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 تحقیقیمقاله 

 افعی خام سم باکتریایی ضد و سلولی سمیت اثرات بررسی

 آزمایشگاهی شرایط در زنجانی
 

 چکیده
رایج، هاي بیوتیکزا به آنتیهاي بیماريمقاوم شدن برخی از میکروارگانیسم لیبه دل زمینه:

 امر توجه محققان را نیاگیري مشکل شده است. چشم به طور هاآنهاي ناشی از درمان عفونت
ی به ویژه جانوران سمی همانند عییافته از منابع طب استخراج ي ضد باکتريبه استفاده از داروها

لی سم و سمیت سلو ضد باکتریایی اثرات ، براي اولین بارمطالعهدر این  .مارها جلب کرده است
 آزمایشگاهی بررسی گردید.در شرایط ) Vipera albicornuta( یزنجانخام افعی 

 هاي مختلف سم خامغلظتدر این مطالعه تجربی آزمایشگاهی اثر ضد باکتریایی  :کارروش 
 و باسیلوس سوبتیلس استافیلوکوکوس اورئوس، اشریشیا کولیي هاباکتري افعی زنجانی بر روي

هک مورد بررسی دیسک و چا در انتشار ،MTT assay ،MIC assay يهاروشاز با استفاده 
 با ساعت 24به مدت  HepG2ي هاسلولبه منظور بررسی سمیت سلولی سم خام  .قرار گرفت

با تیمار شدند و  سم خام تریلیلیبر م کروگرمیم 400و  200، 100، 50مختلف  يهاغلظت
 Cometو با روش درصد بقا   Neutral red uptakeو reduction  MTTهاياستفاده از روش

Assay  شدتعیین مرگ سلولی نوع. 
فاقد اثر ضد باکتریایی بوده  یکول ایشیاشرباکتري بر روي سم خام  بر اساس نتایج، ها:یافته
داراي اثر ضد باکتریایی  باسیلوس سوبتیلیس و استافیلوکوکوس اورئوس هايباکتريي رواما بر 
 400تا 50باشد. همچنین نتایج نشان داد سم خام افعی زنجانی در دوزهاي دار میمعنی

 شود.ها میاز طریق القاي آپوپتوز و نکروز سبب از بین رفتن سلول تریلیلیبر م کروگرمیم
سم خام افعی زنجانی داراي  بر اساس یافته هاي این مطالعه نشان داده شد که ي:ریگجهینت

تواند جهت مطالعات بعدي مورد بررسی قرار سایتوتوکسیک است و می اثرات ضد باکتري و
 گیرد.

 زنجانی افعی، مار سم، سلولی سمیت، باکتري ضد :کلیدي واژگان
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 مقدمه
 يهاپاتوژن ها،بیوتیک آنتی از گسترده يس از شش دهه استفادهپ

 اي در برابر به طور فزاینده یوانیو ح یانسان یایی با منشأباکتر
). از این رو تحقیق 1(اند مقاوم شده یکروبیاز عوامل ضد م یاريبس

هاي جدید با خواص ضد باکتریایی به ویژه از براي یافتن مولکول
منابع زیستی طبیعی و از زهر جانوران سمی همانند مارها از اقبال 

-بیوتیک زیادي در مراکز داروسازي برخوردار شده تا با معرفی آنتی
 هاي ناشی از هاي جدید به جوامع انسانی، درمان بیماري

  .)1-3رایج تسهیل گردد ( مقاوم به داروهاي هايروارگانیسممیک
باشد که  ها و پپتیدها میاي از پروتئینها کمپلکس پیچیدهمار زهر

در  توان یم ها آنمتعددي بوده و از  سودمندداراي اثرات بیولوژیکی 
). از میان 3و4( ي انسانی استفاده کردها يماریبدرمان برخی از 
فعالیت ضد میکروبی سم مارها مورد توجه بسیاري تمام این اثرات، 

 ) .4( از مراکز تحقیقاتی جهان قرار گرفته است
، گزش 1هاي شدید دهان و دندان نیش مارهابا وجود آلودگی

هاي باکتریایی در محل مارهاي سمی به ندرت با ایجاد عفونت
گزش در مصدومین مارگزیده و یا طعمه مورد استفاده همراه است. 
این مشاهدات به این فرضیه منجر شد که سم مار داراي مواد ضد 

-ي آلوده از مار محافظت میباکتري بوده که پس از خوردن طعمه
براي اولین بار گزارش شد که سم مار  1948). در سال 5کنند.(

ها نشان داده که سم  ). بررسی6داراي اثرات ضد باکتریایی است(
آمینواسید  -ال از جمله باکتري دض ترکیبات از برخی حاوي مارها

 ) و11)، لکتین (9و10(  A2هايفسفولیپاز  ،)3و7و8اکسیدازها (
 .باشد) می12-14( پپتیدها

) یکی از مارهاي سمی ایران Vipera albicornutaافعی زنجانی (
مناطق تنها در  باشد و و جزو خانواده ویپریده و جنس ویپرا می

 و گیلان، زنجان، آذربایجان شرقی يها استانو شمالی ایران 
 ). 14( انتشار دارد قزوین

هدف از این مطالعه بررسی اثرات ضد باکتریایی و سمیت سلولی 
 باشد. سم خام افعی زنجانی در شرایط آزمایشگاهی می

 
 کارروش 

در این پژوهش تجربی، ابتدا اثرات ضد باکتریایی سم خام افعی 
 آن مورد بررسی قرار گرفت. زنجانی و سپس اثرات سمیت سلولی

به منظور تهیه سم مار، با رعایت نکات ایمنی ابتدا  تهیه سم:
ي سم قرار داده، آور جمعدندان نیش مار را داخل شیشه مخصوص 

