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ABSTRACT 

Introduction: Rice (Oryza sativa L.) feeds more than half of the world's population. Rice is considered a model plant in biological and 

agriculture field research due to its small genome compared with other plants. Storage proteins in the aleurone layer of rice seeds include 

albumin and globulin, as well as the endosperm, prolamin, and glutelin proteins. To determine the number of proteins and identify the 

protein spots between the tissues of two embryo samples and rice endosperm, the protein spots were matched according to their expression 

level in the images obtained from two-dimensional gel electrophoresis. 

Materials and methods: The profile of proteins in the endosperm and embryo of rice seeds was determined using isoelectric focusing (IEF) 

and polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE) methods. The Image Master software was utilized to analyze the two-dimensional gels. 

Considering the importance of local rice consumption in Iran and the significant production of this economically important crop in the 

country, this study aimed to determine the diversity and differences in the expression of protein spots within the linear pH range of 4 to 7. 

The two-dimensional electrophoresis method was employed on the Hasan-Sarai variety of rice indigenous to the region of Guilan. For this 

research, the cultivar being examined was procured from the Guilan Rice Research Center. Subsequent stages of the experiment, including 

sample separation and total protein extraction, were conducted at the Payame Noor University laboratory in Asadabad. Ultimately, the 

protein samples obtained were sent to the Health Research Institute at the Faculty of Pharmacy, where two-dimensional electrophoresis was 

carried out using an isoelectric focusing device. Finally, the extracted protein samples were transferred to the Health Research Institute of 

the Faculty of Pharmacy to perform two-dimensional electrophoresis using an isoelectric focusing device. 

Results: Based on the results of the two-dimensional gel analysis, a large part of the protein spots are present in the pH range of 4 to 7. The 

analysis of protein profile based on standard proteins with specific molecular weight and isoelectric point indicates that embryo tissue and 

endosperm based on isoelectric point and molecular weight showed that 284 protein spots in the embryo and 123 protein spots in endosperm 

have been identified. Among the identified spots, 57 common protein spots showed increased and decreased expression between the two 

samples. The presence of remaining protein spots in the two samples showed a significant difference between protein content in the embryo 

and endosperm. 

Conclusion: Image master software was used to determine the isoelectric point and molecular weight of protein spots and expression 

changes between common spots. Analysis was done in protein databases and possible proteins were identified in embryo tissue and 

endosperm. The proteins identified in rice endosperm and embryo tissue in two-dimensional electrophoresis included grain storage proteins, 

glutelin precursors, acidic and alkaline glutelins, globulins, prolamins, HSPs, and hypothetical proteins. Therefore, in this way, it is possible 

to identify the level of expression of proteins and also their biosynthetic pathways. 
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 استفاده با برنج  جنین و آندوسپرم هایپروتئین بعدی دو الکتروفورز ایمقایسه تحلیل و تجزیه

  Image Master افزار نرم از
 

   2یاکبر یلال و   1یکاکائ یمهد
 

 .یرانا، تهران نور،یامدانشگاه پ ی،گروه علوم کشاورز ی،مهندس یفن دانشکده نباتات،اصلاح یاردانش 1
 .یرانا، کرمانشاه ی،دانشگاه راز یعیبابع طو من یکشاورز یسپرد ،کشاورزی یمهندس و دانشکده علوم یاهی،گ یکو ژنت یدتول یگروه مهندس یوتکنولوژی،ب یاراستاد 2

 m.kakaei@pnu.ac.ir: رایانامه .نویسنده مسئول 

 چکیده

نسبت به سایر غلات  این گیاهکوچک بودن ژنوم  به دلیلکند. می اسی را ایفااس نقشت جهان بیش از نیمی از جمعیدر تغذیه ( .Oryza sativa Lگیاه برنج ) :مقدمه

دانه برنج لایه آلورون در  موجود ایهای ذخیرهپروتئین .رودبه شمار می یک گیاه اساسی در عرصه زراعت چنین و همبه عنوان یک گیاه مدل های زیستی در پژوهش

چنین میزان های محلی در ایران و همبا توجه به اهمیت مصرف برنج .باشدمیپرولامین و گلوتلین های پروتئین آن شامل مدر آندوسپر و آلبومین و گلوبولینشامل 

تکنیک ستفاده از خطی چهار تا هفت با ا اسیدیته های پروتئینی در بازه در کشور، در این مطالعه با هدف تعیین تنوع و تفاوت بیان لکهتولید این گیاه مهم اقتصادی 

 .از برنج بومی گیلان استفاده گردیدالکتروفورز دو بعدی 

-SDS) آمیداکریلپلی ژلبه همراه  (IEF) ایزوالکتریک فوکوسینگ شرو از های موجود در آندوسپرم و جنین دانه برنجپروتئینجهت تعیین پروفایل  :هامواد و روش

