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 چکیده
در سیستم اعصاب ، ال دهنده عصبیانتقفظ هموستاز این او ح استیل کولین است تسریع فرآیند هیدرولیز، ملکرد آنزیم استیل کولین استرازع مقدمه:

این  بر ن کاهش می یابد، بناچون آلزایمر سطح انتقال دهنده عصبی، استیل کولی که در بیماری هایی هم با توجه به اینباشد.  مرکزی و محیطی می
شد. دستیابی به داروهایی با اثرات با ن استراز میامروزه یکی از روش های جلوگیری از پیشرفت این بیماری تجویز داروهای مهارکننده آنزیم استیل کولی

 ه متانولی برگ گیاه کوتکوتهعصار بررسی تاثیرهش وژـپ نـیا منجااز ا فهدگیاهی هدف بسیاری از محققین می باشد.  ءخصوص با منشاه جانبی کمتر ب

 آنزیم استیل کولین استراز می باشد. فعالیتبر میزان 

دهی با آمونیوم  انتریفیوژ، رسوباسیون، سیزهای هموژن از مغز گاو با استفاده از روش استراز کولین آنزیم استیل در این پژوهش مواد و روش ها:

گیری  اندازهن یداید به روش المن از استیل تیوکولیسازی شد. سرعت تولید تیوکولین جدا نسبیبه صورت  ،گراد درجه سانتی 4سولفات و دیالیز در دمای 
مورد سنجش ستیل کولین استراز ااثر مهاری عصاره بر روی آنزیم  . سپستهیه گردید کوتکوته به روش خیساندنگیاه برگ عصاره متانولی . در ادامه شد

 .قرار گرفت
 U/mg 01/4و  U 78/1143 جداسازی شده از مغز گاو فعالیت ویژه استیل کولین استرازدر این تحقیق فعالیت کل و  یافته های پژوهش:

میلی مولار  49/6ترتیب برابر  آنزیم به maxVو  mKمقادیر  دست آورده شد.ه درجه سانتی گراد ب 45و دمای بهینه آن  5/7 آنزیم بهینه  pH .شدتعیین 
 میلی مولار بر دقیقه به دست آورده شد.  88/59و  

 با .عالیت این آنزیم داردبر فاثرات قابل توجهی  mg/ml 66/26غلظت  عصاره متانولی درکه  نتایج این مطالعه نشان داد بحث و نتیجه گیری:

 محققان توسط وتکوته می تواندکگیاه  برگ این بر بنا. شود AchE مهار مختلط باعث مهار صورت به تواند می عصاره این آمده، دسته ب نتایج به توجه
 توجه قرار گیرد. مورد داروها بررسی و مطالعه زمینه در
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 مقدمه
 ( AChE, EC: 3.1.1.7)کولین استراز استیل آنزیم
سرین هیدرولازها، در بافت های مختلف از  از خانواده

 ما و سلولـــلانی، پلاســـجمله بافت های عصبی، عض
و وظیفه کاتالیز واکنش هیدرولیز  های خونی وجود دارد

دارای انسان  نزیم در. این آاستیل کولین را به عهده دارد
استیل کولین در (. 1)ون استسه جایگاه گلیگوزیلاسی

بسیاری از اعمال عصبی مانند یادگیری، یادآوری و 
 کنترل مرحله ای از خواب که رویا در آن به وقوع می

نقش دارد. علاوه بر این برخی از محققان بر این  دپیوند
باورند که در بیماری آلزایمر، نورون های استیل 
 کولینرژیک مغز دچار کم کاری و مرگ تدریجی می
شوند. بر این اساس استیل کولین استراز به طور گسترده 
در بافت های مختلفی که با این بیماری در ارتباط بوده 

این مطالعات تغییراتی را در فعالیت اند بررسی شده است. 
آنزیم کولین استراز و پلی مورفیسم آن در مغز و مایع 

 .(2)دنده مغزی نخاعی و خون نشان می
ها برای مطالعه از آنزیم این آنزیم یکی از بهترین 

وزیع و نقطه نظر مکانیسم عمل، طبیعت جایگاه فعال، ت
ژیک آن واعمال فیزیولومحل استقرار آن در بافت ها 

صبی و عضلانی می ـــاتصالات ع حداقل در عقده ها و
باشد. کولین استراز یک آنزیم ضروری در سیستم اعصاب 

آن است که باعث هیدرولیز سریع استیل کولین و تبدیل 
 .شود تات در سیناپس کولینرژیک میبه کولین و گروه اس

بیماری آلزایمر از بیماری های رایج در افراد سالخورده 
است که توسط آن مسیرهای بیوشیمیایی در بیمار دچار 

ین امر به کاهش ناقل عصبی (. ا2اختلال می شود)
استیل کولین در قشر مغز منجر شده و باعث بروز نقایص 

 .(3)شود شناختی و ادراکی و زوال عقلی می
 بر اساس فرضیهین استراز استیل کولآنزیم  مهار  

 موجب بالا رفتن سطح استیل کولین در مغزکولینرژیک، 
سیستم ب بهبود عملکرد ـــد که سبدرــگ می

شود. در حال حاضر  کولینرژیک در بیماران آلزایمری می
با چنین   آلزایمر  بسیاری از داروهایی که برای درمان

 (،4)در دسترس هستند شامل تاکرینمکانیسمی 
می باشند ( 7)و گالانتامین (6)ریواستگمین ،(5دونپزیل)

 آناستفاده از وارض جانبی شان ـــع که همگی به دلیل
، 2000اولین بار در سال  .(4)محدود شده اندها 

مولکولی سنتزی مشابه فیزواستیگمین که ریواستیگمین 
بود، به عنوان یک آلکالوئید طبیعی مهارکننده استیل 