سپس با فشاري مختصر به غده سمی، سم به داخل شیشه تزریق 
 -20لیوفیلیز شده و تا زمان استفاده در دماي  ،شد. محلول سمی

 نگهداري گردید.  گراد یانتسدرجه 

                                                           
۱ Fang 

هاي ضد باکتري، مقداري از سم لیوفیلیز شده در براي انجام تست
) pH= 4/7( مولارمیلی 50 هیدروکلراید-لیتر بافر تریس میکرو 250

 150هاي سمیت سلولی مقداري از سم در و براي انجام تست
موجود میزان پروتئین  تقطیر استریل حل شد. دو بارمیکرولیتر آب 

 .)15( در هر دو محلول سمی با روش برادفورد تعیین شد
مورد نیاز  یسمدر محلول  هاي احتمالیاز بین بردن آلودگیجهت 
 یکوتیکمآنتی-بیوتیک آنتیدرصد  1 هاي سلولی،تست

)Invitrogen, USA یک شب ) به محلول سمی اضافه و پس از
ت مورد استفاده در آزمایشاگراد درجه سانتی 4در دماي نگهداري 

  قرار گرفت.
 

 ها و رده سلولی مورد مطالعه:باکتري
 باسیلوس زايماریب غیر منفی گرم و مثبت هاي گرمباکتري

 ) وATCC 25922کولی ( و اشریشیا )ATCC 6633(سوبتیلیس 
 ATCCاورئوس ( استافیلوکوکوس زايماریب مثبت گرم باکتري

     هاي صنعتی ایران يباکترو  ها قارچاي ) از مرکز منطقه25923
2)PTCC.خریداري شد ( 

از بانک سلولی موسسه  )HepG2ي سلولی سرطان کبد (رده
 ) خریداري گردید.C158(کد  انستیتو پاستور ایران

 
 مطالعه اثرات ضد باکتریایی

 هاي ضد باکتریایی ازو انجام آزمایش  هاباکتريجهت کشت 
) مایع و جامد (حاوي آگار) MH(3 کشت مولر هینتون هاي محیط

 (کانادا) استفاده شد. Quelabشرکت 
میکروگرم در  50) با غلظت Sigma Co., USAاز تتراسایکلین (

ي خواص بیوتیک استاندارد جهت مقایسه یآنتلیتر به عنوان  میلی
 ضد باکتریایی استفاده گردید.

 
 ناتیسوکس میآنز تیفعال بر روش نیا :MTT assayتست 

 آن یط که است استوار زنده هاي سلول يتوکندریم در دروژنازیده
 به شکسته شده و میآنز نیا ریتأث تحت MTT رنگ زرد محلول

. این شود می لیفورمازان تبد رنگ بنفش نامحلول يهاستالیکر
به صورت  DMSOهاي آلی مانند با استفاده از حلال هاکریستال

 ).16( آیند محلول در می
محیط کشت مولر هینتون کشت داده شدند و پس از  ها درباکتري

(در به جذبی معادل جذب نیم مک فارلند  ساعت هنگامی که 6-5
 قدار، م)17(ندرسید) 1/0داراي جذبی معادل  نانومتر 600طول موج 

سم . اي ریخته شدخانه 96پلیت   از آن در هر چاهکمیکرولیتر  5
                                                           
۲ Persian Type Culture Collection 
۳ Mueller-Hinton 
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 400 و 200 ،100 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6ي ها غلظتخام با 
ها افزوده و با استفاده از محیط  لیتر به چاهک میکروگرم در میلی

میکرولیتر رسانده  100ها به  کشت مولر هینتون حجم نهایی چاهک
 به لیتر) میکروگرم در میلی 50شد. در این آزمایش از تتراسایکلین (

عنوان کنترل مثبت، سوسپانسیون باکتري و محیط کشت به عنوان 
منفی و از محیط کشت فاقد باکتري به عنوان بلانک  کنترل

ساعت درون انکوباتور با دماي  18-24استفاده شد. پلیت به مدت 
شیکر انکوباتور)  باسیلوس سوبتیلیسبراي (گراد  درجه سانتی 37

 غلظت با( MTT محلول از میکرولیتر 5گرما گذاري گردید. سپس، 
شد و پلیت در  افزوده ها هکچا تمامی به) لیتر گرم در میلی میلی 5

رنگ فورمازان  بنفش هايشرایط تاریکی تا زمان تشکیل کریستال
گراد انکوبه گردید.  درجه سانتی 37)، در دماي ساعت 1(حدود 
ها اضافه شد و  به چاهک DMSOمیکرولیتر از محلول  100سپس 

درجه،  37ساعت  انکوباسیون در شرایط تاریکی و دماي 2پس از 
نانومتر با استفاده از  590ها در طول موج  جذب نوري چاهک
گیري شد. آزمایش  ) اندازهBiotek 110, USAدستگاه الایزا ریدر (

 3( چاهک 3 غلظت هر مرتبه انجام و در هر مرتبه براي 2فوق 
ها بعد از تماس درصد زنده ماندن باکتري .شد گرفته نظر رد) تکرار

 هاي مختلف سم با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد: با غلظت

درصد حیاتی باکتري  =  
OD بلانک − OD سوسپانسیون باکتریایی تیمار شده 

OD بلانک −OD سوسپانسیون باکتریایی  
× 100  

 خانه 96 پلیت از استفاده با MIC آزمایش: MIC assay تست
 و 200، 100، 50، 25، 5/12، 25/6 هاي غلظت اثر و شد انجام
 ها باکتري رشد روي بر خام سم لیتر میلی در میکروگرم 400

 بوده MTT assay مشابه تست این انجام مراحل). 18(شد بررسی
 انکوباسیون و خام سم مختلف هاي غلظت کردن اضافه از پس ولی

 605 موج طول در ها چاهک نوري جذب، ساعت 18-24 مدت به
 .شد گیري اندازه (Biotek, USA) ریدر پلیت دستگاه توسط نانومتر

