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  مقدمه
ـــتروئیدترپنتري هاي که از پیش ماده( هاهـا و اس
ـــده 30 حـاوي عنوان هتوانند بمی) اندکربن ایجاد ش

صـــورت هترکیبات آزاد تشـــکیل شـــوند، اما اغلب ب
ـــاپونین یک یا چند  گردند که معمولاًهـا ایجـاد میس

ــت ــل اس اي هترپنتري . مولکول قند نیز به آنها متص
د هســتندوســت ها ترکیباتی چربی آزاد و اســتروئید

 واحد ایزوپرن یا 6 با هاترپنوئیدتري  ).1389 (ویک،
کوتین و  در هاي گیاهیدر رزین واحـد اتم کربن 30

رنگ با نقطه اغلب جامد بی ،ها وجود داردچوب پنبـه
وان تمی، هاترین این ترکیبمهم . ازذوب بالایی هستند

، هاداستروئی ،هاي گیاهیهاي آزاد، استرولترپنوئیدتري
، وئیديترپنهاي تريساپونین، آلفا آمیرین، لیمونوئیدها

رکیبات این ت .کوکوربیتاسین و کوآسینوئیدها را نام برد
ـــاها هاي گیاهیاغلـب در تیره ، آلاله، نظیر پروانه آس

ــتبرق به وفور یافت  خرزهره، کدوئیان ــود میو اس ش
استرول: يترپنوئیدتري گروه دواز . )1388 (قاسـمی،

هاي ینو ساپون (فیتواسترول) ها یا استروئیدهاي گیاهی
ـــیـاري بوده و  ،ترپنوئیـدي  تـاکنون درداراي تنوع بس

 .ها شناسایی شده استنوع از این ترکیب 4000حدود 
اي هنتایج تحقیقات نشـان داده است که اغلب استرول

نظیر بازدارندگی بر رشد  گیاهی داراي خاصیت مهمی
ـــترول )،Beveridge, 2002( تومورهـا و  کاهش کلس

ــکته در ) ;Uddin, 2015 Hicks,  2001هاي قلبی (س
هاي نترپاز تري بزرگیها گروه انسان هستند. ساپونین

موجود در برخی گیاهان هسـتند که کاربرد وسیعی در 
 ها خاصیتتولید داروهاي گیاهی دارند. اغلب ساپونین

طور همزمان قابل حل در چربی و صـابونی داشته و به
آب هسـتند. به همین دلیل این ترکیبات داراي خواص 
ـــویندگی بوده و به هنگام لرزش در آب تولید کف  ش

ـــمی، می ـــهاي زیادي براي  ).1388کننـد (قـاس روش
وجود ا هاز جمله فیتواسترولاستخراج ترکیبات طبیعی 

ـــتفاده از حلالمتداول دارد کـه هایی نظیر ترین آن اس

ـــتن و غیره  کلروفرم، هگزان، تولوئن، پترولیوم اتر، اس
یکی دیگر از روشهاي استخراج  ).Uddin, 2009( است
ــترولفیتو ــت، روش ها که اس ــده اس اخیراً گزارش ش

 فضاي فوق بحرانی با استفاده از دي اکسید کربن است
)Uddin, 2015(  ـــبت به کـه داراي مزایاي زیادي نس

ـــدهـاي متـداول میروش  ,Ge, 2002; Lopez( باش

2004.(   
گیاهی پایا، ) .Ruscus aculeatus L( خاسکولـه

هاي درهم فشـــرده و چوبی و کوچک اســت که بوته
ـــعـب  ).1386 (قهرمان، دارد 30 –50به ارتفاع  منش

 انتشار جغرافیاییباشد. می آبان -مهرآن دهیموسم گل
ــمالی و درهجنگل آن هاي مرطوب کناره خزر، هاي ش

مـازنـدران، زیارت گرگان، بندرگز، گیلان، لاهیجان و 
هاي آباد در نزدیک رشـــت، جنگلرســـتم هايجنگل

