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  مقدمه:
از  طي عمر يك پروتئين پايدار، تغييرات پس در

اي متنوعي مانند دآميداسيون، اكسيداسيون،  ترجمه
شدن  فريلاسيون، راسميزاسيون، ايزوميزاسيون و گلايكهفس

)Glycation( شدن  افتد. گلايكه براي آن اتفاق مي
اي است كه به از ترجمه ها يكي از تغييرات پسپروتئين

كاتاليز آنزيمي وابسته نبوده و به صورت عمومي در بين 
اي  شدن آبشار پيچيده افتد. گلايكه ها اتفاق ميپروتئين

 آرايي )، بازCondensationتغييرات تراكم (از 
)Rearrangement) قطعه قطعه شدن ،(Degradation و (

اكسيداسيون است كه منجر به توليد محصولات ناهمگن 
توجه ساختاري در  شناخته شده همراه با تغييرات قابل

سطوح ساختاري دوم و سوم و متعاقب آن تغيير در 
 ). گلايكه1شود ( هاي عملكردي پروتئين مي ويژگي

ها توسط واكنش نوكلئوفيلي بين گروه شدن پروتئين

  چكيده:
باشد كه در افراد ديابتي با ميزان  قند به پروتئين مي آنزيمي اتصال شدن واكنش غير گلايكه زمينه و هدف:

 محصولات توليد شده در اين واكنش باعث ايجاد و تشديد عوارض ديابت يابد.  خون بالا، افزايش مي قند
 طور  هاي دور بهاز گذشته )Propolis( ها دخيل هستند. پروپوليس شوند و نيز در بسياري از بيماري مي

دهد پروپوليس  توجهي وجود دارد كه نشان مي شود و شواهد قابل كار برده مي اي در طب سنتي به گسترده
هدف بررسي اثر پروپوليس در كاهش ميزان اين مطالعه با باشد. قوي مي اكسيداني بسيارآنتيي خاصيت دارا

  .انجام شده استشدن هموگلوبين در شرايط آزمايشگاهي  گلايكه
حضور قند گلوكز و عصاره  شده در حضور و عدم در اين مطالعه تجربي، هموگلوبين تخليص روش بررسي:

وسيله  شدن هموگلوبين به هفته انكوبه گرديد. ميزان گلايكه 5سه غلظت مختلف به مدت  اتانولي پروپوليس با
موجود در هموگلوبين و جابجايي باند سورت، توليد محصولات ناشي از  همسازي گروه  سنجش ميزان آزاد

س تعيين ماوراء بنفش و فلوئورسان -سنجي مرئي كمك طيف م و بررسي ساختارهاي آميلوئيدي بهتخريب ه
  ي كنترل استفاده شد.شد. همچنين از آسپيرين به عنوان ماده ضدگلايكه

درصد مهار  50شدن هموگلوبين در حضور عصاره پروپوليس با بالاترين غلظت به ميزان  گلايكه ها: يافته
شده  جامهاي ان . همچنين بررسيدادنشان از گلايكه شدن تري  گرديد. دو غلظت كمتر عصاره ميزان مهار پايين

شدن  دهنده كاهش چشمگير گلايكه م و ساختار فيبريلار، نشاندر مورد محصولات ناشي از تخريب ه
  باشد. هموگلوبين در حضور عصاره پروپوليس مي

هموگلوبين در حضور گلوكز به شدت گلايكه شد و پروپوليس در يك روند وابسته به غلظت از  گيري: نتيجه
ي خاصيت وسيله بهپروپوليس  احتمالاً شدن هموگلوبين را كاهش داد. گلايكهاين واكنش جلوگيري كرده و 

تواند در كاهش عوارض  رو مياين نمايد و از شدن پروتئين را مهار مي گلايكهاكسيداني قوي خود  آنتي
  ديابت موثر باشد.

  
  .گلوكز، ديابت، پروپوليس،هموگلوبينشدن،گلايكه هاي كليدي: واژه

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by shahrekord university of medical scinces

https://core.ac.uk/display/143843063?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


  و همكاران يونس صاحبي                        اثر عصاره پروپوليس بر ميزان گلايكيشن هموگلوبين انساني

45 

آمين آزاد از يك پروتئين و گروه كربونيل از يك قند 
نتيجه اين واكنش توليد  افتد و كننده اتفاق مياحياء

باشد. اين واكنش در طي  ) ميShiff baseبازشيف (
افتد و به محض تشكيل،  چندين ساعت اتفاق مي

آرايي به كتوآمين يا همان  ناپايدار با بازبازشيف 
) كه پايداري Amadori productمحصول آمادوري (

شود. تشكيل محصول آمادوري  بيشتري دارد تبديل مي
ناپذير  در طي چندين روز و در يك مسير برگشت

، دما، pH). عوامل متعددي همچون 2گيرد ( صورت مي
ين و قند و غلظت پروتئين، غلظت قند، مدت تماس پروتئ

شدن  شرايط محيطي پيرامون گروه آمين در ميزان گلايكه
، دما، pHموثر هستند. در موجود زنده از ميان اين متغيرها، 

غلظت پروتئين و شرايط محيطي پيرامون گروه آمين ثابت 
ولي غلظت قند و مدت زمان تماس قند و پروتئين ،؛ هستند

