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پروتئین های ناقل لیپید (LTPs) پپتیدهای غنی از سیستئین هستند 
که عمل انتقال ملکول های هیدروفوب را در شرایط in vitro انجام 
می دهند (۱ و ۲). LTP ها بر اساس وزن ملکولی شان به دو زیرگروه  
LTP۱و LTP۲ تقسیم میشــوند (۳ و ۴). همه انواع LTP دارای ۴ 
باند دی سولفیدی میباشــند. از آنجائیکه عملکرد این پروتئین چندان 

اختصاصی نیست به آن nsLTP هم میگویند (۵). اعمال فیزیولوژیکی 
فراوانی از قبیل ساخت کوتین، دخالت در جنین زایی، واکنش دفاع در 
مقابل پاتوژن های گیاهی و سازگاری گیاهی به LTP نسبت داده شده 
است LTP.(۶-۹) های زیادی از گیاهان مختلف جدا شده که ساختمان 
 NMR و اسپکتروسکوپی X-ray سه بعدیشان توسط تکنیک های
تشخیص داده شده است. مهم ترین خصوصیت LTP ها حضور یک 
حفره ی هیدروفوب در مرکز ملکول میباشد، که محل اتصال ملکول های 
آبگریز و اســیدهای چرب است LTP.(۱۰-۱۲) های گیاهی توسط یک 
خانواده کوچک ژنی کد میشــوند. در ژن LTP۲ مربوط به گیاه برنج 
هیچگونه اینترونی یافت نمیشود (۱۵-۱۳). از آنجائیکه LTP ها، نسبت 
به افزایش دما و هضم آنزیمی مقاوم هستند، می توانند به راحتی 

چکیده/ پروتئین های ناقل لیپید (LTPs) گروهی از پروتئین ها با وزن ملکولی متوسط در نزد گیاهان هستند که دارای پتانسیل های 
 LTP۲ کاربردی به ویژه در سیســتم های رها سازی دارو می باشــند. هدف از این تحقیق کلون کردن و بیان ناحیه کدکننده ژن
برنج در E.coli (TOP۱۰) بود. از آنجائیکه ژن LTP۲ برنج فاقد ابنترون می باشد، ژنوم برنج جهت تکثیر ناحیه کدکننده این ژن 
استفاده شد. در انتهای '۵ پرایمر رفت جایگاه برش آنزیم BamHI و در انتهای '۵ پرایمر برگشت جایگاه برش آنزیم XhoI قرار 
داده شد. قطعه تکثیر شده پس از تیمار با آنزیم های محدود کننده مذکور در جایگاه BamHI-XhoI وکتورpGEX-6p-2  و 
در پائین دست ژن GST جهت تولید پروتئین همجوش GST-LTP قرار گرفت. در مرحله بعدی وکتور نوترکیب به داخل باکتری 
E.coli (TOP۱۰) ترانسفورم شد. برای اطمینان از صحت عملیات کلونینگ، پلاسمید های استخراج شده، در ناحیه LTP۲ توالی 
یابی شدند. داده ها نشان داد که توالی قطعه کلون شده مشابه توالی گزارش شده در NCBI است. همچنین یافته ها نشان داد 
که موادی مثل بتائین، دی متیل سولفوکسید (DMSO) و آمونیوم سولفات  (AMS)می توانند باعث افزایش محصولات اختصاصی 

PCR شوند. آنالیز SDS-PAGE هم بیان LTP۲ در باکتری را تائید نمود. 

واژگان کلیـدی: پروتئین ناقل لیپید؛ همسانه سازی ژن؛PCR ؛ 
پروتئین همجوش؛ برنج ایرانی.

محمد کریمیان۱، مهران میراولیایی۱*، کامران قائدی۱، علی اکبر احسانپور۲، زهره زهرایی۳

۱. بخش علوم سلولی ملکولی، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ایران ۲. بخش علوم 
گیاهی، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ایران ۳. استادیار، بخش بیوتکنولوژی، گروه 

زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه کاشان، کاشان، ایران

مقـاله پـژوهشیهمسانه سازی و بیان ژن پروتئین ناقل لیپید ۲ برنج ایرانی

مقـدمـه

PhD ،مهران میر اولیایی
اســتادیار بیوشیمی، بخش زیست شناسی علوم سلولی تکوینی، گروه زیست شناسی، دانشکده 

علوم، دانشگاه اصفهان، میدان آزادی، خیابان هزار جریب، اصفهان، ایران
mmiroliaie@gmail.com :پست الکترونیک

