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 چکیده

به دلیل ویژگی های غیربیماری زا بودن و توانایی ترشح مقادیر بالای پروتئین، به عـنـوان یـک       باسیلوس سابتیلیس  : سابقه و هدف

پلاسمیدی اتصال یافته بـه درون      DNAمیزبان خوب برای کلون سازی ژن و بیان پروتئین در نظر گرفته می شود. اما کارایی انتقال  

مستعد شده با کلرید کلسیم پایین می باشد. بنـابـرایـن      اشریشیا کلیمستعد در مقایسه با سلول های باسیلوس سابتیلیس سلول های 

با مقـدار   باسیلوس سابتیلیسانجام شود و سپس اشریشیا کلی بهتر است مراحل اولیه کلون سازی با استفاده از یک شاتل وکتور در 

 و   pWB980زیادی از وکتور هیبرید ترانسفورم گردد. این مطالعه با هدف ساخت یک شاتل وکتور با استفاده از پلاسـمـیـدهـای        

pET-16b  انجام شد.باسیلوس سابتیلیس به منظور کلون سازی و بیان ژن در 

به روش لیز قلیایی از میزبان خود جداسازی شد. به منظور دست یابی به قطعه  مورد نظر بـا      pWB980پلاسمید   مواد و روش ها: 

 هضم دوگانه انجام شد. سپس یک توالی نوکلئوتیدی ویـژه از پـلاـسـمـیـد              SnaBIو   EcoRIاستفاده از آنزیم های برش دهنده

pET-16b  نیز به وسیله یPCR   تکثیر شد و مورد هضم دوگانه قرار گرفت. در مرحله بعد با انجام واکنش اتصال بین این دو قطعه

منتقل شدند. در نهایت سلول های دارای شاتل وکتور غـربـالـگـری و پـس از              TOP10 اشریشیا کلیپلاسمیدهای ایجاد شده به 

 منتقل گردید. WB600باسیلوس سابتیلیس استخراج پلاسمید با یک روش مناسب به 

ثبات منـاسـبـی از      باسیلوس سابتیلیس شاتل وکتور حاصله به سادگی در هر دو میزبان همانندسازی کرد. این پلاسمید در  یافته ها:  

 خود نشان داد که در حفظ آن در میزبانش بسیار سودمند است.

می تواند یـک     kb  5/4جایگاه منحصر به فرد در پلی لینکر و با اندازه مناسب  2به دلیل داشتن   pMR12شاتل وکتورنتیجه گیری:  

اشریشـیـا   سیستم کارآمد به منظور کلون سازی آسان ژن  محسوب گردد. این اولین گزارش از ساخت یک شاتل وکتور بیانی برای  

 در ایران می باشد. باسیلوس سابتیلیسو کلی 

 کلون سازی، شاتل وکتور.اشریشیاکلی، باسیلوس سابتیلیس، واژگان کلیدی: 
 

 10 خرداد ماهپذیرش برای چاپ:    10فروردین ماه  دریافت مقاله:

 

 مقدمه     

( یک باکتری خـا      Bacillus subtillis) باسیلوس سابتیلیس    

 زی، گرم مثبت و میله ای شکل می باشد که  به صورت  طبیعی

مقادیر فراوانی از پروتئین های مختلف را با غلظت های بالا بـه  

درون محیط کشت ترشح می نماید. در مقایسه با باکتری هـای    

(، بـاکـتـری     E. coli)   اشریشیا کلیگرم منفی شناخته شده مانند 

)عـمـومـا         GRASبه عنوان یک ارگانیسم  باسیلوس سابتیلیس

 ایمن شناخته شده( در نظر گرفته می شود. به هـمـیـن دلـیـل         
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امروزه این باکتری به عنوان یک میزبان خوب به منظور کـلـون   

سازی و بیان ژن برای تولید پروتئین های هترولوگ ترشـحـی   

 (.9مورد توجه بسیاری قرار گرفته است )

