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هاي بافت كبد  در كروماتين هسته سلولLMG160بررسي موقعيت پروتئين غيرهيستوني 
  موش صحرايي

   سايه عبدالصمديو حسن آرياپور ،عذرا رباني چادگاني
  تهران،  دانشگاه تهران، بيوفيزيك ومركز تحقيقات بيوشيمي

  چكيده

هاي مختلفي را در  كه علاوه بر ناهمگن بودن فعاليتباشندپروتئينهاي غير هيستوني دسته وسيعي از پروتئينهاي كروماتين مي 
هاي نام پروتئينه دسته اي از اين پروتئينها ، حركت الكتروفورزي پايين دارند مورد توجه قرار گرفت، وب. سلول ايفا مي نمايند

LMGها بنام يندر اين مطالعه موقعيت يكي از اين پروتئ.  نامگذاري شدLMG160ين مورد بررسي قرارگرفت در اجزاء كرومات .
اين پروتئين در  حضور تهيه و عدم يا) S1 S2,(هاي مختلف كروماتينا آنزيم ميكروكوكال نوكلئاز، بخشپس از هضم كروماتين ب

S1  وS2كه پروتئين  نتايج نشان داد .   با استفاده از روش ژل الكتروفورز و ايمنوبلاتينگ بررسي شدLMG160 تمايل زيادي به 
اين امر مي تواند . رهاي بالاتر كروماتين، دي و اليگونوكلئوزومي دارد، در جز كروماتين واجد منونوكلئوزوم وجود ندارد ساختا

  .اطلاعاتي را در مورد موقعيت اين پروتئين در كروماتين مشخص نمايد

  كروماتين، پروتئينهاي غيرهيستوني، نوكلئوزوم: كليد واژه ها

  مقدمه
وت ماده ژنتيكي در اتصال با در سلولهاي يوكاري

پروتئينهايي است كه مجموعاً يك تركيب نوكلئوپروتئيني 
تركيب . بنام كروماتين را در هسته سلولها ايجاد مي نمايند

 و پروتئينهاي بازي بنام هيستونها DNAاصلي كروماتين را 
دهند كه در اتصال با يكديگر واحدهاي  تشكيل مي

، را مي )nucleosomes(مها ساختاري كروماتين، نوكلئوزو
 200هر نوكلئوزوم در سلولهاي بافت كبدي از . سازند

 و دو H3-H4تترامر (، اكتامر هيستونها DNAجفت باز 
 ساخته شده است H1و هيستون ) H2A- H2Bدايمر 

ماتين ها در واقع اولين پروتئينهاي كروهيستون). 2و1(
و هاي مختلف جداسازي هستند كه از سلولها و بافت

 DNA خصوصيات بيوشيميايي و نحوه اتصال آنها به 
  . مطالعه شده است

به كليه ) nonhistone proteins(هاي غير هيستوني پروتئين
. پروتئينهاي هسته سلول بغير از هيستونها اتلاق مي شود

اين پروتئينها از نظر بيوشيميايي و فيزيولوژيكي بسيار 
از قبيل ساختاري، متنوع بوده و داراي نقشهاي گوناگوني 
بر خلاف ). 3و2(آنزيمي، تنظيمي و غيره مي باشند 

هيستونها، پروتئينهاي غير هيستوني ويژگي بافتي و گونه 
اري از آنها در ياي زيادي از خود نشان مي دهند و نقش بس
 اي از اين دسته.تنظيم بيان ژنها بخوبي مشخص شده است 

 كروماتين جدا مي هاي يوني پائين ازپروتئينها كه در قدرت
شود مورد توجه محققين قرار گرفته و تا كنون دو دسته از 

هاي با حركت ينها جدا سازي شده اند ، پروتئيناين پروتئ
و  ) HMG; High Mobility Group(الكتروفورزي بالا 

