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 مقاله پژوهشي 

 
 كننده پروترومبين جدا شده از سم مار جعفري ايراني  اثر آنزيم فعال

 هموستاز خون بر روي

 
 0، حافظه عليزاده3، عباس زارع ميرك آبادي0زاده ، حسين سلماني2، حسين ذوالفقاريان0مهدي بابايي

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 ييشرام  متالوپروتاازهرا   ن زهرر يا. است يمواد سم از يا دهيچيمخلوط پ( Echis carinatus)يجعفر مار زهر
جاد لختره  يستم انعقاد خون اثر دارند و باعث ايس بات برين ترکيا .هستندن يپروترومب يکننده قو است، که فعال

انسران   يپلاسرما  يهرا  نيپرروتا  يرو يرانر يا يجعفرر  سرم مرار  اثر سم يمکان ،ن مطالعهيدر ا. شوند يم خون
ت يخاصر  ين مطالعره، بررسر  يهدف از ا. قرار گرفت يمورد بررسآن  يو اثر انعقاد( نوژنيبريف اين يپروترومب)

 . بودثر در انعقاد ؤم عام  يساز و اثرات آن در انعقاد خون و خالص يرانيا يمار جعفر يانعقاد
 ها روش مواد و
ن ياز زهر خام ا نيکننده پروترومب فعال .انتخاب شد يرانيا يخام از گونه مار جعفر ، زهرتجربي ن مطالعهيا در

 .خالص شد ،فاز معکوس HPLC و يوني ضيتعو ون،يلتراسيژل ف يکروماتوگراف يها روش از يبيمار با ترک
  .مورد استفاده قرار گرفت FTو  PT هاي آزمايش يبراو  گرفته شد فرد سالم 21نمونه خون از 

 ها يافته
 در لختره ،  mg/mL 0 زهرر  در غلظرت که  يانعقاد خون شد به طور عيباعث تسر يرانيا يسم خام مار جعفر

 .   شديتشک( ثانيه 6/03 ± 92/1)شاهد يپلاسماسه با يدر مقا هيثان 4/1 ± 46/1
 ينتيجه گير 

 يص شده از مار جعفريون تخليرسد فراکس يبه نظر م. است يانعقاد يشام  فاکتورها يرانيا يزهر مار جعفر
 .است يشگاهيط آزمايع انعقاد خون انسان در شرايباشد، که قادر به تسر ين انعقاديه به پروتايشب يرانيا

 ، سم(سم مار جعفري)كننده پروترومبين فعالانعقاد خون،  :كليديات كلم
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  مقدمه 
هاست کـه آبشـار   نياز پروتئ يمخلوط ،يسم مار جعفر    
ر قرار داده و موجب عرق کـردن  يخون را تحت تاث يانعقاد
ن ي ـاز جملـه ا . شـود  يد م ـيشـد  يزيخـونر  و فرسـا  طاقت
ن يپروتـرومب  يسـاز  فعـال  کـه  ن استيها، پروترومب نيپروتئ
ت کمـللس   ي ـله فعاليوسه ن بيبه ترومب ليتبدبلوغ و  يبرا

ک فـاکتور  ي ـدهد و شامل يناز رخ ميک پروترومبيتيپروتئول
 يهـا وني ـو  Vفـاکتور   يو کوفاکتورها Xaناز ين پروتئيسر
0

Ca
 يهــاکننــده از فعــال يتعــداد. دها اســتيليو فســفول +

 .انـد  افت شـده يدر سم مار  ين به صورت خارجيپروترومب
ماده  32ش از يب. شود يباعث انعقاد خون م يسم مار جعفر

 ـانعقـاد ا  ياني ـهـد  پا . ثرنـد ؤمختلف در انعقاد خون م ن ي
م است که در ين آنزيا. دين به وجود آيم ترومبياست که آنز

 يهـا  رشـته . کنـد  يل م ـين تبـد يبـر ينوژن را بـه ف يبريان فيپا
ب يدر محـل آس ـ  يا گر، شبسهيسدين پ  از اتصال به يبريف
 (.0)کنند يجاد ميده ايد
موجـب   ،نام دارند ين مواد که فاکتور انعقادياز ا يبعض    
گـر بـا نـام    يد يکـه بعض ـ  يحال شوند، در يشبرد انعقاد ميپ

