
  1386، بهار 1، شماره 10دوره       پزشكي مدرس علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 ٢٩

هاي DNA با استفاده از DNAنشانگرهاي طراحي و ساخت انواع 
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  چكيده
 هـستند كـه   DNAهاي  ها در زمينه تخمين اندازه مولكولي نمونه يكي از مهمترين شاخص DNA نشانگرهايامروزه   :هدف

سفانه در كشور ما، تاكنون ايـن مـاده سـاخته نـشده     أمتاما . شود هاي پزشكي و تحقيقاتي از آن استفاده مي   در تمام آزمايشگاه  
هـدف از انجـام ايـن تحقيـق،     . گـردد  هاي خارجي تهيه مياستفاده شده در كشور، از شركت     گر نشان هاي  است و تمام نمونه   

  . ايجاد فناوري مناسب براي ساخت اين ماده ارزشمند در سطح آزمايشگاه بود
و  EMBL3A هـاي    مختلـف لامبـدا بـه نـام        گونه لامبدا از دو     DNA نشانگرهاي براي تهيه    در اين راستا،   :ها  مواد و روش  
CI857sam7            كه هر دو جز فاژهاي ليتيك بودند و از پلاسميدهايpBR332 و  pUC18    و پلاسميدهاي نوتركيـب VZV ،

  . استفاده گرديدDNAعنوان منبع  به
 )Sam1  ،Sam2  ،λ/HindIII/BamH1  ،λ/HindIII/EcoR1( د از آنهـا    ساخته شد كه چهار عـد      DNA نشانگر    در نهايت هفت   :نتايج

 )λ/Hind III ،λ/Pst I ،pBR332/MspI (شـوند، ولـي سـه تـاي ديگـر      در نوع خود تازه بودند و به عنوان الگوهاي جديد معرفي مـي 
  . شود مشابه خارجي هم دارند، و توليد آنها براي اولين بار است كه در ايران انجام مي

 بـه  نـشانگرها ، تلاش براي يافتن بهترين شرايط نگهداري و پايدارسـازي      نشانگرهابعد از طراحي و ساخت اين        :گيري نتيجه
  .آميزي انجام گرفت صورت موفقيت

 
  .VZV، پلاسميدهاي نوتركيب pBR332،pUC18، آنزيم محدودگر، فاژ لامبدا،  DNAنشانگر :كليد واژگان

  

   مقدمه- 1
ي تخمـين انـدازه وزن مولكـولي     براDNA نشانگرهاي از 
هـاي    ، بر روي ژل الكتروفورز و در آزمـايش        DNA هاي  نمونه

 DNAبه منظور بررسي كيفيت و كميت        (PCRمختلفي، نظير   
و يا در هر آزمايش ژنتيكي و مولكـولي ديگـري،           ) تكثير يافته 

                                                 
   

در . شـود   و كـار داشـته باشـد، اسـتفاده مـي            سـر  DNAكه با   
: شـود   هاي متفاوتي استفاده مـي      وش از ر  نشانگرهاساخت اين   

   مورد نظر براي استفاده را با يك آنـزيم هـضم           DNAتوان    مي
   

هاي دوتايي و چندتايي استفاده نمود و يا اينكه           كرد يا از هضم   

 E-mail: sadeghma@modares.ac.ir          14115-175: ، صندوق پستيتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، گروه ژنتيك :نشاني مكاتبه∗

  مجله علوم پزشكي مدرس
  36- 29از : 1، شماره 10دوره 
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  مهري خاتمي و همكاران     ... با استفاده DNAهاي نشانگرطراحي و ساخت انواع 
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٣٠ 

هاي هضمي مختلف را با همديگر مخلـوط         محصولات واكنش 
در اين تحقيق براي طراحـي      .  ايجاد كرد  نردبانيكرده و حالت    

  لامبـدا راج شـده از فـاژ       هاي استخ DNAاز   نشانگر   و ساخت 
(λ phage) ،DNA  هاي پلاسـميديpBR322 و pUC18 و 

هـاي همانندسـازي،     حـاوي ژن VZVپلاسميدهاي نوتركيـب   
 لامبدا،  DNAلازم به ذكر است كه براي تهيه        . ]8 [استفاده شد 

كد كننده پـروتئين     (cIشود كه در ژن       استفاده مي هايي    گونهاز  
، بنابراين، بـه حالـت      (Mutation)اند    جهشداراي  ) مهاركننده
  ليتيـك مرحلـه آينـد و هميـشه     در نمي  (Lysogeny) ليزوژني

