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 چكيده:

باشد. ترین عامل کچلی انسان در سراسر دنیا میشایع Trichophyton rubrum ( T.rubrum) زمينه و اهداف:

عنوان به V-ATPaseاز آنزیم  Gدرمان این بیماری کامل نیست و پس از قطع دارو عود کننده است. اخیراً زیرواحد 

 V-ATPaseآنزیم  Gکلون کردن ژن کدکننده زیرواحد  ورد توجه قرار گرفته. هدف مطالعههدف برای داروها م

 منظور نگهداری و مطالعه بر روی پروتئین حاصل از آن بود. به E.coliدر باکتری  T.rubrumقارچ 

تکثیر  RT-PCR و PCRسپس توسط جدا شد،  T.rubrumاز قارچ درماتوفیت  RNAو   DNA:روش بررسي

داخل الحاق شد. پلاسمید نوترکیب با روش شوک حرارتی به T–pTG19در پلاسمید  RT-PCRیافت و محصول 

E.coli های مشکوک جدا شدند و مجداداً کشت داده شدند .سپس  شد و کلنی هوارد شد. باکتری کشت دادPCR 

 طبق روش قبل انجام شد.   

 بر روی E.coliبود. با کشت  700bpتقریبا  cDNAو  750bpاستخراج شده حدود  DNAکولی : وزن مولهایافته

(Luria agar)  LB Agar   های آبی و سفید دیده شد. کلنیPCR  کردنDNA های مشکوک نشان حاصل از کلنی

 ژن مورد نظر بود.   کلون دارای 5کلون از  1داد  

احتمال زیاد دارای ژن مورد نظر های سفید رنگ بهنیت. کلارای اینترون اسرسد که این ژن دنظر میبه گيری:نتيجه

 در آخرین مرحله نشان دهنده کلون شدن ژن مورد نظر است.  PCRباشد. نتایج حاصل از می
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 G ،V-ATPase ،Trichophyton rubrum ،PCRکلون کردن، زیرواحد  ها:کليد واژه



 33 /...از قارچ V-ATPaseآنزیم  Gجدا سازی ژن زیر واحد 

 

 مقدمه:

ای هستند که دارای برجستههای های قارچی ارگانواکوئل

ها، محل وظایف متعددی از قبیل تجزیه ماکرومولکول

ها، فسفات معدنی، اسیدهای آمینه و کربوهیدرات ،ذخیره

ها و همچنین انجام برخی ها و یونها و تنظیم متابولیتیون

 وسیله آنزیمها بهاین واکوئل pHهیدرولیزها هستند. 

V-ATPase بسته به شود که واتنظیم میATP  است و

 (.2، 1کند)بیرون سلول پمپ میپروتون را به

V-ATPase های یک پمپ پروتونی است که در ارگان

 ،)حیوانات های یوکاریوتاسیدی درون سلولی تمام سلول

دستگاه گلژی،  اندوزوم، ها( مثل لیزوزوم،گیاهان، قارچ

های ذخیره پروتئین و های ترشحی، ارگانوزیکول

(. این آنزیم دریوباکترها 2-4شود )ها یافت میولغشاءسل

وابسته است. آنزیم مشابه   Naیون نیز گزارش شده که به

 و سنتز ATPباکترها با دو عملکرد وابسته به آن درآرکی

ATP باشد که برای پمپ کردن پروتون از میان غشاء می

 (. 5است) مورد نیاز

ایی پروتون در عملکرد این آنزیم ایجاد شیب الکتروشیمی

همچنین نگهداری  های درون سلولی وبین غشاء اندامک

pH (.6باشد)بخش درون سلولی می همئوستازی در 

دانشمندان در این مورد توافق دارند که ساختار، عملکرد 

مشابه  F-ATPaseبا  V-ATPaseشیمیایی و فیلوژنی  

ها تا گیاهان و حیوانات و این آنزیم از قارچ (،7است )

 (. 8سیار حفاظت شده است )ب

V-ATPase مریک است که دارای یک آنزیم هترومولتی

دوست است باشد: یکی از آنها کمپلکس آبدو بخش می

نظر به و(V1) (peripheral) که در بین غشا قرار دارد

رسد ناحیه کاتالیتیکی آنزیم است. کمپلکس آب می

ار قر (Integral)که در بخش درون غشائی  (V0)گریز

 V1 . کمپلکس (Stalk)دارد، دیگر بخش این آنزیم است 

  زیرواحد 8ترتیب از ها بهها و پروکاریوتدر یوکاروت

(A-H)  زیرواحد  7و(A-G) است. تشکیل شده

و در  a,c,dها از زیرواحدهای در یوکاریوتV0 کمپلکس 

 است.تشکیل شده  I,k,cها از زیرواحدهایپروکاریوت

است  ATPدارای محل اتصال برای V1(. بخش 9، 2،7)

 لـور پروتون عمـرای عبــالی بـعنوان کانهـبV0 و بخش 

 (8می کند.) 

