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  کادمیوم و  برگ دو رقم گندم تحت تنشهاي القاء شده بیان پروتئین یبررس

  جیوه با استفاده تکنیک الکتروفورز دو بعدي

 

 
 

  3علی عبادي و *2کهریز ، سدابه جهانبخش گده1ساداتی سیده یلدا رئیسی

  

  )۲۴/۶/۱۳۹۳ :رشيخ پذي؛ تار ۲۹/۱۱/۱۳۹۲ :افتيخ دريتار(

  

 

  چكيده

ها متصل شده و باعث هاي ساختاري و آنزیمهاي سولفیدریل پروتئینبه گروهکادمیوم و جیوه . باشدمی بشرمهم غذایی  گندم یکی از منابع

ها تحت تأثیر کادمیوم و منظور بررسی نحوة بیان پروتئین به .دنشواحیائی می - کاهش تولید پروتئین و تداخل با تنظیم آنزیمی، مهار فعالیت

کلریـد  شاهد، (، فلزات سنگین در هفت سطح )گنبد و تجن(رت فاکتوریل که فاکتورها شامل ارقام گندم در دو سطح صو جیوه آزمایشی به

بـرداري در دو   نمونـه زمـان  و ) مولارمیلی 5/0و  25/0کلرید کادمیوم در دو غلظت و  میکرومولار 20و  15، 10، 5غلظت  چهارجیوه در 

. تکرار در دانشکده کشاورزي دانشگاه محقـق اردبیلـی بـه اجـرا در آمـد      3کاملاً تصادفی با در قالب طرح بودند ) ساعت 16و  8(سطح 

-two(روفورز دو بعدي تو تکنیک الک% SDS-PAGE 12ها و براي بیان آنها از براي تعیین مقدار کمی پروتئین منظور از روش برادفورد بدین

dimensional (نش کادمیوم و جیوه مقدار کمی پروتئین کل نسـبت بـه حالـت کنتـرل افـزایش      نشان داد که تحت تتایج ن .استفاده گردید

هاي پروتئینی برگ نسبت به گیاه کنتـرل  دهنده اختلافاتی در شدت بیان لکه الکتروفورز دو بعدي پروتئین تحت تنش کادمیوم نشان. یابد می

متعلق به  16 و 14، 13، 10، 9هاي لکه :بندي شدند ند در دو گروه تقسیمدر مقابله با کادمیوم تغییر بیان داد که هاییپروتئین طورکلی به. بود

نسبت به شـاهد بیـان بیشـتري نشـان دادنـد کـه        20و  19، 8، 2، 1هاي اما لکه ،نسبت به شاهد کاهش بیان داشتند د کهبودن هاییپروتئین

  .باشندقابل تنش میها در ارتباط مستقیم با سیستم دفاعی در مهاي مربوط به این لکهپروتئین
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  مقدمه

