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 چكیذُ 

 ذیرا اکس يیستبهیٍ ّ يیآگوبت ي،یکبدٍار ي،ی( در پستبًذاراى اس خولِ اًسبى، پَتزسذاسیاکس  يیآه ی)د ٌبسّبیستبهیّ هقذهِ:

 یعتزیثْتز ٍ سز یشٍریخبًَراى عول کبتبل ٌبسیستبهیًسجت ثِ ّ ٌَسیلگَه ی هخصَصبً خبًَادُ یبّیء گثب هٌطب ٌبسیستبهی. ّکٌٌذ یه

افت فطبر خَى،  ،یقلج یلاکسیضَک آًبف زیًظ یهختلف ییّب یوبریدرهبى ث یدر سبخت دارٍ ثزا یبّیگ بءثب هٌط ٌبسیستبهیّ زایدارد. اخ

ٍ  یهطبلعِ خذاسبس يی. ّذف اس اًدبم ازًذیگیهَرد استفبدُ قزار ه زُیٍ غًقص در عولكزد رٍدُ، سزطبى  ،یعزٍق یّب سزدرد

ثِ هقذار فزاٍاى  یبّیگ ٌبسیستبهیّ تیًَتزک يیپزٍتئ ذیٍ تَل بُیدر گ بىیث ظَرًخَد ثِ هٌ ٌبسیستبهیّ نیصى کذ کٌٌذُ آًش یسبس ّوسبًِ

 .ثبضذ یه

کل استخزاج ٍ  ی  RNAت،یگز یهحل ی رٍسُ ًخَد تَدُ رًگ ّفت ذیفس خَاًِ 5اس تعذاد  ،یهطبلعِ تدزث ایيدر ب:ّهَاد ٍ رٍش

 یتَسط آغبسگزّب ٌبسیستبهیثعذ، صى ّ ی سٌتش ضذ. در هزحلِ یا تک رضتِ cDNAهعكَس،  یثزدار ًسخِ نیسپس ثب استفبدُ اس آًش

 یهَلكَل یّبب استفبدُ اس رٍشث pTZ57RTدر ًبقل یسبس ّوسبًِ تیضذ. در ًْب یسبساس صل خبلص PCRٍ هحصَل   زیتكث یاختصبص

 .قزار گزفت ذیهزسَم هَرد تبئ

ٍ  یخذاسبس یهَلكَل یّب هس اس ًخَد ثِ کوک رٍش یحبٍ ذاسیٌَاکسیآه ی کٌٌذُکذ یcDNA ق،یتحق يیدر ا ّب:یبفتِ

 یذیًَکلئَت 2013َل ( ثِ ط ORFچْبرچَة قزائت ثبس ) کی یدارا cDNA يیهطخص ًوَد کِ ا یبثی یتَال حی. ًتبذیگزد یسبس ّوسبًِ

درصذ ثب  85ٍ  یدرصذ ثب ًخَد سراع 99 یتَال يی. ا کٌذ یدالتَى را کذ ه لَیک 7/75یثب ٍسى هَلكَل ٌِیذآهیاس 670ثب  یٌیثَد ٍ پزٍتئ

 هطبثِ ثَد. یًخَدفزًگ

 

آى در  بىیٍ ثب ث ضَد یه استفبدُ ذیخذ یدارٍّب ذیتَل یثزا یبّیثب هٌطبء گ ٌبسیستبهیّ نیآًش ی کٌٌذُاس صى کذ گیزی:ًتیدِ

 ًوَد. یسبسخبلص بُیضذُ را در گ بىیث نیکزد ٍ آًش ذیتَل ٌبسیستبهیّ یحبٍ ییهَاد غذا تَاى یه یبّیگ یّب ستنیس

 

 تیًخَد تَدُ گز ،یهَلكَل یسبس ، ّوسبcDNAًِسٌتش ٌبس،یستبهیّ ّبی کلیذی:ٍاصُ

رسی ،گزٍُ ، داًطگبُ لزستبى ،داًطكذُ کطبٍآثبدخزم  آدرس هكبتجِ:

 سراعت ٍ اصلاح ًجبتبت

 Nazarian.f@lu.ac.ir             :          پؿت الكتطًٍیك 
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 هقذهِ 

تطکیجبتي ّؿتٌس کِ تَؾظ  ييتط يبزیاظ ثٌثیَغًیك،  ي ّب يیآه

ٍ  ّب يثبکتطعیف ٍؾیؼي اظ هَخَزات ظًسُ، حیَاًبت، گیبّبى، 

ايي تطکیجبت زض عیف ٍؾیؼي اظ  .(1) قًَس تَلیس هي ّب طٍؼيٍ

آهیي،   يٍ پلي اظ قجیل هًََ، زي اًَاع فطآيٌسّبي هْن ثیَلَغيك

ّیؿتبهیي، آگوبتیي ٍ کبتكَل آهیي ٍخَز زاضًس ٍ 

انلي اظ  زٍ گطٍُي ثیَغًیك تَؾظ ّب يیآهاکؿیساؾیَى 

يؼٌي، آهیٌَاکؿیساظّبي حبٍي هؽ ٍ  ّب نيآًع

 ثط اؾبؼقًَس کِ  آهیٌَاکؿیساظّبي حبٍي فلاٍيي کبتبلیع هي

ثِ . (2) قًَس يهي ثٌس گطٍُعجیؼت قیویبيي کَفبکتَضقبى 

آهیي  ، زي(E.C. 1.4.3.6; Cu-AOs)زاض  آهیي اکؿیساظ هؽ

 قَز ( يب ثِ ػجبضتي ّیؿتبهیٌبظ ًیع گفتِ هيDAOs) 1اکؿیساظ

زاض يك پطٍتئیي ّوَزايوط اؾت ٍ زض  . آهیي اکؿیساظ هؽ(3)

