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مقدمه
استرپتومايسس ها1 باكتري هاي هوازي گرم مثبت و خاكزي هستند. 
تومور،  ضد  عوامل  قبيل  از  مفيد  ثانويه  متابوليت هاي  از  بسياري 
بيوتيك هاي  آنتي   ٪70 از  بيش  و  ايمني  سيستم  سركوبگرهاي 

طبيعي توسط اعضاي اين خانواده توليد مي شوند(1). استرپتومايسس 
گريزئوس2 اولين و مهمترين منبع باكتريايي توليدكننده آنتي بيوتيك 
شناخته  آمينوگليكوزيد  اولين  آنتي بيوتيك  اين  است.  استرپتومايسين 
شده و همچنين اولين آنتي بيوتيك شناخته شده بر ضد ماىكوباكتريوم 

توبركلوزيس3 مي باشد (2، 3).

   ساخت ناقل هاي نوتركيب حاوي ژن كدكننده پروتئين تنظيمي توليد آنتي بيوتيك 
استرپتومايسين، جدا شده از يك سويه استرپتومايسس گريزئوس ايراني
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چكيده   
 strR ژن  توسط  پروتئين  اين  است.  استرپتومايسين  بيوتيك  آنتي  بيوسنتز  ژني  خوشه  رونويسي  در  كليدي  تنظيم كننده  يك   StrR

استرپتومايسس گريزئوس با طول 1053 جفت باز كد مي شود. هدف اين تحقيق، كلونينگ ژن strR از سويه استرپتومايسس گريزئوس 
 Oligo با نرم افزار strR بود. براي اين منظور پرايمرهاي اختصاصي ژن pMA::hyg درناقل ATCC1952   و همچنين PTCC1127 ايراني
 PCR محصول PCR-RFLP و Semi nested PCR تكثير شد. سپس با روش PCR طراحي شدند، قطعه با طول 1134جفت باز به روش
تأييد و درناقل تداخلي pMA::hyg مخصوص استرپتومايسس الحاق گرديد. در واكنش الحاق، به دليل به كارگيري دو جايگاه برش متفاوت  
BamHIو XbaI در دو انتهاي ژن strR و استفاده از همين دو جايگاه برش درناقل pMA::hyg احتمال خودالحاقي (Self ligation) ناقل 

pMA::hyg وجود نداشت. در مرحله بعد، ناقل هاى نوتركيب ساخته شده به نام  pSPstrR (حاوي ژن strR مشتق از سويه PTCC1127) و 

pSMstrR (حاوي ژن strR مشتق از سويه   ATCC1952) به سلول هاي مستعد باكتري E. coli XL1-Blue  ترانسفورم شدند. ساختار سازه 

هاي جديد توسط روش هاي مختلف مولكولي تاييد گرديد. از طرف ديگر ژن strR جدا شده در وكتور مولتي كپي و بياني  pBluescriptنيز 
ساب كلون گرديد. در آينده مي توان از اين ناقل هاي نوتركيب ساخته شده به عنوان ابزارهاي مناسبي براي جهش زايي جهت دار شده در 
جايگاه (site directed mutagenesis) و استراتژي هاي جايگزيني ژن (gene replacement) در استرپتومايسس گريزئوس استفاده كرد. از 
طرف ديگر از پروتئين توليد شده در E. coli ميتوان جهت القا و افزايش توليد آنتي بيوتيك در محيط كشت استرپتومايسس استفاده نمود. 
علاوه بر اين مي توان ژن strR را با واسطه يك ناقل بياني مثل pMT3206 در ميزبان استرپتومايسس گريزئوس كلون و اثر افزايش بيان 

اين ژن تنظيمي را در افزايش ميزان توليد آنتي بيوتيك استرپتومايسين بررسي كرد.

