
 

 

 ژنتيک نوين

 9316 تابستان، 2ره ، شمادوازدهمدوره 

 227 - 295صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 برنج

 بیان دگرساخت

 متالوتیونین

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 متالوتیونین گیاه برنج 2بیان دگر ساخت ژن کدکننده یک ایزوفرم تیپ

(OsMTI-2b ) در اشرشیاکلی 
 

Heterologous Expression of a rice metallthionein isoform type 2 

(OsMTI-2b) in Escherichia coli 
 

 1*پیری، آذر شاه1سهیل پیرزاده

 

گروه بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه صنعتی  ،دانشیار، کارشناسی ارشد دانشجوی ترتیببه -1

 ، اصفهان، ایراناصفهان

 

Pirzadeh S
1
, Shahpiri A

*1
 

 

1- MSc Student, Associate Professor, Department of Biotechnology, College of 

Agriculture, Isfahan University of Technology, Isfahan, Iran 

 

 a.shahpiri@cc.iut.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 

 (11/2/96 :شتاریخ پذیر - 11/5/95 :تاریخ دریافت) 

واسطه هستند که به( Cys)ن يهای با وزن مولکولی کم، غنی از سيستئپروتئين (MT)ها متالوتيونين

در گياهان . توانايی اتصال به فلزات سنگين را دارند Cysهای تيول آمينو اسيد داشتن گروه

. گيرندپ قرار میاساس آرايش سيستئين در چهار تي وجود دارد که برMT های مختلفی از ايزوفرم

اشد، بمی 2از گياه برنج که متعلق به تيپ  OsMTI-2b منظور بررسی نقش ايزوفرمدر اين تحقيق به

ی  سويهE.coli  یسازی و به باکتر همسانه pET41aی اين ايزوفرم، در ناقل بيانی  کد کننده توالی

(DE3)Rosetta  باکتری با یپس از القا. منتقل شد IPTG  پروتئين همراه با شريک توليد اين

 سويه شاهد نيز با انتقال پلاسميد بدون ژن به سويه. در فاز محلول تاييد شد GSTالحاقی 

(DE3)Rosetta  های  ی پروتئين کننده های باکتری بيان     های رشد سلولمقايسه منحنی .توليد شد

، Pbر محيط حاوی فلزات د OsMTI-2bکننده های بياننوترکيب با باکتری شاهد نشان داد سويه

Cd ،Ni وZn  گيری فلزات در محيط چنين اندازههم. تری نسبت به سويه شاهد دارندتحمل بيش

ترتيب به بهCu و Pb ،Cd ،Ni ، Znفلزات  R-MTI-2bدر محيط کشت سويه کشت نشان داد که 

 کاهشم بر ليترگرميلی 17/7±6/2 و 91 /59±75/2، 5/99 ±5/2 ،27/93±5/2، 95//55±7/2ن ميزا

 .در مقايسه با اين سويه ميزان فلز در محيط کشت سويه شاهد بدون تغيير باقی ماند .يافت
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برای مقابله با سمیت فلزات سنگین های مختلفی  گیاهان مکانیزم

ها، کلاته شدن فلزات توسط  ترین این مکانیزم یکی از مهم .دارند

های  کننده کلاته. با میل ترکیبی بالاست ی سیتوپلاسمیلیگاندها

، از جمله (Cys)سلولی و غنی از آمینواسیدهای سیستئین  درون

 کنند نقش مهمی را در این زمینه ایفا می( MTs) ها تیونینمتالو

(Cobbett and Goldsbrough 2002; Hall 2002; Murphy et al. 

