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 چكيده

و تنشبه در اين تحقيق،:هدف و يون نقره، منظور مقايسه سميت هاآنهاي مختلف اثر غلظت اكسيداتيو احتمالي ناشي از اعمال نانو نقره

.گرفته است قرار مطالعه مورد زميني در گياه سيبها هاي بيوشميايي مرتبط با اكسيداسون پروتئين بعضي از شاخص بر

و روش و10،2،0هاي اوي غلظتحMSزميني حاوي يك گره، به محيط كشت پايه هاي سيب گياهچه:ها مواد از ميلي20، گرم بر ليتـر

و نيترات نقره منتقل شدند از. نانو نقره .موردنظر برداشت شدندهاي شاخصگيري منظور اندازهبه رشد يافته هاي هفته، جدا كشت4پس

با در جدا كشت محتوي پروتئين كل برگ:نتايج به نانو هاي تيمارشده گرم بر ليتـر از تيمـار يـون ميلي2در غلظتجز نقره يا يون نقره،

باند پروتئيني5برگ در هاي در الگوي الكتروفورزي پروتئيناي همچنين، تغييرات قابل ملاحظه. نقره، با افزايش غلظت كاهش نشان دادند

و يون نقره محتوي گروه. مشاهده شد و محتوي تيول.افزايش يافتبا افزايش غلظت نقره هاي كربونيل در تيمارهاي نانو نقره هاي پروتئيني

و افزايش را نشان دادند غير پروتئيني به و تـوان آنتـيهب.ترتيب كاهش ي كـل در جـداتاكسـيدان علاوه، افزايش بيشتري در فعاليت پروتئاز

شد كشت . هاي تحت تيمار يون نقره در مقايسه با نانو نقره مشاهده

به:گيري نتيجه هاي تحت تيمـار بـا نـانو نقـره بسـيار توان نتيجه گرفت كه آسيب اكسيداتيو در جدا كشتميه آمدستد بر اساس نتايج

و علاوه بر آزادسازي يون نقره، اثرات ويژه مرتبط با نانو ذرات هـم مـي هاي بيشتر از جدا كشت توانـد در القـاي تيمارشده با يون نقره است

.زميني دخالت داشته باشد سيب تنش اكسيداتيو ناشي از نانو نقره در گياه

 هاي تيول ها، نانو نقره، گروه تنش اكسيداتيو، پروتئاز، اكسيداسيون پروتئين:واژگان كليدي
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 مقدمه
و توليد محصولات پيشرفت هاي اخير در دست ورزي مواد

هاي نانو مواد در زمينه قلمرو كاربردمبتني بر فناوري نانو، 
نانو.)1(جمله كشاورزي را افزايش داده است مختلف از

با نقره به دليل دارا بودن خواص ضد باكتريايي، در مقايسه
 هاي گزارش.)2(بوده است توجه موردساير نانو مواد بيشتر 

برمتعددي مبني بر اثرات سودمند رشد نمو نانو نقره
و همكاران. گياهان وجود دارد گزارش دادند)3(مصطفي

با كه دانه رست درهاي سويا تيمارشده 2غلظت نانو نقره
از يليم گرم بر ليتر، رشد نمو بهتري را در شرايط غرقابي

رشد نظير هاي بهبود بعضي از شاخص. خود نشان دادند
و توليد بيوماس بيشتر در گياه  افزايش سطح برگ

زميني تيمارشده با نانو نقره، نيز به اثبات رسيده است سيب
كه يون نقره بازدارنده عمل اتيلن محسوب آنجايياز.)4(

و نمو بهتر گياه سيب مي زميني در شرايط كشت شود، رشد
ممكن است در شيشه تحت تيمار نانو نقره با غلظت بهينه،

و همكاران. با مهار اتيلن مرتبط باشد گزارش)5(شارما
با داده آ گرم ميلي50اند كه تيمار گياهان براسيكا ژونسه

هاي از شاخص افزايش بعضيبر ليتر از نانو نقره، باعث 
و ريشه، محتوي فيزيولوژيكي نظير وزن تر، طول ساقه

و بهبود وضعيت آنتي . شده استهاتاكسيدان كلروفيل
نياز به تامل وجود، كاربرد نانو نقره در گياهان زراعي بااين

.بيشتري دارد
اي كه محصولات حاوي هاي گسترده دليل كاربرد امروزه به

ده نزديك ممكن است نانو نقره در زندگي ما دارند، در آين
يك نانو نقره به در. را نشان دهد آلاينده خودعنوان

حاكش كشاورزي آفت وي نانو نقره هم امروزه استفاده هاي
هاي گذشت زمان آلودگي زمينبا، بنابراينشود مي

يا.)6( يابدميكشاورزي به اين ماده افزايش  اثرات مثبت
جمله اندازه منفي نانو نقره بر گياهان به عوامل مختلفي از

و ذرات، شكل، پوشش سطحي، مدت زمان تيمار، گونه گياه
از اثر نانو نتايج حاصل.)8و7(دارد نموي بستگيمرحله 

نقره بر گياه باقلا نشان داده است كه نانو نقره باعث القاي 
و كاهش شاخص بعضي از ناهنجاري هاي كروموزومي

در گياه.)9(هاي نوك ريشه شده است ميتوزي در سلول
گسيختگيهم آرابيدوپسيس تاليانا، نانو نقره سبب القاي از

هاي كلروپلاست، كاهش محتوي كلروفيل، غشاي تيلاكوئيد
ژن هاي اكواپورين افزايش بيان ژن و به ها هاي مربوط

افزايش بيان.)10(هاي آنزيمي شده استتاكسيدان آنتي

ها، تخريب هاي مرتبط با تركيبات فنلي، گلوكوزينولات ژن
DNA رگ هاي اكسيژن واكنشو افزايش توليد گونه

