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 Ectomyeloisكرم گلوگاه انار بدن عصاره ضد باكتريايي فعاليت بررسي
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  چكيده

شناسان بر هاي اخير، بيوتكنولوژيست ها و حشرهدر سال. شودامروزه از حشرات به عنوان منابع عظيم داروهاي مدرن نام برده مي
. اندداشتهتأكيد فراواني ها و پزشكي مدرن در درمان بيماري آنهاكاربرد توليدات حشرات و هاي مهندسي زيستي پروتئين

 .باشدمي HIV هاي گرم مثبت و گرم منفي مقاوم وهاي قدرتمند بر ضد باكتريميكروبداروهاي مطرح در اين زمينه شامل آنتي
انجام  Ectomyelois ceratoniae (Zeller) لارو بدن عصارههموليتيك و  ضد باكتريايي فعاليت بررسي هدف با حاضر مطالعه

، باكتري  B. bassiana Fashand قارچ  جدايه  سويه هاي استاندارد لاروهاي كرم گلوگاه انار، ايمني سيستم تحريك براي .شد
 تزريقبه همولنف  Escherichia coli (ATCC 25922) و باكتري گرم منفي B. thuringiensis var. kurstaki گرم مثبت

 و گوسفند تازه انسان، خون روي برساعت از تزريق  24بعد از  شده استخراج ييالقاغير وي يالقا عصاره هموليتيك  فعاليت. شد
 بررسي مورد E. coliبر روي باكتري به روش نشر شعاعي  ميكروبي و فعاليت ضدبه دو روش جذب نوري و نشر شعاعي  مرغ
بيشترين فعاليت . نتايج نشان داد كه عصاره القايي نسبت به عصاره غير القايي داراي فعاليت ضد ميكروبي مي باشد .گرفت قرار

 7/22±34/0ليتر با ميانگين بر ميلي ميلي گرم2با غلظت  E. coliضد ميكروبي در عصاره القاء شده زير غشائ فيلتراسيون باكتري 
بيشترين فعاليت هموليتيك بترتيب در خون مرغ با ميانگين كل همچنين . هاي عدم رشد مشاهده گرديدمتر قطر هالهميلي

با ميانگين كل  هاي خوني انسانسلول ،)درصد در روش نشر شعاعي 64/5±25/1درصد در روش جذبي و  6/39±1/24(
درصد  0/04±0/91( و گوسفند با ميانگين كل) درصد در روش نشر شعاعي 56/1±23/0درصد در روش جذبي و  2/15±0/27(

 .دار داشتندكه در سطح يك درصد اختلاف معني مشاهده گرديد) درصد در روش نشر شعاعي 28/0±03/0 در روش جذبي و
و  داشت قرمز هاي گلبول روي برهموليتيكي بسيار كمي  خاصيت عصاره بدن لارو كرم گلوگاه انار كه داد نشاناين مطالعه  نتايج

اين با توجه به نتايج  .متفاوت مي باشد E. coli بسته به نوع عامل پاتوژن القايي فعاليت ضد ميكروبي عصاره بر روي باكتري 
  .باشدهاي ضد ميكروبي فعاليت تكميلي مطالعات دربيشتري جهت بررسي  خوبي كانديدا تواندميتحقيق، اين حشره 

  .نشر شعاعي ،يهموليز فعاليت ،خون ،فعاليت ضد ميكروبي :كليدي واژه هاي

  mkazzazi@basu.ac.ir: ، پست الكترونيكي 09144559954: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه 
ها بشر در طول تاريخ براي پيدا كردن راه درمان بيماري

شمار داروهايي كه از . همواره به طبيعت چشم داشته است
گياهان يا حتي تركيبات درون موجودات زنده استخراج يا 

اند، به مراتب بيشتر از آن است  ها توليد شده با الهام از آن

بسياري از داروهاي امروزي كه از  .شودكه تصور مي
ها  رچها يا قا اند از گياهان، باكتري طبيعت گرفته شده

اما بد نيست بدانيم كه طيف عظيمي از . داناستخراج شده
داروهاي موجود در بازار از حيوانات استخراج شده و اين 
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هر  .دهند ها انسان را نجات مي داروها هر سال جان ميليون
هاي صنعت داروسازي چند كه بشر با وجود تمام پيشرفت

طبيعت هنوز در ابتداي راه است و هنوز بخش بزرگي از 
 .براي استفاده در داروها از ديد دانشمندان پنهان مانده است

داران گرفته تا آب دهان زالو  چه تا كنون از سموم مهره اگر
بسياري از  و زهر و ترشحات موجودات دريايي، پايه توليد

هاي موفقي هم براي انواع  داروها بوده اند و حتي درمان
، بيماري 2 نوعبت عروقي، ديا - ها، بيماري قلبي سرطان

دستگاه ايمني و دردهاي شديد و مزمن كشف شده است، 
ناشناخته اما هنوز چيزهاي بسياري وجود دارد كه 

بر خلاف باور عموم كه شايد حشرات را اغلب  .)10(است
رسان و يا مزاحم براي انسان  به عنوان موجوداتي آسيب

