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چکید ه 

مارها یکی از مفیدترین حیوانات این کره خاکی برای تولید انواع دارو، سرم ها و واکسن ها هستند. زهر مار عمدتا برای بی حرکت کردن 
و کشتن شکار می باشد و از نظر دفاعی احتمالا اهمیت حیاتی دارد.  زهر مارها کاربردهای درمانی فراوانی دارد و در تحقیقات بیوشیمی 
بسیاری استفاده می شود. این مایع روغنی شکل، دارای رنگی سفید تا زرد و با pH اندکی اسیدی می باشند و مخلوط پیچیده ای از پلی پپتیدها، 
پروتئین های سمی، آنزیمی و مواد غیر پروتئینی هستند. غده سمی مار از نظر تشریحی شبیه به غده تغییر شکل یافته پاراتیروئید انسان 
است. این غده در اغلب مارها در فضایی واقع در پشت چشم و روی استخوان فک بالایی که به سمت پایین و عقب چشم امتداد دارد. به 
عبارت دیگر بین چشم و گوشه دهان قرار می گیرد. با حرکت سریع استخوان های سرو فشار وارده توسط ماهیچه ها به غده سمی، مقداری 
زهر از راه کانالی که به دندان سمی متصل است به شکار  منتقل می شود. زهر همه ی مارها یکسان نیست اگرچه این عقیده وجود دارد 
که زهر مارها از اجداد بیولوژیکی مشترک به وجود آمده است. هدف در این مطالعه تشخیص و تعیین میزان فعالیت آنزیم پروتئاز در 
زهر  مار شاخدار ایرانی از مناطق مختلف می باشد. در این پژوهش بر روی زهر مار شاخدار ایرانی از سه منطقه سمنان ، کرمان و خوزستان 
میزان گردیدکه  تعیین  برادفورد،  و  لوری  از روش های  استفاده  با  مار  این  زهر  پروتئین های  غلظت  ابتدا  آمد.  به عمل  بررسی  و   تحقیق 

 mg/ml 95/. گزارش گردید. در مرحله بعد، تعداد پلی پپتیدها و وزن مولکولی این پروتئین ها با استفاده از الکتروفورز عمودی مشخص 
گردید که به دو صورت احیایی و غیر احیایی انجام شد، و محدوده وزن مولکولی 15 تا 190 کیلودالتون تخمین زده شد که این پروفایل 
فعالیت  کازئین،  با سوبسترای  زیموگرافی  و   Native الکتروفورز  انجام  بودند.  نسبی  تشابه  دارای  و سمنان  کرمان  در خوزستان ،  پروتئینی 
پروتئولیتیک زهر مار شاخدار را تایید نمودو سنجش کمی فعالیت پروتئازی زهر با دو روش هضم کازئین و سوبسترای BAPNA معادل با 

U/ml 11/56   تعیین گردید.
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Snakes are one of the most useful animals in the world for the production of medicines, sera and vaccines that are made 
from the venom. Venomous snakes have many therapeutic applications and are very useful in biochemical research. 
Snake venom is an oily liquid, white to yellow with a slightly acidic pH and is a complex mixture of polypeptides, toxic 
proteins, enzymes, pharmaceuticals and non-protein substances. Venom of all snakes is not the same, although it is be-
lieved that venom of snakes originated from common biological ancestors.
The aim of this study was to determine the activity of protease enzyme in venom of horned snake from different regions. 
In this study, the venom of the horned snake from three regions of Semnan, Kerman and Khuzestan was investigated. 
At first, the venom protein concentration of this snake was determined using Lowry and Bradford methods, which was 
reported to be 950 mg / ml (95%). In the next step, the number of peptides and molecular weight of these proteins were 
determined by vertical electrophoresis, which were performed in both reducing and non-reducing methods. And the 
molecular weight range of 15 to 190 kDa was estimated to have relative similarities in Khuzestan, Kerman and Sem-
nan. Native electrophoresis and casein substrate electrophoresis confirmed the proteolytic activity of ruminant venom 
and quantitative determination of venom proteolytic activity was determined by BAPNA dilution and casein digestion  
11.56 U/ml.
Keyword: Protease, Venom, Enzymatic Activity, Snake

مقدمه
آن ها  از  مردم  اغلب  که  آن  وجود  با  که  هستند  موجوداتی  تنها  مارها 
می خواهیم  که  می باشند  جاندارانی  طرفدارترین  پر  از  دارند،  وحشت 
این  از  گونه   ۳۰۰۰ حدود  تاکنون  کنیم.  کسب  اطلاعات  آن ها  به  راجع 
موجودات شناسایی شده اند که در این میان فقط حدود ۴۰۰ گونه آن ها 
سمی می باشند و از میان آنها فقط ۵۰ گونه خطرناک بوده و می توانند 

