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  چكيده
ور اهداف متفاوت، تركيبات سمي منظ تنان دريايي هستند كه به گروهي از نرم (Conus)هاي مخروطي  حلزون

ها و وجود تركيبات سمي  كنند. در مطالعات متعددي خواص دارويي كونوتوكسين ها) را توليد مي (كونوتوكسين
ترين و  هاي مختلف بررسي شده است. شناخت ساده هاي مختلف اندام مولد سم در گونه متفاوت در بخش

رسد. بدين منظور  ها ضروري به نظر مي م و استخراج كونوتوكسينترين روش براي جداسازي اندام توليد س مناسب
آوري و  ي لارك (خليج فارس) جمع هاي شمالي جزيره از سواحل بخش Conus terebra thomasiي  تعدادي گونه
ي آهني به آرامي شكسته شد. بعد از خارج سازي حيوان از صدف، خارج سازي ي گيره ها بوسيله صدف نمونه
 3ي پا انجام شد. دستگاه مولد سم با دقت به  ي پشتي عضله لد سم با ايجاد يك برش كوچك در منطقهدستگاه مو

حلال  3گيري با  بخش حباب سم، بخش ابتدايي مجرا و بخش انتهايي مجراي سم تقسيم و فريزدراي شدند. عصاره
ام و ميزان پروتئين كل با روش % و بافر فسفات نمكي) انج20متانول -مختلف (استون خالص، مخلوط استون خالص

ي استوني و استوني متانولي بسيار كم و  گيري شد. نتايج نشان داد كه ميزان پروتئين كل در دو عصاره برادفورد اندازه
 01/46و بخش انتهايي مجرا:  4/52، بخش ابتدايي مجرا: 79/38در حلال بافر فسفاتي قابل ملاحظه (حباب سم: 

هاي  ز عمودي كونوپپتيدهاي مختلفي در بخشرك) است. با استفاده از روش الكتروفوگرم/گرم بافت خش ميلي
شود  هاي بررسي شده، بافر فسفات نمكي مناسب معرفي مي مختلف دستگاه مولد سم مشاهده شد. همچنين بين حلال

اسب براي بررسي خواص كه علاوه بر بالا بودن كونوپپتيدهاي استخراجي، احتمال آسيب ديدگي آنها از بين رفته و من
 زيست فعالي آنها خواهد بود.

  .خليج فارس، تشريح كونوس، كونوتوكسين، دستگاه مولد سم، كلمات كليدي:
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  مقدمه. 1

) با Conusهاي مخروطي (جنس  تنان سمي، حلزون در بين نرم
سمي  جانوران) بزرگترين جنس Olivera, 2006گونه ( 700تقريبا 

بر اساس  ) كهBernaldez et al., 2011هستند (از نظر تعداد گونه 
هاي  شوند: حلزون تقسيم مي  دسته 3نوع رژيم غذايي به 

هاي  ). حلزونOlivera, 1997خوار ( خوار و كرم تن خوار، نرم ماهي
منظور اهداف  ها) به مخروطي از تركيبات سمي (كونوتوكسين

 Braga etكنند ( مختلفي همچون تغذيه، دفاع و رقابت استفاده مي

al, 2005 طبق مطالعات انجام شده، خواص دارويي فراواني .(
دليل اثرگذاري  ها گزارش شده است و به براي كونوتوكسين

و  +Ca2) و +K+ ،Na( اي يونيه ها بر كانال كونوتوكسين
1هاي غشايي  گيرنده

(nAChR) در سامانه انتقال پيام عصبي )Liu 

et al., 2009هاي  )، اين سموم داراي خواص درماني در بيماري
  ).Jha et al., 2004حركتي هستند ( -عصبي

اي از دستگاه گوارش  ها زائده دستگاه مولد سم در كونوس
و مكانيسم تحويل سم است. است كه شامل سم توليد شده 

(شامل  2اي به نام مجراي سم خورده ي پيچ ها در لوله كونوتوكسين
بخش ابتدايي و انتهايي) توليد و به ساختار حباب مانندي منتهي 

