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 چکیده

های استخراجی از منابع طبیعی توجه بسیاری از محققین را به اکسیدانبه دلیل عدم بروز علائم جانبی، استفاده از آنتی

 Hemiscorpiusخود جلب کرده است. مطالعه حاضر به منظور بررسی فعالیت دو فرکشن استخراجی از سم عقرب 

lepturus (F2  وF4انجام شد. بدین )تنی از قبیل های مختلف آنتی اکسیدان برونمنظور، دو فرکشن در معرض ارزیابی

 (،ABTS ·+( )اسید سولفونیک-6-بنزوتیازولین اتیل-3) بیس-آزینو-2،2 (،DPPH) هیدرازیل پیکریل-2-فنیل دی-1،1

ها توسط  هر دو هیدروکسیل قرار گرفتند. نتایج نشان داد که با افزایش غلظت، قدرت حذف رادیکال آزاد هایرادیکال و

فرکشن افزایش داشت و اختلاف چندانی میان توانایی حذف رادیکال توسط دو فرکشن و کنترل مثبت وجود نداشت. مقادیر 

IC50  دو فرکشنF2  وF4 به ترتیب، جهت حذف رادیکال ،DPPH برابر با ،µg/ml 49/17  جهت حذف رادیکال 10/15و ،

ABTS ،µg/ml 90/20  ف رادیکال هیدروکسیل و جهت حذ  43/20وµg/ml 69/26  گزارش شدند. به طور  75/25و

را به عنوان عوامل  H. lepturusاستخراجی از سم عقرب  F4و  F2توان دو فرکشن کلی، نتایج مطالعه حاضر نشان داد، می

 های بیشتر قرار بگیرند. توانند تحت بررسیاکسیدانی جدید معرفی کرد که میآنتی

 تنیاکسیدان، برون، آنتیHemiscorpius lepturusفرکشن، سم عقرب، : کلیدیهای واژه

 مقدمه  -1

اهمیت اکسیداسیون برای بدن به میزان زیادی مورد مطالعه و بررسی قرار گرفته است. متابولیسم اکسیداتیو برای حیات 

های اکسیژن فعال است که منجر آزاد و سایر گونههای ها ضروری است. اثرات جانبی اکسیداسیون وابسته به تولید رادیکالسلول

های حفاظتی مانند شوند، فعالیت آنزیمهای آزاد به میزان زیادی تولید میکه این رادیکالشوند. زمانیبه  تغییرات اکسیداتیو می

شوند که با مرگ سلولی می سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و پراکسیداز دچار اختلال شده و در نهایت منجر به اثرات تخریبی یا

ین رفتن گیرد. مجموعه این اتفاقات سبب از بها صورت میو آنزیم  DNAهای سلولی،های غشا، پروتئیناکسیداسیون چربی

 (.1)شود فرآیندهای سلولی می
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هستند (، محصولات جانبی متابولیک در متابولیسم هوازی ROS: Reactive Oxygen Speciesهای اکسیژن فعال )گونه

باشند. استرس اکسیداتیو ایجاد شده به دلیل عدم که شامل آنیون سوپراکسید، پراکسید هیدروژن و رادیکال هیدروکسیل می

های بزرگ توانند به مولکولهای اکسیژن فعال میباشد. در این شرایط گونهها میهای اکسیژن فعال و آنتی اکسیدانتعادل گونه

های قلبی، سرطان، دیابت ها حمله کرده و منجر به اختلالات متعددی مانند افزایش فشار خون، بیماریو پروتئین هامانند چربی

اکسیداسیون بر روی اسیدهای چرب  "ها بشوند. اصولاهای سیستم عصبی و التهابی با آسیب شدیدی به بافتملیتوس، بیماری

های ها با اکسیژن مولکولی واکنش داده و رادیکالدهد. رادیکالهای آزاد رخ میغیراشباع توسط یک جریان مرتبط با رادیکال

ها هیدروژنی را از اسیدهای چرب غیر اشباع مجاور دریافت کرده و یک دهند، این نوع رادیکاللیپید پراکسی را شکل می

ها یابد. اکسیداسیون پروتئینکنند ، این مراحل به طور زنجیروار ادامه میهیدروپراکسی و رادیکال لیپیدی جدیدی را تولید می

