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Abstract 

Aim: Movement of water across cellular membranes is facilitated by the presence of water channels 

named aquaporins (AQPs). Mercurial compounds are potent blockers of plant and animal aquaporins. 

However some aquaporin isoforms such as NtAQP1 in tobacco are mercury-insensitive. The aim of 

this research was to determine the sensitivity of tobacco NtPIP2;1 to mercury.  

Materials and methods: In this experimental study, after invitro transcription of NtPIP2;1 and cRNA 

synthesis, cRNA was injected to Xenopus oocytes by microinjection. Two days after incubation, 

oocytes were subjected to 1 mM mercury chloride for 10 min. Then, oocyte volume swelling assay in 

hypotonic medium was conducted and the membrane osmotic water permeability coefficient (Pf ) was 

determined. 

Results: Pf for control and mercury chloride-treated oocytes expressing NtPIP2;1 was respectively 

calculated 0.99×10-2 and 0.98×10-2 cm s-1 , which was not significant (P>0.05). Comparing the amino 

acid sequence of NtPIP2;1 with NtAQP1, a mercury-insensitive aquaporin, revealed the similar to  

NtAQP1 replacement of cys with Thr in 233 position near the aquaporin pore in NtPIP2;1. 

Conclusion: NtPIP2;1 encodes a mercury-insensitive aquaporin in tobacco which could be due to 

cysteine replacement with threonin near the aquaporin pore.   
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  چكيده

تركيبات جيوه يكـي  . شود تسهيل مي) AQPs(ها  هاي آبي به نام آكواپورين حركت آب از عرض غشاءهاي سلولي در اثر حضور كانال :هدف
در گيـاه   NtAQP1هـا ماننـد    به هر حال چندين فرم مشابه از آكواپـورين .  باشند هاي گياهي و جانوري مي واپورينهاي قوي آك از بازدارنده

جداسازي شده از توتون نسبت به جيوه  NtPIP2;1هدف از اين تحقيق بررسي حساسيت آكواپورين . شوند توتون توسط جيوه ممانعت نمي
  . است

هـاي زنوپـوس توسـط     ، تزريـق آن بـه داخـل اووسـيت    NtPIP2;1مربوط به   cRNAي پس از سنتز در اين مطالعه تجرب :ها مواد و روش
مـولار كلـرور جيـوه قـرار      ميلـي  1دقيقه در معرض  10ها، آنها به مدت  پس از دو روز انكوبه كردن اووسيت. ميكرواينجكشن صورت گرفت

  .اووسيت تعيين شد)  Pf( و ضريب نفوذپذيري غشاء سپس آزمون انبساط حجم اووسيت در محيط هيپوتونيك انجام   ،گرفته
كننـد بـه    را بيـان مـي   NtPIP2;1هاي گروه كنترل و تيمار شده با كلرور جيوه كه هر دو آكواپورين  محاسبه شده براي اووسيت Pf :نتايج

مقايسه توالي اسـيد  ). p>0.05(شان ندادندداري  با يكديگر ن سانتيمتر بر ثانيه بود كه تفاوت معني 98/0×10-2و 99/0×10-2ترتيب برابر با 
در نزديك منفـذ آبـي داراي    NtAQP1همانند  NtPIP2;1نشان داد كه ) غيرحساس به جيوه( NtAQP1با  NtPIP2;1آمينه آكواپورين 

   .باشد آمينه ترئونين به جاي سيستئين مي  اسيد
كند و اين بـه دليـل جـايگزيني اسـيدآمينه      ه توتون كدگذاري مييك آكواپورين غير حساس به جيوه را در گيا NtPIP2;1 :گيري  نتيجه

  .  باشد سيستئين در نزديك منفذ آبي با ترئونين مي
 آكواپورين، توتون، جيوه، اووسيت، زنوپوس :واژگان كليدي
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  مقدمه
قبلا تصور بر اين بود كه آب قادر است به سادگي توسط انتشار از 

اما امروزه مشخص . لي حركت كندخلال دو لايه چربي غشاء سلو
پذيري محدودي نسبت به آب  نفوذ ، شده كه دو لايه چربي غشاء

ها براي انتقال آب در عرض غشـاء   اي از پروتئين داشته و مجموعه
هـاي عدسـي    هاي ناقـل آب ابتـدا در سـلول    پروتئين. وجود دارند

) 1(و آگـري   پرستون 1991چشم گاو شناسايي، سپس در سال 
هاي قرمز خون انسان شناسـايي و   تئين مشابه در گلوبوليك پرو