های درون سلولی با وزن مولکولی ها پروتئینمتالوتیونین (.1997

و پایدار در برابر دما هستند که در موجودات  سیستئینکم، غنی از 

گان و  ها، گیاهان، بی مهرهمختلف یوکاریوتی شامل قارچ

یافت  ها سیانوباکتری انندمها پستاندارن و بعضی از پروکاریوت

-ها به واسطه داشتن گروهMT .(Hassinen et al. 2011) شوندمی

توانایی اتصال به فلزات سنگین را  Cysهای تیول آمینو اسید 

ر د (.Freisinger 2011; Cobbett and Goldsbrough 2002) دارند

 نحوه اساس بروجود دارد که  MTهای مختلف  گیاهان ایزوفرم

. گیرند در چهار تیپ مختلف قرار می سیستئین اسید توزیع آمینو

-به سیستئین آمینواسید شش ،1 تیپ در استثنا مواردی در جزبه

 در ،(سیستئین جز به اسیدیهر آمینو : x) C-X-Cموتیف  صورت

-C-X-C Cو  C-X-X-Cفموتی صورتهب سیستئین هشت 2 تیپ

C موتیف صورتبه سیستئین چهار 1 تیپ در و C-X-X-C-X-C-

X-C انتهای برخلاف .تاسشده دیده پروتئین وآمین انتهای در 

 هاتیپ این کربوکسیلی انتهای در هاسیستئین الگوی و تعداد ،وآمین

-C-X-C موتیف صورتبه سیستئین شش که طوری به بوده یکسان

X-X-X-C-X-C-X-X-C-X-C قرار هاآن کربوکسیلی انتهای در 

 سیستئین از غنی دمین سه ،4 تیپ در ، تیپ سه ف اینخلا بر .دارد

(. Cobbett and Goldsbrough 2002; Hall 2002) دارد وجود

یکی از . ها هنوز مورد بحث استنقش دقیق زیستی این پروتئین

زدایی و سم ها، هوموستازیهای پیشنهادی برای این پروتئیننقش

دلیل قابلیت بالای اتصال فلز ها بهMT. باشدفلزات سنگین می

ها و های دو ظرفیتی مورد نیاز برای متالوآنزیمتوانند کاتیونمی

(. Blindauer CA .2008)فاکتورهای رونویسی را تامین نمایند 

های مختلف گیاهی بررسی الگوی بیان ژن متالوتیونین در بافت

در  را متفاوتی بیان الگوی MT کدکننده هایژن کهنشان داد 

باشد  مطلب این بیانگر تواندمی امر این .دارند مختلف هایبافت

های مختلفی در گیاهان  ممکن است نقش گوناگون های ایزوفرم که

 Yang et al. 2011 Cobbett and Goldsbrough) داشته باشند

2002; Guo et al. 2003; Freisinger 2007;).  هایطور کلی ژنهب 

 شوند؛ درمی بیان تریبیش مقدار به ریشه در معمولا 1 تیپ

 ژن. دارند تریبیش بیان هابرگ در 2 تیپ هایژن که صورتی

موز،  مانند گوشتی هایمیوه کننده تولید گیاهان در 1 تیپ های

 در اما شوندمی بیان هامیوه رسیدگی طی در عمدتا آناناس و سیب

 سطح کنندینم تولید گوشتی میوه که آرابیدوپسیس انندم گیاهانی

 .(Guo 2005; Zhou et al. 2006) است تربیش هابرگ در بیان

دلیل تولید کم و سختی جداسازی های جانوران، بهMTبرخلاف

های گیاهی، تاکنون مطالعات کمی انجام این پروتئین از بافت

طور به MTای هاست و تنها تعداد معدودی از پروتئینشده

بیان . (Nies 1999) استهای گیاهی استخراج شدهمستقیم از بافت

های پروکاریوتی به دلیل دگر ساخت این پروتئین نیز در سیستم

چنین کوچک بودن و عدم پایداری در برابر پروتئازها و هم

حلالیت پایین به دلیل وجود میزان سیستئین بالا با مشکلات 

 های اخیر بیان دگربا این حال در سال. تزیادی روبرو بوده اس

های بیان های گیاهی در سیستمMT ژن کد کننده ساخت

های با پپتیدها یا پروتئین MTپروکاریوتی با استفاده از الحاق 

-پذیر شدهامکان GST))ترانسفراز  -S- پایداری مانند گلوتاتیون

-بهدر تحقیق حاضر (. Mohammadi Nezhad et al. 2013) است

 OsMTI-2bمنظور بررسی امکان اتصال فلزات مختلف به ایزوفزم 

توالی  باشد،می 2 متعلق به تیپبرنج  MTهای که یکی از ایزوفرم

انتقال داده شد و   E. coliبه باکتری OsMTI-2b کننده ایزوفرمکد

مورد  GSTصورت شریک الحاقی با پروتئین بیان این پروتئین به

ساخت این پروتئین بر  تاثیر بیان دگر سسپ. تایید قرار گرفت

 و ارزیابی شدهای باکتری به فلزات سنگین میزان مقاومت سلول

چنین میزان فلز حذف شده از محیط توسط سویه تراریخت در هم

 . مقایسه با سویه شاهد مورد بررسی قرار گرفت

 

شماره با )OsMTI-2b کننده ایزوفورم کد cDNAتوالی کامل 

که در وکتور ( NCBIدر پایگاه اطلاعاتی   AB00282دسترسی

  مقدمه

  هامواد و روش
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PME18SFL3  قرار گرفته بود از کتابخانهcDNA برنج مرکز 

NIAS ژاپن (http://www.dna.affrc.go.jp )جهت . تهیه شد

توالی   با  رفت  اختصاصی کننده، آغازگر کد ژن   توالی  تکثیر

ʹ3-ATGTCGTGCTGCGGTGGC GAATTCATAT -ʹ5 ( زیرمحل

و آغازگر اختصاصی  (استخط کشیده شده EcoRIجایگاه برشی 

برگشت با توالی نوکلئوتیدی 
ʹ3-TTGCAGCAGGAGCCTAGTTGCAGAAGCTTATATʹ5 
بر اساس  (استخط کشیده شده HindIIIزیرمحل جایگاه برشی )

