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 مقاله پژوهشي 

  تنیآسکوربیک اسید بر واکنش گلیکاسیون آلبومین در شرایط برون یرتأثبررسی 
  

  ٣*فرشته بهمني، ٢ناهيد مسعوديان، ١زينب معمار
 

  27/03/1396تاریخ پذیرش  27/01/1396تاریخ دریافت 
 
 يدهچک

 ماکرووسکولار و ميکرووسکولار مشکلات به منجر و يابدمي افزايش مليتوس ديابت در) AGEs( پيشرفته گليکاسيون نهايي محصولات تشکيل: هدف و زمينهپيش
 مدل، مطالعه اين در. بيندازند يرتأخ به را آن عوارض و ديابت پيشرفت و شروع بتوانند که شده سنتتيکي و طبيعي هايمهارکننده به زيادي توجه يراًاخ. گرددمي

) AA( اسيد آسكوربيك گليکاسيونيآنتي اثر مطالعه براي کننده گلايکه عامل عنوانبه گلوکز و هدف پروتئين عنوانبه آلبومين شامل تنيبرون گليکاسيون
  .گرفت قرار مورداستفاده

 mM1 غلظت با AA حضور بدون و حضور در گلوکز M5/0 غلظت با)) Bovine Serum Albumin (BSA( گاوي آلبومين سرم پروتئين: کار مواد و روش

(μM1000 (تشکيل، پروتئين گليکاسيون تعيين براي. شد انکوبه گرادسانتي درجه ٣٧ دماي در هفته ٤ مدت به AGEs اکسيداسيون تعيين جهت و فلورسانس 
 تشکيل بر AA مهاري اثرات تعيين منظوربه. شودمي فيبريلي تجمعات تشکيل موجب گليکاسيون. شد گيرياندازه تيول و کربونيل پروتئين سطوح پروتئين
  .گرديد استفاده T (ThT) تيوفلاوين، آميلوئيدها ويژه هايرنگ از آلبومين فيبريلي تجمعات

 مهار و کربونيل يهاگروه کاهش با پروتئين اکسيداسيون دارمعني مهار، )AGEs )05/0‹p تشکيل مهار موجب داريمعني طوربه AA که داد نشان نتايج: هايافته
 از حفاظت و آلبومين شکل آميلوئيدي تجمعات تشکيل مهار پتانسيل AA آمدهدستبه نتايج بر اساس همچنين). p›٠٥/٠( شودمي تيول يهاگروه کاهش

  .دارد را آلبومين کانفورماسيون
ها بوده و ممکن است بتواند سبب نيون پروتئيداسيون و اکسيکاسيجهت کاهش گل ييل بالايپتانس يدارا AAفوق  يهاافتهي بر اساسلذا : گيريبحث و نتيجه

  ابت شود.يددر  AGEsا مهار عوارض وابسته به يو  يرتأخ
 نيآلبوم، ديک اسيآسکورب، شرفتهيون پيکاسيگل ييمحصولات نها، ديابت، ونيکاسيگل : هاکليدواژه

  
 ١٣٩٦ مرداد، ۳۶۳-۳۷۲ ص، پنجم شماره، هشتميست و بدوره ، يهارومي پزشکمجله 

  
 : تلفن، گروه بيوشـــيمي باليني، دانشـــكده پزشـــكي، دانشـــگاه علوم پزشـــكي كاشـــان، بلوار پزشـــك، بلوار قطب راوندي ۵كيلومتر ، كاشـــان: آدرس مکاتبه

۰۹۱۲۴۲۳۷۵۴۲  
Email: bahmani@kaums.ac.ir 

  
  مقدمه

 در که بوده اندوکرين غدد هايبيماري نيترعيشا ازجمله ديابت
 با و ايجاد انسولين عملکرد يا و ترشح در نسبي يا کامل نقص اثر

 مانند مزمن هايبيماري. شودمي داده تشخيص هايپرگلايسمي
 موجب و اندداده قرار يرتأث تحت را جهان جمعيت درصد ١-٢ ديابت

 گيردر را بدن يهابافت از بسياري و شده مزمن عوارض به بيمار ابتلا
 دوسوم به ديابتي افراد عمر طول کاهش موجب امر اين. کنندمي

                                                             
 علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغان، دامغان، ايرانشناسي، دانشكده كارشناس ارشد، گروه زيست ١
 شناسي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغان، دامغان، ايراناستاديار، گروه زيست ٢
  مسئول) يسنده(نو استاديار، مركز تحقيقات بيوشيمي و تغذيه در بيماريهاي متابوليك، دانشگاه علوم پزشكي كاشان، كاشان، ايران ٣

1 Glycation 
2 Maillard reaction 

 براي افزايشي به رو و هشداردهنده آمار). ١( شودمي سالم افراد
 تعداد با تنگاتنگي ارتباط آمار اين که دارد وجود ٢نوع  ديابت

 و اتيرتينوپ، نوروپاتي، نفروپاتي مانند ديابت عوارض به مبتلايان
 اندداده نشان متعدد مطالعات). ٢( دارند عروقي-قلبي هايبيماري

 فرآيند آن از ناشي عوارض و ديابت پاتوژنز در اصلي عامل که
 نيز ٢ميلارد واکنش که ١گليکاسيون ).٥-٣( باشدمي گليکاسيون