برای انسان مشکل ساز باشند )۴(. 
گزارش توسط مار  هنوز هم یک تهدید جدی در کشورهای توسعه یافته و 
توسعه نیافته می باشد .بر اساس گزارش سازمان بهداشت جهانی تقریبا دو 
نیم میلیون نفر در جهان دچار مارگزیدگی می شوند كه بیش از 1۰۰۰۰۰ 
مورد از  آن ها به مرگ منتهی می شود )۳(.  تقریبا 2.۳ میلیون نفر در 
آفریقا، خاور میانه، هند و آمریکای جنوبی در ریسک گزش هستند و این 

در حالیست که حدودا ۳2۵۰ مورد منجر به مرگ می شود )۴(.  
از  و  قربانی  اول وسیله ای است جهت بی حرکت کردن  زهر در درجه 
تسهیل هضم  موجب  است،  پروتئولیتیک  آنزیم های  از  غنی  که  آنجایی 

آن می شود. و در درجه دوم وسیله ای جهت دفاع در مقابل دشمن است.  
تحقیقات اولیه زهر ها در جهت درمان مارگزیدگی ها صورت می گرفت،  
طور چشم گیری  به  زهردار  جانوران  بر  موجود  دیدگاه های  امروزه  اما 
شامل  تازه  دیدگاه های  این  از  آمده  بدست  اطلاعات  است.  كرده  تغییر 
اهداف وسیعی از این ملكول های زیستی است كه به عنوان ملكول های 
گیرنده ها  زیستی  عملكرد  بررسی  جهت  دارویی  ابزارهای  و  نشانه 
وكانال های یونی به كار می روند )9(. اطلاعات مربوط به این ملكول ها 
منجر به تولید تركیبات رهبر برای طراحی داروهای مناسب در مسایل 
بالینی شده است.  لذا تعیین میزان پروتئین و بررسی الگوی الکتروفورز 
در این زمینه، همچنین مقایسه زهر مار شاخدار از استان های مختلف، 
از  تنها  نه  زهر  باشد.  زمینه  این  در  مناسبی  اطلاعات  حاوی   می تواند 
حیوانی به حیوان دیگر متفاوت است، بلکه حتی در یک گونه نیز بسته به 
سن، فصل ، جنس ، دمای محیط و منطقه جغرافیایی و نوع تغذیه می تواند 

دچار تغییراتی شود )2(
 Eristicophis از جنس  وایپر های خاورمیانه   ترکیب زهر   با  ارتباط  در 
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جنس ها  این  نمی باشد.  دست  در  زیادی   اطلاعات   Pseudocerastes و 
 .)1( Viperinae خواهر یکدیگر محسوب می شوند و خواهر همه مارهای
 Pseudocerastes fieldi، Pseudocerastes persicus  شامل Pseudocerastes
 Pseudocerastes urarachnoides شده  شناخته  تازه  گونه های  اخیرا  و 
این  P. fieldi بطور گسترده ای در خاورمیانه وجود دارد.  می باشند)7(.  
گونه ساکنان بیابان های باز با پوشش خالص متوسط و سنگ های پراکنده 
و با حداکثر طول 89 سانتی متر می باشند. P. fieldi گونه های غالب مارهای 
وایپر هستند که در هر جا که یافت می شود. این زیستگاه های مختلف  

شامل بیابان های بازالت و آهکی می باشد ) 1و 7(.
اجزای تشکیل دهنده زهر مار ممکن است فعالیت های بیولوژیکی مختلفی 
داشته باشند. زهر مار می تواند بیش از یک سری واکنش را همزمان فعال 
نماید که احتمال دارد به علت دارا بودن آنتی ژن های متفاوت باشد )۳(. 
در زهر مارها تعداد زیادی پروتئین و پپتیدهای فعال با اثرات متفاوت 
وجود دارد. این مولکول ها در غده های تخصصی که از تکامل غدد بزاقی 
بوجود آمده و به غده سمی تمایز یافته است، ساخته و ذخیره می شوند )۴(.

 Pseudocerastes persicus یا Persian Horned Viper  مار شاخدار ایرانی
یافت می شود  پاکستان و شمال عمان  افغانستان،  ایران،  P. persicus در 
مورد  در  وآلوپاتریک  )آلوپاتری  دارد  آلوپاتریک  نسبت   P. fieldi با  که 
بسیار  خویشاوند  اگرچه  که  می رود  بکار  زنده ای  موجودات  گروه های 
زندگی  ای  جداگانه  کاملا  جغرافیایی  قلمرو  در  ولی   هستند  نزدیک 
می کنند( به عنوان مثال، در محدوده زاگرس در غرب ایران بصورت دو 
همسایه  یافت گردیدند )2 و 9(. زهرهای  این دو مار وایپرخیلی عمیق 

