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  تشكرات

  بداية أحمد االله وأشكره الذي أمدني بالقوة والعزيمة لإتمام هذا العمل

عبد الدكتور   يجدر بي في هذا المقام أن أتقدم بجزيل الشكر وعظيم الإمتنان إلى الأستاذ

الرحمان بغياني الذي فتح لي أبواب مخبره ولم يبخل علي بتوجيهاته ونصائحه القيمة طيلة 

 العملإشرافه على هذا 

الصديق خنوف و الأستاذ  الدكتور إلى أعضاء لجنة المناقشة الأستاذبالشكر كما أتقدم 

لبوا دعوتي من أجل إثراء  لخميسي عرعار و الدكتورة صليحة دحامنة الذينالدكتور 

   العمل ومناقشة هذا

لخميسي عرعار على تشجيعه و مساعدته وتوجيهاته  الدكتور تشكراتي الخالصة للأستاذ

  لقيمةا

على مساعدا ونصائحها أتقدم بالشكر الجزيل للأستاذة صباح بومرفق  أنكما لا يفوتني 

  الدائمة 

  .بالشكر الجزيل لكل من ساهم في إنجاز هذا العمل كما أتقدم
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 :خصــلملا

 حيث، بواسطة المذيبات العضوية Hertia cheirifolia إستخلاص الفلافونويدات من أوراقفي هذه الدراسة تم 

ومستخلص إثيل  )Ch.E( مستخلص الكلوروفورم و )Cr.E(المستخلص الخام  :تم الحصول على أربع مستخلصات

  ويتيح EtA.Eأن  المستخلصات الكمي لهذه تحليلالأظهر  .)Aq.E(المائي المستخلص و  )EtA.E(سيتات الأ

بعض وجود  HPLC بواسطة Ch.Eو EtA.Eتحليل  ظهرأكما الفلافونويدات،   و  نوليالف كمية من عديدات أكبر

 وقد  ،مل/مغ  17.97من حليب البقر بمردود  (XOR)للكزانثين المرجع تنقية الإنزيم المؤكسد تتم .الفلافونويدات

 2261المنقى بـ  الإنزيم النوعية قدرت نشاطيةكما ،  7.1 بـ (PFR) نسبة البروتين إلى الفلافين قدرت

 = IC50 بـ cyt-cو إرجاع  XO نشاطية كل من  على يتثبيطتأثير أكبر  EtA.Eأبدى  .مغ بروتين/دقيقة/نانومول

O2ذرلجأفضل تأثير إزاحي  EtA.Eأعطى  .على الترتيب مل/مغ 0.002±0.226 و مل/مغ 0.157±0.007
•¯  

على  Aq.Eو  Cr.E و Ch.E متبوع بـ، )مل/مغ PMS-NADH-NBT )IC50= 0.049±1.020بإستعمال النظام 

نشاطية مضادة  يملكان EtA.E و Aq.E أن اللينولييكحمض /β-carotene نتائج إختبارأظهرت  .الترتيب

 DPPH تأثير إزاحي لجذر أكبر  EtA.Eأبدى. الترتيب على 74.45%و 79.24% بنسبة  جد معتبرةللأكسدة 

)IC50 = 0.149 ±0.001 مل/غم(،   كل منيليه Cr.E و Ch.E نفس التأثير الإزاحي ب)IC50 = 0.193± 0.012 

 Cr.E ،Aq.Eايونات الحديد الثنائي أن  إستخلاببين إختبار  .)على الترتيب مل/غم 0.007±0.199 و مل/غم

على  غ مستخلص/   EDTAمغ مكافئ 10.32، 11.83، 15.03هي ملتقطات جيدة، حيث أعطت  EtA.E و

 ةالإرجاعيحيث كانت القدرة  ،FRAPلمختلف المستخلصات بتقنية  ةالإرجاعي القدرةتم تقدير كما  .الترتيب

نشاطية مضادة  Hertia cheirifolia أوراقأظهرت مستخلصات  .الأفضل هي Cr.Eو  EtA.Eلكل من 

 Hertia أوراقمستخلصات إلى هذا يمكن إستعمال  ، إضافةكفائدة صحية اإستعمالهتدعم فكرة  ةعاليكسدة للأ

cheirifolia إنزيم  يتدخل فيها التي يةالمرضعلاج بعض الحالات  فيXO.  

  

، ةكسدالأ ، مضاداتHertia cheirifolia، XOR ،النباتات الطبية الإجهاد التأكسدي، :المفاتيح الكلمات

    .عديدات الفينول
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Summary: 
In the present study, leaves of Hertia cheirifolia were extracted with solvent of varying 

polarity allowed their separation into four subfractions (crude extract; Cr.E, chloroform 

extract; Ch.E, ethyle acetate extract; EtA.E and aqueous extract; Aq.E). Quantitative analysis 

showed that EtA.E had the highest amount of polyphenols and flavonoids. HPLC analysis 

revealed the presence of some flavonoids in Ch.E and EtA.E. Xanthine oxidoreductase (XOR) 

was purified from bovine milk with yield of 17.97 mg/l, PFR of 7.1, and a specific activity of 

2261 nmole/min/mg. EtA.E showed the highest inhibitory effect on both XO activity and cyt-

c reduction with IC50= 0.157±0.007 mg/ml and 0.226±0.002 mg/ml, respectively. Moreover, 

EtA.E presented the highest superoxide anion scavenging activity (IC50=1.020±0.049 mg/ml) 

in NADH/NBT/PMS system, followed by Ch.E, Cr.E and Aq.E. β-carotene/ linoleic acid test 

results showed that Aq.E and EtA.E recorded a considerable inhibition of linoleic acid 

oxidation  by 79.24% and 74.45%, respectively. EtA.E showed the highest DPPH-scavenging 

effect (IC50= 0.149±0.001 mg/ml) followed by Ch.E and Cr.E, which have approximately 

similar effect with IC50=0.193 ±0.012 and 0.199 ±0.007 mg/ml, respectively. Ferrous iron 

chelating assay showed that Cr.E, Aq.E and EtA.E act as a good chelators gaving 15.03, 11.83 

and 10.32 mg EDTA equivalent /g of extract, respectively. Reducing power was evaluated 

using FRAP assay, where EtA.E and Cr.E showed the potent power. Hertia cheirifolia leaves 

extracts have strong free radicals scavenging and antioxidant activities, and may prove to be 

of potential health benefit. In addition, the ability of Hertia cheirifolia leaves extracts to 

inhibit XO can be of great use in some diseases where XO is incriminated. 

Key words: oxidative stress, medicinal plants, Hertia cheirifolia, XOR, antioxidant, 

polyphenols. 
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Résumé:  

Dans cette étude, Les flavonoides  des feuilles d’ Hertia cheirifolia ont été extraits  en 

utilisant différent solvents pour obtenir l’extrait brut (Cr.E),  extrait chloroformique (Ch.E), 

extrait d’acétate d’éthyle (EtA.E) et l’extrait aqueux (Aq.E). L’analyse quantitative a montré 

qu’EtA.E a eu la quantité la plus élevée en polyphénols et en flavonoids. L’analyse par HPLC 

a révélé la présence de certains flavonoids dans Ch.E et EtA.E. Xanthine oxydoréductase 

(XOR) a été   purifie du lait bovin avec un rendement de 17.97 mg/l, PFR de 7.1, et  une 

activité specifique de 2261 nmole/min/mg. EtA.E a montré l’effet  inhibiteur le plus puissant 

sur et l’activité de la XO et la réduction du cyt-c  avec IC50=0.157±0.007 mg/ml et 

0.226±0.002 mg/ml, respectivement. EtA.E présenté l’effet scavenger le plus élevé du 

superoxyde , généré du système NADH/NBT/PMS, (IC50=1.020±0.049 mg/ml) suivi par 

Ch.E, Cr.E et Aq.E, respectivement). Les résultats du  test du blanchissement de la β-carotène 

a révélé que Aq.E et EtA.E a inhibé considérablement l’oxydation  de l’acide linoleique 

(79.24% et 74.45%, respectivement) . EtA.E a exercé l’effet scavenger du DPPH le plus élevé 

(IC50= 0.149±0.001 mg/ml) suivi par ceux du Ch.E et Cr.E qui ont un effet similaire  

(IC50=0.193 ±0.012 et 0.199 ±0.007 mg/ml, respectivement). En plus,  Cr.E, Aq.E et EtA.E 

présentent une activité chélatrice puissante avec 15.03, 11.83 et 10.32 mg équivalent 

d’EDTA/g d’extrait, respectivement. Le pouvoir réducteur a été évalué en utilisant la 

technique  du FRAP, ou’ EtA.E et  Cr.E ont montré le pouvoir le plus puissant. Les extraits 

des feuilles d’Hertia cheirifolia montrent une activité antioxydante très puissante, et peuvent 

avoir des bienfaits potentiels pour la santé. En outre, le pouvoir des extraits des feuilles 

d’Hertia cheirifolia d'inhiber la XO peut avoir une utilisation importante dans quelques 

maladies où XO est incriminé.  

 

Mots-clés: stress oxydant, plantes médicinales, Hertia cheirifolia, XOR, antioxydants, 

polyphénols.  
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 قائمة المختصرات

Aq.E Aqueous extract 

BHT  Butylated hydroxytoluene 

CAT  Catalase 

Ch.E Chloroform extract 

Cr.E Crude extract 

DPPH 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl  

EtA.E Ethyl acetate extract 

GPx Glutathion peroxidase 

GR Glutathion reductase 

GSH Gluthathion 

GSSG Oxidized glutathione 

Hex.E Hexane extract 

IL  Interleukin 

INF  Interferon 

LA  Lipoic acid 

LOX  Lipooxygenase 

LTB4  Leukotriene B4 

NBT Nitroblue tetrazolium 

NO• Nitric oxide 

NOS Nitric oxide synthase 

O2
•- Superoxide anion 

OH• Hydroxyl radical 

ONOO- Peroxynitrite 

PAF Platelet activating factor 

PFR Protein/Flavin ratio 

PGE2 Prostaglandin E2 

PLA2 Phospholipase A2 

PMS Phenazine methosulfate 

RNS Reactive nitrogen species 

ROS  Reactive oxygen species 

SOD  Superoxide dismutase 

XDH  Xanthine dehydrogenase 

XO  Xanthine oxidase  

XOR Xanthine oxidoreductase  
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  قائمة الأشكال

  .الأكسيجينية النشطةأهم المصادر الداخلية للأنواع  :1 الشكل

  .آلية أكسدة اللبيدات :2 الشكل

  .و الإنتقال الإلكتروني بين مراكزها  XORالبنية الجزيئية لتحت وحدة إنزيم  :3 الشكل

  .XOR إنزيمهدم البيورينات بواسطة  :4 الشكل

  .الاحتقان في الإقفار وإعادة XORآلية تدخل  :5 الشكل

      .allopurinolبواسطة  XORآلية تثبيط  :6 الشكل

O2لتخلص من جذر آلية ا :7 الشكل
•-

 .بواسطة الإنزيمات المضادة للأكسدة  

  .و الجلتاثيون Vit. Cو  Vit. Eآلية التخلص من الجذور اللبيدية بواسطة  :8 الشكل

  .للأكسدةإزاحة الأنواع الأكسيجينية والنتروجينية النشطة بواسطة الأنظمة المضادة  :9 الشكل

  .و أهم المواقع المتدخلة في تأثيراا الحيوية الشكل العام الفلافونويدات :10 الشكل

  .ROS مع تالفلافونويداتفاعل  :11 الشكل

  .إرتباط الفلافونويدات مع المعادن :12 الشكل

  .Hertia cheirifoliaالشكل العام و أجزاء من نبتة  :13 الشكل

  .H. cheirifolia الفلافونويدات من أوراقمخطط إستخلاص  :14 الشكل

  .الغاليكمنحنى عيارية حمض  :15 الشكل

  .rutinو  quercetinمنحى عيارية   :16 الشكل

  .د 30و 4 عند الدقيقتين FeSO47H2O منحنى العيارية لـــ :17 الشكل

   .HPLCبواسطة  H.cheirifoliaختلف مستخلصات التحليلات الكروماتوغرافية لم  :18 الشكل

  .XOعلى نشاطية  H. cheirifoliaالتأثير التثبيطي لمستخلصات أوراق   :19 الشكل

  .XOمن نشاطية انزيم  %50المثبطة لـ  H. cheirifoliaتركيز مستخلصات   :20 الشكل

O2على الجذر  H. cheirifoliaلمستخلصات  زاحيالتأثير الإ  :21 الشكل
  . cyt-cبإستعمال  XOالناتج عن  -.

جذر من  %50و المزيحة لـ  XOمن نشاطية انزيم  %50المثبطة لـ  H. cheirifoliaتركيز مستخلصات   :22 الشكل

O2
  .الناتج عنه -.

O2 على H. cheirifoliaلمستخلصات  التأثير الإزاحي  :23 الشكل
   .PMS-NADH-NBT النظام إستعمالب -•

O2 المستخلصات في التأثير الإزاحي على جذر IC50 قيم مختلف  :24 الشكل
  .PMS-NADH-NBT في النظام  -•
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 في إختبار ساعة 48 خلال )والميثانول والماء (BHT الشواهد والنشاطية المضادة للأكسدة لمستخلصات   :25 الشكل

β-carotene/حمض اللينولييك.    

في  ساعة 24بعد مرور  )الماء الميثانول و و (BHT لمستخلصات والشواهدلالنشاطية المضادة للأكسدة   :26 الشكل

    .حمض اللينولييك /β-carotene إختبار

  .DPPH على جذر H. cheirifoliaلمستخلصات  التأثير الإزاحي  :27 الشكل

  .DPPH من جذر %50 المزيحة لـ H.cheirifolia تركيز مستخلصات  :28 الشكل

  .Fe+2-Ferrozine تشكل مركبعلى  EDTA تأثير المستخلصات و  :29 الشكل

  إستخلاب المعادنعلى  H. cheirifoliaقدرة مستخلصات   :30 الشكل

.   )مل/غم 0.043( حمض الغاليك و  )مل/مغH. cheirifolia )0.147 لمستخلصات FRAP حركيات تفاعل  :31 الشكل

   . حمض الغاليكو  H. cheirifolia لمستخلصات  30 و 4 عند الدقيقتين TAP مقارنة بين قيم  :32 الشكل
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 قائمة الجداول

  .بعض الأمراض المتعلقة بالإجهاد التأكسدي و الجذور الحرة .1الجدول 

  .ومحتواها من عديدات الفينول و الفلافونويدات H. cheirifoliaمردود مستخلصات أوراق  .2الجدول 

 .HPLCتحليل بـ الفي   و الأحماض الفينولية النقيةالفلافونويدات زمن إحتجاز مختلف  .3الجدول 

   .من حليب البقر XOR نتائج عملية تنقية إنزيمتركيز   .4الجدول 

O2جذر لـ منزيحة الم H. cheirifolia تركيز مستخلصات  .5الجدول 
.-.  

  .FRAP تقنيةبإستعمال  30 و الدقيقة 4 عند الدقيقة H. cheirifolia لمستخلصات TAP و EC1 قيم  .6الجدول 
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  مقدمة

و لاتزال العديد من الثقافات التقليدية تثمن   ،إعتبرت النباتات الطبية مصدرا أساسيا لصحة الإنسانلطالما 

يتقدم علم التداوي بالأعشاب بمفهوهمه . الوصفات الطبية النباتية و أهميتها الوقائية و العلاجية و منافعها الأخرى

لاني في مجال البحث البيوصيدالحديث تقدما كبيرا في مختلف أرجاء العالم و يزداد الإهتمام بدراسة النباتات الطبية 

و كلفتها المنخفضة و سهولة الحصول عليها و العلاقة التراثية ا والإعتقاد الشعبي  نظرا لخصائصها العلاجية

  .السائد بأن الأدوية النباتية أكثر أمانا و نجاعة من العقاقير المصنعة

النباتات، فمن المعلوم أن  تحتوي النباتات على عدد كبير من المركبات الفعالة التي تعكس الإمكانات العلاجية لهذه

لبعض العقاقير النباتية قدرة علاجية أكبر من تلك التي تملكها الأدوية المصنعة في معالجة بعض الأمراض، كما يخلو 

و من العوامل  ،إستعمال هذه العقاقير من الآثار الجانبية الضارة التي تصاحب إستعمال الأدوية المصنعة أحيانا

تنامي إستخدام النباتات الطبية و المنتجات الطبيعية الأخرى ظهور أمراض جديدة مصحوبة الأخرى التي أدت إلى 

   .بتعقيدات شديدة لم يتم إيجاد علاج مناسب لها حتى الآن

خلال  ترتبط وظائف الجسم بتفاعلات الأكسدة والإرجاع التي تؤدي إلى إنتاج الأنواع الأكسجينية النشطة

هذه الجزيئات والتخلص منها يضمن الحفاظ على فالتوازن بين انتاج ، التعرض لإصابة أو عند الميتابوليزم العادي

يمكن حماية الجسم من أضرار هذه الجزيئات عن طريق مضادات ، حيث الوظائف الفيزيولوجية الطبيعية للجسم

من تؤثر مضادات الأكسدة  .أو أشكال صيدلانية مختلفة الأكسدة والتي تستعمل بكثرة كإضافات في الأغذية

المعادن  (chelating)إستخلاب و الناتجة أو إزاحة الجذور الحرة/وخلال تثبيط الانزيمات المتدخلة في الأكسدة 

تمثل عديدات الفينول  .الناتجةوتحفيز الأنظمة الانزيمية المضادة للأكسدة مؤدية بذلك إلى التخفيض من الأضرار 

، إذ تملك انتشارا وتنوعا في المملكة النباتية وتملك نشاطية بيولوجية وصيدلانية واسعةالمستقلبات الثانوية الأكثر 

  . الإجهاد التأكسديأو علاج الأمراض المتعلقة ب/و هذه المركبات القدرة على الحد
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دف هذه يعتبر الإستعمال الشعبي للنباتات الطبية منطلق أي بحث في مجال المركبات الطبيعة و تأثيراا الحيوية، 

، Hertia cheirifoliaأوراق لمستخلصات  والنشاطية المضادة للأكسدة نولييتقدير المحتوى الفالدراسة إلى 

  .لعلاج بعض الأمراض في الطب الشعبي في الجزائر المستعملة
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  التأكسدي الإجهاد .1

اختلال في التوازن بين مضادات  لى أنهع في النظام البيولوجي )oxidative stress( الإجهاد التأكسديعرف يٌ 

ضادات في مأو نقص /ولمولدات الأكسدة  الإنتاج المفرط إلى  راجعالاختلال  هذا ،مولدات الأكسدةو  الأكسدة

 خلوية ونسيجية غالبا غير عكسية أضرارسبب الجزيئات المؤكسدة تٌ . )(Kirschvink et al., 2008الأكسدة 

(Tunez et al., 2011).  

