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بررسی و باكتری اشریشياكلی در ( OsMTI-1bمتالوتيونين برنج ) 1ایزوفرم تيپ توليد فرم نوتركيب 

 به فلز نيکل آن اتصال قابليت

  
  3، آقافخر ميرلوحی2پيری شاه ذرآ ،1رضوان محمدی نژاد

    ش  س ا شد                    ، دان گ ه ص عت  اصفه ن 1
       ، دان گ ه ص عت  اصفه ناست دی   گر ه              2
 است د گر ه                    ، دان گ ه ص عت  اصفه ن3

13/13/1332، تاریخ پذیرش: 11/10/1331تاریخ دریافت:   

 چکيده

   ا  یاند. شده    س      خت ف  د   ق        اثر س   ف زات س گ ن   هز    ن سمگ    ن    

( MT   )      پت د     تصل ش نده    ف زات،   ن د  ت      ن ن  د  ر  ئ ن  ،    رین این    ن سم هم

        ن          م   غ   ا  آ    اس د    س ستئ ن  ست د      ، گر    ا   ر  ئ ن  شد.  ت      ن ن  

ا  گ  ه   OsMTI-1bایز فرم   د    ده   ش د. د  این  حق ق   ا    دا ا  ظرف ت   لا  ا ص ل    ف زات 

 .Eس           ز  ن    ن    س ن  pET41a  ، د  ن قل    ن  ا  رنج،       ان گ  ه  دل د    ن  ک  پ 

coli  س ی  Rosetta (DE3) .س ا  ا ق   ح ط   ت   سط    تقل شد IPTG  ر  ئ ن،   زان    سب  ا 

    س  ل ش  ر     گراف  جذ   خ  ص س    شد.     ن  ر  ب د  ف    ح  ل     د      استف ده ا   

    ح    شد  شدند   شد داده 2NiClح    ن ک  LB    ن  ر  ب د   ح ط    ر  ئ ن   ده   تر     ن

   د   س ب    د   ق یس     ش  د  رس م شد.  قدا     ش ف ز ن  ل د   ح ط   ت      ع آنآن

دست آ د.  ر اس س   ( ICP-AESا ق ئ  )      لاس    جفت شده   تری ی    سط دستگ ه ط ف س 

ا  طریق افزایش    ع د  ن س     ف ز ن  ل   جب   OsMTI-1bنت یج   خص گردید    ن ایز فرم

    DTNB  چ  ن،  ر س  ا گ   جذب ن      ا  ش  گردد.   این ف ز    E. coliافزایش  ح ل    تر  

    ل دست  ت ف ز/   ل د   ر  ئ ن ن  ر  ب  ،این  یتر    ف ز ن  ل د  شرایط     ان     شده  ر  ئ ن

GST-OsMTI-1b .اند   ع س    ده نقش احت               ش ح ضر  فت ی  ا اثب ت ن  د  

 د   ح ل گ  ه  رنج      ش ف زات س گ ن   شد.   OsMTI-1bایز فرم

 . ر  ئ ن، ف زات س گ ن دگرس خت  ن  ت      ن ن،   س ن  س   ،  كلمات كليدی: 

                                                           
  31131133130   فن:                               آذ  ش ه   ر  ل: ئن یس ده  س                                a.shahpiri@cc.iut.ac.ir :Email 
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 مقدمه

ا ر  ه آ  دگ  ف زات س گ ن د  خ ک، یک 

ش د        ل   ده  یست  ح ط   حس ب 

 ر سلا ت انس ن،   ج دات  نده،     دات 

           یست   م اثر دا د. د ام    د  دت 

د  خ ک،        ی       ق    ندن این ف زات

   د   ن  ره غذای    د  سبب انب شت  شدن آن

  نت     أث رات   ف     ق ه  را  سلا ت  انس ن 

اگر  (Nies 1999; Ghosh & Singh 2005) گردد

چ   رخ  ا  ف زات س گ ن  را   شد گ    ن 

      لا  این ف زات غ ظت ضر     ست د ا  

است  یرا    ث ای  د   ش   را  گ    ن س  

ن خس  ت    قس ت   جب  ا د شد   ا س دا   

چ  ن، ف زات گردد.  م     خت ف گ  ه   

      لا ج یگزین ف زات س گ ن د  غ ظت

ضر    د       ل   ی  نظ ر   ر ف ل شده   

     ث اختلال د  فع   ت     ح     گ  ه 

 (.Bremner & Beattie1990; Hall 2002) ش ند

ا  گ    ن      ظ   استف ده ا  ف زات   ج  گ ر  

     خت ف   ا   سع        ن زمس  ت آن

  ،  لا    رین این    ن زماند. ی   ا   همداده

شدن ف زات   سط   گ ند  ی       ل  ر  ب  

س       غ   ا      د  ن  لاست.  لا      ده

 ا  ج   (، Cysآ    اس د    س ستئ ن )

( نقش  ه    ا د  این MTs) 1   ت      ن ن

 Cobbett & Goldsbrough   د )ایف          

2002; Hall 2002; Murphy et al. 1997.) 

                                                           
1 Metallothioneins 

MTغ   ا     گر    ا   ر  ئ ن    Cys      

    دا ت ن(  ست د     10    1  ن          م )

          ان  ر  ئ ن 1111ا   ن     د  س ل 

  اسب جدا      تصل شده      د   م ا    فت 

(. ا  آن Margoshes & Vallee 1957شدند )

ا    ج دات  خت ف  MT   ن  عداد  ی د   ن 

      رخ  ا  ج    ح  ان ت، گ    ن     ، ق  چ

   جداس    شد.     ثل س  ن    تر  ر    ی ت

MT آ      د  گ    ن  ر اس س ا گ      یع

د  چه     پ طبق    د      Cysاس د    

، 3   2 ،1       پئ ن   ر    خص ش ند. 