تاریخ دریافت: ۹۱/۰۳/۲۰   تاریخ پـذیرش: ۹۱/۰۵/۱۵

*

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

ژنتیک در هـزاره سـوم. سـال دهم / شمـاره 2796۳

کلون کردن ناحیه کدکننده ژن LTP۲ برنج

1. Drug Delivery   2. Denaturation  3. Annealing   4. Extension 5. Sticky End   6. Ligation 

وارد سیستم هومورال بدن شده و دستگاه ایمنی را تحریک نمایند. 
بنابراین LTP به عنوان یک آلرژن غذایی شــناخته میشود (۱۶ و ۱۷). 
به علاوه LTP  ها خاصیت ضد میکروبی هم دارند (۱۸). از آنجائیکه 
این پروتئین ها به شدت پایدار هستند، میتوانند داروهای ناپایدار را 
در مقابل اکسیداسیون و یا تخریب محافظت کنند بنابراین در سیستم 
رهاسازی دارو۱ نیز کاربرد دارند. همچنین از این پروتئین در ساخت 
حسگرهای زیستی هم استفاده شده است (۱۹ و ۲۰). در این مطالعه 
ناحیه کدکننده ژن LTP2 برگ گیاه برنج در وکتور pGEX-6p-2  کلون 

شد.

مواد و روش ها
استخراج DNA از برگ برنج 

 Oryza Sativa, Indica Group, Nemat Variety:) بذر برنج ایرانــی
IR۹۷۱۰-۱۴۳-۱-۹-۱-۱) از موسسه تحقیقات برنج ایران (آمل، ایران) 
تهیه شــد. بذرها در محلول هیپوکلریت ٪۱۰ (W/V) استریل شدند و 
سپس به مدت سه شبانه روز در آب قرار گرفتند و بعد از آن بذرها 
جوانه زدند. بافت برگ از گیاه جدا و داخل تیوپ قرار داده شد. سپس 
 DNA تیوپها به ظرف حاوی نیتروژن مایع منتقل شدند. برای استخراج
از برگ گیاه از تکنیک CTAB استفاده شد (۲۱). ژنوم استخراج شده 
در ۱۰۰µl آب مقطر استریل حل شد. جهت اطمینان از صحت عمل 

استخراج، ۲µl از نمونه ها الکتروفورز شدند.

تکثیر ناحیه کدکننده ژن LTP۲ برنج
برای طراحی پرایمرهای اختصاصی جهت عملیات کلونیگ، توالی کامل 
 (Accession No.CT۸۲۹۹۹۰٫۱) بدست آمد NCBI برنج از LTP۲ ژن
و با نرم افزار oligo۶ آنالیز شــد. جایگاه برش آنزیم BamHI در سمت 
'۵ پرایمر رفت و جایگاه برش آنزیم XhoI در سمت '۵ پرایمر برگشت 
TAAGGATCCATGAG-۵' :قرار داده شــد. توالی پرایمر رفت
GAAGTTGGCGGTGTTGGTG-'۳ و توالی پرایمر برگشت
 ۳'-TAACTCGAGTCAGTGGCAGGTGGGGAGGGC-۵' 

بود. (سایت های برشی به صورت Italic نشان داده شده است). 
پرایمرها از شرکت Metabion (آلمان) سفارش داده شد. برای تکثیر ناحیه 
 ۰/۳µl Smar Taq  ۲۵ شاملµl در حجم PCR ،LTP۲ کدکننده ژن
 ،۰/۳µl dNTPs mix (stock: ۱۰ mM), polymerase (stock: ۵u/µl)

 ،(۱۰۰pM :stock) ۰/۳ از هر یک از پرایمرهای رفت و برگشتµl
 ۲/۲۵µl    (۵M) µl Betaine ۴/۵ ،(۵۰mM :stock)  ۲µl MgCl۲
 ۲/۲۵µl Ammoniam  ،(V/V٪۱۰)dimethyl sulfoxide (DMSO)
sulfate(AMS) Buffer و ۲/۵µl از ژنوم برنج (۶۰۰ng/µl :stock) به 
 Fermentas از شرکت PCR عنوان الگوی سنتز انجام شد. (همه مواد
خریداری شــدند). واکنش  PCR توســط دستگاه Astec و با شرایط: 
دمای واسرشــت۲ اولیه در C˚۹۴ به مدت ۵ دقیقه همراه با ۳۰ سیکل 
 ۶۰˚C ۳۹۴ به مدت ۱ دقیقه، دمای اتصال˚C تکراری با دمای واسرشت
به مدت ۲ دقیقه و دمای بسطC ۴˚۷۲ به مدت ۱ دقیقه انجام شد. 

