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  چکيده

عنوان روشي تواند بهباشد و مهار اين آنزيم ميهاي کليدي در رشد و ايمني حشرات مي، يکي از آنزيم)EC 1.14.18.1(اکسيداز  آنزيم فنل

، يکي از آفات مهم درختان توت در شمال (Glyphodes pyloalis Walker) خوار توت پره برگشب. يردجديد براي کنترل آفات مورد استفاده قرار گ

خوار پره برگاکسيداز از همولمف شبدر اين تحقيق، آنزيم فنل. کندايران است که با تغذيه از برگ توت در پرورش کرم ابريشم اختلال ايجاد مي

وزن ملکولي دو ايزوفرم آنزيم با استفاده . مونيوم، کروماتوگرافي ژل و کروماتوگرافي تبادل يوني خالص شدتوت با استفاده از رسوب با سولفات آ

هگزيل رسورسينول از نوع -۴ها نشان داد که روش مهارکنندگي اثرات بازدارنده. دست آمدکيلودالتون به ۵۳/۷۰و  ۶۶/۶۹ترتيب به SDS-PAGEاز 

هاي آنزيمي نشان داد که اسيديته مطلوب و چنين، بررسي ويژگي هم. باشدرات و کوجيک اسيد از نوع مختلط ميرقابتي و اما براي کوئرسين هيد

دقيقه پايدار  ۳۰درجه سلسيوس تا  ۵۰و  ۴۵، ۴۰درجه سلسيوس بود و آنزيم در دماهاي  ۳۵و  ۷ترتيب برابر با اکسيداز بهدماي بهينه آنزيم فنل

  .داري بر فعاليت آنزيم داشت کاهشي معني +Zn2آنزيم خالص نشان داد که يون هاي فلزي روي اثر يون. بود

 .سازي، مکانيسم مهارکنندگياکسيداز، خالص، فنلGlyphodes pyloalis: هاي کليدي واژه
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Abstract 

Insect phenoloxidase (PO) (EC 1.14.18.1) is the key enzyme in development and immunity of insects. Inhibition of this enzyme could 

be a new target for pest control. The lesser mulberry snout moth, Glyphodes pyloalis Walker is an important pest of mulberry trees in north 

of Iran. This pest feeds on mulberry leaves and causes serious problems for the silk industries. In this study, PO from hemolymph of G. 

pyloalis was purified by ammonium sulfate precipitation, ion exchange chromatography and gel filtration. The apparent molecular weights of 

two isoforms were determined by SDS-PAGE as 69.66 and 70.53 KDa. The inhibitory kinetics of PO showed that the mechanisms were 

competitive and mixed inhibition for 4-hexylresorcinol, kojic acid and quercetin, respectively. Optimal pH and maximum temperature for PO 

activity purified from G. pyloalis were 7 and 35 °C, respectively. The purified PO was stable at 40, 45 and 50 ºC for 30 min. The effects of 

different ions on enzyme activity showed that Zn2+ had a significant inhibitory effect. 
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  مقدمه

، )Glyphodes pyloalis Walker(خوار توت پره برگشب

 ـاز آفات مهم درختان توت در شمال ا يکي ران اسـت کـه بـا    ي

جـاد  ياخـتلال ا  شـم يه از برگ توت در پـرورش کـرم ابر  يتغذ

ن آفـت مـورد   يآلوده به فضولات ا يهاکه برگ يزمان. کند يم

بوسـت  ي يمـار يجاد بيرد، باعث ايگيشم قرار ميه کرم ابريتغذ

ه ي ـزبـان ثانو يعنـوان م ن آفت بـه ين، ايچن هم. شود يها مدر آن

بـه کـرم    يماريپاتوژن عمل کرده و باعث انتقال ب يهاروسيو

اســتفاده از ). Watanabe et al., 1988(شــود يشــم مـ ـيابر

ل ي ـدلخـوار تـوت بـه   پـره بـرگ  کنترل شب يها برا کش حشره

 يشم، با مشکلاتيه کرم ابريتغذ يتوت برا يها استفاده از برگ

انـده  قيمباتوجه به مسأله احتمال وجـود با  امروزه،. همراه است

پاشـي نامناسـب و وارد    ست در اثر سميز طيها در مح کش آفت

ها بر انسان  ت آنيو در نهايت سم ييبه چرخه غذاها نشدن آ

هــا، کــشاحتمــال بــروز مقاومــت آفــات بــه آفــت و افــزايش

 .باشديآفات مدنظر م يقيت تلفيريتري در مد منيا يها روش

با هدف  يانتخاب ييايميها، استفاده از مواد شن روشياز ا يکي

 انسـان بـه   ياثرگذاري بر حشرات و دارا بودن سميت كـم رو 

 . ر هدف استينوان موجود غع

ستم يون و مؤثر در سيزاسيفعال در ملان يهامياز آنز يکي

 بـه  o-quinoneد ي ـتول. باشـد يداز م ـياکس ـحشرات، فنل يدفاع

در کمــپلکس  يعنــوان مرحلــه آغــازداز بــهياکســله فنــليوســ

) beta-skelerotinization(شــن يزينياسکلروت-بتــا ييايميوشــيب

هسـتند   ييهـا ندين، فرآينون و ملانيز کوسنتيب. شود يشناخته م

فـا  يحشـرات ا  يمن ـيسـتم ا ين نقش مهم در رشد و سيکه چند

  داز در ياکســـفنـــل .(Ashida and Brey, 1995)کننـــد يمـــ

  خـــوار تنبـــاکو ل کـــرم جوانـــهيـــاز حشـــرات از قب يبرخـــ

(Helicoverpa virescens) )Ourth, 1998(،  پشـهAedes aegypti L. 

