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 چکیده 

اصلی  مانی روشش های درمانی متعدد، هنوز شیمی دربه رغم روسرطان ریه یکی از شایع ترین سرطان ها است. : سابقه و هدف
 ای جدید ازه داروهبامر منجر به تلاش جهت دستیابی  که اغلب بیماران دچار عوارض جانبی شدید می شوند. اینبه حساب می آید 

انی بر سلولهای مار کبری ایر زهر از آمده بدست فراکشنهای سلولی سمیت اثرتعیین این پروژه هدف . منابع طبیعی شده است
 است.   A549 سرطان ریه رده

 سلولهای سرطان ریه با انجام آزمایش صل برسم مار به روش ژل فیلتراسیون تخلیص و اثر سمیت فرکشنهای حا ابتدا: روش کار

MTT گردید سپس اثر سمیت فرکشنها بر سلولها بررسی گردید. اثر  بررسی و فرکشن منتخب به روش تعویض یونی تخلیص
 Real Timeسمیت فرکشن منتخب بر سلولهای نرمال بررسی و همچنین آزمایش مربوط به تکثیر سلولی و در نهایت تست 

PCR  تیمار شده انجام شدسلولهای. 

از کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون بیشترین اثر سمیت سلولی را داشت و برای تخلیص بیشتر توسط کروماتوگرافی  6فرکشن : یافته ها
بیشترین اثر سمیت سلولی را داشت همچنین سمیت فراکشن منتخب بر سلولهای نرمال به  5تعویض یونی انتخاب شد که فراکشن 

 Real Timeدر نهایت تست . مطابقت داشتMTT و نتایج حاصل از تست تکثیر سلولی نیز با نتایج  توجهی کاهشمقدار قابل 

PCR  را در سلولهای تیمار شده نشان داد. 9افزایش قابل توجه بیان ژن کاسپاز 

سایتوتوکسیک در  رانی اثرحاصل از دو مرحله تخلیص زهر مار کبرای ای 5در پایان می توان نتیجه گرفت فراکشن  :نتیجه گیری
 دارد و گزینه مناسبی جهت مطالعات دارویی با منشا طبیعی می باشد.A549 رده سلولی سرطان ریه 

 آپوپتوز -سلولی سمیت -مار سم -ریه سرطانواژگان کلیدی: 

 
 

 مقدمه 

سرطان به گروهی از بیماریهایی گفته میشود که شامل رشد کنترل 

یعی سلول ها است. چنین سلول هایی نشده و گسترش غیرطب

دستخوش تغییراتی برای رسیدن به تکثیر نامتناهی می شوند 

وسپس به اندام های دیگر منتقل و موجب بدخیمی می شوند. عدم 

سلولی یا عدم جلوگیری از گسترش این سلولهای سرطانی  تنظیم

سرطان ریه عامل اصلی مرگ ( 1اغلب منجر به مرگ بیمار می شود)

مورد  1،600،000در حدود ( 2)بط با سرطان در جهان استمرت

سرطان ریه هر سال در سراسر جهان تشخیص داده می شود که 

(. این سرطان 3مورد مرگ را ایجاد می کند) 1،400،000سالانه 

 معمولا در مراحل پیشرفته تشخیص داده می شود و پیش بینی آن 
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 دراز مدت و بسیار سخت می باشد. مصرف سیگار عامل اصلی ابتلا

تشخیص داده  درصد از سرطان های ریه 90به سرطان ریه است که 

  .(4ل می شود)شده را شام

 SCLCزیرگروه های اصلی بافت سرطان ریه ) سلول های کوچک 

( دارای ویژگی های مختلف  NSCLCو سلول های غیر کوچک 

بالینی می باشند که نشان دهنده تفاوت در سرطانزا شدن 

 . (5هستند)

، اگر چه گزینه های درمانی مختلف از جمله جراحی، پرتودرمانی

 راپی، و درمان هدفمند پایه گذاری شدهشیمی درمانی، ایمونوت

 طور ( . اما نتایج آن در دوره هایی فاقد پیشرفت است و به6است)

به  (7کلی بقا در بسیاری از انواع سرطان هنوز رضایت بخش نیست)

طور معمول شایع ترین محدودیت در شیوه های درمانی موجود، 

 .(8،9عوارض جانبی شدید و توسعه مقاومت دارویی می باشد)