 .شـوند  يند انعقاد مي، موجب توقف فرآيضد انعقاد فاکتور
ن دو گـروه  ي ـا نشدن خون به درجـه تعـادل ا  يمنعقد شدن 
 يمـواد ضـد انعقـاد    ،يع ـيدر حالـت طب . دارد يماده بسـتگ 

 يکـه رگ ـ  يشود، اما هنگام يداشته و خون منعقد نم يبرتر
ده فعال شده، بـر  يب ديه آسيدر ناح يپاره شود مواد انعقاد

ک لختـه خـون   يجه يکنند و در نت يغلبه م يمواد ضد انعقاد
منعقدكننده خون اگر  يهاسم ينياز نظر بال. گردد يل ميتشس

 ،ان خون شونديج و آهسته وارد جرياد و به تدريبه مقدار ز
 ـ  يخاص خـون را   يعن ـيبرنـد  ين م ـيت انعقـاد خـون را از ب
اگر مقـدار  . گردندينه نموده باعث عدم انعقاد خون ميبريدف
ان خـون گـردد   ي ـاد باشد و به سـرعت وارد جر ين سم زيا

نجام مـر  فـرا   باعث انعقاد خـون در عـروق شـده و سـرا    
 (.0، 0)رسد يم

. شود يمنتشر م يدگياز مارگز ياديز هاي سالانه گزارش    
عوامل موجود در سم  يو بررس ييز شناساين علت نيبه هم

برخوردار بـوده و مـورد توجـه     ياديار زيت بسيمار از اهم
ه يشب)نيفعال کننده پروترومب يها ميآنز. باشد يدانشمندان م

 يها براشگاهيک ابزار مهم در آزماـيوان ـعن هـب(  نيبه اکار

انـد، مـورد   شده يکبد يماريکه دچار ب يمارانيز خون بيآنال
ن است که بـر  يم در اين آنزيارزش ا. رنديگياستفاده قرار م
چ يه ـبـه  از ي ـبـدون ن  توانـد مسـتقلا   يم ـ Xaخلا  فاکتور 
ــاکتور ــ يکوف ــدون ن يحت ــب ــاکتور  ي ــه ف ــر رو Vاز ب  يب
له نشـده عمـل   يا کربوکس ـي ـله شده و يکربوکسن يپروترومب

وجود داشـته   ياختلال Vاگر در فاکتور  ين حتيبنابرا. دينما
ن را يپروتـرومب  يزان موجـود يم مين آنزيتوان با ايباشد، م
 4هـا بـه    ن فعال کنندهيا .نمود يريگماران اندازهيدر خون ب

شـان  ياج بـه کوفاکتورها ي ـو احت يازمنـد ين يگروه بـر مبنـا  
 Bو  Aن گروه يپروترومب يهاکننده فعال. اندشده يبندطبقه

ــال يمتالوپروتئ ــتند، در ح ــاز هس ــال  ين ــه فع ــده ک ــاکنن  يه
ــرومب ــروه يپروت ــر Dو  Cن گ ــين پروتئيس ــاز م ــند ين . باش

بـه فـاکتور موجـود در     Cن گـروه  يپروترومب يهاکننده فعال
د در ن ـشـباهت دار  Vفاکتور کمللس   Xa يعنيپستانداران 

و  يبـه لحـاس سـاختمان    Dگـروه   يهـا کننده که فعال يحال
 (.4-1)اند Xaمشابه فاکتور  يعملسرد
 يص و جداسـاز يتشـخ  يبرا يمختلف يها امروزه روش    
 ـ  يها ميآنز  شـود کـه از جملـه    يکـار گرفتـه م ـ  ه سم مـار ب

و  يهـا روش کرومـاتوگراف   آن نين و پرکاربردتريتر معمول
ح و يامســان تشــر ين بررســيــا (.0-04)الستروفـورز اســت 

رامـون اطلاعـات موجـود    يات پي ـيجز يسـر  کي ـف يتوص
هموسـتاز   ين کـه بـر رو  يپروتـرومب  يهـا کننده فعال درباره
انـد، بـه طـور    پاسخ مانـده  يرا که بسؤالاتي  و ثرندؤخون م

