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  )پژوهشی مقالۀ( 

 رانیا ينایلبت یفعا انعقاد خون از زهر V ةکنندفعال فا کتور صیتخل
  

 ۳ی، مژگان نور بهبهان۲يرك آبادی، عباس زارع م*۱يزهره آموزگار
  

که  ندباشيم ييهانيپروتئ يحاو) هايافع( دهيپريو يزهر مارها: نه و هدفیزم
 يص و جداسازيتشخ ،مطالعهن يهدف از ا. گذارنديم انعقاد خون اثر يرو

  .باشديران ميا ينايلبت ياز زهر افع  V يانعقاد يفاکتور خون ةکنندفعال
سه  ةليگرم زهر خام به وسيليم ۲۰۰از  Vفاکتور  ةکنندفعال :یروش بررس

 يکروماتوگراف ،G100سفادکس  يروون يلتراسيژل ف: يکروماتوگرافمرحله 
ن يهپار يرو يبيل ترکيم يماتوگرافسلولز و کرو – DEAE يون رويض يتعو

 ةليبه وس يانسان V فاکتور يرو V فاکتور ةکننداثر فعال .ص شديآگاروز تخل
 Va)(فعال شده  Vفاکتور  ةليشده به وس ديتول نيترومبکيتيدوليام تيفعال

  .شد يبررس
 ةليرا به وس ينيک باند پروتئيشده صيتخل Vفاکتور  ةکنندفعال :هاافتهی

 SDS - PAGE)( سولفات ژل الکتروفورز ليم دودسيسد يورز روالکتروف
، در ن فاکتوريا. ن زده شديتخم kDa ۲۹آن در حدود  يوزن مولکول. نشان داد
ن ينيت ارژيفعال. کنديل ميتبد Vaرا به فاکتور  Vم فاکتور يون کلسيحضور 

) استر ليتان ينيارژل يبنزوئ - (  BAEE يسوبسترا يرو يدرولازياستره
 –ل يبنزوئ( S-2222 يسوبسترا يرو يفيک ضعيتيدوليامت يفعال. دارد

  .دهدينشان م) د يليتروانيل پارانينيارژ - ليسيگل -ل يگلوتام -ليزولوسيا
ص يرسد که فاکتور تخليآمده به نظر م تدسهج بيبا توجه به نتا :يریگجهینت

  . باشديم ياختصاص Vفاکتور  يشده برا
  
   V.فاکتور  ةکنند، فعالنايلبت يزهر مار، افع :واژگاند یلک

  

  

  

  

  ۳/۸/۱۳۹۱: اعلام قبولي       ۶/۷/۱۳۹۱: شدهدريافت مقالة اصلاح        ۶/۳/۱۳۹۱: دريافت مقاله
  
  
  
  

  
  
  
  

  .بيوشيمي گروهمربي  -۱
  .گروه جانوارن سمي استاديار -۲
  .کارشناس گروه بيوشيمي -۳
  
  
  
، پزشکي، گروه بيوشيمي ۀدانشکد -۳و۱

شاپور اهواز، جنديدانشگاه علوم پزشکي 
  .ايران

و واكسن سازي مؤسسه تحقيقاتي سرم -۲
بخش جانوران سمي و توليد آنتي  ،رازي

  .، ايرانکرج ،حصارکونوم، 
  
  
   :نويسندة مسؤول *

 ۀ، دانشکدبيوشيميگروه زهره آموزگاري 
- دانشگاه علوم پزشکي جندي ،پزشکي

  .شاپور اهواز، ايران
  ۰۰۹۸۹۱۶۳۱۱۸۶۳۵: تلفن 

Email: zamoozgari277@yahoo. 
com 
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  مقدمه 
 يهامتعلق به خانواده يژه مارهايزهر مارها، به و

تند که هس يمهم يفاکتورها يده دارايپريده و ويتالوکر
امروزه توجه  .ک اثر دارنديستم هموستاتيس يرو

 يهااستفاده از فاکتورها در تست يرو بر شتريدانشمندان ب
ک آنها يو مطالعات تئور يکينيکل يکاربردها ،يشگاهيآزما

ها ن خانوادهيا يدر زهر مارها). ۱( معطوف گشته است
ن يا. شونديافت مي يو ضد انعقاد يهر دو عامل انعقاد

 ،)۲( نيه به ترومبيشب ييهاميآنز: اکتورها شاملف
 ةکنند، فعال)۳( کيتيلنويبريف يهاميآنز ونوژناز يبريف

 ةکنندفعال ، )۵(ن يپروترومب ةکنند، فعال)۴( نوژنيپلاسم
 ةکنند، فعال)۷( Vفاکتور  ةکنند، فعال)X )۶فاکتور 

تجمع  يهاها و مهار کنندهکنندهءو القا) C )۸نيپروتئ
  . باشنديم) ۹( يلاکتپ

در  يک نقش اساسي Vaبه فاکتور  Vل فاکتور يتبد
ن به يپروترومب ليتبد يعنيانعقاد خون  ييمراحل نها

ک ينقش  Vaن راه فاکتور يدر ا. دهدين نشان ميترومب
 ةکنندفعال. کنديم ءفايرا ا يميآنز ريکوفاکتور غ

  . شندبايم Xaن و فاکتور ي، ترومبVک فاکتور يولوژيزيف
 ،که در زهر مارها وجود دارد Vفاکتور  ةکنندفعال

را در فاکتور  يديوند پپتيک پيباشد که يم ين پروتئازيسر
V شکند و آن را به فاکتور يمVa لفعا .کنديل ميتبد -