تاکنون از باکتری های گرم منفی و مثبت و پلاسمیدهای آن ها 

برای کلون سازی و بیان  اغلب ژن ها استفاده شده اسـت. بـا      

بـاسـیـلـوس     وکتور در      -این وجود برای سیستم های میزبان

 ، تاکنون دو عیب عمده گزارش شده است:سابتیلیس

 پلاسمیدی جز در موارد خـا  نـاپـایـدار          DNAاول اینکه، 

کلون شده در پلاسمید نیـز نـاپـایـدار        DNAمی باشد و حتی 

 DNA(. دوم ایــن کــه، کــارایــی انــتــقــال               0-7اســت )   

( به درون سلـول   Ligationحاصل از واکنش اتصال ) پلاسمیدی

در مقایسه بـا سـلـول هـای          باسیلوس سابتیلیسهای مستعد 

(.  2مستعد شده با کلرید کلسیم پایین می باشد )    اشریشیا کلی

زیرا این انتقال وابستگی زیادی به شکل و نسبت پلاسمیدهای 

 (.  92و  1) پلاسمیدی جدا شده دارد DNAموجود در محلول 

 به منظور غلبه بر مشکلات یاد شده از  پروتوپلاست استـفـاده  

فرآیند تکنیکی موثر در انتقال بـه    (. با این وجود   99می شود ) 

پروتوپلاست در مقایسه با سیستم سلول مستعد ایجاد شده بـا    

(.  90( همیشه ساده نمـی بـاشـد )         Spizizenروش اسپیزیزن )

هدف از این پژوهش، ساخت شاتل وکتوری است که قادر بـه  

 باسیلوس سابتـیـلـیـس    و  اشریشیا کلیتکثیر در هر دو باکتری 

وکـتـور      -باشد و بتواند معایب موجود در سیستم های میزبان

 را رفع نماید. باسیلوس سابتیلیس

 

 ها    مواد و رو           

 الف( پلاسمیدها، سویه های باکتـریـایـی و شـرایـط رشـد:             

سـویـه       اشریشیا کـلـی  و  WB600سویه   باسیلوس سابتیلیس

TOP10     مورد  استفاده در این پژوهش به ترتیب توسط آقـای

 دکتر باقر یخچالی و دکتر روح ا... درستکار اهدا گردیدند.

 ,LB Agar   (Quelabتمام سویه ها بر روی محیط های کشت 

Canada و یا )LB broth (Quelab, Canada     که در صـورت )

( و    μg/ml922 نیاز دارای آنتی بیوتیک های آمپی سیـلـیـن )      

بودنـد، کشـت داده        ( μg/ml92( )Sigma, USA کانامایسین )

( بـه     9)شکل      pET-16bپلاسمیدهای مورد استفاده نیز شدند. 

و    اشریشـیـا کـلـی      عنوان منشأ قطعه مورد نیاز برای تکثیر در 

( به عنوان منشأ قطعه مـورد نـیـاز      0)شکل  pWB980پلاسمید 

 بودند. باسیلوس سابتیلیسبرای تکثیر در 

جـداسـازی      و هضم برشی:  pWB980ب( جداسازی پلاسمید  

با اسـتـفـاده از       WB600سویه  باسیلوس سابتیلیسپلاسمید از 

و    99روش های استاندارد با تغییرات مختصری انجام گردید )   

توسط دو آنزیـم بـرش دهـنـده ی            pWB980(. پلاسمید   95

EcoRI    (Vivantis, Malaysia    و )SnaBI     (Fermentas, 

Lithuania  مطابق با روش درج شده در کاتالوگ آنزیم ها برای )

( oriدست یابی به قطعه مورد نظر شامل مبدا همانـنـدسـازی )      

، مارکر مقاومت باسیلوسباسیلوسی به منظور تکثیر پلاسمید در 

به کانامایسین، جایگاه کلون سازی چندگانه و پرومـوتـر قـوی      

برش داده شد. قطعه واجد  باسیلوس سابتیلیس برای بیان ژن در 

 از ژل     DNAژن های مورد نظر به وسیله کیت جـداسـازی       

 Vivantis, Malaysia(      مطابق با روش شرکت سازنده کـیـت )

 خالص سازی گردید. 

