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 جزیره لارک Conus textile)) بررسی پروفایل پروتئینی ونوم حلزون مخروطی

 RP-HPLC با روش

 
 دانشوااه ززاد اسویمی وا ود علووم و قحتیتوا        دانشکده علوم و فنوو  دریوایی،   گروه بیولوژی دریا، :نسیم تبارکی

 771 -11111: صندوق پستی ، قهرا 

 ین، مرکز قحتیتا  بیوقکنولوژی، انستیتو پاستور ایرا ، قهرا ززمایشااه ونوم و قوکس :دلاور شهباززاده 

 انستیتو پاستور ایرا ، قهرا  ززمایشااه ونوم و قوکسین، مرکز قحتیتا  بیوقکنولوژی، :باقریکامران پوشنگ 

 دانشوااه ززاد اسویمی وا ود علووم و      دانشکده علووم و فنوو  دریوایی،    گروه شیمی دریا، :مرادیعلی ماشینچیان

 771 -11111: صندوق پستی ، تیتا  قهرا قح

 دانشااه ززاد اسیمی وا د علوم و قحتیتوا    دانشکده علوم و فنو  دریایی،گروه بیولوژی دریا، :غلامحسین وثوقی

 771 -11111: صندوق پستی ، قهرا 

 وا ود علووم و   دانشوااه ززاد اسویمی    دانشکده علوم و فنوو  دریوایی،   گروه بیولوژی دریا، :*مصطفویپرگل قوام

 771 -11111: صندوق پستی ، قحتیتا  قهرا 

 1311اسفند :قاریخ پذیرش               1311 زذر: قاریخ دریافت

 

 چکیده

چنین با توجه به اهمیت موضوع از نظر پزشکی و ایجاد خطر ها و همهای سمی خلیج فارس و آشنایی با ترکیب و خواص سم آنشناسایی گونه

و  جزیره لارک صیدمتری  7های مخروطی از عمق در این پژوهش، حلزون. باشداهیت سم این حلزون حائز اهمیت میاخت دقیق مبرای صیادان، شن

مجاری ونوم جدا و در آب دیونیزه . داری شدندنگهگراد درجه سانتی -77و تا زمان استفاده در دمای  ندصورت زنده به آزمایشگاه منتقل شدهب

عنوان سوپ رویی به. گراد سانتریفیوژ گردیددرجه سانتی 4دور در دمای  50777دقیقه با سرعت  51مدت دست آمده بههلوط بمخ. هموژنایز شدند

جهت بررسی ونوم استخراج شده از ژل . داری شدنگه گرادسانتی درجه -07ونوم استخراج شده در نظر گرفته شده و پس از لیوفیلیزه شدن در دمای 

SDS-PAGE  ای تعیین الگوی پروتئینی از روش و برRP-HPLC ها و پپتیدهای الکتروفورز ونوم مورد مطالعه نشان داد که پروتئین. استفاده شد

فراکشن بزرگ و کوچک را  44کروماتوگرام حاصل از آنالیز نمونه وجود بیش از . کیلو دالتون بود 6-017دهنده دارای محدوده وزنی تشکیل

 .مشخص نمود

 

 فارس خلیج، RP-HPLC، زهر، Conus textile های مخروطی، حلزونحلزون :یدیکلمات کل
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 مقدمه
خانواده ) Conusهای مخروطی متعلق به جنس حلزون

Conidae  ) گونه بزرگترین خانواده موجودات  055با بیش از

های مرجانی ها در محیطاین گونه. باشنددریایی زنده می

کنش دارند و بر اساس نوع تغذیه به گرمسیری در تمام دنیا پرا
 Conus geographusهایی نظیرگونه. شوندسه گروه عمده تقسیم می

