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 1397 بهمنتاریخ پذیرش:            1397 آبان تاریخ دریافت:

 چکیده

چنین در ر و درماتیت آتوپیک و همملتحمه، کهیهای مختلف مانند رینیت آلرژیک، التهاب هیستامین یک آمین زیستی است که در بیماری            

دلیل اند. بهشدههای مختلف استفاده های آلرژیک نقش دارد. گیاهان دارویی از دیر باز در درمان بیماریهای  آنافیلاکسی قلبی و آسمبیماری ایجاد

سازی ژن آنزیم سانر این مطالعه شناسایی و همهای با منشا هیستامین در انسان و دام، دکاربردهای وسیع آنزیم هیستامیناز در درمان بیماری

از جوانه خلر بومی استان فارس و  mRNAومی صورت گرفت. به این منظور استخراج ب( Lathyrus sativus)از گیاه خلُر  (DAO)هیستامیناز 

سازی ژن پس از برش آنزیمی در ژن و سانمنظور تکثیر ژن هیستامیناز با پرایمرهای طراحی شده انجام شد، سپس همبه cDNAدنبال آن سنتز به

صورت گرفت. صحت  XL1-Blue سویه Escherichia coliانجام گردید، در نهایت انتقال وکتور نوترکیب به باکتری  pQE-80Lوکتور 

جفت باز در بانک ژن 1995 ژن مربوط به طول mRNAیابی نوکلئوتیدی، ترادف یابی تایید شد. پس از توالیکلونینگ نیز با هضم آنزیمی و توالی

ثبت شد. ارزیابی ساختار سه بعدی   ALE71304ثبت گردید، توالی پروتئینی آن نیز در بانک ژن به شماره  KR063661امریکا به شماره دسترسی 

ترین شباهت دهنده بیشانهای شناخته شده در این مطالعه انجام گرفت که نشآنزیم هیستامیناز بومی و مطالعه فیلوژنتیک آن نیز براساس ترادف

های بیانی تواند در سیستماست. پلاسمید نوترکیب تولید شده در آینده می (Pisium sativum)نخود  ( به گونه96%%( و پروتئینی ) 94ژنتیکی )

 فرد گردد. استفاده شود و منجر به تولید انبوه آنزیم برای استفاده از خصوصیات درمانی این آنزیم منحصربه

  PQE-80Lآنزیم هیستامیناز، رینیت، دی آمین اکسیداز، کلونینگ،  کلیدی: لماتک
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 مقدمه

 FADیا  Cuهای دارای دسته وسیعی از آنزیم آمین اکسیدازها        

ها در میان تمام موجودات زنده گسترش دارند و هستند. این آنزیم

کسیژن ( در حضور ا2NH2Hهای بیوژنیک )قادر به اکسیده کردن آمین

( و آلدئیدها هستند. گسترش وسیع 2O2Hو آب به پراکسید هیدروژن )

های بیوژنیک آمین متابولیسم ها درآن مهم عملکرد دلیلبه شکها بیآن

اکسیداز در ساختار، مکانیسم کاتالیتیکی و روش  های آمینآنزیم است.

 Biji؛ Bachrach ،2018 ) سوبسترا با هم متفاوت هستند اکسیداسیون

 2O2+ H 3RCHO + NH O2+ H 2+O 2NH2H: (2016و همکاران، 

 ;Cu-AO; histaminase) گیاهی (DAO) اکسیدازهایآمیندی چنینهم

EC 1.4.3.6) های آمیناسیون اکسیداتیو آمیندی در فیزیولوژیکی طوربه

به  پوترسین، کاداورین، اگماتین و هیستامینبیوژنیک مختلف مانند: 