 با که است ايآهسته غيرآنزيمي هايواکنش ازجمله شودمي ناميده



 و همکارانزينب معمار   ... آلبومين گليكاسيون واكنش بر اسيد آسكوربيك تأثير بررسي
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 آغاز هاپروتئين آزاد آمين هايگروه به آن مشتقات يا گلوکز اتصال
 ادامه در. شودمي ٣شيف باز نام به ناپايدار محصولات به منجر و شده

 با و لتبدي پايدار) کتوآمين( فروکتوزآمين ترکيبات به شيف باز
 و اکسيداسيون. گرددمي تبديل ٤آمادوري محصولات به نوآرايي
 که محصولات اين تبديل موجب شتريب مولکولي هاينوآرايي

 نهايي محصولات به هستند گليکاسيون ابتدايي محصولات
 گليکاسيون فرآيند چون). ٧-٦( شد خواهد ٥پيشرفته گليکاسيون

 نيز ٦گليکواکسيداسيون را آن است همراه اکسيداسيون با اغلب
  .نامندمي

 ياربس نقش خون کننده احياء قند نيتروانفرا عنوانبه گلوکز
 اين. دارد AGEs محصولات تشکيل و گليکاسيون واکنش در مهمي

 رمس مختلف هايپروتئين با هايپرگليسمي شرايط در ژهيوبه قند
 که) HSA( انسان سرم آلبومين. دهدمي واکنش آلبومين مانند

 خون يپروتئين محتواي از نيمي حدود، است سرم پروتئين بيشترين
 مشخص دومن چندين با گلبولار ساختار داراي، داده تشکيل را

 ٥٨٥ و KDa66 مولکولي وزن با چندکاره پروتئين اين. باشدمي
 وجود هومولوگ دومن سه آلبومين در). ٩-٨( باشدمي اسيدآمينه

 جايگاه دو و اسيدچرب به اتصال جايگاه هفت هادومن اين در که دارد
. دارد وجود داروها جملهمن اختصاصي ليگاندهاي به اتصال براي

 و ساختاري تغييرات به منجر آلبومين غيرآنزيمي گليکاسيون
 آرژينين ٢٤ و ليزين اسيدآمينه ٥٩ حضور و شودمي آن عملکردي

 و مستعد را پروتئين اين رزيدوها ساير آمين آلفا عامل با همراه
 نمايديم هايپرگليسمي شرايط در ژهيوبه گليکاسيون براي کانديد

 در دهجادشيا ساختاري تغييرات ليبه دل آلبومين گليکه فرم). ١٠(
 خود اکسيدانيآنتي خاصيت و مختلف ليگاندهاي به اتصال قدرت آن
، اشتهد بالايي سايتوتوکسيسيتي فرم اين). ١١( دهدمي دست از را

 با و شده اکسيداتيو استرس سيگنالينگ مسيرهاي القاء موجب
 شودمي آميلوئيدي هايفيبريل تشکيل سبب ساختاري تغييرات

)١٣-١٢.(  
 بروز رد اکسيداتيو استرس و گليکاسيون مهم نقش به توجه با

 که ترکيباتي رسدمي نظر به، ديابت مختلف عوارض پيشرفت و
 جهت توانندمي دارند اکسيدانيآنتي و گليکاسيونيآنتي خواص

 يباتيترک ازجمله. گيرند قرار مورداستفاده ديابت درمان و پيشگيري
 اسيد آسکوربيک ترکيب است موردتوجه زمينه اين در که

)Ascorbic acid AA (باشدمي .AA ينترمهم ازجمله 
 هايسلول و پلاسما در که است آب در محلول هاياکسيدانآنتي
 هيدروآسکورباتدي فرم به فيزيولوژيک شرايط در. دارد وجود بدن

 حالت در را فلزي کوفاکتورهاي از بسياري تواندمي و دارد وجود
                                                             

3 Schiff base 
4 Amadori product 

 بر AA نقش زمينه در که ايمطالعه چند در). ١٤( دارد نگه احياء
. است آمدهتدسبه يضيضدونق نتايج شدهانجام پروتئيني گليکاسيون

 گليکاسيونيآنتي نقش داراي AA که شدهاشاره مطالعات برخي در
 يشرفتهپ گليکاسيون نهايي محصولات ليتشک از مانع توانديم و بوده
 نقش داراي ترکيب اين که شدهاشاره ديگر برخي در و شود

). ٢٢-١٥( شودمي گليکاسيون تشديد موجب و است پروگليکاسيوني
 ينا انجام از هدف، موجود ضيضدونق نتايج و فوق شرايط به توجه با

 در گلوکز با شده القاء گليکاسيون بر AA نقش تعيين مطالعه
، موضوع شدن روشن جهت شده سعي و باشدمي آلبومين پروتئين

 مختلف هايجنبه از آلبومين پروتئين با گلوکز واکنش بر AA اثر
  .گيرد قرار موردبررسي ساختاري و اکسيداسيون، گليکاسيون

 
  مواد و روش کار

انکوباسيون آلبومين با گلوکز جهت تشکيل آلبومين 
 : گلايکه

) BSA( ين سرم گاويبراي اين منظور محلول پروتئيني آلبوم
 M١/٠ميلي مولار در بافر فسفات  ٥٠٠با گلوكز  mg/ml١٠با غلظت 

گراد در غياب درجه سانتي ٣٧هفته در دماي  ٤به مدت  pH ٤/٧با 
انكوباتور  -در شيكر )mM۱ )μM۱۰۰۰ ديک اسيو حضور آسکورب