 رایببنابراین، نیاز به توسعه عوامل جدید با مکانیسم های جدید 

 ( ترکیبات جدا شده از منابع طبیعی7درمان سرطان وجود دارد)

مختلف، کاندیدهای نوید دهنده ای برای توسعه داروهای ضد 

سرطان جدید هستند، همانطور که قبلا هم نشان داده شده 

  .(10است)

 ادی در پیشگیری، تشخیص و درمان سرطانسالیانه روی منابع زی

گذاری شده است یکی از منابع طبیعی که در سال های سرمایه 

اخیر توجه پژوهشگران را به خود جلب کرده است عوامل ضد 

سرطانی به دست آمده از زهر جانداران به ویژه مارها می 

سم مار یک منبع غنی متشکل از بسیاری از .  (11،12باشد)

ن کسی، پپتید ها، ماکرومولکول ها و بسیاری از سیتوتوپروتئین ها

ها، نوروتوکسین ها، کاردیوتوکسین ها، میوتوکسین ها، 

دندرتوکسین ها، هموئوتوکسین ها، آنزیم های فیبرینولیتیک، 

 ( در14و همکاران) Calmette .(13 )و غیره است A2فسفولیپاز 

یت دارای فعال برای اولین بار گزارش دادند که سم مار 1933سال 

ضد سرطان است و پس از آن ترکیبات زیادی از سم مارهای 

 مختلف شناسایی شدند که خواص درمانی را نشان می دهند.

ام باقی مانده اسید آمینه( به ن 70-60پپتید ها) گروهی از پلی

 از سیتوتوکسین ها یا کاردیوتوکسین های موجود در خانواده ای

ی رویانواع مختلفی از فعالیت های دا مارهای الاپید)کبرا( دارای

هستند و گرایش به آسیب رساندن به سلول های وسیعی از جمله 

 سم مار با توجه به اینکه. (15،16سلول های سرطانی را دارند)

شامل ترکیبات وسیعی است که سبب آپوپتوز  و پیشگیری از 

متاستاز سلولی می شود، می توان به توسعه ی یک داروی جدید 

 .(17بود) امیدوار درآینده سم مار از سرطان ضد

این تحقیق برای تعیین اثر ضد سرطانی و سمیت فرکشن های  

ه رد بدست آمده از زهر مار کبری ایرانی بر سلول های سرطانی ریه

 انجام گردید. A549سلولی 

 روش کار

 مار کبرا از استان خراسان رضوی توسط مارگیر شکار شده و به

ر زه ر منتقل گردیده است. پس از طی مدت استانداردانستیتو پاستو

گیری شده و زهر WHOطبق توصیه  milkingاین مارها به روش 

 . (18سپس لیوفیلیزه گردید)

یتر آب لمیلی  1زهر را با  mg30زهر، ابتدا مقدار کردن برای آماده 

 دقیقه ورتکس کرده تا 1-2مقطر تزریقی حل کرده ، سپس آن را 

 5ود. سپس میکروتیوب حاوی زهر را به مدت خوب مخلوط ش

ول محلشد. برای حذف پارتیکل ها سانتریفوژ  13000دقیقه با دور 

شد تا از رسوب جدا است  رویی که حاوی سم خالص و پروتئین ها

 گردید. سم آماده تزریق 

جهت جداسازی فراکشن های زهر با کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون 

 Sephacryl S-200 HR-Hipepاز ستون سفاکریل 

 FPLC aktaدستگاه مورد استفاده  استفاده شد. 1.6/60

purifier10  شرکتGE  آمریکا و نرم افزار مورد استفاده جهت

با بافر ستون را است.  UNICORNبررسی و آنالیز کروماتوگرام، 

میلی  30میلی مولار به تعادل رسانده و مقدار  20استات آمونیوم 

ق روشی که قبلا گفته شد آماده و به ستون تزریق گرم از زهر را طب

نانومتر خوانده شد و  280می کنیم. جذب فرکشن ها در طول موج 

تعداد پیک ها مشخص گردید.فراکشن ها به صورت دستی با سرعت 

ساعت بر اساس وزن مولکولی  4یک میلی لیتر در دقیقه در عرض 

 به ترتیب از بزرگ به کوچک جداسازی می گردند. 

