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 مطـرح   يلكـول و م يولوژي ب يها شگاهي در آزما  ي ضرور اري بس ي از ابزارها  يكيعنوان   هب DNA يماركرها :زمينه و هدف  
 قطعه  كي حركت الكتروفورت  زاني م سهيواسطه مقا  ه ب ش،ي مورد آزما  DNA اندازه قطعات    ني تخم يها برا  از آن . اشندب يم

 ماركرهـا   ني ا ي تجار دي تول ي برا يوع متن يها امروزه روش . گردد يمجهول و ماركر پس از انجام الكتروفورز استفاده م        
: بررسي  روش.  استدهيه گردي محصول اراني اي تجاردي توليامد برآ كاري مطالعه روشنيدر ا. شوند يگرفته م كار هب

 ـ و واكـنش زنج يم ـي دو روش هـضم آنز قي به قطعات با اندازه مورد نظر از تلف       يابي  دست ي پژوهش برا  نيدر ا   يا رهي
 پرداختـه شـد كـه انـدازه     ييدهاي و ساخت پلاسـم ي به طراحيمي بر هضم آنزيدر روند مبتن . مراز بهره گرفته شد    يپل

DNA دي گرد دي قطعه مربوطه تول   د،ي كردن پلاسم  ي و با خط   هها برابر با طول قطعه مورد نظر بود         دهنده بدنه آن   لي تشك 
 مورد نظر قرار داده شد و از يها  با طولي قطعاتpTZ57R دي پلاسمMultiple Cloning Site (MCS) در PCRو در روش 

 ـبا اسـتفاده از ا  :ها يافته. دي استفاده گردPCR در واكنش  قطعاتني ايي نهادي توليعنوان الگو برا هها ب  آن  ي اسـتراتژ ني
 تـا  100 شـد و قطعـات    دي اندازه تول  ني با هم  ييدهاي پلاسم يميواسطه هضم آنز   ه ب ي جفت باز  3000 و   2000قطعات  

 در دي جلوبر و معكوس مكمل بدنـه پلاسـم  مري جفت پراكي و تنها با استفاده از       PCR واكنش   ي ط ،ي جفت باز  1500
 جفـت  كي روش استفاده از ني اتيمز: گيري نتيجه .دي حاصل گردpTZ57Rد ي پلاسمMultiple cloning siteدو طرف 

  .باشد ي قطعات بزرگ مهي تهدر متي ارزان قيها مي و استفاده از آنزPCR تمام قطعات با روش دي تولي برامريپرا

  .مولكوليروفورز ژل آگارز، نشانگر وزن ، الكتDNA مولكوليماركر  ،كلونينگ T/A :كليدي كلمات

  

  
 ـ تكنشرفتيزمان با پ هم  ـ ژنتيهـا  كي  Molecular) يلكـول و مكي

genetic)  يبررسبراي   يصي تشخ هاي  روش زي و ن  كي ژنت يكار  و دست 
 ـ واكـنش زنج   ،يم ـي قطعات حاصل از هـضم آنز      هياول  مـراز، ي پل يا رهي

 مـورد  يهـا   روشريمورد نظـر و سـا    DNAي حاوي وكتورهايبررس
 ـاسـتفاده در ژنت   يماركرهـا  DNA  بـه ،يوتكنولـوژ ي و بيلكـول و مكي

 ـباشد تا از طر    ي م ازي ن يرداستاندا  ـ مقا قي  ـ م سهي  حركـت قطعـات     زاني
 ژل الكتروفـورز بتـوان انـدازه قطعـات مجهـول            يشناخته شده آن ط ـ   
 يماركرهــا.  زدني را برحــسب جفــت بــاز تخمــشيحاصــل از آزمــا

 متنوع از چند    ييها با اندازه  DNA  از ي قطعات يتوانند حاو  ياستاندارد م 
 ـ تهيها  راهنيتر  از سادهيكي.  باشندلوبازيجفت باز تا چند ك  DNA هي

   است ييدهاي پلاسماي انواع فاژ يمي هضم آنزيماركر استفاده از الگو

  
 انــدونوكلئاز يهــا ميهــا توســط آنــز  بــرش آنيهــا كــه نقــشه محــل

 ـقطعات حاصله توسـط ا    . باشد ينده مشخص م  محدودكن  روش بـه    ني
 يم ـي هضم آنز  طي ژنوم و شرا   ي باز بي اندونوكلئاز، ترك  يها مينوع آنز 
 راستا به كـار     ني در ا  دهاي از فاژها و پلاسم    يانواع مختلف .  دارد يبستگ