زيرا  ،يت دارندمتغيرهايي هستند كه از لحاظ باليني اهم
). 3كنند ( تنها اين دو متغير در موجود زنده تغيير مي

هاي ديگري  شده متحمل واكنش هاي گلايكه پروتئين
شوند آرايي، تراكم و آبدهي مي شدن، باز مانند حلقوي

تري كه داراي  تا در نهايت به محصولات پيچيده
رسانس هستند تبديل شوند. ئواتصالات متقاطع و نشر فلو

 شدن گلايكه نهايي ن مشتقات، محصولاتاي
)Advanced Glycation End products, AGEs ناميده (

). ايجاد اتصالات متقاطع از طريق تشكيل 4شوند (مي
AGE ها را تغيير و ازشيميايي پروتئين ها، خواص فيزيكو 

). 5دهد ( ير قرار ميتأثها را تحت  طريق عملكرد آناين 
 ها از يند پيري و بسياري از بيماريآفرها در  AGEنقش 

جمله رتينوپاتي، كاتاراكت، تصلب شرايين، نفروپاتي، 
عروقي اثبات شده است  -  هاي قلبي آلزايمر و بيماري

شدن نقش مهمي در  ). محصولات نهايي گلايكه6،7(
هاي زيادي در  بنابراين تلاش ؛ايجاد عوارض ديابت دارند

ها  ها و همچنين حذف آن جهت جلوگيري از تشكيل آن
  .)5صورت گرفته است (

ديابت شيرين بيماري متابوليكي است كه به دليل 
  نقص نسبي يا كامل در هورمون انسولين ايجاد و 

ي افزايش سطح گلوكز ناشتاي پلاسماي خون تا  وسيله به

جايي كه ن). از آ8شود ( مشخص مي dL/mg300-1ميزان 
  وابسته به انسولين هاي قرمز،  ورود قند به گلبول

باشد و پروتئين هموگلوبين به راحتي در مجاورت  نمي
گيرد، افزايش غلظت قند در بيماران ديابتي  قند قرار مي

شدن هموگلوبين گردد.  به افزايش گلايكه تواند منجر مي
شدن هموگلوبين  روي گلايكه نون بركهايي كه تابررسي

شدن  گلايكهي اين است كه دهنده انجام شده، نشان
روي هموگلوبين دارد  اثرات ساختاري و عملكردي بر

كه ممكن است اين تغييرات عامل ايجاد عوارض 
). همچنين 9پاتوفيزيولوژيكي در بيماران ديابتي باشند (

شدن باعث كاهش و از بين رفتن پيك جذبي  گلايكه
  كه  HbA1c ).10شود (سورت در هموگلوبين مي

باشد، شده در خون مي ن گلايكهترين هموگلوبي عمده
گلايكه فعاليت استرازي بيشتر و  نسبت به هموگلوبين غير

دهد. اين تغيير در ميزان پراكسيدازي كمتري نشان مي
فعاليت آنزيمي، با افزايش ميل به سوبسترا و افزايش 

 HbA1cگيرد. در مقابل  سرعت واكنش صورت مي
  ).11،12تمايل بالاتري نسبت به اكسيژن دارد (

اي  تركيب رزيني پيچيده )Propolisپروپوليس (
ل عس زنبور از ترشحات گياهان مختلف است كه توسط

هاي پوست درختان متنوع  ها و شكاف از جوانه برگ
شود. زنبورها پروپوليس اوليه را با موم و  آوري مي جمع

كنند،  آوري ترشح مي طي جمع بتاگلوكوسيداز كه در
هاي دور به  پروپوليس از گذشته ).13كنند ( مخلوط مي

و  شود كار برده مياي در طب سنتي به طور گسترده
دهد  توجهي وجود دارد كه نشان مي شواهد قابل

 كننده، ضد عفوني پروپوليس داراي خواص ضد
 سرطان و ضد التهاب، ضد ويروسي، ضد باكتريايي، ضد

هاي ممكن در تركيب،  اكسيداني است. با وجود تفاوت
توجهي در ماهيت  هاي پروپوليس شباهت قابل نمونه اكثر

هاي مختلف  جزء در نمونه 160شيميايي دارند. بيش از 
كلي تركيب  طور پروپوليس شناسايي شده است. به

اي  متناسب با نوع ترشحات جوانه پروپوليس مستقيماً
آوري  عسل از درختان متنوع جمع است كه توسط زنبور

رزين  %50خام متشكل از  ). پروپوليس14شود ( مي
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(تركيبي از فلاونوييدها و فنوليك اسيدهاي مربوط، 
  آروماتيك اسيدها و استرهاي مربوطه، آلدئيدها و 

  فنولي در نظر گرفته  عنوان بخش پلي ها كه به كتون
گرده  %5هاي ضروري،  روغن %10موم،  %30 شود)، مي
(ترپن ها، استروئيدها،  تركيبات آلي ديگر %5و 
ساكاريدها، هيدروكربن ها، الكل،  ينواسيدها، پليآم

  ). پروپوليس را 15) است (بهيدروكسي بنزن و آ
وسيله  توان به صورت خام استفاده كرد و بايد به نمي

يند بايد آها خالص شود. اين فر گيري با حلال عصاره
فنوليك را حفظ  بتواند مواد خنثي را حذف و قسمت پلي

ه اي با اتانول براي ب چند مرحله گيري نمايد. يك عصاره
دست آوردن عصاره پروپوليس فاقد موم غني از اجزاي 

