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Background and Objectives In recent years the isolation of effective molecules from snake venom as drug 
to treatment of some incurable diseases is considered by many biological research centers. The aim of 
this investigation was to determine electrophorotic and chromatographic patterns of Pseudocerastes 
persicus venom and in-vitro study of bactericidal and anti-cancer properties of its fractions in human 
hepatocellular liver carcinoma cell line (HepG2).
Subjects and Methods The fractions of venom were isolated and collected using preparative RP-HPLC. 
The Bactericidal activity of fractions in 20μg/ml of protein concentration was investigated toward Gram- 
negative and Gram-positive bacteria using MTT and MIC assays. Then, the cytotoxic effects of fractions 
with higher antibacterial properties were measured by MTT reduction, neutral uptake and comet assays 
following exposure of HepG2 cancer cells to 20 and 40 μg/ml of protein concentration.
Results SDS-PAGE pattern of the crude venom revealed 10 major bands with molecular weight ranging 
from 13.2 to 99.25 kDa and the separation of fractions from the venom by HPLC resulted in collection 
of 11 different fractions. The results of this study showed that two fractions (4 & 8) have a significant 
antibacterial activity against Gram-positive as compared to Gram- negative bacteria. The study of the 
anti-cancer effect of these two fractions also showed that fraction 8 was more toxic in HepG2 cells.
Conclusion We for the first time reported bactericidal and anti cancer effects of isolated fractions of 
Persian horned viper venom. These properties make components of these fractions a favorable source 
for isolation of molecule (s) with antibacterial and anti tumor activities.
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Extended Abstract

Introduction

ne of the serious problems of the medical 
community in the treatment of infectious 
diseases caused by bacterial agents is the 
resistance of many bacteria to common 
antibiotics. These bacteria are becoming 

a serious clinical problem worldwide. This has caused 
pharmaceutical companies to try to discover new antibac-
terial drugs or optimize old antibiotics in order to produce 
new and effective drugs. Today, the venom of poisonous 
animals has attracted the attention of many researchers 
as one of the important natural resources for the isolation 
and identification of molecules with antimicrobial prop-
erties, and has received great success. Reports show that 
despite the contamination of the mouth and teeth of poi-
sonous snakes with a wide range of pathogenic bacteria, 
a small prevalence of bacterial infection at the bite site is 
observed in snakebite victims. These observations have 
led the researchers to the fact that there are antibacterial 
compounds in snake venom. Studies have shown that the 
molecular compounds, especially the proteins, in the ven-
om of snakes from Viperidae family have a great diver-
sity. Serine protease, metalloproteinase, phospholipase A2 
(PLA2), C-type lectin, acetylcholinesterase, L-amino acid 
oxidase, and detergents are among the important com-
pounds in the venom of these vipers. Many of these com-
pounds have antimicrobial properties. In this study, for the 
first time, the antibacterial effects of the protein fractions 
isolated from the crude venom of the Persian horned snake 
(Pseudocerastes persicus) and the anticancer effects of the 
fractions with antibacterial properties are investigated.

Methods

In order to prepare venom from the snake, following the 
safety precautions, the venom of the snake was injected 
through the poisonous tooth (fang) into the venom col-
lection jar. Non-pathogenic gram-positive bacillus, gram-
negative Escherichia coli, and pathogenic gram-positive 
Staphylococcus aureus were obtained from the Persian 
Type Culture Collection (PTCC) and liver cancer cells 
(HepG2, C158) were obtained from the cell bank of Pas-
teur Institute of Tehran. 

The antibacterial effect of fractions was assessed using 
MTT assay. This test is a colorimetric method based on 
the reduction and breaking of yellow tetrazolium crystals 
by the enzyme succinate dehydrogenase in the cytoplasm 
and finally the formation of insoluble blue crystals. Based 
on this method, the survival rate of bacteria was calcu-

O
lated after contact with different concentrations of venom. 
The antibacterial effect of the fractions was assessed us-
ing the minimum inhibitory concentration (MIC) assay. 
Based on this method, the inhibition rate due to the effect 
of venom and standard antibiotics was calculated.

The cytotoxicity of the fractions was assessed using the 
MTT reduction assay described by Dezanian et al and 
the neutral red uptake (NRU) assay. the MTT reduction 
test was repeated 3 times and 3 wells were considered for 
each concentration. The percentage of cell viability after 
contact with different concentrations of venom was calcu-
lated. The procedure of NRU assay was similar to that of 
MTT assay; however, after incubating the cells adjacent 
to toxic solution for 23 hours, instead of MTT solution, 
one microliter of neutral red solution (5 mg/ml) was added 
to each well. Then, the inhibition rate caused by different 
concentrations of venom on cell growth was calculated.

The apoptosis induction by fractions was assessed using 
alkaline comet assay. It is one of the best tests for assess-
ing DNA fragmentation in cells. For each sample, the im-
ages of the DNA of at least 100 cells were taken and the 
results were statistically analyzed in GraphPad software.

Results

In examining the electrophoresis pattern and chromatog-
raphy of crude venom, the molecular weight of the bands 
was determined using the standard protein diagram. The 
results of SDS-PAGE (15% gel) showed the presence of 
10 protein bands. Results of MTT assay showed that frac-
tions 3, 4, 7 and 9 had no inhibitory effect on Escherichia 
coli bacteria, while fractions 5, 6, 8 and 10 showed anti-
bacterial effects. 

The results of assessing the inhibitory effects (MIC as-
say) of the isolated fractions with a concentration of 20 
μg/ml on the growth of bacteria showed that fractions 3 
and 9 had no effect on Escherichia coli bacteria, while 
fractions 4, 5, 6, 7, 8 and 10 had an inhibitory effect.

Results of assessing the cytotoxicity effects (MTT re-
daction assay) of fractions 4 and 8 isolated from crude 
venom on the growth of liver cancer cells in two concen-
trations of 20 and 40 μg/ml showed that the cell viability 
under the influence of fraction 4 in the two mentioned 
concentrations was 51.55 and 50.62%, respectively com-
pared to the control. The cell viability increased after con-
tact with fraction 8 in the two concentrations and reached 
82.29 and 74.81%, respectively. 
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The results of NRU assay for the fractions 4 and 8 
showed that the cell death rate caused by fraction 4 in two 
concentrations was 35.19 and 50.93% respectively, while 
under the influence of fraction 8, it was 82.29 and 74.81%, 
respectively. They were significant compared to controls. 

The results of alkaline comet assay showed that fraction 4 
in two mentioned concentrations caused apoptosis in liver 
cancer cells by 39.31 and 38.97%, and fraction 8 in the 
two concentrations caused apoptosis by 24.73 and 25.34%, 
respectively. They were significant compared to controls.

