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 چکیده

 تواناز این ویژگی مهم می. شودمی سرطانی هایسلول در تکثیر توقف و آپوپتوز ایجاد باعث عقرب هایگونه از برخی سم

سرطان بهره برد. در مطالعه حاضر، اثرات سیتوتوکسیسیتی دو  تحقیقات در درمانی اهمیت دارای در جداسازی ترکیبات

تنی در شرایط برون Hemiscorpius lepturusاز سم عقرب  HPLC( جداسازی شده توسط F4و  F2) 4و  2فرکشن 

در  Caco2های بررسی شد. پس از کشت سلول MTTنجش مورد ارزیابی قرار گرفت. ابتدا سمیت سلولی با استفاده از س

تیمار شدند. سپس  ساعت 24 مدت به و اضافه چاهک هر (، بهµg/ml180-0 ) F4و  F2 مختلف های، غلظتMTTتست 

مورد بررسی  Real Time PCRتوسط تکنیک  9و  3، کاسپازهای Baxهای گیری بیان ژنفرآیند آپوپتوز سلولی با اندازه

 F4و  F2های سرطانی تیمار شده با مانی سلولقرار گرفت. نتایج نشان داد که با افزایش غلظت هر دو فرکشن، درصد زنده

، به ترتیب، F4و  F2برای  IC50(. میزان p<0.05های سرطانی بدون تیمار کاهش معناداری داشت )نسبت به سلول

µg/ml 24/80  وµg/ml 64/74  .های نتایج بدست آمده از بیان ژن نشان داد که بیان ژنبدست آمدBax 3، کاسپازهای 

های سرطانی بدون تیمار افزایش معناداری داشت های سرطانی تیمار شده با دو فرکشن نسبت به سلولسلول 9و 

(p<0.05در .) ،های کاسپاز و افزایش بیان ژن نهایتBax سازی شده از سم عقرب،با هر دو فرکشن خالص  تیمار دنبال به 

 ایبالقوه منبع تواندمی H. lepturus سم عقرب که دهد  می نشان نتایج این. کرد تایید را F4و  F2 آپوپتوتیک خاصیت

 .باشد های سرطانیآپوپتوز سلول و در فرآیند ضدتکثیر موثر هایمولکول جداسازی جهت

 آپوپتوز، بیان ژن ،Hemiscorpius lepturus ،MTTسم عقرب، کلمات کلیدی: 
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 مقدمه  -1

 مسئول عمدتاً که است مختلفی های پروتئین و پپتیدها دارای سم این. دارد را سرطان انواع رشد مهار خاصیت عقرب سم

 هایفعالیت که است شده گزارش عقرب سم پپتید با خاصیت ضدسرطانی از چندین. هستند سرطانی ضد هایفعالیت

 اختصاصی طور ، به Leirus quinquestriatusسم عقرب جداسازی شده از ، پپتید Chlorotoxin.دهندمی نشان سیتوتوکسیک

 نیز آن سرطانی ضد فعالیت و  Chlorotoxin(. وجود1) کندمی جلوگیری آنها متاستاز از و شود می متصل گلیوما هایسلول به

 (.2) است شده گزارش Buthus martensii Karsch سم از

 مقاومت و است نادرست آپوپتوز های ناقص مکانیسم و نشده کنترل سلولی تقسیم دلیل به بیشتر سرطان، پیشرفت و شروع

 ریزی برنامه مرگ نوعی آپوپتوز. شودمی ایجاد آپوپتوز گریز از فرآیند خاصیت دلیل به رایج درمانی شیمی اقدامات به سرطان

 و شوندمی شامل را سلولی درون رویدادهای از ای مجموعه که است متعددی شروع آن به دلیل عوامل که است سلولی شده

 سلولی درون مسیرهای شدن فعال به منجر مختلف وارسی نقاط در سلولی چرخه توقف شود. می سلول بقای درنهایت سبب پایان

 فعال شامل بیرونی مسیر (.3دارد ) وجود آپوپتوز درونی و بیرونی اصلی مسیر شود. دومی ختم آپوپتوز به فرآیند که شود می

 با که در سلول است اندامک میتوکندری گریمیانجی آپوپتوز، شامل درونی و ذاتی مکانیسم کهحالی در است، مرگ آبشار شدن

شود.  می مشخص کاسپازها سازیفعال "متعاقبا و c (Cytc) سیتوکروم آزادسازی میتوکندری، غشای پتانسیل دادن دست از

