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  چكيده

هـاي آبـي     كانـال . شـود  ا آكواپـورين تسـهيل مـي   كانـال آبـي ي ـ   هـايي بنـام    حركت آب از عرض غشاهاي سلولي با حضور پـروتئين  :هدف
 PIP1sدهند به طـوري كـه    شوند كه فعاليت انتقال آب متفاوتي را نشان مي تقسيم مي PIP2sو  PIP1sغشاپلاسمايي گياهان به دو گروه 

ايـن تفـاوت در   . شـود  مـي موجب ) Pf(افزايش قابل توجهي را در ضريب نفوذپذيري آبي اسموتيك غشاء  PIP2sغيرفعال بوده، در حاليكه 
هدف از اين تحقيق بررسي مكان درون سلولي دو كانـال آبـي   . ها در سلول باشد تواند ناشي از مكان متفاوت آن ها مي فعاليت انتقال آب آن

NtPIP1;1 ) عضو گروهPIP1s ( وNtPIP2;1 ) عضو گروهPIP2s (هاي زنده مزوفيل برگ گياه توتون است در سلول  .  

متصل گرديـد و  ) GFP(دو كانال آبي به توالي ژن كد كننده پروتئين فلورسانت سبز  cDNAدر اين مطالعه تجربي توالي  :ها مواد و روش
سپس با استفاده از طول موج برانگيختگي نـور آبـي مكـان    . هاي تهيه شده از مزوفيل برگ توتون بيان شدند به طور موقتي در پروتوپلاست
  .ي در زير ميكروسكوپ فلورسانس بررسي شددرون سلولي اين دو كانال آب

بـه غشـا پلاسـمايي منتقـل      NtPIP2;1كـه   در ساختارهاي غشايي داخل سلول باقي مانده در حالي NtPIP1;1نتايج نشان داد كه  :نتايج
ين بـا  نشـانگر شـبكه اندوپلاسـمي متصـل بـه پـروتئ      ( HDEL-YFPو  NtPIP1;1-GFPهاي حامـل تـوالي    بيان همزمان وكتور. شود مي

-گلوتاميـك اسـيد   -آسپارتيك اسـيد  -ليزين( HDELهايي مشابه با  در مكان NtPIP1;1ها نشان داد كه  در پروتوپلاست) فلورسانس زرد
  . گيرد در سلول قرار مي) لوسين

مي باقي مانده در داخل شبكه آندوپلاس NtPIP1;1كه  به غشاء پلاسمايي سلول مستقر شده در حالي NtPIP2;1كانال آبي  :نتيجه گيري
  .شود و به همين دليل فاقد فعاليت انتقال آب است و به غشا پلاسمايي منتقل نمي

  آكواپورين، پروتئين فلورسانت سبز، پروتئين فلورسانت زرد، توتون، كانال آبي   :واژگان كليدي
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  مقدمه
هاي آبـي   حركت آب از عرض غشاهاي سلولي در اثر حضور كانال

هـا   ايـن پـروتئين  . شـود  تسهيل مـي ) AQPs(ها  ينبه نام آكواپور
 5ي عرض غشا بوده كه توسـط   مركب از شش دومين طي كننده

هـا   ترمينـال آن  Cو  Nكـه   اند بطوري لوپ به يكديگر متصل شده
  ). 2و  1(در داخل سيتوسول قرار دارد 

هـاي گيـاهي تنـوع ايزوفرمـي قابـل تـوجهي را نشـان         آكواپورين
هاي آكواپـورين را تـا    لي ژنوم، تعداد دقيق ژنتعيين توا. دهند مي

عـدد در گيـاه    33و ) 3و  2(عدد در گياه آرابيدوپسيس  35مرز 
ــه. تعيــين نمــوده اســت) 4و 1(ذرت  ــر پاي ــوالي،  ب ي شــباهت ت

زير گروه كـه تـا حـدودي مطـابق بـا       4هاي گياهي به  آكواپورين
ــان آن ــي   مك ــيم م ــت تقس ــلول اس ــا در س ــوند  ه ). 5و  2، 1(ش

و نـوع غشـا پلاسـمايي    ) TIPs(هـاي نـوع تونوپلاسـتي     وتئينپر
)PIPs (هــايي هســتند كــه بــه ترتيــب در غشــاهاي  آكوارپــورين

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    باكتروئيـد گرهـك   آكواپورين فراوان در غشـا پـري  (

