
  

 فصلنامه بیماری های عفونی و گرمسیری وابسته به انجمن متخصصین بیماری های عفونی و گرمسیری
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بر سلولهای سرطان سینه ( Naja naja oxianaفراکشن بدست آمده از زهر مار کبری ایرانی)اثر 

 9T4رده
 

٭، دلاور شهباززاده9رویا میرزایی
٭، کامران پوشنگ باقری2
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 ایران -کارشناس ارشد سم شناسی، گروه آموزشی فارماکولوژی و سم شناسی،دانشکده داروسازی،واحد علوم دارویی دانشگاه آزاد اسلامی. تهران -9

 –. تهران انستیتو پاستور ایران درمانی،های بیومولکول بیوتکنولوژی، آزمایشگاه ونوم و  بخشقیقات بیوتکنولوژی، مرکز تحدکترای تخصصی بیوشیمی، دانشیار  -2

 ایران

انستیتو پاستور  درمانی،های بیومولکول بیوتکنولوژی، آزمایشگاه ونوم و  بخشمرکز تحقیقات بیوتکنولوژی، دکترای تخصصی باکتری شناسی پزشکی، استادیار  -3

 ایران –. تهران انایر

: ، تلفن و نمابردرمانیهای بیومولکول بیوتکنولوژی، آزمایشگاه ونوم و  بخشانستیتو پاستور ایران، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی، مکاتبه:  یبرا ی*نشان

 Shahbazzadeh@yahoo.com ، k_bagheri@pasteur.ac.ir،9398143559 ،کد پستی:88466766
 مرداد نود و پنج                  پذیرش برای چاپ:خرداد نود و پنج                                                 دریافت مقاله:

 چکیده 
بسیاری از بیوتوکسین ها به عنوان یک منبع بیولوژیکی در زنان است. سرطان پستان علت اصلی مرگ مرتبط با سرطانسابقه و هدف: 

مهار  سببمار مخلوطی پیچیده از مواد دارویی فعال است. ونوم مار  زهرمفید دارای ترکیبات فعال دارویی و اثرات ضد توموری هستند.

فراکشن های و سایتوتوکسیک اثر ضد سرطانی  تعییندر سلول های سرطانی می شود. مطالعه حاضر با هدف  آپوپتوزتکثیر سلولی و 

 .شدبر روی سلول های سرطان سینه انجام  Naja naja oxianaبدست آمده از ونوم مار کبری 

سرم جنین گاوی کشت داده شدند.ونوم مار کبری ایرانی با استفاده از  %96با  RPMIدر محیط   4T1سلول سرطان سینه  :کار روش

-SDSلتراسیون و تعویض یونی تخلیص شد.غلظت فراکشن ها تعیین و محدوده وزن مولکولی آنها با روش روش کروماتوگرافی ژل فی

PAGE با استفاده از  به ترتیب بررسی گردید.اثر ضد چسبندگی و سمیت سلولی فراکشن فعال بر روی سلول های کشت داده شده

 اندازه گیری شد.  MTTروش رنگ آمیزی با تریپان بلو و

دارای  حاصل از کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون، F3فراکشن جداسازی شد.فراکشن 8از کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون تعداد :یافته ها

جهت  F3فراکشن لذا  .که معادل وزن مولکولی پروتئین های دیس اینتگرینی می باشد بودکیلودالتون  56وزن مولکولی حدود 

  kDaبا وزن مولکولی F2فراکشن  .دگردیفراکشن جداسازی  4ه و یونی انتخاب شد تخلیص بیشتر بوسیله ی کروماتوگرافی تعویض

که فراکشن فعال بدست آمده از کروماتوگرافی  ادنشان د  MTTحاصل از تست  نتایج، به عنوان فراکشن فعال انتخاب شد و  47

 درصد HEK293  ،6 بر روی سلول نرمال داشته و  سمیتدرصد  µg  ،45  3/6 درمقدار 4T1تعویض یونی بر روی سلول سرطانی 

 .اشتاثر سایتوتوکسیک  د

فراکشن فعال ونوم مار کبری ایرانی دارای اثرات سایتوتوکسیک بر روی سلول های سرطان سینه می باشد و گزینه ی : نتیجه گیری

 مناسبی جهت تخلیص کامل تر در انجام مطالعات داروهای ضد سرطانی با منشا طبیعی می باشد. 

