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هاي جدا شده از زهر يايي و سميت سلولي فراكسيونضد باكتر اثرات مطالعه آزمايشگاهي
 افعي زنجاني

  1صالحي محمدباقر و 1، اشكان حاجي نورمحمدي3يدرضا گودرزيحم، 2حسين ثباتي، 1فرشيد غلامي ،1جميل زرگان
  يمركز علم و فناوري زيست شناس يه،دانشكده علوم پا، )عليه السلام(دانشگاه جامع امام حسين ايران، تهران،  1

  انيستيتو سبك زندگي، مركز تحقيقات بهداشت و تغذيه،  )عج(دانشگاه علوم پزشكي بقيه الهايران، تهران،  2
  ي رازيساز سرمموسسه تحقيقات واكسن و ايران، كرج،  3

  07/07/1399 :تاريخ پذيرش  29/07/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

هاي جدا شده از زهر افعي زنجاني در شرايط آزمايشگاهي مطالعه ضد باكتريايي و سميت سلولي فراكسيون در اين بررسي اثرات
، جداسازي، و سپس C-18 و پس از تزريق به ستون RP-HPLCفراكسيون هاي زهر خام افعي زنجاني با استفاده از  .گرديد
ها در غلظت  اده از روش برادفورد تخمين و اثرات ضدباكتري آنميزان پروتئين موجود در هر فراكسيون با استف. آوري شدند جمع

μg/mL 20 هاي سنجشبا استفاده از روشMIC  وMTT استافيلوكوكوس و باسيلوس سوبتيليس ، اشريشيا كوليهاي باكتري، عليه
  هاي سنجش  روشاده از هاي داراي اثرات ضدباكتريايي، با استفسپس سميت سلولي مؤثرترين فراكسيون. مطالعه گرديد اورئوس

MTT  وNeutral red uptake   بر روي سلولHepG2  تعيين   كامتبررسي شد و اثر آنها بر  القا آپوپتوز به كمك آزمايش
هاي مورد بررسي متفاوت بود، بترتيبي كه فراكسيون  ها عليه باكترينتايج نشان داد كه اثرات ضدباكتريايي فراكسيون .گرديد

 7، 5هاي شماره و فراكسيون اشريشيا كوليروي باكتري  9و  2هاي شماره ، فراكسيونباسيلوس سوبتيليساكتري روي ب 2شماره 
در  5و شماره  μg/mL 20در غلظت  2فراكسيون شماره . اند ترين اثر را داشته بيش استافيلوكوكوس اورئوسروي باكتري  9و 

كمترين سميت را  7كه فراكسيون شماره  سلولي را داشته درحالي سميت ترين ليتر بيش ميكروگرم بر ميلي 20و  10غلظت هاي 
ايجاد كرده است بنابر نتايج، نوع مرگ سلولي القا شده توسط فراكسيونها به صورت وابسته به غلظت از نوع آپوپتوز و نكروز 

اثرات ضد باكتري و ضد  افعي زنجانياز زهر  هاي جدا شدههاي اين مطالعه براي اولين بار نشان داد كه فراكسيونداده .بود
  .سرطاني دارند

  ، زهر، افعي زنجانيHepG2سلولي، سلول  تي، سمضد باكتريايي: واژگان كليدي

  jazrgan@ihu.ac.ir :، پست الكترونيكي 02177104938: تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه
 با پروتئيني پيچيده مواد از زهر مارهاي سمي مخلوطي

 هايقبيل يون از پروتئيني غير مواد و زيميآن و سمي خواص

 ،)...لسيتين و و كلسترول( ها يچرب فلزي، انواع مختلف

 فلزي مختلف هاينمك ،)گلوكز و گالاكتوز(ها كربوهيدرات

و  ها كننده فعالآب،  ريبوفلاوين، رنگي، مواد فلزي، شبه و
 اميتم تقريباً كه است اين اعتقاد بر .)2(باشدمي ها مهاركننده

 هايپروتئين عملكرد ي تركيبنتيجه در مارها سم عملكرد

. )16( .متعدد با عملكرد آنزيمي و يا غيرآنزيمي مي باشد
نوع آنزيم مختلف از سم مار جداسازي  26تاكنون حدود 

و يا  )A )Phospholipase Aفسفوليپازها  شده كه از جمله آن
سبتاً غير بعضي از فسفوليپازها ن. باشدمي تركيبي از آن

داراي خواص و بوده سمي و برخي ديگر به شدت سمي 
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 )Myotoxic( و ميوتوكسيك) Neurotoxic(نوروتوكسيك 

 ها داراي اندوپپتيداز زهر اغلب افعي .هستند
)Endopeptidase ( لازرژنين استرهيدروآو )Arginine 

esterhydrolase (كه در كاهش فشارخون، خونريزي  باشدمي
  ).9( دارندنقش و نكروز 

بعنوان مار ها زهرشناسي نشان داده است كه مطالعات سم
-يك منبع طبيعي مهم براي جداسازي و شناسايي مولكول

 ،هاي موثر در درمان بيماري هاي لاعلاج مانند سرطان
مورد توجه بسياري از محقيقين جامعه پزشكي قرار گرفته 

- لكولدهد كه تاكنون موها نشان مياين بررسي ).23(است

هاي مختلف مار ميكروبي زيادي از زهرگونههاي ضد
جداسازي و به دنياي فارماكولوژي معرفي شده اند 

  ). 22و21،11(

بر اين اساس، اطلاعات منتشر شده حكايت از آن دارد كه 
اي عليه هاي مختلف مارها نتايج اميدواركنندهزهر گونه

 ،رئوساواستافيلوكوكوس : هاي شايع عفوني مثلباكتري
باسيلوس ، سودوموناس آئروجينوسا، اشريشيا كولي

و  پروتئوس ميرابيليس، پروتئوس ولگاريس، سوبتيليس
  ).15(باشند ميانتروباكتر آئروژنز 

هاي كه برخي از مولكول بررسي ها نشان مي دهدهمچنين 
اليت ضدتوموري بوده و عموجود در سموم مارها داراي ف

 مي اني جلوگيرياز رشد و تكثير سلولهاي سرط
هاي ها نشان داده است زهر گونهبررسي .)24(نمايند

هاي شايع اي عليه باكتريمختلف مارها نتايج اميدواركننده
اورئوس، اشريشيا كولي، استافيلوكوكوس : عفوني مثل

سودوموناس آئروجينوسا، باسيلوس سوبتيليس، پروتئوس 
 ئروژنزولگاريس، پروتئوس ميرابيليس و انتروباكتر آ

  ).15(باشند مي

در اين مطالعه براي اولين بار خواص ضد باكتريايي 
هاي پروتئيني جدا شده از زهر افعي زنجاني و فراكسيون

  . ها بررسي گرديدتعيين سميت سلولي مؤثرترين فراكسيون

اين مار . يكي از مارهاي سمي ايران است افعي زنجاني
 و ازنواحي بوده متعلق به خانواده ويپريده و جنس ويپرا

