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Abstract 

 

Background and purpose: Activation-induced cytidine deaminase (AID) is a B-cell specific 

enzyme responsible for somatic hypermutation (SHM) and class switch recombination (CSR) of antibody 

genes within the B-cell follicle of peripheral lymphoid organs. Ectopic overexpression of the enzyme 

leads to mutations in non-B cells and Escherichia coli (E.coli) genes. However, induction of mutations in 

E.coli by expression of AID requires highly regulated conditions. Therefore, the aim of this study was to 

construct a plasmid expressing AID under the control of tightly regulated temperature-sensitive promoter 

of bacteriophage lambda.. 

Materials and methods: The AID gene was isolated from PGEMT recombinant plasmid, 

containing AID and cloned into PTG19-T vector. Then, AID was ligated to an expression plasmid under 

the control of left promoter of bacteriophage lambda and mutant thermolabile cI857 repressor. Finally, 

the resistance marker of the engineered plasmid was replaced by tetracycline resistance gene. 

Results: The whole open reading frame of AID was ligated into a plasmid containing a cI857-

sensitive receptor lambda bacteriophage. The sequence and reading frame accuracy of the cloning was 

confirmed by electrophoresis of PCR products on agarose gel, restriction enzyme digestion, and 

nucleotide sequencing methods. 

Conclusion: In current study, the AID was successfully cloned into an expression plasmid 

containing thermo-sensitive promoter of bacteriophage lambda. The recombinant plasmid could be used 

in different strains of E.coli to produce mutator strains. 

 

Keywords: AID, mutator strain, lambda PL promoter 

 

J Mazandaran Univ Med Sci 2019; 29 (172): 100-109 (Persian). 

 
 
* Corresponding Author: Reza Valadan- School of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran  

(E-mail: valadan.reza@hmail.com) 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

21
 ]

 

                             1 / 10

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-10914-en.html


 
       
 
 

 ـدرانــــازنـــي مـكــــــزشـــوم پــــلـــــگاه عـشـــه دانــــلـــمج

 (299-293)   2931سال    اردیبهشت   271بيست و نهم   شماره دوره 

 292       2931، اردیبهشت  271 مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                       دوره بيست و نهم، شماره              

 پژوهشی

تحت کنترل پروموتر  AID کننده ژن انیب بینوترک دیساخت پلاسم
 لامبدا وفاژیحساس به حرارت باکتر

 
   2و1یحافظ مینس

   4و3یابوالقاسم عجم   
 6و5رضا ولدان    

 چكیده
در   Bیه اتیلنفوس  یاختصاص  میآنز کی Activation-induced cytidine deaminase (AID) میآنز :و هدف سابقه

ارگ ان ه ای لنف اوی  Bدر فولیکول های لنفوسیت  یبادیآنت یهاکلاس ژن ضیتعو یبیو نوترک کیسومات ونیوتاسپرمیها
 یدر ب اکتر یو حت  B یه اتیاز لنفوس  ری غ یه ادر س وول ونیمنجر ب ه موتاس  میآنز نیا ینا به جا انی. بباشدیم محیطی

Escherichia coli یدر باکتر القای موتاسیون با این وجود،. شده است Escherichia coli   میآنز انیبتوسط AID ، نیازمند
تح ت کنت رل  AID پلاس یید  بی انی کی دیمطالعه تول نیهدف ا نیبنابرا می باشد.مطووب و کنترل شده  طیشرابهینه سازی 

 باشد.یلامبدا م وفاژیباکتر حرارت ازحساس به  پروموتر

انج ا  ش د. ژن  AID یح او PGEMT بی نوترک دیاز پلاس ی AIDژن  یدر مرحو ه اول، جداس از هاا:مواد و روش
ب ا  ییالق ا یانی ب دیپلاسی کیکوون شد و سپس در  Top10سوش  E.coli یدر باکتر PTG19-T دیشده در پلاسی صیتخو

در  قرار داده شد. E.coli یترمنتقل و در باک cI857 حرارتلامبدا و رپرسور حساس به  وفاژیپروموتر چپ باکتر یدما حاو
  شد. نوترکیب به تتراسایکوین جایگزین ژن مقاومت این پلاسییدت ژن مقاوم مرحوه آخر،

