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 به منظور يلك ايشياشردر باكتري  smtAمتالوتيونين و بررسي بيان ژن همسانه سازي 
  جذب فلزات سنگين

  2محسن پولاديان و 2محسن مبيني دهكردي *1،2بهناز صفار
  پژوهشكده زيست فناوري، دانشگاه شهركردشهركرد،  1
  گروه ژنتيكدانشكده علوم، ، دانشگاه شهركردشهركرد،  2

  14/11/93 :تاريخ پذيرش  24/2/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

اين يكي از . مي باشد هاي زيستيفرآوردهاستفاده از  و فيزيكي، يكي از راههاي جذب فلزات سنگين علاوه بر روشهاي شيميايي
 smtAسازي ژن متالوتيونين هدف از اين مطالعه، همسانه .متالوتيونين مي باشد مانند ينهاي جاذب فلزات سنگينئپروتها، فرآورده 

 smtAژن  بدين منظور .باشدمي آن بررسي جذب فلز توسطو بيان  ، PCC7942سويه  سينكوكوس ايلانگاتوسنوباكتري سيااز 
 Colony-PCRصحت تراريختي با . تراريخت شد E.coli (DH5α) سازي و در باكتري ، همسانه T/Aسازيدر ناقل همسانه

 .تراريخت گرديد E.coli (BL21)زيرهمسانه سازي و در باكتري  pET15bداخل ناقل بياني ه ب مورد نظر سپس ژن. بررسي شد
 بيانانجام شد و  IPTGالقاي بيان ژن توسط  .ييد گرديدأو تعيين توالي تآنزيمي بررسي الگوي هضم صحت تراريختي با 

 سطتو پروتئين توسط يون كادميم جذببررسي  .و وسترن بلات بررسي شد SDS-PAGEتريسين -تريس پروتئين توسط
-SDS  هاي بيان پروتئين توليد شده با روش .يابي، صحت تراريختي را تائيد كردتوالينتايج  .صورت گرفت دستگاه جذب اتمي

PAGE يك ميلي گرم پروتئين  بررسي جذب فلز نشان داد كه. بلات تاييد گرديد و وسترنSmtA نانو  28ميزان ه مي تواند ب
 . مول يون كادميم را جذب نمايد

 ، جذب فلزات سنگينsmtAمتالوتيونين، : هاي كليديواژه

 saffar_b@sci.sku.ac.ir : پست الكترونيكي ، 03832324419: تلفن ،سنده مسئولينو* 

  مقدمه
، محيطي ترين مشكلات زيستدر حال حاضر يكي از مهم

آلودگي ناشي از تجمع فلزات سنگين در محيط است كه 
لامت انسان و اكوسيستم اين آلودگي اثرات نامطلوبي بر س

از جمله فلزات سنگين، مي توان كادميم را  ).22( گذاردمي
. در محيط زندگي انسانها وجود داردوفور ه نام برد كه ب

علت ه ق مختلف وارد بدن شده و بطراين فلز از 
بعضي از  در متابوليسم ،خصوصيات فيزيكو شيميايي

قبيل  دخالت كرده و عوارض مختلفي از عناصر ضروري
، بيماري استخواني، كبدي و كليوي ايجاد كم خوني

براي برداشت اين فلزات از محيط، از روشهاي  .كند مي

امروزه از . استفاده شده استمختلف فيزيكي و شيميايي 
گياهان و محصولات پروتئيني آنها نيز به اين ها، باكتري

حفاظتي  روشهاي يكي از ). 7(شود تفاده ميمنظور اس
در برابر آسيبهاي ناشي از فلزات در سطح موجودات 

است  )MT( هامولكولي و سلولي القاي سنتز متالوتيونين
)12.(  

متالوتيونين يك واژه عمومي براي يك ابرخانواده است كه 
 6- 7(شامل پروتئينها و پپتيدهايي با وزن مولكولي پايين 

نام ه گذاري اين دسته از پروتئينها بنام. باشندمي) ونكيلودالت
محتواي بالاي تيولات سولفور و فلز در  دليله بمتالوتيونين 
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تنها در جانوران، بلكه در ها نهمتالوتيونين. ستا آنها
يوكاريوتي و پروكاريوتي و حتي در هاي ريزسازواره