ثیكتط هَاضز،  ٍ زضّطيك اظ ظيطٍاحسّبيف يك يَى هؽ 

ٍخَز زاضز ٍ زض  2یي کَئیٌَىتطي ّیسضٍکؿي فٌیل آلاً 5،4،2

ّط زٍ هَضز، اکؿیػى هَلكَلي پصيطًسُ الكتطٍى ٍ پطاکؿیس 

ي، آهیي عَضکل  ثِثبقس.  ( هحهَل ٍاکٌف هيH2O2ّیسضٍغى ) 

ظيط ضا کبتبلیع  3زاض ٍاکٌف ثیَقیوبيي اکؿیساظّبي هؽ

 .(4) کٌٌس هي

اًؿبى، پَتطؾیي،  خولِ اظزي آهیي اکؿیساظّب زض پؿتبًساضاى 

. زض (3) کٌٌس يهاٍاضيي، آگوبتیي ٍ ّیؿتبهیي ضا اکؿیس کبز

اکؿیساظّب زض لايِ هَکَؾي ضٍزُ، هبًغ ثسى اًؿبى، زي آهیي

اظ هَاز  آظازقسُ يیؿتبهیٍ ّ زض ثسىي سیتَلتدوغ ّیؿتبهیي 

. چَى تدوغ ّیؿتبهیي ثبػث ثطٍظ ثطذي (5) قًَسغصايي هي

ز، قَ يهة اػهبٍ  ذَى ، پَؾت،ضٍزُ،  هؼسُاظ هككلات زض 

آهیي اکؿیساظ ثطاي ثسى يك آًعين ضطٍضي اؾت.  ثٌبثطايي زي

آهیي اکؿیساظ زض پبؾد ثِ  يززّس کِ  يهتحقیقبت ًكبى 

ي ّب تیآؾٍ ػلیِ  (6) يٌّس ذَکچِقَک آًبفیلاکؿي زض 

اؾت اثط  هؤثطًبقي اظ ايؿكوي زض قلت هَـ نحطايي 

ّبي اکؿیساظآهیي . زي(7) کٌس حفبظتي ذَز ضا اػوبل هي

اکؿیساظّبي خبًَضي زاضاي  آهیي گیبّي زض هقبيؿِ ثب زي

کوتط  َىیساؾیٍ اکؿػول کبتبلیعٍضي ثیكتط  -1هعايبيي چَى 

 -3هیل تطکیجي ثیكتط ثب ّیؿتبهیي ٍ  -2 ّب نيآًعهدسز 

تَاى  ثب هغبلؼبتي زض ايي ظهیٌِ هي. (8) پبيساضي ثبلاتطي ّؿتٌس

ٌبظ زض هَخَزات ي آًعين ّیؿتبهی کسکٌٌسُّبي غىتَالي

ثطاي تَلیس زاضٍّبي ضا قٌبؾبيي کطز کِ ثتَاى اظ آًْب  هرتلف

ّبي فؼبل  يگبُخبًَتطکیت اؾتفبزُ کطز. ّوچٌیي زؾتكبضي 

تَاًس ثبػث افعايف تَلیس ثیكتط پطٍتئیي اظ غى  آًعين هي

 ّیؿتبهیٌبظ قَز. ي کٌٌسُ کس

زّس کِ کوجَز ّیؿتبهیٌبظ ثبػث  ًكبى هي 1تحقیقبت

قَز ٍ غلظت ّیؿتبهیي ثبلا زض زٍضاى  ّبي پطذغط هي حبهلگي

ثب  DAOثبضزاضي ثِ زلیل تعضيق ّیؿتبهیي يب هْبض 

ّبي هرتلف  آهیٌَگَاًیسيي هٌدط ثِ اثطات هطگجبض زض هسل

اي تعضيق  . زض هغبلؼِ(9) حیَاًبت ٍ ؾقظ خٌیي قسُ اؾت

ّیؿتبهیي ثِ گطثِ هٌدط ثِ اًقجبو ضحن ٍ ؾقظ زض گطثِ 

زض  DAOوچٌیي هحققبى زيگط ًكبى زازًس کِ هْبض قَز. ّ هي

ثسى هَـ کِ زض ضيِ ٍ کجس هَـ ثِ فطاٍاًي ٍخَز زاضز، ثبػث 

. ّیؿتبهیي (10) ّبي ثبضزاض هي قَز ؾقظ خٌیي زض هَـ

                                                 
1. Diamine oxidase (DAOs) 

2. 2,4,5-trihydroxyphenulalanine quinone (TPQ) 

