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 :مقاله نوع

 پژوهشی

 چکیده

یی ایدر قیشقا یبخش دهان یکاسپاز تیاستراز و فعال نیکول لیاست یاثرات مهار ،مطالعه حاضردر 

 هریجز یجزر و مد نیاز منطقه ب S. haddoni یها . نمونهشد یبررس Stichodactlya haddoni یموکت

اولترا  ،خام عصارهاز  kDa011-01ی با وزن ملکولی فرکشن یجهت جداساز شدند. هیته فارس خلیجهرمز 

استفاده گردید.  استراز نیکول لیسنجش مهار استجهت  Ellmanروش  انجام شد. میلی پور ونیلتراسیف

-MCF نهیس یسلول سرطاندر سنجش کاسپاز  کیمتریکالر تیبا استفاده از ک 0کاسپاز  تیسنجش فعال

از  mg/ml 6 در غلظت لین استرازاستیل کودرصد مهار  نیشتریبدر پایان آزمایش، . گرفت انجام 7

 MCF-7 یسرطان یها در سلول 0کاسپاز  تیفعال زانیم .(p<0.05)شد مشاهده   kDa011-01  فرکشن

پس را  یدار یمعن تیفعال 0کاسپاز  نینشان داد که پروتئ  011و  µg/ml 011 ،611 شده با غلظت ماریت

بعد از  kDa011-01در فرکشن  µg/ml 611 . غلظت(p<0.05)داشت   ساعت 00و  10، 01 از طی مدت

نمود که  انیب توان می  درمجموع را از خود بروز داد. یکاسپاز تیفعال نیشتریگذشت هر سه زمان، ب

 میآنز هاربا م یمریاثرات ضد آلزا توانند یم 011تا  kDa01ی با وزن مولکول S. haddoni ینیسموم پروتئ

 یو القا 0 کاسپاز کردن فعال قیطر از نهیس یسرطان  للوسبر  یو اثر کشندگ استراز نیکول لیاست

 داشته باشند.  اپوپتوز یاحتمال

 مقاله: تاریخچه

 12/00/66دریافت: 

 00/10/62اصلاح: 

 00/10/62پذیرش: 

 : کلمات کلیدی

  ییایدر قیشقا

 استراز نیکول لیاست

 زکاسپا

  پروتئین

 

 هـمقدم

معمول هستند و  یدفاع یزیکیف ینرم، فاقد ابزارها یساکن و بدن یبا زندگ یاییان درجانور یرمانند سا یاییدر های یقشقا

 یرقابت، شکار، مقابله با شکارچ یبرا یزیولوژیکیف یقو های مهارکنندهو  یمیاییش های سلاحعنوان  به یسم یباتاز ترک معمولاً

و کل بدن  یدر سطح صفحه دهان یادیز یهاتنتاکول یدریایی دارا های یق. شقا(Haefner, 2003) کنند میو رقبا استفاده 

 باشند میآن  یرهمحل ساخت سموم و ذخ هستند که یتبه نام نماتوس یایژهو یها ها مجهز به سلولتنتاکول ینهستند که ا

(Smith and Blumenthal, 2007)یموکت های یق. شقا (sea carpets )از جنس  فارس خلیج Stichodactlya sp. ه شاخه ب متعلق

مهرگان ساکن و دریایی موجوداتی ساکن دریا و بی های شقایق. باشندمی( Anthozoaوشان ) ( و رده گلCnidariaتنان ) کیسه

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک  bheidari@guilan.ac.ir 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

75
1.

13
97

.8
.1

.9
.1

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

e.
ho

rm
oz

ga
n.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
7-

04
 ]

 

                             1 / 12

mailto:bheidari@guilan.ac.ir
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23222751.1397.8.1.9.1
http://jae.hormozgan.ac.ir/article-1-698-fa.html


 ...اثرات ضدسرطانی و مهارکنندگی آنزیم استیل کولین استراز و همکارانیاوری 

 

39 

 شامل را ساحل از دور عمیق هایآب تا مدی و جزر هایحوضچه از آنتوزواها از گروه اینپراکنش  .هستند یکجانشین

 . (Karthikayalu et al., 2010)شود می

 های یقازجمله شقا یدریای مختلف های ارگانیسم از هستند سمی اغلب که فعال زیست ترکیب 00111 حدود اخیر یها سال در

 سموم در موجود پپتیدهای و ها پروتئیناست.  یشدر حال افزا سریعاً یزانم ینا و( Pandey, 2012) است شده استخراج یاییدر

 سطح در حفره ایجادبا  0یتولیزینیمانند س یخواص یهستند که دارا فعالی ستزی ترکیبات یقتدر حق دریایی های شقایق

 سدیمی های کانال مهارکننده ،(Grotendorst and Hessinger, 1999) فسفولیپازی ،(Anderluh and Maček, 2002) سلول

(Bosmans and Tygat, 2007 )پتاسیمی و (Minagawa et al., 1998 )هانوروتوکسین دیگر (Garateix et al., 1992 )نیز و 

