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 چكيده

براي اجراي اين پروزه جهت دستيابي به ژن لوسيفراز از باكتري ويبريوفيشري استفاده گرديد. براي اين منظور 
باكتري مورد نظراز سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران تهيه گرديد. پس ازكشت درمحيط اختصاصي، 

DNA   ر ژن هاي جهت تكثي كلروفرم استخراج شد. –به روش فنل ژنومي باكتريLuxA  وLuxB  از پرايمرهاي
  آن تعبيه شده بوده ، استفاده گرديد.  5'درسمت   BamHIو  KpnI اختصاصي كه جايگاه هاي هضم آنزيمي

تائيد . منتقل شد Ecoliسپس به سلولهاي  و كلون گرديد  PT257Rص سازي درپلاسميد الپس ازخ  PCRمحصول  
پس از تائيد، قطعات هاي اختصاصي و هضم آنزيمي انجام گرفت. بارايمر PCRبه روش  هاي نوتركيب كلون
LuxA  وLuxB بياني وكتور بترتيب در PcDNA3.1\hug  وPcDNA3.1\neo واكنش  جهت تائيد آن از و كلونPCR 

پلاسميدهاي  نهايت پس از تائيد، در .همچنين واكنش هضم آنزيمي استفاده شد پرايمرهاي اختصاصي و با
منتقل  NIH3T3كيت اختصاصي به سلولهاي يوكاريوتي  استفاده از با PcDNA3.1\neoو  PcDNA3.1\hugنوتركيب 

دكانال  حضور در  NIH3T3كشت سلولهاي  از، يي نورزائي سازه هاي ژنتيكي تهيه شدهاشدند. جهت بررسي توان
  شد. غلظت هاي مختلف آنتي بيوتيك نئومايسين وهيگرومايسين استفاده و (بعنوان سوبسترا )

 با  بتدريج و مي شود واكنش نورزائي آغاز ساعت ازاضافه شدن سوبسترا، 2نتايج نشان داد كه پس ازگذشت 
 . علاوه برموارد فوق جهت تائيد بيان ومي يابدساعت، ميزان نورزائي افزايش قابل ملاحظه اي  6رسيدن به زمان 

كيلودالتوني، 76استفاده شد كه ايجاد باند پروتئين و وسترن بلات  SDS-PAGEروش  از وليد پروتئين لوسي فراز،ت
  باشد. صحت آزمايشات مي مويد

  
 انتقال ژنلوسيفراز، فيبريوفيشري،  كلمات كليدي:
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  مقدمه  -1
نشانداركردن اسيدهاي نوكلئيك تحول بزرگي دربيولوژي مولكولي ايجاد نموده است .اين تكنيك براي تائيد 

غربال گري كلني هاي باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب كاربرد وسيعي دارد .  تحقيقات مولكولي و همچنين 
زيستي كاربردهاي فراواني  ماركرهاي ژنتيكي درزمينه هاي مختلف علوم امروزه نشاندار كردن موجودات زنده با

مهاجرت آنها  دارد . بااين تكنيك ميتوان بانشانداركردن بچه ماهيان مطالعاتي ازقبيل رديابي  وتعيين مسيرهاي
،تعيين ضريب بازگشت ماهيان،  مطالعات بيولوژيكي و زيست محيطي، تشخيص بيماريها ، كشف داروهاي 

بروز اثرآن در بچه ماهيان ،  انجام داد.  ضمن اينكه اين صفت پس از كلون كردن درتخم ماهي و جديد و .... را
  .)Niwa et a., 2000(بل انتقال ميباشددرصورتيكه ماهي به مرحله مولد رسيده و تخمريزي نمايد قا

وسيعي دارد .بااستخراج ژن  د كه درمطالعات  بيولوژيكي  كاربردتوليد نوردرموجودات ازجمله صفاتي ميباش
عامل پروتئين  توليد كننده نور وكلون نمودن آن در تخم ماهي ميتوان اين صفت رابه ماهي منتقل و با توليد  

لومينسانس يكي از ابزارهاي  فناوري. )Niwa et a., 2000(نورسبز رنگ  ايجاد شده ، آنها راشناسايي و رديابي نمود
 محيط زيستكشاورزي ،  ، زشكيبيوفناوري همچون علوم پ مختلفدقيق ، ارزان و حساسي است كه در مسايل 

در  راهاي اخير در زمينه بيوفناوري ملكولي چندين ابزار از بيوفناوري جديد  پيشرفت .داردو صنايع دفاع استفاده 
آن جمله مي توان قابليت  از.هستنداختيار محققان قرار داده است كه داراي مزيت هايي نسبت به ديگر ابزارها 

نشر  ياو بيولومينسانس نام برد. بيولومينسانس  لومينسانسرا در سيستم هاي كمي بسيار بالاي سنجش و سرعت 
توسعه تحقيقات مشخص شده  بااز جالب ترين مباحث زيست شناسي است. يكينور به وسيله موجودات زنده ، 

 in vitro in( سلوليبعضي از اين سيستم ها كاربرد تجزيه اي دارند. در واقع مطالعات داخل و خارج  كهاست 

Vivo در زمينه فرآيندهاي بيولوژيك (مانند بيان ژن ، ميانكش پروتئين و پيشرفت بيماري) كاربردهاي كلينيكي (
فوتوپروتئين ها با  واز طرفي ، ادغام آنزيم هاي لومينسانس . فراوان و كشف داروهاي جديد را ميسر كرده است
مزيت  اي تشخيص زيستي بسيار حساس منجر شده است.اجزاي ويژه زيستي در زمينه ژنتيك به توسعه ابزاره

بسيار بالاي كمي لومينسانس و بيولومينسانس قابليت بسيار بالاي اندازه گيري سيگنال است كه در اين قابليت با 
اولين تحقيق در مورد ماهيان استفاده از روشهاي گوناگون فوتون هاي بسيار اندك اندازه گيري مي شوند. 

در  انجام گرفته و بسرعت در بسياري از مناطق جهان مورد استفاده قرار گرفت. 1995در سال  GFPژنيك  ترانس
) انجام گرفت، موفق شدند ژن عامل پروتئين رنگ فلورسنت سبز  2000و همكاران (   Leeيك تحقيق كه توسط 

به نسلهاي بعدي نيز سپس منتقل و را در ماهي كلون نمايند. اين كلون تغيير يافته از مولدين به تخمهاي لقاح يافته 
  منتقل شد. اهداف مهم اجرا اين پروژه:

 يوكاريوتي  سلولهايكلون سازي ژن هاي رمز كننده آنزيم لوسي فراز در  -

بصورت همزمان در سلول هاي   luxBو  luxAايجاد سازه هاي ژنتيكي بياني مناسب جهت بيان ژنهاي  -
 يوكاريوتي 
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  مورد مطالعه و مقايسه آن با توالي ژن هاي مربوطه بانك ژنتوالي يابي و آناليز توالي  -
 سي امكان كلون كردن ژن لوسيفرازدر تخم ماهي سفيد و كپور ربر -

  
   1ژن هاي گزارشگر -1-1

ولوژيك از جمله ارتباطات سلولي ، توسعه سلولي ، تنطيم رشد ، تكثير و اونكوژنز به يبسياري از پديده هاي فيز
نيازمند است كه اساسا در پاسخ به برنامه هاي توسعه داخلي و سيگنال هاي خارجي تنطيم مي تنظيم ژني متفاوتي 

گردد. جهت دستيابي به اطلاعات اصلي درباره ارتباطات بين  فعال كننده ها / مهار كننده هاي مسيرهاي مختلف 
ين هاي گزارشگر ادغام مي شوند. ، عناصر پاسخ دهنده خاصي با ژن هاي رمز كننده پروتئ و تاثير آنها در بيان ژن

اين ژن هاي گزارشگر مي توانند بعنوان شاخص هايي جهت نشان دادن فعاليت رونويسي در سلولها استفاده 
گردند. بصورت طبيعي ژن هاي گزارشگر به توالي پروموتور در يك وكتور بياني متصل شده ، به داخل سلول 

، پروتئين يا فعاليت آنزيمي آن  mRNAزارشگر از طريق بررسي انتقال مي يابد و سپس سلول ها جهت حضور گ
مورد آزمايش قرار مي گيرند. ژن هاي گزارشگر نه تنها مزيت كاستن فعاليت زمينه اي را در سلول ها دارا هستند 
، بلكه سيگنال را هم از سطح تكثير نموده و پاسخي سريع، حساس، قابل توليد و به سهولت قابل تشخيص را 

مورد   in vitroو  in vivoاد مي نمايند. در حال حاضر ژن هاي گزارشگر بصورت وسيعي جهت كاربرد هاي ايج
،  2استفاده قرار مي گيرند . در عمل سيستم هاي گزارشگر جهت مطالعه توالي هاي پروموتور، افزايش دهنده ها

. همچنين از آنها مي توان جهت و ترجمه كاربرد دارند mRNAرونويسي، پروسس  trans actingحدواسط هاي 
نشان دادن عفونت، وقايع نوتركيبي و كتابخانه هاي عظيم غربالگري ژنومي جهت شناسايي عناصر ژنتيكي جديد 
استفاده نمود كه نشان دهنده اهميت آنها در زمينه هاي بيولوژي و بيوتكنولوژي مي باشد. انتخاب گزارشگرها به 

يت اندوژني)، طبيعت آزمايش و بعنوان مثال ديناميك بيان ژن در مقابل كارايي رده سلولي مورد استفاده (فعال
انتقال و سازگاري آزمايش جهت تشخيص مناسب (مثلا تصوير برداري يك سلول منفرد در مقابل غربالگري 

كلرامفنيكل  مهمترين اين گزارشگرها عبارتند از:  ).Jiang et al., 2008 ; Louise, 1999(  بيولوژيك) بستگي دارد
 -GFP ، (βپروتئين فلورسانت سبز ( ،) AP) ، آلكالين فسفاتاز (galβ-گالاكتوزيداز CAT(  ،β )استيل ترانسفراز (
  .لاكتاماز و لوسي فراز -GUS(  ،βگلوكورونيداز (

  
   لوسي فراز-2-1

 545لتون و طول آمينواسيديكيلو دا 60آنزيم هاي لوسيفراز شامل خانواده اي از آنزيم ها با وزن مولكولي تقريبا
شايع لوسي فرازها  مي توان به انواع خاكزي و دريايي باكتريايي ، لوسي فرازهاي از انواع مي باشند.  550تا

لوسي فرازهاي شب تاب بهترين عضو   ) اشاره كرد.Renillaيوكاريوتي شب تاب و لوسي فراز بنفشه دريايي (
                                                            
1 Reporter Genes 
2 Enhancer 
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كه اكسيداسيون يك سوبستراي اختصاصي   kDa 62با وزن مولكولي شناخته شده خانواده لوسي فرازها هستند
در طي واكنش انرژي شيميايي  كاتاليز مي كند. ATPلوسي فرين را در حضور اكسيژن و منبع انرژي – Dبنام 

ساطع مي گردد. لوسي فراز   nm560و با ميانگين  nm    640-530سبز) با طول موج- بصورت نور مرئي (آبي
Renilla  )Rluc ( ) عضو ديگر خانواده لوسي فرازها مي باشد كه از بنفشه درياييRenilla reniformis جداسازي (

بصورت وسيعي در بين Rluc  سبز را ساطع مي نمايد. همچنين  _شده است و تحت تحريك مكانيكي ، نور آبي 
وسي فراز هاي شب تاب نيازي به مرجانها ، ماهي ها ، اسكوئيدها و خرچنگها گسترش يافته است. در مقايسه با ل

ATP  نداشته و از يك سوبستراي متفاوتي بنامcoelenterazine   استفاده مي كند كه با اكسيداسيون اين سوبسترا
  ). Jiang et al., 2008(را ساطع مي نمايد nm480 نوري آبي با طول موج 

شرايط واكنش نظير اسيديته محيط، نشان داده  بكار بردن تركيبات مشابه ولي دستكاري شده لوسيفرين و يا تغيير 
شده است كه ايجاد تغيير درساختمان سوم و يا ايجاد جهش در زنجيره پلي پپتيدي بخصوص درجايگاه فعال 

از كاربردهاي اين آنزيم مي توان به  لوسيفراز مي توان شدت وطول موج(رنگ) فوتون ساطع شده را تغيير داد.
قدار إي تي پي، بررسي مايعات بيولوژيك و تصويربرداري از سلول هاي زنده اشاره استفاده از آن در سنجش م

كرد. مكانيسم توليد نور در سلولهاي زير جلدي و فتوژن نتيجه اكسيده شدن ماده چربي بنام لوسيفرين تحت تاثير 
يده شدن تركيب سبز توليد نور نتيجه اكس  Pyrophorusدياستاز مخصوص بنام لوسيفراز مي باشد . در سوسكهاي 

رنگي بنام پيروفورين است كه در خون اين سوسك وجود داشته و تحت تاثير اشعه ماوراء بنفش نور اني ميشود . 
همچنين جانوران و گياهان نورزاي ديگر , واكنشهايي كه منجر به توليد نور ميشوند هنگامي آغاز مي شوند كه 

فرين تركيب -كس با آدنوزين تري فسفات با ماده اي بنام لوسي نوعي آنزيم بنام لوسي فرآز به شكل يك كمپل
شده و كمپلكس ديگري را تشكيل مي دهد كه خودش بوسيله اكسيژن مولكولي اكسيد شده و در اين حالت نور 
توليد مي كند. محصول اكسيد شده خيلي پايدار است اما لوسيفراز از طريق پيروفسفات ميتواند از آن آزاد شود و 

  طريق ماده اي ايجاد مينمايد كه اين چرخه را دوباره شروع نمايد. بدين
  
  خصوصيات لوسي فرازهاي باكتريايي-3-1

باكتري هاي نورزا بعنوان فراوان ترين و گسترده ترين اورگانيسم هاي نورزا مي باشند كه در محيط هاي آبي 
نوان گونه هاي آزادزي اقيانوسها ، ساپروفيت تازه ، دريايي و خشكي يافت مي شوند . شايع ترين جايگاه آنها بع

در اجزاء ماكروسكوپي حيوانات  ، باكتري هاي روده اي و انگلي در جانوران متنوع ، پارازيت با سخت پوستان 
و حشرات و بصورت همزيست در اورگان هاي نوري ماهي ها و اسكوئيد ها مي باشند . اين باكتري ها غالبا گرم 

 , Xenorhabdusتمامي باكتري هاي نورزا در سه جنس  .ل و هوازي هاي اختياري هستندمنفي ، ميله اي شك

Photobacterium, Vibrio    قرار داشته و غالبا گونه هايي دريازي هستند. گونه هاي نورزايي كه با جزئيات بررسي
 :از و آنزيم مربوطه در آن ها جداسازي و  مورد مطالعه گرديده است  عبارتند   شده اند



 ٥)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

Vibrio  fischeri   ،Vibrio harveyi ،Photobacterium  phosphoreum   ،photobacterium leiognathi   وXenorhabdus) 

luminescens     photorhabdus ( كه چهار گونه اول در محيطهاي آبي يافت مي شوند و گونه آخر خشكي زي مي،
يكه گونه هاي مختلف هر كدام از منابع متفاوتي جداسازي شده .  از آنجائ)Meighen, 1994; Wilson, 1998(باشد

اند در بين سيستم هاي لوكس آنها نيز حتي در همان گونه تفاوت هاي قابل ملاحظه اي مشاهده مي گردد. از 
بعنوان همزيست هايي در ارگان هاي نوري ماهي ها مي باشند،   Photobacteriumآنجائيكه اكثر سويه هاي جنس 

باكتري نورزا بصورت همزيست با  P.phosphorium .مي رسد كه اين جايگاه زيستي طبيعي آنها باشد به نظر
باكتري هاي همزيست نورزا با ماهي هاي آبهاي  P.leiognathiو  V.fischeriماهيهاي آبهاي عميق بوده ، در حاليكه 
ت در اورگان هاي نوري يافت نشده تا بحال بصورت همزيس V. harveyiكم عمق و معتدل مي باشند. در مقابل 

گزارش شده است كه طيف هاي ساطع شده واكنش نورزايي براي بلكه در ساير زيستگاههاي دريايي مي باشد. 
آنزيمهاي گونه هاي مختلف باكتري متفاوت مي باشد و اين تغيير طيفي بعلت تفاوت در تواليهاي پروتئيني است. 