)Burks and Fuchs, 1995(، يخانگ مگس)Musca domestica L.( 

)Hera et al., 1993( ، مگس سـرکه )Drosophila melanogaster 

Meigen) (Fugimoto et al., 1993(،  ده کلـم يسـف )Pieris rapae 

L.) (Xue et al., 2006; Wang et al., 2007( يپـره هنـد  ، شـب 

)Plodia interpunctella Hübner( )Hartezer et al., 2005(، 

، )Sarcophaga bullata Parker  )Chase et al., 2000مگــس

Ostrinia furnicula Guenée )Feng et al., 2008 (شم بـاف يو ابر 

 يمـورد بررس ـ  (Yan et al., 2009) (Lymantria dispar)نـاجور  

  .اند گرفته رقرا

باشـند   يم ـ يبات مهمي، از ترکيدازياکس فنل يها بازدارنده

مـورد   يو بهداشـت  يش ـيد دارو و مـواد آرا ي ـع توليکه در صـنا 

مـن  يسـت ا يز طيانسـان و مح ـ  يرنـد و بـرا  يگياستفاده قرار م

بنابراين، امـروزه حجـم عظيمـي از     .(Xue et al., 2006)هستند 

کشـف و   يداز رويکس ـام فنـل يمربـوط بـه آنـز    يهـا پژوهش

از . انـد م تمرکـز کـرده  ين آنـز يا يهاعملکرد بازدارنده يبررس

از حشرات مثـل   يناز در برخيروزيکه آنزيم تييطرفي، از آنجا

ک حشـره مـدل، مشـابه آنـزيم     ي ـعنوان دار توتون بهکرم شاخ

نـاز  يروزيت يهارسد بازدارنده نظر مياست، به يناز قارچيروزيت

اکثـر  . ز دارنـد ي ـنـاز حشـرات را ن  يروزيار تمه ـ ييتوانا يقارچ

هاي تيروزينازي، حاوي ساختار فنلي و يا داراي يک مهارکننده

  .(Chen et al., 2005)باشندجزء جدا کننده فلزي مي

اكسـيداز جـدا شـده از    فنـل يگزارش شده است که پل ـ

اكسـيدازي دارد،   فنـل كوتيكول حشرات، فقـط فعاليـت دي  

يداز جدا شـده از همولنـف، فعاليـت    اكسفنلكه پليدرحالي

 ,.Yamaura et al(دهـد  اكسيدازي را هـم نشـان مـي   فنلمنو

موجود در كوتيكـول ميگـو، هـر دو     اكسيدازفنلپلي ).1980

). Sugumaran and Kanost, 1993( دهـد فعاليت را نشان مـي 

نشـان داده اسـت    (In vivo)ط زنده يقات در شرايج تحقينتا

عنـوان   ، بـه )hexylresorcinol-4(نول يل رسورسيهگز- ۴که 

خـوار  پره برگشب يداز، براياکس فنل يهااز بازدارنده يکي

منظور بنابراين، به). Sharifi et al., 2012(باشد يم يتوت سم

م يق آنــزيــن تحقيــايــن آنــزيم، در ا يهــايژگــيبررســي و

 يهــايژگــيو و يســازن حشــره خــالصيــداز اياکســ فنــل

 يسـم بازدارنـدگ  ين، مکانيچن هم. شد نييآن تع ييايميوشيب

 يمورد بررس ـ يدازياکس فنل يهام توسط بازدارندهين آنزيا

  .قرار گرفت
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  روش بررسي

 DEAEو  Sephacryl 100-HR يهـا ني ـرز: ييايميمواد ش

SepharoseTMfastflow  از شـــرکتGE healthcare ــولفات ، سـ

ل يــمتيک، ديد فســفريوم، دوپــامين هيدروكلرايــد، اســيــآمون

د از شـرکت مـرک آلمـان و    يک اس ـيو کوج (DMF)د يورمامف

چ يآلـدر -گماينول از شرکت س ـيل رسورسيهگز -۴ن، يکوئرس

  . ه شدنديته

پـره  ن مختلـف شـب  يسـن  يلاروها :حشرات يآورجمع

شــم واقــع در يقــات کــرم ابريخــوار تــوت از مرکــز تحقبــرگ

لان يخان در اطراف شهرسـتان رشـت، اسـتان گ ـ   يپس يروستا

 ۲ ين حشره در اتاقک رشد با دمـا يا يلاروها. شد يآورجمع

درصد و دوره  ۶۰±  ۱۰ يوس، رطوبت نسبيدرجه سلس ±۲۵ 

تـازه درخـت    يهـا برگ يساعت رو ۸:۱۶ يکيتار -ييروشنا

 ياز ظـروف مکعب ـ . پرورش داده شد) يموچ ته کنيوار(توت 

 ۵ يهـر ظـرف حـاو   (متـر  يسانت ۱۰ × ۵ × ۱۰شفاف با ابعاد 

 يسن آخر برا يپرورش استفاده شد و لاروها يبرا) عدد لارو

  .ها مورد استفاده قرار گرفتندشيانجام آزما

کاذب قطـع و همولمـف    ين پاياول: ه همولمفينحوه ته

خوار توت بـا اسـتفاده از   پره برگخارج شده از بدن لارو شب

 يهـا نمونـه  .شـد  يآورجمـع  يتريکروليم ۵۰ن ييمو يها لوله

وس يدرجـه سلس ـ  -۲۰زر ي ـبه فر يآورهمولمف بعد از جمع

 ۱۰مدت وس بهيدرجه سلس ۴ يسپس در دما. دنديمنتقل گرد

 بـه  يـي ع رويوژ و مـا يفيقه سـانتر يدور در دق ۱۳۰۰۰قه در يدق

   .(Wang et al., 2007)م استفاده شد يعنوان منبع آنز

ــرا  ــترا ب ــول سوبس ــنجش فعال يمحل ــس ــزي م يت آن

مولار  ميلي ۶۰ا غلظت محلول اوليه سوبسترا ب: دازياکس فنل يد

در بـافر  ) g/mol۶/۱۸۹با وزن مولکـولي (دوپامين هيدروكلرايد 

 DMF (۲(د ي ـل فورمامي ـمتي، د :۷pHمولار با ميلي ۵۰فسفات 

ــد ــي ۵و  )v/v( درصــ ــولار ميلــ ــمت-MBTH )۲مــ -۳ل يــ

تهيه شد و از ايـن محلـول بـراي تمـام     ) درازونيازولوهيبنزوت

  ). Robb, 1984(ها استفاده گرديد سنجش

 ـفنـل يم ديت آنزيسنجش فعال م يآنـز فعاليـت  : دازياکس

ــفنـــليد ــابق روشياکسـ بـــه روش ) Robb  )۱۹۸۴داز مطـ

 مـدل در ي ـر تي ـکروپليم دسـتگاه  لهيوس ـاسپکتروفتومتري بـه 

Microplate reader Stat Fax 3200®    در دماي محيط بـا رديـابي

 ۱۰محيط سنجش شامل . تعيين شد nm۴۹۰افزايش جذب در 

محلول تازه سوبسـترا   تريکروليم ۵۰ محلول آنزيمي،تر يرولکيم

 بـه . بـود   :۷pHمولار بـا  يليم ۵۰بافر فسفات  تريکروليم ۴۰و 

 M-1.cm-1ضـريب خاموشـي  آنزيمـي، از  فعاليـت  منظور تعيين 

کرومـول  يفعاليت بر اساس م. براي محصول استفاده شد ۳۷۰۰

  .ن ارائه شديگرم پروتئيليقه بر ميمحصول بر دق

رويي حاصـل از  محلول: دازياکسم فنليآنز يسازخالص

 ۸۰سن آخر با آمونيوم سولفات  يهاسانتريفيوژ همولمف لارو

سـاعت   ۵-۴مـدت  سپس، به. درصد روي يخ رسوب داده شد

  صــورت ثابــت قــرار گرفــت و پــس از آن، درخچــال بــهيدر 

g ×۷۰۰۰ د، سـپس قسـمت   يوژ گرديفيقه سانتريدق ۳۰مدت به

تر از بـافر  يليليک مين در يه شده و رسوب پروتئيتخلن يرونش

