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‌كيدهچ

لولگسل لل  رطل للولگق صلهی للل له للگسلسلوی مدللولسظرالب لاگهبایهه لگسلتو لتوی لست  لگسلشد لسهخ علگتهسو ل:مقدمه

 لل.للشویلف را لهه لسوخ لجهتهزتنلگت ن،لولپهکلسوخ لتکلمموگ لبعلتوگسدل  

لگس(لیکابوک لراسللپرلاوگتل)لست ل  للگتلهسو للتولرلدلل  رالیال ؤثالآسزت لتاتنلکارد لپژوهشلگتنلیال:ها‌‌واد‌و‌روشم

ل  لسلهس لله  لهسعللبلاگ ل.لشلدللسلهس لله  لهسعللگس  لهیل-ذوبلاو لبلعللکا لگشاشرهلیالولگس خهبل وبرارسلسگت و وسه 

لپرلاوگتلل  لسلسسل.لگسل  هی لشلدلللآالسل للپل للوگکلمشللولیکابوک لراسللپرلاوگتلل  لگخ صهصل للآغهسناهله للگسل دسِظا

لرههسللآسزت ل  صولات لکعلیگیسد؛لبا لXho IلولSal Iل   دویکممدلهه لآسزت لاگلpET 28aلپاس ردلولیکابوک راس

للل.لشدسدل  ص له دتهالبعلسهم ل8۱ل دتلیالولناگیلسهس  لیاجعل8۱لی ه لیالبا لیگیسد

لبلعللقلهیاللpET 28aلپاسل ردللحلهو للهه لکاوس لتمههلکعلیگیلسشه لهب گس خلLBلکش ل  رطلیالههلبهک ا لکش :‌نتایج

.لیگیلسشله للاگلبلهسللج ل لل8222لتقاتب ل گسدگسلیالبهسدههت ل گخ صهصل بهلآغهسناههلآالس ل پلکاوس لس هتج.له  مدلاشد

لرلاوگتلپل  لبانشل للآغلهسناللولT7لگسلدگسللاگ لافل للآغلهسناللتوسلطللسوتاکرل للپاس ردهه لآالس ل پلبعل ابوطلس هتج
لولیگیلسشله للاگلبلهسللج  ل8111ل گسدگسلبعلبهسد لولکایلثهب لاگلپاس ردلیگخ لیال  لیاجلص رحلجه ل،یکابوک راس

.لکایلآشوهالاگل شهبه لبهسدهه لXho IلولSal Iلهه لآسزت لتوسطلسوتاکر ل pET 28a pdcپاس ردلآسزت  لهض لس هتج

لل.لبویلههلس وسعلگتنلیالسظا وایلل  لبره لگسلحهک لکعلیگیلسشه لاگلسبهلج  ل8222لگس ظها وایللبهسدلRTلوگکمشلیاسههت 

ل  لراللیالیانرلاللهله للآسلزت للم اولایلل  لدویت للگتلهسو ،للبروسلم زللیال شلواتللتاتنل ه لگسل:گيری‌بحث‌و‌نتيجه

لبلهللگولرلعلل لوگیللعبللل لا للپا لعگولرل وگیلتبدت لیالههلآسزت لگتنلگس ؛لکشهواس لضهتعهتلسظرالگولرعل وگیلگسلگتهسو لبروسم ز

لکم لا للت ل للیکابوک لراسللپرلاوگتلل  لبرله للگفلزگتشللاسلدلل  لسظالبع.لیگاسدلگسهس لسقشلتخ رالقهب لولسهی لسهخ ها

للل.للشدلخوگهدلسههت ل  صو لتولردلگفزگتشل م البعلT7لقو لپاو وتوا

 ابوک راسیکلپراوگتل  لتخ را،ل،pET 28aلپاس ردل  ،لگس قه لست   ،لگتهسو ل:های‌کليدی‌واژه
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لل.مقدمه

لسللام لگفللزگتشلولصللمع لیالگخرللالهلله لپرشللاف 

لیگی لگفلزگتشللاگلپهتلدگاللگسلا  لل ملهب للبلعللسرلهسللشهاسشرم ،

لگسلتوللل لتللوی للست لل للگسلشللد للسللهخ عللگتللهسو ل.لگسلل ل

ل  رطل للولگق صلهی للگسسظلاللسوی مدلولسظرالب لاگهبایهه 

لگت لن،للولپلهکللسلوخ للتلکللمملوگ للبلعللتوگسدل  لولگس 

لولف لرا ل احظلعلللهله للسوخ لباگ لهزتم مموگ لجهتلبع

لگسلستلللهی ل قلللدگالجهللله لساگسلللالیا.لشلللویلبااسللل 

لتوگسلدلل ل للکعلگس ل وجویللرهموساولز لهه لتوی لست  

لشلویللست ل  لگسل  هی لللگتلهسو للتولرلدللولگسل خاگجلل مظوالبع

ل(.8)

