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 كیدتچ

 گس اپ و هت ل   لاک ه لهس بلود  کل  توسل      βی  هلهی  الها کمملد     بروترلد  گسلرد گس ممال  تس ل     کلاولاسرلد : مقدمه

 لواد  لاک ه هس  βههی قوی و ح هس ب   بروترد گسرد دا تاکرب به سهتا تس   کلاولاسرد .شود     تولرد ماوس کلاول 

گسرد گت ه سمود   ههت  بود  ک  سقش  ام  دا تمظر  تولرد کلاولاسرد گس مما  ت  CalR  ت . نراد قاگا   گس  هد  بهلرم  

 .  گسرد  واد سرهس گس  ههی گوگخا   را بروسم ز کلاولاسرد و ب   مظوا بره  ت 

گس دگسشلاه  گصل اه  تارل  و بل   مظلوا       claRحلهوی ت  تمظرمل     pMTclaRکهس ل ا  سوتاکرلب    :ها  مواد و روش

ب   مظلوا گسجلهم تاگس  وا هسلرو     . به گس  هد  گس او  لرز قارهت  گس خاگج شد لروتدس  گس اپ و هت    گس  هد ، گس سوت 

  نلاتولو  دا سلوت     گتلرا   بعد به گس  هد  گس پا   تار  و دا  احا  ماوس کلاول  گس اپ و هت  پاوتوپلاس  گس بهک ای 

. تاگس  وا هسرو  تأترد شلد  PCRبه گس  هد  گس گس خاگج پلاسمرد و گسجهم . تاگس  وام شد ماوس کلاول  اپ و هت  گس 

 .گضهف  شد  گس او  بهتوگس  گس  هد  شد claRتأثرا ت    دا ساهت  ب   مظوا بااس  سحو 

حهوی  GYMEبا اوی  حر   تاگس  وام شد  ماوس کلاول  گس اپ و هت  ههی نچ  حهصل گس اشد   کاوس  :نتایج

تاگس  وام شد  پلاسمرد گس خاگج و سهخ ها ت    گس سوت . بروترد  شههد  شد ک  تأترد گسجهم تاگس  وا هسرو  گس  تس  

گسجهم  PCRوگکمش  claRبه گس  هد  گس پلاسمرد گس خاگج شد  و پاگتماههی گخ صهص  . توس  ت  گلو اوفواس تأترد شد

تاگس ل وام    عدم اشد دا سموسل    ی ههل  دا ساهت  به گسجهم او  بهتوگس  و  شههد . بهسی  شههد  شد م   0334و بهسد 

باگبلای تولرللد   3/3کم لا   شلخش شلد کلل  حلالوا پلاسلمرد سوتاکرلب سلبب گفلزگتش           ت  بله سموسل     شلد  و  قهت ل   

 .شد  گس  ماوس کلاول  گس اپ و هت    گسرد دا سوت  کلاولاسرد

بروترلد    رلزگ  تولرلد تس ل     claRبله گس قله  پلاسلمرد سوتاکرلب حلهوی ت       ،حهضلا   دا  طهلعل   :گیری بحث و نتیجه

هلهت  کل  توگسلهت      گسلرد گتجلهد سلوت     به توم  ب  گهمر  دگاوت  کلاولاسرد. باگبا گفزگتش تهف  1/2گسرد ته  کلاولاسرد

  گسلرد بله صلاف     بروترلد کلاولاسرلد   سلهسی تولرلد تس ل     توگسمد ب  بلو    گسرد اگ دگش   بهشمد    تولرد برش ا کلاولاسرد

 .قرهس صمع   کمد شهتهس  سمهتدگق صهدی برش ا دا 

 claR، ت  pMTclaR، کلاولاسرد گسرد، بهتوگس ، پلاسمرد ماوس کلاول  گس اپ و هت   :های کلیدی واژت



 

 

 0313 تهب  ه ، 01 ، شمها ومس، سه  هه شمهس   رواوگانهسر   ست   جا    30

 

 

