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TÓM TẮT 

Nghiên cứu này nhằm đánh giá sự biểu hiện của protein FIT (Fer-Like Fe Deficiency-Induced Transcription 

Factor) trong các điều kiện sắt (Fe) khác nhau kéo dài 8 và 10 ngày kết hợp với stress oxy hóa. Nghiên cứu trước đã 

cho thấy cây sinh trưởng trong điều kiện thiếu Fe kéo dài 10 ngày, sự biểu hiện của FIT ở mức phiên mã bị ức chế 

so với cây sinh trưởng trong 8 ngày ở cùng điều kiện. Trong thí nghiệm này, mức độ biểu hiện của protein FIT được 

đánh giá bằng kỹ thuật Western Blot trên cây Arabidopsis chuyển gen biểu hiện FIT liên tục 8 và 10 ngày tuổi. Kết 

quả biểu hiện protein FIT được định lượng bằng phần mềm ImageJ. Kết quả cho thấy trong điều kiện thiếu và thừa 

Fe, sự biểu hiện của protein FIT ở cây 10 ngày tuổi thấp hơn cây 8 ngày tuổi, ngược lại với điều kiện đủ Fe. Khi xử 

lý stress oxy hóa bằng peroxyt (H2O2) mức độ biểu hiện của FIT tăng lên ngoại trừ trong điều kiện thiếu Fe 8 ngày. 

Kết quả này là tiền đề cho nghiên cứu tiếp theo về cơ chế hoạt động của FIT liên quan đến các điều kiện có hàm 

lượng Fe khác nhau. 

Từ khóa: Arabidopsis, định lương protein, FIT Ox, hàm lượng Fe khác nhau, yếu tố phiên mã FIT. 

Expression of FIT Protein in Response to Different Iron (Fe) Levels  
and Oxidative Stress in Arabidopsis 

ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the expression of FIT (FER-LIKE FE DEFICIENCY-INDUCED TRANSCRIPTION 

FACTOR) at translational level under different iron (Fe) conditions prolonged 8 and 10 days associated with oxidative 

stress. This study assessed the expression of FIT at the translational level using the Western Blot technique in 

transgenic Arabidopsis plants overexpressing FIT for 8 and 10 days. FIT protein contents will be quantified using 

ImageJ software. The results showed that under Fe deficiency and excess conditions, the expression of FIT protein in 

10-day-old plants was lower than in 8-day-old plants, in contrast to Fe-sufficient conditions. Under oxidative stress 

conditions, the expression of FIT increased except in the condition of Fe deficiency for 8 days. This result helps to 

complement the further study of the mechanism of FIT under conditions containing different Fe content. 

Keywords: Arabidopsis, FIT, FIT overexpression, protein quantification, Fe level, oxidative sress. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

FIT (Fer-Like Iron Deficiency-

Inducedtranscription Factor) là yếu tố phiên mã 

tương đồng với yếu tố phiên mã FER có chức 

nëng điều hòa thiết yếu cho quá trình hçp thụ 

Fe (Colangelo & Guerinot, 2004; Jakoby & cs., 

2004; Yuan & cs., 2005). FIT được kích hoät khi 

thiếu sít cùng với một số yếu tố phiên mã có cçu 

trúc däng bHLH (Zhang & cs., 2015; Li & cs., 

2016; Liang & cs., 2017) và protein kinase liên 

quan đến quá trình phosphoryl hóa ở vð trí 

Ser271/272 của chính nó (Gratz & cs., 2019). 

FIT sẽ không thể điều hòa quá trình thu nhên 

sít một mình, thông thường nó hoät động trong 

phức hợp cùng với một thành viên của phân 

nhóm yếu tố phiên mã bHLH Ib như bHLH039 

(Yuan & cs., 2008; Wang & cs., 2013). Hơn nữa, 
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FIT cñn tương tác với các yếu tố phiên mã khác 

để điều chînh hoät động của mình như các yếu 

tố tham gia các con đường dén tín hiệu liên 

quan đến hormone etylen và stress phi sinh học 

như stress oxy hóa, stress thiếu Fe (Lingam & 

cs., 2011; Le & cs., 2016; Cui & cs., 2018; Gratz 

& cs., 2019; 2020). Do đò, FIT đòng vai trñ như 

một trung tåm điều hòa trong các tế bào rễ để 

nhên biết các tín hiệu bên ngoài và bên trong 

sau đò điều chînh quá trình thu nhên sít trong 

quá trình sinh trưởng (Schwarz & Bauer, 2020; 

Kanwar & cs., 2021). 