لگلوا (لست   لگترارکلگلو لست   ،لگتهسو )لبروگتهسو 

لبلهللولپلهترنللسل ر للبلهللاسل للبل للشل ه لل،8یوکابمعلگس 

ل  لرطللیالک  الآلوین لولپ تا لت زتعلست  لخهصر 

لولکلابنللگک لردللی لگتلهسو ،للسوخ نلگثالیا.لگس لست  

لیالشلد للست ل  لگسل  هی لللعگولرللل لوگیللشلوی،لل  لتولردلآب

لم دتهًلتولرد ل لوگیللبعضل للگسلیگاسد،لنرهه ل مشألبروگتهسو 

(.ل8)لکلایللولردتلبروگتهسو لتوگ ل  لسرزلحروگس ل مشألبهلگولرع

لولضللهتعهتلکشللهواس ،ل  صللولاتلگسلبزانلل لبخللش

لجلهسب للهله للفلاگوای للکشهواس ،ل  صولاتلپ  هسدهه 

لضلللهتعهتلول  صلللولاتلکشلللهواس ،لتبلللدتا لصلللمهت 

لگلب للعلول ابللوط،لصللمهت لولجمهلل لجللهسب لهلله لفللاآوای 

لبللاگ لصللمع  لولشللها لست لل  لپ لل هسدهه لولضللهتعهت

لگفللزگتش(.ل9)لشللوسدل  لللناف للعلکللهالبللعلبروگتللهسو لتولرللد

لتولرلدللگق صهی لفاگتمدهه لبهبویلبهله ههملگتهسو لم اوای

لتولرلدللیالکارلد للپهاگ  اهله للتومرول ،للهله للپرشاف لو

لبلدتنللگتلهسو للبلهلا للم اولایللبلعللیسل رهب ل.له ل مدللگتهسو 

ل  صلولاتللکعلکایلتولردلههت لسوتعلبهتدلکعلگس ل عم 

لعه لللکلای للرز   لهبولللبعلقهیالولکممدلتولردلک  ا لجهسب 

لیال وگسل للتلاتنللگصلا للگسلتول لل(.1)لبهشمدلگصا لقمدهه 

لهه ل رواوگانهسر  لک بویلست   ،لگتهسو لتولردلپرشاف 

لگتهسو لسوخ لبعلتوی لست  لتبدت لجه ل مهس لصمع  

لعوسلراللبلعللگلول للبعلناوکزلک  لتبدت لولتغررا.لگس لبوی 

.لنرللایل لل لگس للهملهللهلبللهک ا لگسلتعللدگ لسرللزلول خ اهلله

لهله للکابوهرلداگتللحهو للرهموساولز لهه لتوی لست  

لهلله ل رواوگانهسر لل لگسلگسلل  هی لکللعله لل مدلگ لپرچرللد 

لکملد؛لبلاگ لگتمولعل خ لالقملدهه لللللله اگ لاگلضاوا ل ل ل

لسگتالوسللقملدههللگتنلتاتنل ه .لتِخ رالاگلتخ رالکمدلغراقهب 

لهله،للبلهک ا لل همدسل للعس رملللیالههل وفقر لبرش ابن.لگس 

لیالصلمع  لل قرله للیالهل للولآس هتشههه له  قرلیاله 

لسگت و وسلله ل،8کللا لگشاشللرهل م لل لنللاملهلله لبلهک ا ل

.لگسل للشلد لل شلههد لل1توکلهللگک ل للکاب رالول9 وبرارس

لطللوالبلعللتوکللهلگک ل للکاب لراللولکللا لگشاشلرهللبلهک ا ل

لولگسلل لقمللدههلگسلوسللرع لطرلل لتخ رللالبللعلقللهیالطبرعل ل

لوگانهسر لل  روالیولگتللنلیالهللهلتللا لبرشلل البمللهباگتن

لیا(.ل1)لگسلل لشللد ل   اکللزلگتللهسو لتولرللدل مظللوالبللع

لجللمسلبللعل  عالل لگصللا ل خ اهلله لصللمع  ،لفاگتمللدهه 

لگناچلعل.لشوسدل  لناف علکهالبعل1ساوتزتعلسهکهاو هت س

لگتللهسو لتولردکممللدنه لممللوگ لبللعلب للزگت لسلله ل خ اهلله

ل صلا لل  لدویللطرل للسظرلاللسرزلههت ل  دویت لیگاسد،

لگسلک  للالتبعرلل لولگلولل لبللعلهترنپلللت  لل لگولرللع،ل  للهی

ل للوبرارسلسگت و وسلله (.9)لیگاسللدل س رولل لیسلل وها 

لممللوگ لبللعلتوگسللدل لل ل م لل لنللاملبللهک ا لتللکلممللوگ لبللع

لبللاگ لگتللهسو لسللوخ لتولرللدلیالجللهتهزتنلگانهسر لل 

لبلعللآ ل قهو  لکعلشویلناف علسظالیالبزاگلهه ل قره 

(.ل۱)لاسللدل لل (لیاصللد88لحللدویلیا)للر للا/لنللامل882

لبلعللقلهیاللتمهلهللرارس لوبللسگت و وسله للوحشل للهله للعنوس

لحل للبلاگ لله  مد؛لسهکهاسلولفاوک وسلناوکز،لگسلگس  هی 

لشلد للگسل  هی لل س رول للیسل وهاس للاگهبلایللگسل شو لگتن

لگسلباخل للکلای للباطلا للبلاگ للول مظلوالله لرنللبع.لگس 
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ل:کایلگس  هی لستالهه لاو لگسلتوگ ل  ل شوات

لللهه ل  لبهل وبرارسلسگت و وسه ل.8 لگسلکلعللسظلال لوای

لگسد؛لتهف علگس قه ل وبرارسلسگت و وسه لبعل وجویگتلسهتا

ل لوبرارسللسگت و وسله للگسلسظا وایللهه ل  لگس قه ل.8

ل(.2)لههلنوسعلسهتالبع

لصللواتلبللعلکللعلکللا لگشاشللرهلگسلهللهت لسللوتعلگت للهی

لگولللرنلگسلکایسللدل لل لتولرللدلاگلگتللهسو ل  صللو لگس خللهب 

لگتللنلیا.لگسلل لبللوی ل   هبولرللل همدسلل لهلله ل وفقرلل 

وللگتهسو لگسل خاوط لبعلاگلقمدههلوحش لهه لسوتعلبهک ا 

لگسلبللهک ا لگتللنلیالگتللهسو .لکمللدل لل لتبللدت لآللل لگسللرد

لتولرللدل۱لرللهسلفوا للهتلپرللاوگتلآسللزت لتوسللطلولپرللاوگت

لتللکلستلاگللگسل للسلله  وگس لتخ رلا،لل  لراللگتللن.لشلویلل ل ل

لقملدللگسلشد لسهخ علپراوگتلهالباگ لNADH,H+ل ولوو 

لگتلهسو للبلعللپراوگتلتبدت لباگ لکعلیاحهل لشوی؛ل  لتولرد

NADH,Hل ولوو لیولبعل  رالگتنلطات لگس
.لگسل للسرهسل+

لآسلزت للگسطاتل للاگلپرلاوگتلل،رارس لوبللبهک ا لول خ اهه

لگتلهسو للبلعلل1یکابوک لراسللپرلاوگتللول2یهرلداو سهسللگلو 

لبلاگ للNADH,H+ل ولولو للتلکللتمههلکعلکممدل  لتبدت 

لگس ظلهاللبملهباگتنللکممد؛ل  لگس  هی لگتهسو ل  ولوولهالتولرد

لگلول للولیکابوک لراسللپرلاوگتللهله لل  لبره لکعلاویل  

ل رلزگ للبهمثلشلوسدللکا لگشاشرهلبهک ا لیالیهرداو سهس

لگفلزگتشللتلوجه للقهب ل رزگ لبعلبهک ا لگتنلیالگتهسو لتولرد

ل  لسللهس له  للهسعله وللهاگ لول3کمللد (.ل1)لکمللدلپرللدگ

لبلهک ا للیالاگل خ لاللگسلجدگشلد للیکابوک راسلپراوگت

لیگیسلدللل وفقرل للبلهللکا لگشاشره لتولرلدللگفلزگتشللولگس لهم

للر لال/لنلاملل81ل رلزگ للبلعللاگلکا لگشاشرهلبهک ا لیالگتهسو 

لگسل  هی للقو لگسدگسهه لاگ لگسل مظوالگتنلباگ لیگیسد،لسشه 

ل(.1)لشدلگس  هی 

لبلهک ا للیالیکابوک لراسللپرلاوگتلل  لسهس له  هسع

لیاسههتل للکلعللکلایللآشوهال،M5A1لتوکهل  گکلکاب را

لبلهلللر لاللبلاللنلاملل12لگسلبرشل هل لتخ رالگسلگتهسو لغاظ 

لگسلنلاملل1لولسگتالوسللبلعلل ابلوطللگتلهسو للگسلنلاملل1لکهاگت 

.لآ لدللیسل للبعلقمدلناملهالباگ لناوکزلبعل ابوطلگتهسو 

ل2/8لقملدللیولبلاگ للسهم لهالیالح   لکهاگت لحدگکثا

ل(.3)لبویللر البالنام

لگسلاگلیکابوک لراسللپرلاوگتلل  له وهاگ لول82 نوی

لسللللرهسوبهک اتهلبللللهک ا لبللللعلسگت و وسلللله لبللللهک ا 

لگتلوتاو للهلهللبلهک ا للگتلنل)لکایسلدلل م ق ل88ساولوتاتو 

لهلهللآ لکابمل لل ذخرلالل مب لتاتنلگصا لناروو  لوله  مد

لهلله لسللوتعلوحشلل ،لهلله لسللوتعلبللهل قهت للعلیا(.لگسلل 

لسلهم لل811لطلو للیالتو له للاشلدللسلام للبهلسوتاکر 

لگفللزگتشلولسللاولزل صللا لیاصللد 812لگفللزگتشلاشللد

.لیگشل للپل للیالاگلهلهللساو لخشکلوس لیالیاصد 812

لول39لتاترل للبعلگتهسو لولگس هتلتخ رال  صولاتلغاظ 

لکلعللکلایللثهب ل طهلعهتلگتن.لکایلپردگلگفزگتشلیاصد19

لس لرنللیال وجلویللپار لاللتلاتنللفلاگوگ للکلعللسلاولزللتخ رلال

لستلهی لل قلدگاللبلعلل س رلکللس  همدلتوسطلتوگسدل  لگس ،

لجرهسل للول89ا لوله وهاگ لول88جرهس (.ل82)لتهبدلبهبوی

ل خ لللللالگسلاگلیکابوک لللللراسلپرلللللاوگتلهللللله ل  

لسگت و وسللله لبلللهک ا لول81سلللاوتزتعلسهکهاو هت لللس

لبللهلبرللهس لپاسلل ردهه لیالسللسسلولجدگسللهس ل للوبرارس

لس لهتجل.لیگیسلدللقاگا(لpZM-22bلولpSC-22b)لبهلالقدات

SDS-PAGEلپرلللاوگتلبرللله لگفلللزگتشل یهملللدلسشللله ل

لیاصلدل۱/81ل رلزگ للبعلهد لپاوتئرنلولبویلیکابوک راس

ل  الو للهله للپاوتئرنلک لگسلیاصد3/92لولگفزگتشلتهف 

ل(.88لول88)لبویلیگی لگخ صهصلخویلبعلاگل رزبه لعسوتلیا

لیال شللواتلتللاتنل هلل لگسلتولل لاسللدل لل لسظللالبللع

لم اوللایل  للدویت لست لل  ل للوگیلگسلگتللهسو لبروسللم ز

لگتللنل.بهشللدلگتللهسو لبروسللم زل  للرالیالیانرللالهلله لآسللزت 

لیالسهللهت ل  صللو لبللعلگولرللعل للوگیلتبللدت لیالهللهلآسللزت 
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لسرلزللول مهب لبااس لبعلتوجعلبه.لیگاسدلگسهس لسقشلبهک ا 

