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Abstract  

Background: Lipases are one of the groups of enzymes which are important in medicine and 
industry. In gastrointestinal tract of human, lipase catalysis break down of triglyceride. Bacteria have also 
lipases which break down triglyceride in their culture medium and can use its fatty acids as carbon source. 
Dicyclomine is an antispasmodic drug that relieves smooth muscle spasm of the gastrointestinal tract. 
Few drugs have been determined to inhibit lipase activity, in this research; dicyclomine was introduced as 
an inhibitor of lipase, for the first time.  

Materials and Methods: Lipase was extracted from Pseudomonas aeruginosa and the effect of 
dicyclomine was tested on its activity. The bacterium was cultured in medium with olive oil as carbon 
source and the supernatant was used for enzyme assay. For monitoring the enzyme activity, Para 
nitrophenyl palmitate (pNPP) was used as a substrate and the induced product was measured by visible 
spectrophotometer. Lineweaver-Burk plot was utilized for revealing the type of binding.   

Results: This research has shown that dicyclomine can inhibit lipase. Inhibition plot determined 
that the drug can inhibit the enzyme by competitive manner. Calculation of Ki and IC50 values showed 
that the drug can bind to the enzyme with high affinity. The study of enzyme activity in different pH and 
temperature revealed that optimum activity of enzyme, in the presence or absence of the drug, was 
observed in pH 8 and 60oC. 

Conclusion: For the first time, dicyclomine was introduced as an inhibitor of lipase and the 
kinetics factors of the drug were investigated.  
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 13/8/96پذیرش: تاریخ  ،28/5/96تاریخ دریافت: 
 

  چکیده
ها هستند که در پزشکی و صنعت اهمیت زیادي دارند. این آنزیم در دستگاه لیپاز ها دسته مهمی از آنزیم زمینه و هدف:

ها نیز داراي لیپاز بوده که سبب شکسته شدن تري گوارش انسان سبب شکسته شدن  تري گلیسیرید می شود. باکتري
ا شده و از اسید چرب آن به عنوان منبع کربن استفاده می کنند. دي سیکلومین یک داروي ضد هگلیسیرید در محیط رشد آن

که تا کنون دارو اسپاسم عضلانی است که به عنوان مسکن براي دردهاي دستگاه گوارش استفاده می شود. با توجه به این
ن بار داروي دي سیکلومین به عنوان مهار کننده آنزیم در این مطالعه براي اولی ،هاي اندکی براي مهار لیپاز شناسایی شده اند

  لیپاز معرفی شد. 
ثیر داروي دي سیکلومین بروي آن آزمایش شد. موناس آئروجینوزا استخراج شد و تألیپاز از باکتري سودو ها:مواد و روش

 وان منبع آنزیم استفاده شد.به عنکربن کشت شد و از سوپ کشت  اي روغن زیتون به عنوان تنها منبعباکتري در محیط دار
مقدار محصول حاصل از تجزیه آن توسط  و رانیتروفنیل پالمیتات استفاده شدبراي اندازه گیري فعالیت آنزیم از سوبستراي پا
  براي بررسی نوع اتصال استفاده شد.  برك- اسپکتروفتومتر اندازه گیري شد. از منحنی لینویور

اد که دي سیکلومین می تواند به خوبی آنزیم لیپاز را مهار نماید. رسم منحنی مهار آنزیم نتایج این تحقیق نشان د یافته ها:
نشان داد که دارو با تمایل  Ki و  IC50مشخص کرد که آنزیم به صورت رقابتی توسط دارو مهار می شود. محاسبه مقدار 

لف نشان داد که بیشترین فعالیت آنزیم چه در ها و دماهاي مختpH بالا به آنزیم متصل می شود. مطالعه فعالیت آنزیم در
  باشد. گراد میدرجه سانتی 60و دماي  8برابر با pH  مقدار حضور و چه در غیاب دارو در

بار به عنوان مهار کننده آنزیم لیپاز معرفی شد و فاکتورهاي کینیتیکی دارو نخستین داروي دي سیکلومین براي  گیري:نتیجه
 فت. مورد مطالعه قرار گر
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 مقدمه
گرم منفی  سودوموناس آئروجینوزا یک باکتري