هاي زراعی وجود فلزات سنگین مشکلات خاك زمروزه یکی اا

هاي که نگرانیهستند از جمله فلزاتی  و جیوه کادمیوم. باشدمی

و در گروه فلزات سنگین بسـیار سـمی    اندزیادي را ایجاد کرده

هـاي آسـیب ناشـی از    بارزترین نشـانه ). 1(شوند میبندي طبقه

افـزایش رشـد یـا عـدم تـوازن در      : فلزات سـنگین عبارتنـد از  

فرآیندهاي متابولیکی، تغییر در جذب عناصر غـذایی و تجزیـه   

یکی از رویکردهاي ). 11(باشد ساختارهاي بزرگ در سلول می

مقاومــت گیاهــان در تحمــل و اساســی در شــناخت مکانیســم 

تغییـرات در سـطوح    سـایی هـا، بررسـی و شنا  واکنش به تـنش 

چند نوع سیستم . )2( باشدیند میآدرگیر در این فر هايپروتئین

انتقال براي کمک به مقاومت در برابر فلزات سـنگین از جملـه   

ATPases  نوعP  هاي ناقلوABC هاي تحریـک شـده   یا ناقل

ها در غشاي پلاسـمایی  این ناقل. وجود دارند ثانویه فلز سنگین

ترتیب به  لی قرار دارند و فلزات سنگین را بهیا در غشاي واکوئ

یـک روش  ). 19(نـد  کنداخل آپوپلاست یا واکوئل منتقـل مـی  

کـه  باشد کننده می لاتهک، تولید ترکیبات فلزات سنگینزدائی  سم

میل ترکیبی شدیدي براي اتصال به برخی از فلزات سـنگین در  

 تـرین  مهـم  از جمله. دارندهاي گیاهی محیط سیتوپلاسم سلول

ــات  ــن ترکیب ــدها  ای ــته از پپتی ــیدها و دو دس ــو اس ــد آمین مانن

ــوکلاتین ــا فیت ــروتئین) Phytochelatins(ه ــک  و پ ــاي کوچ ه

یا پپتیدهایی شبیه گلوتاتیون ) Metallothioneins(ها متالوتیونین

توسط تیمارهاي فلزات سـنگین بـه سـرعت القـاء      که دباشنمی

اي مختلفی از انواع اکسیژن هم با تولید فرموکادمی ).8(شوند می

واکنش سمی ایجاد  ROS (Reactive Oxygene Species)فعال 

و در نهایت منجر به  DNA، هاکرده و موجب آسیب به پروتئین

هـاي  تعـدادي از مکانیسـم   .)31(شود ایجاد تنش اکسیداتیو می

وسیله پپتیـدهاي متصـل    هم بولاته کردن کادمیزدائی شامل کسم

هـا یـا   و انتقـال بـه درون واکوئـل    کـادمیوم  زيشونده، جداسا

گلوتـاتیون و   چنـین  هـم . دش ـبامیوسیله موسیلاژ  هحرکت آن ب

فیتوکلاتین شدیداً با کادمیوم واکنش داده و کـادمیوم آزاد را در  

دهنـد و در نتیجـه سـمیت    داخل سـیتوزول بـرگ کـاهش مـی    

ــی   ــدود م ــادمیوم را مح ــد ک ــه حت). 27(کنن ــات مقایس اي قیق

 امکـان هـاي خـاص   تنش بعد از گیاهان قبل و ومیکس درپروتئ

را هاي دفاعی گیاهان  دست آوردن اطلاعات در مورد مکانیسم هب

هـا را  الکتروفـورز دو بعـدي پـروتئین   ). 22( دهـد دست مـی  به

کند و یک ابزار قوي جهت براساس پارامترهاي فیزیکی جدا می

افزایش ). 29(باشد هاي مخلوط میجداسازي کمپلکس پروتئین

هـاي صـنعتی   استفاده روزافزون از کودهاي شـیمیایی و پسـاب  

آلوده به فلزات سنگین باعث مطالعات گسترده در مورد اثـرات  

این عناصر بر خصوصیات بیوشیمیایی گیاهان مهم و استرتژیک 

در ایـن راسـتا هـدف از ایـن بررسـی،      . مانند گندم شده اسـت 

کیفـی آن، سـنجش    مطالعه میـزان پـروتئین و بررسـی کمـی و    

ها، تعیین موقعیت و شناسایی عملکـرد  تغییرات در بیان پروتئین

کمـک تکنیـک الکتروفـورز تـک      ها بهسلولی در سطح پروتئین

  .باشدبعدي و دو بعدي می

  

  هامواد و روش

صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با  این آزمایش به

اجـرا   1391لی در سال تکرار در گلخانه دانشگاه محقق اردبی 3

مقاوم نسـبت  (دو رقم گندم شامل گنبد  در این آزمایش .گردید

ها کشـت  در گلدان) حساس به فوزاریوم(و تجن ) به فوزاریوم

 دراي شدن گیاهـان توسـط کلریـد جیـوه     برگچه سهو پس از 

و کلرید کادمیوم در  میکرومولار 20و  15، 10، 5غلظت  چهار

پاشـی  محلول(همراه شاهد  مولار بهیمیل 5/0و  25/0دو غلظت 

  . پاشی شدندمحلول) با آب مقطر

جـرم  : هاي کلرید جیوه و کلرید کـادمیوم طرز تهیه محلول     

گـرم و جـرم مولکـولی کلریـد      5/271مولکولی کلریـد جیـوه   

 15، 10، 5هاي براي تهیه غلظت. باشدگرم می 32/201کادمیوم 

ــوه و هـ ـ   20و  ــد جی ــولار کلری ــین  ممیکروم  5/0و  25/0چن

   :صورت زیر انجام شد مولار کلرید کادمیوم محاسباتی به میلی
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 دلیل توزین سخت هزارم گرم با ترازوي آزمایشـگاه محلـول   به

  برحسب غلظت   



  ... های القاء شده برگ دو رقم گندم تحت تنش کادميوم بررسی بيان پروتئين
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سـاعت پـس از    16و  8هـا  بـرداري از تمـام گلـدان   نمونه     

منظـور بررسـی مقـدار کمـی     بـه  .پاشی صورت گرفـت محلول

استخراج پروتئین کل از برگ با اسـتفاده از روش  پروتئین ابتدا 

) 3(روش برادفـورد  انجام شد و سپس از  )7(اران گاي و همک

اسـتفاده   نانومتر 595در طول موج  پروتئین جهت تعیین غلظت

ها بـه  ها و تعیین مقدار کمی آنبعد از استخراج پروتئین. گردید

از هر نمونـه پروتئینـی برداشـته و بـا بـافر نمونـه        mg 1مقدار 

قـرار   مورد بررسی% SDS-PAGE 12مخلوط شده و سپس در 

هـاي اسـتخراجی در بعـد اول الکتروفـورز بـا       پروتئین. ندگرفت

 براساس بار الکتریکـی  IEF CELL  Bio Radاستفاده از دستگاه

روش دمـروال و همکـاران    بـه  pH  =4 - 7و  cm 17با استریپ 

% SDS-PAGE 12اسـتفاده از دسـتگاه    با و در مرحله دوم )5(

سـري تغییـرات صـورت    با یک )16(روش لاملی و همکاران  به

محلول جدا کننده بـه داخـل فضـاي    به این صورت که . گرفت

ــین ــد  ب ــه ش ــه ریخت ــاع   ،دو شیش ــا ارتف ــاد ژل ت ــد از انعق   بع

دسـتگاه  . کننـده اضـافه شـد    متري از بـالا ژل متـراکم   سانتی نیم

هـا  آمپر قرار داده شد تا پـروتئین  میلی 30روي ابتدا الکتروفورز 

بالایی نفوذ کنـد، پـس از وارد شـدن     طور کامل به داخل ژل به

براي  .آمپر استفاده شدمیلی 40ها به داخل ژل پایینی از پروتئین

 Brilliant Coomassie هــاي پروتئینــی از آمیــزي لکــهرنــگ

)250-G( Blueکننده  ترتیب شامل تثبیت ها بهمحلول. استفاده شد

ول ، محل ـ%)50و آب دیونـایز  % 10، اسید اسیتیک %40متانول (

گرم  3/0اتانول،  ml 25گرم آمونیوم سولفات،  25(آمیزي رنگ

ــو کوماســی ــت بل % 85اســید فســفریک  G-250 ،ml 25بریلیان

)v/v( (بري و محلول رنگ) آب مقطرml 250 (بودند.  