كليد واژه ها:   استرپتومايسس گريزئوس؛ pMAH؛ strR؛ جهش زايي جهت دار شده
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3. Mycobacterium tuberculosis
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چندين  در  بيوتيك  آنتي  بيوسنتز  مسيرهاي  سازي  فعال  تنظيم 
كدكننده ي  ژن هاي  طريق  از  اول  سطح  شود.  مي  انجام  سطح 
تمايز  در  كه  مي گيرد  صورت  سراسري4"  "تنظيم كننده هاي 
مورفولوژيكي و توليد متابوليت هاي ثانويه نقش دارند (4). به عنوان 
نمونه، فاكتور A دراسترپتومايسس گريزئوس، تنظيم كننده مسيرهاي 
استرپتومايسين  آنتي بيوتيك  توليد  و  اسپورزايي  جمله  از  مختلفي 
چند  ”تنظيم كننده هاي  به  مربوط  تنظيم،  بعدي  سطح   .(5) است 
چندين  بيوسنتز  مسير  تنظيم كننده ها  از  نوع  اين  باشد.  مي  اثري5" 
آنتي بيوتيك را به صورت جداگانه كنترل مي كنند. (مثل AfsR در 
و   actinorhodin آنتي بيوتيك هاي  توليد  تنظيم  كه   S.coleicolor
بر  را  كلسيم  به  وابسته  آنتي بيوتيك هاي  و   undecylprodigiosin
عهده دارد). سطح نهايي تنظيم شامل "تنظيم كننده هاي اختصاصي 
كنند.  مي  كنترل  را  بيوسنتز  مسير  يك  تنها  كه  مي باشد  مسير6" 
خانواده ي 7LAL خانواده ي تنظيم كننده هاي شبه LysR و خانواده 

ي 8SARP از اين جمله اند (1، 4).
 StrRيك پروتئين تنظيم كننده اختصاصي مسير با طول 351 اسيد 
آمينه است كه در مراحل نهايي بيوسنتز استرپتومايسين فعال شده و 
تنظيم رونويسي ساير ژن  هاي دسته ژني بيوسنتز اين  آنتي بيوتيك را 
بر عهده مي گيرد (6). از ديگر دسته هاي ژني بيوسنتز آنتي بيوتيك در 
استرپتومايسس گريزئوس مي توان به دسته ژني بيوسنتز كانيديسين 
گرم  باكتري هاي  (ضد  فريگلوسايكلينون   ،(7) كانديدا)  قارچ  (ضد 

مثبت) (8)، نانوكتين (9) و سفامايسين- C(10) اشاره كرد.

مواد و روش ها
مورد  كشت  محيط هاي  و  پلاسميد ها  باكتريايي،  سويه هاي 

استفاده
استرپتومايسس گريزئوس (تهيه شده از سازمان پژوهش هاي علمي 
استرپتومايسس   ،PTCC1127(مشخصه شماره  به  ايران،  صنعتي  و 
 (ATCC1952 انگلستان،   Surrey دانشگاه  از  شده  گريزئوس(تهيه 
استفاده  مورد  سويه هاي  سيناژن)  (شركت   E. coli  XL1-Blue و 
شاتل9   ناقل  شده،  گرفته  بكار  پلاسميد  بودند.  تحقيق  اين  در 
و  و هايگرومايسين  سيلين  آمپي  به  مقاومت  ژن  حامل   pMA::hyg
زايي  جهش  براي  اختصاصي  بطور  كه  بود  چندگانه10  برش  جايگاه 
در  و  مي رود  بكار  استرپتومايسس  در  جايگاه11  در  شده  دار  جهت 