Conclusion

The venom of poisonous snakes includes molecules 
with different biological activities, which can be of great 
interest in medical and biological research. Since the pro-
teins and peptides in snake venom have different molecu-
lar sizes and biochemical properties, proteome analysis 
can be very important in identifying and isolating these 
compounds. The results of protein analysis showed that 
only 8 fractions out of 11 fractions had proteins. It was 
found that the crude poison of Persian horned snake had 
antibacterial properties. The cytotoxicity effects of select-
ed fractions (with antibacterial properties) on liver cancer 
cells (HepG2) were also investigated. The results showed 
that fraction 8 induced the least toxicity in the cells. This 
introduces this fraction as a suitable candidate for isolat-
ing effective molecules with antibacterial properties that 
have the least side effects on human cells. Fraction No. 4 
also induced the greatest effect on cancer cells; therefore, 
this fraction can be a suitable candidate for the discovery 
of anti-cancer drugs.
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مقاله پژوهشی

مطالعه اثرات ضد‌سرطانی فراکشن‌های پروتئینی جدا‌شده از سم مار شاخ‌دار ایرانی و بررسی 
خواص ضد‌باکتریایی آن‌ها در شرایط آزمایشگاهی

زمینه و هدف در سال‌های اخیر، بسیاری از محققین به استفاده از سم مار جهت درمان برخی از بیماری‌ها توجه کردند. هدف از این مطالعه، 
تعیین الگوی پروتئینی و کروماتوگرافی سم خام مار شاخ‌دار ایرانی و بررسی اثرات ضد‌باکتریایی و سمیت سلولی فراکشن‌های جدا‌شده 

از آن در شرایط‌ برون‌تنی است.
روش بررسی فراکشن‌های سم خام با استفاده از کروماتوگرافی مایع فاز معکوس جداسازی و جمع‌آوری شدند. اثرات ضد‌باکتریایی 

فراکشن‌ها در غلظت‌های 20 میکروگرم بر میلی‌گرم با استفاده از روش‌های کاهش سمیت مواد موردنظر و تست حداقل غلظت مهاری 
 ‌،MTT Assay مطالعه شد. همچنین اثرات سمیت سلولی فراکشن‌ها در غلظت‌های 20 و ۴۰ میکروگرم بر میلی‌گرم با استفاده از روش‌های

رنگ سنجی قرمز خنثی و کامت قلیایی روی سلول سرطانی کبد در شرایط برون‌تنی بررسی شد.
یافته‌ها الگوی SDS-PAGE نشان‌دهنده وجود 10 باند پروتئینی با وزن مولکولی 13/2 تا 99/25 کیلو دالتون است. در مطالعات 
کروماتوگرافی، 11 پیک اصلی جداسازی و جمع‌آوری شد. نتایج این تحقیق نشان داد دو فراکشن از فراکشن‌های جداسازی‌شده بر 
باکتری‌های آزمایش‌شده اثر مهاری معنا‌دار دارد و این اثر بر باکتری‌های گرم مثبت در مقایسه با باکتری گرم منفی بیشتر است. همچنین 

نتایج تست‌های سمیت سلولی نشان داد یکی از این فراکشن‌ها فاقد اثرات سمیت سلولی است.
نتیجه‌گیری ‌نتایج این بررسی برای اولین بار نشان داد برخی از فراکشن‌های مار شاخ‌دار ایرانی خواص ضدباکتریایی و ضدسرطانی دارد و 

می‌توان به آن به‌عنوان منبعی از مولکول/مولکول‌های دارای اثرات ضد‌باکتری و ضد‌توموری توجه کرد.

کلیدواژه‌ها: 
سم مار، مار شاخدار 
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مقدمه

یکی از مشکلات جدی جامعه پزشکی در درمان بیماری‌های 
عفونی ناشی از عوامل باکتریایی، مقاوم شدن بسیاری از باکتری‌ها 
به آنتی‌بیوتیک‌های رایج است. این باکتری‌ها در حال تبدیل شدن 

به یک مشکل بالینی جدی در سراسر جهان هستند ]1[.  

این امر سبب تلاش مؤسسات داروسازی جهت کشف داروهای 
ضد‌باکتری جدید یا بهینه‌سازی آنتی‌بیوتیک‌های قدیمی جهت 
دست‌یابی به تولید دارو‌های جدید و مؤثر شده است. امروزه زهر 
جانوران سمی به‌عنوان یکی از منابع طبیعی مهم جهت جداسازی 
و شناسایی مولکول‌های با خواص ضد‌میکروبی مورد توجه بسیاری 

از محققین قرار گرفته و از اقبال زیادی برخوردار شده است.

گزارش‌ها نشان می‌دهد با وجود آلودگی‌های دهان و دندان 
نیش مارهای سمی به طیف گسترده‌ای از باکتری‌های بیماری‌زا، 
شیوع کمی از عفونت باکتریایی در محل گزیدگی در مصدومین 
مشاهدات،  این   .]2[ می‌شود  مشاهده  مارگزیدگی  از  ناشی 
محققین را به این موضوع رهنمون کرد که در سم مار ترکیبات 

ضد‌باکتری وجود دارد ]3[. 

اولین گزارش در مورد فعالیت‌های ضد‌باکتری در سم مارهای 
خانواده الاپیده و ویپریده به‌ترتیب در سال‌های 1948 و 1968 
منتشر شد ]4[‌. اسکارنز نیز در سال 1970 برای نخستین بار فعالیت 
ضد‌میکروبی برخی از آنزیم‌های موجود در سم مار را گزارش کرد 
]5[. مطالعات زی و همکاران در سال 2000 به جداسازی پپتیدهایی 
از سم Naja Atra منجر شد که در شرایط آزمایشگاهی از رشد 
باکتری‌های مقاوم مایکوباکتریوم توبرکلوزیس جلوگیری کردند و 
فعالیت مهاری از خود نشان دادند ]6[. بررسی‌ها نشان می‌دهد 
افعی‌های  پروتئین‌های موجود در سم  به‌ویژه  ترکیبات مولکولی 
از ترکیبات مهم  از تنوع زیادی برخوردار است.  خانواده ویپریده 
سموم این افعی‌ها می‌توان پروتئاز سرین، متالوپروتئیناز، فسفولیپاز 
PLA2(A2(، لکتین نوع C-، استیل کولینستراز، ال‌‌ـآمینواکسیداز و 

دترجنت‌ها را نام برد ]7[. تحقیقات اخیر نشان داد بسیاری از این 
ترکیبات خواص ضدمیکروبی دارند ]1، ‌8، 9[. 

در این تحقیق، برای اولین بار اثرات ضد‌باکتریایی فراکشن‌های 
اثرات  و  ایرانی1  شاخ‌دار  مار  خام  سم  از  جدا‌شده  پروتئینی 
ضد‌سرطانی فراکشن‌های دارای خواص آنتی‌باکتریال مطالعه شد. 

روش بررسی

تهیه سم

یا  دندان سمی  ایمنی  نکات  رعایت  با  مار،  تهیه سم  جهت 
فنگ مار مستقیماً داخل شیشه جمع‌آوری سم قرار داده شد و 

1. Pseudocerastes Persicus

با فشاری مختصر به غده سمی، سم به داخل شیشه تزریق شد. 
محلول سمی پس از لیوفیلیز شدن تا زمان استفاده در آزمایش‌ها 

در دمای منهای 20 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد.

میکروارگانیسم‌ها و رده سلولی مورد استفاده

 باکتری غیر‌بیماری‌زای گرم مثبت باسیلوس سوبتیلیس2، 
باکتری گرم منفی اشرشیاکلی3 و سوش گرم مثبت بیماری‌زا 
استافیلوکوکوس اورئوس4 از مرکز كلكسيون قارچ‌ها و باكتري‌هاي 
صنعتي ايران5 و سلول‌های سرطان کبد6 از بانک سلولی انستیتو 

پاستور تهران تهیه شد.