، و λ  ،φX174تـوان بـه ژنـوم فـاژ     يهـا م ـ   آننياند، كه از ب گرفته شده
 ـ مني در ا1و2.اشاره نمود pUC و pBR322 يدهايپلاسم  اسـتفاده از  اني

 نيتـر   از متـداول يك ـي، Hind III بـا   λقطعات حاصـل از هـضم فـاژ   
 اسـتفاده   نيچن هم.  است يميواسطه هضم آنز   ه ماركر ب  دي تول يها روش

 پـشت   يهـا  ي تـوال  ي كه محتو  ييها  ژنوم سلول  يمي آنز ياز هضم نسب  
 است كه   يگري د كرديد رو باشن ي فراوان م  اريسرهم و تكرار شونده بس    

 ـ نوكلئ ي معمـولا بـه ماركرهـا      3. است دهي راستا به انجام رس    نيدر ا   كي
  روش بانيا. شود يگفته م DNA  ماركروه،ي شني شده با ادي توليدياس

 مقدمه
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 يي فقـدان الگـو    ليباشد، از قب   ي م زي ن ييها ي كاست ي دارا يوجود سادگ 
خـاطر   هطعه ب  بودن غلظت هر ق    ري طول قطعات، متغ   شي افزا يمنظم برا 

 بودن اندازه قطعـات  دهيچي پزيها و ن  آن ي نسب مولكوليتفاوت در وزن    
 ـ يم ـي بـرش آنز   يها  بودن محل  ي اتفاق ليدل هب  ـ   ينحـو  ه ب  خـاطر  ه كـه ب

. سـازد  يها را با مشكل همراه م ـ       استفاده از آن   جهي طول و در نت    يسپار
ود  اسـتفاده وج ـ   ي اندازه و سـادگ    نيي دقت در تع   شي افزا ي برا نيبنابرا
صورت  ه و پركاربرد كه ب    ي منطق ييها  فراوان با محدوده اندازه    يباندها

 يبانـدها .  سودمند خواهد بـود    اري بس ابند،ي ي م شي افزا يمنظم و مساو  
 را داشته باشـند كـه بـا وضـوح برابـر قابـل          تي قابل ني ا دياستاندارد با 

  معمـولا  يدي اس ـ كي ـ نوكلئ ي نوع از ماركرهـا    ني باشند، به ا   صيتشخ
DNA Ladder هـا توسـط     و سـاخت آن ي كـه طراح ـ 4،شـود  يگفته م ـ

 ـ يوتكنولـوژ ي محصولات ب  دكنندهي تول يها شركت  يصـورت صـنعت    ه ب
 ـگ يانجـام م ـ   ـتول. ردي  ـبـا ا  DNA يهـا Ladder دي  بـا  اتي خـصوص ني

بـه  تـوان    يم ـهـا     اسـت، كـه از انـواع آن        ريپذ  امكان ي مختلف يها وهيش
 اشـاره   (PCR)مرازي پليا رهي بر واكنش زنجي مبتنيها استفاده از روش

 مطلـوب   يهـا   در انـدازه   ي راه قابل طراح   نيقطعات حاصل از ا   . نمود
 بـر بـودن آن      نـه ي و هز  يدگيچي روش پ  ني ا ياما مشكل اصل  . باشند يم
 ـ كي  است كه هر   مري مجموعه پرا  نيواسطه استفاده از چند    هب نوبـه    ه ب

 ـيده  برنامهازمنديخود ن  و از بـوده   PCRني بـه ماش ـ يفـرد  ه منحصر ب
 ـ مـر ي پرا يادي ساخت تعداد ز   نهي هز يطرف  مقـرون   يلحـاظ اقتـصاد    ه ب

 در جهت كـاهش مـشكلات       ي مختلف ري تداب نيبنابرا. باشد يصرفه نم  هب
 ـگرفته شده است، كـه از آن م  كار هب PCR  با روشدي تولبهمربوط   اني

Multiplex PCR توان بـه اسـتفاده از روش   يم
 و روش هوشـمندانه  5و6

Microsugar Chang وهي شــيواســطه طراحــ ه بــ7و همكــارانش PCR-

Synthesized Marker (PSM) كـه  يگري مناسب دكرديرو. اشاره نمود 
 يا  شـده  ي مهندس يدهاي پلاسم دي تول شود يكار گرفته م   ه ب نهي زم نيدر ا 

 ـ ي و بـرش بـرا  يي شناسـا يهـا  تيها سا است كه در آن    ـ كي  چنـد  اي
بـا   .نظم گنجانده شده اسـت     با فواصل م   ژهياندونوكلئاز محدودكننده و  