باكتري E. coli به عنوان يك ناقل چند كپي12 عمل مي كند. محيط 
 g [Difco]4، عصاره مخمر g در هر ليتر شامل: گلوكز) GYM جامد
  pH12 و g 2، آگار g 10، كربنات كلسيم g [Oxoid]4، عصاره مالت
7/2) براي توليد اسپور از سويه هاي استرپتومايسس گريزئوس بكار 
رفت. سوسپانسيون اسپور استرپتومايسس در گليسرول 20٪ تهيه و در 
 100 μl،ژنومي DNA 20- نگهداري شد. براي استخراج C°  دماي
 YEME 100 محيط كشت ml از سوسپانسيون اسپور چگال به داخل
28 C°تلقيح و در انكوباتور شيكردار به مدت 40 الي 60 ساعت در دماي
شامل:  ليتر  هر  در   YEME مايع  محيط  شد.  انكوبه   (200  rpm)
عصاره مخمرg [Difco] 3، باكتو پپتون  g [Difco] 5، عصاره مالت 
 14LBA 13وLB 340 است (11). محيط g  10، سوكرز g 3،گلوكز g
براي كشت باكتري E. coli در دماي °C 37 و همچنين آمادهسازي 
آن براي انجام ترانسفورماسيون استفاده شدند. آمپي سيلين با غلظت 

mg/ml 100 براي محيط كشت LBA استفاده شد. 
  

استرپتومايسس  از  كرومزومي   DNA استخراج 
PCR گريزئوس و شرايط انجام

روش  با  گريزئوس  استرپتومايسس  سويه  دو  هر  از  ژنوم  استخراج 
 Reverse و Forward 15 انجام شد (12). پرايمرهاي CTAB
 ،5 (نسخه   Oligo افزار  نرم  با   (SP2R و   SP1F ترتيب  (به 
مورد  سويه  دو  از   strR ژن  كامل  توالي  تكثير  براي   (Rychlik
ساخته  آلمان   TIB-MOLBIOL شركت  توسط  و  طراحي  نظر 
شد،  گرفته  نظر  در  پرايمرها  طراحي  در  كه  مهمي  نكته  شدند. 
به  بود.   pMA::hyg ناقل  در  تكثير  از  حاصل  قطعه  كردن  كلون 
ترتيب  به   SP2R  و  SP1F پرايمرهاي  5΄ انتهاي  در  منظور  همين 
نظر  در   XbaI و   BamHI محدودكننده  آنزيم  هدف  توالي هاي 
ترتيب  به   SP2R و   SP1F اليگونوكلئوتيدي  توالي  شدند.  گرفته 
4. Global regulators 
5. Pleiotropic regulators
6. Pathway specific regulators
7. Large-ATP binding regulators of the LuxR family
8. Streptomycin Antibiotic Regulatory Protein
9. Shuttle vector
10. Multiple cloning site
11. Site directed mutagenesis
12. Multi copy
13. Luria-Bertani
14. Luria-Bertani Agar
15. Cethyltrimethyl Ammonium Bromide
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 5 ′ CCGGATCCTAGAAGTGCGAAGCAT  3′ برابر 
بود.   5′  TATCTAGACCGCCGTCATCCGACAT  3′ و 
شرايط PCR با توجه به محتواي بالاي GC (حدود 70٪) در ژنوم 
استرپتومايسس پس از آزمون و خطاهاي متعدد بهينه سازي شد. مواد 
و مقادير مورد نياز براي يك PCR به حجم μl 25 با استفاده از آنزيم
(MgSO 4 pfu پليمراز به اين شرح است: بافرPCR  X 10 (بدون 

به ميزان  μl DMSO ،4 μl MgSO 4 ،3 μl 2، مخلوط dNTP (با 
غلظت μl(10 mM  0/5، پرايمر Forward و reverse (با غلظت 
pM 20) از هر كدام DNA ،1 μl كروموزومي بعنوان الگو μl 1و 
واسرشت  دماي  در   PCR .0/7 μl  (2/5 μl /u) پليمراز   pfu آنزيم
سازي16  اوليه C˚ 94 به مدت 3 دقيقه و سپس 30 سيكل بهترتيب 
با دماي واسرشت سازي C˚ 94 به مدت 30 ثانيه و دماي اتصال17 
C˚ 65/7 براي پرايمرهاي اصلي به مدت 30 ثانيه و دماي تكثير18 
 ˚C 72 به مدت 1:15 دقيقه انجام شد و تكثير نهايي در دماي ˚C

