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Background and Aim: Brucellosis is a common disease between humans and 

animals. Vaccination is the best approach to prevent brucellosis. Existing vaccines 

such as Rev1 are associated with disadvantages such as abortion in pregnant animals. 

Therefore, it is necessary to generate an appropriate vaccine that is produced by 

molecular methods. The aim of this study was designing and construction of pDS132-

Δkanr suicide vector to delete kanamycin resistance sequence (kanR) in a mutant strain 

of Brucella melitensis rev1 to generate a candidate vaccine strain. 

Materials and Methods: In this study, the plasmid pDS132 was used as a 

suicide vector to delete target gene. In order to construct the deletion cassette, two 

homologous fragments were separately designed and constructed by PCR, and 

tandemly cloned into the pBluescriptSK(-) vector using appropriate restriction 

enzymes. Then, the deletion cassette was digested from the recombinant vector by 

terminal restriction enzymes, and sub cloned into the pDS132 vector to construct the 

suicide vector pDS132-ΔkanR.   

Results: The pDS132-ΔkanR contains 590bp upstream sequences and 421bp 

downstream sequences on the deletion cassette fragment; it can be used as specific 

suicide vector to disrupt the kanR sequence in genome of mutant strain of Brucella 

melitensis Rev1. 

Conclusions: The use of suicide pDS132-ΔkanR system facilitated mutant 

construction which is a more specific and effective system in comparison with the 

other positive marker-dependent suicide systems and primary techniques such as serial 

passages. 
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بیوتیک به منظور حذف ژن مقاومت به آنتی RkanΔ-pDS132طراحی و ساخت وکتور خودکشی 

 یافته برای تولید سویه کاندید واکسنجهش Rev1سویه  تنسیسبروسلا ملیکانامایسین در 
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گردد. بهترین انسان و دام محسوب می هاي مشترکترین بیمارياز مهم سیبروسلوز زمینه و اهداف:

با  Rev1هاي موجود از قبیل واکسن باشد. واکسنانجام واکسیناسیون مناسب می یسراه مقابله با بروسلوز

 یسمعایبی چون سقط جنین در حیوانات باردار همراه است لذا تهیه واکسن مناسب براي درمان بروسلوز

 ضروري 

به منظور حذف  RkanΔ-pDS132طراحی و ساخت وکتور خودکشی  باشد. هدف از انجام این مطالعه،می

یافته براي تولید سویه جهش Rev1سویه  تنسیسبروسلا ملیبیوتیک کانامایسین در ژن مقاومت به آنتی

 کاندید واکسن بود.

به  pDS132در این مطالعه براي حذف ترادف هدف، تصمیم به استفاده از پلاسمید مواد و روش کار: 

وکتور خودکشی گرفته شد. بمنظور ساخت کاست حذف، پس از طراحی و سنتز جداگانه قطعات داراى  عنوان

هاي محدودگر مناسب هاى هدف، این قطعات جهت ساخت قطعه واحد، با استفاده از آنزیمهمولوژى با ترادف

حذف با کلون شد. سپس به منظور ساخت وکتور خودکشى، قطعه کاست  (-)pBluescriptSKدر وکتور 

 .گردید ساب کلون pDS132هاي محدودگر مناسب از وکتور فوق جدا و در وکتور استفاده از آنزیم

 421جفت باز از توالی بالادست و  590با در برداشتن  RkanΔ-pDS132وکتور خودکشی : هایافته

ایجاد تداخل تواند به عنوان یک ناقل خودکشی اختصاصی در دست ترادف هدف میجفت باز از توالی پایین

 یافته موجب حذف مقاومت جهش Rev1سویه  تنسیسبروسلا ملی ژنوم باکتري در Rkanدر ژن 

 بیوتیکى در آن بشود.آنتى

، ایجاد RΔkan-pDS132استفاده از سیستم خودکشی مورد نظر با استفاده از وکتور : گیرینتیجه

 يهاروشوابسته به مارکر مثبت و نیز  هاي خودکشیجهش هدفمند را تسهیل و در مقایسه با سایر روش
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 مهمقد

