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پيشنهادي بر فعاليت آنزيم آلفا آميلاز بررسي اثر مهاركنندگي تركيبات شيميايي
و كنترل ديابت  باكتريايي بعنوان دارويي بالقوه جهت درمان

2*، آزاده ابراهيم حبيبي2، باقر لاريجاني1، پريچهره يغمايي1محمد رضا ملك

 چكيده

فريكي:مقدمه و كنترآاز مسائل مهم در مي ديابت كاهش هايپرگلايسمي بعدليند درمان ازكهباشد از مصرف مواد قندي

به نقش احتمالي باكتري. پذير است آميلاز امكان آلفا هايي مانند طريق مهار آنزيم در متابوليسم بدن هاي فلور نرمال با توجه

ميآلفا آميلاز آنزيم انسان، .د از اين منظر مورد توجه باشدتوان باكتريايي نيز

و همانندي بين توالي ميزان Blastو Clustal W2هاي اين تحقيق با استفاده از برنامهدر:هاوشر آ تشابه آلفا مينو اسيديهاي

شد فلور نرمال حفره دهان باكتري8 آميلازهاي با.بررسي  تركيب5 گيري محل جايvina Autodockاز برنامه استفاده سپس

شعنوانهبپيشنهادي و جيبرليك اسيدامل مهاركننده بي كوكولين، هسپريدين متيل چالكون آلفا در ساختارآكاربوز، كنگو رد،

در بخش آزمايشگاهي اثر. مورد بررسي قرار گرفتعنوان مدل آنزيم باكترياييهب Bacillus amyloliquefaciens آميلاز

شدسنجي با روش برنفلد باكترياييتركيبات مذكور بر فعاليت آلفا آميلاز .ده

 Bacillus amyloliquefaciens نرمال با آنزيمهاي فلور باكتريهايآميلاز آلفااسيديآمينويها تواليتطابق در بررسي:ها يافته

با تشابه شد%46 با ميانگينهماننديو%64 ميانگين اي و اتصال يونمحل همچنين نتايج حاصل از مقايسه. مشاهده هاي فلزي

گيري نتايج حاصل از جاي. باكتريايي استآلفا آميلازهاي ساختار فراواندهنده تشابه نشانك جايگاه فعالرزيدوهاي كاتاليتي

به برهم باكتريايي در ساختار آنزيمعنوان مهاركنندههب پيشنهاديتركيبات  را نشان با آنزيم باكتريايي آنهاكنش ميان تمايل

تر در بخش سنجش.دهد مي  ميكرو مولار اثري كاهشي بر فعاليت آنزيم 20كيبات مذكور تا غلظت هاي آزمايشگاهي نيز

.داشتند

و تحليل آماري:گيري نتيجه كهها تواليي بين ترادفدار تشابه معنيها توالي تطابقدر بخش تجزيه  دهنده نشان وجود دارد

با. باكترياي استهاي بين ساختار آلفا آميلاز فراوانتشابه به غلظت پايين تركيبات مورد در بخش آزمايشگاهي سنجش توجه

.تري داشته باشند هاي بالاتر اثر مهاري مطلوب غلظتدرمواداين داردال احتم

 مهار كننده فلور نرمال، آلفا آميلاز،:واژگان كليدي
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 مقدمه
ب كهه ميزان شيوع ديابت عنوان يك بيماري مزمن متابوليكي