PAGE)  با های پروتئینی تطبیق لکه ،های پروتئینی بین بافت دو نمونه جنین و آندوسپرم برنجچنین شناسائی لکهمها و هئینجهت تعیین تعداد پروت. گردیداستفاده

ات از مرکز تحقیقسرایی حسن برای این منظور رقم. گردیداستفاده  Image masterاز نرم افزار  دو بعدیالکتروفورز ژل حاصل از  در تصاویرها توجه به میزان بیان آن

در نهایت  .انجام شد اسدآبادزمایشگاه دانشگاه پیام نور در آ 1401استخراج پروتئین کل سال ها و آزمایش، جداسازی نمونهبخشی از  اجرایلان تهیه گردید و برنج گی

انتقال  دانشکده داروسازی سلامتهشکده ینگ به پژوبا استفاده از دستگاه ایزوالکتریک فوکوسالکتروفورز دوبعدی انجام مراحل جهت استخراج شده های پروتئینی نمونه

 .داده شدند

بررسی پروفایل پروتئینی در  .اندداشتهحضور  هفتتا  چهاردر بازه پی اچ  های پروتئینیهای دو بعدی، بخش وسیعی از لکهاز آنالیز ژل نتایج حاصلبر اساس  ها:یافته

لکه  284در مرحله دوم الکتروفورز دو بعدی  استاندارد با وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک مشخصنی پروتئیهای نشانگربر اساس   جنین و آندوسپرمبافت ی هانمونه

لکه پروتئینی  57های شناسائی شده تعداد بین لکهاز شدند.  یشناسائ بر اساس وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک لکه پروئینی در آندوسپرم 123 و پروتئینی در جنین

بین محتوای پروتئین در جنین و  یدارهای پروتئینی باقی مانده در دو نمونه اختلاف معنیحضور لکه بین دو نمونه نشان دادند.کاهش بیان را افزایش و  مشترک

 .آندوسپرم را نشان دادند

جستجو ، افزارنرم ها با استفاده از بین لکه ت بیانیراتغیو ئینی های پروتلکهنقطه ایزوالکتریک و وزن مولکولی بر اساس جهت تعیین احتمالی نوع پروتئین  گیری:نتیجه

هایی که در بافت آندوسپرم و جنین پروتئین .شناسایی شدندتولید شده در بافت جنین و آندوسپرم های احتمالی و پروتئین پروتئینی انجام شدهای اطلاعاتی بانکدر 

و  sHSPها، پرولامینها، های اسیدی و قلیایی، گلوبولینای دانه پیش سازهای گلوتلین، گلوتلینذخیرهی هاپروتئینبرنج در الکتروفورز دو بعدی شناسایی شدند شامل 

Hypothetical Proteins .نمودشناسایی را نیز ها آنای بیوسنتزی چنین مسیرهو هم هاپروتئینمیزان بیان توان می از این طریقبنابراین   بودند . 

 .یکیبار الکتر ی،وزن مولکول ینگ،فوکوس یکالکتر یزوآندوسپرم، ا ین،برنج، جن :های کلیدیواژه

 یمقاله پژوهشاله: مق نوع

 1402/ 10/ 01 انتشار آنلاین:، 16/09/1402 یرش:ذپ 02/09/1402 اصلاح: 23/08/1402 وع مقاله: دریافت:ن

 .Image Masterبرنج با استفاده از نرم افزار   ینآندوسپرم و جن هایینپروتئ یدو بعدتروفورز لکا اییسهمقا یلو تحل یهتجز(. 1402) .ل، اکبریو  .م، یکاکائ: داستنا

 :cbb.2024.10492.1069 DOI/10.22126. 431-418(، 4)2 ،غلاتی بیوشیم و بیوتکنولوژی
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 هدممق

به عنوان ( Oryzae sativa L)نیمی از مردم دنیا از برنج 

کنند و به علت کوچک بودن ژنوم غذای اصلی استفاده می

آن نسبت به سایر غلات به عنوان یک گیاه مدل در 

 Kakaei, 2023)باشد جه میتو تی موردهای زیسپژوهش

& Komatsu et al., 2003 & Toorchi, 2015.) دانه 

 آسیا در ویژه به انسان، برای پروتئین اصلی منبع برنج

 محتوای دارای برنج غلات، سایر با مقایسه در. است

 وزن درصد 10 تا 7 از که است کمی نسبتاً پروتئین

 . است متغیر دانه خشک

 

صادی دنیا در ایران بر اساس سومین محصول اقت ج به عنوانو سطح زیر کشت برن یدیزان تولم -1شکل 

 ( FAO, 2022آمار)

Figure 1- Production and cultivated area of rice as the world's third economic product in Iran 

according to statistics (FAO, 2022) 
 