ساخت شـرکت  (مخصوص  يهاحل و در كيسه pH :۷س يتر

 يهـا نيتواند پروتن يمتر که م يليم ۲۳چ به قطر يآلدر-گمايس

 pore size: 12,000 Da(داردلو دالتون را در خود نگهيک ۱۲ يبالا

MWCO(زيالي ـسـاعت در معـرض همـان بـافر د     ۲۴مدت ، به  

  .(Wang et al., 2007)ض بافر شد يبار تعو ۳

 ـون و تبادل يلتراسيژل ف يکروماتوگراف  ـبـا رز : يوني ن ي

Sephacryl 100-HR  انجام شد(Wang et al., 2007) ني ـو از رز 

DEAE SepharoseTM  fast flowـبـا تکن  يسـاز  خـالص  يبرا  ک ي

حاصــل از ســتون  يهــا ١فرکشــن. اســتفاده شــد يونيــتبــادل 

، در يم ـيت آنزي ـن فعاليون با بالاتريلتراسيژل ف يفکروماتوگرا

ــادل  ــســتون تب ــا اســتفاده از . شــد يبارگــذار يوني ســپس، ب

مــولار  ۵/۰و  ۴/۰، ۳/۰، ۲/۰، ۱/۰، ۰۵/۰ ينمکــ يهــا غلظــت

 يتــريل يلــيک مي ـ يهــا م از ســتون خـارج و در فرکشــن يآنـز 

  . شدند يآور جمع

ظـور  من بـه : ميت آنزيفعال ينه برايبه يو دما pHن ييتع

 يهـا pHم فنل اكسيداز، ابتـدا  يت آنزيفعال يرو pHاثر  يبررس

                                                 
-۱ Fraction 
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فسـفات  -نيسيگلا -کيبا بافر مخلوط است ۱۲تا  ۳مختلف از 

م از يت آنـز ي ـفعال يري ـگانـدازه  يبـرا . ه شديمولار تهيليم ۵۰

 ين، اثـر دماهـا  يچن ـ هم. دياد شده استفاده گرديروش سنجش 

ــف  ) وسيجــه سلســدر ۸۵و  ۷۵، ۶۵، ۵۵، ۴۵، ۳۵، ۲۵(مختل

 ـبـه ا . شـد  يته مطلوب بررس ـيديم در اسيت آنزيفعال يرو  ني

ش را درون يمـورد آزمـا   يهـا صورت که مخلوط همه محلول

مور نظر قرار  يقه در دمايمدت پنج دقخته و بهيوپ ريکروتيم

  . نانومتر خوانده شد ۴۹۰گرفت و سپس جذب در طول موج 

 ـم يبررس  ـزان پاي هـر   در داخـل  :ميآنـز  ييدمـا  يداري

تـر  يکروليم ۱۰و   :۷pHتر بافر فسفات يکروليم ۹۰وپ يکروتيم

، ۲۰، ۱۵، ۱۰، ۵، ۳، ۱مـدت صـفر،   ب بهيترتخته و بهيم ريآنز

تـر از  نييدرجه بـالاتر و پـا   ۵نه و يبه يقه در دمايدق ۶۰و  ۳۰

پـس از گذشـت   . (Yapi et al., 2009)نه قرار داده شد يبه يدما

زا يت الايوپ در چاهک پليوتکريات ميمدت زمان مقرر، محتو

خته و به آن محلول سوبسترا اضافه و جذب در طـول مـوج   ير

 . وسته خوانده شديصورت پنانومتر به ۴۹۰

: هـا  م توسط بازدارندهيآنز يسم بازدارندگيمکان يبررس

 I25و  I50 يهـا ، اثـر غلظـت  يسم بازدارنـدگ يجهت تعيين مکان

ــ ــن، کوجيکوئرس ــي ــهگز-۴د و يک اس ــي  يول رونيل رسورس

 ,.Yan et al)شـد   يم خـالص بررس ـ يآنـز  يکينتيک يپارامترها

مختلـف   يهـا ن دو غلظت بازدارنـده در غلظـت  ياثر ا. (2009

ــيم ۵و  ۱۰، ۱۵، ۳۰، ۶۰، ۸۰، ۱۰۰(سوبســترا   يرو) مــولار يل

شــد، ســپس، بـا محاســبه ثابــت   يداز بررس ـياکســم فنــليآنـز 

م در يآنـز  (Vmax)و حـداکثر سـرعت    (Km)منـتن  -ميکائيليس

 يحضور بازدارنـده، نـوع مكانيسـم مهارکننـدگ    حضور و عدم

  .م مشخص گرديديآنز

 ـفعال يهاي فلزي روونياثر  يبررس  يبـرا : ميت آنـز ي

اكسـيداز، ابتـدا    م فنـل يت آنزيهاي فلزي بر فعالونياثر  يبررس

تـر بـافر   يلکـرو يم ۵۰تر نمونه، يکروليم ۱۰در داخل هر چاهک 

هـاي   ونيتر از هر کدام از غلظت يلکرويم ۴۰و  :pH  ۷فسفات 

اتـاق انكوبـه شـد،     يقه در دمـا يدق ۱۰مدت فلزي، اضافه و به

ن ي ـدر ا. م انجام گرفـت يت آنزيه مراحل مانند سنجش فعاليبق

م يآنـز  يمـولار رو يل ـيم ۲۰و  ۵ها در دو غلظـت  ونيق يتحق

  . (Liu et al., 2006)شد  يبررس

ها، موجود در نمونهن يزان پروتئيم: تعيين غلظت پروتئين

 بـه  ين سـرم گـاو  يبراساس روش برادفورد با استفاده از آلبوم

 ).Bradford, 1976(ن زده شد يعنوان استاندارد تخم

:  SDS-PAGEداز و الکتروفورز ياکسفنليموگرام ديزا

 ۴درصد و ژل متراکم کننده  ۱۰موگرام از ژل جداکننده يدر زا

کتروفـورز، ابتـدا ژل در   پـس از انجـام ال  . درصد استفاده شـد 

مدت يك سـاعت روي شـيكر   به% ۵/۲تون يترا يمحلول حاو

 ۱۲مـدت  قرار داده شـد و سـپس درون محلـول سوبسـترا بـه     

گاه، ژل با آب مقطـر  آن. قرار گرفت يکيط تاريساعت در شرا

 ينـه صـورت  يره در زميبه رنگ ت ين بار شستشو و باندهايچند

وپ ي ـکروتير هـر م د SDS-PAGEدر . ژل مشخص شدند يرو

تـر بـافر نمونـه    يکروليم ۷تر نمونـه بـه اضـافه    يکروليم ۲۵-۳۰

قه آن را جوشـانده  يدق ۵مدت خته بهيبا مرکاپتواتانول ر يياياح

  . شدند يو در چاهک ژل بارگذار

ا چهار تکـرار  يها در سه  شيآزما: يل آماريه و تحليتجز

مـل  هـا در قالـب طـرح کا   ل دادهي ـه و تحلي ـتجز. انجام شدند

درصـد و بـا    ۵در سـطح   يبا استفاده از آزمـون تـوک   يتصادف

  .انجام شد SAS) ۱۹۹۷(افزار  نرم
  

  نتيجه و بحث

از موجـودات شـامل    يعيف وس ـيداز در طياکسم فنليآنز

سـتم  ين سيا. وانات وجود دارديها و حسميکروارگانياهان، ميگ

حشـره دارد و   يمن ـيدر رشـد و نمـو و ا   ينقش مهم ـ يميآنز

با توجـه بـه   . ها باشداز بازدارنده يند مکان هدف تعدادتوا يم

حشـرات و فـراهم آوردن    يمن ـيستم ايم در سين آنزيت اياهم

پـره  م مـوردنظر از شـب  يق آنـز ي ـن تحقي ـه، در اي ـاطلاعات پا

آن  ييايميوش ـيب يهـا يژگ ـيو و يسـاز خوار توت خالص برگ

  . قرار گرفت يمورد بررس

 ـ م فنـل يآنز يساز خالص ج حاصـل از  يتـا ن: دازياکس

داز موجــود در همولمــف ياکســ آنــزيم فنــل يســازخــالص
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مختلـف در جـدول    يهاکيپره توت با استفاده از تکن شب