و علت كمبود هورهب  يا اختلال در پاسخمون انسولين

مي ارگانل ده،كند ها به انسولين بروز هاي اخير رشده طي

و اضافه].1[است روز افزوني داشته از طرفي شيوع چاقي

ب ميه وزن نيز به عنوان عاملي خطرناك كه  بروزتواند منجر

در بيماري هاي مختلفي از جمله ديابت گردد روز به روز

يا].2[استحال افزايش  كه فتن روشلذا و مؤثر هايي مفيد

و كاهش آنها داراي ميزانعلاوه بر كنترل و قند خون  چربي

 فراواني حائز اهميت،دنن عوارض جانبي نيز باشيكمتر

و كنترل. است كه بيماري يكي از رويكردهاي درمان ديابت

مي كاهش هيپرگلايسباشدمي دانشمندانامروزه مورد توجه 

ق از طريق اين روش].3[ندي استبعد از مصرف تركيبات

 آلفاز جملهاها كربوهيدرات هضمدرموثرهاي آنزيممهار 

و  آلفاآميلازنزيم].5،4[آميلاز ميسر استآلفا گلوكوزيداز

)EC 3.2.1.1(ميها هيدرولازاز گروهكه در شود، محسوب

و باكتري ها وجود بسياري از انواع موجودات از جمله انسان

آميلاز مربوط به آلفادر انسان دو ايزوآنزيم عمده].6[دارد

غدپانكراس عمل آلفاآميلاز].7،8[باشدمي بزاقيدو

به α(1-4)هيدروليز نشاسته از محل پيوندهاي  و تبديل آن

و گلوكز كهامالتوز ميست تواند موجب افزايش در نهايت

ز هاي آلفاآميلا مهاركنندهبنابراين].9[سطح گلوكز خون شود

هاي پيچيده در داخل بدن از جذب كربوهيدراتتوانند مي

].10[باشندو در كنترل قند خون مؤثركردهجلوگيري 

ها را در تركيبات مطالعات فراواني وجود اين مهار كننده

و به خصوص در گياهان دارويي به اثبات شيميايي  مختلف

به].11[رسانده است  عنوان به طور متداول آلفاآميلاز انسان

مي هدف نهايي اين مهاركننده بهدباش ها مطرح  ولي با توجه

كه وجود باكتري  صورتبه در بدن انسانهاي فلور نرمال

زا هاي بيماري از استقرار باكتريوكنندميهمزيستي زندگي

و همچنينمي در بدن جلوگيري  احتماليشواهدنمايند

ميدر متابوليسم بدنرا دخالت آنها  آلفا آميلاز لذا،دهد نشان

دقرار گير از اين منظر مورد توجهدتوانمي باكتريايي نيز

هاي مختلف باكتريايي بيشترين در بين گونه]. 12،13[

 جنسهاي مختلف مطالعات بر روي آلفاآميلاز سويه

بهمي جملهآنباسيلوس انجام شده است كه از توان

Bacillus amyloliquefaciens ،Bacillus licheniformis ،

Bacillus halmapalus وBacillus stearothermophilus 

بهدر].14-16[اشاره كرد  حاصل نتايجاين تحقيق با توجه

و آميلازهاي باكترياييآلفاي آمينواسيدهاي تواليتطابق از

هاي فلزي محل اتصال يونو مقايسه همچنين بررسي

و سديم( يگاه فعالجا كاتاليتيكرزيدوهايو)كلسيم

هاي باكتري آميلازار آنزيم آلفاساخت بينيزياد شباهت بسيار

مشاهده از جنس باسيلوسيا سويهبافلور نرمال حفره دهان 

 پيشنهادي شيمياييتركيبات اثرجهت بررسيدر نهايت.شد

ازعنوان مهاركنندههب  Bacillus آميلازآلفا آنزيم باكتريايي

amyloliquefaciens گرديد استفاده.

ها روش

و همانندي بين توالي آنزيم  هاي بررسي ميزان تشابه

 باكترياييآلفا آميلاز

حفره فلور نرمال هاي باكتريترين تعدادي از شاخصابتدا

شد بررسي مقالاتبا دهان  درسپس].17[ندشناسايي

آميلاز آلفاهاي آنزيم آمينو اسيديتواليNCBI١ سايت

جهت بررسي.قرار گرفت جستجوردمومذكورهاي باكتري

و همانندي بين  Clustalاز برنامهها توالي اينميزان تشابه

W2 و همانندي بين توالي  هايو جهت بررسي ميزان تشابه

 Bacillus باكتري با فلور نرمال حفره دهانآميلاز آلفا

amyloliquefaciens از برنامه Blast218[ استفاده گرديد.[

 تركيبات شيميايي هاي بين كنش برهمبررسي

آنزيم آلفا آميلازباپيشنهادي به عنوان مهار كننده

 باكتريايي
كنگو،3آكاربوزدر اين تحقيق اثر مهار كنندگي پنج تركيب

و6هاي هسپريدين متيل چالكون،5بي كوكولين،4رد

 باكتريايي بررسي آلفاآميلاز بر فعاليت آنزيم7جيبرليك اسيد

1- National center for Biotechnology information 
2- Basic Local Alignment search Tool 
3-Acarbose 
4-Congo red 
5-Bicuculline 
6-Hesperidin Methyl Chalcone 
7-Gibberellic acid 
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به آميلاز انسان توجه به پيشينه آن در مهار آلفاباوزآكارب.شد

جهت بررسي].19[گرديدتركيب مرجع انتخاب عنوان

و رسپتور از برنامه   vina Autodockبرهم كنش بين ليگاند

هادي بدين منظور از تركيبات شيميايي پيشن].20[استفاده شد

و از آنزيم  Bacillus آميلازآلفا به عنوان ليگاند

amyloliquefaciensكليه. به عنوان رسپتور استفاده گرديد

و براي هر تركيب آنزيم-برهم كنش هاي ليگاند  بررسي شد

از بين آنها ميانكنشي كه داراي بيشترين ميزان ميل تركيبي

با تصوير مربوط به اين بر هم كنش.بود، انتخاب گرديد ها

) كانادا CCGشركت(MOE.2010.10افزار استفاده از نرم

در نهايت با توجه به پارامترهايي مانند.ترسيم شده است

و اندازه مولكولي، ميزان ميل تركيبي، وجود گروه هاي آميني

 جهت پيشنهادي تركيبات،اسيدهاي شركت كننده نوع آمينو

از سايت.هاي آزمايشگاهي مرتب شدند سنجش

Chemspider (www.checmspider.com)جهت بررسي 

شد شيميايي ساختار .)5 تا1 اشكال( تركيبات استفاده

 كنگورد-1شكل

 بي كوكولين-2شكل

 هسپريدين متيل چالكون-3شكل
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 آكاربوز-4شكل