يك پروتئين   Y-1مكي مشاهده شده است. در باكتري ويبريو فيشري سويه رنج بالاتر در حضور پروتئين هاي ك
) به لوسي فراز متصل مي شود و منجربه ساطع شدن نور در طول Yellow Fluorescent Proteinفلورسانت زرد (

رند مي شود. مطالعات بعدي اشاره بر اين دا nm 520در حدود  max λموج بالاتري مي گردد كه منتهي به نورزايي
بصورت مستقيم به آنزيم متصل نمي شود بلكه با يكي از انواع حدواسط ها  پيش از تشكيل حالات  YEPكه  

 ).Lee et al., 1985; Daunert et al., 1987 ( حدواسط تحريك شده كنش مي كند

  
      وتهايوكاري در لوكس يها ژن انيب-4-1
 وجود مندازين يوتيوكاري يها ستميس اكثر در انيب ، ييايكتربا يها ستميس در انيب خلاف بر luxB و luxA ادغام 

  فراز يلوس مريهترودا كننده رمز  luxB و luxA يها ژن كارامد انيب رايز ، است ژن هر يبرا مجزا يپروموتورها
 و luxA يها ژن ادغام قيطر از شده ديتول كيسترونيس منو فراز يلوس كه باشد يم پروموتور دو وجود ازمندين

luxB اضافه قيطر از ييهارو ويبريو يباكتر در كار نيا.  شود انيب يوتيوكاري يها ستميس در بتواند ييايباكتر 
 است شده انجام  luxB و  luxA يژن نيب هيناح در 29 گاهيجا در دوم دينوكلئوت ينيگريجا و دينوكلئوت كي كردن

)Boyan et al., 1989(. رواحديز انيپا رمز جهينت در luxA قرار چهارچوب در ديدكاپپت كي توسط و شده حذف 
 با يمشابه يها روش با ييهارو ويبريو در كيسترونيمنوس يها فراز يلوس از يمتنوع تعداد تاكنون.  رديگ يم

 . اند شده ديتول يا نهيآم دياس 22 يال 1 يها رابط

  
  تاريخچه مطالعات-5-1

انجام گرفته و بسرعت در بسياري از مناطق جهان  1995سال در  GFPژنيك  اولين تحقيق در مورد ماهيان ترانس
انجام گرفت، موفق شدند ژن عامل   )2000و همكاران (  Leeدر يك تحقيق كه توسط  مورد استفاده قرار گرفت.
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) با انتقال ژن عامل مولد نور سيز Wang )2001و   Gongپروتئين رنگ فلورسنت سبز را در ماهي كلون نمايند. 
به تخم ماهيان ، ماهيان تزئيني  GFPاهيان ترانس ژنيك را بوجود آوردند. آنان توانستند پس از انتقال ژن رنگ ، م

بوجود آورند. همچنين تلاشهائي در آزمايشگاه جهت ايجاد ماهيان ترانس ژنيك بمنظور موجودات كنترل 
) تحقيقاتي بر روي 2000و همكاران(  Niwaكننده و نظارت بر آلودگي هاي محيطي صورت گرفته است. 

آميزش ماهيان حامل ژن  توليد نور با ماهيان طبيعي و معمولي را انجام دادند. آنان موفق شدند بدين ترتيب 
  ماهيان ترانس ژنيك را توليد نمايند. 

Molina ) يمي به ماهي تيلاپيا منتقل نمودند وتوانستند ميزان فعاليت آنز ) ژن گزارشگرلوسيفراز را2002وهمكاران
) نيزموفق شدند 2007وهمكاران ( Tonheimدر مطالعات ديگري گيري نمايند.  لومينومتراندازه بوسيله لوسيفرازرا

 Dljkstraهمچنين  ) منتقل واثرآن را مشاهده نمايند.. Salmo Salar Lژن لوسيفراز را به ماهي آزاد اقيانوسي (
  موفق به بيان آن دراين گونه شدند. Catfish (Ptopterus biarrbus)) پس ازانتقال ژن لوسيفراز به 2000وهمكاران (

Niwa ) دريك بررسي نشان دادند كه ژن  )2000وهمكارانGFP  ميتواند بعنوان يك ماركر زيستي درماهيان
منتقل نمايند وبيان ژن   Medeka ( Oryzias Latipes)ازطريق سلولهاي تخم به  را GFPبكاررود .آنان موفق شدند ژن 

  مشاهده نمايند.را 
Romqrem )ژن لوسيفراز رابه ژنوم ماهي قزل آلا منتقل نموده واثرات نورزايي آن را مشاهده 2004وهمكاران (

 .ماهيچه ) و نمودند (كليه، جگر

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ٧)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

 مواد و روشها-2

  دستگاه ها و وسائل مورد استفاده   -1-2
  )CORBET & Primus( ترموسايكلر PCR دستگاه -
  ) DAIKI شركت ساخت(    Shaker درجه 37 رانكوباتو -
 )ايران SHIMAZ شركت ساخت(   معمولي درجه 37انكوباتور -

 ) آلمان Universal 32 R مدل Hetich( دار يخچال سانتريفوژ -

 ) آلمان Micro 20 مدل Hettich( ميكروفيوژ -

 ) Uvitec ساخت( پرتابل UV transilluminator دستگاه -

 )ايران اختريان شركت ساخت(  مناسب شانه و)  Caste( قالب همراه هب افقي الكتروفورز تانك -

 )SAIWAN(سانتيگراد درجه -20 فريزر -

 )پژوهش پويا شركت ساخت(  عمودي الكتروفورز تانك -

 )ايران اختريان شركت ساخت(  Power supply دستگاه -

 )Behdad شركت ساخت( ماري بن -

 ) Sartoriusديجيتال ( ترازوي -

 )سوئيس سوكوركس شركت ساخت(  سمپلر -

 متري سانتي 20 دار پيچ در اي شيشه هاي لوله -

 ) dr.hielscher Gmbh( سونيكاسيون دستگاه -

 دستگاه بيوفوتومتر (ساخت شركت اپندورف) -

 بلاتينگ تانك -

 ) پژوهش پويا ساخت(  بلاتينگ مخصوص) Cast(قالب -

   Uvitec كمپاني ساخت Cross linker دستگاه -

 ) آلمان pvdf )Porablot كاغذ   -

 اتوكلاو دستگاه -

 Vortex دستگاه -

 ) آلمان Greiner(  سمپلر سر -

 ) اپندورف شركت ساخت(  ليتري ميلي 5/1 و 5/0و  2/0ميكروتيوپ  -

 باكتري كشت و برداشت جهت  آنس- -

 cc50و  cc15 استريل فالكون -

 باكتري كشت متري سانتي 7 پليت -
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 واتمن كاغذ -

 بشر و ارلن قبيل از اي شيشه ظروف -

 )JULITM  smart flurscent cell alalyzer, Cat no. JULI-B004فلورسانت ( invertيكروسكپ م -

 
  مواد مورد استفاده  -2-2

 )ليتواني فرمنتاز شركت( آگارز پودر -

- DNA Ladder marker 100 bp  )فرمنتاز شركت( 

 كلسيم كلريد پودر -

 استريل ديونيزه مقطر آب -

 درجه 70 و مطلق اتانول -

 ) Takaraفرمنتاز و  شركت(  مربوطه بافرهاي  KpnI و  EcoRI و BamHІ دهنده رشب هاي آنزيم -

 100 سيلين آمپي مصرف كه است ذكر به لازم(   mg/ml 100  غلظت با سيلين آمپي بيوتيك آنتي -
 گرم ميلي 100 شود مي نگهداري آزمايشگاه در كه آن استوك غلظت اما است ليتر ميلي در ميكروگرم

 .) است رليت ميلي در

 mg/ml  100و هيگرومايسين با غلظت mg/ml  100نئومايسين با غلظت  بيوتيك آنتي -

 )فرمنتاز(  مربوطه بافر و DNA ligase T4 آنزيم -

- dNTP Mixture  )  با غلظت mM100) ( سيناژن شركت( 

- MgCl2  )mM 50( ) سيناژن شركت( 

- PCR buffer )10×( ) شركت سيناژن( 

 سيناژن ) شركت( ميكروليتر/واحد 5 باغلظت  Taq DNA polymeraseآنزيم -

 )سيناژن( TOP10 سويه E.coli باكتري -

 )سيناژن( JM109 و   Nova Blueو  BL 21 سويه E. Coli باكتري -

 )فرمنتاز(  R57 pTZ پلاسميد -

 ) ايران انستيتوپاستور(  pcDNA3.1+ /neo  پلاسميد -

 ) (انستيتو پاستور ايران  +hyg  /pcDNA3.1پلاسميد  -

 )Nova gene(شركت  pet DUETپلاسميد  -

  NIH 3T3رده سلولي  -

 HELAرده سلولي   -

 )سيگما(  غليظ كلريدريك اسيد -



 ٩)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

 )   Luria Bertani) LBكشت محيط پودر -

 سديم استات -

 پتاسيم استات -

  منيزيم كلريد -

- NaOH  
 ) MERCK(آميد آكريل -

 )سيناژن)  ( N,N΄-methylen bis acrylamid( آميد آكريل بيس -

- Tris-base  )سيناژن( 

-  (Sodium dodecyl sulfate )SDS  
-   (N,N,N,N -tetramethylen-ethylen diamine ) TEMED 
 آگار آگار -

 گليسرول -

 گلايسين -

 بلو بروموفنل -

- EDTA 
 پرسولفات آمونيوم -

 )فرمنتاز(  G250 بلو كوماسي رنگ -

 گلاسيال استيك اسيد -

- Triton X-100 )سيگما( 

 )  abcamشركت   (ab6721 فراز لوسي  منوكلونال بادي آنتي -

  )SAFC%، 95دكانال ( -

    
  كشت اختصاصي باكتري ويبريو فيشري -3-2

ايران تهيه شده و در محيط  هاي علمي و صنعتي از سازمان  پژوهشي )ATCC7744(باكتري ويبريو فيشري سويه 
صورت زير تهيه . محيط كشت مذكور به داده شدكشت   Cº25-20و در دماي    )DSMZ246اختصاصي (

  گرديد:
   gr 100                            عصاره مخمر 

 100gr                           پپتون

 gr 200  آگار 

 ml 250  آب شير

 ml 750  آب دريا
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سپس  .رسانده شد pH  ،8/7در ابتدا عصاره مخمر و پپتون از طريق حرارت دادن بصورت محلول در آمده و به  
 Cدقيقه در دماي 20رسد. در مرحله بعدي آگار اضافه شده و به مدت ب  =3/7pHقيقه جوشيده تا به د 10به مدت 

º 121 استريل شده  با دماي  بصورت . سپس آب درياگرديدلاو كاتوC º55  محيط مايع  .شدبه محيط اضافه
  بدون آگار زماني كه سرد شد و به دماي محيط رسيد بايد مخلوط گردد . 

  
  ژنومي باكتري  DNAاج استخر-4-2

  :)Sambrook and Russel 2001(مطابق مراحل زير انجام پذيرفت  كلروفرم –روش فنل  بهژنومي   DNA استخراج
در شرايط استريل توسط آنس از باكتري هاي كشت داده شده در محيط كشت اختصاصي برداشت شده و  -1

قرار داده شد. در بافر ليز تريس   Cº 37 بن ماري ساعت در 2از بافرليز اضافه و به مدت  lµ500به آن ميزان 
بعنوان حل كننده چربي هاي موجود در  SDSو  DNaseبعنوان مهار كننده آنزيم هاي   EDTAنقش بافر، 

 غشاء سلولي عمل مي نمايد.

فنل به لوله اپندورف اضافه نموده، سپس به شدت آن را تكان داده و  )µl500هم حجم مايع مورد نظر ( -2
سانتريفوژ شد. فنل باعث حذف مواد آلي مي  rpm 8000دقيقه در دماي محيط و با دور 5نه به مدت نمو

 گردد (دناتوراسيون پروتئين هاي سلولي). 

داده و به شدت تكان  شدهاپندورف جديد منتقل و هم حجم آن كلروفرم اضافه  لوله مايع شفاف رويي را به -3
كلروفرم  .گرديدانجام  سانتريفوژ  rpm 8000دور با و محيط دماي در دقيقه 5 مدت سپس مجددا به شد.

