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) Echinometra mathaei( درياييتوتياي سلوميكمايع استخراج بهينه روش انتخاب
 آن كينونينفتا هاينگدانهر برخي شناساييفارس و خليج

  1نرگس امراللهي بيوكي و 2،3، سهيلا معين*1زادي، مرتضي يوسف1سولماز سليماني
 درياشناسيوه زيستگربندرعباس، دانشگاه هرمزگان، دانشكده علوم و فنون دريايي،  1

 مولكولي پزشكي تحقيقات مركز هرمزگان، علوم پزشكي بندرعباس، دانشگاه 2

  بيوشيمي گروه پزشكي، هرمزگان، دانشكده علوم پزشكي بندرعباس، دانشگاه 3

 30/4/94 :تاريخ پذيرش    9/2/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
سلوميك نفتاكينون موجود در مايع رنگدانه. دهدايع بدن را تشكيل ميكه محيط م پرشدهسلوميك دريايي با مايعحفره بدن توتياي

هدف از مطالعه حاضر، . باشداكسيداني ميجلبكي و ضدباكتريايي، ضدخاصيت ضد ازجملهزيستي متعددي  توتيا، داراي خواص
دريايي گونه سلوميك توتيايايعليزات از مهاي آزاد و سلوموسيتسلوميك و استخراج سلولاستخراج مايع روشيافتن بهترين 

Echinometra mathaeiسلوميك با چهار استخراج مايع .باشدمي هاي نفتاكينوني، شناسايي و سنجش كمي و كيفي رنگدانه
ها محاسبه و سپس كيفيت آن سنجي يفط روش كمك نيز بهروش  چهار هر نفتاكينوني كميت تركيبات .مختلف انجام شدروش 

استخراج روش نتايج نشان داد كه بهترين . ارزيابي گرديد) LC-MS(جرمي  سنجي طيف با مايع كروماتوگرافي با استفاده از
 از حاصل چنين، نتايجهم. به كاربردهاي زيستي توان آن را براي سنجش فعاليتبافره است، كه ميروش سلوميك، استفاده از مايع

 كمي، ازنظر هارنگدانه ترينبيش كه داد ليزات نشانهاي آزاد و سلوموسيتدر سلول موجود هايرنگدانه كيفي و كمي شناسايي
 A اكينوكروم و )A)1/13=CF ،6/12=CL(،  B)2/11=CF ،1/11=CL(،  C)4/9=CF ،10=CL  اسپينوكروم ترتيب،به
)1/7=CF ،9/6=CL (كرد ييدتأها را تهنيز اين يافجرمي  سنجي طيف با مايع كروماتوگرافي از حاصل باشند كه نتايجمي.   

 Coelomic(سلوميك هاي آزاد مايع، سلول)Coelomocyte Lysate(ليزات سلوميك، سلوموسيتمايع :كليديهاي واژه

Fluid(هاي نفتاكينوني، ، رنگدانهEchinometra mathaei  

  Morteza110110@gmail.com: ي، پست الكترونيك 09121886139: نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

از ) Echinodermata(دريايي به شاخه خارپوستان توتياهاي
موجودات ها از آن .)17( مهرگان دريايي تعلق دارندبي

از منطقه كه ) 2(اجتماعات كف دريا هستند  يتبااهم
 )13( اند يافته گسترش هااعماق زياد اقيانوسجزرومدي تا 

سانان ستاره، )Crinoidea( وشان لاله: داراي پنج رده شامل و
)Asteroidea( مارسانان ،)Ophiuroidea( خارداران ،
)Echinoidea (سانان و خيار)Holothuroidea(  هستند)1( 

دريايي  هايهاي كليدي در اكوسيستمداراي نقش يككه هر
  ).5( باشندمي

داروئي و - ياان داراي اهميت اقتصادي، تغذيهخارپوست
بيش از يك قرن است كه  ).1( باشندمي يشناخت بوم
براي تحقيقات  مدل ارگانيسمعنوان دريايي بههايتوتيا