ن يسر RVV-V)( يروسل ياز زهر افع Vفاکتور  ةکنند
ز او  دارد ينيکو پروتئيگل يساختمان  باشد کهيم يپروتئاز

دالتون  ۲۸۰۰۰ يبا وزن مولکول يديپپتيپل ةريک زنجي
   .)۷( ل شده استيتشک

باشد يم يسم ياز مارها يکي) مار ،هزگر(نا يلبت يافع
که زهر  ييآنجا از. ران دارديدر ا ياديز يکه پراکندگ

 گر متفاوتيبا همد ييايمارها در نقاط مختلف جغراف
 ةکنندلص فعايتخل يحاضر چگونگ ةدر مطالع ،ندهست

 ينايلبت يافعات آن از زهر ايخصوص يو بررس Vفاکتور 
  . شوديشرح داده مران يا

  
  

  یروش بررس
 يياهدا ةزيليوفيران به صورت ليا ينايلبت يزهر افع

. حصارک کرج بود يراز يسازو سرم يقاتيتحق ةسسؤم
 - DEAEا، يساخت شرکت فارماس G-100سفاکس 

ن ي، هپارمرک آلمانوم از شرکت يامونسلولز، استات
، ين انساني، پروترومبيانسان V آگاروز، فاکتور

  ،يسوبستراها
 S-2222  (  Benzoyl  - Ile -  glu  -  Gly  - 

 Arg  - p-nitroanilide )   
S-2238   ( H – D – Phe – PiP – Arg – 

PNA ) و   BAEE    
  (Nα– Benzoyl – L- arginine ethyl ester 

 – I2S81 ( Nα – dansyl – P ةکنندمهار (
guanidine – phenyl alanine piperidide )    

 b  )KDa لاز ي، فسفريوزن مولکول ياستانداردها
مهارکنندة  و) KDa ۶۷( يواگن سرم يالبوم –)۹۴
و  )KDa ۲۹(ک يدرازکربنيان) KDa  ۱/۲۰(ن يپسيتر
. شدند يداريخر گماياز شرکت س) KDa ۴۳(ن يمالبواو

ه و در يسالم ته ةدهند ۵ -۱۰تراته از يس نرمال يپلاسما
  . ره شديذخ – ۲۰ 

   Vفاکتور  ةکنندفعال يمراحل جداساز
د و همکاران يبا استفاده از روش فر يجداساز

)Farid  etal ( )۱۰ (ستون سفادکس  يروG-100  در
 گرم زهريليم۲۰۰ .گراد صورت گرفتيسانت ةدرج+ ۴

وم يامونفر استاتتر بايليليم۲ در Crude venom)(خام 
 ۳۰حل و محلول حاصل ) pH = 4/6(مولار يليم ۲۰
  . فوژ شديسانتر 2000gقه در يدق

که  يين محلول زرد رويپروتئ يريگبعد از اندازه
 يج وارد ستونيبه تدر ،ن بوديگرم پروتئيليم ۱۷۸ يحاو

متر يسانت ۲و قطر  متر ۱به طول  G-100 از سفادکس
مولار يليم ۲۰وم يامونفر استاتتون قبلاً با باس. ديگرد

)PH = 6/8( ده بود بعد از جذب نمونه يبه تعادل رس
  . شو داده شدون بافر شستيستون با هم

ک مدل يکننده اتوماتدستگاه جمع ةليها به وسنمونه
LKB تر در ساعت جمع يليليم ۱۵ان يبا سرعت جر

  . شدند يآور
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 ةلينانومتر به وس ۲۸۰ ها بلافاصله درنمونه جذب
 perkein  Elmer  UVدستگاه اسپکتروفتومتر مدل

Vis Lambda 2 جذب بر حسب  يخوانده شد و منحن
ز و ياليمختلف د يهاکيسپس پ ،ديها رسم گردتعداد لوله

  . ظ شدنديتغل
ون يلتراسيژل ف يحاصل کروماتوگراف)  II  )PIIک يپ

 يبرا V فاکتور يکنندگت فعاليبه علت داشتن خاص
ل سلولز ينواتياملياتيستون د يرو يبعد يجداساز

)DE-52 (برده شد.  
ن به يگرم پروتئيليم ۶/۲۵ يحاو IIک يتر پيليليم ۵

-يسانت ۱متر و قطر يسانت ۲۰به طول  يج وارد ستونيتدر
- يليم ۱۲ان يها با سرعت جرنمونه ،شد DE-52متر از 

که  ييهانيتئابتدا پرو .شدند يرآوتر در ساعت جمعيل
جذب ستون نشده بودند از ستون خارج شده و بعد از 

بلافاصله  ،ها کاملاً از ستون خارج شدندنين پروتئينکه ايا
 PHمولار با يليم ۵۰۰تا  ۵۰م ياز استات امون يانيگرادبه 

 يشووشست ،انيپس از اتمام گراد. وصل شد ۸/۶برابر 
برابر  PHولار با ميليم ۱۰۰۰وم يبا بافراستات امون يينها
  ۲۸۰ها بلافاصله در جذب نمونه. صورت گرفت ۸/۶

ها رسم جذب بر حسب تعداد لوله ينانومتر قرائت و منحن
  . زه شدنديليوفيز و لياليد ،مختلف يهاکيسپس پ ،ديگرد
ل يون به دليض يتعو يحاصل کروماتوگراف II2 کيپ

 يجداساز يبرا Vفاکتور  يکنندگت فعاليداشتن خاص
 با ستون ابتدا. ن آگاروز برده شديستون هپار يرو يعدب