استخراج پروتئین با اسـتفاده از روش دمـروال و همکـاران         

: زیـر بـود  که شامل مراحـل   سري تغییرات انجام شد با یک) 5(

  اسـتون و  کلرو استیک اسـید تري محلولمرحله استخراج با  -1

  دمــاي دقیقــه در 20مــدت  بــه عصــاره پــروتئینو ســاتریفیوژ 

C 4  وrpm 13000 2-  اسـتون و   محلـول بـا  شستشـو  مرحله

 غیـر  هـاي آلـودگی  کـردن  برطـرف  منظـور  به مرکاپتواتانول که

مرحلـه   در -3گرفـت   انجـام  بار سه نمونه در موجود پروتئینی

نمونـه پـودري    mg 1 هري ازا براي استخراج پروتئین، بهی نهای

مـدت   سپس به. محلول لیزکننده اضافه شد lµ 50، دست آمده به

min 15  در دماي°C15  با دورrpm 12000 سانتریفیوژ گردید .

 پـس  که است پروتئینی عصاره حقیقت درشده  جدارویی  مایع

منظـور سـنجش کیفـی    بـه رد روش برادفـو  بـه  غلظـت  تعیین از

ــه ــدي   ب ــورز دو بع ــتفادهروش الکتروف ــد اس ــد اول . گردی بع

بـا برنامـه    rehydration ،focusingمرحله  شامل سهالکتروفورز 

بعد دوم از گرفت و صورت سازي  اي و متعادلمرحله 9دستگاه 

بعد از انجام بعـد دوم از  . استفاده شد SDS-PAGE 12%روش 

کـار   به SDS-PAGEبلو که در روش  آمیزي کوماسیروش رنگ

ها اسـکن  بعد از این مرحله از ژل. برده شده بود استفاده گردید

،  TotalLabافزارهاي توسط نرم بعدي تصاویر ژل دو و گرفته شد

Top Spot  و Progensis Samespots software vers.2.0ۀبر پای 

مولکولی جرم (و اندازه ) pIنقطه ایزوالکتریک یا (الکتریکی  بار

هاي پروتئینی از طریـق  مقایسه لکه. ارزیابی شدند) Mr نسبی یا

لکــۀ حاصــل، تفــاوت  21انجــام گرفــت کــه  Tآنــالیز آمــاري 

هـاي  لکـه . درصـد نشـان دادنـد    5داري در سطح احتمال  معنی

ــف  ــا طی ــی ســنجی پروتئینــی حاصــل ب ــه MS/MSجرم   تجزی

 .شدند

  

 افـزار  ا استفاده از نـرم ها بتجزیه و تحلیل داده :آماري هايتجزیه

SAS ،SPSS  منظـور بررسـی نحـوة بیـان     بـه  و ارزیابی شـدند

بـر   Top spotو  Uvi doc، Total Lab هـاي افزاراز نرم پروتئین

جـرم  (و انـدازه  ) pIنقطـه ایزوالکتریـک یـا    (الکتریکی  بار ۀپای

هـا بـا   مقایسـه میـانگین   .استفاده گردید، ) Mrمولکولی نسبی یا

دلیـل   به. انجام شد% 5در سطح احتمال  LSDزمون استفاده از آ

 جانبـه و بـراي تفسـیر قابـل درك بـراي       داري اثرات سـه معنی

هـا را ثابـت در نظـر گرفتـه و اثـرات دو      خواننده یکی از عامل

  sliceهمـین دلیـل از روش   زمان بررسی گردید به ×جانبه رقم 

  برحسب غلظت 
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  . استفاده کردیم SASافزار یافته در نرم برش

  

  و بحث ایجنت

 ×نتایج تجزیه واریانس نشان داد که تأثیر سه جانبۀ فلز سنگین 

در سـطح   برداري بر روي میزان پروتئین کـل زمان نمونه ×رقم 

بنابراین از روش  ).1جدول (باشد دار میدرصد معنی 1احتمال 

برش داده در بررسـی اثـرات متقابـل دوگانـه اسـتفاده گردیـد       

دار بـود، در  اثرات سه جانبه معنی با توجه به اینکه). 2جدول (

بـا اسـتفاده از    sliceرسم جدول از آنالیزهاي حاصـل از روش  

استفاده کردیم تا اطلاعات داده شـده در جـدول    SASافزار نرم

مقایسه میـانگین صـفت    .براي خواننده گویا و قابل درك باشد

میزان پروتئین کل در رقم گنبد در هر دو بـازة زمـانی افـزایش    

. داري را در سطوح فلز سنگین نسبت به شـاهد نشـان داد  یمعن

پاشی با افزایش غلظت ساعت از محلول 8در رقم تجن پس از 

داري در میزان پروتئین کل نسـبت  فلزات سنگین اختلاف معنی

سـاعت از اعمـال    16به حالت کنترل مشاهده شد، اما پـس از  

یوم کاهش هاي کلرید جیوه و کلرید کادمتنش با افزایش غلظت

  داري در میزان پـروتئین کـل نسـبت بـه شـاهد ملاحظـه      معنی

مربـوط بـه   ) mg/g 349/0(بیشترین میزان پروتئین کـل  . گردید

 20پاشـی بـا غلظــت   سـاعت پـس از محلـول    8رقـم تجـن و   

میکرومولار کلرید جیـوه و کمتـرین میـزان مربـوط بـه شـاهد       

)mg/g 021/0 (باشدمی.  