آ        د  د  انته   Cys ج د د  د  ن غ   ا  

 ر  ئ ن است      سط یک ن ح    ر   س  

 30-30   ط ل  Cys     ا   2ف ص   اندا 

، آ     3ش ند. د    پ آ    اس د ا   م جدا   

د  س  د  ن     د  ً    ص  ت Cys  اس د   

س د     غ ر ا   ر آ     ا C-X-C (X        ف

Cys  ف ص  (  را  ده اند     ر دام   سط

آ    اس د ا   م جدا  10-11اندا   ی     ط ل 

(. د  Cobbett & Goldsbrough 2002ش ند )  

    ج د  MT     تعدد  ا  گ    ن ایز فرم

دا ند    د    فت       راحل  شد   خت ف 

 ش ند  گ  ه   د  اثر ا ق ء   ا ل  خت ف    ن 

(Cobbett and Goldsbrough 2002, Gue et al. 

2003; Freisinger 2007; Yang et al. 2011) .

           د  حث  ر  ئ ننقش دق ق  یست  این 

است. ی   ا  نقش         ه د   را  این 

                                                           
2 Spacer 
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 دای  ف زات س گ ن   ،     ست      سم ر  ئ ن

ل ف ز       د  ل ق    ت   لا  ا ص MT     شد. 

  ان د      ن     د  ظرف ت    ی ه         

     ف  ت       س    د ن     را   ت   آنزیم

 ;Blindauer 2008)   ن یس   ا     ن ن  ی د

Gue 2008) ق د   ست د  ر  ئ ن.   چ  ن این   

    ف ز  غ ر ضر      ن د ی ن    لا    ردن 

  س     غ ظت    ا ا  آس ب س  ل  د   م، 

 .Domenech et alاین ف زات حفظ ن  ی د )

2007; Hassinen et al. 2011 نقش(. ا  دیگر-

  ،    س    MT        ه د شده  را  

   د   را ر س  لا س  ن    حف ظت      ادی  ل

 ;Akashi et al. 2004)   ش ا س دا         شد

Mir et al. 2004; Xue et al. 2009; Yang et 

al. 2011) .ق  ل ذ ر است     رخلافMT     

ج ن  ان،      ن   ه   عداد  عد د  ا   ر  ئ ن 

    MT گ        ط    ستق م ا    فت    

  نع اص   د  این       استخراج شده اند. 

       خریب  ر  ئ نحس س ت   لا  این 

 ر  ئ   ت ک )     ی ه د  ن اح  ف ص   اندا (   

ط   راحل  Cys اس د    ا س داس  ن آ   

 ;Mir et al. 2004)   شد  س    خ  ص

Freisinger 2008; Huang and Wang 2010; 

Chaturvedi et al. 2012).  ن د  ل   ده      

    گ    ، MT حق ق ت ص  ت گرفت  د     د 

د    سخ     MT     د    ده    آن   ز    ن  ن

اختص ص      ح ط    شف زات  خت ف   ی  

-ط  س ل     اخ ر استف ده ا    ش ی فت  است.

 دگرس خت    غ ر  ستق م ا ج       ن 

   د  س ستم        ن  ر    ی      ایز فرم

    ی    ی      د  ا ح ق     پت د   ی   ر  ئ ن

  یدا ، ا   ن  ر س   ی گ      ا ص ل    ف زات 

ت گ      ا فرا م ن  ده اس MT     ر  ئ ن

(Freisinger 2008, Schicht and Freisinger 

2009; Chaturvedi et al. 2012.)  د   ن م گ  ه

ا   ر  MT   ن  ن   د    ده  11 رنج  عداد 

چه     پ  ج د دا د.    این  ج د اطلا  ت 

   د    سخ    ایز فر ماند   د     د نقش این 

  ش ف زات س گ ن   ج د است. د   حق ق 

-OsMTIانتق ل   ا    د    ده ایز فرم  ح ضر   

1b  تع ق      پ (ن      1 MT     )رنج 

،   ث ر    ن این  ن  ر   زان  E. coli   تر 

       تر     ف ز س گ ن ن  ل س  ل ق   ت 

    د        چ  ن،     د  ر س  قرا  گرفت.

خص ص  ت خ  ص س     ر  ئ ن ن  ر  ب، 

فرم ا  طریق  ر س  ا گ   ا ص ل    ف ز این ایز 

-1 1     ده جذب ن       ا  ش  ق  ت  

، د  (DTNB) 1ن تر   ز ئ ک( اس د 2دیت    س )

  شرایط این  یتر     د  ط  ع  قرا  گرفت.
 

 ها روشمواد و 

در ناقل  OsMTI-1bهمسانه سازی ایزوفرم 

 pET41aبيانی 

 د    ده     چ  ن   ا    DNA  ا   

   ن م دادها    یگ ه   OsMTI-1bآ    اس د   ن

(    /http://rice.plantbiology.msu.edu رنج )

   HindIII رش   دست آ د. ج یگ ه د  آنزیم

                                                           
1 5, 5’ dithiobis (2nitrobenzoic) acid 

http://rice.plantbiology.msu.edu/
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EcoRI    ا   1'  3'    ر  ب د  د  انته   

 ذ    اض ف  گردید     ا   ح صل   سط 

س تز  pUC57د   لاس  د  GenScriptشر ت 

شد.  لاس  د ح  ل  ن س تز شده ا  طریق   ش 

     ستعد شده    تر  س  لش ک ا  تری      

E. coli   س یDH5α  تقل     ث ر شد. جهت  

 ا ، قطع   ذ     OsMTI-1b   ن  ن

    آنزیم  سط   pUC57-OsMTI-1b لاس  د

جدا شد   د  ن قل  HindIII   EcoRI رش  

)  ه   شده ا  انست ت    ست    pET41a  ن   

          خط  شده   د، آنزیم      ایران( 

س    ا  . صحت   س ن گردید  س ن  س    

طریق  ا  ش  رش آنزی      د  ر س  قرا  

گرفت.      ظ     ئ د صحت   ا   ن   ئ   د ، 

  pET-OsMTI-1b  ا    ن د   لاس  د ن  ر  ب

 . فرانس    ا   ی    شد Milligene  سط شر ت 

 

