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 چکیده 

سمیتی و دارویی که دارند مورد توجه محققین قرار دارند.    هایویژگیموجود در زهر عقرب به دلیل    پپتیدهای  زمینه و هدف: 

بر کانال سدیمی    مؤثرفیلوژنتیک و کلونینگ ژن کد کننده نوروتوکسین    هایویژگیاین مطالعه با هدف بررسی مولکولی، تعیین توالی،  

 انجام پذیرفت.   Mesobuthus eupeusعقرب در سم 

   .گشت شبانه از استان خوزستان، حومه شهرستان اهواز صید گردیدند  اتیعملطی    مطالعههای مورد  عقرب  ها: مواد و روش

، قطعه اولیه با استفاده از پرایمرهای دژنره تکثیر شد و توالی  cDNAاز بافت تلسون عقرب انجام شد. پس از سنتز    RNAاستخراج  

انجام پذیرفت. در    مجدداًآن تعیین گردید. پرایمرهای اختصاصی بر اساس توالی به دست آمده طراحی شدند و تکثیر ژن مذکور  

وکتور   از  استفاده  با  تکثیر شده  ژن  باکتری    pTG19-Tادامه،  غربالگری    Escherichia coli DH5-αدر  از  پس  کلون شد. 

 پلاسمیدی استخراج شد و جهت توالی یابی ژن مذکور اقدام شد.   DNAترانسفورم شده،  ی هایکلن

بر کانال سدیمی    مؤثرحفاظت شده مشابه نوروتوکسین    یهایتوالمطالعات بیوانفورماتیک نشان داد که پپتید مذکور دارای    نتایج:

 تید است.  کننده ماهیت این پپ  دیتائاست که  M. eupeus در عقرب

 E. coli  و فیلوژنتیک، در این مطالعه ژن مذکور به خوبی در باکتری  یمولکول  هایویژگیعلاوه بر تعیین توالی و    نتیجه گیری: 

DH5-α  برای مطالعات داروشناسی و پزشکی آتی بر روی این توکسین مورد استفاده قرار گیرد.  تواند میکلون شد که 
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 مقدمه 