 ، سرطان سینه MTTتست کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون، کروماتوگرافی تعویض یونی،  مار کبری ایرانی،: واژگان کلیدی
 

 مقدمه
 

سرطان یک بیماری پیچیده است که توسط تکثیر سلولی کنترل 

نشده سلول و فرار از آپوپتوز ایجاد  شده و سبب هموار کردن راه 

(. سرطان یک مشکل 9گردد )های تهاجم سلولی و متاستاز می 

 4عمده بهداشت عمومی در همه ی مناطق جهان است و از هر 

در ایالات متحده آمریکا، یک مورد مربوط به سرطان  مورد مرگ

بنابراین همیشه یک ضرورت دائمی برای توسعه داروهای  .(2است)

 با حداقل ضد سرطان جایگزین و داروهای سینرژیست)هم افزا( 

 

 
 

بی وجود دارد. یک استراتژی مهم برای توسعه عوامل عوارض جان

ضد سرطان،مطالعه عوامل ضد سرطان به دست آمده از منابع 

 .(3طبیعی است )

سالیانه منابع زیادی در پیشگیری، تشخیص و درمان سرطان سرمایه 

گذاری شده، سازمان های دولتی و غیر دولتی مانند موسسه ملی 

روپایی تحقیقات و درمان سرطان ، سازمان ا(NCI)سرطان آمریکا

(EORTC) (4بر توسعه و کشف عوامل ضد سرطان است) . شیمی 
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اغلب بیماران  اما درمانی از روش های غالب، در درمان سرطان است.

دچار عوارض جانبی شدید می  با شیمی درمانی بهبود نمی یابند و

شوند. این امر منجر به تلاش جهت دستیابی به داروهای جدید ضد 

ت آمده از منابع سرطان شده است. داروهای جدید ضد سرطان بدس

طبیعی ممکن است اثر داروهای شیمی درمانی متعارف و رایج را 

 افزایش دهد. 

در حال حاضر بسیاری از محققین در سراسر دنیا ترکیبات ضد 

گرفته شده اند را شناسایی  زهر جانداران سمیسرطانی که اغلب از 

ه و کرده اند. بیوتوکسین ها توسط بعضی از موجودات زنده تولید شد

قادر به از بین بردن و آسیب رساندن به سایر ارگانیسم ها نیز 

 .(5هستند. )

از کل سرطان های شناسایی شده در  %21سرطان پستان به تنهایی 

علت اصلی مرگ  این بیماریمیان زنان را به خود اختصاص می دهد 

نفر در هر  هزار45مرتبط با سرطان در زنان و مسئول مرگ بیش از 

افزایش در تعداد  WHO ،26%با توجه به گزارش  سال است.

بیماران مبتلا به سرطان پستان گزارش شده است. سرطان پستان، 

یک بیماری وابسته به جنسیت خاص نیست. فراوانی سرطان پستان 

مرد در  2266برابر کمتر از زنان است و حدود  966در مردان حدود 

عوارض جانبی سمی و . (8هر سال به این بیماری مبتلا خواهد شد)

ظهور مقاومت دارویی از مشکلات عمده مواجه با شیمی درمانی 

است. گسترش روش های درمان منطقی برای سرطان پستان نیاز به 

درک درستی از مسیرهای سیگنالینگ سلولی دارد که منجر به 

 .( 7سرطان پستان می شود)

کیب فعال به عنوان یک منبع بیولوژیکی مفید، حاوی چندین تر زهر

دارویی بوده و این ترکیبات می توانند ارزش و پتانسیل دارویی 

داشته باشند. بسیاری از بیو توکسین ها فعالیت ضدتوموری دارند. 

بعضی مستقیما سلول های توموری را از بین می برند، و بعضی مانع 

 .(6آنژیوژنز تومور شده و رشد تومور را مهار می کنند)

کثیر سلولی و مرگ سلولی توسط القای آپوپتوز در ونوم مار با مهار ت

سلول های سرطانی، سبب آسیب به غشای سلولی و پیشگیری از 

توکسین های گرفته شده از ونوم مار، . (1،  6متاستاز می شود)

همچنین به عنوان یک مهار کننده و پیشگیری کننده از متاستاز 

اصلی مرگ بیماران بررسی شده اند. متاستاز یکی از مهمترین دلایل 

 مبتلا به سرطان است.

