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های جدا شده از زهر یایی و سمیت سلولی فراکسیونضد باکتر اثرات مطالعه آزمایشگاهی

 افعی زنجانی

 1صالحی محمدباقر و 1، اشکان حاجی نورمحمدی3یدرضا گودرزیحم، 2حسین ثباتی، 1فرشید غلامی ،1جمیل زرگان

 یمرکز علم و فناوری زیست شناس یه،دانشکده علوم پا، )علیه السلام(دانشگاه جامع امام حسین ایران، تهران،  1

 انیستیتو سبک زندگی، مرکز تحقیقات بهداشت و تغذیه،  )عج(دانشگاه علوم پزشکی بقیه الهایران، تهران،  2

 ی رازیسازسرمموسسه تحقیقات واکسن و ایران، کرج،  3

 07/07/1399 تاریخ پذیرش: 29/07/1398 تاریخ دریافت:

 چکیده

های جدا شده از زهر افعی زنجانی در شرایط آزمایشگاهی مطالعه ضد باکتریایی و سمیت سلولی فراکسیوندر این بررسی اثرات 

، جداسازی، و سپس C-18 و پس از تزریق به ستون RP-HPLCفراکسیون های زهر خام افعی زنجانی با استفاده از  گردید.

ها در غلظت ده از روش برادفورد تخمین و اثرات ضدباکتری آنآوری شدند. میزان پروتئین موجود در هر فراکسیون با استفاجمع

μg/mL 20 های سنجشبا استفاده از روشMIC  وMTT استافیلوکوکوس و باسیلوس سوبتیلیس ، اشریشیا کولیهای باکتری، علیه
  های سنجش روشده از های دارای اثرات ضدباکتریایی، با استفاسپس سمیت سلولی مؤثرترین فراکسیونمطالعه گردید.  اورئوس

MTT  وNeutral red uptake   بر روی سلولHepG2  تعیین   کامتبررسی شد و اثر آنها بر  القا آپوپتوز به کمک آزمایش

های مورد بررسی متفاوت بود، بترتیبی که فراکسیون ها علیه باکترینتایج نشان داد که اثرات ضدباکتریایی فراکسیون گردید.

 7، 5های شماره و فراکسیون اشریشیا کولیروی باکتری  9و  2های شماره ، فراکسیونباسیلوس سوبتیلیسکتری روی با 2شماره 

در  5و شماره  μg/mL 20در غلظت  2اند. فراکسیون شماره ترین اثر را داشتهبیش استافیلوکوکوس اورئوسروی باکتری  9و 

کمترین سمیت را  7که فراکسیون شماره سلولی را داشته درحالی سمیتترین لیتر بیشمیکروگرم بر میلی 20و  10غلظت های 

ایجاد کرده است بنابر نتایج، نوع مرگ سلولی القا شده توسط فراکسیونها به صورت وابسته به غلظت از نوع آپوپتوز و نکروز 

اثرات ضد باکتری و ضد  فعی زنجانیاز زهر ا های جدا شدههای این مطالعه برای اولین بار نشان داد که فراکسیونداده بود.

 سرطانی دارند.

 ، زهر، افعی زنجانیHepG2سلولی، سلول  تی، سمضد باکتریایی: واژگان کلیدی

 jazrgan@ihu.ac.ir ، پست الکترونیکی: 02177104938تلفن: * نویسنده مسئول، 

 مقدمه

 با پروتئینی پیچیده مواد از زهر مارهای سمی مخلوطی

 هایقبیل یون از پروتئینی غیر مواد و یمیآنز و سمی خواص

 (،...لسیتین و و )کلسترول هایچرب فلزی، انواع مختلف

 فلزی مختلف هاینمک گلوکز(، و ها )گالاکتوزکربوهیدرات

و  هاکنندهفعالآب،  ریبوفلاوین، رنگی، مواد فلزی، شبه و

 میتما تقریباً که است این اعتقاد بر .(2)باشدمی هامهارکننده

 هایپروتئین عملکرد ی ترکیبنتیجه در مارها سم عملکرد

. (16) .متعدد با عملکرد آنزیمی و یا غیرآنزیمی می باشد

نوع آنزیم مختلف از سم مار جداسازی  26تاکنون حدود 

و یا  A (Phospholipase A)فسفولیپازها شده که از جمله آن

بتاً غیر بعضی از فسفولیپازها نسباشد. می ترکیبی از آن

دارای خواص و بوده سمی و برخی دیگر به شدت سمی 
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 1401، 2، شماره 35جلد                                                              )مجله زیست شناسی ایران(         سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

227 

 

           20.1001.1.23832738.1401.35.2.5.1DOR:         مقاله پژوهشی 

 (Myotoxic) و میوتوکسیک( Neurotoxic)نوروتوکسیک 

 ها دارای اندوپپتیداززهر اغلب افعی .هستند

(Endopeptidase ) لازرژنین استرهیدروآو (Arginine 

esterhydrolase )که در کاهش فشارخون، خونریزی  باشدمی

 (.9) ارندنقش دو نکروز 

بعنوان مار ها زهرشناسی نشان داده است که مطالعات سم

-یک منبع طبیعی مهم برای جداسازی و شناسایی مولکول

 ،های موثر در درمان بیماری های لاعلاج مانند سرطان

مورد توجه بسیاری از محقیقین جامعه پزشکی قرار گرفته 

-کولدهد که تاکنون مولها نشان میاین بررسی (.23است)

های مختلف مار میکروبی زیادی از زهرگونههای ضد

جداسازی و به دنیای فارماکولوژی معرفی شده اند 

 (. 22و21،11)

بر این اساس، اطلاعات منتشر شده حکایت از آن دارد که 

ای علیه های مختلف مارها نتایج امیدوارکنندهزهر گونه

 ،ئوساوراستافیلوکوکوس های شایع عفونی مثل: باکتری
باسیلوس ، سودوموناس آئروجینوسا، اشریشیا کولی

و  پروتئوس میرابیلیس، پروتئوس ولگاریس، سوبتیلیس

 (.15باشند)میاِنتروباکتر آئروژنز 

های که برخی از مولکول بررسی ها نشان می دهدهمچنین 

الیت ضدتوموری بوده و عموجود در سموم مارها دارای ف

 می نی جلوگیریاز رشد و تکثیر سلولهای سرطا

های ها نشان داده است زهر گونهبررسی .(24)نمایند

های شایع ای علیه باکتریمختلف مارها نتایج امیدوارکننده

اورئوس، اشریشیا کولی، استافیلوکوکوس عفونی مثل: 

