
  1385تان ، زمس4 دهم، شماره دورهفصلنامه علمي ـ پژوهشي فيض                                                                       

 )24(

   اپيوسو هيالورونيداز در زهر عقرب مزوبوتوس اپيوس A2ت آنزيم فسفوليپاز يفعال
  

  3، حسين حنيفي2زگاريوزهره آم، *1ي اليادرانييمنيژه كدخدا
  

  خلاصه
است و ها در ناحيه خوزستان  ترين عقرب اين عقرب يكي از فراوان. باشد  عقرب مزوبوتوس اپيوس متعلق به خانواده بوتيده مي:سابقه و هدف

ها را تحت  هاي يوني سلول هايي تشكيل شده كه كانال ها از نوروتوكسين زهر عقرب. ها در اين ناحيه است زدگي  عقرب%45ول حدود ومس
هر ها در ز ي و اينكه كار زيادي در ارتباط با فعاليت آنزيميها در اين ناحيه جغرافيا با توجه به اهميت مطالعه روي عقرب. دنده تاثير قرار مي

هاي زهر عقرب مزوبوتوس اپيوس را توسط كروماتوگرافي ژل  عقرب مزوبوتوس اپيوس اپيوس انجام نشده بود بر آن شديم تا فراكسيون
  . مييهاي جدا شده بررسي نما و هيالورونيداز را در فراكسيون A2 هاي فسفوليپاز نموده و فعاليت آنزيم فيلتراسيون جدا
ي كه يمحلول رو. گرديد  دقيقه سانتريفوژ12به مدت  xg18000ليتر آب حل گرديد و در   ميلي10ام در  يك گرم زهر خ:ها مواد و روش

 با PH 4.7مولار   ميلي20 در تعادل با بافر استات آمونيوم G50ن بود در ستون كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون حاوي سفادكس ئيحاوي پروت
طور مداوم در طول ه جذب نوري ب. آوري شد ليتر جمع  ميلي3هاي  محلول خروجي در حجم. كار برده شده ليتر در ساعت ب ي ميل30سرعت 

هاي جدا شده   و هيالورونيداز در تمام فراكسيونA2 ين، فعاليت آنزيم فسفوليپازئسپس مقدار پروت. گيري گرديد  نانومتر اندازه280موج 
  . گيري شد اندازه
 مشاهده IIي در فراكسيون ي و به مقدار جزIفعاليت آنزيم در زهر خام، فراكسيون . ين بودئم پروتگر  ميلي816گرم زهر خام حاوي يك : نتايج

. باشد  مي37/30 و 1090، 32/590فعاليت مخصوص آنزيم به ترتيب . باشند  فعاليت هموليزي مي%43/2 و 3/76، 12/53شد و به ترتيب داراي 
 و در TRU/mg 740 آنزيم هيالورونيداز در زهر خامصفعاليت مخصو.  اول مشاهده شدسيونكفعاليت هيالورونيداز در زهر خام و تنها در فرا

  .  تعيين شد18/6دست آمد و درجه خلوص آنزيم ه  بTRU/mg 5/4574 حاصل از كروماتوگرافي Iفراكسيون 
باشد كه با استفاده از كروماتوگرافي  ي ميدو فعاليت فسفوليپازي و هيالورونيداز  زهر عقرب مزوبوتوس اپيوس اپيوس داراي هر:گيري نتيجه

  . شود ژل فيلتراسيون در فراكسيون اول جدا مي
   دازيونر هيالو،A2 فسفوليپاز مزوبوتوس اپيوس، ، زهر خام، كروماتوگرافي:واژگان كليدي

  
  .دانشگاه علوم پزشكي اهوازدانشكده پزشكي گروه بيوشمي ار يستادا -1
      .ه پزشكي دانشگاه علوم پزشكي اهوازدانشكدگروه بيوشيمي مربي  -2
      . دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي اهوازيوشيميكارشناس ارشد گروه ب -3
   اليادراني منيژه كدخدايي:نويسنده مسوول *

  .هامي و مركز تحقيقات هموگلوبينوپاتييوشيروه ب گ،زور اهواپكده پزشكي دانشگاه علوم پژشكي جندي شاشدان :آدرس
  Kadkhodaeim@yahoo.com :لكترونيكپست ا
 19/4/85:         تاريخ دريافت               0916 113 3638: تلفن

  5/10/85: تاريخ پذيرش نهايي  0611 3361544: دورنويس
   

  مقدمه
 هاي عقرب مزوبوتوس اپيوس اپيوس متعلق به عقرب

هاي بومي موجود  ترين عقرب باشد و از فراوان خانواده بوتيده مي
 .]1[ باشد  ميها زدگي عقرب% 45ول ودر خوزستان است كه مس