مورد مطالعه قرار نگرفته اند.
اثرات   آن  مختلف  اجزای  زیرا  است،  پیچیده  زهر ها   بیولوژیکی  اثرات 
متفاوتی دارند و علاوه بر این می توانند در هماهنگی با سایر مولکول های 
فعالیت های  است  ممکن  زهر  پروتئین های  متقابل  اثر  کنند.  عمل  زهر 
خود را افزایش داده و یا به گسترش زهر کمک کند. پروتئین های سمی  
زهر نقش های متفاوتی  را دارا می باشند: بی حرکت کردن، فلج کردن، 
از   تنوعی  زمان،  هم  وجود  رقبا.  بازدارندگی  و  شکار  مایع سازی  کشتن، 
اثرات  تغییر  به   منجر  زهر  در  خانواده   یک  پروتئین های  ایزوفرم های 
فارماکولوژیک آن هاست ، این مطلب بیانگر  تکثیر ژن ها و تکامل داروینی 
با  پروتئینی مشابه  اعضای یک خانواده  که  واقعیت  این   .)۴ و   2( است 
ساختار یکسان، تشابه  قابل توجهی از خود نشان می دهند. اما اهداف 
بیولوژیک  متفاوتی بیان می کنند. آن ها ابزارهای ارزشمند بیوتکنولوژی 

برای مطالعه فرایندهای فیزیولوژیکی هستند. 
که  می باشند  متفاوت  مختلف ،  مارهای  در  زهر  تشکیل دهنده  اجزاء 
دهیدروژناز،  لاکتات  )کاتالاز،  پروتئازها  از:  عبارتند  آن ها  مهم ترین 
میوتوکسین ها   استراز(  کولین  استیل   ،  A2فسفولیپاز هیالورونیداز، 
خونریزی  )موجب  فیبرینوژناز  کروتوکسین(  کروتامین،   ،  A2فسفولیپاز(
غشاءهای  بر  تاثیر  با  است  ممکن  نروتوکسین ها   شوند(،  می  محل  در 
postsynaptic موجب تشدید آزادسازی استیل کولین و در نتیجه لرزش 
لکتین ها،  همولیتیک ها،  کاردیوتوکسین ها   گردند(،  عضلانی  تشنج  و 
بر  موثر  ترکیبات  و  پروتئاز  مهار کننده های  فسفولیپاز،  مهارکننده های 
سمی  خود  که  مار  زهر  پروتئینی  غیر  اجزاء  نهایتا  و  کمپلمان  سیستم 
پایدار شدن اعمال فارماکولوژیک اجزاء اصلی زهر  نیستند ولی موجب 

می گردند از این ترکیبات می توان به آمینواسیدها، آمین های بیولوژیک، 
ریبوفلاوین،  نوکلئوتیدها،  و  نوکلئوزیدها  ، لیپیدها،  کربوهیدرات ها 
نقش  مورد  در  کرد)۳و۴(.  اشاره  کاتیون ها،  و  آنیون ها  آلی،  اسیدهای 
پیوندهای  تخریب  واکنش های  پروتئازها  که  است  ذکر  قابل  پروتئاز ها 
دیدگی  آسیب  به  منجر  و  کرده  کاتالیز  بافت ها  در  را  پروتئین  پپتیدی 
دیواره رگ های خونی و آسیب دیدگی فرآیند گردش خون می شوند. بر 
اساس یک فهرست ارایه شده از پروتئازهای موجود در زهر مار، تاکنون 
بیش از 1۵۰ پروتئاز مختلف از زهر مار تخلیص شده و به طور کامل یا 

جزیی شناسایی شده اند )1۰،11،1۴(. 

مواد و روش ها
)Lowry( پروتئین سنجی به روش لوری

متداول ترین روش برای تعیین غلظت پروتئین در یک محلول روش لوری 
می باشد )1۳(. اساس این روش واکنش پروتئین ها با معرف فولین تحت 
شرایط قلیایی با مس و احیای فسفومولیبدو تنگستیک اسید به هتروپلی 
مولیبدونیوم آبی رنگ می باشدکه نتیجه کار رنگ آبی پررنگ می باشد.

حساسیت این آزمایش ۰/1 -1میلی گرم پروتئین در میلی لیتر است. 

تعیین وزن مولکولی پروتئین های زهر مار با استفاده از الکتروفورز در 
)SDS-PAGE(ژل پلی آکریل آمید

PAGE تکنیکی است که در آن مولکول های زیستی بر اساس اندازه )وزن 
مولکولی( جداسازی می شوند.