از باکتریوفاژ لامبدا انتقال یافت. ص حت ت والی و  cI857در پلاسیید حاوی رپرسور حساس به حرارت  AIDژن  ها:یافته
 .شد دیی، تاAIDژن یتوال نییتع نیوهیچن یییهضم آنز یها، استفاده از روشPCRمحصول الکتروفورزچارچوب خوانش توسط 

لامبدا کوون ش د.  وفاژیباکتر از ترحراحساس به  پروموتر یحاو دیدر پلاسی یزیآمتیطور موفقبه AIDژن  استنتاج:
 .استفاده شود mutatorجهت تولید سویه های   E.coliاین پلاسیید نوترکیب می تواند در سویه های مختوف باکتری

 

 ، پروموتر چپ فاژ لامبداmutator هی، سوAID یدی:واژه های کل
 

 مقدمه
 نوکوئوتی دعضوی از خانواده پروتئینی پوی AIDآنزیم 

باش  د. ای  ن آن  زیم مس  ئول الق  ا س  یتوزین دآمینازه  ا م  ی
ه ای های رندو  )تصادفی( در مناطق متغیر ژنموتاسیون

نیایند، ژن را کد میبادی که جایگاه اتصال به آنتیآنتی
باشد. مکانس یم ای ن آن زیم ه دف ق راردادن بازه ای یم

 سیتوزین، دآمیناسیون بازهای سیتوزین به یوراسیل و 
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ای ن  .(7)باش دم ی U/Gبه  C/Gبنابراین تبدیل جفت باز 

اهیی ت  هایی با میل اتصال ب الابادیآنزیم در تولید آنتی

برخورد اولیه با قابل توجهی دارد. یک تا دو هفته پس از 

هایی با اف زایش می ل اتص ال س اخته بادیآنتی ژن، آنتی

با  Bهای شوند. این افزایش به دنبال برخورد لنفوسیتمی

 ای ب  ه ن  ا  ه  ایپرآنت  ی ژن اختصاص  ی توس  ط پروس  ه

دهد. پدی ده ه ایپر ( رخ میSHMموتاسیون سوماتیک )

ه ای لنفوسیتدر  AIDموتاسیون سوماتیک با بیان آنزیم 

B بعض ی از ای ن  .(2)شودژن آغاز میتحریک شده با آنتی

ه  ا موج  ب اف  زایش افینیت  ی )می  ل اتص  ال( موتاس  یون

حاص وه های بادیها شده و در نتیجه پاسخ آنتیبادیآنتی

ک ردن  ه ا و غیرفع الها، توکسینسازی ویروسرا در خنثی

 .(2)دهندهای بییاری زا افزایش میارگانیسم

 ه ای مختو فو عیوکرد آن در سوول AIDبیان آنزیم 

ها غیر در انواعی از سوول AIDبررسی شده است. آنزیم 

،  HEK293Tاز جیوه فیبروبلاس ت، B های از لنفوسیت

NIH3T3   ه اآنو مخیر موجب الق ا  جه ش در ژن و 

متع ددی ب ه بررس ی  . هیچنین در مطالعات(3-5)شودیم

در ب   اکتری  AIDچگ   ونگی او   ر و عیوک   رد آن   زیم 

برای مث ال  .(6)( پرداخته شده استE.coliاشرشیاکولی )