 باشـــدمیاطراف رامســـر، رودبار، آســـتارا و طوالش 
 از جمله گیاه، هاي گیاهاندام تمـام ).1386(قهرمـان، 
استفاده ریزوم داراي  و هاهاي جوان، ریشهسـرشـاخه

ـــاخـه ـــرش  هايراي کاربردادار دهاي میوهدارویی وس
این گیاه براي درمان علائم  عصاره .دنباشـمی صـنعتی

نارسـایی سـیاهرگی مزمن (واریکوزیس) شامل تورم، 
خارش، درد و احساس سنگینی در عضو مبتلا استفاده 

خاس براي درمان و التیام بواسیر همراه با شود. کولهمی
ــورت  ــت و به دو ص ــوزش و خارش نیز موثر اس س

تواند مورد استفاده قرار گیرد. خوراکی و موضـعی می
و ملینّ خفیف نیز مورد اســتفاده  مدرعنوان این گیاه به

اي هداشته است. اثر درمانی این گیاه به وجود ساپونین
ــتروئیدي که تا  ــد 6اس ــک گیاه را  در ص از وزن خش

هاي عمده ساپونین. گرددمربوط می شـوند،شـامل می
ـــین (تیــپ  ـــس موجود در این گیــاه عبـارتنـد از راس

ــموزیدی ــتان مونودس ــپیروس ــکوزید (تیپ  ،ک)اس راس
ـــموزیدیک) همراه با آگلیکون ـــتـان بیوس هاي فروس

ـــکوژنِین  ـــژنین) و  -بتا 1(راس ـــید دیوس هیدروکس
مطالعات آزمایشگاهی نشان  .باشدمی نئوروسـکوژنِین
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هاي است که عصاره این گیاه سبب تحریک گیرندهداده
ـــاف دیواره عروق آدرنوژیک در ماهیچه -آلفا هاي ص
دند. گرگردد و در نتیجه عروق سیاهرگی تقویت میمی

ن عنوان مسکبهراسکوژنین و دیگر اجزاي مرتبط با آن 
التیام مربوط به عروق  ،جهت کاهش درد و ضدالتهاب

ــدن ســیاهرگی و حمله هاي حاد خواب یا ســنگین ش
ــو  ــتفاده میعض ــوداس ــاپوژنینش  کوله خاصهاي . س

، جذب شده صورت دهانی مصرف شوندهنگامی که به
و لنفی مفید و جهت درمان نارسـایی عروق سیاهرگی 

استخراج هیدرو الکلی از ریزوم  ).1389 است (ویک،
بیماریهاي به عنوان دارو در درمان  کولـه خـاصگیـاه 
  ).Hostettmann,1995( شود.ی استفاده میعروق

تحقیقات زیادي در خصـوص جداسازي ترکیبات 
ــاپونینی و اســتروئیدي از ریزوم گیاه گزارش شــده  س

ر د کوله خاصدر تحقیقی که روي ریزوم گیاه اســت. 
شــش ســاپونین اســپیرواســتان و پنج انجام شــد  ژاپن

 یک ســاپونیندیگر و در گزارش ســاپونین فرواســتان 
در  ).Mimaki, 1998, 1999( شناسایی شداسپیرواتان 

دو مشـــتق  گزارش شـــدتحقیق دیگري در فرانســـه 
ایی شناسجداسازي و از این گیاه اسـتروئیدي سولفاته 

دیگر بر روي در بررسی  ).Oulad-Ali, 1996( گردید
ـــکوس هیرکانوس در آذربایجان یک  ریزوم گیاه روس

 ,Iskenderov( نوع ساپوژنین استروئیدي گزارش شد

کله ، ریزوم ســه گونه از گیاه گزارش دیگردر  ).1967
ـــکوس خـاص  ـــکوس آکولئاتوس، روس به نام روس

هیپوگلوسـوم و روســکوس کولچیکوســمورد آزمایش 
هاي استروئیدي موجود در این قرار گرفت و سـاپونین

شناسایی و  HPLC-MS با دستگاه سه گونه روسکوس
ـــد  اتدر تحقیق). De Cobarieu, 2002( گزارش ش

