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:تقدیر و تشکر  

 تحصیلماز  و اندي اکنون که قریب به چهار سال. پیش رو را به اتمام برسانم رسالهخداوند مهربان را شاکرم که مرا نیرو بخشید تا نگارش 
می گذرد، بر خود لازم می دانم کمال تقدیر و تشکر خود را نثار کسانی کنم که در این مسیر پر فراز و نشیب لحظه اي از راهنمایی، 

  . پشتیبانی و تشویق من دریغ نکردند

حسن ساجدي و دکتر  آقایان دکتر رضا اساتید مشاور گرانقدرم بزرگوارم خانم پروفسور ریحانه سریري وراهنماي فرهیخته و  دستاااز 
نهایت  مشغول به کار بودم سرشار از آموختن توامان علم و اخلاق بود، بزرگواراناین که تمام روزهایی که تحت نظارت  مجید تقدیر

ان، بود که تمام دلسردي ها رنگ می باخت و در سایه وجود خستگی ناپذیرش ین اساتید بزرگواردر پرتو روحیه پر از امید ا. تشکر را دارم
آموختن نحوه انجام یک کار تحقیقاتی مؤثر در کنار لذت بردن از کار گروهی بدون شناخت  .پرسش هاي گاه و بی گاهم پاسخ می یافت

  .امکان پذیر نبود و بی شک این آموخته ها در زندگی نیز بسیار به کارم خواهد آمد بزرگواراناین 

حسینخانی ، سرکار خانم دکتر صالحی و آقاي دکتر صادق حسن نیا که زحمت داوري از اساتید داور بزرگوار جناب آقاي دکتر سامان 
  .  کمال تشکر را دارمو همچنین آقاي دکتر کوروش رادمقدم نماینده محترم تحصیلات تکمیلی دانشکده  پایان نامه را تقبل کردند

که ریاست محترم دانشکده  شعبانی پور نادر آقاي دکتر عزیزماستاد  در راس آن ،دانشکده علوم پایه و از مسئولین محترم دانشگاه گیلان
  .امکان ادامه تحصیل را برایم میسر کردند نهایت تشکر را دارم

همه وقت یار و یاور من بودند صمیمانه تشکر می  و جعفریان که در طول مدت تحصیل همیشه وهب از برادر بزرگوارم جناب آقاي دکتر
  .کنم

دکتر سعیدي، دکتر مشایخی، دکتر اصغري، دکتر افشار محمدیان، دکتر وزیري، دکتر نورسته : زیست شناسی آقایاناز اساتید محترم گروه 
خانم دکتر سرمد، مهندس رسا و سایر اعضا محترم هیئت علمی گروه  دکتر مهدي پور،نیا، دکتر حیدري، دکتر عجمیان، دکتر نیک پی،

  . تشکر می نمایم

  . ان مهندس گلچین، مهندس روضاتی و مهندس علوي که همیشه مشوق و راهنماي من بودند کمال تشکر را دارماز برادران بزرگوارم آقای

اداره بنادر وکشتیرانی بتدر انزلی بخصوص کاپیتان حسین حسین نیا راقب فرمانده شناور اورانوس که درتمام مراحل   محترم ازمسئولین
  .تشکر و قدردانی می نمایم نمونه برداري کمک شایان توجهی به من کردند

 .و قدردانی می نمایماز کارشناسان محترم گروه زیست شناسی، خانم ها هادوي، شایگان و امیدي تشکر 

مهدوي، گلعلی زاده، مصدق، اسدي،  پیروزنیا، ملا کریمی، شاهنگیان، هاخانم: ازتمام دانشجویان عزیز و بزرگوار آزمایشگاه بیوشیمی
و سایر  ، محسنیرحمانیغفوري، طاهري،  راستی، :انآقای شاه محمدي وناسوتی،  ترحمی، جهانی، حیدري، زمانی، نصرالهی، شیرزاد،

این عزیزان  براي تک تک سپاسگزاري را دارم و برادران مهربان همیشه یار و یاور من بودند کمال تشکر و خواهران و که همچوندوستان 
   .آرزوي موفقیت می نمایم
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cDNA  تخلیص، از یک شانه دار تولید کننده نور بنام نمیوپسیس لیدي کلون، بیان، )فتوپروتئین وابسته به کلسیم ( نمیوپسین  
اسید آمینه اي را کد می  206که یک پروتئین است جفت باز تشکیل شده  621از   cDNA این . تعیین توالی و تعیین هویت شد

