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چکیده
ویـژه ههـا بـوم عقـربسکورپیونیده وجود دارنـد. سـماسکورپیونیده و همی،هائی از سه خانوادة بوتیدهدر استان خوزستان عقرب

هـاير غشـاي سـلولدهـاي یـونی مختلـف طور اختصاصی بـا کانـالهها بوده که بهاي خانواده بوتیده داراي انواع نروتوکسینعقرب
رهاي اي و شـنزاماسـهکه از مناطقاست عقربی زرد رنگ ،نوادة بوتیده بودهآپیستوبوتوس سوسنی از خادهند.پذیر واکنش میتحریک

بودن بند دوم دم است.وجه مشخص آن مدور.رسدمتر نیز میسانتی10اندازة بالغ آن به بیش از است.استان خوزستان صید گردیده
آوري ور جهت جمعبدین منظ.توبوتوس سوسنی بودهدف از انجام این تحقیق جداسازي و شناسائی فراکسیون کشنده از سم عقرب آیس

سـپس .گشـتتهیـه و لیـوفیلیزهكروش الکتروشـوهـا بـهسـم آنسـپس،صـید شـدندUVها در شب به کمک لامپ آنها، عقرب
81-20ي هـاي سـورروش اسپرمن کاربر بر روي موشبه، سم خام و فراکسیون توکسیک۵٠LDو شدهاي سم جدا موکوپروتئین

فی ر روي سـتون کرومـاتوگرابـمحلول سم ،هاي کشندهمنظور جدا نمودن فراکسیونبا تزریق به رگ دمی حیوان تعیین شد. بهگرمی 
Gسفادکس  ، نـانومتر280در UVآوري شده با کمک دستگاه اسـپکتروفتومترهاي جمعکه بعد از قرائت جذب لولهشد برده ۵٠
شـد وزن مشـخص،الکتروفورسیس سم خـام و فراکسـیون کشـنده در مجـاورت مـارکربا انجام.هاي آن شناسائی گردیدفراکسیون

.کیلو دالتون است6مولکولی فراکسیون کشنده 

G۵٠سفادکس، فراکسيون کشندهپ،آپيستوبوتوس سوسني،سم،عقربکلمات کلیدي:
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مقدمه
هاي عقربی زرد رنگ از عقربآپیستوبوتوس سوسنی 

ین ر اولعلت مدور بودن بند دوم دم دبهخانواده بوتیده بوده که 
نظر قابل تشخیص است و تاکنون فقط در چند نقطه از ایران

10گزارش شده است. اندازه جانور در حالت بلوغ به بیش از 
). محل زیست این عقرب در مناطق 22(رسدمتر میسانتی
هاي ایلام (منطقه دشت هاي روان در استاناي و شنماسه

اي دهلران و موسیان) و در خوزستان (منطقه شهرهعباس،
ان هویزه، دشت آزادگ،شوشالباجی و ملاثانی شهرهاي بستان، 

و امیدیه) بوده که در این مناطق صید گردیده است.
اند ها شناسائی شدهگونه از عقرب1500اکنون در حدود هم

ند با باشها براي انسان خطرناك میگونه آن50که از این میان 
زدگی یکی از مسائل مهم بهداشتی بوده و ین وجود عقربا

زیدهوسیله این جانور گهسالیانه صدها هزار انسان در دنیا ب
عوارض ناشی از سم عقرب در بدن بسیار .)24و 1(شود می

ان بالغین وکودکبر بدن که سم عقربطوريهباشد بمتنوع می
، وژنئیدر، کربنسم عقرب از عناصري مانند.)29(گذارد اثر می

اي پروتئینی این ترکیب مادهاست.تشکیل شدهگوگردو ازت
رنگ، پودر آن بوده و در حالت تازگی و خلوص شفاف و بی
سم .)2باشد (سفید تا کرم روشن و کریستال آن زرد رنگ می

ک ها و پپتیدهاي غیرتوکسیاین بندپا ترکیبی از نروتوکسین
آنزیمو سینتوکهاي مختلف سم شامل پروتئین.)21(باشد می
سین پلی توک100تا 50اتی از سم عقرب داراي ترکیبشد.بامی

باشد و بنابراین تقریباً یک میلیون پپتیدپپتیدي مختلف می
. فاکتورهاي سمی )26ها پیدا نمود (توان در اینمتفاوت را می

ها روتوکسیننپایداري .)28و 18ها هستند (شامل نروتوکسین
صورت ها را بهسولفیدي است که آندلیل پیوندهاي ديبه

ها دارد و به همین دلیل آنهاي خیلی فشرده نگاه مینساختما
ند این ی که بتوانیهاو دما مقاوم هستند. معرفpHبه تغییرات 

