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 چکیده

-مي Allium يوحش یهااز گونه ياریبس ياصل یستگاهز یرانا .گونه در سراسر جهان است 920از  يششامل ب Allium جنس   

 و  Melanocrommyumاز دو زیرجنس A. scabriscapum و A. stipitatum مطالعه از بافت پيازچه دو گونه در این باشد.
Reticulatobulbosa روش ازای حاصل های ذخيرهالگوی بياني پروتئينو شناسایي ارزیابي  با هدف SDS-PAGE برای .استفاده شد 

 MALDI TOF/TOFسنجي جرميطيفو  یالکتروفورز ژل دوبعدهای پروتئيني و مشاهده تغييرات بياني دو گونه از شناسایي لکه

MS  شباهت حاصل بيانگر جینتا .شد ينيلکه پروتئ 138 یيمنجر به شناساهای حاصل از الکتروفورز دوبعدی آناليز ژلگردید. استفاده 
نتایج  حاصل شد. ژل دو هر در مشابه لکه يکم تعدادها بود که بر این اساس بين نمونهدر  و الگوی بياني متفاوت هاژلميان اندک 

 تعداد T آزمون که با استفاده از داشتداری وجود های معنيها تفاوتنمونهاین  يازچهپبافت  یهاينپروتئ يانيب پروفایلدر نشان داد 
 لکه متفاوت با استفاده از روش 3و از بين آنها  ندشناسایي شد %5احتمال دار در سطح لکه پروتئيني دارای بيشترین تغييرات معني 9

 و NCBI  هایداده با پایگاه ی حاصلهاسنجي جرمي و تطبيق داده. نتایج آزمایش طيفشدانتخاب شناسایي  برای سنجي جرميطيف
Uniprot هایپروتئينهای مورد آزمایش با لکهکرد که مشخص  ابزارهای بيوانفورماتيکي و Maturase k ،Agmatine 

coumaroyltransferase-1 مشخص بنامنا عملکرد با نيپروتئ كی و Hypothetical Protein مطالعه  نیا یهاافتهی اشت.د مطابقت

بياني گوی لاما ا هستند جنسیك  از A. scabriscapumو  A.stipitatum دو گونههای متعلق به نمونهتوجه به اینکه  با نشان داد
 است. بافت پيازچه بسيار متفاوت از یکدیگرآنها در ای های ذخيرهپروتئين

 
 كيوانفورماتيب ژن، انيب ،يجرم يسنجفيط زيآنال وم،يآل: های کلیدیواژه

 

 مقدمه
 منحصر ترکيبات توليد يلدل به Alliumجنس  هایگونه     

 صنایع مصرف موردکه  است هاقرن ارزشمند، یيدارو فرد به

 انسان غذایي سبددر  يمهم نقش ينهمچن ،هستند یداروساز
 ارگانوسولفورها مانند ترکيباتي از سرشار هاگونه این. دارند

 ميکروبي، ضد اکسيداني،آنتي فعاليت که هستند فلاونوئيدها و
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 al etAhiabor,. )دارند  قوی زایيسرطان ضد و التهابي ضد

2001 .,et alKrogh  ;2016)جنس . Allium از بيش با 
 et alSeregin,. ) جهان سراسر در شده شناخته گونه 920

 در اقتصادی و مهم متنوع، هایجنس از یکي ،(2015
 نيسيآل مانندمهم  اريبس باتيترک ديتول .است جهاني تجارت

(Allicin)، هاناتيوسولفيت (Thiosulfinates) مشتقات  و
  انوادهخ يزراع اهانيگ یشده است تا مطالعه رو سبب آنها

Liliaceae سوق  آنها يوحش شاوندانیبه سمت مطالعه خو
 ینژادبه یبرا هاگونه نیا تيظرفبتوان از  دیتا شا پيدا کند

 کرد هاستفاد Liliaceae خانواده يزراع مهم اهانيگ
(2012 ,Kyung.) فراوان حاصل از  هایپيشرفت برخلاف

 یگر،مهم د یيو دارو يزراع ياهانگ يکيمطالعات ژنت
 Alliumجنس  ياهانگ مورد در ینژادو به ژنتيکيمطالعات 

 به ژنوم پيچيدگي( 2 ،بزرگ هایژنوم( 1 مانند یليبه دلا
 هتروزیگوسيتي( 3، فراوان تکراری هایتوالي وجود دليل
 يمشکلات با ینبردینگحاصل از ا هایپسروی( 4 و بالا

 یكهيچ ژنوم توالي هنوز که ایگونهبه  ؛است همراه فراواني
طور کامل در به فرنگيتره و موسير سير، پياز، گياهان از

 (. et alBarboza,. 2018دسترس محققان قرار ندارد )

کل اندام نيپروتئ لیاز پروفا یلاديم 1960دهه  ازالبته، 
 يو تکامل یبندمطالعات طبقه یمانند دانه برا یارهيذخ یها

 Ladizinsky andاستفاده شده است )در گياهان 

1979 .,Hymowitzيمولکول های(. با استفاده از روش ،
ها و از گونه یاريبس يکيلوژنتيو روابط ف يکيتنوع ژنت

از تيره  indica-Opuntia ficus گونه ازجمله ،هاجنس
 ي با نام علميشننخود  (، et alSamah. 2015) کاکتوسان

L Crotalaria (2011 .,et alRaj ،)  با نام  ل آنومففلگونه
 Kumar and Tata) بادنجانيان از تيره  Capsium Lعلمي

 و Lathyrus L  (2010 .,et alEmre ) جنس خلر، (2010

 L vulgare Hordeum ( .,et alEl Rabeyعلمي جو با نام

 لیپروفا يبررس ،نمونه یبرا .است شده يبررس (2014
 لهيبوس بادنجانيان از جنس گونه یتعداد بذر کل نيپروتئ

 یبرا یدينشان داد که اطلاعات مف PAGE-SDSروش 
 آنها یبندطبقه تيوضع و هاگونه روابطها، گونه یيشناسا

ابزار  كیبذر  نيپروتئ لیکه پروفا یاگونه به دهد،يمارائه 
 كيستماتيبه درک واضح از س يابيدست یقدرتمند برا