خنثي  آن PH و ژنيك زهر عقرب يك تركيب محلول در آب،  آنتي
ليايي ق موكوس،    زهر عقرب. استتا  از  كلي  به طور  ها 

يگر و تيدها، اسيدهاي آمينه و تركيبات آلي دئويدها، نوكلتاليگوپپ
هايي با  مولكول و ازدليپاز، هيالورونيوهايي همچون فسف نيز از آنزيم

هاي  يستامين، مهاركنندههنين، ووزن مولكولي نسبتا پايين مثل سروت
بر . ]3، 2[هاي هيستامين تشكيل شده است  كنندهدپروتئاز، آزا

 ها به طور كلي زهر بسياري از خلاف زهر مارها و عنكبوت
هاي  د آنزيم هستند و يا داراي مقادير كم فعاليتها يا فاق عقرب
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 Heterometrusباشند به عنوان مثال در زهر عقرب آنزيمي مي

scaber از،دنوكلئوتي - 5هاي اسيدفسفاتاز، ريبونوكلئاز،  آنزيم 
  .ندا ، يافت شدهA ليپازوكولين استراز و فسف از، استيلدهيالوروني

 مهاركننده پروتئاز، هاي ني پروتئهيدروكسي تريپتامين، - 5
هاي  عقرب هيدروژناز نيز در زهرديات كسنتانسيناز وسونژيوآ

Centruroides exilicuada ,Mesobuthus tamulus و 
Heterometrus fulvipesهاي  آنزيم.]5، 4[اند   شده يافت 

يك خانواده بزرگي از ) A2) PLA2 EC 3.1.1.4فسفوليپاز 
استري  تند كه همگي پيوندهاي درون سلولي و ترشحي هس آنزيم

. ]6[كنند   هيدروليز ميSn-2 را در موقعيت هاگليسروفسفوليپيد
 روي هيالورونيك اسيد رهايي هستند كه ب هيالورونيدازها آنزيم

كاريدي با وزن مولكولي ساپلي هيالورونيك اسيد. كنند عمل مي
گلوكورونيك -βساكاريدي متناوب  بالا است كه از واحدهاي دي

 كه به طور استيل گلوكز آمين تشكيل شده است -Nو اسيد 
 به هم β )1-4( و β )1-3(متناوب توسط پيوندهاي گليكوزيدي 

 هاي بيوشيميايي و  براي اينكه مكانيسم.]7 [شوند متصل مي
ها مشخص  هاي موجود در زهر عقرب پاتوفيزيولوژيكي تاثير آنزيم

طور ه ت هر يك بها شناسايي گردند و اثرا شوند بايد اين آنزيم
با توجه به اينكه   در اين تحقيق.جداگانه مورد مطالعه قرار گيرد

 اي مطالعه اپيوس زهر عقرب مزوبوتوس اپيوسهاي  روي آنزيم
هاي آنزيمي هيالورونيداز   فعاليتصورت نگرفته بود بر آن شديم تا

از آن هاي جدا شده  فراكسيون در زهر خام ورا  A2 و فسفوليپاز
  . يميوماتوگرافي ژل فيلتراسيون بررسي نماتوسط كر

  
  ها مواد و روش

 است و هر آزمايش سه توصيفيتحقيق حاضر يك مطالعه 
 آزمايشبار بار تكرار شده و نتايج نشان داده شده ميانگين سه 

زهر خام ليوفيليزه عقرب مزوبوتوس اپيوس اپيوس از . باشند مي
 روش تحريكموسسه رازي اهواز خريداري شد اين زهر به 

 ،Pharmacia از شركت G50 سفادكس. الكتريكي تهيه شده بود
 ، فولين سيوكالتو، استات آمونيوم و لستين،هيالورونيك اسيد

 ،، فسفات مونوسديكSigmaآلبومين سرم گاوي از شركت 
  . خريداري گرديدMerckفسفات دي سديك از شركت 

تمام مراحل جداسازي    :هاي زهر  جداسازي فراكسيون 
  انجـام گرديـد    Angelina طبـق روش      و گراد درجه سانتي + 4ر  د
ليتر آب مقطـر حـل        ميلي 10يك گرم از زهر خام ليوفيليزه در         .]8[

 gx18000  دقيقه و در دور12گرديد سپس محلول حاصل به مدت 
 گـراد سـانتريفوژ شـد و قـسمت محلـول            درجه سانتي  4در دماي   

قـسمت رويـي    . از قسمت نامحلول جـدا گرديـد      ) ييمحلول رو (

ها بـه     باشد و موكوپروتئين    هاي محلول مي   ينيحاوي پپتيدها و پروت   
 816محلـول رويـي كـه حـاوي     . شـوند  صورت رسوب جدا مـي  

