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افزوده سازی و شناسایی مولکولی توالی cDNA کد کننده یک پپتید توکسین از 
غده زهر عقرب Mesobuthus eupeus در استان خوزستان 
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 چکیده  
زمینه مطالعه: زهر عقرب Mesobuthus eupeus شــامل پپتید توکسین هایی است که برخی از آن ها در عملکرد کانال های پتاسیمی 
دخالت دارند. این نقش می تواند تأثیر مهمی در مطالعات فارماکولوژی و فیزیولوژی این کانال ها ایفا کند. هدف: با توجه به نبود اطلاعات کافی از 
بیولوژی مولکولی پپتید های زهر عقرب ایرانی، هدف کلی ما در این پژوهش افزوده سازی و آنالیز توالی cDNA کد کننده یک پپتید توکسین از 
غده زهر عقرب Mesobuthus eupeus استان خوزستان می باشد. روش کار: به منظور ساخت cDNA، مجموع کل RNA از غده زهر عقرب  
Semi- صورت گرفت. در ادامه با بکارگیری تکنیک  cDNA استان خوزستان جداسازی شد و به کمک آن ساخت Mesobuthus eupeus
Nested RT-PCR افزوده ســازی cDNA هدف انجام گرفت و قطعه نوکلئوتیدی bp 227 توالی یابی شــد. نتایج: این قطعه شامل یک توالی 
کد کننده پپتید توکسین به اندازه 174 نوکلئوتید است که پروتئینی را به میزان 57 اسیدآمینه، وزن مولکولی KD 6/434 و نقطه ایزوالکتریک 5/12 
را کد می کند. آنالیز توالی اسیدآمینه ای این پروتئین، پپتید راهنما، پیش پروتئین و پروتئین بالغی بطول بترتیب 19، 4 و 34 اسید آمینه را مشخص 
می کند. با همترازی این پپتید توکسین با دامین های مربوط به توکسین دیگر عقرب ها، معلوم شد که این پپتید به سوپر فامیلی توکسین- 6 تعلق دارد. 
نتیجه گیری نهایی: با توجه به بیشترین شباهت این پپتید توکسین با آلفا نوروتوکسین-Mesobuthus eupeus 1  آسیایی، می توان چنین نتیجه 

گرفت که این توکسین احیانا عضو دیگری از آلفا توکسین هاست که متعلق به عقرب  Mesobuthus eupeus  بومی استان خوزستان است.

واژه های کلیدی: آلفا توکسین، کانال های پتاسیمی، Mesobuthus eupeus، عقرب، زهر 

مقدمه
عقرب ها بندپایان شــکارچی هستند که در شاخه بندپایان، رده عنکبوتیان 

و راســته عقرب ها قرار می گیرند )1(. براســاس آخریــن مطالعات، بیش از 

60 گونه مختلف عقرب در ســه خانــواده از عقرب ها شــامل خانواده های 

Buthidae، Scorpaenidae و Hemiscorpidae در ایــران یافــت 

شده است که با توجه به شرایط اقلیمی استان های جنوبی کشور، پراکندگی 

آن عمدتاً در اســتان های کرمان، سیســتان و بلوچستان و بویژه خوزستان 

مشاهده می شود )Buthidae .)5 به عنوان بزرگ ترین و مهم ترین خانواده 

شناخته می شود )4(. 

 Buthidae متعلــق به خانــواده Mesobuthus eupeus عقــرب

می باشد. این عقرب یکی از فراوان ترین عقرب ها در استان خوزستان است و 

مسئول حدود 45% عقرب زدگی ها در این استان است )2(. زهر عقرب ها به 

طور کلی از موکوس، الیگوپپتید ها، نوکلئوتید ها، آمینواسید ها و ترکیبات آلی 

دیگر و نیز از آنزیم هایی همچون فســفولیپاز، هیالورونیداز و مولکول هایی 

با وزن مولکولی نســبتاًً پایین مثل سروتونین، هیستامین، مهارکننده های 

پروتئاز و آزادکننده های هیستامین تشکیل شده است )3(.پروتئین های زهر 

شامل پپتید های تک رشته  ای 60-70 اسید آمینه ای است که عموماً با چهار 

پل دی سولفیدی محکم شده است. پلی پپتید های نوروتوکسینی از ترکیبات 

فعال بیولوژیکی موجود در زهر عقرب هســتند. )9( توکسین های موجود در 

زهر عقرب ها به انواع سیتوتوکســیک و نوروتوکســیک تقســیم می شوند. 

