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واسطه ه هستند كه بو غني از آمينواسيد سيستئين  هاي با وزن ملكولي پايين ينئگروهي از پروت) MTs(ها  متالوتيونين
وجود  MTهاي مختلفي از  در گياهان ايزوفرم. كنند اتصال پيدا مي دارا بودن گروه تيول فراوان، با فلزات مختلف

باشد، توالي  مي 3اه برنج كه متعلق به تيپاز گي OsMTI-3aمنظور بررسي نقش ايزوفرم  در اين پژوهش به . دارد
 رموترانسف Rosetta (DE3)  سويه E. coliسازي و به ميزبان بياني  همسانه pET41aكدكننده اين ايزوفرم در ناقل بياني 

سويه . در فاز محلول تاييد شد GST، توليد اين پروتئين همراه با شريك الحاقي IPTGي باكتري با از القا پس .شد
هاي باكتري      منحني رشد سلولمقايسه . دشتوليد  Rosetta (DE3)نيز با انتقال پلاسميد بدون ژن به سويه  شاهد
مقدار و همچنين  Niو  Cu ،Zn ،Cdهر يك از فلزات  شاهد در محيط حاوي با باكترينوتركيب   پروتئين  كننده بيان

نشان  )AAS( توسط دستگاه طيف سنج جذب اتمي ها در رسوب باكتريايي در محيط كشت و تجمع آن اتكاهش فلز
 .داردCd>Ni>Zn>Cu   صورته تراريخته قابليت جذب فلزات را ب  داد كه سويه
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   مقدمه
هاي اخير، همزمان با توسعه صنعتي جوامع بشري، ورود  در دهه
اي  سابقه هاي طبيعي افزايش بي  هاي محيطي به اكوسيستم آلاينده

المللي  هاي بين سازمان  ريزي كه در برنامه طوريه ب يافته است
ترين  هاي زيست بوم در كنار محدوديت منابع آب از مهم آلودگي

 ;Hyun et al. 1998(است قرن حاضر معرفي شده تهديدات

Freisinger 2008 .( هاي فلزي درصد  آلوده كننده ،مياندر اين
ه ب. اند هاي زيستي را به خود اختصاص داده قابل توجهي از آلاينده

هاي  ، پالايش آلايندهشيميايي و زيستي يناپذيردليل ويژگي تجزيه
 كه اين عوامل سبب افزايش باشد فلزي از طبيعت بسيار دشوار مي

 ;Chaney 1997( استدهشبر محيط زيست  آنها  مخرب تاثيرات

Lovely et al. 1997 .( ،تقـريبا تمام فلزات سنگين در بدن
 آنها بعضـي از. گـذارند جـاي مي بـاري از خود بر زيـان هاي پيامد
 كـادميوم، نيـكل و جـيوه حتي در مـقاديـر ناچيز نيز براي مانند

  ).Zazouli et al. 2010(باشند  انسان سمي و خطرناك مي
هاي درون سلولي با وزن مولكولي  پروتئين ،)MTs( 1ها متالوتيونين

باشند كه  و غني از آمينواسيد سيستئين مي) دالتون كيلو 10تا  5(كم 
سلولي و پرسلولي مانند حيوانات،  در بسياري از موجودات تك

و در   ها شناسايي شده يانوباكتريها و س گياهان عالي، قارچ
كاهش سميت فلزات سنگين  نيز موستازي فلزات ضروري ووه

هاي  وجود ايزوفرم ).Freisinger 2008( ندكن نقش مهمي را ايفا مي
در  آنهاتواند دليلي بر اهميت نقش  در گياهان مي MTمتعدد از 

يع زوبر اساس نحوه ت  MT گياهي هاي ايزوفرم. باشدجانداران اين 
در چهار تيپ  پروتئين، يدر انتهاي آمينموجود اسيد سيستئين  آمينو
سرشار از  ٢دو دمين 3و  2، 1 هاي در تيپ. دان هشد بنديگروه

آميني پروتئين  و ليآمينواسيد سيستئين در دو انتهاي كربوكسي
از  عاري از سيستئين اندازوجود دارد كه توسط يك ناحيه فاصله

، شش 1 ثنا در تيپتجز در مواردي اسه ب. ندشو هم جدا مي
هر آمينو  :C-X-C)X  صورت موتيفه بآمينواسيد سيستئين 