برده شد. بعد از آن گالانتامین برای  کاره کولین استراز ب
 اولین بار از گیاه گالانتوس استخراج شد و مورد تایید

 (.8سازمان دارویی آمریکا قرار گرفت)
گیاهان به عنوان های ثانویه سنتزی در  متابولیت

شمار می آیند که ه منابعی از مهارکننده های این آنزیم ب
مهار  می توانند از طریق با توجه به فرضیه کولینرژیک
زایش سطح پیام رسان ــــآنزیم استیل کولین استراز و اف
به بهبود بیماری آلزایمر و  ،عصبی استیل کولین در مغز

یا بیماری های دیگر کمک کنند. اکثر این مهارکننده ها 
متعلق به خانواده آلکالوئیدها شامل ایندول و 

های و آلکالوئید یدینایزوکوئینولین و کوینولیزیدین و پیپر
استروئیدی هستند. از سوی دیگر چندین ترکیب غیر 

قوی دیگر این آنزیم از منابع  آلکالوئیدی و مهارکننده
آمده است که از دسته ترپنوئیدها، دست ه طبیعی ب

- لی میونــــیبات فــــفلاونوئیدها و دیگر ترک
 .(9،10)باشند

روی تحقیقات انجام گرفته بر بر اساس تا کنون 
به کشف  گونه های گیاهی مختلف محققین موفق

شده نزیم با اهمیت آرای این ــــبمهارکننده های جدید 
که اثر  های گیاهی متابولیت. تحقیق برای کشف اند

ند مهم داشته باشاستیل کولین استراز خوبی بر مهاری 
با کشف مهارکننده های جدید  است چون می تواند به

منجر  مهاری به مراتب بالاتر با اثرات جانبی کمتر قدرت
 .(11)شود

( Mentha pulegium)یا پونه معطرگیاه کوتکوته 
 دار از خانواده لمیاسهــــاهان گلـــگونه ای از گی

(Lamiaceaeیکی از گی )اهانی است که اثرات ـــــ
 ن گزارش گردیده است. این گیاهآبیولوژیکی فراوانی از 

 شناخته ایران در گیلان رقــــش در منطقه خالواش نام با
کننده،  ضدعفونی خواص دلیل به عمدتاً و است شده تر

 می مصرف ضدالتهاب و ضداسپاسم داروی حشرات، دافع
های  درمان بیماری برای گیاه این سنتی طور شود. به

 می قرار استفاده مورد رحم گردن و رحم از جمله فیبروز
گیاه  اسانس که است داده نشان تحقیقات .(12)گیرد

 سلول برای مناسب سرطان ضد کاندیدای یک کوتکوته
 31 تا 25 شامل Mentha جنس. باشد می های انسانی
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 ایعــش. کند می رشد جهان سراسر در که ست ا گونه
چای  در و تاس Mentha pulegium آن ونهــــترین گ
 تجاری های ادویه مخلوط در افزودنی عنوان به یا گیاهی
 طعم و عطر بهبود برای غذاها از بسیاری برای

 درمان یک عنوان به این، بر علاوه. شود میتفاده ــــاس

 کولیت اشتهایی، بی برونشیت، تهوع، برای یسنت
 گرفته قرار استفاده مورد کبدی های بیماری اولسراتیو و

 یفلاوونویید و فنول ترکیبات از سرشار گیاه این. است
 .(1)شکل شماره  است

 
 

 
 کوتکوته گیاه .1شکل شماره 

 
استفاده شد در این تحقیق از عصاره گیاه کوتکوته 

شمال ایران مصرف سنتی فراوانی به  بیشتر نقاط که در
و درمان  امروزه. از طرف دیگر شته استعنوان دارو دا

با استفاده از مهارکننده های  پیشگیری بیماری آلزایمر
 .مورد توجه بیشتری قرار گرفته است استیل کولین استراز

تاکنون چنین طبق مطالعات کتابخانه ای  بر جا که از آن
گیاه کوتکوته انجام نپذیرفته است، مطالعه ای بر روی 

یق ارائه یک مورد کاربردی به ـــن تحقـــهدف ای
 بوده است. کشور حقیقات و صنایع داروسازیبخش ت

 مواد و روش ها
دی  (،ATCI)ستیل تیو کولین یدایدا مواد شیمیایی:

سدیم بافر ، (DTNB)ییک اسیدوتیو بیس نیترو بنز
کربنات ، آمونیوم سولفات ،فسفات ، گالانتامین، متانول

سرم  ،سولفات مس ،فولینمعرف  ،تارتاریک اسید ،سدیم
، بافر بافر تریس، فسفات-بافر سیترات ،لبومین گاویآ

سیگما و  گلایسین، که همگی از شرکت های مرك،
 .شدند و خریداری فلوکا تهیه

در  و:آنزیم استیل کولین استراز مغز گااستخراج 
 سازیمغز گاو پس از ذبح جدا ،ملآشهرستان کشتارگاه 

رف حاوی یخ قرار داده شد و به ــــدر ظ و سریعاً
بافت  بیوشیمی دانشگاه مازندران منتقل شد. آزمایشگاه

و  برای زدودن خون درصد 9/0 یمغز با محلول نمک
 بخش خاکستری مغز گاو شد.شستشو  آلودگی های دیگر

و به های مغز جدا  از سایر بخشبه وسیله چاقوی تیز 
. سپس در تر برش داده شد و توزین شد قطعات کوچک

همزن  ( به وسیله=7pH ؛مولار 03/0)بافر سدیم فسفات
. مخلوط حاصل به هموژنیزه گردید در حمام یخ مکانیکی