توجهي در طور قابلاين موجودات به. روندمي به كارعلمي 
مانند  ،از فرايندهاي بيولوژيكهاي علمي مختلف بخش

قاح، شناسي مولكولي، بيولوژي لتنظيم بيان ژن، جنين
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-نتيك جمعيت و سمژبيولوژي سلولي، بيولوژي تكاملي، 

در مقايسه با ساير  .دنگيرميقرار  مورداستفادهشناسي 
 Caenorhabditis(ها مثل كرم ،مهرهبي هاي مدلارگانيسم

elegan(، داران دريايي به مهرهشباهت تاكسونومي توتياي
  ).6( است توجه قابلانسان بسيار  ازجمله

 محيط مايعكه  پرشدهسلوميك با مايع خاردارانن حفره بد
صورت ها در آن بهسلوموسيت ودهد را تشكيل مي بدن

هاي داخلي ارگان ،اين مايع چنينهم ،معلق حضور دارند
آب سلوميك شبيه به تركيب مايع. گيرد يبرمرا در بدن 
هاي محلول و ديگر مواد نمكپروتئين، محتوي و  ياستدر

هاي ايمني اين موجودات در واكنش. )13( استمعدني 
-صورت بروز سلولبه ،زاهاي بيماريمقابل ميكروارگانيسم

 باشدسلوميك ميمني و فاكتورهاي هومورال در مايعهاي اي
 هاي غيرمستقيميپاسخ ،سلوميكدر چنين مواقعي مايع .)5(

 و كردنميكروبي، انعقاد، كپسوله  هايبه زخم، عفونت
  .)13(دهد فاگوسيتوز مي

دريايي سلوميك توتيايها در مايعسه دسته از سلوموسيت
 هاآمبوسيتدرصد  76كه شامل  )13( استشده مشاهده 

)amoebocytes( ،12  هاي ارتعاشيسلولدرصد )vibratile 

cells(  رنگهاي كوچك قرمز و بيگويچهدرصد  12و 
)red and uncoloured spherulocytes( تي گزارشا .باشدمي

هاي ها و گويچهدر خصوص عملكردهاي ايمني آمبوسيت
كوچك، هايها و گويچهآمبوسيت .رنگ وجود داردبي

رسد كه به نظر مي. دهندها را تشكيل ميعمده سلوموسيت
 ازجملههاي ايمونولوژي ها در مقابل بسياري از پاسخآن

هاي باكتريال، واكنشسلولي، فعاليت آنتيفاگوسيتوز، سميت
التهابي، فعاليت آنزيم پروفنولوكسيداز و جفت كردن 

براساس نتايج مطالعات  ).5(ها مسئوليت دارند واكنش
هاي قرمز را به توان خواص زيستي گويچهمختلف، مي

ها رنگدانه. )14(موجود در آن نسبت داد  Aهاي اكينوكروم
خاصيت  ازجملهداراي خواص زيستي متعدد 

 هاي آزادتوانايي مهار راديكال خصوص، بهاكسيداني يآنت

) هابه علت وجود فاگوسيتوز(، خاصيت سيتوتوكسيك )7(
باكتريال در برابر هر دو نوع چنين خاصيت آنتيو هم )13(

چنين براساس هم. باشندباكتري گرم مثبت و گرم منفي مي
را در  يتوجه قابلنقش  Aگزارشات متعدد اكينوكروم 

   .)14(كند دريايي بازي ميايتوتيپاسخ ايمني در ظهور 

 رنگدانه كينوئيدبراي اولين بار ) 1938( ليدر و گلاسر
 Paracentrotus( درياييرا در خار توتياي) Aاسپينوكروم(

lividus (شناسايي كردند )حدود از آن زمان به بعد،  و) 9
دريايي هاي مختلف توتيايينوئيد از گونهرنگدانه كنوع  30