موج ب جه ش در ژن  E.coli در AIDبی ان آن زیم القای 

ب  ه ریفامپس  ین و نالیدیکس  یک اس  ید از طری  ق  مقاوم  ت

 .(1)شوددآمیناسیون باز سیتوزین می

کاربرده   ای مختوف   ی در  mutatorه   ای ب   اکتری

ها عیوما در ی ک ی ا چن د آزمایشگاه دارند. این باکتری

ه ای نقص دارند. از جیوه روش DNAژن مسئول ترمیم 

استفاده  (Random mutagenesis)جهش زایی تصادفی 

باش د. ب رای م ی E.coliب اکتری  mutatorه ای از سویه

مد نظر در این روش ژن تولید یک کتابخانه جهش یافته 

 mutatorی ک س ویه و ب ه  در یک پلاسیید کوون ش ده

و ایجاد  AID. با توجه به اوبات بیان ژن (8)شودمنتقل می

رس د ، به نظر م یE.coliموتاسیون توسط آن در باکتری 

 را دارد. mutatorیم قابویت تولید یک سویه این آنز

هیراه با پروم وتر  AIDدر این مطالعه کوونینگ ژن 

 باکتریوف  اژ لامب  دا انج  ا  ش  د. ح  رارت از حس  اس ب  ه 

از مزایای این پروموتر عد  نیاز ب ه القاگره ای ش یییایی 

ب ه  حس اسباش د. از ای ن سیس تم بی انی م ی IPTGمانند 

ی در تولی  د بس  یاری از آمی  زط  ور موفقی  تب  ه ح  رارت

های نوترکیب و پپتیدها ب ا اتک ا ب ه پروم وتر ب ه پروتئین

در ای ن  قدرتیند استفاده ش ده اس ت.خوبی تنظیم شده و 

ها براس اس پروموتره ای چ پ ی ا ها بیان پروتئینسیستم

 باش   د و ( باکتریوف  اژ لامب   دا م  یPRی   ا  PLراس  ت )

نظ یم ت cI857عن وان ، حرارتتوسط رپرسور حساس به 

 به دلیل تولی د ی ک سیس تم بی انی متف اوت . (1)شوندمی

 ب ا توج ه ب ه و  IPTG7جیو ه ه ای مت داول، از از سیستم

ای ن ک ه اکث  ر پلاس ییدهای بی انی ح  اوی ژن مق او  ب  ه 

 AIDآمپیسیوین هس تند، در ای ن مطالع ه س ازه بی انی ژن 

بیوتیک تتراسایکوین و تحت پروم وتر چ پ توسط آنتی

  2(λPL)لامب   دا ژ تنظ   یم ش   ونده ب   ا دم   ای باکتریوف   ا

 شد.طراحی 
 

 مواد و روش ها
 ها میآنز دها،یپلاسی ،یباکتر هیسو

نوترکی   ب از پلاس   یید  در ای   ن مطالع   ه تجرب   ی

PGEMT  به عنوان منبع ژنAID، پلاس یید PTG19-T 

(Vivantis جه  ت کوونین  گ ژن )AID .اس  تفاده ش  د ،

 TOP10سوش  coli E. به باکتری AIDجهت انتقال ژن 

(Invitrogen, USA از پلاس   ییدی بی   انی ح   اوی ،)

فاژ لامبدا استفاده ش د. تکثی ر ژن مق او  ب ه  PLپروموتر 

 ,TOP10 F´ (Invitrogenتتراس   ایکوین از ب   اکتری 

USA تتراسایکوین انج ا  ش د. ( حاوی ژن مقاو  بهDNA 

حاصل از ژل با استفاده ازکی ت  DNAپلاسییدی و قطعات 

تجهی ز(  )شرکت یکت ااز ژل  پلاسیید و تخویص استخراج

ه  ای محدودکنن  ده از ش  رکت تخو  یص ش  دند و آن  زیم

Fermentas .خریداری شدند 

                                                 
1. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

2. lambda left promoter 
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 پژوهشی

 و تتراسایکوین AIDطراحی پراییر ژن های 
و تتراس  ایکوین ب  ا  AIDه  ای طراح  ی پرایی  ر ژن

 NCBI استفاده از اطلاعات ت والی مرج ع وب ت ش ده در

 AIDانجا  شد. به ابتدای پراییرهای رفت و برگشت ژن 

و  NdeIب  ه ترتی  ب جایگ  اه ب  رش آن  زیم محدودکنن  ده 

NotI  اضافه شد و به ابتدای پراییرهای رفت و برگش ت

و  PstIژن تتراسایکوین ب ه ترتی ب جایگ اه ب رش آن زیم 

XhoI (.2و7اضافه شد )جدول شیاره 
 

آغازگرهای رف ت و برگش ت طراح ی ش ده ب رای  :1جدول شماره 

 آنزیییبه هیراه توالی برش  AIDتکثیر ژن
 

5' CACCCA  TATGGACAGCCTCT  3'     

(NdeI) 
 آغازگر رفت

TTAGC   GGCCGCAAGTCCCAAAGTACGAAATG 

)NotI) 
 آغازگر برگشت

 
 یش ده ب را یطراح رف ت و برگش ت  یآغازگرها :2جدول شماره 

 یییبرش آنز یبه هیراه توال نیکویژن تتراسا ریتکث
 

CACTGCA   GCCTAATTTTTGTTGACACTCTATC 
(PstI) 