 

 

محل برش آنزیم ها بر روی شکل نشـان  ، pWB980پلاسمید :  9شکل 

 داده شده است.
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به مـنـظـور      و هضم برشی:    pET-16bبر روی   PCRج( انجام 

اشـریشـیـا    برای تکثیر پلاسمید در  oriجداسازی قطعه حامل 

( Ampr( و مارکر مقاومت به آمپی سیلین )    pBR322 ori)   کلی

بر روی این پلاسمید بـه     PCRواکنش ، pET-16bاز پلاسمید 

 جـفـت بـازی بـه صـورت              00با تـرادف     Fکمک پرایمر 

3'-CGTAAAAAGGCCGAATTCCCAG-5'  و پرایمر R   بـا

ــرادف      ــورت                 02تـ ــه صـ ــازی بـ ــت بـ ــفـ  جـ

3'-TCAAATATGTATCCGCACGTATCTAAAT-5'  (   

(Kopenhagen, Danmark   انجام گردید. پرایمرها به گونه ای )

و    SnaBIدارای دو انتهای    PCRطراحی گردیدند تا محصول 

EcoRI        باشد )در زیر محل کد کننده جایگاه ها خـط کشـیـده

 شده است(.

میکرولیتـر   9شامل میکرولیتر  04در حجم نهایی   PCRواکنش

DNA  ،میکرولیتـر  9میکرولیتر از هر پرایمر،  9ی الگوdNTP 

Mix ،0 میکرولیترMgCl2 ،0/4            میکـرولـیـتـر بـافـرPCR    و

)زیست    KOD DNA Polymeraseواحد( آنزیم  9میکرولیتر)9

میکرولیتر آب دیـونـیـزه انـجـام         94/4فناوری کوثر، ایران( و  

 در دسـتـگـاه تـرمـوسـایـکـلـر             PCRگردید. در ادامه واکنش 

(Hettich, Germany  ) دقیقه واسرشت شـدن   9با شرایط دمایی

چـرخـه      94درجه سانتی گراد و در ادامه  14ابتدایی در دمای 

درجه سانتی گراد به مـدت     14شامل واسرشت شدن در دمای 

 92درجه سانتی گراد بـه مـدت        41ثانیه، اتصال در دمای  92

دقیقـه   0درجه سانتی گراد به مدت  70ثانیه، گسترش در دمای 

درجه سانتی گراد بـه     70و در نهایت گسترش نهایی در دمای 

 دقیقه انجام شد. 92مدت 

با دو آنزیم یاد شده واکنش هضم   PCRسپس بر روی محصول 

دو گانه انجام گردید. محصول هضم شده پس از الکتروفورز بر  

از ژل      DNA% ، به وسیله کیت جداسازی  9روی ژل آگاروز 

 استخراج گردید.

د( واکنش اتصال برای ساخت شاتل وکتـور و انـتـقـال بـه             
نانوگرم از قطعه حاصل از  922واکنش اتصال بین  اشریشاکلی: 

نـانـوگـرم از         922( و      kb  0/2)حدود     pWB980پلاسمید 

( برقرار گردید و سپس با روش  kb  9/7)حدود   PCRمحصول 

انتقال داده شـد.   Top10اشریشیا کلی ( به باکتری 91استاندارد )

 LB Agarمیکرولیتر از مخلوط انتقال بر روی محیط کشت 922

( کشت داده شد. کلنی هـای      μg/ml922 حاوی آمپی سیلین )  

رشد یافته جداگانه کشت داده شدند و پلاسمید آنها استخـراج  

بر اسـاس    pMR12گردید. از میان این پلاسمیدها، شاتل وکتور

 اندازه و تجزیه و تحلیل با آنزیم های برش دهنده انتخاب شد. 

پلاسمیـد    :   pMR12ه( ارزیابی قطعات متصل شده در پلاسمید  

و    SnaBIبه دست آمده از مرحله قبل به وسیله آنزیم هـای      

BamHI   مورد هضم قرار گرفت. در صورتی که جهت دو قطعه

متصل شده بر اساس طراحی مـورد نـظـر بـاشـد، پـس از               

الکتروفورز محصول هضم آنزیمی بر روی ژل آگاروز، انتـظـار   

حـاصـل      kb  0/9و    kb  0/0می رود که دو باند با اندازه های 

بـا     pMR12گردد. به منظور تایید نهایی بر روی پلاسـمـیـد       

 گذاشته شد. PCRاستفاده از پرایمرهای قبلی 

به مـنـظـور      به باسیلوس سابتیلیس:  pMR12و( انتقال پلاسمید  

یـک  ،   pMR12حامل شاتل وکـتـور      باسیلوس سابتیلیستهیه 

 LBبر روی پـلـیـت    WB600  باسیلوس سابتیلیسکلنی تک از 

Agar  درجـه   97ساعت در دمای  91کشت داده شد و به مدت

 OTBگرماگذاری گردید. سپس مقدار یک میلی لیتر از محلول  

 g  yeast extract; 8 g glucose; 1.0 mM 0.75)اســتــریــل:    