هـاي   مطالعـات بعـدي پـروتئين   . بـر آن گذاشـتند   CHIP28نام 
هـا   مشابهي را در ديگـر موجـودات نشـان داد كـه بـه آكواپـورين      

)AQPs (هـاي آبـي معـروف شـدند      ويا كانال)پـروتئين  ). 3و  2
 و پـروتئين گلبـول   AQP0عدسي چشم گاو در حال حاضـر بـه   

كشـف پـروتئين   ). 4(تغيير نام دادنـد   AQP1قرمز به آكواپورين 
 1993در سـال  ) 5(و همكارانش توسط مورل) TIP(تونوپلاستي 

هـا عـلاوه بـر     در تونوپلاست گياه توتون نشان داد كه آكواپـورين 
اين . اند هاي گياهي نيز پراكنده هاي سلول جانوران، در اغلب غشاء

ن طي كنندة عرض غشاء بوده كـه  ها مركب از شش دامي پروتئين
ترمينال آنها در  Cو  Nاند و  لوپ به يكديگر متصل شده 5توسط 

  ). 7و  6(داخل سيتوسل قرار دارد 
هـاي گيـاهي تنـوع ايزوفرمـي قابـل تـوجهي را نشـان         آكواپورين

هاي آكواپـورين را تـا    تعيين توالي ژنوم، تعداد دقيق ژن. دهند مي
عـدد در گيـاه    33و ) 7و  6(دوپسيس عدد در گياه آرابي 35مرز 

ــين نمــوده اســت ) 3و 2(ذرت  ــوالي،  . تعي ــوژي ت ــة همول ــر پاي ب
زير گروه كـه تـا حـدودي مطـابق بـا       4هاي گياهي به  آكواپورين

). 8و  7، 4، 3(شــوند  مكــان آنهــا در ســلول اســت تقســيم مــي 
و نـوع غشـاء پلاسـمايي    ) TIPs(هاي نـوع تونوپلاسـتي    پروتئين

)PIPs (هـاي   هايي هسـتند كـه بـه ترتيـب در غشـاء      ورينآكوارپ
سـومين زيـر گـروه    . شـوند  واكوئلي و پلاسمايي به وفور بيان مـي 

بـه  . هسـتند  (NIPs) 26هاي غشايي شبه نودولين شامل پروتئين
 GmNod26هـاي نزديـك بـه     عبارتي اين زيـر گـروه همولـوگ   

هـاي تثبيـت    آكواپورين فراوان در غشاء پري باكتروئيـد گرهـك  (
هـا   در غير لگـوم  NIPs. باشند مي) هاي سويا دة ازت در ريشهكنن

هاي پلاسمايي و درون  نيز وجود داشته و در اين گياهان در غشاء
هـاي بـازي    زيـر گـروه آخـر پـروتئين    ). 7(انـد   سلولي قرار گرفته

بوده كه غالباً در شبكة آندوپلاسـمي قـرار دارنـد    ) SIPs(كوچك 
  ). 8و  7(

خــود بــه دو گــروه  PIPsپلاســمايي يــا هــاي غشــاء  آكواپــورين
اعضاي اين دو گـروه  . شوند تقسيم مي PIP2و  PIP1فيلوژنتيكي 

ترمينال خود متفاوت هسـتند بلكـه    Cو  Nنه تنها  از نظر طول 
هاي زنوپوس  فعاليت كانال آب متفاوتي را هنگام بيان در اووسيت

عمومــاً در ايــن ميزبــان هترولــوگ  PIP1s). 4(دهنــد نشــان مــي
فعاليت كانـال آب بـالايي را    PIP2s باشند، درحاليكه اموش ميخ

  .دهند نشان مي
باشـند و   هـا مـي   هاي قـوي آكواپـورين   تركيبات جيوه از بازدارنده

ها در هدايت آبي گياهـان از   امروزه جهت مطالعه نقش آكواپورين
مشـخص شـده اسـت كـه     ). 5(شـود   اين تركيبـات اسـتفاده مـي   

ولفيدريل سيسـتئين در نزديـك منفـذ    تركيبات جيوه با گروه س ـ
كانال آبي آكواپورين واكنش داده و سبب توقـف فعاليـت انتقـال    

هـا   به هر حال چندين ايزوفرم از آكواپورين). 10و9(آب مي شود 
در گيــاه  RD28بــراي مثــال . انــد نســبت بــه جيــوه غيرحســاس

ــيس  ــون   NtAQP1و) 9(آرابيدوپس ــاه توت از ايــن ) 10(در گي
توسط جيوه ممانعت  AQP4  جانوران نيز آكواپورين در. اند جمله
  ).   4(شود  نمي

