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 دهيچك

مختلف سلولي  هايسمياحيا )ردوكس( در سلول براي انجام متابول -حفظ تعادل شرايط اكسيداسيون

مختلف مولكولي در  هايسيار حياتي است. در موجودات زنده مكانيسمو فعاليت مسيرهاي انتقال پيام ب

سيستمي متشكل از تيوردوكسين  NADPHحفظ اين تعادل نقش دارند. سيستم تيوردوكسين وابسته به

كه نقش مهمي در انتقال الكترون از  باشدمي NADPH، تيوردوكسين و  NADPHردوكتاز وابسته به

NADPH  سلولي دارد و بدين ترتيب با تنظيم تبادلات  هايي در بسياري از پروتئينسولفيدديبه باندهاي

يكي از  يهكنندتوالي ژن كد دي سولفيد درحفظ تعادل ردوكس سلولي دخالت دارد. در تحقيق حاضر-تيول

به همراه شريک  pET28aدر ناقل بياني  ،ناميده شده بود OsNTRBكه قبلا از گياه برنج  NTR  هايايزوفرم

 Rosettaسويه  )E.coli) اشرشيا كلي و پلاسميد نوتركيب به ميزبان بياني سازيهمسانه tag-6Hisالحاقي 

(DE3)  منتقل شد. مقدار قابل توجهي از فرم نوتركيب اين پروتئين پس از القا محيط كشت باكتري باIPTG 

سازي فرم نوتركيب و خالص بيان هترولوگشد.  سازيتوليد و با استفاده از كروماتوگرافي جذبي خالص

OsNTRB  امكان بررسي برهمكنش اين پروتئين را با دو تيوردوكسين موجود از دو منشا مختلف گياه جو

(HvTrxh1 و باكتري )اشرشياكلي ( (EcTrx فراهم ساخت. نتايج نشان داد فرم نوتركيبOsNTRB  در

تيوردوكسين گياهي و باكتريايي را احيا  هر دو تواندمي NADPHمحيط اين ويترو فعال بوده و در حضور 

تفاوت و  هبودEcTrx  بالاتر از  بسيار HvTrxh1 با اين حال سرعت برهمكنش آن با تيوردوكسيننمايد. 

 .قابل توجهي نشان داد

 .پروتئين نوتركيببرنج ، تيوردوكسين ردوكتاز، تيوردوكسين،  :يديكلي ها واژه

                                                 
  :31131133130تلفن:                           پيريآذر شاهنويسنده مسئول                                 a.shahpiri@cc.iut.ac.irmail: -E 
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 مقدمه

هاي كوچكي تئينها ، پرو(Trx)تيوردوكسين

كيلودالتون هستند، كه به  12-13با وزن مولكولي 

واسطه وجود دو سيستئين در جايگاه فعال خود 

(WCG/PPC در )سولفيدي هاي ديباند ءاحيا

كننده در فرآيندهاي هاي هدف شركتپروتئين

مختلف سلولي نقش مهمي را در سلول ايفا 

به  كنند. به عنوان مثال با دادن الكترونمي

 هايها به عنوان يكي از پروتئينردوكسينپراكسي

حذف سميت پراكسيد  هدف نقش مهمي در

 ;Holmgren, 1985) هيدروژن در سلول دارند

Chae et al., 1999; Elias et al., 2000).) در 

ها ها و قارچبر خلاف پستانداران، باكتري گياهان

وجود دارد كه در  Trxهاي مختلفي از ايزوفرم

هاي مختلف سلولي مانند كلروپلاست، سمتق

 اند ميتوكندري، سيتوزول و هسته پراكنده

(Gelhaye et. al., 2005; Meyer et al., 2005.) 

، بر اساس ساختمان Trxهاي مختلف ايزوفرم

اوليه و محل استقرار در شش زير خانواده 

در  yو  f، m ، xهاي Trxاند. بندي شدهگروه

 در Trx hدر ميتوكندري و Trx oكلروپلاست ، 

 ;Lemaire et al., 2001) دارند سيتوزول قرار

Laloi et al., 2007). با اين حالTrx  هايh  در

هاي ديگر سلولي مانند هسته، شبكه  قسمت

نيز در  mو  fهاي Trxآندوپلاسمي، ميتوكندري و 

هاي غير فتوسنتتيک شناسايي  بافت

باند (.  (Gelhaye et al., 2005اندشده

ها با Trxسولفيدي در جايگاه فعال دي

شود.  هاي دهنده الكتروني مختلفي احيا ميسيستم

 (y، f ،m   ،x ها )Trxدر پلاستيدها، احيائ 

 -وابسته به نور و به واسطه آنزيم فردوكسين

 باشد( ميFTRتيوردوكسين ردوكتاز )

