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ويروس بيماري F كلونينگ ژن
Escherichia.coliباكتري در  نيوكاسل

چكيده
مهندسي توسعه با مينمايد. ايجاد زيادي خسـارات ساليانه كه ميباشد بيماريهاي طيور مهمترين از نيوكاسـل ويروسـي بيماري
(HN)نورآمينيداز و هماگلوتنين (F) فيوژن ژنهاي ميشود. استفاده د امي و انساني براي توليد واكسنهاي گياهان از امروزه ژنتيك،
،E.coli باكتري د ر ژن اين كلونينگ براي اقد ام اولين در دارند. اهميت بيماريزايي و عفونتزايي در كه هستند ويروس اين ژنهائي
گرديد . تكثير PCR واكنش توسط سپس و شد ساخته آن cDNA و جداسازي، ويروس اين B1 سويه از RNA استخراج طريق از F ژن
pUC18 ناقل و F اسـتفاده شـد. ژن SacI و EcoRI آنزيمهاي توسـط هضم آنزيمي PCR، از محصول تائيـد اختصاصي بودن جهـت
T4 DNA Ligase آنزيم توسـط مضاعف هضم محصولات قرار گرفتند. مضاعف هضم و BamHI مورد XbaI برشـي آنزيمهاي توسـط
بود ن نوتركيب دهنده كه نشـان سـفيد پرگنههاي از گرديد. ترانسـفورم E.coliباكتري در نوتركيب ناقل و گرديد ند متصل هم به
ژن وجود BamHI و XbaI و SacI و EcoRI برشي آنزيمهاي با هضم توسط و گرفت اسـتخراج پلاسـميد انجام آنها بود حامل باكتري
در ژن بيان جهت فيوژن كلون به دسترسي جهت پايد ار منبعي ژن اين حامل باكتري كلون تكوين گرديد. تأئيد پلاسميد در داخل

ميباشد. انتقال به گياه مختلف از جمله سيستمهاي

(Fusion) فيوژن ژن و كلونينگ ،(NDV) نيوكاسل بيماري ويروس كليدي: كلمات
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••• ••

تابستان 1386 75 شماره آبزيان و امور دام

شهرياري  فرجاالله
مشهد  فرد وسي دانشگاه كشاورزي دانشكد ه علمي هيات عضو
باسامي محمدرضا

مشهد  فرد وسي دانشگاه دامپزشكي دانشكد ه علمي هيات عضو
مرعشي سيد حسن
مشهد دانشگاه فردوسي كشاورزي علمي دانشكده هيات عضو
موسوي  سيدعليرضا
مكاتبات) ايلام(مسئول دانشگاه كشاورزي دانشكده علمي هيات عضو
1385 ارد يبهشتماه پذيرش: 1384 تاريخ آبانماه دريافت: تاريخ

Archive of SID

www.SID.ir



تابستان1386 ،75 شماره

آبزيان۹۷ و د ام امور در

و روشها مواد
معرفها و پلاسميد ويروس، باكتري،

سرم سازي و واكسن موسسه از B1 ــويه س ــل نيوكاس بيماري ويروس
،DH5 E.coli سويه  باكتري ــد. ش شرق خريداري ــمال ش ــعبه - ش رازي
آنزيم پليمراز ،BamHI و EcoRI ــر آنزيمهاي محدودگ ،pUC18 ــميد پلاس
آنزيم هاي گرديد ند. خريداري سيناژن شركت از PCR واكنش مواد ساير Taqو

T4 DNA Ligase، Reverse ، Ribonuclease Transcriptase (M-MULV)
از 1Kb و 100bp مولكولي وزن ــاي ماركره ــز ني و XbaI و Inhibitor، SacI

سيگما شركت آمپيسيلين از و ريفامپسين و آنتيبيوتيكهاي فرمنتاز شركت

Pajouhesh & Sazandegi: No 75  pp: 96-101

Cloning of fusion (F) gene of newcastle disease virus in E.coli
By: Sh. Farjollah, Member of Scientific Board of Agricultural Faculty of Ferdowsi University of Mashhad

