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  چکیده
اي از اجزاي مختلف از جمله پروتئین ها و پپتیدها بوده  کمپلکس پیچیدهزهر مارها،  :زمینه

در این بررسی به مطالعه ي وجود آنزیم آلکالین . آنزیمی می باشندکه اکثر آن ها داراي خواص 
، به G-100و فراکسیون هاي افعی لبتیناي ایران، روي سفادکس   در زهر) ALP(فسفاتاز 

  . منظور بررسی مناسب بودن این روش براي جداسازي آنزیم مذکور پرداخته شد
میلی گرم از زهر خام افعی لبتیناي ایران با استفاده از کروماتوگرافی  100 :مواد و روش ها

 6/4(میلی مولار  20که با استفاده از بافر استات آمونیوم  G-100ژل فیلتراسیون روي سفادکس 
 =pH ( فعالیت آنزیم . فراکسیون تقسیم شد 6به تعادل رسیده بود، بهALP  با استفاده از روش

  . کاران و با استفاده ازسوبستراي پارا نیترو فنیل فسفات اندازه گیري شدسالکوفسکی و هم
 6زهر خام به . از زهر خام افعی لبتیناي ایران، پروتئین بود%) 79حدود (میلی گرم  91 :نتایج

 Peakتا  Peak I (PI)فراکسیون مجزا تقسیم شد که به ترتیب سرعت خارج شدن از ستون، 
VI (PVI) فعالیت مخصوص آنزیم . نامگذاري شدندALP  در زهر خام وPI    4به ترتیب -

ین سایر پیک ها هیچ گونه فعالیتی از ا. واحد در میلی گرم به دست آمد 1×  10-3و 4×  10
  .آنزیم را از خود نشان ندادند

نتایج حاصل از این بررسی نشان داد که زهر افعی لبتیناي ایران داراي فعالیت  :نتیجه گیري
سایر پیک هاي . نیز کل این فعالیت را به خود اختصاص داده است PIبوده و  ALPآنزیم 

  .بودند ALPحاصل، فاقد هر گونه فعالیتی از آنزیم 
  

  افعی لبتینا،آلکالین فسفاتاز،زهر،ایران  :واژگان کلیدي
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  مقدمه
زهر مارها به وسیله یک جفت غده اختصاصی در فک بالایی 

اي از اجزاي مختلف شامل  پیچیدهو کمپلکس ) 1(تولید شده
پروتئین ها و پپتیدها و مقادیر بسیار کمتري از لیپیدها، 
کربوهیدرات ها، اسیدهاي نوکلئیک و مواد معدنی می باشند و 
اکثر پروتئین ها و پپتیدهاي آن ها داراي خواص آنزیمی 

نخستین عملکرد زهر مارها پس از صید ). 4، 3، 2(هستند
در ). 4(آن با استفاده از آنزیم ها می باشدطعمه، تسهیل هضم 

حقیقت، بسیاري از اجزاي تشکیل دهنده ي زهر مارها داراي 
اعتقاد ). 5(شباهت بسیار زیاد به آنزیم هاي پانکراس می باشند

بر این است که تقریبا تمامی عملکرد زهر مارها در نتیجه ي 
ي ترکیب عملکرد پروتئین هاي متعددي اعم از پروتئین ها

از جمله ). 6(داراي خاصیت آنزیمی و یا غیر آنزیمی می باشد
عملکرد پروتئین هاي موجود در زهر مارها به بی حرکت 
نمودن، فلج ساختن، کشتن و هضم طعمه می توان اشاره 

خانواده شامل کروتالیده، ویپریده،  5مارهاي سمی به ). 1(نمود
). 7(دي می شوندالاپیده، هیدروفیده و آتراکتاسپیدیده تقسیم بن

زهر مارها را براساس اثرات پاتوفیزیولوژیکی خاصی که ایجاد 
زهر . نمایند به چندین دسته ي اساسی تقسیم می کنند می

هاي ویپریده و کروتالیده اثرات جنینی یا   مارهاي خانواده
کشنده ي سیستمیک ایجاد می نمایند و اغلب موجب تغییرات 

زهر مارهاي الاپیده . شونداساسی در سیستم گردش خون می 
فعالیت هاي . باشند و هیدروفیده به شدت نوروتوکسیک می