)GFL 3031 ، (ک نمونه از محلول ين يانكوبه شد. همچنآلمان
 يشد. برا هيط مشابه تهيکنترل با شرا عنوانبهن بدون گلوکز يآلبوم
استفاده  درصد ٠٢/٠د يآزام ياز سد ييايباکتر ياز آلودگ يريجلوگ

 µmن يمخصوص پروتئ يلترهايها از فنمونه شدهآمادهو محلول 
ها ان هر هفته از هر يك از لولهيعبور داده شد. در پا ٢٢/٠

داري شد. پس از پايان مدت نگه -٧٠°Cبرداري شده و در فريزر نمونه
  هاي زير صورت گرفت.ها با روششدن آناليز نمونهانكوبه

فته گليکاسيون پيشر يمحصولات نهاي يگيرزهاندا
)AGEs( :  

فلوريمتري انجام شد.  فنبه کمک  AGEsزان يم يريگاندازه
به  ١ش با بافر فسفات به نسبت يي مورد آزماهاگروهن روش يدر ا
تر بافر يکروليم ٩٨٠تر نمونه در يکروليم ٢٠شدند ( يسازقيرق ٥٠

ها به كمك دستگاه محلولفسفات). ميزان فلورسانس هر يك از 
 يکيتحر موجطولدر  آمريكا)، PerkinElmer-LS55متر (يفلور
  ).٢٣د (يگرد يريگنانومتر اندازه ٤٤٠ ينانومتر و نشر ٣٧٠

  : پروتئين کربونيل يمحتوا يگيراندازه
 و Levine روش از کربونيل پروتئين ميزان گيرياندازه براي

 ٢ ترکيب بين واکنش روش اين اساس). ٢٤( شد استفاده همکاران
. است کربونيل پروتئين و) DNPH( هيدرازين فنيل¬نيترو دي -٤و 

5 Advanced glycation end products (AGEs 
6 Glycoxidation 



 ۱۳۹۶مرداد ، ۵، شماره ۲۸دوره   اروميه مجله پزشکي
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DNPH يفش باز تشکيل با کربونيل پروتئين با واکنش از پس ،
 نوري جذب داراي که کند¬مي توليد را مربوطه هيدرازون مشتق

 اسپكتروفتومتر دستگاه كمك به و بوده nm370 موجطول در
)CECIL-CE2021 ،نپروتئي غلظت. گرديد گيرياندازه) انگليس 

 انون برحسب و محاسبه آن مولي جذب ضريب از استفاده با کربونيل
  .گرديد بيان پروتئين گرمميلي بر مول

  : ميزان گروه تيول گيرياندازه
 صورت Ellman روش بر اساس تيول گروه ميزان گيرياندازه

 پروتئين سولفيدريل ¬هاي¬گروه واکنش روش اين در). ٢٥( گرفت
 اسيد نيتروبنزوئيک -٢ تيوبيسدي -٥′، ٥ يعني Ellman معرف با
)DTNB (وتئينپر به متصل سولفيد¬دي مالون يک توليد به منجر 
 به) nitro-5 thiobenzoate-٢( نيتروتيوبنزوات آنيون مول يک و

 نزواتنيتروتيوب آنيون. شودمي سولفيدريل ¬پروتئين گروه هر ازاي
 است جذب ماکزيمم داراي نانومتر ٤١٢ موجطول در و بوده زردرنگ

) انگليس، CECIL-CE2021( اسپكتروفتومتر دستگاه كمك به كه
 استاندارد منحني از استفاده با آزاد تيول غلظت. شد گيرياندازه

 بيان پروتئين گرمميلي بر مول نانو برحسب و محاسبه سيستئين
 .گرديد
 : T (ThT)تيوفلاوين ميزان فلورسانس  يگيراندازه

 انجام فلوريمتري روش به ThTفلورسانس  ميزان گيرياندازه
 آميلوئيدي β ساختارهاي تشخيص جهت مارکري ThT). ٢٦( شد

. شد استفاده ThT حلال عنوانبه مولار ١/٠ فسفات بافر از. است
 و مخلوط نمونه ميکروليتر ٩٠٠ با ThT از ميکروليتر ١٠٠ ميزان

 با آن فلورسانس ميزان اتاق دماي در انکوباسيون ساعت يک از پس

 موجطول در) آمريكا، PerkinElmer-LS55( فلوريمتر دستگاه
  .شد گيرياندازه نانومتر ٤٨٥ نشري و نانومتر ٤٣٥ تحريکي

  : يآمارآناليز 
ها هر تست سه بار در شرايط مشابه و يكسان براي تمامي نمونه

گزارش گرديد. تفاوت  SD±ميانگين  صورتبهتكرار شد و نتايج 
هاي آماري آنوا ج آزمايشات مختلف از طريق تستيآماري نتا

پس تعقيبي  يهاسپس آزمونو  (one-way ANOVA( طرفهکي
دار در نظر معني تفاوت آماري عنوانبه p>٠٥/٠مشخص گرديد. 

 گرفته شد.
  
  هايافته

 ييد بر محصولات نهايک اسيآسکورب يرتأث يبررس
  : )AGEsشرفته (يون پيکاسيگل

چهار هفته  يش و کنترل طيآزما يهاگروهدر  AGEsزان يم
 AGEsر ير متغيمقاد ١جدول متفاوت است. در ، يريگاندازه يمتوال

نشان داده شده  يريگچهار بار اندازه يط موردمطالعهدر سه گروه 
 يشود در نمونه کنترل حاويکه مشاهده م طورهماناست. 