لازم به ذکر است دو . شد ابتدا و انتهای ژن مورد نظر طراحی

به . در داخل ژن وجود نداشتHindIII  و  EcoRIجایگاه برشی

سازی ژن مورد همین دلیل از این دو جایگاه آنزیمی برای همسانه

 با استفاده از میکرولیتر 25در حجم  PCR واکنش .نظر استفاده شد

 نانوگرم 51، (فرمنتاز)پلیمراز  Pfu آنزیم واحد 55/1

PME18SFL3-OsMTI-2b از هر  پیکومول پنج ،عنوان الگوبه

 PCR (X11) بافرمیکرولیتر  dNTP   ،5/2مولار میلی 2/1 آغازگر،

 PCRواکنش . انجام شد مولار میلی 5/2با غلظت نهایی   MgSO4و

د که شرایط دمایی و زمانی هر شچرخه دمایی انجام  11در 

ه مدت ب C°94چرخه شامل یک مرحله واسرشت کردن در دمای 

به مدت  C °62یک دقیقه، اتصال آغازگر به رشته الگو در دمای

به مدت یک  C°52یک دقیقه و تکثیر قطعه مورد نظر در دمای 

به  C°95چنین مرحله واسرشتگی ابتدایی در دمای هم. دقیقه بود

به  C°52دقیقه و در پایان مرحله تکثیر نهایی در دمای  پنجمدت 

 ژل روی بر PCR محصول سپس .دقیقه انجام گرفت 11مدت 

 Silicaوسیلهبه آن سازیخالص و شد الکتروفورز درصد2/1 آگارز

Bead DNA Gel Extraction Kit  فرمنتاز (K0513) دش انجام .