در مرحله بعد هدف غلیظ کردن فراکشن های جدا شده به منظور 

ز ا اهانجام مراحل بعدی آزمایش است. برای لیوفیلیزه کردن نمونه 

آلمان ( استفاده شد. جهت  christدستگاه فریز درایر )شرکت 

ای ه هلیوفیلیزه کردن نمونه ها باید منجمد باشد برای اینکار لول

ه داخل ظرف حاوی ازت قرار می دهیم کفالکون حاوی نمونه را در

ر با رایدبلافاصله یخ می زند. سپس لوله ها را در داخل دستگاه فریز 

 ساعت 24می گذاریم. بعد از اتمسفر  03/0 فشار و -c˚55دمای 

 100نمونه کاملا خشک می شود.سپس نمونه های خشک شده را با

شک شده )نمونه های خ میکرولیتر آب مقطر تزریقی حل می کنیم

ت سپس غلظت پروتئین فرکشن ها توسط کی حلالیت بالایی دارند(.

BCA  اندازه که براساس احیای مس توسط پیوندهای پپتیدی است

 گیری شد.

کره  Intronbio)کمپانی  BCAما در این آزمایش از کیت 

می باشد.  Bو  Aدارای دو محلول جنوبی( استفاده کردیم.این کیت 

میکرولیتر 4 را با  Aمیکرولیتر از محلول  200در یک میکروتیوب 

میکرولیتر  10، نمونهمخلوط و ورتکس شد سپس از  Bاز محلول 

در چاهک میکروپلیت ریخته  Bو  Aبرداشتیم و با مخلوط محلول 

 30درجه سانتیگراد به مدت  37سپس میکروپلیت را در انکوباتور 

 ظر، میکروپلیت بعد از گذشت مدت زمان مورد ن دقیقه قرار داده شد.
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قرار  Micro plate spectrophotometerرا در دستگاه 

ت . غلظشدنانومتر اندازه گیری  562موج  داده و جذب آن در طول

د دارنهایی با استفاده از فرمول خط به دست آمده از منحنی استان

 محاسبه شد.

ر ا بالکتروفورز در ژل پلی آکریل آمید، برای جداسازی پروتئین ه

ا یاساس وزن مولکولی انجام گردید.ژل الکتروفورز شامل دو بخش 

در هر چاهک . (19)است Stackingو   Resolvingدو قسمت 

ل از میکروگرم از نمونه را تزریق کرد. قب 20-30می توان تقریبا 

دقیقه در آب جوش روی  3-5اضافه کردن نمونه آن را به مدت 

شعله قرار داده می شود.) این کار برای بر هم زدن ساختمان 

پروتئین و خطی شدن آن ها صورت می گیرد( و بعد نمونه درون 

ولت و جریان  130می شود. اختلاف پتانسیل روی چاهک تزریق 

 س ازمیلی آمپر تنظیم و نمونه ها الکتروفورز می شوند. پ 30روی 

  G250آن ژل را از دستگاه جدا کرده و آن را درون رنگ کوماسی

گ به مدت یک روز قرار می دهیم تا باندهای ایجاد شده کامل رن

 قرار داده و Destainساعت در محلول  8-10بگیرند، سپس ژل را 

 بعد از رنگ بری باندها به وضوح قابل مشاهده اند.

ده سرطانی ریه ر هایسلولبه منظور بررسی اثر سمیت فراکشن ها، 

A549 ق تاکه از بانک سلولی انستیتو پاستور تهیه شده بود، در ا

ه کشت در شرایط استریل دفریز گردید. سپس زیر هود لامینار، ب

 و  RPMIهای کشت سلولی، محیط کشت  سلول ها در فلاسک
10%FBS  و به منظور جلوگیری از آلودگی میکروبی محیط کشت

)آنتی بیوتیک پنی سیلین و  Pen/Strep %1سلولی، 

استرپتومایسین ( اضافه شد و جهت رشد و تکثیر سلولی در 

 دشقرار داده  CO2  ،5%درجه سانتیگراد با میزان 37انکوباتور 

(20،21) 

