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 دهيچك

 در سولفيددي -تيول گروه يك داشتن اب كه هستند كوچك يهايپروتئين ها، )Trx( تيوردوكسين
، در ها برخلاف جانوران و پروكاريوت .دارند سلولي ياحيا -ايشاكس تنظيم دري مهم نقش فعالشان جايگاه

، f ،m ،x  زيرگروه هشتوجود دارد كه بر اساس مجل آنها در سلول در  Trxگياهان ايزوفرم هاي مختلفي 
y ،z ،o ،s  وh ازي مختلفي هازوفرميا گيرند. قرار مي Trx h  دندار وجود هيسيتوپلاسم سلول هاي گيا در .

 OsTrx20، OsTrx1، OsTrx23 هايزوفرميا انيم نيا از كه دارد وجود Trx h ايزوفرم نه برنج از جمله در
 نيآم انتهاي دري اضاف Cys  دو يا يك داراي ،فعال جايگاه در  Cysي آمينه اسيد دو بر علاوه OsTrx18 و

 ،OsTrx23 توالي پروتئين در انتهاي Cys نقشي سبرر به منظور حاضر پژوهش در. باشنديم نيز خود توالي
ي عيطب و )C11SOsTrx23( يافته جهش نيپروتئ. شد جايگزين  SerاُبCys11  شدهتيهدا زايي جهش روش با
)WtOsTrx23 (تيفعال و شدند سازيخالص و انيب دگرساخت صورت بهروزتا  هيسو اشريشياكلي يباكتر در 

و مونومر بودن اين  دايمر همچنين. بررسي شد نيانسول با واكنش در يافته جهش وي عيطبي ها ميآنز احيايي
مورد بررسي  SDS-PAGEپروتئين ها از طريق ران كردن آنها در دو شرايط احياء و عدم احياء بر روي ژل 

 نقش سولفيديدي پيوند ادجاي با ،OsTrx23در سيستئين انتهايي به دست آمده نتايجبر اساس  قرار گرفت.
  اما تأثيري بر فعاليت احيايي ندارد. دارد پروتئين شدندايمر در كليدي
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  مقدمه
 عنوان به اهانيگ در )Trx( نيوردوكسيت

 هانيپروتئ ازي عيوس فيط به دهندهالكترون منبع
 مانند يسلول مختلفي هاسميمتابول در كه

 چشيپ و تجمع ترجمه، ،ييغشا تبادلات فتوسنتز،
 Gelhaye( كند يم عمل دارند، دخالت هانيپروتئ

et al. 2004 .(نقش به توجه با Trx ي اياح در
 ،يسلول سميمتابول در مهمي هانيپروتئ ازي اريبس

ي چگونگ و ميآنز نيا عمل سازوكار شناخت
 اب اي و هدفي هانيپروتئ با آن كنشبرهم

1Fردوكتازنيوردوكسيت

الكترون نيپروتئ عنوان به 1
 محققان ازي اريبس مطالعه مورد موضوع دهنده

يد ونديپ).  Gelhaye et al. 2004( باشديم
يپل دو نيب د،يپپتيپل كي در موجودي ديسولف

 نيستئيس دو نيب اي و نيپروتئ كي در ديپپت
ي داريپا دري مهم نقش ن،يپروتئ كي در موجود

 ياياح با ها  Trx. كنديم فايا نيپروتئ مانساخت
 ازي اريبس دري ديسولفيدي هاونديپ ريپذبرگشت
يم ها آن تيفعال ميتنظ باعث هدف،ي هامولكول

 ها، قارچ و ها باكتري پستانداران، خلاف بر. شوند
 Trx  از مختلفي هايايزوفرم داراي گياهان

قرار لمح و هياول ساختمان اساس بر كه باشند، مي
يم ميتقس خانوادهريز هشت به سلول دري ريگ

 كلروپلاست، در yو  f، m ، x هاي Trx. شوند
Trx o هاي ايزوفرم و ميتوكندري در Trx h در 

قسمت در Trx h حال اين با .دارند قرار سيتوزول
 آندوپلاسمي شبكه هسته، چون سلولي ديگر هاي

