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        چكيدهچكيدهچكيدهچكيده

 ها بصورت هترودايمريها بصورت هترودايمريها بصورت هترودايمريها بصورت هترودايمري    اين آنزيماين آنزيماين آنزيماين آنزيم. . . . گرددگرددگرددگردد    ز سازماندهي ميز سازماندهي ميز سازماندهي ميز سازماندهي ميهاي لوسي فراهاي لوسي فراهاي لوسي فراهاي لوسي فرا    اي است كه توسط آنزيماي است كه توسط آنزيماي است كه توسط آنزيماي است كه توسط آنزيم    ها پديدهها پديدهها پديدهها پديده    پرتوافكني زيستي در باكتريپرتوافكني زيستي در باكتريپرتوافكني زيستي در باكتريپرتوافكني زيستي در باكتري

هاي هاي هاي هاي     پروتئينپروتئينپروتئينپروتئينرمز كننده رمز كننده رمز كننده رمز كننده     luxCDEرمز شده و همراه با ژنهاي رمز شده و همراه با ژنهاي رمز شده و همراه با ژنهاي رمز شده و همراه با ژنهاي     luxBو و و و     luxAهستند كه توسط ژنهاي هستند كه توسط ژنهاي هستند كه توسط ژنهاي هستند كه توسط ژنهاي     βو و و و     αواحدهاي واحدهاي واحدهاي واحدهاي     متشكل از زيرمتشكل از زيرمتشكل از زيرمتشكل از زير

حاضر ناحيه حاضر ناحيه حاضر ناحيه حاضر ناحيه     حقيقحقيقحقيقحقيقتتتتدر در در در . . . . دهنددهنددهنددهند    را تشكيل ميرا تشكيل ميرا تشكيل ميرا تشكيل مي  Vibrio fischeriباكتريباكتريباكتريباكتري    lux، اپران ، اپران ، اپران ، اپران مورد نياز جهت سنتز سوبستراي آلدئيديمورد نياز جهت سنتز سوبستراي آلدئيديمورد نياز جهت سنتز سوبستراي آلدئيديمورد نياز جهت سنتز سوبستراي آلدئيدي

    pTZ57Rكثير شده و متعاقبا قطعات تزايد يافته در وكتور كثير شده و متعاقبا قطعات تزايد يافته در وكتور كثير شده و متعاقبا قطعات تزايد يافته در وكتور كثير شده و متعاقبا قطعات تزايد يافته در وكتور تتتت    Vibrio fischeriباكتري باكتري باكتري باكتري     luxBو و و و     luxAكروموزومي واجد ژنهاي كروموزومي واجد ژنهاي كروموزومي واجد ژنهاي كروموزومي واجد ژنهاي 

سرانجام تائيد نهايي سرانجام تائيد نهايي سرانجام تائيد نهايي سرانجام تائيد نهايي . . . . و هضم آنزيمي صورت پذيرفتو هضم آنزيمي صورت پذيرفتو هضم آنزيمي صورت پذيرفتو هضم آنزيمي صورت پذيرفت    PCRبواسطه روشهاي بواسطه روشهاي بواسطه روشهاي بواسطه روشهاي     luxBو و و و     luxAتائيد كلونينگ ژنهاي تائيد كلونينگ ژنهاي تائيد كلونينگ ژنهاي تائيد كلونينگ ژنهاي . . . . كلون گرديدندكلون گرديدندكلون گرديدندكلون گرديدند

هاي هاي هاي هاي     همساني با تواليهمساني با تواليهمساني با تواليهمساني با توالي    درصددرصددرصددرصد    89898989و و و و     95959595توسط روش تعيين توالي انجام گرفت كه بترتيب به ميزان توسط روش تعيين توالي انجام گرفت كه بترتيب به ميزان توسط روش تعيين توالي انجام گرفت كه بترتيب به ميزان توسط روش تعيين توالي انجام گرفت كه بترتيب به ميزان     luxB    وووو        luxAهاي كلون شده هاي كلون شده هاي كلون شده هاي كلون شده     ژنژنژنژن