CaCl2, 10 mM MgCl2  ; pH 7.0)  1000در ml       درون یـک )

  pET16bپلاسمید : 0شکل 
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میلی لیتری استریل ریخته شد و بـا پـیـپـت        9/4 میکروتیوب

پاستور استریل آنقدر کلنی به محلول تلقیح گردید تا جذب در 

 برسد.  2/2نانومتر به حدود  122طول موج 

به محتویات لوله افزوده و بـه   pMR12از پلاسمید  μl  4سپس 

درجه بـا دور        97ساعت بر روی انکوباتور شیکردار  0مدت 

rpm922   قرار داده شد. در نهایتlμ  922   از سوسپانسیون، بـر

( پـخـش      μg/ml  92حاوی کانامایسین )   LB Agarروی پلیت

درجـه     97ساعت در دمـای     52تا  05گردید. پلیت به مدت  

سانتی گراد قرار گرفت. از یکی از کلنی های رشد یافـتـه بـر       

روی محیط، جداسازی پلاسمید انجام گردید و سپس بر روی 

 بررسی شد. SnaBIآن واکنش هضم با آنزیم 

بـاسـیـلـوس       ی( پایداری شاتل وکتور در باسیلوس سابتیلیس:  

بار  بر روی پـلـیـت         pMR12 ،02حامل پلاسمید  سابتیلیس

( کشت داده شد. پـس از هـر           μg/ml92 حاوی کانامایسین ) 

مرحله کشت دادن، از باکتری رشد کرده جداسازی پلاسـمـیـد    

 SnaBIو      EcoRIانجام و سپس هضم آنزیمی با آنزیم های   

 مورد بررسی قرار گرفت.

 

 یا ته ها        

و   pWB980نتایج حاصل از جداسازی پلاسمـیـد      9در شکل 

مورد نظر  kb  0/7هضم آنزیمی آن با آنزیم های مختلف و باند 

نشان داده شده است. سپس باند یاد شده از روی ژل جداسازی  

 و خالص گردید. 

و باند مورد   pET16bبر روی پلاسمید  PCRنیز نتایج  5شکل 

 را نشان می دهد. kb 9/7انتظار حدود 

( پلاسمـیـد    pWB980   .9جداسازی و هضم آنزیمی پلاسمید :  9شکل

pWB980 ،0  1( مارکرkb  (Fermentas  ،)9     پلاسمیـد )pWB980  

هضـم شـده بـا         pWB980( پلاسمید  SnaBI ،5هضم شده با آنزیم 

  .EcoRIو  SnaBIآنزیم 

، PCR( محصول    pET16b .9بر روی پلاسمید  PCRمحصول : 5شکل

 1kb (Fermentas.)( مارکر 0

کلـنـی    14تعداد  اشریشیاکلیاز انتقال واکنش اتصال به باکتری 

کلنی دوباره کشت داده شد و از آنـهـا    1مشاهده گردید. تعداد  

کـلـنـی       4(. از این تعداد،     4پلاسمید استخراج گردید )شکل  

( بـودنـد.      kb  5/4دارای پلاسمیدهای با اندازه  مورد انتظـار )    

مشخص است از هضم با آنزیم هـای   1همان طور که در شکل 

EcoRI  وSnaBI       بر روی پلاسمید جداسازی شده از کـلـنـی

و از هضم تک آنزیمی آن  kb  0/2و  kb  9/7دو قطعه  2شماره 

 به دست آمد. kb 5/4یک قطعه 
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، پلاسمید به دست آمده، پلاسمید مورد نظر 7با توجه به شکل 

( و هـم    kb 5/4می باشد. زیرا هم اندازۀ مورد انتظار را داشت )