هشت سيستئين بصورت  ،2 ، در تيپ)سيستئين اسيدي به جز
ه ب چهار سيستئين، 3در تيپ و C-X-X-Cو  C-C ،C-X-Cموتيف 

 در انتهاي آميني پروتئين C-X-X-C-X-C-X-Cصورت موتيف 

                                                            
1 Metallothioneins = MTs 

2 Domain 

 ها سيستئين ، تعداد و الگوييخلاف انتهاي آمينرب .استديده شده
به طوري كه شش  بودهها يكسان  اين تيپ ليدر انتهاي كربوكسي

-C-X-C-X-X- X-C-X-C-X-X-C-Xموتيف صورته ب سيستئين

C  بر خلاف سه تيپ بالا، در . آنها قرار دارد ليانتهاي كربوكسي در
 Cobbett and( ، سه دمين غني از سيستئين وجود دارد4تيپ 

Goldsbrough 2002; Hall 2002.( بيان ژن نشان  هاي تجزيه
گياهي الگوي بيان متفاوتي را در    MTكننده  هاي كد ژنكه  ند ا هداد

تواند بيانگر اين مطلب باشد  مياين امر ؛ هاي مختلف دارند بافت
هاي   ها ممكن است عملكرد هاي گوناگون اين ژن ايزوفرم كه

 Yang et al. 2011( هاي ويژه داشته باشند افتمتفاوتي را در ب
Cobbett and Goldsbrough 2002; Guo et al. 2003; 

Freisinger 2007;.(  بر اساس نتايج اين مطالعات مشخص شده
شوند؛  مقدار بيشتري بيان مي  معمولا در ريشه به 1 هاي تيپ كه ژن

 .رندها بيان بيشتري دا در برگ 2 هاي تيپ كه ژن  در صورتي
هاي گوشتي مانند موز،  ميوه  كننده در گياهان توليد 3 هاي تيپ ژن

اما  ؛شوند ها بيان مي سيب و آناناس عمدتا در طي رسيدگي ميوه
كنند مانند آرابيدوپسيس  در گياهاني كه ميوه گوشتي توليد نمي

 .Guo 2005; Zhou et al( ها بيشتر است سطح بيان در برگ

كننده يكي از  كدكه ژن  شدشخص گياه برنج مدر  .)2006
صورت عمده در برگ ه ب )EF136378( 3 تيپ MTهاي ايزوفرم
صورت ه اين در حالي است كه اين ژن در ساقه ب ؛شود بيان مي

). Zhu et al. 2008( ندرت بيان شده اندك و در جوانه و ريشه ب
 )guineensis Elaeis )Oil Palm در 3 تيپ MT مطالعه بيان ژن

در بافت ريشه داراي فعاليت  MT3-bاد كه پروموتر ژن نشان د
كه در برگ و مزوكارپ ميوه فعاليتي از خود نشان  بوده در حالي

 ).Ramli and Abdullah 2010( نداد

هاي مختلف فلز  رغم وجود اطلاعات بسيار در مورد اثر تيمارعلي
گياهي    MTهاي كدكننده  هاي محيطي بر بيان ژن تنشو يا ديگر 

، تحقيقات بسيار اندكي بر روي عملكرد و نقش mRNAدر سطح 
. استاختصاصي اعضاي اين خانواده پروتئيني صورت گرفته

هاي مبتني بر مهندسي ژنتيك و انجام آزمايشات  استفاده از روش
گياهي به موتاسيون    MTهاي كدكننده  با انتقال هر يك از ژن

كار تواند راه مخمر، ميباكتري و يا  هاي حساس به فلز در يافته
هاي مرتبط با هوموستازي  مناسبي را جهت بررسي عملكرد ژن
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اي را در رابطه با تعيين  د و نيز اطلاعات تازهكنفلزات ايجاد 
  .در واكنش با فلزات فراهم سازد   MTهاي مختلف  ايزوفرم

هاي مختلف از هر چهار  كننده ايزوفرم هاي كد در گياه برنج ژن
با اين وجود اطلاعات اندكي از  ؛استايي شدهشناس MTتيپ 

رابطه با قابليت آنها ها در  نقش و عملكرد اختصاصي اين ايزوفرم
در اين پژوهش توالي . باشد ميفلزات در دسترس  در اتصال به