از  C. pennaceus و Conus textile ها واز ماهی C. striatusو 

های از کرم C. vexillumو  C. imperialisهای تنان و گونهنرم

 (.2) کنندپرتار تغذیه می

ی یک کیسه سم و مجرای سم های مخروطی داراحلزون

 مانندیساختارهای نیزه .خرطوم متصل هستندباشند که به یک می

دارند که حاوی سم بوده و در مواقع خطر و جهت صید طعمه 

ها بسیار سم این نیزه. کنندها را به سوی هدف پرتاب میآن

(. 31و  22) ها برای انسان کشنده استخطرناک و انواعی از آن

سم این موجود سبب ایجاد فلج و  ،دست آمدههات بطبق گزارش

عواملی (. 31و  22)شود سرعت باعث مرگ طعمه میسپس به

در ونوم این حلزون وجود دارد که سبب عوارض بالینی و مرگ 

در تحقیق . شوند که کاملاً شناخته شده نیستنددر انسان می

ه حاضر بررسی الگوی پروتئینی ونوم این حلزون انجام شد ک

تواند در تولید آنتی ونوم و نتایج این تحقیق در آینده می

تحقیقات . مورد استفاده قرار گیرد( مسکن)داروهای ضد درد 

های انجام شده در دنیا که بر روی ونوم برخی از حلزون

ها مخروطی صورت گرفته، نشان داده است که زهر این حلزون

 (.31 و 30، 31، 25، 21)باشد دارای خواص ضددردی می

های دریایی سمی بسیار، مانند مار دریایی، با وجود گونه

ها ها، حلزون و اختاپوس و ماهیان سمی، آنتی ونومفیشژلی

 Chironex fleckeri فیشژلیو  stone fishفقط برای مار دریایی، 

بنابراین شناسایی ماهیت (. 20و  33 ،1،35 ،3)موجود هستند 

ای دریایی جهت تولید آنتی ونوم هپروتئینی ونوم دیگر گونه

 .باشدحائز اهمیت می

در دو دهه اخیر مطالعات بسیاری در زمینه شناسایی ونوم 

های مخروطی از لحاظ بیوشیمیایی، ژنتیک، فیزیولوژی و حلزون

 (.13و  1،15) ها صورت گرفته استهای بیولوژیکی آنفعالیت

کوچک  دلیل وجود پپتیدهایههای مخروطی بونوم حلزون

های از عملکرد کانال( هاکونوتوکسین)سولفیدی با پیوندهای دی

(. 31) کنندهای نوروترانسمیتری ممانعت مییونی و گیرنده

اسیدآمینه و گاهی بیش از  1- 15دارای  ها معمولاًکونوتوکسین

فعالیت دارویی هر (. 2و  32 ،21) سولفیدی دارندپیوند دی 35

تواند با نوع پیچش این ها میتوکسینهای کونویک از خانواده

و محدوده ( سولفیدیتعداد و آرایش پیوندهای دی)ها توکسین

های در حال حاضر، مهارکننده. ها مرتبط باشدجرم مولکولی آن

های خانواده امگا از حلزون های کلسیمی از کونوتوکسینکانال

برای درمان دردهای حاد و مزمن  Conus magusمخروطی 

های کشف ویژگی. باشندهای کلینیکی میآزمایشتحت 

های جدید، دانش ما را از نظر فیزیولوژی، اختصاصی توکسین

ها هایی که این توکسینداروشناسی، بیوشیمی و ساختار گیرنده

شوند، افزایش خواهد داد و این اطلاعات ها متصل میبه آن

 ممکن است نتایجی را برای توسعه داروهای جدید فراهم

شناسایی پروفایل پروتئینی و پپتیدی گونه (. 1و  21)کنند

Conus textile  باشدمیفارس از نظر پزشکی حائز اهمیت خلیج . 