دست آمده ه صاف شد. عصاره ب ه ایپارچصافی  وسیله
 xg   25000گراد با سرعت  یـــدرجه سانت 4در دمای 

محلول رویی به و از  ساعت سانتریفیوژ شدبه مدت یک 
ویی به محلول ر. خام استفاده شد یعنوان عصاره آنزیم

 ،یدرصد به منظور رسوبده 30 حاصل تا درجه سیرشدگی
به ازای هر لیتر از محلول صاف )سولفات یومآموننمک 

اضافه و به آرامی  گرم سولفات آمونیوم( 164شده مقدار 
سولفات آمونیوم حل گردد. سپس  هم زده شد تا کاملاً

ساعت در یخچال قرار داده شد. پس از این  4به مدت 
 30به مدت  xg  12000با دورلوط ــــدت مخــــم

 یفیوژسانتردرجه سانتی گراد -4در دمای  هــــیقـــدق
محلول رویی به آرامی تخلیه و تعیین حجم شد. . یدگرد

حجم ممکن  یندر کمتر یفیوژرسوب موجود در لوله سانتر
 pH=7مولار با  یلیم 30فسفات  یماز بافر سد

به ازای هر لیتر  مجدداًسپس  .یدگرد یونسوسپانس
گرم سولفات  249محلول رویی مرحله قبل، مقدار 

تدریج اضافه شد و به آرامی هم زده شد تا ه آمونیوم ب
ساعت  4حل گردد. سپس به مدت  سولفات آمونیوم کاملاً

 یفیوژسانتربا همان شرایط قبل در یخچال قرار داده شد و 
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وب رسدر نهایت محلول رویی دور ریخته شد و  .یدگرد
حجم ممکن  یندر کمتر یفیوژدر لوله سانتر ته نشین شده

 یونپانســـسوس pH=7مولار با  یلیم 30فسفات  بافر از
یسه به ک یمآنز یحاو درصد 70و  30 رسوب های ید.گرد
گره زده شد  یالیزد یسهسر ک دو ،یافتندانتقال  یالیزد های

 یلیم 30)فسفات یمساعت در بافر سد 48و به مدت 
. در دیالیز انجام شد درجه سانتی گراد 4 یدر دما (مولار
 یتشد و در نها یضبار تعو یالیز دومدت بافر د ینطول ا

منتقل  یکروتیوپخارج و به چند م یالیزد کیسهمحلول از 
. شد ینگهدار گراد یدرجه سانت -80 یاــــشد و در دم

ولین استراز در نمونه ها اندازه نزیم استیل کآفعالیت 
 (.13)ی شدگیر

قدار پروتیین ــــسنجش م :تعیین غلظت پروتئین
 در هر مرحله از  استخراج به روش لوری انجام محلول

شد. در این روش از معرف فولین به عنوان واکنشگر 
به عنوان استاندارد  رنگی استفاده شد. آلبومین سرم گاوی

 هنانومتر انداز 750استفاده شد و جذب نوری نمونه ها در 
و معادله خط منحنی استاندارد حاصل و از روی  گیری

 ن موجود در هر مرحله محاسبهیئوتآن مقدار پر
 (.14)گردید

فعالیت آنزیم طبق روش المن  :سنجش فعالیت آنزیم
تخمیین زده شد بدین منظور با استفاده از بافر سدیم 

ییک ونیترو دی بنز بیسفسفات، معرف رنگی دی تیو
کولین یداید به عنوان تیو( و استیل DTNB)اسید

تیوکولین حاصل  اندازه گیری شد. ا، فعالیت آنزیمسوبستر
ش داده ــــواکن DTNBبا ترکیب از هیدرولیز سوبسترا 

و محصول زرد رنگی تولید می کنند که در طول موج 
نانومتر مقدار ان با دستگاه اسپکتروفتومتر قابل  412

یم فسفات بدین منظور بافر سد اندازه گیری می باشد.
 75کولین یداید تیواستیل  ،7برابر با  pHمولار در  03/0

 DTNB، 10رف ـــــمع ،(لیترمیکرو 20)میلی مولار
لیتر( میکرو 10)( و آنزیملیترمیکرو 20)لی مولارـــــمی

میلی لیتر و جذب نوری در  3حجم نهایی  در کووت به
یز نمونه شاهد ن .دقیقه خوانده شد 5 براینانومتر  412

که همانند نمونه دارای آنزیم سنجش شد با این تفاوت 
نمونه شاهد فاقد آنزیم بود به این ترتیب از تجزیه 

تمام اندازه گیری ها شد. غیرآنزیمی سوبسترا صرف نظر 

نزیم از معادله فعالیت کل آبرای محاسبه بار تکرار شد.  3
 .(3)ده شدازیر استف

 .1𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦=ΔA.𝐷𝑓/ε. 𝑦فرمول 

𝐿           1فرمول  در،ΔA  جذب نوری واکنش تغییرات 

 رقت، فاکتور Df سنجش، مورد حجم V دقیقه، در آنزیم

ε یــــوشــخام ضریبDTNB   ،136/0 میلی بر 

 شده استفاده آنزیم حجم  y باشد، می متر سانتی مولار

 .باشد می (متر سانتی یک برابر)نور عبور طول  Lو

                       2 فرمول

Specific Activity =  
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦

[𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛]
               

بهینه، فعالیت  pH برای تعیین  :بهینه pH عیین ت

. اندازه گیری شد 11تا  4های  pHآنزیم در محدوده 

-از بافر سیترات=pH 4-6 بدین منظور در محدوده

از بافر سدیم فسفات و  =5pH-8در محدوده  فسفات و

هیدروکسید -و از گلایسین=pH 9از تریس در محدوده 

و از بافر فسفات در محدوده =pH 10در محدوده سدیم 

11 pH=.عالیت نسبی آنزیم طبق درصد ف استفاده شد

دست آمد و ه های مختلف محاسبه و بpH در  3 فرمول

های مختلف،  pHبا رسم نمودار تغییرات جذب نسبت به 

pH (4)ه شددبهینه به دست آور.  