فنولي مناسب است. در واقع اين اجزا براي كمك  پلي
 نظر گرفته مي بيشتر به اثرات درماني مشاهده شده در

). پيشنهاد شده است كه وجود مقادير زيادي از 16شوند (
و تركيبات فنلي مسئول فلاونوئيدها، اسيدهاي آروماتيك 

هاي زيستي و دارويي پروپوليس است.  اكثر فعاليت
همچنين مطالعات نشان داده است كه پروپوليس براي 

ه در مقادير بسيار كمگر آن ؛انسان و پستانداران سمي نيست
شدن  . با توجه به اين كه گلايكه)17زياد مصرف شود (

ها  خون در آن ها در بيماران ديابتي كه سطح قند پروتئين
  با تغيير ساختار و فعاليت  و افزايش يافته بالا است،
ها و توليد  هاي ساختماني و عملكردي آن پروتئين

توانند استرس اكسيداتيو القا  محصولات مختلف كه مي
و  عروقي - قلبي عوارضو تشديد باعث ايجاد  ،نمايند
وپاتي هاي بسياري مانند رتينوپاتي، نفروپاتي، نور بيماري

كاهش و مهار رو  اين از .)18( گرددميدر اين بيماران 
 و كاهش پيشگيري تواند نقش مهمي درمي اين واكنش

عوارض ديابت داشته باشد. هدف از انجام اين تحقيق، 
كه داراي  كنندگي عصاره پروپوليس بررسي اثر مهار

شدن و  بر ميزان گلايكه ،خواص درماني بسيار قوي است
. نتايج بود آزمايشگاهيگلوبين در شرايط تخريب همو

 تواند گلايكه مطالعه قبلي نشان داده است كه آسپيرين مي
). به همين دليل در اين 19شدن هموگلوبين را مهار نمايد (

مطالعه از آسپيرين به عنوان كنترل استفاده و فعاليت 
  .عصاره پروپوليس در مقايسه با آن تفسير گرديد

  
  بررسي: روش

 ،NaClن مطالعه تجربي، سديم سيترات، در اي
نمك هاي فسفاته، سولفات آمونيوم و گلوكز خريداري 
شده از شركت مرك آلمان، الكل اتانول خريداري شده 
از شركت سهامي خاص ايران، آسپيرين و تيوفلاوين 
خريداري شده از شركت سيگماي آمريكا استفاده 

ناطق گرديد. همچنين پروپوليس جمع آوري شده از م
در اين مطالعه مورد  1391خرداد  اطراف جنوب تهران در

  استفاده قرار گرفت.
براي تهيه پروتئين هموگلوبين خالص، از 

گيري شده و با  سيگاري خون افراد سالم و غير
 به صورت زير Austen Riggsپروتوكل  استفاده از

براي جلوگيري از انعقاد  .)20خليص گرديد (ت
به نسبت  درصد 4 يتراتس خون، محلول سديم

به نمونه خون اضافه گرديد. با استفاده  1به  9حجمي 
با ) 2RXسري  Hitachi مدل(از دستگاه سانتريفوژ 

نمونه خون جدا شده و رسوب  ، سرم از3000دور 
دست آمده جهت شستشو با محلول سالين نه  به

و پس از آن  10000دقيقه با دور 15به مدت  درصد
دقيقه با  15به مدت  مولار 2/0 فسفاتبا بافر  مجدداً

شدن  سانتريفوژ گرديد. سپس جهت ليز 5000دور 
بار  شدن هموگلوبين، آب دو قرمز و رها گلبول

، ده دقيقه 18000تقطير و سرد اضافه و با دور 
  سانتريفوژ شده و پس از آن جهت رسوب 

درصد  20هاي اضافي، سولفات آمونيوم  پروتئين
حلول به مدت يك ساعت با دور اضافه شد. اين م

سانتريفوژ و در نهايت محلول رويي حاوي 14000
هموگلوبين به كيسه دياليز منتقل و دياليز عليه بافر 

  مولار درميلي 50فسفات  pH4/7  و دمايC˚4 به 
ساعت انجام گرديد. محلول نهايي حاوي  48مدت 

 روش ي وسيله كه بههموگلوبين خالص بوده 
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كه روش بسيار حساس و دقيق  )21بردفورد (
(نتايج نشان  تعيين غلظت شد پروتئين سنجي است،

  .داده نشده است)
گيري پروپوليس، وزن  منظور عصاره به

به نسبت  درصد 85مشخصي از آن در الكل اتانول 
 48درصد وزني/ وزني حل شده و به مدت  10

درجه سانتيگراد در شيكر  C˚37ساعت و در دماي 
 rpm150) با دور IKA KS 4000i مدلانكوباتور (

داده شد. سپس محلول حاصل با كاغذ واتمن  قرار
براي جداسازي قطعات درشت صاف  4شماره 

  به صورت بالا  گرديد و مواد باقيمانده مجدداً
شده به  گيري و صاف شد. محلول صاف عصاره
داري شده و  نگه C˚4ساعت در دماي  24مدت 

با كاغذ واتمن شماره  منظور جداسازي موم سپس به
محلول حاصل به وسيله  .)22( يك صاف گرديد

شده و  ) تبخيرRotary evaporator(دستگاه روتاري 
  هاي مختلف عصاره تهيه گرديد. سپس غلظت
هاي مختلف پروتئين هموگلوبين با  نمونه