ها با    آن يمي و هضم آنز   يياي باكتر يها ستمي در س  دهاي پلاسم ني ا ريتكث
 در 8-10.گردنـد  ي مربوطه، قطعات مورد نظر حاصل م ـ       يهااندونوكلئاز

 ـ تول يقي مطالعه با استفاده از روش تلف      نيا  ـ دي و هـضم    PCR  بـر  ي مبتن
 ـ تولي سـاده بـرا  يا وهي شيميآنز بـه   يا حـدوده در م DNA Ladder دي

 جفـت بـاز     3000 تـا    100 قطعات   ي و پركاربرد كه حاو    عي وس نسبت
 اسـتفاده از    كه ني با توجه به ا    ي بررس نيدر ا . ه شده است  يباشد، ارا  يم

 كارآمد و بـه     اري قطعات مورد نظر بس    دي تول ي برا يياي باكتر يها ستميس
 ي طـول  ي پرداخته شد كـه دارا     ييدهاي پلاسم يباشد به طراح   يصرفه م 

 قطعـه مطلـوب را      يميبرابر با قطعه مورد نظر بوده و پس از هضم آنز          
 ـكه    و با توجه به آن     ندي نما ديتول  ـ جهـت تكث  دي پلاسـم  كي  ازمنـد ي نري

 ازمندي ن ي و جهت غربالگر   يسازد مربوط به شروع همانن    يها سكانس
 ـ   كي يتوال  ـب ي ژن مقاومت آنت  نيتـر   كوچـك  ني اسـت، بنـابرا    يكيوتي

. باشـد  ي جفـت بـاز م ـ     2000 ي حـاو  اتيوص خص ني ا ي دارا ديپلاسم
 جفت  3000 و   2000 قطعات   دي تول ي در راستا  كردي رو ني از ا  نيبنابرا
 جفت 1500 تا   100 قطعات   دي تول ي برا ياز طرف . دي استفاده گرد  يباز

  .بهره گرفته شدPSM  باز از روش
 

  
    كـه در سـال     باشـد  اين مطالعـه از نـوع مطالعـات كـاربردي مـي           

لكــولي دانــشگاه علــوم و در مركــز تحقيقــات پزشــكي م1389-1388
تمـامي  . پزشكي همدان و انستيتو پاستور ايران به انجام رسـيده اسـت           

هـاي   ، آنزيم pTZ57Rمواد مورد استفاده در اين مطالعه، شامل پلاسميد         
هـاي اسـتخراج پلاسـميد،        و كيـت   پليمراز DNAاندونوكلئاز، ليگاز و    

و سوش   Fermentas كلونينگ از شركت     T/A از ژل و     DNAاج  استخر
ــايي ــركت ’Top10F باكتري ــد Invitrogen از ش ــه گردي ــتگاه  . تهي دس

 . بود582BRO16466 مدل BioRadترموسايكلر مورد استفاده 

هـدف از ايـن مرحلـه طراحـي و          : فرآيند مبتني بر هضم آنزيمـي     
اشـند و پـس از      ساخت پلاسميدهايي بود كه داراي طول مورد نظـر ب         

 ـ        بـه همـين منظـور      . وجـود آورنـد    ههضم آنزيمي قطعـه مربوطـه را ب
 جفـت   2886 كـه خـود داراي       pTZ57Rپلاسميدهايي بر پايه پلاسميد     

  . باز است، ساخته شدند
 جفت بـاز بـا      2000براي ساخت پلاسميد حاوي     : طراحي پرايمر 

 ـ          pTZ57Rمنشاء   ا ، پرايمرهايي طراحي شدند كه قادر به جفت شـدن ب
ها عـلاوه     آن PCRهايي از اين پلاسميد بودند كه محصول نهايي          توالي

بر دارا بودن تعـداد جفـت بـاز مـورد نظـر، حـاوي ژن مقاومـت بـه                    
. سيلين و مبـداء همانندسـازي موجـود در پلاسـميد اوليـه باشـد               آمپي
چنين در دو انتهاي پرايمرها توالي مربوط به برش آنزيمي گنجانده            هم

 ـ  رش با آنزيم مورد نظر بتوان آن      شد تا پس از ب     صـورت حلقـوي     هرا ب
ــابراين . درآورد ــبنـ ــوالي   يـ ــا تـ ــر بـ ــت پرايمـ  :F 2000ك جفـ

AAAGAATTCGTATCAGCTCACTCAAAGGCعنــوان پرايمــر    ه بـ ـ

 روش بررسي
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 :AAAGAATTCGCGAGAAAGGAAGGGAAG Rپيشرو و بـا تـوالي   