جهت گیری اتصال آن صحیح بود. زیرا از هضم آنزیمی ایـن     

باندهای مورد نـظـر      BamHIو  SnaBIپلاسمید با آنزیم های 

kb 0/0  وkb 0/9  .به دست آمد 

 نام گذاری شد. pMR12پلاسمید حاصل به صورت 

سـویـه      باسیلوس سابتیلیـس به  pMR12پس از انتقال پلاسمید 

WB600 کلنی رشد کـرد. بـه دنـبـال           99، بر روی پلیت تعداد

جداسازی پلاسمید از یکی از کلنی ها و هضم تک آنزیمی آن با 

 حـاصـل گـردیـد         kb  5/4، مطابق انتظار بـانـد      SnaBIآنزیم 

 (. 2)شکل 

( 0،   9( کلنی شمارۀ    9محصول استخراج پلاسمید از کلنی ها.  :  4شکل 

( 1، 5( کلنی شمارۀ  1kb ،4( مارکر  5، 9( کلنی شمارۀ  9، 0کلنی شمارۀ 

، 7( کلنی شـمـارۀ      1kb ،1( مارکر 2، 1(: کلنی شمارۀ 7، 4کلنی شمارۀ 

 .1( کلنی شمارۀ 99، 2( کلنی شمارۀ 92

( پلاسمید جداسازی شده از کـلـنـی       9هضم آنزیمی پلاسمید.  : 1شکل 

، 1kb( مارکر    SnaBI  ،9( محصول هضم پلاسمید با آنزیم  0، 2شمارۀ 

 .EcoRIو  SnaBI( محصول هضم پلاسمید با آنزیم 5

بر  PCR( محصول  9و هضم آنزیمی پلاسمید.   PCRمحصول :  7شکل 

( پلاسمید  1kb،9( مارکر  5و 0،  2روی پلاسمید حاصل از کلنی شماره 

و    SnaBI( محصول هضم با دو آنزیـم     4،  2جدا شده از کلنی شماره 

BamHI  2بر روی پلاسمید کلنی. 

( پلاسمیـد   9.  باسیلوس سابتیلیسجدا شده از  pMARپلاسمید :  2شکل 

pMR12 ،0  1( مارکرkb ،9    محصول هضم بر روی پلاسمید )pMR12 

 .SnaBIبا 
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پلاسمید جدا شده پس از هر بار پاساژ بر روی محیـط کشـت     

بود. همچنین پـس از      kb 5/4مانند پلاسمید اولیه دارای اندازه 

 kb  0/2و      kb  9/7هضم دو گانه آنزیمی قطعات مورد انتظار   

شناسایی گردد. در نهایت مشخص گردید که این پـلاـسـمـیـد       

 می باشد. باسیلوس سابتیلیسدارای پایداری مناسب در 

 

 بح    

 و تـرامـبـل        9125( و همکاران در سـال     Sulivanسولیوان ) 

 (Trumble       و همکاران در سـال )روش جـداسـازی        9110

را بر پایه استفاده از  شیب غلظتی سزیوم باسیلوس پلاسمید از 

( و روش جـداسـازی          CsCl-EtBrاتیدیوم بروماید )  -کلراید

(. در     92و    97دیگری را با استفاده از جوشاندن ارائه نمودند )

بر پـایـه      باسیلوس سابتیلیساین تحقیق جداسازی پلاسمید از 

استفاده از لیز قلیایی و با ایجاد تغییراتی به ویژه در استفـاده از    

ساده تر و  CsCl-EtBrلیزوزیم انجام گرفت که نسبت به روش 

(. هرچند که پلاسمید جداسازی   02و91کم هزینه تر می باشد ) 

 شده از کیفیت پایین تری برخوردار بود.

( شاتل وکتوری را بر اسـاس    Brukner، بروکنر )9110در سال 

یک ساختار پایه ای شامل اجزای پلاسمید باکتری گرم مثـبـت   

pUB110  و پلاسمید باکتری گرم منفیpBR322 ( 91ساخت  .)