        . . . . مرتبط در بانك ژني را نشان دادندمرتبط در بانك ژني را نشان دادندمرتبط در بانك ژني را نشان دادندمرتبط در بانك ژني را نشان دادند

        

  lux ،Vibrio fischeri پرتوافكني زيستي، لوسي فراز،  اپران  :كليدي كلمات

  

 kazemi@sbmu.ac.ir  :پست الكترونيكي نويسنده مسئول*
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        مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه
اي است كه توسط  ها پديده پرتو افكني زيستي در باكتري

ها  اين آنزيم. گرددسازماندهي مي) Lux( يمهاي لوسي فرازآنز

قادر به كاتاليز نمودن واكنش اكسيداسيون فلاوين 

 و آلدئيد آليفاتيك زنجيره بلند در حضور  FMNH2منونوكلئوتيد

علاوه بر فرم  اين واكنشباشند، در نتيجه  اكسيژن مولكولي مي

 490طول موج سبز با  -آبي ، آب و اسيد چرب، نورFMNاكسيد 

  ).1 شكل()6( شود نيز ساطع مينانومتر 

و   Vibrio، Photobacterium در سه جنس اين واكنش اساساٌ 

Xenorhabdus  شناسايي شده است و آنزيم  لوسي فراز از پنج

 : گرفته است گونه جداسازي و مورد مطالعه قرار

Vibrio (photobacterium) fischeri, Vibrio (Bencekea)  

