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 مورد نظر كلون ناقل قطعات مربوط به كاست آنتي سنس در .دهد، ساخته شدهدف قرار مي

                                                 
  دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوشيمي *

  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، مركز تحقيقات علوم اعصاب **
   دانشگاه تهران، دانشكده علوم و فناوريهاي نوين، گروه مهندسي علوم زيستي ***

****                                                                                                    nmaghsoudi@sbmu.ac.ir 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


68 91، بهار1سال اول، شماره /بيوتكنولوژي و ميكروبيولوژي كاربرديفصلنامه ...........

 و RT-PCRي مربوط به هر دوژن با روش mRNAگيري سطح شده و عملكرد آن با اندازه
مورد هاي جفت شده براون و همكارانش با روش واكنش آن هاهاي سنجش فعاليت آنزيم
ي مربوط به هر دوژن و فعاليت  mRNA سبب كاهش سطح بيان كاست،. ارزيابي قرار گرفت

 درصد در مورد 17ميزان اين كاهش فعاليت در مورد استات كيناز، .  شدآن هاهاي آنزيم
براي جلوگيري از اي با مشاهده اين اثر اميدهاي تازه.  درصد محاسبه شد15فنسفوترنس استيلاز 

اروي نوتركيب در باكتري اشريشياكلي به مرگ زودهنگام باكتري و افزايش بازدهي توليد د
  .آيدوجود مي

 استات ،سنس، استات، پروتئين نوتركيب، اشريشياكلي آنتيي RNA :كليديواژه هاي 
  .كيناز، فنسفوترنس استيلاز
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  مقدمه
تركيب وجود هاي بياني بسيار متنوعي براي توليد پروتئين نوها و سامانهاگر چه امروزه ارگانيسم

گرفت كيب مورد استفاده قرار اولين ميزباني بود كه براي توليد داروي نوتراشرشياكليباكتري دارد، 
هاي قابل توجهي با استفاده از آن، در اين حوزه از فناوري زيستي صورت آيد پيشرفتو به نظر مي

ياكلي رشد سريع و سرعت بالاي توليد پروتئين و دانش زيادي كه در مورد فيزيولوژي اشرش. گيرد
هاي بياني مبدل ساخته وجود دارد؛ به همراه ابزار كارآمد ژنتيكي، آن را به يكي از بهترين سيستم

پلاسم و نتايج  در كنترل فولدينگ اكسيداتيو پروتئين در سيتواشرشياكليبه ويژه، توانايي . است
ن ارگانيسم گيري ايهاي جديدي جهت به كار، دريچه1هاي بدون سلولجديد حاصل از آزمايش

با وجود مزاياي قابل توجه ). 5(تركيب گشوده استساده اما بسيار مفيد، در صنايع توليد پروتئين نو
قيمت براي توليد پروتئين نوتركيب، مشكلاتي نيز بر سر راه در مورد استفاده از اين ميزبان ارزان

ق جهت رفع آن واداشته است، از جمله مسايلي كه محققان مختلفي را به مطالعه و تحقي. وجود دارد
باشد كه سبب مرگ زودرس توليد بالاي استات توسط باكتري در طي رشد سريع در فرمانتور مي
  .دهدآن شده و به اين ترتيب فرآيند توليد پروتئين نوتركيب را كاهش مي

 بسياري از اين. . تا كنون، راهكارهاي مختلفي براي رفع اين مشكل مطرح و انجام شده است
؛ اجتناب از محدوديت اكسيژن محلول در محيط )8(گيرند ها در سه دسته اصلي قرارميروش

سازي سازي آن با اكسيژن خالص؛ محدودكشت، با افزايش سرعت اكسيژن ورودي يا از طريق غني
هاي كنترلي ها با تنظيم سرعت غذارساني به محيط با استفاده از الگوريتمماده غذايي براي سلول

 مانند ٢و حذف زايدات سمي به ويژه استات از محيط رآكتور، به صورت در جا) 10و6و8(يده پيچ
  .٣هاي پرفيوژنسامانه

ها منجر به انجام بهتر فرآيند، آن هم به صورت موقت شده؛ با اينكه بسياري از اين روش
آن كارگيري  كه بههاي بسيار دقيقي دارد در عمل بسيار دشوار بوده و نياز به كنترلآن هاانجام 

