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    )StrR2(فاقد پروموتر جدا نمودن ژن تنظیمی استرپتومایسین 
  از استرپتو مایسز گریزئوس

 
   غلامرضا بید خوری        مجید متولی باشی      زهره حجتی

  

  چکیده
نکته قابـل   .  سریع و دقیق می باشد     ها یک روش نسبتاً     برای شناسایی و جدا نمودن ژن      PCRاستفاده از    :سابقه و هدف    

شوند کـه نـه تنهـا     پرایمرها طوری طراحی می. باشد  در این تکنیک هدفمند طراحی نمودن پرایمرهای مورد استفاده می     تامل
 آنتـی بیوتیـک  . ، بلکـه کلونینـگ ژن نیـز منظـورو یـا بـه عبـارت دیگـر تـسهیل گـردد          ای ژنوم در نظر گرفته شـود    ه  ویژگی

ایـن دسـته ژنـی    . شـود   تولید مـی  ژن25 بیش ازبا  Str دسته ژنی دن  گریزئوس با به کار بر    ز توسط استرپتومایس  استرپتومایسین
هدف از این تحقیق جدا نمودن ژن       . نماید  را کد می    ژنی  است که پروتئین تنظیم کننده اختصاصی این دسته        StrRدارای ژن   

StrR2 بود بدون پروموتر آن و سپس کلونینگ آن.  
 فاقـد پرومـوتر آغازگرهـای مختلفـی         StrR2،  وموتر ذاتی خود   بدون پر  StrRجهت جدا نمودن ژن      :مواد و روش ها     

 بـرای  Nested-PCR و همچنـین  دکررا در ژنوم شناسایی  StrR ژن ،)St Nes(یک جفت از این آغازگرها . طراحی گردید
 XbaIو  BamHI هـای  جایگـاه ) Str nP1 وStr nP2(در سـایر آغازگرهـا   . رفـت تکثیر شده نیز به کـار   StrR2شناسایی ژن 

نیـز  را های برش آنزیمی در قطعـات تکثیـر شـده             جایگاه بلکه ،کردند را تکثیر    StrR2طراحی شد، این آغازگرها نه تنها ژن        
  .کردندایجاد 

کلونینگ این  .  تکثیر گردید و ساختار آن مورد تایید قرار گرفت         PCRبا استفاده از      فاقد پروموتر  StrR2ژن   :یافته ها   
ف چـون   ل ـهـای مخت   سـپس سـاختار پلاسـمیدهای نوترکیـب بـا اسـتفاده از روش             . رت گرفـت  آمیـز صـو    طور موفقیت  ژن به 

  . و هضم آنزیمی مورد تایید قرار گرفتPCRالکتروفورز، 
رپتومایسز که واجـد  ـورهای ویژه استـر را در وکت   ـ فاقد پروموت  StrR2وان ژن   ـت ور می ــاده از این وکت   ـبا استف  :استنتاج  

 .د ساب کلون نمودپروموترهای القایی هستن
  

  استرپتومایسزگریزئوسفاقد پروموتر،  StrR2  ژناسترپتومایسین، :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
هـا    برای شناسایی و جدا نمـودن ژن     PCRاستفاده از   

نکتـه قابـل تامـل      . باشد یک روش نسبتا سریع و دقیق می      
  در این تکنیک هدفمند طراحی نمودن پرایمرهای مـورد         

  

شوند که نـه     پرایمرها طوری طراحی می   . اشدب استفاده می 
، بلکه کلونینگ   در نظر گرفته شود    های ژنوم  تنها ویژگی 

ــور ــز منظ ــسهیل گــردد   ژن نی ــارت دیگــر ت ــه عب ــا ب    .و ی
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   فاقد پروموترStrR2 جدا نمودن ژن 
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ای گـرم مثبـت      رشـته  های جنسی از باکتری  ز  استرپتومایس

  مول 73 تا   69 حدود  بالا در  GCاست که ژنوم آن دارای      
 یک جنس بسیار بزرگ     ز استرپتومایس .)1(اشدب  میدرصد  

. )2( گونه متعلق به خانواده استرپتومایـستاسه اسـت        500با  
هــای طبیعــی توســط  بیوتیــک حــدود دو ســوم کــل آنتــی

ــی   ــد م ــسزها تولی ــترپتو مای ــود اس ــد  . )3(ش ــین تولی همچن
ها نیز رو  بـه       های نوترکیب توسط این گونه     بیوتیک آنتی

  .)4(باشد افزایش می
) Streptomyces griseus( استرپتومایـسزگریزئوس 

 است که بـه علـت       زهای جنس استرپتومایس   ز گونه یکی ا 
، تشکیل اسـپور در     )11(بیوتیک استرپتومایسین  تولید آنتی 