harveyi, Photobacterium phosphoreum, P. leiognathi   

چهار گونه اول در . )luminescens  Xenorhabdus)10و 

 . باشد زي مي شوند و گونه آخر خشكي محيطهاي آبي يافت مي

 كنند ها واكنشهاي شيميايي يكساني را كاتاليز مي اين آنزيم كليه

  ).15و  11(

هاي  يكي از بهترين نمونه  Vibrio fischeriباكتري

ورد مطالعه قرار گرفته است، كه ممكن باكتريهاي نورزاي آبزي م

است بصورت آزادزي پلانكتونيك يا به فرم همزيست در 

مانند ها يا اسكوئيدها  هاي نوري برخي از ماهي اورگان

Euprymna scolopes در اين باكتري رگولان  .رشد نمايد

: باشد لوكس متشكل از دو اپران با جهات رونويسي متفاوت مي

كه  بوده luxICDABEG)( مل هفت ژناپران سمت راست شا

، زيرواحدهاي )luxI(القاء كننده  سنتز خود برايژنهاي مورد نياز 

α  وβ  آنزيم لوسي فراز)luxAB( ژنهاي  دخيل در سنتز آلدئيد ،

و افزاينده سنتز فلاوين منو ) luxCDE(آليفاتيك زنجيره بلند 

ا از يك اپران سمت چپ تنه. نمايند را كد مي) luxG(نوكلئوتيد 

تشكيل شده است كه كدكننده پروتئين تنظيم كننده  luxRژن 

تنها در شرايط چگالي بالاي سلولي، . رونويسي اپران است

 )luxI )N3-oxo-C6-HSLمولكول سيگنال كد شده توسط ژن 

رسد،  مي luxRمورد نياز جهت اتصال به پروتئين   به حد آستانه

 نمودن فعال طريق از مستقيماٌ luxR-AHLمتعاقبا كمپلكس 

 منجربه نورزايي  luxICDABEG)( رونويسي ژنهاي اپران 

  .  )14( گردد مي

   luxBو  luxAرمز شده توسط ژنهاي βαبررسي هترودايمر 

- 52 ليآنزيم لوسي فراز نشان داد كه بترتيب واجد وزن مولكو

هومولوژي مشاهده شده در كيلودالتوني بوده و  36-41 و 40

اين فرض دلالت دارد كه دو ژن به  توالي دو زير واحد مذكور بر

يك . )3( باشند محصول مضاعف شدگي ژني مي لحاظ تكاملي،

باشد كه به  مستقر مي αجايگاه فعال آنزيمي در زير واحد 

 βنقش زير واحد  .گردد مولكول فلاوين احياء شده متصل مي

 برايرسد كه  باشد اما چنين به نظر مي مشخص نمي دقيقاٌ

ايش محصول كوآنتومي ضروري باشد ميزان درجه هومولوژي زاف

هاي آمينواسيدي  مشاهده شده از طريق تطبيق و مقايسه توالي

 50-60هاي مختلف  و در بين گونه درصد 32بين دو زير واحد 

با اين وجود كينتيك ايجاد نور در بين لوسي . )1(باشد  ميدرصد 

بطوريكه باكتري . باشد هاي مختلف متفاوت مي فرازهاي گونه

Vibrio harveyi  0.12(ترين ميزان كينتيك  ينيپاs-1 در دماي 

ساير باكتريها از  در حاليكه را نشان داده )درجه سانتيگراد 30

 30در دماي 1s-1(بالاتري برخوردار هستند  نرخ كينتيك نسبتاٌ

طبق گزارشات بعمل آمده در باكتري  ).13( )درجه سانتيگراد

Vibrio fischeri  سويهY-1  وجود يك پروتئين فلورسانت زرد

)YEP ( بعنوان يك پروتئين كمكي قادر به تشكيل يك

كه اين امر سبب   باشد ژنهاي لوكس ميكمپلكس موقتي با 

پروتئين . )2( ددگر افزايش طول موج پرتوهاي ساطع شده مي

 در  Lumazineكمكي مشابهي نيز تحت عنوان لومازين

شناسايي شده   P. leiognathi و  P. phosphoreumهاي  گونه

نور ساطع شده را به سمت طول   YEPاست كه بر خلاف 

  . )9( دهد تري سوق مي نييهاي پا موج

بترتيب  βو  αزيرواحدهاي   Vibrio harveyiدر باكتري

 29باشند كه جايگاه قرارگيري  اسيد آمينه مي 324و  355واجد 

- 259هاي  ، بين ريشهαواحد  اسيد آمينه اضافه موجود در زير

در شرايط   αاين ناحيه از زير واحد . باشد مي βواحد  از زير 258

هاي پروتئاز  فقدان سوبسترا به شدت نسبت به هضم توسط آنزيم

وريكه يك برش پروتئوليتيك منفرد در باشد بط حساس مي

آنزيم را به كلي  αدر زيرواحد  274-291آمينواسيدهاي 

 FMNH2البته طي چرخه كاتاليتيكي اتصال . سازد غيرفعال مي

. دهد حساسيت نسبت به پروتئازها را كاهش مي αبه زير واحد 

، αمطالعات انجام گرفته نشان داده است كه برخلاف زير واحد 

فاقد حساسيت پروتئازي بوده و در نتيجه تشكيل  βد زير واح

 .آورد از هضم پروتئازي ممانعت بعمل مي β-α كمپلكس
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  ها واكنش عمومي نورافكني زيستي باكتري:  1شكل 

 

  luxAسازي ژنهاي  كلون تكثير و متعاقباٌ ،تحقيقاين هدف از 

تري آنزيم لوسي فراز باك βو  αرمزكننده زيرواحدهاي     luxBو

Vibrio fischeri  در يك وكتور مناسب  صورت جداگانهب

باشد، كه پس از تعيين توالي و تائيد صحت  كلونينگ مي

 بياني مناسب انتقال يافته و هايهاي كلون شده به وكتور توالي

بعنوان يك سازه  پس از ترانسفكت به سلولهاي يوكاريوتي

 آبزيان مطالعات آتي جهت رديابيژنتيكي گزارشگر نوتركيب در 

  .مورد استفاده قرار گيرد

  

