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   عقربغدد زهري  از MeBTX توكسينپپتيد لكوليوم شناسايي
 ايران وسئپا مزوبوتوس

  
2داوودي عاطفه و 2سعيد مهرزادي ،2مسعودي عليرضا ،1عباس جلودار

  
  

  30/7/91: تاريخ پذيرش      18/10/90:  تاريخ دريافت
  

  خلاصه
 دي ـپپت ك ي مطالعه نيا در  .دارند نقش نيز ميكروبي ضد هاي عاليتف در ،يون ي يهاكانال روي عملكرد بر علاوه عقرب زهر يهاديپپت يپل    

 يدينوكلئوت يتوال و ريتكث (Mesobuthus eupeus) وسئپا مزوبوتوس نام به رانيا يبوم يهاعقرب نيترفراوان از يك يزهر از نيتوكس
 دسـتگاه  بـا  آن غلظـت  و اسـتخراج  آن زهـر  غـده  از RNA كـل  مجموع ،عقرب شناسايي از پس . گرديد قرار ملكولي شناسايي مورد آن

ه ب ـ شـده  اصـلاح  (dT) اليگـو  از و رونوشـت  عنوانه  ب RNA كل از ،cDNA ساخت منظور به سپس . شد يريگ اندازه اسپكتروفوتومتر
  .گرديد ريتكث cDNA قطعه يك ،PCR طيشرا يساز نهيبه از پس RT-PCR كيتكن از استفاده با ،ادامه در . گرديد استفاده آغازگر عنوان

 اسـيد  كه باشد مي راهنما پپتيد يك داراي cDNA اين توسط شده كد پپتيد پلي اين كه شد مشخص راهنما پپتيد آناليز برنامه از استفاده با
 يهـا  يتـوال  بـا  پپتيـد  پلـي  ايـن  همترازي . گردد مي محسوب بالغ پپتيد پلي شروع عنوانه  ب آمينه اسيد بيستمين وضعيت در گلايسين آمينه
 ،.martensii, M هـاي عقـرب  از طويـل  هاي نروتوكسين با درصد 67 و 94 ،96 ميزان به ژن اين كه داد نشان NCBI ژن بانك در مشابه

Buthus occitanus Israelis و Tityus costatus نيا سهيمقا . دارد شباهت ،ترتيبه ب cDNA يهـا  گونـه  گـر يد از مـشابه  يهـا  ژن با 
 يغن ـ كـه  ميندو اين . است "Arthropod defensin" بنام دومين كي حاوي 55-85 آمينه اسيد بين ناحيه در نژ نيا كه داد نشان عقرب

 تـشابه  وجود . است متعلق ثرند،ؤم مثبت گرم هايميكروب روي عمدتاً كه باكتريايي ضد هايپپتيد از ايخانواده به باشد مي سيستئين از
 از جديـد  عـضو  يـك  احتمـالاً  ژن اين كه دارد اين بر دلالت همگي فيلوژني نتايچ همچنين و دهش محافظت سيستئين 6 وجود همراهه  ب بالا

 سرچـشمه  مـشتركي  ءمنـشا  از مـشابه  هـاي تـوالي  بـا  مقايـسه  در كـه  اسـت  ايران وساپئ مزوبوتوس عقرب از هاتوكسين پپتيد خانواده
  .اند گرفته

  
   ايران عقرب، ،وسئپا وبوتوسمز ،يباكتر ضد ،نيتوكس ، cDNA،RT-PCR  :يديكل كلمات

  

  مقدمه
 و گونـه  ده از شيب داشتن با دهيبوت خانواده يهاعقرب    .
 خوزسـتان  اسـتان  يهـا عقـرب  نيفراوانتر از رگونهيز كي
 جـز  خانواده اين از وسئپا مزوبوتوس عقرب كه باشنديم

 شـود  مـي  محـسوب  اسـتان  ايـن  هـاي  عقـرب  ترين فراوان
)Navidpour et al., 2008(.  يرو عقرب نيا يزائتيسم 

 يرو كـه  است ييدهايپپت يپل حضور به مربوط پستانداران
ــال ــاكان ــ يه ــود يوني ــشاها در موج ــتحر يغ ــذ كي  ريپ
 اًبعـض  كه ها توكسين اين  .گذارند يم اثر يعصب يها سلول

 زهـر  غده و همولنف در دارند، هم ميكروبي ضد خاصيت
 ، Cociancich et al., 1993( گردنـد  مـي  يافت عقرب نيا

Yibao et al., 2009 ، Ehret-Sabatier et al., 1996(.  
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 شـده  جـدا  يهانيآلفاتوكس كننده كد ژن پانزده كنونتا    
 Buthus (شراك يمارتنز بوتوس نامه ب يعقرب سم غده از

martensii Krash( است شده ييشناسا بوتيده خانواده از.  
 ـ كننـده  كـد  cDNA يتـوال  مثال، براي  نيوروتوكـس ن كي
 ـا سـم  غـده  در موجـود  حـشرات  ياختصاص يكيتحر  ني