  .کند يبرجسته فراهم م
 

  ها روشمواد و 
از شده زه يليوفيل يسم مار جعفري، بدر يك مطالعه تجر    

 يراز يسـاز  سسه واکسـن و سـرم  ؤم يبخش جانوران سم
 ينگهــدار گــراد درجــه ســانتي -02 يدر دمــا ه شــد ويــته
 HPLC سفاروز و سـتون  -G-75  ،DEAEسفادک  . ديگرد

C-18 م يکلس. شد يداريخر( سوئد)فارماسيا از فاز معسوس
 -دياگنوســتيك  از يمحصــول) FTو  PTت يــد، کيــکلرا
 . ديه گرديروز تهاز شرکت اهورا طب ( سايآمر
 

 :نمونه خون
 رد سالم، جوان و از هر دو جن  ـف 02ون از ـه خـنمون    
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 ينمونـه خـون  . گرفته شد( يخون يماريچ سابقه بيبدون ه)
فوژ يسـانتر  rpm 0222قـه و در  يدق 03ن افراد بـه مـدت   يا

 هـاي   آزمايش يدست آمده جدا شد و براه ب يپلاسما ،شد
PT  وFT مورد استفاده قرار گرفت. 
 

 :(PT)ارزيابي زمان پروترومبين 

را به لولـه  ( 0/0با نسبت )تراتهيس يلاندا از پلاسما 022    
گـراد   سـانتي درجـه   01 يقـه در دمـا  يدق  0اضافه کـرده و  

 يال حاويو)نيمبوپلاستولاندا تر 022سل  . نموديمانسوبه 
پلاسـما اضـافه    يرا به لوله محتو( مين و کلسيمبوپلاستوتر
زمـان  . كرديمزمان را متوقف  ،دن لختهيو به محض د كرده

 (.03-01)باشد ثانيه مي 00-04نرمال براي اين آزمايش 
 

 :(FT)ارزيابي زمان فيبرينوژن
م يسد يتر 0/2 يتر خون بر رويل يليم 1/0نمونه شامل     
 03را بـه مـدت   خـون  . بـود %( 0/0)مولار  020/2ترات يس
ک ي ـو پلاسما را بـه   كرديمفوژ يسانتر rpm 0222قه در يدق

تـر از پلاسـما را   يل يل ـيم 0/2. نمـوديم  منتقل يسيلوله پلاست
کننـده را بـه آن اضـافه     قيتر از بافر رقيل يليم 0/2برداشته و 

ــو    ــرده و مخل ــوديمک ــت )نم ــما 0:02رق  0/2(. از پلاس
 يا شـه يک لولـه ش ي ـق شده را بـه  يرق يتر از پلاسمايل يليم

گـراد   درجه سانتي  01 قه دريدق 0مدت  يمنتقل کرده و برا
مقـدار   ،ونيقـه از انسوباس ـ يدق 0پ  از گذشت . شدانسوبه 

ق يرق ين را به پلاسمايترومب يتر از معر  حاويل يليم 0/2
 ـيد بازمان  شده اضافه کرده و هم ل يم تشـس ي ـن علايدن اول

 (.01-00)كرديمادداشت يزمان را  ،لخته
 

  :گيري ميزان پروتئين زهر خام مار جعفري اندازه
مقدار پروتئين موجود در محلول زهر خام، با استفاده از     

BSA (Bovin Serum Albumin )  به روش پـروتئين سـنجي 
 .(00)تعيين شدلوري 

 
 :گيري فعاليت انعقادي زهر خام اندازه

ه يته mg/mL 0غلظت  ،يگرم زهر مار جعفر يليم 02از     
سـم مـار    يت انعقاديخاص يبررس يبران غلظت يا .ديردگ

 . قرار گرفت PTش يمورد آزما ،يجعفر

 :کننده پروترومبين سازي عامل فعال جداسازي و خالص
بـا اسـتفاده از   ن يکننده پروترومب عامل فعال يساز خالص    
 يجهـت جداسـاز  . انجام گرفـت  يکروماتوگراف يها روش