 آغازگر رفت

ATCGCT    CGAGATGCCCTCTTGGGTTATC 

) XhoI) 
 آغازگر برگشت

 
 PGEMTاز پلاسیید  PCRبا روش  AID ژن تخویص

 masterای پویی راز از برای انجا  واک نش زنجی ره

mix PCR شرکت Amplicon  استفاده شد. واک نش در

ی سیکل طبق برنام ه دم ایی زی ر انج ا  ش د: مرحو ه 26

 2( ب ه م  دت Initial Denaturationش تگی اولی ه )واسر

 ی واسرش تگیگراد، مرحو هدرجه سانتی 15دقیقه در دمای 

(Denaturation به م دت )درج ه  14وانی ه در دم ای  33

( به Annealingگراد، مرحوه ی اتصال آغازگرها )سانتی

ی گس ترش درج ه، مرحو ه 63وانی ه در دم ای  33مدت 

(Extension ب  ه م  دت )درج  ه  12وانی  ه در دم  ای  45

دقیق ه  73ی گسترش نهایی ب ه م دت گراد، مرحوهسانتی

 گراد.درجه سانتی 12در دمای 

 PCRدر نهایت جهت تایید انجا  واکنش، محصول 

 bp 733درص   د در کن   ار نش   انگر  5/7روی ژل آگ   ارز 

ی اتی ا  الکتروف ورز و مش اهدهالکتروفورز شد. پ س از 

ی مواد به عه تکثیر یافته از بقیه، قطAIDژن  bp  511باند

پروتک ل کی ت اس تخراج از ژل طب ق  PCRکار رفته در 

 شرکت یکتا تجهیز، جدا شد.
 

و انتق ال آن  PTG19-Tدر پلاس یید  AIDکوونینگ ژن 
 Top10سوش  E.coliبه باکتری 

  pTG19-T PCR Cloning Vectorکوونینگ توسط کیت
 

پلاسیید حاوی  (. جهت انتقال3انجا  شد )جدول شیاره

، از روش TOP10س  وش  E.coliب  ه ب  اکتری  AIDژن 

کوسیم کوراید استفاده شد. در نهایت کش ت ب اکتری در 

 و آمپیس  یوین IPTG ،X-galآگ  ار ح  اوی  LBمح  یط 

ب  ا تکنی  ک  AIDش  د. در نهای  ت کوونین  گ ژن انج  ا  

Colony PCR .تایید شد 
 

 نگیوندر واکنش انجا  کو ریمواد و مقاد :3جدول شماره 
 

 ماده مقدار

7 PCR product 

2 Vector 

7  Ligation bufferᵡ10 

5/3 T4 DNA Ligase  

5/5 Nuclease free water 

73 Total 

 

 λPLدر پلاسیید بیانی حاوی پروم وتر  AIDکوونینگ ژن 
 (λPL)پلاسیید
در پروم وتر  E Lysisجایگزین قطعه ژنی  AIDژن 

λPL سیید نوترکیب شد. بدین منظور هر دو پلاPTG19 

 ه  ای برش  یب  ا آن  زیم λPL و پلاس  یید AIDح  اوی ژن 

NdeI و NotI  بری  ده ش  دند. محص  ولات ب  رش در ژل

درصد الکتروفورز شدند. در ادامه بان د مرب و   7آگارز 

از ژل استخراج ش د.  λPLو پلاسیید  AIDژن  DNAبه 

محص  ولات اس  تخراج ش  ده تعی  ین ش  د. در  ODس  پس 

بری ده  λPLدر پلاس یید  AIDن گ ژن مرحوه بعد کوونی

شده انجا  شد. جهت انجا  این کار در یک میکروتیوب 

میکرولیتر تهیه و ب ه  73لیتری واکنشی به حجم میوی 5/3

گ راد انکوب ه درج ه س انتی 22ساعت در دم ای  7مدت 

ح اوی ژن  PLλشد. در این مرحوه پلاس یید نوترکی ب 

AID  به باکتریTOP10 های ت کش ت منتقل شد و در ن

آگار حاوی آمپیسیوین انجا  ش د.  LBباکتری در محیط 
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 Colony PCRید کوونینگ مط ابق مرحو ه قب ل برای تای

 25ه ر کون ی در  Colony PCRانجا  شد. ب رای انج ا  

درج  ه  15میکرولیت  ر آب مقط  ر ح  ل ش  د و در دم  ای 

 دقیقه جهت تخریب دیواره ب اکتری 5گراد به مدت سانتی

 PCRقرار داده شد. سپس آزم ایش  DNAو آزاد شدن 

 از پلاسیید AIDمربو  به تخویص ژن  PCRطبق پروتکل

PGEMT انجا  شد. کونی نوترکیب انتخابی در مح یط ،

LB  آگ  ار م  ایع کش  ت داده ش  د و در نهای  ت پلاس  یید

طبق پروتک ل  AIDو ژن  PLλنوترکیب حاوی پروموتر 

 شرکت یکتا تجهیز استخراج شد.
 