  المؤكسدات .1.1

، وجود حر في المدار الخارجيأكثر  أو لكترونإ تملك) جزيئات ذرات أو (كيميائية   أنواع بـأا ذور الحرةالجتعرف 

 نتجتُ . (Jomova et al., 2010) هذه الأنواع غير مستقرة و أكثر نشاطية مع نصف عمر قصير يجعلإلكترون حر 

 اسطةبو  اهذا الإنتاج مراقب ويكون، ةضييالأخلال العمليات بتراكيز ضعيفة  نواع النشطةالأ المؤكسدات و الخلايا

 في راقبتهاعل من الصعب ميجهذه الأنواع  عدم استقرارية، (Valko et al., 2007) جهاز دفاعي مضاد للأكسدة

كثير من التفاعلات البيولوجية تقوم بأكسدة مواد  .(Halliwell and Whiteman, 2004) الأوساط البيولوجية

الذي يدخل في تشكيل الأنواع  ات،المستقبل النهائي للإلكترونهو  الجزيئي لأكسجينيكون فيها االتفاعل 

 التي يمكن أن تكون جذرية أو غير جذرية Reactive oxygene species (ROS)الأكسيجينية النشطة 

(Medow et al., 2011).  

  النشطة ةالأكسيجيني الأنواعهم أ .1.1.1

O2)فوق الأكسيد  جذر �
●- )  Superoxide anion   

O2 جذر يعتبر
ينتج  ، حيثأكسيجينية أخرىطليع العملية التأكسدية داخل الخلية، إذ يمكنه التحول إلى أنواع  -•

مجموعة تقوم  .)(Viel et al., 2008 لإلكترونالإرجاع  الأحادي لجزيئة الأكسجين عند استقبالها  عنالجذر  هذا
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O2 جا نتبإ الإرجاعية الإنزيمية الخلوية من الأنظمة
من الأكسجين الموجود داخل الميتوكوندري يتحول  %4، حيث -•

O2 إلى
                       .(Dranka et al., 2010) من هذا الناتج يطرح خارج الخلية %20و  -•

 Singlet oxygen  (1O2) الأكسجين الأحادي  �

بغياب إلكترون حر في المدار ، يتميز الأكسيجينية غير الجذرية من الأنواع (1O2) الأكسجين الأحادي يعتبر

كما يمكن أن   .(Montanaro et al., 2009) طريق التحفيز الضوئيينتج عن  بمميزات تأكسدية عالية و  الخارجي

خلال عملية أكسدة  أو )macrophages( الكبيرة بواسطة تنشيط الخلايا البالعة تأكسدي محفز إجهاد عن نتجي

 مواقع إنتاجه وذلك حسب DNAو البروتينات و أضرارا خلوية بتفاعله مع الدهون 1O2 الدهون، يلحق

Arablinskaia et al., 2006)(. 

� (H2O2)      Hydrogen peroxide  

O2 أيون (dismutation) دسمتة عملية عن H2O2ينتج النوع  
 Super oxidedismutase (SOD)بواسطة إنزيم  -•

   .)Vinatier et al., 2010( حسب التفاعل التالي

SOD  
2 O2

•- +  2 H+ H2O2 + O2 

يجعله قابل للمرور عبر الأغشية   من الأنواع الأكسيجينية الأكثر سمية، لأن غياب شحنة عليه H2O2يعتبر  

 Fenton وفقا لتفاعل المعادن أيونات في وجود بعض •OHجذر يتحول إلى  أن H2O2لـ  يمكن ، كماالبيولوجية

O2  مع هبتفاعل
•-

 حسب المعادلة  
(Sato et al., 2011).   

H2O2 + O2
•-   HO- + HO• + O2 

OH)  الجذر � •) Hydroxyl radical  

صغير جدا يقدر  نصف عمريملك حيث  ،ROS مجاميع استقرارا من بين والأقل نشاطاالأكثر  •OHجذر  يعتبر

خاصة  مع العديد من الجزيئات التي تكون قريبة منه بسهولة •OH يتفاعل .(Aust et al.,2010) النانو ثانيةبـ

Fe+2/Cu+2 
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و زيادة  ؤدي إلى مضاعفة الأضرار، مما يإزالة أو إضافة الهيدروجين لروابط غير مشبعة حيث يعمل على الدهون

   .ROS (Cheng et al., 2002) االسمية الخلوية التي تحدثه بشكل كبير في

Nitric oxide (NO جذرال � •) 

في وجود  Nitric oxide synthase (NOS) نزيمإ واسطةب  L-arginine كسدةأعن طريق  •NOينتج جذر

في نقل الإشارة  ادور  لعبيحيث  ،الأعصاب و الخلايا الطلائيةمثل العديد من الأنواع الخلوية  في الأكسجين

O2د مع أن يتح •NOلـ  يمكن .(Jones et al., 2010)لعضيات الدقيقة االدفاع ضد  وفي ، الخلوية
 عطاءلإ -•

يساهم في  ، والذي بإمكانه أنوعالي النشاطيةمؤكسد قوي جدا  يعتبر الذي peroxynitrite  (-ONOO)جذر

  .)Gebicka and Didik, 2010( ةالمزمن اتالالتهاب حالة الأنسجة في هدم

� ( HOCl  )  Chlorid hydroxyl  

 بأكسدة أيونات الخلايا المتعادلة MPO (Myeloperoxidase( إنزيم تقوم
-

Cl في وجود H2O2  لإنتاج جذر عالي

يمكن أن يتفاعل هذا الأخبر  ،HOCl يدعى جذر و الأحياء الدقيقة قتل البكتيرياعلى له قدرة عالية  و النشاطية

O2مع 
  .OH•  (Malle et al., 2007) عطاء جذرلإ  -•

H2O2+ Cl- + H+   HOCl +H2O   

 الأنواع الأكسجينية النشطة مصادر ..1.12

   .مختلفةمن خلال آليات  بشكل مستمر الجذور الحرة نتجتٌ 

  المصادر الداخلية   - أ  

نواتج العملية  كجزء من وأ ضد الجزيئات الغريبةداخل العضوية كآلية للحماية  الأنواع الأكسجينية النشطةتنتج 

  .(Valko et al., 2007) داخل الجسم العديد من الآليات الموجودة عبر الأيضية 
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 تكوندريةيالأغشية الم �

عبر  ROS من %90إذ تنتج حوالي  ،الرئيسي للأنواع الأكسيجينية  النشطة في الفيزيولوجياالميتكوندريا المصدر ثل تم

 NADH-ubiquinone ينيعتبر كل من المركب .(Balaban et al., 2005) و السلسلة التنفسية تابوليزم الخلوييالم

oxidoreductase  وubiquinone-cyt c reductase  التي تنتج كوندرييالمتمن إنزيمات O2
 H2O2 و -•

(Gutierrez et al., 2006) )كوندري بإنتاجيتقوم المت ،كما)1 الشكل H2O2  جذر و OH•  تحول خلالمن O2
•- 

من الأكسجين الموجود داخل الميتوكوندري  %4 حوالي يتحول .Fenton (Neppolian et al., 2004) تفاعلو 

O2 إلى
O2ـ مصدر ل أهم ubisemiquinone تعتبر الأكسدة الذاتية لمادة و ،-•

•-
في  سلسلة نقل الالكترونات في 

   :(Dranka et al., 2010) التالي حسب التفاعل ubiquinone طريق إرجاع عن وذلك كوندرييالمت

Ubiquinone + e-                  Ubisemiquinone + O2                  Ubiquinone + O2
•-            

 NADPH oxidase إنزيم �

أساسيا  دورا بع، حيث يلالبلازميعلى مستوى الغشاء في العديد من الخلايا  NADPH oxidaseإنزيم يتواجد 

O2جذر كميات عالية منو ذلك بإنتاج   الدقيقة تضياالع المناعية ضد الاستجابةفي 
 وفق التفاعل التالي  -•

(Medow et al., 2011):  

 

  

  .HOCl (Medow et al., 2011)إنتاج  إلى الحالات الإلتهابية فيMPO و NADPH oxidaseيؤدي تنشيط كما 

 Xanthine oxidoreductase (XOR) إنزيم �

O2 إنتاجب XOR إنزيميقوم 
•-

  اليوريا خلال عملية تحويل الهيبوكزانثين إلى كزانثين والكزانثين إلى حمض H2O2و 

على  •NOو  nitritesإلى  nitritesو  nitrates تحفيز إرجاع عملية  خلال •NO جذر إنتاجب XORكما يقوم 

  .(Choi et al., 2004) التوالي

NADPH+ O2 NADP+ + O2
•- + H+ NADPH 

Oxidase 
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 .(Bonnefont-Rousselot et al., 2003) لأنواع الأكسيجينية النشطةأهم المصادر الداخلية ل :1 الشكل

 Nitric oxide synthase (NOS) إنزيم �

 neuronal nitric oxide synthase (nNOS) هي لاشكأ ثلاثة علىفي أنسجة الثديات  NOSجد إنزيم او تي

تنظم  ،inducible nitric oxide synthase (iNOS) و Endothelial nitric oxide synthase (eNOS)و

 الوسائطة الإلتهابية عن طريق أو بواسطة التركيز الداخلي لأيونات الكالسيوم eNOSو nNOSكل من نشاطية  

(Capettini et al., 2010)،  الأشكال الثلاثة بتحفيز إنتاج جذرتقومNO•  عن طريق  افي العديد من الخلاي

  .nitrites (Vanin et al., 2007)أو إرجاع  L-arginineأكسدة 

 مسلك البنتوزات        

 الميتوكوندري        

 الشبكة الأندوبلازمية السيتوزول

 البيروكسيوزوم

 مسلك البنتوزات
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  Lipoxygenase (LOX) إنزيم �

دخل تيحيث  ،(Koshiishi, 2009) الأوعية الدموية انآخر للجذور الحرة في جدر  اً مصدر  LOXيمثل إنزبم 

في أكسدة الأحماض الدهنية غير المشبعة لإعطاء مشتقات هيدروبيروكسيد الأحماض الدهنية التي  LOX-5الإنزيم 

في  البائية وياتااللمف سيجينية أخرى عند تنشيط أنواع أك دخل في إنتاجتكما ي ،نسبة للخلايالتعتبر سامة با

   .(Werz et al., 2000) مزارع خلوية

 المصادر الخارجية  - ب

تتسبب الأشعة فوق  حيث لمختلف العوامل الخارجية التي يمكن أن تؤدي إلى تكوين الجذور الحرة،يتعرض الجسم 

O2 في إنتاجالبنفسجية 
على  الكحولات الأدوية وتؤدي أكسدة  ، كما1O2 (Pavlou et al., 2009)و •OH و  -•

سموم منتشرة في الغذاء و المحيط عدة  تدخل.(Mari et al., 2010) إلى زيادة إنتاج الجذور الحرةمستوى الكبد 

 .(Abdollahi et al., 2004) ة عبر تنشيط الإنزيماتفي إنتاج الجذور الحر  ..)الإضافات الغذائيةالمبيدات، التبغ،(

يتحول  هذا الأخير ،•CCl3 كبد إلىالفي خلايا  carbone tetrachloride (CCl4)ل ييتحو  Cyt p450إنزيم  يقوم

  .(Lee et al., 2004)للأحماض الدهنية غير المشبعة الأكسدة الذاتية يبدأ في وجود الأكسجين ل •CCl3OOإلى

 كسدةتفاعلات الألمحفزات قوية  vanadium (V) و  (Cu) ، النحاس(Cr) مثل الكروم السامة  المعادن تعتبر

الكوكايين أن تسبب أضرارا تأكسدية يمكن للمخدرات مثل  ، كما(Koivula et al., 2011) إنتاج الجذور الحرةو 

 .NOS (Portugal-Cohen et al., 2010)و  XOR بتنشيطها لإنزيميوذلك  على مستوى الجلد

 تأثير الإجهاد التأكسدي على الجزيئات الداخلية .2.1

بما  ،اللبيداتخاصة  الجزيئات البيولوجيةبيلحق أضرار  المؤكسدة الجزيئات إن الإنتاج المفرط للأنواع الأكسيجينة و

 البروتيناتو  (Sachdev and Davies, 2008) الحرة والغشائية هنيةفي ذلك الكولسترول الغشائي و الأحماض الد

(Negre et al., 2008) و DNA (Avouac et al., 2010).  



الدهنية غير  فوسفولبيدات غنية بالأحماض

  .(Pratt et al., 2011) أكسدة اللبيدات

(Sachdev and Davies, 2008:  

alkyl ،  حيث يقوم الجذرOH• هاجمة بم

  .)2 الشكل( ذرتي كربون الرابطة الثنائية 

 هذا التفاعل ،peroxyl (•LOO) جذر

 المتشكل يتحول إلى جذر •LOO تفاعلات متسلسلة، لأن جذر

L  جديد. 

مثل إما بتدخل مركب مضاد للأكسدة 

    .(Maia et al., 2010) جزيئات غير جذرية

(Sachdev and Davies, 2008. 

  بداية سلسة مضادات الأكسدة

9 

   اللبيداتكسدة 

فوسفولبيدات غنية بالأحماضالبروتينات الدهنية و  على كميات كبيرة من تحتوي الأغشية الخلوية

أكسدة اللبيدات فوقمؤدية إلى حدوث  للجذور الحرة عرضة تكون 

(Sachdev and Davies, 2008 ثلاثة مراحل على أكسدة اللبيدات

alkyl radical (L•)أثناء هذه المرحلة يتشكل جذر :مرحلة البداية

 إحدى من نزع هيدروجينوي ،LH لأحماض الدهنية  غير المشبعة

جذر إلى في وجود الأكسجين •Lالجذر  يتأكسد: مرحلة الإنتشار

تفاعلات متسلسلة، لأن جذر والتي تشكل اللبيدات أكسدة

peroxyd  جذر شكلامعند تفاعله مع حمض دهني آخر L•

إما بتدخل مركب مضاد للأكسدة  اللبيداتعملية فوق أكسدة  تتوقف تفاعلات :مرحلة النهاية

جزيئات غير جذرية أو  تشكل هذه الجذور فيما بينها كسر للسلسلة

 
(Sachdev and Davies, 2008) أكسدة اللبيداتآلية  :2الشكل 

  نواتج أخرى

 

كسدة فوق أ .1.2.1

تحتوي الأغشية الخلوية

تكون  التي و ،المشبعة

أكسدة اللبيداتفوق م عملية تت

مرحلة البداية •

لأحماض الدهنية  غير المشبعةل

مرحلة الإنتشار •

أكسدة فوقبيدعى 

(LOOH) peroxyd

مرحلة النهاية •

كسر للسلسلةل Eالفيتامين 
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ينتج عن إذ  التأكسدي للهجوم أن تتعرض و الفوسفوليبيدات الغشائيةأيبيدية الجارية في الدم لبروتينات اللليمكن 

تكون سببا    مشكلا بذلك ترسبات ليبيدية ،البالعات المؤكسد الذي يلتهم من طرفLDL  اللبيدات هذهكسدة أ

تغيرات في الليبيدات  تسبب فوق أكسدة ، كما(Sugamura and Keaney, 2011) الوعائية مراض القلبيةالأ في

 الخلوية الإشارات ونقل المستقبلات و النواقل لي تغيير وظائف العديد منابالت و ميوعة ونفاذية الأغشية الخلوية

(Cazzola et al., 2004).   