 4در  يخـام مـار جعفـر   گرم زهر  يليم 32 ،يفاکتور انعقاد
( =pH 1/6مـولار بـا    يل ـيم 02)وم استاتيتر بافر آمونيل يليم

فوژ يسـانتر  rpm 04222قـه در  يدق 03حل شد و به مـدت  
 43/2لتـر  يسروفيسـم بـا اسـتفاده از م    يها يناخالص. دگردي

حاصل  ينيمحلول پروتئپ  از تعادل ستون، . ديحذ  گرد
سـتون  . ق شـد يتزر G-75سفادک  ( cm 0  *022)به ستون

 ـبا بافر آمون يژل کروماتوگراف بـه   =pH 1/6وم اسـتات بـا   ي
 .ق نمونه شسته شـد ين بافر بعد از تزريد و با هميتعادل رس

 ـ 012طول مـوج   ون دريجذب هر فراکس دسـت آمـد و   ه ب
 04ون هـا  يفراکس ـ يتمـام . مربو  به آن رسم شد يها کيپ

درجه  4ر د و ز شدندياليحجم آب مقطر د 02ساعت مقابل 
ه ها ب ـ کيحجم پ ،ظيپ  از تغل. دنديظ گرديتغلگراد  سانتي

( ونيفراکس ـ)کيپ 3 يبرا PT آزمايش. شد يريگ دقت اندازه
ون يدر مرحلـه بعـد فراکس ـ  . با غلظت مشابه، انجام گرفـت 

 HCl- يدر مقابـل بـافر تـر    گراد سانتي درجه 4در  يانعقاد
ون بـه  يفراکس نيا. گرديدز ياليد( =pH 0/1)مولار يليم 23/2
 ـ   DEAEيونيض يتعو يکروماتوگراف(cm 03  *3/0)ستون

ــا بــافرو  شــدوارد  ،ســفاروز  HCl 23/2-  يتــر ســتون ب
 ياني ـستون را با گراد. رسيدبه تعادل ( =pH 0/1)مولار يليم

. مي ـمـولار شستشـو داد   يليم 3/2تا  صفراز غلظت نمک از 
از خـود نشـان داد،    يت انعقـاد ي ـکـه فعال  يونيساب فراکس

فـاز   HPLC C-18  ز بـه سـتون  يالي ـز شـد و بعـد از د  يالي ـد
 يتـر % 0/2آب،) Aستون با محلول . گرديدق يتزر معسوس
از  يان غلظت ـي ـد و با گراديبه تعادل رس( ديک اسياستفلورو
از ( ديک اس ـيفلورواسـت  يتـر % 0/2ل، يترياستون) Bمحلول 
 يط ،قهيدقدر  رتيل يليم 0/2ان يبا سرعت جر% 022تا  صفر
هـا در   کي ـت پيدر نها(. 00، 04)قه شستشو داده شديدق 33
ت يــفعال يون داراينــانومتر مشــاهده شــدند و فراکســ 012
 .ص داده شديتشخ يانعقاد
 يهـــا در مـــورد داده p-valueو ( SD)اريـــانحــرا  مع     
 mini tabافـزار   انجام شـده بـا اسـتفاده از نـرم     يها شيآزما

 ـتا H1رد و  H0فـر    ،انجام گرفـت   ≥p 23/2 و شـد د يي
  .معنادار در نظر گرفته شد
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 ها يافته
 ،(فاقـد زهـر  )نرمـال  يبا توجه به زمـان انعقـاد پلاسـما       

 عا يپلاسـما را سـر   يزهر خام مـار جعفـر  مشخص شد که 
 ــ ــه م ــابرا  يلخت ــد، بن ــن ايکن ــر وي ــين زه ــاد يژگ  يانعق

(procoagulant )ــ. دارد ــا  ـب ــردن ســم ب  غلظــتا اضــافه ک
mg/mL 0  ،   ب ي ـن ترتيبـد . دل ش ـيلخته بـه سـرعت تشـس