ترکیبات زیست فعال طبیعی به منظور مطالعه و اکتشاف  

. در این  اندکرده داروهای جدید توجه بسیاری را به خود جلب  

  توانند میبین، سموم طبیعی به دلیل اختصاصیت بالایی که  

در  ایویژهاز جایگاه  ،هدف خود داشته باشند هایسلول برای 

مولکولی،    های ویژگیمطالعات داروشناسی برخوردارند. تعیین  

شیمیایی و داروشناسی سموم به منظور به کارگیری آنان در 

است.   برخوردار  بسیاری  اهمیت  از  پزشکی  سموم  اهداف 

سم همچون  دلیل    بیولوژیک  به  دیرباز  از    های ویژگیعقرب 

سمیت اختصاصی که بر اجزای سلولی به ویژه اجزای غشای  

و   دارند  هایکانالسیتوپلاسمی  ترکیبات   ،یونی  عنوان  به 

زیست فعال مورد استفاده در پزشکی و داروسازی مورد توجه 

 .  ( 1) اندگرفته قرار 

و    هاعقرب عنکبوتیان  رده  به  متعلق  بندپایان  از  گروهی 

در همه نقاط   باًیتقرپیونیدا هستند. این موجودات  رراسته اسکو 

و از توانایی بالایی جهت   شوندیم جز قطب یافت  کره زمین ب

  باًیتقردر شرایط مختلف آب و هوایی برخوردارند.    ءتطابق و بقا

  زیر   روز   طول  در  و  هستند  زیشب  هاعقرب  یهاگونه همه  

ها    عقرب  سم   .شوند می  و ... پنهان  درختان،  پوست  ها،سنگ 

آنان است برای  ابزار دفاعی    برابر  در  خود  از  دفاع  با  که  یک 

  . (2)  کندمی  تضمین  را  هاآن  بقای  رقبا،  و  شکارچیان  ،ها طعمه 

در از    جهان  سطح  تاکنون   مختلف   عقرب  گونه  2200بیش 

جای    خانواده  20  و در  جنس  208  در که  شناسایی شده است

   .(3) اندگرفته

  گسترده  طور  به  سمیتی زهر   هایویژگی  دلیل  به   ها   عقرب

زهر عقرب حاوی ترکیبات متنوع   . اندگرفته  قرار  مطالعه  مورد

دارای   و  ناهمگون  بیولوژیک    هایویژگیو  و  مولکولی 

هزار   100که بیش از    شودمیاست. تخمین زده    فردمنحصربه 

  زهر    دنیا وجود داشته باشد.   هایعقربماده مختلف در زهر  

  مخاط،   آب،   مانند  ترکیبات  از  ایگسترده  طیف  دارای  عقرب

  آزاد،  آمینه  اسیدهای   ، ها آنزیم  کم،  مولکولی   وزن  با   پپتیدهای 

  ساکاریدها، موکوپلی  نوکلئوتیدها،  بیوژنیک،  هایآمین

  ماده   چندین  و  سروتونین،  هیستامین،   ها،موکوپروتئین 

   .(4) است ناشناخته دیگر

  یونی  هایکانال  بر  هاآن   فارماکولوژیک  هایویژگی  دلیل  به

عصبی، ترکیبات موجود در    سموم  عنوان  به  بالینی  استفاده   و

از  .  رند یگیمزهر عقرب ها به طور گسترده مورد مطالعه قرار  

موجود در زهر عقرب از جایگاه    پپتیدهای بین این ترکیبات،  

اگرچه   برخوردارند. این سموم یشناسسمدر مطالعات  ایویژه

  ، اندشده  شناخته  هاسمیارگان  بر  مضرشان  اثرات  دلیل  به  بیشتر

دلیل    اما خواصهایویژگیبه  همچون    ضد   میکروبی،  ضد  ی 

 داروها  توسعه  برای  ایمنی،  سیستم   کننده  سرکوب  و  سرطانی

با وزن مولکولی پایین حدود    پپتیدهای   .( 1)  هستند  مهمنیز  

. این ترکیبات  شوند یمزهر عقرب را شامل    پپتیدهاییک سوم  

یونی دارند سبب    هایکانالبه دلیل برهمکنشی که با    عمدتاً

  . شوندیم  یاچهیماهعصبی و    هایسلولاختلال در عملکرد  

اساس    دها یپپتاین   دسته    شانیاثرگذارمکانیسم  بر  دو  به 

بر کانال سدیمی و نوروتوکسین  مؤثرنوروتوکسین های اصلی 

  های کانال.  شوندمی  یبنددستهبر کانال پتاسیمی    مؤثرهای  

دار  سدیم   که   هستند  سدیم  هاییون ورود    مسئول  ولتاژ 

  ریز درون غدد  و  عصبی  عضلانی،  هایسلول در عمل  پتانسیل

  تواندمینوروتوکسیک    پپتیدهایعملکرد    .دهدمی  افزایش  را

فعالیت وابسته به ولتاژ کانال سدیم اثر گذاشته و سبب مهار  بر  

 .  (6، 5) یا القای بیش از حد آنان گردد

شامل   ایران  در  ها    Buthidae  (51خانواده:    3عقرب 

  Hemiscorpiidae  (5گونهscorpionidae  (3    ،)گونه(،  

اپئوس  باشندمیگونه(   مزوبوتوس  عقرب   .(M. eupeus )

که بومی ایران به    ، خانواده بوتیده است  های عقربمتعلق به  

ایران   در  مزوبوتوس  است. جنس  خوزستان  منطقه  خصوص 

 .Mesubuthus eupeus  (Mشامل  گونه    5شامل  

eupeus  ،  )M. gibbosus  ،M.vachon  ،M. 

martensii  ،M. tamulus  گونه  .  استM. eupeus   دارای
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است  ایگستردهپراکندگی   ایران  غربی  مناطق  . (7)  در 