  روتيناتأكسدة الب .2.2.1

الجزيئات على تطرأ إذ  ،تعتبر البروتينات من المكونات السائدة في الخلية لذا فهي هدف من أهداف الجذور الحرة

 .(Negre et al., 2008) الأمينية الأحماض تستهدف التي الأكسدة خلال تفاعلات من جوهرية غيراتت البروتينية

الحاملة  حماضالأ، حيث أن اع الأحماض الأمينية المكونة لهاحساسية البروتينات تجاه الجذور الحرة بأنو  رتبطت

إلى  SHع أكسدة مجاميتؤدي  يثبح، كسدةكثر عرضة للأأالأحماض الأمينية العطرية و  thiol (SH) للوظيفة

إلى قطع السلاسل  العطرية التأكسدية في الأحماض الأمينية التغيرات تؤديكما ،  تيتشكيل جسور ثنائية الكبر 

 إظهارالأمين المؤينة أو البروتينات إلى حجب مجموعة  أكسدة تؤدي .(Ghezzi et al., 2005) الببتيد عديدات

المميزة   lipofuscinsعرف بـت يةليبيد-يةبروتينتشكل كتل  ، هذا التغيير يؤدي إلىالمناطق الكارهة للماء المركزية

 خصائصهاو  هانشاطالبروتينات المتغيرة بالأكسدة تفقد  ، كما أن(Hutter et al., 2007) للأنسجة المسنة

   .(Szweda et al., 2002) الإنزيمات الحالة للبروتينات بواسطة كثر عرضة للتحللأتصبح  و  البيولوجية

   DNA أكسدة .3.2.1

 DNAتكون أكثر عرضة للأكسدة بما فيها  امكونافإن  وبالتالي ROSالمصدر الرئيسي لـ تمثل الميتوكوندري 

من رئيسية  أنواعخمس   يوجد .(Avouac et al., 2010) )النوويDNA مرات أكثر من  10حوالي (الميتوكوندري 

 جزيئات بين ذراعي إضافةالقواعد المؤكسدة، المواقع غير القاعدية، : ROS المحفزة بواسطة التأكسديةضرار لأا

DNA وتكوين جسورDNA -بروتين (Silva et al., 2008). ـتتعرض القواعد المكونة ل DNA  إلى الغوانينوخاصة 
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 uracile،8- oxo adenine و Formamido و oxoguanine-8: امنه غيرةتم تشكيل قواعد إلى ةمؤدي الأكسدة

formamido pyimidine   8و-nitro guanine  (Lagadu et al., 2010). لى إكسدي أالت جهادوقد يؤدي الإ

 .(Chiu et al., 2011) مشكلا مواقع لا قاعدية يبيالسكر الر  قطع الرابطة الموجودة بين القاعدة و

  الإجهاد التأكسدي وعلاقته بالأمراض .3.1

عديد من الجزيئات البيولوجية يمكن أن تؤدي إلى تغيرات في شكل على الالجذور الحرة  تحدثها التي إن التأثيرات

 رتبطمالإجهاد التأكسدي كثير من الدراسات أن أظهرت   ، حيث(Cakir et al., 2010)ووظيفة ونمو الخلية 

معظم  رتبطت .(Tunez et al., 2011) لها أو بالمضاعفات المطورة لها مل محفزابظهور العديد من الأمراض كع

 وتزيد من إنتاج لجذور للأكسدة لأن الشيخوخة تخفض من الدفاع المضاد ،الإجهاد بالسنالمحفزة ب الأمراض

 ارئيسي االإجهاد التأكسدي محفز الأمراض التي يعتبر بعض  ،(Balaban et al., 2005)الحرة  لجذورل الميتوكوندري 

   .1 الجدولموضحة في  لها

  .بالإجهاد التأكسدي و الجذور الحرة الأمراض المتعلقة بعض .1 الجدول

  المرجع  الأمراض

  (Martinez-Outschoorn et al., 2010)  السرطان

  (Lakshmi et al., 2009)  أمراض القلب والأوعية

  (Kashihara et al., 2010)   السكري

Alzheimer, Parkinson   (Filosto et al., 2011)   

  (Syrkina et al., 2008)  الإلتهاب

   (Wruck et al., 2011)  التهاب المفاصل

  )Romano et al., 2010(  الشيخوخة 

  (Li et al., 2010)  الحساسية
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 Xanthine oxidoreductase (XOR) للكزانثين المرجعالمؤكسد  الإنزيم .2

      XORبنية إنزيم  .1.2

تم  (metallo-flavo-protein) معدني فلافوبروتين عبارة عن معقد (XOR) المؤكسد المرجع للكزانثين الإنزيم

إلى غاية   Schardingerإنزيم  وعرف بإسم Franz Schardinger من طرف حليب البقر في 1902 إكتشافه سنة

من  XORإنزيم  يتكون .Xanthine oxidoreductase (XOR) (Booth, 1935)عيد تسميته بـ أ حيث 1935

 مستقلة تحفيزياغير و  حدة على مركز نشط خاص ااتحتوي كل و  )كيلودالتن147( تحت وحدتين متماثلتين

(Brondino et al., 2006). المساعدة العوامل مع مرتبطة مجالات ثلاث منكل تحت وحدة  تتكون Mo وFAD 

   .(Nishino et al., 2005) )3 الشكل( التوالي علىFe2/S2  و

  

  .(Brondino et al., 2006) ها الإنتقال الإلكتروني بين مراكز و  XORالبنية الجزيئية لــتحت وحدة إنزيم : 3الشكل 

 intron 35 و exon 36 وتتركب من 2للكروموزوم  p 22 على مستوى الشريطالإنزيم عند الإنسان  تتواجد مورثة

للإنسان  XORالمتتالية البروتينية لإنزيم  (Saksela et al., 1998). نيكليوتيدية 60000كونة من أكثر من مو 

 .(Garattini et al., 2003) رلفأالمتتالية البروتينية ل كل من مع % 91بنسبة  أميني وتتشابه حمض 1333 تتكون من

 (XDH) عجمر  طنم :  هماقابلين للتحول فيما بين  طينشكل نم على الثدييات عند  XORإنزيميتواجد  
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Xanthine dehydrogenase   (EC 1.17.1.4) مؤكسد طو نم (XO)  (EC 1.17.3.2) Xanthine oxidase 

(Nishino et al., 2005). 

   XOR المميزات التحفيزية و آلية عمل إنزيم .2.2

  مثل الحلقات العطرية غير المتجانسةالمانحة للإلكترونات  أكسدة العديد من مواد التفاعل XORإنزيم يحفز 

purines)، pyrimidines، pteridines  و(azapurines، ا الهيدروكسيلية الأليفاتية و الألدهيداتمشتقا 

(Choi et al., 2004). لإنزيمأن الدور الرئيسي  إلا XOR  لك ذو  تحفيز المرحلة الأخيرة من هدم البيوريناتهو

بآلية  O2أو +NAD جزيئةــل الإرجاع المتزامن مع اليورياإلى حمض  كزانثينالو   كزانثين إلى بأكسدة الهيبوكزانثين

مع تحويل  وإرجاعأكسدة  :نصف تفاعلين يشمل النوع من التحفيز هذا ، ping-pongتفاعلية من نوع

أظهرت الدراسات أن كل مواد التفاعل المرجعة للإنزيم .(Metz and Thiel, 2009) للالكترونات داخل الجزيئة

يعاد  ،MoIVالحالة المرجعة  إلى MoVI ينتقل من الحالة المؤكسدة يوالذ مانحة إياه إلكترونين Moتتفاعل مع المركز 

الذي يعتبر كخزان للإلكترونات  ،Fe/S المركز إلى إلكترونين وذلك بانتقال MoVIإلى من جديد  MoIV أكسدة

ع الإنزيم المرجَ  .(Metz and Thiel, 2009) مع تحرير الناتج FADH2  يرجع إلى الذي و، FADومنه إلى المركز 

هذا  ، XDHالتفاعل المحفز بواسطةفي  ،دةإلى المادة المؤكسَ   FADالمركز من الإلكترونات الأتية يعاد أكسدته بانتقال

 المادة المؤكسدةف XO التحفيز بواسطة أما في حالة ،NADH إلى +NADبإرجاع  نتهيي المؤكسد التفاعل النصفي

O2 التوالي الأحادي أو الثنائي ينتج علىوإرجاعه  O2هي 
في حالة نقص  .H2O2 (Choi et al., 2004)و -•

nitrates (NO3 بتحفيز إرجاع  XOR إنزيم الأكسجين يقوم
nitrites (NO2 إلى (-

وذلك  •NO إلىnitrites  و (-

   .nitrites (Doel et al., 2001)و  nitrates إلى Moإلكترونين من المركز بنقل 
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  XORإنزيم ر دو  .3.2

  XORلـ  الأدوار الفيزيولوجية .1.3.2 

في  للإنزيم النشاطية العالية أن حيث، ضادة للميكروباتالم جزء من آليات المناعة الطبيعية XORيعتبر إنزيم 

 لكيم ، كما(Martin et al., 2004)تهابات لمن ظهور الإتقلل  و البكتيريا تساعد على الحماية من الأمعاء

XOR نمو البكتيريا بآلية معتمدة على و تأثيرات مضادة للجراثيم NO• (Clare et al., 2008).  إنزيميشارك 

XOR تحول  الدفاع المضاد للفيروسات وذلك بتحفيز فيretin-aldehyde حمض إلى retinoic مشتقات هذا لأن 

بالإضافة إلى الدور المناعي للإنزيم، يبقى  .(Taibi et al., 2001)تثبيط التضاعف الفيروسي  بإمكااالحمض 

إذ يؤدي نقص  ،)4 الشكل( الدور الرئسي للإنزيم اليوريا و إنتاج حمض تحفيز المرحلة الأخيرة من هدم البيورينات

 .xanthinuria (Leimkuhler et al., 2003) بـ في الدم  المعروف xanthineزيادة مستوى  إلى XORإنزيم 

  

  .XOR (Choi et al., 2004) إنزيم بواسطة البيوريناتهدم  :4 الشكل

 XORلإنزيم  ةيالأدوار المرض .2.3.2

 allopurinolبواسطة  XORإذ يؤدي تثبيط إنزيم  ،رضية الإلتهابيةالمفي العديد من الحالات  XORيتدخل إنزيم 

الأنواع الأكسيجينية  تشارك كما .(Muir et al., 2008)إلى خفض العملية الإلتهابية  )XORالمثبط المتخصص لـ (
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يعتبر  .(Misra et al., 2009)إصابة بنى الأنسجة  أكسدة الجزيئات الحيوية و في XORالنشطة التي ينتجها 

ظهور ما  ولتهابات  الإمن العوامل التي تؤدي إلى (hyperuricemia)في الدم  اليورياحمض إرتفاع مستويات 

  .(Chilappa et al., 2010) يعرف بمرض النقرس

دث أثناء الصدمات والجلطات الذي يح (ischemia/reperfusion) انقإعادة الإحت الإقفار وبXOR يرتبط إنزيم 

ولقد أفترض أن الأضرار  ،(Lehmann, 2009)الدماغية أو أثناء زرع الأعضاء أو العمليات الجراحية على الأوعية 

 ROSعن  ةناتج يه (ischemia)الذي يلي الإقفار   (reperfusion)الإحتقان إعادة التي تلحق بالأنسجة بعد

  .(Misra et al., 2009; McCord et al.,1985) )5 الشكل( XORالتي ينتجها 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  .(Meneshian and Bulkley, 2002)  الاحتقان الإقفار وإعادة عملية في XOR آلية تدخل: 5 الشكل
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اليوريا في الدم حمض إرتفاع مستويات  ، حيث أنفي تطور أمراض القلب و الأوعيةأثبتت الدراسات تدخل الإنزيم 

 ,.Riegersperger et al)يؤدي إلى ظهور الأمراض الوعائية و القلبية خاصة عند الأشخاص المصابين بالسكري 

  .(Suziki, 1998)في إرتفاع الضغط الشرياني  XOR الناتج عن  •NOيتدخل  ، كما(2011

  XOR  اتمثبط .4.2

بأهمية تحضى  هدراسة مثبطات الإصابة أو تطور بعض الأمراض، فإن في XORإنزيم  نواتج لعبةتنظرا للدور الذي 

قد تكون مشاة لمادة  ،آلية التثبيط طبيعة المثبط وحسب  XORتتنوع مثبطات  ،بالغة وهذا لتأثيرها العلاجي

  .(Kumar et al., 2011) التفاعل أو غير مشاة لها

 مثبطات تشبه مادة التفاعل .1.4.2

مجموعة من البتيرينات وبعض  و oxypurinolو  allopurinol كل منة التفاعل  المشاة لمادالمثبطات  تضم

كدواء لعلاج مرض  allopurinol المثبطيستعمل  .(Peglow et al., 2011) الحلقات العطرية غير المتجانسة

ة بـأكسد XORيقوم  .(Chilappa et al., 2010) الاحتقانإعادة  و الإقفار  عن تنجم التي الأضرارو   النقرس

allopurinol  الذي يشبه في بنيتهhypoxanthine إلى oxypurinol  الذي يشبه في بنيتهxanthineيملك ، 

oxypurinol 6 الشكل( مستقر جد و يشكل معه مركب كبيرة للإنزيم شراهة ((Borges et al., 2002).  
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مادة التفاعل والذي يشبه pyrazolo[3,4-d]pyrimidines  الذي ينتمي إلى alloxanthine يمكن لـ

  .XOR (Tai and Hwang, 2001)إنزيم  ثبط أن ي allopurinolو

 مثبطات أخرى .2.4.2

أن يتفاعل مع  folic حمضيمكن لـ  ، حيثبنيتها لمادة التفاعليضم الصنف الثاني من المثبطات غير المشاة في 

نزيم بتركيز عالي من مادة الإوقد يثبط  ،(Nishino and Tsushima,1986)و يثبطه بشكل تنافسي  XO إنزيم

 ، كما(Maloyan et al., 2009)بشكل لا تنافسي  اليورياأو بنواتج تفاعله مثل حمض  ،التفاعل الهيبوكزانثين

 FAD و  Fe/Sينالمركز  بين الإلكترونات إنتقال وتمنع Moمع المركز  تفاعلبواسطة ال XORتثبيط  arseniteيستطيع 

(Amado et al., 2005). بعض قواعدستطيع تSchiff  تثبيط إنزيم XO كبير  بشكل (You et al., 2008).  من

هذه  ،ت الطبيعية المعزولة من النباتاتالمركبا هي XORبصورة واسعة كمثبطات لإنزيم  تدرسالتي  بين المركبات

 بشكل تنافسي XOبإمكان الفلافونويدات أن تثبط  ، حيثتملك أهمية بالغة في العلاج تتغير بكثرة و ركباتالم

 ستخلص من نبات الم  aloneic acid dilactoneيمكن لـ ،apigenin (Jiao et al., 2006) مشتقات وقوي مثل

Lagerstroemia speciosa   إنزيم يثبطأن XOR  بفعالية أكبر منallopurinol (Unno et al., 2004).  

  الأكسدةمضادات  .3

عمل على تأخير يو  كسديةأله فعالية ضد الأضرار الت ركبمادة أو م كل على يطلق مصلح مضادات الأكسدة

 بعدة طرق إما بالتثبيط المباشر لإنتاجالحماية على مضادات الأكسدة  تعمل ،الحرةفعل الجذور  الوقاية من أو

ROS أو منع انتشارها أو هدمها (Miquel, 2002).  للأكسدة،تستعمل الخلية العديد من الآليات المضادة 

تواجدها في الوسط داخل  وحسب طبيعة هذه الأنظمة المضادة للأكسدة حسب الأنسجة والنوع الخلوي وتختلف

   .إنزيمية غير أخرىأنظمة إنزيمية و إلى  المضادة للأكسدةالأنظمة تقسم . الخلوي وخارج
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 لأكسدة الإنزيميةمضادات ا .1.3

 .GPX (Desai et al., 2010)و  CATو  SOD يمتلك الجسم العديد من الإنزيمات المضادة للأكسدة أهمها

  Superoxide dismutase إنزيم .1.1.3

  تحليل النواتج السامة من الإنزيمات التي تدخل في Superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) (SOD) يعتبر إنزيم

O2 ذرالجيقوم بإزالة  فهو الخلوي، للميتابوليزم 
  مثل  بعض المعادن بمساعدة  H2O2إلى تحوله وذلك بتسريع معدل  -•

  .(Fukai and Ushio-Fukai, 2011) )7 الشكل( السيلينيوم والنحاس والزنك

  

  

  

 

 

 

 

 

O2لتخلص من جذر آلية ا :7الشكل 
•-
  .)(Shilina, 2009 بواسطة الإنزيمات المضادة للأكسدة  

، إذ نميز المرتبطة ا ناالمعد و والتي تختلف حسب توزعها الخلوي الثديياتعند  SOD ـنظائر إنزيمية ل ثلاثيوجد 

في  يتواجد الذي Mn-SOD، و الشكل في السيتوزول و النواة أساسا يتواجدالذي  Cu/Zn-SOD الشكل

  .)(Yen et al., 2009 خارج الخليةفيتواجد  Ec-SOD، أما الشكل المتكوندري

   Catalase  إنزيم .2.1.3

وحدة على مجموعة  تحت تحتوي كل تحت وحدات، أربعمن  Catalase (EC 1.11.1.6) (CAT) يتكون إنزيم

وفي كل أعضاء الحية أغلب الكائنات  في CAT يوجد إنزيم .(Odajima et al., 2010) مرتبطة بالموقع النشط هيم
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 العضلاتوبكميات قليلة في المخ والقلب و  الكلىو كريات الدم الحمراء  و خاصة في الكبد ويتركز الجسم

على التخلص  CATيعمل .(Day, 2009) وماتز و البيروكسي و السيتوزول في المتكوندري يتواجد ، كماالهيكلية

  .(Odajima et al., 2010) )7 الشكل(  O2 و H2O وذلك بتحويله إلى  H2O2 من

  Glutathion reductase  إنزيمو  Glutathion peroxidase  إنزيم .3.1.3

  نواعالأ  يد منعدالفي  GR Glutathion reductase (GR) و Glutathion peroxidase (GPx)كل من نتشر  ي

، المضـــادة للأكســـدةمـــن أهـــم الأنظمـــة الإنزيميـــة  انيعتـــبر  ، وحيـــث يتمركـــزان في المتكونـــدري و الســـيتوزول لويـــة،الخ 

والأحمـــاض  الكولســـترول أكســـدةن عـــوالهيدروبيروكســـيدات الناتجـــة  ذورالجـــ عـــدد مـــنعلـــى إزاحـــة  مالقـــدر  وذلـــك

  :(Herbette et al., 2007) وفق التفاعلات الآتية الدهنية

GSH                     2H2O + GSSG2 H2O2+ 

GSH                         LOH + H2O + GSSG2   LOO• + 

يتطلب هذا و ، GSSG انطلاقا من GSH (γ-glutamyl-cysteinyl-glycine)د إعادة تجديبGR  إنزيم قومي

  .)7 الشكل( NADH هو عامل مساعد التفاعل

4.1.3.Peroxiredoxins  

 حديثا ، وقد تم تحديد فعلعها المضاد للأكسدةthioredoxin peroxidaseيضا بإسم أ Peroxiredoxinsتعرف 