است که جهت زیست پالایی ترکیبات آلاینده آلی موجود در 
). این 2، 1شود(خاك و آب به طور گسترده استفاده می

باکتري در صنعت بسیار مفید می باشد به عنوان مثال می تواند 
بعضی از مواد سمی موجود در خاك و آب را به صورت 

ن عامل مهم نواچنین این باکتري به عهوازي تجزیه نماید. هم
به ویژه بیمارانی داراي نقص سیستم  عفونت هاي بیمارستانی

ترین دلایلی که یکی از مهم .ایمنی هستند، شناخته شده است
در بیماران  ژن فرصت طلب را به عنوان یک پاتوسودوموناس 

معرفی می کند، توانایی این باکتري در استفاده از ترکیبات 
). بدین منظوراین باکتري 3است(مختلف به عنوان منبع کربن 

نزیم ها را جهت تخریب منابع کربن ساده و آانواع مختلفی از 
فاده از آنتی ). است3کار می برد(ه پیچیده جهت کسب انرژي ب

تنها روش براي برخورد با سودوموناس  بیوتیک ها ممکن است
نتی آدر بیماران باشد. اما این باکتري در برابر بسیاري از 

).گرچه بسیاري از 5، 4( هاي رایج مقام شده استبیوتیک 
هاي جنتمایسین، توبرامایسین، نتی بیوتیکآسویه ها به 

کولیستین و فلوروکینولین حساس هستند ، اما اشکال مقاوم نیز 
گسترش یافته اند. ترکیب جنتامایسین جهت درمان آلودگی 
هاي شدید سودوموناس به طور مکرر استفاده می شود. چندین 

ن ها آکدام از نوع واکسن در حال آزمایش هستند اما هیچ
). عمده 6براي استفاده عموم به طور رایج در دسترس نیستند(

نزیم هاي خارج سلولی که توسط سودوموناس آئروجینوزا آ
)، 8( Bو  A)، الاستاز7پروتئاز( :ند ازا تولید می شوند عبارت

م ها سبب مرگ . این آنزی)11، 10) و لیپاز(C )9 فسفولیپاز
). 12ی شوند(آسیب بافتی شدید و نکروز در انسان مسلولی، 

 هیدرولیز لیپید ها را کاتالیز می کند. لیپاز آنزیمی است که

ژن  هاي پاتوطی عفونت توسط ارگانیسم بعضی از لیپاز ها
ها اگر جنبه تخریبی این آنزیم ،از طرف دیگر ترشح می شوند.

هایی که این در نظر نگیریم، آنزیمرا در حالت پاتوژن باکتري 
به  .از لحاظ صنعتی کاربرد مهمی دارد ،باکتري ترشح می کند

لیپاز میکروبی کاربردهاي صنعتی داشته و در  ،عنوان مثال
  شوینده ها، مواد آرایشی، داروها و چرم سازي استفاده 

 روارگانیسم ها از قبیل باکتري ها،بسیاري از میک ).13د(می شو
  . ترشح کننده لیپاز شناخته شده اندقارچ ها  مخمر و

  که میکروارگانیسم هاي تولید کننده لیپاز دربه طوري
 زیستگاه هاي مختلف از قبیل ضایعات صنعتی، کارخانجات 

، خاك آلوده شده با نفت و پردازش روغن گیاهی ، لبنیاتی ها
به خاطر اهمیت این  ).14کنند(این آنزیم را ترشح می غیره
بتواند فعالیت لیپاز را  یم در صنعت و پزشکی، هر عاملی کهآنز

مهار کند ممکن است در صنعت و پزشکی مهم باشد. براي 
  مثال، مهار لیپاز ممکن است براي افرادي که از چاقی رنج 

برند مفید باشد. ارلیاستات یک مهار کننده براي لیپاز می
خاص پانکراس است که به منظور کاهش جذب لیپید در اش

