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 مقاله: نوع

 پژوهشی

 چکیده

. شوند میمخروطی سنتز  های حلزونا، پپتیدهای کوچک سمی هستند که در مجرای سم کونوتوکسینه

حیوانی مورد آزمایش هستند. در این مطالعه اثرات ضد  های مدلها دارای اثرات ضد درد در  کونوتوکسین

 Conusو  Conus coronatus، فارس خلیجمخروطی  های حلزونهای  درد بدون ایجاد سمیت، کونوتوکسین

frigidus  ها با استفاده از حلال  . استخراج کونوتوکسینندمورفین مقایسه شد غلظتبررسی و با همان

و  SDS-PAGE، با روش ها آنمخروطی انجام گردید. وزن مولکولی  های حلزوناستونیتریل، از مجرای سم 

ا آزمون رفتاری تعیین شد. ارزیابی اثرات ضد درد ب RP-HPLCها با استفاده از  پروفایل کونوتوکسین

کونوتوکسینی با استفاده از تست  های عصارهفرمالین در مدل موش سوری انجام شد. اثرات سمیت 

کیلو  081-5وزنی محدوده کونوتوکسینی دارای  های عصارههمولیتیک انجام گردید. نتایج نشان داد که 

لین، در فاز اول هستند که با اثرات دالتون، فاقد اثرات همولیتیک و قادر به کاهش اثرات ماده دردزای فرما

. لذا با در نظر گرفتن عوارض داروهای ضد درد اپیوئیدی، کند میداروی مورفین در کاهش درد، برابری 

را کاندیدای  ها آن توان میانجام شود،  ها عصارهو بالینی این  شناسی سمچنان چه مطالعات تخلیص، 

 به کار برد. نست ودامناسبی برای تولید داروهای مسکن طبیعی 

 مقاله: تاریخچه

 01/10/16دریافت: 

 32/12/16اصلاح: 

 16/10/16پذیرش: 

 :کلمات کلیدی

 حلزون

 ضد درد

 کونوتوکسین 

 همولیتیک

 هـمقدم

یب به علت تخر معمولاًبیابد. درد  ای چارهتا برای رهایی از آن  کند میتلاش  ها سالمشکلاتی است که انسان  ترین شایعدرد، از 

و به  آید میشیمیایی، حرارتی، مکانیکی و الکتریکی به وجود  های محرکناشی از  معمولاًو یا آسیب وارده به یک بافت بوده که 

مانع از انجام  کننده ناتوانیا  محدودکنندهد به عنوان یک عامل توان میکه در هر دو حالت  کند میدو صورت حاد و مزمن بروز 

 Murray). با توجه به اینکه داروهای ضد درد موجود دارای عوارض نامطلوبی هستند (Woolf, 2004)روزمره شود  های فعالیت

and Brater, 1993) جستجو برای یافتن داروی ضد درد جدید که دارای عارضه کمتر باشد امری منطقی بوده و چنین به نظر .

ضد درد خود مورد توجه محققان هستند.  های ویژگیل مخروطی به دلی های حلزونکه کونوتوکسینهای استخراجی از  رسد می

 ;Walker et al., 1999)منتشر شده است  ها آنمقاله تا کنون در ارتباط با فیلوژنی، بیولوژی و سموم  0111حدود  که طوری به

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک  halimeh.rajabi@gmail.com 
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Wu et al., 2010; Hu et al., 2011; Violette et al., 2012; Dutertre et al., .2013)جه داشت که این حجم از . البته باید تو

، اندک  (WoRMS, 2014)گونه تخمین زده شده است 812مخروطی که حدود  های حلزونمطالعات در مقایسه با تعداد زیاد 

، نیاز به کشف و پیشرفت در مورد اند رسیدهتاکنون چندین کونوتوکسین به مراحل کلینیکال داروهای بشری  اگرچهاست. 

 ,.Zhang et al)، وجود دارد کنند میمختلف را بلوکه  های کانالیدی که زیر واحدهای انتخابی داروهای ضد درد غیر اپیوئ

کولینرژیک است که یکی  ها سیستم. از جمله این گیرد میمختلف صورت  های گیرندهو  ها سیستم. کنترل درد، از طریق (2007

موجب  (Rodreguez et al., 2015)در سطح تنه مغز درد بوده که هم در سطح قشر مغز و هم  کننده تعدیلاز چند سیستم 

ضد  ها آن ترین مهمکه  شود میمتفاوت اعمال  های گیرندهاز طریق  تأثیرات. این گردد میتونیکی و مداوم  عمدتاً دردهایمهار 