سودوموناس آئروجینوسا، باسیلوس سوبتیلیس، پروتئوس 

 روژنزولگاریس، پروتئوس میرابیلیس و اِنتروباکتر آئ

 (.15باشند)می

در این مطالعه برای اولین بار خواص ضد باکتریایی 

های پروتئینی جدا شده از زهر افعی زنجانی و فراکسیون

 ها بررسی گردید. تعیین سمیت سلولی مؤثرترین فراکسیون

یکی از مارهای سمی ایران است. این مار  افعی زنجانی

 و ازنواحی بودهمتعلق به خانواده ویپریده و جنس ویپرا 

مناطق شمالی ایران  ییلاقی مناطق زارها وعلف کوهستانی،

گیلان، زنجان، آذربایجان  یهااستانگزارش شده و در 

  .(9)انتشار دارد قزوین و شرقی

 مواد و روشها

این مطالعه به صورت تجربی انجام گرفت. به این صورت 

نی جدا های پروتئیکه ابتدا اثرات ضد باکتریایی فراکسیون

شده از زهر خام افعی زنجانی و سپس اثرات سمیت 

های دارای خواص ضد ها )مؤثرترین فراکسیونسلولی آن

 باکتریایی( بررسی شد.

برای این منظور با رعایت نکات ایمنی دندان   :تهیه زهر

آوری زهر قرار نیش مار درون شیشه مخصوص جمع

به داخل گرفت، سپس با فشاری مختصر به غده سمی، زهر 

شیشه تزریق شد. محلول سمی لیوفیلیز شده و تا زمان 

 نگهداری گردید.  گرادیسانتدرجه  -20استفاده در دمای 

 روش با خام زهر هایپروتئین الکتروفورتیکی مطالعه

SDS-PAGE :  در این مطالعه بمنظور تعیین الگوی

پلی درصد  15 های زهر خام از ژلالکتروفورزی پروتئین

 . (5)آمید استفاده گردید آکریل 

-R، ژل با کوماسی بریلیانت بلو پس از انجام الکتروفورز

 مولکولی وزن تخمین آن متعاقبوآمیزی شد. رنگ 250

گرفت. برای محاسبه وزن مولکولی  انجام پروتئینی باندهای

ی خط هر باند، طول مهاجرت هر باند بر طول ژل )فاصله

Tracking Buffer تیجه حرکت کوماسی بلو پایین ژل که ن

فاکتور ( تقسیم گردید تا جداکنندهاست تا ابتدای ژل 

( تعیین شود. سپس منحنی استاندارد که لگاریتم Rf)تاخیر

ها و  Yوزن مولکولی هر باند از مارکر پروتئینی در محور 

Rf ی باندهای مارکر در محور محاسبه شدهX  ها قرار

معادله خط و با  داشت رسم گردید. سپس با استفاده از
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نمونه مجهول، وزن مولکولی هر باند محاسبه   Rfتوجه به 

 شد.

برای جداسازی  : HPLCهای زهر با جداسازی فراکسیون

های زهر افعی زنجانی از ستون آوری فراکسیونو جمع

و کروماتوگرافی مایع فاز معکوس با کارایی  C-18ای تهیه

 Reverse-Phase High Performance Liquid) (RP-HPLC)بالا 

Chromatography )بدین صورت که، مقدار (6)استفاده شد .

آب دو بار [لیتر بافر میلی 20گرم از زهر خام در میلی 40

 5( دارای TFAتری فلورواستیک اسید ) %1/0 -تقطیر

دقیقه با سرعت  5به مدت  و حل نموده ]درصد استونیتریل

ی هار درجه( در دمای چRPM)دور در دقیقه  10000

محلول رویی برای جداسازی  گردید. گراد سانتریفیوژسانتی

برای  مورد استفاده قرار گرفت. اجزاء مختلف زهر

حلال  شیب خطی و برنامه B و   Aدو محلول جداسازی از

 درصد 20شامل  A محلول .استفاده شد 1مندرج در جدول 

 80ترکیب از   B محلول و TFA درصد 1/0 و استونیتریل

 . تشکیل شده بود TFAدرصد  1/0 و استونیتریل درصد

 1با حجم  نمونه، )2جدول  (پس از شستشوی ستون 

لیتر( از بافر حاوی گرم در میلیمیلی 2لیتر )غلظت میلی

تزریق و فراکسیون متناظر با هر پیک در  ستونزهر به 

 .(28)گردیدجمع آوری  عاری از هر گونه آلودگی ظروف

با توجه  ها: ها و پروتئین سنجی آنونحل کردن فراکسی

به این که بافر مناسب انتخابی جهت تهیه سوسپانسیون ماده 

 یسمبایست برای برای باکتری و سلول غیر سمی می

جهت تست  mM  50 ،Tris-HCl، بر این اساس محلولباشد

استریل به  DMEMهای ضد باکتریایی و محیط کشت 

ها سوسپانسیون فراکسیونعنوان گزینه  مناسب برای تهیه 

سنجی به روش  پروتئین برای سمیت سلولی انتخاب شد.

انجام شد و برای تهیه  595( در طول موج 3برادفورد)

منحنی استاندارد از غلظت های مختلف آلبومین سرم گاوی 

 BSA) استفاده شد. برای جلوگیری از رشد )

دمای ها به ها، لوله های محتوی فراکسیونمیکروارگانیسم

 گراد منتقل گردید. درجه سانتی -20

 

های زهر برنامه شیب خطی حلال جهت جداسازی فراکسیون -1جدول

 افعی زنجانی

سرعت 

 (mL/min)جریان
محلول 

%B 

محلول 
%A 

 زمان

 ))دقیقه

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 

 کروماتوگرافیبرنامه شستشوی ستون  -2جدول

 B%محلول  سرعت جریان
محلول 

%A 
 )دقیقه( زمان

8 5 95 0:00 

8 90 10 15:00 

 یسمدر محلول  های احتمالیاز بین بردن آلودگیجهت 

-آنتی -بیوتیک آنتیدرصد  1های سلولی، مورد نیاز تست

لوله های  به (Invitrogen, USA. CatNo: A5955) یکوتیکم

 .(27)شد ها اضافهفراکسیون حاوی

های باکتریایی سویه ها و رده سلولی مورد مطالعه:باکتری

 گرم و مثبت های گرممورد استفاده در این مطالعه باکتری

می باشند که از گرم منفی های مورد  زا یماریب غیر منفی

 Bacillus subtilis, ATCC)سوبتیلیس  باسیلوساستفاده به 

 ( وEscherichia coli, ATCC 25922)کولی  اشریشیاو  (6633

اورئوس  استافیلوکوکوسپاتوژن  مثبت گرم سویه
(Staphylococcus aureus, ATCC 25923 بودند که از مرکز )