 Goudet et al., 2002 ، Xu( است شده داده ريتكث عقرب

et al., 2005 .( عقـرب  نيهم ـ يرو گـر يد مطالعه ك يدر 
 و شـد  يتـوال  نيـي تع و كلون صرع ضد ديپپت كننده كد ژن
 BmKb1.  گرديد گزارش نينروتوكس نيا نهيدآمياس يتوال
 كـه  هستند ميكروبي ضد تركيبات ديگر از نيز BmKn2 و
   اسـتخراج  كـراش  مـارتنزي  بوتـوس  عقـرب  زهـر  غده از
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 ايـن  سازي جدا منظوره ب).  Wang et al., 2001( اند شده
 آندروكتونوس  ديگر مانند  گونههاي   عقربسم   پپتيدها، پلي

نيـز  كند    كه عمدتاً در آفريقاي جنوبي زيست مي       استراليس
هاي كد شده بـراي     cDNA .  قرار گرفته است   مورد مطالعه 

از  AaIIIو   AaHI  ،AaIIهاي   سه ايزومر آلفاتوكسين به نام    
.  )Pierre et al., 1989(اين عقرب شناسايي گرديده اسـت  

 پانـدينوس  عقـرب  از كـه  هستند پپتيدهاي 2 و 1 پاندينين
ــور ــايي) Pandinus imperator (امپرات ــتخراج افريق  اس

 هـاي بـاكتري  عليه بالايي ميكروبي ضد ليتفعا كه اند شده
 ميكروبي ضد فعاليت كه حالي در اندداده نشان مثبت گرم

ــر در تــريضــعيف ــاكتري براب ــد منفــي گــرم هــايب    دارن
)Corzo et al., 2001 .( IsCT ديگـري  ميكروبي ضد پپتيد 

 ماداگاسكارينسيس اپيستاكانتوس عقرب زهر غده از كه است
)Opisthacanthus madagascariensis (آمــده دســته بــ 

ــن  .اســت ــب اي ــت تركي ــايتوليتيك فعالي ــوي س ــه ق  علي
 Lee  (اسـت  داده نشان ها باكتري و پستانداران هاي سلول

et al., 2004(.  ضـــد پپتيـــدهاي 2 و 1 اپيـــستوپورين 
 اپيـستوفتالموس  آفريقـايي  عقـرب  از كـه  هستند ميكروبي

 تخراجاســـ) Opistophtalmus carinatus (كارينـــاتوس
 هـاي  بـاكتري  عليـه  بالايي ميكروبي ضد فعاليت و اند شده
 از كـه  C ليـزوزيم .  انـد  داده نـشان  منفي گرم و مثبت گرم

   جـــــانكي اســـــكورپيوس عقـــــرب زهـــــر غـــــده
)Scorpiops jendeki( ضـد  پـروتئين  است شده استخراج 

 بسياري اختصاصي غير دفاع در كه است ديگري ميكروبي
 هنوز عقرب بدن در آن نقش ليو ،دارد نقش موجودات از

 ايـن  ادامه در  ).Yibao et al., 2009 (است نشده مشخص
 وزن با اي نهيآم اسيد 42 ميكروبي ضد پپتيد يك مطالعات،
 مكزيكـي  عقرب زهر غده از است دالتون 4436 مولكولي

 شـده  جـدا  )Hadrurus aztecus( ازتوكـوس  هادروروس
 يـك  نيز اسكورپين  ).Torres Larios et al., 2000( است
 عقـرب  از كـه  اسـت  مالاريـا  ضـد  و ميكـروب  ضد پپتيد

 ,.Condea et al( اسـت  شـده  جـدا  امپراتـور  پانـدينوس 

2000.(  

 شناسـايي  و يـابي  تـوالي  تكثيـر،  ،هشپژو اين از هدف    
 وسپئ ـا مزوبوتـوس  عقـرب  از پپتيدتوكـسين  يك ملكولي
  . باشد مي نيز ميكروبي ضد خاصيت داراي كه است ايران

  
 كار روش و مواد

   RNA استخراج و نمونه تهيه
 مزوبوتـوس  گونـه  بـه  متعلـق  عقـرب  نمونـه  ده تعداد    
 شگاهيآزما رد و شده يآور جمع خوزستان استان از وسئپا

 يسـاز  سـرم  و واكـسن  قـات يتحق موسسه عقرب رفرانس
 ييشناسا از پس . شدند ينگهدار ومياكوار در اهواز يراز

 لكـل ا توسـط  يخـوب  بـه  يري ـگ نمونـه  محل ،عقرب گونه
 يچ ـيق از اسـتفاده  بـا  آن زهر غدد سپس و شد يضدعفون

) آلمان ،كياژن( RNALater محلول در و شده جدا لياستر
 ـا در  .شـد  ينگهـدار  تـام  RNA اسـتخراج  ورمنظ ـ به  ني

