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Abstract 
Introduction: The scorpion of Androctonus crassicauda belongs to the Buthidae family, it has 
a strong and deadly venom for humans, and every year there are cases of death due to the sting 
of this scorpion. The purpose of this study is the biological evaluation of the venom of this 
scorpion, the production of monovalent antivenom against it, and the evaluation of the 
effectiveness of the produced antivenom. 
Methods: The A. crassicauda scorpions were collected from different cities of Khuzestan 
province and milked by electric shock. In this research, the amount of venom protein, lethal 
dose 50 (LD50), immune response of horses, purification of antibodies, effectiveness of 
antivenom (ED50), degree of neutralization of venom with antivenom and the effect of 
monovalan antivenom in neutralizing the activity of hyaluronidase enzyme were evaluated. 
This research has been approved by the Ethics Committee of the Razi Vaccine and Serum 
Research Institute with code IR.RVSRI.REC.1401.017. 
Results: The amount of protein and LD50 of the venom from studied scorpion were calculated 
to be 78 mg/ml and 11.27 µg per mouse, respectively. The results of measuring the antibody 
titer at different times of venom injection showed the increase in the immune response of horses 
against the venom. The value of ED50 was around 9 LD50 and 92.22 µg per mouse. According 
to the results, scorpion venom has hyaluronidase enzyme activity, and 10 µL of the produced 
pure antivenom was able to neutralize 100% of the venom's hyaluronidase activity. 
Conclusions: In this project, extracted venom and produced antivenom showed their 
effectiveness. The produced antivenom was able to neutralize the venom in mice and 
prevented the death of the envenomed mice.  
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 Androctonus crassicauda عقرب سم برابر در مؤثر مونووالان پادزهر تولید
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 چکیده
 مواردي سالیانه و است انسان يبرا شندهک و يقو سم يدارا بوتیده خانواده به متعلق Androctonus crassicauda عقرب :مقدمه

 یدتول عقرب، این زهر بیولوژیکی ارزیابی مطالعه، این انجام از هدف. شودمی گزارش عقرب گونه این با گزش از ناشی میر و مرگ از
 .باشدمی شده تولید پادزهر کارایی ارزیابی و آن علیه مونووالان پادزهر
 شوك از استفاده با هاآن از گیريسم و آوريجمع خوزستان استان مختلف يشهرها از A. crassicauda هايعقرب :کار روش

 سازي خالص ها،اسب ایمنی پاسخ ،)LD50( کشندگی دوز متوسط سم، پروتئین میزان حاضر تحقیق در. شد انجام الکتریکی
 آنزیم فعالیت سازي خنثی در مونووالان پادزهر اثر و پادزهر با زهر سازي خنثی میزان ،)ED50( پادزهر اثربخشی میزان بادي،آنتی

 تحقیقات موسسه اخلاق کمیته تصویب به IR.RVSRI.REC.1401.017 کد با پژوهش این. گرفتند قرار ارزیابی مورد هیالورونیداز
 .است رسیده رازي سازي سرم و واکسن
 هر ازاي به میکروگرم 27/11 و لیترمیلی بر گرممیلی 78 ترتیب به مطالعه مورد عقرب خام زهر LD50 و پروتئین مقدار :هایافته
 اسخپ روند بودن افزایشی دهنده نشان زهر تزریق مختلف هايزمان در باديآنتی تیتر سنجش از حاصل نتایج. شدند محاسبه موش
 اساس بر. آمد بدست موش هر ازاي به میکروگرم 22/92 و LD50 برابر 9 باًیتقر ED50 مقدار. بود زهر به نسبت هااسب ایمنی
 100 سازي خنثی به قادر شده تولید خالص پادزهر از میکرولیتر 10 مقدار و است هیالورونیداز آنزیم فعالیت داراي عقرب زهر نتایج

 .گردید زهر هیالورونیداز فعالیت درصدي
 هب قادر موش در شده، تولید پادزهر. دادند نشان را خود کارامدي تولیدي پادزهر و شده استحصال زهر پروژه این در :گیري نتیجه

 .گردید بودند شده مسموم زهر با هک ییهاموش مرگ از مانع و بوده زهر يساز یخنث

 :کلیدي واژگان
 Androctonus عقرب

crassicauda 
 گزیدگیعقرب
 مونووالان پادزهر

 کشندگی دوز متوسط
 دانشگاه براي نشر حقوق تمامی

 .است محفوظ اراك پزشکی علوم

مقدمه
 از بسیاري در شده، شناخته گونه 2231 به نزدیک باها عقرب

 ددمتع يهاگونه این میان . درهستند پراکنده زمینی يهااکوسیستم
شور کدر  .)2, 1(کنند می تهدید را سلامت انسان گونه چند تنها ،عقرب

ه کاز نقاط مختلف گزارش شده  یدگیگزعقرب يموارد متعدد سالانهما 
 نیبراساس آخر .)1(است  منجر به مرگ گردیدهموارد  برخیدر 

در  که شده ییگونه عقرب شناسا 68 رانیا وجود، تاکنون دراطلاعات م
 و Buthidae، Scorpionidae خانوادهو سه  جنس 20

Hemiscorpiidae ین میان، از ا .)4, 3(اند شده يبندطبقه
 Buthidae خانواده به متعلق انسان برايها عقرب ترینخطرناك

 هستند عقرب خانواده ترینبزرگ گونه، 756 و جنس 82 با که هستند
گونه از  25حدود شوند. می یافت جنوب قطب جز بهها قاره تمام در که

 نیاز ب کههستند  انسان يبرا شندهک و يقو سم يده دارایخانواده بوت
 گونه عقرباز  یاز مرگ بر اثر گزش ناش ییهاها گزارشآن