( PTCCهای صنعتی ایران )یباکترو  هاقارچای منطقه

(Persian Type Culture Collection).ی رده خریداری شدند

سسه از بانک سلولی مو (HepG2سلولی سرطان کبد )

 .( خریداری گردیدC158)کد  انستیتو پاستور ایران
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محیط کشت و آنتی  مطالعه اثرات ضد باکتریایی:

های ضد و انجام آزمایش هاباکتریجهت کشت : بیوتیک

 ( مایعMHکشت مولر هینتون ) محیط باکتریایی از

 )کانادا( استفاده شد. Quelab( CatNo.249892)شرکت

باکتریایی زهر از تتراسایکلین بمنظور مقایسه خواص ضد 

(Sigma, USA. CatNo:T3258)  میکروگرم در  50با غلظت

 لیتر استفاده گردید.میلی

ها به روش بررسی خواص ضد باکتریایی فراکسیون
MTT (-3-(4,5-Dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-Diphenyl-

tetrazolium bromide): 

یک روش رنگ سنجی است که بر اساس  MTTروش 

گیری تنفس میتوکندریایی استوار است. طی واکنش، اندازه

توسط آنزیم سوکسینات دهیدروژناز  MTTنمک زرد رنگ 

ها است های چرخه تنفسی در میتوکندریکه یکی از آنزیم

نامحلول فورمازان  رنگ های آبیشکسته شده و به کریستال

 به DMSO نمودن اضافه با هاکریستال شود. اینمی تبدیل

(. بمنظور انجام این تست ابتدا 7آیند)می در محلول رتصو

ها کشت تازه تهیه شد. پس از تهیه سوسپانسیون از باکتری

 600)در طول موج باکتریایی با غلظت نیم مک فارلند 

میکرولیتر  5. مقدار  (25( )1/0دارای جذبی معادل  نانومتر

ها ریخته شد. سپس از سوسپانسیون تهیه شده در چاهک

-میکروگرم در میلی 20های پروتئینی با غلظت راکسیونف

زهر خام مار افعی زنجانی برعلیه باکتری  50ICلیتر)معادل

ها اضافه و با استفاده از محیط کشت های گرم مثبت( به آن

میکرولیتر  100ها به مایع )مولر هینتون براث( حجم چاهک

 رسانده شد. در این آزمایش از سوسپانسیون باکتری و

  50محیط کشت به عنوان کنترل منفی، تتراسایکلین )غلظت 

عنوان کنترل مثبت و محیط  به لیتر(میکروگرم در میلی

ها کشت فاقد باکتری به عنوان بلانک استفاده گردید. پلیت

گراد درجه سانتی 37ساعت در انکوباتور  18-24به مدت 

د. شیکر انکوباتور( انکوبه شدن باسیلوس سوبتیلیسبرای )

 غلظت با MTT محلول از میکرولیتر 5 پس از انکوباسیون،

شد و پلیت در  افزوده هاچاهک به لیترگرم در میلیمیلی 5

رنگ  بنفش هایشرایط تاریکی تا زمان تشکیل کریستال

درجه سانتی گراد  37(، در دمای ساعت 1فورمازان )حدود 

لیتر میکرو 100ها قرار داده شد. بمنظور حل شدن کریستال

DMSO ساعت در  2ها ریخته شد و به مدت در چاهک

درجه انکوبه گردید. در نهایت  37محیط بدون نور و دمای 

( توسط 8نانومتر) 595ها در طول موج جذب نوری چاهک

گیری شد. این ( اندازهBiotek, USAدستگاه خواننده الایزا )

 3 غلظت هر مرتبه انجام و در هر مرتبه برای 3آزمایش 

درصد زنده ماندن  .شد گرفته نظر در( تکرار 3) اهکچ

های مختلف زهر با ها بعد از تماس با غلظتباکتری

 (:20استفاده از فرمول زیر محاسبه شد )

 

 

 MICها با روش مطالعه اثرات ضد باکتری فراکسیون

assay (minimum inhibitory concentration):  در این

 پروتئینی جدا هایراکسیونفآزمایش اثرات ضد باکتریایی 

 بر لیترمیکروگرم در میلی 20 غلظت خام با زهر از شده

خانه بررسی  96ها با استفاده از پلیت یروی رشد باکتر

 سنجش (. مراحل انجام این آزمایش مشابه تست1شد)

MTT  ها و ها در چاهکبوده ولی پس از ریختن فراکسیون

ذب نوری ساعت، ج 18-24انکوبه کردن به مدت 

نانومتر با استفاده از دستگاه  605ها در طول موج چاهک

 3گیری شد. آزمایش فوق ( اندازهBiotek, USAالایزا ریدر )

 3) چاهک 3 فراکسیون هر مرتبه انجام و در هر مرتبه برای

ها با شد و درصد مهاری باکتری گرفته نظر در( تکرار

 :(  14استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید)

 

 

های دارای بررسی سمیت سلولی موثرترین فراکسیون

 HepG2سلول های  :کشت سلول خواص ضدباکتریایی:
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 DMEM-F12( Gibco CatNo:12400-016)در محیط کشت 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-