Bassami, M.R., Member of Scientific Board of Agricultural Faculty of Ferdowsi University of Mashhad

Marashi, S. H., Member of Scientific Board of Agricultural Hural Faculty of Ferdowsi University of Mashhad

Mousavi, S.A., Member of Scientific Board of Agricultural faculty of Ilam University

Newcastle disease virus (NDV) might be the most important viral disease of avian species, including poultry. The emergence of 

genetic engineering technology provided the industry with new methods of manufacturing vaccines. The fusion protein, along with 

haemagglutinin-neuraminidase, serves as the target for the immune response of the host. After extraction of RNA from the B1 vaccinal 

strain of NDV, the viral RNA was converted to cDNA by a specific primer. The cDNA was amplificated by the polymerase chain 

reaction (PCR) and analyzed by agarose gel electrophoresis. To confirm the nature of the PCR product, the amplicon was digested with 

SacI and EcoRI restriction enzymes. The intact PCR product of fusion gene was cloned in pUC18 vector which had been digested with 

XbaI and BamHI enzymes. After of successful ligation, the constructed plasmid was transformed into DH5aα E.coli. Plasmid DNA from 

transformed bacteria was extracted in white clony and potential positive clones were confirmed with restriction digestion. Construction of 

a recombinant pUC18 plasmid containing the fusion gene was achieved as a first step towards the expression in transgenic plant. 

Keywords: Cloning , Newcastle disease virus , Fusion gene (F) 

ايزوژن شركت از ژل از DNA و RNA كيت هاي استخراج گرد يد . خريداري
ــيهخريداريگرديد. روس

آغازگر2 طراحي
با  فيوژن ژن ــي انتهاي و ابتدائي ــي نواح ــاس براس آغازگرها ــي طراح
گرفت. انجام Primer premier و5 Primer design نرمافزارهاي از ــتفاد ه اس

رفت آغازگر به
(΄CFN: 5΄-GCATCTAGAGATGGGCTCCAGACCTT-3)

برگشت آغازگر و به XbaI برشي آنزيم مكان

مقدمه
ــت. اگرچه طيور اس در پراكنش و نظر اقتصادي از بيماريزا عوامل مهمترين از ،(Newcastle Disease Virus) ــل نيوكاس ــي بيماري ويروس
عنوان يك تهديد ويروس به اين ولي ميگيرد استفاده قرار اين بيماري مورد كنترل كه براي است مديدي مدتهاي ــن ها براي واكس از ــتفاده اس
كه ــت اس (Paramyxoviridae) خانواده و از (Rubulavirus) جنس از ــل نيوكاس ويروس ــت(1). اس مانده باقي مرغداري براي صنعت فزايند ه
د ارد. طول باز كيلو و 15 است منفي قطبيت با غيرقطعه اي ژنوم RNAد ار رشتهاي، تك مارپيچي، ــيدي نوكلئوكپس با تقارن غشادار1 ــي ويروس
هماگلوتنين ،(F) فيوژن ،(M) (P)، ماتريكس فسفوپروتئين ،(NP) نوكلئوكپيسد اصلي، و غيرساختماني ساختماني 6 پروتئين ويروس اين ژنوم
براي و بوده ــن گليكوپروتئي جنس از (HN) و (F) ژنهاي .(10 ــد(3، كد ميكن را (L) RNA ــته به وابس مراز ــي RNAپل (HN)و ــداز نورآميني
وجود ــش ويروس پوش د ر F پروتئين كنند(4، 5). را تحريك ايمني ــتم ميتوانند سيس پروتئين دو هر بيمارگري اهميت دارند و عفونتزايي و
شده شكاف) شكسته (محل Cleavage siteدر منطقه فورين آنزيم توسط گلژي غشاء در ــود كه ميش ساخته F0 پيشساز صورت به و ــته داش
لازم عفونتزايي و براي فعالشدن شكستگي اين ميشوند، متصل بهم سولفيدي دي باند هاي بوسيله كه ميكند F2 و F1پپتيد پلي دو ايجاد و
كه از دارد سويه هاي زياد ي نيوكاسل ويروس ميباشد (5). اسيد آمينه با 553 پروتئين يك كدكننده كه دارد باز 1659 جفت ژن اين است (9).
بيماريزا)، العاده (فوق گروه ولوژنيك د ر سه ويروس در طيور، جدايههاي اين شدت بيماري براساس تفاوت دارند و باهم حد ت و عفونتزايي نظر
اختلاف هم با F ) ژن leavage site) ناحيه د ر بازي آمينه تعداد اسيدهاي در شدهاند كه د اده قرار بيماريزا) (غير و لنتوژنيك (متوسط) مزوژنيك
منبعي عنوان به ژن اين حامل باكتري كلون تكوين پژوهش اين از هدف باشند(6). كشنده درصد 100 ميتوانند تا ولوژنيك پاتوتايپهاي دارند .