  بـه ابعـاد    G-50از سـفادكس     يين بود وارد سـتون    ئگرم پروت  ميلي
 مولار  ميلي20 با بافراستات آمونيوم  ر تعادل  د )متر  سانتي 7/2×100(
)7/4=PH (بـا  ستون  بعد از اينكه نمونه جذب ستون شد         و   گرديد

 شستـشو داده   با همـين بـافر  ليتر در ساعت  ميلي 30 سرعت جريان 
ليتر در هر لوله بـه    ميلي 3هاي    سپس محلول خروجي در حجم     شد،
ها   جذب نمونه  .آوري شد   جمع 1كننده اتوماتيك   دستگاه جمع  هلوسي

 اسـپكتروفتومتر  نانومتر توسط دستگاه     280بلافاصله در طول موج     
)UV/VIS (              قرائت شد و منحني جـذب بـر حـسب حجـم بـافر

هـاي مختلـف در ظـروف        سپس فراكـسيون   .خروجي رسم گرديد  
 بـا اسـتفاده از    هـا    هر يك از فراكسيون   . آوري شدند  جداگانه جمع 

 ساعت در مقابـل  24به مدت  Cut off<1200هاي دياليز با  كيسه
ين يمقـدار پـروت    .نـد يدد تغلـيظ گر    بعـد  آب مقطر دياليز شـدند و     

ــه ــر اســاس روش  نمون ــدازهLowryهــا ب ــد  ان . ]9[ گيــري گردي
بر اساس  )هموليتيك غير مستقيم (A2از فعاليت فسفوليپگيري  اندازه
درصد هموليز بر طبق      و ]10 [ انجام شد  Shiau و Ouyangروش  
اساس اين روش به ايـن      . ]11[دست آمد   ه   ب Gulو   Smithروش  

 در حضور يك منبع خارجي لستين       A2ليپاز  صورت است كه فسفو   
شود كه اين هموليز را هموليز غير  هاي قرمز مي باعث هموليز گلبول

 ـدرصـد همـوليز بـه مقـدار ليزول        . مستقيم گوينـد   ستين و مقـدار    ي
هـا    به تعداد نمونـه   .  بستگي دارد  A2ن به مقدار فسفوليپاز     يستيليزول

 نيز بـه عنـوان شـاهد        يك لوله  لوله سانتريفوژ در نظر گرفته شد و      
% 10ليتــر سوسپانــسيون   ميلــي5/0در هــر كــدام . تعيــين گرديــد

ــا  2/0هــاي قرمــز در بــافر فــسفات  گلبــول  و PH=2/7مــولار ب
سـپس   . ريخته شدPH=2/7 مولار با 2/0ليتر بافر فسفات    ميلي 5/2

هاي ديگر بـه      به لوله  ليتر سرم فيزيولوژي و      ميلي 1/0به لوله شاهد    
ين افزوده  ئليتر از هر نمونه حاوي مقدار معيني پروت         يلي م 1/0ترتيب  

تين ي مـولار لـس  01/0ليتر سوسپانسيون  ميلي 2/0ها    به همه لوله  . شد
 درجـه   37هـا در حمـام آب گـرم            لولـه  ادر سالين افزوده و فـور     

 بعـد از گذشـت ايـن        .دقيقه انكوبه شـدند    40اد به مدت    گرسانتي
هـا    سپس لولـه  . نش متوقف شد   واك ،ها در يخ    مدت با گذاشتن لوله   

 دقيقه سـانتريفوژ  15به مدت  xg3000گراد در  درجه سانتي+ 4در 
 ـ     550هاي رويي در     جذب محلول . شدند ه  نانومتر در مقابل شاهد ب

گيـري درصـد      بـراي انـدازه   . وسيله اسپكتروفتومتر قرائت گرديـد    
 ين ترتيـب   ا ه ب .شود  هموليز، ابتدا هموليز كل گلبول قرمز تعيين مي       

 )كـل همـوليز    (Totalكه در يك لوله سانتريفوژ به عنـوان لولـه           
هـاي قرمـز در بـافر        گلبول% 10ليتر سوسپانسيون      ميلي 5/0 حاوي

                                              
1- fraction collector 
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. ليتر آب مقطر كاملا ليـز شـد          ميلي 5/2 مولار همراه با     2/0فسفات  
ليتــر   ميلـي 2/0ليتــر سـرم فيزيولـوژي و     ميلـي 1/0 سـپس بـه آن  