روش  از  استفاده  با  خام  زهر  الکتروفورزیس  الگوی  مطالعه 
سديم دودسيل سولفات- پلی آکريل آميد7

 برای مطالعه الگوی الکتروفورزیس زهر خام افعی شاخ‌دار ایرانی 
هر چاهک 10-5  به   .]10[ استفاده شد  درصد  ژل 15-12  از 
میکرولیتر محلول سمی )دارای 15 تا 20 میکروگرم پروتئین( 
دناتوره‌شده با حجم مناسب از بافر نمونه8 تزریق شد. جهت تخمین 
وزن مولکولی باندهای پروتئینی از پروتئین استاندارد استفاده شد. 

الکتروفورز در ابتدا با ولتاژ 50 ولت شروع شد و پس از عبور 
رنگ ردیابی9 از ژل متراکم‌کننده، الکتروفورزیس با ولتاژ 150 
ولت و تا رسیدن رنگ ردیابی به حدود 1 سانتی‌متری از انتهای 
کاست ژل ادامه یافت. پس از رنگ‌آمیزی ژل با رنگ کوماسی‌بلو 
و حذف رنگ اضافی از سطح ژل به وسیله محلول رنگ بر وزن 

مولکولی تخمینی باندهای پروتئینی سم خام تعیین شد. 

جداسازی فراکشن‌های سم خام با استفاده از کروماتوگرافی 
مایع فاز معکوس10 

R- از  استفاده  با  ایرانی  شاخ‌دار  مار  خام  زهر  فراکشن‌های 
 C18 جذب 220 نانومتر(، ستون( UV تهیه و با آشکارسازHPLC 
 SUPELCOSIC-18)59185(  250mm×21, 2mm,12µm[
TM Pcc[ و برنامه خطی گرادیان‌ ]بافر A ) استونیتریل 20 درصد 
حاوی 0‌/1 درصد تری فلورو استیک اسید11(، بافر B )‌استونیتریل 
80 درصد حاوی 0‌/1 درصد تری فلورو استیک اسید([ و زمان 70 
دقیقه‌ای جداسازی شد. در روش فاز معکوس، از یک فاز متحرک 

2. Bacillus subtilis subsp.spizizenii, ATCC 6633
3. ATCC 25922 Escherichia coli
4. Staphylococcus aureus, ATCC 25923
5. Persian Type Culture Collection (PTCC)
6. HepG2, C158
7. Sodium Dodecy Sulphatery -Polyacrylamide Gelpolyacrylamide 
Gel (SDS-PAGE)
8. Sample Buffer
9. Tracking Dye
10. High Performance Liquid Chromatography-Reverse Phase (RP-
HPLC)
11. Trifluoroacetic acid (TFA)

جمیل زرگان و همکاران. مطالعه اثرات ضد‌سرطانی فراکشن‌های پروتئینی جدا‌شده از سم مار شاخ‌دار ایرانی

http://jsmj.ajums.ac.ir/
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قطبی و فاز ساکن غیر‌قطبی استفاده می‌شود و جدا‌سازی مواد با 
استفاده از ویژگی هيدروفوبيسيتی انجام می شود ]11[. 

پودر  میلی‌گرم   40 خام،  زهر  فراکشن‌های  جداسازی  برای 
خشک‌شده آن در 20 میلی‌لیتر از بافر )آب حاوی 0/01 درصد 
تری فلورو استیک اسید دارای 5 درصد استونیتریل( حل و به 
مدت 2 ساعت در دمای 4 درجه سانتی‌گراد قرار داده شد. مواد 
نامحلول پس از سانتریفیوژ به مدت 5 دقیقه با سرعت 10 هزار دور 
در دقیقه12 و در دمای 4 درجه سانتی‌گراد از سوسپانسیون جدا 
شد. محلول رویی جهت تهیه الگوی کروماتوگرافی و جداسازی 
فراکشن‌ها توسط روماتوگرافی مایع با کارایی بالا13 استفاده شد. 

فراکشن‌های متناظر با هر پیک در شیشه‌های کاملًا تمیز و 
عاری از هر‌گونه آلودگی به پروتئین به‌صورت دستی جمع‌آوری و 
پس از لیوفیلیز کردن، در دمای 80- نگهداری شد. زمان خروج 

هر پیک14 برای هر‌کدام از پیک‌ها ثبت شد.

پروتئین سنجی

جهت انجام تست‌های ضدباکتریایی و تست‌های سمیت سلولی 
مقداری از سم لیوفیلیز‌شده در آب دو بار تقطیر استریل حل شد. 
میزان پروتئین موجود در محلول سمی با روش برادفورد در سال 
1976 تعیین و فراکشن‌های فاقد پروتئین از بررسی‌های بعدی 

حذف شدند.

بررسی خواص ضدباکتریایی

محیط کشت و آنتی‌بیوتیک: جهت کشت باکتری از محیط 
کانادا  کیولب16  شرکت  هینتون15  مولار  جامد  و  مایع  کشت 
استفاده شد. جهت مقایسه اثر سم با آنتی‌بیوتیک استاندارد از 
تتراسایکلین )Sigma, USA( با غلظت 50 میکروگرم بر میلی‌گرم 

استفاده شد.

 MTT بررسی میزان اثر ضد‌باکتریایی فراکشن‌ها با استفاده از
Assay

تست MTT یک روش رنگ‌سنجی است که براساس احیا شدن 
و شکسته شدن کریستال‌های زردرنگ تترازولیوم به وسیله آنزیم 
سوکسینات دهیدروژناز موجود در سیتوپلاسم و درنهایت، تشکیل 
کریستال‌های آبی‌رنگ نامحلول انجام می‌شود. این کریستال‌ها با 
اضافه کردن DMSO به شکل محلول درمی‌آیند ]12[. باکتری 
موردنظر در محیط مولر هینتون براث کشت داده شد و پس از 5 
ساعت، هنگامی که به جذبی معادل نیم مک‌فارلند )در طول موج 

12. Revolutions Per Minute (rpm)
13. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
14. Retention Time
15. Mueller hinton
16. Quelab

600 نانومتر دارای جذبی معادل 0/08 تا 0/1 است( رسید ]13[، 
میزان 5 میکرولیتر در هر چاهک پلیت 96 خانه استریل کشت 
شد. فراکشن‌ها با غلظت 20 میکروگرم در میلی‌لیتر به چاهک‌ها 
اضافه و حجم نهایی هر چاهک با استفاده از محیط کشت مایع 

)مولر هینتون براث( به 100 میکرولیتر رسانده شد. 

در این آزمایش از تتراسایکلین )50 میکروگرم در میلی‌لیتر( 
به‌عنوان کنترل مثبت، سوسپانسیون باکتری و محیط کشت به 
عنوان کنترل منفی و از محیط کشت فاقد باکتری به‌عنوان بلانک 
استفاده شد. پلیت به مدت 23 ساعت درون انکوباتور با دمای 37 
درجه سانتی‌گراد انکوبه شد. سپس به تمام چاهک‌ها 5 میکرولیتر  
MTT )غلظت 5 میکروگرم در میلی‌لیتر( اضافه‌ شد. پلیت به 
مدت 1 ساعت در شرایط تاریکی در دمای 37 درجه سانتی‌گراد 

قرار داده شد. 