مي باشد. گياه به انتقال جمله مختلف از در سيستمهاي ژن بيان فيوژن جهت كلون به دسترسي جهت پايدار
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 (CRN: 5΄-ACGGGATCCGAAACCTTCGTTCCTCATC-3΄)
پيش  نواحي در گرديدند و انتهاي 5 تعبيه در BamHI برشي آنزيم  مكان
رفت آغازگرهاي در ترتيب به ACG GCA و نوكلئوتيدهاي ــي برش از مكانهاي
نرم استفاده از با آغازگرها ويژگي و حساسيت گرديدند. منظور ــت نيز برگش و
26 طول به رفت ترتيب آغازگر بدين و گرديد تعيين بالا در شده ذكر افزارهاي
و نوكلئوتيد 28 طول به ــتي برگش آغازگر و دماي ذوب 64 درجه و نوكلئوتيد
قطعه 1705 ،PCR واكنش توسط تكثيري محصول بود. درجه 65 دماي ذوب
ــاخت س تائيد منظور به جفت آغازگر ديگر مينمايد. يك ــاد ايج نوكلئوتيد ي
توسط تكثير شونده قطعه كه طراحي گرديد ــميد در پلاس ژن و وجود cDNA

واكنش توسط ناحيه اين تكثير بود. در صورت باز جفت 310 آغازگر جفت اين
پلاسميد در ژن وجود همچنين كامل cDNA و ــدن از ساختهش ميتوان PCR

رفت آغازگر كرد . حاصل اطمينان
(PFN: 5΄- GGAGGATGTTGGCAGCATT-3΄)

برگشتي آغازگر و 55 درجه ذوب دماي نوكلئوتيد و 19 طول به
 (PRN: 5΄- GTCAACATATACACCTCATC-3΄)

شد . گرديده نيز طراحي د رجه 55 اتصال د ماي نوكلئوتيد و 20 طول به

استخراج
حاوي كه معرف ترايزول از ــل نيوكاس ويروس از RNA ــتخراج براي اس
منظور به ابتدا گرديد. در ــتفاده اس ــت اس ــيانات تيوس گوانيد ين ايزو و فنل
آنزيم وجود نظر از ــمپلرها س نوك ميكروتيوبها و و محلولها نمودن عاري
با محلول ها همه ترتيب اين ــه ب ــتفاده گرديد. اس DEPC معرف از ،RNase

