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 مقاله پژوهشي 

  اکی هپاتولایفاس ن پروتئاز در کرم بالغیستئین پروتئاز و سیو دما بر سر pH اثرات یابیو ارز مطالعه فعالیت
  

  ٣يمانيا يمهد، *٢يخچاليمحمد ، ١فرديانيلا کيل
 

  18/11/1397 پذیرش تاریخ 26/08/1397 دریافت تاریخ
 
 يدهچک

 .باشندیم يرورض هاانگل يبقا جهت پروتئازها .شودیم جادیا کایهپات ولایفاس ترماتود توسط که است مشترك یانگل يماریب کی سیولوزیفاس :هدف و زمينهپيش
  بود. کایولا هپاتیفاستود پروتئاز در ترما نیستئیس پروتئاز و نیسرو دما بر  pHو مطالعه اثرات  تیفعال یبررس جهت ن مطالعهیهدف از ا

 شد. ريگیاندازه هاآنن یزان پروتئیه جدا شدند و میاروم شهرستان کشتارگاه در شده کشتار يگاوها کبد از کایولا هپاتیفاس بالغ يترماتودها: کار مواد و روش
ن یپسیموترین، کیپسیتر ژهیو يسوبسترا .گرفت قرار موردبررسی 12 تا pH 2 محدوده ن دریآزوکازئ يبا استفاده از سوبسترا بالغ کرم عصاره کیتیپروتئول تیفعال

 .شد یبررس هامیآنز نیا يرو بر EDTAو  DTT ،PMSFن، یپپسات يپروتئاز يهامهارکننده اثراستفاده شد.  يپروتئاز يهامیآنزسنجش  يبرا B نیو کاتپس
  .بود pH 2-12 و گرادسانتی درجه 10-90دمایی  محدوده در نهیبه pH و دما برآورد
 پروتئاز در نیستئیس پروتئاز و نیسر تیفعال. بود يدیاس B نیکاتپس و یکیتیپروتئول تیفعال و ییایقل نیپسیموتریک و نیپسیتر يبرا تیفعال نهیبه pH: هايافته

 سه هر. بود گرادسانتی درجه 30-40در  Bکاتپسین  و گرادسانتی درجه 50در  نیپسیموتریک و نیپسیتر تیفعال يبرا نهیبه يدما. دیثبت گرد کایهپات ولایفاس
  .را نشان دادند گرادسانتی درجه 40 تا ییدما يداریپا پروتئاز

 يداروها و اکسنو هیدر ته یستیز يکاربرد توانندیمک عامل بالقوه ی عنوانبه که داد نشان کایولا هپاتیفاس يپروتئازها يبالا ییدما ثبات: گيريبحث و نتيجه
  .باشند داشته ینگلا ضد

 ، دماpHن پروتئاز، یستئین پروتئاز، سی، سرکایولا هپاتیفاس ها:کليدواژه
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  مقدمه

 یعموم بهداشت معضـلات  نیترمهم از یکی یانگل يهایآلودگ
. رودیم شــمار به توســعهدرحال يکشــورها در خصــوصبه ایدن در

که  یجهان تیاهم با زئونوز یانگل يهايماریب از یکی سیولوزیفاس ـ
ــ ترماتود توســط  ادجیا یاهل واناتیانســان و ح در کایهپات ولایفاس

 180 با کشور 61 در یانسان مورد ونیلیم 17 باًیتقر .)1( شـود یم
ــ خطر معرض در نفر ونیلیم  ازنظر). 2( دارد قرار سیولوزیفاسـ

 یهلا واناتیح در تیاهم با يماریب کی سیولازیاسف زین ياقتصـاد 
ــت ــد، رونـد  بر يادی ـز ریتـأث  کـه  اسـ  دمثلیتول و تکـامل  رشـ

 ياقتصاد يضررها باعث انگل نیا با یآلودگ. دارد نشـخوارکنندگان 
 جهان سـراسر  در سـال  در دلار اردیلیم سـه  حدود در ياگسـترده 