هاي ديگر  گردد. بخشاطلاق مي 3د كه به آن حباب سمنشو مي
ها  ي رادولايي و دندان ، حلق، كيسه4دستگاه مولد سم خرطوم

). در حين شكار، خرطوم كه به 1) (شكل Olivera, 2002(است 
شكار را  و شود دندان نيزه مانند مسلح است ناگهان خارج مي

باره از طريق دندان توخالي كيتيني اسير كرده و سم خود را يك
  ).Wang et al., 2004كند ( به طعمه تزريق مي

دها در تحقيقات عصب يبا توجه به اهميت بالاي كونوپپت
اي بر روي ساختار  كنون مطالعات گسترده ناسي و پزشكي، تاش
)Olivera and Cruz, 2001بندي اين تركيبات و همچنين  )، طبقه

گرفته است نهاي هدف صورت  ها بر سلول ي عملكرد آن نحوه
)Olivera et al., 1999 McItosh et al., 1999; و مراحل ابتدايي (

روش مناسب تشريح اين تحقيقات مربوط به شناسايي يك 
 ,.Cruz et alست (ا ها دستگاه مولد سم و استخراج كونوتوكسين

1976 .(  
  

——— 
1 Nicotinic acetylcholine receptor 
2 Venom duct 
3 Venom bulb 
4 Proboscis 

  

  
 (Conus)هاي مخروطي  : تصوير نمايشي از دستگاه مولد سم در حلزون1شكل 

)Marshall et al., 2002(  

سازي تركيبات  روش اصلي براي تشريح و آماده 2تا كنون 
شده كه در روش اول  پپتيدي از دستگاه مولد سم معرفي

ي پپتيدي از تاثير حلال مناسب بر دستگاه مولد سم يا  عصاره
كه  )، در حاليCruz et al., 2006شود ( پودر خشك آن تهيه مي

آوري سم  در روش دوم پس از تحريك حلزون و جمع  عصاره
گردد  تزريق شده و سپس تركيب سم با حلال مناسب آماده مي

)Biass et al., 2009.(  
منظور  هاي استخراجي متفاوتي به ها و روش همچنين حلال

استخراج كونوپپتيدها معرفي شده است كه انتخاب هر روش به 
-Cruz et al., 1976, 2006; Lunaهدف استخراج بستگي دارد (

Ramírez et al., 2007; Garrett et al., 2005 در تحقيقات انجام .(
متر) سانتي 6زرگتر (بالاي هاي ب ها و نمونه شده معمولا از گونه

هاي متعددي از  رغم وجود گونه استفاده شده است. علي
)، مطالعاتي روي 1391زاده،  فارس (وزيري ها در خليج كونوس

ها انجام نشده است. البته از يك سو، شرايط ويژه و  كونوتوكسين
ها و  فرد اين محيط آبي كه امكان حضور پروتئين منحصر به

تواند سبب شود، انجام  ها را مي در اين گونه پپتيدهاي مختلف
سازد. در حالي كه از  مطالعه روي اين جانوران را ضروري مي

هاي موجود در خليج فارس كه  سوي ديگر، كوچك بودن گونه
شناختي خاص اين محيط همچون  دليل آن شرايط بوم احتمالاً

هاي مختلف و مناسب را  شوري و دماي بالا است، اتخاذ روش
  سازد. راي مطالعه ضروري ميب

  ها مواد و روش. 2

هاي  برداري و برداشت نمونه منظور تعيين بهترين زمان نمونه به
، 1390هاي بهمن  نوبت در ماه 3برداري در  كافي، نمونه
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و در بخش جزر و مدي سواحل شمالي  1391تير  و ارديبهشت
دن الف). با توجه به سمي بو 2 ي لارك انجام شد (شكل جزيره
ي  وسيله هاي مخروطي و احتمال نيش زدن، هر نمونه به حلزون

سرعت به ظروف نگهداري منتقل  آوري و به پنس از ساحل جمع
آوري، با جلبك مرطوب به آزمايشگاه  ها پس از جمع شد. نمونه

نگهداري  - C80°منتقل شده و تا زمان انجام آزمايشات در دماي 
ز فريزر خارج و صدف سخت ها ا منظور تشريح، نمونه شدند. به
ب) و قطعات  2 ي گيره شكسته شده (شكل وسيله ها به حلزون

صدف به آرامي و با يك پنس استريل از بدن حلزون جدا 
  گرديدند. 