ها به سمت  پژوهش1994بنابراين، از سال . ي اقتصادي ندارد پرهزينه بوده و صرفهها
                                                 
1 Cell- free 
2 In Situ 
3 perfusion 
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كه تا  .تاستفاده از ابزار مولكولي براي رفع اين معضل، سوق يافهاي ژنتيكي و دستكاري
 توليد اصلي مسيرهاي توان به حذف آنزيم از جمله مي).9(زمانهاي اخير نيز ادامه يافته است
اما، يكي از مشكلات ). 8( فسفوترانس استيلازاشاره نمود- استات، يعني مسير استات كيناز 

، اين است كه اگر عملكرد پروتئين حاصل از ژن براي رشد سلول در 1ناكار كردن كامل ژن
آزمايشگاه ضروري باشد، فقدان كامل ژن كشنده بوده و بنابراين هيچ پروتئين نوتركيبي به 

اين موضوع اهميت كاهش بخشي از بيان ژن يا عملكرد محصول آن را تا حدي . آيديدست نم
يكي از . سازدآشكار مي كه سلول بتواند به رشد خود در شرايط طبيعي آزمايشگاهي ادامه بدهد،

  ).4( است 2سنسي آنتيRNAراهبردهايي كه جهت نيل به اين هدف به كار مي رود، فناوري 
هاي مربوط به دو آنزيم ي آنتي سنس براي مهار جزئي بيان ژن RNAاوري در اين مقاله از فن

در اين فناوري كه  . .كيناز، استفاده شده استاستيلاز و استاتاصلي مسير استات، يعني فسفوترانس
برداري شده ي نسخهmRNAهايي از مولكول ، توالي)7(ها وجود دارد به طور طبيعي در باكتري

گيرند، شناسايي و ميها قرارنظر، كه در ساختار دوم آن در نواحي سطحي و لوپاز روي ژن مورد
، ٤و پاياني ٣الامكان كوتاه داراي نواحي تنظيمي آغازيو به صورت يك توالي حتي) 7(شده انتخاب 

 برداري انجامپلاسميد مذكور وارد باكتري شده و از روي آن نسخه. گرددوارد پلاسميد مناسب مي
هايي از شود كه با بخشسنس، سبب ايجاد رونوشتي ميآنتي برداري از روي توالينسخه. شودمي

mRNAگردد تا اين امر سبب مي. شودي سنس  مكمل بوده و به آن متصل ميي حاصل از رشته
.  كنند حركت نموده و آن را به پروتئين مربوط، ترجمهmRNA ها نتوانند در طول ريبوزوم
 ).7(شود ن توليد پروتئين مورد نظر در داخل باكتري دچار افت ميبنابراي

شود، مقدار اضافي آن  حفظ ميATPبدين ترتيب علاوه بر اينكه استات به عنوان منبعي براي 
 . شودميكه سبب از بين رفتن باكتري است به طور دائم از محيط حذف 

  

                                                 
1 Gene Knock-Out 
2 Antisense RNA 
3 promoter 
4 terminator 
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  مواد و روشها
 هاي باكترياييگونه

XL1-Blue (endA1 gyrA96 (nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F'[Tn10 
proAB+ lacIq Δ (lacZ) M15] hsdR17 (rK

- mK
+), Tetracycline- resistant)  

(Stratagene) . BL21(DE3)( F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
- mB

-) λ(DE3 

[lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])) (Studier). K12(DH5α)(F- 
endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK

- mK
+), λ– ) (Gibco/BRL). 

  
كيناز و  هاي مسير اصلي سنتز استات يعني استاتسنس براي ژن آنزيمطراحي كاست آنتيدر 

  .ده شده است نشان دا1شد كه در شكل گرفتهنظرقالبي در استيلاز فسفوترانس
  
  
  
  

  .كيناز و فسفوترانس استيلازهاي استاتسنس در مورد آنزيمكاست آنتي. 1شكل 

  
، استخراج از ژل (PCR) مرازي پليتهيه قطعات كاست آنتي سنس با واكنش زنجيره

  . انجام گرديدآگارز و هضم آنزيمي دوگانه
 نمايش 1فصيل در جدول براي هر قطعه از كاست مذكور، دو پرايمر طراحي شد كه به ت

  .داده شده است
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 .سنسپرايمرهاي مورد استفاده جهت تكثير قطعات مربوط به كاست آنتي. 1جدول

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 oC: 95دماي اوليه: سنس به شرح زير انجام شد جهت جداسازي قطعات آنتيPCRواكنش 
 به PackA :oC 55( دقيقه، 1 به مدت oC 94:  سيكل كه هر كدام شامل 35 دقيقه، 5به مدت 