های DAO. (2004و همکاران،  Brazeauنقش دارد ) ابستهو آلدئیدهای

ها در سان خود در پستانداران و پروکاریوتهای همگیاهی از آنزیم

 و اصطلاحا   (Rate)  سرعت  -1شامل:  که دارند برتری خاص ویژگی چندین

تر است بسیار بیش ها( کاتالیزوری این آنزیمTurnover) عدد برگشتگی

 به شدن متصل برای تریبیش تمایل -2 دندار تریبیش فعالیت و

. (2006و همکاران،  Federico)ترند بسیار پایدار -3د نهیستامین دار

کاربردهای وسیعی در زمینه صنعت دارویی و غذایی  DAOهای آنزیم

های ها تاثیر خوبی در کاهش پاسخدارند. دیده شده است که این آنزیم

 (2002و همکاران،  Masini)ه است هندی داشتخوکچه در آنافیلاکسی

داروهای مربوط  ها در تهیهشود که این آنزیمو به همین دلیل گفته می

و همکاران،  Federico) انداز خوبی دارندبه درمان ایسکمی قلبی چشم

( N.PCT/EP01/13770المللی )به تازگی یک ثبت اختراع بین. (2006

یستامیناز با منشا گیاهی عنوان کرده است که داروهایی که حاوی ه

های با منشا هیستامین مانند تواند برای درمان تمام بیماریهستند می

چنین رینیت آلرژیک، التهاب ملتحمه، کهیر و درماتیت آتوپیک و هم

های سپتیک و های آلرژیک، شوکدر درمان آنافیلاکسی قلبی، آسم

در صنعت مواد . (2013و همکاران،  Çakmaz) آلرژیک موثر واقع گردد

عنوان شاخصی های بیوژنیک بهتشخیص آمین ها درغذایی از این آنزیم

توان داری از مواد غذایی میکیفیت مواد غذایی در طی فراوری یا نگه از

های بیوژنیک ترکیبات حاوی نیتروژن هستند که استفاده کرد. آمین

مخمر  شدن اسیدهای آمینه توسط در طی تخمیر ناشی از دکربوکسیله

 کاداورین، تولید لیزین :مثال عنوانهبشوند. و باکتری تولید می

 و آگماتین گلوتامین، آمینه اسیدهای و هیستامین تولید هیستیدین

؛ 2010و همکاران،  Alonso-Lomillo) دکننمی پوترسین تولید آرژنین

Koyanagi  ،تواند ناشی بیوژنیک می هایآمین تولید .(2000و همکاران

داری از موادغذایی باشد، در فعالیت باکتریایی در زمان تولید یا نگهاز 

های بیوژنیک خاص در مواد غذایی نتیجه حضور مقادیر بالایی از آمین

عنوان نتیجه استفاده از مواد خام با کیفیت پایین، آلودگی میکروبی، به

داری شرایط نامناسب تهیه و تولید غذا و یا شرایط نامناسب نگه

. در حال حاضر چندین (2012و همکاران،  Kung)شود اخته میشن

آمین اکسیداز برای تشخیص میزان نوع زیست حسگر بر پایه آنزیم دی

و همکاران،  Rosiniساخته شده است ) غذایی مواد در بیوژنیک هایآمین

جاکه اطلاعات (. از آنMacholan ،1999و  Wimmerova؛ 2014

 در مورد آنزیم هیستامیناز گیاه خلر درژنوتیپی و فنوتیپی کافی 

دسترس نیست در این مطالعه به بررسی خصوصیات این آنزیم در این 

دلیل کاربردهای وسیع این آنزیم در گیاهی پرداخته شد. به گونه

های با منشا هیستامین در انسان و دام در این مطالعه درمان بیماری

یناز گیاه خلر در وکتور سازی ژن آنزیم هیستام سانشناسایی و هم

pQE-80L ژنی بیان و تولید  انجام شد تا با در دسترس بودن این سازه

 انبوه این آنزیم در آینده تسهیل گردد. 

 

 هامواد و روش

 :از جوانه خلر و تکثیر ژن هیستامیناز mRNAاستخراج        
( تهیه Lathyrus sativusهای گیاه خلر )در ابتدا تعداد مناسبی از دانه

شده از دانشکده کشاورزی دانشگاه شیراز در خاک ورمیکولیت در 

گراد و در تاریکی درجه سانتی 28متری خاک در دمای سانتی 2عمق 

ها چیده ها رشد کردند، جوانهروز  جوانه 7تا  5قرار داده شد. بعد از 

صورت کمک ازت مایع در یک هاون چینی استریل، بهشد و سپس به

گرم از آن به میلی 100تا  70یکنواخت پودر گردید و سپس  کاملا 

 RNAبعد استخراج  یک میکروتیوب استریل منتقل شد. در مرحله

)کیت شرکت دنازیست آسیا( مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده 

)شرکت  Cycle script هایمیکروتیوب با نیز cDNA تولید گرفت. صورت

ستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. کره جنوبی( مطابق با د ،بیونیر

PCR میکرولیتر انجام شد. طراحی پرایمرها براساس  50حجم نهایی  با

(.  AJ786401موجود در بانک ژن صورت گرفت ) هیستامیناز آنزیم توالی

PCR با مواد )شرکت سیناژن( جداگانه PCR buffer (10Xبه ) میزان

میزان ( بهول/میکرولیترپیکوم10) DAO-F میکرولیتر، آغازگر رفت 5

 10میکرولیتر ) 1میزان به DAO-Rمیکرولیتر و آغازگر برگشت  1

میکرولیتر  5/1میزان  ( بهمولمیلی 50) 2MgCl(، پیکومول/میکرولیتر

نهایی  )غلظت میکرولیتر 1 میزانبه dNTP (،مولمیلی 5/1 نهایی )غلظت

میکرولیتر  5/0میزان به Taq DNA polymerase( و میکرومول 200

نانو  50میکرولیتر )معادل  5میزان به cDNA، واحد آنزیم( 5/2 )معادل

 توالی با رفت آغازگر شد. انجام میکرولیتر 35 میزانبه مقطر آب و (گرم
5’ATG CGA GCT CGT TAC ACC ATT GCA TGT TCA AC 3’ 
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الی برگشت با تو آغازگر و SacI محدودکننده آنزیم برای برش جایگاه دارای
5’ ATG CAA GCT TAT TGG AGC AAC CTG GCC ATG C3’  

طراحی شد. سپس سیکل  Hind IIIدارای جایگاه برش برای آنزیم 

دقیقه(،  5گراد )درجه سانتی 94صورت دمای دناتوره اولیه حرارتی به

ثانیه(، دمای اتصال پرایمر  45) گرادسانتی درجه 94 سیکل دناتوره دمای

گراد درجه سانتی 72دقیقه(، دمای تکثیر  1د )گرادرجه سانتی 56

گراد درجه سانتی 72سیکل و دمای تکثیر نهایی  35دقیقه( طی  2)