گزارشاتي در خصوص وجود چنين هم .)17( استخراج شد
مانند  هابدن آن هاي ديگربخشدر  ،هارنگدانه محدود
 شده ارائهها ها و ديگر ارگانسلوميك، تخم، تخمدانمايع

 نفتاكينون 4و  1هيدروكسيلات هاي پليرنگدانه. )4( ستا
)PHNQ( خواص  دريايي،سلوميك توتيايموجود در مايع

جلبك، ضد باكتريال،آنتي خاصيت ازجملهزيستي متعددي 
 دندهاكسيداني را نشان ميقلبي و آنتيهاي بيماريضد

قرمز، آمبوسيت يچهگو هايسلول، به در حالت كلي ).17(
. دشومي گفتهگرانولوسيت  ،كوچكهگويچ هايسلول به و

با خاصيت  Aحاوي اكينوكروم  ،هاي كوچكاين سلول
   .)13(باكتريال هستند آنتي

استخراج روش يافتن بهترين  از مطالعه حاضر، دفه
-توتيايسلوميك مايعليزات سلوموسيتو هاي آزاد سلول

و سنجش  شناسايي، Echinometra mathaeiدريايي گونه 
  .باشدميها آن كينونينفتا هايرنگدانه و كيفي كمي

  مواد و روشها
در  )1شكل( Echinometra mathaeiگونه  دريايييهاتوتيا

پارك ساحل جزرومدي ناحيه بيناز  1393 ماه ينروردف
 گرديدآوري جمعفارس در خليججزيره قشم واقع زيتون 

شرايط  با حفظدريا در آب دريايييتوتياها. )2شكل(
شناسي زيستآزمايشگاه به زنده  صورت به و بيولوژيك

 .منتقل شدنددانشگاه هرمزگان 
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به ظروف جهت شناسايي،  شده آوري جمعهاي نمونه
سپس  .منتقل گرديد درصد 10پلاستيكي محتوي فرمالين 

و  بررسي موردها در آزمايشگاه با استفاده از لوپ نمونه
مشاهدات حاصل با كليد سپس . شناسايي قرارگرفتند

  ).10 ،11(ي مطابقت داده شد اشناسايي منطقه

 
 Echinometraگونه مورد مطالعه دريايي، توتياي -1شكل

mathaei  

 
 .برداري كه با ستاره سياه مشخص شده استنقشه مكان نمونه -2شكل

- مايع ، ابتدادرياييسلوميك از توتياياستخراج مايعبراي 

برش غشاي پريستوميال پس از  ،درياييتوتياي 30سلوميك 
روش  4، با 18شماره  سوزنف با سرنگ ظري با استفاده از

و در  ديدو جداسازي گر آوريجمع به شرح زير مختلف

-داخل ظروف استريل ريخته و بلافاصله در يخچال نگه

  .داري شد

سلوميك بدون استفاده از محلول استخراج مايع: اولروش 
  .)16( ضد انعقادايزواسموتيك و 

سلوميك با استفاده از محلول استخراج مايع: دومروش 
مولار  15/0مولار تريس،  05/0ايزواسموتيك و ضدانعقاد 

  .)15( 1:2با نسبت  8اچ برابر با ، پيكلريدسديم

سلوميك با استفاده از محلول استخراج مايع: روش سوم
مولار ميلي ISO-EDTA(20(ايزواسموتيك و ضدانعقاد 

 EDTA-Naمولار ميلي 70كلريد، مولار سديم 15/0تريس، 
  .)5( 1:2با نسبت  5/7اچ برابر با ، پي

استفاده از محلول سلوميك با استخراج مايع: روش چهارم
مولار ميلي ISO-EDTA(20(ايزواسموتيك و ضدانعقاد 

 EDTA-Naمولار ميلي 70كلريد، مولار سديم 15/0تريس، 
و به صورت بافره، كه در آن تنها يك  5/7اچ برابر با ، پي