ل  ل81برله للگفلزگتشللاسلدلل ل للسظالبعلتولرد،لفاگتمدلبااس 

لقلو للگسلدگسهه للاگ لکم لا للت ل للیکابوک لراسللپراوگت

.لشللدلخوگهللدلسهللهت ل  صللو لتولرللدلزگتشگفلللبللعل م للا

ل  رالیالکارد لسقشلیکابوک راسلپراوگتل  ل  صو 

لبلعللپرلاوگتلل صلا لل  رالتغررالیالولیگایلبروگتهسو لتولرد

له لرنللبلعللگسل للآسلزت للتلاتنلل هل للبروگتلهسو للتولردلس  

لسلم زللیسل واس للع قد لمموگ لبعل  لسهس له  هسعل مظوا،

لگتلنللبلهللولگسل للضلاوا للز سلاولللعگولرل وگیلگسلبروگتهسو 

لسگت و وسه لبهک ا لیالیکابوک راسلپراوگتل  لهد 

لهللله لاو لگسلگسللل  هی لبلللهلولشمهسلللهت لشلللدل لللوبرارس

لسلهس لله  هسعلکا لگشاشرهلبهک ا لیال  لسهس له  هسع

ل.شد

ل

ل.لها‌مواد‌و‌روشلل
:‌رشودی‌‌شورای ‌‌و‌نيازمورد‌‌های‌باکتری‌و‌پلاسميد

لجهلل لATCCلعوتسلللرارس للوبلت و وسلله سگل بللهک ا

لDh5αلهه لسوتعلکا لگشاشرهلبهک ا لول سوم،لگس خاگج

لتوثرلاللسههدگا ،لشهت  ع،لهه لساو لعتهرلجه لBL21لو

لشدسدلگس  هی ل  لگس قه لولسوتاکر لولگصا لپاس ردهه 

لهلله لبللهک ا لولهللهلقللها لکاو للرو لگ ل مطقللعل اکللز(

لکلا للگشاشرهلبهک ا لهه لسوتع(.لتهاگ ل-گتاگ ل8۱صمع  

لشلاگتطللیالLBلکشل لل  لرطللیالجه دلول هت لصواتلعب

لسظلاللگسلخمث لتقاتبهًلشاگتطلولناگیلسهس  لیاجع 92لی هت 

لسگت و وسله للبلهک ا ل.لشدسدلکش (ل1/2حدوی)لگسردت ع

ل،نلاملل82لپس لو ل:لشله  للبلهک ا للاشلدللکشل لل  رطلیا

لولنامل81لآنهالنام،ل82لناوکزلنام، 82ل خ ال مصها

لشللدلکشلل لنللاگیل سللهس یاجللعلل92ل ی للهلیال=pHل1/1

لردپاسل للگسلیکابوک راسلپراوگتگس قه ل  للجه (.ل89)

pET28a+لپاسلل ردلتللکلردپاسلل لگتللنگسلل  هی لشللد،لل

لسشلهسهاللجهتهله للیگاگ لولگسل للشلد لل همدسل للبهک اتهت 

لگسلل لکهسه هت للرنلبروترللکلآس لل لبللعل قهو لل لگس خللهب 

ل(.کاج-کشهواس لفمهوا لست  لپژوهشود )

ل احاللعلگتللنلیا‌:مناسوو ‌  آغازگرهووای‌طراحوو 

لللتوگل لگلهو لباگسه  لبهسلکللگسلشلد للگس خلهبللسظلال لوای

لطاگح لگفزگاهه لساملگسوگعلگسلگس  هی لبهل،NCBIلگطامهت 

لFast PCRوللOLIGO6,Vector NTIلسظرللالآغللهسنا

لپرلللاوگتل  لجدگسلللهس لجهللل ل مهسللل لآغهسناهلله ل

لآغهسناهلله لطاگحلل لیا.لشللدسدلطاگحلل لیکابوک لراسل

لXho IلولSal Iلهله للآسلزت للباش لهه لهه جهتلسظا، وایل

لطاگحل للبانشل للولافل للآغهسنال1´ گب دگ لیالتاتر لبع

لیالباشل للهله للجهتهله للگتلنللوجلویللکلهاللگتلنللیلرل ل.لشد

لآ لیگخل للبلعلل  لواویلکلعللگسل للپاس ردلباش لجهتهه 

سبلویِللپلرشلگسلگتلنللل.ل)کملدللل  لتض رنلاگلص رحلصواتلبع

لپرللاوگتل  لیگخلل لیالآسللزت لیولگتللنلباشلل لجهتهلله 

لسللهت لولVerctor NTIلگفللزگالسللاملبللهلیکابوک للراس

nebcutterلآغهسناهله،للطاگح لگسلپس(.لبویلشد لتأترد81ل

لشلدللسلم زللT7لگسدگسلاگ لاف لآغهسناله اگ لبعلههلآ لتوگل 

ل(.تهاگ ل-83ست  لتوهپو)

لبللع:‌انجموواد‌-ذوب‌روش بووه‌پلاسووميد‌تراریوو ش

لتهرلعللCaCl2ل اولگسلگسل  هی للبهلکعلگ لشهت  علهه لساو 

لگسل رواولر للال1لتللدات  لصللواتلبللع(ل81)لبویسللدلشللد 

DNA لتللدلاو لبللالیقرقللعل92لولگضللهفعلشللدلپاسلل ردل

لنلاگیللسلهس  للیاجلعلل18لبعلی هلگفزگتشلبه.لشدسدلسههدگا 

لیگی لگس قله للتدلاو لبعیوبها لوگایلشدلوللحاگات لشوک

ل مظلواللبلعل)لLBلتلهس للکشل لل  لرطللبعدلع احالیالشدسد،

لول822یوالبلهللسلهم لل8ل لدتللبعلولگضهفع(لههل بهک الاشد

یال.لشلدللگس لهمللنل گا للنا لهللناگیلسهس  لیاجعل92لی ه 

لبلعللپاسل ردللفهقدلهه لساو لولتاگاتخ علهه لساو سههت ل

لول م قلل لشللدسدلLBلکهسه هت للرنلحللهو لکشلل ل  للرط



 

 

ل81لکا لگشاشرهلبهک ا لیالبروگتهسو لتولردلیال ؤثالیکابوک راسلپراوگتل  لسهس له  هسع

 

 

لیاجللعل92لی لله لیالگسووبللهتوالیالشلل لتللکل للدتلبللع

ل(.81)لشدسدل82نا هن گا لناگیلسهس  

ل رمل للاو لبلعللپاسل ردللگس خاگج‌:پلاسميد‌ست راجا

لاسلوبللبلعللگب لدگللاو لگتلنللیال،(8۱)لشلدللگس لهملل88پاب

گضلهفعلللسایل8ش ها لل  او لشد ،لیگی لکش لهه لبهک ا 

لسههلدگا لل  رطلی ه لیالیقرقعل1ل دتلبعلههلتروبلولشد

لل  او .لشدسد ل،EDTAلگسل ات ،للنالوکزللشه  ل8ش ها 

Tris-HClلح ل للیال  او لگتن.لگس لیوبهاتقطرالآبلول

لسقلشلللرسرلد للعلاتلللتضلعر للولpHلتمظلر للگسل ز ،للفشها

ل1لههلوته لولگضهفعلشدل8لش ها ل  او لسسس.لیگایل ه  

لSDSلشله  لل  الو ،للگتلنل.لشلدسدللسههدگا لتدلیالیقرقع

لو(لشللویل ل للپاوتئرمل للوللرسرلد للگجلزگ للتخاتل للسلب ل)

NaoHلولگ لاشل عللتلکللهله للکاو وسومل  هفظ لسب )ل

لیقرقلعلل1لگسلبعلدل.لگسل ل(لشلویلل ل للپاسل ردههللگ ل عیواش

لشدل9لش ها ل  او  لتهف ملد،للگس قله للتدلبعل  دیگًلولگضهفع

وللگسل رکللگسلردللپ هسلر ،للگسل هتللشله  لل9لش ها ل  او 

لپلاوتئرن،للاسلوبلل،pHلتمظلر للیال  الو للگتن.لگس لآب

لسل رداس لل تلویللشو لبعلکعلکاو وسو  لDNAلوللرسرد

لسلهس ات و للگسلپلسلل.یگایل ه  لسقشله  مد،ل شههد لقهب ِ

لکااوفلاملل  الو للآ لدلوللبعلیس لش ه ل هت لح  له ،

ل مظللوالحلل  للبللع(ل8:81لس للب لبللع)لگلولل لگتزوآ رلل 

لهلهللبلهک ا للاسلوبلل مظوالبعل،(82)لشدلگس  هی لههلپاوتئرن

لیقرقللعل81ل للدتلبللعلولگسلل  هی لشللدلیاصللد3۱لگلولل لگس

لت کللایلول للهلاسللوبلپاسلل ردلسههت للهًلشللدسد،لسللهس ات و 

لبللهلپاسلل ردلگسلل خاگجلیاسلل  لشللد،لاتخ للعلیوالاوتلل 

لشلدلوللآ رلز للاسل للیاصد،8ل  لگلو اوفواسلگسلگس  هی 

ل(.81)لشدلبااس لباو هتدلگتردتوملبه

‌جهو ‌‌آر‌سو ‌‌پو ‌‌شورای ‌‌سوازی‌‌بهينه‌و‌آر‌س ‌پ .