هـا   در غيرلگوم NIPs. باشند مي) هاي سويا ي ازت در ريشه كننده
نيز وجود دارند و در اين گياهان در غشـاهاي پلاسـمايي و درون   

هـاي بـازي    زيـر گـروه آخـر پـروتئين    ). 2(انـد   سلولي قرار گرفته
ي آندوپلاسمي قرار دارنـد   در شبكهبوده كه غالبا ) SIPs(كوچك 

)2 .(  

ــورين ــا   آكواپ ــروه  PIPsهــاي غشــا پلاســمايي ي ــه دو گ خــود ب
اعضاي اين دو گـروه  . شوند تقسيم مي PIP2و  PIP1فيلوژنتيكي 

باشـند   ترمينال خـود متفـاوت مـي    Cو  Nنه تنها از لحاظ طول 
هـاي   بلكه فعاليت كانال آب متفاوتي را هنگـام بيـان در اووسـيت   

عمومـا در ايـن    PIP1sكـه   درحـالي ). 6(دهند  نوپوس نشان ميز
فعاليـت كانـال آب    PIP2sباشـند،   ميزبان هترولوگ خاموش مي

تـر بـر روي مكـان درون     مطالعات دقيق. دهند بالايي را نشان مي
هـاي   در پروتوپلاسـت  PIP2و  PIP1هاي نـوع   سلولي آكواپورين

ين بـودن فعاليـت   دهد كه دليـل پـائ   مزوفيل گياه ذرت نشان مي
به خاطر باقي ماندن ايـن   PIP1هاي نوع  انتقال آب در آكواپورين

ها در داخل شبكه آندوپلاسمي و در نتيجه عدم انتقـال   آكواپورين
). 7(باشـد   هـاي گيـاهي مـي    ها به داخل غشا پلاسمايي سلول آن

گياه توتون هنگـام   NtPIP1;1قبلا ما نشان داديم كه آكواپورين 
هاي زنوپوس، به مقدار زياد در داخل سيتوپلاسم  وسيتبيان در او

بـراي  ). 8(كنـد   اووسيت باقي مانده و كمتر به غشا مهاجرت مـي 
ــق ــه دقي ــق محــل درون    مطالع ــن تحقي ــب، در اي ــن مطل ــر اي ت

هاي زنده مزوفيل  در داخل سلول NtPIP2;1و NtPIP1;1سلولي
مطالعـه  گياه توتون با استفاده از ماركرهاي غشايي مختلف مـورد  

  .قرار گرفت
  

  ها مواد و روش
 (Nicotiana tabacum cv. Samsun) گياه توتـون  :تهيه گياه

درجــه  22 در شــرايط آزمايشــگاهي در اتاقــك رشــد در دمــاي
تاريكي بـا   ساعت 8ساعت روشنايي  16گراد با رژيم نوري  سانتي

ميكرومول بر مترمربع بـر ثانيـه بـر روي محـيط      150شدت نور 
بـا قـدرت نصـف    ) MS) (9(راشـيك و اسـكوگ   كشت جامـد مو 

 -MESمولار  ميلي 5درصد سوكروز و  1حاوي ) درصد آگار8/0(

KOH ،pH  هفتـه بـه منظـور تهيـه      4الـي   3به مدت  5/5برابر
  ). 8(پروتوپلاست رشد داده شد 

 Green Fluorescent(اتصال پـروتئين فلورسـانت سـبز    

Protein, GFP ( بهC  ياN- آكواپـورين ترمينال پروتئين: 
) 10(و همكـاران   Sambrookطبـق روش   كليه مراحل مولكولي

ترمينــــال -Cبــــه  GFPبــــراي اتصــــال . انجــــام گرفــــت
مربوط بـه   cDNA، ابتدا NtPIP2;1و NtPIP1;1هاي آكواپورين

بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي اختصاصـي جهـت       PCRها توسط  آن
ر بـه ترتيـب د   SpeIو  XhoIهـاي بـا اثـر محـدود      اتصال سايت

ارائه  1توالي پرايمرها در جدول . ها تكثير شدند آن 3و َ 5انتهاي َ
  ). 8(شده است 

محصولات تكثير بـراي اطمينـان از عـدم وجـود خطـا در تـوالي       
هـا توسـط دسـتگاه     كلون و توالي آن TOPOپروتئين، در وكتور 

تعيـين  ) 11(و همكـارن   Sangerطبـق روش    DNAيـاب  توالي
  .گرديد

ــراي اتصــال  ــه  GFPب ــورين-Nب ــال آكواپ ــوق، از  ترمين ــاي ف ه
هـاي بـا اثـر محـدود      پرايمرهاي اختصاصي جهت اتصـال سـايت  