3. H2NH2 + O2 + H2O →RCHO + NH3 + HO2 
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فطآيٌسّبي آلطغيك ٍالتْبثي ٍ اقساهبت ّبي هرتلف زض  ًقف

ػهجي غسز زضٍى ضيع، زضؾیؿتن ػهجي هطکعي زاضز. ػلاٍُ ثط 

ي، ّیؿتبهیٌبظ زض تؼبزل چطذِ قبػسگي ٍ ثبضزاضي ًقف زاضز اي

کِ ثِ احتوبل ظيبز ثط اؾبؼ فؼل ٍ اًفؼبلات ثیي ّیؿتبهیي ٍ 

. (11)ثبقس  َّضهَى اؾتطٍئیس، ضقس ؾلَل ٍ توبيع آى هي

زض کلیِ، ضٍزُ، ٍ خفت خٌیي هكبّسُ  DAOثبلاتطيي ثیبى 

 قسُ اؾت ٍ تحقیقبت ًكبى زازُ اؾت کِ تؼبزل ثیي

ثطاي يك زٍضُ ثسٍى ػبضضِ ثبضزاضي  DAOّیؿتبهیي ٍ آًعين 

. هكبّسات ًكبى زازُ اؾت کِ ؾغح (9)ثؿیبض هْن اؾت 

ي اٍل ثبضزاضي  ّفتِ 20پلاؾوبي هبزض زض  DAOفؼبلیت 

ثطاثط ثیكتط اظ قجل اظ  1000کٌس کِ حسٍز  افعايف پیسا هي

ي . ّوچٌیي کوجَز ّیؿتبهیٌبظ ثبػث پبضگ(12) ثبضزاضي اؾت

 يّب يوبضیث DAOّبي پبيیي  قَز ٍ فؼبلیت ظٍزضؼ پطزُ هي

، اظ زي حبضط. زض حبل (13) قَز يه يثبضزاض كیتطٍفَثلاؾت

ّب خْت زضهبى ايؿكوي هیَکبضز اؾتفبزُ  آهیي اکؿیساظ

 يك قطکت زاضٍيي آهطيكبيي طاًیاذقَز.  هي

(n.PCT/EP01/13770)   اظ ّیؿتبهیٌبظ ثب هٌكبء گیبّي

 قَک، زضهبى آؾن، زض قلتَک آًبفیلاکؿي ثطاي زضهبى ق

ي هطتجظ ثب ّب يوبضیث ي  ي ٍ ثِ عَض کلي ّوِػفًَآلطغيك، 

 ٍ التْبثبتهلتحوِ  ٍ التْبثبتّیؿتبهیي اظ قجیل ٍضم آلطغيكي 

 .(8)کٌس  پَؾتي اؾتفبزُ هي

کلي ّیؿتبهیي اضبفي ثِ زٍ ضٍـ زض ثسى اًؿبى  عَض ثِ

ظزايي اکؿیساتیَ تَؾظ ي( اظ عطيق آهی1قَز؛)هتبثَلیعُ هي

( هتیلاؾیَى تَؾظ آًعين 2ٍ )  (DAO)اکؿیساظآهیيآًعين زي

ّط زٍ آًعين  1،(HNMT) هتیل تطاًؿفطاظ-اى -ّیؿتبهیي

DAO  ٍHNMT  زض لايِ هربعي ضٍزُ حضَض زاضًس. ثب ايي

هبًغ انلي خصة ّیؿتبهیي زض خطيبى ذَى اؾت  DAOحبل، 

ب زاضز. تحت قطايظ ًقف کوي زض ايي فطايٌسّ HNMTٍلي 

ػبزي ايي هبًغ آًعيوي ثِ اًساظُ کبفي اظ خصة ّیؿتبهیي زض 

کٌس. ثٌبثطايي زض يك فطز ؾبلن هَاز  خطيبى ذَى خلَگیطي هي

ضٍز.  غصايي غٌي اظ ّیؿتبهیي تب حسٍزي زض ضٍزُ اظ ثیي هي

ّب ضٍزُ ضا ّیؿتبهیٌبظ تَلیسي تَؾظ ثبکتطي DAOحتي 

ّبي قیویبيي ٍ فیعيكي  اظ ٍاکٌفتؼسازي  .(5) کٌس تدعيِ هي

هؿئَل آظاز قسى ّیؿتبهیي زض ثسى ّؿتٌس. ثطاي هثبل، 

ّبي هرتلفي اظ  زيسگي، ههطف الكل ٍ گًَِزهبي ظيبز، آؾیت

قًَس کِ زض  غصاّب ٍ زاضٍّب ثبػث آظازؾبظي ّیؿتبهیي هي

ًتیدِ ثبػث ثیوبضيْبيي هبًٌس حؿبؾیت، ذَزايوٌي، ضهبتیؿن 

 (.1قَز ) يٍ التْبة ٍ غیطُ ه

ؾبظي ايي ّسف اظ ايي هغبلؼِ پػٍّكي خساؾبظي ٍ ّوؿبًِ

ّب اؾت کِ ّیؿتبهیٌبظ آًْب ثِ  غى اظ گیبّبى ثرهَل لگَم

 هطاتت زاضاي فؼبلیت ٍ پبيساضي ثیكتطي اؾت.