هاست پيژنوت حيصح یيشناسا نيو همچن يمولکول
(2001 .et alRabbani .) ليوتحلهیتجز PAGE-SDS 

 كی PAGE-SDSنشان داد که روش  یارهيذخ یهانيپروتئ
 Vignaدو گونه  زیتما یبرا یکاربرد و دابزار قدرتمن

radiata  وVigna mungo است (2002 .,et alGhafoor .) 
 در جرمي سنجيطيف توانایي رودمي انتظاربنابراین 
 منجر پيچيده، هاینمونه از پروتئين هزاران دقيق شناسایي

 Aebersold) شود پزشکي و شناسيزیستعلوم  يشرفتبه پ

and Mann 2003.) نشان  يمنابع علمبر  يقدقای مطالعه
 یلپروفادر مورد تفاوت تاکنون  یادیدهد که اطلاعات زيم

 وحشي هایگونه در ایهای ذخيرهينپروتئالگوی بياني 
 به توجه با بنابراین يست،در دسترس ن  Liliaceaeنوادهخا

 با تا رودمي انتظار ،Alliumجنس  يوحش هایگونه اهميت
 ماهيت به بتوان هاگونه این پروتئوميکس پروفایل بررسي
 يگام و برد پيدر الگوی بياني  آنها هایها و شباهتتفاوت

آنها دهنده  يلتشک ها و ترکيباتپروتئين یيشناسا برای
-های ذخيرهپروتئين بالایمورفيسم توجه به پلي با .برداشت

)هرچند که عوامل محيطي  ،هاو پایداری این پروتئينای 
و ای در اندام بذر های ذخيرهعوامل محيطي بر مقدار پروتئين

های مقدار پروتئينکمي بر روی تأثير ( دارندتأثير پيازچه 
 ,Farshadfarگذارند )ميذخيره در بذر و پيازچه گياهان 

-های ذخيرهای که بر روی الگوی پروتئيندر مطالعه (.0420

-به دليل ماهيت چندژني موجود در پروتئين ،ای انجام شد

های گياهي از این روش گونهای ذخيره بافتای های ذخيره
 های گياهي استفاده کردگونهشناسایي برای توان مي

, 2012).et alMoradipour  ). و  یيدارو باتيترک وسنتزيب
 بامختلف و  یوسنتزيب یرهايدر مس ،ياهيگ یهاتيمتابول

 زانيم .شودانجام مي میو آنز نيپروتئ یادیتعداد ز یهمکار
مختلف  یهانيپروتئ انيب تيفيو زمان و ک انيمحل ب ان،يب

 نه اهان،يگ در خاص یيايميش بيترک كی وسنتزيب در ريدرگ
 عوامل بلکه رند،يگيم قرار يکيژنت عوامل ريثأت تحت تنها
 ريثأت هانيپروتئ نیا انيب لیپروفا رييتغ در زين يطيمح
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 .( et alMujib,. 2012)دارند  يفراوان
جنس  ياهاندر گ یمحدود يمطالعات پروتئوم تاکنون

Allium يرامونپ انجام شدهمطالعات  بيشتراست.  انجام شده 
 et (Sfaxi زنده يرغزنده و  یهاواکنش به تنش چگونگي

2016; et al. 2017; Qin  .,et al2012; Karasinski  .,al

2015) .,et alHurtado -2013; Dufoo .,et alChen  
ي، الکتروفورز تك سنجفيطای از روش در مطالعه اند.بوده

در موجود  باتيترک يکم نييو تع یيشناسا برای 2Dبعدی و 
وزن مطالعه،  نیدر ا .استفاده شد Allium cepa پيازچه

  ، Glc)  ،Fru ،(Sucياصل دیساکار سهمولکولي 
به .بررسي شد ازيبافت پ یبرا يآل دياس پنجو  دياسنويآم17

بزرگ  یایاز مزا يکی که کرد دیيمطالعه تأ نی، ايطورکل
 باتيهمه ترک ميهمزمان و مستق صيتشخ ي جرميسنجفيط

 در .( et alTardieu,. 2010) است نیيپا يبا وزن مولکول
انجام  (2006) و همکاران Zolfaghariتوسط  تحقيقي که

 Alliumبر روی یيايميش ليوتحلهیجزشد، ت

atroViolaceum سنجي جرمي با استفاده از تکنيك طيف
به نام  یدیجد نيساپوژنی ترکيب منجر به جداساز

در درمان ثری ؤماین ترکيب نقش  شد، نيولاژنیآتروو
  Klozovای توسط همچنين مطالعه های عصبي دارد.اسپاسم

های در این پژوهش پروتئين انجام شد.( 1981)و همکاران 
های های متعلق به زیرجنسای تعدادی از گونهذخيره

مورد بررسي قرار گرفت و نتایج  Alliumمختلف از جنس 
های هایي در الگوی بياني پروتئينتفاوتکه نشان داد 

البته،  های مختلف وجود دارد.ای متعلق به زیرجنسذخيره
مطالعات  Alliumهای وحشي از جنس تاکنون در گونه

بسيار اندکي در زمينه بررسي و مشاهده الگوی بياني 
بروز و عملکرد یك از آنجا که  .است انجام شدهها پروتئين

وجود  ژن با بيان و توليد محصولات پروتئيني آن همراه است
ای های ذخيرهدر الگوی الکتروفورزی پروتئينمورفيسم پلي

ها و از ميزان شباهت حکایت تواندپيازچه و بذر گياهان مي
گياهي و معيار های بين گونهاختلافات ژنتيکي موجود در 

گياهي باشد های مقایسه جمعيت برایمناسبي 
(, 2012.et alYousefzadeh ). 