 مقدمه

گی نلام  ببل     هلهی اشل     هله گس بلهک ای   گک رمو ر  

هلهی ثهسوتل  بله     دو سلوم   هبولرل     بود  کل  تولرلد کمملد    

هله   دا  رله  گک رمو ر ل   . ن  اد  ه ل مد  ست   فعهلر  

داصللد  31هلله بللرش گس   گعلاللهی مللم  گس اپ و هت لل  

گتل  دسل   گس   (. 0)کمملد  ههی ثهسوت  اگ تولرلد  ل      هبولر 

ههی هرلداولر رد خلهاج    هه قهداسد به تولرد تسزت  بهک ای

هله،   هله، گلولل   ساول ، ب لرهای گس تاکربلهت گس ممال  قملد    

تاو هترلد اگ   لهبولرز  کمملد     گسردههی ت رم  و تاکربهت

هه ب  عا  دگشل   کاو لوسوم خطل      گس اپ و هت  (. 2)

هه سهخ ها تس رول  یرلا  عملو  اگ     بزاگ دا  ره  بهک ای

گی گس  هله وگملد دسل      گس اپ و هت ل  (. 3)دهملد   سشه    

بروترلد و گسلرواسگت     تولرلد تس ل     کمملد   ههی تمظلر    ت 

 0مللاوس کلاوللل  گس اپ و هت لل دا گتلل  بللر  . ه لل مد

لاک للهم گس قبرللل   βتعللدگدی گس تاکربللهت    کممللد  تولرللد

تللات    الل (. 4)گسللرد گسلل  و کلاولاسرللد Cس ه هت للر  

لاک هم بود  ک  باگی دا ه  گسوگع  βهه،  بروترد تس    دس  

لاک لهم بله    β. شلود  هلهی بهک اتلهت  گسل  هد   ل      تلودن 

  سلاول   ههی دخرل دا  اگحل ساهت  بروسم ز دتوگا تسزت 

. دشلو  مب  اها سم ز پر ردوناروه   ل  وگکمش دگد  و  و

بلله توملل  بلل  گتلل   وضللوع کلل  گتلل  وگکللمش دا  رلله      

هله   بروترلد  هه مهت  سدگاد، سلمر  گتل  تس ل     توکهاتوت

باگی  ومودگت عهل   هسمد گس ه  ب  شدت پهتر  بود ، دا 

(. 6و  1)شلللوسد  س رجللل  بللل  یلللوا وسلللر  گسللل  هد   للل  

لاک ه هس بود  کل    β  سخ  ر   اها کممد  گسرد کلاولاسرد

 واد گسل  هد  بلهلرم  قلاگا ناف ل  و  صلاا ت  گس سله        

بروترلد بل  یلوا     گتل  تس ل   (. 4)تیهس شلد  گسل     0100

 مللاوس کلاوللل  گس اپ و هت لل   ن لل اد  توسلل  سللوت 

گسلرد فعهلرلل  ضللد   گناچلل  کلاولاسرللد. شلود  تولرلد  لل  

قلوی یرل      کمملد  بهک اتهت  ضلعر   دگشل   ولل   الها     