های مختلفی شامل گونه( Brucella) های بروسلاباکتری

 اغلب به صورت کوکوباسیل به طولمیکروسکپی از نظر  کهاست 

. شکل بیضی باشندیمیکرون م 7/0تا  5/0و به عرض  5/1تا  6/0

میکرون است و گاهی به شکل دوتایی یا  9یا باسیل طویل آن 

شوند که این اشکال طویل یا استثنایی زنجیر مانند دیده می

 یباکتر(. 1) شودیباکتری بیشتر در محیط کشت مشاهده م

های تهاجمی و فاکتور ها، عواملبروسلا بر خلاف سایر ارگانیسم

مانند کپسول، اگزوتوکسین، سیتولیزین ها و سایر عوامل تهاجمی 

لیکن داشتن خصوصیات مهم دیگری باعث شده است  ،را ندارد

 که این باکتری بتواند در درون میزبان باقی بماند و تکثیر کند

  های گروه آلفا پروتئوباکتریابروسلا یکی از باکتری(. 2)

(acteriaProteob–α  )زئونوز باشد که یک عاملمی (eonozeZ) 

 رانپزشکی ای یشناسکروبیممجله 
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. بیماری ناشی از گرددیحیوان به انسان منتقل مبوده و از 

 یباًو تقر شودییا تب مالت خوانده م یسبروسلوز ،باکتری بروسلا

(. امروزه کنترل بیماری 4 ،3) شودیدر اکثر نقاط دنیا دیده م

یزه کردن بر اصل کشتن دامهای آلوده، پاستور یسبروسلوز

ها محصولات لبنی و واکسیناسیون استوار است. واکسیناسیون دام

 بروسلا آبورتوسهای زنده ضعیف شده ی تلقیح سویهبر پایه

(. 5، 6( است )Rev1) تنسیسبروسلا ملی( و S19و  20/45)

هایی همراه است. ها در دام با محدودیتاستفاده از این واکسن

از ساختار  O-PSبر علیه بخش  هایبادآنتی  تولیدبراى مثال، 

LPS های واکسینه شده که مانع از تفکیک دیواره باکترى در دام

-تشخیصى می یهاتستهای مبتلا به سویه وحشى در آنها از دام

در این  یسگردد. همچنین بروز سقط جنین و ابتلا به بروسلوز

اط ها با احتیها در دامحیوانات، باعث شده تا تلقیح این واکسن

ی انسانی بر پایه یسهای بروسلوزانجام گیرد. همچنین واکسن

های زنده تخفیف پیکره کامل باکتری غیرفعال شده و یا سویه

حدت یافته با دو مشکل اساسی مواجه هستند: نخست آنکه گاهی 

های ازدیاد حساسیت نمایند، دوم آنکه با واکنشایجاد بیماری می

(. لذا تهیه واکسن مناسب بویژه 7، 8باشند )ناخواسته همراه می

با استفاده از  یسشده برای درمان بروسلوزواکسن زنده ضعیف

باشد. بدین منظور سویه جهش های مولکولی ضروری میروش

 Saeediniaتوسط تیم تحقیقاتی  Rev1از  یاشدهی ضعیف یافته

(. سویه فوق نیاز به انجام 9و همکاران تهیه گردیده است )

ین موارد، حذف . یکی از اشتبرای بهینه سازی دایکسری کارها 

، باشدیمبیوتیک کانامایسین در این سویه  ژن مقاومت به آنتی

مورد استفاده بعنوان واکسن نباید حامل هر  هاییهسوچراکه 

 گونه مقاومت آنتی بیوتیکی باشند.

