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 (10/11/60 :تاريخ پذيرش - 70/70/69: تاريخ دريافت) 

 وهگر يک شتندا با که هستند پايين مولکولی وزن با هايی تئينوپر (ها Grx)ها  گلوتاردوکسين

. نددار نقش يسولفيد دي يپيوندها پذير         برگشت حياا در نفعالشا هجايگا در سولفيد دي-لتيو

سپس اين . شوند ها توسط آنزيم گلوتاتيون ردوکتاز توسط مولکول گلوتيون احيا می اين پروتئين

 يها مفرويزا. هاي ديگر دخالت دارد پروتئين خود در احياي باندهاي دي سولفيدي پروتئين

 از OsGrx9 مفرويزا کننده ژن کد لیاتو حاضر هشوپژ در. د داردجوو نگياها در Grx از مختلفی

 کلی شريشياا يباکتر از مناسبی ي سويه به سپس و زيسا همسانه ،pET28a بيانی پلاسميد برنج هگيا

 تئينوپر از مناسبی انميز ،IPTG يسيلهو به T7 موتروپر تحريک با. شد منتقل Rosetta (DE3) منا به

 فیاماتوگروکر روش از دهستفاا با شد و سپس توليددر فاز محلول باکتري  His-OsGrx9 نوترکيب

 نسولينا از دهستفاا با هشد توليد نوترکيب مفرويزا اين حيايیا فعاليت. شد زيسا خالص تمايلی

بررسی  مورد هکنند حياا عوامل انعنو به GSHيا DTT حضور  و هگيرند ونلکترا ايسوبستر انعنو به

رسد  نظر می به .باشد خوبی فعال می در محيط اين ويترو به Grx9نتايج نشان داد که . قرار گرفت

 . باشد محيط می pHکاملا وابسته به  GSHفعاليت اين پروتئين در حضور 
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در سلول برای ( ردوکس)احیا -حفظ تعادل شرايط اکسیداسیون

انجام سوخت و سازهای مختلف سلولی و فعالیت مسیرهای 

های مختلف  در گیاهان مکانیسم. انتقال پیام بسیار حیاتی است

سیستم گلوتاردوکسین . مولکولی در حفظ اين تعادل نقش دارند

(GSH/Grx) های وابسته به  عنوان يکی از سیستم بهNADPH 

به باندهای دی  NADPHنقش مهمی در انتقال الکترون از 

های سلولی دارد و بدين ترتیب با  سولفیدی در بسیاری از پروتئین

دی سولفید درحفظ تعادل ردوکس سلولی -تنظیم تبادلات تیول

( Grx)ها  در اين سیستم، احیای گلوتاردوکسین. دخالت دارد

 GSHمولکول  .گیرد انجام می( GSH)توسط گلوتاتیون احیاشده 

از گلوتاتیون اکسید ( GR)وتاتیون ردوکتاز ی آنزيم گل وسیله به

ها  که از فلاووپروتئین GRآنزيم . شود حاصل می( GSSG)شده 

ی الکترون برای احیای  عنوان منبع اولیه به NADPHباشد از  می

اين سیستم، اولین  (.Holmgren 2000) کند گلوتاتیون استفاده می

عنوان يک مسیر جايگزين برای تشکیل  بار به

شناسايی  DNAو بالطبع بیوسنتز مولکول  ريبونوکلئیدها سیدزوک

 . (Holmgren 1976)شد 

نسبتاً ها، اکسیدوردوکتازهايی با وزن مولکولی  گلوتاردوکسین

طور عمده  ی ده تا پانزده کیلودالتون هستند که به پايین در محدوده

ترتیب با  به( mtGrx)و منوتیول ( dtGrx)تیول  در دو شکل دی

ی موجودات وجود  در همه CxxSو  CxxCالگوی جايگاه فعال 

های مختلفی از  در گیاهان ايزوفرم. (Gelhaye et al. 2005)دارند 

Grx و در برنج تا  11رابیدوپسیس، عنوان مثال در آ به. وجود دارد

است  شناسايی شده Grxهای  ژن مختلف برای ايزوفرم 84کنون 

(Garg et al. 2010) . 