‌‌های‌ژن‌جداسازی لی له للگتمولعللبلعللتوجلعللبلهل:‌نظرمورد

لهل للبلعللسزیتلکل(ل89بانشل للول88اف )لآغهسنالیولذوب

لیاجللعلل1۱لتعملل للهللهلآ لذوبلی لله لل  وسللطللبویسللد،

ل11)آ للگسلتلاللپلهترنللیاجلعلل8لولگس خلهبلشلدلللنلاگیللسهس  

لگس خهبلشدلگولرعلگتصه لی ه لمموگ لبع(لناگیلسهس  لیاجع

لولبللهلاتالی ههلله لبللاگ ل خ الل لی للهت لهلله لپاوفرلل لو

ل.شدلگم ه لبه الس ر عل  شههدلجه لآ ،لگسلتالپهترن

‌ودکربوکسويلاز‌‌‌پيوروات‌‌ژن‌مو ‌آن ی‌هدوگان‌هض .

لجهل ل‌:Xho Iو‌‌Sal Iهای‌آن ی ‌توس ‌‌pET28aپلاسميد

لSal Iلهله للآسلزت للتوسلطللپاسل ردللول  لعیونهسلللهضل ل

لبهت ل  ل(لآ اتولهلل-فا م هس)لXho Iلو(لآ اتوهل-81فا م هس)

لس له لله لطوالبعلآسزت لیولگتنلباگ لبهفا ل طاوبلشاگتط

لگتلنللبلاگ للالوبل طلشلاگتطللگت هیلجه لکعلشدل  لگت هی

لشلد،للگسل  هی ل(لآ اتولهلل-فا م لهسل)لتهسهولبهفالگسلآسزت لیو

لولتللهسهولبللهفال،DNAلآب،لشلله  لکللعلوگکللمشل خاللوط

لیالسلهم لل1ل لدتللبلعللولبلویللXho IلولSal Iلهله للآسلزت ل

ل(.81)لشدلسههدگا لناگیلسهس  لیاجعل92لی ه 

‌‌pET28aپلاسوميد‌‌بوه‌‌دکربوکسيلاز‌پيرات‌ژن‌اتصال.

لپاسل ردللگسل رواولر لالل‌T4 DNA Ligase:‌9آنو ی ‌‌توسو ‌

pETلولهضل للیکابوک راسلپراوگتل  لگسل رواولر ال82لول

لو )ل81وگس لرسللو لکرل للک لکللبلعللسهس لخهلصلگسلپس

لبلهفال.لشلدللگضلهفعللجدتلدللترلوبللتلکللیال،(آل ه ل-وگس رس

ل-فا م هس)للرههسلآسزت لگسل هتواولر التکلولآبللرههسرو ،

لی له للیالسلهم لل8۱ل دتلعبلههلتروبلولگضهفعلشد(لآ اتوه

ل(.89)لشدسدلسههدگا لناگیلسهس  لیاجعل8۱

‌انت واب ‌‌محوي ‌‌در‌نوترکيو ‌‌هوای‌‌سلول‌انت اب.

لجهل لل احالعللگتلنللیا‌:کانامایسوي ‌‌بيوتيک‌آنت ‌حاوی

لسظلا،ل لوایلللپاسل ردللحهو لسوتاکر لهه لساو لگس خهب

ل12لحللهو لجه للدلLBلکشلل ل  للرطلاو لبللالهللهلسللاو 

لهله للکالوس للولکشل للهسه هت رنکلبروترکلآس  لنامل را 

لآسهلرزهله للگس لهمللجهل للگس خلهب لل  لرطللیالتهف لعللتشور 

ل.شدسدلبعد لگس  هی 
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‌هوای‌‌ژن‌وجوود‌‌تأیيد‌و‌نوترکي ‌پلاسميد‌انت اب.

لیالاشدتهف علهه لکاوس لگس:‌آر‌س ‌پ ‌طریق‌از‌نظرمورد‌

لگتلنللبلاگ ل.لشلدللگس لهمللآالسل للپل للکاوس لگس خهب ،ل  رط

لبلعللDNAلتوثرلاللگلهلو للمملوگ للبلعللبهک ا لکاوس ل مظوا

لآغهسناهله للبلهللآالسل للپل للولگضهفعلشلدللوگکمشل خاوط

ل.شدلگس هملیکابوک راسلپراوگتل  لبانش لولاف 

‌تأیيود‌‌جهو ‌‌نوترکيو ‌‌پلاسميدهای‌هدوگان‌هض .

لپاسلل ردهه ل احاللعلگتللنلیا:‌نظوورمووورد‌‌ژن‌وجووود

لهضل للجه ل ثب لآالس لپ لبهلههت لکاوس لگسلگس خاگج 

لگ لبلهلاللاو ل شهبعل مظوا،لگتنلباگ .لشدسدلس  هی آسزت  

لXho IلولSal Iلهله للآسلزت للگسلگسل  هی للبلهللآسزت ل للهضل ل

ل.شدلگس هم

‌رفو ‌‌انداز‌راه‌آغازگر‌از‌استفاده‌با‌آر‌س ‌پ ‌انجام.

T7لگتلنللیا‌:دکربوکسيلاز‌پيروات‌ژن‌برگش ‌آغازگر‌و‌

لشلد ،للوگایل  لجهل للبلوی للصل رحللتأتردل مظوالبعل احاع

ل  لبانشلل لولافلل لآغهسناهلله لگسلگسلل  هی لجلله لبللع

لولT7لگسللدگسلاگ لافلل لآغللهسنالگسلیکابوک للراسلپرللاوگت

لگس لهمللبلاگ للیکابوک لراسللپراوگتل  لبانش لآغهسنا

ل.شدلگس  هی لآالس لپ 

لپرللاوگتل  لبرلله لتأترللدل مظللوالبللع‌:‌RT- PCRآنووالي 

لpET 28a pdcلکلا للگشاشلرهل بهک ا لیالیکابوک راس

لهلهللبلهک ا لل مظلواللبدتنلشد،لگس  هی لRT-PCRلآسهلرزلگس

لجهل للکایسلد،للاشدلOD600=ل9/2لبهلباگبالسعلصواتلبع

لگسلاوسوت لل لآغللهسلاوسوت لل لبللاگ للموگ لل لت اتللک

لشدلگضهفعلههلس وسعلبع(لw/v)ل1/2۵لنزتاوسل، T7پاو وتوا

لسههلدگا للشلاگتطللگتلنللیالسلهم للسلعلل دتلبعلههلس وسعلو

لیوالبه)ل ات و لشدسدسهسلههلس وسعلسهم لسعلگسلپس.لشدسد

لو(لنلاگیللسلهس  للیاجلعل1لی ه لیالیقرقع82ل دتلبعل1222

لحلهو ل لر ا ل را 8لهه لوته لیالآ د لیس لبعلهه لساو 

لتلکلل لدتللبلعللولناف ملدللقاگالRNAل کممدلتثبر ل  او 

لس لله لتللهلسللسسلولنللاگیلسللهس  لیاجللع 1لی لله لیالاوس

.لشلدسدللسههدگا لناگیلسهس  لیاجعل-12لی ه لیالگس  هی 

RNAکرل للیسل واگلع  للباگسله للتلهملل Total RNA 

Extraction Kitلولگلو اوفلواسللعوسلراللبعلولشدلگس خاگجل

ل.شدلتعررنلآ لکر ر لولک ر لگسسو اوف و  ا 

RNAلکرل للیس واگلع  لباگسه لشد ،لگس خاگجلتهمل

Roche) Titan on tube RT_PCR،لبللهلو(لآل لله ل

لاوگتپرللل  لبللاگ لگخ صهصلل لآغهسناهلله لگسلگسلل  هی 

لآسلهلرزللیا(لPCRلیالشلد للآغهسنالگس  هی )لیکابوک راس

RT-PCRلگخ صهصل للآغهسناهه له چمرن.لشدلگس  هی ل

s rRNA81لکم لا للمملوگ للبلعللآ لاوسوشل للتوثرلاللبلاگ لل

لطوالبعلگ لیواش علcDNAلسم زلباگ .لاف لبعلکهالیگخا 

-RTل  صلو للگس هملول8طب لجدو للوته لتکلیالس ه له 

PCRل.بااس لشدلیاصد8لآنهاسل  لیالحهص ل

ل

ل.نتایج

ل  للرطلیالکلا للگشاشلرهللبلهک ا للهلوگس للکشل للس لهتجل

لسگت و وسلله لبللهک ا لهللوگس لبلل لکشلل لولLBلکشلل 

لگتلنلل خصلوصللجه لدللول لهت للکش ل  رطلیال وبرارس

لهلهللآ لتوثرلاللولاشلدللبلاگ للشلاگتطللکلعللیگیلسشه لبهک ا 

 لل(.8لشو )یگیسدلکاوس لتشور لاگح  لبعلولگس لبهرمع
 

لRT_PCRلباگ لگخ صهص لآغهسناهه لتوثرالعباسه ل-8لجدو 

یاجعل)ی هلل اگح لچاخع

ل(ناگیلسهس  

س ه ل

ل(یقرقع)