بیولوژیکی اجزاي مختلف زهر مارها به طور هم زمان اثرات 
عروقی،  - سمی و کشنده اي بر روي سیستم هاي خونی، قلبی

  ).2(تنفسی و عصبی می گذارند
هاي  تنوعات بسیار زیادي بین محتویات زهر مارها در گونه

مختلف، در افراد یک گونه و در مناطق مختلف جغرافیایی 
تحقیقات نشان داده است که بین تنوعات . وجود دارد

جغرافیایی و عوارض کلینیکی ناشی از مارگزیدگی ارتباط 
افعی لبتینا که در ایران به گرزه مار معروف ). 8(وجود دارد

ر است، جزو خانواده ي ویپریده و یکی از مارهاي بسیا
این مار به رنگ هاي متفاوت و . باشد خطرناك در ایران می

اغلب به رنگ خاکستري روشن یا تیره، نقره اي متمایل به 

سیاه، ساده و یکنواخت یا با خال هاي متفاوت قرمز آجري یا 
زرد زیتونی همراه با خال هاي کوچک تیره دیده می شود 

)9،10.(  
اي در هر دو به طور گسترده ) ALP(آلکالین فسفاتاز 

داراي  ALP. سلسله ي گیاهی و جانوري یافت می گردد
توزیع گسترده اي در بافت هاي مختلف بوده و همچنین از 
تنوع ایزوآنزیمی بسیار زیاد و تفاوت در ویژگی هاي 

اعتقاد بر این . کاتالیتیک، فیزیکی و تنظیمی برخوردار می باشد
علاوه بر است که به دلیل تنوع گستردگی این آنزیم، 

عملکردهاي شناخته شده ي آن، همچنان برخی از 
      ).11(عملکردهاي فیزیولوژیک آن ناشناخته باقی مانده است

 Bothrops asperو همکاران، مار  Alagonدر مطالعه ي 
آلمانی، فاقد هرگونه فعالیتی براي آلکالین فسفاتاز بوده 

ر خام و همکاران نیز نشان دادند که فقط زه Tu). 12(است
که یک نوع مار آبزي می باشد،  Enhydrina schistoseمار 

داراي فعالیت آلکالین فسفاتازي بوده و فراکشن هاي آن فاقد 
مطالعات ). 6(هرگونه فعالیتی براي آنزیم مذکور می باشند 

انجام شده براي بررسی فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز در مارها 
یگري در این زمینه یافت بسیار محدود بوده و مطالعه ي د

اثرات فارماکولوژیک متعدد، تنوع در ایزوفرم هاي . نشد
گیري فعالیت این آنزیم  اي براي اندازه مختلف این آنزیم، انگیزه

در زهر افعی لبتیناي ایران و فراکسیون هاي جدا شده از آن 
، به منظور بررسی مناسب بودن این G- 100روي سفادکس 

آنزیم مذکور شد، تا در کارهاي روش براي جداسازي 
تحقیقاتی آینده اقدام به تخلیص، بررسی ویژگی ها و اثرات 

  .مختلف آنزیمی و فارماکولوژیکی آن بشود
  :مواد و روش ها  

مواد مصرفی از نوع . این پژوهش از نوع تجربی می باشد
Analytical grade  100و شامل سفادکس - G    ساخت

، G - 250یوم، سود، کوماسی بلو شرکت فارماسیا، استات آمون
اتانول، اسید ارتوفسفریک و آلبومین سرم گاوي از شرکت 
مرك و پارا نیترو فنیل فسفات خریداري شده از شرکت 

نیز به ) Vipera lebetina(زهر افعی لبتینا . سیگما بودند
صورت لیوفیلیزه و به فرم تجارتی بوده که به صورت اهدایی 
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سانتریفوژ مدل . ازي دریافت شداز موسسه ي تحقیقات ر
کشور آلمان و اسپکتروفتومتر  Eppendorfاز کمپانی  5810

Perkin Elmer  2مدل Lambda  ساخت کشور آلمان نیز در
  .این بررسی مورد استفاده قرار گرفتند