 جيبرليك اسيد-5شكل

 هاي آزمايشگاهي سنجش

گيري فعاليت جهت اندازه در اين تحقيق از روش برنفلد

شداسآلفا آميلاز باكتريايي آنزيم ابتدا فعاليت].21[تفاده

و سپس در حضور تركيب اتآنزيم در حضور سوبسترا

به عنوان مهار كننده مورد سنجش قرار شيميايي پيشنهادي

گيري فعاليت آنزيم هاي لازم جهت اندازه محلول.گرفت

به روش برنفلد عبارتند محلول:از آلفاآميلاز باكتريايي

DNS )3حلال،) اسيدساليسيليكدي نيترو–5و DMSO 

بافر، باكتريايي، محلول آنزيم)دي متيل سولفوكسايد(

و محلول نشاسته كه مورد اخير به دليل%4 فسفات پتاسيم

.استه به صورت روزانه تهيه گرديدناپايداري نش

به اندازه گيري فعاليت آنزيم آلفا آميلاز باكتريايي

 روش برنفلد

ت آنزيم آلفا آميلاز برنفلد جهت سنجش فعاليدر روش

 بافر فسفات پتاسيم µlit 125در لوله تست ابتدا باكتريايي

 Bacillus amyloliquefaciens آميلازآنزيم آلفا µlit 125و

شدبافرµlit 250 در لوله بلانك فقط.شداضافه  ريخته

پس از ريختن آنزيم با رعايت ). استاين لوله فاقد آنزيم(

اضافه)%4 محلول نشاسته(سوبسترا نظر فاصله زماني مورد

به كليه لوله.گرديد  اضافه DNSها محلول در مرحله بعد

 در روش برنفلد، با مالتوز حاصل از DNSمحلول. شد

كه فعاليت آنزيم آلفا آميلاز كمپلكس رنگي توليد مي كند

هر. دارد نوري جذبnm 540در طول موج  از براي يك

 لوله3، يك لوله بلانك مورد نظر، تركيبهاي غلظت

 بدون DMSOنظر، يك سري لوله حاوي حاوي ماده مورد
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و يك سري ماده مورد نظر جهت حذف اثر حلال بر آنزيم

به كار برده  .شدلوله حاوي آنزيم در غياب ماده مورد نظر

كه تأثير آنها بر DMSOحلال  جهت حل كردن تركيباتي

و در آب غيرش فعاليت آنزيم آلفا آميلاز سنجيده مي ود

آنزيم در پس از سنجش فعاليت.كاربرد داردمحلولند 

 نتايج nm540 در طول موجآنو غياب مادهحضور

و ميانگين،) سه خوانش براي هر غلظت(حاصل ثبت

و درصد ضريب تغييرات (SD)ميزان انحراف از معيار 

)CV%(سپس نمودار درصد تغييرات. محاسبه گرديد

درصد كاهش يا افزايش فعاليت در حضور(فعاليت آنزيم 

و مورد بررسي Excelبه كمك برنامه) ماده مورد نظر  رسم

 لازم به ذكر است كه براي هر يك از تركيبات.قرار گرفت

1000مورد آزمايش ابتدا يك محلول اوليه با غلظت

 500و5/50،100 هاي سپس غلظت ميكرومولار تهيه شد،

اوميكرومولار در نهايت با توجه.ليه تهيه گشت از محلول

ببه روش آزمايش غلظت ترتيبه هاي نهايي تركيبات

.ميكرومولار بودند20و1/0،1،2،10 شامل

ها يافته

هاي آمينواسيدي تطابق تواليازنتايج حاصل

هاي فلور مربوط به آنزيم آلفا آميلاز باكتري

 نرمال حفره دهان
هاي عمل تطابق بين توالي Clustal W2با استفاده از برنامه

هاي فلور نرمال حفره دهان انجام آنزيم آلفا آميلاز باكتري

و  به دست آمده ميزان تشابه به امتيازات و با توجه شد

 در اين بين ).1جدول( ها مقايسه شدند همانندي بين توالي

و همانندي با امتياز دو%93 بالاترين ميزان تشابه به مربوط

 Streptococcusو Streptococcus vestibularisباكتري 

salivariusباشدمي.

و امتيازات آنها از طريق برنامه-1جدول  ClustalW2مقايسه توالي آمينواسيدهاي باكتري هاي فلور نرمال حفره دهان
Actinomyces 

sp 
Streptococcus 

mutans 
Streptococcus 

mitis 
Streptococcus 

australis 
Streptococcus 

peroris 
Streptococcus 

vestibularis 
Streptococcus 

sanguinis 
Streptococcus 

salivarius 

43 607573749375-Streptococcus 
salivarius 

42 6173757372-75Streptococcus 
sanguinis 

42 60757174-7293Streptococcus 
vestibularis 

41 598674-747374Streptococcus 
peroris 

43 5973-74717573Streptococcus 
australis 

42 59-7386757375Streptococcus 
mitis 

37 -595959606160Streptococcus 
mutans 

-37424341424243Actinomyces sp 

ياسيد آمينوهاي تطابق تواليازنتايج حاصل

هاي فلور مربوط به آنزيم آلفا آميلاز باكتري

 آنزيم آلفا آميلاز توالينرمال حفره دهان با
Bacillus amyloliquefaciens 
هاي آمينو تواليBlastدر اين بررسي با استفاده از برنامه