ليتر بافر نيز در بار سرنگ از بافر پر و خالي و يك ميلي
  . سلوميك ريخته شدظرف محتوي مايع

به  ،روشبا چهار  سلوميك بلافاصله پس از استخراجمايع
درجه  4و در در دقيقه  4000 دوربا (دقيقه  10مدت 
تشكيل ) مايع و جامد(و دو فاز سانتريفيوژ  )گرادسانتي
-هاي آزاد مايعسلول درواقعكه  ،فاز مايع ازآن پس ،شد

 يننش تهفاز جامد ( ها سلوموسيت ازهستند ) CF(سلوميك 
شد گراد نگهداري درجه سانتي -20و در دمايجدا ) هشد

مرحله استخراج  در )پليت( شده يننش تهفاز جامد  ).5(
-سلوميك كه محتوي سلوموسيت ميهاي آزاد مايعسلول

پليت (حل شد  ،استخراجروش در بافر مربوط به هر باشد، 
دقيقه  4و براي ) اول، در آب دريا فيلتر شده حل شدروش 

يك ضربه در (ونيكت در دماي صفر درجه در معرض س
درون فاز جامد هاي در اين مرحله، سلول. گرفتقرار) ثانيه

 خارج از سلولها به شكسته شد و محتويات آن) پليت(
دقيقه در  20براي  در دقيقه 12000دور سپس در  وريخته 



 1395، 2، شماره 29جلد                                                       )                                مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي جانوري 

208 

در اين مرحله نيز دو  .گراد سانتريفيوژ شددرجه سانتي 4
حاوي فاز مايع كه . تشكيل شد) مدمايع و جا(فاز 

) CL(ليزات سلوموسيتكه همان ها سلول دورن محتويات
. گراد نگهداري شددرجه سانتي -20در دمايو جدا هستند 

هاي شكسته شده حاوي سلولنيز فاز جامد در اين مرحله 
 5( ريخته شددور استفاده ديگري ندارد و  باشد كه هيچمي
،16(.  

با استفاده از  ، CLو  CF كينونينفتاهاي هشناسايي رنگدان
 دستگاه اسپكتروفتومتري به كمكو  سنجيطيفروش 

از طريق ها ههريك از رنگدان ميزان چنينهم. انجام شد
مانند، ) 1جدول( مربوط به آن موليخاموشيضريب

، )نانومتر 520موجدر طول A  )3311 = ԑاسپينوكروم
، )نانومتر 480وجمدر طول B )4898= ԑاسپينوكروم
، )نانومتر 463موج در طول C )5888 = ԑاسپينوكروم
و  )نانومتر 490موج در طول A )7413=  ԑاكينوكروم

ها از طريق فرمول زير محاسبه هكميت هر يك از رنگدان
  ).7( گرديد

A = ԑcl 

A  ،ميزان نور جذب شده توسط محلولԑ  ضريب
غلظت ماده  c، )رمتمول بر ليتر بر سانتي(مولي خاموشي

قطر (كند مسافتي كه نور طي مي l، )مول بر ليتر(مورد نظر 
  ).مترسانتي 1كووت، 

  )7(ارغوانيدرياييهاي عمده نفتاكينون در توتيايساختار شيميايي، وزن مولكولي و طول موج بالاترين جذب رنگدانه -1جدول

  هاساختارشيميايي رنگدانه

      
  02/280  02/222  03/264  04/266  وزن مولكولي

  )نانومتر(موج بالاترين جذبطول
490  
343  

520  
317  

480  
385  
323  

463  
285  

  هاي مختلف آزمايشدست آمده از استخراج مايع سلوميك در روشنتايج به-2جدول

  وش چهارمر روش سوم روش دوم روش اول  
  منعقد نشد و تقريبا غلظتي برابر با روش اول داشت  منقعد نشد ولي رقيق بود  )رگه رگه( اندكي منعقد شد  منعقد شد  مايع سلوميك

  

