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ارائه یک روش جدید برای اندازهگیری فعالیت آنزیم 3-بتا-هیدروکسی استرویید 
دهیدروژناز  
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مقدمه 
ــی      فاکتور رشد اپیدرمال، سنتز آنزیم 3 ـ بتا ـ هیدروکس
استرویید دهیدروژناز(E.C.1.1.1.145) را تنظیم میکند و 

مکانیسم این کنترل بخوبی شناسایی شده است(1).  
ـــه فعــالیت آنزیــم 3 ـ بتــا ـ      محققـان نشـان دادهانـد ک
هیدروکسی استرویید دهیدروژناز در بیوسنتز هورمونهای 

استروییدی از اهمیت زیادی برخوردار است(2).  
    دو سیسـتم آنزیمـی در تبدیـل آنزیمـی کلســـترول بــه 
پروژسترون دخالت دارنــد. شـاخه جـانبی کلسـترول بـاید 
ــک آنزیـم حـذف شـود تـا مولکـول کلسـترول بـه  توسط ی

پرگننولون تبدیل گردد.  
 

 
 
 
 
 

 
    آنزیمــی کــه پــرگننولــون را در مرحلــه بعــدی بـــه 
پـروژسـترون تبدیـل میکنـد شـامل، 3 ـ بتـا هیدروکســـی 
اســـترویید دهیـــدروژنـــــاز، NAD اکســــیدوردوکتاز 
ــراز  (E.C.1.1.1.145) و 3 ـ کتواسترویید دلتا 4 و5 ایزوم

ــه صـورت 3B-HSDH نوشـته  (E.C.5.3.3.1) است که ب

میشـود(3). در ســـالهای اخــیر توزیــع آنزیــم 3 ـ بتــا ـ 
هیدروکسی استرویید دهیــدروژنـاز در بـافت مغـز و غـده 
ــی قـرار  هیپوفیز توسط روشهای ایمونوشیمی مورد بررس
ــــایج آن در شـــناخت مکانیســـم ســـنتز  گرفتــه کــه نت

نورواستروییدها اهمیت فراوانی داشته است(4).   
 

چکیده  
    3-بتا-هیدروکسی–دلتا–5استرویید دهیدروژناز، مهمترین آنزیم کلیدی در بیوسنتز هورمونهای استروییدی است کـه در
تبدیل پرگننولون به پروژسترون در مسیر بیوسنتز هورمونهای جنسی نقش دارد. این کمپلکس آنزیمی دومین آنزیم شرکت
ــیری فعـالیت آن در کننده در مسیر بیوسنتز هورمونهای استروییدی است که در این پژوهش یک روش ساده برای اندازهگ
بیضه موش آزمایشگاهی ارائه شده است. برای انجام این تحقیق مقادیر زیاد پرگننولون همراه با  غلظتهای متفاوت هموژنه
ــتر بافت بیضه موش آزمایشگاهی انکوبه شد. مخلوط واکنش شامل پرگننولون، کوآنزیم نیکوتینآمید دینوکلئوتید و ایزونی
ــود کـه بـه و تترازولیم در 0/150 مولار بافر تریس با PH=8 و همچنین آنزیم استخراج شده از بیضه موش آزمایشگاهی ب
ــد و جـذب نـوری آن در طـول مـوج 495 نـانومتر توسـط اسـپکترو فتومـتر مدت 1/5 ساعت در دمای 37 درجه انکوبه ش
اندازهگیری گردید. نتایج به دست آمده نشان داد که فعالیت 3-بتا–هیدروکســی اسـترویید دهیـدروژنـاز از زمـان و غلظـت
ــه در ایـن مطالعـه حساسـیت پروتئین محلول آنزیمی به صورت خطی تبعیت میکند. لازم به ذکر است که روش به کار رفت

کافی برای اندازهگیری فعالیت آنزیم  استرویید دهیدروژناز بیضه موش آزمایشگاهی را داشت. 
          