BSA+Glc يين محصولات نهايدر اثر واکنش گلوکز با آلبوم 
باشد. هر يفلورسانس م يکه دارا شدهليتشکشرفته يون پيکاسيگل

ن محصولات و يد ايتول شوديتر ميون طولانيچه زمان انکوباس
قدار زان از مين ميا کهيطوربهابد ييش مياز آن افزا يفلورسانس ناش

 ٩٥/٦٠٧٧ ± ٧٤/٣٨زان يدر هفته اول به م ١٥/٢٢٢٥ ± ٢٣/٢٦
روه با گ يداريرسد که تفاوت معنيون ميپس از چهار هفته انکوباس

  دارد. ٣آزمايشي  و گروه ١کنترل 
  

  يريگچهار هفته اندازه يط موردمطالعه يهاگروه در (AGEs)شرفته يون پيکاسيگل يين مقدار محصولات نهايانگيم: )١( جدول

 هاگروه  فيرد
  )AGEs )AUفلورسانس 

  هفته چهارم  هفته سوم  هفته دوم  هفته اول

١ BSA ٦٣/٥٠١ ± ٧٣/١٨  ٠١/٤٥٦ ± ٩٠/٢٣  ٩٦/٣٩٧ ± ٣٤/١٦  ٧٥/٣٠٨ ± ٤٢/٢٧  

٢ BSA+Glc  a١٥/٢٢٢٥ ± ٢٣/٢٦  a٩٧/٣٨٥٨ ± ٠٧/٤٦  a٢٤/٥٠٧٥ ±٦٢/٣١  a٩٥/٦٠٧٧ ± ٧٤/٣٨  

٣ BSA+Glc+AA  
a,b٤٢/١٢٦٧ ± ١٥/٧٥ 

 
a,b٤٠/٢٥٤٣ ± ٢٨/٤٨  a,b٨٥/٤٢٠٦ ± ٣٧/٢٥  a,b٠١/٥٦٥٢ ± ٤٨/٣٨  

   .سي ويتامين يا اسيد آسکوربيک: AA، گلوکز: Glc، گاوي سرم آلبومين: BSA. است شده بيان SD±  ميانگين صورتبه جدول در هاداده

a  :۰۵/۰‹p آلبومين با گروه هر مقايسه در ،b  :۰۵/۰‹p گلوکز+آلبومين با گروه هر مقايسه در.  
  

 گليکاسيون محصولات توليد کاهش موجب AA از استفاده
 اين ٢گروه  با مقايسه در کهيطوربه، شد AGEs کاهش و پيشرفته

 ميزان به اول هفته در ٤٢/١٢٦٧±  ١٥/٧٥ مقدار از ٣گروه  در ميزان
 تفاوت که رسيد انکوباسيون هفته چهار از پس ٠١/٥٦٥٢±  ٤٨/٣٨

 دهندمي نشان محاسبات. دارد ٢ و ١کنترل  هايگروه با داريمعني
 موجب ٢کنترل  گروه به نسبت AA انکوباسيون مدت پايان در که

 AGEs مقادير. است شده AGEs تشکيل درصد ٧ مهار
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 زمان گذشت با را داريمعني تفاوت ١کنترل  گروه براي آمدهدستبه
  .نداد نشان
  : ليونن کربيد بر مقدار پروتئيک اسيآسکورب يرتأث يبررس

 و آزمايش يهاگروه در کربونيل پروتئين ميزان گيرياندازه
 رد. داد نشان را هاگروه بين تفاوت، متوالي هفته چهار طي کنترل

 هموردمطالع گروه سه در کربونيل پروتئين متغير مقادير ٢جدول 
 مشاهده که طورهمان. است شده داده نشان گيرياندازه بار چهار طي
 با گلوکز واکنش اثر در BSA+Glc حاوي کنترل نمونه در شودمي

 آن زا ناشي اکسيداتيو استرس و گليکاسيون فرآيند و آلبومين
 انکوباسيون زمان چه هر. شودمي تشکيل کربونيل يهاگروه

 کهيطوربه يابدمي افزايش محصولات اين توليد شودمي ترطولاني
 در پروتئين گرمميلي بر نانومول ٦٣/٢±  ١٧/٠ مقدار از ميزان اين

 پس پروتئين گرمميلي بر نانومول ٤١/٦±  ٢١/٠ ميزان به اول هفته
 گروه با داريمعني تفاوت که رسدمي انکوباسيون هفته چهار از

  .دارد ٣آزمايشي  گروه و ١کنترل 

  
  يريگچهار هفته اندازه يط موردمطالعه يهاگروهل در ين کربونين مقدار پروتئيانگيم: )٢جدول (

  هاگروه  فيرد
  )nmol/mg proteinل (ين کربونيپروتئ

  هفته چهارم  هفته سوم  هفته دوم  هفته اول

١ BSA ٠٤/١ ± ٠٩/٠  ٨٩/٠ ± ٢٣/٠  ٧٨/٠ ± ١٦/٠  ٦٠/٠ ± ٢٢/٠  

٢ BSA+Glc a٦٣/٢ ± ١٧/٠  a٠١/٤ ± ١٥/٠  a٢٣/٥ ±١٢/٠  a٤١/٦ ± ٢١/٠  

٣ BSA+Glc+AA  
a,b٩١/١ ± ٠٩/٠ 

  
a٤٣/٣ ± ٢٥/٠  a,b١٤/٤ ± ١٦/٠  a,b٦٤/٥ ± ٢٨/٠  

 a.سي ويتامين يا اسيد آسکوربيک: AA، گلوکز: Glc، گاوي سرم آلبومين: BSA. است شده بيان SD±  ميانگين صورتبه جدول در هاداده

a  :۰۵/۰‹p آلبومين با گروه هر مقايسه در ،b  :۰۵/۰‹p گلوکز+آلبومين با گروه هر مقايسه در.  
  

