/84 430±14 مورين+ تتراتيونات 

 1/66 335±15 كامفرول+ تتراتيونات 

 2/58 295±12 كوئرستين+ تتراتيونات 

 7/81 414±9 روتين+تتراتيونات

  
هاي   غشاء گلبولSH-به منظور بررسي اثر فلاونوئيدهاي مورد آزمايش بر ظرفيت 

گرم   برحسب ميليSH-يزان ظرفيت  از هر فلاونوئيد بر مµg/ml10قرمز تأثير غلظت 
 به صورت چهارتايي انجام شده و  اهآزمايش. پروتئين در مقابل كنترل محاسبه گرديد

اعداد بدست آمده در . ميانگين در انجام محاسبات مورد استفاده قرارگرفته است
p<0.05معني دار تلقي گرديد  .  

  
  بحث 

اكسيداني فلاونوئيدهاي خالص در مقابل ماده  در مطالعه حاضر در بررسي آنتي
باشد كه در  ه روتين مي بيشترين درصد مهار هموليز مربوط بAAPHاكسيدكننده 

 درصد از هموليز 5/42ليتر،   ميكروگرم بر ميلي10بالاترين غلظت يعني غلظت 
هاي قرمز جلوگيري كرده است و با كاهش غلظت درصد مهار نيز كاهش يافته  گلبول
. باشد  و شلات كردن آهن ميO2آوري راديكال سوپراكسايد  روتين قادر به جمع. است
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هاي قرمز ثابت كرده است كه روتين  هاي روتين با گلبول اكنشودر مورد مطالعات 
تواند از صدمات پريماكين نسبت به غشاء و در نتيجه هموليز سلول جلوگيري كند  نمي

تواند به ميزان زيادي از اكسيداسيون هموگلوبين و تبديل آن به مت هموگلوبين  ولي مي
كه آيا قادر است با محصولات  اينالبته مكانيسم عمل روتين و . جلوگيري بعمل آورد

اكسيدان داخل سلولي واكنش دهد و در نتيجه از اكسيد شدن هموگلوبين جلوگيري 
همچنين روتين داراي خواص ). Grinberg et al، 1994(كند هنوز ثابت نشده است 

فارماكولوژيك متعدد از جمله كاهش شكنندگي و نفوذپذيري مويرگها، ضدالتهاب، 
شكيل تومور در پوست و محافظت بر عليه اشعه ايكس در موش است كه جلوگيري از ت

در مورد  مطالعاتي كه ).Visioli ، 1997(اكسيداني آن مطابقت دارد  همه با خاصيت آنتي
 درصد بيشترين 52اثرات فلاونوئيدها انجام شده نشان داده است كه كوئرستين با اثر 

درصد و 37تين و كامفرول به ترتيب اثر تأثير را بر روي مهار گليكوزيلاسيون و رو
اند اين  از آنجا كه مطالعات نشان داده ).1382 ،عسگري و همكاران(درصد نشان دادند15

 داشتن چنين تأثيري حائز اهميت است. شود فلاونوئيد در گلبولهاي قرمز ذخيره مي
)Fiorani et al، 2003.(  

هاي قرمز  ، مورين هموليز گلبولاكسيداني فلاونوئيدهاي خالص در بررسي اثر آنتي
 درصد مهار 5/40، )ليتر  ميكروگرم بر ميلي10( را در بالاترين غلظت آزمايش شده

 در اي كه در مطالعه. نموده است و با كاهش غلظت، درصد مهار نيز كاهش يافته است
 انجام گرفته است، ان توسط گروهي از محقق1995فلاونوئيد خالص مورين در سال مورد 

هاي   درصد از هموليز گلبول50 آن توانسته است µM100شخص شده است كه غلظت م
 كه در اين آزمايش نيز اين خاصيت اثبات )Horaguchi ، 1996( قرمز جلوگيري كند

هاي قرمز را در بالاترين  فلاونوئيد خالص كوئرستين ميزان هموليز گلبول. شود مي
صد مهار كرد و به اين ترتيب در ردة سوم  در5/35) ليتر  ميكروگرم بر ميلي10(غلظت 

كوئرستين يكي از . قرار گرفت و با كاهش غلظت درصد مهار نيز كاهش يافت
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اكسيدان ياد شده  آنتياري از منابع از آن به عنوان يك يفلاونوئيدهايي است كه در بس
 و جلوگيري از بهم چسبيدن LDLاست و از جمله خواص ممانعت از اكسيداسيون 

هاي آترواسكلروز و سكته قلبي است  ها كه قدم اول در جلوگيري از تشكيل پلاك پلاكت
 كه نتايج حاصل از آزمايش فوق به خوبي خاصيت )Horaguchi، 1996( ذكر شده است