 1ّبهَاد ٍ رٍش

ثصض  ثِ قطح ثَز. قیهطاحل اًدبم تحق دطثيتهغبلؼِ  ييا زض

یقبت کكبٍضظي اؾتبى ًرَز تَزُ هحلي گطيت اظ هطکع تحق

ٍ زضنس  70زض الكل  قِیزق 1لطؾتبى تْیِ قس؛ ثصضّب ثِ هست 

زضنس ضسػفًَي قسًس.  5زقیقِ زض ّیپَکلطايت ؾسين  10

ؾپؽ ثصضّب ؾِ ثبض ثب آة اؾتطيل قؿتكَ زازُ قسًس ٍ پؽ اظ 

 زض ضّباؾتطيل کكت قسًس. ثص کبهلاًذكك قسى زض قطايظ 

                                                 
1. Histamine –N - methyltransferase 
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تب ظَْض  گطاز يؾبًت زضخِ 25يك هحیظ تبضيك زض زهبي 

 اض گطفتٌس.ضًگ قط سیؾفخَاًِ 

یس ضًگ ؾفّبي اظ خَاًِ RNA خْت اؾترطاج 

ضٍـ زؾتي ثب کلطايس لیتین  ثط اؾبؼي کل  RNA،ضٍظُ ّفت

(LiCl) ّبي ًرَز زض اظ خَاًِ گطم 3تب 1 اؾترطاج قس. هقساض

ًیتطٍغى هبيغ پَزض قسًس. هَاز پَزض قسُ ثِ چیٌي تَؾظ ّبٍى 

 ml3 هقساض ٍ ؾپؽ هیلي لیتطي هٌتقل قس 15كَى فبل يك

 ml3ٍ  (SDS 2،%EDTAmM10،mMTris50)اؾترطاج ثبفط

ّب ٍضتكؽ قسًس تب يك هرلَط يكٌَاذت  فٌل اضبفِ قس ٍ لَلِ

یقِ ثب زق 15حبنل قَز. لَلِ حبٍي پَزض خَاًِ ثِ هست 

rpm3000  گطاز ؾبًتطيفیَغ قسًس. فبظ  يؾبًتزضخِ  4زض زهبي

 ml3ي هحتَفبلكَى خسيس بف ثِ يك ثبلايي قف

(25:24:1)phenol/CHCL3/IAA  هٌتقل قس. پؽ اظ چٌسيي

فطآيٌس ٍضتكؽ کطزى ٍ ؾبًتطيفیَغ کطزى، ضؾَة حبنل زٍ ثبض 

ي ثؼس،  زضنس قؿتكَ ٍ ذكك گطزيس. زض هطحلِ 70ثب اتبًَل 

آة هقغط اؾتطيل حل قس. اظ ايي  L 100 -20ضؾَة زض 

RNA ي هؼكَؼ ٍ ثطزاض ًؿرٍِاکٌف ي اؾترطاج قسُ ثطاي

 ي اؾتفبزُ قس.ا ضقتِ تك  cDNAتَلیس

قطکت فطهٌتبظ  cDNAثب اؾتفبزُ اظ کیت ؾٌتع  cDNAؾٌتع  

RT-هؼكَؼ تَؾظ ٍاکٌف  يثطزاض ًؿرِآًعين  اؾتفبزُ اظٍ ثب 

PCR  .نَضت گطفت 

خفت  كيغى  طیتكث هٌظَض ثِ: هزاسیپل یازُیٍاکٌص سًد 

ًرَز )ثِ  ٌبظیؿتبهیغى ّ يبؼ تَالثط اؾ يآغبظگط اذتهبن

 Vectorافعاض اظ ًطم اؾتفبزُ ثب( AJ009825 زؾتطؼ ي قوبضُ

NTI، ِغى ي ٌسُکٌکس یِقسًس تب ًبح يعطاح يا گًَِ  ث 

 (.1قَز )خسٍل  یطتكث bp2013ثِ عَل کبهل  یؿتبهیٌبظّ

-نيآًع گبُيخب يزاضا تیتطت ثِ ثطگكت ٍ ضفت يآغبظگطّب يتَال :1 خسٍل

 تيگط يتَز ًرَز اظ ٌبظیؿتبهیّ غى طیتكث يثطا يطقث ّبي
 ضوبرُ ًبم وزیپزا یتَال 

SacI=GA

GCTC 

 

TTAGAGCTCATGGCTTCC

ACCACCACCAT 

Forward 1 

SmaI=CC

CGGG 

 

TACCCCGGGTTAATTGG

AGCAACCAGGC 

Reverse 2 

 