است که با  F-ATPaseمشابه V-ATPase عملکرد  

کنند. هردو آنها دارای پروتون را منتقل می  ATPهیدرولیز 

رسد چرخش نظر میهستند. بهStator و Rotorدو بخش 

دی در بخش مرکزی پایه راهی را برای زیرواحد پروتئولیپی

عبور پروتن از میان غشاء پروتئینی و زیرواحد 

ها در کند. بنابراین، این زیرواحدپروتئولیپیدی ایجاد می

 (.9، 2کنند )عملکرد این آنزیم نقش اساسی ایفا می

مطالعه و بررسی ژن کدکننده این آنزیم درک بهتری از   

کند، و هدف مناسبی را ذیر میپفیزیولوژی قارچ را امکان

برای تنظیم بیان یا ساخت داروهای مهارکننده این ژن در 

دهد. هدف مطالعه  کلون کردن ژن اختیار محققین قرار می

قارچ  V-ATPaseآنزیم  Gکدکننده زیرواحد 

T.rubrum  در باکتریE.coli این ترتیب بتوان  بود. تا به

د و بر روی آن مطالعه پروتئین حاصل از آن را نگهداری کر

 نمود.  
 

 ها:مواد و روش
 جداسازی اسیدهای نوکلئیک:

Total RNA وDNA  ازTrichophyton rubrum 
شرح طور خلاصه بهبه DNAروش جداسازی جدا شد.

 ذیل است:

وسیله نیتروژن میسلیوم جداشده از محیط کشت قارچ را به

ه چینی طور ناگهانی منجمد کرده و در داخل بوتمایع به

این  یک پودر سفیدرنگ تبدیل شود.کوبیده شد تا وقتیکه به

 DNA extracted buffer (Tris HCl:0/5پودر در

M pH:8, EDTA:0/5M ,SDS:3%, 

βmercaptoethanol 1%  50( وµl  ازProteinase 

K   .حل شد 

 درجه  65دست آمده برای یک ساعت در محلول به

  x g-3000سپس در گذاری شد. گراد گرمخانهسانتی

 RNaseاز محلول µl 8-7دقیقه سانتریفوژ شد.  5مدت به

H (10mg/ml)  گراد درجه سانتی 37افزوده شد و در 

 –گذاری شد. پس از آن فنول دقیقه گرمخانه 03مدت به

ایزو  -( و کلوروفورم25:24:1ایزوآمیل الکل) –کلوروفورم 
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ستات سدیم و ( اضافه شد و با افزودن ا1:24آمیل الکل )

درجه  20-گیربی انجام شد و در الکل سرد مطلق رسوب

گذاری شد.  مدت یک شبانه روز گرمخانهگراد بهسانتی

سانتریفوژ شد و  DNAدست آوردن رسوب برای به

شستشو شد و با آب مقطر  %73با الکل  DNAرسوب

 حالت محلول در آورده شد.استریل به

 یل عمل شد:طریق ذبه RNAدرروش جداسازی  

پودر میسلیوم طبق روش بالا تهیه شد، به آن 

GITC(Guanodin iso tio cyanait)  که محتوی
(sodium acetate 3M, phenol, Chloroform) 

برای  x g-12000بود، افزوده شد. پس از حل کردن  در 

 دقیقه سانتریفوژ شد.  بعد از آن ایزوپروپانول افزوده  5

گراد درجه سانتی  - 20ر مدت یک ساعت دشد و به

گذاری شد. تکرار این مرحله و گرفتن رسوب گرمخانه

RNA  12000با سانتریفوژ در-x g دقیقه  5مدت به

و در  با اتانول شستشو داده شد RNAرسوب  انجام شد.

