
 

 

  پژوهشی( –)علمی  فصلنامه

 زیست شناسی تکوینی

 1395، زمستان 1 شماره ،نهم سال

 

 
 

 

 

  (Zeller) های بدن کرم گلوگاه انار بررسی فعالیت همولیتیک عصاره

Ectomyelois ceratoniae 
 

 
 2، احمد آسوده1، مجید کزازی*1عیسی جبله

 

 سینای همدان، همدان، ایران.پزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه بو علی  گروه گیاه 1
 گروه شیمی و بیوشیمی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران. 2

 

 
*
E.mail: isa200863@yahoo.com 

 

 
 

 17/12/95 پذیرش: تاریخ                                  18/10/95 : دریافت تاریخ

 

 

 چکیده
 کلاس یک عنوان به( AMPs)باشند. پپتیدهای ضد میکروبی  حشرات یکی از منابع مهم پپتیدهای ضد میکروبی می

 ها جای امیدواربیوتیک به عنوان جایگزین آنتی AMPs چه اگر. اندقرار گرفته مورد توجه میکروبی ضد عوامل از جدید

 فعالیت کاربرد آنها به عنوان نمونه، از مشکل یکی. شودمی موثر داروهای عنوان به آنها رشد مانع آنها اما معایب دارند،

 آزمایشی ترکیب یک همولیتیک اثر تعیین برای. های قرمز استگلبول بهنگام نا تخریب همولیز. است AMPs همولیتیک

 Ectomyeloisلارو بدن عصاره جهت بررسی فعالیت همولیتیک مطالعه این در. شود می استفاده همولیز تست از

ceratoniae (Zeller)، از ). گردید استفاده مرغ و گوسفند تازه انسان، خون ازTriton X-100 (0/1٪، را همولیز ٪100 که 

در سطح یک درصد  با آزمون توکی  کنترل با نتایج. گرفت قرار استفاده مورد مثبت کنترل یک عنوان به کند، می تولید

به   X-100تریتونفعالیت همولیتیکی در هر سه گروه خونی در هر دو روش جذب و نشر شعاعی نسبت به  .شد مقایسه

داری در سطح یک درصد ثبت گردید. بیشترین فعالیت همولیتیک  عنوان کنترل مثبت خیلی کمتر بود و اختلاف معنی

 درصد در روش نشر شعاعی(، 64/5±25/1درصد در روش جذبی و  1/24±6/39بترتیب در خون مرغ با میانگین کل )

درصد در روش نشر شعاعی( و  56/1±23/0درصد در روش جذبی و  0/27±2/15با میانگین کل ) های خونی انسانسلول

درصد در روش نشر شعاعی( مشاهده گردید  28/0±03/0 درصد در روش جذبی و 0/04±0/91) گوسفند با میانگین کل

 .است متفاوت خون نوع اساس بر همولیزی فعالیت که داد نشان دار داشتند. نتایجکه در سطح یک درصد اختلاف معنی

 نتیجه در .داشت را قرمز های گلبول روی همولیتیکی بسیار کمی بر خاصیت عصاره بدن لارو کرم گلوگاه انار همچنین

 . باشد تکمیلی مطالعات در بیوتیک آنتی یک جهت بررسی سایر اثرات آن بعنوان خوبی کاندیدا تواندمی
 

 انسان، تست همولیز، خون، کرم گلوگاه انار، گوسفند، مرغ :ها کلیدواژه
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 قدمهم