Androctonus crassicauda هایی . گزارش)5, 2( گزارش شده است

هاي دیگر جنس آندروکتونوس از از مرگ و میر ناشی از گزش با گونه
 A. mauretanicus و از عقرب تونس و الجزایر در A. australis جمله

 .)6(مراکش موجود است  در
 به) LD50( کشندگی دوز بر اساس میانگین A. crassicaudaعقرب 
 و پستانداران براي جهان در عقرب گونه ترینیکی از کشنده عنوان
از  یعیدر بخش وساین عقرب  .)4, 1( شده است گرفته نظر در انسان

 ل،یاردب ،یو جنوب ي، خراسان رضوبوشهر يهااز جمله استان رانیا
آمار بیمارستانی  .)7( شودیم افتیو بلوچستان  ستانیو س خوزستان
عامل  A. crassicauda عقربدر اسـتان خوزستان دهد که نشان می

سم این عقرب حاوي  باشد.یم هایدگیگزعقرباز درصد  40تا  35
بـدن  یاتیح يثر اعضاکا يرو پپتیدهاي نوروتوکسیک است که

امل شگزش با این عقرب علائم هستند به همین دلیل اولین  رگذاریتاث
مشاهده شده  یعلائم عموم .)8, 2( استگزش درد و سوزش در محل 

ب خوا ،یهوشیب جه،یسرگ ،يقرار یب پس از گزش با این عقرب شامل؛

 پژوهشیمقاله 
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 و همکارانثعلبی 

 ترشح غدد شیافزا ،هاچشم يرارادیو غ یناگهان ع،یحرکت سر ،یآلودگ
درد  مانند ینیبال ئم. علاهستنددفعات مدفوع و ادرار  شیافزا ز،یبرون ر

ه ب ینخاع يمغز عیمانشت دار، درد شکم،  شیاندام ن یحس یب د،یشد
بض نتند تپشی، تند نفسی، از حد بزاق،  شیترشح ب )،نورهیر( رونیب

 د،یشد یتشنگ، تاندون، افت فشار خون يهارفلکسکاهش  ،يارشته
ده گزیده ش انیکما و مرگ در قربان، استفراغ کف آلودی، استفراغ خون

تحقیقات نشان داده که موثرترین روش  .تشده اسبا این عقرب گزارش 
بهبود افراد آسیب دیده با این عقرب استفاده از پادزهر است. در برخی 

 در والانپادزهر مونو قابلیت و بررسی تراپی از مطالعات پیشین سرم
مزوبوتوس و  )9( لپتوروس اسکورپیوسهمی عقرب سم سازي خنثی
وجود  انجام شده است. اما با زده عقرب بیماران درمان در )10( اپئوس

 در سلامت عمومی جامعه، کوداآندروکتونوس کراسیرب اهمیت عق
آن انجام شده است و تا جایی که اطلاع داریم  کارهاي کمی روي سم

پادزهر مونووالان آن تاکنون تولید نشده و مورد بررسی قرار نگرفته است 
به همین منظور در این مطالعه ما پادزهر مونووالان این عقرب  .)4, 1(

 بررسی را با استفاده از اسب به عنوان حیوان هدف تولید کردیم و به
 عقرب سم سازي خنثی در پادزهر مونووالان اسبی قابلیت

 برآن، ارزیابیپرداختیم. علاوه موشی مدل در کوداکراسیآندروکتونوس
ر نیز بررسی شد. یکی دیگ پادزهر اثربخشی ها و میزانپاسخ ایمنی اسب

 هاياسب هايسرم هايباديآنتی ارزیابی مطالعه، این از اهداف
با استفاده از تست  A. crassicauda عقرب خام زهر با شدهایمنبیش

راي ب جایگزین تست یک عنوانبه کاربرد براي آن پتانسیل الایزا و
 .بود in vivo سنجش

 روش کار

 سم استحصال نمونه
مختلف استان خوزستان در  يشهرهااز  A. crassicaudaهاي عقرب

جمع آوري و به صورت زنده تا زمان سم گیري  زییپافصل تابستان و 
 -در آزمایشگاه بندپایان موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي

ز با استفاده اگیري شعبه جنوب غرب کشور (اهواز) نگهداري شدند. سم
سم بدست آمده به روش  .)11(شوك الکتریکی انجام شد 

 - 20 يدما لئوفیلتراسیون، خشک گردیده و تا زمان انجام آزمایش در
 شد. نگهداري سانتی گراد درجه

 سم گیري میزان پروتئیناندازه
 نیپروتئ روش به شده، فعال خام سم محلول در موجود نیپروتئ مقدار
 سنجش از حاصل استاندارد منحنی اساس بر و برادفورد یسنج

لیتر) یلی/ممیکروگرم 100ا ت 0ي هاغلظت (از مختلف يهاظتغل
 تمام نوري جذب .)12(شد  تعیین (BSA) يگاو ینمحلول سرم آلبوم

موج  طول در بلانک، نمونه با اسپکتروفتومتر کالیبراسیون از پس هالوله
 غلظت نهایت گردید. در تهیه استاندارد نمودار و شد قرائت نانومتر 595

 پروتئین جذب محدوده در که جذبی از استفاده با مجهول پروتئین
 .)13(گردید  محاسبه نمودار خط معادله طبق داشت، قرار استاندارد

 تعیین متوسط دوز کشندگی
سم خام از موش سوري  (LD50)جهت تعیین متوسط دوز کشندگی 

 حیوانات پرورش بخش از هاگرم استفاده شد. این موش 22تا  18با وزن 
 تهیه رازي سرم سازي و تحقیقات واکسن موسسه آزمایشگاهی

 مختلف تایی تقسیم شدند. دوزهاي 4هاي ها به گروهگردیدند. موش
ه و نرمال سالین) تهی لیتر بافرگرم در یک میلی(یک میلی محلول سم