ــا RNA اســتخراج پــژوهش،  RNX محلــول از اســتفاده ب
 انجـام  سـازنده  شركت دستورالعمل مطابق )ايران ،ناژنيس(

 روش از شـده  اسـتخراج  RNA غلظـت  نييتع يبرا . شد
  . گرديد استفاده ياسپكتروفوتومتر

  
  cDNA ساخت

ــه     ــرميم 3 ب ــل RNA از كروگ ــتخراج ك ــده اس  1 ،ش
 و شد ضافها )dT (اليگو شده اصلاح آغازگر از ميكروگرم

 درجـه  70 دمـاي  در دقيقـه  5 مـدت  بـه  نمونه آن از پس
 روي دقيقه 2 مدت به بلافاصله و شد داده قرار گراد سانتي

 ، x5 بـافر  ليتـر  ميكـرو  4 بعد مرحله در . گرديد منتقل يخ
ــر 8/0 ــي 25 حــاوي( dNTPs ميكروليت ــولار ميل ــر از م  ه

 Ribolock آنـزيم  ميكروليتـر  5/0 ،)فسفات تري نوكلئوتيد

RNase inhibitor) 40 گرديـد  اضافه) ميكروليتر در واحد 
 رسـانده  ميكروليتـر  19 بـه  آن حجـم  مقطر آب با سپس و

 داده قرار اتاق دماي در دقيقه 5 مدت به نمونه سپس  .شد
 آنـزيم  از ميكروليتـر  1 نمونـه  هـر  بـه  بعد مرحله در . شد
 افـزوده ) ميكروليتـر  در واحد 200 (معكوس انسكريپتازتر
 42 يدمـا  در دقيقـه  60 مدت به ها نمونه نهايت در و شد
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 بـه  محصول آن از پس . شدند داده قرار گراد يسانت درجه
 و منتقـل  گـراد  يسـانت  درجـه  70 يدما در قهيدق 10 مدت

  .شد داده قرار خ ييرو بر بلافاصله
  

RT-PCR  
 ايـن  بـه  مربوط هاي توالي ،آغازگرها طراحي منظوره  ب    
 )Buthus martensii( مـارتنزي  بوتـوس  هاي عقرب از ژن

)AF156173 (المللي بين ژن بانك از NCBI  و اسـتخراج 
 آغازگرهـا  شـده  محافظـت  هـاي  تـوالي  مقايـسه  بـا  سپس

 سـازي  همـسانه  امر در تسهيل منظوره  ب  .طراحي گرديدند 
 ترتيببه   HindIII  و BamHI آنزيم دو برش جايگاه آينده
 بـه  . شـدند  تعبيه ،ترتيبه  ب R و F يهاآغازگر ابتداي در

 ـ CGC نوكلئوتيـدي  سـه  توالي يك ها،آغازگر ′5انتهاي ه ب
 تـوالي  . شد افزوده نيز يميآنز هضم امكان افزايش منظور
 1 جـدول  در پـژوهش  ايـن  در شـده  اسـتفاده  هايآغازگر

نمونـه در    بـراي هـر      PCRواكنش   . است شده داده نشان
 ميكروليتـر  3 ميكروليتر انجام گرفت كـه حـاوي     25حجم  

cDNA ،μM 2/0    ــاي رفــت و ــك از آغازگره ــر ي  از ه
ــزيم mM 5/1برگــشت،  ــد مني ــران( كلري  ، )ســيناژن، اي

mM25/0 dNTP ،x1 ــافر ــران (PCRب  5/1و ) ســيناژن، اي
  .بود) سيناژن، ايران (Taq DNA Polymeraseواحد آنزيم 

 TECHNE (Touchgeneه از دسـتگاه  واكـنش بـا اسـتفاد   

Gradient)          انجام گرديد و برنامه حرارتي بهينه در نهايـت 
يـك  ( دقيقـه    3گراد بـه مـدت        درجه سانتي  95به صورت   

 درجـه   60 ثانيه،   40گراد به مدت      درجه سانتي  94،  )سيكل
گـراد بـه      درجـه سـانتي    72 ثانيه و    60گراد به مدت     سانتي
گـراد    درجه سـانتي   72نهايتاً  و  )  سيكل 32( ثانيه   60مدت  

  . دقيقه در نظر گرفته شد5به مدت 

  
  مقاله اين در استفاده مورد يهارآغازگ يتوال :1 جدول

 آغازگرها نام آغازگرها يتوال
)17(TCACTCTCGAGGTCTAGACGC-´5 

Xbal           Xhol
(dT)اليگو

5´-CCCAGATCTCGAGCTCAGTG-3´-Rاليگو(dT)

CAAAGGAATCTGGTCGTATGGGATCCCGC-´5 
BamHIF

GTAAAAGCCCATGGGAATGCAAGCTTCGC-´5 
HindIIIR

  
   آگارز ژل زوالكتروفور

 از نـان ياطم و PCR واكـنش  محصول يبررس منظور به    
 2 بـا  PCR محـصول  از تريكروليم 10 نظر، مورد ژن ريتكث
ــريكروليم ــافر ت ــذاري ب ــوط x6 بارگ ــد مخل ــه و گردي  ب