ن با هاي فلور نرمال حفره دها آميلاز باكترياسيدي آلفا

 Bacillus amyloliquefaciens آلفا آميلازتوالي آنزيم

%46وتشابه%64 نتايج با ميانگين.تطبيق داده شد

.)2 جدول( ها است دار توالي همانندي حاكي از تشابه معني

به اين نكته دلالت دارد تشابه معني دار ترادف دو مولكول

و به كه آن دو احتمالاً داراي منشاء تكاملي يكساني  بوده

و مكانيسم يكساني  تبع آن ساختار سه بعدي عملكردي

].22[دارند
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 BLAST از برنامهي از جنس باسيلوس آميلاز فلور نرمال حفره دهان با نتايج حاصل از مقايسه توالي آلفا-2 جدول

 حفره دهانباكتريهاي فلور نرمال اي از جنس باسيلوس سويه حداكثر امتياز درصد همانندي درصد تشابه

62%46%432 Bacillus amyloliquefaciens Actinomyces sp 
65%48%463 Bacillus amyloliquefaciens Streptococcus sanguinis 
65%48%475 Bacillus amyloliquefaciens Streptococcus peroris 
65%47%463 Bacillus amyloliquefaciens Streptococcus mitis 
66%48%467 Bacillus amyloliquefaciens Streptococcus vestibularis 
66%48%467 Bacillus amyloliquefaciens Streptococcus salivarius 
66%48%481 Bacillus amyloliquefaciens Streptococcus australis 
65%43%441 Bacillus amyloliquefaciens Streptococcus mutans 

 هاي فلزي نتايج حاصل از مقايسه محل اتصال يون

و سديم  بين دو رزيدوهاي كاتاليتيكو كلسيم

 Bacillus amyloliquefaciens آميلازآلفا آنزيم ساختار

 Streptococcus australisو
هاي باكترياز بين Streptococcus australis اين بررسي در

و%48با انتخاب شد چراكهفلور نرمال حفره دهان همانندي

را باتوالي آلفا آميلاز بيشترين ميزان شباهت 481 امتياز

Bacillus amyloliquefaciens به طور كلي.نشان داد 

به مانند آلفاآميلاز انسان آميلاز باكتريايي آلفاساختار آنزيم

دمين   barrel ازAدمين ]. 7،23[باشد ميCوA،Bداراي سه

8)β/α(ودرس برگيرنده جايگاه فعالدرت شده است

 ساختار متغيري را در بينBدمين].8[دباش مي

ب دهد آلفاآميلازهاي باكتريايي نشان مي يك طورهو كلي از

Cدمين].8[صفحه با چهار بتا غيرموازي درست شده است

و داراي هشت صفحه بتا ].8[باشد مي(Greek key) كروي

آ و يك يون سديم لفا آميلاز در ساختار آنزيم سه يون كلسيم

دمين  وBوجود دارد كه محل اتصال آنها در سطح داخلي

دمين در بررسي].8[باشد ميCوAهاي سطح مشترك بين

و يون برهم كنش در هاي بين رزيدوها  Bacillus هاي فلزي

amyloliquefaciens رزيدوهاي ،Asp160،Asp184 ،

Asp195 ،Asp201 وVal202 با يون در واكنشNa شركت 

هب Streptococcus australisكه در ساختار،]15[دارند

و دو رزيدوي جايگزين ميIle204 ،Asp197وسيله شوند

Asp186وThr160 نيز در اطراف يون Na بدون شركت در 

، ابتدا جايگاه Caهاي در مورد يون. واكنش وجود دارند

شد آنزيم ساختار محافظت شده درCaاتصال يون  بررسي

، رزيدوهايBacillus amyloliquefaciensكه در

Asn103،Asp195،Asp201 وHis236 در واكنش شركت 

هب Streptococcus australis ساختاردركه،]15[دارند

وندشو جايگزين ميAsp197و Asp203وسيله رزيدوهاي

ف نيز در اطراPhe206وHis238 ،Asn103رزيدوهاي

 غيرCaدر مورد.كنند وجود دارند ولي اتصالي برقرار نمي

درهبمحافظت شده ،Bacillus amyloliquefaciensترتيب

 Asp160،Asp184،Asp203،Asp205،Ala182 رزيدوهاي

 Streptococcus در ولي،]15[واكنش شركت دارنددر

australis تنهاAsp186 داراي اتصال مطلوب با يون Ca 

و رزيدوهايب مي  در Ala184و Thr160،Asp205اشد

كه در جايگاهي بين Caآخرين يون. شوندمي اطراف ديده

دمينAدمين و غير محافظت شده است درCو  قرار دارد

Bacillus amyloliquefaciens با رزيدوهايGly301،

Tyr303،Pro407،Asp408وAsp431دهد واكنش مي 

در]15[ ، Phe305 رزيدوهاي Streptococcus australis ولي

Pro407،Glu303 وAsn429 و شركت دارندواكنشدر

در مورد.شودمي در اطراف يون ديدهAsn408رزيدوي

،Bacillus amyloliquefaciensدر كاتاليتيكرزيدوهاي

H107،R234،D236،E266،W268،H332 در جايگاه

در موردكه حاليدر].15[فعال وجود دارند

Streptococcus australis رزيدوهاي H104 ،R230،D232،

E262،W265،H328وD329 در محدوده مورد نظر ديده 

.شوند مي
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 تركيبات شيمياييرييجايگنتايج حاصل از