(Lytic phase)  لامبـدا باكتريوفـاژ  ]. 2،3[كننـد    را دنبـال مـي  
(λ Bacteriophage)     داراي يك سـاختار سـر شـش ضـلعي 

گيـرد و يـك       اي و خطي را در بر مي         دو رشته  DNAاست كه   
 نقش مهمـي    اشرشياكليروس به   دم دراز دارد كه در اتصال وي      

مشخص شده اسـت كـه فـاژ لامبـدا،      ضمناً  ]. 1[كند    را ايفا مي  
شـود كـه داراي        متصل مـي   اشرشياكلي  آن تنها به سطح سلول   

 بـه داخـل سـلول       (Maltose) جايگاهي بـراي انتقـال مـالتوز      
هـا بـه فـاژ        بنابراين، براي عفوني كـردن بـاكتري      ]. 4[باشد    مي

هنگـامي  ]. 6،7[، حاوي مـالتوز باشـد     شتلامبدا، بايد محيط ك   
شود، دو سر آن، به دليـل وجـود            فاژ وارد سلول مي    DNAكه  

در هـر انتهـا كـه مكمـل هـم هـستند،       bp 12انتهاي چـسبنده  
در حـدود   ] 2[دهد     حلقوي را مي   DNAتشكيل يك مولكول    

شـود و     مـي  (Lysis) ليـز  دقيقه بعـد از عفونـت، بـاكتري          45
 ليتيك،  مرحلهدر  ]. 3،6[شود    يد آزاد مي   جد مرحله 100تقريباً  

شـود و ايـن دور    هاي نزديك هم كـشيده مـي   عفونت به سلول 
 انجـام   اشرشياكلي  آن هاي  اگر عفونت با سلول   . گردد  تكرار مي 

شود كه روي سطح آگار گسترده شده باشـد، نـواحي عفـوني             
هـاي    ، اطـراف سـلول    )پلاك(هاي روشن     شده به صورت نقطه   

ها و   ند شد كه با شمارش تعدادي از اين پلاك        زنده ديده خواه  
توان تيتر فـاژ را تعيـين كـرد           ضرب كردن در فاكتور رقت، مي     

ها را بـراي   اي از رقت براي تعيين اين تيتر، بايد مجموعه ]. 10[
كـشت    هاي فاژي را با محـيط         اين رقت . باكتريوفاژ فراهم كرد  

هـا در  فاژ. دهنـد   گسترش مي ظرفآگار، مخلوط كرده و روي      
. دهنـد  هـاي شـفاف را مـي        اين چمن باكتريايي، تشكيل پـلاك     

ــه   ــدا ب ــاژ لامب ــزان ذرات ف ــرين مي ــك   بهت ــده در ي دســت آم

باشـد    مـي pfu (Plague Forming Unit) 1010-109آزمايش
 به ازاي  500ng در حد DNAيك تواند  كه اين مقدار فاژ مي

بـاكتري آغـشته    LB (Luria Bertani)كشت  محيط ml 1هر 
لازم به ذكر است كه اگر فاژها، قبل از         ]. 4،6[به فاژ توليد كند     

ها در بيشترين ميزان تقـسيم شـدن باشـند، اضـافه              اينكه سلول 
ها سريعاً ليز شده و تيتر پـاييني از فـاژ ايجـاد     شود، همة سلول 

 چگـالي  كه هنگام اضافه كـردن فـاژ،          هم  در صورتي  .گردد  مي
شـوند و      به طور كامل ليز نمي     ها  سلولي بسيار بالا باشد، سلول    

ال زماني است كه    هحالت ايد . باز هم تيتر فاژ پايين خواهد بود      
ها در محيط كشت و مقدار فاژهـاي عفـوني        مدت عمر باكتري  

هـاي بـاكتري همچنـان بـه          اي كه سلول     به گونه  ؛متعادل باشند 
رشد خود ادامه دهند، امـا سـرانجام همـه آنهـا عفـوني و ليـز                 

در ايــن تحقيــق عــلاوه بــر فــاژ لامبــدا، از ]. 7-5[شــوند  مــي
DNA هــاي پلاســميدهايpBR322) 4361 bp ( وpUC18 

)2686 bp ( دليل استفاده از آنها، اندازه كوچك        كه استفاده شد 
 نـشانگرهاي اين پلاسـميدها بـراي تـأمين قطعـات پـايين در             