 SDS یک دترجنت و مخفف Sodium Dodecyl Sulfate می باشد. بعد از 
اضافه کردن آن و احاطه کردن پروتئین ها ، پروتئین ها بار نسبتا همسان 
پیدا کرده و به صورت خطی در می آیند. بدین ترتیب جداسازی فقط بر 

اساس اندازه صورت می پذیرد. SDS به پروتئین بار منفی می دهد.
ژل آکریل آمید با پیوندهای عرضی که دارد، مکانی را برای الک کردن 
به  می باشند،  عبور  حال  در  الکتریکی  جریان  اثر  در  که  مولکول هایی 
توسط  هستند،  منفی  بار  دارای  که  پروتئین هایی  همه  می آورد.  وجود 
میدان الکتریکی که دارای بار مثبت می باشد، کشیده می شوند، اما شبکه 
کوچکتر  پروتئین های  می کند.  مقاومت  آن ها  حرکت  برابر  در  پلیمری 
سریعتر از مولکول های درشت تر در این شبکه حرکت می کنند. درنتیجه 
روش  در  پس جداسازی  می گیرند.  قرار  تر  پایین  درشت تر  مولکول های 

SDS-PAGE فقط بر اساس اختلاف در اندازه مولکول ها می باشد. 

Native-Page 
Native- است، فقط با این تفاوت که در SDS-Page همانند Native-Page

از همه معرف ها حذف  بتامرکاپتواتانول  SDS و  احیایی  ترکیبات   Page
می شود.

سوبسترای کازئین 
 در Native-Page و بعد از انجام الکتروفورز ژل را از دستگاه جداکرده 
 7.۵=Tris-HCL، Ph و در محلول کازئین 2 درصد در بافر ۵۰ میلی مولار
قرارداده و برای 6۰ دقیقه در دما ۴ درجه سانتی گراد به آرامی بر روی 
شیکر قرارگرفت تا کازئین به داخل ژل نفوذ نماید. سپس ژل در محلول 

مطالعه و شناسایی خاصیت پروتئازی در  ...
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Tris-HCL، Ph=8 و دمای 6۰  بافر ۵۰ میلی مولار  کازئین 2 درصد در 
درجه سانتی گراد و برای مدت 2۰ دقیقه به آرامی بر روی شیکر تکان 
داده شد. سپس ژل را چند مرتبه با آب مقطر شست و شو داده تا کازئین 
باقیمانده بر روی ژل خارج شود. سپس با استفاده از بافر رنگ حاوی ۰/1 
درصد کوماسی بلو R-2۵۰ در متانول ۳۵ درصد و اسیداستیک 7/۵ درصد 
انجام  آرامی  به  و  شیکر  روی  بر  روز  شبانه  یک  برای  رنگ آمیزی  عمل 
شد و سپس عمل رنگ بری بر روی شیکر با استفاده از متانول ۳۵ درصد 
و اسید استیک 7/۵ درصد تا ظهور نواحی روشن بر روی ژل انجام شد. 
عمل رنگ بری باید تا جایی انجام شود که نواحی روشن بر روی زمینه 

آبی ظاهر شود. 

اندازه گیری کمی فعالیت آنزیم پروتئاز 
اندازه گیری فعالیت آنزیم پروتئاز به دو روش انجام گردید: 

BAPNA (Nx-Benzoyl-DL- سوبسترای  از  استفاده  با  اندازه گیری   -1
آنزیم  آمیدازی  فعالیت  سنجش  برای   (Argenine-P-Nitroanilide-HCL
از روش Erlanger و همکاران )1961( و از سوبسترای BAPNA استفاده 

گردید)۵(. 

معرف ها 
(DMSO) 1- دی متیل سوفاکسید

CaCl2 حاوی 1۰ میلی مولار Tris-HCL ,8=PH 2- بافر ۵۰ میلی مولار
از   ۴۳/۵  mg ابتدا  محلول  این  تهیه  برای  بافر-سوبسترا:  محلول   -۳
سوبسترای BAPNA را در mg1 از DMSO به خوبی حل کرده و سپس 

حجم آن را با بافر به ml1۰۰ رسانده می شود.
۴- اسیداستیک ۳۰ درصد

ابتدا 2۵µL از نمونه آنزیمی با 12۵۰µL از محلول بافر-سوبسترا مخلوط 
شده و سپس برای 2۰ دقیقه در دمای 6۰ درجه سانتی گراد نگهداری شد 
اضافه  اسیداستیک ۳۰ درصد   2۵۰µL واکنش  برای متوقف کردن  سپس 
شده و قرائت نوری در nm۴1۰ انجام شد هر واحد از فعالیت آنزیمی 
برابر بودبا 1µmol از ماده P-Nitroaniline که در مدت زمان 1 دقیقه از 
به جای  بافر  از  نیز  تولید می شود. در نمونه شاهد   BAPNA سوبسترای 

آنزیم استفاده گردید. فعالیت آنزیم از معادله ی زیر به دست آمد:

1M-Cm(88۰۰-1( ضریب تاریکی برای P-Nitroaniline است.
2- اندازه گیری فعالیت آنزیم با استفاده از روش هضم كازئین 