(Piacenza et al, 2008)، كماأساسا في السيتوزول و الميتوكوندري تتوضعأنواع منها عند الثديات  ستة وجدت ، 

بتحويل كل من  Peroxiredoxinsتقوم  .(Wu et al., 2011) الأغشية الخلوية و بالنواة بروتيناتال هذه تتصل

H2O2   وNO•  وONOO-  بفضل النشاطيةو ذلك peroxidase (Flohe and Ursini, 2008) . رغم فعاليتها

 وكسيداتتلعب دورا مهما في التخلص من الهيدروبير  إلا أن هذه البروتينات GPx و CATالضعيفة مقارنة بـ 

  .(Alvarez et al., 2011)  الخلوية  الحرة تالبروتينا من  %0.8-0.1تمثل  إذ المعتبرة، لكميتها  وذلك



20 
 

 غير الإنزيمية لأكسدةات امضاد .2.3

   لأغذيةاالمركبات لا تنتج من طرف العضوية وقد تأتي من  عكس مضادات الأكسدة الإنزيمية، معظم هذه على

 ubiquinoneو glutathionو  Vit. Cو  Vit. E هذه المركبات كل من الجزيئات الصغيرة مثل الفيتامينات تشمل

(Karthikeyan and Rani, 2003).   مثلأن تكون داخلية المنشأ  هايمكنكماcoenzyme Q  وحمض  والميلاتونين

 منخفضة بأوزان جزيئية غير الإنزيميةتتميز مضادات الأكسدة  .(Bodzek and Wielkoszynski, 2003) اليوريا

  .(Yin and Chan, 2007)الإجهاد التأكسدي  من أضرار أو الحد/و والقدرة على الوقاية

  E و الفيتامين   Cتامينفيال .1.2.3

ذلك عن ة سمية بعض المواد الكيميائية و إزالعلى  دة النظام الدفاعي للجسمعسابم Vit. Eو  Vit. Cمن كل   قومي 

 كل من أن يقوم بإزاحة Vit. Cيمكن لـ  .(Calabrese et al., 2010) عملية الأكسدة والاختزال في الجسمطريق 

 OH•، O2
O2الناتجة عن الأيض الخلوي•NO و-•

منع أكسدة  المعادن و إستخلاب هيمكن كما  ، •NOو   •OHو  -•

LDL (Traber, 2007). يعتبر α-tocopherol باسم و المعروف Vit. E المركبات المضادة للأكسدة الذائبة  من

. (Traber, 2007) نيتواجد على مستوى الأغشية ويثبط سلسلة تفاعلات فوق أكسدة الدهو  ،في الدهون

ويتحول بدوره  الجذور هذه إستخلابل على محيث يع ،يمنع انتشارها الليبيدية و مع الجذورE  يتفاعل فيتامين

 Vit. C يعمل كما ،(Naziroglu et al., 2010) (•LOO) البيروكسيل لكنه أقل نشاطا مقارنة بجذرحر  إلى جذر

   .)(α-tocopheryl (α-TO•)  Ryan et al., 2010 اع الجذرجوذلك بإر  )8 شكلال( Vit. Eفعالية  من رفععلى ال

  

  .)(Ryan et al., 2010 و الجلتاثيون Vit. C و Vit. E آلية التخلص من الجذور اللبيدية بواسطة :8الشكل 
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 Glutathion     يونثالجليتا .2.2.3

 cysteine و    glutamic قصير مكون من ثلاثة أحماض أمينية هي ببتيد عبارة عن (GSH) الجليتاثيون

حيث  ،داخل الجسم الأنسجة الحيوانية ويلعب دوراً مهماً كمضاد للأكسدة في الجليتاثيونيوجد  ،glycineو

 يعمل، كما α-TO• (Jan et al. 2011)و جذر  اختزال البيروكسيدازعبر يحمي الخلية من التلف التأكسدي 

GSH لإنزيم مساعدك GPx و Glutathion S transfrase (Rybka et al., 2011). يستطيع GSH  التفاعل

O2  مع الجذور الحرة مثل مباشرة
  ذرة هيدروجين مما يؤدي مجموعة الكبريت حيث تفقد ،•LOOو •LO و•OH و-•

  .(Biljak et al., 2010)  (GSSG) لتكوين جزيئة آخر بإمكانه الانضمام إلى جذر، thiyl (GS-)إنتاج جذر لىإ 

 يداتو الفلافون .3.2.3

عائلة عديدات الفينول تملك بنيات كيميائية مختلفة وقد حضيت الفلافونويدات عبارة عن مركبات نباتية من 

ة و الوقاية من العديد المضاد للأكسدالخلوي  تساهم في الدفاع ، إذلنشاطيتها الحيوية الكبيرة اهتمام كبيرحديثا ب

التأثير المضاد تقوم الفلافونويدات ب .(Martinez et al., 2002) الإجهاد التأكسديالمتعلقة ب المزمنةمن الأمراض 

أو /والمعادن  إستخلابو  هذه الجذور إزاحة أو المنتجة للجذور الحرة، للأكسدة عن طريق تثبيط الإنزيمات

   .(He et al., 2010) ، وتجديد الأنظمة المضادة للأكسدةللأكسدة ةنزيمات المضادالإ تعبير تحريض

يعتبر أخصائيو التغذية أن تعزيز النظام الغذائي الطبيعي الشامل بمعظم أنواع مضادات الأكسدة يؤدي إلى إطالة 

تعمل . (Schroecksnadel et al., 2010)فترة حياة الكائن وتحسين صحته وتخفيف علامات الشيخوخة 

من  الجذور الحرة في أجزاء مختلفة مضادات الأكسدة بصفة عامة كمجموعة واحدة متكاملة ضد أنواع مختلفة من

، أي أن تأثيـرات مضـادات الأكسـدة مجتمعة )9 الشكل( الخلايا وفي مواضع مختلفة من الجسم وبطرق مختلفة أيضاً 

تكـون أفضل من تأثيـر كل مضاد أكسـدة بمفرده، كما تستعيد بعض مضـادات الأكسـدة فاعليتها بواسطة 

  .(Wang et al., 2011) تآزريالأسباب الهامة لتأثيرها ال وهـذه إحدىمضـادات الأكسـدة الأخـرى، 
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 .(Fang et al., 2002) سطة الأنظمة المضادة للأكسدةبواة الأكسيجينية والنتروجينية النشطإزاحة الأنواع  :9 الشكل

 يدات الفينول عد .4

مرتبطة بعدة  وجود حلقة عطرية أو أكثرتتميز بنيتها الأساسية ب نباتية،هي مستقلبات ثانوية عديدات الفينول 

وأكسدا  حسب درجة عدم تشبعها عديدات الفينول قسمت .(Manach et al., 2004)مجاميع هيدروكسيل 

  تمثل ،الدباغ و  الفلافونويداتالفينولية،   الأحماض  :أقسام  إلى ثلاث الوسطى  الحلقة   في) وجود الأكسجين(

  .(Quideau et al., 2011) القسم الأكبر منها الفلافونويدات 

 Phenolic acids   ةالأحماض الفينولي .1.4

   أحماض فينولية ،أقسامثلاث تنقسم إلى . القطبية هي مركبات قابلة للذوبان في المذيبات العضوية فينوليةالأحماض 
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 .)Iakovleva et al., 2007( السيناميكمشتقة من حمض البنزويك وأحماض مشتقة من حمض  أحماض و بسيطة

وجد في العديد من العائلات النباتية، أما الأحماض تي تال hydroquinone مركبات يعتبر القسم الأول نادرا ما عدا

 حمض( سكريات أو أستراتبكما يمكن أن ترتبط  في الحالة الحرة، حمض البنزويك تتواجد عموما منالمشتقة 

من  ferulicوحمض  caffeicبكثرة ويعتبر حمض  حمض السيناميكالمشتقة من  الأحماضبينما تنتشر ).الغاليك

 (Wang and Ho, 2009) بكثرة في القهوة caffeic حمض يوجد. (Mandal et al., 2010)لها  الرئيسية نواعالأ

  .(Manach et al., 2004) بالحبوبفيتواجد في الأغذية الغنية  ferulic حمضأما 

  Tannins  الدباغ .2.4

 500 يترواح ما بينوزا الجزيئي  ،)رالجذو  ،الثمار ، ةالقشر  ، الأوراق(النبات من تقريبا في كل جزء  الدباغ دتتواج

 مكثفة ودباغ (Hydrolyzable tannins)قابلة للإماهة  دباغ مجموعتين تقسم الدباغ إلى ،دالتون 30000إلى 

(Condensed tannins) (Hellstrom et al., 2009). من مركز سكري غالبا ما  قابلة للإماهةتتكون الدباغ ال

  Flavan3-ols (Romani et al., 2006) ثف وحدات مناعن تك أما الدباغ المكثفة فهي عبارة، يكون الغلوكوز

  .(Charlton et al., 2002)معقدات  معها كما تتميز الدباغ بخاصية الارتباط بالبروتينات مشكلة

  Flavonoids يداتو الفلافون .3.4

 نوع 6000من  أكثرتحتوي على  ،التي ينتجها النبات يةالفينول ركباتالمعبارة عن عائلة واسعة من  الفلافونويدات

(Buer et al., 2010). ذرة كربون 15من  الكربونيالهيكل فيها كون يت بنية كيميائية مشتركة  يداتو الفلافون تملك 

(C6-C3-C6)  حلقة( تينعلى حلقتين عطريتين سداسيموزعةA  و(B بحلقة غير متجانسة مرتبطتين pyrane 

 بكثرة في الأوراق الفلافونويدات تتوزع .(Cazarolli et al., 2008) )01 الشكل( C تدعى الحلقة ،pyroneأو

في  الفلافونويداتتساهم . (Cazarolli et al., 2008) الورقيةتنتشر بكثرة في الخضر ،كما القشرة وفي الأزهارو 

 Aurones و Chalconeعبارة عن حيث أن غالبية الألوان  ،الأزهار و الثمار و الأوراق لونإعطاء النكهة و 
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 UVو الأشعة   للنباتكما لها دور في نمو وتكاثر النبات و المقاومة ضد العوامل الممرضة  ،Anthocyaninsو

(Tanaka et al., 2008) .الحاصلة على مستوى الحلقات إلى وجود عدة أقسام من الفلافونويدات التغيرات ؤديت 

ع مجامي مواقع في عدد وفيما بينها  تختلفالتي  او مشتقاOH ،الارتباط بالسكريات ومدى  طبيعة في وكذلك 

، Flavonols،  Flavanols Isoflavonesو Flavanones، Flavonesو Flavanonols  :هذه الأقسام هي

Anthocyanins ،Aurones و Chalcone ، Flavan3-ols  وFlavan3,4diols (Schijlen et al., 2004).    

  

  .(Cazarolli et al., 2008) تأثيراا الحيوية في أهم المواقع المتدخلة و الفلافونويدات العام الشكل :10 الشكل

  لفلافونويدتلنشاطية الحيوية لا .1.3.4

 خاصة الفلافونويدات لها تأثيرات إيجابية علىالغنية بالمركبات الفينولية كثير من الدراسات أن تناول الأغذية أثبتت  

 (Martinez et al., 2002) أكسدة مضاداتك: بتأثيرات حيوية مختلفة تتميز الفلافونويدات ، إذالصحة
 اتمضادك و (Ganapaty et al., 2010)للحساسية  اتمضادك و ، (Tunon et al., 2009)إلتهاب اداتمضكو 

مرض  و (Hooper et al., 2008)كما تحمي من أمراض القلب و الأوعية  (Alvarez et al., 2008) كتيريالبل

  .(Gutierrez-Merino et al., 2011)في حماية الجهاز العصبي  دور لها و (Saif et al., 2009)السرطان 

   فلافونويداتلل تأثيرات المضادة للأكسدةال .2.3.4

  أن تمنع  بإمكاا إذ  ،للأكسدة  ةضادالم ا اإلى تأثير   أساسا  من الأمراض للفلافونويدات يائقالتأثير الو  يعود 
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المسئولة عن  المعدنيةالأيونات  إستخلابإزاحة الجذور الحرة، : الإصابات الناتجة عن الجذور الحرة بعدة طرق منها

 المضادة للأكسدة الأنظمةو تجديد تنشيط  ،لة عن تشكيل هذه الجذورتثبيط الإنزيمات المسؤو ، ROS إنتاج

(Cazarolli et al., 2008).  

 و المعادن تفاعل الفلافونويدات مع الجذور الحرة �

تقوم  ، حيثإعطائها إستقرارية أكبرتملك الفلافونويدات بنية خاصة تمكنها من التفاعل مع الأنواع الجذرية و 

O2 مثل (•R) إرجاع الجذور الأكسجينيةب (Flavon-OH) يداتو الفلافون
قل ذلك بن و •LOOو •LO و •OH و -•

 لإنتاج بنيةالمؤكسدة مع بعضها ) ور الفلافونويديةذالج (تتفاعل النواتج  ،)11 الشكل( أو إلكترون الهيدروجين

quinine مستقرة (Pietta, 2000)تتعرض الفلافونويدات إلى عدة تغيرات بعد إمتصاصها منتجة بذلك  ، كما

  .ROS (He et al., 2010)ة و مزيحة لـ عأشكال مختلفة التي بإمكاا أن تعمل كعوامل مرج

OH

OH

O

OH

O

OH

O

O

.
.

R RH R RH

quinoneFlav-OH Flav-O

. .
.

  

   .ROS (Pietta, 2000) مع تالفلافونويداتفاعل  :11 الشكل

  quercetinللأكسدة لكل منعلى التأثير المضاد  )De Giovani )2004و  De Souzaفي دراسة قام ا 

O2لهذه الفلافونويدات مجتمعة على  التأثير الإزاحيأن وجد  galanginو  catechin و  rutinو
يكون أكثر  -•

O2و إفترض أن هذه الفعالية العالية ترجع لإمتلاك مركز إضافي لإزاحة  ،على حدى فعالية من تأثير كل واحد
•-. 

 مختلف عبرالناتجة  proxylجذور إزاحة  حيث يمكنها ،تمنع الفلافونويدات أكسدة اللبيدات على عدة مستويات

إن  كما  ،(Patel et al., 2001) على مستوى الأغشية α-tocopheryl أو تقوم بإرجاع مراحل أكسدة اللبيدات

قدرة الفلافونويدات على تثبيط فوق أكسدة اللبيدات مرتبطة ببنيتها الكميائية، حيث أن وجود مجموعة 
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catechcol يرفع من هذه النشاطية (Mukai et al., 2005) .و تشكل معهاالفلافونويدات مع المعادن  تتفاعل 

 تفاعلفمثلا ، Fenton (Pietta, 2000)عبر تفاعل  ROSمانعة بذلك تشكل  )12 الشكل( مركبات مستقرة

quercetin الكريات الحمراء من  إلى حماية أغشية يؤدي )المصدر الهام لهذه للجذور الحرة(الحديد  مع أيونات

   .(Ferrali et al., 1997) أضرار الإجهاد التأكسدي

 

  .(Pietta, 2000) المعادن الفلافونويدات معإرتباط  :12 الشكل

  ROSالمنتجة لـ  اتنزيمالإ تثبيط �

من جهة أخرى في  XOالتي ينتجها  ROSمن جهة وإزاحة  اليورياتثبيط إنتاج حمض  الفلافونويداتبإمكان 

في دراسة التأثير  Hille (2009) و Pauff كل من  بينّ  ،(Phuwapraisirisan et al., 2006) أنسجة الإنسان

يثبطان  luteolin و quercetin أن XO على curcuminو luteolin، silibinin،  quercetin التثبيطي لكل من

بشكل تنافسي أو غير تنافسي، في حين أن  XOأن يثبط  silibininكن لـ بشكل تنافسي بينما يم الإنزيم

curcumin  أي تأثير تثبيطي على نشاطية يملك� XO ا ، و في دراسة أخرى قامCos  أجريت  )1998(وآخرون

O2وإزاحة جذر  اليوريايدي حول إمكانية تثبيط إنتاج حمض و مركب فلافون 30على 
مركبات  إلى أن  ، توصل-•

Flavonols وFlavones  نشاطية تثبيطية لإنزيم تملكXO بينما لا تملك مركبات ،Flavanones 

يعود هذا التثبيط لوجود رابطة  ،هذه النشاطية Flavan-3-4-diolsو  Flavan-3-olsو Dihydroflavonolsو

أن  تبين Flavovolsو  Flavonesبمقارنة نشاطية مركبات  .Flavonesو  Flavonolsعند  C2-C3مزدوجة بين 
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نشاطية تثبيطية أكبر   luteolinيملك . XOيزيد قليلا من النشاطية التثبيطية لإنزيم  C3في  OHموعة مجغياب 

غياب مجموعة و  C2-C3بين و وجود رابطة ثنائية  C5 et C7و ذلك لوجود مجموعة هيدروكسيل على  XOعلى 

OH  فيC3 تعتبر مشتقات، كما isoflavonoids لمث تتدخل في السلسلة التنفسية التي قوية للإنزيمات مثبطات 

NADPH oxidase (Jang et al., 2011)يستطيع  ، كماCatechin  حماية الخلايا الطلائية للأوعية الدموية من

يستطيع  .NADPH oxidase (Ihm et al., 2009)الإجهاد التأكسدي عير تثبيط نشاطية و تعبير إنزيم 

quercetin  و مشتقاته خفض أكسدة البروتينات و البروتينات الدهنية وذلك بتثبيط إنزيمMPO  الخلايا البالعة مما

   .(Shiba et al., 2008) قلبيةالإصابة بأمراض يخفض 

  .Hertia cheirifolia L   نبتة  .5

 من .Hertia (Othonna) cheirifolia L العلمي سمهاا، دائمة الخضرة اتاتنبال من  Hertia cheirifoliaعتبر ت

 تسمىحيث  شائعة عدة أسماءلها  ،Asteraceae (Compositae) عائلةمن  Hertiaجنس من  cheirifoliaنوع 

 Barbaryفتدعى  بالانجليزية و Hémérocalleبالفرنسية تدعى مرزو أما يو بالبربرية تسمى ت كرتشونال بالعربية 

ragwort (Quezel and Santa, 1963).تنتشر Hertia cheirifolia  و تونس(البحر الأبيض المتوسط وض حفي 

  H. cheirifoliaيتركز وجود ، ووجنوب إفريقيا أمريكا الشمالية في ، كما تنتشر)إيطاليا و إسبانيا و مصر و الجزائر

 . (Quezel and Santa, 1963)الهضاب العليا و  شبه الصحراوية بالمناطقر في الجزائ

  Hertia cheirifoliaوصف نبتة  .1.5

صفراء ليمونية  هاأزهار  ،متبادل شكلمتوضعة ب ودائمة الخضرة سميكة أوراقب .Hertia cheirifolia Lتتميز نبتة 

تمتد على سطح الأرض مشكلة غطاء بقطر  ،مس 40-20يتراوح إرتفاعها مابين تزهر في اية فصل الشتاء، 

 مقاومة للجفاف، كما أا الانجراف من من النباتات الجيدة لتثبيت التربة وحمايتهالهذا تعتبر  )13 الشكل(سم 50

  .(Quezel and Santa, 1963)النمو  بطيئة و



مضاد  و مضاد للتشنجك  و تونس الجزائر

 .يستخدم مشروب مغلى الأوراق لعلاج كل من تشنجات وآلام المعدة والأمعاء

ضافة إلى بعض ، بالإلتهاباتلعلاج العديد من الإ

(Iserin, 2001).  