به  ۸/۶برابر  PHمولار با ميلي  ۲۰وم يامونکربنات يب بافر
تر در يليليم ۱۲ان يها با سرعت جرنمونه. ديتعادل رس

که  ييهانيبعد از خروج پروتئ .شدند يآورساعت جمع
 کربناتياز ب يانيستون به گراد ،جذب ستون نشده بودند

وصل  ۸/۶برابر  PHمولار با يليم۱۳۰۰تا  ۷۵۰وم يامون
  . شد

- يب با بافر ييانه يشووان، شستيبعد از اتمام گراد
صورت ۸/۶برابر  PHمولار با يليم ۲۰۰۰وم يکربنات امون

نانومتر قرائت و  ۲۸۰ها بلافاصله در جذب نمونه. گرفت

سپس  ،ها رسم شدلوله ةجذب بر حسب شمار يمنحن
  . ظ شدنديز و تغلياليد هانمونه
  نیمقدار پروتئ يریگهانداز 

 ياساس روش لور ها برنمونه نيمقدار پروتئ    
)Lowry ) (۱۱ (طور دو هلوله ب يک سري. دين گردييتع
تر يليليم۱ يک شاهد حاوي ةهر نمونه به اضاف يبرا ييتا

-يليم ۱تا  ۱/۰از  يمقدار مناسب. آب مقطر انتخاب شدند
 ۲۰ ين گاويسرم آلبوم(ن ياستاندارد پروتئ تر محلوليل
 يهارا در لوله) تر آب مقطريليليم ۱۰۰گرم در يليم

حجم هر لوله با آب مقطر به  خته ويمخصوص به خود ر
ها هم ونير فراکسيزهر خام و سا. تر رسانده شديليليم ۱

تر يليليم۱ن، جداگانه با آب مقطر به يمع يهاقتربا 
تر يليليم ۱(ها تر از مخلوط معرفيليليم ۵. رسانده شدند

تر يليليم ۱+ درصد در آب مقطر  ۱محلول سولفات مس 
+ درصد در آب مقطر ۲م يم و پتاسيتاتارات مضاعف سد

م يدرصد در سودن۲در يم انيسد تر کربناتيليليم ۹۸
تر معرف يليليم ۵/۰، سپس به هر لوله اضافه شد) نرمال

ها به هر کدام از لوله) ق شدهيرقبار  ۲(وکالتو ين سيفول
ها در قه جذب نمونهيدق ۳۰پس از مدت زمان  .افزوده شد

استاندارد  يپس از رسم منحن. دينانومتر قرائت گرد ۵۴۰
   .ن شدييها تعن نمونهيمقدار پروتئ

-SDS( د یل امیاکریپل– SDSالکتروفورز 

PAGE  (ین وزن ملکولییجهت تع   
ژل به  ياز الکتروفورز بر رو ين وزن ملکولييتع يبرا

ژل شامل دو . استفاده شد) Laemmli) (۱۲( يروش لمل
ژل جداکننده . کننده بودکننده و ژل متراکمقسمت ژل جدا

مولار،  HCL ۳ -سيدرصد، بافرتر۵/۱۲د يل اميشامل اکر
وم ي، آموندرصد SDS (۱۰(ل سولفات يدودسميسد

 ييهالولهمحلول حاصل وارد  .درصد بود ۵/۱پرسولفات 
د يمتر گرديسانت ۸/۰ يمتر و قطر داخليسانت ۱۰به طول 

 ۳۰د يل امياکر يوحا ةکنندژل متراکم. زه شوديمريتا پل
ل يم دودسيمولار، سد/. HCL- ۵سيدرصد بافر تر

وم پرسولفات يدرصد و آمونSDS (۱۰( سولفات
- يسانت ۱کننده به طول بلافاصله ژل متراکم. درصد بود۵/۱
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زه شدن يمريبعد از پل. خته شديژل جدا کننده ر يمتر رو
آنها، الکتروفورز در بافر  يها روها و افزودن نمونهژل
که  يانجام شد به طور ۳/۸برابر  PHن با يسيگل –س يتر

ها وارد ژل جدا م تا نمونهيولت تنظ ۶۰ يدر ابتدا ولتاژ رو
 ولت رسانده ۱۲۰به بعد ولتاژ را به  نجاآکننده شوند و از 

بعد از  .ان الکتروفوز ولتاژ ثابت نگه داشته شديو تا پا
 ۱ها به مدت ساعت، نمونه ۴مدت انجام الکتروفورز به 

 ۲۵/۰بلو يکوماس( يزيآممحلول رنگ ةليساعت به وس
-رنگ) درصد ۷ک يد استيدرصد، اس ۵۰درصد، متانول 

  . شدند يزيآم
محلول رنگ  ةليها به وسژل ياز رو ياضاف يهارنگ

. زدوده شدند) درصد ۷ک ياست ديدرصد، اس ۳۰متانول (ر ب
) درصد ۵ک يد استياس(کساتور يها در محلول فژل

 :شامل ينياستاندارد پروتئ يهانمونه. شدند ينگهدار
 KDA( ين سرم گاويآلبوم) b )KDA ۹۴لاز يفسفر

و ) KDA ۴۳(ن ياوالبوم) KDA ۲۹(ک يدرازکربنيان) ۶۷
زهر خام و . بودند) KDA ۱/۲۰( نيپسيتر ةکنندمهار

 ۲ن در آنها يه شدند که مقدار پروتئيته يها طورنمونه
تر بافر نمونه بودند که در هر بار يليليک ميگرم در يليم