1X  ل82ل31لرعگولل سهسلوگساش

1Xل

ل۱ل31ل سهسلوگساش 

ل8ل11لگتصه 

ل12ل28لب ط

35Xل

ل8ل31ل سهسلوگساش 

ل8ل11لگتصه 

ل1ل28لب ط
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ل
:لبل وبرارسلسگت و وسه لبهک ا :لگل لناگی،لسهس  لیاجعل92لول92لی هت لشاگتطلیالLBلکش ل  رطلایلبهک ا لکاوس لتشور ل-8لشو 

لگشاشرهکا 

 

‌توسووو ‌دکربوکسووويلاز‌پيوووروات‌ژن‌جداسوووازی.

لیاصللد8لآنللهاسل  لگلو اوفللواسلس للهتج:‌آر‌سوو ‌پوو 

لتقاتبل لل گسلدگسللبلهللبهسلدههت للتوثرلاللآالس لپ ل  صولات

لبللعلتوجللعلبلله(.ل8ل شللو)لیگیلسشلله لاگلبللهسلج لل ل8222

لس للهتجلگتللنلگلو اوفللواس،ل  لیالشللد ل شللههد لبهسللدهه 

لتوثرلاللبهملثللشلد للگم له للی ههه لت ه  لکعلکایلآشوها

لشلو ل)لشلوسدلل  لگخ صهص لصواتلبعلسظا وایللهه ل  

ل(.8

‌‌ژل‌از‌يلازدکربوکس‌يرواتپ‌ژن‌سازی‌خالص.

لپرلاوگتلل  لسلهس للخلهصللگلو اوفلواسللس لهتجل:‌آگارز

ل  لگتنلکعلیگیلسشه لیاصد8لآنهاسل  لسگلیکابوک راس

ل شلخصللصلواتللبعلآ لبهسدهه لولخهلصل  لگسلخوب لبع

لهانوسللعلگسلمللها لبهسللدهه.لگسلل ل شللههد لقهبلل ِلبللال  

ل(.9لشو )لبویسدلشو  ه لبدو لولآلوین 

ل
لپرلاوگتلل  لجدگسلهس للیاصلدل8لآنلهاسلل  لگلو اوفلواسلل-8لشو 

لگسلگسل  هی للبلهللبرارس لوللسگت و وسه لبهک ا ل سوملگسلیکابوک راس

لهه لآا،لپاوفر لس لپ لگسلگس  هی لبهلpdcل  لگخ صهص لآغهسناهه 

ل82222  لهاکالل-8لتاترل للبلعللهلهللچههلکل)لآالس لپ ل خ ا لی هت 

ل  صلولاتللبلعلل ابلوطللبهسلدهه لل1لتلهلل8لهله للچههلکللولبلهسللج  

لآغهسناهلله لبللهل للوبرارسلسگت و وسلله لبللهک ا ل سللوم آالسلل لپلل 

لول1۱ل،11ل،18لی ههه لتاتر لبعلکعل خ ا ل ی هههلیالشد لطاگح 

ل.(گس لناگیلسهس  لیاجعل11
ل

 ب الف
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ل
ل(ب)للللللللللللللللللللللللللللللللللللللل(گل )ل

ل  صلو لل.ب.لآنلهاسلل  لاو لگسلیکابوک لراسللپرلاوگتلل  لبلا لل.گل :لیاصد8لآنهاسل  لگسلیکابوک راسلپراوگتل  لسهس لخهلصل-9لشو 

ل  ل1لول1ل،9ل،8 ،ج ل لبلهسللل82222  لهاکالل-8لتاترل للبلعللچههلکل)لیاصلدل8لآنلهاسلل  لاو لبلالل  لگسلبوک لراسلیکالپرلاوگتلل  لسلهس للخهلص

ل(  لگسلشد لسهس لخهلص

ل

‌از‌پوو ‌پوورب‌مينوو ‌روش‌بووه‌پلاسووميد‌اسووت راج.

لیاصلدل8لآنلهاسلل  لگلو اوفواس:‌آن‌کپ ‌تعداد‌اف ای 

لگشاشلرهللبلهک ا للگسلpET 28aلپاسل ردلل وفل للگسل خاگجل

ل(.1لشو )لآشوهالکایلپابل رم لاو لاگلبعلکا 

‌پيووروات‌ژن‌و‌‌pET 28aپلاسووميد‌هدوگانوو‌هضوو .

لگتلنللیا‌:‌Xho Iو‌‌Sal Iهوای‌‌آنو ی ‌‌توس ‌دکربوکسيلاز

لهله للآسلزت للصل رحللم اولایللتأترلدلل مظوالبعلگب دگل احاع

لتوسللطلpET 28aلپاسلل ردل،Xho IلولSal Iلباشلل 

لیال.تهفل للبلا للتول للصلواتللبعلههلآسزت لگتنلگسلهاکدگم

لتلکللگسلپاسل ردللهلهللآسلزت للگتنلص رحلم اوایلصوات

لیالکلعللآ دل  لیالخط لصواتلبعلولخوایل  لبا لسقطع

لاو لسرلزل(لبهسلج  ل1222لحدوی)لآ ل گسدگسلصواتلگتن

ل(.۱لول1لشو )لشدل  ل شههد لقهب ل  

ل
لپاس ردلگس خاگجیاصدل8لآنهاسل  لگلو اوفواسل-1لشو 

ل(pET 28aلپاس ردل-8لبهس،لج  ل82222ل هاکال-8)

ل
ل

 

 
ل
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‌پلاسوميد‌‌در‌دکربوکسيلاز‌پيروات‌ژن‌سازی‌همسانه.

pET 28a:لتوسلطللآسزت ل للگتصله للوگکلمشللگس لهمللگسلپس‌

لpET 28aلسهق لولیکابوک راسلپراوگتل  للرههس،لآسزت 

لآسلزت للتوسطلXho IلولSal Iلهه لآسزت لتوسطللتهف علبا 

ل pET 28a pdcسوتاکر لسهس لول  ص له دتهالبعللرههس

ل(.ل2لشو )لشدلگت هی

‌پلاسوميد‌‌توسو ‌‌کولای‌‌اشرشويا‌‌بواکتری‌‌تراری ش.

