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بخش  یمنیژن ا یژن آنت یترادف باز نییکلون کردن و تع ،ییجهش زا
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 چکیده

باشد ولی در  های بدن انسان می های سطحی سلول پروتئینی با خاصیت اتصال به گیرنده (PA) آنتراسیس بخش باسیلوس منیژن ای آنتی
شود که این پروتئین قدرت اتصال به -ایجاد می uPA (Urokinase plasminogen activator) های سرطانی گیرنده اختصاصی ل سطح سلو

باشد که این پروتئین فقط بتواند به  زایی مستقیم می با جهش PA تحقیق تغییر جایگاه اتصال موجود بر رویهدف از انجام این . را ندارد    آن
  .های سرطانی متصل گردد سلول

حاوی این وکتور استخراج و با استفاده از روش  B.subtilis از PA حاوی ژن pMNA1 در طی این تحقیق پلاسمید :ها مواد و روش

کلون و  PTZ57R قطعه حاصله بطور مستقیم بر روی ناقل. صورت پذیرفت PA جهش هدفدار بر روی ژن ،SOE مراز پلیای  واکنش زنجیره
هضم آنزیمی و تعیین ترادف  ،PCR انتقال یافت و وجود ژن و جهش بر روی آن بوسیله DH5α سویه E.coli به cacl2 با استفاده از روش

 .بازی مورد بررسی قرار گرفت

جهش یافته بر روی  PCR از انتقال محصول. جداسازی و بر روی آن جهش هدفمند صورت پذیرفت PCR با روش PA قطعه ژنی :ها یافته

و جهش بر  PCR سپس وجود ژن توسط. بدست آمد که این اندازه با روش هضم آنزیمی ثابت شد 1/1پلاسمیدی با اندازه  pTZ57R وکتور
 ردیدروی ژن توسط تعیین ترادف بازی تایید گ

های باکتریایی است لذا با  های درمان سرطان استفاده از توکسین یکی از روش. آور است سرطان مشهور به بیماری مرگ :گیری نتیجه

 .توان امیدی تازه در درمان سرطان ایجاد کرد گردد، می های سرطانی متصل می که فقط به سلول PA استفاده از پروتئین تغییر یافته

 کلیدواژگان

 .کردن کلون زایی، ، جهشهای باکتریایی توکسین، (PA)آنتراسیس لوسباسی
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 زمینه

و ( UPA)کننده یوروکینازی پلاسمینوژن فعال
به همراه پروتئاز متصل ( uPAR)گیرنده سلولی آن 

های سرطانی بالایی در سلولشونده به آن، سطح بیان 
ای مبتنی بر باشند که بیان بالای آن نشانهدارا می

وجود تومورهای مختلف سرطانی در بدن انسان 
های طبیعی بدن بیان باشد و به ندرت در سلول می
سرین پروتئاز موجود در  uPA(. 3و  2و  1)شوند می

، اثر گذار uPARهای یوکاریوتیک، کد کننده سلول
های ماتریکس خارج سلولی و نقش روتئینبر پ

 uPA .باشدها را دارا میجابجایی در این سلول

که )شود ترشح می( Pro-uPA)ای رشته بصورت تک
و سپس توسط پلاسمین تبدیل به ( فعالیت کمی دارد

ها فاقد این پروتئین. گرددای و فعال میفرم دو رشته
 دومین سیتوپلاسمی و گلیکوزیل فسفاتیدیل

( عامل اتصال آن به غشای سیتوپلاسمی)اینوزیتول 
آنتراکس پروتئینی با خاصیت (. 16و  6و 4)باشند می

ترشح  باسیلوس آنتراسیسسمی است که توسط 
ژن این توکسین متشکل از سه قسمت آنتی. شود می

و عامل ( LF)عامل کشنده، (PA)محافطت کننده 
ئینی با پروت PA(. 8و  7)باشد می( EF)خیز بافتی 

ناحیه  4و متشکل از  kDa 83 وزن مولکولی
(Domain ) و از طریق انتهای کربوکسیل خود به