نوك سمپلرها ميكروتيوبها و و DEPC تهيه شد با شده آب تيمار استفاده از
د ستورالعمل ــاس براس استخراج روش ــد ند. ش داده ــو شستش آب با اين نيز
ــن با واكس ــت. ابتدا نمونه گرف صورت زير ــرح ش به ــد ه ش خريد اري كيت
محلول ــپس س هموژن گرد يد. نمود ن ورتكس PBS و محلول ــتفاده از اس
غيرفعال پروتئينها و كردن و د ناتوره ــلولها س كردن ليز به منظور ترايزول
دقيقه پنج و به مدت اضافه گرديد يك ميليليتر نوكلئازها به مقدار نمودن
مخلوط ميكروليتر 200 سپس گرد يد. انكوبه سانتي گراد درجه 4 دماي در
تكان آرامي به ميكروتيوب گرديد . اضافه به1) 49) الكل ايزواميل كلروفرم-
دقيقه 5 مدت و به داد ه قرار ــانتيگراد س درجه 4 د ر دماي دقيقه 5 و داده
پس از گرد يد. ــانتريفيوژ س g 12000 د ر و ــانتيگراد  س درجه 4 دماي در
با بود RNA حاوي ــفاف و ش بالايي كه ــخص، فاز مش كاملا فاز ــكيل دو تش
مقدار ــد. گردي منتقل يك ميكروتيوب تميز ــه ب گرديد و ــت جمعآوري دق
دماي در دقيقه 30 مدت ــه ب اضافه گرديد و ايزوپروپانول ــر ميكروليت 600
دماي در دقيقه 15 به مدت نمونه نمايد. RNA رسوب شد تا داده قرار -20
ميلي يك سپس ــانتريفيوژ گرديد. س 12000g د ر و ــانتيگراد س درجه 4
درجه ــاي 4 دم در دقيقه 3 مد ت به و گرد يد ــد اضافه د رص 75 ــكل ليترال
ــدن از خشكش گرفت. پس انجام ــانتريفيوژ س 7500g و در ــانتيگراد س
شد. اضافه مؤثره) (ماده اكستراژن محلول ميكروليتر 50 آن به نمونه كامل
طول در نوري جذب اندازهگيري با ــده ش تخليص ــي ويروس RNA ارزيابي
RNA ــبت نس ــبه محاس ضمن ــد ش انجام نانومتر 280 نانومتر و 260 موج
گرد يد. محاسبه نيز شد ه RNA استخراج مقدار پروتئين، به ــده ش تخليص
پروتئينها و حذف براي ترتيب به DNase I و Proteinase K ــاي از آنزيمه

گرديد. استفاده استخراجي RNA از DNA

ژن و تكثير ساخت
ميكروليتر يك با ــي ويروس RNAاز ميكروگرم 5 ،cDNA ــاخت براي س

بافر آنزيم از ميكروليتر 2 معكوسM-MULV به همراه رونوشتبردار آنزيم
 (250 mmol/LTris-HCl, pH 8,3, 375 mmol/L KCl, 15 mmol/L 
MGCl2, 50 mmol/L DTT) 
آنزيم ــده مهاركنن ــد از واح 20 و ــتي برگش ــر آغازگ از ــول پيكوم 15 و
انكوبه د قيقه 80 سانتيگراد بمدت درجه 42 دماي در و مخلوط ريبونوكلئاز3
واكنش مخلوط كردن آنزيم رونوشتبردار معكوس، براي غيرفعال انتها د ر شد.
از شده ــاخته س cDNA .انكوبه گرديد 65 درجه در دماي 10 دقيقه به مد ت
ساخته cDNAاز استفاده و با گرديد تعيين غلظت ــپكتروفتومتري اس طريق
گرديد. تكثير F ژن انجام و PCR واكنش (CRN) (CFN) و آغازگرهاي و شده
دو هر از پيكومول 10 با شده ساخته cDNA از ميكروليتر 2PCR انجام جهت
يك واحد دو ميلي مولار، dNTP ،MgCl2 مولار ميلي 1/5 حضور در ــر آغازگ

بافر آنزيم از ميكروليتر 2/5 و پليمراز Taq آنزيم
 (100mm Tris-HCl (pH 8/8 at 25 C), 500mm KCl, 0/8٪ Nonidet P40)

 94 دمايي برنامه ــن گرفت نظر با در واكنش مخلوط گرديدند. ــوط مخل
د قيقه يك درجه 62 ثانيه، 30 مدت به د رجه 94) ــه، دقيق 3 مدت به ــه درج
تكثير دقيقه 10 مدت به د رجه چرخه و 72 35 براي دقيقه) 3 ــه درج 72 و
آگارز ژل الكتروفورز در از تكثير، محصولات ــي بررس و مشاهده براي گرديد.
برومايد اتيديوم از ــتفاده با اس رنگآميزي ولت و 70 ولتاژ ثابت درصد با 1 /2

گرديدند. بررسي ايلوميناتور د ستگاه ترانس از استفاده با و گرفت انجام

هضم برشي تهيه نقشه
اوليه، محصول PCRتوسط توالي ــده با ش تكثير قطعه تطابق به منظور
هضم مورد مي د هند برش ــه قطعاتي ب را ژن SacI كه و EcoRI ــاي آنزيمه

آنزيمي قرار گرفت.