-ها و تفاوتمقایسه شباهتهدف از این مطالعه  رو،ازاین

از  گونه در بين دو ایهای ذخيرههای الگوی بياني پروتئين
های آنها با و شناسایي برخي از پروتئين Alliumجنس 

-موفقيت به توجه است. با کسيپروتئوممبتني بر  یهاروش

و  جرمي سنجيطيف بر مبتني پروتئوميکس نقش اخير، های
  برایضروری  ابزاری عنوانبهرود انتظار مي، 2D الکتروفورز

 ظهور حال در هایزمينه و مولکولي -سلولي شناسيزیست
  باشد. سيستم بيولوژی

 

  اهو روش مواد
ي تغييرات الگوی بررس هدف آزمایشي بادر این مطالعه 

  tipitatumAlliumالکتروفورزی در بافت پيازچه دو گونه 
 مزرعه ها درپيازچهشد.  انجام scabriscapum Alliumو 

کشت و  البرز زیستي و ژنتيکي ذخایر مرکز گياهي بانك
 . پسانجام گردیدطور یکسان هروز یکبار ب 10آبياری هر 

 3-4 حدود مرحله تا کافي رشد و گياهان شدن سبز از
 صورت به ازچهيپ اندام از نمونه سه هرگونه از برگي،

 برداشت شد.  و انتخاب تصادفي
 

 PAGE-SDS انجامو  هانیپروتئ استخراج
Laemmli (1970 ) روش بهگونه ی دو هانيپروتئ استخراج

  هانمونه ابتدا که بيترت نیا به. انجام شد راتييتغ ياندک با
 از كیهر ازشدند.  پودرهاون  در عیدر حضور ازت ما

 5mM) استخراج بافر يسيس كیگرم به  3/0 هانمونه

DTT, 100 mM Tris, pH: 6.8،(2mM PMSF همراه  به
آب تريليليم 3/72 دربلو  انتيبرل يکوماس گرميليم 50

 در هانمونه سپسشد.  اضافه سروليگل تريليليم 60و  مقطر
 4 یدما در قهيدق در دور 12500 با دارخچالی فوژیسانتر
 مرحله در. گرفتند قرار قهيدق 20 مدت به گراديسانت درجه
 در بار هر و مرتبه 4 ساعت كی زمان مدت در هانمونهبعد، 
 نیآخر انجام از قبل. شدند ورتکس قهيدق 2 زمان مدت

 درجه 75 آب در قهيدق 10 مدت به هانمونه ورتکس،
 ،ها در چاهكقبل از تزریق نمونه .گرفتند قرار گراديسانت
 تريکروليم 15 زانيمو  انجام شدها نمونهسازی یکسان عمل
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 هانمونه سپس .ریخته شد چاهك هر داخل در نمونه هر از
لیاکريپل ژل. شدند الکتروفورز %10 ديآملیاکريپلژل  یرو
 Bio)شرکت  %5 يفوقان ژل و %10 يتحتان ژل شامل ديآم

Rad )به مدت  آمپريليم 25ثابت  انیجر در الکتروفورز .بود
 دستگاه، از ژل کردن خارج از پس .انجام شدساعت  5

 یساعت رو 24بلو به مدت  يبا محلول کوماس یزيآمرنگ
 حاصل ينيپروتئ یباندها يمولکول وزن. گردید انجام کريش
 شرکت) مارکر زیسا توسط هانيپروتئاستخراج  از

Fermentsz )روش بادر مرحله بعد  .(1شکل ) شد محاسبه 
 يابیارزها نمونه يجرم يسنجفيط و یدوبعد الکتروفورز

  شدند.

 
 TCA/Acetone به روش اهیگ بافت از هانیپروتئ استخراج

 مقدار( 2000) همکارانو  Görg روش از استفاده با ابتدا
 پودر عیما ازتحضور  درگونه  هر ازچهيگرم از بافت پ كی

 با سپس. منتقل گردید هاوبيکروتيم به حاصل پودر و شد
سرد  (w/v)درصد  TCA/Acetone 10محلول دن کراضافه 

درصد( به مدت  07/0) DTT ایهمراه با بتامرکاپتواتانول 
 -20 یشب در دما كیمدت و بهانجام ورتکس  هيثان 30

 20 مدت به هانمونهشد. سپس  ینگهدار گراديدرجه سانت
 دور 12000 سرعت و گراديسانت درجه 4 یدما در قهيدق
 فوژی. محلول رویي حاصل از سانترشدند فوژیسانتر قهيدق در

استون  يسيس كیحاصل با  یهادور ریخته شد و رسوب
شستشو  DTT ایدرصد(  07/0) بتامرکاپتواتانول یسرد حاو

 درجه 4 یدما در قهيدق 20 مدت یبرا دوبارهداده شدند و 
 فوژیسانتر قهيدق در دور 12000 سرعت و گراديسانت

 سپس. شد مرحله سه تا چهار بار تکرار نی. اگردیدند
)اوره  یجداساز بافر تريکروليم 500 در شده خشك رسوب

يليم 20 كیدریدکلرياس سیتر -مولار 2 واورهيت-مولار 8
مولار يليم PMSF 1و  pH،CHAPS  2%: 5/7 با مولار

به مدت  هانمونه. در مرحله بعد، شد حل ورتکسکمك  به
 عیدر مرحله بعد ما .گرفتند قراراتاق  یساعت در دما كی

 -80 یدما در ومنتقل  دیجد یهاوبيکروتيبه م يیرو
 و هانيپروتئ يکم سنجش برای و ینگهدار گراديسانت درجه

Bradford, ) شد استفاده برادفورد روش از يپروتئوم مطالعه

1976.)  
 

 هانیپروتئ یکم سنجش
 این در نمونه هایپروتئين غلظت ميزان گيریاندازه برای

برای تهيه  استفاده شد.( 1976) برادفورد روش از آزمایش
 4محلول سنجش، یك حجم از محلول استوک رنگ، با 

محلول  مقطر رقيق شده برای آزمون استفاده شد.حجم آب
به صورت تازه تهيه شد. برای تهيه محلول استوک  ذکرشده

 Coomassie Brilliantگرم پودرميلي 100رنگ، مقدار 

250-Blue G  شد و به آن حل  %95ل وليتر اتانميلي 50در
( اضافه H3PO4) %85ليتر اسيد فسفوریك ميلي 100

مقطر آن توسط آبي ینهاگردید. پس از مخلوط شدن، حجم 
 5 لحاصل، محلو محلول ليتر رسانده شد.ميلي 200به 

بوده و پس از عبور از کاغذ صافي  برادفوردسنجش  برابر
  .گراد نگهداري شددرجه سانتي ۴در ظرفي تيره رنگ در 

 استاندارد عنوانبه گاوی آلبومين سرم از آزمایش این در
 استاندارد منحني ترسيم برای(. g/µlµ1 غلظت) شد استفاده