 بـه   g3000ر در سالين افزوده و در        مولا 01/0 سوسپانسيون ليستين 
جـذب محلـول    ) رسوبي ديده نشد  (  دقيقه سانتريفوژ شد   15مدت  

 آب  ليتـر    ميلـي  5/2 نانومتر در مقابل شاهد حاوي       550ليز شده در    
ليتـر سـرم      ميلـي  1/0 مـولار،    2/0 ليتر بافر فسفات    ميلي 5/0مقطر،  

 .ديـد  سوسپانـسيون ليـستين قرائـت گر       ليتر  ميلي 2/0فيزيولوژي و   
 g3000براي يكسان شدن شرايط آزمـايش لولـه شـاهد هـم در              (

 به عنوان همـوليز كـل محـسوب         total  لوله OD). سانتريفوژ شد 
كه  يياز آنجا . گرديد و درصد هموليز از فرمول زير محاسبه گرديد        

كه مقايـسه   ندرصد هموليز بستگي به غلظت هر نمونه دارد براي اي         
هاي مختلف شود درصد هموليز بـر        درستي از اين فعاليت در لوله     

  . دوش ميگرم پروتئين در هر لوله تقسيم  ميلي

100ODTotal =درصد هموليز 
ODTest گيري فعاليـت     اندازه ×

  و همكارانش انجام شـد     Tolksdorfبر اساس روش     هيالورونيداز
در اين روش از توانايي هيالورونيك اسيد در ايجاد كدورت          . ]12[

گيـري مقـدار هيالورونيـك         آلبومين، جهت اندازه   با محلول اسيدي  
ميـزان كـدورت بـا مقـدار فعاليـت آنـزيم            . شود  اسيد استفاده مي  

فعاليت آنزيم هيالورونيـداز بـا واحـد        . هيالورونيداز متناسب است  
)Turbidity Reducing Unit (TRUشـود و عبـارت     بيان مي

ت تحـت شـرايط     وراست از مقدار آنزيمي كه باعث كـاهش كـد         
از زهـر خـام و       المللـي شـود    مشابه با يك واحد اسـتاندارد بـين       

گرم در يـك     هاي مورد آزمايش محلول استوك يك ميلي       فراكسيون
 مولار تهيه گرديد و قبل از انجـام         1/0ليتر بافر فسفات سديم       ميلي

بـراي تركيبـات خـام پيـشنهاد        ( آزمايش در همان بافر رقيق شـد      
ليتـر تهيـه      گـرم در ميلـي      يلي م 01/0-05/0هاي   شود كه غلظت    مي

. براي رسم منحني استاندارد يك سري لولـه آمـاده گرديـد       ). گردد
 ، دقيقه قرار داده شـدند     5ها در حمام آب جوش به مدت          تمام لوله 

ليتر معرف آلبومين بـه       يليم 9. سپس تا حد دماي اتاق خنك شدند      
  دقيقه بـه حـال خـود       10ها اضافه كرده و به مدت         هر يك از لوله   

هـا در طـول      گذاشته شدند پس از اين مدت جذب هر يك از لوله          
مقدار  نانومتر قرائت گرديد و منحني استاندارد بر حسب          540موج  

گرم هيالورونيك اسيد رسم   نانومتر در برابر ميلي    540در  نور  جذب  
 5/0هاي مـورد آزمـايش         به تعداد نمونه    در يك سري لوله   . گرديد

ليتـر هيالورونيـك اسـيد        گرم در ميلي     ميلي 4/0ليتر از محلول      ميلي
گراد بـه مـدت      درجه سانتي  37ها در دماي      اين لوله . اضافه گرديد 

ليتر بـافر      ميلي 1يك لوله شاهد نيز حاوي      .  دقيقه انكوبه شدند   4ـ5
 15/0حـاوي كلريـد سـديم       ) =3/5PH ( مولار 1/0فسفات سديم   

هاي رقيق شده به      هليتر از نمون     ميلي 5/0سپس  . مولار انكوبه گرديد  
هاي مشخص شده به عنـوان نمونـه اضـافه شـد و بـه مـدت               لوله
ليتـر    ميلي 9بعد از اين مدت     . دقيقه در دماي اتاق انكوبه شدند      10

معرف آلبومين به هر لوله اضافه شده و در دمـاي اتـاق بـه مـدت        
هـا در     پس از آن جذب هر يك از لولـه        . دقيقه انكوبه گرديدند   10

سـپس از   .  نانومتر قرائت گرديد   540شاهد در طول موج     برابر لوله   
روي منحني استاندارد مقدار هيالورونيك اسيد باقي مانـده بعـد از            

آيد و مقدار هيالورونيك اسيد  دست ميه تجزيه شدن توسط آنزيم ب    
  . دست آمده تجزيه شده طبق رابطه زير ب

ــده   ميلـــي ــيد تجزيـــه شـ  -mg2/0= گـــرم هيالورنيـــك اسـ
سـپس فعاليـت مخـصوص      ،  هيالورونيك اسيد باقيمانـده    گرم  ميلي

)specific activity(آنزيم توسط رابطه زير محاسبه شد  .  
  