يكي از دو ايزوفرم شناسايي  كهOsMTI-3a  كننده ايزوفرم كد
شد انتقال داده E. coliبه باكتري است، گياه برنج  3 تيپ  MT شده

هاي باكتري به  ثير بيان ژن مذكور بر ميزان تحمل سلولاو سپس ت
كننده اين  نتوالي ژ .قرار گرفت بررسيفلزات سنگين مورد 

 62جفت باز بوده و پروتئيني به طول  189 داراي ايزوفرم
 10اين ايزوفرم در توالي خود داراي . دكنآمينواسيد را سنتز مي

كه چهار سيستئين در  طوريه باشد؛ ب ثين ميآمينواسيد سيست
توزيع يافته  ليو شش سيستئين در انتهاي كربوكسي يانتهاي آمين

دو ناحيه غني از سيستئين در اين پروتئين، توسط يك ناحيه . است
   .اند فاصله انداز عاري از سيستئين از يكديگر جدا شده

  
   هامواد و روش

   OsMTI-3aژن  بييا و توالي سازي همسانهتكثير،  
گياه برنج با شماره ثبت  3 تيپ  MTمتعلق به ،حاضرايزوفرم 

AF001396  و نامژن در بانك OsMTI-3a باشد  مي)Zhou et al. 

ز مرك cDNAاز كتابخانه  اين ايزوفرم ژن كدكننده توالي. )2006
NIAS )http://www.dna.affrc.go.jp ( كه در پلاسميدpFLCI 
 كننده، جهت تكثير توالي ژن كد .دشهيه تسازي شده  همسانه
 نوكلئوتيدي با توالي )Forward( اختصاصي رفت  آغازگر

3'-ATGTCGGACAAGTGCGGAATTCATAT-5' )زير 
  آغازگر و )خط كشيده شده است EcoRIآنزيم برشي   جايگاه

 نوكلئوتيدي با توالي )Reverse( اختصاصي برگشت
3'-TCACTTGCCGCACTTGCAAGCTTATAT-5' )زير 

بر اساس ابتدا و  ،)خط كشيده شده HindIIIآنزيم برشي   جايگاه
  PCRواكنش .طراحي شد OsMTI-3a ژن كننده توالي كد يانتها

پليمراز  Pfu آنزيم واحد 75/1 با استفاده ازميكروليتر  25در حجم 
 ،عنوان الگو به cDNA-OsMT1-3a – pFLCIنانوگرم 50 ،)فرمنتاز(
ميكروليتر  dNTPs   ،5/2مولار ميلي 2/0 زگر،از هر آغا پيكومول 5

انجام  مولار ميلي 5/2با غلظت نهايي   MgSO4و X10(PCR( بافر
د كه شرايط دمايي شچرخه دمايي انجام  30در PCR واكنش . شد

و زماني هر چرخه شامل يك مرحله واسرشت كردن در دماي 
C°94 مايبه مدت يك دقيقه، اتصال آغازگر به رشته الگو در دC 

به  C°72به مدت يك دقيقه و تكثير قطعه مورد نظر در دماي  °62
همچنين مرحله واسرشتگي ابتدايي در دماي . مدت يك دقيقه بود

C°95  دقيقه و در پايان مرحله تكثير نهايي در دماي  5به مدت
C°72  محصول سپس. دقيقه انجام شد 10به مدت PCR  بر روي

 آن به وسيلهسازي   خالص شد و درصد الكتروفورز 2/1ژل آگارز 

Silica Bead DNA Gel Extraction Kit  )فرمنتاز ،K0513( 
سازي شده از ژل،  خالص PCRدر گام بعد، محصول  .دشانجام 

مورد هضم  )فرمنتاز( EcoRIو  )فرمنتاز(  HindIII هاي آنزيمبا 
سازي محصول واكنش از روي ژل  ت و سپس خالصقرار گرف

هاي مناسب  با هدف ايجاد جايگاه. انجام شد درصد 2/1آگارز 
با اندازه  pET41aپلاسميد گيري قطعه ژني در وكتور،  جهت قرار

و  HindIII هاي با آنزيمبه عنوان وكتور بياني  جفت باز 5933
EcoRI سازي محصول واكنش از روي ژل  و خالص برش داده شد

