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 مقدمه  
پروتئين هاي انتقال دهنده ليپيد (LTPs)  پپتيدهاي كوچكي هستند 
كه باعث تسهيل انتقال فسفوليپيدها در سلول هاي گياهي مى شوند 
(1و 2). ژن LTP غني از بازهاي CG (به ميزان 72 درصد) مى باشد 
(3). حضور درصد بالايي از بازهاي CG در توالي الگو، باعث مى شود 
توالي هاي  در   .(5 و   4) نشود  توليد   PCR اختصاصي  محصول  تا 
همين  و  مى شود  تشكيل  ثانويه  ساختارهاي   ،CG بازهاي  از  غني 

 PCR مسئله باعث مى شود تا خاصيت پرش پليمراز در طول واكنش
داشته  زيادي  مكث  نواحي  اين  در  پليمراز  اينكه  يا  و  يابد  افزايش 
اتيلن  پلي  بتائين،   ،DMSO قبيل  از  آلي  مواد  از  برخي   .(6) باشد 
گلايكل، فرماميد و گليسرول مى تواند اين معضل را حل كند. تاثير 
مواد  بقيه  از  بيشتر   PCR محصول  سازي  بهينه  روي   DMSO
در  بتائين  تاثير  روي  هم  مطالعاتي  البته   .(9-7) است  شده  بررسي 
اين زمينه انجام شده است (10-12). در شيمي هر تركيب شيميايي 
خنثي همراه با يك گروه عملكردي كاتيوني مانند آمونيوم چهارتايي 
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چكيده   
ژن LTP كد كننده پروتئين ناقل ليپيد1 در گياهان مي باشد. اين ژن غني از بازهاي گوانين و سيتوزين مي باشد. وجود اين بازها باعث مي 
شود تا آغازگر هاي طراحي شده براي ژن LTP در مرحله اتصال2 در چرخه PCR، ساختارهاي ثانويه زيادي ايجاد كنند و نهايتا محصول 
غير اختصاصي توليد شود. موادي مثل بتائين، دي متيل سولفوكسيد3 (DMSO) و آمونيوم سولفات4 (AMS) مي توانند اين مانع را رفع 
كنند. در اين تحقيق گرادياني از هر يك از اين مواد در واكنش PCR گذاشته شد و نهايتا غلظت هاي بهينه براي هر كدام از اين مواد به 
دست آمد. در اين ميان 4,5 ميكروليتر بتائين (5M)، 2,25 ميكروليتر دي متيل سولفوكسيد (10٪) و 2,25 ميكروليتر بافر آمونيوم سولفات 

در حجم كلي 25 ميكروليتر از مخلوط PCR، غلظت هاي بهينه گزارش شدند.
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بتائين  گروه كربوكسيلات،  يك  مثل  آنيوني  گروه عملكردي  يك  و 
بيرنگ  آلي  تركيب  يك  هم  سولفوكسيد  متيل  دي  مى شود.  ناميده 
در  زيادي  كاربردهاي  ماده  اين  مى باشد.   2SO(CH3) فرمول  با 
با  معدني  نمك  يك  سولفات  آمونيوم  دارد.  ملكولي  سلولي  بيولوژي 
فرمول شيميايي 2SO4(NH4) است كه در تكنيك هاي بيوشيميايي 
براي رسوب پروتئين استفاده مى شود. هر سه ماده مذكور با كاهش 
 Tm و در نتيجه كاهش PCR ساختارهاي ثانويه در حين واكنش
رشته هاي DNA، باعث توليد محصول بيشتر و مناسب تر در پايان 
واكنش مى شوند (13و 14). در اين مطالعه براي بهينه سازي تكثير 
ژن LTP برنج از بتائين، دي متيل سولفوكسيد و آمونيوم سولفات در 

مخلوط PCR، استفاده شد.

2- مواد و روش ها
LTP 2-1 سنتز ژن 

مى باشد.  اينترون  فاقد  و  دارد  طول  نكلئوتيد  برنج، 291   LTP ژن 
توالي  كلونيك،  عمليات  جهت  اختصاصي  آغازگرهاي  طراحي  براي 
 Accession) آمد  بدست   NCBI از  برنج   LTP ژن  كامل 
توالي  شد.  آناليز   (15) oligo6 افزار نرم  با  No.CT829990,1)و 
5́-TAAGGATCCATGAGGAAGTTGGCG رفت:  آغازگر 
5›-TAACTCGA برگشت  آغازگر  توالي  و   GTGTTGGTG-3́

