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Objective Malaria is one of the most important parasitic diseases and one of the important health issues 
especially in tropical and subtropical countries. The importance of this disease is due to its high preva-
lence and mortality, as well as drug resistance and side effects of common drugs used for its treatment. 
Snake venom is a complex mixture of active pharmaceutical ingredients. The present study aims to in-
vestigate the anti-Plasmodium falciparum activity of the purified fractions isolated from the venom of 
Iranian cobra snake (Naja Naja Oxiana) by real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) method. 
The importance of this disease is due to its high prevalence, significant mortality, as well as drug resis-
tance and, side effects of current drugs in treatment. Venom is a complex mixture of active pharmaceuti-
cal ingredients. The purpose of this study was to investigate the anti-Plasmodium falciparum activity of 
the purified fraction of Iranian cobra snake venom by Real -time PCR.
Methods After preparation and purification of lyophilized venom for determining the parasitic load, differ-
ent fractions obtained from the venom of Naja Naja Oxiana put in different plates adjacent to Plasmodium 
falciparum (3D7) strain in the ring stage. The degree of parasitemia was determined by real-time PCR. 
Finally, the effective fraction with anti-malaria properties was identified.
Results The active fraction with a half maximal inhibitory concentration of 0.026 μg/mL was the most ef-
fective fraction on Plasmodium falciparum in vitro (P<0.001).
Conclusion The active fraction of Naja Naja Oxiana venom at the mentioned concentration has anti-
malaria effect. This results can motivate the continuation of further research in this field.
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A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

alaria mortality has dropped worldwide 
due to the worldwide malaria eradica-
tion program and the use of artemisinin-
based combination therapy and some 

M
medications. However, the prevalence of Plasmodium fal-
ciparum strains that are resistant to standard drugs such as 
chloroquine has increased in many parts of the world. In 
recent years, one of the main causes of death from malaria 
has been reported to be increased drug resistance; hence, 
scientists are looking for new drugs to control the disease.
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With the advancement of medical science and related 
sciences, many studies have been conducted on the chemi-
cal properties of various toxins. Today, snake venom can 
be used to prepare various drugs, serums and vaccines. In 
recent years, researchers have been investigated the prop-
erties of snake venoms for increasing the drug resistance 
to Plasmodium falciparum. Their results have shown that 
the venom of Bothrops asper snake and South American 
rattlesnake have cell penetrating, antifungal and antipara-
sitic properties. Iranian cobra (Naja Naja Oxiana) is a snake 
from the family Elapidae that is found in large areas in 

northeastern Iran. The aim of this study was to investigate 
the anti-malaria effect (in the ring stage) of the active frac-
tion isolated from Iranian cobra venom by determining the 
parasitic load using Real-time PCR.

2. Materials and Methods

After determining the effective dose of active fraction, 
the materials were first mixed slowly and on ice with a 
sampler in two vials of 0.2 cc. For all primers used in the 
Real-time PCR, 10% stocks were prepared from the initial 

Figure 1. Standard curve of 18s rRNA gene synthesized in vitro

Figure 2. Standard curve of synthesized 18s rRNA gene and samples extracted from Plasmodium falciparum in culture medium 
adjacent to active fraction for IC50 testing in vitro
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stock of 100 µl and then the required volumes of primers 
were added to 15 µL of PCR reaction. There were 15 ng 
samples in each µL of DNA. After a spin of 5 seconds, we 
finally transferred the strips to the Real-time PCR device 
to operate under the determined settings. In this method, 
a DNA sample with a specific concentration was used to 
draw a standard curve. The standard DNA concentration 
was determined with a 260-nm spectrophotometer and then 
converted to the number of copies based on the molecular 
weight of the sample. The 18s rRNA gene was sequenced 

and then sent to Takapouzist company for synthesis. After 
synthesis, serial dilution was prepared from the standard 
samples and placed in real-time PCR device with the target 
sample. Using the Ct (Threshold Cycle) value for each dilu-
tion, we drawed a curve in which X axis showed the dilu-
tion or the number of copies of the gene and Y represented 
the expected Ct value. The length of the gene sequence was 
234 bp. When the lyophilized state was liquefied by add-
ing 100 µ l of injected distilled water, its concentration was 
measured with a nanodrop.