کلیدواژهها:   1 – 3-بتا-هیدروکسی استرویید دهیدروژناز   2 – بیضه موش   3 – اسپکتروفتومتر 

این طرح پژوهشی تحت حمایت مالی دانشگاه علوم پزشکی بابل انجام شده است(شماره ثبت: 13799) همچنین در ششمین کنگــره بیوشـیمی در تـهران سـال 1380 و در
نهمین کنگره بینالمللی بیوشیمی در هند سال 1381 و ارائه گردیده است. 

I) دانشیار گروه بیوشیمی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی بابل. 
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    محققان مختلفی آنزیــم 3B-HSDH را از میتوکنـدری و 
ــرده و خصوصیـات آن را مـورد مطالعـه  میکروزوم جدا ک
قـرار دادهانـد. در ایـن مطالعـات بـه نقـش آنزیـم 3 ـ بتــا ـ 
هیدروکسی استرویید دهیدروژناز و پروژسترون در طناب 
نخاعی نیز اشاره شده است(5). همچنین مشــخص شـد کـه 
ــده آدرنـال اثـر  هورمون تستوستون بطور مستقیم روی غ
ــی  کـرده و سـبب مـهار فعـالیت آنزیـم 3 ـ بتـا ـ هیدروکس
ــک مطالعـه کـه اثـر  استرویید دهیدروژناز میگردد(6). در ی
مهار کنندهها بر تبدیل پرگننون و دهیدرواپی آندروسـترون 
ــک بررسـی شـده بـود،  توسط هموژنه آنزیمهای استروژنی
ــه جفـت انسـان، اپـی اندروسـتین  نشان داده شد که هموژن
دیون را بــه اندروسـتین دیـون، تستوسـترون و 17 ـ بتـا ـ 
ــترون و 5  استرادیول و استرون و پرگننولون را به پروژس
ـ آلفا پروژسترون تبدیل میکند(7). فعــالیت آنزیـم 3 ـ بتـا ـ 
هیدروکسی استرویید دهیدروژناز از طریق تبدیــل دهیـدرو 
اندروسترون به پروژسترون با استفاده از اســپکتروفتومتر 
ــود(8). نارسـایی فعـالیت آنزیـم 3 ـ بتـا ـ  اندازهگیری میش
هیدروکسی استرویید دهیــدروژنـاز در کودکـان مبتـلا بـه 
ـــت(9). مرحلــه کلیــدی در  کلسـتازیس مشـخص شـده اس
ــتروییدی تبدیـل اسـتروییدهای 5ـ  بیوسنتز هورمونهای اس
دلتا ـ 3 ـ بتا ال به استروییدهای 4 ـ دلتا ـ 3 ـ اکسو توسط 
گنادهـا یـا غـدد آدرنـــال اســت، مــانند پــروژســترون و 
آندرواستات 4ـ ان و 3 و 17 دی ان (اندروستین دیون ) که 
از نظر بیولوژیکی بسیار فعال بوده و میتواند پس از انتقال 
به داخل اندروژنها، استروژنها یا کورتیکوستروییدها عمل 
کند. این مرحله تبدیل توسط 2 آنزیم کاتالیز میشود که بــه 
ــس اسـت و شـامل آنزیـم 5 ـ دلتـا ـ 3 ـ بتـا  صورت کمپلک
هیدروکسی استرویید دهیدروژناز   (E C. 1.1.1.51 ) و 5 
 ( E C. 5.3.3.1 )ـ دلتـا ـ 3 ـ اکسـو اسـترویید ایزومـراز
ــم NAD دارد(10)  میباشد. اولین واکنــش نیاز بــه کوآنزی
محققان گزارش کردهانــد کــه پروژسترون بیان ژن آنزیم 
ـــترویید دهیــدروژنــاز را تحریــک  3 ـ بتاهیدروکسـی اس
ــافتن بـه یـک  میکند(11). هدف از انجام این پژوهش دست ی
ــالیت آنزیـم 3 ـ  روش سریع و حساس برای اندازهگیری فع

بتا ـ  هیدروکسی اســترویید دهیـدروژنـاز در بـافت بیضـه 
ـــب کـــه  موش آزمایشگاهی(Rat) بوده است. بدیــن ترتیـ
از یــک روش کالریمتریـک ساده برای اندازهگیری 3 ـ بتا ـ 
ـــدروژنــاز در بیضــه مــوش  هیدروکسـی اسـترویید دهی

آزمایشگاهی استفاده شد.  
 