 .Kang et al( اند شده شناسايي ميتوكندري و

                                                             
1 Thioredoxin reductase 

2004; Gelhaye et al. 1998.( خلاف بر Trx 
 با و نور به وابسته آنها ياياح كهي كلروپلاستي ها

 صورت ردوكتازنيفردوكس و نيفردوكس حضور
 به وابسته Trx o و Trx h ياياح ،رديگ يم

NADPH نيوردوكسيت ميآنز واسطه با و بوده 
 رديگ يم صورت NADPH به وابسته ردوكتاز

)Jacquot et al. 1997; Meyer )et al. 2005  .
 وجودي عال اهانيگ در Trx h زوفرميا نيچند
 اهيگ در كه يطور به). Meyer et al. 2002( دارد
 دو درجو وپنج  گندم در هشت، 2F2سيدوپسيآراب

 h نيوردوكسيت. دارد وجود Trx hاز  زوفرميا
 Trx نقش. دارد اهيگ نمو و رشد دري اساسي نقش

h شده مستندي خوب به غلات بذري زنجوانه در 
 آن بر علاوه ). Shahpiri et al. 2009( است

اميپ نقش به برنج آبكش آوند در Trx h حضور
 كنديم اشاره اهيگ در نيپروتئ نياي رسان

)Florencio et al. 1988; Gelhaye et al. 

 Trx كدكننده ژن 30 برنج اهيگ ژنوم در ). 2004
 گردان رمزژن، نه ژن  30ن يوجود دارد كه از ا

Trx h باشند  يمNuruzzaman et al. 2008)  .(
شده روي اين نه ايزوفرم نشان آناليز توالي انجام

 هاي ايزوفرم ،هاكه در بين اين ايزوفرم دهدمي
OsTrx20 ،OsTrx23 ،OsTrx18  وOsTrx15 

سيستئين اضافي علاوه بر دو سيستئين داراي 
باشند ايي پروتئين ميجايگاه فعال در قسمت انته

)Papzan et al. 2012 براي پي بردن به نقش .(
ن سوم در انتهاي آميني پروتئين ياين سيستئ

                                                             
2 Arabidopsis 
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OsTrx23  در اين پروتئين با سرين  11، سيستئين
هدايت شده جايگزين شد. زايي جهشبا روش 

يافته و طبيعي به صورت  جهشهاي پروتئين
ستفاده از در باكتري بيان شده و با ا دگرساخت

كروماتوگرافي جذبي خالص سازي شدند. دايمر 
-SDSها با استفاده از آناليز ژل شدن پروتئين

PAGE  تحت شرايط وجود و عدم وجودDTT 
علاوه ه ببه عنوان عامل احيا كننده بررسي شد 

 يافته جهشهاي طبيعي و فعاليت احيايي پروتئين
نيز در واكنش احيايي با انسولين به عنوان 

 وبسترا اندازه گيري شد.س

 

 هاروش و مواد

 ي توال زيآنال
برنج  Trx hهاي  توالي آمينواسيدي ايزوفرم

از پايگاه داده ژنوم برنج 
)http://rice.plantbiology.msu.edu(  .گرفته شد

 با OsTrx23 يكدكنندهي توال سازيهمرديف
 h نيوردوكسيتي هازوفرمياي دينواسيآمي توال

 Clustal W برنامهبا استفاده از  برنج
    (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2

 . شد انجام (/

 

جهش روش به جهش جاديا و آغازگري طراح

 شدهتيهدايي زا
در  كـــه قـــبلاً  OsTrx23 رمزگـــردان ژن

همسـانه سـازي شـده بـود      pET-15b ناقل بياني
ــه ــق   ب ــن تحقي ــه ژنتيكــي در اي ــاده اولي ــوان م عن

ــرار گرفــت   .Papzan et al( مــورد اســتفاده ق

ــه )2012 ــا Cys. جــايگزيني اســيد آمين ــا Ser ب  ب
 شـد  انجـام  شـده  هـدايت  زايـي  جهش از استفاده