 های نوتركيبپروتئينبيان و خالص سازی 

جهت     د  ر  ئ ن،  لاس  د 

 چ  ن  لاس  د    م  pET-OsMTI-1bن  ر  ب

pET41a   ش ش ک ا  تری         ف قد قطع  

  س ی   E. coli     ستعد    تر س  ل

Rossete (DE3)  تقل شدند.    د  ل حض    ن  

     ت    آنت       ک   ن   یس ن  ر    ق

    چ  ن  ق   ت    تر   pET41a لاس  د 

Rossete (DE3)  ،آنت       ک   را ف   ل   

 LBس  ل        تر   رانسف  م شده د   ح ط 

     گرم  ر  10ح    آنت       ک   ن   یس ن )

( د  د         گرم  ر   تر 1  تر(     را ف   ل )

  س نت گراد  ر     ان        ش  ردا     د ج 31

  گ       د   د  دق ق    ت شدند.  180

600OD    6/0 ،س د IPTG ا ق ء         ان   ده

          لا       ت 1/0   ده    غ ظت نه ی  

 ردا   اض ف  شد. د  ف اصل    ن   خت ف ن  ن 

 1/1    ا  د  ف ا  س سپ نس  ن    تر  د      

 10       دت        تر  ص  ت گرفت.     

د ج   3د    د   د  دق ق  د   12000د  دق ق  

س نت گراد س نتریف   گردیدند   سپس  ح  ل 

   س ب ح صل د     د    یخت    ی      

       لا   TE (10   فر    ر   تر ا  200

، EDTA       لا   1،  اس د   رید یک- ریس

8 =pHن شد.      ظ   استخراج ( س سپ نس  

          تر       ح  ل، دی ا ه س  ل ر  ئ ن

   س ا   شداستف ده ا    ش س ن    ن  خریب 

د   د   12000د  دق ق   10س نتریف        دت 

د ج  س نت گراد، ف     ی   را   3د    دق ق  د  

     ح  ل  ر      ر س    زان    ن  ر  ئ ن

       گذا   گردید. SDS-PAGE 12% ل 

،  ر  ئ ن خ  ص س   ان  م      ت   ظ   

چ  ن    تر  ن  ر  ب    مس  ل        تر  

 ر  ئ ن   د  ح م  ی د   ت گردیدندش  د 

استخراج     ف    ح  ل  ط  ق  رح   قبل 

 دف ا  س یر      ر  ئ ن . خ  ص س   ندشد

ه ا    ش    استف د       ز  ن    تری ی  ر  ئ ن

-His      ک ست ن   ر     گراف  جذ      

Trap HP  (Amersham Biosciences ان  م )

      استف ده ا    فر ست نشد.  دین   ظ  ، ا تدا 
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       لا ،   رید  10)ای  دا  ل  A   گذا   

-       لا   ریس 30       لا     100سدیم 

د. (     ع دل  س دنpH= 8اس د   رید یک، 

     ح  ل استخراج شده ا   ر  ئ نسپس  ل 

 ر  ئ نست ن  ب   داده شد.      ظ   حذف 

  ی        ص  ت غ ر اختص ص     ست ن 

 ح    ح  ل ا ص ل ی فت د، ست ن    استف ده ا  

       لا ،   رید  300)ای  دا  ل  B  فر  10%

-       لا   ریس 30       لا     100سدیم 

شست    A  فر  pH)   10%= 8ید یک، اس د   ر

داده شد. د   رح    عد جهت جدا ن  دن 

 C ر  ئ ن  دف، ست ن      فر جدا    ده 

( شست   داده  B   A  فر  %10    10) خ  ط 

    شد    ر        تر خر ج  ست ن د      

        تر  ج ع آ    شد.   زان  1/1ا  د  ف 

ر    استف ده ا   ل        د نظ ر  ئ نخ  ص 

SDS-PAGE 12%  .د  ر س  قرا  گرفت   

، سدیم  را  حذف ای  دا  ل   ن ک   رید

      س      ر  ئ    خ  ص شده   سط ن  ن 

      12      نعت  ب     (Sigma) دی   ز

-       لا   ریس 10دا ت ن د   را ر  ح  ل 

س  ت د   16،     دت pH= 8اس د   رید یک، 

ظت غ د ج  س نت گراد دی   ز شدند.  3  د  

-GST   GST    ن  ر  ب خ  ص  ر  ئ ن

OsMTI-1b   اندا ه گ ر    زان جذب ن   د   

-ن ن  تر      استف ده ا  ق ن ن   ر 280ط ل   ج 

  ح سب  گردید.    برت

 

های بيان كننده بررسی ميزان تحمل سلول

 های نوتركيب به فلزات سنگينپروتئين

-OsMTI  ظ    ر س  اثر    ن ایز فرم    

1b تر     ف ز ن  ل، ا تدا  ر  ح ل س  ل       

 ر      شد  2NiCl      خت ف  ا  ن کغ ظت

    ح     لاس  د    تر  ش  د )س  ل

pET41aغ ظت س ا  انتخ ب گ ر  شد. ( اندا ه 

-pET لاس  د  ح  ل       تر  س  ل ،   سب

OsMTI-1b ح ط د    ن    تر  ش  د چ   م 

LB 10)   ن   یس ن         راه آنت       ک 

     گرم  ر  1     گرم  ر   تر(     را ف   ل )

 600OD    6/0    گ         شد ی فت د(   تر

    IPTG    ن  ر  ب   سط  ر  ئ ن،    ن  س د

.  س ا  گردید ا ق ء       لا   1/0غ ظت نه ی  

 2NiCl       لا   1/2  غ ظت دق ق 20گذشت 

      ت اض ف  شد     زان  شد     ح ط

ر  جذب ن    د   گ   ا  طریق اندا ه    تر 

ن ن  تر   سط دستگ ه  600ط ل   ج 

-اندا ه (Beckman, DU 530) اسپ تر فت  تر

گ ر      ح    شد  سم شد.   چ  ن      ظ   

ذف     ن  ر  ب د  ح ر س    ان ی     تر 

ف ز ا   ح ط   ت، د  د     ن اض ف  شدن ف ز 

( T1)(   شش س  ت  س ا  آن T0    ح ط )

       تر  ه     د   10  ی     ح م ن  ن 

دق ق   21د   د  دق ق      دت  6000

   شدند. ف     ی     دقت ا  ف    س ب  س نتریف

جداشده   د  ظرف جداگ ن   یخت  شد. 

