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کفشدوزک  اختصاصی در پروتئازهای گوارشی بیوشیمیایی انواع بررسی

Cryptolaemus montrouzieri Mulsant (Col.: Coccinellidae) و تاثیر طعمه-

 مختلف بر فعالیت آنهاهای 
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 چکیده

 Cryptolaemusکفشدوزک شکارگر  در لاروها و افراد بالغ پروتئازهای گوارشيبيوشيميایي های ویژگي و انواع

montrouzieri Mulsant طعمه روی پس از تغذیهآنها  فعاليت و تغيير تعيينهای اختصاصي با استفاده از سوبستراها و بازدارنده-

ها در شرایط آزمایشگاه پرورش یافته و با شپشک آرد آلود تغذیه شدند. تشریح بدن در کفشدوزک شد. ارزیابيهای مختلف 

فعاليت انواع پروتئازهای گوارشي تحت تاثير سپس . و سانتریفيوژ شد ها همگنانجام شد و لوله گوارش نمونهمحيط کلرید سدیم 

و اگزوپپتيدازها نتایج نشان داد که فقط سيستئين پروتئازها  .های اختصاصي و با تغذیه از سه ميزبان تعيين شدسوبستراها و بازدارنده

بيشترین فعاليت سرین  ند.داشتدر هضم نقش نيز سرین و سيستئين پروتئازها  ،در لاروها اما ند،بود در معده افراد بالغ فعال

به دست آمد. اسيدیته بهينه فعاليت  9و  9-8، 8های پروتئازهای تریپسين، کيموتریپسين و الاستاز لاروها به ترتيب در اسيدیته

تعيين شد. بيشترین فعاليت  C. montrouzieriدر لاروها و افراد بالغ کفشدوزک  5و  6به ترتيب در مقادیر  Lو  Bهای کاتپسين

 7های اما این دو آنزیم در افراد بالغ به ترتيب در اسيدیته ،گيری شداندازه 7و کربوکسي پپتيداز گوارشي لاروها در اسيدیته  -آمينو

سبب  AEBSF.HCLو  E-64 ،TLCK ،SBTI ،TPCKسيستاتين،  های اختصاصيبازدارنده بيشترین فعاليت را نشان دادند. 6و 

داری در فعاليت سرین تفاوت معني. شدند C. montrouzieriدار فعاليت پروتئازهای اختصاصي لاروها و افراد بالغ کاهش معني

، شپشک آردآلود Planococcus citriشپشک آردآلود مرکبات  لاروهای تغذیه شده از Lيدازها و کاتپسين تپروتئازها، اگزوپپ

سيستئين پروتئازها و آمينوپپتيداز افراد بالغ اما  ،مشاهده نشد Toxoptera aurantiiو شته چای  Pseudococcus viburniچای 

تفاوت پروفایل پروتئازی در لاروها و افراد بالغ این کفشدوزک . تغذیه شده از شته چای کمترین فعاليت را از خود نشان دادند

تفاوت فيزیولوژیک این دو مرحله زیستي و اهميت سرین پروتئازها در فرآیندهای حفظ و نگهداری شرایط رشدی دستگاه  موید

ده و وجود ترکيبات مختلف گوارش است. علاوه براین، فعاليت بيشتر سيستئين پروتئازها در افراد بالغ به ماهيت طعمه مصرف ش

 گردد.ها باز ميپروتئيني و حتي گليکوپروتئيني در طعمه

 فعاليت آنزیمي، Cryptolaemus montrouzieri : پروتئاز،کلیدیهای هژوا
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 مقدمه

های موثر در ترین آنزیمپروتئازها در زمره مهم

در القای  بوده وویژه حشرات ه فيزیولوژی موجودات زنده ب

فيزیولوژیک بدن حشرات همچون  هایفعاليتبسياری از 

ایمني، پاسخ سلولي به یک محرک، هضم موادغذایي و 

 ,Nation)حتي تجزیه ترکيبات ناگوارد اهميت دارند 

های ها پيوندهای پپتيدی را در مولکولاین آنزیم. (2008

پروتئيني هيدروليز کرده و بر اساس اینکه از انتهای زنجيره 

مستقيم روی  به طور تجزیه کنند یاآمينواسيدی پيوندها را 

به دو گروه  ،پيوندهای داخلي پپتيدی موثر باشند

 Kanostشوند )اگزوپپتيدازها و اندوپپتيدازها تقسيم مي

and Clem, 2011). ها بر اساس این، این آنزیم بر علاوه

های شيميایي موجود در ساختار و عملکردشان در گروه

-ه با سوبستراها و بازدارندههمواجهای بيوشيميایي در محيط

های اصلي شوند. گروهبندی مينيز تقسيم مختلفهای 

اندوپپتيدازها عبارتند از سرین پروتئازها، سيستئين پروتئازها، 

که درحالي ،آسپارتيک پروتئازها و متالوپروتئازها

و کربوکسي پپتيدازها  -اگزوپپتيدازها به دو گروه آمينو

 Noren et al., 1986; Rawlings et)شوند تقسيم مي

al., 2010; Kanost and Clem, 2011; Terra and 

Ferreira, 2012) . آمينوپپتيدازها اسيدهای آمينه را از

در جداکردن اسيدهای همچنين، انتهای پپتيدها جدا کرده و 

آمينه آلانين، لئوسين و آسپارتيل از انتهای پپتيد نقش دارند. 

از انتهای کربوکسيل پپتيد اسيدهای کربوکسي پپتيدازها 

-آمينه را جدا کرده و بر اساس سازوکار کاتاليتيک تقسيم

  .(Terra and Ferreira, 2012) شوندبندی مي

پروتئازهای گوارشي در اغلب حشرات آفت از 

بالان بررسي بالپوشان، دوبالان و نيمبالپولکداران، سخت

روی حشرات شکارگر مشابه های اما بررسي ،اندشده

اسيدیته بهينه فعاليت که  است مشخص شدهاست.  محدود

 Rodalia cardinalis Mulsantپروتئاز گوارشي 

(Coleoptera: Coccinellidae) و Coccinella 

septempunctata L. (Coleoptera: Coccinellidae) 
گزارش  .(Sakurai, 1968)گزارش شده است  6-5بين 

های غالب در معده آنزیم ،که سيستئين پروتئازها هشد

 :Adalia bipunctata L. (Coleopteraکفشدوزک 

Coccinellidae)  لاروها و افراد بالغ بوده و اسيدیته بهينه

 . (Walker et al., 1998) دهندرا نشان مي 6تا  5/5

بررسي پروتئازهای گوارشي افراد بالغ کفشدوزک 
Harmonia axyridis pallas (Coccinellidae: 

Coleoptera) های که سيستئين پروتئازها آنزیم نشان داد

غالب معده بوده و سرین، آسپارتيک و متالوپروتئيازها 

و  6دارند. پروتئازهای گوارشي در اسيدیته  جزئيفعاليت 

 Koo) درجه سلسيوس بيشترین فعاليت را داشتند 45دمای 

and Park, 2002). 