ود گياهان عالي ديده مي شوند و بر اساس شباهتهاي موج
چندين خانواده تقسيم ه در توالي و ارتباطات فيلوژنتيكي ب

اين پروتئينها مي توانند باعث خنثي شدن ). 14(شوند مي
- مقادير اضافه فلزات سنگين در سلول شده و از ميان

كنشهاي غيراختصاصي ساختارهاي سلول با فلزات سنگين 
شدن آنها توسط  ءدليل القاه همچنين ب. جلوگيري كنند

وان بيوماركرهايي براي عنه بمي توان آنها را  ،ات سنگينفلز
  ).9(آلودگيهاي غير آلي در نظرگرفت 

 PCC7942سويه  سينكوكوس ايلانگاتوسسيانوباكتري 
يك پروكاريوت تك سلولي فتوسنتزكننده است كه در 

. هاي محيطي در طبيعت مي باشدتنشبسياري از  معرض
راف با القاي به فلزات سنگين محيط اطاين باكتري 

پروتئينهايي مانند متالوتيونين پاسخ داده و در نهايت 
اولين  smtA .را تقليل مي دهد آنها سيبهاي حاصل ازآ

دقت مورد مطالعه قرار ه متالوتيونين باكتريايي است كه ب
 پروتئين كد شده توسط اين ژن توالي كوتاه. گرفته است

. اهان داردتري نسبت به معادلهاي خود در حيوانات و گي
 باشد مي سيستئين 9آمينه، شامل اسيد 56اين پروتئين داراي 

دو  مي باشد كهحاوي چهار فلز  خوشه داراي يكو 
 ي در پيوند با فلز شركت دارندباقيمانده هيستيدين

  ).3() 1تصوير(

لاوه بر كاربردهاي مختلف زيست محيطي به عنوان ع
روتئين جاذب فلزات سنگين و حسگرهاي زيستي اين پ

همسانه  هدف از اين مطالعه،. كاربردهاي پزشكي نيز دارد
و E. coli در باكتري  smtAسازي و بيان ژن متالوتيونين 

 . بررسي جذب يون فلزي كادميم توسط آن مي باشد

 مواد و روشها

باكتريهاي استفاده شده : مواد، سويه هاي باكتري و روشها
زي و بياني باكتري ساهاي آزمايشگاهي همسانه سويهشامل 

 E.coli به ترتيب با نامهايDH5α  وBL21(DE3)  از
  تهيه گرديد شركت سيناژن

  
سيانوباكتري طبيعي مربوط به  SmtAساختار سه بعدي  -1تصوير 

اين پروتئين داراي يك .  PCC7942سويه  سينكوكوس ايلانگاتوس
ن محل قرارگيري يونهاي فلزي در اي. خوشه، حاوي چهار فلز است

طور كه همان. نشان داده شده است D, C, B, Aپروتئين در شكل با 
، دو باقيمانده هيستيديني نيز در SmtAشود، در در تصوير ديده مي

  ).3(پيوند با فلز شركت دارند 

جهت  جامدمايع و  (LB) انياز محيطهاي كشت لوريا برت
 لينسيآمپي بيوتيكآنتي. استفاده گرديد E. coliرشد باكتري 

 .از شركت سيگما خريداري شد غربالگري به منظور

كه جزء pTZ57R/Tبا نام  همسانه سازيپلاسميد 
 به صورتباشد، مي  T/A-cloningهايناقل

 پلاسميد بياني  و  InsT/Aclone PCR cloning kitكيت

pET15b(+) آنزيم  .خريداري شدفرمنتاز از شركت
Taqمحدودالاثرآنزيمهاي  مراز از شركت سيناژن،پلي NdeI 

از شركت  RNase Hليگاز و  DNA T4 و آنزيم HindIIIو 
لكولي استفاده شده در اين وروشهاي م .دفرمنتاز تهيه شدن

  ).16( مي باشدروشهاي استاندارد پژوهش بر اساس 

يكي از ژنهاي سيانوباكتري  smtAژن : و تكثير ژن تهيه
ر د. باشدمي PCC7942سويه  سينكوكوس ايلانگاتوس