ون، هر بار يلتراسيدر روش ژل ف. ک نشان داده شده استي

فرکشـن   ۲۵و  يتر از نمونه در ستون بارگذاريکروليم ۵۰۰

سـپس، توسـط دسـتگاه    . شـد  يآورجمـع  يتـر يليليک مي

 يريگن هر فرکشن اندازهيزان جذب پروتئيتروفتومتر ماسپک

ت ي ـزان فعالين ميترشيب يکه دارا يفرکشن). ۱Aشکل(شد 

ــدر ســتون تبــادل ) ۱۲فرکشــن(بــود  ــه يوني ــمب  ۸۰۰زان ي

- و ستون ابتدا با بافر بـدون نمـک بـه    يتر بارگذاريکروليم

 ينمک ـ يهـا شو و پس از آن، با غلظـت وعنوان بافر شست

ج نشـان داد کـه فقـط در دو    ينتـا . شو شـد ومختلف شست

م مشاهده يت آنزيفعال) بدون نمک(شو  و فرکشن بافر شست

ه ي ـت در دو فرکشـن اول ي ـوجـود فعال ). B ۱شکل (شود يم

م ين آنـز ي ـدهنـده آن اسـت کـه ا    ، نشـان يوني ـستون تبادل 

مـزاحم   يهانيه پروتئينتوانسته به ستون متصل شود، اما بق

ن موجـود در  ي ـشـده بـه رز   يگـذار موجود در فرکشن بار

 ـاند و از ام جدا شدهيستون متصل شده و از آنز ق ي ـن طري

اسـتفاده از  . م فـراهم شـده اسـت   يآنـز  يساز امکان خالص

 يليم خين آنزينشان داد که ا يونيمختلف تبادل  يها نيرز

ن، جدا کـردن  يوند شدن به رزيدار بوده و در صورت پيناپا

. شوديم ميرفعال شدن آنزيغباعث  ينمک يهاآن با غلظت

ن از سـتون تبـادل   يتر محقق ـشيمنابع، ب يبا توجه به بررس

نظر به. اندم استفاده نکردهين آنزيا يساز خالص يبرا يوني

 يساز در مورد خالص يتنها زمان يونيرسد ستون تبادل يم

م به ستون بانـد نشـده و بـا    يم مناسب است که آنزين آنزيا

  .ستون خارج شود شو از  و  بافر شست

 يسـاز  خـالص  يم طيرفعال شدن آنزيت و غيکاهش فعال

دربـاره   يار کم ـيهـا اطلاعـات بس ـ  سبب شده بود که تا مـدت 

ــيو ــايژگ ــا ياختصاصــ يه ــزي ــد  ين آن ــته باش ــود داش م وج

)Sugumaran and Kanost,1993 .(ز مشـخص  ي ـق، نين تحقيدر ا

م در يآنـز  ي، درصـورت نگهـدار  يسـاز  شد که پس از خالص

دا يشدت کاهش پساعت به ۴۸ت آن، پس از يزان فعاليزر ميفر

شــود بلافاصــله پــس از يشــنهاد مــيل، پيــن دليهمــبــه. کــرد

قـرار   يآن مـورد بررس ـ  ييايميوش ـيب يها يژگيو يساز خالص

  .رديگ
  

  خوار توتپره برگاکسيداز از همولمف شب سازي آنزيم فنل مشخصات مراحل خالص -۱جدول 
Table 1. Purification steps of the PO from the hemolymph of Glyphodes pyloalis 

Purification Fold Specific activity (U/mg) Recovery (%) Total protein (mg) Total activity (U) Purification steps 

- 1.35 100 19.21 21.55 Crude extract 

2.1 2.82 5.22 1.45 4.85 Ammonium sulfate 80% 

3.62 4.9 2.18 0.42 1.03 Sephacryl 100-HR 

4.68 6.32 0.45 0.088 0.467 DEAE Sepharose 

  

ــورز  ــوگراميو زا SDS-PAGEالکتروف ــام : م ــس از انج پ

ها در ژل، مشاهده شد کـه  و ظهور باند SDS-PAGEالكتروفورز 

زوفـرم از  يو دو ا) ۲شکل (ن موردنظر خالص شده است يپروتئ

خوار توت وجود دارد که براسـاس  پره برگداز در شبياکسفنل

بر فاصـله  م يموده شده توسط نمونه تقسيفاصله پ( Rfن يرابطه ب

 ين ـيمارکر پروتئ يتم وزن مولکوليو لگار) شده توسط رنگ يط

خوار توت برابـر  پره برگ داز شبياکسفنل يموجود، وزن ملکول

- م فنـل ين، آنزيبنابرا. دست آمدلو دالتون بهيک ۵۳/۷۰و  ۶۶/۶۹با

زوفـرم بـا وزن   يدو ا يخـوار تـوت، دارا  پـره بـرگ   دازشبياکس

ج يبر اساس نتـا ). ۳و  ۲ يهاشکل(هم هستند ک بهينزد يملکول

م به مقـدار  ين آنزيا يوزن مولکول ۲۰۰۶و و همکاران در سال يل

زوفرم، وضعيت فعـال بـودن و گونـه موجـود مـورد      يبه ا ياديز

ل يداز و تبـد ياکسفعال شدن پروفنل يمطالعه وابسته است و برا

رفعـال  يلودالتون از وزن فـرم غ يک ۱۵- ۵داز فعال، ياکسآن به فنل



 ...خوار توت  پره برگ داز همولمف شبياکس ی فنليايميوشيهای ب ژگیين وييسازی و تع خالص: شريفي و همكاران  ۲۱۴