، خبيگبُ ثطقي PCRؾبظي هحهَل  ثطاي ؾَْلت ّوؿبًِ

يگبُ آًعين ٍ خبي آغبظگط ضفت ٍ کسٍى قطٍع زض تَال  SacIآًعين

SmaI  زض تَالي آغبظگط ثطگكت ثِ ّوطاُ کسٍى پبيبى عطاحي

 cDNA،1هیكطٍلیتط  5اظ ثب اؾتفبزُ  PCRگطزيس. ٍاکٌف 

یكطٍلیتط اظ ّط يك اظ آغبظگطّبي ضفت ه dNTP  ٍ1یكطٍلیتطه

زض Pfu (u/l5.2  )یكطٍلیتط اظ آًعين پلیوطاظي ه 1ٍ ٍ ثطگكت 

ثطاي تكثیط  PCRهیكطٍلیتط، اًدبم قس. ثطًبهِ  25ًْبيي  حدن

cDNA  ِغى ّیؿتبهیٌبظ، قبهل يك هطحلِ زًبتَضاؾیَى اٍلی

چطذِ  35زقیقِ،  5گطاز ثِ هست  يؾبًتي  زضخِ 95زض زهبي 

 1گطاز ثِ هست  يؾبًتزضخِ  95قبهل زًبتَضاؾیَى زض زهبي 

 1گطاز ثِ هست  يؾبًت زضخِ 68یقِ، اتهبل آغبظگط زضزهبي زق

زضخِ  72زض زهبي  DNAیقِ، ثؿظ عَل ظًدیطُ زق

زقیقِ اًدبم قس. ّوچٌیي يك  30/2گطاز ثِ هست  يؾبًت

گطاز ثِ  يؾبًتزضخِ  72زض زهبي  DNAهطحلِ ثؿظ ًْبيي

 8/0ضٍي غل آگبضظ  PCRزقیقِ اًدبم قس. هحهَل  10هست 

 زقیقِ الكتطٍفَضظ اًدبم قس. 90زضنس ٍ ثِ هست 
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غى ّیؿتبهیٌبظ  PCRهحهَل  :PCRسبسی هحصَل  ّوسبًِ

 ( اظ غل(High pure purfication kit Rocheثب اؾتفبزُ اظ کیت 

ؾبظي گطزيس تب  ّوؿبًِ pTZ57RTي قس ٍ زض ًبقلؾبظ ذبلم

 حبنل قَز.  pTZ57/RT histaminase پلاؾویس

 

 ّب یبفتِ

هیكطٍلیتط اظ  5اؾترطاج قسُ ثب اؾتفبزُ اظ  RNAزض قكل ظيط 

هؼلَم گطزيس. ّوبى عَض زضنس  1آگبضظ  ثط ضٍي غل هحهَل

قسُ ثطاي ؾٌتع ي اؾترطاجRNAقَز کیفیت  کِ هكبّسُ هي

 (.1هغلَة ثَز )قكل cDNAضقتِ اٍل 

 

ّبي ّفت ضٍظُ ثصض  خَاًِاؾترطاج قسُ اظ  ي کلRNAالكتطٍفَضظ : 1ضكل

 ًرَز

 قسُ اؾترطاج  3RNAٍ 2،1ّبي  ،چبّك1kb اًساظًُكبًگط M  چبّك

 ي ثَهي گطيت تَزُاظ ثصض ًرَز 
ي RNAقَز، زٍ ثبًس هطثَط ثِ  ّوبى عَض کِ هلاحظِ هي

اًس ٍ ّیچ  ثِ ذَثي اظ ّن تفكیك قسُ S28  ٍS18ضيجَظٍهي 

قَز  کل اؾترطاج قسُ هلاحظِ ًوي RNAگًَِ قكؿتگي زض 

ؾٌتع قسُ ثط ضٍي  RNA ،cDNAثب اؾتفبزُ اظ ايي 

آى  ًكبى زاز کِ کیفیت ٍ غلظت cDNAاؾپكتطٍفتَهتطي 

 ّبي هَلكَلي هٌبؾت اؾت ي ضٍـ ثطاي ازاهِ

 تكثیط ّیؿتبهیٌبظ

( ٍ ثب 1)خسٍل ياذتهبن يثِ کوك آغبظگطّب PCR ٍاکٌف

 يت،ضٍظُ ًرَز ضقن گط ّفت يّب خَاًِ cDNAاؾتفبزُ اظ 

هَضز  ي ًوَز کِ ثب اًساظُ یطتكث kb2ثِ عَل حسٍزاً  يهحهَل

غى  يقت. تَالًرَز هغبثقت زا یبُزضگ یؿتبهیٌبظاًتظبض غى ّ

 670ٍ تؼساز bp 2013ثِ عَل  يتًرَز گط یؿتبهیٌبظّ

 ي زازُ يگبُزض پب KU058599 يثِ قوبضُ زؾتطؾ یسآهیٌِاؾ

NCBI ّبي یيپطٍتئ يثب تَال يتَال ييا يؿِ. هقبيسثجت گطز 

ًكبى زاز  Vector NTI10ذبًَازُ ثب اؾتفبزُ اظ ًطم افعاض  ييا

% AJ009825  99ًرَز  ٌبظیؿتبهیغى ّ يثب تَال يتَال ييکِ ا

ثب اؾتفبزُ اظ ًطم  يتَال ييا يفيّوطز يحهكبثْت زاقت. ًتب

  NCBI يؿتيظ يّب زازُ يگبُاظ پب BLAST ييافعاض آًلا

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi )ايي کِ زاز ًكبى 

%(، ثبقلا 85%(، ذلط )85ػسؼ ) ّبيپطٍتئیي ثب پطٍتئیي

%(، 83ؾگ ) یط%(، ق85) يًرَزفطًگ %(،86) يًَدِ%(، 85)