ها تزریق وریدي به موش داخل صورت لیتر از هر دوز بهمیلی 5/0حدود 
 نظر در 125/1ها رقت بین فواصل تکرار به ازاي هر دوز). ضریب 4شد (

سم به  جاي به نمکی محلول لیترمیلی 5/0، شاهد گروه به .شد گرفته
 و شد ثبت ساعت 48 از ها پسموش میر و ها تزریق شد. مرگموش

LD50 از درصد 50 در مرگ باعث که سمی مقدار حداقل عنوان (به 
اسپیرمن و کاربر  گردد) بر اساس روشمی شده تزریق يهاموش

 .Aسم عقرب  LD50نتایج بدست آمده از سنجش  .)14(محاسبه شد 
crassicauda ها براي یافتن میزان سم در موشA. crassicauda  مورد

نیاز براي تزریق به اسب بر اساس وزن تصحیح گردید و در مرحله بعد 
 مورد استفاده قرار گرفت.

 هاایمن سازي و ارزیابی پاسخ ایمنی اسب
-450ساله با وزن حدود  3مادیان  رأس 3ها، جهت ایمن سازي اسب

همراه  A. crassicaudaکیلوگرم انتخاب شدند. آنتی ژن عقرب  400
ادجوانت فروند (کامل و ناقص) ساخت موسسه تحقیقات واکسن و سرم 

دوز مختلف سم بر اساس نتایج بدست آمده  5سازي رازي تهیه گردید. 
یه در ناح یپوست ریبه صورت زتعیین شدند. تزریقات  LD50از تست 

اي و مطابق برنامه ارائه شده در در هفت دوره با فاصله یک هفته گردن
ها، خونگیري قبل از انجام شد. براي بررسی ایمن سازي اسب 1جدول 

لیتر از ورید وداج گردنی هر اسب میلی 1هر دوره تزریق زهر به میزان 
هاي خونی بلافاصله جداسازي گردید و تا زمان صورت گرفت. سرم نمونه

د. پس از ش نگهداري سانتی گراد درجه -20 يدما انجام آزمایش در
هاي جداسازي شده پایان آخرین مرحله خونگیري، تیتر آنتی بادي سرم

 به روش الایزا به شرح زیر اندازه گیري شد.

 
 Androctonus crassicaudaسم عقرب  دوز و هاسازي اسب ایمن برنامه .1جدول 

 ادجوانت گرم)میزان سم تزریقی (میلی دوره تزریقات
 فروند کامل 05/0 1

 فروند کامل 1/0 2
 فروند ناقص 25/0 3
 فروند ناقص 5/0 4
 فروند ناقص 75/0 5
 فروند ناقص 1 6
 فروند ناقص 2 7

 
 

https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=Androctonus_crassicauda&action=edit&redlink=1
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 A. crassicauda گرم سم عقرببراي انجام تست الایزا ابتدا یک میلی

م فعال بی کربنات سدی-لیتر بافر کوتینگ کربنات سدیمدر یک میلی
سازي شد. این تست دو بار تکرار شد. بار اول براي یافتن بهترین غلظت 

 16 تا 2هاي متفاوت سم (غلظتسم و رقت سرم بود. به این منظور 
میکرولیتر بافر کوتینگ تهیه شدند  500تکرار) در  4میکروگرم سم در 

هاي پلیت الایزا کوت شده و میکرولیتر از هر غلظت در ته گودي 50و 
درجه انکوبه شدند. پس از شستشوي  37ساعت در دماي  2به مدت 

صد انجام شد. دو در BSAپلیت، عمل بلاکینگ با استفاد از محلول 
، 100/1، 50/1رقت مختلف سرم ( 4براي تعیین بهترین رقت سرم، 

میکرولیتر از هر رقت به هر چاهک  50) تهیه و حدود 250/1و  200/1
رقت سرم  4هاي سم در مجاورت طوري اضافه شد که هر یک از غلظت

درجه  37قرار داده شدند. پلیت الایزا به مدت یک ساعت در دماي 
 HRP Conjugated ادامهشد و سپس شستشو شد. در نگهداري 

protein A/G  تهیه شده و  500/1(رهازیست پادتن، ایران) با رقت
 37ساعت در  1میکرولیتر اضافه شد. پلیت به مدت  50به هر چاهک 

اضافه شده و در  TMBمیکرولیتر  100درجه نگهداري شد. سپس 
درصد به عنوان  10ریک جاي تاریک نگهداري شد. در انتها اسید کلرید

ها اضافه شد. بلافاصله محلول متوقف کننده واکنش به تمام چاهک
در طول موج  Readerمیزان جذب نوري با استفاده از دستگاه الایزا 

نانومتر قرائت گردید. بار دوم تست با بهترین غلظت سم و بهترین  450
ادفی تص املاً کدر قالب طرح  آماري تحلیل و رقت سرم تکرار شد. تجزیه

 ها بامقایسه میانگین. شد انجام 9.0نسخه  SAS نرم افزار از استفاده با
اي دانکن و در سطح احتمال خطاي یک درصد صورت چند دامنه آزمون
 .گرفت

هاي ایمن شده ارزیابی میزان خنثی سازي سم با سرم اسب
 ) به روش الایزاSN(تست 

با سرم  A. crassicaudaعقرب  زهر يساز یخنث زانیم براي تعیین
 SN خنثی سازي سرم یا تستعلیه آن که به شده  منیا يهااسب

 يهانمونه معروف است از تست الایزا استفاده کردیم. براي این منظور از
هر ز یتیتک ظرف ژنآنتیبا هاي ایمن شده سرم جداسازي شده از اسب

 50بطور مختصر، میزان  استفاده شد. A. crassicaudaعقرب 

 بلاکینگ (معادلبافر  تریکرولیم 500در  کروگرمیم 10میکرولیتر از سم 
یخته ها ربجز کنترل زایالا تیپل يهايگودمیکروگرم سم) در ته تمام  1