DNA            مشخص بودن نقشه ژنتيكي و در دسترس بـودن آنهـا ،
 قطعـات ديگـري در      تأمينن پلاسميدها، براي    علاوه بر اي  . بود

ــشانگر ــب ن ــاي   حــاوي ژنVZV، از پلاســميدهاي نوتركي ه
ايـن پلاسـميدها حـاوي ناقـل        . گرديـد همانندسازي اسـتفاده    

pG310 اي از ژنوم ويروس     باشند كه قطعه     ميVZV     را در بـر 
  ].9،12[دارد 
  

  ها  مواد و روش-2
سـميدهاي مـورد   به منظور دستيابي به ميـزان بـالايي از پلا   

 مـايع  LB در محيط   DH5α گونه اشرشياكليهاي    نياز، باكتري 
، اين باكتريهـا در مجـاورت       دادن انتقالطي  . كشت داده شدند  

DNA     20( پلاسميدي قرار گرفتندng   از DNA  پلاسميدهاي 
Pbr322   و Puc18 .(          محلول باكتري ياد شده بـا كمـك يـك

جامـد بـا     LB حـاوي    ظـرف  روي    پيپت پاستور خـم شـده و      
بـراي تخلـيص پلاسـميدها نيـز از         . بيوتيـك پخـش شـد       آنتي
سـازي     آمـاده  و (Miniprep) سـازي كوچـك      آماده هاي  روش
در سـاخت پلاسـميدهاي     .  اسـتفاده شـد    (Maxiprep) بزرگ

پلاسـميد  ) 1:  پلاسميد زير استفاده شـد     4، از   VZVنوتركيب  
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 ٣١

pMS6     اي از ژنـوم        كه حـاوي قطعـهVZV       اسـت و پـس از 
 ناقـل  بـرش در  محـل  كـه فقـط يـك    EcoR Iآنزيم هضم با 

  .كنــد  مــيSam2 نــشانگر در bp 8000داشــت، توليــد بانــد 
 اسـت  VZVژنوم اي از ، كه حاوي ناحيه  pMS62پلاسميد  ) 2

، بـا   Sam2 نـشانگر     قطعه مورد نظر در طراحـي      تأمينو براي   
 توليـد   10000bp هضم گرديد و طي آن قطعه        BamHIآنزيم  
 VZV كه بخشي از ژنوم ويـروس        pMS55پلاسميد  ) 3. شد

 بـرش بـراي آنـزيم     محـل شود و بـا داشـتن يـك           را شامل مي  
BamHI       توليـد  ناقـل  ديگر هـم در     محل در داخل ژن و يك ،
كنـد   طراحي شده مي نشانگر  در2900bp و 5300bpدو قطعه   

 و يك   VZV، كه حاوي دو ژن ويروس       pNsiIپلاسميد  ) 4و  
، قطعـه بزرگـي بـا     است كه بـا هـضم آن   BamHI برش   محل
 نـشانگرهاي  توليد شد و بـه منظـور طراحـي           13500bpطول  

DNA  در ايـن   ].9،12[  در اين تحقيق، از آن اسـتفاده گرديـد
 مختلـف  گونـه آزمايش براي كـشت باكتريوفـاژ لامبـدا، از دو         

 كه نقشه   EMBL3A و   cI857sam7 گونه: لامبدا استفاده شد  
كلونينـگ   هـاي   ناقـل ان  ژنتيكي آنها نشان داد كه بيشتر به عنـو        

(Cloning)    رو در بعـضي از       از ايـن  . شـود    از آنها استفاده مي
 ماننـد   ؛انـد   هـايي شـده      مهم آنزيمي، دچار دستكاري    هاي  محل
هـاي   كه طراحي BamHI و EcoR I ، Sal Iهاي آنزيمي  محل

بعـد از  . كرد را هم دستخوش تغيير مي نشانگر   انجام شده براي  
ــد  ــاژ لامب ــشت باكتريوف ــدود ك ــري در ح  pfu/ml 1010 ا، تيت

  ].6[ فاژ نيز انجام شد DNAدست آمد و مراحل استخراج  به
  

بـا اسـتفاده از    Hind III/λ گر نشانساخت -2-1
   فاژ لامبداگونههر دو 

 بـرش داده  Hind III فاژ لامبدا، كه با آنزيم DNAهر دو 
 EMBL3Aبرده شد، اما چـون فـاژ   % 1 آگارزشدند روي ژل  