حضور قند  در ليتردر ميلي  گرم ميلي 10غلظت 
به با حالت مولار (مشا ميلي 40گلوكز با غلظت 

ور پروپوليس با سه حض ديابتي) در حضور و عدم
يتر ل ميكروگرم در ميلي 40و  10،20غلظت مختلف 

اهد در بافر سديم نهايي به عنوان شتو نيز به ) 14(
 بر مولار انكوبه گرديدند. علاوه ميلي 4/0فسفات 

ها به جاي پروپوليس،  اين، به گروهي از نمونه
ماده  مولار به عنوان ليمي 5/2 آسپيرين با غلظت
ها به  لايكه افزوده شد. نمونهگ شناخته شده ضد

شامل  1اند: گروه  هاي زير تقسيم شده گروه
شامل  2پروتئين هموگلوبين به عنوان شاهد، گروه 

شامل  3هموگلوبين و قند گلوكز، گروه 
هموگلوبين، گلوكز و عصاره پروپوليس با غلظت 

µg/ml10 بين، گلوكز و شامل هموگلو 4، گروه
شامل  5، گروه µg/ml20عصاره پروپوليس با غلظت 

 هموگلوبين، گلوكز و عصاره پروپوليس با غلظت

µg/ml40  شامل هموگلوبين، قند و  6و گروه

ها در دستگاه  آسپيرين به عنوان كنترل. تمامي نمونه
به  rpm40و سرعت  C˚37ي شيكر انكوباتور در دما

ر انتهاي هر هفته (هفته هفته انكوبه شده و د 5مدت 
هاي  برداري انجام گرديد. نمونه )، نمونه5تا  0

 - C˚70برداشت شده تا زمان مطالعه در فريزر 
  ).23نگهداري شدند (

فرابنفش جهت  - مطالعات طيف سنجي مرئي
م و جابجايي باند سورت سازي ه بررسي ميزان آزاد

 شدن هموگلوبين ثير پروپوليس در گلايكهأو ميزان ت
هاي ن شده در حضور گلوكز در طي زما انكوبه

منظور ميزان  مختلف انكوباسيون انجام شد. بدين
با  450تا  350هاي  موج ها در طول جذب نمونه

فواصل يك نانومتر با استفاده از دستگاه 
  اسپكتروسكوپي (مدل شيمادزو) قرائت و طيف 

  ).10ها رسم گرديد ( آن
سانس ميزان با استفاده از مطالعات فلوئور

نتيجه گلايكه م درتوليد محصولاتي كه از تجزيه ه 
شوند و داراي نشر  شدن هموگلوبين تشكيل مي

فلوئورسانس هستند، سنجيده شد. اين محصولات 
توانند به عنوان معياري جهت تعيين ميزان  مي

  نظر گرفته شوند.  شدن هموگلوبين در گلايكه
گاه فلوئورسانس هاي مختلف با استفاده از دست نمونه

نانومتر برانگيخته  460موج  (مدل كري) در طول
نانومتر  540موج  ها در طول شده و ميزان نشر آن

  ).24ثبت گرديد (
همچنين جهت تعيين وضعيت ساختار 

شده از تست تيوفلاوين تي  هموگلوبين گلايكه
)Thioflavin T استفاده شد. تيوفلاوين تي يك (

فيبرهاي آميلوئيدي رنگ شناساگر است كه به 
  حاصل از تغييرات ساختاري هموگلوبين متصل 

شود و با اين اتصال داراي خاصيت نشر  مي
گردد. شدت فلوئورسانس حاصل  فلوئورسانس مي

شدن است. بدين منظور،  معياري از ميزان گلايكه
 15مدت  هاي مختلف با تيوفلاوين تي به نمونه

 لوئورسانس آندقيقه انكوبه شده و سپس ميزان نشر ف
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 نانومتر پس از تهييج در طول 490طول موج  ها در
تمامي ). 25گيري شد ( نانومتر اندازه 450وج م

آزمايشات به صورت سه بار تكرار انجام گرديد. 
افزار  آمده با استفاده از نرم دست هاي به داده

Instat 3 هاي آماري آناليز واريانس يك و آزمون 
  .ه و تحليل شدندطرفه و تست توكي تجزي

  
  :ها يافته

تغييرات در باند سورت كه مربوط به گروه 
هاي  م موجود در هموگلوبين است در هفتهه

دهد، ميزان جذب در  مختلف انكوباسيون نشان مي
نمونه هموگلوبيني كه فقط با گلوكز انكوبه شده 

شدت كاهش با گذشت زمان به .)2 است (گروه
ترين ميزان رسيده  يينيافته و در هفته پنجم به پا

ي لهايي كه داراي عصاره الك اما در نمونه ؛است

)، از اين 5 و 4 ،3هاي  اند (گروه پروپوليس بوده
  اين روند در  كاهش جلوگيري شده است.

ي پروپوليس لهاي مختلف عصاره الك غلظت
متفاوت بوده و با افزايش غلظت، ميزان جذب 

ظت را نشان يابد و يك روند وابسته غل افزايش مي
گلايكه بودن  همچنين آسپيرين كه اثر ضد دهد. مي

از كاهش  ؛آن در مطالعات قبلي اثبات شده است
 اين فعاليت تقريباً ميزان جذب جلوگيري كرده بود.