ها پیوندها را بشکنند باعث باز شدن ساختمان سه بعدي آن
ژنیکی این قدرت آنتی.دننمایها را غیرفعال میو آنگردندمی

ت حی قابل دسترسی اسها وابسته به طول و تعداد نواتوکسین
اند.که در ساختمان سه بعدي فرو رفته

هاي سم عقرب براساس توانائی تاثیر بر روي توکسین
):2(شوندبه چهار گروه تقسیم میهاي یونی سلولکانال

هاي ب) توکسین،)3(هاي موثر بر کانال سدیمیتوکسینالف)
ر کانالهاي موثر ب، ج) توکسین)20(موثر بر کانال پتاسیم

)٥(هاي موثر بر کانال کلر) توکسینکلسیمی و د

هامواد و روش
:زترتیب عبارتند امراحل روش کار به

شک عقرب تهیه سم خ-1
)LD۵٠(کشندگی تعیین -2
آماده سازي سم خام-3
G۵٠یلتراسیون ژل سفادکسف-4
اندهاي الکتروفورزسیسبتعیین -5

تهیه سم خشک عقرب 
اي استان هاي صید عقرب به مناطق ماسهبا اعزام اکیپ

خوزستان نسبت به صید این گونه عقرب در روز به طریقه 
،)19(گردیداقدامUVحفاري و در شب با استفاده از لامپ

گاه و با کمک دستنموده را به آزمایشگاه منتقلها نمونهسپس
هاي واقع در انتآن از غده سمی،الکتروشوك بعد از مهار عقرب

،را استحصال نمودهسم،ولت12عقرب با شوك الکتریکی دم 
ور سم حاصله بعد از فریزر نمودن با کمک دستگاه لیوفیلیزات

خشک گردید.
)۵٠LD(کشندگی تعیین 

هاي سوري بر روي موشکه بر ربراساس روش اسپرمن کا
مقدار معینی از سم خام در آب ،گرمی انجام شد18–20

از وزهاي مختلفی از آن تهیه ومقطر حل گردید و سپس د
بعد از تزریق دوزهاي .ها تزریق گشتطریق رگ دم به موش

ها طی مرگ و میر موش،)لیترمیلی5/0مذکور (به هر موش 
بعد از ثبت تلفات حاصل از تزریق ساعت ثبت گردید.24

محاسبه شد. LD۵٠،دوزهاي مختلف سم به حیوانات
Mice/gμgμ2/1±835/10=LD۵٠

نیز تعیین Asf٢براي فراکسیون LD۵۰در ادامه میزان 
mice/gμgμ46/0±308/4LD۵٠:گردید =

LD۵٠نحوه محاسبه 

Y= 50دوز کمتراز%log

Z= X + Y
LD۵٠ = Anti log Z

آماده سازي سم خام 
ها از سم خام محلول سم راجهت جدا نمودن موکوپروتئن

در 15000دار با دور قه در سانتریفیوژ یخچالدقی15به مدت 
).5شد(جدا ی یرومحلولو نموده دقیقه سانتریفیوژ 
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G۵٠یلتراسیون ژل سفادکسف

کیفیلتراسیونژل،ستونیکروماتوگرافیمنظور انجامبه
750حجم و مترسانتی5/3× 125به ابعاد ايشیشهستون
G۵٠لیتر انتخاب و با ژل سفادکس میلی (Superfine)که
ومولار 1/0آمونیوماستاتبافردرساعت48مدتبهقبلاً

6/8=pHساعت24مدت سپس به.گردیدپر ،متورم شده بود،
ا ستون تمولار از روي آن عبور داده شد 1/0بافر استات آمونیوم 

).21و 23(شرایط لازم براي جداسازي را کسب کند
باو شد ه روي ستون برده محلول سم ب،بعد از این مرحله

توسط ساعتدرلیترمیلی60(Flow rate)جریان سرعت
ترلیمیلی9حجمدرخروجیمحلول.شددادههمان بافر شتشو

ريآوجمعاتوماتیککنندهجمعدستگاهوسیلههبلوله120در
هدستگاتوسطنانومتر280موجطولدرهانمونهجذب.گردید

حجمبرحسبجذبمنحنیوشدقرائتUVاسپکتروفتومتر
ظروفدرمختلفهايفراکسیونگردید.رسمخروجیبافر

،توکسیکفراکسیونشناسائیجهت.شدندآوريجمعجداگانه
ل بافر ها در مقابفراکسیونازکدامهرازلیترمیلی5/0مقدار

موشبهدمرگطریقعنوان شاهد ازهآمونیوم استات ب
حیوانتوکسیکفراکسسیون.گشتیقتزرآزمایشگاهی

