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پروتئين، باندهای )ها  از ساير آلودگی موردنظرسازی ژن، ابتدا بايد ژن  منظور همسانه به

های با از ساير آلودگی موردنظرسازی ژن  خالص. جدا شود...( غيرتخصصی و پرايمردايمرها و 

در اين پژوهش برای اولين بار، ژن هدف . های شيميايی و فيزيکی مختلفی قابل انجام استروش

 .با استفاده از يک روش فيزيکی با کمک ميدان الکتريکی جداسازی شد TAE.1Xموجود در بافر 

 های یتوال از شده یطراحبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی PqHMGR (FJ755158.1 )ژن 

cDNA گياه جنسينگ (Panax quinquefolius )الحاق. تکثير شد پليمراز ای يرهزنج توسط واکنش 

 DH5α سويه E.coli باکتری سازی آن درهمسانه و  PTG-19پلاسميد حامل  به شدهیساز خالص ژن

ی خوب بهشده   یمعرفتوسط دستگاه و روش  PqHMGRدر نهايت ژن . با موفقيت انجام شد

سازی  بودن همسانه موفق يدتائمنظور  سازی شد و پلاسميد نوترکيب، به سازی و همسانه خالص

  .يابی شد توالی

 

 کليدیهای ‬واژه
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سازی، ابتدا باید  اتصال ژن به پلاسمید در فرایند همسانه منظور به