 .ديگرداثبات  يدر زهر مار جعفر يوجود عامل انعقاد
 

سم مار جعفري  mg/mL 0براي غلظت  PTآزمايش : 0جدول 
 ايراني
 

 توضيحات * PT(s)ميانگين  غلظت زهر

(mg/mL) 0 64/2 ± 6/1 
تشكيل  لخته كاملا 
 .شود مي

Normal PT 
 4/00 ± 30/2 (زهربدون وجود )

لخته كاملا  تشكيل 
 .شود مي

* 23/2 p value <  ،4 n= 
 
نمونـه   6 يبـرا نرمـال   FTو  PTآزمايش در مرحله بعد     
 ـنتا ت وـام گرف ــون انجـخ ن آن يانگي ـدت زمـان م ـج م ــي
ــرا ــايش  يب  s 1/00  =FTو s 1/00  =PT (220/2 p< )آزم
(20/2 p< )به دست آمد . 
 يپلاسـما  يبـر رو  mg/mL0 غلظت  بارا  PT آزمايش     

ن مـدت زمـان   يانگي ـج مينتـا . مي ـنمونـه انجـام داد   6خون 
 ـ( >p 223/2)هيثان 0/0ن حالت يدر ا PT آزمايش دسـت  ه ب
 .آمد
 

 ـ وسـيله کرومـاتوگرافي   ه جداسازي سم اکي  کاريناتوس ب
 :ژل فيلتراسيون

ک يــپ 3ون، يلتراســيژل ف يبــا اســتفاده از کرومــاتوگراف    
  F5تـا  F1ب ي ـهـا را بـه ترت   دست آمد که آنه ب( ونيفراکس)
 F5تـا  F1 يهـا  وني، فراکس ـ0طبق نمودار . ميکرد يگذار نام

بالا   يب از وزن مولسولياست که به ترت ييها نيشامل پروتئ
. شــوند يخــارج مــ ين از ســتون ژل کرومــاتوگرافييبــه پــا
ن يزان پـروتئ ي ـن ميشـتر يب ين و حـاو يبزرگتر  F1ونيفراکس
 . بود
 

دست آمـده از ژل  ه هاي ب بررسي فعاليت انعقادي فراکسيون
 :کروماتوگرافي

،  F1-F5 يهـا  ونيفراکس ـ يبـر رو  PT آزمـايش با انجـام      
ت يخاص ـ F1ون يفراکس ـ .مشـخص شـد   يون انعقاديفراکس
زمـان  . داشـت  هـا  ونيفراکسر يسانسبت به  يشتريب يانعقاد
ه يثان 04/01در پلاسما   F1ون يل لخته با وجود فراکسيتشس
(20/2 p<  06/0و ± SD= )ون يفراکس ـ ين زمان بـرا يا. بود

F2  ه يثان 3/03در حدود(24/2p <   40/0وSD = ± )يو برا 
 .دست آمده قه بيدق 3شتر از يها ب ونير فراکسيسا
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 G-19زهر خام با استفاده از سفادكس  mg 91ژل كروماتوگرافي : 0نمودار 
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 تنئذ
 توسط كروماتوگرافي تبادل يوني F1جذب تفكيك فراكسيون : 2نمودار 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 HPLCبه وسيله  F1Bجداسازي ساب فراكسيون : 3نمودار 

 
حاصل از ژل فيلتراسيون  F1هاي  جداسازي ساب فراکسيون

 :وسيله کروماتوگرافي تعويض يونيه ب
 يراـب ـت، ــداش يادـانعق تـياصـه خـک F1ون يراکسـف    
 اروز ـسف -DEAE (DE-52)ستون يرو بر شتريب يازـجداس
 ونيفراکس ـ F1  ،1 يونيض يتعو ياز کروماتوگراف .برده شد

F1A  تاF1H (0نمودار )آمددست ه ب. 
 