ها در های مختلفی جهت حذف و غیرفعال کردن ژنروش

است که برای درک بیولوژی مولکولی، ها گزارش شده باکتری

ها بسیار حائز فیزیولوژی، تنظیم ژنتیکی و بیماریزایی ارگانیسم

های باکتریایی اغلب به وسیله اهمیت است. در گذشته حذف ژن

شد. در این انجام می (Transposon) هاجهش زایی ترانسپوزون

 مورد برای پیدا کردن حذف در ژن مورد نظر غربالگری سختی

نیاز بود. نوترکیبی یک راه جدید برای ایجاد جهش مستقیم روی 

ای که های اولیهروش .(10کند )کروموزوم باکتریایی را فراهم می

های تخفیف حدت یافته به منظور تولید واکسن برای ایجاد سویه

زا وجود داشتند فاقد اختصاصیت های بیماریدر باکتری و ویروس

تر مهندسی های پیشرفتهسط تکنیکبودند، به همین دلیل تو

های ژنتیک و نوترکیبی همولوگ که بر مبنای حذف هدفمند ژن

یدند که اغلب از این فرآیندها زای استوارند جایگزین گردبیماری

 (Reverse genetic engineering) "مهندسی ژنتیک معکوس"عنوان به

یک، های جدید در مهندسی ژنتشود. یکی از این روشتعبیر می

 های خودکشى به منظور ایجاد گسستگی در ژناستفاده از ناقل

 (. 11-14باشد )ها میهدف با تکیه بر رخداد تبادل آللی در باکتری

ی ما تلاش به ساخت پلاسمید انتحار در این مطالعه،

(Suicide )RkanΔ-pDS132  به منظور ایجاد جهش در ژن

ه حاصل از تحقیقات جهش یافت Rev1کانامایسین موجود در ژنوم 

 نیا و همکاران داشتیم.سعیدی

 هاروشمواد و 
 

 ها و مواد مورد استفادهها، ناقلسویه

 Rev1سویه  بروسلا ملی تنسیسدر این مطالعه از باکتری 
استفاده  کارانو هم Saeediniaقات جهش یافته حاصل از تحقی

و جامد  TSBهای کشت مایع (. باکتری در محیط9گردید )

(Fluka) TSA  کشت داده شد. کشت TSBدوز مناسب از سویه  با

صورت  سلسیوسدرجه  37ساعت در دمای  72-96بمدت 

و  αDH5 (Fermentase) هاییهسو شیا کلییاشرگرفت. باکتری 

λpir SM10 های کشت مایع و جامد در محیطLB (Fluka)  تحت

ساعت کشت داده شدند.  16بمدت  سلسیوسدرجه  37دمای 

 (-)pBluescriptSKو pDS132ای مورد استفاده هناقل

(Fermentase)  های مورد استفاده در این تحقیق بودند. آنزیم

 T4آنزیم و  SacIو  EcoRI  ،SalIهای برش دهنده آنزیمشامل 

DNA ligase الحاق جهت واکنش (Ligation)  که از شرکت

Fermentase .هاییمآنز تهیه گردید DNA  پلیمرازىTaq و 

PFU   مورد استفاده در واکنشPCRاز شرکت ، Roche 

(Germany) شد. خریداری 

 طراحی و ساخت کاست حذف

، با توجه به (Deletion cassette) براى طراحى کاست حذف

در ژنوم سویه مایسین کانا به آنتی بیوتیک مقاومتژن  ترادف

Rev1  دست آن، توالی های بالادست و پایینجهش یافته و ترادف

عات همولوژی )قطعه ژنی بالادست و پایین دست( انتخاب شد. قط

 در ژنوم به همراه Rkanاز ترادف بالادست  bp 446برای این کار 

bp 144  خود  5′از ترادف انتهاىRkan ًبه عنوان قطعه  مجموعا
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 در ژنوم به همراه  Rkanدست از ترادف پایین bp 174و  بالادست

bp247  د خو 3′از ترادف انتهاىRkan ًبه عنوان قطعه  مجموعا

بنابراین توالی قطعه بالادست ؛ (1دست، انتخاب شد )شکل پایین

به  مجموعاًدست و توالی قطعه پایین bp590 به طول  مجموعاً

 بود. bp421 طول 

 

 کاست حذف یاز مراحل طراح یکشمات یرتصو: 1شکل 

، دو دست و پایین دستبالا به منظور تکثیر قطعات ژنی

طراحى و سنتز گردید. طراحى پرایمرها با  اختصاصىجفت پرایمر 

با  Rev1استفاده از ترادفهاى موجود در بانک ژنى براى ژنوم سویه 

با شماره  Rkanو براى ترادف   EQ999561)شماره دسترسى )

  Gene Runnerرنرم افزا(  و با کمک X06404دسترسى )

(version 3.05 ،Hastings Software, In.ص )جایگاه ورت گرفت .