                                                             
 اروميه، ايران ،هي، دانشگاه اروميدانشکده دامپزشک ،ي، بخش انگل شناسيولوژيگروه پاتوب ،يانگل شناس يتخصص يدکتر ١
 مسئول) يسنده(نو اروميه، ايران ،هياروم دانشگاه، يدانشکده دامپزشک ،ي، بخش انگل شناسيولوژيگروه پاتوب استاد ٢
  اروميه، ايران ،هياروم دانشگاه، يدانشکده دامپزشک ،يميوشيه، بخش بيگروه علوم پا اريدانش ٣

ــودیم ــرور هاانگل يبقا ي). پروتئازها برا3، 2( ش ــتند يض  و هس
ــ از فرار ،يبارور ه،یتغذ تهاجم، مانند یمهم يهاتیفعال ــتم یس س

 ياری). در بس5، 4دارند ( بر عهدهاحتمتا را  يهانقشر یسا و یمنیا
 کایتگانیژ ولایفاس و یمانسون سـتوزوما یش ـر ینظ یکرم يهاانگلاز 
ــر يهـا گروه بـه  متعلق کی ـپروتئولت يهـا میآنز  و پروتئاز نیسـ
ــ ــتئیس ــده جدا ازپروتئ نیس در  پروتئازها نوع از کی ).6،7( اندش
 مشابه سـوبسـترا،   و نهیآم يدهایاس ـ ازنظر یمانسـون  سـتوزوما یش ـ

ــ پروتئاز ــت (Cathepsin L, CL) آل نیکاتپس پروتئازها ) 8( اس
حساس مطرح  يهادامون یناسیواکس يک هدف بالقوه برای عنوانبه
 يهانیپروتئ توسط ینشخوارکنندگان اهل يسازمنیا ).9( باشندیم

CL1 و CL2 يدر بارور يمنجر به کاهش معنادارکا یولا هپاتیفاس 
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ــت ید تخم کرم گردی ـو تول ن رابطه، وجود یدر ا ).10، 11(ده اسـ
ــرکر  در Bن یکاتپســ ــمرحله بالغ، جوان و متاس  اکیگانتیولا ژیفاس
، هضــم )13( یمنیدر فرار از ام ین آنزی). ا12(شـده اســت   گزارش

 ي، بقا)15(زبان یم يهابافتو  هاسلول، تهاجم به )14( ییمواد غذا
ــر م يهانیپروتئر در ییانگـل بـا تغ   ــخ )16(زبان یمضـ ص یو تشـ

از  هاانگل دیگرعبارتبه. شـــودیماســـتفاده  )17(س یولوزیفاســـ
زبان استفاده یط مناسـب در داخل بدن م یجاد محیا يپروتئازها برا

 اهانیگ و وانـات یح یلانگ ينمـاتودهـا   نی). همچن18( کننـد یم
ــر از يتعداد  و نفوذ يبرا که را و متالوپروتئازها ن پروتئازهایسـ

 گر،ید يسو ). از6( کنندیم انیب هستند، يضـرور  یبافت مهاجرت
ــرات ــتانداران یانگل حش ــر از پس  طیمح جادیا در ن پروتئازهایس
 کنندیم اســتفاده هاآنبدن  داخل در ای زبان ویم يبر رو مناســب

 مطالعه تحت موجودات همه ن پروتئازها دریسر ن،یا بر علاوه ).14(
 شمار و کمپلمان يسازفعال خون، شدن لخته در و شـوند یم افتی
 ).19( کنندیم مشــارکت زین گرید یکیولوژیب يهادهیپد از يادیز
ســاخت  يبرا يدیهدف کل پروتئازها که شــودیم باعث ن اصــلیا

 حاضر مطالعه ). در20اشند (ب ضد انگل يتوسـعه داروها  و واکسـن 
الغ مربوط به انگل ب پروتئاز نیسـتئ یس ـ و ن پروتئازیسـر  يهامیآنز

 تیفعال ينه برایبه pHبا استفاده از سوبستراها و  کایولا هپاتیفاس ـ
ــتراها ــوبسـ ــی سـ  مهار يالگوها درنهایتگرفت.  قرار موردبررسـ

 یابیزار مختلف يپروتئاز يهامهارکننده توسـط  مذکور يپروتئازها
د ض يواکسن و داروها هیدر ته پروتئازها بالقوه تیاهم لیبه دلشد. 
 ختلفم طیدر شرا کایولا هپاتیفاس يپروتئازها ییدما يداریپا انگل،