  ). 16 ،15گیرد(چاق مورد استفاده قرار می
شوند بسیار کم موادي که سبب مهار آنزیم لیپاز می

داروهاي ضد  رامین و اورلیستات تنهامعرفی شده اند. سیبوت
) با این 17باشند (چاقی تائید شده جهت سرکوب اشتها می

حال مصرف اورلیستات به دلیل عوارض جانبی نا مطبوع مانند 
تیاري مدفوع، نفخ شکم واستئاتوره استفاده از آن بی اخ

چنین داروي سیبوترامین به دلیل محدود شده است. هم
ها ی و سکته هاي مغزي در بیشتر کشورعوارض قلبی عروق

ممنوع اعلام شده است. با وجود دلایل ذکر شده استفاده از 
ض جانبی کمتر ارزشمند است ي آنزیمی با عوارمهارکننده

استفاده از  ،انجام گرفت 2000مطالعه اي که در سال  در). 18(
ترکیبات طبیعی مانند عصاره دانه ي انگور و عصاره چاي سبز 

) نیز به عنوان مهار کننده لیپاز بررسی شده است. هم چنین 19(
  از  ،درکره انجام گرفت 2008در مطالعه اي که در سال 

گیاه در  این .استفاده شد Actinidia argutaي گیاه ریشه
شمال چین، کره، سیبري و ژاپن یافت می شود و در طب سنتی 

استفاده از ریشه ي این  .چینی جهت درمان استفاده می گردد
گیاه جهت ارزیابی سنجش فعالیت مهاري لیپاز انجام 

در امریکا از گیاه گل قاصدك با  2008). در سال 20گرفت(
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ید. این استفاده گردTaraxacum officinale نام علمی 
گیاه به عنوان یک داروي آنتی اکسیدان ، ضد التهاب و ضد 

جهت انجام این آزمایش از خوك  .تومور استفاده می شود
  این فعالیت در  .جهت فعالیت لیپاز پانکراس استفاده شد

دقیقه دوره ي درمان انجام  240و  180، 90، صفرزمان هاي 
ي این عصاره میکرو گرم از 250گرفت و در هر وعده مقدار 

این گیاه ، IC50. در نهایت با محاسبه گیاه به خوك داده شد
به عنوان یک مهار کننده ي آنزیمی و عامل ضد چاقی شناخته 

بیشتر داروها جهت واکنش با گیرنده هاي خاص یا  ).21شد (
اما در برخی موارد ممکن است  ،ها طراحی شده اندنزیمآ

که براي آن غیر از آن نزیم و رسپتوري بهآداروهایی به 
د و باعث مهار شدن و یا فعال شدن نطراحی شده متصل شو

تواند به عنوان د که این پدیده مینآنزیم دیگري در بدن شو
مطالعات  ،عوارض جانبی دارو مطرح شود. به عنوان مثال

گذشته نشان داده است که داروي سایمتیدین که مهار کننده 
و براي کاهش ترشح اسید  می باشد H2گیرنده هیستامین 

برند تجویز می شود یمعده در افرادي که از درد معده رنج م
به شدت آلکالین فسفاتاز و کاتالاز را نیز مهار  تواندمی

چنین نشان داده شده است که کدئین، ). هم23 ،22کند(
، 24اسکوپولامین و رانیتیدین فعالیت سوکراز را مهار می کنند(

25.(  
ه نشان داده شد که داروي دي در این مطالع

سیکلومین که به عنوان مسکن براي دردهاي اسپاسم عضلات 
یپاز است. پس صاف مصرف می شود، یک مهارکننده قوي ل

کنندگی این دارو، فاکتورهاي کینتیکی از اطمینان از مهار
  اتصال این دارو به لیپاز نیز مورد بررسی قرار گرفت.