 PCRر ژن مقاو  به تتراسایکوین با روش سازی و تکثی خالص
 ´TOP10 Fتکثیر ژن مقاو  به تتراسایکوین از ب اکتری 

حاوی ژن مقاو  به تتراسایکوین انج ا  ش د. ب رای انج ا  

 ش رکت master mix PCRای پویی راز از واک نش زنجی ره

Amplicon  س  یکل طب  ق  35اس  تفاده ش  د. واک  نش در

ی واسرش تگی اولی ه هبرنامه دمایی زیر انجا  ش د: مرحو 

(Initial Denaturation به مدت )15دقیق ه در دم ای  2 

 (Denaturationی واسرش تگی )گراد، مرحوهدرجه سانتی

گ  راد، درج  ه س  انتی 14وانی  ه در دم  ای  33ب  ه م  دت 

 33( ب ه م دت Annealingی اتص ال آغازگره ا )مرحوه

ی گس ترش گ راد، مرحو هدرجه سانتی 64وانیه در دمای 

(Extension ب  ه م  دت )درج  ه  12دقیق  ه در دم  ای  2

دقیق ه  73ی گسترش نهایی ب ه م دت گراد، مرحوهسانتی

 گراد انجا  شد.درجه سانتی 12در دمای 
 

کوونین   گ ژن مق   او  ب   ه تتراس   ایکوین در پلاس   یید 
 PTG19-Tکوونینگ 

 Vivantisطب ق پروتک ل کی ت AID کوونینگ ژن 

ژن مق  او  ب  ه انج  ا  ش  د. پلاس  یید نوترکی  ب ح  اوی 

ب ه روش  TOP10س وش  E.coliتتراسایکوین به باکتری 

 کوسیم کوراید منتقل شد. درنهایت کشت باکتری در محیط

LB  آگار حاویIPTG،X-gal  بیوتی ک به هی راه آنت ی

ش  د. کوونین  گ ژن تتراس  ایکوین ب  ا انج  ا  تتراس  ایکوین 

 تایید شد. Colony PCRاستفاده از تکنینک

به تتراسایکوین در پلاسیید نوترکیب  کوونینگ ژن مقاو 
PLλ  حاوی ژنAID 

ژن مقاو  ب ه تتراس ایکوین ج ایگزین ژن مق او  ب ه 

 ب رش پلاس یید .ش د PLλآمپیسیوین در پلاسیید نوترکیب 

ح اوی  PTG19-Tو پلاسیید نوترکی ب  PLλنوترکیب 

و  PstIهای برش ی ژن مقاو  به تتراسایکوین توسط آنزیم

XhoI   ولات حاص  ل از ب  رش در ژل انج  ا  ش  د. محص

درص د الکتروف ورز ش دند و بان دهای ژن  7الکتروفورز 

طب ق  PLλمقاو  ب ه تتراس ایکوین و پلاس یید نوترکی ب 

پروتکل شرکت یکتا تجهی ز اس تخراج ش دند. در ادام ه 

ژن تتراس  ایکوین در پلاس  یید  1400bpکوونین  گ قطع  ه 

 PLλانج  ا  ش  د. پلاس  یید نوترکی  ب  PLλنوترکی  ب 

و ژن مقاو  ب ه تتراس ایکوین ب ه ب اکتری  AIDژن حاوی 

TOP10  منتق ل و کش ت ب اکتری در مح یط LB آگ ار

حاوی تتراسایکوین انج ا  ش د. جه ت تایی د کوونین گ، 

Colony PCR  ب  ا پراییره  ای اختصاص  ی تتراس  ایکوین

ح اوی ژن  PLλانجا  شد. در نهایت پلاسیید نوترکیب 

AID ن  ی انتخ  ابی و ژن مق  او  ب  ه تتراس  ایکوین از کو

 استخراج شد.