دا س رج  ب  هملاگ   . لاک ه هس گس  βههی  وسرع  گس تسزت 

لاک ه لهس   βهلهی قلوی و ح لهس بل       بروترلد  سهتا تس ل  

کوت وک ل   ) حصو  تجهای تنمم ر  . شود گس  هد    

سللرار  و  گسلرد بلله ت وک ل    گس تا رل  کلاولاسرللد ( کللاو 

گسلرد بلله    حصلو  تجلهای ترمم للر  گس تا رل  کلاولاسرللد   

ت  دا  23حلدود  (. 3و  6، 4)تتد  دس     روهاسرار  ب ت

گسلرد دخهلل  دگشل   و   ل و         را بروسم ز کلاولاسرلد 

(. 0)گسرد ه  مد  بروسم ز، گس قه  و تمظر  تولرد کلاولاسرد

کل  سقلش    گس ههت   گس مما  ت  CalR  ت  ،دا گت   ره 

ت  . کملد  گسرد گت له  ل     ام  دا تمظر  تولرد کلاولاسرد

ClaR   م   بهس یمل  گس   0211به یوCG    بلود  و تلد

گسلرد اگ   اوسوت     لرا بروسلم ز کلاولاسرلد     فعه  کممد 

 ولوللو  فعلله   ClaRپللاوت ر  تمظرملل  . کمللد تولرللد  لل 

گسرد بود  کل    گخ صهص    را بروسم ز کلاولاسرد  کممد 

هلللهی گوگخلللا   لللرا بروسلللم ز     بللل   مظلللوا برللله  ت   

وحشل  تلوگ      سلوت  (. 1)گس گسرد  واد سرهس  کلاولاسرد

 مهف  گق صلهدی    تولرد گسبو  تد  حصو  ک  تومر  کممد 

بلله گصلللای سللوت  و تولرللد    . و تجللهای بهشللد اگ سللدگاد  

هلهی  امدسل     ههی بابود تهف ل  بله گسل  هد  گس او     سوت 

توگ  ب  هدا تولرلد گق صلهدی تلد  حصلو       تس رد   

سوتاکرلب    دا گتل  اگسل ه دا گب لدگ سلهس     (. 4)تهفل    دس 

ب   مظوا گس قه  . گس  هد  شد ClaRسهخ   شد  حهوی ت  

ههی  خ ا   گس  هد   توگ  گس او  سوتاکرب     ههی سهس 

هلهی پاکلهاباد دا    تاگس  وا هسلرو  تول  گس او   . کاد

کلهاگت   . هلهی بهک اتلهت  گسل     گس قه  پلاسلمرد بل  سلوت    

بلل   2گتللرا  نلاتوللو  تاگس  وا هسلرو  بلله گسلل  هد  گس پالل  

گتل   ولولو   وملب    . تهبد  رزگ  چشمارای گفزگتش   



 

 

 claR 31تاگاتخ  وگمد ت   ماوس کلاول  گس اپ و هت  ههی  گسرد به گتجهد نوس  بروترد کلاولاسرد گفزگتش تولرد تس  

 

 