 حل  گردید.  TE8بافر

PCR and RT-PCR : 

PCR برداری معکوس و رونوشتRT-PCR  بر روی

DNA  وRNA اج شده انجام شد. از پرایمر استخر

 سنتتیک شرکت سیناژن به فرمول ذیل استفاده شد:
5´:CACCAGGCAAGACAGACCGAC3´ 

5´:GTCAAGTCTCAACCGAGCCGT3´ 

 شرح ذیل بود:به Master mixپروتوکل ما برای تهیه 

10x buffer5 µl, dNtpmix: 1 µl(0.2-1µM) 

,primer(sense & antisense): 2.5 

µl(0.5µM),DNA template: 1 µl and  
termostable DNApolymeras 1 

µl(2.5unit/reaction) (cinna Gen Co) 
 رسید. µl 50حجم و با آب مقطر استریل به

 :PCRچرخه 

 درجه   62ثانیه، 03مدت گراد بهدرجه سانتی 94

مدت گراد بهدرجه سانتی 72ثانیه ، 63مدت گراد بهسانتی

 thermal cyclerدستگاه چرخه در  05 با ثانیه 93

(Techne,UK)محصول .  PCR با الکتروفورزژل 

 وسیله کیتتایید شد. سپس از روی ژل به %1آگارز 

(Genei India)  استخراج شد و برای کلون کردن مورد

 استفاده قرار گرفت.

 : DNAکلون کردن 

تکثیر  PCRوسیله که به RT-PCR (cDNA)محصول 

ساخت شرکت  T  pTG19-شده بود در پلاسمید

Generay Biotech , Shanghai  الحاق شد. این

وسیله شرکت سازنده برش یافته است و دارای پلاسمید به

اتصال با پروتوکل کیت کلونینگ  باشد.می Tانتهای آزاد

(Generay Biotech , Shanghai  انجام شد که ) 

 طور خلاصه عبارت است از:به
Vector: 2 µl, PCR product: 4 µl, 10xbuffer: 

1 µl , T4DNAligases: 1 µl  
 رسید. پلاسمید  µl 20حجم و با آب مقطر استریل به

سویه  E.coliسلول وسیله روش شوک حرارتی بهبه

Competent  شده DH5α  داخل شد. روش شوک

 طور خلاصه بدین شرح بود:حرارتی به

 µl5  50از محصول الحاق را به µl های از سلولE.coli 

 0شده افزوده شد. مخلوط حاصل در Competentکه 

شود گذاری میدقیقه گرمخانه 5مدت گراد بهدرجه سانتی

 2گراد منتقل شد درجه سانتی 42دمای سرعت بهسپس به

 0دقیقه در دمای  2دقیقه در این دما نگه داشته شد. دوباره 

گراد قرار داده شد و در نهایت محیط کشت درجه سانتی

LB ع مای(Luria Broth) (Bacto Trypton 10g/L, 

Bacto yeast 5g/L , NaCl 5g/L)  به آن افزوده شد

ساعت  1مدت گراد بهدرجه سانتی 37در دمای  و

 گذاری شد.گرمخانه

 های مشکوک :جدا سازی کلون

پس از یک ساعت محصول انتقال داده شده را در محیط 

 Dاواجد ایندول بت LB Agar (Luria agr)کشت 

سیلین کشت داده بیوتیک  آمپیو آنتی  X-galگالاکتوز یا

مدت یک شبانه روز انکوبه شده به 37ºCشده و در دمای

را که  E.coliهای رشد یافته نیسپس هر یک از  کل است.

  LB mediumرنگ سفید است در محیط کشت به

کدورت مورد نظر ساعت کشت داده تا به 2-4مدت به

 برسد.

 آن: PCRو E.coliنوترکیب از  DNAجداسازی 

200 µl  از محصول کشتE.coli  10000در-x g  

دقیقه سانتریفوژ شد. سپس رسوب حاصل در  2مدت به
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سانتریفوژ  x g-10000آب مقطر استریل حل شد و در 

گردید. حل نمودن مجدد کامل رسوب و سانتریفوژ در 

10000xg ل دقیقه، دور ریختن مایع رویی و ح 1مدت به

 95آب مقطر و نگهداری در دمای  40µlکردن مجدد در 

دقیقه و سانتریفوژ با نیروی  13مدت گراد بهدرجه سانتی

10000xg دقیقه مراحل بعدی بودند. 1مدت به 

µl5  ازDNA  استخراج شده طبق روشی که قبلاً ذکر شد

PCR  کنترل شد. %1گردید و محصول آن با ژل آگارز 

 

 ها:یافته
 : DNAو  RNAاستخراج 

استخراج آن  1000bpو مشاهده باند   DNAالکتروفورز

 25sو مشاهده باندهای  RNAرا تایید کرد. الکتروفورز 

را تایید  RNAمیتوکندریایی استخراج  RNAو  18sو

 نمود. 