حاوی  PLλچنین تایید نهایی پلاسیید نوترکیب هم

ب  ا اس   تفاده از تعی   ین ت  والی ب   ا پراییره   ای  AIDژن 

 انجا  شد. AIDاختصاصی 
 

 یافته ها
از پلاس   یید  AIDدر مرحو   ه اول اس   تخراج ژن 

PGEMT  با روشPCR  توسط پراییر ه ای اختصاص ی

درص  د،  5/7آگ  ارز ب  ا الکتروف  ورز در ژل  انج  ا  ش  د.

 مشاهده شد. bp 511باندی در محدوده ی 

 AIDح اوی ژن  PTG19-Tپس از انتقال پلاسیید 

و کش ت آن در  TOP10س ویه  E.coliبه داخل باکتری 

 X-galبیوتی ک آمپیس یوین، آگار حاوی آنتی LBمحیط 

های س فید و آب ی تش کیل ش د. نتیج ه ، کوونیIPTGو 

Colony PCR د و الکتروفورز محصول های سفیبا کونی

(. 7را تایید کرد )تصویر شیاره AIDواکنش، وجود ژن 
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، کون ی م ورد نظ ر PCRپس از تایید کونی نوترکیب ب ا 

 کشت داده شد و پلاسیید استخراج شد.

در الگ  وی الکتروف  ورز حاص  ل از ب  رش پلاس  یید 

، دو NotIو  NdeIهای محدودالاور برش خورده با آنزیم

 و دیگ ری بان د PTG19-Tه پلاسیید باند یکی مربو  ب

 AIDی تایید کوون ژن نوکوئوتیدی که نشان دهنده 511

 (.2مشاهده شد )تصویر شیارهباشد می

 

 
با کونی های سفید حاوی  PCRالکتروفورز محصول  :1تصویر شماره 

جفت بازی  511. باند های AIDو ژن  PTG19-Tپلاسیید نوترکیب 

 AIDژن 

 

 
 NotIو  NdeIبرش آنزیم ه ای  الکتروفورز محصول :2تصویر شماره 

 AIDجف ت ب ازی ژن  511. باندهای AIDو ژن  PTG19-T پلاسیید

 PTG19-T جفت بازی پلاسیید 2883و 

توس ط  PLλدر وکت ور  E Lysis در مرحوه بعد ژن

  NotIو  NdeI ه ای مح دودالاوروکت ور ب ا آن زیمبرش 

 ئوتی دی ژن نوکو 216جدا ش د. در الکتروف ورز دو بان د 

E Lysis  نوکوئوتیدی وکتور  4883و باندPLλ  مش اهده

نقشه ژنی باکتری  5(. تصویر شیاره 3شد )تصویر شیاره 

AID را در وکتورλPL دهد. ژن نشان میAID  قرار داده

اشرش یاکوی  TOP10درون سویه  λPLشده در پلاسیید 

آگ ار ح اوی ژن  LBمنتقل شد و کش ت آن در مح یط 

 پیسیوین انجا  شد.مقاو  به آم
 

 
 NotIو  NdeIالکتروفورز محصول برش آنزیم ه ای  :3تصویر شماره 

 جفت بازی   4883. باند  PLλ پلاسیید

 

 پس از تخویص ژن مقاو  به تتراسایکوین از ب اکتری

TOP10F´ 1400، در الکتروفورز بان د bp  ژن مق او  ب ه

تتراس  ایکوین مش  اهده ش  د، ای  ن ژن توس  ط پلاس  یید 

PTG19-T  به باکتریTOP10  منتقل شد. در مرحوه بعد

تایی د ش د.  Colony PCRه ای نوترکی ب توس ط کونی

ح  اوی ژن  LBس  پس کون  ی م  وردنظر در مح  یط م  ایع 

مقاو  به تتراسایکوین کشت داده ش د و کون ی پلاس یید 

PTG19-T  نوترکیب ح اوی ژن مق او  ب ه تتراس ایکوین

 PTG19-Tب استخراج شد. پس از ب رش پلاس یید نوترکی 

حاوی ژن مق او  ب ه تتراس ایکوین و پلاس یید نوترکی ب 

PLλ ه ای برش یحاوی ژن مقاو  به آمپیسیوین با آن زیم 

XhoI  وPstI 1400، بان   دهای bp  ژن تتراس   ایکوین و

2880 bp  پلاس ییدPTG19-T  فاق د ژن تتراس ایکوین و
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 bp 4946ژن مق  او  ب ه آمپیس یوین و  bp 542بان دهای 

