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در  ،Glyphodes pyloalis Walkerخوارتوت، پروانه برگ گرهای آنزیمینشانزیست

 یکشآفت نوین هایدر فرمولاسیون کاربردد مور موادرخی نانوتماس با ب

 
 2و محبوبه شریفی ⃰ 1زادهمعماری سنرگ

بخش  -2 ،تهران، ايران ،پزشکي کشور، سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج کشاورزیها، موسسه تحقيقات گياهکشخش تحقيقات آفتب -1

 ايران گرگان،،سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج کشاورزیپزشکي، مرکز تحقيقات کشاورزی و منابع طبيعي گلستان، تحقيقات گياه

 

 (25/3/1399تاريخ پذيرش:                     19/12/1398)تاريخ دريافت: 

 

 چکیده

 Glyphodesخوار توت )پروانه برگ (GSTترانسفراز )-اسونيو گلوتات (CAT)، کاتالاز (ESTsي )عموم یاسترازها تيفعال

pyloalis Walker) واکنش داخل بدن  يبررس یبرا(in vivo)  نانولولهبه حشره( های کربنيCNT خالص و نانوذرات )از حاصل 

سه  بيوشيميايي طي هایبررسيگرفت. اين قرار  ارزيابي( مورد NPs-2CNTs/TiO) تيتانيوماکسيد دیبه  های کربنينانولوله اتصال

نتايج انجام شد. ( گرم بر ليترميلي 500و  400، 300، 200، 100ات )های مختلف اين نانوذرغلظتبا ساعت(  72و  48، 24)مواجهه  زمان

2CNTs/TiO-و  CNTهای هر دو تيمار )يعني افزايش غلظت عنوان سوبسترا،( بهNA-αاستات )نفتيل-کارگيری آلفاهبا ب نشان داد

NPs )ارزيابي حالي است که اين در شود.ای سن پنجم اين آفت ميعمومي لاروهفعاليت استرازهای ناپذير باعث مختل شدن برگشت

 فعاليت شديدتر اين نانوذرات بر گيکننددهنده تاثير مهارنشانسوبسترا  ( به عنوانβ-NAاستات )نفتيل-کارگيری بتاهفعاليت آنزيم با ب

وابسته به غلظت  NPs-2CNTs/TiOو  CNTناشي از  GST آنزيم ن نشان داد که بازدارندگي فعاليتچنينتايج هم .بودآنزيم استراز 

باعث افزايش فعاليت اين آنزيم در  ،تماسزمان در طول مدت  CNTنشان داد که افزايش غلظت  CATتيمارها است. ارزيابي آنزيم 

pyloalis .G به رويه مشابه با . شودميCNT،  غلظت نانوذرات زمان مواجهه و افزايشNPs-2CNTs/TiO افزايش فعاليت  باعث

بيني و منظور پيشهای بيوشيميايي مناسبي بهشاخص ،مورد آزمونهای گيری کرد که آنزيمتوان نتيجهبنابراين مي .شدآنزيم کاتالاز 

 روی حشرات هستند.  NPs-2CNTs/TiOخالص و  CNTمديريت اثرات مخرب 

 

 بيوشيميايي گرهاینشانزيست، NPs-2CNTs/TiO: ارزيابي ريسک، نانوذرات، کلیدیهای واژه
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 مقدمه

منظور توليد نانوبه ی جديدهاانواع مختلفي از فرمولاسيون

در نقاط مختلف جهان  اين فناوریمواد معدني و آلي باکمک 

 Key and Maass, 2008; Gottschalkاند )معرفي شده

and Nowack, 2011; Kah et al., 2016; Adana et 

al., 2018 .)کشي مند مواد موثر آفتبه منظور رسانش هدف

ها و يونفرمولاسنانوو کنترل رهايش سموم دفع آفات با کاربرد 

يا ناخواسته وارد  خواستهطوربه اين نانومواد، نانومواد مختلف

 (.Monica and Cremonini, 2009شوند )مي زيستمحيط

، مختلففناوری در علوم راستا با توسعه نانوهمامروزه  ،بنابراين

محيطي تر به بررسي خطر زيسته هرچه بيشلزوم توج

ها نانوفرمولاسيونکلي طورذرات فلزی و غير فلزی و بهنانو

 (.Kah et al., 2016)شوداحساس ميبيش از پيش 

 شکلیاساختارهای لوله( CNTs( 1های کربنيلولهنانو

 نانومترتا 1 تر ازکمها از و قطر آناز کربن هستند ساخته شده 

 سطح تماس وسيعي برایتنها ها نهCNT. است متغير نانومتر 10

قادر به تثبيت بار سطحي و بلکه  ،کنندفراهم مي هاکاتاليست

 ,.Wang et al) هستندنيز هاجلوگيری از هدررفت آن

توانند ها ميCNTه است کهاخير نشان داد هایبررسي(. 2005

)مثل  مهم های2مولکولواکنش الکتروشيميايي زيست

 et alZhao ,.2002 ;) دنافزايش دهنيز را  ها(3نوکلئيک اسيد

Wang et al., 2002.) های قابل گيری از ويژگيبرای بهره

صحيح طراحي طور بايد بهنظير مواد بياين نانوها، CNTتوجه 

سرلک و .(Wang et al., 2005) گيرندو مورد استفاده قرار 

و سيتريک  CNT( از اتصال Sarlak et al., 2014همکاران )

فراهم  4مانکوزبهای کپسولاسيد، پليمری برای توليد نانو

يي آگر افزايش کارکردند و نتايج اين تحقيق بيان

 (5WP) معمولتجاری  ولاسيوننانوفرمولاسيون نسبت به فرم

که در اثر  هاCNTطورکلي، تغييرات سطح بهبوده است. 