بلل  سللاو   DNAگلحللهغ یشللهههی سللاول  بللاگی گس قلله   

، ههی  حدود کمملد   ب  عا  حلاوا سر   (. 01)شود    

کللهاگت  تاگس  وا هسللرو  دا گس اپ و هت لل  بلل  شللدت  

بلل  گتلل   مظللوا دا گب للدگ پلاسللمردههی . تهبللد کللههش  لل 

 3لروتلدس   گس اپ و هت ل    حد وگسل   سوتاکرب ب  سوت 

   م قل شد  ته شاگت  ب   مظوا تاگس  وا هسلرو  دا سلوت   

دا گت  . شودفاگه   ماوس کلاول  گس اپ و هت  گصا  

سع  شد  گس  ک  کهس  اک  سوتاکرب حهوی  پژوهش

 ملاوس  کلاول  گس اپ و هت   گصا   ب  سوت  ClaRت  

بروترلد    ل  تاگس  وام شد  و  رزگ  تأثرا ت  دا تولرلد تس 

 . بااس  شد 4گسرد به او  بهتوگس  کلاولاسرد
 

 ها مواد و روش

حلهوی ت    pMT3206پلاسمرد  :نوترکیب  سازت  تهیه

ClaR گتلل  . کاللو  شللد  دا دگسشللاه  گصلل اه  تارلل  شللد

 لروتللدس  گس اپ و هت لل  بهک اتللهی  پلاسللمرد دا سللوت 

بللاگی تاگس  وا هسللرو  دا   شللد  تلله ب للوگ    تاگس لل وام

گتل  سلهس    . کلاد گسل  هد    ماوس کلاول  گس اپ و هت  

تد سهقل برلهس  وتلژ  گس اپ و هت ل  گسل  کل  گس تلد       

و همچمر ، اپاسلوا ت    GylP1/P2پاو وتا گلقهت  قوی 

ب   مظوا گس  هد ، پلاسمرد  لواد سظلا   . تشورل شد  گس 

گسل خاگج و گسل  هد     لروتلدس   گس اپ و هت  گس بهک ای 

 . شد

پاوتوپلاسل  گس    بل   مظلوا تارل     :لاسرت پروتوپ  تهیه

 0134و هموهاگسش دا سله    1اوش  ک  توس  گوکهسرش 

سل  گس گسلروا    سل   0 مظلوا     گتل  ب. گائ  شد گس  هد  شد

. کشل  دگد  شلد   YEMEGگس اپ و هت   داو   حر  

هه گضلهف    ب  بهک ای 3/01سهع  اشد سهکهاس  32پ  گس 

. ژ گسجلهم شلد   سلهس ات و  3111دقرق  بله دوا   01و ب   دت 

داصد دو بها  3/01هه به سهکهاس  ش  شوی بهک ای   احا 

لر ا  حالو  لرلزوست      را  4ب  اسوب حهصا  . تواگا شد

نلاگدی    دامل  سلهس     31گضهف  شد  و دا حمهم ب   های

 1 ،پلل  گس گتلل   للدت. دقرقلل  گسووبلل  شللد 01بلل   للدت 

  دقرقل   01ب   حاو  گضلهف  کلاد  و بلاگی     Pلر ا بهفا   را 

هلله بلله  پاوتوپلاسلل . دتاللا دا شللاگت  قبللل گسووبلل  شللد 

 3111دقرقل  دا   3گس  هد  گس فرا ا ک هس ، فرا ا و ب   لدت  

 0اسللوب حهصللا  بلل  تاگ لل  دا . سددوا سللهس ات وت شللد

دا پهتله   . حلل و  جلدد سلهس ات وت شلد     Pلر ا بلهفا    را 

 . حل شد Pلر ا بهفا   را  1اسوب دا 
 

 
حهوی ت   pMTclaRسهخ ها شمهترد وک وا سوتاکرب  -0شول

claR 
 

بللل   مظلللوا ت لللارل دا گسجلللهم    :ترانسفورماسررریون

گس . نلاتولو  گسل  هد  شلد    گتلرا   تاگس  وا هسرو  گس پال  

 ولوللول  و س لله   جللهوات کلل  یاظلل ، وس   تسجللهت 

پل  گس   ،گسل    ال  نلاتوو   گترا  هه به پا  پاوتوپلاس 

 داصللللد گس 41هللللهی   عللللدد یاظلللل   سللللهسی بارملللل 

بل  کلها اف ل  و همالهم گسل  هد        0111 نلاتوو  گترا  پا 

بل   مظلوا گسجلهم    . شلد بل  ت  گفلزود     Pلر ا بهفا    را  1/2

هلهی   پاوتوپلاس تاگس  وا هسرو  دا صوات گس  هد  گس 
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نلاگد قلاگا    دام  سلهس    33 هه اگ دا ب   های  مجمد، ت 