مناطق شمالي ايران  ييلاقي مناطق زارها و علف كوهستاني،
گيلان، زنجان، آذربايجان  يها استانگزارش شده و در 

  .)9(انتشار دارد قزوين و شرقي

  مواد و روشها
به اين صورت . اين مطالعه به صورت تجربي انجام گرفت
يني جدا هاي پروتئكه ابتدا اثرات ضد باكتريايي فراكسيون

شده از زهر خام افعي زنجاني و سپس اثرات سميت 
هاي داراي خواص ضد  مؤثرترين فراكسيون(ها  سلولي آن
  .بررسي شد) باكتريايي

براي اين منظور با رعايت نكات ايمني دندان   :تهيه زهر
آوري زهر قرار  نيش مار درون شيشه مخصوص جمع

به داخل  گرفت، سپس با فشاري مختصر به غده سمي، زهر
محلول سمي ليوفيليز شده و تا زمان . شيشه تزريق شد
  . نگهداري گرديد گراد يسانتدرجه  - 20استفاده در دماي 

 روش با خام زهر هايپروتئين الكتروفورتيكي مطالعه
SDS-PAGE :  در اين مطالعه بمنظور تعيين الگوي

پلي درصد  15 هاي زهر خام از ژل الكتروفورزي پروتئين
 . )5(آميد استفاده گرديد  آكريل

-R، ژل با كوماسي بريليانت بلو پس از انجام الكتروفورز

 مولكولي وزن تخمين آن متعاقبو. آميزي شد رنگ 250
براي محاسبه وزن مولكولي . گرفت انجام پروتئيني باندهاي

ي خط فاصله(هر باند، طول مهاجرت هر باند بر طول ژل 
Tracking Buffer  نتيجه حركت كوماسي بلو پايين ژل كه

فاكتور تقسيم گرديد تا ) جداكنندهاست تا ابتداي ژل 
سپس منحني استاندارد كه لگاريتم . تعيين شود) Rf(تاخير

ها و  Yوزن مولكولي هر باند از ماركر پروتئيني در محور 
Rf ي باندهاي ماركر در محور محاسبه شدهX  ها قرار

ز معادله خط و با سپس با استفاده ا. داشت رسم گرديد
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نمونه مجهول، وزن مولكولي هر باند محاسبه   Rfتوجه به 
  .شد

براي جداسازي  : HPLCهاي زهر با جداسازي فراكسيون
هاي زهر افعي زنجاني از ستون آوري فراكسيون و جمع

و كروماتوگرافي مايع فاز معكوس با كارايي  C-18اي تهيه
 Reverse-Phase High Performance Liquid( (RP-HPLC)بالا 

Chromatography (استفاده شد)بدين صورت كه، مقدار . )6
آب دو بار [ليتر بافر  ميلي 20گرم از زهر خام در  ميلي 40

 5داراي ) TFA(تري فلورواستيك اسيد % 1/0 - تقطير
دقيقه با سرعت  5به مدت  و حل نموده ]درصد استونيتريل

ي چهار درجهدر دماي ) RPM(دور در دقيقه  10000
محلول رويي براي جداسازي  .گرديد گراد سانتريفيوژ سانتي

براي  .مورد استفاده قرار گرفت اجزاء مختلف زهر
حلال  شيب خطي و برنامه B و   Aدو محلول جداسازي از

 درصد 20شامل  A محلول .استفاده شد 1مندرج در جدول 
 80تركيب از   B محلول و TFA درصد 1/0 و استونيتريل

 . تشكيل شده بود TFAدرصد  1/0 و استونيتريل درصد
 1با حجم  نمونه، )2جدول  (پس از شستشوي ستون 

از بافر حاوي ) ليترگرم در ميليميلي 2غلظت (ليتر  ميلي
تزريق و فراكسيون متناظر با هر پيك در  ستونزهر به 
  .)28(گرديدجمع آوري  عاري از هر گونه آلودگي ظروف

با توجه  : ها ها و پروتئين سنجي آنيونحل كردن فراكس
به اين كه بافر مناسب انتخابي جهت تهيه سوسپانسيون ماده 

 يسمبايست براي براي باكتري و سلول غير سمي مي
جهت تست  mM  50 ،Tris-HCl، بر اين اساس محلولباشد

استريل به  DMEMهاي ضد باكتريايي و محيط كشت 
ها سوسپانسيون فراكسيون عنوان گزينه  مناسب براي تهيه
سنجي به روش  پروتئين .براي سميت سلولي انتخاب شد

انجام شد و براي تهيه  595در طول موج ) 3(برادفورد
منحني استاندارد از غلظت هاي مختلف آلبومين سرم گاوي 

 BSA) (براي جلوگيري از رشد . استفاده شد

دماي  ها بهها، لوله هاي محتوي فراكسيونميكروارگانيسم
  . گراد منتقل گرديد درجه سانتي - 20

  
هاي زهر  برنامه شيب خطي حلال جهت جداسازي فراكسيون -1جدول

  افعي زنجاني

سرعت
)mL/min(جريان

محلول 
%B 

محلول 
%A 

 زمان
  )دقيقه(

8 10  90  0:00  

8 10  90  2:00  
8 95  5  55:00  
8 95  5  60:00  
8 10  90  70:00  

  كروماتوگرافي برنامه شستشوي ستون -2جدول

محلول  B%محلول  سرعت جريان
%A 

  )دقيقه( زمان

8 5  95  0:00  
8 90  10  15:00  

 يسمدر محلول  هاي احتمالياز بين بردن آلودگيجهت 
- آنتي - بيوتيك آنتيدرصد  1هاي سلولي، مورد نياز تست

لوله هاي  به (Invitrogen, USA. CatNo: A5955) يكوتيكم
  .)27(شده ها اضاففراكسيون حاوي

هاي باكتريايي سويه :ها و رده سلولي مورد مطالعهباكتري
 گرم و مثبت هاي گرممورد استفاده در اين مطالعه باكتري

مي باشند كه از گرم منفي هاي مورد  زا يماريب غير منفي
 Bacillus subtilis, ATCC(سوبتيليس  باسيلوساستفاده به 

 و) Escherichia coli, ATCC 25922(كولي  اشريشياو  )6633
اورئوس  استافيلوكوكوسپاتوژن  مثبت گرم سويه

)Staphylococcus aureus, ATCC 25923 ( بودند كه از مركز
) PTCC(هاي صنعتي ايران  يباكترو  ها قارچاي منطقه

)Persian Type Culture Collection(ي رده .خريداري شدند
وسسه از بانك سلولي م )HepG2(سلولي سرطان كبد 
  .خريداري گرديد) C158كد ( انستيتو پاستور ايران
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محيط كشت و آنتي  :مطالعه اثرات ضد باكتريايي
هاي ضد و انجام آزمايش  هاباكتريجهت كشت : بيوتيك