        مواد و روشهامواد و روشهامواد و روشهامواد و روشها
از ) Vibrio fischeri )ATCC7744باكتري  تحقيقدر اين 

خريداري  )IROST( هاي علمي صنعتي ايران سازمان پژوهش

هاي باكتري از محيط كشت  جهت كشت سلول .گرديد

)DSMZ246 (از محيط  ليتر ميلي 1000مقدار . استفاده شد

گرم پپتون،  10مصنوعي، ليتر آب دريايي  يليم 750مذكور واجد 

) كشي لوله( ليتر آب شير ميلي 250گرم عصاره بيف و  10

 :اجزاء تشكيل دهنده آب درياي مصنوعي نيز شامل  .باشد مي

گرم  KCl ،60/1گرم NaCl  ،17/0گرم 13/28

)CaCl2×2H2o( ،80/4 گرم )MgCl2×6H2o( ،11/0 

رشد  .باشند مي) MgSO4×7H2O(گرم  50/3و   NaHCO3گرم

پس سنتيگراد درجه  25  تا 20باكتري در اين محيط در دماي 

  .ساعت انجام صورت پذيرفت 24از 

هاي نورزا در محيط كشت، بخشي از  پس از مشاهده كلني

محيط توسط آنس به يك ميكروتيوپ استريل انتقال يافته و به 

ونه به مدت بافر ليز اضافه گرديد و نم ميكروليتر 500 آن  مقدار

 DNA ،قرار داده شددرجه سانتيگراد  37ساعت در بن ماري  2

و كيفيت  )12(كلروفرم تخليص شده  -از طريق روش فنل ژنومي

  .تائيد گرديد PCRاستخراج گرديده جهت انجام  DNAو كميت 

    luxBو  luxAپرايمرهاي مورد نظر جهت تكثير ژنهاي 

افزار  متوالي ژنهاي مورد نظر  توسط نر 3´و  5´اساس انتهاي بر

Gene Runner  تسهيل مراحل  بعدي  برايو  شدهطراحي

و   Forwardاي هر يك از پرايمره  5´كلونينگ  در انتهاي 

Reverse    ژن luxA هاي محدودالاثر بترتيب جايگاه آنزيم 

BamHI  وEcoRI هر يك از پرايمرهاي  5´و در انتهاي

Forward   وReverse    ژن luxB هاي  ترتيب جايگاه آنزيمب

  . )1جدول ( شدندتعبيه   KpnIو BglII محدودالاثر

و luxA ي براي هريك از ژنها ازمر اي پلي واكنش زنجيره

luxB  هر واكنش  .سيكل انجام گرفت 30طيPCR  مشتمل بر

 غلظت با )PCR )X10و متشكل از بافر  ميكروليتر 30

X1،MgCl2   ميلي مولار 5/1با غلظت ،dNTP 3/0 با غلظت 

 2/0 هر كدام( Reverseو  Forward، پرايمرهاي ميلي مولار

و آنزيم ) ترلي ميكروگرم بر ميلي 1(الگو   DNA، )ميكرو مولار

DNA  Taq مراحل انجام واكنش . بودواحد  1 با غلظت  مراز پلي

PCR  اي هژنبراي هر يك ازluxA  وluxB     آمده  2در جدول

. است

  

  

  3َ به 5پرايمرها از سمت َ  luxBو  luxAتكثير ژنهاي  برايتوالي پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده  :1جدول 

  .است مشخص گرديده هر كدام رش آنها توسط خطوطي در زيرهاي ب و جايگاه اند نشان داده شده 

  

Forward luxA 5´ GGATCC ATGAAGTTTGGAAATATTTG 

Reverse luxA 5´ GAATTC TTTAGGTCCTTTTAAGAAAG 

Forward luxB 5´ AGATCT TATGAAATTTGGATTATTTTT 

Reverse luxB  5´  GGTACC TTAAGGCAGATTCTTTTC 
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 luxBو  luxAبراي هر يك از ژنهاي PCR كنش شرايط انجام وا : 2جدول 