یک روش رنگ سنجی است که بر اساس احیا شدن  MTTآزمایش 

با فرمول  های زرد رنگ تترازولیومو شکسته شدن کریستال

 yl)-2-thiazolmethyldi-4,5(-3MTT-2,5-شیمیائی 

tetrazolium bromidephenyldi (22 ) بوسیله آنزیم

های آبی رنگ نامحلول سوکسینات دهیدروژناز و تشکیل کریستال

سلول( را 15000د. ابتدا بایستی تعداد مناسبی سلول )شوانجام می

ها کشت داده و اجازه داد تا سلولها به کف پلیت در هر یک از چاهک

چسبیده و بحالت پایدار خود درآیند. سپس غلظت های مختلفی 

های تست اضافه شد و به های تخلیص شده ونوم به چاهکفراکشن

شد. پس از اتمام زمان  قرار داده در انکوباتور ساعت، 24مدت 

 200انکوباسیون محیط کشت رویی را دور ریخته، به هر چاهک 

میکرولیتر محیط کشت حاوی نیم میلی گرم در میلی 

ساعت در  4اضافه نموده و به مدت   MTTمحلول لیتر

های ریستالک.شد قرارداده گرادسانتی درجه 37در  CO2انکوباتور

 بایستی قبل از رنگ سنجی توسط فومازان در آب غیرمحلول بوده و 

به حالت محلول درآیند. در نهایت   DMSO ماده حلالی نظیر

نانومتر قرائت  570جذب نوری محلول بدست آمده در طول موج 

بدست آمده از جذب نوری با توجه به شد و درصد سمیت سلولی 

 به صورت ذیل محاسبه شد. MTTتست 

 

وماتوگرافی تعویض یونی سپس برای خلوص بیشتر فرکشن ها کر  

 FPLC aktaانجام می دهیم. دستگاه مورد استفاده )

purifier10)  ونرم افزار مورد استفاده جهت مشاهده کروماتوگرام

UNICORN .بعد از اتصال ستون  می باشدMono Q  به

 Tris-HCl 20 را با بافر  Mono Qابتدا ستونFPLC دستگاه 

به   m2 NaClبا محلول دقیقه سپس  30میلی مولار به مدت 

دقیقه می شوییم تا پروتئین های باقیمانده در ستون از آن  30مدت 

ستون متعادل  Tris-HClخارج شوند.در نهایت می گذاریم با بافر 

شود. بعد از متعادل سازی برنامه گرادیانت را به دستگاه می دهیم و 

 سپس فراکشن انتخاب شده را به ستون تزریق می کنیم. ابتدا

جمع   (Flow-Through)پروتئین های متصل نشده به ستون

آوری می شوند و بعد از آن فراکشن های آنیونی از ستون بیرون می 

آیند و جمع آوری می شوند. بعد از جمع آوری فراکشن های بدست 

در روند کروماتوگرافی، فراکشن  NaClآمده، به دلیل حضور نمک 

( شود. به همین Desaltingهای بدست آمده باید نمک زدایی )

 استفاده شد. Cut off :3kDaبا  منظور از لوله فالکن های دیالیز

غلظت فراکشن های حاصل از کروماتوگرافی تعویض یونی با کیت 

BCA .سمیت فراکشن های بدست آمده از  سپس سنجیده شد

کروماتوگرافی تعویض یونی بر سلول های سرطانی ریه با تست 

MTT حاصل از تعویض سمیت فراکشن  ار گرفت.مورد بررسی قر

 MTT)شاهد( نیز با تست  HEK293بر سلول های نرمال  یونی

بر  MTTدر این مرحله همانند روش تست  مورد بررسی قرار گرفت

روی رده سلول های سرطانی، عمل کرده وجذب نوری نمونه ها در 

نانومتر را  570مجاورت غلظت های مختلف فراکشن در طول موج 

ائت می کنیم. در این طرح ما تکثیر سلولهای سرطانی را تحت قر

تاثیر فرکشن های حاصل نیز مورد بررسی قرار دادیم به این ترتیب 

سلولها به کمک تریپسین از فلاسک جدا شد و بعد از شمارش،  که

تایی منتقل  96عدد سلول به هر چاهک میکروپلیت  15000تعداد 

 24ها  به آنها اضافه گردید. پس از شد و غلظتهای مختلف از فراکشن

ساعت سلولهای موجود در هر چاهک با تریپسین برداشته شد و زیر 

 لام نئوبار بررسی و شمارش شدند.