Hertia cheirifolia 

( http://www.gardenguides.com/taxonomy/  
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   استعمال النبتة في الطب الشعبي

Hertia cheirifolia الجزائر كل من  في في الطب الشعبي

يستخدم مشروب مغلى الأوراق لعلاج كل من تشنجات وآلام المعدة والأمعاءففي إيطاليا 

 H. cheirifoliaلعلاج العديد من الإ في جنوب إفريقيا في الطب الشعبي

(Iserin, 2001) أمراض الجهاز الهضمي مثل سوء الهضم والإسهال والإنتفاخ

Hertia cheirifoliaأجزاء من نبتة  الشكل العام و :13 الشكل

( http://www.gardenguides.com/taxonomy/hertia-cheirifolia)

  

  

  

  

 

استعمال النبتة في الطب الشعبي .2.5

cheirifoliaتستعمل نبتة 

في إيطاليا  ، أماللالتهاب

cheirifolia تستعمل

أمراض الجهاز الهضمي مثل سوء الهضم والإسهال والإنتفاخ

)
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 المواد و الطرق

  المواد .1

 المواد البيولوجية .1.1

تم التعرف عليها من طرف .  2010جلبت من منطقة عين التوتة ولاية باتنة في خريف Hertia cheirifolia نبتة 

حليب البقر الطازج تم جلبه من . )باتنة(قسم علوم زراعية كلية العلوم جامعة الحاج لخضر  ،أوجحيح بشيرالأستاذ 

  .)قجال(مزرعة بضواحي سطيف 

 الأجهزة المواد الكيميائية و .2.1

 allopurinol ،xanthine ،tripyridyl-triazine (TPTZ) :استعملت العديد من المركبات الكيميائية منها

etylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ،quecetin ،rutin، gallic acid morin ،naringin 

catechin ،epicatechin، naringenin، kaempferol،flavon  ،myricetin،propyle gallat ،fisetin  

caffeic acid، ellagic acid ،gossypin ،methanol، hexane ،chloroforme ،ethyle acetat،  

ferrozine ،)nitroblue tetrazolium (NBT ،aluminium chloride (AlCl3)،  iron II chloride (FeCl2) 

sodium phosphate (Na2HPO4 and NaH2PO4) ،phenazine methosulfate (PMS) ،cytochrome c 

Butylated hydroxy toluene (BHT)  ،Folin-Ciocalteu ،2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)، β-carotene، tween40، iron III chloride (FeCl3).  

 . Flukaو Sigma-Aldrichو   Sigma هذه المركبات مأخوذة من

 TechomPو جهاز التحليل الطيفي  (bÜchi461)جهاز التبخير : من بين الأجهزة التي استعملت خلال البحث

UV/VIS-8500  جهاز وHPLC (Shimadzu 10 VP class).  
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  طرق العمل .2

 H. cheirifoliaمن أوراق إستخلاص الفلافونويدات  .1.2

، والتي ترتكز على درجة ذوبانية هذه المركبات في Markham (1982)حسب طريقة الفلافونويدات تم إستخلاص 

تغسل أوراق النبتة جيدا ثم تقطع إلى أجزاء صغيرة وتترك لتجفف كليا عدة أيام . )14 الشكل(المذيبات العضوية 

  .حرارة الغرفة تحت الظل، بعدها تطحن جيدا للحصول على مسحوقفي درجة 

غ من الوزن الجاف لأوراق نبتة 100إلى  )ميثانول %85(ل 1يعتمد إستخلاص الفلافونويدات على إضافة 

Hertia cheirifolia،  ُ4في درجة حرارة عرض الخليط إلى عملية رج مدة ليلة كاملة يºيرشح المحلول عبر  م بعدها

م و يعاد إستخلاص الراسب مرة ثانية بنفس الطريقة 4ºقطن زجاجي، ثم تحفظ الرشاحة الأولى المتحصل عليها في 

تمزج الرشاحتين وترشح عبر ورق الترشيح ثم . ثانيةفنتحصل على رشاحة  )ماء/ميثانول %50(ولكن باستعمال 

صل في النهاية على ناتج م، نح40ºتحت درجة حرارة  (Rotavapor) تعرض لعملية تبخير باستعمال جهاز التبخير

  .م4ºيحفظ في  ف ويجفحجم معين  عبارة عن مستخلص خام يؤخذ منه

مستخلص (يتم نزع الليبيدات بإضافة لحجم من المستخلص الخام حجم من الهكسان فينتج جزء عضوي 

و جزء مائي، الذي يُضاف له الكلوروفورم لإستخلاص الفلافونويدات غير السكرية، أما الجزء المائي  )الهكسان

الناتج  فيضاف له حجم مساوي من إثيل الأسيتات لإستخلاص الفلافونويدات أحادية وثنائية السكر، 

تعُرض كل . و رباعية السكر المستخلص المائي النهائي يحتوي على الفلافونويدات الأكثر قطبية ثنائية، ثلاثية

إلى حين استعمالها مع العلم أن  م4ºفي  و تحُفظفف تجالمستخلصات العضوية لعملية تبخير لإزالة المذيبات ثم 

  .عملية الغسل بالمذيبات العضوية تم تكرارها عدة مرات إلى حين زوال اللون
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   .Markham (1982)حسب طريقة  H. cheirifoliaمن أوراق  الفلافونويداتإستخلاص مخطط  :14الشكل 

 بالهكسان لإستخلاصا -

 H.cheirifoliaق  أورا

 1رشاحة 

 1+2رشاحة 

 1 راسب

 2 راسب 2رشاحة 

  85%بالمثانول الإستخلاص -

 ساعة 24  الرج مدة -

 الترشيح بالقطن  -

 50% بالمثانول الإستخلاص -

 ساعات 4ة الرج مد -

 الترشيح بالقطن  -

 م °40تبخير في درجة حرارة 

 المائيالجزء  )فلافونويدات سكرية(جزء عضوي 

 لإستخلاصا -

 بالإثيل أسيتات 

 بالكلوروفورم  لإستخلاصا -

 الجزء المائي )سكرية غير فلافونويدات(جزء عضوي 

 الترشيح بورق الترشيح -

 م °40تبخير في درجة حرارة  -

 )خام(مستخلص الميثانول  

  الجزء المائي )لبيدات(جزء عضوي 
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  H. cheirifoliaتحليل مستخلصات  .2.2

 تقدير عديدات الفينول الكلية  .1.2.2 

تعتمد على  حيث، )Li et al., 2007( حسب Folin-Ciocalteau الكلية بطريقة تم تقدير عديدات الفينول

يتون المتميزة باللون كلإعطاء كينون أو  بواسطة المركبات الفينولية  Folin-Ciocalteau كاشفكونات  مإرجاع 

مخفف  Folin-Ciocalteauمل من محلول  1مع مل من المستخلصات المذابة في الميثانول أو الماء  0.2تمزج . الأزرق

كربونات الصوديوم   مل 0.8، بعدها نضيف دقائق 4ترج الأنابيب وتحضن في درجة حرارة المخبر لمدة مرات،  10

تقاس امتصاصية المحلول الناتج عند طول  .ساعة ونصفالمخبر لمدة ترج الأنابيب وتحضن في درجة حرارة  % 7.5

يتم ). 15 الشكل(لتحديد منحنى العيارية  )مل/ميكروغرام 160-20(الغاليك حمض نانومتر و يستعمل  765موجة 

  .لكل غرام من وزن المستخلص الغاليكحمض مكافئ مغ التعبير عن النتائج بـــــ

 

 

 الغاليك حمضعيارية منحنى : 15 الشكل

  التقدير الكمي للفلافونويدات .2.2.2  

AlClبطريقة  يداتو للفلافون الكلي تم التقدير   مل من المستخلصات  1يؤخذ  ،)2003( و آخرون Bahorun حسب 3

y = 0,007x + 0,144

R² = 0,991
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من الحضن في الظلام تقرأ  قائقد 10، بعد 2%بتركيز  AlCl3مل من  1الماء و يضاف لها  المذابة في الميثانول أو

تم حساب تركيز الفلافونويدات انطلاقا من المنحنيين العياريين . نانومتر 430متصاصية عند طول موجة الا

quercetin  وrutin )1-40 يعبر عن النتائج بعدد الملغرامات المكافئة لكل من )مل/ميكروغرام ،quercetin 

  .)16 الشكل(ستخلص من الملكل غ  rutinو

 
 rutinو  quercetinمنحى عيارية  :16 الشكل

    HPLCبإستعمال  H. cheirifoliaتحليل مستخلصات  .3.2.2

 (HPLC)بإستعمال الكروماتوغرافيا السائلة عالية الضغط  Hertia cheirifoliaمستخلصات أوراق  تم تحليل

High performance liquid chromatography (Shimadzu 10 VP class)، الموصولة  بكاشفUV–VIS  

عن عمود غير وطور ثابت عبارة  (Isocratic)حيث تم فصل و تحليل المكونات بإستعمال طور متحرك وحيد 

عبر الطور الثابت  )%80 ماء،/ (acetonitrileتم ضخ الطور المتحرك ،)مم c18 apolaire)، 4.6×125قطبي 

   .(Kalia et al., 2008)نانومتر  280و تم قراءة إمتصاصية الجزيئات عند طول موجة د /مل 1بتدفق 

y = 0,031x + 0,028

R² = 0,998

y = 0,018x - 0,002

R² = 0,998

0
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  من حليب البقر XORتنقية إنزيم  .3.2

المعدلة من طرف  )Yamazaki )1982و  Nakamuraمن حليب البقر حسب طريقة  XORتم تنقية إنزيم 

Baghiani  حيث تم الحصول على الإنزيم الخام من حليب البقر عبر سلسلة من عمليات )2003(و آخرون ،

  )هيبارين –أقاروز (كروماتوغرافيا يمرر الإنزيم الخام على عمود  الطرد المركزي و الترسيب بواسطة كبريتات الأمونيوم، 

 XORتم استرجاع إنزيم . )سا/مل 10(بتدفق ثابت طيلة التجربة  )pH=6.2،ملي مولر 25(بمحلول هيباريني 

للتأكد من نقاوة الإنزيم المحصل عليه من الشراهة تم  .NaClمن  ملي مولر 2الحاوي على  بمحلول الهيبارين المنظم 

 Protein Flavin Ratioفوق بنفسجي له، وذلك لتحديد نسبة البروتين إلى الفلافين  - إجراء مسح طيفي مرئي

(PFR) . االفصل الكهربائي على هلام الأكريلاميد  تم إجراءلمعرفة الأوزان الجزيئية للعينات المدروسة ودرجة نقاو

  .SDSالمتعدد في وجود 

  بطرق إنزيمية   المضادة للأكسدة H. cheirifolia تدراسة نشاطية مستخلصا .4.2

  XOعلى  H. cheirifoliaالتأثير التثبيطي لمستخلصات  .1.4.2

 )2009(و آخرون  Boumerfegحسب  XOعلى نشاطية إنزيم  H. cتم دراسة التأثير التثبيطي لمستخلصات 

ميكرومولر  100يحتوي وسط التفاعل على  .نانومتر 295 الناتجة عند طول موجة uricوذلك بقياس كمية حمض 

ملي  0.1الذي يحتوي ) pH=7.4 ملي مولر، Na2HPO4/NaH2PO4 )50المذابة في المحلول المنظم  الكزانثين من

مع اعتبار النشاطية في  قةتم تتبع التفاعل خلال دقي .ستخلصاتالم، في وجود تراكيز متغيرة من EDTAمن  مولر

 :كما يلي (%I)وقد تم حساب نسبة التثبيط  %100غياب المستخلصات 

��ℎ�������	%=
A� − A

A�
× 100 

A� : نشاطيةXOR في غياب المستخلصات   ،A� : نشاطيةXOR في وجود المستخلصات. 
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التركيز  عن النتائج بــيرعبالت تم ، و قدXORكشاهد مقارنة باعتباره المثبط المتخصص لإنزيم    allopurinolاستعمل 

  .Inhibition concentration (IC50) من نشاطية الإنزيم %50المثبط لــ 

O2على  H. cheirifoliaالتأثير الإزاحي لمستخلصات  .2.4.2
 XOالناتج عن  -•

O2على جذر  H. cherirfoliaتم دراسة التأثير الإزاحي لمستخلصات 
و  Robakحسب طريقة  XOالناتج عن  -•

Gryglewski )1988(  المعدلة من طرفBoumerfeg   وآخرون)يعمل جذر  .)2009O2
على  XOالناتج عن  -•

، وبالتالي وجود مركبات cyt-c+2إلى  )نانومتر 550الذي له إمتصاصية عظمى عند طول موجة ( cyt-c+3إرجاع 

 25من الكزانثين و ميكرومولر 100يحتوي وسط التفاعل على . cyt-c+3مزيحة لهذا الجذر يمكن أن تمنع إرجاع 

 Na2HPO4 / NaH2PO4المحلول المنظم  النبتة المذابة في وتراكيز متغيرة من مستخلصات cyt-cميكرومولر من 

تم  و ،بعد إضافة الإنزيم قةتتبع التفاعل خلال دقيتم  .O2المشبع بالأكسجين الجوي  )pH=7.4،مولرملي 50(

   :كما يلي c-cyt (I%)حساب نسبة تثبيط إرجاع 

��ℎ�������	% =
A� − A�

A�
× 100 

A� :امتصاصية الشاهد   ،A� :في وجود المستخلصات متصاصيةالا.  

  .cyt-c (IC50)من  %50 إرجاع التركيز المثبط لــ عن النتائج بــيرعبتم الت

 المضادة للأكسدة بطرق غير إنزيمية H. cheirifolia تدراسة نشاطية مستخلصا .5.2

O2التأثير الإزاحي على  .1.5.2
  PMS-NADH-NBT بإستعمال النظام -•

O2على  H. cheirifoliaتم تقدير الفعل الإزاحي لمستخلصات 
 حسب PMS-NADH-NBT بإستعمال النظام -•

الناتج عن formazan إمتصاصية مركب  يعتمد هذا الإختبار على قياس ، حيث)2006( آخرونو  Aniطريقة 

O2بواسطة  nitroblue tetrazolium (NBT)إرجاع 
 560عند طول موجة  PMS-NADHعن النظام  الناتج -•

 )pH =7.8مولر،  NaH2PO4/Na2HPO4 )0.1ميكرولتر من المحلول منظم  300يتم التفاعل في وجود . نانومتر
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من  ميكرولتر 50و )مولرلي م 1( NBTميكرولتر من  50و  )مولرلي م β-NADH )3ميكرولتر من  50و

 phenazine methosulfate (PMS)ميكرولتر  50إضافة  يتمبعد حضن المزيج لمدة دقيقتين  ،المستخلص النباتي

O2لإنتاج  )مولرملي  0.3(
يعبر عن التأثير  .PMSدقائق من إضافة  3نانومتر بعد  560تقرأ الإمتصاصية عند ، -•

O2على  H. cheirifoliaالإزاحي لمستخلصات 
   :العلاقة وفق formazanإلى  NBTبنسبة تثبيط تحول  -•

��ℎ�������	%=
Ac −A�
Ac

× 100 

A� :امتصاصية الشاهد   ،A� :الإمتصاصية في وجود المستخلصات.  

O2 من %50 لـ التركيز المزيحتم التعبير عن النتائج بــ
•- (IC50).  