 خفتي يفيضز اؾت. ّن ّوَلَگ%( 86) شضت ٍ%( 79) ؾَيب

ثب   KU058599 هغبلؼِ ايي گطيت ًرَز ًَکلئَتیسي تَالي

اظ  يزض تؼساز AJ009825غى زض ًرَز  یيّو يتَال

 یسّباظًَکلئَت يهتفبٍت ثَزًس. تفبٍت زض تؼساز یسّبًَکلئَت

ًرَز  یيپطٍتئ يزض تَال یسآهیٌِاؾاظ  يتؼساز ییطهٌدط ثِ تغ

. يسگطز NCBI يگبًُرَز پب یيپطٍتئ يًؿجت ثِ تَال يتگط

 پبيگبُ ًرَز تَالي زض 257 يقوبضُ يیسآهیٌِهثبل، اؾ يثطا

. ثَز ّیؿتیسيي گطيت ًرَز پطٍتئیي تَالي زض اهب تیطٍظيي

 ٍ ؾطيي پبيگبُ ًرَز زض 291 هَقؼیت ياؾیسآهیٌِ ّوچٌیي

 يزض تَال 346 یتهَقؼ يآهیٌِ اؾیس ٍ پطٍلیي گطيت ًرَز زض

 ًرَز پطٍتئیي تَالي زض اهب ثبقس هي گلَتبهیي پبيگبًُرَز 
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 پبيگبُ ًرَز لَؾیي 362 هَقؼیت ياؾیسآهیٌِ ٍ لَؾیي گطيت

 ي يؿِقسُ ثَز. ثب تَخِ ثِ هقب يگعييخب ييؾط ياؾیسآهیٌِ ثب

 ییطاتتغ يياظ ا کسام یچّ يؿتبلَگطافي،ٍ کط يثؼس ؾبذتبض ؾِ

 يفثبػث افعا يباًس کِ  قطاض ًگطفتِ ينفؼبل آًع يگبُزض خب

ظبّطاً اظ  ییطاتتغ ييثبػث کبّف آى قَز ٍ ا يب ينآًع یتفؼبل

 ايي اظ يك یچّ چَى ثبقس، يه تأثیط يث ينآًع یتفؼبل

 .ًساقتٌس ٍخَز آًعين فؼبل خبيگبُ زض ّب اؾیسآهیٌِ

 

بهیٌبظ پؽ اظ تكثیط تَؾظ ّیؿتغى  PCRالكتطٍفَضظ هحهَل  (2)قكل 

pfu.  چبّك(M)  ًُكبًگط اًساظKb1( کٌتطل هٌفي ٍ 1، چبّك ) چبّك

 PCR( هحهَل 2)

زض  ّیؿتبهیٌبظ،غى  کبهل ORFهطثَط ثِ تكثیط قسُ قغؼِ 

پلاؾویس حبٍي غى  ؾبظي قس.ّوؿبًِ pTZ57R/Tًبقل 

کَلاي ثب تطاضيعـ  ( ثِ اي(pTZ57R/T-Histaّیؿتبهیٌبظ 

ّبي ضقس کطزُ ضٍي هحیظ  ثطضؾي پطگٌِ هٌتقل قس. ثب

ؾیلیي( زض هطحلِ اٍل تَؾظ اًدبم کلٌي  اًتربثي)حبٍي آهپي

PCR ٌِکلٌي تبيیس  16کلٌي اظ  12ّب، ٍخَز ايي غى زض  اظ پطگ

 (3قس )قكل 

 

هٌظَض  ّبي ًَتطکیت ثِ اظ کلًَي PCRالكتطٍفَضظ هحهَل ًتیدِ  :3ضكل 

 بظّیؿتبهیٌ زاضاي غى ّبي پطگٌِتكریم 

، 5، 4، 2کٌتطل هٌفي، چبّك 1، چبّك kb 1ًكبًگط اًساظُ  (M)چبّك

هطثَط ثِ غى  bp2013 قغؼِ  16، 15، 14، 13، 11، 9، 8، 7، 6

 .(PCRکٌتطل هثجت )هحهَل  – 17،18ّیؿتبهیٌبظ، چبّك 

 

 ثحث

ي ّیؿتبهیٌبظ زض گیبّبى ظيبزي قٌبؾبيي ٍ اظ غى کسکٌٌسُ

هثبل، ايي غى اظ گیبُ  آًْب خساؾبظي قسُ اؾت. ثِ ػٌَاى

Huperzia serrate ًِتَالي  ؾبظي گطزيس.خساؾبظي ٍ ّوؿب

ٍ پطٍتئیي  bp 2043ثِ عَل ORFايي غى يك  cDNAکبهل 

اؾیس آهیٌِ ضا کس ًوَز  KDa 85/76  ٍ681ثب ٍظى هَلكَلي 

 bp2068ايي غى ضا ثِ عَل  ّوكبضاى  . ّوچٌیي پبزيگلیب ٍ(4)