تخلیص شد که یک باند منفرد را با وزن  سپسبیان و E. coliي کد کننده نمیوپسین از نمیوپسیس لیدي در cDNA  .نماید
با استفاده از   semi-syntheticاز آماده سازي نمیوپسین  بعد. نشان داد  SDS-PAGEکیلو دالتون روي ژل  27مولکولی 

مقایسه دو گروه معروف فتوپروتئین هاي وابسته به . از خود فعالیت لومینسانس نشان داد  CaCl2در حضور  EDTAکلنترازین و 
این . کلسیم یعنی کلنتراتها و کتنوفورها تشابه بالایی در ساختار سوم آنها بدون توجه به تشابه پایین توالی میان آنها نشان داد

سکانس آمینو . درك اساس ساختاري فعالیت بیولومینسانس داشته باشندتوانند نقش مهمی در توالی می فتوپروتئینها با تشابه پایین 
نشان  فتوپروتئین هاي کلنتراتیدرصد با  51و  فتوپروتئین هاي کتنوفوريتشابه با درصد  90 حدود اسیدي حاصل از ژن نمیوپسین

ل می شوند را در کتنوفورها به نسبت کلنتراتها آنالیز توالی و ساختار افزایش تعداد بارهاي منفی لوپهایی که کلسیم به آنها متص. داد
بعلاوه مقایسه آمینو اسیدهاي درگیر در جایگاه اتصال . نشان داد که منتج به حساسیت بیشتر و بالا براي اتصال به کلسیم می باشد

این  .می باشد) آروماتیک (حاوي تعداد کمی از اسیدهاي آمینه حلقوي  ره اتصال فتوپروتئینهاي کتنوفوريسوبسترا نشان داد که حف
میان سوبسترا و پروتئین و بدنبال آن اهمیت اثرات پایداري کلنترازین   stackingمشاهدات می تواند مارا به کاهش میانکنشهاي 

تفاوت اسیدهاي . براي رزیدوهاي حفره الگوي متفاوتی را در این دوگروه نشان دادپاتی پروفایل هیدرو .در حفره هدایت نماید
نه در جایگاه اتصال سوبسترا و محیط اطرافش سبب الگوي متفاوت شبکه پیوند هیدروژنی در ناحیه مربوطه در کتنوفورها در آمی

مقایسه ساختاري این دو گروه با تشابه توالی پایین و تشابه ساختمان سوم بالا می تواند یک دیدگاه . مقایسه با کلنتراتها می شود 
  .نور در این فتو پروتئینها ایجاد می نمایدجدیدي را در مکانیسم تابش 

  

  ، نمیوپسین، بیولومینسانس، فتوپروتئین وابسته به کلسیم، کتنوفور، نمیوپسیس لیدي: کلید واژه

  

  Mnemiopsis leidyi از گونه Mnemiopsinمطالعه ساختار و عملکرد فتوپروتئین 
  محمودرضا آقامعالی

 ذ



 

Abstract   

 

                                                                                                                                            

 

The cDNA of mnemiopsin (calcium-regulated photoprotein) from luminous ctenophore 
Mnemiopsis Leidyi was cloned, expressed, purified, sequenced and charecterized. The cDNA was 
621 base pairs in length, coding a 206 residues protein. The cDNA encoding mnemiopsin of M. 
Leidyi was expressed in Escherichia coli and purified, which showed a single band with an 
apparent molecular weight of ~ 27 kDa by SDS-PAGE. After preparation of semi-synthetic 
mnemiopsin by using coelenterazine and EDTA, it showed luminescence activity in the presence 
of CaCl2. Comparison of the two most famous groups of calcium-regulated photoproteins, 
coelenterate and ctenophore photoproteins, showed an interestingly high degree of structural 
similarity regardless of their low sequence identity. These photoproteins with low sequence 
identity can play an important role in understanding the structural basis of bioluminescence 
activity. The deduced amino acid sequence of mnemiopsin gene showed 90% and 51% similarity 
to ctenophore and coelenterate photoproteins, respectively. Structural comparison and sequence 
analysis showed an increase in the number of negative charges of calcium-binding loops in 
ctenophore compared to coelenterate photoproteins, resulting in their higher sensitivity for 
calcium binding. Besides, comparison of amino acid residues involved in substrate binding site 
showed that binding pocket of ctenophore photoproteins contains less content of aromatic 
residues than coelenterates. This observation can lead to a decline in the number of stacking 
interactions made between substrate and protein, followed by important effects on stabilizing of 
coelenterazine in the cavity. The hydropathy profiles for cavity residues showed a different 
pattern in these two groups. Amino acid differences in the substrate binding site and its 
surrounding area makes different pattern of hydrogen bond network in relevant region in 
ctenophore compared to coelenterate photoproteins. Structural comparison of these 
photoprotein groups, with low sequence identity and high structural similarity, can present a 
new insight into the mechanism of light emission in these photoproteins. 