بل   لدت    3111هله دا دوا  سموس . دسذوب شو سوددگد  ته 

و  لهت  اوتل     سددقرق  دا د هی گتلهغ سلهس ات وت شلد    01

 41 نلاتولو   گتلرا    رواولر ا گس پا  111. دوا اتخ   شد

س له     ب  شلول هل   DNA رواولر ا گس سموس  21داصد و 

 0پل  گس نرشل    . هله گضلهف  شلد    پاوتوپلاسل    ب  سموس 

هه  سموس . ب   حاو  گضهف  شدP لر ا گس بهفا  را  1/2دقرق ، 

دقرق  دا د هی گتهغ سهس ات وت و  3ب   دت  3111دا دوا 

بل   . شلدسد حلل   Pلر لا گس بلهفا    رال   0هه دا پاوتوپلاس 

-کلاول  ههی گس اپ و هت   مظوا بهستهب  پاوتوپلاس 

. بروترلد گسل  هد  شلد   فهقد تس   RSMماوس گس  حر  

کشلل  دگد   RSM رواولر للا گس سموسلل  اوی پارلل   211

 26سلهع  گسووبهسلرو  دا د لهی     32پ  گس حلدود   .شد

هلله،  نللاگد و بهستللهب  که للل پاوتوپلاسلل   داملل  سللهس  

لر ا  حر  سهف  تنلها حلهوی     را  1/2هه ب  وسرا   پار 

 لهکاونام دا هلا    0وگس اپ و  به یاظ  بروترد تهت تس  

  گسووبهسرو  ب   لدت تلد ه  ل    . لر ا پوشهسد  شدسد  را 

 . دتاا دا شاگت  قبا  گدگ   تهف 

 بل   مظلوا گسل خاگج پلاسلمرد گس     :استخراج پلاسریید 

دا سله    3و دگلل   6بلوت   او  لرز قارهت  ک  توسل  برلا   

گسلروا   ،بل  گتل   مظلوا   . گس  هد  شلد    بودگاگئ  شد 0131

 20ب   دت س  اوس دا د لهی   YEMEبهک ای دا  حر  

کشل  حلهوی    حلر   . ناگد کش  دگد  شلد  دام  سهس  

و  نلاگد  دامل  سلهس     4دقرق  داد هی  1بهک ای ب   دت 

 211سللهس ات وت شللد  و بلل  اسللوب حهصللا    03111دوا 

، TrisHClحلللهوی نالللوکز،   0 رواولر لللا گس  حالللو   

EDTA  داملللل   33د للللهی و لرللللزوست  گضللللهف  و دا

دا گدگ    حاو  . دقرق  گسووب  شد 31ب   دت  ناگد سهس  

دقرق  بلا اوی   1گضهف  و ب   دت  NaOHو  SDSحهوی 

 رواولر ا گس هت پ هسلر  بل  تاکرلب     311. ت  گسووب  شد

داملل   4دقرقلل  دا د للهی   01 ومللود گضللهف  و  للدت   

 / حالو  فملل  . سلهس ات وت شلد   03111و دوا  ناگد سهس  

گتزوت رل گلول ب   حاو  اوتل  گضلهف  شلد  و     /کااوفام

فلهس  . دقرق  دا شاگت   احا  قبل سهس ات وت شد 1ب   دت 

گتزوپاوپهسو  ساد بل  ت  گضلهف  و بل     ، تب  اوت  بادگش  

بل   ب  اسلوب  . دقرق  دا د هی گتهغ سهس ات وت شد 1 دت 

پ  گس . داصد گضهف  شد 31لر ا گتهسو   را  0 دس  ت د 

 1دا د هی گتهغ ب   دت  03111دقرق  دا دوا  1ش  نر

پل  گس  . دقرق  سهس ات وت و  هت  اوتل  کله لات تخارل  شلد    

 TE رواولر لا  حالو     211خشد شد  که ل اسوب، 

 . شدب  اسوب گضهف   RNaseحهوی

دا برله    ClaRتأثرا   ب   مظوا  شههد  :روش بایواسی

دا گتل   . دگسرد گس او  بهتوگسل  گسل  هد  شل    کلاولاسرد

ههی گسروا وحش  و  وتهس  حهوی وک وا با  او  سموس 

بروترلد تهتوگسل اپ و     حهوی تس ل   GYMEاوی  حر  

دا گب دگ اق  تو لهس    ،ب  گت   مظوا. شود کش  دگد    

 هکاولر ا گس گسل و  بهک اتلهت  بلا     31گس گسرواهه تار  و 