ی گسترده از  های اخیر با استفاده دهه در

ها در كشاورزی و مراكز بهداشتی و  بیوتیک آنتی

درمانی گسترش مقاومت دارویی سرعت گرفته است 

[] .ها یک نگرانی بیوتیکمقاومت میكروبی به آنتی

در حال افزایش در میان متخصصین مراقبت از سلامت 

ها را به سمت جستجو برای داروهای باشد كه آنمی

بنابراین، صنایع داروسازی . [] بردجایگزین پیش می

های جدید های خود را برای یافتن تركیبتلاش

های عفونتغیرسمی، قوی و مؤثر برای درمان 

 .[] اندمتمركز كرده میكروبی

های اخیر پپتیدهای ضد میكروبی به عنوان در سال

مرسوم مورد توجه  یهابیوتیکجایگزینی برای آنتی

به  اند. پپتیدهای ضد میكروبیگرفته زیادی قرار

ها وجود دارند و در صورت طبیعی در همة ارگانیسم

 كنندایفا میها نقشی حیاتی سیستم ایمنی ذاتی آن

[] .ها از های اخیر تعداد زیادی از آندر دهه

دوزیستان و پستانداران جدا شده است كه از  حشرات،

توان به جداسازی ملیتین از نیش ها میمیان آن

از  از حشرات، دیفنسین سكروپین زنبورعسل،

های پستانداران و مگنیناز پوست قورباغه نوتروفیل

ش بزرگی از پپتیدهای ضد بخ.  []اشاره نمود 

باشد.  میكروبی شناخته شده، متعلق به حشرات می

های مختلف  ها در گونهتعداد و تنوع این مولكول

 حشرات به طور قابل توجهی متفاوت است. در

 و ها سلول از میكروبی پپتیدهای ضد حشرات

 های خونیسلول مانند ذاتی مرتبط با ایمنی هایی بافت

 جایگزین توانندمی و شوندمی ترشح یا اجسام چربی

ها كه پاتوژن های معمولیبیوتیک آنتی برای مناسب

اند، باشند. زمانی كه میكروب نسبت به آنها مقاوم شده

شود، آنها  مهرگان از جمله حشرات میوارد بدن بی

های مختلفی از جمله سنتز و القای پپتیدهای ضد  دفاع

انی كه میكروب وارد ای كه زم میكروبی دارند به گونه

شود، داخل لارو حشرات یک سری  بدن آنها می

شناساگرهایی وجود دارد كه قادر به شناسایی 

این شناساگرها قادر به  .ها هستند ها و قارچ باكتری

شناسایی نوع عامل میكروبی و اینكه آیا باكتری گرم 

منفی و یا گرم مثبت است، خواهد بود و لاروها برای 

های ضد میكروب با توجه به نوع میكروب، تولید پپتید

یكی از . []گیرند  مسیر سنتز متفاوتی را در پیش می

های حشرات كه پپتیدهای ضد اولین و مهمترین راسته

میكروبی آن بررسی گردیده است راسته بالپولكدارن 

Lepidoptera   كرم گلوگاه انار یا . [2,6,24]می باشد

 Ectomyeloisشب پره خرنوب با نام علمی

ceratoniae (Zeller) از خانواده پیرالیده ،Pyralidae  

آفتی با گسترش  ،Lepidopteraراسته بالپولكدارن 

اروپا، آفریقا، آمریكا  های آسیا،جهانی است كه در قاره

فرانسه، قبرس،  این آفت از د.اقیانوسیه انتشار دار و

ش شده گزار هند، عراق، لبنان، الجزیره، یونان و لیبی

با استفاده از تعاملات  AMPsاگر چه  .[] است

ها متصل ها به غشاء آنالكترواستاتیک خاص باكتری

می توانند به طور  AMPsمی شوند، اما برخی از 

های خونی های میزبان از جمله سلولمستقیم به سلول

. نسبت []ها می گردد متصل و باعث لیز شدن آن

فعالیت همولیتیک به عنوان های ضدمیكروبی به فعالیت

شاخص درمانی تعریف شده است و برای جلوگیری 

های میزبان، شاخص درمان بالا لازم از همولیز سلول

 با ترجیحا كاتیونی . پپتیدهای ضد میكروبی[]است 

 با كنند؛ می برقرار ارتباط منفی بار با باكتریایی غشاهای

 های سلول به آنها بالا، های غلظت در حال، این

 تحلیل و . تجزیه[]رسانند  می آسیب پستاندار

 كه است داده نشان ها AMPs عملكرد و ساختار
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 افزایش با 2هیدروفوبیک ای لحظه و 1بالا هیدروفوبیت

های مختلفی مدل .[]دارد  ارتباط همولیتیک فعالیت

برای بررسی سمیت غشائی مواد وجود دارند، از جمله 

های وارده بر غشا توان آسیبهای حیوانی كه می مدل

مخاطی را به كمک میكروسكوپ الكترونی مشاهده 

های بسیار ساده برای مطالعه اثرات نمود. یكی از مدل

سمی مواد بر غشا سلولی، مدل گلبول قرمز می باشد 

[]  كه در مطالعات چندی مورد استفاده واقع شده

ی . این مدل به طور مستقیم اثرات سم[,,]است 

دهد ضمن باقوه مواد را در استفاده تزریقی نشان می

ای از سمیت كلی غشائی نیز باشد. تواند نشانهاینكه می

مزیت دیگر استفاده از مدل گلبول قرمز در دسترس 

سازی  بودن آسان خون و نیز روش ساده جدا

ضد اثرات . [18]باشد های قرمز از خون می گلبول

های مختلف مورد یک تركیب توسط روش میكروبی

ها بررسی اثرات یک گیرد یكی از آنمطالعه قرار می

 همولیز واژه .باشدتركیب بر همولیز گلبول قرمز می

 و دارد 3 (RBC) قرمز های گلبول تخریب به اشاره

 بالینی، و آزمایشگاهی شرایط از ایگسترده طیف برای

 كه همولیز، .است پاتولوژیک و فیزیولوژیكی دو هر

 تجزیه شود، باعث می شناخته نیز دیگر نام چندین به

 محتویات انتشار و( ها اریتروسیت) قرمز های گلبول

 مثال عنوان به) اطراف مایع به( سیتوپلاسم) آنها

 در است ممكن همولیز. شودمی( خون پلاسمای

in vivo یا in vitro (بدن از خارج یا داخل )دهد  رخ

 غشای به رساندن آسیب باعث هاهمولیسین .[20]