 2000عنوان پرايمر معكوس جهت ساخت پلاسـميد حـاوي            هب 2000
 و هـضم آنزيمـي بـا        PCRواكنش   در   .ي و ساخته شد   جفت باز طراح  

 ،عنوان الگـو   ه ب pTZ57Rاستفاده از پرايمرهاي طراحي شده و پلاسميد        
مورد الكتروفـورز    حاصله و فرآورده    ترتيب داده شد   PCRيك واكنش   
 DNAسـپس    .گرديـد  استخراج    آگارز  و سپس از روي ژل     قرار گرفت 

اي بـا   ي قرار گرفتـه و قطعـه   مورد هضم آنزيمEcoR Iحاصله با آنزيم 
  . وجود آمد هدو انتهاي چسبان ب

 جفـت بـازي حاصـل از مرحلـه          2000قطعـه   : واكنش ليگاسيون 
 وارد واكنش ليگاسيون شد، T4 DNA Ligaseپيشين با استفاده از آنزيم 

  بـافر  µl5 حاوي انتهاي چـسبان بـا        DNA از قطعه    ng50به اين منظور    
 T4 DNA  واحـد آنـزيم   پـنج گليكـول و  اتيلن   پليµl5 ليگاز، )10×(

Ligase             مخلوط گرديده و حجم محلول واكنش با آب مقطـر ديـونيزه
 ـ           µl50 به مـدت   ه رسانده شد و محلول حاصله جهت انجـام واكـنش ب

C ساعت در دماي اتاق و سپس يـك شـب در دمـاي               يك
º 4   انكوبـه 

  جفت بازي نيـز از پرايمرهـايي كـه         3000براي تهيه پلاسميد     .گرديد
 جفت باز بودند، استفاده     112ل   با طو  DNAقادر به تكثير يك توالي از       

 ـ 11 كلونينـگ  T/A و قطعه حاصله با استفاده از اسـتراتژي          شد داخـل   ه ب
محـصول واكـنش ليگاسـيون      .  كلـون گرديـد    pTZ57R/Tوكتور خطي   

p2000   و p3000    به باكتري Top10F’    هاي رشد يافته     تلقيح شده و كلون
 PCRسيلين با دو روش هضم آنزيمـي و          حاوي آمپي  آگار   LBبر روي   

و p2000  پلاسميدهاي ،تكثير پلاسميدها در .مورد بررسي قرار گرفتند
p3000     حاصله در سوش Top10F’   باكتري E.coli      تكثير يافته و پس از 

Cهاي مربوطـه خطـي گرديدنـد و در شـرايط      استخراج با آنزيم 
º 20- 

 قطعـاتي از    PCRرآيند مبتني بـر     ف در   .جهت فرمولاسيون ذخيره شدند   
DNA        تكثير شده به داخل وكتور خطي pTZ57R/T      كلون گرديد تـا در 

هـاي   نهايت با استفاده از يك جفت پرايمر مشترك كـه مكمـل تـوالي             
 در دو طـرف قطعـه كلـون شـده           pTZ57Rمربوط بـه بدنـه پلاسـميد        

طراحـي پرايمـر    در .باشد، تكثير نهـايي هـر قطعـه صـورت گيـرد        مي
 ژنـوم   DNAهـاي     با استفاده از پرايمرهايي كـه تـوالي        DNAعاتي از   قط

دهند كـه قطعـات توليـد        اي مورد هدف خود قرار مي      گونه هانسان را ب  
 PCR درصد باشد، طي واكـنش       60 تا   40 بين   GCشده حاوي ميانگين    

روند كار به اين نحو بود كه پرايمرها براي توليد قطعاتي           . تكثير يافتند 
جفت باز كمتر از ميزان نهايي قطعه مـورد نظـر طراحـي            102به طول   

قطعات حاصل از واكـنش      ، كلونينگ T/A و   PCRواكنش  در  . گرديدند
PCR پس از الكتروفورز از روي ژل       ، پرايمرهاي مربوط به هر قطعه     با 

 Taq DNAبـا آنـزيم  كه تكثير هر قطعه  با توجه به اين. استخراج شدند

polymerase   براين تمامي قطعات در دو انتهـا حـاوي          انجام گرديد، بنا
A-3’       فراينـد  اسـتفاده در     براي آويزان بوده و در نتيجه T/A   كلونينـگ 

 اين  pTZ57R/Tداخل پلاسميد    هپس از الحاق هر قطعه ب     . مناسب بودند 
با ايـن   .  گرديد ترانسفرم E.coli باكتري   ’Top10Fپلاسميدها به سوش    

