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ها و حشرات نقش مهمی در پاسخ مناسب ميزبان عليه ميکروارگانيسم همولنفجریان پروتئازی در 

ليد پپتيدهای دارد. این سرین پروتئازها سبب القای مسيرهای مولکولی تو جمامهپارازیتویيدهای 

حداقل غلظت از سه  ثيرأتدر پژوهش حاضر  شوند.اکسيداز در حشرات میضدميکروبی و فنل

 AEBSF.HCl [4-(2-aminoethyl) benzenesulfonylرنده اختصاصی سرین پروتئازها؛ بازندا

fluoride hydrochloride]  ،TLCK [tosyllysine chloromethyl ketone 

hydrochloride]   وTPCK [tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone]  بر فعاليت

 Cydalimaپره شمشاد، اکسيداز لاروهای شبالاستاز و در نهایت آنزیم فنل ،کيموتریپسينتریپسين، 

perspectalis Walker،  .ميکرومولار  5غلظت ارزیابی شدAEBSF.HCl دار سبب کاهش معنی

قيقه د 60و  30، 15، 1های زمانی سين و فنل اکسيداز در بازههای تریپسين، کيموتریپفعاليت آنزیم

به مقدار شاهد رسيد. این بازدارنده اثر  از تزریق دقيقه بعد 180و  120اما  ،شد تزریقپس از 

نيز سبب  TLCKمولار بازدارنده روميک 5داری بر فعاليت آنزیم الاستاز نشان نداد. غلظت معنی

فعاليت آنزیم  وقيقه شد د 60و  30، 15، 1های زمانی در بازه تریپسين کاهش فعاليت آنزیم

 15مقدار آن  کمتریندقيقه کاهش داد که  180های زمانی به جز را در همه بازه اکسيدازفنل

کيموتریپسين در  آنزیم يتفعالسبب کاهش  TPCKدقيقه پس از تزریق مشاهده شد. بازدارنده 

 تزریقدقيقه پس از  1حداقل فعاليت  شده ودقيقه  180جز  های زمانی پس از تزریق بههمه بازه

دقيقه پس از  30و  15، 1های زمانی ارنده فعاليت آنزیم فنل اکسيداز را در بازهشد. این بازد ثبت

دهنده شاهده نشد. این نتایج نشانم داریمعنیثير أتهای زمانی تيمار کاهش داد و در سایر بازه

 باشند.پره شمشاد میوهای شبراکسيداز در لانه فنلالقای فعاليت ساما سرین پروتئازها در اهميت

توقف روند سرین پروتئازی در همولمف توانند با های استفاده شده در این پژوهش میبازدارنده

لاروها را نسبت به ری کنند و حساسيت حشرات از ایمنی کارآمد در برابر بيمارگران جلوگي

از طریق رل موثر آفات تبه عبارت دیگر استفاده از این ترکيبات کن بيمارگران افزایش دهند.

 بخشند.کنترل ميکروبی را بهبود می
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  مقدمه