نوروتوکســین ها بر روی کانال های یونی موجود در غشا های تحریک پذیر 

ســلول های عصبی اثر می گذارند )8(. ســمیت زائی زهر ایــن عقرب روی 

پســتانداران مربوط به حضور پلی پپتید هایی است که روی کانال های یونی 

موجود در غشــا های تحریک پذیر ســلول های عصبی اثر می گذارند. این 

توکســین ها که بعضا خاصیت ضد میکروبی هم دارند، در همولنف و غده 

زهر این عقرب یافت می گردند )13،14(. 

مواد و روش کار
نمونه گیری: این پژوهش در آزمایشگاه مولکولی دانشکده دامپزشکی 

شــهید چمران اهواز انجام شــد. تعداد ده نمونه عقرب مورد استفاده در این 

پژوهش متعلق بــه گونــه Mesobuthus eupeus بودند که از مناطق 

مختلف استان خوزستان جمع آوری شده بود و در آزمایشگاه رفرانس عقرب 

موسسه تحقیقات واکســن و سرم سازی رازی اهواز در آکواریوم نگهداری 

می شدند. محل نمونه گیری به خوبی توسط الکل ضدعفونی شد و سپس 

غده زهر )Telson( آن ها با استفاده از قیچی استریل، جدا شده و در محلول 

 RNA کیــاژن، آلمــان( به منظور اســتخراج مجمــوع کل( RNA Later

نگهداری شد.

مراحل استخراج RNA: استخراج RNA، از mg 60 بافت Telson با 
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استفاده از محلول RNXTM شرکت سیناژن، مطابق با بروشور این شرکت 

-100 mg به ازای هر RNXTM 1 از محلول ml انجام شد. بدین نحو که

50 از نمونه های جدا شده از عقرب افزوده شد. 

ســاخت cDNA: تهیه cDNA، طبق بروشور شرکت سیناژن انجام 

)dT( به عنوان رونوشت بهمراه الیگو RNA 5 از µg شــد. در مرحله اول از

CGCTCTAGAGCTCGAGTCACTTTTTTTTT-5'( اصلاح شده

TTTTTTTT-'3( بعنوان آغازگر استفاده شد. پس از افزودن آغازگر الیگو 

)dT( به RNA، نمونه به مدت 5 دقیقه در بن ماری C°70 قرار داده شــد و 

پس از آن بلافاصله به مدت 2 دقیقه بر روی یخ منتقل شد. در مرحله بعد 

مخلــوط µl 4 بافــر dNTP 0/8 µl ،X5 )حاوی mM 25 از هر نوکلئوتید 

Unit/(اRNase inhibitor Ribolock 0/5 آنزیــم µl ،)تری فســفات

µl 40( )شــرکت ســیناژن( اضافه گردید و سپس با آب مقطر حجم آن به 

µl 19رســانده شــد. ســپس نمونه به مدت 5 دقیقه در دمای اتاق قرار داده 

 )200 Unit/µl( 1/5 آنزیم ترانس کریپتاز معکوس µl شــد. در مرحله بعد

به نمونه افزوده شــد و به مدت 60 دقیقه در دمای C °42 قرار داده شــد. به 

منظور غیرفعال سازی آنزیم ترانسکریپتاز معکوس در پایان واکنش نمونه 

به مدت 10 دقیقه در دمای C°70 نگهداری شــد و بعد از آن بلافاصله بر 

روی یخ قرار داده شد. 