  

  
 )ي لارك، ب برداري در بخش شمالي جزيره محل نمونه )الف: 2شكل 

  ها با استفاده از گيره شكستن صدف

و با  هدكرپهن  ،سيني تشريح بر رويرا ها  پس بدن حلزونس
ي عقبي  متري در ناحيه ميلي 3اسكالپل استريل يك برش عمودي 

)Posteriorي پا ايجاد شد. دستگاه مولد سم شيري رنگ  ) عضله
ي پا و دستگاه گوارش قرار گرفته و از يك سمت به  بين عضله

مري حيوان متصل شده است. سپس دستگاه مولد سم، به آرامي 
ندار خارج گشت و اتصال مجرا با دستگاه گوارش قطع از بدن جا

ها بر روي حمام يخ و  سازي بافت شد. تمام مراحل تشريح و آماده
  ).3صورت گرفت (شكل  C4°در دماي 

  

  
هاي مختلف بدن حلزون مخروطي پس از شكستن صدف و  بخش :3شكل 

احشاء،  )Cي پا،  عضله )Bمحتويات روده،  )Aبيرون كشيدن دستگاه مولد سم. 
D(  ،بخش انتهايي مجراي سمE(  بخش ابتدايي مجراي سم وF( حباب سم  

بخش حباب سم، بخش  3دستگاه مولد سم به آرامي به 
ابتدايي مجرا (از محل اتصال مجرا به حباب سم تا وسط مجرا) و 
بخش انتهايي مجراي سم (از وسط مجرا تا محل اتصال به دستگاه 

صورت  تايي و به 10هاي  در گروهگوارش) تقسيم و هر نمونه 
) خشك FDU7012-OPERONجداگانه در دستگاه فريز دراير (

  ).4شد (شكل 

  
) C. terebra thomasi Aي  دستگاه مولد سم حلزون مخروطي گونه :4شكل 

  بخش انتهايي مجراي سم. )Cبخش ابتدايي مجراي سم،  )Bحباب سم، 

ي كاملا آسياب هاي فريزدراي شده با هموژنايزر دست نمونه
، 029/0گشته و پودر خشك حاصل توزين گشت (حباب سم 

 3گرم).  007/0و بخش انتهايي مجرا  005/0بخش ابتدايي مجرا 
 نوع عصاره از اين پودر خشك تهيه گرديد: ابتدا به هر نمونه

5/1ml  ) استون خالصSharlu اضافه و اين مخلوط به آرامي (
مدت يك شب در يخچال، هموژنه شد و پس از نگهداري به

 rpm10000) شد (Hettich- Universal320Rوژ (يعصاره سانتريف
دقيقه)، سپس محلول بالايي جدا و به فريزر منتقل شد.  5به مدت 

اين مرحله بار ديگر با استون خالص تكرار شد و پس از 
دقيقه) محلول بالايي جدا و  5به مدت  rpm 15000سانتريفوژ (
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% 20متانول  ml 3ي آخر با  افه شد. مرحلهبه محلول قبلي اض
)Sharlu ،ي استوني  عصاره 2) تكرار شد. بعد از انجام اين مرحله

ي استوني به دو بخش  دست آمد. سپس عصاره و متانولي به
ي ديگر با   مساوي تقسيم گشته، نيمي از آن به فريزر منتقل و نيمه

رآيند دو ي متانولي مخلوط شد و بنابراين در اين ف عصاره
متانولي تهيه شد. سومين  –ي استوني خالص و استوني  عصاره

) pH=7محلول بافر فسفات نمكي ( ml 1 عصاره از هموژنه كردن
- به rpm 15000ي حاصل ( ژ عصارهيوبا پودر خشك و سانتريف