 ند کهت هستشراهای موجود در حآنزیم زپروتئازها گروه بزرگی ا

همچون تغذیه، ایمنی، متعددی  در روندهای فیزیولوژیک

نقش وغیره  ، مرگ سلولیتامین انرژیزایی، جنینتولیدمثل، 

های ها پیوندهای پپتیدی موجود در مولکولدارند. این آنزیم

که به پیوندهای داخلی پروتئینی را هیدرولیز کرده و بر اساس این

دو ه ب ،کنند های مولکول جداز انترا ا ینهه کنند یا اسیدهای آملمح

 Kanost and)شوند گروه اندوپپتیدازها و اگزوپپتیدازها تقسیم می

Clem 2012) . به جز پروتئازهای گوارشی که سبب تجزیه

شوند، سایر پروتئازهای شده توسط حشرات میهای بلعپروتئین

های فیزیولوژیک بهم ریانجموجود در بدن حشرات در القای 

ئازی تئاز فرم غیرفعال پروتدارند که طی آن یک پرونقش  یوستهپ

 دهی برای شروع یک رونددیگر را فعال کرده و سبب سیگنال

نظر از اهمیت فیزیولوژیک پروتئازها، صرفشود. فیزیولوژیک می

بندی آنها بر اساس گروهای شیمیایی است که نوع فعالیت تقسیم

وجود در زنجیر جانبی ل مروکسیگروه هیدکنند. ا تعیین میرآنها 

کلئوفیل عمل کرده و سبب هیدرولیز ن پروتئازها به عنوان نوسری

در سیستئین پروتئازها، گروه سولفیدریل  شود اماپیوند پپتیدی می

در این روند نقش دارد. در نهایت، مولکول آب موجود در مکان 

وند الوپروتئازها سبب تجزیه پیتهای آسپارتیک و مفعال آنزیم

این تفاوت سازوکار . (Kanost and Clem 2012)شود می پتیدیپ

یایی، شود که سرین پروتئازها در اسیدیته قلآنزیمی سبب می

سیستئین پروتئازها و آسپارتیک پروتئازها در اسیدیته اسیدی و 

 امتالوپوتئازها در اسیدیته خنثی انواع مختلفی از سوبستراها ر

 . (Kanost and Gorman 2008) تجزیه کنند

حشرات به صورت جریانی رتبط با ایمنی در پروتئازهای مسرین

ک به آلودگی و های فیزیولوژیآنزیمی سبب تنظیم سریع پاسخ

شدن خون، توان به لختهشوند که میجراحت در حشرات می

شدن سنتز پپتیدهای ضدمیکروبی و شدن ملانینی، فعالکپسوله

 Barillas-Mury)کرد  اشارههای خونی ظیم عملکرد سلولنت

2007; Kanost and Gorman 2008; Cerenius et al. 2010; 

Jiang et al. 2010) .شدن کپسول و گره ایجاد شده اطراف ملانیزه

شدن سریع پروتئازها و در پی آن، با فعال بیمارگر یا پارازیتویید

ه توسط بافت چربی و داکسیداز سنتز شفنلپیش شدنفعال

. (Kanost and Gorman, 2008)شود جام مینی انای خوهسلول

ها و ئینوناکسیداز منجر به تولید کوها توسط فنلفنلاکسیدشدن 

شود. نقش سرین پروتئازها در میدر نهایت تشکیل ملانین

فنل اکسیداز در کرم شاخدار توتون، کرم ابریشم، کردن پیشفعال

 :Anopheles gambiae Giles (Dipteraپشه  لمبه گندم و

Culicidae) ده است بررسی ش(Kanost and Clem 2012) . در

همه موارد این پروتئازها بصورت غیرفعال سنتز شده وتوسط 

مثلا در کرم شاخدار شوند. های پروتئازی فعال میسایر واکنش

 ، تپس از شناسایی ورود قارچ بیمارگر و باکتری گرم مثبتوتون، 

لقای فعال شده و با ا hemolymph protease 14پروتئازی به نام 

کننده فعال شدن پروتئازهای فعالین پروتئازی سبب روندهای سر

 Gorman et al. 2007; Wang and)شود فنل اکسیداز میپیش

Jiang 2007) . 

 :Cydalima perspectalis Walker (Lepidopteraپروانه برگخوار 

Crambidae)  که به طور  شودآفات مهم شمشاد محسوب می زا

چین، کره و  یمه گرمسیری شرق آسیا )هند،طبیعی در مناطق ن

بنابر . (Mally and Nuus 2010) داشتهاستشرق روسیه( پراکنش 

های این آفت صورت گرفته است، سه هایی که روی میزبانبررسی

از  Celastraceaeو  Aquifoliaceae  ،Buxaceaeخانواده گیاهی 

های جنس روی گونهد اما بیشتر هستن ن آفتهای اصلی ایمیزبان

Buxus  مثلB. sinica  ،B. microphylla  وB. sempervirens 
پروانه تعداد نسل  .(Mally and Nuss 2010)کند تغذیه می