ویتنام، تایلند،  ، بنگلادش،کشورهای چین، هند، اندونزی

ترین تولید به ترتیب بزرگپین، ژاپن و برزیل لیمیانمار، فی

ها به ترتیب در تولید سهم قارههستند. کننده برنج در دنیا 

، آمریکا، آفریقا، آسیاهای قاره، فائوبرنج بر اساس آمار 

 1/0%،  8/3%،  1/45%،  5/90اقیانوسیه  و اروپا به ترتیب 

. میزان ارندد تولید برنج دنیا را بر عهدهز ا % 5/0پا % و ارو

به ترتیب سطح زیر کشت و میزان تولید برنج در ایران 

تن و یک میلیون و پانصد هزار )هکتار( هزار  400برابر با 

 از درصد 13بیش از  (. FAO, 2022) گزارش شده است

-مین میأتوسط غلات ت انسان بدن نیاز مورد هایپروتئین

 منبع نتریارزانبرنج به عنوان غلات در میان  ،گردد

  طولانی زمان مدت برای دارینگه قابلیت چنینهم انرژی،

  (.Francais,2007) شناخته شده است

 اصلی منبع و زراعی محصولات ترینمهم از یکی برنج

 است جهان سراسر در نفر میلیارد 5/2 حدود برای تغذیه

 25 شامل Oryza جنس. است  Poaceae خانواده از که

 گرمسیری نیمه و گرمسیری طقمنادر   پراکنده گونه

 طیف در مؤثر طور به تواندمی برنج محصول. است جهان

 رشد و بماند زنده اقلیمی -کشاورزی شرایط از ایگسترده

 80 حاوی کلی طور بهبرنج  .(Kim et al., 2014) کند
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 هس پروتئین، درصد هشت تا هفت کربوهیدرات، درصد