 
  هامواد و روش

  .مواد1
شیمیایی اي که براي سنجش آنزیم، محیط مواد 

تهیه شد.  Merckکشت و ساخت بافر استفاده شد از شرکت 

دارو از شرکت شیمیدارو تهیه شد. از باکتري سودوموناس 
  استفاده شد.  ATCC 27853ائروجنوزا با کد 

  .محیط کشت باکتري2
ه آنزیم لیپاز از باکتري سودوموناس ائروجینوزا ب

شت این باکتري محیط پایه نمکی با ست آمد. محیط کد
 Na2HPO4  ،1گرم  KH2PO4  ،5/2گرم  5/2ترکیب 

گرم  01/0و  MgSO4گرم  NH4NO3  ،0.02گرم 
CaCO3  لیتر آب بود که به  1درpH 7  رسانده شد. روغن

استفاده  درصد 1زیتون به عنوان منبع کربن با غلظت نهایی 
 72اد به مدت گرسانتی هدرج  30شد. محیط کشت در دماي 

ساعت هوادهی شد. سپس سلول ها به وسیله سانتریفیوژ 
و سوپرناتانت براي سنجش آنزیم مورد  وب داده شدندرس

  استفاده قرار گرفت.
  .سنجش آنزیم3

مولار تهیه شد و با اضافه  1/0و  pH8بافر تریس با 
مولار)  میلی 5/0تا  06/0کردن غلظت هاي مختلف ( 

بافر تریس محلول ات به عنوان سوبسترا به پارانیتروفنیل پالمیت
 20سنجش آنزیم ساخته شد. واکنش با اضافه کردن 

ماکرولیتر سوپرناتانت ( داراي آنزیم) به محلول سنجش آنزیم 
به طور پیوسته با آغاز شد. فعالیت کاتالیزي لیپاز در تیوب 

نانومتر خوانده شد. سنجش  410در طول موججذب افزایشی 
میلی مولار  5/1 تا 3/0ور و غیاب دارو با غلظت در حضآنزیم 

 10روفنیل پالمیتات به مدت در کنار پارانیت انجام شد. آنزیم
ییرات غت و در حضور و غیاب دي سیکلومین انکوبه شد دقیقه

جذب ثبت گردید. این زمان براي رسیدن آنزیم به حالت 
دست آوردن فعالیت ه ) کافی بود. براي ب plateauپلاتو (

آنزیم لیپاز در حضور سوبستراي پارانیتروفنیل پالمیتات، 
 ضریب خاموشی محصول یا همان پارانیتروفنل

 mol-1.cm-1103× 18.8 .نمودار  در نظر گرفته شد
ه آنزیم ب Vmaxو  Kmدست آوردن ه براي ب لینویوربرك

 28تا  25کار برده شد. تمام سنجش هادر دماي آزمایشگاه (
ا استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر گراد) بدرجه سانتی
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Perkin-Elmer visible براي تعیین غلظت  .ام شدانج
پروتئین از روش بیوره استفاده شد. آزمایشات به صورت سه 

  ).26تکرار مجزا انجام شد(
  pHثیر دما و تأ

ها و نزیم در حضور و غیاب دارو در دمافعالیت آ
pHد. براي این هاي مختلف طبق روش بالا اندازه گیري ش

اندازه گیري شد.  11تا  2هاي بین pHمنظور فعالیت آنزیم در 
   درجه 90نزیم در دماهاي بین صفر تا چنین فعایت آمه

  اندازه گیري شد. 
  

  هایافته
براي بررسی نوع مهار کنندگی دارو بر آنزیم لیپاز، 

هاي مختلف دارو سرعت عملکرد آنزیم در حضور غلظت
ا رسم منحنی عکس سرعت بر علیه عکس گیري شد. باندازه

کنندگی دارو مشخص شد. نتایج غلظت سوبسترا، نوع مهار
آنزیم افزایش  Kmنشان داد که با افزایش غلظت دارو مقدار 

آن ثابت باقی می ماند و در واقع  Vmaxکه در حالی ،تهفیا
  ).1آنزیم به صورت رقابتی مهار شده است (شکل 

  

  
آنزیم  رت بر علیه عکس غلظت. مهامنحنی عکس سرع .1شکل

میلی  1.5تا  0.3لیپاز از نوع رقابتی بوده است. دارو با غلظت 
دست آمده حاصل سه تکرار مستقل ه مولار استفاده شد. اعداد ب

  بوده است.
  