يد خطي بين پلاسم ليگاسيونواكنش . دشآگارز يك درصد انجام 
با استفاده از آنزيم  OsMTI-3a كننده كد و قطعه ژن pET41aشده 

  T4واكنش بعد از آن، محصول . صورت گرفت )فرمنتاز( ليگاز
 DH5αهاي مستعد  به باكتري ليگاسيون با روش الكتروپوريشن

 هاي تراريخت، انتخاب باكتريجهت  .انتقال داده شد
فته بر روي محيط هاي رشد يا از كلني  Colony PCRواكنش

 بيوتيك كانامايسين حاوي آنتي )LB )Luria Bertani كشت انتخابي

. )Sambrook and Russell 2001( انجام شد) گرم بر ليتر ميلي 50(
 OsMTI-3aكننده   سازي قطعه ژن كد جهت بررسي صحت همسانه

با شده،  تاييدهاي  هاي استخراج شده از كلني در وكتور، پلاسميد
داده شدند و محصول واكنش  برش EcoRIو  HindIII دو آنزيم

 جهت در نهايت. دشدرصد لكتروفورز  2/1بر روي ژل آگارز 
 هاي نوتركيب استخراج پلاسميد ،يد صحت توالي نوكلئوتيدييتا

OsMTI-3a-pET41a  فرمنتاز(توسط كيت استخراج پلاسميد ،
K0502 ( يابي به شركتتواليانجام گرفت و جهت Bioneer 

  . رسال شدا
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   E. coliنوتركيب در باكتري   بيان پروتئين
 pET41a و نيز پلاسميدOsMTI-3a - pET41aپلاسميد نوتركيب 

جهت توليد پروتئين، با روش ) شاهد(نظر  فاقد قطعه ژني مورد
  سويه E. coliهاي مستعد باكتري  الكتروپوريشن، به سلول

Rosetta (DE3) ژن مقاومت به  به دليل حضور. رم شدندوترانسف
و نيز مقاومت pET41a بيوتيك كانامايسين بر روي پلاسميد  آنتي

 Novagen( بيوتيك كلرامفنيكل به آنتي Rosetta (DE3) باكتري

 LB رم شده در محيط كشتوهاي باكتري ترانسف ، سلول)2005

و كلرامفنيكل ) گرم بر ليتر ميلي 50(بيوتيك كانامايسين  حاوي آنتي
دور در دقيقه و  180و بر روي انكوباتور با ) ر ليترگرم ب ميلي 5(

 رسيد، 7/0به  OD600 هنگامي كه. كشت داده شدند C °37در دماي
1IPTG مولار به  ميلي 1/0گر به غلظت نهايي  القا  به عنوان ماده
-در فواصل زماني مختلف نمونه. اضافه شد  هاي كشت محيط

 5/1هاي اپندورف  برداري از سوسپانسيون باكتريايي در ويال
). Mohammadi Nezhad et al. 2013( ليتري صورت گرفت ميلي

 C °4دمايدر  و g  ×12000 دردقيقه  10به مدت  ها سپس ويال
رويي  محلول بعد از آن، .ندشد) Eppendorf, 5418( سانتريفوژ

ميكروليتر  200ها دور ريخته شد و رسوب حاصل در  ويال
. دشسوسپانسيون ) pH=8(مولار  ميلي دهيك اسيدكلريدر -تريس

هاي باكتري  سلول هاي محلول، ديواره به منظور استخراج پروتئين
تخريب ) Hielscher, UP50H(دستگاه اولتراسونيك با استفاده از 

دماي  و g  ×12000در دقيقه  10به مدت ها  نمونهسانتريفيوژ  .شد
C°4 بيان  ميزانبررسي  آن جهتفاز رويي  صورت پذيرفت و

درصد بارگذاري  SDS-PAGE 12ژل پروتئين محلول بر روي 
  .شد

  به فلزات سنگين  E. coliهاي  بررسي ميزان تحمل سلول
بر ميزان تحمل به OsMTI-3a جهت بررسي تاثير بيان پروتئين 

، ابتدا تاثير Rosetta (DE3)  سويه E. coliهاي  فلزات سلول
  CdCl2.H2O،ZnSO4.7H2Oهاي  هاي مختلفي از نمك غلظت