سودمندند، بلكه تنها براي انسان  ها نه دانند، بسياري از آن مي
 .حيات آنها براي ادامه زندگي انسان بسيار لازم نيز هست

 هاگونه تعداد اساس بر جانوراني رده بزرگترين حشرات
 كنون تا حشرات از گونه ميليون يك حدود. هستند

مهرگان از زماني كه ميكروب وارد بدن بي. اند شده شناسايي
از جمله  هاي مختلفي شود، آنها دفاع جمله حشرات مي

اي كه  سنتز و القاي پپتيدهاي ضد ميكروبي دارند به گونه
شود، داخل لارو  زماني كه ميكروب وارد بدن آنها مي

حشرات يك سري شناساگرهايي وجود دارد كه قادر به 
اين شناساگرها قادر  .ها هستند ها و قارچ شناسايي باكتري

گرم  به شناسايي نوع عامل ميكروبي و اينكه آيا باكتري
منفي و يا گرم مثبت است، خواهد بود و لاروها براي توليد 
پپتيدهاي ضد ميكروب با توجه به نوع ميكروب، مسير 

يكي از اولين و  .)28(گيرند  سنتز متفاوتي را در پيش مي
هاي حشرات كه پپتيدهاي ضد ميكروبي آن مهمترين راسته

مي   Lepidopteraبررسي گرديده است راسته بالپولكدارن 
كرم گلوگاه انار يا شب پره خرنوب با نام  .)25، 6، 2(باشد 
، از خانواده    Ectomyelois ceratoniae (Zeller) علمي

آفتي  ،Lepidoptera راسته بالپولكدارن   Pyralidaeپيراليده
اروپا، آفريقا،  هاي آسيا،با گسترش جهاني است كه در قاره

فرانسه، قبرس،  ين آفت ازا .داقيانوسيه انتشار دار آمريكا و

 گزارش شده است هند، عراق، لبنان، الجزيره، يونان و ليبي
در دهه هاي اخير با استفاده ي گسترده از آنتي  ).26(

بيوتيك ها در كشاورزي و مراكز بهداشتي و درماني 
.  )20( گسترش مقاومت دارويي سرعت گرفته است

نگراني در حال ها يك بيوتيكمقاومت ميكروبي به آنتي
باشد كه افزايش در ميان متخصصين مراقبت از سلامت مي

ها را به سمت جستجو براي داروهاي جايگزين پيش آن
هاي خود را بنابراين، صنايع داروسازي تلاش. )9( بردمي

هاي جديد غيرسمي، قوي و مؤثر براي براي يافتن تركيب
  .)24( اندمتمركز كرده ميكروبيهاي درمان عفونت

هاي اخير پپتيدهاي ضد ميكروبي به عنوان در سال
مرسوم مورد توجه زيادي  يهابيوتيكجايگزيني براي آنتي

به صورت طبيعي در  پپتيدهاي ضد ميكروبي. اندگرفته قرار
ها ها وجود دارند و در سيستم ايمني ذاتي آنهمة ارگانيسم

تعداد هاي اخير در دهه. )23( كنندنقشي حياتي ايفا مي
دوزيستان و پستانداران جدا  ها از حشرات،زيادي از آن

توان به جداسازي مليتين از ها ميشده است كه از ميان آن
از  از حشرات، ديفنسين سكروپين نيش زنبورعسل،

هاي پستانداران و مگنيناز پوست قورباغه اشاره نوتروفيل
ه بخش بزرگي از پپتيدهاي ضد ميكروبي شناخت .)25(نمود 

تعداد و تنوع اين . باشدشده، متعلق به حشرات مي
هاي مختلف حشرات به طور قابل ها در گونهمولكول

 پپتيدهاي ضد ميكروبي حشرات در. توجهي متفاوت است
- سلول مانند ذاتي ايمني مرتبط با  هاييبافت و هاسلول از

 توانندمي و شوندمي ترشح يا اجسام چربي هاي خوني
كه  هاي معموليبيوتيك آنتي براي مناسب جايگزين
گر چه ا. اند، باشندها نسبت به آنها مقاوم شدهپاتوژن
AMPs  با استفاده از تعاملات الكترواستاتيك خاص
ها متصل مي شوند، اما برخي از ها به غشاء آنباكتري
AMPs هاي ميزبان از مي توانند به طور مستقيم به سلول

ها متصل و باعث ليز شدن آنهاي خوني  جمله سلول
هاي ضدميكروبي به فعاليت نسبت فعاليت. )7( دنگرد

هموليتيك به عنوان شاخص درماني تعريف شده است و 
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هاي ميزبان، شاخص درمان براي جلوگيري از هموليز سلول
 كاتيوني پپتيدهاي ضد ميكروبي). 13(بالا لازم است 

- مي برقرار ارتباط منفي بار با باكتريايي غشاهاي با ترجيحا

 هاي سلول به آنها بالا، هاي غلظت در حال، اين با كنند؛
 و ساختار تحليل و تجزيه). 14(رسانند  مي آسيب پستاندار
 بالا هيدروفوبيت كه است داده نشان ها AMPs عملكرد