PCR وRT-PCR: 

 Fermentas)  (که در کنار مارکر PCRمحصول 

لی دارای وزن مولکو  DNAالکتروفورز شد نشان داد

با الکتروفورز در  cDNA(. 1شکل )است  750bpحدود 

به وزن مولکولی تقریبی  (Fermentas)کنار مارکر 

700bp  دست نتایج به(. با توجه به2شکل )مشخص شد

با  DNAبین  50bpآمده که اختلاف وزنی در حدود 

cDNA  را نشان داد و نیز سکانس شدن ژن توسط رضایی

رسد این ژن دارای اینترون  نظر میبه (13) و همکاران

که  cDNAباشد. بنابراین، ما برای کلون کردن ژن از 

 تکثیر یافته استفاده کردیم.  PCRتوسط 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fermentas ، Load  (GeneRuler EU)قارچی در کنار مارکر DNAحاصل از  PCRمحصول :1شکل 

 750bpبا وزن حدود DNAشده  

 

1000bp 

500bp 
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 700bpبا وزن حدود DNAشده  Fermentas ، Load  (GeneRuler EU)که در کنار مارکر cDNAاز  PCRمحصول :2شکل 
 

 

 : cDNAکلون کردن 

در انتهای رونویسی یک باز  Tagاینکه آنزیم با توجه به 

A گذارد و پلاسمید نیز در محل برش دارای یک باقی می

T ابراینآزاد است،  بنcDNA   از طریق اتصال باز مکمل

A  باT پلاسمید بهpTG19-T شود.  پس از الحاق می

با  LB Agarو کشت در E.coliانتقال پلاسمید به 

های آبی و سفید بر هایی با رنگساعت کلنی 18گذشت 

 روی محیط کشت رشد کردند. این پلاسمید دارای ژن

 

 

 

 

 LacZ کند. وزیداز را کد میباشد که آنزیم بتا گالاکتمی

شکند و ماده حاصله را می X-galاین آنزیم سویسترای 

هایی که این ژن در آنها کند و کلنیرنگ آبی تولید می

ن که عملکرد ای هایینیشوند. کلوجود دارد آبی رنگ می

 DNAرنگ سفید هستند. الحاق ژن در آنها مختل شده به

داخل پلاسمید باعث مختل شدن عملکرد ژن این آنزیم به

احتمال زیاد دارای های سفید بهشود. بنابراین، کلنیمی

 (.0بودند)شکل  مورد نظر  DNAهمراهپلاسمید به

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1000bp 

500bp 

 کلنی آبی رنگ

گکلنی سفید رن  

 ساعت 17-18بعد از  LB Agarهای سفید و آبی بر روی محیط : ظاهر شدن کلنی0شکل 
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 های مشکوک:جداسازی کلنی

هر یک تک کلنی سفید رنگ رشد یافته بر روی محیط 

LB Agar ندورف حاوی محیط های اپدر لولهLB 

medium  07ساعت در  2-4مدت کشت داده شد، و به 

گراد در گرمخانه متحرک قرار گرفت.  پس از درجه سانتی

رسید که مشخص  0/3حدود آن به ODساعت  4گذشت 

( برای E.coliتعداد )مقدار مورد نظر شد کدورت به

 است.رسیده DNAاستخراج 

 

 : نوترکیب DNAاستخراج و تکثیر 

DNA  نوترکیب استخراج شده که با پروتوکل اولیه تکثیر

 8رسید از نظر وسیله الکتروفورز بررسی شد. بهیافته بود به

نی پس کل 5کشت داده شده حداقل  جداشده ونی سفید کل

بودند. زیرا  V-ATPaseژن  Gدارای زیرواحد  PCRاز 

محصول ران شده در کنار مارکر همان وزن مولکولی 

 را نشان  700bpیعنی  T.rubrumژن  مشابه

 (.4)شکل  داد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 .  700bpدارای باند با وزن مورد نظر  E.coli نوترکیب استخراج  شده از DNAحاصل از  PCRمحصول  :4شکل 

 

 

ها هستند که توانایی تهاجم قارچ ها گروهی ازدرماتوفیت بحث:

مو،  ،دارند )پوستانسان وحیوانات را  بافت کراتینیبه

1000b

p 

500bp 
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نام کنند. درماتوفیتوزیس بهناخن( و ایجاد عفونت می