 : F1 هاي بررسي خواص انعقادي ساب فراکسيون
 ا انجام ـب F1 ياـه ونيراکسـاب فـس يادـت انعقـيخاص    

 (.0جدول )شد يبررس PTآزمايش 
ن يشـتر يب F1Bو  F1A يهـا  ونيساب فراکس ـ ،0جدول  طبق
زمـان   F1B يکـه حت ـ  يرا دارند، به طـور  يت انعقاديخاص

 .نسبت به سم خام داشت يتر نييانعقاد پا
 

 ـ F1Bجداسازي ساب فراکسـيون   وسـيله کرومـاتوگرافي   ه ب
HPLC : 
ــتفاده از      ــا اس ــپ HPLC  ،3ب ــي ــه  ه ک ب ــد، ک دســت آم
 . (0نمودار )ده شدندينام F1B5تا  F1B1 يها ونيفراکس
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ن مرحله مجـزا بودنـد و   يدست آمده در اـه ب ياـه کيپ    
ــ ــيب ،ون اوليفراکس ــذب  يش ــدار ج ــتنه مق ــا. را داش ن ي
 .شدند يابيارز، PT آزمايش با استفاده ازها  ونيفراکس
 

 F1هاي  زمان فعاليت انعقادي ساب فراكسيون: 2جدول 
 

 نمونه *PTمتوسط 
s 04 Fraction F1 A 

s 1 Fraction F1 B 
s 12 Fraction F1 C 
s 30 Fraction F1 D 
s 02 Fraction F1 E 
s 36 Fraction F1 F 
 Fraction F1 G دقيقه 3از بيشتر 
s 03 Fraction F1 H 

23/2 p-value <  ،4 n= * 

 

 :  F1Bهاي فراکسيون بررسي فعاليت انعقادي
تا  F1B1 يها ونيفراکس يبر رو PT آزمايش با استفاده از    

F1B5 ون يفراکســ يعنــي)ون چهــارميفراکســ، مشــخص شــد
F1B4 )ون يفراکس ـن يبا اضافه کردن ا .دارد يت انعقاديخاص

 يبه طور ،(>p 23/2)ل شديتشس هيثان 0به پلاسما، لخته در 
 0ون بـه  ين فراکس ـي ـکه زمان انعقاد پلاسما با اضافه کردن ا

تـوان   يرا م ـ F1B4 ونيجـه فراکس ـ يدر نت. افـت يه کاهش يثان
 . در نظر گرفت يون انعقاديفراکس

 

 حثب
 ير را جهت جداسازيثر و تسرارپذؤم يق روشين تحقيا    

موجـود در زهـر مـار     يو ضـد انعقـاد   يانعقاد يفاکتورها
ده از يلريخانواده و يمارها زهر. دهد يه ميران ارايا يجعفر

است کـه   يديبات جدياز ترک يمنبع غن ،يجمله مار جعفر
ــه نظــر (. 06)دارد  يميوشــيو ب يدر پزشــس ييکاربردهــا ب

 ـ   ،راني ـا يرسد که سم مار جعفـر  يم ر يثادر انعقـاد خـون ت
اخــتلالات  يداشــته باشــد، کــه ممســن اســت باعــث برخــ

 .ان شوديک در قربانيهموستات
خصـوص  ه ب يانعقادهاي  آزمايش يها تيبا توجه به مز    

بهتـر   يسـاز  و مـدل  يده ـ زمـان کمتـر پاسـخ   ) PT آزمايش
 در  يجعفر ر مارـه زهـد کـان داده شـنش ،(in vivoط يشرا

 . دارد ياديز يت انعقاديخاص ،يحالت کل
انجـام گرفتـه بـر     هاي آزمايشاز دست آمده ه از اعداد ب    
جـه گرفـت کـه همـه افـراد مـورد       يتـوان نت  يمنفر  6 يرو
ک ي ـهر  يدست آمده براه ش سالم بودند چون زمان بيآزما
 PT  ،04-02 يهـا  شيزمان آزما يعيها در محدوده طب آن از
 .بود هيثان FT  ،03-3ه و يثان
آزمايش  ،يسم مار جعفر يت انعقاديخاص يبررس يبرا    
PT  را در حضور غلظت mg/mL0 خـون   يپلاسما يبر رو
 PT آزمـايش ن مدت زمان يانگيج مينتا. مينمونه انجام داد 6
زهـر خـام    يت انعقـاد يانگر خاصيباز هم نما ن حالتيدر ا