  

  

  

  

  

  

محصولات يكروليتر م 10مقدار  PCRمراحل  پس از اتمام

PCR  از ماركر وزن مولكولي ميكروليتر 2به همراهbp  100  در

  .دقيقه الكتروفورز گرديدند 30به مدت  درصد 5/1ژل آگارز 

در مقايسه با ماركر وزن   luxBو  luxAژنهاي  PCRمحصولات 

. بازي را نشان دادند جفت 980 و 1062 مولكولي بترتيب باندهاي

 قطعات تكثير يافته مورد تروفورز جهت بازيافتالك  اتماماز پس 

 Bioneer )Gelنظر از كيت مخصوص تخليص ژل شركت 

Purification Kit Cat No.K3035-1 (استفاده گرديد .

  . خالص شده تعيين توالي شدند  PCRمحصولات

 با  luxBوluxA   هر يك از ژنهاي  PCRاتصال محصولات 

 ليگاز انجام گرفتT4  توسط آنزيم pTZ57R وكتور كلونينگ

به درجه سانتيگراد   22 ساعت در دماي 2اكنش به مدت و .)4(

 انتقال داده شد Top10سلولهاي مستعد شده اشرشياكولي سويه 

 ، X-galحاوي LBمحيط  هاي ترانس فرم شده در سويه. )5(

IPTG    درجه  37روزي در دماي  سيلين بصورت شبانه آمپيو

هاي سفيد و  در روز بعد كلني. درجه كشت داده شدندسانتيگراد 

هاي سفيد كه  تعدادي از كلني. ها نمايان گشتند آبي روي پليت

هاي واجد  واجد قطعات ژني مورد نظر بودند در لوله احتمالاٌ

درجه  37سيلين بصورت شبانه در دماي  مايع و آمپي LB محيط

هاي  كشت داده شده و در روز بعد پلاسميدهاي كلنيسانتيگراد 

  .منتخب از طريق روش قليايي استخراج گرديدند

  و pTZ57R/lxA   نوتركيب پلاسميدهاي  از   هر يك

pTZ57R/luxB  سي رخالص گرديدند و با سه روش مورد بر

توسط  PCRتوسط پرايمرهاي اختصاصي،  PCR: قرار گرفتند

 PCRانجام . رهاي يونيورسال وكتور و روش هضم آنزيميپرايم

اوليه هر يك از  PCRتوسط پرايمرهاي اختصاصي با شرايط 

ملاحظه   2و 1انجام گرفت كه در جداول    luxBو luxAهاي  ژن

توسط پرايمرهاي يونيورسال توالي   PCRجهت انجام . گردد مي

 3 در جداول بترتيب    PCRاين پرايمرها و شرايط انجام واكنش

بصورتي  pTZ57Rپرايمرهاي يونيورسال وكتور . است  آمده 4 و

كلونينگ ه ناند كه قادرند دو طرف جايگاه چندگا طراحي گشته

را تكثير نمايند به همين جهت پس از انجام  )MCS(آنزيم 

. گردد به توالي تكثير شده اضافه مي bp150حدود  PCRمراحل 

براي  )EcoRI)/BamHIهاي  زيمدر روش هضم آنزيمي نيز از آن

 . استفاده گرديد luxBبراي ژن ) (KpnI/BglII وluxA  ژن

 

    pTZ57R پلاسميد  MCSهاي يونيورسال طراحي شده در دو طرف رپرايم: 3جدول 

  .اند نشان داده شده 3َ به 5كلون شده در اين پلاسميد، پرايمرها از سمت َ ژنجهت تائيد  

  

ptzSeq F 5´AGTTGGGTAACGCCAGGG 

ptzSeq R 5´ TTTCACACAGGAAACAGC 
 

  

  