بـه عنـوان    ( آنزيمي خود شده بود      هاي  محليراتي در   دچار تغي 
 2322: شـامل ( باندهايي پاييني آن     و مخصوصاً )  كلونينگ ناقل

حذف شده بودند، بنابراين، توجـه بيـشتر   ) bp 564 و  2027و  
  ).1شكل ( گرديد CI857sam7 گونهروي 

 CI857sam7 گونـه  با اسـتفاده از  Pst I/  λ نشانگر ساخت 
DNAر آنزيم ثيتأ  فاژ تحتPst I   قرار گرفـت و نتيجـه هـضم   

ــارز% 1روي ژل  ــافر آگ ــا ب  TAE (Tris-Acetate-EDTA) ب
  .برده شد

 

  
  

 گونـه  )Roche ،2)( DNA  نـشانگر )Hind III .1 لامبدا با آنـزيم  گونههضم دو  1 شكل
EMBL3A ،3 (گونه CI857sam7 ،4( نشانگر Smart ladder ) 10000-200ازbp (  

  

ــ طراحــي دو -2-2  λ/Hind III/BamHI گرشانن
هـاي   مـتفاده از هـض ـ با اسEcoR I /λ/Hind IIIو

   فاژ لامبداDNAايي ـدوت
DNA  هـاي    زيمـهاي دوگانه با آن     مـتحت تأثير هض    فاژ لامبدا

Hind III/BamHI  و همچنـين بـا  Hind III/EcoR I  قـرار 
  .گرفت

  

   Msp I/pBR322 گر نشانطراحي و ساخت -2-3
 واكـنش  pBR322/Msp I گر نشانتبراي طراحي و ساخ

 انجـام و  Msp I، بـا آنـزيم   DNA pBR322هـضم آنزيمـي   
 .برده شد % 5/1 آگارزنتيجه آزمايش روي ژل 

  

ه شده از مخلـوط     ت ساخ نشانگرهاييطراحي   -2-4
ــر روي  ــي ب ــضم آنزيم ــدين ه ــاي  DNAچن ه

  pBR322 و VZV، pUC18پلاسميدهاي
 خلـوط كـردن    كه از طريق م    نشانگرهاييبه منظور طراحي    

هــاي پلاســميدهاي DNA روي  بــرچنــدين هــضم مختلــف
pBR322 ، pUC18و پلاســـميدهاي نوتركيـــب ويـــروس 

هـاي ايـن پلاسـميدها تحـت     DNAبـود،    VZVدست آمده   به
هايي قرار گرفتند كه طبـق نقـشه ژنـومي           شرايط هضم با آنزيم   
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٣٢ 

توانـستند قطعـات       آنزيمي آنها، مي   هاي  محلآنها و با توجه به      
هاي آنزيمي كه درطـي       هضم. ايجاد كنند  گر نشان ناسبي را در  م

  :ها انجام شد، عبارتند از اين طراحي
 /pUC18  ،pBR322: CfrI pBR322براي پلاسميدهاي   

 ،) 2310bp  و902 ،505 ،410 ،132 ،104 شده توليد قطعات(
pBR322/Dra I) 19، 692 3650وbp (، pUC18/Pvu I) 896 و 

1790 bp(، pUC18/Pvu II) 322 2364 و bp(، pUC18/Dra I 
  ). 1442bpو 257، 987 ( pUC18/Cfr Iو) bp 1975و 692 ،19(

 VZVهايي كه براي پلاسميدهاي نوتركيب        همچنين هضم 
 pUC18-Nsi I/BamHI :طراحي و انجام شد، عبارت بودنـد از 

)13000bp(، PMS62/BamHI) 10000bp(   ،PMS6/EcoRI 
)8000bp  (و PMS55/BamHI )5300 2900 و bp.(   

  

 سـم    بـا نـام    نـشانگري طراحي و سـاخت      -2-5
   (Sam Marker 1)1ماركر

 بعد از آناليزهاي آنزيمي كه روي نقشه ژنتيكي پلاسميدها       
انجام گرفت، محصولات هضمي طبق طراحـي خـاص، بـراي           

 با هم مخلوط شدند و نتيجه      1ر مارك  سم جديد گر نشان ساخت
ضــمناً قبــل از .  بــرده شــدTAEبــا بــافر % 1  آگــارزروي ژل

هـاي هـر واكـنش        مخلوط كردن نتـايج هـضمي، ابتـدا آنـزيم         
  .صورت غيرفعال درآمد به