 5/0 و TAE بافر از شده ساخته %1 آگارز ژل يها چاهك
.  گرديـد  بارگـذاري  ديبروما وميديات تريل يليم در كروگرميم

 ولت 5 شدت با الكتروفورز تانك در ژل دادن قرار از پس
ــه ــر ءازا ب ــانتي ه ــر س ــه ژل طــول مت ــدت ب ــهيدق 50 م  ق

 از داك ژل دسـتگاه  از اسـتفاده  با سپس و شد الكتروفورز
ــه.  گرفــت صــورت يعكــسبردار آن ــ منظــور ب  صيتخل

 اسـتخراج  تي ـك از آگـارز  ژل يرو از RT-PCR محصول

 صيتخل ـ مراحـل  . شـد  اسـتفاده ) مـالزي  ويـوانتيس،  (ژل
  . گرفت انجام سازنده شركت بروشور مطابق

  
  ها داده آناليز و يابي توالي

 عـدم  نظـر  از از  آنهـا  تائيـد  و آغازگرها طراحي براي    
 ـنزد و مكمـل  يها يتوال داشتن  از ذوب يدمـا  نبـود  كي

ــزار نــــــــــرم  ، Primo Pro 3.4 افــــــــ
www.changbioscience.com/primo/primo.html 

 وجود ExPASy اينترنتي گاهيپا استفاده با . استفاده گرديد 
ــ تــوالي در راهنمــا ديــپپت  يبررســ مــورد آمــده دســته ب
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 و يمولكـول  وزن گـاه يپا همـين  از اسـتفاده  با  .قرارگرفت
 درخت  .شد محاسبه پپتيد پلي نيا يبرا كيزوالكتريا نقطه

 افـزار  نـرم  از اسـتفاده  بـا  ژن اين توالي اساس بر فيلوژنيك
 ترســيم www.phylogeny.fr اينترنتــي پايگــاه در موجــود
مورد بررسـي از     ژنساختمان ملكولي     براي تعيين   .گرديد

ــرم ــزار نـــــــــ ــستجوي افـــــــــ  CDD جـــــــــ
)(ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd  ــتفاده ــداس ــا  .ش  ب

 و انجـام  يهمتراز عمل CLUSTAL_W برنامه از استفاده
  .ديگرد ويرايش

  
  جينتا

 MeBTX ژن يابي توالي و تكثير

 روش از شده استخراج RNA غلظت گيري اندازه براي    
 ـ نـوري  ذبج ـ ميـزان   .شـد  استفاده فوتومترياسپكترو ه ب
 036/0 وساپئ ـ مزوبوتوس هاينمونه مورد در آمده دست

 1440 آن در RNA غلظـت  ميـزان  نيبنـابرا  ،شـد  مشاهده
ــانوگرم ــر در ن ــر ه ــبه ميكروليت ــگرد محاس ــه در . دي  ادام

 ـكلر مختلف يهاغلظت ونيتراسيت  مرهـا، يپرا و ميزي ـمن دي
 هـر  يبـرا  و مـولار  يليم 2 ميزيمن ديكلر يبرا نهيبه غلظت
 . آمد دسته  ب تريكروليم در كوموليپ 4/0 مرهايپرا از كدام
 واكـنش  اسـت  شده داده نشان 1 تصوير در كه طور همان
PCR آغازگر از استفاده با اول –R اليگـو) dT( و F  سـبب 
 . است شده نوكلئوتيد 273 طول با مشخص ايقطعه تكثير
 نييپا و بالا هيناح در ،نظر وردم باند بر علاوه PCR اين در

 ـ لـذا   .شودمي مشاهده اسمير ،شده ريتكث قطعه  منظـور ه  ب
 رياسم كاهش جهينت در و نظر مورد ژن تراختصاصي تكثير

-Semi-Nested RT اول، PCR محــصول در شــده دهيــد

PCR محـصول  از رقت دهم يك با PCR ـ اول   عنـوان ه   ب
  .شـد  انجـام  R و F آغازگرهـاي  از اسـتفاده  با و رونوشت

 واكـنش  شـود،  يم ـ مـشاهده  ريتصو نيا در كه طور نهما

PCR اسـمير  بدون و اختصاصي محصول تكثير سبب دوم 
 نظـر  مـورد  بانـد  ،1 تـصوير  در  .است شده مربوطه قطعه
  .شـود مـي  مـشاهد  اختـصاصي  غيـر  باند اي و اسمير بدون

ــصول ــالص ژل روي از دوم PCR مح ــازي خ ــده س  و ش
 از اطمينـان  منظوره  ب . گرفت قرار يابي ليتوا مورد مستقماً
 حـصول  و PCR محـصول  تخلـيص  پروسه انجام صحت

  .شد الكتروفورز شده تخليص PCR محصول واضح، باند
  

  
 يبرا دوم و اول PCR واكنش محصول الكتروفورز: 1 ريتصو
 خوزستان استان اپئوس مزوبوتوس عقرب از MeBTX ريتكث