TRU 3× شدهگرم هيالورنيك اسيد تجزيه  ميلي 
 =فعاليت مخصوص

mg  
=

  گرم پروتئين در واكنش ميلي
  

  نتايج
 نتيجه حاصل از ژل فيلتراسيون زهر خام بر روي 

 نشان داده شده 1  شمارهدر نمودار G-50سفادكس  ستون
 از زهر خام ،توسط كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون .است

  فراكسيون مجزا شد كه به6 اپيوس مزوبوتوس اپيوس
سنجش  .گذاري شدند  نامI ،II ،III ،IV ،V ،VIترتيب 
هاي حاصل از  نسيون در زهر خام و تمام فراكپروتئي
 . داده شده است نشان1 شماره توگرافي در جدولكروما

يپاز  فسفول به فعاليت آنزيم    در جدولA2نتايج مربوط 
دهنده  درصد هموليز نشان.  نشان داده شده است2شماره 

اين فعاليت در زهر . باشد  ميA2فعاليت آنزيم فسفوليپاز 
 II و به ميزان خيلي كمتر در فراكسيون Iخام، در فراكسيون 

 A2عاليت فسفوليپاز  فاقد فها ر فراكسيونساي. شتوجود دا
  . بودند
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در تعادل با )  سانتيمتر7/2×100( به ابعاد G-50گرم پروتئين زهر خام بر روي ستون سفادكس   ميلي816 نتيجه حاصل از ژل فيلتراسيون -1مودار ن
  ليتر در ساعت  ميلي30 و سرعت جريان )PH=7/4(مولار   ميلي20بافر استات آمونيوم 

  
  هاي حاصل از كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون زهر خامننجش پروتئين و بازده فراكسيو نتايج س -1جدول 

 (%)بازده   )mg (توتال پروتئين فراكسيون

  100  816  محلول زهر خام
*PI 132  18/16  
PII 3/23  85/2  
PIII 4/314  53/38  
P IV  7/242  74/29  
P IV  6/50  2/6  
P VI  52  37/6  

  87/99   بازده كل
  P   =فراكسيون *                                      

  
  )هاي آننزهر خام و فراكسيو( مختلفهاي   درصد هموليز در نمونه-2جدول 

  گيري فاكتور اندازه
مقدار پروتئين   نمونه

)mg(  
 فعاليت مخصوص   * درصد هموليز

  33/590  13/53  09/0  زهر خام
**PI  07/0  30/76  1090  
PII  08/0  43/2  37/30  
PIII  05/0  0  0  
PIV  05/0  0  0  
PV  07/0  0  0  
PVI  07/0  0  0  

                                       T= Toxic 
  .باشد مي) هموليتيك غير مستقيم (A2دهنده فعاليت فسفوليپاز ندرصد هموليز نشا *                                    
  P  =فراكسيون**                                

  
حسب   منحني تغييرات جذب نوري بر2شماره نمودار 

منحني (هيالورونيك اسيد جاد شده در مقادير مختلف ت ايوركد
ميزان هيالورونيك اسيد باقي مانده در . دهد را نشان مي) استاندارد

فعاليت مخصوص شد و هاي آزمايش از روي منحني محاسبه  لوله
 نتايج .دست آمده هاي مورد آزمايش ب ونهمآنزيم هيالورونيداز در ن

 3 شماره گيري فعاليت آنزيم هيالورونيداز در جدول كلي اندازه
 قعاليت مخصوص اين آنزيم در زهر خام. نشان داده شده است

TRU/mg 740و در فراكسيون  I، TRU/mg 5/4574باشد و   مي
   . گرديدها فعاليت آنزيمي هيالورونيداز مشاهده ن در بقيه فراكسيون
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 تغييرات جذب نوري برحسب كدورت ايجاد شده در -2نمودار 
  )نمودار استاندارد(مقادير مختلف سوبستراي هيالورونيك اسيد 

  
  نتايج مربوط به فعاليت آنزيم هيالورونيداز -3 جدول

  گيري فاكتور اندازه

مقدار كل   نمونه
  پروتئين

)mg(  

توتال 
اليت فع

  آنزيم
)TRU( 

فعاليت 
  مخصوص

)TRU/mg(  

  بازده
(%)  