(Buchanan et al., 2002 .) در خارج از

در  Trxهمانند  hو  oهاي Trxكلروپلاست، 

ها و پستانداران به وسيله ها ، قارچيباكتر

NADPH  به واسطه آنزيم تيوردوكسين ردوكتاز

 Dai) شوندمي( احيا NTR) NADPHوابسته به 

et al., 1996; Arner et al., 1999; Waksman 

et al., 1994). NTR هاي متعلق به  ها آنزيم

 كتازها هستند كهخانواده فلاووپروتئين اكسيدوردو

دهيدروژناز، _هايي مانند ليپوآميدشامل پروتئين

گلوتاتيون ردوكتاز و مركوريک يون ردوكتاز 

    .(Mustachich & Powis, 2000) باشندمي

NTR هايي داراي دو زير واحد يكسان پروتئين ها

مي باشند كه به دو دسته با وزن مولكولي پايين و 

 با ها NTRشوند. ميوزن مولكولي بالا تقسيم 

، پستانداران مانند موجوداتي در بالا مولكولي وزن

زيرواحد كه هر  شوندمي يافت حشراتو پرندگان

كيلودالتون  11داراي وزن مولكولي حدودا 

ها در  NTR .(Arner et al., 1999) باشد مي

موجود در  NTRگياهان شباهت بيشتري به 

با  NTRر گروه ها دارند و د ها و قارچپروكاريوت

گيرند. اعضاي اين وزن مولكولي پايين قرار مي

هايي با دو زير واحد يكسان  خانواده، پروتئين

اسيد و وزن مولكولي آمينو 330-310حاوي 

دالتون هستند كه هر زير واحد كيلو 31حدودا 
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و  NADPHداراي دو دومين، يكي متصل به 

و يک جايگاه فعال FADH ديگري متصل به 

CXXC باشد  سولفيدي ميجهت احيا باندهاي دي

(Dai et al., 1996; Marcos et al., 2010 در .)

 ،Trxبا  NTRسلول در هنگام برهمكنش 

به   FADHاز طريق NADPHها از الكترون

در نهايت با انتقال به  منتقل و NTRجايگاه فعال 

 Trx hباند دي سولقيدي موجود در جايگاه فعال 

 شوند. باعث احياي آن مي

يكي از سوالاتي كه در مورد سيستم 

NTR/Trx يم زباشد اين است كه آيا آنمطرح مي

NTR  به شكل يكساني باTrx h ي مختلف ها

دارد و يا اين برهمكنش تحت تاثير  شهمكنبر

گيرد؟ جهت پاسخ ساختمان تيوردوكسين قرار مي

كننده يكي از به اين سوال در اين تحقيق ژن كد

( از گياه برنج كه OsNTRB)NTR اي هايزوفرم

سازي شده بود و همسانه سازياقبلا جد

(Eslampanah et al., 2012به باكتري ) 

، منتقل و فرم نوتركيب اين  ( E. coli) اشرشياكلي

سازي شد. توليد فرم آنزيم توليد و خالص

از گياه برنج امكان مقايسه  NTRنوتركيب 

 هاي نوتركيب رمبرهمكنش اين آنزيم را با ف

Trx موجود با منشا گياهي مانندTrx h  از گياه جو

((HvTrxh1 و همچنينTrx  از باكتري 

( را در محيط اين ويترو EcTrx) اشرشياكلي

 فراهم ساخت. 

 