  . ( هستندDelfin et al., 1994; Antuch et al., 1993) پروتئینازی مهارکنندگان

استراز  نیبه نام کول یمیتوسط آنز و درا به عهده دار عصبی سلول دو بین پیام انتقال در مهمی نقش ،(ACh) کولیناستیل

(AChEتجز )موجب کولین استیل ی تجزیه با که است جانوران عصبی سیستم در مییآنز استراز کولین استیل .شود یم هی  

موجب  و یابد میکاهش  مغز نیکول لیماده است زانیمشود. آلزایمر بیماری است که در آن  یم عصبی های پیامصحیح  انتقال

در بیماران مبتلا به آلزایمر  (.Iran Alzheimer’s Association) شود یم مغز یعصب سلول دو نیب امیپ ارسالایجاد اختلال در 

استیل کولین با استفاده از مهار فعالیت آنزیم استیل کولین استراز که یکی از عوامل  کمک به جلوگیری از کاهش یافتن 

 استراز نیکول میآنزبتوانند موجب مهار که  ییداروها(. Shekarchi et al., 2013) خواهد بود مؤثرکاهش این ماده در مغز است، 

 Iran) شوند می زیتجو مریآلزا و دمانس های بیماری انواع در که هستند ییداروها ترین مهم از شوند، نیکول لیاست شیافزاو 

Alzheimer’s Association.) داروهای به تا داشته آن بر را محققینموجود  یداروها مدت کوتاه تأثیرو مدت  یجانب عوارض 

 منابعیازجمله  دریایی جانوران. باشند داشته نیز کمتری جانبی عوارض بهتر، ثراتا داشتن بر علاوه که یابند دست جدیدی

 های مهارکنندهاثرات  یبا بررس رسد می به نظر بنابراین .اند بوده توجه مورد جدید داروهای یافتن جهت همواره که هستند

 درمان جهت ییبه داروها یابیدست مسیر ،ییایدر های یقازجمله شقا یاییسم جانوران دردر ( AChEIاستراز ) ینلکو یلاست

 گردد.  هموارتر آلزایمر

 بدن در اضافی های سلول از بین بردن های راه ترین مهم از یکی  عنوان بهد توان میمکانیسمی است که  عنوان بهآپوپتوز  

نجام آپوپتوز بیشتر شود و یا از اگر سرعت ا .(Honardoost et al., 2013)ها مورد توجه قرار گیرد  ها و پروکاریوت یوکاریوت

(. Meier et al., 2000; Cory et al., 1994) دنشو مینظیر آلزایمر و پارکینسون حادث  هایی بیماریشود سرعت آن کاسته 

 Dlamini et) ستا گشا راه التهابی ضد و سرطانی ضد یها داده به دستیابی در آن کنترل های راه و سلولی فرایند این شناسایی

al., 2004 .) 

. این پروتئازها با توجه به توانایی خود، کنند میاختصاصی عمل  صورت بهپروتئازی هستند که  های آنزیمکاسپازها در حقیقت 

و حتی  ها پروتئینو موجب تجزیه و تخریب  شکنند میاز آسپارتات وجود دارد،  یسوبسترای خود را در جایی که نوع خاص

 یتدرنها. گردند میپدیده تجزیه شدن با آنزیم پروتئاز فعال  واسطه بههمه کاسپازها  .شوند میها دیگر کاسپاز سازی فعالموجب 

 .(Steller, 1998). شود میدارای دو زیر واحد بزرگ و دو زیر واحد کوچک است و یک تترامر محسوب  شده فعالکاسپاز 

خود به انجام  فرد منحصربها با تجزیه سوبستراهای هماهنگ کردن مسیر مرگ هستند و این نقش مهم خود ر مسئول هاکاسپاز

 ,Hay and Kannourakis, 2002; Schwerk and Schulze-Osthoff) شوند میموجب وقوع مرگ سلول  درنهایتو  رسانند می

 لکردعمکاسپازهای آغازگر دارای ؛ شوند میاولویت شرکت در پدیده مرگ سلولی به دو گروه تقسیم  ازلحاظکاسپازها (. 2003

آغازگر قرار  کاسپازهای در گروه 01و  6، 0، 1 . کاسپازشوند میوارد عمل  تأخیرپیشرو هستند و کاسپازهای اجرایی با 

بعد وارد عمل  مراحل در اجرایی هستند و کاسپازهای ءجز 2و  6، 0 کاسپاز و شوند می فعال فرایند ابتدای در و گیرند می

 .اندازند می راه به را کاسپازی و توالی از فعالیت کنند میشروع  آغازگر کاسپازهای مکفعالیت خود را به ک ها آن. شوند می

(Zimmermann et al., 2001; Steller, 1995.) 