ها در تنظیم فعالیت کینازها، فسفاتازها، عوامل Grx  نقش 

رسانی، بیوسنتز، پیچش و تخريب  رونويسی، مسیرهای پیام

 ،(ها و پروتئین DNA ،RNA)های زيستی ضروری بدن  مولکول

پروتئین هدف مختلف  47ها که بیش از  متابولیسم و پاسخ به تنش

. (Rouhier et al. 2004)است  د، مشخص شدهشو را شامل می

 1زدايی ها در گلوتاتیون ها نقش آن  Grxهای  ترين نقش ز مهميکی ا

  با توجه به اين که گروه. (Holmgren 2000)ها است  پروتئین

                                                           
1
 Deglutathionylation 

ها حساس به  های موجود در ساختار پروتئین تیول سیستئین

سولفیدی بین  اکسیداسیون هستند، بنابراين تشکیل باندهای دی

GSH  و گروه تیول که تحت عنوان گلوتاتیونه کردن شناخته

د شو میپذير  ای برگشت هترجم شود، منجر به يک تغییر پس از  می

اين تغییر تنها توسط . آورد که پروتئین را به حالت غیرفعال درمی

Grx تواند مجدداً به حالت قبل بازگردد  می(Lemair 2004) .

رسانی مختلفی از جمله پاسخ به  گلوتاتیون در مسیرهای پیام

Caزا، تنظیمات ردوکس و تغییر در غلظت  عوامل بیماری
2+ 

سلولی مربوط به مقاومت اکتسابی  های سیتوسلی و نیز پیام

های  علاوه بر پیام. (Meyer et al. 2005)نقش دارد  1سیستمی

های غربالی آوند آبکش، اشاره  ها در لولهGrxولی، حضور سل درون

 ,.Garg et al)رسانی با مسیرهای بلند دارد  ها در پیام به نقش آن

ها  ها قادر به احیای طیف وسیعی از پروتئینGrxهمچنین . (2010

دوکتاز، از جمله پیرووات کیناز، فسفوفروکتوکیناز، ريبونوکلئوتید ر

ترنسفراز، آنزيم -S-نوع دوم، گلوتاتیون های ردوکسین پروکسی

GR  و احیای دهیدروآسکوربات به آسکوربات هستند که

 Lemaire) تنوع عملکرد اين سیستم در سلول استی  دهنده نشان

et al. 2004) (Johansson et al. 2004) کننده  در اين مقاله ژن کد

در باکتری ( Oryza sativa)از گیاه برنج  Grxهای  يکی از ايزوفرم

Escherichia coli سازی قرار گرفت و شکل  ورد همسانهم

تولید و  His.tagصورت شريک الحاقی با  نوترکیب اين پروتئین به

تولید مقدار قابل توجه ار اين . سازی قرار گرفت مورد خالص

هم پروتئین امکان بررسی مشخصات اين پروتئین را برای ما فرا

 . ساخت
 

 (NCBI accession number: AK065962) ژن کدکننده توالی

OsGrx9  از کتابخانهcDNA ز مرکNIAS 

(http://www.dna.affrc.go.jp ) که در پلاسمیدpFLCI 

 کننده، جهت تکثیر توالی ژن کد .دشتهیه سازی شده بود  همسانه

با توالی  (Forward) اختصاصی رفت  آغازگر

ʹATGGCGCTCGCCAAGG3GAATTCTAATAAʹ5 (زير 

                                                           
2
 Systemic Acquired Resistance 

  مقدمه

  ها مواد و روش
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  آغازگر و( است خط کشیده شده EcoRIآنزيم برشی   جايگاه