XbaI  وBamHI   َ ــاي ــب در انتهــ ــه ترتيــ  cDNA 3و َ 5بــ
NtPIP1;1 وNtPIP2;1 توالي پرايمرها در جـدول  . استفاده شد

  .ارائه شده است 2
در كاست بياني  NtPIP2;1و  NtPIP1;1 cDNAقرار دادن 

GFP-JFH :      ــوقتي در ــان م ــراي بي ــه ب ــار رفت ــه ك ــور ب وكت
كه حاوي  pUC19هاي مزوفيل تنباكو عبارت بود از  پروتوپلاست

هـاي بـا    محل آنزيم 1شكل . باشد مي GFP-JFH-1كاست بياني 
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اثر محدود جهـت كلـون سـازي در ايـن كاسـت بيـاني را نشـان        
از ويروس موزائيـك   35Sاين كاست داراي پروموتر قوي . دهد مي

ي رونويسـي نوپـالين    و خاتمـه دهنـده  ) CaMV 35S(گل كـم  
 GFPبراي اتصـال  ). 12(باشد  از آگروباكتريوم مي) NOS(سنتاز 

ــه  ــا -Cب ــورين-Nترمينــال ي و  NtPIP1;1هــاي  ترمينــال آكواپ
NtPIP2;1هاي  ، ابتدا كلونcDNA NtPIP1;1   يـاNtPIP2;1 

ف قـرار  همراه با وكتور بياني فوق در معرض هضم آنزيمي مضـاع 
  ).10(گرفتند 

  آكواپورين cDNAبه  SpeIو  XhoIهاي  توالي پرايمرهاي به كار رفته جهت اتصال سايت: 1جدول 

  )Cْ (دماي ذوب    )Rv(و معكوس ) Fw(توالي پرايمرهاي جلويي   ژن
NtPIP1;1  ATGGCAGAAAACAAAGAAG 3′CTCGAGFw: 5′ CG 

                    XhoI 
CTTGAATGGAATGGC3′   GCTACTAGTRv: 5′ CG 

                    SpeI                                        

62  

1/62  

NtPIP2;1  ATGTCAAAGGACGTGATTG 3′CTCGAGFw: 5′ CG 
                     XhoI 

GTTGGTTGGGTTACTGCG 3′ ACTAGTRv: 5′ CG 
                    SpeI 

5/63  

6/63  

  

  ).8(آكواپورين  cDNAبه  BamHIو  XbaIهاي  پرايمرهاي به كار رفته جهت اتصال سايت توالي: 2جدول 

  )Cْ (دماي ذوب    )Rv(و معكوس ) Fw(توالي پرايمرهاي جلويي   ژن
NtPIP1;1  ATGGCAGAAAACAAAGAAG 3′TCTAGAFw: 5′ CG 

                   XbaI 
TTAGCTCTTGAATGGAATG 3′GGATCCRv: 5′ CG 

                  BamHI

9/61  
  

62  

NtPIP2;1  ATGTCAAAGGACGTGATTC 3′TCTAGAFw: 5′ CG 
                     XbaI 

TTAGTTGGTTGGGTTACTG 3′GGATCCRv: 5′ CG 
                   BamHI 

4/63  
  

4/63  
  

  

  
  ).GFP-JFH-I )12ي كاست بياني  نقشه: 1شكل 

  

ي  درصـد، بانـدهاي بـا انـدازه     2جام الكتروفورز ژل آگارز بعد از ان
، )Qiagen(مورد نظر از ژل بريده و توسط كيت اسـتخراج از ژل  

DNA براي انجام واكنش اتصال از نسبت مولي . استخراج گرديد
نـانوگرم وكتـور اسـتفاده     100و ميزان ) insert:vector( 1به  3

  :رابطه زير محاسبه شدبر حسب نانوگرم طبق  insertميزان . شد

molarratio
bpVector

bpInsertvectorngVInsertngX ×
×

=
)(

)()()(  

شـركت  ( Ligation Highواكـنش اتصـال بـا اسـتفاده از كيـت      
TOYOBOگراد  درجه سانتي 16در طول شب در دماي ) ، ژاپن
سپس محصول واكـنش اتصـال بـه بـاكتري سـوش      . انجام گرفت