های دخیل در به منظور بررسی اثر فراکشن ها بر میزان بیان ژن

استفاده شد. این  Real Time PCRآپوپتوز سلولی از تست 

کت ویراژن انجام شد. فرکشن منتخب تست با استفاده از کیت شر

و سلولهای نرمال  A549در سلولهای سرطانی ریه  μg4در غلظت 

HEK293  تیمار شد وmRNA  آنها استخراج شد. در این تست 

https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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واقع در مورد بررسی قرار گرفت. این ژن  9بیان ژن کاسپاز 

 که توسط ژن است یکی از کاسپازهای آغازگر انسانی  1 کروموزوم

CASP9مرگ میتوکندریایی»با فرایند  9کاسپاز  شود.کُد می »

شده سلولی فعال یزی رمرتبط است و در جریان مرگ برنامه

های هیبریداسیون در این روش از کاوشگرها یا پروبشود. می

استفاده  3'یا  5'های فلورسانس در انتهایدار شده با رنگنشان

را بدون جداسازی  PCRشود، که امکان بررسی میزان محصول می

دهد. همچنین برای حذف های الکتروفورز انجام میآنها در روش

وارد شده در واکنش و خطاهای عملکرد  RNAمقادیر نوسانات 

شود. بدین ها و فرد از استانداردهای داخلی استفاده میدستگاه

-GAPDH (glyceraldehyde-3منظور از کنترل بیان ژن 

phosphate dehydrogenase) های استفاده شد که از ژن

تیمار  ها ثابت است که با مقایسه نمونهباشد. بیان این ژنمرجع می

شده با شاهد و کنترل داخلی می توان کاهش یا افزایش بیان را 

 مشاهده کرد.

انجام شد و  RNX-plusبا استفاده از محلول  RNAاستخراج 

 با استفاده از کیت شرکت ویراژن انجام cDNAسپس مراحل سنتز 

ن نشا 1در جدول توالی و مشخصات پرایمرهای مورد استفاده  شد.

 (. 23داده شده است)

 

 

 

 Real time PCRآغازگرهای مورد استفاده در آزمایش  -1جدول

Reverse Forward ژن هدف 

5´-GAGCACCGACATCACCAAATCC-3´ 5´-CCAGAGATTCGCAAACCAGAGG-3´ Caspase-9 

5´-TCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3´ 5´-GACCACAGTCCATGACATCACT-3´ GAPDH 

 

 یافته ها

میلی گرم زهر  30ژل فیلتراسیون  بر اساس نتایج بدست آمده از

 از ترتیب به مولکولی وزن اساس بر فراکشن 6خام مار کبرا تعداد 

 خارج شدند دقیقه از ستون 260به کوچک در مدت زمان   بزرگ

  (1)شکل 

در شرایط غیر احیا و ژل پلی آکریل  SDS-PAGEالکتروفورز 

د نظر تعیین وزن مولکولی فرکشن های مور درصد برای 12آمید 

 170_9وزنی  باندهای مشاهده شده در محدودهانجام شد 

  (2)شکل  بودند کیلودالتون

شش فرکشن حاصل از  MTT تست از آمده نتایج بدست

ن بیشتری F6کروماتوگرافی بر سلولهای سرطانی ریه نشان داد که 

در  شت. دا A549خاصیت سمی را بر سلولهای سرطانی ریه رده 

استفاده شد. یک   Mono Qکروماتوگرافی تعویض یونی از ستون

میلی گرم پروتئین از فرکشن سمی حاصل از مرحله قبل بر روی 

 6ستون مورد نظر برده شد بعد از انجام کروماتوگرافی تعداد 

د که در غالب یک فراکشن بو فراکشن بعلاوه پپتید های کاتیونی

 یونی قدرت اساس بر شده آوری جمع فراکشن. جمع آوری گردید

 ( 3)شکل  شدند خارج از ستون

 

کروماتوگرافی تعویض  های بدست آمده ازاثر سمیت سلولی فراکشن 

به وسیله  A549آنیونی بر رده ی سلول های سرطانی ریه رده 

با توجه به نتایج حاصله مورد بررسی قرار گرفت  MTTتست 

ای سرطانی بیشترین خاصیت سمی را بر سلوله 6،5،4فرکشن 

بیشترین اثر سمی را از خودش  5داشت که در این میان فرکشن 

 نشان داد.