                                                           
1 cytolysin 
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 تیفعال نیاستراز و همچن نیکول لیاست تیبر مهار فعال ییایجانوران در یها مطالعه در خصوص اثرات سموم و عصاره نیچند

 یرا رو یا ترانهیمد شیعصاره خام سم ژله ف اثر تیفعال 1101همکاران در سال  و   Ayedاست.  شده انجام ها آن یکاسپاز

 Gyrostoma ییایدر قیشقا از استراز نیکول لیمهارکننده است یساز و خالص یجداسازکردند.  یبررس استرازنیکول لیاست

helianthus سرخ توسط  یایدرGomaa  نیهمچن. انجام گرفت 1102و همکاران در سالRamezanpour   و همکاران در

 Heteractis magnificaازجمله  ییایدر یها قیشقا از گونه نیچند سم یو آپوپتوز یکاسپاز تیفعال 1100و  1101 یها سال

 .دادند قرار یبررس مورد را H. magnificaو 

خاص مورد  های یماریجهت مهار رشد ب واندت یم یحت کهدارد  وجود یاییدر یقکه در سموم شقا یا بالقوه یتوجه به کشندگ با

 یستیرا جهت مطالعه ز یمناسب یارفرصت بس تواند یم فارس خلیجخاص  یستماکوس ،یگرد یو از طرف یرداستفاده قرار گ

فرکشن  کاسپازی فعالیت و یمریضد آلزا اثرات تا است شده سعی حاضر مطالعه در رو، ینفراهم آورد. ازا ها آن سمیجانداران 

 یبررس مورد( Stichodactylus haddoniیموکت یق)شقا فارس خلیجدر  موجود یاییدر یقشده از عصاره خام شقا لترافیلتراو

 . یردقرار گ

 ها روش و مواد
 یبردار مکان و روش نمونه

انجام   جزر هرمز( و در زمان یره)جز فارس خلیجسواحل  از در بهمن ماه و دریایی های یقشقا یدهان صفحاتاز  یبردار نمونه

در  یدها پس از ص نمونه گرفت. انجام (2008)و همکاران  Fautin شناسایی کلید از استفاده با ها آن شناسایی .(0)شکل  گرفت

 . دندش ینگهدار  -C21 یزردر فر یشگاهبه آزما گرفتند و پس از انتقال  تانک ازت قرار 

 بافر فسفات ی عصاره تهیه

( کاملاً R13 MTOPS) یبرق یزربا استفاده از دستگاه هموژنا ی(از صفحات دهان یقطعات)ها  مونهن یری،در هر مرحله عصاره گ

جهت استخراج  یخنث pH=7.4 (pHبا  یلاستر  (Phosphate Buffered Saline) یمسدبا بافر فسفات  0:2هموژنه و با نسبت 

 گراد یدرجه سانت 0 یو در دما RPM 90ساعت با  یمو ن 1مخلوط شد. در مرحله بعد به مدت  )است ینیپروتئ یباتاغلب ترک

جدا شد و در  یرسوبات بافت یرو یعمدت ما ینا ی(  قرار داده شد. پس از طInfros, RFI-150) یکرداردر دستگاه انکوباتور ش

 یقهدق 01ت به مد گراد یدرجه سانت 0 یدما و  RPM 10000( با Centurion Scientific; England) یکروسانترفیوژمدستگاه 

. موم و واکس 0شامل:  یینشد که از بالا به پا یلفاز تشک 0رف ها واز اپند یکدر داخل هر  یفیوژشد. پس از سانتر یفیوژسانتر

 شد. استفاده بعدی مراحل برای آندوم  فازکه  ی. رسوبات سلول0زرد رنگ  -رنجیشفاف نا یع. ما1مانند  یا رنگ و کره یدسف

 

 
 

 مورد دریایی شقایق نمونه .1 شکل

 مطالعه حاضر در استفاده
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. لازم به ذکر است که شد استفاده (Vacuubrand, Germany) یزدرایرعصاره مذکور از دستگاه فر مدت یلانطو یجهت نگهدار

 .(Ghadiri et al., 2018) انجام گرفت گراد یدرجه سانت 0 یو در دما یخ یبر رو یری،مراحل عصاره گ یتمام

 BCA روشکل با  ینپروتئ یریگ اندازه

1یداس ینیکچون نیس یب روش به  پروتئین سنجش اساس
 (BCA)کاهش یبر مبناCU

+2
Cuبه  

+1
مجهول  ینپروتئ یلهوس به  

Cu)مس یونکات یرنگ انتخاب یصتشخ یزو ن یاییقل یطدر مح
+1

 ,Heست )ا یداس ینیکچون ینس یشده توسط ب یلتشک  (

 261ول موج در ط یقو یجذب خط یو دارا استبنفش پررنگ  رنگحل در آب و به  و مس قابل BCA کمپلکس(. 2011

، روش ینبه ا ینپروتئ یکم یزانم یریگ اندازه ی. برایابد یم یشافزا یزانم ینا ینغلظت پروتئ یشکه با افزا باشد مینانومتر 

منظور  شد. به یهغلظت مختلف طبق پروتکل ته 0بافر فسفات حل و در  لیتر یلیم 1در  یگرم از عصاره خام بافر فسفات 0/1

 ساخته شد.  BSA یسرم گاو ینآلبوم ینپروتئ لیتر یلیدر هر م یکروگرمم 1111تا  1غلظت  از  6 ،ارداستاند یها محلول یهته