    س ب    تر    ف        ر  ط    فن  ن 
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د ج   110س  ت د  آ ن  23  ی      دت 

قرا  گرفت د. سپس    خ  ستر ح صل  س نت گراد

  تر اس د ن تریک غ  ظ اض ف  شد      یک     

د ج   11 دت د  س  ت د  ح  م آب 

گر  گذا   شدند.  عد ا  این  دت  س نت گراد

 خ  ط ح صل د  د    ا  ق سرد شده      آب 

       تر  س نده  10 قطر دی ن زه    ح م نه ی  

شد.   زان ف ز    استف ده ا  دستگ ه ط ف س    

ندا ه گ ر  ( اICP-AES)    ا ق ئجفت شده

 شد.

 

-GSTبررسی قابليت اتصال پروتئين نوتركيب 

OsMTI-1b این ویترودر شرایط  به فلز نيکل 

     ر  ئ نجهت  ر س  ظرف ت ا ص ل 

ف ز ن  ل، ا تدا فرم      ا  ف ز )آ    ن  ر  ب   

(   GST     ر  ئ    ش  د )ن  ن  ر  ئ ن( 

ذ ر       ش GST-OsMTI-1b ر  ئ ن ا ح ق  

 .Dallinger et al) گردید    د  شده د      ع

2001; Toriumi et al. 2005).   ن  ن  ر  دام ا

دق ق  د  د     ح ط  20     ر  ئ        دت 

( DTTت ل )ی       لا  د      ر 10   غ ظت 

ان     شدند. سپس      ظ   جدا شدن ف زات 

    ن  ر  ب،  ر  ئ ناحت     ا ص ل ی فت     

pH  2        ک اس د   ریدیک     قدا  ن  ن 

   ش ی فت    تع قب ً جهت حذف ف زات     

     ر  ئ    د   را ر ن  ن شده د   ح ط، 

،    pH= 2 ،اس د   ریدیکنر  ل  1/0 ح  ل 

د ج  س نت گراد  3س  ت د  د     16 دت 

     تصل شده   پ  سدی   ز شدند.  را      د 

 ر  دام ا  ر   لا  ا      30  زان    ف ز ن  ل، 

 apo-GST   apo-GST-OsMTI-1b    ن  ن 

: 10    ف ز ن  ل    نسبت      ی ند  حض   

 د ج  س نت گراد 3  د  د   ) ر  ئ ن    ف ز( 1

     سط  ح  ل ن  ن  pHان     شدند. سپس 

اس د   رید یک    -       لا   ریس 200

ث  ت گردید.  8 د یج افزایش ی فت   د   قدا  

    ن  ن      ظ   حذف ف زات ا ص ل ن  فت ، 

-       لا   ریس 10 ر  ئ    د   را ر  ح  ل 

س  ت د   16    دت  pH= 8اس د   رید یک، 

ا گ   د ج  س نت گراد دی   ز شدند.  3د    

    ن  ن ط ف جذ   ن  ن      آ   ر  ئ ن   

 ر  ئ    ان     شده    ف ز ن  ل، د   حد ده 

ن ن   تر   سط دستگ ه  310    220ط ل   ج 

 اسپ ت فت  تر ثبت گردید. 

 

 DTNBواكنش با 

-apo-GST      ا  ش  ق  ت  ن  ن 

OsMTI-1b  Ni/GST-OsMTI-1b    DTNB 

Emoto et al. (1996 ) ط  ق      ش     ه د  

ن ن   ل ا   ر  دام ا  ن  ن  1/1ان  م شد.   زان 

 10   ر   تر  ح  ل  300     ر  ئ    د  

، pH= 8اس د   رید یک، -       لا   ریس

 DTNBن ن   ل  11 ق ق گردید.    اض ف  شدن 

  گردید    غ  رات     ح  ل ح صل،  ا  ش آغ 

ن ن  تر   سط  312جذب ن   د  ط ل   ج 

دستگ ه اسپ ت فت  تر د  د    ا  ق ثبت گردید. 
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  ن  ن       ان  ا  ش   ترل،  خ  ط ف قد 

 . ر  ئ    استف ده گردید

 

 نتایج

 OsMTI-1bایزوفرم  همسانه سازی

ایز فرم    د  ر س  د  این     ش،  تع ق 

)ش   ه ت      ن ن گ  ه  رنج      - ن  1     پ 

     شد ( AK059587ثبت د    نک جه ن   ن 

ن م گذا    OsMTI-1b     ش ا  این       ان 

.   ا    ن  د (Zhou et al. 2006شده است )

  ده    ر  ئ        bp 211   ده این ایز فرم 

 13/1آ    اس د      ن          12ط ل 

د.    ن د دیگر ایز فرم ن  ی      دا ت ن  ا س تز 

    MT  گ    ، این ایز فرم ن ز د   1  پ

  شد   آ    اس د س ستئ ن  12  ا   خ د دا ا  

   ر   س          ط    س    د  د  انته   آ   

 ر  ئ ن     ر  ب    

    CXCXXXCXCXXXCXCآ ایش

CXCXXXCXCXXCXC (X  نگر  ر   

ی فت  شد(    یع    آ    اس د    غ ر ا  س ستئ ن 

 ،د  این  ر  ئ ن . د  ن ح   غ   ا  س ستئ ناند

  سط یک ن ح   ف ص   اندا       ا  س ستئ ن    

.   ا   دانشدها  ی دیگر جدا آ    اس د  31ط ل 

 د    ده این ایز فرم    ص  ت  ص     س تز 

د  ا ح ق      ا    pET41aشد   د  ن قل    ن  

، His-tag   ر  ئ    ش  ل،   د    ده س  دنب   

S-tag   GST-tag ظ     ئ د  .ادغ م گردید     

س    ا    ش  ضم آنزی     س ن صحت 

، ا گ   ا  تر ف     حص ل 1استف ده شد. ش ل 

  سط  pET-OsMTI-1b رش آنزی    لاس  د 

د د.    ا ن  ن  EcoRI    HindIII    آنزیم

 لاس  د  ا  bp231  ط ل جدا شدن قطع    

د   OsMTI-1b   نگر صحت    ن دس     ن 

  شد. صحت  رادف    pET41a لاس  د 

ن   ئ   د  قطع  ادغ م شده ن ز ا  طریق   ا   

 ی       د   ئ د قرا  گرفت.