)Alam et al. 2011; Cazalis et al. 2006 .(
CAC TCCC CGC  – 3́ مرهــاييپرا جفــت

AAC AAG GAC GAA TTC GAC GC 
 GCG TCG AAT TCG TCC 3´و 5'-

 -GCG GGGATG TTG TTG -´5 
ــهي رييــتغ ينهيدآمياســ( ــر   افت ــم ســياه و زي ــا قل ب

 نــرم از اسـتفاده  بـا )  اســت شـده  مشـخص خـط  
 Primer X افــــــــــــــــــــزار

)www.bioinformatics.org/primerx/  ( و
ي  ي اســيدآمينه كننــده هــاي رمــز بــا تغييــر كــدون

ويـل بـودن   بـه دليـل ط   .شـدند ي طراح ـسيستئين 
ــه همــراه پلاســيد)،    واكــنشمنطقــه تكثيــر (ژن ب

PCR ــر ــا  pET15b - OsTrx23 روي بـ  بـ
ــتفاده  پرايمرهــا و )فرمنتــاز( pfu ميآنــز از اس

 قـه يدق كي ـ مـدت  بـه  PCR واكـنش . شـد  انجام
 95ي دمــا بــا واسرشــت ســازي اوليـه  مرحلـه  در

ــه ــيوس درج ــ و سلس ــه كي ــا چرخ  18 ;ييدم
 ـ قـه يدق كي ـ مـدت  و ييدمـا  چرخه  95ي دمـا  اب
 اتصــال يدمــا بــا قــهيدق كيــ ،سلســيوس درجــه

ــه 60 ــيوس درج ــاي   سلس ــا دم ــه ب ــك دقيق  ، ي
در نهايـــت  و درجـــه سلســـيوس 72 گســـترش

ــايي    ــه دم ــك چرخ ــهي ــدت ب ــهيدق 12 م  در ق
ــه ــترش مرحل ــا گس ــايي نه ــا ب ــه 72ي دم  درج

 بــردن نيبــ ازي بــرا. شــد انجــام لســيوسس
ــميد ــد پلاس ــه  يوال ــواحي متيل ــه داراي  در ن (ك

ــش ژن غ ــر جه ــد)،   ي ــي باش ــه م ــول يافت  محص
PCR درجــه 37ي دمــا در ســاعت دو مــدت بــه

 .شــد گرماگــذاريDpnI  آنـزيم  بــا گراديسـانت  ي

http://rice.plantbiology.msu.edu/
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ــدي را در    ــايي هضــم رشــته وال ــزيم توان ــن آن اي
ــه  ــواحي متيل ــه و همــين داشــته، در نتيجــه   متيل

ــث  ــر    باعـ ــاوي ژن غيـ ــميد حـ ــم پلاسـ هضـ
ــه و  جهــش ــته اي شــدن محصــول  يافت ــك رش ت

PCR  كــــه حــــالي در شــــد.خواهــــد  DNA  
ــش ــه جه ــازه ي يافت ــنتز ت ــده س ــواحي  ش ــد ن فاق

 يابــد. نمــي بـرش  آنــزيم ايــن متيلـه بــوده توسـط  
ــته  ــك رش ــميد ت ــال پلاس ــس از انتق اي حــاوي  پ

ــش ــاكتري   ژن جه ــه ب ــه ب ــه DH5αيافت  روش ب
پلاســميد حــاوي ژن جهــش  ،شــوك الكتريكــي

سـازي ميزبـان    يافته با اسـتفاده از سيسـتم هماننـد   
هماننـد سـازي و تشـكيل دو رشـته مـي       قادر بـه 
 پلاسـميد  DpnI  آنـزيم  اينكـه  بـه  توجـه  باباشد. 

ــادري ــاوي م ــي ژن ح ــه  را طبيع ــواحي متيل در ن
 بـه  حاصـل  هـاي  كلـوني  ،كنـد  مـي  هضـم  كاملاً

 مـــي يافتـــه جهـــش ژن داراي زيـــادي احتمـــال
ــند ــا .باش ــن ب ــال اي ــت ح ــد جه ــم از تأيي  هض

ــي ــتفاده آنزيمـ ــد اسـ ــه. شـ ــور بـ ــيتأ منظـ  ديـ
 بـــرش  افتـــه،ي جهـــش ژني داراي هـــا يونكلـــ
 توســط   pET15b-OsTrx23  ديپلاســمي مــيآنز
 شناسـايي  بـا  SalI ميآنـز . شـد  انجـام   SalI ميآنز
ــاهيجا دو ــرش گـ ــم در بـ ــاو ديپلاسـ  ژني حـ

 و bp700 قطعــــه دو ديــــتول افتــــهي جهــــش
bp5400  در مقايســه پلاســميد حــاوي كــردمــي .

