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چکيده : 
سابقه و هدف: در اين مطالعه تهيه و جداسازي فراکشن سمي زهر عقرب مزوبوتوس اپئوس ايراني که از خانواده عقرب هاي بوتيده 
بوده و در سراسر ايران پراکنده مي باشد انجام شده است. زهر اين عقرب همانند ديگر هم خانواده هاي اين نوع عقرب داراي توکسين 

هاي مختلف مي باشد که بر روي کانال هاي يوني تاثيرات زيادي دارند.
ژل  ترتيب  به  کروماتوگرافي  جداسازي  مرحله  سه  توسط  مذکور  زهر  ها،  توکسين  اين  مطالعه  و  بررسي  براي  ها:   و روش  مواد 
فيلتراسيون با سفادکسG-50، رزين آنيونيDEAE و رزين کاتيوني CM  جداسازي سازي شد. در هر مرحله از جداسازي، هر فراکشن 
جداسازي شده که توسط فراکشن  هايي در طيف UV مشخص گرديد به 2 موش معمولي از طريق رگ دم تزريق و فراکشن سمي آن 

مشخص شد. سپس براي خالص تر نمودن اين فراکشن سمي، آن را تغليظ نموده و مرحله بعدي کروماتوگرافي انجام مي شد.
يافته ها:  نتايج  تزريق فراکشنهاي جدا شده نشان داد که نشان داد که  فراکشنهاي F316 ،F31 ،F3 و  F319 سمي بوده و باعث 

مرگ موشها شدند.
نتيجه گيری:  تعيين نقاط هدف و محل تمرکز فراکشنهاي سمي زهر عقرب به روند درمان عقرب زدگي و طراحي پادزهر مناسب 

کمك مي کند.
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مقدمه
عقرب هاي ايراني از دو خانواده اسکرپيونيده و بوتيده تشکيل 
شده اند. عقرب مزوبوتوس اپئوس از خانواده بوتيده مي باشد که 
در قسمت هاي مختلف کشور پراکنده شده است )1(. در مورد 
پراکندگي کلي عقربهاي ايران يادآوري اين نکته لازم است که 
شعاع پراکندگي جغرافيايي تيره بوتيده  در ايران بيشتر است. 
تيرة اسکرپيونيده محدود به مناطقي از شهرهاي جنوب، جنوب 
کردستان  کرمانشاه،  آذربايجان،  استان  و  مرکزي  استان  غربي، 
تيره  از جنسهاي  مختلفي  انواع  حاليکه  در  مي شود،  خراسان  و 
 بوتيده از تمام نقاط ايران گزارش شده است. تنوع و پراکندگي 

آن  بيشتر  قدمت  نتيجة  مي تواند  ايران  در  بوتيده  تيره  وسيع 
نسبت به تيرة اسکرپيونيده باشد. با توجه به اينکه زهر عقرب 
و  جداسازي  باشد،  مي  آور  مرگ  ايراني  اپئوس  مزوبوتوس 
مطالعه اجزاي سمي زهر اين عقرب مي تواند باعث تهية پادزهر 
اختصاصي به منظور ارائه خدمات پزشکي بهتر و مؤثرتر به افراد 
ارائه  تحقيق،  اين  اجراي  از  هدف  نتيجه  در  زده باشد.  عقرب 
اطلاعات مورد نياز جهت تهية پادزهر اختصاصي بوده که بوسيلة 
آن درمان موثري بر روي بيماران عقرب زده انجام خواهد گرفت 
با مرگ و مير و عوارض وخيم  براي مقابله  و راه حل مناسبي 
ناشي از اين نوع عقرب زدگي خواهد بود. اخيرا« در مرکز سرم 
سازي رازي اثر اين سم بر روي سيستم تنفسي و قلب بررسي 
گرديد )8(. سم اين عقرب داراي مواد تشکيل دهنده مختلفي
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از جمله توکسين هاي متنوع، اسيدهاي آمينه، موکوپروتئينها 
و اوليگوپپتيدها مي باشد )2و 5و7 (. عمده تاثير توکسين ها بر 
روي مسدود کردن کانالهاي سديمي، پتاسيمي و کلرايدي مي 
باشد. توکسين هاي با زنجيره بزرگتر از 60 اسيد آمينه بيشتر 
بر روي کانالهاي سديمي و زنجيره هاي 30 تا 40 اسيد آمينه 
بر روي کانالهاي پتاسيم و کلرايدي تاثير مي گذارند. براي تهيه 
سم خالصتر، از روش تحريك الکتريکي غدة سمي نيز استفاده 
مي شود. براي اينکار عقرب زنده را با دو پنس مناسب از ناحية سر 
و دم مهار و نيش جانور را وارد ظرف شيشه اي کوچك مي کنند، 
دو سر الکترود دستگاه الکتروشوک را براي لحظه اي در طرفين 
غدة سمي قرار مي دهند. در اثر عمل انقباض عضلات وابسته، سم 
خالص داخل ظرف پاشيده مي شود. ترشحات اولية سم، زلال و 
شفاف است ولي بتدريج کدر و چسبناک مي شود. در اين حالت 
لازم  فرکانس  و  ولتاژ  مقدار  است.  شده  مخلوط  مخاط  با  سم 
براي تحريك الکتريکي بسته به نوع عقرب متفاوت است. معمولاً 
ولتاژهاي 6 تا 10 ولت قادر است سم خالص به صورت شفاف 
افزايش  مخاط  ترشح  امکان  بالاتر،  ولتاژهاي  در  بدهد.  بدست 