-مواد و معرف های لازم 
 Folin & Ciocalteu’s phenol reagent معرف -

غلظت مطلوب با رقیق سازی محلول 2 نرمال خریداری شده از شركت 
دارند  فنولی  عامل  كه  تركیباتی  كلیه  با  معرف  این  آمد  بدست   Merck
واکنش داده رنگ آبی تولید می كند. برای تعیین تیروزین آزاد شده، در 
تركیب  در  تیروزین  می رود.  كار  به  آنزیم  فعالیت  سنجش  فرایند  طول 

خود عامل فنولی دارد.
(TCA) محلول تری کلرو استیك اسید -

محلول 1۰% از TCA در آب مقطر تهیه و در دمای ۴ درجه سانتی گراد 
نگهداری شد.

-بافرفسفات و گلایسین با pHهای مختلف
بافرفسفات در pHهای 6 تا 8 و بافر گلایسین در pHهای 8/۵ تا 1۰/۵ 

تهیه گردید 
روش کار: سوبسترا به صورت روزانه برای آزمون سنجش فعالیت آنزیمی 
تهیه شد. برای تهیه بافر با pHهای مختلف نیز با غلظت ۵۰ میلی مولار 
استفاده شد. ابتدا سوبسترای كازئین را در بافر گلایسین حل كرده و به 
آنزیم  مدت ۵ دقیقه در حمام بخار ۳7 درجه قرار داده می شود سپس 
آنزیم و  به خوبی مخلوط شده و مخلوط  و  اضافه  به سوبسترا  پروتئاز 
سوبسترا در حمام بخار ۵۰ درجه به مدت 1۰ دقیقه قرار داده می شود. 
كلرواستیک  تری  كردن  اضافه  با  آنزیم  توسط  كازئین  واكنش هیدرولیز 

اسید 1۰ )درصدوزنی/حجمی( متوقف  شد.
مخلوط بدست آمده پس از گذشت ۳۰ دقیقه در حمام بخار ۳7 درجه 
با  حاصل  فازرویی  و  شده  سانتریفوژ  دقیقه  در  دور   1۰۰۰۰ سرعت  با 
بیكربنات سدیم و معرف فولین كولین به دقت مخلوط و پس از گذشت 
۳۰ دقیقه در حمام بخار ۳7 درجه، به مدت 1۰ دقیقه با سرعت 1۰۰۰۰ 
درطول  نمونه های حاصل  گردید. سپس جذب  سانتریفوژ  دقیقه  در  دور 

موج 66۰ نانومتر به وسیله اسپكتوفتومتر اندازه گیری شد.
برای تهیه نمونه های كنترل منفی به روش فوق انجام شد با این تفاوت كه 
آنزیم پس از افزودن محلول TCA به سوبسترا اضافه شد. فعالیت آنزیم 
پروتئاز با استفاده از میزان جذب نوری اندازه گیری شده نمونه های مورد 

ارزیابی و با توجه به معادله منحنی استاندارد تیروزین محاسبه گردید.
واحد فعالیت آنزیم به ازای هرمیلی لیتر (unit /ml) برابر است با مقدار 
آنزیمی كه در یک دقیقه، در شرایط مطلوب، یک میكرومول سوبسترا را 

به محصول تبدیل كند)18 (

منحنی استاندارد تیروزین
محلول تیروزین با غلظت1/1 میلی مولار تهیه و سپس رقت های مختلف 
تیروزین از محلول اولیه آماده شد. سپس به2۰۰ میكرولیتر از هر رقت 
تهیه شده ۰/۵ میلی لیتر كربنات سدیم ۵۰ میلی مولار اضافه و سپس 1۰۰ 
از  پس  افزوده شد.   Folin & Ciolcaltea's نرمال   ۰/۵ میكرولیتر معرف 
آن نمونه ها به مدت نیم ساعت در دمای ۳7 درجه سانتی گراد قرار داده 
شدند و سپس جذب نوری در طول موج 66۰ نانومتر خوانش و بر اساس 
جذب  برحسب  تیروزین  غلظت  تعیین  استاندارد  منحنی  جذب،  مقدار 
در  تیروزین  غلظت  حاصله،  معادله  از  استفاده  با  گردید.  ترسیم  نوری 

نمونه های سنجش كمی فعالیت آنزیمی محاسبه شد

نتایج 
نتیجه تعیین غلظت پروتئین زهر مار به روش لوری

با استفاده از پروتئین استاندارد BSA و تهیه غلظت های مختلف از آن 
استاندارد غلظت  نانومتر، منحنی  آنها در 7۵۰  اندازه گیری طول موج  و 
مار   زهر  پروتئین  غلظت  و  )شکل1(  شد  رسم   OD حسب  بر  پروتئین 

بدست آمد که مقدار آن برابر با mg/ml ۰/9۵ محاسبه گردید. 
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15% SDS-PAGE نتیجه الکتروفورز
الکتروفوز کوچک %1۵ا تهیه و ژل با استفاده از کوماسی بلو و نیترات نقره 
  Rf رنگ آمیزی گردید. در این ژل شش باند مشاهده گردید که با محاسبه
و رسم منحنی مربوطه که بر حسب Rf پروتئین های مارکر و لگاریتم جرم 
پروتئین های  آمد، وزن مولکولی  به دست  مارکر  پروتئین های  مولکولی 

زهر مار در این محدوده از ژل به دست آمد.
 