آلفا در ساختار پيشنهادي به عنوان مهار كننده

 Bacillus amyloliquefaciens آميلاز

م5 در اين تحقيق  جهت بررسي3 طابق جدولتركيب

.ميانكنش با آلفا آميلاز باكتريايي انتخاب شدند

و نتايج حاصل-3جدول  vina Autodockاز تركيبات پيشنهادي بر اساس خصوصيات ساختاري

 ميل تركيبي وجود گروه آميني آمينواسيدهاي واكنش دهنده با تركيب
(kcal/mol) 

 نام تركيب شيميايي اندازه مولكولي

R392-G4 -Y359 2(N=N) 
2(NH2) 6/9-رد بزرگ  كنگو

W137 NH+ 7/8-بي كوكولين بزرگ 
Y55-D232-E262-K235 -7/8-هسپريدين متيل چالكون بزرگ 

Y55-H236-D52 NH+ 8-آكاربوز بزرگ 
G4-R392 -8-جيبرليك اسيد متوسط 

كه آكاربوز و همراه تركيبي است در كنار كنترل رژيم غذايي

بهس اير داروهاي پايين آورنده قند خون در بيماران مبتلا

 سازوكار].19[شود ديابت غير وابسته به انسولين مصرف مي

ها به قندهاي ساده تاخير در هضم كربوهيدراتآكاربوزعمل

و آلفا از طريق مهار آنزيم هاي آلفا آميلاز در پانكراس

وهاي حضور رزيد].19[باشد گلوكوزيداز در روده مي

از آنزيم باكتريايي D262و H328،D232،D329كاتاليتيك 

 در جايگاه فعالآنرا احتمال جايگيري آكاربوزدر اطراف 

ومي قوتآنزيم مي بخشد در مادهرسد كه اين به نظر بتواند

.)7 شكل( غلظت مناسب آلفا آميلاز باكتريايي را مهار نمايد

تار خود داراي مولكول بزرگي است كه در ساخ آكاربوز

و همان  ذكر شد به عنوان كه قبلاً طوري گروه آميني است

با آكاربوز مياندر واكنش.تركيب مرجع انتخاب گرديد

هبآنزيم از Y55و D52،H236 رزيدوهاي آنزيم باكتريايي

و هيدروژني استاتيكي،و پيوندهاي الكتروسيلههبترتيب

arene-H بي اين ميانكنش ميل تركي.)7 شكل( شركت دارند

8 kcal/mol-از خصوصياتبا توجه به اين.باشدمي پس

كنگو تركيب vina Autodockاز برنامه حاصل نتايجبررسي

رتبه اول باكترياييبا آنزيم-kcal/mol 9.6ميل تركيبيبا رد

رد در اين واكنش. بين سايرين به دست آوردرا در باكنگو

باY359وR392،G4رزيدوهاي  وسيلههبترتيبهز آنزيم

ووالكتر پيوندهاي ، ضمن داشت شركتarene-Hاستاتيكي

ازآنزيم ازNaكه يون اين كنگو هاي سولفيدريل گروه بايكي

مي رد سه.)8 شكل( كند واكنش يوني برقرار همچنين

از D227و G358،H90آمينواسيد بسيار محافظت شده 

ردآنزيم باكتريايي در اطراف شد كنگو اين).8شكل( ديده

نفتيل-1- بيس- تركيب نمك سديمي از بنزيدين دي آزو

ووسولفونيك اسيد است-4-آمين  به عنوان شناساگر اسيد

حالت قرينهكهآن بزرگ در ساختار. رود باز به كار مي

و از شش حلقه بنزني درست شده است دو گروه داشته

(NH2) و دو گروه(N=N) تركيب.)8 شكل( وجود دارد 

با آنزيم-kcal/mol7/8 با ميل تركيبي بي كوكولين بعدي

 اين تركيب از نظر اندازه مولكول بزرگي.باشدمي باكتريايي

و مي است .باشد داراي يك گروه آميني در ساختار خود

 با پيوند آلفا آميلاز باكتريايي آنزيم ازW137رزيدوي

arene-H9 شكل( شودمي در ميانكنش با اين تركيب ديده(.