 μg/ml 20با فعاليت عصاره پروپوليس با غلظت برابر
ي پروپوليس قدرت  بوده و غلظت بالاتر عصاره
هش جذب نسبت به بيشتري در جلوگيري از كا

  كه غلظت آسپيرين نشان داده است. در حالي
μg/ml 10  قدرت كمتري نسبت به آسپيرين در

(نمودار  جلوگيري از كاهش جذب داشته است
  .)1شماره 

  

  
  هاي مختلف نمونه شدن هموگلوبين در مقايسه ميزان كاهش جذب ناحيه باند سورت در اثر گلايكه :1ه شمارنمودار 
حاوي هموگلوبين، گلوكز و عصاره  5و  4 ،3حاوي هموگلوبين و قند گلوكز، گروه  2حاوي پروتئين هموگلوبين، گروه  1گروه 

ميانگين سه  نتايج حاوي هموگلوبين، قند و آسپيرين. 6ليتر و گروه  ماكروگرم در ميلي 40و  20 ،10هاي  پروپوليس به ترتيب با غلظت
  انحراف معيار است. ±رار بار تك

  
شدن هموگلوبين، روند  همچنين با گلايكه

موج جذبي در ناحيه باند سورت ديده  جابجايي در طول
در نمونه هموگلوبين  نانومتر 414شد. اين جابجايي از 

نانومتر در نمونه حاوي گلوكز  408) به 1 شاهد (گروه
هاي حاوي عصاره  در نمونهكه  حالي بوده است. در

موج ماكزيمم كمتر بوده است  روپوليس تغيير در طولپ
و متناسب با غلظت عصاره از جابجايي آن جلوگيري 

موج براي غلظت اول  صورتي كه اين طوله شده بود، ب
نانومتر  411 نانومتر و براي غلظت سوم به 409 و دوم به

  ).1شماره  افزايش يافته بود (جدول
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  هاي هموگلوبين در شرايط انكوباسيون مختلف بي و تغيير آن در نمونهموج جذ مقايسه طول: 1شمارهجدول 
 زمان (هفته)

 گروه هاي مختلف
 6 گروه 5 گروه 4گروه 3گروه2گروه1گروه

 414 414 414414414414 هفته صفر
 414 414 414413414414 اول هفته
 413 413 414412413413 دوم هفته
 412 413 414411412412 سوم هفته
 411 412 414410411411 چهارم هفته

 409 411 414408409409 هفته پنجم
حاوي هموگلوبين، گلوكز و عصاره  5و  4 ،3حاوي هموگلوبين و قند گلوكز، گروه  2حاوي پروتئين هموگلوبين، گروه  1گروه 

 حاوي هموگلوبين، قند و آسپيرين. 6ليتر و گروه  ماكروگرم در ميلي 40و  10،20هاي  پروپوليس به ترتيب با غلظت

  
نتايج مطالعات فلوئورسانس جهت بررسي ميزان 

م درتوليد محصولات فلورسنت حاصل از تجزيه ه 
، شدت نشر نشان دادشدن هموگلوبين  نتيجه گلايكه

نمونه شاهد در طي انكوباسيون تغيير محسوسي نداشته و 
واحد اختياري  450ميزان آن در انتهاي هفته پنجم 

)arbitrary unitهاي  كه در نمونهحالي ) بوده است، در
) با گذشت هر هفته شدت نشر 2حاوي گلوكز (گروه 

رسيده  761افزايش يافته و در انتهاي هفته پنجم به ميزان 
نمونه حاوي  هاي حاوي عصاره و در اما در نمونه؛ است

 طوريه آسپيرين اين روند افزايش مهار گرديده است. ب
هاي  كه شدت نشر در انتهاي هفته پنجم براي نمونه

و  716هاي اول تا سوم به ترتيب  حاوي عصاره با غلظت
بوده است. اين ميزان براي نمونه حاوي  600و  666

باشد كه نزديك به شدت نشر نمونه  مي 682آسپيرين 
) است. شدت نشر 4حاوي عصاره با غلظت دوم (گروه 

ره با غلظت اول بيشتر از آسپيرين در نمونه حاوي عصا
نمونه حاوي عصاره با غلظت سوم شدت نشر  بوده و در
  .)2 (نمودار شماره باشد كمتر مي

  

 

  هاي هموگلوبين در شرايط مختلف انكوباسيون م در نمونهمقايسه ميزان توليد محصولات ناشي از تخريب ه :2 شماره نمودار
حاوي هموگلوبين، گلوكز و عصاره  5و  4 ،3حاوي هموگلوبين و قند گلوكز، گروه  2حاوي پروتئين هموگلوبين، گروه  1گروه 

 سه يانگينم نتايجحاوي هموگلوبين، قند و آسپيرين.  6ليتر و گروه  ماكروگرم در ميلي 40و  20 ،10هاي  پروپوليس به ترتيب با غلظت
 .است انحراف معيار ±بار تكرار 
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ها در هفته پنجم به  نتايج تست تيوفلاوين نمونه
  نشان صورت درصد تشكيل ساختارهاي آميلوئيدي 

د ميزان ساختارهاي بتا براي نمونه شاه مي دهد،
كه اين ميزان در  حالي در؛ باشد درصد مي 7/1±3/18

