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 یودورانسراد ینوکوکوسدا یدر باکتر شدهشناخته یدجد هایژناز  یکی PprIژن  :زمینه و اهداف

بنفش دارد. هدف  ینسبت به اشعه ماورا یباکتر ینو مقاومت ا DNA یمدر ترم یکه نقش اساس باشدمی

 .باشدمی یلکیشیااشر در PprIژن  یاتخصوص یو بررس یانمطالعه کلون، ب ینا

 صورتبه pGEMدر حامل کلونینگ  داینوکوکوس رادیودورانسباکتری  PprIژن مواد و روش کار: 

 PprIحاوی ژن  pET21aکلون گردید. حامل پلاسمید بیانی ساب pET21aو در وکتور  شدهساختهسنتتیک 

-و وسترن SDS-PAGE گردید و بیان پروتئین با استفاده از ترانسفورم Origamiسویه  کلیاشریشیادر 

 نوترکیب تعیین شد. کلیاشریشیا در باکتری  UV-Cچنین میزان مقاومت به اشعه بلات بررسی شد. هم

ساخته شد و  یستیدینیه ییبه همراه دم انتها PprIژن  یحاو pET21aمطالعه وکتور  یندر ا: هایافته
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و  UV-A ،UV-B( به سه صورت UVماورای بنفش ) اشعه

UV-C  و  شودمییافتUV-A  دارای سطح انرژی کم بوده و از

دارای طول موج  UV-B. باشدمی nm 211تا  923طول موج 

دارای طول موج کمتر  UV-Cو  شدبامی( nm 921-281کمتر )

و دارای بیشترین میزان انرژی بوده و  باشدمینانومتر  nm 281از 

های زیستی مانند های اکسیداتیو در مولکولباعث ایجاد آسیب

شود. اشعه ماورای میها ها، اسیدهای نوکلئیک و آنزیمپروتئین

غییر های سمی اکسیژن شده و باعث تبنفش باعث ایجاد رادیکال

. شودمیجهش و دایمر تیمین  صورتبه DNAدر ساختار 

باعث اثرات مضر همانند تضعیف سیستم  UVهمچنین، اشعه 

شود. سرطان پوست در انسان می یتدرنهاایمنی، درماتیت و 

ها که الکترومغناطیسی در برخی از ارگانیسم یاشعهبه  مقاومت

دارند، وجود دارد ( نام Extremophileهای اکستریموفیل )باکتری

 هاییکی از باکتری داینوکوکوس رادیودورانسباکتری  (.4-1)

زا از قبیل اکستریموفیل است که به بسیاری از عوامل استرس

الکترومغناطیسی، پراکسید هیدروژن و خشکی مقاوم  یاشعه

در فاز رشد لگاریتمی در  داینوکوکوس رادیودورانساست. باکتری 

 3111آمدن  به وجودکه باعث  C-UVنور  2J/m211دوز 

و  یابدمی، به حیات خود ادامه شودمی DNAدر  پریمیدین دایمر

سال در حضور مقادیر  2های باکتریایی بعد از مدت سلول 83%

ماورای بنفش،  (. اشعه5) مانندمیرطوبت زنده  %3کمتر از 

و  دهندمیهای سلولی را تغییر هایی هستند که مولکولفوتون
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 ( ROSهای هیدروکسیل بسیار فعال )کالرادی