های سطح سلول متصل شده و باعث اتصال و گیرنده
در (. 9)گردد به درون سلول میEF و LFورود 
به نحوی  PAکه بتوان بر روی ژن کد کننده صورتی

یان شده جهش ایجاد کرد که پروتئین تغییر یافته ب
های سرطانی مانند فقط به گیرنده های سطح سلول

تواند کاندیدی جهت متصل گردد می uPAگیرنده 
( SDM) ایجاد جهش مستقیم. درمان سرطان باشد

رود که یک ابزار مهم در مهندسی ژنتیک بشمار می
و 11). انجام شود PCRتواند با استفاده از واکنش می
منظور بیان شده است های زیادی بدین پروتوکل(11

هایی که توسعه زیادی ولی در این بین یکی از روش

 Single Overlap( SOE)پیدا کرده است، روش 

Extension PCR هدف از این ( 12). باشدمی
و کلون کردن آن در  PAتحقیق ایجاد جهش در ژن 

E_coli های به منظور بررسی اثر آن بر روی سلول
 . باشدسرطانی می

 هاروشمواد و 

 :های باکتریایی و شرایط رشدها و سویهپلاسمید
 Top10سویه  E.coli :ازهای باکتریایی عبارتندسویه

دارای  سوبتیلیسباسیلوسو ( تو پاستور ایرانیانس)
ها تمام سویهPA  (13 .)حامل ژن  pMN1پلاسمید 

 LB Brothو  LB Agarبر روی محیط کشت 
(SRL , India )سیلین های آمپیبیوتیکحاوی آنتی
(g/ml µ100 ) 10)و کانامایسینµg/ml ( )Sigma, 

USA )پلاسمید . کشت داده شدندPTZ57R 
(Fermentas, Lithuania ) به عنوانT.vector 

 .مورد استفاده قرار گرفت

  PCRسازی پلاسمید و خالص

از  pMN1سازی پلاسمید استخراج و خالص
ز کیت با استفاده ا باسیلوس سوبتیلیس

(Intron,korea) نجهت تکثیر ژ. انجام گرفتPA  از
 GTAGGATCCTAA'5با ترادف بازی  Fnپرایمر 

AAAGGAGAACGTATATGA3'  و پرایمر
Rn با ترادف بازی 

5'TAGTCGACTGTTTAAAACATACTC

TCCTTG3' استفاده شد .PCR  22در حجم 
 EXواحد آنزیم  1 ،نانو گرم پلاسمید 21میکرولیتر با 

Taq DNA polymerase (Takara, Japon)، 11 
پیکومول از هر کدام از پرایمرها 

(Macrogene,Korea)، 2/1  میلی مولارdNTP 

mix (Fermentas, Litunia)  میلی مولار  2/1و
MgCl2 شرایط . تهیه گردیدPCR  شامل

دقیقه در دمای  3دناتوراسیون اولیه پلاسمید به مدت 
، مدت یک دقیقهدرجه به  94د از آن درجه و بع 94
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 2درجه به مدت  72دقیقه و  1درجه به مدت  68
منظور ایجاد به. چرخه تکرار گردید 31دقیقه در 

آمده از پرایمرهای  بدست قطعه در جهش مورد نظر
با ترادف بازی  R1فسفریله 

pTGGTGAGTTCGAAGATTTTTGTTTT

AATTCTGG3´´5 پرایمر وH2  با ترادف بازی
pGGAAGTGGAAGATCAGCAAGTACA

AGTGCTGGACCTACGGTTCCAG 3' 5' 
در حجم و برنامه مشابه قبل انجام  PCR. استفاده شد

ثانیه جهت  31درجه به مدت  22شد فقط از دمای 
و  PCRبا انجام واکنش . اتصال پرایمرها استفاده شد

رود قطعه انتطار می Fو  Rnبا استفاده از پرایمرهای 
و با ( 600bpبا طول تقریبی )واسط اول حد

با طول )قطعه حد واسط دوم  H2و  Rnپرایمرهای 
پوشانی با توجه به هم. آیدبدست ( 1800bpتقریبی 
که ناشی از طول  (17bpبه طول )قطعه  2مکمل 