 EcoRI روی پرایمر پیشرو و جایگاه برش آنزیم SalI برش آنزیم

همچنین  تعبیه شد. دستبالا ژنی روی پرایمر معکوس قطعه

 روی پرایمر پیشرو و جایگاه برش آنزیم EcoRI جایگاه برش آنزیم

SacI گردیدتعبیه دست پایین  ژنی روی پرایمر معکوس قطعه. 

و جایگاه هرکدام  1ترادف پرایمرهاى طراحى شده در جدول 

 ارائه شده است. 2ت شماتیک در شکل بصور

 

 

 
 بروى قطعه کاست حذف یمرهاشماتیک اتصال پرا یگاهجا :2شکل 

 . پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه1جدول

 اتصال پرایمر جایگاه (5'→3'سکانس پرایمر ) نام پرایمر

Up F GGCTGTCGACCTTAGGGAATTTGGACTCATTACG قطعه بالا دست روی ژنوم 
Up R GTGAGAATTCATCGGGCTTCCCATACAATCG  قطعه بالا دست روی ترادفRkan 

Dn F GTTGGAATTCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTG قطعه پایین دست روی ژنوم 
Dn R TTAAGAGCTCAGGCCTATCGCAAAGACACGC ن دست روی ترادف قطعه پاییRkan 

 

ژنومی  DNAساخت کاست حذف، ابتدا مولکول به منظور 

جهش یافته با استفاده از کیت تجاری و بر اساس  Rev1سویه 

، (Bioneer, Korea)دستورالعمل ارائه شده بوسیله شرکت سازنده 

( با PCR) ای پلیمراززنجیره یهاواکنشاستخراج شد. سپس 

 DNAاختصاصی طراحى شده و از روى  پرایمرهایاز  استفاده

در  .جهش یافته بعنوان الگو، صورت گرفت Rev1ژنومی سویه 

 میدپلاسنهایت، ابتدا قطعه ژنی بالادست تکثیر یافته درون 

pBluescriptSK(-)  کلون شد و بدنبال آن، قطعه ژنی پایین

    کلون گردید. ید مپلاس دست تکثیر یافته نیز در همان

 4/0میکرولیتر و شامل  25در حجم  PCRهر واکنش 

میلی مولار از مخلوط نوکلئوتیدهای  2/0میکرومول از هر پرایمر، 

dATP ،dCTP،dGTP ،dTTP  واحد از آنزیم  5/2وDNA  پلی

 4MgSOمیکرولیتر از  10x ،5/2میکرولیتر از بافر  pfu ،5/2مراز 

شامل مرحله  PCRهای بود. چرخه DNAنانوگرم از  50و 

 5به مدت  سلسیوسدرجه  94شت شدن ابتدایی در دمای واسر
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شامل واسرشت شدن ابتدایی در  یامرحلهدقیقه و دوره سه 