 دقيقه، 1 به مدت term: oC 65[ackA] دقيقه، 1 به مدت asackA :oC 5/64 دقيقه، 1مدت 
pta :oC 60 دقيقه، 1 به مدت aspta :oC 63 دقيقه، 1 به مدت [pta]term :oC 55 به مدت 

محصولات  . دقيقه10  براي مدت oC72:  ثانيه و تكثير نهايي90 به مدت oC 72 و)  دقيقه1
PCR به وسيله كيت استخراج DNA متعلق به كمپاني ،Rocheاز ژل آگار استخراج شدند ،. 

، +pBluescript/ sk انتخاب شده جهت كلونينگ يعني ناقل پلاسميديقطعات استخراج شده از ژل به همراه 
 . برش زده شدند) شده است نمايش داده2مطابق آنچه در شكل  ( قرار داشتند،آن هاهايي كه دو سر توسط آنزيم

  مورد نظرناقلواكنش الحاق قطعات برش زده شده در 
شد، پس از تعيين غلظت مولي انتهاهاي هر قطعه به همراه وكتوري كه بايد در آن كلون مي

3` 

3` 

3` 

3` 
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مراحل انجام واكنش مذكور در .  قرار گرفتند1، تحت واكنش الحاقآن هامقادير مناسبي از 
  . نشان داده شده است2ي سنس به صورت شماتيك در شكل مورد هر بخش از كاست آنت

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  .pta و ackAهاي سنس در مورد ژن تصوير شماتيك مراحل تهيه كاست آنتي.2شكل 

                                                 
1 Ligation 
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  نهايي قطعه3 محصول الحاق به آن و تعيين توالي2 و انتقال1تهيه ميزبان باكتريايي مستعد
  الحاق شده در پلاسميد
 حاوي ناقل با روش كلريد كلسيم به صورت باكتري مستعد درآمده و با باكتري مورد نظر
 در اين مرحله به منظور تاييد اوليه پلاسميد نوتركيب هضم آنزيمي دوگانه .قطعه ترانسفرم شد

در اين ميان پلاسميدي كه . ، انجام گرفتناقلهاي دو طرف قطعه الحاق شده در توسط آنزيم
 برش دوگانه، آزاد كرده و بر روي ژل آگار مشاهده شده بود، ي مورد نظر را، پس ازقطعه

هاي كاست در هر ي قطعهپلاسميدهاي رها كننده. جهت تاييد نهايي براي توالي يابي شد
سرانجام، پلاسميد نهايي حاوي كاست . يابي و تاييد شدند تواليMWGمرحله توسط كمپاني 

  .شود، به دست آمد مشاهده مي3شكل، به صورتي كه در pL6سنس با نام كامل آنتي

  pL6سنس به نام  تصوير شماتيك از پلاسميد حاوي كاست كامل آنتي.3شكل 

  
 (RT-PCR)كريپتاز معكوس مراز با استفاده از ترانسي پليش زنجيرهواكن

  
، مورد آزمايش Bl21 (DE3) اشريشياكليآنتي سنس در باكتري ميزبان عملكرد كاست

ي كل از باكتري طبق روش به كار رفته RNAين منظور، پس از استخراج به هم. قرارگرفت
 pta و ackAسنس كاست يعني  براي هر دو قسمت آنتي)3( كارونوكاران و كوراميتسو توسط

 5́ي باكتريايي به سرعت از سرmRNAچون  (5 ́دست انتهايدو پرايمر مربوط به بخش پايين
 انجام RT-PCR طراحي و آزمايش 3 ́بوط به انتهايو يكي مر) كندشروع به تخريب شدن مي

                                                 
1 competent cell 
2 Transformation 
3 Sequencing 
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 طوري طراحي شدند كه يكي كاملا بعد از ناحيه انتخابي براي قسمت 5 ́پرايمرهاي سر. شد
براي ترسيم بهتر اين (سنس كاست بود و ديگري با بخشي از اين ناحيه همپوشاني داشت آنتي

علت انجام اين كار، دستيابي به ).  آمده است4موضوع، تصوير شماتيكي از اين كار در شكل 
پرايمرهاي ذكر . سنس بود و اطمينان از عملكرد كاست آنتيRT-PCRامكان مقايسه نتايج 