 3 غلظت هر براي مرتبه هر در و انجام مرتبه 2 نیز آزمایش این
 از بعد ها باکتري مهاري درصد. شد گرفته نظر در) تکرار 3( چاهک
 محاسبه زیر فرمول از استفاده با سم مختلف هاي غلظت با تماس
 :گردید

درصد مهار باکتري = (1 −  
OD بلانک − OD سوسپانسیون باکتریایی تیمار شده 

OD بلانک −OD سوسپانسیون باکتریایی  
) × 100  

 دیسک در انتشار تست
 .)19(گرفت انجام همکاران و Bauer روش مطابق آزمایش این
 مک نیم غلظت( باکتري سوسپانسیون از میکرولیتر 200 مقدار ابتدا

 سر اي شیشه لوپ از استفاده با و ریخته پلیت سطح روي) فارلند
 طور به پلیت سطح تمام در چمنی کشت روش به استریل، کج

 دقیقه 5-10 مدت ها باکتري کشت از پس. شد پخش یکنواخت

 کشت محیط جذب کاملاً باکتري حاوي سوسپانسیون تا کرده صبر
 تهیه( استریل بلانک هاي دیسک پنس از استفاده با سپس شود،
 40 و گذاشته کشت محیط سطح روي) طب پادتن شرکت از شده

 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6 ،125/3 هاي غلظت با خام سم از میکرولیتر
 ریخته ها دیسک روي بر لیتر میلی در میکروگرم 400 و 200 ،100
 بیوتیک آنتی از سم، اثر مقایسه جهت آزمایش این در. شد

 کنترل عنوان به دیسک در میکروگرم 50 غلظت با تتراسایکلین
 کنترل عنوان به مولار میلی 50 هیدروکلراید -تریس از و مثبت
 انکوباتور درون ساعت 18-24 مدت به ها پلیت. شد استفاده منفی

 دوره طی از پس و شدند گذاري گرما گراد سانتی درجه 37 دماي با
 گیري اندازه آن قطر مهاري هاله وجود صورت در گذاري، گرما

 .شد تکرار بار 3 باکتري هر براي آزمایش این. گردید
 چاهک در انتشار تست

 که تفاوت این با باشد می دیسک در انتشار روش مشابه روش این
 به دیسک روي گرفتن قرار جاي به سمی محلول تست این در

 ). 20( شود می ریخته کشت محیط در شده ایجاد چاهک داخل
 انتهاي از استفاده با و گرفت انجام قبل روش مطابق چمنی کشت
 به و شده ایجاد کشت محیط در ها چاهک استریل، پاستور پیپت
 نشت از جلوگیري براي. شدند خارج شده بریده قطعات آرامی

 آگار محیط از میکرولیتر 20 مقدار پلیت کف به سم سوسپانسیون
 40 مرحله این در. شد ریخته ها چاهک ي همه کف در مایع

 و 200 ،100 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6 ،125/3 خام سم از میکرولیتر
 به و ریخته شده تعیین هاي چاهک در لیتر میلی در میکروگرم 400
 قرار گراد سانتی درجه 37 دماي با انکوباتور در ساعت18-24 مدت
 قطر مهاري هاله وجود صورت در شده ذکر زمان از پس. شدند داده
 تکرار بار 3 باکتري هر براي آزمایش این. گردید گیري اندازه آن
 .شد

 خام سم سلولی سمیت بررسی
 DMEM-F12  (Gibco) کشت محیط در HepG2 هاي سلول

 Fetal Bovin) گاوي آلبومین سرم درصد 10 با شده غنی

Serum)  استرپتومایسین -سیلین پنی درصد 1 و (Sigma-

Aldrich Co.)  5 و گراد سانتی درجه 37 دماي با انکوباتور در 
 و دادن پاساژ بار چهار از پس. شدند داده پاساژ و کشت CO2 درصد
 با ها سلول فلاسک، بستر داخل در ها سلول% 80 حدود در تراکم

 کف از Trypsin-EDTA  (Sigma-Aldrich Co.) از استفاده
 استفاده مورد نئوبار، لام از استفاده با شمارش از پس و جدا فلاسک

  .گرفتند قرار
 سلولی سمیت مطالعه جهت MTT reduction  آزمون

 انجام همکاران و زرگان روش اساس بر آزمون این :خام سم
 ).21( گردید
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 حجم و ریخته اي خانه 96 پلیت چاهک هر در سلول 3×104 تعداد
 شد رسانده میکرولیتر 100 به) سرم فاقد( کشت محیط با ها چاهک

 37 دماي با انکوباتور در (Overnight) شب یک مدت به پلیت و
 کشت محیط سپس. گرفت قرار CO2 درصد 5 و گراد سانتی درجه

 حاوي) سرم فاقد( کشت محیط میکرولیتر 100 و شد خارج قدیمی
 لیتر میلی در میکروگرم 400 و 200 ،100 ،50 مختلف هاي غلظت

 به سلول فاقد کشت محیط. گشت اضافه ها چاهک به خام سم از
 نظر در کنترل عنوان به سلول حاوي کشت محیط و بلانک عنوان
 انکوباتور درون ساعت 24 مدت به انکوباسیون از پس. شد گرفته
 5 مقدار گراد، سانتی درجه 37 دماي و CO2 درصد 5 شرایط تحت

 به لیتر میلی در گرم میلی 5 غلظتبا MTT محلول از میکرولیتر
 شرایط در ساعت دو تا یک مدت به پلیت و  افزوده ها چاهک
) فورمازان( رنگ بنفش هاي کریستال تشکیل منظور به تاریکی
 دو از پس و شده تخلیه ها چاهک محتویات سپس. گردید انکوبه
 DMSOمیکرولیترPBS، 100 محلول با ها چاهک شستشوي مرتبه