 Ruscusاز گونه هاي جنس  بر روي تعداديکه دیگر 
 روسـکوس هیپوفیلوم توسط  و کوله خاصاز جمله  ،

ــتگاه  انجام گرفت به ترتیب :  HPLC-MSآنالیز با دس
از جمله دو اســتروئیدي  ها و گلیکوزیدهاي ســاپونین

مشتق فوروستانول و سه مشتق گلیکوزید هاي سولفاته  
ــایی گردیداز این گونه ــناس ــازي و ش  De( ها جداس

Marino, 2012 Mimaki, 2008; Kite, 2007;  .(  
ـــطح فراوان پراکنش گیاه کوله  لـذا بـا توجه به س
خاص در اغلب جنگلهاي شمال ایران و استفاده هاي 

 این تحقیقفراوان دارویی از آن نزد مردم بومی منطقه 
سازي جداسازي و خالصبا هدف  ،براي نخستین بار 

در گیاه  استروئیدي ترکیبات شیمیایی به ویژه مشتقات
هاي شروناسایی ترکیبات استخراج شده با ش سپسو 

در  سـنجی جرمیو طیف NMR-H1 ،IRسـنجی طیف
  منطقه سواد کوه در استان مازندران می پردازد. 

 
  هامواد و روش

هاي گیاه کولهنمونه: جمع آوري و آماده سـازي گیاه
از حوالی روســتاي  1390خاس در اوایل تیرماه ســال 

ــتان عالم ــوادکوه اس ــتان س ــهرس کلا در منطقه لفور ش
ها ریزوم از سایر قسمت و سپس آوري مازندران جمع

نور به دور از  جدا و به قطعات کوچک تقسـیم شد و
ها بعد از خشک ند. نمونهدآفتاب در سـایه خشـک ش

گیري آماده شـدن با آسیاب خرد و سپس براي عصاره
ـــدنــد.براي چربی گرم از پودر  200زدایی نمونــه، ش

 لیترمیلی 400خشــک ریزوم در قیف دکانتور ریخته و 
ساعت هگزان تازه  24هگزان به آن اضـافه شد. بعداز 

 .این کار یک بار دیگر هم تکرار شدجایگزین گردید و
ــده با گرم از نمونه چربی 150  میلی لیتر 700زدایی ش

ساعت عصاره 24متانول به روش سوکسله و به مدت 
عصـاره حاصـل از سوکسله توسط حلال شـد. گیري 

گرم  49/46در مجموع  و شد خارجدسـتگاه روتاري 
عصـاره اولیه حاصل آمد. عصاره خشک شده متانولی 

آب مقطر حــل و در قیف دکــانتور  لیترمیلی 80در 
بوتانول نرمال اضافه  لیترمیلی 80ریخته و سپس به آن 

شد. بعد از هم زدن نمونه و جدا شدن فاز آلی و آبی، 
ـــد. به فاز آبی   لیترمیلی 50فـاز آلی جـدا و ذخیره ش
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ــد و بعد از هم زدن، فاز آلی  ــافه ش بوتانول نرمال اض
جدا گردید براي جداسازي بهتر فاز آلی، این کار یک 

ــد. در ادامه حلال بوتان  ول نرمالبار دیگر نیز تکرار ش
ــد. ســپس با  ــتگاه روتاري خارج ش از فاز آلی با دس

ـــوب قهوهاتیـلافزودن دي اي رنگی اتر  بـه نمونه رس
ــت آمد. ــه مراحل آمادهبدس ــاره را خلاص ــازي عص س

 نمایید.مشاهده می1درشکل 

  
  خاسگیري گیاه کولهشماي کلی عصاره -1شکل 

  
براي آماده کردن : VLCتوسط ستون  کروماتوگرافی

ـــتون  ـــوص کروماتوگرافی مایع VLCس ، قیف مخص
ستون را کنیم. وصـل می ءرا به پمپ خلا ءتحت خلا