72 به مدت 10 دقيقه انجام گرديد. +

هضم آنزيمي دوگانه، ساخت ناقل نوتركيب و ترانسفورماسيون 
ناقل  و  انتها  دو  در   (strR (ژن   PCR محصولات  كه  آنجايي  از 
داراي  خود   19(MCS) متعدد  كلونينگ  جايگاه  در   pMA::hyg
بودند،   XbaI و   BamHI محدودكننده  آنزيم  دو  با  برش  جايگاه 
 PCR به منظور كلون كردن اين ژن در ناقل مورد نظر، محصولات
و ناقل pMA::hyg در معرض هضم آنزيمي دوگانه قرار گرفته و 
MBI Fer-شركت DNA سپس با استفاده از كيت خالص سازي

بر  دوگانه  آنزيمي  هضم  واكنش  شدند.  استخراج  ژل  از   mentas
بافر  از  استفاده  با   XbaI BamHIو  آنزيم   دو  ويژگيهاي  اساس 
ويال  هر  به  واكنش  اين  در  گرفت.  انجام   2  ™X Tangoمشترك
1-0/5 ميكروگرم از نمونه DNA (محصول PCR يا پلاسميد) به 
همراه 10-5 واحد از آنزيمها (از هر آنزيم 1 ميكروليتر) و 4 ميكروليتر 
 20 به  تقطير  بار  دو  مقطر  آب  با  كلي  حجم  و  گرديد  اضافه  بافر 
ميكروليتر رسانده شد. ويال حاوي مخلوط واكنش به مدت 3 ساعت 
كامل  آنزيمي  هضم  تا  شد  داده  قرار  بنماري  در   37  ˚C دماي  در 
گردد. سپس براي غيرفعال سازي آنزيم ها، محصولات هضم آنزيمي 

به مدت 20 دقيقه در C˚80  قرار داده  شدند.
ناقل   آنزيمي  هضم  نمونه هاي  از  حاصل    DNAخلوص و  غلظت 

 strR ژن  كردن  وارد  PCRبراي  محصولات   و   pMA::hyg
به ناقل مورد نظر مورد ارزيابي قرار گرفت. واكنش الحاق با استفاده 
آنزيم هاي  با  يافته  برش   DNA نمونه  از  نانوگرم   50-400 از 
محدودكننده (قطعات DNA محصول PCR و ناقل) به همراه 1 
واحد (μl1) از آنزيم T4 DNA ligase طبق پروتكل شركت سازنده 
ترانسفورماسيون  انجام  براي  گرديد.  انجام   (MBI Fermentas)
سپس50  و  تهيه   CaCl  2 مستعد  سلولهاي  ابتدا   ،E. coli باكتري 
نانوگرم پلاسميد به 300 ميكروليتر ازسلولهاي مستعد E. coli اضافه 
شد (13). به منظور انتخاب كلوني هاي ترانسفورم شده از بين تمام 
كلوني ها، سلول ها در محيط انتخابي LBA حاوي آنتي بيوتيك آمپي 

سيلين به مدت يك شب كشت داده شدند. 
پس از تاييد ساختار ژن strR، ساب كلونينگ اين ژن در ناقل بياني 
 pBS:strR نيز صورت گرفت و سازه20 جديد با نام pBluescript

نيز به همين ترتيب ذكر شده در بالا تاييد گرديد.