دقيقه) و جداسازي محلول بالايي پس از گذشت يك  5مدت 
). تمام مراحل Kobayashi et al., 1983شب حاصل گرديد (

ها تا زمان استفاده در  انجام شد و عصاره C4°آزمايش در دماي 
  نگهداري شدند. -C20°دماي 

ميزان پروتئين كل هر عصاره با روش سنجش پروتئين كل 
) ;Bradford, 1976 Kobayashi et al., 1983برادفورد (

بومين گيري و ترسيم نمودار استاندارد با استفاده از محلول آل اندازه
، 25/31، 62/15غلظت مختلف ( 6) در Merckسرم گاوي (

از هر عصاره  µl 20) انجام شد. µg/ml 500و  250، 125، 5/62
 nm 595 ها در مخلوط و جذب نوري نمونه µl1000  با

 Microsoft excelافزار  گيري شد. نمودار استاندارد نيز با نرم اندازه

  رسم گرديد. 2007
زن مولكولي پپتيدهاي استخراجي با جداسازي و تعيين و

 ,Laemmliصورت گرفت ( SDS-PAGEروش الكتروفورز 

1970; Moller et al., 2013(  تانك الكتروفورز عمودي)
آميد منتقل شدند و  اكريل % پلي12ها به ژل  عصاره .اختريان)

براي تعيين وزن مولكولي پپتيدها از استاندارد پروتئيني 
، سيناژن) استفاده گرديد. قبل kDa 170 -10آميزي شده ( رنگ

دقيقه در بن  10ها با بافر نمونه به مدت  از تزريق ابتدا نمونه
ها در  ) جوشانده شدند. ژلC100 )Mb301 -Memmert°ماري 
) G-250 )Merckي آخر با رنگ كوماسي بلو  مرحله
  آميزي گرديدند. رنگ

  . نتايج3

كه  شدي مشخص بردار نوبت نمونه 3مشاهدات انجام شده در 
ها در نواحي جزر و  يابي به نمونه ترين زمان براي دست مناسب

اي بخش  مدي، ارديبهشت ماه و بهترين سواحل، سواحل ماسه
ي  ها در اين نواحي تا نيمه ي لارك بود. نمونه شمال شرقي جزيره

بدن در ماسه فرو رفته و به راحتي قابل مشاهده بودند (سايز 
متر بود). لازم به ذكر  سانتي 5-5/5ي  دودهها در مح صدف نمونه

ي مربوط به تعداد  است كه مشاهدات و اطلاعات داده شده
برداري كاملا بصري بوده و اطلاعات  نوبت نمونه 3ها در  نمونه

منظور  آماري دقيقي در دست نيست. اين اطلاعات صرفا به
هاي  ي كونوتوكسين ي مطالعه راهنمايي پژوهشگران فعال در زمينه

  خليج فارس ارائه شده است.
هاي  هاي مختلف عصاره پس از اضافه كردن معرف به رقت

متانولي هيچ تغيير رنگي مشاهده  نشد و  - استوني و استوني
بنابراين نتايج ميزان پروتئين كل در اين دو عصاره غيرقابل قبول 

دست آمده با حلال بافر فسفات  ي به بود، اما در مورد عصاره
يير رنگ مشاهده شد. پس از رسم نمودار استاندارد، نمكي تغ

هاي مختلف دستگاه مولد سم محاسبه  غلظت پروتئين كل بخش
و بخش  4/52، بخش ابتدايي مجرا: 79/38شد (حباب سم: 

  گرم/گرم بافت خشك). ميلي 01/46انتهايي مجرا: 
هاي استوني  ها عصاره هايي كه به آن ژلدر آميزي  پس از رنگ

متانولي تزريق شده بود هيچ باندي مشاهده نشد، اما  – و استوني
هاي بافر فسفات نمكي مشاهده شد.  باندهاي مشخصي در عصاره