ترانسفورماسيون و اتصال
XbaI و آنزيم د و ــط توس PCR محصول ــبان، چس انتهاي ايجاد منظور ــه ب
مورد هضم ــت، د اش قرار آغازگرها انتهاي دو د ر آنها برش مكان كه BamHI

خالصسازي پائين نقطه ذوب با آگارز ژل از ــتفاده اس با گرفت. قرار آنزيمي
آنزيم دو ــط توس ــميد pUC18 نيز پلاس گرفت، انجام ژل PCR از محصول
T4 آنزيم ــيله اتصال4 بوس عمل گرفت. قرار ــم هض ــورد م BamHI و XbaI

انجام ــانتيگراد درجه س ــاي 22 د م در ــاعت س 2 مدت ــه ب DNA Ligase

E.coli شده مستعد باكتريائي ــلولهاي س به اتصال مرحله محصول گرفت.
محيط شده روي ترانسفورم باكتري هاي گرديد. ــفورم ترانس DH5 ــويه س
ــيلين، آنتيبيوتيك آمپيس ليتر ميلي در 50 ميكروگرم حاوي LB ــت كش
ــت كش د رصد 2X-Gal 40 ميكروليتر و ــد درص 20IPTG ــر ميكروليت 7
ساعت 4 و سانتيگراد  37 درجه دماي ــاعت در س 16 مدت ــد و به ش داد ه
گرديد انتخاب آبي و ــفيد س چند پرگنه گرديدند. درجه انكوبه 4 دماي در
پلاسميد هاي گرفت. انجام پلاسميد استخراج mini-prep روش به آنها از و
SacI و EcoRI برشي آنزيمهاي از استفاده با سفيد پرگنههاي از استخراجي
هضم مضاعف مورد ــميد در پلاس ژن تأئيد وجود ــراي ب BamHI و XbaI و
(PRN) نيز و (PFN) آغازگرهاي از استفاده با PCR واكنش از قرار گرفتند.

گرديد. استفاد ه ژن وجود تأئيد براي

... ويروس ژن  كلونينگ
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تابستان1386 ،75 شماره

آبزيان۹۹ و د ام امور در

بحث و نتيجهگيري
pUC18 ناقل در آن سپس كلونينگ و F جداسازي ژن ما مطالعه اين در
در كلونيگ دنبال آن به نيوكاسل و ويروس ژن از نموديم. جداسازي گزارش
گياهان جمله از مختلف در سيستمهاي بيان ژنها در قدم اولين مناسب، ناقل
موجب مختلف سيستمهاي د ر F ژن بيان ــت. ژني اس ــنهاي توليد واكس يا
عنوان به مي توان شد ه پاد تنهاي توليد اين و از مي شود طيور در ايمنيزايي
به .(7 ،6 دارد (2، مطابقت پژوهشگران ساير گزارشهاي با كردكه استفاده واكسن
HN و F ژنهاي توسط گياه سيبزميني ــده در ش توليد پادتنهاي طوريكه
توانستند ــد ند ش ــتفاده اس خواركي ــن واكس صورت به كه وقتي ويروس اين
پلاسميد حاوي از شده بيان آنتيژنهاي كنند(2). تحريك را ايمني ــتم سيس
ايمني زايي مناسبي ولوژنيك به سويههاي آلوده جوجههاي در HN F و ژنهاي