 با توالی( Reverse) اختصاصی برگشت

ʹ3-ATGGCGCTCGCCAAGG GAATTCTAATAA-ʹ5 (زير 

بر اساس ، (است خط کشیده شده HindIIIآنزيم برشی   جايگاه

 واکنش .دطراحی شOsGrx9  ژن کننده توالی کد یابتدا و انتها

PCR   آنزيم واحد 00/1 با استفاده ازمیکرولیتر  10در حجم Pfu 

عنوان  بهcDNA-OsGrx9 - pFLCIنانوگرم 07، (فرمنتاز)پلیمراز 

 dNTPs   ،0/1مولار میلی 1/7 از هر آغازگر، پیکومول پنج ،الگو

 0/1با غلظت نهايی   MgSO4و PCR(X17) بافرمیکرولیتر 

د شچرخه دمايی انجام  17در PCR واکنش . انجام شد مولار میلی

که شرايط دمايی و زمانی هر چرخه شامل يک مرحله واسرشت 

به مدت يک دقیقه، اتصال آغازگر به رشته  C˚68کردن در دمای 

به مدت يک دقیقه و تکثیر قطعه مورد نظر  C ˚91الگو در دمای

همچنین مرحله . مدت يک دقیقه بودبه  C˚01در دمای 

دقیقه و در پايان  0به مدت  C˚60واسرشتگی ابتدايی در دمای 

دقیقه انجام  17به مدت  C˚01مرحله تکثیر نهايی در دمای 

 الکتروفورز% 1/1بر روی ژل آگارز  PCR محصول سپس. گرفت

  Silica Bead DNA Gelوسیله آن بهسازی   خالص شد و

Extraction Kit (فرمنتاز)  بعد، محصول  مرحلهدر  .دشانجام

PCR های آنزيمسازی شده از ژل، با  خالص HindIII (فرمنتاز)  و

EcoRI (فرمنتاز ) سازی  ت و سپس خالصقرار گرفمورد هضم

با هدف . انجام شد درصد 1/1محصول واکنش از روی ژل آگارز 

، گیری قطعه ژنی در حامل های مناسب جهت قرار ايجاد جايگاه

و  HindIII های با آنزيمعنوان حامل بیانی  به pET28aپلاسمید 

EcoRI سازی محصول واکنش از روی ژل  و خالص برش داده شد

بین پلاسمید خطی  لیگاسیونواکنش . دشانجام  درصد 1آگارز 

با استفاده از آنزيم OsGrx9  کننده کد و قطعه ژن pET28aشده 

 T4 واکنش بعد از آن، محصول . صورت گرفت (فرمنتاز) لیگاز

 DH5αهای مستعد  به باکتری لیگاسیون با روش الکتروپوريشن

 های تراريخت، انتخاب باکتریجهت  .انتقال داده شد

های رشد يافته بر روی محیط  از کلنی  Colony PCRواکنش

 بیوتیک کانامايسین حاوی آنتی LB (Luria Bertani) کشت انتخابی

. انجام شد( Sambrook and Russell 2001)( گرم بر لیتر میلی 07)

