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و روند تكامل همسانه سازي و بررسي خصوصيات بيوشيميايي ، شناسايي
 بيدانه سفيداز گياه انگورh تيوردوكسين ژنتيكي يك ژن

3و قاسمعلي گروسي*2 رحيم حداد،1رضا حيدري جاپلقي

فن1،2،3 و استاديار، گروه بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشكده ي، دانشجوي سابق كارشناسي ارشد، دانشيار

، قزوين)ره(المللي امام خمينيو مهندسي، دانشگاه بين

)18/10/90: تاريخ تصويب-13/5/90: تاريخ دريافت(

 چكيده

دريهايپروتئين) Trxs(ها تيوردوكسين و مقاوم در برابر حرارت هستند كه حفظ كوچك

و دخالتيسلول) Redox( احياء-تعادل شرايط اكسيداسيون ودات زنده تمام موجدر داشته

ششهادر گياهان عالي، تيوردوكسين. هاي عالي وجود دارندتا يوكاريوتهااز پروكاريوت  به

o ميتوكندرياييتيوردوكسين،yوf،m،x كلروپلاستيهايتيوردوكسين مختلف، شاملوهرگ
ميتقسيمhهايو تيوردوكسين  با داشتن يك خانواده چندhهاي تيوردوكسين.شوندبندي

ژني كوچك در فرآيندهاي متعددي از جمله محافظت سلولي در برابر تنش اكسنده دخالت

 از بافت برگ گياه انگور بيدانه)h)VvTrxh3ژن تيوردوكسين كدكننده cDNA.كنندمي

مرازاي پلي، با استفاده از تكنيك واكنش زنجيره)Vitis vinifera L. Bidaneh Sefid(سفيد

و ) RT-PCR(س برداري معكونسخه شدهمسانهجداسازي و خصوصيات بيوشيميايي، سازي ه

و روند تكامل ژنتيكي آن مورد بررسي قرار گرفت بررسي توالي نوكلئوتيدي نشان.ساختاري

و يك bp345 به طولVvTrxh3 سازي شدههمسانهداد كه چارچوب باز خواندني ژن   بوده

مي114پروتئين با را كد كه. كند اسيدآمينه همچنين بررسي توالي پروتئيني اين ژن نشان داد

وWCGPCجايگاه فعال آن به صورت  و نقطه آيزوالكتريك بوده  وزن مولكولي محاسبه شده

و79/12بيني شده آن به ترتيب برابر پيش و داراي ساختار سه بعدي مختص06/5 كيلودالتون

و بررسي. باشد ميThioredoxin Foldهاي تيوردوكسين، تحت عنوان پروتئين هاي فيلوژنتيكي

 از IAو متعلق به زيركلاسhسازي چندگانه نشان داد كه اين ژن، تيوردوكسين نوع همرديف

و شباهت زيادي با تيوردوكسينIزيرگروه . گياهان ديگر داردhهاي بوده

آب: هاي كليديواژه  تيوردوكسين ردوكتاز، تيوردوكسين، تنش اكسنده، شاخص
.گريزي، ساختار سه بعدي

 مقدمه
تا12( كوچكيهايپروتئين) Trxs(ها تيوردوكسين

در) التوند كيلو 13 و مقاوم در برابر حرارت هستند كه
) Redox( احياء- حفظ تعادل شرايط اكسيداسيون

و به فراواني دخالتيسلول تمام موجوداتدر داشته

. هاي عالي وجود دارندتا يوكاريوتهاده از پروكاريوتزن
و تحليل ساختار اوليه در گياهان عالي، بر اساس تجزيه

ششها، تيوردوكسينو موقعيت زيرسلوليپروتئيني  به
ميوه اصلي تقسيمرگ ازبندي : شوند كه عبارتند

 ,.y)Gelhaye et alوf،h،m،o،xهاي تيوردوكسين
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 منشأ پروكاريوتيyوm،xهاي دوكسينتيور.)2005
 ويژه موجوداتoوf،hهاي اما تيوردوكسين،دارند

.)Gelhaye et al., 2004a(باشنديوكاريوتي مي
ها قرار درون كلروپلاستyوf،m،xهاي تيوردوكسين

بداشته، و  وسيله آنزيمه در هسته كد شده
 ياءاح) FTR( تيوردوكسين ردوكتاز-فردوكسين

 درونoتيوردوكسين.)Lemaire et al., 2007(شوندمي
 با طولو داراي يك انتهاي آمينوشتهميتوكندري قرار دا

ميباشدميزياد  به عنوان يك پپتيد رسدكه به نظر
 نمايدميعمل در انتقال به درون ميتوكندري راهنما

)Laloi et al., 2001(.تيوردوكسينhاي با داشتن انته
و شبكه، گسترده، درون سيتوزوليآمينو  ميتوكندري

داآ و همانند تيوردوكسين ندوپلاسمي سلول قرار ،oشته
) NTR( تيوردوكسين ردوكتاز - NADPHتوسط آنزيم
 ,.Gelhaye et al., 2005; Meyer et al(شونداحياء مي

بر اساس ساختار اوليهh نوعهايتيوردوكسين ).2008
ب سهپروتئيني  بنديتقسيم IIIو I،II زيرگروه مختلفه

 IIوIهاي زيرگروه). Gelhaye et al., 2004a(شوند مي
احياء شده در حالي كه احياء زيرگروه NTRتوسط آنزيم

III مي/وابسته به سيستم گلوتاتيون باشد گلوتاردوكسين
)Gelhaye et al., 2003 .( مطالعات پروتئوميكس نشان

 در فرآيندهايhهاي نوع سيندهد كه تيوردوكمي
آن. متعدد سلولي دخالت دارند ها در علاوه بر نقش

و محافظت سلولي در برابر تنش هاي زنده، غير زنده
 ;Reichheld et al., 2002; Laloi et al., 2004(اكسنده 

Cazalis et al., 2006(ها در شكسته شدن، اين پروتئين
غمنبع غذايي بذر، جوانه و رشد زني بذور لات، تغذيه

 ,Serrato et al., 2001; Serrato & Cejudo(گياهك 

، توسعه)Haffani et al., 2004(، خودناسازگاري)2003
و ) Juttner et al., 2000(سلولي و كاهش حساسيت

