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 چکیده
فنلی که به وفور در بسیاری از  دهد که ترکیبات حلقوی پلی نشان میهای اخیر  بسیاری از مطالعات انجام شده در سال

با اینحال مکانیسم دقیقی که بدان وسیله این  های آمیلوئیدی هستند. گیاهان وجود دارند قادر به مهار تشکیل فیبریل

شده است. گیاه دهند بطور کامل شناسائی ن ترکیبات طبیعی روند تشکیل تجمعات آمیلوئیدی را تحت تاثیر قرار می

باشد که دارای خواص درمانی بسیار زیادی است. عصاره  ( از جمله گیاهان دارویی میSilybum Marianumخارمریم )

شود غنی از ترکیبات فلاونولیگنانی و فلاونوئیدی است. در  حاصل از دانۀ این گیاه که تحت عنوان سیلیمارین نامیده می

، سنجش Nile redو  Tها شامل نشر فلورسانس نشانگرهای تیوفلاوین  وسیعی از تکنیکاین مطالعه، با استفاده از طیف 

نمایی دورانی، و میکروسکوپ نیروی اتمی، توانایی سیلیمارین در مهار   میزان جذب قرمز کنگو، طیف سنجی دورنگ

ما نشان داد که سیلیمارین،  تشکیل تجمعات آمیلوئیدی پروتئین لیزوزیم سفیده تخم مرغ مورد بررسی قرار گرفت. نتایج

شود. نتایج حاصل از میکروسکوپ نیروی اتمی نیز  بطور وابسته به غلظت، باعث مهار تشکیل تجمعات آمیلوئیدی می

های پروتئینی انکوبه شده در حضور  های کنترل داشت، حال آنکه نمونه های آمیلوئیدی در نمونه دلالت بر تشکیل فیبریل

های آمیلوئیدی بوده و مقادیر جزئی از تجمعات پروتئینی بدون شکل در آنها مشاهده شد.  لسیلیمارین فاقد فیبری

های پروتئینیِ بطور نسبی بازشده،  های آبگریز بین گونه شود که ممانعت از برهمکنش براساس نتایج حاصل پیشنهاد می

شود. با اینحال  ی در پروتئین لیزوزیم میمکانیسمی است که بدان وسیله سیلیمارین باعث مهار تشکیل تجمعات آمیلوئید

 .باشد مطالعات و آزمایشات بیشتری برای تعیین دقیق مکانیسم عمل سیلیمارین مورد نیاز می

 

 .آمیلوئید، پلی فنل، تجمع پروتئینی، خارمریم، سیلیمارین، میکروسکوپ نیروی اتمی :ها کلیدواژه
 

 

 مقدمه

امروزه مشخص شده است که تاخوردگی ناصحیح 

و تجمع پروتئینی ارتباط مستقیمی با تعداد زیادی از 

های تحلیل برنده سیستم عصبی مانند بیماری  بیماری

های  بیماری همچنین و هانتیگتون پارکینسون، آلزایمر،

 ۲محیطی مانند آمیلوئیدوزیز سیستمیک و دیابت نوع 
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ها تاخوردگی  بیماری این  . مشخصه بارز تمامی]۲[ دارد