ا تنش فلزات سنگین شروع به سـنتز  گیاه در جهت مقابله ب     

هاي موجـود در   ها و آنزیممتابولیتکرده و هاي دفاعی پروتئین

کادمیوم شباهت زیادي بـا  . سازدها را درگیر میساختار پروتئین

همـین   هـاي گـوگردي دارد و بـه   لیگاندهاي نیتروژن و پروتئین

هـاي سـولفیدریل   دلیل بـا تشـکیل پیونـد و اتصـال بـه گـروه      

ها موجـب مهـار و اخـتلال در سـاختار آنهـا و کنتـرل        ئینپروت

هـاي  چنین موجـب تخریـب کانـال    گردد، هماحیایی سلول می

کل در  کاهش میزان پروتئین). 20(شود یونی و نشت یونی می

تحـت تـنش   ) سـاعت  16(تـر  زمان طـولانی رقم تجن با مدت 

  علـت تجمـع بـیش از حـد     کادمیوم و جیـوه ممکـن اسـت بـه    
  

  

هاي تجزیه واریانس پروتئین کل تحت تأثیر غلظت. 1جدول 

 برداري در دو رقم گندممختلف کادمیوم و جیوه و زمان نمونه

 میانگین مربعات    

  پروتئین کل  درجه آزادي  منابع تغییر

067/0  1  رقم ** 

059/0  6  فلز سنگین ** 

 ** 116/0  1  زمان

032/0  6  فلز سنگین ×رقم  ** 

003/0  1  زمان ×رقم  ns 

017/0  6  زمان ×فلز سنگین  ** 

 ×فلز سنگین  ×رقم 

  زمان
6  026/0 ** 

002/0  56  خطا  

4/14   (CV)ضریب تغییرات   

ns، ** : 1دار در سطوح احتمال دار و معنیترتیب غیر معنی به%  

  

هاي سولفیدریل پروتئین بـوده  این فلزات و اتصال آنها با گروه

ر نهایت منجـر بـه   که موجب تخریب ساختارهاي پروتئینی و د

رادوتیـک و همکـاران   . هاي آزاد شده باشـد  آزادسازي رادیکال

در تحقیقات خود نشان دادند که وجود فلزات سـنگین و  ) 23(

هاي فعال اکسیژن و افزایش ویژه کادمیوم منجر به تجمع گونه به

هـاي  گردد که به مولکـول تولید پراکسید هیدروژن در ذرت می

نتایج تحقیق آنان نشـان داد کـه حضـور    . زنندزیستی صدمه می

اي شـد کـه   هـاي ذخیـره  کادمیوم موجب کاهش میزان پروتئین

دلیـل حضـور    هـاي پروتئینـی بـه   علت آن از بین رفتن سـاختار 

در هر دو رقم گنبد و تجن افـزایش  . باشدهاي آزاد میرادیکال

غلظت پروتئین کل تحت تأثیر کادمیوم و جیوه در هر دو بـازة  

ها از جملـه  دلیل افزایش سنتز برخی آنزیم مکن است بهزمانی م

ــزیم ــیآن ــاي آنت ــمه ــروتئین  اکســیدان، ه ــنتز پ ــین س ــا و چن ه

هـا  پپتیدهاي درگیر در سیستم دفاعی سـلول در برابـر یـون    پلی

مطالعـات انجـام گرفتـه    . باشـد ) هاها و فیتوکلاتینمتالوتیونین(

 ـ نشان) 15(توسط کریمی و نوجوان  زایش غلظـت  داد که با اف

  که  یابد،هاي محلول برگ در عدس افزایش میکادمیوم پروتئین
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  فلز سنگین  رقم جانبهمقایسه میانگین اثرات سه. 2جدول 

  زمان براي میزان پروتئین کل(mg/g)  

زمان  ×رقم 

  )ساعت(

  میانگین صفت    

 پروتئین کل غلظت فلزات سنگین

    
 

021/0 l 

  HgCl2 (µM)  
  

052/0 kl 

    
 

271/0 b 

    8 ×گنبد 
  

146/0 efgh 

    
 

206/0 cd 

  CdCl2 (mM)   124/0 fghi 

    
 

154/0 efg 

    
 

021/0 l 

  HgCl2 (µM)  
  

030/0 l 

    
  

118/0 fghi 

    16 ×گنبد 
  

026/0 l 

    
 

230/0 bc 

  CdCl2 (mM)  
 

105/0 hij 

    
 

049/0 kl 

    
 

126/0 fghi 

  HgCl2 (µM)  
 

110/0 ghi 

    
  

118/0 fghi 

    8 ×تجن 
  

123/0 fghi 

    
 

349/0 a 

  CdCl2 (mM)   165/0 def 

     180/0  de 

    
  

126/0 fghi 

  HgCl2 (µM)  
 

163/0 def 

    
  

103/0 hij 

    16 ×تجن 
 

085/0 ijk 

    
 

058/0 jkl 

  CdCl2 (mM)  
 

185/0 cde 

    
 

104/0 hij 

  ،%5ال ـاري در سطح احتمـر آمـهایی با حرف مشترك از نظمیانگین 

  .دار ندارندفاوت معنیت LSDبراساس آزمون  
  

هـاي درگیـر در    آنـزیم  توانـد بیـانگر افـزایش   این افـزایش مـی  

  .اکسیدان باشدپپتیدهاي آنتیمکانیسم دفاعی گیاه و پلی

  