و سمي سميت پروتئين  Joudrier et(هاي حساسيت زا

al., 2005 (نقش دارند.
روتا كنون مطالعات گسترده ي خانواده چند ژني اي

بر. انجام شده استhهاي نوع تيوردوكسين علاوه
و بررسي ويژگيجداسازي، همسانه هاي سازي
ژنكاتاليتيكي پروتئين هاي هاي كد شده توسط

 ,.Juttner et al( در گياهان مختلفhتيوردوكسين نوع 
2000; Gelhaye et al., 2003; Maeda et al., 2003; 

Mousavi et al., 2010(عمده مطالعات صورت گرفته ،
 درhهاي نوع نقش حياتي تيوردوكسينبررسي در زمينه

آنفرآيند جوانه و القاء ها در واكنش به زني بذور غلات
ميتنش و بويژه تنش اكسنده . باشدهاي زنده، غير زنده

زني بذور غلات هاي انجام شده روي فرآيند جوانهپژوهش
ن فرآيند با تغييرات گسترده در نشان داده است كه اي
هاي بذر همراه احياء پروتئين-وضعيت اكسيداسيون

،hهاي نوع باشد، به طوري كه با دخالت تيوردوكسينمي
هاي موجود به شكل اكسيد شده در بذور خشك پروتئين

و رسيده، پس از جذب آب توسط بذر به حالت احياء 
و موجب جوانه ميشده درآمده  Serrato et(دشوزني بذر

al., 2001; Serrato & Cejudo, 2003; Alkhlfioui et 
al., 2007 .( 

هاي انجام شده روي گياهان همچنين در بررسي
و گندم ) Arabidopsis thaliana(آرابيدوپسيس 

)Triticum aestivum(ژن هاي، نشان داده شده است كه
ب در اثر زخمhتيوردوكسين نوع  ا شدگي، پيري، آلودگي

و تنش و عامل بيماريزاي قارچي هاي شوري، گرمايي
 هاي مختلف القا اكسنده به ميزان زيادي در بافت

 ;Reichheld et al., 2002; Laloi et al., 2004)شوند مي

Cazalis et al., 2006; Park et al., 2009) . 
و دخالت تيوردوكسين ها با توجه به تنوع، گستردگي

دد سلولي در گياهان، شناسايي، در فرآيندهاي متع
آنهمسانه و بررسي فعاليت كاتاليتيكي ها در سازي

و باغي توصيه شده تا به ديدگاه مناسبي  گياهان زراعي
و مقاوم در برابر از اين پروتئين هاي كوچك، فراوان

و نهايتا بتوان گياهاني متحمل به  حرارت دست يافت
ق با هدف اين تحقي. هاي محيطي توليد نمودتنش

و همسانه سازي  رمز cDNAيك توالي كامل جداسازي
 ازVvTrxh3، تحت عنوانhكننده تيوردوكسين نوع

 گرديد تا بتوان در انجامبافت برگ انگور بيدانه سفيد،
و پژوهش هاي آتي از آن در جهت توليد گياهان زراعي

و غيرزنده استفاده نمودبه تنشباغي متحمل  .هاي زنده

هاو روش مواد
و نمونه برداري  مواد گياهي

بافت برگي در مرحله جواني از گياه انگور بيدانه
.Vitis vinifera L(سفيد  cv. Bidaneh Sefid ( از
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كلكسيون انگور در ايستگاه تحقيقات انگور تاكستان،
و منابع طبيعي  وابسته به مركز تحقيقات كشاورزي

و در همان محلاستان قزوين، جمع ، پس از توزينآوري
بندي هاي آلومينيومي بسته، درون ورقه گرم1به مقدار

و بلافاصله درون ازت مايع تثبيت گرديد ها نمونه. شده
و در دماي  -80سريعاً به آزمايشگاه انتقال داده شده

. گراد تا زمان استفاده، نگهداري شدنددرجه سانتي
 كلRNAاستخراج

ش بهينه شدهكل از يك روRNAجهت استخراج
، كه تغيير يافته CTABدر مقياس كوچك، مبتني بر

شدمي) Reid et al.)2006روش .باشد، استفاده
و ازت مايع به بافت مورد نظر با استفاده از هاون

و به ميزان   به يك تيوب گرم05/0صورت پودر درآمده
ml 2حاوي ml 1300( بافر استخراجmM Tris-HCl 

pH 8, 25mM EDTA pH 8, 2% PVP, 2% CTAB, 
2M NaCl, 2% β-mercaptoethanol(اضافه گرديد .

-Techne( دقيقه در حمام آب گرم30ها به مدت تيوب

FTE10AEگراد درجه سانتي65با دماي)، انگلستان
و هر  -Techne( دقيقه به آرامي ورتكس5قرار داده شده

FVORTECEدسپس پروتئين. گرديدند)، انگلستان و ها
 v/v(ايزوآميل الكل: مرتبه با يك حجم برابر از كلروفرم

و لايه بالايي به يك تيوب جديد) 24:1 حذف گرديده
6/0وM3سديم استات حجم1/0و منتقل گرديده

و به مدت در30حجم ايزوپروپانول به آن افزوده  دقيقه
رسوب. گراد نگهداري گرديد درجه سانتي-80دماي

ب ، Hettich-D78532(ه وسيله سانتريفيوژ اسيد نوكلئيك
و در آب با سرعت بيشينه جمع) آلمان  DEPCآوري

حل گرديد . شده
بهM8 حجم ليتيوم كلرايد3/0در مرحله بعد

و تيوبنمونه ها به مدت يك شب در ها اضافه گرديده
 RNAسپس. گراد نگهداري شدند درجه سانتي4 دماي

باكل به وسيله سانتريفيوژ با و سرعت بيشينه رسوب
و در مقدار%70استفاده از الكل اتانول  شسته شده

و. شده حل گرديدDEPCمناسب آب  در نهايت، كميت
 كل استخراجي با استفاده از دستگاه RNAكيفيت 

در)، انگلستانLabomed- UVD3200(اسپكتروفتومتر
و الكتروفورز نانومتر280و 260، 230هاي طول موج

.مورد بررسي قرار گرفت%2/1اروز ژل آگ

 RT-PCR واكنش cDNAسنتز
g�5برداري معكوس با استفاده از واكنش نسخه

 DNase I با آنزيم شدهتيمار كل RNAمحلول
)Fermentas(بردار معكوس، آنزيم نسخهRevertAidTM 