Ở thực vêt, thiếu Fe có thể được phát hiện 

bìng sự thay đổi màu síc của lá. Lá màu vàng 

nhät là một triệu chứng thiếu Fe (-Fe) điển 

hình, bân lá có màu từ nhät đến vàng, đặc biệt 

rõ rệt ở các lá non nhó. Sự phân hóa lục läp và 

sinh tổng hợp diệp lục, các quá trình phụ thuộc 

vào Fe đều bð tổn häi khi lá chuyển màu vàng 

nhät. Điều này dén đến thực vêt sinh trưởng và 

phát triển kém (Rakesh & cs., 2021). Quá trình 

tái huy động Fe có thể diễn ra ở những lá già 

hơn (Avila-Ospina & cs., 2014). Trong khi đò, 

dçu hiệu của thực vêt thừa sít là khi lá có màu 

nâu đồng, đåy cũng là một dçu hiệu của ngộ độc 

Fe. Khi Fe dư thừa sẽ gây häi cho cây và Fe tự 

do sẽ phân ứng với oxy để sân sinh các loäi gốc 

tự do (ROS - Reactive oxygen Species) thường 

xuçt hiện sau khi cây bð stress như stress oxy 

hóa (Tanaka & cs., 1966; Le & cs., 2019). Trong 

điều kiện như vêy, các tế bào cò cơ chế dựa trên 

các hợp chçt chống oxy hòa và enzyme để bâo vệ 

khói các tác động của các loäi gốc tự do khác 

nhau được sinh ra. Các gốc tự do này gây tổn 

häi cho các phân tử sinh học, đồng thời gây ra 

đột biến ADN và protein bð lỗi (Le & cs., 2019). 

Theo nghiên cứu của Le & cs. (2016), sự 

biểu hiện của gen FIT ở cçp độ phiên mã được 

tëng lên trong điều kiện thiếu sít, thêm chí khi 

giai đoän thiếu Fe lên đến 8 ngày (giai đoän này 

hàm lượng H2O2 cũng được tëng cao như khi cåy 

bð stress oxy hóa). Tuy nhiên, khi sự thiếu sít 

kéo dài đến 10 ngày, sự biểu hiện này bð ức chế 

(Le & cs., 2016). Trong nghiên cứu này, ânh 

hưởng của các liều lượng Fe khác nhau và stress 

oxy hòa đến sự tổng hợp protein FIT được đánh 

giá trong các dòng Arabidopsis chuyển gen FIT 

biểu hiện liên tục. Mục tiêu của nghiên cứu 

nhìm xem xét mức độ biểu hiện của protein FIT 

trong các điều kiện thiếu Fe và thừa Fe kéo dài 

8 và 10 ngày. Từ đò cò thể nghiên cứu tiếp cơ 

chế hoät động của protein FIT trong các điều 

kiện cò hàm lượng Fe khác nhau. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu  

Thí nghiệm phån tích được thực hiện trên 

dòng chuyển gen FIT biểu hiện liên tục ở thế hệ 

T5. Cây chuyển gen mang gen cçu trúc FIT - 

HA và được gín phía sau của promoter 

CaMV35S (p2xCaMV35S::HA3-FIT) được cung 

cçp từ nghiên cứu của Meiser & cs. (2011) (Hình 

1). Hät cây chuyển gen T5 được TS. Meiser täo 

ra, nhân dòng và cung cçp cho phòng thí 

nghiệm Thực vêt học, Đäi học Tổng hợp 

Saarland, CHLB Đức. 