 پتاسیم، صرعنا سرشار ازو  فیبر درصد سه  و یچرب درصد

 .است کلسیم و روی منیزیم، سدیم،

 ابزار سولفات دودسیل سدیم یدمآکریلا پلی ژل الکتروفورز

 ,.Akbar et al)است ژنتیکی تنوع مطالعه برای مفیدی

2012) .SDS-PAGE یک روش قابل اعتماد برای تجزیه 

کوتاهی  زمان مدت در بذر ایذخیره هایپروتئین تحلیل و

 محیطی شرایط تأثیر تحت ها پروتئین نیا را، زیباشد می

 دهندشکلی بالایی را نشان میچند  و گیرندنمی قرار

(Zada et al., 2013 .) روش الکتروفورز 1975در سال

 توسط های پروتئینیمنظور الکتروفورز نمونهدوبعدی به

farrell ,O این  بالای ییواناه به تبا توج، ه شدبکار برد

 ها ، مشکلاتی از قبیلئینپروتروش در جداسازی 

این مراحل انجام نیز در  های کار و سختی بالا هاحساسیت

علاوه بر پروتئومیکس تکنیک در . وجود دارد تکنیک

در یک شرایط  و هایی که در یک سلولپروتئینشناسایی 

ها، برهم پروتئینو عملکرد رفتار  شوند،بیان می خاص

پس از ترجمه بر ات غییرهای مختلف، تهای پروتئینکنش

ها در سلول نیز نیمه عمر آنچنین همها و روی پروتئین

 (.Mechin et al., 2003) مورد بررسی قرار می گیرد

های مختلف شامل برگ، ساقه، دانه و بررسی پروتئوم بافت

یکی از کاربردهای  کالوس در گیاهان مختلف

 ,Kahrizi) باشدمی لاح نباتاتمیکس در اصپروتئو

با ترکیب بعدی، در فرآیندی بنام الکتروفورز دو. (2016

از  ایمجموعهتوان می  1SDSایزوالکتریک و الکتروفورز با 

 
1 Sodium dodecyl sulfate  

تکنیک را تفکیک نمود.  های درون سلولهاپروتئین

، ساده های الکتروفورز روش به نسبتالکتروفورز دو بعدی 

ه مورد استفادبالا با حساسیت  یتحلیلوش ر یکبه عنوان 

های دارای الکتروفورز دوبعدی، پروتئین. با گیردمی قرار

-چنین پروتئینهمو متفاوت  2PI وزن مولکولی مشابه با

های وزن هایی با مقادیر مشابه نقطه ایزوالکتریک و

هستند.  جداسازی و تفرقمولکولی متفاوت، قابل 

که  سبب گردیدئومیکس روتی پدر حوزه هاپیشرفت

-روش بسیار جذاب بهنوان یک ع بهعدی بالکتروفورز دو

 گرددهای پروتئینی تبدیل منظور جداسازی نمونه

(Mohammadi, 2016.) های حاصل از تکنیک پیشرفت

توان به حضور دستگاه طیف الکتروفورز دوبعدی را می

ها و افزایش تعداد سنج جرمی جهت شناسایی پروتئین

از ی اتعاطلاهای یابی شده در بانکالیتو هایروتئینپ

جمله عواملی هستند که باعث توانمندی روش 

پروتئومیکس در تشخیص پروتئین کل بیان شده و 

 Mehrabi etباشد )ها در شرایط تنوع میپروتئوم سلول

al., 2013 .)کلی طور به برنج ای دانهذخیره هایپروتئین 

 در محلول هایینبولگلو آب، در محلول هایآلبومین به

 هایگلوتلین و الکل در محلول یهامینپرولا نمک،

 ارزش. شوندمی بندیتقسیم قلیایی یا اسید در محلول

 آن پروتئین محتوای افزایش با توانمی را برنج غذایی

  .داد افزایش

با روی گرده بالغ آرابیدوپسیس تالیانا  در بررسی بر

که نتایج نشان داده است دو بعدی ز استفاده از الکتروفور

 
2 Point Isoelectric 
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زنی و رشد سریع برای جوانه هاییمل پروتئینبالغ شاگرده 

 (.2005et al.,  Rachelلوله گرده است )

روز  17مرحله توسعه )دو در پروتئوم دانه گندم  در مطالعه

( با گلدهیروز بعد از  45( و بلوغ )گلدهیبعد از 

 یسایشنا دیپپت یپل 1300حدود  یالکتروفورز دو بعد

با دو  نگیزوالکتروفوکوسیل با ابعد او ی. جداسازشده است

ارائه  نیپروتئ 321شد. در کل  انجام 4-6و 7-11دامنه

درصد لکه های  55 هادر همه ژلاز این میان  شدندکه

دو در  شده انیب یهانیند. پروتئاهحضور داشتمشترک 

 Image masterافزار مورد بررسی توسط نرم مرحله 

، تحقیق یناز ا حاصل جی. نتاقرار گرفتند سهیامقمورد 

پروفایل پروتئینی در مراحل  تأثیر شرایط محیطی را روی

 ,.Skylas et al) را فراهم کردمختلف رشدی گیاه 

2004). 

های دانه گندم با استفاده از دو پیش ماده جوانه پروتئین

ارقام  ارقام حساس و مطالعه پروفایل پروتئینی برای ،زنی

با  IEF ضوردر حدی الکتروفورز دو بع تکنیکوم با مقا

بر . گرفته اند قرار بررسی مورد تا ده سه pH نوارهایی با

 گروه نه در حاصل پروتئینی هایپروفایلاساس نتایج 

آمینواسیدی،  فتوسنتزی، ای،ذخیره متابولیسمی،: شامل

های فرضی حساسیتی، تنشی، سنتزی، آنزیمی و پروتئین

 .(Abu Hena et al., 2010شدند)بندی دسته

هم چنین دانه گندم و جو و پروفایل پروتئینی سی در برر

با استفاده از  محتوای پروتیینی دو نمونهمقایسه 

 ( و هم3-11) pH   محدوده الکتروفورز دو بعدی در 

-پروتئین شناسایی  جهتpH (11-6 ) محدوده چنین 

با  حاصلهای یز ژل، پس از بررسی و آنالهای گلوتن

اده است که قسمت نشان دنتایج  استفاده از نرم افزار

ای  های ذخیرهپروتئینعمده پروتئین های دانه غلات 

های بازدارنده پروتئینها در بررسی سایر پروتئین. است

تریپسین بیشترین بیان  آمیلاز-آلفاآمیلاز و بازدارنده -آلفا

های تئین. پرواندهداشت گندم و جورا در هر دو نمونه 

های پرولامین پروتئین هبشتری یبای جو شباهت ذخیره

، اما در برخی از مشاهدات تفاوت در داشته استگندم 

 . بیشترین شباهتنیز مشاهده شده استمقدار پروتئین 

ه شدمشاهده =pH 7-10 در محدوده هابین پروتئین

و کیل 45-55هایی با وزن مولکولی بین که پروتئین است

 (.Milan et al., 2012ند)اهداشت اردالتون 

ای با عنوان مقایسه پروتئینی گندم نان رقم لعهمطادر 

تغییرات که نتایج نشان داد اسیدیته  یریژاو بر اساس بازه

چهار تا اسیدیته های بیان شده در دو وضوح پروتئین

غیرخطی متفاوت بود و به عبارت  دهتا  سهخطی و  هفت

بروز  های پروتئینی امکانلکهیته یداسدو بازه دیگر در هر 

چنین بر اساس تحقیق فوق بیشتر اند و همشتهدا

بیان  هفتتا  چهار اسیدیته ی های گیاهی در بازهپروتئین

 در پژوهشی .(Kakaei, 2023) داده اندخود را نشان 

های محور جنین در دو در ارزیابی تنوع بیان پروتئین دیگر

با کمک الکتروفورز دوبعدی و سنگ جو  رقم برنج حسنی

های الکتروفورز دوبعدی ژلدر بررسی که  انداشتهن دبیا

 گردیداهد لکه تکرارپذیر مش 328در محور جنین برنج، 

دار د اختلاف معنیدرص لکه در سطح احتمال یک 63که 

های پاسخ چنین از بین تمامی پروتئینهمنشان دادند. 
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 8/23ایش بیان و ارای افزد هادرصد لکه 2/76دهنده 