 میر و مرگ باعث و شود می میزبان سیتوپلاسمی

 با راحتی به سموم این فعالیت. شود می سلولی

قرمز  هایگلبول كردن لیز حاوی كه هاییآزمایش
                                                           
1 High hydrophobic 
2 Amphipathicity 
3 Red blood cells 

 به هاهمولیسین از برخی. شود می مشاهده است،

كنند و  می حمله میزبان سیتوپلاسمی غشای فسفولیپید

 غشای های استرول بر ها همولیسین از برخی

 از (. بسیاری11گذارند )می تاثیر میزبان سیتوپلاسمی

 فعالیت داشتن دلیل به دارویی مستعد تركیبات

 قرار استفاده مورد دارو عنوان به توانند نمی همولیتیک

 قرمز های گلبول شدن لیز موجب تركیبات این گیرند،

 سبب را آنمی و شدید ریزی خون و شده خون

علیرغم توان پپتیدهای ضد میكروبی، داشتن . گردند می

یک سری نواقص از جمله فعالیت همولیتیكی باعث 

. []گردد محدودیت در كاربردهای بالینی آنها می

 جایگزین عنوان به كه میكروبی ضد های پپتید بنابراین

 از باید گیرند، می قرار تحقیق مورد هابیوتیک آنتی

 قرار ارزیابی مورد همولیتیک فعالیت داشتن لحاظ

. تاكنون سیستم ایمنی كرم گلوگاه انار [,,]گیرند 

در دنیا بررسی نگردیده است این حشره به فروانی در 

گردد به عنوان یكی از آفات مهم اكثر جاها یافت می

باشد و قابلیت پرورش انبوه بر انار، انجیر، پسته می

نسل  روی غذای مصنوعی را نیز دارد و داری چندین

های به شدت باشد و قادر است در محیط در سال می

آلوده به عوامل میكروبی مانند قارچ و باكتری زندگی 

. در این تحقیق نیز برای القائ مسیرهای [25]كند

،  B. bassianaمتفاوت سنتز پپتیدها از سه عامل قارچ

و یک   B. thuringiensisیک باكتری گرم مثبت

به همولنف لاروهای كرم  E. coliباكتری گرم منفی 

بنابرین در این تحقیق در  .گلوگاه انار تزریق گردید

جهت شناسایی پپتیدهای ضدمیكروبی كرم گلوگاه انار 

 خواص همولیزی آن مورد بررسی قرار گرفت.
 

 ها مواد و روش

 در این مطالعه مواد طبیعی سبوس گندم، مخمر، 
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موجود عسل، آرد گندم و شكر از محصولاتی ایرانی 

در بازار استفاده گردید ومواد شیمیایی مورد استفاده 

اعم از متانول، اتانول، تری فلورو استیک اسید، 

استونیتریل استیک اسید، سدیم كلرید، فرمالدهید، 

سدیم هیدركسید، تری كلرو استیک اسید، استون، 

 گلیسرول، تریتیون ،Tween (80) كلریدریک اسید،

X-100 گی از شركت مرک ها همو محیط كشت

 )آلمان( تهیه شد. 

 

 :حشرات پرورش

 انار باغات از به كرم گلوگاه انار آلوده های میوه

 1392 سال در رضوی خراسان استان شهرستان كاشمر

 لاروها. شوند می منتقل آزمایشگاه به و شده آوری جمع

 شامل سبوس مصنوعی غذایی رژیم یک اساس بر

 گرم، 9 مخمر گرم، 80 شكر گرم، 300 گندم

 لیتر میلی 120 مقطر آب و لیتر میلی 130 گلیسیرین

 درجه 28 ± 2 رشد دما شرایط. شد داده پرورش

 و سلسیوس درجه 65 ± 5رطوبت نسبی  گراد، سانتی

  .[]تاریكی بود  8: روشنایی 16 نورانی دوره

 