استفاده از ونوم برای درمان سرطان در حیوانات آزمایشگاهی برای 

گزارش شد و مشخص شد (Calmette,1993)اولین بار توسط 

 vipera lebentinaکه توکسین استخراج شده از ونوم مار 

turnica از آپوپتوز سلول های سرطان تخمدان جلوگیری می کند 

 Naja)سایتوتوکسین های بدست آمده از مار کبری هندی  .(5)

atra)   به عنوان سایتوتوکسین به خوبی بر روی رده ی سلولی

عمل می کنند. سایتوتوکسین می تواند باعث اثرات پاتولوژیکی 

با توجه به اینکه . (96،  99) ویرانگر در سلول های سرطانی شود

 سبب آپوپتوز و متاستاز ونوم مار شامل ترکیبات وسیعی است که 

 

سلولی می شود، می توان به توسعه ی یک داروی جدید ضد 

. با توجه به اهمیت (92) سرطان از ونوم مار در آینده امیدوار بود

 جستجوی مواد ضد سرطان از منابع طبیعی، این مطالعه جهت 

اثر توکسیسیتی و ضد سرطانی فراکشن های بدست آمده از تعیین 

 انجام شد. ی ایرانی بر رده سلولی سرطان سینه زهر مار کبر

 

 روش کار 

زهر لیوفیلیزه در آزمایشگاه ونوم و فرآورده های دارویی انیستیتو 

استان ، کبری هایمارمنطقه نمونه برداری پاستور موجود بود. 

. پس از طی ندبه انستیتو پاستور منتقل گردید بودهخراسان رضوی 

ر ها در سرپنتاریوم انستیتو پاستور به زهر این ما ،مدت استاندارد

زهرگیری شده و سپس  WHOطبق توصیه  milkingروش 

 (.93لیوفیلیزه گردید)

برای تخلیص فراکشن های زهر به روش کروماتوگرافی ژل 

 -Sephacryl S-200 HRفیلتراسیون از ستون سفاکریل

HiPrep 16/60   شرکت(GE )میلی  266استفاده شد.  آمریکا

میلی لیتر آمونیوم استات  2خام مار کبری ایرانی در  گرم زهر

(MERK ) میلی مولار  26آلمان(PH:8.0)  حل شده و محلول

برای حذف پارتیکل،  12470gدقیقه با دور  5حاصل به مدت 

سانتریفوژ شد. پس از اندازه گیری پروتئین موجود در محلول 

مدل  - GE)شرکت  FPLCرویی،زهر آماده سازی شده به دستگاه 

AKTA10 دارای ستون سفاکریل )S200 (وسانتی متر  86طول 

 9تزریق شده و کروماتوگرافی با سرعت جریان ( سانتیمتر 8/9قطر 

میلی لیتر در دقیقه انجام گردید. قبل از تزریق زهر، ستون با دو 

رسیده ( به تعادل   :6PHمیلی مولار ) 26حجم بافر آمونیوم استات 

 ست آمده به صورت دستی جمع آوری شدند.بود. فراکشن های بد

نانومتر خوانده شده و تعداد  266جذب فراکشن ها در طول موج 

 پیک ها مشخص گردید.

لیوفیلیزاسیون  FPLCغلیظ فراکشن های به دست آمده ازجهت ت

 فراکشنآلمان( استفاده شد.  Christدر دستگاه فریز درایر )شرکت 

ساعت در  46مده و در مدت ر آازت مایع به حالت انجماد دها با 

اتمسفر خشک گردیدند. جهت تعیین  63/6و فشار  - C 55°دمای 

غلطت، ابتدا فراکشن ها با حجم کمی از آب مقطر تزریقی به حالیت 

 BCAمقدار پروتئین نمونه ها بر اساس روش مایع درآمده و سپس 

تست احیای مس توسط پیوندهای این  اساساندازه گیری شدند. 