ثانیه، اتصال پرایمرها به  30به مدت  سلسیوسدرجه  94دمای 

ثانیه، طویل  30به مدت  سلسیوسدرجه  55رشته الگو در دمای 

 1 به مدت سلسیوسدرجه  72سازی قطعه موردنظر در دمای 

درجه  72دقیقه و در پایان، مرحله تکثیر نهایی در دمای 

 دقیقه بود.  5به مدت  سلسیوس

 دیپلاسم در دستبالاژنی قطعه  کلون کردنمنظور ه ب

pBluescriptSK(-) با  دیپلاسم ژنی وقطعه ى هر دو، ابتدا

. سپس محصول حاصل نددبرش داده ش EcoRIو SalI  هاییمآنز

 ,Bioneer)از کیت تخلیص از روی ژل از واکنش با استفاده 

Korea)، سازی شده و جهت انجام الحاق آماده گردید.  خالص

 به الحاقمحصول های نوترکیب، پلاسمیدپس از انجام الحاق 

شده  مستعدید کلسیم که با کلر DH5αسویه  E.coli سلول درون

کلون سازی  ییدتأشد. جهت  منتقل بودند، با روش شوک حرارتی

و هضم آنزیمی -PCR  colonyنی بالادست از دو روش قطعه ژ

های مثبت، استفاده شد. پس پلاسمیدهای استخراج شده از کلنی

 کلون سازی قطعه ژنی بالادست، قطعه ژنی پایین دست و ییدتأاز 

شده که در آن قبلًا قطعه بالا کلون ) نوترکیب حاصل پلاسمید

. محصول شدندداده  برش EcoRIو  SacI هاییمهر دو با آنز بود(

خالص سازی  واکنش هضم با استفاده از کیت تخلیص از روی ژل

بقیه مراحل کلونینگ و شد و جهت انجام الحاق آماده گردید. 

. بدین ترتیب آن به روشی که قبلًا ذکر شد صورت گرفت ییدتأ

( RkanΔ-pBluescriptنوترکیب حاصل در این مرحله ) پلاسمید

 (. 3حذف سنتز شده بود )شکل  کاست حامل قطعه کامل

 

  RkanΔ-pBluescriptنوترکیب  وکتورصویر شماتیک : 3شکل 

 

 RkanΔ-pDS132ساخت وکتور خودکشی 

جهت ساخت وکتور خودکشی، هر دو پلاسمید 
RkanΔ-pBluescript  و پلاسمیدpDS132 هاییمبا آنز SalI  و

SacI لات واکنش هضم روی ژل برش داده شدند. سپس محصو

آگاروز یک درصد بررسی شد. محصول واکنش هضم پلاسمید 

pDS132  پلاسمید برش خورده( و محصول واکنش هضم(

)کاست حذف( به صورت جداگانه  RkanΔ-pBluescriptپلاسمید 

با استفاده از کیت تخلیص از روی ژل، خالص سازی شده و جهت 

آماده گردید. پس   pDS132انجام الحاق کاست حذف به پلاسمید

 از انجام الحاق، محصول الحاق از طریق الکتروپوریشن

(Electroporation) با استفاده از دستگاه مولتى پوریتور 

(Multiporator Eppendorf, Germanyدرون سلول ) های مستعد

E.coli  سویهλpir  SM10 های مستعد و شد. تهیه سلول منتقل

العمل شرکت صورت گرفت. ق دستورانجام الکتروپوریشن مطاب

 40محصول الحاق با  ( ازpg10میکرولیتر ) 1بدین منظور 

 mm1های مستعد مخلوط شده و داخل کووت میکرولیتر از سلول

انجام  ms 5در  2500سرد انتقال یافت. الکتروپوریشن با ولتاژ 

میلی لیتر از محیط  1گرفت. بلافاصله بعد از انجام الکتروپوریشن، 

LB  مایع بدون آنتى بیوتیک درون کووت اضافه شده و پس از

 37ساعت در دمای  1انتقال درون میکروتیوپ استریل به مدت 

قرار گرفت. سپس مقادیر مشخصی از محیط  سلسیوسدرجه 

جامد حاوی آنتی بیوتیک کلرامفنیکل با  LBهای فوق روی پلیت

ک میلی گرم بر میلی لیتر انتقال یافته و به مدت ی 20غلظت

 قرار گرفت. لسیوسدرجه س 37شبانه روز تحت دمای 

کلون کردن کاست حذف  ییدذکر شده برای تأ یهااز روش

استفاده  یزن  λpir SM10کلونینگ در  یید، برای تأα5DHدر 

 شود. می

 RkanΔ-pDS132ى مراحل ساخت وکتور خودکشى تمام

 ارائه شده است. 4بصورت شماتیک در شکل 
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قطعه در  ینکاست حذف، ا یجادو ا pBluescriptSK(-قطعات در حامل ) ی؛ پس از همسانه سازpDS132-ΔkanR یناقل خودکش یجادخلاصه مراحل ا :4شکل 