سلهع    32پل  گس  . کش  دگد  شد GYMEاوی  حر  

. کش  دگد  شلد  TSBدا  حر   0بهک ای کاب رلا پمموسره

لر لا    رال   3/3اسلرد   0ته  1/1 حر  ب   OD600س هس  ک  

 TSAلر لا  حلر      را  011گس  حر  حهوی بهک ای اگ به 

سرار    هکاولر ا پم  011و ( دام  43د هی حدود ) هت  

G   لر لا کله لات  خالو  و      نلام دا  رال    را  01به یاظ

. هلهی حلهوی بلهک ای اتخ ل  شلد      بلافهصا  با اوی پار 

 24پل  گس   هلهی کاب لرلا پمموسرله    عدم اشد بلهک ای   ههل 

 .سهع   شههد  شد
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 نتایج

گس  ClaRحلللهوی ت   pMTClaRسوتاکرلللب   سلللهس 

  دگسشللاه  گصلل اه  تارلل  و بلل   مظللوا گسلل  هد  گس سللوت     

پلاسللمردههی . گسلل خاگج شللد لروتللدس  گس اپ و هت لل 

  گس خاگج شد  ب   مظوا گسجهم تاگس  وا هسلرو  بل  سلوت    

بل   مظلوا   . گسل  هد  شلد   لروتلدس   گس اپ و هت  گصا  

 گس اپ و هت للللل پاوتوپلاسللللل ، بلللللهک ای    تارللللل 

ک  حلهوی نار لر     YEMEGدا  حر   ماوس کلاول 

و نار للاو  بللود  و شللاگت  اگ بلل   مظللوا اشللد  مهسللب  

فاگه  تواد ، کش  دگد   ماوس کلاول    گس اپ و هت

. سلللهع  پاوتوپلاسللل  تارللل  شلللد   32پللل  گس  .شلللد

گسجلللهم   هلللهی تارللل  شلللد  بللل   مظلللوا    پاوتوپلاسللل 

  تاگس  وا هسلرو  سلوت   . سدتاگس  وا هسرو  گسل  هد  شلد  

گسجلهم   PEGبه گسل  هد  گس   ماوس کلاول  گس اپ و هت  

 RSMبروترلد بل   حلر      سلهع  تس ل    32پل  گس  ، شلد 

. گضهف  و ب   دت تد ه    دا شاگت   مهسب گسووب  شلد 

با اوی  ماوس کلاول  گس اپ و هت  ههی نچ    کاوس 

 GYME حر   شههد  شلد و بلافهصلا  بلا اوی  حلر      

. بروترللد تهتوگسلل اپ و  کشلل  دگد  شللد   حللهوی تس لل  

هه با اوی  حر  اشد کاد  و پل  گس تلد ه  ل       کاوس 

 . هه تشورل شد گسرواههی خهک  ای اسگ با اوی ت 

هلللهی بلللهک ای دا  حلللر  حلللهوی     اشلللد کالللوس  

بروترد خود سشله  گس تأترلد گسجلهم تاگس  وا هسلرو        تس  

تتملد تاگس  وا هسلرو ،   ب   مظوا تأترد سالهت  فا گ ه . گادد

. تاگس ل وام شلد  گسجلهم شلد      گس خاگج پلاسمرد گس سلوت  

 3. 1گسلل خاگج شللد  بللا اوی ت    pMTClaRپلاسللمرد 

 0642داصد تنهاوس باد  شد  و بهسد پلاسمردی به یلو   

 . شههد  شد
 

 
 ماوس کلاول  گس اپ و هت  ههی نچ    کاوس  -2شول

 بروترد حهوی تس   GYMEتاگاتخ  با اوی  حر  
 

 
 

گس خاگج شد  گس گس اب و هت    pMTclaRوک وا  -3شول
 ماوس تاگاتخ  کلاول 

 پلاسمرد گس خاگج شد  :2؛ kb 0سشهساا ( 0 
 

پلاسللمرد گسلل خاگج شللد  بلله گسلل  هد  گس پاگتماهللهی   

داو   ClaRشد تله حلالوا ت     ClaR ،PCR گخ صهص 

بلا اوی   PCR حصلو   (. 0ملدو   ) پلاسمرد تأترد شود

بلهسی  ابلو  بل      م ل   0334بهسد  .داصد باد  شد 0ت  

حلاللوا ت  دا    شللههد  شللد کلل  تأترللد کممللد  ClaRت  

 . پلاسمرد گس خاگج شد  گس 

0642 bp 

  