 است .  PCRمنجربه حذف بقاياي فنل از محلول واكنش مي گردد، زيرا فنل يك بازدارنده مهم در واكنش 

و دو برابر حجم آن   NaAC (3M)حجم آن  10:1و نموده منتقل جديد مايع شفاف رويي را به اپندورف -4
  DNAسرما به رسوب شد ( دادهقرار  -C º20در فريزر مدت نيم الي دو ساعت اضافه و الكل مطلق سرد
 .)كمك مي نمايد

 سانتريفوژ گرديد . و rpm  12000دور وبا Cº4دماي دقيقه در 2 مدت نمونه به -5

% اضافه مي گردد. چند بار به اپندورف ضربه زده سپس 70الكل  lµ100الكل را خالي نموده و به رسوب  -6
% باعث شست وشوي  70دقيقه سانتريفوژ انجام شد. الكل 2و به مدت  rpm 12000وبا دور C º4در دماي

 توسط الكل ممانعت مي نمايد.  DNAالكل مطلق شده و از تخريب 

دقيقه در هواي اتاق قرار داده شد تا خشك  20به مدت  DNAمايع رويي را خالي نموده و اپندورف حاوي  -7
 گردد .

دقيقه در دماي  10مقدار لازم آب مقطر استريل اضافه گرديده و نمونه به مدت  به  DNAبه اپندورف حاوي  -8
Cº37  قرار گرفت تاDNA    .حل شود 

 



 ١١)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

  PCRواكنش -5-2
بصورت جداگانه و انجام واكنش زنجيره اي پلي مريزاسيون از پلاسميد  luxBو  luxAجهت تكثير ژن هاي 

pTZ57R/luxAB ستفاده جهت تكثير ژن هاي استفاده گرديد. پرايمرهاي مورد اluxA   وluxB  توسط نرم افزار
Gene Runner پرايمر هاي   5´در سمت ، طراحي شد و جهت تسهيل در مراحل كلون سازيForward  و      

Reverse  ژنluxA    به ترتيب جايگاه هاي هضم آنزيميKpn I  وBam H I   پرايمر هاي   5´و در سمتForward   و
  Reverse ژن luxB    به ترتيب جايگاه هاي هضم آنزيميBamH I   وEcoR I  .تعبيه گرديدند  

   زيرمي باشد : بصورتluxA جهت تكثير ژن  PCRشرايط انجام 
PCR Buffer (10X)  3µl (1X) 
dNTP (10mM)   1/5 µl  
Mgcl2 (50 mM)   2/0 µl  
Primer R/F   2 µl  
pTZ57R/luxAB    1 µl  
Taq DNA polymerase  0/25 µl (1U) 
D.W.     20/5   

..................................................................................................................................................  
 30 µl       Total volume                                                   

  
 زيرمي باشد : بصورتluxB جهت تكثير ژن   PCRشرايط انجام 

PCR Buffer (10X)  3µl (1X) 
dNTP (10mM)   1/5 µl  
Mgcl2 (50 mM)    1/5 µl  
Primer R/F   2 µl  
PTZ57R/luxAB    1 µl  
Taq DNA polymerase  0/25 µl (1U) 
D.W.      20/5   

..................................................................................................................................................  

 30 µl                                                                        Total volume                                                
  

درجـه   49 الحـاق ، دقيقـه  1درجـه سـانتيگراد بمـدت     94 واسرشـته كـردن   ستگاه ترمـال سـايكلر بترتيـب:   برنامه د
  چرخه بوده است.    30دقيقه براي  1درجه سانتيگراد بمدت  72بسط پرايمر و دقيقه 1سانتيگراد بمدت 

  
  pTZ57Rدر وكتور  PCRكلون سازي محصولات -6-2

پـس از بررسـي بانـدهاي     .الكتروفـورز گرديـد   درصـد  5/1آگـارز   محصـول واكـنش  در ژل   PCRپس از خاتمه 
 Bioneerتخلـيص ژل شـركت    بوسـيله كيـت   مـورد نظـر  قطعه و مقايسه آنها با ماركر وزن مولكولي،  مشاهده شده

)Gel Purification Kit Cat No.K3035-1تعيين  3گرديده و قطعات خالص شده از طريق روش سنگر )  خالص سازي
  .توالي گرديد

                                                            
3 Sanger 
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 T-Vector عنـوان  بـه  pTZ57R جهت واكنش اتصال با پلاسميد Insert عنوان ه از ژل بهشدبخشي از قطعات خالص 
  :شدند آماده زير صورت به ligation واكنش هاي استفاده گرديد و

 
Insert (luxA)   3 µl           Insert (luxB)    3 µl  
Vector (pTZ57R)   1 µl           Vector (pTZ57R)   1 µl 
DNA ligase buffer (10X)  1 µl            DNA ligase buffer (10X)  1 µl 
T4ligase    1 µl             T4 ligase   1 µl 
D.W.                                   4 µl              D.W.                                           4 µl    
………………………………........                          ………………………………….. 
Total volume  10 µl             Total volume   10 µl 
 

  
شبانه روز و در دماي محيط انجام پذيرفت و در روز بعد محصول واكنش اتصال پس  يك بمدتواكنش اتصال  

 TOP10سويه  E.coliسلول هاي  بهاز آماده سازي سلول هاي مستعد پذيرش پلاسميد و در طي ترانسفورماسيون 
  .انتقال يافتند

  
  غربالگري كلون هاي نوتركيب -7-2
و آنتي بيوتيك آمپي سيلين بر اساس شكل گيري كلني هاي آبي و  IPTGو  x-gal جد غربالگري در محيط وا 

. جهت بررسي صحت حضور ژن شودمي  ظاهر پليت روي بر ساعت 24 گذشت  از سفيدي مي باشد كه  پس
 صورت به  سيلين آمپي مايع واجد LB محيط سفيد موجود روي پليت در هاي تعدادي از كلني luxBو  luxAهاي 

  .شد داده كشت ساعت 16 -12طي و به مدت خ
از واكنش زنجيره اي پلي  T- vectorجهت تائيد قطعه كلون شده در  ،پس از خالص سازي كلني هاي نوتركيب

و همچنين واكنش هضم  pTZ57Rمريزاسيون توسط پرايمرهاي اختصاصي و پرايمرهاي يونيورسال خاص 
  .پذيرفتپرايمرها انجام  5´عبيه شده در انتهاي الاثر ت هاي برشي محدود آنزيمي توسط آنزيم

 5΄ترتيب  در سمت  بهBamH I و Kpn Iشرايط انجام واكنش هضم آنزيمي توسط جايگاه شناسايي آنزيم هاي 
  5΄به ترتيب  در سمت  EcoR Iو  BamH Iوجايگاه شناسايي آنزيمهاي   luxAژن  Reverse و  Forwardپرايمرهاي  
  luxAخارجي  DNAبصورت زير انجام پذيرفته و در نتيجه قطعات    luxBژن  Reverse و  Forwardپرايمرهاي 

 از پلاسميدهاي نوتركيب خارج گرديدند. luxBو
pTZ57R/luxA   5 µl                      pTZ57R/luxB   5 µl          
K buffer (Takara Bio) (0/5 X)  2/5 µl                    buffer Tango (2X)   10 µl       
BamHI (Takara Bio)   1 µl                         BamHI (fermentas)   1 µl 
KpnI (Takara Bio)   1 µl                        EcoR1 (fermentas)   1 µl 
D.W    40/5 µl                       D.W.    33µl    
 

 



 ١٣)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

 pcDNA3.1+ / hygر وكتور د  luxAقطعه  ساب كلونينگ  -8-2

واكنشهاي هضم آنزيمي توسط  pcDNA3.1+ / hyg ) در وكتور بياني insert )luxAجهت ساب كلون كردن قطعه 
  insertبراي وكتور و قطعه بصورت همزمان انجام گرفت . اين واكنش جهت تهيه  BamHI / KpnI آنزيم هاي 

  خارج گرديد .   luxAانجام پذيرفته و قطعه  ربصورت زي   pTZ57R/luxAتوسط پلاسميد نوتركيب 
pTZ57R/luxA   5 µl  
k buffer (Taraka)    5 µl 
BamH1 (Takara)    1 µl 
Kpn1 (Takara)    1 µl  
D.W    39 µl 

………………………………………………….. 
Total volume   50 µl  

رش آنزيمي را در جايگاه ورود هضم آنزيمي وكتور نيز بهتر است بصورت جداگانه انجام گرفته تا صحت ب
در هر واكنش پس از غير فعال سازي آنزيم اول، آنزيم دوم  .هر دو آنزيم تائيد نمايد تاثيربراي   luxAقطعه 

 8/0و   5/1آگارز اضافه گرديد. سپس نتايج حاصل از واكنش هضم آنزيمي قطعه و وكتور به ترتيب روي ژل 
 Gel Purification Kit Catتخليص ژل شركت (  ژل، توسط كيت شده و پس از برش از الكتروفورز درصد

No.K3035-1جدا گرديده است. ،) از ساير اجزاء واكنش هضم آنزيمي   
گرديده و منتقلپس از آماده سازي سلول هاي مستعد پلاسميد، محصول واكنش اتصال به سلول هاي مستعد شده 

قرار داده شد . درجه   37شبانه روز در انكوباتور  ت يكمده هاي آگار حاوي آمپي سيلين پخش و ب روي پليت
مايع حاوي آمپي سيلين كشت داده شد و سپس  LBهاي مشاهده شده  در محيط  در روز بعد تك كلوني

هاي  ميكروليتر از نمونه 5استخراج پلاسميد با روش ليز قليايي انجام گرفت. پس از استخراج پلاسميد، ميزان 
 8/0بدون قطعه خارجي (به عنوان كنترل)، بر روي ژل آگارز  pcDNA3.1+ / hyg وكتوراستخراجي به همراه 

  الكتروفورز گرديد.درصد 
  PcDNA3.1+ / hygدر وكتور   luxAتائيد ساب كلون ژن -9-2

  به سه طريق انجام گرفت:   pcDNA3.1+ / hygدر وكتور   luxAساب كلونينگ قطعه  تأييد
 ي اختصاصي پرايمرها  توسط   PCRواكنش -1

  +pcDNA3.1 پرايمرهاي يونيورسال خاص وكتور  توسط   PCRواكنش  -2

  .وكتور به شرح زير مي باشد   توسط پرايمرهاي يونيورسال  PCRواكنششرايط 
  

PCR Buffer (10X)  3µl (1X) 
dNTp (10mM)   1 µl  
Mgcl2 (50 mM)   1 µl  
Primer R/F   1 µl  
pTZ57R/luxAB    1 µl  
Taq DNA polymerase  0/25 µl (1U) 
D.W.       23  µl 

..................................................................................................................................................  
      30 µl      Total volume  
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  57، ثانيه ، اتصال پرايمر 40درجه سانتيگراد بمدت  94واسرشته سازي ، برنامه دستگاه ترمال سايكلر بترتيب 
چرخه بوده  30دقيقه براي  1درجه سانتيگراد بمدت  72  دقيقه وبراي بسط واكنش 1درجه سانتيگراد بمدت 

  است.   
 37در دماي  KpnIو  BamHIاز پلاسميد توسط دو آنزيم   luxA واكنش هضم آنزيمي و خارج سازي قطعه -3

  ساعت كامل گرديد.  3و در طي درجه سانتيگراد 
  

pcDNA3.1+ / hyg  / luxA  5 µl  

K buffer (Takara Bio) (1X) 5µl  
BamHI (Takara Bio)  1 µl 
KpnI    1 µl 
D.W.     38µl 
 
 

 pcdna3.1+ / neoدر وكتور   luxBساب كلونينگ قطعه  -10-2

واجد  pcDNA3.1+ / neoوكتور  كه با اين تفاوت است  pcDNA3.1+ / hygخصوصيات اين وكتور مشابه وكتور 
واجد ژن مقاوم به به آنتي بيوتيك   pcDNA3.1+ / hyg ولي وكتورژن مقاوم به آنتي بيوتيك نئومايسين مي باشد 

چنين شرايطي امكان انتخاب سلول هايي كه واجد هر دو پلاسميد مي باشند را پس از انجام . هيگرومايسين است
 احل ترانسفكت به سلول هاي يوكاريوتي فراهم مي سازد . مر

واكنشهاي هضم آنزيمي توسط  pcDNA3.1+ / neo ) در وكتور بياني insert )luxBجهت ساب كلون كردن قطعه 
  insertبراي وكتور و قطعه بصورت همزمان انجام گرفت. اين واكنش جهت تهيه  EcoR1 , BamHI آنزيم هاي 

 خارج گرديد . pTZ57R از وكتور luxBو قطعه  انجام پذيرفت pTZ57R/luxB تركيبتوسط پلاسميد نو
PTZ57R/luxB   5 µl  
K buffer    5 µl 
BamH1     1 µl 
Kpn1    1 µl  
D.W.     39 µl 

………………………………………………….. 
Total volume   50 µl  

 
صحت برش آنزيمي را در جايگاه ورود قطعه  هضم آنزيمي وكتور نيز بهتر است بصورت جداگانه انجام گيرد تا 

luxB   هر دو آنزيم تائيد نمايد. در هر واكنش پس از غير فعال سازي آنزيم اول ، آنزيم دوم اضافه  تاثيربراي
محصولات واكنش اتصال به سلول هاي مستعد شده  ،گرديد. پس از آماده سازي سلول هاي مستعد پلاسميد

 37شبانه روز در انكوباتور سپس بمدت يك  .آگار حاوي آمپي سيلين وارد گرديدهاي  ترانس فورم و به پليت
مايع حاوي آمپي سيلين  LBهاي مشاهده شده در محيط  قرار داده شدند. در روز بعد تك كلونيدرجه سانتيگراد 

 5ميزان  ت. پس از استخراج پلاسميد،كشت داده شده و سپس استخراج پلاسميد با روش ليز قليايي انجام گرف



 ١٥)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

بدون قطعه خارجي (به عنوان كنترل)، بر  PcDNA3.1+ /neoوكتورهاي استخراجي به همراه  ميكروليتر از نمونه
  .الكتروفورز گرديددرصد  8/0روي ژل آگارز 

  
  pcDNA3.1+ / neoدر وكتور   luxBتائيد ساب كلون ژن-11-2

 و وكتور پرايمرهاي اختصاصي   با   PCR اكنشو توسط  pcDNA3.1+ / neoدر وكتور   luxBساب كلونينگ قطعه 
از پلاسميد   luxB همچنين توسط واكنش هضم آنزيمي و خارج سازي قطعه  و  يونيورسال پرايمرهاي  توسط   

  تائيد گرديد .  BamHIو   EcoRI توسط دو آنزيم    pcDNA3.1+ / neo / luxB نوتركيب
  انجام گرفت :   درجه سانتيگراد بشرح ذيل 37 ساعت و در دماي 3 مدتواكنش هضم آنزيمي طي 

pcDNA3.1+ / neo / luxB   5 µl  

Buffer Tango (fermenas) (2X)  10µl  
BamHI (fermentas)    1 µl 
EcoRI (fermentas)    1 µl 
D.W.      33µl   
 

  )Transfection(سازه هاي نوتركيب به سلول هاي يوكاريوتي  انتقال -12-2
ترانسفكت اين  و قبل از  luxB pcDNA3.1+ / neo/و  luxA /pcDNA3.1+ / hygيد پلاسميد هاي  نوتركيب  پس از تائ

  :مي شودسازه هاي نوتركيب به سلول هاي يوكاريوتي  به ترتيب زير عمل 
انكوبه  درجه 37مايع حاوي آمپي سيلين كشت داده شده و در دماي   LBپلاسميدها بصورت شبانه در محيط -1

 ديد . گر

مايع حاوي آمپي سيلين انتقال داده و كشت   LBسي سي محيط  50محيط كشت شبانه را به يك ارلن حاوي -2
 انكوباتور شيكر قرار داده شد .  درجه  37مجدد بصورت شبانه در دماي 

 .) تخليص گرديدBioneer(كيت شركت  Midi Prepدر روز بعد پلاسميد ها بصورت -3

  رانسفكشن غلظت هريك از پلاسميد هاي نمونه و كنترل تعيين گرديدند .جهت انجام مراحل ت-4
 

  مراحل استخراج  پلاسميد توسط كيت -13-2
درجه  4ودر دماي  rpm4000دقيقه با دور  15 بمدتمحيط كشت شبانه واجد پلاسميد  ml50مقدار -1

 سانتريفوژ گريده و محيط بصورت كامل خارج گرديد .