 هایآنزیم با ژل از شده سازیخالص PCR محصول بعد، گام در

HindIII (فرمنتاز ) وEcoRI (فرمنتاز )و گرفت قرار هضم مورد 

 درصد 2/1 آگارز ژل روی از واکنش محصول سازیالصخ سپس

 قطعه گیریقرار جهت مناسب هایجایگاه ایجاد هدف با. شد انجام

 عنوانبه بازجفت 5911 اندازه با pET41a پلاسمید وکتور، در ژنی

 و شد داده برش EcoRI وHindIII  هایآنزیم با بیانی وکتور

 انجام درصد یک رزآگا ژل روی از واکنش محصول سازیصخال

 قطعه و pET41a شده خطی پلاسمید بین لیگاسیون واکنش .شد

 (فرمنتاز) لیگاز T4 آنزیم از استفاده باOsMTI-2b  کنندهکد ژن

 روش با لیگاسیون واکنش محصول آن، از بعد .گرفت صورت

 جهت .شد داده انتقال DH5α مستعد هاییباکتر به الکتروپوریشن

 هایکلنی از Colony PCR واکنش تراریخت، هاییباکتر انتخاب

 LB (Luria Bertani) انتخابی کشت محیط روی بر یافتهرشد

. شد انجام (لیتر بر گرم میلی51) کانامایسین بیوتیک آنتی حاوی

 OsMTI-2bکننده  سازی قطعه ژن کد جهت بررسی صحت همسانه

با ده، ش تائیدهای  های استخراج شده از کلنی در وکتور، پلاسمید

داده شدند و محصول واکنش  برش EcoRIو  HindIII دو آنزیم

 ، جهتدر نهایت. دشالکتروفورز  درصد 2/1بر روی ژل آگارز 

 های نوترکیب استخراج پلاسمیدتائید صحت توالی نوکلئوتیدی 

OsMTI-3a-pET41a  فرمنتاز)توسط کیت استخراج پلاسمید ،

K0502 ) ه شرکتیابی بتوالیانجام گرفت و جهتBioneer 

ردیف یابی با توالی اصلی این ژن همنتیجه توالی .ارسال شد

 .شدسازی 

با روش الکتروپوریشن،  pET41a-OsMTI-2b نوترکیب پلاسمید

 Rosetta( DE3) سویه E.coli باکتری مستعد هایسلول به

علاوه بر . دشگذاری نامR-MTI-2b سویه حاصل . شد ترانسفورم

 بهفاقد ژن  pET41a هد با انتقال پلاسمیدسویه شا ،این سویه

. تولید شد Rosetta (DE3) سویه E.coli باکتری مستعد ایه سلول

 روی بر کانامایسین بیوتیکآنتی به مقاومت ژن حضور دلیلبه

-آنتی به  Rosetta(DE) باکتری مقاومت نیز و pET41a پلاسمید

 محیط و شاهد در R-MTI-2bهای کلرامفنیکل، سویه بیوتیک

 و (لیتر بر گرممیلی 51) کانامایسین بیوتیکآنتی حاوی LBکشت

 دقیقه در دور 181 با انکوباتور در (لیتر بر گرممیلی 5) کلرامفنیکل

 رسید 5/1به  OD600که هنگامی .شدند داده کشت C15° دمای با

IPTG مولار به میلی 1/1عنوان ماده القاگر به غلظت نهایی به

-نمونه مختلف زمانی فواصل در. افه شدهای کشت اضمحیط

-میلی 5/1 اپندورف هایویال در باکتریایی سوسپانسیون از برداری

 (.Mohammadi Nezhad et al. 2013) صورت گرفت لیتری

 C4°و در دمای  g12111 ×دقیقه در  11 مدت به هاویال سپس

بعد از آن محلول رویی . شدند( Eppendorf5418) سانتریفوژ

 میکرولیتر تریس 211ا دور ریخته شد و رسوب حاصل در هویال

-به .شد سوسپانسیون (pH= 8) مولارمیلی 11 اسیدکلریدریک

های باکتری با های محلول، دیواره سلولمنظور استخراج پروتئین
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 تخریب (Hielscher,UP50H) استفاده از دستگاه اولتراسونیک

 11 مدت به هانمونه سانتریفیوژ منظور حذف بقایای سلولیبه. شد

پروتئین  و پذیرفت صورت C4°و در دمای  g12111 ×دقیقه در 

 SDS-PAGEژل روی بر بیان بررسی جهتمحلول  فازموجود در 

منظور تایید بیان هترولوگ پروتئین از به. شد بارگذاری درصد12

با توجه به (. Shahpiri et al. 2014)وسترن بلات استفاده شد 

-ترمینال پروتئین از آنتی -Nدر ناحیه  GSTی وجود شریک الحاق

 .استفاده شدGST (Rabbit Anti-GST-tag pAb )بادی اولیه ضد 

. سازی پروتئین با استفاده از کروماتوگرافی جذبی انجام شد خالص

 His-Trapهای  منظور پروتئین محلول استخراج شده از ستونبدین

HP (ساخت شرکتGE Healthcare  )ا استفاده از بافرکه از قبل ب 

A  میلی 511مولار، کلرید سدیم میلی 11ایمیدازول )بارگذاری-

به تعادل ( =pH 8اسید کلریدریک،  -مولار تریسمیلی 11مولار و 

های باند پروتئین شستشویجهت . رسیده بودند، عبور داده شدند

فیلتر  Bلیتر از مخلوط بافر  میلی 11میزان  صاصیتشده غیر اخ

 511مولار، کلرید سدیم  میلی 411ایمیدازول )شده سرد 

و  (=pH 8اسید کلریدریک،  -مولار تریس میلی 11مولار و  میلی

 درصد 91و  B بافر درصد 11فیلتر شده سرد با نسبت  A بافر

و اجازه داده شد تا از ستون  دشروی ستون بارگذاری بر  A بافر

لیتر  میلی 11سپس جهت جداسازی پروتئین هدف  .شودخارج 

روی ستون بر  A بافر درصد 61و  Bبافر  درصد 41بافر حاوی 

های اپندورف لولهلیتر خروجی ستون در هر میلیو  دشبارگذاری 

کیفیت  .نگهداری شدند C°4بر روی یخ در دمای لیتری میلی 5/1

 SDS-PAGEها با استفاده از   خلوص پروتئین خارج شده در ویال

 . مورد ارزیابی قرار گرفت

 تحمل میزان بر OsMTI-2b پروتئین بیان تاثیر بررسی جهت

-R سویه روی، نیکل، مس ، کادمیوم و سرب به فلزات باکتری

MTI-2b  کشت محیطلیتر میلی 81 دربه همراه سویه شاهدLB  به 

و ( لیتر بر گرممیلی 51) کانامایسین هایبیوتیکآنتی همراه

 Mohammadi) دندشکشت ( لیتر بر گرممیلی پنج) کلرامفنیکل

Nezhad et al. 2013 .) به هنگام رسیدنOD600  بیان القای 5/1به 

 111 نهایی غلظت به و IPTG توسط سویه دو هر در پروتئین

-هر یک از نمک دقیقه 21 گذشت از پس .شد انجام میکرومولار

و  CdCl2. H2O ،Zn SO4. 7 H2O ،CuSO4. 5H2O ،NiCl2های 

Pb(CH3COO)2.3H2O که یط کشت اضافه شد به طوریبه مح

 به Pb و Cd ،Zn ،Cu ،Niهای نهایی هر یک از فلزهای غلظت

هایی از ها غلظتاین غلظت. مولار رسیدمیلی 1و  5/2، 2، 1، 9/1

توانند سمیت فلز هستند که طی مطالعات قبلی برای باکتری می

رسم منحنی رشد (. Mohammadi Nezhad 2012)ایجاد کنند 

 با (Eppendorf, Rs323C) وسط دستگاه اسپکتروفتومترباکتری ت

 فلز شدن در دو زمان اضافه. صورت گرفت OD600 گیریاندازه

 بررسی جهت (T1)و شش ساعت پس از آن ( T0)کشت  محیط به

 محیط از هاییکشت، نمونه محیط از فلز حذف در باکتری توانایی

 11 مدت به و لیتر ریخته شدمیلی 11 حجم به فالکون در کشت

( کشت محیط) بالایی فاز. شد سانتریفیوژ g 5111 × و دقیقه

. شد نگهداری ایجداگانه هایلوله در برداشته و دقت به هافالکون

 جذب سنجطیف دستگاه وسیلهبه نمونه هر فلز، مقدار تعیین جهت

 .شد ارزیابی (PerkinElmer Analyst 700) اتمی

 