و از طریق  کند میتولید  Gاختصاصی جفت شده با پروتئین  های گیرندهرا با اتصال به  دردی بیاوپیوئیدی است که  دردهای

به طور عمده در مناطقی از مغز و نخاع که درگیر  ها گیرنده. این نماید مییونی اثر  های کانالتعامل بر روی باز و بسته شدن 

خود و توانایی بالا در هدف قرار دادن  توجه قابلانتقال و تنظیم درد هستند، قرار دارد. کونوتوکسینها نیز با تنوع مولکولی 

. بعضی از (Kaas et al., 2012; Lewis et al., 2012)، مورد توجه هستند ها ناقلیونی و  های کانالعصبی،  های گیرنده

را تنظیم  ای ماهیچه های سلولسلولی اعصاب یا  ی دیوارهجریان پتاسیم یا سدیم در  ی کننده تنظیم های کانالها،  کونوتوکسین

 های یونکه  دهند میآسپارتات اتصال یافته و اجازه -Dمتیل -N های گیرندهبه و بعضی دیگر  (Favreau et al., 2012) کنند می

های اختصاصی 0، بعضی نیز آنتاگونیست(Scott et al., 2002)اعصاب وارد شوند  ای ماهیچه های سلولکلسیم به درون 

 .(Santos et al., 2004) باشند مینقش دارد،  ای ماهیچهاستیل کولین که در انقباض  های گیرنده

مختلفی استفاده  های روش، از باشند میحلزون مخروطی حاوی اثرات ضد درد  های گونهبرای تعیین اینکه آیا کونوتوکسینهای 

. یکی از این (Bernaldez et al., 2013)رفتاری است  های آزمونحیوانی و  های مدلآن استفاده از  ترین متداولکه  شود می

، به عنوان فاز اول پس از تزریق 1-5دو فازی است که دقایق  . درد ناشی از فرمالین یک درداشدب می، آزمون فرمالین ها آزمون

. در بررسی  (Tjolsen et al., 1992)شود میبه عنوان فاز دوم )درد التهابی( در نظر گرفته  05-61درد )درد نروژنیک( و دقایق 

 .Cو  C. coronatusد کونوتوکسینهای دو گونه حلزون مخروطی از اثرات ضد در ای مطالعهمنابع اطلاعاتی و متون علمی، 

frigidus  پژوهشی وزارت علوم و  های اولویتیافت نشد. لذا این گزارش اولین مطالعه در سطح جهانی بوده و با توجه به

های دو گونه  سین. در این تحقیق اثرات ضد درد کونوتوکباشد می ها اولویتتحقیقات و فناوری )عتف(، شامل بند دهم این 

در موش   (Heidari et al., 1996)به روش آزمون فرمالین با مبنای شیمیایی ایجاد درد فارس خلیجغالب حلزون مخروطی 

 سوری مورد بررسی قرار گرفت.

 ها نمونه سازی آمادهو  برداری نمونهها  مواد و روش

 انجام گرفت به شکلی (N 26055.631     E 056015.209یی: از ساحل پارک زیتون جزیره قشم )موقعیت جغرافیا برداری نمونه

همراه با آب  ها نمونه. شدند آوری جمع C. coronatusنمونه از گونه  08و  C. frigidusنمونه حلزون مخروطی گونه  25 که

درجه  -81 دمای دریا به آزمایشگاه منتقل و در شرایط استریل و روی یخ تشریح شدند. مجراهای سم جداسازی و در

 .گرفتندقرار گراد  سانتی

 ها استخراج کونوتوکسین

برای استخراج کونوتوکسینها، مجراهای سم به همراه آب تزریق سرد و سری افزایشی استونیتریل )محصول مرک، آلمان( 

یی که گراد سانتریفیوژ شدند. محلول رو درجه سانتی 0در دمای  01111دقیقه با دور  5هموژن گردیدند. سپس به مدت 

گراد  درجه سانتی -81حاوی کونوتوکسینهای مجرای سم بوده به میکروتیوپ جدید منتقل و لیوفیلیز گردید، سپس در دمای 

 (Tayo  et al., 2012ذخیره شد )

                                                           
1 Antagonist 
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 کونوتوکسینی های عصارهسنجش غلظت 

یک روش تحلیلی برای سنجش غلظت، از روش رنگ سنجی برادفورد استفاده شد. سنجش پروتئین کل به این روش، 

. تغییر رنگ معرف در زمان اتصال به شود میغلظت پروتئین در یک محلول استفاده  گیری اندازهاسپکتروسکوپی است که برای 

 (.Bradford, 1976پروتئین، معیاری برای سنجش پروتئین کل است )