 گرفت. قرار موردبررسی ییدما
  

  مواد و روش کار
 بالغ يهاکرم :کايهپات ولايفاس عصـاره  هيو ته يجداسـاز 

 کشــتارگاه در شــده کشــتار آلوده يگاوها کبد از کایهپات ولایفاســ
توسـط محلول بافر فســفات   هاکرم. شـدند  جدا هیاروم شـهرسـتان  

ــد  01/0 ینمک چند  (PBS, phosphate buffered saline)درص
پس از له شدن در هاون و هموژن کردن،  شدند و داده شستشو بار

ــد برده عیما ژنتروین مخلوط چند بار در ــدهیمخلوط ل .ش  در ز ش
×g16000  ــانتی درجه 4 يدما در قهیدق 10 مدت بـه  گرادسـ

 تقلمن دیجد يهاوبیکروتیم به حاصل ییع رویما. شد وژیفیسانتر
ــانتر دوباره و شــد  ام ازت پروتئین گیرياندازه يد. برایگرد وژیفیس
  ).21شد ( استفاده برادفورد روش

 تیعالف وجود اثبات ي: براکل کيتيپروتئول تيفعال سنجش
ــب نییو تع کل کیتیپروتئول تیفعال ، ســنجشیمیآنز  نیترمناس

pH  ــتریب آن در کـه  زا وجود دارد، یکیتیپروتئول تیفعال نیشـ
ــترا  ــوبس  يمبنا بر 12تا  2 يها pHدر  نیآزوکازئ ینیپروتئ يس

ــتفاده و همکاران Elpidinaروش  ــد ( اس واکنش  مخلوط. )22ش
 تریکرولیم 90در  درصد 2 نیآزوکازئ محلول تریولکریم 30 شامل

 – اســتات ي(حاو 12تا  2 يها pHورســال از هر کدام از یونی بافر
ــاره تریکرولیم 15 و مولار) یلیم 50 میســد بورات -فســفات  عص

ــانتی درجه 35 يدما در قهیدق 60 بود که به مدت یمیآنز  گرادس
ــمی ـگرد انکوبـه   يتر تریکرولیم 30 افزودن با ینیپروتئ د. هضـ

 ز نشدهیدرولیه نیآزوکازئ و درصد، متوقف 30 دیاس ـ کیکلرواسـت 
ــانتی درجه +4 يدما در دادن قرار با واکنش، در موجود  به گرادس

 g×سرعت  با سپس و شد داده رسوب کامل طوربه ساعت 1 مدت
ــانتر قهیدق 10 مدت به 16000  از تریکرولیم 75. دیگرد وژیفیس
 کی دیدروکســیه میســد از تریکرولیم 75 و هانمونه ییرو محلول
 طول در آن يجذب نور و شد اضافه دریر تیکروپلیم داخل نرمال
 عصاره يجا ز بهین گروه شـاهد  در. دیگرد نییتع نانومتر 450 موج
ــتفاده مقطر آب از یمیآنز ــد و اس ــه با شیآزما ش  انجام تکرار س

  د.یگرد
 از نیسپیتر سنجش ي: براپروتئازها نيسر تيفعال سنجش
 (Na- benzoy1-L-argininc- p-nitroanilide) يســـوبســـترا

BApNA يســوبســترا از نیپســیموتریک و SAAPFpNA (N- 

succinyl-alanine-alanine-prolin-phenylalaninc-p- 

nitroanilide) 23د (یگرد اسـتفاده  مولار یلیم 1 یینها غلظت با ،
 به هم هیشب نیپسیموتریک و نیپسیت تریفعال سـنجش  ) روش24

 تریکرولیم 5 به یمیآنز عصاره تریکرولیم 10 سنجش نیا در. است
 تا 2 يها pH با ورسالیونیبافر  تریکرولیم 85 و سـوبسـترا   محلول

 د ویگرد انجام شاهد در حضور تکرار سه با شیاضـافه شد. آزما  12
 از اســـتفاده با نانومتر 405 موج طول در زین ينور جذب زانیم
 محدوده در نهیبه pH و دما شـــد. برآورد بتث دریر تیکروپلیم