ها گیرند، چرا که محصولات اکسیداسیون لیپیدی با پروتئیندر صنایع غذایی توسط اکسیداسیون لیپیدی تحت تاثیر قرار می

 (.2) گردندها میاکسیداسیون پروتئین واکنش داده و سبب

د پپتیدهای فعال زیستی مورد توجه محققان قرار های مصنوعی با ترکیبات طبیعی ماننبنابراین، جایگزینی آنتی اکسیدان

گرفته است. پپتیدهای فعال زیستی قطعات پروتئینی کوچکی با عملکردهای بیولوژیکی مختلف از جمله فعالیت های ضد فشار 

 توجه به(. با 4و3)خون، تعدیل کننده سیستم ایمنی، آنتی اکسیدانی، ضد میکروبی، ضد ترومبوتیک و ضد سرطان هستند 

استخراجی از سم  F4و  F2اکسیدانی دو فرکشن های طبیعی، هدف از مطالعه حاضر بررسی فعالیت آنتیاهمیت آنتی اکسیدان

 است.  Hemiscorpius lepturusعقرب 

 

 هاواد و روشم -2

 

 کروماتوگرافی -1-2

 
کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا ، از Hemiscorpius lepturusجهت خالص سازی پپتیدهای موجود در سم عقرب 

(HPLC دارای ستون )C-18  استفاده شد. پس از عبور سم از ستون، در نهایت طول موجnm 214  جهت اندازه گیری میزان

 (.5) جمع آوری و برای مطالعات بعدی مورد استفاده قرار گرفت 4و  2ها استفاده گردید. دو پیک شماره جذب پیک

 

 فعالیت آنتی اکسیدانیارزیابی  -2-2

 

 DPPHها در حذف رادیکال سنجش میزان فعالیت فرکشن -1-2-2

 

 در ابتدا، محلول(. 6مورد استفاده قرار گرفت ) DPPH( جهت بررسی فعالیت حذف رادیکال 2011روش گوسر و گولسین )

اضافه شد.  DPPHمحلول  ml4/0 محلول فرکشن به  ml 1/0( ساخته شد. سپس µg/ml 5-35های مختلف )فرکشن با غلظت



  
 

 
 

دقیقه انکوبه گردید. برای نمونه کنترل، از آب مقطر استفاده شد. درصد  10مخلوط تهیه شده، در مکانی تاریک برای مدت 

 با استفاده از معادله زیر محاسبه شد: DPPHفعالیت حذف رادیکال 

= (Acontrol – Asample) / Acontrol × 100  رادیکال)%( میزان فعالیت حذف 

 ، میزان جذب محلول نمونه است.Asample، میزان جذب محلول کنترل و Acontrolدر این رابطه؛ 

 

 ABTSهای کاتیونی ها در حذف رادیکالسنجش میزان فعالیت فرکشن -2-2-2

 

به (. 7)( انجام شد 2010براساس روش تیرونی و آنون ) ABTSبررسی میزان فعالیت فرکشن در حذف رادیکال کاتیونی 

تا رسیدن  ABTSساعت، محلول مورد نظر  16در اتاق تاریک به مدت  ABTSطور خلاصه، پس از انکوباسیون محلول رادیکالی 

 ml1 ، با آب مقطر رقیق شد. پس از آن mM514/0ABTS و تولید محلول  nm734 در طول موج  02/0± 70/0به جذب 

و  0نانومتر بعد از گذشت  734میزان جذب در طول موج  "لوط و متعاقبامحلول فرکشن مخ μl100با  ABTSمحلول رادیکالی 

آب مقطر به عنوان محلول شاهد استفاده  μl 100گیری شد. از گلوتاتیون به عنوان استاندارد و از دقیقه از شروع واکنش اندازه 20

 شد:با استفاده از معادله زیر اندازه گیری  ABTSگردید. درصد فعالیت حذف رادیکال 

(%) = [(Abs0 – Abst) – (Abc0 – Abct) / Abc0] × 100 میزان فعالیت حذف رادیکال کاتیونیABTS 

