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 چکیده 

این پژوهش با هدف کاهش سمیت و کشندگی زهر زنبور عسل با استفاده از پرتوتابی گاما و سنجش کیفیت زهر زنبورعسل  مقدمه:

ترکیبات زهر اندازه گیری شد. . کیلوگری گاما پرتوتابی شد 8و  6، 4، 2، 0دزهای با زهر های نمونه ها:. روشفراوری شده انجام شد

گرم زهر به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به صورت میلی 2و  1، 75/0، 5/0بندی شد. مقدار تکرار گروه 4گروه با  5سر همستر در  80

ائوزین رنگ -گیری و با هماتوکسلیندرصد محاسبه شد. بافت کبد همسترها تثبیت و برش 50داخل صفاقی تزریق و دوز کشندگی 

پرتوتابی سبب کاهش مقدار فسفولیپاز و افزایش زیرواحدهای پروتئینی کوچک  نتیجه:آنالیز شد.  SASافزار ها با نرمآمیزی شد. داده

های مرکزی کاهش ادم و پرخونی سیاهرگ درصد و 50درصدی دوز کشندگی  34کیلوگری سبب افزایش  8و  6شد. استفاده از دز 

 عسل زنبور زهر تیسم کاهش یبرا تواند یم آلرژن عوامل حذف با گاما پرتو یلوگریک 6 دز :بحثها شد. و کاهش تورم هپاتوسیت

 .شود استفاده
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 مقدمه

مالتیپل  بیماریزهر زنبور عسل دارای خواص ضد التهاب، تسکین آرتریت روماتوئید، سلامت سیستم ایمنی، درمان 

استفاده از زهر زنبور عسل در طب سنتی تراپی کاربرد دارد. (، کاهش درد است و در صنعت داروسازی و آپیMS)اسکلروزیس 

 نگذشته است. از دو دهه  بیشترورود زهر به طب جدید  ازای کهن دارد، اما تاریخچه

ژن در زهر استفاده از آن و تعیین دز بهینه را برای درمان با حساسیت افراد به زهر زنبور متفاوت است و وجود ترکیبات آلر

 هایتین، آمینیپپتید مل ،هیالورونیداز و های فسفولیپازآنزیم ترکیبات آلرژن شامل زهر زنبور عسل دارایمشکل روبرو کرده است. 

 (.Bogdanov, 2016) است نوراپی نفرین و مانند هیستامین، دوپامین بیوژنیک

درجه سلسیوس(، فریز  50-30، حرارت دادن )pHروش های مرسوم حذف عوامل آلرژن از زهر زنبور عسل شامل کاهش 

منظور غیرفعال کردن آنزیمهای آنزیمی، محیط های آنیونیک فسفات و آرسنات بهکردن، روش آنزیمی با استفاده از ممانعت کننده

ی گاما این قابلیت را دارد که با تغییر در ساختار عوامل آلرژن زهر زنبور عسل سبب (. پرتوتابBadria et al., 2017های زهر است )

( این پژوهش با هدف کاهش Costa et al., 1999تغییر عملکرد آنها شده و برای فراوری زهر زنبورعسل مورد استفاده قرار گیرد. )

 کیفیت زهر زنبورعسل فراوری شده انجام شد. سمیت و کشندگی زهر زنبور عسل با استفاده از پرتوتابی گاما و سنجش

 

  هاروش و مواد

شرقی تهیه زهر زنبور عسل مورد استفاده در این پژوهش از تولیدکننده زهرزنبورعسل آذربایجانتهیه زهر زنبورعسل: 

 شد. استحصال زهرزنبورعسل با استفاده از دستگاه هوشمند اصغرپور انجام شده بود.