محصول PCR رسوب داده و در ۱۰۰µl آب مقطر استریل حل شد.

کلون کردن ناحیه کدکننده ژن LTP۲ برنج:
قطعه تکثیر شــده، شــامل ناحیه کدکننده ژن LTP۲ و وکتور

(pGEX-6p-2: Amersham Biosciences) جهــت تولید انتهای 
 XhoI (TaKaRa)و BamHI (TakaRa) چسبنده۵ توســط آنزیم های
و طبق پروتکل مربوطه تیمار شدند. در هر مرحله نمونه ها بوسیله 
الکتروفورز بررسی شدند. در نهایت قطعه تکثیر شده به داخل 
جایگاه BamHI-XhoI وکتور وارد شــد و عملیات الحاق۶ بوسیله 
کیت الحاق (TaKaRa) انجام شــد. تکثیر پلاسمید نوترکیب به وسیله 
انتقال وکتور به داخل ســلول های E.coli one shot Top۱۰ انجام 
شد. در روز بعد کلونی های ایجاد شده بوسیله Colony PCR و 
با پرایمرهای اختصاصی وکتور بررسی شدند. توالی پرایمر رفت: 
'GGGCTGGCAAGCCACGTTTTGTG-۵-'۳ و توالــی پرایمر 
برگشــت: 'CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-۵-'۳ بــود. 
یکی از کلونی های مثبت برداشته شد و به مدت یک شبانه روز کشت 
 Miniprip DNAداده شد و ســپس استخراج پلاسمید با استفاده از
Purification Kit (TaKaRa) انجام شد. ســپس پلاسمید نوترکیب 

جهت تعیین توالی به شرکت ژن فناوران (تهران) ارسال شد. 

 :E.coli در عصاره سلول های LTP۲ آنالیز بیان
ســلول های E.coli ترانسفورم شده در ml ۵۰ محیط LB کشت داده 
شدند. هنگامی که O.D محیط کشت به ۰/۶ رسید بیان LTP2 بوسیله 
افزودن IPTG (Fermentas) (با غلظت نهایی ۱mM) تحریک شد و 
سلول ها به مدت ۵ ساعت در شرایط رشد باقی ماندند. رسوب باکتری 
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7. Fusion protein  

بعد از ســانتریفیوژ در بافر فسفات(pH=۷) حل شــد و باکتری ها با 
کمک روش سونیکاسیون لیز شدند. بعد از سانتریفوژ با دور بالا، عصاره 
باکتری از مواد زاید جدا و ۱۰µl از آن، روی ژل SDS-PAGE بارگزاری و 

با CBB (Commasie brilliant blue) رنگ آمیزی شد (۲۲).

نتایج
کلون کردن ناحیه کننده ژن LTP۲ برنج

ژنوم اســتخراج شده برنج شامل یک باند اصلی با تحرک کم روی ژل 
آگاروز می باشد (شکل A۱). وجود اسمیر، حاکی از شکست نسبی ژنوم 

در طول پروســه استخراج می باشد. ناحیه کد کننده ژن LTP2 تکثیر 
شده توسط تکنیک PCR حدود bp ۳۰۰ طول دارد (شکل B۱). قطعه 
تکثیر شــده و وکتور pGEX-6p-2 به جهت تولید انتهاهای چسبنده 
با آنزیم های محدودکننده تیمار شدند که حرکت پلاسمید روی ژل 
آگاروز، قبل و بعد از برش متفاوت اســت (شکل C۱). عملیات الحاق 
جهت تولید وکتور نوترکیب pGEX-6p-2/GST-LTP انجام شــد. 
جهت بررسی وجود وکتور نوترکیب در کلونی های تولید شده عملیات 
Colony PCR انجام شد. آنالیز Colony PCR نشان داد که یکی از 

 .(D۱ شکل) هفت کلونی بررسی شده حاوی وکتور نوترکیب است

شکل۱: مراحل کار ساخت ناحیه کدکننده LTP2 برنج، A) استخراج ژنوم (G) از برگ برنج. باند مورد نظر 
بوسیله نوک پیکان نشان داده شده است. B) محصول PCR با اندازه حدود ۳۰۰bp که نشان دهنده طول ناحیه 

کدکننده LTP برنج می باشد. محصول PCR با نوک پیکان نشان داده شده است.