نسل در سال  4تا  1با توجه به دمای محیط بین   برگخوار شمشاد

 و کردهیه عمده از برگ تغذ لاروها به طور بوده،متغیر 

مختلف به خصوص لارو  انی به صورت لارو سنینگذرنزمستا

با . (Szekely et al. 2011; Nacambo 2014)باشد ن سوم میس

ت در مناطق آلوده، استفاده از فتوجه به سطح گسترش این آ

خاص خود همچون محیطی ترکیبات شیمیایی مخاطرات زیست

به ف را تاثیر روی موجودات غیر هد وخاکی -آلودگی منابع آبی

کنترل بیولوژیک با این استفاده از عوامل راه خواهد داشت. بنابرهم

تواند جمعیت فزآینده این حشره را کنترل حداقل اثرات جانبی می

های بیمارگر حشرات به دلیل سازگاری با کند. در این بین، قارچ

وانند سبب تگیری میشرایط محیطی شمال کشور و ایجاد همه

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
99

.9
.2

.1
2.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
02

 ]
 

                             2 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1399.9.2.12.7
http://gebsj.ir/article-1-364-en.html


 زیباییو  یوسفی لرده  ... همولنف پروتئازهای نقش بررسی

 

 196 1399ستان پایيز و زم /2شماره  /منهدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

د و سازگار، ه تعیین گونه/جدایه کارآمرچاگد. کنترل مناسب شون

یون مناسب و پاشش در نواحی آلوده از موارد مهم تهیه فرمولاس

در حصول موفقیت هستند اما باید واکنش ایمنی حشره را نسبت 

های ایمنی سلولی و هیومرال واکنش به بیمارگر مدنظر قرار داد.

با  هتند کته هسفنل اکسیداز وابسمانه پیشاحشرات هر دو به س

وکپسول ایجاد شده به دور رار دادن آن در گره تولید ملانین و ق

های آزاد های سمی همچون رادیکالعامل مهاجم یا تولید مولکول

 Nappi and)شود سبب حذف آلودگی از بدن حشرات می

Christensen 2005; Zhao et al. 2007) .این  تبا توجه به اهمی

 ، اعمال هر نوع روش یاحشراتایمنی  هایاسخسامانه در پ

کننده سبب توقف نسبی یا کامل پروتئازهای فعال دای که بتوانماده

ممکن است در افزایش کارایی عوامل اکسیداز شود، یا آنزیم فنل

میکروبی استفاده شده در کاهش جمعیتی آفت هدف موثر باشد. 

 تخاب شدبه عنوان یک مدل ان C. perspectalisدر این پژوهش، 

ج حاصل از این خصوص باشد. نتایای در این ولیهسی اتا برر

های مرتبط که تسط نویسندگان و سایر پژوهش و پژوهش

تواند دیدگاه تازه ومناسبی برای است می همکاران در حال انجام

بنابراین هدف از پژوهش حاضر،  کنترل این آفت ایجاد کند.

 کاهشی برای اختصاص هایغلظت بازدارندهداقل ح استفاده از

پره شمشاد و ف لاروهای شبنولمروتئازهای هفعالیت سرین پ

. بدین منظور غلظت هدف از استآنزیم فنل اکسیداز 

 AEBSF.HCl [4-(2-aminoethyl)های بازدازنده

benzenesulfonyl fluoride hydrochloride]  ،TLCK 

[tosyllysine chloromethyl ketone hydrochloride]  وTPCK 

[tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone] همراه  تهیه شده و

پره شمشاد تزریق شد. با لاتکس بید به لاروهای سن پنجم شب

های تریپسین، های زمانی مختلف فعالیت آنزیمسپس در بازه

 ی ورگیاکسیداز در برابر شاهد اندازهکیموتریپسین، الاستاز و فنل

 . (Kanost and Clem 2012) سه شدمقای

 