دیگر، با به  PCRپرایمرها است، با یک واکنش 
 Overlapping extention PCR کارگیری روش

جهش یافته است، سنتز  PAقطعه نهایی که ژن 
 . گردد می

  E.Coliدر  PAکردن ژن کلون

، واکنش اتصال PAحاوی ژن  E.coliجهت تهیه 
(Ligation ) 500بینng  محصولPCR  نهایی و

200ng T.Vector  گذاشته شد و سپس با روش
انتقال  E.coliبه CaCl2 (14 )استاندارد استفاده از 

وی محیط کشت مخلوط انتقال بر ر 100µl. داده شد
LB Agar سیلین حاوی آمپی(100µg/ml) ،X_gal 

(30µg/ml ) وIPTG (2mM )کشت داده شد .
سپس . های سفید رنگ، جداگانه کشت داده شدکلونی

و هضم آنزیمی،  PCRتوسط واکنش کلونی 
جداسازی و  PAهای حاوی پلاسمید حامل ژن  کلونی

تعیین ترادف بازی  Bio scienceتوسط شرکت 
 PAدر آخر کلونی حامل ژن جهش یافته . گردیدند

 .مشخص و جداسازی گردید

 ها یافته

با استفاده از روش  PAسازی ژن تکثیر و خالص
PCR  شکل )و بکارگیری شرایط بهینه صورت گرفت

قطعات حدواسط  ،زابا پرایمرهای جهش PCRاز  (.1
 2شکل)آمدبدست  1800bpو 600bp با طول حدود

دو قطعه بدست آمده با توجه به ترادف بازی  (.3و 
مکمل یکدیگر بوده و دارای  H2 و R1پرایمرهای 
قطعات هم. هستند 17bpپوشان به طول منطقه هم

های مساوی از نظر پوشان بدست آمده با نسبت
جدید گردیدند در این PCRمولاریته وارد واکنش 

صورت احتمال اتصال قطعات به چند حالت وجود 
 600bpاول اینکه پس از دناتوره شدن دو رشته : دارد

و هنگام دمای اتصال، ممکن است هر  1800bpو 
آید در این رشته با رشته مکمل خود بصورت مکمل در

احتمال دیگر . حالت هیچ تکثیری روی نخواهد داد
پوشان ی همهااین است که دو رشته متفاوت در محل

با یکدیگر بصورت مکمل در آمده و با هم پیوند 
بخورند در این حالت تنها اتصالاتی توسط آنزیم 

مراز قابل تکثیر خواهد شد که مکمل شدن دو  پلی
با . گردد OH´3رشته منجر به تولید دو انتهای آزاد

دیگر، دو قطعه  PCRاتصال این دو قطعه و انجام یک 
پوشان به یکدیگر ه محل همدار بر اساس توسعجهش

جهش یافته ایجاد PA (bp2411 )متصل شده و ژن 
نتیجه اتصال و تکثیر این ژن بر روی ژل . گرددمی

از انتقال  (.4شکل)نشان داده شده است% 1آگارز 
و  T.Vectorو  PCRواکنش اتصال بین محصول 

و آمپی _X_gal IPTGآگار حاوی  LBکشت روی 
 .آبی و سفید رنگ رشد کردندسیلین، تعدادی کلونی 

و  های سفیدپس از تهیه ماتریکس پلیت از کلنی
 وجود ژن تأیید و در پی آن PCRانجام کلونی 

پس از تعیین . استخراج پلاسمید انجام پذیرفت
به  rسکانس و با توجه به بررسی آن تغییر اسید آمینه 

تایید  193در موقعیت اسید آمینه  pاسید آمینه 
 .گردید
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 تکثیر شده PAژل الکتروفورز  -1 شکل