نتايج و مشاهدات
Semi Nested- و تائيد آن با PCR با كمك strR تكثير ژن

PCR-RFLP و PCR
محصول PCR شامل ژن strR (1053 جفت باز) همراه با نواحي 
فرادست و فرودست آن در مجموع طولي برابر 1138 جفت باز دارد 
(شكل 1). در روش Semi Nested-PCR براي تائيد محصول 
PCR، محصول PCR اوليه به عنوان الگو بكار رفت و با استفاده 
 308 bps  محصول SP1R و پرايمر داخلي SP1F از پرايمر اصلي
مورد انتظار بدست آمد (شكل 2- الف). براي تأييد بيشتر محصول 
RFLP ،PCR انجام شد. پس از تهيه Restriction map از 
پايگاه داده srs-ebi (http://srs.ebi.ac.uk)، مشخص شد كه 
آنزيم NlaIII داراي 2 جايگاه هدف در ژن strR است كه در نتيجه 
 30 bps ، 287 bps  برش ژن مذكور با اين آنزيم سه قطعه باطول
 1134 bps 817 بدست مي آيد كه در مجموع طولي برابر bps و
دارند (يعني طول محصول PCR). ولي به دليل ران شدن طولاني 
مدت محصولات بر روي ژل، قطعه 30 تايي از ژل خارج شد و در 
16. Denaturation Temperature 
17. Annealing Temperature 
18. Extension Temperature 
19. Multiple Cloning Site
20. Construct 
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نهايت دو قطعه 287 تايي و 817 تايي بر روي ژل آگارز 1٪ تشخيص 
داده شدند (شكل 2- ب).

و   pSMstrR و   pSPstrR نوتركيب  ناقل هاي  ساخت   
 E. coli ترانسفورماسيون آنها به سلول هاي مستعد

 PTCC1127  از دو سويه strR ناقل هاي نوتركيب حاصل از الحاق ژن
و ATCC1952، به ترتيب pSPstrR و pSMstrR نام گذاري شدند 
(شكل 3). به دليل وجود ژن مقاومت به آمپي سيلين (Amp R) در 
ناقل اوليه pMA::hyg محيط كشت انتخابي LBA واجد آنتي بيوتيك 
آمپي سلين (غلظت mg/ml 100) براي رشد كلوني هاي ترانسفورم 
ترانسفورماسيون،  صحت  تائيد  براي  سپس  شد.  گرفته  نظر  در  شده 
كويجلي21  هولمز  جوشاندن  روش  به  نوتركيب  ناقل هاي  استخراج 
انجام گرفت (14). ناقل هاي نوتركيب در ژل 1٪ آگاروز در كنار ناقل 
دست نخورده pMA::hyg بارگيري شدند (شكل 4- الف). براي 
 PCR واكنش  نوتركيب  ناقل هاي  در   strR ژن  وجود  بيشتر  تأييد 
اين بار از pSPstrR و pSMstrR به عنوان الگو استفاده شد و قطعه 
با طول  bps 1138 يعني همان محصول PCR اوليه بدست آمد 

(شكل 4- ب). 
در انتها، ژن strR با انجام هضم دوگانه از پلاسميد نوتركيب جدا 
گرديد و ساب كلونينگ آن در ناقل بياني pBluescript نيز صورت 
 semi nested PCR نيز با انجام pBS:strR گرفت. سازه جديد

 PCR از استرپتومايسس گريزئوس توسط strR شكل1: تكثير ژن
با استفاده از آنزيم pfu پليمراز.

سويه  از   strR ژن   (II ATCC1952؛  سويه  از   strR ژن   (I  
بر  شده  ذكر  اندازه هاي  kb Ladder1؛  ماركر   :M  .  PTCC1127

اساس جفت باز مي باشد.