نتایج الکتروفورز Native-page کازیین زیموگرافی
نیترات  و  بلو  کوماسی  از  استفاده  با  ژل  و  تهیه   1۵% کوچک  الکتروفوز 
الکتروفورز است که در طی آن ژل  از  زیموگرافی در واقع نوع خاصی 
کلی  طور  به  می شود.  کو-پلیمریزه  آنزیم  سوبسترای  با  اکریلامید  پلی 
برای بررسی فعایت ماتریکس متالوپروتئازهایی نظیر  روش زیموگرافی 
پلاسمینوژن  فعال کننده  فاکتورهای  همچنین  و  ژلاتینازها  و  کلاژنازها 
مورد استفاده قرار می گیرد. پس از اتمام کار، محلول بافری حاوی آنزیم 

کاتالیتیک  فعالیت  سوبسترا  تجمع  محل  در  آنزیم  تا  شده  اضافه  ژل  به 
خود را شروع نماید. پس از رنگ آمیزی و رنگ بری هاله های شفافی در 
محل تجمع سوبسترا ظاهر می شود که نشانگر فعالیت پروتئولیتیک آنزیم 

می باشد.
شد  انجام   Native ژل  روی  بر  مار  زهر  الکتروفورز  مرحله  این  در 
این   از  نتایج حاصل  بود  شده  تزریق  ژل  به  خام  زهر  نمونه  که  آنجا  از 
نواحی  از  ایرانی  شاخدار  مار  زهر  که  داد  نشان  ازمایش)زیموگرام( 
مختلــف دارای خاصیت پروتیولیتیک بوده و کازیین را هضم می کند و به 
عبارت دیگر  حضور آنزیم پروتئاز در زهر مار شاخدار ایرانی را اثبات 

می کند)شکل ۴(.

تعیین کمی آنزیم پروتئاز زهر مارشاخدار ایرانی 
فعالیت كمی آنزیم پروتئاز زهر مارشاخدارایرانی بر اساس معادله نمودار 

استاندارد غلظت تیروزین )شكل ۵( محاسبه شده است.

 شکل1- منحنی استاندارد بر حسب غلظت های مختلف BSA و جذب نوری آن ها
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شکل 2-  تعیین وزن مولکولی نمونه بر حسب RF پروتئین های مارکر و وزن مولکولی آن ها در الکتروفورز % 15

 15% SDS-PAGEشکل 3- تصویر ژل    پس از انجام الکتروفورز          

    1۵ =F    ۵۰=C   1۳۰ =B   19۰= A : زهر مارمنطقه سمنان
1۵=F  19 =E  2۵ =D   ۵۰ =C   1۳۰ =B    19۰= A : زهر مار منطقه کرمان و خوزستان
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نتیجه گیری  
بر اساس نتایج به دست آمده میزان پروتئین کل زهر مار شاخدار ایرانی 
شاخدار  مار  زهر  پروتئین های  مولکولی  وزن  ومحدوده   ۰/9۵  mg/ml
ایرانی در نواحی 1۵ تا 19۰ کیلو دالتون بصورت 6 باند  گزارش گردید و 
بر این اساس فعالیت آنزیم پروتئاز موجود در زهر مار شاخدار ایرانی که 
به دو روش استاندارد و با بهره گیری از نمودار استاندار تیروزین محاسبه 
  pH =7/۵   گردید بطوری که در شرایط  دمای ۵۰ درجه سانتی گراد و

میزان u/ml 11/۵6 بدست آمد.