)High hydrophobic (هيدروفوبيك اي لحظه و 
)Amphipathicity (ارتباط هموليتيك فعاليت افزايش با 

هاي مختلفي براي بررسي سميت غشائي مدل .)3(دارد 
هاي حيواني كه مي توان مواد وجود دارند، از جمله مدل

هاي وارده بر غشا مخاطي را به كمك ميكروسكوپ آسيب
هاي بسيار ساده براي يكي از مدل. الكتروني مشاهده نمود

 مطالعه اثرات سمي مواد بر غشا سلولي، مدل گلبول قرمز
كه در مطالعات چندي مورد استفاده واقع   )19(مي باشد 

اين مدل به طور مستقيم اثرات ). 17، 10، 8(شده است 
دهد ضمن سمي باقوه مواد را در استفاده تزريقي نشان مي

. اي از سميت كلي غشائي نيز باشدتواند نشانهاينكه مي
مزيت ديگر استفاده از مدل گلبول قرمز در دسترس بودن 

هاي قرمز از سان خون و نيز روش ساده جدا سازي گلبولآ
يك تركيب توسط  ضد ميكروبياثرات ). 19(باشد خون مي

ها گيرد يكي از آنهاي مختلف مورد مطالعه قرار ميروش
 .باشدبررسي اثرات يك تركيب بر هموليز گلبول قرمز مي

  قرمز هاي گلبول تخريب به اشاره هموليز واژه
)RBC= Red blood cells( از ايگسترده طيف براي و دارد 

 و فيزيولوژيكي دو هر باليني، و آزمايشگاهي شرايط
 نيز ديگر نام چندين به كه هموليز، .است پاتولوژيك

 قرمز هاي گلبول تجزيه ثشود، باع مي شناخته
 به) سيتوپلاسم( آنها محتويات انتشار و) ها اريتروسيت(

. شودمي) خون پلاسماي مثال عنوان به( اطراف مايع
 خارج يا داخل( in vitro يا in vivo در است ممكن هموليز

 رساندن آسيب باعث هاهموليسين .)21( دهد رخ) بدن از
 مير و مرگ باعث و شود مي ميزبان سيتوپلاسمي غشاي به

-آزمايش با راحتي به سموم اين فعاليت. شود مي سلولي

 مشاهده قرمز است، هايگلبول كردن ليز حاوي كه هايي
 غشاي فسفوليپيد به هاهموليسين از برخي. شود مي

 هاهموليسين از كنند و برخي مي حمله ميزبان سيتوپلاسمي
 گذارندمي تاثير ميزبان سيتوپلاسمي غشاي هاياسترول بر
 داشتن دليل به دارويي مستعد تركيبات از بسياري). 12(

 استفاده مورد دارو عنوان به توانند نمي هموليتيك فعاليت
 قرمز هاي گلبول شدن ليز موجب تركيبات اين گيرند، قرار
. گردند مي سبب را آنمي و شديد ريزي خون و شده خون

يك سري  داشتن ،عليرغم توان پپتيدهاي ضد ميكروبي
محدوديت در  نواقص از جمله فعاليت هموليتيكي باعث

 ضد هاي پپتيد بنابراين. )7( گرددميآنها كاربردهاي باليني 
 تحقيق مورد هابيوتيك آنتي جايگزين عنوان به كه ميكروبي

 هموليتيك فعاليت داشتن لحاظ از بايد گيرند، مي قرار
سيستم ايمني تاكنون  .)27، 14، 4( گيرند قرار ارزيابي مورد

كرم گلوگاه انار در دنيا بررسي نگرديده است اين حشره 
به عنوان يكي از  گردديافت ميبه فرواني در اكثر جاها 

و قابليت پرورش انبوه  باشدآفات مهم انار، انجير، پسته مي
بر روي غذاي مصنوعي را نيز دارد و داري چندين نسل در 

هاي به شدت آلوده به سال مي باشد و قادر است در محيط
در  .)25(عوامل ميكروبي مانند قارچ و باكتري زندگي كند

ي القائ مسيرهاي متفاوت سنتز پپتيدها اين تحقيق نيز برا
  ، باكتري گرم مثبت B. bassianaاز سه عامل قارچ

B. thuringiensis   و باكتري گرم منفيE. coli  به همولنف
و فعاليت ضد  لاروهاي كرم گلوگاه انار تزريق گرديد

شايعترين عامل كه  E. coliميكروبي آن بر روي باكتري 
ليت هموليزي آن بر او فع عفونت دستگاه ادراري است

انسان، گوسفن و مرغ مورد بررسي قرار روي خون تازه 
  .گرفت

  مواد و روشها
مواد طبيعي سبوس گندم، مخمر، عسل، آرد  در اين مطالعه 
استفاده د در بازار وموجاز محصولاتي ايراني  گندم و شكر

مورد استفاده اعم از متانول، اتانول، شيميايي مواد گرديد و
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فلورو استيك اسيد، استونيتريل استيك اسيد، سديم تري 
كلريد، فرمالدهيد، سديم هيدركسيد، تري كلرو استيك 

، گليسرول ،Tween (80) ،اسيد، استون، كلريدريك اسيد
 از شركت مركهمگي ها محيط كشتو   X-100تريتيون