در پژوهشکده کاربرد پرتوها با کیلوگری گاما  8و  6، 4، 2، 0دزهای با  زهر زنبور عسلهای نمونهپرتوتابی  پرتوتابی گاما:

کوری انجام شد. برای این  4350با اکتیویته  60-دارای چشمه کبالت GC-220 (Gamma Cell 220)دستگاه پرتودهنده تحقیقاتی 

نمونه جهت انجام پرتوتابی  4ویال جداگانه تقسیم شد. یک نمونه به عنوان شاهد بود و  5گرم زهر زنبور عسل در  5منظور مقدار 

درصد صورت گرفت. کنترل کیفی پرتوتابی با  90گری در ثانیه و با دقت بیش از  05/1گاما ارسال شد. پرتوتابی گاما با نرخ متوسط 

 (.ASTM, 1984انجام شد ) ASTM E1026-95استفاده از دزیمترهای مرجع فریک بر اساس استاندارد 

گیری پروتئین حقیقی به روش برادفورد و الکتروفورز پروتئین به روش لاملی اندازهسنجش کیفیت زهر زنبورعسل: 

 Thiobarbituricعنوان شاخص پراکسیداسیون از تست )(. برای سنجش مقدار مالون دی آلدئید بهSadeghi, et al., 2011انجام شد )

acid reactive substances )TBARS آلدئید واکنش دیاستفاده شد. در این روش یک مولکول تیوباربیتوریک اسید با دو مولکول مالون

آلدئید خالص در برابر مقدار جذب دیهای مختلف مالونرد با استفاده از غلظتشود. رسم نمودار استانداداده و رنگ صورتی نمایان می

 (.Sadeghi, et al., 2011نانومتر انجام شد ) 532در طول موج 

لیتر گرم در میلیمیلی1های زهر زنبورعسل و استاندارد ملیتین، دوپامین و هیستامین با غلظت ابتدا نمونه HPLCبرای انجام 

شرکت اجیلنت امریکایی با  1200ای مدل تجزیه HPLCمیکرون عبور داده شد. از  دستگاه  22/0از فیلتر سرسرنگی  آماده سازی و

 DE63055885، دتکتور طول موج چندگانه DE64764663مجهز به تزریق کننده خودکار  quaternary DE62963133پمپ چهارگانه 
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O 2ACN:Hو  O2Hبه ترتیب  Bو  A( استفاده شد. فازهای متحرک 100Å ،mµ 5میلی متر )  150و طول  6/4با قطر  18Cو ستون 

از  Bدقیقه، درصد فاز متحرک  40هر دو حاوی یک دهم درصد تری فلوئورو استیک اسید بود و با برنامه گرادیان به مدت  (80:20)

 شد.  ثبت mL/min 1نانومتر با شدت جریان  214رسید. کروماتوگرام در طول موج  80صفر به 

گرم استفاده شد. گروه بندی همسترها  100±7با متوسط وزن  سر همستر نر 80در این مطالعه از گروه بندی حیوانات: 

قفس انجام شد. از هر قفس  20دوز تزریق در  4سر همستر در هر قفس( و  4تکرار ) 4تیمار )دزهای پرتوتابی( و  5بر اساس تعداد 

 ت شناسی تشریح شد.همستر برای انجام مطالعات باف 2

سر همستر در  4( به هر 50LDدرصد زهر زنبور عسل ) 50برای تعیین دوز کشندگی  درصد: 50تعیین دوز کشندگی 

صبح و یک  8گرم زهر به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به صورت داخل صفاقی ساعت میلی 2و  1، 75/0، 5/0هر گروه تیماری دزهای 

درصد به روش  50ها ثبت و دوز کشندگی (. بعد از تزریق میزان مرگ و میر همسترEl Bakary, et al., 2020بار تزریق شد )

Spearman–Karber  محاسبه شد. در این روش ابتدا فاکتورهایa  وb دو برای هر گروه محاسبه شد. فاکتور و حاصلضرب اینa  تفاوت

زهر زنبور عسل  50LDمیانگین مرگ و میر هر دو گروه متوالی است. برای محاسبه مقدار  bدز هر گروه از گروه قبلی است و فاکتور 

ها بر تعداد حیوان مورد استفاده برای هر گروه تقسیم های تمامی گروه a×bمجموع حاصلضرب  Spearman–Karberطبق روش 

 (. Ramakrishnan, 2016شد و از بیشترین مقدار دوز مورد استفاده کسر شد )