در این روش از کیت  یدی است.پپت

اده شد. به کره جنوبی( استف Intronbio)کمپانیBCAمخصوص

در یک میکروتیوب طور خلاصه، جهت تهیه بافر تست،

 میکرولیتر 4 با  )بیسینکونینیکاسید( Aمیکرولیتر از محلول 266

 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  

  74، شماره   و یکم ستی، سال ب یریو گرمس یعفون یها یماریفصلنامه ب

 9 ________________________________________________________________________________رزایی و همکارانرویا می

 
 

شد. مقداری از ی ورتکس مخلوط مس(به وسیله )سولفات Bمحلول 

در چاهک  بافر تست مخلوط کرده ورا با  رقیق شده نمونه

درجه قرار   37ر  دقیقه در انکوباتو 36میکروپلیت ریخته و به مدت 

  582جذب هر یک از چاهک ها در طول موج  . سپسداده شد

با استفاده از فرمول خط به ، . غلظت نهاییگردیدنانومتر قرائت 

دست آمده از منحنی استاندارد که با استفاده از مقادیر مختلف 

بدست آمده بود،  (BSA)پروتئین استاندارد آلبومین سرم گاوی 

 محاسبه شد.

در ژل ( 94(وفورز در ژل پلی اکریل آمید بر اساس روش لاملی الکتر

درصد و ژل متراکم کننده)   Resolving) )92جداکننده 

Stacking  )4  ابتدا نمونه . انجام گرفتغیراحیا در شرایط درصد

 دقیقه تیمار حرارتی 3-5 با بافر نمونه مخلوط شده و های پروتئینی

 26،ها از آماده شدن نمونهو سپس الکتروفورز شدند. پس  شده

-Bioدر هر چاهک دستگاه تانک عمودی ) ها میکروگرم از آن

Rad) ساعت  3میلی آمپربه مدت  36جریان و در تزریق شده

الکتروفورز گردید. پس از اتمام الکتروفورز، ژل با رنگ کوماسی 

 .رنگ آمیزی شد R250آبی

یس با توجه به هدف این تحقیق که جستجوی یک پروتئین د

حاصل از کروماتوگرافی ژل  3اینتگرین بود، فراکشن شماره 

فیلتراسیون به دلیل دارا بودن پروتئین هایی با طیف وزن مولکولی 

کیلودالتون، جهت جداسازی و تخلیص بعدی به  86الی  46بین 

 (.9)وسیله ی کروماتوگرافی تعویض یونی انتخاب شد

)شرکت  FPLCتگاه ، به دس3مقدار یک میلی گرم از پیک شماره 

GE -  مدلAKTA10  دارای ستون )Mono Q  شرکت(GE 

تزریق شده و (سانتیمتر 9.8قطر  وسانتی متر  96طول -آمریکا 

میلی لیتر در دقیقه انجام گردید.  9کروماتوگرافی با سرعت جریان 

در این مرحله ابتدا پروتئین هایی که جذب ستون نشده بودند از 

از ستون  "از اینکه این پروتئین ها کاملاستون خارج شده و بعد 

  PHمولار با  9از صفر تا NaClخارج شدند، بلافاصله شیب غلظت 

دقیقه اعمال شد. جذب نمونه ها در طول  86به مدت  7 برابر با 

نانومتر قرائت و منحنی جذب آن ثبت گردید. سپس  266موج 

ن جهت خارج کردن نمک فراکشن ها، دیالیزتوسط لوله فالک

انجام شده و سپس و به   cut off :3 kDa( با  Milli poreدیالیز)

 روش فوق لیوفیلیزه شدند.

مطابق روش   BCAاندازه گیری مقدار پروتئین با استفاده از کیت 

الکتروفورز در ژل پلی اکریل آمید در ذکر شده، انجام پذیرفت. 

بر اساس روش  (SDS-PAGE) حضور سدیم دودسیل سولفات

 (  انجام شد.94(لاملی 

از بانـک  HEK293 و سلول نرمال 4T1 سلولها رده سلول سرطانی

سلولی انسیتو پاستور ایران تهیه و به ترتیب در محـیط 

سـرم  96حـاوی%  DMEM(Gibco)و  RPMI-1640کـشت

 (100U/ml)سیلین ی ، محلـــــول پن(FBS) جنـین گـــــاوی

  گلوتـامین-ال   ولارمیلی م 2( و(100µg/mlاسترپتومایسین  -

 
 3نگهداری و هر  Co2 5%داده شدند. سپس در انکوباتور کـشت

 .)95،  98روز یکبار محیط کشت آنها تعویض گردید )