Figure 3. Melting curve of 18s rRNA gene synthesized in vitro

Figure 4. Amplification curve of 18s rRNA gene synthesized for IC50 testing in vitro
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3. Results

For quantitative analysis of gene expression, information 
obtained from 18 s rRNA gene expression was synthesized 
and cloned with the results of the standard curve of 18s rRNA 
gene and normalized in PUC57. With the help of amplifica-
tion diagrams, the CT value of the samples was determined, 
and the presence of non-specific products and primer dimers 
was determined with the help of melting curve. Figures 1, 
2, 3, 4, and 5 plot the standard, amplification, and melting 
curves of the 18s rRNA gene. They showed the specificity of 
real-time PCR conditions for this gene.

4. Conclusion

The obtained results showed that the anti-Plasmodium ef-
fect of the active fraction of snake venom is quite appar-
ent. These promising results motivate further research in this 
area; Therefore, according to the obtained results, it will not 
be far-fetched to develop new effective antimalarial drugs 
after systematic research in this field.
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Figure 5. Determination of IC50 value of active fractions obtained from ion exchange chromatography using Real-time PCR 
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هدف مالاریا از مهم ترین بیماری های انگلی و یکی از مسائل مهم بهداشتی تعدادی از کشورها، به خصوص کشورهای گرمسیری و 
نیمه گرمسیری دنیا است. اهمیت این بیماری به خاطر شیوع زیاد، مرگ ومیر قابل توجه آن، همچنین مقاومت دارویی و عوارض جانبی 
داروهای رایج در درمان است. سم مار، مخلوط پیچیده ی از مواد فعال دارویی است. هدف ما از این تحقیق بررسی اثر ضد پلاسمودیوم 

فالسیپاروم فراکشن فعال جدا شده از سم مار کبرای ایرانی با روش Real-time PCR بود.

روش ها پس از تهیه و تخلیص زهر لیوفیلیزه به منظور تعیین بارانگلی ، در پلیت رقت های مختلف فراکشن های مختلف به دست آمده از 
 Real- time PCR 3( در مرحله رینگ مجاور شدند و میزان پارازیتمی به روشD7 ( سم مار کبرای ایرانی با انگل پلاسمودیوم فالسیپاروم

تعیین شد و در انتها فراکشن مؤثر دارای خاصیت آنتی پلاسمودیومی مشخص شد.

انگل  روی  فراکشن  مؤثرترین   )P>0.001(  0/026  µg/mL غلظتIC50برابر  با  فعال  فراکشن  که  داد  نشان  نتایج  یافته ها 
پلاسمودیوم فالسیپاروم است.

نتیجه گیری نتایج با توجه به مشهود بودناثر ضد پلاسمودیومی فراکشن فعال سم مار کبرای ایرانی در غلظت یادشده، امیدوار کننده بود و 
انگیزه را برای ادامه تحقیقات پیشرفته در این زمینه ایجاد کرد. 

کلیدواژه ها: 
پلاسمودیومفالسیپاروم،
غلظتمهارمیانه،سم

مار،مالاریا،واکنشهای
زنجیرهایپلیمراز

اطلاعاتمقاله:
تاریخدریافت: 14 دی 1399

تاریخپذیرش:10 اسفند 1399
تاریخانتشار:12 فروردین 1400

مقدمه 

توسط  که  است  انگلی  بیماری های  مهم ترین  از  مالاریا 
تک یاخته ای از جنس پلاسمودیوم ایجاد می شود. این بیماری 
به وسیله گونه های به خصوصی از پشه های آنوفل ماده منتقل 

می شود. 

در سال 201۸ 22۸، میلیون مورد از بیماری مالاریا در دنیا 
گزارش شد که در مقایسه با 2۳1 میلیون مورد بیماری در سال 
201۷ سیر نزولی دارد. موارد مرگ و میر هم در سال 201۸، ۴0۵ 
هزار مورد بوده است که نسبت به سال 201۷ و گزارش۴16 هزار 

مورد سیر نزولی داشته است. 

این بیماری علاوه بر اینکه طی حملات خود نیروی بیمار را به 

شدت تحلیل می برد و باعث کاهش شدید فعالیت هایبیمار در 
دوران بیماری می شود، موجب تضعیف بهداشت و رفاه عمومی در 
خانواده ها شده، حیات افراد، مخصوصاً با ضعف، سیستم ایمنیرا به 
مخاطره می اندازد و باعث فرسودگی بیش از حد جامعه و منابع 

انسانی کشورها می شود. 

به دلیل سهولت مسافرت و تبادل جمعیتی با مناطق مالاریاخیز، 
امکان مشاهده بیمار مبتلا به مالاریا و بازگشت بیماری در تمام 
مناطق جغرافیایی کشور حتی در مناطق پاک وجود دارد و خطر 
انتقال  پتانسیل  بروز همه گیری های گسترده در مناطق دارای 

همواره مطرح است ]2 ،1[. 

