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شود و د میها تولیمین، یک آمین بیوژنیک مهم، توسط بسیاری از ارگانیسمهیستا

ا به در غذ های متنوعی در حیات و زندگی جانداران دارد. ذخیره هیستامیننقش

را  هاخصوص در محصولات غذایی کنسرو شده مانند تن ماهی، سلامتی انسان

ز، هیستامین یا هیستامینارساند. دی آمین اکسیداز تهدید و به بدن فرد آسیب می

مطالعه  کاهد. در اینو از اثرات مضر آن می موجود در بدن انسان را تجزیه

cDNA ت بومی گریه کامل یک آنزیم آمینواکسیداز، از نخود توده کدکنند

ثبت  Ku058599به شماره دسترسی  GenBankجداسازی شد و در پایگاه 

 cDNA بیانی همسانه سازی شد. علاوه این توالی در یک پلاسمیدهگردید. ب

مینه آاسید  670پروتئینی با  ،bp2013با طول  ORFجداسازی شده دارای یک 

یفی توالی کند. نتایج آنالیزهای هم ردرا تولید می KDa 7/75و وزن مولکولی 

م در ای مهههای فعال و اسید آمینهچندگانه این پروتئین نشان داد که جایگاه

 حفاظت کولای، نخود زراعی و نخود بومی گریت بسیارایهیستامیناز باکتری 

ی بومه ودهای بیوانفورماتیکی نشان داد که هیستامیناز تهستند. بررسی شده

 4( در CAA08855) Genbankگریت با هیستامیناز نخود موجود در پایگاه 

کی اسید آمینه با هم اختلاف داشتند. نتایج حاصل از آنالیز فیلوژنتی

ومی به ازهای موجودات مختلف نشان داد که هیستامیناز نخود تودهیستامین

رپ وت استبلگومینوزها با ه های گیاهان و مخصوصا خانوادگریت با هیستامیناز

 در یک گروه قرار گرفتند.  99%
 

 .نخود سازی،همسانه فعال، فیلوژنی، جایگاه هیستامیناز، :کلیدیهای واژه
 

Histamine, an important biogenic amine, is produced 

by many organisms and play a diverse role in living 

organisms. Many micro-organisms synthesis and stored 

histamine in food, especially in canned food products, 

posing health threat to human. Diamine oxidase or 

histaminase catalysis histamine in healthy individuals 

and reduces its harmful side effects. In this study, a 

full-length cDNA encoding an amine oxidase was 

isolated from a chickpea (Cicer arietinum) landrace 

(grit), deposited in Genbank database (KU058599) and 

cloned in a binary expression vector. The cloned cDNA 

had an ORF with 2013 bp length encoding a protein 

with 670 amino acids and a molecular mass of 75.7 

KDa. Multiple sequence alignments analysis showed 

that the active site and important amino acids are highly 

conserved in E.coli, pea and grit histaminases. 

Bioinformatics analysis revealed differences in 4 amino 

acids between grit histaminase and that of GenBank 

deposited Cicer arietinum amine oxidase (CAA08855). 

Phylogenetic analysis grouped grit histaminase 

(KU058599) with plant, especially legume 

histaminases with 99% bootstrapping.  

 
Keywords: Histaminase, Active site, Phylogenic, 

Cloning, Chickpea. 

 

 هیستامیناز نخود کد کنندهسازی و تحلیل بیوانفورماتیکی ژن همسانهجداسازی، 

(Cicer arietinum)  توده بومی گریت 
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 قدمهم

ترکیباتی هستند که  نيتریادیاز بنبیوژنیک ی هانیآم
توسط طیف وسیعی از موجودات زنده، حیوانات، گیاهان، 

 Alirezaei et) شوندتولید می هاروسيوو  هایباکتر

al., 2014) اين ترکیبات در طیف وسیعی از انواع .
و ترکیبات مهم بیولوژيکی از قبیل مونو، دی 

، هیستامین، آگماتین و کاتکول آمین وجود هاآمینیپل
 دو گروهی بیوژنیک توسط هانیآمدارند. اکسیداسیون 

ازهای حاوی مس و ؛ يعنی آمینواکسیدهاميآنزاصلی از 
بر شود که آمینواکسیدازهای حاوی فلاوين کاتالیز می

یمی بندگروهطبیعت شیمیايی کوفاکتورشان  اساس
. (Massey 2000; Mondovi et al., 1997) شوند

-E.C1.4.3.6; Cu) به آمین اکسیدازهای حاوی مس

AOs)1آمین اکسیداز، دی (DAOsيا به ) عبارتی
 ,.Masini et al)شود ق میهیستامیناز نیز اطلا

يک پروتئین  . آمین اکسیداز حاوی مس(2007
همودايمر است که در هر يک از زير واحدهای خود يک 

تری  5،4،2بیشتر موارد دارای  و دريون مس 
 TPQ( (Klinman( 2هیدروکسی فنیل آلانین کوئینون

and Mu 1994; Mateescu et al., 1997)  است و
سیژن مولکولی پذيرنده الکترون و در هر دو مورد، اک

 باشدیم ( محصول واکنش2O2Hهیدروژن ) پراکسید
(Federico et al., 2006.) 

