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هاي فيزيكوشيميايي و ساختاري يك و بررسي ويژگي سازيهمسانه

از بافت حبه انگور  I، متعلق به زيرگروه hتيوردوكسين نوع  ژن

(Vitis vinifera L.) رقم عسكري  
  4، سعيد نواب پور3، قاسمعلي گروسي2*، رحيم حداد1رضا حيدري جاپلقي

  
استادياران گروه بيوتكنولوژي آموخته كارشناسي ارشد و به ترتيب دانش -3و2،1

  .، قزوين، ايران)ره(كشاورزي، دانشگاه بين المللي امام خميني 
استاديار گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي  - 4

 گرگان، ايران

 raheemhaddad@yahoo.co.uk :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )1/3/90 :تاريخ پذيرش -  4/6/89 :ريافتتاريخ د(

  

تمام  هستند كه در فراوانيهاي كوچك و سولفيد ردوكتاز، دي)Trxs(ها تيوردوكسين
يافت شده و در تنظيم ردوكس سلولي هاي عالي تا يوكاريوت هاموجودات زنده از پروكاريوت

، fنوع تيوردوكسين مختلف  6در مقايسه با ساير موجودات زنده، گياهان داراي . دخالت دارند
h ،m ،o ،x  وy تنها تيوردوكسين نوع  باشند كهميh  با اشكال متعدد، بطور وسيع مورد مطالعه قرار

در فرآيندهاي مختلفي از جمله محافظت سلولي در برابر تنش اكسيداتيو ايفاي نقش  گرفته و
 .Vitis vinifera L. cv( ر عسكرياز بافت حبه انگو hژن تيوردوكسين نوع سازي همسانه. نمايدمي

Askari( برداري معكوس مراز نسخهاي پليبا استفاده از تكنيك واكنش زنجيره)RT-PCR (انجام 
توالي . هاي فيزيكوشيميايي، ساختاري و فيلوژنتيكي آن مورد بررسي قرار گرفتويژگي ه وشد

بوده و يك  bp345 ، به طول VvTrx h4نوكلئوتيدي چارچوب باز خواني اين ژن، تحت عنوان 
وزن . باشدمي WCGPCجايگاه فعال معمول اسيدآمينه را رمز نموده و داراي  114پروتئين با 

بيني شده اين پروتئين به ترتيب برابر مولكولي تخمين زده شده و نقطه آيزوالكتريك پيش
ده از ساختار كريستالي بعدي آن با استفابيني ساختار سهبوده و پيش 22/5كيلودالتون و  76/12

هاي بررسي شده از آرابيدوپسيس نشان داد كه اين پروتئين با ساير تيوردوكسين AtTrx h1ژن 
را  Thioredoxin Foldبعدي از نوع ، ساختار سهαمارپيچ  4و  βصفحه  5مطابقت داشته و با داشتن 

ساير  hهاي نوع وكسينتوالي پروتئيني بدست آمده شباهت زيادي را با تيورد. دهدنشان مي
از جنس مركبات  Shiranuhiو رقم ) Pth3تشابه با تيوردوكسين  درصد 89(گياهان، از قبيل صنوبر 

هاي هاي فيلوژنتيكي با استفاده از ژنبررسينشان داده و ) Cshمشابه با تيوردوكسين  درصد 86(
بوده و متعلق به  hن نوع ، تيوردوكسيVvTrx h4تيوردوكسين از گياهان ديگر نشان داد كه ژن 

  .باشدمي Iاز زيرگروه  IAزيركلاس 
  

  
  
  

  ژنتيك نوين
  1390 تابستان، 2 ، شمارهششمدوره 
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هاي فعال كننده تكثير گيرنده
 ،انگور

  ،hتيوردوكسين نوع 
  ،جداسازي

  ، بعديساختار سه
  سازيهمسانه

 
 

 چكيده

 هاي كليدي واژه
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 فراوانیهاي کوچک و سولفید ردوکتاز، دي)Trxs(ها تیوردوکسین