پــارک و همکــاران وزن ). Liu et al., 2006(شــود يآن کــم مــ

را  (Hyphantria cuneaDrury)د اشجار يداز پروانه سفياکسپروفنل

 يلو دالتون محاسبه کرده که با فعال شدن آن، وزن مولکوليک ۸۰

ن ي ـا يوزن ملکـول . رسـد يلو دالتون م ـيک ۷۰م موردنظر به يآنز

جـدا   يط ـ. و دالتـون اسـت  ل ـيک ۶۰تر از م در حشرات بيشيآنز

داز موجود در کل بدن لارو ياکسمربوط به پروفنل cDNA يساز

 ۹۶۷م از ين آنــزيــد اشــجار، مشــخص شــد کــه ايپروانــه ســف

لـو دالتـون   يک ۲/۸۰آن  يل شـده و وزن مولکـول  يد تشکينواسيآم

 ۱۹۹۵هـال و همکـاران در سـال    ). 1997et al Park ,.(باشـد  يم

داز کرم شاخدار توتون را با اسـتفاده از سـتون   ياکس م پروفنليآنز

ــيژل ف ــالص) Sephacryl S-100(ون يلتراسـ ــوده و وزن  خـ نمـ

 Hall et(اند لو دالتون گزارش کردهيک ۱۰۰باً يآن را تقر يمولکول

al., 1995 .(   بـا انجـام شـش     ۱۹۹۷کووان و همکـاران در سـال

بـا   Holotrichia omphaliaداز ياکسفنل يرو يسازمرحله خالص

ن ي ـا يوني ـون و تبـادل  يلتراس ـيژل ف يهـا کياز تکن يامجموعه

لـو دالتـون   يک ۷۹آن را  يم را خالص كردند و وزن مولکـول يآنز

بـا اسـتفاده    ۲۰۰۴ژوفلاتـو و همکـاران در سـال    . تخمين زدند

داز موجـود در  ياکسفنل Sepharose CL-6Bون يلتراسيستون ژل ف

آن  يکرده و وزن مولکـول  يساز همولمف زنبور عسل را خالص

 يبرخ). Zufelatoa et al., 2004(اند ن زدهيدالتون تخم لو يک ۷۰را 

  Sephadexون يلتراس ـيز بـا اسـتفاده از سـتون ژل ف   ين نيقياز محق

G-100 داز موجود در کـل بـدن   ياکسم فنليب آنزيترتتند بهتوانس

 Spodoptera exiguaو   P. rapae،L. dispar يهـا پروانه يلاروها

Hübner ييايميوش ـيب يهـا يژگينموده و و خالص يرا تا حدود 

ــ  ;Xue et al.,2006;Yan et al., 2009(نــد ينما يآن را بررس

Wang et al., 2010.(  

 ـم فنـل يت آنزيفعال يرو pHاثرات  يبررس اثـر  : دازياکس

pH اتاق نشـان داد کـه    ياكسيداز در دما م فنليت آنزيفعال يرو

ن يشـتر يب pH: ۷د شده دريتول) دوپاکروم(زان محصول واکنش يم

ت يزان فعاليوب، ممطل pHتر از نييا پايبالاتر  pHدر. مقدار است

م در يت آنـز ي ـزان فعالي ـکنـد و م يدا م ـيشدت کاهش پم بهيآنز

۱۱pH  ۴شکل(رسد يدرصد م ۳۰به کمتر از A.(  

    
 Sephacryl 100-HRژل فيلتراسـيون  -الف. هاي مختلف حاصل از ستون) نانومتر ۲۸۰در (هاي هاي موجود در فرکشنالگوي توزيع جذب پروتئين- ۱شکل 

  است NaClدهنده شيب غلظت  چين نشان خطوط نقطه.  DEAE Sepharose TM fast flowتون تبادل يونيس -ب.. 
Fig. 1. Elution OD profiles at 280 nm from different columns. A. Sephacryl 100-HR gel-filtration chromatography. B. DEAE Sepharose TM fast 

flow ionexchange; Dashedline shows NaCl gradient concentrations 
  

فعال مرتبط با عملكردهاي  يهابر گروه pHكه جايياز آن

كاتاليكي يك آنزيم اثرگـذار اسـت، نتـايج نيـز نشـان داد كـه       

 pHر يشـدت تحـت تـأث   داز بـه ياکس ـت آنزيم فنليسرعت فعال

در آفـت مـورد    L-DOPAز يکاتـال  يمناسب بـرا  pHباشد و  يم

  داز ياکس ـ ت فنـل ي ـفعال يمطلـوب بـرا   pH. باشـد  يم ۷مطالعه، 

M. domestica ــ ــا  ۵/۶ن يب ــف  ۵/۷ت ــراي ش   S. bullataره يو ب

 ,.Hara et al., 1993  ،Wang et al(ن زده شـده اسـت   يتخم ـ ۷

2004 .(Zufelatoa et al. (2004)  نشان دادند کهpH يمناسب برا 
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 ۵/۶ره زنبـور عسـل   يداز خالص شده از همولمف شفياکس فنل