)ROS(راپا تحت تيمار نانو نقره نيز در گياه براسيكا
.)11(شده است گزارش

به پروتئين دردهنده عنوان يكي از اجزاي تشكيل ها  غالب
مي هاي آزاد مورد سلول، توسط راديكال . گيرند حمله قرار

هاي متنوع ساختاري، كاتاليزوري ها در سلول نقش پروتئين
و اكسيداسيونو كاركردي را بر عهده ها پروتئيندارند

ت عملكرد آن مياها را تحت .)12(دهد ثير قرار
يكي اكسيداسيون پروتئين و ها يك رويداد مخرب سلولي

از بين. شود از نشانگرهاي تنش اكسيداتيو محسوب مي
 ها، اكسيداسيون يو متعدد پروتئينتغييرات اكسيدات

 بيشتر مورد كربونيل هاي هاي تيولي وتشكيل گروه گروه
هاي تيولي روي گروه يداسيوناكس. اند ارگرفتهتوجه قر

هاي سولفيدريل آزاد آمينواسيدهاي گوگردي نظير گروه
و  و يك رويداد مي سيستئين صورتمتيونين گيرد

كربونيلي شدن كه فرم ديگر. پذير است برگشت
بر قابل ها است، غير اكسيداسيون پروتئين و برگشت بوده

و ليزين صورت هاي هيستيدين روي اسيد آمينه ، آرژنين
ها برگشت پروتئين اكسيداسيون غيرقابل.)13( يردگ مي
به دليل توليد تركيبات واكنش به وشدت مخرب گر،  بوده

و باعث آسيب ساير پروتئين بنابراين،.شودمي DNAها
و تجزيه هاي آسيب سرنوشت نهايي پروتئين ديده پروتئوليز

.)14(توسط پروتئازهاست 
و تنشبه تحقيق،در اين منظور مقايسه سميت سلولي

و يون نقره، اثر اكسيداتيو احتمالي ناشي از اعمال نانو نقره
ها، بر القاي اكسيداسيون پروتئينهاآنهاي مختلف غلظت

هاي تيولي، پروتئين محلول فعاليت پروتئازها، تغييرات گروه
كل در گياه سيبتاكسيدانو ظرفيت آنتي زميني كشتي

.شده در شرايط كشت بافت مورد مطالعه قرارگرفته است

و روش ها مواد

و نحوه آماده  سازي خصوصيات نانو نقره
در اين تحقيق از نانوذرات نقره پوشش داده شده با پلي

پ خريداري شده از شركت نانومواد (PVP) يروليدونوينيل
، با اندازه)هوستون، تگزاس(تحقيقاتي ايالات متحده 

و مساحت20متوسط ذرات  نانومتر، داراي شكل كروي
m2.g-1 22-18شد براي تهيه استوك نانونقره،. استفاده

نانوپودر را در آب دوبار تقطير بصورت سوسپانسيون 
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بهآدر و امواج فراصوت قرار دقيقه تحت اثر10مدت ورده
.گرفت

و شرايط رشد  گياه سيب زميني:تهيه مواد گياهي

(Solanum tuberosum L.) ،از قطب، رقم وايت دزيره
گياهي غير زيستي ايران واقع در دانشگاه اصفهان هاي تنش
حاوي يك گره به محيط هاي براي تكثير، گياهچه.شدتهيه 

از. شدند منتقل)MS )15كشت پايه  گذشت چهار پس
 MSبه محيط كشت پايه رشد يافتههاي كشت، جداهفته

گرم بر ليتر از نانونقره ميلي20و10،2،0هاي حاوي غلظت
آنو ±1دماي اتاق رشد. نيترات نقره منتقل شدند معادل

و16، دوره نوري گراد درجه سانتي 25 8ساعت روشنايي
و بر ميكرمول فوتون50از شدت نور ساعت تاريكي

3با حداقلها تمام آزمايش. مترمربع بر ثانيه استفاده شد
و پس از رشديافته هاي كشت هفته، جدا4تكرار انجام

هاي بيوشيميائي مورد نظر منظور اندازه گيري شاخص به
.برداشت شدند

منظور استخراج به:اندازه گيري پروتئين محلول كل
1اب تر برگ گرم از بافت/.1محلول برگ، هاي پروتئين

، حاوي  =8/7pHميلي مولار، 100ليتر از بافر فسفات ميلي
EDTA(1mM) ،DTT(4mM) درصد10و گليسرول ،

ودرون يك مخلوط بدست آمده،.شد يخ همگنروي هاون
در20مدت به گراد با دور درجه سانتي4دماي دقيقه
g21000 يفيوژسانتر (Eppendorf Model 5417R)  

بهاز محل. شد منظور اندازه گيري پروتئين محلول ول رويي
اندازه گيري پروتئين كل بر اساس روش.كل استفاده شد

شد)16(برادفورد  براي اندازه گيري مقدار پروتئين. انجام
ليتر از معرف برادفورد را در لوله آزمايش ميلي5ها، نمونه

آن 100ريخته،  ميكروليتر از عصاره نمونه مورد نظر را به
و مخلوط  به نمونه.دشافزوده دقيقه در دماي اتاق5مدت ها

ها با استفاده از دستگاه انكوبه، سپس جذب نمونه
 595در طول موج AE-UV1600اسپكتروفتومتر مدل 

استاندارد ازمنحنيمحاسبات با استفاده. نانومتر خوانده شد
باتهيه  و (BSA)پروتئين آلبومين سرم گاوي شده انجام

بر ميزان پروتئين محلول كل، بر حسب ميلي گرم پروتئين
شدگرم  .وزن تر گزارش

الكتروفورز (SDS-PAGE):الكتروفورز پروتئين
با پروتئين هاي محلول برگ با استفاده از دستگاه الكتروفورز