اظ گیبُ  KDa 74ٍظى هَلكَلي اؾیس آهیٌِ ٍ ثب  653ٍ ثب 

غى  cDNAتَالي کبهل  .(14)قیطؾگ خساؾبظي کطزًس 

اؾیس  bp 2013 ،670ّیؿتبهیٌبظ ًرَز ضقن گطيت ثِ عَل

ثَز کِ ًؿجت ثِ ّویي  KDa 7/75آهیٌِ ٍ ٍظى هَلكَلي آى 

. (4)اؾیس آهیٌِ کوتط ثَز  Huperzia serrate 11غى زض گیبُ 

زض  ّب ضاسُ ي ّیؿتبهیٌبظّبي کس کٌٌ هحققبى هتؼسزي غى

ّب ٍ هروط ثیبى ٍ پطٍتئي ثیبى قسُ ضا اظ ًظط کٌتیكي  ثبکتطي

ي  زض ّوِ . ًتبيح ايي هغبلؼبت ًكبى زاز کِثطضؾي کطزًس
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ّیؿتبهیٌبظّبي گیبّي هرهَنب زض ذبًَازُ لگَهیٌَظ هقساض 

Km ّبي ذَک ٍ حیَاًبت زاقتٌس  پبيٌتطي ًؿجت ثِ پطٍتئیي

ذَک ثیكتط   ًؿجت ثِ پطٍتئیي م آًْب ّنٍ هقساض زض هیلي گط

ّبي ّفت ضٍظُ  ّبي تبظُ يب خَاًِ اي کِ زض ثبفت ثِ گًَِ ثَز

زّس.  زضنس اظ کل پطٍتئیي ضا تككیل هي 4ّب هقساض لگَم

ًؿجت ّوچٌیي ًتبيح ًكبى زاز کِ ػول کبتبلیعٍضي ايي آًعين 

ؾبظي قسُ ذَک کِ ثطاي ثِ پطٍتئي ّیؿتبهیٌبظ تدبضي

ي تَلیس قَز، ثیكتط ٍ ّعيٌِ ههبضف زاضٍيي اًؿبى اؾتفبزُ هي

( زض يك هغبلؼِ 2007. هؿیٌي ٍ ّوكبضاى )(4) کوتط اؾت آى

زضهبى  ّبي ًرَز ضا ثطاي زاًِ ؾبظي قسُ اظّیؿتبهیٌبظ ذبلم

زض عَل . (3)آًبفیلاکتیك ٍ اذتلالات التْبثي هؼطفي کطزًس 

ايف ؾغح ّیؿتبهیي ذَى زض ثیوبضاًي کِ اظ زِّ گصقتِ، افع

ثطًس زض هغبلؼبت هرتلف گعاضـ قسُ  ايؿكوي قلجي ضًح هي

( زض 2014. ػلیطضبيي ٍ ّوكبضاى )(16 ،15 ،7 ،3)اؾت

هٌكبء گیبّي ضا زض يك هسل هغبلؼبت ذَز اثط ّیؿتبهیٌبظ ثب 

ؾي قطاض زازًس. ًتبيح اًفبضکتَؼ قلجي ثرَثي هَضز ثطض حیَاًي

ثركي ثب یبت اهیسًكبى زاز کِ ايي آًعين ذهَن بلؼِايي هغ

اکؿیساًي زض هقبثل آظاز قسى ّیؿتبهیي ٍ ّبي آًتي ٍيػگي

اؾتطؼ اکؿیساتیَ زض اًفبضکتَؼ هیَکبضز القبء قسُ ثِ ٍؾیلِ 

ايعٍپطًبلیي زاضز. ثٌبثطايي هغبلؼبت هرتلف ًقف زضهبًي آًعين 

 َکبضز ثطايّیؿتبهیٌبظ ثب هٌكبء گیبّي زض اًفبضکتَؼ هی

ّب ضا ثطخؿتِ ٍ پطضًگتط هغبلؼبت کلیٌیكي آيٌسُ زض اًؿبى

زض پػٍّف حبضط ثب ازاهِ پطٍغُ ٍ اًتقبل غى ثِ  .(17) کٌس هي

حبٍي ّیؿتبهیٌبظ  رتتَاى گیبُ تطاضي گیبّبى هرتلف ّن هي

ؾبظي آًعين ّیؿتبهیٌبظ تَلیس کطز. زض هطحلِ ثؼس ثب ذبلمثبلا 

تَاى ثب افعٍزى  ايي  بى تطاضيرت هيثب هٌكبء گیبّي اظ گیبّ

ّبي ثیَغًیك  آًعين اظ فؿبز هَاز غصايي ثب ّیؿتبهیي ٍ آهیي

ايي آًعين ضا  ظُعَض کلي هحققبى اهطٍ ثِ. زيگط خلَگیطي کطز

هٌظَض افعايف  ثِ  کٌٌس ٍ ؾبظي هي ثیكتط اظ گیبّبى ذبلم

ّبي  ٍيػُ ثطاي کبّف ًبذبلهي قبثلیت زاضٍيي ايي آًعين ثِ

 کٌٌس گلیكَل کبًػٍگِ هي اتیلي ي اظ هٌجغ، پطٍتئیي ضا ثب پليًبق

زّس کِ پطٍتئیي کبًػٍگِ ذَال  . هغبلؼبت هتؼسز ًكبى هي(3)