ها و پپتیدها  ناصحیح و تجمع انواع مختلفی از پروتئین

های  ای به نام فیبریل به شکل ساختارهای رشته

. با اینحال، تجمع پروتئینی ]14،36[باشد  آمیلوئیدی می

فرایند پیچیده و شامل تشکیل یکسری یک 

باشد که بتدریج  های الیگومری کوچک می حدواسط

ها و  ها به یکدیگر متصل و پروتوفیبریل این حدواسط

نمایند  های آمیلوئیدی را ایجاد می در نهایت فیبریل

های اخیر نشان  . مطالعات انجام شده در سال]14،36[

طبیعی  دهد که ناپایدار شدن ساختار فضائی می

شود، یک فاکتور  ها، که منجر به تجمع آنها می پروتئین

های نورونی در  مهم در نقص عملکردی و مرگ سلول

های مرتبط با تجمع پروتئینی میباشد  بسیاری از بیماری

تواند به عنوان  . بنابراین مهار این فرایند می]۲،5،۲0[

های مرتبط با  یک روش درمانی در بهبود بیماری

د مورد استفاده قرار گیرد. مهمترین راهکارهای آمیلوئی

های آمیلوئیدی  پروتئینی و تشکیل فیبریل تجمعات مهار

عبارتند از: پایدارسازی حالت تاخوردگی طبیعی 

پروتئینها، محدود کردن جمعیت پروتئین مونومر، مهار 

های آمیلوئیدی یا پاک سازی تجمعات  تشکیل فیبریل

های آمیلوئیدی به  یت گونههدا پروتئینی، و در نهایت

سمت مسیرهایی که منجر به تشکیل تجمعات 

. ]۲،7،19،35[شوند  پروتئینی فاقد شکل و غیرسمی می

های درمانی مبتنی بر مهار  در این بین، بسیاری از روش

سازی آنها  فرایند تشکیل تجمعات آمیلوئیدی یا پاک

. بهمین دلیل مطالعات ]۲،15،۲3،34،37[باشد  می

زیادی در جهت شناسایی ترکیباتی با خاصیت مهاری 

های  های درگیر در بیماری و بویژه در ارتباط با پروتئین

است   ی سیستم عصبی انجام شده تحلیل برنده

. در این رابطه گزارشات زیادی در ارتباط با ]8،10،11[

های طبیعی کوچک، و  اثرات موثر بسیاری از ملکول

ی، در مهار تجمعات پروتئینی های طبیع فنل بویژه پلی

. همچنین مطالعات ]11،1۲،18،۲6،۲8[وجود دارد 

ها  فنل قبلی ما نیز نشان دهنده اثرات مهارکنندگی پلی

( و 35-۲5در رابطه با فیبریلاسیون آمیلوئید بتا )قطعه 

باشد  همچنین پروتئین لیزوزیم سفیده تخم مرغ می

از جمله  . پروتئین لیزوزیم سفیده تخم مرغ]16،33[

هایی است که بطور کامل ساختار آن مورد  پروتئین

براحتی در شرایط آزمایشگاهی  مطالعه قرار گرفته و

. از []قادر به تشکیل تجمعات آمیلوئیدی است 

آنجائیکه لیزوزیم سفیده تخم مرغ دارای شباهت 

ساختاری زیادی با لیزوزیم انسانی، که در بیماری 

ئیدوزیر سیستمیک نقش دارد، ژنتیکی غیرنورونی آمیلو

باشد و با علم به این مطلب که تجمعات پروتئینی  می

)اعم از بیماریزا و غیربیماریزا( قادر به اعمال سمیت 

سلولی هستند، پروتئین لیزوزیم سفیده تخم مرغ را 

بعنوان یک مدل مناسب در مطالعات مربوط به مهار 

. []تشکیل تجمعات پروتئینی مطرح می کند 

ترکیب سیلیمارین که در این مطالعه مورد استفاده قرار 

های  است، عصاره استاندارد استخراج شده از دانه گرفته

باشد که  ( میSilybum marianumمریم ) گیاه خار

، A سیلیبین نوعحاوی هفت نوع فلاونولیگنان شامل )

، B ، ایزوسلیبین نوعA ، ایزوسلیبین نوعB سیلیبین نوع

( و یک سیلیکریستین، ایزوسلیکریستین و سیلیدیانین

. ساختار []باشد  فلاونوئید به نام تاکسیفولین می

شیمیائی و نام ترکیبات موجود در سیلیمارین در شکل 

 نشان داده شده است. 1



 1396، پاییز 4تکوینی سال نهم، شماره  شناسیپژوهشی  زیست  –علمی  فصلنامه

 

25 

 
 سیلیمارین.ساختار شیمیائی و نام ترکیبات موجود در  -۱شکل 

 

سیلیمارین دارای خواص درمانی بسیار زیادی 

های کبدی  باشد که بارزترین آن درمان ناهنجاری می

است. همچنین این ترکیب بدلیل خواص 

اکسیدانی خود در کاهش استرس اکسیداتیو در   آنتی

های  سلولهای کبدی، ماکروفاژها و انواع  سلول

. علاوه براین، مطالعات []نورونی نیز موثر است 

های اخیر توانایی سیلیمارین در  انجام شده در سال

درمان انواع مختلفی از سرطانها را نیز نشان داده است 

[]های تحلیل برنده سیستم  . در رابطه با بیماری

عصبی، آقای موراتا و همکاران نشان دادند که 

ر به مهار تجمع پپتید آمیلوئید بتا بوده و سیلیمارین قاد

سمیت تجمعات پروتئینی حاصل از آن را بر روی 

. با اینحال []دهد  نیز کاهش می PC12های  سلول

گزارشی مبنی بر مکانیسمی که بدان وسیله سیلیمارین 

مانع تشکیل تجمعات آمیلوئیدی میشود وجود ندارد. 

در مهار  لیمارینسی بنابراین در این مطالعه توانایی

تشکیل تجمعات آمیلوئیدی پروتئین لیزوزیم سفیده 

 تخم مرغ مورد بررسی قرار گرفت.

 ها مواد و روش
 مواد مورد نیاز

، Tپروتئین لیزوزیم سفیده تخم مرغ، تیوفلاوین 

Nile red قرمز کنگو و سیلیمارین از شرکت سیگما ،

شرکت مرک خریداری شد. سایر مواد مورد نیاز از 

 آلمان خریداری شدند.
 