درصد  1( و FBSدرصد سرم جنین گاوی ) 10دارای ( 12

 .Sigma-Aldrich, USA)تومایسین استرپ - سیلین پنی

CatNo:15140-122) درجه سانتی  37در انکوباتور با دمای

پس از کشت و پاساژ داده شدند.  2COدرصد  5گراد و 

 در هاسلول %80حدود  در دادن و تراکم چهار بار پاساژ

 Trypsin-EDTAبا استفاده از فلاسک، سلول ها  بستر داخل

(Sigma-Aldrich, USA. CatNo:097K2393) فلاسک  کف از

مورد  هموسیتومترلام  با استفاده ازجدا و پس از شمارش 

 .نداستفاده قرار گرفت

 ها:جهت بررسی سمیت سلولی فراکسیون MTT  آزمون

ها )مؤثرترین سمیت سلولی فراکسیوندر این مطالعه 

های پروتئینی دارای خواص ضد باکتریایی( در فراکسیون

لیتر بر روی سلول میلی در میکروگرم 20و  10های غلظت

HepG2 .این آزمون مطابق روش زرگان و  بررسی شد

 (.28)همکاران انجام گردید

 ایخانه 96 پلیت سلول در هر چاهک 3×410 ابتدا تعداد

 به کشت )فاقد سرم( محیط با هاچاهک حجم و داده کشت

 یک شب در مدت شد و پلیت به رسانده تریکرولیم 100

 2CO درصد 5 و گرادسانتی درجه 37 دمای با ورانکوبات

انکوبه گردید. پس از انکوباسیون محیط کشت قدیمی 

میکرولیتر محیط کشت )فاقد سرم(  100تخلیه شد و 

از لیتر میکروگرم در میلی 20و  10های حاوی غلظت

ها اضافه شد. چاهک کنترل با محیط ها به چاهکفراکسیون

از محیط کشت فاقد  .دگردی تعویض سرم کشت فاقد

سلول به عنوان بلانک و محیط کشت حاوی سلول به 

ساعت درون  24عنوان کنترل استفاده شد. پلیت به مدت 

درجه  37و دمای  2COدرصد  5انکوباتور تحت شرایط 

 MTTمیکرولیتر از محلول  5گراد انکوبه شد. سپس سانتی

به ( PBS)بافر آن لیتر گرم در میلیمیلی 5با غلظت 

 هایکریستال شد و پلیت تا زمان تشکیل ها افزودهچاهک

تاریکی و  شرایط ساعت( در 1-2فورمازان ) رنگ بنفش

در این مرحله  .گردید انکوبه به درجه سانتی گراد 37دمای 

ها دو مرتبه با محلول ها تخلیه و چاهکمحتویات چاهک

PBS  ی هاستالیکرشستشو داده شد. بمنظور حل نمودن

میکرولیتر به هر  100میزان  به DMSO از محلولمازان، فور

چاهک اضافه و بعد از انکوباسیون تحت شرایط تاریکی به 

 570ساعت در دمای اتاق، جذب در  4تا  2مدت 

( Biotek, USAبا استفاده از دستگاه الایزا ریدر )( 7نانومتر)

 شد. گیریاندازه

 3هر غلظت  مرتبه تکرار و در هر مرتبه برای 3این تست 

 هاداده از تکرار( در نظر گرفته شد. سپس 3چاهک )

 فرمول طبق درصد زنده ماندن سلول ها و گرفته میانگین

 :(7)شد محاسبه زیر

 

ها با روش رنگ سنجی مطالعه سیتوتوکسیسیته فراکسیون

این روش بر مبنای : (Neutral red uptake assay) قرمز خنثی

های سلول استوار یزوزومجذب رنگ قرمز خنثی توسط ل

سلول، رنگ  سیتوپلاسمی است که پس از لیز شدن غشای

جذب شده خارج شده و میزان رنگ جذب شده 

 (.1)شودگیری میاندازه

بوده اما MTT مراحل رنگ سنجی قرمز خنثی مشابه تست 

ها درون پس از ریختن غلظت های مختلف فراکسیون

به جای ت، ساع 24ها و انکوباسیون به مدت چاهک

میکرولیتر از محلول قرمز خنثی )با غلظت  MTT ،5 محلول

ها اضافه شد و تا زمان لیتر( به چاهکگرم در میلیمیلی 1

ساعت(، پلیت درون  2-4ها )حدود ستالیکر تشکیل

 2COدرصد  5گراد و درجه سانتی 37انکوباتور با دمای 

خلیه ها تانکوبه گردید. پس از این مدت، محتویات چاهک

قرمز خنثی جذب  ماده PBSشد و با دو مرتبه شستشو با 

ها خارج گردید. جهت فیکس نشده توسط سلول از چاهک

میکرولیتر از محلول فیکس کننده  100شدن سلول ها، 
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(Fixing solution)ها )کلریدکلسیم و فرمالدئید( در چاهک

دقیقه خارج گردید. سپس  1ریخته شد و پس از مدت 

 Sulobilize)یتر از محلول لیزکننده میکرول 100

solution)ها اضافه و پلیت )اسید استیک و اتانول( به چاهک

دقیقه و در  20در شرایط تاریکی بر روی شیکر به مدت 

دمای آزمایشگاه قرار داده شد. در نهایت جذب نوری 

نانومتر با استفاده از دستگاه  540ها در طول موج چاهک

در این گیری گردید. ( اندازهBiotek, USA)خواننده الایزا 

تست محیط کشت بدون سلول به عنوان بلانک و محیط 

 کشت حاوی سلول به عنوان کنترل در نظر گرفته شد. این

 3 غلظت هر برای مرتبه هر در و تکرار مرتبه 3 تست

 شد. گرفته نظر در( تکرار 3) چاهک

 درصد مهار سلولی طبق فرمول زیر محاسبه شد: 

 

ها با روش سلولی فراکسیون DNAهای العه آسیبمط

در این مطالعه  (:Alkaline Comet assay)کامت قلیایی 

 جهت تعیین نوع مرگ سلولی )آپوپتوز یا نکروز( ناشی از

ها از روش کامت قلیایی سایتوتوکسیک فراکسیون اثرات

 هایدر مقایسه با سایر روش ( . این روش20استفاده شد)

 بسیار روش یک در سلول یوکاریوت، DNA آسیب سنجش

 گیریاندازه جهت سریع و هزینه کم آسان، حساس،

(. ابتدا 18باشد)می منفرد هایسلول در DNA فرگمنته شدن

 12×410میکرولیتر محیط کشت فاقد سرم حاوی  300

 ای ریخته شد. پلیت بهخانه 24در هر چاهک پلیت  سلول

 درجه 37 دمای با انکوباتور درون یک شب مدت

 رطوبت درصد 80حدود  و 2CO درصد 5 گراد،سانتی

ها پس از انکوباسیون محیط کشت چاهک .انکوبه گردید

میکرولیتر محیط کشت جدید )بدون  300تخلیه شد و 

لیتر از میکروگرم در میلی 20و  10های سرم( حاوی غلظت

ساعت در  24. پلیت برای ها افزوده شدها به آنفراکسیون

درصد گاز  5 گراد،سانتی درجه 37 با دمای 2CO اتورانکوب

پس از پایان انکوباسیون، با استفاده  .کربنیک انکوبه گردید

ها از کف چاهک سلولعمل جداسازی  PBSتریپسین و از 

-میلی 5/1های ها به میکروتیوبانجام شد. محتوای چاهک

درجه  4دقیقه در دمای  5لیتری منتقل و به مدت 

سانتریفیوژ شدند و محلول  rpm 1500د با دور گراسانتی

به  PBSمیکرولیتر  400رویی دور ریخته شد. سپس 

 4دقیقه در دمای  5میکروتیوب ها اضافه و مجدداً به مدت 

سانتریفیوژ شدند و  rpm 1500گراد و با دور درجه سانتی

 200ها میکروتیوب به محلول رویی تخلیه گردید.