 تعیین وزن مولکولی 

دقیقه  5درجه به مدت  15با بافر لودیگ در دمای  ها نمونهتهیه گردید. Laemmli (0101) ژل پلی آکریل آمید مطابق روش

اختلاف پتانسیل الکتریکی به طور کامل دناتوره شوند. سپس به درون چاهک تلقیح شدند و در  ها پروتئینجوشانده شدند تا 

ریل آمید میکس ، شامل: آکدرصدResolving 05مورد استفاده برای ژل  های محلولبه مدت سه ساعت قرار گرفتند. ولت  11

 )محصول سیناژن، ایران(،  درصد SDS 301مولار) محصول سیناژن، ایران(،  5/0)محصول مرک، آلمان(، تریس  درصد 21

2
APS 01محصول سیگما، آلمان(،  درصد(TEMED

)محصول مرک، آلمان( بود. مارکر پروتئین از شرکت سیناژن تهیه شد. 0

 ( پروتئین است.لیتر میلی/گرم میلی) 0/1تا  3/1 هر باند در این مارکر حاوی

RP-HPLCتعیین کروماتوگرام عصاره کونوتوکسینی با استفاده از 
5 

 Knauer مدل  RP-HPLCسم لیوفیلیز شده در ابتدا با آب تزریق، رقیق گردیده و سپس با غلظت مناسب جهت تزریق به 

میکرومتر،  5 با سایز ذرات ساخت آمریکا Coulterمدل  ، Analytical C18ساخت آلمان، استفاده گردید. ستون مورد استفاده

 درصد 15/1ها، از آب حاوی  برای جداسازی کونوتوکسینبود متر  میلی 6/0꒼ 351و اندازه ستون انگستروم  211سایز منافذ 

صد در 11تا 1تری فلورواستیک اسید با تعیین برنامه شیب ) درصد15/1تری فلورواستیک اسید و استونیتریل حاوی 

آمده از  به دست های پیکبه دقیقه استفاده گردید. برای قرائت  لیتر میلی یکدقیقه با سرعتی معادل  11استونیتریل( در مدت 

 نانومتر استفاده شد. 381و  300 های موجبا طول  UVشناساگر 

 تعیین میزان سمیت کونوتوکسین ها با تست همولیتیک

پارینه انسانی استفاده شد. پس از سانتریفیوژ نمودن خون و جداسازی پلاسمای آن، خون تازه ه لیتر میلی 5در این تست از 

قرمز یک  های گلبولقرمز خونی برای این کار استفاده گردید. با استفاده از سرم فیزیولوژی، از رسوب  های گلبولتنها از 

خانه تخت  16خانه از یک میکروپلیت  8 تهیه شد. برای انجام تست همولیتیک، سوسپانسیون حاصل به درصد 3سوسپانسیون 

، 035، 351، 511، 0111 های غلظت( منتقل و با هشت غلظت سریالی از عصاره کونوتوکسینی )هر خانهمیکرولیتر برای  011)

 ( تیمار گردیدند. به عنوان کنترل مثبت و منفی از همان مقدار سوسپانسیون با تیمارلیتر میلیمیکروگرم بر  8، 06، 20، 63

مثبت و  های کنترلی مورد آزمایش و ها نمونهخانه حاوی  16و سرم فیزیولوژی به ترتیب استفاده شد. پلیت  X-100ترایتون

دقیقه در دور  01درجه به مدت دو ساعت قرار داده شد. پس از پایان این مدت سانتریفیوژ شده ) 20منفی در انکوباتور 

2111rpm 6) ها نمونهبه پلیت دیگری منتقل گردید. میزان جذب  ها خانهر یک از میکرولیتر از محلول رویی ه 61( و
OD در )

در مقایسه با کنترل مثبت از  ها نمونهگردید. درصد فعالیت همولیتیک  گیری اندازهنانومتر توسط الایزا ریدر  051طول موج 

 رابطه ذیل محاسبه شد:

 011꒼کنترل منفی([ OD-مثبتکنترل  ODکنترل منفی(/) OD-نمونه ODدرصد همولیتیک= ])

                                                           
2 Sodium Dodecyl Sulfate 
3 Ammonium Persulfate 
4 Tetramethylethylenediamine 
5 Reverse Phase High-Performance Liquid Chromatography 
6 Optical Density 
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 آزمون ضد درد فرمالین

گرم تهیه شده از مرکز تکثیر و نگهداری حیوانات   35تا  31 نر سوری در محدوده وزنی های موشدر این مطالعه از 

 اهواز استفاده شد. حیوانات در خانه حیوانات دانشکده داروسازی نگهداری شاپور جندیآزمایشگاهی دانشگاه علوم پزشکی 

ساعت روشنایی و دمای  03ساعت تاریکی و 03قرار گرفت. سیکل نوری  ها آنشدند و غذای فشرده مخصوص حیوان در اختیار 

و بدون آب و  گیری اندازهوزن هر موش یک ساعت قبل از آزمایش درصد در نظر گرفته شد.  51تا  01و میزان رطوبت  3±32

عصاره کونوتوکسینی،  لیتر میلی 0/1گرم وزن موش سوری 01اقی به ازای هر در تزریق صف غذا در قفس مجزایی قرار گرفتند.