- تا یوکاریوتهاتمام موجودات زنده از پروکاریوتهستند که در

یافت شده و در تنظیم ردوکس سلولی دخالت دارند هاي عالی 

سولفیدي فعال، ها با داشتن یک گروه دياین پروتئین). 37و  16(

: بسیاري از فرآیندهاي سلولی شامل اي را درنقش تنظیم کننده

، )42و  20(ها متابولیسم، تنفس نوري، ترجمه، بیوسنتز ویتامین

، )56و  3(DNA، سنتز )24و  5(برداري ، نسخه)3(فتوسنتز 

زنی بذور ، جوانه)53و  43(محافظت سلولی در برابر تنش اکسنده 

 و کاهش حساسیت و) 21و  16، 5(، خودناسازگاري )2(غلات 

توالی . نمایندایفا می) 29(زا و سمی هاي حساسیتسمیت پروتئین

ها در وضعیت اکسید شده یک پیوند جایگاه فعال تیوردوکسین

دهد، اما در حالت احیاء شده، گروه سولفیدي را تشکیل میدي

هاي تواند فعالیت بسیاري از پروتئینها میتیول تیوردوکسیندي

شان تحت شعاع سولفیديندهاي ديهدف را از طریق احیاء پیو

در حالی که اغلب موجودات زنده داراي ). 37و  33(قرار دهد 

باشند، انواع مختلفی از هاي تیوردوکسین میتعداد اندکی از ژن

براي . هاي تیوردوکسین در گیاهان مختلف یافت شده استژن

ژن تیوردوکسین در ژنوم گیاه آرابیدوپسیس  48مثال، حداقل 

)Arabidopsis thaliana ( شناسایی شده است)42 .(  

داراي دو سیستم تیوردوکسین، شامل سیستم وابسته  گیاهان عالی

سیستم . باشندمی NADPHبه فردوکسین و سیستم وابسته به 

ها قرار داشته و شامل وابسته به فردوکسین، درون کلروپلاست

ها در این تیوردوکسین. باشدمی yو  f،m،xهاي تیوردوکسین

تیوردوکسین  -هسته کد شده و به وسیله آنزیم فردوکسین

ردوکتاز
1

)FTR ( احیاء شده و یک انتهاي آمینو با طول زیاد دارند

که احتمالاً یک پیتید راهنما
2

ها براي ورود به درون کلروپلاست 

شامل NADPHسیستم وابسته به ). 45و  16، 9(باشد می

بوده که ) سیتوزولی(hو ) یمیتوکندریای(oهاي تیوردوکسین

تیوردوکسین ردوکتاز - NADPHتوسط آنزیم 
3

)NTR (احیاء می-

هایی ، بجز همشکلhنوع هايتیوردوکسین). 51و  20، 16(شوند

                                                          
1 Ferredoxin thioredoxin reductase
2 Signal peptide
3 NADPH thioredoxin reductase

هاي با سایر گروه است، CxxSشان به صورت که جایگاه فعال

-مشابه میWC[G/P]PCتیوردوکسین در داشتن جایگاه فعال 

، hهاي نوع در اکثر تیوردوکسین WCGPCعال جایگاه ف. باشند

هاي میتوکندریایی و کلروپلاستی معمول است، در تیوردوکسین

هاي فقط در تعدادي از همشکل WCPPCحالی که جایگاه فعال 

به سه  hنوع هايتیوردوکسین). 16(وجود دارد  Iزیر گروه 

در  بندي شده و نقش مهمی راتقسیم IIIو  I ،IIزیرگروه مختلف

هاي محافظت سلولی در برابر تنش اکسیداتیو و به دنبال آن تنش

به  IIو  Iهاي اعضاي زیرگروه). 16(نمایند زنده و غیرزنده ایفا می

 hهاي احیاء شده در حالی که احیاء تیوردوکسین NTRوسیله 

گلوتاردوکسین/توسط سیستم گلوتاتیون IIIزیرگروه 
4

-انجام می 

  ).20و  16، 15(شود 

Gautier  دو ژن تیوردوکسین نوع ) 14(و همکارانh  را از

) Triticum aestivum(بذور نارس گندم  cDNAکتابخانه 

هاي کاتالیتیکی سازي نموده و ویژگیجداسازي و همسانه

ها آن. ها را مورد بررسی قرار دادندهاي تولید شده آنپروتئین

به احیاء هاي تیوردوکسین قادر مشاهده نمودند که پروتئین

و همکاران  Gelhaye. باشنداي بذر گندم میهاي ذخیرهپروتئین

 ESTرا از کتابخانهhسه توالی رمز کننده تیوردوکسین نوع ) 15(

) Populus trichocarpa(ریشه گیاه صنوبر /هاي برگبافت

این محقق در گزارشی دیگر . سازي نمودندجداسازي و همسانه

ها حاوي توالی جایگاه فعال متفاوت اعلام نمود که این همشکل

و همکاران  Laloi. هاي مختلفی تعلق دارندبوده و به زیرگروه

در گیاه آرابیدوپسیس در اثر  TRXh5نشان دادند که ژن ) 33(

آسیب بافت، پیري، آلودگی با عامل بیماریزاي قارچی و شرایط 

. شودهاي مختلف القا میتنش اکسنده به میزان زیادي در بافت

Peterson  بعدي یک پروتئین ساختار سه) 47(و همکاران

، از گیاه آرابیدوپسیس AtTrxh1تحت عنوان ، hتیوردوکسین نوع 

NMRرا در وضعیت اکسید شده و به روش 
5

. تعیین نمودند

بعدي ها نشان داد که این پروتئین داراي ساختار سهبررسی آن

هامختص تیوردوکسین
6

و  βي پنج صفحه بوده به طوري که حاو 

                                                          
4 Glutathione/glutaredoxin system
5 Nuclear magnetic resonance
6 Thioredoxin fold

مقدمه
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سازي همسانه) 11(و همکاران  Cazalis. باشدمی αچهار مارپیچ 

را تحت تیمار با  hو بیان متفاوت سه همشکل ژن تیوردوکسین 

در بذور گندم مورد ) H2O2(و اکسنده ) NaCl(هاي شوري تنش

نتایج نشان دهنده الگوي متفاوت بیان سه . بررسی قرار دادند

یک ) 46(و همکاران Park. مار شده بودآیزوفرم در بذور تی

آرابیدوپسیس  گیاهیولهاي سیتوزرا از عصاره hتیوردوکسین نوع 

 ه ودسازي نموو همسانهجداسازي  بودند، تحت تیمار گرمایی که

 نشان داد که پروتئین هاآننتایج بررسی .نامیدند AtTrx-h3آن را 

 ی در گیاهموجب افزایش تحمل گرمای رمز شده توسط این ژن

  .شودمی آرابیدوپسیس

در تنظیم ردوکس سلولی دخالت هاي تیوردوکسین از آنجائیکه ژن

پس از  .شد که در انگور نیز باید بیان شوندبینی میدارند، لذا پیش

 NCBIبا شماره دستیابی (Vvh10جداسازي و شناسایی ژن 

GenBank HM622264 ( از بافت حبه انگور یاقوتی)در این )1 ،

دیگر که  cDNAسازي و توصیف یک توالی کامل مطالعه، همسانه

از بافت حبه انگور عسکري، تحت  hرمز کننده تیوردوکسین نوع 

-سپس ویژگی. شودباشد، توضیح داده می، میVvTrx h4عنوان 

بعدي توالی هاي فیزیکوشیمیایی و ساختارهاي دوبعدي و سه

هاي اختصاصی موجود هپروتئینی بدست آمده با استفاده از برنام

هاي بینی شده و با استفاده از بررسیپیش Swiss-Protدر پایگاه 

هاي سایر گیاهان نشان همولوژي و فیلوژنتیکی با تیوردوکسین

بوده و به  hتیوردوکسین نوع دهیم که ژن همسانه شده، می

.تعلق داردIاز زیرگروه  IAزیرکلاس 

  

  