 

 در OsMTI-2b هکنندکد ژن زیساسانههم و یگیرارقر از پس

 توسط ،DH5α یباکتر به آن رمنسفواتر و pET41a پلاسمید

، ختصاصیا یگرهازغاآ از دهستفاا با و Colony PCR کنشوا

. شد تایید یافتهشدر یهاکلنی در زیباجفت 241 نیژ قطعه دجوو

 نزیمیآ طرفه دو هضم کنشوا ردمو ژن، جدوا یهاکلنی سپس

به طول قطعه  نشد اجد. گرفتند ارقر HindIII و EcoRI سیلهوبه

 موفقیت pET41a-OsMTI-2b نوترکیب پلاسمید باز ازجفت 241

 را pET41a رکتوو در OsMTI-2b هکنندکد ژن زیساهمسانه

 لیاتو صحت ،یابیلیاتو طریق از همچنین (.1شکل )د کر تایید

 T7آغازگرهایاز دهستفاا با نیژ قطعه ینوکلئوتید

Promoter/Terminator های پلاسمید .تایید شد OsMTI-2b- 

pET41a وpET41a  به میزبان بیانیE. coli ی سویه (DE3) 

Rosetta ،توالی . شدندتولید پروتئین نوترکیب انتقال داده  جهت

در الحاق با توالی  pET41aدر ناقل بیانی  کننده این ایزوفرم کد

-GSTو  His-Tag ،S-Tagل ی پروتئینی شام کننده سه دنباله کد

Tag (2شکل)باشد  می. 

  نتایج
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و  HindIIIهای  آنزیمالکتروفورز واکنش هضم دو طرفه آنزیمی با  -1شکل 

EcoRI قطعه جداسازی  و OsMTI-2b1ستون ؛  جفت باز 241ل به طو: 

DNA Ladder  محصول هضم آنزیمی: 2و ستون 

 

 