 متر مانده به انتهايبه کمک مکش پمپ تا چند سـانتی

خاسریزوم گیاه کوله 

خشک نمودن و آسیاب کردن

چربی زدایی با هگزان

)حلال متانول(عصاره گیري با سوکسله 

تغلیظ و آماده سازي عصاره

دو فازي نمودن با آب و بوتانول

فاز بوتانولی

افزایش دي اتیل اتر

ایجاد رسوب

جدا سازي و خشک کردن رسوب

فاز آبی

این فاز فاقد استروئیدها ست
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ــتون،  ــلیکاژلبا  س ــرده   400داراي مش بالاي  س فش
نماییم. ســطح ســلیکاژل نباید داراي ترك باشــد به می

ــتون، آنرا با یک حلال  همین منظور بعد از پر کردن س
 17/12دهیم. اثر مثل هگزان مورد شــویش قرار میبی

به کمک هگزان بر روي سطح سیلیکاژل گرم نمونه را 
کنیم. ســطح نمونه را صــاف و پخش میVLCســتون 

ــتفاده از پمپ خلا حباب ــپس با اس هاي موجود در س
 هاينمونه براي شویش با حلالبرده و  نمونه را از بین
  .باشدمیمناسب آماده 

با حلال کلروفرم خالص ستون کروماتوگرافی ابتدا 
مورد شویش قرار گرفت. در مراحل بعد، از سیستم 

-70)، (20-80)، (10-90متانول ( -حلالی کلروفرم
ان شد. میز) براي شویش ستون استفاده 50-50) و (30

هاي به دست آمده هاي استفاده شده و فراکسیونحلال

هاي آمده است.بعد از بررسی فراکسیون 1 در جدول
دست آمده از شویش ستون با استفاده از کاغذ مختلف به

TLC 2هاي مختلف حلالی فراکسیون و سیستمB  بدلیل
براي ادامه کار وجود مشتقات استروئیدي احتمال 

  انتخاب شد. 
بخش محلول بود که  شامل رسوب و 2Bفراکسیون 

حلال بخش محلول را خارج و رسوب زرد رنگی به 
گرم از نمونه  6/0گرم به دست آمد.  721/1مقدار 

 -درستون ابتدا با سیستم حلالی کلروفرم2Bخشک شده 
 متانول -)، سپس باسیستم کلروفرم15-85متانول (

-70متانول ( -ي آخر با کلروفرم) و در مرحله80-20(
) مورد شویش قرار گرفت. حاصل شویش این 30

سازي فراکسیون بود  که شماي کلی خالص 5ستون
آورده شده است. 2ها در شکل نمونه

  
  هاسازي نمونهشماي کلی خالص -2شکل 

  
    

B 2فراکسیون

)15-85(متانول  -کلروفرم 

B21 B22

)20-80(متانول  -کلروفرم 

B23 B24

A 30-70(متانول  -کلروفرم(

B25

B C
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  VLCنوع و میزان حلال استفاده شده در شویش ستون  -1جدول 

  حلالی سیستم
حجم مصرفی کل 

)mL(  
کلروفرم مصرفی 

)mL(  
متانول مصرفی 

)mL(  
  فراکسیون تعداد

  -  -  150  150  کلروفرم خالص
 A5,A4,A3,A2,A1A,6  75/258  75/2328  5/2587  )10-90متانول ( -کلروفرم 

 B1B,2  240  960  1200  )20-80متانول ( -کلروفرم 

  C3,C2,C1C,4  585  1365  1950  )30-70متانول ( -کلروفرم 

  D2,D1D,3  600  600  1200  )50-50متانول ( –کلروفرم 

  
   نتایج

ترکیـب  IRطیف در : )C(تعیین ســاختمان ترکیب 
)C(  1پیــک نــاحیــه-cm 3431 دهنــده گروه نشـــان

باشد. جذب هیدروکسیل (عامل الکلی) در مولکول می
ـــی  cm2928-1يدر نـاحیه ـــش مربوط به ارتعاش کش

هاي متیل است. ارتعاش کششی پیوند دوگانه در گروه
 وجود ارتعاش جذبی در ناحیهو cm 1638-1ي ناحیه

1-cm1378 ور . حضتائید کننده گروه ایزوپروپیل است
ـــان  cm1052-1ي جـذبی پهن و بزرگ در نـاحیـه نش