  هاروش و مواد

افراد بالغ از درختان شمشاد  ،1398بهار  طیت: راش حشپرور

Buxux hyrcana L.  ( ″۲۶′1۲°3۷مختصات: ) در لاهیجانواقع

آوری شدند. افراد نر و ماده در شرایط آزمایشگاهی با دمای جمع

رصد و دوره روشنایی د 80درجه سلسیوس، رطوبت نسبی  ۲±۲5

کی به قطر پلاستی ایهیرساعت درون ظروف دا 8به  1۶به تاریکی 

 5عسل -متر نگهداری و با محلول آبسانتی 14و ارتفاع  ۲9

های گیاه میزبان یه شدند. پس از تخمگذاری روی برگدرصد تغذ

باسیون، لاروهای دوره انکو شدنسپریتعبیه شده در ظروف و 

آوری ظرف جمعمو به آرامی از دیواره توسط قلم تازه تفریخ شده

زبان در ظرف جدید قرار داده شدند. گیاه میای هرگشده وروی ب

سن پنجم لاروی لاروها در شرایط آزمایشگاهی یاد شده تا 

تهیه  پرورش داده شدند. به طور یک روز در میان، غذای جدید

  .(Kawazu et al. 2010)تمیز شدند شده و ظروف پرورش 

رای ب ه وزندایط غیرهای اولیه در شربر مبنای آزمون :تیمار لاروها

مولار لیمی 1تمالی از غلظت ل کردن اثرات جانبی اححداق

AEBSF (Sigma-Aldrich, A8456) ،TLCK (Sigma-Aldrich, 

T7254)  وTPCK (Sigma-Aldrich, T4376) .برای  استفاده شد

یک تیمار در نظر گرفته شد(  گروه شاهد و تیمارها )هر بازدارنده

ته شد تا برای نظر گرف درته ساع ۲4لارو سن پنجم  ۶0نه جداگا

لارو قابل ارزیابی بیوشیمیایی باشد. لاروهای  10هر بازه زمانی 

-LB3, 0.3 µm, Sigma) بیدلاتکسمیکرولیتر محلول  1د با شاه

Aldrich) ( تزریق شدند. 10به 1)به نسبت  80 -تویین در

 80-با تویین بیدلاتکسل میکرولیتر محلو 1نیز با ی تیمار الاروه

میکرولیتر از هر بازدارنده بطور جداگانه  5شدند که حاوی  قزریت

 ۷0بودند. تزریق پس از ضدعفونی محل تزریق با الکل اتانول 

انجام شد و محل ه( با سرنگ همیلتون درصد )بند سوم قفس سین

ا خونریزی لارو متوقف شود. در تبا پارافین مایع پوشانده شد  آن

دقیقه پس از تزریق،  180و  1۲0، ۶0، 30، 15، 1های زمانی زهبا

از پاهای کاذب طور جداگانه با بریدن یکی هر لارو به همولنف

لیتر بافر میکرو ۲00لیتری حاوی ملی 5/1درون تیوب اپندورف 

 همولار( ریختمیلی ۲0و غلظت  8)اسیدیته  هیدروکلراید-تریس

ه دقیق 5ور بر دقیقه به مدت د 10000شده و بلافاصله با سرعت 

ایی که جدرجه سلسیوس سانتریفیوژ شد. از آن 4ی دمادر 

با حداقل سنجش آنزیمی ، سانتریفیوژ و  همولنفآوری جمع

انعقاد خونی استفاده نشد تا انجام شد، ماده ضد  فاصله زمانی

 ل برسد. قاثرات جانبی بر فعالیت پروتئازها به حدا
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-ه)ب تازلاسن و این، کیموتریپسیتریپس فعالیت : سنجش پروتئازها

یر گروه از سرین پروتئینازها( با استفاده از غلظت یک عنوان سه ز

 -BApNA (Nabenzoyl- L- arginine- p مولار ازمیلی

nitroanilide; Sigma-Aldrich, 19362) عنوان سوبسترای به

 -SAAPPpNA (N- succinyl- alanineاختصاصی تریپسین، 

alanine- proline- phenylalanine- p- nitroanilide; Sigma-

Aldrich, S7388) عنوان سوبسترای اختصاصی کیموتریپسین و به
SAAApNA (N- succinyl- alanine- alanine- alanine- p- 