مي يابد.
سم حاصل از هريك از دو روش را مي توان در حالت انجماد و 
خلاء خشك کرده و بصورت پودر درآورد. از ديسيکاتور نيز براي 
حالت  اين  در  کرد.  استفاده  مي توان  سم  محلول  کردن  خشك 
سم خشك شده بصورت کريستال درمي آيد. سم هاي حاصل در 
شيشه هاي دربسته و در محلي خشك و تاريك نگهداري مي شود. 
2 الي 4 درجه سانتيگراد، درجه حرارت مناسبي براي نگهداري 
طولاني سم است. سم گيري بايد از گونه و در صورت امکان از 
و يك  به يك جمعيت  متعلق  که همگي  يکسان،  زيرگونه هاي 
ناحيه باشند انجام شود. سم عقرب ماده اي است پروتئيني، در 
حالت تازگي و خلوص، شفاف و بيرنگ و با pH برابر خنثي تا 
قليايي است. پودر آن سفيد تا کرم روشن و کريستال آن زرد 

رنگ است.
استفاده  با  مي توان  را  عقرب  سم   )Toxic( سمي  فراکشنهاي 
فيلتراسيون  همچنين  و  کروماتوگرافي  الکتروفورز،  روشهاي  از 
تکنيك  از سم عقرب جدا کرد. وسيعترين  روي ژل سفادکس 
مورد استفاده براي خالص سازي توکسين هاي سم عقرب شامل 

سانتريفوژ  و  آب  در  انحلال  در طي  محلول سم خام  استخراج 
توکسين ها  است.  ستوني  کروماتوگرافي  آن  دنبال  به  و  کردن 
تعويض کنندة  رزين  يك  بنابراين  هستند  بازي  پپتيدهاي  پلي 
کاتويني مانند کربوکسي متيل سلولز براي مرحلة دوم خالص-

مرحلة  يك  معمولاً  ولي  مي رسد  نظر  به  کافي  و  مناسب  سازي 
سوم کروماتوگرافي براي اينکه توکسين ها در شکل هموژن بدست 

آيند، لازم مي شود.
روش كار و نتايج

روش آماده سازي سم خام ليوفيليزه
الکتريکي، آن  استخراج زهر عقرب توسط روش شوک  از  پس 
براي  نگهداري مي شود. سپس  فريزر  و در  نموده  ليوفيليزه  را 
ليوفيليزه سم خام عقرب  از پودر  ابتدا مقداري   اين کار  انجام 
بدست  الکتريکي  تحريك  روش  توسط  که  اپئوس  مزوبوتوس 
آمده بود در آب مقطر حل و به مدت 3 ساعت به هم زده مي 
شود. سپس اين محلول بمدت 48 ساعت درون کيسه دياليز و 
در سردخانه با دماي حدود 4درجه سانتيگرادقرار گرفت. کيسه 
از  پس  شود.  مي  استفاده  کار  اين  جهت  متر  32ميلي  دياليز 
 SIGMA  دياليز، نمونه مورد نظر بمدت 17 دقيقه در سانتريفوژ
6K15 ساخت کشور آلمان و روتور 12172و با14000 دور در 
دقيقه و دماي 4درجه سانتيگراد  سانتريفوژ شد و قسمت محلول 
از موکوپروتئين هاي نامحلول جدا گشت، حضور موکوپروتئين ها 
موجب سد شدن ستون ژل خواهد شد. بعد از سانتريفوژ نمودن 