  زمان  )درجه سانتيگراد(دما   مرحله 
  دقيقه 5  94  دناتوراسيون اوليه

  ثانيه 40  94  دناتوراسيون

  دقيقه luxB(49       )lusA(51  1(      اتصال

  دقيقه 1  72  ادامه

  دقيقه 5  72  طويل شدن نهايي
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  توسط پرايمرهاي يونيورسال   PCRشرايط دمايي مورد نياز جهت انجام : 4جدول 

  زمان  )درجه سانتيگراد(دما   مرحله 
  دقيقه 5  94  دناتوراسيون اوليه

  ثانيه 40  94  دناتوراسيون

  دقيقه 1  48  اتصال

  دقيقه 1  72  ادامه

   دقيقه 5  72  طويل شدن نهايي

        
        نتايج نتايج نتايج نتايج 

در محيط   Vibrio fischeri  (ATCC7744)باكتري 

و در ) DSMZ246(كشت اختصاصي تهيه شده در آزمايشگاه 

كشت داده شده و پس از گذشت درجه سانتيگراد   20-25دماي 

هاي نورزا  ظاهر شدند كه در تاريكي  نيلساعت روي پليت ك 24

  .ندبودسبز قابل رويت  -بصورت نور آبي

توسط پرايمرهاي اختصاصي  luxBو  luxAهر يك از ژنهاي 

  PCRتكثير گرديدند كه نتايج حاصل از   PCRخود و از طريق 

 يك قطعه  luxBو براي ژن bp 1060يك قطعه   luxAبراي ژن 

 bp980   الكتروفورز گرديدند درصد 5/1بود كه در ژل آگارز 

  .)1 شكل(

ه و براي شدا از ژل خالص ه نمونه   PCRپس از انجام مراحل

يابي  نتايج حاصل از  اين توالي. ندديدتعيين توالي ارسال گر

يكساني را   درصد 89و   luxB   95و luxAبترتيب براي ژنهاي 

 luxBو   luxA (NC-006841.1)هاي  هاي مربوط به ژن با توالي

(NC-006841.2)  در بانك ژن نشان دادند .  

 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  درصد 5/1آگارز در ژل   PCRالكتروفورز محصولات :1شكل 

  .100ماركر وزن مولكولي  :3 ، ستونbp 1060 با اندازه   luxAژن  PCRمحصولات  2 و 1ستون    A شكل در

 100ماركر وزن مولكولي: 3، ستون bp980 با اندازه   luxBژن  PCRمحصولات  2 و 1ستون    B شكل در

  

 

  

A B 
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 حاصل از تكثير ژنهاي  PCRت سازي محصولاخالصپس از 