nitroanilide; Sigma-Aldrich, S4760) عنوان سوبسترایبه 

 30مل مخلوط واکنش شا. گیری شداندازه زاختصاصی الاستا

میکرولیتر از  15 ، روکلرایددهی-یسرت افرر از بمیکرولیت

میکرولیتر محلول آنزیمی  5سوبستراهای اختصاصی ذکر شده و 

انکوبه شد و جذب در  دقیقه 10بود. مخلوط واکنش به مدت 

 .(Oppert et al. 1997)گیری شد اندازه نانومتر 405طول موج 

 10فنل اکسیداز،  برای سنجش فعالیت :اکسیدازنلش فجسن

 -L)  سوبسترار میکرولیت ۲0نزیمی به آ ایعز مر ارولیتمیک

 ;L-DOPA (L-dihydroxyphenyalaninآلانین( دهیدروکسی فنیل

Sigma-Aldrich, 333786)  (10 و میلی )میکرولیتر بافر 50مولار 

فعالیت  (Wilson et al. 2001).اضافه شد  هیدروکلراید-تریس

تگاه ده از دستفااس اب ترنانوم 490از در طول موج آنزیم فنل اکسید

 الایزا ریدر خوانده شد. 

ی ها در قالب طرح کاملا تصادفآزمایش :تجزیه و تحلیل آماری

ا های زمانی بها بین بازهتکرار انجام شد. مقایسه میانگین 10در 

 م شد.رصد انجاد 5آزمون توکی در سطح احتمال کمتر از 

 

  و بحث نتایج

ای تثبیت حضور ئازها برروتی پصاصهای اخته از بازدارندهفاداست

های ت رفتار آنها در محیطآنها در یک محیط بیولوژیک و شناخ

بیولوژیک بویژه پارامترهای آنزیمی اهمیت زیادی دارد. مطالعات 

 گیودلآاند که سرین پروتئازها پس از ایجاد مولکولی نشان داده

تی ی دفاعی و حهار شروع پاسخنقش اساسی را د همولنف در 

 Kanost and Gorman) آنها را به عهده دارندر تکمیل ت دارکمش

2008; Kanost and Clem 2012) . اگرچه ساختار ژنتیکی این

های داخلی آنها به خوبی بررسی شده است اما بازدارنده ها وآنزیم

ی تفاده از حشرات زنده تاکنون بررسسسازی آنها با ازمان فعال

اصی در نده اختصدارباز، سه در پژوهش حاضرنشده است. 

نزدیک بهم انتخاب شدند تا کلیاتی از  فواصل زمانی محدود و

ر بیوشیمیایی( )از نظپروتئازهای سازی و نوع سرینزمان فعال

شدن را مشخص کرده ونقش آنها را بر فعالیت در ملانیزهثر ؤم

را بر فعالیت  AEBSF.HClتاثیر  1شکل سیداز نشان دهند. کافنل

 اکسیداز نشانوتریپسین، الاستاز و فنلسین، کیمریپی تئازهاپروت

فعالیت تریپسین در  ،دقیقه ۶0تا  1های زمانی در بازهدهد. می

ا نسبت داری رکاهش معنی AEBSF.HClشده با زریقلاروهای ت

دقیقه به  180و  1۲0ازه زمانی بشاهد نشان داد. این کاهش در دو 

<fD, .5879: FPr :5 ,12 ,، 1ح شاهد بازگشت )شکل سط

p≤0.0001.) 