در ادامه 100 میکرولیتر از DMSO به هر چاهک اضافه شد. 
انکوبه کردن در شرایط تاریکی، جذب نوری  پس از 2 ساعت 
چاهک‌ها در طول موج 595 نانومتر با استفاده از دستگاه پلیت 
ریدر )Biotek, USA( اندازه‌گیری شد. آزمایش فوق 3 بار انجام 
و در هر مرتبه برای هر غلظت 3 چاهک )3 بار تکرار( درنظر 
گرفته شد. درصد زنده ماندن باکتری‌ها بعد از تماس با غلظت‌های 

مختلف سم با استفاده از فرمول شماره 1 محاسبه شد ]13[.
)a/b(×100= درصد حیاتی باکتری

a= جذب نوری نمونه منهای جذب نوری بلانک
b= جذب نوری کنترل منفی منهای جذب نوری بلانک

 .1

بررسی میزان اثر ضد‌باکتریایی فراکشن‌ها با استفاده از روش 
حداقل غلظت مهاری17 

در این تحقیق از روش حداقل غلظت مهاری به منظور تعیین 
اثرات مهاری سم خام بر باکتری‌ها استفاده شد. مراحل انجام 
 MTT Assay مهاری ]14[ مشابه تست تست حداقل غلظت 
بوده، اما پس از انکوبه کردن باکتری با غلظت‌های مختلف سم 
در دمای 37 درجه سانتی‌‌گراد به مدت 24 ساعت و بدون اضافه 
کردن هیچ‌گونه ماده نشانگر، جذب نوری چاهک‌ها در طول موج 
 )Biotek, USA( 605 نانومتر با استفاده از دستگاه خوانش پلیت
اندازه‌گیری شد. این آزمایش نیز 3 بار تکرار و در هر بار برای هر 
غلظت 3 چاهک )3 بار تکرار( درنظر گرفته شد. درصد مهاری 
ناشی از تأثیر سم و آنتی‌بیوتیک استاندارد با استفاده از فرمول 

شماره 2 محاسبه شد ]14[.
]1-)a/b([×100= درصد مهاری باکتری

a= جذب نوری نمونه منهای جذب نوری بلانک
b= جذب نوری کنترل منفی منهای جذب نوری بلانک

 .2

بررسی 

17. MIC Assay
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خواص ضد‌سرطانی فراکشن‌ها

کشت سلول

جهت از بین بردن آلودگی‌های احتمالی در محلول سمی مورد 
In�( 1 درصد آنتی‌بیوتیک‌‌ـآنتی‌مایکوتیک  نیاز تست‌های سلولی ،

vitrogen, USA( اضافه و پس از یک شب نگهداری در دمای 
4 درجه سانتی‌گراد در آزمایش‌ها استفاده شد. برای کشت سلول 
HepG2 ‌از محیط کشت DMEM-F12 (Gibco, USA) حاوی 
 (Gibco, شرکت  از  تهیه‌شده  گاوی18  جنین  سرم  درصد   10
(USA استفاده شد. این سلول‌ها‌ در فلاسک‌هایی با حجم‌ 50-25 
میلی‌لیتر مکعب کشت داده و در دمای 37 درجه سانتی‌گراد و 5 
درصد دی‌اکسیدکربن نگهداری شدند. هر 2-3 روز یک‌بار محیط 
کشت قدیمی تعویض و پس از فراهم شدن جمعیت سلولی مورد 
تهیه‌شده   Trypsin-EDTA از استفاده  با  آزمایش‌  برای هر  نیاز 
از  و پس  از فلاسک جدا   (Sigma-Aldrich, USA) از شرکت 

شمارش با استفاده از لام نئوبار به کار گرفته شدند.

 MTT روش  با  فراکشن‌ها  میزان سمیت سلولی  بررسی 
Redaction

این روش، مطابق روش انجام‌شده توسط دزیانیان و همکاران 
انجام شد ]15[. به منظور انجام این تست تعداد 104×2 در هر 
چاهک پلیت 96 خانه‌ای حاوی 100 میکرولیتر کشت فاقد سرم 
کشت داده شد. پس از یک شب19 انکوبه کردن در شرایط 5 درصد 
درجه  دمای 37  و  درصد  رطوبت حدود 80  اکسیدکربن،  دی 
سانتی‌گراد محیط کشت قدیمی تخلیه و محیط کشت جدید فاقد 
سرم حاوی غلظت‌های مختلف 20 و 40 میکروگرم در میلی‌لیتر 
از فراکشن‌های )دارای خواص ضدباکتریایی( به چاهک‌‌ها اضافه 
شد. پلیت حاوی پس از مجاورت دادن با سلول سم، به مدت 23 
ساعت در شرایط فوق‌الذکر انکوبه شد. پس از آن به هر چاهک 5 
میکرولیتر محلول MTT )غلظت 5 میلی‌گرم در میلی‌لیتر( اضافه 

شد. 

از تشکیل کریستال آبی تیره )فورمازون( محتویات هر  پس 
چاهک خارج شد و پس از شست‌وشو با PBS، 100 میکرولیتر 
DMSO به آن اضافه شد. در این تست از محیط کشت به‌عنوان 
آزمایش و از محیط کشت حاوی سلول به‌عنوان کنترل استفاده 
شد. جذب نوری چاهک‌ها در طول موج 570 نانومتر با استفاده از 
دستگاه پلیت ریدر )Biotek, USA( اندازه‌گیری شد. این آزمایش 
3 بار تکرار و در هر بار برای هر غلظت 3 چاهک )3 بار تکرار( درنظر 
گرفته شد. درصد زنده ماندن سلول پس از تماس با غلظت‌های 

مختلف سم به کمک فرمول شماره 3 محاسبه شد ]14[.

18. Fetal Bovin Serum (FBS)‌
19. Overnight

)a/b(×100= درصد حیاتی سلول
a= جذب نوری نمونه منهای جذب نوری بلانک

b= جذب نوری کنترل منهای جذب نوری بلانک
 .3

رنگ‌سنجی  روش  با  فراکشن‌ها  سلولی  سمیت  بررسی 
قرمز خنثی20 

مراحل انجام تست رنگ‌سنجی قرمز خنثی ]16[ مشابه تست 
MTT Assay بود، اما پس از انکوبه کردن سلول مجاورت داده‌شده 
با محلول سمی به مدت 23 ساعت، به جای محلول MTT، یک 
میکرولیتر از محلول قرمز خنثی )غلظت 5 میلی‌‌گرم در میلی‌لیتر( 
به هر چاهک اضافه شد. سپس پلیت تا هنگام تشکیل کریستال 
قرمز )اتصال قرمز خنثی با سطح لیزوزوم سلول( تحت شرایط 
تاریکی و دمای 37 درجه سانتی‌گراد، 5 درصد دی‌اکسید‌کربن و 

رطوبت حدود 80 درصد انکوبه شد. 

پس از آن محلول موجود در هر چاهک تخلیه و پس از 2 بار 
شست‌وشوی هر چاهک با ‌PBS، 100 میکرولیتر بافر فیکس‌کننده 
اضافه  آن  به  میسلک 10 درصد(  دیرلک  )فرمالدهید 37 درصد، 
شد. پس از 1 دقیقه، این بافر تخلیه و 100 میکرولیتر از بافر 
حل‌کننده )اسید استیک 0/5 درصد( به آن اضافه شد. در ادامه، 
پلیت به مدت 20 دقیقه روی شیکر، در شرایط تاریکی و در دمای 
آزمایشگاه انکوبه و جذب نوری چاهک‌ها در طول موج 540 نانومتر 
با استفاده از دستگاه پلیت ریدر )Biotek, USA( اندازه‌گیری شد. 