جمله انسان،  در پستانداران از دازهایاکس نیآم ید
 دیرا اکس نیستامیو ه نیآگمات ن،يکاداوار ن،یپوترس

 ;Duff et al., 2004) کنندیم دیرا تول دهایکرده و آلدئ

Federico et al., 2006; Masini et al., 2007;. 
Alirezaei et al., 2014)ینآمی. در بدن انسان، د 

 یستامینروده، مانع تجمع ه یموکوس يهلا یدازهایاکس
 غذايی مواد در هیستامین تجمع مانعدر بدن و  یدیتول
 علاوه،به. (Maintz and Novak 2007) شوندمی
در پاسخ  یدازاکس آمینیکه د دندهینشان م یقاتتحق

                                                                     
. Diamine oxidase (DAOs) 

. 2,4,5-trihydroxyphenulalanine quinone  

 Masini et) یهنددر خوکچه یلاکسیبه شوک آناف

al., 2002) ايسکمی قلبی  از ناشی هاییبآس یهو عل
مؤثر است  يیموش صحرا)نرسیدن خون کافی به قلب( 

(Masini et al., 2003). آمیندی از ،در حال حاضر 
می استفاده میوکارد ايسکمی درمان جهت اکسیدازها

 يیکايآمر يیشرکت دارو کي راًین مثال؛ اخ. به عنواشود
 یستامینازه يکبا استفاده از  تواندیادعا کرده است که م

 هاییماریآسم و همه ب یلاکسی،شوک آناف یاهی،گ
و  يکیورم آلرژ یلاز قب یستامینمرتبط با تجمع ه

 .کندرا درمان در انسان  یالتهابات پوست
 ینآمیديکی از نکات جالب توجه در مورد 

 اکسیدازهایآمیندی با مقايسه در گیاهی اکسیدازهای
های کلیدی است که آنها را از نظر تفاوت  یجانور

 آمینید طورکلیبهکند. پزشکی حائز اهمیت می
( 1چون ) یمتعدد يایمزا یدارا گیاهی اکسیدازهای
کمتر مجدد  یداسیونو اکس یشترب یزوریعمل کاتال

( 3و ) یستامینبا ه شتریب یبیترک یل( م2) هايمآنز
 هستندی در مقايسه با انواع جانوری بالاتر يداریپا
(Mondovi et al., 1983; Veronese and Pasut 

 قاتیتحق در( 2004) همکاران و ايربرای مثال، . (2005
 اهیگ در نخود دازینواکسیآم ژن انیب که دادند نشان خود

 بالا یسلوله واريد در را 2O2H دیتول مقدار توتون
 به مقاومت و یسلول توسعه در 2O2H دیتول ،بردیم

 محققان نيا. دارد نقش یستيز ریغ و یستيز یهاتنش
 و شدن ینیگنیل سطح در یرییتغ چیه که دادند نشان

 ریغ اهانیگ با سهيمقا در ختيترار اهانیگ یمورفولوژ
 در. (Rea et al., 2004) نشد مشاهده ختيترار
 در دار مس دازینواکسیآم نژ یگريد مشابه قاتیتحق

 تنش به ختيترار توتون اهیگ و شد انیب توتون اهیگ
 یقارچ یهایماریب و( یستيرزیغ) یخشک و یشور

 .(Waie and Rajam 2003) ديدگر مقاوم( یستيز)
 از را دازیاکس اگزالات ژن( 2008) همکاران و داون 
 ختيترار اهانیگ. کردند انیب کلزا اهیگ در و جدا گندم

 ریغ نيوالد به نسبت یماریب کاهش درصد 2/90
 Sclerotinia sclerotiorum قارچ برابر در ختيترار
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 از شده ترشح سم دازیاکس کیاگزال ژن. دادند نشان
et  Dong) کندیم ليتبد 2O2H و 2CO به را پاتوژن

al., 2008) .اگزالات ژن( 2003) همکاران و هو 
 نيا جينتا و دادند تقالان آفتابگردان اهیگ به را دازیاکس
 قارچ به ختيترار آفتابگردان اهیگ که داد نشان قیتحق