 :ها باکتری و قارچ کشت

سیستم ایمنی حشرات به گونه است كه ورود 

میكروبی باعث القا و تولید عوامل دفاعی از عوامل 

گردند. جهت تحریک جمله پپتیدهای ضد میكروبی می

 و القایی پپتید های ضد میكروبی دستگاه ایمنی حشره،

 B. bassianaقارچ از جدایه های استاندارد سویه

Fashandیک باكتری گرم مثبت ،B. thuringiensis 

var. kurstaki و یک باكتری گرم منفیEscherichia 

coli قارچ . استفاده گردیدB. bassiana  روی محیط

 ، باكتری(Dextrose Agar) دكستروز آگار

B. thuringiensis  نوترینت آگار روی محیط

(Nutrient Agar و )E. coli مولر روی محیط آگار 

 برای ( كشت داده شد.Muller-Hinton Agar) هینتون

 به ها ورق ها، باكتری و ها قارچ اسپور آوردن دست به

 به و گراد سانتی درجه 25 ±1 دمای در روز 15 مدت

 انكوبه گراد سانتی درجه 30 ±1 دمای روز در 4 مدت

اسپورها  جهت تهیه سوسپانسیون برای تزریق با .شدند

كشت  ای استریل از سطح محیط توسط سوزن سر نیزه

هر كدام از عوامل میكروبی خراشیده و سوسپانسیونی 

در محلول آب مقطر  لیتر اسپور در میلی 105غلظت 

 . []تهیه شد Tween (80)استریل و 

 

 تزریق عوامل میکروبی به همولنف حشره

 B. bassianaجدایه قارچ های استاندارد سویهاز 

Fashandیک باكتری گرم مثبت ،B. thuringiensis 

var. kurstaki و یک باكتری گرم منفیEscherichia 

coli جهت تزریق به همولنف لاروها، استفاده گردید .

لارو كرم گلوگاه انار دقایقی روی یخ گذاشته و 

 %70لحس شدند. سطح شكمی بدن حشرات با الك بی

ضدعفونی شدند و سپس با استفاده از سرنگ 

هامیلتون، یک میكرولیتر سوسپانسیون عوامل میكروبی 

به سطح شكمی تزریق شد. به لاروهای شاهد آب 

 .[]تزریق شد  Tween (80)مقطر استریل در 

 

 استخراج عصاره بدن حشره

دست آرودن عصاره خام همولنف جهت به

% استریل 70ابتدا با الكل لاروهای كرم گلوگاه انار 

شدند، سپس با استفاده از سرنگ هامیلتون همولنف 

آوری و با نیتروژن مایع منجمد و با هاون پودر جمع

% TFA 1شدند، پودر حاصل با آب مقطر حاوی 

زده  یخ سرد آبی حمام یک در دقیقه 30 اسیدی شد.

 سانتریفوژ با دستگاه شیكر تكان ملایم دادشد. بعد از

http://www.saadatchemieazma.com/specials/uploads/product/Nutrient_Agar.pdf
http://www.saadatchemieazma.com/specials/uploads/product/Nutrient_Agar.pdf
http://www.saadatchemieazma.com/specials/uploads/product/Nutrient_Agar.pdf
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دقیقه محلول رونشین از  30به مدت  15000ورد در

كیلو دالتون مربوط به اولترافیلتراسیون عبور  10غشای 

 3داده شد. سپس عصاره فیلتر شده توسط غشای 

كیلودالتون تغلیظ گردید و در نهایت توسط فریز درایر 

و نیتروژن مایع هم عصاره روی فیلتر و هم عصاره زیر 

پودر حاصله جهت  فیلتر به صورت پودر درآمد.

 .[]های همولیتیكی مورد استفاده قرار گرفت فعالیت

 

 تهیه غلظت:

های رو و زیر فیلتر لاروهای تزریق شده با عصاره

وزن شد و ها و لاروهای تزریق نشده قارچ، باكتری

در  لیترگرم بر میلیمیلی 2و  1، 5/0های غلظت

 PBSبافر
 . [,]( 1)جدول  شد تهیه 1

 