رسـد  ينظر م ـهمولمف، به يبافر يهايژگيعلت وبه. باشديم

ــل داز در همولمــف حشــرات، مخصوصــاً در راســته  ياکســفن

 =۶pHطـور مثـال   بـه . فعال باشد يط خنثيبالپولکداران در شرا

 ،)Bombyx mori L. )Ashida, 1971 شـم يپروانـه کـرم ابر   يبـرا 

، )Galleria mellonella L.)Dunphy, 1991  يبــرا ۵/۷حــدود 

 ,L. dispar )Lee and Anstee يبرا S. littoralis ،۸ يبرا ۷ -۵/۷

نه يبه pHعنوان به Xue et al., 2006( P. rapae( يبرا ۷و ) 1995

گونـه مـورد   بـه  pHزان ي ـن تفـاوت در م يا .گزارش شده است

  Kobayashi(باشـد  يها مربوط م ـگونه يط زندگيمطالعه و شرا

et al., 1995.(  

م يت آنزيفعال يرو ييدما يداريرات دما و پااث يبررس

اكسيداز در  م فنلينتايج حاكي از اين است كه آنز: دازياکس فنل

ت را از خـود  ي ـزان فعالين ميترشيوس بيدرجه سلس ۴۵ يدما

زان ي ـن دما، مين تر از اييدرجه بالاتر و پا ۱۰در . دهدينشان م

 ـا. کنـد يدا م ـي ـدرصد کاهش پ ۲۵تا  ۲۰م ين آنزيت ايفعال ن ي

رسـد  يدرصد م ۴۵تر از شيگر دماها به بيت در ديکاهش فعال

  ).B ۴شکل (

 ۴۵، ۴۰م از سه درجه حـرارت  ين آنزيا يداريجهت بررسي پا

مشاهدات نشان داد كه آنزيم تـا  . وس استفاده شديدرجه سلس ۵۰و 

مانـد و  دار ي ـمـورد اسـتفاده پا   يقه اول در هر سه دمايدق ۱۵حدود 

ک ي ـشدت کاهش فعاليت مشاهده شد تا اينكه پس از هبعد از آن، ب

  ).C ۴شکل (افت يار کاهش يت بسيساعت، درصد فعال

له يوس ـدر بدن موجودات زنده به يکيولوژيب يهاعملکرد

ت ي ـزان فعالي ـش دمـا م يشـوند و بـا افـزا    يز م ـيها کاتـال ميآنز

ش تـا  ين افـزا يابد، اما اييش ميزورها افزاين کاتاليا يکيولوژيب

 ,Nelson(هم نخـورد  م بهيآنز يبعداست که ساختار سه يمانز

شـود  يج مربوط به دما مشاهده م ـيطور که در نتاهمان). 2010

 ۴۵خـوار تـوت   پره بـرگ داز شبياکس فنل يمناسب برا يدما

ت يفعال يمناسب برا يکه دمايباشد درحاليوس ميدرجه سلس

 Zufelatoa( وسيدرجه سلس ۲۰ره زنبور عسل يداز شفياکسفنل

et al., 2004(وس يدرجـه سلس ـ  ۳۵-۳۰مهـاجر   يي، ملخ صحرا

)Cherqui et al., 1996 ( ــانگ ــس خ درجــه  ۵۰-۴۵ يو مگ

اما در اغلب . گزارش شده است) Hara et al., 1993(وس يسلس

 Xue et(د کلم يمربوط به بالپولکداران مثل پروانه سف يهاگونه

al., 2006 ( وH. virescens )Lockey and Orth, 1992 (يدمــا 

وس يدرجـه سلس ـ  ۴۵-۳۵ن يداز بياکسم فنليآنز يمناسب برا

  .باشد يم

  
محلـول اسـتخراجي از مراحـل    SDS-PAGE الكتروفـورز   -۲شـکل  

  .خـوار تـوت  پـره بـرگ  اکسـيداز شـب  سـازي آنـزيم فنـل    مختلف خـالص 

 A :،همولمفB :  ،اشياع با آمونيوم سـولفاتC :  ،ژل فيلتراسـيونD :  مـارکر

 کروماتوگرافي تبادل يوني: Eروتئيني، پ

Fig 2. The SDS-PAGE of PO at different steps of enzyme 

purification from Glyphodes pyloalis.Line A: crude extract; Line B: 

ammonium sulfate; Line C: Sephacryl 100-HR; Line E: DEAE 

SepharoseTM fast flow (2.7 µg protein; PO activity = 7.36 U/mg 

protein); LineD: marker 

  

  
ــکل  ــل -۳ش ــوگرام فن ــف  زايم ــه مراحــل مختل ــوط ب اکســيداز مرب

بعد از : Bهمولمف، : A. خوار توتپره برگسازي فنل اکسيداز شب خالص

  کروماتوگرافي تبادل يوني : Dژل فيلتراسيون، : Cدياليز، 
Fig 3. The zymogram of PO at different steps of enzyme 

purification from Glyphodes pyloalis.Line A: crude extract; Line B: 

ammonium sulfate; Line C: Sephacryl 100-HR; Line D: DEAE 

SepharoseTM fast flow (2.7 µg protein; PO activity = 7.36 U/mg 

protein) 
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هـاي داراي حـداقل يـک    ميانگين*(خوار توت پره برگاکسيداز خالص شده از شبآنزيم فنل (C)عاليت و پايداري دمايي برف (B)، دما pH (A)اثر  -۴شکل 

  ))P < 0.05آزمون توکي (داري با هم ندارند درصد اختلاف معني ۵حرف مشترک از نظر آماري در سطح 
Fig 4. Effects of pH and temperature on activity and thermostability of PO purified from Glyphodes pyloalis (*Different letters (a–e) indicate 

significant differences in relative activity (Tukey’s test, P < 0.05)) 

 

 يداريشود الگوي پايمشاهده م C ۴طورکه در شکلهمان

. اشـد ب انتخابي مشابه مـي  يهر سه دما يداز براياکسم فنليآنز

بـاً  يقـه اول تقر يدق ۳۰اكسـيداز تـا    م فنـل يدر هر سه دمـا، آنـز  

ت خود را حفظ کنـد، امـا   يدرصد از فعال ۸۵توانسته تا حدود 

شدت کـاهش  م بهيت آنزيباره فعالکيم ساعت به يبا گذشت ن

تحقيقـات  . رسـيد درصـد   ۵۰دا كـرده اسـت و بـه کمتـر از     يپ

) Zufelatoa et al., 2004( ۲۰۰۴ژوفلانتو و همکـاران در سـال   

ره زنبور عسـل نشـان   يداز شفياکسفنل ييدما يداريدر مورد پا

م سـاعت  يمطلوب خود حداقل در ن يم در دماين آنزيداد که ا

داز ياکس ـم فنليکند، اما آنزيت خود را حفظ ميباً فعالياول تقر

از مگــس  A3زوفـرم  يو ا) Hara et al., 1993( يمگـس خـانگ  

مـدت  خود را بـه  يداريتواند پايم) Feng et al., 2008( يخانگ

  .وس حفظ کنديدرجه سلس ۴۰ يک ساعت در دماي

 ـهاي فلزي بر فعالونياثرات  يبررس -م فنـل يت آنـز ي

از  يشود برخ ـيمشاهده م ۲طور که در جدول همان: دازياکس

ون يژه يوم دارند، بهيت آنزيفعال يرو ياثر کاهش ييايميمواد ش

دهد و يم را کاهش ميت آنزيصد فعالدر ۷۰که تا  (+Zn2) يرو

م يت آنـز يفعال يرو يدارير معنيهاي فلزي تأثونياز  يتعداد

  .ندارند

سـاختار دوم   يرو يدارير معني، تأثيفلز يهاونياتصال 

م يدارنـد و سـاختار دوم آنـز    يهاي داراي عناصر فلزديپپتيپل

 يدارا Ostrinia furniculaشـده از   يسـاز داز خـالص ياکس ـفنل

sheet-β   درصـد و   ۳۳/۱۴کمتـر ازhelix –α ۲۸/۳۷شـتر از  يب 

بـه   يفلـز  يهـا ونيکه  يرسد هنگام نظر ميبه. باشديدرصد م

شوند، منجر به تجمع  داز خالص شده وارد ميياکسمحلول فنل

م يت آنــزيــش فعاليشــده و باعــث افــزا sheet-β يســاختارها

 ـالبتـه ا ). Feng et al., 2008(گـردد   يم ـ در مـورد   ن موضـوع ي

 . دارد ياز به بررسيخوار توت نپره برگداز شبياکس فنل

داز ياکس ـ ت فنليفعال يرو) mM۲۰( يون فلزين ياثر چند

خوار توت نشان داد که فعاليـت آنـزيم   پره برگهمولمف شب

هـا تـا   وني ـگر يم برابر با شاهد است و ديون کلسيمار با يدر ت

 ـاند و فقط  شدهم يباعث کاهش عملکرد آنز يحدود  يون روي

ر ي ـم تـا ز يآنز يت نسبيسبب کاهش فعال يدار يصورت معنبه

در ). (Yan et al., 2009ان و همکـاران  ي ـ. شـود يدرصـد م ـ  ۲۵

داز پروانـه  يکس ـم فنـل يآنـز  يرا رو يفلز يهاونياثر  يقيتحق

 يشـده، بررس ـ  يسـاز  خـالص  يناجور که تا حدود باف شميبرا

م اثـر  يمثل پتاس ييايقل يهاونيق نشان داد که ين تحقيا. کردند

 ـ . م دارندين آنزيت ايفعال يرو يار جزئيبس  ۴ش از يغلظـت ب

دارد،  يم اثر مهارکننـدگ يت آنزيفعال يزم رويون منيمولار  يليم

م يت آنزيفعال يرو يشيفزاتر از آن اثر انييپا يهااما در غلظت

دارد،  يري ـم اثـر متغ يت آنزيفعال يون مس روي. دهدينشان م

ون، ممکـن اسـت   ي ـن يش غلظت ايا افزايمعنا که کاهش نيبد
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ن يز چنين يون روي .م شوديت آنزيش فعاليا افزايسبب کاهش 

