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 چکيده

شرفت يجاد و پي  منجر به اLDLون يداسيدان موجود در مواد غذايي با اکسيمواد اکس.  در ايجاد آترواسكلروز داردي نقش مهمLDLها ازجمله  يون چربيداسي اکس:مقدمه

 يريشرفت آترواسکلروز جلوگيجاد و پي از اLDLون يداسيتواند با مهار اکس يک مينيد رزماريو اسE ن يتامي مانند وييره غذايدان در جياکس يشود و مواد آنتيآترواسکلروز م
  . کند

 .)In vitro (يبه صورت برون تنفات مس  از سولي سرم ناشLDLون يداسيک بر اکسينيد رزمارياثر اسبررسي  :هدف

ک با ينيد رزمارياسد شده با مس و ي کنترل، اکسيها  سرم جدا شده در گروهLDL ه شد و ي نمونه خون تهييک شب ناشتاي از افراد سالم بعد از :ها مواد و روش

 شد و يريگ  اندازهل شدهيتشک) دي آلدئيمالون د (MDA کونجوگه و ي انهاي مقدار دLDLون يداسي اکسي بررسيبرا. مطالعه شدکرومولار يم٢٠٠و  ١٠٠، ٥۰ يها غلظت
  . شدي سرم بررسLDL ون يداسيک بر مهار اکسينيد رزماري مختلف اسيها آثار غلظت

ل شده يتشک) دي آلدئي دمالون (MDAزان ي که ميشود، بطور يم سرم LDL ون يداسيباعث کاهش اکسک ينيد رزمارياسدهد كه  يج بدست آمده نشان مي نتا:جينتا

و  ١٠٠، ٥۰ ( متناسب با غلظت استLDLون يداسيک بر اکسينيد رزمارياس ياثر مهار. افتي  درصد کاهش ٣/٥۰ و ٧/٣٦ ، ۸/٣۱ب يبترتک ينيد رزمارياسبراساس غلظت 
  . )کرومولاريم٢٠٠

 LDLون يداسي از اکسيري باعث جلوگيدار يطور معن هبکرومولار ي م٢٠٠ و ١٠٠، ٥۰ يها ک با غلظتينيد رزماري اسدهد كه يج بدست آمده نشان مينتا: يريگ جهينت

  .اشدب داشته) In Vivo( يدرون تن در يبت ممکن است آثار مشابهين ترکيشتر اي بيها  يشود و با بررس يم

  
  کلسترول، ال دي ال/ ها دانياکس/ اسيد رزمارينيک :ها كليد واژه

   ۱‐۶: ، صفحات۸۳ويکم شماره   مجله دانشگاه علوم پزشکي گيلان، دوره بيستـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  
  قدمهم

.  نقش مهمي در ايجاد آترواسکلروز داردLDLاکسيداسيون 
 LDLاستفاده مواد اكسيدان در مواد غذايي باعث اکسيداسيون 

). ۱(شود شرفت آترواسکلروز ميشده و اين باعث ايجاد و پي
اش كاهش  شود، تمايل آن به گيرنده  اکسيد ميLDLوقتي 

 اکسيده در ماکروفاژها منجر به LDLشدن  جمع. يابد مي
شدن آترواسکلروز  آلود و تشكيل هاي کف پيدايش سلول

 Eاکسيدان مانند ويتامين  با استفاده از مواد آنتي). ۳و۲(شود  مي
 جلوگيري و LDLتوان از اکسيداسيون  يو اسيد رزمارينيک م

 ).۴‐۷(در نتيجه باعث جلوگيري از ايجاد آترواسکلروز شد
هيدروکسي  دي ‐۳،۴اسيد رزمارينيک استراسيدکافئيک و 

مطالعات متعددي خواص ). ۹و۸(اسيدلاکتيک است فنيل
آثار ). ۱۰(اند کردهاکسيداني اسيدرزمارينيک را گزارش  آنتي

گزارش نيز تروسکلروز در حيوانات مفيد آن در درمان آ
  ک ـدر مطالعات ديگر اثرهاي درماني اسيد رزماريني. است شده