ي مختلف هارقت از تریکرولیم 50مقدار  پس از مرحله بلاکینگ، شد.
تا  20/1 نیب( سرم جمع آوري شده در یک هفته پس از تزریق آخر

مراحل بعدي مشابه تست الایزاي ذکر به چاهک اضافه شد. ) 2000/1
 مشابه تست الایزا انجام شد. آماري تحلیل و شده در فوق است. تجزیه

خالص سازي آنتی بادي و بررسی آنتی بادي خالص سازي 
 شده

روش استاندارد استفاده از آمونیوم سولفات اشباع شده براي تخلیص و 
. براي بررسی کمیت و )15(تغلیظ آنتی بادي اسب به کار گرفته شد 

کیفیت آنتی بادي تولید شده علاوه بر تست الایزاي ذکر شده در فوق 
نیز  )دیآم لیآکر یپل-سولفات لی(الکتروفورز ژل دودس SDS-pageاز 

د از قبل و بعاستفاده شد. الکتروفورز پلاسماي ایمن شده اسب با سم 
مطابق روش  %12 دیآم لیبا ژل آکر SDS-PAGEبه روش  هیتصف

پلاسما قبل و بعد  تیفیک یجهت بررس .)15( انجام شدمطالعه پیشین 
 برابر رقیق سازي شد. 20پلاسما به میزان  ه،یاز تصف

به روش درون تنی  پادزهر یاثربخش زانیم یابیارز
)ED50( 

توسط  A. crassicauda عقرب زهر يساز یقدرت خنث یبررس يبرا
پادزهر تک ظرفیتی تولید شده در این پژوهش به روش درون تنی 

)ED50 ،(براي . شد استفاده گرم 18 ± 2نر با وزن  يسور هاياز موش
میکروگرم) با  100و  80، 60(سم  هاي مختلفغلظتاین منظور ابتدا 

به همه رسانده شدند.  سییس 1 ه حجمب يولوژیزیسرم فاستفاده از 
اضافه کرده و به  از پادزهر تولید شده یسیس 1 تهیه شده يهارقت

 يدر انکوباتور نگهدار رادگیدرجه سانت 37 يدر دما قهیدق 30مدت 
به موش  رأس 3به هر موش ( یسیس 5/0از هر رقت  تی. در نهادشدن

 24تا ها وشمشد و  قیتزر يدیصورت داخل وربه ) ماریهر ت يازا
 طمتوس میزان نهایت در شدند. یر بررسیم و مرگ و میساعت از نظر علا

محاسبه شد  Karber-Behrensی حسابروش  اساس بر مؤثر دوز
 .)16() 2جدول (

 
 Karber-Behrens یمتوسط دوز مؤثر بر اساس روش حساب زانیم .2جدول 

 ED50 = LD100 −∑(a × b)/n ):1رابطه 

n است گروه یک حیوانات کل تعداد  
a است شده تجویز ماده متوالی دوز دو بین تفاوت  
b است متوالی دوز دو در مرده حیوانات تعداد میانگین  

LD100 گرددشده می آزمایش حیوانات همه ٪100 مرگ باعث که دوزي است  
 

آنزیم  تیفعال يساز یدر خنث مونووالاناثر پادزهر 
 هیالورونیداز

یک با استفاده از هیالورون فعالیت هیالورونیداز سم به روش توربیدومتري
. براي ارزیابی توانایی پادزهر مونووالان تولید )13(شد  اسید اندازه گیري

در خنثی سازي فعالیت آنزیم  A. crassicauda شده علیه سم عقرب
میکروگرم) با  100غلظت ثابتی از سم فعال شده ( هیالورونیداز ابتدا

 100(از صفر تا  1:15پادزهر خالص و رقیق شده  مقادیر مختلف

گراد مجاورت  سانتی درجه 37 دماي در دقیقه 30 مدت میکرولیتر) به
 بر گرمیلیم 5/0(میکرولیتر هیالورونیک اسید  100سپس داده شد. 

 15ضافه گردید و به مدت میکرولیتر بافر استات ا 800و  لیتر)میلی
 تري ستیل لیترمیلی 1 افزودن با . در نهایت، واکنشدقیقه انکوبه شد

درصد وزنی به  H5882) )5/2آلدریچ، برمید (سیگما آمونیوم متیل
 400 در دقیقه 10 طول در نمونه هر نوري جذب. شد متوقف حجمی)
 درصد هیالورونات صورت به هیالورونیداز فعالیت. شد خوانده نانومتر

https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=Androctonus_crassicauda&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=Androctonus_crassicauda&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=Androctonus_crassicauda&action=edit&redlink=1


 

12 

 و همکارانثعلبی 

 هب (آنزیم) سم بدون آزمایش لولۀ جذب با مقایسه در شده هیدرولیز
اختلاف فعالیت آنزیم  .شد محاسبه توربیدیتی درصد صد عنوان

ها هیالورونیداز سم نمونه شاهد (بدون مجاورت با پادزهر) با سایر نمونه
 آماري لتحلی و باشد. تجزیهیزان خنثی سازي فعالیت آنزیم میبیانگر م

و مقایسه  SAS نرم افزار از استفاده تصادفی با کاملاًدر قالب طرح 
دانکن و در سطح احتمال خطاي یک درصد انجام  آزمون ها بامیانگین

 .شد

 هاافتهی

 پروتئین سم خام
 اساس بر و برادفورد یسنج نیپروتئ روش به سنجش میزان پروتئین

محلول سرم  مختلف يهاغلظت سنجش از حاصل استاندارد منحنی
 پروتئین استاندارد، مقدار منحنی بر اساس شد. انجام يگاو ینآلبوم