هاي غير حسـاس بـه جيـوه و تفكيـك آن از      شناسايي آكواپورين
تـري از نقـش هـر يـك از      توانـد تصـوير روشـن    انواع حساس مي

هـاي آكواپـوريني در روابـط آبـي گياهـان تحـت شـرايط         ايزوفرم
سـتفاده از تركيبـات   محيطي مختلف در هنگام مطالعـه آنهـا بـا ا   

همچنين بررسي دليـل عـدم حساسـيت برخـي     . جيوه ارائه دهد
توانـد در   ها نسـبت بـه جيـوه در سـطح مولكـولي مـي       آكواپورين

هاي مقاوم به جيوه براي جذب آب در گياهـان   طراحي آكواپورين
لـذا هـدف از ايـن    . هاي آلوده به اين عنصر مفيد باشـد  در محيط

كلـون شـده از    NtPIP2;1پـورين  تحقيق بررسي حساسيت آكوا
گياه توتون نسبت به جيوه و آناليز مولكولي آن از طريق مقايسـه  

غيـر حسـاس بـه     NtAQP1توالي آمينواسيدي اين آكواپورين با 
  . باشد جيوه در اين گياه مي

  

  مواد و روش ها
ناحيـه   :در وكتـور بيـاني زنوپـوس    NtPIP2;1كلون كردن 

) cDNA )Complementary DNAكدكننـــــده كلـــــون 
NtPIP2;1       11(كه قبلا توسـط مـولفين جداسـازي شـده بـود (

  .توسط مجموعه پرايمر اختصاصي ذيل تكثير شد
Forward; 5'-
GCTCTAGAATGTCAAAGGACGTGATTG-3'  
Reverse; 5'-
GCAAGCTTTTAGTTGGTTGGGTTACTG-3'  

  

هـاي بـا اثـر     هاي برشي مربوط به آنزيم   محل  اين مجموعه پرايمر
  قطعات '3و  '5را به ترتيب به انتهاي  HindIIIو  XbaI محدود

  . كند اضافه مي ;NtPIP2 1 تكثير شده آكواپورين
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پس از انجام الكتروفورز قطعات حاصل از تكثيـر و انجـام مراحـل    
ــا اســتفاده از وكتــور   و ) TOPO )Invitrogeneكلــون ســازي ب

هاي  ، كلون)12(هاي مثبت توسط روش سنگر  تعيين توالي كلون
شناسايي و سپس ناحيه كدكننده مربـوط بـه   ) جهش(فاقد خطا 

كـه بـراي   ) pGEMHE )9اين آكواپورين در داخل وكتور بياني 
هاي زنوپوس طراحي شـده اسـت    بيان پروتئين در داخل اووسيت

  ). 11(درج  گرديد 
در جهت گيـري صـحيح در داخـل      NtPIP2;1براي قرار دادن 

با اثر محـدود فـوق طبـق روش    هاي  از آنزيم pGEMHEوكتور 
واكنش اتصال بـا اسـتفاده از كيـت    .  استفاده شد) 13(سمبروك 

Ligation High )TOYOBO, Tokyo, Japan ( 16در دماي 
 1بـه   2گراد در طول شب با استفاده از نسبت مولي  درجه سانتي
هاي نوتركيـب   ميكروليتر از پلاسميد 2سپس ). 13(انجام گرفت 

) JIM109سـوش  ( E. coliتصال بـه بـاكتري   حاصل از واكنش ا
 colonyهـاي مثبـت توسـط     پس از انتخـاب كلنـي  . منتقل شد

PCR )13 (     پلاسميد نوتركيـب بـا اسـتفاده از كيـتPlasmid 

MiniPrep )از باكتري استخراج گرديد) شركت كياژن.  
  

براي :  in vitroدر ) cRNA )Complementary RNAسنتز 
، ابتـدا  )in vitro(در آزمايشـگاه  توسط رونويسـي   cRNAسنتز 

سـپس  . خطـي شـد   NheIپلاسميد نوتركيب با استفاده از آنزيم 
 2نرمـال و   3حجم كل از استات سـديم   10/1واكنش با افزودن 

محتويات لوله بـه خـوبي بـا    . حجم از اتانول مطلق متوقف گرديد
درجـه   -20دقيقـه در دمـاي    15يكديگر مخلوط شده و حداقل 

پس از رسوب دادن پلاسميد خطي شـده  . سرد گرديدگراد  سانتي
توسط سانتريفيوژ، شستشو و خشك كردن رسوب، نمونه در بـافر  