روی    ی شناسسممطالعات   بر  در    پپتیدهای معدودی  موجود 

است شده  انجام  عقرب  این    هایویژگیاما    ،(9،  8)  زهر 

این   بر  است.  گرفته  قرار  مطالعه  مورد  کمتر  آنان  مولکولی 

مطالعه حاضر با هدف شناسایی مولکولی، تکثیر ژن و  اساس،  

یابی  کلونینگ،   تعیین  توالی  فیلوژنتیک   هایویژگیو 

عقرب این  سم  بر کانال سدیمی موجود در    مؤثر  نوروتوکسین

جنوب   مطالعه  مناطق  این  نتایج  پذیرفت.  انجام  ایران  غربی 

افزایش   بر  و   ها دانسته علاوه  مولکولی  ساختار  مورد  در 

به    هایویژگی دستیابی  امکان  سم،  این  فیلوژنتیک 

سم    یهاستم یس و  داروشناسی  مطالعات  منظور  به  بیانی 

    .نمایدمیشناسی آتی را فراهم 

 هاروشمواد و  

 صید و شناسایی عقرب 

طی عملیات گشت شبانه از استان   مطالعههای مورد  عقرب

گردیدند صید  اهواز  شهرستان  حومه  ها    . خوزستان،  عقرب 

پلاستیکی حاوی پنبه مرطوب به آزمایشگاه    یهاجعبهدرون  

موسسه  سمی  جانوران  بخش  کارشناسان  توسط  و  انتقال 

سرم واکسن  رازی    تحقیقات  اساس  سازی  بر    های ویژگیو 

 شناسایی شدند.  رفولوژیکوم

 RNAاستخراج  

از بافت تلسون عقرب از کیت    RNAبه منظور استخراج  

 EZ-10 Spin Column Animal Totalتجاری  

RNA Mini-Preps Kit شرکت Bio Basic Canada 

سازنده   دستورالعمل  اساس  بر  طور شد.  استفاده  کیت  و  به 

نیتروژن مایع    mg  50خلاصه،   را در  بافت تلسون عقرب  از 

  کرویم  350در  ریخته و    بکاملاً پودر کرده و درون میکروتیو

یمی از بافت لیز شده به محلول  ن. دلیز ش ،بافر لیز کننده تریل

یوب منتقل شده و سپس از ستون در یک میکروت  %96اتانل  

کننده  جدا نهایت    RNAسازی  در  شد.  داده    RNAعبور 

در   آوری  RNase free waterاستخراج شده  در    جمع  و 

جهت بررسی نگهداری شد.    گرادسانتیدرجه    70دمای منفی  

-Eاستخراجی از دستگاه نانودراپ    RNAکمیت و کیفیت  

POCK انگلستان استفاده شد . 

پرایمر ساخت    طراحی   ه یاول  ریتکثو    cDNAدژنره، 

 قطعات 

وجود   عدم  به  توجه  نوروتوکسین   هایدادهبا  ژنی  توالی 

در   اساس    هایگونهمذکور  بر  پرایمر  طراحی  ایرانی،  عقرب 

مشابهنوروتوکسین  هایپروتئین به مربوط هایتوالی  های 

شده   برای  خانواده این یهاعقرب درشناسایی  شد.  انجام 

ئین و بانک  در بانک پروت  موجودطراحی پرایمر از توالی های  

مبنای    .شد  استفاده  بیوانفورماتیک  افزارهاینرمو    یژن بر 

  ، پپتید  C-terminalو    N-terminalآمینه  های  اسید

  forward  پرایمر  عنوانبهبه ترتیب  پرایمر دژنره اختصاصی  

و   Primer3  افزارهاینرمو با استفاده از    reverseپرایمر    و

oligo7  شد.طراحی   

واکنش    cDNAساخت   از    PCRو  استفاده  کیت  با 

 Bioشرکت  One-Step AMV RT-PCR Kitتجاری  

Basic Canada   و مطابق دستورالعمل سازنده کیت انجام

و به   گرادسانتیدرجه    42در دمای    cDNAسنتز  پذیرفت.  

  .انجام شد  Oligo dTدقیقه با استفاده از پرایمر    30مدت  

شامل    ،ادامه  در دمایی  پروتوکول  اساس  بر  قطعات  تکثیر 

اولیه به مدت     و  گرادسانتیدرجه    95دقیقه در    5واسرشت 

چرخه   چرخه  30سپس   شد.  انجام  تکثیر  تکثیر  شامل  های 

ثانیه،    30به مدت    گرادسانتیدرجه    95در    سازی  واسرشت

ثانیه و    30به مدت    گرادسانتیدرجه    49اتصال پرایمرها در  

 د.بو گرادسانتیدرجه  72ثانیه در  30پلیمریزاسیون به مدت 

اطمینان از تکثیر صحیح    به منظور  ، قطعاتاولیه  پس از تکثیر  

آگاروز   ژل  الکتروفورز  از  شده  تکثیر  قطعات  جداسازی   1و 

کیت  تکثیر یافته با استفاده از  در ادامه ژن    .استفاده شد درصد  

   PCR Clean Up for DNA Sequencingتجاری  



  بر کانال سدیمی موجود در سم عقرب مؤثر ژن کد کننده  نوروتوکسین  mRNAرونوشت    بررسی مولکولی

 

4 

مطابق     .Bio Basic Inc شرکت شرکت   دستورالعملو 

 شد.  یسازخالصسازنده 

 تعیین توالی ژن تکثیر شده

تعبه   نوکلئوتیدی محصول    نییمنظور    شدهخالصتوالی 

کشور کانادا    .Bio Basic Incجهت توالی یابی به شرکت  

شد فرایند   .ارسال  این  پرایمرهای    بردر  و  مستقیم  مبنای 

(  Bidirectionalدوطرفه )توالی یابی  ،  طراحی شده معکوس  

در ادامه با توجه به توالی به دست   .گردیدبه روش سنگر انجام  

انجام  سم  ژن    تکثیر دقیقجهت  آمده، پرایمرهای اختصاصی  

نمایش    1پذیرفت. توالی پرایمرهای مورد استفاده در جدول  

 داده شده است.