هـاي  پروتئین )SDS-PAGE( ارزیابی الگوهاي الکتروفورزي

  کل محلول برگی 

هـاي تیمـار شـده و شـاهد     هاي محلول برگی گیاهچـه پروتئین

پپتیدها به درون  رقام، جهت تعیین وزن مولکولی پلیهریک از ا

ــزان . چاهــک تزریــق شــدند تعیــین وزن مولکــولی از روي می

Release factor) Rf (چنین نشانگر مورد اسـتفاده توسـط    و هم

نتـایج نشـان داد بـرگ    . انجـام گرفـت   Uvi DocMWافزار نرم

پپتیـدي بـا وزن   هـاي گنـدم ارقـام گنبـد و تجـن پلـی       گیاهچه

تولیـد کـرد کـه در شـاهد     ) با غلظـت کـم  ( kDa  200ولیملک

در رقم گنبـد تحـت تیمـار کلریـد     ). 1شکل (مشاهده نگردید 

در طی  Mµ 20و 15، 10ساعت،  16و  8در طی  Mµ 5جیوه 

 180و  100، 90، 57پپتیدهایی با وزن ملکـولی  ساعت پلی 16

kDa )داراي بیان بیشتري نسبت به حالـت کنتـرل   ) کیلو دالتون

و ) ساعت 16و  Mµ 5 )8جز غلظت ودند، اما در رقم تجن بهب

Mµ 10 )16 پپتید با وزن ملکولی نوع پلی 4) ساعتkDa 57، 

بیان کمتري نسـبت بـه تیمـار شـاهد داشـت       180و  100 ،90

هاي گندم ارقام گنبد و تجـن تحـت   برگ گیاهچه). A 1شکل(

 100، 90، 23پپتیدهایی با وزن ملکولی  تیمار کلرید کادمیوم پلی

تولید کرده کـه در شـاهد مشـاهده    ) با غلظت کم( kDa 180و 

 5/0mM  ،)8و  25/0چنین تحت تأثیر کلرید کادمیوم  هم. نشد

و  100، 66، 55پپتیـدهایی بـا وزن ملکـولی    پلی) ساعت 16و 

180 kDa )اما در رقم تجـن   ،بیان بیشتري داشتند) کیلو دالتون

پپتیـد بـا   نوع پلـی  2) عتسا 5/0mM  ،)8و  25/0جز غلظت 

  ).B1شکل ( بیان کمتري داشت  90kDaو  66وزن ملکولی 

کیلو دالتون احتمـالاً مربـوط بـه خـانواده      57-23پروتئین      

پـروتئین شـوك   . باشـند مـی  Protein70  Heat Shockپروتئینی

ــایی ــادي از   23 گرم ــداد زی ــون در کلروپلاســت تع ــو دالت کیل

کند هایی را فعال می ده است و ژنگیاهی شناسایی ش هاي گونه

 کنند که قبل از رونویسی بهد میهایی را کُها پروتئینکه این ژن
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  ) 20M µو  15، 10، 5(هاي گندم رقم گنبد و تجن تحت تیمار کلرید جیوه هاي کل محلول در برگ تفکیک پروتئین. 1شکل 

  )B(ساعت بعد از تیمار  16و  8هاي و شاهد در زمان)  5/0mMو  25/0(م چنین تحت تیمار کلرید کادمیو و هم) A(و شاهد 

  