بر  گرمیلیم A. crassicauda ،78عقرب  خام زهر محلول در موجود
 نشان داده شده است. 1شکل محاسبه شد. نتایج در  تریلیلیم

 

 
 )nm=λ 595رسم شده به روش برادفورد ( BSA استاندارد یمنحن. 1شکل 

 

 میزان متوسط دوز کشندگی
 Androctonus عقرب سم (LD50)متوسط دوز کشندگی 

crassicauda جهت 3جدول گردید (اسپیرمن و کاربر تعیین  به روش .(
میکروگرم از زهر  20تا  7تعیین متوسط دوز کشندگی، دوزهاي بین 

 125/1 هايرقت بین فواصل لیتر با ضریبگرم در یک میلییک میلی
تعیین و تزریق شدند. بر اساس نتایج بدست آمده، میزان تلفات در دوز 

صد درصد بود. براساس محاسبات ، 95/17، صفر درصد و در دوز 87/7
به عنوان متوسط دوز  27/11انجام شده با روش اسپرمن و کاربر دوز 

 کشندگی به ازاي هر موش در نظر گرفته شد.
 

 اسپیرمن و کاربر موش) با روش کودا در موش سوري (میکروگرم به ازاي هرسم عقرب آندروکتونوس کراسی (LD50)متوسط دوز کشندگی  .3 جدول
 درصد کشندگی 100دوز  LD50 تعداد کل تلفات درصد کشندگی 100دوز 

66/18 11 27/11 
 

 هاارزیابی پاسخ ایمنی اسب

 تیتراسیون آنتی بادي
 .Aهاي بیش ایمن شده با زهر عقرب بادي در اسبتیتر آنتی

crassicauda  با استفاده از روش الایزا بررسی شد. به منظور بررسی
ها ها و جداسازي سرم آنبادي تولید شده، خونگیري از اسبکمیت آنتی

انجام شد. براساس نتایج حاصل از ستاپ تست الایزا، بهترین غلظت 
بود، بنابراین تیتراسیون  50/1میکروگرم و بهترین رقت سرم  8زهر 

د سرم اسبی انجام ش يهانمونهها براي از این یافته بادي با استفادهآنتی
قابل مشاهده است. نتایج نشانگر  2شکل که نتایج آن بصورت نمودار در 

 A. crassicaudaعقرب ژن یآنت در مقابل یخوب بهها آنست که اسب
شود که استنباط می 2شکل بادي در ند. از روند تیتر آنتیمن شدیا

د ها و تولیژن افزایش یابد پاسخ ایمنی اسبهرچه دفعات تزریق آنتی
 خطاي یک احتمال سطح ها بطور معنی داري (دربادي در بدن آنآنتی

 ).2شکل یابد (درصد) افزایش می
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 1402 وری، مرداد و شهر3، شماره 26دوره ، 26مجله دانشگاه علوم پزشکی اراك، دوره 

 
 در طول برنامه ایمن سازي اسب 3 در آنتی بادي پاسخ. 2شکل 

 .دارند داريیمعن اختلاف درصد یک سطح در دانکن آزمون اساس بر غیر مشترك، حروف با یهاینیانگیم سطر هر در*
 

 )SNهاي ایمن شده (تست خنثی سازي زهر با سرم اسب
هاي ژن) و سرم اسببا استفاده از تست الایزا، واکنش متقابل زهر (آنتی

شکل بادي) بررسی شد ((آنتی A. crassicaudaایمن شده با زهر عقرب 
ایمن شده براي هاي هاي مختلفی از سرم اسب). بدین منظور، رقت3

قابل  3شکل سازي سم استفاده شد. نتایج بصورت نمودار در خنثی
هاي سرم مشاهده است. با توجه به این نمودار، جذب نوري در نمونه

باشد. بالا بودن عدد جذب نوري به معنی بالاتر از نیاز تر بالاتر میغلیظ
سازي یک مقدار ثابت زهر هت خنثیهاي لازم جباديبودن میزان آنتی

 450 موج طول ها درنمونه نوري جذب است. با رقیق شدن سرم میزان
دهنده به تعادل رسیدن میزان کاهش یافته است که نشان نانومتر

ها در مواجهه با مقدار ثابت زهر است. با توجه به این باديآنتی
 .A میکروگرم زهر عقرب 1توضیحات، بهترین رقت سرم در مواجهه با 

crassicauda ،1  ر هاي دیگمیکرولیتر به دست آمد که با رقت 2000به
 50ي نشان داد. این به این معنی است که دارتفاوت آماري معنی

میکروگرم  1میکرولیتر از سرم دوهزار بار رقیق شده براي خنثی سازي 
 باشد.زهر کافی می

 

 
 درصد یک احتمال سطح در دانکن آزمون از فادهاست هاي مختلف پادزهر باتوسط رقت A. crassicaudaسم عقرب  مختلف هايمقایسه میانگین خنثی سازي غلظت. 3شکل 

 .دارند داريیمعن اختلاف درصد یک سطح در دانکن آزمون اساس بر غیر مشترك، حروف با یهاینیانگیم*
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 ED50 (The median( مؤثرتعیین متوسط دوز 
effective dose 

هاي پلاسماي اسب و تولید پادزهر باديپس از تخلیص و تغلیظ آنتی
زهر تولید شده با ، اثر بخشی پادA. crassicauda علیه عقرب مؤثر

مجاورت دادن مقدار ثابت پادزهر با مقادیر متفاوت سم عقرب به صورت 

درصد کشندگی  100افزایشی بررسی شد. بنابر نتایج بدست آمده دوز 
). بنابراین 4جدول میکروگرم به ازاي هر موش بود ( 100در این تست 

میکروگرم به ازاي هر موش محاسبه شد  22/92حدود  ED50مقدار 
 پادزهر که این است به معنی بدست آمد. این LD50برابر  9 باً یتقرکه 

ارائه شده  4جدول نتایج در  .کند خنثی تواندمی را LD50 برابر 9 تا
است. 