 شد. یدداً همسانه سازمج pSD132 یحامل خودکش

 هایافته

 طراحی و ساخت کاست حذف

 ژنی: عاتای پلیمراز جهت تکثیر قطزنجیره انجام واکنش
ای پلیمراز بمنظور بدست آوردن توالی ژنی مناسب واکنش زنجیره

نتایج  5. شکل با دستورالعملی که به آن اشاره شد، انجام گرفت

 دهد.را نشان می  PCRحاصل از واکنش 

 نینگ لوقطعه ژنی بالا ابتدا در وکتور ک ابتدا پژوهشر این د

pBluescriptSK(-)شد. برای این کار ابتدا وکتور مذکور  کلون

برش داده شد. محصول  SalI و EcoRI  هاییمتوسط آنز

ای پلیمراز نیز با این دو آنزیم برش داده شد. واکنش زنجیره

 α5DHتری واکنش الحاق انجام شده و محصول آن به باک

نوترکیب  کلونینگ نقشه آنزیمی وکتور ییدترانسفرم شد. جهت تأ

pBlueScript و تهیه PCR  از روی پلاسمید نوترکیب انجام

 (.6شد )شکل 

 

 

ژل  یبر رو یینبالا و پا یقطعات ژن یرحاصل از تکث یجنتا: 5شکل 

 Rev1 یهسو یژنوم DNA یبر رو PCRدرصد. )الف( واکنش  1الکتروفورز 

و  Up F  های¬یمربا پرا یر( تکث4-1 یها-بالا. ستون یقطعه ژن یرتکث یبرا

Up R (bp 590  ستون  ،)ی( نشانگر وزن مولکول5 DNA 1Kb ب( واکنش( .

PCR یبر رو DNA یهسو یژنوم Rev1 یینپا یقطعه ژن یرتکث یبرا .

( 5(،  ستون bp421 ) Dn Rو  Dn F  یمرهایبا پرا یر( تکث4-1 های¬ستون

 .DNA 1Kb ینشانگر وزن مولکول
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 1نتایج حاصل از کلون سازی قطعه ژنی بالا بر روی زل آگارز : 6شکل 

 Up.و Up Fاز روی پلاسمید نوترکیب با پرایمرهای  PCRدرصد. )الف( واکنش 

R محصول 3-1های ستون )PCR  کلونینگ  صحت 590قطعه ژنی بالا، قطعه

. )ب( محصول برش DNA 1Kb ( نشانگر وزن مولکولی 4نمود, ستون  ییدتأرا 

( 1ستون . EcoRI و SalI محدود کننده  هاییمآنزآنزیمی پلاسمید نوترکیب با 

( پلاسمید 2فوق، ستون  هاییمآنزپلاسمید غیر نوترکیب برش خورده با 

فت بازی صحت کلون ج 590فوق، قطعه  هاییمآنزنوترکیب برش خورده با 

 دهدیمسازی را نشان 

که  (-)pBluescriptSKنینگ لوقطعه ژنی پایین در وکتور ک

شد. برای این کار کلون شده بود  کلونقبلاً قطعه بالا در آن 

برش داده شد.  SacIو EcoRI هاییموکتور مذکور توسط آنز

 ای پلیمراز نیز با این دو آنزیم برش دادهمحصول واکنش زنجیره

 α5DHشد. واکنش الحاق انجام شده و محصول آن به باکتری 

 کلونینگ نقشه آنزیمی وکتور ییدجهت تأ. ترانسفرم شد
RkanΔ-pBluescript  و تهیهPCR  از روی پلاسمید نوترکیب