TE )pH=8, Tris-ETDA ( ــت ــرم در  1در غلظــ ميكروگــ
 inبراي واكنش رونويسـي در شـرايط   ). 14(ميكروليتر حل شد 

vitro  از كيـــتmMESSAG mMACHINET7 ) شـــركت
Ambion ،USA ( سـاعت در   2و واكنش به مـدت  استفاده شده

 cRNAبـراي بازيافـت   . درجه سانتيگراد  انكوبه گرديد 37دماي 
 5/7(از مخلوط واكنش فوق از روش رسوب دهي با كلريد ليتيوم 

پـس از   .استفاده شد) EDTAمولار  ميلي 50مولار كلريدليتيوم، 
و انجام سانتريفيوژ در دماي  درصد70شستشوي رسوب با اتانول 

ميكروليتـر آب فاقـد نوكلئـاز     10در  cRNAسانتيگراد،  درجه 4
ميكروگـرم در ميكروليتـر    1معلق گرديده و غلظـت آن بـر روي   

هاي كم  گراد در حجم درجه سانتي -80تنظيم و سپس در دماي 
  ).13(نگهداري شد 

  

هـاي   لـوب  :هـاي زنوپـوس   به اووسـيت  cRNAريز تزريقي 
  Xenopus laevisه تخمداني به طريـق جراحـي از قورباغـه مـاد    

آمينوبنزوئيك اسيد اتيل استر متـان  -3بيهوش شده با استفاده از 
جداسازي شـدند و در  ) Sigma, Aldrich( درصد 1/0سولفونات 

: Modified Barth Solution ،MBS(محلول اصلاح شده بارت 
 4/2ميلي مـولار كلـرور پتاسـيم،     1ميلي مولار كلرور سديم،  88

ــي ــ ميل ــولار بيكربن ــي 15ات ســديم، م ــريس،  ميل ــولار ت  33/0م
 82/0مـولار كلروركلسـيم،    ميلي 41/0مولار نيترات كلسيم،  ميلي
ليتـر سـديم    ميكروگرم بـر ميلـي   10مولار سولفات منيزيم،  ميلي

ــيلين و  ــر ميلـــي 10پنـــي سـ ــرم بـ ــولفات  ميكروگـ ــر سـ ليتـ
هـاي تخمـداني بـه قطعـات      لـوب . قرار گرفتنـد ) استرپتومايسين
گـرم بـر    ميلـي  1حاوي  MBSشدند و در محلول  كوچكي بريده

 2بـه مـدت   ) B )Boehringer, Germanyليتـر كلاژنـاز    ميلـي 
در پايـان  . ساعت در دماي اتـاق و بـر روي شـيكر انكوبـه شـدند     

 MBSدر محلـول  ) مرتبـه  5(هـا   كلاژناز با شستشـوي اووسـيت  
ري و در دمـاي  آو جمع VIو  Vهاي مرحله  اووسيت. حذف شدند

بيوتيـك بـه    حـاوي آنتـي   MBSدر محيط گراد  سانتي درجه 18
هـا بـراي آزمايشـات     روز بعـد اووسـيت  . روز انكوبه شدند 1مدت 

 cRNAتزريـق  ). 14(مورد استفاده قرار گرفتنـد   cRNAتزريق 
ــيت  ــه اووس ــتگاه    ب ــط دس ــوس توس ــاي زنوپ  NanojectIIه

Auto/Oocytes Injector )Drummond Scientific Co., 

Broomall, PA, USA ( حجـم مـورد نيـاز بـراي     . انجام گرفـت
نـانوليتر نمونـه    50نـانوليتر تنظـيم و بـه آرامـي      50تزريق روي 

cRNA  كنترل منفي، (و يا آبNC, negative control ( به هر
هـاي   اووسـيت . اووسيت از محل قطب روشن اووسيت تزريق شـد 

 1درجه سانتيگراد در تاريكي بـه مـدت    18تزريق شده در دماي 
روز قبل از سنجش انبسـاط و تعيـين ضـريب نفوذپـذيري      2لي ا

  ).14(انكوبه شدند )  Pf( غشاء 
  

ضريب نفوذ :  Pfها و محاسبه  سنجش انبساط حجم اووسيت
و همكـاران   ها طبق روش پرستون غشاء اووسيت) Pf(پذيري آبي 

ها از محيط  اووسيت. روز بعد از تزريق تعيين گرديد 2تا  1) 15(
MBS ونيــك بــه محــيط ايزوتMBS  محــيط ( 5بــه  1بــا رقــت