بودند که در واقع رقم متحمل به  اهش بیاندرصد دارای ک

جو تحمل تقریباً مناسبی نسبت به شوری شوری سنگ

های پیشرفت (.Kakaei & Kiani, 2019) داشته است

اخیر درباره تکنیک الکتروفورز دوبعدی سبب توسعه 

و ( Herbert, 1999های استخراج پروتئین )روش

یده گردها ه آنها و تجزیدر ژلاره پروتئینی ذاری عصارگب

بررسی با هدف  این تحقیق(. Molloy, 2000) است

بافت جنین و آندوسپرم دانه برنج رقم  پروفایل پروتئینی

با کمک تکنیک الکتروفورز  )رقم محلی(سراییحسن

 .اجرا گردیدهای بیان شده، دوبعدی به نوع پروتئین

 هامواد و روش

 ژنتیکی ادمو

 دارای و یمقاوم به شور ارقام جزء سرایی رقم حسن برنج

 به ظاهری شکل لحاظ از. استمناسب جهت پخت  آمیلوز

و دارای کیفیت پخت و  استخوانی و دست یک صورت

 محلی توده به عنوان رقم این باشد. عطر مطلوب می

از مرکز تحقیقات برنج شمال کشور تهیه  گیلان استان

مطالعه الگوی پروتئوم بافت  جهتبررسی  گردید. این

در  1401-1400های سالدر دوسپرم و جنین دانه نآ

و آزمایشگاه  (همداناسد آباد )آزمایشگاه دانشگاه پیام نور 

دانشگاه علوم  پژوهشکده سلامت دانشکده داروسازی

 .انجام شد  (کرمانشاه) پزشکی

 بذر برنجاز پروتئین  استخراج

 دانهبافت  هایئین از نمونهراج پروتتخاسدر این تحقیق،  

( با Shen et al., 2002و همکاران ) نج به روش شینرب

گرم از آرد میلی 200 مقدار تغییرات انجام گردید.اندکی 

، مولارمیلی 20بافر تریس برنج در جنین آندوسپرم و 

3EDTA 10 4مولار میلی 1مولار، میلیPMSF ،1 

حل گردید و  X-100تون تری %1و  DTT 5مولار میلی

 ،در بافر آردهاو ورتکس کردن  بعد از هموژن کردن

و g2000  (rpm13000 )در دقیقه  15ها به مدت نمونه

سپس  .گردیدسلسیوس سانتریفیوژ  درجه 4در دمای 

برابر حجم  5مایع رویی به تیوپ جدید منتقل و به آن 

استیک کلرودرصد تری 10محلول استون حاوی 

ر زسپس در فریاضافه  DTTمولار یمیل 20و  6ATCاسید

ها را در تیوببه مدت یک شب نگهداری گردید.  -20

g20000  درجه  4دقیقه و در دمای  15به مدت

 و رسوب جدامایع رویی  سپس. شدگراد سانتریفیوژ سانتی

مولار میلی 20مرتبه با محلول استون حاوی  5 حاصل

DTT  قبل ل مراحمطابق پایان هر مرحله  در. شدشسته

 دیگردمیاً شستشو انجام دسانتریفیوژ انجام و مجد

(Yang et al., 2006رسوب را در بافر .))لیز الکتروفورز( 

مولار تیوره،  2مولار اوره،  8مولار حاوی میلی 50تریس 

4% Chaps ،80 مولار میلیDTT ،2  %IPG buffer  1و 

حل بعدی کرده و جهت انجام مرا حل PMSFمولار میلی

 (. Mustafaei, 2012) گردید یخچال نگه داری  در

 
3- Ethylene diamine tetra acetic acid 
4- Phenyl methyl sulfonyl fluoride 
5 Dithiothreitol 
6 Trichloro acetic acid 
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 تعیین غلظت )مقدار کمی( پروتئین 

