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طبيعي و عملگراي آن در بسياري از  رد اينولين و مشتقات آن به دليل خصوصياتامروزه كارب
بيوتيك اينولين  تركيب پري. ي رو به گسترش استيهاي صنايع غذايي و دارو فرآورده

. دهد و فعاليت اكوسيستم ميكروبي آن را افزايش مي فيزيولوژي روده بزرگ را بهبود بخشيده
م و آهن شده و بعنوان يك ضدسرطان و ضدديابت هم مطرح همچنين باعث افزايش جذب كلسي

 FEH-1و  SST ،1-FFT-1كاسني يكي از منابع اصلي استخراج اينولين است كه سه ژن . است
آمينه اين سه آنزيم  هاي اسيد بندي گياهان با استفاده از توالي گروه. در بيوسنتز آن دخيل است

توان شناسايي گياهان را در دو گروه  ها مي يكه به كمك اين توال كردبصورت توام مشخص 
آمينه اين سه ژن شباهت  توالي اسيد. عمده تك لپه و دو لپه و با تفكيك در سطح گونه انجام داد

زيادي با اينورتازها و بتا فروكتوزيدازهاي ميكروبي دارد كه همه اينها متعلق به گروه بزرگ 
شود كه  هستند و اين فرضيه را باعث مي) GH32(هاي گليكوزيل  هيدروليزكننده 32خانواده 

با انجام . ها هستند مشتركي از ژن اوليه بتا فروكتوزيداز ميكروارگانيسم منشاهاي فوق داراي  ژن
هاي چندگانه و بررسي نواحي حفاظت شده اين سه آنزيم دخيل در بيوسنتز اينولين  رديفي هم

در ناحيه  ويژه بهزيادي  شباهتتفاوت در طول  با وجودها  كه اين آنزيم شددر گياهان، مشخص 
هاي توافقي اين سه  رديفي توالي از طرفي با توجه به هم. حفاظت شده بتافروكتوزيداز دارند

هايي در منطقه حفاظت شده  جهشت اصلي تفاوت در عملكرد آنها به رسد عل آنزيم به نظر مي
هاي مسير بيوسنتز اينولين از منابع گياهي  در مجموع با شناسايي ژن. بتافروكتوزيداز مربوط است

توان اقدام به ايجاد گياهان  ها مي ها و قارچ توليد كننده فروكتان يا ساير منابع مثل باكتري
  .تراريخته توليد كننده اينولين با كميت و كيفيت مطلوب كرد

  

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

ويـژه اينـولين بـه لحـاظ حفـظ فلـور        هـا بـه   امروزه نقش فروكتان
هـا شـناخته شـده     ميكروبي مفيد سيستم گوارش و كنترل پـاتوژن 

كاربردهـاي وسـيعي در صـنايع غـذايي و      خاطراست و به همين 
هـاي   فروكتان). Roberfroid, 2005 & 2007( اند دارويي پيدا كرده

ــين   ــاهي ب ــا  10گي ــوع    200ت ــه تن ــته ب ــيل بس ــد فروكتوس واح
 van Arkel(هاي گياهي توليد كننده آنها دارند  تاكسونوميكي گونه

et al, 2013( .اي متعلـق بـه    هـا عـلاوه بـر گياهـان دولپـه      فروكتان
هـاي گيـاهي چـون     در خـانواده ) Asteraceae(خانواده آستراسـه  

، ولـي  نيز وجـود دارنـد  ) Liliaceae(و ليلياسه ) Poaceae(پوآسه 
پـنج گـروه   . منبع اصلي استخراج آنها همان خانواده آستراسه است

ها در طبيعت وجود دارند كه شامل اينولين، لوان،  عمده از فروكتان
 Ritsema and( هستندگرامينان، اينولين نئوسري و لوان نئو سري 

Smeekens, 2003 .(   پيوند بين دو فروكتوز در لوان از نـوع پيونـد
گياهـان   است، ولي در اينولين كـه بيشـتر در   β(2→6)فروكتوزيل 

بوده و  β(2→1)، پيوند فروكتوزيل شود خانواده آستراسه يافت مي
گرامينان كه بيشتر در خانواده پوآسـه موجـود اسـت هـر دو نـوع      

در  بيشـتر لوان نئوسري و اينولين نئوسـري كـه   . پيوند را داراست
لوان يا اينولين هسـتند  زنجيره  2پوآسه و ليلياسه موجودند، داراي 

گلوكز مربـوط بـه سـاكاروز اوليـه متصـل       6و  1هاي  كه به كربن
ــتند   ــ). Narai-kanayama et al, 2007(هس ــولين ب ــوان  هاين عن