 

 پرایمر اصلی و پرایمر دژنره  -1جدول 

 اختصاصی پرایمر  پرایمر دژنره

F: GCNMGNGAYGCNTAYATHG F: GCTCGTGATGCTTATATTG 

R: NCKRTGRCAYTTNCCNGG R: GCGATGGCATTTTCCTGG 

 

  

 کلونینگ ژن  

-pTG19وکتور  برای کلونینگ ژن سم مورد مطالعه از  

T    محصول شرکتVivantis  .ژن   ن سازیکلو  استفاده شد 

پلاسم شد.     pTG19-T دیدر  به ژانتقال  سپس  انجام  ن 

شدهباکتری   روش   DH5α سوش E. coli پذیرا  با 

یک   همکاران    Chungای  مرحلهترانسفورماسیون    (10)و 

کلون شده بر    یهایباکترکلونینگ،    د یتائبه منظور  انجام شد.  

کشت   محیط  میکروگرم    100حاوی    LB agarروی 

هر    نیلیسیآمپ -Bromo-4-chloro-3-5،  تریلیلیمدر 

indolyl-β-D-galactoside X-Gal (20 mg/ml)    و

IPTG 100mM  Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside   ،ادامه  منتقل در  به    شدند. 

  شده نقاط پلیت پخش  در تمامشکل  L یاشه یشمیله  کمک

پس  . ند انکوبه شد  گرادیسانتدرجه    37ساعت در دمای    16و  

رشد   نمایانگر    هایکلنی،  ها باکتریاز  که  سفید،  رنگ  به 

ی ترانسفورم شده هستند، انتخاب شدند و در محیط هاباکتری

LB    دار به صورت خطی کشت داده شدند.    نیلیسیآمپجامد 

 استخراج پلاسمید

 LBحاوی وکتور در محیط  ترانسفورم    DH5-αباکتری  

حاوی   در    بیوتیکآنتیمایع  شبانه  صورت  درجه   37به 

سپس    کشت داده شد.   rpm200با شیک متوسط  گرادسانتی

از کیت   استفاده  با  و  قلیایی  لیز  روش  به  پلاسمید  استخراج 

اساس دستورالعمل سازنده  .Bio Basic Inc   تجاری بر  و 

استخراج پلاسمیدها با استفاده    ،کیت انجام پذیرفت. در ادامه

الکتروفورز   آگاروز  از  های  پلاسیمدسپس    .شد  دیتائژل 

به شرکت توالی یابی  برای  و    شدند  یسازخالص  استخراج شده

Bio Basic Inc. ند کشور کانادا ارسال شد . 

 بیوانفورماتیک   ی زهایآنال

از   و    های توالیبه    یابی دستپس   اسیدنوکلئوتیدی 

آنالیز    ایآمینه  به  نسبت  سم،  پپتید  و  ژن  به  مربوط 

 اسیداقدام گردید. در ابتدا آنالیز توالی    هاتوالیبیوانفورماتیک  

اولیه مربوط به ساختار خطی    هایبررسیپپتید شامل    ایآمینه 

نوکلئوتیدی توالی  بررسی  و  شد.    پپتید    افزارنرماز  انجام 

DNASIS Max 3.0  بررسی    برایTrimming   و

translation Frames    افزارنرمو  Bio Edit    بررسی برای

سازی    local & globalو    Clustal Wهمردیف 

alignment    توالی به  شد.  ستفاده  ا  ایآمینه  اسیدمربوط 

آنالیز سازه    به منظور  Snap Gene 3.2  افزارنرم همچنین از  

ژن، بررسی نقشه ژنی  ژنی وکتور، بررسی صحت کلون سازی  
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بررسی  برای    استفاده گردید.  و نوع دایرکشن های سازه ژنی