Điều kiện sinh trưởng: Hät T5 của cây 

chuyển gen trước khi đặt trên môi trường 

Hoagland, được khử trùng bề mặt như sau: Hät 

Arabidopsis được trộn cùng với dung dðch 6% 

NaOCl, để trong 8 phút, sau đò được rửa läi với 

nước cçt 5 læn (Brumbarova & cs., 2016). Hät 

sau khi khử trùng được đặt trên các đïa thäch 

Hoagland 8 và 10 ngày trong các buồng sinh 

trưởng (CLF Plant Climatics, Đức) ở nhiệt độ 

21°C/19°C, tương ứng 16 giờ ánh sáng/8 giờ tối 

(điều kiện ngày dài).  

Xử lý stress các điều kiện Fe khác nhau 

được lặp läi 3 læn, mỗi công thức 30 cåy, đối 

chứng âm là cây kiểu däi (Wild-type) không 

chuyển gen. 

Điều kiện thiếu Fe: hät cây Arabidopsis 

chuyển gen được đặt trên đïa thäch Hoagland 

không chứa Fe (- Fe), nhưng cò chứa 50µm 

ferrozine (Le & cs., 2016).  

Điều kiện đủ Fe: hät cây Arabidopsis 

chuyển gen được đặt trên đïa thäch Hoagland bổ 

sung 50µm Fe (EDTA-Fe) (Le & cs., 2016). 

Điều kiện dư thừa Fe: hät cây Arabidopsis 

chuyển gen được đặt trên đïa thäch Hoagland có 

chứa 200µm Fe (Le & cs., 2016).  
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Xử lý stress oxy hóa: Cây chuyển gen 8 và 10 

ngày tuổi sinh trưởng trong điều kiện Fe khác 

nhau tiếp tục được chuyển vào dung dðch môi 

trường Hoagland có bổ sung H2O2 20mm trong 1 

giờ. Sau đò toàn bộ méu cây xử lý được rửa läi 

bìng nước cçt và thu méu trong N2 lóng để cho 

những phân tích tiếp theo. Điều kiện không xử lý 

stress oxy hòa: các cåy sinh trưởng trong các điều 

kiện Fe khác nhau sẽ được ngâm với môi trường 

Hoagland tương ứng trong 1 giờ. Sau đò các méu 

cåy được thu läi trong N2 lóng để làm đối chứng 

âm. Mỗi công thức thí nghiệm bao gồm 30 cây, 

được lặp läi 3 læn (Le & cs., 2016). 

Thành phæn môi trường Hoagland như sau: 

0,1875mm MgSO4 × 7 H2O, 0,125mm KH2PO4, 

0,3125mm KNO3, 0,375mm Ca(NO3)2, 12,5µm 

KCl, 12,5µm H3BO3, 2,5µm MnSO4 × H2O, 

0,5µm ZnSO4 × 7 H2O, 0,375µm CuSO4 × 5 H2O, 

0,01875µm (NH4)6Mo7O24 × 4 H2O, pH = 6,0 (Le 

& cs., 2016). 

2.2. Tách chiết protein tổng số 

Cây Arabidopsis 8 và 10 ngày tuổi (30 cây 

cho 1 læn lặp läi) sau khi sinh trưởng trên các 

môi trường có liều lượng Fe khác nhau và được 

xử lý stress oxy hòa được thu và nghiền trong 

N2 lóng. Protein tổng số sau đò được tách chiết 

bìng dung dðch đệm SDG (62mm Tris-HCl,  

pH 8,6, 2,5% SDG, 2% DTT, 10% glycerol) (Le 

& cs., 2016). Méu chứa 5mg protein được phân 

tách bìng điện di 12% SDS-PAGE. Sau khi 

điện di xong, protein sẽ được chuyển lên màng 

Protran nitrocellulose (Schleicher & Schuell, 

Cole Parmer, Đức) và nhuộm với thuốc  

nhuộm Ponceau S (Sigma-Aldrich, Đức) để làm 

đối chứng. 