درمان  از  استفاده  و  در جهان  مالاریا  برنامه حذف  دلیل  به 
ترکیبی آرتمیزین و داروهای دیگر، مرگ و میر مالاریا در جهان 
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پایین آمده است، ولی متأسفانه در نقاط مختلف جهان فراوانی 
استاندارد  داروهای  به  که  فالسیپاروم،  پلاسمودیوم  سوش های 

مانند کلروکین مقاوم هستند، افزایش یافته است. 

در سال های اخیر یکی از علل اصلی مرگ و میر مالاریا افزایش 
پی  در  دانشمندان  بنابراین  شده؛  گزارش  دارویی  مقاومت 
جست وجوی دارویی جدید جهت مهار کردن این بیماری هستند 

.]1، 2[

اخیر  سال های  در  وابسته،  علوم  و  پزشکی  علم  پیشرفت  با 
مطالعات فراوانی در مورد خواص شیمیایی انواع توکسین ها انجام 
گرفته است. در ایران انواع مارهای سمی و نیمه سمی، مانند 
کفچه مار، مار کبری، مارهای دریایی، افعی شاخدار، گرزه مار، 

افعی دماوندی، افعی البرز و مار جعفری زیست می کنند. 

از مارهای خانواده   )Naja Naja Oxiana( ایران مار کبرای 
الاپیده بوده که در مناطق وسیعی از شمال شرقی ایران به فراوانی 
یافت می شود. این مار از مارهای بسیار خطرنـاک محـسوب شـده 
و زهـر آن حاوی فاکتورهای توکسیک عصب گرا با وزن مولکولی 

نسبتاً پایین است. 

امروزه از بزاق یا به عبارتی همان زهرمارها می توان انواع داروها، 
سرم و واکسن را تهیه کرد. در این تحقیق برای تعیین میزان بار 
انگلی از روش مولکولی Real-time PCR دقیق با حساسیت و 
اختصاصیت بالا استفاده کردیم که تأیید کننده نهایی روش های 

دیگر تعیین بار انگلی است ]۳-6[. 

در مطالعات پیشین، محققین اثرات ضد پلاسمودیوم برگئی 
عصاره الکلی زردچوبه و گیاه تاجریزی بلوچی در موش را نشان 

دادند ]۸ ،۷[. 

مطالعات سال های گذشته نشان داده که ائوزین B به عنوان 
داروی جدید ضد انگل مالاریا در شرایط برون تنی و درون تنی 
می تواند مطرح باشد. محققین به بررسی اثر ضد سرطانی زهر مار 
ناجا ناجا اکسیانا ایرانی با القای آپوپتوز روی سلول های سرطانی 

پرداختند ]10 ،9[. 

مقاومت  موارد  افزایش  با  محققین  گذشته  سال های  در 
داروییبهانگل پلاسمودیوم فالسیپاروم در برابر داروهای رایج در 
درمانبه تحقیق در مورد خواص انواع زهر مارها پرداختند. نتایج 
نشان داد که زهر مار Bothrop asper و زهر مار زنگی آمریکای 
انگلی  و ضد  قارچی  و ضد  سلولی  نفوذ  دارای خواص  جنوبی 

هستند ]12 ،11[. 

هدف ما از این تحقیق، بررسی اثر ضد پلاسمودیوم فالسیپاروم 
)در مرحله رینگ( فراکشن فعال جدا شده از سم مار کبرای ایرانی 

با روش Real-time PCR با تعیین بار انگلی بود.

مواد و روش ها

تعیین دُز موثر فراکشن فعال مرحله دوم یا )IC50( با روش 
Real-time PCR

برای انجام این مطالعه تجربی ابتدا زهر لیوفیلیزه را از در انستیتو 
پاستورآزمایشگاه ونوم و فرآورده های دارویی تهیه کردیم. پس از 
جداسازی فراکشن ها با روش ژل فیلتراسیون، اندازه گیری غلظت 
پروتئین ونوم و فراکشن های تخلیص شده انجام شد. فراکشن مؤثر 
با افزایش غلظت دارای اثر کشندگی بیشتر بود؛ بنابراین بقیه 
مراحل تخلیص روی این فراکشن فعال انجام شد و به عنوان 

فراکشن کاندید انتخاب شد.