بوجود آوردند(6). ويروس نيوكاسل عليه بر ميزبان در را
BLAST جستجوگر برنامه از ــتفاده اس با ــده ش انتخاب آغازگرهاي توالي
ــتجو ــاير موجودات جس س همولوژي با براي يافتن NCBI اطلاعاتي ــك بان در
شده RNA استخراج نيامد. بدست موجودات ــاير س با همولوژي هيچ گرديد و
280 به نانومتر 260 موج طول در نوري جذب با اندازهگيري خلوص ارزيابي در
از و بود استخراجي RNA خلوص نشاندهنده نشان داد كه را 2 نسبت نانومتر
كيفيت استفاده شد كه RNA كيفيت ــي بررس نيز براي آگاروز ژل الكتروفورز
نيز cDNA ميزان تعيين براي نوري جذب اندازهگيري ــت. ــبتاً خوبي داش نس
شده توسط تكثير قطعات داد.اندازه ــان نش را ميكروليتر در نانوگرم 243 ميزان
bp 100 مولكولي وزن ماركر درصد و 1/2 ژل آگارز از استفاد ه با PCR واكنش
آمد ــت بدس بازي جفت قطعهاي حدود1700 ــد كه ش تاييد ــركت فرمنتاز ش
در cDNA به جاي آب مقطر از منفي شاهد د ر شكل 1). 5 4 و ،3 (چاهكهاي
واكنش در اينكه به توجه با ــكل 1). ش شد(چاهك 2 ــتفاد ه اس واكنش مخلوط
جفت آمد، قطعه1700 بدست اختصاصي غير قطعات ژن تكثير اين براي PCR

باندهاي عير اين وجود گرد يد . استخراج ژل از DNA خلوص افزايش بازي براي
(CRN) و (CFN) آغازگرهاي ميباشدكه آغازگرها طراحي به مربوط اختصاصي

جفت بازي ناحيه حد ود 700 باز، يك 1705 جفت به طول ژن تكثير علاوه بر
عد م بعلت آغازگرها استفاده از اين با ناحيه اين ميكرد ند كه تكثير تكثير نيز را
بود. ناپذير اجتناب ژن انتهايي و ابتدايي نواحي در بهتر آغازگر جفت يك وجود
اتصال دماي مخلوط واكنش و در استفاده از تغيير با باندهاي اضافي حتي تكثير
آنزيمي هضم براي تطبيق نقشه آنزيمي هضم ــد. نتايج نش برطرف نيز آغارگز
توسط هضم از زير بود. صورت به اوليه توالي در آنزيمها با مكان شده تكثير قطعه
و آنزيمSacI، دو قطعه639 و از بازي و1325 جفت آنزيمEcoRI، دو قطعه380
و EcoRI جفت بازيوهمچنينازهضم آنزيمي مضاعفتوسطآنزيمهاي 1066
از آمد ه همه قطعات بدست كه آمدند دست به 676 639 و 380 و قطعات SacI 

.(8) بود(شكل2) توالي اوليه نقشه برشي با منطبق برشي هضم
مكان برگشتي آغازگر د ر رفت مكان آنزيمي XbaI و آغازگر د ر كه آنجا از
دو آنزيم از مذكور ژن ــردن ك كلون جهت بود، ــد ه ش طراحي BamHI آنزيمي
چندگانه مكانهاي ــه ناحي در قطعه حاصله ــد. ــتفاده گردي اس BamHI و XbaI

كلون بود ــده ش هضم با اين دو آنزيم نيز pUC18 كه ناقل (MCS) كلونينگ5
رشد گرديد . ترانسفورم DH5 سويه E.coli ــد ه مستعد ش باكتري به گرديد و
در وجود پلاسميد نشانگر ــيلين آمپيس آنتي بيوتيك حاوي محيط در پرگنه ها
بود. آنها حامل نوتركيب بودن باكتري پرگنههاي سفيد نمايانگر وجود باكتري،
براي پرگنههايسفيدتوسطاسپكتروفتومتر از پلاسميدياستخراجشد ه DNA