بهینه گردید. در پایان کار محصولات  PCRدقیقه( برای واکنش  7)

PCR  الکتروفورز شد. %1در ژل آگاروز 

و انتقال به  pQE-80Lسازی در پلاسمید بیانی  سانهم       

و وکتور بیانی  PCRدو انتهای محصول  :E. coli XL1-Blueری باکت

pQE-80L های محدودکننده های جداگانه آنزیمدر میکروتیوبSacI 

میزان های محدود کننده بهبرش داده شد. هر کدام از آنزیم Hind IIIو 

و وکتور  PCRمیکرولیتر، محصول  2میزان ( به10Xواحد، بافر تانگو ) 5

میکرولیتردر  4میزان نانوگرم و آب مقطر به 400یزان مهرکدام به

درجه  37ها در میکرولیتر استفاده شد، سپس نمونه 20حجم نهایی

ها بر روی ژل آگاروز داری شدند. نمونهمدت یک شب نگهگراد بهسانتی

الکتروفورز شد و قطعات مورد نظر از ژل تخلیص شد و سپس فرآیند 

نانوگرم از محصول  400همراه رم از وکتور بهنانوگ 250میزان الحاق به

PCR ،2  میکرولیتر از بافر آنزیمligase 4T (X10 ،)5/0  واحد از آنزیم

ligase 4T میکرولیتر انجام گردید. مخلوط  20 تا حجم مقطر آب و مابقی

داری شد. مدت یک شب نگهگراد بهدرجه سانتی 16واکنش در دمای 

 E. coli باکتری هایسویه رشد برای LB (Luria Bertani)کشت  محیط از
 E. coli های مستعد، ابتدا سویهمنظور تهیه سلولاستفاده شد. به

XL1-Blue  در محیط کشتLB ساعت کشت داده شد،  16مدت به

جدید تلقیح گشت. بعد  LBدرصد در محیط کشت  1صورت سپس به

ورت در طول گیری کدساعت، جمعیت سلولی با اندازه 2الی  5/1از 

گیری شد و زمانی که جذب نوری به نانومتر اندازه 600موج ماکزیمم 

 1/0ها رسوب داده شدند. در مرحله بعد، رسید، سلول 35/0تا  3/0

ها مجدد سرد اضافه و سلول TSBحجم اولیه کشت، محیط کشت 

در کنار یخ مجاور شدند، سپس  ساعتمدت نیمها بهمعلق شدند. سلول

میکرولیتر سلول باکتری،  25کنش برای عمل انتقال )حاوی محلول وا

 10میزان ، و محصول الحاق بهKCM (5X)میکرولیتر محلول  5

میکرولیتر( اضافه گردید. در  18میزان میکرولیتر و مابقی آب مقطر به

موارد دو مخلوط واکنش نیز برای کنترل مثبت و منفی تهیه  کنار این

دقیقه در مجاور یخ قرار گرفتند  30مدت بههای واکنش محلول گردید.