نتایج مشابهی در مورد فعالیت کیموتریپسین در لاروهای تزریق 

ابل توجه این بود که در مورد ق شده به دست آمد اما نکته

تریپسین کمترین  لیتفعاتزریق دقیقه پس از  15و  1پسین تری

دقیقه پس از  1مقدار خود را نشان داد اما در مورد کیموتریپسین 

 :66.73Pr>F ,، 1ه شد )شکل ت آنزیم مشاهدتزریق کمترین فعالی

0.0001≤, p12, 5: fD). آنزیم  تیاین بازدارنده هیچ تاثیری بر فعال

<1660.7F: Pr ,، 1زمانی نداشت )شکل  هایالاستاز در تمام بازه

0.51≤, p12, 5: fD .)پره شمشاد با تزریق لاروهای شب

AEBSF.HCl در اکسیداز فنل دار فعالیت آنزیمسبب کاهش معنی

های زمانی نسبت به شاهد شد اگرچه فعالیت این آنزیم همه بازه

های دیگر افزایش دقیقه پس از تزریق نسبت به بازه 180و  1۲0

f, D50.99>F: Pr :5 ,12 ,، 1شکل داری را نشان داد )معنی

p≤0.0001.) AEBSF.HCl  آب است که سبب ترکیبی محلول در

ه ویژه تریپسین و ای سرین بپذیر پروتئازهمهار برگشت

شود. این ماده به دلیل داشتن گروه عاملی میکیموتریپسین 

سولفونیل فلوراید با گروه هیدروکسیل موجود در مکان هدف 

 شودداده و سبب مهار آنها می اکنش نشانپروتئازهای سرین و

(Powers et al. 2002) .که حاضر مشخص شد  در پژوهش

فعالیت تریپسینی  AEBSF.HClلاروهای تزریق شده با 

وکیموتریپسینی کمتری نسبت به لاروهای شاهد داشتند که 

فنل سامانه پیششدن این دو آنزیم در فعال نقشدهنده نشان
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 ۶0تا  1های زمانی ها در بازهزیمفعالیت آناکسیداز است. کاهش 

است  همولنفآنها با پروتئازهای  عدهنده واکنش سریدقیقه نشان

دقیقه  180و  1۲0های زمانی یت آنها در بازهاما بازگشت فعال

برد تواند به دلیل سنتز مضاعف پروتئازها توسط لارو برای پیشمی

شدن  در فعالدو آنزیم از آنجایی که این  باشد.های دفاعی پاسخ

ل اکسیداز فنل اکسیداز نقش دارند، کاهش فعالیت فنسامانه پیش

دهنده مهار سرین انشن AEBSF.HClدر لاروهای تزریق شده با 

های زمانی کاهش فعالیت فنل پروتئازهاست بویژه اینکه بازه

یپسین اکسیداز نیز منطبق با کاهش فعالیت تریپسین و کیموتر

تواند به لاستاز در این پژوهش نیز میار آنزیم اعدم مه است.

پره شمشاد و شب همولنفلیدی در تفاوت ساختاری الاستاز تو

که مورد  برای مهار این آنزیم باشد AEBSF.HClعدم کارایی 

 .Powers et alو  Gold and Fahrney (1964)های اخیر با یافته

وتریپسین، های تریپسین، کیمدر کارایی مهار آنزیم (2002)

 کالیکرین، پلاسمین و ترومبین مطابقت دارد.  

به ترتیب بازدارنده  TPCKو  TLCKدو ترکیب  

پسین وکیموتریپسین هستند که به یاختصاصی پروتئازهای تر

آنزیم متصل شده و با  اسیدآمینه هیستیدین در سایت فعال این دو

 شوندمیآنزیم ن سبب مهار برگشت ناپذیر آلکیله کردن آ

Malthouse and Scott 1983) در پژوهش حاضر، تزریق .