   و )5(محــیط مــایع بــا محــدودیت غــذایی و فقــر فــسفاتی
 گونـه    ، A تولید یک هورمون میکروبـی بـه نـام فـاکتور          

ــن جــنس اســت   ــرد ای ــه ف ــسیدین، . )6،7(منحــصر ب کندی
   از Aمومایـــــسین نوبیوســـــین، ســـــیکلوهگزامید وکرو

ــی   ــایر آنت ــه س ــک جمل ــط    بیوتی ــه توس ــستند ک ــای ه    ه
 19 و خـانواده     )8(شـود  استرپتومایسزگریزئوس تولید مـی   

  .)9(کتینازها نیز ابتدا دراین گونه کشف شد
   25دسته ژنـی سـنتز کننـده استرپتومایـسین بـیش از             

  ژن بــرای اعمــال بیوســنتز، تنظــیم، مقاومــت و انتقــال      
ژن . )10-12( دارد N2-3-11 Streptomyces griseusدر 

StrR  ــدازه ــا ان ــی    یکــی از ژنbp 1052ب ــته ژن ــای دس ه
. بیوســـنتزکننده آنتـــی بیوتیـــک استرپتومایـــسین اســـت

اکثـر    اسـت کـه  StrRمحصول این ژن پروتئین تنظیمـی  
های مسئول بیوسنتز آنتی بیوتیک استرپتومایسین را        اپرون

  .)14-13،16(نماید تنظیم و کنترل می
 یناسترپتومایس ایش در میزان تولید آنتی بیوتیک     افز

 هدف نهایی این    ترانس ژنیک  زاستفاده از استرپتومایس  با  
 StrRژنیک   در این استرپتو مایسزهای ترانس    .  بود تحقیق
. توان در کنترل یک پروموتر قابـل تنظـیم قـرار داد     را می 

بایـست ایـن ژن بـدون پرومـوتر جـدا و             بدین منظور مـی   
   .کلون گردد

  

  مواد و روش ها
   : حامل کلون کردنها و های باکتری، نگهداری آن سویه

  دارد ـــــانـــی استـایــــریـــاکتــای بـــــه هـویــــاز س
ــسزگریزئوس  ــستان وUMISTازاسترپتومایـــــ     انگلـــــ

ــتفاده شـــد PTCC 1127استرپتومایـــسزگریزئوس     اسـ
ه های علمی صنعتی ایـران تهیـه شـد         که از مرکز پژوهش   

ــود   وEscherichia coli XL1Blue  دو ســـوش از.بـ
Escherichia coli DH5α    شـد  در ایـن تحقیـق اسـتفاده 

هـای   طیمح ـ .گردیدنـد سیناژن ایران تهیـه     شرکت   از   که
ــشت  و ) YEME)Yeast Extract-Malt Extract  ک

MSA   )Manitol - Soya Agar( ت ــشــ ـرای کـــ ـ ب
 شـرکت  عصاره مخمـر از   که به کار رفت،زاسترپتومایس

Difco ــاکتوپپتون از ــان، ب ــرکت  آلم ــان و Difco ش  آلم
 .)17( آلمـان تهیـه گردیـد   Oxoid شـرکت  از عصاره مالت

ــ ــای طیمحــ ــشتهــ  LBAو ) LB) Luria-Bertani  کــ
)Luria-Bertani Agar (    بـرای کـشت بـاکتریE.coli و 

همچنین آماده سازی آن برای ترانـسفورماسیون اسـتفاده         
منجمد، ابتدا استرپتو مایسز    جهت تهیه اسپورهای    . )5(شد

 تـا   28 کشت داده شـد و در دمـای          MSAبر روی محیط    
 روز انکوباسـیون    7 تـا    5گـراد بـه مـدت         درجه سانتی  30

سپس اسپورها با استفاده از لوپ استریل       . صورت گرفت 
آوری و پــس از عبــور از لولــه  و در مجــاورت آب جمــع

مخصوص طراحی شده جهت صاف نمـودن اسـپورها از          
 درصــد 20 ســانتریفیوژ شــده و در ،هــا یــای مایــسلیومبقا

ــسرول در درجــه حــرارت   ــه صــورت دائمــی  -20گلی  ب
  .)18(داری شدند نگه

به منظور ترا نسفورماسیون ژن مورد نظر در بـاکتری        
E.coli               به یک حامل نیاز بـود، در ایـن تحقیـق از حامـل 

 کـه  اسـتفاده شـد      pBluescriptفاژمیدی استاندارد به نام     
  .اژن در ایران تهیه گردیدازسین

  
  :  گریزئوسزاسترپتومایس DNAاستخراج 

   بـا تغییراتـی     CTAB از روش    DNAبرای استخراج   
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                زهره حجتی و همکاران                هشی   پژو  
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استرپتومایـسز بـاکتری در      پـس از رشـد     .)18(استفاده شد 
، به علـت  + YEME) درصد 34ساکاروز  (محیط کشت