 بررسی فعالیت همولیزی

 : (RDA)روش نشر شعاعیبر اساس 

 Blood)آگار ) بلاد كشت در این روش از محیط

agar  ،استفاده گردید، برای هركدام از خون های انسان

 از% 7 گوسفند و مرغ بصورت جداگانه، سوسپانسیون

گراد سانتی درجه 45 خونی آگار محیط به خون هریک

 آگار. شد ریخته میكروبی كشت پلیت در و اضافه

 1 در خونی آگار پودر از گرم 40 كردن حل با خونی

 درجه 121 دمای در اتوكلاو دقیقه 15 و آب لیتر

 آگار كشت محیط كهآن از بعد. آمد بدست گراد سانتی

 به هایی سوراخ پانچر با درآمد، جامد حالت به خونی

 همچنین و عصاره شده استفاده های غلظت تعداد

 %( و1) X-100 تریتون) همولیز منفی و مثبت كنترل

 داخل در آن از بعد. شد ایجاد آن در (PBS) بافر

 های غلظت از میكرولیتر 5 شده، ایجاد های چاهک

 های كنترل چاهک، دو در همچنین و مختلف عصاره

 انكوباتور داخل ها درپلیت. شد تزریق منفی و مثبت

 بعد. شد داد قرار ساعت 18 بمدت درجه 37 دمای در

 شده ایجاد ی هاله شعاع نظر، مورد زمان گذشت از

 بیانگر میزان كشت محیط متر( بر روی)بر حسب میلی

 مثبت كنترل یک از. است خونی هایسلول همولیز

 مابقی و شد استفاده (PBS)منفی كنترل یک و( تریتون)

 سنجیده منفی و مثبت هایكنترل به توجه با هانمونه

 [,].( 1شدند )شكل 
 

 1: سریال غلظت های متفاوت در تیمارهای مختلف1جدول 

 تیمار
علامت 

 اختصاری

 mg/ml غلظت

5/0 

 غلظت

mg/ml 1 

 mg/ml غلظت

2 

 ✓ ✓ ✓ B. bassiana Buu عصاره روی فیلتر لاروهای تزریق شده با قارچ

 ✓ ✓ ✓ B. bassiana Bud  لاروهای تزریق شده با قارچعصاره زیر 

 ✓ ✓ ✓ E. coli Ecu  عصاره روی فیلتر لاروهای تزریق شده با باكتری

 ✓ ✓ ✓ E. coli Ecd  عصاره زیری فیلتر لاروهای تزریق شده با باكتری

 ✓ ✓ ✓ B. thuringiensis Btu عصاره روی فیلتر لاروهای تزریق شده با باكتری

 ✓ ✓ ✓ B. thuringiensis Btd زیری فیلتر لاروهای تزریق شده با باكتری عصاره

 ✓ ✓ ✓ CLu شدهنعصاره روی فیلتر لاروهای تزریق 

 ✓ ✓ ✓ Cld شدهنعصاره زیری فیلتر لاروهای تزریق 

 × × × PBS بافر فسفات سالین
 × × × x100 Tترتیون 

 

                                                           
1
 Phosphate buffered saline 
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 اساس جذب:بر 

از میلی لیتر 5 برای سنجش فعالیت همولیتیک،

لوله به درون یک  ، گوسفند و مرغخون تازه انسان

ها خونی به مدت شد. سپس این نمونه ریخته ههپارین

های سانتریفیوژ گردید تا سلول 4500دقیقه در دور  5

خون جدا شوند. سپس رسوب حاصل، پنج بار با 

( شسته PBSبافر فسفات سالین)لیتر میلی 4استفاده از 

سانتریفیوژ گردید تا  4500شد و بار دیگر در دور 

محلول رویی كاملا شفاف شود. در آخرین مرحله از 

 20های قرمز خون توسط سازی، سلول خالص

( رقیق گردید. برای سنجش PBSلیتر بافر ) میلی

میكرولیتر از سریال غلظتی پپتیدها كه در  10همولیز، 

های میكرو فیوژ كه شامل  آماده شد به لولهبخش قبل 

های خونی رقیق شده بود، اضافه میكرولیتر سلول 190

 37دقیقه در دمای  30گردید. میكروفیوژها به مدت 

ها به مدت گراد انكوبه گردید. سپس لولهدرجه سانتی

 100سانتریفیوژ شدند.  4000دقیقه در دور  5

سانتریفوژ برداشته میكرولیتر از محلول رویی حاصل از 

 1( رقیق گردید تا حجم نهایی به PBSشد و با بافر )

 567ها در طول موج لیتر برسد. جذب لولهمیلی

%( كه 1) X-100 گیری شد. از تریتیون نانومتر اندازه

شود و های قرمز خون میباعث لیز شدن كامل سلول

(، به عنوان كنترل استفاده شد. در نهایت PBSبافر )

 .[,]ج با نمونه كنترل مقایسه گردید نتای

 

 تجزیه تحلیل آماری:

تیمار، سه غلظت و در سه تكرار  10این آزمایش 

با دو روش جذبی و نشر شعاعی انجام شد. نتایج با 

و مقایسه میانگین با  SAS 9.1.3افزار  استفاده نرم

آزمون توكی با احتمال یک درصد تجزیه و تحلیل 

 .(P<0.01) گردید

 نتایج

نتایج حاصل از انجام آزمایشات بررسی میزان 

همولیز به صورت میانگین درصد همولیز در برابر 

نمودار گونه كه در همانغلظت نشان داده شده است. 