100х 0A= S/S                                 3فرمول 

 دمای بهینه آنزیم با اندازه گیری تعیین دمای بهینه:

فعالیت آنزیم در دماهای مختلف با قرار دادن نمونه 

درجه سانتی گراد در  85الی  5 دمایی آنزیمی در محدوده

زیم مورد و سپس سنجش باقی مانده فعالیت آن دقیقه 3

 .(4)قرار گرفت ارزیابی

، maxVو  mKبرای تعیین مقادیر : maxVو  mKتعیین 

بهینه( فعالیت آنزیم به  pH دما و )در شرایط استاندارد

استیل تیوکولین )مختلف سوبستراازای غلظت های 

محلولی از یداید( بررسی گردید. برای این منظور ابتدا 

میلی مولار در  115تا  5ترا در غلظت های ـــــسوبس

 هیهــت =5/7pH ولار وـــــم 03/0بافر سدیم فسفات 
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سترا با این غلظت های سوب زیمـــــحاوی آنشد. نمونه 
 سمر باگیری شد.  مخلوط و سپس فعالیت آنزیم اندازه

سرعت  و بیشینه mKثابت  ،نتنــمیکائیلیس م نمودار
از . بدین منظور ددست آورده شه ب maxVآنزیم  واکنش

 axmVو  mKر یدمقا برگ-وریلینونمودار طریق رسم 
 د.محاسبه گردی

 منطقه کوتکوته ازگیاه  :تهیه عصاره گیاه کوتکوته
. آوری و به آزمایشگاه منتقل شد بابل جمعشهرستان 

ی دانشگاه شناس استاد گیاه توسط از شناسایی پس
ایی هو اندام های (8104 ) شماره هرباریومی ،مازندران

یاه گ .شد ب شستشو دادهآبا  تمیز وبه طور کامل  گیاه
 آزمایشگاه خشک شد. مع آوری شده در سایه و دمایج

وسیله آسیاب ه شده و بسپس به قطعات کوچکی خرد 
 ودرپاز گرم  2مقدار به صورت پودر نرم در آمد.  خانگی

 1:10ت با استفاده از حلال متانول با نسب کوتکوته گیاه
 به بر روی شیکر در دمای آزمایشگاه به مدت سه روز

 دست آمدهه شد. عصاره بروش خیساندن عصاره گیری 
با  1کاغذ واتمن شماره  پس از صاف شدن به وسیله

 انتیدرجه س 40ای ــــاری در دماستفاده از دستگاه روت
رجه د -20تا قبل از استفاده در دمای گراد تغلیظ شده و 

 سانتی گراد نگهداری شد.
ره ن استراز در مجاورت عصااستیل کولی بررسی فعالیت

ت های عصاره متانولی گیاه در غلظابتدا  :کوتکوتهگیاه 
یتر میلی گرم بر میلی ل  66/26 و 33/13، 66/6، 33/3

را در تهیه شد. استیل تیو کولین یداید به عنوان سوبست
آماده گردید. در هر بار  میلی مولار 5-115غلظت های 

 فسفات/سیترات افرـــووت از بـــــش، در کــــسنج
 DTNB 10 میکرولیتر 20و  pH 5/7مولار با  03/0

  10 و تانولیـــــــمیکرولیتر عصاره م 20میلی مولار و 

 استیل کولین استراز مغز گاو یآنزیم ارهعص میکرولیتر
 30دقیقه انکوبه شدن در دمای  15ده و بعد از اضافه ش

تر سوبسترا به محلول فوق میکرولی 20درجه سانتی گراد 
تغییرات  .میلی لیتر برسد 3به حجم نهایی  اضافه شد تا

دقیقه با سه  5هر جذب نوری در دستگاه اسپکتروفتومتر 
روش  نانومتر خوانده شد. 412موج در طول بار تکرار 

سنجش نمونه شاهد نیز همانند نمونه دارای آنزیم است 
که نمونه شاهد فاقد سوبسترا بوده و به  تنها تفاوت این

جای سوبسترا از بافر استفاده شد. از گالانتامین محلول 
در متانول نیز به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. در 

در برابر غلظت های نهایت منحنی بر حسب جذب 
مختلف سوبسترا برای هر یک از عصاره ها و آنزیم رسم 

ص شد. ـــاره مشخصــــگردید و نوع مهارکنندگی ع
 .(7،11)هر اندازه گیری سه بار تکرار شد

 پژوهش ییافته ها
در عصاره خام حاصل از در مراحل مختلف استخراج 

هموژنیزاسیون مغز گاو مقدار پروتئین تام به روش لوری 
اندازه گیری شده و با سنجش فعالیت آنزیم مقدار فعالیت 

شده است. به  محاسبهدر مراحل جداسازی ویژه آنزیم 
پس از سانتریفیوژ و پس از همین ترتیب در مراحل 

 70و  30یت با درجه اشباع رسوبگیری با آمونیوم سولفات
 مقدار پروتئین تام و فعالیت ویژهها  آنو دیالیز  درصد
به این ترتیب آنزیم در عصاره خام  اندازه گیری شد. آنزیم

 واحد در میلی گرم پروتئین 34/1 غز با فعالیت ویژهـــم
فرکشن و در  09/2در صد  30دیالیز شده  فرکشندر  و