 مايع) MH(كشت مولر هينتون   محيط باكتريايي از

 .استفاده شد) كاناداCatNo.249892 (Quelab )(شركت
باكتريايي زهر از تتراسايكلين  بمنظور مقايسه خواص ضد

(Sigma, USA. CatNo:T3258)  ميكروگرم در  50با غلظت
  .ليتر استفاده گرديد ميلي

ها به روش بررسي خواص ضد باكتريايي فراكسيون
MTT )-3-(4,5-Dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-Diphenyl-

tetrazolium bromide(:  

 يك روش رنگ سنجي است كه بر اساس MTTروش 
طي واكنش، . گيري تنفس ميتوكندريايي استوار است اندازه

توسط آنزيم سوكسينات دهيدروژناز  MTTنمك زرد رنگ 
ها است هاي چرخه تنفسي در ميتوكندريكه يكي از آنزيم

نامحلول فورمازان  رنگ هاي آبيشكسته شده و به كريستال
 به DMSO نمودن اضافه با هاكريستال اين. شود مي تبديل

بمنظور انجام اين تست ابتدا ). 7(آيندمي در محلول ورتص
پس از تهيه سوسپانسيون . ها كشت تازه تهيه شد از باكتري

 600در طول موج (باكتريايي با غلظت نيم مك فارلند 
ميكروليتر  5مقدار .  )25) (1/0داراي جذبي معادل  نانومتر

سپس . ها ريخته شداز سوسپانسيون تهيه شده در چاهك
- ميكروگرم در ميلي 20هاي پروتئيني با غلظت فراكسيون

زهر خام مار افعي زنجاني برعليه باكتري  IC50معادل(ليتر
ها اضافه و با استفاده از محيط كشت  به آن) هاي گرم مثبت

 100ها به  حجم چاهك) مولر هينتون براث(مايع 
در اين آزمايش از سوسپانسيون . ميكروليتر رسانده شد

و محيط كشت به عنوان كنترل منفي، تتراسايكلين باكتري 
عنوان كنترل مثبت  به )ليتر ميكروگرم در ميلي  50غلظت (

. و محيط كشت فاقد باكتري به عنوان بلانك استفاده گرديد
درجه  37ساعت در انكوباتور  18- 24ها به مدت پليت
) شيكر انكوباتور باسيلوس سوبتيليسبراي (گراد  سانتي

 محلول از ميكروليتر 5 پس از انكوباسيون،. ندانكوبه شد

MTT افزوده ها چاهك به ليتر گرم در ميلي ميلي 5 غلظت با 
 هايشد و پليت در شرايط تاريكي تا زمان تشكيل كريستال

درجه  37، در دماي )ساعت 1حدود (رنگ فورمازان  بنفش
ها بمنظور حل شدن كريستال. سانتي گراد قرار داده شد

ها ريخته شد و به مدت در چاهك DMSOوليتر ميكر 100
درجه انكوبه  37ساعت در محيط بدون نور و دماي  2

 595ها در طول موج  در نهايت جذب نوري چاهك. گرديد
) Biotek, USA(توسط دستگاه خواننده الايزا ) 8(نانومتر
مرتبه انجام و در هر مرتبه  3اين آزمايش . گيري شد اندازه
 .شد گرفته نظر در) تكرار 3( چاهك 3 غلظت هر براي

هاي  ها بعد از تماس با غلظتدرصد زنده ماندن باكتري
  ):20(مختلف زهر با استفاده از فرمول زير محاسبه شد 

 

 

 MICها با روش مطالعه اثرات ضد باكتري فراكسيون

assay )minimum inhibitory concentration(:  در اين
 پروتئيني جدا هاي فراكسيونآزمايش اثرات ضد باكتريايي 

 بر ليتر ميكروگرم در ميلي 20 غلظت خام با زهر از شده
خانه بررسي  96ها با استفاده از پليت يروي رشد باكتر

 سنجش مراحل انجام اين آزمايش مشابه تست). 1(شد
MTT  ها و ها در چاهكبوده ولي پس از ريختن فراكسيون

جذب نوري ساعت،  18-24انكوبه كردن به مدت 
نانومتر با استفاده از دستگاه  605ها در طول موج  چاهك

 3آزمايش فوق . گيري شد اندازه) Biotek, USA(الايزا ريدر 
 3( چاهك 3 فراكسيون هر مرتبه انجام و در هر مرتبه براي

ها با شد و درصد مهاري باكتري گرفته نظر در) تكرار
  : ) 14(استفاده از فرمول زير محاسبه گرديد

 

 

هاي داراي بررسي سميت سلولي موثرترين فراكسيون
 HepG2سلول هاي  :كشت سلول :خواص ضدباكتريايي
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 Gibco CatNo:12400-016 (DMEM-F12(در محيط كشت 
)Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-

درصد  1و ) FBS(درصد سرم جنين گاوي  10داراي ) 12
 .Sigma-Aldrich, USA)پتومايسين استر -  سيلين پني

CatNo:15140-122) درجه سانتي  37در انكوباتور با دماي
پس از . كشت و پاساژ داده شدند CO2درصد  5گراد و 

 در ها سلول %80حدود  در دادن و تراكم چهار بار پاساژ

 Trypsin-EDTAبا استفاده از فلاسك، سلول ها  بستر داخل

(Sigma-Aldrich, USA. CatNo:097K2393) فلاسك  كف از
مورد  هموسيتومترلام  با استفاده ازجدا و پس از شمارش 

  .نداستفاده قرار گرفت

 :هاجهت بررسي سميت سلولي فراكسيون MTT  آزمون
مؤثرترين (ها سميت سلولي فراكسيوندر اين مطالعه 

در ) هاي پروتئيني داراي خواص ضد باكتريايي فراكسيون
ليتر بر روي سلول  ميلي در ميكروگرم 20و  10هاي  غلظت

HepG2 اين آزمون مطابق روش زرگان و  .بررسي شد
  ).28(همكاران انجام گرديد

 اي خانه 96 پليت سلول در هر چاهك 3×104 ابتدا تعداد
 )فاقد سرم(كشت  محيط با ها چاهك حجم و داده كشت

 يك شب در مدت شد و پليت به رسانده تريكروليم 100 به
 CO2 درصد 5 و گراد سانتي درجه 37 دماي با تورانكوبا

پس از انكوباسيون محيط كشت قديمي . انكوبه گرديد
) فاقد سرم(ميكروليتر محيط كشت  100تخليه شد و 
از ليتر ميكروگرم در ميلي 20و  10هاي حاوي غلظت

چاهك كنترل با محيط . ها اضافه شد ها به چاهكفراكسيون
از محيط كشت فاقد  .يدگرد تعويض سرم كشت فاقد

سلول به عنوان بلانك و محيط كشت حاوي سلول به 
ساعت درون  24پليت به مدت . عنوان كنترل استفاده شد
درجه  37و دماي  CO2درصد  5انكوباتور تحت شرايط 