                                                           
1. Carbon Nanotubes 
2. Biomolecules 
3. Nucleic acids 
4. Mancozeb 
5. Wettable Powder 

ها به دليل تسهيل 6با سورفاکتانت هاکسيداسيون يا مواجه

زيستي لات محيطاز معض شود،ها ايجاد ميآن پذيریانحلال

 ,.Venkataraman et al) استذرات احتمالي اين نانو

ايجاد های طبيعي زيست، برخي از پوشش(. در محيط2019

با پوشاندن صورت مشابه و بهتوانند ميشده روی اين مواد، 

های آبي در محلولرا ها CNTگريز، پراکندگي سطح آب

تر پراکندگي بيش (.Jackson et al., 2013) افزايش دهند

CNT تر ، باعث دوام بيشهاآنها علاوه بر افزايش تحرک

 روشود و از اينيری در آب ميپذبدون واکنشها آن

سميت در معرض  تریبيش احتمالبا  زيستموجودات و محيط

 Hyung et al. 2007; Kennedy etگيرند )قرار ميها آن

al., 2009; Zhang et al., 2011.) 

 ترين اکسيدهایيکي از مهم( 2TiO) 7اکسيد تيتانيومدی

به  2TiOنانوذرات .است فراوانبا کاربردهای  واسطه اتفلز

يست و تصفيه زبرای اصلاح محيطمهم  کاتاليزورعنوان يک 

در برخي (. Yanagida et al., 2013د )نآيحساب ميآب به

کش با ويژگي ی آفتهاتوليد فرمولاسيونمنظور ها بهپژوهش

 8عنوان فتوکاتاليستبه2TiOاز نانوذرات  ،پذيریتخريبنور

 ,.Jianhui et al., 2005; Guan et alاستفاده شده است )

2011; Memarizadeh et al., 2014c .)های لولهنانو

ذرات کرد نانوتوانند برای بهبود عملمي( CNTs) کربني

2TiO کامپوزيت نانوبنابراين، . ندمورد استفاده قرار گير

2TiOCNTs/ در مقايسه با  یکاتاليستي بالاترتوفعاليت ف

 et alNguyen ,.دهند )نشان ميخالص  2TiOنانوذرات 

2014.) 

اختلال در  سازوکارهايي مانندذرات شامل سميت نانو

اختلال در های ژني، ها، جهشغشاها، اکسيداسيون پروتئين

پذير اکسيژن و آزادشدن های واکنشانتقال انرژی، تشکيل فرم

 نمدت زما حاکي از کاهش هاگزارش اجزای سمي است.

                                                           
6. Surfactant 
7. Titanium dioxide 
8. Photocatalyst 
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 Bombyxاندازی پروانه کرم ابريشم رشد و پوست برایلازم 

mori Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae)  تحت

(.  et alLi ,.2014)است بوده  2TiOنانوذرات  تأثير

ممکن است بر نفوذپذيری و تنفس ( Ag-NPs) نانوذرات نقره

چنين هم(. Morones et al., 2005د )نسلولي تأثير بگذار

-اکسيداتيو را در بافت تنشها Ag-NPشده است که مشخص

 ;Foldbjerg et al., 2015کنند )پايان تحريک ميهای بند

Mao et al., 2018ناير و همکاران .) (Nair et al., 2011 )

-اسونيگلوتات هایذرات نقره تجاری بر بيان ژنتأثير نانو

اين بررسي کرده و نشان دادند که  را( GST) 1ترانسفراز

 Chironomusدراکسيداتيو  تنشمنجر به وقوع نانوذرات 

riparius Meigen  (Diptera: Chironomidae)  شده

 است.

انجام شده روی حشرات نشان داده است که  هایبررسي

با مقاومت و ( CAT) 2کاتالازهای محافظتي مانندفعاليت آنزيم

از انواع  CAT. ناشي از محيط ارتباط داردتنش پاسخ به 

به آب و  2O2H هياست و تجز دانتاکسييآنت هایميآنز

(. Switala and Loewen, 2002کند )يم زيرا کاتال ژنياکس

های ناشي آسيب، اکسيداتيو تنشها در برابر از سلول اين آنزيم

-محافظت ميآزاد  هایراديکالو  اثرات محيطي نامطلوب از

 Dubovskiy etدهد )و طول عمر حشرات را افزايش ميکند 

al., 2008; Bi et al., 2010; Aslanturk et al. 2011). 

 یولوژيزدرفي که هستند زداسم هاييمي، آنز(sEST) 3استرازها

-مي ريدرگ گانهيب باتيترک زداييو سم سميو متابول حشرات

-ميترنسفرازها، آنز-اسونيگلوتات. (Ishaaya, 1993)باشند 

هستند  هاکشآفت سميمتابول دوم چندکاره در فاز های

(Ezemonye and Tongo, 2010.)  تغيير درحشرات با 

کننده با عامل ايجادقادر به سازگاری  زداهای سمآنزيم فعاليت

 Bolter and Chefurka, 1989; Zhou et) ندتنش هست

al., 2019.)ها در توجه به اهميت اين آنزيمبا  ،کليطوربه

                                                           
1. Glutathione S-Transferase 
2. Catalase 
3. Esterases 

عنوان به CATو  EST ،GSTفيزيولوژی حشرات، از 

منظور کمي نمودن اثرات به 4گرهای زيستيمعتبرترين نشان

پتانسيل  و بررسي شدهمحيطي نانومواد مهندسيمضر زيست

شود استفاده مي موجوداتای از بر طيف گستردهها سميت آن

(Wheelock et al., 2005; Smirle et al., 2010; 

Ezemonye and Tongo, 2010; Koodalingam et 

al., 2011; Tarigan et al., 2016.) 