  100  740  603840  816  زهر خام
PI 132  603843  5/4574  99/99  
PII  3/23  0  0  0  
PIII  4/314  0  0  0  
PIV  7/243  0  0  0  
PV  6/50  0  0  0  

PVI  52  0  0  0  

  
  بحث

زهر عقرب مزوبوتوس اپيوس اپيوس كه در اين تحقيق 
فته است يكي از شش نوع عقربي است كه در مورد مطالعه قرار گر

 والان ايران داراي اهميت باليني بوده و جهت تهيه سرم پلي
سازي رازي مورد استفاده قرار  زدگي در موسسه سرم عقرب  ضد
  ، A2 هاي آنزيمي مختلفي از جمله فسفوليپاز فعاليت .گيرد مي

البته . ردها وجود دا  نوكلئوتيداز در زهر عقرب–'5هيالورونيداز، 
 هاي آنزيمي و تنوع آنها نسبت به زهر مارها كمتر مقدار فعاليت

رسد كه آنزيم هيالورونيداز تنها آنزيمي است كه  به نظر مي. است
هاي خانواده بوتيده وجود  به مقدار قابل توجهي در زهر عقرب

 فعاليت Buthus tamulusها مانند  اگرچه در بعضي از گونه. دارد
 در سال .]13 [زي نيز در حد قابل توجهي استفسفودي استرا

از 1990 پ ي فسفول زيم  ن آ نوع  يك   A2 عقرب زهر  از   

Heterometrus fulvipes توسط Ramanaiah و همكارانش 
 و دالتون بودل كي16 مجداسازي گرديد وزن مولكولي اين آنزي

 هتروديمري است كه A2 فسفوليپين يك  نوع آنزيم فسفوليپاز. ]14[
 Pandinus و همكارانش از زهر عقربConde 1999در سال 

imperator جداسازي و شناسايي كردند و ساختمان اوليه و 
 در مرحله ژل .]15 [كردندهاي عملكردي آن را تعيين  ويژگي

ها به دليل داشتن وزن مولكولي بالاتر نسبت به  فيلتراسيون آنزيم
 در ،گردند يها قبل از آنها از ستون كروماتوگرافي خارج م توكسين

هايي با وزن مولكولي بالا  پپتيدها و پروتئين  حاوي پليIنتيجه پيك 
 هاي موجود در سموم حيوانات در انواع آنزيم .د بودنخواه

 روندهاي مختلف پاتولوژيكي و روندهاي توكسيك شركت دارند
داراني همچون  كنون فسفوليپازهاي پيدا شده در مهره  تا.]16[

باشند   فسفوليپازها ميII و Iهاي  ا متعلق به گروهپستانداران و ماره
داراني   فسفوليپازها عمدتا در زهر غير مهرهIIIكه گروه  در حالي

با استفاده از . ]18، 17[ اند ها و زنبور عسل پيدا شده همچون عقرب
ليپازهاي زهر به عنوان ليگاند، انواع متفاوتي از رسپتورهاي وفسف

اين رسپتورها احتمالا در سميت  .ندا فسفوليپاز شناسايي شده
 فسفوليپازهاي عموم .]19،20 [دارند فسفوليپازهاي زهر دخالت

 هستند يسولفيد  پيوندهاي ديغني از هاي مهره پروتئين حيوانات بي
 اما ساختمان اوليه مجزايي از فسفوليپازهاي سموم مارها و

هاي  مكنون آنزي توجه به اينكه تا با .]16 [پستانداران دارند
 و هيالورونيداز در زهر عقرب مزوبوتوس اپيوس A2فسفوليپاز 

  فسفوليپازفعاليت آنزيميدر اين تحقيق اپيوس مطالعه نشده بود 
A2هاي   به روش هموليتيك غيرمستقيم در زهر خام و فراكسيون

دهنده  درصد هموليز نشان. ]21[ .گيري گرديد آن اندازهجدا شده 
  درA2 فعاليت آنزيمي فسفوليپاز. باشد  ميA2 فعاليت فسفوليپاز

ي در ي و به مقدار بسيار جزI ، پيك مزوبوتوس اپيوس اپيوسزهر
  مشاهده شد،Iماكزيمم فعاليت آن در پيك .  وجود داشت IIپيك

 .كند ليز ايجاد مي همو%30/76 ميكروگرم از آن 70كه  به طوري
.  شد محاسبه1090 يك فراكسيونفعاليت مخصوص اين آنزيم در 

هيالورونيدازها داراي عملكردهاي بيولوژيكي از محدوده ايجاد 
هاي عفوني مختلف از طريق تجزيه هيالورونيك اسيد  انواع بيماري