و منبع تغذيه  Mini VERTI GEL2 سيستم عمودي 

PS 304 XL شركتAPELEX شد ژل جدااز. انجام
ژل درصد 12,5با غلظت (separating gel)كننده  و
استفاده درصد8با غلظت (stacking gel)كننده متراكم

نمبه. شد هاي ابتدا غلظت عصاره ها، ونهمنظور آماده سازي
و براي هر نمونه مقدار تقريبي   100پروتئيني يكسان سازي

.شدمخلوط ميكروليتر بافر نمونه20ميكروگرم عصاره با
ميكروليتر از نمونه50ها، مقدار پس از آماده سازي نمونه

نشانگر پروتئيني شركتاز.به هر چاهك تزريق شد
Thermo Scientific تخمين محدوده وزن مولكولي رايب

با. باندها استفاده شد الكتروفورز تحت ميدان الكتريكي
و زمان آمپر ميلي40 يانجرشدت،ولت 100 ولتاژ 
شد3تقريبي ژل. ساعت انجام پس از اتمام الكتروفورز،

).17(دشرنگ آميزي R-250توسط كوماسي بريليانت بلو 
و سپس رنگ بري ژل، شدت بيان پس از رنگ آميزي

مورد بررسي Image Jنسبي باندهاي پروتئيني با نرم افزار 
.قرار گرفت

براي اندازه:ها اندازه گيري اكسيداسيون پروتئين
و Reznick ها از روش گيري اكسيداسيون پروتئين

Packer )18(شد 1گرم از بافت تازه برگ،/.1به. استفاده
4/7 ميلي مولار،10ليتر از بافر فسفات سديم ميلي
pH= حاوي EDTA1و مولار ميليDTT 2مولار ميلي

و  ب. گرفت استخراج روي يخ انجاماضافه شد دستهمخلوط
و درجه سانتي4، در دماي g22000دور آمده در  گراد

شد20مدت به از ميلي5/0به. دقيقه سانتريفوژ ليتر
ب از ميلي1دست آمده،هروشناور  دي نيتروفنيلليتر
در(ميلي مولار10 (DNPH)هيدرازين  Hclحل شده

1M (به و در دماي اتاق ساعت انكوبه1مدت اضافه نموده
به.دش از ميلي1ها، منظور رسوب دادن پروتئين سپس ليتر

TCA 10ها افزودهنهبه نمو) تري كلرواستيك اسيد(درصد
رسوب.دقيقه سانتريفيوژ شدند10مدتبه g3000و در 

با3دست آمدههب اتانول-ميلي ليتر اتيل استات2بار
(1:1,v/v) در و سپس ليتر ميلي1شستشو داده شد

شد =3/2pHمولار،6گوانيدين هيدروكلرايد  جذب. حل
در AE-UV1600ها با دستگاه اسپكتروفتومتر مدل نمونه

شد 370طول موج از ضريب خاموشي مولي. نانومتر خوانده
DNPH M-1cm-1 22000محتوي كربونيلمحاسبهي، برا 

با.شد ها استفاده نمونه توجه به ضريب بر اين اساس
و استفاده از قانون بير لامبرت، محتوي-خاموشي مولي
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و گرم پروتئين بر حسب نانومول بر ميليكربونيل  محاسبه
.شدگزارش

 فعاليت پروتئازي بر اساس روش:سنجش فعاليت پروتئاز

Polge شدو همكاران منظور تعيين فعاليتبه.)19(انجام
ليتر ميلي2گرم از بافت برگ به كمك/.2 ابتدا پروتئازي،

 DTTحاوي =5/7PH(ميلي مولارTris-HCl ،50از بافر 
يخ) ميلي مولار2( مخلوط حاصل سپس.شدهمگنو روي

در درجه سانتي4در دماي  و 10مدتبه g22000گراد
از محلول رويي براي اندازه گيري.دشدقيقه سانتريفيوژ

از 250به. فعاليت پروتئازي عصاره استفاده شد ميكروليتر
و درصد2ميكروليتر آزوكازئين 250عصاره آنزيمي  اضافه
در10مدت اين مخلوط به گراد درجه سانتي28دقيقه

از ميلي1سپس واكنش را با اضافه كردن. انكوبه شد ليتر
TCA 10شد درصد در. متوقف و g4000مخلوط واكنش

به15مدت به از ميلي1دقيقه سانتريفيوژ شد سپس ليتر
از ميلي1محلول رويي  ازNaOH 1ليتر و پس مولار اضافه

در 30 در دماي اتاق جذب نمونهدقيقه انكوباسيون  440ها
 AE-UV1600نانومتر با دستگاه اسپكتروفتومتر مدل

محاسبات بر اساس ضريب خاموشي آزوكازئين. خوانده شد
Lcm-1g-137 گرم آزوكازئين تجزيه شدهو بر اساس ميلي

شد در دقيقه بر ميلي فرمول محاسبه. گرم پروتئين گزارش
ب :زير استصورتهفعاليت آنزيم پروتئاز
=فعاليت آنزيم پروتئاز [���∆� � ��/
� � v � 
�� 

Abs نانومتر 440، جذب نور در طول موج.=tزمان بر ،
، حجمv). ليتر ميلي(، حجم بافر واكنشV. حسب دقيقه

و گرم پروتئين در ميلي، ميليP). ليتر ميلي(نمونه ،εليتر
.باشد ضريب خاموشي آزوكازئين مي

و هاي تيولاندازه گيري پروتئيني، غير پروتئيني
به1/0براي استخراج،:تيول كل 2كمك گرم بافت برگ

و روي يخ همگن درصد15ليتر از اسكوربات سديم ميلي
ب. شد و درجه سانتي4دست آمده در دمايهعصاره gگراد