 انجام 12تا  2 در محدوده pH و گرادسانتی درجه 90تا  10 ییدما
 پس هامیآنز مانده یباق تیفعال گیرياندازه با یحرارت يداریپا. شد

 تراسوبس افزودن از قبل مختلف يدماها در ونیانکوباس قهیدق 15 از
  .شد یبررس

 ـ تيسـنجش فعال   10 سنجش نیا : دروتئازپر نيستئيس
 85 و سـوبسـترا   محلول تریکرولیم 5 به یمیآنز عصـاره  تریکرولیم
 يبرا .اضــافه شــد 12 تا 2 يها pH با ورســالیونیبافر  تریکرولیم

ــنجش ــ تیفعال سـ ــتئیسـ  Z-Phe-Arg-pNA از پروتئاز نیسـ
ــتراي  ــوبس ــ يژهیو س  مولار یلیم 1 یینها غلظت با B نیکاتپس

 انجام شاهد در حضـور  تکرار سـه  با شیزما). آ25د (یگرد اسـتفاده 
 از استفاده با نانومتر 405 موج طول در ينور جذب زانید و میگرد

 محدوده در نهیبه pH و دما د. برآوردیگرد ثبت دریر تیکروپلیم
 انجام 12تا  2در محدوده  pH و گرادسانتی درجه 90تا  10 یدمای
  .شد
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 :هاهارکنندهم از اســتفاده با پروتئازها تيفعال ســنجش
 هر يشـناخته شده برا  يهامهارکنندهانواع پروتئازها با اسـتفاده از  

). 15( شد یابیسوبسترا ارز عنوانبهن یاسـتفاده از آزوکازئ  با کلاس
ــر مهارکننده  ) Phenylmethylsulfonyl PMSFپروتئاز نیسـ

) fluoride)5 ن یک پروتئاز پپساتیمولار)، مهار کننده آسپارت یلیم
ــاز    ی ـم ـ 10(  EDTA کـرو مـولار)، مـهــار کننــده متــالو پروتئ

(Ethylenediaminetetraacetic acid) )10 مــولار) و  یلــیــمــ
DTT (Dithiothreitol) )100 ایاح بیترک عنوانبه کرو مولار)یم 

 هانندهمهارکشد.  استفاده پروتئازها نیستئیس کننده فعال و کننده
ــتفاده از قبل ــاره با دقیقه 15 -20 اس ــدند.  ماریت یمیزآن عص ش

در  درصد 2 نیآزوکازئ محلول تریکرولیم 30 شامل واکنش مخلوط
 بود یمیآنز عصاره تریکرولیم 15 و ورسـال یونی بافر تریکرولیم 90
 .دیانکوبه گرد گرادسانتی درجه 35 يدما در قهیدق 60 به مدت که

 30 دیاس کیکلرواست يتر تریکرولیم 30 افزودن با ینیپروتئ هضم
 رارق با واکنش در موجود ز نشدهیدرولیه نیآزوکازئ و متوقف درصد
 کامل طوربه ساعت 1 مدت به گرادسـانتی  درجه 4 يدما در دادن

 قهیدق 10 مدت به g 16000× سرعت با سپس و شد داده رسوب

 و هانمونه ییرو محلول از تریکرولیم 75 سپس. دیگرد وژیفیسانتر
 تیکروپلیم داخل نرمال کی دیدروکسیه میسـد  از تریکرولیم 75

 نییتع نانومتر 450 موج طول در آن يجذب نور و شد اضافه دریر
 تکرار ســه در شــاهد و ماریت به مربوط يهاآزمون از کی هر. شــد
ــد. در انجام ــاهد ش ــاره يجا به گروه ش  مقطر آب از یمیآنز عص

  .دیگرد استفاده
  
  هايافته

 ولایفاس عصاره کل نی: مقدار پروتئکل کيتيپروتئول تيلفعا
 تیــفعــال .بود تریل یلیدر م گرممیلی 14/1 ± 13/1 کــایهپــات

 شده داده نشان 1 نمودار شـماره  در نهیبه pHکل و  کیتیپروتئول
ــت ــاره يبر رو نیآزوکازئ اثر .اس  ات ییایقل يدامنه در یمیآنز عص

