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 هيدروكسي استروئيد – بتا – ٣خصوصيات كنتيكي آنزيم 
 دهيدروژناز بيضه موش صحرايي

 
 ١دكتر دردي قوجق

 
 چكيده
هاي  هـاي شركت كننده در مسير بيوسنتز هورمون         هيدروكسـي اسـتروئيد دهيدروژنـاز يكـي از آنـزيم           – بـتا    – ٣آنـزيم   

هدف . كند هاي جنسي شركت مي    وژسترون در مسير بيوسنتز هورمون    اين آنزيم در تبديل پرگننولون به پر      . اسـتروئيدي اسـت   
براي .  هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز بيضه موش صحرايي است       – بتا   – ٣ايـن پژوهش بررسي خصوصيات كنتيكي آنزيم        
) انكوبه(خانه گذاشته  هاي متفاوت هموژنه بافت بيضه موش صحرايي در گرم  انجـام تحقيـق مقاديـر معين سوبسترا و غلظت         

 مولار بافر   ١٥٠/٠مخـلوط واكـنش ، شامل پرگننولون ، كوآنزيم نيكوتين آميد دي نوكلئوتيد و ايزونيتر و ترازوليم در                   . شـد 
هاي مختلف و دماهاي مختلف       همچنين آنزيم استخراج شده از بيضه موش صحرايي بود كه در زمان            PH = ٧/٧تـريس و با     
 بهينه و زمان انكوباسيون به      PHها نشان دادند مقدار      يافته. گيري شد  تروفتومتر اندازه جذب نوري به وسيلة اسپك    . انكوبـه شد  

 نانومول در   ١١/٣ × ١٠ -٦ برابر با    Vmax مولار و    ٣/٥ × ١٠ -٦ برابر با    Kmaxمقدار  .  ساعت بود  ٥/١ و   ٩/٧تـرتيب برابـر با      
گيري فعاليت آنزيم استروئيد     سيت كافي براي اندازه   روش به كار گرفته شده در اين مطالعه حسا        . گـرم در دقيقـه بـود       ميـلي 

 هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز    – بتا   – ٣نـتيجه اين كه خصوصيات كنتيكي آنزيم        . دهيدروژنـاز بيضـه مـوش را داشـت        
 .ردها كاربرد دا  اين آنزيم در بافت حاصل از اين پژوهش قابل مقايسه با نتايج ساير محققان است و براي بررسي فعاليت

 
  هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز ، بافت بيضه موش صحرايي– بتا – ٣خصوصيات كنتيكي ،  : واژه هاي كليدي
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 مقدمه

 ــ ــبديل آنـــزيمي كلسـ ــتم آنـــزيمي در تـ ــه دو سيسـ ترول بـ
ــد  ــبي  . پروژســترون دخــالت دارن در ايــن مكانيســم شــاخه جان

اين شاخه جانبي   . كلسـترول بـايد بـه وسـيله آنـزيم حذف شود           
 كــربن اســت كــه در صــورت حــذف آن مولكــول   ٦حــاوي 

اين مرحله آنزيمي   . شود كلسـترول بـه پروگنـنولون تـبديل مـي         
ــنابراين مــرحله ســرعت واكنشــي آهســته اي كنــترل  اي دارد ، ب

. كــند نــنده اســت و مقــدار توليــد پروژســترون را تــنظيم مــي ك
 بعدي به پروژسترون تبديل      آنزيمي كه پرگننولون را در مرحله     

 ها ،  يكي از اين آنزيم   . كـند ، شـامل دو سيستم آنزيم است         مـي 

ــتا – ٣ ــاز ،  – بــ ــتروئيد دهيدروژنــ ــي اســ  NAD هيدروكســ
ــيدوردكتاز  ــر (E.C.1.1.1.145)اكســـ ــزيم ديگـــ  – ٣ و آنـــ

 اسـت كه به     (E.C.5.3.3.1) ايزومـراز    ٥ و   ٤واسـتروئيد دلـتا     كت
ايــن . شــود  نوشــته مــي3B-HSDHطــور اختصــار بــه صــورت 

دهنده خصوصيات دهيدروژناز    كمپـلكس آنـزيمي نه تنها نشان      
دهيدروژناسيون ،  . است ، بلكه خصوصيات ايزومرازي نيز دارد      

نش يـك مرحله آهسته ، كنترل كننده و آنزيم كليدي اين واك           
در باكـتري پسـودوموناس ، هـر دو فـرم آنزيم ،             ). ١-٢(اسـت   

در بافت پستانداران   ). ٣-٤(باشند   قابل جداسازي و تفكيك مي    
در ). ٥(هاي زيرسلولي است ) فراكشن(ايـن آنزيم همراه با تكّه   

 در ميتوكــندري و 3B-HSDHبــافت جفــت انســان نيــز آنــزيم 
 ي آنـــزيممحققـــان مختـــلف). ٦(هـــا وجـــود دارد  ميكـــروزوم

3B-HSDHانــد و   را از ميتوكــندري و ميكــروزوم جــدا كــرده
  محققان فعاليت آنزيم  ). ٧(اند   خصوصـيات آن را مطالعه نموده     

 هيدروكسـي استروئيد دهيدروژناز را از طريق جذب         – بـتا    – ٣
ــوج    ــول م ــترون در ط ــنفش پروژس ــاوراء ب ــور م ــتر ٢٤٠ن  نانوم