 و اتاق دماي در ساعت 2-4 مدت به پلیت. شد اضافه ها چاهک به 
 نانومتر 570 موج طول در جذب و شد انکوبه تاریکی شرایط تحت

         (Biotek 110, USA) ریدر الایزا دستگاه از استفاده با
 .گردید گیري اندازه
 غلظت هر براي مرتبه هر در و تکرار مرتبه 3 آزمایش مراحل تمام

 میانگین ها داده از سپس. شد گرفته نظر در) تکرار 3( چاهک 3
 :شد محاسبه زیر فرمول طبق ماندن زنده درصد مقدار و گرفته

درصد حیاتی سلول =  
OD بلانک − OD تست 

OD بلانک −OD کنترل منفی  × 100  

 رنگ روش با خام سم سیتوتوکسیسیته گیري اندازه
 مبناي بر خنثی قرمز سنجی رنگ تست : خنثی قرمز سنجی

 لیز از پس که است استوار سلول هاي لیزوزوم توسط رنگ جذب
 و شده خارج شده جذب رنگ سلول، سیتوپلاسمی غشاي شدن
 این انجام مراحل). 22(شود می گیري اندازه شده جذب رنگ میزان
 کردن اضافه از پس ولی بوده MTT assay تست مشابه تست

      براي انکوباسیون و ها چاهک به خام سم مختلف هاي غلظت
 قرمز محلول از میکرولیتر MTT، 5 محلول جاي به ساعت، 24

 افزوده چاهک هر به) لیتر میلی در گرم میلی 1 غلظت با( خنثی
 حدود( رنگ قرمز هاي کریستال تشکیل زمان تا پلیت سپس. شد
 5 و گراد سانتی درجه 37 دماي با انکوباتور درون ،)ساعت 4-2

 در موجود کشت محیط مدت، این از پس. گرفت قرار CO2 درصد
 داده شستشو PBS با مرتبه دو ها چاهک و شد تخلیه ها چاهک
 محلول از میکرولیتر 100 ،ها سلول شدن فیکس منظور به. شدند

 شد افزوده چاهک هر به) فرمالدئید و کلسیم کلرید(  کننده فیکس
 از میکرولیتر 100 سپس. گردید تخلیه دقیقه 1 مدت از پس و

 پلیت و اضافه ها چاهک به) اتانول و استیک اسید(  لیزکننده محلول

 دماي در و دقیقه 20 مدت به شیکر روي بر تاریکی شرایط در
 540 موج طول در ها چاهک نوري جذب. شد داده قرار آزمایشگاه

) Biotek 110, USA( ریدر الایزا دستگاه از استفاده با نانومتر
 به سلول بدون کشت محیط از تست این در. گردید گیري اندازه
 کنترل عنوان به سلول حاوي کشت محیط از و بلانک عنوان

 هر براي مرتبه هر در و تکرار مرتبه 3 تست این. گردید استفاده
 سلولی مهار درصد. شد گرفته نظر در) تکرار 3( چاهک 3 غلظت
 : گردید محاسبه زیر فرمول طبق

درصد مهار سلولی = (1 −  
OD بلانک − OD تست 

OD بلانک −OD کنترل منفی  
) × 100  

 روش با خام سم سلولی DNA هاي آسیب بررسی
 مطالعه این در ):Alkaline Comet Assay( قلیایی کامت
 اثرات از ناشی) نکروز یا آپوپتوز( سلولی مرگ نوع تعیین جهت

 این). 23(شد استفاده قلیایی کامت روش از خام سم سایتوتوکسیک
 سلول در DNA آسیب سنجش هاي روش سایر با مقایسه در روش

 سریع و هزینه کم آسان، حساس، بسیار روش یک یوکاریوت،
 می منفرد هاي سلول در DNA شدن فرگمنته گیري اندازه جهت
 ).24( باشد
 سلول 12×104 حاوي سرم فاقد کشت محیط میکرولیتر 300 ابتدا
 شب یک مدت به پلیت. شد ریخته اي خانه 24 پلیت چاهک هر در
)Overnight (5 گراد، سانتی درجه 37 دماي با انکوباتور درون 

 از پس. گردید انکوبه رطوبت درصد 80 حدود و CO2 درصد
 میکرولیتر 300 و شد تخلیه ها چاهک کشت محیط انکوباسیون

 200 ،100 ،50 هاي غلظت حاوي) سرم بدون( جدید کشت محیط
 پلیت. شد افزوده ها آن به خام سم از لیتر میلی در میکروگرم 400 و

 5 گراد، سانتی درجه 37 دماي با CO2 انکوباتور در ساعت 24 براي
 با انکوباسیون، پایان از پس. گردید انکوبه گازکربنیک درصد

 چاهک کف از ها سلول جداسازي عمل PBS و تریپسین از استفاده
 لیتري میلی 5/1 هاي میکروتیوب به ها چاهک محتواي. شد انجام
   دور با گراد سانتی درجه 4 دماي در دقیقه 5 مدت به و منتقل
rpm 1500 سپس. شد ریخته دور رویی محلول و شدند سانتریفیوژ 
 5 مدت به مجدداً و اضافه ها میکروتیوب به PBS میکرولیتر 400

 سانتریفیوژ rpm  1500 دور با و گراد سانتی درجه 4 دماي در دقیقه
 200 ها میکروتیوب به. گردید تخلیه رویی محلول و شدند

 انسولین سرنگ و سمپلر از استفاده با و شد افزوده PBS میکرولیتر
 سپس. آمدند در منفرد صورت به و شده جدا یکدیگر از ها سلول

 نرمال ذوب نقطه با آگاروز درصد یک محلول از نازکی پوشش
)1%NMA (اسلایدها روي بر )و شد داده قرار) ها لام 