 مواد و روش ها

 آناليز توالي

واقع بر  OsNTRBتوالي آمينواسيدي 

مرتبط با گياه برنج،  Os02g48290لوكوس 

 Rice genome annotationعاتيدرپايگاه اطلا

(http://rice.plantbiology.msu.edu)  مورد

. توالي پروتئيني ديگر  گرفت جستجو قرار

NTRافزار هاي گياهي با استفاده از نرمBlastP  در

دست آمد. به NCBIپايگاه اطلاعاتي 

ياهي با استفاده از هاي گNTRسازي همرديف

 انجام شد. ClustalW2افزارنرم
 

  E. coliدر باكتري  NTRبيان هترولوگ 

به منظور بيان پروتئين نوتركيب، ابتدا 

حاوي ژن pJET-OsNTRB پلاسميد نوتركيب 

OsNTR (Eslampanah et al., 2012 ،)كننده كد

 HindIIIو  EcoRIبا استفاده از آنزيم هاي برشي 

به كمک آنزيم  OsNTRعه قط هضم شد و

T4DNA- Ligase  درجه سانتي  22در دماي

دقيقه، به دو  30ک ساعت و يگراد به مدت 

كه با استفاده از  pET28aانتهاي پلاسميد بياني 

همين آنزيم هاي برشي خطي شده بود، متصل 

شد. محصول الحاق با استفاده از روش 

به  Electeroporator الكتروپوريشن در دستگاه

منتقل و بر روي   DH5αلولهاي مستعد شدهس

محيط كشت  جامد حاوي كانامايسين كشت شد. 

هاي با استفاده از روش غربالگري سريع، كلون

به منظور  حاوي قطعه ژني مورد نظر جداسازي و

سازي شده، استخراج تاييد حضور قطعه همسانه

هاي مورد نظر انجام و هضم پلاسميد از كلوني

 HindIIIو  EcoRIآنزيم برشي آنزيمي با دو 

http://rice.plantbiology.msu.edu/
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ها جهت صورت گرفت. در نهايت نمونه

يابي فرستاده شدند و از آغازگرهاي رفت و توالي

 شد. يابي آنها  استفاده براي توالي  T7برگشت

هاي نوتركيب به پس از تاييد توالي، پلاسميد

منتقل  Rosetta (DE3)سويه  E. coliباكتري 

مقاوم به آنتي بيوتيک  شدند. با توجه به وجود ژن

و همچنين  pET28aكانامايسين بر روي پلاسميد 

به آنتي  Rosetta (DE3)هاي مقاومت باكتري

 Rosetta (DE3)هاي بيوتيک كلرامفنيكل، سويه

هاي نوتركيب بر روي محيط حاوي پلاسميد

ليتر ميكروگرم بر ميلي 10 كشت حاوي

رامفنيكل ليتر كلميكروگرم بر ميلي 1كانامايسين و 

قادر به رشد بودند. به منظور توليد پروتئين از اين 

هاي باكتري در دماي هاي نوتركيب، سلولسويه

حاوي  LBگراد در محيط كشت درجه سانتي 33

  010Aبيوتيک رشد داده شدند. وقتي اين دو آنتي

به عنوان  IPTGميكرومولار  100رسيد،  0/0به 

ضافه شد و كشت القا كننده به محيط كشت ا

ساعت ديگر ادامه يافت.  3باكتريايي به مدت 

هاي باكتري با استفاده از سانتريفيوژ سپس سلول

درجه  -20رسوب داده شد و در دماي 

 گراد نگهداري شدند. سانتي

 

سازي با استفاده جداسازي فاز محلول و خالص

 از كروماتوگرافي جذبي

به  هاي فاز محلول،جهت استخراج پروتئين

ليتر ميلي 210ليتري از ميلي 10ازاي رسوب 

ميكروليتر  2100 ،ي باكتريكشت القاء شده

اسيد -مولار تريسميلي 10) تريسازبافر

هاي به رسوب داخل لوله (pH= 2،  كلريدريک

ليتري اضافه شد و رسوب به ميلي 10اپندورف

ها با ي باكتريطور كامل حل گرديد. ديواره

 UP50Hه اولتراسونيک )مدل .استفاده از دستگا

شد و در ( شكسته Hielsherساخت شركت 

هاي مختلف يک قطره از سوسپانسيون زمان

شد تا تقريباً از باكتري زير ميكروسكوپ بررسي

ها اطمينان ِ باكتريي همهشكست ديواره

دقيقه  11هاي اپندورف به مدت ⁫گردد. لولهحاصل

سانتريفوژ ( g12113دور در دقيقه ) 12000در 

 21ي اپندورف شدند. فاز بالا به يک لوله

شد و به منظور انجام  ليتري تازه منتقلميلي

 شدند.نگهداري  -C°20مراحل بعدي در دماي 

سازي پروتئين با استفاده از خالص

كروماتوگرافي جذبي انجام شد. بدين منظور 

-Hisهاي پروتئين محلول استخراج شده از ستون

Trap HP (خت شركتسا GE Healthcare  كه )