 
 Karber-Behrensی حسابروش  با ED50 تعیین .4جدول 
 تعداد تلفات در هرگروه تعداد موش در هر گروه دوز (میکروگرم به ازاي هر موش) گروه

1 60 3 0 
2 80 3 1 
3 100 3 3 

 

مجاورت سم با پادزهر و سنجش میزان خنثی سازي 
 هیالورونیداز سم

 يهابا استفاده از غلظتآنزیم هیالورونیداز زهر  تیفعال يسازیخنث
بصورت نمودار نشان  4شکل خالص و رقیق شده در  پادزهردو مختلف 

میکرولیتر از  10داده شده است. براساس نتایج بدست آمده، مقدار 

هیالورونیداز  درصدي فعالیت 100پادزهر خالص قادر به خنثی سازي 
که این مقدار براي در حالی )4ل شک( باشدزهر می میکروگرم 100در 

باشد که در میکرولیتر می 40 تقریباً 1:15پادزهر رقیق شده به نسبت 
داري نشان دادند. سطح مقایسه با مقادیر کمتر تفاوت آماري معنی

 ها در نمودار قابل مشاهده است.داري نتایج مقایسه میانگینمعنی

 

 
 هاي مختلف پادزهرغلظت در A. crassicauda هیالورونیداز سم عقرب سازي فعالیتخنثی. 4شکل 

 .دارند داريیمعن اختلاف درصد یک سطح در دانکن آزمون اساس بر غیر مشترك، حروف با یهاینیانگیم* 
 

 الکتروفورز پلاسماي ایمن شده اسب با سم
قرب شده اسب با سم عبادي در پلاسماي ایمنبراي بررسی کیفیت آنتی

 SDS-pageاز روش الکترفورز  هیقبل و بعد از تصفمورد مطالعه 
استفاده شد. ) دیآم لیآکر یپل-سولفات لی(الکتروفورز ژل دودس

هاي تحت شارژ ها نشان داد که پلاسماي بیش ایمن شده اسببررسی

باشد قبل از تصفیه داراي چند باند می A. crassicaudaبا زهر عقرب 
شکل ست (موجود در پلاسما به ویژه آلبومین ا يهانیپروتئکه نشانگر 

). باندي که در بالاي ژل قابل مشاهده است نشانگر وجود پروتئین 5
آلبومین است درحالیکه این باند در پروفایل پلاسماي بعد از تصفیه 
وجود ندارد. در پروفایل پلاسما بعد از تصفیه فقط یک باند که مربوط 

 خورد.است به چشم می هايبادیآنتبه 
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 ها قبل و بعد از فرایند تصفیه پلاسماالکتروفورز پلاسماي بیش ایمن شده اسب. 5شکل 

 

 بحث
 گونه به خانواده بوتیده یکی از شش متعلق A. crassicauda عقرب

این  شیاز مرگ بر اثر ن ییهاگزارشاست که  رانیدر ا عقرب خطرناك
و داراي  پراکنده است رانیدر اکثر مناطق ااین عقرب  .عقرب وجود دارد

 یاتیح يهااندام ثراکو کشنده براي انسان است که  کینوروتوکسسم 
 موسسه ر آن در. زه)17, 2( دهدیقرار م ریبدن انسان را تحت تأث

 والان ضد یپل پادزهر هیته جهت يراز يتحقیقات واکسن و سرم ساز
با وجود اهمیت زیاد زهر  .قرار گرفته است استفاده مورد یزدگ عقرب

هاي ما تاکنون پادزهر این عقرب در تولید پادزهر براساس دانسته
سب ا بادي آن درمونووالان این عقرب تولید و مطالعه نشده و تیتر آنتی

به عنوان حیوان هدف با استفاده از روش الایزا بررسی نشده است. به 
این منظور در این مطالعه، علاوه بر سنجش میزان پروتئین و متوسط 

ها در هفت دوره با دوزهاي دوز کشنده زهر این عقرب در موش، اسب
هاي مختلف زهر این عقرب مورد مطالعه ایمن شدند. خونگیري از اسب

ها براي و جداسازي سرم آن A. crassicauda ده با سم عقربشارژ ش
بادي تولید شده با استفاده از تست الایزا و جداسازي بررسی کمیت آنتی

 بادي انجام شد. علاوه بر این ما خنثیپلاسما براي تصفیه و تغلیظ آنتی
را به روش درون تنی  پادزهر یاثربخشسازي زهر را با روش الایزا و 

 78دادیم. میزان پروتئین زهر بدست آمده در این مطالعه (انجام 
لیتر) نشان دهنده کیفیت بالاي زهر مورد استفاده گرم بر میلیمیلی

 است. مطابق با این گزارش، در مطالعه پیشین ما میزان پروتئین زهر
. در حالیکه )18(گزارش شده است  درصد 80/71این عقرب  خام

Salama  هاي زهر با استفاده از خوانش نمونه 2013و همکاران در سال
 A. crassicaudaنانومتر میزان پروتئین سم عقرب  280در جذب نوري 

. روش مورد استفاده )19(میلی گرم بر میلی لیتر گزارش کردند  01/8را 
ها جهت سنجش پروتئین، تازه بودن زهر و جذب نوري خوانش نمونه

را دارند. به منظور تعیین دوزهاي  ریأثتترین در نتایج بدست آمده بیش
جهت تزریق به حیوان هدف متوسط دوز کشندگی زهر این عقرب  مؤثر

میکروگرم به ازاي هر موش یا  27/11محاسبه شد که بر اساس نتایج 
گرم بر کیلوگرم بدست آمد که تصحیح شده آن در اسبمیلی 56/0