 OsGrx9کننده   سازی قطعه ژن کد جهت بررسی صحت همسانه

با شده،  تائیدهای  های استخراج شده از کلنی در حامل، پلاسمید

داده شدند و محصول واکنش  برش EcoRIو  HindIII دو آنزيم

 ، جهتدر نهايت. دشالکتروفورز  درصد 1/1بر روی ژل آگارز 

 های نوترکیب استخراج پلاسمیدائید صحت توالی نوکلئوتیدی ت

pET28a-OsGrx9  انجام ( فرمنتاز)توسط کیت استخراج پلاسمید

 . ارسال شد Bioneer يابی به شرکت توالیگرفت و جهت 

فاقد  pET28a و نیز پلاسمیدpET28a-OsGrx ب پلاسمید نوترکی

های  با روش الکتروپوريشن، به سلول( شاهد)نظر  قطعه ژنی مورد

. ترانسفرم شدند Rosetta (DE3)  سويه E. coliمستعد باکتری 

بیوتیک کانامايسین بر روی  دلیل حضور ژن مقاومت به آنتی به

به  Rosetta (DE3)و نیز مقاومت باکتریpET28a پلاسمید 

های باکتری  ، سلول(Novagen 2005) بیوتیک کلرامفنیکل آنتی

 07)بیوتیک کانامايسین  حاوی آنتی LB ترانسفرم شده در محیط

و بر روی ( گرم بر لیتر میلی 0)و کلرامفنیکل ( گرم بر لیتر میلی

کشت  C °10دور در دقیقه و در دمای 147انکوباتور شیکردار با 

 رسید، 0/7به  OD600 هنگامی که. داده شدند
1
IPTG عنوان  به

  های کشت مولار به محیط میلی 1/7گر به غلظت نهايی  ی القا ماده

برداری از سوسپانسیون  در فواصل زمانی مختلف نمونه. اضافه شد

 لیتری صورت گرفت میلی 0/1های اپندورف  باکتريايی در ويال

(Mohammadi Nezhad et al. 2013 .)17به مدت  ها سپس ويال 

 بعد از آن، .شدند سانتريفوژ C °8دمایدر  و g 11777در دقیقه 

 177ها دور ريخته شد و رسوب حاصل در  رويی ويال محلول

 pH)مولار  میلی 17اسید کلريدريک -میکرولیتر از محلول تريس

های محلول،  منظور استخراج پروتئین به. دشسوسپانسیون ( 8

دستگاه اولتراسونیک با استفاده از های باکتری  سلول ديواره

(Hielscher, UP50H ) به مدت ها  نمونهسانتريفیوژ  .شدتخريب

فاز رويی  صورت پذيرفت و C˚8دمای  و g 11777در دقیقه  17

-SDSژل بیان پروتئین محلول بر روی  بررسی میزان آن جهت

PAGE 11 دشبارگذاری  درصد. 

 انجام شد تمايلیسازی پروتئین با استفاده از کروماتوگرافی  خالص

(Shahpiri et al. 2008 .) بدين منظور پروتئین محلول استخراج

که از (  GE Healthcareشرکت) His-Trap HPهای  شده از ستون

مولار، کلريد سديم  میلی 17ايمیدازول ) Aقبل با استفاده از بافر

                                                           
1 Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranoside 
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( pH 4اسید کلريدريک،  -مولار تريس میلی 17مولار و  میلی 077

 شستشویجهت  .ندعبور داده شدبه تعادل رسیده بودند، 

لیتر از مخلوط  میلی 17میزان  صاصیختهای باند شده غیر ا پروتئین

مولار، کلريد  میلی 877ايمیدازول )فیلتر شده سرد شامل  Bبافر 

اسید کلريدريک،  -مولار تريس میلی 17مولار و  میلی 077سديم 

4 pH) و بافر A  بافر درصد 17فیلتر شده سرد با نسبتB   67و 

و اجازه داده شد تا از  دشروی ستون بارگذاری بر  A بافر درصد

 17سپس جهت جداسازی پروتئین هدف  .دشوستون خارج 

درصد بافر  07تا  10با شیب غلظتی  B و A لیتر مخلوط بافر میلی

B هرکدام از لیتر میلی يک میزان ترتیب از کمترين غلظت به به و 

 0/1 های ويال در ستون خروجی. شد بارگذاری ستون روی

کیفیت خلوص پروتئین بر روی ژل . شد نگهداری لیتری میلی

SDS-PAGE نوترکیب   غلظت پروتئین .مورد بررسی قرار گرفت

گیری میزان جذب پروتئین در طول  با استفاده از اندازهخالص 

 .لمبرت تعیین شد -نانومتر و استفاده از قانون بیر 147موج 

His-OsGrx9 4081 Mین ضريب خاموش مولی برای پروتئ
-1

 