پس از . تر آنها استفاده شديکروليم ۲۵ – ۳۰الکتروفورز از 
بروموفنل (رنگ نشانگر  ةفاصل ،ژل يها رونيظهور پروتئ

 يرا از ابتدا) هر باند ييلبه جلو( ينيپروتئ يو باندها) بلو
) RF( يو سپس حرکت نسب يريگژل جدا کننده اندازه

  .ر محاسبه شديز ةن از رابطيهر پروتئ

 RF =    

 RFو  يبا توجه به اطلاعات مربوط به اوزان مولکول
- مهيکاغذ ن ياستاندارد رو ياستاندارد، منحن يهانيپروتئ

ن مورد مطالعه يپروتئ يوزن مولکول .ديرسم گرد يتميلگار
  . ن زده شدياستاندارد تخم يمنحن ياز رو
   یمیانز يهاشیآزما
 يو ضدانعقاد يت انعقادیم فعالتوأ یسربر
)Recalcified  plasma  clotting  time  (  

 تروويميد روشن فاکتورها از يا يبررس يبرا
)Dimitrov) (۱۳ (ر د. رات استفاده شدييتغ يبا مقدار
 ةتاز يتر پلاسمايليليم ۵/۰ يش حاويآزما ةلول يک سري

به عنوان  .خته شدنديتر از هر نمونه ريليليم ۱/۰ يانسان
تر يليليم ۵/۰ يگر حاويد ةک لولينمونه کنترل در 

خته ير يولوژيزيتر سرم فيليليم ۱/۰انسان،  ةتاز يپلاسما
 ةدرج ۳۷ يدما قه دريدق ۵ ،شگاهيآزما يهالوله. شد
- يليم ۱/۰ش يآزما ةگراد انکوبه و سپس به هر لوليسانت

شد و بلافاصله مولار افزوده  ۲۵/۰م يد کلسيتر کلريل
 ةن روش اندازيطبق ا. ديانعقاد آنها ثبت گرد يهازمان
ت ضد يفعال ةکاهش در زمان انعقاد و انداز يت انعقاديفعال

ترل سه با نمونه کنيدر مقا زمان انعقادش در يافزا يانعقاد
  . باشديم

 ک یتیدولیت امیفعال يریاندازه گ

 روش ژانگک بر اساس يتيدوليت اميفعال يريگاندازه
)Zhang ()۴ (انجام شد .  

، مولاريليم HCL ،۵۰ -سيتر بافر تريکروليم ۹۵۰به 
درصد و  ۰۱/۰، ۸۰-نيتوئ يحاو ۸/۷ يبرا PHبا 

 ۵۰مولار به مقدار يليم S- 2222۲/۰  يسوبسترا
-ن آزاديليترو آنيل پارانيتشک. افزوده شد تر نمونهيکروليم

- يسانت ةدرج ۲۵قه در يتر نمونه در دقيليليک ميشده در 
ر محاسبه يز ةت مخصوص از رابطيو فعالباشد يگراد م

  شوديم

     
   ت مخصوص يفعال) (  

در طول  ،هقيرات جذب در دقييتغ =    -
 نانومتر  ۴۰۵موج 

- V  =ش يحجم نمونه مورد آزما 

 يب جذب موليضر=    -
 ۴۰۵در   ن که برابر يليتروانيپاران

 .باشدينانومتر م

  ک یتیت استرولیفعال يریاندازه گ
) Hummel(ت از روش هومل ين فعاليا يسربر يبرا

ک يابتدا در  .استفاده شد BAEE  يسوبسترا يرو) ۱۴(
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تر سرم يليليم ۱/۰ يکووت به عنوان شاهد که حاو
مولار  BAEE ۰۱/۰ يتر سوبسترايليليم ۳/۰، يولوژيزيف

 ديکلر يمولار حاو ۰۴۶/۰س يتر بافر تريليليم ۶/۲و 
د يمخلوط گرد ۱/۸برابر  PHمولار با  ۰۱۱۵/۰م يکلس

تر يليليم ۶/۲با  نمونهتر يليليم ۱/۰گر يسپس در کووت د
 ۰۱۱۵/۰م يد کلسيکلر يمولار حاو ۰۴۶/۰س يبافر تر

قه در يدق ۵ن مخلوط يا. ديمخلوط گرد ۱/۰مولار با برابر 
 ۳/۰د و سپس يگراد انکوبه گرديسانت ةدرج ۲۵ يدما

مولار به آن افزوده و  BAEE ۰۱/۰  يتر سوبسترايليليم
 يدما ات جذب آن دررييو بلافاصله تغ شد خوب مخلوط

نانومتر ثبت  ۲۵۳گراد در طول موج يسانت ةدرج ۲۵
ت برابر با يک واحد از فعاليش ين آزمايدر ا. ديگرد

ک يدر ) BAEE(ز شده يدروليه يکرومول سوبسترايم
گراد يسانت ةدرج ۲۵ يدما قه دريتر نمونه در دقيليليم
  . باشديم

. دير محاسبه گرديت مخصوص از فرمول زيفعال

      )
 ت مخصوصيفعال) 

در طول  ،قهيرات جذب در دقييتغ    =        
  نانومتر ۲۵۳موج 

V  =ش يمورد آزما ةحجم نمون  
که در  BAEE  يب جذب موليضر  =

    . باشديم  نانومتر برابر 253طول موج 
   V فاکتور  یکنندگت فعالیفعال يریگاندازه
) ۱۵(و همکارانش  بر اساس روش گرادش ين آزمايا

زهر و در  ةکنندن روش ابتدا توسط فعاليدر ا. انجام شد
ل و يتبد Va به فاکتور Vم فاکتور يون کلسيحضور 