الف                                           ب 

 Semi Nested-PCR توسط strR شكل 2: تأييد ساختار ژن
 RFLP-PCR و

الف ) با استفاده از روش I Semi Nested-PCR) سويه PTCC1127؛  
.ATCC1953 سويه (II

ژن   PCR محصولات  روش  اين  در   RFLP: روش  از  استفاده  با  ب) 
 PCR محصول (I :برش داده شدند NlaIII با آنزيم محدودكننده strR
 (II ؛NlaIII با 2 جايگاه برش براي ATCC1952 برش يافته از سويه
برش  جايگاه   2 با   PTCC1127 سويه  از  يافته  برش   PCR محصول 
براي NlaIII ( بدليل ران شدن طولاني مدت قطعه 30 جفت بازي از 
ژل خارج شد)؛ M: ماركر kb Ladder1؛ اندازه هاي ذكر شده بر اساس 

جفت باز مي باشد.

pSPstrR شكل3: نقشه ژنتيكي پلاسميد نوتركيب

21. Holmes Quigley
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و RFLP-PCR تاييد گرديد ( شكل 5).

 بحث و نتيجه گيري
همانطور كه قبلاً ذكر شد، StrR يك تنظيم كننده رونويسي مراحل 
انتهايي بيوسنتز استرپتومايسين است. به منظور يافتن پروتئين تنظيمي 
و   Ohnuki  1985 سال  در  استرپتومايسين،  توليد  مسير  در  كليدي 
 4 شامل  استرپتومايسين  بيوسنتز  ژني  خانواده  از  بخشي  همكاران 
به  مقاومت  يا  و  بيوسنتز  در  كه   (strC و   strB  ،strA،  strR) ژن 
آنتي بيوتيك استرپتومايسين نقش دارند را با استفاده از پلاسميدهاي 
مشتق از ناقل pOA154 در استرپتومايسس گريزئوس كلون كردند. 
 strR ژن  حاوي  ناقل هاي  انتقال  كه  داد  نشان  آنها  تحقيق  نتايج 
 strs)  SM196 موتان  سويه  به   (pADT412 و   pADT411)
،str–) كه قادر به توليد آنتي بيوتيك استرپتومايسين نبوده و به اين 

آنتي بيوتيك حساس مي باشد منجر به بازگرداندن فنوتيپ اوليه يعني 
توليد استرپتومايسين در اين سويه موتان شد. در همين تحقيق انتقال 
ناقل هاي pADT41 ،pADT412 ،pADT411 و pADT42 حاوي 
 ATCC10137به سويه وحشي استرپتومايسس گريزئوس strR ژن
منجر به افزايش 5 تا 7 برابري توليد آنتي بيوتيك استرپتومايسين شد 
و نشان داده شد ناحيه اي از DNA كه مسئول اين افزايش توليد بوده 
دارد،  قرار   BamHI و   BglII جايگاه هاي  بين  محدوده اي  در  است 

يعني همان محدوده اي كه ژن strR در آن واقع شده است (8).
در   strR ژن  تكثير  و  تأييد  جداسازي،  تحقيق،  اين  از  هدف 
استرپتومايسس  از  سويه  دو  اساس  همين  بر  بود.   E. coli ميزبان 
در  و  استخراج  آنها  كروموزوم  از  نظر  مورد  ژن  انتخاب،  گريزئوس 

                          الف)                                                                          ب)
                                      

pBS:strR شكل5: تأييد سازه
الف) پلاسميد نوتركيب pBS:strR قبل از هضم آنزيمى دوگانه (الگوى 3 
 CCC باندي پلاسميدها به دليل ميزان سوپركويل متفاوت پلاسميدهاي

مي باشد).
 :  RFLPوسيله به   pBS:strR نوتركيب  وكتور  در   strR ژن تأييد  ب) 
برش با آنزيم NlaIII ناقل حلقوى pBS:strR با طول  bp 4094 را 
به ساختار خطى با طول bp 4094 تبديل كرد و قطعه bp 30 از ژل خارج 
 :M .(2960 مى باشد  bpدست نخورده pBluescript طول ناقل ).شد

ماركر kb ladder1؛ اندازه هاي ذكر شده بر اساس جفت باز مي باشد.