اي در ريشـه و غـده گياهـاني چـون كاسـني       سـاكاريد ذخيـره   پلي
)Cichorium intybus(ســـيب زمينـــي ترشـــي ،)Helianthus 

tuberosus(  و قاصدك)Taraxacum officinale( شـود   ذخيره مي
)Cairns, 2003 (   و نقش محافظت از گياه در مقابـل كمبـود آب و

يكـي  ). Pilon-Smits et al, 1995(تحمل به سرما را به عهده دارد 
از گياهان اصلي منبع اينولين كاسني است كه تجمع اينـولين را در  

ع سـرما  دهد ولي در انتهاي فصل رشد به دليل وقو ريشه انجام مي
تعـداد واحـدهاي   : درجـه پليمريزاسـيون اينـولين   (كيفيت اينولين 

رسـد كـه    مـي  25افت كرده و به زيـر  ) فروكتوز متصل به زنجيره
اسـت   FEH-1و  FFT-1هـاي   علت اصلي آن فعاليت زياد آنـزيم 

هاي زيادي  مهندسان ژنتيك تلاش). Dو  Bهاي  ؛ واكنش1شكل (
و هم معرفي  FEH وشي ژنبراي حل اين معضل هم از طريق خام

بــه گياهــان غيرتوليــد كننــده فروكتــان  FFT-1و  SST-1هــاي  ژن

  .)van Arkel et al, 2013(اند  داشته

سنتز اينولين نيازمند دو آنـزيم متفـاوت اسـت كـه در ابتـدا يـك       
كتوز و يك گلـوكز آزاد از دو ملكـول سـاكاروز     -1ساكاريد  تري

 SST, EC-1(روكتوترانسفراز ف -1ساكاروز : توسط آنزيم ساكاروز

ــي) 2.4.1.99 ــود م ــد بوج ــان . آي ــزيم فروكت ــپس آن ــان: س   فروكت
ــفراز   -1 ــيل ترانس ــك ) FFT, EC 2.4.1.100-1(فروكتوس در ي

پــذير طويــل شــدن زنجيــره را بوســيله انتقــال   واكــنش برگشــت
يـا يـك   (كتـوز   -1بـه  ) راديكال فروكتوز(واحدهاي فروكتوسيل 

. آورد كـول اينـولين ديگـر فـرآهم مـي     از يـك مل ) اينولين بزرگتر
شود نـوع اينـولين    اينولين خود به دو دسته تقسيم ميفروكتان نوع 

فروكتوز است و  nكه داراي گلوكز انتهايي به همراه  GFnمنظم يا 
 شـده مشـخص  . كه فاقد گلوكز انتهايي اسـت  Fnنوع اينولونوز يا 

 است كه اينولونوز در كاسـني يـك محصـول حاصـل از تخريـب     
  نيست بلكه اين ملكـول بـا بكـارگيري فروكتوزهـاي آزاد توسـط     

1-FFT هاي نـوع   يا بكارگيري فروكتانFn ـ  عنـوان سوبسـتراي    هب
تواند يا فروكتوز  مي FFT-1بدين معني كه . شود پذيرنده، ايجاد مي

قـرار   GFnهاي نـوع   را در كنار فروكتان Fnآزاد و يا فروكتان نوع 
تنـوع در سـاختار   ). Van den Ende et al, 1996؛ 1شـكل (دهـد  

هاي مختلف گياهي ديـده   در گونهپليمريزاسيون فروكتان و درجه 
به خواص متفاوت اين فروكتوسيل ترانسـفرازها   بيشترشود كه  مي

تخريب فروكتـان توسـط   ). Hellwege, 2000(شود  نسبت داده مي
. دشـو  يا فروكتانازها كاتاليز مـي ) FH(هاي فروكتان  هيدروليزكننده

توانند توسـط نـوع    مي) لواناز( FH-6و ) اينوليناز( FH-1دو آنزيم 
يز لهيـدرو . دهند، شناسايي شـوند  پيوندي كه مورد تجزيه قرار مي

را ) FEH(ها در گياهان فقط هيدروليز نوع بيروني فروكتـان   كننده
دهند كـه واحـدهاي فروكتـوز را از انتهـاي زنجيـره آزاد       انجام مي

ها هـم هيـدروليز درونـي     ها و قارچ كه در باكتري كنند در حالي مي
)endo ( و هم بيروني)exo (سه نـوع از هيـدروليز   . شود انجام مي

  هــاي بيرونــي فروكتــان در كاســني شناســايي شــده اســت  كننــده
),1-FEH I ،IIa  وIIb :EC 3.2.1.80) (Van den Ende et al, 