تعویض یونی، از نظر  کروماتوگرافیفراکشن های بدست آمده از

   4T1قدرت ضد چسبندگی بر روی سلول های سرطان سینه رده 

درصد سلول  76که حداقل  ور هنگامیبررسی گردید. برای این منظ

در فلاسک کشت به رشد کامل رسیدند ، به موجود   4T1ی ها

 سلول ها از کف فلاسک جدا شده و -EDTAکمک تریپسین

های زنده در سوسپانسون  از  شمارش سلول سانتریفوژ گردید.پس

 18سلول به هر چاهک میکروپلیت  X 10 320، تعداد سلولی 

مقادیر  گروه کنترل نیز در نظر گرفته شد. یک منتقل شدوخانه 

هر یک از چاهک میکروگرم به  96/6تا   8مختلف از فراکشن ها از 

بعد از مدت زمان یک الی دو ساعت  اضافه گردید. های گروه تست

محلول رویی برداشت شده و سلول های چسبیده شده به کف 

فه میکروپلیت و همچنین سلول های محلول رویی به طریق اضا

فراکشن موثر کردن رنگ تریپانبلو شمارش و بررسی گردیدند.  

 انتخاب گردید.  MTTجهت تست 

روش رنـگ سـنجی،  هبـ فراکشن کاندیدبررسی اثر سیتوتوکسیتی 

-MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5استفاده از بـا 

diphenyl-tetrazolium bromide)اساس  (.97) انجام شد

فعالیت آنزیم سوکـسینات دهیـدروژنـاز ایه ی بر پایـن روش 

محلول  در این روش است، کهاستوارمیتوکنـدریایی سلولهای زنده 

می بـه کریستالهای بنفش رنگ فورمازان تبدیل  MTT زرد رنگ

میتوان آنها را در دستگاه   DMSO پـس از حل کردن در و، شود

در این مرحله  (.96الایزا ریـدر مـــورد ســـنجش قـــرار داد )

 HEK 293و شاهد رده   4T1ابتدا سلول های سرطان سینه رده 

در فلاسک کشت داده و تکثیر شدند. سپس سلول ها به کمک  

Tripsin-EDTA    از فلاسک جدا شده و بعد از سانتریفوژ و

خانه ای  18هزار سلول به هر چاهک میکروپلیت  26شمارش، تعداد 

 به عنوان کنترل مشخص گردید. و همچنین یک گروه منتقل شد

بعد از اطمینان از  چسبیدن سلول ها به کف میکروپلیت ، غلظت 

 966تا  در میلی لیتر میکروگرم 8های مختلف از فراکشن ها از 

اضافه گردید.  چاهک های گروه تستبه )میکروگرم  0.18)نانوگرم 

ساعت ، محیط رویی هر چاهک را با دقت  24زمانمدت بعد از 

 RPMIمیکرولیتر محیط کشت 966ج و به هر یک از چاهک هاخار

اضافه شد  MTTمیکرو لیتر محلول  56)فاقد فنول رد( و   1640

درصد،  CO2   5ساعت در انکوباتور با میزان  4و به مدت 

میکرولیترمحلول   56نگهداری گردیدند. سپس به سلول ها 

DMSO همراه  اضافه شد. بعد از مخلوط کردن ، میکروپلیت را 
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ن شیکر قرار داده شد و جذب نمونه دقیقه درو 95درپوش ضد نور 

شرکت   Epoch) دستگاه توسط  نانومتر 576ها در طول موج 

BioTek) 

 
 

تکرار تعیین گردید  3برای هر غلظت از فراکشن کاندید ثبت گردید. 

در نظر گرفته شد  966 درصد بقاء سلولی در گروه کنتـرل منفـی ،

 زیر محاسبه گردید.رمول و از ف

 

 
 
 
 
 
 

اثر سمیت  ندارای بالاتری کههای مختلف فراکشن کاندید غلظت 

، به روش رقیق سازی متوالی در میکرو بودسلولی و ضد چسبندگی 

درصد گلبول  2سیون ند. سپس سوسپایخانه تهیه گرد 18پلیت 

 قرمز انسان به آنها اضافه و به 

 
 

 
 