مراحل مختلف کار به صورت جدا سازي فراکسیون هاي 
هاي اندازه زهر خام، اندازه گیري پروتئین و اجراي آزمایش 

گیري فعالیت انزیم آلکالین فسفاتاز بود که در زیر به آن ها 
  .اشاره می گردد

جدا سازي : جدا سازي فراکسیون هاي زهر خام - الف
و به روش  G - 100فراکسیون هاي زهر خام روي سفادکس 

تمام مراحل جدا سازي در ). 13(فرید و همکاران انجام شد 
میلی گرم از زهر  100. جام شددرجه ي سانتیگراد ان+ 4دماي 

=  6/4(میلی مولار  20میلی لیتر بافر استات آمونیوم  1خام در 
pH (سپس محلول حاصل در . حل شدrpm 2000  و به

 - 100ابتدا ستون سفادکس . دقیقه سانتریفوژ گردید 30مدت 
G  6/4(میلی مولار  20با استفاده از استات آمونیوم  =pH ( به

و سپس محلول زرد رنگ صاف شده رویی  تعادل رسانده شد
 - 100حاصل از سانتریفوژ، به تدریج وارد ستونی از سفادکس 

G  پس از جذب . سانتی متر گردید 2و قطر  100به طول
نمونه، ستون با همین بافر شست و شو داده شد و فراکسیون 

میلی لیتر در ساعت، به وسیله ي  15ها با سرعت جریان 
جمع آوري  LKBفراکشن اتوماتیک مدل دستگاه جمع کننده 

بلافاصله جذب نوري فرکشن هاي جمع آوري شده . گردیدند
نانومتر و با استفاده از دستگاه  280در طول موج 

اسپکتروفتومتر، قرائت گردید و منحنی جذب بر حسب تعداد 
سپس پیک هاي مختلف، دیالیز و . لوله ها رسم گردید

  . لیوفیلیزه شدند
در این تحقیق، مقدار : یري مقدار پروتئیناندازه گ - ب

پروتئین نمونه ها با استفاده از روش برادفورد تعیین گردید 
بدین منظور، لوله هایی به طور دو تایی براي هر نمونه ). 14(

میلی لیتر آب مقطر  1که حاوي ) بلانک(به اضافه یک شاهد 
 1000تا  100سپس مقدار مناسبی از . بود، انتخاب شدند

سرم آلبومین گاوي (یکرو لیتر از محلول استاندار پروتئین م
در لوله هاي ویژه اي ریخته و ) میکرو گرم در میلی لیتر 100

میلی لیتر رسانده  1با استفاده از آب مقطر، حجم هر لوله به 
زهر خام و سایر فراکسیون ها نیز با رقت هاي معین و به . شد

. میلی لیتر رسانده شدند 1طور جداگانه، با آب مقطر به حجم 
میلی لیتر از مخلوط  5پس از مخلوط کردن محتویات هر لوله، 

معرف برادفورد به هر لوله اضافه شد و محتویات هر لوله به 
 5پس از انکوباسیون نمونه ها به مدت . خوبی مخلوط گردید

 595دقیقه در دماي اتاق، جذب نوري نمونه ها در طول موج 
. اده از دستگاه اسپکتروفتومتر، قرائت گردیدنانومتر و با استف

پس از رسم منحنی استاندارد، مقدار پروتئین نمونه ها نیز 
  . تعیین گردید

میلی  10میلی لیتر از معرف برادفورد،  100جهت تهیه ي 
میلی لیتر از اتانول حل  5در  G - 250گرم از کوماسی بلو 

به % 85ک میلی لیتر از اسید ارتو فسفری10گردید و سپس 
در نهایت، با استفاده از آب مقطر، . آرامی به آن اضافه شد

جهت حذف . میلی لیتر رسانده شد 100حجم محلول به 
ذرات معلق نیز، محلول فوق از کاغذ صافی عبور داده شد و 
محلول صاف شده حاصل در ظروف شیشه اي تیره نگهداري 

  .گردید
آلکالین  آزمایش هاي اندازه گیري فعالیت آنزیم - ج

براي اندازه گیري فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز از : فسفاتاز
همراه با تغییراتی استفاده ) 15(روش سالکوفسکی و همکاران 