  

سـم   بـا نـام      نـشانگري طراحي و سـاخت      -2-6
   (Sam Marker 2)2ماركر

ــنش   ــي و واك ــايي آنزيم ــد از آناليزه ــضمي،    بع ــاي ه ه
 گر نـشان  محصولات هضم طبق طراحي خاصي، براي سـاخت       

 با هـم مخلـوط شـدند و نتيجـه روي ژل             )2ماركرسم   (جديد
  . برده شدTAEبا بافر % 1 آگارز

  

   نتايج-3
  هاي مختلف از فاژ لامبدا بر روي باكتري  بعد از تهيه رقت

ها روي چمن باكتريايي ظـاهر شـدند كـه در           پلاك اشرشياكلي
ها و تراكم آنها متفاوت بود        هاي مختلف، تعداد اين پلاك      رقت

 و تقـسيم كـردن      ظـرف ها در سـطح       پلاكو با شمارش تعداد     
واحـد تـشكيل    ( pfuعدد حاصل بر ميزان رقـت فـاژ، ميـزان           

هاي فاژ لامبدا محاسـبه گرديـد كـه معـادل             براي نمونه ) پلاك
 EMBL3A بـراي فـاژ    1013 و   CI857sam7براي فـاژ     1012
 بـه حـد اسـتاندارد    1013در اين تحقيق با استفاده از رقت       . بود

 ميكروگـــرم بـــر 5 در حـــدود يبـــاًتخلـــيص رســـيده و تقر
ــر، ــرين    DNAميكروليت ــه يكــي از بزرگت ــد ك ــتخراج ش  اس

 .رود دستاوردهاي اين پژوهش بشمار مي

  

   Hind III/λ نشانگر -3-1
.  استفاده شـد   نشانگر براي تهيه اين     CI857sam7 گونهاز  

 باشد كـه بـاز نـشدن بانـدهاي بـالايي در ايـن               لازم به ذكر مي   
ــاطر الكتنـــشانگر  ــافر بـــه خـ ــا در بـ ــورز كـــردن آنهـ   روفـ

TBE (Tris-Borate-EDTA)    به جاي TAE  در . باشـد    مـي
 سـاخته شـده، تـلاش    Hind III/λ نـشانگر  پـي بهينـه كـردن   

 گر نشان محققين براي يافتن بهترين غلظت براي استفاده از اين        
 به همين علت در چهار غلظت متفـاوت، هـضم آنزيمـي              ؛بود

با اين  .  برده شد  TAEبا بافر   % 1 آگارزانجام و نتايج روي ژل      
هايي كـه در آنهـا هـم          آزمايش مشخص شد كه بهترين غلظت     

ــاييني مــشخص شــوند و هــم كيفيــت و   بانــدهاي ضــعيف پ
ــند   ــب باش ــدها مناس ــساسيت بان ــت،ح ــاي   غلظ  15  و10ه

   ).2شكل ( فاژي است DNAميكروگرم از 

    
، Hind III 1(5 فـاژي بـراي هـضم بـا آنـزيم      DNAهاي مختلـف   غلظت 2 شكل

  Smart ladder نشانگر )5و رديف   ميكروگرم20)4، 15)3، 10)2
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره      زشكي مدرس پ علوممجله
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 ٣٣

   Pst I/ λ نشانگر  -3-2
دهد كـه در مقايـسه بـا نـوع خـارجي ايـن               نتايج نشان مي  

ساخته شـده در ايـن       نشانگر   ،Fermentas، از شركت    نشانگر
 يكـساني داشـته و حتـي از نظـر كيفيـت         تحقيق الگوي كـاملاً   

  ). 3شكل (رجه بهتري برخوردار است باندها، از د
  

      
نـشانگر  ) 2،  ساخته شده در اين تحقيقPst I/ λنشانگر ) Pst I/λ .1هضم  3 شكل

Smart ladder  
  

   EcoR I/ λ/Hind III  وλ/Hind III/BamHI  نشانگرهاي-3-3
هـاي دوتـايي، بـا آنچـه كـه بـه            با اينكه الگوي اين هـضم     

هاي مختلف خارجي عرضـه        شركت به وسيله صورت تجارتي   
 نشانگريتواند به عنوان يك الگوي        شده متفاوت بود، ولي مي    