2.3. Kỹ thuật Western Blot 

Phương pháp được tiến hành như mô tâ 

trong nghiên cứu của Le & cs. (2016). Màng 

nitrocellulo được xử lý trong 1 giờ với dung dðch 

sữa 5% (Roth, Đức) được hòa tan trong dung 

dðch đệm TBS-T (20mm Tris-HCl, pH 7,4; 

180mm NaCl và 0,1 % Tween 20). Sau khi xử lý, 

màng được ủ 1 giờ trong dung dðch pha loãng 

của kháng thể sơ cçp trong TBS-T chứa 2,5% 

sữa. Sau khi rửa ba læn bìng dung dðch đệm 

TBS-T, mỗi læn 15 phút, màng chuyển sẽ được ủ 

trong dung dðch pha loãng của kháng thể thứ 

cçp trong TBS-T chứa 2,5% sữa. Màng sau đò 

được tiếp tục rửa ba læn bìng dung dðch đệm 

TBS-T, mỗi læn 15 phút, trước khi phát hiện 

bìng hệ thống phát quang hóa học.  

Để phát hiện protein FIT, màng chuyển 

được ủ với kháng thể sơ cçp đơn dñng ái lực cao 

HA (pha loãng 1:1000, Roche). Kháng thể sơ cçp 

sau đò được phát hiện bìng kháng thể thứ cçp 

anti-rat IgG (pha loãng 1:10000, Sigma-

Algdrich) có gín enzyme horseradish 

peroxydase. Tín hiệu được phát hiện dựa trên 

việc sử dụng phát quang hóa học (Bộ ECL, 

Amersham, Hoa Kỳ). Phim phát hiện  

phát quang hóa học được sử dụng từ Amersham 

(Hoa Kỳ). 

2.4. Phân tích kết quả 

Đðnh lượng protein được tính toán bìng 

phæn mềm ImageJ (Abramoff & cs., 2004) và 

được chuèn hóa so với bân nhuộm protein bìng 

thuốc nhuộm Ponceau S. Số liệu được phân tích 

phương sai ANOVA bìng phæn mềm IRRISTAT 

5.0. Các giá trð trung bình của hàm lượng protein 

được so sánh cặp đôi dựa vào giá trð LSD0,05. 

 

Nguồn: Meiser & cs. (2011). 

Hình 1. Cấu trúc HA3-FIT dưới sự điều hòa  

của promoter 2x CaMV35s được biến nạp vào Arabidopsis 
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Ghi chú: Đối chứng âm: Sử dụng cây không chuyển gen; A: Kết quả Wesstern Blot; B: Hình ảnh nhuộm màng 

chuyển bằng Ponceau S; C: Đồ thị định lượng sự biểu hiện của protein FIT được tính trên phần mềm Image J. 

Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05). 

Hình 2. Biểu hiện của protein FIT trên cây Arabidopsis 8  

và 10 ngày tuổi trong điều kiện thiếu sắt 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  

3.1. Kết quả biểu hiện của protein FIT 

trong điều kiện thiếu sắt (-Fe) 

Đánh giá sự biểu hiện của protein FIT được 

thực hiện trên cây chuyển gen FIT biểu hiện 

liên tục (35S::At FIT::HA3) trong điều kiện thiếu 

Fe trình bày trong hình 2. Kết quâ cho thçy 

trong điều kiện thiếu Fe, sự biểu hiện của 

protein FIT với kích thước mong đợi là 55kD ở 

giai đoän 8 ngày, cao hơn cò ý nghïa thống kê so 

với giai đoän 10 ngày câ trong điều kiện có xử lý 

H2O2 hoặc không xử lý H2O2 (Hình 2A, C). 