مدت گراد بهدرجه سانتی 42 ماری با دمای ها به بنو سپس میکروتیوب

سرد   LBثانیه منتقل شدند و در ادامه بلافاصله به آن محیط 45

ساعت در دمای  1مدت ها بهافزوده شدند. در مرحله بعد میکروتیوب

در نهایت مخلوط واکنش را بر  گراد تیمار گردیدند،درجه سانتی 37

میکروگرم بر  100سیلین )بیوتیک آمپیهای حاوی آنتیروی پلیت

 قرار داده شد. گرادسانتی درجه 37کرده و در انکوباتور  لیتر( پخشمیلی

تعیین توالی و ثبت ژن هیستامیناز کلون شده در بانک        

 و مجدد شتک آمده دستبه هایکلونی تک از :امریکا ژن جهانی

استخراج پلاسمید انجام شد. برای تایید صحت کلونینگ، پلاسمید 

استخراج شده تعیین توالی گردید و هضم آنزیمی پلاسمید نیز با 

های تایید شده انجام شد. در پایان کلونی Hind IIIو  Sac Iهای آنزیم

گلیسرول در  %50حاوی  LBکشت داده و با محیط کشت تجاری 

 داری گردید.درجه نگه -80

طراحی ساختار سه بعدی و تعیین جایگاه فعال آنزیم         

برای رسم ساختار سه بعدی آنزیم هیستامیناز  :هیستامیناز خلر

این روش به  استفاده شد.Homology modelling گیاه خلر از روش 

یک مولکول الگو مناسب نیاز دارد. پروتئین مورد نظر براساس آن مدل 

. بر همین اساس برای یافتن یک الگوی مناسب ابتدا یک سازی گردید

( ALE71304پروتئین ) توالی آن در که گرفت انجام BLAST p جستجوی

های عنوان توالی مورد نظر وارد شد و جستجو به ساختارهای پایگاهبه

PDB این جستجو چندین الگوی محتمل را  محدود گردید. نتیجه

دارای بهترین  1w2z Aشناسایی شماره ساختار تحت که کندمی معرفی

شباهت به  %30که بیش از  یساختارهای مشابهت( بود. 96%) امتیاز

 Homology modellingتوانند برای مورد نظر داشته باشند می مولکول

عنوان الگو برای همین دلیل از این ساختار بهاستفاده شوند. به

د. برای این که بتوان بینی ساختار پروتئین مورد نظر استفاده شپیش

بینی ساختار پروتئین مورد نظر استفاده کرد از این مولکول برای پیش

های موجود در ( یکی از زیرواحدversion 1.7) Contextافزار با نرم

بینی از نرم افزارهای برای انجام پیش از آن جدا شد. 1w2z Aمولکول 

Homology modelling شامل ترتیببه که گردید استفاده 

Structuropedia  وGalaxyweb ها، بینیبودند. پس از انجام پیش

بینی شده برای بررسی میزان کیفیت ساختارهای به ساختارهای پیش

اساس نتایج بررسی استفاده گردید. بر QMEANافزار دست آمده از نرم

کیفیت بالاتری داشت  Galaxywebبینی شده با کیفیت ساختار پیش

 (.1)جدول 
 

بینی شده آنزیم ساختارهای پیش کیفیت ارزیابی :1 دولج

. structuropediaو  Galaxywebافزار هیستامیناز گیاه خلر با دو نرم

Zscore سازی استکیفیت بالاتر مدل دهندهتر نشانپایین. 
Z score Model 

32/0  Galaxyweb 

67/0  Structuropedia 
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 Galaxywebافزار دست آمده از نرمدل بهبالاتر م کیفیت به توجه با       

ختار، این مدل برای بهبود ساختار بررسی شد. برای بهبود کیفیت سا 

 649-640های داد ناحیهبررسی روی کیفیت انجام شد که نشان می

همین دلیل این دو ناحیه دارد. به ترین کیفیت رانپایی 222-213و 

سازی داده شد تا مجدد مدل Modloopافزار برای بهبود ساختار به نرم

ار شوند و منجر به بهبود ساختار شوند. شکل مربوط به کیفیت ساخت

اشد بچه این مقادیر بالاتر ( که هر1در ادامه آورده شده است )شکل 

 Modloopافزار کرد نرمتر خواهد بود. تاثیر عملمیزان کیفیت پایین

 مجددا بررسی شد. QMEANافزار بینی شده با نرمروی ساختار پیش

دست آمده کیفیت بهتری دارد هها نشان داد که ساختار باین بررسی

 (.2)جدول 
 

بینی شده آنزیم هیستامیناز ارزیابی کیفیت ساختار پیش :2جدول 

افزار ( و بعد )نرمGalaxywebافزار افزار قبل )نرمگیاه خلر با نرم

QMEANاز بهبود ساختار ) Z score دهنده کیفیت تر نشانپایین

 بالاتر مدل سازی است.

Z score Model 

32/0  Galaxyweb 

27/0  After refinement 

 

 
افزار کیفیت نواحی مختلف توالی پروتئین )نرم ،بالا :1شکل 

Galaxywebن کیفیت را تریپایین 222-213و  649-640های (. ناحیه

نمودار کیفیت ساختار بعد از بهبود ساختارهای کیفیت  ،دارد. پایین

 بینی شده بر حسب انگستروم است.طای پیشپایین دارد. میزان خ
        

با توجه به این که مولکول حاصل از مدل سازی فاقد لیگاندها و        

دست برای به لازم است است. DAOساختار  مربوط به های یونیمولکول

ا به مدل اضافه هآوردن ساختاری که حالت طبیعی دارد، این مولکول

کئوردینانسیون  Contextافزار رمنگردند. برای انجام این کار ابتدا با 

 ،دست آمدبه 1w2z Aها از ساختار مولکول مربوط به این مولکول

ها به ساختار مدل شده اضافه شد. برای اصلاح موقعیت سپس این داده

ربوط ها نسبت به ساختار مدل شده ساختار سه بعدی ماین مولکول

روی هم   Chimera 1.11 افزارو ساختار مدل شده با نرم 1w2z Aبه 

های اضافه شده انطباق داده شدند. پس از این انطباق جایگاه مولکول

 Chimeraافزار و با ابزارهای موجود در نرم 1w2z Aبر پایه ساختار 

بینی شده نهایی اصلاح گردید. با انجام این مرحله ساختار پیش 1.11

 دارد. 1w2z Aدست آمد که شباهت بسیار بالایی به ساختار به

 :ازتوالی هیستامین پروتئینی ردیفیفیلوژنتیکی و هم آنالیز       
ا بترادف(  )تعیین سکانس شده حاصل از و استخراج پایان نتایج نهایی در

کا ژن امری بانک در موارد مشابه موجود دیگر و با بررسی BLAST pبرنامه 

(NCBI) ناز قرابت و اختلاف بین آنزیم هیستامی هرگونه تا گردید مقایسه

 در گردد. بانک ژنی مشخص موارد مشابه در ایران با سایر خلر بومی گونه

 کمکهای مختلف بههای مرتبط با گونهضمن نمودار فیلوژنی سکانس

رسم گردید و علاوه   ikelihoodL Maximum روش با 6MEGA افزارنرم

 به گردید.محاس CLCافزار نرم ها بایکی بین توالیبر آن اختلاف ژنت

های موجود در توالی پروتئینی آمینهاختلاف در اسید برای مقایسه

( AJ786401آنزیم هیستامیناز گونه خلر بومی ایران و جمهوری چک )