، p200 ،p300 ،p400 ،p500 ،p600 ،p700 ،p800 ،p900كار پلاسميدهاي   
p1000  ،p1200   و p1500     پايه    كه پلاسميدهايي ساخته شده برpTZ57R 

، 598، 498، 398، 298، 198، 98ترتيــب حــاوي قطعــات  هبــوده و بــ
  . باشند، ساخته شد  جفت بازي مي1398، 1098، 898، 798، 698

ر  توليـد قطعـات مـورد نظ ـ       برايدر نهايت   : تكثير نهايي هر قطعه   
 مـورد   pTZ57Rپرايمري مشترك كه توالي خاصي را در بدنه پلاسميد          

 و F-Cداد طراحي گرديد، كـه از آن تحـت عنـوان      هدف خود قرار مي   
R-C “C=Common”  اين پرايمر در صورتي كـه پلاسـميد        . شود  ياد مي

نظـر    در p100 كه در ايـن مطالعـه بـا نـام    pTZ57Rفاقد قطعه اتصالي 
 مورد استفاده قرار دهد     PCRعنوان الگو در واكنش      هشود را ب   گرفته مي 

 جفت بازي خواهد بود و به همين ترتيـب          100محصول نهايي، قطعه    
 بـا همـين يـك جفـت پرايمـر مـشترك             p1500 تا   p200پلاسميدهاي  

 بـراي  PCRمراحـل  ). 1 شكل(قطعات مورد نظر را توليد خواهند كرد      
ا مـواد و شـرايط زيـر       واكنش ب  µl50توليد قطعات مورد نظر براي هر       

پرايمرهـاي  ، Taq DNA polymerase واحـد  يـك . صـورت پـذيرفت  
) PCR )×10  پيكومـول، بـافر    20يـك    مشترك مستقيم و معكوس هر    

µl5 )  شـامل(NH4)2SO4 160  ،8/8 ( ميلـي مـولارTris-HCl (pH: 670 
 dNTPsمـولار،     ميلـي  سـه  MgCl2)  درصد tween-20 01/0مولار،   ميلي
 پيكومـول و آب مقطـر ديـونيزه         1/0 پلاسميد الگـو      ميكرومولار، 200

هاي مربوطه مخلوط شـده و در         در ميكروتيوب  µl50استريل تا حجم    
C  دقيقـه دناتوراسـيون اوليـه در دمـاي         چهارپس از    PCRماشين  

º 94، 
C سيكل در دماي 30براي  

º 94ثانيه جهـت دناتوراسـيون،   30مدت  ه ب 
C در دماي 

º 56 اتصال پرايمرها به رشته الگو و   ثانيه جهت    30مدت   ه ب
Cدر دماي   

º 72               با احتساب زمان متناسـب بـا طـول قطعـه و سـرعت 
 در.  جفت باز بـر دقيقـه قـرار داده شـدند           1000مراز معادل    آنزيم پلي 

نهايت هر قطعه روي ژل آگـارز مـورد الكتروفـورز قـرار گرفتـه و از                 
 ـ     ر صـورت محلـول اسـتوك جهـت اسـتفاده د           هروي ژل استخراج و ب
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Cفرمولاسيون نهايي در دماي     
º 20-  تمـام    فرمولاسيوندر   . ذخيره شد

 %10 حـاوي قطعات حاصله پس از تعيين غلظت در بـافر بارگـذاري            
 ):Tris-HCL )6/7pHمـولار     ميلي EDTA، 10مولار    ميلي 10گليسرول،  

هـاي مـشخص مخلـوط        با غلظـت   ،بلوبرموفنل   گرم درصد    005/0و  
 بـا شـماره   Fermentas شـركت  DNA Ladderدر ايـن كـار   . گرديدند
، تركيـب غلظتـي تمـام       نظر گرفتـه   عنوان الگو در   ه ب SM0321كاتالوگ  

   .)1جدول (قطعات مشابه همين نمونه تعيين گرديد 
 

  
 pTZ57R دو پلاسميد بر مبنـاي       ،در فرآيند مبتني بر هضم آنزيمي     

  ’Top10Fوش ـ سE.coli در باكتري ساخته شد كه هر دو قابليت تكثير

اين پلاسـميدها پـس از اسـتخراج و هـضم آنزيمـي بـا               . را دارا بودند  
اندونوكلئاز محدودكننده متناسب با توالي شناسايي گنجانـده شـده در           