میکرومول هر کدام از این  5غلظت پره بید با لاروهای شب

های تریپسین، کیموتریپسین و در آنزیم مهاربب س ،هابازدارنده

باعث  TLCKترکیب . (3و  ۲)شکل  نهایت فنل اکسیداز شد

 ۶0و  30، 15 ،1های زمانی کاهش فعالیت آنزیم تریپسین در بازه

دقیقه پس  180و  1۲0دقیقه پس از تیمار شد اما در دو بازه زمانی 

 :f, D.171Pr>F :5 ,12 ,، ۲از تزریق به سطح شاهد رسید )شکل 

p≤0.0001.) اکسیداز در لاروهای بطور مشابه، فعالیت آنزیم فنل

داری های زمانی بطور معنینیز در این بازه TLCKتزریق شده با 

دقیقه پس از تزریق  15قل فعالیت آنزیم فت اما حداکاهش یا

دقیقه به مقدار شاهد بازگشت  180 مشاهده شد اما در بازه زمانی

 (. p12, 5: f, D84.89: >FrP ,≥0.0001، ۲)شکل 

 دار فعالیت کیموتریپسین در همهسبب کاهش معنی TPCKتزریق 

 ندقیقه شد اما کمتری 180مانی پس از تزریق به جز های زهباز

 :Pr>F، 3دقیقه پس از تیمار مشاهده شد )شکل  1فعالیت آنزیمی 

0.0001≤, p12, 5: fD, 3.163.) اکسیداز نیز در فعالیت آنزیم فنل

 30و  15، 1های زمانی در بازه TPCKلاروهای تزریق شده با 

ه بازه زمانی دیگر به مقدار شد اما در سدقیقه پس از تیمارمشاهده 

 (. :p12, 5: f, D35.11Pr>F ,≥0.0001، 3شاهد بازگشت )شکل 

آمیزی زدارنده به طور موفقیته هر دو باک دهنداین نتایج نشان می

خاص تریپسین و قادر به مهار فعالیت سرین پروتئازی و به طور 

وده ودر پره شمشاد بلاروهای شب همولنفکیموتریپسین در 

در پی  توانند سبب مهار آنها وهای ابتدایی پس از تزریق مینزما

مانی های زبازه راکسیداز شوند. اما بازگشت فعالیت آنزیم دآن فنل

به دلیل افزایش تواند میدقیقه پس از تزریق  180انتهایی به ویژه 

این پروتئازها توسط لارو جهت تکمیل فرآیند ملانیزاسیون  سنتز

ه مهار آنزیم تریپسین در فواصل زمانی بیشتر با توجه ب. باشد

توان استنباط کرد که در میان انواع نسبت به کیموتریپسین می

شناسایی  همولنفکه از نظر مولکولی در وتئازهایی رپسرین

ها نزدیکترند، ی به تریپسیناند، آنهایی که از نظر بیوشیمیایشده

ه شمشاد دارند. پرلارو شب های دفاعیتری در پاسخنقش پررنگ

 1از طرف دیگر بیشترین مهار آنزیم کیموتریپسین در بازه زمانی 

ن آنزیم در فعال کردن ر اهمیت ایگنتواند بیادقیقه پس از تیمار می

سرین  نقش گروهی از لاروها باشد. همولنفجریان پروتئازی در 

وسط ت همولنفها در القای روند پروتئازی پروتئازهای پروانه

Gorman et al. (2007)  وWang and Jiang (2007)  مشخص

پس از  HP14کننده شده است. در این حشرات، پروتئاز تنظیم

گر به هموسل فعال شدن و سبب فعال شدن های بیمارچرورود قا

 شود.اکسیداز میکننده پیش فنلو پروتئازهای فعال HP21پروتئاز 
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لاروهای  همولنفاکسیداز بر فعالیت سرین پروتئازها و فنل  AEBSF.HCl [4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride]تاثیر تزریق  -1شکل 

Cydalima perspectalis .اند.حروف مختلف نشان داده شدهبا نی زماه ازمقادیر مشخص شده در هر بهای آماری در بین تفاوت 
Fig. 1.  The effect of AEBSF.HCl [4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride] injection on the activities of serine proteases 

and phenoloxidase in the hemolymph of Cydalima perspectalis larvae. Statistical differences have been marked with different letters among 

values give in time intervals (Tukey’s test, p ≤0.05). 
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. Cydalima perspectalisلاروهای  همولنفکسیداز ابر فعالیت تریپسین و فنل  TLCK [tosyllysine chloromethyl ketone hydrochloride]تاثیر تزریق -۲شکل 

 اند.شان داده شدهنلف زمانی با حروف مختهای آماری در بین مقادیر مشخص شده در هر بازه تفاوت

Fig. 2.  The effect of TLCK [tosyllysine chloromethyl ketone hydrochloride] injection on the activities of trypsin-like protease and 

phenoloxidase in the hemolymph of Cydalima perspectalis larvae. Statistical differences have been marked with different letters among 

values give in time intervals (Tukey’s test, p ≤0.05). 
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های فاوتت .Cydalima perspectalisلاروهای  همولنفاکسیداز بر فعالیت کیموتریپسین و فنل TPCK [tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone] تزریقتاثیر  -3شکل 

 اند.بین مقادیر مشخص شده در هر بازه زمانی با حروف مختلف نشان داده شده آماری در
Fig. 3.  The effect of TPCK [tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone] injection on the activities of chymotrypsin-like protease and 

phenoloxidase in the hemolymph of Cydalima perspectalis larvae. Statistical differences have been marked among values give in time 

intervals (Tukey’s test, p ≤0.05). 