با نام ) pET41aپلاسمید های پروتئینی در  دنبالهوزن مولکولی 

-pET41a-OsMTIو نواحی بیان شونده در پلاسمید ( GSTکلی 

2b (با نام اختصاریGST-OsMTI-2b  )9/41و  5/15ترتیب به 

(. http://web.expasy.org/protparam) دشبینی  پیشکیلودالتون 

نظر بر روی ژل   وجود باندهای پروتئینی با وزن مولکولی مورد

SDS-PAGE 12 های  تولید موفق پروتئین درصدGST و GST-

OsMTI-3a  را در فاز محلول تائید کرد( شکلa1 .)چنین با هم

تایید بیان امکان  N-terminalدر ناحیه  GST-tagتوجه به وجود 

 GSTبادی ضد پروتئین با تکنیک وسترن بلات با استفاده از آنتی

 5/15مولکولی در این آزمایش نیز وجود باند با وزن . فراهم شد

کیلو دالتون در  9/41کیلودالتون در سویه شاهد و باند با وزن 

 GST-OsMTI-2bو   GSTترتیب تایید کننده بیان سویه اصلی به

 (. b1شکل )بود 

سازی پروتئین انجام خالصبا استفاده از کروماتوگرافی تمایلی 

سازی، پروتئین پس از منظور ارزیابی کیفیت خالصسپس به .شد

 -a1شکل )شد  بارگذاری SDS-PAGE سازی بر روی خالص

ه بر ومشاهده تک باند با وزن مولکولی مورد انتظار علا(. 11ستون 

-نشان دهنده کیفیت خالص  GST-OsMTI-2bتایید بیان پروتئین

 . سازی مناسب این پروتئین بود

ر مقایسه با دR-MTI-2b  باکتری های رشد سلولمنحنی 

حضور فلزات در  Rosetta-pET41a اهدش باکتریهای  سلول

کشت حاوی  هایمحیطنتایج نشان داد در . بررسی شدمختلف 

که بیان کننده  R-MTI-2bهای  سلول Pb  و Cd ،Zn ،Niفلزات 

بالاتری نهایی  OD600دارای باشند،  می GST-OSMTI-2b پروتئین

این در حالی است که در مورد  های شاهد بودند باکتری نسبت به

با باکتری شاهد  R-MTI-2b های باکتری نهایی OD600 ،ز مسفل

منظور اطمینان از این که مقاومت به (.4شکل )تقریبا یکسان بود 

 GST-OsMTI-2bهای بیان کننده پروتئین  مشاهده شده در سلول

ها برای جذب فلز  در اثر افزایش ظرفیت این سلول اتبه فلز

بررسی افزایش تجمع فلز در رسوب باکتریایی و به تبع باشد،  می

. در محیط کشت سلولی مورد آزمایش قرار گرفتفلز آن کاهش 

میزان فلزات در فاز محیط کشت در دو زمان اضافه  منظوربدین 

زمان ثابت شدن رشد سلولی و ( T0)به محیط کشت  فلزشدن 

  (T1افزودن فلز به محیط کشت؛شش ساعت پس از )باکتری 

 R-MTI-2bدر محیط کشت سویه  نشان دادنتایج . سنجیده شد

، 85/15ترتیب به میزان بهCu و Pb ،Cd ،Ni ، Znمیزان فلزات 

این . کاهش یافت گرم بر لیترمیلی 45/5و 51/14، 8/11، 15/11

در حالی بود که در محیط کشت سویه شاهد میزان فلز بدون تغییر 

 دگر بیان پروتئینرسد نظر میهبنابراین ب. (5شکل ) باقی ماند

باعث افزایش  R-MTI-2bدر سویه  GST-OsMTI-2bساخت 

چنین میزان فلز تحمل این سویه نسبت به سویه شاهد شده و هم

 . انباشته شده در این سویه را افزایش داده است
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 pET41aو   pET41a-OsMTI-2bنده بر روی پلاسمید نواحی بیان شو :b .OsMTI-2bتوالی آمینو اسیدی پروتئین   :a-2شکل 

 

 

 

 

 

 

 
 

 سویه E. coliتولید شده در باکتری کیلودالتون GST-OsMTI-2b 9/41و کیلودالتون  5/15( شاهد) GSTهای  بیان پروتئینSDS-PAGE بررسی ژل  :a – 1شکل 

(DE3).Rosetta  M :ساعت پس از القای  4و1، 2، 1های صفر، شده در زمانهای محلول استخراج  محتوای پروتئین مارکر پروتئینی؛IPTG باکتری حاوی های  از سلول

 pET41aپلاسمید  حاویبه ترتیب محتوای پروتئینی باکتری  :6و1های  ؛ ستون(11-5های  ستون)  pET41aپلاسمیدو  (5-2های  ستون)OsMTI-2b - pET41aپلاسمید

در  GST استفاده از تکنیک وسترن بلات برای تایید :His-Trap HP.bستون  با  GST-OsMTI-2bین خالص شده پروتئ. IPTGبدون القای  OsMTI-2b- pET41aو 

   pET41a-OsMTI-2b. در سویه حاوی پلاسمید  GST-OsMTI-2b و( 1ستون )سویه شاهد 

 

 ثرا در که دارد دجوو MT از دیمتعد یهامفرویزا نگیاها در

 یهابافت در و هگیا یشدر مختلف لحامر در و نگوناگو ملاعو

سیستئین  8با داشتن  OsMTI-2bایزوفرم . شوند می نبیا تیومتفا

 .Zhou et al) باشدمیMT  2در انتهای آمینو متعلق به تیپ 

دهد که بیان کننده این ایزوفرم نشان میبیان ژن کد تجزیه(. 2006

های در برگ این ژن در ساقه برنج چندین برابر میزان بیان این ژن

چنین بیان این ژن در هم(. Umeda et al. 1998) باشداین گیاه می

این در حالی است که  .گلوم برنج بعد از گرده افشانی تایید شد

 و  OsMTI-2cیعنی 2متعلق به تیپ  MTبیان دو ژن دیگر 

OsMTI-2a در این اندام مشاهده نشد (Zhou et al. 2006 .)

-باشد که ایزوفرممین دهنده این موضوع بنابراین این نتایج نشا

های اختصاصی در ممکن است دارای نقش MTهای مختلف 

کننده در مطالعه دیگری یک عنصر تنظیم. های مختلف باشندبافت

-م و همرکننده این ایزوفدر بالادست ژن کد (MRE) پاسخ به فلز

 ,OsMT-I-1aدر گیاه برنج مانند MTهای کدکننده چنین دیگر ژن

OsMT-I-1b, OsMT-I-4a, OsMT-I-4b OsMT-I-4c تایید شد 

(Zhou et al. 2006 .) در انطباق با این مسئله مشاهده شد که بیان

 Shumei et)شود ها در گیاه برنج با فلزات تنظیم میاین ژن

al.2006; Gautam et al. 2012  .) علاوه بر وجودMRE  عناصر

  بحث
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اکسیدان، عنصر پاسخ کننده دیگری مانند عنصر پاسخ به آنتیتنظیم