(∑a×b)/n – Max(mg/kg)= Dose  50DL 

همسترهای دریافت کننده زهر زنبور عسل پرتوتابی شده با دزهای مختلف تشریح و بافت کبد جدا شد. شناسی کبد: بافت

درصد تثبیت شد. بافت کبد پس از آبگیری با درجات  10بافت کبد ابتدا با استفاده از سرم فیزیولوژیکی شسشتشو و سپس در فرمالین 

میکرومتر با استفاده از میکروتوم انجام شد. برش  5گیری بافت کبد با ضخامت گیری شد. برشصعودی اتانول بوسیله پارافین قالب

مشاهده و  ×100آمیزی و با استفاده از میکروسکوپ با درشت نمایی ائوزین رنگ-های تهیه شده با استفاده از رنگ هماتوکسلین

 تصویربرداری شد.

گیری صفت اندازه =ijYو طرح کاملا تصادفی استفاده شد. در این مدل   = Ti + eijμ + Yijاز مدل آماری تجزیه و تحلیل آماری: 

آماری  افزار نرم کمک به آزمایشی هایاده= خطای آزمایشی است. دijeو  i= اثر دز پرتوتابی iT= میانگین کل برای هر صفت؛ μشده ؛ 

SAS  رویهو GLM  شد. انجام درصد 5در سطح  دانکن روش به هامیانگین مقایسه و تحلیل و تجزیه 

 

  بحث و نتایج

 مقدار پروتئین حقیقی زهر زنبورعسل 

گزارش شده است. طبق نتایج مقدار پروتئین  1نتایج مقدار پروتئین حقیقی زهر زنبور عسل قبل و بعد از پرتوتابی در جدول 

(. پرتوتابی سببب تغییر ساختار <P 05/0های پرتوتابی شده تفاوتی با نمونه شاهد نداشت )نمونه حقیقی و مالون دی آلدئید در

(. تغییر ساختار پروتئین در اثر پرتوتابی شامل تجزیه Puchala, et al., 1993پروتئین شده و تأثیری بر مقدار پروتئین ندارد )
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)ژلاتینه شدن پروتئین( به صورت باندهای مشخص در مطالعات الکتروفورز بین زیرواحدهای پروتئینی و اتصال زنجیره های پروتئینی 

 (.Ciesla, et al., 2004ژل بالا و پایین قابل تشخیص است )

 

 مقدار پروتئین حقیقی و مالون دی آلدئید زهر زنبور عسل پرتوتابی شده با دزهای مختلف -1جدول 

 

 مالون دی آلدئید (µg/mgپروتئین حقیقی ) 

(nmol/ml) 

 02/0 85/160 شاهد

 03/0 95/159 کیلوگری 2

 04/0 30/162 کیلوگری 4

 03/0 96/160 کیلوگری 6

 02/0 60/163 کیلوگری 8

 358/5 045/0 (SEMاشتباه معیار)

 .باشد( میP<05/0) داراختلاف معنی نبود بیانگر ستونمشابه در هر غیرحروف عدم درج 

 

 الکتروفورز زهر زنبورعسل 

باند  10نشان داده شده است. طبق نتایج الکتروفورز  1الگوی زیرواحدهای زهر زنبور عسل قبل و بعد از پرتوتابی در شکل 

کیلودالتون در زهر زنبور عسل مورد مطالعه مشاهده شد. زیرواحدهای پروتئین زهر زنبور  76/192تا  15/6مشخص با وزن مولکولی 

کیلودالتون(، فسفولیپاز  89/39است. زیرواحدهای هیالورونیداز ) گزارش شده 2در جدول ها نعسل مورد مطالعه و وزن مولکولی آ

کیلودالتون( شناسایی نشد و به  02/2کیلو دالتون( شناسایی شد. زیرواحد دوپامین ) 67/5کیلودالتون( و ملیتین ) 79/17و  80/18)

 دلیل کوچک بودن مولکول آن نیاز به وسعت بیشتر ژل دارد.