پروتئین کل دست آمده )ههای بتعیین غلظت پروتئین

 (Bradford, 1976)( با استفاده از روش برادفورد هانمونه

در طول موج  اسپکتروفتومترگیری از دستگاه و با بهره

  دید.انجام گر نانومتر 595

 (Iso Electric Focusing)  رز بعد اولروفوالکت

ساخت  Ettan IPGphor 3دستگاه استفاده از بعد اول با 

 12کیلوولت ساعت به مدت  45انجام شد و  GEشرکت 

 5/03180با اندازه  7تا  pH 4ها با ساعت به استریپ

اعمال شد Amersham Bioscience متر ساخت میلی

  5/12آمید اکریلژل پلی آن بر روی (. بعد دوم1)جدول 

ها با (. نهایتاً ژلMustafaei, 2012جام گردید )ان ددرص

 و با نرم ذخیره TIFF، با فرمت تصویربرداریاسکنر 

ها از نظر اختلاف در بیان پروتئین  Image masterافراز

 . مورد آنالیز و بررسی قرار گرفتند

 IIIفورمولتی ادهاستف مورد فوکوسینگ برنامه -1 جدول

Table 1- Focusing programme used MultiPhor(III) 

 برنامه ولتاژ )ولت( زمان

 Gradient 500 دقیقه 20

 Step 500 ساعت 1:10

 Gradient 3000 ساعت 1:10

 Step 3000 ساعت 2

 Gradient 8000 ساعت 3:30

 Step 8000 ساعت 3:50

 

 (SDS-PAGE)الکتروفورز بعد دوم

 شرکت الکتروفورز ساختدوم از تانک  جام بعدان جهت

درصد  SDS-PAGE 5/12پارس ژن استفاده گردید. ژل 

نوار ، SDS-PAGEانتخاب گردید. بعداز تهیه ژل 

محلول متعادل دقیقه در  20بعد اول به مدت ( stripژل)

آمیزی با قرار داده شد و بعد از اتمام بعد دوم رنگکننده 

صورت پذیرفت. پس از  R-250انت بلوبریلیکمک کوماسی

ساخت  Image scanner IIها با دستگاه ، ژلآمیزیرنگ

ذخیره  TIFFشرکت فارماسیا اسکن گردید و به فرمت 

های ها در نمونهشدند. جهت مطالعه کمی و کیفی لکه

 ,Melanie 6 (Gene Bio, Genevaار افزمختلف از نرم

Switzerland) ها بر ناسایی لکهاستفاده گردید. بعد از ش

ها بطور افزار لکهک نرمبا کمروی ژل و ویرایش دستی 

اتوماتیک با هم جفت شدند و بر مبنای درصد حجمی 

در نامزد های دار بین دو تیمار به عنوان لکههای معنیلکه

-در ژلی پروتئین های لکه وزن مولکولی نظر گرفته شدند.
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 هایوتئینرپنشانگرهای زمان ها با الکتروفورز هم

والکتریک یا محل قرار ه ایزتاندارد تخمین زده شد. نقطاس

متری با سانتی 13گرفتن لکه پروتئینی بر روی نوار 

جرم مولکولی و  خطی مشخص شد. pH=4-7محدوده 

با جستجو در  تعیین شد ونقطه ایزوالکتریک برای هر لکه 

، مورد بررسی قرار گرفته بودندمقالاتی که در این زمینه 

چنین هم ها ولکه ها، محل قرار گرفتناطلاعات موجود لکه

 .ها به طور احتمالی شناسایی شدندلکه هاآن شکل تفاوت

 تایج و بحثن

ارزیابی و سنجش جامع تغییرات مولکولی ایجاد شده در 

با  برنجو آندوسپرم های محور جنین در بیان پروتئین

لگوی پروتئینی تنوع موجود در ا ،روش الکتروفورز دوبعدی

داد و بیان بیشتری را به رم تعدر مقایسه با آندوسپ جنین

 و پیگیری تحلیل و تجزیهخود اختصاص داده است. 

 رقم برنج آندوسپرم و جنین در هایپروتئین کل شناسایی

 گلوتلین سازپیش و گلوتلین که داد، حسن سرایی نشان

 میان در و دانه هایپروتئین بین در را تغییرات بیشترین

-داده نشان لیاص یتکیف با مرتبط هایئینپروت هاآن

 طریق از است ممکن گلوتلین ساز پیش .(3و  2)شکل اند

 مختلف پروتئینی واحدهای زیر به متفاوت برش الگوهای

 شکاف طریق از 2A نوع گلوتلین ساز پیش .شود پردازش

 پردازش نقطه سه پروتئین زیرواحد به شده کشت برنج در

د جدی برش روش یک طریق از که حالی در ،استه شد

دیگر  نقطه سه پروتئینی واحدهای زیر به از ترجمهپس 

های دانه در و نتایج مربوط به پروتئین شودمی بدیلنیز ت

شده  گزارشبرنج توسط سایر محققین در این زمینه 

 ,.Koshino et al., 2008; Kawa katsu et alاست)

2010.) 