جهت تغلیظ و ،فراکسیون توکسیک). 11شد(کشتبلافاصله
.دآماده شدن براي مراحل بعدي کروماتوگرافی کنار گذاشته ش

lowryروش ر مرحله بههاي موجود در همیزان پروتئین
خشک در ادامه فراکسیون توکسیک حاصل.گیري شداندازه
ید. گرد

تعیین باندهاي الکتروفورزسیس
هاي نمونه،Laemmliدر انجام این پروژه بر طبق روش 

G۵٠دست آمده از ستون هفراکسیون توکسیک ب،سم خام
در .تهیه گردیدSDS Pageدرمقابل مارکر لام الکتروفورزي

،هاي سمسم عقرب و فراکسیون،اینجا با توجه به نوع نمونه
و %4و غلظت ژل متراکم کننده %15غلظت ژل جداکننده 

.Catalog noمارکر پروتئین  وزن .انتخاب شد٠٣١٧-١۶١
،200000،116250د از: بودنمولکولی باندهاي مارکر عبارت

97400،66200،45000،31000،21500،14400،6500
.دالتون
آمیزي ژلرنگ

-Gآمیزي با کوماسی آبی در این تحقیق از روش رنگ

در این روش زمینه ژل آنچنان .وئیدي استفاده شدکل٢٥٠
نانوگرم 30-20حساسیت این روش در حدود گیرد.رنگ نمی

پروتئین در هر باند است و براي رنگ آمیزي پلی پپتیدهاي 
).27(کوچک روش مناسبی است

نتایج 
شبدرعقربعدد728تعداد،عقربصیداکیپبا کمک 

الکتروشوكدستگاهباهاآنآوري و از جمعلامپکمکبا
از.دست آمدهگرم سم تر ب477/3شد که مجموعاًگیريسم

.دشسم تر گرفتهگرم0048/0میانگینطوربهعقربدعدهر
گرم بود.32/0شد که مقدار آنخشک،حاصلهسم

1792/0میزان سم خالص ،سازيبعد از طی مراحل خالص
ان بنابراین میز.دست آمدهبگرم 148/0گرم و میزان موکوس 

.سم خام اولیه است%56اًبسم خالص تقری
LD۵٠

بدین نحـو کـه دو .براي سم خام محاسبه شدLD۵٠ابتدا
که هـیچ موشـی نمیـرد و حـداکثر ،ماکرو گرم)4حداقل (،دوز

ها کشته شوند، موش%100که ،ماکرو گرم)20(
G۵٠ژل فیلتراسیون 

، As۴٣،Asf٢، Asf١ون پنج فراکسی،از سم خالص
Asf۴ وAsf۵نتایج نشان داد که .)1(شکل دست آمدهب
Asfآمده است) 1جدول (فراکسیون کشنده است٢.
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سم عقرب آیستوبوتوس سوسنیG۵٠ژل فیلتراسیون نمودار –1شکل

G۵٠بازدهی ژل فیلتراسیون-1جدول 
LD۵٠

موش)/میکروگرم(
mice/ممموشمو

زدهی بازدهی نسبت به درصد با
پودر سم خامگرم میلی320

میزان پروتئین 
گرم)(میلی

مراحل تخلیصفراکسیون 

استخراج و دیالیزسم خام835/1056%2/179

308/4*

2/18%865/23Asf١

G۵٠سفادکس 

7/36%764/49Asf٢*
4/9%933/11Asf٣
7/16%645/22Asf۴
6/17%068/20Asf۵
جمع کل6/94%599/135

فراکسیون توکسیک*

الکتروفورسیس 
سم خام داراي دو باند ضعیف در داد که نشان هابررسی

، هزار98یک باند مشخص در ،هزار ذالتون115و 110محدوده 
دو باند ،هزار50یک باند قوي در ،هزار64یک باند ضعیف در 

،هزار10اند ضعیف در یک ب، هزار15یکی در ،هزار28و 27در 
6تا 5و یک باند قوي در محدوده 7500یک باند ضعیف در 

باند مشخص و قوي ،Asf٢. فراکسیون کشنده داردهزار دالتون 
.)2(شکل هزار دالتون دارد6در محدوده 
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ها در مقابل مارکر الکتروفورز سم خام و فراکسیون-2شکل

بحث
یک الکتریکی تهیه و روش تحردر این تحقیق سم به

هائی سم به همراهی موکوپروتئینبدین منظور .لیوفیلیزه گردید
استحصال ،باشدکه مقدار آن بسته به گونه عقرب متفاوت می

میزان موکوس ،هاي ایرانی خانواده بوتیدهدر عقرب.شد
دهد که جهت درصدي از وزن سم خشک را تشکیل می

تحقیق ایندر.ذف نمودسازي بایستی این مواد را حخالص
به که شبیهبرآورد گردید سم خشک %44میزان موکوس 