این آزمایش 3 بار تکرار و در هر بار برای هر غلظت 3 چاهک )3 
بار تکرار( درنظر گرفته شد. درصد مهاری ناشی از غلظت‌های مختلف 

سم بر رشد سلول با استفاده از فرمول شماره 4 محاسبه شد.
]1-)a/b([×100= درصد مرگ‌و‌میر سلول

a= جذب نوری نمونه منهای جذب نوری بلانک
 b= جذب نوری کنترل منهای جذب نوری بلانک

 .4

بررسی القای آپوپتوزیس توسط فراکشن‌ها با استفاده از 
تست کامت قلیایی21 

DNA Frag�  کامت قلیایی یکی از بهترین تست‌های بررسی 
mentation در سلول است ]17[. برای انجام این آزمایش، ابتدا 
در هر چاهک پلیت 24 خانه‌ای استریل حاوی 300 میکرولیتر 
محیط کشت بدون سرم‌ تعداد 104×12 سلول کشت داده شد. 
پلیت به مدت یک شب ‌تحت شرایط 5 درصد دی‌اکسید کربن22، 

رطوبت 80 درصد و دمای 37 درجه سانتی‌گراد انکوبه شد.

20. Neutral Red Uptake Assay
21.Comet Assay (Single-cell Gel ElectroPhoresis)
22. Carbon dioxide (CO2)
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محیط  از  و  بلانک  به‌عنوان  کشت  محیط  از  تست  این  در 
آن  از  پس  شد.  استفاده  کنترل  به‌عنوان  سلول  حاوی  کشت 
محیط کشت اولیه هر چاهک تست، تخلیه و 300 میکرولیتر 
مختلف  غلظت‌های  و حاوی  )فاقد سرم(  محیط کشت جدید 
20 و 40 میکروگرم در میلی‌لیتر از فراکشن‌های )دارای خواص 
ضد‌باکتریایی( به آن اضافه شد. پلیت حاوی سلول به‌مدت 24 
ساعت در شرایط دمای 37 درجه سانتی‌گراد، رطوبت 80 درصد 

و 5 درصد دی‌اکسید‌کربن انکوبه شد. 

پس از پایان زمان ذکرشده، سلول‌های هر چاهک با استفاده 
از تریپسین جدا و در تیوپ 1/5 میلی‌لیتری جمع‌آوری شدند. 
میکروتیوپ‌های حاوی سلول به مدت 5 دقیقه در دمای 4 درجه 

سانتی‌گراد با دور 1500RPM سانتریفیوژ شدند و محلول رویی 
تخلیه شد. جهت شست‌وشوی سلول‌ها به هر‌یک از لوله‌ها 400 
میکرولیتر )‌PBS‌(pH=‌7/4 ‌اضافه و پس از سانتریفیوژ با شرایط 

ذکر‌شده مایع رویی تخلیه شد. 

سپس به لوله‌ها 200 میکرولیتر PBS اضافه شد و با کمک 
سمپلر و سرنگ انسولین، سلول‌ها از یکدیگر جدا شدند و به‌صورت 
منفرد درآمدند. اسلایدهای مورد نیاز برای تست با آگاروز با نقطه 
ذوب نرمال )NMA 1 درصد( پوشش داده شد. سوسپانسیون 
سلولی با آگارز با نقطه ذوب پایین )LMA 1 درصد( ‌به نسبت 1 به 
2 مخلوط و روی اسلایدها ریخته شد. جهت ایجاد یک لایه سلول 

روی هر اسلاید، یک لامل روی اسلاید قرار داده شد. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Retention time 

تصویر 1. الگوی SDS-PAGE )15 درصد( زهر مار شاخ‌دار ایرانی، ستون1. پروتئین استاندارد، ستون 2. زهر مار شاخ‌دار ایرانی

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Retention time 

تصویر 2. کروماتوگرام زهر خام مار شاخ‌دار ایرانی بر اساس نتایج حاصل از R-HPLC، فراکشن‌های زهر خام مار شاخ‌دار ایرانی با استفاده از R-HPLC تهیه با آشکارساز 
UV )جذب 220 نانومتر(، ستون C18 ‌و برنامه خطی گرادیان )بافر A: استونیتریل 20 درصد حاوی 1/ 0 درصد TFA و بافر B: استونیتریل 80 درصد حاوی 0‌/1 
درصد TFA( جداسازی شد. فراکشن‌های متناظر با هر پیک به صورت دستی در شیشه‌های عاری از آلودگی جمع‌آوری و Retention Time هر‌یک از پیک‌ها ثبت 

شد. فراکشن‌های جمع‌آوری‌شده به ترتیبِ زمان خروج از ستون به نام‌های F1 تا F11 نام‌گذاری شدند.
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جهت لیز شدن غشاهای سلول و هسته، تمام اسلایدها در 
  NaCl 2.5M ،‌EDTA 100mM ،‌Tris 10mM( لیز‌کننده  بافر 
NaOH 0.2M ،‌Triton X-100 ‌و یک درصد ‌pH=10( سرد و 
تازه به مدت 16-18 ساعت، درون یخچال قرار داده شدند. پس 
از خارج کردن بافر لیز‌کننده، اسلایدها 20 دقیقه و در 2 نوبت 
 )pH>13 و EDTA 1mM‌، NaOH 300mM( با بافر الکتروفورز
شست‌وشو و پس از آن به منظور باز شدن DNA به مدت 40 

دقیقه درون بافر الکتروفورز سرد و در یخچال انکوبه شدند. 

 اسلایدها از محلول خارج و درون تانک الکتروفورز حاوی بافر 
قرار داده شد و الکتروفورز در شرايط دمايی 4 درجه سانتی‌گراد 

به مدت 45 دقیقه تحت ولتاژ 25 و جریان 300 میلی‌آمپر انجام 
شد. برای خنثی‌سازی محیط بازی، نمونه‌ها به مدت 10 دقیقه 
داده  قرار   )pH=7/5،  Tris 400mM( خنثی‌کننده  بافر  درون 
شدند. جهت رنگ‌آمیزی سلول‌ها به هر اسلاید 100 میکرولیتر از 
محلول اتیدیوم بروماید با غلظت 20 میکروگرم در میلی‌لیتر اضافه 
و به مدت زمان 10 دقیقه در دمای اتاق قرار گرفتند. بعد از آن 
اسلایدها به مدت 10 دقیقه با آب 2 بار تقطیر شسته و توسط 
میکروسکوپ فلورسنت مطالعه شدند. برای هر نمونه حداقل از 
DNA 100 سلول تصویر، تهیه و نتایج تجزیه‌وتحلیل آماری شد.

  

تصویر 3. درصد حیاتی باکتری‌های اشرشیاکلی، باسیلوس سوبتیلیس و استافیلوکوکوس اورئوس پس از تماس با غلظت پروتئینی 20 میکروگرم بر میلی‌لیتر از 
فراکشن‌های مختلف زهر خام مار شاخ‌دار ایرانی بر اساس تست ‌MTT، اثر فراکشن‌ها نسبت به گروه کنترل منفی ارزیابی شده است. 