  .قهيدق 50 مدت به ولت 70 ولتاژ با% 1 آگارز ژل يرو
 3 و 1 ستون ، ژل راست سمت اليه منتهي در bp100 ماركر
  منفي كنترل 2 ستون .دوم و اول PCR از آمده دسته ب محصول

  
 قطعـه  توسـط  شـونده  كـد  پـروتئين  ارزيـابي  منظور به    

 حاصل نتيجه ،)الف 2 ريتصو (شده بييا توالي نوكلئوتيدي
 ExPASy اينترنتي پايگاه رجمهت برنامه توسط يابيتوالي از
 بـه  توجه با ). ب 2 ريتصو (شد تبديل آمينه اسيد توالي به
 91 از وسئپا مزوبوتوس عقرب نظر مورد ژن ر،يتصو اين
 وزن داراي كه پپتيد پلي اين  .است شده ليتشك نهيآم دياس

 ـزوالكتريا نقطـه  و كيلودالتـون  207/10 برابر يمولكول  كي
  .شد ناميده MeBTX ،دباش مي 06/9 با برابر
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  )الف
  

  
  )ب

1                                   10                                     20 
  G M  Q  R  N  L  V  V  L  L  F  L  G  M  V  A  L  S  S  C 

21                               30                                 40 
L  R  E  K  H  I  Q  K  L  V  K  Y  A  V  P  E  G  T  L  R  

41                               50                                 60 
 F  G  C  P  A  YT  I  L  Q  T  A  V  H  K  L  S  K  T  Q   

61                               70                                 80 
 G  Y  C  D  D  H  C  Q  D  I  K  K  Q  E  G  F  C  H  G Q  

81                               90 
  G  I  P  M  G  FF  K  C  K  C 

   

 فايل از برگرفته MeBTX ژني دينوكلئوت توالي تصوير اين در) الف. اپئوس مزوبوتوس عقرب از MeBTX ژن توالي: 2 ريتصو
 "Arthropod defensin" دومين و راهنما ديپپت همراه به MeBTX اي نهيآم اسيدي توال) ب. است شده داده نشان يابي توالي اصلي
  .است شده كشيده خط نيز مربوطه 1دومين توالي زير در و است مشخص يخاكستر رنگ به راهنما ديپپت . است شده داده نشان

  
 MeBTX ميندو و راهنما پپتيد شناسايي

 مـورد  راهنمـا  ديپپت وجود نظر از آمده، دسته  ب يتوال    
 كـه  شد مشخص 3 تصوير به توجه با  .قرارگرفت يبررس
 22 طول اب راهنما ديپپت كي يدارا 766/0 ارزش با ژن اين
 مـشاهده  5 ريتصو نيا در كه طور همان . است نهيآم دياس
 نهيدآمياس ـ( نيوني ـمت نـه يآم دياس ـ بـا  راهنما ديپپت شود، يم

 نهيدآمياس ـ (سيستئن نهيدآمياس به و شود يم آغاز )1 شماره
  .شود يم ختم) 19 شماره

 در  MeBTXهـا، مـشخص شـد كـه ژن          اساس داده  بر    
 ـ حـاوي    55-85ناحيه بين اسـيد آمينـه        ك دومـين بنـام     ي

"Arthropod defensin"6مين كـه حـاوي   واين د .  است 
باشـد   باند داي سولفيدي مي3صورت تشكيل ه سيستئين ب 
 روي  هاي ضد باكتريـايي كـه عمـدتاً       اي از پپتيد  به خانواده 
اين ناحيـه از     . هاي گرم مثبت موثرند، تعلق دارد     ميكروب

ژن مـورد نظـر آغـاز و بـه          ) Fفنيل آلانـين     (55اسيدآمينه  
 ،2  در تـصوير    .شـود  ختم مـي  ) Cسيستئن   (84اسيدآمينه  

اين ناحيه با خطـي كـه در زيـر آن رسـم گرديـده اسـت،                 
  .مشخص شده است

  

 تـوالي  اسـاس  بـر  فيلوژنيـك  درخت رسم و همترازي
MeBTX  

 ـ اي آمينـه  اسـيد  يتـوال  همترازي 4 تصوير اساس بر     ه ب
 مزوبوتـوس  عقرب توكسين دپپتي كه داد نشان آمده دست
 كننـده  مهـار  نروتوكـسين  پپتيـد  بتـا  بـا  خوزسـتان  اپئوس
 مزوبوتــوس عقــرب از شــده جــدا پتاســيمي هــاي كانــال

 ايـن  مـشابه  با و درصد 96 طول، درصد 100 در مارتنزي
 67 طــول، درصــد 94 در Tityus costatus عقــرب از ژن