  ).۱۱(است  و عروق گزارش شده در جلوگيري از بيماري قلب
اي در زمينه اثر مستقيم اسيدرزمارينيک بر  مطالعهپيش از اين 

 انجام تني برونسرم در محيط  LDLکاهش اکسيداسيون 
 توجه به شواهد تئوري استرس اکسيداتيو يکي از با. بود نشده
ها از جمله  ترين عوامل در ايجاد بعضي از بيماري مهم

در ). ۶(آترواسکلروز، ديابت، سرطان، آلزايمر و غيره است
توان از موادي که به هر نحو در مهار استرس  نتيجه مي

هدف اين مطالعه بررسي . اکسيداتيو مؤثر باشند استفاده کرد
 LDLاسيد رزمارينيک در اکسيداسيون   آنتي اکسيدانيخواص

  .بودناشي از سولفات 
  
  ها واد و روشم

 ، پتاسيم(Na2EDTA)تترااستات  آمين دي اتيلن سديم  دي:مواد
  سديم هيدروژن  ، ديد رزمارينيکــاسيديم کلريد، ــبرميد، س
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 رضا حاج حسينيدکتر   ‐  ليلا نعمتي‐علي خسروبيگيدکتر  ‐حسن احمدونددکتر 

  ۲        ۱۳۹۱پاييز / ۸۳شماره / ويکم دوره بيست/ مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان       

   . از شرکت سيگما خريداري شد(Na2HPO4)فسفات 
هاي خون از افراد سالم بعد از يک  ونه نم:گيري خون نمونه

سرم آنها با استفاده از سانتريفيوژ . شب ناشتايي گرفته شد
جد اشد و براي جلوگيري از )  دقيقه۱۰ به مدت ۳۰۰۰دور (

هاي سرم به آنها سديم آز يد با غلظت  اکسيداسيون نمونه
  .اضافه شد) حجمي‐وزني% ۰۶/۰( نهايي

ز تحقيقات قلب و عروق  سرم در مرکLDL: LDLجداسازي 
دانشگاه علوم پزشکي اصفهان با روش ناپيوسته شيب غلظتي 

چگالي سرم با اضافه . با استفاده از اولتراسانتريفيوژ جدا شد
 گرم بر ۲۱/۱ به  )ليتر  گرم بر ميلي۳۶۵/۰( کردن برميد پتاسيم

ليتر سديم   ميلي۵/۳هاي سانتريفيوژ  ليتر رسانده به لوله ميلي
 از سرمهاي غليظ  ميلي ليتر۵/۱و )  مول بر ليتر۱۵۴/۰(کلريد 

 با دور L7-55بکمن شده اضافه شد و توسط اولتراسانتريفوژ 
rpm ۴۰۰۰۰ درجه سانتيگراد ۱۰ ساعت در دماي ۵/۲ به مدت

 LDLبعد از سانتريفيوژ يک لايه زردرنگ که . سانتريفيوژ شد
 ۴ي در دما ساعت ۴۸ جدا شده به مدت LDL. است جدا شد

زدا  اکسيژن) بافر فسفات سالين(  PBSگراد در بافر درجه سانتي
دياليز شد و % EDTA ۰۱/۰و % ۰۱/۰شده حاوي سديم آز يد 

  ).۴(در زمان دياليز سه بار بافر تعويض شد
 غلظت پروتئين LDLبعد از جداسازي  :LDLاکسيداسيون 

 و براي) ۱۲(گيري شد آن با استفاده از روش برادفورد اندازه
   =۴/۷pHمولار و   ميليPBS  ۱۰ باLDLبررسي اکسيداسيون 

بدنبال آن کنترل حاوي .  ميكروگرم بر ميلي ليتر رسيد۱۵۰به 
LDL ميکرومولار فاقد اسيد ۱۰ و نمونه حاوي سولفات مس 

 ميکرومولار ۱۰هاي حاوي سولفات مس  رزمارينيک و نمونه
يکرومولار  م۲۰۰ و ۱۰۰، ۵۰هاي  اسيد رزمارينيک با غلظت و