  . تهيه شد )آلمان(

 از به كرم گلوگاه انار آلوده هاي ميوه :حشرات پرورش
 سال در رضوي خراسان استان شهرستان كاشمر انار باغات
. شوند مي منتقل آزمايشگاه به و شده آوري جمع1392
 شامل سبوس مصنوعي غذايي رژيم يك اساس بر لاروها
 گليسيرين گرم، 9 مخمر گرم، 80 شكر گرم، 300 گندم
. شد داده پرورش ليتر ميلي 120 مقطر آب و ليتر ميلي 130

 5رطوبت نسبي  سانتيگراد، درجه 28 ± 2 دما رشد شرايط
 8: روشنايي 16 نوراني دوره و سلسيوس درجه 65 ±

   .)26( بودتاريكي 

سيستم ايمني حشرات به گونه  :هاباكتري و قارچ كشت
است كه ورود عوامل ميكروبي باعث القا و توليد عوامل 

جهت . گردنددفاعي از جمله پپتيد هاي ضد ميكروبي مي
هاي ضد ميكروبي دستگاه ايمني القايي پپتيدتحريك و 

 Beauveriaقارچ جدايه  از هاي استانداردسويه حشره،

bassiana Fashand ،يك باكتري گرم مثبت Bacillus 

thuringiensis var. kurstaki  و يك باكتري گرم منفي
Escherichia coli قارچ . استفاده گرديدB. bassiana  روي

 .B ، باكتري (Dextrose Agar) دكستروز آگارمحيط 

thuringiensis  نوترينت آگار محيط روي)Nutrient 

Agar ( وE. coli هينتون مولر روي محيط آگار )Muller-

Hinton Agar (اسپور آوردن دست به براي .كشت داده شد 
  دماي در روز 15 مدت به ها ورق ها، باكتري و ها قارچ

 ±1  دماي در روز 4 مدت به و گراد سانتي درجه 25 1±
جهت تهيه سوسپانسيون  .شدند انكوبه سانتيگراد درجه  30

اي استريل از  اسپورها توسط سوزن سر نيزه بابراي تزريق 
خراشيده و سطح محيط كشت هر كدام از عوامل ميكروبي 

 محلول در ليتر اسپور در ميلي 105سوسپانسيوني غلظت 
  . )28(تهيه شد Tween (80)آب مقطر استريل و 

سويه هاي از : تزريق عوامل ميكروبي به همولنف حشره
، يك  B. bassiana Fashand قارچ  جدايه  استاندارد

و يك  B. thuringiensis var. kurstaki باكتري گرم مثبت
جهت تزريق به همولنف لاروها،  E. coliباكتري گرم منفي 

دقايقي روي يخ  كرم گلوگاه انارلارو . استفاده گرديد
سطح شكمي بدن حشرات با . حس شدند گذاشته و بي

ضد عفوني شدند و سپس با استفاده از سرنگ  %70الكل
به  عوامل ميكروبيهاميلتون، يك ميكروليتر سوسپانسيون 

به لاروهاي شاهد آب مقطر . ي تزريق شدسطح شكم
  .)28( تزريق شد Tween (80)استريل در 

جهت به دست آرودن : استخراج عصاره بدن حشره
ساعت پس  24كرم گلوگاه انار لاروها ي بدن عصاره خام 

با استفاده  استريل شدند، سپس% 70 ابتدا با الكلاز تزريق، 
نيتروژن مايع  باآوري و همولنف جمع از سرنگ هاميلتون

با هاون پودر شدند، پودر حاصل با آب مقطر  جمد ومن
 آبي حمام يك در دقيقه 30 .اسيدي شد% TFA 1 حاوي
 ازبعد . با دستگاه شيكر تكان ملايم دادشد زده يخ سرد

محلول دقيقه  30به مدت   15000دور در سانتريفوژ
كيلو دالتون مربوط به  10از غشاي  رونشين

 سپس عصاره فيلتر شده. اولترافيلتراسيون عبور داده شد
كيلودالتون تغليظ گرديد و در نهايت توسط  3توسط غشاي 

هم عصاره روي فيلتر و هم فريز دراير و نيتروژن مايع 
پودر حاصله  .به صورت پودر درآمدعصاره زير فيلتر 

هموليتيكي مورد استفاده ضد باكترياي و هاي جهت فعاليت
  .)28( گرفتقرار 

لاروهاي تزريق ي رو و زير فيلتر اهعصاره :تهيه غلظت
وزن شد و  نشده تزريق لاروهايها و شده با قارچ، باكتري

 =PBSدر بافر گرم بر ميلي ليترميلي 2و  1، 5/0هاي غلظت

Phosphate buffered saline  1( )1جدول ( شد تهيه ،
15( .  
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  سريال غلظت هاي متفاوت در تيمارهاي مختلف -1جدول 