در میلی ی آنزیمواحد  10/4درصد دیالیز شده  70 تا 30
گرم پروتئین فعالیت بیشتری نشان داد. لذا برای اندازه 

یعنی  آنزیمی فرکشنگیری پارامترهای آنزیم از آخرین 
 استفاده شد. درصد  30-70عصاره 

 
 

 آنزیمی عصاره تهیهمراحل  .1 شماره جدول

 بازیابی فعالیت درجه خلوص
(%) 

 فعالیت ویژه
[U/mg] 

 فعالیت
 [U/ml] 

 پروتئین تام
[mg] 

 فعالیت تام
(U) 

 حجم نمونه
(ml) 

 خالص سازی نسبی

 عصاره خام 520 58/9520 19/7078 30/18 34/1 100 1

 درصد 70رسوب  30 78/1143 7/278 12/38 10/4 01/12 06/3

 
ری فعالیت آنزیم در ــــنتایج حاصل از اندازه گی

pH  نشان داده شده  2 شماره های مختلف در شکل
است با توجه به نتایج، پایداری این آنزیم تا حدود زیادی 

در فعالیت آنزیم تاثیر  pH باشد و تغییرات می pHتابع 
افزایش  pHدر ابتدا فعالیت آنزیم با افزایش  گذارد. می
توانایی فعالیت  =pH 7-8نزیم در محدوده آیابد. این  می
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 5/7برای فعالیت آن   pHبالایی دارد ولی بهترین
pH= اندازه گیری شد. به این ترتیب با افزایشpH  از

8pH= نتایج، کاهش فعالیت آنزیم مشاهده شد. به بعد 
استیل کولین استراز در دماهای آنزیم بررسی فعالیت 
نتایج طبق بر. ده شده استآور 3 شماره مختلف در شکل

استیل کولین استراز این بررسی آنزیم ست آمده در ده ب
درجه سانتی گراد فعالیت  50تا 40در محدوده دمایی 

د. ولی بهترین دما برای نشان می دهرا بالایی 
دست ه بدرجه سانتی گراد  45فعالیت آن رین ــــبیشت

 . آورده شد
 

 
 گاو مغز استراز نیکول لیاست میآنز تیفعال بر pH ریتاث .2شماره  لشک

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 وگا مغز استراز نیکول لیاست میآنز تیفعال بر دما ریتاث .3شماره  شکل

 

گرم  75/13دست آمده با راندمان ه متانولی بعصاره 
گرم از پودر گیاه در یخچال نگهداری گردید.  100در هر 

گیاه کوتکوته غنی بر طبق مطالعات قبلی عصاره متانولی 
دارای فعالیت  ( است کهدرصد 52/65از ترکیب پالئگون)

چنین این  حشرات و ضد درد و ضد التهاب است. هم دفع
است که  یو فلاوونوییدگیاه سرشار از ترکیبات فنول 

تراز ـــــین اســـسبب اثر مهاری برآنزیم استیل کول
 و  g/ml66/26 ،mK ت. این عصاره در غلظتـــاس

maxVمیلی  55/42میلی مولار و  47/8ب ـــــرتیــبه ت
 دست آمد. ه مولار ب

آنزیم نتیکی یسپارامترهای و اندازه گیری بررسی 
جداسازی شده استیل کولین استراز، در مجاورت مقادیر 

ترکیبات نشان داد که  کوتکوته، عصاره متانولیمختلف 
به و  نموده مهارآنزیم را گیاه این عصاره تشکیل دهنده 

میکروگرم بر میلی لیتر عصاره متانولی  26ازای حدود 
)شکل باشد می و از نوع مختلط 73/55درصد مهاری 
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 (
m

M
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1

1/[ACTI] (mM)-1

 21این گیاه در غلظت عصاره متانولی . (7و  6شماره 
 50میکروگرم بر میلی لیتر، فعالیت آنزیم را به مقدار 

 مقادیر مطابق .(9شماره  شکلدرصد کاهش داده است)
ثابت تفکیک  8 شماره در شکلدست آمده ه ثابت ب

ثابت تفکیک مهارکننده   و Ki=8/31 مهارکننده و آنزیم
ه میلی مولار ب=KI 6/53 سوبسترا-و کمپلکس آنزیم

باشد  می  Kiتر از  بزرگ KI جا که و از آن دست آمده

غیر رقابتی -این مهار مختلط به صورت رقابتی بر بنا
به عنوان کنترل مثبت از ترکیب  (.9 شماره است)شکل

گرفته و به  در نظر μg/ml   3/0گالانتامین در غلظت
صورت رقابتی سبب مهار استیل کولین استراز شد. نمودار 

عصاره کوتکوته در  به وسیلهبستگی میزان مهار آنزیم 
شده ده ور( آ10 شماره مقایسه با گالانتامین در)شکل

 .است
 
 

 
 

 یداید ینکولتیو یلمختلف است یاستراز مغز گاو در غلظت ها ینکول یلاست یمآنز یتمنتن فعال-یکائیلیسنمودار م .4 شماره شکل

 (باشد. یم میانگین مقدار±یارنشان داده شده انحراف مع یرسه بار تکرار شد و مقاد به عنوان سوبسترا)تمام اندازه گیری ها

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مغز گاو به معکوس استراز ینکول یلاست سرعت واکنش تغییرات معکوس .5شماره  شکل

 (برگ-ورینویل نمودارغلظت های مختلف استیل تیوکولین یداید) 
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 کوتکوته عصاره مجاورت غلظت های مختلف در استراز نیکول لیاستتغییرات سرعت واکنش کاتالیز شده با . 6 شماره شکل