 اللينولييكحمض /β-caroteneإختبار  .2.5.2

 اللينولييكحمض /β-caroteneإختبار بواسطة  H. cheirifolia لمستخلصات للأكسدة النشاطية المضادة تم تقدير

على قياس التغيرات التي تحدث في يعتمد هذا الإختبار  حيث ،)Dapkevicius et al., 1998(حسب 

 0.5يذاب . β-carotene جذور البيروكسيل لجزيئاتأكسدة  بسبب نانومتر، 490 عند طول موجة الإمتصاصية

غ من 200و اللينولييكمن حمض  لترميكرو  25مل من الكلوروفورم ثم يضاف له  1في  β-caroteneمغ من 

40Tween  40، يمزج هذا الخليط جيدا ثم يتم تبخير الكلوروفورم في جهاز التبخير فيºمل من  100، يتم إضافة م

من  لترميكرو  350مل من الخليط السابق في أنبوبة إختبار ونضيف له  2.5 يوضع. الماء المقطر المشبع بالأكسجين

كشاهد موجب   BHTالعملية مع الشواهد والمتمثلة في  مل تكرر/مغ2المستخلصات النباتية المحضرة بتركيز ثابت 

نانومتر، و ذلك  490يحضن المزيج في الظلام و تقرأ الامتصاصية عند طول موجة . والماء والميثانول كشواهد سالبة

سب النشاطية المضادة تح. سا 48سا،  24سا،  12سا،  6سا،  4 ،سا3سا  2سا،  1سا،  0خلال الأزمنة 

  :العلاقة التالية حسب H. cheirifolia (antioxidant activity)لمستخلصات للأكسدة 

AA% =
A�

A�
× 100 

A� :امتصاصية الشاهد   ،A� :الإمتصاصية في وجود المستخلصات. 
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  DPPHعلى جذر  H. cheirifoliaالتأثير الإزاحي لمستخلصات  .3.5.2

 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)-2,2على جذر  H.cheirifoliaلمستخلصات تم إختبار التأثير الإزاحي 

 DPPHيعتمد هذا الاختبار على استعمال جذر  ، حيثمع بعض التعديلات )2003( وآخرون Goupyحسب 

بواسطة المركبات المضادة  )إرجاعه(والذي يتحول إلى اللون الأصفر عند إزاحتة  الداكن البنفسجيون لذو ال

من عدة تراكيز ميكرولتر  50 تحضن .نانومتر 517يؤدي إلى انخفاض الامتصاصية عند طول موجة  مماللأكسدة، 

دقيقة من  30بعد . %0.004الميثانولي ذو تركيز  DPPHمن محلول  لترميكرو  1250المختلفة مع  اتمن المستخلص

 quercetinو  rutinكل من   و قد إستعمل ،نانومتر 517الحضن في الظلام تقاس الامتصاصية عند طول موجة 

كما   DPPHجذر  إزاحةتم حساب نسبة  وقد   هدواكش butylated hydroxytoluen (BHT)و الغاليكوحمض 

  :يلي

����������	% =
A� − A�

A�
× 100 

A�:   ،امتصاصية الشاهدA� :الإمتصاصية في  وجود المستخلصات.  

  .DPPH (IC50) جذرمن  %50 لـ التركيز المزيحالتعبير عن النتائج بــتم 

 المعادن    إستخلابإختبار  .4.5.2

المعدلة  )1990( Welch و Deckerالمعادن حسب طريقة  )قبط( إستخلابقياس قدرة المستخلصات على  تم

أيونات الحديد  إستخلابتسمح هذه التقنية بتقدير قدرة المركبات على  ، حيث)2007(وآخرون  Leمن طرف 

ميكرولتر  250يمزج . نانومتر 562عند  الذي له إمتصاصية عظمى Fe+2-Ferrozineالثنائي و منع تكوين المركب 

 450 و )مولر ملي  FeCl2 )0.6ميكرولتر من محلول  50مع بتراكيز مختلفة  H.cheirifoliaمن مستخلصات 

 10ب وبعد ، ترج الأنابي)ملي مولر ferrozine )5ميكرولتر من محلول  50دقائق يضاف  5ميكرولتر ميثانول بعد 

) مل/ميكروغرام EDTA )0-40نانومتر، أستعمل مركب  562دقائق من الحضن في الظلام تقرأ الإمتصاصية عند 

  :تثبيط تشكيل المركب كما يلي  أو أيونات الحديد إستخلابحساب نسبة  هد مقارنة و تماكش



38 
 

�ℎ�������	%=
A� − A�

A�
× 100 

A� : ،امتصاصية الشاهد A� :المستخلصات متصاصية في وجودالإ.  

    .)2010(و آخرون  Kandhasamyغ من المستخلص حسب /EDTAمكافئ مغ عن النتائج بـ تم التعبير 

  FRAPنشاطية المضادة للأكسدة بطريقة دراسة ال. 5.5.2

 (FRAP)بطريقة Hertia cheirifoliaلمستخلصات أوراق ) القوة الإرجاعية( تم تقدير القدرة   المضادة للأكسدة 

ferric reducing  ability of plasma   حسب طريقةBenzie  وStrain )1996(  المعدلة من طرفPulido 

حيث ترتكز على قياس  ،لمضادات الأكسدة الإرجاعية، حيث تسمح هذه التقنية بتقدير القدرة )2000(وآخرون 

نانومتر بسبب ظهور اللون الأزرق الناتج عن إرجاع  593 عند طول موجة التغيرات التي تحدث في الإمتصاصية

 30ميكرولتر من الماء المقطر مع  90يتم مزج  .Fe+2-TPTZ إلى Fe+3-TPTZ (tripyridyltetriazine) المركب

 20و TPTZملي مولر من  10الذي يتكون من  FRAPميكرولتر من محلول  900المختبرة وميكرولتر من العينة 

 ثا 15، و تتم القراءة كل pH =3.6ذوملي مولر من المحلول المنظم الأسيتات  300و FeCl3.6H2Oملي مولر من 

 Equivalent concentration (EC1)لتحديد قيم  .م°37بالنسبة لكل من العينة والشاهد لمدة نصف ساعة عند 

  .د30و 4منحنى العيارية عند الدقيقتين  لتحديد )ميكرومولر FeSO47H2O )0-2000تم إستعمال 

الذي يعني تركيز مضاد الأكسدة أو العينة المدروسة الذي له قدرة  (EC1)تم التعبير عن النتائج بـــالتركيز المكافىء 

 30و 4عند الدقيقتين  FeSO47H2O عند تحول Fe+2 مولر منملي  1إرجاعية مكافئة لتلك الخاصة بتركيز 

 total antioxidant power (TAP) المضادة للأكسدة/ القوة الإرجاعيةكما عبر عن النتائج بـ.)17 الشكل(

،  (Erdogan-Orhan et al., 2010)غ من المستخلص 1بواسطة  الناتجة  Fe+2ن مولر مالذي يمثل مكافئ ملي 

  .كشاهد مقارنة  الغاليكحمض تم إستعمال كما 
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  د 30و 4تين عند الدقيق FeSO47H2O منحنى العيارية لـــ: 17الشكل 

 التحليل الإحصائي .6.2

. 2أو  n=3حيث أن  (SD)الانحراف المعياري  ± (M)كل القيم المحصل عليها عبر عنها بالمتوسط الحسابي 

بالنسبة للمقارنات  Dunnettمتبوع باختبار  (one-way ANOVA)للت النتائج إحصائيا عن طريق اختبار حُ 

حيث اعتبر الفرق إحصائيا ذو معنى عند . بين مختلف المستخلصات والشواهد و بين المستخلصات فيما بينها

في رسم  Graphpad Prism v.5.0، كما إستعمل برنامج (P ≥ 0.05)أي أن معامل التحديد  %5الدلالة 

  .المنحنيات و التحيلات الإحصائية
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 النتائج و المناقشة

 و تقديرها الكمي تإستخلاص الفلافونويدا .1

، والتي تعتمد على Markham (1982)حسب طريقة  H. cheirifoliaتم الإستخلاص الفلافونويدات من أوراق 

الهكسان لإستخلاص الليبيدات ، حيث يستعمل استعمال مذيبات متزايدة القطبية انطلاقا من المستخلص الخام

والكلوروفيل و الشموع و الكلوروفورم لإستخلاص الفلافونويدات غير السكرية و إثيل أسيتات لإستخلاص 

الفلافونويدات أحادية وثنائية السكر، أما الجزء المائي المتبقي فيحتوي على الفلافونويدات الأكثر قطبية، ثلاثية 

   .ورباعية السكر

غ من الوزن الجاف للنبتة، وقد ظهر أعلى مردود مع المستخلص 100تم حساب مردود كل مستخلص انطلاقا من 

 ، أما مستخلصا الكلوروفورم  1.00%±12.67 بـ (Aq.E)المائي  ، يليه الجزء%2.14 ±16.58بـ  (Cr.E)الخام 

(Ch.E)  والإثيل أسيتات(EtA.E)  أقل مردود . على التوالي %0.05  ± 0.93، %0.05 ± 1.09فكان مردودهما

تتوافق هذه النتائج مع ما توصل إليه . )2 الجدول( %0.06  ±0.67 بـ (Hex.E)الهكسان ظهر في مستخلص 

Ammar  و هذا بتطبيق نفس الطريقة على نفس النبتة )2009(وآخرون.   

كشاهد، تتميز هذه   الغاليكلتقدير عديدات الفينول الكلية بإستعمال حمض  Folin-Ciocalteauتم تطبيق طريقة 

عن المحتوى الفينولي في كل مستخلص بعدد الملغرامات تم التعبير . (Li et al., 2007)الطريقة بسهولتها وفعاليتها 

ات يحتوي على  أظهرت النتائج  أن مستخلص إثيل الأسيت. لكل غرام من للمستخلصالغاليك المكافئة من حمض 

كمية معتبرة من المركبات الفينولية، كانت ضعف كمية عديدات الفينول المتواجدة في المستخلص الخام و 

مستخلص الكلوروفورم، أما المستخلص المائي فقد أظهر أقل نسبة من عديدات الفينول مقارنة بالمستخلصات 

  .  )2 الجدول(الأخرى 
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  .ومحتواها من عديدات الفينول و الفلافونويدات H. cheirifoliaمردود مستخلصات أوراق  .2الجدول 

مكافئ الفلافونويدات 

لكل غ  rutinمغ 

 المستخلص

مكافئ مغ  الفلافونويدات 

quercetin  لكل غ من

 المستخلص

عديدات الفينول الكلية 

 الغاليكمكافئ مغ حمض 

  المستخلص لكل غ من

  %المردود 
نوع 

 المستخلص

 الخام   16.58±2.14  72.00 ± 8.79  6.23 ± 0.43  10.42 ± 1.34

 الهكسان  0.06 ± 0.67  -  - - - -  - - -  - - - - -  - - -  - - - - -  - - -  -

 الكلوروفورم 0.05 1.09± 70.72 ± 6.26 3.64 ± 0.31 6.07 ± 0.88

 اثيل الأسيتات   0.05 ±  0.93 181.24 ± 14.04 63.46 ± 6.32 105.69 ± 10.40

 المائي 1.00 12.67± 62.54 ± 6.36 3.07 ± 0.37 5.87 ± 0.72

AlClتم تطبيق طريقة  و آخرون  Bahorun حسبكشواهد   rutinو  quercetinباستعمال   الفلافونيدات لتقدير 3

تقريبا من   مرتينأكبر  rutinكمية الفلافونويدات في كل مستخلص باستعمال المكافئ   بينت النتائج أن .)2003(

أظهر التقدير الكمي للفلافونويدات أن . quercetinكمية الفلافونويدات في نفس المستخلص باستعمال المكافئ 

أضعاف الكمية التي يحتويها المستخلص الخام  10مستخلص إثيل الأسيتات يحتوي على أكبر كمية وصلت إلى 

تخلص المائي متساوية سواءاً باستعمال المكافئ وكانت كمية الفلافونويدات في مستخلص الكلوروفورم و المس

  . )2 الجدول( rutinأو  quercetinبدلالة 

   HPLCبإستعمال  H. cheirifoliaتحليل مستخلصات  .2

. من بين أهم التقنيات المستعملة في تحليل وفصل مختلف المركبات الفينولية المستخلصة من النباتات HPLCتعتبر 

 )18 الشكل( أا تحتوي على بعض المركبات الفينولية  HPLCبواسطة  H.cheirifoliaأظهر تحليل مستخلصات 

  ).3 الجدول(مع تلك الخاصة بالشواهد  Retention times (RT)و ذلك بعد مقارنة زمن إحتجازها 
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  .الفلافونويدات و الأحماض الفينولية النقيةزمن إحتجاز مختلف  .3 الجدول

 )د(زمن الإحتجاز   الشواهد

Gossypin  0,908 

Naringin 1,533 

Gallic acid 1,567 

Rutin 1,567 

Epicatechin 1,583 

Catechin 1,583 

Morin 1,592 

Ellagic acid 1,600 

Caffeic acid 1,633 

Propyle gallat  1,755 

Naringenin 1,800 

Quercetin 1,917 

Myricetin 1,958 

Kaempferol 1,992 

Fisetin 2,467 

Flavon 3,250 

أظهر التحليل الكروماتوغرافي لمستخلص الكلوروفورم عدة معاول، من خلال مقارنة أزمنة إحتجازها مع أزمنة 

، كما يحتمل إحتواء  catechinأو /و epicatechinأن مستخلص الكلوروفورم يحتوي على  بينّ إحتجاز الشواهد ت

التحليل الكروماتوغرافي  د في 3.292، 2.058 الإحتجاز أزمنة توافق التي و flavonو  kaempferol على المستخلص

د، يمكن لهذا  1.525الأسيتات معولا في الزمن  لمستخلص إثيل كما أظهر التحليل الكروماتوغرافي،  )18 الشكل(

  .قريب جدا من هذا الزمنزمن إحتجاز الذي له  naranginالمركب أن يكون 

  

  

  



  

  

  .HPLCبواسطة  H.cheirifoliaختلف مستخلصات التحليلات الكروماتوغرافية لم :18 الشكل          
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  من حليب البقر XORتنقية إنزيم   .3

المعدلة من طرف  )Yamazaki )1982و  Nakamuraمن حليب البقر حسب طريقة  XORتم تنقية إنزيم  

Baghiani  الطرد المركزي و الترسيب بواسطة كبريتات الأمونيوم  سلسلة من عمليات عبر )2003(و آخرون

حيث تم استرجاع إنزيم  ،)هيبارين- أغاروز(لإستخلاص الإنزيم الخام، متبوع بالفصل على عمود كروماتوغرافيا 

XOR مولر، ملي25(بمحلول الهيبارين المنظم  نقىالمpH=6.2 ( من ملي مولر  2الحاوي علىNaCl. 

 Baghianiالتي توصل إليها  )مل/مغ 20.32(مل، هذه القيمة قريبة من القيمة /مغ  17.97قدرت مرودية الإنزيم بـ

في  شريطا رئيسيا (SDS-PAGE)الفصل الكهربائي على هلام الأكريلاميد المتعدد  أعطى .)2003(و آخرون 

 +NADللالكترونات وفي وجود الكزانثين كمادة مانحة  لإنزيملقدرت النشاطية الكلية . كيلودالتون150حدود 

كمادة مستقبلة O2مغ بروتين و النشاطية المؤكسدة في وجود /دقيقة/نانومول 2261ـــ كمادة مستقبلة للاكترونات ب

كما  .)4 الجدول( %89ت نسبة النمط المؤكسد مساوية مغ بروتين، وقد كان/دقيقة/نانومول 2011بـــ للاكترونات

المنقى ثلاث معاول و قدرت نسبة البروتين إلى  XORفوق البنفسجي لإنزيم -المسح الطيفي المرئي أعطى

 و آخرون Baghianiهذه النتائج تتوافق مع ما توصل إليه كل من  .(Bray et al., 1996) 7.1بـ   (PFR)الفلافين

)2003(، Benboubetra و آخرون )2004( Boumerfeg و آخرون )2009(.  

   .من حليب البقر الطازج XOR إنزيم نتائج عملية تنقية. 4 جدولال

  النشاطية الكلية 

  )مغ بروتين/دقيقة/نانومول (

  نشاطية النمط المؤكسد 

  )مغ بروتين/دقيقة/نانومول (

النمط  نسبة

  %المؤكسد 
PFR  

2261  2011  89 %  7.1  
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  إنزيمية بطرق كسدةللأ المضادة H. cheirifolia تدراسة نشاطية مستخلصا .4

  XOعلى نشاطية إنزيم  H. cheirifoliaتأثير مستخلصات أوراق  .1.4

باستعمال تركيز ثابت من مادة التفاعل   XOعلى نشاطية إنزيم  H. cheirifolia تمت دراسة تأثير مستخلصات

نانومتر، وقد أظهرت النتائج أن  295نتاج حمض اليوريك مع الزمن عند تتبع إ، مع )ميكرومولر 100(كزانثين 

 . )19 الشكل(بشكل يتناسب طرديا مع الزيادة في تركيز هذه المستخلصات  XOالمستخلصات تثبط إنزيم 

 
 .XOعلى نشاطية  H. cheirifoliaالتأثير التثبيطي لمستخلصات أوراق  :19 الشكل

حيث كان التأثير التثبيطي لكل من ، XOأظهرت النتائج أن كل المستخلصات تثبط بشكل معتبر جدا إنزيم 

 ± 0.232 و لم/مغ IC50= 0.157 ± 0.0075 بـالأعلى  هومستخلص إثيل الأسيتات و مستخلص الكلوروفورم 

 4مرات و  3 أقل بحوالي المستخلص المائي تأثير تثبيطيو المستخلص الخام  فيما أظهر، على الترتيب لم/مغ 0.003

  .)20 الشكل( مقارنة بمستخلص إثيل الأسيتات على الترتيبمرات 
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  .XOمن نشاطية انزيم  %50المثبطة لـ  H. cheirifoliaتركيز مستخلصات : 20الشكل 

(***:  p ≤ 0.001). 