 ,Malmberg and Yaksh)عدد بود  0هر گروه آزمایش  های موشنرمال سالین، مورفین با سرنگ انسولین، تزریق گردید. تعداد 

1994; Bernaldez et al., 2013). 

 5/1 غلظت. در ابتدا عصاره کونوتوکسینی استخراجی با تگرفانجام  21×21×21این آزمون در یک جعبه به ابعاد 

در درصد  5/3میکرولیتر فرمالین  35/کیلوگرم به حالت صفاقی به موش تزریق شد. پس از گذشت حدود یک ساعت، گرم میلی

درد مورد  کف پنجه پای راست به صورت زیر جلدی، تزریق و حیوان را در محفظه مذکور قرار داده و به مدت یک ساعت رفتار

توسط حیوان به عنوان رفتار درد در نظر گرفته شد.  8و لیسیدن آن 0ارزیابی قرار گرفت. در این روش تعداد حرکات پای راست 

. به جهت مقایسه شود میدر بررسی این نوع رفتار، بلند کردن و تکان دادن پا و لیسیدن آن، به عنوان رفتار درد شمارش 

سوری آزمایش  های موش/کیلوگرم مورفین نیز روی  گرم میلی 5/1 غلظتوتوکسینی با مورفین، قدرت تسکین درد عصاره کون

 انجام شد. Graf Pad Prism v6حاصل در نرم افزار  های دادهگردید. آنالیز 

 جـنتای

 های استخراجی پروفایل کونوتوکسین

با اندازه  C. frigidusو گونه  متر سانتی 0/3سط کوچک حلزون مخروطی با اندازه متو های گونهاز جمله  C. coronatusگونه 

طویل و  ای لوله، شامل دو بخش حباب سم و مجرای تولید سم که ها آنمجرای سم  طورکلی به. باشند می 0/5متوسط 

(. پس از استخراج کونوتوکسینهای مجرای سم و تزریق 0)شکل  است مکان سنتز کونوتوکسینها و  باشد می خورده پیچ

مولکولی  های وزن، با توجه به مارکر پروتئینی مورد استفاده باندهایی با درصد 05استخراجی به ژل پلی آکریل آمید ی عصاره

-RP(. کروماتوگرام عصاره استخراجی با توجه به برنامه تعریف شده برای 3کیلو دالتون مشاهده شد )شکل  081تا  5تقریبی 

HPLCابتدای  های پیک. لذا رسد می 11، در دقیقه درصد11به درصد 1و از  یابد مییش ، که شیب استونیتریل با گذر زمان افزا

انتها مربوط به کونوتوکسینهای غیر  های پیکو  باشند می دوست آبکروماتوگرامها، که نشان دهده کونوتوکسین های قطبی و 

 (.2شکل هستند ) تر بزرگ ها پیکند، که نسبت به سایر یزگر آبقطبی و 

 های استخراجی کونوتوکسین اثرات سمیت

 8/01، مقدار پروتئین کل به روش برادفورد حدود BSAهای سریالی  در ابتدا با استفاده از منحنی استاندارد بر اساس غلظت

(. بر طبق مقادیر 0محاسبه شد )شکل  C. frigidusبرای گونه  00/02و حدود  C. coronatusلیتر برای گونه  گرم بر میلی میلی

لیتر برای کونوتوکسین های  میکروگرم بر میلی 8، 06، 20، 63، 035، 351، 511، 0111های  آمده در غلظتبه دست 

، در X-100های قرمز خونی توسط ترایتون  درصد همولیز گلبول 011، در مقایسه با C. coronatusاستخراجی از گونه 

ش غلظت کونوتوکسینها، درصد همولیتیک نیز افزایش یافت. های بسیار بالا تنها فعالیت همولیتیک دیده شد و با افزای غلظت

                                                           
7 Flinching number 
8 Licking number 
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درصد بود. در قیاس با این گونه، میزان لیزکنندگی  63معادل  C. coronatusبیشترین میزان فعالیت همولیتیک در گونه 

 (. 5بود )شکل  درصد 28از این مقدار بسیار کمتر بوده و در حدود  C. frigidusهای قرمز توسط کونوتوکسینهای گونه  گلبول