توسط اوليگونكلئوتيدهاي همپوشان  اين ژن ،مطالعه قبلي
قرار مورد سنتز  PCRبا روش ) شركت ژن فن آوران(
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نهاي ترجيحي ودر اين تحقيق از كد .)11( گرفته است
E.coli  است جهت سنتز اوليگونكلئوتيدهاي استفاده شده

 25در حجم   PCRواكنشاز  ،جهت تكثير ژن. )11(
 ، 10Xميكروليتر از بافر  5/2مقدار  .شداستفاده  ميكروليتر

 DNA polymerase Taq ،0,5آنزيماز ميكرو ليتر  25/0
 (10mM)ميكروليتر MgCl2 ،5/0 (50mM)ميكروليتر 

dNTP  ،5/0  رفت و برگشت با آغازگرهاي ميكروليتر از
 DNAنانوگرم از محصول سنتز  50و  پيكو مول 20غلظت 

 PCRهاي واكنش  چرخه. استفاده شد PCRدر واكنش 
ي ادقيقه اي ابتدايي در دم 5شامل يك مرحله واسرشتي 

 30چرخه تكثيري شامل  30درجه سانتي گراد و  94
 30، درجه سانتي گراد 94ثانيه واسرشتي در دماي 

و يك  درجه سانتي گراد 57 ثانيه اتصال در دماي
و در  درجه سانتي گراد 72دقيقه گسترش در دماي 

 درجه سانتي گراد 72گهداري در دماي دقيقه ن 5نهايت 
بر روي ژل  PCRمحصول . گسترش نهايي بود به منظور

  .درصد الكتروفورز گرديد 1آگارز 

 محصول :  T/Aدر ناقل  smtAسازي ژن همسانه

PCR كيتطبق روش  InsT/Aclone PCR cloning kit در
تراريختي ناقل نوتركيب . قرار گرفتpTZ57R/T ناقل

شوك حرارتي بدرون باكتري حاصل با روش 
E.coli(DH5α)  مستعد شده انجام شد و باكتريها بر روي
به ( سيلينو آمپي Xgal-IPTGحاوي  LB محيط جامد

براي توليد باكتريهاي . كشت داده شدند )μg/ml 50غلظت 
بعد از  .)16( استفاده شدروش كلريد كلسيم مستعد شده از 

. شاهده شدندساعت كلنيهاي سفيد و آبي م 12گذشت 
يد تراريختي، كلنيهاي سفيد موجود بر روي پليت، أيبراي ت

Colony-PCR هاي سفيد بر يبراي اين منظور كلن. شدند
سپس مقداري . روي محيطهاي انتخابي كشت مجدد گرديد

آب مقطر استريل مخلوط و در ميكروليتر  10از باكتري در 
 2بعد از . دقيقه قرار گرفت 5 به مدتظرف آب جوش 

 2از  )rpm(دوردردقيقه  5000وژ در دور يفيدقيقه سانتر

منبع پلاسميد نوتركيب  به عنوانميكروليتر از مايع رويي 
  . استفاده گرديد PCRبراي 

ناقل :  (+)pET15bدر ناقل   smtAسازي ژن همسانهزير
T/A ناقلو  حاوي ژن مورد نظر pET15b(+)  با آنزيمهاي

براي . ندورد هضم قرار گرفتم HindIIIو  NdeIمحدودالاثر
جداسازي قطعات مورد نظر محلولهاي واكنش برش بر 

دماي ذوب پايين الكتروفورز  با درصد 1روي ژل آگارز 
از ژل آگارز مورد  DNAتوسط كيت استخراج  سپس .شد

 (+)pET15bباند مربوط به ژن و  .جداسازي قرار گرفتند
 متالوتيونين واكنش الحاق ژن. برش يافته از ژل جدا شدند

 16در دماي ميكروليتر  20در حجم  pET15bبياني ناقل با 
محصول  شد وانجام  يك شب به مدتگراد درجه سانتي

 و سپس  DH5αالحاق به باكتريهاي مستعد شده  

BL21(DE3)13(به روش شوك حرارتي انتقال يافت(. 
حاوي عامل  LBسويه ميزبان نوتركيب بر روي محيط 

به . يك شب كشت گرديد به مدتيلين سانتخابي آمپي
غربالگري كلنيهاي نوتركيب از ميان كلنيهاي كشت  منظور
و هضم  PCR - كلوني انتخاب شد و مورد كلني 5شده 