 مختلف هایغلظت محلول C2V2=C1V1 رابطه به توجه با
 دستبه برای  BSAمحلول. شد تهيه استانداردها از هریك
 تيمار، و کنترل هاینمونه عصاره در پروتئين غلظت آوردن

 ليترميلي 1 به مجهول غلظت با نمونه از ميکروليتر 20
 در آنها جذب ميزان دقيقه 5 از بعد و افزوده برادفورد محلول

 اسپکتروفوتومتر از استفاده با نانومتر 595 موج طول
analytikjena (مدل(SPECORD200  منحني. شد قرائت 

 هانمونه غلظتترسيم شد و ( رگرسيون روش) استاندارد
 . گردید محاسبه ميکروليتر بر ميکروگرم براساس

 
 دوبعدی الکتروفورز

 مترسانتي 7دارای طول   IPGنواری هایژل از اول بعد در
استفاده شد. برای شروع  7تا  4در محدوده بين  pHبا دامنه 

 انجام خشك نواری هایژل الکتروفورز دوبعدی بازآبدهي
 هایژل وارد پروتئين ميکروليتر 125 مطالعه این در. شد

 آب بارا  آن سيني ابتدا بازآبدهي، انجام برای. شد نواری
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 با توجه. شد تراز مناسبي محل در و شسته خوبي به دیونيزه
 بعد و شد ریخته تيوب در نياز مورد پروتئين نمونه، غلظت به
ميکروليتر  125( به حجم 1)جدول  بازآبدهي محلول با

بلافاصله قبل از  DTTو  IPGیا بافر  آمفوليت رسانده شد.
استفاده به محلول استوک بازآبدهي اضافه شد. مخلوط آماده 

دقت و  شده داخل شيار موجود در سيني بازآبدهي پيپت
لازم برای پرهيز از ایجاد حباب زیر ژل اعمال شد 

(O'Farrell, 1975) . 
درجه سانتي 25ساعت در دمای  16به مدت  آبگيری

الکتروفورز بعد  ،. پس از تکميل این مرحلهم شدانجاگراد 
اول انجام شد. ایزوالکتروفوکوسينگ با استفاده از دستگاه 

Amersham GE Healthcare Ettan IPGphor 3  انجام
 نشان مراحل طي نواری، هایگردید. در این مرحله برای ژل

 و شد تعریف دستگاه برای ایبرنامه (2( جدول در شده داده
 مخصوص سيني .شد انجام اول بعد الکتروفورز آن براساس

-ميلي 8 با هاژل روی سپس .گرفت قرار دستگاه داخل در

ترتيب ها بهژل طور کامل پوشانده شد.به oil Mineral ليتر
 IPGphor) هاکردن ژل  Runدر دستگاه مخصوص

Amersham GE Healthcare Ettan( پس از قرار گرفتند .
برای انجام بعد دوم آماده شدند  هاتکميل بعد اول، ژل

(O'Farrell, 1975 .) 

 
 در الکتروفورز دوبعدی مورد استفادهدهنده بافر اجزای تشکیل -1جدول 

Table 1- Components of recombination buffer used for two-dimensional electrophoresis 

 ماده شيميایي
chemical 

 غلظت
Density 

Urea 8 Molar 
Thiourea 2 Molar 

DTT 50 Molar 

CHAPS  4 % (W/V) 

 pH ampholyte (3-10) 0.2 % 

Bromophenol blue 0/001 % 

 

 
 ولتاژ و زمان انجام الکتروفوکوسینگ برای الکتروفورز بعد اولبرنامه اعمال  -2 جدول

Table 2- Voltage programming and time spent for electrofocusing during electrophoresis of the first dimension 
 مراحل
Steps 

 ولتاژ )ولت(

Voltage(volts)  

 زمان

Time 

 توان )وات(
Power (watts) 

 جریان الکتریکي )ميليآمپر(

Electric current )mA) 

Step 300 30  minute 5 2 
Grdient 1000 30 minute 5 2 

Step 1000 1 hour 5 2 

Grdient 5000 14 hour 5 2 
Step 5000 3 hour 5 2 

 

 الکتروفورز در بعد دوم
Bio-انجام بعد دوم از تانك الکتروفورز عمودی  برای     

Rad  ژل اکریلاميد با  ازاستفاده شد. کاست ژل را بسته و
(. پس از 3ژل جداکننده استفاده شد )جدول  %10غلظت 

سطح آن با آب پوشانده شد تا صاف گردد.  ،ریختن ژل

برای لود کردن مارکر وزن مولکولي  همچنين یك چاهك
وزن مولکولي  مارکراز ایجاد شد و اندیك فاصله توسط

 )901641PR Sinaclon( شده خریداری آماده صورتبه که 
. شد ریخته هاچاهك از یکي در ميکروليتر 4 ميزان به بود
 در مرحله دو در اول بعد ژل دوم، بعد ژل شدن آماده از پس

https://www.google.com/search?sxsrf=APq-WBvuvYjkH-w3qr_0ckg7NjNE5bm3yg:1646810357565&q=pH+ampholyte&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwis1f_Svrj2AhVFDuwKHcYGB0kQkeECKAB6BAgBEC8
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حذف  برایقرار داده شد. قبل از آن  کنندهمتعادل محلول
 آبروغن معدني از روی سطح ژل، نوارهای ژل داخل 

 درآب اضافي آن گرفته شد.  بعددیونيزه فرو برده شد و 
که سمت ژل رو طورینواری به ژل ی،سازمرحله اول متعادل

در  يقهدق 20به پائين باشد در سيني مخصوص به مدت 
 ،8/8 برابر pHمولار با  05/0 یسحاوی بافر تر محلول
SDS  4 ( درصدW/V اوره ،)مولار،  6DTT درصد )  یك
W/V)، درصد  30 يسرولگلW/V) 002/0( و برموفنل بلو 

درصد قرار داده شد و بر روی شيکر قرار گرفت. مرحله دوم 
در همان محلول که  یگرد يقهدق 20به مدت  سازیمتعادل

 بهبود،  DTT ی( به جاW/Vدرصد ) 5 یدواستاميد یحاو
دقيقه بر روی شيکر انجام شد. پس از تکميل  20مدت 