 Reactive Oxygen Species های کنند. این رادیکالتولید می

شوند و می DNAمستقیم و غیرمستقیم باعث تخریب  طوربهآزاد 

به را  DNAای رشتهو تک دو رشتههای تغییرات بازی، شکست

ر مقابل ژنوم خود را د تواندمی(. این باکتری 6،7آورند )می وجود

های دیگر ترمیم کند که باکتری DNAهای زیاد شکستگی آسیب

های مقاوم به فاقد این خصوصیت هستند. همانند سایر باکتری

راهبردهای متفاوتی را برای  داینوکوکوس رادیودورانساشعه، 

(. مکانیسم کلی مقاومت به 8،3ماورای بنفش دارد ) غلبه به اشعه

اما  ،کامل شناسایی نشده است طوربهاشعه در این باکتری هنوز 

که این باکتری دارای ژنوم سخت حلقوی،  دهدمیمطالعات نشان 

همانند  اکسیدانیآنتهای و آنزیم DNAسیستم ترمیمی قوی 

ها را از که بیومولکول باشدمیدیسموتاز و کاتالاز  یداکسسوپر

 ینچنهم(. 10) کندیممحافظت  ROSناشی از  هاییبآس

در این باکتری  UV ی زیادی ژن در مقابله با استرس اشعهتعداد

مورد شناسایی  PprIژن  یراًاخ، هاژنوجود دارد که در میان این 

های است که سیستم تنظیمی باکتری در سیستم قرارگرفته

، پاسخ به استرس، متابولیسم تولید انرژی، تنظیم DNAترمیمی 

های چاپرون در رونویسی، سیگنال ترانسداکسیون و سیستم

 (. مطالعات نشان11اندازد )را به راه می UVمقابله به اشعه 

داینوکوکوس در باکتری  PprIدهد که تخریب ژن  می
باعث کاهش میزان مقاومت این باکتری نسبت به  رادیودورانس

تخریب این ژن باعث حذف سایر  کهیطوربهشود می UVاشعه 

 یزن DNA اشعه و ترمیم مسیرهای تنظیمی درگیر در مقاومت به

(. 12رود )ترمیم نشده و از بین می DNAشود، بطوریکه می

های مقاومت باکتری ژن تأثیرینه درزممطالعات اخیر، 

ها در حال انجام در سایر میزبان داینوکوکوس رادیودورانس

داینوکوکوس های دهد که سویهو مطالعات نشان می باشدمی
ما مقاومت دارند، ممکن است به سایر که به اشعه گا رادیودورانس

ماورای بنفش نیز مقاومت داشته باشند. در ایران  ازجمله اشعه

های مقاوم به اشعه ای در زمینه بررسی ژنتاکنون مطالعه

صورت نگرفته است و به همین دلیل  UV-Cبخصوص اشعه 

و ارزیابی بیان  کلیاشریشیادر  PprIکلونینگ ژن مقاوم به پرتو 

 این مطالعه قرار گرفت. آن هدف

 

 :هاروشمواد و 

در  PprIحاوی ژن  pGEMترانسفورم وکتور 

 :pET21aو ساب کلونینگ آن در  DH5α کلیاشریشیا

 صورتبهدارای برچسب هیستیدینی  PprIدر این مطالعه، ژن 

کره سنتز  Bioneerتوسط شرکت  pGEMسنتتیک در وکتور 

در دو  NdeIو  EcoRIهای برش آنزیمی شد، بطوریکه سایت

به سلول مستعد  pGEMبود. در ابتدا وکتور  شدهیطراحطرف آن 

 pGEMترانسفورم شد. به دنبال آن پلاسمید  DH5α کلیاشریشیا

( Bioneer, Koreaترانسفورم شده با کیت استخراج پلاسمید )

   NdeIو  EcoRIاستخراج و توسط دو آنزیم 

(Fermentas ،Lituaniaمورد هضم آنزیم ) و ژن  قرارگرفتهیPprI 

موجود در آن توسط استخراج از ژل جداسازی شد. با کمک آنزیم 

T4 DNA ligase( عمل اتصال ،Ligation ژن )PprI  با وکتور

pET21a  انجام گرفت و به دنبال آن،  سلسیوسدرجه  2در دمای

 کلیاشریشیا( به سلول Ligation mixمحصول واکنش اتصال )