 ذوب نقطه با آگاروز درصد یک محلول با سلولی سوسپانسیون
 اسلایدهاي روي و مخلوط دو به یک نسبت به) LMA 1%( پایین
 سلول لایه یک ایجاد جهت. شد ریخته NMA1% با شده تهیه
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 در دقیقه 10 مدت به و داده قرار لامل یک اسلاید هر روي
 10 از پس. شدند نگهداري گراد سانتی درجه 4 دماي با یخچال

 همچنین و غشا شدن لیز منظور به و شد برداشته ها آن لامل دقیقه
 به تازه و سرد کننده لیز بافر در اسلایدها سلول، هسته تخریب

 قرار گراد سانتی درجه 4 دماي با یخچال در ساعت 16-18 مدت
 در و دقیقه 20 اسلایدها کننده، لیز بافر کردن خارج از پس. گرفتند

 شدن باز منظور به. شدند داده شستشو الکتروفورز بافر با نوبت 2
DNA، و سرد الکتروفورز بافر درون دقیقه 40 مدت به اسلایدها 

 مدت به الکتروفورز آن از پس و شدند گذاشته یخچال درون تازه
. شد انجام آمپر میلی 300 جریان و ولت 25 ولتاژ با دقیقه 45

 صورت تاریک محیط و درجه 20 زیر دمایی شرایط در الکتروفورز
 در دقیقه 5 مدت به اسلایدها قلیایی، pH سازي خنثی جهت. گرفت

 جهت. شدند داده قرار) Neutralization buffer( کننده خنثی بافر
 اتیدیوم محلول میکرولیتر 100 اسلاید هر به ها سلول آمیزي رنگ

 10 مدت به و اضافه لیتر میلی در میکروگرم 20 غلظت با بروماید
 دقیقه 10 مدت به اسلایدها سپس. گرفتند قرار اتاق دماي در دقیقه

 میکروسکوپ از استفاده با و داده شستشو تقطیر بار دو آب با
 تصویر 100 حداقل نمونه هر از. شدند بررسی فلورسنت معکوس

 .گرفتند قرار آماري تحلیل و تجزیه مورد و شد تهیه
 

 آماري آنالیز
. شدند بیان Mean±SD صورت به آمده دست به هاي داده تمامی
 طرفه یک واریانس آنالیز روش از ها داده تحلیل و تجزیه جهت

ANOVA سطح ها بررسی تمام در. گردید استفاده توکی آزمون و 
 ترسیم همچنین شد، گرفته نظر در P>05/0 ها آزمون دار معنی

 .گرفت انجام 2013 نسخه Excel افزار نرم فضاي در نمودارها
 

 یافته ها
 استفاده با خام سم باکتریایی ضد اثرات مطالعه نتایج

  :MTT assay از
 ،5/12 ،25/6 هاي غلظت در خام سم باکتریایی ضد اثرات بررسی

 باکتري روي بر لیتر میلی در میکروگرم 400 و 200 ،100 ،50 ،25
 خام سم هاي غلظت از کدام هیچ که نمود مشخص کولی اشریشیا

 ).1 نمودار( نداشتند مهاري اثر باکتري بر
 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6 هاي غلظت در خام سم ماندن زنده درصد
 باسیلوس باکتري روي بر لیتر میلی در میکروگرم 400 و 200 ،100

 ،09/37 ،72/49 ،22/81 ،63/85 با برابر ترتیب به سوبتیلیس
 در بجز درصدها این تمامی که باشد می 97/1 و 3/37 ،3/36

 کنترل به نسبت لیتر میلی در میکروگرم 5/12 و 25/6 هاي غلظت
 ماندن زنده درصد است ذکر به لازم. بود دار معنی منفی

 در لیتر میلی در میکروگرم 400 و 200 ،100 ،50 ،25 هاي غلظت

 در این بر علاوه. نداشت داري معنی تفاوت مثبت کنترل با مقایسه
 مثبت کنترل از خام سم مهاري اثر لیتر میلی در میکروگرم 400 دوز

     بود بیشتر) لیتر میلی در میکروگرم 50 دوز با تتراسایکلین(
 ).2 نمودار(

 در اورئوس استافیلوکوکوس باکتري ماندن زنده درصد میزان
 در میکروگرم 400 و 200 ،100 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6 هاي غلظت
 ،72/39 ،26/46 ،87/51 ،94/57 ترتیب به خام سم لیتر میلی

 ها غلظت تمامی در خام سم. است بوده 07/43 و 70/25 ،49/21
 درصد. نمود ایجاد دار معنی مهاري رشد منفی کنترل با مقایسه در

 مثبت کنترل با مقایسه در خام سم مختلف هاي غلظت ماندن زنده
 صورت به) لیتر میلی در میکروگرم 50 غلظت با تتراسایکلین(

 ).3 نمودار( داشت تفاوت داري معنی
 در MIC روش با خام سم باکتریایی ضد اثرات نتایج

  :میکروپلیت
 اشریشیا باکتري سه روي بر خام سم باکتریایی ضد اثرات مطالعه
 روش با اورئوس استافیلوکوکوس و سوبتیلیس باسیلوس کولی،
MIC بر خام سم هاي غلظت از کدام هیچ داد نشان میکروپلیت در 

 باکتري مورد در). 4 نمودار( ندارد مهاري اثر کولی اشریشیا باکتري
 ،5/12 ،25/6 هاي غلظت تمامی در خام سم سوبتیلیس باسیلوس

 آماري آنالیز اما است مهاري اثر داراي 400 و 200 ،100 ،50 ،25
 میکروگرم 25/6 از بیشتر هاي غلظت مهار درصد که کرد مشخص

 محیط حاوي که منفی کنترل با مقایسه در خام سم لیتر میلی در
 400 غلظت مهار درصد و باشد می دار معنی بود، باکتري و کشت