در ادامه . قرار گرفتند HindIIIو  NdeIهاي آنزيمبا  آنزيمي
 PCRكلنيهاي داراي باندي برابر نمونه ( كلنيهاي مثبت
با استفاده از دو پرايمر  يابيتوالي جهت  )كنترل مثبت

  . شدندانتخاب  موجود

بررسي بيان  به منظور: القاي بيان و بررسي توليد پروتئين
 LB ژن، يك تك همسانه از باكتري تراريخت، در محيط 

 μg/ml 50با غلظت  سيلينداراي آنتي بيوتيك آمپيمايع 
-ميلي 50ليتر از آن به ميلي 5كشت شبانه داده شد و سپس 

به حد  ODيتر از همان محيط تلقيح و پس از رسيدن ل
- با غلظت يك ميلي IPTGتوسط  ءالقا) 4/0- 6/0( مطلوب

و در زمانهاي  ءنمونه برداري قبل از القا. مولار انجام شد
) ساعت16ساعت و 4ساعت، 2( ءمختلف پس از القا

ميلي ليتر از محيط  5بدين نحو كه هر بار  .صورت گرفت
 rpm 5000در ها نمونه. فيوژ قرار گرفتيرجدا و مورد سانت
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 سلولي رسوب و ندگرديد فيوژيسانتر دقيقه 30 به مدت
 صوت ماوراء امواج تاثير وTE  بافر در شدن حل از بعد

در  rpm 13000دور در) 5/0 پالس و درصد 80 قدرت(
 .شد فيوژيسانتر دقيقه 20 به مدت سلسيوس درجه 4دماي 

اكريل پلي  ژل بر روي ،بيان بررسي جهتمحلول رويي 
منحصراً براي  كه SDS-PAGEتريسين -اميد با نام تريس
روش . ، برده شدهاي كوچك كاربرد داردپروتئينها و پپتيد

-سديم دو آميدآكريلآماده كردن اين ژل نيز مانند ژل پلي

 3سولفات  مي باشد، با اين تفاوت كه اين ژل داراي  دسيل
و پاييني  10، مياني 5با غلظت ژل بالايي . باشدقسمت مي

  ).17(باشد اكريل اميد مي درصد 16

 برادفورد روش كمك به نوتركيب پروتئين غلظت تعيين
 گاوي سرم آلبومين تهيه از بعد بدين صورت كه. شد انجام

)BSA (جذب ميزان اساس بر ژن سينا شركت از )OD (
 و گرديد رسم نانومتر 595 موج طول در استاندارد نمودار

 نوتركيب پروتئين غلظت آن از استفاده با بعد ي مرحله در
 ابتدا بلات وسترن انجام به منظور). 8( شد زده تخمين
 روي ءالقا از بعد و ءالقا از قبل پروتئين از مساوي مقدار
 اميد اكريل پلي ژل از پروتئينها .شد برده SDS-PAGE ژل

 192 نگليسي/ مولار ميلي 25 تريس(  انتقال بافر توسط
 شبانه يك به مدت) درصد 20 متانول با همراه مولار ميلي
. شدند منتقل PVDF غشاي به امپر ميلي 80 شدت با روز

 Skim Milk 5  در كاغذ دادن قرار با سازي مسدود مرحله
 بادي آنتي سپس. گرفت صورت ساعت دو به مدت درصد

mouse anti-(His)6 peroxidase )شركت سيتو متين ژن( 
 شوي و شست از پس. گرديد اضافه 2000 به 1 قتر با

 NaCl مولار،/. Tris  02( شو و شست بافر با PVDF كاغذ
 5 به مدت بار هر و مرتبه 3) نرمالHCL  6 و مولار نيم

 باند شدن ظاهر با. گرديد اضافه TMB سوبستراي ،دقيقه
  .گرديد شناسايي نظر مورد پروتئين آبي تيره

انايي پروتئين مورد نظر در بررسي توجهت : جذب فلز
 GBC)دستگاه جذب اتمي از  اتصال به يونهاي كادميم

M932 plus)  استفاده صفار و همكاران  روش تغيير يافتهبا
كلريد با غلظت مشخص  به محلول پروتئين. )15(  گرديد

. )15( اضافه شد مولار ميلي 2/0كادميم با غلظت نهايي 
وباتور شيكردار در دماي دو ساعت در انك به مدتنمونه ها 