. میکرو پلیت را سانتریوفوژ شددرجه نگهداری  37ساعت در  2مدت 

کرده و محلول رویی به میکروپلیت دیگری منتقل شدو نهایتا میزان 

د. ینانومتر بررسی گرد 546آزاد شدن هموگلوبین در طول موج

. بود  PBSکنترل منفی  وTRITON X100کنترل مثبت 

:گردیدزیر محاسبه  درصد فعالیت همولیتیک طبق فرمول

 

 

 یافته ها 

میلی گرم زهر خام مار  266نتیجة کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون 

نشان داده شده است. طبق این روش  9نمودار در  کبری ایرانی 

  8پروتئینهای زهر خام بر اساس وزن مولکولی به 

 

                                                                         

 

 

 
 ,F1 ن مشخص مجزا شدند که بهترتیب خارج شدن از ستونشفراک

F2, F3, F4, F5,  و F6گذاری شدند نام 
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 مولار با میلی 26با بافراستات امونیوم  سانتیمتر 9.8سانتی متر ، قطر  86ستون طول. S-200 سفاکریلایران روی  مار کبریم : کروماتوگرافی زهر خا9 نمودار

PH  شستشو داده شد دقیقهلیتر در  -میلی 9به تعادل رسیده و با همین بافر با سرعت جریان  6برابر. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

و تعیین  (SDS-  PAGE) د ژلامی پلیاکریل SDS -نتایج الکتروفورز

تخلیص شده و پروتئین استاندارد به کار فراکشن موثر وزن مولکولی 

در  SDS-PAGE گرفته شده برای تعیین وزن مولکولی بر روی

) شکل  درصد الکتروفورز شدند 92شرایط غیر احیا با پلیاکریل امید 

9 .) 
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در شرایط غیر احیاء و   SDS-PAGE هوسیل بهرافی ژل فیلتراسیون فراکشن بدست آمده از کروماتوگ 8زهر خام مار کبری ایرانی و تعیین وزن مولکولی  -9 شکل

 ددرص 92 اکریل امید ژل پلی

 
 

 

در  Mono Q بر روی ستون F3 یکروماتوگرافی تعویض یونه نتیج

به علت داشتن خاصیت  F3 .نشان داده شده است 2نمودار 

 بر روی ستون  4T1کشندگی سلول های سرطان سینه رده 

Mono Q .لیتریکرو م 250برده شدF3  گرم  میلی 9 حاوی

 برده شدMono Q  پروتئین بر روی ستون
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 مولار میلی Tris-HCl 26 با بافرستون ابتدا .  (  cm 96و طول :   mm 9)قطر :   Mono Q بر روی ستون F3 تعویض یونی فراکشن کروماتوگرافی -2نمودار 

PH:7.4 گرادیانی  اشروع شد. پس از خروج پروتئینهای جذب نشده . ستون ب دقیقهر در لیت میلی 9کروماتوگرافی با همین بافر با سرعت جریان .به تعادل رسید

  شد انجام مولار NaCl 2نمک  شیب غلظت و در آخر شستشوی نهایی با هشدشسته  7برابر با   PH با مولار NaCl 9نمک از بافر 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 فراکشن های بدست آمده از SDS-PAGEنتایج الکتروفورز

نشان داده شده است. وزن  2 در شکلکروماتوگرافی تعویض یونی 

تخلیص فراکشن موثر حاصل از کروماتوگرافی تعویض یونی مولکولی 

 .برآورد شد KDa47 شده در حدود
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در  بدست آمده از کروماتوگرافی تعویض یونی F2فراکشن وزن مولکولی فراکشن موثر حاصل از کروماتوگرافی تعویض یونی.   الکتروفورز - 2شکل 

 کیلودالتون برآورد گردید. 47، حدود درصد 92 اکریل امید ژل پلیدر شرایط غیر احیاء 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

حاصل از کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون  3هنگامی که فراکشن 

راکشن های به توسط کروماتوگرافی تعویض یونی تخلیص شد، ف

دست آمده از کروماتوگرافی تعویض یونی با هدف انتخاب قوی 

، در این تست اثر ضد چسبندگی بیشترین ترین فراکشن دارای 

 :Flow Throughمتصل نشده  فراکشن هایبرسی شدند. 