ين شــباهت زيــادي در ســطوح ملكــولي و بيوشــيميايي بــ). 2001
هـاي تخريـب كننـده     هـاي بيوسـنتز كننـده فروكتـان، آنـزيم      آنزيم

آنزيمي كـه هيـدروليز سـاكاروز را كاتـاليز     (فروكتان و اينورتازها 
  دهد كه نمونـه بـارز آن در   فروكتوز را برش مي c-oكرده و پيوند 
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وجـود  ) شود تا از نكتار عسـل بدسـت آيـد    باعث ميزنبور عسل 
 هـا FEHسـطح سـاكاروز و   ) بتا فروكتوزيـدازها (اينورتازها  .دارد

دارنـد كـه هـر دو داراي منشـاء      سطح فروكتان را متعادل نگه مـي 
هسـتند  ) بتـا فروكتوزيـدازها ميكروبـي    بـه احتمـال زيـاد   (مشابه 

)Verhaest et al, 2005 .(  
واحد فروكتوسيل را از يك فروكتان دهنده بـه انتهـاي     FFTآنزيم

هـا و   منتقل كرده كه منجـر بـه طويـل شـدن پذيرنـده     يك گيرنده 
تعيين كننده نوع پيوند  FFTهاي  ويژگي. شود ها مي تخريب دهنده

در گياهـان   FEH. گليكوزيدي و الگوي ساختاري فروكتان اسـت 
ها و آزادسـازي فروكتـوز آزاد از انتهـاي     منجر به تخريب فروكتان

بر تغييـرات   FEH-1 و FFT-1تعادل بين  بنابراين. شود زنجيره مي
آنهـا اثرگـذار اسـت    ) DP( طول فروكتان يا درجـه پليمريزاسـيون  

)Narai-kanayama et al, 2007.( 

هاي داراي نقـش   با استفاده از توالي اسيد نوكلئيك كد كننده آنزيم
تـوان   يكسان و يا توالي اسيدآمينه آنها در موجودات مختلـف، مـي  

د و موجودات نزديك به هم را روابط تكاملي بين آنها را ترسيم كر
با توجه بـه تنـوع موجـود     بنابراين. كرداز لحاظ تكاملي شناسايي 

هاي ذكر شده در مسير بيوسنتز اينولين بـه عنـوان يـك     براي آنزيم

هـاي گيـاهي توليـد     ماده با ارزش، بررسي روابط تكاملي بين گونه
. هـاي ژنتيـك انجـام شـده اسـت      ورزي كننده اينولين جهت دست

هــاي  افزارهــا و روش بــه كمــك نــرم پــژوهشنــابراين، در ايــن ب
هـا،   بيوانفورماتيك، رابطه تكاملي به منظور بررسي ميـزان شـباهت  

هـا و خـانواده پروتئينـي     شناسايي نواحي حفاظـت شـده، دومـين   
ايـن  هاي مسير بيوسنتز اينولين با توجه به اهميت روز افزون  آنزيم

  .نجام شده استي اتركيب در صنايع غذايي و داروي
  

  ها روشومواد

ــوالي ژن ــولين   ت ــنتز اين ــل در بيوس ــاي دخي   و SST ،1-FFT-1(ه

1-FEH (      از بانك اطلاعـاتي مركـز ملـي اطلاعـات بيوتكنولـوژي
)NCBI;  http://www.ncbi.nlm.nih. ) (Sayers et al, 2011 (

همچنين تـوالي اسـيدآمينه   . آوري شد هاي موجود جمع براي گونه
) UniProt(الذكر از سايت مخزن پـروتئين جهـاني    اي فوقه آنزيم

)Bairoch et al, 2005 (  هـاي قابـل دسـترس گيـاهي      بـراي گونـه
 ,Tamura et al(افزار مگا  نرم 5با استفاده از نسخه . آوري شد جمع

آمينـه بـه روش    هـاي اسـيد   رديفي چندگانه براي تـوالي  هم) 2011
و ترسيم درخـت فيلـوژني    انجام شد) ClustalW( كلاستال دابليو

توليد : FFT ،C-1معكوس توسط  انتقال: FFT ،B-1و  SST-1پليمريزاسيون فروكتان با : A. هاي بيوسنتز فروكتان در كاسني واكنش -1شكل 
اينولين و : GFn/mكتوز، - GF2 :1گلوكوز، : Gفروكتوز، : Fساكاروز، : FEH )GF-1هيدروليز فروكتان توسط : Dو  FFT-1اينولونوز توسط 