اگرچه اهميت بررسي پروتئازهای گوارشي در حشرات 

کنترل کارآمد آنها از طریق گسترش  به منظورآفت 

نهادینه شده  های پروتئازی در قالب گياهان مقاومبازدارنده

طور مستقيم بر ه ب تواندمي اما در حشرات شکارگر ،است

افزایش کارایي آنها موثر باشد. در واقع، ترجيح تغذیه از 

های تابعي و عددی های مختلف و بررسي واکنشطعمه

یک شکارگر کاربردهای فراواني در ارزیابي کارایي 

های مختلف سبب اما تغذیه از طعمه ،شکارگران آفت دارند

های گوارشي شده و مقادیر مواد تغيير در فعاليت آنزیم

فيزیولوژیک را  هایفعاليتمغذی در دسترس برای سایر 

طول عمر، توليد مثل و سایر  کهطوریبه  ؛دهدميتغيير 

های اکولوژیک شکارگر را تحت تاثير قرار خواهد فراسنجه

های گوارشي شکارگران شناخت آنزیم ،داد. از سوی دیگر

و برهمکنش آنها با نوع طعمه خورده شده ویژه پروتئازها ه ب

به عنوان یک عامل تواند سبب بهبود عملکرد شکارگر مي

 تر شکارگر در سو و پرورش مناسباز یک بيوکنترل 

با توجه به مطالعه اندک شود. واحدهای پرورش انبوه 

های شکارگر از نظر بيوشيميایي و پروتئازهای کفشدوزک

پژوهش حاضر  های مختلف،نحوه برهمکنش آنها با طعمه

 ،اختصاصي یبا استفاده از سوبستراهادر ابتدا در نظر دارد 

عده لاروها و افراد بالغ تنوع پروتئازهای گوارشي م

 C. montrouzieri Mulsantکفشدوزک 

(Coleoptera: Coccinellidae) و پس  را مشخص کرده

های بيوشيميایي آنها را از نظر اسيدیته و پاسخ ویژگياز آن، 

 .کندهای اختصاصي تعيين های مختلف بازدارندهبه غلظت
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افراد بالغ تغذیه روند تغييرات آنها را در لاروها و به علاوه، 

های چای و مرکبات شامل های مختلف در باغشده از طعمه

 Pseudococcus viburniشپشک آردآلود چای 

Signoret (Hemiptera: Pseudococcidae) شپشک ،

 Planococcus citri Rissoآرد آلود مرکبات 

(Hemiptera: Pseudococcidae)  و شته چای
Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombe 

(Hemiptera: Aphididae)  .بررسي کند 
 

 هامواد و روش

 C. montrouzieriکفشدوزک  پرورش

شپشک  ها و افراد بالغپوره به منظور تشکيل کلني، ابتدا

به کدو تنبل های مرکبات آلوده از باغ مرکبات آرد آلود

در شرایط  ،تکثير به منظورو  آوریجمع (منطقه ساری)

درجه سلسيوس، رطوبت نسبي  26±2دمای  با آزمایشگاهي

ساعت  8ساعت روشنایي و  16درصد و دوره  10±70

 .Cافراد بالغ کفشدوزک  ،پسس. پرورش داده شدتاریکي 

montrouzieri  به صورت به آزمایشگاه منتقل شده و

های جداگانه درون ظروف پلاستيکي شفاف به ابعاد جفت

شرایط یه شده و در ها تغذمتر روی شپشکسانتي 3×6×7

لاروها نيز در شرایط . ندپرورش داده شد آزمایشگاهي

شده روی همان طعمه پرورش یافتند. در بيانآزمایشگاهي 

تمام مراحل پرورش، ظروف به طور روزانه تميز یا تعویض 

شده و طعمه جدید در اختيار مراحل لاروی و بالغ قرار 

افراد بالغ  پس از سه نسل پرورش، لاروها وگرفت. 

 .استفاده شدندها کفشدوزک برای انجام آزمایش

لاروها و  های سنجش آنزیمی درسازی نمونهآماده

 C. montrouzieriافراد بالغ 

ذیه کرده از شپشک های سن سوم و افراد بالغ تغلارو

 ،ند. سپسطور تصادفي انتخاب شدبه آردآلود مرکبات

در محلول ها و کل لوله گوارش آنشده حس روی یخ بي

استریو  با استفاده از دستگاه و(NaCl, 10mM) نمکي 

ها جدا . معده از بقيه قسمتاز بدن خارج شدميکروسکوپ 

شده و نسبت مساوی )وزن به حجم( با آب مقطر در 

ميلي ليتری با استفاده از هموژنایزر  5/1های بميکروتيو

شده در  همگنهای دستي روی یخ هموژنایز شد. نمونه

20000×g  دقيقه  20ی سلسيوس به مدت درجه 4و دمای

سانتریفيوژ شده و محلول رونشين حاصل به منظور سنجش 

داری ی سلسيوس نگهدرجه -20در دمای  آنزیميفعاليت 

های متصل به غشا اگزوپپتيدازها تهيه نمونهبرای شد. 

(Membrane-Bound samples)ه نشين بمایع ته ، به

به ميزان  100 -یفيوژ اول، ترایتون ایکسسانتردست آمده از 

)پس از سنجش  گرم پروتئينميکروگرم به ازای هر ميلي 10

به  درجه سلسيوس 4 اضافه شد، و در دمای مقدار پروتئين(

در  سانتریفيوژ با ،ساعت قرار گرفت. سپس 20مدت 

20000×g ی درجه 4و دمای  دقيقه 20به مدت  دور بر دقيقه

سنجش تهيه شده و به منظور  غشاءنمونه متصل به  ،سلسيوس

داری ی سلسيوس نگهدرجه -20در دمای  آنزیميفعاليت 

 . (Ferreira and Terra, 1983)شد 

 سنجش آنزیمی

 سرین پروتئازها

عنوان سه فعاليت تریپسين، کيموتریپسين و الاستاز )به

زیر گروه از سرین پروتئينازها( با استفاده از غلظت یک 

 -BApNA (Nabenzoyl- L- arginine- p مول ازميلي

nitroanilide, Sigma-Aldrich, Austria) عنوان به

 -SAAPPpNA (Nسوبسترای اختصاصي تریپسين، 

succinyl- alanine- alanine- proline- 

phenylalanine- p- nitroanilide, Sigma-Aldrich, 

Austria) ریپسين و عنوان سوبسترای اختصاصي کيموتبه
SAAApNA (N- succinyl- alanine- alanine- 

alanine- p- nitroanilide, Sigma-Aldrich, 

Austria) اختصاصي الاستاز اندازه عنوان سوبسترایبه-

ميکروليتر از بافر  70مخلوط واکنش شامل . گيری شد

مورفولينواتان -2گليسين، سوکسينات و یونيورسال )

 8ی بهينه طبق منابع اسيدیتهمول ميلي 50سولفوریک اسيد، 

ميکروليتر از سوبستراهای  35 برای سرین پروتئازها(،

ميکروليتر محلول آنزیمي بود.  20اختصاصي ذکر شده و 

در دمای آزمایشگاه دقيقه  10مخلوط واکنش به مدت 

با دستگاه  نانومتر 405و جذب در طول موج  هشد نگهداری

 ,Awareness, Statfax, 2100)ميکروپليت ریدر 
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USA) برای اثبات فعاليت پروتئازی ویژه  .گيری شداندازه

برای هر سوبسترا به طور جداگانه از کنترل منفي، شامل بافر 

دقيقه  30و سوبسترا با آنزیم از پيش جوشانده شده )به مدت 

و کنترل منفي حاوی نصف درجه سلسيوس(  100در دمای 

 های اختصاصي استفاده شدمقدار توصيه شده از بازدارنده

(Oppert et al., 1997)  (1)جدول.  