بارگذاري )ايميدازول  A از قبل با استفاده از بافر

ميلي مولار و  100ميلي مولار، كلريد سديم  10

 2اسيد كلريدريک،  -ميلي مولار تريس 30

=PH ،عبور داده شدند.( به تعادل رسيده بودند 

هاي باند شده غير  پروتئين شستشويجهت 

 Bليتر از مخلوط بافر ميلي 10ميزان  اخنصاصي

مولار، ميلي 300)ايميدازول فيلتر شده سرد شامل 

مولار ميلي 30مولار و ميلي 100كلريد سديم 

فيلتر   Aو بافر (PH= 2اسيد كلريدريک،  -تريس

   A بافر %10و   Bبافر %10شده سرد با نسبت 

و اجازه داده شد  روي ستون بارگذاري گرديدبر 

جداسازي سپس جهت  د.تا از ستون خارج گرد
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 %30حاوي  يبافرليتر ميلي 10پروتئين هدف 

روي ستون بارگذاري بر  Aبافر % 00و  Bبافر 

هاي هر ميلي ليتر خروجي ستون در لولهو  گرديد

لوله هاي اپندورف بر ميليي ليتري  1/1اپندورف 

كيفيت  نگهداري شدند. C°3روي يخ در دماي 

با استفاده ها پروتئين خارج شده در ويالخلوص 

غلظت مورد ارزيابي قرار گرفت.  SDS-PAGEاز 

با استفاده از  ONTRB-6Hisپروتئين نوتركيب 

نانومتر و  220روش تعيين جذب در طول موج 

 لمبرت تعيين شد. -قانون بير

 

 SDS-PAGEها بر روي ژل بارگذاري نمونه

نوتركيب مورد  به منظور رديابي پروتئين

گذاري بار SDS-PAGEروي ژل  ها برنظر، نمونه

مولار ميلي X1 (313بافر بارگذاري . ندشد

 SDS  10، (=pH 2/0) اسيد كلريدريک -تريس

، برومو فنول بلو درصد 10گليسرول  ،درصد

تريتول تيوميكروليتر دي 3درصد( و  01/0

(DTT )X20 ها مخلوط گرديد با هريک از نمونه

شدند. ه جوشاند C°11دقيقه در  10و به مدت 

دقيقه سانتريفوژ  11ها به مدت سپس نمونه

ميكروليتر از هر نمونه در  13گرديدند و 

شد. رنگ آميزي ژل با استفاده از ها تزريق چاهک

   صورت گرفت -210Rروش كوماسي بلو 

(Sambrook et al., 2001). 

در Trx با   OsNTRBتعيين سرعت واكنش

 NADPHحضور 

ميكروليتر  300مخلوط واكنش در حجم 

ميلي مولار پتاسيم فسفات  100شامل 

(1/3(pH=  ،2/0  ميلي مولارEDTA ،1./0 

(، BSAليتر بوين سرم آلبومين )گرم بر ميليميلي

      ولارميكروم DTNB ،200 ميكرومولار  200

      NADPH ميكرومولار از هر كدام  1و غلظت

 Shahpiri et)  از پروتئين هاي نوتركيب

al.2008) HvTrxh1  وEcTrx  خريداري شده از(

 30ها با اضافه كردن بود. واكنش شركت سيگما(

آغاز شد و مقدار جذب OsNTRB نانومولار

 30نانومتربه مدت  311نوري در طول موج 

( Beckman DU 530دقيقه با اسپكتروفتومتر )

اندازه گيري و ثبت شد. لازم به ذكر است يک 

كر شده در واكنش واكنش حاوي تمام تركيبات ذ

بدون حضور تيوردوكسين به عنوان واكنش كنترل 

 در نظر گرفته شد.

 

 يجانت

 OsNTRBآناليز توالي آمينواسيدي 

 331از  OsNTRBتوالي آمينواسيدي 

وزن آمينواسيد تشكيل شده است و داراي 

باشد. مي pI= 12/0كيلودالتون  03/33مولكولي 

OsNTRB هاي با يكي از ايزوفرمNTR  از گياه

( كه به عنوان يک ايزوفرم HvNTR2جو )

يابي ميتوكندريايي/ سيتوپلاسمي قبلا مشخصه

 % 11(، داراي Shahpiri et al., 2008شده است )

شباهت در توالي آمينواسيدي است. در 

 NTRهاي همانند ديگر ايزوفرم  OsNTRBتوالي

هاي موتيفاز نوع ميتوكندريايي/ سيتوپلاسمي، 

به صورت توالي  FADه به شوندمتصل 

GXGXA  وTXXXXVFAAGD  و موتيف
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 GXGXXA  با توالي NADPHشونده به متصل 