 MTTميكروليتر از محلول  5سپس . گراد انكوبه شد سانتي
به  )PBSبافر آن (ليتر  گرم در ميلي ميلي 5با غلظت 

 هايكريستال شد و پليت تا زمان تشكيل  ها افزوده چاهك

تاريكي و  شرايط در) ساعت 1-2(فورمازان  رنگ بنفش
در اين مرحله  .گرديد انكوبه به درجه سانتي گراد 37دماي 

ها دو مرتبه با محلول ها تخليه و چاهك محتويات چاهك
PBS ي ها ستاليكربمنظور حل نمودن . شستشو داده شد
ميكروليتر به هر  100ميزان  به DMSO از محلولرمازان، فو

چاهك اضافه و بعد از انكوباسيون تحت شرايط تاريكي 
 570ساعت در دماي اتاق، جذب در  4تا  2به مدت 

) Biotek, USA(با استفاده از دستگاه الايزا ريدر ) 7(نانومتر
 .شد گيرياندازه

 3ي هر غلظت مرتبه تكرار و در هر مرتبه برا 3اين تست 
 هاداده از سپس. در نظر گرفته شد) تكرار 3(چاهك 
 فرمول طبق درصد زنده ماندن سلول ها و گرفته ميانگين

  :)7(شد محاسبه زير

 

ها با روش رنگ سنجي مطالعه سيتوتوكسيسيته فراكسيون
اين روش بر مبناي : )Neutral red uptake assay( قرمز خنثي

هاي سلول استوار ليزوزومجذب رنگ قرمز خنثي توسط 
سلول، رنگ  سيتوپلاسمي است كه پس از ليز شدن غشاي

جذب شده خارج شده و ميزان رنگ جذب شده 
  ).1(شود گيري مي اندازه

بوده اما MTT مراحل رنگ سنجي قرمز خنثي مشابه تست 
ها درون پس از ريختن غلظت هاي مختلف فراكسيون

به جاي عت، سا 24ها و انكوباسيون به مدت چاهك
با غلظت (ميكروليتر از محلول قرمز خنثي  MTT ،5 محلول

ها اضافه شد و تا زمان  به چاهك) ليترگرم در ميليميلي 1
، پليت درون )ساعت 2- 4حدود (ها ستاليكر تشكيل

 CO2درصد  5گراد و  درجه سانتي 37انكوباتور با دماي 
تخليه ها  پس از اين مدت، محتويات چاهك. انكوبه گرديد

قرمز خنثي جذب  ماده PBSشد و با دو مرتبه شستشو با 
جهت فيكس . ها خارج گرديد نشده توسط سلول از چاهك

ميكروليتر از محلول فيكس كننده  100شدن سلول ها، 
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)Fixing solution()ها  در چاهك) كلريدكلسيم و فرمالدئيد
سپس . دقيقه خارج گرديد 1ريخته شد و پس از مدت 

 Sulobilize(ليتر از محلول ليزكننده ميكرو 100

solution()ها اضافه و پليت به چاهك) اسيد استيك و اتانول
دقيقه و در  20در شرايط تاريكي بر روي شيكر به مدت 

در نهايت جذب نوري . دماي آزمايشگاه قرار داده شد
نانومتر با استفاده از دستگاه  540ها در طول موج  چاهك

در اين . گيري گرديد اندازه) Biotek, USA(خواننده الايزا 
تست محيط كشت بدون سلول به عنوان بلانك و محيط 

 اين. كشت حاوي سلول به عنوان كنترل در نظر گرفته شد
 3 غلظت هر براي مرتبه هر در و تكرار مرتبه 3 تست

 .شد گرفته نظر در) تكرار 3( چاهك

  :درصد مهار سلولي طبق فرمول زير محاسبه شد 

 
ها با روش سلولي فراكسيون DNAهاي طالعه آسيبم

در اين مطالعه  ):Alkaline Comet assay(كامت قليايي 
 ناشي از) آپوپتوز يا نكروز(جهت تعيين نوع مرگ سلولي 

ها از روش كامت قليايي سايتوتوكسيك فراكسيون اثرات
 هاي در مقايسه با ساير روش اين روش) . 20(استفاده شد

 بسيار روش يك در سلول يوكاريوت، DNA آسيب سنجش
 گيرياندازه جهت سريع و هزينه كم آسان، حساس،

ابتدا ). 18(باشدمي منفرد هاي سلول در DNA فرگمنته شدن
 12×104ميكروليتر محيط كشت فاقد سرم حاوي  300
 پليت به. اي ريخته شد خانه 24در هر چاهك پليت  سلول
 درجه 37 يدما با انكوباتور درون يك شب مدت
 رطوبت درصد 80حدود  و CO2 درصد 5 گراد، سانتي

ها  پس از انكوباسيون محيط كشت چاهك .انكوبه گرديد
بدون (ميكروليتر محيط كشت جديد  300تخليه شد و 

ليتر از ميكروگرم در ميلي 20و  10هاي  حاوي غلظت) سرم
ساعت در  24پليت براي . ها افزوده شد ها به آنفراكسيون

درصد گاز  5 گراد، سانتي درجه 37 با دماي CO2 باتورانكو

پس از پايان انكوباسيون، با استفاده  .كربنيك انكوبه گرديد
ها از كف چاهك  سلولعمل جداسازي  PBSتريپسين و از 

- ميلي 5/1هاي ها به ميكروتيوبمحتواي چاهك. انجام شد

درجه  4دقيقه در دماي  5ليتري منتقل و به مدت 
سانتريفيوژ شدند و محلول  rpm 1500اد با دور گر سانتي

به  PBSميكروليتر  400سپس . رويي دور ريخته شد
 4دقيقه در دماي  5ميكروتيوب ها اضافه و مجدداً به مدت 

سانتريفيوژ شدند و  rpm 1500گراد و با دور  درجه سانتي
 200ها ميكروتيوب به .محلول رويي تخليه گرديد

شد و با استفاده از سمپلر و سرنگ  افزوده PBSميكروليتر 
ها از يكديگر جدا شده و به صورت منفرد  انسولين سلول

 درصد يك سپس پوشش نازكي از محلول .در آمدند
-1NMA( )Normal Melting%(نرمال  ذوب نقطه با آگاروز

Agaros ( بر روي اسلايدها)قرار داده شد و ) هالام
 نقطه با آگاروز درصد يك سوسپانسيون سلولي با محلول

به نسبت ) LMA1%( )Low Melting-Agaros(پايين  ذوب
 تهيه شده با  اسلايدهاي يك به دو مخلوط و روي

NMA1% هر روي سلول لايه يك ايجاد جهت. ريخته شد 
دقيقه در يخچال  10مدت به  و داده لامل قرار يك اسلايد

 10 از پس. گراد قرار داده شدند درجه سانتي 4با دماي 
برداشته شد و بمنظور ليز شدن غشا و  ها آن قيقه لاملد