 هعصــار در کیتیت پروتئولیفعال حداکثر بود. )pH 2-12( يدیاســ
همچنان  pH 4-6در  میآنز د. البتهیثبت گرد pH 5 در یمیآنز
ــت، ییبالا تیفعال  زانیبه م pH 6ت آن در یفعال که يطوربه داش
ــد 38/91  pH در یتوجهقابل طوربهت یفعـال  نیا یول. بود درصـ
  .افتی کاهش ییایقل

  ن.یآزوکازئ يسوبسترا از استفاده با pHدر سطوح مختلف  کایهپات ولایفاس الغعصاره کرم ب کل کیتیپروتئول تیفعال ):۱نمودار (
  

ــر تيفعال ــن و کين پروتئاز (تريس ــيموتريپس  ) ونيپس
ــر تی: فعال)Bن يکاتپســپروتئاز ( نيســتئيســ ن پروتئاز و یس
در نمودار  pH 2-12در  کایولا هپاتیفاسعصاره  پروتئاز نیستئیس ـ

ن یپسیتر یاختصاص يوبستراهانشـان داده شده است. س  2شـماره  
(BAPNA)ن یپس ـیموتری، ک(SAAPFpNA) نیو کاتپس B )Z-

Phe-Arg-pNA(  2-12در pH ــتریدند. بیز گردیدرولی ـه ن یشـ
بود.  8pHدر  BAPNA در مقابل کایولا هپاتیفاســعصــاره  تیفعال

 تینشان داد (فعال ییبالا تیفعال pH 7-10در  یمیالبته عصاره آنز
ــد در  16/94 ــاره برا تیــن فعــالیبــالاتر ).pH 9درصــ  يعصــ

SAAPFpNA  10در pH 8-10در  ییبالا تین فعالیبود. همچن 
pH  ن پروتئاز در یت سرید. برخلاف فعالیدگرمشـاهدهpH ییایقل ،

 در Z-Phe-Arg-pNA يبرا کایولا هپاتیفاس ت عصـاره یفعال نهیبه
5 pH ،6 در عصاره تیفعال یول بودpH بود. درصد 4/89 زانیبه م 
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 با pH مختلف سطوح در کایهپات ولایفاسکرم بالغ  عصاره يها پروتئاز B نیکاتپس و نیپسیموتریک ن،یپسیتر تیفعال نهیبه pH ):٢نمودار (
  .BAPNA، SAAPFpNA ،Z-Phe-Arg-pNA يسوبستراها از استفاده

  
 ـنـه فعـال  يبه  ـو پـا  تي ــر ييدما يداري  ن پروتئاز ويس

ــ ــتئيس ــیتر تیعـال ف مطلوب يدمـا  پروتئـاز:  نيس  ن ویپسـ
نه یبه يکه دما یبود. در حال گرادسانتی درجه 50ن یپس ـیموتریک

بود (نمودار  گرادسانتیدرجه  40تا  30در حدود  Bن یکاتپس يبرا
 و تهافی شیافزا دما شیافزا با ســرعت به ن پروتئازیسـر  تی). فعال3

 تا ن پروتئازهای). ا4بود (نمودار  پروتئاز نیستئیس تیفعال از شتریب
 کاهش دما شیافزا با یدار بودند ولیپا گرادســانتی درجه 40دماي 

ــورتبه هاآن تی ـفعـال  که  یدر حال. بروز کرد ياملاحظهقابل  صـ
 با مقایســه در بالا دماي به نســبت بیشــتري مقاومت Bن یکاتپســ

  .نشان داد نیپسیموتریک ن ویپسیتر
  

  .کایولا هپاتیفاسعصاره کرم بالغ  يپروتئاز ها Bن ین و کاتپسیپسیموترین، کیپسیتر تینه فعالیبه يدما ):۳نمودار (
  

  .کایهپات ولایفاسکرم بالغ  عصاره يها پروتئاز B نیکاتپس و نیپسیموتریک ن،یپسیتر تیفعال ییدما ثبات ):۴نمودار (
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 هاکننده اثر مهار :يپروتئاز ياهمهارکننده به تيحسـاس 
ــیموردبر يپروتئاز تیفعال مهار در ). 1جدول (قرار گرفتند  رسـ