استن با آن سپس به . گراد قرار داده شدند درجه سانتي 37
تكان آرامي اضافه شده و به  (v/v)درصد  80غلظت نهايي 

وي ر بعد از نگهداري بر. خوبي مخلوط گردده شد تا ب داده
 4در دماي محلول مورد نظر  ،يك ساعت به مدتيخ 

سانتريفيوژ  rpm15000 دور  دقيقه با 30 به مدتدرجه 
محلول رويي  .دنمذكور رسوب گرد هايتا پروتئين گرديد

برداشته شده و توسط دستگاه جذب اتمي ميزان يونهاي 
 .متصل نشده اندازه گيري گرديد

  نتايج
با استفاده از  smtAپس از تكثير ژن  :تهيه و تكثير ژن 

بر روي ژل  PCR پرايمر هاي رفت و برگشت محصول
طور كه در  الكتروفورز گرديد همان  درصد 1اگارز 
مشاهده مي شود مطابق انتظار فقط يك باند حدود  2تصوير

  .مي شود جفت بازي روي ژل مشاهده 200

  
و تأييد آن توسط الكتروفورز  PCRتكثير ژن به كمك   -2تصوير

 SM0321جفت بازي  100نشانگر )(Mستون اول . برروي ژل آگارز

جفت  200كه نشان دهنده باند  PCRل ستون دوم محصو. فرمنتاز 
   .بازي ژن سنتز شده است

 محصول : pTZ57R/Tناقل در  smtAژن  همسانه سازي

PCRدر ناقل pTZ57R/T به  الحاقمحصول قرار گرفت و
و كلنيهاي  گرديد مستعد شده منتقل E.coli(DH5α)باكتري 

كلنيهاي يد تراريختي، أيبراي ت. سفيد و آبي مشاهده شدند
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و مورد  هداده شدكشت موجود بر روي پليت  سفيد
Colony PCR نتايج حاصل بر روي ژل اگارز . ندقرار گرفت

 200محصول  3تصوير . درصد مورد ارزيابي قرار گرفت 1
   .مي دهدجفت بازي را نشان 

 
 

  smtA-pTZ57R/Tتأييد كلنيهاي حاوي ناقل  - 3تصوير 
 100نشانگر )  (Mستون اول . لنيهاي سفيد منتخباز ك PCRتوسط

ستونهاي دوم و سوم نشان دهنده . فرمنتاز  SM0321جفت بازي 
 200از كلنيهاي نوتركيب كه باند مورد انتظار در ناحيه  PCRمحصول 

  .جفت بازتشكيل داده اند
:  pET15bبياني ناقل در  smtAژن  زير همسانه سازي

بريده شده از  pET15bناقل  و smtAقطعات بريده شده ژن 
. و با يكديگر الحاق شدند روي ژل آگارز تخليص شد

و سپس  DH5αباكتريهاي مستعد به محصول الحاق 
BL21(DE3)  شد و بعد از كشت روي محيط حاوي منتقل
روش هضم  توسط، حضور پلاسميد نوتركيب آمپي سيلين 

ي ييد نهايأت. )4تصوير ( ييد قرار گرفتأمورد تآنزيمي 
 ).شركت ژن فن آوران( توسط تعيين توالي صورت گرفت

نتيجه تعيين توالي نشان داد كه توالي ژن مذكور فاقد 
  .نوارايي ناخواسته مي باشد

 القاءIPTG توسط  smtAژن : و تأييد آن smtAبيان ژن 

شد و نمونه هاي پروتئيني تحت شرايط دناتوره به همراه 
پلي آكريل آميد  روي ژل) SM1889(نشانگر پروتئيني 

در مقايسه با ). 5تصوير ( تريس تريسين الكتروفورز شدند
كيلودالتوني باند پروتئيني  10نشانگر پروتئيني در ناحيه 

گرديد  نوتركيب مشاهده شد و با وسترن بلاتينگ تأييد
ساعت پس از القاء  4بيشترين بيان در زمان ). 6تصوير (

گ با استفاده از آنتي وسترن بلاتين 5در تصوير . مشاهده شد
پروتئين نوتركيب نشان داده شده  His-Tagبادي عليه 