 (.11)شودمی شناخته Ring wormعمومی 

Trichophyton rubrum  ترین عامل ترین و شایعمهم

( 12،10)پا و ناخن در سراسر دنیا است کچلی بدن، دست،

(. برای 14،15ها و حیوانات عمومیت دارد )و در بین انسان

اطلاعات جامعی درباره بیوشیمی  و ها بهان این بیماریدرم

 V-ATPaseتازگی ژن ها نیاز است. بهژنتیک درماتوفیت

عنوان هدفی برای داروهای ضد قارچی مورد نظر قرار به

است. برای استفاده از این ژن در مطالعات دارویی گرفته

لازم است تا اطلاعات ژنتیکی و بیوشیمیایی زیر واحدهای 

هایی که زیر دست آید. در دیگر مطالعات تاکنون ژنآن به

کنند را در پستانداران کد می C,B,A,Eواحدهای 

نیز در   G,C(. زیرواحدهای16اند)شناسایی و کلون شده

Ca+2-های (. ژن71، 4اند)کلون شده گیاهان شناسایی و

ATPase هایی نظیردر انگل Plasmodium (18،19 و )

ATPase-A1  ازArchaneobacteria (23 ، )-+Na

ATPase ( شناسایی و22( و حشرات)21ها)در انگل 

 اند.کلون شده

ATPase-+H  از لحاظ بیوشیمیایی و مولکولی در 

Canndida albicans، (20 ) هایی نظیرقارچ

Erysiphe cichorocearum (5)  وAspergilus 

oryzea (24 ،)Criptoccocus neoformans 

(22،20 ،)Zygosaccharomyces rouxii(25 مطالعه )

 است.شده، شناسایی و کلون شده

 Trichophyton rubrumقارچ  از Gزیر واحد    

 (. این زیر واحد 26)یابی شده است شناسایی و توالی

رسد برای فعالیت آنزیم نظر میصورت محلول است و بهبه

V-ATPase  .و اتصال زیرواحدهای آن ضروری است

هومولوگ F-ATPase در bاحد با زیرواحد این زیرو

(. احتمالاً با غیر فعال کردن این زیرواحد 28، 16،27است )

هم پیوستگی این آنزیم شد و توان مانع فعالیت و بهمی

 درنهایت باعث مرگ سلول قارچی گردید. درمان 

های قارچی اغلب طولانی است و امکان عود مجدد بیماری

های کاراتری نیاز دارو مان قطعی بهنیز وجود دارد. برای در

 ژنتیکی در  ار اطلاعات بیوشیمیایی و ــاست. برای این ک

   تازگیهــب (. 14، 12ا مورد نیاز است )ــهمورد قارچ

 عنوان هدفی برای داروهایرا به V-ATPaseدانشمندان  

 (. 13ضد قارچی مورد توجه قرار داده اند )

هایی ی این زیرواحد با روشمطالعه اثر داروها بر رو  

های زیادی نیاز دارد. در زمان و هزینهبرپایه کشت به

باعث کاهش  E.coliحالیکه کلون کردن این زیر واحد در 

 .صرفه استطور کلی مقرون بهشود و بهها و زمان میهزینه

های نوین بر پایه گیری روشکارهای اخیر بهدر سال

ها هم برای تشخیص و انیسمت موجود در ژنوم ارگااطلاع

های دارویی مورد ها و هم برای آزمایشافتراق گونه

استقبال فراوانی قرار گرفته است. در عین حال کلون کردن 

تری شود که بتوان آن را برای مدت طولانیژن باعث می

 نگهداری کرد. زیرا، ژن در درون ارگانیسم در دمای

مدت بسیار طولانی در  تواند برایگراد میدرجه سانتی -73

بماند. در حالی که سال بدون تغییر باقی 1-2حدود 

ماه قابل استفاده  6همین ژن نهایتا برای  PCRمحصول 

 است. 

 

 گيری: نتيجه
 عنوان هدف برای داروهای ضد قارچی و این ژن به  

عنوان هدف برای داروهای ضد سرطانی در انسان مورد به

مطالعات وشن است که نیاز بهتوجه قرار گرفته است. ر

-Vاز ژن  Gفراوان و زمان بر دارد. بنابراین، ما زیر واحد 

ATPase  را کلون کردیم تا برای مطالعات دارویی مسیری

 هموارتر را مهیا کنیم.

 

 تقدیر و تشكر:

با سپاس فراوان از آزمایشگاه داروسازی دانشگاه تهران و 

در انجام این مهم  را جناب آقای دکتر سپهری زاده که ما

 یاری رساندند. 
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