  تيمار
علامت 
  اختصاري

 غلظت

mg/ml 5/0  
 غلظت

mg/ml 1 

 غلظت

mg/ml 2  
 B. bassiana عصاره روي فيلتر لاروهاي تزريق شده با قارچ

Buu ✓ ✓ ✓ 
 B. bassiana عصاره زير لاروهاي تزريق شده با قارچ

Bud✓ ✓ ✓ 
 E. coli لاروهاي تزريق شده با باكتريعصاره روي فيلتر 

Ecu ✓ ✓ ✓ 
 E. coli عصاره زيري فيلتر لاروهاي تزريق شده با باكتري

Ecd ✓ ✓ ✓ 
 B. thuringiensis عصاره روي فيلتر لاروهاي تزريق شده با باكتري

Btu ✓ ✓ ✓ 
 B. thuringiensis عصاره زيري فيلتر لاروهاي تزريق شده با باكتري

Btd✓ ✓ ✓ 
 شدهنعصاره روي فيلتر لاروهاي تزريق

CLu✓ ✓ ✓ 
 شدهنعصاره زيري فيلتر لاروهاي تزريق

Cld✓ ✓ ✓ 
 بافر فسفات سالين

PBS×  ×  ×  
 x100ترتيون 

T×  ×  ×  
  

 24در آزمايشگاه از كشت : باكترياييضد بررسي فعاليت 
، غلظتي معادل E. coli  (ATCC 25922) ساعته باكتري

فارلند تهيه و توسط سواپ استريل با مكنيم  استاندارد
بر روي پليت حاوي محيط كشت مولر  روش كشت خطي
سپس در شرايط . يكنواخت داده شد هينتون آگار، كشت

غلظت هاي تيمار هاي ميكروليتر از 20 استريل، كاملاً
بلانك تلقيح و به مدت  به هر ديسك) 1جدول (مختلف 

انكوباتور قرار  گراد دردرجه سانتي 35دقيقه در دماي  30
حاوي  در ادامه، بر روي هر پليت. داده شد تا خشك شود

در فواصل  عصاره بدن لاروديسك آغشته به 4باكتري، 
ساعت گرماگذاري  24پس از   .هم قرار گرفتند مناسب از

گيري عدم رشد اندازه هايقطر هاله درجه سانتيگراد، 37در 
  .شد

  زيبررسي فعاليت همولي

از  در اين روش : (RDA)روش نشر شعاعي بر اساس
براي  استفاده گرديد، Blood agar)( آگار بلاد كشت محيط

هركدام از خون هاي انسان، گوسفند و مرغ بصورت 
 آگار محيط به خون هريك از% 7 سوسپانسيونجداگانه، 

 كشت پليت در و اضافهگراد سانتي درجه 45 خوني
 از گرم 40 كردن حل با خوني آگار. شد ريخته ميكروبي

 در اتوكلاو دقيقه 15 و آب ليتر 1 در خوني آگار پودر
 كهآن از بعد. آمد بدست گراد سانتي درجه 121 دماي
 پانچر با درآمد، جامد حالت به خوني آگار كشت محيط
 و عصاره شده استفاده هاي غلظت تعداد به هايي سوراخ
%) X-100 )1 تريتون( هموليز منفي و مثبت كنترل همچنين

 چاهك داخل در آن از بعد. شد ايجاد آن در (PBS) بافر و
 مختلف هاي غلظت از كروليتريم 5 شده، ايجاد هاي

 منفي و مثبت هاي كنترل چاهك، دو در همچنين و  عصاره
 درجه 37 دماي در انكوباتور داخل درها پليت. شد تزريق
 مورد زمان گذشت از بعد. شد داد  قرار ساعت 18 بمدت
 روي بر) متربر حسب ميلي( شده ايجاد ي هاله شعاع نظر،

.  است خوني هاي سلول هموليز ميزان بيانگر كشت محيط
 (PBS)منفي كنترل يك و) تريتون( مثبت كنترل يك از

 مثبت هاي كنترل به توجه با ها نمونه مابقي و شد استفاده
  .)15، 1() 1شكل ( شدند سنجيده منفي و

ميلي  5 براي سنجش فعاليت هموليتيك، :بر اساس جذب
لوله به درون يك  ، گوسفند و مرغاز خون تازه انسانليتر

 5ها خوني به مدت سپس اين نمونه. شد ريخته ههپارين
هاي خون سانتريفيوژ گرديد تا سلول 4500دقيقه در دور 

 4رسوب حاصل، پنج بار با استفاده از سپس . جدا شوند
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شسته شد و بار ديگر در ) PBS(ليتر بافر فسفات سالينميلي
سانتريفيوژ گرديد تا محلول رويي كاملا شفاف  4500دور 
هاي قرمز در آخرين مرحله از خالص سازي، سلول. شود

 .رقيق گرديد )PBS(ليتر بافر ميلي 20خون توسط 

  
بررسي تست هموليز به روش نشر شعاعي بر روي محيط  -1شكل 

 عصاره. mg/ml 5/0با غلظت )  2؛ x100 ترتيون) 1: كشت بلاد آگار
؛ mg/ml 5/0با غلظت  B. bassianaقارچ  با شده تزريق لاروهاي زير

با غلظت  E. coliباكتري  با شده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره) 3
mg/ml 5/0 باكتري با شده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره) 4؛  