Fm :اينولونوز) (Van Arkela et al, 2012.( 

Fig. 1. The reactions of fructan biosynthesis in chicory. Fructan polymerization by 1-SST and 1-FFT (A), back transfer 
by 1-FFT (B), inulo-n-ose production by 1-FFT (C), fructan exohydrolysis by 1-FEH (D) (GF = sucrose, F = fructose, G 
= glucose, GF2 = 1-kestose, GFn/m = inulin, Fm = inulo-n-ose) (Van Arkela et al., 2012). 
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بـا مـدل پويسـون و     ١ها به روش نيبرجوينيگ مربوط به اين توالي
بنـدي صـورت    جهت اطمينان از صحت گروه 1000 ٢بوت سترپ

عنوان گروه بيرونـي جهـت    همچنين از توالي اينورتازها به. گرفت
جهت بررسي نـواحي  . دار كردن درخت فيلوژني استفاده شد ريشه

ها از دو سايت بانك اطلاعـاتي نـواحي حفاظـت     دومين اين آنزيم
) CDD) (Marchler-Bauer et al, 2009( ٣شــــــده

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml ( و
 dbCAN ٤هـا  هاي فعال كربوهيـدرات  سايت بانك اطلاعات آنزيم

)Yin et al, 2012) (http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN ( استفاده
ــد ــزيم   . ش ــوص آن ــر مخص ــايت اخي ــر روي    س ــال ب ــاي فع ه

 CATو  CAZyها است و از دو منبع بانك اطلاعاتي  كربوهيدرات
گيرد كـه ايـن دو از اطلاعـات     ها بهره مي مخصوص كربوهيدرات

CDD با توجه به اطلاعات مـوازي سـاير    بنابراين. كنند استفاده مي
هاي استفاده شده، نتايج آنها در اينجا آورده نشده  ها با سايت سايت
رديـف   براي بدست آوردن توالي توافقي اين سه آنزيم و هم. است
افـزار   مناطق حفاظت شـده از نـرم   كردنآنها براي مشخص  كردن

DNAStar  شداستفاده.   

  
 بحثوجينتا

ورد هـاي م ـ  قسمت اعظم اطلاعات توالي اسيد نوكلئوييـك آنـزيم  
 ـ  هاي اطلاعاتي براي گونه بررسي در بانك صـورت   ههاي گيـاهي ب

تجزيه و تحليل  بنابراينبود،  mRNAناقص و يا فقط شامل توالي 
در نتيجه بـراي  . افزارهاي بيوانفورماتيك صورت نگرفت آنها با نرم

. شـد هاي اسـيدآمينه اسـتفاده    بررسي روابط خويشاوندي از توالي
. بودنـد  TrEMBLاز نوع  بيشتر SST-1نزيم هاي اسيدآمينه آ توالي

در . كد كننـده ايـن آنـزيم هسـتند     mRNAبدين معني كه ترجمه 
طور مستقيم  ههاي اسيدآمينه ب يك مورد از توالي FFT-1خصوص 

 FEH-1از روي توالي پروتئين آنزيم بدست آمده بود و در مـورد  
روي تـوالي  طور مستقيم از  هاي ب لپه هاي تك هاي گروه توالي بيشتر

پــس از انجــام ). 2شــكل (پــروتئين آنــزيم بدســت آمــده بودنــد 

                                                           
1- Neighbor-joining 
2- Bootstrap 
3- Conserved Domains Database 
4- Data Base for automated Carbohydrate-active enzyme 
Annotation 

افزار مگا درخت فيلـوژني   رديفي به روش كلاستال دابليو با نرم هم
ها  اي لپه شود تك در اين شكل مشاهده مي). 2شكل (آنها تهيه شد 
هـا شـامل خـانواده     اي هاي پوآسه و ليلياسه و دولپـه  شامل خانواده

انـد كـه ايـن موضـوع در      گروه اصلي قـرار گرفتـه  آستراسه در دو 
 FEH-1و  SST، 1-FFT-1خصوص توالي اسيدآمينه هر سه آنزيم 

  در كاسـني  FFT-1و  SST-1دو آنـزيم  ). 2شـكل  (كنـد   صدق مي
)C. intybus (      كه منبع اصـلي اسـتخراج اينـولين اسـت، بيشـترين

) L. sativa(در كـاهو   FFT-1و  SST-1هـاي   شباهت را بـا آنـزيم  
در كاسني،  FEH-1در بين سه نوع آنزيم ). 2شكل (دهند  نشان مي
شباهت بيشتري بـه يكـديگر    FEH IIb-1و  FEH IIa-1دو آنزيم 
  قابل ذكر است كـه تـوالي اسـيد آمينـه    . دارند FEH I-1نسبت به 