DH5α ر روی محیط ترانسفورم و بLB agar سیلین حاوی آمپی

-کلون عنوانبههای رشد یافته کشت داده شد. به دنبال آن، کلنی

انتخاب  موردنظرواجد قطعه ژنی  احتمالاًهای واجد وکتور و 

در وکتور  موردنظرشدند. برای اطمینان از وارد شدن قطعه ژنی 

pET21aپس از  تصادفی انتخاب و صورتبههای رشد یافته ، کلنی

انجام عمل استخراج پلاسمید، توسط ژل الکتروفورز بررسی شدند 

هضم آنزیمی با  یلهوسبه، موردنظرقرارگیری قطعه ژنی  یدتائو 

EcoRI  وNdeI  .که  یابی یتوالبا عمل  یتدرنهاانجام گرفت

توسط مرکز ماکروژن کره جنوبی انجام شد، صحت کامل توالی 

صحیح آن بررسی شد. پس از  کلون شده و قرارگیری PprIژن 

به سویه  موردنظر حامل ژن pET21a، وکتور یکلون ساز یدتائ

 ترانسفورم شد. Origamiسویه کلیاشریشیابیانی 

 Origamiسویه  اشریشیا کلیدر  PprI بیان ژن

سویه  اشریشیا کلیلیتر از کشت شبانه باکتری میلی 3/1

Origami  لیتر از محیطمیلی 3واجد پلاسمید نوترکیب را در 

 LB broth   حاوی( جدیدμg/ml211 کشت داده آمپی )سیلین

 لسیوسدرجه س 97ساعت انکوباسیون در دمای  2شد و پس از 

 9/1نانومتر به حدود  911جذب نوری محیط کشت در طول موج 

اضافه شد تا عمل القا  IPTGمولار میلی 2/1رسید، در این زمان 

لیتر از کشت میلی ساعت، یک 2صورت گیرد. پس از 

دقیقه سانتریفیوژ  3به مدت  rpm 3111و با دور  شدهبرداشته
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 میکرولیتر از بافر نمونه  211شد. به رسوب حاصله 

(buffer Sample .اضافه گردید و چند دقیقه ورتکس شدند )

ماری گذاشته دقیقه در آب جوش بن 3ها به مدت سپس نمونه

لا، از مایع رویی برای انجام وژ با دور باشد و پس از سانتریف

میزان بیان  یتدرنهاو بررسی بیان استفاده شد و  SDSالکتروفورز 

 آمیزی با کوماسی بلو بررسی شدند.توسط رنگ

 تولیدشدهبلات پروتئین آنالیز وسترن

به یک غشا  SDS-PAGEها از ژل انتقال پروتئین

 %21با یسین همراه گل-ولزی با استفاده از بافر تریسنیتروسل

 21های غیراختصاصی توسط توئین متانول صورت گرفت. جایگاه

 T-BST (Tris- Buffered Salineبار توسط  9بلوکه شدند و غشا 

and Tween 20 ساعت در  2تا  2( شسته شدند و سپس 

  HRP peroxidaseکونژوگه با  6His-tag بادییآنت

(Roche, Germany قرار گرفت. غشا مجدد شسته شده ) و توسط

 %2( و DAB) diaminobenzidine-'3 ,3محلول سوبسترای 

ای، غشا با آب هیدروژن مجاور شد. با پیدایش باند قهوه پراکسید

تا واکنش آنزیمی متوقف شود و نتایج  شدهدادهمقطر شستشو 

 بعد از خشک شدن غشا خوانده شد.