باند با  7باند مشخص،  16ي حباب سم در مجموع  عصاره
 17و  25، 35، 75، 100، 135، 180هاي مولكولي تقريبي  وزن

ان دادند. مناطق بين باندهاي شاهد نش باند در 9كيلودالتون و 
، 135باند با وزن تقريبي  5باند مشخص،  9بخش ابتدايي مجرا 

باند در مناطق بين باندهاي  4كيلودالتون و  25و  63، 75، 100
باند مشخص،  9ي بخش انتهايي نيز  شاهد نشان داد و در عصاره

كيلودالتون  11و  17، 48، 63، 100باند با وزن مولكولي تقريبي  5
). 5طق بين باندهاي شاهد مشخص شد (شكل باند در منا 4و 

ي مشاهده شده مربوط به باند پپتيدي با وزن  بيشترين دانسيته
كيلودالتون در بخش انتهايي مجراي سم مشاهده  25تقريبي 
  گرديد.

  گيريو نتيجه بحث. 4

با توجه به اينكه تاكنون گزارشي در مورد تركيبات پپتيدي 
منتشر نشده  Conus terebra thomasiي  استخراج شده از گونه

است، نتايج اين تحقيق با نتايج تحقيقات مشابهي كه بر روي 
هاي مخروطي صورت گرفته مقايسه  هاي ديگر حلزون گونه
  گردد. مي
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ي بافر فسفات  آميزي شده از عصاره % رنگ12آميد  اكريل ژل پلي :5شكل 

نوار استاندارد و وزن  )C. terebra thomasi ،A  نمكي دستگاه مولد سم در گونه
باند مشخص،  16حباب سم با  )Bتقريبي باندهاي شاهد بر حسب كيلودالتون، 

 17و  25، 35، 75، 100، 135، 180هاي مولكولي تقريبي  باند با وزن 7
بخش ابتدايي مجراي سم  )Cمناطق بين باندهاي شاهد،  باند در 9كيلودالتون و 

باند با وزن تقريبي  5ط مجراي سم) با (از محل اتصال به حباب سم تا وس
 )Dباند در مناطق بين باندهاي شاهد،  4كيلودالتون و  25و  63، 75، 100، 135

باند  9بخش انتهايي مجراي سم (از وسط مجرا تا محل اتصال به حلق) با 
كيلودالتون و  11و  17، 48، 63، 100باند با وزن مولكولي تقريبي  5مشخص، 

  ق بين باندهاي شاهدباند در مناط 4

ي بيرون  ي مهم نحوه قبل از استخراج كونوپپتيدها، مسئله
كشيدن حلزون از صدف و خارج كردن دستگاه مولد سم بود. 
بهترين روش براي بيرون كشيدن حلزون با كمترين آسيب وارده، 
استفاده از گيره است كه در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت. 

پتيدي از دستگاه مولد سم روشي معمول در استخراج تركيبات پ
)، Cruz et al., 1978; Olivera and Cruz, 2001تحقيقات است (

هاي  به ويژه در مطالعاتي كه به تفاوت كونوپپتيدها در بخش
ها در طول  ابتدايي و انتهايي مجراي سم  و بررسي فرآيند بلوغ آن

استخراج پردازند. علاوه بر اين روش ديگري براي  مجرا مي
كونوپپتيدها وجود دارد و آن تحريك حلزون براي شكار و 

)، كه Hopkins et al., 1995آوري سم تزريق شده است ( جمع

هاي دخيل در فرآيند  معمولا در مطالعات مربوط به شناخت آنزيم
ي سم  ها در هنگام تحريك جانور، به مقايسه بلوغ كونوتوكسين

دست آمده از دستگاه  ي به استخراج شده در اين روش و عصاره
). بنابراين در Biass et al., 2009شود ( مولد سم پرداخته مي

صورتي كه هدف از مطالعه بررسي بلوغ كونوپپتيدها در طول 
مجراي توليد سم باشد، روش استخراج از دستگاه مولد سم روش 