تهيه و معادل حجم اسيد رزمارينيک استفاده شده حلال به 
 با LDLتغييرات اكسيداتيو . نمونه کنترل و مس اضافه شد

 نانومتر هر ۲۳۴گيري جذب  ماوراي بنفش  محلول در  اندازه
براي ارزيابي ). ۱۳( ساعت انجام شد۵ده دقيقه يكبار به مدت 

هاي بدست   جذب منحني جذب،LDLكينتيك اکسيداسيون 
ها رسم شد و با استفاده از منحني  آمده بر حسب زمان نمونه

 Lag(رسم شده زمان تأخيري  time ( و غلظت پاياني
با استفاده از ( ساعت بدست آمد ۵هاي كونجوگه بعد از  ان دي

  ). ليتربرمول برسانتي متر۲۹۵۰۰(ضريب خاموشي مولي 

  Burge براساس روش : تشكيل شدهTBARSگيري اندازه
 است TBARS محصول پاياني  پراكسيداسيون ليپيد كه Austو

بعد از اضافه کردن سولفات مس و اسيد . گيري شد اندازه
 ساعت در دماي ۵ براي مدت LDLهاي  رزمارينيک به نمونه

گراد انكوبه شد و در پايان با اضافه کردن   درجه سانتي۳۷
EDTA سيداسيون مولار واکنش اک ميلي۲ با غلظت پاياني

 ۱۰۰گيري پراکسيداسيون ليپيد  براي اندازه. متوقف شد
 ۶/۰ ميلي ليتر تيوباربيتوريک اسيد ۵/۱ميکروليتر از نمونه و 

 درصد اضافه ۱۰اسيد  کلرواستيک ليتر تري درصد و يک ميلي
 دقيقه در دماي جوش قرار داده شد و بعد ۳۰شد و به مدت 

نتريفيوژ شد و جذب  سا۱۰۰۰ دقيقه در دور ۱۵از سرد شدن 
گيري شد و مقدار   نانومتر اندازه۵۳۲هاي رويي در  محلول
روش اسپکتروفتومتري  استفاده از هاي بدست آمده با  جذب

متر محاسبه و به  سانتي‐بر مول ۱۵۶۰۰۰مرئي و ضريب مولي 
 nm/mg تشكيل شده بر حسب MDAعنوان  –  LDL- 

protein ۱۵و ۱۴( گزارش شد .(  
انحراف ±نتايج بدست آمده بصورت ميانگين :يآناليز آمار

دار بودن نتايج از نظر آماري و اختلاف  معني. معيار بيان شد
 و آزمون ۱۳ نسخه SPSSافزار    نرمها با استفاده از بين گروه
  .ارزيابي شد  من ويتني

  
  نتايج

  اسيدهاي مورد نظر کردن مس و غلظت  بعد از اضافه
طور پيوسته  هها ب واندن جذب نمونهها و خ به نمونهرزمارينيک 

 رسم شد LDLهر ده دقيقه يکبار، منحني کينتيک اکسيداسيون 
هاي تشکيل شده  TBARSهاي کونجوگه،  و مقدار دي ان

اسيد نتايج بدست آمده نشان داد که . گيري شد اندازه
 را در محيط LDLداري اکسيداسيون  بطور معنيرزمارينيک 

بر  اسيد رزمارينيک اثر. )P >۰۵/۰(دهد  کاهش ميبرون تني
اسيد رزمارينيک متناسب  با غلظت LDL مهار اکسيداسيون 

  .)اين وابستگي با غلظت خطي است(است 
هاي  بدست  ، جذبLDLبراي بررسي کينتيک اکسيداسيون 

   ۱ نانومتر بر حسب زمان رسم شد که در نمودار ۲۳۴آمده در 
  . نشان داده شده است

  فاز تأخيري : شود  قسمت مجزا ديده مي۳ور ودار مذکــدر نم
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 برون تنيدر محيط   LDLرزمارينيک بر کاهش اکسيداسيون  اثر اسيد

          ۱۳۹۱پاييز / ۸۳شماره / ويکم دوره بيست/ مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان        ۳