بحث  
طبق مطالعات وسیعی که توسط محققین در مناطق مختلف کشور صورت 
گرفته است بیش از 21 گونه مار سمی و ۳۵ گونه مار غیرسمی در ایران 
زاد و ولد می کنند. )7و9( یکی از گونه های مارهای سمی ایران پسودو 
ایرانی  شاخدار  مار  یا   Pseudocerastes-perrsicus پرسیکوس  سراستس 
افعی ها  یا   VipEride از خانواده  PseuDoCerastes و  از جنس  است که 

می باشد که در مناطق وسیعی از خاک ایران از جمله در شمال شرقی و 
شمال غربی مرکز جنوب و جنوب شرقی یافت می شود با پیشرفت علوم 
پایه پزشکی مطالعات فراوانی روی سموم مارهای مختلف صورت گرفته 
با  است و بعضی از محققین سعی نموده اند ارتباطی بین سمیت سموم 

فعالیت های آنزیمی آن پیدا کنند. )1۵و17(
با توجه به اینکه مار شاخدار ایرانی مختص ایران و چند کشور همسایه 
می باشد و در کشورهای پیشرفته تحقیقی در مورد خواص بیولوژیک این 
این پروژه  این زهر در دستور کار  زهر صورت نگرفته بررسی بر روی 

قرارگرفت. 
در همین راستا گزارش های بدست آمده از مطالعات پیشین به قرار زیر 

می باشد:
در تحقیقی که توسط طباطبایی و همکاران در سال 1۳76 در ایران روی 
خواص بیولوژیکی زهر مار شاخدار ایرانی صورت گرفت، وزن مولکولی 
پروتئین های زهر ۳8 تا KD 82/۵ گزارش گردید و همچنین ایشان فعالیت 
فسفولیپاز A2 را به روش Smith و روش Ouyang اندازه گیری و نتیجه 
مطالعات  ایشان  که  است  ذکر  قابل  نمودند)22(.  اعلام  درصد   91 را  آن 
اولیه ایی جهت تعیین وزن مولکولی پروتئین های این زهر داشتند که با 
مار شاخدار  مولکولی زهر  بررسی حاضر وزن  در  این مطالعات  تکمیل 
ایرانی که از نواحی مختلف مورد بررسی قرارگرفت بین 1۵ تا 19۰ کیلو 
پروتئازی  خواص  برروی  بررسی  ایشان  همچنین  گردید،  گزارش  دالتون 
زهر انجام نداده بودند. بررسی روی پروتئین های  زهر مار شاخ دار به 
بر   AVNER BDOLAH جمله  از  دانشمندانی  مطالعات  با   1986 سال 
می گردد که گزارشات او در نشریه Toxicon در خصوص محدوده ای از 
وزن مولکولی پروتئین ها از 16تا 2۰۰ کیلو دالتون  بود که این گزارش 
با نتایج بدست آمده از این تحقیق همخوانی دارد)1(.  همچنین  امینی 
نسب و همکارانش در سال 2۰۰۴ در FEBS Lett مطالعاتی در خصوص 
انواع زهر های مار ازجمله مار شاخدار ایرانی داشته اند که البته پپتید های 
زهر را از جهت اسید های آمینه مورد مطالعه قراردادند و مطالعه ایشان 

در راستای  بررسی پروتئازی این زهر نبوده است )2(.
در  پروتئازی  فعالیت  اندازه گیری  و  جداسازی  خصوص  در  مطالعاتی   
 Volodymyr Chernyshenkoa توسط   2۰1۴ سال  در  جعفری  مار  سم 
مورد  مارها ی  زهر  در  را  پروتئازی  رفتار  که  شده  انجام  همکارانش  و 
مطالعه ایشان، ثابت می کرد و نتایج آن در مجله Biochimie  چاپ شده 
است)2۳(. در این پروژه  از مطالعات سایر اندیشمندان که در جهت به 
اثبات رساندن فعالیت پروتئازی در زهر انواع مار های مختلف فعالیت 
ایران   از جمله فعالیت هایی که در  بهره گیری شده است.  بودند   نموده 
آقای قربان پور و همکارانش در سال 2۰۰9 انجام دادند و مطالعاتشان 
رادر مجله  J. Venom. Anim. Toxins  چاپ نمودند که البته این مطالعات 
بر روی اندازه گیری سرین پروتئاز بر روی زهر نوعی مار افعی بود  )7( و 
همچنین از مطالعات Vaiya Puri و همکارانش که در سال 2۰11 در مجله  
J. Pone چاپ شده که سرین پروتئاز را در زهر نوعی مار gabonica مورد 
بررسی قرارداده اند )21(.  همچنین از مطالب Zaqueo و همکارانش در 
مقاله چاپ شده در سال 2۰1۴ در  Biomed Res Int که به خصوصیات 
البته مطالعات ایشان  پروتئازی در زهر مار pirajai اشاره می کند )2۴(. 
هریک در خصوص مار های از گونه های دیگری بوده که در این خصوص 