لهلله لسللاو لتاگاتللز لگسلپللس‌:‌pET 28a pdcنوترکيوو 

لولگس  لهیل-ذوبلاو لگسلگسل  هی للبلهللهلهللبلهک ا للشهت  ع،

لبروترللکللآس لل لحللهو للLBلکشلل ل  للرطللیالکشلل 

لمملوگ للبلعلل  لرطللگتنلیالاشدتهف علهه لکاو ل،کهسه هت رن

لولشمهسهت لسظا وایللپاس ردلحهو لسوتاکر لهه لساو 

لت لله  .لشللدسدلآسللهلرزلهللهلآس للهتشلعگیگ لللگس للهملجهلل 

له  مد،لپاس ردههلگتنلگسلتکلهالحهو لکعلههت لبهک ا 

لشلو ل)له ل مدللکهسه هت لرنللحهو ل  رطلیالاشدلبعلقهیا

لبللهک ا لتعرللرنلبللاگ لبعللد ل اگحلل لیالبمللهباگتنل؛(1

لصلل رحلصلواتللبللعل طهلعلع،ل للوایلل  لحلهو للسوتاکرل ل

لل.گس هملشدلسظا وایللهه لبهک ا لغابه 

ل
لبهس،لج  ل82222  هاکال-8لش ها لچههک)لXho IلولSal Iلهه لآسزت لتوسطلpET 28aلپاس ردلآسزت  لهض گلو اوفواسللس هتجل-1لشو 

ل(.Xho Iلآسزت لتوسطلپاس ردلبا ل-1لول1لچههکل،Sal Iلآسزت لتوسطلپاس ردلبا ل9لول8لچههک

ل

ل
ل-8لش ها لچههکل هاکا،- 8ش ها للچههک)لXhoIلولSalIلهه لآسزت لتوسطلpdcل  لآسزت  لهض لیاصد8لآنهاسل  لگلو اوفواسل-ل۱لشو 

ل(راسیکابوک لراوگتپل  لبا 
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ل
لT7لگسدگسلاگ لکم ا لت  لpET 28aلسهق لیالیکابوک راسلپراوگتل  لpET 28a pdcلسوتاکر ل سهسل-2لشو 

ل
‌حواوی‌‌هوای‌‌کلوون ‌‌انت واب‌‌و‌آر‌سو ‌‌ پو‌‌کلون 

لیالاشللدتهف علهلله لکاللوس لگس:‌نوترکيوو ‌پلاسووميدهای

لبلهللکهسه هت لرنلللر الیالنامل را ل12لحهو لگس خهب ل  رط

لرللللاوگتپل  لگخ صهصلللل لآغهسناهلللله لگسلگسلللل  هی 

لاو ،لگتلنل.لشلدللگس لهمللآالسل للپ لکاوس ل،راسیکابوک 

لهلله لکاللوس لبااسلل لجهلل لسللات لهلله لاو لگسلتولل 

لیگیلسشله للآنلهاسلل  لگلو اوفلواسللس لهتجل.لس گلسوتاکر 

لسوتاکرلل لهلله لکاللوس لگسلتعللدگی لشمهسللهت لگ ولله لکللع

لل  لحهو  لوجلویللPCR-کالوس للگسلگسل  هی للبلهللسظا وای

لشلو ل)لشدلتوثرا(لبهسلج  ل8222)لسظا وایللبهسدلولیگای

ل(.3

ل
لشد لتاگس  واملکا لگشاشرهلهه لبهک ا لکاوس لتشور ل-1لشو 

لکهسه هت رنلبروترکلآس  لنامل را ل12ل حهولLBل  رطلیا

ل
:ل9ل،(آب)ل م  لکم ا :ل8لبهس،لج  ل82222 هاکا:ل8.لیکابوک راسلپراوگتل  لPCR-کاوس ل  صو لیاصد8لآنهاسل  لگلو اوفواسل-3لشو 

ل(. ثب لجوگبل3لول۱)لهه لکاوس :ل81-1(لیکابوک راسلپراوگتلبهک ا ل سوم)ل ثب لکم ا 
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‌پيوووروات‌ژن‌حووواوی‌یپلاسوووميدها‌اسوووت راج.

:‌برشو ‌‌آنو ی ‌‌توسو ‌‌آن‌هدوگان‌هض ‌و‌دکربوکسيلاز.

-کالوس للبعلس ب لقب لع احالیالکعلههت لکاوس لپاس رد

PCRلهضلل لولگسلل خاگجلشللدلبویسللدلیگی ل ثبلل لجللوگبل

لس لهتجل.لشلدللگس لهملل  لوجویل یوبهالتأتردل مظوالبعلیونهسع

 XhoلولSal Iلهه لآسزت لتوسطلیونهسعلهض لگلو اوفواس

Iلیالبهسلدللیولآسزت ل للهض لگس هملگسلپسلکعلکایلآشوهال

ل1222)لشلد للخط لپاس ردلشه  لسوتاکر لپاس ردهه 

لیکابوک راسلپراوگت(لبهسلج  ل8222)ل  لو(لبهسلج  

ل(.82لشو )لشوسدل  لظههالآنهاسل  لاو لبا

‌بوا‌‌آر‌سو ‌‌پو ‌‌هوسويل‌‌بوه‌‌‌pET 28a pdcهسواز‌‌تأیيود‌.

‌پيوروات‌‌ژن‌برگشو ‌‌و‌‌T7انوداز‌‌راه‌رف ‌آغازگرهای.

لگ وله للول  لصل رحللگتصه لتأتردل مظوالبع:‌دکربوکسيلاز

لولT7لگسلدگسللاگ لافل للآغهسنالگسلگس  هی لبهلآ ،لبعد لبره 

لوگکللمشلیکابوک للاسلپرللاوگتل  لبانشلل  لآغللهسنا

لPCRل  صلو للگلو اوفلواسل.لگس هملشدلپار اگسلگ لسس را 

ل  ل بانش لوآغهسنالولT7لگسدگسلاگ لاف لآغهسناهه لبه

لیال  لواویلصللل رحلجهللل لیکابوک لللراسلپرلللاوگت

لوگایشللد لصللواتلیا.لیگیلسشلله لاگلpET28aلپاسلل رد

لیکابوک للراسلپرللاوگتلبللعل ابللوطلبهسللدهه ل  لصلل رح

لپرلاوگتلل  لگسلتلاللبلزاگللپروسل عللبلهسللج  ل811لبهت   

لپرلاوگتلل  لکعلگتنلبعلتوجعلبهلستاگلشد؛ل  لیکابوک راس

لولبلویللشلد للیگی لقلاگاللT7لگسگسلدللاگ ل قهبل للیکابوک راس

لپاسل ردللیال  لکلعللجلهت للگب لدگ للتلهللگسدگسلاگ لگتنل گسدگس

لسهلهت لل گسلدگسللولگسل للپروس علج  ل811لگس لشد لیاج

لگسلل لبللهسلج لل ل8111لحللدویلیالتوثراتهف للعلبهسللدهه 

ل(.88لشو )

ل

ل
لهض :ل9ل  ،لحهو لسوتاکر لپاس ردلیونهسعلهض :ل8لبهس،لج  ل82222  هاکا:ل8)ل  لیونهسعلهض لیاصد8لآنهاسل  لگلو اوفواسل-82لشو 

ل(  لبدو لشههدلپاس ردلیونهسع

ل
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ل
لپراوگتل  لبانش لآغهسنالولT7لگسدگسلاگ لاف لآغهسنالگسلگس  هی لبهلسوتاکر لپاس ردلPCRل  صو لآنهاسل  لگلو اوفواسل-88لشو 

لیکابوک راس

ل

:‌‌mRNAسوح ‌‌در‌دکربوکسويلاز‌‌پيوروات‌‌ژن‌بيان.

لهله للبلهک ا للیالیکابوک لراسللپراوگتل  لبره لوا مظلبع

لآسلهلرزللگسلpET 28a pdcلکلا للگشاشلرهللشلد للتاگاتخل ل

RT-PCRل  لگسلآسلهلرزللگتلنللیا.لشلدللگس  هی لs rRNA81ل

 sلپاگت لاللبلهلل8:8لس لب للصواتلبعلیگخا لکم ا لمموگ لبع

rRNA8118لولs rRNA –competimer،ل مظللواللبللعلل

لسوتاکرل للپاسل ردل.لشلدللگسل  هی للآ لتوثرال رزگ لکم ا 

pET 28a pdcلگس ظلهال لوایلللبهسلدلل ثبل للکم لا للمموگ لبعل

لبلدو للRTلوگکلمشل.لگس لکای لتولردلاگلبهسلج  ل8222

RNAلسللوگا لهللر لگو ل م لل لکم للا لممللوگ لبللعلگلهللول

لگسلسشلله لهللهلآ لیالبهسللدلکللعلسبللویِ سشللدلیگی لتشللخرص

لتلوگل للحلهو للDNAلهانوسلعللبهلRTلوگکمشلسبوی لآلوی 

لغراتاگاتخ لعللهله للبهک ا .لبویلیکابوک راسلاوگتپرل  

لبلهللتر هاشلد ل)لRTلوگکلمشللولیومل م ل للکم لا للمموگ لبع

RNaseلگسلمها لDNaseلآسزت لبهلوگکمشلگس هملو(لTaq 

DNA polemeraseلسبلویِللسوملبوی؛ل م  لکم ا لمموگ لبعل

لبلعللهلهللس وسلعللسبلوی للآلوی ل یهمدلسشه لچههکلگتنلیالبهسد

لیال ثبلل لتاگاتخلل لهلله لبللهک ا .لیبللولDNAلهانوسللع

لللبهسدلRTلوگکمش لسشله للاگلبلهسللج ل لل8222لگس ظلهال لوای

لبلویللههلس وسعلگتنلیالسظا وایلل  لبره لگسلحهک لکعلیگیسد

 .(88لشو )
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لبدو لRTلوگکمش :8،لKb DNA Ladder (Fermantas)8 لسشهسها:ل8ل،E. coli pET 28a pdcلبهک ا لهه لکاوس لباگ لRT- PCRلآسهلرز-88لشو 