 كننده زيلهمچنين تخريب هسته سلول، اسلايدها در بافر 
ساعت در يخچال  16- 18سرد و تازه تهيه شده به مدت 

 خارج از پس. گراد قرار گرفتند درجه سانتي 4با دماي 
 با نوبت 2 در و دقيقه 20 كننده، اسلايدها ليز بافر كردن
 شدن باز بمنظور .الكتروفورز شستشو داده شدند بافر

DNAالكتروفورز بافر درون دقيقه 40 مدت ، اسلايدها به 
شدند و پس از آن  گذاشته يخچال درون تازه و سرد

ولت و جريان  25دقيقه با ولتاژ  45الكتروفورز به مدت 
 زير دمايي شرايط الكتروفورز در. انجام شد آمپر يليم 300
 خنثي جهت. تاريك صورت گرفت حيطم و درجه 20

دقيقه در بافر  5اسلايدها به مدت  قليايي، pH سازي
 جهت .قرار داده شدند )Neutralization buffer(كننده  خنثي
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ميكروليتر محلول  100 اسلايد هر به ها سلول آميزي رنگ
ليتر اضافه و به  ميكروگرم در ميلي 20اتيديوم برومايد با 

سپس اسلايدها . ماي اتاق قرار گرفتنددقيقه در د 10مدت 
دقيقه با آب دوبار تقطير شستشو داده و با  10به مدت 

. استفاده از ميكروسكوپ معكوس فلورسنت بررسي شدند
تصوير تهيه شد و مورد تجزيه و  100از هر نمونه حداقل 

  .تحليل آماري قرار گرفتند

 آناليز هاي به دست آمده با روشداده :آناليز آماري
 ANOVA )of Variance One-Way طرفه يك واريانس

Analysis( بررسي تمام توكي بررسي شدند و در آزمون و-

  .شد گرفته نظر در>P 05/0ها دار آزمونمعني سطح ها

  نتايج
 و كروماتوگرافي زهر زيالكتروفورالگوي  مطالعه تايجن

درمطالعه : و جداسازي فراكشن هاي مرتبط خام
-SDS خام افعي كه با استفاده از ژل الكتروفورزيس زهر

PAGE باند پروتئيني با وزن مولكولي حدود 9، انجام شد 
پروتئين ) 1شكل( .كيلو دالتون مشاهده شد 57 الي 13

 8، 1هاي شماره  ها نشان داد كه فراكسيونسنجي فراكسيون

هاي فاقد پروتئين بوده و بر اين اساس در بررسي 10و 
  .نگرفتندبعدي مورد توجه قرار 

  
درصد  15در ژل  افعي زنجانيالگوي الكتروفورزي زهر  -1ل شك

SDS-PAGE . زهر  -2استاندارد وزني پروتئين  چاهك  -1چاهك
 افعي زنجاني

  
 

  
  كروماتوگرام سم افعي زنجاني -2شكل 

 نتايج : MTT assayنتايج اثر ضد باكتريايي با استفاده از

ها با روش فراكسيون باكتريايي ضد اثر بررسي از حاصل
نشان  جينتا اشريشيا كوليبر روي باكتري  MTT سنجش 
 20 غلظت در 9و  2 شماره هاي فراكسيونداد كه 

 كنترل با مقايسه در باكتري رشد بر ليترميلي در ميكروگرم
- معني مهاري اثر) باكتري واجد نرمال كشت محيط(منفي 

 9ن شماره نموده و درصد زنده ماندن فراكسيو ايجاد دار
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  .دار نداشتتفاوت معني) ليتر ميلي در ميكروگرم 50 تتراسايكلين با غلظت(مثبت  نسبت به كنترل
  

  و ميزان غلظت پروتئين آن HPLCزمان شروع و پايان هر پيك در  -  3جدول 

 FR 1 FR 2 FR 3 FR 4 FR 5 FR 6 FR 7 FR 8 FR 9 FR 10  هافراكشن

 60:01 54:02 50:39 45:14 38:46 30:27 25:56 20:46 16:29 12:27  )دقيقه(زمان شروع پيك 

 63:14 58:47 53:39 50:19 44:44 38:45 30:14 25:19 20:28 16:05  )دقيقه(زمان پايان پيك 

  µg/µL(  0 149/0 765/1 459/1 59/11 96/13  139/9  0  425/1  0( ميزان پروتئين
  
ز زهر هاي جدا شده ا ررسي درصد زنده ماندن فراكسيونب

نشان داد كه باسيلوس سوبتيليس بر روي باكتري 
ميكروگرم  20در غلظت  9و  6، 5، 2هاي شماره  فراكسيون
ليتر بر رشد باكتري در مقايسه با كنترل منفي اثر  در ميلي

 هاي فراكسيون مهاري اثر ترين بيش. دار داشتندمهاري معني
 مهاري اثر با 2 شماره فراكسيون به خام زهر از شده جدا

 تتراسايكلين مهاري اثر از و داشته تعلق درصد 42 حدود
  .است بوده كمتر داريمعني به صورت

مشخص شد كه  اورئوس يلوكوكوساستاف در مورد باكتري
 و 7 ،6 ،5 ،4 ،2 هاي شماره درصد زنده ماندن در فراكسيون

 29/47و  71/41، 62/56، 22/34، 22/58، 52/71بترتيب  9
هاي  فراكسيون. دار بودندكنترل منفي معني بود كه نسبت به

نسبت به آنتي بيوتيك استاندارد تفاوت  7و  5شماره 
  ).3شكل (دار نداشتند معني

هاي  فراكسيون) MIC سنجش(مهاري  غلظت حداقل نتايج
باكتريايي  ضد اثر بررسي از حاصل نتايج :زهر جدا شده از

مشخص كرد كه  MIC سنجش فراكسيون ها با روش
 در باكتري رشد بر 9 و 7 ،6 ،5 ،3، 2 شماره هاي راكسيونف

 به اما نسبت دارمعني اثر مهاري منفي كنترل با مقايسه
 مطالعه اين نتيجه .نداشتند دارمعني اثر مهاري مثبت كنترل
 ساير با مقايسه در 9 شماره فراكسيون كه داد نشان

  .داشته است بيشتري مهاري اثر هافراكسيون

 با 9 و 7 ،6 ،5 ،3 ،2 شماره هاي فراكسيون اريمه اثرات
باسيلوس  باكتري ليتر بر روي ميكروگرم در ميلي 20 غلظت

دار به صورت معني منفي كنترل با مقايسه در سوبتيليس
-تفاوت داشته اما در مقايسه با كنترل مثبت اثر مهاري معني

 ها اثرنسبت به ساير فراكسيون 5فراكسيون شماره  .دار نبود
  .مهاري بيشتري از خود نشان داد