 ورت گرفت. بین توالی دو جدایه ص CLCافزار ردیفی با نرمهم

 

 نتایج 

برای سازی ژن آنزیم هیستامیناز:سانتعیین توالی و هم       

هیستامیناز، وکتور حاوی سازه ژنی نوترکیب   سازی ژنسانتایید هم

 Hindو  Sac Iهای استخراج گردیده و با آنزیم PQE-80L-DAO نامبه

III   برش صورت گرفت و در ژل آگارز یک درصد دو باند مجزا مربوط

جفت  1995تامیناز )جفت باز(  و قطعه ژنی هیس 4751به پلاسمید )

. برای خطی کردن پلاسمید باز( صحت ساختاری سازه تایید گردید

وکتور حاوی ژن هیستامیناز برش داده  Hind IIIبار هم با آنزیم یک

های حاوی سازه ژنی مجددا  در محیط چنین کلونی(، هم2شد )شکل 

. نیز صورت گرفت PCRبیوتیک رشد داده شد و ارزیابی با حاوی آنتی

های تایید شده انجام گرفت و در نهایت استخراج پلاسمید از کلونی

ها انجام شد. توالی حاصل از ژن یابی بر روی آندر نهایت توالی

هیستامیناز خلر ایرانی در بانک ژن امریکا ثبت گردید. طرح شماتیک 

 گردد.مشاهده می 2از وکتور حاوی ژن هیستامیناز در شکل 
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تعیین  انجام از پس هیستامیناز: آنزیم پروتئین سازی ردیفهم       

نک ژن امریکا به شماره دسترسی توالی نوکلئوتیدی، توالی حاصل در با

063661KR هیستامیناز  آنزیم با شباهت %99 حدود توالی این گردید. ثبت

% مشابهت  94 و (AJ786401) چک کشور جمهوری شده در خلر جدا گیاه

دارد. آنزیم هیستامیناز  (AB457619)با آنزیم هیستامیناز گیاه نخود 

آمینه دارد که به اسید 649سان سازی شده جدا شده از گیاه خلر هم

ژن به شماره  بانک در آن پروتئینی توالی نامگذاری گردید. DAOاختصار 

ALE71304   شباهت با ترادف پروتئینی  %99ثبت گردید که حدود

ردیفی ( دارد. آنالیز هم 786401AJآنزیم جدا شده در جمهوری چک )

که اختلاف آن  دپروتئینی توالی هیستامیناز این دو گیاه خلر نشان دا

که به  225آمینه است این اختلافات شامل موقعیت تنها در دو اسید

 آمینهبه جمهوری چک، اسید مربوط سویه گلوتامین در آمینهجای اسید

( و در Q225Rبومی ایران حضور دارد ) آرژنین در توالی پروتئین سویه

ر جمهوری چک، ترئونین در خل آمینهنیز به جای اسید 468 ناحیه

 (.3 وجود دارد )شکل (T468A) آلانین در ترادف خلر ایرانی آمینهاسید

 
 

 
 468و  225 آمینه در دو ناحیه( گیاه بومی ایران و جمهوری چک. اختلاف در دو اسیدLathyrus sativusخلر ) ردیفی توالی پروتئین گونهمقایسه هم :3شکل 

 

 

 
 Sac Iو  Hind III کنندههای محدودبا آنزیم DNA. برش در زنجیره Hind III ،2. برش با آنزیم محدودکننده L ،Ladder .1 ،ت راستسم :2شکل 

ژن آنزیم،  ژن هیستامیناز با رنگ قرمز مشخص شده است. در ابتدایصورت شماتیک. ساختار پلاسمید تهیه شده به ،منظور تایید کلونینگ. سمت چپبه

 سیلین است.قاومت به آمپیحاوی ژن م گیرد. وکتور راحتی صورتآنزیم به خلوص شودکه باعث می است His tagتوالی  چنین وکتور دارایقرار گرفته است، هم  Signal peptideیتوال
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ساختار سه  زیم هیستامیناز:بررسی ساختار سه بعدی آن       

بعدی نهایی آنزیم هیستامیناز گیاه خلر همراه با ساختار ناحیه فعال 

 ، ناحیهCu-AOهای گردد. در تمام آنزیممشاهده می 4آنزیم در شکل

 Topaquionone  آلی کوفاکتور و یک 2Cu+اتم  یک شامل فعال جایگاه

(TPQ .است )TPQ یک اسید  یداسیوناکس وسیلهبه خودیهخودب طوربه

شده در حضور مولکول اکسیژن و  ( حفاظتTyr 387تیروزین ) آمینه

 TPQساز، فاقد یون مس و شود. آنزیم پیشکوفاکتور مس تولید می

شود را دارد. حدس زده می TPQاست اما آنزیم فعال هر دو یون مس و 

 فقط در داخل ناحیه TPQکه تغییرات ساختاری مربوط به تشکیل 

خصوص در ارتباط با یون مس متصل شده، اتفاق جایگاه فعال و به

. برای درک بهتر، جایگاه فعال (2000و همکاران،  Tanizawa)افتد می

های درگیر در ایجاد جایگاه آنزیم هیستامیناز خلر به همراه اسید آمینه

 نشان داده شده است. 4فعال، در شکل 

 
   