ــي  ــاژن طبيع ــراي   تنه ــايي ب ــاه شناس ــك جايگ ي
 ـ داشـت و بـدين شـكل     ميآنـز ايـن   رش توسـط ب

هـــاي حـــاوي پلاســـميدهاي داراي ژن  كلـــوني
 ديپلاســم . جهــش يافتــه كــاملا مشــخص بودنــد

ــهي جهــش ژني حــاو ــتأ از بعــد افت ي مــيآنز ديي
 .شد ارسالي توال دييتأي برا
 

 و يافته جهش بينوتركي هانيپروتئبيان وتوليد 

 ي عيطب
يوالت از پس يافته جهش ژن حاوي پلاسميد

 روش به يافته جهش نيپروتئ ديتول منظور بهي ابي
 هاي مستعد باكتريايي سلول وارد شوك الكتريكي
به دليل  .شد (DE3)روزتا  هيسو اشريشيا كلاي

بر  سيلين آمپيحضور ژن مقاومت به آنتي بيوتيك 
چنين مقاومت و هم pET-15bپلاسميد  يرو

مفنيكل، به آنتي بيوتيك كلرا ( DE3)  روزتا باكتري
ي حاوسلول هاي باكتري ترانسفورم شده 

حاوي آنتي  LBدر محيط  افتهيجهش ديپلاسم
ميلي گرم بر ليتر) و  100( سيلين آمپيبيوتيك 

 37) در دماي ميلي گرم بر ليتر 5كلرامفنيكل (
درجه سانتيگراد بر روي انكوباتور شيكردار با 

 تريليليم 5 زانيم. دور در دقيقه كشت شدند 180
 طيمح تريليليم 400 بهيي ايباكتري هاكشت از

 اضافه مناسب كيوتيبيآنتي حاو عيما LB كشت
اندازه) λ600nmيي (ايباكتر كشت جذب نوري و
درجه 37 انكوباتور در هانمونه سپس. شدي ريگ

 شدند داده قرار قهيدق در دور 200 با وسيسلس ي
. ديرس 6/0 به جذب نوري كشت باكتريايي تا

 ي القاكننده زمان اين در . شد اضافه اه كشت
IPTG كشت به مولار ميلي 1/0 نهايي غلظت به

 ساعت 4 مدت بهيي ايباكتر كشت و اضافه ها
ساعت،  4پس از گذشت . افتي ادامه گريد

ميلي ليتري  50 يهاسوسپانسيون باكتري در لوله
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دور در دقيقه در  12000در دقيقه  5به مدت 
سانتريفوژ گرديدند و درجه سلسيوس  4دماي 

و رسوب ها دور ريخته  سپس محلول رويي لوله
 8pH= Tris-HClميلي ليتر ازبافر 10حاصل در 

mM10 هاي سوسپانسيون شد. ديواره سلول
ي با دامنه امواج صوتيبا استفاده از روش باكتري 

3Fامواج

و پس  شد% تخريب 4F2 60ي% و چرخه1100
دور  12000ر ددقيقه  10از سانتريفيوژ به مدت 

درجه سلسيوس، فاز رويي  4دماي در دقيقه در 
هاي محلول بر براي بررسي ميزان بيان پروتئين

 گرديدند.  بارگذاري% 12آميد روي ژل آكريل
 

و اندازه گيري فعاليت  پروتئين خالص سازي

 يافته و طبيعي جهشآنزيم 
 ليدل به شده ديتول بينوترك ينهايپروتئ

)  His-tag ( نيديستيهي پل انرمزگرد منطقه داشتن
 ي دنباله يدارا،  pET-15b  ديپلاسم  بالادست در
. باشند يم نيآم يانتها در ينيديستيه يپل