، شد کربونيل پروتئين محتواي کاهش موجب AA از استفاده
±  ٠٩/٠ مقدار از ٢گروه  به نسبت ٣گروه  در ميزان اين کهيطوربه

±  ٢٨/٠ ميزان به اول هفته در پروتئين گرمميلي بر نانومول ٩١/١
 انکوباسيون هفته چهار از پس پروتئين گرمميلي بر نانومول ٦٤/٥

کنترل  هايگروه با داريمعني تفاوت ٤ و ٣، ١ هايهفته در که رسيد
 محاسبات. نيست دارمعني ٢ هفته در تفاوت اين اما، دارد ٢ و ١

 گروه به نسبت AA انکوباسيون مدت پايان در که دهندمي نشان
. است شده کربونيل پروتئين تشکيل درصد ١٢ مهار موجب ٢کنترل 

 افزايش اندکي زمان گذشت با ١کنترل  گروه کربونيل پروتئين مقدار
 .نبود دارمعني، تغيير ميزان اين که داشت
  : وليد بر مقدار گروه تيک اسيآسکورب يرتأث يبررس

 يط کنترل و آزمايش يهاگروه در تيول گروه ميزان گيرياندازه
 ٣جدول  در. داد نشان را هاگروه بين تفاوت، متوالي هفته چهار

 بار چهار طي موردمطالعه گروه سه در تيول گروه متغير مقادير
 در BSA+Glc حاوي کنترل نمونه در. است شده آورده گيرياندازه

 استرس و گليکاسيون فرآيند و آلبومين با گلوکز واکنش اثر

 افزايش با. يابندمي کاهش تيول يهاگروه آن از ناشي اکسيداتيو
 بيشتر پروتئين تيول هايگروه در جادشدهيا کاهش انکوباسيون زمان
 بر نانومول ٤٥/٠±  ٠٧/٠ مقدار از ميزان اين کهيطوربه شودمي

 بر نانومول ٢٠/٠±  ٠٣/٠ ميزان به اول هفته در پروتئين گرمميلي
 فاوتت که رسدمي انکوباسيون هفته چهار از پس پروتئين گرمميلي
  .دارد ٣آزمايشي  گروه و ١کنترل  گروه با داريمعني

AA کاهش و تيول هايگروه اکسيداسيون از حفاظت موجب 
روه گ در ميزان اين کهيطوربه، شد پروتئين تيول محتواي ترآهسته

 گرمميلي بر نانومول ٥٢/٠±  ٠٢/٠ مقدار از ٢گروه  به نسبت ٣
 گرمميلي بر نانومول ٢٨/٠±  ٠٧/٠ ميزان به اول هفته در پروتئين
 ههفت در هرچند که رسيد انکوباسيون هفته چهار از پس پروتئين

 تفاوت هازمان ساير در ميزان اين اما دار نبوديمعن تفاوت چهارم
 گروه تيول گروه مقدار. داشت ٢ و ١کنترل  هايگروه با داريمعني

 ،تغيير ميزان اين که داشت کاهش اندکي زمان گذشت با ١کنترل 
  .نبود دارمعني
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  يريگچهار هفته اندازه يط موردمطالعه يهاگروهول در ين مقدار گروه تيانگيم: )٣جدول (

  هاگروه  فيرد
  )nmol/mg proteinول (يگروه ت

  هفته چهارم  هفته سوم  هفته دوم  هفته اول

١ BSA ٤٦/٠ ± ٠١/٠  ٤٩/٠ ± ٠٧/٠  ٥١/٠ ± ٠٧/٠  ٥٩/٠ ± ٠٢/٠  

٢  BSA+Glc a٤٥/٠ ± ٠٧/٠  a٣٣/٠ ± ٠١/٠  a٢٦/٠ ±٠٢/٠  a٢٠/٠ ± ٠٣/٠  

٣ BSA+Glc+AA  
a,b٥٢/٠ ± ٠٢/٠ 

 
a,b٤١/٠ ± ٠٧/٠  a,b٣٦/٠ ± ٠١/٠  a٢٨/٠ ± ٠٧/٠  

: a.يس نيتاميا ويد يک اسيآسکورب: AA، گلوکز: Glc، ين سرم گاويآلبوم: BSAان شده است. يب SD ±ن يانگيم صورتبهها در جدول داده
٠٥/٠‹p نيسه هر گروه با آلبوميدر مقا ،b :٠٥/٠‹p ن+گلوکز.يسه هر گروه با آلبوميدر مقا  

  
وفلاوين تيد بر مقدار فلورسانس يک اسيآسکورب يرتأث يبررس

T (ThT) :  
 لتشکي، هاپروتئين ساختاري تغييرات موجب گليکاسيون

 بررسي جهت. شودمي پروتئيني تجمعات و آميلوئيدي هايفيبريل
 از پروتئين در جادشدهيا تغييرات و آميلوئيدي هايفيبريل ميزان
 هر. شودمي استفاده Tتيوفلاوين  مانند آميلوئيدها ويژه هايرنگ
 لورسانسف و رنگ اين اتصال باشد بيشتر هافيبريل اين تشکيل چه