نوترکیب بعد از اشعه  کلیاشریشیابررسی میزان بقای 
UV-C 

 نوترکیب در فاز رشد لگاریتمی، برای اشریشیا کلیهای ولسل

قرار گرفت.  مورداستفاده UV-Cبررسی میزان بقا بعد از اشعه 

 2آمده و سوسپانسیون در صورتبه PBSها ابتدا در بافر سلول

دارای طول  UV-Cاز سوسپانسیون در دمای اتاق با  لیتریلیم

شدند. بعد از تیمار با  یاشعه ده 2J/m211 و با دوز nm291موج 

 LB agarبه محیط کشت  موردنظراشعه، سوسپانسیون 

با بررسی  یاشعه دهها بعد از و میزان بقای سلول شدهمنتقل

فاقد ژن  اشریشیا کلیهای شدند. لازم به ذکر است که سویه

PprI قرار گرفت. مورداستفادهکنترل منفی  عنوانبه 

 هاافتهی

و قطعه  pET21aلیگاسیون وکتور  پس از ترانسفورم مخلوط

، وجود وکتور Origami کلی اشریشیابه سلول  موردنظرژنی 

توسط استخراج پلاسمید و هضم  موردنظرنوترکیب حامل ژن 

آنزیمی مشخص شد. نتیجه هضم آنزیمی نشان داد که قطعه 

 .اندازه با ژن هدف همخوانی دارد ازلحاظ موردنظر

شده  یدتائنالیز بیشتر، وکتورهای جفت باز(. برای آ 2127)حدود 

 MEGA5افزار ها با نرمیابی فرستاده شد که توالیبرای توالی

تطابق داده شد و نتایج نشان داد که توالی ژن توالی یابی شده با 

 همخوانی دارد. موردنظرتوالی ژن 

 Origami اشریشیا کلیدر  PprIبیان ژن 

از القا در دو مرحله قبل و بعد  های باکتریکلون

 های آنها روی ژل ها، پروتئینو پس از لیز سلول شدهیآورجمع

SDS-PAGE قرار گرفت که نتیجه آن در شکل  موردمطالعهa2 

مشاهده  دالتون یلوک 97های قبل از القا باند آمده است. در نمونه

 یدالتون یلوک 97های بعد از القا، باند پروتئینی ولی در نمونه ،نشد

)شکل  کندیم یدتائکه وجود مارکر پروتئینی آن را مشاهده شد 

a2مولاریلیم 2/1چنین بیشترین بیان در غلظت (. هم IPTG  به

مشاهده شد. برای  سلسیوسدرجه  97ساعت در دمای  2مدت 

بلات استفاده شد که محصول پروتئینی از روش وسترن یدتائ

کیلو  97ای که باند قهوه شودمیمشاهده  b2نتیجه آن در شکل 

 است. ظاهرشده دالتون

 UV-Cدر مقابل اشعه  کلیاشریشیابررسی میزان بقای 

کیب نوتر pET21a، وکتور کلیاشریشیابرای بررسی میزان بقای 

ترانسفورم و القا شد  کلیاشریشیابه  موردنظرحاوی ژن 

(OD=0.4 و بعد از گذشت )9 ( ساعتOD=0.9)  سوسپانسیون با

تیمار شدند،  nm291با طول موج  C-UVاز اشعه  2J/m211 دوز

-و سلول PprIواجد ژن  اشریشیا کلیهای بطوریکه ابتدا از سلول

 رقت تهیه شد و با محلول PprIهای فاقد ژن 

 PBS (Phosphate Buffered Saline)  شستشو داده شد و به

که در  طوریهمانقرار گرفتند.  UV-Cاشعه  تأثیردنبال آن تحت 

 PprIحاوی ژن  کلیاشریشیاهای ود، سلولشمشاهده می 2شکل 

برخوردار بوده و پس از  UV-Cاز مقاومت نسبی نسبت به اشعه 

های رشد یافته بر های اولیه، تعداد سلولمحاسبه تعداد باکتری

اشعه نخورده، میزان  هایسلولروی محیط کشت و مقایسه آن با 

ه حدود قرار گرفت و نتیجه این بود ک موردمحاسبهای سلولی قب

با طول  UV-Cنسبت به اشعه  PprIهای حاوی ژن از سلول 21%

 مقاومت نشان دادند. 2j/m 211و با دوز  nm 291موج 
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 : نمونه قبل از القا، چاهک2 پروتئین، چاهک Ladder: 2 چاهک های قبل از القا و بعد از القا.نمونه SDS-PAGE )چپ( ژل مربوط به A :.1شکل 

 های مثبت.بلات نمونه: وسترن3و  2 پروتئینی، چاهک Ladder: 2 های پروتئینی. چاهکنمونه بلاتوسترن: )راست( :B های بعد از القا: نمونه4و  3

 

: 2اشعه نخورده،  PprI حاوی ژن اشریشیا کلی: سلول 2J/m 222 .1با دوز  C-UVبعد از تیمار با اشعه  اشریشیا کلیهای . نتایج بقای سلول2شکل 

 .شدهزدهاشعه  PprIفاقد ژن کلی  یشیااشر: سلول 3، شدهزدهاشعه  PprIحاوی ژن  اشریشیا کلیلول س

 

 بحث

های فاقد یکی از باکتری داینوکوکوس رادیودورانسباکتری 

یونیزان و عوارض  یاشعهاسپور است که دارای مقاومت به 

، بطوریکه دارای باشدمی DNA هایشکستگیمتعاقب آن یعنی 

کپی از ژنوم خود دارد. این باکتری از مکانیسم نوترکیبی  21

(. مطالعات 13کند )خود استفاده می DNAهومولوگ برای ترمیم 

قالب خواندن باز  9287دهد که ژنوم این باکتری دارای نشان می

(ORFs)  Open Reading Frames پروتئین  2239است اما فقط

ی موجود در بانک اطلاعات هاشده از آنها با ساختار پروتئین کد

مطابقت دارد و سایر  Protein Data Bank(PDBپروتئینی )

برخی  یراًاخ(. 14های آن دارای عملکرد ناشناخته است )پروتئین

این  که در مقاومت اندقرارگرفتهها مورد شناسایی از این پروتئین

ها، پروتئین یکی از این پروتئین. باکتری به اشعه دخالت دارند

PprI داینوکوکوس بخشی باشد که مسئول حفاظتمی
 دهدمیبه اشعه ماورای بنفش است. مطالعات نشان  رادیودورانس

که این پروتئین دارای خاصیت تنظیمی بوده و دو موتیف 

داینوکوکوس در باکتری  منحصراًساختاری و عملکردی دارد و 

 تأثیر PprI(. مطالعه بیان ژن 15یافت شده است ) رادیودورانس

 Real-time PCRبا استفاده از روش  هایینپروتئآن بر روی سایر 

زایی با ترانسپوزون نشان داد که خاصیت تنظیمی و موتاسیون

 اکسیدانیآنتهای به نحوی است که سایر پروتئین PprIپروتئین 

و کاتالاز را نیز فعال  recA ،PprAمانند  DNAو دخیل در ترمیم 
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های ترمیم حلقوی سخت ژنوم و سیستم (. ساختار16کند )می