 دار معنی تفاوت مثبت کنترل به نسبت لیتر میلی در میکروگرم
 ).5 نمودار( نداد نشان
 باکتري مورد در خام سم مختلف هاي غلظت نتایج

 ،5/12 ،25/6 هاي غلظت در که داد نشان اورئوس استافیلوکوکوس
 داشته مهاري اثر لیتر میلی در میکروگرم 400 و 200 ،100 ،50 ،25

 هم به نسبت اما دار معنی منفی کنترل به نسبت مهار درصد این و
 تمامی در مهاري اثر این همچنین). 6 شماره نمودار( نبود دار معنی

 .شد مشاهده دار معنی مثبت کنترل با مقایسه در سم هاي  غلظت
 این در: چاهک و دیسک در انتشار هاي تست نتایج
 200 ،100 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6 ،125/3 هاي غلظت اثرات مطالعه

 اشریشیا هاي باکتري رشد بر خام سم لیتر میلی در میکروگرم 400 و
 از استفاده با اورئوس استافیلوکوکوس و سوبتیلیس باسیلوس کولی،
 مورد In-vitro شرایط در چاهک و دیسک در انتشار هاي روش

 بر مهاري اثر فاقد خام سم که داد نشان نتایج. گرفت قرار بررسی
 هاي غلظت که درحالی) 1 شکل( بوده کولی اشریشیا  باکتري رشد
 بر مهاري اثرات داراي لیتر میلی در میکروگرم 400 و 200 ،100
 همچنین). 2 شکل( باشد می سوبتیلیس باسیلوس باکتري رشد

 میکروگرم 400 و 200 هاي غلظت در خام سم شد مشخص
 اورئوس استافیلوکوکوس باکتري رشد بر مهاري اثرات لیتر میلی
 ).3 شکل( دارد
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، MTT assayهاي  در این بررسی سمیت سلولی سم خام با روش

assay Neutral red uptake  وAlkaline Comet assay  بر
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج این بررسی در  HepG2روي سلول 

 زیر آمده است.
 سلول رشد بر خام سم سمیت بررسی اثر نتایج

HepG2  به روشMTT reduction:  درصد زنده ماندن
 400و  200، 100، 50هاي در غلظت HepG2هاي  سلول

 79/22، 60/23، 64/31لیتر سم خام، به ترتیب  میکروگرم در میلی
 50-400 هايبدست آمد. اثر مهاري سم خام در غلظت 56/15و 

لیتر نسبت به کنترل (حاوي سلول و محیط  میکروگرم در میلی
 ).7نمودار دار نبود (یکدیگر معنی دار اما نسبت بهکشت) معنی

 assay با HepG2نتایج اثرات مهاري سم خام بر روي 
Neutral red uptake: آزمایش نتایج Neutral red uptake 

assay هاي  سلول روي بر خام سمHepG2 50 هايغلظت در، 
 مهاري نشان داد درصد لیتر میکروگرم در میلی 400و  200 ،100

 ،45/70 ،95/82 با برابر به ترتیب فوق هاي غلظت در ها سلول
 هاغلظت در این مهاري درصد. باشد درصد می 75/93و  23/85

تمامی  کشت بود، در محیط و سلول حاوي که کنترل بهنسبت 
 100بجز غلظت  دار نبودمعنی هم به نسبت اما دارها معنی غلظت
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میکروگرم در  400لیتر که در مقایسه با غلظت  میکروگرم در میلی
 ).8دار تفاوت داشت (نمودار لیتر به صورت معنی میلی

) Alkaline Comet assay( قلیایی کامت تست نتایج
 سلول رشد بر خام سم سمیت اثر بررسی براي

HepG2: خام در  سم آپوپتوز القاء زانیم نتایج نشان داد که
 ترتیب به لیتر میلی در میکروگرم 400 و 200 ،100 ،50 هايغلظت

 مطالعات نتایج. است بوده 05/61و  87/65، 81/61، 7/62

 نیز را نکروز آپوپتوز، بر علاوه خام سم که داد نشان مورفولوژیکی
 400 و 200 ،100 ،50 هايغلظت در اثر این درصد که نموده القاء

 32/30و  69/26، 17/30، 07/27 ترتیب به لیتر میلی در میکروگرم
 فوق هايغلظت در خام سم داد نشان ایجهمچنین نت .است بوده

القاء نموده و در این  دارمعنی صورت به سلول در را نکروز و آپوپتوز
 )9ها میزان آپوپتوز و نکروز تقریباً ثابت بوده است (نمودار غلظت
 .)5و  4(شکل 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 .اشریشیا کولی باکتري انتشار در دیسک و چاهک بر رشد هاي بررسی اثر ضد باکتریایی سم خام با روش :1شکل 
 در دیسک انتشار تست) پ چاهک، انتشار در تست) استفاده،ب مورد هاي غلظت و نقشه) الف

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 .باسیلوس سوبتیلیس باکتري انتشار در دیسک و چاهک بر رشد هاي : بررسی اثر ضد باکتریایی سم خام با روش2شکل 
 دیسک در انتشار تست) پ چاهک، انتشار در تست) ب استفاده، مورد هاي غلظت و نقشه) الف 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 .استافیلوکوکوس اورئوس باکتري انتشار در دیسک و چاهک بر رشد هاي : بررسی اثر ضد باکتریایی سم خام با روش3شکل 
 انتشار در دیسک تست) پ چاهک، انتشار در تست) ب استفاده، مورد هاي غلظت و نقشه) الف
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بعد  HepG2سالم  هاي سلولهاي فورمازان تشکیل شده در کریستال: 4شکل
 .MTTاز اضافه کردن 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 MTTسم خام با روش  مختلف هايغلظت سلولی سمیت : بررسی7نمودار
reduction .ها نسبت به گروه کنترل ارزیابی شدند.  غلظتError bar بیانگر 

Mean±SD ) 001/0است : P<***(. 
 