 فاق  د ژن مق  او  ب  ه آمپیس  یوین مش  اهده  PLλپلاس  یید 

 (.4)تصویر شیاره ی شد

PCR  توسط پراییرهای اختصاص ی ژنAID  و ژن

حاص ل از کوونین گ  ه ایمقاو  به تتراسایکوین با کون ی

و ژن مقاو   AIDهای نوترکیب حاوی ژن PLλپلاسیید 

ژن  bp 597، باندهای TOP10به تتراسایکوین در باکتری 

AID  1400و بان  دهای bp  ژن تتراس  ایکوین را نش  ان 

 (.1و  6داد )تصویر شیاره 
 

 
 PLλ پلاس ییدی ب رش آنزیی  الکتروفورز محص ول :4تصویر شماره 

 542بان  دهای .  PstIو  XhoIتوس  ط آن  زیم ه  ای . AIDژن ح  اوی 

   جفت بازی پلاسیید 4146مقاومت به آمپیسیوین و  جفت بازی ژن

 

 
 نوترکی ب طراح ی ش ده ح اوی پروم وتر پلاس ییدنقشه  :5تصویر شماره 

PLλ  ، ژنAID .مقاومت به آنتی بیوتیک تتراسایکوین  ژن و 

 
، در نهایت کونی انتخاب ش ده PCRبر اساس نتیجه 

کشت داده شد و پلاسیید اس تخراج گردی د. در نهای ت 

را تایید کرد  AIDنتایج تعیین توالی پلاسیید صحت ژن 

 ته شده است.و نشان داد که سازه مد نظر ساخ

 
 ب ا کو ونی ه ای PCRکو ونی  الکتروفورز محص ول :7تصویر شماره 

 AIDژن  bp511باندهای  .AIDژن حاوی  PLλ پلاسیید نوترکیب

 

 
 نی ه ایوب ا کو  PCRکو ونی  الکتروفورز محص ول :7تصویر شماره 

و ژن مقاوم ت ب ه تتراس ایکوین.  AIDحاوی ژن  PLλ پلاسیید نوترکیب

 ت بازی ژن مقاومت به تتراسایکوینجف 7433باندهای 

 
 بحث

مطالعات اولیه در راستای شناسایی عیوک رد آن زیم 

AID ه  ای ه  ای غی  ر از لنفوس  یتدر س  وولB  مانن  د

و مخیر انجا  شده اس ت. الق ای بی ان  E.coliهای سوول

دارای او رات موتاژنی ک  E.coliدر باکتری  AIDآنزیم 

  E.coliدر AIDباش  د. ب  ه عن  وان مث  ال بی  ان آن  زیم م  ی

موجب جهش در هر دو رش ته الگ و و غی ر الگ و در ژن 
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. در وکتور پلاسییدی (73)شودمقاومت به کانامایسین می