موجودات  روی انجام شدهفراوان های با وجود پژوهش

در مورد اثرات  مطالعه معماری زاده و همکارانآبزی، به جز 

گرهای زيستي لارو سن بر نشان 2TiOی نانوذرات زيرکشنده

 EST (،POD) 5پراکسيداز )شاملخوار توت ی برگپروانه 5

و تخصيص GST )(Memarizadeh et al., 2014a ) و

 ،CEA) (b2014., et alMemarizadeh )( 6انرژی سلولي

نانوذرات بر  تاثير در موردديگری  7يشناسسم-بوم نانو مطالعه

با  ،. بنابراينگزارش نشده استبه عنوان مدل،  ،حشرات آفت

 NPs-2CNT/TiOو CNT توجه به پتانسيل کاربرد نانوذرات

 ;Guan et al., 2011) هاکشکردن آفتدر فرموله

Memarizadeh et al., 2014c; Sarlak et al., 2014)، 

 اين نانوذرات يشناسسم-بومهدف اصلي اين مطالعه، بررسي 

و کاتالاز های يمفعاليت آنز در اين مطالعه ،ب. به اين ترتياست

خوار توت پروانه برگ 5زدای لاروهای سن سم

(Lepidoptera: Pyralidae) Glyphodes pyloalisبه ،-

 منظوربهگرهای بيوشيميايي اين موجود زنده عنوان نشان

-ها در محيطقبل از کاربرد آن ارزيابي خطر نانوذرات مذکور

 . گيردمورد پايش قرار ميزيست 

 

 هامواد و روش

 آزمایشگاهی حشرات پرورش

از درختان توت آلوده  G. pyloalis های آفتدسته تخم

آوریجمع مرکز تحقيقات کرم ابريشم واقع در پسيخاندر 

                                                           
4. Biochemical Biomarkers 
5. Peroxidase 
6. Cellular Energy Allocation  
7. Nano-Ecotoxicology 
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 ±2رشد با دمای  شدند و در شرايط آزمايشگاهي در اتاقک

 دوره درصد و 75 ±10، رطوبت نسبي سلسيوسدرجه  25

 نسل 2حداقل طي ، ساعت )تاريکي: روشنايي( 16: 8 نوری

پرورش داده  1نوسهايچيهای توت واريته شينبرگ روی

 G. pyloalis اندازی کردهتازه پوست 5شدند. لاروهای سن 

 2TiO/CNTsو  CNTsارزيابي ريسک نانوذرات  منظوربه

 .ندمورد استفاده قرار گرفت

 2CNTs/TiOسنتز نانوذرات 

 et Trung)طبق روش ترانگ و همکاران  2TiOنانوذرات 

al., 2003 ) قبلي هایپژوهشو مطابق با (Memarizadeh 

)c2014., et al 2با هيدروليزشدن تيتانيوم ايزوپروپوکسايد 

(4Pro)-Ti(i)  .2کامپوزيت نانوسنتز شدCNTs/TiO  بر نيز

کارگيری با به (Li et al., 2011اساس روش لي و همکاران )

 فاکتور(به عنوان NaDDBS) 3سولفوناتبنزنسديم دودسيل

 سنتز شد.  يکربن هایلولهنانو سطح کننده دارعامل

 هاگیری فعالیت آنزیمها برای اندازهتهیه نمونه

روی لاروهای  2TiO/CNTsو  CNTنانوذرات بررسي 

G. pyloalisبرگ توت ) وری ديسک برگي، به روش غوطه

 ,.Memarizadeh et al) شدانجام  نوسه(ايچيشينواريته 

، 100های غلظتبا  G. pyloalis پنجملاروهای سن  (.2011

 از هر نانوذره، تهيه شدهگرم بر ليترميلي 500و  400، 300، 200

تيمار شدند و در طول سه ، آب مقطررقيق شده در و  در اتانول

برداری روزانه برای هر غلظت، از روز بعد از تيمار، نمونه

های طور تصادفي انجام شد و نمونهلاروهای زنده مانده به

، داخل های بيوشيمياييزمان انجام آزمايشآوری شده تا جمع

به عنوان تيمار  نگهداری شدند. درجه سلسيوس -20فريزر 

 شاهد، لاروها با آب حاوی اتانول تيمار شدند.

بافر استراز، هر لارو در های برای تعيين فعاليت آنزيم

-X( ترايتون v/v) %05/0و حاوی  pH 7مولار،  1/0فسفات )

ها ز شد. بعد از هموژنايزکردن، نمونه( روی يخ هموژناي100

                                                           
1. Shin Ichinose 
2. Titanium iso Propoxide 
3. Sodium Dodecylbenzesulfonate 

دقيقه سانتريفيوژ  15برای  درجه سلسيوس 4در  g ×12000در 

به عنوان منبع آنزيمي  )سوپرناتانت( شده و محلول رويي

 استفاده شد.

 -اسنهای گلوتاتيوگيری ميزان فعاليت آنزيمبرای اندازه

م ز انجااستراهای ها مشابه آنزيمسازی نمونهترنسفراز، آماده

  X-100از بافر فسفات فاقد ترايتون با اين تفاوت که .شد

 استفاده شد. 

بافر فسفات  ، هر لارو درCATآنزيم  گيریبرای اندازه

( روی AEDT4 مولارميلي 1/0و حاوی  pH 7مولار،  025/0)

 درجه سلسيوس 4 و g  ×14000يخ هموژنايز شد و سپس در 

دقيقه سانتريفيوژ شده و محلول رويي به عنوان منبع  15 به مدت

 آنزيمي مورد استفاده قرار گرفت.