 
 
 

 

 

 
 

 Neutral redهاي مختلف سم خام با روش : میانگین درصد مهاري غلطت8نمودار 
uptake assayها نسبت به گروه کنترل ارزیابی شدند. . غلظتError bar بیانگر 

Mean±SD ) 001/0است : P<***(. 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

با  HepG2: میزان آپوپتوز و نکروز ایجاد شده توسط سم خام در سلول 9نمودار
ها نسبت به گروه کنترل ارزیابی شدند. . غلظت Comet assayاستفاده از تست

Error bar بیانگر Mean±SD )  01/0است : P<**) 001/0) و : P<***(. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
توسط سم خام  سلولی القاء شده هسته مورفولوژیکی تغییرات : مطالعه5شکل 

 به وسیله آزمایش کامت قلیایی.
3-1 :DNA ) سلول سالمIntact cell( 

4-6 :DNA سلول آپوپتوز شده 

9-7 :DNA سلول نکروز شده 

 بحث
زا به هاي بیماري مقاوم شدن برخی از میکروارگانیسم لیبه دل
 به طور ها آنهاي ناشی از هاي رایج، درمان عفونتبیوتیک آنتی

گیري مشکل شده است. این امر محققین را به سمت چشم
 شناسایی مواد ضد میکروبی از سموم طبیعی و معرفیجداسازي و 

نشان داده  ها یبررسهاي جدید رهنمون کرده است. بیوتیک آنتی
داراي اثرات بیولوژیکی مفید متعددي بوده که از  مارهااست که سم 

ي انسانی استفاده کرد. ها يماریبدر درمان برخی از  توان یم ها آن
، 4ویپرا زانتینااي مونتیماره دهد که سممطالعات نشان می
، بتروپس 7، ناجا ناجا6، ناجا نیگریکولیس5سودکیس اوسترالیس

هاي مختلف باکتري علیه سویه 9و بتروپس موجنی 8جاراراکاسو
 ) .17و18و25.(نمایندها القاء می مؤثر بوده و اثر مهاري بر رشد آن

با باکتریایی سم خام افعی زنجانی  ضد اثر بررسی از حاصل نتایج
ي اخیر نشان در مطالعه MIC assayو  MTT assayهاي روش

فاقد اثر  (اشریشیا کولی) یمنفداد، سم بر روي باکتري نماینده گرم 
که در مورد باکتري باسیلوس سوبتیلیس و  مهاري بوده، درحالی

و  25-400ي ها غلظتاستافیلوکوکوس اورئوس سم به ترتیب در 
 به صورتتر از رشد باکتري لی میکروگرم در میلی 400-25/6
ذکر است که اثر مهاري سم خام بر  دار جلوگیري نمود. قابلمعنی

لیتر  در میلی کروگرمیم 400 سوبتیلیس در غلظت باکتري باسیلوس
                                                           
4 Montivipera xanthina 
 5 Pseudechis australis 

6 Naja nigricollis 
7 Naja naja 
8 Bothrops jararacussu 
9 Bothrops moojeni 
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میکروگرم  50 با دوز نیکلیاستاندارد (تتراسابیوتیک  نسبت به آنتی
ن داد که دار نداشت. همچنین نتایج نشالیتر) تفاوت معنی در میلی

سوبتیلیس به طور  اثر مهاري سم خام بر رشد باکتري  باسیلوس
 وابسته به دوز بوده است.

  assayو assay MTTدلیل تفاوت جزئی در نتایج حاصل از 
MIC  باشد یمناشی از تفاوت محاسبه اثر مهاري سم در دو روش .

که شامل  ها يباکترکدورت ناشی از حضور  MICدر روش 
نانومتر  605هاي مرده و زنده است در طول موج باکتري

جذب نوري ذرات  MTTکه در روش  درحالی شود یمگیري  اندازه
از حل شدن در  پس ها يباکترشده در سیتوپلاسم  فورمازان تشکیل

DMSO  به نظر شود یمگیري  نانومتر اندازه 570در طول موج .
ه همین علت دقیق تر بوده و ب MICاز نتایج  MTTنتایج  رسد یم

ي معتبر این روش به عنوان یک روش استاندارد ها شگاهیآزمادر 
 گیرد.جهت مطالعات ضد باکتریایی مورد استفاده قرار می

نتایج مطالعه اثرات ضد باکتریایی سم خام با استفاده از دو روش 
Disk diffusion assay و Well diffusion test  در این مطالعه

نشان داد که سم مار بر باکتري گرم منفی اشریشیا کولی فاقد اثر 
الذکر اثر ضد  مهاري اما در مورد دو باکتري گرم مثبت فوق

باکتریایی دارد. نتایج بدست آمده نشان داد که این دو روش به 
را تأیید، اما از لحاظ کمی نتایج  MICو  MTTصورت کیفی اثرات 

 . کنند ینمیجاد تکرارپذیر ا
 Wellاز جمله دلایل این موضوع در مورد  رسد یمبه نظر 

diffusion test  رسوب شدن محتویات ماده سمی در ته چاهک و
ي عمل لتریفعدم امکان آن براي نفوذ در محیط کشت و همچنین 

ذرات درشت موجود در  نفوذ ي ازریجلوگ کردن دیواره چاهک براي
در  رسد یمد ارتباط دارد. به نظر سم به داخل محیط کشت جام

جذب سریع آب موجود در سطح  Disk diffusion assayمورد 
فوقانی محیط کشت و عدم جذب کامل سوسپانسیون سمی که 

 و همچنین کرد یمامکان انتشار ناهمگن در محیط کشت را فراهم 
ي شدن سم و عدم ریلتفماده سمی به دیسک که سبب عمل  جذب