در زيـر ميكروسـكوپ معكـوس مجهـز بـه دوربـين       ) هيپوتونيك
 ,Cool SNAP, Roper Scientific(ديجيتـال سـياه و سـفيد    

Tucson, USA (هـاي   تصاوير ديجيتال از اووسيت. منتقل شدند
دقيقـه بـا    3ثانيه به مـدت   20در حال انبساط در فواصل زماني 

 ,Universal Imaging, Westchester(نـرم افـزار    اسـتفاده از 
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PA, USA (MetaView    ــطحي ــاحت س ــدند و مس ــه ش تهي
ــيتا ــزار    ووس ــرم اف ــتفاده از ن ــا اس ــا ب  WinRoof ver3.51ه
)MITANI Corporation, Fukui, Japan ( ــده ــاليز گردي آن

با استفاده از معادله زير از محدوده خطي نمودار تغيير  Pfوسپس 
  :سيت در برابر زمان محاسبه شدحجم نسبي اوو

)(
/)/(

outinw
f OsmOsmVS

dtVVd
VP

−
= o

o  
  

) مترمكعب سانتي 9×10-4(حجم اوليه اووسيت  oVدر اين رابطه 
و ) مترمربـع  سـانتي  045/0(مساحت سطحي اوليه اووسـيت   Sو 

Vw   سـانتيمتر مكعـب بـر مـول     18(حجم مـولي آب( ،dt   مـدت
و ) ميلـي اسـمول   200(اسمولاريته داخل اووسيت  Osminزمان، 

Osmout    ــي اســمول 40(اســمولاريته محــيط هيپوتونيــك ) ميل
  . باشد مي

  

به منظور بررسـي حساسـيت   : ها با كلرور جيوه تيمار اووسيت
هاي تزريق  توتون نسبت به جيوه، اووسيت NtPIP2;1آكواپورين 

هـاي   وسيتو همچنين او  NtPIP2;1آكواپورين  cRNAشده با 
مـولار كلـرور    ميلـي  1دقيقه در معرض  10كنترل منفي به مدت 

سپس انبساط حجم آنها .  قرار داده شدند MBSجيوه در محيط 
) بدون تيمار با جيـوه (هاي شاهد  طي زمان در مقايسه با اووسيت

  .مورد بررسي قرار گرفت
  

بـا   NtPIP2;1توالي آمينواسـيد  ) Alignment(هم رديفي 
NtAQP1 :       به منظـور مقايسـه تـوالي آمينواسـيدي آكواپـورين
NtPIP2;1       با آكواپـورين غيـر حسـاس بـه جيـوهNtAQP1 از     
 GENETYX-MAC ver. 7 )GENETYX نــرم افـــزار 

CORPORATION, Tokyo, Japan (  بـه ايـن   . اسـتفاده شـد
هاي مـذكور از بانـك ژن    ترتيب كه توالي آمينواسيدي آكواپورين

NCBI نرم افزار هم رديفي توالي آمينواسيدي  استخراج و توسط
  .   آنها صورت گرفت

  

با استفاده از آزمـون آمـاري    Pfهاي مربوط به  داده: آناليز آماري
T-test  و نرم افزارExcel      مورد تجزيـه و تحليـل قـرار گرفـت و

معنـي دار در نظـر گرفتـه     P<0.05ها در سـطح   تفاوت ميانگين
  .شد

  

  نتايج
  cDNAهـاي   با استفاده از كلون NtPIP2;1ناحيه كد كننده ژن 

به عنوان الگـو توسـط پرايمرهـاي اختصاصـي     ) 11(مربوط به آن

طراحي شده در ابتدا و انتهاي اين ناحيه كه به ترتيب جايگاه اثـر  
را به قطعات حاصل از تكثير اضـافه   HindIIIو  XbaIهاي  آنزيم

ه مشـاهد  1چنانكـه در شـكل  ).  1شـكل  (مي كنند تكثيـر شـد   
قطعـه  . باشـد  جفت باز مـي  860شود قطعه تكثير شده داراي  مي

 pGEMHEگيري صـحيح در وكتـور بيـاني     تكثير شده با جهت
پليمـراز   RNAهـاي   اين وكتور حامل پرومـوتر آنـزيم  . قرار گفت
باشد كه براي انجام رونويسـي در شـرايط    مي SP6و  T7فاژهاي 

ور داراي نـواحي  همچنين وكتور مذك). 9(آزمايشگاهي لازم است 
ــه   ــل ترجم ــر قاب ژن ) UTR, Untranslational Region(غي