 

 

 
تیک شمای شما ،. سمت چپChimera 1.11افزار کمک نرمساختار سه بعدی آنزیم هیستامیناز گیاه خلر ترسیم شده به ،راست سمت :4شکل 

 (His 442, His 444, His 03فعال آنزیم هیستامیناز گیاه خلر. اتم مس به سه هیستامین حفاظت شده متصل است ) ناحیه

آنالیزهای  :لوژنتیکیسازی چندگانه و روابط فیردیفهم       

مطالعه نشان داد که توالی نوکلئوتیدی آنزیم هیستامیناز  این در ملکولی

خلر  ترین شباهت را با آنزیم هیستامیناز گونهایران، بیش گونه بومی

ترین شباهت را با آنزیم ( داراست. بعد از آن بیش99%جمهوری چک )

، عدس %94( Pisium sativumهای نخود فرنگی )هیستامیناز گونه

(Lens cullinaris) %92( فرفیون ،Euphorbia characias )%90 باقله ،

(Vicia faba )%90( یونجه سربریده ،Medicago truncatula )%86 ،

را  %84( Trifolium repensو شبدر ) %85( Cicer arietinumنخود )

و خوک انسان  دارد. اما تفاوت این آنزیم با آنزیم هیستامیناز گونه

مجزا شده است )شکل  بسیار زیاد بود که باعث جدا شدن آن در شاخه

آنالیز حاصل از درخت فیلوژنی نیز نشان داد که آنزیم  (.6و  5

خلر جمهوری  ایران و آنزیم هیستامیناز گونه هیستامیناز گونه بومی

چک در یک گروه فرعی واحدی قرار گرفته که این گروه فرعی رابطه 

 (. 5های نخود فرنگی دارند )شکل ا آنزیم هیستامیناز گونهنزدیکی ب
 

 
 Neighbor joining (Bootstrap 1000 replication)، مدل  MEGA 5افزار درخت فیلوژنی رسم شده با نرم : 5شکل 
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 بحث  

عنوان یک هیستامین یک ترکیب نیتروژن دار آلی است که به       

های دهنده عصبی برای سیستم بدن انسان و بسیاری از گونهانتقال

ست. علاوه بر آن نقش دیگر هیستامین دیگر موجودات زنده ضروری ا

ها در در زمان ایجاد آسیب بافتی است که باعث پرخون شدن رگ

نزدیکی بافت آسیب دیده و افزایش نفوذپذیری آن شده و با افزایش 

های سفید خون به جایگاه آسیب دیده خون سبب حرکت سلول جریان

برای کنترل  شود. در علم پزشکیو در نتیجه موجب قرمزی و تورم می

های که به گیرنده شودهیستامین تجویز میآنتی مضر هیستامین، اثرات

H1 شوند. در بدن مازاد هیستامین با دو آنزیم هیستامین متصل می

( HNMT) ترانسفرازمتیلان هیستامین و اکسیداز(آمین)دی هیستامیناز

 (. Petersen ،2002شود )متابولیزه می

بدن عوارض مختلفی را به همراه دارد که  افزایش هیستامین در       

شود می  Histamine intoleranceموجب ایجاد حالتی در بدن به نام 

دلیل کاهش آنزیم هیستامیناز یا آنزیم هیستامین ان متیل که به

ترانسفراز است که علایمی مانند حالت تهوع، استفراغ، التهاب مخاط 

 .  (2016ران، و همکا Manzotti)شود را شامل می بینی

های مختلف استفاده گیاهان دارویی از دیر باز در درمان بیماری       

گیاهی دارای عملکرد بهتری نسبت به جانوری  هیستامینازهای اند.شده

تر، اکسیداسیون مجدد هستند ازجمله دارای عمل کاتالیزوری بیش

تر با سوبسترای خود )هیستامین( و تر، میل ترکیبی بیشآنزیمی کم

های گیاهی مورد توجه رو هیستامینازاری بالاتری هستند. از اینپاید

و همکاران،  Federico)اند تری برای تولید انبوه قرار گرفتهبیش

2006) . 