 های استرازگیری فعالیت آنزیماندازه

 ,van Asperen) روش ون اسپرن ر اساسفعاليت استراز ب

گيری فعاليت آنزيم برای اندازه. گيری شداندازه( 1962

 -بتا و (NA-α) 5نفتيل استات -آلفادو سوبسترای  ، ازاستراز

و  7نفتول -آلفا جذباستفاده شد و  (NA-β) 6نفتيل استات

به  نانومتر 540و  450در  ترتيببه ،توليد شده 8نفتول -بتا

 Awareness Technology) ی ميکروپليت ريدروسيله

Inc., Florida, USA) .های استانداردمنحني خوانده شد 

 -نفتول و بتا -های مختلف آلفابا استفاده از غلظت رسم شده

فاست  -نفتول -و بتا -نفتول -برای تبديل کمپلکس آلفا، نفتول

 به فعاليت ويژه استرازی مورد استفاده قرار گرفت 9بلو آرآر

(Miller and Karn, 1980فعاليت آنزيم .)های استراز به-

  ارائه شد. mg protein1-nmol.min-1 صورت 

 ترنسفراز-اسگیری فعالیت گلوتاتیونندازها

 ترنسفراز-اسيزان فعاليت آنزيم گلوتاتيونبرآورد م 

( و باHabig et al., 1974مطابق با روش هبيگ و همکاران )

                                                           
4. Ethylenediamine Tetraacetic Acid 
5. α-Naphtyl Acetate 
6. β-Naphtyl Acetate 
7. α-Naphthol 
8. β-Naphthol 
9. Fast blue RR 
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(، CDNB) 1نيتروبنزندی-4،2-کلرو-1استفاده از سوبسترای 

ی ميکروپليت نانومتر به وسيله 340ميزان جذب در  انجام شد.

فعاليت  ثانيه( خوانده شد. 20ريدر به صورت سينتيک )هر 

GST 1صورت به-mg protein1-mol.minμ .محاسبه شد 

 گیری فعالیت کاتالازاندازه

گيری از طريق اندازه کاتالاز سنجش فعاليت کاهشي آنزيم

نانومتر برای مدت زمان  240تجزيه آب اکسيژنه در طول موج 

و توسط دستگاه  درجه سلسيوس 25و در دمای  دقيقه يک

. ضريب خاموشي )جذب شد انجام( Cary 3اسپکتروفوتومتر )

است  cm1-M 6/43-1نانومتر  240مولي( پراکسيد هيدروژن در 

(1984Aebi,  .) فعاليتCAT صورتبهmg 1-mmol.min

1-protein .تخمين زده شد 

 گیری غلظت پروتئیناندازه

های غلظت پروتئين منبع آنزيمي مورد استفاده در آزمون

تعيين شد.  (Bradford, 1976) بيوشيميايي به روش بردفورد

گيری ميزان پروتئين از منحني استاندارد با استفاده برای اندازه

( BSA) 2های مختلف و مشخص آلبومين سرم گاویاز غلظت

نانومتر  630ها در عنوان استاندارد استفاده شد و جذب آنبه

 خوانده شد.

 آماری تجزیه و تحلیل

ها ادهد. تکرار انجام شد 3بيوشيميايي در  هایآزمايش تمام

ح ها با طرو مقايسه ميانگين شده( ANOVAواريانس ) تجزيه

و  تجزيه. اسپيلت پلات در زمان )آناليز ترکيبي( انجام شد

زمون آبا استفاده  p=  05/0 سطح احتمال آماری در هایتحليل

 انجام شد. SAS v. 9افزار نرمکمک با توکي و 

 

 نتایج

2CNTs/TiO-و تاثيرخالص  CNTتاثير  ،در اين مطالعه

NPs  بيوشيميايي  گرهاینشانزيستبرG. pyloalis  مورد

آنزيم استراز با  تجزيه و تحليل نتايج بررسي قرار گرفت.

                                                           
1. 1-choloro-2,4-dinitrobenzene 
2. Bovine Serum Albumin  

سوبسترا نشان داد که اختلاف عنوان به α-NAاستفاده از 

روهای تيمار داری بين فعاليت اين آنزيم در شاهد و لامعني

وجود ندارد  CNTاز  گرم بر ليترميلي 100شده با غلظت 

از  داری بعدطور معنينزيم استراز بهمقدار فعاليت آ(. 1)شکل 

 از گرم بر ليترميلي 300و  200های ساعت تماس با غلظت 48

CNT فعاليت  کاهشحالي است که کاهش نشان داد. اين در

ساعت  72بعد از های مزبور، تحت تاثير غلظتاين آنزيم 

 400 ،نشان داده شده است 1طور که در شکل همانجبران شد. 

دار فعاليت منجر به کاهش معني CNTاز  گرم بر ليترميلي

حالي است اين درشود. از تيمار مي پسساعت  72و  48 ،آنزيم

در کاهش فعاليت آنزيم استراز  CNTترين تاثير بيشکه 

و در طول هر سه نقطه  گرم بر ليترميلي 500مربوط به غلظت 

بررسي تاثير . زماني مورد آزمايش با اين نانوذرات است

کارگيری هبر فعاليت استراز با ب NPs-2CNTs/TiOتيمارهای 

α-NA گرم بر ميلي 100عنوان سوبسترا نشان داد که غلظت به

تاثير رد بررسي بر فعاليت اين آنزيم بيدر طول سه زمان مو ليتر

 72حالي است که فعاليت آنزيم پس از اين در. (2)شکل  است

2CNTs/TiO-از  گرم بر ليترميلي 200ساعت تيمار با غلظت 

NPs فعاليت آنزيم . (2)شکل  شودداری کاسته ميمعني طوربه

اعت س 48و  24نيز بعد از  گرم بر ليترميلي 300استراز با غلظت 

ساعت  72گذشت  از بعدفعاليت اما اين کاهش  ،شودمهار مي

در مورد تيمارهای . (2)شکل  شودمياز تيمار جبران 

NPs-2CNTs/TiO ترين تاثير بر فعاليت آنزيم استراز بيش

است )شکل گرم بر ليترميلي 500و  400های مربوط به غلظت

 بازهگيری در هر سه ها به طور چشماين غلظت ،رو(. از اين2

-فعاليت آنزيم استراز ميباعث کاهش  ،زماني مورد بررسي

 شوند.
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در  CNTهای مختلف در تماس با غلظت Glyphodes pyloalis( ESTی )فعاليت استرازخطای معيار(  ±ميانگين ) مقايسه -1شکل 