 ميل تركيبيبا هسپريدين متيل چالكون بعدتركيب

kcal/mol7/8-آن كه هرچند باشدمي ميل برابر مقدار

هاي وجود گروه ولي با توجه به است بي كوكولين تركيبي

در بررسي ميانكنش. گيردميآميني در رتبه سوم جدول قرار 

هسپريدين متيل اين تركيب با آنزيم نشان داده شد كه 

 شاملاز آنزيم باكتريايي با پنج رزيدوي كاتاليتيك چالكون

H328 ،R230،D329  ،D232 وE262 وسيله پيوندهايهب

و   احتمالكه اين مطلب دارد واكنش arene_Hهيدروژني

ميفعال آنزيم در جايگاهراآنگيري جايفراوان  دهد نشان

ميو به بر موثري مهارياثر رسد كه اين تركيب بتواند نظر

در رتبه.)10 شكل( داشته باشد فعاليت آلفا آميلاز باكتريايي

 تركيب از نقطه نظر تمايل واكنش به آنزيم باكترياييآخر

چندانولكقرار دارد كه از لحاظ اندازه مولجيبرليك اسيد

و همچنين فاقد گروه از بزرگي نيست هاي آميني است ولي
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آ به به ميزان نزيم آلفا آميلاز باكترياييلحاظ ميل تركيبي

kcal/mol8-در اين ميانكنش. برابر استآكاربوزبا

بG4و R392رزيدوهاي  ب از آنزيم به اكتريايي ه ترتيب

و هيدروژني وسيله پيوندهاي جيبرليكباالكترواستاتيكي

.واكنش دارنداسيد 

 باكتريايي با آنزيم آكاربوزميانكنش بين-6شكل

رد بين ميانكنش-7شكل  با آنزيم باكترياييكنگو

 باكتريايي با آنزيم بي كوكولينميانكنش بين-8شكل
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 باكتريايي با آنزيم هسپريدين متيل چالكونميانكنش بين-9شكل

 باكتريايي با آنزيم جيبرليك اسيدميانكنش بين-10شكل

 هاي آزمايشگاهي نتايج حاصل از سنجش

يت آنزيم آلفا آميلاز باكتريايي در حضور تركيب فعال

 درصد كاهش نشان30 ميكرومولار20 غلظتدرآكاربوز 

و.)4 جدول( داد در مورد كنگورد اثر كاهشي ملاحظه نشد

 درصد كاهش12 ميكرومولار به ميزان1/0 تنها در غلظت

كه نتيجه معني .)5 جدول( باشد داري نمي فعاليت ديده شد

به ميزان تركيب بي در مورد كوكولين كاهش فعاليت آنزيم

 شد مشاهدهمولارو ميكر1/0 درصد در غلظت15 حداكثر

ف به هاي بالاتر اليت در غلظتعكه البته فرايند كاهش

به غلظت نبود و وابسته .)6 جدول( صورت خطي

هسپريدين متيل چالكون داراي اثر كاهشي بر فعاليت آلفا

10 بيشترين اثر در غلظتكه آميلاز بود به طوري

به ميزان و شد12 ميكرومولار .)7 جدول( درصد مشاهده

در نهايت در حضور ماده جيبرليك اسيد فعاليت آنزيم

به ميزان كه اين15 آلفاآميلاز  در اثر درصد كاهش يافت

ندتفاوت زيادي نداشت ميكرومولار20تا1 هاي غلظت

.)8 جدول(
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 هاي مختلف آكاربوز يت آلفاآميلاز باكتريايي در حضور غلظت تغييرات فعال-4 جدول

 درصد ضريب تغييرات درصد باقيمانده فعاليت آنزيم
 فعاليت آنزيم

) انحراف از معيار±ميانگين(

 آكاربوز

)ميكرو مولار(

00/100%29/0%0043/0±458/10
74/90%61/0%0081/0±323/11/0
28/98%2/1%0172/0±433/11
44/94%71/0%0098/0±377/12
37/75%14/0%0015/0±099/110
96/69%15/0%0015/0±02/120

. انحراف از معيار بيان شده است±مقادير فعاليت آنزيم به صورت ميانگين

.جهت بررسي دقت نتايج هر يك از مقادير حداقل سه مرتبه خوانش شدند

ميدقنشان دهنده)CV<3%(درصد ضريب تغييرات .باشدت قابل قبول نتايج

.باشد ميIU/Lو واحد فعاليت آنزيم) ميكرومولار(Mµغلظت تركيب مورد آزمايش بر حسب

رد تغييرات فعاليت آلفاآميلاز باكتريايي در حضور غلظت-5جدول  هاي مختلف كنگو

 درصد ضريب تغييرات درصد باقيمانده فعاليت آنزيم
 فعاليت آنزيم

)راف از معيار انح±ميانگين(

 كنگو رد

)ميكرو مولار(

100%11/0%002/0±783/10
60/88%063/0%001/0±581/11/0
20/104%19/0%0036/0±859/11
40/102%16/0%003/0±826/12
50/101%14/0%0025/0±81/110
10/101%055/0%001/0±803/120