)ns: non-significant( ،)P<0/001(*** ،)P<0/01(** ،)P<0/05(* 

جدول1. زمان خروج هر یک از اجزاء از ستون

زمان شروع و 
خاتمه پیک

)دقیقه(

فراکشن‌ها

F1F2F3F4F5F6F7F8F9F10F11

13:5015:3619:2231:1438:2752:5145:0147:5051:5954:5667:06شروع

15:0119:2224:3538:2742:5145:0147:5051:5954:5659:1869:78پایان

جدول 2. میزان پروتئین فراکشن‌های جدا  شده از زهر مار شاخدار ایرانی  

غلظت پروتئین)میلیگرم در میلیلیتر(

F1F2F3F4F5F6F7F8F9F10F11

00/00751/5511/7710/776/291/9312/8511/354/50
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تحلیل آماری

نتایج هر تست به‌صورت میانگین و انحراف‌معیار گزارش و داده‌
 )GraphPad InStat( نرم‌افزار  از  استفاده  با  به‌دست‌آمده  های 
تجزیه‌وتحلیل آماری شد. غلظت‌های مختلف سم نسبت به گروه 
واریانس  تحلیل  آماری  آزمون  با  یکدیگر  به  نسبت  نیز  و  کنترل 
یک‌طرفه23 و آزمون توکی24 بررسی شد. ‌P<0/05 به‌عنوان معنادار 
بودن ‌نتایج درنظر گرفته شد. ترسيم نمودارها در فضاي نرم‌افزار 

مایکروسافت اکسل نسخه 2013 انجام گرفت.

یافته‌ها

نتایج بررسی الگوی الکتروفوروزی و کروماتوگرافی زهر خام

وزن مولکولی باندها با استفاده از نمودار پروتئین استاندارد تعیین 
شد. نتایج SDS-PAGE )ژل 15 درصد( وجود 10 باند پروتئینی با 
وزن مولکولی تقریبی 13/2، 19/6، 24/2، 27/91، 39/8، 54/8، 
65/35، 75/4، 98/32 و 99/25 کیلودالتون را نشان داد )تصویر 

شماره 1(. 

نتایج حاصل از جداسازی فراکشن‌های زهر خام توسط ‌HPLC، وجود 
11 پیک مجزا و عمده را نشان داد )تصویر شماره 2(. فراکشن‌ها‌ی 
 F11 تا F1 جمع‌آوری‌شده، به‌ترتیبِ زمان خروج از ستون به نام‌های
نام‌گذاری شدند. فراکشن‌ها متناظر با هر پیک در شیشه‌های تمیز 
و عاری از هر‌گونه آلودگی جمع‌آوری و پس از لیوفیلیز کردن در 

23. One-way Anova
24. Tukey's Method

دمای 80- نگهداری شد. زمان خروج25 محصول متناظر با هر پیک 
در جدول شماره 1 ارائه شده است. پروتئین‌سنجی نتایج نشان داد 
فراکشن‌های 1، 2 و 11 فاقد پروتئین هستند که از بررسی‌های 

بعدی حذف شدند )جدول شماره 2(. 

نتایج بررسی‌های ضد‌باکتریایی

نتایج بررسی میزان اثر ضد‌باکتریایی فراکشن‌ها با استفاده از 
MTT Assay

باکتری  بر   9 و   7  ،4  ،3 فراکشن‌های  داد  نشان  نتایج 
اشرشیاکلی اثر مهاری نداشتند، اما فراکشن‌های 5، 6، 8 و 10 
اثرات ضد‌باکتری از خود نشان دادند، به ترتیبی که  درصد حیاتی 
باکتری با این ترتیب 81/55، 81/2، 69/87 و 71/45 درصد بوده 
است. با تحلیل آماری انجام‌شده مشخص شد فراکشن‌های اخیر 
بر رشد باکتری در مقایسه با کنترل منفی )محیط کشت نرمال 
واجد باکتری( اثر مهاری معنادار ایجاد کردند، اما میزان مرگ‌ومیر 
ناشی از آن‌ها در مقایسه با تتراسایکلین به‌عنوان کنترل مثبت 

معنادار نبود )تصویر شماره 3(.

همچنین نتایج تست در مورد باکتری باسیلوس سوبتیلیس 
نشان داد درصد حیاتی آن در محیط کشت حاوی فراکشن‌های 3، 
4، 5، 6، 7، 8، 9 و 10 به‌ترتیب 78/41، 0/35، 99/91، 81/27، 
100، 98/94، 81/15 و 97/49 درصد بوده است. فراکشن‌های 
3، 4، 6 و 9 بر رشد این باکتری در مقایسه با کنترل منفی رشد 

25. Retention Time

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر 4. درصد اثر مهاری فراکشن‌های پروتئینی )غلظت20میکروگرم بر میلی‌لیتر( زهر خام مار شاخ‌دار ایرانی روی باکتری‌های اشرشیاکلی، باسیلوس سوبتیلیس 
و استافیلوکوکوس اورئوس با تست حداقل غلظت مهاری، اثر فراکشن‌ها نسبت به گروه کنترل منفی ارزیابی شده است. 

  )ns: non-significant) ،‌(P<0/001(***،)P<0/01(** ،)P<0/05(*
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تصویر 5. درصد حیاتی سلول‌های سرطانی کبد پس از تماس 24 ساعت ‌با غلظت پروتئینی 20 و40 میکروگرم بر میلی‌لیتر از فراکشن‌های زهر خام مار شاخ‌دار 
ایرانی بر اساس تست MTT، اثر ناشی از فراکشن‌ها نسبت به گروه کنترل ارزیابی شده است.  **)Error bar[ ،)P<0/001(*** ،)P<0/01 بیانگر میانگین انحراف معیار[

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

تصویر 7. میزان آپوپتوز ایجاد‌شده توسط فراکشن شماره 4 مار شاخ‌دار ایرانی در سلول‌های سرطانی کبد بر اساس نتایج آزمایش کامت قلیایی، اثر هریک از غلظت‌ها 
)P<0/001(*** .نسبت به کنترل ارزیابی شده است
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تصویر 6. درصد مرگ‌و‌میر سلول‌های سرطانی کبد پس از تماس 24 ساعت با غلظت‌های مختلف زهر خام مار شاخ‌دار ایرانی بر اساس روش رنگ قرمز خنثی
مرگ‌و‌میر ناشی از تأثیر هر‌یک از غلظت‌ها ‌نسبت به گروه کنترل مقایسه شده است.  ***)Error bar[ ،)P<0/001 بیانگر میانگین انحراف معیار[
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بازدارندگی معنادار ایجاد کرده که از میان آن‌ها فراکشن شماره 4 
‌اثر مهاری بیشتری از آنتی‌بیوتیک استاندارد )تتراسایکلین( داشته 

است )تصویر شماره 3(. 

محیط  در  اورئوس  استافیلوکوکوس  باکتری  حیاتی  درصد 
کشت حاوی فراکشن‌های 3، 4، 5، 6، 7، 8، 9 و 10، به‌ترتیب 
91/58، 69/23، 70/47، 81/38، 100، 96، 99/76 و 95/76 
بوده است. تحلیل آماری داده‌ها نشان داد فراکشن‌های 4، 5 و 6 
بر رشد باکتری در مقایسه با کنترل منفی رشد مهاری معنادار 
ایجاد کردند. بیشترین اثر مهاری فراکشن‌‌های جداشده از زهر 
خام به فراکشن شماره 4 با اثر مهاری حدود 30/77 درصد تعلق 
داشته که از اثر مهاری تتراسایکلین‌ به‌صورت معناداری کمتر بوده 

است )تصویر شماره 3(.