M-MuiV)Fermentas(و آغازگرهايOligo dT (18 

mer))Qiagen ( گراد به مدت رجه سانتيد42در دماي
و پس از آن، عمل غير فعال سازي يك ساعت انجام شده

 درجه70در دماي (RT) بردار معكوس آنزيم نسخه
بدين ترتيب. دقيقه انجام گرفت10گراد به مدت سانتي

و از اين مولكول cDNAرشته اول مولكول   ساخته شده
DNA -RNA به عنوان الگو در واكنش RT-PCR 
 به منظور تكثير ژنRT-PCR واكنش. گرديداستفاده

VvTrxh3با استفاده از آنزيم Pfu)Fermentas ( و
اوليگونوكلئوتيدي طراحي شده بر اساس هاي آغازگر

) EST: CB348011(دار توالي تظاهر يافته برچسب
. انجام شدBLASTشناسايي شده با برنامه 

بـــرهاي اختصــــازگـــآغ اي ـــهيــا توالـــاصي
'3-ATGGCGGAAGAGGGACAAGGATCCTAC-'5
) MAEEGQاي آغازگر رفت، مطابق با توالي اسيدآمينه(

TCAAGCAGTTGCATGCTTCTCGGATCCATC-'5-3'و 

اي آغازگر برگشت، مطابق با توالي اسيدآمينه(
TEKHATA ( و جايگاه كه شامل سه نوكلئوتيد اضافي

 بودند، سنتز5′ در انتهاي BamHIاسايي آنزيم برشي شن
شد35 در RT-PCRواكنش. شدند  چرخه دمايي انجام

و زماني هر چرخه شامل مرحله: كه شرايط دمايي
30گراد به مدت درجه سانتي94واسرشتگي در دماي 

به درجه سانتي58ثانيه، مرحله اتصال در دماي گراد
و مرحله تكثي  درجه72ر در دماي مدت يك دقيقه

همچنين مرحله. گراد به مدت يك دقيقه بودسانتي
گراد به مدت درجه سانتي94واسرشتگي اوليه در دماي 

و مرحله تكثير نهايي در دماي3  درجه72 دقيقه
. دقيقه انجام گرفت10گراد به مدت سانتي

و توالي  كدكننده cDNAيابي همسانه سازي
VvTrxh3
 از روي ژل با RT-PCR محصول سازي خالصپس از

 GF-1 PCRاستفاده از كيت استخراج اسيد نوكلئيك

Clean Up Kit)Vivantis(،و ناقل ژن مورد نظر
برشي توسط آنزيم ) pUC19 )Fermentasپلاسميدي 

BamHI )Fermentas (مجدداًوههضم گرديد 
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شدخالص  واكنش اتصال با استفاده از سپس.ندسازي
به منظور توليد ) T4 )Fermentas ليگاز DNAآنزيم

پس.انجام گرفت pUC19-VvTrxh3پلاسميد نوتركيب 
 Escherichia( اشريشياكليهاي مستعداز تهيه سلول

coli ( سويهDH5α،ب ا استفاده انتقال پلاسميد حاوي ژن
و باكتريا از تكنيك شوك حرارتي ها روي نجام گرفته

 بيوتيك حاوي آنتيSOBمحيط كشت جامد 
 آبي كشت- به منظور انجام آزمون سفيدسيلينآمپي
 در مرحله بعد.)Sambrook & Russell, 2001(شدند

هاي نوتركيب، تعدادي كلوني سفيد به عنوان كلوني
و مورد بررسي در نهايت،. قرار گرفتندتر دقيقانتخاب

از با هاي نوتركيباستخراج پلاسميد روش استفاده
 & Sambrook( انجام شده SDSبايياقلي تحليل

Russell, 2001 (كل دونيوو هاي نوتركيب با استفاده از
.و هضم آنزيمي مورد بررسي قرار گرفتندPCRتكنيك 
 پلاسميد نوتركيب با استفاده از DNAيابي توالي

و T7انداز باكتريوفاژ آغازگرهاي راه  در دو جهت رفت
 Seqlab)Sequence توسط شركت برگشت

Laboratories Gottingen (شد .آلمان، انجام
 بررسي توالي

يابي با استفاده از توالي نوكلئوتيدي حاصل از توالي
و خصوصيات Translateبرنامه   مورد ترجمه قرار گرفته

و اي بدست آمده ساختاري توالي اسيدآمينه بيوشيميايي
،ProtParam ،ProtScaleهاي با استفاده از برنامه

TMHMM ،PSIpred)ها در تارنماي لينكExPASY ( و
YLOC (Briesemeister et al., 2010) مورد بررسي قرار 
توالي پروتئيني بدست آمده به منظور يافتن. گرفت

هاي اطلاعاتي با استفاده از هاي مشابه در بانكپروتئين
 در مركز ملي اطلاعات بيوتكنولوژي BLASTبرنامه 

)NCBI (و تعدادي توالي مورد جستج و قرار گرفته
پروتئيني از منابع مختلف كه بيشترين شباهت را با

و براي همرديف سازي توالي مورد نظر داشتند، انتخاب
و بررسي روابط فيلوژنتيكي با استفاده از   چندگانه

. مورد استفاده قرار گرفتندClustalWافزار نرم
يني ژن بيني ساختار سه بعدي توالي پروتئپيش

VvTrxh3
 باVvTrxh3سه بعدي توالي پروتئيني ژن ساختار

استفاده از ساختار كريستالي پروتئين كد شده توسط ژن

Ath1از گياه مدل آرابيدوپسيس )PDB ID 1xflA (
(Peterson et al., 2005) و بوسيله برنامه  به عنوان الگو

I-TASSER (Zhang, 2008)بيني قرار مورد پيش
ررسي چندگانه ساختارهاي سه بعديب. گرفت

VvTrxh3پروتئين تيوردوكسين انساني ،)Homo 

sapiens: PDB ID 1ertA ((Weichsel et al., 1996) ،
 E. coli (PDB ID 2trxA) پروتئين تيوردوكسين از

(Katti et al., 1990) وAth1از گياه مدل آرابيدوپسيس 
 3d-SS)3-Dimensional Structuralبا استفاده از برنامه