اثرسمیت سلولی فراکشن سمی حاصل از تعویض یونی بر رده ی 

 در HEK293 و سلول های نرمال  A549سلول های سرطان ریه

 بر سلولی سمیت که نشان داد غلظتی و زمانی برابر شرایط

 ( 1)نمودار  کرد پیدا کاهش توجهی بلقا مقدار به نرمال سلولهای

کاملا  MTTنتایج حاصل از بررسی تکثیر سلولی با نتایج تست 

 2مطابقت داشت به این صورت که فرکشن منتخب در غلظت 

درصد اثر سمیت سلولی داشت به طوریکه از  70میکروگرم، حدود 

سلول زنده شمارش  4500سلول موجود در چاهک فقط  15000

در سلولهای سرطانی ریه  μg4منتخب در غلظت فرکشن شدند.

A549  و سلولهای نرمالHEK293  تیمار شد وmRNA   آنها

نشان از بیان بالای  Real time PCRنتیجه تست استخراج شد. 

 داشت. همچنین از ژن مرجع  دخیل در مسیر آپوپتوز 9کاسپاز ژن 

GAPDHکنترل داخلی استفاده شد. داده های  ژن به منظور

(2نرمالیزه گردید. )نمودار  Real Time PCRل از حاص
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 نومترنا 280 موج طول در 200S Sephacryl  ستون با FPLC دستگاه توسط ایرانی کبری مار زهر ونهنم از حاصل  کروماتوگرام -1 نمودار
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 بحث

رمانی و ان شامل جراحی، پرتودطدر حال حاضر درمان اصلی سر

ه شیمی درمانی است که در این میان شیمی درمانی به طور گسترد

ای در کلینیک به دلیل روند ساده و راحت آن انجام می 

با این حال هنوز محدودیت های قابل توجهی در  .(24،25شود)

ی درمان سرطان با استفاده از شیمی درمانی وجود دارد. داروها

دربدن توزیع می شوند. شیمی درمانی به طور غیراختصاصی 

، مورومستعد ابتلا به مقاومت چند دارویی، مهار غیر موثر رشد تو

ر این امر منج .(26،27متاستاز و عود مجدد در طی درمان هستند)

به تلاش جهت دستیابی به داروهای جدید ضد سرطان بدست آمده 

 فادهتحقیق درباره درمان سرطان با استاز منابع طبیعی شده است. 

 وادممنابع طبیعی قرن هاست که تحت آزمایش است و استفاده از  از

 .(28شیمیایی خالص برای درمان سرطان هنوز ادامه دارد)

ان کشور ایران دارای تنوع زیستی فراوانی از لحاظ وجود جانور 

ر ن دها و سایر جانداراها، عقربسمی بوده و انواع مختلفی از مار

ل وامال مطالعات کمی از نظر وجود عایران وجود دارند که تا به ح

ضدسرطانی در مورد آن ها انجام شده است سم حیوانات مختلف 

رای دا )مار، عقرب، عنکبوت و.....( و ترکیبات فعال موجود در آنها

 .(29خواص ذاتی ضد سرطان هستند)

 مخلوطی پیچیده از مواد دارویی فعال است که شامل سم مار

است.  نیغیرپروتئی یمها، توکسینها و اجزایپروتئینها، پپتید ها، آنز

-Lفسفولیپاز، نوکلئوتیداز،  شامل آن پروتئینی اجزای از برخی

س ز، دیتئاآمینواسید اکسیداز، هیالورونیداز، سرین پروتئاز، متالوپرو

 %90-95پروتئین ها و پپتیدها حدود  .(30اینتگرین و لکتین است)

  ند.وزن خشک ونوم را به خود اختصاص می ده

 6 ما ژل فیلتراسیون کروماتوگرافی در حاصله نتاج به توجه با

 الکتروفورز فراکشن های بدست آمده با کردیم استخراج فراکشن

ل ژاستفاده از ژل پلی آکریل آمید، نشان داد که کروماتوگرافی 

ن اکشفیلتراسیون با کیفیت مناسبی انجام شده. اثر سمیت سلولی فر

بررسی شد و درصد  MTTفاده از تست های بدست آمده با است

 سمیت فرکشن های مختلف بر سلولهای سرطانی ریه مشخص شد.