 ديتول يعيطب و افتهي جهش بينوترك يها نيپروتئ
 His-trap هاي ستون توسط محلول فاز در شده

)GE Healthcare (و به روش  كلين نيرز يحاو
5Fكروماتوگرافي جذبي

. براي سازي شدند خالص 3
 10(ايميدازول  Aاين منظور ابتدا بافر بارگذاري 

 30ميلي مولار و  500ميلي مولار، كلريد سديم 
از  )pH 8=اسيد كلريدريك،  -ميلي مولار تريس

سپس پروتئين استخراج  ستون عبور داده شد.
شده از ستون عبور داده شده و براي  شستشوي 

                                                             
1 amplitude 
2 cycle 
3 Affinity chromatography 

چسبيده به ستون از پروتئين هاي غير اختصاصي 
ميلي  400(ايميدازول  B% بافر 10محلولي حاوي 

ميلي  30ميلي مولار و  500مولار، كلريد سديم 
% 90) و pH=8اسيد كلريدريك ،  -مولار تريس

استفاده شد. سپس جهت جدا سازي  Aبافر 
از ستون، شيب  His-tagپروتئين نوتركيب حاوي 

ه قرار مورد استفاد B% بافر 50-10غلظتي از 
گرفت. محلول حاوي پروتئين در لوله هاي 

آوري شدند. ليتري جمعميلي 5/1اپندورف 
هاي خالص شده براي آناليز كيفيت و پروتئين

بارگذاري  SDS-PAGEخلوص بر روي ژل 
هاي نوتركيب و شدند. غلظت پروتئين

گيري ميزان جذب يافته با استفاده از اندازه جهش
نانومتر و استفاده از  280پروتئين در طول موج 

هاي لمبرت تعيين شد. فعاليت پروتئين -قانون بير
خالص طي واكنش با انسولين به عنوان سوبسترا 

ليتر، بافر پتاسيمميلي گرم در ميلي 1با غلظت 
،  5/6برابر با  pHميلي مولار با  100فسفات 

6F

4EDTA  ميلي مولار و  2/0با غلظتDTT 7F

با  5
ميكرومولار  5غلظت هاي  مولار وميلي 1غلظت 

يافته و  جهشهاي نوتركيب از هر كدام از پروتئين
نانومتر توسط دستگاه  650طبيعي در طول موج 

) اندازهBeckman DU 530اسپكتروفوتومتر(
گيري شد. لازم به ذكر است يك واكنش حاوي 
تمام تركيبات ذكر شده در واكنش بدون حضور 

رل در نظر گرفته تيوردوكسين به عنوان واكنش كنت
 شد. 

 

                                                             
4 Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 
5 1,4-Dithioerythritol 
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 و بحث جينتا

 همرديف سازي و تجزيه و تحليل توالي 

ايزوفرم  هفت مقايسه توالي آمينواسيدي بين
OsTrxh هانشان داد كه از بين اين ايزوفرم، 

OsTrx18 ،OsTrx23  وOsTrx15  غير از دو

داراي ) موجود در جايگاه فعال، Cysسيستئين (
. در آمين مي باشند سيستئين اضافي در انتهاييك 

داراي دو سيستئين  OsTrx20 حاليكه ايزوفرم
).1(شكل  اضافي در اين انتهاست

  

 
 

 افزار نرم از استفاده با برنج اهيگ از  h ي ها Trx با   OsTrx23 ي ساز فيهمرد وي توال زيآنال -1شكل 

Clustal W .نشاني خاكستر رنگ با لفعا گاهيجا منطقه وي مشك رنگ با نيآمي انتهاي هانيستئيس 

 .است شده داده
Figure 1- Sequences analysis and multiple alignment between different rice Trxh 
isoforms using the Clustal W software (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). The 
active site is shown with gray box and N- terminal Cys residues are shown black. 
 