لوله  1لوله آزمایش براي نمونه ها و  6در این روش، . گردید
به هر کدام از این . آزمایش نیز به عنوان شاهد انتخاب شدند

=  5/9(مولار  1/0سود  - افر گلیسینمیلی لیتر ب 1لوله ها، 
pH( ،2/1  001/0میلی لیتر سوبستراي پارا نیترو فنیل فسفات 

   .مولار اضافه گردید 1/0میلی لیتر کلرید منیزیوم  3/0مولار و 
درجه سانتیگراد به مدت  37لوله هاي فوق در حمام آب گرم 

سرم میلی لیتر  1/0پس از این زمان، . دقیقه انکوبه گردیدند 5
فیزیولوژي به لوله ي شاهد افزوده شد و با استفاده از آن، 

نانومتر، صفر  400دستگاه اسپکتروفتومتر، در طول موج 
میلی لیتر از نمونه ها با مقدار  1/0به سایر لوله ها نیز، . گردید

پس از مخلوط نمودن محتویات . پروتئین معین، اضافه گردید
درجه ي  37ر لوله در هر لوله، بلافاصله تغییرات جذب ه

نانومتر در مقابل لوله ي شاهد،  400سانتیگراد و در طول موج 
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واحد فعالیت  1بر اساس این روش، . قرائت و ثبت گردید
میکرو مول از پارا نیترو  1برابر با مقداري از آنزیم می باشد که 

. دقیقه آزاد نماید 1میلی لیتر از نمونه در  1فنیل فسفات را در 
از روي منحنی ) A400/min∆(دقیقه  1ت جذب در تغییرا

هر نمونه نیز با ) unit/mg(تعیین و سپس فعالیت مخصوص 
  .استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید

دقیقه در  1تغییرات جذب در = A400/min∆در این فرمول، 
حجم نمونه مورد آزمایش بر = Vنانومتر،  400طول موج 

ضریب خاموشی پارا نیترو فنیل = ε PNP حسب میلی لیتر و 
 Cm-1L. mole-1نانومتر،  400و در  PNPفسفات که براي 

     .می باشد 16200
میلی لیتر از  1/0در ابتدا، فعالیت و فعالیت مخصوص براي 

هر نمونه حاوي مقدار معینی پروتئین تعیین شد و سپس 
براي زهر خام و هر فراکسیون نیز  Total unitفعالیت کل 

  .به گردیدمحاس
  :نتایج

  میلی گرم زهر  100نتیجه ي کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون 

میلی گرم پروتئین بود،  91خام افعی لبتیناي ایران که حاوي 
بر اساس این روش، پروتئین . نشان داده شده است 1شکل  در

فراکسیون مجزا  6هاي زهر خام بر اساس وزن ملکولی به 
این فراکسیون ها به ترتیب سرعت خارج شدن . تقسیم شدند

 Peak I (PI) ،Peak II (PII) ،Peak IIIاز ستون به صورت 

(PIII) ،Peak VI (PVI) ،Peak V (PV)  وPeak VI 

(PVI) ام گذاري شدندن.  
نتایج کلی سنجش شکل پروتئین و بازده حاصـل از آن  

در ایـن مطالعـه، بـه طـور     . آورده شده است 1در جدول 
میلی گرم از زهر خام افعی لبتیناي ایران حاوي  100کلی، 

میلی گرم پروتئین بود کـه پـس از انتقـال بـه سـتون       91
میلی گرم پروتئین   91/71، مقدار G -100کروماتوگرافی 

. میزان پروتئین اولیه می باشد% 79استخراج شد که معادل 
میـــزان پـــروتئین پیـــک هـــاي مختلـــف بـــه ترتیـــب 

PI>PII>PIII>PVI>PIV>PV  ــه در آن ــود کــ  PIبــ
  .نیز حاوي کمترین مقدار پروتئین بود PVبیشترین و 

  
  

  

  
میلی مولار و  20که با بافر استات آمونیوم  -100Gکروماتوگرافی زهر خام افعی لبتیناي ایران روي ستون سفادکس : 1شکل