  . است

  
نوتركيب توسط   pET15bمحصول برش پلاسميد  -4تصوير

: 2برش نخورده HindIII:1  : pET15bو  NdeIآنزيمهاي 
pET15b جفت بازي، 200 خروج قطعه برش خورده و M  : ماركر

  فرمنتاز  SM0312جفت بازي 1000

  
پروتئين نوتركيب حاصل از  Tris-Tricin SDS-PAGE -5ريتصو

 باكتري: 1). فرمنتاز( SM1889 ماركر وزن مولكولي : M. بيان شده

BL21(DE3) باكتري ترانسفرم شده با ناقل نوتركيب : 2پلاسميد فاقد
فلشها .  IPTGبا  أساعت پس از القا 4و2به ترتيب  4و 3، ءقبل از القا

 .مورد نظر را نشان مي دهدن يباند پروتئ

  
 abcam Ultra) ماركر وزن مولكولي: M. وسترن بلاتينگ -6تصوير

protein Ladder) 1 : ساعت پس از القاء نشان داده  4نمونه پروتئين
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به (ناقل نوتركيب قبل از القا  باكتري ترانسفرم شده با: 2شده است 
 .دهد مورد نظر را نشان ميباند فلش ). عنوان كنترل منفي

پس از : نوتركيب پروتئينكادميوم توسط  يون جذب
، محلول كلريد كادميم با غلظت نوتركيبييد بيان پروتئين أت

ميلي مولار به پروتئين مورد نظر اضافه شد و  2/0نهايي 
پس از رسوب پروتئين، ميزان كادميم متصل نشده با روش 

به  با توجهبنابراين  .جذب اتمي مورد ارزيابي قرار گرفت
ميزان يون كادميم جذب   مي توان غلظت اوليه يون كادميم
پروتئين كنترل اختلاف ميزان جذب . شده را محاسبه نمود

مي ميزان جذب پروتئين نوتركيب بيان شده بيانگر و نمونه، 
ميزان جذب  يون كادميم  به ازاي هر   ،1جدول . باشد

  .ميلي گرم پروتئين را نشان مي دهد
  

  رسي ميزان جذب  يون كادميم  به ازاي ميلي گرم پروتئينبر:  1جدول 
 نمونه                           

  

  ميزان جذب يون 
  كادميم

  پروتئين نمونه پروتئين كنترل

 نانو مول بر ميلي گرم پروتئين
  

38.18 
38.49 
38.30 

66.39 
66.47 
65.92 

پروتئين حاصل از باكتري حاوي :ساعت بعد از القاء، پروتئين كنترل  4ژن متالوتيونين  پروتئين حاصل از باكتري تراريخته حاوي: پروتئين نمونه
  .تكرار مستقل مي باشد كه نشان دهنده تكرار پذيري آزمايش مي باشد 3نتايج به دست آمده حاصل  .پلاسميد قبل از القاء

  

  بحث
ويژه باكتريها نقش بسيار مهمي در ه ها و بيكروارگانيسمم

تي فلزات سنگين داشته و در بيوتكنولوژي حذف زيس
باكتري با توجه به اينكه متالوتيونين ).  1( كاربرد دارند

تواند به فلزات سنگين مثل مي سينكوكوس ايلانگاتوس
گزينه  كادميوم، مس، ارسنيك، جيوه و نقره متصل شود

البته  .رودشمار ميه خوبي براي جذب فلزات سمي ب
استفاده دارويي و غيره براي آن در  هاي ديگري مثلاستفاده

  . )21(دوشنظر گرفته مي

با در نظر گرفتن پلاسميد مورد استفاده در اين مطالعه القاي 
توسط غلظت نهايي يك ميلي مولار  SmtAبيان پروتئين 

IPTG  هاي حاوي ناقلكه غلظت مناسب براي القاي بيان در
دماي  آنمي باشد، انجام شد و پس از  T7lacپروموتور 

كاهش داده  سانتي گراددرجه  30به  37رشد باكتريها از 
منجر سانتي گراد درجه  37زيرا رشد باكتريها در دماي  ،شد

شكل اجسام رسوبي ه به تجمع محصولات پروتئيني ب

تر باعث توليد  خواهد شد در حالي كه رشد در دماي پايين
 با توجه). 13(حالت محلول و فعال مي شود ه پروتئين ب
ساعت بعد از  4پروتئين مورد نظر  SDS-PAGEبه نتايج 