JIM109        با اسـتفاده از شـوك حرارتـي منتقـل شـد و انتخـاب
 50حــاوي  LBهــاي  نســفرم شــده بــر روي پليــتباكترهــاي ترا

). 10(سيلين انجام شـد   بيوتيك آمپي ليتر آنتي ميكروگرم بر ميلي
و هضـم  PCR بعد از تاييـد حضـور ژن در وكتـور توسـط كلنـي      

)65(1 TSJFHGFP −−−
His6His10

stop

BamHI∗ ClaISacI,∗ EcoRI∗

3′Nos
S35

Ipst
sph

HindIII∗

XhoI∗
∗SpeI
∗SaII

NcoI

XbaI∗

NSII∗
XmaI∗

cloningfor
sitesumique∗
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مايع تكثيـر و پلاسـميد    LBهاي مثبت در محيط  آنزيمي، كلني
ــت   ــط كيـ ــب توسـ ) Plasmid Miniprep )BioRadنوتركيـ

 ــ ــتخراج گردي ــردن   . داس ــفرم ك ــت ترانس ــميد جه ــن پلاس از اي
  . هاي مزوفيل توتون استفاده شد پروتوپلاست

جداسـازي   :جداسازي پروتوپلاست مزوفيـل بـرگ توتـون   
ن او همكـار  Hosyهاي مزوفيل توتون مطـابق روش   پروتوپلاست

 5هـاي توتـون بـه طـول      به طـور خلاصـه بـرگ   . انجام شد) 12(
رشد يافته در شرايط آزمايشگاهي اي  هفته 4متر از گياهان  سانتي

با قدرت نصـف تحـت شـرايط اسـتريل برداشـت       MSدر محيط 
سپس . ها با كاغذ سمباده ساييده شدند شدند و سطح تحتاني آن

ليتـر محـيط    ميلـي  10هـاي حـاوي    ها در داخل پتري ديش برگ
 25سـاعت در تـاريكي در دمـاي     19به مدت  EFهضم استريل 
  . اده شدندگراد قرار د درجه سانتي

هـاي دور ريختـه    ي بـرگ  بعد از هضم آنزيمي، قطعات هضم شده
به داخل پتـري   MLO6ميلي ليتر محيط شناورسازي  4شدند و 

سپس سوسپانسيون پروتوپلاست ازخلال فيلتـر  . ديش اضافه شد
 7بـه مـدت    g110 ميكروني فيلتر شد و با سـرعت  100نايلوني 

ي قرار گرفته در باند شـناور  ها پروتوپلاست. دقيقه سانتريفيوژ شد
حجـم از   4هـاي سـانتريفيوژ برداشـت شـدند و بـا       در سطح لوله

هـا   سپس سـلول . اتوكلاو شده رقيق شدند W5محيط شستشوي 
دقيقه رسـوب داده شـدند و رسـوب     7به مدت  g110در سرعت 

 Mg/ ليتـر محلـول مـانيتول    ميلـي  20ليتر و سـپس   ميلي 40در
هـا  در محلـول فـوق در     پروتوپلاست در پايان،. شستشو داده شد

 . ليتر معلق شدند سلول در ميلي 10 6غلظت 

 150اپنـدروف،   در يك لولـه  :ها ترانسفرم كردن پروتوپلاست
ميكروليتــر  150هــاي غلــيظ شــده و  ميكروليتــر از پروتوپلاســت

پلاسـميدي مـورد    DNAميكروگـرم   10الي  5به  PEGمحلول 
. يقه در دماي اتاق انكوبه شدنددق 30نظر اضافه شدند و به مدت 

استريل تكميل شـده   K3Mليتر از محيط  ميلي 8سپس نمونه با 
 دقيقـه در سـرعت    7مولار گلوكز رقيق شده و به مدت  45/0با 

g110   3هـا در   سـرانجام پروتوپلاسـت  ). 12(رسوب داده شـدند 
الـي   16استريل معلق شده و بـه مـدت    K3Mميلي ليتر محيط 

گراد در تاريكي قبل از آناليز  درجه سانتي 20اي ساعت در دم 24
ــدند   ــه ش ــوام  ). 12(انكوب ــان ت ــراي بي ــا  NtPIP1;1-GFPب ي

NtPIP1;1 GFP-  باYFP:HDEL )  ماركر شبكه آندوپلاسـمي
ــروكس     )13( ــگاه ب ــاوز از دانش ــريس ه ــور ك ــه از پروفس ، هدي