 ).5شکل است (ي وجود گروه قندي در ترکیب دهنده

  

  
  KBrبا  )C(ترکیب  IRطیف  -5شکل 

  
در حلال  )C() ترکیب NMR-H1طیف هیدروژن (

متانول دوتره گرفته شده است. پیک مشاهده شده در 
ppm 88/0 27، 26هاي (کربن مربوط به هیدروژن 

مربوط به گروه  ppm 9/0) است. پیک موجود در 29و

-) است که همپوشانی کرده24 و 21، 9هاي (متیل کربن

نشان  )C(ترکیب ) NMR-H1(طیف  6اند. در شکل 
  داده شده است.
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  ، در حلال متانول دوتره)C(ترکیب NMR-H1طیف  -6شکل 

 
  به همراه جابجایی شیمیایی آن آورده شده است.) Cتعداد هیدروژن ترکیب ( 2در جدول 

  
 )C(هاي موجود در طیف هیدروژن ترکیب پیک -2جدول 

  شماره هیدروژن  محدوده جابجایی شیمیایی  تعداد هیدروژن
2  3/2  1  
2  1/3  2  
1  4/3  3  
2  7/1  4  
0  -  5  
1  3/5  6  
2  48/1  7  
1  49/1  8  
1  9/0  9  
0  -  10  
2  17/1  11  
2  13/1  12  
1  -  13  
1  07/1  14  
2  03/1  15  
2  7/1  16  
1  04/1  17  

 

MeOD 
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 -2جدول ادامه 

3  -  18  
3  1  19  
1  3/1  20  
3  9/0  21  
1  1/5  22  
1  5  23  
1  9/0  24  
1  4/1  25  
3  88/0  26  
3  88/0  27  
2  1  28  
3  88/0  29 

1  2/4  ’1  

1  05/3  ’2  
1  04/3  ’3  
1  1/3  ’4  
1  07/3  ’5  
1  4/4  ’a6  
1  2/4  ’b6 

  
اي که ترکیب استیگماسترول هاي عمدهشکست 7شکل 

متحمل  )MSسنج جرمی (حین طیف
   دهد.را نشان میشود، می

  

    هاي عمده ترکیب استیگماسترولشکست -7شکل 
 مربوط به یون مولکولی ترکیب است 575پیک  .دهدرا نشان می)C(طیف جرمی ترکیب  8شکل 
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  )C(طیف جرمی ترکیب  -8 شکل

  

  بحث
ها داراي اهمیت زیادي در ســـلامت فیتواســـترول

 هاي قلبی دارد. بنابر اینانسان به ویژه در کاهش سکته
ـــتخراج این ترکیبات با روش  هايتوجـه زیادي به اس

هاي آلی که اســت. اســـتفاده از حلالمتفاوت شــده 
ــتخراج میمتداول ــد علاوه بر آنکه ترین روش اس باش

براي انســان مضــر اســت مشــکلات زیســت محیطی 
ــت ). Kagliwal, 2011( فراوانی را نیز منجر شــده اس

این روشـی که بتواند استخراج ترکیبات طبیعی را بنابر
ـــتفاده از حجم کم حلال انجام  دهد با بازده بالا با اس

  حائز اهمیت است. 
ي ابا استفاده از جستجوي کتابخانهدر این تحقیق و 

ــتگاه طیف ــترول دس ــتیگماس ــنج جرمی ترکیب اس س
ــد تطابق تشــخیص داده شــد.  92گلیکوزید با  درص

ـــال گروه قنـدي باعث قطبیت این ترکیب و حل  اتص
) C(گردد. ترکیب خالص شده شـدن آن در متانول می

و یـا بـا قطبیت کم قابل حل هـاي غیرقطبی در حلال
ــد.نمی مربوط به یون  575پیک  در طیف جرمی، باش

ــت که با جدا شــدن گلوکز پیک  مولکولی ترکیب اس
مربوط  412قطعه جرمی با جرم شود. مشاهده می 394