ا مقایسه فعالیت لیزكنندگی ب نشان داده است، 2و  1

انسان، گوسفند و مرغ به طور بین سه گروه خونی 

فعالیت همولیتیكی  بود؛مشاهده شده چنین  نتایجكلی 

در هر سه گروه خونی در هر دو روش جذب و نشر 

به عنوان    X-100تریتون ( نسبت به 1شعاعی )شكل 

داری در كنترل مثبت خیلی كمتر بود و اختلاف معنی

سطح یک درصد ثبت گردید. بیشترین فعالیت 

همولیتیک بترتیب در خون مرغ با میانگین كل 

 64/5±25/1وش جذبی و درصد در ر 6/39±1/24)

 های خونی انسانسلول درصد در روش نشر شعاعی(،

درصد در روش جذبی و  0/27±2/15با میانگین كل )

درصد در روش نشر شعاعی( و گوسفند  23/0±56/1

 درصد در روش جذبی و 0/04±0/91) با میانگین كل

درصد در روش نشر شعاعی( مشاهده  03/0±28/0

در بین تیمارهای مختلف در گروه خونی مرغ  گردید.

بالاترین غلظت بیشترین فعالیت همولیتیک بترتیب در 

عصاره روی فیلتر لاروهای  میلی گرم بر میلی لیتر( 2)

( با Btu) B. thuringiensis تزریق شده با باكتری

 ودر روش جذبی درصد  2/20±31/17میانگین )

عصاره  رصد در روش نشر شعاعی( ،د30/47±0/28

 B. bassianaقارچ  روی فیلتر لاروهای تزریق شده با

(Buu( با میانگین )درصد در روش  4/36±18/83

 درصد در روش نشر شعاعی( و 0/91±18/05جذبی و 

 E. coli عصاره روی فیلتر لاروهای تزریق شده با

(Ecu( با میانگین )درصد در روش  0/88±11/98

درصد در روش نشر شعاعی( 0/85±11/19جذبی و 

فعالیت همولیزی از خود نشان دادند این سه تیمار 
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نسبت به هم و همچنین نسبت به سایر تیمارهای هر 

سه گروه خونی مرغ، انسان و گوسفند در هر دو روش 

جذب و نشر شعاعی در سطح یک درصد اختلاف 

داری داشتند. به جز این سه تیمار مابقی تیمارها معنی

یک گروه آماری قرار گرفتند. ولی در كل همه در 

در سطح یک درصد  ، X-100تریتونتیمار  نسبت به

((P < 0/01 جدول شماره  داری داشتند اختلاف معنی(

میلی گرم  2)ای كه در بالاترین غلظت به گونه(. 3، 2

فعالیت  ، X-100مقایسه با تریتونبر میلی لیتر( در 

های خونی نشان بر روی سلول بسیار ناچیز همولیزی

  .(P<0/01) دهدمی

 

 
: بررسی تست همولیز به روش نشر شعاعی بر روی محیط 1شکل 

 . عصارهmg/ml 5/0( با غلظت 2؛ x100 ( ترتیون1کشت بلاد آگار: 

 mg/mlبا غلظت  B. bassianaقارچ  با شده تزریق لاروهای زیر

 E. coliباکتری  با شده تزریق لاروهای فیلتر زیری ( عصاره3؛ 5/0

 با شده تزریق لاروهای فیلتر زیری ( عصاره4؛ mg/ml 5/0با غلظت 

 زیری ( عصاره5؛ mg/ml 5/0با غلظت  B. thuringiensis باکتری

. حروف غیر مشابه mg/ml 5/0نشده با غلظت  تزریق لاروهای فیلتر

 در سطح یک درصد اختلاف معنی داری دارند.
 

 
(. حروف Hen( و مرغ )Human(، انسان )Sheepهای قرمز گوسفند ): بررسی درصد اثرات همولیتیک کل به روش جذب بر روی گلبول1نمودار 

 غیر مشابه در سطح یک درصد اختلاف معنی داری دارند.
 

 
(. Hen( و مرغ )Human(، انسان )Sheepهای قرمز گوسفند )کل به روش نشر شعاعی بر روی گلبول: بررسی درصد اثرات همولیتیک 2نمودار 

 حروف غیر مشابه در سطح یک درصد اختلاف معنی داری دارند.
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ان (، انسSheepهای قرمز گوسفند )های مختلف تیمارهای متفاوت به روش جذب بر روی گلبول: بررسی درصد اثرات همولیتیک غلظت2جدول 

(Human( و مرغ )Hen.) 