B. thuringiensis  با غلظتmg/ml 5/0  فيلتر زيري عصاره) 5؛ 
  .mg/ml 5/0نشده با غلظت  تزريق لاروهاي

ميكروليتر از سريال غلظتي  10راي سنجش هموليز، ب
به لوله هاي ميكرو فيوژ  پپتيدها كه در بخش قبل آماده شد

هاي خوني رقيق شده بود، سلولميكروليتر  190كه شامل 
 37دقيقه در دماي  30ميكروفيوژها به مدت . اضافه گرديد
 5ها به مدت سپس لوله. گراد انكوبه گرديددرجه سانتي

ميكروليتر از  100. سانتريفيوژ شدند 4000دقيقه در دور 
محلول رويي حاصل از سانتريفوژ برداشته شد و با بافر 

)PBS (ليتر برسدميلي 1نهايي به  رقيق گرديد تا حجم .
از . گيري شدنانومتر اندازه 567در طول موج ها جذب لوله

هاي كه باعث ليز شدن كامل سلول%) X-100 )1 تريتيون 
، به عنوان كنترل استفاده )PBS(و بافر  شودقرمز خون مي

  .)15، 1( در نهايت نتايج با نمونه كنترل مقايسه گرديد. شد

 تيمار، سه غلظت و 10اين آزمايش  :آماريتجزيه تحليل 
. در سه تكرار با دو روش جذبي و نشر شعاعي انجام شد

و مقايسه ميانگين با  SAS 9.1.3نتايج با استفاده نرم افزار 

 درصد تجزيه و تحليل گرديد يكاحتمال با آزمون توكي 

(P<0.001).  

  نتايج
قدرت براي ارزيابي  :نتايج بررسي فعاليت ضد باكتريايي

تزريق تزريق نشده و  لاروهاعصاره خام  ،ضد ميكروبي
،  B. bassianaقارچ  جدايه  هاي استانداردسويهشده با 

و باكتري گرم منفي   B. thuringiensis باكتري گرم مثبت
E. coli   روي فيلتر و زير (از عصاره با سه غلظت از هر

مورد بررسي ) 1جدول ( E. coliبر روي باكتري  )فيلتر
روش انتشار اين آزمون به نتايج حاصل .  قرار گرفت

دهد نتايج نشان مي. است آمده 2ديسك در نمودار  
در تيمار هاي  قطر هاله عدم رشدبيشترين ميانگين 

زير  و عصاره )مترميلي3/23±52/0(با ميانگين  نئومايسين
غلظت  با E. coliبدن لاروهاي تزريق شده با باكتري فيلتر  

با ميانگين  )Ecd2با نام اختصاري ( ليتر بر ميلي گرمميلي 2
مشاهده گرديد كه نسبت به ساير ) مترميلي34/0±7/22(

تيمارها در سطح يك درصد اختلاف معني داري 
 بافردر اكثر تيمار ها نسبت به تيمار  .(P<0/0001)داشتند

PBS همچنين در بيشتر . قطر هاله عدم رشد مشاهده گرديد
تيمارها با افزايش غلظت ميانگين قطر هاله عدم رشد بيشتر 

  .گرديدمشاهده 

نتايج حاصل از انجام  :بررسي فعاليت هموليزي نتايج
آزمايشات بررسي ميزان هموليز به صورت ميانگين درصد 

گونه كه همان .هموليز در برابر غلظت نشان داده شده است
ا مقايسه فعاليت ب است،شده شان داده ن 2 نموداردر 

انسان، گوسفند و مرغ به ليزكنندگي بين سه گروه خوني 
فعاليت هموليتيكي  مشاهده شده چنين بود؛ نتايجطور كلي 

دو روش جذب و نشر  در هردر هر سه گروه خوني 
به عنوان    X-100تريتون نسبت به  )1شكل ( شعاعي

داري در سطح اختلاف معني خيلي كمتر بود و كنترل مثبت
بترتيب بيشترين فعاليت هموليتيك  .يك درصد ثبت گرديد

درصد در روش  1/24±6/39( با ميانگين كل در خون مرغ
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 ،)درصد در روش نشر شعاعي 64/5±25/1جذبي و 
درصد  0/27±2/15(با ميانگين كل  هاي خوني انسانسلول

درصد در روش نشر  56/1±23/0در روش جذبي و 

درصد در  0/04±0/91( و گوسفند با ميانگين كل)  شعاعي
) درصد در روش نشر شعاعي 28/0±03/0 روش جذبي و
  .مشاهده گرديد

 

  
  .E. coliهاي عدم رشد بر روي باكتري متفاوت به روش اندازه گيري قطر هالههاي مختلف تيمار هاي بررسي فعاليت ضدميكروبي غلظت - 1نمودار 

)Buu (قارچ با شده تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره B. bassiana ؛)Bud (قارچ  با شده تزريق لاروهاي زير عصارهB. bassiana ؛)Ecu (روي عصاره 
 تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره) Btu(؛ E. coliباكتري  با شده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره) Ecd(؛ E. coliباكتري  با شده تزريق لاروهاي فيلتر
 تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره) Cld(؛ B. thuringiensis باكتري با شده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره Btd)(؛ B. thuringiensis باكتري با شده