 سیستئین پروتئازها

عنوان دو زیر گروه از )به Lو  Bهای فعاليت کاتپسين

مول سيستئين پروتئازها( با استفاده از غلظت یک ميلي

 -Z- Ala- Arg- Arg 4سوبستراهای اختصاصي 

methoxy- β- naphtylamide acetate  وN- 

benzoyl- Phe- Val- Arg- p- nitroanilide 

hydrochloride گيری شد. مخلوط واکنش شامل ندازها

 5ی ميکروليتر از بافر یونيورسال )طبق منابع اسيدیته بهينه 70

ميکروليتر از سوبستراهای  35 پروتئازها(، سيستئينبرای 

ميکروليتر محلول آنزیمي بود.  20اختصاصي ذکر شده و 

دقيقه در دمای آزمایشگاه  10کنش به مدت مخلوط وا

-نانومتر اندازه 405شده و جذب در طول موج  نگهداری

برای اثبات فعاليت پروتئازی ویژه برای هر  .گيری شد

سوبسترا به طور جداگانه از کنترل منفي، شامل بافر و 

دقيقه  30سوبسترا با آنزیم از پيش جوشانده شده )به مدت 

درجه سلسيوس( و کنترل منفي حاوی نصف  100در دمای 

های اختصاصي استفاده شد مقدار توصيه شده از بازدارنده

(Oppert et al., 1997)  (1)جدول . 

 اگزوپپتیدازها

 .Cلاروها و افراد بالغ  فعاليت دو اگزوپپتيداز در معده

montrouzieri  استفاده از دو ترکيب باHippuryl- L- 

Arginine  وHippuryl- L- Phenilalanine ترتيب به

عنوان سوبستراهای اختصاصي کربوکسي و آمينوپپتيداز به

ميکروليتر از بافر  70واکنش شامل گيری شد. مخلوط اندازه

 (،اگزوپپتيدازهابرای  7 بهينه یونيورسال )طبق منابع اسيدیته

 20شده و  بيانميکروليتر از سوبستراهای اختصاصي  35

 10ميکروليتر محلول آنزیمي بود. مخلوط واکنش به مدت 

شده و جذب در طول  نگهداریدقيقه در دمای آزمایشگاه 

برای اثبات فعاليت  .گيری شدنانومتر اندازه 340موج 

پروتئازی ویژه برای هر سوبسترا به طور جداگانه از کنترل 

منفي، شامل بافر و سوبسترا با آنزیم از پيش جوشانده شده 

درجه سلسيوس( استفاده  100دقيقه در دمای  30)به مدت 

 .(Oppert et al., 1997)شد 

یک از پروتئازهای بهینه برای هر  تعیین اسیدیته

 ی گوارشی لولهاختصاصی در عصاره

ارزیابي اسيدیته بهينه پروتئازهای اختصاصي در معده 

با استفاده از بافر  C. montrouzieriلاروها و افراد بالغ 

مول( انجام شد. دامنه اسيدیته انتخاب ميلي 50یونيورسال )

و  3-8، سيستئين پروتئازها 5-11شده برای سرین پروتئازها 

 70مخلوط واکنش شامل انتخاب شد.  3-10اگزوپپتيدازها 

ميکروليتر از سوبستراهای  35 ميکروليتر از بافر یونيورسال 

ميکروليتر محلول آنزیمي بود که  20اختصاصي ذکر شده و 

دقيقه در دمای آزمایشگاه انکوبه شده و جذب  10به مدت 

 گيری شد.نانومتر اندازه 340و  405در طول موج 

های اختصاصی روی فعالیت تاثیر بازدارنده

 پروتئازی

های اختصاصي بر فعاليت منظور بررسي اثر مهارکننده به

 AEBSF.HCl [4-(2-aminoethyl) پروتئازی، از

(Phenylmethylsulfonyl fluoride) 2های در غلظت ،

 -TLCK (Na- p ميکرومول برای الاستاز؛  10و  8، 6، 4

tosyl- L- lysine chloromethyl ketone) در غلظت-

 SBTIمول و بازدارنده ميلي 1و  0.8، 0.6، 0.4، 0.2های 

[Soybean Trypsin Inhibitor] 6، 4، 2های در غلظت ،

 -TPCK (N- tosyl- L ميکرومول برای تریپسين،  10و  8

phenylalanine chloromethyl ketone,) در غلظت-

مول برای کيموتریپسين، ميلي 1و  0.8، 0.6، 0.4، 0.2های 

مول و ميلي 1و  0.8، 0.6، 0.4، 0.2های سيستاتين در غلظت

 -E-64 (L- trans- epoxysuccinylبازدارنده 

leucylamido- (4- guanidine)- butane) تدر غلظ-

 Lو  Bهای ميکرومولار برای کاتپسين 10و  8، 6، 4، 2های 

های شاهد هم حجم همه موارد در نمونه برایاستفاده شد. 

 70مخلوط واکنش شامل . بازدارنده آب مقطر ریخته شد
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ميکروليتر از سوبستراهای  35 ،ميکروليتر از بافر یونيورسال

مورد نظر های ميکروليتر از غلظت 15اختصاصي ذکر شده، 

ميکروليتر محلول  25هر بازدارنده )آب مقطر در شاهد( و 

دقيقه در دمای آزمایشگاه  10آنزیمي بود که به مدت 

گيری نانومتر اندازه 405انکوبه شده و جذب در طول موج 

 شد.

های مختلف بر فعالیت پروتئازهای تاثیر طعمه

 C. montrouzieriگوارشی لاروها و افراد بالغ 

نر و ماده یک کفشدوزک جفت  60در این آزمایش، 

تایي  20روزه از کلني پرورش جدا شده و به سه گروه 

تقسيم شدند. این سه گروه به ترتيب با شپشک آردآلود 

به طور چای، شپشک آردآلود مرکبات و شته چای 

تفریخ لاروها،  وتغذیه شدند. پس از تخمگذاری جداگانه 

های ذکر شده طور جداگانه با طعمهلاروهای هر گروه نيز به 

گروه برای سنجش هر لارو سن سوم از  60تغذیه شده و 

فعاليت پروتئازی در نظر گرفته شدند. به بقيه لاروها اجازه 

شوند و پس از ظهور افراد بالغ، تبدیل شفيره به داده شد که 

 48امکان تغذیه روی هر طعمه به طور جداگانه به مدت 

شد. پس از این مدت افراد بالغ نيز برای فراهم ساعت 

سنجش فعاليت پروتئازی استفاده شدند. شرایط پرورش در 

درصد  70±10درجه سلسيوس، رطوبت نسبي  26±1دمای 

بود و نحوه  ساعت تاریکي 8ساعت روشنایي و  16و دوره 

ی آنزیمي و مقادیر سنجش پروتئازی نيز اهسازی نمونهآماده

طول آزمایش سعي شده که وزن مساوی  در همانند قبل بود.