 مورد پروتئين مولكولي وزن .به خوبي بيان شده است ءالقا
 ناقل از يكوتاه توالي شدن اضافه گرفتن نظر در با نظر
 ناقل درتوالي موجود( هيستيدين اسيدآمينه شش نيز و بياني
 باند . است شده محاسبه كيلودالتون 10 حدود ،)بياني

ييد شد و با توجه به اينكه أخوبي ته مشاهده شده در ژل ب
 E.coliخوبي بيان شده است، مي توان گفت كه ه پروتئين ب

با  همچنين. تئين مي باشدوميزبان مناسبي براي بيان اين پر
ميزان جذب فلز توسط نمونه  1توجه به جدول شماره 

ز پروتئين حاصل از باكتري حاوي پلاسميد قبل ا( كنترل 
نانو مول و ) ميانگين اعداد( 32/38 تقريبي ميزانه ب )ءالقا

بميزان  ءساعت پس از القا 4نمونه پروتئين مورد نظر 
. نانو مول به ازاي هر ميلي گرم پروتئين مي باشد 26/66

اي ه با توجه به يكسان بودن تمام عوامل جذب در نمونه
 مي توان گفت كه اين پروتئين SmtAكنترل و پروتئين 
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ن داشته مول در ميلي گرم پروتئي نانو 28 جذبي حدود
  .است

مطالعات زيادي  smtAوتيونين لت متابا توجه به اهمي
 . ) 19و10، 5(. تاكنون بر روي آن صورت گرفته است

را در  smtA بيان ژن) 1992(شاي و همكاران اولين بار 
 pGEX3Xناقلتوسط وارد كردن به  E. coliباكتري 

(pGPMTl)   فيوژن پروتئين  صورتبه SmtA-GST انجام
سازي اين پروتئين به بررسي ند و با خالصاهداد

مطالعات  .)18( نداهخصوصيات اتصال به فلز در آن پرداخت
 پروتئيني بعدي بر روي اين پروتئين نشان داد كه توالي

مي  خود كربوكسيل درانتهاي اضافي اسيدآمينه چند داراي
 بود نشده شناخته هنوز همكاران و شاي زمان در كه باشد

 به منظورو همكارانش  Blindauer 2001 در سال .)18(
بيان  E.coliاين پروتئين را در  SmtAبررسيهاي ساختاري 

در اين مطالعه، پروتئين بيان شده با استفاده از . كردند
تكنيكهاي اسپكترومتري جرمي، كروماتوگرافي مايع و 

ابيهاي ساختاري قرار ، مورد ارزيNMRاسپكتروسكوپي 
و همكارانش با  Blindauerنيز،  2007در سال  ).4(گرفت 

 49و  40استفاده از پرايمرهاي داراي جهش هيستيدينهاي 
. ايجاد كردند smtAبه سيستئين، جهش هدفمند در 

بود و   pMHNR1.1 پلاسميد مورد استفاده
ترانسفورم شده پس از رشد در  BL21(DE3)باكتريهاي

- ميلي ZnSo4 )5/0، در معرض IPTGبا  ءو القا LBمحيط 

-ارزيابي موتانتها با استفاده از تكنيك. قرار گرفتند) مولار

NMR در  ).6( نشان داد كه تمايل آنها به فلز كم شده است
و با استفاده سنتزي و همكارانش، به روش  Xu 2010سال 

 smtAتا smtA P1(نوكلئوتيدي  60از پنج اوليگونوكلئوتيد 

P5 ( نوكلئوتيدي، ژن نوتركيبي  30و يك اوليگونوكلئوتيد
 ناقلسنتز شده در  cDNA. ساختند smtA1به نام 

pYK2697  ناقلكه بر اساس pCAMBIA-1301  بود
با روش الكتروپوريشن به  ناقلاين . قرارداده شد

آگروباكتريوم منتقل و از طريق آن گياه ترانس ژني توليد 
ي افزايش تحمل گياه ترانس ژن، ارزياب به منظورسپس . شد