  .كند آكسيداني كوئرستين را تأئيد مي آنتي
 درصد 9/26ليتر، كامفرول   ميكروگرم بر ميلي10در بالاترين غلظت يعني 

هاي قرمز را مهار كرده و با كاهش دوز  داسيون ليپيد و در نتيجه هموليز گلبولپراكسي
اند كه مصرف خوراكي  تحقيقات  ديگر نيز نشان داده. فعاليت نيز كاهش يافته است

هاي  آنتي اكسيدانهاي بيوفلاونوئيدي در حيوانات در پيشگيري از حملات استرس
همچنين ). Allison et al، 2000( بوده استاكسيداتيو در آسيب به اريتروستيها مؤثر 

 در اريتروستيهاي به AAPHمطالعات قبلي نيز نشان داده است كه هموليز ناشي از 
در نتايج بدست ). Zon et al ،2001( شود خوبي توسط آنتي اكسيدانهاي طبيعي مهار مي

اني و غلظت اكسيد آمده در اين آزمايش در اكثر موارد رابطه مستقيمي بين خاصيت آنتي
كه در غلظتهاي بسيار كم نيز نتايج خوبي نشان  با توجه به اين. بكار رفته وجود دارد

 و in vivoياهتوان از اين مواد براي موارد كلينيكي پس از انجام آزمايش داده شد مي
 حداقل رساندن اثرات جانبي  بهشناسي استفاده نمود و اين مزيت باعث مطالعات سم

ها عامل بسيار   پروتئينSH-هاي ههمچنين گرو. گردد فاده از آنها مياحتمالي در است
هاي اكسيداتيو  در استرس. باشند مهمي در ثبات و پايداري ساختمان غشاء و سلول مي
سولفيد باعث حفاظت ديگر  اين عامل با اكسيد شدن و تشكيل باندهاي دي

و چنانچه ) Katan et al ،1998( گردد هاي آزاد مي هاي سلولي در برابر راديكال ساختمان
 را در مقابل اكسيد شدن حفاظت كنند، SH-اكسيدان بتوانند گروههاي  تركيبهاي آنتي

توانايي سلول را در مقابل استرس اكسيداتيو بالا برده و نتايج نشان داد كه مورين، 
ه با توج.  گرديدندSH-روتين، كامفرول و كوئرستين به ترتيب باعث افزايش گروههاي 
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به نتايجي كه در اين تحقيق و تحقيقات مشابه بر روي فلاونوئيدها بدست آمده مشخص 
هاي پراكسيداتيو غشاء  داراي عمل حفاظتي در مقابل آسيبتركيبها گرديده است كه اين 
هايي كه  در پيشگيري يا درمان بيماريي  بتوانند اثرات مفيد كهبوده و ممكن است

بنابراين پيشنهاد . رود اعمال كنند  مهم در آنها بشمار ميپراكسيداسيون ليپيد يك عامل
اكسيداني ميزان تأثير و مكانيسم عمل  با خاصيت آنتييبهايي  در زمينه يافتن ترك كهشود مي

  .آنها مورد بررسي قرار گيرد
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Protective Effect of Flavonoids, Against  
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Abstract 
Flavonoids which are polyphenolic substances are found in different 
vegetable and fruits and they have anti-oxidant properties. Epidemiological 
studies showed that flavonoids reduce the prevalence of cardiovascular 
disease. On the other hand, the usage of synthetic antioxidants have been 
limited because of their toxicity and, there are different researches to find 
better natural antioxidants. This survey investigates the effect of some pure 
flavonoids such as kaempferol, quercetin, morin and rutin on red blood cell 
(RBC) hemolysis and their -SH capacity as membrane protection indicator. 
The flavonoids solutions were prepared. Rate of RBC hemolysis and -SH 
capacity of cell membrane were determined by spectrophotometer. 
2,2´azobis2 amidino propane dihydrechloride (AAPH) was used to induce 
RBC peroxidation. The effect of each flavonoids on RBC hemolysis was 
examined in 3 concentrations (0.15, 5, 10) µg/ml but for investigating the 
effect on -SH groups only the highest concentration (10 µg/ml) of each 
flavonoids were used. In all cases, the antioxidant activity was dose-
dependent. Rutin showed the highest inhibitory effect on RBC hemolysis 
than other flavonoid, that was 42.5. Also kaempferol, rutin, morin protect -
SH groups 6%, 23.3%, 26.4% respectively. 
Results showed that flavonoids and plants contain flavonoids can be used as 
natural antioxidants for treatment and prevention of diseases which their 
pathogenesis are lipid peroxidation.  
Key words: Antioxidant, rutin, kaempferol, quercetin, morin, RBC, -SH 
capacity. 
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