،CuSO4.5H2O و NiCl2  بر رشد باكتري شاهدRosetta-pET41a 
د و غلظت شارزيابي ) pET41aحاوي پلاسميد  Rosettaباكتري (

 Mohammadi( آستانه تحمل هر يك از فلزات مشخص شد

Nezhad et al. 2013 .(هاي رشد فلزات،  بر اساس تحليل منحني
                                                            
1 Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

مولار  يك ميلي مولار نيكل، ميلي مولار مس، دو ميلي 5/1غلظت 
هاي آستانه تحمل  مولار كادميوم به عنوان غلظت ميلي 6/0روي و 

 تعيين شد Rosetta-pET41a هاي باكتري شاهد به فلز سلول

)Karbasizaed et al. 2003; Spain 2003; Rajbanshi 2008 .(
-Rosettaهاي  سپس به تعداد فلزات مورد بررسي، باكتري

pET41a )شاهد ( وRosetta-pET41a-OsMTI-3a ) باكتري
Rosetta  حاوي پلاسميدpET41a-OsMTI-3a (در محيط كشت 

LB و ) گرم بر ليتر ميلي 50(هاي كانامايسين  بيوتيك به همراه آنتي
به هنگام رسيدن . رشد داده شدند) گرم بر ليتر ميلي 5(كلرامفنيكل 

 OD600 دو سويه توسط در هر    ، القاي بيان پروتئين7/0بهIPTG  و
 30پس از گذشت . ميكرومولار انجام شد 100به غلظت نهايي 

سولفات مس، سولفات  يوم،كادم يدكلرهاي  دقيقه يكي از نمك
يكل به محيط كشت اضافه شد به طوري كه ن يدو كلر يرو

هاي كادميوم، مس، روي و نيكل در محيط كشت   غلظت نهايي فلز
رسم منحني . مولار رسيد و دو ميلي ، يك5/1، 6/0به ترتيب به 
 ,Eppendorf(ها توسط دستگاه اسپكتروفتومتر  رشد باكتري

Rs323C( گيري  با اندازهOD600 در دو زمان . صورت گرفت
و شش ساعت پس از آن ) T0(اضافه شدن فلز به محيط كشت 

)T1(در حذف فلز از محيط كشت،   ، جهت بررسي توانايي باكتري
ليتر ريخته  ميلي 10محيط كشت در فالكون به حجم هايي از  نمونه

 ,Eppendorf( سانتريفيوژ g  ×5000 دقيقه و 30شد و به مدت 

5810R (فاز بالايي. دش )ها به دقت برداشته  فالكون) محيط كشت
جهت تعيين مقدار فلز، . اي نگهداري شد هاي جداگانه و در لوله

 ,Rayleigh( 2ميسنج جذب اتوسيله دستگاه طيف  هر نمونه به

WFX-210(  شدارزيابي.  
  

    نتايج و بحث
در OsMTI-3a كننده  سازي ژن كد گيري و همسانه پس از قرار

توسط  ،DH5αرم آن به باكتري وترانسف وpET41a پلاسميد 
هاي اختصاصي،  با استفاده از آغازگر و  Colony PCRواكنش

ه نشان هاي رشد يافت جفت بازي در كلني 209وجود قطعه ژني 
هاي واجد ژن، مورد واكنش هضم دو طرفه  سپس كلني. داده شد

جدا شدن قطعه . قرار گرفتند HindIIIو  EcoRI آنزيمي به وسيله
                                                            
1 Atomic absorption spectroscopy 
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 OsMTI-3a -pET41aنوتركيب جفت باز از پلاسميد 198به طول 
 وكتوردر  OsMTI-3a كننده كد ژن سازي همسانه موفقيت

pET41a  يابي، از طريق توالي همچنين ).1شكل( دكررا تاييد 
 T7صحت توالي نوكلئوتيدي قطعه ژني با استفاده از آغازگرهاي 

Promoter/Terminator تاييد شد.  
  