ميكروگرم از هر يك از پلاسميدها به طور همزمـان   5، )آكسفورد
  ).12(ها انتقال داده شدند  به پروتوپلاستبا هم 

هـاي   در پروتوپلاسـت  FM4-64و  GFP ،YFPآناليز بيان 
 :ترانسفرم شده توسط ميكروسـكوپ ليـزري فلورسـانس   

، پـروتئين  GFPهاي متصل به  تعيين محل زير سلولي آكواپورين
HDEL   ــانت زرد ــروتئين فلورس ــه پ ــاركر ) YFP(متصــل ب و م
هــاي توتــون  در پروتوپلاســت) FM4-64 )Invitrogenغشــايي 

لنزهاي اُبژكتيو ( laser scanning Biozeroتوسط ميكروسكوپ
40 ،Bz-8000 شركت  ،KEYENCEانجـام شـد  ) ، اُزاكا، ژاپن .

 470، طــول مــوج برانگيختگــي GFPبــراي گــرفتن فلورســانت 
براي . نانومتر استفاده شدند 535نانومتر و طول موج آشكارسازي 

 هــايي كــه   در پروتوپلاســت FM4-64 گــرفتن فلورســانت 

NtPIP2;1-GFP ياGFP-NtPIP2;1  كننـد، طـول    را بيان مـي
 605نـانومتر و طـول مـوج آشكارسـازي      540موج برانگيختگـي  

ــدند   ــتفاده ش ــانومتر اس ــانت   . ن ــرفتن فلورس ــراي گ در  YFPب
را  GFP-NtPIP1;1يـا   NtPIP1;1-GFPهايي كـه   پروتوپلاست

كنند، از طول موج برانگيختگـي   بيان مي YFP:HDELهمراه با 
نانومتر استفاده  590-539و طول موج آشكارسازي  نانومتر 514
. آنـاليز شـدند    Biozero Analyzerتصـاوير بـا نـرم افـزار    . شـد 
از طريـق انكوبـه    FM4-64دار كردن غشـاء پلاسـمايي بـا     نشان

دقيقـه در محـيط    10ها بر روي يخ به مـدت   كردن پروتوپلاست
انجـام گرفـت    FM4-64ميكرومـولار   50ده بـا  كشت تكميل ش ـ

)12.(  
  

  نتايج
 NtPIP2;1و  NtPIP1;1هـاي   به منظور تعيين توزيع آكواپورين
ي ژني حاوي اتصال قابل ترجمه  در يك سلول گياهي كامل، سازه

توسـط ترانسـفرم    GFPها و پـروتئين   ميان هر يك از آكواپورين
هـاي   بـه داخـل پروتوپلاسـت    PEGي  كردن مـوقتي بـه واسـطه   

هاي توتون منتقـل شـدند و فلورسـانت اختصاصـي      مزوفيل برگ
GFP  رويــت شــد .GFP  بــهC-   ترمينــال يــاN-  ترمينــال

براي اطمينـان از عـدم    NtPIP2;1و  NtPIP1;1هاي  آكواپورين
. با انتقال آكواپورين به غشا پلاسمايي متصـل شـد   GFPتداخل  

ــروتئين   ــر ســلولي هــر پ ــه  NtPIPمحــل زي در  GFPمتصــل ب
ــت ــده   پروتوپلاس ــفرم ش ــاي ترانس ــتفاده از    ه ــا اس ــون ب ي توت

  . ميكروسكوپ فلورسانس تعيين شد
 NtPIP2;1-GFPهايي كه به طور مـوقتي   نتايج نشان داد سلول

)GFP   ــه ــل ب ــال -Cمتص ــا ) ترمين  GFP-NtPIP2;1 )GFPي
كننـد فلورسـانت سـبز رنـگ      را بيـان مـي  ) ترمينال-Nمتصل به 
را در غشاء پلاسمايي نسبت بـه كنتـرل   ) dو  b 2شكل( شديدي
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دهند كه توسط ماركر غشاء پلاسمايي  نشان مي) a 2شكل(منفي 
FM4-64  2شكل (تاييد شد c  وe اين نتيجـه  ). فلورسانت قرمز
در غشا پلاسـمايي قـرار    NtPIP2:1دهد كه آكواپورين  نشان مي

ينـال ايـن   ترم -Nترمينـال يـا    -Cبـه   GFPگيـرد و اتصـال    مي
  . گيري آن به سمت غشا پلاسمايي ندارد پروتئين تاثيري در هدف