در مرحله بعد، کشت انگل پلاسمودیوم  فالسیپاروم را انجام دادیم. 
پس از جداسازی فراکشن های زهر با روش ژل فیلتراسیون و سپس 
تغلیظ فراکشن ها به روش لیوفیلیزاسیون، تعیین فراکشن فعال از 
میان فراکشن های تخلیص شده که بیشترین اثر کشندگی انگل را 
انتخاب شده، غلظت های  از فراکشن فعال  داشت، مشخص شد. 
و    1/1000000  ، 1/100000  ، 1/10000  ، 1/1000  ، 1/100

1/10000000 تهیه شد. 

سپس تعیین دُز مؤثر فراکشن فعال یا )IC50( با روش مولکولی 
 IC50 جهت تأیید نهایی qPCR دقیق انجام شد. روش مولکولی
که در تحقیقات قبلی ما با روش های معمولی رنگ آمیزی گسترش 
 )LDH( دهیدروژناز  لاکتات  آنزیم  فعالیت  اندازه گیری  و  خونی 
اختصاصیت  و  حساسیت  هیچ کدام  که  فالسیپاروم  پلاسمودیوم 

روش های مولکولی را ندارند، انجام شده بود ]1۳[. 

DNA استخراج

پلاسمودیوم   18s rRNA ژن های  بیان  سطح  بررسی  برای 
فالسیپارم همه مراحل استخراج زیر هود لامینار انجام شد و قبل 

از شروع کار زیر هود با وایتکس و الکل ۷0 درصد تمیز شد.

و  سرسمپلرها  سمپلرها،  شامل  استخراج  برای  کار  وسایل 
میکروتیوب که زیر هود قرار داشتند و به مدت بیست دقیقه تحت 
RNase- قرار گرفت. تمامی سرسمپلرها و میکروتیوب ها UV

DNase Free بودند و قبل از شروع کار در دو دوره زمانی ۴۵ 
دقیقه اتوکلاو شده بودند.

ابتدا پانصد میکرولیتر خون در فالکون پانزده ریخته با آب دو 
بار تقطیر به حجم هفت میلی لیتر رساندیم. سپس ده دقیقه تکان 
داده شد. در این مرحله بهتر است درِ فالکون ها با پارا فیلم بسته 
با دور rpm3000 در سانتریفیوز  شود. به مدت دوازده دقیقه 

یخچال دار، سانتریفیوژ شد. 

سپس مایع رویی را خالی کردیم تا رسوب دست نخورده باقی 
بماند. آب مقطر اضافه کردیم و مراحل قبل تکرار شد تا مایع رویی 
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سفید شد. سپس 2۵0 تا ۳00 میکرولیتر بافر لیز اضافه کردیم. 

در مرحله بعد پنجاه میکرولیتر پروتئیناز K اضافه کردیم. در 
 over مرحله بعد داخل انکوباتور در دمای ۳۷ درجه سلسیوس
night قرار دادیم. پس از اضافه کردن هم حجم بافر لیز فنل، 
داخل سانتریفیوز یخچال دار با دور چهارده هزار به مدت سیزده 
دقیقه سانتریفیوژ کردیم، بعد از سانتریفیوژ خارج کرده، مایع 
رویی را وارد میکروتیوب جدید کرده و هم حجم محلول رویی 

کلروفرم اضافه کردیم. 

سپس داخل سانتریفیوز یخچال دار با دور دوازده هزار به مدت 
یازده دقیقه سانتریفیوژ کردیم.مایع رویی را در ویال جدید وارد 
کردیم و سپس هم حجم محلول جدا شده ایزوپرویانل )حدود پانصد 
میکرو لیتر( به لوله ها اضافه شد. بعد از پنج تا ده ثانیه تکان دادن 

لوله ها، آنها را ده دقیقه در دمای اتاق ساکن قرار دادیم ]1۵ ،1۴[.

DNA شست وشوی

برای خارج کردن کامل کلروفرم، رسوب DNA با اتانول ۷۵ 
درصد شست وشو داده شد. به این منظور به رسوب RNA مقدار 
آرامی  به  و  اضافه  سلسیوس  درجه   ۷۵ اتانول  میلی لیتر  یک 
 g و ˚̊C4 مخلوط شد. بعد میکروتیوب را به مدت پنج دقیقه در
۷۵00 سانتریفوژ کردیم. در مرحله بعد مایع رویی توسط سمپلر 

دور ریخته شد.

DNA خشك کردن رسوب

برای خشک شدن نسبی رسوب ده دقیقه درِ میکروتیوب باز 
گذاشته شد. در تمام این مراحل سعی شد مقادیر به طور دقیق 

و صحیح رعایت شوند.