  
بر روي ژل   pET41a-OsMTI-3aنوتركيبروند توليد پلاسميد  -1شكل
-OsMTIسازي شده هضم آنزيمي  خالصالكتروفورز محصول  )1ستون .آگارز

3a  باHindIII  وEcoRI ثير شده به وسيله واكنش تكPCR 2ستون؛( 
 ؛.EcoRIو  HindIIIهاي  آنزيمالكتروفورز پلاسميد خطي شده بوسيله 

هاي واجد  يكي از كلنيColony PCR الكتروفورز محصول واكنش  )3ستون
الكتروفورز واكنش هضم دو  )4ستون جفت بازي؛ 209قطعه ژني با تكثير قطعه 

به OsMTI-3a قطعه جداسازي  .EcoRIو  HindIIIهاي  آنزيمطرفه آنزيمي با 
 L(DNA؛ ستون )فرمنتاز( IIIنشانگر ملكولي M) ستون  ؛ جفت باز 198ل طو

Ladder  )bp 3000-100(  
  

 .Eبه ميزبان بياني  pET41aو OsMTI-3a- pET41a هاي پلاسميد

coli سويه  Rosetta (DE3)، توليد پروتئين نوتركيب انتقال  جهت
در  pET41aدر ناقل بياني  كننده اين ايزوفرم لي كدتوا. شدندداده 

-His-Tag ،Sپروتئيني شامل   بالهكننده سه دن الحاق با توالي كد

Tag  وGST-Tag هاي  دنبالهوزن مولكولي  .)2شكل(باشد  مي
و نواحي بيان  )GSTبا نام كلي ( pET41aپروتئيني در پلاسميد 

-GSTام اختصاريبا ن( pET41a-OsMTI-3aشونده در پلاسميد 

OsMTI-3a (  بيني شد پيشكيلودالتون  9/38و  5/35به ترتيب 

)http://web.expasy.org/protparam .( وجود باندهاي پروتئيني
درصد SDS-PAGE 12نظر بر روي ژل  با وزن مولكولي مورد
را در فاز  GST-OsMTI-3a و GSTهاي  توليد موفق پروتئين

  ).3شكل (محلول تاييد كرد 
در  Rosetta-pET41a-OsMTI-3a باكتري هاي رشد سلولني منح

حضور در  Rosetta-pET41a شاهد باكتريهاي  مقايسه با سلول
هاي آستانه تحمل  در غلظتكه نتايج نشان داد . بررسي شدفلز 

-Rosetta-pET41aهاي  فلزات كادميوم، نيكل و روي، سلول

OsMTI-3a كه بيان كننده پروتئين GST-OSMTI-3a باشند،  يم
 هاي شاهد بودند؛ باكتري بالاتري نسبت بهنهايي  OD600داراي 

 هاي باكتري نهايي OD600 ،اين در حالي است كه در مورد فلز مس
Rosetta-pET41a-OsMTI-3a  با باكتري شاهد تقريبا يكسان بود

به منظور اطمينان از اين كه مقاومت مشاهده شده در  ).4شكل (
در اثر  اتبه فلز GST-OsMTI-3aپروتئين  هاي بيان كننده سلول

بررسي باشد،  ها براي جذب فلز مي افزايش ظرفيت اين سلول
در فلز افزايش تجمع فلز در رسوب باكتريايي و به تبع آن كاهش 

ميزان  منظوربدين . محيط كشت سلولي مورد آزمايش قرار گرفت
به محيط  فلزفلزات در فاز محيط كشت در دو زمان اضافه شدن 

شش ساعت (زمان ثابت شدن رشد سلولي باكتري و ) T0(كشت 
نشان نتايج . سنجيده شد  )T1افزودن فلز به محيط كشت ؛پس از 

هاي حاوي  در محيط GST-OsMTI-3aبيان پروتئين كه  داد
در فاز محيط را كاهش اين فلزات  نيكل و فلزات كادميوم، روي

در فاز  را اين فلزات در نتيجه تجمعو سبب شد كشت سلولي 
 T1بطور مشخص در زمان  به دنبال داشت؛رسوب باكتريايي 

نسبت به سويه شاهد  Rosetta-pET41a-OsMTI-3aسويه 
Rosetta-pET41a ترتيب بهه فلزات كادميوم، روي و نيكل را ب 

. دكردرصد از فاز محيط كشت حذف  6/12و  4/8، 2/17ميزان  
مقدار فلز در محيط  ،T1و  T0 در دو زمان، در مورد فلز مس