طراحی آغازگر ها: ابتدا توالی قطعات ژنی جدا شده از عقرب های مشابه 

انتخاب و پس از مقایسه آن ها درنهایت توالی با شماره ثبت )AF153694( از 

Mesobuthus martensii انتخاب و به منظور طراحی آغازگر های رفت 

 PrimoPro و برگشت از آن استفاده شد. سپس آغازگر ها با کمک نرم افزار

3/4  از نظر عدم داشتن توالی های مکمل و نزدیک بودن دمای ذوب تائید 

شدند. به منظور تسهیل امر همسانه سازی در مطالعات آینده جایگاه برش 

دو آنزیــم BamHI و HindIII بــه ترتیب در ابتــدای آغازگر های رفت و 

برگشت  قرار داده شدند. از آن جا که افزودن نوکلئوتید های GوC به انتهای 

'5 آغازگر های دارای جایگاه برش امکان هضم آنزیمی را افزایش می دهد، 

در این پژوهش نیز یک توالی سه نوکلئوتیدی CGC به انتهای '5 هر کدام 

cg-5'( از آغازگر های رفت و برگشــت افزوده شد. ساخت آغازگر های رفت

برگشــت   و   )cGGATCCTCCGGATACACCAGTTTTGGA

به   )cgcAAGCTTCAATCCATCTGTAAATTGTTTCATT-5'(

شرکت سیناژن ایران، سفارش داده شد.

 PCR برای افزوده ســازی، دو :RT-PCR افزوده ســازی ژن به روش

 ModT-R اول توســط آغازگــر PCR .انجــام شــد ) )Semi-Nested

)'GCGAGATCTCGAGCTCAGTG-5-'3( و آغازگررفت انجام شد. 

واکنش PCR برای هر نمونه در حجم µl 25 انجام گرفت که حاوی 3µlا 

cDNAا،µM 0/2 از هر یک از آغازگر های رفت و برگشت، µM 1/5 کلرید 

منیزیم )سیناژن ایران( mM 0/25اdNTP،ا X 1 بافر PCR )سیناژن ایران( 

و 1/5 واحد آنزیم Taq DNA Polymerase )سیناژن ایران( بود. واکنش 

 Gradient( TECHNE,England( با اســتفاده از دستگاه ترموســایکلر

Touchgene(( انجــام گردید. به دنبال آن به منظور افزوده ســازی یک 

قطعه نوکلئوتیدی اختصاصی تر، PCR دوم انجام شد که توسط آغازگر رفت 

و آغازگر برگشت صورت گرفت. در این واکنش محصول PCR اول با آب 

دو بار تقطیر به نســبت 1 به 10 رقیق شــد و سپس به عنوان الگو استفاده 

گردید. برنامه زمانی و دمایی بهینه مورد اســتفاده جهت افزوده ســازی ژن 

مورد نظر مطابق با جدول 1 اجرا گردید. به منظور بررسی محصول واکنش 

PCR،اµl 10 از محصــول PCR به چاهک هــای ژل آگارز 1% حاوی بافر 

TAE و µg/ml  2 اتیدیــوم بروماید، اضافه شــد و با ولتــاژ 7-5 به ازا هر 

ســانتیمتر ژل ) برای این مورد از ولتاژ V 70 اســتفاده شــد( در کنار مارکر 

Optigo( 50، الکتروفورز گردید. سپس با استفاده از دستگاه ژل داک bp

ISOGENE( از ژل عکسبرداری شد.

توالــی یابی محصول PCR و آنالیــز داده ها: محصول PCR به کمک 

آغازگر های اختصاصی رفت و برگشــت توســط شرکت ژن فناوران تعیین 

توالی گردید. برای تعیین بررســی ســاختمان مولکولی ژن مورد بررسی از 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/( اCDD نرم افزار جستجوی

cdd( اســتفاده شــد. به منظور ارزیابی پروتئین کد شــونده توســط قطعه  

نوکلئوتیدی توالی یابی شــده، با اســتفاده از برنامه ترجمه پایگاه اینترنتی 

 .)www.expasy.org( به توالی اســیدآمینه ای ترجمه شــد ،EXPASY

با اســتفاده از برنامــه SignalPا)www.expasy.org( توالی پپتید مورد 

نظر، از نظر وجود پپتید راهنما مورد بررسی قرار گرفت. با استفاده از همین 

پایگاه وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک برای این پپتید محاســبه شــد. 

درخت فیلوژنیک بر اســاس توالی این ژن با اســتفاده از نرم افزار موجود در 

پایگاه اینترنتی www.phylogeny.fr ترسیم گردید. با استفاده از برنامه 

CLUSTAL_W عمل همترازی انجام و ویرایش شد.