روش بررسی 
    در این بررسی موادشیمیایی مورد نیاز عبارت بودند از: 
ــا ـ ال 2 ـ اون) و تستوسـترون،  پرگننولون(5 ـ پرگنه 3 ـ بت
(17 ـ بتا ـ هیدروکسی اندروستان ـ 4 ـ ان ـ 3 ـ اون) که از 
نمایندگی شرکت سیگما خریداری شده بود و نیکوتین آمیـد 
ــک سـدیم(NAD)، فـرم احیـا شـده  آدنین دی نوکلئوتید نم
نیکوتیـن آمیـد آدنیـن دی نوکلئوتیـد(NADH) ایدونیـــترو 
تـترازولیم کلرایـد(INT) و فنـازن متوســـولفات(PMS) از 

نمایندگی شرکت مرک تهیه شده بودند.  
ــار بـرده شـده در ایـن بررسـی عبـارت      معرفهای به ک
بودند از: 1- بافر فتالدیید(100 میلی مولPH=3/4) که 5/20 
گـرم از پتاسـیم هیـدروژن فتـالدیید بـــه 100 میلیلیــتر از 
اسیدکلریدریــــک نرمــال و 5 میلیلیتـــر از توئیـــــن 20، 
اضافــه و  PH آن روی 3/4 تنظیـم گردیـد و حجـم نـهایی 

محلول توسط آب مقطر به 500 میلیلیتر رسانده شد.  
 :(PH=8 ،0/15 مـولار)2- بافر تریس ـ اســید کلریدریـک    

   (Nicotinamide adenine dinucletide) NAD

(5میلیمول در لیتر). 
ـــرم ایدونیــترو      ـ بـرای تهیـه معـرف رنگـی 50 میلـیگ
تـترازولیم کلرایـد، 15 میلـیگـرم فنـازن متوســولفات و 1 
میلیلیتر توئین 20 در 100 میلیلیتر از آب مقطر حل شد و 
ــد. در  از آن بـرای رسـم منحنـی اسـتاندارد اسـتفاده گردی
شرایط اندازهگیری آنزیم، پس از حذف فنازن متوسولفات، 
معرف رنگی در شیشههای تــیره نگـهداری و ذخـیره شـد. 
برای تهیه سوبسترا، پرگننولون در 0/5 میلیلیتر از محلول 
دی متیل فرم آمید حل شد و محلول غلیظ ذخیره با غلظــت 
1 میلیمول در 100 میلیلیتر از بافر تریــس (0/15 مـولار، 
PH=8) تهیه گردید. حیوانات آزمایشگاهی در ایــن مطالعـه 
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در قفسههای جداگانه بــه تعـداد 6 تـایی و درجـه حـرارت 
ــنایی و 12  حدود 5±23 درجه و دورههای 12 ساعت روش
ساعت تاریکی نگهداری میشــدند. در ایـن بررسـی بیضـه 
موشهای آزمایشگاهی صحرایــی بالغ(Rat) پس از کشــته 
شدن از طریق بیهوشی با اتر خارج میشد و حدود 2 تــا 4 
بیضه از موش آزمایشگاهی بـا وزن 5 میلـیگـرم در لولـه 
آزمایش قــرار داده میشـد، سـپس در 5 میلیلیـتر از بـافر 
تریس- HCL(0/015 مولار با PH=8) هموژنیزه میگردید 
ــا دور 4500 در دمـای حـدود 5-10  و پس از سانتریفوژ ب
درجه محیط آزمایشگاه (کلمنت 2000) محلول رویی بــرای 
اندازهگیری فعالیت آنزیم 3 ـ بتــا اسـترویید دهیـدروژنـاز 