 
 غلظت
mg/ml 

Clu Cld Buu Bud Ecu Ecd Btu Btd 

 گوسفند
2 1/25±0/09d 0/98±0/19d 0/66±0/17d 

1/2±0/07d 
0/81±0/42d 

1/03±0/12d 
1/01±0/35d 

0/76±0/04d 

1 1/08±0/33d 
0/91±0/05d 

0/93±0/21d 
0/74±0/11d 

0.54±0/07d 0/74±0/10d 
0/98±0/14d 

0/76±0/07d 

5/0 1/23±0/49d 
1/01±0/21d 

0/69±0/22d 
5/01±0/23d 

0/91±0/16d 
0/78±0/13d 

0/78±0/17d 
1/03±0/14d 

 انسان
2 3/95±0/33d 

4/98±2/66d 
1/64±1/12d 

3/28±1/33d 
2/30±1/23d 

4/68±3/59d 
1/81±0/21d 

0/03±0/026 

1 1/20±0/16d 
0/74±0/12d 

3/77±1/16d 
1/72±0/18d 

1/81±0/89d 
3/65±2/10d 

1/86±0/24d 
0/91±0/45d 

5/0 2/33±0/19d 
0/74±0/11d 

1/99±0/44d 
2/18±0/35d 

0/39±0/06d 
3/77±2/28d 

1/76±0/26d 
0/96±0/61d 

 مرغ
2 4/57±0/39d 

4/44±0/16d 
18/83±4/36b 

3/89±0/32d 
11/98±0/88c 

4/26±0/12d 
31/17±2/20a 

4/20±0/38d 

1 4/01±0/28d 
4/26±5/00d 

4/51±5/05d 
3/89±0/44d 

4/88±0/41d 
4/88±0/43d 

4/26±0/16d 
3/77±0/21d 

5/0 5/62±0/60cd 
4/14±0/26d 

4/07±0/37d 
5/00±0/92d 

4/32±0/06d 
5/31±0/21d 

4/07±5/05d 
4/14±0/40d 

 

 (Buuعصاره ) قارچ با شده تزریق لاروهای فیلتر روی B. bassiana( ؛Budعصاره ) قارچ  با شده تزریق لاروهای زیرB. bassiana( ؛Ecuعصاره ) فیلتر روی 

 با شده تزریق لاروهای فیلتر روی ( عصارهBtu؛ )E. coliباکتری  با شده تزریق لاروهای فیلتر زیری ( عصارهEcd؛ )E. coliباکتری  با شده تزریق لاروهای

( Cluنشده ؛ ) تزریق لاروهای فیلتر روی ( عصارهCld؛ )B. thuringiensis باکتری با شده تزریق لاروهای فیلتر زیری عصاره Btd)؛ )B. thuringiensis باکتری

 .پنج درصد اختلاف معنی داری دارند%( در سطح 1) X-100 نشده. تمام تیمارها در مقایسه با تیمار تریتیون  تزریق لاروهای فیلتر زیری عصاره
 

های قرمز متفاوت به روش نشر شعاعی بر روی گلبول های مختلف تیمار های: بررسی درصد اثرات همولیتیک غلظت3جدول 

 (.Hen( و مرغ )Human(، انسان )Sheepگوسفند )

 
 غلظت
mg/ml 

Clu Cld Buu Bud Ecu Ecd Btu Btd 

 گوسفند
2 0/41±0/08d 0/29±0/04d 0/27±0/11 0/35±0/05d 0/63±0/14d 0/2±0/13d 5/01±0/01d 0/09±0/05d 

1 0/41±0/29d 0/07±0/04d 0/29±0d 0/11±0/09d 0/31±0/12d 0/11±0/04d 0/19±0/06d 0/18±0/04d 

5/0  5/09±0/42d 0/27±0/09d 0/4±0/04d 0/33±0/17d 0/17±0/03d 0/13±0/08d 0/31±0/04d 0/19±0/09d 

 انسان
2 3/1±0/37d 4/2±0/19d 1/13±4/36d 2/42±0/29d 1/9±0/9d 3/63±0/09d 0/94±2/23d 0/84±0/36d 

1 0/33±0/25d 0/27±0/48d 2/9±5/02d 0/86±0/41d 1/21±0/41d 2/89±0/4d 0/98±0/14d 0/62±0/18d 

5/0  1/47±5/07d 0/13±0/23d 1/13±0/34d 1/32±0/89d 0/47±0/04d 2/98±0/23d 0/91±5/04d 0/84±0/38d 

 مرغ
2 3/78±0/35d 3/64±2/59d 18/05±0/91b 3/09±1/27d 11/19±0/85c 3/46±3/55d 30/47±0/28a 3/4±0/04d 

1 3/22±0/1d 3/46±0/06d 3/72±1/1d 3/1±0/12d 4/07±0/79d 4/08±1/91d 3/46±0/25d 2/97±0/18d 