 .(باشد یم میانگین مقدار±یارنشان داده شده انحراف مع یرو مقاد سه بار تکرار شدها  تمام اندازه گیری)(.منتن-لسیکائیم نمودار)

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هکوتکوت عصارهمقادیر مختلف  در استراز نیکول لیاست مهار آنزیم برگ-ورینویل نمودار .7 شماره شکل

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ]KI]غلظت عصاره کوتکوتهظاهری آنزیم نسبت به  maxV تغییرات مودارالف( ن .8 شماره شکل

 KI>Ki، [Ki]شیب نمودار اولیه نسبت به غلظت عصاره کوتکوته تغییرات مودارب( ن
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 تغییرات باقیمانده فعالیت آنزیم استیل کولین استراز مغز گاو به ازای مقادیر مختلف از عصاره کوتکوته. .9 شماره شکل

 دهد(را نشان می  50IC  ) فلش مقدار 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گالانتامین به عنوان کنترل مثبت میزان مهار آنزیم استیل کولین استراز مغز گاو با مقادیر مختلف عصاره کوتکوته در مقایسه با .10 شماره شکل

 
طبق پارامترهای سینتیکی استیل کولین استراز 

 شماره لاین تحقیق در جدوآزمایش های انجام شده در 
بق مقایسه ای که در این تحقیق . بر طارائه شده است 2

ل ترکیب ـــیک مهارکننده عمومی و مهم مثبرای 
کوتکوته  گیاهاز  برگ تانولیــــصاره مگالانتامین و ع

ارای اره دــــشخص شد که این عصـــد مـــــانجام ش
کولین تیل ــــاسندگی آنزیم ــــت مهارکنـــخاصی

مهارکنندگی قدرت یک چهارم  دوداًــــاستراز بوده و ح
ری ــــــدازه گیــــــن انآرای ــــامین بــــــگالانت
 شد. 
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 کوتکوته عصاره مختلف های غلظت مجاورت در استراز کولین استیل آنزیم سینتیکی پارامترهای .2 شماره جدول

 عصارهغلظت 
(μg/ml) 

Km 

(Mm) 
Km

app 

(mM) 
Vmax 

(mM/min) 
Vmax

app 

(mM/min) 
درصد 
 مهار

Ki  

(μg/ml) 
KI 

(μg/ml) 
 50IC

(μg/ml) 

0 49/6 - 88/59  - - 8/31  
6/53 

 
21 33/3 49/6 09/7 88/59 47/58 7/3 

66/6 49/6 24/7 88/59 55/55 7/10 

33/13 49/6 87/7 88/59 02/51 28/34 

66/26 49/6 47/8 88/59 55/42 73/55 

 
 

 و نتیجه گیری بحث
گزارش های زیادی از محققین در سراسر تاکنون 

به نقش مهم پیشگیری ها  آنکه در  شده استدنیا ارائه 
های انسان با استفاده از عصاره های  و درمان بیماری

های  در گزارش. داشته انداهان اشاره ـــتلف گیـــمخ
ی کوتکوته از نظر ترکیبات سازنده ـــزیادی روغن اسانس

دی که یک کتون مونوترپنوئیبررسی و ترکیب پولئگون 
درصد و ترکیب کاروون با درصد  70در حدود بوده و 
ن می عمده ترکیبات تشکیل دهنده اسانس آکمتر 

 العه خواص آنتی اکسیدانی عصارهــــمطد. ــــباشن
های متانولی و اتانولی کوتکوته در ارتباط با محتوای 

در الجزایر انجام  2016فنولی، فلاونوئیدی و تانن در سال 
 چند گونه از نعناعیان را مطالعه نموده و ارتباطها  آنشد. 

ها با محتوای پلی  نآنتی اکسیدان آخواص  مستقیم
 .(15فنولی را نتیجه گیری کردند)

 ییدتا آلزایمر درمان برای حاضر حال در که داروهایی

 دهنده عصبی انتقال سطح افزایش طریق از اند، شده

 و اولیه درمان(. 16)کنند می عمل مغز در استیل کولین
مهارکننده  از ستفادها اساس بر آلزایمر، اکثراً متوسط حالت
 سنتزی دونپزیل جمله از استیل کولین استراز، آنزیم های

 مشابه موارد و گیاه یک از شده گالانتامین استخراج و

 جمله از اشکالاتی دارای داروها این حال این با .باشد می

 اختلالات مانند شدید، محیطی و جانبی مرکزی اثرات

 افسردگی، خستگی، خوابی، بی گوارشی، دستگاه

 مشکلات سرگیجه، تهوع، و کبدی، اسهال مسمومیت

اثرات (. 17)باشند می اــــداروه ذبـــج با باطــارت در
 درمان برای حاضر حال در که داروهایی شدید جانبی

مهارکننده  یافتن به را محققان می روند، کار به آلزایمر
 جانبی اثرات و بیشتر ثیرات که طبیعی، منشاء با هایی

 .است ساخته علاقمند باشند، داشته کمتری

یبات غیر ــــدر تحقیقی که جهت یافتن ترک
گیاهی و خاصیت مهار آنزیم  استیل  ءآلکالوییدی با منشا

دو ترکیب  هکولین استراز انجام شد مشخص گردید ک
کومارینی و سه مشتق دکان استری و دو ترکیب فنلی و 
نیز یک ترکیب پلی استیلینی جدا شده از گیاه فرولا 

ممانعت کنندگی بر این آنزیم   کامپستریس اثرات
 .(8د)ندار

ثرتر ودر نتیجه متر و  جهت یافتن عصاره خالص
 های های مختلفی بر روی اندام شـــگیاهان، پژوه

 ه و اندامـــجمله برگ، ریشه، میوه، دان ، ازها آن مختلف
کولین  از نظر خاصیت مهارکنندگی استیل های هوایی

