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 چکیده

های آنزیمی و غیرآنزیمی و ترکیبات زهر مارها حاوی مخلوطی از پروتئین زمینه و هدف:
باشد. مطالعات ما روی زهر افعی لبتینای ایرانی مشخص نمود که این زهر کوچک میآلی 

-باشد. افعی لبتینا یکی از مارهایی است که در قسمتها و لیپیدها میمنبع غنی از پروتئین

 شود.هایی از جنوب شرقی اروپا، جنوب شرقی آسیا و شمال غربی آفریقا یافت می

ت در زهر مارهاست و به عنوان یک فاکتور انتشار شناخته شده هیالورونیداز یک فاکتور ثاب
کند. رسانند، تسهیل میدش خون آسیب میهای سیستمیکی را  که به گرکه انتشار توکسین

 .دهیممی گزارشهیالورونیداز را در زهر افعی لبتینای ایران فعالیت آنزیم در این مقاله 
 

فعالیت هیالورونیداز روی هیالورونیک اسید به روش توربیدومتری آزمایش  :بررسی وش
درولیز شده در مقایسه با شد. فعالیت کاهش توربیدیتی به صورت درصد هیالورونات هی

محاسبه شد. از  درصد توربیدیتی آزمایش بدون آنزیم به عنوان صد جذب لولۀ
 گاوی به عنوان استاندارد استفاده شد. هیالورونیداز بیضۀ

-سانتی ۀدرج 73و  6حرارت اپتیمم برای حداکثر فعالیت به ترتیب  ۀو درج pH :هایافته

 گراد بود.
کلی این مطالعه این بود که زهر افعی لبتینای ایران دارای مقدار قابل  ۀنتیج گیری:نتیجه

 ای فعالیت هیالورونیداز بود.ملاحظه
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 مقدمه

ها، های مختلف، توکسیننزیمآمارها کمپلکسی از  زهر

آلی کوچک مثل سیترات، کیبات پپتیدهای غیرآنزیمی و تر

 .(1) باشدیدها و استیل کولین مینوکلئوز

ر مارها د تنوعات بسیار زیادی بین محتویات زهر

های مختلف، در افراد یک گونه و مناطق مختلف گونه

 جغرافیایی وجود دارد.

گزیدگی توسط مارها باعث تظاهرات بالینی وسیعی 

نوروتوکسیسیتی، میوتوکسیسیتی،  :که شامل

کاردیوتوکسیسیتی، انعقادی، ضدانعقادی، هموراژیک، 

باشد. این تظاهرات بین مارهای مختلف همولیتیک و ادم می

های موجود در زهر باشد. یکی از آنزیممی متنوعجغرافیایی 

باشد. این آنزیم پیوندهای گلیکوزیدی مارها هیالورونیداز می

(4→1)β  (1→7)وβ  بین واحدهایN- استیل هگزوزامین

 (.7، 2) شکندو گلوکورونات را در هیالورونیک اسید می

ها و آنزیم هیالورونیداز در آسیب موضعی بافت

بافت پیوندی و کلاژن التهاب از طریق تخریب هیالورونات 

. وجود این آنزیم در زهر مارها (2) عروق خونی نقش دارد

 ،به عنوان فاکتور انتشار زهر شناخته شده است به طور عمده

بافتی را افزایش داده و  یزیرا این آنزیم قابلیت نفوذ غشا

سبب کاهش ویسکوزیته زهر وارد شده به بدن و بنابراین 

 .(7) شودتسهیل انتشار زهر می

های بافتی سطحی را به مهار این آنزیم نه تنها آسیب

های خیر در انتشار توکسینأبلکه باعث ت ،رساندحداقل می

گزیدگی مهم  مار ۀشود، از این رو در مورد معالجکشنده می

است. هدف از این مطالعه بررسی وجود این آنزیم در افعی 

باشد گیری فعالیت آن میاندازه)گرزه ماز( و  لبتینای ایران

که در تحقیقات بعدی اقدام به تخلیص و بررسی اثرات 

های آن پرداخته شود تا شاید راهی برای مهارکننده

 جلوگیری از انتشار زهر در بدن بعد از گزیدگی باشد.