-NtPIP2;1يـا   GFP-NtPIP2;1فلورسانت سبز رنگ حاصل از 

GFP       بعضي مواقـع در سـاختارهاي وزيكـولي در مجـاورت غشـا
هايي  كه مربوط به پروتئين) 3شكل (شوند  پلاسمايي مشاهده مي

ــان   ــل سنتزش ــير، از مح ــه در مس ــتند ك ــبكه  هس ــل ش در داخ
آندوپلاسمي به مكان استقرارشان در غشا پلاسمايي در حال گذر 

  ). 7(هستند 

  
متصل به پروتئين  NtPIP2;1تعيين مكان درون سلولي : 2شكل 
GFP) .a (پروتوپلاست مزوفيل توتون در حالت زمينه روشن) .b (

نشان ) c. (كند را بيان مي NtPIP2;1-GFPپروتوپلاست مزوفيل كه 
با ماركر ) b(ار كردن غشاء پلاسمايي پروتوپلاست مزوفيل در شكل د

پروتوپلاست مزوفيل كه ) FM4-64) .(d(اختصاصي غشاء پلاسمايي 
GFP-NtPIP2;1 كند را بيان مي) .e  (پلاسمايي  انشان دار كردن غش

پلاسمايي  ابا ماركر اختصاصي غش) d(پروتوپلاست مزوفيل در شكل 
)FM4-64) .(f (تصاوير  ادغام)d ( و)e .(  
  

  
) فلش(در ساختارهاي وزيكولي  NtPIP2;1حضور آكواپورين : 3شكل 

  .در مجاورت غشا
  

يــا   GFP-NtPIP1;1هــاي  ، پــروتئين NtPIP2;1بــر خــلاف 
NtPIP1;1-GFP   در غشا پلاسمايي مشاهده نشدند، بلكـه درون

ساختارهاي داخلي در اطراف هسـته، سيتوسـول و نزديـك غشـا     
همانگونه كه از فلورسانت سـبز حاصـل از   (وجود دارند  پلاسمايي

  ).4شكل ) (باشد ها مشخص مي آن

  
در  GFPبه  متصل NtPIP1;1تعيين مكان درون سلولي : 4شكل 
  ترمينال آكواپورين- Nناحيه 

  

ــروتئين     ــاوي پ ــي ح ــاختارهاي داخل ــايي س ــراي شناس ــاي  ب ه
NtPIP1;1-GPF  و ياGFP-NtPIP1;1 پروتئين ،NtPIP1;1-

GPF    همــراه بــا پــروتئينYFP::HDEL ) ي  مــاركر شــبكه
ــانت زرد    ــا فلورس ــروتئين ب ــه پ ــل ب ــمي متص در ) 1) (آندوپلاس

  . هاي توتون با هم بيان شدند پروتوپلاست
-NtPIP1;1نشـان داده شـده،  ) b(و ) a( 5همانگونه كه در شكل

GFP   مكــان درون ســلولي مشــابه بــاYFP::HDEL  را نشــان
مـالا در داخـل   احت NtPIP1;1-GFP كنـد  دهد كه ثابت مـي  مي

  .ماند هاي توتون باقي مي آندوپلاسمي پروتوپلاست شبكه
  

  
با ماركر شبكه آندوپلاسمي،  NtPIP1;1-GFPبيان توام : 5شكل

YFP::HDEL) .a ( پروتوپلاست مزوفيل كهNtPIP1;1-GFP  را به
همان پروتوپلاست كه ماركر شبكه ) b(كند،  طور موقت بيان مي

  .كند سمي را بيان ميآندوپلا
  

  بحث

بـه دو گـروه   PIPs هاي غشا پلاسـمايي يـا    در گياهان آكواپورين
كـه  . PIP2sو  PIP1s: شـوند  وابسته از لحاظ تـوالي تقسـيم مـي   

ترمينال خود متفاوت  Cو  Nها نه تنها  از لحاظ طول  اعضاي آن
ــال آب متفــاوتي را هنگــام بيــان در   هســتند، بلكــه فعاليــت كان

عموما  PIPlsدرحاليكه ). 6(دهند  ي زنوپوس نشان ميها اووسيت
فعاليت كانال  PIP2sباشند،  در اين ميزبان هترولوگ خاموش مي

  . دهند آب بالايي را نشان مي
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ــه      ــامي ك ــان داد هنگ ــا نش ــي م ــات قبل در  NtPIP1;1مطالع
بيــان شــود فاقــد فعاليــت كانــال آبــي  Xenopusهــاي  اووســيت