از  استفاده  با  فراکشن‌ها  اثر ضد‌باکتری  میزان  بررسی  نتایج 
روش حداقل غلظت مهاری

نتایج اثرات مهاری فراکشن‌های جداسازی‌شده با غلظت 20 
میکروگرم در میلی‌لیتر بر رشد باکتری‌ها نشان داد فراکشن‌های 
3 و 9 بر باکتری اشرشیاکلی بی‌تأثیر بودند، اما  فراکشن‌های 4، 
5، 6، 7، 8 و 10 به‌ترتیب 5/21، 3/48، 25/2، 17/71، 17/8 
با بررسی  اثر مهاری داشتند.  و 13/06 درصد بر رشد باکتری 
آماری انجام‌شده مشخص شد فراکشن شماره 6 نسبت به سایر 
فراکشن‌ها  اثر مهاری بیشتری داشت، اما این اثر در مقایسه با 

آنتی بیوتیک استاندارد معنادار نبود )تصویر شماره 4(.

یافته‌ها نشان داد فراکشن‌های شماره 3، 4، 5، 6، 7، 8، 9 و 
10 در باکتری باسیلوس سوبتیلیس به‌ترتیب 24/06، 98/46، 
28/77، 13/14، 17/88، 12/30، 13/76و2/61 اثر مهاری ایجاد 
کردند. بررسی آماری نشان داد تلفات ناشی از اثر فراکشن‌های 

با کنترل منفی  باکتری در مقایسه  بر  3، 4، 5، 6، 7، 8 و 9 
معنادار بود. در مقایسه با سایر فراکشن‌ها،‌ اثر مهاری فراکشن 4 بر 
رشد این باکتری در مقایسه با کنترل مثبت )تتراسایکلین( بسیار 

بیشتر، اما این اثر معنادار نبود )تصویر شماره 4(. 

همچنین با بررسی انجام‌شده مشخص شد فراکشن‌های شماره 
3، 4، 5، 6، 7، 8، 9 و 10 بر رشد باکتری استافیلوکوکوس اورئوس 
به‌ترتیب 25/46، 13/85، 25/88، 9/85، 15/88،  و  بود  مؤثر 
2/28، 4/74 و 3/03 درصد اثر مهاری بر آن القا کردند. اثر مهاری 
فراکشن‌های شماره 3، 4، 5، 6 و 7 بر این باکتری در مقایسه با 
کنترل منفی معنادار، اما نسبت به آنتی‌بیوتیک استاندارد معنادار 

نبود )تصویر شماره 4(.

نتایج بررسی خواص ضد‌سرطانی فراکشن‌ها

ضد‌باکتریایی  اثرات  بررسی  از  حاصل  نتایج  جمع‌بندی 
ایرانی و تحلیل  از زهر خام مار شاخ‌دار  فراکشن‌های جدا‌شده 
آماری داده‌ها نشان دادند فراکشن‌های 4 و 8 در مقایسه با سایر 
فراکشن‌ها اثرات مهاری بیشتری بر باکتری‌های مورد تست القا 
کردند؛ بنابراین در این مطالعه به اثر ضد‌سرطانی و میزان سمیت 

سلولی آن‌ها توجه شد.

 MTT Assay نتایج تست بررسی میزان سمیت سلولی با روش

جداشده   8 و   4 فراکشن‌های  سلولی  سمیت  اثرات  بررسی 
از زهر خام بر رشد سلول‌های سرطانی کبد در 2 غلظت 20 
و 40 میکروگرم در میلی‌لیتر نشان داد درصد حیاتی سلول‌ها 
تحت تأثیر فراکشن 4 در 2 غلظت ذکرشده در مقایسه با کنترل 
به‌ترتیب 51/55 و 50/62 درصد بوده است. این در حالی است 
که درصد حیاتی سلول پس از تماس با فراکشن 8 در غلظت‌های 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر 8. میزان آپوپتوز ایجاد‌شده توسط فراکشن شماره 8 مار شاخ‌دار ایرانی در سلول‌های سرطانی کبد بر اساس نتایج آزمایش کامت قلیایی، اثر هریک از غلظت‌ها  
)P<0/001( *** .نسبت به کنترل ارزیابی شده است
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فوق ‌افزایش یافته و به‌ترتیب به 82/29 و 74/81 رسیده است. 
تحلیل آماری داده‌ها نشان داد اثرات فراکشن‌های شماره 4 و 8 
در مهار رشد سلول در 2 غلظت 20 و 40 میکروگرم در میلی‌لیتر 
در مقایسه با کنترل معنادار بود، اما اثر مهاری 2 غلظت هر‌یک از 

فراکشن‌ها نسبت به یکدیگر معنادار نبود )تصویر شماره 5(.

نتایج بررسی سمیت سلولی فراکشن‌ها با روش رنگ‌سنجی 
قرمز خنثی

 نتایج حاصل از مطالعه اثر سمیت سلولی فراکشن‌های 4 و 8 
با استفاده از تست رنگ قرمز خنثی نشان داد مرگ‌و‌میر حاصل از 
فراکشن شماره 4 در 2 غلظت 20 و 40 میکروگرم در میلی‌لیتر 
در سلول به‌ترتیب 35/19 و 50/93 درصد و در مورد فراکشن 
به  نسبت  که  بود  درصد  و 74/81  به‌ترتیب 82/29  شماره 8 

کنترل معنادار بود )تصویر شماره 6(. 

نتایج بررسی القای آپوپتوزیس توسط  فراکشن‌ها با استفاده از 
تست کامت قلیایی

نتایج بررسی آزمایش کامت قلیایی نشان داد فراکشن شماره 
4 در 2 غلظت 20 و 40 میکروگرم در میلی‌لیتر به‌ترتیب 39/31 
و 38/97 درصد و فراکشن شماره 8 ‌در 2 غلظت فوق به‌ترتیب 

24/73 و 25/34 درصد آپوپتوز در سلول سرطانی کبد ایجاد شد 
که در مقایسه با کنترل معنا‌دار بود )تصاویر شماره 7، 8، 9(.

بحث

زهر مارهای سمی، مجموعه‌ای از مولکول‌هایی با فعالیت‌‌های 
پزشکی  تحقیقات  در  می‌تواند  که  است  بیولوژیکی  مختلف 
و زیست‌شناسی بسیار مورد توجه قرار گیرد ]18[. جداسازی 
پروتئین‌های زهر با استفاده از روش‌های الکتروفورز برای اولین 
بار بیش از 40 سال پیش توسط محققان انجام شده است ]19[. 