 

 

 

 

 

 

 کونوتوکسینی های عصارههای مربوط به اجزا جداسازی شده  کروماتوگرام. 3 شکل

دو گونه حلزون مخروطی . 1 شکل

 .C: ج  و C. coronatusفارس الف:  خلیج

frigidus  و مجراهای سم جداسازی شده از

: مجرای تولید (VDها روی یخ  آن

 : حباب سم(VBکونوتوکسین و 

های  پروفایل کونوتوکسینی عصاره. 2شکل 

استخراجی از مجرای سم دو گونه حلزون 

فارس روی ژل پلی آکریل  مخروطی خلیج

الکتروفورز عمودی  درصد به روش 05امید 

SDS-PAGE .های چاهک A  وB به ،

مختلف  های غلظتترتیب مربوط به 

 های گونهکونوتوکسینی  های عصارهاز 

C. coronatus  وC. frigidus 

مربوط به مارکر  M. چاهک باشد می

 پروتئینی است.
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  لیتر میلیی کونوتوکسینی برحسب میکروگرم بر ها عصارهسریالی از  های غلظتفعالیت همولیتیک . 5شکل 

 

 رفینهای استخراجی و مقایسه با مو درد کونوتوکسین دهنده تسکیناثرات 

 های گروهمقایسه منحنی درد فاز اول )حاد( و فاز دوم )مزمن( در سه گروه مورد آزمایش )گروه کنترل )نرمال سالین(، 

فاز حاد در اثر دریافت  ،شود میکه مشاهده  طور همانکونوتوکسینی و گروه مورفین( انجام شد.  های عصاره کننده دریافت

نداشته است. در زمان اولیه  معناداریدقیقه( تغییر  61تا05فاز مزمن ) یکنولاهش عصاره کونوتوکسینی و همچنین مورفین ک

 باشد میدقیقه اول معرف فاز درد حاد  5. این روند در یابد میپای تزریق شده افزایش  های زنشپس از تزریق فرمالین تعداد 

موش سوری مورد مطالعه اوج  های گروهته، که در . سپس در فاز دوم )درد مزمن( دوباره افزایش یافیابد میکه به مرور کاهش 

. یابند میدقیقه کاهش  61سوری تا پایان  های موشپای  های زنشتعداد  مجدداً. در نهایت شود میدقیقه دیده  01تا 21آن در 

 .کنند میاز این مدل پیروی  ها گروههمه  شود می( دیده 6که در شکل ) طور همان

های کونوتوکسینی و مورفین با درصد  کننده عصاره های دریافت شود، گروه ( مشاهده می0) شکلدر طور که  در فاز اول همان

گونه اختلافی بین دو گروه کونوتوکسینی و  درصد اختلاف معناداری با گروه کنترل نشان دادند. ولی هیچ 1191اطمینان 

 مورفین مشاهده نشد.

( و سپس مقادیر در 8(، استفاده شد )شکل AUCبه سطح زیر منحنی یا )برای بررسی فاز دوم درد )فاز مزمن(، از روش محاس

های مورد بررسی  گونه اختلافی در بین گروه مورد آنالیز قرار گرفتند. نتایج نشان داد که هیچ Graf Pad Prism v6نرم افزار 

 وجود ندارد.

معادله استاندارد حاصل از . 4شکل 

و میزان  BSAهای سریالی  غلظت

 جهت تعیین غلظت ها،  جذب آن
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کونوتوکسینی  های عصاره کننده دریافت های گروه، مورد آزمایش )گروه کنترلسه گروه الگوی ایجاد درد در نتیجه تزریق زیرجلدی فرمالین در . 6شکل 

 و گروه مورفین(.

 

 
پا و لیسیدن پا در موش سوری تزریق شده به صورت زیر جلدی با ماده دردزای فرمالین در گروه کنترل، با  های زنشمقایسه میانگین تعداد . 7شکل 

 دو گروه عصاره کونوتوکسینی و مورفین 

 

 
 (شود میاختلاف معناداری دیده ن گونه هیچ ها گروهمورد آزمایش در فاز دوم درد )در بین  های گروهدر  AUCمقایسه سطح زیر منحنی یا . 8شکل 
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 بحث

بر اساس گزارش سازمان جهانی بهداشت، داروهای موجود در درمان درد نوروپاتیک هنوز موفقیت زیادی در از بین بردن این 

سدیم، گاباپنتین،  های کانال یها مسدودکننده، یا حلقهسه  های یضدافسردگ. از بین این داروها، اند نکردهنوع درد کسب 