 

های و خالص سازی پروتئين دگرساختبيان 

 GST-OsMTI-1bو  GSTنوتركيب 

جهت     د  ر  ئ ن ن  ر  ب،  لاس  د 

pET-OsMTI-1b چ  ن  لاس  د    pET41a  

  س ی  E. coliف قد  ن      ز  ن    ن  

Rosettea (DE3) س ا  ا ق ء   ت   تقل شدند  .

     ح  ل ،  ر  ئ نIPTG       تری ی    سط 

-SDSس ت  لاس   استخراج    ر      ل

PAGE     ر  ئ       گذا   شدند.    ن دنب     

)        ظ    pET41aد   ج د  ر      لاس  

د  ط  این  GST سه ل د  ن  گذا  ،    ن م     

  ح        ش   خص گردیدند( ا  س ی 

-GST لاس  د ف قد  ن    ر  ئ ن ا ح ق  

OsMTI-1b     ا  س ی       رانسف  م شده

،    د انتظ     د OsMTI-1b لاس  د ح     ن 

    GST    (.   ن          ر  ئ ن2 )ش ل

GST-OsMTI-1b  1/31   1/31    ر  ب 

   ش      شد    دا ت ن 

(http://web.expasy.org/protparam.) ج د  

http://web.expasy.org/protparam
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  ند     ر  ئ         ن            د نظر  ر 

   نگر     د   فق  SDS-PAGE     ل 

)ش ل    د لد  ف    ح       ن  ر  ب ر  ئ ن

   د  ل اندا ه نسبت ً  ز گ    GST  دنب    .(3

حلا  ت    سب خ د       ان شریک ا ح ق  

      یدا     ح  ل    سب جهت     د  ر  ئ ن

 ,Esposito & Chatterjeeذ ر شده است )

    ن  ر  ب     د شده د  ف    ر  ئ ن (.2006

 ح  ل   سط   ش  ر     گراف  جذ   خ  ص 

 10شدند.   زان     د  ر  ئ ن خ  ص     ر  ب 

   GST         گرم  ر   تر  را   ر  ئ ن 20  

GST-OsMTI-1b ح سب  شد . 
 

 

1000 bp

500 bp

1         2

231 bp

 
 

با آنزیم های  pET-OsMTI-1bلکتروفورز محصول واكنش هضم آنزیمی پلاسميد نوتركيب ا -1 شکل

HindIII  وEcoRI  100:  1درصد. ستون  1بر روی ژل آگارز bp DNA Ladder قطعه : 2، ستون 

OsMTI-1b  به طول bp231  جدا شده از پلاسميدpET-OsMTI-1b  پس از برش با آنزیم های

HindIII  وEcoRI.. 
Figure 1- Restriction enzyme analysis of recombinant pET-OsMTI-1b plasmid with 

EcoRI and EcoRI enzymes. Lane 1: 100 bp plus DNA Ladder, Lane 2: the 231 bp 

fragment corresponding to OsMTI-1b, isolated from digested pET-OsMTI-1b plasmid.  
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T7 promoter GST-Tag His-Tag S-Tag OsMTI-1bpET-OsMTI-1b

GST-OsMTI-1b (39.9 KDa)

T7 promoter GST-Tag His-Tag S-TagpET41-a 

GST(35.5 KDa)

His-Tag

 
-pET)پلاسميد شاهد( و pET41aنمای شماتيک نواحی بيان شونده بر روی پلاسميد  -2شکل 

OsMTI-1b   5/35كه به ترتيب منجر به سنتز پروتئين هایی با وزن مولولکولی ( با نام قراردایGST )

 ( می گردد.GST-OsMTI-1bكيلودالتون )با نام قراردادی  3/33و 
Figure 2- Schematic illustration of expression regions on pET41-a (control) and pET-

OsMTI-1b plasmids, which encode for 35.5 (designated as GST) and 39.9 KDa 

(designated as GST-OsMTI-1b) proteins, respectively. 

PM     1      2        3      4      5      6      7      8       9     10        PM   11      12   

GST-OsMTI-1b               GST    

GST-OsMTI-1b

GST

KDa

116

66

45

35

25

18.4

14.4 
-GST-OSMTIو   GSTبيان و خالص سازی پروتئين ها ی نوتركيب   SDS-PAGEآناليز  -3شکل 

1b  توليد شده در باكتریE. coli سویه Rosetta (DE3) .PM؛ محتوای پروتئين های : نشانگر پروتئينی

از سلول های  IPTGالقاء  زپس ا ساعت 4و  3 ،2 ،1زمان های صفر،  درمحلول استخراج شده 

؛ پروتئين (10-6)ستون های  pET41a( و 5-1ستون های ) pET-OsMTI-1bباكتری حامل پلاسميد 

 (.12و 11خالص شده )ستون های   GSTو  GST-OSMTI-1bهای 
Figure 3- SDS-PAGE analysis for verification of expression and purification of GST and 

GST-OsMT fusion proteins overexpressed in E. coli Rosetta (DE3) cells. PM, protein 

marker; Total soluble proteins extracted at 0, 1, 2, 3 and 4 hours after in induction with 

IPTG, from E. coli cells harboring pET-OsMTI-1b (lanes 1-5) and pET41a (lanes 6-10); 

Purified GST-OsMTI-1b and GST (lanes 11 and 12). 
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 GST-OSMTI-1bتاثير بيان پروتئين نوتركيب 