به اکسین، عنصر پاسخ به آبسیزیک اسید، عنصر پاسخ به دما در 

 .Zhou et al) استهمشاهده شد OsMTI-2bکننده بالادست ژن کد

عوامل محیطی  ،رسد علاوه بر فلزاتنظر میبنابراین به(. 2006

را تحت تاثیر قرار  OsMTI-2bدیگری بتوانند بیان ژن کدکننده 

  .دهند
 

 

سمید سویه حاوی پلا( Δ)؛ pET41aسویه حاوی پلاسمید  (◊). های نوترکیب بر نحوه رشد باکتری در حضور فلزات مختلف مقایسه تأثیر بیان پروتئین -4شکل

pET41a-OsMTI-2b . باشددو آزمایش مستقل می( انحراف معیار ±)هر داده میانگین. 
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-R باکتریو  شاهدباکتری میزان فلز حذف شده از محیط کشت  -5شکل

MTI-2b . باشددو آزمایش مستقل می( انحراف معیار ±)هر داده میانگین. 

 

 در MTز های مختلفی ا ایزوفرمو مطالعه  رغم شناساییعلی

در  MTهای مختلف  نقش ایزوفرم از نادریاطلاعات  گیاهان

سبب اکسیداسیون به .دارد وجودمختلف کردن فلزات  کلاته

آمینواسیدهای سیستئین در مجاورت با اکسیژن و نیز تجزیه شدن 

گیاهی بسیار    MTسریع پروتئین، مطالعه مستقیم و استخراج

همراه به MTای گوناگون ه بیان ایزوفرم لذاباشد؛  دشوار می

 ، راه حلیE. coli هایی نظیر باکتری در میزبانهای پروتئینی  دنباله

منظور سهولت در تولید، خالص سازی و مطالعه مناسب به

 در این پژوهش فرم نوترکیب پروتئین. باشد ها میعملکرد آن

OsMTI-2b  باکتری برنج درE. coli سویه (DE3) Rosetta در ،

سپس تاثیر این بیان هترولوگ در تولید شد؛  GST نبالهالحاق با د

 ایجاد مقاومت باکتری تراریخته در برابر تنش فلزی ایجاد شده

 R-MTI-2bبررسی منحنی رشد سویه نوترکیب  نتایج .دشبررسی 

در افزایش   OsMTI-2b،در حضور فلزات نشان داد که بیان ژن

و سرب روی  ،کلهای باکتری به فلزات کادمیوم، نی تحمل سلول

با . گذار است، اما در افزایش تحمل به فلز مس نقشی ندارد تاثیر

کشت باکتری نوترکیب و شاهد در محیط حاوی فلزات و سپس 

گیری مقدار فلز در محیط کشت مشخص شد سویه بیان  اندازه

مقدار قابل توجهی قادر به تجمع  GST-OsMTI-2b کننده پروتئین

-و سرب نسبت به سویه شاهد میروی  ،کادمیوم، نیکلاز فلزات 

با کلاته کردن  OsMTI-2bرسد پروتئین نظر میبنابراین به. باشد

شود و بنابراین سویه فلز باعث کاهش سمیت فلز برای باکتری می

در تطابق با این . دهدحاصل تحمل بیشتری به این فلزات نشان می

برنج نشان داد  های گیاهMTنتایج مطالعات قبلی نیز بر روی دیگر 

 OsMTI-3aو  1متعلق به تیپ OSMTI-1b  که تولید دگرساخت

باعث افزایش تحمل باکتری به فلزات نیکل،  1متعلق به تیپ 

سویه حاوی پلاسمید )کادمیوم و روی در مقایسه سویه شاهد 

 Mohammadi Nezhad et al.2013; Shahpiri) شودمی( بدون ژن

et al. 2015 .)ایزوفرم  بیان دگر ساختOsMTII-1a  که متعلق به

بیان دگر ساخت . باشد قابلیت اتصال به فلز نشان ندادمی 4تیپ 

های انجام  گیاه برنج در تمامی پژوهش MTهای مختلف  ایزوفرم

گرفته فوق، همانند تحقیق حاضر، نشان داد که هیچ یک از این 

 .ها قابلیت کلاته کردن فلز مس را ندارند ایزوفرم

 

 

 
Blindauer CA (2008) Metallothioneins with unusual 

residues: histidines as modulators of zinc affinity and 

reactivity. Journal of Inorganic Biochemistry 102: 507-

521. 

Cobbett C, Goldsbrough P (2002) Phytochelatins and 

metallothioneins: Roles in heavy metal detoxification and 

homeostasis. Annual Review of Plant Biology 53: 159-

182. 

Nies DH (1999) Microbial heavy-metal resistance. 

Applied Microbiology and Biotechnology 51: 730-750. 

Freisinger E (2007) Spectroscopic characterization of a 

fruit specific metallothionein M.acuminata MT3. 