Sclerotinia sclerotiorum بود مقاوم (Hu et al., 

ینواکسیدازهای آمدهد که تحقیقات نشان می. (2003
ها در گیاهان نقش آمینحاوی مس در کاتابولیسم پلی

بسترای آمین، سودارند و با غنی بودن گیاهان از پلی
 Poonpipatgul)کافی برای واکنش آنزيم وجود دارد 

et al., 2012) منشأ. به دلیل اهمیت هیستامینازهايی با 
گلیکول اتیلنگیاهی، امروزه محققان اين آنزيم را با پلی

کنند تا اثرات دارويی اين آنزيم و ماندگاری می 1متصل
رانی آن را حفظ کنند و در جريان تزريق به بدن پستاندا

مانند موش، اثرات حفاظتی بیشتری روی بدن داشته 
 باشند. 

تولید بسیار آسان هیستامیناز گیاهی و نیز خواص 
آن پس از اتصال به ترکیبات دارويی ديگر ه يافتبهبود

هیستامینازهای گیاهی را به يک جايگزين دارويی 
های ناشی از هیستامین یماریبمناسب برای درمان 
 ;Federico et al., 2006)تبديل کرده است 

Veronese and Pasut 2005) ،به همین دلیل .
ی خوراکی حاوی هیستامیناز بذر يک مکمل غذاي

ای دارای متیل کربوکسیل در نخود به همراه نشاسته
بازار وجود دارد که با مصرف آن سطح هیستامین 

  (.Calinescu et al., 2012) شودکنترل می نبد
 یزاندر م یستامینازه یجداسازکه منبع يیآنجا از

و  (Federico et al., 2006)آن موثر است  یتفعال
های ای روی تودهتاکنون در اين خصوص مطالعه

محلی از جمله نخود زراعی صورت نگرفته است، در 
آنزيم هیستامیناز از گیاه  کدکنندهاين مطالعه ژن 

ت جداسازی گرديد. نخود زراعی توده بومی گري

                                                                     
. Conjugated 

های همولوگ و شده با ژناسازیسپس ژن جد
های توالی نظر ازارتولوگ با منشا موجودات مختلف، 

و  شده اسید نوکلئیک و پروتئین هیستامیناز مقايسه
سازی و يا تولید پتانسیل آنزيم حاصل برای خالص

 .سازی مورد بررسی قرار گرفتانبوه از طريق همسانه
 

 هامواد و روش
 مواد گیاهی

ی ورزمحلی گريت از مرکز تحقیقات کشا بذر نخود توده
ر د قهیدق استان لرستان تهیه شد. بذرها به مدت يک

ک ديم يدقیقه در هیپوکلرايت س 10و درصد  70الکل 
درصد ضدعفونی شدند. سپس بذرها سه بار با آب 

در  استريل شستشو داده شدند و پس از خشک شدن
ط یاستريل کشت شدند. بذور در يک مح کاملاًشرايط 

 هاینهتا ظهور جوا گرادیسانتدرجه  25تاريک در دمای 
 (. et alRea ,.1998) نگهداری شدند رنگ دیسف

 
  RNA استخراج

 نخود، چهاقهسروزه هفت یدرنگسف هایجوانه از
RNAمیتیل ديکل به روش کلر ی (LiCl)  استخراج

. از (Nazarian Firouzabadi et al., 2007) شد
RNAدیتول یبرااستخراج شده  ی cDNA 

 Fermentas First تیبا استفاده از ک یارشتهتک

Strand cDNA Synthesis Kit (شرکت  )فرمنتاز
 .شد استفاده

 

 PCRمواد استفاده شده در هر واکنش  -1جدول 
 میزان به میکرولیتر مواد موردنیاز

 2.5 (10Xبافر کامل )
dNTPs (10mM) 1 

 1.5 (10pm) روآغازگر پیش

 1.5 (10pm) ازگر برگشتیآغ
DNA الگو (20 ng/ µl) 2 

Pfu (5u/ µL) 1 
 15.5 آب استريل

 25 حجم واکنش
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 سیکل گرمايی استفاده شده در هر واکنش .2جدول 
 زمان (گرادسانتیدرجه ) دما تعداد سیکل مرحله واکنش

 min 5 94 1 سازی اولیهواسرشت
 min 1 94 40 سازیواسرشت

 Sec 45 68 40 ل آغازگرهااتصا

 min 3-1.5 72 40 الگو DNAتکثیر 
 min 15 72 1 تکثیر نهايی

-'5)آغازگر رفت:  یجفت آغازگر اختصاص کي

ATGGCTTCCACCACCAGAGCTCTTA

CCAT-3'5آغازگر برگشت:  ؛'-

TTAATTGGAGCAACCCCCGGGCTA

AGGC-3'نخود )به  نازیستامیژن ه ی( بر اساس توال
افزار نرم از( با استفاده AJ009825یدسترسه شمار