 مقدماتي شناسايي و هارنگدانه ميزان گيرياندازه از بعد
 تاييد منظور به بالا، عملكرد با مايع كروماتوگرافي توسط
 طيف با مايع كروماتوگرافي روش از هارنگدانه وجود
تحليل آماري با وتجزيه .گرديد جرمي استفاده سنجي

انجام  SPSS 19و  Excel 2010هاي افزاراستفاده از نرم
ها از آزمون داري بين ميانگينبراي تعيين تفاوت معني. شد

و آزمون ) درصد 95در سطح (تجزيه واريانس يك طرفه 
  .دانكن استفاده گرديد

  جنتاي
دريايي با كليدهاي توتياي ظاهري خصوصياتبا مقايسه 

براي  Echinometra mathaei، گونه اييشناسايي منطقه
دريايي مورد آزمايش در اين مطالعه تشخيص نمونه توتياي

  .داده شد

-سلوميك توتيايليتر مايعميلي 40 استخراج ازنتايج حاصل 

از اين  كهنشان داد  بافره صورت به E. mathaeiدريايي 
هاي ليتر سلولگرم بر ميليميلي 62/68، يببه ترتميزان، 
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ليتر گرم بر ميليميلي 33/14و ) CF(سلوميك آزاد مايع
  .استخراج شد) CL(ليزات سلوموسيت

 هايروشسلوميك در نتايج حاصل از استخراج مايع
 اول و دوم روش درسلوميك، مايع مختلف نشان داد كه

-تر و تنها بهكمدوم  روش درين انعقاد ااما . منعقد شد

-در مايع كه  يدرحال. گرديدهايي مشاهده صورت رگه

انعقادي  و چهارمي سوم هاروشبا  شده استخراجسلوميك 
را روش تفاوت اين دو  ،هاغلظت نهايي آن. مشاهده نشد

استفاده از حجم  يلبه دلسوم روش ، كه دهدنشان مي
- يك ميلي(چهارم روش بت به نس )1:2نسبت ( تر بافربيش

مشخص  2جدول  طور كه از نتايجهمان .تر بودرقيق) ليتر
 .بافره استروش خراج، استفاده از استروش است بهترين 

در هريك از  CLو  CF هاي موجود درهميزان رنگدان
و  1 نموداردر  يببه ترت نيز سلوميكحالات استخراج مايع

  .است شده دادهنشان  2

  
  )ليترميكروگرم بر ميلي(سلوميك هاي مختلف از مايعاستخراج شده با روش )CF(سلوميك هاي آزاد مايعهاي سلولميزان رنگدانه -1 نمودار

  .است P  ≥05/0دار در سطح احتمال حروف غير مشابه بيانگر اختلاف معني

 

  
  )ليترميكروگرم بر ميلي(مختلف از مايع سلوميك  استخراج شده با حالات )CL(هاي هاي سلوموسيتميزان رنگدانه -2نمودار 
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 .است P  ≥05/0دار در سطح احتمال حروف غير مشابه بيانگر اختلاف معني

حاصل  CFدر  Bو  Aه اسپينوكروم ترين ميزان رنگدانبيش
ترين كم كه يدرحال. سوم استخراج، مشاهده شدروش از 

- م اندازهدوروش  CFدر  Bو  Aه اسپينوكروم ميزان رنگدان

 CFدر  آيد،برمي 1 گونه كه از نمودارهمان. گيري شد
 Bه اسپينوكروم اول استخراج نيز، رنگدانروش ل از حاص
هاي آماري براساس شاخصمشاهده شد كه  يتوجه قابل

ترين بيش. وجود نداردروش داري بين دو معني نيز تفاوت
ميزان آن  تريناول و كم درروش Cميزان اسپينوكروم 

داراي سوم روش حاصل از  CF. نشان داد دوم رروشد
ترين و كم استبوده  Aه اكينوكروم ترين ميزان رنگدانبيش
براساس . گرديددوم مشاهده  روش دره رنگدان اين ميزان