ب وجـود  ين ترتيبد (.=PT 0/0 هيثان)بود يرانيا يمار جعفر
 ن زهرياثبات شده و ا ير مار جعفرـدر زه يادـل انعقـعام
 .انتخاب شد يعامل انعقاد يجهت جداساز 
 يم کـه سـم مـار جعفـر    يابي ـ يج بالا، در مينتا يبا بررس    

ر هنگـام اضـافه   زيـرا د شـود،   يع انعقاد خون ميباعث تسر
آن  PT آزمـايش زمـان   ،بـه پلاسـما   يکردن سم مار جعفـر 
محدوده . ابدي يکاهش م PTآزمايش  يعينسبت به حالت طب

ن يب انسان معمولا  ينوژن در پلاسمايبرير فيمقاد ينرمال برا
mg/dL 422-022 نـوژن  يبريکه سطح ف يدر موارد. باشد يم

تـر رفتـه باشـد،     نييدر پلاسما از حداقل محدوده نرمال پـا 
و  DIC، يدگي ـز، مارگزينوليبريف يها از حالت يسيتوان  يم
نـوژن خـون کـاهش    يبريهـا مقـدار ف   که در آن ير حالاتيسا
دسـت آمـده در   ه ب ـ يها طبق داده. ابد را در نظر گرفتي يم

کـه در   گرفـت جـه  ينت تـوان  ي، م ـها آزمايشن يک از ايهر 
 يسم، مقدار يها ا با وجود غلظتيو  يدگيصورت مار گز

ــوژن تخريبريف ــن ــده و در نتي ــه فيب ش ــوليبريج ــاق ين ز اتف
دســت آمــده از ژل ه بــ يهــا ونيفراکســ (.03-02)افتــد يمــ

. (0نمـودار  )هسـتند  يخواص متفـاوت  يدارا، يکروماتوگراف
 ل وجـود ي ـبه دل F5تا  F1 يها ونين تفاوت عمل در فراکسيا
که در  يبه طور. هاست ونين فراکسيمتفاوت در ا يها ميآنز

مبين وكننـده پروتـر   فعـال )يانعقاد يها ميآنز ، F1ون يفراکس
توانـد   يگـر م ـ يد يها ونيوجود دارد و فراکس( نير اکارينظ

 يهـا  نيو پـروتئ ( PLA2ر ينظ)يضد انعقاد يها ميشامل آنز
 . گر باشديد
 از  يبيرکــا تـش بـو همسارانوك ـديس، 0006ال ـدر س    
 ض ــيتعو يـو کروماتوگراف يروماتوگرافـژل ک ياـه روش
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 kD در محـدوده   CA-1م يآنـز  يساز ، موفق به خالصيوني
ق تا حدود يمراحل انجام تحق. ندشد يجعفر از زهر مار 60
 (.00)داشت مطابقتما  يقاتيکار تحق اب ياديز
بـه   يق سـم مـار جعفـر   ي ـا تزري ـو  يدگيدر اثر مار گز    

ن حالت در مـورد  يا. ديآ ين مييزمان انعقاد خون پا ،پلاسما
 که نيبا توجه به ابه طور واضح صدق نسرد،  F1ون يفراکس
سه با نمونـه  يکاهش در زمان انعقاد در مقا ،يت انعقاديفعال

ون يمشخص اسـت فراکس ـ  که يطور همان. باشد يکنترل م
F1 ون يکـه فراکس ـ  يدارد، به طور يشتريب يت انعقاديخاص
F1   ون ينسـبت بـه فراکس ـ   يتـر  نييزمان انعقـاد پـاF2  وF3  

 ـيساب فراکس ـگر يد ياز طرف .داشت دسـت آمـده از   ه ون ب
به سرعت زمـان انعقـاد    ،(F1B)يونيض يتعو يکروماتوگراف
 ـا. کند يجاد ميدهد و لخته ا يرا کاهش م ن کـاهش مـدت   ي

حاصـل از   F1B4ون يدر سـاب فراکس ـ ، PT  آزمـايش  زمـان 
HPLC ز مشاهده شدين . 
حاصـل از   يهـا  ونيفراکس ـ يبر رو PT آزمايش با انجام    

HPLC  ،ن مـورد نظـر   يکه هر چـه پـروتئ   شود يم مشخص
 . شود يدتر مير آن در انعقاد خون شديثا، تباشدتر  خالص
پـور و   قربان توسط (Agkistrodon halys)يرانيزهر مار ا    