 .ي پستانداران هستندرانساني تا دخالت در روندهاي بارو
 هبه عنوان ماد هيالورونيك اسيد از موكوپلي ساكاريدهايي است كه

ر عناصر ساختماني نسوج از قبيل الاستين و اي يا نگهدارنده د زمينه
 يك 2006سال و همكارانش در   Morey.شوند كلاژن يافت مي

 plamneus gravimanus ر عقربنوع آنزيم هيالورونيداز از زه
ردند فعاليت مخصوص اين آنزيم جداسازي ك)  عقرب سياه هندي(

 و فعاليت آن در فراكسيون TRU/mg250در زهر خام در حدود 
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 تعيين TRU/mg 7/6411اوي آنزيم جدا شده از زهر خام ح
 يك نوع آنزيم 2001 و همكارانش در سال Pessini. ]22 [گرديد

 با استفاده از Tityus serrulatusهيالورونيداز از زهر عقرب 
 جداسازي CM-celluloseكروماتوگرافي تعويض يوني با ژل 

  حدود فعاليت مخصوص اين آنزيم در زهر خام در.كردند
TRU/mg845 و فعاليت آن در فراكسيون حاوي آنزيم جدا شده 

 در تحقيق حاضر در. ]23 [ بودTRU/mg 19900از زهر خام 
 و همكاران آنزيم  Ressiniمقايسه با مطالعه انجام شده توسط

در سال  .دست آمده استه رجه خلوص بيشتري بهيالورونيداز با د
1936 ،Durar-Reynalsكننده را براي  اي پخش نظريه فاكتوره

توضيح مكانيسم ورود سموم حيوانات به درون بدن انسان را بيان 
. تسهيالورونيداز موجود در زهر يك فاكتور انتشاردهنده ا. كردند

 هاي بدن قرباني را از اين آنزيم انتشار توكسين  به درون بافت
ند تسهيل بهاي هم ها در بافت يكوز آمينوگليكانلطريق تجزيه گ

در . ]24[ دنشو  بنابراين مسموميت سيستميك را منجر مي، كند يم
اين پروژه فعاليت آنزيمي هيالورونيداز در زهر خام و 

دست آمده در مرحله ژل فيلتراسيون سنجيده شده ه هاي ب فراكسيون
و مشخص گرديد كه اين آنزيم در زهر عقرب مزوبوتوس اپيوس 

يداز در زهر نورهيالوفعاليت مخصوص آنزيم . اپيوس موجود است
 حاصل از كروماتوگرافي ژل I و در پيك TRU/mg740خام 

باشد كه ميزان فعاليت آن نسبت   ميTRU/mg 5/4574فيلتراسيون 

 I فراكسيوناين آنزيم  تنها در .  برابر شده است18/6خام  به زهر
 نشان داده شده در تحقيق قبلي 1طور كه در نمودار  همان. ديده شد

 براي موش توكسيك 4 و 3هاي   بود كه فراكسيونمشخص شده
 كه در اين تحقيق مشاهده شد كه فعاليت بودند در حالي

فسفوليپازي و يا هيالورونيدازي ندارند و اثر سمي آنها  از طريق 
 ييتوانا توان گفت در پايان مي .اشدب هاي ديگر مي مكانيسم

 برايتواند راهنمايي   از زهر عقرب مياه مجداسازي آنزي
 ها و بررسي اثرات مختلف مآنزي  هر كدام ازسازي خالص

  .بيوشيميايي و پاتوفيزيولوژيكي آنها باشد
 

  يگيرنتيجه
 A2در اين تحقيق فعاليت آنزيم هيالورونيداز و فسفوليپاز 

در زهر عقرب مزوبوتوس اپيوس مشاهده گرديد، توانايي 
اي تخليص تواند راهنمايي برمي از زهر عقرب هاجداسازي آنزيم

آنزيم ها و بررسي اثرات مختلف بيوشيمايي و پاتولوفيزيولوژيكي 
  .آنها باشد

  
  تشكر و قدر داني

 دانشگاه 162اين تحقيق بخشي از طرح مصوب شماره 
از معاونت محترم پژوهشي كه . باشد علوم پزشكي اهواز مي

 .شود اند تشكر مي دار بوده پشتيباني مالي اين طرح را عهده

  
References:

  
[1] ARACHNODATA's current projects. The medical and social significance of scorpionism in the southern 
provinces of Iran. Academy of Natural Sciences.WWW.Arachnodata.ch/publicate.htm 1997; www. 
Arachnodata. Ch/Publicate.htm    
[2] Gwee MC. Nirthanan S. Khoo HE. Gopalakrishnakone P. Kini RM. Cheah LS. Autonomic effects of some 
scorpion venoms and toxins. Clin Exp Pharmacol Physiol 2002; 9: 795-801 
[3] Tu AT. Scorpion Venoms. In venoms: Chemistry and Molecular Biology, A. T. Tu. John and Sons 1977; 
459-483.  
[4] Gwee MC. Gopalakrishnakone P. cheah LS. wong, PTH. Gong, Jp. Kini, RM. Studies on venom from the 
Black scorpion Heterometrus longimanus and some other scorpion species. J Toxicol Tox Rev 1996; 15: 37-57. 
[5] Possani LD. Becerril B. Delepierre M. Tytgat J. Scorpion toxins specific for Na+-channels. Eur J Biochem 
1999; 264: 287-300. 
[6] Dennis EA. The growing phospholipase A2 superfamily of signal transduction enzymes. Trends Biochem 
Sci 1997; 22: 1-2. 
[7] Pattanaargson S. Roboz J. Determination of hyaluronidase activity in venoms using capillary 
electrophoresis.. Toxicon 1996; 34: 1107-1117. 
[8] Angelina N. Ramirez Georgina B. Gurrola Brian M. Martin Lourival D. Possani. Isolatron of several toxins 
from the venom of the scorpion centruroiedes limipidus tecomanus Hoffmann. Toxin 1988; 26: 773-783. 
[9] Lowry OH. Rosebrough NJ. Furr AL. Randall RJ. Protein measurement with the Folin phenol reagent. J 
Biol Chem 1951; 193: 265-275. 
[10] Ouyang C. Shiau SY. Relationship between pharmacological actions and enzymatic activities of the 
venom of Trimeresurus gramineus. Toxicon 1970; 8: 183-191.  
[11] Gul G. Smith AD. Haemolysis of washed human red cells by combined action of Nagja-naja 
phospholospase A2 and albumin. Bio chem Biophys Acta 1984 288: 237-240. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

9-
01

 ]
 

                               6 / 7

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-70-fa.html


  1385تان ، زمس4 دهم، شماره دورهفصلنامه علمي ـ پژوهشي فيض                                                                       

 )30(

[12] Tolksdorf S. McCready M. McCullagh D. Schwenk E. The turbidimetric assay of hyaluronidase. lab Clin 
Med 1949; 34: 74. 
[13] Tu AT. Scorpion Venoms. In venoms: Chemistry and Molecular Biology. A. T. Tu. John and Sons New 
York 1977; 459-483. 
[14] Ramanaiah M. Parthasarathy RR. Venkaiah B. Purification and properties of phospholipase A2 from the 
venom of scorpion, (Heterometrus fulvipes). Biochem Int 1990; 20: 931-940. 
[15] Conde R. Zamudio FZ. Becerril B. Possani LD. Phospholipin, a novel heterodimeric phospholipase A2 
from Pandinus imperator scp6pion venom. FEBS Lett 1999; 460: 447-450. 
[16] Lambeau, G. Lazdunski M. Receptors for a growing family of secreted phospholipases A2. Trends 
pharmacol Sci 1999; 20: 162-170. 
[17] Cond R. Zamudio FZ. Becerril B. Posan LD. Phospholipin, a novel heterodimeric phospholipase A2 from 
Pandinus imperator scprpion venom. FEBS Lett 1999; 460: 447-450. 
[18] Lotan A. Fishman L. Loya Y. Zlotkin E. Delivery of a nematocyst toxin. Nature 1995; 375: 456. 
[19] Ohara O. Ishizaki J. Arita H. Structure and function of phospholipase A2 receptor. Lipid Res 1995; 34: 
117-138. 
[20] Cupillard L. Mulherkar R. Gomez N. Kadam S. Valentin E. Lazdunski, M. et al. Both group IB and group 
IIA secreted phospholipases A2 are natural ligands of the mouse 180-kDa M-type receptor. J Biol Chem 1999; 
274: 7043-7051. 
[21] Condrea E. Hemolytic effects of snake venoms. In: Lee CY. Ed. Snake venoms Berlim: Springer: 1979. 
pp. 448-79.  
[22] Morey SS. Kiran KM. Gadag JR. Purification and properties of hyaluronidase from Palamneus 
gravimanus (Indian black scorpion) venom. Toxicon 2006; 47: 188-195. 
[23] 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: 1495-1504. 
[24] Nirthanan S. Joseph JS. Gopalakrishnakone P. Khoo HE. Cheah LS. Gwee MC. Biochemical and 
pharmacological characterization of the venom of the black scorpion Heterometrus spinifer. Biochem 
Pharmacol 2002; 63: 49-55. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

9-
01

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               7 / 7

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-70-fa.html
http://www.tcpdf.org