 جفـت بـاز را توليـد        3000و   2000ها، قطعات مـورد نظـر شـامل          آن
 تـا   p100اي  ، پلاسـميده  PCRدر فرآيند مبتنـي بـر       ). 2 شكل(نمودند  

p1500      ساخته شده با استراتژي T/A     كلونينگ در باكتري E.coli  سوش 
Top10F’  عنوان الگو در واكـنش   ه تكثير يافته و پس از استخراج بPCR 

گرفته شدند و توانستند تمام قطعات مورد نظر را بـا اسـتفاده از               كار هب
د توليـد نماين ـ ) Reverse-C و   Forward-C(يك جفت پرايمر مـشترك      

 توليد شده در مرحلـه فرمولاسـيون بـر روي    DNA Ladder. )2 شكل(
ژل آگارز مورد الكتروفورز قرار گرفـت و بانـدهاي مـورد نظـر را بـا                 

   .)3شكل (ك و وضوح مناسب نشان داد تفكي
  
  

  يينها ونيفرمولاس جهت ،DNA ماركر در موجود قطعات به مربوطي ها غلظت :1 -جدول
 3000 2000 1500 1200  1000 900 800 700 600 500 400 300 200  100 )باز جفت( قطعه

 ng/µl( 6 6 6 6 16 4/5 4/5 4/5 4/5 16 6/5 6/5 6/5 6/5 ( غلظت

  
  
  
  
  
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

پلاسميد در صـورتي كـه      صورت شماتيك نشان داده شده است، هر         هها ب   و پلاسميد نهايي ساخته شده توسط آن       pTZ57Rقطعات الحاق شده به داخل پلاسميد       : 1 -شكل
  . باشد، قطعه دلخواه را توليد خواهد نمودPCR در واكنش  R-C وF-Cالگوي جفت پرايمرهاي مشترك 

 هايافته
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 تـا  100 از شده، ديتول Ladder قطعات به مربوطي  باندها الكتروفورز: 2 -شكل
 Fermentasشـركت   (ي  بـاز  جفـت  Ladder 100 مجـاورت  در بـاز  جفت 3000

SM#0321( آگارز ژلي رو.  
  

  
، يكي از   DNA جفت بازي    3000 تا   100نشانگرهاي وزن ملكولي    

 ـباشند، كه در اين مقاله بـه ارا   ميDNA Ladderپركاربردترين انواع  ه ي
روش معمول توليد   . روشي كارآمد جهت توليد آن پرداخته شده است       

ميد با استفاده از اندونوكلئازهاي     ماركر، هضم آنزيمي انواع فاژ يا پلاس      
هـاي دقيـق و      اما براي توليد ماركر بـا انـدازه        12و13.استمحدود كننده   

 جفت بازي فاژها و پلاسميدهاي موجود را        100مشخص و با فواصل     
بنابراين براي اين منظور از طراحـي و سـاخت          . گرفت كار هتوان ب  نمي

هـاي   كه حـاوي سـايت    شود   اي استفاده مي   پلاسميدهاي مهندسي شده  
كـه از    و يـا ايـن     8و9باشـند برش آنزيمي در مناطق و فواصل مورد نظر         

 5و6.گـردد  مـي مراز براي توليد هر قطعه اسـتفاده         اي پلي  واكنش زنجيره 
 با استفاده از روش هضم آنزيمي پلاسميدهاي مهندسـي     Ladderتوليد  

نيـز  ، معمـولا داراي ايرادهـايي       وجود مزيـت اقتـصادي بـودن      شده با   
ــي ــثلا  م ــد، م ــط   باش ــده توس ــشنهاد ش ــابق روش پي  Hartley،14 مط

 ، بودنـد DNAپلاسميدهايي ساخته شد كه حاوي قطعـات تكـراري از        
هاي گنجانده شده     تنها بخشي از پلاسميد كه داراي توالي       در اين شيوه  

 مورد استفاده قـرار     Ladder تكراري است براي توليد قطعات       و عموماً 
شود در   ور براي توليد يك قطعه در نظر گرفته نمي        گيرد و بدنه وكت    مي

 ـ              برشنتيجه    ههاي آنزيمي صـورت گرفتـه بـر روي بدنـه پلاسـميد ب
هـاي بـالايي ژل      صورت قطعات جانبي و به شكل اسـمير در قـسمت           

 زا، هزينـه   تواند مشكل  دهد كه رفع آن مي      مي نشان الكتروفورز خود را  
اخت پلاسـميدهايي كـه تمـام        البته اين مشكل با س     گير باشد،  بر وقت 
  ل شدهـد حـشون كار گرفته مي ها در توليد قطعات مورد نظر به بدنه آن

   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 ،)چـپ ( سـاخته شـده      Ladderمخلوط قطعات مربوط بـه      الكتروفورز  : 3 -شكل

Ladder 100شركت (بازي   جفتFermentas SM#0321( )روي ژل آگارز )راست.  