بار توالی نوکلئوتیدی آنزیم هیستامیناز  این مطالعه برای اولین در       

( شناسایی شد و اطلاعات ژنتیکی مرتبط L. sativusگیاه بومی خلر )

( ثبت گردید. آنالیز NCBIهای ژنتیکی )ن در بانک اطلاعات دادهبا آ

ملکولی حاصل از این مطالعه نشان داد که آنزیم هیستامیناز گونه 

خلر جمهوری چک در یک گروه  ایران و آنزیم هیستامیناز گونه بومی

فیلوژنتیک واحدی قرار گرفته و تشابه زیادی با آنزیم هیستامیناز 

که میزان شباهت توالی آن با فرنگی دارند. درحالیهای نخود گونه

، 31/36ترتیب های آنزیم انسانی و خوکی بسیار پایین )بهدیگر توالی

یک دایمر است که هر یک از زیر  DAOدرصد( بود. آنزیم  7/36

و  D2 ،D3ها را با دومن تشکیل شده است که آن 3واحدهای آن از 

D4 توان به یک قارچ بدون پایه تشبیه یدهند. این آنزیم را منشان می

یک  )227-647، توالی D4واحد ) ترین دومن هر زیرکرد. بزرگ

 10تا  8سو با ساندویج بتا است که از دو صفحه بتا پیچ خورده و ناهم

)توالی  D2تر زیرواحدها، شاخه تشکیل شده است. دو دومن کوچک

چ بتا قرار گرفتند ( در سطح ساندوی204تا  107)توالی  D3( و 96تا  6

دهند. برای فعالیت این و تشکیل یکی از زوایای کلاهک قارچ را می

گیرد آنزیم یون مس ضروری است که در جایگاه فعال آنزیم قرار می

در محیط کشت  4CuSOو به همین دلیل در زمان بیان این آنزیم باید 

. با انجام کلونینگ ژن (1996و همکاران،  Kumar)اضافه گردد 

امکان تکثیر ژن و برش آنزیمی با  PQE-80Lهیستامیناز در وکتور 

چنین شود، همپذیر میکارایی بالا برای انجام مراحل بعدی امکان

های اندونوکلئازی چندین سایت برشی برای آنزیم PQE-80Lوکتور 

های بیانی نظر را در حامل دارد و این استراتژی کلونینگ ژن مورد

 سازد. پذیر میمتعدد امکان

 
های نوکلئوتیدی آنزیم توالی جهت مقایسه )مثلث بالا سمت راست( و درصد شباهت )مثلث پایین سمت چپ( ارزیابی میزان تفاوت نوکلئوتیدی :6شکل 

 (CLC main workbench 5افزار های مرتبط )نرمهیستامیناز در گونه



 بررسی خصوصات ژنوتیپی آنزیم هیستامیناز گیاه خلر در راستای اهداف درمانی و تشخیصی                            تقدسی و همکاران

416 
 

موجودات زنده تولید  هایاندام تردر بیش هیستامیناز تقریبا  آنزیم       

(. این آنزیم در بدن پستانداران 2007و همکاران،  Masini)شود می

کند. پوترسین، کاداوارین، آگماتین و هیستامین را اکسید می

دهد که سطح بالایی از هیستامیناز در لایه ها نشان میپژوهش

شود که در برابر هیستامین تولید شده در بدن دیده میموکوسی روده 

صورت اختصاصی از بدن و هیستامین آزاد شده در مواد غذایی به

علاوه بر آن، این آنزیم  (Wolvekamp ،1994)کنند محافظت می

های دیگری در بدن دارد که میزان فعالیت سرمی این آنزیم نقش

شد و از آن برای غربالگری های مختلفی باتواند نشانگر بیماریمی

به برخی از  3توان استفاده کرد که در جدول های مختلف میبیماری

ها اشاره شده است. براین اساس کیت تشخیصی این آنزیم، تولید آن

 شود.ها و مراکز درمانی استفاده میشده و در آزمایشگاه
 

 هاهمراه تغییرات سطح سرمی آن در این بیماری های مختلف به( در بیماریDAOنقش آنزیم هیستامیناز ) :3جدول 

ارتباط مستقیمی  DAOچنین میزان فعالیت پلاسمایی آنزیم هم       

( موکوس روده دارد. برای Integrity( و سالم بودن )Maturityبا بلوغ )

 Superior mesenteric) مزانتریک شریان انسداد به مبتلا هایسگ مثال،

artery occlusion که با داروی )Aminoguanidine قوی  )مهارکننده

داری در سطح سرمی معنی کاهش درمان شده بودند ( پیشDAOآنزیم 

دار هیستامین در سرم را داشتند و افزایش معنی DAOفعالیت آنزیم 

(Wolvekamp ،1994 ؛Kusche  ،1977و همکاران) بنابراین آنزیم .

DAO گر بیماری روده دارد. بنابراین عنوان نشانیک نقش ارزشمند به

عنوان یک ابزار تشخیصی در ارزیابی بالینی برخی از به DAOبررسی 

 . (Wolvekamp ،1994) تواند استفاده شودها میبیماری

علاوه بر نقش تشخیصی، به نقش درمانی این آنزیم در موارد زیر        

ز به شوک ها نشان داده است هیستامینااشاره شده است، پژوهش

 Masini)و نقش دفاعی دارد  دهدمی پاسخ هندی خوکچه در آنافیلاکسی

چنین دریافت هیستامیناز آزاد حاصل از گیاه هم (،2002و همکاران، 

ژن های هندی که با تنفس آنتیطور  آئروسل توسط خوکچهنخود به

میزان زیادی از علایم تواند بههای شبه آسم شدند، میدچار واکنش

های عنوان یک راه درمانی برای آسماسیت را کاهش دهد و بهحس

از طرف دیگر این آنزیم در آلرژیک در انسان پیشنهاد شده است. 