باف نـاجور نشـان   شميرا از خود در مورد پروانه ابر يعملکرد

 يرو يدارير معن ـيدر اکثـر مـوارد تـأث    ون منگنـز ي ـدهد و يم

  .م ندارديت آنزيفعال

  
روي فعاليت فنل اکسيداز  EDTAهاي فلزي و اثر يون -۲جدول

  خوار توتپره برگخالص شده از همولمف شب
Table 2. Effect of metal ions and EDTA on thepurified PO 

from haemolymph of Glyphodes pyloalis 

Compounds Concentration (mM) Relative activity (%) 

Control 0 100 ± 0.003 (a) 

FeCl2 5 70.66 ± 0.007 (bc) 

MgCl2 5 82.4 ± 0.006 (abc) 

BaCl2 5 81.61 ± 0.007(bc) 

KCl 5 76.15 ± 0.004(bc) 

EDTA 5 59.43 ± 0.009 (c) 

MnCl2 5 69.06 ± 0.01(bc) 

CaCl2 5 99.8 ± 0.003 (a) 

Hg2Cl2 5 90.98 ± 0.002(ab) 

CoCl2 5 65.66 ± 0.009(c) 

ZnCl2 ۵5 31.06 ± 0.004 (d) 

هايي که داراي حداقل يک حرف مشترک از نظر آماري در سـطح  ميانگين*

 )P < 0.05آزمون توکي (داري با هم ندارند درصد اختلاف معني ۵

* Different letters (a–c) indicate that the relative activity of enzymes 

is significantly different from each other by Tukey’s test (P < 0.05). 
  

نـده  يم اثـر افزا يون کلس ـياست که ن، گزارش شدهيچن هم

 S. littoralisو  H. virescenrsدازياکس ـم فنـل يت آنـز ي ـفعال يرو

فنگ و . )Lockey and Orth, 1992; Lee and Anstee, 1995(دارد 

ش يم و مس باعـث افـزا  يزيون منيز نشان دادند که يکاران نهم

نظـر  قـت بـه  يدر حق. شوديم O. furnacalisداز ياکسفنل تيفعال

جـاد  يداز بـا ا ياکست فنلينده فعالي، افزايفلز يهاونيرسد  يم

م يت آنزيش فعالين، سبب افزايپروتئ يبعدر در ساختار سهييتغ

  ).Feng et al., 2008(شوند يم

-۴ن و يد، کوئرس ـيک اسيکوج: ها م اثر بازدارندهيانسمک

ــهگز ــي ــدهيل رسورس ــزو بازدارن ــانول ج ــذبرگشــت يه ر يپ

 IC25ق حاضر، اثر يدر تحق). Chang , 2009(داز هستند ياکس فنل

 نول بـه يل رسورس ـيهگز-۴د و يک اسين، کوجيکوئرس IC50و 

خوار تـوت مطالعـه   پره برگداز شبياکس عنوان مهارکننده فنل

باً ثابت بـوده  يتقر Vmaxنول، يل رسورسيهگز-۴در مورد . شد

آن از  ين، مهارکننـدگ يبنـابرا . دا کرده اسـت يش پيافزا Kmاما 

گر، چـون هـر   يباشد و در مورد دو مهارکننده ديم ينوع رقابت

از نـوع   يانـد مهارکننـدگ  دا کـرده ي ـدو پارامتر با هم کـاهش پ 

 ج آزمـون ياس نتـا ن براسيچنهم ).۳جدول (مختلط بوده است 

صـورت  بات بهين ترکيا يب قدرت مهارکنندگيترت يبازدارندگ

باشـد  يد م ـيک اس ـي ـکوج>نيکوئرس>نوليل رسورسيهگز-۴

  ).۴جدول (

ک ي ـون مس واکنش داده و ينول احتمالا با يل رسورسيهگز-۴

ن نـوع  ي ـرسـد ا ينظـر م ـ کند و بهيجاد ميد را ايکمپلکس جد

م آزاد ير را نسـبت بـه آنـز   يرگد يهاميت آنزيفعال يمهارکنندگ

 ب بـه ين ترکيا يمهارکنندگ يپس نحوه. دهدر قرار يتحت تأث

ون مـس موجـود در   ي ـآن با  يارتباط مولکول يصورت برقرار

ن ي ـنان کامل از صـحت ا ياطم يم است و برايگاه فعال آنزيجا

باشـد  يمهار شده م يها ميآنز يمولکول ياز به بررسيموضوع ن

)Chenet al., 2004; Xueet al., 2006 .( کوجيــک اســيد يــک

علـت  مهارکننده تيپيک و شناخته شده تيروزيناز اسـت امـا بـه   

پايداري کم و ميزان اثر مهـاري، اسـتفاده از آن محـدود اسـت     

)Chenet al., 2005 .(عنوان کلاته کننده عناصـر  د بهيک اسيکوج

گـاه فعـال اکثـر    يناقل الکترون مانند آهن و مـس واقـع در جا  

هـا  وني ـن ي ـن مهارکننده با اتصال بـه ا يا. کند يها عمل م ميزآن

شود و از انتقال الکترون بـه   يها مباعث اختلال در عملکرد آن

م را تحـت  يت آنـز يب فعاليترتنيسوبسترا ممانعت کرده و به ا

 ين دارايکوئرس ـ). Kobayashi et al., 1995(دهـد  ير قرار ميتأث

گاه يباشد که به جايداز مياکسلفن يساختار آنالوگ با سوبسترا

 يشود و در آنجا مانع اتصال سوبسـتراها يم منتقل ميفعال آنز

خـود بـاز    يع ـيت طبي ـهـا را از فعال آن يشود و تا مدتيآزاد م

  ).Chenet al., 2005(دارد  يم
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Table 3. Kinetic parameters of 4 the purified PO from hemolymph of Glyphodes pyloalis in the presence  
of -hexylresorsinol, kojic acid and quercetin on 

Inhibitors Inhibitor concentration (µM) Vmax (µmol/min) Km (mM) Inhibition type 

Control 0 0.15 98.89  

4-Hexylresorsinol IC50= 4.35 0.142 129.95* Competitive 

 IC25= 0.833 0.147 108.85*  

Kojic acid IC50= 25.89 0.07* 65.56* Mixed 

 IC25= 7.7 0.1* 78.94*  

Quercetin IC50= 17.39 0.06* 44.66* Mixed 

 IC25= 5.6 0.09* 38.28*  

  )t- studentآزمون (دار با شاهد در سطح يک درصد داراي تفاوت معني*

  

 ين نقـش مهارکننـدگ  يدهد که کوئرسيها نشان مگزارش

باف ناجور شميداز ابرياکسم فنليعملکرد آنز يرو يتوجهقابل

 (Catechol)که کتکـول   ين مهارکننده زمانيا IC50زان يدارد و م

 ۰۷۶/۰عنـوان سوبسـترا مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت،        به