  مواد گیاهی و نمونه برداري

فت حبه در مرحله تغییر رنگ حبهبا
7
از انگور عسکري از تاکستان  

انگور در مرکز تحقیقات انگور، وابسته به مرکز تحقیقات وزارت 

آوري ، جمع)استان قزوین(جهاد کشاورزي، واقع در شهر تاکستان 

بندي شده و هاي آلومینیومی بستهو پس از توزین، درون ورقه

ها سریعاً به نمونه. داده شد بلافاصله درون ازت مایع قرار

                                                          
7 Veraison

درجه  - 80آزمایشگاه انتقال داده شده و تا زمان آزمایش در دماي 

  . گراد نگهداري شدندسانتی

  کل RNAاستخراج 

  Reidبهینه شده روش CTABکل از روش RNAجهت استخراج 

با بافت مورد نظر .در مقیاس کوچک استفاده شد) 49(و همکاران 

به میزانصورت پودر درآمده وه ازت مایع باستفاده از هاون و 

بافر  لیتریک میلیحاوي لیتري میلی2به یک تیوب  گرم 1/0

، 8pHTris-HClmM300 ،8pHEDTAmM25(استخراج

NaClمولار دو ،PVPدرصد دو ،CTABو بتا درصد دو- 

مرکاپتواتانول
8

 30ها به مدت تیوب.اضافه گردید) درصد دو

با دماي ) ، انگلستانTechne-FTE10AE(مام آب گرم دقیقه در ح

دقیقه به آرامی  5گراد قرار داده شده و هر درجه سانتی 65

سپس . گردیدند) ، انگلستانTechne-FVORTECE(ورتکس 

ایزوآمیل الکل :مرتبه با یک حجم برابر از کلروفرمها دوپروتئین

)v/v24:1( جدید منتقل  لایه بالایی به یک تیوبگردیده و حذف

ایزوپروپانول  حجم6/0و  M3سدیم استات حجم1/0وهگردید

گراد درجه سانتی-80دقیقه در دماي  30به آن افزوده و به مدت 

وسیله سانتریفیوژه نوکلئیک ب هاياسید. دنگهداري گردی

)Hettich-D78532سرعت با ) ، آلمانrpm14000  30به مدت 

در آب و گراد رسوب داده شدهدرجه سانتی 4در دمايدقیقه 

DEPC 8حجم لیتیوم کلراید  3/0در مرحله بعد .حل گردیدشده

ها به مدت یک طول شبتیوبو هها اضافه گردیدبه نمونهمولار 

.نگهداري شدندگراد درجه سانتی 4در دماي )ساعت 8- 12(

به  rpm14000سرعت تریفیوژ با نکل به وسیله سا RNAسپس

رسوب و با استفاده گراد درجه سانتی 4ه در دمايدقیق 30مدت 

بشسته شده و در مقدار مناسب آ درصد 70از الکل اتانول 

DEPC  کمیت و کیفیت  در نهایت، .حل گردیدشدهRNA  کل

-Labomed(با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر یاستخراج

UVD3200280و  260، 230هاي در طول موج )، انگلستان 

مورد بررسی قرار  درصد 2/1الکتروفورز ژل آگاروز و رنانومت

  .گرفت

  

                                                          
8 β-mercaptoethanol

  هامواد و روش
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RT-PCRو واکنش  cDNAسنتز رشته اول 

 تیمارکل  RNAاز محلول  cDNA ،gx5به منظور سنتز رشته اول 

الگو، به RNA، به عنوان )DNase I)Fermentasبا آنزیم  شده

 5به مدت ) Oligo dT (18 mer))Qiagenهمراه آغازگرهاي 

سپس مخلوط . گراد تیمار شدنددرجه سانتی 70قیقه در دماي د

-RevertAidTM Mبردار معکوس واکنش به همراه آنزیم نسخه

MuiV)Fermentas( گراد به مدت یک درجه سانتی 42در دماي

-سازي آنزیم نسخهساعت تیمار شده و پس از آن، عمل غیر فعال

 10راد به مدت گدرجه سانتی 70در دماي (RT)بردار معکوس 

ساخته  cDNAبدین ترتیب رشته اول مولکول . دقیقه انجام گرفت

به عنوان الگو در واکنش  DNA -RNAشده و از این مولکول 

RT-PCR واکنش . استفاده گردیدRT-PCR به منظور تکثیر ژن

VvTrx h4 با استفاده از آنزیمPfu)Fermentas (هاي و آغازگر

ه بر اساس توالی تظاهر یافته اولیگونوکلئوتیدي طراحی شد

شناسایی شده با برنامه ) EST: CB348011(دار برچسب

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov (BLAST  انجام شد)Goes da 

Silva آغازگرهاي اختصاصی با توالی). و همکاران، منتشر نشده-

'ATGGCGGAAGAGGGACAAGGATCCTAC-5-'3هاي 

  و) MAEEGQاي دآمینهآغازگر رفت، مطابق با توالی اسی(

3'-TCAAGCAGTTGCATGCTTCTCGGATCCATC-5'