ژن 18s rRNA در پلاسمودیوم دارای کپی نامبر بالایی است. 
قدم اول در انجام Real- time PCR تعیین هدف است. هدف ما 
اندازه گیری کپی نامبر ژن 18s rRNA بود که مؤید پارازیتمی 
است. در واقع این تست تأییدی برای تست شمارش انگل به 
روش رنگ آمیزی گیمسا و تعیین آنزیم لاکتات دهیدروژناز است.

با استفاده از روش Quantification Absolute و با استفاده 
از یک منحنی استاندارد تعداد دقیق نسخه های 18s rRNA کلون 

در puc57 در نمونه ها مشخص شد.

با توجه به مطالعه تیلر و همکاران ]1۵[ از پرایمر معرفی شده در 
مقاله کمک گرفتیم و پس از بلاست کردن آن، این نتیجه حاصل 
شد که این پرایمر با گونه های فالسیپاروم، ناولزی، ویواکس، اووال 
و برگئی 100 درصد تطابق ژنتیکی داشت. نوع سنجش مورد نظر 
با دستگاهReal-time PCR از نوع ABI Step One و استفاده از 

روش SYBR Green بود.

Real-time PCRمواد لازم برای انجام

پنجاه  تیوب  میکرو  پنس،  سمپلــر،  و   Injection Water
 Primer Design Master کیت   ، Cool Box میکرولیتــری 

SYBR ، دستگاهABI Step One، درپوش آنها. 

 Real-time PCR روش انجام آزمایش

ابتدا در دو ویال 0/2 سی سی مواد زیر به آرامی و روی یخ با 
سمپلر مخلوط شد. در این مطالعه برای همه پرایمرهای استفاده 
از  درصد   10 Real-time PCR ،Stock های  واکنش  در  شده 
Stock اولیه µl100 تهیه شد و سپس حجم های لازم از پرایمرها 
وارد µL 15 واکنش شد. همچنین در این مطالعه در هر µL از 
 DNA به میزان 15ng نمونه وجود داشت. مواد لازم جهت انجام 

Real-time PCR در جدول شماره 1 نشان داده شده اند.

پس از یک spin پنج ثانیه ای درنهایت استریپ ها را به دستگاه 
Real-time PCR انتقال دادیم تا تحت برنامه داده شده به دستگاه 

عمل کند. 

با غلظت مشخص برای رسم   DNA از نمونه  در این روش 
با  استاندارد   DNA غلظت  شد.  استفاده  استاندارد  منحنی 
اسپکتروفوتومتر 260 نانومتر تعیین شد و سپس از روی وزن 
مولکولی نمونه به تعداد نسخه های آن تبدیل شد. استانداردهای 

غلظتی ژن های معروف به صورت تجاری قابل خریداری است. 

در مورد ژن 18s rRNA توالی آن  را یافته، سپس برای سنتز به 
شرکت تکاپوزیست ارسال شد )جدول شماره 2(. ژن سنتز شد. از 
نمونه های استاندارد به صورت سریالی رقت تعیین کرده و همراه با 

نمونه هدف در دستگاه Real-time PCR قرار داده شد. 

با استفاده از  )Threshold Cycle(که دستگاه برای هر رقت به 
ما می دهد، یک منحنی رسم کرده که X آن رقت یا تعداد کپی 
از ژن و Y آن CT بود، نمودار به دست آمده یک نمودار خطی است 
که با قرار دادن عدد نمونه هدف در نمودار، غلظت یا تعداد کپی 

آن نیز به دست می آید. bp 234 طول توالی ژن است. 

AACACGGGGAAACTCACTAGTTTAAGACAAGAG-
TAGGATTGACAGATTAATAGCTCTTTCTTGATTTCTTG-
GATGaGTGATGCATGGCCGTTTTTAGTTCGTGAATAT-
GATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGATCT-
TAACCTGCTAATTAGCGGTAAATACACTATATTCTTA-
AGTGAAATTAGAATATAGATAAATTGTGCTAATTTT-
GATTAAAATATTAGAATG

پس از اینکه از حالت لیوفیلیزه با اضافه کردن µl 100 آب 
نانودراپ  با  آن  را  غلظت  درآمد،  مایع  به حالت  تزریقی  مقطر 

سنجیدیم. ده نانو گرم در میلی لیترغلظت داشت.