 يرقـابت  ياثر مهارکنندگ ين، دارايچن باشد و هميمولار م کرويم

تـر  يمـولار بـر ل  يل ـيم ۷۱/۲۱آن  يز بوده که ثابت مهارکنندگين

ج مـا نشـان   يامـا نتـا  ). Yanet al., 2009(گـزارش شـده اسـت    

داز يفنل اکس يب روين ترکيا يسم بازدارندگيدهد که مکان يم

  . باشديخوار توت از نوع مختلط مپره برگشب

ــه د ــريدر مطالع  ــ  يگ ــر کوئرس ــه اث ــفعال ين رويک ت ي

 Semiothsa cinerearia Bremerيهــالارو يدازياکســ فنــل

(Lepidoptera: Geometridae) زان يشده و م يبررسIC50  ۱۸۰آن 

ن مـورد هـم   ي ـتر گزارش شده است کـه در ا يکرومولار بر ليم

م يل آنـز يتما. ديآيحساب مبه يک مهارکننده رقابتين يکوئرس

شـود تـا    ين مسئله سبب مياد است که ايب نسبتا زين ترکيبه ا

ل يسـمت تشـک  آزاد را به يهاميآنز يشتريب يروين با نيکوئرس

جه سرعت واکنش يسوبسترا بکشاند و در نت –م يلکس آنزکمپ

 يامـا زمـان  . کنديدا ميخود کاهش پ ياصل يم با سوبسترايآنز

آن  يدا کند، اثر مهارکنندگيش پيافزا يکه غلظت سوبسترا اصل

ل ي ـنخواهد کرد بلکه تما يرييتغ Vmaxن، يبنابرا. شوديتر مکم

خواهـد کـرد و در   دا يسوبسترا خود کاهش پ يم برايآنز ينسب

 ,.Chenet al(کنـد  يدا م ـي ـش پيافـزا  Kmب ي ـن ترکي ـحضور ا

ــکوج ).;2004 ــيـ  ــيک اسـ ــم خاصـ ــدگيد هـ  يت بازدارنـ

زان ينشان داردو م يدازياکسفنليو هم د يدازياکس مونوفنل

IC50 ــرا ــفعال يبـ ــليـ ــت مونوفنـ ــه  يدازياکسـ در پروانـ

و  ۰۷/۰ب ي ـترتباف ناجور بـه  شميو پروانه ابر يالماس پشت

 ۱ يدازياکسفنليت ديفعال يتر و برايمولار بر ل يليم ۰۶/۰

عنـوان  تر محاسبه شده است کـه بـه  يمولار بر ل يليم ۹۲/۰و 

 يريک فاز تاخيجاد يعمل کرده و با ا يک مهارکننده رقابتي

ش غلظت مهارکننده، فـاز  يبا افزا. شوديم ميسبب مهار آنز

ابـد و ثابـت   ييش م ـيم و سوبسترا افزاياتصال آنز يريتأخ

ب ي ـترتتـر بـه  يمولار بر ليليم ۵۱/۰و  ۴۷/۰آن  يمهارکنندگ

 ,.Yanet al., 2009; Chenet al(باشد يدو آفت مذکور م يبرا

2004.(  

م يآنـز  ينول رويل رسورس ـي ـهگز - ۴ يبـرا  IC50زان يم

بـاف نـاجور، هنگـام     شـم يابر يز همولمف لاروهاداياکس فنل

ــترا  ــتفاده از سوبس ــل ياس ــمونوفن ــترا يدازياکس  يو سوبس

مـولار   يليم ۰۰۰۳۵/۰و  ۰۰۰۴۱/۰ب يترتبه يدازياکسفنل يد

 يريک فـاز تـاخ  ي ـجـاد  يز با ايب، نين ترکيا. باشديتر ميبر ل

 يب روي ـن ترکيا ينوع مهارکنندگ. شوديم ميباعث مهار آنز
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باشـد و زمـان   يم ـ ين آفت از نوع رقابتيداز اياکس فنل ميآنز

 يعنــوان سوبســترا، ثابــت مهارکننــدگاســتفاده از کتکــول بــه

). Yanet al., 2009(باشـد  يتـر م ـ يمـولار بـر ل  يليم ۰۰۰۱۵/۰

داز يکس ـ م فنـل يآنـز  يب بـرا ي ـن ترکيا IC50زان ين، ميچن هم

تر يکرومولار بر ليم ۵/۱ده کلم يپروانه سف يهمولمف لاروها

باشـد  يتـر م ـ يکرومولار بـر ل يم ۴۷/۰آن  يو ثابت مهارکنندگ

)Xueet al., 2006.(  

 يحـاو  يميداز، آنزياکس م فنليطور که ذکر شد آنزهمان

اهـان،  ياز موجودات شـامل گ  يعيف وسيمس است که در ط

 ـا. وانات وجـود دارد يها و ح سميانکروارگيم م چنـد  ين آنـز ي

ون مونوفنـل بـه   يلاسيدروکسير مختلف شامل هيکاره، دو مس

o -ون يداس ـياکس يگـر يفنـل و د يدo -نــون را يفنـل بـه ک  يد

داز از همولمف ياکسم فنليق، آنزين تحقيدر ا. کنديز ميکاتال

مختلـف   يهـا کي ـخوار توت با اسـتفاده از تکن پره برگشب

 ۵۳/۷۰و  ۶۶/۶۹زوفرم آنـزيم  يدو ا يوزن ملکول. شد خالص

ها نشان داد که روش اثرات بازدارنده. دست آمدلودالتون بهيک

 يو اما برا ينول از نوع رقابتيل رسورسيهگز- ۴ يمهارکنندگ

از . باشديد از نوع مختلط ميک اسيدرات و کوجين هيکوئرس

 يل ـيخ يکيولـوژ يزياكسـيداز نقـش ف   م فنليآن جهت که آنز

 ياختصاص يهايژگيکند، مطالعه ويفا ميدر حشرات ا يمهم

ــآن اهم ــهي ــزات ب ــداد . دارد ييس ــر، تع ــال حاض از  يدر ح

مهـار   يم و طراح ـين آنـز ي ـت ايفعال ينحوه يقات رويتحق

دهنـده آن   ن مسـئله نشـان  ياند که اآن متمرکز شده يهاکننده

- کـش حشـره  يساخت و طراح ـ يبرا ينده روشنياست که آ

بـا  ). Hassan Khan, 2007(ن عملکـرد وجـود دارد   يبا ا ييها

 يمن ـيسـتم ا يدر س يم نقـش مهم ـ ين آنـز ي ـکه انيتوجه به ا

ن امکان وجود دارد که بتوان بـا اسـتفاده از   يحشرات دارد، ا

حشرات را مختل نمـوده و در   يمنيستم ايها سن بازدارندهيا

زان ي ـمحشـرات،   يهـا هـا بـا پـاتوژن   ن بازدارندهيق اياثر تلف

  . را در کنترل آفات کاهش داد ييايميسموم ش يغلظت مصرف
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