PMSF  ــبـت بــه فعــال  یتوجهقــابــل یمهـار کننـدگ  اثر ت یــنسـ
در مهار  یکم ریتأث EDTAو  نیپپسات یداد. ول نشان کیتیپروتئول

 PMSF 6/59 توسط یمیآنز تیفعال. ک داشـتند یت پروتئولتیفعال
دا کرد. یدرصد کاهش پ 10ن یدرصد و پپستات EDTA 3درصـد،  

ــتفاده از مه یول  شیمنجر به افزا )DTTتیول پروتئاز ( کننده اراس
  د.یگرد یآنزیم فعالیت

  
  کا.یولا هپاتیفاسکرم بالغ  عصاره يت پروتئازیفعال بر يپروتئاز يهامهارکننده ریتأث ):١( جدول

  تیمانده فعال یباق
  رصد)د(

  غلظت
 مولار) یلی(م

 هدف پروتئاز مهارکننده

14/1±4/40 5 PMSF ن پروتئازیسر 

19/11±5/155 100 DTT ن پروتئازیستئیس 

08/6 ± 90 10 Pepstatin ک پروتئازیآسپارت 

11/5± 97 10 EDTA متالو پروتئاز 

  
  گيرينتيجهبحث و 

 ولایاسفکرم بالغ  عصـاره  کیتیپروتئول تیفعال مطالعه، نیا در
 يهامهارکننده توســط  آن مهار يالگو د ویگرد یبررسـ ـ کایهپات

 يق نشــان داد که پروتئازهاین تحقیج اینتا .شــد یابیارز يپروتئاز
 نی، آزوکازئpHاز  یعیوس دامنه در کایولا هپاتیفاس عصاره کرم بالغ

ت یفعال نهیشیز نموده و بیدرولیه ینیپروتئ يسـوبسترا  عنوانبهرا 
 يعه ســوبســتراهان مطالیدر ا حال، نیا بود. با يدیاســ pHآن در 

BAPNA،SAAPFpNA و Z-Phe-Arg-pNA نشان دادن  يبرا
 يراهاسوبست از اسـتفاده  بودند و با تریاختصـاص ـ  يت پروتئازیفعال

ــدیم نظر به ،يپروتئاز يهامهارکنندهمذکور و  که کرم بالغ  رسـ
ــ ــر يدارا ترتیببه کایولا هپاتیفاسـ ــیتر( ن پروتئازیسـ  و نیپسـ

ن یج اینتا .است )Bن یروتئاز (کاتپس ـئن پیتیس ـ و) نیپس ـیموتریک
ــان داد کـه  یتحق ــرینه فعالیبه pHق نشـ  pHن پروتئاز در یت سـ

ــ و ییایقل ــتئیس ــ pHپروتئاز در  نیس بود که با مطالعات  يدیاس
Ribeiro de Andrade   و همکـاران وMichalski  و همکاران بر

). 26، 27مشــابهت داشــت ( هااختهین پروتئازها در تک یســر يرو
 ن پروتئازیز نشــان داد که ســریو همکاران ن Mohamedعات مطال

ــ ــت ( pH 5/7را در  تینه فعالیبه کایگانتیولا ژیفاسـ  ). دو7داشـ
گزارش شده  Heliothis virescens در انگل يپروتئاز مهم تیفعال

ــت. ــیتر میآنز اسـ  میو آنز ز نمودهیدرولی ـرا ه BAPNA نیپسـ
 يگریق دی. در تحق)18کرد ( زیدرولیه را کین سنتتیپسیموتریک

ــ ک کرم بالغیتیت پروتئولیفعال حداکثر  4-6در  کایگانتیولا ژیفاس
pH ن یا کیتیپروتئول يهـا تی ـفعـال  از یبرخ چـه  گر ).28( بود

مطلوب  تین انگل فعالیشد. در ا داده ز نشانین 10pHترماتود در 
ن اساس ی). بر ا28د (یگزارش گرد pH 5/4ن پروتئاز در یستئیس ـ