 20 غلظت با 9 و 7 ،5 ،4 ،3 شماره هاي فراكسيون
استافيلوكوكوس  ليتر بر روي باكتري ميلي در ميكروگرم
 ايجاد دارمعني مهاري رشد منفي كنترل به نسبت اورئوس
 مورد سوش در ها آن از ناشي و مير مرگ  ميزان اما نموده
 ميكروگرم 50 تتراسايكلين(ثبت م كنترل با مقايسه در اشاره
 را داريمعني تفاوت آماري نظر از و كم بسيار) ليتر ميلي در

 .)4 شكل(داد  نشان

با   HepG2نتايج سميت سلولي بر روي رده سلولي
 مطالعه اثرات سميت سلولي  :MTT assayاستفاده از 

هاي داراي خواص ضد باكتريايي شامل  فراكسيون
جدا شده از زهر خام،  9و  7، 5، 2فراكسيون هاي شماره 

 20و  10در دو غلظت  HepG2هاي سرطاني  بر رشد سلول
در دو  2داد كه فراكسيون  نشان ليتر ميكروگرم در ميلي

ها را در مقايسه با  سلول درصد زنده ماندن غلظت ذكر شده
لي اين در حا. درصد كاهش داد 35و  15/79كنترل به 

ها پس از تماس با  است كه درصد زنده ماندن سلول
و  65/72هاي فوق بترتيب  در غلظت 5فراكسيون شماره 

  . بوده است 05/66
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باسيلوس ، كولي اشريشياهاي ليتر بر روي باكتري ميكروگرم در ميلي 20هاي جدا شده از زهر خام با غلظت اثر ضد باكتري فراكسيون -3 شكل

شايان ذكر است تيمار با . ها نسبت به گروه كنترل منفي ارزيابي شدندغلظت. MTT سنجشبا استفاده از  استافيلوكوكوس اورئوسو  سوبتيليس
 05/0. (گرفته شد عنوان كنترل مثبت و سوسپانسيون باكتري و محيط كشت به عنوان كنترل منفي در نظر به )ليتر ميكروگرم در ميلي 50(تتراسايكلين 
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و  باسيلوس سوبتيليس، اشريشيا كوليهاي ليتر بر روي باكتري ميكروگرم در ميلي 20هاي جدا شده از زهر خام با غلظت اثر ضد باكتري فراكسيون -4شكل
 50(ها نسبت به گروه كنترل منفي ارزيابي شدند شايان ذكر است تيمار با تتراسايكلين غلظت. MIC سنجشبا استفاده از  وساستافيلوكوكوس اورئ

 : ns: P>( ،)05/0 05/0(. عنوان كنترل مثبت و سوسپانسيون باكتري و محيط كشت به عنوان كنترل منفي در نظر گرفته شد به )ليتر ميكروگرم در ميلي

P<*( ،)01/0 : P<** ( و)001/0 : P<***.( 
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هاي ذكر  در غلظت 7درصد زنده ماندن فراكسيون شماره 
درصد بوده ولي در مورد  65/94و  100شده بترتيب 

  .درصد كاهش يافت 76/90و  30/92به  9فراكسيون 

در مهار رشد سلول با  5و  2 هاي شماره اثرات فراكسيون
در مقايسه با  ليتر ميكروگرم در ميلي 20و  10دو غلظت 

اثر . دار بودكنترل و همچنين در مقايسه با يكديگر معني
 10ها در غلظت  بر رشد سلول 7مهاري فراكسيون شماره 

دار نبوده، ليتر در مقايسه با كنترل معني ميكروگرم در ميلي
 غلظت ميكروگرم در مقايسه با 20اثر در غلظت  نيا ليكن

. دار بوده استو همچنين كنترل معني كروگرميم 10
ها پس از تماس با  همچنين درصد زنده ماندن سلول

ليتر  ميكروگرم در ميلي 20در غلظت  9فراكسيون شماره 
دار دار اما در غلظت پايين تر معنينسبت به كنترل معني

  ).5شكل . (نبود
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ها نسبت به گروه كنترل  فراكسيون. MTT سنجشم بر سلول سرطاني كبد با استفاده از هاي جدا شده از زهر خا بررسي اثرات فراكسيون -5شكل

 ).***>P : 001/0(و ) **>ns: P>( ،)05/0 : P<*( ،)01/0 : P 05/0(ارزيابي شدند 

  
با استفاده   HepG2نتايج اثرات مهاري بر روي رده سلولي

 ايه فراكسيون مهاري اثرات :assay Neutral red uptakeاز 
 7 ،5 ،2 شماره هاي فراكسيون(ضد باكتريايي  خواص داراي

 ليتر بر ميكروگرم در ميلي 20و  10هاي  غلظتدر ) 9و 
 Neutral redسنجش  روش به HepG2 سلولي رده روي

uptake  آمده 6شكل شماره  در آن نتايج كه شد يبررس 
 20و  10در دو غلظت  2درصد مهار در فراكسيون  .است

درصد بوده  80/94و  94/27ليتر بترتيب  ر ميليميكروگرم د
هاي  در غلظت 5اين در حالي است كه فراكسيون . است

ها را مهار كرده  سلول درصد، 55/48و  59/47فوق بترتيب 

در  7درصد مهار سلول پس از تيمار با فراكسيون . است
درصد بوده  60/5و  25/2هاي ذكر شده بترتيب  غلظت
در دو غلظت بالا به  9فراكسيون  كه درصد مهار يدرحال

 .كاهش يافته است 56/15و  65/23

درصد مهار فراكسيون  داد نشان ها داده آناليز و نتايج بررسي
يسه با در مقاليتر  ميلي در ميكروگرم 20در غلظت  2شماره 

ليتر  ميكروگرم در ميلي 10دار اما در غلظت كنترل معني
 مهار د، همچنين درصددار مشاهده نشنسبت به كنترل معني

  .توجه بود و قابل دارمعني هم به ها نسبت اين غلظت
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ها نسبت به گروه كنترل ارزيابي  غلظت. Uptake assayهاي زهر خام بر سلول سرطاني كبد با استفاده از سنجش  بررسي اثرات فراكسيون -6شكل

  ).*>P : 05/0(و ) <ns: P 05/0(شدند 
ميكروگرم  20و  10دو غلظت  در هر 5فراكسيون شماره 

ليتر نسبت به كنترل كه حاوي سلول و محيط كشت  بر ميلي
داري داشته اما اين دو غلظت نسبت بوده، اثر مهاري معني

. توجه ايجاد ننمودند دار و قابلبه هم اثر مهاري معني
هاي فوق در مقايسه  در غلظت 9و  7هاي شماره  فراكسيون

دار نشان يكديگر اثر مهاري معني با كنترل و در مقايسه با
كه د قابل ذكر است بررسي هاي آماري نشان دا .ندادند

يج تابا ن Neutral red uptake نتايج بدست آمده از آزمايش
  . نمودمطابقت داشته و آن را تاييد  MTTسنجش 