 (SDS-PAGE) پروتئین الکتروفورز

 استفاده پروتئین الکتروفورز برای (سولفات دسیل دو سدیم حضور در آمید اکریل پلی ژل )الکتروفورز در SDS-PAGEروش 

 در درصد 2 کننده متراکم ژل درصد و 2/01، ژل جداکننده (Laemmli, 1970) لاملی روش در تغییرات بعضی اعمال با. شد

ولت و در ژل جداکننده  21 ساعت و یمن یبالکتروفورز در ژل متراکم کننده به ترت یزمان و ولتاژ لازم برا . مدتشد گرفته نظر

 هر برای میکرولیتر 02 میزان به نمونه بافر از استفاده باشده  آماده یها نمونه یت. درنهابود ولت 021و ساعت 2/0 یزانم ینا

 یمولکول وزن با پروتئینی نشانگرهای و ژل در مجهول یها نمونه یمولکول وزن مقایسه برای. شد بارگذاری ژل روی بر نمونه

 اکتینیدین ،)دالتون یلوک00) اوآلبومین ،)دالتون کیلو 66) گاوی آلبومین ،)دالتون کیلو 20 (اوترانسفرین های ینپروتئ ،مشخص

 .شد برده کاره ب  )دالتون کیلو 00 (لیزوزیم و )دالتون کیلو 00) لاکتوگلوبولین -بتا ،)دالتون کیلو 16)

 و ثبوت یها مرحله آنکه ضمن. شد استفاده ژل یزیآم جهت رنگ R-250 بلو بریلیانت کوماسی الکتروفورز، اتمام از بعد

 در مدت یناز ا  پس و گرفت قرار ساعت 0 مدت به رنگ محلول در ژل .گرفت انجامزمان  هم طور به ها ینپروتئ یزیآم رنگ

مرحله تا زمان روشن  ینبر قرار گرفت و ا رنگ موادعنوان  به مقطر آب و گلاسیال استیک اسید متانول، یها محلول معرض

 ژل ادامه داشت. ینهشدن زم

 ونیلتراسیف الترا

 یلوک 011و  01( Amicon, Franc) فالکونی پور میلی فیلتر 1 از یبافر فسفات خام ارهعص مختلف اجزای جداسازی جهت

 011-01 بین( و 0 فرکشن) دالتون کیلو 011 از بیشتر  یمولکول یها وزن با ینیپروتئ فرکشن 1 تعداد .شد استفاده یدالتون

  RPM 5000 و گراد یسانت درجه 0 دمای در افیلتره تمامی. شد تهیه پوری میلی فیلترهای توسط( 1 فرکشن) دالتون کیلو

. بود دقیقه 01 دالتونی، کیلو 01 فیلتر برای و دقیقه 11یدالتون یلوک 011 فیلتر یبرا لازم زمان. گرفتند قرار استفاده مورد

 یبررس بود لذا جهت یدالتون یلوک  >011از فرکشن  یشترب یدالتون یلوک 01-011کل فرکشن  ینپروتئ میزان که ییازآنجا

 . (Yavari et al., 2018) شدفرکشن استفاده  یناز ا یکاسپاز یتاستراز و فعال ینکول یلاست یمهار یتفعال

 استراز کولین استیل آنزیم مهار
 Ellman. روش گیرد ی( مورد استفاده قرار مAChEIاستراز ) ینکول یلاست یاثرات مهارکنندگ یجهت بررس یمتفاوت های یوهش

 (ATCT) یداید ینکول یل. استشود یبه کار گرفته م AChEIاثرات  یبررس یطورمعمول برا است که به ییها ازجمله روش

 یدآن، سرعت تول بر(AChEI)  استراز کولین استیل آنزیم مهارکنندهو پس از اثر  شود یعنوان سوبسترا در نظر گرفته م به

 از پس یوکولین. تگیرد یمورد استفاده قرار م Ellmanر در روش عنوان اساس کا به یمیآنز یزعنوان محصول کاتال به یوکولینت

 یونآن یک که یداس یکمرکاپتو بنزوئ -2 یترون -1تا  دهد یواکنش م (DTNB) یداس یکبنزوئ دی نیترو دی تیو دی با تولید

                                                           
2 bicinchoninic acid 
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 شود یم یریگ ندازها یدرر یزادستگاه الا یلهوس نانومتر به 012رنگ در طول موج  یجادشود. سرعت ا یجادزردرنگ است ا

(Ellman et al., 1961 .)یکرولیترم 012 ،خانه 66 پلیت از خانه هر در DTNB (10110 مولار)، ماده  یکرولیترم 12ATCI 

 یها غلظت بادالتون  یلوک 011تا  01فرکشن  نمونه میکرولیتر 12 یتو درنها  (pH 0با ) PBSاز  یترلمیکرو 21،مولار( 10102)

استراز توسط سم  ینکول یلاست یمآنز یاثرات مهار که یی. ازآنجایداضافه گرد لیتر یلیدر م گرم یلیم 6و  0، 1، 0، 2/1مختلف  

مختلف فرکشن مذکور بر اساس  یقرار نگرفته است لذا انتخاب دوزها یتاکنون مورد بررس یاییدر های یقاز شقا یگونه مشابه

نانومتر با  012در طول موج  ثانیه 010به مدت یهثان 00ها در فواصل  از خانه یکجذب هر  مقدار آزمون و خطا بوده است.