ژسترون از پرگننولون   در اين واكنش پرو   . اند گيري كرده  اندازه
توليـد و جـذب نـوري مناسـبي در طول موج ذكر شده ، ايجاد                

ساير محققان از محصولات فرعي ديگري كه در        ). ٨(شـد    مـي 

ــي   ــد م ــنش تول ــن واك ــزيم را    اي ــاليت آن ــتند فع ــود ، توانس ش
ها آنزيم دخالت كننده در      در ايـن واكنش   . گيـري كنـند    انـدازه 

ه اندازه كافي وجود داشت ،      مسـير واكـنش يا آنزيم ايزومراز ب       
در روشي  . گيري ، اين آنزيم ناپايدار بود      امـا در شـرايط انـدازه      

گيري ،   ديگـر ، پرگنـنولون بـه عـنوان تنها سوبسترا براي اندازه            
گيري  فعـاليت آنـزيم مـورد استفاده قرار گرفت كه براي اندازه           

هاي قبلي   فعـاليت اين آنزيم ، حساسيت بيشتري نسبت به روش         
 دهيدروژناز به وسيله    – ال   – بتا   – ٣آنزيم استروئيد   ). ٨(ت  داش

شــناختي در تمــام    شــيميايي و بــافت –خصوصــيات زيســت  
كنــند ،  هــاي اســتروئيدي توليــد مــي هــايي كــه هورمــون بــافت

  و C-19ايـن آنـزيم و استروئيدهاي       . توانـد شناسـايي شـود      مـي 

C-21       ٣ – هيدروكسـيل به فرم دلتا       – بـتا    – ٣ را بـا سـاختمان – 
هاي  هاي هورمون كـند كـه يكـي از مشخصه     كـتون تـبديل مـي     

 تركيبي  –هاي زيستي    توالي واكنش ). ٩(فعال استروئيدي است    
لازم براي توليد كورتيكواستروئيدها از كلسترول ،       ) بيوسنتزي(

در كورتكـس آدرنـال ، ظاهـراً دربرگيـرنده جابجـايي مواد از              
احل اوليه و   مر. يـك بخـش سـلولي بـه بخـش ديگـر آن است             

 .گيرد نهايي در داخل ميتوكندري صورت مي

هــاي  اي بــه وســيلة آنــزيم هــاي واســطه بســياري از واكــنش
يكـي از اين    . گيـرد  ميكـروزومي هموژنـه ادرنـال صـورت مـي         

مــراحل بســيار مهــم ، مســير تــبديل پرگنــنولون توليــد شــده در 
 و ٤ بتا اكسيداسيون و   – ٣ميتوكـندري بـه پروژسترون از طريق        

اوليـن مـرحله كنترل كننده   ). ١٠( دلـتا ايزومريزاسـيون اسـت      ٥
 – ٣( هيدروكسـي استروئيد دهيدروژناز است       – بـتا    – ٣آنـزيم   

 ، اكســــــيدوردوكتاز - NAD اســــــتروئيد –هيدروكســـــي  
(EC.1.1.1.51) .          در يـك بررسي ، فعاليت اين آنزيم در بخش

 هاي در قسمت ). ١٠(ميكـروزومي هموژنه ادرنال تعيين گرديد       
 هيدروكسي استروئيد   – بتا   – ٣ديگر آدرنال نيز ، فعاليت آنزيم       

). ١٠( گزارش شده است ٣٣/٥ ± ٥/١٢دهيدروژنـاز در حـدود    
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 ٣/ دكتر قوجق  … هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز – بتا – ٣ت كنتيكي آنزيم خصوصيا

 

ــتا – ٣براســاس ايــن مطالعــه ، فعــاليت آنــزيم    هيدروكســي – ب
سـازي نسبي اين     اسـتروئيد دهيدروژنـاز بـه دليـل عـدم خـالص           

رصد فعاليت  د٣١. آنـزيم و عدم پايداري آن كاهش يافته است        
ــاليت در بخــش  ٤٥آن در بخــش ميتوكــندري و در  درصــد فع

مطـابق همين نتايج ، نسبت      . ميكـروزومي گـزارش شـده اسـت       
اندروستين ديون   گيري شده به وسيلة دهيدرواپي     فعـاليت انـدازه   

يـا پرگنـنولون ثـابت اسـت ، امـا فعـاليت ويـژه آنزيم در بخش           
فعاليت . ايي است ميكـروزومي تقريباً دو برابر بخش ميتوكندري      

 هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز در فوليكول      – بتا   – ٣آنـزيم   
نتايج اين ). ١١(پرندگان اهلي نيز مورد مطالعه قرار گرفته است    

١٥مطالعـه نشـان داده اسـت كـه فعـاليت ايـن آنـزيم در مدت                  
 ٥٠يابد و در طي      گـذاري كـاهش مي     سـاعت پـس از تخمـك      

مقايسة فعاليت . رسد ود ميسـاعت بـه حداقـل مقـدار فعاليت خ     
 ٦ – هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز و گلوكز – بتا  – ٣آنزيم  

هــاي گرانولــزا نشــان داد كــه   فســفات دهيدروژنــاز در ســلول–
تواند به تركيبات آن نسبت داده       تغييرات در فعاليت آنزيمي مي    

 ٣٥هـاي گرانولـزا تا حدود        شـود و فعـاليت آنـزيمي در سـلول         
ــابت اســت   خمــكســاعت پــس از ت ــايدار و ث ). ١١(گــذاري پ