 

 روش بررسی

اهدایی  ۀزهر افعی لبتنینای ایران به صورت لیوفلیز

 سسه رازی بود.ؤم

مواد مصرفی شامل: هیالورونیک اسید، هیالورونیداز،  

-هگزا دسیل تری، Sigmaاستات الومینیم ساخت شرکت 

نیوم برمید، فسفات منوسدیک، فسفات دی سدیک، متیل امو

و  SH20) مس متبلور کلرید کلسیم، تریس، سولفات

Cuso4 تارتارات مضاعف سدیم و پتاسیم، کربنات ،)

، شرکت مرکم گاوی ساخت سدیم، سود، آلبومین سر

معرف فولین سیوکالتو از ترکیبات تنگستات سدیم، 

مولیبیدات سدیم، اسید فسفریک غلیظ، اسید کلریدریک 

 مرک بودند، ساخته شد.غلیظ و برم که ساخت شرکت 

 (4) ها بر اساس روش لوریمقدار پروتئین نمونه

هر لوله به صورت دوتایی برای  سریتعیین گردید. یک 

لیتر آب مقطر میلی 1نمونه به اضافه یک شاهد حاوی 

لیتر محلول میلی 1تا  1/0انتخاب شدند. مقدار مناسبی از 

 100گرم در میلی 20)سرم آلبومین گاوی،  استاندارد پروتئین

های مخصوص به خود ریخته لیتر آب مقطر( را در لولهمیلی

لیتر رسانده شد. زهر میلی 1و حجم هر لوله با آب مقطر به 

-میلی 1مقطر به  معین، جداگانه با آب هایرقت درخام هم 

لیتر میلی 1ها )لیتر از مخلوط معرفمیلی 5 .لیتر رسانده شد

لیتر میلی 98ر + درصد در آب مقط 1محلول سولفات مس 

درصد در سود نیم نرمال( به هر  2سدیم انیدرید کربنات

دقیقه  70ها اضافه شد. پس از مدت زمان کدام از لوله

نانومتر قرائت گردید. پس از رسم  540ها در جذب نمونه

 ها تعیین شد.منحنی استاندارد مقدار پروتئین نمونه

پکریتایاکامه طبق روش  فعالیت هیالورونیداز بر

(Pukrittayakame )رخی تغییرات با ب (5) و همکاران

آزمایش مقادیر مختلف زهر  ۀانجام شد. در یک سری لول

میکرولیتر ریخته و سپس حجم هر لوله  400تا  200خام از 
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مولار  2/0اسید استیک  -با بافر استات حاوی استات سدیم

میکرولیتر  400مولار به  Nacl 15/0حاوی  6برابر  pHبا 

میکرولیتر هیالورونیک  100رسانده شد. سپس به هر لوله 

)حجم  در بافر استات( افزوده شد mg/ml 5/0 ) اسید

آزمایش حاوی  ۀلیتر بود(. یک لولمیلی 5/0نهایی هر لوله 

مواد آزمایش به جز زهر خام در همین شرایط گذاشته  ۀهم

)این لوله به عنوان  سنجیده شدندها با آن نمونه شد که بعداً

های لوله ۀصد در درصد کدورت در نظر گرفته شد.(. هم

گراد اینکوبه سانتی ۀدرج 73دقیقه در  15آزمایش به مدت 

تری متیل ستیل لیتریلیم 1شدند و سپس واکنش با افزودن 

درصد( متوقف  2در سود  w/vدرصد  5/2) امونیوم برمید

ترل از هیالورونیداز گاوی در همین ان نمونه کنوشد. به عن

شرایط استفاده شد. فعالیت هیالورونیداز به صورت درصد 

آزمایش  ۀهیالورونات هیدرولیز شده در مقایسه با جذب لول

صد توربیدیتی محاسبه بدون زهر )آنزیم( به عنوان صد در

 شد.

100×  
    نمونه حاوی زهر

    نمونه فاقد زهر
میزان هیالورونات باقی  

 مانده

میزان هیالورونات هیدرولیز شده= میزان هیالورونات 

 100-باقی مانده 

 حرارت روی فعالیت هیالورونیداز: ۀاثر درج

ۀ فعالیت هیالورونیداز زهر افعی لبتینا در درج

ش یدقیقه آزما 70( به مدت C˚ 80-0های مختلف )حرارت

 شد.

 بر روی فعالیت هیالورونیداز: pHاثر 

اپتیمم فعالیت هیالورونیداز بافرهای  pHبرای تعیین 

 _و بافر تریس 6تا  4برابر  PHمولار استات سدیم با  2/0

Hcl  باpH  حاوی  9تا  8برابرNacl ،700  میلی مولار

 استفاده شد.

 

 هایافته
زهر افعی لبتینای ایران  ۀلیزیگرم پودر لیوفهر میلی

باشد. فعالیت هیالورونیداز گرم پروتئین میمیلی 89/0حاوی 

از زهر خام روی هیالورونیک اسید انجام شد که نتایج در 

 مشخص شده است. 1و منحنی  1جدول 

شود زهر خام مشاهده می 1طور که در جدول همان

ت باشد که با افزایش غلظحاوی فعالیت هیالورونیداز می

 200ولی از غلظت  ،یابدپروتئین زهر این فعالیت افزایش می

 شود.ای ثابت میبه بعد میزان فعالیت در محدوده میکروگرم

 2بر روی فعالیت هیالورونیداز در منحنی  pHاثر 

طور که از روی منحنی مشاهده همان ،نشان داده شده است

 باشد.می 6برابر pHماکزیمم فعالیت در  ،شودمی

حرارت بر روی فعالیت هیالورونیداز در  ۀدرج اثر

نشان داده شده است. ماکزیمم فعالیت در حرارت  7منحنی 

 شود.گراد مشاهده میسانتی ۀدرج 73

 