شوند و در طـول واکـنش بـه اسـترس     ها منتقل میکلروپلاست

یک پروتئین سنتزي متـداول در تمـام    HSP70. یابدافزایش می

ها، ممانعت از اجتماع پروتئینی ها بوده و در انتقال پروتئینگونه

وتئین و نیز تنظیم رونویسی مشـارکت  و کمک به فولد شدن پر

استرومایی، نقش مهمی را در ورود پـروتئین بـه    HSP70. دارد

هـاي مشـترك   درون کلروپلاست برعهده دارد و یکی از ویژگی

هاي انتقال از عرض غشاي شـبکه آندوپلاسـمی و   در مکانیسم

). 25(باشـد  میتوکندري، مشارکت پروتئین شوك حرارتـی مـی  

 ATP و دالتـون احتمـالاً مربـوط بـه خـانواده     کیل ـ 66پروتئین 

synthase α subunit واحد زیر. باشدمی α  متعلق بهATP  سنتاز

ه پای ـهـاي مزوفیـل و هـم غـلاف آونـدي      هم در کلروپلاسـت 

هـاي  یابد، ولی این تغییـر در گونـه  وسیله شدت نور تغییر می به

کیلـو دالتـون    180-90پـروتئین   ).26(مختلف متفـاوت اسـت   

باشــد  مــی Aminotransferase Aspartateوط بــه خــانواده مربــ

هاي گندم، بیشتر فعالیت کامل آسپارتات آمینوترانسفراز از برگ

ــی   ــم م ــت و سیتوپلاس ــت در کلروپلاس ــی از فعالی ــدناش . باش

پـذیر تـرانس    آسپارتات آمینوترانسفراز گیاهی، واکنش برگشـت 

ا کاتـالیز  اگزوگلوتـارات ر  -2آسـپارتات و   -Lآمیناسیون بـین  

محـدوده  . کندگلوتامات را ایجاد می -Lکرده و اگزالواستات و 

وسیعی از عملکردهاي متابولیکی به آسـپارتات آمینوترانسـفراز   

هاي این پروتئین در سیتوپلاسـم،  ایزوآنزیم. شودنسبت داده می

هاي برگ اسفناج زوم سلولمیتوکندري، کلروپلاست و پراکسی

  ).28(شناسایی شدند 

باشند می LEAکیلو دالتون مربوط به خانواده  200پروتئین      

 9شـوند و از نظـر انـدازه از     القاء می Dehydrationکه با تنش 

کیلـو دالتـون بـراي     200بـرنج تـا    Wsi724کیلو دالتون بـراي  

WCS200 هـا   در ثبات غشاءها و حفظ ماکرومولکول. گندم متغیرند 

هـا   این پـروتئین ). ها دارند رونفعالیتی شبیه به چاپ(نقش دارند 

اولین بار با تجمع در طی فرآیند بلـوغ بـذر در پنبـه شناسـایی     

هاي شناسایی شـده، معمـولاً در اثـر    کل پروتئین در). 9(شدند 

 .گردندهاي زیستی و غیر زیستی بیان میتنش

  

  ها در الکتروفورز دو بعديتغییرات پروتئین

 5/0هـا در اثـر تیمـار بـا     ئینمنظور بررسی نحـوه بیـان پـروت    به

مولار کلرید کادمیوم در مقایسه با شاهد از الکتروفـورز دو   میلی

ها در بعدي استفاده گردید، به این جهت ابتدا نقشه بیان پروتئین

و سپس با اسـتفاده  ) 2شکل (شرایط تیمار و کنترل تهیه گردید 

ســـري از  یـــک TotalLabو  Top spotافزارهـــاي  از نـــرم

 برابر را نسبت به کنتـرل نشـان   3هایی که بیانی بیش از  پروتئین

). 3و جـدول   3شـکل  (داده بودند، مورد بررسی قرار گرفتنـد  



  ... های القاء شده برگ دو رقم گندم تحت تنش کادميوم بررسی بيان پروتئين

۲۳۹ 

  
  برداري و زمان نمونه mM 5/0تحت تیمار کلرید کادمیوم با غلظت . گنبدنقشه پروتئوم بافت برگ گندم رقم . 2شکل 

 )A(شاهد ئوم بافت برگ گندم نقشه پروتو ) B(ساعت  16بعد از 

  

ي اه ـپروتئین ءها جزاین پروتئین نکته حائز اهمیت این بود که

  .دهند بوده و بیان بالایی را نشان میاثر کادمیوم پایدار در 

 شـکل (هاي گیاهان تیمار شده با گیاهان شاهد مقایسه لکه     

ــه  16 و 14، 13، 10، 9هــاي نشــان داد کــه، لکــه) 3 متعلــق ب

صورت  و شاهد بههایی هستند که در گیاهان تیمار شده وتئینپر

لی در حالت تیمار شده نسبت به شـاهد  وجود دارند ومشترك 

نسبت به شـاهد بیـان    20و  19، 8، 2، 1هاي کاهش بیان و لکه

هایی که تحت تیمار کلرید کادمیوم پروتئین. بیشتري نشان دادند

هـاي تحـت    پـروتئین . نـد مولار افزایش بیان نشان دادمیلی 5/0

 0Heat Shock: مـولار شـامل  میلـی  5/0تیمار کلریـد کـادمیوم   

Protein7،Glutathione- s transferase ،ATP synthase CF1 

beta subunit ،ToxA binding protein 1، ATP-synthase ،

Rubisco  وphosphoglycerate kinase بودند.  