را در داخـل اووسـيت    cRNAبتاگلوبين قورباغه است كه ترجمه 
به منظـور بررسـي حساسـيت فعاليـت     ).  9(سازد  امكان پذير مي

نسبت به جيوه، تاثير آن بر سرعت تغييـر   NtPIP2;1آكواپورين 
 NtPIP2;1هايي كه  نسبي و نفوذپذيري آبي غشاء اووسيت حجم

بلافاصــله پــس از انتقــال آنهــا بــه محــيط  ، را بيــان مــي كننــد
در  NtPIP2;1نتايج نشان داد كـه بيـان   . هيپوتونيك مطالعه شد

ها سبب افزايش سريع در انبساط حجـم آنهـا در محـيط     اووسيت
مدت زمان شود به طوري كه حتي پس از گذشت  هيپوتونيك مي

ها بـه دليـل ورود بـيش از حـد آب بـه       ثانيه اغلب اووسيت 180
هـاي كنتـرل منفـي     داخل آنها پاره شده، در حاليكه در اووسـيت 

)NC, Negative Control  رونـد افـزايش   ) ، تزريق شـده بـا آب
از طرفي مشاهده شـد كـه   ). 3شكل (حجم نسبي بسيار كند بود 

بـا جيـوه تـاثيري بـر      NtPIP2;1هاي بيان كننده  تيمار اووسيت
محاسبه ضـريب  ). 3شكل (سرعت تغيير حجم نسبي آنها نداشت 

ــاء    ــي غش ــذيري آب ــان   ) Pf(نفوذپ ــه بي ــان داد ك ــيت نش اووس
NtPIP2;1     داري  در اووسـيت موجـب افـزايش معنـي)T-test, 

P<0.05 ( در ميــزانPf  12/0غشــاء اووســيت نســبت بــه آب از 
، اووسـيت هـاي تزريـق    NC(سانتيمتر بر ثانيه در كنترل منفـي  

در ). 4شكل (شد  سانتيمتر بر ثانيه  99/0به بيش از ) شده با آب
را  NtPIP2;1هايي كه آكواپورين  مقابل افزودن جيوه به اووسيت

غشـاء اووسـيت    Pfداري را در ميـزان   كنند كاهش معني بيان مي
مقايسـه تـوالي اسـيد آمينـه آكواپـورين      ). 4شـكل  (موجب نشد 
NtPIP2;1 ا بNtAQP1     كه يك آكواپورين شـناخته شـده غيـر

داراي اسيدآمينه  NtPIP2;1حساس به جيوه است نشان داد كه 
، در 5شـكل  (باشـد   مـي  NtAQP1ترئونين در محلي مشـابه بـا   

رسد اين عامل منجر به عدم حساسيت  كه به نظر مي) محل فلش
آكواپورين ديگري . شود نسبت به جيوه مي NtPIP2;1آكواپورين 

نيـز در همـين موقعيـت داراي     NtPIP1;1ز گياه توتون به نـام  ا
لازم بـه ذكـر اسـت كـه     ). 5شـكل  (اسيد آمينـه ترئـونين اسـت    
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  ).11(بررسي حساسيت آن نسبت به جيوه  وجود ندارد فاقد فعاليت انتقال آب بـوده پـس امكـان     NtPIP1;1آكواپورين 
  

  

  
به ترتيب از چپ به راست، ماركر وزن مولكولي، ( cDNAهاي  از كلون NtPIP2;1  يه كدكننده ژنژل الكتروفورز قطعات حاصل از تكثير ناح: 1شكل 

 .بيان شده اند) bp(base pairesاعداد بر حسب ). كنترل منفي 5و چاهك شماره  cDNAهاي مختلف  كلون 4تا  1چاهك هاي شماره 
  
  

  
  )pGEMHE )9نقشه وكتور بياني  : 2شكل 
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اووسيت در هر تيمار  10-8مقادير تغيير حجم نسبي . هاي زنوپوس بيان شده در اووسيت NtPIP2;1يوه بر فعاليت انتقال آب آكواپورين تاثير ج: 3شكل 

، گروه كنترل منفي تيمار شده بـا  NC+Hgهاي تزريق شده با آب،  ، گروه اووسيت)كنترل منفي( NC .م شده استينسبت به زمان به صورت نمودار ترس
گـروه تيمـار شـده بـا كلـرور جيـوه        ،NtPIP2;1+Hgو  cRNA NtPIP2;1هاي تزريـق شـده بـا     گروه اووسيت NtPIP2;1مولار كلرور جيوه، ميلي  1