 با استفاده از    Vmax و   Kmهاي كنتيكي    مقايسة مقادير شاخص  
ــتراي     ــراي سوبس ــئوتيد ، ب ــد دي نوكل ــن آمي ــزيم نيكوتي كوآن
اسـتروئيدي تخمدان پرندگان نشان داد كه پرگننولون نسبت به          

محققان گزارش  ). ١٢(اندروسـتين ديون بهتر است       دهيدرواپـي 
 – بــتا – ٣ و آنــزيم mRNAه پروژســترون ، مقــدار انــد كــ داده

). ١٢(دهد   هيدروكسـي اسـتروئيد دهيدروژنـاز را افـزايش مـي          
ــزيم   ــان ژن آن ــتا – ٣همچــنين پروژســترون بي  هيدروكســي – ب
هــدف ايــن ). ١٢(كـند   اسـتروئيد دهيدروژنــاز را تحـريك مــي  

 – بـــتا – ٣پژوهـــش بررســـي خصوصـــيات كنـــتيكي آنـــزيم 
دهيدروژناز بيضه موش صحرايي با توجه      هيدروكسي استروئيد   

ــركيب زيســتي   ــت آن در ت ــه اهمي ــنتز(ب ــون) بيوس ــاي  هورم ه

 .استروئيدي است

 ها مواد و روش

)  اون – ٢ال–بتا–٣ پرگنه   – ٥(پرگننولون:  مواد شيميايي    – ١
از ) ان-٣-ان-٤-هيدروكسي اندروستان-بتا-١٧(، تستوسـترون   

همچنين ،  . تهيه شد نمايـندگي شـركت سيگما و از آزمايشگاه         
 ، فرم (NAD)نيكوتيـن آميد آدنين دي نوكلئوتيد نمك سديم         

ــئوتيد   ــاء شــده نيكوتيــن آميــد آدنيــن دي نوكل  (NADH)احي
 (PMS) ، فنازن متوسولفات (INT)ايدونيتروتـترازوليم كـلرايد    

 .از نمايندگي شركت مِرگ خريداري شدند

PH=٤/٣ول ،  م  ميلي ١٠٠(بافر فتالدئيد   ) ٢-١: ها    معرف – ٢

 ١٠٠ گرم از پتاسيم هيدروژن فتالدئيد به ٢٠/٥به اين منظور ،     ). 
 ،  ٢٠ليتر از توئين      ميلي ٥ليـتر از اسيدكلريدريك نرمال و        ميـلي 

 تنظيم شد و حجم نهايي محلول    ٥/٣ آن روي    PHاضـافه شد و     
اين بافر  . ليتر رسانده شد    ميلي ٥٠٠بـه وسيلة آب مقطر به ميزان        

ــري آز  ــر سـ ــي  در هـ ــه مـ ــگاه تهيـ ــايش در آزمايشـ ــد مـ  .شـ

) PH=٨/٧ مولار ،    ١٥/٠( اسيدكلريدريك   –بافـر تـريس     ) ٢-٢
) ٢-٣. ليــتر در آزمايشـــگاه تهيــه شـــد    ميـــلي٥٠٠بــه حجــم   

مول در    ميـلي  ٥ ((NAD) نوكلـئوتيد    –نيكوتيـناميد آدنيـن دي      
٥٠معرف رنگي ، ) ٢-٤. ليتر تهيه گرديد  ميلي٢٠به حجم  ) ليتر

گــرم فــنازن   ميــلي١٥تروتــترازوليم كــلرايد ، گــرم ايدوني ميــلي
ليــتر از آب   ميــلي١٠٠ در ٢٠ليــتر توئيــن  ميــلي١متوســولفات و 

از اين محلول رنگي براي رسم منحني استاندارد        . مقطر حل شد  
گيري آنزيم از بافت بيضه موش       در شرايط اندازه  . اسـتفاده شـد   

در آزمايشـگاهي فنازن متوسولفات افزوده نشد و معرف رنگي          
 .داري و در يخچال ذخيره شد هاي تيره نگه شيشه

ليــتر از محــلول دي   ميـلي ٥/٠پرگنــنولون در :  سوبسـترا  – ٣
١مـتيل فـرم آميـد حـل شـد و محـلول غـليظ ذخيـره با غلظت                    

) PH ٨/٧ مولار   ١/٠(ليتر از بافر تريس       ميلي ١٠٠مـول در     ميـلي 
 .داري شد تهيه گرديد و در يخچال نگه
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مــوش آزمايشــگاهي صــحرايي : شــگاهي  حيــوان آزماي– ٤
(Rat)               از انسـتيتو پاسـتور ايران تهيه شد و به تعداد مورد نياز در 

هاي جداگانه به تعداد     آزمايشـگاه پرورش و تكثير ، و در قفسه        
±٥داري در حدود     درجه حرارت نگه  . داري شدند  تـايي نگـه   ٦
ي و   ساعت در روشناي   ١٢به علاوه ، آنها ، تقريباً       .  درجه بود  ٢٣
 . ساعت در تاريكي بودند١٢

:  طريقه تهيه بافت و هموژنيزه بيضه موش آزمايشگاهي          – ٥
 رأس موش آزمايشگاهي صحرايي    ١٢در هـر سـري آزمايش ،        

هاي   از طريق بيهوش كردن با اتر كشته شدند و بيضه          (Rat)بالغ  
بـافت بيضه روي ظرف يخ قرار داده        . هـا بيـرون آورده شـد       آن