که ) TEKHATAاي آغازگر برگشت، مطابق با توالی اسیدآمینه(

شامل سه نوکلئوتید اضافی و جایگاه شناسایی آنزیم برشی 

BamHI  بودند  5′در انتهاي)Goes da Silva  و همکاران، منتشر

مخلوط . سنتز شدند آلمان Metabion، که توسط شرکت )نشده

8/8pH (mM Tris-HCl(حاوي  µl50واکنش در حجم نهایی 

20 ،mM (NH4)2SO410 ،mM KCl10 ،mM MgSO42،Triton 

X-1001/0 درصد ،mg/ml BSA1/0 ،µM500  از هرdNTP ،

pM50  رفت و برگشت(از هر آغازگر( ،ng100DNA  الگو و

Pfuواحد از آنزیم  25/1 DNA polymerase  مورد استفاده قرار

با استفاده از یک دستگاه ترموسایکلر  RT-PCRواکنش . گرفت

چرخه  35در ) ، انگلستانTechne-TC512(ریزي قابل برنامه

مرحله : دمایی انجام شد که شرایط دمایی و زمانی هر چرخه شامل

ثانیه،  30گراد به مدت درجه سانتی 94واسرشتگی در دماي 

گراد به مدت یک دقیقه و درجه سانتی 58ماي مرحله اتصال در د

گراد به مدت یک دقیقه درجه سانتی 72مرحله تکثیر در دماي 

-درجه سانتی 94همچنین مرحله واسرشتگی اولیه در دماي . بود

درجه  72دقیقه و مرحله تکثیر نهایی در دماي  3گراد به مدت 

  .دقیقه انجام گرفت 10گراد به مدت سانتی

DNAیابی ي و توالیهمسانه ساز

با اندازه مورد نظر از  RT-PCRسازي محصول خالص پس از

 GF-1 PCR(روي ژل با استفاده از کیت استخراج اسید نوکلئیک 

Clean Up Kit-Vivantis( ، ژن مورد نظر و ناقل پلاسمیدي

pUC19)Fermentas ( برشی توسط آنزیمBamHI)Fermentas (

کیت استخراج اسید نوکلئیک از بوسیله مجدداً و ههضم گردید

سازي خالصها انجام شده،هایی که واکنش هضم درون آنلوله

با  ژن مورد نظر DNAپلاسمید به  واکنش اتصال سپس. ندشد

 )52(هانجام گرفت) T4)FermentasلیگازDNAاستفاده از آنزیم 

 هاي مستعدسلول و محلول اتصال به روش شوك حرارتی به

داده شد انتقال  ،DH5αسویه  )Escherichia coli(اشریشیاکلی 

 SOBها روي محیط کشت جامد باکتري در مرحله بعد). 12(

به منظور انجام  IPTGو  X-gal، سیلینبیوتیک آمپیحاوي آنتی

ساعت تیمار در  16آبی کشت داده شده و پس از  -آزمون سفید

-ان کلونیتعدادي کلونی سفید به عنوگراد،درجه سانتی 37دماي 

در .قرار گرفتند تردقیق هاي نوترکیب، انتخاب و مورد بررسی

 روش تحلیلاستفاده از با  هاي نوترکیباستخراج پلاسمیدنهایت، 

هاي نوترکیب با استفاده نیوو کل) 6(انجام گرفته SDSبایی اقلی

لازم  .و هضم آنزیمی مورد بررسی قرار گرفتند PCRاز دو تکنیک 

سازي شده روي ناقل ه جهت قرارگیري ژن همسانهبه ذکر است ک

با استفاده از هضم آنزیمی با آنزیم برشی  pUC19پلاسمیدي 

HinfI)Fermentas(یابی توالی. انجام گرفتDNA  پلاسمید

انداز باکتریوفاژ با استفاده از آغازگرهاي راه PCRنوترکیب پس از 

T7  در دو جهت رفت و برگشت توسط شرکتSeqlab
9

آلمان، 

  .انجام شد

  

  

                                                          
9 Sequence laboratories gottingen
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  بررسی توالی

هاي فیزیکوشیمیایی پروتئین بدست آمده با استفاده از ویژگی

و  TMHMMو  ProtParam ،PSORT ،ProtScaleهاي برنامه

، PSIpredهاي ساختارهاي دوم و سوم پروتئین به وسیله برنامه

Swiss-MODEL  وSwiss PDB-viewer)هایی در تارنماي لینک

ExPASY :http://www.expasy.ch/tools/ (تعیین گردیدند .

هاي اي به دست آمده به منظور یافتن پروتئینتوالی اسیدآمینه

در  pBLASTهاي اطلاعاتی با استفاده از برنامه مشابه در بانک

مورد جستجو ) NCBI(مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژي آمریکا 

مختلف که بیشترین قرار گرفته و تعدادي توالی پروتئینی از منابع 

- شباهت را با توالی مورد نظر داشتند، انتخاب و براي همردیف

همچنین ). 1جدول (سازي چندگانه مورد استفاده قرار گرفتند 

هاي بررسی فیلوژنتیکی با استفاده از انواع مختلف تیوردوکسین

گیاهان مختلف  hهاي نوع آرابیدوپسیس، صنوبر و تیوردوکسین

سازي شده نوع، زیرگروه و زیرکلاس ژن همسانهبه منظور تعیین 

) ClustalW)http://ClustalW.genome.ad.jpافزار نرم بوسیله

هاي پروتئینی از گیاهان مختلف که براي تهیه توالی. انجام شد

هاي فیلوژنتیکی مورد سازي چندگانه و ساخت درختهمردیف

) 2(بع در جدول استفاده قرار گرفتند به همراه شماره دستیابی و من

  .اندذکر شده

  

سازي هاي پروتئینی مورد استفاده در تهیه همردیفهاي انگور و سایر توالیبا همشکل VvTrx h4میزان یکسانی و شباهت توالی پروتئینی  -1جدول 

  .DNAچندگانه از گیاهان مختلف در سطح پروتئین و 

  جنس و گونه  نام گیاه  ردیف
نام 

اختصاصی 

  ژن

  ینپروتئ

DNA  درصد   شماره دستیابی

  یکسانی

درصد 

  تشابه

Vitis vinifera  Vvh1انگور  1
Vvh2
Vvh3
Vvh5
Vvh6

Vvh10
VvCxxS1
VvCxxS2  

68  

98  

96  

51  

45  

76  

42  

43  

80  

99  

99  

71  

73  

81  

61  

61  

77  

99  

99  

65  

62  

91  

64  

65  

HM370524
HM370525
HM370526
CF513794
CB004453
HM622264
EU280164
HM370528  

  Homo sapiens  H.sapiens  50  70  61  J04026  انسان  2

Oryza sativa  Osh155  72  64  D26547  برنج  3

  تنباکو  4
Nicotiana spp.  Nth1

Nth2
Nbh1  

71  

68  

72  

85  

83  

85  

77  

75  

77  

X58527
Z11803

GQ354821  

Glycine max  Gmh167  86  75  EU144127  سویا  5

Populus trichocarpaPth3728978BU822062صنوبر  6

Ricinus comunisRch1کرچک  7
Rch2

72  

70

85  

85

77  

78

XM_002534085
XM_002510410

Prunus persicaPph738475AF323593گلابی  8

  Medicago sativa  Msh  72  85  80  DQ122787  یونجه  9

رقم   10

Shiranuhi 

از جنس 

مرکبات

Citrus cv. ShiranuhiCsh  73  86  78  EF122401  
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هاي پروتئینی از گیاهان مختلف به همراه شماره توالی. هاي فیلوژنتیکیهاي پروتئینی مورد استفاده براي ساخت درختتوالی -2جدول 