RNAلسوتاکر لپاس رد:1لیوم،ل م  لکم ا لمموگ لبعلغراتاگاتخ علبهک ا :ل9لگو ،ل م  لکم ا لمموگ لبعلگلهولpET 28a pdcل ثب ،لکم ا لمموگ لبعل

 Taq DNAلآسزت لبهلوگکمشلگس هملو(لDNaseلگسلمها لRNaseلبهلتر هاشد )لRTلوگکمش:ل۱ل،E. coli pET 28a pdcلتاگاتخ ع بهک ا :ل1

polemeraseسومل م  لکم ا لمموگ لبعل 

ل

ل.گيری‌‌بحث‌و‌نتيجه

لکلههشللگخرلا،للسله للچملدتنللیالس ل للقر ل للگفزگتش

لولهللهلسللوخ لگتللنلسبللوی لت دتدپلل تالف للرا ،ل مللهب 

لجههسره لعماقلگفزگتشل م البعل  رط لست  لهه لسهاگس 

لهله للسلوخ ل.لگسل للشلد للست ل  للهله للسوخ لتولردلبع

لهله للسلوخ للجلهتهزتنللتوگسمدل  لولپ تاسدلت زتعلست   

لشللوسد،لگ لناخهسللعلنهسهلله لکللههشلبهمللثلولف للرا 

لسرلهسللل ه لشویلکشواههلگسلبهمثل  لههلآ لتولردله چمرن

ل(.83)لف را ،لوگب  علسبهشمدلهه لسوخ لبع

لسلهس للشراتنلولتر هالپرشلم ارهتلگتموعلگسلبعدلساولز

ل ثل لل موسلهکهاتدههت للبلعللشلدللگس لهمللآ لبلاللآسزت هترک

لعوسللرالبللعلتوگسمللدل لل لکللعلپم وسهللهت لولسگتاللوسلز،ناللوک

لعه لل.لشلویلل  لهرداولرزلشوسد،لههلگس  هی ل رواوگانهسر  

لتعم ل  هبولرکل ه لوگسطلحدل  هیلبعل موسهکهاتدههلگتن

لگس ملللالول8۱ راهلللو لگ بلللد ل  لللرالطاتللل لگسلپرلللاوگت

لتبدت .لشوسدل  لتبدت لیتهال  رالتعدگی لول82یویاو 

لپرللاوگتلآسللزت لتوسللطلCO2لولگسلل هلددردلبللعلپرللاوگت

لگتلهسو للتخ رالفاگتمدلیالحرهت لع احالتکلیکابوک راس

لولIIیهرلداو سهسللگلول للعوسلراللبعلگس هلددردلساگس هم.لگس 

لگتللنلیا.لشللویل لل لتبللدت لگتللهسو لبللعلNADHلحضللوالیا

لگلول للولیکابوک لراسللپرلاوگتللهله للآسزت لتولرد،لفاگتمد

لکل لل رزگ لبعلکعل ههتل رواوگانهسر  لباگ لIIیهرداو سهس

لگلوا لو لیا.له ل مدلل هل للب لرهاللکمملدللس ل للتولردلتهلگصاً

لپرللاوگتلهلله لآسللزت لحضللوالیلرلل لبللعلحهضللا،لحلله 

لیالیهرلللللللللداو سهسلگلوللللللللل لولیکابوک لللللللللراس

لولسگت و وسللللله ل لللللوبرارسلهللللله ل رواوگانهسر للللل 

لیالن لل ای لطللوالبللعلهللهلآ لگسل،سللاوتزتعلسهکهاو هت للس

لکلعللگسل للن  مل ل.لشلویلل  لللگس  هی لگلوا لتخ رالفاگتمد
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ل رواوگانهسر لل لیولگتللنلیالهللهل  لگتللنل کدکممللدلتللوگل 

لگسلیکابوک للراسلپرللاوگتلسللهخ ها ل  .لگسلل ل   للهوت

لکلعللیگایلطلو للسوکائوترلدلل8222ل، لوبرارسللسگت و وسه 

ل232۰۱2لوس لبللعلآ رمللعلگسللردل1۱1ل گسللدگسلبللعلپس رللد لپالل 

ل  لگصلا للخوگسلد للچهلهاچوبل.لکملدلل ل للکلدللاگلیگل و 

لول-92لیال  لگسلاوسوت لل .لگسلل لپروسلل علج لل ل8۱12

لپهتله للکلدو للگسلیسل للپهترنلپروس عل822لاوسوت  لپهته 

ل(.82)لگف دل  لگت هق

لولکارلد للهله للآسلزت للگسلتو لیکابوک راسلپراوگت

ل.گسل للگتلهسو لل تولردکمملدلل وجویگتلت ه  لیال ش اک

لول خ اهلهللنرههله ،للیالوسلر للطلواللبلعللآسزت لگتنلگناچع

لوجلویللجلهسواگ للیالآسلزت للگتنلگس ،لشد لتوست لههلقها 

لآسلزت للگتلنللفعهلر (.ل88)لگس لسهیالههلبهک ا لیالولسدگای

ل۱22لحلللدویلیال لللوبرارسلسگت و وسللله لبلللهک ا لیا

لیتهلا لل مبل للهالگسلبهلاتالکعلگس (ل-8یقرقع.ل رواو و )

لسرلزلل خ اههلح  لاگلآسزت لبهلا لفعهلر ل رزگ لگتن.لگس 

ل(.88)لسدگاسد

ل لوبرارسللسگت و وسه لهه ل رواوگانهسر  لگسلهی گس  

لبللهلگتللهسو لصللمع  لتولرللدلیالسللاوتزتعلسهکهاو هت للسلو

لگسلرد،للبلعللت  ل للگتلهسو ،للبلعللت   لسظرالههت ل  دویت 

ل  هبولر لللل ل  للللدویت لسللللاولز،لت زتللللعلتوگسللللهت 

ل(.89)له  مدل وگجع...للول موسهکهاتدهه

لگتلنللبلعللهلهت للپلژوهشللطل لله ولهاگ للول81سگدولبرم 

لسلطوتللبرله للبلعللگتلهسو للتولرلدللم اوایلکعلاسردسدلس ر ع

لگلوللل لولیکابوک لللراسلپرلللاوگتلهللله ل  لگسلبلللهلات 

لتلهثراللگتلهسو للتولرلدللکلهاگت للولسام لیالکعلیهرداو سهس

ل  لراللیالوکارلد لل ه لفهک واهه لمموگ لبعلولن گاسدل  

لبملهباگتنل.لیگایلب ل ه لله ل مد،للگتلهسو للتخ رالکهتهبولرک

لگلولل وللیکابوک للراسلپرللاوگتلهلله ل  لسللهس له  للهسع

لسلهخ للبلهلل لوبرارسللسگت و وسه لبهک ا لگسلیهرداو سهس

لیال س رو لصواتلبعلههل  لگتنلبره لولبرهس لپاس ردلتک

ل همدسل للکلهابایللباگ ل  ققه لهد ل خ ا لهه لسوتع

لگسل للگتلهسو للتولردلولساولزلعت زتلبهبویل مظوال س رکلبع

ل(.89)