يتضح من خلال النتائج المتحصل عليها أن هناك علاقة طردية بين محتوى المستخلصات من المركبات الفينولية 

، و بالتالي يمكن )على الترتيب R2=0.815 ،R2=0.718(والفلافونويدات و التأثير التثبيطي لهذه المستخلصات 

 .كمية المركبات الفينولية و الفلافونويدات الموجودة فيهإرجاع التأثير التثبيطي العالي لمستخلص إثيل الأسيتات إلى  

أعطى ، حيث (2010)وآخرون  Wu ،)2009(وآخرون  Boumerfegهذه النتائج تتوافق مع ماتوصل إليه كل من 

   .XOعلى إنزيم مستخلص إثيل الأسيتات الأغنى بالمركبات الفينولية و الفلافونويدات أعلى تأثير تثبيطي 

فقد إضافة إلى العامل الكمي فإن نوعية الفلافونويدات الموجودة في كل مستخلص يمكن أن تحدد قوة التثبيط،  

تأثيرا تثبيطيا عاليا رغم محتواه الضئيل من الفلافونويدات مقارنة بالمستخلصين الخام  ستخلص الكلوفورممأظهر 

فقد ، XOينولية خصوصا الفلافونويدات في تثبيط إنزيم العديد من الباحثين دور المركبات الف بينّ فقد . والمائي

 curcuminوluteolin، silibinin،  quercetin في دراسة التأثير التثبيطي لكل من Hille (2009)و  Pauffأظهر 

بشكل غير  XOإنزيم  silibinin يثبطبشكل تنافسي بينما  يثبطان الإنزيم luteolin و quercetin أن XO على

 XO إن الفعل التثبيطي للفلافونويدات على .XOيملك أي تأثير تثبيطي على  لا curcuminتنافسي، في حين أن 

 C3في  OHمجموعة و غياب  C2-C3بين  رابطة مزدوجة   وجود  البنية الكميائية الخاصة ا، حيث أنيعود إلى 
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والدراسة التي  HPLCإعتمادا على نتائج التحليل بـ  .(Borges et al.,2002)يرفع من القدرة التثبيطية للفلافونويد 

، مما XOلهما تأثير تثبيطي على نشاطية  epicatechinو  catechinالتي بينت أن  (1998)و آخرون  Cosقام ا 

  .يفسر التأثير التثبيطي العالي لمستخلص الكلوروفورم قد

O2على جذر H. cheirifoliaلمستخلصات  الازاحيالتأثير  .2.4
  XOالناتج عن  -.

O2بإرجاع الأكسجين الجزيئي إلى جذر  XORفي وجود الكزانثين يقوم 
إلى  cyt-c+3هذا الأخير يقوم بارجاع   ،-•

cyt-c+2 .لمستخلصات  لدراسة التأثير الإزاحيH. cheirifolia على جذر O2
قمنا بتتبع إرجاع  XOالناتج عن-•

cyt-c  بواسطةO2
  عن قدرا  cyt-cإرجاع إذ تعبر قدرة المستخلصات على تثبيط نانومتر، 550عند طول موجة  -•

O2إزاحة جذرعلى  
بشكل يتناسب طرديا مع الزيادة في  cyt-cأظهرت النتائج أن المستخلصات تثبط إرجاع  .-•

 .)21 الشكل(تركيز هذه المستخلصات 

   
O2على جذر  H. cheirifoliaلمستخلصات  زاحيالتأثير الإ :21 الشكل

  .cyt-cبإستعمال  XOالناتج عن  -.

  التثبيطي، حيث  أظهر مستخلصي إثيل  كان ترتيب المستخلصات في التأثير الإزاحي مماثلا لترتيبها في التأثير
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O2 جذر على أكبر تأثير إزاحي الكلوروفورم و تالأسيتا 
.-

 ) IC50= 0.226 ±  0.0020.017 ± 0.353 و لم/مغ 

O2 الخام و للمستخلص المائي على جذر في حين كان التأثير الإزاحي للمستخلص ،)على الترتيب لم/مغ
.- 

   .)5 الجدول( )على الترتيب لم/مغ 0.011 ± 0.830 و لم/مغ  IC50=0.781 ± 0.009(متقاربا 

   cyto-c من %50لإرجاع المثبطة  H. cheirifolia تركيز مستخلصات .5 الجدول

  )لم/مغ( IC50  المستخلص

  0.781 ± 0.009  الخام

  0.353 ± 0.017  الكلوروفورم

  0.226 ± 0.002  إثيل الأسيتات

  0.830 ± 0.011  المائي

 XOيرجع للتأثير المزدوج، تثبيط نشاطية إنزيم  cyt-cعلى تثبيط إرجاع  H. cheirifoliaإن  قدرة مستخلصات 

O2وإزاحة جذر
 وإزاحة جذر للمستخلصات من حيث تثبيط إنتاج حمض اليوريك IC50 قارنة قيمبم. عنهالناتج  -•

O2
cyt-cالمثبطة لإرجاع  IC50قيم أقل من  XOالمثبطة لإنزيم  IC50، فقد كانت قيم -•

  
  .)22 الشكل(

  
O2 و النشاطية المزيحة لجذر XO من نشاطية   %50التأثير التثبيطي لـ : 22الشكل 

•-.  
(***:  p ≤ 0.001, ** : p ≤ 0.01).  

O2راجع إلى إزاحة جذر  cyt-cمن الصعب التنبؤ ما إذا كان هذا التأثير التثبيطي لإرجاع 
  XOأو إلى تثبيط  -•

***
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O2التأثير الإزاحي لجذرة لإنتاج حمض اليوريك أقوى من قدرة تثبيطيتملك بعض الفلافونويدات ف 
، كما هو -•

 )1998( وآخرون Cosصنف  كما ،catechin (Selloum et al., 2001)و  rutinالحال بالنسبة لـ 

حسب نوعية تأثيراا، حيث يمكن إعتبار فلافونويدات ) Fو Eو Dو Cو B و A(أقسام  ستةالفلافونويدات إلى 

أظهرت كثير من الدراسات  .تأثير تثبيطي أعلى من التأثير الإزاحيو التي تملك  Bهذه المستخلصات من القسم 

O2جذر علىالعلاقة بين البنية الكميائية للفلافونويدات و الـتأثير الإزاحي 
حيث أن وجود رابطة مزدوجة و ، -•

  .(Seyoum et al., 2006)يرفع من نشاطية الفلافونويدات المزيحة للجذور الحرة  Aفي الحلقة  catecholالبنية 

 بطرق غير إنزيميةالمضادة للأكسدة  H. cheirifoliaدراسة نشاطية مستخلصات  .5

O2التأثير الإزاحي على  .1.5
  PMS-NADH-NBT إستعمال النظامب -•

O2 على H.cheirifolia تم تقدير الفعل الإزاحي لمستخلصات
 NBTوذلك بقياس الإمتصاصية الناتجة عن تحول  -•

O2 بفعل formazanإلى 
أظهرت النتائج أن كل  قد و ،PMS-NADH ميائييالناتج عن النظام الك  -•

O2المستخلصات تزيح جذر 
   .)23 الشكل(التركيز بشكل يتناسب طرديا مع الزيادة في  -•

 

O2 على H. cheirifolia لمستخلصات التأثير الإزاحي :23 الشكل
 .PMS-NADH-NBT النظام إستعمالب -•

O2  جذرو مستخلص الكلوروفورم قدرة عالية على ازاحية  إثيل الأسيتاتأبدى مستخلص 
  كانت قيمحيث  ¯•
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 IC50 في حين أظهر كل من  المستخلص الخام و المستخلص المائي قدرة إزاحية متساوية  ،جد متقاربة)IC50= 

، كما أن تأثيرهما هذا كان أقل بحوالي مرتين )على الترتيب مل/مغ 1.199 ± 0.083و مل/مغ 1.191 ± 0.007

  .)24 الشكل( و مستخلص الكلوروفورم  إثيل الأسيتاتمقارنة بتأثير كل من مستخلص 

 

O2 مختلف المستخلصات المزيحة لجذر IC50 قيم :24 الشكل
 في النظام -•

PMS-NADH-NBT.    

(*  p: ≤ 0.05, ns: p > 0.05). 

 النباتية من الفلافونويداتبين محتوى المستخلصات تناسب كبير من خلال النتائج المتحصل عليها يتضح أن هناك 

O2النشاطية المزيحة لجذر
•- )R2=0.738(.  هذه النتائج تتوافق مع ماتوصل إليهWu   وآخرون)في دراسة  )2010

، كما تتوافق هذه النتائج مع ما توصل .Geranium sibiricum Lالتأثير المضاد للأكسدة لمختلف مستخلصات 

نبتة، حيث وجد علاقة   35في دراسة للتأثير المضاد للأكسدة لمستخلصات  )Johns )2002و  McCuneإليه 

كبيرة بين محتوى هذه المستخلصات من عديدات الفينول والفلافونويدات والتأثير الإزاحي لهذه المستخلصات على  

O2كل من 
تأثيرا إزاحيا عاليا مقارنة بالمستخلصين الخام و المائي  مستخلص الكلووفورم أظهر .DPPHو جذر  -•

فقره نسبيا من الفلافونويدات، هذا الـتأثير يمكن إرجاعه إلى نوعية الفلافونويدات الموجودة في هذا رغم 

حيث ، و الـتأثير الإزاحي ة للفلافونويداتأظهرت كثير من الدراسات العلاقة بين البنية الكميائي، حيث المستخلص

يرفع من نشاطية الفلافونويدات المزيحة للجذور الحرة  Aفي الحلقة  catecholأن وجود رابطة مزدوجة و البنية 
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(Seyoum et al., 2006) . إعتمادا على نتائج التحليل بـHPLC  فإن مستخلص الكلوروفورم يحتوي على

  .مما قد يفسر تأثيره العالي epicatechinو  catechinالفلافونويدات التي تملك الخصائص السابقة و المتمثلة في 

O2 بمقارنة نتائج التأثير الإزاحي للمستخلصات على
مع النتائج المتحصل  Cyt-c/XOالنظام  بإستعمال -•

، يمكن إرجاع التأثير الإزاحي الظاهر في النظام الأول إلى التأثير PMS-NADH-NBTالنظام الكيميائي  باستعمال

  .  XOالتثبيطي للمستخلصات على نشاطية إنزيم 

  حمض اللينولييك/β-caroteneإختبار  .2.5

من بين أكثر الإختبارات المستعملة لتقدير نشاطية المستخلصات  حمض اللينولييك/β-carotene يعتبر إختبار

الليبيدية ونواتج الضم  ، حيث تقوم نواتج الأكسدة والمتمثلة في الهيدروبيروكسيداتالنباتية المضادة للأكسدة

عة غير المشب β-caroteneبمهاجمة جزيئات  حمض اللينولييكالناتجة عن أكسدة  (conjugateddienes)المزدوجة 

إن وجود مركبات  .نانومتر 490مرفوق بزوال لوا البرتقالي، مما يسبب انخفاض في الامتصاصية عند طول موجة 

أوإزاحة /تثبيط أكسدة الليبيدات ومضادة للأكسدة يمكن أن يقلل من أو يمنع امتداد عملية زوال اللون عن طريق 

البيروكسيد والجذور الأخرى المتشكلة من هذا النظام، من هذا المنطلق أصبح بالإمكان تقدير النشاطية جذور 

-βإختبار  التأثير المضاد للأكسدة في ، كما أن(Naidu et al., 2011)المضادة للأكسدة للمستخلصات النباتية 

carotene/يدية اللب الأغشية على مستوى ذلك الحاصل حمض اللينولييك يشبه(Tepe et al., 2005). 

من خلال النتائج  و) 25 الشكل (ساعة  48تأثيرا مضادا للأكسدة بنسب متفاوتة  خلال أظهرت المستخلصات 

يتضح وجود علاقة ضعيفة بين المحتوى الكمي من عديدات الفينول و الفلافونويدات و نشاطية المستخلصات 

أظهر كل من المستخلص المائي ومستخلص حيث ، )على الترتيب R2=0.311 ،R2=0.265( المضادة للأكسدة

على الترتيب، في حين أظهر  74.45%و 79.24% بـ إثيل الأسيتات نشاطية مضادة للأكسدة عالية قدرت

 على الترتيب 33.78%و 59.83% ـنشاطية مضادة للأكسدة ب الكلوروفورم أقل مستخلص و المستخلص الخام

  .)26 الشكل( 96.02% ـالمضادة للأكسدة بBHT قدرت نشاطية  وقد 
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 في إختبار ساعة 48 خلال )و الميثانول و الماء (BHT الشواهد والنشاطية المضادة للأكسدة لمستخلصات  :25 الشكل

β-carotene/حمض اللينولييك.  

 
في  ساعة 24بعد مرور  )الماء الميثانول و و (BHT لمستخلصات والشواهدلالنشاطية المضادة للأكسدة  :26الشكل 

 حمض اللينولييك /β-carotene إختبار

(***:  p ≤ 0.001, **:  p ≤ 0.01, ns: p > 0.05).  
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إلى إحتوائهما على المركبات الأكثر قطبية  و EtA.Eو  Aq.Eالنشاطية المضادة للأكسدة الكبيرة لـ يمكن تفسير 

حيث  (2010)وآخرون  Baghianiعلى عكس مستخلص الكلوروفورم، تتوافق هذه النتائج مع ما توصل إليه 

نشاطية يملكان  .Carthamus caeruleus Lوجد أن مستخلص إثيل الأسيتات و المستخلص المائي لـجذور 

هذه  ، كما تتوافقمن الفينولات رغم محتواها الضئيل على الترتيب %77.13 و %79.75بنسبة  المضادة للأكسدة

 سيتاتالأستخلص إثيل حيث أعطى المستخلص المائي وم ،)2010(وآخرون  Wu مع ما توصل إليه النتائج

أظهرت حمض اللينولييك، كما /β-carotene ارإختب مضاد للأكسدة فيأعلى تأثير  .Geranium sibiricum Lـل

دراسات أن التأثيرات المضادة للأكسدة للمستخلصات النباتية يمكن أن يرجع إلى محتواها من المركبات عدة 

إن النشاطية المضادة . تإزاحي إتجاه الجذور اللبيدية و تمنع أكسدة اللبيدا تملك فعل الفينولية والفلافونويدات التي

 إستخلابأو /ع إلى إزاحة الجذور الحرة اللبيدية والتي تظهرها عديدات الفينول في الأنظمة اللبيدية قد يرج

 Sachdev and)يعتبر محفزا قويا لفوق أكسدة اللبيدات  الذي •OHجذر  الأيونات التي تتدخل في إنتاج

Davies, 2008).  

 DPPHعلى جذر  H. cheirifolia لمستخلصات تأثير الإزاحيال .3.5

في تقدير التأثير الإزاحي للمركبات الفنولية  من أكثر الإختبارات إستعمالا DPPHيعتبر إختبار التأثير الإزاحي لـ 

ذو عبارة عن جذر حر مستقر الذي هو  DPPHمركب  حيث يستعمل في هذا الإختبار ،والمستخلصات النباتية

المركبات المضادة للأكسدة بمنحه إلكترونا  بواسطةيتغير لونه إلى اللون الأصفر عند إرجاعه  ،داكن لون بنفسجي

 بشكل يتناسب DPPHتزيح جذر  النتائج أن كل المستخلصات أظهرت .(Goupy et al., 2003)أوبروتونا 

 . )27 الشكل(طرديا مع الزيادة في التركيز 
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 .DPPH على جذرو الشواهد  H. cheirifoliaمستخلصات ختلف لمالتأثير الإزاحي  :27 الشكل

أظهر مستخلص إثيل الأسيتات  ، حيثDPPHأظهرت النتائج أن كل المستخلصات تزيح بشكل معتبر جذر 

  مستخلص الكلوروفورم و الخام من المستخلص لك أظهر فيما ،)مل/مغIC50= 0.001±0.149(قدرة إزاحية عالية 
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أقل بحوالي مرتين مقارنة  DPPHجذر متساويا، في حين كان التأثير الإزاحي للمستخلص المائي على  إزاحياتأثيرا 

تأثير إزاحيا  ) حمض الغاليكو  rutin و quercetin و BHT(إثيل الأسيتات، أبدت الشواهد بتأثير مستخلص 

 .)28 الشكل( DPPHكبيرا على جذر 

 

  .DPPH ذرمن ج %50المزيحة لـ  H.cheirifolia تركيز مستخلصات :28 الشكل

. (***:  p ≤ 0.001, ns: p > 0.05 ) 

طردي بين محتوى المستخلصات من المركبات الفينولية  تناسبمن خلال النتائج المتحصل عليها يتضح أن هناك 

فقد أظهر  ،)على الترتيب DPPH )R2=0.853 ،R2=0.718والفلافونويدات والتأثير الإزاحي على جذر 

مستخلص إثيل الأسيتات الذي يحتوى على أكبر كمية من عديدات الفينول و الفلافونويدات أعلى تأثير إزاحي 

من هذ  %97، حيث وجد أن )2009(وآخرون  Dudonneتتوافق مع ما توصل إليه  هذه النتائج. DPPHلجذر 

افق هذه النتائج مع ما كما تتو . الفينولييتناسب مع محتواها  DPPHجذر المستخلصات تملك فعل إزاحي إتجاه 

 .Geranium sibiricum Lمستخلصات للأكسدة لمختلف المضاد التأثير دراسة في )2010( وآخرون  Wuإليه توصل

. DPPHحيث وجد أن مستخلص إثيل الأسيتات الأغنى بالفلافونويدات يملك أكبر تأثير إزاحي على جذر 

الإزاحية لهذه المركبات النباتية العديد من الباحثين أن القدرة  بينّ يدات، فقد و إضافة إلى العامل الكمي للفلافون

في دراسة للتأثير  )2010(و آخرون  Zhengحيث أظهر . لها علاقة كبيرة بالبنية الكيميائية DPPHعلى جذر 
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كبير في التأثير و تموضعها له دور   مجموعات الهيدروكسيل عدد، أن DPPHفلافونويد على جذر  31الإزاحي لـ 

على ي يعطي أفضل فعل إزاح ortho-dihydroxylو البنية   C3 فيل وجود مجموعة هيدروكسي الإزاحي، إذ أن

   .وجود سكر أو مثيل يرفع من الفعل الإزاحي للفلافونويدات، كما أن DPPHجذر 

 المعادن إستخلابإختبار  .4.5

دورا مهما في الحد من انتاج الأنواع الأكسجينية النشطة التي تكون أساسا في معادن لل تلعب المركبات المستخلبة