  .بدست آمدندNCBI GenBankپایگاه توالی نوکلئوتیدي دستیابی و منبع از 

شماره دستیابی نام اختصاصی ژن

نوع 

نتیوردوکسی

جنس و گونه نام گیاه ردیف

Z14084
Z35474
Z35473
Z35476
Z35475

BT003140
BT003670
BT011728
AF144390
BT003671

NM_115500
BT025773
AF396650
AY096721
AY059086

O48737
AY079362
BT025735
AK227059
BT000355
BT010965
BT014871

Ath1
Ath3
Ath4
Ath5
Ath2
Ath7
Ath8
Ath9

AtCxxS1
AtCxxS2
AtCxxC2

Ato1
Ato2
Atf1
Atf2
Atm1
Atm2
Atm3
Atm4
Atx

Aty1
Aty2

hI

hII

hIII

o

f

m

x
y

Arabidopsis thaliana آرابیدوپسیس
1

CD038084 Ahh hI Arachnis hypogaea بادام زمینی 2

Q9FRT3 Osh2 hI Oryza sativa برنج 3

BI699372 Gmh2 hI Glycine max سویا 4

BM111010 Sth hI Solanum tuberosum زمینیسیب 5

AY344230 Ibh1 hI Ipomoea batatas زمینی شیرینسیب 6

AY245454
AY245455

Hvh1
Hvh2

hI
Hordeum vulgare جو 7

AW255457 Mph hI Mentha piperita واشخال 8

AF483625
BU822062
AF483266
BU869308
BU835000
CA823821
BU874060

XM_002326599
XM_002325871
XM_002337401
XM_002310030
XM_002306666
XM_002302134

Pth1
Pth3
Pth2
Pth5
Pth4

PtCxxS1
PtCxxS3

Pto
Ptf
Ptm
Ptx

Pty1
Pty2

hI

hII

hIII

o
f
m
x
y

Populus trichocarpa صنوبر 9

U59379
U59380

Bnh1
Bnh2

hI Brassica napus کلزا 10

AY271308 Cph hI Citrus paradisi گریپ فروت 11

AY072771
AF286593
AF420472

Tah1
Tah2
Tah3

hI Triticum aestivum گندم 12

AY496104 Cah hI Capsicum annuum فلفل قرمز 13

AY170650
AJ310990

Psh1
Psh2

hI Pisum sativum نخود فرنگی 14

CB377001 Hbh hI Hevea brasiliensis 15

BJ561302 Inh hI Ipomoea nil 16
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-اي و ویژگیسازي و بررسی توالی اسیدآمینهجداسازي، همسانه

بدست آمدههاي فیزیکوشیمیایی توالی پروتئین 

cDNA  رمز کنندهVvTrx h4 با استفاده از تکنیکRT-PCR  از

پلاسمیدي  بافت حبه انگور عسکري، جداسازي و در ناقل

pUC19 یابی سازي شده و نتایج توالیهمسانهDNA  نشان داد که

سازيموقعیت قرارگیري آن روي جایگاه چندگانه همسانه
10

ناقل  

باشد که با نتایج بدست آمده توسط هضم در جهت معمولی می

  ). 1شکل (مطابقت داشت  HinfIآنزیمی با آنزیم برشی 

                                                          
10 Multiple cloning site

  

                         

  

  

                                         
  

سازي شده با درصد به منظور تعیین جهت ژن همسانه 5/1الکتروفورز ژل آگارز و  pUC19-VvTrx h4ساختار ناقل نوترکیب - 1شکل 

در جهت معمولی روي جایگاه چندگانه براي  VvTrx h4حاوي ژن ناقل نوترکیب ) الف. HinfIاستفاده از هضم آنزیمی با آنزیم برشی 

سیلین و مقاومت به آمپی lacZهاي ، ژن)pMB1(برداري ناقل نوترکیب همچنین توالی مسئول رونوشت. باشدمی) MCS(سازي همسانه

)ApR
سازي دهد که همسانهنشان می هضم آنزیمینتیجه ) ب. نداسازي روي ناقل نوترکیب نشان داده شدهو جایگاه چندگانه براي همسانه) 

پلاسمید غیرنوترکیب ) Kb1 ،1نشانگر مولکولی ) M. کندباند تولید می 5باند شده و در جهت عکس  4در جهت معمولی منجر به تولید 

پلاسمید نوترکیب حاوي ژن ) 4مولی، پلاسمید نوترکیب حاوي ژن در جهت مع) HinfI ،3پلاسمید غیرنوترکیب هضم شده با ) 2هضم نشده، 

  .در جهت عکس

  

  

bp
2500
2000
1500

1000

500

250

4           3            2         1         M

750

1668 bp

517 bp

396 bp

214 bp

1445 bp

517 bp

396 bp

277 bp
214 bp

ب

الف

  نتایج و بحث
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. توالی نوکلئوتیدي و پروتئینی) الف .VvTrx h4ژن  TMHMMو  Hydropathicهايتوالی نوکلئوتیدي، پروتئینی و شاخص -2شکل 

هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول، اسیدهاي آمینه قرمز رنگ نشان دهنده توالی اسیدهاي آمینه آبی رنگ نشان دهنده موتیف

هاي آغاز و پایان چارچوب باز خواندنی به همچنین کدون. باشندجایگاه فعال و اسیدآمینه نارنجی رنگ شامل اسیدآمینه تریپتوفان ویژه می

با استفاده از  VvTrx h4هاي درون سلولی و برون سلولی پروتئین بررسی بخش) ب. انداي نشان داده شدههاي سبز و قهوهترتیب با رنگ

بررسی ) ج. انتقال پلاسمودسمایی داشته باشدتواند هاي غشائی و خارج سلولی، میبا داشتن بخش VvTrx h4پروتئین . TMHMMشاخص 

  .دوست در زیر خط قرمز رنگ قرار دارندهاي آبگریز در بالا و دومینهاي آبدومین. VvTrx h4توالی پروتئین  Hydropathicشاخص 

  