البته .باشدمیقبیل ادونتوبوتس و یا مزوبوتوسهائی از عقرب
که سم حاصل از تحریک نبایستی این نکته را از نظر دور داشت 

ترین میزان کم،هاالکتریکی نسبت به روش سایش غده
،بر اساس تحقیقات صورت گرفته.ها را داردموکوپروتئین

هاي خانواده دست آمده براي سموم عقربهبLD۵٠مقادیر
آندرکتونوس کراسیکودادر ،بوتیده تزریق شده به موش سوري

موشمیکروگرم/30-50وس یمزوبوتوس اپدر،موشمیکروگرم/4/6
)31(استموشمیکروگرم/35-40، ادنتوبوتوس دوریهدر و

83/10که میزان آن آپیستوبوتوس سوسنیا در مقایسه بکه 
سم عقرب LD۵٠دهد که مینشانبود، موشمیکروگرم/

آپیستوبوتوس سوسنی نزدیک به سم عقرب آندروکتونوس 
که هر دو گونه رسد با توجه به ایننظر میهب.باشدکراسیکودا می
ها گیرند سم آناند و در یک خانواده نیز قرار میدر یک منطقه

داشته باشند و از طرف دیگر ی با یکدیگریهایستی شباهتبا
خوبی ها بهدهنده این امر است که حذف موکوپروتئیننشان

هاي خالصبراي توکسینLD۵٠صورت پذیرفته است. مقادیر 
دلیل جدا باشد که این بهتر از سم خام میمراتب کمشده به

شدن اجزاي غیر سمی از ترکیبات توکسیک طی مراحل
دار عدد نیز کاهش معنیتحقیقدر ایناست. سازي خالص

LD۵در٠Asfرا این امرمشاهده گردید. نسبت به سم خام ٢
قرب عاي از گونهقی که زارع و همکاران بر رويیدر تحق

. استفاده از )29توان دید (نیز میاندانجام دادهادونتوبوتوس
جداسازي در مرحله اول G۵٠ستون کروماتوگرافی سفادکس 

که فراکسیون را نشان داد فراکسیون از سم خام 5،هاسم عقرب
از سم خام را تشکیل داده بود خاصیت %8/27که Asf٢دوم

سازي سم در این مرحله نتایج خالص.کشندگی داشت
باشد. تحقیقات انجام دهنده تغلیظ فراکسیون توکسیک مینشان

باینگر کشور نیز ها درهاي دیگر عقربشده بر روي سم گونه
هاي خانواده بوتیده داراي یک و یا که عقرباین موضوع است 

و 29، 25، 22، 21(حداکثر دو فراکسیون توکسیک هستند
موید این موضوع است که فراکسیون اخیر نتایج تحقیق .)30

با .دهدسم خام را تشکیل میتر از سی درصد مکتوکسیک 
سم افزایش یافته و میزان کشندگی،ترسازي بیشخالص

LD۵دهد.نشان میعدد کمتري را ٠
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عقرب آپیستوبوتوس نتایج ژل الکتروفورسیس در سم خام 
115ه وزنی ی در محدودیهاحاکی از وجود پروتئین،سوسنی

ی با وزنیهاپروتئیناست. هزار دالتون 5هزار دالتون تا 
یل قبز هاي موجود در سم اتر شامل آنزیمبیش،مولکولی بالا

دهدها نشان میباشند. بررسیها میهیالورونیداز و فسفولیپاز
هاي پپتیدي که خاصیت سمی دارند از نظر وزن مولکول

ین سایر کیلو دالتون را در ب6تا 5ینی حدود یمولکولی میزان پا
.هاي سم دارندمولکول

کیلوAsf٢6فراکسیون سمی نشان داد که این تحقیق نیز 
تن کشنده با داشهايتوکسینرسد که نظر میبه.دالتون دارد

.ندباشیکدیگر هاي با هم داراي شباهتوزن مولکولی نزدیک به
هاي توکسیندهندهتشکیلآمینهردیف اسیدهاي%60حدود 
یدگیگزعقربدلیل در درمان همینبه. ها شبیه یکدیگرندعقرب

اي هگونهکتتکعلیهو برشود والان استفاده میسرم پلیاز
.)10(شودسرم ساخته نمی،عقرب

تشکر و قدردانی
در خاتمه از دکتر سید شمس الدین قائم مقامی رئیس 

سازي رازي اهواز و محترم موسسه تحقیقات واکسن و سرم
زاده، علیرضا بهمام، حمید بهرانیاکبر حبیبآقایان علی

واز سازي رازي اههاي موسسه تحقیقات واکسن و سرمتکنسین
ن سمی موسسه تحقیقات چنین کارکنان بخش جانوراهم

ري که در انجام این تحقیق همکاسازي رازي کرجواکسن و سرم
آید.به عمل میگذاري اند کمال تشکر و سپاسداشته
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