درصد  100±1/2) به 2 نمونه حاوي گلوكز (گروه
بديل ساختارهاي دهنده افزايش ت كه نشان رسيده است

  شدن  نتيجه گلايكه اي در آلفا به ساختارهاي رشته
هاي حاوي عصاره  ديگر، در نمونه سوي باشد. از مي

يافته  داري كاهش طور معني پروپوليس شدت نشر به
 و ميزان ساختارهاي بتا براي اين  )P>05/0( است

 و) 4(گروه  74±1 ،)5(گروه  7/86±70/1 ها به نمونه
درصد كاهش يافته است كه  )6(گروه  7/1±45/59

 به ؛دهد روند افزايش نشر مهار شده است نشان مي
صورتي كه با افزايش غلظت عصاره ميزان مهار نيز 

عصاره پروپوليس افزايش يافته است. در غلظت سوم 
شود كه در آن شدت  بيشترين ميزان مهار مشاهده مي

ز كاهش درصد نسبت به نمونه حاوي گلوك 50نشر تا 
يافته است. همچنين در نمونه كنترل حاوي آسپيرين 

درصد كاهش يافته  3/76±2/1ميزان ساختارهاي بتا به
  .)3 (نمودار شماره است

 

  در هفته پنجم ميزان تشكيل صفحات بتا در شرايط انكوباسيون مختلف :3 شماره ودارنم
حاوي هموگلوبين، گلوكز و عصاره  5و  4 ،3حاوي هموگلوبين و قند گلوكز، گروه  2، گروه حاوي پروتئين هموگلوبين 1گروه 

 سه يانگينم نتايجحاوي هموگلوبين، قند وآسپيرين.  6ماكروگرم در ميلي ليتر و گروه  40و  20 ،10هاي  پروپوليس به ترتيب با غلظت
دار با ي تفاوت معن † ،)P>05/0( 2دار با گروه ني تفاوت مع *، )P>05/0( 1 دار با گروهي تفاوت معن # است. انحراف معيار ±بار تكرار 

  .)P>05/0( 6گروه 
  

 :بحث

تركيب عصاره اتانولي پروپوليس در مطالعات 
قبلي شناسايي شده و نشان داده شده است كه اين عصاره 

باشد. اين عصاره  حاوي مقادير بالايي از فلاونوئيدها مي
  سرطاني،  از جمله اثرات ضد داراي اثرات متفاوتي

قارچي و  ويروسي، ضد باكتريايي، ضد التهابي، ضد ضد
باشد كه در مطالعات مختلف اثبات  اكسيداني مي ضد
اند كه اين اثرات  اند. اين مطالعات نشان داده شده

). 26،27اشد (ب فنلي اين عصاره مي مربوط به بخش پلي
مواد روي اثر  همچنين در مطالعات مختلف كه بر

ها انجام شده  شدن پروتئين مختلف بر روي گلايكه
گلايكه بودن اين مواد را مرتبط با  اثر ضد ؛است

  ). اثر 4دانند ( ها مي اكسيداني آن خاصيت آنتي
اكسيداني قوي عصاره پروپوليس تهيه شده از  آنتي

مناطق مختلف كه ممكن است داراي تركيبات متفاوتي 
تلف نشان داده شده است. در در مطالعات مخ ؛نيز باشند

اين مطالعات بخش فلاونوييدي كه به ميزان بالايي در 
اكسيداني  عصاره وجود دارد، مسئول ايجاد اثر آنتي

و همكارانش اثبات  Fuliang). 28شناخته شده است (
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هاي ديابتي  اند كه عصاره پروپوليس در موش نموده
 و همچنين باعث سركوب شدهخون  باعث كاهش قند

 عوامل اكسيدان و نيز كاهش استرس اكسيداتيو مي
اند كه سطح فروكتوزآمين در  ها نشان داده گردد. آن

هاي ديابتي تيمار شده با عصاره پروپوليس كاهش  موش
جايي كه اين ماده اولين محصول  . از آن)29( يابد مي

توان نتيجه  مي ،باشد شدن مي در واكنش گلايكه
تواند باعث مهار اين واكنش  گرفت كه اين عصاره مي

اند كه  و همكارانش نشان داده Leandroنيز گردد. 
 هاي قرمز جلوگيري مي پروپوليس از شكنندگي گلبول

اكسيداني  ها اين اثر را مربوط به فعاليت آنتي نمايد. آن
اي ديگر كه به  دانند. همچنين مطالعه پروپوليس مي

ي اثر  ييدكنندهأصورت باليني انجام شده است ت
  هاي قرمز  پايداركنندگي پروپوليس بر گلبول

باشد. در اين مطالعه نشان داده شده است كه ميزان  مي
هاي  بخشي پروپوليس وابسته به زمان است و دوره اثر

  .)30مدت، اثرات پايدارتري دارد ( تيمار بلند
شدن باعث ايجاد تغييرات فعاليتي و  گلايكه

جمله اين تغييرات  . ازشود ساختاري در هموگلوبين مي
ساختاري، كاهش محتواي آلفا هليكس و تضعيف 

31باشد ( م و پروتئين مياتصال بين هم در حالت ). ه
اتصال محكم به گلوبين داراي جذب نوري در باند 

اما با تضعيف اين اتصال، ميزان جذب  ؛سورت است
م در ساختار كاهش يافته و همچنين با جابجايي ه