نتایج 
با استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر))Camspec)501 M(، در طول 

موج nm260، غلظت RNA اســتخراج شــده محاســبه شد. میزان جذب 

 0/036 Mesobuthus eupeus نوری بدســت آمده در مورد نمونه های

مشاهده شد، بنابراین میزان غلظت RNA،اµl ×ng 1440 محاسبه گردید. 

  cDNAآزمایش های متعدد که به منظور بهینه ســازی غلظت رونوشــت

جدول 1. برنامه زمانی و دمایی بهینه مورد استفاده در واکنش PCR اول و دوم.

درجه حرارت )C°(  زمان اجرا نام مرحلهتعداد چرخه

395 دقیقهواسرشت سازی اولیه1 

4094 ثانیهواسرشت سازی

160 دقیقهاتصال33

172 دقیقهتکثیر

572 دقیقهتکثیر نهایی1 
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صورت گرفت، مشــخص کرد که میزان ng 100 از رونوشــت در ترکیب 

واکنش PCR مناسب ترین غلظت اســت. در ادامه تیتراسیون غلظت های 

 2 mM مختلف کلرید منیزیم و پرایمر ها، غلظت بهینه برای کلریدمنیزیم

و برای هر کدام از پرایمر ها µl×pmol 0/4 بدســت آمد. همانگونه که در 

 RT-PCR تصویر 1 نشــان داده شده است قطعه ژن هدف بوسیله تکنیک

افزوده ســازی شــد. این قطعه نوکلئوتیدی افزوده ســازی شده توالی یابی 

گردید که اندازه آن 227 نوکلئوتید تعیین شد. 

شناســایی پپتیدراهنما و دامین: به منظور ارزیابی پروتئین کد شــونده 

توســط قطعه نوکلئوتیدی توالی یابی شده با پرایمر رفت و برگشت نتیجه 

حاصل از توالی یابی توسط برنامه ترجمه پایگاه اینترنتی ExPASy به توالی 

اســید آمینه تبدیل شــد. این توالی، کد کننده پپتید توکسینی به میزان 57 

اسیدآمینه وزن مولکولیKD 6/434 و نقطه ایزوالکتریک 5/12 می باشد.

توالی اسیدآمینه ای این پروتئین، از نظروجود پپتید راهنما مورد بررسی 

قرار گرفت. همانطور که در تصویر 2 مشاهده می شود این پپتید دارای یک 

پپتید راهنما با طول 19 اسیدآمینه، پیش پپتید 4 اسیدآمینه و پپتید بالغ به 

طول 34 اســیدآمینه است. اسیدآمینه متیونین در موقعیت 24 نشان دهنده 

اولین اسیدآمینه پروتئین بالغ است. ضمنا، مشخص شد که این ژن در ناحیه 

بین اسیدآمینه 29تا 56 حاوی دامینی به نام سوپرفامیلی توکسین-6 است. 

این دامین اولین بار از خانواده BmP02/BmTXKS1 کشف شد که از زهر 

عقرب Buthus martensii Karsch جدا شده است. این دامین حاوی 

6 سیستئین بصورت تشکیل 3 باند دی سولفیدی می باشد.

 probability n-region، h-region در تصویــر3 ســه پارامتــر

شــده اند.  داده  توضیــح   c-region probability و   probability

n-region prob برای هر اســیدآمینه احتمال حضور آن اســیدآمینه در 

ناحیه n پپتید راهنما است. اسیدآمینه هایی که مربوط به ناحیه n هستند عدد 

 h-region prob .آن ها عددی غیر از صفر اســت n-region مربوط به

برای هر اســیدآمینه احتمال حضور آن اسیدآمینه در ناحیه h پپتید راهنما 

و c-region prob برای هر اســیدآمینه احتمال حضور آن اسیدآمینه در 

 prob عدد h پپتید راهنما اســت. اسیدآمینه های مربوط به ناحیه c ناحیه

 c-region عدد c آن ها و اســیدآمینه های مربوط به ناحیــه h-region

 ،50 bp ســتون ســمت راســت مارکر :PCR تصویر 1. الکتروفورز محصول واکنش
 .PCR ستون سمت چپ محصول بدست آمده از

تصویــر 3. بررســی ســه پارامتــر probability n-region، h-region probability و
.c-region probability

 C-score، تصویر2. نمودار گرافیکی بررسی وجود پپتید راهنما با توجه به سه پارامتر
.Y-score و S-scor

تصویــر 4. درخت فیلوژنیک پپتید عقــرب eupeus Mesobuthus با دیگر گونه های 
عقرب.