ن ليپيد بافت بيضه جدا گرديد و هر بيضه به          شـد و تـا حـد امكا       
 گرم ، وزن    ٠٠٠١/٠وسـيله تـرازوي مـدل سـارتريوس بـا دقت            

 تا بيضه از موش آزمايشگاهي و با وزن         ٤ تا   ٢سپس حدود   . شد
ليتري   ميلي ١٠گرم به لوله آزمايش       ميـلي  ٥متوسـط در حـدود      

يش  سري از لوله آزما    ٦ تا   ٣در هر بار آزمايش     . انتقال داده شد  
شد سپس در سري لوله      بـراي تهيـه هموژنـه بافت بيضه تهيه مي         

١ HCL= ليتر از بافر تريس       ميلي ٥آزمايش بافت تهيه شده در      
پس .  به طريقه مكانيكي هموژنيزه گرديد     PH= ٨/٧ مولار با    ٠/

  در دمـــاي حـــدود٣٥٠٠از آن هموژنـــه تهيـــه شـــده بـــا دور 

 مدل كلمنت    درجـه محيـط آزمايشـگاه به وسيله دستگاه         ٥-١٥
گيري فعاليت   محلول رويي براي اندازه   .  ، سـانتريفوژ شد    ٢٠٠٠

.  بـتا استروئيد دهيدروژناز مورد استفاده قرار گرفت        – ٣آنـزيم   
 بتا هيدروكسي   – ٣در هـر روز تهيـه بـافت بيضه فعاليت آنزيم            

 .گيري شد استروئيد دهيدروژناز اندازه

ــدازه– ٦ ــزيم     ان ــاليت آن ــري فع ــتا – ٣گي ــي  ه– ب يدروكس
گيري فعاليت آنزيم در هر      براي اندازه : اسـتروئيد دهيدروژنـاز     

 لوله آزمايش تهيه    ٧٢سري آزمايش و در هر روز كاري تعداد         
هاي بافر تهيه     تايي تقسيم گرديد و محلول     ١٢ گروه   ٦شد و در    

شـده و سوبسـترا بـه تـرتيب زيـر بـه هـر سـري از لوله آزمايش          

 .افزوده شد

  بــتا هيدروكســي اســتروئيد دهيدروژنــاز– ٣فعــاليت آنــزيم 

  ،HCLدر هــــر ســــري لوــــله آزمــــايش در بافــــر تــــريس 

ــولار و ١٥/٠ ــاوي PH=٥/٧ مـ ــرومول ٥٠٠  حـ  و NAD ميكـ
 ميكرومول و با حجم كلي      ١٠٠به مقدار   ) پرگننولون(سوبسـترا   

واكنش آنزيمي و سوبسترا با اضافه      . گيري شد  ليتر اندازه  ميـلي ٥
 ميكروليتر و   ١٠٠به ميزان   ) ي هموژنه محلول روي (نمودن آنزيم   

 دقيقه  ٩٠گراد به مدت      درجه سانتي  ٣٦انكوبـه كردن در دماي      
٢همچـنين واكـنش آنـزيمي و سوبسترا با افزودن           . شـروع شـد   

كدورت .  مـتوقف شد   PH= ٥/٣ليـتر از بافـر فـتالدئيد بـا           ميـلي 
 دور به   ٣٥٠٠محـلول تهيـه شـده از طـريق انجـام سانتريفوژ در              

قيقـه برطرف شد و محلول رويي برداشته شد ، پس        د ٢٠مـدت   
 نانومتر ٤٩٥ها در طول موج  از آن جذب نوري هريك از نمونه    

) ١٠٢٠دســتگاه مـــدل سيســـيل  (بــه كمـــك اســـپكتروفتومتر  
فعاليت آنزيمي با استفاده از منحني استاندارد       . گيري شد  انـدازه 

 توليد شده در    NADHمحاسـبه شـد و برحسـب مقدار نانومول          
. گـرم پروتـئين بافت بيضه محاسبه گرديد        ت در هـر ميـلي     سـاع 

 .مقدار پروتئين بافت بيضه نيز به روش لوري تعيين شد

ــتاندار  – ٧ ــودار اس ــلول :  نم ــلي١مح ــزيم    مي ــول از كوآن م
NADHغــلظت .  در آب مقطــر تهيــه شــدNADH در حــدود 

 ســري لوــله ٦ نــانومول تهيــه و در ١٥٠مقاديــر مــتغير صــفر تــا 
در هر  . تـايي بـه طور جداگانه افزوده شد       ٦عـداد   آزمـايش بـه ت    

ليتر با معرف رنگي واكنش داده        ميلي ٥/٠سري با حجم حدود     
ليتر از بافر فتالدئيد به هر يك         ميلي ٢پس از ايجاد رنگ ،      . شـد 

از لوـله آزمـايش اضـافه گـرديد و ميـزان جـذب در طول موج         
ج به  منحـني اسـتاندارد براسـاس نـتاي       .  نانومـتر قـرائت شـد      ٤٩٥

منحني استاندارد .  غلظت مختلف رسم گرديد    ٦دست آمده در    
. بـراي هـر سري آزمايش و در هر روز انجام آزمايش تهيه شد             

بـه مـنظور كنترل نتايج به دست آمده همچنين به ترتيب در هر              
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 ٥/ دكتر قوجق  … هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز – بتا – ٣ت كنتيكي آنزيم خصوصيا

 

هفـته و در هـر ماه انجام آزمايش منحني استاندارد رسم ، و در               
كننده متوسط مقادير به    نهـايت منحـني اسـتاندارد كلي كه بيان          