-Rosettaسويه  و Rosetta-pET41a-OsMTI-3aباكتري كشت 

pET41a رسد بيان ثابت بود و به نظر ميOsMTI-3a  نقشي در
  .)5شكل (جذب فلز نداشت 
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 pET41a-OsMTI-3a. و pET41a شماتيك نواحي بيان شونده بر روي پلاسميد شكل -2شكل

  

  
 5/35) شاهد( GSTهاي  بيان پروتئينSDS-PAGE بررسي ژل  -3شكل

 .Eتوليد شده در باكتري كيلودالتون  GST-OsMTI-3a 9/38و كيلودالتون 

coli سويه M .Rosetta (DE3) (هاي محلول  محتواي پروتئين ماركر پروتئيني؛
از  IPTGساعت پس از القاي  4، و2، 1هاي صفر، استخراج شده در زمان

 -OsMTI-3aو ) 5-2هاي  ستون( pET41aپلاسميد هاي باكتري حاوي  سلول
pET41a )به ترتيب محتواي پروتئيني ) 6 و1هاي  ؛ ستون)7-10هاي  ستون

  .IPTGبدون القاي OsMTI-3a- pET41aو  pET41aپلاسميد حاوي باكتري 
  

  
ي نوتركيب بر نحوه رشد باكتري در ها مقايسه تأثير بيان پروتئين -4شكل

سويه حاوي ) ♦(؛ pET41aسويه حاوي پلاسميد  (□). حضور فلزات مختلف
 pET41a-OsMTI-3aپلاسميد 

هاي صنعتي و  هاي اخير با توجه به گسترش فعاليت در سال
هاي فلزي به محيط زيست، شناسايي و  افزايش روز افزون آلاينده

هاي تحمل به تنش فلزات در جانداران مختلف به  درك مكانيسم
بهبود آنها توجه زيادي را به خود جلب گيري و نيز  كاره منظور ب
هاي شناخته  ترين مكانيسم در اين ارتباط، يكي از مهم. استكرده

اسيد  هاي فلزي از طريق گروه تيول آمينو شده، كلاته شدن يون
در گياهان  ).Hall 2002(باشد  ها مي    MTسيستئين موجود در

امل گوناگون وجود دارد كه در اثر عو MTهاي متعددي از  ايزوفرم
هاي متفاوتي بيان  و در مراحل مختلف رشدي گياه و در بافت

ها را تقويت  شوند كه اين امر فرضيه نقش اختصاصي بودن آن مي
و  رغم شناساييعلي ).Cobbett and Goldsbrough 2002( كند مي

نقش  از نادرياطلاعات  گياهان در MTهاي  ايزوفرممطالعه 
به  .دارد وجودمختلف كردن فلزات  در كلاته MTهاي  ايزوفرم

سبب اكسيداسيون آمينواسيدهاي سيستئين در مجاورت با اكسيژن 
و نيز تجزيه شدن سريع پروتئين، در عمل مطالعه مستقيم و 

هاي  بيان ايزوفرم لذاباشد؛  گياهي بسيار دشوار مي   MTاستخراج
نظير هايي  در ميزبانهاي پروتئيني  به همراه دنباله MTگوناگون 

مناسب به منظور سهولت در توليد،  حلي، راهE. coli باكتري
 ;Freisinger 2008( باشد سازي و مطالعه عملكرد آنها ميخالص

Huang and wang 2010; Chaturvedi et al. 2012 .( در اين
 .Eباكتري برنج در  OsMTI-3a پژوهش فرم نوتركيب پروتئين

coli  سويهRosetta (DE3)  با دنبالهدر الحاق  GST توليد شد .
سپس نقش اختصاصي آن در تنش فلزي ايجاد شده در محيط 

نتايج بررسي منحني رشد سويه  .دشكشت سلولي بررسي 
در حضور فلزات نشان  Rosetta-pET41a-OsMTI-3aنوتركيب 
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هاي باكتري  در افزايش تحمل سلول،  OsMTI-3aداد كه بيان ژن
، اما در افزايش بودهگذار  تاثير به فلزات كادميوم، نيكل و روي

با كشت باكتري نوتركيب و . شتتحمل به فلز مس نقشي ندا
فلز در  يزانگيري م شاهد در محيط حاوي فلزات و سپس اندازه