ورتكس و پيپت كاملا بصورت سوسپانسيون در مي آمد  بوسيلهرا به سلول ها اضافه و از  1 از بافر  ml 3مقدار-2
. 

دقيقه در دماي اتاق  5شده ، سپس به مدت  را اضافه نموده و به آرامي لوله معكوس  2از بافر   ml 3مقدار -3
 ژنومي مي شود.    DNAابنگهداري مي گردد. در اين مرحله نبايد ورتكس انجام گيرد زيرا سبب مخلوط شدن 
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دقيقه  5بار لوله به آرامي معكوس شده و سپس به مدت  5-7را اضافه نموده و فورا  3از بافر   ml 3مقدار -4

ژنومي و ساير اجزاء سلولي بصورت يك توده سفيد رنگ قابل  DNAروي يخ قرار داده شد. در اين مرحله 
 اير اجزاء مخلوط نگردد.ژنومي با س DNAمشاهده هستند. بايد دقت شود كه 

سانتريفوژ گرديد . پس از سانتريفوژ تجمع  rpm13000با دور  درجه 4دقيقه و در دماي  5تيوپ به مدت -5
 سفيد پروتئيني ظاهر مي شود.  

 ليزات به فيلتر سرنگ انتقال داده و دهانه در بالاي سرنگ قرار گرفت .-6

 تزريق شد .  DNA 4ه محتويات درون سرنگ به تيوپ فيلتر اتصالي ب-7

  .سانتريفوژ گرديد rpm3500دقيقه در دماي اتاق و با دور  3به مدت   DNAتيوپ فيلتر اتصالي به -8

 قرار داده شد. ml50  5روي تيوپ آزمايش   DNAمايع زيرين دور ريخته و مجددا تيوپ فيلتر اتصالي به -9

دقيقه در دماي اتاق و  3اضافه نموده و به مدت به مدت   DNAتيوپ فيلتر اتصالي به  4از بافر  ml  10مقدار-10
 سانتريفوژ شد. rpm3500با دور 

قرار گرفت. در  ml50روي تيوپ آزمايش     DNAمجددا تيوپ فيلتر اتصالي به  و مايع زيرين را دور ريخته-11
 اين مرحله نمك ها و اجزاي محلول جدا مي شوند . 

 .درا تكرار گرد 11و  10مراحل -12

دقيقه جهت برداشت اضافه  5براي مدت  rpm3500با سانتريفوژ مضاعف   DNAتيوپ فيلتر اتصالي به -13
 اتانول خشك گرديد . 

 ديگر انتقال داده شد . ml50به تيوپ آزمايش   DNAتيوپ فيلتر اتصالي به -14

   6دقيقه براي خالص سازي 5اضافه نموده و مدت   DNAرا به مركز فيلتر اتصالي به  5از بافر  ml 1مقدار-15
. زمان داده شد. اگر پلاسميد غليظ تري مورد نياز باشد مقدار كمتري بافر خالص سازي اضافه مي گردد

محصول پلاسميد كافي نخواهد  ،باشد kb  10ازيا بزرگتر  داشته باشد وهمچنين اگر پلاسميد تعداد كپي كمي 
 تا كارايي تخليص افزايش يابد . شودرجه گرم مي د 60بنابراين محصول خالص سازي در دماي  .بود

دقيقه و در دماي اتاق سانتريفوژ شد. براي بدست آوردن كيفيت  5به مدت   rpm3500پلاسميد با دور -16
  بالاتري از پلاسميد نمونه دو بار خالص سازي و سپس تغليظ مي گردد . 

  

                                                            
4 DNA binding filter 
5 Test Tube 
6 Elution 
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 7مراحل ترانسفكت -14-2

) CalPhos™ Mammalian Transfection Kit  , Cat. No.631313ت اختصاصي (جهت انجام مراحل ترانسفكت از كي
  استفاده گرديد. 

در پليت هاي  مربوطه قرار گيرند و در روز و فلاسك كشت  ، درروز قبل از ترانسفكت يكسلول ها بايد  -
 موجود باشد. mm35 در پليت بايد سلول   105×4% باشند. معمولا  50-80ترانسفكت 

ميلي ليتر محيط كشت  2الي سه ساعت قبل از ترانسفكت ، محيط كشت در پليت هاي ترانس فكت با بين نيم  -
 قرار گرفت .  mm 35تازه در هر پليت  

 بصورت جداگانه در ميكروتيوپ هاي استريل آماده گرديدند .  Bو  Aبراي هر ترانسفكت محلول هاي  -

 
 
 
با دقت و  -

 بصورت قطره قطره اضافه مي گردد . Aرا ورتكس نموده، در حاليكه محلول  Bآرامي محلول 

 دقيقه در دماي اتاق انكوبه گرديد . 20مدت  بهمحلول ترانسفكت   -

 lµمحلول به صورت قطره قطره به پليت اضافه شد (مقدار به آرامي محلول ترانس فكت را ورتكس نموده و -
 اضافه مي گردد) .   mm  35پليتبه هر   از محلول ترانسفكت 2000

 تا محلول ترانسفكت بصورت مساوي توزيع گردد.  دادهبه آرامي پليت ها به جلو وعقب حركت  -

 گيرد. يقرار م Co2در انكوباتور  37˚ساعت در دماي 12الي  2پليت ها به مدت  -

 شستشو داده شد . PBS(1X)9فسفات را خارج نموده و سلول ها  با  –محيط حاوي كلسيم  -

تا زمان لازم درجه   37سي سي محيط رشد كامل واجد سرم تازه تغذيه شده و در دماي  2پليت ها  با  -
 نگهداري مي گردد . 

ساعت انكوباسيون بررسي  72الي  24پس از گذشت ، بيان موقت ژن يا آغاز انتخاب ترانس فكت هاي پايدار -
 گرديد . 

 
  RNAاستخراج  -15-2

و  luxB pcDNA3.1+ / neo/و  luxA  /pcDNA3.1+ / hygپس از طي مراحل ترانسفكت و انتقال پلاسميد هاي 
رشد داده  FCS10%و  RPMI، سلول ها در محيط كشت  NIH 3T3به سلول هاي   +pcDNA3.1 پلاسميد كنترل
ي كه در محيط كشت به صورت تك لايه اي رشد كرده بودند توسط ئينكه كيفيت رشد سلول هاشدند. پس از ا

                                                            
7 Transfection 
8 HEPES Buffered Saline 
9 Phosphate Buffered Saline 

Solution B Solution A 
HBS8 (2X)     100µl 2-4 µgr plasmid 

12/4 Ca++ solution (2M) 
Total volume   100 µl
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توسط پرايمرهاي  RT 10  استخراج و با واكنش NIH 3T3سلول هاي  RNAتائيد گرديد،   Invertميكروسكوپ  
زنجيره  سنتز شده در واكنش cDNAمتعاقبا از  .) ساخته شدcDNAمكمل ( DNAمورد نظر  mRNAاختصاصي از 

  اي پلي مرازي جهت تكثير قطعات مورد نظر استفاده گرديد.
انجام  RNA ،QIAGEN RNeasy Mini Kitمطابق پروتوكل زير و با استفاده از كيت استخراج   RNAاستخراج 

  گرفت:
 دقيقه سلول 5مدت  بهrpm 3000 ، سلول ها از سطح فلاسك كنده شده و بعد با سانتريفوژ cell scraperتوسط  -

  ها رسوب داده شده و مايع رويي كه محتويات محيط كشت بودند دور ريخته شد.
اضافه گرديد تا سلول ها  RLTاز بافر  lµ600به رسوب سلولي بر اساس مقدار تقريبي سلول هاي رشد كرده،  -

 هضم شوند. سلول ها ورتكس شده و با انجام پيپتاژ مخلوط شدند تا به صورت هموژن در آيند.

 بخوبي با پيپتاژ مخلوط گرديد.   و به آن اضافه گرديد ٪70لول ليز شده حاصل، اتانول هم حجم س -

  ثانيه سانتريفوژ گرديد. 15و به مدت  rpm 10000دورانتقال داده شد و با  RNeasyمخلوط بدست آمده به ستون  -
ثانيه سانتريفوژ  15مدت  و به rpm 10000دوربه ستون اضافه شده و با  RPEدور ريخته شده و بافر  11زيرين مايع -

  گرديد.
و  rpm 10000دوربا سپس به ستون اضافه شد و  RPEزيرين دور ريخته شده و براي دومين بار بافر  مجددا مايع -

  دقيقه سانتريفوژ گرديد. 2به مدت 
به ستون اضافه شده و با  RNaseاستريل قرار داده و از آب فاقد  ml 5/1ستون را برروي يك ميكروتيوب -

  سلول ها استخراج گرديد. RNAاز اين طريق   دقيقه سانتريفوژ گرديد 1و به مدت  10000rpmدور
-  RNA  استخراج شده از سلول هايNIH 3T3 در واكنش ،RT  براي نسخه برداري معكوس و تهيهDNA  مكمل

  مورد استفاده قرار گرفت. مقدار محلولهاي مورد استفاده در واكنش به صورت زير است:
  
  

تركيبارمقد
10µl RNA 
1 µl dNTP (100Mm )
0/5 µl (100 unit) SuperScript III reverse transcriptase Reverse Transcriptase 
1 µl Primers (specific) 
4 µl RT Buffer 5x 
3/5 µl D.W. 
20 µl Total volume 

 

                                                            
10 Reverse Transcriptase 
11 Flow throght 
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وس براي تكثير قطعات مورد نظر به بدست آمده در واكنش ترانس كريپتاز معك PCR  :cDNAانجام واكنش 
 الگو جهت تكثير در واكنش زنجيره اي پلي مراز مورد استفاده قرار گرفت. DNAعنوان 

PCR Buffer (10X)   3µl (1X) 
dNTp (10mM)       1 µl  
Mgcl2 (50 mM)    1 µl  
Primer R/F   2 µl  
cDNA       5 µl    
Taq DNA polymerase  0/25 µl (1U) 
dH2o     18 µl 

..................................................................................................................................................  
 30 µl                                                                        Total volume                                  PCR    

  
  كني زيستي فا آماده سازي سلول ها جهت بررسي نور-16-2

جهت بررسي سازه هاي ژنتيكي تهيه شده از نظر خصوصيت كاركردي يعني توانايي انجام نورافكني زيستي در 
همچنين استفاده از  ،NIH3T3شرايط متفاوت ترانسفكت به سلول هاي و حضور سوبستراي مربوطه (دكانال)

 براي اين منظور. مختلف انجام گرفت كهاي  نئومايسين و هيگرومايسين آزمايشغلظت هاي مختلف آنتي بيوتي
  سه عدد ميكروپليت كشت با شرايط زير آماده گرديد:

بصورت همزمان  luxB pcDNA3.1+ / neo/و luxA  /pcDNA3.1+ / hygميكروپليت پلاسميدهاي  يكدر  -1
و هيگرومايسين بصورت همزمان ولي با  ساعت آنتي بيوتيكهاي نئومايسين 24ترانسفكت شدند. پس از 

در روز ميكروگرم بر ميلي ليتر به هر ميكروپليت اضافه گرديد.  400و  300،  200،  100غلظت هاي متفاوت 
% 1سوبستراي دكانال ميكروليتر  25 ند،سلولهايي كه در محيط حاوي هر دو آنتي بيوتيك زنده ماندبعد به 

مورد بررسي قرار گرفته و سلول هاي  ساعت 18و  12، 6، 2زمانهاي اضافه شد و خصوصيات نورزايي در 
 نورزا با نمونه كنترل مقايسه گرديد. 

ساعت آنتي بيوتيك  24ترانسفكت شده و پس از  luxA /pcDNA3.1+ / hygپلاسميد  دوم، در ميكروپليت -2
پلاسميد   سپس ه گرديد.به هر ميكروپليت اضاف g/mlµ 300و  200، 100هيگرومايسين با غلظت هاي متفاوت

/luxB pcDNA3.1+ / neo 24ترانسفكت شده و پس از گذشت  ند،سلولهايي كه دراين محيط زنده ماند به 
. شدبه هر ميكروپليت اضافه  g/mlµ 300و  200،  100ساعت آنتي بيوتيك نئومايسين با غلظت هاي متفاوت 

، 6، 2يتر اضافه شد و خصوصيات نورزايي در زمانهاي ميكرول 25% و به ميزان 1در روز بعد سوبستراي دكانال 
 مورد بررسي قرار گرفت و سلول هاي نورزا با نمونه كنترل مقايسه گرديد .  ساعت 18و  12

ساعت آنتي  24ترانسفكت شده و پس از گذشت  luxB pcDNA3.1+ / neo/پلاسميد سوم، در ميكروپليت  -3
به هر ميكروپليت اضافه گرديد. پس از  g/mlµ 300و  200،  100بيوتيك نئومايسين با غلظت هاي متفاوت 

به سلول هاي زنده  luxA /pcDNA3.1+ / hygانتخاب سلولهايي كه دراين محيط زنده مانده اند پلاسميد  
و  200،  100ساعت آنتي بيوتيك هيگرومايسين با غلظت هاي متفاوت  24ترانسفكت شده و پس از گذشت 
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300 g/mlµ ميكروليتر  25% و به ميزان 1وپليت اضافه گرديد . در روز بعد سوبستراي دكانال به هر ميكر
مورد بررسي قرار گرفته و سلول هاي  ساعت 18و  12، 6، 2اضافه شد و خصوصيات نورزايي در زمانهاي 

 نورزا با نمونه كنترل مقايسه گرديد.