از آنجا که پروتئین‌ها و پپتیدهای موجود در سم مار، دامنه 
وسیعی از اندازه مولکولی و همچنین خصوصیات بیوشیمیایی 
دارد، تجزیه‌وحلیل پروتئوم می‌تواند در شناسایی و جداسازی این 
ترکیبات بسیار حائز اهمیت باشد ]20[. در مطالعه حاضر، به 
منظور بررسی مشخصات الگوی پروتئینی زهر از یک استراتژی 
ترکیبی از روش‌های الکتروفورزیس و کروماتوگرافی استفاده شده 
است. بررسی الگوی کروماتوگرافی سم مار شاخ‌دار ایرانی در سال 
2004 توسط مهریار امینی‌نسب با استفاده از ژل فیلتراسیون 
 Sephadex G-50 مطالعه و تعداد 6 فراکشن از سم خام جدا 

شد ]21[. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

مجاورت داده شده با فراکشنهای زهر خام مار شاخدار سرطانی کبد ×( سلولهای 40) DNAتغییرات مورفولوژیکی ( 9شکل
 اساس آزمایش کامت قلیایی ایرانی در مقایسه با سلولهای کنترل بر 

 ]×( 40سلول آپوپتوز شده)  DNA: تصویر6-4×( ، 40سلولهای سالم)  DNA: تصویر 3-1[
 
 
 

 

تصویر 9. تغییرات مورفولوژیکی DNA )40×( سلول‌های سرطانی کبد مجاورت داده‌شده با فراکشن‌های زهر خام مار شاخ‌دار ایرانی در مقایسه با سلول‌های کنترل 
بر اساس آزمایش کامت قلیایی، ]1-3: تصویر DNA سلول‌های سالم )40×(‌، 4-6: تصویر DNA سلول آپوپتوز‌شده )40×([
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از  سم  کروماتوگرافی  الگوی  بررسی  برای  مطالعه  این  در 
روش RP-HPLC استفاده شد که در‌نهایت، 11 فراکشن از آن 
جداسازی و جمع‌آوری شد. نتایج پروتئین‌سنجی نشان داد تنها 
8 فراکشن از فراکشن‌های جداسازی‌شده پروتئین دارند. به‌علاوه، 
یافته‌های ما در این تحقیق وجود 10 بند پروتئینی را در الگوی 
الکتروفورزی )SDS-PAGE( نشان داد. اختلاف موجود در نتایج 
الگوی الکتروفورزی با الگوی کروماتوگرافی احتمالاً به این علت 
است که برخی از پروتئین‌ها در محدوده وزنی نزدیکی به هم 
قرار داشتند و هنگام جداسازی تحت یک فراکشن جمع‌آوری 

می‌شوند. 

و  الکتروفورز  الگوی  شد  داده  نشان  قبلی  مطالعات  در 
کروماتوگرافی مارهای مختلف، متفاوت است ]22-26[. از طرفی، 
زهر،  مختلف  اجزای  با جداسازی  مطالعات  این  از  بسیاری  در 
پروتئین‌ها و پپتیدهایی جداسازی‌شده است که خواص درمانی 
بالایی دارند که می‌تواند پیامدهای گسترده‌ای برای پزشکی داشته 
باشد ]27-30[. رشد نگران‌کننده بیماری‌های عفونی ناشی از 
مقاومت‌های باکتریایی باعث تحقیق و بررسی بیشتر دانشمندان 
در منابع طبیعی و از‌جمله زهر جانوران سمی مختلف مانند مارها 

برای کشف آنتی‌بیوتیک‌های مؤثرتر و جدیدتر شده است.

نتیجه‌گیری

براساس نتایج به‌دست‌آمده از تحقیق حاضر مشخص شد سم 
خام مار شاخ‌دار ایرانی خواص ضدباکتریایی دارد. همچنین سم 
خام این مار علیه باکتری‌های گرم مثبت )باسیلوس سوبتیلیس و 
استافیلوکوکوس اورئوس( دارای اثرات مهاری بالا و علیه باکتری 
بالاترین غلظت مورد استفاده  گرم منفی اشرشیاکلی فقط در 
)400 میکروگرم بر میلی‌لیتر( اثرات مهاری دارد؛ بنابراین در این 
قسمت از تحقیق سعی شد اجزای سم خام، جداسازی و میزان 
فعالیت هر فراکشن علیه باکتری‌های ذکر‌شده بررسی شود. به این 
منظور از روش‌های MTT Redaction و MIC Assay استفاده 

شد.

مطابق با نتایج، فراکشن شماره 4 بیشترین اثرات مهاری را 
بر رشد باکتری‌های گرم مثبت دارد. اثر مهاری این فراکشن بر 
باکتری باسیلوس سوبتیلیس اثر 99 درصد و در مورد باکتری 
استافیلوکوکوس اورئوس 31 درصد بوده است. فراکشن شماره 
باکتری  رشد  بر  را  مهاری  اثر  بیشترین  مهار  درصد  با 30   8

اشرشیاکلی داشت. 

این نتایج در مقایسه با داده‌های به‌دست‌آمده از مطالعه اثرات 
ضدباکتریایی سم خام مار ذکر‌شده بر این باکتری‌ها کاملًا مطابقت 
دارد. در صورت انتخاب این فراکشن‌ها به‌عنوان آنتی‌بیوتیک جهت 
استفاده در ‌حیوان یا انسان می‌بایست سمیت سلولی آن‌ها بر 
سلول بررسی می‌شد؛ بنابراین اثرات سمیت سلولی فراکشن‌‌های 
روش‌های  از  استفاده  با  ضدباکتریایی(  خواص  )دارای  انتخابی 

 Single Cell و MTT Assay ،Neutral Red Uptake Assay 
 Gel Electrophoresis (Comet Assay) بر سلول سرطانی 

کبد )رده سلولی HepG2( بررسی شد.

نتایج این بخش از مطالعه نشان داد فراکشن شماره 8 کمترین 
سمیت را در سلول القا کرده است. این ویژگی، این فراکشن را 
یک کاندید مناسب جهت جداسازی مولکول‌های مؤثر با خواص 
ضدباکتریایی که کمترین اثرات جانبی روی سلول‌های انسانی را 
دارد، معرفی می‌کند. فراکشن شماره 4 نیز بیشترین تأثیر را بر 
سلول‌های سرطانی القا کرد که با‌توجه‌به نتایج آزمایش کامت 
قلیایی این اثرات، بیشتر از طریق القای آپاپتوز انجام می‌شود؛ 
بنابراین باتوجه‌به این نتیجه، این فراکشن کاندیدای مناسبی برای 
استفاده در جهت کشف داروهای ضدسرطان خواهد بود. مطالعات 
قبلی در مورد سم خام‌ مارها نیز نشان داده بود سم آن‌ها خواص 

ضدسرطانی دارد ]31[. 

در یک نتیجه‌گیری کلی می‌توان گفت براساس نتایج تحقیق 
حاضر، فراکشن شماره 8، قابلیت توسعه مطالعه جهت ارزیابی‌های 
بیشتر به‌عنوان آنتی‌بیوتیک و فراکشن شماره 4 به‌عنوان یک ماده 

با اثرات ضد‌سرطانی را دارد.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

باتوجه‌به اینکه در این مطالعه از موجود زنده مانند حیوان، مدل 
و غیره استفاده نشده است؛ لذا برای دریافت کد اخلاق اقدام نشد.

حامي مالي

دولتی،  سازمانی‌های  از  مالی  کمک  هیچ‌گونه  پژوهش  این 
خصوصی و غیرانتفاعی دریافت نکرده است.
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تشکر و قدردانی

از همکاری صمیمانه اعضای گروه علوم زیستی دانشگاه جامع 
امام حسین )ع( که در انجام مراحل تحقیق ما را یاری کردند، 

تشکر و قدردانی می‌شود.
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