مورد استفاده قرار میگرفت. 
    ـ انـدازهگـیری فعـالیت آنزیـم 3 ـ بتـا ـ هیدروکســی 
استرویید دهیــدروژنـاز: فعـالیت آنزیـم در بـافر تریــس 

  NAD حاوی 500 میکرومول PH=8 0/15 مولار و ،HCL

و سوبسترا(پرگننـولون ) به مقدار 100 میکرومول در حجم 
محلول به میزان 5 میلیلیتر اندازهگیری شد. واکنش آنزیمی 
و سوبسترا با اضافه کردن آنزیم (محلول رویی همــوژنـه) 
به میزان 100 میکرولیتر و انکوبه کردن در دمای 37 درجه 
ــد. همچنیـن واکنـش  سانتیگراد به مدت 90 دقیقه شروع ش
آنزیمی و سوبسترا با افزودن 2 میلیلیتر از بافر فتالدئید با 
ــدورت از طریـق انجـام  PH=8 متوقف گردید. پس از رفع ک
ــه محلـول رویـی  سانتریفوژ در 3500 دور به مدت 20 دقیق
برداشته شد و جذب نوری هر یک از نمونه ها در طول موج 
495 نـانومتر توسـط اسـپکتر و فتومـــتر (سیســیل 1020) 
اندازهگیری گردید. فعــالیت آنزیمـی بـا اسـتفاده از منحنـی 
استاندارد و بر حسب مقدار نــانومول NADH تولیـد شـده 
در ساعت در هر میلی گرم پروتئیــن بـافت بیضـه محاسـبه 
شد. مقدار پروتئین بافت بیضه نیز بــه روش لـوری تعییـن 
گردید. برای دست یــافتن بـه نمـودار اسـتاندارد محلـول 1 
میلـی مـول از کوآنزیـــم NADH در آب مقطــر و غلظــت 
NADH در مقادیر متغیر صفر تا 300 نانومول تهیه شد و 

ــا معـرف  پس از واکنش دادن با حجم حدود 0/5 میلیلیتر ب
رنگی و ایجاد رنگ، 2 میلیلیتر از بافر فتالدیید به هر یک از 

لولههای آزمایش اضافه گردید و میزان جذب در طول موج 
ـــایج از روش  495 نـانومتر خوانـده شـد. بـرای مقایسـه نت
آماری Student T-t-test اسـتفاده شـد. مقـادیر سنجـش 
ــترویید دهیـدروژنـاز  فعالیت آنزیم 3 ـ بتا ـ هیدروکسی اس
بافت بیضه موش آزمایشگاهی بر حسب میانگین و خطــای 
ــیز  استاندارد ارائه شد و برای بررسی تفاوت بین گروهها ن
از آنالیز واریانس استفاده گردید و مقدار P<0/05 معنیدار 
ــا برنامـه اکسـل 2000 رسـم  در نظر گرفته شد. نمودارها ب

شدند. 
 

نتایج 
    منحنی اســتاندارد انـدازهگـیری NADH توسـط احیـای 

تـترازولیم در نمـودار شـماره 1 نشـــان داده شــده اســت.     
غلظتهای مختلف NADH پــس از واکنـش دادن در حضـور 
ـــافر تریــس ـ HCL(0/15 مــولار،  فنـازن متوسـولفات و ب
ــول مـوج 495 نـانومتر  PH=8) و ایجاد کمپلکس رنگی در ط
انـدازهگـیری شـد. سیسـتم سـنجش فعـالیت آنزیـم در ایــن 
ــیز در  پژوهش با غلظتهای پرگننولون در غلظتهای متفاوت ن
نمـودار شـماره 1 نشـان داده شـده اسـت. سـرعت واکنــش 
ـــا غلظــت 250 میکرومــول در لیــتر سوبســترا  آنزیمـی ت
(پرگننولون)، بــه صـورت خطـی بـود. در جـدول شـماره 1 
فعـالیت آنزیـم بـا روش کـــالریمتریک و اســپکتروفتومتری 