القاء تشکیل تجمعات آمیلوئیدی در پروتئین لیزوزیم سفیده 

 تخم مرغ

بدین منظور محلول لیزوزیم سفیده تخم مرغ در 

 50میکرومولار در بافر گلیسین ) 50غلظت نهایی 

(، در حضور و عدم حضور pH ۲/۲مولار و  میلی

، و 50، ۲5، 0های مختلف از سیلیمارین ) غلظت

های حاوی  میکرومولار( تهیه شد. سپس ویال100

درجه  57روز در دمای  7های پروتئینی به مدت  نمونه

دور بر  500گراد و بر روی استیرر که با سرعت  سانتی

دقیقه در حال چرخش بود انکوبه شد. غلظت پروتئین 

mg.mlبا استفاده از ضریب خاموشی 
-1

.cm
-1 63/۲  
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 .[]تعیین گردید 

 

  Tسنجش برانگیختگی فلورسانس نشانگر تیوفلاوین 

به منظور بررسی کینتیک تشکیل تجمعات 

آمیلوئیدی در پروتئین لیزوزیم سفیده تخم مرغ، مقدار 

ی پروتئینی انکوبه شده در  میکرولیتر از نمونه 40

میکرولیتر  960حضور و عدم حضور سیملیمارین با 

)تهیه شده در  Tمیکرومولار تیوفلاوین  10محلول 

( 5/6 برابر pHمیلی مولار و  ۲5بافر فسفات سدیم 

دقیقه انکوبه شد. در این  5مخلوط گردیده و به مدت 

باشد.  میکرومولار می ۲روش غلظت نهایی پروتئین 

نانومتر و طیف نشری پروتئین  440طول موج تحریک 

ری شد. پهنای گی نانومتر اندازه 450-600در محدودۀ 

و  5دریچه برای طول موج تحریک و نشر به ترتیب 

نانومتر انتخاب شد. افزایش تدریجی نشر  10

های انکوبه شده بیانگر تشکیل  فلورسانس نمونه

 باشد. تجمعات آمیلوئیدی می

 

 Nile redسنجش برانگیختگی فلورسانس نشانگر 

های  به منظور بررسی میزان آبگریزی حدواسط

 Nile redمختلف پروتئینی از نشر فلورسانس نشانگر 

میکرولیتر بافر  940استفاده شد. بدین منظور مقدار 

میکرولیتر  10( با  ۲/۲pHمولار ) میلی 50گلایسین 

میلی مولار تهیه شده در  1)غلظت  Nile redمحلول 

میکرولیتر  50استونیتریل( مخلوط شده و سپس مقدار 

کوبه شده در حضور و عدم حضور محلول پروتئینی ان

 530سیلیمارین به آن اضافه گردید. طول موج تحریک 

نانومتر  540-800نانومتر و طیف نشری در محدوده 

گیری شد. پهنای دریچه برای طول موج تحریک  اندازه

نانومتر انتخاب شد. در این  10و 5و نشر به ترتیب 

ظت میکرومولار و غل 5/۲روش غلظت نهایی پروتئین 

باشد. تمامی  میکرومولار می Nile red 10نهایی 

آزمایشات فلورسانس با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 

Cary Eclipse VARIAN .انجام شد 

 

 سنجش میزان جذب قرمز کنگو

 7بدین منظور محلول قرمز کنگو در غلظت نهایی 

میلی مولار  5گرم بر میلی لیتر در بافر کنگو )بافر  میلی

 pHمیلی مولار کلرید سدیم و  150فسفات پتاسیم، 

میکرولیتر از  50( تهیه شد. سپس مقدار 4/7برابر 

محلول پروتئینی انکوبه شده در حضور و عدم حضور 

میکرولیتر از محلول قرمز کنگو )در  950سیلیمارین به 

میکرومولار( اضافه شده و به مدت  ۲0غلظت نهایی 

مای آزمایشگاه انکوبه شد. سپس طیف دقیقه در د 30

نانومتر اندازه  400-600ها در محدوده  جذبی نمونه

های آمیلوئیدی  گیری شد. میزان اتصال کنگو به فیبریل

 بطور کمّی و با استفاده از معادله زیر محاسبه گردید:

 1معادله 

 
 

مقدار قرمز کنگو متصل شده به در این معادله 

 ۲5۲95باشد و ارقام  آمیلوئید بر حسب میکرومولار می

به ترتیب ضریب خاموشی قرمز کنگو متصل  46306و 

 .[]باشند  به آمیلوئید و قرمز کنگو آزاد می

 

بررسی تغییرات ساختاری تجمعات آمیلوئیدی با استفاده از 

 طیف سنجی دورنگ نمایی دورانی

گیری طیف دورنگ نمایی دورانی در  اندازه برای

میکرومولار  10محدوده فرابنفش دور، از غلظت 

متر استفاده  سانتی 05/0لیزوزیم و کووت با ضخامت 

های پروتئینی انکوبه شده در  شد. بدین منظور نمونه

روز  7حضور و عدم حضور سیلیمارین به مدت 

Congo redbound = (A540/25295) - (A477/46306) 
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د بررسی برداشته شده و تغییرات ساختار دوم آنها مور