Superposition ( انجام شد(Russell et al., 1992) .
و فعاليت  همچنين اسيدهاي آمينه مهم از نظر ساختاري

 ,.Conseq (Ashkenazy et alهاي با استفاده از برنامه

 در توالي PatchFinder (Nimrod et al., 2008)و (2010
. شناسايي شدندVvTrxh3پروتئيني ژن
 هاي پروتئيني مورد استفادهيابي تواليشماره دست

هاي پروتئيني موجود در شماره دستيابي توالي
 EMBLو NCBI ،SwissProtهاي اطلاعات توالي پايگاه

و روابط هاي همرديفكه براي بررسي سازي چندگانه
: فيلوژنتيكي مورد استفاده قرار گرفتند، عبارتند از

،)A. thaliana:( Ath1)At3g51030(آرابيدوپسيس
Ath2)At5g39950(،Ath3)At5g42980(،Ath4

)At1g19730(،Ath5)At1g45145(،Ath7

)At1g59730(،Ath8)At1g69880(،Ath9

)At3g08710(،AtCxxS1)At1g11530(،AtCxxS2 
)At2g40790(،AtCxxC2)At3g56420(،Ato1

)At2g35010(،Ato2)At1g31020(،Atm1

)At1g03680(،Atm2)At4g03520(،Atm3

)At2g15570(،Atm4)At3g15360(،Atf1

)At3g02730(،Atf2)At5g16400(،Atx

)At1g50320(،Aty1)At1g76760(،Aty2

)At1g43560(ا V. vinifera(:Vvh1(نگور؛

)HM370524(،Vvh2)HM370525(،VvTrxh3

)HM370526(،Vvh4)HM370527(،Vvh5

)CF513794(،Vvh6)CB004453(،Vvh10 
)HM622264(،VvCxxS1)EU280164(؛ صنوبر
)Populus trichocarpa :(Pth3)BU822062(گندم؛
)T. aestivum :(Tah1)CD886902(،Tah2

)CD892602(،Tah3)BJ210524(جو  Hordeum(؛
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vulgare:( Hvh1)AY245454(،Hvh2)AY245455(؛
Oryza sativa :(Osh1)Q42443(،Osh2(برنج

)Q9FRT3(؛ كرچك)Ricinus communis :(Rch1

)XP_002534131(،Rch2)XP_002510456(؛ تنباكو
)Nicotiana spp.:(Nth1)P29449(،Nth2)Q07090(،

Nbh1)ACV52592(؛ سويا)Glycine max :(Gmh1

)ABV71991(؛ يونجه)Medicago sativa :(Msh

)AAZ32865(؛ رقمShiranuhiم ركبات از جنس
)Citrus cv. Shiranuhi :(Csh)ABL67654(؛ گريپ

؛ انسان)Citrus paradisi(:Cph)AY271308(فروت

)H. sapiens :(H.sapiens )P10599(ب  ري ـــــتـاكـــ؛

.E. coli :(E.coli (P0AA27)(اشريشياكلي

و بحث  نتايج
و بررسيVvTrxh3 كد كننده cDNA سازي همسانه

 بدست آمدهميايي پروتئين خصوصيات بيوشي
cDNA كدكننده VvTrxh3با استفاده از تكنيك

RT-PCR و  از بافت برگ انگور بيدانه سفيد، جداسازي
شكل(سازي شده همسانهpUC19در ناقل پلاسميدي

و بررسي با برنامهو نتايج توالي)1  نشان BLASTيابي
سازي شده در جهت معمولي، يك داد كه قطعه همسانه

ميژن . باشد تيوردوكسين

- در جهت معمولي روي جايگاه چندگانه براي همسانهVvTrxh3 حاوي ژن pUC19-VvTrxh3 ساختار ناقل نوتركيب-1شكل
ژن)pMB1(برداري ناقل نوتركيب توالي مسئول رونوشت). MCS(سازي جايگاهو)ApR(سيلينو مقاومت به آمپيlacZهاي،

.اند نشان داده شدهناقل نوتركيب روي سازيچندگانه براي همسانه

،VvTrxh3 كدكننده cDNAچارچوب باز خواندني
 GenBank NCBIپايگاه توالي نوكلئوتيدي ثبت شده در

 بوده bp 345به طول،HM370526با شماره دستيابي
و با كدون ATGكه با كدون  خاتمه TGA آغاز شده

و يك پروتئين با مي اسيدآمي114يافته نمايد نه را كد
).الف2شكل(

بررسي خصوصيات بيوشيميايي پروتئين بدست آمده
 نشان داد كه وزن ProtParamبا استفاده از برنامه 

و نقطه آيزوالكتريك پيش بيني مولكولي محاسبه شده
 با فرمول مولكوليVvTrxh3شده توالي پروتئيني ژن 

C575H906N146O169S7كيلودالتون79/12، به ترتيب برابر
. باشدمي06/5و 

وVvh4سازي شده همسانه هايمشابه با ژن
Vvh10 و ياقوتي  ,.Mousavi et al( از ارقام عسكري

، به عنوان يكVvTrxh3 ژن Aliphatic، شاخص)2010
ها در برابر پروتئين عامل مهم به منظور برآورد مقاومت

كه محاسبهKim et al., 2008(،89/87(حرارت  گرديد

ها در نشان دهنده مقاوم بودن توالي پروتئيني اين ژن
). Gelhaye et al., 2004a(باشد برابر حرارت مي

همچنين شاخص ناپايداري آن در لوله آزمايش در حدود 
و در رسته پروتئين47/34 بندي هاي پايدار تقسيم بوده
 ). Gasteiger et al., 2005(شود مي

پ  درVvTrxh3روتئيني ژن ضريب خاموشي توالي
 در محيط آب، در وضعيت اكسيد nm 280طول موج

 تعيين گرديد29/1و در حالت احياء شده برابر3/1شده
)Gelhaye et al., 2005 .(آب گريزي شاخص
)Hydropathy ( محاسبه شده به روش Kyte & 

Doolittle )1982(كه ژن، نشان داد  توالي پروتئيني
VvTrxh3ت ژن همانند وVvh4هاي والي پروتئيني