نمود از عوامل می فراهم درشت آن را امکان عبور ذرات
 .    گردد یممحدودکننده آن محسوب 

خام مارها  نتایج با مطالعات گذشته صورت گرفته در مورد سم نیا
هاي گرم مثبت اثر دارد  ها بیشتر بر باکتريکه تأیید کرده سم افعی

ضد  يبا مطالعه نتایج همچنین دارد. این مطابقت) 18و26(
 سال در همکارانش و جامی توسط که جعفري افعی سم باکتریایی

ها فعالیت ضد باکتریایی  آن .)27دارد( مطابقت شده،  انجام 2010
را بر روي شش باکتري بررسی و گزارش  10سم مار جعفري ایران

 بر و بوده ضد باکتریایی اثر داراي ایران جعفري مار سم که کردند
 اورئوس استافیلوکوکوسو  اورئوس استافیلوکوکوس هايباکتري

باشد. همچنین  می مؤثر يدار یمعن به طور 11متیسیلین به مقاوم
                                                           
10 Echis carinatus 
11 Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 

ها  نشان دادند که سم افعی 2010) و همکاران در سال Sanسان (
 که یدرحالداري دارد  بر استافیلوکوکوس اورئوس اثر مهاري معنی

). 28بر روي اشریشیا کولی فاقد اثر مهاري معنی دار بودند (
 خارجی غشاي دلیل به است ممکن منفی گرم هايباکتري مقاومت

-لیپپوپلی منفی گرم هايباکتري خارجی غشاي باشد زیرا ها آن
پپتیدهاي ضد  تواند یمساکاریدهاي غشا است. بار لیپوپلی ساکارید

باکتري را جذب کند و در نتیجه موجب مقاوم شدن باکتري نسبت 
 که شده ). علاوه بر این، مشاهده18و28به این پپتیدها شود (

 شوند می داده تماس EDTA با که زمانی منفی، گرم يها يباکتر
 قرار Bronchochin از جمله باکتري ضد عوامل معرض در

 آن را به شده تیمار سلول خارجی غشاي EDTA زیرا گیرند می
 مشاهده الکترونی میکروسکوپ از استفاده با اگرچه .کندمی مختل

 Blebbing پدیده طریق از مار سم باکتري ضد مکانیسم که شده
 آن دنبال به و) سلولی غشاي فضاي(گشادشدن  سلول سطح غشاء
 اختلال این دقیق مکانیسم اما دهد، می رخ سلول محتویات نشت

 کاملاً هم هنوز شود، می سلولی مرگ به منجر که سلولی غشاي در
 ).28مشخص نیست (

هاي  ی است که در سالعیطب کیتوتوکسیسا بیترک کیسم مار 
گرفته است مورد توجه قرار  اریدرمان انواع تومور بس يبرااخیر 

دهد  انداز جهان داروسازي نشان می مشاهده و بررسی چشم) و 29(
ي جدیدي از تحقیقات و دوره موجب گشایشتواند  که سم مار می

). گزارشات نشان می 30( گردددرمان سرطان  جهتداروها تهیه 
ها داراي اثرات سایتوتوکسیک بوده درنتیجه در دهد که سم افعی

 ).31(شد  استفاده HepG2این مطالعه از سلول 
 ها سلول درصد زنده ماندننشان داد که  reduction MTTنتایج 

 200، 100، 50هاي ساعته با سم خام در غلظت 24پس از تماس 
 و 79/22 ،60/23 ،64/31لیتر به ترتیب  میکروگرم در میلی 400و 
دار نشان دادند. بوده که در مقایسه با کنترل تفاوت معنی 56/15

قرمز  رنگ سنجی شیآزما از آمده بدست هايداده با جینتا نیا
 دارمعنی روش دو نیبی جزئ اختلافات و نموده مطابقتخنثی 

 شبل توسط شده انجام قبلی مطالعات با نتایج نیا .باشدینم
)Shebl سلول  در میر و مرگ که القاء 2012) و همکارانش در سال

 مطابقت غلظت سم را گزارش کردند، افزایش با پستان یسرطان
  ).32( نمایدمی

به منظور بررسی امکان القاء مرگ سلولی توسط سم خام از طریق 
 Comet assayدر این مطالعه از روش  HepG2آپوپتوز در سلول 

 200، 100، 50هاي استفاده شد. نتایج نشان داد سم خام در غلظت
ر دالیتر آپوپتوز و نکروز را به صورت معنی میکروگرم در میلی 400و 

کند. همچنین مشخص شد که با افزایش غلظت در سلول ایجاد می
لیتر از سم خام میزان آپوپتوز و  میکروگرم در میلی 400تا  50از 

 و Khunsapنکروز تقریباً روندي ثابت داشته است. در یک مطالعه 
 القاء همچنین و سمیت سلولی اثرات 2013 سال در همکارانش
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 گزارش HepG2 جمله از سرطانی سلول رده چند روي بر را آپوپتوز
 ).33کردند(

 
 گیرينتیجه

نتایج این بررسی نشان داد که سم خام افعی زنجانی داراي اثرات 
ي بر دو سویه گرم مثبت مورد مطالعه دارد و از دار یمعنمهاري 

 HepG2هاي  طریق القاي آپوپتوز سبب از بین رفتن سلول
شود تحقیقات دیگري به منظور جداسازي و  گردد. پیشنهاد می می

شناسایی ترکیبات ضد باکتري موجود در سم خام افعی زنجانی 
 انجام گیرد و سمیت ترکیبات نیز بررسی گردد.

 
 تقدیر و تشکر

نویسندگان این مقاله از مدیریت و اعضاي محترم مرکز علم 
م حسین علیه السلام وفناوري زیست شناسی دانشگاه جامع اما

 کمال تشکر و قدردانی را دارند.
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