 اند، بر اساس آزمون توکي دارایشدههايي که با حروف مشابه نشان داده ميانگين. α-NAای کارگيری سوبسترهطول سه روز، با ب

 .(p<0.05) دار نيستنداختلاف معني

Figure 1. Comparison of mean (±SE) of esterase (EST) activity in Glyphodes pyloalis exposure to 

different concentrations of CNTs over 3 days, using α-NA as a substrate. Means followed by similar 

letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p < 0.05). 

 
های مختلف در تماس با غلظت Glyphodes pyloalis( ESTی )فعاليت استراز خطای معيار(  ±ميانگين ) مقايسه -2شکل 

NPs-2CNTs/TiO ای کارگيری سوبسترهدر طول سه روز، با بNA-α .اند، بر اساس شدههايي که با حروف مشابه نشان داده ميانگين

 .(p<0.05) دارای اختلاف معني دار نيستند (p <0.05)آزمون توکي 

Figure 2. Comparison of mean (±SE) of esterase (EST) activity in Glyphodes pyloalis exposure to 

NA as a substrate. Means followed by -NPs over 3 days, using α-2different concentrations of CNTs/TiO

similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p < 0.05). 
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ها نشان داد که فعاليت آنزيم استراز نتايج تجزيه واريانس داده

-، با بهNPs-2CNTs/TiOو  CNTلاروهای تيمار شده با 

دار وابسته به طور معنيعنوان سوبسترا، بهبه α-NAکارگيری 

( مدت زمان مواجهه است 3( غلظت تيمارها و 2( نوع تيمار، 1

جز در مورد و اين درحالي است که اثرات متقابل اين فاکتورها 

بر فعاليت آنزيم استراز متقابل نوع تيمار در غلظت تيمار،  اثر

اثر که  کند. و اين بدين معناستداری ايجاد نميتفاوت معني

بر فعاليت آنزيم مستقل  هر کدام از تيمارهاهای مختلف غلظت

ولي وابسته به نوع تيمار  ،تيمارهاستبا  از مدت زمان مواجهه

طور نتايج مقايسه فعاليت آنزيم استراز تحت تاثير است. همين

CNT  وNPs-2CNTs/TiO  تازه پوست 5در لاروهای سن-

تر تيمارهای مبين تاثير بيش، G. pyloalisاندازی کرده 

NPs-2CNTs/TiO  نسبت بهCNT است. 

 

 

در  CNTهای مختلف در تماس با غلظت Glyphodes  pyloalis( ESTی )فعاليت استراز خطای معيار(  ±) ميانگين مقايسه -3شکل 

اند، بر اساس آزمون توکي دارای شدههايي که با حروف مشابه نشان داده ميانگين. β-NAای کارگيری سوبستره طول سه روز، با ب

 .(p<0.05) دار نيستنداختلاف معني
Figure 3. Comparison of mean (±SE) of esterase (EST) activity in Glyphodes pyloalis exposure to 

different concentrations of CNTs over 3 days, using β-NA as a substrate. Means followed by similar 

letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p < 0.05). 

 

بر فعاليت استراز  CNTتيمارهای نتايج بررسي تاثير 

-، با بهG. pyloalisاندازی کرده تازه پوست 5لاروهای سن 

ارائه شده  3عنوان سوبسترا، در شکل به β-NA کارگيری

دهنده رفتار متفاوت آنزيم استراز در است. اين نتايج نشان

های لاروهای تيمار شده با غلظت لاروهای شاهد نسبت به

 گرم بر ليتر( ميلي 500و  400، 300 ،200، 100) مختلف

CNT  (.3است )شکل 

های مورد رو با افزايش زمان مواجهه با تمام غلظتاز اين

داری از فعاليت آنزيم استراز طور معني، بهCNTآزمايش

 (.3شود )شکل کاسته مي
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بر فعاليت آنزيم استراز لاروهای  NPs-2CNTs/TiOتاثير 

، نيز مشابه با اثر β-NAکارگيری سوبسترای اين آفت، با به

CNT که برعکس شاهد، با افزايش مدت طوریارزيابي شد. به

ی کار برده شدههای بهزمان مواجهه با تمام غلظت

NPs-2CNTs/TiOداری طور معني، فعاليت آنزيم استراز به

 (.4 يابد )شکلکاهش مي

  

های مختلف در تماس با غلظت Glyphodes pyloalis( ESTی )فعاليت استرازخطای معيار(  ±ميانگين ) مقايسه -4شکل 

NPs-2CNTs/TiO ای کارگيری سوبستره در طول سه روز، با بNA-β .اند، بر اساس شدههايي که با حروف مشابه نشان داده ميانگين

 .(p<0.05) نيستنددار آزمون توکي دارای اختلاف معني

Figure 4. Comparison of mean (±SE) of esterase (EST) activity in Glyphodes pyloalis exposure to 

NA as a substrate. Means followed by -NPs over 3 days, using β-2different concentrations of CNTs/TiO

similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p < 0.05). 
 