شد و با استفاده از سمپلر و سرنگ افزوده  PBSمیکرولیتر 

ها از یکدیگر جدا شده و به صورت منفرد انسولین سلول

 درصد یک سپس پوشش نازکی از محلول در آمدند.

-Normal Melting) (1NMA%)نرمال  ذوب نقطه با آگاروز

Agaros )ها( قرار داده شد و بر روی اسلایدها )لام

 نقطه با گاروزآ درصد یک سوسپانسیون سلولی با محلول

به نسبت ( Low Melting-Agaros) (LMA1%پایین ) ذوب

 تهیه شده با  اسلایدهای یک به دو مخلوط و روی

NMA1% هر روی سلول لایه یک ایجاد ریخته شد. جهت 

دقیقه در یخچال  10مدت به  و داده لامل قرار یک اسلاید

 10 از پس. گراد قرار داده شدنددرجه سانتی 4با دمای 

برداشته شد و بمنظور لیز شدن غشا و  هاآن یقه لاملدق

 کننده زیلهمچنین تخریب هسته سلول، اسلایدها در بافر 

ساعت در یخچال با  16-18سرد و تازه تهیه شده به مدت 

 کردن خارج از گراد قرار گرفتند. پسدرجه سانتی 4دمای 

 بافر با نوبت 2 در و دقیقه 20 کننده، اسلایدها لیز بافر

، DNA شدن باز بمنظور الکتروفورز شستشو داده شدند.

 و سرد الکتروفورز بافر درون دقیقه 40 مدت اسلایدها به

شدند و پس از آن الکتروفورز به  گذاشته یخچال درون تازه

 آمپریلیم 300ولت و جریان  25دقیقه با ولتاژ  45مدت 

 و درجه 20 زیر دمایی شرایط انجام شد. الکتروفورز در

 pH سازی خنثی تاریک صورت گرفت. جهت یطمح

کننده دقیقه در بافر خنثی 5اسلایدها به مدت  قلیایی،

(Neutralization buffer) .آمیزی رنگ جهت قرار داده شدند 
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میکرولیتر محلول اتیدیوم  100 اسلاید هر به هاسلول

 10لیتر اضافه و به مدت میکروگرم در میلی 20بروماید با 

ای اتاق قرار گرفتند. سپس اسلایدها به مدت دقیقه در دم

دقیقه با آب دوبار تقطیر شستشو داده و با استفاده از  10

میکروسکوپ معکوس فلورسنت بررسی شدند. از هر 

تصویر تهیه شد و مورد تجزیه و تحلیل  100نمونه حداقل 

 آماری قرار گرفتند.

 آنالیز های به دست آمده با روشداده آنالیز آماری:

 ANOVA (of Variance One-Way طرفه یک واریانس

Analysis) بررسی تمام توکی بررسی شدند و در آزمون و-

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

 نتایج

 و کروماتوگرافی زهر زیالکتروفورالگوی  مطالعه تایجن

درمطالعه : و جداسازی فراکشن های مرتبط خام

-SDS خام افعی که با استفاده از ژلالکتروفورزیس زهر 

PAGE باند پروتئینی با وزن مولکولی حدود 9، انجام شد 

پروتئین ( 1)شکل کیلو دالتون مشاهده شد. 57 الی 13

 8، 1های شماره ها نشان داد که فراکسیونسنجی فراکسیون

های فاقد پروتئین بوده و بر این اساس در بررسی 10و 

 گرفتند.بعدی مورد توجه قرار ن

 

درصد  15در ژل  افعی زنجانیالگوی الکتروفورزی زهر  -1ل شک

SDS-PAGE زهر  -2استاندارد وزنی پروتئین  چاهک  -1. چاهک

 افعی زنجانی

 
 

 

 کروماتوگرام سم افعی زنجانی -2شکل 

 نتایج : MTT assayنتایج اثر ضد باکتریایی با استفاده از

ها با روش فراکسیونباکتریایی  ضد اثر بررسی از حاصل

نشان  جینتا اشریشیا کولیبر روی باکتری  MTT سنجش 

 20 غلظت در 9و  2 شماره هایفراکسیونداد که 

 کنترل با مقایسه در باکتری رشد بر لیترمیلی در میکروگرم

-معنی مهاری اثر( باکتری واجد نرمال کشت محیط)منفی 

 9شماره  نموده و درصد زنده ماندن فراکسیون ایجاد دار
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 دار نداشت.لیتر( تفاوت معنیمیلی در میکروگرم 50 تتراسایکلین با غلظت)مثبت  نسبت به کنترل

 

 و میزان غلظت پروتئین آن HPLCزمان شروع و پایان هر پیک در  - 3جدول 

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

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

 63:14 58:47 53:39 50:19 44:44 38:45 30:14 25:19 20:28 16:05 زمان پایان پیک )دقیقه(

 0 149/0 765/1 459/1 59/11 96/13 139/9 0 425/1 0 (µg/µL) میزان پروتئین

 

زهر  های جدا شده ازررسی درصد زنده ماندن فراکسیونب

نشان داد که باسیلوس سوبتیلیس بر روی باکتری 

میکروگرم  20در غلظت  9و  6، 5، 2های شماره فراکسیون

ثر لیتر بر رشد باکتری در مقایسه با کنترل منفی ادر میلی

 هایسیونفراک مهاری اثر تریندار داشتند. بیشمهاری معنی

 یهارم اثر با 2 شماره فراکسیون به خام زهر از شده جدا

به  تتراسایکلین مهاری اثر از و داشته تعلق درصد 42 حدود

 است. بوده کمتر داریمعنی صورت

مشخص شد که  اورئوس یلوکوکوساستاف در مورد باکتری

 و 7 ،6 ،5 ،4 ،2 های شمارهدرصد زنده ماندن در فراکسیون

 29/47و  71/41، 62/56، 22/34، 22/58، 52/71بترتیب  9

های ندار بودند. فراکسیوکنترل منفی معنیبود که نسبت به 

نسبت به آنتی بیوتیک استاندارد تفاوت  7و  5شماره 

 (.3شکل دار نداشتند )معنی

های فراکسیون( MIC سنجش)مهاری  غلظت حداقل نتایج

 باکتریایی ضد اثر بررسی از حاصل نتایج زهر: جدا شده از

مشخص کرد که  MIC سنجش فراکسیون ها با روش

 در تریباک رشد بر 9 و 7 ،6 ،5 ،3، 2 شماره هایاکسیونفر

 هب اما نسبت دارمعنی اثر مهاری منفی کنترل با مقایسه

 طالعهم این نتیجه .نداشتند دارمعنی اثر مهاری مثبت کنترل

 سایر با مقایسه در 9 شماره فراکسیون که داد نشان

 داشته است. بیشتری مهاری اثر هافراکسیون

 با 9 و 7 ،6 ،5 ،3 ،2 شماره هایفراکسیون ریمها اثرات

باسیلوس  باکتری لیتر بر رویمیکروگرم در میلی 20 غلظت

دار به صورت معنی منفی کنترل با مقایسه در سوبتیلیس

-تفاوت داشته اما در مقایسه با کنترل مثبت اثر مهاری معنی

ها اثر نسبت به سایر فراکسیون 5فراکسیون شماره  .دار نبود

 مهاری بیشتری از خود نشان داد.