cm
-1

 . در نظر گرفته شد  

با استفاده از میزان کدوريت ايجاد شده در اثر  OsGrx9فعالیت 

رسوب انسولین به عنوان سوبسترا با استفاده از اسپکتروفوتومتر در 

 (.Renard et al., 2011) گیری شد نانومتر اندازه 907طول موج 

 pH 7میلی مولار فسفات پتاسیم  177بدين منظور واکنشی حاوی 

میکرومولار  0و  EDTAمیلی مولار  1گرم انسولین،  میلی 00/7، 

OsGrx مولار  میلی 11/7واکنش با اضافه شدن . تهیه شدDTT  و

. کننده شروع شد عنوان عوامل احیا به GSHمولار  يا يک میلی

گیری قرار  ه مورد اندازهدقیق 97نانومتر به مدت  907جذب 

 . گرفت

 

 در OsGrx9 هکنند کد ژن زیسا همسانه و یگیرارقر از پس

 توسط ،DH5α یباکتر به آن رمنسفواتر و pET28a پلاسمید

، ختصاصیا یگرهازغاآ از دهستفاا با و Colony PCR کنشوا

 ننشا يافته شدر یها کلنی در زیبا جفت 116 نیژ قطعه دجوو

 طرفه دو هضم کنشوا ردمو ژن، جدوا یها کلنی سپس. شد داده

قطعه  نشد اجد. گرفتند ارقر HindIII و EcoRI سیلهو به نزيمیآ

 pET28a-OsGrx9نوترکیب پلاسمید باز از جفت 116طول  به

 pET28a رکتوو در OsGrx9 هکنند کد ژن زیسا همسانه موفقیت

 لیاتو صحت ،يابی لیاتو طريق از همچنین (.1شکل)د کر تايید را

 T7آغازگرهایاز دهستفاا با نیژ قطعه ینوکلئوتید

Promoter/Terminator تايید شد. 

 
با pET28a-Grx الکتروفورز واکنش هضم دو طرفه آنزيمی  -1شکل 

 باز جفت 116ل طو بهGrx9 قطعه جداسازی  و EcoRIو  HindIIIهای  آنزيم

 DNA :1ستون  .باشد می pET28a سازی ژن در حامل کننده همسانه که تايید

Ladder  محصول هضم آنزيمی: 1و ستون 

 

 .Eبه میزبان بیانی pET28aو OsGrx9- pET28a های پلاسمید

coli ی  سويه(DE3)Rosetta  ،تولید پروتئین نوترکیب  جهت

در ناقل بیانی  کننده اين ايزوفرم توالی کد. شدندانتقال داده 

pET28a کننده  در الحاق با توالی کدHis-Tag ( اين ناحیه بر روی

صورت  شود پروتئین تولید شده به باعث می( پلاسمید وجود دارد

His-OsGrx9 پروتئین وزن مولکولی. باشد His-OsGrx9  06/10 

 مولکولی وزن با یپپتید پلی باند دجوو. شدبینی  پیشکیلودالتون 

 His-OsGrx9 نوترکیب یها تئینوپر تولید ژل، روی بر نظر ردمو

 تئینوپر. (1 شکل) دکر تايید لکنتر سويه با مقايسه را در

 کروماتوگرافی تمايلی و از دهستفاا با هشد تولید نوترکیب

+ نیکل ينرز ویحا یها نستو
Ni سپس . سازی شد خالص

سازی، پروتئین پس از  منظور ارزيابی کیفیت خالص به

مشاهده شدن . شد بارگذاری SDS-PAGE سازی بر روی خالص

تک باند با وزن مولکولی مورد انتظار علاوه بر تايید بیان پروتئین 

His-OsGrx9  سازی مناسب اين  دهنده کیفیت خالص نشان

  نتایج
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 ازای به His-OsGrx9 خالص تئینوپر دعملکر انمیز. پروتئین بود

 .گرم بود میلی 17 یباکتر کشت محیط لیتر هر

 