  
  سفكت شده و وسترن بلات در سلولهاي تران  SDS-PAGEانجام مراحل  -17-2

يك خانه از هر ميكروپليت  ، همزمان با بررسي شرايط نورزايي در هريك از ميكروپليت هاي ترانسفكت شده 
و وسترن بلات در نظر گرفته شد كه مراحل آماده سازي سلول ها جهت انجام  SDS-PAGEنيز جهت آزمايشات 

  اين آزمايشات به قرار زير مي باشد :
ميلي ليتري استريل انتقال  5/1از كف فلاسك تراشيد شده و به يك ميكروتيوپ 12ريپرابتدا سلول ها توسط اسك-

 يافتند . 

 دقيقه در دماي محيط سانتريفوژ شدند. 5و به مدت  rpm 8000شرايطسپس سلول ها در 

 از بافر ليز مخصوص پروتئين اضافه شد lµ50مايع رويي بصورت كامل خارج گشته و به رسوب حاصل مقدار -

)SDS 1% , Tris 5mM. ( 

 از طريق انجام پيپتينگ نمونه بصورت  يك سوسپانسيون يكنواخت در آمد .-

 بار سونيكه شد . 20جهت كامل شدن مراحل ليز سلولي نمونه به مدت -

درجه در يك بشر آب  70-80دقيقه در دماي  5از بافر لودينگ به نمونه اضافه نموده و به مدت  lµ10مقدار -
 شد . حرارت داده 

  آنتي بادي اختصاصي لوسي فراز نيز بشرح ذيل انجام گرديد: بوسيلهو تشخيص  PVDFكاغذمراحل انتقال به 
  

   13تكنيك وسترن بلاتينگ -18-2
به طور كلي در ژنتيك مولكولي به عمل انتقال مولكول هاي تفكيك شده در الكتروفورز از ژل به روي يك 

ه مي شود. چنانچه هدف  انتقال پروتئين هاي  تفكيك شده از روي ژل به غشا ويژه بلات كردن  يا بلاتينگ گفت
  . )Shewry and Fido, 1998( غشا باشد به تكنيك وسترن بلاتينگ اطلاق مي گردد

و   هژل از دستگاه بيرون آورده شد بعد از لود كردن نمونه ها در ژل پلي آكريل آميد و خاتمه الكتروفورز،-1
در ابعاد ژل بريده و در بافر  PVDFشش كاغذ صافي و يك كاغذ  مي شود. سپسريده قسمت هاي اضافي ژل ب

  قرار داده شد . )X1 Towbin buffer(ترانسفر
سه كاغذ صافي آغشته به بافر در كف دستگاه سمي دراي كه از بافر پر شده است قرار داده شد و سپس روي -2

بريده شده روي كاغذ مربوطه قرار گرفت (در  اين مرحله سپس ژل  .آغشته به بافر گذاشته شد  PVDFآن كاغذ 
                                                            
12 Cell Scraper 
13 Western Blottting 
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در نهايت سه كاغذ صافي آغشته به بافر باقي  .بايد دقت شود كه هيچ حبابي بين كاغذ و ژل وجود نداشته باشد)
  مانده روي ژل قرار گرفت .

لا و قطب مثبت در ميلي آمپر  برقرار شد ( در دستگاه مورد استفاده قطب منفي در با 200ولت و  10جريان-3
پايين قرار دارد و از آنجائيكه پروتئين ها داراي بار منفي هستند به سمت قطب مثبت كه در پايين قرار دارد 

  صورت مي گيرد.) PVDFحركت مي كنند وبه اين ترتيب انتقال به كاغذ 
انتقال داده    UV croos likerدستگاهاز ژل و كاغذ صافي جدا شده و به  PVDFساعت كاغذ  2بعد از گذشت -4

  شد تا باندهاي انتقال يافته تثبيت گردند .
از ظرف   TBSTشستشو شد ،   rpm200 دقيقه در شيكر با دور  10به مدت   TBST1Xكاغذ مذكور با محلول -5

به  TBS1Xبادقيقه شستشو شد، عمل شستشو    10به مدت  TBST1Xخارج شد وكاغذ مورد نظر يك بار ديگر با  
  دقيقه پيگيري شد. 10مدت 

  نگهداري شد.   rpm  80ساعت درشيكر با دور  1منتقل شد و به مدت   Blockingمحلولكاغذ به ظرف حاوي -6
  تكرار گرديد. 5مراحل شستشو طبق مراحل ذكر شده در مرحله -7
(رقت 1000/1)  با رقت HRPآنتي بادي  پلي كلونال عليه لوسي فراز باكتري ويبريو فيشري (كانجوگه با -8

محلول  lμ 600 وcc  20    TBS1Xتعيين گرديد .) در Dot Blottingمناسب مورد استفاده آنتي بادي توسط روش  
Blocking  به ظرفي كه كاغذ و تهيه گرديد PVDF  ساعت در  2در آن قرار داشت افزوده گشته و  به مدت

 انكوباتور شيكر دار ، قرار داده شد.

  شستشو داده شد.  rpm  200  دقيقه در شيكر با دور 10به مدت   TBST1Xمرتبه با محلول  PVDF 5كاغذ  - 9
سي سي آب مقطر آماده گرديد و كاغذ در آن قرار داده شد  20با  pH=7.6مولار با  1تريس   lµ500مقدار   -10

ظرف دور از تابش نور  بطور همزمان به آن اضافه گرديد ، پس از بستن درب DAB، سپس پراكسيد هيدروژن و 
  شدند .   Shakeدقيقه  10و به آرامي به مدت 

مورد بررسي و ارزيابي  PVDFپس از شستشوي كاغذ با آب ديونيزه باند قهوه رنگ ظاهر شده بر روي كاغذ  - 1
 قرار گرفت.

  
  



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ٢٢
 

  نتايج-3
  كشت اختصاصي باكتري ويبريو فيشري  -1-3

كشت ساعت  24بمدت   Cº25-20شت اختصاصي و در دماي در محيط ك  (ATCC7744)باكتري ويبريو فيشري
 –ژنومي باكتري با روش فنول  DNAاستخراج  .روي پليت، كلني هاي نورزا ظاهر گشتند بطوريكه برداده شد 

  DNAكيفيت و كميت . )1(شكلالكترفورز گرديد درصد 8/0حاصل در ژل آگارز   DNAكلرفرم انجام و 
 DNAدرجه ذخيره گرديد. غلظت  4در دماي اندازه گيري و سپس  ومترتوسط دستگاه بيوفوتاستخراجي 

  نانوگرم بود. 70تا  40استخراج شده بين
  

  
   درصد 8/0ژل آگارز  بر رويژنومي باكتري ويبريو فيشري  DNA  :1شكل 

  
 

     luxABژن   PCRواكنش -2-3
DNA ژن  ثيرجهت تك ژنومي باكتري ويبريو فيشريluxAB پرايمرهاي اختصاصي  باFuxlA   وRluxB ،PCR   شد و

 2000اندازه قطعات تكثير شده در تمام نمونه ها الكتروفورز گرديد.  درصد 5/1در ژل آگارز    PCRمحصول 
نظر در اثر مضاعف شدگي ژني ايجاد گرديده اند و تقريبا از  luxBو  luxAبا توجه با اينكه ژن هاي  جفت باز بود.

% همومولوژي بين آنها وجود دارد ، نواحي ابتدايي اين دو ژن نيز شباهت بسياري به يكديگر داشته و  30توالي 

21



 ٢٣)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

متصل گرديده و علاوه بر قطعه  luxBمي تواند به ابتداي ژن   FluxAپرايمر  ،در نتيجه در برخي از واكنش ها
luxAB  ، قطعهluxB  ده شده است. نشان دا 2گردد كه در شكل نيز تكثير  

  
 bpبا اندازه   uxA: ژن  2و1ستون درصد.  5/1ژل آگارز  بر روي luxABو  luxA  ،luxBژن الكتروفورز  :2شكل

: ماركر وزن  5ستون . bp  2040اندازه  luxABهمزمان با ژن  bp  980با اندازه  luxB: ژن  4و3ستون . 1060
  .bp  2040به تنهايي با اندازه luxAB: ژن  7ستون . bp  980به تنهايي با اندازه luxB: ژن  6ستون . 100مولكولي 

  
 pTZ57R/luxABغربالگري پلاسميد نوتركيب  -3-3

 و محصول واكنش ليگاسيون انجام گرديد T-vector، واكنش اتصال با  luxABپس از خالص سازي ژن  

pTZ57R/luxAB  روي پليت آگار حاوي X-galوIPTG گرديد. در روز بعد كلني هاي سفيد  وآمپي سيلين پخش
بر روي پليت نمايان گشتند. كلني هاي سفيد حاوي  3(نوتركيب) و آبي (غير نوتركيب) مطابق شكل

گالاكتوزيداز اين ژن غير فعال  – βدر محل ژن  luxABپلاسميدهايي هستند كه در آنها به علت قرار گرفتن ژن 
 – βاما در كلني هاي آبي رنگ ژن . را متابوليزه نمايد X-galنمي تواند  IPTGاء كننده شده و در حضور الق

  را متابوليزه نمايد.  X-galمي تواند  IPTGگالاكتوزيداز دست نخورده بوده و در حضور القاء كننده 

1 2 3 4 6 7 5



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ٢٤
 

  
  و آمپي سيلين IPTGو  X-galليت  آگار واجد كلون هاي نوتركيب (سفيد) و غير نوتركيب (آبي) در پ :3شكل

  
4-3- PCR  نوتركيب  پلاسميد 

هاي سفيد مشكوك به داشتن پلاسميد نوتركيب  از كلني استخراج پلاسميد به روش ليز قليايي ،در مرحله بعد
و تعيين رقت مربوطه،  درصد 8/0پس از بررسي كيفيت پلاسميد هاي حاصل در ژل آگارز  .انجام گرفت

انجام گرفت و محصولات حاصل از واكنش مطابق  RluxB  و  FluxAتوسط پرايمرهاي اختصاصي   PCRنش واك
در مقايسه با   luxABقطعه مربوط به bp 2040سپس باند  .گرديدالكتروفورز  درصد 5/1در ژل آگارز  4شكل

  ماركر وزن مولكولي تائيدگرديد. 
  

Blue 

white 



 ٢٥)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

  
درصد.  5/1و الكتروفورز ژل آگارز  PCRروش  با pTZ57R/luxAB نوتركيب تائيد كلونينگ پلاسميد   :4شكل 

  .bp   100: ماركر وزن مولكولي 3ستون  . pTZ57R/luxAB پلاسميد نوتركيب: 2و1ستون 
  
   pTZ57R/luxAB برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب  -5-3

حدود الاثرتعبيه واكنش هضم آنزيمي توسط آنزيم هاي م  PCRپس از تائيد كلني هاي سفيد نوتركيب توسط
با  luxABانجام گرفته  و قطعه   pTZ57R/luxAB براي پلاسميد نوتركيب  KpnI و  BamHIگشته در دو سر قطعه  

در    insertمي تواند پس از تخليص از ژل بعنوان  bp 2040  luxABاز آن خارج گرديد.  قطعه   bp2040 طول 
الكتروفورز پلاسميد نوتركيب و همچنين قطعه خارج  5. در شكلواكنش اتصال با وكتور مورد استفاده قرار گيرد

 نشان داده شده است.  ) luxABاز آن ( شده
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هضم  : 2و1ستون  .توسط  روش هضم آنزيمي pTZ57R/luxAB نوتركيب تائيد كلونينگ پلاسميد  - 6-4شكل 

  .100bp ماركر وزن مولكولي :3ستون  . BamH1, Kpn1آنزيمي پلاسميد نوتركيب توسط آنزيم هاي 
  

  ساب كلون  -6-3
)، واكنش هضم آنزيمي بصورت همزمان   pET Duet-1 )  در وكتور بياني ( insert )luxABجهت ساب كلون قطعه 

همراه  luxABانجام و قطعه خارج شده  KpnI و BamHIو وكتور توسط آنزيم هاي   pTZ57R/luxABروي پلاسميد
تور خطي از ژل بريده شدند. پس از تخليص از ژل، واكنش اتصال بين آنها انجام گرفت. در روز بعد تك با وك

 صحت وجود قطعه .مايع واجد آمپي سيلين كشت داده شد LBكلني هاي هاي موجود روي پليت  در محيط 

luxAB وپلاسميد هاي نوتركيب توسط  هساب كلون شدPCR  ين از طريق باپرايمرهاي اختصاصي و همچن
  تائيد گرديد. 6واكنشهاي هضم آنزيمي مطابق شكل

  
  
  
  

1 2 3

3000b
2000b

Line

supercoil 

luxAB 



 ٢٧)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

  
  
 
 
  

  . pET Duet-1 در پلاسميد  luxABتائيد ساب كلون قطعه  :6شكل
 (A 100. ماركر وزن مولكولي : 1ستونbp  نوتركيب پلاسميد: 2ستون pTZ57R/luxAB  كه باندbp1060  را نشان مي

   را نشان مي دهد. bp2040كه باند  pTZ57R/luxAB نوتركيب پلاسميد:  3ستون  .دهد
B ( هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيبpET Duet-1/luxAB.  قطعه  :  3و1ستونluxAB  پلاسميد نوتركيب 4و2. ستون :

  .100bp ماركر وزن مولكولي:  5ستون  .بدون تاثير آنزيم
  
  بيان ژن  -

و هضم آنزيمي تائيد شده اند به سلول هاي  PCRكنش كه توسط وا  pETDuet -1/luxABپلاسميدهاي نوتركيب 
 ، mM1( IPTG() ترانس فورم شدند. پس از القاء اين سلول ها توسط  JM109وBL21  ، Nova Blueبياني مختلف (

براي پلاسميد نوتركيب و همچنين پلاسميد فاقد قطعه  )ساعت 5و3و0نمونه برداري در زمان هاي مختلف (
الكترورفورزگرديدند. پس از اتمام   SDD-PAGE% 12گرفته و نمونه هاي پروتئيني در ژل بعنوان كنترل انجام 
كيلو دالتوني ظاهر  76و  40،  36باند پروتئيني  3اميزي ژل توسط رنگ كوماسي بلو،  الكتروفورز و رنگ