استراز انجام شده است. طی تحقیقی در جهت یافتن 
استراز، گیاهان  های جدید استیل کولین مهارکننده

دارویی آفریقای جنوبی مورد بررسی قرار گرفتند، با 
های متانولی و اتیل استاتی توان  استفاده از عصاره

 این بررسی گیری شد و نتایج ها اندازه ی آنکنندگمهار
زانتوکسیلیوم اره متانولی ریشه گونه ـــنشان داد که عص

دیوی حاوی ترکیبات فنولی و فلاونوئیدی فراوانی است 
بیشترین انجام شده ریشه این گیاه را با شات و آزمای

 .(18)اند نشان داده درصد مهارکنندگی
از گلبول قرمز انسان  ،کایا و همکاران 2013در سال 

آنزیم استیل کولین استراز را جدا و خالص سازی کردند 
و با بررسی فعالیت آنزیم استیل کولین استراز خالص شده 

 pHو دماهای متفاوت به این نتیجه رسیدند که  pHدر 
 35و دمای بهینه آنزیم  4/7بهینه برای فعالیت آنزیم 

 (.19)درجه سانتی گراد است
در مجله بیوشیمی بین المللی و  2002در سال 

زیست شناسی سلولی گزارش شده است که با استفاده از 
کروماتوگرافی نظیر کروماتوگرافی تمایلی بر  های روش

 فاروزــــس-یومـروی ستون کونکاناوالین آ و ادروفون
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می توان خالص سازی آنزیم استیل کولین استراز از مغز  
استیل  .بلدرچین با درجه خلوص بالا انجام شده است

کولین استراز خالص شده از مغز بلدرچین ژاپنی یک 
کیلو دالتون و منومر آن  5/245تترامر با وزن تقریبی 

 .(20)کیلودالتون  می باشد. 5/62
پژوهشی که در راستای بررسی محدوده بر اساس 

pH ین استراز در بهینه، برای فعالیت آنزیم استیل کول
و همکاران انجام گرفت،  توسط ویسلر 2015سال 

های  pHمشخص شد که آنزیم استیل کولین استراز در 
 pHدارای فعالیت ضعیفی است. در نهایت  6کمتر از 

در نظر  7بالاتر از  pHبهینه آنزیم استیل کولین استراز را 
 (.21)گرفتند

استخراج آنزیم استیل کولین استراز با استفاده از 
ال در سولفات فوق اشباع روش رسوب گیری با آمونیوم س

گزارش شد و با توجه به مقادیر فعالیت  مغز گاواز   2015
ویژه و خلوص آنزیم نتیجه گیری شد که مغز گاو یک 

و از آن زمان این منبع آنزیم می باشد منبع غنی از این 
ها قرار  بیوشیمیدانبیشتر مورد توجه  آنزیمی
لذا در این مقاله به استخراج و سپس  .(23،22)گرفت

س از پبررسی این آنزیم از مغز تازه گاو پرداخته شد. 
مشاهده فعالیت در عصاره آنزیمی استخراج شده شرایط 

 بهینه برای فعالیت آنزیم تعیین شد.
نیز تغییرات فعالیت آنزیم از   pHدر بررسی تغییرات

که در  طور یک الگوی زنگوله ای تبعیت می کند. همان
نمودار مربوطه به خوبی مشاهده می شود بعد از فعالیت 

نزول نمودار دلیل بر کاهش  pH 5/7بیشینه آنزیم در 
ممکن است به دلیل تشکیل  فعالیت است که احتمالاً

یک حالت یونی نامناسب برای آنزیم یا سوبسترا و یا به 
دلیل از دست رفتن حالت طبیعی آنزیم در نتیجه تغییر 

pH شد.با 
در این پروژه در جریان بررسی دمای بهینه برای 

در دماهای بالاتر کاهش فعالیت آنزیم مشاهده شد که 
این وجود دارد که می توان علت فعالیت برای آنزیم 

در نظر در نتیجه دناتوره شدن آنزیم را کاهش فعالیت 
جا که با دناتوره شدن آنزیم ساختمان  از آنگرفت چون 

آنزیم قادر به پیوند دچار اختلال می شود سه بعدی آن 
در مرحله بعد با تعیین سرعت اولیه باشد.  با سوبسترا نمی

واکنش آنزیمی در غلظت های مختلف سوبسترا مشاهده 

گردید که آنزیم استخراج شده از الگوی عمومی 
میکائیلس منتن تبعیت می کند لذا نمودار معکوس 

با دقت زیاد مقادیر  دوتایی لینویور برك رسم گردید تا
رعت ماکزیمم و نیز مقدار ثابت میکائیلس ـــثابت س

در غلظت های  4شماره  نموداربا توجه به تععین گردید. 
پایین از سوبسترا، همه جایگاه های فعال آنزیم توسط 

شود زیرا سوبسترا به اندازه کافی در  سوبسترا پر نمی
های فعال  ست و بسیاری از جایگاهـــاختیار آنزیم نی

آنزیم خالی مانده و در نتیجه فعالیت آنزیم پایین است. 
کنیم  در ادامه هر چه که مقدار سوبسترا را اضافه می

که  عالیت آنزیم نیز افزایش می یابد تا جاییــــف متقابلاً
کلیه جایگاه های آنزیم با سوبسترا پر شده و دیگر 

در  ارد.افزایش غلظت سوبسترا تاثیری در فعالیت آن ند
قدم بعدی به بررسی تغییرات فعالیت و سرعت واکنش 
آنزیمی در مجاورت عوامل دیگری مثل عصاره های 