  .نشده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره) Clu(نشده ؛ 
  
  

  
  
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  

، انسان )Sheep(هاي قرمز گوسفند بر روي گلبول) ب(و به روش نشر شعاعي ) الف(بررسي درصد اثرات هموليتيك كل به روش جذب -2نمودار 
)Human ( و مرغ)Hen .(حروف غير مشابه در سطح يك درصد اختلاف معني داري دارند.  
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بيشترين مرغ   خوني در بين تيمارهاي مختلف در گروه
ميلي گرم  2(بالاترين غلظت فعاليت هموليتيك بترتيب در 

عصاره روي فيلتر لاروهاي تزريق شده با  )بر ميلي ليتر
 2/20±31/17(با ميانگين ) B. thuringiensis )Btu باكتري
در روش نشر رصد د0/28±30/47 ودر روش جذبي درصد 
قارچ  عصاره روي فيلتر لاروهاي تزريق شده با ،) شعاعي

B. bassiana )Buu ( با ميانگين)درصد در  4/36±18/83
) درصد در روش نشر شعاعي 0/91±18/05روش جذبي و 

) E. coli )Ecu عصاره روي فيلتر لاروهاي تزريق شده با و
در روش جذبي و درصد  0/88±11/98(با ميانگين 
فعاليت  )در روش نشر شعاعيدرصد 11/19±0/85

و اين سه تيمار نسبت به هم  هموليزي از خود نشان دادند
همچنين نسبت به ساير تيمارهاي هر سه گروه خوني مرغ، 

در در هر دو روش جذب و نشر شعاعي انسان و گوسفند 
به جز اين سه  .داري داشتندسطح يك درصد اختلاف معني

. همه در يك گروه آماري قرار گرفتندتيمار مابقي تيمارها 
در سطح يك  ، X-100تريتون تيمار  ولي در كل نسبت به

 هاينمودار(اختلاف معني داري داشتندP < 0/001) (درصد 
ميلي گرم بر  2(اي كه در بالاترين غلظت  به گونه). 4 و 3

 هموليزيفعاليت  ، X-100مقايسه با تريتون در ) ميلي ليتر
 دهدهاي خوني نشان ميبر روي سلول بسيار ناچيز

(P<0/001).  

  
، انسان )Sheep(هاي قرمز گوسفند هاي مختلف تيمار هاي متفاوت به روش جذب بر روي گلبولبررسي درصد اثرات هموليتيك غلظت -3نمودار 

)Human ( و مرغ)Hen.(  
)Buu (قارچ با شده تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره B. bassiana ؛)Bud (قارچ  با شده تزريق لاروهاي زير عصارهB. bassiana ؛)Ecu (روي عصاره 

 تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره) Btu(؛ E. coliباكتري  با شده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره) Ecd(؛ E. coliباكتري  با شده تزريق لاروهاي فيلتر
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 تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره) Cld(؛ B. thuringiensis باكتري با شده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره Btd)(؛ B. thuringiensis باكتري با شده
در سطح پنج درصد اختلاف معني داري %) 1( X-100 تمام تيمارها در مقايسه با تيمار تريتيون . نشده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره) Clu(نشده ؛ 

  .دارند

  
، )Sheep(هاي قرمز گوسفند هاي مختلف تيمار هاي متفاوت به روش نشر شعاعي بر روي گلبولبررسي درصد اثرات هموليتيك غلظت -4نمودار 

  ).Hen(و مرغ ) Human(انسان 
)Buu (قارچ با شده تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره B. bassiana ؛)Bud (قارچ  با شده تزريق لاروهاي زير عصارهB. bassiana ؛)Ecu (روي عصاره 

 تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره) Btu(؛ E. coliباكتري  با شده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره) Ecd(؛ E. coliباكتري  با شده تزريق لاروهاي فيلتر
 تزريق لاروهاي فيلتر روي عصاره) Cld(؛ B. thuringiensis باكتري با شده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره Btd)(؛ B. thuringiensis باكتري با شده

  .دارند داري معني اختلاف درصد يك سطح در مشابه غير حروف. نشده تزريق لاروهاي فيلتر زيري عصاره) Clu(نشده ؛ 
  

 گيريبحث و نتيجه

بطور كلي عصاره بدن كه نتايج اين مطالعه نشان داد 
لاروهاي كرم گلوگاه انار داراي فعاليت ضد ميكروبي بر 

  بر روي خونو عدم فعاليت هموليزي  E. coliباكتري ي رو
در  . داشت ) پرندگان(و مرغ ) پستاندارن(گوسفند  انسان،

 ، B. bassianaعصاره هاي بدن القاء شده توسط تيمارهاي 

B. thuringiensis   وE. coli   نسبت به عصاره القاء نشده
و عصاره هاي زير فيلتر نسبت به عصاره هاي روي فيلتر 

با همچنين . ي مشاهده گرديدبيشترفعاليت ضد ميكروبي 
افزايش غلظت عصاره ها فعاليت ضد ميكروبي افزايش 