DNA توسط پروتئین  شدهفعالPprI  مسیر مهم دیگر در

در مقابل  داینوکوکوس رادیودورانسهای بخشی سلولحفاظت

دهد که (. نتایج مطالعه ما نیز نشان می17) باشدمیاشعه 

های بخشی نسبی در سلولتواند حفاظتمی PprIپروتئین 

و دوز  nm 291با طول موج  C-UVه اشعه نسبت ب اشریشیا کلی
2J/m 211  در این زمینه  گرفتهانجامایجاد کند و با سایر مطالعات

بررسی  منظوربه 2119همکارانش در سال  و Gao مطابقت دارد.

 کلی یشیااشر، این ژن را در سویه اشریشیا کلیدر  PprIژن  تأثیر

TG1 های سویه بیان کردند. نتایج این تحقیق نشان داد که

 هایسلولبرابر نسبت به  9/2حدود  یباًتقر PprIژن  کنندهیانب

چنین به اشعه گاما مقاومت دارند و هم فاقد این ژن نسبت

 DNAهای مسیر ترمیم این ژن، سایر ژن کنندهیانب اشریشیا کلی

های تواند در میزباننیز می PprI(. ژن 18. )کندیمرا نیز فعال 

 های یوکاریوتی رال کرده و مقاومت سلولیوکاریوتی نیز عم

و همکارانش در  Panها بیشتر کند بطوریکه نسبت به استرس

حاوی  Brassicanapusنشان دادند که گیاه نوترکیب  2113سال 

و گاما و اسمز  UVنسبت به استرس نمکی، گرما، اشعه  PprIژن 

 (.13مقاومت دارد )

در باکتری  PprIدهد که حذف ژن مطالعات نشان می 

بسزایی در میزان مقاومت این  تأثیر داینوکوکوس رادیودورانس

بسیار  PprIهای فاقد ژن باکتری به اشعه دارد بطوریکه سویه

و  Guanjunیونیزان هستند.  یاشعهو  UVحساس به اشعه 

داینوکوکوس هایی از موتانت 2119همکارانش در سال 

ایجاد نمودند و با گروه بودند را  PprIکه فاقد ژن  رادیودورانس

. نتایج این قراردادندبود، مورد مقایسه  PprIکنترل که حاوی ژن 

پس از اشعه دادن به باکتری  PprIمطالعه نشان داد که پروتئین 

کند، بطوریکه سلول متصل شده و آن را ترمیم می DNAبه 

مانند و زنده باقی می داینوکوکوس رادیودورانسهای سلول

 شدهدیدههای اشعه ن پروتئین نقش حیاتی برای سلولبنابراین ای

-نشان می شدهانجامو سایر مطالعات این مطالعه  (. نتایج20دارد )

-بخشی در میزبانتواند سبب حفاظتمی PprIدهد که پروتئین 

توان بنابراین می؛ های پروکاریوتی علیه اشعه ماورای بنفش شود

نوترکیب در مقیاس بالا در  صورتبهبا تولید این پروتئین 

 UVبخشی آن را علیه اشعه های یوکاریوتی میزان حفاظتسیستم

- یک ترکیب ضد عنوانبهو  قراردادموضعی مورد بررسی  طوربه

-شود با روشپیشنهاد می یتدرنهاقرار گیرد.  مورداستفادهاشعه 

های ژنومیکس و پروتئومیکس مکانیسم مولکولی مقاومت به پرتو 

های مقاوم و سایر باکتری داینوکوکوس رادیودورانساکتری در ب

های جدید مقاوم قرار گیرد تا بتوان پروتئین موردمطالعهبه پرتو 

یونیزان را شناسایی نمود و نوع نوترکیب آنها را  یاشعهبه 

تا بتوان  قراردادمورد استفاده  PprIترکیبی با پروتئین  صورتبه

 بسیار زیادی افزایش داد. بخشی را تا حدمیزان حفاظت

 یو قدردان تشکر

فلاح  ینرام وخاتمی  یدرضاحم یدسبدین ترتیب از آقایان 

، تشکر و قدردانی اندنمودهزاده که در اجرای این پروژه همکاری 

 .گرددیم
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