1-FEH 1ست تا با سه نـوع  كاهو در حال حاضر موجود ني-FEH 
هـاي   وجـه بـه اينكـه از تـوالي    با ت. كاسني مورد مقايسه قرار گيرد

 بنـابراين اسيدآمينه براي ترسيم درخت فيلوژني استفاده شده است 
هاي فيلوژني از اعتبار بيشتري نسـبت بـه سـاير روابـط      اين شجره

هـاي اسـيدنوكلئيك كـد كننـده و غيـر       فيلوژني ماحصل از تـوالي 
ه از با استفاد بنابراين). Calonje et al, 2008(كدكننده برخوردارند 

بندي را در سطح گونه انجام داد چرا كه  توان گروه ها مي اين توالي
هاي مختلف جنس تريتيكوم تفكيك قائـل شـده    خوبي بين گونه به

مشـاهده  ) 2شـكل  (با استفاده از نمودار درختـي  ). 2شكل (است 
نسـبت بـه يكـديگر شـباهت      FFT-1و  SST-1شود دو آنـزيم   مي

شـكل  (ه در ناحيه بتافروكتوزيداز ويژ هب FEH-1بيشتري نسبت به 
تواننـد بـر    اين موضوع با توجه به اينكه هر دو آنزيم مي. دارند) 4

از ). 1شـكل  (شـود   روي ساكاروز واكنش انجام دهند، تاييـد مـي  
فعاليت مشـترك برداشـتن    FEH-1 و FFT-1طرف ديگر دو آنزيم 

ايـن   FFT-1فروكتوسيل از انتهاي زنجيره دارند با اين تفاوت كـه  
عمل را مي تواند بر روي ساكاروز نيـز انجـام داده و فروكتوسـيل    
مربوطه را به انتهاي زنجيره فروكتان و يا سـاكاروز ديگـر افـزوده    

بر روي فروكتـان عمـل كـرده و منجـر بـه آزاد       فقط FEH-1ولي 
هـاي موجـود در    توان شـباهت  مي بنابراين. شود شدن فروكتوز مي

را بـه فعاليـت مشـترك      FEH-1 و FFT-1توالي توافقي دو آنزيم 
-1تـوافقي  هاي بين آنها را كه با تـوالي   آنها منتسب كرد و تفاوت

SST   مشترك است را به فعاليت خاص افزودن فروكتوز به انتهـاي
  FEH-1همچنــــين ). 4شــــكل (ســــاكاروز منتســــب كــــرد 
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 gi|83318820|emb|CAH18892.1|  Viguiera discolor_ 1-FFT