شد20مدتبه 20000 از محلول رويي. دقيقه سانتريفيوژ
و تيول گيري گروه براي اندازه هاي غير هاي تيولي كل

هاي تيولي بر اساس گيري گروه اندازه. پروتئيني استفاده شد
و كويپر روش براي اندازه.شدانجام)20(و دي كوك

كل  با 500گيري تيول 1ميكروليتر از محلول رويي
 =8pHميلي مولار، Tris-HCl 200ليتر از بافر ميلي

ا 500سپس. مخلوط شد در درصدSDS 8ز ميكروليتر و

دي تيوبيس نيتروبنزوئيك( DTNBميكروليتر 100پايان
ميلي20در بافر فسفات DTNB(ميلي مولار10) اسيد
شد) =7pH( مولار به. اضافه 15مدت مخلوط واكنش

و سپس جذب درجه سانتي30دقيقه در دماي گراد انكوبه
شد 415 طول موج محلول در براي. نانومتر خوانده

پروتئيني، عصاره حاوي هاي تيولي غير گيري گروه اندازه
به گروه پروتئيني هاي منظور حذف تيول هاي تيولي كل را
گراد انكوبه درجه سانتي 100دقيقه در دماي15مدت به

و دوباره در  دقيقه سانتريفيوژ20مدتبه g20000نموده
هاي تيولي غير گيري گروه براي اندازهاز محلول رويي. شدند

هاي پروتئيني را با كم كردن تيول. پروتئيني استفاده شد
ب هاي كل از تيول مقدار تيول . دست آمدههاي غير پروتئيني

و M-1cm-113600محاسبات براساس ضريب خاموشي
و مقدار گروهلامبرت-استفاده از قانون بير هاي تيولي انجام

.شد بافت گزارشبر اساس نانومول بر گرم وزن تر 
كلتاندازه گيري ظرفيت آنتي اكسيدان فعاليت آنتي:ي

كل با استفاده از روشتاكسيدان  FRAP (Ferricي
reducing antioxidant power) در اين.شد اندازه گيري

-+Fe3) تري پيريديل تريازن- روش كمپلكس فريك
TPTZ) درpH ها احياتپايين، تحت تاثير آنتي اكسيدان

و رنگ آبي تيره با حداكثر جذب در طول موج   593شده
با.)21( شود نانومتر ايجاد مي و استخراج عصاره از برگ

انجام =8/7pHميلي مولار، 100استفاده از بافر فسفات 
ليتر بافر فسفات ميلي1گرم از بافت برگ،1/0به. شد

و  شدسديم اضافه مخلوط. استخراج بر روي يخ انجام
بههب درجه4دقيقه در دماي10مدت دست آمده

و در دور سانتي محلول.دشسانتريفيوژ rpm 13000گراد
ي كل مورد استفادهترويي براي تعيين فعاليت آنتي اكسيدان

ليتر محلول ميلي5/1، ميكروليتر عصاره50به. قرار گرفت
 ميلي مولار 300راستات حاوي بافكه FRAPكار 

)6/3pH=(.تر و10 يازنتري پيريديل FeCl3ميلي مولار

شدمي ميلي مولار 20 درها نمونهجذب سپس.باشد اضافه
شد 593طول موج از. نانومتر خوانده محاسبات با استفاده

كمك اسكوربيك اسيد انجام منحني استاندارد تهيه شده به
آهني كل بر حسب ميكرومولتو ظرفيت آنتي اكسيدان

شد شده به وزن تر نمونه احيا .ها گزارش
در قالب طرح كاملا هاي انجام شده آزمايش:آناليز آماري

شد تصادفي با سه تكرار با ميانگين.براي هر تيمار انجام ها



و همكاران... القاي اكسيداسيون پروتئين، فعاليت پروتئاز، تغييرات  مظفر باقرزاده همايي

و بافت  1395235 پائيز،3، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

و (ANOVA) استفاده از آنـاليز واريـانس يك طرفه
و با يكديگر مقايسه شدند در هـر. آزمون دانكن آناليز

و محدوده معني انـدازه گيـري ارتبـاط بـين گروه ها بررسي
شددر >05/0pداري  . نظر گرفته

 نتايج
گيري محتوي پروتئين كل برگ هاي حاصل از اندازه داده

و2هاي نقره، در غلظت هاي تيمارشده با نانو كشت در جدا
داري گرم بر ليتر نسبت به كنترل تغيير معني ميلي 10

)05/0p< ( را نشان ندادند)1 شكل.(

و يون نقره بعد از چهار هفتهيها اثر غلظت:1 شكل مختلف نانو نقره
در جدا) انحراف معيار±ميانگين سه تكرار(تيمار، بر محتوي پروتئين كل 

غ. رقم وايت دزيره زمينييبسيها كشت بيانگر وجود يرمشتركحروف
.است >05/0pبين تيمارها بر اساس آزمون دانكن دارياختلاف معن

گرم بر ليتر نسبت به كنترل ميلي20حال، در غلظت با اين
شد6/31 كل مشاهده . درصد كاهش در محتوي پروتئين

گيري محتوي پروتئين كل برگ هاي حاصل از اندازه داده
نق كشت در جدا 2ره، در غلظت هاي تيمارشده با يون
در10گرم بر ليتر نسبت به كنترل ميلي و درصد افزايش

گرم بر ليتر نسبت به كنترل تغيير ميلي10غلظت 
كل. را نشان نداد >05/0pداري معني محتوي پروتئين

هاي تيمارشده با يون نقره، در غلظت كشت برگ در جدا
را23گرم بر ليتر نسبت به كنترل ميلي 20  درصد كاهش

.نشان داد
 هاي تحت كشت هاي برگ جدا نتايح الكتروفورز پروتئين

و يون نقره، وجود تاثير تيمار نانو باند پروتئيني5نقره
).2شكل(داد مشخص را نشان 

و يون نقره بعد از چهار هفتهيها اثر غلظت:2شكل مختلف نانو نقره
و آناليز ميزان بيان (A) برگ هاي الگوي الكتروفورزي پروتئين تيمار، بر