محلول از فيلتر 0/45 ميکرومتر عبور داده مي شود.
 G-50 ژل فيلتراسيون روي سفادكس

ابعاد  به  شيشه اي  ستون  ابتدا  مرحله  اين  انجام  براي   
cm5*cm125/2 انتخاب و با سفادکس G-50 متورم شده پر 
گرديد. سپس به مدت 24 ساعت بافر استات آمونيوم 0/1 مولار 
با 8pH=/6 از روي آن عبور داده شد تا ستون کاملًا شرايط لازم 
براي جداسازي را کسب کند. بافر استات آمونيوم  يك بافر فرار 
مي باشد، بنابراين فراکشن هاي جمع آوري شده را مي توان به 

راحتي و به سرعت تغليظ و يا ليوفيليزه کرد.
بعد از آن مقدار 200 ميلي گرم از سم ليوفيليزه شده اي که 
موکوپروتئينهاي آن جدا شده بود در 18 ميلي ليتر آب مقر حل 
شده و روي ستون برده شد و با سرعت ml/hr 60 توسط بافر 
آمونيوم استات اوليه در حجم هاي 10 ميلي ليتري در 127 لولة 

1392، جداسازي... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 
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آزمايش جداسازي و جمع گرديد.  
سپس جذب لوله  ها در دستگاه UV در طول موج nm280 )که 
حداکثر جذب پروتئين ها در اين طول موج مي باشد.( خوانده شد 
و منحني جذب لوله  ها در برابر شمارة آنها رسم گرديد )شکل1(.

 در اين نمودار 4 فراکشن مجزا قابل مشاهده است. محتويات 
لوله  هايي که مربوط به هر فراکشن بود مخلوط گرديد و جهت 
تعيين سميت فراکشن ها از هر کدام به ميزان 0/5 ميلي ليتر به 
رگ دم موش تزريق شد و فراکسيون سمي که سبب مردن موش 
شد جهت تغليظ و آماده شدن براي مراحل بعدي کروماتوگرافي 

کنار گذاشته شد.
ملاک سمي)Toxic( بودن فراکشن هاي بدست آمده در انجام 
اين آزمايش، کشنده بودن فراکشن براي موش نرمال بوده است. 
اين بر اساس مشاهدات و روش کار ميراندا در سال 1970 مي 
باشد. در اين کار هريك از 4 فراکسيون به 2 موش تزريق شد و 
سميت فراکشن شماره 3 با کشتن هر دو موش نرمال مشخص 
گرديد )جدول1(. قابل ذکر است موش ها به مدت 24 ساعت 
در قفس نگه داشته شدند تا بطور قطع کشنده بودن توکسين ها 
ديده شود اما ملاحظه شد که فراکشن هاي ديگر بعد ازگذشت 
24 ساعت اثر کشندگي نداشتند. اين نکته قابل ملاحظه بود که 
قبل از مرگ، موش ها فلج مي شدند. جهت اطمينان از کشنده 
بودن فراکشن ها و اطمينان از اينکه دخالت و حضور بافرها باعث 
کشندگي نشده است در اين آزمايش سعي شد تا کشنده بودن 
و يا سمي بودن فراکشن ها قبل و بعد از دياليز بررسي شود. لذا 
بافر استات آمونيوم به تنهايي تزريق شد و  نتيجه آزمايش اثبات 
نمود که اثر کشندگي تنها مربوط به فراکسيون هاي سمي مي 

باشد و بافر دخالتي ندارد.
توکسين  جداسازي  کار  اين  انجام  در  ما  هدف  که  آنجا  از 
غير  که  است  بديهي  است،  بوده  پستانداران  روي  موثر  هاي 
قدرت  عدم  بعلت  ديگر  هاي  فراکشن  بودن   )Nontoxic(سمي
کشندگي روي موش دليل بر نفي وجود فعاليت هاي احتمالي 
بندي کننده  يا ديگر گروههاي طبقه  ديگر مثلا روي حشرات 

توکسين هاي عقرب نمي باشد.