سازی درخت   Clustal / Muscleهمردیف  رسم  و 

توالی   Neighbor-Joining methodفیلوژنتیک   برای 

از  ایآمینه  اسید شد.   MEGA 10افزار  نرم   نیز    استفاده 

 BLASTP /BLASTN algorithmآنلاین    افزارهاینرم

(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  ،Basic 

Local Alignment Search Tool 

(uniprot.org/blast)   و  Swiss Modeler    برای هم

سازی    بینی پیش همردیف  و  سوم  اساسساختار  فرمت    بر 

PDB  پس از دست یابی به توالی   استفاده قرار گرفتند.  مورد

 های نوکلئوتیدی و اسیدآمینه ای مربوط به ژن و پپتید سم 

قرار گرفته   NCBIسایت    BLASTاین توالی ها در سیستم  ,

شد تا توالی خودمان را با توالی ژن های موجود در بانک ژن  

مقایسه شود. بعد از آن برمبنای بیشترین میزان شباهت بین 

دیگر   های  توالی  و  ما  ژن  ,توالی  بانک  از  مشابه  های  توالی 

استخراج شدند و با هم همردیفی شدند و بعد از آن بر مبنای 

این همردیفی ماتریکس شباهت و تفاوت ها شناسایی شد و  

درخت  ,بعد از آن بر مبنای این همردیف سازی آمینو اسید ها  

فیلوژنتیک رسم شد و با کمک این درخت میزان شباهت و  

نزدیکی بین توالی آمینواسیدی سم ما با سایر سموم موجود  

ژن بانک  بر   در  همردیفی  مراحل  شد.تمام  مقایسه  دنیا  در 

های   بانک  مرجع مبنای  سایت  در  که  است  پروتیینی 

Uniprot    است . در واقع بر مبنای, BLAST    همردیفی ها

انجام شد. و بعد  با   بر مبنای بانک پروتیینی   Uniprot در 

الگوریتم های   از  افزار   Clustal Wاستفاده  نرم  در  موجود 

Bio Edit   افزار از نرم  همردیفی ها انجام شد و با استفاده 

MEGA10  .درخت فیلوژنتیک رسم شد 

 نتایج 

 ی کلون شده هاباکتری

تکثیر   از  سدیمیپس  کانال  نوروتوکسین  قطعات  ژن   ،

پلاسمید      DH5-αوارد شده و در    pTG19-Tمذکور در 

E. coli    .شدند کشت  ترانسفورم  از    یهایباکترپس 

شده،   شدند.  آبی    یهایکلنترانسفورم  تشکیل  سفید  و 

سنتز   هایکلنـی دلیل  بـه  نوترکیب  پلاسمید  فاقـد 

به رنـگ   Indolyl و تولید gal-X بتاگالاکتوزیداز و تجزیه

  سلول های   های سفید هم نشانگرکلنـی  . دنشویمآبـی دیـده 

نوترکیب پلاسـمید  ادامه    (.1)شکل    هستند  حـاوی  در 

در    هایکلنی کلونینگ  از  اطمینان  حصول  منظور  به  سفید 

در نهایت    رشد یافتند.   نیلیسیپنحاوی    LB  agarمحیط  

صحت کلونینگ با استفاده از استخراج پلاسمید و الکتروفورز 

 (. 2شد )شکل  تائید ژل آگاروز 

 کلون شده  سم  تعیین توالی ژن

توالی نوکلئوتیدی و پپتیدی ژن سم کلون شده در جدول  

 نمایش داده شده است.   2

 

 
حامل ژن پروتئین سم   حـاوی پلاسـمید نوترکیب سفید هایکلنی:  های کلون شدههای رشد یافته به منظور غربالگری سلولهای باکتریکلنی -1 شکل

MeENa باشندمی 
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   MeENaو ژن پروتئین سم  pTG19/MeENaو پلاسمید حاوی ژن پروتئین سم  pTG19-Tتصویر باندهای الکتروفورز مربوط به پلاسمید خالی  -2شکل 

  
 توالی نوکلئوتیدی و پپتیدی سم کلون شده  -2جدول

>MeENa  نام ژن 

GCTCGTGATGCTTATATTGCCAAGCCCCATAACTGTG 

TATACGAATGTTTGGATCCATTTAGTAGTTATTGCAA 

CGATTTATGTACCAAGAACGGTGCTAAGAGTGGCTA 

TTGCCAAATTTTGGGTAAATATGGAAATGGTTGCTGG 

TGCATAGATTTGCCCGATAATGTACCGATTAGAATACC 

AGGAAAATGCCATCGC 

 توالی نوکلئوتیدی 

ARDAYIAKPHNCVYECLDPFSSYCNDLCTKNGAKSGYCQIL 

GKYGNGCWCIDLPDNVPIRIPGKCHR 
 توالی آمینواسیدی 

AlaArgAspAlaTyrIleAlaLysProHisAsnCysValTyrGluCysLeuAsp 

ProPheSerSerTyrCysAsnAspLeuCysThrLysAsnGlyAlaLysSerGly 

TyrCysGlnIleLeuGlyLysTyrGlyAsnGlyCysTrpCysIleAspLeuProAsp 

AsnValProIleArgIleProGlyLysCysHisArg 

 توالی آمینواسیدی 

 