سازی، آب روی ژل خالي و با بافر الکترود مرحله متعادل
کننده به شستشو داده شد. نوارهای ژل که در بافر متعادل

ابتدا داخل آب دیونيزه فرو برده شده و  ند،بود يدهتعادل رس
آب اضافي آن گرفته شد. نوار ایزوالکتریك فوکوسينگ  بعد

EF)(I  ژل متراکم کننده قرار داده  یبر رو نحوی بهبا پنس
نشود و  يلآن و ژل متراکم کننده حباب هوا تشک ينشد که ب

 (. ,1975O'Farrell) شود ایجاد ژل دوتماس کامل بين 

 

 نیاز برای ساخت ژل بعد دوم کاررفته در حجم مورداجزای به -3ل وجد
Components used in the required volume to make the second dimension gel -3Table  
 اجزای ژل

Gel components 

 لیتر()میلی 10-%8  ژل جداکننده
Separating gel 8-10% (mL) 

Deionized water 3  

Acrylamide solution (30%) 7.2 

 Tris 8/8 pH 2  

Ammonium persulfate (10%) 0.08  

SDS(10%) 0.08  

TEMED 0.0032  

 

از قرار دادن نوار ژل روی سطح ژل بعد دوم، روی آن  پس
درصد از  002/0درصد که حاوی  5/0با آگارز رنگي مذاب 

ژل متراکم یبالا IEFنوار  وپودر برموفنل بلو بود، پوشانده 
الکتروفورز در ولتاژ  یان،جر یکننده ثابت شد. پس از برقرار

-رنگ R250 بلوکوماسيبا  هاژل. یدولت انجام گرد 80ثابت 

 محلول در ساعت 24 مدت به هاژل بيترت نیا به د.نشد آميزی
 هایلکه و گردد سفيد کاملا زمينه رنگ تا گرفتند قرار رنگ

  .(et al Rabbani.(2001 , شود نمایان پروتئيني

 Imageبا دستگاه  هاژل اسکن ،یسازآماده از پس  

Scanner III با فرمت  ايساخت شرکت فارماسTiff و  اسکن
دو گونه های بياني در بين پروتئين سهیشد و مقا یسازرهيذخ

Allium  .های بيان لکه يکمتغييرات  يبررس برایانجام شد
ي استفاده و نيپروتئ لکهپروتئيني از مقدار درصد حجمي هر 

-tهای حاصل از آزمون بين لکه برای شناسایي اختلاف
 افزاراز نرم استفاده شد. درصد 5استيودنت در سطح احتمال 

(Gene)  6.0 Imagr Master 2D Plantinum of Melanie

Switzerland) های پروتئيني برای شناسایي کمي و کيفي لکه
های مربوط به و ژل هالکه استفاده شد. پس از جفت شدن

های ( لکهol%Vلاف درصد حجمي )تکرارهای مختلف، اخت
هایي که استيودنت آناليز و لکه-tپروتئيني با استفاده از آزمون 

تفاوت  درصد 5تغيير یافت و در سطح احتمال  آنها بيان
 های کاندید انتخاب شدند.عنوان لکههداری داشتند بمعني
 
 یجرم یسنجفیط و هانیئتپرو هضم
 جرمي، سنجيطيف آناليز توسط هاپروتئين یيشناسا برای
 هایگونه از 370و  359 ،374 هایشماره به لکه 3 تعداد

scabriscapum A.  و stipitatum .A  هاژل در تکرار 2 در 
رنگاز ژل  يانتخاب هایلکه جداسازی از پس و شناسایي

به آزمایشگاه دانشکده داروسازی دانشگاه شهيد  شده آميزی
مرتبه با آب خالص شستشو  3 هالکه ،بهشتي منتقل گردید
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 MALDI TOF/TOF از يلوتحلیهتجز برای بعد و شدند

MS موتور  بوسيلهآمده بدست هایداده. شد استفاده
 و  NCBInr يو بانك اطلاعات MASCOTجستجوگر 

Uniprotشدند آناليز .  
 

.SDS- روش با ..scabriscapum A و .stipitatum A گونه دو نیب ازچهیبافت پ یارهیذخ یهانیپروتئ یباند یالگو سهیمقا -1 شکل

PAGE (A) scabriscapum A. و (B)  stipitatum A. 
 

tissue storage proteins between A. stipitatum and A.  bulbFigure 1. Comparison of the band pattern of 
scabriscapum, (B) A. stipitatumA. PAGE method. (A) -SDS using ybscabriscapum  

 

، 
  Melanie  (A)افزارهای پروتئینی روی ژل الکتروفورز دوبعدی با استفاده از نرمو تعیین جایگاه قرارگیری لکه شناسایی -2 شکل

scabriscapum A. و(B )stipitatum A. 
 dimensional gel electrophoresis using Melanie-spots on two the positiondetermining Identification and  -Figure 2 

(A) A. scabriscapum and (B) A. stipitatum software software 
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  جینتا
ميزان  یيمطالعه و شناسا برای پژوهش، نیا در     
 دو یهانيپروتئ يانيب یالگو دراختلافات  و مشابهت

 PAGE-SDSروش  به هانيپروتئ استخراج ابتدا ،گونه
بياني  یالگو ي اوليه و مشاهدهابیارز از پس. شد انجام

 PAGE -SDS حاصل ازهای نيپروتئمتفاوت در 
 الکتروفورز ها از روشپروتئين شناسایي برای ،(1ل)شک

های حاصل از پس از اسکن ژل استفاده شد و یدوبعد

 افزار دوبعدی تصاویر حاصل توسط نرمالکتروفورز 

0.6Melanie  نقطه  محدوده(. 2آناليز گردید )شکل
 قرارگرفتن محل و هانيپروتئ يمولکول وزن، كیزوالکتریا

 همزمان الکتروفورز انجام با هاژل در ينيپروتئ یهالکه
. ميانگين شد مشخصاستاندارد  ينيپروتئ ینشانگرها