 پروتئين 7كلرا تائيد كردند. بر اساس ش luxABو  luxAو  luxBگرديدكه به ترتيب بيان پروتئيني ژن هاي 

luxAB قبل از القاء باIPTG  ساعت پس از القاء با  5و  3بيان محدودي داشت و به تدريجIPTG،  ميزان بيان افزايش
سه ساعت  و تا  luxB و پروتئينساعت  5در زمانهاي صفر و   luxA. بعلاوه نتايج نشان دادكه پروتئين يافت

ن داشتند.  همچنين بهترين ميزان بيان پروتئيني را ترانس فورم افزايش بيا IPTGساعت پس از القاء با  5حدودي 
  درمقايسه با دو رده سلولي ديگر نشان دادند . Nova Blueبه سلول هاي  pETDuet -1/luxAB پلاسميد

 

1 3 2 

B 
A 
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: ليزسلول باكتريايي فاقد 1ستون درصد.  SDS-PAGE  12  در ژل الكتروفورز پروتئين لوسي فراز :7شكل

  pET Duet-1/luxAB : ليزسلول باكتريايي واجد پلاسميد نوتركيب 2ستون . كنترل) يب ( بعنوانپلاسميد نوترك
 pET Duet-1/luxAB : ليزسلول باكتريايي واجد پلاسميد نوتركيب  3ستون . (زمان صفر)   IPTGقبل از القاء با 

پنج   pET Duet-1/luxAB نوتركيب  : ليزسلول باكتريايي واجد پلاسميد 4ستون .  IPTGسه ساعت بعد از القا با 
  .  IPTGساعت بعد از القا با 

 
   )Western Blotting(وسترن بلات  -7-3

آزمايش دات بلات رقت هاي مختلف  جهت انجام تست وسترن بلات و تائيد پروتئين لوسي فراز، ابتدا توسط
بعنوان  1:1000كه در نتيجه رقت ) آنتي بادي مورد بررسي قرار گرفت 1:4000و  1:2000، 1:1000، 1:500(

رقت مناسب تائيد گرديد. سپس طي مراحل آشكار سازي با استفاده از همين رقت (يك آنتي بادي لوسي فراز 
) واكنش بين آنتي بادي و آنتي ژن  انجام گرفت و به صورت يك باند IgG HRPپلي كلونال كانجوگه شده با 

 5و  3پس ازگذشت   IPTGدر نمونه هاي القاء شده با  luxABپروتئين  كيلو دالتوني مربوط به 76  قهوه اي رنگ
 . ) 8(شكل ساعت از زمان القاء ظاهر گرديد كه نمونه كنترل فاقد آن بود



 ٢٩)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

 

1 3 2 

76KD 

  
واجد پلاسميد نوتركيب پس  Nova Blue : محيط كشت حاوي باكتري هاي  1ستون . وسترن بلاتينگ :8شكل

واجد پلاسميد نوتركيب  Nova Blue :: محيط كشت حاوي باكتري هاي2ستون  .IPTG ساعته توسط 3القاء  از
فاقد پلاسميد  Nova Blue : محيط كشت حاوي باكتري هاي 3ستون  .IPTG ساعته توسط 5پس از القاء 

  .نوتركيب (كنترل)
 

 PCRبا   luxB و luxAژن هاي تكثير  -8-3

توسط پرايمرهاي اختصاصي  luxBو  luxAژنهاي هر يك از  ژنومي باكتري ويبريو فيشري DNAپس از استخراج 
  . ) 9شكل ( بود  950bp با  luxBو ژن  bp 1060با   luxAژن  كه نتيجه آنتكثير گرديد   PCRواكنش  با
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3 2 1 5 4 

3000bp 

1000bp 

  
  
  
  
 

 جفت باز. 980) با اندازه B( luxBجفت باز و ژن   1060با اندازه  )luxA )A  ژن الكتروفورز   :9شكل 

 
  
   luxBو  luxAي  ژن هاي تعيين توال  -9-3

در ژل آگارز ، قطعات مورد  luxBو  luxAهايو بررسي محصول حاصل از تكثير ژن  PCRپس از انجام  واكنش 
و  luxAنظر از ژل بريده و پس از  تخليص ، تعيين توالي گرديد . نتايج اين توالي يابي به ترتيب براي ژن هاي 

luxB   95  ي مربوط به ژن هاي يكساني را با توال درصد 89وluxA (NC_006841.1)   وluxB (NC_006841.2) ( 
  .)11و  10(شكل نشان داد  pubmedدر بانك ژن موجود 

 

1 2 3 

3000 bp 

1000 bp 

B 

A 



 ٣١)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

 
 pubmedو مقايسه آن با توالي مربوطه در بانك ژن  luxAنتايج حاصل از تعيين توالي ژن  :10شكل 
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 pubmedنبا توالي مربوطه در بانك ژ و مقايسه آن luxBنتايج حاصل از تعيين توالي ژن  :11شكل 

  
 



 ٣٣)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

  و تائيد آن  pTZ57Rدر وكتور  PCRكلون سازي محصولات   -10-3

و بررسي صحت تعيين توالي قطعات  luxB و luxAحاصل از تكثير ژنهاي   PCRپس از خالص سازي محصول 
   تعاقبا محصول واكنش اتصال استفاده شد و م T-vectorبدست آمده جهت واكنش اتصال با  insert  ،تكثير يافته

pTZ57R/luxA  و pTZ57R/luxB  روي پليت هاي آگار حاوي X-galوIPTG  وآمپي سيلين پخش گرديد. در روز
 LBدر محيط  كلني هاي سفيد .بعد كلني هاي سفيد (نوتركيب) و آبي (غير نوتركيب) روي پليت نمايان گشتند

 وز بعد از طريق روش ليز قليايي پلاسميدها استخراج گرديدند.مايع واجد آنتي بيوتيك كشت داده شد و در ر

توسط پرايمرهاي اختصاصي و پرايمرهاي يونيورسال و  PCRاز طريق  pTZ57R/luxAتائيد كلني هاي نوتركيب  
صورت  13و  12شكل مطابق   luxAقطعه  5´در انتهاي  BamHIو KpnIهمچنين هضم آنزيمي توسط آنزيم هاي 

   پذيرفت .
  
 

  
  
  

  
 :: ماركر وزن مولكولي1ستون  PCR .   (Aروش  با pTZ57R/luxA تائيد كلونينگ پلاسميد نوتركيب  :12شكل 

   bpاندازه % كه قطعه اي با 5/1در ژل  پرايمرهاي اختصاصي با pTZ57R/luxAپلاسميد نوتركيب  2ستون 
توسط  bp   1200با اندازه pTZ57R/luxA: پلاسميد نوتركيب  3و 1،2ستون  )  B .را تكثير نموده است 1060

  .bp100 :  ماركر وزن مولكولي4%  تكثير گرديد ، ستون  5/1پرايمرهاي يونيورسال ستون در ژل آگارز 

1 2 3 4 

1000
1200

A

B

1 2 

1000bp 

A 
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2 3 1 

1000bp 

3000bp 

Released luxA 

 insert 

Supercoil 
linear 

 
ماركر وزن  :1ستون  . توسط روش هضم آنزيمي pTZ57Rدر پلاسميد  luxAتائيد كلون قطعه  :13شكل 
فرم خطي پلاسميد با  همچنين و  bp1060با اندازه   luxAقطعه خارج گرديده :  2ستون  . bp 100 مولكولي

  هضم آنزيمي.قبل از را  pTZ57R/luxA پلاسميد  نوتركيب:  3. ستون  bp2886 اندازه 
  

م پرايمرهاي اختصاصي و يونيورسال و همچنين هض با PCRاز طريق  pTZ57R/luxBتائيد كلني هاي نوتركيب 
  صورت پذيرفت :  15و  14شكل مطابق با    EcoRIو  BamHIآنزيم هاي  باآنزيمي 

  

  
با پرايمرهاي يونيورسال و   PCRاز طريق     pTZ57R/luxB  تائيد كلونينگ در پلاسميد نوتركيب: 14شكل 

با  luxBتكثير شده  PCRمحصول  : 7و6، 1،2،3،4ستون هاي  .%  5/1در ژل   PCR الكتروفورز محصولات 
  .bp 100 ماركر وزن مولكولي:  5ستون .  bp 1200اندازه

1 2 3 4 5 6 7

1000



 ٣٥)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  و هضم آنزيمي  PCRتوسط  pTZ57Rدر پلاسميد  luxBتائيد كلونينگ قطعه   :15شكل 
A   الكتروفورز پلاسميد نوتركيب ( pTZ57R/luxB  ژن   :1ستون  .%  5/1در ژلluxB  نوان كنترل مثبتبع .

 .: كنترل منفي 3ستون .پرايمرهاي اختصاصي با bp   980با اندازه  pTZ57R/luxB: پلاسميد نوتركيب  2ستون 
  . bp 100 : ماركر وزن مولكولي 4ستون 

B  هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب (pTZ57R/luxB.. ژن : 2و1ستون luxB با اندازهbp   980 فرم سوپركويل  و
 EcoR1 يا  BamH1شكل خطي پلاسميد پس از تاثير آنزيم محدور الاثر  : 3ستون  . bp   2886ا اندازهپلاسميد ب

  ماركر وزن مولكولي .:  5ستون . بدون تاثير آنزيم pTZ57R/luxBپلاسميد  نوتركيب : 4ستون  .
  

   PcDNA3.1+ / hygدر وكتور بياني  luxAساب كلون ژن  -11-3
بصورت همزمان  براي وكتور و قطعه انجام گرفت كه  BamHI و  KpnIآنزيم هاي واكنش هضم آنزيمي توسط  

شد. پس از  luxAمنجربه خارج گرديدن قطعه  pTZ57R/luxA نتيجه اين واكنش ها بر روي وكتور نوتركيب
تعدادي كلني سفيد در روز بعد بر روي پليت  ،و قطعه و انجام واكنش اتصال بين آنها  وكتور  DNAتخليص 

در وكتور   luxAساب كلونينگ قطعه  پس از تخليص اين پلاسميد ها تأييد .هاي حاوي آمپي سيلين ظاهر گشت
pcDNA3.1+ / hyg  هضم آنزيمي ،  با روشهاي مختلفي از قبيل 17و  16شكل  مطابقPCR   پرايمرهاي   توسط

  وكتورصورت پذيرفت.  پرايمرهاي يونيورسال  توسط   PCR و اختصاصي

B
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: ماركر وزن  1ستون . PCRتوسط  luxA/pcDNA3.1+ / hygساب كلونينگ پلاسميد نوتركيب  تائيد   :16شكل 
 .در سه كلوني نوتركيب مختلف بدست آمده از واكنش اتصال bp 1200تكثير قطعه :4و 2،3ستون  .مولكولي
:  6. ستون   +pcDNA3.1وكتور  MCS مربوط به ناحيه bp 150تكثير يك قطعه  شاملكنترل منفي : 5ستون 

  PCR .كنترل مثبت
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1 2 3 4 

5450bp 

1200bp 

1000bp 

Released luxA 

Linear form 

  
پلاسميد  توسط هضم آنزيمي luxA/pcDNA3.1+ / hygساب كلونينگ پلاسميد نوتركيب  تائيد :17شكل

همچنين فرم  bp 1060با اندازه   luxA: قطعه خارج گرديده  3و 1. ستون   luxA/pcDNA3.1+ / hygنوتركيب 
ماركر وزن  : 4ستون  .: پلاسميد  نوتركيب بدون تاثير آنزيم 2. ستون bp 5450هخطي پلاسميد با انداز

 . bp 100مولكولي 

 
 

    PcDNA3.1+ / neoدر وكتور بياني  luxBساب كلون ژن  -12-3
بصورت همزمان  براي وكتور برروي پلاسميد BamHI و    EcoRIآنزيمهايهضم آنزيمي توسط  واكنش 

PcDNA3.1+ / neo  ي قطعه بر روي  پلاسميد و برا pTZ57R/luxB  انجام گرفت . پس از تخليصDNA و   وكتور
تعدادي كلني سفيد بر روي پليت هاي حاوي آمپي سيلين در روز بعد قطعه و انجام واكنش اتصال بين آنها، 

از    / +neo pcDNA3.1در وكتور  luxBساب كلونينگ قطعه  ظاهر گشت كه پس از تخليص اين پلاسميد ها تأييد
وكتور صورت  پرايمرهاي يونيورسال  توسط   PCR و پرايمرهاي اختصاصي  توسط   PCRطرق متفاوتي همچون

 .)18(شكل پذيرفت
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تكثير :  5و3،4ستون . PCRتوسط  luxB/pcDNA3.1+ / neoساب كلونينگ پلاسميد نوتركيب  تائيد  :18شكل 
پلاسميد هاي غير : 7و 1،2،6لوني مختلف حاصل از واكنش اتصال. ستون در سه ك bp 1200 luxBقطعه

  .نوتركيب بعنوان كنترل منفي

  
  ترانسفكت سازه هاي نوتركيب به سلول هاي يوكاريوتي   -13-3

اين سازه هاي ژنتيكي  ، luxB pcDNA3.1+ / neo/و  luxA /pcDNA3.1+ / hygپس از تائيد پلاسميد هاي  نوتركيب  
غلظت  در نهايت ه واستخراج گرديد midi prepكيت تخليص سپس توسط بصورت شبانه كشت داده شد وابتدا 

(رده سلولي فيبروبلاستي)  NIH3T3مناسب هر يك جهت ترانسفكت تعيين گرديد. در اين مطالعه سلول هاي 
سلولي  RNAپس ترانسفكت استفاده گرديد. س براي كشت داده شد و از آن Co2در انكوباتور 19مطابق شكل 

 / +luxB pcDNA3.1/ و luxA /pcDNA3.1+ / hygدر پليت هاي حاوي پلاسميد  RT-PCRاستخراج و پس از انجام 

neo و همچنين پلاسميد ، pcDNA3.1+   فاقد قطعه بعنوان نمونه كنترل بصورت همزمان توسط پرايمر هاي
  .رفتانجام گ  PCRواكنش  luxBو   luxAاختصاصي هر يك از ژن هاي 

 

1 2 3 4 5 6 7 
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نشان دادند كه اولا زمان قرار گيري پليت ها در  NIH3T3همچنين نتايج حاصل از ترانسفكت در سلول هاي  
ساعت باشد و ثانيا بهترين زمان بيان و انتخاب  4-5انكوباتور پس از اضافه گرديدن محلول ترانسفكت بايد 