 ، ابتـدا    YEMEبالا بودن ترکیبات قنـدی محـیط کـشت          
لی مایـسمیومی بـا آب مقطـر اسـتریل          چند بار توده سـلو    

هـا توسـط سـانتریفیوژ       شستشوداده شد و سپس مایـسلیوم     
ــه مــدت  دور در دقیقــه13000( ــه5 ب آوری  جمــع)  دقیق

گردیــد وســایر مراحــل طبــق روش ذکــر شــده صــورت  
ــا  RNaseدر انتهــا از . )18(گرفــت  DNA اســتفاده شــد ت

  . گرددRNAاستخراج شده عاری از هر گونه 
  

  ): Primers(آغازگرها 
هدف اصلی دراین تحقیق جدا نمودن ژن از پروموتر         

. بایست فاقد پروموتر باشد    خود است، بنابراین محصول می    
ــا   جــائی از آن کــه اســترپتو مایــسز یــک میکروارگانیــسم ب

 ناحیــه GCباشــد بنــابر ایــن محتــوای   بــالا مــیGCدرصــد 
هـا   با درون ژن و همچنین ناحیه قرار گرفته بین ژن         پروموتر

بسیار متفاوت است، لذا حتی طراحـی یـک سـت مناسـب             
های  آغازگر با درنظرگرفتن دمای چسبیدن و سایر ویژگی       

بـه همـین دلیـل بـرای     . سختی صورت گرفته آغازگرها ب 
افزایش ضریب اطمینـان از عملکـرد آغازگرهـا، دو سـت            

طراحی آغازگرها بـا اسـتفاده از نـرم         . مختلف طراحی شد  
.  صورت گرفتOLIGO(Version 5,W.Rychlik) افزار

کـه هـدف کلـون کـردن ژن       در این تحقیق با توجه به ایـن       
StrR           بدون حضور پروموتر خودش در یک حامل بود، بـا 

های حامل،    و ویژگی  StrRدر نظر گرفتن خصوصیات ژن      
های برش بـرای دو      اختصاصی با جایگاه  آغازگر  دو جفت   

ای قطعــه  در دو انتهــXbaI و BamHI آنــزیم محــدودالاثر
ژن مورد نظر طراحی شد که به عنوان آغازگرهـای اصـلی            

  در آغـازگر   BamHI  جایگـاه بـرش    .در نظر گرفته شـدند    

Forward  و جایگــاه بــرش XbaIدر آغــازگر  Reverse 
ــد،  ــزیم از شــرکتطراحــی گردی  Fermentas ایــن دو آن

 StrR ژن ، ایـن سـت آغـازگر      .انگلستان خریـداری شـدند    
ــوم جــدا مــیبــدون پرومــوتر را از ژ یــک جفــت . نمایــد ن

 اختصاصی برای تایید صحیح بـودن تـوالی تکثیـر           آغازگر
ــی    ــلی در درون آن طراح ــای اص ــط آغازگره ــده توس    ش
ــستد    ــازگر نـ ــازگر، آغـ ــت آغـ ــن جفـ ــه ایـ ــد کـ    گردیـ

)Nested-Primer (هـا   آغازگر مشخـصات . گذاری شد  نام
 این پرایمرها توسـط     . آورده شده است   1 شماره   در جدول 

  . آلمان ساخته شدندTIB-MOLBIOLشرکت 
  
:PCR   

تهیـه  (  پلیمـراز  Pfu  با استفاده از آنـزیم     DNAتکثیر  
ــده از  ــران ش ــیناژن در ای ــصاصی   و)س ــای اخت  آغازگره

 اسـتخراج شـده بـر اسـاس جـدول           DNAاصلی و نمونـه     
دسـتگاه  ( ریـزی دسـتگاه ترموسـایکلر       بـا برنامـه    2شماره  
PCR    از شرکت Ependorf بق برنامه  ط ،). تهیه شد   آلمان

هـای متعـدد بـه دسـت آمـد           سـازی  زیر که پـس از بهینـه      
 درجـه   94دمای دناتوره اولیـه در دمـای         :صورت گرفت 

 سیکل به ترتیـب    25 دقیقه و سپس     10سانتیگراد به مدت    
 ثانیـه و  45 درجه سانتیگراد بـه مـدت        94با دمای دناتوره    

درجه سـانتیگراد بـرای هـر دو جفـت           62 دمای چسبیدن 
 30به مدت  Str nP2و  Str nP1  یعنی اصلیآغازگرهای

دمـای چـسبیدن    Str Nes برای آغازگرنستد یعنی ثانیه و
ــدت   66 ــه م ــانتیگراد ب ــه س ــه30 درج ــود و   ثانی ــای ب دم