از طعمه در اختيار لاروها و افراد بالغ قرار گيرد تا گرسنگي 

 بر فعاليت آنزیمي تاثيرگذار نباشد.

 های آنزیمیتعیین مقدار پروتئین در نمونه

 اساس روش لوری و همکاران غلظت پروتئين بر

(Lowry et al., 1951)  و با استفاده از سرم آلبومين

گيری شد. ده عنوان پروتئين استاندارد اندازهبه گاوی

ميکروليتر  50ميکروليتر از پروتئين استاندارد در سه تکرار با 

 10 ،سه تکرار دیگر معرف رنگي ترکيب شد و در

ميکروليتر رنگ معرف  50ی آنزیمي با ميکروليتر از نمونه

جذب در  ،دقيقه 15مدت مخلوط شد. پس از انکوباسيون به

 نانومتر خوانده شد.  545

 تجزیه و تحلیل آماری

قالب طرح کاملا تصادفي با سه تکرار  این آزمایش در

و  t-test ها با استفاده از آزمونانجام شد. ميانگين داده

 درصد مقایسه شدند. 5توکي در سطح احتمال کمتر از 

 محاسبه شدند. Plus-POLOافزار توسط نرم 50ICهای داده

 

 نتایج 

تعیین انواع پروتئازهای گوارشی در معده لاروها 

 C. montrouzieriو افراد بالغ 

نتایج تعيين انواع پروتئازهای گوارشي را در  1جدول 

 C. montrouzieriمعده لاروها و افراد بالغ کفشدوزک 

دهد. در لاروها استفاده از سوبسترای اختصاصي، نشان مي

کنترل منفي و نصف غلظت توصيه شده بازدارنده 

اختصاصي، حضور تریپسين، کيموتریپسين و الاستاز را به 

را به عنوان  Lو  Bعنوان سرین پروتئازها و کاتپسين 

دهد. اما در افراد بالغ، فعاليتي از سيستئين پروتئازها نشان مي

ئازها مشاهده نشد و فقط فعاليت سيستئين سرین پروت

 ،(. از طرف دیگر1پروتئازها در معده آنها ثبت شد )جدول 

و  -بررسي فعاليت اگزوپپتيدازها نشان داد که هر دو آمينو

 ،کربوکسي پپتيداز در معده لاروها و افراد بالغ فعاليت داشته

-Membrane)های متصل به غشا اما فعاليت آنها در نمونه

Bound)  بيشتر از محلول(Soluble)  ؛ 2بود )جدول

0.003 p< .) 
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 Cryptolaemus montrouzieriپروفایل اندوپپتيدازهای اختصاصي در لاروها و افراد بالغ  -1جدول 

Table 1. The profile of specific endopeptidases in the larvae and the adults of Cryptolaemus montrouzieri 

 

Endopeptidases1 Larvae Adult 

NC2 NC+Inhibitor3 NC NC + Inhibitor 

Trypsin 0.0154±0.003 0.0075±0.003 NA4 NA 

Chymotrypsin 0.0063±0.001 0.0010±0.0002 NA NA 

Elastase 0.0069±0.003 0.0070±0.0005 NA NA 

Cathepsin B 0.0222±0.001 0.0040±0.0002 0.0317±0.002 0.0117±0.004 

Cathepsin L 0.0165±0.001 0.0045±0.0006 0.0267±0.001 0.0121±0.001 

1. The enzyme activity has been shown as specific activity of µmol/min/mg protein 
2. NC refers to negative control in which a boiled midgut sample was used as blank to verify protease activity. 
3. NC + Inhibitor refers to use both boiled sample and specific inhibitors for each proteases. In details, 0.5 mM of 

TLCK and TPCK; 5 µM AEBSF.HCL and 0.5 mM of Cystatine were used in enzyme assay. 
4. NA refers to no activity. 

 

 Cryptolaemus montrouzieriپروفایل اگزوپپتيدازهای اختصاصي در لاروها و افراد بالغ  -2جدول 

Table 2. The profile of specific exopeptidases in the larvae and the adults of Cryptolaemus montrouzieri 

 

Exopeptidases1,2 Larvae Adult 

Soluble Membrane-Bound Soluble Membrane-Bound 

Aminopeptidase 0.002±0.0003 0.0195±0.0007* 0.0033±0.001 0.034±0.004* 

Carboxypeptidase 0.008±0.001 0.017±0.002* 0.007±0.004 0.033±0.003* 
1. The enzyme activity has been shown as specific activity of µmol/min/mg protein. 
2. Asterisk refers to statistical differences between soluble and membrane-bound fractions for each enzyme (t-

test, p≤0.05). 

 

بهینه برای هر یک از پروتئازهای  تعیین اسیدیته

 گوارش لوله اختصاصی در عصاره

اسيدیته بهينه فعاليت پروتئازهای مشخص شده در معده 

 2و  1های در شکل C. montrouzieriلاروها و افراد بالغ 

 8تا  5آمده است. فعاليت تریپسين گوارشي لاروها از اسيدیته 

به بيشترین مقدار خود  8روند صعودی داشته و در مقياس 

؛ 1کاهش یافت )شکل  11اما پس از آن تا اسيدیته  ،رسيد

F=41.72; P=0.0001; df=6 کيموتریپسين نيز روند .)

و  8يدیته اما بيشترین فعاليت این آنزیم در اس ،مشابهي را داشت

 (. F=18.65; P=0.0001; df=6؛ 1a)شکل  مشاهده شد 9

اسيدیته بهينه برای فعاليت الاستاز در معده لاروها  ،در نهایت

 ;F=7.78; P=0.0008؛ 1aبه دست آمد )شکل  9در مقدار 

df=6 دو کاتپسين .)B  وL  بيشترین فعاليت خود را در اسيدیته

؛ F=40.41; P=0.0001; df=5؛ 1bنشان دادند )شکل  6

F=20.4; P=0.0001; df=5)،  اما اسيدیته بهينه فعاليت

به  8و  7و کربوکسي پپتيداز در مقدار  8آمينوپپتيداز در مقدار 

؛ F=7.43; P=0.0005; df=7؛ 1cدست آمد )شکل 

F=58.12; P=0.0001; df=7 پروفایل اسيدیته در افراد .)