Vector NTI10 یهشدند تا ناح یطراح یاگونهبه 
 bp 2013به طول کامل  یستامینازژن ه کنندهکد 
محصول  یسازسهولت همسانه یشود. برا یرتکث

PCR، يمآنز یبرش يگاهجا SacI  و کدون شروع در
 توالی در SmaI آنزيم يگاهآغازگر رفت و جا یتوال

 .شدند طراحی پايان کدون همراه به گشتبر آغازگر
 برنامه و( 1)جدول  در PCR مربوط به واکنش

PCR گزارش (2 جدول) در نازیستامیه ژن ریتکث یبرا 
درصد  8/0روی ژل آگارز  PCRمحصول  .ندا شده

 Bioron)شرکت  ladder 1kbالکتروفورز گرديد و از 
ن ژ PCRاستفاده شد. محصول  نشانگرعنوان آلمان( به

 GeneJET Gel Extraction Kiهیستامیناز با کیت
سازی شد و در ناقل )شرکت فرمنتاز( از ژل خالص

)شرکت فرمنتاز(  pTZ57RTسازی همسانه
 pTZ57/RT-Histaسازی گرديد تا پلاسمید همسانه

حاصل شود. هیستامیناز اين مطالعه برای صحت تکثیر 
 ایبه روش سانگر و با کمک آغازگرهای آشیانه

 شد. يابیتوالی
 

 مطالعات بیوانفورماتیکی

 ژن 45 کدکننده ژن نوکلئوتیدی و ایآمینه اسید توالی
 از باکتريايی و قارچی حیوانی، منشأ گیاهی، با هیستامیناز

 پروتئینی پايگاه و NCBI پايگاه در ژنی اطلاعات بانک
UniProtKB حفاظت هایدمین پايگاه از. شد اخذ 

 استفاده شد هادمین کردن پیدا برای شده
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Structure/ 

cdd/wrpsb.cgi .)هایتوالی چندگانه رديفیهم 
 به حیوانات و هاباکتری ها،قارچ گیاهان، هیستامیناز

. شد انجام CLUSTAL-Omega الگوريتم کمک
 با MEGA7افزار نرم کمکبه فیلوژنی درخت رسم

 Kumar et) گرفت صورت نمايیدرست حداکثر روش

al., 2016 .)و هاپروتئین بعدیسه ساختار رسم برای 
 استفاده Phyre2 آنلاين افزارنرم از ها،دمین از هرکدام

تعداد  یینتع برای. (Lawrence et al., 2015) شد
 ،PDBsumبر خط  یافزارهاآن از نرم یساختار دو بعد

سايت  از و پپتید سیگنال تعیین یبرا SignalP سايت از
CDD  د ساختار ژن استفاده ش یاجزا بررسی یبرا

(2015Ganguly et al., .) 

 
 نتایج و بحث 

RNA  شده از کمیت و کیفیت خوبی استخراج کل
های برخوردار بود و نتايج حاصل نشان داد که جوانه

 RNAهفت روزه نخود دارای مقادير متنابهی از 
 دادان بخش از مطالعه نش نيا جينتا نیهمچنهستند. 

 یRNA یجداساز یبرا میتیل ديکلر از استفاده که
. عملکرد داشته باشد ng/µl 1000کل، قادر است تا 

  280/260های نسبت مربوط به  یهاهداد همچنین
 2تقريباً  و 9/1-2 ترتیب در محدوده به  230/260و 

، دو شودمیديده  1Aکه در شکل طوری. همانبود
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به خوبی از  (28S, 18S)ی ريبوزومی RNAباند 
اند و هیچ شکستگی در طول مسیر هم تفکیک شده

شود. اين موضوع نشان مشاهده نمی RNAحرکت 
دهد که روش کلريد لیتیم از کارايی خوبی برای می

 .بودهای نخود برخوردار از جوانه RNAجداسازی 

 
 PCRمحصول  یسازهمسانه

های حاصل از جوانه cDNAروی  PCRواکنش 
زراعی توده گريت با استفاده از آغازگرهای نخود 

ای شامل ژن هیستامیناز به اختصاصی، به تکثیر قطعه
(. 1B جفت باز منجر گرديد )شکل 2013طول 