 دقیقه انجام شد و در      1 درجه سانتیگراد به مدت      72تکثیر
 درجـه سـانتیگراد بـه مـدت     72انتها تکثیر نهایی در دمای   

توســـط  PCR محـــصولات . دقیقـــه انجـــام گردیـــد10
  . درصد آگاروز بررسی شدند7/0الکتروفورز با ژل 

  
  ها آغازگرها و مشخصات آن  :1جدول شماره 

 اندازه قطعه  کاربرد و توالی آغازگر نام آغازگر
F 5′ CCC CGA GCA AGT CCG TGA GA3′ Str Nes R 5′ CGA TGC CGG CCT GGT CCA GTT3′ 

StrR 992) نستد آغازگر(  برای شناسایی قطعه ژن bp 

F 5′ GCC CGG ATC CCC GGG TGC TAC TAT TC 3′ Str nP1 Main R 5′ GGT CTA GAG CCG ACG CTC CTC AAC T 3′ 
 BamHI bp 1118 و XbaIهای برش آنزیمی   فاقد پروموتر با جایگاهStrRبرای تکثیر قطعه ژن 

F 5′ GAT CTA GAG GTG CTA CTA TCC GCG3′ Str nP2 Main R 5′ GGC GGA TCC TCC TCA ACT CCG TCG3′ 
  bp1121  های برش آنزیمی با جایگاه StrRبرای همانندسازی قطعه ژن 
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 50 به حجـم     PCRمواد و مقدار مورد نیاز برای یک          :2جدول شماره   
  میکرولیتری

  نوع ترکیب  حجم   غلظت
ng 50  lµ 1  Chromosomal DNA 

ng 2  lµ 1  Plasmid 
Template DNA

ng 20  lµ 1  Upstream primer 

ng 20  lµ 1  Downstream primer 
ng 10  lµ 2  dNTP Mix  

-  lµ 4  DMSO 
mM100 ،mM Tris-HCl200،  

mM KCl100، (NH4)2SO4   
mg/ml1 ،100- Triton X%1  

mM MgSO420 ،BSA  
lµ 2  10 x  PCR buffer with MgSo4  

u /µl 5/2  lµ 3/0  Pfu polymerase 
 µ1 50  deionised dH2Oتا   -

  
  : هضم آنزیمی با آنزیم محدود الاثر

ــا آنــزیم هــای محــدودالاثر بــدین   هــضم آنزیمــی ب
 میکرگـرم از    5 میکروتیوپصورت انجام شد که به یک       

ــه  ــمیدPCRمحــصول  (DNAنمون ــا پلاس ــراه )  ی ــه هم   ب
)  میکرولیتـر 5/0از هـر آنـزیم   (هـا    واحد از آنزیم 10 تا 5

 میکرولیتـر   10 بـه    1Xحجم کلی بـا بـافر       اضافه گردید و  
 حاوی مخلوط واکنش به مدت       میکروتیوپ .رسانده شد 

 درجه سانتیگراد بن ماری قرار      37 ساعت در دمای     3 تا   1
محصولات هـضم   . داده شد تا هضم آنزیمی کامل گردد      

  .)19(آنزیمی توسط الکتروفورز بررسی گردید
  

   Ligation:تکنیک 
 400تـا    50( میکرولیتـر  10  تـا  5 میکروتیوپبه یک   

ــانوگرم ــه ) ن ــه  DNAاز نمون ــرش یافت ــات ( ب  DNAقطع
های محدود الاثـر بـه       با آنزیم )  و پلاسمید  PCRمحصول  

یـک   (T4 DNA Ligase واحـد از آنـزیم   5 تـا  1همراه 
ــزیم  ــر آن ــر2و ) میکرولیت ــافر   میکرولیت ــافه X10از ب  اض

فر تقطیراسـتریل یـا بـا    بار حجم نهایی با آب دو     گردید و 
TE   آنزیم لیگاز از شـرکت      . میکرولیتر رسانده شد   20 به

MBI Fermentas ســپس.در انگلــستان خریــداری شــد  
 تـا   16 درجه سانتیگراد به مدت      16 در دمای    میکروتیوپ

 DNA ساعت قرار داده شد تا عمل چسباندن قطعـات        18
  .توسط آنزیم لیگازکامل شود

   :ترانسفورماسیون پلاسمید
ابتــــدا  E.coliسیون بــــاکتری بــــرای ترانــــسفورما

 محلــول  بــاروش کلریــد کلــسیمبــه هــای مــستعد  ســلول
20mM CaCl2-80mM MgCl2 و ســپس شــد  تهیــه