 پلیمراز( ریبوز-ADP) پلی متعاقباً تبدیل کرده و فعال 3کاسپاز  به دست خود پایین در را 3پروکاسپاز  شده، فعال 9کاسپاز 

(PARP) هایپروتئین خانواده که مشخص شده است شکند.می را Bcl-2، میتوکندریایی مرگ آبشار هایواسطه ترینمهم از یکی 

 جهان، سرتاسر در (.3)همراه است  Bcl-2با تنظیم پایین ژن  Baxبیش از حد تنظیم ژن  آپوپتوز، طول فرآیند است. در

با توجه به . است انجام حال در با خاصیت ضدسرطانی مبتنی بر منابع طبیعی جدیدتر هایلمولکو کشف برای های زیادیتلاش

جداسازی  4و  2ت سمیت سلولی دو فرکشن ها، هدف از مطالعه حاضر بررسی اثرااهمیت خواص دارویی و پزشکی سم عقرب

 3، کاسپازهای Baxهای دخیل در آپوپتوز از جمله، و همچنین بررسی بیان ژن Hemiscorpius lepturusشده از سم عقرب 

 . است 9و 

 

 هامواد و روش -2

 HPLCجمع آوری نمونه، اولترافیلتراسیون و  -1-2

 
، از خوزستان جمع آوری شدند. از طریق تحریک الکتریکی دم جاندار، سم Hemiscorpius lepturus ابتدا گونه عقربی

دالتون جهت  cut-off 3000دقیقه، از دستگاه اولترافیلتراسیون با  10عقرب مورد نظر تهیه گردید. پس از سانتریفیوژ به مدت 

 دید.جداسازی پپتیدهای مناسب استفاده شد. مایع بدست آمده در دستگاه فریز درایر خشک گر

 C-18( دارای ستون HPLCجهت خالص سازی پپتیدهای موجود در سم عقرب، از کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا )

ها استفاده گردید. دو جهت اندازه گیری میزان جذب پیک nm 214استفاده شد. پس از عبور سم از ستون، در نهایت طول موج 

 (.4ر خشک گردیدند )جمع آوری و توسط فریز درای 4و  2پیک شماره 



  
 

 
 

 MTTارزیابی سمیت سلولی توسط سنجش  -2-2

 
درصد آلبومین  10با  RPMI164 از انستیتوپاستور تهران تهیه شدند و در محیط کشت Caco2های سرطانی ابتدا سلول

 µg/ml 100سیلین و پنی units/ml 100های اضافه شده بیوتیک( کشت داده شدند. آنتیFBSسرم جنین گاوی )

 های نگهداری شدند. سلول C°37رطوبت و دمای  2CO ،95% %5ها در انکوباتور حاوی استرپتومایسین بودند. سپس سلول

2Cacoتراکم سلولی  با ایخانه 96 پلیت یک ، درcells/well 4 01  ×1 ،و  2های فرکشن  مختلف هایغلظت کشت داده شدند

4 ( µg/ml180-0به ،) با سپس تیمار گردیدند. ساعت 24 مدت به و شدند اضافه چاهک هر  µl 2  محلولMTT4 مدت ، به 

نانومتر  570موج  طول در جذب و شد اضافه DMSO میکرولیتر 100 نهایت، در.. انکوبه شدند C 37°در دمای  ساعت دیگر 

 (.4مانی سلولی محاسبه گردید )شد و درصد زنده گیریاندازه

 

  Real Time PCRو انجام  cDNAتهیه  -3-2

 

خارج شد.  سانتریفیوژ دقیقه 5 از پس رویی مایع. گرفتند قرار 4و  2های فرکشن با ساعته 24 تیمار تحت ها سلول ابتدا، در

استخراجی توسط  RNAکل توسط کیت شرکت کیاژن طبق دستورالعمل شرکت استخراج شد. کمیت و کیفیت  RNAسپس 

مورد نظر توسط کیت شرکت فرمنتاز، طبق دستورالعمل شرکت تبدیل به  RNAدستگاه نانودراپ بررسی گردید. بلافاصله 

cDNA  شد. کمیتcDNA آغازگرهای اختصاصی مورد  1گیری شد. جدول تهیه شده با استفاده از دستگاه نانودراپ اندازه

 Realهای مورد مطالعه با استفاده از (. جهت اندازه گیری بیان ژن، تکثیر ژن1هد )جدول داستفاده در این مطالعه را نشان می