Vvh10 به دليل خاصيت احياءكنندگي بالا، به ميزان ،
كل)ب2شكل(زيادي آب گريز بوده و از مجموع

) Asp+Glu( اسيدآمينه با بار منفي19اسيدهاي آمينه،
داشته، در حالي كه تعداد كل اسيدهاي آمينه با بار 

. باشدمي14برابر ) Arg+Lys(مثبت آن 
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)لفا

)ب

آب-2شكل و شاخص و پروتئيني) الف.VvTrxh3ژن ) Hydropathy(گريزي توالي نوكلئوتيدي، پروتئيني . توالي نوكلئوتيدي
هاي ساختاري درگير در انتقال سلول به سلول، اسيدهاي آمينه آبي رنگ نشان دهنده اسيدهاي آمينه قرمز رنگ نشان دهنده موتيف

ميتوالي جايگاه فعال و پايان چارچوب باز همچنين كدون. باشندو اسيدآمينه نارنجي رنگ شامل اسيدآمينه تريپتوفان ويژه هاي آغاز
و قهوهخواندني به ترتيب با رنگ .VvTrxh3 توالي پروتئيني ژن Hydropathyبررسي شاخص)ب. انداي نشان داده شدههاي سبز

آبدومين و دومينهاي آگريز در بالا . دوست در زير خط قرمز رنگ قرار دارندبهاي

بيني موقعيت زيرسلولي اين پروتئين با برنامه پيش
YLOCنشان داد كه برخلاف تعدادي از تيوردوكسين -
ها درون ميتوكندري، كه محل فعاليت آنhهاي نوع

و روي غشاي پلاسمايي است  شبكه آندوپلاسمي
)Gelhaye et al., 2004b; Alkhalfioui et al., 2008; 

Meng et al., 2010(،ژنVvTrxh3هاي مشابه با ژن
Vvh4وVvh10 و محل ، از نوع سيتوپلاسمي بوده

. فعاليتش درون سيتوزول قرار دارد

و موتيفبررسي توالي اسيدآمينه هاي ساختاري اي
VvTrxh3 توالي پروتئيني ژن

برخلاف اي نشان داد كه بررسي توالي اسيدآمينه
ژني پليتوال  Mousavi( از انگور ياقوتي Vvh10پپتيدي

et al., 2010(،ژن  همانند ژنVvTrxh3 توالي پروتئيني
Vvh4از انگور عسكري، داراي يك جايگاه فعال معمول 

WCGPC)Trp-Cys39-Gly-Pro-Cys42 ( بوده كه در هر
. شود مشاهده ميhهاي نوع سه زيرگروه از تيوردوكسين
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،)O. sativa( از گياه برنجOsh1سين به جزء تيوردوك
و پروتئين)H. sapiens(تيوردوكسين انساني

.Eتيوردوكسين از coliهاي نوع، تمام تيوردوكسينh

اند، داراي يك اسيدآمينه كه تاكنون شناسايي شده
باشند كه يك ضريب خاموشي در تريپتوفان ويژه مي

مي را به تيوردوكسينnm 290حدود   Gelhaye(دهد ها

et al., 2004a .( اين اسيدآمينه تريپتوفان ويژه، در
ژن16موقعيت  هايو ژنVvTrxh3 توالي پروتئيني

Vvh4وVvh10شود مشاهده مي.Ishiwatari et al.

 را ازOsh1 تحت عنوانhيك تيوردوكسين نوع ) 1998(
بافت آوند آبكش گياه برنج شناسايي نمودند كه براي

ل هاي بافت آبكش از طريق پلاسمودسماتاولهانتقال در
 نيازمند RKDDو MAAEEهاي ساختاري به موتيف

.باشدمي
هاي گياهان عالي ها تنها در تيوردوكسين اين موتيف

و در تيوردوكسين ها، پستانداران هاي باكترييافت شده
در ). Peterson et al., 2005(اند ها ديده نشدهو جلبك

هايو ژنVvTrxh3توالي پروتئيني ژن انتهاي آمينوي 
Vvh4وVvh10 يك توالي ،MAEE مشاهده شد كه 

Osh1مشابه با توالي موجود در انتهاي آمينوي آيزوفرم

يكآنهمچنين در انتهاي كربوكسيل. است  موتيف ها
KREE مشاهده شد، در حالي كه اين موتيف تنها در 
. وجود داردKKDEو به صورتAth1آيزوفرم

 نشان داد كه مشابه با TMHMMها با برنامه بررسي

ژن، Vvh10وVvh4هاي ژن VvTrxh3توالي پروتئيني

ميبا داشتن بخش و خارج سلولي، تواند هاي غشائي
انتقال پلاسمودسمايي داشته باشد، البته اين فعاليت 

بررسي. تري داردهاي دقيقمنحصر به فرد نياز به بررسي
و ConSeqهاي اي بدست آمده با برنامهنهتوالي اسيدآمي
PatchFinder منجر به شناسايي اسيدهاي آمينه مهم از 

و فعاليت گرديد كه عبارتند از ، Val7: نظر ساختاري
Phe34 ،Ala36 ،Trp38 ،Cys39 ،Pro41 ،Cys42 ،
Pro47 ،Phe61 ،Lys63 ،Asp65 ،Val66 ،Asp67 ،
Met81 ،Pro82 ،Thr83 ،Lys88 ،Val97 ،Gly98 و
Ala99 )4شكل.( 

و سوم توالي پروتئيني ژن  بررسي ساختار دوم
VvTrxh3

 باVvTrxh3 بررسي ساختار دوم توالي پروتئيني ژن
و PSIpredاستفاده از برنامه  نشان داد كه اين پروتئين

4وβ صفحه5ها، حاوي به طور كلي تيوردوكسين
باشند كه به ترتيب ميαمارپيچ

β1α1β2α2β3α3β4β5α4در ساختار دو بعدي پروتئين 
، به طوري كه)Shahpiri et al., 2009(گيرند قرار مي

 مابين انتهاي كربوكسيل صفحه WCGPCجايگاه فعال
β2و انتهاي آمينوي مارپيچα2به شكلي قرار گرفته 

 در Cys42و Gly40 ،Pro41است كه اسيدهاي آمينه
).3شكل(دان واقع شدهα2انتهاي آمينوي مارپيچ