باعث بهبود  مؤثربه طور  اند نتوانسته یک هیچموارد استفاده را دارند ولی  ترین بیش NMDA 1های کانالاوپیوئیدها و بلاکرهای 

را  هایی محدودیت، به دلیل اثرات جانبی متعدد، برده نامفاده از هر یک از داروهای درد نوروپاتیک شوند. گذشته از این امر، است

 ابزارهایها . کونوتوکسینباشد میمناسب  های جایگزین. به همین جهت نیاز به (Siddall and Cousins, 1997) نماید میایجاد 

 ,.Terlau and Olivera, 2004; Hu et al)تند )ضد درد هس های ویژگیدارای  غالباًمهمی جهت این مطالعات هستند، زیرا 

صورت  C. frigidusو   C. coronatusمخروطی های حلزون. در این تحقیق استخراج کونوتوکسینها از مجرای سم   2011

کیلو دالتون بود  081تا 5وزنی  محدودهباند پپتیدی با  02حضور  دهنده نشانگرفت. نتایج حاصل از ژل پلی اکریل آمید 

با  جداگانهباند  03انجام دادند،  C. textileو همکاران، بر روی عصاره استخراجی از  Tabaraki(. در تحقیقی که 3کل )ش

از  ای مجموعهکه مسئول ترشح  هایی سلول(. Tabaraki et al., 2014کیلو دالتون شناسایی کردند ) 081تا  6وزنی  محدوده

همان کونوتوکسینها را هم  ای ترجمهمخصوص اعمال تغییرات پس از  های آنزیم زمان همکونوپپتیدهای خاص هستند، به طور 

اکثر کونوتوکسینها دارای . زیرا کند میبا وزن مولکولی بالا را توجیه  باندهایی(، که حضور Garrett et al., 2005) کنند میبیان 

که این زیر واحدها در ابتدا به صورت  اند شدهاخته هستند. کونوتوکسینها از واحدهای پپتیدی کوچک س تری پایینرنج وزنی 

مختلف، این پیشسازها به  های آنزیمبه وسیله  ای ترجمهو پس از اعمال تغییرات پس از  شوند میبیان  غیرفعال یا سازهپیش 

گر می پیوندند و . پس از ترشح، زیر واحدهای پپتیدی به یکدیشوند میفرم بالغ در آمده و از سطح سلول به داخل لومن ترشح 

. در تزریق عصاره کونوتوکسینی به ژل پلی شوند میساختارهای فضایی به کونوتوکسینهای مختلف تبدیل  گیری شکلپس از 

مشخصی  کاملاًباند  کنند میکیلو دالتون به راحتی در طول این ژل حرکت  01آکریل آمیدی، از آنجایی که پپتیدهای کمتر از 

 Kaas) شوند می( دیده smearبه صورت هاله پروتئینی ) آمیزی رنگو اغلب پس از  شود میها تشکیل نبرای این دسته از پپتید

 et al., 2012; Dobson et al., 2012ها تنوع بسیار داشته و از نظر ماهیت ساختاری نیز متفاوت هستند.  (. کونوتوکسین

کونوتوکسینهای عصاره سم در دو گروه قطبی و غیر قطبی  ،شود میاین گونه نیز دیده  RP-HPLCهمچنان که در کروماتوگرام 

با گذر زمان  RP-HPLC(. طبق برنامه 2)شکل  شوند میدر ابتدا و انتهای کروماتوگرام مشاهده  و هستند بندی دستهقابل 

نهای قطبی . پس در ابتدا کونوتوکسیگردد میو باعث افزایش خصوصیت غیرقطبی  شود میمقداری استونیتریل به آب افزوده 

، کونوتوکسینهای غیر قطبی رسد می درصد 11و در انتهای کروماتوگرام زمانی که مقدار استونیتریل به  شوند میاز ستون خارج 

 (. Tayo  et al., 2012; Neves et al., 2013) شود می. این موضوع در مطالعات سایر محققین نیز دیده شوند میخارج 

هر دو این  ه گونه حلزون مخروطی، دارای اثرات نوروتوکسیکی و همولیتیکی متفاوت هستند.ها همچنین بسته ب کونوتوکسین

سمیت و  مثلاً. (Kaas  et al., 2012; Dobson  et al., 2012)در سمیت و مرگ شکار نقش داشته باشد  تواند می ها یژگیو

، بلکه از فعالیت همولیتیک آن است گیرد نمی شأمننوروتوکسیکی آن  های ویژگیاز  C. textileکشندگی عصاره کونوتوکسینی 

(Kobayashi et al., 1983; Lattore, 1977) . 