لیالکعلکارد لسقشلیلر لبعلسیکابوک رالپراوگتل  

ل رلزگ لله چملرنللولیگایلگتلهسو للتولردلولپراوگتل  هبولر  

ل، لوبرارسللسگت و وسله للبهک ا لیال  لگتنلبهلا لفعهلر 

لیالسلهس لله  لهسعللولجدگسهس لجه لکهسدتدل  لمموگ لبع

ل.شدلگس خهبلپژوهشلگتن

لبلالللپلژوهشللپرلاوگت،لل  هبولر ل لل هل للسقلشللیلرل للبعل

لیگاگ لیهرداو سهسلگلو لولیکابوک راسلپراوگتلهه ل  

ل همدسل للهله للسلوتعللسلهخ للجهل للیالبرشل ا للگه ر 

لبعلساولزلهرداولرزلولتخ رالیالتوگسمدل  لکعل س رکلگس 

بلاللللپلژوهشللکمو تلهلل8332لعیهلللگس.لگتهسو لگس  هی لشلوسدل

لرللداو سهسیهلگلولل وللراسیکابوک لللرللاوگتپل هللهل  

ل(.1)گس للتهف علتشگفزگ

له ولهاگ لگس لهملیگیسلد،للللول83گتمهلاگمللکعلپژوهش لیا

لسگت و وسللله لبلللهک ا لگسلیکابوک لللراسلپرلللاوگتل  

لع قهت لل.لتهفل للگس قله للکلا للگشاشلرهللبهک ا لبعل وبرارس

لکلا للگشاشلرهللبلهک ا للگسلسوتاکر لولوگلدتم لهه لسوتع

لهله للبلهک ا للیالست ل  للگتلهسو للتولردل رزگ لکعلیگیلسشه 

لکلعللگسل لل عمل للبلدتنللگتلنللتهبلد،لل ل للگفلزگتشللسوتاکر 

لگتلهسو للتولردلسو لبعلپراوگتلگسل ؤثالطوالبعلکابنلجاته 

لتمهلهلل لوبرارسللسگت و وسله للبهک ا ل(.81)لشویل  لاوگسع

لهلوگس للبل للطات لبعلاگلناوکزلکعلگس ل رواوگانهسر   

لهله للآسلزت للت ه  .لکمدل  ل  هبولرز لگس مایویا ل  رالگس

ل(.ل81)لشوسدل  لره بلتوگ لت هملبهلتخ رال  رالیالیانرا

ل  لشله  للکسل للچملدللپاسل ردللتلکلل92فلرنللولتولا 

ل گسلدگسللبلهلل وبرارسلسگت و وسه لگسلیکابوک راسلپراوگت

ل م قل للsppلکاب لراللبلهک ا للبعلولتهرعلاگلبهسلج  ل8222



 

 

ل81لکا لگشاشرهلبهک ا لیالبروگتهسو لتولردلیال ؤثالیکابوک راسلپراوگتل  لسهس له  هسع

 

 

لسلوتاکرب لگسللعسلوتللهلهللآ لهله،للسوتعلغابه لگسلبعد.لکایسد

لیسلدلآوالیس لبعلاگلATCC 33531ل98کالپام  لکاب را

لیالچشل هرا للطلواللبعلیکابوک راسلپراوگتل  لبره لکع

لبلاللکاب لراللبهک ا لیالشد لبره ل  ل.بویلتهف علگفزگتشلآ 

س هتله لللبلهسللج ل لل8222ل گسلدگسللبلعللبهسد لگلو اوفواسل  

لسگتالوسللگس سوتاکرل للعسلوتللگتلنللیالگتلهسو للم اوایل.کای

لگفلزگتشللبلهللس ه له .لبوی(للر ال/نامل81/8)ل و / و ل9/8

لفوا للهت،لم اوللایلیالگ ل احظللعلقهبلل لگفللزگتشلگتللهسو ،

ل  ققله للگتلنل.لشدل شههد لگ لی لبوته لوللاک هتلگس هت،

لگلوللل لولیکابوک لللراسلپرلللاوگتلهللله ل  له چملللرن

لبللعلاگل للوبرارسلسگت و وسلله لبللهک ا لگسلIIلیهرللداو سهس

sppلگاوتمرلللهلبلللهک ا 
لپرلللاوگتل  .لکایسلللدل م قللل ل98

ل8222 گسلدگسللبلعللبهسلد للاسآنلهلل  لاو لبالیکابوک راس

ل8812  گسلدگسللبلعللبهسلد للیهرداو سهسلگلو ل  لولبهسلج  

لطللوالبللعلهللهل  لگتللنلبرلله .لکایسللدلس هتلله لاگلبللهسلج لل 

ل/ و ل2/2لگسلسگتاوسلیا)لاگلگتهسو لم اوایلگ ل احظعلقهب 

لولگسلل هتلفوا للهت،لم اوللایلولگفللزگتش(ل1/8لبللعل للو 

لپرلاوگتلل  لپژوهشلگتنلیال(.8۱)لیگیلکههشلاگللاک هت

ل گسلدگسللبلهلل وبرارسلسگت و وسه لبهک ا لگسلیکابوک راس

لبلعلل  لگتلنللگس قله للگسلپس.لشدلجدگسهس لبهسلج  ل8222

لگلو اوفلواسلل  لاو لبلالل  لگتلنلل،کلا للگشاشرهلبهک ا 

ل.کایلس هته لاگلبهسلج  ل8222ل گسدگسلبهلبهسد 

لتوسلطلل  لگتلنللشد لبلاللگس هملهه للپژوهشلبعلتوجعلبهل

لپرللاوگتل  لکللعلنافلل لس ر للعلچمللرنلتللوگ ل لل ل  ققله ل

ل للللوبرارسلسگت و وسلللله لبللللهک ا لگسلیکابوک للللراس

لگسل لوللگلول لل تولردکمملدلل  لتاتنلکارد لولتاتنلگصا 

لبرشلل اتنلهللهت لکللعلتولرللدلکللای ،لیگاگ لآسللزت له چمللرن

لیتهلاللیال شهبعلهه لآسزت لت ه  ل ره لیالآسزت  لفعهلر 

ل  لگتنلگس قه لولسهس له  هسعلکعلگس لههل رواوگانهسر  

لبهملثلله لوگا للهلهلل رواوگانهسر  لیتهالبعلبهک ا لگتنلگس

لپلژوهش،للگتنلیالبمهباگتنلگس ؛لشد لگتهسو لتولردلگفزگتش

.لشلدللگس خلهبللسلهس لله  لهسعللولجدگسلهس للجه ل  لگتن

لبویل دِسظال  لسهس له  هسعلپژوهشلگتنلیالگصا لهد 

لپرلاوگتللآسلزت للتولرلدللگفلزگتشللول مهس لبره لجه لول 

لیگخل للیالT7لقو لگسدگسلاگ لت  ل  لگتنل،یکابوک راس

لگشاشلرهللبلهک ا للبلعللولشلدللیگی لقلاگاللpET 28aلپاس رد

ل  لگتلنللبرله للگفزگتشلبهلاویل  لگس ظها.لتهف لگس قه لکا 

لکللا لگشاشللرهلبللهک ا لیال،T7لقللو لپاو وتللوالت لل 

 .تهبدلگفزگتشلسرزلبهک ا لگتنلیالگتهسو لتولردل رزگ 

ل
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1- C2H5OH  
2- Escherchia coli  
3- Zymomonas mobiles  
4- Klebsiella oxytoca  
5- Saccharomyces cereviseae  
6- PFL  
7- ADH  
8- PDC  
9- Candy  
10- Guedon  
11- Cyanobacteria cellulotricum  
12- Jiang  
13- Ren  
14- Sacharomyces cervisiae  
15- Over Expression  
16- PTCC  
17- Primer  
18- www.nebcutter.com 
19- Takapouzist 
20- incubation  
21- Miniprep  
22- Forward  
23- Reverse  
24- Fermentase  
25- Vivantis  
26- EMP  
27- ED  
28- Bingzhao  
29- Ingram  
30- Tolan and Finn  
31- Klebsiella planticula  
32- Erwinia spp  
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Abstract 

Introduction: Ethanol made by a biomass is one of the useful strategies in terms of economic 

and environmental and as a clean and safe energy to replace fossil fuels considered and 

examined. 

Materials and methods: In this study, key enzyme in the production of ethanol (Pyruvate 

decarboxylase) from Zymomonas mobilis bacteria was isolated and cloned at E. coli bacteria by 

freeze and thaw method. For gene cloning, we used specific primers of pdc and PCR reaction 

and then pdc gene isolated and pET 28a plasmid double digested with (Sal I and Xho I) 

enzymes. Digestion Products were ligated by T4 DNA ligase in 16 °C for 16 hours. 

Results: Results of bacteria culture showed that a few colonies containing pET 28a plasmid 

could grow. Result of colony pcr of pdc gene with specific primers revealed 1700 bp bands in 

1% agarose gel electrophoresis. The results of PCR with T7 promotor forward primer and pdc 

revers primer have proved the accurate direction of integration of pdc gene into plasmid and 

revealed 1885 bp band. Double digestion of recombinant plasmid with SalI and XhoI enzymes 

revealed same bands. Finally, RT showed the expected band of 1700 bp that implies the desired 

gene expression in the samples. 

Discussion and conclusion: Due to the increased production of ethanol via pyruvate 

decarboxylase gene cloning in expression plasmids with a strong promoter upstream of the 

cloning site can conclude that, pyruvate decarboxylase cloning as a key gene would be useful 

and according to beneficial properties of E. coli bacteria, transfering the gene to bacteria appears 

to be reasonable. 

Key words: Bioethanol, fermentation, gene transformation, lignosellolusic material, pdc gene, 

pET 28a plasmid 
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