(Lag  phase)،فاز توسعه (propagation  phase)  كه شدت
خاتمه يابد و فاز   در اين فاز افزايش ميLDLاکسيداسيون 

)decomposition( كه اتمام اکسيداسيون LDLاست  .  
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* * * *

  
 در  LDLکينتيک اثر اسيد رزمارينيک بر مهار اکـسيداسيون         : ۱نمودار  

 درجه سـانتيگراد  ۳۷ در دماي  =۴/۷PHمولار،   ميليPBS ۱۰ل محلو

.  آزمايش است  ۳هر نقطه ميانگين بدست آمده از       .  ساعت ۵براي مدت   

C :n-LDL؛Cu  :+  n-LDL Copper ؛RA1 :+n-LDL اســيد 

اسـيد رزمارينيـک    + RA2  :n-LDL ؛  µM 50رزمارينيک با غلظت

ــت  ــا غلظ ــيد رزما + RA3  :n-LDL ؛ Mμ100ب ــا اس ــک ب ريني

   µM 200غلظت
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* * *
**

  
  

مقايسه اثر اسيد رزمارينيک بر مهار تشکيل دي ان کونجوگه : ۲نمودار 

 ناشي از اکسيداسيون .  LDL  ۳هر نقطه از ميانگين بدست آمده از 

-RA1 :+n؛ Cu  :+ n-LDL Copper؛C :n-LDL  .زمايش استآ

LDL  50اسيد رزمارينيک با غلظت µM ؛ RA2  :n-LDL +  اسيد

اسيد رزمارينيک  + RA3  :n-LDL ؛ Mμ100رينيک با غلظت رزما

دهنده آن است که نسبت به مس   نشان*علامت  µM 200.با غلظت

  ). P >۰۵/۰(است دار معني

  

400

600

800

1000

1200

0 30 60 90 120 180 240 300

زمان (دقيقه)

ر    )
ومت

نان
 2

34
)  

ب
جذ

C

Cu

 

RA1

 

RA2

 

RA3

  
 ناشي از MDAمقايسه اثر اسيد رزمارينيک بر مهار تشکيل : ۳نمودار 

 .اکسيداسيون LDL  آزمايش ۳ هر نقطه از ميانگين بدست آمده از 

 +:  Cu؛C :n-LDL. است n-LDL Copper ؛RA1 :+n-LDL 

اسيد رزمارينيک  + A2  :n-LDL ؛ µM 50اسيد رزمارينيک با غلظت

اسيد رزمارينيک با غلظت  + RA3  :n-LDL ؛ Mμ100با غلظت 

200 µM .دار دهنده آن است که  نسبت به مس معني  نشان*علامت 

نسبت به دهنده آن است که   نشان** علامت.)P >۰۵/۰(است 

(RA1) +n-LDL 50 اسيد رزمارينيک با غلظت  µM دار  معني 

  ).P >۰۵/۰(است

  
گيري جذب ماوراي  از طريق اندازهLDL تغييرات اكسيداتيو 
 ساعت بدست آمد و ۵ نانومتر بعداز ۲۳۴بنفش محلول در 

با استفاده از (هاي كونجوگه  ان براساس آن غلظت پاياني دي
) متر سانتي مول بر بر  ليتر۲۹۵۰۰(ضريب خاموشي مولي 

  نشان داده۲نتايج بدست آمده در نمودار . بدست آمد
براساس نتايج بدست آمده اثر اسيد رزمارينيک . است شده 

همچنين با استفاده از منحني کينتيک، زمان . دار است معني
فقط البته منحني بدست آمده . بدست آمد) Lag time(تاخيري 

وي مس سه فازي است و در بقيه  حاLDLدر مورد نمونه 
رزمارينيک اسيد سه فازي هاي مختلف  کنترل و غلظت(موارد 
  .است  نشان داده شده۱نتايج بدست آمده در نمودار . )نيست

 تشكيل شده، مطابق با روش توضيح TBARSبراي بررسي 
گيري شد و   نانومتر اندازه۵۳۲ها در  شده، جذب نمونه داده