 باکتری KL16در سویه  tacالقایی  پروموترتحت کنترل 

E.coli بی  ان آن  زیم ،AID  موج  ب الق  ا  جه  ش در ژن

های ایجاد ش ده در مقاومت به ریفامپسین مشابه با جهش

 8ت ا  4 ه اجهششود. میزان ای ن می نیینوگووبولیاهای ژن

. القا موتاسیون (1)برابر جهش در گروه کنترل بوده است

که قادر به ترمیم جه ش  UNGهای فاقد آنزیم در سویه

 آنزیم خالص شدهکردناست. آنکوبهنیستند، افزایش داشته 

AID  باDNA ف اژ M13mp2  س پس انتق ال ب ه س ویه و

E.coli  فاق   د آن   زیمUNG  موج   ب الق   ا  جه   ش در

 .(77)شده است WRCسیتوزین در توالی داکسی

در مخی ر موج ب  AIDالعه دیگر بیان آنزیم در مط

مشابه جهش ص ورت گرفت ه  CAN1القا  جهش در ژن 

مجیوع ای ن مطالع ات . در (4)شده است Bهای سوولدر 

ی   ک س   یتیدین دآمین   از  AIDنش   ان داد ک   ه آن   زیم 

است ک ه ترجیح اب ب از س یتوزین را از  DNAاختصاصی 

DNA سبب الق ای  نیاید و مستقییابتک رشته حذف می

 شود.موتاسیون می

باکتری  mutatorدر مطالعات مختوف از سویه های 

E.coli بیوتی ک مانند تولید باکتری های مق او  ب ه آنت ی

در اه داف مختو ف اس تفاده ش ده  برای ایجاد موتاسیون

 نس  بت ب  ه  mutator. مقایس  ه س  ویه ب  اکتری (72)اس  ت

wild-type  نشان داد که س ویهmutator   قابوی ت انطب ا

. (73)دارد wild-typeبا شرایط محیط ی را در مقایس ه ب ا 

با ه دف جه ش زای ی  mutatorهای امروزه تولید سویه

 mutatorه ای یهتصادفی کاربرد دارد. برای مثال، از سو

و پلاسییدهای  DNAهای معیوب مسیر ترمیم حاوی ژن

ه  ای حس  اس ب  ه ح  رارت در جه  ت تولی  د موتاس  یون

ای تولی د . در مطالع ه(74)شودتصادفی موقت استفاده می

ط ور تص ادفی جه ش یافت ه های پلاس ییدی ب هکتابخانه

های کوون شده در پلاس ییدها از طری ق ی ک توسط ژن

 red-XL1مانن  د ب  اکتری اشرش  یاکولی  mutatorس  ویه 

توان د جه ت مطالع ه عیوک رد انجا  شد. ای ن روش م ی

 .(75)ها استفاده شودژن

در AID در هیین راستا، با توجه ب ه قابوی ت آن زیم 

، در ای ن مطالع ه DNAایجاد موتاسیون مستقیم در رشته 

 س اخته AID حاوی وکتور بیانی آنزیم E.coliسویه باکتری 

ای شد و در مطالعات آینده بررس ی آن ب ه عن وان س ویه

mutator اهداف مختوف انجا  خواهدگرفت. و استفاده در 

تنظ  یم ش  ونده ب  ا دم  ا براس  اس سیس  تم ه  ای بی  انی 

و  leftward promoter (Lp) وکتورهای مختوف ح اوی

لامب  دا باکتریوف  اژ در  rightward promoter (Rp)ی  ا 

. بی   ان ژن کو   ون ش   ده در پ   ایین دس   ت باش   ندم   ی

حس اس ب ه  cI857 پروموترهای لامب دا توس ط رپرس ور

شود. به این ص ورت تنظیم میلامبدا  کتریوفاژباحرارت 

-C32°گ راد ) درجه سانتی 31که بیان ژن در دمای زیر 

ش ود در به اپراتور مهار م ی cI857( با اتصال رپرسور28

درجه سانتی گراد ب ه دنب ال  31در دمای بالای  حالی که

س ازی رپرس ور، نس خه ب رداری توس ط آن زیم غیر فعال

RNA polymerase    (76)ش   ودان آغ   از م   یمیزب .

با بیان نسبتا ض عیف  lacهای بیانی بر پایه پروموتر سیستم

باش ند. ب ه ع لاوه نش تی بی ان پروتئین و نشتی هیراه م ی

و  tac ,trp روموترهایمشکل مواجه شده در استفاده از پ

ه ا باشد. از طرفی بیان در این سیستممی T7 هایپروموتر

ش ود ک ه انج ا  م ی IPTGبا القاگرهای شیییایی مانن د 

سیی  E.coliهای هزینه بر هستند و برای بسیاری از سویه

 .(71،78)باشندمی

در مجی  وع ب  ه دلی  ل ای  ن ک  ه الق  ای بی  ان توس  ط 

لامب  دا ب  ا کنت  رل ش  دید و  باکتریوف  اژ PL/PRپروم  وتر 

هیچنین بدون نیاز به القاگر های ش یییایی بدون نشتی و 

سازه ساخته شده در این مطالع ه، ح اوی انجا  می شود، 

باکتریوفاژ لامبدا م ی توان د  PLتحت پروموتر  AIDژن 

 AIDسیستم بیانی مناسب جهت تولید آنزیم موتاژنی ک 

 اشد.قابل کنترل ب mutatorو ایجاد یک سویه 
 

 سپاسگزاری
 میخ انم نس  یق اتیاز پ روژه تحق یمطالعه بخش  نیا

 یین یرش ته ا یتخصص  یدوره دکت ر یدانشجو یحافظ
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آن توس ط دانش گاه  ن هیباش د ک ه هزیم یپزشک یشناس

 2454طرح مص وب ش یاره  یمازندران ط یعوو  پزشک

محت ر  گ روه  یاعض ا یش ده اس ت. ل ذا از تی ام نیتأم

 .اردرا د یو قدردان کیال تشکر یشناسیینیا
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