آغازگرها  بود.   GTCAGTGGCAGGTGGGGAGGGC-3›
از شركت Metabion (آلمان) سفارش داده شد. براي تكثير ژن 
 Smar 0,3ميكروليتر  شامل  ميكروليتر   25 حجم  در   LTP، PCR
 dNTPs mix0,3ميكروليتر,  Taq polymerase (stock:5u/μl)
(stock: 10 mM)،  0,3ميكروليتر از هر يك از آغازگر هاي رفت و 
 MgCl2 (stock: 50mM)2 ميكروليتر ،(stock: 100pM) برگشت
،4,5  ميكروليتر بتائين (5M)، 2,25 ميكروليتر بافر آمونيوم سولفات، 
2,25 ميكروليتر دي متيل سولفوكسيد (V/V ٪10) و2,5 ميكروليتر 
از DNA ژنومي) (600ng/μl :stock برنج به عنوان الگوي سنتز 
انجام شد. (همه مواد PCR از شركت Fermentas خريداري شد). 
واكنش PCR توسط دستگاه Astec و با شرايط دماي واسرشت5 
اوليه در C˚94 به مدت 5 دقيقه همراه با 30 سيكل تكراري با دماي 
واسرشت C˚94 به مدت 1 دقيقه، دماي اتصالC 6˚60 به مدت 2 
محصول  شد.  انجام  دقيقه  مدت 1  به   72˚C بسط7  دماي  و  دقيقه 

PCR رسوب داده و در  100 ميكروليتر آب مقطر استريل حل شد.

 AMS ،با استفاده از بتائين LTP 2-2 بهينه سازى تكثير ژن 
DMSO و

غلظت  شيب  با  بتائين،  از  ابتدا   ،PCR محصول  سازى  بهينه  براى 
 7,5 و  ميكروليتر   6 ميكروليتر،    4,5 3ميكروليتر،  ميكروليتر،    1,5
ميكروليتر در حجم كلى 25 ميكروليتر مخلوط PCR استفاده شد. 
AMSوDMSO (10٪)  هم به صورت جداگانه و با شيب غلظت 
1,25 ميكروليتر،  2,25ميكروليتر،  3,25ميكروليتر، 4,25 ميكروليتر و 

5,25 ميكروليتر در واكنش PCR استفاده شدند.

3- نتايج 
PCR 3-1 بهينه سازي دماي مرحله اتصال

اين مرحله از آزمايش به دليل عدم حضور هيچ يك از افزاينده هادر 
حاصل  نتايج  مى آيد.  حساب  به  منفى  كنترل  نوعي   ،PCR مخلوط 
 PCR 52-63 در مرحله اتصال˚C از به كارگيري محدوده دمايي
و عدم حضور افزاينده8 ها در مخلوط واكنش نشان مى دهد كه اتصال 
حضور  عدم  دليل  به  اما  مى گيرد،  صورت   60˚C دماي  در  بهينه 
افزاينده ها محصول توليد شده چندان مناسب نيست (شكل 1). داده ها 
نشان مى دهد كه در دماهاى اتصال پائين تر از C˚57 هيچ محصولى 
توليد نمى شود كه اين مسئله به خاطر Tm بالاى آغازگرها است. 
غير  محصول  گونه  هيچ  آزمايش  اين  مراحل  تمامى  در  همچنين 
اختصاصى توليد نشد (شكل 1 و 2) كه دليل اين مسئله مى تواند طول 

زياد پرايمرها باشد. 

3-2 بهينه سازى تكثير ژن LTP با استفاده از افزاينده ها:
و   AMS بتائين،  افزاينده هاى   LTP ژن  تكثير  سازى  بهينه  براى 
و  بتائين  ميكروليتر   7,5-1,5 ى  گستره  شدند.  انتخاب   DMSO
و  جداگانه  صورت  به   DMSO AMSو  ميكروليتر    5,25-1,25
در حجم كلى 25 ميكروليتر مخلوط PCR استفاده شد. محصولات 
PCR بر روى ژل آگاروز 1٪ بارگزارى شد و غلظت محصولات از 
هر  براى  بهينه  غلظت  شد.  قرائت  ماركر  غلظت  و  باند  شدت  روى 
5. Denaturation 
6. Annealing
7. Extension
8. Enhancer

2281ژنتيك در هزاره سوم، سال نهم، شماره اول، بهار90

محمد كريميان طاهرى، مهران ميراوليايى، كامران قائدى و همكاران

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID غلظت هاى كه  داد  نشان  داده ها  آمد.  دست  به  افزاينده ها  از  كدام 

پائين تر و بالاتر از 4,5 ميكروليتر بتائين و 2,25 ميكروليتر AMS و 
DMSO تاثير چندان مساعدى روى تكثير ژن LTP ندارد (نمودار 
 DMSO و AMS ،1 و2). همچنين داده ها نشان داد گر چه بتائين
محصولات  افزايش  باعث  جداگانه  صورت  به  و  بهينه  جحم هاى  در 
اختصاصى واكنش PCR مى شود (شكل A-C 2) اما افزودن هر 
سه ماده به صورت همزمان در مخلوط واكنش محصول اختصاصى 