 به هر دو نمونه محاسبه وهای متعلق درصد حجمي لکه

  t- با آزمون %5دار در سطح احتمال های با بيان معنيلکه

student   (.4شناسایي شدند )جدول 
 

 در دو گونه ازچهیپ یالکتروفورز دوبعد یط %5سطح احتمال در  داریمعن انیب رییتغ یدارا ینیپروتئ یهالکه -4 جدول
2D electrophoresis of  followingTable 4: Protein spots with significant expression change at 5% probability level 

in two species bulbs 
 لکههای پروتئيني
Protein spots 

Match ID 

    وزن مولکولي

Molecular Weight 

 (kDa) 

 نقطه ایزوالکتریکي
Isoelectric Point    

 ميانگين درصد حجمي
Average volume % 

A. scabriscapum  

 ميانگين درصد حجمي
Average volume % 

A.stipitatum 

 مقدار احتمال
P value 

308 20-25 5.4-6.6 0.37 5.78 0.023 

312 20-25 4.7- 5.4 2.08 6.92 0.029 

315 20-25 4.7- 5.4 1.24 8.93 0.020 

355 11-17 4.7- 5.4 5.01 1.52 0.030 

359 11-17 4.7- 5.4 3.07 1.65 0.022 

364 11-17 5.4- 6.6 0.33 1.25 0.006 

370 11-17 6.6-7.0 3.19 0.38 0.059 

372 0 -11 4.5 - 4.7 1.26 1.05 0.265 

374 17-11 5.4 - 6.6 1.36 0.41 0.039 

 

 یالکتروفورز یالگو که داد نشان مطالعه نیا جینتا
 .Aو   A.stipitatumهایدر گونه ازچهيپ یهانيپروتئ

scabriscapum با یکدیگر دارند. از  تفاوت بسيار زیادی
لکه پروتئيني شناسایي شده توسط  138مجموع 

لکه پروتئيني در سطح احتمال  9تنها در  D2 الکتروفورز
 یهاهداددار مشاهده شد. نمودار تغيير بيان معني 5%

در  ازچهيپ ينيپروتئ یهالکه يحجم درصد از آمده بدست
 داد نشان A. scabriscapumو  A.stipitatum  گونه دو
-لکه به مربوط بيترتبه انيب تفاوت نیو کمتر نیشتريبکه 

 308، 312، 364 شماره یهالکه. است 372 و 315 یها
 .A گونه به نسبت  stipitatum.Aدر گونه  315و 

scabriscapum 355های شماره افزایش بيان و لکه ،
  .Aنسبت به  A.stipitatumدر  374و  372، 370، 359

scabriscapumنتایج نشان  .(3)شکل  داشتند انيب کاهش
 افزارلکه پروتئيني انتخابي توسط نرم 9مجموع  داد از

Melanie  تعداد یك لکه پروتئيني دارای وزن مولکولي
پروتئيني دارای وزن  لکه 5کيلودالتون،  0-11بين 

لکه پروتئيني  3کيلودالتون و  17تا  11مولکولي بين 
کيلودالتون بودند.  25تا  20دیگر با وزن مولکولي بين 

لکه پروتئيني دارای نقطه ایزوالکتریکي بين  4همچنين 
و یك لکه دارای  pI 6/4-6/5لکه دارای  3، 7/4 -4/5

 (.4بود )جدول  6/6-7نقطه ایزوالکتریك 
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 های پروتئینی پیازچه در دو گونه مورد مطالعهلکه (%Vol)مقایسه درصد حجمی  -3شکل 

 است.های پروتئینی انتخابی ها بر شماره لکهدرصد حجمی لکه میزان هر ستون بیانگر
species, the amount of each both protein spots in  bulbComparison of volume percentage (Vol%) of  -Figure 3 

column expresses the volume percentage of spots on the number of selected protein spots 
 

 یجرم یسنجفیط جینتا
لکهه پروتئينهي    3تنها دار لکه با بيان معني 9از ميان      

از  پهههساز ههههر نمونهههه انتخهههاب و  370و  359 ،437
و هضهم   یدوبعهد  الکتروفهورز ژل  از هها لکهه  یجداساز

 لهيبوسه از قطعهات   كیهر ن،يپسیتر لهيوس به هانيپروتئ
و شناسهایي   ليه وتحلهیه تجز TOF MS-MALDI زيآنهال 

آمهده از  بدسهت  جیتوجهه بهه نتها    با ،بيترت نیبه ا .شدند
بها   370ههای پروتئينهي   لکهه  Mascotموتور جستجوگر 

،  AZQ21213.1سيدستر شماره و Maturase K نيپروتئ
  hypotheticalبها پهروتئين فرضهي     359ي نيپروتئ لکه

protein سههي تردس شههماره بههاEXC28055.1 لکههه  و
 Agmatineبههههها پهههههروتئين 437 پروتئينهههههي

1-coumaroyltransferase   و شهههههماره دسترسهههههي
AGCT1_HORVU ي اطلاعات گاهیدر پاNCBI  مطابقت

ههای  ي در پایگهاه داده نيپروتئ یهالکه يبررس با داشتند.
NCBI و Uniprot ، براسهاس  هها لکه نیاکه مشخص شد 

 سههميمتابول( 1) :گههروهسههه در  يکیولههوژيب یعملکردههها
 يدفاع سازوکار با مرتبط یهانيپروتئ( 2سلول، ) يعموم

 یبنهد ميتقس دهايپپت گناليس (3) و هیثانو یهاتيو متابول
سهنجي جرمهي و   توجه به نتایج طيف با(. 5 جدول) ندشد

 گهاه یو جا تيه فعال ،بيوانفورمهاتيکي  ههای بررسي با ابزار
هیه مهورد تجز  يانتخهاب  یهها نيپروتئ از یكهر یريقرارگ
 ماننهد مههم   یپارامترهها  از يبرخه  .قرار گرفتنهد  ليوتحل

، محههل Uniprot و NCBI تیسهها در يدسترسهه شههماره
 يثباتيب شاخصو  نهيآم دياس طول تواليفعاليت سلولي، 

 . ازهاي مورد مطالعه بررسي شدنياز پروتئ کیهر يبرا
 و Maturase K نيپههروتئ 2 مطالعرره، مررورد نيپررروتئ 3
1-Agmatine coumaroyltransferase  يتهههوال فاقههد 
 يتوپلاسميس هایسلول رسد درينظر مبه وبودند  گناليس