 شده يابي يتوال قطعه مشابهت زانيم . دارد مشابهت درصد
 Mesobuthus عقرب در ژن اين مختلف يهاپيهالوتا با

eupeuss در شـباهت  نيشتري ـب . است متفاوت ايمديترانه 
 ـ عقرب دو هر مورد  100 در درصـد  87 و 88 ترتيـب، ه  ب
 جـه ينت چنـين  تـوان يم ـ بيترت نيا به . است طول درصد
 از جديـد  توكـسين نرو پپتيـد  بتا يك توالي، نيا كه گرفت
   ..است خوزستان استان اپئوس وسمزوبوت عقرب

 

 
1- Domain 

 MeBTX gene Primer‐F 
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    .خوزستان استان اپئوس مزوبوتوس عقرب از MeBTX توكسين پپتيد كننده كد ژن يراهنما ديپپت وجود بررسي: 3 تصوير

   آمينه اسيد بين 776/0 احتمال با ، y-score و  c-score،s-score پارامتر 3 به توجه با راهنما پپتيد برش محل تصوير اين در
  .است شده تعيين (SSC-GL) 20 و 19

  
 
 

 
 . هاي ديگر هاي مشابه از عقرب  استان خوزستان با ژنپئوسا مزوبوتوس عقرب MeBTX مقايسه توالي آمينواسيدي ژن: 4تصوير 

گ خاكستري نشان داده هايي كه همولوگ يكديگرند با رناسيدآمينه . اند مشابه با رنگ تيره نشان داده شدههاي كاملاًاسيدآمينه
اند و محدوده  و نحوه اتصال آنها با نقطه چين نشان داده شده* داي سولفيد باندها با هاي سيستئن تشكيل دهنده اسيدآمينه .اند شده

 :باشند هاي به شرح زير مي ها مربوط به عقرب ژن. گذاري گرديده است اي علامتپپتيد راهنما با خط دو سرنيزه

Me: M. eupeus ــتان  ( ــتان خوزس ) اس ; Mmb2: M. martensii (Q9N661); Boi: Buthus occitanus israelis (B8XH40); Aa: 

Androctonus australis (P69939);  
Meb1:M. eupeus  Tc: Tityus costatus (Q5G8A6); Ts: Tityus serrulatus (P69940); Tt: Tityus ;(A9XE60) ( ) مديترانـه شـرقي  

trivittatus (Q0GY46); Td: Tityus discrepans (Q0GY44) 
 

  
 درخت ،4 تصوير در استفاده مورد هاي توالي اساس بر    

 ـ نيتوكـس  ديپپت يا نهيآم دياسي  توال اساس بر فيلوژنيك ه ب
 خوزسـتان  اسـتان  وسئپا مزوبوتوس عقرب از آمده دست

 تـصوير  ايـن  در كه طور همان ). 5 تصوير (گرديد ترسيم
 اوليـه  هتـشاب  رغم علي موجود هاي توالي شود، مي مشاهده

 قابـل  مجـزا  كـاملاً  دسـته  دو بـه  آمينه، اسيد سطح در آنها

S-score

Y-score
C-score
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 و Meb1 رفـت مـي  انتظـار  كـه  طور همان  .هستند تقسيم
Meb2 يـك  در اي مديترانـه  وسپئ ـا مزوبوتوس به مربوط 
ــته ــرار دس ــي ق ــد م ــالي در  .گيرن ــه ح  MeBTX ژن ك

 هـاي  نـام  بـه  اي مـشابه  هاي ژن با ايران وسپئا مزوبوتوس

Boi, Mb2 و Aa ـ شده جدا   ،M. Martensii از ترتيـب ه ب
Buthus occitanus Israeli و Androctonus australis 

  .دهند مي تشكيل را دوم دسته و دارد قرابت

  

  
 قبلاً كه هاييتوالي همترازي اساس بر فيلوژني. ها عقرب ديگر از مشابه ايه توالي و MeBTX (Me) ژن فيلوژنيك درخت :5 رتصوي

  .است هاگروه ميابين في ارتباط دهنده نشان ها خط بالاي در اعداد. گرديد رسم است شده آورده 4 تصوير در
  

  بحث
 عقـرب  زهـر  پپتيـدهاي  پلـي  روي تاكنون كه مطالعاتي    

ــه مربــوط تربيــش اســت، شــده انجــام بوتيــده خــانواده  ب
 بـوده  ميكروبـي  ضـد  پپتيدهاي و هاروتوكسينن جداسازي

 و جداسـازي  هـا عقـرب  زهـر  غـده  از مـستقيماً  كه است
 پپتيـدها،  پلـي  بـر  علاوه  .است شده تعيين آنها هاي ويژگي
 از شـده  استخراج هاي آنزيم از برخي پروتئوليتيك فعاليت

 العهمط مورد روش اين با نيز عقرب گونه چندين زهر غده
 نيـي تع مـورد  در يك ـيتژن اطلاعات ولي ،است گرفته قرار
 ـ بانـك  در هانيتوكسنرو اين يتوال  انـدك  ژن يالملل ـ نيب