 

Key words: M. leidyi, Mnemiopsin, Ca2+  dependent photoprotein, ctenophore 

Structural and functional study of mnemiopsin photoprotein from Mnemiopsis leidyi 
Mahmoud Reza  Aghamaali 
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  و تئوري مقدمه  :فصل اول 

یست این دریا بی در دهه پایانی قرن بیستم دریاي سیاه تجربه بسیار تلخ زیست محیطی را متحمل شد که در تاریخ محیط ز

که از طریق آب توازن کشتی وارد این دریا  Mnemiopsis leidyiگونه مهاجم شانه دار با نام علمی . سابقه بوده است

در زمان بسیار کوتاهی آنچنان ضربه مهلکی بر جامعه پلانکتون وآبزیان آب وارد ساخت که حتی در صورت کنترل و گردید 

اجم به دریاي سیاه بزي مهاگر چه در زمان ورود این آ .از استمهار آن نیز به زمان زیادي به منظور بازسازي مجدد آن نی

هشدارهاي لازم مبنی بر احتمال ورود این گونه به سایر اکوسیستم  )GESAMP, 1997(سازمانهاي تخصصی بین المللی 

وارد دریاي خزر  1997از سال  این مهمان ناخوانده متاسفانه از جمله دریاي خزر را داده بودند،و حساس جهان  هاي آبی

تجربه زیاد کشورهاي حاشیه دریاي خزر به ویژه روسیه در دریاي سیاه و آگاهی از خطرات آن جالب اینکه علیرغم . گردید

  . )1380، همکاران و اسماعیل ساري(متوجه حضور این گونه نشدند 

توسط   Mnemia schwieggeri میلادى و معرفى گونۀ 1825به سال  Mnemiopsisسابقۀ آشنائى با جنس 

Eschscholts گردد مى باز .Mnemiopsis leidyi  میلادى به وسیلۀ  1965براى اولین بار در سالAlexander 

Agassiz(1860)   جلد دوم   اى، کاتالوگ موزة جانورشناسى مقایسه([توصیف شدAcalephae  ،آمریکاى شمالى

گام ایراد در کشورهاى حوزة دریاهاى سیاه و خزر از هن Mnemiopsis leidyiمطالعۀ گونۀ ). 1965] 23-20صفحات 

در زمینۀ مطالعات دقیق . میلادى جدیت بیشترى یافت 1980صدمات اقتصادى به صنعت شیلات این کشورها یعنى دهۀ 

پیش قدم  V. E. Zaikaو   T. A. Shiganova  ،V. F. Zaitsevدانشمندان روسى از جمله   جانورشناسى و بوم شناسى،

مورفولوژى،   بیشتر معطوف به اکولوژى این جانور و تحقیقات دو دانشمند دیگر دربارة Shiganovaمطالعات جامع . بوده اند

  ).1383، و همکاران توتونی(تولید مثل، و رژیم تخم ریزى آن در برابر تغییرات دما و دورة تابش نور بوده است 

ذا در این مورد بررسی قرار نگرفته ل کنون این خصیصهابی می باشد و تات نجاییکه یکی از ویژگی هاي این موجود زیستآاز 

 .گردید بیوشیمیایی مطالعه نظر از  ،نمیوپسینموسوم به  موجود در آن ژن کد کننده فتوپروتئین تحقیق براي اولین بار
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 )Ctenophora(شاخۀ شانه داران  -1 -1

جمله شفافیت بدن، اعضاى شاخۀ  ازبه دلایل مختلف،  .باشد مى Ctenophoraشانـه داران نام مـتداول شـاخـۀ جـانوري 

 ,Gilbert & Raonio [ یان شناسان تکوینى واقع شده استشانه داران مورد توجه زیست شناسان و به خصوص رو

و  Mnemiopsis mccradyi ،M. gardeni( "ژلۀ شانه دار": مانند . شانه داران به اسامی عام گوناگونی معروفند]. 1997