 
با  His-Grx9  بیان پروتئینجهت تايید SDS-PAGE رسی ژل بر -1شکل 

 سويه E. coliتولید شده در باکتری کیلودالتون  0/10وزن مولکولی 

(DE3).Rosetta  M :های محلول  محتوای پروتئین: 1  ستون مارکر پروتئینی؛

قبل از القا با  pET28a-Grx9باکتری حاوی پلاسمید  استخراج شده در

IPTGباکتری  های محلول استخراج شده در ئینمحتوای پروت :1 و 1ستون  ؛

: 8ستون   ؛IPTGساعت پس از القا با  1و  pET28a-Grx9 1حاوی پلاسمید 

 سازی با استفاده از کروماتوگرافی تمايلی پس از خالص His-Grx9پروتئین 

 

 به GR واسطه آنزيم به NADPH از ونلکترا ن،گیاها لسلو در

شکل اکسید شده . يابد می لنتقاا (GSSG)گلوتاتیون اکسید شده 

GSSG  به فرم احیا يعنیGSH شود تبديل می .GSH  خود باعث

 يک انعنو به متعاقبا هشد حیااGrx شود و  ها میGRxاحیا شدن 

 تئینهاوپر از دیياز ادتعد دنکر حیاا به درقا هکنند حیاا عامل

 در که ندداد ننشا  .Holmgren et al(1976) .(1شکل )باشد  می

و يا در حضور  DTT با Grx که تیرصو در نیز ويترو ينا محیط

GSH در یسولفید دی یباندها یحیاا باعث ندامیتو دشو حیاا 

 باشد می β و α پپتید پلی دو دارای تئینیوپر نسولینا. دشو نسولینا

 یحیاا. نددار لتصاا هم به یسولفید دی باند دو سیلهو به که

 بسور و هم از شتهر دو نشد اجد باعث یسولفید دی یباندها

 ديجاا با انتو می ويترو ينا محیط در ينابنابر. دشو می β شتهر

 عنوان عامل اولیه احیا کننده، به  GSHويا DTT ویحا کنشیوا

Grx هشد تولید نگر سفید بسور انمیز یگیر ازهندا و نسولینا و 

 به نانومتر 907 جمو لطو در بجذ انمیر یگیر ازهندا طريق از

 فعالیتدر اين پژوهش  .ختداپر Grx حیايیا فعالیت سیربر

 DTTه در حضور احیا کننده مدآ ستد به خالصOsGrx9  حیايیا

 عامل انعنو به( 1واکنش ) GSH در حضور   و يا( 1واکنش )

 و DTT ویحاکنترل  کنشوا. (8 شکل) بررسی شد هکنند حیاا

واکنش برای  لکنتر کنشوا انعنو به ،OsGrx رحضو ونبد نسولینا

 و GSH ویحاواکنش کنترل ديگری . در نظر گرفته شد 1

برای  لکنتر کنشوا انعنو به ،OsGrx رحضو ونبد ،نسولینا

 نوترکیب OsGrx9 که داد ننشا نتايج .در نظر گرفته شد 1واکنش 

 ل،کنتر ی نمونه با مقايسه در که  یرطو به د،بو لفعا هشد تولید

. دکر اپید يشافزا 1کنش وا در نانومتر 907 جمو لطو در بجذ

دقیقه تاخیر  17افزايش جذب بعد از  DTTبا حضور  1 در واکنش

در . بود OD650/minΔ 7168/7شروع شد و سرعت افزايش 

 GSHمولار  میلی يکسرعت افزايش جذب با حضور  1واکنش 

 .بود OD650/minΔ 7701/7بسیار پايین بود و مقدار سرعت آن 

، 0، 0/9، 9های  pHدر  GSHو  OsGrxواکنش با حضور انسولین، 

  (.0شکل )صورت گرفت  0/4و  4، 0/0

 