  ). 4شكل (جديد معرفي گردد 
  

      
سـاخته شـده   نـشانگر  ) Over night( 1(  لامبـدا DNA هاي دوتـايي هضم 4 شكل

EcoR I/λ/Hind III ،2( ــشانگر ــشانگر ) 3 وSmart ladder ن ــده ن ــاخته ش س
BamHI/λ/Hind III  

  

   Msp I/pBR322 نشانگر -3-4
ــدف از  ــدهاي   ه ــشاهده بان ــر م ــلاوه ب ــايش، ع ــن آزم اي

 600bp زيـر  Ladderتوانـد بـه عنـوان يـك           ، كه مي  نشانگري
هـاي     در واكنش  DNAمعرفي شود، پيدا كردن بهترين غلظت       

نتيجـه نـشان    . پلاسـميدي بـود    گر نـشان  هضمي، بـراي توليـد    
هـم، تمـام   نـشانگر    هاي پايين ايـن     دهد كه حتي در غلظت      مي

  ).5شكل(هستند  باندها مشخص و واضح

     
، Roche سـاخت شـركت   DNAنـشانگر  ) PBR322/Msp I .1 نشانگر 5 شكل

ــت ــا غلظــ ــرم و 12)6، 20)5، 15)4، 10)3، 5)2ي هــ ــشانگر )7 ميكروگــ    نــ
Smart ladder)  10000-200ازbp (  

  

  1سم ماركر جديدي با نام  نشانگر-3-5 
 bp 3650 تـا    100 :از گر نـشان  ولي اين محدوده وزن مولك  

  ).6شكل(است 

  

     
  

، )bp 3650-100از  (Sam 1 سـاخته شـده   گر نـشان )Sam 1 .1 نـشانگر  6 شكل
2(Smart ladder )  10000 -200ازbp(3  و (  سـاخته شـده   نـشانگرSam 1)  از

100-3650 bp (تكرار آزمايش  
  

bp 
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٣٤ 

  2رماركسم  جديد ديگري با نام نشانگر -3-6
 bp 13000تـا    250از   گر نشان ه وزن مولكولي اين   محدود

  ).7شكل (باشد  مي

  

     
  

، )bp 13000 تـا  250از ( Sam 2ساخته شده نشانگر ) Sam 2 .1 گرنشان 7 شكل
 Sam 2ساخته شده نشانگر ) 3  و) 10000bp-200از ( Smart ladderنشانگر ) 2

  VZVبدون مخلوط كردن نتايج هضمي پلاسميدهاي 
  

 ساخته شده در λ/Hind III گر نشانرسيبر -3-7
  دو شرايط حرارت داده شده و بدون حرارت 

 12 به اندازه    COSم فاژ لامبدا داراي دو انتهاي چسبنده        ژنو
باشد كه در حالت عادي ممكن اسـت ايـن انتهاهـا       نوكلئوتيد مي 

به هم بچسبند و قطعاتي بزرگ و دور از انتظـار را توليـد كننـد،            
 آنهـا روي ژل،     انتقـال ها قبل از      گرم كردن نمونه  توان با      مي كه

  . قبـل λ/Hind III اگر نمونـه   ضمناً.برد از بين  رااين احتمال
 بــه بانــد bp 4361از الكتروفــورز حــرارت داده نــشود، بانــد 

23130 bp     27491تر را در       متصل شده وتشكيل باند سنگين bp 
  )8شكل (شود   مينشانگريدهد كه باعث تغيير الگوي  مي

  

 ساخته شده در λ/Hind III گربررسي نشان -3-8

   (Lyophilization) ليوفيليزاسيون شرايط
، λ/Hind III گر نشانهاي انجام شده روي در ادامه بررسي

 مطرح گرديد كه در پي      DNA نشانگرهاي ليوفليزه كردن    ايده
 براي نشان دادن ميزان پايداري، تحت λ/Hind IIIنشانگرآن، 

سپس نمونه براي مدت چند     . يزاسيون قرار گرفت  شرايط ليوفل 
 درجه سانتيگراد نگهداري شد تا اثـر زمـان روي           -20هفته در   

بعد از گذشـت ايـن زمـان،        . نمونه ليوفليزه شده، بررسي گردد    
غير (اي كه به حالت محلول        نمونه ليوفيليزه شده در كنار نمونه     

تـايج نـشان    ن). 9شـكل   ( الكتروفورز گرديد    بود،) ليوفيليزه شده 
دو يكـسان اسـت، ولـي از          در هـر   نـشانگري داد گرچه الگوي    