هاي در حضور غلظت  Kmمحاسبه تغییرات
مختلف سوبسترا نشان داد که تمایل اتصال آنزیم به سوبسترا با 

 دارو در حدود   IC50غلظت دارو کاهش می بابد و افزایش

uM60  درصد از  50محاسبه شد (مقدار دارویی که قادر است
چنین با استفاده ) . هم2فعالیت آنزیم را کاهش دهد.) (شکل 

مشتق می شود، مقدار  1 شکل از منحنی ثانویه که از منحنی
Ki دارو محاسبه شد. پایین بودن مقدارuM)30  (Ki  ن نشا

  ). 3داد که دارو با تمایل زیاد به آنزیم متصل می شود (شکل 
  

  
منحنی تغییرات تمایل آنزیم لیپاز براي سوبسترا که در  .2شکل

هاي مختلف دارو به دست آمده است. براي رسم مجاورت غلظت
آنزیم کمک گرفته شده است.  Kmاین منحنی از تغییرات فاکتور 

  . دارو مشخص شده است IC50مقدار 
  

  
) مشتق می شود. 1منحنی ثانویه که از منحنی اولیه (شکل .3شکل

از شیب خطوط در منحنی اولیه استفاده شده  Kiبراي محاسبه 
  است. 

  
  و دما بر فعالیت آنزیم pHثیر تأ
) نیز 13تا  2هاي مختلف(pH الیت آنزیم درفع

هاي مختلف را بر فعالیت لیپاز در pHثیر تأ 4. شکلبررسی شد
و غیاب دارو را نشان می دهد. حداکثر فعالیت آنزیم حضور 

مشاهده شد.  pH8چه درحضور و چه در غیاب دارو در 
فعالیت  .)4باعث کاهش فعالیت آنزیم شد (شکل  pHافزایش 
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آنزیم در چندین دما نیز تعیین شد. دماي اپتیمم براي فعالیت 
ا درجه سانتیگراد بود و الگوي نمودارهاي دم 60آنزیم دماي 

در هر دو صورت (در حضور و غیاب دارو) نیز یکسان 
  ).5بود(شکل

  

  
بر فعالیت آنزیم در غیاب دارو  pHثیر تغییرات منحنی تأ .4شکل

 مشاهده  pH8مقدار (شاهد) و در حضور دارو. بیشترین فعالیت در
  شود. می

  

  
ثیر تغییرات دما بر فعالیت آنزیم لیپاز. بیشترین منحنی تأ .5شکل
 درجه می باشد.  60ت در غیاب دارو (شاهد) و حضور دارو فعالی

  
  بحث

مهارکنندگی آنزیم بخش مهمی از مطالعات آنزیمی 
گیرد. داروها همواره براي اتصال به یک رسپتور و را در بر می

ها طراحی می شوند ولی برخی از دارو یا آنزیم خاص در بدن
ها طراحی شده چه براي آنهایی دیگري به غیر از آنبه آنزیم

. از جمله بدن را دچار مشکل می کندکه  اند متصل می شوند
این موارد می توان به رانیتیدین و اسکوپولامین که آنزیم 

چنین سایمتیدین و کنند اشاره کرد و همسوکراز را مهار می
ترامادول که آلکالین فسفاتاز و کاتالاز را مهار می کنند. 

ست براي کاربردهاي صنعتی مفید مهارکننده هاي لیپاز ممکن ا
مهار لیپاز دستگاه گوارشی به منظور  اما براي ،دننباش

جلوگیري از جذب لیپید در افراد چاق مفید هستند. تعداد 
کننده لیپاز مشخص شده اند. کمی از داروها به عنوان مهار

معرفی شده و در  ارلیاستات به عنوان مهارکننده لیپاز اخیرا
شود. نظور جلوگیري از جذب لیپید استفاده میافراد چاق به م

در مطالعه حاضر براي اولین بار داروي رایج دیگري به عنوان 
مهار کننده لیپاز معرفی شد. دي سیکلومین یک داروي آنتی 