 مراحل انجام ترانسفورماسیون پلاسـمید بـه صـورت زیـر          
 pBluescript نانوگرم پلاسمید    50  ابتدا :صورت گرفت   

 ، اضافه شد  E.coliهای مستعد    سلول  میکرولیتر از  300به  
 دقیقه بـر روی یـخ گذاشـته         30اصله مخلوط به مدت   بلاف

ــدت    ــه م ــپس ب ــد و س ــای  90ش ــه در دم ــه 42 ثانی  درج
مخلوط حاصل  . سانتیگراد به آن شوک گرمایی داده شد      

 منتقل گردیـد و در دمـای        LB میلی لیتر محیط     2 بهابتدا  
.  سـاعت قـرار داده شـد       1 درجه سـانتیگراد بـه مـدت         37

ــد   ــیط جام ــپس در مح ــاوی آنLBAس ــک   ح ــی بیوتی ت
ــی ــای   آمپ ــیلین کــشت شــد ودر دم ــه 37س ــانتیگراد ب  س
  .)19( ساعث انکوبه گردید24مدت

  

  : استخراج پلاسمید
استخراج پلاسمید در این تحقیق با روش جوشـاندن         

ــ ــاکتری -لمسوه ــویجلی از ب ــده    ک ــسفورم ش ــای تران ه
  .)20(صورت گرفت

  

  یافته ها
 گریزئوسزبا توجه به غنی بـودن ژنـوم استرپتومایـس         

 صـرف زمـان طـولانی       بـا  PCRسازی    بهینه GCاز لحاظ   
. )Str nP2  وStr nP1با استفاده از پرایمرهای ( انجام شد

 پـس از   ه بهینـه شـد    PCRنتایج و محـصولات حاصـل از        
 1شماره  تصویر درصد آگاروز در     7/0الکتروفورز با ژل    

 1118تکثیــر شــده  StrR2 انــدازه ژن .دشــو  مــیشاهدهمــ
  .باشد جفت باز می

برای اینکه ثابت شود ژن فاقد پروموتر به درستی بـا           
PCR   ــت، دو ــده اسـ ــازی شـ ــایی و جداسـ  روش شناسـ

 ایـن بـود کــه   روشاولــین . مختلـف بـه کــار گرفتـه شـد    
 ی بـا آغازگرهــا StrR2 ژن PCRحاصــل از محـصولات  
 یـک جفـت آغـازگر    استفاده از با )Str nP1( اختصاصی

). Nested-PCR( گردنـد PCR دوبـاره  ) (StNes داخلی
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دومـین  . را تاییـد نمـود     strR تکثیـر ژن     PCRنتایج نستد   
ژن  PCRحاصــل از ، هــضم آنزیمــی محــصولات روش

StrR2 ــوتر ــد پرومـ ــا  فاقـ ــا آغازگرهـ ــصاصیی بـ     اختـ
)Str nP1( هـضم   بـرای .  بـود آنزیم محدود الاثـر  با یک

  آنـزیم محـدود الاثـر      از  فاقد پروموتر  StrR2 ژن   آنزیمی
AluIاساسبر .  استفاده شد Restriction map   تهیه شـده

 را  StrR2ژن  یـا    PCR محـصول    AluI  آنـزیم  از این ژن،  
دهـد و سـه قطعـه         برش می  969 و   597در دو محل یعنی     

. کنـد  جفت باز ایجاد می    147 و   597 ،372های   در اندازه 
 بــرای هــضم آنزیمــی نیــز BglIIآنــزیم دیگــری بــه نــام 

رفته شد   به کار گ   StrR2 ژن   PCRمحصولات حاصل از    
. )2 تـصویر شـماره   ( دهـد  ژن را برش نمی   آنزیم،  که این   

  فاقـد پرومـوتر    StrR2 ژن    هضم آنزیمـی   حاصل از نتایج  
 پــس از BglII و AluI  محــدود الاثــر هــای آنــزیمبــا 

 3 تـصویر شـماره   درصد آگـاروز در    2الکتروفورز با ژل    
  .شود مشاهده می

   طور جداگانه به pBluescriptحامل  و PCRمحصول 
  

3000

2000
1500
1200
1000  جفت باز 1118  

StrR2

3                2              1            M  

3000

2000
1500
1200
1000  جفت باز 1118  

StrR2

3000

2000
1500
1200
1000  جفت باز 1118  

StrR2

3                2              1            M  

  
  
  با استفاده از آغازگرهـای اختـصاصی       strR2 تکثیر ژن     :1 شماره   تصویر

)RB2 .(I  . محـــصولPCR ژن StrR ــتفاده از آغازگرهـــای ــا اسـ  بـ
StrR2 .II  . محـــصولPCR ژن StrR ــتفاده از ــا اسـ ــای  بـ آغازگرهـ
StrR3 .III. کنترل منفی. M .  جفت بازی 100مارکر DNA 