 پس از خالص سازی از ژل، در ناقل PCRمحصول 

سازی شد. همسانه pTZ57/RTسازی همسانه
های باکتريايی نشان روی کلنی PCRآزمون کلنی 

هیستامیناز به درستی در ناقل مربوطه  داد که ژن
(. همچنین 1Cهمسانه سازی شده است )شکل 

منجر به  SacIو SmaI های هضم آنزيمی با آنزيم
از پلاسمید  Kb 2ای به طول تقريبی جداسازی قطعه

pTZ57RT/Hista شکل  شد(1D برای اطمینان .)
از صحت توالی نوکلئوتیدی ژن هیستامیناز، پلاسمید 

pTZ57RT/Hista  .به روش سانگر توالی يابی شد
آنزيم ه يابی نشان داد که ژن کدکنندنتايج توالی

سازی شده است و هیستامیناز به درستی همسانه
 اسید آمینه را بیان خواهد کرد. 670پروتئینی به طول 

 

 
الکتروفورز  (A).گريت نخودی بومشده از تودههای مولکولی ژن کدکننده هیستامیناز جداسازیتجزيه و تحلیل .1شکل 
RNAچاهک نخود. ساقچه بذر روزه هفت هایجوانهاستخراج شده از  کل ی  M 1 اندازهنشانگرkb3و  2، 1 های، چاهک 
RNA گريت.  بومیه تود نخود سه نمونه بذر استخراج شده از(B) الکتروفورز محصول PCR  ه کثیر ناحیه کد کنندتحاصل از

کثیر ژن تحاصل از  PCRمحصول  2کنترل منفی و چاهک  1چاهک Kb1نشانگر اندازه  (M)چاهک ژن هیستامیناز، 
های دارای ژن هیستامیناز. منظور تشخیص پرگنه های نوترکیب بهاز کلونی PCRالکتروفورز محصول کلنی  (C)هیستامیناز. 

قطعه  16، 15، 14، 13، 11، 9، 8 ،7، 6، 5، 4، 2های کنترل منفی، چاهک 1، چاهک kb 1نشانگر اندازه (M)  چاهک
bp2013  محصول 18 ،17مربوط به ژن هیستامیناز، چاهک( کنترل مثبت ،PCR.) (D) صول هضم آنزيمی الکتروفورز مح

( پلاسمید 1، چاهک )kb1دازه ( نشانگر انMچاهک ) .SmaIو  SacIهای برشی با استفاده از آنزيم pTZ57RT/Histaناقل 
 پلاسمید هضم نشده. ( 2هضم شده و چاهک )
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 یانیب ناقل نازدریستامیه ژن یسازهمسانه

pGSA1285. 

 کننده ژن هیستامیناز پس ازناحیه کد قطعه کامل
 هایبا آنزيم pTZ57RT/Histaجداسازی از ناقل 

SmaI  وSacI ها در ناقل بیانی در همین جايگاه
pGSA1285 سازی شد تا ناقل بیانی همسانه

pGSA1285/Hista تولید شود. اين ناقل با تراريزش 
 وارد شد.  E. coliبه 

 bpتوالی ژن هیستامیناز نخود گريت به طول 
اسیدآمینه به شماره دسترسی  670و تعداد 2013

KU058599 ه در پايگاه دادNCBI  .ثبت شد
 باخانواده  ينا هایپروتئین یبا توال یتوال ينا مقايسه

 توالی با توالی اين که داد نشان Blastnاستفاده از 
درصد  99( AJ009825) زراعی نخود هیستامیناز ژن

نتايج آنالیز بلاست اين توالی نشان داد  .داردمشابهت 
درصد(،  85های عدس )که اين پروتئین با پروتئین

 86درصد(، يونجه ) 85درصد(، باقلا ) 85خلر )
 83) سگ یرشدرصد(،  85ی )نخودفرنگدرصد(، 

درصد(،  86درصد( و ذرت ) 79درصد(، سويا )
يفی جفتی توالی نوکلئوتیدی ردهمهمولوگ است. 

 زراعی   نخود توده گريت با توالی همین ژن در نخود

( در تعدادی از AJ009825)به شماره دسترسی 
نوکلئوتیدها متفاوت بود و چند شکلی نشان داد. 