از  گیاهان مورد بررسی پرداخته شد. مطالعات جالبی قبلاً
محققان چاپ شد که تاثیرپذیری استیل کولین استراز را 
از مواد سازنده گیاهان به صورت عصاره های گیاهی در 

 رائه شد.ها ا نآ
اثر مهاری عصاره  2014تالیک و همکاران در سال  

برخی از گیاهان دارویی را بر فعالیت آنزیم استیل کولین 
دند استراز مورد بررسی قرار دادند، و به این نتیجه رسی

 50IC=75با  انولی گونه آرنیکاـــــکه عصاره مت
میکروگرم بر میلی لیتر و عصاره آبی گونه ریو با 

55=50IC  میکروگرم بر میلی لیتر دارای اثرات مهاری
. در (24)قوی بر آنزیم استیل کولین استراز هستند

در سال  و همکاران شکارچیگزارشی که در ایران توسط 
غیرقطبی شامل سزکویی  ارائه شد ترکیبات نسبتاً 2013

 فرولا در جنسترپن کومارین ها که ترکیبات شاخص 
مهارکننده های موثر استیل کولین به عنوان می باشند 

ها عصاره های مختلفی در آب،  آن استراز معرفی شدند.
متانول، اتیل استات، هگزان و کلروفرم از چند گونه این 

میکروگرم بر میلی لیتر  300گیاه تهیه و در غلظت 
در این  .فعالیت آنزیم را به روش المن اندازه گیری کردند

 3/27گونه فرولا پرسیکا با گزارش فراکسیون کلروفرمی 
نده نتیجه گیری شد. ـــترین مهارکن درصد مهار فعال

و واص آنتی اکسیدانی ـــوجه به خــــاین با ت بر بنا
 ها ترکیبات کومارینی آنبرخی آنزیم ها به وسیله  مهار
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 توانستند مهارکننده های استیل کولین استرازی جدیدی
تحقیقی دیگر وزلاکی در از طرفی (. 25)معرفی کنند را

اندام و متانولی عصاره هگزانی  2011در سال  و همکاران
بر روی آنزیم های را  سنبل ختایی های مختلف گونه

استیل کولین استراز و بوتیریل کولین استراز در غلظت 
 میکروگرم در میلی لیتر اندازه گیری 400و  100های 
کومارینی نتیجه گیری نمودند که ترکیبات ها  آن. کردند

نزیم بوتیریل بزرگتر مهارکننده های قوی برای آبا اندازه 
 5/7و  4/14را  50ICدار ــــو مق کولین استراز می باشند

میکرومولار برای دو ترکیب شاخص در عصاره ریشه و 
 (.17)میوه این گیاه گزارش نمودند

 یاهگانولی ــنتایج این پروژه نشان داد که عصاره مت
  تمــــتواند به عنوان یک محرك در سیسکوتکوته می 

اعصاب مرکزی در نظر گرفته شود در جایی که شامل 
یا به عبارت دیگر آنزیم  مهار هیدرولیز استیل کولین
این ترکیبات  بر باشد. بنا استیل کولین استراز درگیر

کوتکوته به عنوان پیش عصاره گیاه ده ـــــتشکیل دهن
ای ــداروه وسعهاخت و تــــرای ســــساز ب

گران ــــپژوهشبه ل کولین استراز یهارکننده استــــم
 وع پیشنهاد میـــــــد به این موضــــــلاقه منــــع

 گردد.

 سپاسگزاری
نویسندگان مقاله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه 

 تحقیقاین در انجام های مالی  مایتمازندران به خاطر ح
 تشکر و قدردانی می کنند.

 IR.umz.rec 1397.090 :اخلاق کد
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Abstract 

Introduction: The function of 

acetylcholinesterase accelerates the 

acetylcholine hydrolysis process and 

protects the hemostasis of this 

neurotransmitter in the central nervous 

system and the peripheral tissues. Due to the 

fact that in diseases, such as Alzheimer's 

disease, the level of acetylcholine is reduced, 

the administration of acetylcholinesterase 

inhibitor drugs (AChEID) is one of the 

methods for preventing the progression of 

this disease. The majority of the researchers 

attempted to investigate drugs with lower 

side effects, especially from herbal sources. 

The aim of this study was to investigate the 

effect of methanol extract of Mentha 

pulegium leaves on the enzyme activity of 

AChE. 

 

Materials & Methods: In this study the 

AChE enzyme was partially isolated from 

the bovine brain using homogenization, 

centrifugation, ammonium sulfate 

precipitation, and dialysis at 4 ºC. The rate 

of production of thiocholine from 

acetylthiocholine iodide was measured 

according to Ellman's method. 

Subsequently, the methanolic extract of 

Mentha pulegium leaves was prepared by 

the maceration method. Then the inhibitory 

effect of the extract on the AChE was 

measured. Ethics code: IR.umz.rec 1397.090 

 

 

Findings: The total activity and specific 

activity of the partially purified AChE were 

determined as 1143.78 U and 4.10 U/mg, 

respectively. The optimum pH and 

temperature of the acetylcholinesterase were 

determined to be 7.5 and 45°C respectively. 

Moreover, the Km and Vmax of this enzyme 

were estimated at 6.49 mM and 59.88 

mM/min.  

 

Discussion & Conclusions: The results of 

this study showed that the methanolic extract 

with a concentration of 26.66 mg/ml had 

significant effect on the activity of this 

enzyme. According to the results, this 

extract can inhibit the AchE in form of 

mixed inhibition. Therefore, Mentha 

pulegium leaf could be considered by the 

researchers in study and investigation of 

pharmaceutics.  

 

Keywords: Acetylcholinesterase, Mixed 

inhibition, Methanolic extract, Mentha 

pulegium L 
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