 شهاخص  ،حاصهل  جینتها توجه به  داشته باشند. با تيفعال
از  هها نيپهروتئ  یبهرا  ( II) Instability Indexيثبهات يبه 

  Agmatineنيپروتئ نیبنابرا .بود ريمتغ 97/31 تا 15/49

1 -coumaroyltransferase ی هههانيو پههروتئ پایههدار
Maturase K  و Hypothetical Protein  در گههروه

 قرار گرفتند. ناپایدار هایپروتئين
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  با استفاده از ابزار یمحل سلول و اسیدآمینهتوالی  طول، یولوژیکیب یبراساس عملکردها ینیپروتئ یهالکه یبررس -5 جدول
Proparam (web.expasy.org/protparam) 

based on biological functions, amino acid sequence length and cell  spotsof protein Table 5: Evaluation 
using Proparam tool (web.expasy.org/protparam)localization  

 مشخصات
Characteristics 

 
 شماره لکه
Spot ID 

 

 370 359 374 

 شماره دسترسي
Accession number 

AZQ21213.1 EXC28055.1 AGCT1_HORVU 

 نام پروتئين
Protein Name 

Maturase K Hypothetical Protein Agmatine coumaroyltransferase-1 

  Uniprot شناسه 
Uniprot ID 

A0A3S9LMW0 W9S678_9ROSA A9ZPJ6 

 تعداد اسيدهای آمينه
Number of Amino Acids 

179 131 439 

 جایگاه سلولي

Localization 
Cytoplasm EndoplasR Chloroplast 

 ضریب استهلاک
Extinction coefficients (M-1cm-1) 

41035 20970 44390 

 شاخص بيثباتي
Instability Index )II( 

79/44 Unstable 15/49  Unstable 97/31 Stable 

 

 

 .scabriscapum A.  ،(B) stipitatum A (A) گونه دودر  داریمعن انیب با ینیپروتئ یهالکه از یدوبعد ریتصونمای نزدیک  -4 شکل

Figure 4 – A close-up of the two-dimensional images of protein spots with significant expression in both 

species (A) A. scabriscapum, (B) A. stipitatum  
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 بحث
 يکی هانيپروتئ یيايميش وي کیزيف اتيخصوص يبررس    

 یي. شناساستهاتئينپرو شتريشناخت ب برای ديمف یهااز راه
 و يکیولوژیزيف طیدر شرا آنها يانيب یها و الگوهانيپروتئ
مطالعه  یرا برا ياساس تياهم يپروتئوم ليوتحل هیتجز

 ایجاد کرده رياخ یهادر سال يسلول یندهایافر یعملکرد
 يعنصر اصل كیبه  يجرم يسنجفيطکه طوریبهاست. 

 et Aebersold ستشده ا لیپروتئوم تبد ليوتحلهیتجز یبرا

) 2003 ,.al.) یهاروش ریسابا  بيدر ترک روش نیا 
 یبرا يکيوانفورماتيب یو ابزارها نيپروتئ یمختلف جداساز

بزرگ موجودات  اسيدر مق نيپروتئ فيو توص یيشناسا
 (. al etChen,. 2013) رديگيمختلف مورد استفاده قرار م

بيان ژن کلروپلاستي  از Maturase K یهانيپروتئ
matK که به  هستندRNAندیادر فر شگریرايخودپ یها 
-سوزومیاسپلا با و کننديمکمك  IIگروه  یهانترونیحذف ا

  et .(Barthetدارند نقش يتکامل ندیادر فر یاهسته یها

 )2020, .al جهش  نيپائ درصدژن و  نیا یداریپا ليدل به
 مطالعات و گونه یيشناسا یبرا matKدر آن، از ژن 

 با نیبنابرا .Group),. 2009( شوديم استفاده يکيلوژنتيف
 نیا يتوال از توانيم matKاهميت ژن کلروپلاستي به  توجه

 وميجنس آل يمطالعات تبارشناس یبرا نشانگر عنوانهب ژن
، كيتفک در ثرؤمقدرت  ليبه دل matK. منطقه کرداستفاده 

آسان به يشیآزما یهابالا و روش تيفيبا ک يتوال يابیباز
 یهايادغام توالالبته، . ه استانتخاب شد DNAعنوان بارکد 

matK يلوژنيدر ف Allium كيلوژنتيف یبازسازدر تواند يم 
 (. et alIpek,. 2014) اشته باشددبسزایي ثير أتجنس  نیا

 ،این ژن ازهای گياهي گونه روی در مطالعات مختلف بر
ای گونه بينبندی تقسيم کشف روابط فيلوژني و برایبارها 

ای دیگر که توسط مطالعه در .است شدهاستفاده از آن 
Noormand ( انجام شد2021و همکاران )، توجه به نقش  با

از این ژن  ،روابط فيلوژنتيکيشناسایي  برای matKژن مهم 
استفاده  های مختلف مرزهگونهدر مطالعه  برایلروپلاستي ک

 شد.

 Agmatineنيپههههروتئ عنههههوانهبهههه 437 لکههههه

1-coumaroyltransferase در تحقيقهي کهه   .شد ينيبشيپ 
مقایسهه رونویسهي در    بهرای ( 2019و همکاران ) Fu توسط
 Agmatine کهه  نتهایج نشهان داد   ،انجام شهد  Allium گونه

1-coumaroyltransferase    در چرخههه متههابوليکي فنيههل
این چرخه شهامل مسهيرهای بسهيار     ،پروپانوئيد نقش داشته

-های شيميایي بوده که در سهنتز متابوليهت  پيچيده از واکنش

-ها، فلاونوئيدها و ليگنينهای ثانویه گياهي مانند آنتوسيانين

ایهن  کهه  توجه به مطالعهات مشهخص شهد     با د.ها نقش دار
در برابهر   Alliumههای  ت گونهه پروتئين همچنين در مقاومه 

قات يتحقنتایج  زای گياهي نقش بسزایي دارد.اریمعوامل بي
متعلق  acyltransferase-N كی ACT داد نشانبر روی جو 

 یبها عملکردهها   ترنسفرازها ليآس از بزرگخانواده به یك 
ی هها میآنهز  نیاز مهمتر يکیمتنوع است و  اريبس يکیولوژيب

 .باشدمي يزراع اهانياز گ يبعض هیثانو سميدر متابول موجود
زای های جو آلوده به عوامل بيماریي بر روی نهالقيتحق در

هها در  ACT کهه  شهد  مشاهده ،جي جرمينسقارچي با طيف
زایههي نقههش دفههاعي دارنههد هههای بيمههاریپاسههخ بههه تههنش

)2003 .,et al(Burhenne . تنها اطلاعات بدستکه نحویبه
وجود توالي سيگنال پپتيهد   Hypothetical Proteinآمده از 

 عنهوان به هاHp البته،ترمينال این پروتئين است.-Nدر دنباله 
 شهوند شهناخته مهي   سعملکرد ناشهنا  با فرضي هایپروتئين

(2010, .et alUhlen ). 