های  های دورنگ نمایی دورانی نمونه قرار گرفت. طیف

 AVIVپروتئینی با استفاده از دستگاه اسپکتروپلاریمتر

به دست آمدند. میزان محتوای مارپیچ آلفا و  215

صفحات بتا نمونه های پروتئینی با استفاده از نرم افزار 

CDNN .محاسبه گردید 
 

 وئیدیتعیین مقدار کمی تجمعات آمیل

های آمیلوئیدی تشکیل  منظور بررسی کمی فیبریل به

های مختلف  شده در عدم حضور و حضور غلظت

روز  7سیلیمارین، نمونه های انکوبه شده به مدت 

ساعت در  1تحت شرایط آمیلوئیدوژنیک به مدت 

درجه سانتریفیوژ شده  4دور بر دقیقه و دمای  16000

و سپس میزان جذب سوپرناتانت حاصل )که حاوی 

 ۲80باشد( در  های مونومری و پیش فیبریلی می نمونه

نانومتر قرائت شده و غلظت آنها محاسبه گردید. 

تفاضل غلظت پروتئینی موجود در سوپرناتانت و 

میکرومولار( برابر با مقدار  50غلظت اولیه پروتئینی )

 .[]باشد  موجود در محیط میآمیلوئید 
 

 آنالیز میکروسکوپ نیروی اتمی

به منظور بررسی مورفولوژی تجمعات پروتئینی 

 7های پروتئینی انکوبه شده به مدت  حاصل، نمونه

میکرومولار  100روز در عدم حضور و حضور غلظت 

بار توسط بافر  10سیلیمارین برداشته شده و به میزان 

( رقیق شد. سپس pH ۲/۲میلی مولار و  50گلیسین )

میکرولیتر از آن بر روی صفحات میکا منتقل  10مقدار 

دقیقه در معرض جریان هوا قرار داده  5و به مدت 

ها در زیر میکروسکوپ نیروی  شدند. در نهایت نمونه

اتمی مشاهده و بررسی شد. تصاویر میکروسکوپ 

 ، شرکت ARA-AFMنیروی اتمی توسط دستگاه 
 

Ara-Reseach Co.اند.  ، ساخت کشور ایران تهیه شده 

 

 آنالیز آماری

تمامی آزمایشات در سه زمان متفاوت و با 

های پروتئینی مختلف انجام شد. همچنین هر  نمونه

بار تکرار گردید. نتایج نهایی  5تا  3آزمایش بین 

انحراف معیار بیان  ±حاصل نیز به صورت میانگین 

 شده است. 

 

 یج و بحثانت

سیلیمارین به عصاره دانه گیاه خارمریم اطلاق 

فلاونولیگنان و یک فلاونوئید  7شود که حاوی  می

. سیلیمارین خواص درمانی بسیار زیادی []باشد  می

های کبدی و  دارد و بطور رایج در درمان بیماری

دیابت استفاده میشود. همچنین این ترکیب دارویی 

یدانی و ضدالتهابی بوده و در دارای خواص آنتی اکس

. []شود  درمان سلولهای سرطانی نیز استفاده می

بر این، گزارشاتی مبنی بر خواص   علاوه

برخی از ترکیبات موجود در  آمیلوئیدوژنیک آنتی

. با اینحال []سیلیمارین نیز ارائه شده است 

گزارشی در مورد اثرات احتمالی عصاره کامل گیاه 

)سیلیمارین( بر فرایند تجمع پروتئینی وجود  خارمریم

ندارد. در این مطالعه با استفاده از طیف وسیعی از 

 Tها شامل طیف سنجی فلورسانس )تیوفلاوین  تکنیک

(، طیف سنجی جذبی )جذب قرمز کنگو و Nile redو 

نانومتر(، طیف سنجی دورنگ  ۲80جذب در ناحیه 

ی، توانایی نمایی دورانی، و میکروسکوپ نیروی اتم

سیلیمارین در مهار تشکیل تجمعات آمیلوئیدی 

پروتئین لیزوزیم سفیده ی تخم مرغ مورد بررسی قرار 

گرفت. نتایج حاصل نشان داد که سیلیمارین بطور 
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های آمیلوئیدی در  موثری باعث کاهش تشکیل فیبریل

 شود. پروتئین لیزوزیم می

 

لیزوزیم توسط مهار تشکیل تجمعات آمیلوئیدی پروتئین 

 سیلیمارین

به منظور بررسی اثرات ضدآمیلوئیدی سیلیمارین، 

سرعت تشکیل تجمعات آمیلوئیدی پروتئین لیزوزیم در 

های مختلف سیلیمارین  غلظت عدم حضور و حضور

میکرومولار( و با استفاده از میزان 100، و 50، ۲5، 0)