فعاليت انتقـال آب بـالايي را در    NtPIP2;1كه  باشد، در حالي مي
 NtPIP1;1بعلاوه مشاهد شد كه ). 8(دهد  اين سيستم نشان مي

، سيگنال سبز ضعيفي را در غشا اووسـيت توليـد   GFPمتصل به 
، نه تنها ميزان NtPIP2;1كند، در حالي كه هنگام بيان توام با مي

NtPIP1;1  شدت سيگنال سـبز  (درغشا پلاسمايي افزايش يافته
، بلكه نفوذ پذيري آبي اسموتيك غشا نيز )يابد ر غشا افزايش ميد

به اين  NtPIP1;1رسد كه  اينطور به نظر مي). 8(يابد  افزايش مي
دليل فاقد فعاليت كانال آبي اسـت كـه در غشـا پلاسـمايي قـرار      

در تاييـد ايـن مطلـب مـا نشـان داديـم هنگـامي كـه         . گيرد نمي
NtPIP1;1  متصل بهGFP هاي مزوفيل توتون به  ستدرپروتوپلا

شود، اين آكواپورين بـه غشـا پلاسـمايي منتقـل      طور موقت بيان 
مانـد   ي آندوپلاسـمي بـاقي مـي    و در داخل شبكه) 4شكل(نشده 

با حركت  NtPIP1;1به  GFPاضافه كردن فلوروكروم ). 5شكل (
 Cبـه   GFPكنـد، زيـرا هنگـامي كـه      آن در سلول تـداخل نمـي  

شـود در هـر دو    اضـافه مـي   NtPIP1;1ل ترمينـا  Nترمينال يـا  
بر خـلاف  . ماند در شبكة آندوپلاسمي باقي مي NtPIP1;1حالت، 

NtPIP1;1آكواپورين ،NtPIP2;1 گيرد  درغشا پلاسمايي قرار مي
  ).2شكل (

Zelazny  هـاي   نيز نشان دادند كه تمام ايزوفرم) 7(و همكارانش
ZmPIP1   ذرت مورد مطالعه نظيـرZmPIP1;1 ،ZmPIP1;2  و

ZmPIP1;6  ــه ــا  mCFPمتصــل ب ــه در mYFPي ــامي ك ، هنگ
 ي هاي مزوفيـل ذرت بيـان شـوند، در داخـل شـبكه      پروتوپلاست

اي را بـراي   مانند و مكانيسم حفاظـت شـده   آندوپلاسمي باقي مي
توانـد بـه    اين مكان يابي مـي . دهند نشان مي ERباقي ماندن در 

هاي خـروج   ، نبود سيگنالERهاي حبس در  علت حضور سيگنال
از طرفـي بيـان تـوام    .. و يا نياز به اجتماع قبلـي پـروتئين باشـد   

ZmPIP1s  باZmPIP2s  متصل بهYFP  و ياCFP   منجـر بـه ،
 ـ. شـود  در غشـا پلاسـمايي مـي    ZmPIP1sاصلاح قرار گرفتن  ا ب

ــرداري    ــوير بــ ــك تصــ ــتفاده از تكنيــ ــكوپياســ  ميكروســ
FRET/Fluorescence life-time   دادنـد  ، اين محققين نشـان

ي آندوپلاسمي بـه غشـا    از شبكه ZmPIP1sكه اين تغيير مكان 
ــه ــمايي نتيجـ ــان   پلاسـ ــنش ميـ ــرهم كـ و  ZmPIP1sاي از بـ

ZmPIP2s كننـد كـه بـر هـم      ها پيشنهاد مـي  اين داده. باشد مي
به غشا پلاسمايي جهـت   PIP1براي حركت  PIP1-PIP2كنش 

ايـن  . اشـند ب تعديل نفوذپذيري غشا پلاسمايي در گياهان نياز مي
هـا يـك مكانيسـم اضـافي را جهـت       ها، بـراي سـلول   بر هم كنش

هـاي مختلـف    تركيـب . نماينـد  تنظيم نفوذپذيري غشا فراهم مـي 
در انواع سلولي خاص يـا در پاسـخ بـه     PIP1-PIP2هترومرهاي 

علايم محيطي مختلف تا حد زيادي تنوع فعاليت كانال در غشـاء  
ممكن است با ديگر تغييرات  اين مكانيسم. را افزايش خواهند داد