مقایسه شده است.  
جدول شماره 1- مقایسه فعالیت آنزیم 3 ـ بتا ـ هیدروکسی استرویید 

دهیدروژناز با 2 روش اندازهگیری فعالیت آنزیمی(مقادیر بر حسب میانگین ±خطای 
استاندارد ارائه شده است و حاصل تکرار حداقل 6 بار انجام آزمایش بطور جداگانه) 

مقدار فعالیت آنزیمی روش اندازهگیری فعالیت آنزیمی 
 0/13±0/54 نانومول در میلیگرم در دقیقه روش اسپکتروفتومتری 

0/16±1/64 نانومول در میلیگرم در دقیقه روش کالیمتریک 
 

ــر حسـب      نمودار شماره 2 نشاندهنده تغییرات سرعت ب
مقدار عصاره آنزیمی میباشد. با مقادیر متفاوت از محلـول 
ــد،  سوبسترا که به محلول سنجش فعالیت آنزیمی اضافه ش
ــش از مقـدار مطمئـن(100  مشخـص گردید که در مقادیر بی
ــدار سوبسـترا بـه  میکرومول) سرعت واکنش آنزیمی از مق
صورت خطی تبعیت نمیکند، بنابراین سوبســترا در بخـش 
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ــی در حـد پـایینتر از 100 میکرومـول مـورد  فعالیت آنزیم
ــش آنزیمـی و  استفاده قرار گرفت تا رابطه بین سرعت واکن

محلول سوبسترا به صورت خطی باشد.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 1- منحنی استاندارد اندازهگیری NADH توسط احیای 
تترازولیم. مقادیر بر حسب میانگین ±خطای استاندارد ارائه شده است و 

حاصل تکرار حداقل 6 بار آزمایش بطور جداگانه است. 
     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 2- منحنی تغییرات سرعت بر حسب مقدار عصاره 
آنزیمی برای آنزیم 3 ـ بتا ـ هیدروکسی استرویید دهیدروژناز بیضه موش 

آزمایشگاهی با سوبسترای پرگننولون در سیستم سنجش استاندارد آنزیمی. 
مقادیر بر حسب میانگین ±خطای استاندارد ارائه شده است و حاصل تکرار 

حداقل 6 بار آزمایش بطور جداگانه است.   

    نمودار شماره 3 اثر مدت زمان انکوباسیون را بر فعالیت 
آنزیم 3 ـ بتا هیدروکسی استرویید دهیدروژناز بافت بیضه 
ــگاهی نشـان میدهـد همـانطور کـه در ایـن  موش آزمایش
نمـودار مشاهده میشود، تا زمان 100 دقیقه، فعالیت آنزیم 
3 ـ بتـاـ هیدروکسـی اسـترویید دهیـدروژنـاز را میتـــوان 
ــان بـه صـورت خطـی  اندازهگیری نمود و منحنی تا این زم

اسـت.              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 3- اثر مدت زمان انکوباسیون بر فعالیت آنزیم 3 ـ 
بتا ـ هیدروکسی استرویید دهیدروژناز بیضه موش آزمایشگاهی. 
مقادیر بر حسب میانگین ±خطای استاندارد ارائه شده است و حاصل 

تکرار حداقل 6 بار انجام آزمایش بطور جداگانه است. 

 
بحث  

ـــرای      در ایـن پژوهـش یـک روش کـالریمتریک سـاده ب
اندازهگیری 3 ـ بتا ـ هیدروکسی استرویید دهیدروژناز در 
بیضه مــوش آزمایشـگاهی بـه کـار بـرده شـد. جـایگزینی 
ایدونیـتروازولیم کلرایـد، نمـک تـــترازولیم در ایــن روش، 
موجب افزایش توانایی ایــن روش در انـدازهگـیری فعـالیت 