مختلف فاقد فعالیت  های غلظت، در ها گونهنتایج همولیتیک در این مطالعه، نشان داد که کونوتوکسینهای عصاره این 

. غلظتی از کونوتوکسین که باعث لیز شدن باشند میبسیار بالا دارای فعالیت همولیتیک  های غلظتچشمگیری بوده و تنها در 

کمی  C. coronatus( در گونه HD50( شده است، )X100قرمز در مقایسه با کنترل مثبت )ترایتون  های گلبولاز  درصد 51

 درصد 28تنها  لیتر میلیمیکروگرم بر  0111تا غلظت  C. frigidusبود، که در گونه  لیتر میلیمیکروگرم بر  511بیش از 

 .Cکرم خوار مانند  های گونهبیان کرد که سم Shanmuganandam  (0115 ) (.5فعالیت همولیتیک دیده شد )شکل 

figulinus   اثرات   مورد مطالعه های گونهفاقد پپتیدهای همولیتیک و پارالیتیک است که با توجه به نوع تغذیه کرم خواری در

                                                           
9 N-methyl-D-aspartic acid 
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است. در مطالعه مشابهی که با استفاده از کونوتوکسینهای نیمه خالص شده حلزون قابل توجیه  ها عصارههمولیتیک پایین این 

)ستون کروماتوگرافی تبادل یونی سلولزی( بر روی خون جوجه انجام شد، نتایج  DEAEبه وسیله   C. lentiginosusمخروطی

نسبت به  (8HU)واحد همولیتیک  8رای کیلو دالتون بوده که دا 031تا 01حضور پپتیدهایی با رنج وزن مولکولی  دهنده نشان

گفت؛  توان می. لذا ( Kumar et al., 2014)بود  لیتر میلیمیکروگرم بر  5/023محتوای پروتئینی عصاره مورد استفاده که 

 ، نوع گونه(Gouiffes et al., 1988; Cruz et al., 2006)فعالیت همولیتیک یک کونوتوکسین به نوع خون مورد استفاده 

(Kobayashi et al., 1983 ; Lattore, 1977; Moller  et al., 2013) )مرحله زندگی )بلوغ یا جنینی ،(Safavi-Hemami et al., 

 ,Marsh( و آشیان اکولوژیک حلزون مخروطی )Shanmuganandam, 1995; Elliger  et al., 2011نوع رژیم غذایی ) (2011

ها دارای  توتوکسیک است و بیشتر سیتوتوکسینفعالیت سی دهنده نشان ( وابسته است. از طرفی فعالیت همولیتیک1997

قرمز خون  های گلبولبه عنوان عوامل ضد سرطان هستند. اما ترکیبات همولیتیک شدید، با لیز کردن  یتوجه قابلپتانسیل 

که  شود یمن امر باعث و ای (Iwalewa et al., 2007) شوند یمموجب خونریزی شدید و آنمی همولیتیک القا شده با دارو 

مورد  غلظتمورد مطالعه در  های گونه. در (Ghavami et al., 2008)فعالیت همولیتیک بالا کاربرد دارویی را محدود سازد 

 استفاده در مطالعه ضد درد، اثرات همولیتیک دیده نشد.

ل رفتاری موش سوری انجام شد. در آزمون ها در این تحقیق با استفاده از آزمون فرمالین در مد اثرات ضد دردی کونوتوکسین

درد در پنجه حیوان  های گیرندهنتیجه تحریک مستقیم  احتمالاًفرمالین درد ایجاد شده دارای دو فاز مشخص است که فاز اول 

ش . هر چند نق (Tjolsen et al., 1992)است و فاز مرکزی است در حالی که فاز دوم درد تا حد زیادی ناشی از التهاب است

حساس شدن مسیرهای درد را نیز نباید از نظر دور کرد. این آزمایش برای بررسی مکانیسم درد و مواد ضد درد نیز بسیار مفید 

و هر دو فاز درد ایجاد شده توسط فرمالین را  کنند میمخدر اغلب به صورت مرکزی عمل  دردهایاست. داروهایی مانند ضد 

و تنها  کنند میمانند هیدروکورتیزون و دگزامتازون به صورت تدریجی در محیط عمل  در حالی که داروهایی ،کنند میمهار 

دارای اثرات کاهش درد در فاز  ها گونه. لذا با توجه به نتایج حاضر، کونوتوکسینهای این کنند میدرد فاز دوم فرمالین را مهار 

مختلف از جمله  های گونهبر روی   ینمحققنتایج سایر  ( که مطابق با8و  0حاد بوده و فاقد اثرات ضد التهابی هستند )شکل 