بر روي گياه مورد  Znميكرومولار محلول  500غلظت 
آزمايش قرار گرفت و نشان داده شد كه بيان متالوتيونين 

smtA را  رابيدوپسيسآ، افزايش داشته و ميزان تحمل گياه
نيز بيان  2012در سال ). 23(روي افزايش داده است فلز به 

smtA شكل فيوژن با يك دمين ه سطحي و ب به صورت
سط آموزگار تو LPP-OMPAمتصل شونده به كيتين و نيز 

و همكارانش انجام شد كه منجر به افزايش جذب روي 
بررسي جذب كادميم در علاوه بر اين  ).20(گرديده است

نشان  ساكارومايسز سرويزيه دو سويه حساس و مقاوم 
 .جذب در سويه حساس بيشتر استميزان كه  ه استداد

كاهش ميزان دريافت فلز و افزايش تعداد  بنابراين
مكانيسم مقاومت به كادميم  ،هاي اختصاصي فلزمتالوتيونين

  ).2( است در سويه مقاوم

شناخت كامل توالي پروتئيني و با توجه به  در اين مطالعه
در طراحي  E.coliنهاي ترجيحي واستفاده از كد

ه سازي بيان در بهينو  اوليگونكلئوتيدهاي مورد استفاده
 فلزيون  درجه ميزان پروتئين توليد شده و جذب  30دماي 
در مقايسه با مطالعات صورت گرفته بيشتر مي  كادميم
  .باشد

  گيري نهايينتيجه

ييد اثرات أباتوجه به آلودگي روزافزون فلزات سنگين و ت
مخرب و مضر اين فلزات بر سلامت انسان و اكوسيستم، 

تلفي مانند روشهاي فيزيكي يا مخ توسعه راهكارهاي
دليل ه البته در مواردي ب. رسدنظر ميه لازم ب شيميايي

سمت روشهاي ه يي كم و هزينه زياد، محققان را بآكار
از جمله اين . زيستي و زيست فناوري سوق داده است

روشها استفاده از پروتئينها و پپتيدهايي است كه تمايل و 
سنگين سمي نظير كادميم، اختصاصيت بالاتري براي فلزات 

-در اين راستا بيان متالوتيونين. داشته باشند جيوه، سرب

هايي كه داراي تمايل بيشتري به فلزات سنگين هستند، 
اي در جهت توسعه روشهاي حذف انداز اميدواركنندهچشم

گرهاي زيستي و داروها ايجاد كرده فلزات سنگين، حس



 1394، 2، شماره 28جلد                                                                      )      زيست شناسي ايرانمجله ( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

264 

سينكوكوس  در اين پژوهش، ژن متالوتيونين. است
و همسانه سازي  سنتز، ، PCC7942ايلانگاتوس سويه 
ييد أسازي را تيابي، صحت كلنتوالي. سپس بيان گرديد

ميزان . كرد و وسترن بلات نشان دهنده بيان پروتئين بود
با استفاده  كنترلجذب فلز توسط نمونه در مقايسه با نمونه 

نشان داد از جذب اتمي مورد ارزيابي قرار گرفت و نتايج 

نانومول به ازاي  28ميزان تقريبي ه كه پروتئين  مورد نظر ب
 .گرم پروتئين كل افزايش جذب داشته استميلي

  تشكر و قدر داني

ت مالي دانشگاه شهركرد در قالب طرح ياين پژوهش باحما
  . پژوهشي انجام شده است
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Abstract 

One way to absorb heavy metals in addition to chemical methods is the use of biological 
elements. One of the metal adsorption proteins is metallothionein. Goal: The purpose of 
this study is gene cloning and expression of Synechococcus PCC7942 metallothionein 
smtA and protein production and analysis of metal uptake by the protein. Methods: The 
gene smtA was cloned into the T / A cloning vector and then were transferred into the 
E.coli (DH5α). Colony-PCR evaluates the accuracy of the transformation and sequence 
detection was carried out. The gene was subcoloned into the expression vector pET15b 
and transferred into the E.coli (BL21). Gene expression was induced by IPTG and 
proteins were analyzed by Tris-Trisin SDS-PAGE and Western blotting. Metal uptake 
of protein was measured by atomic absorption. Results: Sequencing, confirmed the 
accuracy of the transformation. SDS-PAGE and Western blot analysis confirmed 
protein expression. Metal absorption showed that one milligram of protein adsorbs 28 
nmol of cadmium ion. 
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