، اختلاف )1نمودار ( هاميزان رنگدانهحاصل از نتايج 
مختلف هاي روشها در گدانهميزان رن داري بينمعني

  ).≥P 05/0( مشاهده شدسلوميك يعاستخراج ما

CL داراي ،اول درروشسلوميك از مايع شده استخراج 
حالي دراست بوده  A ه اسپينوكرومترين ميزان رنگدانبيش
. سوم مشاهده شد درروشه اين رنگدان ميزان ترينكمكه 

 درترين ميزان نيز بيش Bه اسپينوكروم رنگدان در خصوص

 .گيري شداندازهسوم  روش درترين آن اول و كم روش
ترين ميزان اول داراي بيشروش حاصل از  CL چنين،هم

ه ترين ميزان رنگدانكم كه يدرصورت است Cاسپينوكروم 
براساس نتايج،  .شودسوم ديده مي درروش Cاسپينوكروم 

اسپينوكروم ايي ميزان قابل ملاحظهداراي نيز چهارم روش 
C داري اول تفاوت معنيروش كه در مقايسه با  باشدمي

  .وجود ندارد

نشان  Aاكينوكروم  هنتايج حاصل در مورد استخراج رنگدان
 CLدر ه ترين ميزان اين نوع رنگدانداد كه بيش

 درروشترين ميزان آن اول و كمروش از  شده استخراج
كلي، ميزان  درروشنتايج  براساس. وجود داردسوم 
هاي روشدر  سلوميكهاي استخراجي از مايعهرنگدان

نمودار ()≥P 05/0( داري هستندمعني تفاوتمختلف داراي 
2 .(  

حاصل از  CFو  CLها در هميزان درصد هريك از رنگدان
 1در حجمي برابر با  ،استخراج مايع سلوميكروش چهار 
  .است شده دادهنشان  3، در جدول ليترميلي

  ليترسلوميك در يك ميلياستخراج مايعمختلف  هايروش CFو  CLها در درصد رنگدانه -3جدول 

 Aاكينوكروم   C اسپينوكروم  Bاسپينوكروم Aاسپينوكروم 

CF4/8  2/13 3/13 5/15 روش اول  
CL5/7  1/10 0/12 7/15 روش اول  
CF4/4  9/5 9/6 1/8 روش دوم  
CL8/3  8/5 3/6 5/7 روش دوم  
CF6/8  2/12 6/13 1/18 روش سوم  
CL0/3  4/4 8/4 1/6 روش سوم  
CF 1/7  4/9 2/11 1/13 روش چهارم  
CL 9/6  0/10 1/11 6/12 روش چهارم  

موج ترين طولها در رايجهافي هريك از رنگدانكروماتوگر
نانومتر به ترتيب براي  343و  323، 317، 285(ها آن

و اكينوكروم  B، اسپينوكروم A، اسپينوكروم Cاسپينوكروم 
A (ها و كامل در طيف طور بهها آن كه ييازآنجا. ثبت شد

ها همختلف قرار دارند هريك از رنگدان هايموجطول
هيدروكسيلات هاي پليحضور خود را در رنگدانه

  . كنندمي ييدتأنفتاكينون 
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تر با استفاده از كروماتوگرافي مايع در بيش ييدتأبراي 
كل يون كروماتوگرام را  3شكل . حالت منفي انجام شد

 شده دادهنشان  3طور كه در شكل همان. دهدنشان مي
. چهار قله به دست آمد HPLC-DADاست، با استفاده از 

سنج جرمي در حالت منفي، همه در طيف كه ييازآنجا
ها در ، يونيجهدرنت. ظاهر شد] H -M[ها در يون رنگدانه

M/Z 221 ،279 ،265  به ترتيب، اسپينوكروم  263وB ،
  .نشان داد را Aو اسپينوكروم  Aروم ، اكينوكCاسپينوكروم 

و  b ،c ،d(مورد مطالعه و  PHNQهاي و مشخصات رنگدانه PHNQهاي رنگدانه) ، در حالت منفيTIC( كل يون LC-ESI-MS) a( -3شكل 
e (ها؛ طيف آنb ،c ،d  وe ترتيب، با اسپينوكروم بهB اسپينوكروم ،C اكينوكروم ،A  و اسپينوكرومA تمتناظر اس.  