 

 تاييد بيان پروتئين جهش يافته و طبيعي در باكتري
ها استخراج شد و آناليز كل پروتئين  ، فاز محلول پروتئين از باكتريIPTGها با  پس از القاي باكتري

-His)گرفت. با توجه به وجود منطقه كد كننده پلي هيستيدين (صورت  SDS-PAGEمحلول بر روي ژل 

tag  در بالا دست جايگاه كلون سازي در پلاسميدpET15b هاي نوتركيب حاصل داراي دنباله پلي  پروتئين
هيستيدين در انتهاي آمينو مي باشند. وزن مولكولي پيش بيني شده براي هر دو مولكول پروتئين جهش يافته 

وجود باندهاي پلي پپتيدي با وزن  .مي باشد  29/6كيلودالتون و نقطه ي ايزوالكتريك آن ها  31/15و طبيعي 
در مقايسه His-WtOsTrx23 و  C11SOsTrx23-Hisهاي نوتركيب  مولكولي مورد نظر بر روي ژل، توليد پروتئين

فاده از كروماتوگرافي جذبي و هاي نوتركيب توليد شده، با است ). پروتئين2با سويه كنترل را تاييد كرد (شكل 
 SDS-PAGE ، خالص شدند و كيفيت خالص سازي با استفاده از) +Ni2هاي حاوي رزين نيكل ( ستون

 ).2شكل (بررسي شد 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/


 1394، شاه پيريو  رودگر نشتا

٦۱ 
 

 

 
پروتئين استخراج شده از باكتري  .بيان و خالص سازيجهت تاييد  SDS-PAGEآناليز  -2شكل 

و  )2(ستون pET15b-WtOsTrx20)، 1 ون(ستبه عنوان كنترل منفي pET15b حاوي پلاسميد

pET15b-C11SOsTrx23  ساعت پس از اضافه كردن  4) 3هاي  (ستون.IPTG هاي خالص  پروتئين

 .)5 و 4 هاي (ستون -C11S OsTrx20 Hisو  His-WtOsTrx20سازي شده 
Figure 2- SDS-PAGE analysis for verification of  expression and  purification. Total 

soluble protein extracted from E. coli  harboring pET15b (lane 1),  pET15b-WtOsTrx23 

(lanes 2), pET15b-C11SOsTrx23 (lane 3),  4  hours after addition of  IPTG. Purified His-

Wt  OsTrx23 (lane 4), and His- C11SOsTrx23 (lane 5). PM: Protein Marker.  

 

ها در شرايط سي ميزان دايمر شدن پروتئينبرر

 DTTاحيا و غير احيا با استفاده از 
ها در بررسي ميزان دايمر شدن پروتئين

نتيجه جايگزيني سيستئين انتهاي آمين با سرين و 
تأثير اين سيستئين بر دايمر شدن پروتئين با آناليز 

SDS-PAGE  يافته و طبيعي  جهشهاي پروتئين
به عنوان  DTTشرايط حضور انجام شد. در 

سولفيدي هر دو  هاي ديپيوندكننده واسرشت
يافته تنها در فرم مونومر  جهشطبيعي و  پروتئين

). اين در حالي است كه B-3(شكل ندديده شد
يافته و  جهشهاي پروتئينبر   SDS-PAGEآناليز 

به عنوان عامل  DTTدر شرايط عدم وجود طبيعي 
سولفيدي در پروتئين،  يد هاي پيونده احيا كنند
شان يافته را تنها در فرم مونومر ن جهشپروتئين 

، پروتئين طبيعي به داد. در حاليكه در اين شرايط
صورت مخلوطي از دو فرم مونومر و دايمر ديده 

 . بنابراين به نظر مي رسد)A -3شد. (شكل 
Cys11  نقش مهمي در دايمر شدن پروتئين دارد و

نسبي در پروتئين طبيعي در واقع دايمر بودن 
پيوند دي سولفيدي بين دو رشته نتيجه حاصل از 

 باشد. مي Cys 11پلي پپتيدي از طريق 
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 SDS-PAGE  ژلي رو برWtOsTrx20ي عيطب و C11SOsTrx23 يافته جهشي هانيپروتئ زيآنال -3شكل

) 1(ستون    His-Wt  OsTrx23 يعيطب نيپروتئ. كننده اياح عامل عنوان به  DTT  حضور عدم ) A ( طيشرا در