مولار میلی 5/0کادمیوم  هایی که تحت تیمار کلریدپروتئین     

 Heat Shock Protein70 پـروتئین   -1: افزایش بیان نشان دادند

که یک پروتئین سنتزي متـداول در   بود، 1لکه شماره مربوط به 

هـا، ممانعـت از اجتمـاع    ها بوده و در انتقال پـروتئین تمام گونه

پروتئینی و کمک به فولد شدن پروتئین و نیز تنظـیم رونویسـی   

هـاي آن،  وظیفـه ایـن پـروتئین همـراه بـا چـاپرون      . اردنقش د

اي نوکلئوتیـدها، در  و فاکتورهـاي مبادلـه   Jهاي دومین پروتئین

یک چرخه عملکردي، اتصال و رهاسازي سوبسترا با هیدرولیز 

ATP 2). 25(ت همراه اس ـ- ATP-synthase     مربـوط بـه لکـه

وانـی  باشد کـه مقـدار فرا  می kDa  400، یک پروتئین 2شماره 

بـا توجـه بـه     ).17(کند میانرژي براي فرآیندهاي زیستی مهیا 

 زیاد براي رشد، نمو و مقابله با اسـترس  ATPاینکه گیاه مقدار 

عنوان یک تولیدکننـده  سنتاز به ATPبنابراین پروتئین نیاز دارد، 

ATP گلوتــاتیون -3). 12(آیــد حســاب مــی بــهs  ترانســفرازها

(Glutathione_ s transferase)  باشد می 8مربوط به لکه شماره

باشـند و در  هاي دایمري چند عملکردي میکه گروهی از آنزیم

هـاي   و متابولیسـم  )21(سـلولی  زدایی آنزیمی، رشد و نمو سم

داخلی شـامل تـنش اکسـیداتیو، اتصـال فلاونوئیـدها و تنظـیم       

پـروتئین   احتمالاً مربـوط بـه   -4). 14(آپوپتوزیز دخالت دارند 

ATP synthase CF1 beta subunit 19باشد که لکه شـماره  می 

یـک منطقـه    CF1 سنتاز ATPایزوله شده از  βزیر واحد . است

اتصالی نوکلئوتیدي دارد که با عملکرد فرضی این زیر واحد در 

متشکل از پنج  CF1. اتصال به نوکلئوتید و کاتالیز، سازگار است

 ATPپروتون را با سنتز است و انتقال  α3 ،β3 ،γ ،δ ،εواحد  زیر

از آنجا که به ازاي هر جفت الکترونی که از کـل  . کندهمراه می

شود، بنـابراین  پروتون از لومن خارج می 9کند زنجیره عبور می

توکسـین   -5). 10( وجـود دارد  ATPمولکـول   3امکان تولیـد  

باشد و منجـر  می 20مربوط به لکه شماره  Prt ToxA پروتئینی 

هاي گندم حساس بـه  هاي فعال اکسیژنی در رقمهگون به تجمع

 در القـاي مـرگ   ToxA binding protein 1 . شـود توکسین می

  این پروتئین با تیمـار کلریـد کـادمیوم    ). 18(سلولی نقش دارد 
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  مـدم رقـی در گنـهاي پروتئینت برخی از لکهـموقعی. 3شکل 

 )(Cت به شاهد نسب )(mM T 5/0گنبد تحت تیمار کلرید کادمیوم 

  

عنـوان یـک   بنـابراین احتمـال دارد بـه   . افزایش بیان پیـدا کـرد  

کننده انفجار اکسیداتیو تولید شده توسط کـادمیوم تحـت    تنظیم

  .تأثیر شرایط تنش زیستی و غیر زیستی عمل کند

ــروتئین      ــد کــادمیوم  پ  5/0هــایی کــه تحــت تیمــار کلری

هاي ایزوسیترات یمآنز-1: مولار کاهش بیان نشان دادند میلی

لکـه  (مـالات دهیـدروژناز    -2) 9لکـه شـماره   (دهیدروژناز 

 6، )13لکـه شـماره   (تریوز فسفات ایزومراز  -3) 10شماره 

ــرآلدهید   ــدروژناز، گلیس ــات دهی ــفو گلیکون ــفات  3فس فس

ردوکتـاز  دهیدروژناز، فروکتوز بیس فسفات و کوینون اکسی

کربوکسیلیک ريهاي کلیدي چرخه گلیکولیز و چرخه تآنزیم

باشد که تیمار این امر نشانگر این موضوع می. باشند اسید می

کلرید کادمیوم سطح گلوکز، فروکتـوز و سـاکارز و فراوانـی    

هاي زیستی و غیـر زیسـتی را   هاي مرتبط با تنشسایر آنزیم

ریبولـوز  ): 14شماره لکه Rubisco ( -4 ).4(دهد افزایش می

اکسیژناز یا همان روبیسـکو  بیس فسفات کربوکسیلاز  -1-5

در . باشـد یک آنزیم درگیر در مرحله اصلی جذب کربن مـی 

وسـیله گیـاه بـه     اکسـید اتمسـفري بـه    این فرآینـد کـربن دي  

شـود و از  تبـدیل مـی   انرژي مثل گلوکز هاي غنی ازمولکول

 بیس فسفات -5- 1ریبولوز  لحاظ شیمیایی کربوکسیلاسیون

لکـه  ( phosphoglycerate kinase -5 ).6(دهـد  مـی را انجام 

آنزیمـی اسـت کـه انتقـال      فسفوگلیسیرات کیناز): 16شماره 

فسفوگلیسیرات  -3به  ATPقابل برگشت گروه فسفات را از 

ماننـد  . شودکاتالیز کرده و منجر به تولید فسفوگلیسیرات می

گلیکونئـوژنز  . باشدهمه کینازها، این آنزیم یک ترانسفراز می

باشند، از واکـنش  مسیرهاي آنابولیک میکه  و چرخه کلوین

کند استفاده کرده و گلیکـولیز کـه   مصرف میATP  رفت که

باشد از واکنش عکس بـراي تولیـد   یک مسیر کاتابولیکی می

ATP هـا در  نکـه نقـش آ   هاییپروتئین ).30( کنداستفاده می

ــلول  ــت س ــد حفاظ ــارت  فرآین ــر خس ــاهی در براب ــاي گی   ه

 هـا و چـاپرون : ست عبارتنـد از خوبی مشخص شده ا تنش به

  ترنسـپورترها  هـاي یـونی،  کانال هاي تنظیم اسمزي،پروتئین

ــروتئین ــاي و پ ــیه ــیزداو ســم اکســیدانتآنت ــن  ی ــان ای بی

شـدت توسـط عوامـل رونویسـی      هاي عملکردي بـه  پروتئین

  مشـخص شـده اسـت کـه بسـیاري     . شـود خاص تنظیم مـی 

ــام از خــانواده   رســانیهــاي عوامــل رونویســی در مســیر پی

 هايپروتئین در بین آنها. ناشی از تنش در گیاهان نقش دارند

bZIP ،ABRE،MYB  ،MYC  ، WRKY ،DREB ،NAC ،

MAPKs ،GLP ،RLK10،PBS1 ،WAK4 ،SRLK ،ERECTA 

 هـاي غیـر  بارزترین نقش را در پاسـخ بـه تـنش     WELP1و 

هـاي جدیـد از جملـه    بنـابراین شناسـایی ژن  . دارنـد  زیستی

ی، تعیین الگوي بیان آنها در پاسـخ بـه تـنش    عوامل رونویس

و درك بهتر از نقش کارکردي آنها در انطبـاق بـا    زیستیغیر

را بـا هـدف بهبـود     کارهاي مهندسـی بهتـر   تنش، اساس راه

از روش  )13(کیم و لی . )24( آوردمیتحمل به تنش فراهم 

شـونده در   هاي القـاء منظور شناسایی پروتئین پروتئومیکس به

در . هاي برنج استفاده کردندادمیوم کلراید در ریشهمعرض ک

لکه پروتئینی از طریـق الکتروفـورز    600این تحقیق بیش از 

پروتئین  27ها، از بین این پروتئین. دو بعدي شناسایی شدند

 برابـر تغییـر   5/1از  شـان بـیش   در واکنش بـه کـادمیوم بیـان   
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 شاهد و تیمار شده با کلرید کادمیوماي ههاي پروتئینی شناسایی شده از رقملکه. 3جدول 