هايي با  مناسبي است. البته در صورتي كه امكان دسترسي به نمونه
زرگتر و تعداد بيشتر باشد، تقسيم مجرا به قطعات بيشتر در سايز ب
  تري را نشان خواهد داد. ا، نتايج دقيقههمقايس

هاي مخروطي  با توجه به مطالعات انجام شده بر روي حلزون
ها متشكل از  مشخص شده كه سم توليد شده در اين حلزون

 ,Aneiros and Garateixتركيبات پروتئيني و پپتيدي هستند (

2004; Olivera, 2006; Olivera et al., 1985 بنابراين در اين ،(
هاي مربوط به استخراج تركيبات پپتيدي استفاده  تحقيق از روش

ي  گيري شده كه مقادير پروتئين اندازه  گرديد. با توجه به اين
هاي استوني و متانولي در روش برادفورد بسيار كم و  عصاره

هاي استون و  گيري با حلال ين عصارهنزديك به صفر بود، بنابرا
متانول روش مناسبي براي استخراج تركيبات پپتيدي از دستگاه 

دليل ميزان  اي به مولد سم تشخيص داده نشد. احتمالا چنين نتيجه
ها تا حدي است كه  بسيار پائين پروتئين استخراجي از بافت

ج پذير نيست. نتاي گيري آن با روش برادفورد امكان اندازه
ي ميزان بسيار كم  دهنده نيز نشان SDS-PAGEالكتروفورز 

متانولي بوده و ميزان  –هاي استوني و استوني  پروتئين در عصاره
ي بافر فسفات نمكي را تاييد  بالاي تركيبات پپتيدي در عصاره

طور خلاصه نتايج حاصل از سنجش پروتئين هكردند. بنابراين ب
ي حلال مناسبي براي كل نشان داد كه بافر فسفات نمك

جداسازي پروتئين كل از اندام سم است و در واقع بيشترين 
ميزان پروتئين استخراج شده از دستگاه مولد سم در اين روش 

 Kobayashiمشاهده شد. انتخاب اين روش بر اساس تحقيقات 
از  Tessulatoxinدر مورد استخراج سم ) 1983( و همكاران

ها در تحقيقات خود اعلام كردند  نبود. آ C. tessulatus گونه
صورت هاستفاده از اين بافر باعث استخراج تركيبات پپتيدي ب

هاي  فعال خواهد شد، البته با توجه به مطالعات انجام گرفته، روش
مختلفي براي استخراج كونوپپتيدها وجود دارد كه انتخاب هر 
روش به هدف استخراج، امكانات آزمايشگاهي و كسب نتايج 

 Cruz et al., 1976, 2006; Garrett etابل قبول بستگي دارد (ق

al., 2005; Luna-Ramirez et al., 2007 باندهاي پپتيدي متعدد .(
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ي وجود  دست آمده از روش الكتروفورز نيز نشان دهنده به
هاي مختلف دستگاه مولد  هاي بخش تركيبات پپتيدي در عصاره

 و همكاران Bulaj توسط سم بوده كه اين نتايج با تحقيقي كه
انجام شد و نشان داد كه باندهاي  C. textileگونه  وير )2003(

ي شوند يا دانسيته بخش ابتدايي يا در بخش انتهايي مشاهده نمي
همچنين مشابه با باند پپتيدي  .يابد، مطابقت دارد ها كاهش ميآن

) مشاهده شده در بخش انتهايي مجرا، در تحقيق 25kDa~اصلي (
نيز يك باند پپتيدي  )2003( و همكاران Bulaj طوستنجام شده ا

كيلودالتون، بيشترين دانسيته را نشان  55با وزن مولكولي تقريبي 
طور كلي نتايج اين تحقيق نشان داد كه بهترين روش در  به داد.

هاي اطراف آن  تشريح نمونه جدا كردن دستگاه مولد سم از بافت
بخش حباب سم، بخش  3ل به و تقسيم كردن دستگاه حداق

هاي  ابتدايي و بخش انتهايي مجرا است و همچنين از ميان روش
گيري استفاده از بافر فسفات نمكي  مختلف بهترين روش عصاره

  است. 
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