افزوده سازی و شناسایی مولکولی یک پپتید توکسین از غده زهر عقرب
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آن هــا عددی غیر از صفر اســت. بــه این ترتیب می توان اســیدآمینه های 

هریــک از ســه ناحیــه n ، h و c را تشــخیص داد. خط قرمــز رنگ که با 

نام cleavage prob مشــخص شده است محل جدا شدن پپتید راهنما 

توسط آنزیم سیگنال پپتیداز را نشان می دهد. در مورد پژوهش حاضر جایگاه 

برش پپتید راهنمای توکسین عقرب Mesobuthus eupeus خوزستان 

توسط سیگنال پپتیداز بین اسیدآمینه نوزده تریونین )T( و اسید آمینه بیست 

ایزولوسین )I(  قرار دارد. 

 بــر این اســاس توالی اســیدآمینه  ای پپتید های راهنمــا را به 3 ناحیه 

تقســیم می کننــد: ناحیه مربوط بــه N- ترمینال )ناحیه n(، ناحیه شــامل 

اسیدآمینه های هیدروفوب )ناحیه h( و ناحیه مربوط به C- ترمینال )ناحیه 

c( )6(. پپتید راهنما در انتهای N- ترمینال خود اسیدآمینه های با بار مثبت 

دارنــد. بعد از آن اســیدآمینه های هیدروفوب قرار دارد که به نظر می رســد 

هنگام ورود به غشای دو لایه، کنفورماسیون مارپیچی آلفا به خود می گیرند.

همتــرازی و رســم درخــت فیلوژنیــک: با توجــه به نتایــج همترازی 

اسیدآمینه ای پپتید توکسین عقرب Mesobuthus eupeus خوزستان 

 Mesobuthus eupeus با آلفا نوروتوکسین -1 و آلفا نوروتوکسین -2 از

آســیایی در 100% همپوشــانی به ترتیب 100% و 98% شــباهت دارد. این 

 Mesobuthus پپتید توکسین با پپتید نوروتوکسین عقرب های دیگر مثل

 Buthus در 89% و با توکسین مسدودکننده کانال پتاسیمی از martensii

occitanus Israelis در 91% همپوشــانی 96% شــباهت نشان می دهد. 

Hottentotta judaicus این پپتید توکســین با گاما-توکسین از عقرب

در 100% همپوشــانی به میزان 82% شــباهت دارد. پپتید توکسین عقرب 

Mesobuthus eupeus خوزســتان بــا آلفا نوروتوکســین -2 از عقرب 

Mesobuthus eupeus آسیایی فقط در یک اسیدآمینه تفاوت دارند که 

اسید آمینه آرژنین )شماره 51( جانشین لیزین شده است، این در حالی است 

که این پپتید با توکسین جدا شده از Mesobuthus martensii در شش 

اســیدآمینه تفاوت دارد. این تفاوت ها عبارتند از اسیدآمینه های ایزولوسین 

)شماره 21(، آلانین )شماره29(، تریونین )شماره 30(، گلوتامین )شماره 41(، 

آسپاراژین )شــماره 42(، آلانین )شماره 43( که بترتیب جانشین متیونین، 

والین، ســرین، لیزین، آسپارتیک اسید و گلوتامین شده اند. می توان چنین 

 Mesobuthus نتیجه گرفت که توالی اسیدآمینه ای پپتید توکسین عقرب

eupeus خوزستان بیشترین شــباهت را با توکسین های مشابه از عقرب 

Mesobuthus eupeus آســیایی و کمتریــن شــباهت را با توکســین 

Lychas mucronatus  دارد.                                 