 به فلز نيکل E. coliبر ميزان تحمل باكتری 

       تر  ش  د س  ل  ح    شد 

 pET41a     رانسف  م شده     لاس  د )س  ل

     خت ف ن ک غ ظتف قد  ن( د  حض   

2NiCl  ،آست ن  رس م شد.  ر اس س نت یج  

 1/2ن  ل غ ظت  ح ل این س  ل     را  ف ز 

(. د  نت   ، A-3       لا   ع  ن شد )ش ل 

     رانسف  م شده     لاس  د س  ل  زان  شد 

pET-OsMTI-1b      ش  د س  لد   ق یس    

 ر س   2NiCl       لا  ن ک  1/2د  غ ظت 

س  لح         زان  شد  شد. د  این شرایط د 

    س  ل    ش  د    شدت    ش ی فت، 

 شد   د   pET-OsMTI-1bح     لاس  د 

 س د  81/1نه ی  آن        ODداشت د     زان 

   تر  %8/10   د   ق یس     س  ل     ش  د 

 (. B-3  د )ش ل 

     ظ   اط    ن ا  این    افزایش  

       ن    ده س  ل ق   ت     ده شده د  

   ف ز ن  ل د  اثر  GST-OsMTI-1b ر  ئ ن 

      را  جذب ف ز س  لایش ظرف ت این افز

  شد،   زان ف ز    ع ی فت  د  س  ل     چ  ن 

   ش ف ز ا   ح ط   ت د  د     ن اض ف  

(   شش س  ت  س ا  آن T0شدن ف ز     ح ط )

(T1 اندا ه گ ر  شد.  ر اس س نت یج، د     ن )

T0  زان    ع ف ز ن  ل د  س  ل        ن  

    س  ل   GST-OsMTI-1bن    ده  ر  ئ 

ش  د  س    اندک    قریب ً         د. ا   د     ن 

T1ن    ده  ر  ئ ن، س  ل        GST-

OsMTI-1b ،16/13%   ا  ف ز         فت  د

 ح ط   ت  ا د  خ د    ع دادند    این   زان 

       تر  س  ل   ع ف ز د    زان شش  را ر 

 ر س    زان ف ز ن  ل . (A-1)ش ل  ش  د   د

د   ح ط   ت ن ز    نگر    ش ق  ل   ج  این 

       ن س  لا   ح ط   ت  T1ف ز د     ن 

 . (B-1)ش ل     ده  ر  ئ ن   د
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سلول های حامل منحنی رشد باكتری شاهد )بر  2NiClمختلف نمک  هایغلظت( تأثير A -4شکل 

بر ميزان تحمل سلول های  GST-OsMTI-1bن نوتركيب ( تأثير بيان پروتئيB؛ (pET41aپلاسميد 

 ميلی مولار فلز نيکل.  5/2در برابر غلظت  E. coliباكتری 
Figure 4- A) Effect of different concentrations of NiCl2 on growth curve of E. coli cells 

harboring pET41a plasmid (control cells); B) Effect of GST-OsMTI-1b overexpression 

on E. coli cells tolerance to 2.5 mM of Ni+2.  
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-بررسی ميزان فلز نيکل در رسوب باكتریایی و محيط كشت سلول های بيان كننده پروتئين  -5شکل 

-در زمان( ميزان تجمع نيکل در رسوب سلول های باكتری GST-OsMTI-1b .A)شاهد( و  GSTهای 

( ميزان فلز Bبه محيط كشت؛   IPTG( اضافه كردن فلز و T1عت پس از )( و شش ساT0های صفر )

انحراف معيار( دو آزمایش مستقل  ±. هر داده ميانگين )T1و  T0های كشت در زمان های در محيط

 باشد. می
Figure 5- Accumulation of Ni+2 in the strains expressing GST and GST-OsMTI-1b A, 

Contents of metals in the cells at 0 (T0) and 6 h (T1) after addition of metals and IPTG 

to the medium. B, Contents of metals in the medium at T0 and T1. Each data represents 

the mean ± SD obtained from two independent experiments.  

 

ه های انکوبپروتئينبررسی الگوی جذب نور 

 شده با فلز نيکل

-GSTق    ت ا ص ل  ر  ئ ن ن  ر  ب 

OsMTI-1b  ن  سان      ف ز ن  ل، ا  طریق  

 ستق م این  ر  ئ ن د  حض   ف ز ن  ل د  

   د ا  ی    قرا  گرفت. این  یتر   شرایط

( SH       ل )گر ها ص ل ی ن     ف ز     

  جب  غ  ر د  ا گ   جذب  MT     ر  ئ ن

گردد      قع ت   شدت   ین  ر  ئ ن    ن   ا
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 غ  رات        ت     زان ف ز ا ص ل ی فت  

انتق ل      " ی گ   حت    ان  ن ستگ  دا د. ای

 ش د  ( ش  خت  LMCT) " 1  گ ند    ف ز

(Freisinger 2008, 2011) طبق  ط  ع ت .

( 2S → Ni+    ن،     ل دست  ت    ل/ن  ل )

   افزایش جذب ن   د   MT     ر  ئ ند  

ن ن  تر  316   210 حد ده ط ل   ج     

 .Cavet et al. 2003; Cun et al)   راه است

    ده   گردد،  6.    نط      د  ش ل (2008

-Ni/ GST     ر  ئ    ن  ن ط ف ن    

OsMTI-1b   د   ق یس     ن  نapo-GST-

OsMTI-1b   افزایش جذب   خص   ا د

 2S → Ni+ذ ر شده  را  دست  ت    حد ده

    ف ز ن  ل ی ند د       نگر ا ص ل   ن  ن 

     شد.  GST-OsMTI-1b    ر  ئ ن ن  ر  ب 

 apo-GST     ق یس  ط ف جذب ن   ن  ن     

  Ni/ GST ده ه غ  ر جذب ق  ل   ج      

  دنب      دم  أث ر د  دهنگردید. این ا ر ن  ن 

ص  ت   ق    ت ا ص ل    ف ز  ر  ئ     ر خص 

    شد.   OsMTI-1bایز فرم 

 