Inorganica Chimia Acta 360: 369-380 

Freisinger E (2011) Structural features specific to plant 

metallothioneins. Journal of Biological Inorganic 

Chemistry 16: 1035-1045. 

Gautam N, Verma PK, Verma S, Tripathi RD, Trivedi 

PK, Adhikari B, Chakrabarty D (2012) Genome-wide 

identification of rice class I metallothionein gene: tissue 

expression patterns and induction in response to heavy 

metal stress. Journal of Functional and Integrative 

Genomics 12:635-47. 

Guo WJ, Bundithya W Goldsbrough PB (2003) 

Characterization of the arabidopsis metallothionein gene 

family: Tissue-specific expression and induction during 

senescence and in response to copper. Journal of New 

Phytologist 59: 369-381.  

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
96

.1
2.

2.
6.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

06
 ]

 

                               8 / 9

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gautam%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23053198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verma%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23053198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verma%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23053198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tripathi%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23053198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trivedi%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23053198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trivedi%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23053198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adhikari%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23053198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chakrabarty%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23053198
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.2.6.8
https://mg.genetics.ir/article-1-1483-en.html


 پیری و همکارانآذر شاه  ...2ساخت ژن کدکننده يک ايزوفرم تيپبيان دگر 

 

 9316 تابستان/ 2شماره / دوازدهمدوره / ژنتیک نوین 292

 

Guo WJ (2005) Functional characterization of 

metallothionein gene family in Arabidopsis. Dissertation, 

Purdure university, USA. 

Hall JL (2002) Cellular mechanisms for heavy metal 

detoxification and tolerance. Journal of Experimental 

Botany 53: 1-11. 

Hassinen VH, Tervahauta AI, Schat, Karenlampi SO 

(2011) Plant metallothioneins metal chelators with ROS 

scavenging activity. Journal of Plant Biology 13: 225-232. 

Murphy A, Zhou J, Goldbrough P, Taiz L (1997) 

Purification and immunological identification of 

metallothioneins 1 and 2 from Arabidopsis. Journal of 

Plant Physiology 113:1293-1301. 

Yang J, Wang Y, Liu G, Yang C, Li C (2011) Tamarix 

hispida metallothionein-like ThMT3, a reactive oxygen 

species scavenger, increases tolerance against Cd
2+

, Zn
2+

, 

Cu
2+

 and NaCl in transgenic yeast. Journal of Molecular 

Biology Reports 38: 1567-1574. 

Zhou GK, Xu YF, Li J, Yang LY (2006) Molecular 

analyses of the metallothionein gene family in rice (Oryza 

sativa L.). Journal of Biochemistry and Molecular Biology 

387: 87-93. 

Mohammadi Nezhad, R, A Shahpiri and A Mirlohi (2013) 

Heterologous Expression and Metal-Binding 

Characterizaton of a Type 1 Metallothionein Isoform 

(OsMTI-1b) from Rice (Oryza sativa). Journal of Protein 

32: 131-137. 

Mohammadi Nezhad R (2012) The Effect of Heterologous 

Expression of Rice (Oryza sativa) Class I and Class II 

Metallothionein Isoforms on Metal Tolerance of 

Esherichia coli, Dissertation, Isfahan University of 

Technology IRAN. (In Farsi). 

Shahpiri A, Soleimanifard I, Asadollahi MA (2015) 

Functional characterization of a type 3 metallolthionein 

isoform (OsMTI-3a) from rice. Journal of Biological 

Macromolecules 73:154-159 

Shahpiri A, N Talaei, C Finnie (2014) Spatio-temporal 

appearance of α-amylase and limit dextrinase in barley 

aleurone layer in response to gibberellic acid, abscisic acid 

and salicylic acid.Journal of Science of Food and 

Agriculture 95: 141-147 

Shumei J, Y Cheng, Q Guan, D Liu, T Takano and S Liu 

(2006) A metallothionein like protein of rice (rgMT) 

functions in E. coli and its gene expression is induced by 

abiotic stresses. Journal of  Biotechnology Letters 28: 

1749-1753. 

Umeda M, YL L JY, Z NM and H. Uchimiya (1998). A 

novel MT gene of rice plants is strongly expressed in the 

node portion of the stem. Journal of  Gene 206: 29-35. 

Zhou GK, YF Xu, J Li and LY Yang (2006) Molecular 

analyses of the metallothionein gene family in rice (Oryza 

sativa L.). Journal of Biochemistry and Molecular Biology 

39: 595-606.  

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
96

.1
2.

2.
6.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

06
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=biochem%20mol%20biol%20&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F\(ISSN\)1539-3429&ei=0gKAUIG8OMXGtAbJ2oDoDg&usg=AFQjCNERxHYKq5ShHMCjmZERZouGUMoByQ
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.2.6.8
https://mg.genetics.ir/article-1-1483-en.html
http://www.tcpdf.org