هاي  موج پروتئين، ممكن است اين باند به سمت طول
شدن ممكن  ). پيشرفت گلايكه10( تر تغيير نمايد كوتاه

است باعث آزاد شدن همي م و توليد محصولات ه
داراي نشر فلوئورسانس گردد. از اين تغييرات ساختاري 

صورت ه شدن ب توان جهت سنجش ميزان گلايكه مي
نمود. در اين مطالعه با استفاده از سنجش كيفي استفاده 

شدن هموگلوبين  اين تغييرات ساختاري، ميزان گلايكه
حضور عصاره اتانولي پروپوليس  در حضور و عدم
آمده حاكي از آن است كه  دست بررسي شد. نتايج به

باشد  شدن هموگلوبين مي اين ماده قادر به مهار گلايكه
ميزان مهار  هاي مختلف عصاره و در حضور غلظت

متفاوت بوده و با افزايش غلظت ميزان مهار نيز افزايش 
  يافته است.

Bose  و همكاران نشان دادند كه گلايكيشن
هموگلوبين باعث افزايش رها سازي هم و افزايش آهن 

تواند باعث افزايش استرس شود كه ميآزاد مي
  نتايج ). 32اكسيداتيو ناشي از آهن گردد (

مطالعات اسپكتروسكوپي نشان داد كه  آمده از دست به
م از پروتئين سازي ه عصاره پروپوليس قادر به مهار آزاد

است و ميزان مهار با افزايش غلظت افزايش يافته و در 
درصد نسبت به  50بالاترين غلظت، ميزان مهار حدود 

حضور اين، نتايج نشان داد كه  بر گروه شاهد بود. علاوه
بجايي باند سورت در هموگلوبين عصاره پروپوليس از جا

) 408تر ( هاي كوتاه موج ) به سمت طول414(طبيعي 
از آنجايي كند.  در هموگلوبين گلايكه جلوگيري مي

كه گلايكه شدن باعث جابجايي گروه هم در 
هموگلوبين و همچنين كاهش جذب و جابجايي پيك 

)، 10گردد (تر ميهاي كوتاهجذبي به سمت طول موج
پروپوليس با تداخل در واكنش  ن احتمالاًبنابراي

گلايكيشن و كاهش گلايكه شدن هموگلوبين از ايجاد 
تغييرات ساختاري و در نتيجه جابجايي هم جلوگيري 
نموده است. كاهش جابجايي در طول موج جذبي نيز به 
علت پيشگيري از جابجايي هم در اين پروتئين است. با 

اي حاوي پروپوليس، هافزايش در شدت جذب در نمونه
از جابجايي طول موج جذبي نيز جلوگيري شده است 
كه نشان دهنده پايدار شدن گروه هم در هموگلوبين 
است كه ناشي از كاهش گلايكه شدن و جلوگيري از 

در مطالعات تغييرات ساختاري در اين پروتئين است. 
حضور در اين پژوهش ميتوليد محصولات ه ،

اعث كاهش توليد اين محصولات پروپوليس ب يعصاره
گرديد و در غلظت سوم ميزان توليد اين محصولات تا 

  محصولات همي از هم درصد كاهش يافت.  50
ي گلايكه شدن اين آزاد شده از هموگلوبين به واسطه

گردند. كاهش شدت فلوئورسانس پروتئين ايجاد مي
دهنده كاهش گلايكه شدن  محصولات همي نشان

سازي هم ، تغييرات ساختاري آن و رهاهموگلوبين
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هموگلوبين است. با افزايش غلظت پروپوليس 
قدرت آن در كاهش و جلوگيري از پيشرفت 
واكنش گلايكيشن افزايش يافته و به همين ميزان از 

سازي و در نتيجه توليد محصولات همي  رها
  كند.جلوگيري مي

تيوفلاوين تي يك رنگ شناساگر است كه 
شود و با اين اتصال  هاي آميلوئيدي متصل ميبه فيبر

گردد. در  داراي خاصيت نشر فلوئورسانس مي
) نشان داده شده 2007و همكاران ( Bakhti مطالعه

شدن تغييرات ساختاري در  است كه گلايكه
كند و باعث كاهش  هموگلوبين ايجاد مي

ساختارهاي آلفا هليكس و افزايش ميزان ساختارهاي 
. بنابراين با افزايش ميزان )31( دشو اي مي رشته

شدن، اين تغييرات افزايش يافته و ميزان  گلايكه
بيشتري از ساختارهاي آلفا به ساختارهاي بتا تبديل 

و همكاران  Royهمچنين در مطالعه شوند.  مي
) نشان داده شد كه گلايكيشن باعث افزايش 2010(

فوبيسيته در ميوگلوبين و در نتيجه كاهش  هيدرو
در گردد. تواي آلفا و افزايش ساختارهاي بتا ميمح

شدن، ميزان اين  صورت جلوگيري از گلايكه
. )33( يابد تغييرات و تبديل ساختارها نيز كاهش مي

در اين  هاي ساختاري هموگلوبين نتايج بررسي
دهنده كاهش تبديل ساختارهاي آلفا به  نشان مطالعه

 ساختارهاي آميلوئيدي بتا در حضور عصاره
در حضور پروپوليس ميزان گلايكه . پروپوليس است

شدن هموگلوبين كاهش يافته و از پيشرفت اين 
كند. در نتيجه با حفاظت از واكنش جلوگيري مي