 ،اضافه شده ير فاکتورهايدر حضور سا Va سپس فاکتور
ن يت ترومبيل نموده و فعالين تبدين را به ترومبيمبتروپرو
-S  يقه با استفاده از سوبسترايک دقيبعد از  شدهديتول

ن يدر ا دهدشين توليمقدار ترومب. ن شدييتع 2238
  . دارد Vaبا غلظت فاکتور  يميش ارتباط مستقيآزما

تر يکروليم V ،۱۰۰ کروگرم فاکتوريم ۱۰۰به ) ۱
 ۱/۰م يسد رکلرو يمولار حاويليم HCL ۵۰ -سيبافرتر

 ۵۰،  ۸/۷برابر  PHمولار با  ۰۱/۰م يکلس ديمولار و کلر
  . تر نمونه افزوده شديکروليم

 کلرور يحاو HCL –سيتر بافرتريکروليم ۱۷۰به ) ۲
کرومولار، يم ۲م يکلس ديمولار، کلريليم ۱۷۵م يسد

 I2581 ةکنندتر، مهاريليليگرم در ميليم ۰۵/۰ن ياوالبوم
تر فاکتور يکروليم ۱۰، ۹/۷برابر  PHکرومولار با يم ۲۰

Xa  تر يکروليم ۲۰ه،يثان ۳۰نانو مولار افزوده شد و بعد از
   .به آن افزوده شد Vaفاکتور 

 ةک لوليرا به  ۲ ةتر از مخلوط شماريکروليم ۱۰۰) ۳
مولار يليم HCL  ۵۰-سيتر بافرتريکروليم ۹۰۰ يحاو
درصد و  ۰۱/۰، ۸۰ن ير، توئمولا ۱/۰ ميسد کلرور يحاو

  ۹/۷برابر  PHمولار با يليم S-2238 ۰۲/۰ يسوبسترا
نانومتر به  ۴۰۵رات جذب در ييبلافاصله تغ شد و افزوده
ک واحد از ين روش يطبق ا .قه قرائت شديدق ۲مدت 

باشد که يم Vaاز فاکتور  يبرابر با مقدار)  IU(ت يفعال
ل ين تبديا به ترومبن ريقه پروترومبيک دقيدر مدت زمان 
ت يک فعاليشده دين توليکه ترومبيکند به طور

  . د کنديقه توليک واحد جذب در دقيک يتيدوليام
در ) نير ترومبيپذبرگشت ةکنندمهار( I258 ةکنندمهار

 Vر فعال شدن فاکتور يا غيش از فعال شدن يمخلوط آزما
-يم يريجلوگش يل شده در آزماين تشکيترومب ةليبه وس

ن يت ترومبيفعال يريگن مهارکننده در اندازهيوجود ا .کند
راست و يپذبرگشت ةکنندک مهاريرا يز. کنديمداخله نم
ق يقر ةلين به وسيش ترومبيآن در آزما يکنندگعمل مهار

 ياديمقدار زش در کووت و حضور يکردن مخلوط آزما
ن ياز ب) نيترومب يواقع يسوبسترا( S- 2238 يسوبسترا

  . روديم
  
  هاافتهی
   يج جداسازینتا

گرم زهر يليم ۲۰۰ون يلتراسيژل ف يکروماتوگراف ةجينت
نشان داده  ۱در شکل ) نيگرم پروتئيليم ۱۷۸ يحاو(خام 

اساس  زهر خام بر يهانين روش پروتئيطبق ا. شده است
ون مشخص مجزا شدند که به يفراکس ۵به  يوزن مولکول
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 PI , PII , PIII , PIV:ب خارج شدن از ستونيترت

,PV  ون يض يتعو يکروماتوگراف ةجينت. شدند يگذارنام
PII ستون  يبر روDE-52  نشان داده شده  ۲در شکل
 Vفاکتور يکنندگت فعاليبه علت داشتن خاص PII. است
 يحاو PIIتر يليليم ۵. برده شد DE-52ستون  يبر رو

. برده شد DE-52ستون  ين بر رويگرم پروتئيليم ۶/۲۵
تر يليليم ۴ .نشان داده شده است ۲ن در شکل آج ينتا

PII2 ن يستون هپار ين رويگرم پروتئيليم ۱۶/۶ يحاو
ج آن در شکل يکه نتا. برده شد ۸/۶برابر  PHآگاروز در 

ر يبه دو ز  PII2ن روش يطبق ا .نشان داده شده است ۳
  .مجزا شد PII 2-2و  PII 2-1 ونيفراکس
نشان  ۳تا  ۱ول ن در جدايسنجش پروتئ يج کلينتا

که  ينيگرم پروتئيليم ۱۷۸از  يبه طور کل. داده شده است
 ۱۶/۱۲۹مقدار  ،برده شد G-100ستون سفادکس  يبر رو

مختلف  يهاکياستخراج شد که در پ ينيگرم پروتئيليم
از  .باشديدرصد م ۴/۷۲پراکنده شدند که راندمان کار 

 DE-52ستون  يکه بر رو PIIن يگرم پروتئيليم ۶/۲۵
ن استخراج شد که يگرم پروتئيليم ۶۲/۲۱مقدار  ،برده شد

ن يگرم پروتئيليم ۱۶/۶از . باشديدرصد م ۸۴راندمان کار 
PII2 مقدار  ،گاروز برده شدا -نيستون هپار يکه بر رو