 LMG; Low(پروتئينهاي با حركت الكتروفورزي پائين 

Mobility Group) (3هاي روتئينپ ).4وHMGلت  بع
حلاليت و وزن مولكولي پايين خود بدقت مطالعه شد و 
امروزه ساختار و نقش آنها در كروماتين خصوصاً تنظيم 

  ).6 و 5(بيان ژنها شناخته شده است 
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 بعلت حلاليت كم و وزن LMG غيرهيستوني يهاپروتئين
ملكولي بالا كمترمطالعه شده و اطلاعات محدودي در مورد 

 وهمكارانش Wiland، 1990 در سال. آنها دردست است
 را به پنج دسته تقسيم و LMGبرخي از پروتئينهاي 

همچنين ). 7(ميانكنش آنها را با هيستونها بررسي نمودند 
ها با تواليهاي  شده است كه برخي از اين پزوتئيننشان داده

 واكنش مي TATA-box مانند 1A-17خاصي از آنتي ژن 
 ADP–از نوع و برخي تغييرات شيميايي ) 8(دهند 

جزئي از پروتئينهاي ). 9(ريبوزيلاسيون را طي مي نمايند 
LMG كيلودالتون 160 با وزن مولكولي )LMG160 (  از

بافت كبد موش صحرايي در اين آزمايشگاه جدا سازي و 
برخي از خصوصيات بيوشيميايي آن مشخص شده است 

در اين بررسي موقعيت اين پروتئين در هسته ). 11و10(
 در اجزاء مختلف حاصل از هضم آنزيمي كروماتين سلول

مورد بررسي قرار گرفت كه  نتايج آن مي تواند اطلاعات 
مهمي را در مورد موقعيت اين پروتئين، درهسته سلول 

  .بدست دهد

  مواد و روشها
 كليه مواد شيميايي مورد استفاده از درجه خلوص :مواد

يگما بالايي بر خوردار بوده و از شركت مرك يا س
 ;MNase( آنزيم ميكروكوكال نوكلئاز. خريداري شده اند

micrococcal nuclease(پروتئيناز ،k ) proteinase k( ،
، PMSF( ،spermine(فنيل متيل سولفونيل فلورايد 

spermidin نشانگر وزن مولكولي از شركت ،Sigma و 
.  خريداري شدPharmaciaرزين سفادكس از شركت 

مركز ( مورد استفاده Albino Ratموشهاي صحرايي 
داراي  وزن ) تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك دانشگاه تهران

   . گرم بودند250تقريبي 

  روشها

) 12( و همكارانش Burgoyneاز روش   :تهيه هسته سلول
پس از بيهوش كردن موش . با كمي تغيير استفاده شد 

صحرايي، بافت كبد جدا و با  سرم فيزيولوژي سرد شسته 
در پنج برابر محلول ) گرم15-20(وزن معيني از بافت . دش

 ميلي 15تريس اسيدي  (A مولار در بافر 34/0سوكروز 
 ميلي مولار، كلريد 15م ي، كلريد سدpH 5/7مولار با 
 ميلي مولار و 15/0 ميلي مولار، اسپرمين 60پتاسيم 

-STiهموژنايزر (هموژن نموده )  ميلي مولار5/0اسپرميدين

Model-563c (دقيقه در 25مدت و محلول ب g 4000 4 در 
رسوب حاصل در پنج . گراد سانتريفوژ گرديد درجه سانتي

 X -100 درصد تريتون 1/0حجم از محلول فوق حاوي 
به رسوب .  سانتريفوژ گرديدهموژن و مطابق فوق مجدداً

 اضافه و A مولار در بافر 2پنج حجم از محلول سوكروز 
ز همان  روي حجم مساوي اپس از هموژن نمودن بر
 در g 50000 دقيقه در 45مدت محلول قرار داده شده و ب

رسوب هسته ها . گراد سانتريفوژ گرديد  درجه سانتي4
 شستشو داده شدند و سپس خلوص و Aابتدا دوبار با بافر 