α- کونوتوکسینMII  که ازC. magus (McIntosh  et al., 2004) کونوتوکسین ،KIIIA (Zhang  et al., 2007)کونوتوکسین ، 

CnIIIC  ازC. consors (Favreau  et al., 2012) ،Conotakin-G از ،C. geographus (McIntosh et al., 2000) کونوتوکسین ،

ViTx  ازC. virgo (Kauferstein et al., 2011)  و کونوتوکسین هایPnIA  وPnIB  ازC. Pennacens (Ellison et al., 2003) 

 .باشد می

. از آن جمله گیرد میمختلف صورت  های گیرندهو  ها سیستمکه در مقدمه بیان شد، اثرات ضد دردی از طریق  گونه همان

غیر  های گیرندهو  (Lino et al., 2005)و سیستم نیتریک اکسید  (Harada et al., 2000)م کولینرژیکی به سیست توان می

مکانیسم  جز به هایی یسممکاناشاره کرد. همچنین موادی وجود دارند که به وسیله  (Hajhashemi et al., 2004)اوپیوئیدی 

اوپیوئیدی اشاره  های گیرندهبه  توان میو بالاخره  (Wei et al., 2005)بوده  مؤثراوپیوئیدی و از طریق اهداف کولینرژیکی دیگر 

اوپیوئیدی اختصاصی در  های گیرندهبا  ها آنو بر اساس تعامل  شوند میکرد که در شرایط فیزیولوژیک توسط آندوژن فعال 

ع )مسیر نزولی( در تعدیل مغز میانی و بصل النخا های نورونصعودی( و بر روی  مسیرهایسیستم عصبی مرکزی در نخاع )

بر کیلوگرم(  گرم میلی 5/3خود ) مؤثر غلظتو در  کند می. مورفین نیز به صورت مرکزی عمل (Lee et al., 2010) مؤثرنددرد 

/کیلوگرم تنها گرم میلی 5/1غلظت که در این پژوهش با توجه به استفاده از  کند میاغلب هر دو فاز آزمون فرمالین را مهار 

را مورد مطالعه قرار دادند.  C. lentiginosus(، فعالیت زیستی سم 2014) همکارانو  Kumarار درد در فاز اول شد. باعث مه

فعالیت ضد درد آن، به  ،)ستون کروماتوگرافی تبادل یونی سلولزی( خالص شد DEAE وسیله به این سم که به طور جزئی 

.  (Kumar et al., 2014)بود Paracetamolاثرات ضد دردی سه برابر بیش از  دهنده نشانشد و  گیری اندازه Tail flickروش 

و مقایسه آن با مورفین اثرات ضد دردی مشابهی در آزمون  C. textileهمچنین در تزریق درون نخاعی سم تخلیص نشده گونه 

ها با مورفین کمتر باشد، بیانگر این  . هر چند اختلاف تسکین درد کونوتوکسین(Tabaraki et al., 2014)فرمالین مشاهده شد 
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به صورت تام استفاده شده لذا انتظار  ها عصارهاست. با توجه به اینکه این  تر نزدیکاست که اثر ضد دردی عصاره به مورفین 

  نسبت به مورفین داشته باشند.  تری قویاثرات ضد درد  سازی خالصدر صورت  رود می

داروهای ضد درد شناخته شده هستند. مصرف این داروها در بیماران به دلیل القای  ترین مهمداروهای ضد درد اوپیوئیدی از 

که در اثر مصرف مزمن اوپیوئیدها، اثر این  شود میوابستگی و تحمل با محدودیت زیادی همراه است. تحمل به حالتی اطلاق 

. از آنجا (Waldhoer et al., 2004)بالاتری از دارو است  و برای ایجاد اثر اولیه نیاز به دوزهای یابد میداروها به تدریج کاهش 

مشهود بوده و همچنین با توجه به  کاملاًهای این دو گونه حلزون مخروطی در این تحقیق  که اثرات ضد دردی کونوتوکسین

ر مورد که اطلاعات بالینی بیشتری د شود میقرمز خونی با دزی چندین برابر، پیشنهاد  یها گلبولعدم لیز کردن 

و همچنین عدم سمیت انجام گیرد که زمینه تحقیق بیشتری  ها آن، ساختار و عملکرد دردی بی ی یجادکنندهاکونوتوکسینهای 

، لذا در دسترس بوده و باشند می فارس خلیجغالب در سواحل  های گونهاز جمله  ها گونه. با توجه به اینکه این طلبد یمرا 

انجام داد تا شاید بتوانند به شکل دارویی،  ها آنرد خواص فارماکوکینتیک و فارماکودینامیک مطالعات بیشتری در مو توان می

 فرموله شده و به بازار دارویی عرضه گردد. 
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