جدول 1- اثر کشندگي يا سميت هر فراکشن در 2 موش نرمال
درمــوش  اثرکشــندگي 

دوم مــوش 
گي  کشــند ثر ا
اول درمــوش 

Fraction

--F1
--F2
++F3
--F4

شکل 1- منحني جذب در 280 نانومتر به فراکشن هاي مختلف

آماده سازي ستون آنيوني
ابتدا رزين DEAE را در آب ريخته و به حجم 200 سي سي مي 
رسانيم سپس مقدار حدود 11 گرم NaCl جهت ايجاد محلول 
1 مولار به آن اضافه مي شود و به مدت 30 دقيقه محلول  به 
و   نشين شده  ته  رزين  آن  از  بعد  شود.  مي  زده  هم  به  خوبي 
را  آن  توان  راحتي مي  به  و  گيرد  قرار مي  ژل  روي  نمك  آب 
خارج کرد. براي تزريق رزين به ستون ابتدا کمي پشم شيشه ته 
لوله قرار داده تا رزين از ستون خارج نشود، سپس حدود يك 
سوم ستون را آب ريخته و آرام رزين به ستون تزريق مي شود. 
مي  الزامي  ورودي  و  خروجي   )Conductivity( هدايت  کنترل 
باشد، )ورودي 3 ميکرو زيمنس و خروجي 30 مي باشد(. بافر 
اين ستون تريس باز 20ميلي مولار است که با افزودن مقداري 
اسيد کلريدريك pH آن روي 8/3 تنظيم مي شود. جهت افزايش 
قدرت يوني از گراديان نمك نيم مولار استفاده مي شود و ميزان 
500 ميلي ليتر از هر کدام تهيه مي شود و بصورت سري قرار 

مي گيرند. 
 پمپ و دستگاه Fraction Collector روي سرعت 20 ميلي ليتر 
بر ساعت و 5 ميلي ليتر در هر لوله، تنظيم شده سپس50  ميلي 
ليتر از محلول فراکشن 3 که  از مرحله قبل سميت آن احراز 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، سيد پژمان شيرمردي و همکاران
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از شستشوي  تزريق مي شود. پس  به ستون  و  آماده  بود  شده 
کامل ستون رزين،  طيف UV لوله هاي پرشده مشخص گرديد 
و نمودار آن رسم )شکل 2( وفراکسيون هاي سمي و غير سمي 
مشخص شد. در اين قسمت از خالص سازي  3 فراکشن مشاهده 
شد که به ازاي هر فراکسيون 2 موش جهت تعيين فراکشن هاي 
سمي انتخاب و فراکشن شماره يك )F31( سميت خود را نشان 

داد )جدول2(.
جدول 2- اثر کشندگي يا سميت هر فراکشن در 2 موش نرمال

اثرکشندگي 
درموش دوم

اثرکشندگي درموش 
اول

Fraction

++F31
--F32
--F33

شکل 2- منحني جذب در 280 نانومتر به فراکشن هاي مختلف

آماده سازي ستون كاتيوني
در اين قسمت همانند روش قبل ابتدا ژل CM توسط نمك يك 
مولار آماده مي شود. سپس بافر سديم استات 20 ميلي مولار با 
pH برابر  4/8 به همراه گراديان نمك نيم مولار تهيه مي شود. 

پمپ و دستگاه Fraction Collector را روي سرعت 20 ميلي 
ليتر بر ساعت و 5 ميلي ليتر در هر لوله تنظيم وسپس44  ميلي 
ليتر محلول فراکسيون )F31( که از مرحله قبل آماده شده بود 
به ستون تزريق مي شود. بعد از شستشوي کامل ستون و جمع 
شد  رسم  را  نمودار  و  مشخص  آن   UV طيف  خروجي،  آوري 
قرار  لوله هاي مختلف  )شکل 3(. مقادير هر فراکسيون که در 
دارند روي هم ريخته شده و به مدت 24 ساعت دياليز مي شوند. 
در اين قسمت از خالص سازي 10 فراکسيون مشاهده شد که با 
تزريق هر فراکسيون به 2 موش نرمال فراکشن 6و9 سمي بودند 

)جدول 3(.