گرم به میلی 254تا  225کیلوگرم بین  400-450هایی با وزن حدود 
برابر  1ها را تا باشد. ما در اینجا دوزهاي تزریقی به اسبازاي اسب می

LD50  در نظر گرفتیم. در مطالعات پیشین، مسیحی پور و همکاران
 آپیستوبوتوس سوسنی عقرب متوسط دوز کشندگی سم 1392در سال 

. در )20(میکروگرم به ازاي هر موش گزارش کرده بودند  83/10را 
، متوسط دوز کشندگی سم 1400مطالعه مشیري و همکاران در سال 

میلی گرم به ازاي کیلوگرم  Odontobuthus doriae ،14/0 عقرب
و همکاران در سال  Brwa Nawzad.)21(وزن بدن گزارش شده است 

را  Hottentotta saulcyi عقرب متوسط دوز کشندگی سم 2018
 .)22(گرم بر کیلوگرم گزارش کردند میلی 07/1

سازي علیه زهر یکی از بادي تولید شده در برنامه ایمنسنجش آنتی
باشد. در این پژوهش هاي اطمینان از پادزهر تولیدي میبهترین روش

بادي با تست الایزا علاوه بر افزایش تولید نتایج سنجش تیتر آنتی
 ان بالاي این تست برايژن، موید توبادي پس از هر بار تزرق آنتیآنتی

هاي بیش ایمن اسب توسط شده تولید هايباديآنتی اتصال ارزیابی
 نتایج این .پادزهر بود تولید هايبرنامه در شده با زهر عقرب مورد نظر

 ELISA آزمایشگاهی ) که روش2023و همکاران ( Silvaمطالعه با کار 
 بیش هاياسب سرم در موجود هايباديآنتی تمایل گیريرا براي اندازه

و  Sifiکردند و  ارزیابی Tityus serrulatus سم عقرب با ایمن شده
 عقرب سم برابر در IgY که تیتر 2018همکاران در سال 

Androctonus australis hector مورد ارزیابی  الایزا روش را با
 همخوانی دارد. )24, 23(قرا دادند 

بادي در تست الایزا با توجه به نوع زهر مورد آنتی بهترین رقت براي
گردد. در استفاده، غلظت زهر، حیوان هدف و شرایط آزمایش تعیین می

ایمن شده با  ) اسبF(ab')2آنتی بادي ( براي رقت مطالعه ما بهترین
اي که بدست آمد در حالیکه در مطالعه 1:50زهر عقرب مورد مطالعه 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ismael+BN&cauthor_id=30153952
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 و همکارانثعلبی 

 رقت انجام شده بود بهترین 2006و همکاران در سال  Peresتوسط 
 Bothropsایمن شده با زهر افعی  ) اسبF(ab')2آنتی بادي ( براي

jararaca نتایج بدست آمده از  .)25(گزارش شده است  1:200 رقت
بر این، ر این مطالعه نیز با نتایج ما همخوانی دارد. علاوهبادي دتیتر آنتی

Brwa Nawzad  بادي ناشی از تیتر آنتی 2018و همکاران در سال
را در سه اسب بررسی کردند.  Hottentotta saulcyi عقرب تزریق سم

 دوگانه ایمونودیفیوژن روش بهها اسب ایمنی در این مطالعه پاسخ
Ouchterlony شد که نتایج در راستاي نتایج بدست آمده در  بررسی
 ونومید آنتیتول 1389. بهدانی و همکاران در سال )22(این تحقیق بود 

را مورد  وس لپتوروسیورپکسا یهمعقرب  سممن شده با یاز شتر ا
 شترها نسبت ایمنی روند پاسخها گزارش کردند بررسی قرار دادند. آن

ند. این بود شدهمن یژن ا یبا آنت یخوب بهشترها بوده و  یشیافزا سمبه 
پس از  شترها يساز منیروند امحققین همچنین گزارش کردند که 

 یندانقات تفاوت چیرار تزرکش گذاشته است و با تیح دوم رو به افزایتلق
که در اینجا باید مورد توجه قرار گیرد  يانکته. )9(است جاد نشده یا

اینست که؛ تفاوت در جزئیات نتایج بدست آمده با توجه به تفاوت در 
 ژن تزریقی، دوز و دفعات تزریق قابل قبول است.حیوان هدف، آنتی

در مجموع نتایج این پژوهش حاکی از توان تست الایزا براي بررسی 
 رم نیز بود. با توجه به نتایجبادي سمیزان خنثی سازي زهر توسط آنتی

 .A میکروگرم زهر عقرب 1بدست آمده براي خنثی سازي 
crassicauda 50 خواهد  مؤثررقیق شده  1:2000سرم  میکرولیتر از

بود. مطالعه مشابهی که از تست الایزا براي بررسی خنثی سازي زهر 
عقرب توسط سرم بیش ایمن شده اسب استفاده کرده باشد یافت نشد 

انجام شده  Bothrops jararacaاي که روي زهر افعی اما در مطالعه
فر و  در مطالعه دیگري، گلچین .)25(نتایج مشابهی به دست آمد 

از تست الایزا به این منظور استفاده کردند که  1395همکاران در سال 
مار ن غلظت سم یعنوان بهترهبرا تر یل یلیکروگرم در میم 1آنها غلظت 

ی میبراي کونژوگه آنزعنوان بهترین رقت را به 1500/1ن و رقت لاوا یپل
 .)26(گزارش کردند 

سولفات اشباع  ومیاستاندارد آمون در این مطالعه ما با استفاده از روش
اي اسب بیش ایمن شده را هاي پلاسمباديتخلیص و تغلیظ آنتیشده 

پس  .)15(انجام دادیم. این روش در مطالعات مشابه انجام شده است 
آن، اثر بخشی پادزهر تولید شده با تست پوتنسی روي موش بررسی از 