  
 هـا طـي هـضم آنزيمـي         روش تمـام ايـن   ر  از سوي ديگر د    10و8.است

 جداسـازي   گردند كه در اين شـرايط      ميچندين قطعه مختلف حاصل     
قطعات مختلف نيازمند اعمال يـك مرحلـه اضـافي در فرآينـد توليـد               

 PCRبا اسـتفاده از     تكثير قطعات مورد نظر     هايي كه    در روش . باشد مي
Multiplex PCRو حتي 

زيادي پرايمـر  ه تعداد گيرد، نياز ب  صورت مي5
ها باعث ايجـاد پيچيـدگي در مراحـل توليـد            باشد كه استفاده از آن     مي
اي ديگــر بــه منظــور كــاهش تعــداد  رو در مطالعــه از ايــن. گــردد مــي

 PCR-Synthesizedه روشي تحت عنـوان  يپرايمرهاي مورد نياز به ارا

Marker (PSM)
تـا   PCR پرداخته شد تا به واسطه آن استفاده از روش 7

شيوه به كار گرفته شـده در ايـن مطالعـه روش            .  امكان ساده گردد   حد
تـوان از     آن مـي   با بـه كـارگيري     و هضم آنزيمي است كه       PCRتلفيقي  

  . پيچيدگي مراحل توليد كاست
ي ي پلاسميدها ،اين پژوهش  ه شده در  ي روش پيشنهادي ارا   با استفاده از  

برابـر بـا    هـا    آنهر يـك از      تشكيل دهنده    DNA كه طول    ند شد ساخته
 هـر   باشـد،   مـي  ) جفت بـاز   3000 و   2000 ( مورد نظر  اتقطعيكي از   
 تنها با يك هضم آنزيمي قطعه نهايي را توليد نمـوده و يـك               پلاسميد
 مربـوط بـه   ينـي يپروت ساده جهـت جداسـازي مـواد    Clean upفرايند 

 از  .رسـاند  سازي را در حد كفايت به انجام مي        واكنش آنزيمي، خالص  

 بحث
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Saidijam M. et al. 

 توان پلاسميدي  تر نمي    قطعات كوچك  كه براي توليد    آن طرفي به دليل  
 همانندسازي و يـك ژن      مربوط به مبدا  هاي    حاوي سكانس  ساخت كه 

 جفـت بـاز يـا       1500چنين طـول آن       بوده و هم   بيوتيكي مقاومت آنتي 
تر، استفاده   رو بهترين راه براي توليد قطعات كوچك       ، از اين  كمتر باشد 
 ، كه در ايـن مطالعـه بـا        استمراز   اي پلي  ههاي واكنش زنجير   از قابليت 

PSMگيري از روش     بهره
 طراحـي و توليـد كتابخانـه پلاسـميدي          ، بـا  7
 و استفاده از يك   PCRعنوان الگوي واكنش     هحاوي قطعات مورد نظر ب    

 جفـت بـاز،     1500 تـا    100جفت پرايمر مشترك براي توليد قطعـات        
 ـPCRهاي معمول روش   پيچيدگي اهش يافتـه  نحـو چـشمگيري ك ـ    ه ب

 PCRكه در آن تمـام مـواد مـورد اسـتفاده در واكـنش                 طوري هاست، ب 
كـه در    در نهايت، با وجود اين    . باشد  الگو يكسان مي   DNAجز نمونه    هب

تمام مراحل توليد، سعي بر عـاري بـودن شـرايط و محـيط از وجـود                 
حـال تمـام قطعـات پـس از توليـد            عوامل نوكلئاز شده بـود، بـا ايـن        

 EDTAحـاوي   ) بافر بارگذاري ) (:6/7pH( بافر نگهدارنده    سرعت در  هب
نگهداري شدند تا در صورت وجود مقادير ناچيز از نوكلئاز در محيط،     

   .مهار آنزيمي صورت گيرد
سازي قطعات قبـل     منظور خالص  هشايان ذكر است كه در اين مطالعه ب       

ــرده شــد از انجــام فرمولاســيون،   و هــر قطعــه بــر روي ژل آگــارز ب
، ولـي    از ژل آگارز انجام گرفت     DNAسازي نهايي با استخراج      خالص

شود در روند توليـد صـنعتي و نيمـه صـنعتي، اسـتفاده از                پيشنهاد مي 
 از ژل   سـازي    خـالص  هاي ژل فيلتراسـيون سـفادكس جـايگزين        ستون