. كننده اياح عامل عنوان به  DTT  حضور)  B ( .)2(ستون    His- C11SOsTrx23   افتهي جهش نيپروتئ و

 ،PM . )2(ستون   His- C11SOsTrx23   يافته جهش  نيپروتئ و) 1(ستون   His-Wt  OsTrx23   ي عيطب نيپروتئ

 .(فرمنتاز) ينيپروتئ نشانگر
Figure 3- (A) Effects of non reducing conditions on dimerization of WTOsTrx23(lane 1) 
and C11SOsTrx23(lane 2). (B) Effects of reducing condition on dimerization of 
WTOsTrx23(lane 1) and C11SOsTrx23(lane 2).  PM: Protein marker (fermentas). 

 
هاي طبيعي و يوردوكسينگيري فعاليت تاندازه

 يافته در واكنش با انسولين جهش

 NADPHالكترون از  NTR/Trxدر سيستم 
ابد. يانتقال مي Trx hبه  NTRو از  NTRبه 

تيوردوكسين احيا شده نيز متعاقباً به عنوان عامل 
ها قادر به احياي بسياري از پروتئين ياحيا كننده

شد. ها مي باسولفيدي در آن پيوندهاي دي
 1979تحقيقات هولمگرن و همكاران در سال 

نيز به عنوان عامل احيا كننده  DTTنشان داد كه 
هاي قادر به احياي باند  in vitroدر محيط 

 Holmgrenگردد (سولفيدي در انسولين مي دي

 α ي). انسولين پروتئيني است كه دو زنجيره1979
در آن به وسيله پيوند دي سولفيدي به  βو 

هاي دي اند. احياي باندگر متصل شدهيكدي
سولفيدي توسط تيوردوكسين احيا شده در اين 

شده كه  β يواكنش منجر به رسوب زنجيره
گيري ميزان تشكيل اين رسوب سفيد و اندازه

 يدهندهنانومتر نشان 650جذب در طول موج 
پيشرفت واكنش مي باشد. در اين مطالعه نتايج 

هاي احيايي پروتئينحاصل از مقايسه فعاليت 
و  DTTيافته و طبيعي در واكنش حاوي  جهش

انسولين نشان داد كه سرعت رسوب دهي 
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تخمين زده شد  A650/min 0,089انسولين حدود 
كه در هر دو واكنش تقريباً يكسان بوده و تفاوتي 

يافته با پروتئين  جهش پروتئين فعاليت آنزيميبين 

داشت (شكل طبيعي براي احياي انسولين وجود ن
4 .( 

 
ي عيطب نيپروتئ با سهيمقا در C11SOsTrx23 يافته جهش نيپروتئي ميآنز تيفعالي ريگاندازه -4 شكل

OsTrx23 گرم در ميليميلي 1ميكرومولار از نمونه پروتئيني و  5واكنش شامل   .نيانسول با واكنش در

نانومتر بررسي  650زان جذب در طول موج مي مي باشد. پيشرفت واكنش با اندازه گيري   ليتر انسولين

 باشد.مي Trxhكنترل شامل واكنش فاقد  ينمونه شد. 
Figure 4- DTT- dependent insulin reduction assay. Comparing the activity of WtOsTrx23 
and  C11SOsTrx23 proteins with insulin. 5 µM of each protein sample was reacted with 

1mg/ml of  insulin and the absorbance was measured spectrophotometrically at 650 nm. 

Control shows the reaction containing insulin and DTT without addition Trx h.    
 

 در نيستئيس ي اسيدآمينه هري نيگزيجا با
ي دوردوكتازياكس تيفعال ها، Trx فعال گاهيجا

 افتهي كاهشي توجه قابل مقدار به هانيسوردوكيت
 .Alam et al( رفت خواهد نيب از كامل طور هي اي

ي اضاف نيستئيس كي حضور نيا از شيپ). 2011
 دو بر علاوه h نوعي ها Trx نيآمي انتها در
 ازي كم تعداد در فعال، گاهيجا در نيستئيس
 ،)Gelhaye et al. 2003( صنوبر ليقب از اهانيگ