رقم زمينييبسيها جدا كشتبرگ در (B) ينيپروتئچند باند نسبي
.وايت دزيره

 كيلودالتون در جدا 116با وزن مولكولي1باند پروتئيني
و يون نقره در غلظت هاي تحت تاثير تيمار نانو كشت نقره

ميلي گرم بر ليتر نسبت به كنترل تغيير محسوسي2
 اما با افزايش غلظت نقره، كاهش بيان قابل ملاحظهنداشت 

هاي كشت ويژه در جدا اي در اين باند پروتئيني به
باند پروتئيني).2شكل(شد نقره مشاهده تيمارشده با نانو

هاي كشت كيلودالتون در جدا66و 116در محدوده2
گرم بر ليتر نسبت ميلي2تيمار شده با يون نقره در غلظت 

رل از شدت نسبي بيشتري برخوردار بود، در به كنت
به هاي تيمار شده با نانو كشت در جداكه حالي نقره نسبت

باند.كنترل افزايشي در ميزان بيان نسبي مشاهده نشد
 كيلودالتون در جدا35با وزن مولكولي3پروتئيني 

و يون نقره در غلظت هاي تحت تاثير تيمار نانو كشت نقره
بر ميلي2 ليتر نسبت به كنترل تغيير چنداني از نظر گرم

. بيان نسبي نداشت اما با افزايش غلظت نقره كاهش يافتند
 كيلودالتون در جدا4/18با وزن مولكولي4باند پروتئيني

به هاي تحت تاثير تيمار نانو كشت و يون نقره صورت نقره



و همكاران...القاي اكسيداسيون پروتئين، فعاليت پروتئاز، تغييرات  مظفر باقرزاده همايي

و بافت مجله 1395 پائيز،3، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(سلول 236 

وابسته به غلظت با افزايش غلظت نقره نسبت به كنترل
در5باند پروتئيني. بيان محسوسي را نشان دادندكاهش 

گرم ميلي2هاي تحت تاثير يون نقره در غلظت كشت جدا
كه بر ليتر نسبت به كنترل افزاش بيان نشان داد در حالي

تيمار شده با نانو نقره در همين غلظت هاي كشت در جدا
).2شكل(بود از شدت بيان نسبي كمتري برخوردار 

در از اندازه گيري اكسيداسيون پروتئيننتايج حاصل ها
گرم ميلي2نقره، در غلظت هاي تيمارشده با نانو كشت جدا

را ) >05/0p( بر ليتر نسبت به كنترل تغيير معني داري
گرم بر ليتر ميلي20و10هاي اما در غلظت.نشان نداد

درصد افزايش6/69و6/29ترتيب نسبت به كنترل، به
).3شكل( مشاهده شد

و يون نقره بعد از چهار هفتهيها اثر غلظت:3شكل مختلف نانو نقره
سه(يلتيمار، بر محتوي كربون در جدا) انحراف معيار±تكرار ميانگين

غ. رقم وايت دزيره زمينييبسيها كشت بيانگر وجود يرمشتركحروف
.است >05/0pبين تيمارها بر اساس آزمون دانكن دارياختلاف معن

 ها در جدا گيري اكسيداسيون پروتئين نتايج حاصل از اندازه
10و2هاي هاي تيمارشده با يون نقره، در غلظت كشت
)>05/0p(يدار گرم نسبت به كنترل تغييرات معني ميلي

بر ميلي20با اين وجود، در غلظت. را نشان ندادند گرم
نتايج حاصل از اندازه.شد افزايش مشاهدهدرصد45ليتر 

با كشت گيري فعاليت آنزيم پروتئاز در جدا هاي تيمارشده
و يون نقره، در غلظت نانو گرم بر ليتر نسبت ميلي2نقره

را نشان ندادند ) >05/0p(يدار به كنترل تغير معني
).4شكل(

و يون نقره بعد از چهار هفتهيها اثر غلظت:4شكل مختلف نانو نقره
در جدا) انحراف معيار±ميانگين سه تكرار(تيمار، بر فعاليت پروتئاز 

غ. رقم وايت دزيره زمينييبسيها كشت بيانگر وجود يرمشتركحروف
.است >05/0pبين تيمارها بر اساس آزمون دانكن دارياختلاف معن

و يون تيمارشده با نانوهاي كشت حال در جدا با اين نقره
ميلي گرم بر ليتر نسبت به كنترل،10نقره، در غلظت 

آنزيم درصد افزايش در فعاليت اين42و43ترتيب به
هاي كشت فعاليت آنزيم پروتئاز در جدا. مشاهده شد

و يون نقره در غلظت تيمارشده با نانو بر ميلي20نقره  گرم
.نددرصد افزايش نشان داد3/61و 36,3ترتيب ليتر به

نقره هاي تيمار شده با نانو كشتكل در جدا محتوي تيول
بر ميلي2و يون نقره در غلظت  ليتر نسبت به كنترل، گرم

.)5شكل(نددرصد افزايش را نشان داد8و6/7ترتيب به

و يون نقره بعد از چهار هفتهيها اثر غلظت:5كلش مختلف نانو نقره
در جدا) انحراف معيار±ميانگين سه تكرار(تيمار، بر تيول كل 

غ. رقم وايت دزيره زمينييبسيها كشت بيانگر وجود يرمشتركحروف
.است >05/0pبين تيمارها بر اساس آزمون دانكن دارياختلاف معن



و همكاران... القاي اكسيداسيون پروتئين، فعاليت پروتئاز، تغييرات  مظفر باقرزاده همايي

و بافت  1395237 پائيز،3، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

در مقايسه با كنترل گرم ميلي20و10هاي اما در غلظت
محتوي. مشاهده نشد) >05/0p(يدار تفاوت معني

با كشت هاي غير پروتئيني در جدا تيول هاي تيمار شده
و يون نقره، نسبت به كنترل افزايش معني نانو يدار نقره

)05/0p<(را نشان دادند)6شكل(.