  .  كاسته شده استbp 4361 و564شدت باندها مخصوصاً باند 
  
  

  
  
  

) 1.حرارت داده نـشده   و شدهحرارت داده در دو شرايط λ/Hind III نشانگر 8 شكل
 Smart ladder گر نـشان )μ 10gr  ،2 فـاژ  DNAغلظـت  ، حرارت داده نشدهنشانگر 

و  μ 10 gr فـاژ  DNAغلظـت  ، حرارت داده شـده نشانگر ) 10000bp ( ،3-200از (
   μ 5 gr فاژ DNAغلظت . حرارت داده شدهنشانگر ) 4

  
  

  
  

نـشانگر  ) 1.  سـاخته شـده  λ/Hind IIIنـشانگر   اثر ليوفيليزاسيون بر روي 9 شكل
  هزه نشدنشانگر ليوفيلي) 4 و Smart ladder ،3نشانگر ) 2، ليوفيليزه شده

  

ساخته شـده در دو   Pst I/λ گر نشانبررسي -3-9
 TBE و TAE بافر الكتروفورزي

، به لحـاظ    TBE، بافر   نشانگرآزمايش نشان داد كه در اين       
  قدرت تفكيك باندهاي با وزن بالا، موفق نبوده و بهتر است 

  ).10شكل ( استفاده گردد TAEكه به جاي آن از بافر 

4   3  2        1 

4   3    2           1 
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره       پزشكي مدرس علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 ٣٥

  

  
  

سـاخت شـركت    نـشانگر  )TBE. 1در بافر  Pst I/λ گر نشانالكتروفورز 10 شكل
Rocheگر نشان)2  و Pst I/λ ساخته شده  

  

 سـاخته شـده در   Pst I/λ گر نشانبررسي -3-10
  دو شرايط حرارت داده شده و بدون حرارت 

، بعـد از هـضم   λ/Hind III گر نشانز مانندني نشانگر  اين

اي كه حرارت داده نـشده     تحت حرارت قرار گرفت و با نمونه      

، Pst I/λ نـشانگر   مقايسه و مشخص شد كـه اگـر نمونـه   ،بود

 درجــه 65  دمــاي دقيقــه در5قبــل از الكتروفــورز بــه مــدت 

ــدهاي      ــت بان ــن اس ــرد، ممك ــرار نگي ــانتيگراد ق  و 2556س

11501bp 14057 شده و يك باند اضافي را در  به هم متصل 

bp 11شكل ( تشكيل دهد.(  

  

  
  

 )4حـرارت داده شـده،    )3 داده نـشده،  حـرارت  )2 وλ/Pst I 1نشانگر  11 شكل
  Smart ladder نشانگر

  

   بحث-4
، بعد از اسـتخراج و      DNA نشانگرهاياساس كار ساخت    

گـر محـدود      ي بـرش  هـا   زيمـآن مناسب، آناليز    DNAتخليص  

توان بـه     هاي هضم آنزيمي مي     اي است كه در پي طراحي      كننده
بـديهي اسـت    .  دست يافت  نشانگرهاقطعات دلخواه و مناسب     

 مناسب و تخليص آن،     DNAكه اولين مرحله، يعني استخراج      
هاي نشانگر مخصوصاً براي تهيه  ؛هاي خاص دارد    نياز به روش  
 ،DNAدست آوردن تيتر مناسب براي اسـتخراج        فاژ لامبدا، به  

تلاش محققين در جهت يافتن تيتـر       . كار دقيق و مشكلي است    
ال، منجر به توليد بالاترين ميزان فاژ، حتي بالاتر از ميـزان              ايده

تيتـري كـه در ايـن آزمـايش         .  بـود  )109(معمولي و استاندارد    
در .  فاژ لامبدا بـود گونه براي هر دو   1013 تا   1012دست آمد   به

اي فاژي حاصل شد، بـراي  هDNAاين آزمايش، غلظتي كه از    
 ميكروگــرم بــر 5 تــا 5/4هــر دو فــاژ، بــسيار بــالا و در حــد 

  . ميكروليتر بود
ــتخراج    ــل اس ــام مراح ــد از اتم ــد  DNAبع ــراي تولي ، ب

 ـهضم بـا     هاي لامبدا، مورد  نشانگر ي مختلـف قـرار     هـا   زيمـآن
ي نشانگرها، موجود بودن    ها  زيمـآن دليل استفاده از اين      .گرفت