  بحث
، اولروش با  سلوميكمايع استخراجدر مطالعه حاضر، در 

كه اين مسئله باعث  منعقد شد سرعت  بهسلوميك مايع
اين در . گرددمي CLو  CFجداسازي مشكلاتي در  بروز

سلوميك مايع) 1996(و همكاران  استبيلي حالي است كه
از را بدون استفاده  Paracentrotus lividusدريايي توتياي

 يبررس موردباكتريال آن را بافر استخراج و خاصيت آنتي
دوم، روش با سلوميك مايعدر استخراج  .)16( قراردادند

استبيلي  كه يدرحال. سلوميك به ميزان اندكي منعقد شدمايع
دوم روش سلوميك را مطابق با ، مايع)1992(و همكاران 

كردند  استخراج نمودند و فعاليت هموليتيك آن را آزمايش
دهد كه نشان مي حاضر نتايج حاصل از تحقيق. )15(

روش ، با استفاده از بافر سلوميكاستخراج مطلوب مايع
و همكاران  آريزاچنين، مطالعات هم .باشدمي و چهارم سوم

-سلوميك توتياينيز نشان داد كه استخراج مايع) 2007(

 سوم جهت سنجش فعاليتروش دريايي با استفاده از بافر 
 .)5(ها مناسب است سيتوتوكسيك و كشت سلوموسيت
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سوم و چهارم به  روش درسلوميك، استخراج مطلوب مايع
افتد كه در بافر مربوطه اتفاق مي EDTA-Naعلت حضور 

در مقايسه اين دو  .شودسلوميك ميمانع از انعقاد مايع
چهارم ميروش مربوط به  ،استخراج ، بهترين روشروش

گيرد و محلول انعقادي صورت نميباشد كه در آن 
استفاده از  به علتچنين، هم. شوديكنواختي مشاهده مي

 شده استخراجسلوميك ليتر بافر مربوطه، مايعتنها، يك ميلي
نمايد و براي سنجش غلظت خود را حفظ ميروش در اين 

  .هاي زيستي مناسب استتركيبات و فعاليت

تركيبي از  ،عهدر اين مطال شده يبررسهاي هدانرنگ
داري چندين  احتمالاًهيدروكسيلات نفتاكينون است كه 

ميزان بنابراين، . باشدميگروه هيدروكسيل در مولكول 
و  A ،B ،Cاسپينوكروم ي هاهدانرنگهريك از درصد 

سلوميك و هاي آزاد مايعموجود در سلول Aاكينوكروم 
كه ليتر محاسبه گرديد حجم يك ميلي در ليزاتسلوموسيت
- چنين، با توجه به نتايج بههم .مشاهده شد 3در جدول 

تري بيان توان با اطمينان بيشآمده از اين جدول ميدست
با  شده استخراجسلوميك كرد كه محتويات موجود در مايع

  .برابر است يباًتقراول و چهارم هاي روش

را در  Aاسپينوكروم  رنگدانه )2009( و همكاران كواهارا
 )Anthocidaris crassispina(ارغواني دريايي تيايپوسته تو

را نسبت به وزن رنگدانه شناسايي كردند و ميزان اين 
اين  ).8( بيان نمودنددرصد  1/0 ،خشك اوليه پوسته

ها هكه گزارش ديگري درباره كميت رنگداندرحالي است 
از شناسايي  گزارشي تاكنون ،علاوهبه .مطرح نشده است

طالعه و م سلوميك ارائه نشدهجود در مايعهاي موهدانرنگ
حاضر اولين تلاش در خصوص شناسايي و بيان كميت 