آمده با استفاده از ضريب مولي به هاي بدست  مقدار جذب
 nM/mg – LDL- proteinشده بر حسب   تشكيلMDAعنوان 

 نشان داده ۳نتايج بدست آمده در نمودار . بدست آمد
هاي مختلف  است، براساس نتايج بدست آمده اثر غلظت شده

 تشكيل شده نسبت به MDAاسيد رزمارينيک در کاهش 
  .است دار زمارينيک معنير حاوي سولفات مس فاقد اسيد نمونه
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  گيري بحث و نتيجه
بر اساس نتايج بدست آمده در اين مطالعـه اسـيد رزمارينيـک             

ــسيداسيون    ــار اک ــث مه ــؤثري باع ــور م ــيLDLبط ــود   م . ش
 در ديواره عـروق عامـل اصـلي پيـدايش و            LDLاكسيداسيون  

بر اساس مطالعات انجـام شـده       ). ۲(توسعه آترواسکلروز است  
ــراد ــه  در اف ــتلا ب ــواد   مب ــري م ــادير كمت ــکلروز، مق  آترواس

مـس از   ). ۳(وجـود دارد  ) نسبت به افـراد سـالم     (اكسيدان   آنتي
هاي آزاد   طريق واکنش فنتون و هابرويس باعث ايجاد راديکال       

شود   مي LDLشود و احتمالاً از اين طريق باعث اکسيدشدن        مي
هـاي کونجوگـه     ان و بدنبال آن ميـزان ليپيـد پراکـسيدها و دي          

هاي موجود در سـاختمان      اکسيدان يابد و ميزان آنتي    ميافزايش  
LDL ماننــد ويتــامين  E و آلفــا توکــوفرول بــدليل تعامــل بــا 

  ). ۱۶(يابد هاي آزاد بوجود آمده توسط مس  کاهش مي راديکال
بر اساس نتايج بدست آمده در اين مطالعـه اسـيد رزمارينيـک             

  TBARS هاي کونجوگه و  دار باعث کاهش دي ان بطور معني
هاي کونجوگـه    اثر اسيد رزمارينيک در کاهش دي ان      . مي شود 

اثــر اســيد . متناســب بــا غلظــت اســيد رزمارينيــک اســت و 
 بطور معني داري متناسـب بـا    TBARSرزمارينيک در کاهش 

غلظت اسيد رزمارينيک است که با توجه به نتايج بدست آمده           
 ۲۰۰ در غلظــت  TBARSاثــر اســيد رزمارينيــک در کــاهش 

همچنين .  ميکرومولار معني دار است    ۵۰ميکرومولار نسبت به    
تحت اثـر اسـيد رزمارينيـک بطـور     ) Lag time(زمان تأخيري 

 LDLاي افزايش يافت بطوري که منحني کينتيک نمونه          فزاينده
که فقط حاوي مس است يک منحنـي سـه فـازي اسـت ولـي               

و  حاوي اسيد رزمارينيک مشابه کنتـرل بـوده          LDLهاي   نمونه
 وقفـه ايجـاد     LDLمنحني سه فازي نيست و در اکـسيداسيون         

  . است شده
  اکسيدان براساس نتايج بدست آمده اسيد رزمارينيک يک آنتي

  رزمارينيک  محافظتي ديگر نقش  است، همچنين در مطالعات قوي

اسـيد  ). ۱۱(اسـت    هاي قلبي نـشان داده شـده        در بيماري  اسيد
ريايي، ضدالتهابي و آثـار     رزمارينيک آثار ضدويروسي، ضدباکت   

هـاي گياهـاني ماننـد       عـصاره ). ۱۸و۱۷،  ۸(اکسيداني دارد    آنتي
است داراي ظرفيت آنتـي    رزماري که محتوي اسيد رزمارينيک      

اکسيداني بالايي است و به عنوان نگهدارنده در غذاها اسـتفاده          
 با نتيجه حاصـل از  مانتايج حاصل از مطالعه    ). ۲۰و۱۹(شود  مي