، Abctو  Abc0باشند. دقیقه می 20و  0های ، به ترتیب، میزان جذب محلول شاهد در زمانAbstو  Abs0در این رابطه؛ 

 باشند.میدقیقه  20و  0های به ترتیب، میزان جذب محلول فرکشن در زمان

 

 هیدروکسیل  سنجش میزان فعالیت فرکشن در حذف رادیکال -3-2-2

 

در ابتدا، محلولی شامل  (.8شد )( برای سنجش میزان حذف رادیکال هیدروکسیل استفاده 2008روش لی و همکاران )

ml1/0  از محلولmM15 EDTA ،μl70  از محلولM 2/0 ( 4/7بافر فسفات سدیم =pH و )ml1/0 ول سولفات آهن از محل

mM5  ،تهیه شد. سپس به مخلوط تهیه شدهlμ100  محلول فرکشن وlμ140 2O2H  اضافه شدند. مخلوط حاصل در دمای

°C37  برای مدت زمان یک ساعت انکوبه گردید. در نهایت، جذب در طول موجnm536  اندازه گیری شد. میزان فعالیت پپتید

 از معادله زیر محاسبه گردید:در حذف رادیکال هیدروکسیل با استفاده 

(%) = [(As –A0) – (Ac – A0)] × 100 میزان فعالیت حذف رادیکال هیدروکسیل 

، به ترتیب، میزان جذب نمونه پپتیدی، کنترل منفی )آب مقطر( و محلول کنترل در غیاب Acو  As ،A0در این رابطه؛ 

2O2H .هستند 

 

 تجزیه و تحلیل آماری -4-2-2



  
 

 
 

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

تعیین  05/0برای مقایسات چندگانه استفاده گردید. سطح معنی داری آماری  Tukeyیک طرفه( و سپس  ANOVAیک طرفه )

 .گردید

 

 نتایج -3
 

همراه با افزایش غلظت، بطور معناداری افزایش یافت  DPPH، در حذف رادیکال F4و  F2نتایج نشان داد که درصد فعالیت 

(p<0.05 میزان فعالیت حذف )F2  وF4  در غلظتμg/ml 35 درصد رسید. مقادیر  26/65درصد و  93/64، به ترتیب، بهIC50 

 (.1 شکل( بدست آمدند )µg/ml 10/15) F4( و μg/ml49/17 ) F2برای 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
( به عنوان کنترل مثبت. فعالیت آنتی اکسیدانی BHAنمونه فرکشن و هیدروکسی آنیزول بوتیله ) DPPH. مهار رادیکال 1 شکل

 توسط سه آزمایش مستقل مورد ارزیابی قرار گرفت.

 

ت دهد. میزان حذف رادیکال در بالاترین غلظرا نشان می ABTS، میزان درصد فعالیت دو پپتید در حذف رادیکال 2 شکل

و  F2 ،F4بود. فعالیت حذف رادیکال برای  F4درصد برای  18/61و  F2درصد برای  55/58(، µg/ml 35مورد استفاده )

درصد بودند،  7/67درصد و  18/61درصد،  55/58، به ترتیب ، µg/ml 35گلوتاتیون )به عنوان کنترل مثبت( در غلظت نهایی 

 (. 2 شکلبیشتر بود ) F4یت حذف رادیکال ، درصد فعالF2از این رو در مقایسه با پپتید 



  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
( به عنوان کنترل مثبت. فعالیت آنتی اکسیدانی توسط سه آزمایش GSHنمونه فرکشن و گلوتاتبون )  ABTS. مهار رادیکال 2نمودار 

 مستقل مورد ارزیابی قرار گرفت.