به های نوتركيب پروتئينبررسی قابليت اتصال 

 DTNBاز طریق واكنش با نيکل 

 را   GST-OsMTI-1b  ان ی   ر  ئ ن 

ا ص ل    ف ز ن  ل ا  طریق  ا  ش  ق  ت     

DTNB  ن ز    د  ر س  قرا  گرفت. د  ط  این

   ل آ اد  ر  ئ ن   جب   ا  ش، گر ه    

                                                           
1 Ligand to Metal Charge Transfer  

اح  ء شدن  ل د  س  ف د    ج د د  س خت   

DTNB    1-ن تر -2ش د. د  نت    آن، آن  ن- 

گردد    د    (     د TNB-) 2     ز ئ ک اس د

-  حدا ثر جذب دا ا  ن ن  تر  312ط ل   ج 

 .Emoto et al. 1996; Toriumi et al)   شد

    ن  ن  ، ا گ    ا  ش1. ش ل (2005

-apo-GST-OsMTI-1b   Ni/ GST  ر  ئ   

OsMTI-1b    DTNB  د د.  ر اس س    ا ن  ن

    apo-GST-OsMTI-1b  ن  ن نت یج،  ا  ش 

DTNB      ن ن   ل  ر  81/2110   سر ت ا

دق ق  ان  م شد    س ا  ا   م  ا  ش   زان 

 312/0ن ن  تر     312جذب ن   د  ط ل   ج 

-Ni/ GST  ن  ن ح       د   ا  ش  س د. د 

OsMTI-1b    DTNB      زان سر ت ا  

ن ن   ل  1/366 را ر    ش ی فت ) 1/3 ا  ش 

 312 ر دق ق (     زان جذب نه ی  د  ط ل   ج 

 س د. این نت یج    نگر حض    26/0 ن ن  تر   

       ل آ اد   تر د  ن  ن   ر  ئ ن گر ه ج د 

GST-OsMTI-1b شده    ف ز ن  ل      ان     

 ب  ت دیگر    نگر ظرف ت   لا  این  ر  ئ ن 

 .  شد   را  ا ص ل    ف ز ن  ل 

 

 بحث

   ق          ش    رین    ن سمی   ا   هم

-ف زات س گ ن د    ج دات،     د  لا      ده

 Cys    د  ن س     غ   ا  آ    اس د    

 د   آ ایش  ی ه  عداد  ی   شد.     MT  ن د 

                                                           
2 2 2-nitro-5-thiobenzoic acid 
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   ا   ن د  این  ر  ئ ن Cysآ    اس د    

      ف زات  ا فرا م ن  ده است ا ص ل آن

(Cobbett & Goldsbrough 2002; Hall 2002 .)

 ج د دا د     MT     تعدد د  گ    ن ایز فرم

      راحل د  اثر   ا ل گ ن گ ن، د    فت

این  ج د ش ند.     شد   خت ف گ  ه    ن   

    این استخراج    ر س   ستق م  ی گ 

   ا      ع گ        د  ل حس س ت   لا   ر  ئ ن

ک   ا س د شدن ت        خریب  ر  ئ   آن

آ    اس د    س ستئ ن د  حض   ا س  ن،  س    

 Freisinger 2008; Huang and  شد )   ل   

Wang 2010; Chaturvedi et al. 2012ن    .) 

-      ان  ر  ئ ن MT    ایز فرم دگرس خت

،  خ ر   E. coli  ی  نظ ر     ا ح ق  د    ز  ن

آ ا  د  س س،       ان  ا           ظ    سه ل 

    د، خ  ص س       ر س   ی گ      

-   د  ح ل گسترش      ش    ی  این  ر  ئ ن

   شد.
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انکوبه شده با یون های فلزی  GST-OsMTI-1bو  GSTالگوی جذب نور پروتئين های  -6شکل 

) ناحيه مشخص شده توسط  Ni/GST-OsMTI-1bنيکل. افزایش جذب نور در طيف نوری پروتئين 

 فلش( بيانگر تشکيل دستجات نيکل/تيول در ساختار این پروتئين می باشد. 
Figure 6- UV absorption spectra of GST and GST-OsMTI-1b proteins incubated with 

Ni+2 ions. The intensified absorptions in spectrum Ni/GST-OsMTI-1b complexes (shown 

with arrow), indicate the formation of Ni-thiolate clusters in protein. 
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فلز  ، در دو فرم آپو و انکوبه شده باDTNBبا  GST-OsMTI-1bمقایسه واكنش پروتئين   -7شکل 

می باشد. پيشرفت واكنش  DTNBنانو مول  75نانومول از نمونه پروتئينی و  5/1نيکل. واكنش شامل 

 نانومتر بررسی شد.  412با اندازه گيری ميزان جذب در طول موج 
Figure 7- Comparing the reactivity of apo and Ni-incubated forms of GST-OsMTI-1b 

proteins with DTNB. 1.5 nmol of each protein sample was reacted with 75 nmol of 

DTNB and the absorbance was measured spectrophotometrically at 412 nm.  
 

د      ش ح ضر،   ث ر    ن دگرس خت 

 MT ن      1ا    پ  OsMTI-1bایز فرم 

   ف ز ن  ل  E. coli رنج،  ر   زان  ح ل    تر  

 GST   ر  ئ    دنب   س  قرا  گرفت.    د  ر 

   د  ل حلا  ت   لا     یدا   د   را ر  خریب 

، (Esposito & Chatterjee 2006) کت  ر  ئ   

      ان شریک ا ح ق  د  انته   آ      ر  ئ ن 

   د استف ده قرا  گرفت    نت    آن     د   زان 

    GST    ر  ئ نق  ل   جه  ا  فرم  ح  ل 

GST-OsMTI-1b  س  لد  س ت  لاسم     E. 

coli تر  س  ل رس م   ح    شد  .  د       

د  حض   ف ز ن  ل ن  ن داد    ن ایز فرم 

OsMTI-1b  ث ر ق  ل   جه  د  افزایش  ح ل  

   این ف ز دا د.   ث ر    ن  ن      E. coli   تر  

MT   گ     د  افزایش  ح ل    ترE. coli    

د   عداد  ا   ط  ع ت ف زات س گ ن خ   ر

 .Bilecen et alگزا ش شده است.     ن ن ز 

 گ دم  dMTن ز    ن داشت د    ن ایز فرم (2005)

  دنب   ( د  ا ح ق    Triticum durum) د   م

GST  آست ن   ح ل    تر ،E. coli  ف ز   

  د   م  ا      زان چه    را ر افزایش  خ  د.    