 مهار راث نیشــتریب پروتئاز نیســتئیس ـ يهامهارکنندهل ن انگیدر ا

مهاري  رکه اث يطوربهداشـتند   کیتیت پروتئولیفعال بر را یکنندگ
PMSF یحال در درصد بود. 14درصد و  37 ترتیببه نیپپسـات  و 

 مهار نکرد کایگانتیولا ژیفاسدر  را کیتیت پروتئولیفعال EDTA که
ــان که ــر يهاتیفعال وجود دهندهنش ــپارت و پروتئاز نیس  کیآس

ــی). فعال28( بود ن انگلیا در پروتئـاز   کرم بالغ آل -نیت کاتپسـ
 8 در تیفعال (با حداکثر 9تا  pH5 محدوده در کایهپات ولایفاسـ ـ

pH) 29) گزارش شد.(  
ــر، فعال ــاره کرم بالغ  تیدر مطالعه حاض ــعص  اکیولا هپاتیفاس

ــط ــاتیافت. همچنیکاهش  PMSF مهارکننده توسـ  و نین پپسـ
EDTA ــان  کیت پروتئولتیفعال مهار در یاندک ریتأث از خود نشـ
 را کایولا هپاتیفاســعصــاره  یآنزیم ول پروتئاز فعالیتیت یدادند. ول
ــ افزایش و  یموس وســترمانیپاراگونول پروتئاز یت یداد. در گزارش

، 31( شد مهار پروتئاز ولیت کننده مهار توسط یستوزوما مانسونیش
ــری). همچن30 ــط زین ن پروتئازین، س ــر يهامهارکننده توس ن یس

 مهار Heliothis virescens و سیا آمازوننســیشــمانیلپروتئاز در 
لا ویفاسمترشحه از  يپروتئازها يگرید ی). در بررس15، 18د (یگرد
 ن پروتئاز گزارشیستئیس ـ از نوع یشـگاه یط آزمایدر شـرا  کایهپات

ــدند که ــین تحقیا يهاافتهی با ش در  یول ).32ت (ق مطابقت نداش
ن پروتئاز و یپروتئازها مثل ســـر يهاگروهر یســـا يگریمطالعات د

ج ی). نتا33،34گزارش شدند (کا یولا هپاتیفاس ک پروتئاز دریآسپارت
ــ ــاره کرم بالغ  يرو بر یبررس ــعص ــان کایولا هپاتیفاس  داد که نش

 يهامهارکننده کم اریبس يهاغلظت ن پروتئاز نسـبت به یسـتئ یس ـ
 E64 کننده که مهار ايگونهبهاست  حسـاس  اریبس ـ ینیسـتئ یس ـ

 که یحال در د.یگرد کیتیت پروتئولیفعال يدرصد 93 کاهش باعث
PMSF نسـبت به   يترکم يمهار اثراتE64 داشت و EDTA نیز 

ــت ( يپروتئـاز  تی ـبر فعـال  يریچ تـاث یه ــتفاده از25نداشـ  ). اسـ
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پروتئاز  کین پروتئاز، آسپارتیستئین پروتئاز، سیسر يهامهارکننده
 و وتئازپر نیستئیس و پروتئاز نیسـر  که داد نشـان  و متالو پروتئاز

ــپارتات پروتئاز يهاتیفعال از یبرخ  در مراحل پروتئاز متالو و آس
 و Khmelnitsky). 36وجود دارد ( کایولا هپاتیفاس یزندگ مختلف

 هدو تا ســ کایولا هپاتیفاس ـ آلن یکاتپســ که دادند همکاران نشـان 
ــیموتریک از دارتریاپ برابر ــت (یپسـ  يداریق پای). در تحق37ن اسـ
اره ن در عصیپسیموترین و کیپسینسـبت به تر  Bن یکاتپس ـ ییدما

 ک دری -آل نیکاتپس میآنز داد که نشان کایولا هپاتیفاسکرم بالغ 
ــانتی درجه 37 يدما ــاعت در  24 مدت به گرادس  کاملاً pH 7س

ــاعت 72از  بعد مانده و یفعال باق ــد 90 س  را ت اشیفعال از درص
 مطلوب ز نشان داد که دمايیق حاضر نیج تحقی). نتا29کرد ( حفظ