استخراج شد که راندمان کار  ينيگرم پروتئيليم ۸۷/۳
  . باشديدرصد م ۸/۶۲

-SDS(د يل امياکريپل -SDSج الکتروفورز ينتا

PAGE (فاکتور  ةکنندفعال ين وزن مولکولييو تعV 

استاندارد به کار گرفته شده  يهاينيص شده و پروتئيتخل
در  SDS-PAGE يبر رو ين وزن مولکولييتع يبرا

درصد الکتروفورز  ۵/۱۲د يل امياکريا با پلير احيط غيشرا
وزن . نشان داده شده است ۴ج در شکل يشدند که نتا

  . بود KDa ۲۹ص شده در حدود يتخل Vفاکتور  يمولکول
   یمیآنز يهاتیفعال يریگج اندازهینتا

 V فاکتور يکنندگت فعاليفعال يريگاندازه يج کلينتا
ت يج فعاليو نتا ۴دول جص در يدر مراحل مختلف تخل

چنانچه در . نشان داده شده است ۵در جدول  يانعقاد
  Vفاکتور ةکنندو فعال ، زهر خامشوديمشاهده م ۵جدول 
 ةزمان انعقاد نمون. ش شدنديمختلف آزما يهابا غلظت
ت ين فعالييپا يزهر خام در غلظتها. ه بوديثان ۲۰۳کنترل 
. دارد يت ضد انعقاديبالا فعال يهاو در غلظت يانعقاد

ش غلظت يبا افزا V فاکتور ةکنندفعال يت انعقاديفعال
ت زمان انعقاد پلاسما يکه در نها يربه طو ،افتيش يافزا

برابر زهر  ۸ن درصد يه رساند که ايثان ۵ه به يثان ۲۰۳را از 
ج ينتا. باشديکروگرم از هر دو ميم ۱۰۰غلظت  يخام برا

. نشان داده شده است ۴ک در جدول يتيت استروليفعال
 PIIت در يمم فعاليماکز ،شوديکه مشاهده م طورهمان

به نسبت زهر خام و  Vفاکتور  ةکنندوجود دارد و فعال
PII در  کيتيدوليت اميج فعالينتا. دارد ينييت نسبتاً پايفعال

  .نشان داده شده است ۴جدول 
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  G-100 سفادکس يران رویا ينایلبت یزهر خام افع یکروماتوگراف :1شکل 

- يليم ۱۵ان ين بافر با سرعت جريده و با هميتعادل رس به ۸/۶برابر  PHمولار با يليم ۲۰وم يبا بافراستات امون)  cm ۱۰۰  ۲( ستون 
  . شو داده شدوتر در ساعت شستيل
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کروماتوگرافی pIIبر روی DEAE-سلولز
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  DEAE-52ستون  يبر رو PII یکروماتوگراف :2شکل 

  د يبه تعادل رس PH  = ۸/۶مولار يليم ۲۰وم يابتدا با بافراستات امون) cm ۲۰  ۱(ستون 
 ينايستون به گراد ,جذب نشده  يهانيپس از خروج پروتئ .تر در ساعت شروع شديليليم ۱۲ان يجر ن بافر با سرعتيبا هم يکروماتوگراف

مولار يليم ۱۰۰۰وم يبا بافراستات امون يينها يشوووصل شد و در آخر شست PH  = ۸/۶مولار با يليم ۵۰۰تا  ۵۰وم ياز بافر استات امون
  . داده شد

کروماتوگرافی  PII2بر روی ھپارین آگاروز
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  ن آگاروزیستون هپار يبر رو PII 2 یکروماتوگراف :3شکل 
که جذب  يهانيپس از خروج پروتئ.  ديبه تعادل رس ۸/۶برابر  PHمولار يليم ۲۰وم يکربنات آمونيب ابتدا با بافر) cm ۱۰  ۱(ستون 
تمام شدن  از سپ. وصل شد ۸/۶برابر PH مولار با يليم ۱۳۰۰تا   ۷۵۰ وميکربنات آمونياز ب يانيستون به گراد ،نشده بودند ستون
ان يبا سرعت جر هاونيفراکس. صورت گرفت ۸/۶برابر  PH با  مولاريليم ۲۰۰۰وم يمونکربنات آ يب با بافر يينها يشووشست ،انيگراد
  . شدند يآورتر در ساعت جمعيليليم ۱۲
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-Gستون سفادکس  يرو یماتوگرافاول کرو ۀحاصل از آن در مرحل يهاونین در زهر خام و فراکسیج سنجش پروتئینتا: 1جدول 
100  

 فاکتور اندازه گيري شده  حجم نمونه  غلظت پروتئين  توتال پروتئين  راندمان

( % )  )mg (  )mg/ml (   )ml (  نمونه  
۱۰۰  ۱۷۸  ۸۹     )C.V  (زهر خام  

۹/۲۶  ۴۸  ۸/۴  ۱۰  PI  
۳/۱۸  ۶۴/۳۲  ۷۲/۲  ۱۲  PII  
۶۴/۱۵  ۸۴/۲۷  ۹۲/۱  ۵/۱۴  PIII  
۹۴/۴  ۸/۸  ۴۴/۰  ۲۰  PIV  
۶۴/۶  ۸۹/۱۱  ۶۶/۰  ۱۸  PV  

  

  دوم کروماتوگرافی ۀهاي جدا شده از آن در مرحلو فراکسیون PIIنتایج سنجش پروتئین : 2جدول 
 فاکتور اندازه گيري شده  حجم نمونه  غلظت پروتئين  توتال پروتئين  راندمان