فعال نيز حاوي دو شود. منطقه جايگاه مشاهده مي

 (.  1باشد )شكل مي CAVCسيستئن با توالي 

 

و  E. coliدر باكتري  OsNTRBبيان هترولوگ 

 سازي پروتئين نوتركيبخالص

كه از بافت  OsNTRB يندهتوالي ژن كد كن

 pJET در پلاسميدساقه گياه برنج جداسازي و 

 ,.Eslampanah et alهمسانه سازي شده بود )

هريک تحت  ،(+)pET-28aبياني  ناقل ( و2012

و  HindIIIواكنش هضمي با دو آنزيم برشي 

EcoRI  (2 شكلسازي شدند )و خالصهضم .

)شكل  يبيانناقل به   OsNTRاتصال قطعهپس از 

سازي شده، دستواره و تاييد توالي ژني همسانه (2

كه از  Rosetta (DE3)مورد نظر به ميزبان بياني 

هاي باكتري اشريشيا كلي است، منتقل سويه

، فاز IPTGگشت. پس از القاي باكتري ها با 

ها استخراج شد و آناليز محلول پروتئين از باكتري

 SDS-PAGEكل پروتئين محلول بر روي ژل 

صورت گرفت. قابل ذكر است كه نمونه كنترل 

در كنار نمونه اصلي در IPTG بدون تلقيح 

 (.3 )شكل نظرگرفته شد

 
OsNTRB  MEGSAGAPLRTRVCIIGSGPSAHTAAIYAARAELKPVLFEGWLANDIAAGGQLTTTTDVE 60 

HvNTR2  MEGSAAAPLRTRVCIIGSGPAAHTAAIYAARAELKPVLFEGWMANDIAAGGQLTTTTDVE 60 

        *****.**************:*********************:***************** 

OsNTRB  NFPGFPEGILGGELMDRCRAQSLRFGTSIISETVTAVDFSARPFRVASDSTTVLADAVVV120 

HvNTR2  NFPGFPTGIMGIDLMDNCRAQSVRFGTNILSETVTEVDFSARPFRVTSDSTTVLADTVVV120 

        ****** **:* :***.*****:****.*:***** **********:*********:*** 

OsNTRB  

ATGAVARRLHFAGSDAYWNRGISACAVCDGAAPIFRNKPIAVIGGGDSAMEESNFLTKYG180 

HvNTR2  ATGAVARRLYFSGSDTYWNRGISACAVCDGAAPIFRNKPIAVIGGGDSAMEEGNFLTKYG180 

        *********:*:***:************************************.******* 

OsNTRB  

SHVYIIHRRNTFRASKIMQARALSNPKIQVFWDSEVVEAYGGEGGGPLAGVKVKNLVTGK240 

HvNTR2  

SQVYIIHRRNTFRASKIMQARALSNPKIQVVWDSEVVEAYGGAGGGPLAGVKVKNLVTGE240 

        *:****************************.*********** ****************: 

OsNTRB  

ISDLQVSGLFFAIGHEPATKFLGGQLELDADGYVATKPGSTHTSVKGVFAAGDVQDKKYR300 

HvNTR2  

VSDLQVSGLFFAIGHEPATKFLNGQLELHADGYVATKPGSTHTSVEGVFAAGDVQDKKYR300 

        :*********************.*****.****************:************** 

OsNTRB  QAITAAGSGCMAALDAEHYLQEVGAQEGKAD 331 

HvNTR2  QAITAAGSGCMAALDAEHYLQEVGAQVGKSD 331 

        ************************** **:* 

توع سيتوزول/ ميتوكندري از گياه برنج  NTRدو همرديف سازي توالي آمينو اسيدي  -1 كلش

((OsNTRB (و جوHvNTR2  جعبه .)موتيف اتصال 0و 1 :FAD   موتيف اتصال 3جعبه :NADP  

 .NTR: موتيف مربوط به دو سيستئين در جايگاه فعال 2جعبه 
Figure 1- Multiple alignment between cytoplasmic/mitochondrion type NTRs from rice 

(OsNTRB) and barley (HvNTR2). FAD-binding motifs (Box1 and Box4), NADP-binding 

motif (Box 3), and two Cys residues in the active site motif (Box 2). 