 تأثير مضاد للأكسدة قابل للقياس عنالمعادن  إستخلابو بالتالي تعبر قدرة المركبات على أكسدة اللبيدات، 

)Bartels et al., 2007(.  حسب أيونات الحديد الثنائي  إستخلابتقدير قدرة المستخلصات على تمLe 

يعتمد مبدأ هذه التقنية على قدرة  المركبات الملتقطة للمعادن على منع تشكيل مركب  حيث ،)2007(وآخرون 

Fe+2-Ferrozine إذ تعُبر نسبة تثبيط تشكل المركب ،Fe+2-Ferrozine  بواسطة المستخلصات عن قدرة هذه

 H. cheirifoliaبينت النتائج المتحصل عليها أن مستخلصات . أيونات الحديد الثنائي الأخيرة على إستخلاب

تم التعبير عن  .)29 الشكل( بشكل يتناسب طرديا مع الزيادة في التركيز Fe+2-Ferrozine تمنع تشكيل المركب 

  . (2010) وآخرون Kandhasamyغ من المستخلص حسب لكل  EDTAالنتائج بمكافئ مغ 

، فيما أظهر كل من )غ/EDTA مكافئ مغ 15.03(المعادن  ستخلابعلى إ عاليةأظهر المستخلص الخام قدرة 

 )غ/EDTA مكافئ مغ 10.32 و 11.83(متقاربة  إستخلاب قدرة المستخلص المائي و مستخلص إثيل الأسيتات

 7.40(المعادن ضعيفة مقارنة بالمستخلصات الأخرى  إستخلابفي حين كانت قدرة مستخلص الكلوروفورم على 

 وجود علاقة ضعيفة بين المحتوى الفينولي خلال النتائج نلاحظ من. )30 الشكل( )غ/EDTA مكافئ مغ

هذه  ،)على الترتيب R2=0.173 ،R2=0.116(المعادن  إستخلاب المستخلصات و القدرة علىلهذه  والفلافونويدي

 حيث أظهر أن هناك علاقة ضعيفة بين المحتوى الفينولي ،(2008) و آخرون Zhaoالنتائج تتوافق مع ماتوصل إليه 

  .المعادن إستخلاب ا علىلمستخلصات الشعير وقدر 
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  .)غ من المستخلص/ EDTA مكافئ مغ(  المعادن إستخلابعلى  H. cheirifoliaقدرة مستخلصات  :30 الشكل
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ترتبط بالخصائص البنيوية ابط معها، هذه القدرة لمعادن عبر تشكيل رو قوم بإستخلاب ايمكن للفلافونويدات أن ت

 إستخلابذا المستخلص على للفلافونويدات بالتالي نوعية المركبات الفينولية في كل مستخلص هي التحدد قدرة ه

بالإضافة إلى وجود وظيفة  C3و  C5الفلافونويدات التي تملك مجموعة هيدروكسيل في الموقعين المعادن، حيث أن 

C = O لموقع في اC4  عالية إستخلابتملك قدرة (Perron and Brumaghim, 2009).    

 كن أن ترجع لمركبات أخرى غيرأيونات الحديد الثنائي يم ما أن قدرة المستخلصات على إستخلابك

و هذا  بين مختلف المكونات الموجودة فيها، (synergism) الفلافونويدات في هذه المستخلصات أو فعل تعاوني

   .(Zhao et al., 2008) المعادن أظهرها المستخلص الخام على إستخلابربما ما يفسر القدرة الكبيرة التي 

 FRAPدراسة النشاطية المضادة للأكسدة بطريقة  .5.5 

و لتقدير هذه على القدرة الإرجاعية لمختلف الجذور الحرة،  لأكسدةل ةضادتعتمد في آليتها المكثير من المركبات 

  ، حيثFRAPالنشاطية المضادة للأكسدة بطريقة  ، قمنا بدراسةH. cheirifoliaأوراق القدرة عند مستخلصات 

على قياس التغيرات التي تحدث في الإمتصاصية بسبب ظهور اللون الأزرق الناتج عن إرجاع التقنية  هذهترتكز 

 ،(Benzie et al., 1996) في وسط تفاعل حمضي Fe+2-TPTZإلى   Fe+3-TPTZمضادات الأكسدة لمركب

 .(Pulido et al., 2000)دقيقة  30حيث تم تطبيق هذه التقنية على عديدات الفينول و تم تمديد فترة التفاعل إلى 

ستعمال عدة تراكيز ائية،  بإ H. cheirifoliaستخلصات أوراق المضادة للأكسدة لم/تم دراسة القدرة الإرجاعية

و القوة الإرجاعية لكل  EC1لتحديد قيم ) ميكرومولر FeSO4.7H2O )0-2000كما أستعملت عدة تراكيز من 

  .د 30و  4مستخلص عند الدقيقتين 

مقارنة بالدقيقة الرابعة كما هو  30أبدت بعض المستخلصات قوة إرجاعية تصل تقريبا إلى الضعف عند الدقيقة 

تناسب كبير بين القوة  أظهرت النتائج أن هناك .نسبة لمستخلص إثيل الأسيتات و المستخلص الخاملالحال با

من عديدات  محتوى المستخلصاتو   total antioxidant power (TAP)المضادة للأكسدة /لإرجاعيةا
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حيث أن مستخلص إثيل  ،)31،32 الشكل( )على الترتيب R2=0.768 و R2=0.879( والفلافونويدات  الفينول

 )غ/+Fe2ملي مول 13.08( الأسيتات هو أقوى المستخلصات من حيث القوة الإرجاعية وأغناها بالفلافونويدات

، )6 الجدول( )غ/+Fe2ملي مول 28.31(لحمض الغاليك  الإرجاعية القيمة نصف القيمة كانت هذه 30عند الدقيقة 

هذه النتائج تتناسب مع ما توصل يليه المستخلص الخام ثم المستخلص المائي ومستخلص الكلورفوم على التوالي، 

، FRAPنبتة بواسطة تقنية  45في دراسة النشاطية المضادة للأكسدة لـمستخلصات  (2008)و آخرون  Liإليه 

   .عديدات الفينول والفلافونويدات محتواها منذه المستخلصات تتناسب مع حيث أثبت أن القدرة الإرجاعية له

  

  
    لم/مغ 0.147بتركيز  H. cheirifolia ستخلصاتلم FRAP حركيات تفاعل :31 الشكل

     لم/غم 0.043بتركيز حمض الغاليك و

أن القدرة نبتة،  30 ستخلصاتلم بعدة طرق للأكسدة المضاد التأثير دراسة في )2009( وآخرون Dudonneأظهر  

 دراسة في )2010(وآخرون   Wuبين كما    ،عديدات الفينول محتواها منذه المستخلصات تتناسب مع الإرجاعية له

القدرة  أن ،FRAPبإستعمال طريقة  .Geranium sibiricum L مستخلصات للأكسدة لمختلف المضاد التأثير

إضافة إلى العامل الكمي فإن نوعية  .ستخلصات يتناسب مع محتواها من الفلافونويداتذه المالإرجاعية له
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يمكن إرجاع التأثير الإرجاعي  كما لافونويدات في كل مستخلص يمكن أن تحدد القدرة الإرجاعية لهذا الأخير،الف

أو إلى فعل تآزري بين هذه المركبات و  أو الكاروتينات للمستخلصات إلى وجود مركبات أخرى مثل الفيتامينات

  .(Wang et al., 2011) المركبات الفينولية

  .FRAP بإستعمال طريقة 30 و الدقيقة 4 عند الدقيقة H. cheirifolia لمستخلصات TAP و EC1 قيم .6 الجدول

  EC1 )4د(  

  )لم/مغ(

EC1 )30د(  

  )لم/مغ(

TAP  )4د(  

غ /+Fe2ملي مول

  مستخلص

TAP  )30د( 

غ /+Fe2ملي مول

 مستخلص

Cr.E  0.243±  0.0009 0.115 ± 0.0007
 

4.113±  0.0163 8.654 ± 0.0544 

Ch.E 0.238 ± 0.0051 0.185 ± 0.0008 4.193±  0.0910 5.385 ± 0.0243 

EtA.E  0.153±  0.0087 0.076 ± 0.0001 6.524±  0.3728 13.084 ±0.0268 

Aq.E  0.356±  0.0131 0.161±  0.0006
  

2.809±  0.1038 6.187 ± 0.0265 

Gallic A. 0.0030 ± 0.0488  0.0003 ± 0.0354   20.710 ± 1.0312 28.312 ± 1.0458 

  

  

  .حمض الغاليكو  H. cheirifolia لمستخلصات  30و  4 عند الدقيقتين TAP مقارنة بين قيم: 32 الشكل

.(***:  p ≤ 0.001 , ns: p > 0.05 )  
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  المناقشة العامة

إن الاهتمام بمضادات الأكسدة في تزايد مستمر، كما زاد الإهتمام أكثر بمضادات الأكسدة الطبيعية المتواجدة في 

يعود التأثير المضاد للأكسدة للمواد  .تأثيراا الجانبية وذلك لفعاليتها، توفرها و قلةالنباتات الطبية والغذائية 

من أهم المصادر  XORيعتبر إنزيم . دات الفينول خاصة الفلافونويداتالطبيعية النباتية أساسا إلى محتواها من عدي

إذ تحضى دراسة مثبطات هذا الإنزيم بأهمية كبيرة، حيث أن معالجة  الداخلية المنتجة للأنواع الأكسيجينية النشطة،

  .دور علاجي مهم نفس الوقت لهفي  للجذور الحرة  إزاحي وهذا الإنزيم بمواد ذات تأثير تثبيطي 

بطرق إنزيمية  Hertia cheirifoliaالـتأثير المضاد للأكسدة لمختلف مستخلصات أوراق  دراسةفي بحثنا هذا قمنا ب

 XO تأثير تثبيطي على إنزيم تملك  H. cheirifoliaبينت نتائج الدراسة أن مستخلصات أوراق  و غير إنزيمية،

بشكل يتناسب مع الزيادة في التركيز، حيث كان  مستخلص إثيل الأسيتات و مستخلص الكلوروفورم أكثر فعالية 

)IC50=0.157±0.0075 مل،/مغ IC50=0.232±0.003 فيما أظهر المستخلص الخام )مل على الترتيب/مغ ،

يعزى . مرات على الترتيب مقارنة بمستخلص إثيل الأسيتات 4مرات و  3 بحواليوالمستخلص المائي تأثيرا أقل 

التأثير التثبيطي العالي لمسخلص إثيل الأسيتات إلى المحتوى الفلافونويدي الكبير لهذا المستخلص و هذا ما يتوافق 

أما التأثير التثبيطي لمستخلص  ،(Tung and Chang, 2010, Wu et al., 2010)مع ما توصل إليه كل من 

 (Pauff and Hille, 2099)  الكلوروفورم فقد يعزى لنوعية الفلافونويدات الموجودة في هذا المستخلص 

يرجع التأثير التثبيطي للفلافونويدات على . هذا التأثير يتناسب مع محتواها من الفلافونويدات وعديدات الفينول 

XO بين حلقة البنزن التي تضم مجاميع الهيدروكسيل الموجودة في الفلافونويدات و مواد تفاعل  للتشابه البنيوي

O2في التأثير الإزاحي على جذر  .(Lespade and Bercion, 2010)الإنزيم 
  Cyt-cبإستعمال  XOالناتج عن  -•

يليه  )مل/مغ  IC50= 0.226 ±0.002(كان مستخلص إثيل الأسيتات أكثر فعالية من المستخلصات الأخرى 

، بينما أظهر المستخلص الخام و المستخلص المائي أقل )مل/مغ IC50= 0.017 ± 0.353( مستخلص الكلوروفورم
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يعزى لإزاحة جذر فوق الأكسيد أو تثبيط  Cyt cتأثير اإزاحي، من الصعب التنبؤ ما اذا كان التأثير الإرجاعي لـ 

O2على جذر  H. cheirifoliaللتأكد من نوع التأثير تم إختبار التأثير الإزاحي لمستخلصات   XOإنزيم
•- 

بنفس الترتيب الذي ظهر في  حيث أظهرت المستخلصات تأثيرا إزاحيا PMS-NADH-NBT النظامبإستعمال 

 .قاربةأظهرا قدرة إزاحية متأما المستخلص الخام و المستخلص المائي فقد ، أكبر  IC50الطريقة الإنزيمية لكن بقيم 

O2المزيحة لجذر  IC50المثبطة للإنزيم وقيم  و بأخذ بعين الإعتبار قيم  )1998(وآخرون،  Cosفحسب تصنيف 
•- 

تملك  تأثير تثبيطي  والتي تضم الفلافونويدات التي Bتنتمي إلى اموعة  H. cheirifoliaفإن مستخلصات أوراق 

  .XOفقط على إنزيم 

تم تطوير العديد من التقنيات لقياس التأثيرات المضادة للأكسدة للمستخلصات النباتية، والتي ترتكز على الآليات 

-βالمختلفة للدفاع المضاد للأكسدة، تم تطبيق بعض هذه التقنيات في هذه الدراسة، حيث أظهرت نتائج إختبار 

carotene/مستخلصات  أن حمض اللينولييكH. cheirifolia لك نشاطية مضادة للأكسدة بنسب متفاوتة، تم

 79.24%(فقد أظهر كل من المستخلص المائي و مستخلص إثيل الأسيتات أعلى نشاطية مضادة للأكسدة 

 33.78%و 59.83%(تأثيرا أقل  الكلوروفورمبينما أظهر المستخلص المائي و مستخلص  ،)على الترتيب 74.45%و

التأثير المضاد للأكسدة العالي للمستخلصين إلى نوعية  المركبات الفينولية قد يعود هذا . )على الترتيب

والفلافونويدات التي يحتويها هذين المستخلصين، فهما يحتويان على الفلافونويدات السكرية و المركبات الأكثر 

الحاصل على مستوى حمض اللينولييك يشبه ذلك /β-caroteneإن التأثير المضاد للأكسدة في إختبار  قطبية،

بحماية الأغشية اللبيدية من تقوم مختلف الأنظمة المضادة للأكسدة  ،(Tepe et al., 2005) الأغشية اللبيدية

المعادن المتدخلة في إنتاجها، كما أن تدخل  إستخلابأو /الإجهاد التأكسدي عن طريق إزاحة الجذور الحرة و

 ظهرتخرى وقد أأ، لهذ قمنا بإختبارات Vit.Eو   Vit.Cلبعض الأنظمة يكون عن طريق عملية الإرجاع مث

بشكل يتناسب مع الزيادة في التركيز، و قد  DPPHأن جميع المستخلصات تزيح جذر  DPPHالنتائج في إختبار 

أظهر المستخلص الخام و مستخلص الكلوروفورم تأثيرا إزاحيا متساويا، هذا التأثير كان أقل بحوالي مرة ونصف 
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، في حين أظهر )مل/مغIC50= 0.001±0.149(مقارنة بمستخلص إثيل الأسيتات الذي أظهر أعلى تأثير إزاحي 

هذا ما يتناسب مع  .)مل/مغ DPPH )IC50=0.318 ±0.014 أقل تأثير إزاحي على جذرالمستخلص المائي 

هذا ما أظهره العديد من الباحثين حول التناسب الطردي بين . محتوى الفلافونيدات المتواجدة ذه المستخلصات

، إضافة إلى العامل (Dudonne et al., 2009) النشاطية الإزاحية للجذور الحرة والمحتوى الفينولي للمستخلصات

العلاقة بين بنية الفلافونويدات و قدرا الإزاحية، و هذا ما قد  )2010(و آخرون  Zhengأظهر الكمي فقد 

   .من الفلافونويدات محتواه القليليفسر التأثير العالى لمستخلص الكلوروفورم رغم 

. كبيرة مقارنة بالمستخلصات الأخرى  إستخلاب المعادن أن المستخلص الخام يملك قدرة إستخلابأظهر إختبار  

تم دراسة  ي .بين مختلف المركبات المتواجدة في هذا المستخلص (synergism)هذا التأثير قد يرجع إلى فعل تعاوني 

هذه وقد أظهرت  ،FRAPبطريقة  H. cheirifolia ستخلصات أوراقالمضادة للأكسدة لم/القدرة الإرجاعية

أعطى مستخلص الإثيل . قوة إرجاعية كبيرةأظهر الذي  غاليكمقارنة بـحمض ال أقلإرجاعية المستخلصات قدرة 

على  30و  4و ذلك عند الدقيقتين  TAPأسيتات أكبر قوة إرجاعية مقارنة بالمستخلصات الأخرى بأكبر قيمة 

النتائج أن  يتضح من خلال هذه. الكلورفومي على التوالي الترتيب، يليه مستخلص الخام ثم المستخلصين المائي و

  .و الفلافونويدات  و محتوى المستخلصات النباتية من عديدات الفينوللإرجاعية هناك تناسب كبير بين القوة ا

كمية تمتلك   H.cheirifolia يمكننا القول أن مستخلصاتمن خلال النتائج المتحصل عليها من هذه الدراسة، 

لهذه المستخلصات في كل النشاطية المضادة للأكسدة معتبرة من عديدات الفينول و الفلافونويدات والتي تعكس 

O2كل من جذر   ، الفعل الإزاحي علىXOإنزيم  ىعلمن التأثير التثبيطي 
الفعل الإرجاعي بطريقة  ،DPPH و -•

FRAP،إختبار  هذا الإنعكاس في بينما غابβ-carotene/ النتائج ، المعادن إستخلابو إختبار  اللينولييكحمض

دراسات  إلا أن ،H. cheirifolaالمتحصل عليها تعطي نظرة عامة حول التأثير المضاد للأكسدة لمستخلصات 

  .أخرى مكملة يمكن أن تحدد بشكل أفضل هذا الـتأثير
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