نشان داد که سيستئين  C. montrouzieriبالغ کفشدوزک 

؛ 2aبيشترین فعاليت را دارند )شکل  5پروتئازها در اسيدیته 
F=36.97; P=0.0001; df=5 ؛F=7.51; P=0.0021; 

df=5 و دو اگزوپپتيداز سنجش شده نيز بيشترین فعاليت خود )

 ;F=45.11؛ 2bنشان دادند )شکل  7را در اسيدیته 

P=0.0001; df=7 ؛F=78.94; P=0.0001; df=7 .)  
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های اختصاصی روی فعالیت تاثیر بازدارنده

 پروتئازی

های اختصاصي سبب کاهش های مختلف بازدارندهغلظت

دار فعاليت پروتئازهای اختصاصي در معده لاروها و افراد معني

که به طوری ،شدند C. montrouzieriبالغ کفشدوزک 

فعاليت در ها سبب کمترین بالاترین غلظت در همه بازدارنده

ها شد. بر این اساس، درصد بازدارندگي سيستاتين بر آنزیم

 93و  85در لاروها به ترتيب  Lو  Bهای فعاليت کاتپسين

درصد؛ درصد  88و  87درصد، در افراد بالغ به ترتيب 

در لاروها به  Lو  Bهای بر فعاليت کاتپسين E-64بازدارندگي 

 71و  95درصد، در افراد بالغ به ترتيب  76و  97ترتيب 

بر فعاليت  SBTIو  TLCKدرصد؛ درصد بازدارندگي 

درصد؛ درصد  63درصد و  89تریپسين لاروها به ترتيب 

درصد  93بر فعاليت کيموتریپسين لاروها  TPCKبازدارندگي 

 ددرصد بو 92بر فعاليت الاستاز لاروها  AEBSF.HCLو 

و   451/0هر کدام به ترتيب  50IC(. مقادیر d-a 3)شکل 

افراد بالغ،  Lو  Bمول از سيستاتين عليه کاتپسين ميلي 582/0

 Lو  Bهای عليه کاتپسين E-64مول ميکرو 471/7و  822/4

عليه تریپسين لاروها،  TLCKمول از ميلي  483/0افراد بالغ، 

  505/0لاروها، عليه تریپسين  SBTIميکرومول از  415/6

  574/3عليه کيموتریپسين لاروها،  TPCKمول از ميلي

و  417/0عليه الاستاز لاروها،  AEBSF.HCLميکرومول 

لاروها،  Lو  Bهای مول از سيستاتين عليه کاتپسينميلي 533/0

 Lو  Bهای عليه کاتپسين E-64ميکرومول  167/7و  088/5

 (.  3لاروها به دست آمد )جدول 

 
( سيستئين b( سرین پروتئازها، Cryptolaemus montrouzieri .aپروفایل اسيدیته پروتئازهای اختصاصي در لاروهای  -1شکل 

 (.p≤0.05اند )آزمون توکي، های آماری با حروف مختلف مشخص شده( اگزوپپتيدازها. تفاوتcپروتئازها، 

Figure 1. pH profile of specific proteases in the larvae of Cryptolaemus montrouzieri. a) serine proteases, 

b) cysteine proteases, c) exopeptidases. Statistical differences have been marked with different letters 

(Tukey test, p≤0.05). 



 Cryptolaemus montrouzieriپروتئازهای گوارشي کفشدوزک ، زیبایي                                                                                  82

 

 

 

 

 
( b( سيستئين پروتئازها، Cryptolaemus montrouzieri .aپروفایل اسيدیته پروتئازهای اختصاصي در افراد بالغ  -2شکل 

 (.p≤0.05اند )آزمون توکي، های آماری با حروف مختلف مشخص شدهاگزوپپتيدازها. تفاوت

Figure 2. pH profile of specific proteases in the adults of Cryptolaemus montrouzieri. a) cysteine 

proteases, b) exopeptidases. Statistical differences have been marked with different letters (Tukey test, 

p≤0.05). 

 

d

c

a

b

c

d

abc

abc

a

ab

bc

c
0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0.03

3 4 5 6 7 8

S
p
ec

if
ic

 a
ct

iv
it

y
 (

µ
m

o
l/

m
in

/m
g
 p

ro
te

in
)

pH range

Cathepsin B Cathepsin L

d

cd

b

bc

a

b

d

d

d

c

b

ab

a

c

d

d

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0.03

0.035

0.04

0.045

0.05

3 4 5 6 7 8 9 10

S
p

ec
if

ic
 a

ct
iv

it
y
 (

µ
m

o
l/

m
in

/m
g
 p

ro
te

in
)

pH range

Aminopeptidase Carboxypeptidase

a 

b 



 83                                                                                                                      1399، سال 2، شماره 10تحقيقات آفات گياهي، جلد 

 

 

 
 

( سيستاتين روی Cryptolaemus montrouzieri .aها بر فعاليت پروتئازهای اختصاصي در لاروها و افراد بالغ تاثير بازدارنده -3شکل 

روی تریپسين و  AEBSF.HCLو  d )SBTIروی تریپسين و کيموتریپسين،  TPCKو  c )TLCKها، روی کاتپسين b )E-64ها، کاتپسين

 الاستاز
Figure 3. Effects of the inhibitors on the activity of specific proteases in the larvae and the adults of C. 

montrouzieri. a) Cystatine against cathepsins, b) E-64 against cathepsins, c) TLCK, TPCK against trypsin 

and chymotrypsin, d) SBTI and AEBSF.HCL against trypsin and elastase 

 

 Cryptolaemus montrouzieriها روی پروتئازهای سرین و سيستئين گوارشي بازدارنده 50ICهای غلظت -3جدول 

Table 3. IC50 concentrations of the inhibitors on the digestive serine and cysteine proteases of 

Cryptolaemus montrouzieri 

Treatments IC50
1 Confidence limit (95%) Slope±SE X2 Df 

Adult-CathpsinB-Cystatin 0.451 0.404-0.499 0.476±0.169 2.119 3 

Adult-CathpsinL-Cystatin 0.582 0.472-0.700 0.672±0.182 7.0339 3 

Adult-CathpsinB-E-64 4.822 2.63-7.061 0.510±0.172 15.627 3 

Adult-CathpsinL-E-64 7.471 6.452-9.023 0.585±0.152 3.0109 3 

Larva-Trypsin-TLCK 0.483 0.370-0.587 0.734±0.231 9.4867 3 

Larva-Trypsin-SBTI2 6.415 4.585-9.936 0.498±0.150 9.3997 3 

Larva-Chymotrypsin-TPCK 0.505 0.402-0.607 0.591±0.186 6.2488 3 

Larva-Elastase-AEBSF.HCL 3.574 3.177-3.998 0.495±0.201 0.099 3 

Larva-CathepsinB-Cystatin 0.417 0.303-0.524 0.435±0.162 4.3611 3 

Larva-CathepsinL-Cystatin 0.533 0.323-0.742 0.663±0.194 18.393 3 

Larva-CathepsinB-E-64 5.088 3.330-6.792 0.645±0.189 15.388 3 

Larva-CathepsinL-E-64 7.167 5.055-13.554 0.519±0.148 10.766 3 
1. IC50 concentrations have been calculated as mM except for E-64 and AEBSF.HCL which are in µM. 
2. The data were calculated by POLO-Plus software.  
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های مختلف بر فعالیت پروتئازهای تاثیر طعمه

 C. montrouzieriگوارشی لاروها و افراد بالغ 

 ;F=0.58داری در فعاليت تریپسين )تفاوت معني

P=0.5878; df=2( کيموتریپسين ،)F=0.39; P=0.6939; 

df=2( و الاستاز )F=1.2; P=0.3645; df=2 از سرین )

 ;F=1.46؛b4 )شکل L(، کاتپسين 4aپروتئازها )شکل 

P=0.349; df=2 )شکل) -و آمينوc 4؛F=1.21; 

P=0.3608; df=2 )شکل) دازيپپت يکربوکس وc 4 ؛

F=0.09; P=0.9127; df=2) لاروهای تغذیه شده از طعمه-

 .F=10؛ b 4)شکل Bاما کاتپسين  ،های مختلف مشاهده نشد

8; P=0.0103; df=2 ) بيشترین فعاليت را در تغذیه روی

شپشک مرکبات و کمترین فعاليت را روی شته چای نشان داد. 