سالم بودن آنها با استفاده از رنگ متيل گرين زير 
  .ميكروسكوپ بررسي گرديد

ابتدا هسته ها در بافر هضم شامل :  ه هاهضم آنزيمي هست
، pH 5/7 ميلي مولار با 10 مولار، تريس 25/0سوكروز 

م يك مولار ي ميلي مولار و كلريد كلس15كلريد سديم 
 با استفاده از DNAبحالت سوسپانسيون در آمد  و مقدار 

نمونه براي .  نانومتر اندازه گيري شد 260مقدار جذب در 
گراد انكوبه شد و سپس   درجه سانتي37 دقيقه در 5مدت 

 واحد آنزيم ميكروكوكال نوكلئاز بازاء هر ميلي ليتر اضافه 5
پس از آن  .  درجه نگهداري شد37 دقيقه در 10 و مجدداً

 g ميلي مولار اضافه و در10 با غلظت نهايي EDTAنمونه 
محلول رويي بنام .  دقيقه سانتريفوژ گرديد10 بمدت 4000

S1 بافر هضم اضافه و پس رسوب حاصل مجدداً جدا و به 
 40گراد،   درجه سانتي37از به تعادل رساندن در حرارت 

 دقيقه در همان شرايط 10واحد آنزيم به آن اضافه و بمدت 
پس از متوقف نمودن فعاليت آنزيمي با . نگهداري شد 

EDTA مانند فوق، نمونه سانتريفوژ )g 400015مدت  ب 
 , p و رسوب حاصل S2 بنام و محلول رويي) دقيقه
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هاي بعدي مورد استفاده قرار نامگذاري و براي آزمايش
  . گرفت

ن منظور يبد:  كروماتوگرافي روي ستون ژل فيلتراسيون
پس از به تعادل رساندن .  استفاده شدG-150از سفادكس 

 ميلي 6 و سرعت جريان cm 7/1× cm100ستون با ابعاد 
.  روي ستون قرار گرفت ليتر در ساعت، نمونه مورد نظر

 ميلي مولار 50شستشوي ستون با بافر اوليه حاوي تريس 
5/7 =pH انجام و نمونه هاي با حجم سه ميلي ليتر جمع 

 نانومتر اندازه 260 و 230آوري و جذب در طول موج 
  .گيري و كروماتوگرام رسم گرديد

استفاده  )13(  و همكارانشLeeاز روش :  DNAاستخراج 
 را ابتدا با دستگاه ليوفليزاتور P و S1، S2ه هاي نمون. شد

خشك نموده و به هر يك، يك ميلي ليتر از محلول تجزيه 
 يك ميلي مولار، EDTA ميلي مولار، 10تريس(كننده 

 K 2/0 يك در صد، پروتئيناز SDS مولار، 1/0كلريد سديم 
 37بمدت پنج ساعت در  اضافه و) ميلي گرم در ميلي ليتر

نمونه هم  سپس به هر. ي گراد نگهداري شددرجه سانت
 5حجم آن از محلول فنل اضافه شد و پس از بهم زدن، 

پس از اضافه نمودن .  سانتريفوژ شدg 8000دقيقه در 
استات سديم به فاز آبي به آن دو حجم اتانول اضافه و 
رسوب حاصل بوسيله سانتريفوژ جدا و در خلاء خشك 

  .گرديد

از روش لاملي   :آكريلاميدالكترو فورز روي ژل  
)Lammeli ( استفاده شد)ژل شامل دو بخش جدا ). 14

 درصد و بخش متراكم كننده با 10د يكننده با آكريلام
 SDS 1/0ژل در حضور .  درصد بود4غلظت آكريلاميد 

( درصد تهيه و مقدار معيني از نمونه ها در بافر نمونه 
 SDS 2رصد،  د10گليسرول  ) pH 8/6(  مولار 6/0تريس 

 001/0 درصد و بروموفنل بلو 4درصد و مركاپتواتانول 
. حل ودر چاهك هاي ژل قرار داده شدند) درصد

 انجام و پس از V 100 ساعت در 2الكتروفورز بمدت 

 Coomassie Brilliant(رنگ آميزي ژل با كوماسي بلو 

Blue (عكسبرداري گرديد .  