 بیوانفورماتیک   یزهای آنال

توالی    ،نتایجاساس    بر با  توالی  این  بالای  بسیار  همولوژی 

نوروتوکسین و نیز    عنوانبهسمی برای پستانداران    پپتیدهای

سدیمی دریچه   هایکانالبر    مؤثرهمولوژی بالای آن با سموم  

 یداسدار وابسته به ولتاژ در همردیف سازی مولکولی توالی  

گردید   ایآمینه  شکل  مشاهده  بیوانفورماتیک آن  3.  الیزهای 

نمایش   را  تکثیر شده  پپتیدی  و  نوکلئوتیدی    . دهدمیتوالی 

  MeENaدرصد میان توالی ژن  90شباهت و نزدیکی بالای 

آلفای   های  توکسین  و     MeuNaTxalpha-13و 

MeuNaTxalpha-5    وMeuNaTxalpha-4   از عقرب

M. eupeus (Lesser Asian scorpion) (Buthus 

eupeus)  آلفا توکسین بودن    دهندهنشان  دیده شد. این یافته

سایی شده در این مطالعه و نیز شباهت بالا به سموم سم شنا

  باشد میسدیمی وابسته به ولتاژ    های کانالمتصل شونده به  

 (.  4)شکل 

ژنی    5  شکل قطعه  سازی  توالی    MeENaهمردیف  با 

بانک   در  موجود  مبنای    PDBپپتیدهای    یهاتمیالگوربر 

. این همردیف سازی بر  دهدمیرا نمایش    BioEdit  افزارنرم

  های توالیونیز    Cys  شده محافظت  هایتوالیمبنای  

زنجیره پپتیدی سموم مورد   Cو    Nانتهاهای    شده محافظت

بر مبنای ماتریکس شباهت ارائه شده  در ادامه    . باشدمیبررسی  
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میزان همولوژی   MEGA 10و نیز    BioEdit 7  افزارنرمدر  

سایر    MeENaژن   شد  ژنی    هایبانک  های توالیبا  تعیین 

دارای   MeENaبر مبنای ماتریکس ارائه شده، ژن    (. 6)شکل  

های   نوروتوکسین  توالی  با  زیادی  بسیار  بر    مؤثرهمولوژی 

در  هایکانال ولتاژ  سدیمی  به  وابسته  دار    . باشدمییچه 

درصد همولوژی    93دارای  که این ژن  همچنین مشاهده شد  

از    MeuNaTxalpha-13 (G4WFQ2) با نوروتوکسین  

 M. eupeus (Lesser Asian scorpion)عقرب   

(Buthus eupeus)    شده در کشور   یی و شناساجداسازی

 . باشد میچین 

 

 

 
 های پروتئینی. آنالیز فیلوژنتیک و همردیف سازی توالی پپتید سم شناسایی شده در بانک3شکل 

 

 
 Uniprotدر  MeuNaTxalpha-13 . آنالیز سم4شکل 

 MeENaآنالیز فیلوژنتیک مولکولی پپتید  

را نمایش    MeENaدرخت فیلوژنیک پپتید سم    7شکل  

پپتید  .  دهدمی میان  تکاملی  وابستگی  و  فیلوژنتیک  نزدیکی 

ایرانی شناسایی شده    M. eupeusاز عقرب    MeENaسم  

سم   با  مطالعه  این   MeuNaTxalpha-13در 

(G4WFQ2)    وMeuNaTxalpha-5 (P86405)    و
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MeuNaTxalpha-4 (P86404)    از عقربM. eupeus  

همه توکسین های این کلاستر در درخت چین مشاهده شد.  