 براي) Alkaline Comet assay( قليايي كامت سنجش نتايج
 بر آن از شده جدا هايفراكسيون سميت اثر بررسي
بمنظور  كامتسنجش در اين مطالعه از  : HepG2 سلول

هاي داراي  توسط فراكسيون DNAهاي  بررسي آسيب
در ) 9و  7، 5، 2هاي شماره  فراكسيون(خواص ضد باكتري 

و  7، 5هاي شماره  فراكسيون. استفاده گرديد HepG2سلول 
ليتر و  ميكروگرم در ميلي 20و  10در دو غلظت  9

به دليل اينكه مقدار آن كم بود فقط در  2فراكسيون شماره 
. ليتر مورد بررسي قرار گرفت ميلي در ميكروگرم 20غلظت 

  :نتايج نشان داد كه

در غلظت  2فراكسيون شماره  نكروز و آپوپتوز ميزان القاء
درصد  2/24و  8/55ليتر بترتيب  ميلي در ميكروگرم 20

 در ميكروگرم 20 و 10 در غلظت هاي. بوده است
 آپوپتوزيس القاء درصد ،5 شماره فراكسيون ليتر ميلي

 بترتيب نكروزيس القاء ميزان و 70/41و  61/25بترتيب 
ميزان القاء آپوپتوز فراكسيون  .است بوده 9/13و  78/7

ليتر  ميكروگرم در ميلي 20و  10هاي  در غلظت 7شماره 
 ميزان كه يدرحالدرصد بوده  21/34و  10بترتيب 

و  82/10هاي مورد اشاره بترتيب  نكروزيس در غلظت
در  9 فراكسيون مورد در همچنين .درصد است 49/19

 القاء درصد ليتر ميلي در كروگرميم 20و  10 هاي غلظت
 ميزان كه يدرحالبوده  59/33و  89/20 بترتيب آپوپتوزيس

 .باشد يم 17/21 و 94/11بترتيب  نكروزيس القاء

 شماره فراكسيون كه داد نشان هاداده يزآنال و نتايج بررسي
 كنترل با مقايسه در ليتر ميلي در ميكروگرم 20 غلظت با 2
اثر  ).7شكل(داري ايجاد نمود معني آپوپتوتيك اثر

 ليتر ميلي در كروگرميم 20 و 10 هاي غلظت در آپوپتوتيك
 به نسبت هم و كنترل به نسبت ،5 شماره فراكسيون
  . )8شكل (بود  دارمعني يكديگر
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 سلولي القاء شده هسته مورفولوژيكي تغييرات مطالعه -7 شكل

جداسازي شده از زهر خام افعي زنجاني در  5،  2هاي توسط فراكشن
: 1 .ميلي ليتر  به وسيله آزمايش كامت قليايي/ماكروگرم 20غلظت 
DNA 20سلول سالمX   2 -3 :DNA  20 شده آپوپتوزيسلولX 

سلول  : 3شكل ) ( 2فراكشن شمارهدر اثر زي آپوپتوسلول  : 2شكل(
ي سلول نكروز DNA: 5-4. ) 5در اثر فراكشن شماره آپوپتوزي

20X ) 5شكل ) ( 2در اثر فراكشن شمارهنكروزي سلول  : 4شكل : 

  ) 5در اثر فراكشن شمارهنكروزي سلول 
 10 غلظت با 7 شماره فراكسيون القايي آپوپتوز درصد

 نداشت كنترل با داريمعني تفاوت ليتر ميلي در ميكروگرم
كنترل  به نسبت ليتر ميلي در ميكروگرم 20 غلظت در اما

 اين هاي همچنين تفاوت غلظت داشته و دارمعني تفاوت
 آناليز. )9شكل (بوده است  دارمعني هم به نسبت فراكسيون

 هر در 9 شماره فراكسيون آپوپتوز درصد داد نشان هاداده
 با مقايسه در هم ليترميلي در كروگرممي 20 و 10 غلظت دو

-معني يكديگر تفاوت به نسبت همچنين و دارمعني كنترل

  ).10شكل (دارد  توجه قابل و دار

  بحث

زا يماريب يهاسميكروارگانياز م يمقاوم شدن برخ ليبدل
از آنها  يناش هايدرمان عفونت جيرا يهاكيوتيب يبه آنت

از ). 13(شده استبه يك مشكل مهم بهداشتي تبديل 
هاي بسيار مهم جامعه بشري سرطان يكي از بيماريطرفي 

است كه ساليانه سبب مرگ و مير تعداد زيادي از مبتلايان 

هاي رايج در درمان اين بيماري هر چند روش. گرددمي
مانند پرتودرماني و شيمي درماني از طريق القاء آپوپتوز و 

پيشرفت بيماري هاي سرطاني از يا مهار تكثير سلول
ها نمايند، ليكن مقاومت برخي از انواع سرطانجلوگيري مي

مانند (ها و همچنين عوارض جانبي آنها به اينگونه درمان
سبب ترغيب ) هاي سالمرساني به بافت و سلولآسيب

). 4(هاي جايگزين شده استمحققين به مطالعه روش
وجود هاي مدهد كه برخي از پروتئينگزارشات نشان مي

در سموم جانوران سمي، از جمله مار داراي اثرات ضد 
هاي سرطاني در شرايط باكتريايي بوده و از رشد سلول

اين مطالعه اثرات  در). 12(نمايندآزمايشگاهي جلوگيري مي
افعي هاي زهر خام ضد باكتريايي و ضد سرطاني فراكشن

 .زنجاني بررسي گرديد

ي الكتروفورزي زهر خام براي انجام اين بررسي ابتدا الگو
هاي زهر خام افعي زنجاني با افعي تهيه و سپس فراكسيون

، C-18و پس از تزريق به ستون  RP-HPLCاستفاده از 
ميزان پروتئين . آوري و ليوفيليز شدند جداسازي، جمع

موجود در هر فراكسيون با استفاده از روش برادفورد 
ميكروگرم  20ها در غلظت  تخمين و اثرات ضد باكتري آن

عليه  ،MTTو  MICهاي ليتر با استفاده از روشدر ميلي
و باسيلوس سوبتيليس ، اشريشيا كوليهاي باكتري

سپس سميت . مطالعه گرديد استافيلوكوكوس اورئوس
هاي داراي اثرات ضد باكتريايي، سلولي مؤثرترين فراكسيون

 MTT  ،Neutral red uptake  هاي سنجش روشبا استفاده از 

 .گرديد بررسي HepG2بر روي سلول سرطاني  كامت و   

باند پروتئيني با 9در مطالعه الكتروفورزي زهر خام افعي 
در . كيلو دالتون مشاهده شد 13-57وزن مولكولي حدود 

مطالعه انجام شده توسط طاهريان و همكاران در سال 
باند پروتئيني در ژل  10وجود ) 22( 2016

 .گزارش شده است) درصد 12(الكتروفورزي
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ها نسبت به گروه كنترل  غلظت. كامتسنجش در سلول سرطان كبد با استفاده از  2شماره  ميزان آپوپتوز و نكروز ايجاد شده توسط فراكسيون -8شكل 