 كننده پروتئينمحيط كشت مشخص شد تحمل در سويه بيان

GST-OsMTI-3a هاي باكتري  به دليل تجمع فلز در درون سلول
هاي رشد  دست آمده از منحنيه ترتيب نتايج بباشد و بدين  مي

اين افزايش تحمل به فلز به احتمال زياد به دليل نقش . تاييد شد
   .پروتئين نوتركيب در كلاته كردن فلزات حاصل شده است

 
 Rosetta-pET41a شاهدباكتري  در درصد فلز در فاز محيط كشت -5شكل

ن اضافه شدن فلز به زما )A ؛.Rosetta-pET41a-OsMTI-3aباكتري  و
هر داده ميانگين . )T1( زمان ثابت شدن رشد باكتريها )B ؛)T0( محيط كشت

  .دو آزمايش مستقل مي باشد) انحراف معيار ±(
  

گياهي  3 هاي تيپ شواهدي نيز در تاثير بيان فرم نوتركيب ايزوفرم
در باكتري بر افزايش تحمل آن به فلزات وجود دارد به طوري كه 

 سهمنجر به افزايش  EgMT-3-GST بيان ايزوفرمي در پژوهش

د ش E. coliهاي باكتري  برابري ميزان تجمع فلز روي در سلول
)Abdullah 2002.( هاي ديگري  همانند پژوهش حاضر گزارش

به  E. coliدر باكتري  MTدهد بيان ژن  نيز وجود دارد كه نشان مي
شود؛ مييوم طور موثري سبب افزايش تحمل باكتري به فلز كادم

در  SbMT-2بيان فراوان پروتئين  از آن جمله در آزمايشي با
 E. coliهاي باكتري  مقاومت سلول، GSTالحاق با دنباله پروتئيني 
همچنين  ).Chaturvedi et al. 2012(يافت به فلز كادميوم افزايش 

 .Eافزايش تحمل باكتري  موجب dMT-GSTبيان پروتئين الحاقي 

coli شدادميوم به فلز ك )Blindauer 2008.(  مطالعات صورت
هاي  اند ايزوفرم برنج نشان داده MTهاي  گرفته بر روي ايزوفرم

رغم فقدان يك ناحيه غني از سيستئين در  ، علي3تا  1هاي  تيپ
كردن فلزات  ، از توانايي بالاتري جهت كلاته4 مقايسه با تيپ

 ن نوتركيبدر يك پژوهش، توليد پروتئي. سنگين برخودارند

 OsMTII-1a در مقايسه با ايزوفرم 1 تيپ از  OsMTI-1bايزوفرم

به فلزات مطالعه شد؛ نتايج اين  E. coli بر تحمل باكتري 4 از تيپ
 برنج  OsMTI-1bپژوهش نشان داد كه افزايش بيان پروتئين

موجب كاهش فلزات نيكل، كادميوم و روي از فاز محيط كشت و 
اكتري توليد كننده پروتئين به اين فلزات در نتيجه تحمل بيشتر ب

برنج در باكتري،   OsMTII-1aشود در صورتي كه بيان پروتئين مي
تنها موجب افزايش نسبي تحمل باكتري به فلز نيكل در محيط 

د و در تحمل باكتري به ديگر فلزات بررسي شده تاثير شسلولي 
عه بر مطال .)Mohammadi Nezhad et al. 2013(چنداني نداشت 

نشان داد توليد اين پروتئين بر روي  OsMTI-1aبيان ژن روي 
فلزات كادميوم و روي  به E. coliهاي باكتري  تحمل سلول

 ;Shumei et al. 2006( و آن را بهبود بخشيد هثيرگذار بودات

Rodriguez-Llorente et al. 2010( . همچنين در آزمايشي ديگر
هاي مخمر و گياه برنج  در سلول OsMTI-1aژن  فراوان با بياننيز 

قابل نتايج مشابهي بدست آمد؛ بدين صورت كه سبب تجمع 
از  .)Yang et al. 2009( فلز روي در مقايسه با شاهد شد توجه

گياه برنج در تمامي  MTمختلف  هاي سوي ديگر بيان ايزوفرم
هاي انجام گرفته فوق، همانند تحقيق حاضر، نشان داد كه  پژوهش

  . ها قابليت كلاته كردن فلز مس را ندارند ز اين ايزوفرمهيچ يك ا
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