( % )  )mg (  )mg/ml (   )ml (  نمونه  
۱۰۰  ۶/۲۵  ۱۲/۵     )C.V  (زهر خام  

۰۹/۴۱  ۵۲/۱۰  ۶۳/۲  ۴  PI 1  
۰۷/۳۰  ۷/۷  ۵۴/۱  ۵  PII 2  
۵۹/۱۳  ۴۸/۳  ۱۶/۱  ۳  PIII 3  

  

  یسوم کروماتوگراف ۀآن در مرحل جدا شده از يهاونیو فراکس  PII 2نیج سنجش پروتئینتا: 3جدول 
 فاکتور اندازه گيري شده  حجم نمونه  غلظت پروتئين  توتال پروتئين  راندمان

( % )  )mg (  )mg/ml (   )ml (  مونهن  
۱۰۰  16/6                      54/1                    ۴  PII 2  

8/42                 64/2                       66/0                   ۴  PII 2-1  
2/16                  23/1                       41/0                   ۳  PII 2-2  

 

  
د یل امیاکریاء و ژل پلیر احیط غیدر شرا SDS-PAGE ۀلیوسشده بهصیتخل Vفاکتور  ةکنندفعال ین وزن مولکولییتع :4شکل 

  درصد 5/12
  : بينمونه ها به ترت

  تنايلب ياز زهر افع Vفاکتور  ةکنندفعال – ۱
  : ند ازاکه عبارت يوزن مولکول ياستانداردها – ۲

 ) KDa ۱/۲۰(و ) KDa ۲۹(ک  يدرازکربني، ان)KDa ۴۳(ن ي، اوالبوم)KDa ۶۷( ياون سرم گي، آلبوم) b )KDa ۹۴لاز يفسفر
Soyabean  Trypsin  inhibitor  
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  رانیا ينایلبت یاز زهر افع کیتیدولیت امیو فعال يدرولازین استر هیت ارژنیعالف ،V فاکتور ةکنندص فعالیتخل یج کلینتا : 4جدول 
  فعاليت اميدوليتيک

Unit/mg  
  سترارژنين ا

  هيدرولاز
Unit/mg 

Yield %  فاکتور
  تخليص

  فعاليت مخصوص
 Vفاکتور ةکنندفعال

Unit/mg  

 ةکنندفعاليت فعال
  V Unitفاکتور

 پروتئين
mg%  

 ةگيري شدفاکتور اندازه
 مراحل مختلف تخليص

۸۹/۱۶  ۸۵/۳  ۱۰۰  ۱  ۵۷/۱   ۴۶/۲۷۹  ۱۷۸  Crude  venom 
 

۵۴/۶  ۴۴/۱۱  ۷۵/۷۵  ۲۶/۵  ۲۷/۸  ۷/۲۱۷  ۶/۲۵      SephadexG100                  
PII 

۲۴/۳  ۵/۲  ۵۸/۷۷  ۴/۲۲  ۱۹/۳۵  ۸/۲۱۶  ۱۶/۶  DEAE-cellulose52 
PII2 

۸/۱  ۴۶/۱  ۱/۵۳  ۸/۳۵  ۲۵/۵۶  ۱۵/۱۴۸  ۶۴/۲  Heparin agarose 
PII2-1 

  

ن يقه پروترومبيک دقيدت زمان باشد که در ميم) (Vaه فعال شد Vاز فاکتور  يبرابر با مقدار Vفاکتور  ةکنندت فعاليک واحد از فعالي
  .د کنديقه توليک واحد جذب در دقيک يتيدوليت اميلک فعايشده د ين توليکه ترومبيبه طور ،ل کندين تبديرا به ترومب

  
 ۀلیوسانسان به ةتاز ۀتراتیس يتر پلاسمایلیلیم Recalcification Plasma Clotting Time (5/0( يت انعقادیفعال :5جدول 

  ن ین پروتئیمع يهاغلظت يتر از هر نمونه حاویلیلیم 1/0
  شده  يریگفاکتور اندازه                  )                           هیثان(زمان انعقاد                             

PII 2-1   )VLVa  (           PII 2             PII            C.V                  ن یپروتئکروگرم یم  

          10                          15                23              9/19                            10      

          5 /8                      5/14               23              9/28                            50   

          5                          13                 23               40                              100             

   150منعقد نشد                                    23                13                          5          

  . باشديه ميثان ۲۰۳کنترل  ةزمان انعقاد نمون – ۱
۲  - C.V ساعت هم نتوانست پلاسما را منعقد کند ۲۴کروگرم در عرض يم ۱۵۰ا غلظت ب .  
  

  بحث 
 ينايلبت يدهد که در زهر افعياطلاعات ما نشان م

توأماً وجود دارد  يو ضد انعقاد يت انعقاديران دو فعاليا
 يهاتين فعالييپا يهاکه زهر خام در غلظت يبه طور

. دارد يت ضد انعقاديبالا فعال يهاو در غلظت يانعقاد
 يژه مارهايدهد که زهر مارها به وينشان م هاهمطالع

 يفاکتورها يدارا دهيپريوده و يمتعلق به خانوادة کروتال
ن يا .گذارنديانعقاد خون اثر م يهستند که رو يمهم

ن پروتئاز يهستند که به دو دسته، سر ييفاکتورها پروتئازها
 Vکنندة فاکتورفعال ).۱۶(شونديم ميتالوپروتئاز تقسم و
انعقاد خون را  Vاست که فاکتور  يياز فاکتورها يکي