  .باشند مي
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 كنترل(نانوليتر آب  50و يا  NtPIP2;1مربوط به  cRNAنانوگرم  50هاي تزريق شده با  اووسيت) Pf(مقادير ضريب نفوذپذيري آبي اسموتيك : 4شكل 

  .باشند گيري همراه با خطاي معيار مي اندازه 8نتايج ميانگين ). Hg(در حضور و عدم حضور جيوه ) NCمنفي، 
  

 Nt PIP2;1.gnu  1 --------------MSKDVIEEGQVHQQHGKDYVDPPPAPLLDFAELKLWSFHRALIAEF 46
 NtAQP1.gnu  1 MAENKEEDVKLGANKFRETQPLGTAAQTD-KDYKEPPPAPLFEPGELSSWSFYRAGIAEF 59
 NtPIP1;1.gnu  1 MAENKEEDVNLGANKYRETQPLGTAAQTENKDYIEPPPAPLFEPGELSSWSFYRAGIAEF 60

G Q KDY PPPAPL EL WSF RA IAEF
MAENKEEDV LGANK RETQPLGTAAQT KDY EPPPAPLFEPGELSSWSFYRAGIAEF
MAENKEEDV LGANK RETQPLGTAAQT KDY EPPPAPLFEPGELSSWSFYRAGIAEF

Nt PIP2;1.gnu 47 IATLLFLYVTVATVIGHKKLNGADKCDGVGILGISWAFGGMIFVLVYCTAGISGGHINPA 106
NtAQP1.gnu 60 MATFLFLYITILTVMGLKR--SDSLCSSVGIQGVAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPA 117
NtPIP1;1.gnu 61 MATFLFLYITILTVMGLKR--SDSLCSSVGIQGVAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPA 118

AT LFLY T TV G K C VGI G WAFGGMIF LVYCTAGISGGHINPA
MATFLFLYITILTVMGLKR SDSLCSSVGIQGVAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPA
MATFLFLYITILTVMGLKR SDSLCSSVGIQGVAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPA

Nt PIP2;1.gnu 107 VTFGLFLARKVSLLRAVGYIIAQSLGAICGVGLVKGFMKHYYNTLGGGANFVQPGYNKGT 166
NtAQP1.gnu 118 VTFGLFLARKLSLTRAIFYIVMQCLGAICGAGVVKGFMVGPYQRLGGGANVVNHGYTKGD 177
NtPIP1;1.gnu 119 VTFGLFLARKLSLTRAVFYMVMQCLGAICGAGVVKGFMKGPYQRLGGGANVVNPGYTKGD 178

VTFGLFLARK SL RAV YI Q LGAICG G VKGFMK Y LGGGAN V PGY KG
VTFGLFLARKLSLTRA FYIVMQCLGAICGAGVVKGFM GPYQRLGGGANVVN GYTKGD
VTFGLFLARKLSLTRAVFY VMQCLGAICGAGVVKGFMKGPYQRLGGGANVVNPGYTKGD

Nt PIP2;1.gnu 167 ALGAEIIGTFVLVYTVFSATDPKRSARDSHVPVLAPLPIGFAVFMVHLATIPITGTGINP 226
NtAQP1.gnu 178 GLGAEIIGTFVLVYTVFSATDAKRNARDSYVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINP 237
NtPIP1;1.gnu 179 GLGAEIIGTFVLVYTVFSATDAKRNARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINP 238

LGAEIIGTFVLVYTVFSATD KR ARDSHVP LAPLPIGFAVF VHLATIPITGTGINP
GLGAEIIGTFVLVYTVFSATDAKRNARDS VPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINP
GLGAEIIGTFVLVYTVFSATDAKRNARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINP

Nt PIP2;1.gnu 227 ARTFGAAVIYNTEKIWDDQWIFWVGPFVGALVAAVYHQYILRGSAIKALGSFRSNPTN 284
NtAQP1.gnu 238 ARSLGAAIIYNTDQAWDDHWIFWVGPFIGAALAAVYHQIIIRAIPFHKSS-------- 287
NtPIP1;1.gnu 239 ARSLGAAIIFNKKQAWDDHWIFWVGPFIGAALAAVYHQIIIRAIPFKS---------- 286

AR GAA IYNT WDD WIFWVGPF GA AAVYHQ I R K
ARSLGAAIIYNT QAWDDHWIFWVGPFIGAALAAVYHQIIIRAIPF
ARSLGAAII N QAWDDHWIFWVGPFIGAALAAVYHQIIIRAIPFK 