 در ThT متغير مقادير ٤جدول  در. شد خواهد بيشتر آن از ناشي

. است شده داده نشان گيرياندازه بار چهار طي موردمطالعه گروه سه
 واکنش اثر در ٢کنترل  نمونه در شودمي مشاهده که طورهمان

 لورسانسف داراي که شدهليتشک آميلوئيدي هايفيبريل گليکاسيون
، روتئينپ فيبريلاسيون انکوباسيون زمان شدن ترطولاني با. باشدمي

 يابدمي افزايش آن از ناشي فلورسانس و Tتيوفلاوين  اتصال
 به اول هفته در ٤٤/٤٧١±  ٦٨/١٦ مقدار از ميزان اين کهيطوربه

 رسدمي انکوباسيون هفته چهار از پس ٤٣/١٩٧٢±  ٩٢/٥٩ ميزان
  .دارد ٣آزمايشي  گروه و ١کنترل  گروه با داريمعني تفاوت که

  
  يريگچهار هفته اندازه يط موردمطالعه يهاگروهدر  T (ThT)تيوفلاوين ن مقدار فلورسانس يانگيم: )٤جدول (

  هاگروه  رديف
  )ThT )AUفلورسانس 

  هفته چهارم  هفته سوم  هفته دوم  هفته اول

١ BSA ٩٥/٢١٠ ± ٠١/١٠  ٧٦/١٨٣ ± ٦٢/١٣  ٠٦/١٠٩ ± ٩٤/٣  ٧٦/٩٦ ± ٩٤/٧  

٢ BSA+Glc a٤٤/٤٧١ ± ٦٨/١٦  a٨٩/١١٩٢ ± ٥١/٣١  a٧٢/١٧٠٨ ±١٨/٤٣  a٤٣/١٩٧٢ ± ٩٢/٥٩  

٣ BSA+Glc+AA  
a,b٣١/٣٧٩ ± ٦٧/٢٥ 

 
a,b٦٢/١٠٣٨ ± ٠٤/١٨  a,b٥٨/١٥٤١ ± ٨٤/٢٣  a,b١٨/١٦١٢ ± ٤٨/٣١  

: a.ين سيتاميا ويد يک اسيآسکورب: AA، گلوکز: Glc، ين سرم گاويآلبوم: BSAان شده است. يب SD ±ن يانگيم صورتبهها در جدول داده
٠٥/٠‹p نيسه هر گروه با آلبوميدر مقا ،b :٠٥/٠‹p ن+گلوکز.يسه هر گروه با آلبوميدر مقا  

  
ون يلاسيبريکاهش ف، ونيکاسيموجب کاهش گل AAاستفاده از 

 ٢گروه سه با يدر مقا کهيطوربه، شد ThTن و فلورسانس يپروتئ
در هفته اول به  ٣١/٣٧٩ ± ٦٧/٢٥از مقدار  ٣گروه زان در ين ميا
د که يرسون يپس از چهار هفته انکوباس ١٨/١٦١٢ ± ٤٨/٣١زان يم

دارد. محاسبات نشان  ٢و  ١کنترل  يهابا گروه يداريتفاوت معن
نسبت به گروه  AAون يان مدت انکوباسيدهند که در پايم

شده است.  ThTفلورسانس  درصد ٣/١٨موجب مهار  ٢ کنترل
تفاوت  ١کنترل گروه  يبرا آمدهدستبه ThTفلورسانس ر يمقاد
  را با گذشت زمان نشان نداد. يداريمعن

  
  گيرينتيجهبحث و 
ن يون پروتئيکاسيبر واکنش گل AA يرتأثن مطالعه يدر ا

اد که ج نشان ديقرار گرفت. نتا موردبررسين در حضور گلوکز يآلبوم
AA ر مقدا يداريمعن طوربهون شده و يکاسيموجب مهار واکنش گل

AGEs ب با کاهش ين ترکين ايکند. همچنيفلورسانس را کم م
ول يت يهاگروهون و کاهش يداسيل و مهار اکسيکربون يهاگروه

العه شود. مطين مين آلبوميپروتئ ونيداسيدار اکسيسبب مهار معن
ز نشان داد که ين ThTن در حضور رنگ ين آلبوميپروتئ يساختار
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AA ن را يشکل آلبوم يديلوئيل تجمعات آميل مهار تشکيپتانس
ه ن داشتيون آلبوميبر کانفورماس يتواند اثرات محافظتيدارد و م

  باشد.
 نهايي محصولات تشکيل و هابيومولکول با قند واکنش
 ابتدي مزمن عوارض ايجاد عوامل ينترمهم از پيشرفته گليکاسيون

 با تواننديم گليکاسيونيآنتي ويژگي با ترکيباتي. شودمي محسوب
. دباشن مؤثر ديابت عوارض کاهش و گيريپيش در فوق واکنش مهار
 يهاگروه کردن بلوکه مانند مختلف هايروش به ترکيبات اين

 ايهراديکال حذف و انداختن دام به، اکنندهياح قندهاي در کربونيل
 پيوندهاي حاوي ساختارهاي شکستن و) ROS( اکسيژن فعال

 پيشرفته گليکاسيون نهايي محصولات در) Cross-link( عرضي
  ).٢٧( کنندمي اعمال را خود مفيد اثرات

 هايراديکال انداختن دام به هامکانيسم اين ينترمهم از يکي
 کيلتش مهار و جلوگيري در که است گليکاسيون واکنش طي در آزاد