آنالیز توالی ناحیه کدکننده LTP2 برنج
به منظور اطمینان از صحت عملیات کلونینگ و عدم وجود جهش، 
پلاسمیدهای نوترکیب استخراج شده، توالی یابی شدند. داده ها صحت 
توالی LTP2 را تایید نمود. توالی LTP2 فاقد متیونین ابتدایی است، چرا 

که هدف از آزمایش، تولید پروتئین همجوشGST-LTP۲ ۷ است. توالی 
کامل ناحیه کدکننده LTP2 شــامل ۲۹۱bp است (شکل A۲). قسمتی 
از توالی ابتدا و انتهای ناحیه کدکننده LTP2 در شکل B۲ وC۲ نشان 

داده شده است. 
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کلون کردن ناحیه کدکننده ژن LTP۲ برنج

شکلA :۲) تصویر شماتیک ناحیه کدکننده ژن B ،LTP۲ و C) قسمتی از 
.LTP2 توالی ابتدا و انتهای ناحیه کدکننده ژن
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LTP2 آنالیز بیان
جهت بررسی بیان GST-LTP۲، عصاره سلول های ترانسفورم شده با 
pGEX-6p-2 و  pGEX-6p-2/GST-LTP2 الکتروفورز شدند. بیان

 kDa ۲۶ و با وزن ملکولی SDS-PAGE بــه وضوح بر روی ژل  GST
مشخص شد (شکل ۳، لاین ۱). بیان GST-LTP2 هم با وضوح کمتر و 

با وزن ملکولی kDa ۳۷ تشخیص داده شد (شکل ۳، لاین ۲ و۳).

بحث 
به علت کاربرد زیاد LTP در بیوتکنولوژی، محققــان پژوهش های 
زیادی بر روی این پروتئین انجام داده اند. کلونینگ LTP2 برنج در 
 (+) ۷zf-pGEM ســال های ۱۹۹۸ و ۲۰۰۷  به ترتیب در وکتورهای
(۲۳) و pBluescript SK + (۲۴) انجام شد. در این تحقیق ما LTP2 را 
 Elmorgani .کلون نمودیم GST با برچسب  pGEX-6p-2 در وکتور
و همکارانش ساخت وکتور بیانی حامل ژن LTP گندم (LTPW) را 
گزارش دادند. آن ها LTP را در وکتور pETDP کلون کردند (۲۵). در 
تحقیق دیگری LTP لوبیا در وکتور pCR2.1-TOPO کلون شــد. به 
علت وجود اینترون در ژن LTP1، RNA از بافــت دانه لوبیا جدا و 
  LTP1 ساخته شد و از آن برای تکثیر ناحیه کدکننده cDNA ســپس
استفاده شد (۲۶ و ۲۷). ژن LTP۱ دارای یک اینترون می باشد در 
حالی که LTP2 اینترون ندارد (۱۳) بنابراین برای تکثیر ژن LTP۲ از 
روش genomic PCR استفاده شد. مطالعات قبلی نشان می دهد 
که تکثیر توالی های غنی از بازهای ســیتوزین و گوانین با بکارگیری 
بتائین و دی متیل سولفوکسید بهبود می یابد (۲۸) لذا در پروژه حاضر 

برای بهینه ســازی تکثیر ژن LTP2 از بتائین، بافر آمونیوم سولفات و 
دی متیل سولفوکسید استفاده شد. در مطالعات قبلی LTP2 از برنج 
 GST تخلیص شــده (۱۲) که در پروژه حاضر به دلیل نصب برچسب
به ابتدای پروتئین، تخلیص آن به مراتب آسان تر می شود. اعتقاد بر 
این اســت که LTP، کاندید مناسبی برای ساخت حسگرهای زیستی و 
کاربرد در سیستم رهاسازی دارو می باشد (۲۰ و ۲۹). ساخت وکتور 
نوترکیب pGEX-6p-2/GST-LTP2 در این پروژه می تواند راه را برای 
مطالعات بعدی، مثل کاربرد انواع نوترکیب و جهش یافته LTP2 در 

ساخت حسگرهای زیستی و رهاسازی دارو، هموار سازد.

تشکر و قدردانی
در پایان از پرسنل پژوهشکده رویان اصفهان که همکاری صمیمانه ای 

را در طی این پروژه داشته اند تشکر می نمائیم.

شکل۳: رنگ آمیزی CBB برای ژل SDS-PAGE بارگزاری شده با عصاره 
محتوی پروتئین های GST و .GST-LTP۲ لاین ۱: عصاره باکتری های ترانسفورم 
شده با pGEX-۶p-۲. لاین های ۲ و ۳: عصاره باکتری های ترانسفورم شده با

pGEX-6p-2/ GST-LTP2. M: مارکر پروتئینی با وزن متوسط.
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