بر اساس نتايج تجزيه واريانس، فعاليت آنزيم استراز با 

2CNTs/TiO-و  CNTو در مواجهه با NA-βسوبسترای 

NPs، غلظت 2( نوع تيمار و 1دار وابسته به طور معنيبه )

فعاليت آنزيم استراز با  تيمارها است. به اين ترتيب بر خلاف

های ، مدت زمان مواجهه حشره با غلظتα-NAسوبسترای

ای کنندهبه تنهايي عامل تعيين NPs-2CNTs/TiOمختلف 

نيست. اين درحالي است که اثر متقابل غلظت در زمان و اثر 

متقابل غلظت در نوع تيمار بر فعاليت آنزيم استراز با استفاده از 

ی کنندهدار است. بنابراين، عامل تعيينمعني β-NA سوبسترای

دار در های مختلف تيمارها برای ايجاد تفاوت معنيغلظت

وابسته  β-NAميزان فعاليت آنزيم استراز با کاربرد سوبسترای 

 است. و نوع تيمار  مواجهه با تيمار به زمان

 .Gکرده لارو سن پنج و تازه پوست اندازی GSTفعاليت 

pyloalis  ميلي 100روز از تيمار با غلظت  3پس از گذشت 

 .داری کاهش نشان دادطور معنيبه CNTsگرم بر ليتراز 

-ميلي 200کاهش فعاليت اين آنزيم با افزايش غلظت تيمار به 

 (. 5تر از تيمار قبلي ظاهر شد )شکل گرم بر ليتر، سريع

و  CNTs (300 ،400های ديگر اين درحالي است که غلظت

لظت غتر از را حتي سريع GSTگرم بر ليتر( فعاليت ميلي 500

اليت ترين کاهش فعگرم بر ليتر کاهش دادند و بيشميلي 200

 يافت گرم بر ليتر بروزميلي 500و  400های تحت تاثير غلظت

 (.5)شکل 
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های در تماس با غلظت Glyphodes pyloalis( GSTترنسفراز )-اسگلوتاتيونفعاليت  خطای معيار(  ±ميانگين ) مقايسه -5شکل 

دار دارای اختلاف معني اند، بر اساس آزمون توکيشدههايي که با حروف مشابه نشان داده ميانگين. در طول سه روز CNTمختلف 

.(p<0.05) نيستند
Figure 5. Comparison of mean (±SE) of glutathione S-transferase (GST) activity in Glyphodes pyloalis 

exposure to different concentrations of CNTs over 3 days. Means followed by similar letters showed no 

significantly difference from each other by Tukey’s test (p < 0.05). 
 

 های مختلفلاروهای تيمار شده با غلظت GSTفعاليت آنزيم 

NPs-2CNTs/TiO  نشان داده شده است. به غير 6در شکل 

گرم بر ليتر اين نانوذرات که بعد ميلي 200و  100هایاز غلظت

روز از زمان تيمار، باعث کاهش فعاليت اين  2از گذشت 

شده در طول هر سه زمان های بررسيشدند، ديگر غلظتآنزيم 

(. از 6مورد آزمايش، فعاليت اين آنزيم را کاهش دادند )شکل 

های بالاتر تاثير گرم بر ليتر و غلظتميلي 300رو، غلظت اين

داشتند. تجزيه واريانس  GSTزياد و سريع بر فعاليت آنزيم 

وهای تيمار شده با لار GSTها نشان داد که فعاليت آنزيم داده

CNT  وNPs-2CNTs/TiO ،1دار وابسته به طور معنيبه )

( غلظت تيمارها است و اين درحالي است که 2نوع تيمار و 

 GSTزدای اثرات متقابل اين دو فاکتور بر فعاليت آنزيم سم

های و بدين ترتيب اثر نوع تيمار و غلظت دار استنيز معني

دار در فعاليت آنزيم به هم نيبرای ايجاد اختلاف معمختلف 

که تاثير اين فاکتورها بر فعاليت آنزيم اند، در حاليوابسته

GST .مستقل از مدت زمان مواجهه با تيمارها است 

-نتايج ارزيابي فعاليت آنزيم کاتالاز نشان داد که تمام غلظت

دار باعث افزايش طور معنيآزمايش شده، به CNTهای 

 شوندهر سه زمان مورد آزمايش مي فعاليت اين آنزيم در

ترين افزايش در فعاليت اين آنزيم مربوط به (. بيش7)شکل 

 است گرم بر ليتر از اين تيمارميلي 300و  200، 100های غلظت

 . (7)شکل 
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های ا غلظتبدر تماس  Glyphodes pyloalis( GSTترنسفراز )-گلوتاتيون اس فعاليتخطای معيار(  ±ميانگين ) مقايسه -6شکل 

ی ن توکي دارااند، بر اساس آزموشدههايي که با حروف مشابه نشان داده ميانگين. در طول سه روز NPs-2CNTs/TiOمختلف 

 .(p<0.05) دار نيستنداختلاف معني
Figure 6. Comparison of mean (±SE) of glutathione S-transferase (GST) activity in Glyphodes pyloalis 

. Means NPs over 3 days, using CDNB as a substrate-2exposure to different concentrations of CNTs/TiO

followed by similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p < 0.05). 
 