الف                                                          ب                                  

  strR شكل4: تأييد سازه هاي نوتركيب واجد
 E. coli XL1-Blue الف) پلاسميدهاي جديد استخراج شده از باكتري
پلاسميد   (III pSMstrR؛  پلاسميد   (II pSPstrR؛  پلاسميد   (I  .
به  مربوط  پلاسميدها  باندي   3 (الگوي  كنترل  عنوان  به   pMA::hyg
وزن  اختلاف  مي باشد؛   CCC پلاسميدهاي  متفاوت  سوپركويل  ميزان 

مولكولي وكتور pMA::hyg و وكتورهاي نوتركيب مشهود است). 
 PCR به وسيله pMA::hyg در وكتور strR ب) تأييد كلون سازي ژن 
 E. با استفاده از پرايمرهاي SP1F و SP2R پس از استخراج از باكتري 
I .coli XL1-Blue) محصول PCR وكتورpSPstrR؛ II) محصول 
ذكر  اندازه هاي  ماركر kb ladder1؛   :M  .pSMstrR وكتور   PCR

شده بر اساس جفت باز مي باشد.
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ناقل  خودالحاقي  از  جلوگيري  براي  شدند.  كلون   pMA::hyg ناقل 
جاي  به   XbaI و   BamHI متفاوت  برش  جايگاه   2  ،pMA::hyg
 DNA اين ناقل براي ورود قطعه MCS يك جايگاه برش از ناحيه
انتخاب شدند. همين دو جايگاه در دو انتهاي ΄5 پرايمرهاي اصلي 
 strR نيز وجود داشتند طوري كه پس از الحاق، ژن SP2R و SP1F
در جهت ΄5 به ΄3 پس از ژن hyg قرار مي گرفت. در نهايت انتقال 
به سلول هاي مستعد E. coli صورت گرفت تا در مراحل بعدي اثرات 
افزايش مقدار و بيان ژن strR و يا جهش در آن، از طريق جهش 

زايي هدفمند بررسي شود. 
به   E. coli ميزبان  در  كه  است  شاتل  ناقل  يك   pMA::hygناقل
عنوان يك ناقل چند كپي و در ميزبان اصلي يعني استرپتومايسس 
ترتيب  همين  به  كند.  مي  عمل  شونده22  ادغام  ناقل  يك  عنوان  به 
دارند  را  شده  ذكر  ويژگي هاي  آن،  از  حاصل  نوتركيب  مولكول هاي 
در  شده  دار  جهت  زايي  جهش  براي  مناسبي  ابزارهاي  عنوان  به  و 
جايگاه، حذف ژن و استراتژي هاي جايگزيني ژن در استرپتومايسس 

نشان  ويژگي هاي  ساير  و  ويژگي  اين  شوند.  مي  استفاده  گريزئوس 
سيلين  آمپي  لاكتام  بتا  به  مقاومت  ژن  شامل  شكل3،  در  شده  داده 
  pMA::hyg ،(CAT) و كلرامفنيكل (hyg) هايگرومايسين ،(BLA)
را يك ابزار قوي در مطالعات مولكولي خانواده استرپتومايسس ساخته 
است. از طرف ديگر ساب كلونينگ اين ژن در ناقل چند كپي و بياني 
نام  با  جديد  كانستراكت  ساختار  و  گرفت  صورت  نيز   pBluescript
pBS:strR نيز به همين ترتيب تاييد گرديد. اين سازه جديد مقادير 
متنابهي از ژن تنظيمي را در E. coli توليد مي نمايد، اين پروتئين 
استرپتومايسس  كشت  محيط  به  مستقيما  توان  مي  را  شده  توليد 
گريزئوس اضافه نمود و ميزان توليد آنتي بيوتيك را در استرپتومايسس 
افزايش داد. از مزاياي استفاده از پروتئين تنظيمي اين است كه مي 
توان آن را زودتر از زمان معمول جهت توليد متابوليت هاي ثانويه به 
محيط كشت استرپتومايسس اضافه نمود. به اين ترتيب با شروع زود 
هنگام توليد آنتي بيوتيك، ميزان آن را با شدت بيشتري افزايش داد.
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