سازي در  نهايت منجر به تسهيل فرآيند خالص      اين كار در  . آگارز گردد 
لحاظ هزينه مورد نياز بسيار مقرون به        هضمن افزايش خلوص شده و ب     

هاي توليد صـنعتي     در اين روش مانند ساير شيوه      .تر خواهد بود   صرفه
Ladder DNA  ،ــازي قطعــات وجــود دارد ــرل تركيــب ب ، قابليــت كنت

منظـور توليـد مبتنـي بـر هـضم آنزيمـي،             هعنوان نمونه در اين كار ب      هب
اين پلاسميد حـاوي     ساخته شدند كه     pTZ57Rپلاسميدهايي بر مبناي    

 گزينه مناسبي براي توليد     است و از اين نظر    % 50 برابر با    GCمحتواي  
 درصد كه مناسب هدف     60 تا   40 بين   GC با ميانگين    DNAقطعاتي از   
  .باشد  ميما است،

تواند براي توليـد قطعـاتي بـا         جا مي  روش تلفيقي استفاده شده در اين     
عنوان  هب كيلو بازي نيز     يك Ladderتر مثلا در جهت توليد       اندازه طويل 

از طرفي در اين روش ماننـد       . گرفته شود  كار ه بسيار مناسب ب   اي شيوه
كـه هـر قطعـه اعـم از          هاي توليد صنعتي، با توجه به ايـن        تمامي شيوه 
شـود و   صورت جداگانه تهيه مي    ه يا هضم پلاسميدي ب    PCRاستفاده از   

گردنـد،   دلخواه فرمولـه مـي    اي    تمام قطعات با غلظت و مولاريته      نهايتاً
توان كيفيت محصول را از نظر غلظت و وضـوح قطعـات             راحتي مي  هب

تـوان محتـواي     در هر نوبت توليد ثابت نگـاه داشـت و از طرفـي مـي              
 را متناسب با نياز و مطابق سفارش فرمولـه     Ladderقطعات موجود در    

يـن  تـوان از ا    هاي برشمرده شـده مـي      واسطه تمامي ويژگي   هكرد، كه ب  
آل و بهينه در جهت توليد صـنعتي و          عنوان يك روش ايده    هاستراتژي ب 

 ـرونـد كـه   ويـژه آن  هب.  ياد نمودDNA Ladderانبوه  كارگرفتـه شـده    ه ب
تناسب با شرايط خاص توليد اين قبيل محصولات در كـشورهاي در            م

كه اين كـار بـراي       باشد و با توجه به اين      اي چون ايران مي    حال توسعه 
گيرد، در صورت اسـتفاده از ايـن         ر است كه در ايران انجام مي      اولين با 
عنوان قدمي هرچنـد كوچـك       هتوان از آن ب     در توليد صنعتي، مي    شيوه

مـساعدت معاونـت    از   :سپاسـگزاري  .در راستاي خودكفايي ياد نمـود     
پژوهشي انستيتو پاستور ايران و معاونت تحقيقات و فناوري دانـشگاه           

 تامين مالي و پشتيباني اجراي اين پـروژه         علوم پزشكي همدان، جهت   
  .آيد عمل مي هنهايت سپاس ب
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Background: Molecular DNA markers are one of the most important tools in molecular 
biology labs. The size of DNA molecules is determined by comparing them with known 
bands of markers during gel electrophoresis. There are many different protocols to 
produce these kinds of molecular markers. In this study we have suggested an efficient 
strategy to produce molecular weight markers in industrial proportions. 
Methods: To achieve the desired sizes of DNA fragments, a combination of two 
previously known methods, restriction enzyme digestion and polymerase chain reaction 
(PCR), were used. The enzymatic digestion process was based on designing and 
constructing plasmids which equaled in size with the desired length of DNA fragments 
and produced the desired DNA fragment upon linearization. In the PCR method, the 
desired length of DNA fragments were cloned in multiple cloning sites of pTZ57R 
plasmid and in a PCR reaction, the new constructed plasmid was used as a template to 
produce the final fragment. 
Results: Upon application of this strategy, 2000 and 3000 bp DNA fragments were 
produced by enzymatic digestion of plasmids of the same size. Moreover, 100 to 1500 
bp fragments were produced during PCR using only a set of forward and reverse 
primers at the flanking region of pTZ57R multiple cloning site. 
Conclusion: The highest advantage of this cost-benefit approach is to produce different 
types of molecular weight markers by using an effective and short protocol. 
 
Keywords: DNA markers, DNA Ladder, agarose gel electrophoresis, molecular weight. 
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