 luxA وluxB   بين آنها  و اتصال واكنش T-vector   طبق

محصول واكنش  .شرايط ذكر گرديده انجام گرفت

هاي آگار  روي پليت  pTZ57R/luxB و  pTZ57R/luxAاتصال

در روز بعد . سيلين پخش گرديدند آمپي و X-gal، IPTGحاوي 

روي پليت ) غيرنوتركيب(و آبي ) نوتركيب(هاي سفيد  كلني

هاي سفيد حاوي پلاسميدهايي هستند كه  كلني. نمايان گشتند

 – βدر محل ژن   luxBيا  luxAدر آنها بعلت قرار گرفتن ژنهاي 

گالاكتوزيداز اين ژن غيرفعال شده و در حضور القاء كننده 

IPTG تواند  نميX-gal هاي آبي  را متابوليزه نمايد، اما در كلني

گالاكتوزيداز دست نخورده بوده و در حضور القاء  -βرنگ ژن 

 .را متابوليزه نمايد X-galتواند  مي IPTGكننده 

هاي سفيد و تخليص پلاسميدهاي آنها از  پس از كشت كلني

تائيد پلاسميدهاي صحيح نوتركيب  برايطريق روش ليز قليايي 

pTZ57R/luxA  وpTZ57R/luxB  ماننداز روشهاي متعددي 

PCR ط پرايمرهاي اختصاصي هر يك از ژنها، توسPCR  توسط

پرايمرهاي يونيورسال وكتور و همچنين روش هضم آنزيمي انجام 

 توسط پرايمرهاي اختصاصي ژنهاي PCR ).4 و 3اشكال ( گرديد

luxA  وluxB بترتيب تكثير باندهاي  با شرايط ذكر گرديده قبل

bp1060 و bp980  و پس از انجامPCR  هاي توسط پرايمر

يونيورسال طبق شرايط ذكر گرديده بترتيب تكثير باندهاي 

bp1200  وbp1100 هاي هضم  شرايط واكنش. را تائيد نمود

استفاده از  :شامل pTZ57R/luxAآنزيمي روي پلاسميد 

بود كه در ) Takara شركت( BamHIو  EcoRIهاي  آنزيم

را تائيد  luxA ژنوجود  bp1060 نتيجه استخراج يك قطعه

نيز هضم آنزيمي با    pTZ57R/luxBروي پلاسميد . ودنم

انجام ) Takara شركت(  KpnIو BglIIهاي  استفاده از آنزيم

وجود  bp980يك قطعه  نتيجه آن خارج گرديدنگرفت كه در 

  .را تائيد نمود luxB ژن

  

  
  

 pTZ57R/luxA  تائيد كلونينگ در پلاسميدهاي :3شكل 

دهد كه در نتيجه آن يك قطعه با طول  بواسطه پرايمرهاي يونيورسال را نشان مي PCRاز طريق  pTZ57R/luxA ر پلاسميد تائيد كلونينگ د :Aشكل 

bp1200 ايجاد گرديده است .  

  . مي دهد اختصاصي و همچنين هضم آنزيمي را نشان بواسطه پرايمرهاي PCRاز طريق  pTZ57R/luxA تائيد كلونينگ  در پلاسميد  :Bشكل 

پس از برش با  luxAخارج گرديدن قطعه   L6و  L4ماركر وزن مولكولي ، ستونهاي  L3، ستون  bp1060يك قطعه  PCRمربوط به  L2و  L1نهاي ستو

 . باشند قبل از هضم آنزيمي مي pTZ57R/luxAپلاسميد نوتركيب  L7و   L5ستونهاي  ،EcoRIو  BamHI هاي آنزيم

  

  

A B 
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 pTZ57R/luxB  لونينگ  در پلاسميدهايتائيد ك :4شكل 

   دهد كه در نتيجه آن يك قطعه با طولبواسطه پرايمرهاي يونيورسال را نشان مي PCRاز طريق  pTZ57R/luxB  كلونينگ در پلاسميد  تائيد   :Aشكل 

bp  1100 ايجاد گرديده است.  

  . دهد زيمي را نشان مياز طريق هضم آن pTZ57R/luxB تائيد كلونينگ در پلاسميد  :Bشكل  

پلاسميد  L4ستون  .فرم خطي پلاسميد را نشان مي دهد L3، ستون KpnIو   BglIIهاي پس از برش با آنزيم luxB خارج گرديدن قطعه L2و   L1ستونهاي