ژن-3شكل هاي اسيدهاي آمينه جايگاه فعال، موتيف. PSIpred با استفاده از برنامهVvTrxh3 ساختار دو بعدي توالي پروتئيني
و اسيدآمينه تريپتوفان ويژه به ترتيب با رنگ و نارنجي نشان داده شدهساختاري درگير در انتقال سلول به سلول .اندهاي آبي، قرمز

ژنختار سه بعدي سا VvTrxh3 توالي پروتئيني

ازوI-TASSERبوسيله برنامه  ساختار با استفاده
 از آرابيدوپسيس به عنوان الگوAth1كريستالي آيزوفرم

تعيين گرديده به طوري كه مشابه با ساختار سه بعدي
وβ5وβ1،β2،β3، صفحاتVvh4ژن   به صورت موازي

 طوري كنار هم قرار به صورت غيرموازي،β4صفحه
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و گيرند كه يك صفحه چينمي داري را تشكيل داده
اين).ج4شكل(شوند احاطه ميαهاي توسط مارپيچ
و تابنوع سازمان خوردگي مختص دهي به عنوان پيچ
مي) Thioredoxin Fold(ها تيوردوكسين شود شناخته

و فعاليت جايگاه فعال   بسيار WCGPCكه براي حضور
 ).Jacquot et al., 1997(ضروري است

ژن مدل-4شكل توالي پروتئيني ژن ) Ribbon(مدل سه بعدي روبان) الف.VvTrxh3هاي سه بعدي توالي پروتئيني
VvTrxh3.هاي مارپيچαصفحات ،βاسيدهاي. باشندميو نواحي مارپيچ پيچيده به طور مشخص در ساختار سه بعدي قابل مشاهده

و اسيدآمينه تريپتوفان ويژه به شكل ميله دي) Ball-stick( توپ-آمينه سيستئين جايگاه فعال -و با علامت فلش به همراه باند
هاي اسيدهاي آمينه موجود در موتيف. اندآمينه سيستئين جايگاه فعال با علامت مثلث نشان داده شدهسولفيدي بين دو اسيد

و انتهاي كربوكسيل درگير در انتقال سلول به سلول به شكل كروي ساختاري ان وو به ترتيب با رنگ) Sphere(تهاي آمينو هاي قرمز
، قطبي)اسيدهاي آمينه با بار منفي: اسيدهاي آمينه با بار مثبت، قرمز: آبي(توزيع اسيدهاي آمينه يوني)ب. اندآبي نشان داده شده

آب) خاكستري( با.VvTrxh3در سطح پروتئين) سفيد(گريزو و اسيدهاي آمينه سيستئين به ترتيب اسيدآمينه متئونين آغازين
و زرد نشان داده شدهرنگ و فعاليت در سطح پروتئين به ترتيب با رنگ)ج. اندهاي سبز - نمايش اسيدهاي آمينه مهم از نظر ساختاري

و قرمز به همراه سطح واندروالسي و اسيدهاي آمينه سيستئين موجود در جايگاه فعال به اسيدآم%.10هاي آبي ينه متئونين آغازين
و زرد نشان داده شدهترتيب با رنگ ژن)د. اندهاي سبز با) سبز رنگ(VvTrxh3مقايسه ساختار سه بعدي توالي پروتئيني

از)زرد رنگ(ساختارهاي سه بعدي پروتئين تيوردوكسين انساني  ازAth1و) سفيد رنگ(E. coli، پروتئين تيوردوكسين
).قرمز رنگ(آرابيدوپسيس

تواند بـه يـك موتيـف ساختار سه بعدي پروتئين مي
βαβαβ و يـــك موتيـــف  انتهـــاي ββα انتهـــاي آمينـــو

 ارپيچـبندي شود كه توسـط يـك م ـكربوكسيل تقسيم

α3صـفحات. شـوند به يكـديگر متـصل مـيβاز موتيـف 

صβ3وβ1،β2انتهاي آمينو، ورت موازي با هم قـرار، به
 از موتيــف انتهــايβانــد در حــالي كــه صــفحات گرفتــه

، به صورت غيرمـوازي در كنـار هـمβ5وβ4كربوكسيل،
 در دو ناحيه،βاين طرز قرارگيري صفحات. اندواقع شده
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بعــدي هــا بــا ســاختار ســهاز خــصوصيات بــارز پــروتئين
Thioredoxin Fold باشـد مـي)Martin et al., 1995(.

تـوالي پروتئينـي ژن ويژگـي ديگـر سـاختار سـه بعـدي
VvTrxh3ها، نحـوه آرايـشو به طور كلي تيوردوكسين

. باشـد مـيβ در اطـراف صـفحات مركـزيαهاي مارپيچ
و از موتيف4αو1α،α2هاي مارپيچ هاي انتهـاي آمينـو

و صـفحات  β كربوكسيل، در وضعيت موازي بـا يكـديگر

 به صـورت عمـود بـرα3مارپيچ قرار داشته در حالي كه
هـاي مـارپيچ. واقع شده استβو صفحاتαهاي مارپيچ

1αوα3و مـارپيچ  نيـز در4αوα2هـاي در يـك طـرف
 ,.Jacquot et al( قـرار دارنـدβطـرف ديگـر صـفحات

 اســيدهاي آمينــه جايگــاه فعــال بــه شــكل ). 1997
و آغــازβ2زدگــي در انتهـاي كربوكــسيل صـفحه بيـرون
انــد بــه طــوري كــه اســيدآمينه قــرار گرفتــهα2مـارپيچ

نـسبت ) Cys39(سيستئين انتهاي آمينوي جايگاه فعـال 
به اسيدآمينه سيستئين انتهاي كربوكسيل جايگاه فعـال 

)Cys42 (دي ــنش ــولدر واك دردي/تي ــشتر ــولفيد، بي س
 ,.Maeda et al(معـرض حملـه نوكلئـوفيلي قـرار دارد 

و آب توزيع اسيدهاي آم ). 2008 گريز در ينه يوني، قطبي
شــس ش4كلـطح پروتئين در وــب نشان داده  ده است

ج نيز توزيع اسيدهاي آمينه مهم از نظر4شكل
و فعاليت در سطح پروتئين  راVvTrxh3ساختاري

 باVvTrxh3ساختار سه بعدي. دهدنمايش مي
، ساختارهاي سه بعدي پروتئين تيوردوكسين انساني