 GST-SbMT-2         ن فرا ان  ر  ئ ن ط   

  جب  Salicornia brachiataا  گ  ه     ف ت 

 .E         تر س  ل ح ل افزایش ق  ل   ج  

coli  ف زات    ،  س     د   م شد   

(Chaturvedi et al. 2012.)    زان  گ ر اندا ه  
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     ر  ئ ن       ن    ده س  لف ز د  

   ن       خص گردید  ت  ن  ر  ب    ح ط

       تر   ا س  ل OsMTI-1bفرا ان ایز فرم 

ا  س  د   زان ق  ل   جه  ا  ف ز ن  ل  ا ق د    

 ح ط   ت جذب ن  ده   د  خ د    ع د  د. 

 سد     ل س خت          راین،    نظر   

Ni/GST-OsMTI-1b         د   ح ط داخل س

    قس تف ظت  لا   ن  دن ن  ل،   جب ح

  افزایش  ح ل  خت ف س  ل ا  آس ب این ف ز 

گردد. د   ر س  ان  م شده س  ل        تر    

ن ز    ن ایز فرم  .Sekhar et al  (2011 )   سط

CcMT1  ا  گ  هCajanus cajan   د     ترE. 

coli زان  ح ل این    تر     ف زات   د   م   ،

ع د  ن س        س  ا ا  طریق افزایش    

   ن   چ  ن این ف زات افزایش  خ  د. 

د   Elaeis guineensisا  گ  ه   MT3ایز فرم

،   زان    ع ف ز     د  GST  ا ح ق    دنب   

 ا س   را ر افزایش داد  E. coli       تر  س  ل

(Abdullah et al. 2002 ،د      ش دیگر ن ز .)

 Arachis hypogaeا  گ  ه  AhMT2a   ن  ن 

   ف زات  E. coli    جب افزایش  ح ل    تر 

  د   م،  س   سرب ا  طریق افزایش    ع این 

       تر  شد س  لف زات د  س ت  لاسم 

(Quan et al. 2007.) 

     ظ    ر س    ان ی   ر  ئ ن ن  ر  ب 

GST-OsMTI-1b   را  ا ص ل    ف زات د 

    د   د   آنز فرم      ا  ف  ،این  یتر شرایط 

 ح ط ح    ف ز ن  ل ان     شد. افزایش شدت 

   د انتظ    را   LMCTجذب ن   د   حد ده 

 → S) گر ه        ل    ن  ل    ی نا ص ل 

+2Ni)  د  ا گ   جذب ن    ر  ئ ن-GST

OsMTI-1b ؤید     ل دست  ت    ل/ ن  ل  ،

 د  س خت   این  ر  ئ ن   د. ا  س   دیگر  ا  ش

   DTNBل آ اد   تر د  ، حض   گر ه       

ان     شده    ف ز  GST-OsMTI-1b ر  ئ ن 

 ن  د.    ئ دن  ل د   ق یس     ن  ن  آ   ر  ئ ن  ا 

   لا  ق    ت         ش ح ضر فت ی

   د   لا   ن  دن ف ز ن  ل OsMTI-1bایز فرم 

   E. coli  د  افزایش  ح ل    تر  آن   ث ر    ن

  اند    د. این نت یج ا اثب ت ن     ش این ف ز

  ع س    ده نقش این  ر  ئ ن د  حف ظت 

    گ  ه  رنج د   را ر   ش ف زات   شد.    س  ل

  ج     آ  دگ     افز ن  زا ع            

ف زات س گ ن     چ  ن ج یگ ه  ی ه  رنج د  

  ن غلات، استف ده ا    ش ا ائ  شده د  این 

    دیگر ایز فرمق ق      ظ    ر س  نقش  ح

  اند    رنج  حت شرایط   ش ف زات  خت ف، 

د  اصلاح ا ق م  ق م  رنج  را    ت د     طق 

آ  ده  ؤثر   شد. ا  س   دیگر      ج       ان ی  

       تر   رانسف  م شده    س  ل  لا  

د     ع ف ز، این ا   ن  OsMTI-1bایز فرم 

       ر ا گ ن سمدا د       دست       ج د 

   سب،  ت ان ا  ظرف ت   لا  ا ص ل    ف زات 

    را    لایش  یست     طق آ  ده     ر  ئ ناین 

 ف زات استف ده ن  د.
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Abstract 

Plants process several potential cellular mechanisms for detoxification of heavy metals. 

One of the most important mechanisms is synthesis of metal binding peptides and proteins 

such as metallothioneins (MTs). MTs are low molecular weight and cystein-rich proteins that 

can bind metal ions through their thiol groups. In this study the coding sequence of gene 

encoding OsMTI-1b isoforms from rice (), was cloned in pET41a and transferred into 

expression host, Escherichia coli strain Rosetta (DE3). After induction with IPTG, 

considerable amount of recombinant proteins was produced in the soluble fraction of the 

E.coli transforman. Recombinant proteins were purified using affinity chromatography. The 

tolerance of cells expressing recombinant proteins toward Ni, were compared to control by 

plotting their growth curve in addition to determination of the amount of accumulated Ni ions 

in bacterial cells and culture medium using inductively coupled plasma atomic emission 

spectroscopy (ICP-AES). According to the results, over-expression of OsMTI-1b isoform 

increased the tolerance of E. coli cells to Ni through accumulation of more metal ions inside 

cells. Furthermore, the UV absorption spectra and competitive reactions of in vitro Ni-

incubated proteins with 5-5' dithiobis (2-nitrobenzoic) acid (DTNB) revealed that GST-

OsMTI-1b protein is able to form Ni-thiolate clusters. Taken together, these data indicate that 

OsMTI-1b isoform may be involved in protection of rice cells against heavy metal toxicity.  

Keywords: Cloning, Heavy metals, Heterologous protein expression, Metallothionein. 
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