فرمول تبدیل غلظت به تعداد نسخه های ژن: 
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number ofcopies (moleules)= 

X ng* 6.0221×1023 moleules/mole
N*660g/mole)†* 1×109ng/g

 )X = amount of amplicon )ng غلظت ده نانوگرم

N = length of dsDNA amplicon 2۳۴ جفت باز 

660 g/mole = average mass of 1 bp dsDNA

ابتدا رقت  نانوگرم صد هزار نسخه ژن وجود داشت،  در هر 
سریالی از غلظت ده نانوگرم از ژن 18s rRNA را تهیه شد و 
سپس نمونه ها به صورت دوتایی آماده شدند. پس از یک اسپین 
 Real-time PCR پنج ثانیه ای در نهایت استریپ ها را به دستگاه

انتقال دادیم تا تحت برنامه داده  شده به دستگاه عمل کند. 

شرایط سیکل دمایی Real-time PCR برای ژنهدف به قرار 
زیر بود 

یک مرحله C95̊˚ برای چهارده دقیقه جهت فعال سازی آغازی 
آنزیم پلیمراز، در ادامه چهل سیکل که شامل C95̊˚ برای پانزده 
anealing/ مرحله  برای  بود،  ثانیه  برای شصت   ˚̊C60 و ثانیه 

extention صورت گرفت و درنهایت برای رسم منحنی ذوب 
Melt Curve Analysis( ˚̊C95( برای پانزده ثانیه ، C70̊˚ برای 

شصت ثانیه و C̊˚ 9۵ برای پانزده ثانیه انجام شد ]1۷ ،16[.

یافته ها 

تست تعیین بار انگلی روی فراکشن های جدا شده در مرحله 
رینگ در پلیت کشت انجام شد. از سم رقت های مختلف استفاده 
 Real-time PCR شد و میزان پارازیتمی با روش مولکولی دقیق
جهت تأیید روش های رنگ آمیزی گیمسا، لاکتات دهیدروژنازدر 
هر کدام از چاهک ها انجام شد تا مؤثرترین فراکشن فعال روی 

انگل پلاسمودیوم فالسیپاروم تعیین شود.

تعیین دُز مؤثر فراکشن فعال مرحله دوم یا )IC50( با روش 
Real-time PCR

در تصویر های زیر می توان منحنی تکثیر و ذوب مربوط به ژن 
18s rRNA را مشاهده کرد. برای آنالیز نتایج مربوط به بررسی 
 18s rRNA بیان ژن از  به دست آمده  اطلاعات  بیان ژن،  کمّی 
و  سنتز   18s rRNA ژن  استاندارد  منحنی  از  حاصل  نتایج  با 

کلون شده و در PUC57 نـرمـال سازی شد. 

 CT)Threshold Cycle( میزان  تکثیر  نمودارهای  کمک  با 
 )Melt curve( نمونه ها مشخص شد و به کمک منحنی ذوب
محصول  وجود  دایمر  پرایمر  و  غیر اختصاصی  باند های  وجود 
اختصاصی  نشان دهنده  نمودار ها  شد.  مشخص  غیراختصاصی 

بودن شرایط انجام Real-time PCR برای این ژن  است. 

در  کلون شده  و  سنتز شده   18srRNA ژن  استاندارد  منحنی 
PUC57 در روش برون تنی در تصویر شماره 1 مشخص شده است. 
منحنیژن 18srRNA سنتز شده و کلون شده در PUC57 و نمونه های 
استخراج شده از انگل پلاسمودیوم فالسیپاروم در محیط کشت در 
در  برون تنی  در روش   IC50 فعال جهت تست فراکشن  مجاورت 

Real-time PCRجدول 1.موادلازمبرای

مادهحجم

7.5µLSYBER Green (primer design)

5.5µLddH2O

0.5µLForward Primer

0.5µLReverse Primer

1µLsample

Total 15µL

RCP emti-laeRجدول 2.پرایمرهایمورداستفادهبرای

Primer pair sequencesPrimers

5´-GCTCTTTCTTGATTTCTTGGATG -3´Reverse Primer

5´- AGCAGGTTAAGTTCTCGTTCG-3´ Forward Primer
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تصویر شماره 2 نشان داده شده است. در تصویر شماره ۳ منحنی 
ذوبژن 18srRNA سنتز شده و کلون شده در PUC۵۷ جهت تست 
IC50 در روش برون تنی قابل مشاهده است. تصویر شماره ۴ منحنی 
تکثیرژن ژن 18srRNA سنتز شده و کلون شده در PUC57 جهت 
تست IC50 در روش برون تنی را مشخص می کند. در تصویر شماره 
IC50 ۵فراکشن فعال حاصل از کروماتوگرافی تعویض یونی با روش 

Real-time PCR تعیین شده است.