 .(D2 شكل) بيشترى را مى دهد

4- بحث
مى دهد  تشكيل  گوانين  و  آدنين  را  برنج   LTP ژن  بازهاي  از   ٪72
ژن  ابن  تكثير  در  اختلال  باعث  بالا  درصد  با  بازها  اين  حضور  كه 
ژن  تكثير  سازي  بهينه  براي  لذا  مى شود،   PCR تكنيك  وسيله  به 
سولفوكسيد  متيل  دي  و  سولفات  آمونيوم  بافر  بتائين،  از   LTP
كاهش  باعث  خود  خودى  به  بتائين  كه  مى شود  گفته  شد.  استفاده 
محصولات غير اختصاصى در واكنش PCR مى شود (16)، درحاليكه 
در اين مطالعه مشخص شد كه بتائين باعث افزايش توليد محصول 
و  بتائين  اگر  مى دهد  نشان  قبلى  مطالعات  مى شود.  هم  اختصاصى 
DMSO به صورت همزمان درمخلوط PCR استفاده شوند، تاثير 
بافر  حضور  كه  داد  نشان  مطالعه  اين   .(17) بود  خواهد  بيشتر  آنها 
 PCR مخلوط  در   DMSO و  بتائين  همراه  به  سولفات  آمونيوم 
باعث توليد محصول بيشترى مى شود. در مطالعات قبلي اين مواد  با 

DNA. ماركر :M .60 توليد شده استºC بيشترين محصول در دماى .PCR شكل 1: بهينه سازي دماي مرحله اتصال

شكل 2: بهينه سازى تكثير ژن LTP با استفاده از افزاينده ها. باند حاصل 
  AMS  روى ژل آگاروز بعد از به كارگيرى PCR از الكتروفورز محصول
 5  .4 و   (B)  (٪10)DMSO ميكروليتر    2,25  ،(A) ميكروليتر   2,25
ميكروليتر بتائين (C) (5M) در مخلوط واكنش. باند حاصل از الكتروفورز 
محصول PCR روى ژل آگاروز بعد از به كارگيرى  هر سه ماده افزاينده 

.(D) به صورت همزمان در واكنش
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غلظت هاى متفاوتى به كار برده شد كه در اين مطالعه غلظت بهينه 
 ،2005 سال  در  مثلا  آمد،  دست  به   PCR واكنش  براي  مواد  اين 
Jonghoon و همكارانش براى بهينه سازى تكثير ژن هاى غنى 
از باز هاى GC از DMSO و بتائين استفاده كردند كه غلظت اين 
مواد بسيار كمتر از غلظتى است كه ما در پروژه حاضر استفاده نموديم، 
آنها از بتائين 1M و DMSO 5٪ استفاده كردند (18) در حاليكه 
شد.   استفاده   ٪10  DMSO و   5M بتائين  از  حاضر  آزمايش  در 
Henke و همكارانش هم براى بهينه سازى تكثير نواحى غنى از 
باز هاى GC از بتائين 2,5M و DMSO 10٪ استفاده كردند (12) 
كه غلظت بتائين استفاده شده در پروژه حاضر دو برابر غلظت موجود 
سازى  بهينه  براى  ديگرى  آزمايش  در  است.   Henke آزمايش  در 
شرايط PCR از بتائين 1,3M و DMSO 1,3٪ استفاده شد(12) 
كه غلظت DMSO به مراتب پائين تر است. مطالعات قبلى نشان 
مى دهد كه به جاى DMSO مى توان از گليسيرين 10٪ در مخلوط 
PCR نيز استفاده كرد Alllen .(12) و همكارانش براى سهولت 
واكنش PCR از AMS در مخلوط واكنش استفاده كردند(19) كه 
در پروژه حاضر هم از اين ماده استفاده شد. بر طبق دستورالعمل هاى 
معمول PCR، حجم MgCl2  (50mM) استفاده شده در مخلوط 
واكنش 25 ميكروليتر برابر 0,75 ميكروليتر است در حاليكه در اين 
آزمايش 2 ميكروليتر از MgCl2  (50mM) استفاده شد. آزمايشات 
را  حاضر  پروژه  در  آمده  دست  به  غلظت هاي  كه  داد  نشان  بعدي 
مى توان براي تكثير ژن هاي انساني غني از آدنين و گوانين هم به 
كار برد. بنابراين كاربرد اين مواد با غلظت هاي ذكر شده راه را براي 
تكثير ژن ها و نواحي غني از آدنين و گوانين هموار مى نمايد. معمولا 
توالي راه انداز9 هاي ژني غني از آدنين و گوانين است (20) بنابراين 
براي تكثير اين نواحي هم مى توان از بتائين، بافر آمونيوم سولفات و 

دي متيل سولفوكسيد استفاده كرد.  

از  استفاده  با   LTP2 ژن تكثير  سازي  بهينه  به  مربوط  نمودار  نمودار 1: 
كه  مى دهد  نشان  داده ها   .PCR واكنش  در   (5M) بتائين  كارگيرى  به 
 PCR راندمان  كاهش  باعث  ميكروليتر  از 4,5  كمتر  و  بيشتر  حجم هاى 

مى شود.

نمودار 2: نمودار مربوط به بهينه سازي تكثير ژن LTP2 با استفاده از به 
نشان  داده ها   .PCR واكنش  در    (٪10)  DMSOو  AMS كارگيرى 
كاهش  باعث  ميكروليتر   2,25 از  كمتر  و  بيشتر  حجم هاى  كه  مى دهد 

راندمان PCR مى شود.

9. Promoter 
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