Hpsشناخته یتيم ژن عنوانبه مناطقي در ژنوم که ها از 
 خاصيت برای این مناطق هيچ ،اندحاصل شده ،شوندمي

 هایداده پایگاه آشکار در خویشاوندی یا بيوشيميایي
عملکردی  پيوند هيچ وجود ندارد و نوکلئيك اسيد و پروتئين

مطالعات  .( ,.2001Galperin(برای آنها کشف نشده است 
 این زیرا ،هاستHpsر زیاد بسيا انجام شده بيانگر اهميت

 هایبيماریبرخي از  با است ممکناغلب  هانوع از پروتئين
اطلاعات  عدم عليرغم. باشند ارتباط در موجودات زنده

 نقشکه شده  صمشخ آنها، عملکردی خصوصياتکافي از 
 فيزیولوژیکي و - بيوشيميایي مسيرهای درک در مهمي
جدید دارند پروتئيني  عملکردهای و ساختارها یافتن

)2008 ,.et alNimrod .) دور، چندان نه گذشته در 
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 برای ابزارهایي و داشته وجود بسياری کارآمد رویکردهای
 بوده است عموم دسترس در هاHP عملکرد بينيپيش

(2005 ,.et alMurakami ).  عملکرد بينيپيش که آنجااز 
 حتي یا هاپروتئين سایر با همساني براساس پروتئين یك

 یك اجزای تعيين است، دشوار اغلب آنها بعدی سه ساختار
 وتحليلتجزیه در سلولي ساختار یك یا پروتئيني مجموعه
 مطالعات از جنبه این .ضروریست آنها یعملکرد

 برای مولکولي شناسيزیست در نویدی پروتئوميکس
 و یندهاافر ها،پروتئين بيوشيمي از محققان درکسهولت 
البته،  است. آینده سالهای برایی آنها بيوسنتز یمسيرها

 براینها آ عملکرد مستندسازی و هاپروتئين تمام شناسایي
 ،است مشکل حدودی تا مرجع ژنوم فاقد مدل غير گياهان

 تغييرات سلولي، محل به با توجه خاص پروتئين یك زیرا
 به منجر تواندمي آن متقابل شرکای یا ترجمه از پس

تلفيقي از روش معمولاً و شود متنوعي بسيار عملکردهای
 برای متعدد يوانفورماتيکيب یابزارها و پروتئوميکس های
ها در پروتئين قرارگيری جایگاه و عملکرد بينيپيش

 شودواقع ثر ؤمتواند ميمدل  يرغ گياهان سلولي هایاندامك
(2014 .,et alCvjetko .) یبالا سميمورفيپل توجه به با 

-نيپروتئ مقاومت ودر بافت پيازچه  ایرهيذخ یهانيپروتئ
از  این تحقيق در ،يطيدر برابر عوامل مح ایی ذخيرهها

 .Aو  A. stipitatumپروتئين بافت پيازچه دو گونه 

scabriscapum مشاهده و بررسي تغييرات الگوی  برای
 یهاينپروتئبررسي الگوی بياني با  .بياني آنها استفاده شد

 که با وجودمشاهده شد  ،نمونهاین دو در بين يازچه پبافت 
جنس یك مورد مطالعه متعلق به  گونههر دو  انتظار

(Allium ) بسيار متفاوتي را پروتئيني بوده اما الگوی بياني
 اخير هایپيشرفت توجه به با دادند. بروزیکدیگر  نسبت به
 ویژهبه و يزراع ياهانگبر روی  يکيژنت تحقيقات در زمينه
 در ینژادو به ژنتيکيمطالعات همچنان  یي،داروگياهان 

ني افراو يمشکلات اب Alliumجنس  ههای متعلق بگونه
 ژنوم توالي که منجر به عدم دسترسي کامل به مواجه بوده

اميد است در آینده  روازاین، شده استمتعلق به آن های گونه
 -مولکولي هایمندی از روشبهرهنه چندان دور با 

 ابزارهای بيوانفورماتيکي پيشرفته ایي و بکارگيریيشيمفيتو
 های مختلفهمطالعه گون یندافر درموجود  و ابهامات موانع
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Abstract 

  Allium includes more than 920 species worldwide. Iran is the main habitat of many wild 

Allium species. In this study, onion tissue of two species A. stipitatum and A. scabriscapum 

from two subspecies Melanocrommyum and Reticulatobulbosa were used to evaluate and 

identify the expression pattern of storage proteins obtained by the SDS-PAGE method. Two-

dimensional gel electrophoresis and MALDI TOF/TOF MS mass spectrometry were used to 

identify protein spots and to observe the expression changes of the two species. Analysis of gels 

by two-dimensional electrophoresis revealed 138 protein spots. The results showed a slight 

similarity between the gels and a different expression pattern between the samples, based on 

which a small number of similar spots were obtained in both gels. The results showed that there 

were significant differences in the expression profile of onion tissue proteins of these samples. 

Using the T-test, 9 protein spots with the most significant changes were identified at the 5% 

probability level, and among them, 3 different spots were identified using Mass spectrometry 

was selected for identification. The results of mass spectrometry experiments and matching of 

the obtained data with NCBI and Uniprot databases and bioinformatics tools showed that the 

tested spots were consistent with Maturasek proteins, Agmatine coumaroyltransferase-1, and a 

protein with the unknown function called Hypothetical Protein. The findings of this study 

showed that since the samples belonging to A.stipitatum and A.scabriscapum are of the same 

genus, but the expression pattern of their stored proteins in onion tissue is very different from 

each other. 
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