ــشانمطالعــات دي ــه ن ــي اکــسيداني   گــران ک ــده نقــش آنت دهن
  .رزمارينيک اسيد است مطابقت دارد

نتايج نشان داد که اسيد رزمارينيک بطور مـؤثري باعـث مهـار             
هر چند کـه مکانيـسم دقيـق اثـر          . شود   مي  LDLاکسيداسيون  

  مـشخص نيـست      LDLاکسيداسيون  بر مهار   اسيد رزمارينيک   
 ممکـن   LDLکـسيداسيون   بر ا ولي اثر مهاري اسيد رزمارينيک      

هاي آزاد يا در رسـوب   است ناشي از اثر آن در حذف راديکال    
هاي مس کـه بـه عنـوان عوامـل اکـسيدان             و شلاته گردن يون   

هـــا و همکـــارانش  همچنانکـــه لارانجـــين. هـــستند، باشـــد
)Laranjinha, et al ( هـاي گيـاهي و    مکانيسم احتمالي عـصاره

را بـصورت زيـر       LDL اکـسيداسيون ها بر مهـار      اکسيدان آنتي
هاي آزاد،   هاي مختلف راديکال    حذف گونه  ‐۱: پيشنهاد کردند 

 خاتمـه   ‐LDL  ،۳ تعامل بـا راديکـال پروکـسي در سـطح            ‐۲
‐۴هـاي ليپيـدي،      پراکسيداسيون ليپيد از طريق حذف راديکال     

هـاي داخلـي    اکـسيدان  ازيابي وفعال کردن چرخه دوباره آنتـي   ب
  ). ۲۱(فرول و آلفا توکوEمانند ويتامين 

  تـوان مطالعـات    باتوجه به نتـايج حاصـل از ايـن تحقيـق مـي            
اکـسيداني و مطالعـات      بيشتري در راستاي بررسي نقـش آنتـي       

 را بـراي     انجام داد و همچنـين مطالعـاتي       تني  درونمشابهي در   
ريـزي   عروقـي و ديـابتي پـي      ‐بررسي اثر آن در بيماران قلبـي      

تر يـا    ز آن به درمان راحت    نمود، به نحوي كه بتوان با استفاده ا       
عروقـي و ديـابتي دسـت        ‐بهبود الگوي زندگي بيماران قلبـي     

   .يافت
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Abstract 

Introduction:  Oxidation  of  low-density  lipoprotein  (LDL)  has  been  strongly  implicated  in  the  pathogenesis  of 

atherosclerosis. The use of antioxidant compounds in dietary food stuffs including vitamin E and rosmarinic acid may 

lead  to  the  inhibition of production of oxidized LDL and may decrease both  the development and  the progression of 

atherosclerosis.  

Objective:  The  present  work  investigated  the  effects  of  Rosmarinic  Acid  (RA)  on  LDL  oxidation  induced-

 

CuSO4 

quantitatively in vitro. 

Materials and Methods: Fasting blood samples from normal people after an overnight fasting were collected and then 

 

LDL was isolated. LDL was incubated without CuSO4 as control and incubated with CuSO4 and several concentrations 

 

of  RA  (50,  100  and  200  µM);  and  measured  the  formation  of  conjugated  dienes  and  Malondialdehyde  (MDA). 

Inhibition of this Cu-

 

induced oxidation was studied in the presence of several concentrations of RA (50, 100 and 200 

µM). 

Results:  It was demonstrated  that RA is  able  to 

 

decrease CuSO4-induced LDL oxidation. Rosmarinic  acid showed a 

decrease in the formation of (MDA). 

 

 Rates of 31.8%, 36.7% and 50.3% were seen at concentrations ranging from 50, 

 

100 and

 

 200 µM, respectively, against oxidation in vitro. The inhibitory effects of the RA on LDL oxidation were dose-

 

dependent at concentrations ranging from 50 t

 

o 200 µM. 

Conclusion:

 

 This  study showed  that RA at concentrations (50, 100 and 200 µM) prevented  the oxidation of LDL in 

vitro and it may suggest that they have the similar effect in vivo. 
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