براســاس توالی های مورد اســتفاده در همتــرازی، درخت فیلوژنیک 

 Mesobuthus eupeus  پپتیــد توکســین به دســت آمــده از عقــرب

اســتان خوزستان با اســتفاده از نرم افزار آنلاین ذکر شــده ترسیم گردید. 

همانطور که انتظار می رفــت Me-alpha1 و Me-alphab2 مربوط به 

Mesobuthus eupeus آســیایی قرابت بسیار بالایی با پپتید توکسین 

Mesobuthus eupeus بومــی خوزســتان دارد و در یــک دســته قرار 

می گیرند. در حالیکه پپتید مربوط به Mesobuthus martensii  نزدیک 

به آن ها ولی در دسته دیگر قرار می گیرد )تصویر 4(. 

بحث
تمــام پروتئین های ترشــحی در پروکاریوت هــا و یوکاریوت ها دارای 

بخشــی به نام پپتید راهنما هســتند. طول و توالی اسیدآمینه ای پپتید های 

راهنما براســاس نوع پروتئین و همین طور نوع ارگانیســم متفاوت اســت 

)7(. هنگام ســاخت یک پروتئین ترشحی، مدتی پس از آغاز ساخت پپتید 

راهنما روی یک ریبوزوم، رشــته پروتئین در حال ساخت وارد لومن شبکه 

آندوپلاسمی می شــود و طویل شــدن پروتئین ادامه می یابد. سپس پپتید 

راهنما از طریق کانال هایی وارد غشــای ســلولی می شود. در این حالت سر 

N- ترمینال پپتید راهنما در ناحیه ســیتوزولی و سر C- ترمینال آن درون 

لومن شــبکه آندوپلاسمی است. سپس پپتید راهنما توسط آنزیم سیگنال 

پپتیداز بریده می شود و پروتئین بالغ به خارج از سلول ترشح می شود )11(. 

در پژوهش حاضر با توجه به داشتن پپتید راهنما می توان چنین استنباط کرد 

که پپتید توکســین جدا شــده از عقرب Mesobuthus eupeus استان 

خوزســتان یک پروتئین ترشحی اســت. همانطور که در تصویر 6 با ستاره 

مشــخص شده است این پپتید توکسین بهمراه پپتید توکسین های مشابه 

در عقرب-های دیگر دارای 6 اسیدآمینه سیستئین محافظت شده است که 

جدول 2. نتیجه همترازی توالی نوکلئوتیدی ژن کدکننده پپتید توکسین Mesobuthus eupeus استان خوز ستان.

Max identE valueQuery CoverTotal score DescriptionAccession

%98103-3e%98383Mesobuthus eupeus venom K-toxin )TXKalpha1( mRNA.EF442060.1

%97100-7e%96372Mesobuthus eupeus venom K-channel toxin )TXKalpha2( mRNA.EF445085.1

%9389-3e%100337Mesobuthus martensii putative apamin-Sensitive potassium channel 
inhibitor Precursor )Kk5( mRNA.

AF153694.1

%9387-4e%98329Mesobuthus martensii neurotoxin P01 )P01( mRNaAF114024.1

%8867-4e%98263Buthus occitanus israelis putative Potassium channel toxin Tx203 
mRNA

FJ360820.1

%9527-5e%36130Buthus martensii toxin BmP01 Precursor )BmP01( geneAF095781.1
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در ساختار سوم این پروتئین 3 باند دی سولفید تشکیل می دهد که با اینکار 

استقرار پروتئین را در فضای سه بعدی میسر می سازد. )10(. شایان ذکر است 

که در توالی اسید آمینه ای این پپتید توکسین در ارگانیسم های دیگری بجز 

عقرب ها به تعداد 8 سیســتئین بصورت محافظت شده دیده می شود )12(. 

بنابراین پپتید توکسین عقرب Mesobuthus eupeus استان خوزستان 

مشابه توکسین سایر عقرب ها، برخلاف ارگانیسم های دیگر به جای 4 پیوند 

دی سولفید، 3 پیوند دی سولفیدی دارند. 