ارانش  و همك Twobinاز روش:  Western blotروش
 S2و S1 پس از الكتروفورز نمونه هاي ). 15(استفاده شد 
، نمونه ها بر روي كاغذ نيتروسلولز بلات SDSبر روي ژل 

گراد   درجه سانتي4 ساعت و در 3زمان بلات . گرديدند
سپس كاغذ نيتروسلولز پس از شستشو تحت .انجام گرديد

 LMG160آنتي بادي بر عليه پروتئين (تأثير آنتي بادي اوليه 
و سپس آنتي بادي ثانويه آنتي ) تهيه شده دراين آزمايشگاه

 3000 خرگوش همراه شد با پراكسيداز كه IgGبادي ضد 
 . در بافر فسفات رقيق شده بود قرار گرفت٪1بار با ژلاتين 

    كلرونفتول-4لازم كاغذ با محلول پس از شستشوهاي . 
(4-choloro-1-naphtol) ها ظاهر مجاور گرديد تا باند

  .گردد

 1 درصد در تريس 10اين ژل شامل آكريلاميد :  DNAژل 
 EDTA درصد 09/0 درصد و 5/0درصد، اسيد بوريك 

 درصد و 26/0 به محلول آمونيوم پرسولفات در غلظت .بود
TEMED 066/0  درصد اضافه و در صفحات شيشه اي ژل

ر بافر  پس از حل شدن دDNAنمونه هاي . وارد گرديد
 ساعت در 5/1-2ها وارد و ژل براي مدت ر چاهكنمونه د

V 80ديوم برومايد يژل بوسيله رنگ ات.  الكتروفورز شد
)Ethidium Bromide ( رنگ آميزي و سپس بوسيله لامپ

  .فرا بنفش مورد مطالعه قرار گرفت

 نتايج

هسته هاي كاملاً خالص وسالم جدا شده از بافت كبد كه 
 براي زمان معين ،دندشكل طبيعي خود را حفظ نموده بو

تحت تأثير آنزيم ماكروكوكال نوكلئاز، آنزيمي 
اين آنزيم با حمله به . اندونوكلئازي است قرار گرفتند

، موجب شكسته شدن DNA نواحي رابط بين نوكلئوزومي
آن شده  و بر حسب مقدار آنزيم و زمان هضم، قطعات 

ا در اين بررسي هسته ه.  ايجاد مي نمايدDNAمتنوعي از 
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)  واحد 5(ابتدا بطور مختصر تحت تأثير آنزيم قرار گرفت
 بسيار حساس DNAاين امر جهت آزاد سازي قطعات 

 S1محلول روئي حاصل از هضم . نسبت به آنزيم شد  
ادامه هضم آنزيمي كروماتين با مقدار بيشتر . نامگذاري شد

آنزيم موجب آزادسازي قطعات ديگر كروماتين در محلول 
 1شكل .  نامگذاري شدS2دد كه بعنوان جزء رويي مي گر

 را SDSبر روي ژل  S2  وS1طرح الكتروفورزي جزء 
بطوريكه در شكل مشاهده مي شود . نشان مي دهد

 پروتئينهاي ناحيه هيستوني را نشان مي دهد و در  S1نمونه
 در حاليكه جزء .  باندي مشاهده نمي شودLMG160ناحيه 

S2 ر هيستونها بطور مشخص واجد پروتئين علاوه ب
LMG160ين در اين هم چن.  بصورت يك بند قوي است

هاي غير هيستوني ناشناخته نيز نمونه برخي از پروتئين
  .مشاهده مي شود

 S2 در جزء LMG160با توجه به آزاد شدن  پروتئين 
حاصل از هضم آنزيمي كروماتين، اين جزء بر روي ستون 

  .ي شدسفادكس كروماتوگراف
.   
  