 

  

 

1 

2 3 

4 
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كننده پلي با توجه به وجود منطقه كد

در بالا دست جايگاه  His-tag)) هيستيدين

پروتئين  pET28aسازي در پلاسميد كلون

هيستيدين در نوتركيب حاصل داراي دنباله پلي

بيني شده باشد. وزن مولكولي پيشانتهاي آمينو مي

 His-OsNTRBهاي نوتركيب براي پروتئين

ي ايزوالكتريک آن كيلو دالتون و نقطه 31/32

پلي پپتيدي با وزن وجود باند  .باشدمي 1/0

مولكولي مورد نظر بر روي ژل، توليد پروتئين 

در مقايسه با سويه  His-OsNTRBنوتركيب 

 (. 3 كنترل را تاييد كرد )شكل

هاي نوتركيب از ديگر سازي پروتئينخالص

هاي باكتري با استفاده از كروماتوگرافي پروتئين

جذبي بر روي ستون هاي حاوي رزين نيكل 

(2+Ni (راهم گشت و سپس به منظور ارزيابي ، ف

كيفيت خالص سازي، پروتئين پس از 

شد  بارگذاري SDS-PAGE سازي بر رويخالص

(. عدم وجود باندهاي اضافي نشان 3)شكل 

 سازي است.دهنده كيفيت بالاي خالص

به منظور تعيين غلظت پروتئين نوتركيب 

خالص شده، ابتدا ميزان جذب نمونه پروتئيني در 

خاموشي گيري شد و ضريب انومتر اندازهن 220

در  ProtParamآن با استفاده از نرم افزار مولي 

و نهايتا در  شدمحاسبه  Expassyپايگاه اطلاعاتي 

لمبرت قرار داده شد . غلظت پروتئين  -فرمول بير

ميكرومولار تخمين زده شد و  133/21نوتركيب 

به دست  His-OsNTRBميزان پروتئين خالص 

 1ه ازاي هر ليتر محيط كشت باكتري آمده ب

 گرم بود.ميلي
 

با دو تيوردوكسين گياهي  OsNTRBبرهمكنش 

 و باكترياي

به   NADPHدر سلول گياهان الكترون از

NTR  و سپس ازNTR  بهTrx h يابد. انتقال مي

Trx h به عنوان يک عامل  "احيا شده متعاقبا

كننده قادر به احيا كردن تعداد زيادي از احيا

 1133در سال  هولمگرنها مي باشد. پروتئين

(Holmgren, 1977 نشان داد كه در محيط اين )

 NADPHِ با NTRويترو نيز در صورتي كه آنزيم 

سولفيدي تواند باعث احياي باند دياحيا گردد مي

با به كار بردن  گردد. Trx hدر جايگاه فعال 

DTNB ر واكنش به عنوان سوبستراي نهايي، د

Trx h  احيا شده آن را احيا نموده و بهTNB  كه

يک ماده زرد رنگ است تبديل مي كند. اين ماده 

نانومتر بيشترين  312زرد رنگ در طول موج 

گيري ميزان شدت با اندازهجذب را دارد. لذا 

نانومتر و با ثبت  312رنگ زرد در طول موج

نمودار ميزان جذب در ، دقيقهميزان جذب در هر 

 ا مي توان رسم نمود. ر زمان
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در  ORFبه منظور همسانه سازي قطعه pET-28a و ناقل بياني  OsNTRBآماده سازي قطعه  -2شكل 

 به طول OsNTRB   ژن كد كننده قطعه: 1ستون   bp DNA Ladde :L  :A 100 .وكتور بياني

bp1551 جدا شده از پلاسميد OsNTRB/pJET  هاي پس از برش با آنزيمHindIII  وEcoRI .M 

:B نشانگر مولكولي :III  ، پلاسميد 1ستون : pET-28a باكتري  ازشده استخراجDH5α   ستون

  :EcoR I & Hind III .Cهضم شده با دو آنزيم برشي bp0333 به طول  pET-28a پلاسميد بياني:2

با آنزيم  pET-OsNTRBبا استفاده از هضم آنزيمي  pET-28aسازي ژن در پلاسميد تاييد همسانه 

جدا  bp1551 به طول  OsNTRB قطعه : 2ستون    IIIنشانگر مولكولي : EcoRI  Mو  HindIIIهاي 