 از ييهـا گونـه  خـصوص  در گرچـه  راستا، اين در  .است
 فتـه گر صـورت  مطالعـاتي  دنيـا  در بوتيـده  خانواده عقرب
 ايـن  يهـا  عقـرب  يبوم يهاگونه خصوص در ولي ،است

 بانـك  در ژنتيكـي  اطلاعـات  هيچ تقريباً ،اناير در خانواده
  .ستين موجود ژن المللي نبي
  

  گريد هاي عقرب با MeBTX ژن يتوال همترازي
 مزوبوتــوس عقــرب از ژن ايــن اي نــهيآم اســيد يتــوال    

 ـا در يبررس مورد اپئوس  هـاي  ژن يتـوال  بـا  پـژوهش  ني

 ،يشـرق  رانهيمد مزوبوتوس جنس از ييهاعقرب از مشابه
  ).5 تـصوير  (شـد  سهيمقا) Tityus (تيتيوس و وسآندركتن
 يتوال تشابه ،شوديم مشاهده ريتصو اين در كه طور همان
 بـا  خوزسـتان  اسـتان  اپئوس مزوبوتوس عقرب از ژن اين
 رانـه يمد مزوبوتوس جنس از ييهاعقرب از مشابه هاي ژن
 در (ياندك يهاتفاوت و بالاست اريبس آندركتنوس ،يشرق

 ايـن  كـه  حـالي  در شـود، يم ـ دهيد) نهيآمدياس 3-5 حدود
 حـد  در تيتيـوس  جنس هاي عقرب مقايسه در توالي تشابه

 كـه  گرفـت  جـه ينت چنـين  توانيم نيبنابرا . است متوسط
 تكامـل  يط در عقرب مختلف هاي جنس در ژن اين يتوال

  .است شده محافظت
 ژن ايـن  شـود،  يم ـ مشاهده 5 ريتصو در كه طور همان    

 كـه  اسـت  شده محافظت )C (نيستئيس نهيمدآياس 6 داراي
 ليتــشك ديســولف يد بانــد 3 پپتيــد نيــا دوم ســاختار در
 كـه  اسـت  حالي در اين . )Harwig et al., 1995( دهند يم

 نظير ،عقرب از غيره  ب ديگري موجودات در ساختمان اين
ــه ــاي كن ــنتور ه  ،)Dermacentor ()AAO23571( درماس

 Anopheles آنوفـل  پشه و )XP_002399439( ايكسودس
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)AAC47326(، ــيميوليوم مگــــــس  )Simulium( ســــ
)ACZ28238(، اســپودپترا )Spodoptera() ACZ28238(، 

 بومبـــــايكس ،)Manduca ()AAB31190( مانـــــدوكا
Bombyx )NP_001037448(، اورنيتــــــــــــودوروس 

)Ornithodoros( )AAL17868( دروزوفــــــــــــيلا و 
Drosophila )ABK57077( ــ ــورته بـ ــس 8 صـ  نيستئيـ

 گرفت جهينت نينچ توان يم ،لذا . شود يم دهيد شده فظتمحا
 بـه  گـر يد يهـا  زميرگـان وا برخلاف ها عقرب در پپتيد اين كه
  .دهد يم ليتشك ونديپ 3 ،يديسولف يد ونديپ 4 يجا
  

   MeBTX ترشحي پپتيد پلي
ــام     ــروتئ تم ــا نيپ ــح يه ــار در يترش ــا وتيپروك  و ه
  .هـستند  اهنمـا ر دي ـپپت نـام  بـه  يبخش يدارا ها وتيوكاري

 نـوع  براسـاس  راهنمـا  يدهايپپت يدينواسيآم يتوال و طول
ــروتئ ــ و نيپ ــوع طــور نيهم ــان ن ــاوت زميارگ  اســت متف

)Nielsen et al., 1997 .(  ـسـاخت  هنگـام   نيپـروتئ  ك ي
 ـ يرو راهنما ديپپت ساخت آغاز از پس يمدت ،يترشح  ك ي

 شـبكه  لومن وارد ساخت حال در نيپروتئ رشته بوزوم،ير
 . ابدي يم ادامه نيپروتئ شدن ليطو و شود يم يلاسماندوپ
 يسـلول  يغشا وارد ييها كانال قيطر از راهنما ديپپت سپس

 در راهنمـا  دي ـپپت N انتهـايي  سـر  حالـت  نيا در  .شود يم
 شـبكه  لـومن  درون آن C انتهـايي  سـر  و يتوزوليس هيناح

 راهنمـا  دي ـپپت نيـز،  نهايـت  در  .گيرد مي قرار ياندوپلاسم
 بـالغ  نيپروتئ و شود يم دهيبر دازيپپت گناليس ميآنز توسط

 Nothwehrs and( شـود  يم ـ ترشـح  سـلول  از خـارج  بـه 

Gordon, 1989 .( مشاهده 6و 3 ريتصو در كه طور همان 
 ـا برش گاهيجا شود يم  گناليس ـ توسـط  راهنمـا  دي ـپپت ني
 يدهايپپت . دارد قرار ستميب و نوزدهم نهيدآمياس نيب دازيپپت