 
در  CNTتلف های مخدر تماس با غلظت Glyphodes pyloalis( CATکاتالاز ) فعاليتخطای معيار(  ±ميانگين ) مقايسه -7شکل 

 .(p<0.05) تنددار نيسنياند، بر اساس آزمون توکي دارای اختلاف معشدههايي که با حروف مشابه نشان داده ميانگين. طول سه روز

Figure 7. Comparison of mean (±SE) of Catalase (CAT) activity in Glyphodes pyloalis exposed to 

different concentrations of CNTs over 3 days. Means followed by similar letters showed no significantly 

difference from each other by Tukey’s test (p < 0.05). 
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2CNTs/TiO-فعاليت آنزيم کاتالاز در لاروهای تيمار شده با 

NPsد ، هماننCNT داری نسبت به شاهد افزايش طور معنيبه

 200، 100های طور ويژه در مورد غلظتيافت و اين افزايش به

ديده شد  NPs-2CNTs/TiOگرم بر ليتر از ميلي 300و 

های آنزيم کاتالاز نشان داد که (. تجزيه واريانس داده8)شکل 

( غلظت 2( نوع تيمار، 1دار به طور معنيفعاليت آنزيم به

( اثر متقابل 4( اثر متقابل نوع تيمار در غلظت تيمار و 3تيمارها، 

است. بنابراين، در مورد  وابسته غلظت و زمان مواجهه با تيمار

متصل شده به  CNTخالص و  CNTهر دو تيمار يعني 

های اين نانوذرات بر فعاليت ، تاثير غلظت2TiOنانوذرات 

 ستقل از مدت زمان مواجهه و نوع تيمار نيست.آنزيم کاتالاز، م

 

 

 

 
تلف های مخدر تماس با غلظت Glyphodes pyloalis( CATکاتالاز )فعاليت خطای معيار(  ±ميانگين ) مقايسه -8شکل 

NPs-2CNTs/TiO ف معنيدارای اختلا اساس آزمون توکياند، بر شدههايي که با حروف مشابه نشان داده ميانگين. در طول سه روز-

 .(p<0.05) دار نيستند

Figure 8. Comparison of mean (±SE) of Catalase (CAT) activity in Glyphodes pyloalis exposed to 

Means followed by similar letters showed no  NPs over 3 days.-2different concentrations of CNTs/TiO

significantly difference from each other by Tukey’s test (p < 0.05).
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 بحث

-گير فناوری نانو در زمينهدر دنيای امروز پيرو رشد چشم

های وابسته به توليد غذای انسان، ويژه در زمينههای مختلف، به

ارزيابي ريسک اين فناوری کاربردی و جذاب ضروری است 

(Venkataraman et al., 2019در اين مطالعه .)،  فعاليت سه

-ترانسفراز و کاتالاز( به-استيوننوع آنزيم مهم )استراز، گلوتا

گرهای سريع و مناسب برای ارزيابي تعادل نشانعنوان زيست

تحت  G. pyloalisحشره آفت  5متابوليکي لارو سن 

قرار گرفت.  ارزيابيمورد  NPs-2CNTs/TiOو CNTتاثير

 تيسم يکربن یهاسطح نانولوله 1یدارهندسه و عامل ب،يترک

 ،دار شدنبدون عامل  CNT. دز متوسطکنديمشخص مرا آن

های سلولي حيواني و انساني سميت نشان شدت روی لاينهب

طور همان .(Garnica-Gutiérrez et al., 2018) داده است

با که در نتايج ارزيابي آنزيم استراز نشان داده شده است، 

از  گرم بر ليترميلي 300و  α-NA ،200از سوبسترای  استفاده

CNT صورت هقادر به اختلال در فعاليت طبيعي آنزيم استراز ب

-ميلي 500تيمار با غلظت  درپذير است. در حالي که برگشت

، اين اختلال در فعاليت طبيعي آنزيم از اين نانوذره گرم بر ليتر

در مورد تيمار با  ،چنينهمآيد. ناپذير در ميصورت برگشتهب

ترين تاثير بر فعاليت استراز با يشب 2CNTs/TiO نانوذرات

حاصل شد که  گرم بر ليترميلي 500و  400های کاربرد غلظت

ناپذير تر، سريع و برگشتهای کماين تاثير برخلاف غلظت

، تاثير بازدارنده هر دو β-NAسوبسترای با کاربرد  بوده است.

بر فعاليت آنزيم استراز شديدتر  2CNTs/TiOو  CNTتيمار 

اين بروز کرد.  α-NAسوبسترای از ارزيابي آنزيم با کاربرد 

طوری که تمام به ؛است های کربنينانولولهنتيجه به دليل تاثير 

باعث کاهش فعاليت آنزيم  CNT مورد آزمونهای غلظت

بنابراين د. نشوز اول تا روز سوم پس از تيمار مياستراز از رو

دهنده اين است که نانوذرات نشانارزيابي آنزيم استراز نتايج 

زدا به های سماز آنزيممورد بررسي روی فعاليت اين گروه 

در  هادار تاثيرگذار است و کاهش فعاليت اين آنزيمطور معني

                                                           
1. Functionalization 

توسط موجود زنده هزينه گواه بر صرف شرايط آزمايش نيز 

. فوآد و خارجي استزای تنشدر مواجهه با اين عوامل 

که سطح ( گزارش کردند Fouad et al., 2018همکاران )

Aedes  هایپشه در 2استرازکولينو فعاليت استيل پروتئين

albopictus Skuse  وCulex pipiens Linnaeus ر د

بررسي يابد. کاهش ميدار طور معنيبهتماس با نانوذرات نقره 

 .Gفعاليت آنزيم استراز در بر تيتانيوماکسيد نانوذره دی تاثير

pyloalis، با اين حشره دهنده اهميت مدت زمان مواجهه نشان

تلس و (. Memarizadeh et al., 2014aاست )نانوذره 

عاليت کردند که ف( گزارش Teles et al. 2016همکاران )

 در ،Sparus aurata Linnaeus ،سرطلا يماه استراز در

و  فرانکوهای کند و بررسيتماس با نانوذرات طلا تغيير نمي

 Mytilusروی صدف  (Franco et al., 2015همکاران )

galloprovincialis Lamarck تماس با فلزات سنگين  در

 ,.Teles et alتلس و همکاران )ابه با تحقيق هم نتيجه مش

 نشان داد.را  (2016

 CNTنشان داد که اثرات ناشي از  تجزيه و تحليلنتايج 

اثر وابسته به  GSTبر آنزيم  NPs-2CNTs/TiO خالص و

 ندگي آنزيمربازدا ،است. بنابراينتيمارها و نوع غلظت متقابل 

-ا افزايش غلظت تيمارها افزايش ميترنسفراز ب-اسگلوتاتيون

نقشي زدا های سمترين آنزيمعنوان يکي از مهمبه GST يابد.