آنزیم استرویید دهیدروژناز شده است.  
ـــد شــده از طریــق      در ایـن روش مقـدار NADH تولی
ــوش آزمایشـگاهی و  اکسیداسیون استرویید بافت بیضه م
جفت کردن NADH ایجاد شده با واکنش احیای تترازولیم 
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توسط دیافورز بافت بیضه موش آزمایشگاهی اندازهگیری 
گردیـد، مقـدار فعـالیت 3 ـ بتـا ـ هیدروکســـی اســترویید 
دهیدروژناز با روش ما برابر بــا 0/16+1/64 نـانومول در 
ــر  میلیگرم در دقیقه بود اما باروش اسپکتروفتومتری براب
ـــرم در دقیقـه بـه دسـت  با 0/13+0/54 نانومول در میلیگ
 P<0/05 مستقل بــا سـطح معنـیدار بـودن T آمد. آزمون
ــــور معنـــیداری از روش  نشــان داد کــه روش مــا بط
اسپکتروفتومتری بــهتر اسـت. آنـالیز واریـانس بـا تکـرار، 
ــــــا و روش  اختــــلاف معنــــیداری را بیــــن روش م
اسپکتروفتومتری نشــان داد. روش بـه کـار رفتـه در ایـن 
ــا ـ هیدروکسـی اسـترویید  پژوهــش فعالیــت آنزیم 3 ـ بت
ــه  دهیدروژناز را که به روش UV قابل اندازهگیری نبود، ب
دلیل جذب بالای فورمازان اندازهگــیری نمـود کـه  فعـالیت 
ــا حـدود 0/5 میلـیگـرم پروتئیـن بـافت بیضـه بـه  آنزیم ت
ــده  صورت خطی بود(نمودار شماره 1). یافتههای به دست آم
در این پژوهش با نتایج گزارش شده توسط سایر محققــان 
قابل مقایســه اسـت(2و 4). در ایـن مطالعـه کنتیـک آنزیمـی 
ـــاز در  آنزیـم 3 ـ بتـا ـ هیدروکسـی اسـترویید دهیـدروژن
ــان و غلظـت سوبسـترا مـورد بررسـی قـرار  ارتباط با زم
گرفت(نمودار شماره 2و 3). کنتیک آنزیمی درجه اول (سـرعت 
اولیــه) در زمــان آنکوباســیون 120 دقیقــه و تــــا 100 
ــه،  میکرومول در لیتر سوبسترا بود. رابطه بین سرعت اولی
ــب تـا زمـان 120 دقیقـه و  زمان و مقدار سوبسترا به ترتی
مقدار سوبسترای 100 میکرومول در لیتر به صورت خطی 
بود. روش ما برای انــدازهگـیری فعـالیت آنزیـم در سـایر 

بافتهای استروژنیک نیز قابل استفاده میباشد.  
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DEVELOPMENT OF A NEW METHOD FOR DETERMINATION OF 3β-HYDROXY STEROID
DEHYDROGENASE ACTIVITY  

                                                                                                                     I
D. Qujeq, PhD  

ABSTRACT
    3 beta-Hydroxy-Delta-5-steroid dehydrogenase is an important key anzyme of steroid hormone
biosynthesis, which is involved in catalyzing the conversion of pregnenolone to progesterone in the
biosynthesis of steroid sex hormones. This complex enzyme is the second enzyme in the steroid hormone
biosynthesis pathway and it is identified as an autoantigenic target. In this study, a simple method is
presented for the quantitative assay of 3β-Hydroxy steroid dehydrogenase activity in testis of rat. An
excess of pregnenolone was incubated with several concentrations of whole testis homogenate. The
reaction mixture containing the pregnenolone, NAD, isonitrotetrazolium in 0.15 M Tris-HCL
buffer(PH=8) and the enzyme extract from testis of rat was incubated for 1.5 at 37°c. Absorbance at 495
nm was read in a spectrophotometer. The results showed that 3-β-hydroxy steroid dehydrogenase activity
was linear with time and protein concentration. The present method can easily be performed and is
sensitive enough to assay 3-β-hydroxy steroid dehydrogenase activity in rat testis.

Key Words:   1) 3 β-hydroxy steroid dehydrogenase    2) Rat testis  3) Spectrophotometer
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