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  S2 وS1هاي موجود در اجزاء  طرح الكتروفورزي پروتئين-1كل ش
حاصل از هضم كروماتين كبد موش بوسيله ميكروكوكال نوكلئاز بر 

هاي هيستوني و مخلوطي از پروتئين) 1.درصدSDS10 روي ژل 
LMG160 2 (هاي جزء پروتئينS1  ،3 (هاي جزء پروتئينS2  

 

 الف نشان داده شده است -2توگرام در شكل   طرح كروما
 BوA  الكتروفورز دو پيك . است(A,B)كه شامل دو پيك 

بوضوح نشان مي دهد كه پيك )  ب-SDS) 2بر روي ژل 
Aهاي غيرهيستوني خصوصاً  حاوي پروتئينLMG160 

  .حاوي هيستونها مي باشدB است در حاليكه پيك 
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  .G-150 بر روي ستون كروماتوگرافي S2از كروماتوگرافي جزء كروماتوگرام حاصل : A -2لشك
B :هاي طرح الكتروفورزي پيكA و Bدر مقايسه با نمونه قبل از دياليز .  

Bپيك ) A    4پيك ) 3 قبل از كروماتوگرافي  S2نمونه ) LMG160  2هاي هيستوني و مخلوطي از پروتئين) 1
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 از S2 ،DNA و S1 درنمونه هاي DNAبراي بررسي طرح 
نمونه ها استخراج و بر روي ژل آكريل آميد تأخيري 

بطوريكه مشاهده مي شود ). 3شكل(الكتروفورز گرديد 
 جفت باز تشكيل 140-145 با DNA اساساً از S1جزء 

 جفت باز 260-280شده و باند بسيار ضعيفي نيز در ناحيه 
 شامل باند اصلي در S2 حاصل از DNAدارد در حاليكه 

  .جفت باز است160-150  جفت باز و260-280ناحيه 

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

:  نمونه ها بر روي ژل تأخيريDNA الكتروفورز -3شكل
  S2 جزء S1  3 (DNA جزء DNA) 2استاندارد وزن ملكولي)1

4( DNAحاصل از پيكB    5(DNAحاصل ازپيك A  
  

 كيلو دالتون در روي 160جهت تأييد اينكه بند در ناحيه 
 است نمونه ها در LMG160پروتئين  متعلق به SDSژل 

طرح .  بلات گرديدندLMG160حضور آنتي بادي ضد 
Western blot نمونه هاي S1و S2 بر روي كاغذ 

 S1 جزء .  نشان داده شده است4 نيتروسلولز در شكل
 S2هيچگونه باندي را نشان نمي دهد در حاليكه جزء 

 را نمايان مي يباند مشخصLMG160 خوبي در ناحيه ب
  . سازد

  

  
  
  

  
 بر روي كاغذ S2 وS1 نمونه هاي (western blot) بلات -4شكل 

   LMG160 .1( LMG160 نيتروسلولز و آناليز آنها با آنتي بادي ضد
2(S1  3 و(S2 

  بحث
 SDS بسيار ناهمگن بوده و بر روي ژل LMGهاي پروتئين

 LMG160پروتئين . بيش از ده پروتئين را نشان مي دهند
بوده  كه بعلت داشتن وزن ملكولي   پروتئينهاكي از ايني

مطالعات . كيلو دالتون به اين نام نامگذاري شده است160
اوليه در مورد خصوصيات اين پروتئين نشان مي دهد كه 

 دو رشته اي دارد  و پس DNAاين  پروتئين تمايل زياد به 
 را كاهش مي دهد DNAاز اتصال نقطه ذوب حرارتي 

هايي خصوص كه اين پروتئين چه بخش اين ولي در) 11(
اتي در دست نمي از كروماتين را ترجيح مي دهد اطلاع

هاي ساده براي بررسي جايگاه اين يكي از راه. باشد
هاي هضم كننده ين در كروماتين استفاده از آنزيمپروتئ
هضم جزئي كروماتين معمولاً موجب برداشت . است