و يون نقره بعد از چهار هفتهيها اثر غلظت:6شكل مختلف نانو نقره
در) انحراف معيار±ميانگين سه تكرار(تيمار، بر تيول غير پروتئيني 

غ. رقم وايت دزيره زمينييبسيها جدا كشت بيانگر يرمشتركحروف
 >05/0pبين تيمارها بر اساس آزمون دانكن داريوجود اختلاف معن

. است

هاي تيمار كشت شاخص در جداكه مقدار اين طوري به
بر ميلي20و2،10هاي نقره در غلظت شده با نانو گرم

درصد2/18و7/24،24ترتيب، ليتر نسبت به كنترل به
هاي تيمار شده با يون كشت علاوه، در جدابه. افزايش يافت

، 32,2ترتيب نقره، مقدار اين شاخص نسبت به كنترل، به
هاي مقدار تيول. نشان داددرصد افزايش25و 29

و يون هاي تيمار شده با نانو كشت پروتئيني در جدا نقره
،اي را نشان داد نسبت به كنترل كاهش قابل ملاحظه نقره،
هاي كشت هاي پروتئيني در جدا كه مقدار تيول طوري به

گرم ميلي20و2،10هاي نقره در غلظت تيمار شده با نانو
بهبر ليتر نسبت به كنتر 5/28و5/12،3/21ترتيب،ل

).7شكل( درصد كاهش يافت

و يون نقره بعد از چهار هفتهيها اثر غلظت:7شكل مختلف نانو نقره
در جدا) انحراف معيار±ميانگين سه تكرار(هاي پروتئيني تيمار، بر تيول

غ. رقم وايت دزيره زمينييبسيها كشت بيانگر وجود يرمشتركحروف
.است >05/0pبين تيمارها بر اساس آزمون دانكن دارياختلاف معن

هاي تيمار شده كشت همچنين، مقدار اين شاخص درجدا
گرم بر ليتر ميلي20و2،10هاي با يون نقره در غلظت
درصد7/32و7/19،2/20ترتيب، نسبت به كنترل به

كل در جدايتظرفيت آنتي اكسيدان.كاهش نشان داد
و يون نقره در غلظت كشت هاي هاي تيمار شده با نانونقره

ميلي گرم برليتر، نسبت به كنترل افزايش10و2
).8شكل(را نشان داد ) >05/0p(داري معني

و يون نقره بعد از چهار هفته تيمار،يها اثر غلظت:8شكل مختلف نانو نقره
در جدا) انحراف معيار±ميانگين سه تكرار(كل اكسيدانتييبر توان آنت

غ. رقم وايت دزيره زمينييبسيها كشت بيانگر وجود يرمشتركحروف
.است >05/0pبين تيمارها بر اساس آزمون دانكن دارياختلاف معن

و يون هاي تيمار شده با نانو كشت حال، در جدا با اين نقره
تغگرم بر ليتر، نسب ميلي20نقره در غلظت   ييرت به كنترل،

ظرفيت آنتي. مشاهده نشد) >05/0p(داري معني
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در هاي تيمار شده با نانو كشتي كل در جداتاكسيدان نقره
به ميلي10و2هاي غلظت كنترل گرم برليتر، نسبت

كه درحالي.درصد افزايش نشان داد3/11و2/39ترتيب به
با كشت مقدار اين شاخص در جدا يون نقره، هاي تيمار شده

.درصد افزايش يافت6/24و3/40ترتيب نسبت به كنترل به

 بحث
آسيب اكسيداتيو ناشي از فلزات سنگين از جمله نقره، در

به گياهان پيامد . دنبال دارد هاي مخرب متعددي را
به پروتئين آن ها هاي زنده، تحت ها در سيستم دليل فراواني

ميتاثير تنش دامنه وسيعي از تغييرات  . شوند را متحمل
آن اكسيداسيون پروتئين و حساسيت يكي ها ها به پروتئوليز

و نوعي تنش اكسيداتيو ناشي از فلزات از اين تغييرات
 اگرچه، جدا در اين تحقيق،.)22(شود سنگين محسوب مي

بر ميلي2هاي تيمار شده با يون نقره در غلظت كشت گرم
كل نشان داري را در محتو افزايش معنيليتر  ي پروتئين

هاي تيمار كشت دادند، ولي محتوي پروتئين كل در جدا
و يون نقره در غلظت در مقايسهترهاي بالا شده با نانونقره

به. با كنترل كاهش يافت هاي مختلفي روش فلزات سنگين
و بيان پروتئين مي ستنز كه ها را تحت تاثير قرار دهند

و ساير گروهها توان به اتصال فلز به گروه مي هايي تيولي
ها، جايگزيني فلز سنگين عاملي موجود در ساختار پروتئين

و ها يا آنزيم با ساير عناصر فلزي ضروري در متالوپروتئين ها
يند سم زدايي فلزات سنگينآمصرف آمينواسيدها در فر

در.اشاره كرد محتوي پروتئين كل مشاهده شده تغييرات
 Spinaciaدر اين تحقيق با مطالعات قبلي در گياهان 

oleracea وAeluropus littoralis و23(مطابقت دارد
ب.)24 بهعلاوه براين تاثير نقره و يا صورتهصورت يون

مي ذرات نانو در غلظت اختلال در ناشي از واندت هاي بالا
فر باشد گياهيهاي متابوليسم سلول يند رشدآكه در نهايت