Nghiên cứu trước của Le & cs. (2016) đã đánh 

giá sự biểu hiện của gen FIT trong điều kiện Fe 

khác nhau kéo dài từ 6-10 ngày và cho thçy sự 

khác biệt về mức độ biểu hiện của gen FIT ở 8 

ngày và 10 ngày. Kết quâ biểu hiện protein FIT 

ở thí nghiệm này tương ứng với sự biểu hiện ở 

cçp độ phiên mã của gen FIT ở cây 8 ngày tuổi 

cao hơn 10 ngày tuổi như trong công bố của Le 

& cs. (2016) và cũng tương đồng với kết quâ 

protein FIT luôn biểu hiện ở mức dðch mã trên 

cây chuyển gen FIT biểu hiện liên tục (FIT Ox) 

trong nghiên cứu của Meiser & cs. (2011). Tuy 

nhiên, trong điều kiện có xử lý H2O2, sự biểu 

hiện của protein FIT ở cây 8 ngày và 10 ngày 

tuổi được đðnh lượng cho thçy sự khác biệt 

(Hình 2C). Ở cây 8 ngày tuổi, dựa vào giá trð 

đðnh lượng protein biểu hiện sự biểu hiện của 

protein FIT khi xử lý stress oxy hóa giâm xuống 

19% so với điều kiện không xử lý. Ngược läi ở 

cây 10 ngày tuổi, sự biểu hiện của protein FIT 

được đðnh lượng khi xử lý stress oxy hóa läi tëng 

hơn 33% so với trong điều kiện không xử lý H2O2 

(Hình 2C). Dường như H2O2 làm ức chế sự biểu 

hiện của protein FIT ở giai đoän 8 ngày nhưng 

läi được kích hoät ở giai đoän 10 ngày. Điều này 

dường như ngược läi với sự biểu hiện của gen 

FIT ở cçp độ phiên mã bð ức chế bởi H2O2 ở câ 

giai đoän 8 ngày và 10 ngày (Le & cs., 2016). 

Tuy mức độ biểu hiện FIT dưới tác động của 

H2O2 trong 10 ngày tëng hơn so với không xử lý 

H2O2 nhưng mức độ này vén nhó hơn mức biểu 

hiện của 8 ngày (Hình 2A & C). Như vêy, khi 

cây thiếu sít 10 ngày, yếu tố phiên mã FIT đều 

bð ức chế ở câ cçp độ phiên mã và dðch mã 

3.2. Kết quả biểu hiện của protein FIT 

trong điều kiện đủ Fe (50ìM Fe) 

Trong điều kiện đủ Fe, sự biểu hiện của 

protein FIT với kích thước mong đợi là 55kDa 

trên cåy 8 ngày và 10 ngày được thể hiện trong 

hình 3. Kết quâ này tương đồng với kết quâ của 

Meiser & cs. (2011) đã cho thçy hàm lượng FIT 

tëng cao trên cây chuyển gen FIT biểu hiện liên 

A 

B 

C 
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tục (FIT Ox) ngay câ trong điều kiện đủ Fe. Ở 

điều kiện này protein FIT được biểu hiện ở giai 

đoän 10 ngày cao hơn giai đoän 8 ngày (Hình 3A, 

C). Và Meiser & cs. (2011) cũng cho rìng đò là 

các däng FIT bçt hoät, sau đò có thể bð phân hủy 

thông qua các tín hiệu Nitric oxyde và Etylen. 

Nhưng khi xử lý cây chuyển gen FIT biểu hiện 

liên tục này với H2O2 20mm trong 1 giờ thì 

protein FIT biểu hiện ở 10 ngày thêm chí còn cao 

hơn 8 ngày. Như vêy cũng giống với điều kiện 

thiếu Fe ở trên ở giai đoän 8 và 10 ngày, H2O2 

đều làm tëng sự biểu hiện của protein FIT (Hình 

3A, C) và cũng tương tự với công bố của Le & cs., 

(2016). Trong điều kiện đủ Fe 10 ngày và có thêm 

xử lý H2O2 thì hàm lượng protein ZAT12 cũng 

tëng cao tương đồng với hàm lượng của FIT (yếu 

tố phiên mã tương tác với ZAT12) như ở trong thí 

nghiệm này. Protein ZAT12 tương tác protein 

FIT thông qua motif EAR của chính nó. Sự hình 

thành các phức hợp FIT-ZAT12 như vêy có thể 

làm giâm hàm lượng FIT có sẵn cho các tương tác 

protein-protein khác kích hoät FIT (Lingam & 

cs., 2011). Còn sự tương tác giữa FIT-ZAT12 dén 

đến giâm mức độ phiên mã FIT ở giai đoän 10 

ngày (Le & cs., 2016). Việc ức chế sự hçp thụ quá 

nhiều Fe của ZAT12 thông qua FIT có thể cho 

phép cây trồng ngën chặn tác động có häi của dư 

thừa Fe. Đồng thời, nhóm protein FIT không 

hoät động nhưng cò sẵn sẽ được duy trì như một 

bân lưu trong trường hợp điều kiện thiếu Fe phát 

sinh (Meiser & cs., 2011). 