پروتئین، چربی، مواد معدنی و ج شامل ترکیبات دانه برن

محتوای بخش اعظم با توجه به اینکه ها است. امینویت

بر اساس  .  دهدتشکیل می نشاسته را برنج آندوسپرم 

تصاویر دو بعدی حاصل از محتوای پروتئین آندوسپرم و 

نتایج حاکی از آن است که جنین رقم مورد مطالعه، 

بوده ز آندوسپرم ابیشتر برنج محتوای پروتئین در جنین 

ها، آلورون میزان پروتئین ییهدر لا .(3و  2)شکل است

ها به مراتب بیشتر از بخش آندوسپرم چربی و ویتامین

و نتایج حاصل از تصاویر الکتروفورز دو بعدی و  است

ها با نتایج تحقیقات دیگر در این خصوص تفسیر آن

  (. Jiang et al., 2014 a) مطابقت دارد

اس بر اس ای نیزهای ذخیرهخصوص مطالعه پروتئینر د

های پروتئینی وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک، لکه

کیلودالتون و نقاط ایزوالکتریک  34ی گلوتلین در محدوه

ها در پروفایل اند و بیان آنقرار گرفته 95/5و  72/5، 5/5

بخش  .(4)شکل بیشتر از آندوسپرم بوده است جنینی

 اسیدی، واحدهای های دانه برنج شامل، زیرئینوتاعظم پر

-می گلوتلین پایه زیر واحدهای و گلوتلین سازهای پیش

های مربوط به چرخه موارد فوق، پروتئینباشد. علاوه بر 

های شوک  ، پروتئینها، بتاگلوکوسیدازسلولی، آلرژن

چنین بر مه اند.حرارتی و موارد یگری نیز بیان داشته

و  Image masterحاصل از نرم افزار اساس نتایج 

توان بیان داشت می لف بر روی دانه برنج ات مختتحقیق

 15ی که زیرواحدهای آلفا گلوبولین و گلوتلین در محدوده
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پیش سازهای پروگلوتلین با کیلودالتون قرار دارند.  20تا 

کیلودالتون قرار  70و  55-60ی دو زیر واحد در محدوه

ها در با توجه به اینکه پرولامین .(3و 2)شکل اندگرفته

های مولکولی مختلف به مختلف نیز در وزن طالعاتم

-اند. حضور پرولامین در این تحقیق در محدوهدست آمده

و  باشدمی36/7ی ایزوالتریک کیلودالتون با نقطه 35ی 

نتایج نشان داده است که با توجه به حضور بیشتر 

ان بیان این پروتئین در ها در آندوسپرم میزنپرولامی

 . (4ت جنین بوده است)شکل از بافآندوسپرم بیشتر 

 

 

 آندوسپرم پروتئینی هایلکه شناسائی و استخراجی هایپروتئین دوبعدی الکتروفورز از حاصل الگوی -2شکل 

 Image Master افزار نرم با 7 تا 4 اسیدیته  محدوده در برنج

Figure 2- The pattern resulting from two-dimensional electrophoresis of extracted proteins and 

identification of rice endosperm protein spots in the acidity range of 4 to 7 with Image Master 

software. 
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 برنج جنین پروتئینی هایلکه شناسائی و استخراجی هایپروتئین دوبعدی الکتروفورز از حاصل الگوی -3 شکل

 Image Master افزار نرم از تفادهاس با 7 تا 4محدودهاسیدیته در

Figure 3- The pattern resulting from the two-dimensional electrophoresis of the extracted 

proteins and the identification of the protein spots of the rice embryo in the acidity range of 4 to 

7 using Image Master software. 

 و PB-I (PB) پروتئینی نوع دو در برنج دانه هایپروتئین

PB-II دارند قرار. PB-I حالی در است، پرولامین حاوی 

 این، بر علاوه .است گلوبولین و گلوتلین از غنی PB-II که

I-PB از کمتر II-PB است هضم قابل(, .et al Jiang

(a,b) 1420)در موجود پرولامین که دهد می . نشان 

PB-I در گلوتلین از کمتر ایتغذیه نظر از PBII برای 

 .(Yamagata et al., 1982) است دارمعنی انسان مصرف

 گروه (HSPsکوچک ) حرارتی شوک هایپروتئین

 بسیار گیاهی هایگونه در و هستند هاپروتئین از متنوعی

-می بیان دانه در خاص طور به ها HSPs. ندتهس فراوان

بین آندوسپرم و  ینی شوند. در بررسی پروفایل پروتئ

های شوک جنین نیز نتایج نشان داده است که پروتئین

های حرارتی بیان بیشتری را در تعداد نسبت به لکه

اند. با توجه به تحقیقات نی در آندوسپرم داشتهیپروتئ

ن مولکولی بین رارتی با وزحهای شوک متعدد پروتئین

کیلو دالتون در مراحل خشک شدن دانه بیان  20 -18

های چاپرون عمل اند و به عنوان مولکولبیشتری داشته

 افزایش را نشان OsHSP18.2کنند. فعالیت چاپرونی می

 حرارتی سازیغیرفعال از جلوگیری در داده است، زیرا

یک  OsHSP18.2 .بوده است مؤثر سنتاز سیترات

 OsHSP18.2. مرتبط با پیری و قدرت بذر است پروتئین

 166 پروتئین آن که برای است اینترون بدون ژن یک

 مولکولی جرم و 61/5 ایزوالکتریک نقطه بااسید آمینه 

 Kaurکند )می کد را دالتون کیلو 2/18شده  بینی پیش

et al., 2015). های الکتروفورز ی آنالیز ژلدرنتیجه

در دو رقم متحمل و حساس  برنجمحور جنین  ردوبعدی د
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لکه  328، جو( ترتیب حسنی و سنگبه شوری )به