 بالغ در عصاره کرم نیپس ـیموترین و کیپس ـیتر يت پروتئازهایفعال
 ينه برایبه يدما گرچه بود. گرادسانتی درجه 50 کایولا هپاتیفاس ـ

 اکیولا هپاتیفاس) در عصاره کرم بالغ Bن ی(کاتپس ن پروتئازیستئیس
در هر  ییت دمایفعال يداریپا یبود ول گرادســانتی درجه 40تا  30

بود که با مطالعات  ثابت گرادسانتی درجه 40 يتا دما پروتئاز سـه 
Mohamed  و همکاران وDowd 29داشت ( خوانیهم و همکاران ،

7.(  
ــن هیته در بالقوه هدف کی عنوانبه مطالعه پروتئازها  و واکس

و خالص  ين جداســازی. بنابراباشــندیم مطرح یانگل ضــد يداروها

ارزه مب يراه کارها ییشناسا يبرا تواندیم یانگل يپروتئازها يسـاز 
ــند یق تولیاز طر یانگل يهايماریببا  ــب و کارآمد  يهاواکس مناس

ــد. ــتفاده مطرح باش جاد یا قیاز طر يپروتئاز يهامهارکننده از اس
و  یبافت تهاجم ر مهاجرت،یانگل نظ یمیآنز يهاتیفعال در اختلال

انگل گردد.  تیموجب کاهش فعال تواندیم یمنیســتم ایفرار از ســ
 يو دما pH زانیتعیین م قیق از طرین تحقیج حاصــل از ایلذا نتا

 یاثر مهارکنندگ کارایی افزایش در تواندیم یمیآنز تیبهینه فعال
اشــد. ب دیمف کایولا هپاتیفاســدر کرم بالغ  يپروتئاز يهامهارکننده

ــکرم بالغ  يپروتئازها يبالا ییدما يداریپا ــانن کایهپات ولایفاس  ش
ــتفاده يافت برایره کی عنوانبه توانندیم هاآن کـه  داد  در اسـ

 .رندیقرار گ ز مورد استفادهین یستیز کنترل يهابرنامه
  

  يتشکر و قدردان
 یشناسانگلکارشـناسـان بخش    يهمکار سـندگان مقاله از ینو

 یعل يو آقا یاکانیافسانه نخانم  یمیوش ـی، بخش بیآرمن بدل يآقا
ــگاه مرکزیآزمارنژاد یپ ــ یت مالیز حمایو ن يش و  یمعاونت آموزش

ام ه در انجیدانشگاه اروم یدانشـکده دامپزشـک   یلیلات تکمیتحص ـ
  .ندینمایمق تشکر ین تحقیا
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Abstract 
Background & Aims: Fascioliasis is a zoonotic disease caused by the trematode Fasciola hepatica. 
Proteases are essential for the survival of parasites. This study was conducted to evaluate the serine and 
cysteine proteases of F. hepatica and also to the investigate the effect of pH and temperature on proteases 
activity and their temperature stability. 
Materials & Methods: Adult Fasciola were isolated from infected livers and their protein levels were 
measured. The total proteolytic activity of the extract of F. hepatica was evaluated using azocasein 
substrate in pH values from 2 to 12. Trypsin, chymotrypsin and cathepsin B substrates were used to 
measure protease activity. We evaluated the effect of protease inhibitors, PMSF, pepsin, DTT and EDTA 
on these enzymes. The estimation of optimum temperature and pH was performed within a temperature 
range of 10-90 ° C and at pH levels 2-12. 
Results: The optimum pH activity of trypsin and chymotrypsin were recorded at an alkaline pH and total 
proteolytic activity and cathepsin B were recorded at an acidic pH. The results showed that F. hepatica 
had serine and cysteine protease activity. The optimum temperature activity for trypsin and 
chymotrypsin was 50 ° C. The optimum temperature activity for cathepsin B was at 30 to 40 ° C. The 
temperature stability for the three proteases was up to 40 ° C. 
Conclusion: The high temperature stability of F. hepatica proteases showed that they could be used as 
a potential factor in biological applications such as vaccine and anti-parasitic drugs. 
Keywords: Fasciola hepatica, Cysteine protease, Serine protease, pH, Temperature 
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