باشد، که با جدا شدن زنجیر استیگماسترول می -βبه 
ـــل به حلقه قطعه یونی با جرم  ظاهر  273کربنی متص

. با جدا شـدن گروه هیدروکســیل به صورت شـودمی
شود. حاصل می 394مولکول آب، قطعه یونی با جرم 
در طیف جرمی  255همچنین وجود قطعــه بــا جرم 

) مربوط به چهار حلقه به هم جوش خورده Cترکیب (
ــتروئیدي را تایید  ــاختار اس ــت، که س ــتروئیدها اس اس

  کندمی
و  ترکیبهاي این با توجه به نتایج حاصل از طیف

عنوان مرجع مقایسه و تطبیق آن با مقالات دیگر به
)Alam, 1996; Koay, 2013،( ) ترکیبCعنوان ) به

-stigmast-5,22-dien-3-O-α-D استروئیدي با نام

glucopyranoside ) 6با فرمول مولکولیO58H35C و (
با سسیستم حلالی  0.5fR=، داراي 574وزن مولکولی 

 268-70) و با نقطه ذوب 10-90(متانول -کلروفرم
  گراد شناسایی شد.درجه سانتی

) که به نام Cبخش غیرقندي (استروئیدي) ترکیب (
ی هاي مترادفشود داراي ناممیاستیگماسترول شناخته 

اســــت. این  stigmasterinو  β-Stigmasterolنظیر 
ـــترون و ترکیـب به ـــاخت پروژس عنوان پیش ماده س
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ـــاخت و همچنین  3Dویتـامین  ـــط س مـاده حـدواس
ـــتروژن و کورتیکوئیـد کاربرد دارد. از  آنـدوروژن، اس

ـــیت خواص درمـانی این ترکیـب می توان بـه خـاص
پیشـگیري از انواع بیماري سـرطان نظیر سرطان روده 
ـــاره کرد ـــتان و تخمدان اش ـــتـات، پس  بزرگ، پروس

)Huang, 2007( .ترکیب هامقایسه با سایر پژوهش در 
stigmast-5, 22-dien-3-O-α-D-glucopyranoside 

ـــت که در گونه ـــکوس براي اولین بـار اس هاي روس
ـــی مبنی بر گزارش می ـــود و تـا کنون هیچ گزارش ش

ــایر گونه ــتخراج این ترکیب در این گونه و س  هاياس
ت علمتاسفانه به .جنس روسکوس گزارش نشده است

، این دو ترکیب Bو  Aهـاي ترکیبات پیچیـدگی طیف
  .شناسایی و تعیین ساختار نبودندقابل 

  
  گیري نهایینتیجه

ها داراي اهمیت زیادي فیتواســترولکه  از آنجایی
ـــ ـــان بهدر س ـــگیري و درمانویژه در لامت انس  پیش

 این توجه زیادي به استخراجهاي قلبی دارد، بنابرسکته
فاده استهاي متفاوت شـده است. این ترکیبات با روش

ـــتخراج متـداولهـاي آلی کـه از حلال ترین روش اس
باشـــد علاوه بر آنکه براي انســـان مضـــر اســـت می

ــده مشــکلات زیســت مح یطی فراوانی را نیز منجر ش
بنابر این روشــی که بتواند اســتخراج ترکیبات  ،اســت

ـــتفاده از حجم کم حلال  طبیعی را بـا بازده بالا با اس
  انجام دهد حائز اهمیت است. 

تکنولوژي موثر براي اســـتخراج  یک VLCروش 
 ماسترولاستیگاز جمله انواع ترکیبات فعال بیولوژیکی 

 اي زیادياز بسـتر گیاهان متفاوت است که داراي مزای
توان به باشــد که مینســبت به روشــهاي متداول می

ـــرعت  ـــتخراج بالا، کاهش انتخـاب پـذیري و س اس
ـــتفاده از حجم کم حلال و بازده بالاي هزینـه هـا، اس

وه بر اینکه از علا لذا این روشاسـتخراج اشاره نمود. 

ون به صرفه است در توسعه شیمی نظر اقتصـادي مقر
  .باشدمیسبز نیز حائز اهمیت 
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