 100میکروگرم به ازاي هر موش منجر به  100شد. در این مطالعه دوز 
بر اساس رابطه اشاره شده در مواد  ED50درصد کشندگی شد. مقدار 

گرم) به دست آمد که  20به ازاي هر موش ( کروگرمیم 22/92و روش 
باشد. می LD50برابر  9 باً یتقرگرم بر کیلوگرم و یمیل 611/4برابر با 

گرم زهر میلی 611/4سازي لیتر از پادزهر توان خنثیدر واقع، هر میلی
پادزهر در  مؤثرمتوسط دوز  1397را دارد. مدنی و همکاران در سال 
لیتر بر میلی کروگرمیم 395/6401برابر سم مار شاخدار ایرانی را 

 2014و همکاران در سال  Aguilarدر مطالعه  .)27(گزارش کردند 
 در مرجانی مار سم علیه کلونالپلی يهاباديآنتی مؤثرمتوسط دوز 

کیلوگرم گزارش  بر گرممیلی 8/477شده  ایمن يهامرغ مرغ تخم زرده
متوسط دوز  2018همکاران در سال  و Brwa Nawzad .)28(شد 
 LD50برابر  83را  Hottentotta saulcyi پادزهرعلیه زهر عقرب مؤثر

گرم زهر را دارد میلی 78/1سازي لیتر از پادزهر توان خنثیکه هر میلی
 .)22(گزارش کردند 

شود که زهر این عقرب فعالیت هاي پژوهش حاضر استنباط میاز یافته
آنزیمی هیالورونیداز را نشان داد که این یافته با تحقیقات قبلی ما 

علاوه بر آن، نشان دهنده قدرت پادزهر تولید شده  .)4( همخوانی دارد
در خنثی سازي اثرات پاراکلینیکی ناشی از فعالیت این آنزیم در زهر 

فعالیت آنزیم  2006و همکاران در سال  Kadkhodaeiعقرب است. 
گزارش  مزوبوتوس اپیوس اپیوسهیالورونیداز را در سم خام عقرب 

علاوه بر  2019و همکاران در سال  Guerra-Duartea .)29( کردند
 ی، بابرزیل تایتوسگزارش فعالیت هیالورونیداز در زهر چند گونه عقرب 

تولیدي سه  پادزهرهايمقایسه اثر مهار آنزیم هیالورونیداز توسط 
 درمانی شرکت تولید کننده پادزهر گزارش کردند که پادزهرهاي

 هیالورونیداز سم تمام فعالیت توجهی قابل طور به گزیدگیعقرب
 .)30( کرد مهار هاي مورد مطالعه راعقرب

رستی کننده د دییتأ شده اسب با سم منیا يسماالکتروفورز پلانتیجه 
و  Mateljak Lukačevićها بود. باديروش جداسازي و خلوص آنتی

 تحلیل پروفایل پلاسماي و اي تجزیهدر مطالعه 2020همکاران در سال 
م را آمونیو هایپر ایمن شده و تخلیص شده به وسیله سولفات يهااسب

 )31(اند به تصویر کشیده SDS-pageهاي مختلفی از جمله به روش
 که با نتایج این مطالعه همخوانی دارد.

 نتیجه گیري
 هرز سمیت مؤثر طور به تولید شده مونووالان ونومیآنت مطالعه، این در

مسموم  هايموش از مرگ و کرده خنثی را A. crassicauda عقرب
 یزايالا که تست داد نشان نتایج. زهر این عقرب جلوگیري کردشده با 

بادي و میزان خنثی سازي زهر عقرب سنجش تیتر آنتی براي شدهبهینه
تواند راهنماي خوبی باشد. این مطالعه میمی مؤثرتوسط پادزهر روشی 

بادي و میزان براي تولید پادزهر مونووالان، سنجش تیتر آنتی
 زهر باشد. ED50و  LD50روش الایزا، محاسبه سازي زهر به خنثی

 رعایت موازین اخلاقی در پژوهش
موسسه تحقیقات واکسن و سرم ق لااخ تهیحاضر توسط کم پژوهش

 بیتصومورد IR.RVSRI.REC.1401.017خلاق ا با کد سازي رازي
 شده است. تیدر انجام آن رعا یقلااخ اصول هیقرار گرفته است و کل

 حامی مالی
 2-83-18-041-000607 شماره مصوب طرح از یبخش قیتحق نیا

 .باشدیموسسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي م

 تقدیر و تشکر
 نیا یمال یبانیو تولید که تصویب و پشت یپژوهش محترم معاونت از

تمام همکاران شعبه  از خاتمه در .شودیم رکتش اندبوده دارعهده را پروژه
 و تشکر کمال اندداشته يهمکار تحقیق این انجام در اهواز که
 .آیدمی عمل به يسپاسگزار

 منافع تضاد
که هیچگونه تضاد منافعی در مطالعه حاضر  کنندمینویسندگان تصریح 

 .وجود ندارد

 نقش نویسندگان
فاطمه : هاداده يجمع آور بر پژوهش: فاطمه ثعلبی؛و نظارت  یطراح

 زیالآنثعلبی، مهسا لاري بقال، عبدالرحمن کرد زنگنه، علی محمدیان؛ 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ismael+BN&cauthor_id=30153952
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=Androctonus_crassicauda&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=Androctonus_crassicauda&action=edit&redlink=1
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ismael+BN&cauthor_id=30153952
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=Androctonus_crassicauda&action=edit&redlink=1
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 1402 وری، مرداد و شهر3، شماره 26دوره ، 26مجله دانشگاه علوم پزشکی اراك، دوره 

فاطمه ثعلبی؛ نوشتن مقاله: فاطمه ثعلبی، مهسا لاري : جینتا لیو تحل
 اند.قرار داده تأیید را خوانده و مورد ییمتن نها سندگانینو هیکلبقال؛ 
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