  بعد ازانجام ترانسفكت مي باشد.   24ترانس فكت ها پس از گذشت 
  

  
  NIH3T3: سلول هاي  19شكل

  
  بررسي خصوصيات نورزايي در سلولهاي ترانسفكت شده -14-3

جهت بررسي خصوصيات كاركردي سازه هاي ژنتيكي تهيه شده از نظر فعاليت نورزايي، اين پلاسميدها 
آنتي  قالانتساعت از انجام  24شدند. پس از گذشت  منتقل NIH 3T3بصورت همزمان به سلولهاي فيبروبلاستي 

ميكروگرم بر ميلي ليتر به  400و300، 200، 100بيوتيك هاي هيگرومايسين و نئومايسين  با غلظت هاي متفاوت 
ساعت و انتخاب  24خانه هاي مجزايي از ميكروپليت واجد هر دو پلاسميد اضافه گشتند. پس از گذشت 

بعنوان سوبستراي مورد نياز جهت واكنش  درصد1ميكروليتر دكانال  25سلولهاي واجد هر دو پلاسميد، ميزان 
ساعت پس از اضافه سازي  18و 2،6نورافكني زيستي به سلول ها به اضافه شد و شرايط نورزايي در زمان هاي 

  مورد ارزيابي قرار گرفت. invert سوبسترا توسط ميكروسكپ فلورسانت 
ازي سوبسترا واكنش نورزايي آغاز شده ساعت از اضافه س 2پس از گذشت  20نتايج نشان دادند كه مطابق شكل 

ساعت ميزان نورزايي افزايش قابل ملاحظه اي را نشان  6و قابل مشاهده مي باشد .به تدريج با رسيدن به زمان 
  داده و به اوج خود مي رسيد. 
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 ي سوبستراي دكانال :پس از اضافه ساز NIH3T3خصوصيات نورافكني زيستي در سلولهاي  :20شكل 

 6گذشت بعد از   D,E,Fاشكال  % به سلولها .1ساعت از اضافه سازي دكانال  2گذشت بعد از  A,B,Cاشكال
  .ساعت  18گذشت  بعد از   G,H,Iاشكال .ساعت 

  
  بررسي بقاء سلولهاي ترانسفكت شده در محيط انتخابي  -15-3

و  ) α )/luxA pcDNA3.1+ / hygبيان كننده زير واحد  جهت بررسي مدت زمان پايداري پلاسميدهاي نوتركيب
 NIH 3T3) آنزيم لوسي فراز، اين سازه ها به سلولهاي فيبروبلاستي β )/luxB pcDNA3.1+ / neo زير واحد

غني شده با سرم تغديه گشتند. در روز بعد   RPMIساعت با محيط كشت  5ترانسفكت شده و پس از گذشت 
  شدند.غلظت هاي متفاوت آنتي بيوتيك هاي هيگرومايسين و نئومايسين  انتخاب متعاقبا سلول ها توسط 
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تعداد سلولهاي هر پليت  ،آنتي بيوتيكها كردنساعت از اضافه  24نتايج نشان داد با وجود اينكه پس از گذشت  
     g/mlµكاهش يافته بود اما  تفاوت قابل ملاحظه در اضافه سازي غلظت هاي متفاوت آنتي بيوتيكي (

ه كه شدپليت ذكر  3اما  در بين   .) در سلولهاي متفاوت تراسفكت شده  هر پليت وجود نداشت300,200,100
بدين ترتيب كه در  .بودند تفاوتي در بين سلولهاي زنده مشاهده گرديدشده با سه شرايط متفاوت ترانسفكت 

 luxB/و  luxA pcDNA3.1+ / hyg/ي ميكروپليت هايي كه پس از يك بار ترانسفكت همزمان دو پلاسميدها
pcDNA3.1+ / neo  بار ترانسفكت پلاسميدهاي  انتخاب آنتي بيوتيكي انجام پذيرفته بود ، در مقايسه با موارد دو

/luxA pcDNA3.1+ / hyg  و/luxB pcDNA3.1+ / neo  يا/luxB pcDNA3.1+ / neo  و/luxA pcDNA3.1+ / hyg  و
با آنتي بيوتيك تعداد سلول هاي زنده  بيشتري مشاهده گرديدند، كه علت  اين مساله سپس هر بار انتخاب مجزا  

مولار به سلول ها باشد كه پس از مدتي رسوب نموده و منجربه  2مي تواند اضافه سازي دو بار فسفات كلسيم 
 مرگ سلول ها مي گردد . 

  
16-3-SDS-PAGE    و وسترن بلات در سلولهاي ترانسفكت شده  

 درصدSDS-PAGE   12ژل  بر روي lµ 60نمونه تهيه شده مقدار ، ازتائيد بيان و توليد پروتئين لوسي فرازجهت 
 76يك باند پروتئيني  ،ساعت 2گرديد. پس از گذشت بوسيله رنگ كوماسي بلو رنگ اميزي و الكتروفورز 

انتقال   PVDFنمونه نيز به كاغد گرديد كه نمونه كنترل فاقد آن بود. همچنين بخشي از 21كيلو دالتوني مطابق 
كيلو دالتوني  76گرديد و  در طي مراحل وسترن بلات و توسط آنتي بادي اختصاصي لوسي فراز باند پروتئيني

  نمونه كنترل مشاهده نگرديد .  شناسايي گرديد كه در B25  - 4مطابق شكل 
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ماركر وزن :  1: ستون  .كوترانسفكت شده با پلاسميدهاي نوتركيب  NIH3T3سلولهاي  SDS-PAGE :21شكل
با  هسلولهاي ترانسفكت شد:  3ستون  .  NIH3T3لوسي فراز در سلولهاي  KDa 76پروتئين:  2مولكولي. ستون 

 .بعنوان نمونه كنترل pcDNA3.1+ / neoو  pcDNA3.1+ / hygپلاسميدهاي فاقد قطعه 
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  بحث و نتيجه گيري  -4
 به داخلي هاي پروتئين از بستري در توانند مي كه هستند گيري اندازه قابل فنوتيپ با هايي ژن گزارشگر ژنهاي

. اين گزارشگرهاي زيستي نه تنها مزيت كاستن فعاليت زمينه اي را در سلول ها دارا گردند شناسايي سهولت
، حساس ، قابل تكثير و به سهولت قابل  هستند ، بلكه سيگنال را از سطح سلول تكثير نموده و پاسخي سريع

و  in vivoترده جهت كاربرد هاي ستشخيص را ايجاد مي نمايند. در حال حاضر ژن هاي گزارشگر زيستي بطور گ
in vitro   جهت نشان دادن فعاليت رونويسي در سلولها، ياين ژن ها بعنوان شاخصمي گيرند. مورد استفاده قرار 

امروزه انواع و بعنوان يك روش غربالگري ژني مي باشند . سلولي، تنطيم رشد، تكثير ارتباطات سلولي، توسعه 
 كلرامفنيكل  ، )lacZگالاكتوزيداز ( β :متنوعي از اين ژن ها در دسترس مي باشند كه مهمترين آنها عبارتند از

 پروتئين ) ، blaلاكتامازlux( ،β – )لوسي فراز باكتريايي ( ، )lucحشرات ( فراز لوسي ،(CAT) ترانسفراز استيل

 Naylor, 1994 ; Jiang(  Uida A  (gusA , gurA)گلوكورونيداز βو   (phoA) فسفاتاز ،آلكالين  GFP) سبز( فلورسانت

 et al., 2008 ; Kohler et al., 2000( . 

تريايي بعنوان در بين تمامي ژن هاي لوسي فرازي كه تاكنون مورد مطالعه قرار گرفته اند، لوسي فرازهاي باك
. اين آنزيم يك  هترودايمر شكل فراوان ترين و شناخته شده ترين انواع از نظر فعاليت نورافكني زيستي مي باشند

را رمز مي نمايند. فلاوين منواكسيژناز  βو  αمي باشد كه به ترتيب زيرواحدهاي  luxBو  luxAگرفته از ژن هاي 
وگوس بوده و اكسيداسيون يك آلدئيد زنجيره بلند را در حضور در تمامي لوسي فراز هاي باكتريايي همول

فلاوين كاتاليز مي نمايد. بر خلاف سيستم هاي نورافكني شب تاب و رنيلا ، سيستم لوكس باكتريايي قادر به 
و آلدئيد آليفاتيك زنجيره بلند) جهت نورزايي مي باشد.  O2و  FMNH2ستنز تمامي سوبستراهاي مورد نياز خود (

نيز جزء محصولات طبيعي خود سلول    O2و  FMNH2مسئول سنتز سوبستراي آلدئيدي هستند و  luxCDEهاي ژن
  مي باشند. 

در طي سالهاي اخير تحقيقات گسترده اي در زمينه استفاده از ژن هاي گزارشگر بعنوان سيستهاي موثر در 
لوسي فراز هاي باكتريايي مي توانند  بعنوان  انجام گرفته كه نتايج اين تحقيقات نشان داده كه نورافكني زيستي

گزارشگرهاي ايدآل و منحصربه فرد و واجد مزاياي متعدد در سيستم هاي پروكاريوتي و يوكاريوتي مورد 
  استفاده قرار گيرند. مهمترين اين مزايا عبارتند از :

كوتاه در حد ثانيه و  حساسيت بالا ، وابستگي خطي شدت نورزايي به ميزان لوسي فراز و زمان آزمايش -1
 يا دقيقه. 

فقدان فعاليت اندوژنوس لوسي فراز در اورگانيسم هاي غيرنورزا امكان استفاده وسيع از ژن هاي لوسي  -2
 فراز را بعنوان گزارشگرهاي بيان ژني براي انواع سلول ها فراهم ساخته است.
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ارد كه امروزه شناساگرها به محدوديت كمي در زمينه تشخيص زمينه فنوتيپ يا حساسيت فيلم وجود د -3
اكسيدو ردوكتاز مجهز هستند كه امكان  FMNو  FMNH2تجهيزات تزريق سريع جهت مخلوط سازي با 

 ساطع سازي پيوسته نور را فراهم مي سازد .

و آلدئيد) جهت آزمايشات نورافكني زيستي بسيار ارزان بوده و  FMNقيمت سوبستراهاي مورد استفاده ( -4
 سهولت در دسترس مي باشند .سوبستراها  به 

بدون نياز به تخريب غشاء سلولي و از دست دادن قدرت  in vivoامكان اندازه گيري مستقيم عملكرد  -5
حيات سلولي وجود دارد . اهميت اين مساله در اين است كه امكان آناليز سريع بيان موقت ژني را تامين 

  مي نمايد . 
 Vibrio (photobacterium)فراز ها از باكتري هاي مختلفي همچون در حال حاضر ژن هاي رمز كننده لوسي  

fischeri   ،Vibrio(benekea) harveyi ،Photobacterium  phosphoreum   ،photobacterium leiognathi  و 
Xenorhabdus) luminescens     photorhabdus   جداسازي و كلون گرديده و خصوصيات آنزيمي مربوط به آنها با

نتايج حاصل از تحقيقات پيشين حاكي از آن همچنين ). Wilson, 1998( زئيات مورد مطالعه قرار گرفته استج
باكتريايي بصورت پروتئين هاي فيوژن    luxABاست كه گروه هاي متعددي در جهت بيان اجزاي سيستم لوكس 

 ,PBيا پلاسميد هاي متعدد همانند  در باكتري ويبريو فيشري pCK218شده دو زير واحد با يكديگر مثل  پلاسميد

pGMC12, pFIT001, Plx, pRS1105, pCVG  در ويبريو هارويي اقدام نموده اند )Geer and Szalay, 2002(.  
نه تنها استفاده از سيستم  pETDuet-1/luxABدر مقايسه سازه ژنتيكي طراحي گشته در تحقيق حاضر بصورت 

سلول هاي پروكاريوتي سهولت بخشيده است بلكه شرايطي را فراهم  لوكس را بعنوان يك آنزيم گزارشگر در
همچنين امروزه  بيان گردند. )T7ساخته كه در آن هر دوژن لوكس بتوانند بصورت همزمان از يك پروموتور (

مي دانيم كه بيان بالاي ژن هاي لوكس نيازمند يك پروموتور قوي و جايگاه اتصال ريبوزوم در روي وكتور 
 واجد هر دو مورد مي باشند. pTEDuet-1ستند تا ميزان محصول افزايش يابد كه وكتوربياني ه

و توالي بينابيني آنها  luxBو  luxAدر اين مطالعه سيستم پلي سيسترونيك لوكس از طريق كلون كردن ژن هاي 
ه در وكتور ) و به دنبال آن ساب كلون كردن قطعTA )pTZ57Rدر وكتور كلونينگ  bp2046بصورت يك قطعه  

لوسي فراز در سلول هاي بياني  βو  αسپس بيان پروتئين هاي رمز كننده زير واحد  .تهيه شد pTEDuet-1بياني  
Nova Blue  كيلودالتوني  76تائيد گشت كه تابحال گزارش نشده است . بعلاوه پروتئينluxAB   همراه پروتئين

كيلو دالتوني شناسايي  37و  40با اندازه هاي به ترتيب لوسي فراز  βو  α  هاي مربوط به زيرواحدهاي آزاد 
  αβكيلودالتوني  76لوسي فراز نيز علاوه بر پروتئين  βو  αشدند. نتايج نشان داد كه ميزان زيرواحدهاي آزاد 

كه اين زيرواحدها نيز از رونوشت لوكس و  استافزايش مي يابد كه تائيد كننده اين مساله  IPTGپس از القاء با 
  گردند . ترجمه مي Nova Blueدر سلوهاي بياني  pTEDuet-1) وكتور T7از همان پروموتور (
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بصورت طبيعي ژن هاي گزارشگر به توالي پروموتور در يك وكتور بياني متصل شده، به داخل سلول انتقال مي  
يمي آن مورد ، پروتئين يا فعاليت آنز mRNAيابد و سپس سلول ها جهت حضور گزارشگر از طريق بررسي 

آزمايش قرار مي گيرند. در اين جا مي توان از سازه ژنتيكي تهيه شده جهت بررسي عملكرد يك پروموتور 
در جايگاه هاي  ) از طريق روش هاي هضم آنزيميT7خاص استفاده نمود. چنانچه پرموتور وكتور مورد نظر(

ور مربوطه خارج گردد و توالي پروموتور مورد مربوط به  آنزيم هاي محدود الاثر با توجه به نقشه ژنتيكي وكت
مطالعه در اين جايگاه جايگزين گردد، در اين صورت مي توان از طريق بررسي كاركرد نورزايي ژن هال لوكس 
پس از اضافه نمودن سوبستراي مورد استفاده آنزيم  (دكانال) عملكرد پروموتور را مورد ارزيابي قرار داد. بعلاوه 

رزايي توسط دستگاه لومينومتر و مقايسه آن با نمونه هاي شاهد نيز مي تواند معياري كمي در سنجش ميزان نو
  جهت مقايسه در اختيار ما قرار دهد . 