  
کدان شروع 

586

958

کدان شروع 

586

958

 

  
  

محـل  .  آن موقعیت کدان شروع در اینجا مشخص شده اسـت restriction map فاقد پروموتر و ترسیم StrR2تایدی ژن  ترادف نوکلئو :2شکل شماره 
 568 فاقد پروموتر را در دو ناحیه، StrR2این آنزیم ژن . صورت مستطیل متصل به اسم آنزیم نشان داده شده است         بر روی ترادف به    AluIآنزیم   برش

  .دهد  برش می958و 
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   رـدودالاثــــم محـزیمی بـــا دو آنزیـ ــم آنـ ـتحــت هـــض 
BamHI   و XbaI      نظـر قـرار      برای کلون کردن ژن مـورد

هـای حاصـل از هـضم        سازی نمونه  پس از خالص  ند  گرفت
ــمیدهای  ، PCR و محــصول pBluescriptآنزیمــی پلاس

 توســط آنــزیم لیگــاز در DNAعمــل چــسباندن قطعــات 
انجام  ساعت   18 تا   16 درجه سانتیگراد به مدت      16دمای  

 pGBstrRشد و در نتیجه این عمل پلاسمید جدید با نـام   
بـاز    کیلو 4رود اندازه آن حدود       که انتظار می   ساخته شد 

 pFDstrR سپس ترانسفورماسیون پلاسـمید جدیـد        .باشد
  در انجــام شــد وE.coli مــستعد بــاکتری هــای بــه ســلول

بیوتیک آمپی سـیلین      حاوی آنتی  LBA  جامد های محیط
 ترانسفورمهای   داسازی انتخابی کلنی باکتری   به منظور ج  

 برای تعدادی   Colony-PCRروش  .  داده شد  کشتیافته  
های ترانسفورم شده مورد استفاده قـرار گرفـت          از کلونی 

فاقد پروموتر در آن ها تایید گردیـد       StrR 2و وجود ژن    
 از pFDStrRاســتخراج پلاســمید  ). 4 تــصویر شــماره (

ورم شـده بـا روش جوشـاندن        ترانسف E.coli های باکتری
 پس از استخراج پلاسمید    .گرفت  کویجلی صورت  -لمسوه

pFDStrR   ،   پلاسـمیدهای   ساختارpFDStrR     مجـددا بـا
هضم آنزیمـی بـا      و همچنین    PCRاستفاده الکتروفورز و    
  .تأیید شد XbaI و BamHI دو آنزیم محدودالاثر

  

  بحث
های مختلف نشان داده است که افزایش بیان         بررسی

بیـان   توانـد  ها می های تنظیم کننده تولید آنتی بیوتیک   ژن
. بیوتیک مربوط بـه آن را نیـز افـزایش دهـد      یا تولید آنتی  

بــرای مثــال نــشان داده شــده اســت کــه وارد کــردن ژن  
 بــا اســتفاده از یــک وکتــور بیــانی داخــل cdaR تنظیمــی

Streptomyces coelicolor و همچنین Streptomyces 

lividansبیوتیــک   آنتــی تولیــدCDA ــه  را در هــر دو ب
ــه  ــل ملاحظـ ــزان قابـ ــی میـ ــزایش مـ ــد ای افـ  cdaR. دهـ

 CDA بیوتیـک  کننده دسته ژنی تولید کننده آنتـی  تنظیم
ــی ــد م ــال  Perez-Llarena. )20(باش ــارانش در س  و همک

   S.clavuligerus در ccaRکه تکثیر ژن نشان دادند  1997

1000
900
800
700
600
500
400

300

200

2       1      M 

1000
900
800
700
600
500
400

300

200

2       1      M 

  
  

 RFLP-PCR استخراج شده توسـط     StrR2تایید ژن    : 3 شماره   تصویر
   .AluIو هضم با آنزیم محدود الاثر 

M . 100(مارکر bp DNA ladder( ،      انـدازه هـای مـارکر بـر اسـاس 
  . جفت باز آورده شده است

  . فاقد پروموتر را برش نمی دهدStrR2 ژن BglIIآنزیم . 1
 958 و   586 فاقد پرومـوتر را در دو ناحیـه          StrR2 ژن   AluIآنزیم  . 2
 جفـت بـاز   597 و 372 ، 148دهد و سه قطعه به اندازه های      رش می ب

  .نماید را ایجاد می

  

1000

500

1118

M     I     II     III    IV    V

  
  

 بـا  E. coli فاقد پروموتر در StrR تایید کلونینگ ژن .4 شماره تصویر
  . Colony-PCR استفاده از روش