 RNAو یا  DNAای از  قطعه) نظر موردشده باند تخصصی تکثیر

 واکنشو یا  مرازی ای پلی توسط روش واکنش چرخهکه 

از سایر ( است ای پلیمرازی تکثیر شده زنجیره معکوس رونویسی

های دیگر جدا شود  دایمرها و آلودگی ، پرایمرهدف یرغهای  ژن

همیشه . دست آورد هتا اینکه کمیت و کیفیت مطلوب را ب

 پرزحمتگیر و  سازی باند تکثیرشده از ژل آگارز وقت خالص

همراه  DNAبا کاهش میزان کمیت  معمول رطو بهبوده است و 

های  علاوه بر این بعضی از مشکل(. Boom et al. 1990)است 

کاهش )از ژل آگارز  DNAهای  مربوط به جداسازی قطعه

بخشی حل نشده طور رضایتبه...( و  DNAعملکرد، تغییرهای 

سازی باندهای منظور خالصبه(. Robert et al. 1976)است 

DNA های ها، از عواملی مانند نمکاز ژل آگارز و سایر آلودگی

NaI ،NaClO4ای استفاده های ریز شیشهها و دانه، سیلیکا، قطعه

 Marko et al. 1982; Voglestein et al. 1979; yang et)شود می

al. 1979 .)های استخراج ژن از ژل آگارز انواع مختلف از روش

با استفاده  DNAتخلیص  -1ا شامل هوجود دارد که بعضی از آن

 -2(. Sambrook et al. 1989 )کلروفرم /از روش شیمیایی فنول

استفاده از رزین  با 1کروماتوگرافی تعویض یوناستفاده از روش 

 .Sambrook et al) 2سلولز -آمینواتیلاتیلدارای بار مثبت دی

1989; Yang et al. 1979 )2-  با استفاده از روش انتقال ژن

(. Sambrook et al. 1989)  سفاسل -آمینواتیلاتیلاستفاده از دی

 -9 .(Ausubel et al. 1995)ای های شیشهاستفاده از مهره -4

 روش حل -freeze-squeeze  (Thuring et al. 1975) .6روش

روش  -7 (Blin et al. 1975) کردن ژل با پتاسیم یدید

electroelution (Wienand et al. 1978.) 8-   روشß-Agarase 

(Chong et al. 1994 .)9-  4اتانولروش رسوب توسط 

(Sambrook et al. 1989)  است؛ که هر کدام از این  ...و

ها و معایب خاصی  های استخراج ژن از ژل دارای مزیت روش

سازی، در مورد انواع  در طی خالص DNAکاهش مقدار  .هستند

 ;Sulaiman et al. 2005) است مشاهده شده نیز های تجاریکیت

                                                           
1
 Ion Exchange Chromatography 

2
 Diethylaminoethyl–cellulose (DEAE-cellulose) 

3
 Diethylaminoethyl–Sephacel (DEAE-sephacel) 

4
 Ethanol Precipitation 

Feng et al. 2007). منظور استخراج ژن از ژل  در این پژوهش به

منظور استخراج ژن به. است استفاده شده PqHMGRآگارز از ژن 

الکتروفورز و استفاده از میدان از ژل آگارز از یک دستگاه شبه

 .Wu et al)استفاده شده است  TAE.1Xالکتریکی درون مایع 

 TAE.1Xدرون  شده استخراجسازی ژن  در نهایت همسانه(. 2010

  . انجام شد E.Coli؛ توسط باکتری شده حل

 1/5تا  59/5مقدار )های گیاه جنسینگ از برگ RNAاستخراج 

ساله رشدیافته در گلخانه پردیس ابوریحان دانشگاه  -سه( گرم

 Trizol reagent ) از عامل ترایزول mLit 1تهران، توسط 

Invitrogen USA) تعیین کمیت و کیفیت. انجام شد RNA 

 PerkinElmer Lamda 25)اسپکتروفتومتر با استفاده از  استخراجی

Spectrophotometer )های  گیری جذب در طول موج و اندازه

نانومتر و انجام الکتروفورز توسط ژل آگارز  285و  265، 5 2

نهایت آشکارسازی  در. بورات انجام شددرصد در بافر تریس 8/5

RNA بروماید و آمیزی ژل با اتیدیوم استخراجی توسط رنگ

 آغازگر رفتطراحی  .داک انجام شدمشاهده در زیر دستگاه ژل

5ʹTCCCATAGTTGCCAACCTCC3ʹ (o
C  8/99TM= ) و 

  ʹACCACACCACCATCTATCCTC 3 ʹ5آغازگر معکوس

(o
C88/98TM =  ) توالی ژن بر رویPqHMGR ( یال سر شمارهبا

FJ755158.1 )افزار  با استفاده از نرمPrimer 3 منظور به .انجام شد

در حجم کلی شده استخراج  RNAمیکروگرم از 2 از cDNA سنتز

 واکنشو بر طبق دستورالعمل  از مخلوط واکنش میکرولیتر 25

کیت شرکت  (RT-PCR)ای پلیمراز زنجیره معکوس رونویسی

مدل  BIO RADشرکت ) 9ترموسایکلر دستگاه در یک سیناکلون

My Cycler ) گراد به مدت درجه سانتی 49و تحت شرایط دمایی

گراد به درجه سانتی 75گرفتن در دمای  دقیقه و سپس قرار 15

آر برای تولید رشته دوم در سیبرنامه پی .انجام شددقیقه  75مدت 

ر آسیمیکرولیتر طبق دستورالعمل کیت مخلوط پی 25حجم کلی 