آًعيوي ٍ هَلكَلي هكبثِ ثب آًعين ثَهي ٍ تغییط ًیبفتِ زاضز. ثب 

کبضي آًعين ٍ هٌْسؾي آى، هبًسگبضي زاضٍيي ايي آًعين  زؾت

سى هَخَزات، اثط ايوٌي آى يبفتِ ٍ ثب تعضيق ثِ ث افعايف

هكبّسُ قس. تَلیس ثؿیبض آؾبى ّیؿتبهیٌبظ ٍ ًیع ذَال 

ؾبظي، گیبّبى تطاضيرت حبٍي  ي آى پؽ اظ کبًػٍگِ ثْجَزيبفتِ

ي ايي آًعين ضا ثِ يك خبيگعيي زاضٍيي هٌبؾت  کٌٌسُکس غى

 کٌس ّبي ًبقي اظ ّیؿتبهیي تجسيل هي ثطاي زضهبى ثیوبضي

ذلانِ  نَضت ثِحبنل اظ هغبلؼبت  زضًتیدِ، ًتبيح .(8)

پتبًؿیل زضهبًي ّیؿتبهیٌبظ گیبّي زض زضهبى  زٌّسُ ًكبى

ّبي آلطغيك ٍ آًبفیلاکؿي ٍ ّوچٌیي تَاًبيي آى زض  ثیوبضي

ثِ  ROS ّبي ثبفتي ًبقي اظ التْبثي ٍ ظذنّبي  هْبض آؾیت

 .(3) ثبقس زلیل ايؿكوي هدسز هي

 

 گیزیًتیدِ

ًكبى زاز کِ غى ّیؿتبهیٌبظ ًتبيح حبنل اظ ايي پػٍّف 

زضنسي ثب ّویي غى  99گیبّي اظ هٌجغ ًرَز ضوي قجبّت 

زض تؼسازي اظ اؾیسّبي آهیٌِ  NCBIزض گیبُ ًرَز پبيگبُ 

ثؼسي ايي آًعين  ي ؾبذتبض ؾِ ثب تَخِ ثِ هقبيؿِهتفبٍت اؾت. 
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کسام اظ ايي  یچّّبي ثیَاًفَضهبتیكي هكرم قس کِ ثب ضٍـ

فؼبل آًعين ضخ ًسازُ ثَزًس. ثٌبثطايي احتوبلاً ییطات زض خبيگبُ تغ

ثِ ضٍز تب اًتظبض هيتبثیطي زض فؼبلیت آًعين ًرَاٌّس زاقت. 

ؾبظي آى زض يك ًبقل  ي هٌْسؾي غًتیك ٍ ّوؿبًِ عطيقِ

ٍ ثب ذبلم  کطزگیبّي ثتَاى آى ضا زض يك گیبُ ظضاػي ثیبى 

هبى ؾبظي پطٍتئیي، آى ضا ثطاي ؾبذت زاضٍّبي ًَتطکیت زض زض

 ّبي ًقم زض ّیؿتبهیٌبظ اؾتفبزُ کطز.ثؿیبضي اظ ثیوبضي

 تقذیز ٍ تطكز

پػٍّكي زاًكگبُ لطؾتبى نَضت  حوبيتايي تحقیق ثِ کوك 

گطفتِ اؾت. اظ ؾطکبض ذبًن هٌْسؼ ظيجب ًظطي ثطاي هؿبػست 

 قَززض اًدبم ايي پػٍّف تككط هي
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Abstract 

 

Background and Objective: Histaminase (diamine oxidase) in mammals, including human, 

oxidize putrescine, cadaverine, agmatine and histamine. Plant histaminases, especially from 

Fabaceae family have a better and faster catalytic activity than animal counterparts. Recently, plant 

histaminases are being used as medicine to treat diseases such as hypotension, vascular headaches, 

impaired bowel function, respiratory symptoms, allergic infectious swelling, cancer treatment and 

anaphylactic cardiac shock. The aim of this study was to isolate and clone a chickpea histaminase 

gene to be expressed in plants, producing the recombinant protein. 

Materials and Methods: The RNA of 5 seven-day old etiolated chickpea (Cicer arietinum L var 

grit) seeds was extracted. A cDNA encoding a histaminase gene was synthesized, using reverse 

transcriptase enzyme. Next, histaminase gene was amplified by PCR, using specific primers. Finally 

cDNA was cloned in the pTZ57RT cloning vector and bioinformatics analysis was performed. 

 

Results: In this study, the encoding amine oxidase copper-containing cDNA from the pea was 

isolated and cloned, using molecular techniques. Results of this study showed that the full length of 

the cDNA was 2013 bp. The histaminases open reading frame (ORF) encoded a protein of 670 

amino acids with a molecular mass of 75.7 KDa. Chickpea histaminase protein sequence shared 

99% and 85% similarity to Cicer arietinum (CAAO), and Pisumsativum (PSAO), respectively.  

Conclusion: In general, chickpea histaminases can be introduced to plants to produce new drugs. 

Plant recombinant expression may hold great promise to increase the yield as well as quality of 

plant made histaminase. 

 

Keywords: Histaminase, Molecular Cloning, Cicer arietinum, cDNA Synthesis 

 

 