  .اند، نشان داده شده2شده در جدول

  .pta و ackAهاي  از ژنmRNA  به منظور آناليز كمي رونويسيRT-PCR پرايمرهاي مورد استفاده در .2جدول

  
  
  
  
  
  
  
  

  .گيري و سپس مقايسه شد اندازهTotal Lab Image Analysisندها توسط نرم افزار غلظت با

 استيلازكيناز و فسفوترانسي آنزيم استاتگيري فعاليت ويژهاندازه
. محاسبه شد) 1 (1ي خام از غلظت پروتئين موجود درآن با روش برادفوردپس از تهيه افشره

 به عنوان پروتئين استاندارد (BSA) از آلبومين سرم گوساله ي محلول استاندارد پروتئين،براي تهيه
، طبق روش واكنشهاي جفت شده براون و براي سنجش فعاليت آنزيم استات كيناز. استفاده شد
 . واكنش به صورت زير تهيه شدمحلول ،)2 (2همكارانش

(225 mM Tris-HCl [pH 7.6], 15 mM malic acid, 4.5 mM MgCl2, 3.75 
mM CoA, 22.5 mM NAD+ ,20μg/ml malate dehydrogenase, 20μg/ml 
citrate synthase, 60 mM ATP, 1 U/ml PTA, and 12.5 mM sodium acetate) 

                                                 
1 Bradford 
2  Coupled reaction of Brown et al 
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 . واكنش به صورت زير تهيه شدحلولبراي سنجش فعاليت آنزيم فسفوترانس استيلاز، م

(225 mM Tris-HCl [pH 7.6], 15 mM malic acid, 4.5 mM MgCl2, 
3.75 mM CoA, 22.5 mM NAD+ ,20μg/ml malate dehydrogenase, 
20μg/ml citrate synthase, 10 mM AcP) 

ي خام با مقادير مساوي پروتئين به هر ها، واكنش با افزودن افشرهحلولي اين مپس از تهيه
ه  دقيق3هاي مورد نظر براي حلول آغاز شده و تغييرات جذب مoC25 ، در دماي حلولدو م

در اين روش، يك . گيري شد نانومتر اندازه340توسط دستگاه اسپكتروفتومتر و در طول موج 
مول  ميكرو1باشد كه واحد استات كيناز يا فسفوترانس استيلاز برابر با مقداري از آنزيم مي

NADH در دماي ( را در زمان يك دقيقه در يك ميلي ليتر مخلوط واكنش oC25 6/7 در pH=( 
  (ε340 = 6.22 mM-1cm-1) (1U = 1μmol/min)). 2(كند يآزاد م

  بحثنتايج و 
  .pL6و تهيه وكتور  pLT10T3 وكتوركلونينگ كاست آنتي سنس در 

 كلون شده با كاست كامل آنتي سنس pLT10T3 وكتورتصوير مربوط به 
)PackA+as-ackA+term+ Ppta+as-pta+term ( كه در اين حالتpL6 ناميده 

 5 باندهاي حاصل از هضم آنزيمي يك و دوگانه آن در ژل الكتروفورز در شكل شد به همراه
  .شودمشاهده مي
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 +PackA+as-ackA+term كلون شده باpLT10T3 هضم دوگانه پلاسميدهاي  تصوير ژل الكتروفورز .5شكل 

Ppta+as-pta+term 1 (pLT10T33.  هضم نشده( PL6 4.  هضم نشده( pL6  هضم شده با  HindШ-SacІ كه 
 .BamHІ با  هضم شده  pL6 )5.  آزاد كرده استDNA ladderبازي  جفت800سنس را در نزديكي باند كاست آنتي

  ).باشداعداد مشخص شده در ژل برحسب جفت باز مي(

 كه HindШ-SacІ  با هضم شده pL6 ،همانطور كه در اين شكل قابل مشاهده مي باشد
 DNAبازي  جفت800سنس را در نزديكي باند  كاست آنتيباشند،هاي دو سر كاست ميآنزيم

ladderبه علاوه،. آزاد كرده است pL6 با هضم شده  BamHІ نيز كه در وسط كاست آنتي
 جفت بازي شده كه وجود كاست كلون 4431سنس قرار دارد سبب آزاد سازي باند با طول 

 .دهدشده را در وكتور جديد نشان مي

 pta و ackAسنس در كاهش رونوشت ژن اي مشاهده اثر كاست آنتيكمي برRT-PCR آناليز 
 هايهاي ژن در كاهش رونوشتpL6 پلاسميد ن مرحله بايد از كارايي و عملكرد ايندر اي
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ackAو  ptaبنابراين . شد اطمينان حاصل ميRNA ي باكتري داراي پلاسميدpL6 و باكتري 
نس بود به طور جداگانه استخراج شده و از س كه فاقد كاست آنتيpLT10T3داراي پلاسميد 