در نوکلئوتیدهای مشاهده شده منجر به تغییر  تفاوت
های هیستامیناز نخود گريت دی از اسیدآمینهدر تعدا

نسبت به توالی پروتئین نخود موجود در پايگاه 
NCBI  .در  257برای مثال، اسیدآمینه شماره شد

توالی نخود تیروزين، اما در توالی پروتئین نخود 
موقعیت ه گريت هیستیدين بود. همچنین اسیدآمین

گريت  پايگاه سرين و در نخود زراعی  نخوددر  291
در توالی نخود  346پرولین و اسید آمینه موقعیت 

پايگاه گلوتامین، اما در توالی پروتئین نخود گريت 
لوسین  362لوسین بود. همچنین اسیدآمینه موقعیت 

سرين تعويض شده  اسیدآمینه پايگاه  زراعینخود 
ها منجر که ممکن است اين جايگزينییجايبود. از آن

فعالیت و يا ساختار سه بعدی  به تغییرات اساسی در
بین ساختار ه گريت شود، مقايسه هیستامیناز نخود تود

های مربوطه صورت بعدی اين پروتئین با همولوگسه
کدام از یچهگرفت. نتايج اين مقايسه نشان داد که 

ییرات در جايگاه فعال آنزيم قرار ندارند و به تغاين 
روی فعالیت ی تأثیرها رسد که اين جابجايینظر می

 (.2آنزيم نداشته باشد )شکل 

 

 
، قارچ (Pisum sativum; PSAO)شکل کلی ساختار سه بعدی آمینواکسیدازهای مربوط به نخودفرنگی  .2شکل 

(Aspergillus niger; ANAO)باکتری ايکولای ، (Escherichia coli; ECAO)( انسان ،Homo sapiens; 

HSAO( موش ،)Mus musculus: MMAO )و نخود زراعی توده گريت (Cicer arietinum landrace grit; 

CAAO)افزار ، با استفاده از نرمphyre2. 
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 هامقایسه بین دمین

های توالی های بیوانفورماتیکی دمینمقايسه
 ها و حیواناتها، قارچهیستامیناز در گیاهان، باکتری

ار ها چتهای اين خانواده از سه نشان داد که پروتئین
 3ز ااند. هیستامیناز اين مطالعه دمین تشکیل شده

 2که در شکل طوردمین تشکیل شده است. همان
کلی دارای چهار  صورتبهشود، هر دايمر مشاهده می

شوند. دمین یمباشد که به شکل قارچ ديده دمین می
ی پروتئین بعدسهدسته قارچ در ساختار  صورتبهيک 

های ها وجود ندارد. دمینشود و در همه گونهديده می
های انالکدر  3. دمین اندقرارگرفتهدر حاشیه  3و  2

ها دخالت دارد. ی سوبسترای آمینو خروجورودی 
ی اسیدآمینه در انتهای کربوکسیل 440از  4دمین 

 های فعالی است کهپروتئین قرار دارد و حاوی اتم
 اند.س احاطه شدهو م TPQتوسط 

 100با طول تقريباً  Cu-amine oxidN2دمین 
 نقش ین همه موجودات مشترک است.در باسید آمینه 
که طوریها است بهاکسیداسیون دی آمین اين دمین،

کنند. یمهای اولیه را به آلدهیدها تبديل یناز آمگروهی 
خطرتر ها مواد پرخطر را به مواد کمدر واقع، اين آنزيم

کنند، در نتیجه اکسیژن مولکولی را کاهش تبديل می
 دمینکنند. یمداده و به پراکسید هیدروژن تبديل 

Cu_amine_oxidN3  ،در هیستامینازهای گیاهی
مشاهده  هادر قارچو جانوری وجود دارد و  ايیباکتري
 ,.Parsons et al., 1995; Elovaara et alشود )نمی

ساختار دوم و سوم در تشکیل (. نقش اين دمین 2015
ست که عمل کاتالیزوری ا آمینواکسیدازهای حاوی مس
در هیستامینازهای  TynAرا بر عهده دارند. دمین 

، باکتری و قارچی وجود دارد، اما در جانوری
شود و عملکرد آن هیستامینازهای گیاهی مشاهده نمی

 familyمعلوم نیست. دمین موسوم به 
Cu_amine_oxidN3 super هر چهار دسته از  در

وجود  هاگونه همه، ولی در شودمیموجودات مشاهده 
 Cu_amine_oxidN2 super ندارد و همچنین دمین

family دمینیوانات مشاهده نشده و در ح 
Cu_amine_oxidN1 super family  فقط در

 شود. دمینها مشاهده مییباکتر
Cu_amine_oxidN1  ها مشاهده یباکترفقط در

ها يافت یباکترفقط در بعضی از  PrpE مینشده و د
فقط مخصوص  PLNO2566 دمین .شده است

آن  و عملکردگیاهان وجود دارد  در همهگیاهان بوده و 
 Marchler et al., 2016; Elovaaraناشناخته است )

et al., 2015) . 