 tr|O81985|  Helianthus tuberosus_ 1-FFT

 gi|112807677|emb|CAH18938.1|  Bellis perennis_ 1-FFT

 gi|112807675|emb|CAH18937.1|  Doronicum pardalianches_ 1-FFT

 gi|112807681|emb|CAH25487.1|  Taraxacum officinale_ 1-FFT

 tr|A9YTS9|  Lactuca sativa_ 1-FFT

 gi|4099152|gb|AAD00558.1|  Cichorium intybus_ 1-FFT

 tr|E2RV71|  Arctium lappa_ 1-FFT

 tr|O65778|  Cynara scolymus_ 1-FFT

 tr|O65778|  Cynara scolymus_ 1-FFT

 gi|112193051|emb|CAH18891.1|  Echinops ritro_ 1-FFT

 sp|P92916|  Allium cepa_ 1-FFT

 tr|A7LJR5|  Agave tequilana_ 1-FFT

 tr|B8Y9A8|  Aegilops tauschii_ 1-FFT

 tr|Q4AEI9|  Triticum aestivum_ 1-FFT

 tr|Q4AEI8|  Triticum aestivum_ 1-FFT

 tr|B5TK39|  Triticum aestivum_ 1-FFT

 tr|B5TK36|  Triticum urartu_ 1-FFT

 tr|B5TK37|  Aegilops searsii_ 1-FFT

 tr|B5TK38|  Triticum durum_ 1-FFT

monocotyledon

1-FFT

 tr|A7RDD3|  Agave tequilana_1-SST

 tr|Q9SM30|  Taraxacum officinale_1-SST

 tr|A9YTS8|  Lactuca sativa_1-SST

 tr|H6WZF3|  Cichorium intybus_1-SST

 tr|O81986|  Helianthus tuberosus_1-SST

 tr|Yc 1-SST*|  Smallanthus sonchifolius_1-SST

 tr|O23786|  Cynara scolymus_1-SST

 tr|Q9FSV7|  Festuca arundinacea_1-SST

 tr|Q05G12|  Lolium perenne_1-SST

 tr|B8Y667|  Triticum urartu_1-SST

 tr|B8Y669|  Aegilops tauschii_1-SST

 tr|Q8W430|  Triticum aestivum_1-SST

 tr|B8Y668|  Aegilops searsii_1-SST

 tr|B5TK35|  Triticum durum_1-SST

monocotyledon

1-SST

 sp|B6DZD2|  Aegilops tauschii_1-FEH

 sp|Q84LA1|  Triticum aestivum_1-FEHw2

 sp|B6DZD0|  Triticum urartu_1-FEH

 sp|Q84PN8|  Triticum aestivum_1-FEHw1 

 sp|B6DZD1|  Aegilops speltoides_1-FEH

 sp|B6DZC8|  Triticum aestivum_1-FEHw3

 sp|B6DXP5|  Leymus chinensis_1-FEH

 sp|Q70AT7|  Hordeum vulgare_1-FEH 

 sp|D2IGW7|  Bromus pictus_1-FEH 

 tr|Q64GB3|  Lolium perenne_1-FEH

 tr|Q3MV21|  Triticum aestivum_1-FEH

monocotyledon

 tr|Q9FNS9|  Cichorium intybus_1-FEH I

 tr|Q5ZQK6|  Campanula rapunculoides_1-FEH

 tr| I0FXI5|  Arctium lappa_1-FEH

 tr|A9JIF3|  Vernonia herbacea_1-FEH

 tr|Q93X59|  Cichorium intybus_1-FEH IIb 

 tr|Q93X60|  Cichorium intybus_1-FEH IIa 

1-FEH

 sp|Q8W4S6-2|  Isoform 2 of Beta-fructofuranosidase insoluble isoenzyme CWINV6  Arabidopsis thaliana  

 sp|Q8W4S6|  Beta-fructofuranosidase insoluble isoenzyme CWINV6  Arabidopsis thaliana  
Invertase
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0.2 شماره دستيابي در سايت يوني (هاي مختلف گياهي به روش نيبرجوينينگ  در بين گونه FEH-1و  SST ،1-FFT-1درخت فيلوژني آنزيم هاي  -2شكل 
توالي اسيدآمينه : spبدست آمده است و  mRNAاز طريق ترجمه توالي  EMBLتوالي اسيدآمينه در سايت : tr. ده استپرات به همراه اسم گونه ذكر ش

كد : gi. است شدهاخذ ) Pan et al, 2009(توالي اسيدآمينه از منبع پن و همكاران : *. طور مستقيم از روي توالي پروتئيني آنزيم بدست آمده است هب
 )NCBIكد دستيابي توالي اسيدآمينه در :gbوEMBLكد دستيابي توالي اسيدآمينه در سايت: NCBI، embدستيابي ژن در

Figure 2- Phylogenic tree of 1-SST enzyme for different plant species using neighbor-joining method (Entry at the Uniprot 
site noted along with species name. tr: Amino acid sequence at EMBL site obtained through translation of mRNA and sp: 
Amino acid sequence obtained directly from enzyme *: Amino acid sequence for this species was gotten from Pan et al., 
2009., gi: Entry of gene at NCBI, emb: Entry of Amino acid sequence at EMBL site and gb: Entry of Amino acid sequence at 
NCBI). 
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كه اين موضوع بـا   )2شكل (ين شباهت را با اينورتازها دارد بيشتر
قابـل   ٥گليكوزيلاسـون -توجه كاركرد مشابه آنها يعنـي واكـنش د  

 ). Lammens et al, 2009(انتظار است 

هـا در ابتـدا از بانـك     جهت تعيين نواحي حفاظت شده اين آنـزيم 
تـه  استفاده شد كـه الب  )dbCAN(ها  اطلاعاتي آنزيمي كربوهيدرات
هـاي گليكوزيـدي    هيدروليزكننده 32فقط ناحيه مربوط به خانواده 

)GH32 (با توجه به اينكـه منبـع   . كردها شناسايي  را در اين آنزيم
طـور   بـه اسـت،   NCBIطور غيرمسـتقيم از   هاطلاعات اين سايت ب

 NCBIهاي حفاظت شده سـايت   از بانك اطلاعاتي دومين مستقيم
)CDD (هــاي  اظــت شــده و دومــينجهــت شناســايي نــواحي حف

بـا بررسـي در بانـك اطلاعـاتي     . ها استفاده شد احتمالي اين آنزيم
اين سه آنـزيم هماننـد سـايت     دوبارهنواحي دومين حفاظت شده 

 32به خـانواده   )dbCAN(ها  بانك اطلاعاتي آنزيمي كربوهيدرات
، بـا ايـن   )3شـكل  (هاي گليكوزيدي منتسب شدند  هيدروليزكننده
متعلـق   1ناحيه حفاظت شده شماره  SST-1اي آنزيم تفاوت كه بر