مورد بررسی قرار گرفت.  Tنشر نشانگر تیوفلاوین 

ات قبلی ما نشان داد که کینتیک تشکیل تجمعات مطالع

آمیلوئیدی در پروتئین لیزوزیم، با یک فاز تاخیری 

)زمان مورد نیاز برای بازشدن نسبی پروتئین که لازمه 

باشد  تشکیل تجمعات آمیلوئیدی است( همراه می

[] نشان داده شده است،  ۲. همانطور که در شکل

شرایط آمیلوئیدوژنیک قرارگرفتن پروتئین لیزوزیم در 

منجر به افزایش شدید در میزان نشر نشانگر تیوفلاوین 

T روز، گردید و میزان  1، پس از فاز تاخیری حدود

روز به بیشینه خود رسید که موید تشکیل  6آن پس از 

باشد. با این حال، در مورد  های آمیلوئیدی می فیبریل

یک  های پروتئینی انکوبه شده یا سیلیمارین نمونه

کاهش قابل توجه و وابسته به غلظت در میزان نشر 

مشاهده شد که بیانگر مهار تشکیل  Tتیوفلاوین 

های انکوبه شده با  تجمعات آمیلوئیدی در نمونه

(. نتایج حاصل نشان ۲باشد )شکل  سیلیمارین می

دهد که فاز تاخیری کینتیک تشکیل تجمعات  می

پروتئینی فاقد  های روز در نمونه 1آمیلوئیدی از حدود 

های  های دارای غلظت روز در نمونه ۲سیلیمارین به 

میکرومولار سیلیمارین افزایش یافته است.  100و  50

علاوه براین، شدت نشر فلورسانس نشانگر تیوفلاوین 

T ای که  نیز بطور وابسته به غلظت کاهش یافت بگونه

 100های پروتئینی انکوبه شده در حضور غلظت  نمونه

% نشر فلورسانس 55میکرومولار سیلیمارین در حدود 

های کنترل داشتند  کمتری نسبت به نمونه Tتیوفلاوین 

های  (. آزمایشات کنترل نشان داد که غلظت۲)شکل 

مختلف سیلیمارین بخودی خود تاثیری بر میزان نشر 

ندارند )نتایج نشان داده نشده است(. در  Tتیوفلاوین 

گیری کرد که سیلیمارین  نه نتیجهتوان اینگو نهایت می

بطور وابسته به غلظت باعث مهار روند تشکیل 

 شود. تجمعات آمیلوئیدی در پروتئین لیزوزیم می


 
کینتیک تشکیل تجمعات آمیلوئیدی با استفاده از نشر  -۲شکل 

. نمودار براساس میزان بیشینه نشر Tفلورسانس نشانگر تیوفلاوین 

نانومتر رسم شده است.  ۴۸۵در طول موج  Tنشانگر تیوفلاوین 

 باشد. نتایج حاصل میانگین سه آزمایش مستقل می


های آمیلوئیدی،  در رابطه با فرایند تشکیل فیبریل

دهد که بازشدن نسبی  مطالعات قبلی ما نشان می

ساختار پروتئینی و انتقال سطوح آب گریز پروتئین به 

فرایند تجمع  سطح از عوامل اولیه و اصلی در پیشبرد

یک  Nile red. نشانگر []باشد  پروتئین لیزوزیم می

باشد که اتصال آن به سطوح آبگریز  ملکول آبگریز می

با افزایش میزان نشر فلورسانس آن و یک انتقال به 

( همراه blue shiftهای کوتاهتر ) سمت طول موج

است و بطور رایج در بررسی تغییرات ساختار سوم 

شود  در طی روند تجمع پروتئینی استفاده میها  پروتئین

[] بنابراین، به منظور بررسی اثر سیلیمارین بر .
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تغییرات ساختار سوم پروتئین در طی روند تشکیل 

 Nile red تجمعات آمیلوئیدی، میزان نشر نشانگر

های  های پروتئینی انکوبه شده در حضور غلظت نمونه

ر گرفت. شکل مختلف سیلیمارین نیز مورد سنجش قرا

های  نمونه Nile redمیزان نشر فلورسانس نشانگر  3

روز در عدم حضور و  7پروتئینی انکوبه شده به مدت 

دهد.  های مختلف سیلیمارین را نشان می حضور غلظت

ی افزایش شدید در میزان  نتایج حاصل نشان دهنده

بهمراه انتقال به  Nile redنشر فلورسانس نشانگر 

های  تر در مورد نمونه ای کوتاهه سمت طول موج

باشد، حال  پروتئین انکوبه شده در غیاب سیلیمارین می

آنکه حضور سیلیمارین باعث یک کاهش شدید و 

 Nile redوابسته به غلظت در میزان نشر نشانگر 

گردید. همچنین این کاهش همراه با یک انتقال به 

(. این 3های بلندتر بود )شکل  سمت طول موج

دلالت بر این دارد که انتقال نواحی آبگریز به مشاهده 

های حاوی  سطح پروتئین بطور قابل توجهی در نمونه

 سیلیمارین مهار شده است.
 