M . 50(مارکر bp DNA ladder(های مارکر بر اساس جفت  ، اندازه
  .باز آورده شده است

.Iیر ژن  تکثStrR  از ژنوم استرپتومایسز گریزئـوس PTCC 1127  بـه 
هـای مختلـف     از کلـونی StrRتکثیر ژن . IV-II عنوان کنترل مثبت، 

عدم . pSNstrR V. واجد پلاسمید نوترکیب E. coliترانسفورم شده 
 .  ترانسفورم نشدهE. coliهای   از کلونیStrRتکثیر ژن 
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 و  Cولیـد سفامایـسین     منجر به افزاش دو تا سه برابـر در ت         
در دسـته ژنـی   ایـن ژن   .)21(شـود  کلاولانیـک اسـید مـی   

 قــرار گرفتــه و یــک عــضو از Cبیوســنتزی سفامایســسن 
. باشـد  بیوتیک استرپتومایسز می   های تنظیمی آنتی   پروتئین

ccaR    باشد   در حقیقت یک ژن تنظیمی پولیوتروپیک می
د و در ابتدای مسیر سیگنالینگ تنظیمی کلاولانیـک اسـی         

قرار گرفته اسـت و از طریـق فعـال کـردن یـک فـاکتور                
همچنین . کند  را کنترل می   claRرونویسی ناشناخته، بیان    
های درگیر در مراحل اولیه، حـد        از طریق کنترل بیان ژن    

واسط و نهایی بیوسنتز سفامایسین، بیان این آنتی بیوتیک         
  .)22(کند را نیز کنترل می

رپتومایـسین بـیش از     در دسته ژنی بیوسنز کننـده است      
 ژن برای اعمال بیوسنتز، تنظیم، مقاومـت و انتقـال در            25

N2-3-11 Streptomyces griseus برخـی  .  وجـود دارد
دسـته ژنـی    های مهم و مشخص از لحـاظ عملکـرد           از ژن 
 و از جمله ژن      استرپتومایسین بیوتیک  آنتی  کننده نتزبیوس

StrR    ین  توسط دیـستلر و همکـارانش تعی ـ       1987 در سال
ــد  ــوالی ش ــدازه  StrRژن . )10(ت ــا ان ــی از bp 1052 ب  یک

ــی   ژن ــنتزکننده آنتـ ــی بیوسـ ــته ژنـ ــای دسـ ــک  هـ بیوتیـ
ــت  ــسین اس ــروتئین StrRژن . استرپتومای ــد StrR پ  را ک

بـرداری ویـژه مـسیر بـرای         کننده نـسخه   نماید که فعال   می
گـردد و در نتیجـه       بیوتیک استرپتومایسین مـی    تولید آنتی 

استرپتومایـــسین بـــرای بیوســـنتز بیـــان آن، دســـته ژنـــی 
  .)13-16(شود استرپتومایسین از گلوکز فعال می

ــزرگ   ــه علــت ب ــودن ب ــی بیوســنتز ب  کنندهدســته ژن
ــاوت  ــه شــروع همانندســازی متف ــسین و ناحی  ،استرپتومای

  میزبان دیگـری بـه جـز استرپتومایـسز         توان آن را در    نمی
هــا ناپایــدار  صــورت کلــون کــردن ژن کلــون کــرد و در

بود، در این تحقیق برای اولین بار ایده استفاده از          خواهند  
ــیم ــسین     ژن تنظ ــنتز استرپتومای ــی بیوس ــته ژن ــده دس  کنن

(StrR2)            به منظور دستکاری ژنتیکی و بـالا بـردن تولیـد
بیوتیک استرپتومایـسین در استرپتومایـسزگریزئوس       آنتی

  .مطرح گردید
  بایـست   با توجه به اهداف مورد نظر، در گام اول می         

  

زیـادی تکثیـر و خـالص        را شناسایی و به میزان       StrRن  ژ
کـه وکتورهـای     از طرف دیگـر بـا توجـه بـه ایـن           . نماییم
باشـند،    خود واجـد پرومـوتر قابـل تنظـیم مـی           کننده،  بیان

 فاقـد پرومـوتر ذاتـی       StrR بنابراین بـا کلـون نمـودن ژن       
را به طور کامل تحت کنترل در        توان بیان آن   خودش، می 

ــن. آورد ــه ژن در ای ــام   StrR مقال ــه ن ــوتر ب ــدون پروم  ب
"StrR2ایــن ژن از .  نامگــذاری گردیــد" فاقــد پرومــوتر

استرپتومایسزگریزئوس جـدا شـد و سـاختار صـحیح آن           
 آنـزیم محـدودالاثر   با    و هضم آنزیمی   PCRتوسط نستد   

به دلیـل محـدودیت     . محصولات مورد تایید قرار گرفت    
هـای   آنـزیم  و MCSدر جایگاه کلون کردن چندگانه یـا     