 EcoRI  100 bp DNAو  HindIIIهاي پس از برش با آنزيم pET-OsNTRBشده از پلاسميد 

Ladder : L 
Figure 2- Preparation fragment containing gene encoding OsNTRB and Linear vector 

pET-28a. A: DNA Ladder 100 bp plus (L), Double digestion of pJET- OsNTRB with 

restriction enzymes Hind III & EcoRI (Lane 1). B: Molecular Marker III (M), Extracted 

Plasmid pET28a (Lane 1), Digested pET-28a with two restriction enzymes Hind III and 

I EcoRI (Lane 2). C: Confirmation if cloning of gene in pET28a by cutting of pET-

OsNTRB with EcoRI and HindIII. Molecular Marker III (M), Double digestion of pET-

OsNTRB with restriction enzymes Hind III & EcoRI (Lane 1), DNA Ladder 100 bp plus 

(L). 
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: SDS-PAGE .Mبر روي ژل  OsNTRB  بررسي بيان و خالص سازي پروتيئن نوتركيب -3شكل

پروتئين محلول :  2چاهک  IPTGبدون تلقيح  پروتئين محلول استخراج شده: 1چاهک ماركر پروتئيني

  His-OsNTRB: پروتين نوتركيب خالص شده 3چاهک   IPTGتلقيح  ساعت 0پس از  استخراج شده
Figure 3- Analysis of expression and purification of recombinant OsNTRB by SDS-

PAGE. Protein marker (M), Total soluble protein extracted from E. coli before addition 

of IPTG (lane1), Soluble extracted protein from E. coli 4 hours after addition of IPTG 

(lane 2), Purified His-OsNTRB (lane 3). 

 

توان به سرعت اندازه گيري شيب خط ميبا 

 برد.پي Trx hدر برهمكنش با  NTRاوليه واكنش 

 OsNTRBدر اين تحقيق نيز سرعت بر همكنش 

به عنوان  DTNB، با استفاده از  Trx hبا دو 

 NADPHو همچنين  Trxاي نهايي براي سوبستر

 (.3به عنوان عامل احيا كننده مقايسه شد )شكل 

 ،NADPHيک واكنش حاوي 

OsNTRBوDTNB   بدون حضورTrx به عنوان ،

واكنش كنترل در نظر گرفته شد. نتايج نشان داد 

توليد شده در اين تحقيق فعال  OsNTRكه آنزيم 

محيط اين  بوده و قادر به احياي تيوردوكسين در

باشد. به طوريكه در مقايسه با نمونه ي ويترو مي

نانومتر در هر  311كنترل، جذب در طول موج 

دو واكنش افزايش پيدا كرد. با اين حال سرعت 

با دو تيوردوكسين مختلف  OsNTRB واكنش

در  OsNTRBكاملا متفاوت بود. سرعت واكنش 

 000/0به ترتيب  HvTrxhو  EcTrxواكنش با 

 نتايج نشان بود. بنابراين ∆min/412 021/0و

با  NTRسرعت بر همكنش  كه دهدمي

تيوردوكسين گياهي به كار برده شده در اين 

تجقيق بسيار بالاتر از سرعت برهمكنش با 

تيوردوكسين باكتريايي است. برعكس در 

اي كه قبلا صورت گرفته، نشان داده شده مطالعه

با  E. coliباكتري  NTRاست كه فرم نوتركيب 
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Trx  از باكتريE. coli  با سرعت بالايي

 ,.Miranda-Vizuete et al) برهمكنش دارد

رسد كه (. بر اساس اين نتايج به نظر مي1997

NTR  از هر موجود زنده باTrx  از آن موجود ويا

موجودات خويشاوند برهمكنش بهتري در مقايسه 

 با موجودات ناخويشاوند دارد.

  
 

 
 