ج

ب

الف
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چارچوب باز خوانی بررسی توالی نوکلئوتیدي نشان داد که 

cDNA  رمز کنندهVvTrx h4، توالی پایگاه ثبت شده در

، به HM370527با شماره دستیابی  NCBI GenBankنوکلئوتیدي 

 TGAآغاز شده و با کدون  ATGبوده که با کدون  bp345طول 

 درصد 99با (اسیدآمینه  114خاتمه یافته و یک پروتئین با 

-را رمز می) شباهت نسبت به توالی اولیه درصد 97یکسانی و 

که داراي  Vvh10پپتیدي یبرخلاف توالی پل). الف 2شکل (نماید 

پروتئینی توالی ، )1(باشد می RCGLCجایگاه فعال غیرمعمول 

VvTrx h4  داراي یک جایگاه فعال معمولWCGPC  بوده و در

خود یک اسیدآمینه تریپتوفان دارد که یکی از  16موقعیت 

بوده و در طی تکامل hهاي نوع هاي ویژه تیوردوکسینمشخصه

توالی همچنین مشابه با . )الف 2شکل () 20(حفظ شده است 

توالی در هر دو انتهاي آمینو و کربوکسیل  ،)Vvh10)1پپتیدي پلی

و  MAEEهاي ساختاري ، به ترتیب موتیفVvTrx h4پروتئینی 

KREE که براي انتقال پروتئین در  )الف 2شکل (شود مشاهده می

) 26(هاي بافت آبکش از طریق پلاسمودسماتا ضروري بوده لوله

هاي گیاهان عالی یافت شده و در و تنها در تیوردوکسین

اند ها دیده نشدهها، پستانداران و جلبکهاي باکتريتیوردوکسین

نشان داد که  TMHMMها با برنامه به هر حال بررسی). 47(

هاي غشائی و خارج سلولی با داشتن بخش VvTrx h4پروتئین 

شکل (لاسمودسمایی داشته باشد تواند با احتمال زیادي انتقال پمی

-هاي دقیق، البته این فعالیت منحصر به فرد نیاز به بررسی)ب 2

هاي فیزیکوشیمیایی پروتئین بدست آمده بررسی ویژگی. تري دارد

نشان داد که وزن مولکولی  ProtParamبا استفاده از برنامه 

VvTrxبینی شده پروتئین محاسبه شده و نقطه آیزوالکتریک پیش

h4  با فرمول مولکولیC573H911N147O169S6 به ترتیب برابر ،

بوده و شاخص ناپایداري آن در لوله  22/5کیلودالتون و  76/12

هاي پایدار باشد که در رسته پروتئینمی 56/32آزمایش در حدود 

به عنوان (Aliphaticهمچنین شاخص ). 13(شود بندي میتقسیم

ها در برابر مقاومت پروتئینیک عامل مهم به منظور برآورد 

با توجه (نیمه عمر این پروتئین در محیط درون شیشه و ) حرارت

به وجود یک اسیدآمینه حفظ شده متیونین در انتهاي آمینوي 

، به ترتیبProtParam، محاسبه شده بوسیله برنامه )پروتئین

محاسبه گردید که بیانگر پایداري و  ساعت 30حدوداً و  32/91

ها در و بطور کلی تیوردوکسین VvTrx h4ودن پروتئین مقاوم ب

محاسبه  Hydropathyشاخص ).31، 13(باشد برابر حرارت می

Doolittleو  Kyteبه روش  ProtScaleشده با استفاده از برنامه 

، به دلیل خاصیت VvTrx h4، نشان داد که پروتئین )32(

 2شکل ) (32(احیاءکنندگی بالا، به میزان زیادي آب گریز بوده

اسیدآمینه با بار منفی  19و از مجموع کل اسیدهاي آمینه، ) ج

)Asp+Glu ( داشته، در حالی که تعداد کل اسیدهاي آمینه با بار

بینی همچنین پیش. باشدمی 14برابر ) Arg+Lys(مثبت آن 

نشان داد که  PSORTموقعیت زیرسلولی این پروتئین با برنامه 

شان که محل فعالیت hهاي نوع ردوکسینبرخلاف تعدادي از تیو

، 43، 40، 30(درون میتوکندري، هسته و شبکه آندوپلاسمی است 

از نوع سیتوپلاسمی بوده و محل  VvTrx h4پروتئین ، )54و  53

  . فعالیت آن درون سیتوزول قرار دارد

  VvTrx h4پروتئین سازي مولکولی بررسی ساختار دوم و مدل

با استفاده از برنامه  VvTrx h4تئین پروبررسی ساختار دوم 

PSIpred ها، نشان داد که این پروتئین مشابه با سایر تیوردوکسین

، β1 ،α1 ،β2بوده که به ترتیب  αمارپیچ  4و  βرشته  5حاوي 

α2 ،β3 ،α3 ،β4 ،β5  وα4 در ساختار دوبعدي پروتئین قرار می-

آنچه که در به هر حال، این نوع آرایش با ). الف 3شکل (گیرند 

Vvh10) رشته  6باβ  مارپیچ  4وα ( مشاهده گردید)اندکی )1 ،

مابین  WCGPC، جایگاه فعال VvTrx h4در پروتئین . تفاوت دارد

قرار  α2و انتهاي آمینوي مارپیچ  β2انتهاي کربوکسیل صفحه 

، چهارمین اسیدآمینه )Trp16(گرفته و اسیدآمینه ویژه تریپتوفان 

 MAEEهمچنین موتیف ساختاري . دهدیل میرا تشک α1مارپیچ 

قرار نگرفته و تنها  αهاي و مارپیچ βدرون هیچ یک از صفحات 

یک ساختار مارپیچ پیچیده را در انتهاي آمینو توالی پروتئینی 

اي در به گونه KREEتشکیل داده در حالی که موتیف ساختاري 

نه قرار گرفته که اسیدهاي آمی α4و مارپیچ  β5بین صفحه 

Arg101-Glu102-Glu103  انتهاي آمینوي مارپیچα4  را تشکیل

نحوه و مکان قرارگیري جایگاه فعال و ). الف 3شکل (دهند می

هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول در ساختار موتیف

هایی که قبلاً با سایر تیوردوکسین VvTrx h4دوبعدي پروتئین 
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 VvTrxپروتئین ). 47و  38، 28(باشد اند، مشابه میگزارش شده

