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 سندگانیرباره نود

 و دانشگاهی غنا یهاو برنامه بوده یکروبیو م یاهیگ یشناسستی، استتاد ز1دکتر سوزان کارسون
در  انیدانشتتتجو یتو خلاق یتفکر انتقاد یهامهارت شیافزا نهیرا در زم یعلم ئتیتوستتتهه ه
 3(یوجرسین ک،یوبرانزویراتگرز )ناو از دانشگاه  .کندیم یرهبر یشمال ینایکارول یالتیدانشگاه ا
با مدرك  2(NC ل،ی)چپل ه یشمال ینایو از دانشگاه کارول فناوریزیست کارشناسیبا مدرك 
 مطتتالهتته در او یحوزه تخصتتتل علم .ه استتتتشتتتد دانش اموختته یولوژیکروبیم یدکترا
، خود یون قبل از ستتمت فهلدکتر کارستت استتت. زاهای بیمارییباکتر یمولکول یهاستتمیمکان
 فناوریزیست یدرس هایبرنامه ، در تولیدسال را به عنوان هماهنگ کننده دانشگاه 19از  شیب
 یشناس ستیبر آموزش ز مبتنی ستال گذشته 17 طی او در یعلم فهالیت گذراند. NC یالتیا

 یمتهدد زیاو جوا است. بودهجویان دانشو خلاقیت تفکر  قدرت تیو تقو دانشگاهیح ودر ستط
 1وزیآموزش علوم هوارد ه هیاتحاد یاز اعضا یکیکرده و  افتیدر یبرتر و نوآور سیتدر یرا برا

طع در مق یکلاس شتگاهیمهتبر را در آزما قاتیو تحق قیبا تحق شتدهتیهدا یریادگیاستت، که 
را  یمولکول یشناس ستیز شگاهیآزما یاو دو کتابچه راهنما .کندیو اجرا م جیترو یکارشتناست

 یو توستتهه برنامه درس یدوره آموزشت نهیرا در زم یدرآورده و مقالات متهدد ریبه رشتته تحر
 ییراهنما یقاتیتحق یهاطرحرا در  یکارشناس یدانشتجو 199از  شیاو ب منتشتر کرده استت.
 یبرا چهکپاری یمولکول یاهیگ یهاتمسیس قاتیتحق یبرنامه تجرب ریو مد یکرده و محقق اصل

 NSF یرهبر یاو در شتتورا استتت. 3(NSFعلوم ) یمل ادیبا بودجه بن 9(REU) انیدانشتتجو

BIO REU  خدمت کرده است. 7یانت کیو یانجمن زنبوردار رهیمد ئتیو در ه کردهخدمت 
از دانشتتگاه  او استتت. 5(NCهای پوینت )در دانشتتگاه  یمیوشتتیب اریاستتتاد ،8میلر .دکتر هیثر بی

 و فناوریزیست/یمولکول یشناسستیز کارشناسیمدرك با (PA ون،ی)کلار ایلوانیپنست ونیکلار
دانش  یولوژیکروبیو م یمولکول کیبا مدرك دکترا در ژنت 19(NCاز دانشتتتگاه دوك )دورهام، 

اه را در دانشگ ناوریفزیستدر برنامه  یسیتدر یپسا دکتر تیموقه کیاو  .ه استشتد اموخته

                                                 
1. Dr. Susan. Carson 

2. Rutgers. University. (New. Brunswick,. NJ) 

3. University. of. North. Carolina. (Chapel. Hill,. NC) 

4. Howard. Hughes. Science. Education. Alliance 

5. Research. Experience. for. Undergraduates. (REU) 

6. National. Science. Foundation. (NSF) 

7. Wake. County. Beekeeping. Association 

8. Dr. Heather. B. Miller 

9. High. Point. University. (High. Point,. NC) 

10. Duke. University. (Durham,. NC) 
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 است. RNA یشناس ستیاو ز یحوزه تخصتل علم رستاند. انیبه پا یشتمال ینایکارول یالتیا
و  یمیوشتتیدوره ب نیاو چند متمرکز شتتده استتت. MRSAو  HIV-1 ژن انیاو بر ب قاتیتحق