 94دقیقه در  9سازی اولیه واسرشته: و تحت شرایط زیر انجام شد

درجه  94دقیقه در  1سازی ثانویه گراد، واسرشتهدرجه سانتی

گراد، سانتی درجه 99دقیقه در دمای  1گراد، مرحله اتصال  یسانت

 9گراد، بسط ثانویه  یسانتدرجه  72دقیقه در دمای  2بسط اولیه 

 صورت بهسنتز شده  cDNAتصویر . گراد ینتسادرجه  72دقیقه در 

                                                           
5
 Thermo cycler 
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عادی و همراه با تکثیر توسط آغازگرهای 

و برگشت  ggtcgcacaactggtattgtattg3ʹ5ʹرفت

ʹ5ʹctcagcagaggtggtgaaca3  یید شد و سپس بر روی ژل تأاکتین

اجزای دستگاه استخراج ژن از  .درصد انتقال داده شد 9/1آگارز 

توجه . است نشان داده شده 1شکل  Dو  Cهای ژل در قسمت

، از موردنظرشود که در این آزمایش و جهت آزمون دستگاه 

مراحل کار با این دستگاه به . استفاده شد PqHMGRژن استخراج 

میکرولیتر از محصول  95-65ابتدا حدود  -1: این شرح است

درصد تحت جریان الکتروفورز قرار  1آر درون ژل آگارز سی پی

( خورده با دهانه برش)سپس از یک استوانه سرنگ  -2. گرفت

 1درون ژل آگارز  موردنظرمنظور برش محل قرارگیری ژن  به

خورده درون ظرف  در مرحله بعد ژل برش - . درصد استفاده شد

قرار گرفت تا اینکه قطعه ژلی توسط بافر  TAE.1Xحاوی مایع 

TAE.1X سرنگ، با استفاده از کشیدن پیستون  -4. اشباع شود

ژل  -9. شداشباع  TAE.1Xاستوانه اصلی سرنگ از مایع 

خورده درون استوانه اصلی سرنگ قرار داده شد و سپس  برش

توسط پیستون سرنگ، ژل به قسمت ابتدایی استوانه اصلی سرنگ 

توجه شود که در حین انجام این کار باید مایع . )انتقال یافت

TAE.1X  255 که یزماناز نک سوزن سرنگ خارج شود؛ تا 

(. درون استوانه اصلی سرنگ باقی بماند TAE.1Xمیکرولیتر از 

 155سپس با فشار دادن ژل توسط پیستون فشاری، حدود  -6

درون استوانه اصلی از طریق سوزن  TAE.1Xمیکرولیتر از مایع 

جایی که )میکرولیتری سرسرنگ  155سرنگ به داخل محفظه 

انتقال ( ون این محفظه قرار داردامتداد سیم پلاتینی قطب مثبت در

با حفظ ژل در جایگاه خود، پیستون فشاری از استوانه  -7. یافت

ینکه استوانه سرنگ در حالت افقی ا از بعدسرنگ خارج شده و 

به داخل تانک  TAE.1Xدرون تانک دستگاه قرار گرفت؛ مایع 

استوانه که داخل استوانه اصلی و تا بالای سطح  تا زمانی)دستگاه 

سپس الکترودهای مربوط  -8. اضافه شد( از این مایع اشباع شود

های قطب منفی و مثبت به منبع ولتاژ وصل شد و ژن  به سیم

آمپر میلی 455یان جر  شدتولت و  79داخل قطعه ژلی با ولتاژ 

دقیقه تحت جریان الکتروفورز قرار گرفت؛ تا اینکه که  7به مدت 

 155درون محفظه  TAE.1Xون مایع ژن درون قطعه ژلی به در

منظور افزایش غلظت ژن  به. میکرولیتری سرسرنگ انتقال یابد

استخراج ژن از ژل و انتقال به )شده، بعد از استخراج ژن استخراج

های ژلی دیگر ، از قطعه(سرسرنگ TAE.1Xمیکرولیتر مایع  155

 موردنظراستخراج و افزایش غلظت ژن  منظور بهحاوی همان ژن 

توان  حاوی ژن استخراجی قبلی می TAE.1Xدرون همان بافر 

میکرولیتری ژن  155یت توسط سمپلیر نها در -9. استفاده کرد

میکرولیتر  9/5به داخل تیوب  TAE.1Xشده درون سازیخالص

مراحل کار با دستگاه استخراج ژن از ژل آگارز به . انتقال یافت

 میکرولیتر سه .است هنشان داده شد 2روش الکتروفورز در شکل 

با استفاده از کیت شرکت  از ژلشده  شسته PCR از محصول

متصل  (SinaCloneشرکت )  PTG-19پلاسمید حامل بهفرمنتاز 

( E.coli)از باکتری اشرشیاکلی  مستعد یها سلولبه سپس  شده و

 .انتقال داده شد (است تیمار شده CaCl2 توسط ) DH5α سویه

های  های سفید از میان کلنیکلنیاز طریق غربالگری  ها نوترکیب

حضور  .توسط روش انتخاب کلنی سفید و آبی انتخاب شدندآبی 

هضم آنزیمی  های سفید با روش یتک کلندر  شده  درج قطعه

 M13تایید شد و از توالی آغازگر  BamH Iتوسط آنزیم 

در  یابی توالی منظور بهپلاسمید   DNAخود توالی وبرگشت رفت

استخراجی از برگ گیاه  RNA. استفاده شد Bioneerشرکت 

نانوگرم بر میکرولیتر  955جنسینگ آمریکایی دارای غلظت 

و  285/265در مورد نسبت : و کیفیت آن( 1شکل  Aقسمت )