با توجه به الگوي الكتروفورزي. كند را دچار اختلال مي
با كشت هاي برگ در جدا پروتئين نقره نانو هاي تيمار شده

20(شدهو يون نقره، در بالاترين غلظت نقره اعمال 
هاي پروتئيني شدت بيان نسبي اكثر باند) گرم بر ليتر ميلي

در.تكاهش يافته اس هاي كشت جدا با اين وجود،
گرم برليتر در باند ميلي2يون نقره در غلظت تيمارشده با

شد5و3پروتئيني  بيان نسبي باند. افزايش بيان مشاهده
كيلودالتون4/14و4/18با اندازه تقريبي بين5پروتئيني 
با هاي تيمار شده با نانو كشت در جدا نقره در مقايسه

هاي تيمار كشت كه در جدا يافته در حاليكنترل كاهش 
چنين. شده با يون نقره افزايش قابل ملاحظه اي داشت

كيلودالتون35با اندازه تقريبي3روندي در باند پروتئيني 
در مجموع بيان. شود هم با شدت كمتري مشاهده مي

كم ها در تيمارهاي نانو نسبي پروتئين و يون نقره روند نقره
ميو بيش  مي متفاوتي را نشان تواند نشان دهنده دهد كه

در توافق. سطوح متفاوتي از تنش اعمال شده بر گياه باشد
با نتايج حاصل از الگوي الكتروفورزي، تغيير بيان پروتئين 

نقره مار شده با نانوتي (.Brassica napus L)در گياه كلزا 
).25(است هم قبلا توسط پژوهشگران گزارش شده 

بهيها گروه يريگ ايج حاصل از اندازهنت عنوان كربونيل،
يها اكسيداتيو، در جدا كشت تنشينشانگرهايكي از 

و يون نقره در غلظت كم تحت تيمار نانو نقره ، نسبت بسيار
دركهيدرحال. را نشان نداد دارييبه كنترل تغيير معن

تحت تيمار نقره افزايشيها كشت بالاتر در جدايها غلظت
در بالاترين. قابل ملاحظه اي در اين شاخص مشاهده شد

يها ها، محتوي گروه كشت روي جدا شده نقره اعمالغلظت 
و يون نقره به و6/69ترتيب كربونيل در تيمارهاي نانو نقره

افزايش بيشتر در اكسيداسيون. درصد افزايش يافت 45
باتيها در جدا كشتهاينپروتئ دريمارشده  نانو نقره

م ناشي از سميت بيشتر نانو نقره توانديمقايسه با يون نقره،
نقره در حالت نانو، فاقد بار. نسبت به يون نقره باشد

و در اح الكتريكي بوده نقره هست، شدهياواقع شكل
و ميزان آن به درون بنابراين ممكن است مكانيسم انتقال

ييها سلول از طرفي. ون نقره متفاوت باشدگياهي نسبت به
ها ممكن است مقدار زيادي نانو نقره پس از ورود به سلول

م از نقره را به  توانديشكل يوني آزاد نمايد كه اين خود
دليلي بر سميت بيشتر نانو نقره نسبت به فرم يوني آن

 multiflorumتحقيق صورت گرفته بر روي گياه. باشد
Lolium نانو نقره سميت شديدتري را قبلانشان داده كه

م به يوننسبت  نتايج بنابراين،نمايدينقره در اين گياه القا
.)26(مطابقت دارد نتايجتحقيق حاضر با اين از اصلح

متنوعييكارها، راهيداتيوگياهان براي مقابله با تنش اكس
م  هايينكه تخريب يا ترميم پروتئ گيرنديرا در پيش

آن ديدهيبآس م يكي از مختلفيها گونه. شوديها محسوب
از اكسيژن واكنش با گر جمله پراكسيد هيدروژن قادرند

و باعث اكسيداسيون پروتئهاينپروتئ هاينواكنش داده
يرناپذ يك واكنش برگشتهاينشدن پروتئ يليكربن. شوند
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و تجزيه پروتئ و سيگنالي قوي براي شناسايي هاينبوده
فعاليت آنزيم پروتئاز.)27(توسط پروتئازهاي سلولي است

س به يمارشدهت زمينييبدر گياهان با نيترات نقره نسبت
يها كشت بنابراين، جدا.نانو نقره افزايش نشان داد

 شده يمارتيها كشت با يون نقره نسبت به جدا يمارشدهت
يل كمتر هاي كربونهبا نانو نقره، محتوي پروتئين بالاتر، گرو

به.و فعاليت بالاتري از آنزيم پروتئاز را نشان دادند با توجه
تحتيها كربونيل در جدا كشتيها گروهتر يينمقدار پا

م و فعاليت بالاتر پروتئاز، نتيجه توانيتيمار يون نقره
تحت تيمار يون نقره توانايييها كشت گرفت كه جدا

و اين مانعد ديدهيبآس هايينبهتري در حذف پروتئ اشته
و سميت سلولي شده است هاييناز انباشت پروتئ .معيوب

داراي تمايلهاينتيولي موجود در ساختار پروتئيها گروه
يها كشت بنابراين، جدا.بالايي به اتصال با يون نقره دارند

ت تيمار نانو نقره يا يون نقره، ممكن استيرثاتحت
از پروتئينيتيولييها اكسيداسيون گروه  خودشان نشانرا

و حتوي تيولمدر اين تحقيق. دهند هاي پروتئيني
به تيول ترتيب، هاي غير پروتئيني، نسبت به گروه كنترل

و افزايش معن هاي مقدار تيول. نشان دادند دارييكاهش
و يون نقره، نسبت به  پروتئيني در غلظت بالاي نانو نقره

هاي محتوي تيول كاهش. كنترل، كاهش نشان دادند
پروتئيني در گياهان تحت تيمار با فلزات سنگين نيز توسط 