Time PCR  صورت گرفت. تعیین کمیت نسبی توسط اندازه گیری افزایش تشعشع فلورسنس با استفاده از دستگاهABI 7300 

 ل گردید. از دستگاه استخراج شد و تجزیه و تحلی Ctصورت گرفت. داده های خام به صورت 

 

 آماری تحلیل و تجزیه -4-2

 
 واریانس آنالیز از استفاده با ها گروه بین تفاوت. شد انجام GraphPad Prism 9 افزار نرم توسط آماری های تحلیل و تجزیه

 تعیین 05/0 آماری داری معنی سطح. استفاده گردید چندگانه مقایسات برای Tukey سپس و( طرفه یک ANOVA) طرفه یک

 .گردید

 

 

 

 

 

 



  
 

 
 

های مورد مطالعه. توالی آغازگرهای ژن1جدول   

 

 

 

 

 نتایج -3
 Caco2 کولورکتالهای سرطانی مانی سلولنتایج مربوط به سمیت سلولی نشان داد که رابطه معکوسی میان درصد زنده

های ، درصد زنده مانی سلولF4و  F2طوریکه با افزایش غلظت وجود داشت، به 4و  2فرکشن های دو تیمار شده با غلظت

، 4و  2، برای فرکشن IC50(. مقادیر p<0.05های بدون تیمار کاهش معناداری نشان داد )سرطانی تیمار شده نسبت به سلول

 (.1 شکلبدست آمد ) µg/ml 64/74و  µg/ml 24/80به ترتیب، 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Caco2 کولورکتال سرطان های سلول( بر روی b) 4( و فرکشن a) 2های مختلف فرکشن پاسخ اثر غلظت-های دوز. منحنی1 شکل

 ساعت 24در زمان 

 

افزایش معناداری یافت  9و  3، کاسپاز Baxهای ، بیان ژن4و  2همچنین نتایج نشان داد که با افزایش غلظت دو فرکشن 

(p<0.05همانطوریکه در .)  های سرطانی سلول 3شکل مشخص است، بیشترین مقدار کاهش در بیان ژن، مربوط به ژن کاسپاز

Caco2  تیمار شده با غلظتµg/ml 85  (.2 شکلباشد )می 4فرکشن 

 ژن توالی آغازگرها

5' F: AGCCAAAAGGGTCATCATC 3' 

5' R: TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG 3' 

GAPDH 

5' F : CCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACT 3' 

5' R : CCACCCTGGTCTTGGATCCAGCCC 3' 

Bax 

5' F :  GATGTGATGCCTCTGCGAAG 3' 

5' R :  CATGCTGATGTCTCTGGAATCT 3' 

Bcl-2 

5' F :  AAGGGAGGCAAGCACAAGACTG 3' 

5' R :  CTCCATCAGTGTATCCTCTCCC 3' 

Cyt c 



  
 

 
 

 

 

 F2تیمار شده با  Caco2  کولورکتالهای سرطانی سلول 9و  3، کاسپازهای Baxهای ژن mRNA. میزان بیان ژن در سطح 2 شکل

(a و )F4 (b( **** .استخراج شده از سم عقرب )p<0.0001بیانگر وجود اختلاف معنادار میان بیان ژن سلول ،) های سرطانی تیمار شده

 باشد. های سرطانی بدون تیمار مینسبت به بیان ژن سلول 4و  2دو فرکشن  85و   µg/ml 75های با غلظت

 

 بحث -4

 
دو فرکشن استخراجی از سم  اثر بررسی منظور به حاضر مطالعه است.  سرطان درمان برای جالبی طبیعی منبع عقرب زهر

های خالص معرض فرکشن در گرفتن قرار. شد انجام Caco2انسانی  سرطانی کولورکتال هایسلول روی بر H. lepturus عقرب

و  2، برای فرکشن IC50بود. میزان  کولورکتال سرطانی های سلول برابر در توجهی قابل سلولی سمیت دهندهنشان سازی شده،

 را مختلف هایعقرب سموم سیتوتوکسیک اثرات گزارشات، گزارش شد.  برخی µg/ml 64/74و  µg/ml 24/80، به ترتیب، 4

 است، در داده نشان U251-MG سرطانی مغز سلولی رده به در برابر را توجهی قابل سلولی سمیت BMK سم. اند داده نشان