 

 هامواد و روش
 متری جزیره لارک 1های مخروطی از عمق حلزون

(N 26 52' 25.41"  وE 56 20' 01.02" ) و ( 3شکل)صید 

مان استفاده در دمای صورت زنده به تهران منتقل شد و تا زهب

 . داری شدندنگه گراددرجه سانتی -15

 

 
 موقعیت جغرافیایی جزیره لارک: 1شکل 
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کمک استریومیکروسکوپ تشریح و مجرای ونوم ها بهحلزون

 355سپس مجرای حاوی ونوم در (. 2شکل )ها جدا گردید آن

میکرولیتر آب دیونیزه توسط دستگاه هموژنایزر هموژن شده و 

دقیقه  30گراد به مدت درجه سانتی 1لوط حاصل در دمای مخ

سوپ رویی  .دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید 31555با سرعت 

عنوان ونوم در نظر گرفته و پس از لیوفیلیزه شدن تا زمان را به

 (.0) داری شدنگه گراددرجه سانتی -25استفاده در دمای 

 

 
 (11)ونوم و نیزه نشان داده است  مجرای.Conus textileآناتومی : 2 شکل

 

اسررید برررای تعیررین میررزان رلظررت پررروتئین از دو رو   

 (.1)و برادفورد استفاده شد ( BCA)بیسینکونینیک 

های استخراج شده، از رو  منظور جداسازی پروتئینبه
 (SDS-PAGE) سولفاتدودسیلسدیم - آمیداکریلپلی الکتروفورز
 (Resolving) کنندهدو ژل تفکیک منظور، به این (.21) استفاده شد

 pH=8.8  با % 30 ترتیبکه هرکدام به( Stacking) و متمرکزکننده

از نمونه ونوم آماده . باشند، ساخته شدمی pH=6.8با % 0و 

بافر لودینگ مخلوط و به  با میکروگرم بر میکرولیتر30شده 

ارکر سپس نمونه و م .دقیقه در آب جو  قرار داده شد 0مدت 

ساعت و  2مدت پروتئین جداگانه بارگذاری شده و الکتروفورز به

 در مرحله بعد، ژل با رنگ. آمپر انجام گردیدمیلی 15با جریان 

بری بر، رنگآمیزی شده و سپس با محلول رنگکوماسی رنگ

 .، عکس گرفته شدGel docدر انتها با دستگاه  .شد

روماتوگرافی مایع با جهت تعیین پروفایل پروتئینی ونوم از ک

-Kبا پمپ   (Knauer, Germany)فاز معکوس -کارایی بالا

 25، تزریق کننده دستی، لوپ 2005مدل UV، ردیاب1000

 C18 100 C18, 250 × 4.6 mm ,(Eurosfer)ستون  میکرولیتری،

. استفاده شد Chromgateافزار آلمان و نرم Knauerشرکت 

انجام  Bو  Aو محلول جداسازی با ایجاد شیب رلظت بین د

و  Aعنوان محلول به  TFA% 3/5آب دیونیزه حاوی . شد

انتخاب  Bعنوان محلول به TFA%3/5استونیتریل خالص حاوی 

دقیقه  10مدت به Bو شیب خطی صفر تا نود درصد محلول 

نانومتر رصد  215خروجی ستون در طول موج . اعمال گردید

آوری و پس از لیوفیلیزه صورت دستی جمعها بهفراکشن. گردید

گراد درجه سانتی -25شدن، جهت انجام آزمایشات بعدی در 

 .داری شدندنگه

 

 نتایج
و برادفورد با توجه  BCAرلظت پروتئین در هر دو رو  

میزان جذب قرائت شده و با مطابقت آن با نمودارهای به

 .برآورد شد میکروگرم بر میکرولیتر1و برادفورد،  BCAاستاندارد 

آمیزی با رنگ الکتروفورز ونوم استخراج شده پس از رنگ

پروتئین و پپتید را  32بری حضور حدود کوماسی بلو و رنگ

دهنده ونوم دارای مشخص نموده و نشان داد که اجزای تشکیل

 (. 1شکل ) باشندکیلو دالتون می 1-205محدوده وزنی 
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 الکتروفورز ونوم،  Conus textileپلی اکریلامید% 11با استفاده از ژل  :3شکل 