 20 غلظت با 9 و 7 ،5 ،4 ،3 شماره هایفراکسیون

استافیلوکوکوس  کتریلیتر بر روی بامیلی در میکروگرم
 ایجاد دارمعنی مهاری رشد منفی کنترل به نسبت اورئوس

 مورد سوش در هاآن از ناشی و میرمرگ  میزان اما نموده

 وگرممیکر 50 تتراسایکلین)بت مث کنترل با مقایسه در اشاره

 را دارینیمع تفاوت آماری نظر از و کم بسیار( لیترمیلی در

 .(4 شکلداد ) نشان

با   HepG2نتایج سمیت سلولی بر روی رده سلولی

 مطالعه اثرات سمیت سلولی  :MTT assayاستفاده از 

های دارای خواص ضد باکتریایی شامل فراکسیون

جدا شده از زهر خام،  9و  7، 5 ،2فراکسیون های شماره 

 20و  10در دو غلظت  HepG2های سرطانی بر رشد سلول

در دو  2داد که فراکسیون  نشان لیترمیکروگرم در میلی

ها را در مقایسه با سلول درصد زنده ماندن غلظت ذکر شده

لی این در حادرصد کاهش داد.  35و  15/79کنترل به 

ها پس از تماس با است که درصد زنده ماندن سلول

و  65/72های فوق بترتیب در غلظت 5فراکسیون شماره 

  بوده است.  05/66
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باسیلوس ، کولی اشریشیاهای لیتر بر روی باکتریمیکروگرم در میلی 20های جدا شده از زهر خام با غلظت اثر ضد باکتری فراکسیون -3 شکل

ها نسبت به گروه کنترل منفی ارزیابی شدند. شایان ذکر است تیمار با . غلظتMTT سنجشبا استفاده از  استافیلوکوکوس اورئوسو  سوبتیلیس

 05/0گرفته شد. ) عنوان کنترل مثبت و سوسپانسیون باکتری و محیط کشت به عنوان کنترل منفی در نظر به لیتر(میکروگرم در میلی 50تتراسایکلین )

ns: P> ،)(05/0 : P<:*( ،)01/0 : P<**( و )001/0 : P<***.) 
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و  باسیلوس سوبتیلیس، اشریشیا کولیهای لیتر بر روی باکتریمیکروگرم در میلی 20های جدا شده از زهر خام با غلظت اثر ضد باکتری فراکسیون -4شکل

 50ها نسبت به گروه کنترل منفی ارزیابی شدند شایان ذکر است تیمار با تتراسایکلین ). غلظتMIC سنجشبا استفاده از  وساستافیلوکوکوس اورئ

 : ns: P>( ،)05/0 05/0)عنوان کنترل مثبت و سوسپانسیون باکتری و محیط کشت به عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شد.  به لیتر(میکروگرم در میلی

P<*( ،)01/0 : P<**( و )001/0 : P<***.) 
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های ذکر در غلظت 7درصد زنده ماندن فراکسیون شماره 

درصد بوده ولی در مورد  65/94و  100شده بترتیب 

 درصد کاهش یافت. 76/90و  30/92به  9فراکسیون 

در مهار رشد سلول با  5و  2 های شمارهاثرات فراکسیون

در مقایسه با  لیترمیکروگرم در میلی 20و  10دو غلظت 

دار بود. اثر کنترل و همچنین در مقایسه با یکدیگر معنی

 10ها در غلظت بر رشد سلول 7مهاری فراکسیون شماره 

دار نبوده، لیتر در مقایسه با کنترل معنیمیکروگرم در میلی

 غلظت میکروگرم در مقایسه با 20اثر در غلظت  نیا لیکن

دار بوده است. و همچنین کنترل معنی کروگرمیم 10

ها پس از تماس با همچنین درصد زنده ماندن سلول

لیتر میکروگرم در میلی 20در غلظت  9فراکسیون شماره 

دار دار اما در غلظت پایین تر معنینسبت به کنترل معنی

 (.5نبود. )شکل 
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ها نسبت به گروه کنترل . فراکسیونMTT سنجشم بر سلول سرطانی کبد با استفاده از های جدا شده از زهر خابررسی اثرات فراکسیون -5شکل

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

 

با استفاده   HepG2نتایج اثرات مهاری بر روی رده سلولی

 ایهفراکسیون مهاری اثرات :assay Neutral red uptakeاز 

 7 ،5 ،2 شماره هایفراکسیون)ضد باکتریایی  خواص دارای

 لیتر برمیکروگرم در میلی 20و  10های غلظت( در 9و 

 Neutral redسنجش  روش به HepG2 سلولی رده روی

uptake  آمده 6شکل شماره  در آن نتایج که شد یبررس 

 20و  10در دو غلظت  2درصد مهار در فراکسیون  .است

درصد بوده  80/94و  94/27لیتر بترتیب ر میلیمیکروگرم د

های در غلظت 5است. این در حالی است که فراکسیون 

ها را مهار کرده سلول درصد، 55/48و  59/47فوق بترتیب 

در  7است. درصد مهار سلول پس از تیمار با فراکسیون 

درصد بوده  60/5و  25/2های ذکر شده بترتیب غلظت

در دو غلظت بالا به  9فراکسیون  که درصد مهاریدرحال

 کاهش یافته است. 56/15و  65/23

درصد مهار فراکسیون  داد نشان هاداده آنالیز و نتایج بررسی

یسه با در مقالیتر میلی در میکروگرم 20در غلظت  2شماره 

لیتر میکروگرم در میلی 10دار اما در غلظت کنترل معنی

 مهار د، همچنین درصددار مشاهده نشنسبت به کنترل معنی

 توجه بود.و قابل دارمعنی هم به ها نسبتاین غلظت
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ها نسبت به گروه کنترل ارزیابی . غلظتUptake assayهای زهر خام بر سلول سرطانی کبد با استفاده از سنجش بررسی اثرات فراکسیون -6شکل

 (.*>P : 05/0( و )<ns: P 05/0)شدند 

میکروگرم  20و  10دو غلظت  در هر 5فراکسیون شماره 

لیتر نسبت به کنترل که حاوی سلول و محیط کشت بر میلی

داری داشته اما این دو غلظت نسبت بوده، اثر مهاری معنی

توجه ایجاد ننمودند. دار و قابلبه هم اثر مهاری معنی

های فوق در مقایسه در غلظت 9و  7های شماره فراکسیون

دار نشان یکدیگر اثر مهاری معنی با کنترل و در مقایسه با

که د قابل ذکر است بررسی های آماری نشان دا ندادند.