8/6 PH =  جذب نوري . میلی لیتر در ساعت شست و شو داده شد 15به تعادل رسیده و توسط بافر مذکور با سرعت جریان
 .نانومتر قرائت گردیده است 280نمونه ها در طول موج 
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 پروتئین زهر خام و فراکسیون هاي آننتایج سنجش حجم نمونه، غلظت پروتئین و بازده میزان : 1جدول

  پروتئین توتال (%)بازده 
 )میلی گرم(

  غلظت پروتئین
 )میلی گرم در میلی لیتر(

  حجم نمونه
 )میلی لیتر(

فاکتور اندازه گیري 
 شده

     100 91 91 1 C.V* 

85/25 52/23 96/1 12 PI 

68/19 91/17 99/1 9 PII 

30/15 92/13 16/1 12 PIII 

75/4 32/4 96/0 5/4 PIV 

35/4 96/3 88/0 5/4 PV 

10/9 28/8 46/0 18 PVI 

*C.V = Crude venom 
   

نتایج حاصل از اندازه گیري فعالیت آنزیم آلکالین 
همان . نشان داده شده است 2فسفاتاز نیز در جدول 

طوري که در جدول نیز آمده است، فعالیت مخصوص 
واحد در میلی گرم می  4×  10-4این آنزیم در زهر خام 

پس از جداسازي، فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز . باشد

و سایر پیک ها هیچ گونه فعالیتی  مشاهده شد PIتنها در 
فعالیت مخصوص . از این آنزیم را از خود نشان ندادند

به دست   1×  10-3معادل  PIآنزیم آلکالین فسفاتاز در 
  . آمد

  
 نتایج اندازه گیري فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز در زهر خام و فراکسیون هاي آن: 2جدول 

  فعالیت مخصوص (%)بازده 
 )واحد آنزیمی در میلی گرم(

  فعالیت آنزیم
 )واحد آنزیمی(

  پروتئین توتال
 )میلی گرم(

فاکتور اندازه گیري 
 شده

     100 4-10  ×4 036/0 91 C.V 

7/66 3-10  ×1 024/0 96/1 PI 

0 0 0 99/1 PII 

0 0 0 16/1 PIII 

0 0 0 96/0 PIV 

0 0 0 88/0 PV 

0 0 0 46/0 PVI 

  
  :بحث

ALP  به دلیل تنوع گستردگی بافتی آن، داراي ایزوفرم
هاي مختلفی با ویژگی هاي عملکردي و کاتالیتیک مختلفی 

علی رغم این گستردگی توزیعی و عدم درك ). 11(می باشد 
کامل عملکردهاي این آنزیم، مطالعات بسیار کمی بر روي 
این آنزیم در مارها و به ویژه در مارهاي ایران انجام شده 

گواه این مطلب، وجود مقالات بسیار ناچیز و انگشت . تاس
     .شمار در مجلات مختلف و بررسی هاي اینترنتی می باشد

در این مطالعه، طی کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون با 
فراکسیون مختلف به دست آمد؛ در  G ،6 - 100سفادکس 

حالی که در مطالعه ي شانکی و همکاران که بر روي زهر 
 5ناي ایران و با روش مذکور انجام شده بود، افعی لبتی
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که نشان دهنده ي ) 16(فراکسیون مختلف به دست آمده بود 
تفکیک بهتر و مناسب تر کروماتوگرافی در مطالعه ي ما می 

به نظر می رسد که این تفکیک بهتر در نتیجه سرعت . باشد
) 16(کمتر عبور بافر در مقایسه با مطالعه شانکی و همکاران 

  .اشدب
در این مطالعه نشان داده شد که فعالیت مخصوص آنزیم 

ALP  واحد در  4×  10- 4در زهر خام افعی لبتیناي ایران
پس از جدا سازي فراکسیون هاي . میلی گرم می باشد

داراي فعالیت مخصوصی براي آنزیم    PIمختلف، تنها 
واحد در میلی گرم بود و سایر  1×  10- 3مذکور به میزان 

پیک ها هیچ گونه فعالیتی را از این آنزیم از خود نشان 
  . ندادند

در مطالعه ي شانکی و همکاران بر روي زهر افعی لبتیناي 
ایران، مشخص شده است که زهر این مار داراي فعالیت 