 از). ٢٨( دارد بسزايي اهميت پيشرفته گليکاسيون نهايي محصولات
 واکنش اوليه مراحل در دشدهيتول آمادوري محصولات تجزيه

به  هاراديکال اين که دشدهيتول مختلفي هايراديکال، گليکاسيون
 و گليکاسيون واکنش پيشرفت موجب بالا پذيريواکنش ليدل

 هپيشرفت گليکاسيون نهايي محصولات مختلف انواع تشکيل
 خاصيت که ترکيباتي). ٢٩( شوندمي غيرفلورسانس و فلورسانس

 و سرعت توانندمي آزاد هايراديکال حذف با دارند اکسيدانيآنتي
 محصولات تشکيل جلوي و داده کاهش را گليکاسيون يهاکنش
  .بگيرند را گليکاسيون نهايي

 ستا اکسيدانيآنتي خاصيت با ترکيبات ازجمله سي ويتامين
 و يعدچندب هاپروتئين گليکاسيون واکنش بر آن اثر مکانيسم که

 نعتمما در ويتامين اين بودن مؤثر براي دلايل برخي. است پيچيده
 خاصيت بر علاوه که است مطرح گليکاسيون واکنش از

 در لکربوني گروه حضور دلايل ينترمهم از يکي، آن اکسيدانيآنتي
 گروه داشتن ليبه دل سي ويتامين. است ويتامين اين ساختار

 گلوکز اب و داشته هاپروتئين آمين يهاگروه به زيادي تمايل کربونيل
 و گلوکز اتصال از مانع و کرده رقابت آمين يهاگروه به اتصال براي

 کتوگلونيکدي شکل همچنين). ١٤( شودمي پروتئين گليکاسيون
 دهدمي تشکيل کتامين و داده واکنش هاپروتئين با آن اسيد

)٣٠،٣١.(  
 توانديم پلاسما در آلبومين که دهنديم نشان مختلف تحقيقات

. ندک تغيير و گرفته قرار پلاسما در موجود فاکتورهاي يرتأث تحت
 که بوده سي ويتامين پلاسما در موجود هايبيومولکول ازجمله

 که داد نشان مطالعه اين نتايج. گردد متصل آلبومين به تواندمي
 از ناشي فلورسانس کاهش موجب داريمعني طوربه سي ويتامين

 هاذيريزمغ زمينه در. شودمي آلبومين گليکاسيون نهايي محصولات

 ورتص زيادي تحقيقات آلبومين گليکاسيون فرآيند در هاآن نقش و
  .دارد وجود زمينه اين در کمي گزارشات تنها و نگرفته

Vinson & Howard خاصيت به ايمطالعه در 
 لبومينآ گليکاسيون از ممانعت و سي ويتامين گليکاسيونيآنتي

 پروتئين مورد در برعکس اما). ٣٢( کردند اشاره ويتامين اين توسط
 يکاسيونگل افزايش باعث سي ويتامين که شد ديده لنز کريستالين

 عنوانبه کننده گليکه عامل يک مانند و شده پروتئين اين
 هايين محصولات انواع از يکي که پنتوزيدين توليد براي سازيپيش

 مورد اين برخلاف). ٣٤-٣٣( کندمي عمل است پيشرفته گليکاسيون
krone & Ely گليکوزيله هموگلوبين ميزان HbA1c افرادي در را 

 موردبررسي کردندمي مصرف سي ويتامين گرم ٢ از بيش روزانه که
 در افزايش ميکروگرم ٣٠ هر ازا به که کردند گزارش و دادند قرار

 در گرم ١/٠ حدوداً HbA1c ميزان پلاسما سي ويتامين غلظت
 کاهش ديگر ايمطالعه در همچنين). ٣٥( يابدمي کاهش ليتردسي

 هايوشم در متابوليک سندرم علائم بهبود و انسولين گليکاسيون
 افرادي در). ٣٦( گرديد گزارش سي ويتامين مکمل کنندهافتيدر
 قرار سي ويتامين گرمميلي ١٠٠٠ روزانه ياريمکمل  تحت که نيز

 انسولين و TAG ،LDL ،HbA1c، ناشتا خون قند کاهش، داشتند
 نشان ايمطالعه طي نيز همکارانش و Zafar). ٣٧( شد مشاهده سرم

 باعث يس ويتامين و گلوکز حضور در آلبومين انکوباسيون که دادند
 نهايي محصولات مقدار و شده پروتئين اين گليکاسيون کاهش

 است يافته کاهش درصد٢٦ تا کنترل نمونه به نسبت گليکاسيون
)٣٨.(  

 نتريضروري ازجمله آلبومين پلاسمايي هايپروتئين بين در
 تئينپرو اين. شودمي محسوب خون گردش اکسيدانيآنتي ترکيبات

، ئينسيست رزيدوهاي زياد مقادير و پلاسماست تيول منبع ينترمهم
 هايواکنش به نسبت را پروتئين اين آرژينين و ليزين

 ايآمينه اسيدهاي). ٣٩( است نموده حساس گليکواکسيداسيون
 هايلراديکا اکسيداتيو حمله مستعد خاص طوربه سيستئين مانند
 يباتترک با آمينواسيدها جانبي هايزنجيره ثانويه واکنش و بوده آزاد

 مشتقات ايجاد به منجر نيز گليکاسيون طي دشدهيتول فعال
). ٤١-٤٠( شودمي بالا کربونيل و پايين تيول محتويات با پروتئيني

 زجملها هاپروتئين کربونيل و تيول يهاگروه محتواي دليل همين به
 يط هاپروتئين اکسيداتيو آسيب تعيين جهت اصلي پارامترهاي