شکل 4- ژل Native با سوبسترای کازئین )زیموگرام(

 S : سمنان       Z : کرمان     Kh :  خوزستان    T :  تریپسین       M : مارکر
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از تجربیاتشان در مورد گونه مار شاخدار ایرانی استفاده شد. در خصوص 
 (Ponce) پونکه کارهای  از  مار می توان  پروتئازی در زهر  فعالیت  تایید 
روی  بر  کروماتوگرافی  ژل  روش های  از  ترکیبی  با  که   2۰۰7 سال  در 
 ،18.I-BondapackC و کروماتوگرافی با بازده بالا بر روی Superdex7۵
جداسازی   Bothrops Atrox زهرمار  از  را   ۴-BaIII ترومبین  شبه  آنزیم 
شد.  زده  تخمین   ۳۳/۰8  KD شده  تخلیص  آنزیم  مولکولی  وزن  نمود. 
شد.  مشخص  نیز  آن  کلینیکی  پارامترهای  و   ۴-BaIII آمینه  اسید  توالی 
تشکیل  را  زهر  از   %1 ترومبین  شبه  آنزیم  معمولا  متداول  روش های  با 
می دهد. در حالی که پونکه با این روش 1/2۵% آنزیم را از زهر جداسازی 

نموده است. )16(
Silva و همکارانش نیز در سال 2۰۰7 ذکر نمود با ترکیبی از روش های 
ژل  و   P-Aminob Enzamidie-Agarose روی  بر  کروماتوگرافی  افینیتی 
کروماتوگرافی با بازده بالا بر روی Shin Pack 150-Diol، یک آنزیم شبه 
ترومبین با عنوان BJ-۴8 را از زهرمار Bothrops Iararacussu جداسازی 

نمودندو وزن مولکولی آنزیم تخلیص شده را KD ۵2 تخمین زدند.)19(
با  ترومبین  شبه  آنزیم  یک   2۰۰7 سال  در  همکارانش  و   Magalhaes  
Bothrops Jararacussu جداسازی نمودند که  مار  از زهر  را   ieuc عنوان 
بر  کروماتوگرافی  ژل  شامل  مرحله ای  سه  روش  یک  از  جداسازی  برای 
Sepharose- روی  بر  کروماتوگرافی  افینیتی   ،  2۰-Sepha Cryl S روی 
6BDEAE--CL و در نهایت کروماتوگرافی تبادل یونی بر روی Agmatine
 KD35 شده  تخلیص  آنزیم  مولکولی  وزن  نمود.  استفاده   Sepharose

تخمین زده شد.)12(

در  که  مقاله ای  در  همکارانشان  و   Silva MF  2۰1۵ سال  در  همچنین 
 O.bauri چاپ نموده اند تحقیقات وسیعی برروی زهر خام Toxin مجله
را  آنزیمی  و  بیولوژیکی  تحقیقات ویژگی های  این  در  داده اند که  انجام 
توصیف نموده اند و نشان داده اند که آنزیم های متعلق به فیبرینوژناز با 
فعالیت های چند منظوره همولیتیک وپروتئازی و فعالیت ضدمیکروبی 
در  همکارانش  و   Etsuko Oyama  .)2۰( می باشند  دارا  را  انگلی  ضد  و 
سال 2۰17 مطالعاتشان را در نشریه Molecules در خصوص بررسی روی 
پروتئاز موجود در زهر چند نوع مار به چاپ رسانده اند که بررسی ایشان 
و نحوه تعیین رفتار پروتئازی زهر مار های موردمطالعه ایشان همسویی 
مشخصی با بررسی رفتار پروتئازی در زهر مارشاخدار مورد ارزیابی در 

این تحقیق نشان داد)8(.
میزان  گرفت،   انجام  ایرانی  شاخدار  زهر مار  روی  بر  که  مطالعه ای  در 
مطالعه  مورد  منطقه  سه  در  مارشاخدار  زهر  از  آمده  بدست  پروتئن 
)سمنان ، کرمان و خوزستان( مقدار mg/ml ۰/9۵تعیین شد و نتایج حاصل 
نشان  را  پروتئینی  باند   6 تعداد   %1۵  SDS- PAGE ژل  با  ازالکتروفورز 
مقایسه  بودند  دالتون  کیلو   19۰ تا  دالتون  کیلو   1۵ نواحی  در  که  داد 
این سه منطقه از جهت پروفایل پروتئینی بسیار نزدیک بودند فعالیت 
قرار  بررسی  این مناطق مورد  ایرانی در  مار شاخدار  پروتئولیتیک زهر 
با  که  گردید  تایید  کازئین  با روش هضم  پروتئاز  آنزیم  و حضور  گرفته 
مطالعات سایر دانشمندان همخوانی دارد. همچنین فعالیت آنزیم پروتئاز  
با دو روش استفاده از سوبسترای BAPNA و سوبسترای کازئین به میزان  
نسبت   با  و  بوده  ملاحظه ای  قابل  میزان  که  آمد  بدست   11/۵6  U/ml

شکل 5-  منحنی استاندارد تیروزین
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پیشین  دانشمندان  که  ماری  گونه های  سایر  زهر  در  پروتئازی  فعالیت 
گزارش نموده اند همخوانی دارد. 
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