 1kb(1kb O'Gene Ruler,Thermo Scientific)مارکر : 1ستون 

 R-nو  F-n جفت پرایمر حاصل pWB980انجام شده برروی پلاسمید  PCRمحصول : 2 ستون

 
 600bpتصویر قطعه حد واسط  -2 شکل

 1kb(1kb O'Gene Ruler,Thermo Scientific)مارکر : 1ستون 

 R1و  F-nحاصل از جفت پرایمر  PCRالکتروفورز محصول : 2 ستون
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 1800bpتصویر قطعه حد واسط  -3 شکل

 1kb(1kb O'Gene Ruler,Thermo Scientific)مارکر : 1 ستون

 H2و  R-n حاصل از جفت پرایمر PCRالکتروفورز محصول : 2ستون 

 

 

 1800bp و 600bpقطعه حدواسط  2تصویر ژل الکتروفورز اتصال  -4 شکل

 1kb(1kb O'Gene Ruler,Thermo Scientific)مارکر : 1ستون 

 1800bp و 600bpژن  2اتصال  PCRمحصول : 2ستون 
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 بحث

 1984کاران در سالو هم( Sulivan)سولیوان 

سازی پلاسمید از باسیلوس را بر پایه روش جدا

 بروماید اتیدیوم-کلرایداستفاده از شیب غلظتی سزیوم

(CsCl-EtBr ) و روش جداسازی دیگری را با استفاده

سازی در این تحقیق جدا. از جوشاندن ارائه نمودند

پلاسمید از باسیلوس سوبتیلیس با استفاده از کیت 

تر ساده CsCl-EtBrانجام گرفت که نسبت به روش 

هو و  2113در سال (. 12. )باشدتر میو کم هزینه

کاران با ایجاد جهش در توکسین آنتراکس به هم

بررسی اثر ضد توموری این توکسین جهش یافته 

تدایی و انتهایی با ها از پرایمرهای ابآن. پرداختند

 GTA GGT ACC TAA AAA GGA´5 توالی

GAA CGT ATA TGA3´ و 
5´ TAG TCG ACT GTT TAA AAC 

ATA CTC TCC TTG3´ 
 بمنظور تکثیر و از پرایمرهای فسفریله با توالی 

 
5´pTGGTGAGTTCGAAGATTTTTGTTT

TAATTCTGG3´ و 
5´pGGAAGTGGAAGATCAGCAAGTAC

AAGTGCTGGACCTACGGTTCCAG3´  
گیری زایی استقاده نموده و با بهرهبمنظور جهش

جهش  PAپوشان در ژن بسط هم PCRاز روش 

 .ایجاد کردند

در این مطالعه با استفاده از پرایمرهای ابتدایی و 

گیری از پرایمرهای انتهایی طراحی شده و بهره

زای ذکر شده در مقاله هو و فسفریله میانی جهش

پوشان، هم PCR کاران و استفاده از روشهم

 .جهش ایجاد نماییم PAتوانستیم در ژن 

از روش  1984کاران در سال سولیوان و هم

ارائه کردند برای  1981کاران که در سال داویس و هم

ها آن( 12.)استفاده کردند E. coliترانسفورماسیون 

مایع برای انتخاب ترانسفورم  چنین از محیطهم

در این مطالعه، از محیط اما . ها استفاده کردند شده

ها و به روش شوک جامد برای انتخاب ترانسفورم شده

2CaCl استفاده شد. 

 گیرینتیجه

. بار در ایران صورت پذیرفتاین مطالعه برای اولین

با  PAدر این مطالعه توانستیم با موفقیت در ژن 

( SOE PCR)پوشان  هم PCRاستفاده از روش 

ا کلون و بیان این ژن ب. جهش هدفمند ایجاد نماییم

می توان از پروتئین نوترکیب بدست آمده به عنوان 

 .یک کاندید جهت درمان سرطان استفاده کرد

 گذاریسپاس

ویسندگان از حمایت و پشتیبانی کارشناسان و ن

دامغان، به  دانشگاه آزاد اسلامی واحدمسئولین محترم 

ویژه مدیر گروه محترم میکروبیولوژی سرکار خانم 

 .دکتر ارباب سلیمانی سپاسگزاری به عمل می آورند
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