M. leidyi (،"گردوي دریایی"یا  "اییانگور دری" )Pleurobrachia ( کمربند ونوس"و" )Cestum veneris .(  

باشد، از به هم  تثبیت موى بانوان مى ه يهر شانه که به شکل شان. نوار شانه ها واضحترین بخش بدن شانه داران است

شانه . آید نوارى از شانه به وجود مىاز به دنبال هم قرارگرفتن شانه ها، . پیوستن مژك هاي غول پیکر به وجود آمده است

در نگاه اول، همین نوارهاي شانه بیشترین . مقابل دهانى ، هشت نوار شانه دارند -و در جهت دهانى  داران در پیرامون بدن

 سطح افق شانه ها هماهنگ با یکدیگر به ضربان می پردازند و جانور را در راستاى عمود بر. کنند توجه را به خود جلب مى

 بعضی از گونه ها  با تکان دادن ناگهانی لوب هاي بدن، یا با حرکات موجی شکل بدن جابجا مى. کنند در آب جابجا مى

   ).Gilbert & Raonio, 1997( بلند هستندانه داران داراي دو عدد تانتاکول بعضی از ش. شوند

  

  

  

  

  

  

  

گزنده  ه ياما برخلاف آنها کیس .هستند )Cnidarians(شانه داران داراي شباهت هاي ظاهري فراوانی با کیسه تنان 

)nematocyst (در عوض، شانه داران به منظور صید طعمه سلول هاي چسبناکى به نام  . ندارندColloblast تعداد . دارند

  در Macrocilia، به منظور تکه کردن صید، مژك هاي خاصی به نام  Beroidaeاندکی از گونه ها نظیر اعضاى خانوادة 

بدن خود، یک جفت ) aboral(تنان در ناحیۀ مقابل دهانى  شانه داران برخلاف کیسه. )Pechenik, 2000(دهان خود دارند 

  Pleurobrachiaى شماتیک یک شانه دار بالغ از جنس  نما -1-1شکل 
:AbZ  ،ناحیۀ مقابل دهانى:Cr  ،دو نوار شانه:M  ،دهان:T  ها) بازو(تانتاکول.  
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کرم ها، حلزون ها، (جى جانوران داراي تقارن دوطرفی منفذ دفعی دارند که گاهى توسط بعضى از دانشمندان، با روزنۀ مخر

  . شود همولـوگ در نظر گرفته مى) ماهی ها، و انسان ها

) Platyctenida( ردان و پلانکتونى دارند، یک گروه از آن ها اعضاى راستۀبا این که بیشتر شانه داران در زندگى حالت سرگ

بیشتر این قبیل گونه ها بر روى سطوح جانوران دیگر نظیراسفنج ها و کیسه تنان . توانند در کف دریا بخزند اند و مى کفزى

زیست تابی داشته و از خود نور ساطع  بسیاري از شانه داران، مانند سایر موجودات پلانکتونی خاصیت. کنند کفزي زندگی مى

  .کنند مى

باشد و بنابراین، احتمال باقى ماندن  مانند بسیاري از کیسه تنان پلاژیک، بیشترین مادة تشکیل دهندة بدن شانه داران آب مى

 ).Pechenik, 2000(فسیل از بدن آن ها بسیار کم است 

 

  )Mnemiopsis leidyi(شانه دار دریاى خزر  - 1-2

Mnemiopsis از نام  است بر گرفته اسم جنسیMnemia  که توسطEschscholtz )1825 (برايMnemia 

schwieggeri  انتخاب شده بود)Mvεµɩα در یونانى یعنى موهوم یا خیالى ( وسیلۀ و بهLouis Agassiz )1860 ( براي

، شکل هاي 290تا  269جلد سوم، صفحات تاریخ طبیعی آمریکا، (برگزیده شد  Mnemiopsis gardeniگونۀ جدید یعنی 

کاتالوگ موزة (توصیف شد ) 1865( Alexander Agassizبراى اولین بار به وسیلۀ  Mnemiopsis leidyi. )96و  95

  .)23 – 20آمریکاي شمالی، صفحات  Acalephaeجلد دوم   جانورشناسی مقایسه اي،

  

  )Mnemiopsis leidyi, Agassiz  1865(شانه دار دریاى خزر جایگاه سیستماتیک  - 1-3

Mnemiopsis leidyi  متعلق به شاخۀ شانه داران)Ctenophora (و در ردة  استTentaculata شود گروه بندى مى. 