بحث 

انگل پلاسمودیوم، عامل مولد مالاریا تأثیر بسیار گسترده ای 
در سلامت جوامع انسانی در سطح جهان دارد. به واسطه سرعت 
پیشرفت و توزیع جغرافیایی وسیع مقاومت انگل در برابر داروهای 
رایج ضدمالاریا، تهیه داروهای مختلف جدید علیه این بیماری 
یک ضرورت قطعی است. ظهور مقاومت دارویی به معنای افزایش 
خطر عوارض جانبی و یا مخارج بیشتر در استفاده از داروهای 

جدید است ]2[. 

انگل پلاسمودیوم در مرحله رینگ دارای فعالیت متابولیک 
بالایی است. به این دلیل از مرحله رینگ انگل استفاده کردیم 

تصویر 1.منحنیاستانداردژن18s rRNAسنتزشدهدرروشبرونتنی

تصویر 2.منحنیژن18s rRNAسنتزشدهونمونههایاستخراجشدهازانگلپلاسمودیومفالسیپارومدرمحیطکشتدرمجاورتفراکشنفعالجهتتست
IC50درروشبرونتنی
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که در ادامه تحقیقات به بررسی پروفایل متابولیت های انگل در 
حضور غلظت معینی از فراکشن فعال سم مار کبری، به منظور 
شناسایی محل های تأثیر گذاری این دارو روی متابولیسم انگل و 
تعیین متابولیت مؤثر در شکستن مقاومت دارویی مالاریابپردازیم.

امروزه ثابت شده که زهر مار به عنوان یک منبع بیولوژیکی 
فعال، مخلوطی از پروتئین ها )آنزیمی و غیرآنزیمی( و ترکیبات 
غیرپروتئینی از قبیل فلزات، چربی ها، نوکلئوتید ها، کربوهیدرات ها 

و آمین ها است. 

مهم ترین آنزیم ها شامل فسفولیپاز A2 ، آمینو اسید اکسیداز، 
فسفو دی استراز، استیل کولین استراز، آرژینین استر هیدرولاز 
تقسیم بندی  انواع  از  یکی  هستند.  پروتئولیتیک  آنزیم های  و 
عمومی زهر مارها، تقسیم بندی بر اساس تأثیرات آنها است که 
کاردیوتوکسین  و  میوتوکسین  هموتوکسین،  نوروتوکسین،  به 

دسته بندی می شوند ]6 ،۵[. 

تصویر 3.منحنیذوبژن18s rRNAسنتزشدهبهروشبرونتنی

تصویر 4.منحنیتکثیرژنژن18s rRNAسنتزشدهجهتتستIC50درروشبرونتنی
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در  فسفولیپید  کاهش  که  دادند  نشان  همکاران  و  جیلانوم 
آلبومکس  از  استفاده  با  فالسیپاروم  محیط کشت پلاسمودیوم 
آنتی پلاسمودیومی  فعالیت  دارد،  کمتری  لیپوپروتئین  که  دو 
فسفولیپاز A2 )استخراج شده از زهر مار زنگی( را کاهش می دهد. 
نقش آنزیماتیک فسفولیپاز A2 در کنترل رشد انگل مالاریا در 
مطالعه جیلانوم و همکاران به وضوح نشان داده شده است ]1۸[. 

کاستیلو و همکاران به بررسی فعالیت آنزیم فسفولیپاز A2 و 
فسفولیپاز هومولوگ شده حاصل از زهر مار Bothrop asper با 
استفاده از کروماتوگرافی تعویض یونی پرداختند و نشان دادند که 
فسفولیپاز A2 و هومولوگ آن، اثر آنتی پلاسمودیومال دارند ]11[.

از  پلی پپتیدی  کروتامین  که  دادند  نشان  همکاران  و  مالوف   
و خواص  سلولی  نفوذ  با خواص  جنوبی  آمریکای  زنگی  مار  زهر 
توسعه پلاسمودیومفالسیپاروم  از  و ضدانگلی می تواند  ضدقارچی 
در دُز IC50=1.۸۷ میکرومولار جلوگیری کند ]12[.  از آنجا که 
جامعه  مهم  مطالبات  از  عفونی  عوامل  سریع  و  دقیق  شناسایی 
پزشکی است، روش های مولکولی در موارد زیادی جایگزین مناسبی 
Real- ،با روش های معمولی هستند. در میان روش های مولکولی

عوامل  شناسایی  در  روزافزونی  گستردگی   time PCR)qPCR(
عفونت زا یافته است، این روش که بر مبنای شناسایی و تکثیر ژنوم 
میکروارگانیسم ها عمل می کند، دارای حساسیت بسیار بالایی در 
تشخیص است، به طوری که قادر است تعداد بسیار اندک پاتوژن ها 

را که با روش های دیگر قابل شناسایی نیستند، تشخیص دهد.