ي استخراج شده RNAجهت جلوگيري از آلودگي .  انجام شدRT-PCR واكنش آن هاروي 
طبق . معكوس نيز انجام گرفتكريپتاز و ايجاد پاسخ كاذب واكنش بدون آنزيم ترانسDNAبا 

 ackA در رونوشت رفت، چه، همانطور كه انتظار مي7 و 6هاي نتيجه مشاهده شده در شكل
. شودنسبت به كنترل كاهش مشاهده مي)  درصد21 -19 (ptaو چه در رونوشت )  درصد9 - 14(

ي آنتي سنس در مورد هر دو ژن مسير بيوسنتز استات توسط RNAاين كاهش بيانگر ايجاد 
  . مي باشدpL6كاست كلون شده در وكتور 

  
  

  
  
  

  

  

  

  

  

 806قطعه .  ackAسنس در كاهش رونوشت ژناثر كاست آنتيكمي براي مشاهده RT-PCR  آناليز .6شكل
سنس همپوشاني  جفت بازي با ناحيه انتخاب شده جهت آنتي900سنس بوده و قطعه بازي خارج از ناحيه آنتيجفت

  . اعداد مشخص شده در ژل برحسب جفت باز مي باشد.دارد
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 بازي جفت1750قطعه  . ptaسنس در كاهش رونوشت ژن اثر كاست آنتيكمي براي مشاهدهRT-PCR  آناليز. 7شكل
اعداد  .سنس همپوشاني داردبازي با ناحيه انتخاب شده جهت آنتي جفت1997سنس بوده و قطعه خارج از ناحيه آنتي

  .مشخص شده در ژل برحسب جفت باز مي باشد

بـاكتري داراي كاسـت   استيلاز در ترانسفعاليت ويژه آنزيم استات كيناز و فسفو    
  سنس و باكتري فاقد آنآنتي

كيناز و فسفوترانس استيلاز هاي استاتهاي مربوط به آنزيمپس از مشاهده كاهش رونوشت
بنابراين . پرداختيمسنس ميبايد به بررسي فعاليت اين دو آنزيم در اثر عملكرد كاست آنتي

هر . سنس بود، مقايسه شدقد كاست آنتيگيري و با حالتي كه باكتري فا اندازهآن هافعاليت 
نرخ اين كاهش . گيري كم نبود؛ اما كاهش فعاليت در هر دو آنزيم واضح بودچند خطاي اندازه

 درصد 15 درصد و در مورد فسفو ترانس استيلاز 17فعاليت در مورد آنزيم استات كيناز، 
رود مسير توليد استات انتظار ميهاي اصلي با پايين آمدن ميزان فعاليت آين آنزيم. مشاهده شد

كه در ميزان توليد اين محصول جنبي حاصل از مصرف بالاي گلوكز نيز سير نزولي مشاهده 
شود؛ از اثرات مضر آن كه شده و ضمن اينكه توليد انرژي توسط اين مسير كاملا متوقف نمي
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و  8 در شكلهاي اين نتايج.شود جلوگيري گردددر اثر ترشح استات در محيط كشت حاصل مي
  .استداده شده  نشان 9

  

  
 asackA&pta. سنس و باكتري فاقد آن در باكتري داراي كاست آنتي فعاليت ويژه آنزيم استات كيناز.8شكل 

  .باشدسنس مينمايانگر كاست آنتي

  
. د آنسنس و باكتري فاق در باكتري داراي كاست آنتي فعاليت ويژه آنزيم فسفوترانس استيلاز.9شكل 

asackA&ptaباشدسنس مي نمايانگر كاست آنتي  

  نتيجه گيري
با مشاهده اثر كاست آنتي سنس در كاهش رونوشت هاي مربوط به ژن آنزيمهاي مسير 

كه يك ميزبان مهم توليد پروتئين نوتركيب مي باشد، و  باكتري اشريشياكليبيوسنتز استات در 
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 مي توان از اين وكتور بياني براي افزايش بازده اآن هنيز كاهش فعاليت مربوط به آنزيم هاي 
  . بهره برداري كرداشريشياكليتوليد پروتئين نوتركيب در باكتري 
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