 

 

کارایی سه بازدارنده سنتزی سرین دهنده اناین پژوهش نش تایجن

اکسیدازی پروتئازها در مهار فعالیت پروتئازی و در پی آن فنل

رد که این پروتئازها پره شمشاد بود. البته باید ذکر کشب ایلاروه

شوند نیز مهار می همولنفهای داخلی موجود در توسط بازدارنده

وجود  بدندر  که آلودگیز در مواقعی اکسیداتا از اثرات مضر فنل

مشهورند که در کرم  ها به سرپینندارد اجتناب کنند. این بازدارنده

ی از اند که تعدادشناسایی شده ۶تا  1ی اهشاخدار توتون سرپین

آنها سبب مهار مستقیم سرین پروتئازها و تعدادی سبب مهار 

 .Jiang et al) دشونکننده سرین پروتئازها میعوامل پروتئنی فعال

2003a, 2003b; Zhu et al. 2003; Wang and Jiang 2004; 

Kanost and Clem 2012)در کنترل  هیژ. اما از دیدگاه کاربردی بو

پروتئازها حایز اهمیت است. چنانچه میکروبی آفات، مهار این 

 أمنشهای اختصاصی درگیر با ها یا بازدارندهبتوان از این بازدارنده

راه عامل میکروبی وارد بدن حشره هدف هیه کرد و همطبیعی ت

، میزبان قادر به  همولنفروتئازی کرد، به دلیل اختلال در سامانه پ

های ایمونولوژیک ی مناسب نبوده و بسیاری از سازوکارنمایپاسخ 

سنتز پپتیدهای  وهای ایمنی آن همچون ملانیزاسیون، انتقال سیگنا

ین لازم است ند شد. بنابراضد میکروبی دچار اختلال خواه

های زیادی در این خصوص انجام گیرد و ضمن معرفی پژوهش

را به فرمولاسیون  یایهعامل میکروبی کارآمد چنین بازدارندهیک 

دست پره شمشاد شببه کنترل پایدار و کارآمد اضافه کرد تا آن 

 یافت.
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Abstract 

Protease cascade in insect hemolymph is important in proper response against invading 

microorganisms and parasitoids. Serine proteases lead to the induction of antimicrobial 

peptide syntheses and phenoloxidases. In the current study, the effects of the least 

concentration of the three specific inhibitors of serine proteases including AEBSF.HCl [4-

(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride], TLCK [tosyllysine chloromethyl 

ketone hydrochloride] and TPCK [tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone] were evaluated 

on the activities of trypsin, chymotrypsin, elastase and phenoloxidase of Cydalima 

perspectalis larvae. The 5 µM concentration of AEBSF.HCl lead to the significant decrease 

of trypsin, chymotrypsin and phenoloxidase activities at the time intervals of 1, 15, 30- and 

60-min post-injection while the activities reached to the value of control after 120 and 180 

min. The inhibitor showed no significant effect on elastase activity. The 5 µM 

concentration of TLCK also decreased the activity of trypsin at the time intervals of 1, 15, 

30- and 60-min while the activity of phenoloxidase decreased at all-time intervals except 

for 180 min post-injection which the least value was obtain after 15 min of injection. TPCK 

decreased the activity of chymotrypsin at all-time intervals following injection except for 

180 min in which the least activity was recorded after 1 min. This inhibitor decreased the 

activity of phenoloxidase at the time intervals of 1, 15 and 30 min after injection while no 

significant differences were observed at other time intervals. These results demonstrate the 

important role of serine proteases in induction of phenoloxidase within C.perspectalis 

larvae. Inhibitors used in this study can prevent effective immunity of insects by stopping 

the serine protease process in insect hemolymph and increase the sensitivity of larvae 

against pathogen. In other words, the use of these compounds improves the effective 

control of pests through microbial control. 

Keywords: Cellular immune system, Cydalima perspectalis, Phenoloxidase, Serine 

protease 
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