؛  a5)شکل  Bدر افراد بالغ، بيشترین فعاليت کاتپسين 

F=10.62; P=0.0107; df=2 )های پس از تغذیه با شپشک

 ;F=6.4; P=0.0325؛  a5)شکل  Lآردآلود و کاتپسين 

df=2 ) اما هر دو آنزیم کمترین  ،شداز شپشک چای مشاهده

فعاليت را در افراد بالغ تغذیه شده از شته چای نشان دادند. 

بيشترین فعاليت آمينوپپتيداز افراد بالغ پس از تغذیه روی 

های آردآلود و کمترین فعاليت روی شته چای شپشک

اما  ،(F=37.53; P=0.0004; df=2؛b5)شکل  مشاهده شد

-فعاليت خود را در افراد بالغ تغذیهکربوکسي پپتيداز بيشترین 

مقدار آن با شده از شته چای و شپشک مرکبات و کمترین 

 ;F=28.33؛  b5)شکل  حاصل شدشپشک چای  تغذیه از

P=0.035; df=2.) 
 

 بحث

ای به سه بر اساس رفتار تغذیه Coccinellidaeافراد خانواده 

شوند که خوار تقسيم ميخوار و قارچخوار، گياهگروه حشره

ویژه های گوارشي بهمنجر به حضور و فعاليت متفاوت آنزیم

. به طور (Sakurai, 1968)پروتئازهای گوارشي خواهد شد 

 Epilachnaخوار در کفشدوزک گياه ،مثال

chrysomelina (Fabricius) (Coleoptera: 

Coccinellidae) ، حضور هر دو پروتئازهای سرین و

تلف لاروی و افراد بالغ گزارش سيستئين در معده سنين مخ

(. اگرچه 1396شده است )غلامزاده چيتگر و همکاران، 

 های شکارگر محدودهای مشابه روی کفشدوزکپژوهش

های گزارش شده است که سيستئين پروتئازها آنزیم اما ،است

 .Aغالب در معده لاروها و افراد بالغ کفشدوزک 

bipunctata  و افراد بالغ کفشدوزکH. axyridis هستند، 

هرچند فعاليت جزیي از سرین، آسپارتيک و متالوپروتئيازها در 

 ;Walker et al., 1998)معده گونه دوم مشاهده شده است 

Koo and Park, 2002) . در پژوهش حاضر روی

دو پروفایل پروتئازی  C. montrouzieriکفشدوزک 

هر دو اگرچه در  مختلف در لاروها و افراد بالغ مشاهده شد.

اما حضور اگزوپپتيدازها  ،مورد، سيستئين پروتئازها غالب بودند

نيز با استفاده از سوبسترای اختصاصي و کنترل منفي به صورت 

متصل شده به غشا گزارش شده و لاروها، فعاليت جزئي نيز از 

سرین پروتئازهای تریپسين، کيموتریپسين و الاستاز نشان 

احل لاروی و افراد بالغ به نوع وجود چنين تنوعي در مر دادند.

اما از آنجا که  ،شودطعمه مصرف شده آنها نسبت داده مي

در شرایط پرورش از  C. montrouzieriلاروها و افراد بالغ 

 ،یک ميزبان یعني شپشک آردآلود مرکبات تغذیه شده بودند

تواند به تر ميگيری لاروها از پروتئازهای متنوعبنابرابن بهره

ست ا در این مورد عقيده بر این تي آنها مربوط باشد.نقش زیس

ها نقش اساسي در که رژیم غذایي مرحله لاوری کفشدوزک

ظهور افراد بالغ با ظرفيت توليد مثلي مناسب دارد، بنابراین 

رسد که لاروها از تعداد بيشتری طعمه تغذیه منطقي به نظر مي

به  دهند.کرده و تمام مواد مغذی آن را مورد مصرف قرار 

مندی از طيف متنوعي از سطح بالای تغذیه، مستلزم بهره طبع،

تواند به حضور های گوارشي است که این مساله ميآنزیم

نسبت داده  C. montrouzieriسرین پروتئازها در لاروهای 

 .(Walker et al., 1998)شود 
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پس از تغذیه روی سه طعمه  Cryptolaemus montrouzieriتغيير در فعاليت پروتئازهای گوارشي لاروهای  -4شکل 

Pseudococcus viburni  ،Planococcus citri  وToxoptera aurantia .aها، ( سرینbها، ( سيستئينcاگزوپپتيدازها. تفاوت )-

 (.p≤0.05اند )آزمون توکي، های آماری با حروف مختلف مشخص شده

Figure 4. Changes in the activities of digestive proteases in the larvae of Cryptolaemus montrouzieri 

when fed on the three preys, Pseudococcus viburni, Planococcus citri and Toxoptera aurantia. a) serines, 

b) cysteins, c) exopeptidases. Statistical differences have been marked with different letters (Tukey test, 

p≤0.05). 
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 پس از تغذیه روی سه طعمه Cryptolaemus montrouzieriتغيير در فعاليت پروتئازهای گوارشي افراد بالغ  -5شکل 

Pseudococcus viburni  ،Planococcus citri  وToxoptera aurantia .aها، ( سيستئينbهای آماری با ( اگزوپپتيدازها. تفاوت

 (.p≤0.05اند )آزمون توکي، حروف مختلف مشخص شده

Figure 5. Changes in the activities of digestive proteases in the adults of Cryptolaemus montrouzieri when 

fed on the three preys, Pseudococcus viburni, Planococcus citri and Toxoptera aurantia. a) cysteins, b) 

exopeptidases. Statistical differences have been marked with different letters (Tukey test, p≤0.05). 
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و  -از سوی دیگر، در این پژوهش مشخص شد که آمينو

صورت متصل شده به غشا فعاليت قابل کربوکسي پپتيدازها به 

های مختلف مشخص شده توجهي دارند. بر اساس بررسي

بالان بالان، نيماست که حشرات کمتر تکامل یافته مثل راست

و کربوکسي  -دارای آمينو Adephagaبالپوشان و سخت

-اما در حشرات تکامل ،پپتيداز محلول در ليومن معده هستند

، دوبالان و Polyphagaپوشان بالیافته تر مثل سخت

-شده به غشا ميها به صورت متصلبالپولکداران این آنزیم

 ,Mehrabadi and Bandani, 2011; Zibaee)باشند 

2011; Terra and Ferreira, 2012)  . 