؛ 2( و نتایج دنسیتومتری ژل الکتروفورز پروتئین زهر زنبور عسل )شکل1لگوی زیرواحدهای پروتئین زهر زنبور عسل )شکلا

( و افزایش زیرواحدهای پروتئینی 5کیلوگری سبب کاهش مقدار فسفولیپاز )زیرواحد 6و  4( نشان داد که پرتوتابی با دز 2جدول

یک  فسفولیپازاست.  زنبور عسل درصد از وزن خشک زهر 12تا  10تقریبا   فسفولیپاز (.>05/0Pکیلودالتون شد ) 11کوچکتر از 

ترین عامل دارد و  سبب التهاب می شود. فسفولیپاز مهماثر همولتیک ترین جز زهر زنبور عسل است که آلرژن قوی و  مخرب

از دیگر اجزای زهر زنبور  هیالورونیدازشود. میهای صاف و اختلالات سلولی حساسیت انسان به زهر است و باعث انقباض ماهیچه

 (.Bogdanov, 2016) ها می شود بافت سبب تجزیه هیالورونیداز .را شامل می شوددرصد وزن خشک زهر  2تا  1 عسل است که
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kGy8    Gy6    kGy4    kGy2    kGy0  مارکر وزن مولکولی 

 پرتوتابی شده با دزهای مختلفالگوی زیرواحدهای پروتئین زهر زنبور عسل  -1شکل

 

 

M  زهر زنبورعسل  3کیلوگری، لاین  2زهر زنبورعسل پرتوتابی شده با دز  2زهر زنبورعسل خام، لاین  1مرکر وزن مولکولی؛ لاین

 8زهر زنبورعسل پرتوتابی شده با دز  5کیلوگری، لاین  6دز زهر زنبورعسل پرتوتابی شده با  4کیلوگری، لاین  4پرتوتابی شده با دز 

دادن  با ها در محصول پرتوتابی شده است. پرتوتابیواسرشتی پروتئین در اثر پروتوتابی عامل غیرفعالسازی بسیاری از آنزیم کیلوگری،

در نهایت تغییر موقعیت اسیدهای آمینه  شکستن پیوندهای هیدروژنی در ساختمان پروتئین، تغییر ساختار ترمودینامیکی وانرژی و 

شود. با تغییر موقعیت اسیدهای آمینه آب گریز و در ها قرار دارند میگریز که در حالت طبیعی در بخش درونی مولکول پروتئینآب

 ه هم متصل شده وها بپروتئین . در این شرایطیابدگریزی یا هیدروفوبیسیتی سطحی پروتئین افزایش میها، آبسطح قرارگرفتن آن

مؤید  های پروتئینی در حد بالاییدهند. تجمع یافتن و وارد نشدن مجموعهیک مجموعه پروتئینی با وزن مولکولی زیاد تشکیل می

  (.Ciesla, et al., 2004ها است )افزایش وزن مولکولی و اندازه پروتئین

ابی شده در نتایج الکتروفورز نشان می دهد که پرتوتابی سبب تغییر دانسیته نوری زیرواحدهای فسفولیپاز زهرزنبورعسل پرتوت

نیز تغییر مقدار فسفولیپاز زهر زنبورعسل پرتوفراوری شده را نشان می دهد )جدول  HPLCتغییرساختار این آنزیم شده است. نتایج 

3 .) 

 

 

 هیالورونیداز
 

 فسفولیپاز

 ملیتین
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 دنسیتومتری ژل الکتروفورز پروتئین زهر زنبور عسل -2شکل
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 زیر واحدهای پروتئین زهر زنبور عسل پرتوتابی شده  OD   -2جدول 

 

 