 .دست آمده است ارايه شد

 هيدروكسي استروئيد   – بتا   – ٣ مطالعـه كنـتيكي آنـزيم        – ٨
بــراي بررســي : دهيدروژنــاز بــافت بيضــه مــوش آزمايشــگاهي 

هـاي مـربوط بـه كنتيك اين آنزيم به طور            هـريك از شـاخص    
 تـــايي لوـــله آزمـــايش تهيـــه و ١٢ ســـري ٦جداگانـــه تعـــداد 

ها در يك روز انجام       ، و هريك از شاخص     گـذاري شد   شـماره 
ها  جزئيات انجام هريك از اين سري آزمايش      . و تكـرار گرديد   

 :به شرح ذيل است

 – بتا   – ٣ اثـر مقـدار وزن بافت بيضه بر فعاليت آنزيم            -٨-١
ــوش     ــه مـ ــافت بيضـ ــاز بـ ــتروئيد دهيدروژنـ ــي اسـ هيدروكسـ

ــزيم  : آزمايشــگاهي  ــاليت آن ــدار فع ــتا – ٣مق  هيدروكســي – ب
هـاي مختـلف وزن بافت بيضه    اسـتروئيد دهيدروژنـاز در نمونـه    

گيري شد به طوري كه در هر سري         مـوش آزمايشـگاهي اندازه    
 .گرم فعاليت آنزيم سنجش شد  ميلي٥٥/٠هاي صفر تا  از وزن

ــر -٨-٢ ــزيم  PH اث ــاليت آن ــر فع ــتا – ٣ ب ــي – ب  هيدروكس
ــاز   ــتروئيد دهيدروژنـ ــوش   (3BHSDH)اسـ ــه مـ ــافت بيضـ  بـ

 براي كنترل اثر غلظت يون هيدروژن بر        PHاثر  : هي  آزمايشـگا 
اثـر يـون هيدروژن بر فعاليت       .  مطالعـه شـد    3BHSDHفعـاليت   
 هيدروكسـي اسـتروئيد دهيدروژنـاز استخراج        – بـتا    – ٣آنـزيم   

. شــده از بــافت بيضــه مــوش آزمايشــگاهي نيــز نشــان داده شــد
از صفر تا   (هاي متفاوت   PHهاي مختلف با      ، محـلول    عـلاوه  بـه 
 هيدروكســي اســتروئيد – بــتا – ٣تهيــه ، و فعــاليت آنــزيم ) ١٤

 بهينه  PHبراي تعيين   . گيري شد  دهيدروژنـاز در هرسري اندازه    
 هيدروكسي استروئيد   – بتا   – ٣گيـري فعـاليت آنزيم       در انـدازه  

هــاي بافــري مختــلف مــورد اســتفاده قــرار  دهيدروژنــاز سيســتم
 و بافر   PH=٥/٦-٩ و   HCLدر ايـن مـورد ، بافر تريس         . گـرفت 

 مولار مناسب   ١٥/٠ در غلظت    PH=٠/٩-١١ سـود    –گلايسـين   

 ٧/٧ برابر 3BHSDH بهيـنه بـراي فعـاليت بهينه آنزيم        PH. بـود 
 .بود

ــزيم    -٨-٣ ــاليت آن ــر فع ــترا ب ــلظت سوبس ــر غ ــتا – ٣ اث  – ب
ــوش     ــه مـ ــافت بيضـ ــاز بـ ــتروئيد دهيدروژنـ ــي اسـ هيدروكسـ

ندارد بــا اشــباع شــدن آنــزيم بــراي سيســتم اســتا: آزمايشــگاهي
 ميكرومول در ليتر    ٢٥٠از غلظت صفر تا     (هـاي متفاوت     غـلظت 

با مقادير متفاوت از محلول     . از سوبسـترا انجام شد    ) پرگنـنولون 
سوبسـترا كـه به محلول سنجش فعاليت آنزيمي اضافه گرديد ،            

، )  ميكــرومول١٠٠(مشـخص شــد كــه بيـش از مقــدار مطمــئن   
ار سوبسترا  سـرعت واكـنش آنـزيمي بـه صـورت خطي از مقد            

بـنابراين در بخـش فعـاليت آنـزيمي در حــد     . كـند  تـبعيت نمـي  
 ميكـرومول مورد استفاده قرار گرفت تا رابطه         ١٠٠تـر از     پـايين 

بين سرعت واكنش آنزيمي و محلول سوبسترا به صورت خطي         
 .باشد

 – بــتا – ٣ اثــر وزن بــافت در ســنجش فعــاليت آنــزيم -٨-٤
: ه موش آزمايشگاهي    هيدروكسـي اسـتروئيد دهيدروژنـاز بيض      

صفر تا  (رابطـه بين وزن هموژنه بافت بيضه موش آزمايشگاهي          
ــلي٦ ــافت بيضــه   مي ــزيم ) گــرم وزن ب ــاليت آن  3BHSDHو فع

گرم وزن مرطوب بافت      ميلي ٥فعـاليت آنزيم ، تا      . بررسـي شـد   
 .بيضه موش آزمايشگاهي به صورت خطي بود

 – بتا   – ٣  اثـر مدت زمان انكوباسيون بر فعاليت آنزيم        -٨-٥
ــوش     ــه مـ ــافت بيضـ ــاز بـ ــتروئيد دهيدروژنـ ــي اسـ هيدروكسـ