از طرف ديگر،.)29و28(شده است پژوهشگران گزارش
و مقدار تيول هاي غير پروتئيني در غلظت بالاي نانو نقره

كهييآنجااز. يون نقره، نسبت به كنترل، افزايش يافتند
بهتيولي پروتئيها اكسيداسيون گروه عنوان سيگنالي يني

از هاي يسمجهت فعال شدن مكان حفاظتي عمل كرده تا
تيولي پروتئيني جلوگيرييها اكسيداسيون بيشتر گروه

با شود، بنابراين افزايش تيول هاي غير پروتئيني در تيمار
علاوه، يون نقره نسبت به نانو نقره،به. نقره قابل توجيه است

قوعنوان ممكن است به براي اكسيداسيون ترييالقاكننده
و كاهش بيشتر محتوييها گروه تيولي عمل نموده
تهاي تيول يون نقره نسبت به نانو يمارهايپروتئيني در

.همين دليل باشد نقره ممكن است به
بيوشيميايييكل، يكي از نشانگرهايتاكسيدانيظرفيت آنت

محيطييهاشمهم در ارزيابي مقاومت گياهان در برابر تن
م از در اين تحقيق،. شوديجمله فلزات سنگين محسوب

تيمارشده با نانويها كل جدا كشتيتاكسيدانيظرفيت آنت

و يون نقره در غلظت پايين نقره، بيشترين افزايش را  نقره
ياين در حال. در مقايسه با كنترل از خودشان نشان دادند

بايها كشت است كه مقدار اين شاخص در جدا تيمارشده
و يون نقره در غلظت بالاي نقره نسبت به كنترل  نانو نقره

مبه. را نشان ندادند دارييتفاوت معن يا رسدينظر افزايش
بايها كشت كل جدا اكسيدانييكاهش توان آنت تيمارشده

و يون نقره، بيانگر درجات مختلفي از تنش  نانو نقره
با اين ديدگاه،. استمختلف نقرهيها اكسيداتيو در غلظت

دركهييآنجا از در غلظت بالاي نانو نقره، بيشترين كاهش
متاكسيدانيمحتوي آنت  توانديكل مشاهده شد،

دريتاكسيدانيدهنده آسيب شديدتر سيستم دفاع آنت نشان
با نانو نقره در مقايسه با يون نقره يمارشدهتيها كشت جدا

اين نتايج در توافق با مطالعات. در همين غلظت باشد
 Spirodelaو Allium cepaصورت گرفته بر روي گياهان 

punctuta 31و30(با نانو نقره هست يمارشدهت(.

 گيري يجهنت
تنش اكسيداتيوينشانگرها يريگ در اين تحقيق، اندازه

يتسلولي نظير محتوي پروتئين كل، محتوي كربونيل، فعال
و توان آنتيها پروتئاز، گروه كل در گياهيتاكسيدانيتيولي

از زمينييبس و يون نقره، حاكي تحت تيمار با نانو نقره
تحتيها القاي آسيب اكسيداتيو شديدتر در جدا كشت

ج. تيمار با نانو نقره است تحتيها كشتداهمچنين،
تيمار با يون نقره، فعاليت پروتئازي بالاتري نسبت به تيمار 

م  جدا شودينانو نقره از خودشان نشان دادند كه تصور
تحت تيمار با يون نقره در مقايسه با نانو نقرهيها كشت

 ديدهيبآس هايينداراي توانايي بيشتري در حذف پروتئ
و اين خود مانع از انباشت وهايناين پروتئداشته در سلول

و تشكيل مجتمع پروتئينييها ايجاد اتصالات متقاطع
و سمي شده است از طرفي، از نتايج حاصل از اين.بزرگ

ا م طورينتحقيق، ناشي از نانو نقره كه تنش شودياستنباط
ساده يونيبايد از طريق مكانيسمي متفاوت از آزادساز

بنابراين وجود اثرات ويژه شده باشد؛ نقره در سلول حاصل
در گياه نانو نقرههم در سميت نانو ذراتمرتبط با 

.زميني محتمل استيبس
و قدرداني  تشكر

صميمانه از معاونت پژوهشي دانشگاه اصفهان، نويسندگان
گييها قطب تنش و ستاد توسعه فناوري غير زيستي اهي

م هاييتخاطر حما نانو به .نماينديمالي تشكر
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Abstract 
Aim: In the present study, to compare the toxicity and possible oxidative stress that may result from 
application of silver nanoparticles and silver ions, the impacts of their different concentrations on 
some biochemical indices related to protein oxidation in potato (Solanum tuberosum) were 
investigated.

Material and methods: potato explants with one node were transferred to MS medium containing 0, 
2, 10 and 20 mg.L-1silver nanoparticles (AgNPs) and silver nitrate (AgNO3). After four weeks of 
exposure, in vitro-grown explants were harvested for measurement of various parameters. 
Results: Total protein content in explants treated with either AgNPs or Ag ions decreased with 
increase in silver concentration, except in Ag ion treatment at 2 mg.L-1, which it increased 
significantly as compared to control samples. Also, remarkable changes were observed in five bands 
of protein electrophoresis patterns. The contents of Carbonyl groups were significantly increased 
relative to control in a dose-dependent manner. In both silver treatments, protein thiols were 
significantly decreased, while non-protein thiols were amplified. Moreover, explants treated with Ag 
ions showed higher protease activity and total antioxidant power as compared to AgNPs treated ones. 
Conclusion: Based on the results, it could be concluded that oxidative damage to explants treated with 
AgNPs was much more than explants under a similar mass of Ag ions. In addition to the release of 
silver ions, special effects associated with nanoparticles could be involved in the oxidative stress 
induced by AgNPs in potato explants. 
Keywords: Oxidative stress, Protease, Protein oxidation, Silver nanoparticles, Thiol groups 
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