 AChE یمآنز میکرولیتر 12 ارها مقد چاهک یتمام مرحله به ینازا شد. پس یریگ اندازه یدرر یکروپلیتاستفاده از دستگاه م

تا  یهثان 00ها در فواصل  چاهک جذب یزانداخل دستگاه قرار گرفت و م یکروپلیت( اضافه شد و ملیتر یلیواحد در هر م 11/1)

 یزانم یانگرآمده که ب دست خط به شیبجذب در برابر زمان رسم شد و  یزانم یمنحن یتشد. درنها یریگ اندازه یهثان 010

با  ییها چاهک از و منفیعنوان کنترل  به PBSاز حلال  آزمون، این در که است ذکر به لازممحاسبه شد.  ،ستا یمآنز یتفعال

 بر دقیقه بر نانومول مقیاس بامذکور  آنزیم یت. فعالشد استفاده مثبتعنوان کنترل  دالتون به یلوک 011تا  01رکشن حضور ف

 غلظتی ،مختلف فرکشن موردنظر یها در حضور غلظت یمبا محاسبه درصد مهار آنز ین. همچنشد داده نشان پروتئین گرم یلیم

 .یداستراز را داشت محاسبه و گزارش گرد ینکول یلاست یمآنز  (IC50)درصدی 21 مهار توانایی که فرکشن از

 سلول کشت و یسلول رده

 شده هیته MCF7 (C135) یانسان نهیسسلول سرطان  ردهاز  ییایدر قینظر شقا فرکشن مورد یکاسپاز تیفعال یبررس جهت

 ,RPMI 1640 (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MOها شامل  کشت سلول طی. محدیگرد استفاده رانیپاستور ا تویانست از

USA )یگاو نیدرصد سرم جن 01با  شده یغن FBS (Fetal Bovine Serum; Gibco, NY, USA و )کیوتیب یدرصد آنت 0 

کشت  یها سلول ،یو قارچ ییایباکتر یآلودگ هرگونهوجود  عدماز  نانیاطم جهتبود.  (Sigma Aldrich, USA) نیلیس یپن

 .شدند مشاهده متضاد فاز کروسکوپیم با نهایتاً و شمارش سپس؛ شد یزیآم رنگ بلو پانیتر رنگداده شده با 

  یکاسپاز فعالیت
 طیمح تریل یلیم 0 کی هر به و داده کشت یس یس 12 یها فلاسک  در سلول 0×016 تقریبی تعداد به MCF7 یها سلول 

 تا 01 فرکشن از تریل یلیم 0 زانیم به و هیتخل فلاسک ییرو کشت طیمح ساعت، 10 گذشت از بعد. شد اضافه کامل کشت

 دیگرد اضافه ماریت هر یازا به تکرار 0 تعداد به و تریل یلیم هر در کروگرمیم 011 ،611 ،011 یها غلظت بادالتون  لویک 011

 یها عصاره سلول 0کاسپاز  تیفعال زانینمودن م یمنظور کم . بهشد منتقل گراد یسانت درجه 02 یدما با CO2 انکوباتور به و

( Annexin-FITC, Abnova, Taiwanسنجش کاسپاز ) کیمتریکالر تیاز ک ییایدر قیشده با فرکشن موردنظر شقا ماریت

 د. استفاده ش

کشت  طیمح ساعت، 00 و 10 ،01 مدت بهها  سلول ماریت پس از  ت،یک یشنهادیکه بر اساس دستورالعمل پ بیترت نیه اب

دو  یرسوب سلول ، RPM 0011 با قهیدق 2به مدت  وژیفیشدند. پس از سانتر نهیپسیها تر و سلولها خارج گشته  سلول یرو

 عیما  انجام شد و وژیفیوشو داده شد و پس از هر بار شستشو مجدداً سانتر شست  0211RPM با سرد PBS تریل یلیم 0بار با 

 انکوبه خیدر  قهیدق 01به مدت  و شد اضافه کننده زیل رباف از تریکرولیم 21 شده نینش یها سلول رسوب به. شد هیتخل ییرو

 دیجد وبیت کرویم کیحاصل به  وپرناتانت، سRPM 01111و گراد یدرجه سانت 0 یدر دما وژیفیسانتر قهیدق 2. پس از ندشد

 قرار ادهاستف مورد کاسپاز تیو سپس سنجش فعال  BCA روشکل به  نیپروتئ زانیم یریگ منتقل شد تا جهت اندازه خیدر 

محاسبه و  نمونه هر از شده سنجش نیپروتئ کروگرمیم BCA ،111هر نمونه به روش  کل نیپروتئ زانیم نیی. پس از تعردیگ