از طرف ديگر در تحقيق حاضر بر خلاف بسياري از مطالعات قبلي  كه از نواحي آنزيمي موجود در طرفين 
پرايمر هاي اختصاصي طراحي شده  ژن هاي  ي گرديد،جهت مراحل كلونينگ استفاده مluxAB مجموعه ژني

luxA  بعنوان پرايمرforward  وluxB  بعنوان پرايمرreverse  جهت تكثير قطعهluxAB  استفاده گرديد كه دقيقا در
از بوده و به غير  bp2064 بنابراين قطعه تكثيريافته به اندازه .قرار گرفته اند luxABنواحي ابتدايي و انتهايي قطعه 

واجد هيچ توالي اضافي نبوده كه اين  luxBوابتداي ژن  luxAنوكلئوتيد در فاصله بين ژني درانتهاي ژن  40حدود 
  شرايط علاوه بر تسهيل مراحل كلونينگ ، امكان جهش زايي يك قطعه ژني بزرگ را نيز كاهش مي دهد. 

لوسي فراز  βو  αده زيرواحد هاي رمز كنن DNAو همكارانش انجام گرفت  Bladwinدر يك تحقيق كه توسط 
كلون شد و پلاسميدهاي  pBR322جدا گرديد و در پلاسميد  4kbباكتري ويبريو هارويي توسط يك قطعه 

 .كلني نورزا بدست آمد 12گرديدند. سپس تركيب دكانال اضافه شده و منتقل  RR1سويه  E.coliنوتركيب به   
د بررسي قرار گرفت نتايج نشان دادند كه ميزان نورزايي در حد نوع در يكي از كلني ها كه جزئيات نورزايي مور

نيز قادر به همانند   E.coliاصلي خود ويبريو هارويي نمي باشد و البته اين پلاسميد در هيچ باكتري ديگري غير از 
 يموتورهاپرو . مساله جالب توجه در مورد باكتري ويبريو فيشري اين است كه)Bahdwin, 1984(سازي نمي باشد

 صيتشخ در مراز يپل RNA توانايي مساله نيا ليدل.  باشند داشته كاركرد  E.coli در توانند يم اين باكتري لوكس
 يباكتر ريساكه  است   E.coli در يميتنظ يها مولكول اي ها ژن ي lux DNA در يسيرونو شروع يها گاهيجا
  فاقد آن هستند . نورزا يها

مي تواند بعنوان يك  pETDuet-1/luxABسازه ژنتيكي تهيه شده در تحقيق حاضر  هشدبا توجه به مطالب ذكر 
كاست گزارشگر در سيستم هاي پروكاريوتي مورد استفاده گرديده و پس از اضافه گشتن آلدئيد چرب 

سيستم (دكانال) به سلولها فنوتيپ نورزا را ايجاد نمايد . بيان ژن هاي لوكس درسويه هاي باكتريايي متفاوت يك 
حساس و ساده را جهت نمايان سازي رشد و همچنين توزيع باكتري ها در محيط زيست آنها فراهم مي سازد . 
بعلاوه با استفاده از ژن هاي لوكس بعنوان گزارشگرهاي بيان ژني قدرت و تنظيم رونويسي پروموتورهاي 
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هولت قابل تشخيص و اندازه گيري مي مختلف به سرعت قابل اندازه گيري بوده و نور ساطع گرديده  نيز به س
باشد . با توجه به اين نتايج كاست گزارشگر موجود مي تواند بعنوان يك ماركر يا بر چسب در دستكاري ها و 
كنترل بيان ژني در زمينه هاي مختلف تحقيقاتي ، توليد ، كنترل ميكرواورگانيسم ها و ساير زمينه هاي 

  يرد. بيوتكنولوژي مورد استفاده قرار گ
در حال حاضر هنوز سيستم لوكس باكتريايي سيستم انتخابي جهت بيان در سلول هاي پروكاريوتي و لوسي فراز 
شب تاب غالبا در سلولهاي يوكاريوتي بيان مي گردد . بررسي مطالعات پيشين نشان مي دهندكه  تحقيقات 

ارشگر بيان ژني در رده هاي متنوعي از گسترده اي در جهت استفاده از سيستم لوكس باكتريايي بعنوان يك گز
 ,.Costa et al., 1991; Imashanu et al( سلولهاي يوكاريوتي و مخصوصا سلول هاي پستانداران انجام گرفته است

1990; Harmache et al., 2006( .  
نوع فيوژ  و همكارانش يك Boylanبود كه توسط  1988از مطالعات اوليه كه در اين زمينه انجام گرفت در سال 

شده از لوسي فراز تهيه شد كه قادر به نورزايي در سلول هاي پروكاريوتي و يوكاريوتي بود. اين تحقيق توسط 
(مخمر) ،  Gal4روش هاي جهش زايي در جايگاه لوسي فراز فيوژ شده توسط يك دكاپپتيد تحت پروموتورهاي 

T4 )E.coli و (SP6  (فاژ) انجام گرفت و در طي آن تواليATG  باCAG  جايگزين گشت كه امكان تخليص لوسي
نيز ممانعت  luxBآزاد فراهم شده و بعلاوه از آغاز ترجمه داخلي ژن  βفراز فيوژ شده فعال در فقدان زير واحد 

  . )Boylan et al., 1989( مي نمود
ي فراز باكتري يك سيستم بهينه شده رمزهاي لوس 2005و همكارانش در سال    Pattersonدر يك تحقيق ديگر 

luminescens     photorhabdus   جهت بيان در سلول هاي پستانداران تهيه شد و به سلولهايHEK293  انتقال داده
تقريبا ثابت مانده است اما نورزايي قابل ملاحظه اي در  mRNAشد ، نتايج نشان دادند كه با وجود اينكه سطح 

  . )Patterson et al., 2005(سلول هاي مخمر قابل تشخيص است
، يك كاست كامل بياني پلي انجام گرفتو همكارانش  Dan M closeتوسط  2010در سال  اي كه در مطالعه

سيستروني لوكس تهيه شد كه در آن رمزهاي ژنتيكي بهبود يافته بودند . اين كاست به سلول هاي يوكاريوتي 
را در حيوانات و كشت سلولي بدون اضافه سازي نورافكني   real timeانتقال يافته و امكان تصويربرداري  

  . )Close et al., 2010(سوبسترا خارجي با تخريب سلول فراهم ساخت
Molina ) ژن گزارشگرلوسيفراز را به ماهي تيلاپيا منتقل نمودند وتوانستند ميزان فعاليت آنزيمي 2002وهمكاران (

ازآزمايشات متعدد دريافتند كه شدت نور فلورسانس در  لوسيفرازرا بوسيله لومينومتراندازه گيري نمايند. پس
بشدت افزايش ودرمقابل سرب كاهش مي يابد. همچنين فعاليت  برابر فلزات سنگين روي،كبالت، جيوه و مس

ژن گزارشگر لوسيفرازدرمقابل تركيبات استيل كلرايد، تتراكلروفنل، كلرواستاميد وآرسنات فعال ميشود. 
ان دادكه ژن گزارشگر لوسيفراز نشانگرزيستي مناسبي براي نشان دادن آلاينده هاي بطوركلي اين بررسي نش
  زيست محيطي مي باشد. 
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توسط پرايمر هاي  PCRآنزيم لوسي فراز از طريق  βو  αدر اين تحقيق ژن هاي رمز كننده زير واحدهاي 
 ه وكلون شد  pTZ57Rكتور بصورت جداگانه در و PCRمحصول از تائيد توالي  اختصاصي تكثير گرديد و پس

خارج و به ترتيب در وكتور هاي بياني  وكتور Tتوسط واكنش هاي هضم آنزيمي از luxBو luxA سپس قطعات 
pcDNA3.1+ /hyg    وpcDNA3.1+ /neo   هاي نوتركيب ه ساز. ساب كلون گرديدpcDNA3.1+ /hyg/luxA    و 

luxB/ pcDNA3.1+ /neo يبروبلاستي از سلولهاي يوكاريوتي (بصورت همزمان به يك رده فNIH3T3 .انتقال يافتند (  
) امكان سطح بالاي بيان ژنهاي مورد CMVپروموتور سايتومگالوويروس (وجود   +pcDNA3.1در وكتورهاي بياني

مطالعات متعددي استفاده  در اخيرا  فراهم مي سازد.و آبزيان  در رنج وسيعي از سلول هاي پستانداران را نظر
در ژن هايي كه از نظر كاركردي به يكديگر  pcDNA3.1+ (hyg) و pcDNA3.1+ (neo)مان از دو وكتور بياني همز

 جهت بيان در سلول هاي يوكاريوتي متعدد و از جمله سلول هاي پستانداران گزارش گرديده استمرتبط بوده 
)wang et al., 2007; Alur et al., 2009(. احدهاي  اما  كلونينگ جداگانه زير وα  وβ  آنزيم لوسي فراز باكتري

  ويبريو فيشري در وكتورهاي بياني مذكور براي نخستين بار در اين تحقيق گزارش گرديده است .
همزمان به  سلول  luxB/ pcDNA3.1+ /neo و  cDNA3.1+ /hyg/luxAهاي نوتركيب ه ساز در مرحله بعدي تحقيق

وجود ژن مقاومت نسبت به آنتي بيوتيك  هيگرومايسين  هاي يوكاريوتي ترانسفكت گشتند. در اينجا
وجود ژن مقاومت نسبت به آنتي بيوتيك  و  pcDNA3.1+ /hygفسفوترانس فراز) در وكتور بياني  B(هيگرومايسين

يوكاريوتي  هاي سلولي درامكان انتخاب ترانسفكت هاي پايدار    pcDNA3.1+ /neoنئومايسين در وكتور بياني 
سازه ژنتيكي نوتركيب حامل ژن هاي رمز كننده آنزيم لوسي فراز بصورت همزمان را فراهم مي واجد هر دو 

سازند . زيرا تنها سلول هاي واجد هر دو پلاسميد نوتركيب بصورت همزمان مي توانند در محيط حاوي 
   .نئومايسين و هيگرومايسين زنده مانده و تكثير نمايند

جهت  كوترانسفكت  و بيان همزمان    NIH3T3يك رده سلولي فيبروبلاستي در اين تحقيق براي نخستين بار از
 RT-PCRو انجام RNAاستفاده گرديد كه با توجه به بررسي بيان اين ژن ها پس از استخراج  luxBو   luxAژن هاي 

مقايسه . دمي باشساعت  24كه بهترين زمان  براي بيان و انتخاب ترانس فكت ها پس از گذشت  نتايج نشان داد، 
ساعت بعد ازانجام ترانسفكت جهت  انتخاب ترانس فكت ها بيان بالاتري را در زمان هاي  72و  24بين گذشت 
  ساعت) را تائيد مي نمايد.  24اوليه يعني (
تحت يك پروموتور بعنوان گزارشگر بيان ژني در سلول هاي يوكاريوتي كه  luxA-luxBادغام شده سيستم ژني 

بطوريكه اين لوسي  .از نظر عملكردي شديدا تحت تاثير شرايط دمايي محيط قرار دارد ،داستفاده مي گرد
Cبالاتر ( هايفرازهاي فيوژ شده در دما

) تاخوردگي نامناسبي يافته ولي در دماهاي پائين تر همان 30-28˚
بيان ژن در سلول  پايداري حرارتي آنزيم دست نخورده را دارا هستند. بنابراين جهت دستيابي به سطوح بالاي

رمز كننده لوسي فراز باكتريايي با كارائي بالاي تاخوردگي در  luxA-luxB، توسعه سازه هاي جديد ماهيانهاي 
و بيان  NIH3T3در تحقيق حاضر كشت سلولهاي . مي تواند از اهداف تحقيقات در اين زمينه  باشد C  ˚37دماهاي
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انجام پذيرفت وپس از اضافه سازي سوبسترال دكانال   37˚ژنهاي لوكس باكتري ويبريو فيشري در دماي 
در مقايسه با ناپايداري و كاهش  كه خصوصيت عملكردي آنزيم از لحاظ نورزايي مورد تائيد قرار گرفت

بعنوان يك مزيت  ،عملكردي مشاهده شده در مورد لوسي فراز هاي باكتريايي فيوژ شده در تحقيقات پيشين
يت مي توان نتيجه گرفت كه اين سازه هاي ژنتيكي قابل انتقال به ماهيان بوده و مي در نهامحسوب مي گردد. 

  توان از آن بعنوان يك ماكر ؤنتيكي براي رديابي و مطالعات بيولوژيكي استفاده نمود.
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 ٥١)جهت نشان دار کردن و .../  Luciferase geneبررسی امکان تهيه مارکر ژنتيکی(
 
Abstract 
In this study lusiferse gene extracted from Vibrio fischeri. V. fischeri strain was kindly provided by Iranian 
Research Organization for Science and Technology (IROST). Genomic DNA extraction was carried out by 
Phenol-chloroform. A DNA fragment encoding the luxA and LuxB  was amplified by PCR using sense and 
antisense primers, specific restriction sites for BamH1 and Kpn1 were introduced into 5´ end of forward and 
reverse primer, respectively.  The PCR product was purified from agarose gel and ligated into cleaved PT257R 
cloning vector. Following the confirmation of the cloned  Luciferase transformed into E. coli. Recombinant 
clones were confirmed by specific PCR and restriction enzyme digestion analysis. The luxA and LuxB fragment 
was released subcloned in to the PcDNA3.1\hug  and PcDNA3.1\neo expression vectors, respectively. 
recombinant plasmid was confirmed through restriction digestion using BamH1 and Kpn1 enzymes and 
subsequently, transformation procedure continued into NIH3T3 eukaryote cells by specific kit. Luminescence 
ability of recombinant clones was tested by NIH3T3 cells and dechanal  (substrate) and Neomysin and 
hygromysin. The results showed that luminescence start after 2 hours and then increase after 6 hours. Inaddition, 
the protein identity was verified by western blot analysis, the protein bands 76 kD were detected. , which 
indicates protein expression of luxB, luxA.  
  
Key words: Lusifrase, Vibrio fischeri, Transfer gene 
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