 
های پروتئینی  نمونه Nile redطیف نشر فلورسانس نشانگر  -۳شکل 

های مختلف سیلیمارین  انکوبه شده در عدم حضور و حضور غلظت

میلی  ۵۰روز تحت شرایط آمیلوئیدوژنیک )بافر گلیسین  ۷به مدت 

 باشد. نانومتر می ۵۳۰(. طول موج برانگیختگی ۲/۲برابر  pHمولار و 

 

که افزایش نواحی آبگریز سطحی از  از آنجائی

عوامل اصلی و پیش برنده در روند تشکیل تجمعات 

، به نظر []باشد  آمیلوئیدی در پروتئین لیزوزیم می

که ممانعت از تشکیل و اتصال نواحی آبگریز رسد  می

هایی است که بدان وسیله  سطحی یکی از مکانیسم

سیلیمارین باعث مهار تشکیل تجمعات آمیلوئیدی در 

شود. بطور مشابهی آقای شریعت  پروتئین لیزوزیم می

و همکاران نشان دادند که ممانعت از تشکیل سطوح 

بدان وسیله هایی است که  آبگریز یکی از مکانیسم

های رزوراترول و رزمارینیک اسید تشکیل  فنل پلی

تجمعات آمیلوئیدی در پروتئین لیزوزیم را مهار میکنند 

[] در رابطه با فرایند تجمع پروتئینی، مطالعات .

دهد که  های اخیر نشان می انجام شده در سال

های آروماتیک، نیروهای آبگریز و تشکیل  برهمکنش

ها  ی بین زنجیره های جانبی پروتئینباندهای هیدروژن

نقش مهمی در تشکیل صفحات بتا و پایداری 

. بنابراین، به []ساختارهای آمیلوئیدی دارد 

رسد که ترکیبات فلاونولیگنانی و فلاونوئیدی  نظر می

ی توانایی  که در سیلیمارین وجود دارد بواسطه

بگریز های آروماتیک و آ بالایشان در ایجاد برهمکنش

های جانبی پروتئین مانع برقراری  با زنجیره

های بین ملکولی در پروتئین لیزوزیم شده و  برهمکنش

نمایند. در  بدین ترتیب اثرات مهاری خود را اعمال می

حقیقت تحت شرایط آمیلوئیدوژنیک نواحی آبگریز 

پروتئین به سطح منتقل شده و امکان برهمکنش 

مارین را با پروتئین ترکیبات حلقوی موجود در سیلی

دهد. با توجه به مطالب گفته شده پیشنهاد  افزایش می

های آروماتیک و  شود که ممانعت از برهمکنش می

ها  های جانبی پروتئین نیروهای آبگریز بین زنجیره

مکانیسمی است که بدان وسیله سیلیمارین مانع 

تشکیل تجمعات آمیلوئیدی توسط پروتئین لیزوزیم 

 .[]شود  می
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کمی تشکیل تجمعات آمیلوئیدی پروتئین لیزوزیم  بررسی

 در حضور و عدم حضور سیلیمارین

اگرچه بطور رایج در بررسی  Tنشانگر تیوفلاوین 

شود  کینتیک تشکیل تجمعات آمیلوئیدی استفاده می

های آمیلوئیدی به تجمعات  ولی علاوه بر فیبریل

فیبریلی که دارای های پیش  شکل و همچنین گونه بی

. بنابراین []شود  باشند نیز متصل می صفحات بتا می

های آمیلوئیدی  روش مناسبی برای بررسی کمی فیبریل

باشد. در مقابل، نشانگر قرمز کنگو بطور اختصاصی  نمی

آمیلوئیدی باند شده و این اتصال با  های به فیبریل

بلندتر های  افزایش جذب و انتقال به سمت طول موج

(red shift همراه است. علاوه براین مقدار قرمز کنگو )