 GSH/Grxی انتقال الکترون در سیستم  زنجیره -1شکل 

 
احیای انسولین ( •)نوترکیب تولید شده  Grxبررسی فعالیت احیايی  -8شکل

GSH (ο )و  Grxاحیای اسولین در حضور ( ▲) DTTو  Grxدر حضور 

واکنش کنترول حاوی انسولین و DTT (Δ )واکنش کنترول حاوی انسولین و 
GSH 
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قرار  pHنتیجه آزمايش نشان داد واکنش به شدت تحت تاثیر 

 0/9از   pHعت احیای انسولین با افزايشرکه س  طوری گیرد به می

روی  0/4به  4از   pHافزايش. تغییر قابل توجهی داشت 4به 

 .  سرعت واکنش تاثیری نداشت
 

 pHدر شرايط  GSHو   Grxاحیای انسولین در واکنش حاوی   -0شکل 

 مختلف

 

های مهم در احیای  ها يکی از آنزيم Grxهای زنده  در سلول

های  اين پرتئین. باشند ها می های دی سولفیدی پروتئین باند

های ديگر مانند  فعالیت آنزيمکوچک نقش مهمی در تنظیم 

. (Axelsson al. 1983) پیروات کینازو فسفوفروکتوکیناز دارند

هايی تاکنون در رابطه با نقش گلوتاردوکسین در  همچنین گزارش

در گیاهان . است احیای دهیدروآسکوربات ردوکتاز داده شده

 .Garg et al) های مختلفی از گلوتاردوکسین وجود دارد ايزوفرم

  CPYC،CGFSها به سه گروه  Grxبر اساس جايگاه فعال  (.2010

در اين مطالعه . شوند تقسیم می CCM(S/C)با توالی  CCو انواع 

. سازی قرار گرفت مورد همسانه Grx9 کننده ايزوفرم ژن کد

گیاه برنج است که در  Grxهای  يکی از ايزوفرم OsGrx9ايزوفرم 

آمینواسیدی اين ايزوفرم توالی . گیرد قرار می CPYCزير گروه 

. باشد در پستانداران و مخمر می  Grxدارای شباهت بالايی به

، (ACF40843) در گندم Grxبا  درصد 40همچنین دارای شباهت 

. باشد می( ACF86986)و ذرت ( BAK01747)جو 

انتقال  و pET28aدر پلاسمید بیانی  OsGrx9سازی ژن  باهمسانه

امکان تولید پروتئین  Rosetta (DE3)اين حامل به سويه بیانی 

OsGrx9  همراه با شريک الحاقیHis.tag اين پروتئین . فراهم شد

نظر  به مقدار بالايی در فاز محلول باکتری تولید شد و لذا به

ثر و مناسبی در تولید ؤسیستم م E. coli رسد که سیستم بیانی می

سازی اين پروتئین با توجه  خالص. باشد اين پروتئین کوچک می

در انتهای آمینوی پروتئین امکان  His.tagبه وجود ناحیه 

سازی پروتئین با استفاده از کروماتوگرافی تمايلی را فراهم   خالص

در احیای باندهای دی سولفیدی با استفاده از  OsGrxنقش . نمود

و  DTTکننده  عنوان سوبسترا و در حضور دو احیا انسولین به

GSH در . مورد بررسی قرار گرفتpH 7، OsGrx  در حضور

DTT که  ثری باعث احیا و رسوب انسولین شد در حالیؤطور م به

با . مشاهده نشد Grxلیت احیايی افع GSHدر حضور  pHدر اين 

با افزايش  GSHدر حضور  Grxاين حال سرعت فعالیت احیايی 

pH  که فعالیت  دهد اين موضوع نشان می. افزايش پیدا کرد 4تا

OsGrx اش کاملا وابسته به  کننده طبیعی در حضور احیاpH  محیط

اين موضوع در مطالعات قبلی که با گلوتاردوکسین . باشد می

 Sha) است خالص شده از گیاه انجام شده بود نیز نشان داده شده

et al. 1997.) 
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