خانه منتقل شد.  66 تیپل یها از چاهک یکیبه داخل  نهایتاًو  دیردگ قیرق تریکرولیم 21ییجم نهاحکننده به  زیدر بافر ل

 یسوبسترا تریکرولیم 2مولار و سپس  یلیم DTT 01 یحاو( 2X Reaction Bufferش )بافر واکن تریل کرویم 21نیهمچن

DEVD-pNA  یینها حجم با نمونه هر یبرا سنجش محلول بیترت نیه اب. دیردگاضافه  اهکبه هر چ مولار یلیم 0با غلظت 

 . شد هیته چاهکهر  یبرا تریکرولیم 012
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 یسوبسترا یدینواسیآم یو شکست توال ییکاسپاز بر اساس شناسا یپروتئاز تیفعال کاسپاز، کیمتریدر سنجش کالر

 یرنگ، نور زردسپازمحض شکسته شدن توسط کا ( بهp-Nitroanilide) pNA. شود یم یریگ اندازه کاسپاز هر ژهیو کیمتریکالر

 یسنجش برا یها محلول یخانه حاو 66 تی. سرانجام پلگرددآشکار  تواند ینانومتر م 012که در طول موج  کند یم دیتول

 زانیقرار داده شد. م CO2و پنج درصد  گراد یدرجه سانت 02 یساعت داخل انکوباتور در دما 1مختلف به مدت  یها نمونه

با  زیکاسپاز ن تیفعال زانینانومتر خوانده شد. م 012در طول موج  دریر زایالاتوسط دستگاه  تیموجود در پل یها جذب نمونه

 .دیگرد نییکنترل تع یها جذب نمونه با جینتا سهیمقا

 آماری آنالیز

 Microsoft Office Excel 2010و  02 نسخه SPSS افزارهاینرم از نمودارها رسم و هاداده آماری تحلیل برای پژوهش این در

 تعیین جهت رفهط یک واریانس آنالیز از اسمیرونف، -کولموگروف آزمون توسط هانرمال بودن داده ییناستفاده شد. پس از تع

 آزمونپس بودن، معنادار صورت در و شد استفاده دریایی شقایق از آمده دست به های داده یننبودن اختلاف ب یابودن  دارمعنی

Duncan  شدند بیان معیار انحراف ± میانگین شکل به ها داده ی. تمامگرفت قرارمورد استفاده. 

 جـینتا

 ینپروتئ میزان استاندارد منحنی و جذب میزان استاندارد، یها محلول مختلف یها تاساس غلظ بر کل پروتئین یریگ اندازه

 یلوک 01-011 فرکشندر  ینپروتئ یزانم بیشترین که ییمشاهده است. ازآنجا قابل 0مختلف در جدول  یها فرکشن درکل 

 0کاسپاز  یتسنجش فعال یزستراز و نا ینکول یلاست یمآنز یاثرات مهار یفرکشن جهت بررس ینبه دست آمد لذا از ا یدالتون

 استفاده شد.
 

 .S. haddoniدریایی  شقایق دهانی بخش خام عصاره از آمده دست به فرکشن دو در کل پروتئین میزان .1 جدول

 

 

 

 

 

 

 
 

  SDS-PAGE  الکتروفورزپروتئین

 تریس SDS-PAGE %01 سولفات دسیل دو سدیم حضور در آمید اکریل پلی ژل در یخام بافرفسفات عصاره الکتروفورز

 (.1)شکل  بود دالتون کیلو 011 تا 01 ناحیه در خصوص به پررنگ و زیادی باند واضح تعداد دهنده نشان گلایسین
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 نوع ماده (µg/ml) کل نیغلظت پروتئ

 (>kD 011 ی)وزن مولکول 0 فرکشن 0012±12

 (kD 01-011   ی)وزن مولکول 1 فرکشن 1020±02

 شده مشاهده پروتتئینی باندهای  .2شکل 

% 01 آکریلامید پلی الکتروفورز ژل روی بر

 بافر خام عصاره به مربوط گلایسین تریس

 شقایق دهانی صفحه از شده تهیه فسفاتی

. Stichodactyla haddoni دریایی

 آلبومین(، دالتون کیلو 20) اوترانسفرین

 00) اوآلبومین(، دالتون کیلو 66) گاوی

(، دالتون کیلو 16) اکتینیدین(، دالتون کیلو

 و( دالتون کیلو 00) لاکتوگلوبولین -بتا

 (.دالتون کیلو 00) لیزوزیم
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ی بافر فسفاتخام  استراز در حضور فرکشن تهیه شده ازعصاره کولین استیل . درصد مهار آنزیم1 جدول

 صفحه دهانی شقایق دریایی.