 در موثراسيدیته دستگاه گوارش حشرات یکي از عوامل 

چراکه هر آنزیمي در  ؛های گوارشي استفعاليت آنزیم

اسيدیته بهينه خود بيشترین کارایي را در تبدیل سوبسترای 

غذایي به محصول قابل جذب داشته و هر نوع تغيير در این 

-مقدار بهينه به واسطه حضور ترکيبات ناگوارد اعم از آفت

کي واکنش تيتواند سازوکار کاتاليها ميها و بازدارندهکش

تر اینکه، پروتئازهای ر قرار دهد. مهمبيوشيميایي را تحت تاثي

های مختلفي هستند مختلف در معده حشرات وابسته به اسيدیته

نيز مستلزم شناخت  شرایط غير زندهو ارزیابي فعاليت آنها در 

. (Terra and Ferreira, 2012)نه آنهاست ياسيدیته به

های فعال امروزه مشخص شده است که سرین پروتئازها آنزیم

هایي دامنه قليایي، سيستئين و آسپارتيک پروتئازها آنزیمدر 

فعال در دامنه اسيدی و اگزوپپتيدازها فعال در اسيدیته خنثي تا 

در پژوهش . (Terra and Ferreira, 2012)قليایي  هستند 

حاضر مشخص شد که تریپسين، کيموتریپسين و الاستاز 

 8-9، 8ی هادر اسيدیته C. montrouzieri گوارشي لاروهای

اسيدیته  Lو  Bهای اما کاتپسين ،بيشترین فعاليت را داشته 9و 

 ،دارند. در افراد بالغ 8و  7و اگزوپپتيدازها اسيدیته بهينه  6بهينه 

و اگزوپپتيدازها در اسيدیته  5در اسيدیته  Lو  Bهای کاتپسين

های قبلي در بررسيبيشترین فعاليت را از خود نشان دادند.  7

های که پروتئازهای گوارشي کفشدوزک مشخص شد

، R. cardinalis ،C. septempunctataشکارگر همچون 

A. bipunctata  وH. axyridis  فعالند که  6تا  5در اسيدیته

نشانگر حضور سيستئين پروتئازها در دستگاه گوارش آنها 

 ,.Sakurai, 1968; Walker et al)هاست برای هضم طعمه

1998; Koo and Park, 2002).  است که  شدهالبته گزارش

بيشتر  A. bipunctataاسيدیته دستگاه گوارش در لاروهای 

. اسيدیته بهينه (Walker et al., 1998) از افراد بالغ است

به طور های پروتئازی وابسته به فيلوژني گونه است و آنزیم

 های نزدیک مقياس مشابهي وجود دارددر گونه معمول

(Zhang et al., 2002)به  5مقدار عددی  ،طور مثاله . ب

عنوان اسيدیته بهينه فعاليت پروتئازی در لاروها و افراد بالغ 

خوار کفشدوزک خربزه گزارش شده است که گونه گياه

-Gholamzadeh)باشد مي Coccinellidaeخانواده 

Chitgar et al., 2017)همچون ها . در سایر سوسک

 Xanthogaleruca luteola Mullerنارون برگخوار 

(Coleoptera: Chrysomelidae)سوسک سياه گندم ، 
Goeze (Coleoptera:  abrus tenebrioidesZ

)Carabidae ،شپشه قرمز آرد Tribolium castaneum 

Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae) سوسک ریشه ،

 Diabrotica undecimpunctata Mannerheim  ذرت

(Coleoptera: Chrysomelidae) 6تا  4ته ینيز اسيد 

گزارش شده است که اشاره به غالبيت پروتئازهای سيستئين در 

دارد  خوار بودن آنهاشرهحخوار یا فارغ از گياه بالپوشانسخت

(Lemos et al., 1990; Fabrick et al., 2002; Oppert 

et al., 2003; Tatli et al., 2010) . 

ترین های اختصاصي یکي از اساسياز بازدارندهاستفاده 

ها در اثبات حضور انواع پروتئازها در دستگاه گوارش روش

های حشرات است. در بررسي حاضر مشخص شد که غلظت

های سرین پروتئازی و سيستئين پروتئازی مختلف بازدارنده

شوند. با توجه به اهميت مي پروتئازهاسبب کاهش فعاليت 

ت يغالبو بالپوشان از یک سو وتئازها در سختسيستئين پر

 .Cحضور و فعاليت آنها در لاروها و افراد بالغ کفشدوزک 

montrouzieri  از دو بازدارندهE-64  و سيستاتين استفاده
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ها روی پروتئازهای گوارشي شد. در بررسي بازدارنده

خوار خانواده کفشدوزک خربزه به عنوان نمونه گياه

Coccinellidae های مشخص شد که بازدارندهPMSF  عليه

عليه  TPCKعليه تریپسين،  TLCKسرین پروتئازها، 

کيموتریپسين و یدواستات عليه سيستئين پروتئازها فعاليت 

 پروتئازی را به طور معني داری کاهش دادند

(Gholamzadeh-Chitgar et al., 2017).  در کفشدوزک

A. bipunctata  مشخص شد که اگرچه لئوپپتين وTPCK 

اما با توجه به اهميت  ،فعاليت سرین پروتئازی را کاهش دادند

بنزاميدین به عنوان بازدارنده رقابتي سرین پروتئازی و عدم 

تریپسين و  Z-phe-arg-pNAتوانایي آن در توقف هيدروليز 

کيموتریپسين در افراد بالغ این کفشدوزک وجود ندارند. در 

 E-64ت پروتئازی توسط ليدرصدی فعا 95کاهش  ،تنهای

حضور سيستئين پروتئازها را در این حشره اثبات کرد 

(Walker et al., 1998) .های مختلف بررسي بازدارنده

نشان داد که  H. axyridisفعاليت پروتئازی گوارشي  روی

-E-64 ،nهای سيستئين پروتئازی همچون بازدارنده

ethylmaleimide ، ایدواستات، ایودواستاميد، لئوپپتين و

درصد کاهش  95تا  56پين فعاليت پروتئازی را بين آنتي

که آپروتنين به عنوان بازدارنده سرین در صورتي ،دادند

 Koo) درصدی فعاليت آنزیمي شد 5پروتئازی سبب کاهش 

and Park, 2002) . مشاهده با نتایج  مابا توجه با تطابق نتایج

 A. bipunctataو  H. axyridisشده روی دو کفشدوزک 

توان تا حد زیادی اطمينان داشت که سيستئين پروتئازها مي

های شکارگر خانواده نقش بسزایي در گوارش سوسک

Coccinellidae .دارند 

های تحقيقات در زمينه ارزیابي تاثير رژیم غذایي بر فعاليت

اما  ،شکارگر گسترده نيستهای گوارشي حشرات آنزیم

های شکارگر توسط پژوهشگران ارایه شده مواردی از سن

 خوارپره مومهای مختلف شامل شبتاثير طعمه است.

Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) ،

 Chilo suppressalis Walker خوار نواری برنجکرم ساقه

(Lepidoptera: Crambidae) کرم سبز برگخوار برنج ،
Naranga aenescens Moore (Lepidoptera: 

Noctuidae) آرد  مدیترانه ایپره و شبEphestia 

kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)  بر

 Andrallus spinidensهای گوارشي سن شکارگر آنزیم

Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae)  شد بررسي

(Sorkhabi-Abdolmaleki et al., 2013) .شد مشخص 

 و نيستئيس ن،یسر يگوارش یپروتئازها تيفعال که

-يمعن طور به مختلف یهاطعمه از هیتغذ از پس دازهاياگزوپپت

پروتئازها و  نیسر تيفعال نیشتري. بکنديم رييتغ یدار

 خوارموم پرهشب از شده هیتغذ یهادر سن دازهاياگزوپپت

 ديب پرهشب از شده هیتغذ یهاسن کهيحال در ،شد مشاهده

-جهينت. دادند نشان را پروتئازها نيستئيس تيفعال نیشتريب آرد

 لارو هر در موجود نهيآم یهادياس بيترک که شد یريگ

 یيپروتئازها شدن فعال به منجر توانديم آنها هیتغذ نوع حسب

 شده استنشان  نيشده باشد. همچن هیتغذ یهاسن در متفاوت

 Podisusکه فعاليت نسبي پروتئازها در دستگاه گوارش سن 

maculiventris Say (Hemiptera: Pentatomidae) 
ها و مواد بازدارنده موجود پس از تغذیه بسته به ميزان پروتئين

در بدن هر طعمه متنفاوت بوده و حتي این سن ممکن است از 

عمه برای هضم های پروتئوليتيک موجود در بدن هر طآنزیم

که فعاليت تریپسين و کيموتریپسين در به طوری ؛دناستفاده ک

های تغذیه های تغذیه شده از لارو بالپولکدارن بيشتر از سنسن

 .(Pasqual-Ruiz et al., 2009) بالپوشان بودشده از سخت

های سيستئين به ویژه مشخص شد که آنزیم حاضردر بررسي 

های آردآلود بيشتر از شته چای بود. در شپشکدر افراد بالغ 

توان رسيد. اول اینکه، به دليل در این مورد به دو دیدگاه مي

روی  C. montrouzieriپرورش مداوم کفشدوزک 

های آردآلود به ویژه مرکبات، نوعي سازگاری بين شپشک

پروتئازهای گوارشي با ترکيبات پروتئيني موجود در بدن 

اینکه، شته چای به دليل پرورش  طعمه ایجاد شده است. دوم

گياه ميزبان  روی بوته چای ممکن است دارای ترکيبات ثانویه
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شده  ها در کفشدوزکبوده که سبب کاهش فعاليت این آنزیم

 باشد.

در پژوهش حاضر مشخص شد که اگرچه لاروها و افراد 

در فعاليت سيستئين  C. montrouzieriبالغ کفشدوزک 

اما فعاليت جزیي سرین  ،تيدازها مشترکندپروتئازها و اگزوپپ

واند نشانگر تفاوت فيزیولوژی تپروتئازها در لاروها مي

گوارشي آنها و نوعي سازگاری لاروها در محيط زیست در 

-در اغلب سن ،طعمه اصلي باشد. به طور مثال فقدانصورت 

های شکارگر سنين اوليه پورگي از گرده و شيره گياهي تغذیه 

آنها در صورت نبود یا گریز طعمه  و نمو به رشد کنند کهمي

کند. در پژوهش حاضر اگرچه شرایط پرورش در کمک مي

سرین  جزئيبود، فعاليت یکسان آزمایشگاه و تامين طعمه 

در ها تواند مربوط به نقش این آنزیمپروتئازها در لاروها مي

بعضي فرآیندهای فيزیولوژیک رشد باشد. از سوی دیگر، 

های اختصاصي و های پروتئازی به بازدارندهنزیمپاسخ آ

تواند بيانگر سنجش فعاليت آنها با سوبستراهای اختصاصي مي

ای از پروتئازهای وابستگي این کفشدوزک به طيف گسترده

ویژه در ه گوارشي باشد. تفاوت فعاليت پروتئازهای گوارشي ب

نوعي  نشانگرهای مختلف افراد بالغ پس از تغذیه روی طعمه

غذای هضم  برایها پذیر بودن این آنزیمانعطاف سازگاری یا

بر  به دنبال آنطي مراحل رشدی است که خورده شده 

و توليدمثلي آنها موثر  فيزیولوژی گوارش و عملکرد زیستي

ها در کنار در واقع، ارزیابي تغييرات فعاليت این آنزیماست. 

ترین طعمه ن مناسبتواند در یافتهای گوارشي ميسایر آنزیم

در پرورش انبوه یا کنترل کارآمد آفت هدف در باغ راهگشا 

های واکنش تابعي بررسيدر تحقيقات تکميلي، باشد. اگرچه 

  ضروری به نظر مي رسد.جمعيتي -های زیستيو فراسنجه

 سپاسگزاری

 شگاهاین مقاله با حمایت مالي معاونت محترم پژوهشي دان

انجام شده  131978پ/15 پژوهشي گيلان در قالب قرارداد

است. نگارنده از همکاری مهندس حسن هدی از بخش کنترل 

دکتر سمر بيولوژیک موسسه تحقيقات گياهپزشکي در آمل و 

امکان سازی فراهمرمزی از پژوهشکده چای کشور به سبب 

 قدرداني مي نماید. هاآزمایشپرورش و تسهيل در انجام 
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Abstract 
Type and biochemical properties of the digestive proteases were determined using specific substrates 

and inhibitors in the larvae and the adults of Cryptolaemus montrouzieri and their activity changes were 

evaluated when fed on the different preys. Rearing of beetles was done in laboratory conditions and they 

were fed on citrus mealybug. Dissection was done in NaCl medium and the obtained midgut was 

homogenized and centrifuged. Then, the activity of digestive proteases determined by using the specific 

substrates and inhibitors by feeding on three hosts. The results showed that just cysteine proteases and 

exopeptidases were active in the midgut of adults while both serine and cysteine proteases were engaged 

in the digestion by the larvae. The highest activity of the serine proteases; trypsin, chymotrypsin and 

elastase, were found in the pH sets of 8, 8-9 and 9, respectively. The optimal pH of cathepsins B and L 

were determined in 6 and 5 pH values of the larvae and the adults of C. montrouzieri, respectively. The 

highest activities of digestive larval amino- and carboxypeptidases were measured at pH 7 while these 

two enzymes showed the highest activity at pH sets of 7 and 6 in the adults, respectively. The specific 

inhibitors including cystatin, E-64, TLCK, SBTI, TPCK and AEBSF.HCL significantly decreased the 

activities of specific proteases in the larvae and the adults of C. montrouzieri. No significant differences 

were observed in the activities of serine proteases, exopeptidases and cathepsin L in the larvae fed on 

Planococcus citri, Pseudococcus viburni and Toxoptera aurantii but cysteine proteases and 

aminopeptidases in the adults fed on tea aphid showed the least activity. The difference in proteolytic 

profile of the larvae and the adults of C. montrouzieri concur the physiological differences in these two 

developmental stages with the emphasize on serine proteases in the preservation and control of 

developmental status of digestive tract. In addition, the higher activity of cysteine proteases in the adults 

may be related to the nature of utilized prey and presence of different proteinaceous components or even 

glycoperoteins in the preys.  
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