ــدودالاثر،  ــلمحـ ــصاصی   حامـ ــمیدهای اختـ ــا و پلاسـ هـ
 وارد ایـن     را مـستقیماً   StrR2  ژن تـوان  استرپتومایسس نمی 

بایـست ایـن ژن را وارد یـک           و ابتدا مـی    کردپلاسمیدها  
پلاسمید چند منظوره با جایگاه کلون کـردن چندگانـه و           

 pBluescriptبیشتر نظیـر پلاسـمید      های محدودالاثر    آنزیم
ــد،  پــس از ســاختن . د کــردوار پلاســمید نوترکیــب جدی

 و هضم آنزیمی بررسـی      PCRساختار آن با الکتروفورز،     
ــد  و ــمید    تأیی ــن پلاس ــت ای ــد، در نهای  pSNStrRگردی
  .گذاری شد نام

 ژن  در ضمن با توجه بـه مطالعـات انـدک در مـورد            
 StrR)(کننــده دســته ژنــی بیوســنتز استرپتومایــسین تنظــیم

 بـرای   pSNStrR پلاسـمید ای خاص   ه ویژگی توان از  می
چنانچـه  . اسـتفاده کـرد    StrR بررسی و مطالعـه دقیـق ژن      

Hong ــال و همکــارانش ــشان داده2007 درس ــه   ن ــد ک ان
های تنظیمی متعددی برای تولید استرپتومایـسین        مکانیسم

ها شـناخته    در استرپتومایسز وجود دارد که بسیاری از آن       
 زمینــه صــورت نــشده و بایــد تحقیقــات بیــشتری در ایــن

پلاســـمید  MCSهمچنـــین در دو طـــرف  . )23(گیـــرد
pSNStrRهـــــایی از پروموتورهـــــای   تـــــوالیRNA- 

ــی ــای    پل ــه از باکتریوفاژه ــایی ک ــشتق T7 وT3مرازه  م
 RNAبرداری از آن توسط   اند وجود دارند که نسخه     شده

سـنس  RNA هایی از  ها، نسخه پلی مرازهای این ویروس
 RNAاز  . آید ه دست می   ب StrR سنس ژن      آنتی RNAو  
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 و StrRتـوان مـستقیماً بـرای سـنتز پـروتئین ژن         سنس می 
 آنتی سنس ژن    RNAاز. مطالعه این پروتئین استفاده کرد    

StrR هـای ژن      توان به عنوان شناساگر نسخه      میStrR  در 
  . های هیبریداسیون نورترن بلاتینگ استفاده نمود واکنش

ول جهـت    مشخص شده است که در داخل سل       اخیراً
بیوتیـک استرپتومایـسین، ابتـدا       کنترل میـزان تولیـد آنتـی      

از طرف دیگر مـشخص     . )15(یابد  افزایش می  StrRتولید  
ای است که    کننده  یک پروتئین فعال   StrRشده است که    

در . )13(تواند متصل شود    می DNAبه چندین جایگاه در     
 را بـه همـراه سـایر        StrR و همکـاران ژن      Ohnukiژاپن،  

ی موجود در دسته ژنی تولید کننده استرپتومایـسین         ها ژن
به خود استرپتومایسز گریزئوس منتقل کردنـد و افـزایش          

های موجود در این دسته ژنی و همچنین افـزایش     بیان ژن 
در این تحقیق   . )24(تولید آنتی بیوتیک را مشاهده کردند     

ــتفاده از   ــا اسـ ــمیدبـ ــد StrR2  ژنpSNStrR پلاسـ  فاقـ

 ز حامل القایی اختصاصی استرپتومایس    پروموتر وارد یک  
گونـه حـاملین و قـرار     با توجـه بـه القـایی بـودن ایـن          . شد

هـا، اسـتفاده    گرفتن پروموتر اختصاصی القا شونده در آن      
در انتهـا، بـا انتقـال ایـن         . از ژن فاقد پروموتر الزامی است     

ــه      ــمی ب ــال پروتوپلاس ــا روش انتق ــصاصی ب ــل اخت حام
 توان افـزایش میـزان تولیـد       استرپتومایسس گریزئوس می  

 استرپتومایـسین در شـرایط کنتـرل شـده را           بیوتیـک  آنتی
تــوان از آن بــرای  بنــابراین در آینــده مــی. انتظــار داشــت

  .دستکاری ژنتیکی استرپتومایسز گریزئوس استفاده نمود
  

  سپاسگزاری
هــای مــالی معاونــت محتــرم تحــصیلات  حمایــت از

رم پژوهــشی تکمیلــی دانــشگاه اصــفهان و معاونــت محتــ
) 831021طــرح پژوهــشی شــماره   (دانــشگاه اصــفهان  
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