  ).***>P : 001/0(و ) <ns: P 05/0(ارزيابي شدند 
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ها نسبت به گروه كنترل  غلظت. كامتسنجش در سلول سرطان كبد با استفاده از  5شماره  ميزان آپوپتوز و نكروز ايجاد شده توسط فراكسيون - 9لشك

  ).***>P : 001/0(و ) *>ns: P>( ،)05/0 : P 05/0(ارزيابي شدند 
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ها نسبت به گروه  غلظت. كامتسنجش در سلول سرطان كبد با استفاده از  7شماره  ه توسط فراكسيونميزان آپوپتوز و نكروز ايجاد شد -10شكل
  .)***>P : 001/0(و ) <ns: P 05/0(كنترل ارزيابي شدند 
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ها نسبت به گروه  غلظت. كامتسنجش فاده از در سلول سرطان كبد با است 9شماره  ميزان آپوپتوز و نكروز ايجاد شده توسط فراكسيون -11شكل

  ).***>P : 001/0(و ) <ns: P 05/0(كنترل ارزيابي شدند 
دليل تفاوت در تعداد باندهاي گزارش شده ممكن است 
ناشي از درصد ژل مورد استفاده و يا نوع تغذيه، روش سم 
گيري، فصل سم گيري و عوامل ديگر باشد كه در تركيب 

  ).26.(تاثير غير قابل انكار داردزهر جانوران سمي 

 .فراكسيون شد 10منجر به جداسازي جداسازي زهر خام 
هاي فراكسيوننشان داد كه هاي بيولوژيكي بررسينتايج 

ن سيوفراك، كولي اشريشيابر روي باكتري  9و  2شماره 
و  باسيلوس سوبتيليس  بر روي باكتري 2شماره 
باكتري  بر روي 9و  7، 5هاي شماره  فراكسيون

استافيلوكوكوس اورئوس بيشترين اثر مهاري را در مقايسه 
همچنين مشخص شد كه . با كنترل منفي ايجاد كردند

هاي داراي پروتئين جدا شده از زهر مار بر  فراكسيون
ي گرم مثبت اثر مهاري بيشتري را در مقايسه با ها يباكتر

استافيلوكوكوس باكتري گرم منفي القاء نموده و در 
باسيلوس اين مهار از شدت بيشتري نسبت به رئوس او

 بنظر مي رسد كه مقاومت .برخوردار بوده است سوبتيليس
 است در مقابل سميت ممكن منفي گرم هايبيشتر باكتري

نسبت به  هاآن خارجي تفاوت در ساختار غشاي دليل به
نتايج با مطالعات  نيا ).18(باكتري هاي گرم مثبت باشد

ليما و   پرومال و همكاران وفته توسط گذشته صورت گر
همچنين نيز و  )15،10( 2007و  2006در سال همكاران 
كه   )13( 2018و همكاران درسال   ايك يديمر  گزارش

گرم  يترباك يرو Vipera latifii يزهر افعنشان داده است 
   .نداشته است مطابقت دارد ياثر قابل توجه يمنف

پروتيين  دارايهاي فراكشنبررسي اثرات ضد باكتريايي  
ترين اثرات  بيش 9و  7، 5، 2هاي  نشان داد كه فراكسيون

هاي مورد آزمايش از خود ضد مهاري را بر رشد باكتري
ها بر سلول  لذا اثرات سميت سلولي آن. نشان دادند

سايتوتوكسيك  به دليل داشتن اثرات) HepG2(سرطاني كبد 
اين مطالعه با . رفتمورد بررسي قرار گ) 12( مارها زهر

 و  MTT  ،Neutral red uptakeسنجش هاي  استفاده از روش
  .انجام گرديد  كامت

 20در غلظت  5و  2نتايج نشان داد كه فراكسيون شماره 
درصد  65/55و   98/79ليتر بترتيب  با  ميكروگرم در ميلي
 با ساير مقايسه در را ترين سميت مرگ و مير، بيش

داده و مرگ سلولي القا شده  نشان دخو از هافراكسيون
اين در حالي  .توسط آنها بيشتر از نوع آپوپتوز بوده است

   .است داشتهسميت را  كمترين 7 شماره است كه فراكسيون

بندي، نتايج اين مطالعه براي اولين بار نشان در يك جمع
هاي موجود در برخي از پروتئين/دهد كه پروتئينمي

ها يد از رشد باكترنتوانيم زنجاني افعيزهر هاي فراكشن
نموده و بر رشد  يريجلوگدر محيط كشت آزمايشگاهي 

ها اين ويژگي .داشته باشندهاي سرطاني اثر بازدارنده سلول
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هاي فوق را بعنوان يك كانديد مناسب احتمالي فراكشن
جهت جداسازي عوامل ضد باكتريايي و ضد سرطاني 

  .معرفي مي نمايد

  رتقدير و تشك

بدين وسيله از همكاري مسئولان محترم مركز علم و 
فناوري زيست شناسي و دانشكده علوم پايه دانشگاه جامع 

كه شرايط انجام اين تحقيق را فراهم  )عليه السلام(امام حسين 
  . نمودند، قدرداني مي گردد
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Abstract 

This study was performed to determine antibacterial and cytotoxic effects of 
fractionated venom of Vipera albicornuta snake under in-vitro condition. Different 
fractions of Vipera Albicornuta venom were isolated using RP-HPLC and C18 column, 
followed by lyophilizing operation. Protein content of each fraction was estimated by 
Bradford method. Bactericidal-activity of each fractions in 20 μg/mL concentration 
toward Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains was 
performed using MTT reduction and MIC and tetracycline (50 μg/ml) was used as 
standard antibiotic. Moreover, the cytotoxicity effect of fractions with most antibacterial 
effects on HepG2 cells was investigated using MTT reduction test and confirmed with 
neutral red uptake assay following exposure of cells with different protein 
concentrations of each fractions (10-20 μg/mL) and apoptosis effect was evaluated by 
Comet assay. Our findings demonstrated that venom fractions of snake display different 
antibacterial effects against various tested bacteria. Based on the results, fractions No. 2 
on B.subtilis, fractions 2 and 9 on E.coli and fractions 5, 7 and 9 on S.aureus shown the 
most effects. In addition, the results of this study confirmed that fractions Nos. 2 and 5 
of venom produced the highest cytotoxicity on HepG2 cell line after 24 h treatment 
through induction of apoptosis and necrosis. In addition, this study confirmed that 
fractions No.2 and 5 produced the highest cytotoxicity on HepG2 cell line after 24 h of 
apoptosis and necrosis. The results of study showed that isolated fractions of 
V.albicornuta venom have antibacterial and anti-cancer effects. 
Keywords: Antibacterial, Cytotoxicity, HepG2 Cell Line, Vipera Albicornuta, Snake 
venom 