   .باشدميسلوميك هاي موجود در مايعهدانرنگ

- از توتياي گونه يناكند كه مي ييدتأنيز  LC-MSنتايج 

هيدروكسيلات حاوي رنگدانه پلي) E. mathaei(دريايي 
. دريايي استتوتياهاي ديگر مشابه با) PHNQ(نفتاكينون 

هاي مشتق شده هاي اصلي و اكينوكروم، اسپينوكرومدرواقع

 Stronglycentrotus nudusدريايي ارغواني در توتياهاي
هاي به رنگدانه) 7( Anthocidaris crassipinaو  )17(

. در اين تحقيق شبيه بود مطالعه مورددر گونه  شده ييشناسا
 شده ييشناساهاي كه ميزان رنگدانهرود انتظار نمي بنابراين،

 Psammechinusاي قهوه -دريايي قرمزدر توتياهاي

miliaris )9(  وStronglycentrotus franciscanus )3(  و
  Stronglycentrotus droebachiensisدريايي سبز توتياهاي

  .دريايي ارغواني متفاوت باشندتوتياي گونه يناو  )3،11(

هيدروكسيلات پليركيب رنگدانه تفاوت در ت درواقع
 يها بارنگدريايي هاي مختلف توتيايدر گونهنفتاكينون 
است، كه احتمالاً علت آن، تفاوت در  شده يانبمتفاوت 

دهنده رنگدانه، كلسيم يا منيزيم موجود در هاي تشكيلنمك
  ).3(به وجود آمده باشد  اچپيپوسته و خار و يا اختلاف 

چنين دست آمده از اين مطالعه و همبا توجه به نتايج ب
، سلوميكاستخراج مايع گزارشات پيشين، بهترين روش

بررسي  جهت تواناست كه ميبافره روش  استفاده از
ترين بيشچنين، هم .خواص بيولوژيك از آن استفاده كرد

- تمام حالات استخراج مايع CLو  CFدر  ،هاهميزان رنگدان

 Aو اكينوكروم  A ،B، Cوم اسپينوكر ،ترتيب، بهسلوميك
موجود هاي رنگدانهبا توجه به نقش و كاربرد  كه باشدمي
 هايص رنگدانهشود ضمن تخلشنهاد ميپي ،سلوميكمايعدر 

براي ساخت  ،هاآن هريك از و تعيين نقش اختصاصي
  .شوداقدام  اين مواد زاتركيبات 

يك سلومنتايج حاصل از اين مطالعه نيز نشان داد كه مايع
هاي به علت دارا بودن رنگدانه E. mathaeiدريايي توتياي

تواند در ها، ميمختلف و با توجه به نقش هريك از آن
  .قرار گيرد استفاده مورددارويي  صنايع

  تشكر و قدرداني

با حمايت معاونت پژوهشي دانشگاه هرمزگان  تحقيقاين 
  .صورت گرفته است 74/200/93با شماره قرارداد 
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Abstract 

The body cavity of sea urchin is filled with coelomic fluid, which forms the body's fluid 
medium. The naphthoquinone pigments were found to possess excellent antimicrobial, 

antialgal and antioxidant activitiespo. The aim of the present research was undertaken to 
study the find optimization of coelomic fluid isolation, extraction of free cells and 
coelomocyte lysate and also identification qualitative and quantitative of pigments of 
coelomic fluid Echinometra mathaei. Coelomic fluid was isolated by four types, The 
amount of quantity and quality of  pigments Measured in the four types using a 
spectrophotometer and LC-MS. According to the results of the study, optimization 
extract of coelomic fluid, buffered mode, which it can be used to measure the biological 
activity. With regard to this, the result showed that pigments of free cells and 
coelomocyte lysate were Spinochorome A, B, C and Echinochorome A, respectively. 
Also, The results of  LC-MS confirmed these findings.  
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