 Cazalis et( گندم و) Maeda et al. 2003( جو

al. 2006 (نياي نيگزيجا. است شده گزارش 
 گندم اهيگ از Trxh1 در نيسر بايي انتها نيستئيس

ي روي اندك ريتأث اسيدآمينه نيا كه داد نشان
 دري اساس نقش اما داشته نيپروتئيي اياح تيفعال

. ) Cazalis et al. 2006( دارد نيپروتئ شدن مريدا
نيستئيس نيا قيطر از هانيپروتئ در شدن مريدا
ي ديسولفيدي وندهايپ ليتشك و احيايي ريغي ها

 مشاهده زين انسان در Trxh1 دري مولكول درون
 زوفرميا). Watson et al. 2003( است شده
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OsTrx23 نيآمي انتها دري اضاف نيستئيس كي با 
 اهيگ در h نوعي هانيوردوكسيت ازي كي ن،يپروتئ
 بدون( اياح ريغ طيشرا تحت كه است برنج

 يكننده واسرشت عامل عنوان به DTT حضور
. دهد يم مريدا ليتشكيي جز صورت به) نيپروتئ

 آن ريتأث ويي انتها نيستئيس نيا نقشي بررسي برا
 ،يملكول سطوح در نيپروتئ شدن مريدا بر
 تيهدايي زاجهش روش به نيآمي انتها نيستئيس

 يافته جهش. شد نيگزيجا نيسر با شده
C11SOsTrx23 ي عيطب نيپروتئ همانندWtOsTrx23 به 

 زيآنال. شدي سازخالص و انيب دگرساخت صورت
ي باندهاي بررسي برا هانيپروتئ SDS-PAGE ژل

ي اتيحي نقش نيستئيس نيا كه داد نشاني نيپروتئ
 تيفعال بري ريتأث اما داشته نيپروتئ شدن مريدا در

يي اياح تيفعال .ندارد نيتئپروي داكتاز دورياكس
 نيانسول با واكنش از استفاده با زين هانيپروتئ
 نيپروتئ دو هرفعاليت . شدي ريگاندازه
در  مشابه باًيتقر سرعت باي عيطب و يافته جهش

ي برابر نيا كه شد زده نيتخماحياي انسولين 
 يدهنده نشان نيپروتئيي اياح تيفعال دري بيتقر

ي ها نيستئيس رخلافب كه است مسئله نيا
ي اساسي نقش كه ،ها Trx فعال گاهيجا در موجود

نيستئيس نيا دارند، ها نيپروتئيي اياح تيفعال در
 .درندا OsTrx23يي اياح قدرت بري ريتأثيي انتها
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Abstract 

Thioredoxins (Trxs) are low-molecular-mass proteins with two cysteins in their active 
site WC(G/P)PC which are involved in reversible reduction of disulfide bonds. In contrast to 
animals and prokaryotes that typically possess one or a few genes encoding Trxs, higher 
plants contain eight different Trx types: f, m, x, y, z, o, s, and h. The cytoplasmic type Trxs (h- 
type) constitute a particularly large subgroup in higher plans. For instance, in the genome of 
rice (Oryza sativa), nine genes encoding putative Trx h were identified. Among these nine 
isoforms OsTrx20, OsTrx1, OsTrx18 and OsTrx23 have additional cys residue in N-terminal 
in comparison to the other OsTrxh isoforms. In order to study the critical role of this cysteine 
in OsTrx23, we replaced it with serine using site-directed mutagenesis. Both wild type and 
mutant proteins were heterologously expressed in Rosetta (DE3)- a strain of Escherichia coli-. 
The purification of these proteins enabled us to compare their activity in reaction with insulin 
as substrate. In addition, the dimerization of proteins were analysed under non- reducingand 
reducing condition with DTT. The results shows that whereas wild type OsTrx23 is present in 
monomer and dimer forms, the mutant OsTrx23(C11S) is dominantly in monomer form. The 
activity of mutant was almost similar to wild type. These results suggest that Cys11 at the N-
terminal of OsTrx23 has a key role in dimerization of this protein by creating disulfide bonds. 
Keywords: Thioredoxin, Site-directed mutagenesis, cysteine, protein dimerization. 
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