h4  مارپیچ  53حاويα)49/46(% ،10  دورβ)77/8(% ،22  رشته

β)30/19 (% مارپیچ اتفاقی  29و)باشد که با پروتئین می%) 44/25

Vvh10  مارپیچ  56از انگور باα ،13  دورβ ،22  رشتهβ  23و 

ن ساختار همچنی. باشدبه میزان زیادي مشابه می) 1(مارپیچ اتفاقی 

شباهت زیادي را با ساختار دوبعدي  VvTrx h4دوم پروتئین 

از برنج  Osh1از صنوبر و  Pth3از تنباکو، Nth2هاي پروتئین

 β ،24دور  α ،12مارپیچ  57حاوي Nth2پروتئین . نشان داد

مارپیچ  59داراي  Pth3، پروتئین )8(مارپیچ اتفاقی  25و  βرشته 

α ،8  دورβ ،25  رشتهβ و پروتئین ) 17(مارپیچ اتفاقی  30و

Osh1 مارپیچ  66نیز حاويα ،11  دورβ  22متصل شده توسط 

  ).27(باشند مارپیچ اتفاقی می 23و  βرشته 

-Swissهاي بوسیله برنامه VvTrx h4بعدي پروتئین ساختار سه

MODEL وSwiss PDB-viewer  ساختار با استفاده از و

در  1xflAبا شماره دستیابی (دوپسیس از آرابی Ath1کریستالی ژن 

PDBپایگاه 
11

بینی قرار گرفت و مورد پیش به عنوان یک الگو، )

 VvTrxبینی شده پروتئین بعدي پیشمشاهده شد که ساختار سه

h4 بطوري که ) 55و  28(ها بوده مشابه با سایر تیوردوکسین

به  β4به صورت موازي و صفحه  β5و  β1 ،β2 ،β3صفحات 

گیرند که یک صفحه یرموازي، طوري کنار هم قرار میصورت غ

-احاطه می αهاي دار مرکزي را تشکیل داده و توسط مارپیچچین

جایگاه فعال، اسیدآمینه تریپتوفان ویژه و سایر ). ب 3شکل (شوند 

هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول به صورت موتیف

  .اندهنشان داده شد) الف و ب(3مشخص در شکل 

                                                          
11

Protein Data Bank

                     

                                            

اسیدهاي آمینه جایگاه . PSIpredساختار دوبعدي با استفاده از برنامه ) الف. VvTrx h4بعدي پروتئین ساختارهاي دوبعدي و سه - 3شکل 

هاي قرمز، آبی و نارنجی نشان داده هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول و اسیدآمینه تریپتوفان ویژه به ترتیب با رنگوتیففعال، م

و نواحی مارپیچ  β، صفحات αهاي مارپیچ. Swiss PDB-viewerو  SWISS-MODELهاي برنامهبعدي با استفاده از ساختار سه) ب. اندشده

-همچنین اسیدهاي آمینه جایگاه فعال، اسیدهاي آمینه موجود در موتیف. باشندبعدي قابل مشاهده میمشخص در ساختار سه پیچیده به طور

هاي قرمز، آبی و نارنجی نشان داده هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول و اسیدآمینه تریپتوفان ویژه با فلش و به ترتیب با رنگ

  .باشدب قابل مشاهده می 3سولفیدي بین دو اسیدآمینه سیستئین جایگاه فعال پروتئین نیز در شکل یوند دينحوه تشکیل پ. اندشده

ب

الف
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افزار انگور، سایر گیاهان و ژن تیوردوکسین انسانی با استفاده از نرم hهاي نوع با آیزوفرمVvTrx h4سازي چندگانه ژن همردیف - 4شکل 

ClustalW .هاي قرمز، آبی و هاي ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول و اسیدآمینه تریپتوفان ویژه به ترتیب با کادروتیفجایگاه فعال، م

- نواحی تیره و نیمه روشن به ترتیب نشان دهنده اسیدهاي آمینه کاملاً محافظت شده و نیمه محافظت شده می. اندنارنجی رنگ نشان داده شده

ها شماره دستیابی ژن. باشدگر اسیدهاي آمینه مشابه مینمایان 0ن دهنده اسیدهاي آمینه کاملاً یکسان و علامت نشا* همچنین علامت . باشد

  .آمده است 1در جدول 

  

با سایر  VvTrx h4پروتئینبررسی همولوژي و فیلوژنتیکی ژن 

  هاتیوردوکسین

هاي با سایر تیوردوکسینVvTrx h4توالی پروتئینی بدست آمده 

از گیاهان دیگر مورد مقایسه قرار گرفته و مشاهده شد که  hنوع

Populus(از گیاه صنوبر Pth3هاي ژنبالاترین تشابه را با 

trichocarpa(،Csh رقم مربوط به جنس مرکبات از یک)Citrus

cv. shiranuhi( ،Nbh1  از گیاه تنباکو)Nicotiana benthamiana (

به ترتیب به میزان )Ricinus comunis(گیاه کرچکاز Rch1و

و ) یکسانی% 72% (85، )یکسانی% 73% (86، )یکسانی% %72 (89

همچنین میزان شباهت و ). 4شکل (دارد ) یکسانی% %72 (85

با ژن تیوردوکسین انسانی به ترتیب برابر  VvTrx h4ژن یکسانی 

 hهاي نوع در مقایسه با تیوردوکسین. مشاهده شد درصد 50و  70

Iهاي زیرگروه بیشترین تشابه را با همشکل VvTrx h4ژن انگور،

)hI( هاي و کمترین تشابه را با همشکل درصد 99تا  80، از

از بین . دارد درصد 72تا  60به میزان ) III)hIIIزیرگروه 

 99به میزان  Vvh2، بیشترین تشابه را با همشکل hIهاي همشکل

 Vvh1را با همشکل و کمترین تشابه ) یکسانی درصد 97(درصد

 VvTrxژن بعلاوه . دارد) یکسانی درصد 67(درصد 80میزان به 

h4  با همشکلVvh10  از زیرگروهI)1(،  81به ترتیب داراي 

.)1جدول (باشد یکسانی می درصد 76شباهت و  درصد

، VvTrx h4سازي شدههمسانهژن به منظور تعیین نوع و زیرگروه 

هاي ده از انواع مختلف تیوردوکسینبا استفابررسی فیلوژنتیکی 

به انگور  hهاي نوع گیاهان آرابیدوپسیس، صنوبر و تیوردوکسین

افزار با استفاده از نرم Unrooted-Neighbor Joiningروش 
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ClustalW ها به سه انجام شد و مشاهده گردید که تیوردوکسین