01111 bp  

3111 bp  

0111 bp  
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 claR  توگل  پاگتماههی  واد گس  هد  ب   مظوا توبرا قطع -0مدو  
  حصو یو   توگل  پاگتما سهم پاگتما

claR-F 1ʹACACGTCTAGATCAGCCGGACATCC3ʹ 
1334 bp 

claR-R 1ʹACTAGTAGATCTTGCGGAGACCTCATGG3ʹ 
 

سوتاکرب دا  رزگ  تولرلد    تأثرا سهس   ب   مظوا  شههد 

. گسرد او  بهتوگس  گس  هد  شد بروترد کلاولاسرد تس  

به توم  ب  گسجلهم تس لو  توگسلهت  و  رلزگ       ،دا گت  او 

ولل  بله   . باگبا گسروا توگسممد دا ها دو پار  گسل  هد  شلد  

توم  ب  باگبا سبلود  یاظل  هلا دو گسل و  بهک اتلهت ،      

   رزگ  ههلل  . هه دتد  شد ت هوت دا قطا اشد گولر  بهک ای

تاگس  وام شد  بااس    کم ا  و سموس     عدم اشد دا سموس 

  ت  بله سموسل     علدم اشلد و  قهت ل      ههلل     شلههد   بله . شد

  سوتاکرلب دا سلوت      شخش شد ک  حلاوا سهس  ،کم ا 

سبب گفزگتش بره  و تولرد  ماوس کلاول  گس اپ و هت  

 طهلعهت سشه  دگد کل  پلاسلمرد   . بروترد شد  گس  تس  

باگبلای تولرلد    3/3سلبب گفلزگتش    pMTClaRسوتاکرب 

 گس اپ و هت ل    گسلرد دا سلوت    بروترد کلاولاسرد تس  

 . شد  گس  ماوس کلاول 
 

 
 claR ی توبرا شد  به گس  هد  گس پاگتماههی گخ صهص  قطع  -4شول 

 claRبهسد ت   :2؛ 0kbسشهساا  :0

 

 

 
  گسلرد دا سلوت    گفلزگتش  رلزگ  تولرلدکلاولاسرد   سملهتش   -1شول 

 وحش   سموس  :B ؛تاگاتخ   سموس  :A تاگاتخ 
 

 گیریبحث و نتیجه

لاک ه هس بلود    β  گسرد سخ  ر   اهاکممد  کلاولاسرد

. بلللهلرم  قلللاگا ناف للل  گسللل       کللل   لللواد گسللل  هد   

گسرد فعهلر  ضد بهک اتهت  ضعر   دگش   گ له   کلاولاسرد

لاک ه لهس بل     βهلهی   به توم  ب  سقلش ت  دا  الها تسلزت    

بله  . شلود  ههی قلوی گسل  هد   ل     بروترد هماگ  سهتا تس  

گسللرد گتجللهد   توملل  بلل  گهمرلل  دگاوتلل  کلاولاسرللد    

بروترلد   ههت  به قهبار  تولرد  قهدتا بهلای گت  تس ل   سوت 

هلهی گفلزگتش تولرلد     تو  گس اگ . ب رها حهئز گهمر  گس 

هللهی تمظرملل  گتلل   بروترللد شمهسللهت  و توبرللا ت  تس لل 

توگسلد بل     هه بود  ک   ل   تاکرب و گفزگتش تعدگد کر  ت 

تول  گس   claRت  . شلود بروترد  مجلا   گفزگتش بره  تس  

گسرد بلود      را بروسم ز کلاولاسرد  ههی کم ا  کممد  ت 

گسللرد دا  کلل  تللأثرا ت  دا گفللزگتش برلله  کلاولاسرللد    

0111 bp 

0111 bp 0334 bp 

7. 57 mm 

A 

25 mm 

B 

  

0334 bp 
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 2116دا سلله  .  طهلعللهت پرشللر  سشلله  دگد  شللد  گسلل 