  استراز کولین استیل آنزیم مهاری راتاث

 وزنبا  ییها پروتئین یدارا Stichodactyla haddoniیی ایدر قیشقا یصفحه دهان یشده از عصاره خام بافر فسفات هیفرکشن ته

 لیاست میآنز تیفعال بر یاثرات مهار یدارا تریل یلیدر م گرم یلیم 6تا  2/1 یها غلظت بادالتون  لویک 011و  01 نیب یمولکول

. (0)شکل گردد  می میآنز تیفعال کاهش و مهار شیافزا موجب مذکور فرکشن غلظت شیافزانشان داد  جینتابود.  استراز نیکول

)جدول  فرکشن موردنظر بوده است از تریل یلیبر م گرم یلیم 6حضور غلظت  در( درصد 6/06±0/0) میآنزدرصد مهار  نیشتریب

از  تریل یلیبر م گرم یلیم 2/1غلظت  حضور در( 0/0±0/0) استراز نیکول لیاست میآنز ارمه درصد نیکمتر که یدرحال. (1

 یمعنادار برا صورت بهاستراز  نیکول لیاست میمهار آنز شیافزا ی(. روند صعود1جدول قرار گرفته بود ) شیفرکشن مورد آزما

گردید  مشاهدهدالتون  لویک 011و  01 نیب یمولکول( فرکشن با وزن گرم یلیبر م تریل یلیم 6و  0، 1، 0، 2/1غلظت ) 2هر 

(P<0.05 0( )شکل). زانیم آنکه ضمن IC50 21غلظتی است که موجب مهار  دهنده نشانکه  دالتون لویک 011 تا 01 فرکشن 

 .بود تریل یلیم در گرم یلیم 0/0 ،باشد میدرصدی فعالیت آنزیم استیل کولین استراز 

 یتمام در داد نشان کیلو دالتون 01-011مختلف فرکشن  یها انومتر در حضور غلظتن 012جذب در طول موج  زانیم

مذکور کاهش  فرکشنغلظت  شیجذب با افزا زانی. درمجموع م(0)شکل  افتی شیافزا جذب زانیم زمان شیافزا با مارهایت

 ،کنترل از پسبود.   01-011 عنوان کنترل و بدون حضور فرکشن مشاهده شد که به یماریجذب در ت زانیم نیشتریب. افتی

بر  گرم یلیم 2/1و  0، 1، 0، 6 یها غلظت اب  01-011با حضور فرکشن  ییمارهایجذب در ت زانیم نیشتریب بیبه ترت

 (.0)شکل  مشاهده شد تریل یلیم
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 (میلی گرم در میلی لیتر)کیلودالتون   30-100غلظت های مختلف فرکشن 

a 

b 

c 

d 

e 

 AChEدرصد مهار  (mg/mlکیلو دالتون ) 30-100های مختلف فرکشن  غلظت

2/1 0/0±0/0a 

0 1/00±1/0b 

1 2/11±6/1c 

0 6/10±0/0d 

6 6/06±0/0e 

 .استراز کولین استیل آنزیم مهار بر  S. haddoni دریایی شقایق دهانی بخش دالتون کیلو 01-011 فرکشن مختلف هایغلظت اثر .3 شکل
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 کنترل و S. haddoni دریایی شقایق دهانی بخش دالتون کیلو 01-011 فرکشن (mg/ml) مختلف های غلظتمیزان جذب در  .4شکل 

 زمان. گذشت با 

  

 
 S. haddoni یاییدر یقشقا یلودالتونیک 01-011مختلف فرکشن  های غلظتکل در  ینپروتئ  یزانم .5 شکل

 

 اثرات کاسپازی

 لویک 01-011 فرکشن مختلف های غلظت وسیله به شده ماریت MCF7 یشدن سلول سرطان زیکل حاصل از ل نیپروتئ زانیم

 0سپاز کا تیفعال زانیم یبررس جینتا  .است شده آورده 2 شکل در مختلفهای  در زمان S. haddoni ییایدر قیشقا یدالتون

 کیلو دالتون 01-011از فرکشن  تریل یلیبر م کروگرمیم 011و  611، 011شده با غلظت  ماریت MCF7 یسرطان یها در سلول

ساعت بعد تیمار  00و  10، 01های  داری را در زمان معنی تیفعال 0کاسپاز  نیداد که پروتئ نشان S. haddoniصفحه دهانی 
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در فرکشن موردنظر بعد از گذشت هر  تریل یلیممیکروگرم بر  611غلظت . (6( )شکل P<0.05داد )خود نشان  از MCF7سلول 

ساعت تیمار سلول  10گذشت  از (. همچنین بعد2( )شکل P<0.05سه زمان، بیشترین فعالیت کاسپازی را از خود بروز داد )

MCF7 بیشترین فعالیت کاسپازی در مقایسه با دو زمان دیگر در هر سه غلظت دیده شد ،(P<0.05 6( )شکل  .) 