FT)) و F1   وF4  اثر ضد چسبندگی کمتری نسبت به بقیه

ی فراکشن ها داشتند. بیشترین اثر ضد چسبندگی مربوط به 

 F2بود که از میان این دو ، فراکشن  F3و F2 فراکشن های 

 (.3)نمودار  بیشترین اثر را از خود نشان داد
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 F2. با توجه به نتایج، فراکشن  F3 دگی حاصل از کروماتوگرافی تعویض یونی فراکشن بررسی و انتخاب قوی ترین فراکشن ضد چسبن -3نمودار 

 دارای بیشترین اثر ضد چسبندگی بود.

 

 

 

 

حاصل از کروماتوگرافی  F2فراکشن نتایج حاصل از بررسی اثر 

 ،37/6، 5/9،75/6،  8،3در مقادیر مختلف، F3تعویض یونی 

سلول های و   HEK-293بر روی سلول نرمال میکروگرم 96/6

برروی  F2فراکشن نشان می دهد که 4T1) ) سرطان سینه

سلول های نسبت به  4T1 سلول های سرطان سینه 

 بیشتریدارای سمیت سلولی  (HEK-293فیبروبلاست نرمال )

درصد سمیت  45، میزان  MTTبر اساس تست  . می باشد

یکروگرم بر رده ی سلول های سرطانی م 3/6 سلولی در مقدار 

مشاهده شد که در همان غلظت برابر از فراکشن   4T1سینه 

F2  اثر سمیت سلولی بر رده ی سلول های شاهد فیبروبلاست،

HEK-293   با توجه به (. 4نمودار  (درصد بود 6، به میزان

کنترل منفی با تمام غلظت های مورد آزمایش برابر  ODاینکه 

 راین هیچ گونه فعالیت همولیتیک مشاهده نگردید.بود، بناب
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. با توجه   MTTدر تست       و سلول شاهد فیبروبلاست انسانی  4T1بر رده سلول سرطانی  F2صد سمیت سلولی فراکشن  مقایسه در -4نمودار 

 دارای سمیت بسیار کمتری بر سلول های رده نرمال داشت. F2به نتایج فراکشن 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 بحث 

شیمی درمانی از روش های غالب در درمان سرطان  است اما 

ب بیماران با شیمی درمانی بهبود نیافته و دچار عوارض اغل

جانبی شدید می شوند. کشف عوامل شیمی درمانی امید تازه 

ای در جامعه پزشکی جهت درمان سرطان بود اما ایجاد عوارض 

شدید سبب ناامیدی مجدد شده، این امر منجر به تلاش مجدد 

شده  در محققین جهت دستیابی به داروهای جدید ضد سرطان

یک استراتژی مهم برای توسعه عوامل ضد . (7است )

سرطان،مطالعه ی عوامل ضد سرطان به دست آمده از منابع 

ونوم بعضی مار ها حاوی مولکول های ویژه . (3طبیعی است)

ایست که از چسبندگی و مهاجرت سلول ها جلوگیری کرده و 

ا می گویند. دیس اینتگرین ه Disintegrinاصطلاحا به آن ها

مولکول هایی با وزن مولکولی متوسط و دارای ویژگی های 

(.وجود این مولکول ها در زهر خانواده مار های 6خاص هستند )

کبری ثابت شده و لذا این تحقیق جهت جستجوی یک فراکشن 

 . (6،  5ضد متاستاز با خاصیت ضد سرطانی هدف گذاری شد )

زهر مار کبری  نتایج حاصل از کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون از

( حاصل از F3) 3فراکشن شماره . فراکشن )پیک( بود 8ایرانی ، 

کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون با دارا بودن پروتئین هایی با 

کیلودالتون، جهت  86الی  46محدوده وزن مولکولی بین 

 با توجه  (.9تخلیص با کروماتوگرافی تعویض یونی انتخاب شد)

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

کروماتوگرافی تعویض آنیونی از  فراکشن حاصله 5وع مجم به

در محدوده ی  F2)یک کاتیونی و چهار آنیونی(، فراکشن 

اثر .آنیونی بیشترین اثر ضد چسبندگی و کشندگی را داشت 

 96حدود میکروگرم  3/6در مقدار F2ضد چسبندگی فراکشن 

بر آورد گردید و اثر کشندگی این فراکشن بر رده ی سلول  %

 بدست آمد. % 45حدود  4T1سرطانی  های

هیچ گونه اثر  F2نتایج تست همولیز نشان داد که فراکشن 

و اثر سمی  همولیتیکی بر سلول های گلبول قرمز انسان ندارد

بود که بسیار کمتر از سلول های  % 6آن بر سلول های نرمال 

(. این فراکشن از اتصال سلول ها جلوگیری 91سرطانی بود)