 روی بر سرطانی ضد اثر Tytius disrepans پپتیدهای عقرب و سم(. 5) نداشت طبیعی هایسلول هیچ سمیتی بر روی کهحالی

 هر که (6) نشد مشاهده MA104 کلیه طبیعی سلولی رده روی اثری بر هیچ و دادند نشان SKBR3 سینه سرطان سلولی رده

خاصیت ضد  از مطالعه، این در آمده دست به شواهد مشابه این شواهد،. بودند شده گنجانده ما مطالعه در شناسی بافت نوع دو

 .کند می حمایت Caco2سرطان کولورکتال  برابر در عقرب سرطانی سم

، Caco2 هایسلول در H. lepturus عقرب دو فرکشن استخراجی از سم از ناشی آپوپتوز سلولی در مطالعه حاضر، مرگ

های کاسپازها بود. نتایج ما نشان داد که بیان ژن سازیفعال "و متعاقبا 9و  3و کاسپازهای  Bax هایبالای ژن تنظیم شامل

Bax دهنده این مطلب است که آپوپتوز با واسطه میتوکندری در مرگ افزایش یافته است؛ احتمالا نشان 9و  3، کاسپازهای

نقش دارد. در فرآیند آپوپتوز وابسته به  Caco2سلولی ناشی از دو فرکشن جداسازی شده از سم عقرب در سلول سرطانی 

در غشای  Baxدر غشای خارجی میتوکندری شده، همودایمرهای  Bax، باعث جا به جایی Baxمیتوکندری، افزایش بیان ژن 

 وآغازگر  9کاسپاز  مرحله این(. 7شود )می Cytcسبب آزادسازی عوامل آپوپتوژنیک مثل  "میتوکندری ایجاد شده و متعاقبا

 سیستئین از ای خانواده کاسپازها،(. 8کنند )می ایفا آپوپتوز مسیرهای در را کلیدی نقش که کندمی فعال کننده راعمل 3کاسپاز 



  
 

 
 

 معمولاً 3 کاسپاز مانند کننده،عمل کاسپازهای. دهندمی تشکیل را آپوپتوز مسیر ناپذیری از جدایی اجزای هستند که  پروتئازها

شده، سبب  فعال 3 کاسپاز شوند.می فعال پروتئولیتیکی صورت به ،9 و 8 بالا دست خود یعنی کاسپازهای کاسپازهای توسط

  (.9) است آپوپتوز مشخصه فرآیند جز که آن شده شدن قطعه قطعه و  DNA شکافتن 

 

 گیرینتیجه -5
 

جداسازی شده از سم عقرب  4و  2دهنده این مطلب است که دو فرکشن نشان 3و  9، کاسپازهای Baxهای افزایش بیان ژن     

H. lepturus های سرطانی کولورکتال توانند اثرات سیتوتوکسیک خود را از طریق مسیر آپوپتوز میتوکندریایی در سلولمی

Caco2  .اعمال کنند 
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Abstract 

The venom of some species of scorpions causes apoptosis and stops the proliferation of cancer cells. 

This important feature can be used in the isolation of therapeutically important compounds in cancer 

research. In the present study, the cytotoxicity effects of two fractions 2 and 4 (F2 and F4) separated by 

HPLC from Hemiscorpius lepturus venom were evaluated in vitro. First, cytotoxicity was evaluated 

using MTT assay. After cultivating Caco2 cells in MTT test, different concentrations of F2 and F4 (0-

180 µg/ml) were added to each well and treated for 24 hours. Then the process of cell apoptosis was 

investigated by measuring the expression of Bax genes, caspases 3 and 9 by Real Time PCR technique. 

The results showed that by increasing the concentration of both fractions, the survival percentage of 

cancer cells treated with F2 and F4 decreased significantly compared to untreated cancer cells (p<0.05). 

The IC50 values for F2 and F4 were 80.24 µg/ml and 74.64 µg/ml, respectively. The results of gene 

expression showed that the expression of Bax, caspase 3 and 9 genes in cancer cells treated with two 

fractions increased significantly compared to untreated cancer cells (p<0.05). Finally, the increased 

expression of caspase and Bax genes after treatment with both purified fractions of scorpion venom 

confirmed the apoptotic properties of F2 and F4. These results show that H. lepturus scorpion venom 

can be a potential source for isolating effective molecules in the process of anti-proliferation and 

apoptosis of cancer cells. 
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