شناسايي شد كه در موقعيت انتهـاي   DUF3357به خانواده بزرگ 
                                                           

5- Deglycosylation 

تـا   96طول آن بـين   طور كلي به آميني توالي اسيدآمينه قرار دارد و
 11837ايـن دومـين بـه خـانواده پروتئينـي      . اسيد آمينه است 119

شود، كه عمل آن هنـوز   ها مشاهده مي تعلق داشته و در يوكاريوت
جدا از تفاوت در طـول زنجيـره ايـن سـه آنـزيم      . استناشناخته 

تفاوت ديگر مربوط به موقعيت محافظت شده اصلي اين سه آنزيم 
شـروع   120از اسـيدآمينه   SST-1است كه در آنـزيم   GH32يعني 

از اسـيدآمينه   FFT-1ادامـه دارد ولـي در    600شده و تا اسيدآمينه 
ادامـه دارد و در نهايـت در    560و تـا اسـيدآمينه   شروع شـده   75

 495شـروع شـده و تـا اسـيدآمينه      17از اسيدآمينه  FEH-1آنزيم 
شـود   ملاحظـه مـي   3همانگونه كه در شكل ). 3شكل (ادامه دارد 

اي  در موقعيت مشـابه  FFT-1و  SST-1در دو آنزيم  GH32ناحيه 
سـه آنـزيم    قرار دارد و طول اين ناحيـه در هـر   FEH-1نسبت به 

اسيدآمينه اسـت كـه شـامل دو زيـر خـانواده       480مشابه و حدود 
كه به ترتيب ناحيه حفاظت شده بتا فروكتوزيدازها و  3و  2بزرگ 

 .هيدروليز كننده گليكوزيـدي اسـت   32انتهاي كربوكسيل خانواده 
 FFT-1و  SST-1بنابراين اين موضوع بيانگر تشابه بيشتر در آنزيم 

  است كه با بررسـي رابطـه   FEH-1در مقايسه با نسبت به يكديگر 

هاي گليكوزيدي  هيدروليزكننده 32هاي خانواده  همراه نمايش زيرگروه به FEH-1و  SST ،1-FFT-1توالي اسيد آمينه سه آنزيم  -3شكل 
)GH32 (اي محافظت شده  نههاي اسيدآمي حاوي موتيف)بانك : منبع(شود  كه منجر به ساختار سه بعدي مشابه در آنها مي) هاي خاص جايگاه

 ).CDD: اطلاعاتي نواحي حفاظت شده

Figure 3- Amino acid sequences of three enzymes (1-SST, 1-FFT and 1-FEH) along with demonstration of Glycosyl 
hydrolase family (GH32) subgroups and conserved amino acid motifs (specific sites) which led to common structure of 
these enzymes. (Source: Conserved Domain Database). 
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و همچنين نقاط مشترك تـوالي  ) 2شكل (فيلوژنيك اين سه آنزيم 
ناحيه بتا فروكتوزيـداز در   .قابل تاييد است 4توافقي آنها در شكل 

1-SST       روي ساكاروز عمل كـرده و ضـمن شكسـتن پيونـد بـين
كتـوز هـم   -1فروكتوز منجر بـه تشـكيل تـري سـاكاريد     گلوكز و 

منجـر بـه آزاد سـازي يـك گـروه       FFT-1اين ناحيـه در  . شود مي
فروكتوسيل از يك ملكول اينولين و اتصال آن به ملكـول اينـولين   

فقـط منجـر بـه آزاد     FEH-1ولـي در  شود   ديگر و يا ساكاروز مي
اينورتازها هـم   .شود سازي يك فروكتوز آزاد از انتهاي زنجيره مي
اد دهنـد و باعـث آز   واكنش مشابهي را بر روي ساكاروز انجام مي

تشابه اينورتازها  بنابراين، شوند شدن فروكتوز ملكول ساكاروز مي
  مشـابه آنهـا يعنـي واكـنش     بـه جهـت انجـام واكـنش      FEH-1با 
 GH32ناحيه انتهاي كربوكسـيل  . شود تاييد مي گليكوزيلاسيون-د

يچ بتا را به وجود مي آورد كه جايگـاهي بـراي   ساختارهاي ساندو
رسد كه جـدا از   به نظر مي. آورد اتصال كربوهيدرات ها فرآهم مي

هاي بحث شده تفاوت در تـوالي اسـيد آمينـه ناحيـه      ساير تفاوت
حفاظت شده بتا فروكتوزيداز عامل اصلي تفاوت عملكرد اين سه 