توســط ژل . (00)بررســي قــرار گرفــتمــورد  همســارانش
 (.AH1-AH5)شـد  تقسـيم ک يپپنج به  خام زهر ،فيلتراسيون

 و قـرار گرفتنـد  آزمايش مورد  انعقاد براي ها فراکسيون همه
 بيشـتر  سـازي  خالص .مثبت بودانعقاد  يبرا AH1فراکسيون 
  .انجام شد تبادل يوني کروماتوگرافي توسط
 فعاليت انعقادي نشان AH14فراکسيون  مرحله نيز در اين    

 AH143انجام شد کـه   HPLCسازي نهايي توسط  خالص. داد
پروتئوليتيسي انعقاد نشان فعاليت ،  kD 02با وزن مولسولي 

انجـام  تحقيق تا حـدود زيـادي بـا کـار تحقيقـاتي       اين. داد
 .دست آمده براي انعقـاد مطابقـت داشـت   ه و نتايج بگرفته 
، فعال کننده پروترومبين است کـه از سـم مـار    CA-1آنزيم 

 و شـد  يو همسـارانش جداسـاز  ديسـوك  جعفري توسـط  
ه بـه  يم شـب ين آنـز يعمل ا. گرديدع انعقاد خون يباعث تسر

 (.00) باشد يما م يم استخراجيآنز
 

 گيري نتيجه
ــه دل يزهــر مــار جعفــر ين بررســيــدر ا     ــب ل وجــود ي
 يهـا  انتخاب شد و با توجـه بـه روش   يانعقاد يها تيفعال

ــاتوگراف ــروتئ ،يکروم ــا نيپ ــف موجــود در آن   يه مختل
ــالص ــاز خ ــاز يس ــد يو جداس ــدر نها. گردي ــل ي ت عام
ع انعقـاد  يکـه باعـث تسـر    ينيپروتئ ،نيکننده پروترومب فعال
ن تا حدود ين پروتئيعمل ا. شد يساز خالص شود، ميخون 
م در ين آنـز ي ـتـوان از ا  ي، که من استيه به اکاريشب ياديز

 يماريکه دچار ب يمارانيز خون بيآنال يبرا و ياعمال جراح
 . کرد اند، استفادهشده يکبد
 

 تشكر و قدرداني
 يسروتراپژه بخش يبه و يسسه رازؤمحترم م كاركناناز    
مهنـدس   ياز آقـا . کمـال تشـسر را دارم   يجانوران سـم  و

شان يها ييان به خاطر راهنمايو خانم دکتر خامه چ يعسسر
 .ارمزسلاسگ
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Abstract 
Background and Objectives 

Echis carinatus venom is a complex mixture of toxins. This venom contains 

metalloproteinases which convert prothrombin to meizothrombin. The prothrombin activator 

leads to the formation of small blood clots inside the blood vessels throughout the body. To 

understand the effect mechanism of Iranian Echis carinatus venom, in this study we 

investigated the effect of EV on human plasma proteins (prothrombin and fibrinogen) and on 

blood coagulation. The aim was the purification and characterization of procoagulant factor 

from the Iranian Echis Carinatus venom and the evaluation of the procoagulant activity on 

human plasma. 

 

Materials and Methods 

Crude venom from the Iranian snake species E. carinatus was selected. The prothrombin 

activator was purified from the crude venom of Echis carinatus by combination of the 

procedures by gel filtration, ion-exchange chromatography, and reverse phase HPLC. 

Electrophoresis on 12.5% polyacrylamide gel was performed.

 

Results 

The Iranian E. carinatus venom was able to coagulate human plasma very rapidly. The 

coagulation time was reduced from 13.4 seconds (SD= ±0.59) to 8.6 seconds (SD= ±0.64) 

when human plasma was treated with crude venom (concentraion of venom was 1 mg/ml). 

 

Conclusions   

The venom of Iranian Echis carinatus contains procoagulant factors. It seems the fraction 

F1B4 isolated from IEc to be like coagulation proteins which coagulate human plasma very 

rapidly in vitro. 
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