با اسـتفاده از تـوالي   GENETYX هاي غشاء پلاسمايي در گياه توتون توسط نرم افزار توالي آمينو اسيدي آكواپورين) alignment(رديف كردن : 5شكل
  در اين محل شده استفلش در شكل نشاندهنده اسيد آمينه ترئونين است كه جايگزين سيستئين حساس به جيوه . NCBIموجود در بانك ژن 

  

  
  

  بحث
هـا   تركيبات جيوه به طور معمول سبب بلوكـه كـردن آكواپـورين   

هـاي   اين تركيبـات از طريـق اتصـال بـه گـروه     ). 5و  3(شوند  مي
ن ايفاي نقش سولفيدريل اسيد آمينه سيستئين موجود در پروتئي

به هر حال تمام اسيدهاي آمينه سيسـتئين در  ). 9و  4(كنند  مي
سيسـتئين در آكواپـورين    4بـراي مثـال   . اين امـر نقـش ندارنـد   

شـود ولـي تنهـا باقيمانـده      يافـت مـي   AQP1حساس به جيـوه  
) NPAمجــاور دومــين تــوالي E )Cys-189سيســتئين در لــوپ 

ئين بـه سـرين   جهش ايـن سيسـت  . شود توسط جيوه ممانعت مي
)Cys-189-Ser (   ــن ــال آب توســط اي ــر فعاليــت انتق ــاثيري ب ت

آكواپورين ندارد ولي منجر به تبديل آن به يـك آكواپـورين غيـر    
از طرفي هنگامي كه آلانـين جـايگزين   . شود حساس به جيوه مي

، پروتئين نفوذپـذيري  )Ala-73-Cys(شود  Bسيستئين در لوپ 
همچنين آكواپورين   ).15(د ده آبي حساس به جيوه را نشان مي

از گيـاه آرابيدوپسـيس قـادر اسـت      RD28غير حساس به جيوه 
حساسيت به جيوه را در صورت معرفي اسـيد آمينـه  سيسـتئين    

به هر حال در برخي ). 9(كسب نمايد  NPAبعد از دومين توالي 
در گياه آرابيدوپسيس اسيد آمينـه   AtPIP2;2ها نظير  آكواپورين

مـي باشـد كـه موجـب      NPAز دومـين تـوالي   سيستئين قبـل ا 
در آكواپورين غير حساس . شود حساسيت آنها نسبت به جيوه مي

ترئـونين شـماره   (توتون اسيد آمينه ترئونين  NtAQP1به جيوه 
). 10(دقيقا در اين محل جايگزين سيستئين شـده اسـت   ) 233

گزارش شده اسـت هنگـامي كـه ايـن اسـيد آمينـه ترئـونين در        
با اسيدآمينه سيسـتئين دقيقـا در مكـاني     NtAQP1آكواپورين 

مشــابه بــا سيســتئين موجــود در آكواپــورين حســاس بــه جيــوه 
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AtPIP2;2   تعويض شود، آكواپـورينNtAQP1     نيـز نسـبت بـه
هم رديف كردن توالي آمينواسـيدي  ). 10(شود  جيوه حساس مي

كلون شـده از گيـاه توتـون بـا آكواپـورين       NtPIP2;1آكواپورين 
دهد كـه   غير حساس به جيوه نشان مي NtAQP1شده شناخته 

نيز ترئونين جايگزين سيستئين در محلي درسـت   NtPIP2;1در 
شده است كه اين خود تائيدي بر آزمايشـات   NtAQP1مشابه با 

بـه هـر   . باشـد  انبساط حجم انجام گرفته در اووسيت زنوپوس مي
حــال بــراي آزمايشــات تكميلــي لازم اســت فــرم جهــش يافتــه  

NtPIP2;1    از طريق تعويض سيستئين با ترئونين مـورد بررسـي
  .  قرار گيرد

  

  نتيجه گيري
NtPIP2;1  يك آكواپورين غير حساس به جيوه را در گياه توتون

كند و احتمالا جايگزيني اسـيد آمينـه ترئـونين در     كد گذاري مي
به جاي سيستئين قبل از دومـين تـوالي حفاظـت     222موقعيت 

واپورين عامل عدم ممانعت آن توسط جيوه در اين آك NPAشده 
  . است

  

  تشكر و قدرداني
 دانشگاه اراك بـه دليـل حمايـت    دانند از  مولفين بر خود لازم مي
    .نمايند مالي اين تحقيق تشكر
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