، PIدر زهر خام و در فراکسیون هاي  A2لیپاز آنزیم فسفو
PII  وPIII  بوده و سایر فراکسیون ها فاقد هر گونه فعالیتی

در مطالعه آن ها، بیشترین فعالیت . براي این آنزیم می باشند
     ).16(به دست آمده است  PIIدر  A2براي فسفولیپاز 

Tu  و همکاران نیز نشان دادند که زهر خامEnhydrina 

schistose  که یک نوع مار آبزي می باشد، داراي فعالیت
آلکالین فسفاتازي بوده؛ در حالی که پس از جدا سازي 
فراکسیون هاي مختلف که توسط کروماتوگرافی ستون 
کربوکسی متیل سلولز انجام شده است، فعالیتی براي آنزیم 

ALP در مطالعه ي آن ها نیز همانند . مشاهده نشده است
از سوبستراي پارا نیتروفنیل فسفات و روش  مطالعه ي ما

این یافته، بر ). 6(هاي اسپکتروفتومتري استفاده شده است 
خلاف یافته ي مطالعه ما می باشد که در آن فعالیت آنزیم 

ALP  هم در زهر خام و هم حداقل در یکی از فراکسیون
 - 100هاي به دست آمده پس از کروماتوگرافی با سفادکس 

G این یافته می تواند نشان دهنده ي قدرت . مشاهده شد
در مقایسه با  G - 100تفکیک بهتر استفاده از سفادکس 

در انجام کروماتوگرافی و خالص    کربوکسی متیل سلولز
و همکاران،  Tuچرا که در مطالعه ي . سازي زهر مارها باشد

این اتفاق که فعالیت برخی آنزیم ها در زهر خام مشاهده 

س از جدا سازي فراکسیون هاي مختلف، شده است اما پ
، ALPفعالیتی براي آن ها دیده نشده است، علاوه بر 

هیالورونیداز، فسفودي استراز، داکسی ریبونوکلئاز، استیل 
کولین استراز و لوسین آمینو پپتیداز را نیز شامل می شده 

  ). 6(است 
و همکاران که بر روي مار  Alagonدر مطالعه 

Bothrops asper  آلمانی انجام شده است، هیچ گونه
فعالیتی براي اسید فسفاتاز و یا آلکالن فسفاتاز یافت نشده 

نوع استراز  4فسفولیپاز،  3آن ها توانستند حضور . است
مختلف و حداقل یک نوع هیالورونیداز را در این مار 

آن ها همچنین نشان دادند که در زهر این . مشخص نمایند
  ). 12(استرازي نیز مشاهده می شود مار، فعالیت فسفودي 

نتایج جدا سازي فراکسیون هاي زهر افعی لبتیناي ایران 
، نشان می دهد که ژل فیلتراسیون G - 100روي سفادکس 

یک ابزار مناسب براي جدا سازي فراکسیون هاي مختلف 
زهر این مار بوده و از این تکنیک می توان در خالص سازي 

مختلف موجود در زهر این مار به بیشتر آنزیم ها و اجزاي 
منظور بررسی ویژگی ها و عملکردهاي مختلف آن ها بهره 
گرفت که بررسی ها و مطالعات بیشتر در این زمینه، منوط به 

  . کارهاي تحقیقاتی بیشتر می باشد
  :تشکر و قدردانی

این تحقیق با پشتیبانی مالی کمیته ي تحقیقات دانشجویی 
وري دانشگاه علوم پزشکی جندي معاونت تحقیقات و فن آ

انجام شده است که بدین  S .87. 38شاپور اهواز با شماره 
از تمامی کارکنان گروه . وسیله تشکر و قدردانی می گردد

بیوشیمی دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی جندي 
شاپور اهواز که در مراحل مختلف اجراي این تحقیق ما را 

همچنین از زحمات . قدردانی می شودیاري نمودند، تشکر و 
سرکار خانم الهام طالبی زاده، کارشناس مسئول کمیته ي 
تحقیقات دانشجویی و سرکار خانم مریم صفار زاده، مسئول 
دفتر فصلنامه جنتاشاپیر کمیته ي تحقیقات دانشجویی 
دانشگاه علوم پزشکی جندي شاپور اهواز نیز قدردانی می 

  .گردد
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