 (.7)شکل  گردیدانجام 

 pDS132ساخت وکتور خودکشی 

 برای این کار قطعه واحد با برش آنزیمی توسط 

ش بر. پس از گردیداز وکتور اول جدا  SacI و  SalIهایآنزیم

های مذکور واکنش الحاق انجام شده و با آنزیم PDS132 حامل

 ییدجهت تأ شد رموترانسف λpir   SM10محصول آن به باکتری

تهیه  RkanΔ-PDS132خودکشی  کلونینگ نقشه آنزیمی وکتور

 (.8)شکل  گردیداز روی پلاسمید نوترکیب انجام  PCRو  شد

 

 

 

نتایج حاصل از کلون سازی قطعه ژنی پایین و ساخت کاست  :7شکل 

از روی پلاسمید  PCRدرصد. )الف( واکنش  1حذف بر روی زل آگارز 

 DNA, ( نشانگر وزن مولکولی 1, ستون Dn R و Dn Fنوترکیب با پرایمرهای 

1Kbمحصول 5-2های ستون )PCR  لون صحت ک 421قطعه ژنی پایین. قطعه

 هاییمآنزمحصول برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب با  نمود. )ب( ییدتأسازی را 

, ستون  DNA 1kb( نشانگر وزن مولکولی1ستون  SacI و SalI محدود کننده 

 .bp 1011(کاست حذف با طول 2

 

بررسی نتایج حاصل از ساخت وکتور خودکشی بر روی زل  :8شکل 

 Upاز روی وکتور خودکشی با پرایمرهای   PCRصد. )الف( واکنش در 1آگارز 

F   وDn R نشانگر وزن مولکولی 1. ستون ),DNA 1Kb 4-2های ستون )

صحت همسانه سازی  bp  1011از روی پلاسمید نوترکیب، قطعه PCRواکنش 

نمود. )ب( محصول برش آنزیمی وکتور  ییدتأوساخت وکتور خودکشی را 

( نشانگر وزن 1ستون  .SacIو  SalIمحدود کننده  هایمیآنزخودکشی با 

های ( پلاسمید نوترکیب برش خورده با آنزیم2ستون   DNA 1kb, مولکولی

( 3ستون  ،، نشان دهنده ساخت وکتور خودکشی استbp 1011فوق، قطعه 

 فوق هاییمآنزپلاسمید غیر نوترکیب برش خورده با 
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 بحث

ندی برای شناسایی مهندسی ژنتیک معکوس روش قدرتم

و  ها و ایجاد جهش و یا غیرفعال سازی ژن مورد نظرکارکرد ژن

ارزیابی و سنجش تاثیرات آن بر روی میکروارگانیسم هدف 

های . در تحقیقاتی که در آن ایجاد جهش با تکیه بر روشباشدیم

تبادل آللی انجام پذیرفته است از وکتورهای خودکشى بهره 

ها ه این تکنیک در بسیاری از باکتریگرفته شده است. اگرچ

 (.14)باشد اما بسیار پیچیده می ،کارایی دارد

توان برای انجام تبادل آللی ژن وحشی به ها را میاین وکتور

کند، استفاده وسیله پلاسمیدی که آلل جهش یافته را کد می

با ادغام پلاسمید در ژن هدف  یامرحلهکرد. این یک روش دو 

که با خروج آن از طریق  اد نوترکیبی استتوسط یک روید

 و در نهایت موجب تبادل آللی  آور دوم دنبال شده کراسینگ

 هایتواند با مارکرشود. ادغام پلاسمید در کروموزوم میمی

گری آنتی بیوتیکی استفاده شده برای تخریب ژن هدف غربال

نوترکیبی اول(. خروج پلاسمید ادغام شده که موجب شوند )

نوترکیبی دوم( ممکن است به وسیله شود )ویض آللی میتع

، 16) (Counterselectble) نشانگرهای شمارشگر انتخاب شونده

(. اگر 17شوند )بیوتیکی غربال ( و یا براساس مقاومت آنتی15

پلاسمید هنوز در کروموزوم ادغام باشد سلول در حضور ترکیب 

counter-selective  دو نوع پلاسمید  (.10رفت )از بین خواهد

. پلاسمیدهای حساس به دما 1خودکشی مهندسی شده است: 