.اف از معيار بيان شده است انحر±مقادير فعاليت آنزيم به صورت ميانگين

.جهت بررسي دقت نتايج هر يك از مقادير حداقل سه مرتبه خوانش شدند

.نشان دهنده دقت قابل قبول نتايج ميباشد)CV<3%(درصد ضريب تغييرات

.باشد ميIU/Lو واحد فعاليت آنزيم) ميكرومولار(Mµغلظت تركيب مورد آزمايش بر حسب

 هاي مختلف بي كوكولينت آلفاآميلاز باكتريايي در حضور غلظت تغييرات فعالي-6جدول

 درصد ضريب تغييرات درصد باقيمانده فعاليت آنزيم
 فعاليت آنزيم

) انحراف از معيار±ميانگين(

 بي كوكولين

)ميكرو مولار(

100%15/0%0152/0±71/10
30/85%17/0%0025/0±46/11/0
50/89%22/0%0035/0±534/11

94%22/0%0036/0±611/12
60/93%062/0%001/0±602/110
50/94%094/0%0015/0±617/120

. انحراف از معيار بيان شده است±مقادير فعاليت آنزيم به صورت ميانگين

.جهت بررسي دقت نتايج هر يك از مقادير حداقل سه مرتبه خوانش شدند

دق)CV<3%(درصد ضريب تغييرات مينشان دهنده .باشدت قابل قبول نتايج

. ميباشدIU/Lو واحد فعاليت آنزيم) ميكرومولار(Mµغلظت تركيب مورد آزمايش بر حسب
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 چالكون تغييرات فعاليت آلفاآميلاز باكتريايي در حضور غلظت هاي مختلف هسپريدين متيل-7جدول

 درصد ضريب تغييرات درصد باقيمانده فعاليت آنزيم
 فعاليت آنزيم

) انحراف از معيار±يانگينم(

 چالكون هسپريدين متيل

)ميكرو مولار(

100%75/1%02/0±14/10
95%1/0%0011/0±08/11/0

84/96%13/0%0015/0±104/11
57/91%095/0%001/0±044/12
63/87%057/0%00057/0±999/010

89%057/0%00058/0±016/120

. انحراف از معيار بيان شده است±رت ميانگين مقادير فعاليت آنزيم به صو

.جهت بررسي دقت نتايج هر يك از مقادير حداقل سه مرتبه خوانش شدند

مي)CV<3%(درصد ضريب تغييرات .باشد نشان دهنده دقت قابل قبول نتايج

.باشد ميIU/Lو واحد فعاليت آنزيم) ميكرومولار(Mµغلظت تركيب مورد آزمايش بر حسب

 تغييرات فعاليت آلفاآميلاز باكتريايي در حضور غلظت هاي مختلف جيبرليك اسيد-8ل جدو

 درصد ضريب تغييرات درصد باقيمانده فعاليت آنزيم
 فعاليت آنزيم

) انحراف از معيار±ميانگين(

 جيبرليك اسيد

)ميكرو مولار(

100%15/0%0152/0±71/10
93%036/0%00057/0±594/11/0

90/83%040/0%00057/0±435/11
70/84%039/0%00057/0±45/12
50/86%038/0%00058/0±489/110
70/84%45/0%00566/0±454/120

. انحراف از معيار بيان شده است±مقادير فعاليت آنزيم به صورت ميانگين

.جهت بررسي دقت نتايج هر يك از مقادير حداقل سه مرتبه خوانش شدند

مي)CV<3%( تغييرات درصد ضريب .باشد نشان دهنده دقت قابل قبول نتايج

.باشد ميIU/Lو واحد فعاليت آنزيم) ميكرومولار(Mµغلظت تركيب مورد آزمايش بر حسب

 بحث

 اهميت باليني مهار آنزيم آلفا آميلاز

و كنترل ديابت كاهش يكي از رويكردهاي درمان

قهيپرگلايسمي اين].3[ندي است بعد از مصرف تركيبات

و جذب گلوكز از طريق  روش با ايجاد تاخير در هضم

ها مثل آلفا كربوهيدرات هاي دخيل در هضم مهار آنزيم

].4،5[آميلاز ميسر است

 هاي آنزيم آلفا آميلاز مهاركننده

به صورت چه به طور كلي انواع مختلفي از تركيبات

به صورت گياهان دارو چه و يي وجود داروهاي شيميايي

كه قادرند آنزيم آلفا آميلاز را اين].11[مهار نمايند دارند

. باشند تركيبات داراي ساختارهاي متفاوت بيوشيميايي مي

و لوبيا به عنوان مثال در برخي از گياهان نظير گندم

كه داراي ساختار پروتئيني عصاره اي استخراج شده است

آبوده  باو قادر است از طريق مهار فعاليت نزيم آلفاآميلاز

اتصال به جايگاه فعال آن از جذب كربوهيدرات در روده 

به صورت].10[جلوگيري نمايد همچنين در تركيباتي كه

شود نظيرمي داروهاي شيميايي جهت درمان ديابت استفاده

ها آكاربوز ساختارهايي مشتق از خانواده كربوهيدرات

م].19،24[دارد وجود توان به خانوادهياز ديگر تركيبات

و  فلاونوئيدها اشاره كرد كه از تركيبات پلي فنولي هستند

بسياري از اين]. 25،26[در بسياري از گياهان وجود دارند

توانند باعث تركيبات علاوه بر مهار آنزيم آلفا آميلاز مي
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به دليل خواص آنتي].27[كاهش چربي نيز بشوند