هـاي متابوليسـم    يماين عقيده وجود دارد كه تمامي آنز. آنزيم باشد
فروكتان از اينورتازها با تعداد كمـي تغييـرات جهشـي بـه وجـود      

هـا مقـدار    بيشتر اين آنزيم). Vijn and Smeekens, 1999(اند  آمده
ز به گلوكز و فروكتوز كمي فعاليت اينورتازي يعني تجزيه ساكارو

كه  FEHدهند بجز  هاي كم ساكاروز از خود نشان مي را در غلظت
طور كامل  هرسد كه اين توانايي اثر بر روي ساكاروز را ب مي به نظر

رسـد يـك ژن بتـا فروكتوزيـداز      به نظـر مـي  . از دست داده است
شود به داخـل   ها يافت مي قديمي كه هم اكنون در ميكروارگانيسم

ژنوم گياهان نفوذ كرده و يك شاخه از آن به اينورتازهـا و شـاخه   
دخيـل در متابوليسـم فروكتـان    هـاي   و ساير آنـزيم  FEHديگر به 

به همين جهـت همـه   ). Verhaest et al, 2005(تبديل شده است 
اي خيلـي مشـابه دارنـد كـه بـه       ها يك توالي اسـيدآمينه  اين آنزيم
 .هاي گليكوزيل تعلق دارد هيدروليزكننده 32خانواده 

هـا بـه روش    هاي هـر يـك از آنـزيم    توالي كردنرديف  پس از هم

ها بـا   و حصول توالي توافقي براي هر يك از آنزيمكلاستال دابليو 
تـوالي  سـه   كردنرديف  توان هم مي DNAStarافزار  استفاده از نرم

ــزيم ــوافقي آن ــاي  ت ــاط  FEH-1و  SST  ،1-FFT-1ه ــافتن نق و ي
كـه نقـش   ) 4كادر سـياه شـكل   (متفاوت در ناحيه بتافروكتوزيداز 
نقاط نمايش (ام داد ها دارند، انج احتمالي در تفاوت عملكرد آنزيم

كانديـد بـراي توانـا سـاختن آنـزيم       ]↑[داده شده با پيكان سربالا 
بر ساكاروز و نقاط نمايش داده شده با پيكان سر پـايين   اثرجهت 

بـر ايـن   ). بر اينولين اثركانديد براي توانا ساختن آنزيم جهت  ]↓[
رسـد ناحيـه حـذف شـده در ابتـداي ناحيـه        اساس بـه نظـر مـي   

را در تغيير قابليت اين سه  اثربيشترين ) 4شكل (بتافروكتوزيدازي 
 30اي كـه وقـوع حـذف بـزرگ تقريبـاً       گونه هآنزيم داشته است ب

ــيدآمينه ــ FEH-1اي در  اس ــايز از   هب ــه متم ــژه ناحي  FFT )20-1وي
اثـر ايـن    ييمنجر به عدم توانا) احيه حذف شدهاسيدآمينه ابتداي ن

  . است شدهآنزيم بر روي ساكاروز 
هـاي   رسـد كـه بـا اسـتفاده از تـوالي آنـزيم       در مجموع به نظر مي

هاي موجود گيـاهي و   توان روابط فيلوژني بين گونه كاركردي، مي
در ضمن با اسـتفاده  . حتي موجودات پست ميكروبي را تعيين كرد

واه اينولينـاز بـراي   هاي دلخ ـ توان به توالي مي ها پژوهشاز اينگونه 
دستيابي به انواع مشتقات مطلوب حاصل از اينـولين همچـون دي   

ــدها  ــوز انيدري ــل خاصــيت  ) DFAs(فروكت ــه دلي ــروزه ب ــه ام ك
دهـاي وسـيعي در   بيـوتيكي و شـيرين كننـدگي خـاص كاربر     پري

چنـين بـا    هـم . اند، دست يافـت  ي و غذايي پيدا كردهصنايع داروي
ز اينولين از منابع گياهي توليد كننده هاي مسير بيوسنت شناسايي ژن

تـوان اقـدام بـه     ها مي ها و قارچ فروكتان يا ساير منابع مثل باكتري
توليد گياهان تراريخته توليد كننـده اينـولين بـا كميـت و كيفيـت      

چـرا   اسـت گياه مطلوب براي اين منظور چغندرقنـد  . مطلوب كرد
تـوان بـا    ست و مـي كه ماده اوليه ساكاروز را به وفور در خود دارا

به ژنوم آن گياه تراريخته  FFT-1و  SST-1افزودن دو ژن مناسب  
  .مطلوب را مهندسي كرد
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