از دیگر مزایای آن می توان به توانایی تشخیص عوامل عفونی 
در مراحل ابتدایی، حساسیت، ویژگی، دقت و سرعت در تعیین 

تعیین  همچنین  میکروارگانیسم ها  گونه  تحت  و  گونه  جنس، 
مقاومت دارویی اشاره کرد.

در  پلاسمودیوم  گونه های  افتراق  برای  همکاران  و  منگولد 
نمونه۳۵۸ بیمار در سنگاپور از روش Real-time PCR استفاده 
 18s rRNA ژن  از  و  سایبرگرین  رنگ  از  روش  این  کردند.در 
استفاده کردند و این روش 0/01 -0/02 پارازیتمی حساسیت 
داشت. ۸2 بیمار که از نظر میکروسکوپی منفی گزارش شدند، با 

روش Real-time PCR از نظر پلاسمودیوم مثبت بودند ]1۴[.

 Real-time PCR ، DNA تیلر و همکاران با استفاده از روش
انگل پلاسمودیوم فالسیپاروم را از خون کامل استخراج کرده و با 
استفاده از رنگ سایبرگرین و استفاده از ژن 18s rRNA به تعیین 
پارازیتمی پرداختند و این روش استخراج DNA انگل پلاسمودیوم 
فالسیپاروم از خون کامل را روشی سریع، دقیق و به صرفه در 

شناسایی بیماران مشکوک پیشنهاد کردند ]1۷ ،1۵[.

وجود یک آزمون اختصاصی و حساس برای تشخیص این انگل 
در تعیین IC50 بسیارضروری به نظر می رسد. در این پژوهش 
شد  استفاده  انگل  شناسایی  برای   PCR Real-time روش  از 
که روشی حساس و اختصاصی است. ژن 18s rRNA که برای 
طراحی پرایمر استفاده شده، دارای تعداد کپی زیادی در ژنوم 

انگل است. 

 18S rRNA در مطالعات پیشین از پرایمرهایی بر اساس ژن
برای تشخیص پلاسمودیوم فالسیپاروم و پلاسمودیوم ویواکس 
استفاده شده که مشابه پرایمرهایی هستند که در این تحقیق 
به کار رفته است. حساسیت این روش نسبت به روش متداول 

Real-time PCRفراکشنفعالحاصلازکروماتوگرافیتعویضیونیباروشIC50تصویر 5.تعیین
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و معمولی مانند میکروسکوپی بیشتر است و نتایج این تحقیق با 
نتایج محققین قبلیدر این زمینه هم خوانی دارد ]20 ،19[. 

ابراهیم زاده و همکاران ]16[ و ذاکری و همکاران ]20[ از ژن 
 Nested PCR 18 برای سنتز پرایمر استفاده کردند وs rRNA
را مناسب جهت تشخیص پلاسمودیوم از خون محیطی پیشنهاد 

کردند. 

رسیدن  زمان  و  کیت  خرید  جهت  بودجه  تأمین  بر  علاوه 
Real-آنها،رشد سخت انگل و آلودگی محیط کشت آن، تنظیم

time PCR و عدم دسترسی آسان به مواد اولیه و آنزیم را می توان 
از مهم ترین محدودیت ها و مشکلات تحقیق نام برد.

نتیجه گیری 

تعیین بار انگلی با روش مولکولی qPCR تأیید کننده قطعی 
و  رنگ آمیزی  روش های  به  انگلی  بار  تعیین کننده  روش های 
سنجش لاکتات دهیدروژناز انگل بود که در مطالعه قبلی انجام 

شده بود. 

نتایج به دست آمده نشان داد اثر ضد پلاسمودیومی فراکشن 
فعال سم مار کاملًا مشهود است. این نتایج امیدوارکننده،انگیزه 
ایجاد می کند؛  این زمینه  ادامه تحقیقات پیشرفته در  برای  را 
بنابراین با توجه به نتایج به دست آمده، رسیدن به ایجاد داروهای 
آنتی مالاریای مؤثر جدید پس از تحقیقات سیستماتیک در این 

زمینه خیلی دور از ذهن نخواهد بود. 
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