اثر کشندگی بسیار سریع بر سلول های  دارایکرده و هم 

 . سرطانی بود

رامار تانگام و همکاران اثر سیتوتوکسیک مار  2692در سال 

سلولی سرطان سینه ، ریه ، کبد  های کبری هندی بر روی رده

را مورد بررسی قرار دادند و توانستند به پروتئینی با وزن 

چسبندگی بر کیلو دالتونکه دارای خاصیت ضد  84مولکولی 

 .(9روی هر سه رده ی سلول های سرطانی بود ، دست یابند )

اثر ضد  2695فرناندا ون پاتن و همکاران در سال در مطالعه ای 

  Bothropsتوموری و ضد چسبندگی سم مار 
pauloensis 
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 07_____________________________________________________________________________________________________ کارانرویا میرزایی و هم

 

 MDA-MB-231بر روی رده ی سلول های سرطان سینه را 

. در این مطالعه بیان شده است که میزان اثر نشان دادند 

ز سمیت بر سمیت سلولی بر رده ی سلولی نرمال بسیار کمتر ا

رده ی سلول های سرطان سینه بوده است که این نتایج با 

 یافته های حاصل از مطالعه حاضر، هم راستا می باشد.با این 
 
 

 

تفاوت که در تحقیق ون پاتر و همکاران ، اثر سم مار بدون 

انجام کروماتوگرافی بررسی شده است و در مطالعه انجام شده با 

ایرانی، مراحل تخلیص و فراکشن  استفاده از ونوم مار کبری

گیری به منظور افزایش خلوص بیشتر و نتایج دقیق تر ، در 

جهت مطالعات بهتر سم شناسی و دارویی در آینده انجام شده 

 .(91) است

 Najaدر مطالعه ی دیگری که لین و همکاران بر روی مار 

atra انجام دادند ، نیز به بررسی اثرCTX 3  از ونوم مار

پرداختند که با وجود نقش موثر بر سلول های سرطان  کبری

، به علت نبود رده ی سلولی شاهد در  K562لوسمی انسانی 

این مطالعه باز هم جامعیت لازم برای تصمیمات پژوهشی در 

 . ( 26آینده را ندارد)

با توجه به مثال های نشان داده شده ، به نظر می رسد که در 

د استفاده نشده است و یا این که غالب تحقیقات ،از سلول شاه

نتایج آن گزارش نشده است. اما مطالعه ی حاضر در این زمینه 

با این دیدگاه آغاز گردید که در صورت وجود اثر فراکشن های 

، آیا بر   4T1بدست آمده بر رده ی سلول های سرطانی سینه 

 سلول های نرمال دارای اثر سمیت می باشد یا خیر؟

یج مطالعه نشان داد که فراکشن بدست آمده از خوشبختانه نتا

میکروگرم دارای  3/6مقدار کروماتوگرافی تعویض یونی در 

اثرات ضد سرطانی به صورت اثر سمیت سلولی و ضد 

می باشد،   4T1چسبندگی بر روی سلول های سرطان سینه 

،   HEK-293در حالی که بر سلول های نرمال فیبروبلاست

 .بودمیت سلولی دارای حداقل اثرات س

 نتیجه گیری

بر اساس یافته های حاصل از این مطالعه می توان نتیجه گرفت 

فراکشن فعال ونوم مار کبری ایرانی دارای اثرات که  

سایتوتوکسیک بر روی سلول های سرطان سینه می باشد و 

گزینه ی مناسبی جهت تخلیص کامل تر در انجام مطالعات 

با  همچنینطبیعی می باشد.داروهای ضد سرطانی با منشا 

اثر کشندگی بر سلول های سرطانی  وبررسی نتایج بدست آمده 

می توان امیدوار بود در صورتی که در آینده داروی ضد سرطان 

از زهر مار کبری ایرانی بدست آید ، با حداقل عوارض در یک 

 دوره کوتاه تر سبب از بین رفتن بافت سرطانی گردد.
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