درصد  یک لکه در سطح 63ر مشاهده گردید که تکرارپذی

دار بین دو دار نشان دادند. اختلاف معنیاختلاف معنی

رقم، نشان داد که احتمالاً رقم متحمل جهت مقابله با 

توجه به  با .اندش را داشتهنتنش شوری ویژگی تحمل به ت

های افزایشی در رقم متحمل تر بیان لکهتعداد بیش

ها حسنی نسبت به تنش شوری، و کاهشی بودن بیان لکه

بیان داشت که رقم توان رقم حساس سنگ جو، می در

 & Kakaeiمتحمل بیان پروتئین بیشتری داشته است)

Kiani, 2019) . 

 

 

برنج رقم حسن سرایی در پنج های پروتئینی بین دو نمونه آندوسپرم و جنین تصاویر سه بعدی لکه -4شکل 

 موقعیت با بیشترین اختلاف

Figure 4- Three-dimensional images of protein spots between two samples endosperm and 

embryo rice of Hasan Saraei variety in five positions with the greatest difference.

 

 سمت به یشترب کوچک های HSP روی بر تحقیقات

 نقش حال، این با است، شده تأکید گیاهی تنش به تحمل

 به است، نشده مشخص درستی به بذر فیزیولوژی در هاآن

 بیان دانه در خاص طور به ها HSPs اکثر که برنج در ویژه

چنین در تحمل خشکی و افزایش طول عمر و هم شوندمی

 .(Sarkar et al., 2009) یز نقش اساسی دارندبذر ن

حاصل از بررسی پروفایل پروتئینی ، نتایج طورکلیبه

با استفاده از  که نشان دادآندوسپرم و جنین دانه برنج 

افزار و نرمچنین تکنیک الکتروفورز دو بعدی و هم

توان تغییرات بیان آنالیزهای آماری، به سادگی می
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سطح پروتئوم  بین دو بافت را دروت دار ناشی از تفامعنی

با تکنیک را شاخص و تغییرات رار داد ارزیابی ق ردمو بذر

 .دمشخص نموایزوالکتریک فوکوسینگ 

 گیرینتیجه

توان بیان داشت بر اساس پروفایل پروتئینی دانه برنج می

که میزان پروتئین دانه در برنج در مقایسه با سایر غلات 

جه به مراحل الکتروفورز دو بعدی بسیار کمتر است. با تو

بیشتری را در مقایسه با روش  هایپروتئین توانمی

های مختلف شناسائی در نمونه  SDS-PAGE معمول

 ذخیره پروتئین دو پرولامین و گلوتلین . بر این اساسکرد

 بیشتری مقدار حاوی گلوتلین .هستند برنج دانه در اصلی

 کلی طور به ولامینپر است و لیزین ضروری آمینه اسید

 و لیزین نظر از اما .استسین از اسید آمینه لو غنی

 Kawakatsu)است ضعیف گوگرد حاوی آمینه اسیدهای

et al., 2010.)  با توجه به تعیین پروفایل پروتئینی

و اهمیت این محصول اقتصادی آندوسپرم و جنین برنج 

 برنج غذایی ارزشتوان بیان داشت که می در صورت امکان

لوژی بیوتکنو حی وهای اصلاتفاده از روشبا اس توانمی را

با توجه به تنوع بالای ارقام برنج محلی در چنین و هم

 گلوتلین ایپروتئین های ذخیره محتوای افزایش باکشور، 

 حال عین در و هاآنتر آسان هضمبه واسطه  گلوبولین و

  .داد افزایشتغییر و  پرولامینمیزان  کاهش

 اریسپاسگز

 سرکار خانمو های معنوی دکتر علی مصطفایی کمکاز 

به آزمایشگاه  های مربوطسارا کیانی به خاطر راهنمایی

در مرکز تحقیقات بیولوژی پزشکی  الکتروفورز دو بعدی

دی مرکز و دکتر علی عبادانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه 

قرار دادن بذر رقم  در اختیار جهت تحقیقات برنج گیلان

یری این گمطالعه و همه عزیزانی که در شکل مورد برنج

  .عه دخیل بودن کمال احترام و سپاسگزاری را داریممطال
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