کليدی در متابوليسم گستره وسيعي از ترکيبات دروني و بيگانه 

جهت سازگاری با عوامل خارجي تحت تاثير  درو  دارند

 .(Ezemonye and Tongo, 2010د )نگيرمستقيم قرار مي

تغييرات مشاهده شده در فعاليت اين آنزيم در مواجهه رو از اين

زا بودن اين تنشدهنده نشان ،با نانوذرات مورد بررسي

و  mRNAافزايش در فراواني است.  موجودترکيبات برای 

 .Sدر کبد ترنسفراز -اسژن آنزيم گلوتاتيون بيان بيش از حد

aurata های کم و متوسط ساعت تيمار با غلظت 96از  پس

( Teles et al., 2016تلس و همکاران ) توسطنانوذرات طلا 

حالي گزارش شده است که. اين نتيجه دره استديده شد

                                                           
2. Acetylcholinesterase 
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آنزيم نانوذرات طلا سيترات شده هيچ تاثيری بر اين 

 بيانمنجر به شده نانوذرات نقره تجاری در حالي که نداشتند.

 شد C. ripariusترنسفراز در –اسژن گلوتاتيون تربيش

(Nair et al., 2011; Franco et al., 2015; Teles et 

al., 2016.) 

کاتالاز نشان داد که با افزايش  نتايج ارزيابي آنزيم

فعاليت اين آنزيم در  ،آنمواجهه با مدت زمان  و  CNTغلظت

شکل مشابه، تيمار با . بهيابدافزايش مي G. pyloalisلاروهای 

تواند در فعاليت آنزيم کاتالاز مي 2CNTs/TiOنانوذرات

فعاليت اين آنزيم  قرار گرفتنتاثير تحت  اختلال ايجاد کند.

، واسطه نانوذرات مورد بررسياکسيدانت بهو آنتي محافظتي

 منظوربهمحيط  وارد شده از تنش بهکاتالاز پاسخ  گرنشان

 ,Switala and Loewenافزايش طول عمر حشره است )

نيز  S. aurataبيان بيش از حد معمول اين آنزيم در . (2002

در مواجهه با تيمار نانوذرات طلا توسط تلس و همکاران 

(Teles et al., 2016گزار )نتايج چنين شده است. هم ش

دهنده نشان( Dziewięcka et al., 2016همکاران )دويکا و 

 Acheta domesticus افزايش فعاليت آنزيم کاتالاز در

Linnaeus استگرافن تيمار شده با اکسيد . 

 احتمالي اثرات مضربررسي تر به طورکلي، توجه بيشبه

-يهای حشرات ضروری است. نتايج ارزيابگونهنانوذرات بر 

و  CNTتيمارهای  نشان داد کهدر اين تحقيق های آنزيمي 

NPs-2CNTs/TiO  های استراز، گلوتاتيونآنزيمبر فعاليت-

سته ثير وابگذارند و اين تااثر ميحشره ترنسفراز و کاتالاز -اس

ست. ها اهای مورد آزمون و مدت زمان مواجهه با آنبه غلظت

داتيو در حفاظت از اثرات اکسيهای مذکور که آنزيم جااز آن

ر ده دهای ايجاد شاختلال بنابراين ،دخالت دارنددر موجودات 

ومواد ناناين  تيسم ليپتانسدهنده نشان، هاآنفعاليت طبيعي 

بر حشره مدل ها آن به واسطهتنش و تحميل  شده يمهندس

ر گنتايج اين تحقيق بيان ،ديگر طرف زاست. امورد بررسي 

بي گرهای آنزيمي برای ارزيانشانکارگيری زيستهب امکان

 منظوربهمورد کاربرد در مصارف کشاورزی ريسک نانوذرات 

ر ها دهای بالقوه آنبيني اثرات فيزيولوژيک و سميتپيش

 .استزيست محيط
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Abstract 

The activity of general esterases (ESTs), catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST) were 

used to survey the in vivo responses of Glyphodes pyloalis Walker to bare carbon nanotubes (CNTs) and 

synthesized carbon nanotubes/titanium dioxide nanoparticles (CNTs/TiO2-NPs). These biochemical tests 

were performed in the three time points of exposure (i.e. 24, 48 and 72 h) and to five concentrations (i.e. 

100, 200, 300, 400 and 500 ppm). Results showed that the enhancement of treated concentrations of both 

CNTsand CNTs/TiO2-NPs irreversibly impaired ESTs activities when α- naphthyl acetate (α-NA) used as 

a substrate. Using β-naphthyl acetate (β-NA) as a substrate, inhibitory effect of both CNTs and 

CNTs/TiO2-NPs on ESTs activities was more intense than that of α-NA. Results also demonstrated that 

inhibition of GST activities generating by bare CNTs and also by CNTs/TiO2-NPs was dependent to the 

concentrations of treatments. CAT assays showed that the increasing CNTs concentrations over exposure 

time could be affected by enhancement of the CAT activities in G. pyloalis. In the similar manner to bare 

CNTs, the increasing CNTs when coupled to TiO2-NPs (CNTs/TiO2-NPs) over exposure time could be 

interfered to the CAT activities. It can be concluded that these tested enzymes are good early biochemical 

indicators in order to prediction and management of adverse effects of bare CNTs and also CNTs when 

coupled to TiO2-NPs on insects. 
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