 ،)yو  f ،m ،x(هاي کلروپلاستی گروه اصلی شامل تیوردوکسین

- بندي میتقسیم hهاي نوع و تیوردوکسین oهاي تیوردوکسین

نیز به سه زیرگروه hهاي نوع تیوردوکسین). 5شکل (شوند 

بندي بر اساس توالی تقسیم شده که این گروه IIIو  I ،IIمختلف 

). 16و  15، 4(باشد ها میاولیه پروتئینی و موقعیت زیرسلولی آن

هاي ، شامل همشکل)I)hIزیرگروهhهاي نوع تیوردوکسین

Vvh1 ،Vvh2 ،Vvh3 ،VvTrxh4  وVvh10 ،انگورAth1 ،Ath3 ،

Ath4  وAth5  آرابیدوپسیس وPth1  وPth3  صنوبر بوده و

هاي اند که این زیرگروه با داشتن موتیفها نشان دادهبررسی

ساختاري درگیر در انتقال سلول به سلول، در تنظیم ردوکس 

هايتیوردوکسین). 26و  16(دخالت دارند  ترکیبات بافت آوندي

hII هاي شامل همشکلVvh5  ،انگورAth2 ،Ath7  وAth8 

صنوبر بوده و از نظر تکاملی،  Pth5و  Pth2آرابیدوپسیس و 

سومین ). 5شکل (دارند  hIهايقرابت نزدیکی با تیوردوکسین

هایی با شامل تیوردوکسین hهاي نوع زیرگروه از تیوردوکسین

آرابیدوپسیس  Ath9انگور،  WCGPC)Vvh6گاه فعال معمول جای

و  VvCxxS1(CxxSهاي ناهنجار و تیوردوکسین) صنوبر Pth4و 

VvCxxS2  ،انگورAtCxxS1 ،AtCxxS2  وAtCxxC2 

باشند که می) صنوبر PtCxxS3و  PtCxxS1آرابیدوپسیس و 

 گلوتاتیون/ها واکنش با سیستم گلوتاردوکسینویژگی اصلی آن

  ).15(باشد می

  

  

  

  

با استفاده از انواع  VvTrx h4به منظور نشان دادن نوع و زیرگروه ژن  ClustalWافزار درخت فیلوژنتیکی رسم شده با استفاده از نرم -5شکل 

  .آمده است 2ها در جدول شماره دستیابی ژن. انگور hهاي نوع هاي گیاهان آرابیدوپسیس، صنوبر و تیوردوکسینتیوردوکسین
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با استفاده از  VvTrx h4به منظور نشان دادن زیرکلاس ژن  ClustalWافزار درخت فیلوژنتیکی رسم شده با استفاده از نرم - 6شکل 

  .آمده است 2ها در جدول شماره دستیابی ژن. hIهاي تیوردوکسینانگور و سایر  hIهاي تیوردوکسین

  

هان مختلف نشان از گیا hIهاي بررسی فیلوژنتیکی تیوردوکسین

و  IA ،IBتواند به سه زیرکلاس مختلف داد که این زیرگروه می

IC زیرکلاس ). 6شکل (بندي شود تقسیمIA  ژن حاويVvTrx 

h4  هاي همشکلبه همراهVvh1 ،Vvh2 ،Vvh3  وVvh10 انگور

هاي زیرکلاساي بوده در حالی که ها از گیاهان دولپهو سایر ژن

IB  وICیشتري از نظر تکاملی با یکدیگر دارند، ، که قرابت ب

از آرابیدوپسیس و کلزا، شامل هاییعلاوه بر تیوردوکسین

بندي بیشتر تقسیم. باشندهایی از غلات نیز میتیوردوکسین

بر اساس نوع اسیدآمینه موجود در موقعیت  hIهاي تیوردوکسین

 داراي IBو  IAهاي پیشنهاد شده است، بطوري که زیرکلاس 101

دوست یا باردار در این موقعیت بوده اما یک اسیدآمینه آب

به ). 37و  20(گریز هستند دآمینه آبیحاوي یک اس ICزیرکلاس 

ها هاي فیلوژنتیکی با استفاده از انواع تیوردوکسینهر حال برسی

سازي شدههمسانهژن دهند که از گیاهان مختلف نشان می

VvTrx h4  از نوعh روه بوده و به زیرگI  تعلق داشته و به دلیل

، متعلق به 100وجود یک اسیدآمینه باردار لیزین در موقعیت 

  ).6و  5هاي شکل(باشد می IAزیرکلاس 

ها در فرآیندهاي متعدد با توجه به تنوع و دخالت تیوردوکسین

سلولی گیاهان عالی، جداسازي، شناسایی، بررسی فعالیت 

هاي و پروتئین در بافت RNAح ها در سطوکاتالیتیکی و بیان آن

هاي زنده و یا غیرزنده توصیه شده تا بتوان مختلف، تحت تنش

هاي کوچک، فراوان و مقاوم در دیدگاه مناسبی از این پروتئین

هاي محیطی گیاهان را برابر حرارت بدست آورده و تحمل به تنش

.بهبود بخشید

  سپاسگزاري

را از همکاري صمیمانه نویسندگان مراتب تشکر و قدردانی خود 

مدیریت محترم سازمان تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان 

قزوین و مدیریت مرکز تحقیقات انگور تاکستان که ما را در امر 

.برداري یاري نمودند ابراز می داردنمونه
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) 1389(ع، و حسینی ر موسوي ش، حداد ر، گروسی ق.1

،)h)VvTrxh10تیوردوکسین و بررسی ساختار ژن سازيهمسانه 

، مجله )Vitis vinifera L. cv. Yaquti(از بافت حبه انگور یاقوتی

.26- 17: 1، ش 9آوري زیستی در کشاورزي، ج فن

2. Alkhaifioui F, Renard M, Vensel WH, Wong J, 
Tanaka CK, Hurkman WJ, Buchanan BB and Montrichard 
F (2007) Thioredoxin-linked proteins are reduced during 
germination of Medicago truncatula seeds. Plant Physiol., 
144:1559–1579.
3. Arner ESJ and Holmgren A (2000) Physiological 
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