 بحث 

به عنوان سيستم  NTR/Trxسيستم 

ردوكس، نقش مهمي را در مسيرهاي مختلف 

ها ايفا متابوليتي در پروكاريوت ها و يوكاريوت

هاي حياتي و دردامنه وسيعي از واكنش كندمي

و  NTRسلول نقش دارد. چگونگي برهمكنش 

Trx  با استفاده از ايجاد موتاسيون و جايگزيني

آمينواسيدهاي موجود در جايگاه فعال اين 

و ارزيابي  E. coli پروتئين ها در باكتري

هاي برهمكنش اين دو پروتئين با استفاده از روش

كينتيک آنزيمي، مورد توجه محققان بسياري قرار 

اي با جايگريني گرفته است. به طوريكه در مطالعه

 NTRيک سيستئين با سرين در جايگاه هاي فعال 

 NTR-Trxكمپلكسي از  E. coli از باكتري Trxو 

ها با ايجاد يک باند دي سولفيدي دائمي بين آن

ساخته شد و با استفاده از كريستالوگرافي 

 ساختمان سوم اين كمپلكس به دست آمد

.(Wang et al., 1996; Lenon et al., 2000)  
دستيابي به ساختمان سوم تا حدودي 

رهمكنش را شناسايي آمينواسيدهاي در گير در ب

.  نمونه كنترل EcTrxو   HvTrxh1با تيوردوكسين هاي OsNTRBكنش واكنش برهم -0شكل 

 است. Trxبدون حضور   DTNBو NADPH, NTR واكنش حاوي
Figure 4- Enzyme assay OsNTRB with  E. coli Trx and Barely Trx . Control shows 

the reaction containing NADPH, NTR and DTNB without addition of Trx.  
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گرفته در اين نمود.  تا كنون مطالعات صورت

زمينه در گياهان كمتر بوده است. توليد فرم 

از گياه جو با  NTRنوتركيب دو ايزوفرم مختلف 

در توالي  % 20درصد شباهت بيش از 

 Trx hآمينواسيدي و همچنين دو ايزوفرم مختلف 

لي، در توا % 10از همين گياه با درصد شباهت 

را با  NTRهاي مختلف امكان برهمكنش ايزوفرم

هاي مختلف تيوردوكسين فراهم ساخت. ايزوفرم

پارامترهاي كينتيكي به دست آمده نشان داد كه 

، هر دو Trx hرغم شباهت اندك دو ايزوفرم علي

سرعت و تمايل يكساني در  NTRايزوفرم 

از گياه جو دارند   Trx hبرهمكنش با هر دو 

(Shahpiri et al., 2008 ،بر خلاف اين تحقيق .)

هاي در يونجه نتايج برهمكنش يكي از ايزوفرم

NTR  با چندين ايزوفرم مختلفTrx h  نشان داد

هاي مختلف در برهمكنش با ايزوفرم NTRكه 

(. در (Renard et al., 2011 سرعت متفاوتي دارد

از گياه برنج  NTRتحقيق حاضر فرم نوتركيب 

از گياه جو و  Trxكنش آن با دو توليد و برهم

شباهت در  %22كه فقط  اشرشيا كليباكتري 

توالي آمينواسيدي آنها وجود داشت، مورد بررسي 

دار بين قرار گرفت. نتايج حاكي از تفاوت معني

بود. اين Trx با دو نوع  NTRسرعت برهمكنش 

در  NTRدهد كه نتيجه به خوبي نشان مي

عمل مي نمايد و ، اختصاصي Trxبرهمكنش با 

ر يدر برهمكنش اين دو پروتئين تاثTrx توالي 

دارد. بر اساس ساختمان سوم به دست آمده از 

كه  رسدميبه نظر  E. coli از Trx -NTRكمپلكس

آمينواسيدهاي خاصي از اين دو پروتئين درگير در 

باشند. با يافتن اين آمينواسيدهاي برهمكنش مي

هي، شايد بتوان هاي گياTrxو  NTRمعادل در 

خاص گياهي با  NTRبيني نمود كه يک پيش

برهمكنش بهتري دارد. Trxكدام 
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Abstract 

Maintaining redox homeostasis in the cell is critical for different cellular metabolisms 

and signal transduction pathways. In plants different molecular mechanisms are involved in 

maintaining cellular redox homeostasis. NADP/thioredoxin system, consisting of NADPH, 

NADP-thioredoxin reductase (NTR) and thioredoxin plays important role as electron donor to 

disulfide bonds in many cellular proteins. In this study, the gene encoding one of NTR 

isoform from rice, namely OsNTRB was cloned in pET28a as fusion with His6-tag and 

transferred to Roseta (DE3), a strain of Escherichia coli. Considerable amount of His-

OsNTRB was produced after induction of bacteria culture with IPTG and purified using 

affinity chromatography. Heterologous expression and purification of recombinant form of 

OsNTRB enabled us to study the interaction of this protein with thioredoxin from barley 

(HvTrxh1) and E. coli (Ec Trx). The results showed that recombinant form of OsNTRB is 

active and can reduce both HvTrxh1 and EcTrx in vitro. However the rates of reaction with 

these two Trx were significantly different.  

Keywords: Thioredoxin reductase, Thioredoxin, Rice, Recombinant Proteins. 
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