جدول 3- اثر کشندگي يا سميت هر فراکشن در 2 موش نرمال
Fractionاثرکشندگي درموش اولاثرکشندگي درموش دوم

--F311

--F312

--F313

--F314

--F315

++F316

--F317

--F318

++F319

--F3110

شکل 3- منحني جذب در 280 نانومتر به فراکسيون هاي مختلف

بحث 
زهر  بيولوژيکي  فعاليتهاي  بررسي  جهت  متعدديي  تحقيقات 
حشرات و خزندگان مختلف بر روي حيوانات آزمايشگاهي انجام 
شده است و ثابت شده است که تاثيرات زهر عقربها بيشتر به 
عقربهاي  زهر  بررسي  )1و6و8(.  است  پايين  وزن  با  پپتيدهايي 
ايراني و همچنين جداسازي فراکشنهاي سمي آنها اين امکان را 
به محققان خواهد داد تا بتوان با شناخت محل تمرکز فراکشن 
هاي سمي در بدن و مسير توزيع آنها به اقدامات درماني و طراحي 
گستردگي  به  توجه  با  )3و7(.  يابند  دست  مناسب  پادزهرهاي 
فراکشنهاي  جداسازي  کشور،  در  عقرب  مختلف  هاي  گونه 
خانواده  بخصوص  ها  عقرب  اين  مختلف  هاي  گونه  زهر  سمي 
بوتيده از اهميت ويژه اي برخوردار است. زهر عقربهاي خانواده 
کوچك  پپتيدهاي  و  نوروتوکسيك  پپتيدهاي  از  بيشتر  بوتيده 
ديگري که عملکرد مشخصي ندارند تشکيل شده است. با توجه 
اهميت  و  کشور  در  مزوبوتوس  عقرب  زهر  زياد  پراکندگي  به 
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در موسسسه  عقرب تلاش شد  اين  زهر  بيشتر  شتاخت هرچه 
سرم سازي کرج سم عقرب توسط روش شوک استخراج و سپس 
متفاوت  عقرب  زهر  استخراج  روشهاي  البته  گرديد.  ليوفيليزه 
بوده که دو روش عمده آن روش شوک الکتريك و روش سايش 
غدد مي باشد. تجربه نشان داده که روش اول مناسب تر بوده 
و پروتئين هاي بزرگي همچون موکوها کمتر در زهر ترشح مي 
شوند. پس از گرفتن زهر اين عقرب و ليوفيليزه کردن آن، حدود 
برداشته  جداسازي  و  بررسي  جهت  را  آن  از  گرم  ميلي   200
شد. براي جداسازي 3 مرحله در نظر گرفته شد. در مرحله اول 
کروماتوگرافي )ژل کروماتوگرافي( 4 فراکشن به دست آمد که 
با تزريق هرکدام از آنها به 2 موش نرمال و مردن هر دو موش 
بود مشخص   UV پيك طيف  فراکشن F3 که سومين  سميت 
گرديد. سپس اين فراکشن سمي را بر روي ستون رزين آنيوني 
بارگذاري کرده که 3 فراکشن مشاهده شد. با تزريق به موش، 
بر  فراکشن  اين  ادامه  در  بود.  سمي   F31 طيف،  اول  فراکشن 
روي ستون رزين کاتيوني بارگذاري شد که در طيف خروجي 9 
فراکشن مشاهده شد که فراکشن 6 وF316,F319 ( 9( سمي 
بودند. با توجه به نتايج به دست آمده مي توان با خالص سازي 
تکميلي توسط HPLC به فراکشنهاي خالص تري دست يافت 
و در ادامه توالي اسيدهاي آمينه پپتيدهاي موجود در فراکشن 
سازي  خالص  با  نمود.  تعيين  تکميلي  مطالعات  براي  را  سمي 
هاي بيشتر مي توان به توالي اسيدهاي آمينه اين فراکشن ها 
دست يافت و از اين طريق به پادزهرهاي اختصاصي تر رسيد. 
از پپتيدهاي موجود در زهر عقربها نيز جهت درمان تومورهاي 

سرطاني مي توان استفاده کرد.
در  که  شد  مشاهده  مختلف  جداسازي  فرايندهاي  اعمال  با 
مرحله اول خالص سازي يك فراکشن سمي، در مرحله دوم يك 
فراکشن و در مرحله سوم دو فراکشن سمي استخراج گرديد. با 
بيشتر  تحقيقات  با  توان  ها مي  فراکشن  اين  به شناخت  توجه 
توالي اسيدهاي آمينه آنها را به دست آورده و پادزهر مناسبي 

براي آنها بصورت اختصاصي تهيه کرد.
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