 
 

 

 

 

 

 



 ...گیری فعالیت آنزیم هیالورونیدازتشخیص و اندازه                      366

 

  5331 ،3ۀ ، شمار51ۀ شاپور، دورعلمي پزشكي جندی ۀمجل

 
 

 : نتایج فعالیت هیالورونیداز زهر خام افعی لبتینای ایران8جدول

 زهر خام ) میکرو گرم( میزان پروتئین )میکرو گرم( فعالیت هیالورونیداز)%(

15/68 ±1/3 
41/66 ±1/74 
89/44 ±3/6 
92/36 ± 4 
94/1 ±4/3 

94/46 ±4/02 
94/84 ±4.35 

95 ±4/6 
95 ± 4/65 
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 باشد.می فعالیت هیالورونیداز برابر با درصد هیالورونات هیدرولیز شده 

  انحراف معیار ±اطلاعات جدول بر اساس میانگین (mean± S.D) 7اند که بیان شده =n باشد.می 

 

 زهر خام افعی لبتینای ایرانهای مختلف غلظتنتایج فعالیت هیالورونیداز  :8منحنی 
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 های مختلفpHبررسی فعالیت هیالورونیداز زهر افعی لبتینا در  :9منحنی

 

 
 های مختلفحرارت ۀبررسی فعالیت هیالورونیداز زهر افعی لبتینا در درج :3منحنی
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 بحث

-های مختلف میها و توکسینزهر مارها حاوی آنزیم

های موجود در زهر مارها هیالورونیداز باشد. یکی از آنزیم

 شودۀ مارها مشاهده میدر زهر هم باشد. این آنزیم تقریباًمی

اما به دلیل  ،. آنزیم هیالورونیداز خود سمی نیست(6-8)

هیالورونات در زهر سبب انتشار و جذب عناصر  ۀتجزی

. طبق تحقیقات (12-11) شودی با وزن مولکولی بالا میسم

 3000-110000انجام شده، وزن مولکولی هیالورونیداز از 

متنوع است. برای مثال هیالورونیدازی که از زهر افعی 

 14000دارای وزن مولکولی  ،روسلی گزارش شده است

که این آنزیم به رساند له این احتمال را میأباشد. این مسمی

  .(9) مورفیسم باشدصورت پلی

این مطالعه وجود آنزیم هیالورونیداز را در زهر افعی 

-طورکه نتایج نشان میهمان .کندلبتینای ایران مشخص می

دهند این آنزیم با فعالیت بالایی در زهر این افعی وجود 

تواند از این زهر میمیکروگرم  400دارد به نحوی که مقدار 

 ،درصد هیالورونات به کار برده شده را هیدرولیز کند 95

لورونات به کار برده شده در میکروگرم هیا 50یعنی از 

کند. نکته جالب میکروگرم را هیدرولیز می 5/43حدود 

توجه این است که زهری که در این مطالعه به کار برده شده 

ذخیره شده بود. یعنی  لیزهیسال به صورت لیوف 20به مدت 

سال حفظ شده است.  20فعالیت آنزیم هیالورونیداز بعد از 

یابد ولی فعالیت این آنزیم با افزایش غلظت زهر افزایش می

ر ثابت و د میکروگرم به بعد فعالیت تقریباً 250از غلظت 

 باشد.درصد هیدرولیز می 95حدود 

دهد که فعالیت بعضی از مطالعات نشان می

های ای در حرارتطور قابل ملاحظهرونیدازها بههیالو

شود ولی بعضی از آنها در دمای بالاتر از مختلف حفظ می

C˚ 40 (10) دهندبه سرعت فعالیت خود را از دست می. 

-از دست می C˚60فعالیت بعضی از آنها در حدود 

. در این مطالعه مشخص شد که فعالیت (11)رود

هیالورونیداز در زهر افعی لبتینای ایران بیشترین فعالیت را 

حرارت به تدریج فعالیت  ۀدارد و با افزایش درج C˚73در 

فعالیت به   C˚50اما در حرارت  ،دهدخود را از دست می

رسد. همچنین این درصد می 73به  C˚60درصد و در  85

اپتیمم برای فعالیت این  PHکند که مطالعه مشخص می

این  6 تر و بالاتر ازهای پایینPHباشد و در می 6آنزیم 

 دهد.آنزیم فعالیت خود را از دست می

گیری نهایی این مطالعه یعنی وجود آنزیم نتیجه

، هیالورونیداز را در زهر افعی لبتینای ایران را با فعالیت بالا

های راهی را برای تحقیقات آینده برای تخلیص و بررسی

  کند.کولوژیکی این آنزیم فراهم میکینیتیکی و فارما

 