لة سه يبه وس Vکنندة فاکتور ص فعاليتخل. کنديفعال م
ون زهر خام يلتراسيژل ف .انجام شد يکروماتوگراف ةمرحل
  . ون را نشان داديفراکس پنج G-100لة سفادکس يبه وس
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 يت انعقاديعالاز ف يت ضد انعقادين مرحله فعاليدر ا
اول،  يهاونيدر فراکس يانعقاد يهاتيفعال يمجزا شد، ول

 يت مربوط به فاکتورهاين فعاليدوم و چهارم بود که ا
گر هم وجود يد يدر مارها مسألهن يا وباشد يمختلف م

 ين فاکتور انعقاديکه در زهر مارها چند يدارد به طور
 يگرافدر مرحلة دوم کروماتو ).۱( مختلف وجود دارد

از  ياز بعض V کنندة فاکتورفعال  DEAE – 52يرو
ون دوم يکننده در فراکسن فعاليها جدا شده و انيپروتئ

لة يبه وس ييص نهايتخل. ن مرحله وجود داشتيا
-و سپس فعال آگاروز انجام شد -نيهپار يکروماتوگراف

ز شد يآنال SDS – PAGEلة يشده به وسصيکنندة تخل
. د نشان دادياملياکريژل پل يا روک باند خالص ريکه 

 يروسل يبار از زهر افعنياول يبرا Vکنندة فاکتور فعال
(Russle viper)  استخراج شد کهRVV – V ده ينام

 ۲۸ ين با وزن مولکوليپروتئ کويگلک ي RVV – V. شد
در  Vکنندة فاکتور فعالن يا .باشديلو دالتون ميک ۲۹تا 
کنندة فعال يوزن مولکول. شکنديم  rg – Serةيناح

زهر  RVV – Vک به ينا نزديلبت يدر زهر افع Vفاکتور 
  ). ۱۷(است  يروسل

 ۸در حدود  Vکنندة فاکتور فعال يانعقاد يهاتيفعال
با  يولازرديسترهن ايت ارژنيفعال .برابر زهر خام بود

در زهر خام و مراحل  BAEE يرااستفاده از سوبست
ت در يفعال نيشتريب. شد يريگص اندازهيمختلف تخل

موجود  يمرحلة اول کروماتوگراف از ون دوم حاصليفراکس
ن و ييپا نسبتاً Vکنندة فاکتورت در فعالين فعالياما ا. است

ت يدرصد فعال ۱۲ ت زهر خاميدرصد فعال ۳۸در حدود 
PП ن باشد که يتواند مربوط به ايم مسألهن يل ايدل. بود

لاز وردين استرهينيرژان يچندنا يلبت ياحتمالاً در زهر افع
ثر دارند ا BAEE ياسوبستر يرو يوجود دارد که همگ

از  يها در مراحل مختلف کروماتوگرافمين آنزيا و
ن ينين نوع ارژيوجود چند .اندگر جدا شدهيهمد

از مارها گزارش شده است  يولاز در زهر بعضردياستره
 – Sيک با استفاده از سوبسترايتيلوديمت ايفعال). ۱۸(

-ص اندازهيدر زهر خام و در مراحل مختلف تخل 2222

 داشت و ت در زهر خام وجوديفعال نيشتريب .شد يريگ
 ۱۰ن و در حدود ييت پاين فعاليا Vکنندة فاکتور در فعال

احتمالاً در زهر خام . ت در زهر خام بوديدرصد فعال
ک وجود دارد که در مراحل يتيلدويمن فاکتور ايچند

اثبات  البته. اندگر جدا شدهياز همد يوگرافمختلف کرومات
  . است يشتريقات بيمنوط به تحق مسألهن يا

  
   یقدردان
 يسازقات سرمين مقاله از مؤسسة تحقيسندگان اينو

نا و از يلبت يزهر افع ياهدا يحصارک کرج برا يراز
استان خوزستان  ةجت محترم سازمان برنامه و بوديريمد

ن مقاله و از يق اية تحقاز پروژ يت ماليجهت حما
- يجند يدانشگاه علوم پزشک يمعاونت محترم پژوهش

ق تشکر ين تحقيفراهم نمودن امکانات ا يشاپور اهواز برا
    . ندينمايم يو قدردان
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Abstract 

Purification of Blood Coagulation Factor V Activator from the Venom 
of Iranian Vipera lebetina 

 
Zohreh  Amoozegari1*,  Abbas Zare  Mirak Abadi2,  Mozhgan  Noorbehbahani3 

 
 
 
 

Background and Objective: The  venom  of  many Viperidae  
snake appear to contain proteins  that  affect  blood  coagulation. 
The aim of this study was to identify and isolate a blood 
coagulation factor V activator present in the venom from Vipera 
lebetina.  
Material  and  Methods:  Factor V activator was purified  from 
200 mg of crude venom by three steps  of chromatorgraphy  
which included:  gel filtration on sephadex G100,  Ion  exchange 
chromatography on DEAE and cellulose and affinity  
chromatography on heparin agarose. The effect of factor V 
activator on human factor V was studied by measuring the 
amidiolytic activity of the produced thrombin by activated factor 
V (Va). 
Results: The results of SDS – PAGE  identified an activator  of   
factor  V as a single  protein  band with a molecular  weight  of  
29 KDa. This compound was converted, in the presence of 
calcium ions, to active factor Va. It also had arginine esterase  
activity toward substrate BAEE ( -benzoyl arginine  
ethyester) and a weak  amidase  activity  on  S-2222  (benzoyl- 
le-glu-Gly-Arg-p- nitroanilide). 
Conclusion: The results of this study showed that the isolated 
factor is a specific activator on factor V.  
 
Keywords:  factor V activity, snake venom, Vipera lebetina.  
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