3.3. Kết quả biểu hiện của protein FIT 

trong điều kiện thừa sắt (100ìM Fe) 

Điều kiện thừa sít có thể gây stress oxy 

hóa do cây hçp thụ nhiều Fe. Khi quá nhiều 

Fe tự do trong tế bào, chúng sẽ sân sinh ra các 

gốc tự do (ROS) gây häi cho tế bào (Le & cs., 

2019). Khi hät cåy được đặt trên môi trường 

Hoagland có bổ sung 100µm Fe-EDTA 8 ngày 

và 10 ngày để phân tích sự biểu hiện protein 

FIT. Kết quâ được trình bày trong hình 4. Kết 

quâ cho thçy sự biểu hiện của protein FIT ở 8 

ngày cao hơn 10 ngày (Hình 4 A, C). Điều này 

giống với sự biểu hiện của protein FIT trong 

điều kiện thiếu Fe. Trong điều kiện thiếu Fe 

cũng đã được chứng minh kích thích sân sinh 

H2O2 trên Arabidopsis (Le & cs., 2016) và trên 

hướng dương (Ranieri & cs., 2001) và ngô (Sun 

& cs., 2007). Như vêy, dường như kết quâ 

giống nhau về sự biểu hiện FIT ở 8 và 10 ngày 

trong điều kiện thiếu và thừa sít có sự tác 

động của H2O2. 

 

 

Ghi chú: Đối chứng âm: Sử dụng cây không chuyển gen; A: Kết quả Wesstern Blot; B: Hình ảnh nhuộm màng 

chuyển bằng Ponceau S; C: Đồ thị định lượng sự biểu hiện của protein FIT được tính trên phần mềm Image J. 

Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05). 

Hình 3. Biểu hiện của protein FIT trên cây Arabidopsis 8  

và 10 ngày tuổi trong điều kiện đủ sắt 

A 

B
  

C  
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Ghi chú: Đối chứng âm: Sử dụng cây không chuyển gen; A: Kết quả Wesstern Blot; B: Hình ảnh nhuộm màng 

chuyển bằng Ponceau S; C: Đồ thị định lượng sự biểu hiện của protein FIT được tính trên phần mềm Image J. 

Các chữ cái khác nhau trên mỗi cột cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05). 

Hình 4. Biểu hiện của protein FIT trên cây Arabidopsis 8  

và 10 ngày tuổi trong điều kiện thừa sắt 

4. KẾT LUẬN 

Sự biểu hiện của protein FIT khác nhau tùy 

thuộc vào liều lượng Fe khác nhau kết hợp với 

stress oxy hóa. Täi điều kiện thiếu Fe và thừa 

Fe, sự biểu hiện của protein FIT ở 10 ngày thçp 

hơn 8 ngày, ngược läi với điều kiện cây sinh 

trưởng đủ Fe. Và khi xử lý H2O2, trong điều kiện 

đủ và thiếu Fe, mức độ biểu hiện của FIT tëng 

lên, ngoäi trừ trong điều kiện thiếu Fe 8 ngày 

thì mức độ biểu hiện này bð giâm xuống. Kết 

quâ này giúp hoàn thiện cơ chế hoät động của 

yếu tố phiên mã FIT trong các điều kiện có liều 

lượng Fe khác nhau và có xây ra stress oxy hóa. 

Từ đò cung cçp cho những nghiên cứu tiếp theo 

về cơ chế điều hòa quá trình hçp thụ Fe đáp ứng 

nhu cæu của cåy Arabidopsis nhưng tránh việc 

hçp thụ quá nhiều Fe. 
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