ن اکشبا توجه به اینکه هدف این مطالعه بررسی اثر سمیت سلولی فر

 هایی با درجه خلوص بالا تر بود، به همین منظور فراکشن سمی

 یبرای کروماتوگرافی تعویض یونی، انتخاب شد. در کروماتوگراف

ل تعویض یونی، تعداد شش فراکشن آنیونی با توجه به قدرت اتصا

 .یونی به ترتیب از ستون خارج شد

های دیالیز فراکشن های بدست آمده برای تغلیظ بیشتر بافالکون

 نمک زدایی شدند.  Cut off: 3 kDaبا

از آنجایی که در این تحقیق هدف دستیابی به فراکشنی با اثرسمی 

سلول های نرمال بود به همین منظور تست  به نسبت کمتری بر

MTT  را برای بررسی سمیت فراکشن منتخب بر سلول های نرمال

با همان شرایط مشابه سلول های سرطانی انجام دادیم و مشاهده 

شد که این فراکشن دارای اثر سمیت بسیار کمتری بر سلول های 

نرمال نسبت به سلولهای سرطانی است. همچنین تست تکثیر 

سلولی نیز برای بررسی اثر سمیت فراکشن منتخب بر سلول های 

کاملا  MTTسرطانی انجام شد که نتایج حاصل از آن با نتایج تست 

و در نهایت تست  .نشد مشاهده تکثیری همخوانی داشت وهیچگونه

Real Time PCR  سلولهای تیمار شده انجام شد که نتایج

در سلولهای تیمار شده با  9حاصل نشان از بیان بالای ژن کاسپاز 

 فرکشن منتخب داشت.

و همکارانش  Antohony J.Saviolaدر مطالعاتی که توسط 

دیس اینتگرین جداشده از  tzabcaninبر روی  2015در سال 

انجام شد نشان از اثر  Crotalus simus tzabcanسم مار 

ضد سرطانی و ضد چسبندگی این ترکیب بر سلول های سرطانی 

، با ارددستان می داد، که با نتایج بدست آمده ما همخوانی کولون و پ

ای ل هاین تفاوت که در این مطالعه تاثیر ترکیب مورد نظر روی سلو

 .(31نرمال بررسی نشده بود)

 Najaدر مطالعه ی دیگری که لین و همکارانش بر روی مار 

najaatra اند، نیز به بررسی اثر کاردیوتوکسین انجام دادهCTX 

ز ونوم مار کبری پرداختند که با وجود نقش موثر بر القای توقف ا 3

سلولهای سرطان لوسمی انسانی  G2/Mچرخه سلولی در مراحل 

K562 به علت نبود رده ی سلولی شاهد در این مطالعه باز هم ،

 .(32جامعیت لازم برای تصمیمات پژوهشی در آینده را ندارد )

به  2016رانش در سال در طی تحقیقاتی که وزن پاتن و همکا

 توموری و ضد چسبندگی وابسته به دوز از منظور بررسی اثر ضد

های ی سلولبر روی رده  Bothrops pauloensisسم مار

ی سلول های و همچنین رده  MDA-MB-231سرطان سینه 

ثر ااند بیان شده است که میزان غیر توموری )نرمال( انجام داده

ه لی نرمال بسیار کمتر از سمیت بر ردی سلوسمیت سلولی بر رده

ی سلول های سرطان سینه بوده است، همچنین در تحقیق وزن 

ده ی شپاتن و همکاران، اثر سم مار بدون انجام کروماتوگرافی بررس

، یرانیی ااست ولی در مطالعه انجام شده با استفاده از ونوم مار کبرا

لوص بیشتر و مراحل تخلیص و فراکشن گیری به منظور افزایش خ

 شناسی و دارویی در نتایج دقیق تر، در جهت مطالعات بهتر سم

 .(33آینده انجام شده است)

ین نتایج بدست آمده می توان امیدوار بود که پروتئ به با توجه

 خالص سازی شده در تحقیقات بعدی، در مدل حیوانی سرطان ریه،

 بعدی، مراحل طی از پس و اثر قابل توجهی از خود نشان دهد

 درمان جهت نرمال سلولهای بر عوارض حداقل با ارزشمند دارویی

 . شود کاربرده به ریه سرطان
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