زمان بين صفر تا    (اثـر مـدت زمـان انكوباسيون        : آزمايشـگاهي   
 هيدروكسي استروئيد   – بـتا    – ٣بـر فعـاليت آنـزيم       )  دقيقـه  ١٢٠

. دهيدروژنـاز بـافت بيضـه مـوش آزمايشـگاهي نيـز بررسي شد            
ــان     ــا زم ــد ت ــلوم ش ــزيم   ١٠٠مع ــاليت آن ــه فع ــتا – ٣ دقيق  – ب

گيري نمود  توان اندازه هيدروكسـي استروئيد دهيدروژناز را مي     
 .و منحني تا اين زمان به صورت خطي است

ــزيم  -٨-٦ ــنويوربرگ آن ــتا – ٣ منحــني لي  هيدروكســي – ب
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منحني : اسـتروئيد دهيدروژنـاز بـافت بيضه موش آزمايشگاهي          
  هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز   – بتا   – ٣ليـنويوربرگ آنزيم    

منحني اشباع از طريق تهيه     . بيضـه موش آزمايشگاهي رسم شد     
از غلظت صفر تا    ) پرگنـنولون (هـاي مختـلف سوبسـترا        غـلظت 

 ميكرومول در ليتر پرگننولون رسم و مقادير عكس غلظت          ٢٥٠
 – ٣ آنزيم   kmبه علاوه ، مقدار     . و عكـس سـرعت محاسبه شد      

ــا اســتفاده ا –بــتا  ز رســم  هيدروكســي اســتروئيد دهيدروژنــاز ب
 .منحني لينويوربرگ محاسبه گرديد

هاي واكنش بر فعاليت      تاثيـر درجـه حـرارت محـلول        -٨-٧
تاثير درجه  :  هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز     – بتا   – ٣آنـزيم   

 درجـــه ٤١ درجـــه تـــا ٣٢(هـــاي واكـــنش  حـــرارت محـــلول
 هيدروكسي استروئيد   – بتا   – ٣بـر فعـاليت آنزيم      ) گـراد  سـانتي 

 ــ ــاز بررس ــددهيدروژن ــرارت  . ي ش ــه ح ــا ٢٠درج ــه ٤٠ ت  درج
گـراد براي به دست آوردن فعاليت بهينه آنزيم آزمايش           سـانتي 

 براي فعاليت بهينه آنزيم     ٣٨ تا   ٣٢در حدود درجه حرارت     . شد
 بـه عـنوان درجه حرارت       ٣٧مناسـب بـود كـه درجـه حـرارت           
 .ماكزيمم فعاليت آنزيم انتخاب شد

 – بــتا – ٣نــزيم مقاديــر ســنجش فعــاليت آ:  روش آمــار – ٩
ــوش     ــه مـ ــافت بيضـ ــاز بـ ــتروئيد دهيدروژنـ ــي اسـ هيدروكسـ

 انحـراف استاندارد ارايه و      ±آزمايشـگاهي بـر حسـب ميـانگين         
ها نيز از تحليل واريانس استفاده       بـراي بررسي تفاوت بين گروه     

 اخـتلاف مقاديـر ، قـابل توجـه درنظر         >P ٠٥/٠بـا مقـدار     . شـد 
 .گرفته شد

 ها يافته

 توسط  NADHگيري   منحني استاندارد اندازه   ،   ١در نمودار   
 در  NADHهاي مختلف    غلظت. احياء تترازوليم نشان داده شد    

 مولار ،   ١٥/٠ (HCL –حضـور فنازن متوسولفات و بافر تريس        
٥٠/٧=PH (   كمپلكس رنگي حاصل از اين     . واكـنش داده است

سيستم . گيـري شد    نانومـتر انـدازه    ٤٩٥واكـنش در طـول مـوج        

ــا  ســنجش فعــاليت  آنــزيم شــرح داده شــده در ايــن پژوهــش ب
 ١هـاي مـتفاوت در نمودار        هـاي پرگنـنولون در غـلظت       غـلظت 

 ١٠٠سـرعت واكنش آنزيمي تا غلظت    . نشـان داده شـده اسـت      
 .به صورت خطي بود) پرگننولون(ميكرومول در ليتر سوبسترا 

 

 

 

 

 

 

 
 

  به وسيلهNADHگيري  منحني استاندارد اندازه : ١نمودار 

  انحراف استاندارد±مقادير برحسب ميانگين . ياي تترازوليم اح

  بار انجام آزمايش٦ ارايه شده است كه حاصل تكرار حداقل 

 . به طور جداگانه است

 ، اشباع شدن آنزيم براي سيستم استاندارد        ٢براساس نمودار   
با . هـاي مـتفاوت از سوبسـترا نشـان داده شـده اسـت              بـا غـلظت   

لول سوبســترا كــه بــه محــلول ســنجش مقاديــر مــتفاوت از محــ
فعـاليت آنـزيمي اضـافه گـرديد مشخص شد كه بيش از مقدار              

سـرعت واكنش آنزيمي به صورت      )  ميكـرومول  ١٠٠(مطمـئن   
كـند ، بنابراين در بخش   خطـي از مقـدار سوبسـترا تـبعيت نمـي          

 ميكرومول از محلول    ١٠٠تر از    فعـاليت آنـزيمي در حـد پـايين        
كـه رابطـه بيـن سـرعت واكنش     سـنجش فعـاليت اسـتفاده شـد         