های آمیلوئیدی که متناسب با مقدار  باند شده به فیبریل

باشد به راحتی با استفاده  آمیلوئید موجود در محیط می

به همین  .[]باشد  گیری می قابل اندازه 1از معادله 

های  نهدلیل در ادامه مطالعه میزان جذب قرمز کنگو نمو

پروتئینی انکوبه شده در عدم حضور و حضور 

 های مختلف سیلیمارین مورد سنجش قرار  غلظت
 

گرفت. نتایج حاصل نشان دهنده افزایش جذب و 

های بلندتر در مورد  سمت طول موج  انتقال به

های پروتئینی انکوبه شده در غیاب سیلیمارین  نمونه

های آمیلوئیدی  باشد که نشان دهنده تشکیل فیبریل می

های انکوبه شده  (. ولی در مورد نمونه4Aاست )شکل 

های مختلف سیلیمارین یک کاهش در میزان  با غلظت

تر  های کوتاه جذب و انتقال به سمت طول موج

های  مشاهده شد که بیانگر کاهش میزان فیبریل

باشد. همچنین میزان نشانگر قرمز کنگو  آمیلوئیدی می

های آمیلوئیدی با استفاده از  متصل شده به فیبریل

 4Bمحاسبه گردید که نتایج آن در شکل  1معادله 

که قرمز کنگو به مقدار قابل  آورده شده است. مادامی

های پروتئینی فاقد سیلیمارین متصل  توجهی به نمونه

های پروتئینی  گردید، میزان باند شدن آن به نمونه

ش یافت دارای سیلیمارین بطور وابسته به غلظت کاه

(. این مشاهده بیانگر کاهش میزان تشکیل B 4)شکل 

های حاوی سیلیمارین  های آمیلوئیدی در نمونه فیبریل

 باشد که با نتایج قبلی ما همخوانی دارد. می

 
میزان  -های مختلف سیلیمارین ب عدم حضور و حضور غلظتهای پروتئینی انکوبه شده در  طیف جذبی قرمز کنگو نمونه -الف -۴شکل 

روز تحت  ۷ها به مدت  های مختلف سیلیمارین. نمونه های پروتئینی انکوبه شده در عدم حضور و حضور غلظت باندشدن قرمز کنگو به نمونه

 شرایط آمیلوئیدوژنیک انکوبه شدند.
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های آمیلوئیدی بدلیل بزرگی و وزن ملکولی  فیبریل

 16000تا  1۲000بالا براحتی در دورهای سانتریفیوژ 

دور بر دقیقه رسوب کرده و قابل جداسازی هستند 

[] های آمیلوئیدی  میزان فیبریل 1. جدول شماره

های  تشکیل شده در عدم حضور و حضور غلظت

آمیلوئیدوژنیک مختلف سیلیمارین را تحت شرایط 

نشان میدهد. نتایج حاصل نشان دهنده یک کاهش 

های آمیلوئیدی  وابسته به غلظت در میزان فیبریل

باشد  تشکیل شده در نمونه های حاوی سیلیمارین می

 نماید. که با نتایج حاصل از آزمایشات بالا مطابقت می
 

 های آمیلوئیدی تشکیل شده در نمونه های میزان فیبریل -۱جدول 

روز در عدم حضور و حضور  ۷پروتئینی انکوبه شده به مدت 

 های مختلف سیلیمارین. غلظت

 
 

بررسی اثر سیلیمارین بر تغییرات ساختار دوم پروتئین 

 لیزوزیم تحت شرایط آمیلوئیدوژنیک

در مرحله بعد به منظور بررسی تغییرات ساختار 

دوم پروتئین در طی روند تجمع و همچنین مطالعه 

تاثیر سیلیمارین بر آن، طیف دورنگ نمایی دورانی 

مرئی در عدم حضور  -پروتئین در ناحیه ماوراء بنفش

گیری  های مختلف سیلیمارین اندازه و حضور غلظت

نشان داده شده است،  5شد. همانطور که در شکل 

طیف دورنگ نمایی دورانی پروتئین لیزوزیم در حالت 

 ۲۲۲و  ۲08 مونومری دارای دو پیک در نواحی

باشد که مشخصه بارز ساختار مارپیچ آلفا  نانومتر می

است و با نتایج حاصل از مطالعات قبلی ما مطابقت 

روز انکوباسیون تحت شرایط  7. بعد از []دارد 

آمیلوئیدوژنیک و در عدم حضور سیلیمارین، یک پیک 

نانومتر ظاهر شده است  ۲18تا  ۲15بارز در ناحیه بین 

ر تغییرات کنفورماسیونی پروتئین از حالت که دلالت ب

بطور عمده مارپیچ آلفا )در ابتدای انکوباسیون( به 

ساختار غنی از صفحات بتا دارد که مشخصه بارز 

(. این تغییرات A 5های آمیلوئیدی است )شکل  فیبریل

کنفورماسیونی همچنین با یک کاهش شدید در میزان 

ر پروتئین مونومر % د۲7محتوای مارپیچ آلفا )از حدود 

روز انکوباسیون( و یک افزایش  7% بعد از 6به حدود 

% 5/11شدید در میزان محتوای صفحات بتا )از حدود 

روز  7% بعد از 5/33در پروتئین مونومر به حدود 

انکوباسیون( همراه است که خود نشان دهنده تغییرات 

باشد  ساختاری عمده در پروتئین طی روند تجمع می

های پروتئینی حاوی  (. در مورد نمونهB 5)شکل 

نانومتر  ۲18تا  ۲15سیلیمارین شدت پیک در ناحیه 

میکرومولار  100کاهش در غلظت   کاهش یافت که این

باشد، و دلالت بر این امر دارد  سیلیمارین کاملا بارز می

های حاوی سیلیمارین  که تشکیل صفحات بتا در نمونه

ت. این مشاهده در گیری کاهش یافته اس بطور چشم

تطابق کامل با نتایج حاصل از نشر فلورسانس نشانگر 

باشد. نتایج  و جذب قرمز کنگو می Tتیوفلاوین 

حاصل از آنالیز محتوای ساختارهای دوم )مارپیچ آلفا 

های پروتئینی انکوبه شده در  و صفحات بتا( نمونه

 5های مختلف سیلیمارین نیز در شکل  حضور غلظت

B ه است، که نشان دهنده کاهش محتوای آورده شد

های دارای  صفحات بتا و افزایش مارپیچ آلفا در نمونه

سیلیمارین میباشد. این مشاهده بیانگر این مطلب 

باشد که تغییرات ساختاری از مارپیچ آلفا به  می

صفحات بتا تا حد زیادی توسط سیلیمارین مهار شده 

 است.
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در حضور  پروتئینی لیزوزیممورفولوژی تجمعات  بررسی