دردهاي اسپاسم و آنتی کولینرژیک می باشد که براي تسکین 
) تجویز می شود. نتایج این اي و درد شکمی (کولیک روده

حقیق نشان داد که دي سیکلومین علاوه بر عملکرد اصلی ت
یم لیپاز نیز می باشد و خود به صورت رقابتی قادر به مهار آنز

کند. لیپاز براي اتصال به سوبسترا کم از تمایل  می تواند
دارو نشان داد که دارو با تمایل بسیار بالا  IC50و  Kiمحاسبه 

تمایل بالا در علم پزشکی به آنزیم وصل می شود. مهار لیپاز با 
زایی ها، نقش مهمی در بیمارينزیمداراي اهمیت است. آ

قادر به ایجاد آسیب در بافت  زیراباکتري به عهده دارند، 
). حذف 27(باشند که براي ایجاد عفونت مهم استمیزبان می

در سودوموناس آئروژینوزا تشکیل بیوفیلم را   Cژن لیپاز
اپیدرم ون محیط کشت ). فیلتراسی28ش داد(کاه

چنین مهار استافیلوکوکوس باعث مهار آنزیم لیپاز و هم
  ).29شود(تشکیل بیوفیلم در کاندیدا آلبیکنز می

مطالعات گذشته نشان داده است که برخی از  
داروها می توانند بر تمایل آنزیم ها نسبت به سوبسترا اثر 

نسبت به  سایمتیدین تمایل کاتالاز را ،بگذارند. براي مثال
سوبسترا (پراکسید هیدروژن) کاهش می دهد و آنزیم را به 

). ترامادول تمایل آنزیم 30صورت رقابتی مهار می کند(
الکالین فسفاتاز کبد را افزایش می دهد و این دارو به روش 

 ). با این حال متاکاربامول31کند(نارقابتی آنزیم را مهار می 
مهار می کند و تمایل  آنزیم سوکراز را با روش غیررقابتی

 pH). بررسی اثر 32سوکراز را به سوبسترا را تغییر نمی دهد.(
بر تمایل لیپاز در حضور و غیاب دي سیکلومین نشان داد که 

هاي مختلف در حضور و غیاب دارو از pHمنحنی اتصال در 
  pHتغییرات  گردداظهار مییک الگو پیروي می کند که 
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به آنزیم جلوگیري کند یا به عبارت نمی تواند از اتصال دارو  
توان فرض نمود که دارو از طریق باند یونی براي دیگر می

چنین تاثیر دما بر اتصال به آنزیم استفاده نکرده است. هم
فعالیت لیپاز در حضور و غیاب دارو مشخص نمود که الگوي 

حضور و غیاب دارو) نیز اتصال سوبسترا هر دو حالت (در 
 .بالا رفتن دما نتوانسته که این الگو را تغییر دهدو  یکسان است

که دارو ممکن است از طریق پیوند  مفروض استدرنتیجه 
. بر باشداستفاده نکرده نی نیز براي اتصال به آنزیم هیدروژ

خلاف نتایج این گزارش، برخی از مطالعات نشان داده اند که 
به عنوان  .ارندنزیم ها تاثیر دآبر اتصال دارو ها به  pHتغییرات 

، اتصال ترامادول به الکالین pHنشان داده شد که تغییر  ،مثال
 ).31( فسفاتاز کبد را تغییر می دهد

  

  گیرينتیجه
این اولین مطالعه اي است که مهار لیپاز توسط دي 

، دهد. نتایج نشان داد که این داروسیکلومین را گزارش می 
 ارو با تمایل بالا به آنزیمکند. دلیپاز را به روش رقابتی مهار می

ژنی براي اتصال به  و از پیوند یونی یا هیدرو متصل می شود
که مهار کننده هاي لیپاز کند. با توجه به اینآنزیم استفاده نمی

توانند در درمان چاقی موثر باشند، بررسی تاثیر این دارو بر می
  دارد. .روي لیپاز پانکراسی احتیاج به مطالعه و تحقیقات بیشتر 
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