داد نشان 1/8 را نسبت نانومتر 280 به نانومتر 260 موج در طول كيفيت تعيين
هضم آنزيمي از شده بود. استخراج DNA پلاسميدي خلوص دهند ه نشان كه
سه قطعه BamHI و EcoRI آنزيم هاي توسط استخراجي پلاسميدهاي مضاعف
SacI آنزيم هاي ــط توس مضاعف هضم از و بازي جفت 2680 و 1326 و 379
هضم همچنين از و جفت بازي 2680 و و 1075 634 ــه قطع ــه س BamHI و
جفت و2680 قطعات1705 BamHI و XbaI آنزيمهاي توسط مضاعف آنزيمي
2680 در قطعه و شده كلون ژن به مربوط 1705 قطعه آمد كه د ست بازي به
پلاسميد آنزيمي نتايج هضم ميباشد. pUC18پلاسميد به مربوط هضمها تمام
بود اوليه توالي و شده تكثير ژن آنزيمي هضم نقشه با تطابق نشانگر نوتركيب

الكتروفـورز شـماره1: شـكل
شده تكثير

وزن مولكولي اول: ماركر چاهك
100

چاهك دوم: شاهد منفي
پنجم: چهـارم و و سـوم چاهك

باند 1705
اسـتخراج جهت چهارم: چاهك

گرديد. ژل استفاده از
آنزيمي هضم :2 شماره شكل

محصول
وزن مولكولي اول: ماركر چاهك
100
آنزيم با آنزيمي هضم د وم: چاهك
EcoRI

با آنزيمي هضم سوم: چاهك
SacI آنزيم
با مضاعف هضم چهارم: چاهك
EcoRI و SacI آنزيمهاي
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۱۰۰ آبزيان و د ام امور در

براي PCR 3)(8). واكنش ميباشد(شكل پلاسميد در وجود ژن نشاندهنده كه
به كه شاهد ) عنوان به (آبي ژن بدون ــميد پلاس و (سفيد) ــميد نوتركيب پلاس
انجام شده بود ند استفاده ژن وجود تأئيد منظور به PCR در واكنش الگو عنوان
ــان كه نش آمد ــت بدس نوتركيب ــميد پلاس در بازي جفت باند 310 كه گرفت
آبي پرگنههاي از باند عدم تكثير ميباشد. pUC18 پلاسميد وجود ژن در دهنده

است(شكل 4). در پرگنههاي آبي اين ژن عدم وجود دهنده نشان
صحت دهنده ــان نش PCR محصول تكثير و آنزيمي هضم اينكه ــم عليرغ
انجام هرگونه قبل از است كه ضروري مي باشد، E.coli در باكتري F كلونينگ ژن
دو هر در دوبار حداقل شده كلون ژن نوكلئوتيدي توالي ژن، اين بيان جهت اقدام
زيادي ميزان به تكثير جهت pfuاستفاده از آنزيم اگرچه شود. توالي تعيين جهت
صورتي توالي در ــد ولي ميده كاهش تكثير براي را آنزيم ــط خطا توس احتمال
توالي يابي عمل كه بود خواهد برخوردار ارجحيت از صدرصد طور به F ژن ــه اولي
جهت كلون اين بودن دسترس سبب در pUC18 ناقل در ژن وجود گيرد. انجام

بود. خواهد ناقلين وسيعي از محدوده در بيان ژن و تكميلي آزمايشات

پاورقيها
1- Enveloped

2- Primer

3- Ribonuclease inhibitor

4- Ligation

5- Multiple Cloning Site
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هضـم :3 شـماره شـكل
نوتركيب آنزيمي پلاسميد
ماركـر وزن اول: چاهـك

100 مولكولي 
چاهك هضم دوم: چاهك
با مضاعـف هضـم سـوم:
XbaI و SacI آنزيم هاي

هضـم چهـارم: چاهـك
آنزيم هـاي بـا مضاعـف

BamHI و XbaI

واكنـش :4 شـماره شـكل
از اطمينـان  بـراي
پلاسـميد در ژن وجـود
وزن ماركـر  اول: چاهـك

100 مولكولي 
سـوم و دوم چاهـك
جفت بانـد 310 چهـارم: و
پلاسميد از (استخراج بازي

سفيد) كلوني
باند بـدون پنجم: چاهـك
از پلاسـميد (اسـتخراج

آبي) كلوني

... ويروس ژن  كلونينگ
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