 و عدم حضور سیلیمارین

در مرحله آخر مورفولوژی تجمعات پروتئینی 

ایجاد شده در عدم حضور و حضور سیلیمارین توسط 

میکروسکوپ نیروی اتمی مورد بررسی قرار گرفت. 

های پروتئینی انکوبه شده  مربوط به نمونه A 6شکل 

ت روز تح 7در عدم حضور سیلیمارین به مدت 

 های  باشد که در آن رشته شرایط آمیلوئیدوژنیک می

 

شود. با اینحال، در  آمیلوئیدی به وضوح دیده می

 100های پروتئینی انکوبه شده در حضور غلظت  نمونه

های آمیلوئیدی  میکرومولار سیلیمارین تشکیل فیبریل

بطور موثری مهار شد و در مقابل مقادیر کمی 

 6کیل گردید )شکل تجمعات پروتئینی بی شکل تش

B این نتایج بیانگر توانایی بالای سیلیمارین در مهار .)

تشکیل تجمعات آمیلوئیدی بوده و با نتایج حاصل از 

 نماید. آزمایشات قبلی ما مطابقت می

 
های پروتئینی انکوبه شده در عدم  محتوای مارپیچ آلفا و صفحات بتا نمونه -طیف دورنگ نمایی دورانی در ناحیه مرئی دور، ب -الف -۵شکل 

 های مختلف سیلیمارین حضور و حضور غلظت

 

 
تصویر  -روز در عدم حضور و حضور سیلیمارین. الف ۷های پروتئینی انکوبه شده به مدت  تصاویر میکروسکوپ نیروی اتمی نمونه -۶شکل 

های پروتئینی انکوبه شده در حضور غلظت  تصویر میکروسکوپ نیروی اتمی نمونه -های پروتئینی به تنهایی. ب میکروسکوپ نیروی اتمی نمونه

 باشد. نانومتر می ۵۰۰میکرومولار سیلیمارین. مقیاس نشان داده شده برابر  ۱۰۰
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 گیری نتیجه

سیلیمارین در مهار تشکیل در این مطالعه توانایی 

تجمعات آمیلوئیدی توسط پروتئین لیزوزیم سفیده 

مرغ مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل  تخم

دهنده توانایی بالای سیلیمارین در مهار تشکیل  نشان

باشد. این  تجمعات آمیلوئیدی در پروتئین لیزوزیم می

های انکوبه شده در حضور سیلیمارین  نمونهمشاهده که 

شاهد دارای فاز تاخیری  های پروتئینی نسبت به نمونه

تری هستند دلالت بر این دارد که سیلیمارین  طولانی

احتمالا در مراحل اولیه تشکیل تجمعات آمیلوئیدی 

کند. این مشاهده با نتایج حاصل از  اختلال ایجاد می

مطالعات انجام شده با پژوهشگران دیگر نیز همخوانی 

اساس نتایج بدست آمده از . بر []دارد 

شود که سیلیمارین از  های مختلف پیشنهاد می آزمایش

های پیش فیبریلی و ممانعت  طریق اتصال به حدواسط

های آبگریز بین آنها باعث مهار تشکیل  از برهمکنش

شود. بعبارتی اتصال سیلیمارین  تجمعات آمیلوئیدی می

نی آنها های پروتئی های نسبی باز شده گونه به حدواسط

های آمیلوئیدی منحرف و به  را از مسیر تشکیل فیبریل

دهد. نتایج  سمت تشکیل تجمعات بی شکل سوق می

های  تواند در درک بهتر مکانیسم حاصل از این مطالعه می

تشکیل تجمعات آمیلوئیدی توسط  احتمالی مهار

ها، موثر  فنل های کوچک طبیعی، از جمله پلی ملکول

نتخاب مهارکننده های موثر در رابطه باشد و ما را در ا

های  با تاخوردگی ناصحیح و تجمع پپتیدها و پروتئین

ی سیستم عصبی  های تحلیل برنده مرتبط با بیماری

 یاری نماید. 
 

 تشکر و قدردانی

این تحقیق در دانشگاه تحصیلات تکمیلی علوم 

 های پژوهشی آن  پایه زنجان انجام شده و کلیه هزینه
 

 دانشگاه مربوطه تامین گردیده است.توسط 
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