وزن مولکولی  پروتئین

 )کیلو دالتون(

 کیلوگری 8 کیلوگری 6 کیلوگری 4 کیلوگری 2 شاهد

 72/0 82/0 60/0 72/0 42/0 76/192 1زیرواحد 

 21/0 28/0 22/0 28/0 41/0 99/52 2زیرواحد 

 33/1 87/1 58/1 15/1 11/1 89/39 3زیرواحد 

 69/0 54/0 47/0 13/0 34/0 77/37 4زیرواحد 

 90/5 13/3 84/3 62/4 98/6 80/18 5زیرواحد 

 97/1 62/2 37/2 79/2 75/2 79/17 6زیرواحد 

 53/7 31/10 33/10 88/8 73/7 57/13 7زیرواحد 

 46/1 80/1 71/1 69/1 48/1 18/11 8زیرواحد 

 22/6 96/5 28/6 02/6 01/5 10/8 9زیرواحد 

 95/73 66/71 60/72 82/70 44/68 67/5 10زیرواحد 

 

 

نمونه زهر زنبور عسل قبل و بعد از پرتوتابی، هیستامین، دوپامین، فسفولیپاز و ملیتین به ترتیب در  HPLCطبق نتایج 

دقیقه تشخیص داده شد. در نمونه زهر شاهد مقدار هیستامین، دوپامین، فسفولیپاز  711/28و  65/20، 688/2، 601/1زمان های 

(. بعد از پرتوتابی 3درصد بود )شکل 415/56و  457/20، 203/2، 064/4و ملیتین بر اساس درصدی از سطح زیر منحنی به ترتیب 

یکی از  و  درصد وزن خشک زهر را شامل می شود 1 هیستامین(. 3مقدار هیستامین، دوپامین و فسفولیپاز کاهش یافت )جدول 

 (.Bogdanov, 2016)عوامل اصلی ایجاد درد، خارش و حساسیت پوستی پس از نیش زنبور عسل است 
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 کیلوگری 6کروماتوگرام زهر زنبور عسل قبل )بالا( و بعد )پایین( از پرتوتابی با دز   -3شکل 
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 زهر زنبور عسل پرتوتابی شده با دزهای مختلف )درصد( HPLCنتایج  -3جدول 

 

 کیلوگری 8 کیلوگری 6 کیلوگری 4 کیلوگری 2 شاهد پروتئین

 97/3 87/3 89/3 96/3 06/4 هیستامین

 96/0 18/1 62/1 81/1 20/2 دوپامین

 90/12 20/13 75/16 39/17 45/20 فسفولیپاز

 13/52 43/54 24/53 77/54 41/56 ملیتین

 

گزارش شده است. طبق نتایج، استفاده از پرتوتابی سبب افزایش  4درصد در جدول  50های مربوط به دوز کشندگی داده

کیلوگری تأثیری بر افزایش دوز کشندگی نداشت  4و  2(. پرتوتابی زهر زنبور عسل با دز >05/0Pدرصد شد ) 50دوز کشندگی 

(05/0 P> ؛ ولی پرتوتابی با دز)درصدی دوز کشندگی زهر زنبور عسل شد. دلیل افزایش دز  34سبب افزایش کیلوگری  8و  6

کیلوگری با  8و  6مطابقت دارد. پرتوتابی با دز  HPLCکشندکی کاهش سمیت زهر در اثر پرتوتابی است که با نتایج الکتروفورز و 

کاهش مقدار ترکیبات آلرژن شامل دوپامین، هیستامین و فسفولیپاز سبب کاهش سمیت زهر زنبور عسل و افزایش دوز کشندگی 

  درصد شده است. 50

 درصد )میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن همستر( 50دوز کشندگی = 4جدول  

 

 درصد 50دگی دوز کشن تیمار

 b25/1 شاهد

 b28/1 کیلوگری 2

 b37/1 کیلوگری 4

 a63/1 کیلوگری 6

 a68/1 کیلوگری 8

 243/0 (SEMاشتباه معیار)

 (.>05/0Pدار است )درج حروف متفاوت بیانگر وجود تفاوت معنی

 بافت شناسی کبد 

پرتوتابی شده با دزهای مختلف در مقاطع عرضی ساختار بافت شناسی کبد همسترهای دریافت کننده زهر زنبور عسل 

حالت طبیعی داشته طناب های کبدی به صورت  . در حالت عادی ورید مرکزینشان داده شده است 4ناحیه ورید مرکزی در شکل 