هاي گيـاهي از جملـه فسفريلاسـيون،     ي آكواپورين پس از ترجمه
پروتونه شدن، گليكوزيلاسيون و متيلاسيون كه باز و بسته شـدن  

  . كنند، در ارتباط باشد  ها را در سلول كنترل مي جايي كانال و جابه
كـه در   هاي گياه آرابيدوپسيس تحقيقات اخير با استفاده از موتان

نقص دارنـد نشـان داد كـه هـدايت آبـي       AtPIP1;2 آكواپورين 
درصـد كـاهش    30تـا   20هيدرواستاتيك ريشه گياه موتان بـين  

كنـد   كه هدايت آبي اسموتيك ريشه تغييري نمي يابد در حالي مي
هـاي مختلـف    دهد كه تركيـب ايزوفـرم   اين نتايج نشان مي). 14(

ين ميزان هدايت آبي گيـاه  آكواپورين در گياه نقش مهمي در تعي
  ). 15و  14(دارند 

هـاي مختلـف    در بخش NtPIP2;1و  NtPIP1;1هاي  آكواپورين
گياه توتون از جملـه ريشـه، بـرگ، گـل، بسـاك و مـادگي بيـان        

هـا در سـلول و در گيـاه كـاملا      ، ولي مكان دقيق آن)3(شوند  مي
به هر حال با اسـتناد بـه مطالعـات انجـام شـده      . مشخص نيست

 ي در داخـل شـبكه   NtPIP1;1توان بيـان داشـت كـه     ضر ميحا
در داخل غشا پلاسـمايي قـرار گرفتـه     NtPIP2;1آندوپلاسمي و 

توانـد موجـب    ولي برهمكنش و تركيـب ايـن دو آكواپـورين مـي    
همچنـين  . در غشا پلاسمايي شـود  NtPIP1;1اصلاح قرارگيري 

به انجام براي بررسي نقش دقيق اين دو آكواپورين در توتون نياز 
مطالعات بر روي گياهان موتان است كه در حـال حاضـر موتـاني    

ها نقص داشته باشـد بـراي گيـاه     كه در هر يك از اين آكواپورين
  .توتون موجود نيست

  

  گيري نتيجه
هايي كه پـروتئين   از مشاهدات ميكروسكوپي بر روي پروتوپلاست

تـوان   كنند مـي  را بطور موقت بيان مي GFPكانال آبي متصل به 
در غشا پلاسـمايي   NtPIP2;1چنين نتيجه گرفت كه كانال آبي 

در داخــل شــبكه  NtPIP1;1ســلول مســتقر شــده در حاليكــه  
شود و به  آندوپلاسمي  باقي مانده و به غشا پلاسمايي منتقل نمي

  .همين دليل فاقد فعاليت انتقال آب است
  

  تشكر و قدرداني
بدين وسـيله  . انجام شد اين تحقيق با حمايت مالي دانشگاه اراك

از معاونت محترم پژوهش و فناوري آن دانشگاه كمال تشـكر بـه   
  .آيد عمل مي
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Abstract 

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

named aquaporins. Plant plasma membrane intrinsic proteins (PIPs) fall into two groups, PIP1s and 

PIP2s that exhibit different water channel activities. So PIP1s are inactive, whereas PIP2s induce a 

marked increase in the membrane osmotic water permeability coefficient, Pf. This difference may be 

due to their subcellular localization. The aim of this research was to determine the subcellular 

localization of NtPIP1;1 and NtPIP2;1 in living tobacco cells.  

Material and methods: In this experimental study, NtPIPs cDNA sequences were fused to green 

fluorescent protein gene and expressed transiently in tobacco mesophyll protoplasts. Then, cellular 

localization of aquaporins was investigated using fluorescent microscope under blue excitation 

wavelength. 

Results: When expressed alone, NtPIP1;1 fusion protein was retained in the internal membrane 

structures, whereas NtPIP2;1 was found in membrane structure within the cell. To identify the internal 

structures containing NtPIP1;1 fusion proteins, NtPIP1;1-GFP was co-expressed in tobacco 

protoplasts with the YFP::HDEL protein, an ER marker. As shown, NtPIP1;1-GFP and YFP::HDEL 

colocalized. 

Conclusion: NtPIP2;1 was transported to plasma membrane, but NtPIP1 was retained in the ER of 

tobacco protoplasts so showed no water transport activity.  

Keywords: Aquaporin, Green Fluorescent Protein, Yellow Fluorescent Protein, Tobacco, Water 

Channel  

 