 هک داد نشان مطالعه اين نتايج. باشندمي گليکاسيون واکنش
 هگرو کاهش از مانع خود اکسيدانيآنتي خاصيت با سي ويتامين

  .دش گلوکز قند حضور در آلبومين کربونيل گروه افزايش و تيول
 واکسيداتي آسيب بر علاوه هاپروتئين گليکاسيون واکنش

 ايساختاره و پروتئيني تجمعات تشکيل در عوامل ينترمهم ازجمله
 و ساختار در تغييرات ايجاد بر علاوه که باشدمي آميلوئيدي-بتا
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). ٤٣-٤٢( نمايدمي مختل نيز را هاآن عملکرد، هاپروتئين پايداري
 هايتئينپرو در فيبريلاسيون و اگريگيشن القاء موجب گليکاسيون

 غييراتت القاء با گليکاسيون واکنش. شودمي آلبومين مانند گلبولار
 تارهايساخ به آلفا مارپيچ تبديل موجب آلبومين در کانفورماسيوني

 فاآل مارپيچ محتواي که دادند نشان مطالعات کهيطوربه شودمي بتا
 کاهش گلوکز حضور در درصد ١٠ به نرمال حالت در درصد٨٧ از

 شونده متصل هايرنگ از فرآيند اين بررسي براي). ٤٤( است يافته
 در). ٤٤( شودمي استفاده T تيوفلاوين مانند آميلوئيدها براي ويژه و

 از ناشي فلورسانس و T تيوفلاوين رنگ اتصال کاهش مطالعه اين
  .شد مشاهده سي ويتامين حضور در آن

 داتيواکسي آسيب بر سي ويتامين يرتأث زمينه در زيادي شواهد
 وئيديآميل-بتا ساختارهاي و پروتئيني تجمعات تشکيل و آلبومين

 نشان دادند انجام Tupe & Agte که ايمطالعه در تنها. ندارد وجود
 طوربه اسيد آسکوربيک و گلوکز با BSA انکوباسيون که شد داده

 شودمي آلبومين تيول يهاگروه از حفاظت موجب يدارمعني
 و ونيلکرب پروتئين محتواي ميزان بر ويتامين اين يرتأث که هرچند
  ).٤٥( نبود دارمعني آميلوئيدي هايفيبريل

 موجب مؤثر طوربه سي ويتامين كه رسدمي نظر به درمجموع
 لوکزگ توسط پيشرفته گليکاسيون نهايي محصولات تشکيل مهار

، ناکسيداسيو فرآيند از ممانعت و تيول يهاگروه از حفاظت با و شده
 اهشک را آميلوئيدي-بتا ساختارهاي و کربونيل يهاگروه تشکيل

 راهکاري عنوانبه سميت عدم و بودن ارزان ليبه دل لذا. دهدمي
  .گيرد قرار موردتوجه تواندمي ديابت مزمن عوارض با مقابله جهت

 صورت در تنها، نبود همراه خاصي محدوديت با فوق پروژه انجام
. گرفتمي قرار موردبررسي بيشتري پارامترهاي بيشتر مالي امكانات

 هتج گرددمي پيشنهاد حاضر تحقيقاتي كار ادامه در دليل همين به
، گليكاسيون از ممانعت در AA اثر مكانيسم ترقيدق بررسي

 و آمينفروكتوز، پنتوزيدين مانند گليكاسيون اختصاصي محصولات
N-ليزين متيل كربوكسي )CML (شوند گيرياندازه تفكيك به .

 نف كمك به آلبومين پروتئين سوم و دوم ساختار بررسي همچنين
 تواندمي)) Circular Dichroism (CD( دوراني نمايي دورنگ

 پروتئين اين ساختار بر AA يرتأث زمينه در ارزشمندي اطلاعات
  .كند فراهم
  

  يتشکر و قدردان
از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي كاشان و دانشگاه آزاد 
اسلامي واحد دامغان كه در انجام اين پروژه نهايت همكاري را 

  شود.داشتند تشكر و قدرداني مي
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Abstract 
Background & Aims: Advanced glycation end products (AGEs) formation is increased in diabetes 
mellitus, leading to microvascular and macrovascular complications. Recently, much attention has been 
focused on natural and synthetic inhibitors to delay the onset or progression of diabetes and its 
comorbidities. In this study, an in vitro glycation model containing albumin as a model protein together 
with glucose as glycating agent was used to study antiglycation activity of AA.  
Materials & Methods: Bovine serum albumin was incubated with 0.5 M of glucose with or without AA 
in 37°C for 4 weeks. The formation of fluorescent AGEs was determined to indicate protein glycation, 
whereas the level of protein carbonyl content and thiol group were examined for protein oxidation. 
Glycation is known to induce aggregation and fibrillation of proteins. To determine the inhibitory effect 
of AA on aggregation and fibrillation of albumin, amyloid specific dyes such as Thioflavin T was used. 
Results: The results found that AA significantly inhibited the formation of fluorescent AGEs (P < 0.05) 
and significantly prevented protein oxidation manifested by reducing protein carbonyl and the depletion 
of protein thiol groups (P < 0.05). Moreover, our results indicated the inhibitory potential of AA toward 
amyloid like aggregation of albumin and protective effect of AA on albumin native conformation. 
Conclusion: Thus, these findings indicated that AA has high potential for decreasing protein glycation 
and oxidation that may delay or prevent AGEs-related diabetic complications. 
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