یج تابا ن Neutral red uptake نتایج بدست آمده از آزمایش

 . نمودمطابقت داشته و آن را تایید  MTTسنجش 

 برای( Alkaline Comet assay) قلیایی کامت سنجش نتایج

 بر آن از شده جدا هایفراکسیون سمیت اثر بررسی

بمنظور  کامتسنجش در این مطالعه از  : HepG2 سلول

های دارای توسط فراکسیون DNAهای بررسی آسیب

( در 9و  7، 5، 2های شماره خواص ضد باکتری )فراکسیون

و  7، 5های شماره استفاده گردید. فراکسیون HepG2سلول 

لیتر و میکروگرم در میلی 20و  10در دو غلظت  9

به دلیل اینکه مقدار آن کم بود فقط در  2فراکسیون شماره 

لیتر مورد بررسی قرار گرفت. میلی در میکروگرم 20غلظت 

 نتایج نشان داد که:

در غلظت  2فراکسیون شماره  نکروز و آپوپتوز میزان القاء

درصد  2/24و  8/55لیتر بترتیب میلی در میکروگرم 20

 لیترمیلی در میکروگرم 20 و 10 بوده است. در غلظت های

 61/25بترتیب  آپوپتوزیس القاء درصد ،5 شماره فراکسیون

 9/13و  78/7 بترتیب نکروزیس القاء میزان و 70/41و 

در  7میزان القاء آپوپتوز فراکسیون شماره  .است بوده

و  10لیتر بترتیب میکروگرم در میلی 20و  10های غلظت

نکروزیس در  میزان کهیدرحالدرصد بوده  21/34

درصد  49/19و  82/10های مورد اشاره بترتیب غلظت

و  10 هایدر غلظت 9 فراکسیون مورد در همچنین است.

 بترتیب آپوپتوزیس القاء درصد لیترمیلی در کروگرمیم 20

 نکروزیس القاء میزان کهیدرحالبوده  59/33و  89/20

 باشد.یم 17/21 و 94/11بترتیب 

 شماره فراکسیون که داد نشان هاداده یزآنال و نتایج بررسی

 کنترل با مقایسه در لیترمیلی در میکروگرم 20 غلظت با 2

اثر  (.7شکلداری ایجاد نمود )معنی آپوپتوتیک اثر

 لیترمیلی در کروگرمیم 20 و 10 هایغلظت در آپوپتوتیک

 به نسبت هم و کنترل به نسبت ،5 شماره فراکسیون

 . (8شکل )بود  دارمعنی یکدیگر
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 سلولی القاء شده هسته مورفولوژیکی تغییرات مطالعه -7 شکل

جداسازی شده از زهر خام افعی زنجانی در  5،  2های توسط فراکشن

: 1 ماکروگرم/میلی لیتر  به وسیله آزمایش کامت قلیایی. 20غلظت 

DNA 20سلول سالمX   2-3 :DNA  20 شده آپوپتوزیسلولX 

سلول  : 3( )شکل  2فراکشن شمارهدر اثر زی آپوپتوسلول  : 2)شکل

ی سلول نکروز DNA: 5-4. ( 5در اثر فراکشن شماره آپوپتوزی

20X  5( )شکل  2در اثر فراکشن شمارهنکروزی سلول  : 4)شکل : 