 

 
 .مختلف های زمان در S. haddoni یاییدر یقشقا دهانیصفحه  دالتون یلوک 01-011فرکشن کاسپازی یتفعال یزانم. 6 شکل

 بحث

 Stichodatylaاز عصاره خام صفحه دهانی شقایق دریایی  آمده دست بهکیلودالتونی  01-011حاضر، فرکشن تحقیق در 

haddoni  در سلول سرطانی سینه  0باعث مهار فعالیت آنزیم استیل کولین استراز و فعالیت معنادار کاسپازMCF7  .شده است

 است رسیده اثبات به حاضر پژوهش در آنچه با ها آن از حاصل نتایج و است گرفته انجام زمینه این در اندکی مطالعات

 Pelagiaبه نام  ای یترانهمد یشژله ف یو همکاران بر رو Ayed وسیله به 1101 الس در که ایمطالعه طی. دارد همخوانی

noctiluca یمآنز یتخام فعال صورت بهجانور  ینانجام گرفت نشان داد که سم ا antibutyrylcholinestrasic (BuChe را در )

و ضد  یمریضد آلزا یتصد کاهش داد و فعالدر 0/26و  2/16، 2/06 یزانبه م لیتر یلیدر م یکروگرمم 011و  01، 0سه غلظت 

 یمموجب مهار آنز یبجانور به ترت ینشده از سم خام ا یهته 1و  0 یها مطالعه فرکشن ینآن گزارش شد. در هم یکیآلرژ

BuChe در . یدگرد درصدی 2/62و  0/26، 2/00، 0 مهار موجب 1 فرکشن تأثیر از ودرصد  0/20و  10، 1/01 یببه ترت

 بررسی مورد را Gyrostoma helianthus گونه یاییدر شقایقسم حاصل از  ،1102همکاران در سال  و Gomaa ریدیگ مطالعه

اثرات  یحاصل از آن دارا یدالتون یلوک 01و  2، 0، 0، 2/1 های فرکشن و سم خام عصاره داد نشان حاصل نتایج. دادند قرار

در تحقیق  .بود%( 0/00) یدرصد مهار یشترینب یدارا یدالتون لویک 2/1استراز بود و فرکشن  ینکول یلاست یمآنز یمهار

درصد( آنزیم 6/06کیلو دالتون شقایق دریایی دارای بیشترین مهار ) 01-011از فرکشن لیتر میلیدر  گرم میلی 6حاضر، غلظت 

 مستقیم اثر تحقیق، توسط ردمو گونه سم وسیله به استراز کولین استیل آنزیم مهار رسد می نظر استیل کولین استراز بود. به

 بر مبنی گزارشی. است شده آنزیم عملکرد در اختلال موجب آنزیم فعال جایگاه به اتصال طریق از آنزیم ساختار روی بر سم

 استراز کولین استیل آنزیم ساختار روی بر مرجانیان سایر یا و دریایی های یقشقا سم مستقیم اثر عمل مکانیسم چگونگی

 و پتاسیمی سدیمی، های کانال فعالیت مهار دهنده نشان پیشین های پژوهش از حاصل نتایج که ییازآنجانیست.  موجود

استیل کولین  آنزیم فعالیت وابستگی به توجه با لذا است، دریایی های یقشقا انواع از شده استخراج سموم با تیمار کلسیمی
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 استراز کولین استیل آنزیم مهار موجب یونی های کانال مهار رسد می نظر به کلسیمی کانالازجمله  یونی هایلکانا استراز و

 .است گردیده

 Holothuriaسم  1100و همکاران در سال  Ramezanpourگزارش  بر اساستوان اشاره نمود که درباره فعالیت کاسپازی می

magnifica   توانست با فعال کردن مسیر کاسپاز موجب القا مرگ در سلول شود. سمH. magnifica مشخص سطح  طور به

و همکاران  Ramezanpourرا افزایش داد و موجب القا آپوپتوز شود. همچنین  MCF7و  T47D های سلولی در لاین 2/0کاسپاز 

 انسان ریه هایسلول میتوکندری غشای پتانسیل دادن دست از وسیله به  H. magnifica نشان دادند سم 1100در سال 

A549  ی ها سلولاست که  گزارش شدهاز طرفی،  .شود یم زآپوپتو به منجرMCF7 رطانیس ضد داروی با تیمار به پاسخ در 

 ,.Lu et al., 2005; Jänicke et alنشان ندادند ) sub-G1 0در سطح کاسپاز و نیز افزایشی در فاز  یا ملاحظه قابلافزایش 

کیلو دالتون توانستند فعالیت کاسپازی  01-011ه (. در مطالعه حاضر، سموم پروتئینی شقایق دریایی در محدود1998

نشان دهند. در  MCF7سینه  یسرطانساعت تیمار سلول  00و  10، 01بعد از گذشت  ،را در مقایسه با کنترل ای ملاحظه قابل

 ساعت، بهترین عملکرد معنادار کاسپازی سم پروتئینی شقایق دریایی 10و زمان  لیتر میلیمیکروگرم در  611غلظت 

S. haddoni  .دیده شد 

سموم پروتئینی شقایق دریایی حاضر در  پژوهش حاضر، درآمده  دست به یجنتا بر اساسبیان نمود که  توان می درمجموع

ودالتونی ممکن است در کنترل بیماری آلزایمر با مهار لکی 01-011خصوص با وزن مولکولی ه ب S. haddoni فارس خلیج

  باشند. مؤثربا توجه به فعالیت کاسپازی آن،  MCF7 سرطانی  سلولدر  آپوپتوز و القا فعالیت  استیل کولین استراز
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