 مثبت بار با ييها نهيآم دياس داراي N ييانتها سر در راهنما
 كه دارد قرار دروفوبيه يها نهيآم دياس آن از بعد . هستند

ــ ــره ب ــ نظ ــد يم ــام رس ــه ورود هنگ ــشا ب ــلا دو يغ  ه،ي
 سـر  در . رنـد يگ يم ـ خـود  بـه  كسيهل -آلفا ونيكنفورماس

 كسيهل ـ شكننده يها نهيآم دياس زين راهنما ديپپت C ييانتها
 پپتيــد آنــاليز بــا  .دنــدار قــرار نيسيــگلا و نيلپــرو ماننــد

 : است مشاهده قابل هيناح 3 ترشحي هاي پروتئين راهنماي
 دياس شامل هيناح ،)n هيناح (N انتهايي سر به مربوط هيناح
 سـر  بـه  مربـوط  هي ـناح و) h هيناح (دروفوبيه يها نهيآم

 n، h بـه  مربوط واحين 6 تصوير در  .)c هيناح (C انتهايي
 عقـرب  توكـسين  پپتيـد  بتـا  يراهنمـا  ديپپت به مربوط c و

 . اسـت  شـده  مشخص خوزستان استان وسياپ مزوبوتوس
 اول نـه يآم دياس ـ از كـه  شـود  يم ـ مشخص تصوير نيا در
 هيناح جز) F نيآلان ليفن (پنجم نهيآم دياس تا) M نيونيمت(
n ، نيسر (ششم نهيآم دياس از S (هفـدهم  نـه يآم دياس ـ تا 
 جــدهميه نــهيآم دياســ از و h هيــناح جــز) I نيزولوســيا(
 نيسي ـگل (دوم و ستي ـب نهيآم دياس تا) E دياس كيگلوتام(

G (هيناح جز c اينكـه  بـه  توجه با حال . باشد مي s-score 
 اسـت،  راهنما ديپپت هيناح در نهيدآمياس هر حضور احتمال

 راهنمـا  ديپپت از ييجز كه ييدهاياس نهيآم كه گفت توان مي
ــالاتر s-score هــستند ــ از . دارنــد يب  s-score كــه يمحل
 آغـاز  بـالغ  نيپـروتئ  يدينواسيآم يتوال كند يم افت ناگهان

 توسـط  راهنمـا  دي ـپپت بـرش  احتمال كه c-score . شود يم
 تـوان  يم دهد، مي نشان را نهيدآمياس هر در دازيپپت گناليس

  .افـت  ي را دازي ـپپت گناليس ـ توسط راهنما ديپپت برش محل
 را c-score نيشتريب بالغ نيپروتئ نهيآم دياس نيولا بنابراين،

-c و s-score از يب ـيترك نيـز  y-score كه آنجائي از  .دارد

score  از بهتـر  فـاكتور  ايـن  جـه ينت در ،اسـت c-score  بـه 
 در كـه  طـور  همـان   .دهـد  يم نشان را برش محل ييتنها

 از بعـد  بـرش  گـاه يجا نيا شود يم مشاهده 6 و 3 تصوير
 و) C (سيـستئن  يها نهيآم دياس نيب يعن ي ستميب هنيآم دياس
 نـه يآم دياس ـ نياول بيترت نيا به  .دارد قرار) G( نيسيگلا

 نـه يآم دياس ـ ،N انتهـايي  سر در نظر مورد ژن بالغ نيپروتئ
 نـه يآم دياس ـ بـا  ژن ايـن  بالغ نيپروتئ لذا  .است گلايسين
  .شـود  يم ـ خـتم  آلانين فنيل نهيآم دياس به و آغاز گلايسين

 كـه  گرفـت  جهينت چنين توان يم فوق حاتيتوض اساس بر
   وسيــپا مزوبوتــوس عقــرب نروتوكــسين پپتيــد بتــا

 ـ راهنمـا  دي ـپپت داشـتن  علـت  بـه  خوزستان  نيپـروتئ  ك ي
  .است يترشح
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 هيناح 3 همراهه ب خوزستان استان اپئوس مزوبوتوس MeBTX ژن راهنما ديپپت) ب (گرافيكي و) الف (اي آمينه اسيد ينما: 6 تصوير
n ، h و c ينواح. است گرديده گذاري علامت دازيپپت گناليس ميآنز توسط برش محل ب تصوير در . است شده داده نشان  n ، h و 

c اند شده داده نشان تصوير روي بر اپئوس مزوبوتوس عقرب در نظر مورد ژن يراهنما ديپپت.  
  

 يقدردان و تشكر

 محـل  از كـه  116 شـماره  طـرح  يها نهيهز نيتام ليدله  ب اهواز چمران ديشه دانشگاه فناوري و يپژوهش معاونت حوزه از    
 .دينما يم يقدردان و تشكر است، شده تامين دانشگاه پژوهشي واحد اعتبارات
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