5/0  4/83±0/12d 3/34±0/05d 3/28±0/37d 4/21±0/28d 3/52±0/08d 4/51±2/33d 3/27±0/3d 3/34±0/29d 

 

(Buuعصاره ) قارچ با شده تزریق لاروهای فیلتر روی B. bassiana( ؛Budعصاره ) قارچ  با شده تزریق لاروهای زیرB. bassiana( ؛Ecuعصاره ) فیلتر روی 

 با شده تزریق لاروهای فیلتر روی ( عصارهBtu؛ )E. coliباکتری  با شده تزریق لاروهای فیلتر زیری ( عصارهEcd؛ )E. coliباکتری  با شده تزریق لاروهای

( Cluنشده ؛ ) تزریق لاروهای فیلتر روی ( عصارهCld؛ )B. thuringiensis باکتری با شده تزریق لاروهای فیلتر زیری عصاره Btd)؛ )B. thuringiensis باکتری

 .دارند داری معنی اختلاف درصد یک سطح در مشابه غیر نشده. حروف تزریق لاروهای فیلتر زیری عصاره

 

 گیری نتیجه بحث و

بر  عصاره بدن كرم گلوگاه انار در این مطالعه اثر

پستانداران )انسان و گوسفند( همولیز گلبول های قرمز 

جذبی اسپكتروفتومتری و پرندگان )مرغ( به دو روش 

نتایج  .مورد بررسی قرار گرفته استو نشر شعاعی 

این مطالعه نشان داد كه عصاره بدست آمده از كرم 

گلوگاه انار بر روی خون انسان و گوسفند )پستاندارن( 

در هر سه عامل میكروبی فعالیت همولیزی نسبتا كمی 

داشت. در بررسی سایر محقیقن بر روی عصاره بدن و 

پپتیدهای ضد میكروبی استخراج شده از حشرات و 
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فعالیت ضد همولیزی این سایر جانوران داشتند عدم 

های خونی پستانداران به اثبات  تركیبات بر روی سلول

. ولی پپتیدهای حاصل از كرم [-] رسیده است

گلوگاه انار بر روی خون مرغ )پرندگان( فقط در 

بالاترین غلظت در هرسه عامل میكروبی دارای مقدار 

كمی فعالیت همولیزی بود. فعالیت همولیزی روی 

ی خونی مرغ ممكن است به خاطر ساختار ها سلول

های قرمز پرندگان با پستانداران باشد. متفات گلبول

بیضی های قرمز پرندگان دارای هسته،  چون كه گلبول

به  ولی گلبول قرمز پستانداران فاقد هسته وو  شكل

شكل دیسكی كه در وسط از دو طرف فرو رفتگی 

ر كوتاه تر های قرمز پرندگان عمهمچنین گلبول .دارد

بیشتر بودن درجه از پستانداران نباشد كه به دلیل 

 ها است حرارت و بالا بودن سوخت و ساز بدن آن

.[,]   همچنین نتایج نشان داد كه بیشترین فعالیت

های روی غشاء مشاهده همولیزی در تیمارهای عصاره

گردید و تیمارهای عصاره زیر غشاء دارای كمترین 

. كه در اكثر تحقیقات []بودند فعالیت همولیزی

صورت گرفته در زمینه شناسایی و استخراج پپتید از 

در . [,,]عصاره زیر فیلتر استفاده گردیده است 

سیستم ایمنی و فعالیت این تحقیق برای اولین بار 

همولیزی عصاره استخراج شده حاوی پپتیدهای ضد 

ین بار در میكروبی لاروهای كرم گلوگاه انار برای اول

عصاره . نتایج نشان داد كه این بررسی گردید دنیا

و  باشد پایین می  كی خیلیهمولیتی دارای فعالیت

پپتیدهای ضدمیكروبی آن توان پیشنهاد داد كه  می

یا  اثر سمیت این پپتیدیابی و  سازی، توالی خالص

د. حیوانی مورد بررسی قرار گیر بر روی مدلپپتیدها 

امیدوار كننده بوده و انگیزه را برای نتایج بدست آمده 

 تحقیقات در این زمینه ایجاد كرده است، زیرا ادامه

های حیوانی  خالص شده را در نمونه توان پپتیدهای می

 شرایط را برای انجام مورد بررسی قرار داد. اگر بتوان

پپتید در  مراحل مختلفی نظیر بررسی مكانیسم عمل

ای بدن میزبان، دوز ه میزبان زنده، عوارض و پاسخ

برای مصرف فراهم كرد، رسیدن به هدف  مناسب

داروهای موثر جدید در مقابل  كاربردی كه ایجاد

های معمولی بیوتیک عوامل بیماری زای مقاوم به آنتی

 .است، خیلی دور از ذهن نخواهد بود
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