عنوان سموم آلفای   فیلوژنتیک دارای همولوژی بسیار بالایی به

 سدیمی دریچه دار وابسته به ولتاژ هستند. های کانالبر  مؤثر

 

 
 

 Uniprotبانک پروتئین  Blastپپتید سمی استخراجی از  23در کنار  MeENa، پپتید BioEditهمردیف سازی بر مبنای الگوریتم  -5 شکل

 

 
 ژنی هایبانک  هایتوالیبا سایر  MeENa، میزان همولوژی ژن BioEdit 7 افزارنرم ماتریکس شباهت ارائه شده در  -6شکل 

 بحث

و    تعیین تکاملی  توکسین    یلوژنتیکیف  هایویژگیروابط 

می عقرب  سم  در  موجود  مناسبی  بستر    تواندهای  اطلاعات 

تعیین   فارماکولوژیک   تنوع  جهت  های  ویژگی  و  عملکردی 

برای توسعه داروهای  فراهم آورده و  مناطق    های عقربهای  

به .  (11)باشد  کننده  کمک    تواندمیدرمانی جدید   توجه  با 

و  مولکولی  هایویژگیاینکه   رونوشت  توالی  پ ،   یپتیدتوالی 

تاکنون   اپئوسمزوبوتوس  نوروتوکسین کانال سدیمی عقرب  

رونوشت  بار،  اولین  برای  مطالعه  این  در  بود،  نشده  بررسی 

mRNA  با مذکور  نوروتوکسین  پرایمرهای    ژن  از  استفاده 

ا  سپس  .شد  تکثیردژنره   پرایمرهای  طراحی   ،ختصاصیبا 

و دقیق تکثیر و تعیین توالی رونوشت ژن مذکور به طور کامل  
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در این مطالعه نشان داده شد که ژن نوروتوکسین سم گردید.  

ایکلای   باکتری  در  تکثیر    DH5-αعقرب  و  کلونینگ  قابل 

بیان    هایییستمسچنین  .  باشدمی منظور  به  این  از  پیش 

پپتیدی  توکسین   .  (13،  12)  شده استاستفاده    عقربهای 

همکاران  Eskandariمشابه،    یامطالعهدر   یک    (8)   و 

کلون   M. eupeus از زهر عقرب BMK جدید  نوروتوکسین

سم    زایییمنیا  هایویژگیسازی و بیان کردند. آنان همچنین،  

و   کلونینگ  وکتورهای  اساس،  این  بر  دادند.  نشان  را  مذکور 

ابزاری ایده آل    تواندمینوروتوکسین سم عقرب    یهاژنبیان  

به منظور مطالعات داروشناسی و سم    پپتیدهاجهت تولید این  

که نوروتوکسین در این مطالعه مشاهده شد   .باشدشناسی آنان  

 مؤثرهای  نوروتوکسین  مشابه    هایویژگیدارای    این عقربزهر  

بود و دارای سدیمی دریچه دار وابسته به ولتاژ    هایکانالبر  

نوروتوکسین    93 با  -MeuNaTxalpha درصد همولوژی 

13 (G4WFQ2)    عقرب  M. eupeus (Lesserاز 

Asian scorpion)    شده شناسایی  و  کشور جداسازی  در 

 چین بود.

 
 هایتوالیتوالی پپتیدی دیگر از بانک پروتئینی شامل   23و  MeENa. آنالیز نزدیکی فیلوژنتیک بین MeENaسم پپتید   درخت فیلوژنتیک -7 شکل

 در درخت مشخص است.  ●با علامت   MeENaسدیم کانال توکسین ها و سموم خانواده بوتیده. سم 

 

دار  میسد   هایکانال   های پروتئین (  VGSCs)ولتاژ 

  لیشروع و انتشار پتانس  یهستند که برا  یانتگرال بزرگ  یی غشا

در   بنابرا  یاتیح  پذیر یکتحر  هایسلولعمل    ن،یهستند. 

را    VGSCs  تی( که فعالNaTxsعقرب )  م یسموم کانال سد

سموم    ینترمهم،  دهندمی  رییتغ پزشکنوع  نظر  از   ی عقرب 

به دو    سدیمی  هایکانالی سموم  کیولوژیزیاز نظر ف  .تندهس

(  β-NaTxsها )  نی( و بتا توکسα-NaTxsگروه آلفا سموم )

گ  α-NaTxs.  شوندمی  میتقس  VGSCs  3  رنده یبه محل 

  کنندمی  یریشدن کانال جلوگ  رفعالیو از غ   شوندمیمتصل  

حال(14) در  گ  β-NaTxsکه    ی ،  محل  متصل    4  رندهیبه 

فعال کردن کانال    یبرا  ازین   د آستانه مور  لیو پتانس  شوند می

   .دهندمی رییتغ تریمنف یرا به ولتاژها

هستند و   نهیآم  دیاس  ماندهیباق  76-58  یسموم حاو  نیا

به   نیستئیس  مانده یباق   8  قیاز طر  یدیسولف  ی پل د  4توسط  

در این مطالعه نیز مشاهده شد که    .( 15)  اندشدههم متصل  

سیستئین   8دارای    M. eupeusزهر  نوروتوکسین   رزیدو 
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پل دی سولفیدی نقش دارد و    4در نشکیل    احتمالاًاست که  

  ی وندهایپ این     پیشین است.  یهاگزارش از این جهت مشابه  

دی سولفید در تشکیل ساختار سوم پروتئین دخالت دارد. از  

سویی این یافته با نتایج حسنی نیا و همکاران متفاوت است.  