 PqHMGRباند ژن . بود 2و  9/1ترتیب برابر با  به 5/265 2

و با غلظت  bp  1897طول یرشده از گیاه جنسینگ آمریکایی بهتکث

 ngr/µLit  5 /78  همراه با باند غیرتخصصی در حدودbp 1555 

یرشده به روش الکتروفورز از تکث PqHMGRدر نهایت ژن . بود

 منظور بهو (  شکل  Aقسمت )درصد استخراج شد  1ژل آگارز 

درصد انتقال یافت و  9/1ژل آگارز  بهتعیین کمیت و کیفیت آن 

گیری شد که برابر اسپکتروفتومتر اندازههمچنین غلظت آن توسط 

تک ظهور   شکل  Cو  Bقسمت . بود ngr/µLit2 /75 با 

جامد  LBبر روی محیط  PqHMGRی ژن استخراجی ها کلون

را بر روی  ها تک کلونسیلین و تکثیر هر کدام از این حاوی آمپی

تکثیر هر کدام از   شکل  Dقسمت . دهدهمین محیط نشان می

جامد حاوی  LBشده بر روی محیط  یرتکثی ها ونتک کلاین 

 .دهدرا نشان می X-gal ،IPTGسیلین، آمپی
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یرتخصصی در حدود غباز و باند  جفت 1897طول  به PqHMGRباند تخصصی مربوط به قسمتی از ژن : B .شده از برگ گیاه جنسینگ  استخراج A :RNA -1شکل 

 .منظور استخراج ژن از ژل آگارز به روش الکتروفورز شده به یطراحها و اجزاء دستگاه  قطعه: Dو  C .باز جفت 1555

 

 
 .از ژل آگارز به روش الکتروفورز PqHMGRمراحل استخراج ژن  -2شکل 

 

 
ی نوترکیب بر روی ها تک کلونگرفتن : B .است بارگذاری شدهدرصد  9/1سازی شده و بر روی ژل آگارز که به روش الکتروفورز خالص PqHMGRژن : A - شکل 

آبی -های سفیدظهور کلون :D .سیلینبیوتیک آمپیدارای آنتی LSشده بر روی محیط  یرتکثی ها تک کلونتکثیر هر کدام از  :C .سیلینبیوتیک آمپی حاوی آنتی LSمحیط 

ای، دو رشته DNA: ترتیب از بالا به پایین باندها به)های سفید نوترکیب از کلون شده  استخراجپلاسمید E: . سیلینو آمپی X-gal, IPTGحاوی  LSبر روی محیط کشت 

DNA  ،شکستهDNA سوپرکویل )F : پلاسمید استخراجی برش خورده با آنزیمBamH I (پلاسمید خطی شده :bp 2885 ،ژن داخل در برش PqHMGR  میآنز توسط 

BamH I قطعه دو دیتول و: bp 98   وbp 874). 

 

های آبی، های سفید نوترکیب از سایر کلونبعد از گزینش کلون

، استخراج موردنظرهای سفید دارای قطعه منظور شناسایی کلونبه

باندهای پلاسمید . های سفید انجام گرفتپلاسمید از این کلون

ای ، خطی و دو رشتهسوپرکویل DNAاستخراجی دارای سه باند 

باندهای حاصل از   شکل  Fقسمت (.  شکل  Eقسمت )است 

دهد که شامل یک  را نشان می BamH Iبرش پلاسمید با آنزیم 

 BamHبرش ) PqHMGRخورده پلاسمید خطی و دو قطعه برش

I بعضی از پرکاربردترین  .دهدرا نشان می( در داخل خود توالی

 شامل آرسیپیهای استخراج ژن از ژل آگارز و یا محلول روش

میزان عملکرد در این روش ( Silica/Guanidinium saltروش  -1

برای )درصدی  85و ( برای محلول)درصدی  95 -85 استخراج

دقیقه  65و ( برای محلول)دقیقه  9حدود  زمان مدتدر  (ژل آگارز

ی این روش شامل هامزیت. است آمده  دست به (برای آگارز)