 

براسرراس کرومرراتوگرام حاصررل از آنررالیز نمونرره در طررول   

پیرک برزرگ و کوچرک مشراهده      11نانومتر، بیش از  215موج

آوری شده لیروفلیزه گردیرده و   های جمعپیک(. 1شکل )گردید

گرراد  درجره سرانتی   -25جهت استفاده در آزمایشات بعردی در  

 .نگهداری گردید
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 C18با ستون   RP-HPLCخلیج فارس توسط دستگاه Conus textileونوم حلزون کروماتوگرام حاصل از آنالیز نمونه : 4شکل 

 نانومتر 282درطول موج 
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 بحث 
های مخروطی رو  مناسب جهت استخراج ونوم حلزون

در این مطالعه با توجه به تحقیقات پیشین، . حائز اهمیت است

 (.0) استخراج ونوم انجام شد

های تعیین رلظت پروتئین استخراج شده به کمک رو 

انجام شد که مشابه با  و برادفورد( BCA)اسید بیسینکونینیک 

 (.20و  1)مطالعات انجام شده در این زمینه است

برای اطمینان از صحت استخراج ونوم و بررسی الگوی 

% 30ها و پپتیدهای آن، ژل پلی اکریلامید با رلظت پروتئین

 (.20) استفاده قرار گرفت مورد

 Conus textileبرای سم  HPLC رو  انجام، در تحقیق حاضر

های پپتیدی و خلیج فارس، جهت تفکیک کامل فراکشن

( C18)سازی شد که شیب رلظتی و ستون پروتئینی بهینه

های های پیشین در رابطه با گونهانتخاب شده مشابه با بررسی

 (. 1) باشددیگر این خانواده می

تواند در تحقیقاتی نظیر جداسازی مناسب اجزای سم می

 . ها مورد استفاده قرار گیردبررسی خواص بیولوژیکی فراکشن

 هاپروتئینتر ، بیشHPLCبا توجه به کروماتوگرام حاصل از 

و پپتیدهای این حلزون، هیدروفوبیسیته پایینی دارند و در 

 .شوندیهای کمتر استونیتریل از ستون جدا مرلظت

خلیج فارس  C. textileمقایسه الگوی کروماتوگرافی سم 

 هایفراکشنتفاوت بین تعداد و الگوی  دهندهنشانبا مناطق دیگر 

دلیل تکامل هتواند بباشد که این اختلاف میدست آمده میهب

 (.21،32) موجود بر اساس شرایط زیست محیطی باشد

برا    Conus textileبرای زهر HPLCدر این مطالعه برنامه 
سرازی شرد کره در    هرا بهینره  بالاترین میزان تفکیرک فراکشرن  

، هرا های بیولوژیکی فراکشنفعالیت تحقیقات آینده برای مطالعه

 .مورد استفاده قرار خواهد گرفت
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Abstract
Identification of venomous species of Persian Gulf cone snails and characterization of 

venom composition and their features is so important from the point of danger for underwater 
divers as well as medical importance. In this research, the specimens of Conus textile were 
collected off Larak Island from depth of 7 m. The collected samples were transferred to 
laboratory alive and were stored at -700C. The venom´s ducts were separated and homogenized 
with deionized water. The mixture centrifuged at 13000 rpm for 15 minutes at 4 ̊C. Supernatant 
was considered as extracted venom and stored at -20 ̊ C after lyophylization. The entity of 
venom determined by SDS-PAGE and RP-HPLC methods used to investigate the extracted 
venom and system to determine protein pattern. The results obtained with SDS-PAGE showed 
that proteins and peptides of venom were ranged between 6 to 250KD. Chromatogram of the 
venom demonstrated more than 44 large and small fractions. 
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