سموم   که  کردند  گزارش  خوزستان   هایعقرب آنان  منطقه 

این مطالعه    یهاافتهی پیوند دی سولفید هستند که با    3دارای  

. همچنین، مشاهده شد که پپتید مذکور  (16)  متفاوت است

پیشین بر روی   یهاگزارش رزیدو اسید آمینه است.    67دارای  

نشان  عقرباین در  توکسین های کانال سدیم شناسایی شده

اسید آمینه هستند    87تا    52دادند که سموم این عقرب دارای  

،  ای دیگردر مطالعه  (.17)که با نتایج این مطالعه منطبق است  

Bayatzadeh  ( همکاران  سازی 2019و  مدل  بررسی  به   )

از   شده  جدا  توکسین  فیلوژنتیک  و   .Aمولکولی 

crassicauda  آنان توانستند سم پپتیدی با تعداد  .  پرداختند

دالتون را   23/7255رزیدو آمینو اسیدی و وزن مولکولی    64

جداسازی کنند و با بررسی های مولکولی نشان دهند که این  

. داردسم قابلیت اتصال به کانال های سدیم وابسته به ولتاژ را  

که پپتید خالص سازی شده احتمالا بیان کردند    آنان همچنین

 (. 9) سدیمی استیک توکسین مرتبط با کانال 

 گیری یجهنت

  عقربزهر مطالعه ژن نوروتوکسین کانال سدیمی در این 

M. eupeus    برای اولین بار با استفاده از پرایمرهای دژنره و

از وکتور   در    pTG19-Tاختصاصی تکثیر شد و با استفاده 

کلون شد و در نهایت توالی دقیق   E. coli DH5-αباکتری 

تعیین گردید. مطالعات    mRNAرونوشت   مربوطه  پپتید  و 

دارای   پپتید  این  که  داد  نشان    های ویژگیبیوانفورماتیک 

سایر   مشابه  شده  کانال    پپتیدهایحفاظت  نوروتوکسیک 

در تشکیل   احتمالاًسیستئین است که    8سدیمی بوده و دارای  

تعیین    4 با  این مطالعه  نتایج  دارد.  نقش  پیوند دی سولفید 

توالی ژن پپتید مذکور و دستیابی به سیستم کلونینگ و بیان  

امکان مطالعات بیشتر در زمینه داروشناسی و پزشکی مرتبط 

 .  کندمیبا این سم را فراهم 

 تشکر و قدردانی

مقاله حاضر برگرفته از پایان نامه مقطع کارشناسی ارشد،  

مصوب معاونت پژوهش و فن آوری دانشگاه آزاد اسلامی واحد  

اهواز می باشد. بدین وسیله، نویسندگان از این معاونت تشکر 

 و قدردانی به عمل می آورند. 
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Abstract 

 Background & Aim: Peptides in scorpion venom are of interest to researchers due to their 

toxic and medicinal properties. This study was carried out with the aim of molecular investigation, 

sequencing, phylogenetic characterization and cloning of the gene encoding the neurotoxin 

effective on the sodium channel in the venom of the scorpion Mesobutus eupeus.  

Materials & Methods: The studied scorpions were caught during a night patrol operation from 

Khuzestan province, Ahvaz city. RNA samples were extracted from scorpion telson tissue. After 

cDNA synthesis, the initial fragment was amplified using degenerated primers and the amplicon 

was sequenced. Next, specific primers were designed based on the obtained sequence and the 

amplification of the gene was done. The amplified gene was cloned using the pTG19-T vector in 

the competent Escherichia coli DH5-α host bacterium. After screening the transformed colonies, 

plasmid DNA was extracted and the gene was sequenced.  

Results: Bioinformatic studies showed that the peptide has conserved sequences similar to the 

peptide neurotoxin effective on the sodium channel in the scorpion M. eupeus, which confirms the 

nature of this peptide.  

Conclusions: In addition to determining the sequence and molecular and phylogenetic 

characteristics, in this study the mentioned peptide gene was cloned in E. coli DH5-α, which can 

be used for future pharmacological and medical studies on this toxin . 
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