 DNAتسلو   گس    گسش به گتجهد ک هبخهسل  و هموها 1ههسگ

هلهی   ب  کاو  سملود  ت   ،ماوس کلاول  گس اپ و هت  

گقدگم  pIBR25دا پلاسمرد  afsRو  claR ،ccaRتمظرم  

ب  تاترب  رلزگ  تولرلد   . سدکادو ب  گس اپ و هت    م قل 

، 1/2گسلرد توسل  پلاسلمردههی تولرلد شلد        کلاولاسرد

بل    ،دا گتل  تحقرل   (. 00)  باگبا گفزگتش تهفل  6/0و  1/0

باگی سخ  ر  بها گس وک لوا   claR مظوا کاو  سمود  ت  

pMT3206 گت  وک لوا تلد وک لوا برلهس      . گس  هد  شد

گس اپ و هت   گس  کل  وگملد پاو لوتا      چمد کر  وتژ 

تحلل  تمظللر  نار للاو  و ت   اللها    gylP1/p2گلقللهت  

سلهسد   تد اپاسلوا اگ  ل    GylRت  . گس  GylR  کممد 

نار لاو  گس برله  پاو لوتا گلقلهت       سبود ک  دا صوات 

gylP1/P2     تلوگ  بله    تل  تاترلب  ل      گبل . کمد  مهسع

اگ گفلزگتش   claR رلزگ  برله  ت     ،نار او  کاد گضهف  

گس او   0103و هموللهاگسش دا سلله    01سرللل  للد. دگد

د کادسل گلو اوپواتش  ب   مظوا تاگس  وا هسرو  گسل  هد   

او  گلو اوپواتش  ناچ  سهد  و سات  بلود  گ له   (. 02)

نلاتولو  کم لا    گتلرا   کهاگت  ت  س ب  ب  گس  هد  گس پا 

نلاتوللو   گتللرا  بمللهباگت ، دا گتلل  تحقرلل  گس پالل  .گسلل 

هله و   نلاتولو  بله پلاوت ر     گترا   رهسوش پا . گس  هد  شد

 ههی سطح یشه سبب ت ارل گس قه  پلاسلمرد  کابوهرداگت

 مللاوس کلاوللل  گس اپ و هت لل سوتاکرللب بلل  بللهک ای 

بله گس قله  پلاسلمرد سوتاکرلب      ،حهضا  دا  طهلع . شود   

بروترلللللد   رلللللزگ  تولرلللللد تس للللل  claRحلللللهوی ت 

گتل  س رجل    . باگبلا گفلزگتش تهفل     3/3گسرد ته  کلاولاسرد

بروترلللد  سلللهسی تولرلللد تس للل   توگسلللد بللل  بلللو     للل 

 ا دا قرللهس گسللرد بلله صللاف  گق صللهدی برشلل  کلاولاسرللد

 . صمع   کمد شهتهس  سمهتد

 

 تشكر و قدردانی

گس  عهوس  پژوهش  دگسشاه  گصل اه  بلاگی حمهتل      

 . شود    تشوا و قدادگس ( 21611/11یای ) هل  
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Abstract 

Introduction: Clavulanic acid is a major β-lactam antibiotic which is produced by Streptomyces 

clavuligerus. Clavulanic acid is used in combination of strong but sensitive to β-lactamase 

antibiotics. The claR gene has an important role in regulation of clavulanic acid production and 

is needed for the expression of the genes in final step of clavulanic acid biosynthesis. 

Materials and methods: The recombinant construct pMTclaR which contains claR gene is 

obtained from Isfahan University and plasmid extraction was done from Streptomyces lividans 

for next steps. The Streptomyces clavuligerus protoplast was prepared and transformation was 

done by using polyethylene glycol. Transformation was confirmed by plasmid extraction and 

PCR. Finally, bioassay method was used to survey the effect of extra copy of claR on clavulanic 

acid production. 

Results: The typical chalky white colony of Streptomyces clavuligerus was seen on GYME 

plates containing thiostrepton antibiotic. Plasmid extraction was initially carried out. 

Furthermore, PCR reaction was done by claR specific primers and the 1334 bp band which was 

belonging to claR was detected. Finally, the bioassay was done and the diameters of zone of 

inhibition in control and sample were compared. The results of the bioassay show that 

amplification of the claR gene in multicopy plasmids resulted in a 2.5 fold increase in 

clavulanic acid production. 

Discussion and conclusion: In this study the 3.3 fold increase in clavulanic acid production was 

obtained by using an expression vector containing claR. According to the clinical use of 

clavulanic acid, production of bacterial strains which are able to produce high level of antibiotic 

can help significantly in customization of antibiotic production. 

Key words: Streptomyces clavuligerus, Clavulanic acid, Bioassay, pMTclaR plasmid, ClaR 

gene 
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