تفــاوت توالــی پپتیــد توکســین Mesobuthus eupeus بومــی 

خوزستان با توالی آلفا نورو توکسین-Mesobuthus eupeus 2 آسیایی 

فقط در جایگزینی اســیدآمینه لیزین با آرژنین در اسیدآمینه 51 است، که 

این دو اســیدآمینه گرچه با هم تفاوت دارند ولی همولوگ یکدیگرند. نکته 

دیگر شــباهت 100% این پپتید توکسین با آلفا نوروتوکسین-1 جدا شده از 

Mesobuthus eupeus آسیایی می باشد. بدین معنی، که هر چند این 

دو پپتید توکسین در 100% توالی اسیدآمینه ای با هم مشابه هستند ولی در 

مقایسه توالی نوکلئوتیدی این دو ژن، میزان تشابه 98% می باشد )جدول 2( 

که بنظر می رســد این تفاوت به خاطر وجود کدون های چندگانه برای رمز 

یک اسیدآمینه است.

نتیجــه گیری  نهایــی: بنابرایــن گرچه همگی این نوروتوکســین ها 

مهارکننده کانال های پتاسیمی هستند و دامین محافظت شده ی متعلق به 

ســوپر فامیلی " "Toxin-6 را دارا می باشــند، ولی با توجه به وجود تفاوت 

ناچیز در توالی نوکلئوتیدی )تشابه 98%(، می توان چنین نتیجه گیری کرد 

که این ژن احتمالًا عضو دیگری از آلفا نوروتوکسین عقرب آسیایی است که 

متعلق به عقرب eupeus Mesobuthus خوزستان می باشد.

تشکر و قدر دانی
بدینوســیله از مدیریت محترم آزمایشــگاه رفرانس عقرب موسســه 

تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی اهواز جناب آقای مهندس تقوی مقدم 

و کارشــناس آن مرکز جنــاب آقای بیات زاده که در اجــرای این پژوهش 

همکاری داشته اند کمال تشکر و قدردانی می گردد.

افزوده سازی و شناسایی مولکولی یک پپتید توکسین از غده زهر عقرب
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Abstract:
BACKGROUND: The Mesobuthus eupeus scorpion venoms are known to contain α-toxin 

peptides, many of which interfere with K+ ion channel function. These toxin peptides have 
important value in  the pharmacology and physiology studies of specific K+ channel of 
cells. OBJECTIVES: Given the  lack of information of the molecular biology of peptides 
in the toxin of Iranian scorpions, the aim of this study is Amplification and Analyses of 
cDNA sequence coding for a peptide toxin from the venomous gland of the Khuzestan 
province scorpion Mesobuthus eupeus. METHODS: Total RNA was extracted from the 
venom glands of scorpion Mesobuthus eupeus collected from  Khuzestan province of Iran 
and then cDNA was synthesized with the modified oligo (dT) primer. By applying the 
Semi-nested RT-PCR using homologous primers, the fragments of 227 bp were ampli-
fied and sequenced. RESULTS: The full-length sequence of coding region was 174 bp 
which  contained an open reading frame of 57 amino acids with a predicted molecular 
mass of 6.434 KDa and theoretical pI of 5.12. It contains a signal peptide of 19, propep-
tide of 4 and a mature peptide of 34 amino acids. For comparison of this peptide with the 
similar sequences registered in NCBI database, BLAST program was used. This protein 
with homology to the “Scorpion toxin-like domain” belongs to the Toxin-6 super family.                                
CONCLUSIONS: Multiple alignment of the putative amino acid sequence of this gene ex-
hibited the highest sequence identity with lesser Asian scorpion M. eupeus venom potas-
sium channel α-toxin-1. This high sequence similarity indicates that this gene is a member 
of α-toxin from the Iranian Mesobuthus eupeus. 
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Optimal heat and time table in first and second  PCR reaction.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis op PCR product.  right column, 50 bp DNA marker and left column, PCR product.

Figure 2. Analytic graph of existence of signal peptide according to 3 parameters C-score، S-score و Y-score.

Figure 3. Analyze of 3 parameter probability n-region، h-region probability, c-region probability.

Figure 4. Phylogenic analysis of peptide toxin belong to Mesobuthus eupeus scorpion with other scorpion species.

Table 2. Multiple alignment of nucleotide sequence of coding region relating to mesobuthus eupeus toxin peptide in khuzestan 
province.