عصاره بدن و بر روي  كه در بررسي ساير محقيقن . يافت
و ساير جانوران  استخراج شده از حشرات  همولنف
در . اندرا گزارش كرده فعاليت ضد ميكروبي آنها داشتند
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هاي اثرات ضد ميكروبي همولنف القاء شده و القاء بررسي
 پاتوژن هاي بيمارستانينشده سوسري آمريكايي بر روي 

انجام دادند بيشترين فعاليت ضد باكتريايي در همولنف 
و با افزايش غلظت فعاليت ضد باكتريايي نيز القاء شده 

نتايج بررسي هموليزي . )10(گزارش گرديده استبيشتر 
بدن لاروها در بيشتر تيمارها فاقد نشان داد كه عصاره 

عدم فعاليت ضد هموليزي . فعاليت هموليتيكي بودند
هاي بر روي سلول استخراج شده از حشرات تركيبات

به اثبات رسيده در بيتر تحقيقات  خوني پستانداران 
روي خون مرغ بر در اين تحقيق   .)15- 12(است

فقط در بالاترين غلظت در هرسه عامل ميكروبي ) پرندگان(
فعاليت هموليزي . بودداراي مقدار كمي فعاليت هموليزي 

هاي خوني مرغ ممكن است به خاطر ساختار روي سلول
چون . پرندگان با پستانداران باشد هاي قرمزگلبولمتفات 

و  بيضي شكلهاي قرمز پرندگان داراي هسته، گلبولكه 
به شكل ديسكي  ولي گلبول قرمز پستانداران فاقد هسته و

-همچنين گلبول .كه در وسط از دو طرف فرو رفتگي دارد

كه به هاي قرمز پرندگان عمر كوتاه تر از پستانداران نباشد 
جه حرارت و بالا بودن سوخت و ساز بيشتر بودن دردليل 

همچنين نتايج نشان داد كه . )17، 16( ها استبدن آن
هاي روي بيشترين فعاليت هموليزي در تيمارهاي عصاره

داراي غشاء مشاهده گرديد و تيمارهاي عصاره زير غشاء 
كه در اكثر تحقيقات . )15(كمترين فعاليت هموليزي بودند

از  بررسي فعاليت ضد ميكروبيصورت گرفته در زمينه 
در ). 15، 12، 1(عصاره زير فيلتر استفاده گرديده است 

عصاره  فعاليت هموليزي و ضد باكترياييفعاليت  بررسي
براي اولين بار  لاروهاي كرم گلوگاه اناربدن استخراج شده 

عصاره داراي نتايج نشان داد كه اين . بررسي گرديد در دنيا
كي هموليتي فعاليتخواص ضد ميكروبي نسبتا خوب و 

ضد  عواملو مي توان پيشنهاد داد كه  خيلي پايين مي باشد
اثر سميت اين و ميكروبي آن خالص سازي، توالي يابي 
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The antibacterial effect of body extracts Ectomyelois ceratoniae 
(Lepidoptera: Pyralidae) on the Escherichia coli 

Jabaleh I.1, Kazazi M.1 and Asoodeh A.2 
1 Dept. of Plant Protection, College of Agriculture, Bu–Ali Sina University, Hamedan, Iran. 
2 Dept. of Chemistry, Faculty of Science, Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, Iran. 

Abstract 

Today insects are referred to as the vast resources of modern medicines. In recent years, 
biotechnologists and entomologists have emphasized the bioengineering of insect 
proteins and the applied of their products in the treatment of diseases and modern 
medicine. Considered drugs in this field include powerful antimicrobials against Gram-
positive and Gram-negative bacteria and HIV. The aim of this study was to evaluate the 
anti-bacterial and hemolytic activity of E. ceratoniae larvae. To stimulate carob moth 
larvae immune system, standard strains isolate B. bassiana, Gram-positive B. 
thuringiensis and Gram-negative bacteria E. coli were injected. The hemolytic activity 
of the extracted induced and non-induced hemolymph after 24 hours of injection, to two 
methods of optical absorption (A) and radial diffusion (RD) on fresh blood of human, 
sheep and hen; and the antimicrobial effect to radial diffusion method on E. coli was 
assayed. The results showed that the induction extract had antimicrobial activity in 
comparison with non-induced extracts. The highest antimicrobial activity was observed 
in E. coli-induced extract (sub filter extract at a concentration of 2 mg / ml) with an 
average of 22.7 ± 0.34 mm diameter of non-growth holes. The highest hemolytic 
activity was in hen blood with total mean (6/39 ± 1/24 in A method and 5/64 ±1/25 in 
RD method), human blood cells with total mean (2/15 ± 0/27 in A method and 
1.56±0.23 RD method) and sheep with a mean total (0/91 ± 0/04% in the A method and 
0/28 ± 0/03 in RD method), at the one percent level were significant differences. The 
results of this study showed that the extract of the carob moth larvae had a very low 
hemolytic effect on red blood cells, and the antimicrobial activity of the extract on E. 
coli was different according to the type of induction pathogen. According to the results 
of this study, this insect can be a good candidate for further study in complementary 
studies of antimicrobial activity. 

Key words: Antimicrobial activity; blood; hemolysis activity; radial diffusion. 
  

  

  

  