همچنين ، در   . آنزيمي و محلول سوبسترا به صورت خطي باشد       
 ، رابطـــه بيـــن وزن هموژنـــه بـــافت بيضـــه مـــوش  ٣نمـــودار 

.  نشان داده شده است    3BHSDHآزمايشگاهي و فعاليت آنزيم     
 ٥طـور كـه در ايـن نمـودار آمـده اسـت فعاليت آنزيم تا          همـان 
 مــوش آزمايشــگاهي بــه گــرم وزن مــرطوب بــافت بيضــه ميــلي

 .صورت خطي است

٢/١ 

١ 

٨/٠ 

٦/٠ 

٤/٠ 

٢/٠ 

٠ 

ي  
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)
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 ٧/ دكتر قوجق  … هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز – بتا – ٣ت كنتيكي آنزيم خصوصيا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 هيدروكسي استروئيد – بتا – ٣منحني اشباع براي آنزيم  : ٢نمودار 

دهيدروژناز بيضه موش آزمايشگاهي با سوبستراي پرگننولون در 
 انحراف ±مقادير برحسب ميانگين . سيستم سنجش استاندارد آنزيمي

 بار انجام ٦كرار حداقل استاندارد ارايه شده است كه حاصل ت
 .آزمايش به طور جداگانه است

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 هيدروكسي استروئيد – بتا – ٣منحني اشباع آنزيم  : ٣نمودار 
دهيدروژناز بيضه موش آزمايشگاهي براي سيستم سنجش فعاليت 

مقادير برحسب . هاي مختلف بافت مرطوب آنزيم با استفاده از وزن
اندارد ارايه شده است كه حاصل تكرار حداقل  انحراف است±ميانگين 

 . بار انجام آزمايش به طور جداگانه است٦

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 – بتا – ٣اثر مدت زمان انكوباسيون بر فعاليت آنزيم  : ٤نمودار 
مقادير . هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز بيضه موش آزمايشگاهي

ه است كه حاصل  انحراف استاندارد ارايه شد±برحسب ميانگين 
 . بار انجام آزمايش به طور جداگانه است٦تكرار حداقل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 هيدروكسي استروئيد – بتا – ٣منحني لينويروبرگ آنزيم  : ٥نمودار 

 ±مقادير برحسب ميانگين . دهيدروژناز بيضه موش آزمايشگاهي
 بار ٦انحراف استاندارد ارايه شده است كه حاصل تكرار حداقل 

 .انجام آزمايش به طور جداگانه است
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 ٨١بهار و تابستان  / ٩شماره / سال چهارم  مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي گرگان / ٨

 

 ٣ ، اثر مدت زمان انكوباسيون بر فعاليت آنزيم          ٤در نمودار   
ــافت بيضــه مــوش   – ــاز ب ــتا هيدروكســي اســتروئيد دهيدروژن  ب

طــور كــه در ايــن  همــان. آزمايشــگاهي نشــان داده شــده اســت
 بتا – ٣ دقيقه فعاليت آنزيم  ١٠٠نمـودار نشان داده شد ، تا زمان         

گيري نمود  توان اندازه كسـي استروئيد دهيدروژناز را مي     هيدرو
 .و منحني تا اين زمان به صورت خطي است

 بــــتا – ٣ ، منحــــني ليــــنويوربرگ آنــــزيم ٥در نمــــودار 
هيدروكسـي اسـتروئيد دهيدروژنـاز بيضـه مـوش آزمايشگاهي           

هاي مختلف   منحني اشباع از طريق تهيه غلظت     . نشـان داده شـد    
 بتا  – ٣ آنزيم   Kmمقدار  .  بـه دست آمد    )پرگنـنولون (سوبسـترا   

هيدروكسـي اسـتروئيد دهيدروژنـاز بـا اسـتفاده از رسم منحني             
 . لينويوربرگ محاسبه گرديد

هاي واكنش    ، تاثيـر درجه حرارت محلول      ٦مطـابق نمـودار     
 بــتا هيدروكســي اســتروئيد دهيدروژنــاز – ٣بــر فعــاليت آنــزيم 

گراد براي به    نتي درجه سا  ٤٠ تا   ٢٠درجه حرارت   . بررسـي شد  
در حدود درجه   . دست آوردن فعاليت بهينه آنزيم آزمايش شد      

 بـراي فعـاليت بهيـنه آنـزيم مناسـب بود كه             ٣٨ تـا    ٣٢حـرارت   
 به عنوان درجه حرارت بيشينة فعاليت آنزيم        ٣٧درجـه حرارت    

 .انتخاب شد

 

 

 

 

 

 
 بتا – ٣گيري فعاليت آنزيم  درجه حرارت بهينه براي اندازه : ٦نمودار 

مقادير .  هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز بيضه موش آزمايشگاهي–
 انحراف استاندارد ارايه شده است كه حاصل ±برحسب ميانگين 
 . بار انجام آزمايش به طور جداگانه است٦تكرار حداقل 

 

 بحث 

 بـا روش بـه كار گرفته شده در اين پژوهش ، فعاليت آنزيم             

د دهيدروژناز ، كه تا به حال به         هيدروكسـي اسـتروئي    – بـتا    – ٣
گيـري نـبود ، به دليل         قـابل انـدازه    (UV) ١روش مـاوراء بـنفش    

حتي فعاليت  . گيري است  جـذب بـالاي فورمـازان قـابل انـدازه         
گـرم پروتـئين بافت بيضه به        ميـلي  ٥/٠آنـزيم تـا حـدود مقـدار         