 قدردانی

سازی رازی سرم ۀسسؤن این مقاله از منویسندگا

حصارک کرج برای اهدای زهر افعی لبتینا و از معاونت 

شاپور اهواز محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی جندی

طرح تحقیقاتی که این مقاله منتج آن  ۀمین بودجأبرای ت

پزشکی دانشگاه علوم  ۀاست و از گروه بیوشیمی دانشکد

شاپور اهواز برای فراهم نمودن امکانات این پزشکی جندی

 د.ننمایقدردانی می تحقیق تشکر و

 
 

 

 



  361   و همکاران  آموزگاریزهره 

 
 

  5331 ،3ۀ ، شمار51ۀ شاپور، دورعلمي پزشكي جندی ۀمجل

 

  منابع

1-Girish K, Shashidharamurthy R, Nagaraju S, Gowda TV, Kemparaju K. Isolation and characterization of 

hyaluronidase a “spreading factor” from Indian cobra (Naja naja) venom. Biochimie 2004;86(3):193-202. 

2-Pessini AC, Takao TT, Cavalheiro EC, Vichnewski W, Sampaio SV, Giglio JR, et al. A hyaluronidase from 

Tityus serrulatus scorpion venom: isolation, characterization and inhibition by flavonoids. Toxicon 

2001;39(10):1495-504. 

3-Morey SS, Kiran K, Gadag J. Purification and properties of hyaluronidase from Palamneus gravimanus (Indian 

black scorpion) venom. Toxicon 2006;47(2):188-95. 

4-Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the Folin phenol reagent. J biol 

Chem 1951;193(1):265-75. 

5-Pukrittayakamee S, Warrell DA, Desakorn V, McMichael AJ, White NJ, Bunnag D. The hyaluronidase activities 

of some Southeast Asian snake venoms. Toxicon 1988;26(7):629-37. 

6-El-Safory NS, Fazary AE, Lee C-K. Hyaluronidases, a group of glycosidases: Current and future perspectives. 

Carbohydrate Polymers 2010;81(2):165-81. 

7-Girish K, Kemparaju K. Inhibition of Naja naja venom hyaluronidase: role in the management of poisonous bite. 

Life sciences 2006;78(13):1433-40. 

8-Stern R, Asari AA, Sugahara KN. Hyaluronan fragments: an information-rich system. European journal of cell 

biology 2006;85(8):699-715. 

9-Zhong D, Meng Q, Li J, Wang Y, Zhang X, Wang S, et al. A hyaluronidase from the snake venom of Agkistrodon 

blomhoffii ussurensis of Changbai mountain: isolation and characterization. International Journal of Biology 

2010;2(2):p171. 

10-Janardhan P, Rosenblum D, Strichartz RS. Numerical experiments in Fourier asymptotics of Cantor measures 

and wavelets. Experimental Mathematics 1992;1(4):249-73. 

11-Harrison RA, Ibison F, Wilbraham D, Wagstaff SC. Identification of cDNAs encoding viper venom 

hyaluronidases: cross-generic sequence conservation of full-length and unusually short variant transcripts. Gene 

2007;392(1):22-33. 

 

 

  



 ...گیری فعالیت آنزیم هیالورونیدازتشخیص و اندازه                      333

 

  5331 ،3ۀ ، شمار51ۀ شاپور، دورعلمي پزشكي جندی ۀمجل

 
 

Measurement of Hyaluronidase Enzyme Activity in Venom of Iranian 

Vipera Lebetina 

 
Zohreh Amozegari

1*
, Samaneh Abyaz

2
, Mozhgan Nour Behbahani

3
, Asma Mohammadi

2
 

 

 

Abstract 

Background and Objective: Snake venoms comprise complex 

mixtures of enzymatic and non-enzymatic proteins and small 

organic compounds. Hyaluronidase is a constant factor in the venom of 

the snake and is known as a spreading factor.  This factor facilitate spread 

of toxins that harm into the blood circulation system. 
In this paper, we describe the determination of hyaluronidase 

activity in Iranian Vipera lebetina venom. 

Subjects and Methods: Hyaluronidase activity was assayed 

turbidometrically on hyaluronic acid. Turbidity reducing activity 

was expressed as a percentage of the hydrolysed hyaluronate, 

taking the absorbance of a tube as 100% in which no enzyme was 

added. Bovin testis hyaluronidase was used as standard. 

Results: The optima PH and temperature for hyaluronidase 

maximum activity was 6 and 37 °C respectively.  

Conclusion: In conclusion the Iranian Vipera lebetina venom 

possessed considerable hyaluronidase activity. 
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