بازتري دارند و بخشهايي از كروماتين مي شود كه ساختار 
اين جزء بطوريكه . (S1)در محلول رويي آزاد مي گردد 

نشان داده شده است اساساً از واحدهاي منونوكلئوزوم 
 در آن بسيار كم LMG160تشكيل يافته كه مقدار پروتئين 

ا اصلاً وجود ندارد اين امر در طرح بلات و همچنين ژل يو
SDS نمونه S1ليكه جزء در حا.  بوضوح مشاهده مي شود

S2 كه در اثر هضم شديد كروماتين با مقدار بيشتر آنزيم 
حاوي اساساً دي نوكلئوزوم و يا قطعات  بدست مي آيد،

اين بخش از كروماتين حاوي مقدار زيادي . بالاتر است
 است كه علاوه بر مشخص بودن بر LMG160پروتئين 

 LMG160 براحتي مي تواند با آنتي بادي SDSروي ژل 
مطالعات انجام شده بر روي پروتئينهاي . نشان دهدواكنش 

LMGدهد كه اين پروتئينها در كروماتين عملكرد   نشان مي
ها به تركيبات كروماتيني برخي از اين پروتئين. سيعي دارندو
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بهمين دليل ) 16( متصل مي شوند DNase II حساس به
 ،1993در سال . تمايل زيادي به كروماتين فعال دارند

Wiland  و همكارانش نشان دادند كه پروتئينهايLMG با 
 و TATA ، حاوي تواليهاي DNAتوالي خاصي از ملكول 

CAAT نين ميانكنش بعضي همچ). 8( ميانكنش مي نمايند
هاي هسته مركزي كروماتين نيز از اين پروتئينها با هيستون

هاي ارد پروتئينليكن در تمام مو). 7(گزارش شده است 
 55-100هاي ملكولي بين لص نبوده و وزنرد استفاده خامو

مطالعات انجام شده دراين . كيلودالتون را شامل مي شوند
پژوهش بوضوح نشان مي دهد كه تمايل پروتئين 

LMG160  نسبت به تركيبات  دي و اليگونوكلئوزومي

ولاما چگونگي اتصال اين . بيشتر از  منونوكلئوزومي است
 اصلي آن و ارتباط آن ايگاهها ، ج به دي نوكلئوزومپروتئين 
هاي هيستوني هنوز مشخص نيست و نياز به با پروتئين

  مطالعات وسيع تر دارد كه درحال  انجام است 

بدينوسيله از زحمات خانم مرضيه :   و قدردانيتشكر
يوسف مصبوغ كه در اين طرح ما را ياري دادند تشكر و 

ه قات از محل بودجيهزينه اين تحق. شود قدرداني مي
تأمين ) 602/4/521طرح شماره (پژوهشي دانشگاه تهران 
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Studies on the position of nonhistone chromatin protein (LMG160) 
in the chromatin fractions of rat liver nuclei 

Rabbani Chadegani. A,  Ariapour. H, Abdosamadi.S 
Institute of Biochemistry & Biophysics, University of Tehran, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 
Nonhistone chromosomal proteins are a set of heterogenous chromatin proteins which 
play different functions dependent on the cell type. A group of these proteins with a 
high molecular weight and low mobility on the gel electrophoresis, called LMG 
proteins, has been the subject of many workers. We have recently isolated a fraction of 
these proteins from rat liver nuclei, with a molecular weight of 160 KDa and named 
HMG160.  

In this study the position of this purified protein in different fractions of chromatin has 
been studied. After brief digestion of rat liver chromatin with MNase, chromatin 
fractions S1 and S2 were prepared and analyzed by gel electrophoresis and 
imminobloting techniques. The results show that the protein LMG160 has higher 
affinity to di- and oligonucleosomes rather than to mononucleosomes. This implies that 
LMG160   preferentially binds to bulk chromatin and may have a role in chromatin 
inactivation which demands further investigation.  

Key words: Chromatin, Non-histone proteins, Nucleosome, LMG proteins 
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