و آنتي هايپرليپميك  فلاوونوئيدها امروزه هايپرگليسميك

توانند به عنوان بسياري از گياهان حاوي اين تركيبات مي

دارو در بيماران ديابتي مورد استفاده قرار گيرند كه 

].27[تحقيقات روي آنها همچنان ادامه دارد

در متابوليسم هاي فلور نرمال نگاهي بر اهميت باكتري

 بدن

به ويژه  انواع مستقر در برخي از انواع فلور نرمال بدن

و استرپتوكك حفره دهان مثل استرپتوكوك موتانس

به هنگام استفاده از مواد قندي تكثير مي و سانگوئيس شوند

و ايجاد پلاك به روي دندان و توليد با چسبيدن هاي دنداني

و تخريب دندان ها اسيد در نهايت باعث پوسيدگي

راميديگربرخي].17[گردند مي از مواد زائد توانند بدن

هاي مفيد روده كه از مواد زائد روده پاك كنند مثل باكتري

مي بسياري از باكتري].12[كنند تغذيه مي توانند هاي روده

 را سنتزKوEو ويتامينBهاي مهمي از گروه ويتامين

كه مورد استفاده ميزبان قرار  همچنين].12[گيرندمي كنند

و تبديلK ويتامين اي در سنتز هاي روده باكتري ، تجزيه

و تجزيه و اسيدهاي صفراوي، جذب مواد غذايي املاح

به متابوليت با مواد غذايي و مبارزه هاي گوناگون

به عهده دارند هاي بيماري ميكروب ].12[زا نقش مهمي را

هاي تحقيقات اخير نشان داده است كه برخي از باكتري

كه اكثراً ميروده بزرگ و از دسته باش بيهوازي ند

با تجزيه فيبرهاي غذايي مانند هستند قادرند باكتريوئيدها

].13[سلولز در توليد انرژي در بدن نقش ايفا نمايند

bactrerioides thetaiotaomicron وbacterioides ovatus 

مي نمونه از اين باكتريدو با توجه به مسايل].13[باشند ها

به نقش احتمميذكر شده آنزيم آلفا آميلاز اليتوان

 هاي فلور نرمال در افزايش ميزان قند خون توجه باكتري

 نتايج تحقيق حاضر نشان دهنده پتانسيل تركيب.داشت

و جيبرليك اسيد در مهار آنزيم هسپريدين متيل چالكون

مي تركيب هسپريدين متيل چالكون داراي. باشد باكتريايي

و پلي  فنلي است كه پيش از تشابه با ساختارهاي آروماتيك

هاي انواع ديگر آلفا آميلاز مطرح اين به عنوان مهار كننده

تابه نظر نمي].27[اند شده رسد در مورد جيبرليك اسيد

كنون گزارشي مبني بر توانايي اين تركيب در مهار آلفا 

كه اين تركيب با  و در صورتي آميلاز منتشر شده باشد،

به صور به دوز تاثير مهاري غلظت بالاتري بتواند ت وابسته

بر آنزيم داشته باشد، نشان دهنده احتمال تاثير تركيبات

.ترپني بر آنزيم آلفا آميلاز خواهد بود

 گيري نتيجه

و تحليل آماري هاي آمينواسيدي تواليتطابقدر تجزيه

از تواليدرها پروتئين و اسيدي،آمين 100هاي بزرگتر

از همساني و تشابهمين%25 هاي بيشتر تواند تصادفي باشد

و به تبع آن ساختار سه تواليبين دار معني  دو مولكول

در اين تحقيق].25[دهد بعدي عملكردي آنها را نشان مي

هاي آلفا بين توالي%64 بالايبه ميانگين تشابهبا توجه 

هاي فلور نرمال حفره دهان با توالي آلفا باكتريآميلاز 

و همچنين وجود Bacillus amyloliquefaciensآميلاز 

به يون و رزيدوهاي تشابه بين رزيدوهاي متصل هاي فلزي

كهمي كاتاليتيك جايگاه فعال  ساختار بينتوان نتيجه گرفت

ه فراواني وجودبتشاسه بعدي آلفا آميلازهاي باكتريايي

 از تركيباتيهاي آزمايشگاهي برخ در بخش سنجش.دارد

اليت آنزيم آلفا آميلاز باكتريايي را منتخب توانستند فع

به غلظت كه با توجه ويها كاهش دهند  پايين اين تركيبات

ت كه در بررسي جايرهمچنين ميل گيري آنها كيبي مناسبي

مي ساختاردر  اميد داشتتوان آنزيم باكتريايي بدست آمد

اثكه اين تركيبات در غلظت مهار كنندگيرهاي بالاتر

ن را تري مطلوب در ان دهندشاز خود كه اين مورد

.هاي آتي مورد بررسي قرار خواهد گرفت پژوهش

 سپاسگزاري

هاي اين طرح توسط مركز تحقيقات غدد كليه هزينه

و متابوليسم دانشگاه علوم پزشكي تهران تأمين درون ريز

.شده است
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