. 2(. 19آنها )و مشتقات  pSC101 (18 ،)pKO3مانند 

 pCVD441، مانند R6Kهمانندسازی از  منشأپلاسمیدهایی با 

(. تکثیر پلاسمیدهای نوع اول تنها در دمای 20آن )و مشتقات 

دوم از پلاسمیدها تنها  مجاز امکان پذیر است، در حالی که نوع

 (.10شود )یمرا دارند تکثیر  λاز فاژ πهایی که پروتئین در سویه

اند، همکارانش شرح دادهو  Halingطوریکه همان

که دارای طیف میزبانی پایینی  ColE1پلاسمیدهای مشتق از 

 های مختلف بروسلا نبوده و هستند، قادر به تکثیر در سویه

بروسلا هستند، به عنوان  DNAمل ترادف توانند زمانیکه حامی

(؛ اما فرکانس پایین نوترکیبی در 21بکنند )وکتور خودکشی عمل 

و جداسازی ( Double crossover) آور دوطرفهحالت کراسینگ

های های جهش یافته موردنظر که سهم بسیار کمی از سویهسویه

دهند از مشکلات این پلاسمیدها تراریخت شده را تشکیل می

اما به منظور حل کردن مشکل فوق در برخی از ؛ باشدمی

های تحقیقات نشانگرهای شمارشگر انتخاب شونده مانند ژن

SacB1  ،rpsL2  وthyA3  (.10، 22است )به کار گرفته شده 

مزایای استفاده از این وکتورها این است که هیچ مارکر یا اثری از 

برای ایجاد  توانندیمن گذارند بنابرایخود در کروموزوم باقی نمی

 (.12روند )ترکیبی از چند جهش به کار 

 منظور به ،pDS132 ناقل مزایای به توجه با مطالعه، این در

 این. گرفت قرار استفاده مورد RkanΔ-PDS132 سازه ساخت

 mob ناحیه وجود ،SacB گزارشگر ژن حضور دلیل به پلاسمید

 R6K پلاسمید از زیهمانندسا منشأ داشتن و( RP4 پلاسمید از)

 ژنی حذف ایجاد در خودکشی ناقل یک عنوان به مناسبی کاندید

 این از استفاده معایب. باشدمی آللی تبادل پدیده بر تکیه با

 بـا قطعـه انتخاب زیاد، زمان و بالا هزینه ، توانمی را تکنیک

 پلاسمید نرفتن بین از احتمال نیز و هدف ناحیه بـا بـالا طـول

 حـذف بـه توجه با اما شمرد؛ بر نظر مورد در میزبان نخودکشا

 هایروش به نسبت وحشی سویه در نظر مورد ژن هدفمنـد

 داراسـت. را تـوجهی قابـل برتـری متـوالی پاسـاژ ماننـد ایاولیه

 تـوالی شـدن مـشخص بـا ژنـومیکس، از پـس دوران در امـروزه

 و سالمونلا, کلی ااشریشی مانند پروکاریوت موجودات ژنـومی

 قرار توجه مورد بیشتر هاتکنیک این از استفاده غیره و شیگلا

 (.23،12)است گرفته

 تقدیر و تشکر 

از کلیه کارکنان آزمایشگاه ژنتیک دانشگاه صنعتی مالک 

اشتر و جناب آقای دکتر امین مرعشی بخاطر در اختیار قرار دادن 

 نماییم.تشکر می   SM10سویه 

 ع:تعارض مناف

پزشکی ایران هیچ  شناسیمیکروببین نویسندگان و مجله  

 وجود ندارد. گونه تعارض منافعی

                                                           
1 B. subtilis gene encoding levansucrase that converts sucrose to levans, 

which is harmful to the bacteria 

2 Encodes the ribosomal subunit protein (S12) target of streptomycin 

3 .Encodes thymidilate synthetase, which confers sensitivity to 

trimethoprim and related compounds 
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