هاي مختلف خـارجي بـود كـه     ها در شركت  حاصل از هضم آن   
 از  همچنـين آنهـا   .  گرديد نشانگرهاباعث ترغيب در توليد اين      

اسـتفاده قـرار    هايي بودند كه در آزمايـشگاه مـورد         نشانگر نوع
 بـا  BamH I/λ و EcoR I/λ امـا الگـوي هـضم    گرفـت،  مـي 

 تجارتي يكسان نبود كه علـت آن متفـاوت          نشانگرهايالگوي  
هاي  لامبدا شركت  گونه لامبدا كار شده با      ايه گونهبودن ژنوم   

ــود ــارتي بـ ــام هـــضم . تجـ ــا انجـ ــايي ولـــي بـ ــاي دوتـ   هـ
Hind III/EcoR I/λ وHind III/BamH I /λ گونه كه روي 

CI857sam7    دسـت  بـه  نشانگر    صورت گرفت، قطعاتي روي
آمد كه گرچه با نوع تجارتي آن متفاوت بـود، ولـي خـود بـه                

توانست معرفي و استفاده      فرد مي منحصر به    نشانگر   عنوان يك 
 ؛در نظر گرفتن نوع بافر الكتروفورز نيز بـسيار مهـم بـود     . شود
، مـشخص شـد كـه بانـدها،         TBE كه با اسـتفاده ازبـافر        چون

 به خوبي از هم جدا نـشده        4000bp باندهاي بالاي    مخصوصاً
. ماننـد   بـه هـم چـسبيده در بـالاي ژل مـي           و به صورت تقريباً   

، اين باندها به خوبي     TAEت استفاده از بافر     در صور بنابراين،  
  . كنند از هم جدا شده و قدرت تفكيك مناسبي ايجاد مي

2       1 

4   3  2    1 
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  مهري خاتمي و همكاران     ... با استفاده DNAهاي نشانگرطراحي و ساخت انواع 
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٣٦ 

 نـشانگرهاي يگري كـه قبـل از الكتروفـورز كـردن           نكته د 
لامبدا مـورد توجـه قـرار گرفـت، شـرايط حـرارت دادن ايـن           

چـون ژنـوم فـاژ لامبـدا داراي دو انتهـاي آزاد             . ها بود نشانگر
 است، در شرايط عادي امكان چسبيدن       12bpچسبنده با اندازه    

بـراي  . اين انتهاها به هـم و ايجـاد قطعـه بزرگتـر وجـود دارد              
هاي لامبدا قبـل از     نشانگرگيري از اين احتمال، بهتر است       جلو

در ايـن   ]. 11[الكتروفورز تحت شرايط گرمـايي قـرار گيرنـد          
  تحقيـــق، همچنـــين شـــرايط ليوفيليزاســـيون بـــراي هـــضم

 λ/Hind III     انجام گرفت كه هـدف از ايـن كـار نـشان دادن 
  .  بعد از ليوفيليزه كردن آن بودDNAپايداري 

 درجـه  -20ه شده بـه مـدت چنـد هفتـه در     نمونه ليوفيليز 
ــه . ســانتيگراد نگهــداري و ســپس الكتروفــورز گرديــد  لازم ب

 تغييـر   نـشانگري توضيح است بـا اينكـه در روي ژل، الگـوي            

نكرده بود، ولي در اين حالت از شدت باندها كاسته شده بـود             
كه اين امر نشان دهنده مزيت اسـتفاده از بافرهـاي محلـول را              

ــي ــد ثابــت م ــتفاده از پلاســميدهايعلــت .كن و  pUC18  اس
pBR322    هاي پلاسـميدي طراحـي شـده در        نشانگر در مورد

اين تحقيق در دسترس بودن آنها در آزمايشگاه، مشخص بودن          
شان، همچنين كوچـك بـودن    هاي آنزيمي  محلنقشه ژنتيكي و  
هاي طراحـي   نشانگر قطعات كوچك در     تأميناندازه آنها براي    

، VZVليل استفاده از پلاسميدهاي نوتركيـب  ضمناً د. شده بود 
نيــز عــلاوه بــر دلايــل يــاد شــده، تــأمين قطعــات بــزرگ در  

سـاخته   نشانگر   7در اين تحقيق    . هاي طراحي شده بود   نشانگر
شد كه سه عدد از آنها مشابه خـارجي دارنـد ولـي چهارتـاي               
ديگر براي اولين بار توليد شد كه از نظر كاربرد، طيف وسيعي            
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