و ژن های مقاومت بـه      pBR322از وکتور  oriو   blaژن های 

 pUB110گرم مثبت از وکتـور     oriکانامایسین و نئومایسین و 

گرفته شدند. به دلیل پایداری این وکتور از نظر ساختاری، وی    

تصمیم گرفت تا مجموعه ای از شاتل وکتورها را بر اساس این 

و پلی لینـکـر وکـتـور         blaبه این ترتیب که ژن وکتور بسازد.  

pRB273  را با ناحیه مشابه درpUC18          جایگزیـن نـمـود. در

جایگاه برش منحصر بفـرد   99( تعداد pRB373وکتور حاصله )

 وجود دارد. 

، pMR12اما در مطالعه حاضر به منظور ساخت شاتل وکتـور    

و ژن     pET-16b، از وکتـور    اشریشیا کلیبرای  oriو  blaژن 

kmR  وori  از پلاسمیـد     باسیلوس سابتیلیسباکتریpWB980 

جایـگـاه بـرش       2(، واجد  pMR12گرفته شد. وکتور حاصله )  

منحصر بفرد برای کلون سازی ژن می باشد. در مطالعه بروکنـر   

به منظور بیان ژن های فاقد پروموتر، یک پروموتر مشـتـق از       

وارد    pRB373به درون وکتور  vegIIبا نام  باسیلوس سابتیلیس

شد که رونویسی را به سمت پلی لینکر هدایت کند. در شـاتـل    

از طـریـق بـرش         P43، نیز پروموتر قدرتمند pMR12وکتور 

به شاتل وکتور وارد شد تا رونویسی از ژن  pWB980پلاسمید 

 های فاقد پروموتر را انجام دهد. 

از الحاق کـامـل    9125( و همکاران در سال  Sulivanسولیوان ) 

pUC9  وpUB110  شاتل وکتورpMK3        ( 91را سـاخـتـنـد  .)

شد. اما در مطالعه حاضـر،    kb  7/0اندازه وکتور حاصله برابر با 

تنها قطعاتی که برای عملکرد صحیح شاتل وکـتـور ضـروری      

بودند به هم متصل شدند. این مساله کاهش چشمگیـر انـدازه      

 را به دنبال داشت.   kb 5/4شاتل وکتور به 

( و هـمـکـاران در       Trieu-Cuotکوت )-بر اساس گزارش تریو

، راحتی  pAT187در مورد شاتل وکتور قابل انتقال  9119سال 

 ( در حد متوسط می بـاشـد   pAT18کار با این وکتور )مشتق از  

(. زیرا این پلاسمید تنها دو جایگاه کلون سازی را داشت و   02) 

ژن مقاومت به آن در باکتری های گرم مثبت های بی هوازی به 

صورت ضعیفی می تواند انتخابی باشد. از جمله مـزایـای یـاد       

، داشتن پلی لینکر مناسب، انتخاب کلنی هـا  pAT18شده برای 

 و تـعـداد نسـخـه هـای زیـاد              lacZبر اساس فرآیند تکمیل 

 می باشد.

pMR12  ( جایگاه منحـصـر بـه       2نیز دارای پلی لینکر مناسب

 oriمی باشد. زیـرا        اشریشیا کلیفرد( و تعداد نسخه زیاد در  

گرفته شده که حـدود    pET-16bمربوط به تکثیر آن از پلاسمید 

عدد در هر سلول ایجاد می کند. از این رو آن را می تـوان      52

در گروه پلاسمید های دارای نسخه زیاد طبقه بـنـدی نـمـود.       

 ، از  9125( و همکاران در سـال       Sulivanهمچنین سولیوان ) 

به عـنـوان       YB886  باسیلوس سابتیلیسو   JM83اشریشیا کلی 

 (. 91میزبان استفاده کردند )

، از مـیـزبـان        9122( و همکاران در سـال       Nagamiناگامی )

بـاسـیـلـوس     و     lacZبرای بیـان ژن        MC1061اشریشیا کلی 

( و    Trumble(. ترامبل )   09استفاده نمودند )  MI112  سابتیلیس

و   HB101 ،TB1نیز از سویـه هـای        9110همکاران در سال 
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 نتیجه  یری          