ازپروتئين تي .E وردوكسين coli و پروتئين كد شده
 از گياه مدل آرابيدوپسيس به طورAth1توسط ژن

).د4شكل(باشد كامل منطبق مي
 ازhهاي نوع با تيوردوكسينVvTrxh3مقايسه ژن

 گياهان ديگر
- با ساير تيوردوكسينVvTrxh3 توالي پروتئيني ژن

گh هاي نوع و از گياهان ديگر مورد مقايسه قرار رفته
ازPth3 هاي آيزوفرممشاهده شد كه بالاترين تشابه را با 

 shiranuhi از رقمP. trichocarpa(،Csh(گياه صنوبر 
،)Citrus cv. shiranuhi(متعلق به جنس مركبات

Nbh1از گياه تنباكو )N. benthamiana (وRch1از 
(89به ترتيب به ميزان)R. comunis( گياه كرچك با%

(86،)كسانيي% 71 (85،)يكساني%72با% %72با%
(85و) يكساني ).5شكل(دارد) يكساني%71با%
وVvTrxh3،82%همچنين با%66شباهت يكساني را

 از آرابيدوپسيس كه به عنوان يك الگو برايAth1ژن 
بيني شده اي ساختار سه بعدي پيشسازي مقايسهمدل

VvTrxh3استفاده شد را نشان داد .

ژن همرديف-5شكل و ژنhهاي نوع با آيزوفرمVvTrxh3سازي چندگانه و انگور، ساير گياهان  .Eهاي تيوردوكسين انساني
coli افزار با استفاده از نرمClustalW .و اسيدآمينه تريپتوفان ويژه جايگاه فعال، موتيف هاي ساختاري درگير در انتقال سلول به سلول

و علامت مثلث نشان داده شدهبه ترتيب با كادر و نيمه روشن به ترتيب نشان دهنده اسيدهاي. اندهاي آبي، قرمز رنگ نواحي تيره
و نيمه محافظت شده مي و علامت* همچنين علامت. باشدآمينه كاملاً محافظت شده 0نشان دهنده اسيدهاي آمينه كاملاً يكسان

مينمايان ژنش. باشدگر اسيدهاي آمينه مشابه و روشماره دستيابي .ها آورده شده استها در بخش مواد
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VvTrxh3هاي گياهي، در مقايسه با تيوردوكسين

%71(شباهت كمتري را با پروتئين تيوردوكسين انساني
و از) يكساني%52شباهت .Eو پروتئين تيوردوكسين

coli)57%و ژن. نشان داد) يكساني%29شباهت
VvTrxh3هاي نوع با تيوردوكسين در مقايسهh،انگور 

از)I)hIهاي زيرگروه بيشترين تشابه را با آيزوفرم ،79%
 IIIهاي زيرگروهو كمترين تشابه را با آيزوفرم%99تا

)hIII ( هاي از بين آيزوفرم. دارد%68تا%60به ميزان
hIهاي، بيشترين تشابه را با آيزوفرمVvh2وVvh4به 

(99ميزان با) يكساني%96با% و كمترين تشابه را
و%80ميزان به ترتيب به Vvh10وVvh1هاي آيزوفرم

و يكساني1جدول. دارد% 79 ژن ميزان شباهت
VvTrxh3را در سطح DNA و پروتئين با ساير
ميآيزوفرم .دهدهاي انگور نشان

و شباهت-1جدول وVvTrxh3ژن ميزان يكساني .هاي انگور با ساير آيزوفرمDNA در سطح پروتئين

 پروتئين
DNA 

هاآيزوفرم درصد يكساني درصد تشابه

70 
98 
99 
48 
41 
91 
45 

80 
99 
99 
70 
68 
79 
60 

66 
96 
96 
50 
43 
75 
40 

Vvh1
Vvh2
Vvh4
Vvh5
Vvh6

Vvh10 
VvCxxS1

-اي از تيوردوكسينبه زيركلاس ويژهVvTrxh3ژن
 تعلق داردhهاي نوع

Gelhaye et al.)2004b (هاي فيلوژنتيكي روي با بررسي
هاي آرابيدوپـسيس نـشان دادنـد كـه انواع تيوردوكسين 

4: شـامل به سه گروه اصـلي، هاي اين گياه تيوردوكسين
،yوf،m،xتيوردوكــــسين كلروپلاســــتي نــــوع

با موقعيت زيرسلولي ميتوكنـدرياييoهاي تيوردوكسين
ميسيمتقhهاي نوع تيوردوكسينو  . شوندبندي

هاي نوع ها نشان داد كه تيوردوكسين هاي آن بررسي
hو هر زيرگروه خود به چند نيز شامل سه زيرگروه بوده
) Meyer et al.)2008. شـود بنـدي مـي كلاس تقسيمزير

. هاي خود نتايج مشابهي را بدست آوردند نيز طي بررسي 
 بــا اســتفاده از انــواع مختلــف بررســي فيلــوژنتيكي

و تيوردوكسين تيوردوكسين هاي نـوع هاي آرابيدوپسيس
hبـه روش ساير گياهانUnrooted-Neighbor Joining 

ــزار ــرم اف ــتفاده از ن ــا اس ــه ClustalWب ــشان داد ك  ن
ــسين ــتي، تيوردوك ــلي كلروپلاس ــروه اص ــه گ ــه س ــا ب ه
hهــاي نــوع تيوردوكــسينوoهــاي تيوردوكــسين

ژ تقسيم  بـه همـراهVvTrxh3ن بندي شده به طوري كه
hهاي نـوع در گروه تيوردوكسين انگور هايساير آيزوفرم

).6شكل(گيرد قرار مي

ــي ــشان مـ ــوژنتيكي نـ ــي فيلـ ــه بررسـ ــد كـ  دهـ
 IIIو I،IIخود به سـه زيرگـروهhهاي نوع تيوردوكسين

، زيرگـروهhهاي نوع تيوردوكسين. شوندبندي مي تقسيم
I)hI(توسط آنـزيمNTRو داراي جايگـاه احي ـ اء شـده

). Gelhaye et al., 2004a(باشندمي WC[G/P]PCفعال 
 سيتوزولي بـوده،hهاي نوع تيوردوكسين اين زيرگروه از 