 ( 5در اثر فراکشن شمارهنکروزی سلول 

 10 غلظت با 7 شماره فراکسیون القایی آپوپتوز درصد

 نداشت کنترل با داریمعنی تفاوت لیترمیلی در میکروگرم

کنترل  به نسبت لیترمیلی در میکروگرم 20 غلظت در اما

 این هایهمچنین تفاوت غلظت داشته و دارمعنی تفاوت

 آنالیز. (9بوده است )شکل  دارمعنی هم به نسبت فراکسیون

 هر در 9 شماره فراکسیون آپوپتوز درصد داد نشان هاداده

 با مقایسه در هم لیترمیلی در کروگرممی 20 و 10 غلظت دو

-معنی یکدیگر تفاوت به نسبت همچنین و دارمعنی کنترل

 (.10دارد )شکل  توجهقابل و دار

 بحث

زا به یماریب یهاسمیکروارگانیاز م یمقاوم شدن برخ لیبدل

به از آنها  یناش هایدرمان عفونت جیرا یهاکیوتیب یآنت

(. از طرفی 13شده است)یک مشکل مهم بهداشتی تبدیل 

های بسیار مهم جامعه بشری است سرطان یکی از بیماری

-که سالیانه سبب مرگ و میر تعداد زیادی از مبتلایان می

های رایج در درمان این بیماری مانند گردد. هر چند روش

پرتودرمانی و شیمی درمانی از طریق القاء آپوپتوز و یا مهار 

پیشرفت بیماری جلوگیری های سرطانی از تکثیر سلول

ها به اینگونه نمایند، لیکن مقاومت برخی از انواع سرطانمی

رسانی ها و همچنین عوارض جانبی آنها )مانند آسیبدرمان

های سالم( سبب ترغیب محققین به به بافت و سلول

(. گزارشات نشان 4های جایگزین شده است)مطالعه روش

وجود در سموم جانوران های مدهد که برخی از پروتئینمی

سمی، از جمله مار دارای اثرات ضد باکتریایی بوده و از 

های سرطانی در شرایط آزمایشگاهی جلوگیری رشد سلول

این مطالعه اثرات ضد باکتریایی و ضد  (. در12نمایند)می

 افعی زنجانی بررسی گردید.های زهر خام سرطانی فراکشن

ی الکتروفورزی زهر خام برای انجام این بررسی ابتدا الگو

های زهر خام افعی زنجانی با افعی تهیه و سپس فراکسیون

، C-18و پس از تزریق به ستون  RP-HPLCاستفاده از 

آوری و لیوفیلیز شدند. میزان پروتئین جداسازی، جمع

موجود در هر فراکسیون با استفاده از روش برادفورد 

میکروگرم  20ها در غلظت تخمین و اثرات ضد باکتری آن

علیه  ،MTTو  MICهای لیتر با استفاده از روشدر میلی

و باسیلوس سوبتیلیس ، اشریشیا کولیهای باکتری

سپس سمیت مطالعه گردید.  استافیلوکوکوس اورئوس

های دارای اثرات ضد باکتریایی، سلولی مؤثرترین فراکسیون

 MTT  ،Neutral red uptake  های سنجشروشبا استفاده از 

 گردید. بررسی HepG2بر روی سلول سرطانی  کامت و   

باند پروتئینی با 9در مطالعه الکتروفورزی زهر خام افعی 

کیلو دالتون مشاهده شد. در  13-57وزن مولکولی حدود 

مطالعه انجام شده توسط طاهریان و همکاران در سال 

باند پروتئینی در ژل  10( وجود 22) 2016

 ( گزارش شده است.درصد 12الکتروفورزی)
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ها نسبت به گروه کنترل . غلظتکامتسنجش در سلول سرطان کبد با استفاده از  2شماره  میزان آپوپتوز و نکروز ایجاد شده توسط فراکسیون -8شکل 

 (.***>P : 001/0( و )<ns: P 05/0ارزیابی شدند )
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ها نسبت به گروه کنترل . غلظتکامتسنجش در سلول سرطان کبد با استفاده از  5شماره  میزان آپوپتوز و نکروز ایجاد شده توسط فراکسیون - 9لشک

 (.***>P : 001/0( و )*>ns: P>( ،)05/0 : P 05/0ارزیابی شدند )
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ها نسبت به گروه . غلظتکامتسنجش در سلول سرطان کبد با استفاده از  7شماره  ه توسط فراکسیونمیزان آپوپتوز و نکروز ایجاد شد -10شکل

 .(***>P : 001/0( و )<ns: P 05/0کنترل ارزیابی شدند )
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ها نسبت به گروه . غلظتکامتسنجش فاده از در سلول سرطان کبد با است 9شماره  میزان آپوپتوز و نکروز ایجاد شده توسط فراکسیون -11شکل

 (.***>P : 001/0( و )<ns: P 05/0)کنترل ارزیابی شدند 

دلیل تفاوت در تعداد باندهای گزارش شده ممکن است 

ناشی از درصد ژل مورد استفاده و یا نوع تغذیه، روش سم 

گیری، فصل سم گیری و عوامل دیگر باشد که در ترکیب 

 (.26تاثیر غیر قابل انکار دارد.)زهر جانوران سمی 

 فراکسیون شد. 10منجر به جداسازی جداسازی زهر خام 

های فراکسیوننشان داد که های بیولوژیکی بررسینتایج 

ن سیوفراک، کولی اشریشیابر روی باکتری  9و  2شماره 

و  باسیلوس سوبتیلیس بر روی باکتری 2شماره 

باکتری  بر روی 9و  7، 5های شماره فراکسیون

استافیلوکوکوس اورئوس بیشترین اثر مهاری را در مقایسه 

با کنترل منفی ایجاد کردند. همچنین مشخص شد که 

های دارای پروتئین جدا شده از زهر مار بر فراکسیون

ی گرم مثبت اثر مهاری بیشتری را در مقایسه با هایباکتر

استافیلوکوکوس باکتری گرم منفی القاء نموده و در 

باسیلوس این مهار از شدت بیشتری نسبت به رئوس او
 بنظر می رسد که مقاومت برخوردار بوده است. سوبتیلیس

 است در مقابل سمیت ممکن منفی گرم هایبیشتر باکتری

نسبت به  هاآن خارجی تفاوت در ساختار غشای دلیل به

نتایج با مطالعات  نیا (.18باکتری های گرم مثبت باشد)

لیما و   پرومال و همکاران وفته توسط گذشته صورت گر

همچنین نیز و  (15،10) 2007و  2006در سال همکاران 

که   (13) 2018و همکاران درسال   ایک یدیمر  گزارش

گرم  یترباک یرو Vipera latifii یزهر افعنشان داده است 

  .نداشته است مطابقت دارد یاثر قابل توجه یمنف

پروتیین  دارایهای فراکشنبررسی اثرات ضد باکتریایی  

ترین اثرات بیش 9و  7، 5، 2های نشان داد که فراکسیون

های مورد آزمایش از خود ضد مهاری را بر رشد باکتری

ها بر سلول نشان دادند. لذا اثرات سمیت سلولی آن

سایتوتوکسیک  ( به دلیل داشتن اثراتHepG2سرطانی کبد )

رفت. این مطالعه با ( مورد بررسی قرار گ12( مارها زهر

 و  MTT  ،Neutral red uptakeسنجش های استفاده از روش

 انجام گردید.  کامت

 20در غلظت  5و  2نتایج نشان داد که فراکسیون شماره 

درصد  65/55و   98/79لیتر بترتیب  با میکروگرم در میلی

 با سایر مقایسه در را ترین سمیتمرگ و میر، بیش

داده و مرگ سلولی القا شده  نشان دخو از هافراکسیون

این در حالی  توسط آنها بیشتر از نوع آپوپتوز بوده است.

  است. داشتهسمیت را  کمترین 7 شماره است که فراکسیون

بندی، نتایج این مطالعه برای اولین بار نشان در یک جمع

های موجود در برخی از دهد که پروتئین/پروتئینمی

ها ید از رشد باکترنتوانیم زنجانی افعیزهر های فراکشن

نموده و بر رشد  یریجلوگدر محیط کشت آزمایشگاهی 

ها این ویژگی .داشته باشندهای سرطانی اثر بازدارنده سلول

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.2.5.1
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های فوق را بعنوان یک کاندید مناسب احتمالی فراکشن

جهت جداسازی عوامل ضد باکتریایی و ضد سرطانی 

 معرفی می نماید.

 رتقدیر و تشک

بدین وسیله از همکاری مسئولان محترم مرکز علم و 

فناوری زیست شناسی و دانشکده علوم پایه دانشگاه جامع 

که شرایط انجام این تحقیق را فراهم  )علیه السلام(امام حسین 

 نمودند، قدردانی می گردد. 
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In-vitro study of antibacterial and cytotoxic effects of Vipera 

Albicornuta venom fractions 

Zargan J.1*, Gholami F.1, ,Goodarzi H.R.2,. Sobati H.3 , HajiNourMohammadi A.1 and 

Salehi M.B.1 
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Karaj, I.R. of Iran 
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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 
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