 و باکـتـری   اشریشیا کلیتاکنون تعداد زیادی شاتل وکتور برای 

ساخته شده اسـت تـا        باسیلوس سابتیلیسهای مختلف مانند 

امکان کلون سازی و بیان ژن ها در باکتری های مختلف به جز 

(. در این مطالعه بـرای    00-05وجود داشته باشد )  اشریشیا کلی

اولین بار در ایران شاتل وکتور واجد توانایی تـکـثـیـر در دو         

ساخته شد تا کـلـون    اشریشیا کلیو  باسیلوس سابتلیسباکتری 

تسهیل نماید.  باسیلوس سابتیلیسو بیان ژن های مختلف را در 

جایگـاه کـلـون سـازی          2این شاتل وکتور به دلیل دارا بودن 

بـه     می تـوانـد   kb  5/4منحصر به فرد  و داشتن اندازه مناسب 

عنوان یک سیستم برتر کلون سازی و بیان ژن در کشور معرفی 

 . گردد

 
 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از مسئولین و کارکنان دانشگاه آزاد                

اسلامی واحد دامغان به دلیل فراهم آوردن امکانات مورد نیاز            

 برای انجام این پژوهش کمال امتنان را دارند.

MS229 و سویه  اشریشیا کلیBR151      باسیلوس سوبتیـلـیـس 

 (. 92استفاده کردند )

باسیلوس از  9127( در سال  Alonso( و آلونسو )Hardtهارت )
استـفـاده     HB101سویه  اشریشیا کلیو   pLS1سویه  سوبتیلیس

به دلـیـل       TOP10  اشریشیاکلی(. در این مطالعه از   00نمودند ) 

بـاسـیـلـوس     ( و      cfu/μg plasmid  921کارایی انتقال بـالا )      

که میزبان مناسبی برای کلون سازی و بیـان    WB600  سوبتیلیس

اغـلـب     پلاسمیدهای باکتری های گرم مثبت است استفاده شد. 

مشاهده شده قطعاتی که به صورت پایدار در یک پـلاـسـمـیـد      

حفظ می شوند، وقتی به یک وکتور دیگر منتقل مـی شـونـد        

ایجاد بی ثباتی ساختاری می کنند. بعضی اوقات حتی معکـوس   

(. در تحـقـیـق      91شدگی قطعه الحاق شده نیز زیان آور است ) 

حاضر به دلیل رعایت جهت ژن های واقع بر روی قطعه الحاق 

مشاهـده    pMR12، ثبات ساختاری در شاتل وکتور kb 9/7شده 

پاساژ و نهایتا  استخراج پلاسمید و انـجـام      02شد. زیرا پس از 

هضم آنزیمی دو گانه، تغییری در الگوی باندهای حـاصـل از       

  هضم برشی نسبت به حالت پیش بینی شده مشاهده نگردید.
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Ab t a t 

Background and Objectives: Bacillus subtilis is considered as a suitable host for gene cloning 

and protein expression due to non-pathogenicity and ability to secrete high amounts of proteins. 

However, transformation efficiency of ligated plasmid DNA into competent cells of B. subtilis is 

low, as compared to that into CaCl2 shocked cells of Escherichia coli. Therefore, cloning the  

target in E. coli using a shuttle vector before transfer into B. subtilis by a high amount of hybrid 

vector is more efficient. The aim of this study is construction a shuttle vector using pW980 and 

pET-16b plasmids for gene cloning and expression in B. subtilis. 

Materials and Methods: pWB980 plasmid was isolated from its host using alkaline lysis method. 

It was undergone a double digestion to obtain the segment of interest using EcoRI  and SnaBI 

enzymes. Then a special fragment of pET-16b plasmid was also amplified by PCR and was  

double digested. Ligation reaction was performed between these two segments and then it was 

transferred to E. coli TOP10. Following screening the cells containing shuttle vector, plasmid 

was extracted and was transferred to B. subtilis WB600 by an effective method. 

Results: The resulting shuttle vector replicated easily in both hosts. It showed good stability in  

B. subtilis, which is helpful for its maintenance in its host. 

Conclusion: In this study, the resulting shuttle vector - pMR12 - had 8 unique cloning site in its 

polylinker and a suitable size (5.4 kb), which make it possible to simply gene cloning into it. This 

is the first report of construction of an expression shuttle vector for Escherichia coli and Bacillus 

subtilis in Iran. 
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