 اگزون 5میناز نخود دارای ژن کدکننده هیستا
. اين ژن دارای يک (Lu et al., 2014) است

د اسی 24 است که برای bp 72سیگنال پپتید به طول 
رار و در ابتدای دمین شماره يک ق شودمیآمینه کد 

 .( et alYu ,.2014) گرفته است
 

 هیستامیناز آنزیمجایگاه فعال 

 یدازهای پروکاريوتیمقايسه ساختار کريستالی آمینواکس
(E. coli( و نخود فرنگی )P. sativum)   با ساختار

هیستامیناز نخود توده گريت اين مطالعه نشان داد که 
ها و گیاهان مشترک جايگاههای فعال آنزيم در باکتری

های فعال يون مس و در هستند. در دو جايگاه از جايگاه
ه استقرار دارند ک TPQجايگاه ديگری کوفاکتور 

دهند. مقايسه ساختار را انجام می مشابهیهای واکنش
دهد کريستالوگرافی هیستامیناز اين موجودات نشان می

ها و يوکاريوتها اين آنزيم در پروکاريوته که ژن کدکنند
 ; Chen et al., 2000)شباهت زيادی به هم دارند 

Kumar et al., 1996) ،بین . برای درک اين موضوع
وتئینی آمینواکسیداز توده گريت اين مطالعه با توالی پر

يفی صورت ردهم PSAOو  ECAOآمینواکسیدازهای 
 (.3گرفت )شکل 

مشاهده  3شکل  یفيرد طورکه در همهمان
هرکدام از سه  CAAOو  PSAO یتوال دو شود،یم

به  یبندمیکه برحسب تقس اندشده لیتشک نیدم
( D4) 4 نیدم ( وD3) 3 نیدم ،(D2) 2 نیدم یهانام
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ها شبیه به سه اين دمین (.3)شکل  شدند ینامگذار
هستند.  ECAOدمین از چهاردمین ساختار مولکولی 

های در آنزيم ECAOاز  N D1دمین اضافی پايانه 
PSAO  وCAAO  وجود ندارد و آنزيمECAO  با اين

 Parsons)شود به شکل يک قارچ ديده می D1دمین 

et al., 1995) ين، مشابهت قابل توجهی بین ا وجود با
يفی ردهمکه در طورهماناين سه پروتئین وجود دارد. 

و  PSAOشود، دمین يک در ديده می 3شکل 
CAAO بین  4، 3، 2های وجود ندارد، ولی دمین
PSAO ،CAAO  وECAO  تا حدودی مشابه هستند

 شده دادهرنگ نشان یآبه و جايگاه فعال مس که با داير

 شده تظاحف کاملاًسه پروتئین مشترک و است در هر 
در بین هر سه  TPQاست. به علاوه، توالی ناحیه 

 قراربود و در دمین چهارم  شده تظاحف کاملاًپروتئین 
 (.Klema and Wilmot 2012است ) گرفته
 

 تجزیه فیلوژنتیکی  هیستامیناز نخود توده گریت 

چگونگی ارتباط  ،های فیلوژنتیکیتحلیل و يهتجز
دهند. اين يک خانواده پروتئینی را نشان می یاعضا

های جايگزينی، حذف، یله مطالعه جهشوسبهروابط 
شود ازدياد و جهش با آرايش مجدد تعیین می

(Golovnina et al., 2007) . 

 

 
( و PSAOگی )نخودفرن (،ECAOباکتری ) أهای ساختار پروتئینی آمینواکسیداز با منشهمرديفی چندگانه توالی. 3 شکل
یدآمینه متصل اساند. های قرمز، سبز و نارنجی نشان داده شدهترتیب به رنگبه 4و  3و  2های دمین (CAAOگريت )نخود 

همرديفی توسط الگوريتم  اند.شده دادهشکل مثلث سیاه معکوس نشان  به TPQ های توپر آبی وبه مس با دايره
CLUSTALW مناطق توالی توسط  و  ايجاد تغییرات و های لايتBioEdit ،GenDoc  وCorelDraw .صورت گرفت 

 

 
 

 

بر اين اساس، درخت فیلوژنی حاصل از بررسی 
و  هاقارچها، یباکترهای هیستامیناز گیاهان، توالی

حیوانات با توالی هیستامیناز نخود رقم گريت چهار 
ی چهارتايی هاگروهگروه اصلی مختص به هر يک از 

و جانوران را نشان داد  هاقارچها، یرباکتگیاهان، 
در قالب درخت  هاگونه(. رابطه تکامل 4)شکل