 .باشند ميماركر وزن مولكولي   L5ستونهاي  وقبل از هضم آنزيمي  pTZ57R/luxBنوتركيب 

        
        بحثبحثبحثبحث

 گيرياندازه قابل فنوتيپ با ژنهايي وانبعن گزارشگر ژنهاي

 سهولت به داخلي هايپروتئين از بستري در تواندمي كه هستند

اين ژنها قادرند سيگنال را از سطح سلول تكثير  .گردند شناسايي

نموده و يك پاسخ سريع، بسيار حساس، قابل تكثير و به سهولت 

 مورد گزارشگر ترين ژنهايمتداول .قابل تشخيص را توليد نمايند

 ترانسفراز، استيل كلرامفنيكل گالاكتوزيداز، β :شامل استفاده

 باشند يم فسفاتاز آلكالين سبز و فلورسانت پروتئين فراز، لوسي

  .)8و  7(

در بين تمام ژنهاي گزارشگري كه تاكنون مورد مطالعه قرار 

ترين، اند لوسي فرازهاي باكتريايي بعنوان شناخته شدهگرفته

سيستم نورافكني . باشند ميترين و منتشرترين ژنهاي نورزا فراوان

در  يك ژن گزارشگر بعنوانباكتريايي تحت عنوان اپران لوكس 

برخلاف انواع : باشدمقايسه با سايرين داراي مزاياي متعددي مي

  تنهايي  به و رنيلا  تاب  شب  هاي نمونه جدا گشته لوسي فراز از 

راهاي مورد نياز جهت نورزايي خود را سوبست كليه سنتز   توانايي

 بعلاوه .دارا بوده و بوجود هيچگونه تركيب اگزوژني نيازي ندارد

 هاي نورزايي واجداين سيستم  در مقايسه با ساير سيستم

حساسيت بالا، وابستگي خطي شدت نورزايي به ميزان لوسي فراز 

فعاليت  داقف .باشدحد ثانيه يا دقيقه مي و زمان آزمايش كوتاه در

هاي غيرنورزا و سلولها بوده كه اين ساير اورگانيسم اندوژنوسي در

مساله امكان استفاده وسيع از ژنهاي لوسي فراز باكتريايي را 

سيستم  همچنين . سازدبعنوان گزارشگرهاي بيان ژني فراهم مي

واجد زمينه ميزباني نامحدودي بوده،  لوكس باكتريايي

باشد ن به سهولت قابل تامين ميهاي محيط رشد آ نيازمندي

بعلاوه حضور و عدم حضور ماركر در ارتباط با انجام پرتوافكني در 

بصورت غيرتهاجمي قابل  in vivoگيري بيان ژن در اندازه

به بياني ميزان پرتوافكني بسهولت از طريق  .باشدگيري مي اندازه

  .)10(گيري نور قابل سنجش است روشهاي اندازه

را به يك  لوكس باكتريايي سيستممزاياي متعدد ذكر گرديده 

بنابراين در . آل و منحصر بفرد مبدل ساخته استسيستم گزارشگر ايده

A B 
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 رمز كننده زيرluxB و  luxAسازي ژنهاي  تحقيق حاضر به كلون

ه پرداخت Vibrio fischeriآنزيم لوسي فراز باكتري  βو  αواحدهاي 

عبيه گشته ت بعدي با توجه به جايگاههاي آنزيمي تاكه در مطالعشد 

امكان ادغام دو ژن و ساب  luxBو ابتداي ژن  luxAدر انتهاي ژن 

بدين .  كلون آنها در يك وكتور بياني مناسب وجود خواهد داشت

ترتيب امكان بيان زيرواحدهاي آنزيم لوسي فراز در سلولهاي 

تواند بعنوان يك پروكاريوتي و هم يوكاريوتي را خواهد داشت و مي

 مانند هاي بيوتكنولوژي و تحقيقاتي در زمينه زيستي گزارشگرماركر 

و  ژن درماني، تصويربرداري مولكولي سلولهاي زنده، مطالعات حيوانات

  .حائز اهميت باشندگياهان ترانس ژن و بعنوان بيوسنسور 

هاي لوسي فراز كلون شده به  در تحقيقات  آينده انتقال ژن

هاي ژني گزارشگر  زهتواند بعنوان سا وكتورهاي بياني مناسب مي

هاي متنوع بيوتكنولوژي و تحقيقاتي حائز  نوتركيب در زمينه

  .اهميت باشند

  

        تشكر و قدردانيتشكر و قدردانيتشكر و قدردانيتشكر و قدرداني
اين مطالعه با پشتيباني مالي مركز تحقيقات اكولوژي درياي  

ن در مركز تحقيقات بيولوژي سلولي و آخزر و كارهاي عملي 

  .  شده استدانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي انجام  مولكولي
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