 

(، سبب افزایش p<0.05داری )لیتر به طور معنیبر میلیمیکروگرم  50به  15نتایج نشان داد که افزایش غلظت فرکشن از 

 F4 (µg/ml( و µg/ml 7/26) F2، برای هیدروکسیلدر حذف رادیکال  IC50شد. مقادیر  هیدروکسیلدرصد حذف رادیکال 

 (. 3 شکل( بدست آمدند )75/25

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
عنوان کنترل مثبت. فعالیت آنتی اکسیدانی توسط سه ( به GSH. مهار رادیکال هیدروکسیل نمونه فرکشن و گلوتاتبون )3 شکل

 .آزمایش مستقل مورد ارزیابی قرار گرفت

 



  
 

 
 

 بحث -4
 

های متنوعی در مهار رادیکال های آزاد از خود نشان داده پپتیدهای آنتی اکسیدانی استخراجی از منابع گوناگون، توانایی

اند. فعالیت آنتی اکسیدانی یک پپتید به اندازه مولکولی و خواص شیمیایی آن مانند آبگریزی و بقایای آمینواسیدهایش بستگی 

های مختلف مورد با استفاده از سنجش  H. lepturusخواص آنتی اکسیدانی دو فرکشن استخراجی از سم عقرب (. 9)دارد 

اکسیدانی قوی برای از بین بردن های استخراجی از سم دارای ظرفیت آنتیارزیابی قرار گرفت. نتایج ما نشان داد که فرکشن

و هیدروکسیل است. در تمام موارد، فعالیت های آنتی اکسیدانی دو فرکشن، اثرات وابسته  DPPH ، +·ABTSرادیکال های آزاد 

و  µg/ml 49/17برابر با  IC50را به ترتیب با مقادیر  DPPHهای توانستند رادیکال F4و  F2. دو فرکشن به دوز را نشان داد

µg/ml 10/15 ( اثرات آنتی2015از بین ببرند. لیو و همکاران ،) اکسیدانی هیدرولیزات مشتق شده از پروتئینMactra 

veneriformis های اسیدآمینه گلوتامات، گلایسین، آسپارتات، ماندهد که باقیرا مورد بررسی قرار دادند. نتایجشان نشان دا

اکسیدان رو، پپتیدهای آنتیکنندگی فلز یا خاصیت دهنده هیدروژن/الکترون را داشتند. از اینلیزین و آرژنین توانایی شلاته

 (.10)وار رادیکالی بودند های زنجیرهمذکور، قادر به خاتمه واکنش

 µg/ml 43/20و  µg/ml 90/20های دو و چهار، به ترتیب، فرکشن IC50، مقادیر ABTSل کاتیونی در روش مهار رادیکا

ها در حذف (، به عنوان کنترل مثبت نداشت. فعالیت مهاری فرکشنµg/ml 20/20گلوتاتیون ) IC50بود که اختلافی با مقدار 

 بیشتر بود.  ABTS، نسبت به رادیکال کاتیونی DPPHهای رادیکال

 

 گیرینتیجه -5

 
اکسیدانی باشد. همچنین تحقیقات نشان داده است که تواند بیانگر خاصیت آنتیگلاسین در توالی پپتیدی، می وجود اسیدآمینه

های حذف رادیکال پپتیدهای آمینه لوسین، تیروزین، هیستیدین و متیونین نقش مهمی در فعالیتهای اسیدهایماندهباقی

 ها باشد. تواند به علت توالی آمینواسیدی آنها میاز این رو، فعالیت آنتی اکسیدانی فرکشن (.11)اکسیدان داشتند آنتی
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Abstract 

Given the lack of side effects, antioxidants extracted from natural sources have attracted considerable 

attention from researchers. The present study aimed to evaluate the activity of two fractions, F2 and F4, 

isolated from Hemiscorpius lepturus venom. For this purpose, the two isolated were evaluated for their 

antioxidant activity using various assays, including 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azino-

bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS+), and hydroxyl free radicals. The results showed 

that as the concentration increased, both fractions demonstrated enhanced radical scavenging ability. 

Additionally, there was no significant difference in the radical scavenging effectiveness between the 

two fractions and the positive control. The IC50 values for the two fractions were as follows: for DPPH 

radical scavenging, 17.49 µg/mL for F2 and 15.10 µg/mL for F4; for ABTS radical scavenging, 20.90 

µg/mL for F2 and 20.43 µg/mL for F4; and for hydroxyl radical scavenging, 26.69 µg/mL for F2 and 

25.75 µg/mL for F4. In general, the results of the present study showed that the two isolated fractions, 

F2 and F4, could be promising new antioxidant agents warranting further investigations. 

Keywords: Fraction, Scorpion venom, Hemiscorpius lepturus, Antioxidant, In vitro 
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