  : )1380سارى و همکاران،  اسماعیلى(در جدول ذیل آمده است  این شانه داررده بندى 
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  )Mnemiopsis leidyi, Agassiz 1865(زیست شناسى شانه دار دریاى خزر  - 1-4

  به دریاى خزر) Mnemiopsis leidyi(پراکنش و ورود شانه دار  -1- 1-4

زیستگاه اصلی این شانه دار مصب هاي نواحی معتدله تا تحت حارة سواحل اقیانوس اطلس در آمریکاي شمالی و جنوبی 

متحدة آمریکا رفت هاي نفت کش روسی که به بنادر سواحل شرقی ایالات  این گونه احتمالاً به وسیلۀ آب توازن کشتى. است

و پراکنش گسترده  میلادي 80سیاه در اوایل دهۀ   اىپس از ورود به دری. ، به دریاي سیاه انتقال یافته استاند کرده و آمد مى

، مدیترانۀ یایى و از طریق کانال ولگا ـ دون، به دریاهاي آزوف، مرمرهدر در این دریا، احتمالاً بار دیگر به وسیلۀ نفت کش هاى 

دو ایستگاه در اعماق  در 1999سال  نوامبر براي اولین بار .)Shiganova, 2002(ی و سرانجام خزر انتقال یافته است شرق

روسیه دریاي توسط دانشمندان در ناحیه   76/11ppt -07/13 و شوري درجه سانتی گراد16.5-19.5 متري و حرارت 30-29

  ).Shiganova et al., 2001( گزارش شدخزر این گونه 

برخی از  M. leidyiو  M. gardeni, M. mccradyi:  جنس نمیوپسیس شناخته شده است که عبارتند از سه گونه از

 .هستند نمیوپسیس لیديمشابه گونه  گونه دیگر وجود ندارند و دانشمندان عقیده دارند که دو

نمونه  البته بعضى. کند عنوان زیستگاه انتخاب مىدریاهاي آزاد، مناطق ساحلی و لایه هاي سطحی را به  این ماکروزئوپلانکتون

 ,Shiganova( شوند و حتى در نزدیکى بستر نواحى ساحلى در تمام نقاط خزر مشاهده مى ینتریپا  هاىهاى درشت در لایه 

منطقه اصلی پراکنش نمیوپسیس بخش جنوبی  نشان داده است که  2001نتایج جمعیت شناسی نمیوپسین در سال  .)2002

 مهاجرتو سپس در بهار به سمت شمال دریاي خزر  که در این ناحیه زمستان گذرانی کرده) 2-1شکل ( دریاي خزر می باشد

مناطق زندگی آن شوري  ولی می نمایدو سپس بسمت شمال حرکت  هابتدا درنواحی میانی دریاي خزر ظاهر شد. می کند

مقایسه درصد هماوري در شرایط طبیعی نشان می دهد که آبی با  .)Shiganova, T. et al., 2001( نیست  4pptکمتر از 

Species Genus Family Order Sub-Class Class Phylum 

Mnemiopsis 
leidyi 

Mnemiopsis Bolinopsidae  Lobata Cyclocoela Tentaculata Ctenophora 

 )Mnemiopsis leidyi(رده بندى شانه دار دریاى خزر  -1-1جدول 
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شوري براي فعالیت شانه  ههمچنین این درج. گرم بر لیتر مناسبترین آب براي تولید مثل شانه دار دریاي خزر است 10شوري 

  ).1383وتونی و همکاران، ت( دار مناسب است چون شکارچیان این شانه دار در آبی با این مقدار شوري قادر به فعالیت نیستند

  

  

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

 

  Mnemiopsis leidyi ترکیبات بیوشیمیایى بدن -2- 1-4

کربوهیدرات ها مقادیر . باشد مى) NPS )Ninhydrin-Positive Substanceمهمترین آنها پروتئین، سپس چربی و 

در مجموع میزان . خشک به دست آمده است ه يماد درصد 57/4میزان کربن  و 715/0نیتروژن . دهند جزئی را تشکیل مى

 .)1381  یوسفیان،( )2-1جدول ( میلی گرم بدست آمد 47/84گرم شانه دار دریاى خزر  مواد آلی در هر

 

 

  

  

  

  .پراکنش نمیوپسیس در سالهاي مختلف در نقاط مختلف دریاي خزر -2-1شکل 

 