های ناشی از ایسکمی در قلب موش صحرایی هم نقش مقابل آسیب

و همکاران،  Masini؛ 2004و همکاران،  Masini)حفاظتی دارند 

مشخص شد که  (2014)اران و همکAlirezaei  . در مطالعه(2003

 Lathyrusهای خلر )آنزیم هیستامیناز گیاهی خالص شده از جوانه

sativumاکسیدانی در های آنتیتواند یک آنزیم مناسب با ویژگی( می

مقابل آزاد شدن هیستامین و استرس اکسیداتیو در انفارکتوس 

. اخیرا  از آمین اکسیداز ایزوپرنالین عمل کند وسیلهشده به میوکارد القا

دار برای درمان ایسکمی میوکارد استفاده شده است. یک شرکت مس

دارویی در آمریکا داروهایی حاوی هیستامیناز گیاهی را به بازار عرضه 

کرده است که در درمان شوک آنافیلاکسی در قلب، درمان آسم و 

ه و التهابات پوستی کارایی بالایی شوک آلرژیکی و التهابات ملتحم

 . (2006و همکاران،  Federico)دارد 

طور موشی به DAO، آنزیم (2012)و همکاران  Rosini در مطالعه       

اسفانه، ولی متد ش سازیکلی بیان و خالص های اشریشیادر سلول موفق

صاصی آن فعالیت اختطور ضعیفی فعال بوده )نوترکیب به DAOاین 

باشد( و دلیل آن این پروتئین بر روی هیستامین می 1mU/mg تقریبا 

 immature quinoneمیزان زیادی به فرم نابالغ کوئینون )بود که به

form.تولید شده بود ) 

 Copper amine oxidaseیک  (،2012) و همکاران Sun مطالعه در       

ینگ قرار گرفت. مورد کلون Huperzia serrataجدید از گیاه 

 یا اختلال بیماری تغییرات سطح سرمی دلیل منابع

(Maintz 2008، و همکاران) 

کند و عنوان یک سد در جفت عمل میبه

ها از آمینپلی /انع از عبور هیستامینم

 شود.طریق جفت می

 ,DAO Pregnancy Toxemiaکاهش فعالیت سرمی 
Abortion 

(Petersen 2002، و همکاران) نقش آن مشخص نشده 

در داخل  DAOافزایش فعالیت 

دنبال آن افزایش فعالیت کارسینوما که به

 دهدآنزیم در جریان خون رخ می

Neoplasia 

(Manzotti 2016، و همکاران) مهار فعالیت  شکستن هیستامین آزاد شدهDAO Allergic response 

(Schwelberger 2013، و همکاران) افزایش شدید فعالیت نامشخص DAO  درSemen Infertility 

(Pini ؛ 2017، و همکارانChand  وSingh ،2016)  محافظت در مقابلNephrotoxicity 
در کلیه و ادرار  DAOکاهش بسیار زیاد 

 و افزایش آن در پلاسما
Uremia 

(Çakmaz 2013، و همکاران)  محافظت از روده در مقابل اثرات سمی
Ischemia 

به دنبال  DAOافزایش فعالیت سرمی 

 کاهش فعالیت بافتی آن
Bowel ischemia 
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آمینه است. گفته اسید 681و دارای  8/76ن آنزیم ولی ایولکوزن م

شود این آنزیم با آمین اکسیدازهای شناخته شده گیاهی توالی می

%(.  L.sativus ،4/45)با آنزیم  شباهت دارد %56تا  44 آن ایآمینهاسید

که تیروزین  Asn-Tyr-Asp/Gluاین آنزیم  active siteتوالی ناحیه 

این آنزیم در  cDNAشود. تمام طول می TPQاین ناحیه تبدیل به 

کلون شده و پروتئین نوترکیب همراه با یک  (+)pET22bوکتور 

hexahistidine tag  در انتهایC-terminal خود، در باکتریE. coli  

BLR, BL21 (DE3) pLysS های بیان شد و سپس پروتئین با ستون

سازی شد. بهترین سوبسترا برای این آنزیم ل خالصکروماتوگرافی نیک

  tyramineکادوارین است البته سوبستراهای دیگری را هم غیر از 

 P. sativumو  L. sativusتواند پذیرا باشد این درحالی است که در می

توانند قبول را هم می tyramineسوبسترای مطلوب پوترسین است و 

 کنند.

ژنی یک آنزیم  های مهندسی ژنتیک سازها روشدر این مطالعه ب       

های مختلف مفید و پرکاربرد در صنعت دارو که در درمان بیماری

های آلرژیک، کهیر و های آلرژیک، التهاب ملتحمه، آسم)مانند رینیت

تواند در صنعت مواد غذایی در چنین میدرماتیت( نقش دارد و هم

د غذایی استفاده شود، با تولید زیست حسگر در تشخیص فساد موا

 توان این سازهموفقیت طراحی و ساخته شد. در مطالعات آینده می

( انتقال داده و یا BL21)مثل  E. coliبیانی باکتری  ژنی را در سویه

آن را به سایر وکتورهای بیانی یوکاریوتی برای بیان و تولید انبوه آنزیم 

 نیز ارزیابی کرد.  
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