بی نشده شعاعی و منظم در اطراف ورید مرکزی قرار گرفته است و سینوزوئیدها سالم و منظم هستند. تزریق زهر زنبورعسل پرتوتا

ها و همچنین افزایش اندازه و فاصله ها و نامنظم شدن قرارگیری آنسبب خونریزی در ورید کبدی، تخریب و نکروز هپاتوسیت
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کیلوگری سبب احتقان برجسته ورید کبدی شد. کاهش ادم و  2سینوزوئیدهای کبد شد. تزریق زهر زنبورعسل پرتوتابی شده با دز 

با تزریق زهر زنبورعسل پرتوتابی شده با  کبدی بافت ها شد. هیستوپاتولوژیکاهش تورم هپاتوسیت پرخونی سیاهرگ های مرکزی و

بود. پرتوتابی با کاهش ترکیبات آلرژن بویژه فسفولیپاز و هیالوزونیداز سبب کاهش التهاب و خونریزی شده  کیلوگری نرمال 6و  4دز 

کیلوگری، نکروز شدید کبدی اطراف پورتال مشاهده شد. دلیل آسیب ها می تواند  8است. در گروه دریافت کننده زهرپرتوتابی با دز 

تشخیص  HPLCزهر زنبور عسل در اثر پرتوتابی باشد که در نتایج الکتروفورز و مربوط به اثرات ترکیبات حاصل از شکست اجزای 

 داده شد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

گروه شاهد: خونریزی در  -1. پرتوتابی شده با دزهای مختلف: ساختار بافت شناسی کبد همسترهای دریافت کننده زهر زنبور عسل 4شکل 

کیلوگری: احتقان برجسته ورید  2گروه دریافت کننده زهرپرتوتابی با دز -2های مجاور را نشان داد )فلش(. ورید کبدی و نکروز سلول

گروه  -4داد.  نشان را نرمال کبدی افتب کیلوگری: هیستوپاتولوژی 4گروه دریافت کننده زهرپرتوتابی با دز -3کبدی را نشان داد. 

گروه دریافت کننده زهرپرتوتابی با  -5داد.  نشان را نرمال کبدی بافت کیلوگری: هیستوپاتولوژی 6دریافت کننده زهرپرتوتابی با دز 

 مرکزی.: ورید CV: سینوزوئید، S: هپاتوسیت، HPکیلوگری: نکروز شدید کبدی اطراف پورتال را نشان داد)فلش(.  8دز 

 کلی گیری نتیجه

 8درصد زهر زنبورعسل شد ولی با توجه به اینکه دز  50کیلوگری سبب افزایش دوز کشندگی  8و  6استفاده از پرتوتابی با دز 

کیلوگری سبب شکست زیرواحدهای سنگین و افزایش زیرواحدهای سبک زهر زنبورعسل شد و اثرات منفی روی بافت کبد داشت 

 کیلوگری برای کاهش سمیت زهر زنبور عسل مناسب است. 6فت که دز توان نتیجه گرمی
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Abstract 

Introduction: This study aimed to investigate the effects of gamma irradiation on LD50 of honey bee venom.  

Methods: Venom samples were irradiated at doses of 0,2,4,6 and 8 kGy. Eighty hamsters were allocated to 5 

treatments and 4 replicates. 0.5, 0.75, 1 and 2 mg of venom per kg of body weight were injected intra peritoneal and 

mortality recorded then was computed at LD50. Hamsters’ liver samples collected and fixed in 10% formalin then 

sliced, and stained. Data analyzed by SAS Software. Result: Irradiation decreased phospholipase amount and 

increased the small subunits of protein. Irradiation at doses of 6 and 8 kGy increased LD50 by 34 percent and decreased 

the inflammation of hepatocytes and vein hyperemia in the liver. Discussion: Irradiation at dose of 6 kGy can be apply 

to reduce the toxicity of bee venom by removing allergen factors. 

 

Key words: Honey bee venom, Irradiation, Lethal dose, Toxicity. 
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