Spota Protein IDb  Mw kdc  pId  predict IDe  

1 heat shock protein 70 [Triticum aestivum] 39737 56/4 6670931 gi  

2  Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic [Triticum aestivum]  27424 84/8  131394gi  

3  Putative hydrolase [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] 41393  17/9  14091862gi 

4  6 phosphoglucanate dehydrogenase, decarboxylating- like isoform 1 86/52  61/5  357110692gi 

5  phosphoglycerate kinase [Isochrysis galbana] 56292  504  58612477gi 

6  GSH-dependent dehydroascorbate reductase [Triticum aestivum] 23457  88/5  28192421gi 

7  chloroplast oxygen-evolving enhancer protein 1 [Leymus chinensis] 34719  08/6  147945622gi 

8  Glutathione_ s transferase 1 93/25  29/5  232196gi  

9  Isocitrate dehydrogenase [NAD] catalytic subunit 5 97/39  33/6  357132456gi 

10  Malate dehydrogenase 1 06/35  54/8  125593660gi 

11  hypothetical protein [Oryza sativa (japonica cultivar group)] 73676 12/5 28192421gi  

12  ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase large subunit [Lophopyxis 
maingayi] 

52393 46/6 55792795 gi  

13  Triosephosphate isomerase 96/31  00/6  gi 1174745 

14  ribulose-1,5-bisphosphatev carboxylase /oxygenase (Rubisco), small 
subunit [Triticum aestivum] 

19787  81/8 gi 4090291 

15  amino acid selective channel protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare]  15221  56/6 gi 3758827 

16  phosphoglycerate kinase [Isochrysis galbana] 56292  04/5  58613477gi 

17  amino acid selective channel protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare]  15221  56/6 gi 3758827 

18  Rubisco activase alpha form precursor [Deschampsia antarctica] 51381 96/5 gi 32481061 

19  ATP synthase CF1 beta subunit [Triticum aestivum] 53881  06/5  gi 14017579 

20  Ptr ToxA- binding protein 1  42/32  01/9  gi 38570261 

21  ATP synthase cF1 alpha subunit 32/55  11/6  gi 14017569 

a (مولار، میلی 5/0 تیمار شده با کلرید کادمیوم و شاهد گیاهان بعدي دو هايژل روي بر شده اريذگهشمار پروتئینی هايلکهb(  نام پروتئین

  هاي اطلاعاتشماره پروتئین در پایگاه e) ،بینی شده نقطه ایزوالکتریک پروتئین پیش d) ه،بینی شد وزن مولکولی پروتئین پیش )c ،شناسایی شده

  

نـاز، سـاکارز سـنتاز،    هـا گلوکو بین ایـن پـروتئین   از. یافته بود

بـیس فسـفات   ، فروکتـوز   ATPانتقالی متصـل بـه   هايپروتئین

. آلدولاز، زیرواحدهاي پروتئـوزوم، کـاهش بیـان نشـان دادنـد     

متیل آلانیلین مونواکسیژناز، آدنوزیل متیونین سنتاز، دي برعکس

گلوتاتیون ترانسفراز، چاپرون، پروتئین شوك گرمـایی افـزایش   

دست آمده ما در بعضی  ن تحقیقات با نتایج بهبیان داشتند، که ای

  .ها مطابقت دارداز پروتئین

  گیري نتیجه

بعـدي نشـان    2ها با استفاده از الکتروفورز بررسی بیان پروتئین

 در مقابله با کادمیوم و جیـوه  که هاییپروتئین طورکلی به که داد

ابـل  تغییر بیان دارند، در ارتباط مستقیم با سیستم دفـاعی در مق 

باشـند کـه ایـن    مـی  20، 19، 14، 8، 2، 1هـاي  تنش مانند لکه

کادمیوم . ها تحت تأثیر کادمیوم افزایش بیان نشان دادندپروتئین

هاي دخیل در متابولیسم پـروتئین،  با میزان بیان پروتئین و جیوه
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بیـان   افـزایش . باشـد تولید انرژي و انتقال علامت در ارتباط می

 هاي گندم احتمالاًدر برگ و جیوه کادمیوم ردراث هاپروتئین این

دفـاعی در برابـر    هايواکنش نیاز براي مورد انرژي دلیل تأمین به

 بیشـتر  دلیـل  رقم مقـاوم بـه   در بیشتر میزان بیان وباشد می تنش

ایـن مسـئله    ،اسـت  رقـم  این در انجام شده فعالیت دفاعی بودن

ي اه ـپـروتئین  ءهـا جـز  نشانگر این قضیه است که این پروتئین

بـوده و بیـان بـالایی را نشـان      اثـر کـادمیوم و جیـوه   پایدار در 

  .دهند می
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