بوت  1000نمايی با حداکثر درستروش فیلوژنی به

مشاهده  4که در شکل طورهماناسترپ ترسیم شد. 
لگومینوز در يک گروه و ه شود، گیاهان خانوادمی
های نزديک به هم قرار ها هم در گروهیالپهتک

دهد که اند. اين موضوع نشان میگرفته
هیستامینازهای گیاهی قرابت ژنتیکی بیشتری در بین 

علاوه های گیاهی نسبت به هم دارند. بهخانواده
يايی قرابت ژنتیکی بیشتری با باکترهیستامینازهای 
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  هیستامینازهای گیاهان دارند.
ژنتیکی  قرابتشود، که ديده میطوریهمان

حیوانات با هیستامینازهای گیاهی  هیستامینازهای
ها کمتر است. هیستامیناز یباکترها و نسبت به قارچ

با يک بوت استرپ بالا  (Ku058599) توده گريت
درصد( با توالی هیستامیناز نخود زراعی پايگاه  100)
(CAA08855) ( 99در يک گروه با بیشترين قرابت 

 درصد( قرار گرفتند.

 

 
یوانات. و ح هاقارچها، یباکترگیاهان، برخی از ی امینازههای پروتئینی هیستایتوالی حاصل از مقايسه درخت فیلوژن .4شکل 

 ترسیم گرديد. 1000نمايی با بوت استرپ حداکثر درستاين درخت به کمک روش 
 
 

 

 
 

 

زمینی، توتون نیز با بوت همچنین گیاهان سیب
درصد( در يک کلاد هستند. در  99استرپ بالا )

رسی بر ندروگرام حاصل از آنالیز فیلوژنتیکی در ايند
 70 های شکل گرفته از بوت استرپ بالایاکثر گروه

 (.4درصد برخوردار هستند )شکل 
 دهندهنشانشده روی هیستامینازها تحقیقات انجام

دلیل حضور جايگاه اين نکته است که دمین چهارم، به
ين دمین شده مشترک، مهمترهای حفاظتفعال و توالی

 Dawkes andهیستامیناز در بین موجودات است )

Phillips, 2001).  رسم درخت فیلوژنی با روش
نمايی و با استفاده از توالی اين دمین نیز حداکثر درست

ين دمین در بین ترمهمنشان داد که دمین چهارم 
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که دندروگرام طوریهای ژن هیستامیناز است، بهدمین
هیستامینازهای گیاهان با حاصل از توالی کامل 

 مطابقت داشت کاملاًدندروگرام حاصل از دمین چهارم 

(. نتايج مشابهی نیز از آنالیز فیلوژنتیکی 5 )شکل
ها های ژن کدکننده هیستامیناز گیاهان و باکتریتوالی
گیاهان با هم يک  کهطوریبهدست آمده است، نیز به

تشکیل دادند دو گروه اصلی را  هاباکتریگروه اصلی و 
بودند  %70ها دارای بوت استرپ بالای و اکثر زير گروه

(Sun et al., 2012). 
 4( با درخت شکل 5 مقايسه اين درخت )شکل

دهد که اين دو درخت بر هم منطبق نشان می
 Ricinusهستند. همچنین هیستامینازهای کرچک )

communuis( و انگور )Vitis vinifera در تجزيه )
اساس توالی کل، دارای جد مشترک واحد  فیلوژنی بر

در تجزيه فیلوژنی بر مبنای دمین  کهیدرحالهستند، 
 هدهندنشانچهارم با هم متفاوت هستند. اين موضوع 

در ترسیم درخت  3و  2اين مطلب است که دمین 
اند. در رسم کامل درخت با گذار بودهتأثیرفیلوژنتیکی 

ک دسته ( گیاهان در ي6)شکل  DNAهای توالی
اند قرار گرفته %96های بالایجداگانه با بوت استرپ

شبیه به هم هستند. در  دو درخت تقريباً ،و از اين نظر
تحقیق حاضر و همسو با مطالعه سان و همکاران 

ها در سه گروه با بوت استرپ بالا (، باکتری2012)
 (.Sun et al., 2012اند )قرار گرفته

 

 
یوانات و ح هاقارچها، یباکترگیاهان، برخی ی اهای دمین چهارم هیستامینازهیتوالحاصل از مقايسه  درخت فیلوژنی .5شکل 

 .1000نمايی و بوت استرپ  حداکثر درستبا استفاده از روش 
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ت رخدیوانات. اين و ح هاقارچها، یباکتری گیاهی، اهیستامینازه DNAهای یتوالدرخت فیلوژنی حاصل از مقايسه  .6شکل 

 ترسیم گرديد. 1000نمايی با بوت استرپ حداکثر درستبه کمک روش 
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