هاي ساختاري درگير در انتقال سـلولو با داشتن موتيف
بـه سـلول، در تنظـيم ردوكـس تركيبـات بافـت آونـدي 

و قبل از انتقال از طريق پلاسم  ودسماتا به دخالت داشته
هاي جانبي بافت آوند درون عناصر آوند آبكش، در سلول 

). Ishiwatari et al., 1998(شــوند آبكــشي ســنتز مــي
ــه ســه زيــركلاسhIهــاي تيوردوكــسين  ICو IA ،IB ب

هاي به همراه ژنVvTrxh3شوند كه ژن بندي مي تقسيم
Vvh4وVvh10 هاي مورد اسـتفادهو ساير تيوردوكسين

 تعلـق IAكلاس سازي چندگانه، به زير همرديفدر تهيه 
ــد ــركلاس. دارنــ ــاي زيــ ــامل ICو IBهــ ــز شــ  نيــ

و غـلاتhهاي نوع تيوردوكسين از گيـاه آرابيدوپـسيس
نيـز ) II)hII زيرگـروهhهاي نوع تيوردوكسين. باشندمي

 احيـاء NTR توسـط آنـزيمhIهاي همانند تيوردوكسين 
و داراي جايگاه فعال ويژگـي. باشـند مـي WCGPCشده

-ها، وجود يك انتهاي آمينو با طـول زيـاد مـي اصلي آن 
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.دــاشنــب ميAth8وVvh5،Ath2،Ath7هـاي شامل آيزوفـرم hII هايتيوردوكسين. باشد

و زيركلاسClustalWافزار درخت فيلوژنتيكي رسم شده با استفاده از نرم-6شكل ژن به منظور نشان دادن نوع، زيرگروه
VvTrxh3هاي نوع هاي آرابيدوپسيس، تيوردوكسين با استفاده از انواع تيوردوكسينhو ساير گياهان در شماره دستيابي ژن.انگور ها

و روش .ها آورده شده استبخش مواد

-دهد كه تيوردوكسينبررسي فيلوژنتيكي نشان مي
بندي تقسيمIIIو I،IIخود به سه زيرگروهhهاي نوع

توسط)I)hI، زيرگروهhهاي نوع تيوردوكسين. شوندمي
و داراي جايگاه فعال NTRآنزيم   احياء شده

WC[G/P]PC باشندمي)Gelhaye et al., 2004a .( اين
و با،hهاي نوع تيوردوكسين زيرگروه از  سيتوزولي بوده

هاي ساختاري درگير در انتقال سلول به داشتن موتيف
س تركيبات بافت آوندي دخالت سلول، در تنظيم ردوك

و قبل از انتقال از طريق پلاسمودسماتا به درون داشته
هاي جانبي بافت آوند عناصر آوند آبكش، در سلول

). Ishiwatari et al., 1998(شوند آبكشي سنتز مي
 ICو IA ،IB به سه زيركلاسhIهاي تيوردوكسين

ميتقسيم ژVvTrxh3شوند كه ژن بندي هاينبه همراه
Vvh4وVvh10هاي مورد استفادهو ساير تيوردوكسين

 تعلق IAكلاس سازي چندگانه، به زيردر تهيه همرديف
لــيز شامــنICو IBايــهركلاســزي. دارند

و غلاتhهاي نوع تيوردوكسين از گياه آرابيدوپسيس
نيز ) II)hII زيرگروهhهاي نوع تيوردوكسين. باشندمي

 احياء NTR توسط آنزيمhIهاي تيوردوكسينهمانند
و داراي جايگاه فعال ويژگي. باشند ميWCGPCشده

 ها، وجود يك انتهاي آمينو با طول زياد اصلي آن
هاي شامل آيزوفرمhII هايتيوردوكسين. باشدمي

Vvh5،Ath2،Ath7وAth8سومين زيرگروه. باشند مي
بال تيوردوكسين شامhهاي نوع از تيوردوكسين هايي

هايو تيوردوكسينWCGPCجايگاه فعال معمول 
آن ميCxxSناهنجار  ها واكنش با باشند كه ويژگي اصلي

باشدمي) Grx/GSH(گلوتاتيون/سيستم گلوتاردوكسين
)Gelhaye et al., 2003 .(ها از جمله اين تيوردوكسين

وVvCxxS1وVvh6هاي توان به آيزوفرممي  انگور
AtCxxC2وAth9،AtCxxS1،AtCxxS2هاي آيزوفرم

بررسي فيلوژنتيكي در مورد. آرابيدوپسيس اشاره نمود
و هاي بندي تيوردوكسينتقسيم آرابيدوپسيس
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مشابه با نتايج ساير گياهانhهاي نوع تيوردوكسين
 ).Gelhaye et al., 2004a, 2005(باشد موجود مي

 گيري كلينتيجه
ي  كامل تيوردوكسين نوع cDNAك در اين بررسي

hتحت عنوان ،VvTrxh3از بافت برگ گياه انگور ،)V. 

vinifera ( يك رقم ايراني)از) بيدانه سفيد با استفاده
و همسانهRT-PCRواكنش  و جداسازي سازي گرديده
با. هاي بيوشيميايي آن مورد بررسي قرار گرفتويژگي

ي نشان داده سازي ساختارهاي مدلاستفاده از بررسي
ها، داراي مشابه با ساير تيوردوكسينVvTrxh3شد كه

و بررسيThioredoxin Foldساختار  هاي همولوژي بوده
بـــو فيلوژنتيكي نشان داد كه اين ژن شب باــاهت  الايي

و بهhهاي نوع تيوردوكسين  گياهان ديگر داشته
I زيرگروهhهاي نوع اي از تيوردوكسينزيركلاس ويژه

. تعلق دارد

 سپاسگزاري
و قدرداني خود را از نويسندگان مراتب تشكر
همكاري صميمانه مديريت محترم مركز تحقيقات 
و منابع طبيعي استان قزوين، جناب آقاي  كشاورزي
و همچنين جناب آقاي دكتر نجاتيان،  دكتر نوري
مديريت محترم ايستگاه تحقيقات انگور تاكستان، جناب 

و مهندس فدائي كه ما را در امر آقايان مهندس  رسولي
مينمونه .دارندبرداري ياري نمودند، ابراز
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