هموگلوبين در برابر گلايكه شدن، تغييرات 
ساختاري مهار شده و ساختارهاي آلفاي هموگلوبين 

ه گردد و از تبديل شدن ساختارهاي آلفا بحفظ مي
ساختارهاي بتا جلوگيري شده است. افزايش غلظت 
پروپوليس موجب افزايش قدرت حفاظت در برابر 

گردد و در نتيجه ايجاد ساختارهاي گلايكه شدن مي
  .يابدبتا نيز كاهش مي

در مجموع اين نتايج نشان داد كه عصاره 
هاي مختلف قادر به كاهش الكلي پروپوليس در غلظت

هاي باشد. تفاوتموگلوبين ميشدن هفرايند گلايكه
ديده شده در ميزان مهار در موارد مختلف كه در اين 

اند، ناشي از تفاوت در معيار مطالعه سنجيده شده
هاي مختلف است كه تفاوت در نتايج سنجش در بخش
ناپذير است. همچنين در اين مطالعه  حاصل اجتناب

شدن هموگلوبين با  مشاهده شد كه ميزان گلايكه
دهنده  كه اين نتايج نشان يابد شت زمان افزايش ميگذ
يندي رآشدن ف ييدكننده اين امر است كه گلايكهأو ت

يابد.  وابسته به زمان است و با گذشت زمان شدت مي
 يند گلايكهآتواند ناشي از كنترل مثبت فر اين امر مي

صورتي كه محصولات توليد شده در  شدن باشد، به
ترس اكسيداتيو گشته كه يند خود باعث اسآاين فر

  .)34شوند ( شدن مي منجر به تشديد گلايكه
با توجه به اين مطلب كه استرس اكسيداتيو 
 ايجاد شده توسط محصولات توليدي ناشي از گلايكه

شوند،  ها، باعث تشديد اين روند مي شدن پروتئين
تواند منجر به كاهش  كاهش عوامل اكسيداتيو مي

ردد. بنابراين عصاره ها گ شدن پروتئين گلايكه
اكسيدان قوي است،  پروپوليس كه غني از عوامل آنتي

شدن هموگلوبين  با اين مكانيسم از گلايكه احتمالاً
نمايد. از طرف ديگر با گذشت زمان و  جلوگيري مي

شدن، ميزان فعاليت عصاره  تشديد ميزان گلايكه
كند  پروپوليس نيز افزايش يافته و اين روند را مهار مي

دهنده اين مطلب است كه عصاره پروپوليس  ه نشانك
با مكانيسمي وابسته به غلظت و زمان، فعاليت مهاري 

  كند. خود را القا مي
  

  :گيري نتيجه
شود  از نتايج حاصل از اين مطالعه اثبات مي

شدن  تواند گلايكه كه عصاره اتانولي پروپوليس مي
از  مهار نمايد.در شرايط آزمايشگاهي هموگلوبين را 

توانند باعث  ، خود ميAGEايي كه محصولات جآن
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ند شوند و همچنين در ايجاد استرس آيتشديد اين فر
ويژه در  اكسيداتيو دخيل هستند، مهار اين واكنش به

بيماران ديابتي، اهميت بالايي دارد. بنابراين پروپوليس، 
تواند به عنوان يك ماده ضدگلايكه شناخته شده و  مي

در آزمايشات باليني در طراحي دارو  در صورت موفقيت
  براي پيشگيري و كاهش عوارض ديابت استفاده گردد.

  و قدرداني: تشكر
اين مطالعه با حمايت مالي معاونت پژوهشي 

و صندوق حمايت از پژوهشگران  دانشگاه خوارزمي
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Background and aims: Glycation is a nonenzymatic reaction which sugar binds to proteins. It 
increases in diabetics with elevated blood sugar. The products produced from this reaction 
induce and exacerbate complications of diabetes, and are found in many diseases. Propolis has 
been used widely from ancient times in traditional medicine and there is remarkable evidence 
that it has very strong antioxidant properties because of flavonoids in its combination. The aim of 
present study was investigating the effects of Propolis extract on the decrease of hemoglobin 
glycation rate in a .laboratory study. 

Methods: In this experimental study, purified human hemoglobin incubated for 5 weeks in the 
presence and absence of glucose and 3 different concentrations of ethanolic extract of Propolis. 
The rate of hemoglobin glycation determined by means of measurement of heme release amount 
in hemoglobin, Soret band shift, products resulting from the degradation of heme, and was 
determined of structure with the help of ultraviolet-visible spectroscopy and was designated 
evaluation of amyloids structures. Aspirin have been also used as a control since it is a known 
antiglycation agent. 
Results: Glycation of hemoglobin was inhibited up to 50 percent in the presence of Propolis 
extract at the highest concentration. Two other concentrations showed a lower inhibitory effect. 
Studies on the heme degradation products and fibrillar structures also represent a significant 
reduction in glycation of hemoglobin in the presence of Propolis extract. 
Conclusion: Hemoglobin was glycated extremely in presence of glucose and propolis was 
inhibited this reaction in a concentration dependent manner and decreased glycation of 
hemoglobin. Propolis probably inhibits glycation of protein by its antioxidant property and hence 
can be effective in decreasing diabetes complications. 
 
Keywords: Glycation, hemoglobin, Propolis, Glucose, Diabetes. 