و اما ها با کمترین زمان و با انجام یک مرحله است حذف آلودگی
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در )اسید های نوکلئیکامکان شکستگی قطعهعیب آن شامل 

 -2 .(Ausubel et al. 1998) است (Kbp  9های بالاتر ازاندازه

 Filter cartridges in combination with frezing orروش

without freezing ) بالای  این روش میزان عملکرد استخراجدر

. آمده است دست بهدقیقه  9-2حدود  زمان مدتی در درصد 99

افزایش غلظت خود  این روش دارای مزیت سرعت عمل بالا و

های آلوده است و تنها عیب آن عدم  همراه دفع نمک نمونه به

 .leonard et al) هاستهای بزرگ مانند پروتئینحذف آلودگی

در این ( ethanol or isopropanol precipitationروش -  .(1998

 زمان  مدتدر  درصدی 99بالای  میزان عملکرد استخراجروش 

بستگی به غلظت نمونه )روز دقیقه تا یک شبانه 25حدود 

 -1های مزیتاین روش دارای . آمده است دست به( استخراجی

 -  لاعملکرد با -2. شده سازی بودن پلیت خالص قابل روئیت

های استخراجی است و معایب آن تنوع استفاده با سایر نمک

زمان چند نمونه  بودن برای استفاده همگیر و مشکلزمان -1شامل 

امکان از دست رفتن پلیت و در نهایت عدم امکان  -2. با همدیگر

 Ausubel et al. 1998; Sambrook Fritsch) هاستحذف آلودگی

et al. 1989). 4-  روشElectroelution ) میزان در این روش

های کمتر از در قطعه)درصدی  99بالای  عملکرد استخراج

Kbp1 ) و کمتر ( های خیلی کوچک در قطعه)درصدی  95-65و

 -125حدود  زمان مدتدر  (های بزرگ در قطعه)درصدی  25از 

( DEAEمنظور حل کردن درون مایع به) 185 -65و یا  245

. بودنسمیغیر -1های مزیتاست؛ این روش دارای  آمده دست به

 -1سازی است و معایب آن شامل  عملکرد بالا برای خالص -2

بودن مورد استفاده -2. شده سازی امکان روئیت سخت باند خالص

روش استخراج ژن  در. است Kbp25-59/5های تنها برای قطعه

 را زآگار ژل از ژندرصد  95حدود  توسط جریان الکتریکی،

 یها اندازه با ژنی های قطعه مورد در شکستگی ایجاد بدون

این روش قابلیت افزایش  همچنین .توان بازیافت کرد می مختلف

سازی شده با استفاده مکرر از چند قطعه  میزان کمیت باند خالص

 در تعدادی استفاده مورد)ژل آگارز حاوی یک نوع باند ژنی 

با توجه . یر ساخته استپذ امکانرا ( کوتاه زمان در نمونه زیادی

مایع فاقد غلظت )تقطیر  دو باری آب جا بهبه اینکه در این روش 

شده از  سازی کردن ژن خالصبرای حل TAE.1Xاز مایع ( نمکی

سازی  ژل استفاده شد؛ بنابراین لازم بود که مراحل بعد از خالص

منظور انجام ژن یعنی اتصال ژن به پلاسمید باکتریایی به

مشخص  گرفته انجامشد که با آزمایش سازی آزمایش می مسانهه

مقطر مشکلی را در ایجاد  ی آبجا به TAE.1Xشد که استفاده از 

سازی ایجاد  اتصال ژن به پلاسمید باکتریایی لازم برای همسانه

 .کند نمی
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