 بتا – ٣كنتيك آنزيمي آنزيم ). ١نمودار (صـورت خطـي است    
 ــ– ــي اس ــلظت    هيدروكس ــا غ ــباط ب ــاز در ارت تروئيد دهيدروژن

همچنين رابطه  ). ٢نمودار  (سوبسـترا مـورد بررسـي قرار گرفت         
). ٣نمودار  (بيـن وزن مرطوب بافت و فعاليت آنزيم مطالعه شد           

در زمان انكوباسيون   ) سرعت اوليه (كنـتيك آنزيمي درجة اول      
ين رابطة ب.  ميكرومول در ليتر سوبسترا بود ١٠٠ دقيقـه و تـا       ١٢٠

 ١٢٠سـرعت اوليـه ، زمـان و مقـدار سوبسـترا به ترتيب تا زمان                 
 ميكـرومول در ليـتر به صورت     ١٠٠دقيقـه و مقـدار سوبسـتراي        

 مطالعــه كنــتيكي آنــزيم  ). ٤ و ٢نمودارهــاي (خطــي اســت  

 Km هيدروكسـي اسـتروئيد دهيدروژناز نشان داد كه   – بـتا    – ٣
ــدود  ــنولون و  ٣/٥ × ١٠-٦آن در حـ ــولار پرگنـ  آن Vmax مـ

گرم بافت بيضه موش      نـانومول در دقيقـه در ميلي       ١١/٣ × ١٠-٦
هاي آزمايش   سنجش داخلي گروه  ). ٥نمودار  (صـحرايي است    

ها اختلاف قابل توجهي ندارند و       نشـان داد كـه ميـانگين گـروه        
هاي حاصل در اين     يافـته . هـا تكرارپذيـر اسـت      نـتايج آزمـايش   

قان منطبق و   پژوهـش بـا نـتايج گزارش شده از سوي ساير محق           
 Kmبراي به دست آوردن مقدار      ). ١و١٢و٧(قابل مقايسه است    

 هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز در – بتا  – ٣ آنـزيم    Vmaxو  
اســتفاده ، و بــا ) سوبســترا(هــاي مختــلف از پرگنــنولون  غــلظت

ــر    ــنويوربرگ مقادي  Vmax و Kmاســتفاده از رســم منحــني لي
ــد  ــبه ش ــدار . محاس ــه دســت  Vmax و Kmمق ــن   ب ــده از اي آم
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 ٩/ دكتر قوجق  … هيدروكسي استروئيد دهيدروژناز – بتا – ٣ت كنتيكي آنزيم خصوصيا

 

پژوهـش در مقايسـه بـا نـتايج سـاير محققـان بالاتـر است ، اين                  
هـاي كنـتيكي آنـزيم ممكن است به          اخـتلاف مقـدار شـاخص     

 مـورد استفاده و     PHگيـري ، زمـان انكوباسـيون ،          روش انـدازه  
به علاوه ،   ). ١و٢و١٢(غـلظت هموژنه بافت بستگي داشته باشد        

هاي   در درجه  3BHSDHدرجـة حـرارت بهيـنه فعـاليت آنزيم          
 درجه ، شرايط    ٣٧مختـلف تعييـن ، و معـلوم شـد كـه حرارت              

تر و  در درجـة حرارت پايين    . بهيـنه بـراي فعـاليت آنـزيم اسـت         
يابد ،    كاهش مي  3BHSDH درجـه فعاليت آنزيم      ٣٧بالاتـر از    

ــابل      ــرايط ق ــن ش ــده در اي ــد ش ــه محصــول تولي ــوري ك ــه ط ب
اين مطالعه ، رابطه بين     ما در   ). ٦نمودار  (باشد   گيري نمي  انـدازه 

 حـرارت را نيز بررسي ، و          و درجـه   3BHSDHفعـاليت آنـزيم     
 درجه بدون سوبسترا در     ٣٧پـس از انكوباسيون آنزيم در دماي        

) پرگننولون(هـاي مختـلف و بـا اضـافه نمـودن سوبسـترا               زمـان 
 بــتا هيدروكســي – ٣فعــاليت . فعــاليت آنــزيم را تعييــن كــرديم

ــاز در  ــتروئيد دهيدروژن ــودار اس ــت ٤ نم ــده اس ــان داده ش .  نش
همچنين ، در اين پژوهش علاوه بر دقت و حساسيت بالا نسبت        

هـا از مقـدار بافت كمتري براي مطالعه كنتيكي           بـه سـاير روش    
 بتا  – ٣در نـتيجه ، مطالعـه كنـتيكي آنزيم          ). ٨و٦(اسـتفاده شـد     

 آن در Kmهيدروكســي اســتروئيد دهيدروژنــاز نشــان داد كــه 
ــدود  ــنولون و  ٣/٥ × ١٠-٦حــــ ــولار پرگنــــ   آنVmax مــــ

گرم بافت بيضه موش      نـانومول در دقيقـه در ميلي       ١١/٣ × ١٠-٦
هـاي حاصـل از ايـن پژوهـش براي           يافـته . آزمايشـگاهي اسـت   

هـاي اسـتروئيدي كاربرد    بررسـي فعـاليت ايـن آنـزيم در بـافت       
 .خواهد داشت

 تشكر و قدرداني

بل كه با   از شـوراي محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي با        
تصـويب ايـن طـرح تحقيقاتي ما را در اجراي آن ياري نمودند              

 .بسيار متشكريم
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