 را با حمایت علمیاله مق نیچند همچنین کرده استتت و سیرا توستتهه و تدر فناوریزیستتت
 منتشر و ارائه کرده است. ی،ریادگیو  سیتدر یلیبورس تحص

 دانشگاهاو از  است. 3(دایدر دانشگاه تامپا )تامپا، فلور یمیوشیب اریدانش 1اسکاا  ویثرو .دکتر دی
با  1(FLمیامی، ) یامیو از دانشگاه م یمیدر ش کارشناسیبا مدرك  2(FL)وینتر پارك،  نزیرول

او در درجه اول بر  قاتیتحق شد. دانش اموخته یو سلول یمولکول یدکترا در فارماکولوژمدرك 
و تربیت دانشجویان  آموزش در درجه دوم، و G 9 نیبا پروتئ گنالیس انتقال یندهایفرآ میتنظ

 یلمولکو یشناسستیو ز یمیوشیاو توسط انجمن ب متمرکز شتده استت.یمی وشتیب در رشتته
مورد  ی،ابیآموزش و ارز یهانهیدر زم ی فراوانهاتلاش لیبه دل یعنوان همکار آموزشبه کایآمر

 شده است. تحسین قرار گرفته
او از دانشگاه . است( NCهای پوینت )در دانشگاه یمیوشیب اریاستتاد 6روجیسکی. ملیسکا  دکتر

وسترن رزرو  سیک و از دانشگاه یشناس ستتیدر ز کارشتناستیبا مدرك  7(OHتولدو )تولدو، 
 یتخصص یعلم یها نهیزم شد. دانش اموخته یبا مدرك دکترا در فارماکولوژ 7(OH)کلولند، 
 یدرمان یمیمقاومت ش یهاسمیسرطان و مکان یدرمان یمیش یشگاهیعوامل آزما بررسی او در
 شگاهیااو آزم دهد.یرا آموزش م یکارشناس انیدانشجو ،خود شگاهیاو به طور فهال در آزما است.
 رمتخصلیجامهه غ یبه علم برا یدستترست ستاده کردن  یرا براهای پوینت دانشتگاه  اریست

ح ودر ستتتط یعلم ی مختلفهااو انواع دوره ن،یعلاوه بر ا کند.یم تیو هتدا کرده سیتتسستتت
 را با حمایت علمیمقاله  نیچند همچنین کرده استت است و سیرا توستهه و تدر یدانشتگاه

 منتشر و ارائه کرده است. ی،ریادگیو  سیتدر یلیبورس تحص

                                                 
1. Dr. D. Scott. Witherow 

2. University. of. Tampa. (Tampa,. FL) 

3. Rollins. College. (Winter. Park,. FL) 

4. University. of. Miami. (Miami,. FL) 

5. Regulation. of. G-proteinmediated. signal. transduction. processes 

6. Dr. Melissa. C. Srougi 

7. University. of. Toledo. (Toledo,. OH) 

8. Case. Western. Reserve. University. (Cleveland,. OH) 
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 سخن مترجمان

هتای علمی در علوم زیستتتتی، اجرای دقیق فرآینتدهای طرحهتای اجرای ترین چتالشیکی از مهم
های زیستی آزمایشتگاهی استت تا خطاهای احتمالی به حداقل برستند. با وجود استتفاده از فناوری

شتتوند یا هی همچنان به شتتکل ستتنتی انجام میهای آزمایشتتگانوین در مطالهات، بستتیاری از روش
جام های آزمایشگاهی برای انیابند. بنابراین، مطالهه مبانی نظری و تسلط بر روشتغییرات جزئی می

پژوهشی، مطالهه دقیق  طرحها، از اهمیت بالایی برخوردار است. هنگام مطرح کردن یک طرحدقیق 
 های آماری و یا مفاهیمی که در پایهها، روشبستتتتگیها، متغیرها، همها، مدلهتا، چارچوبنظریته

اند، قدم اول شروع تحقیق است های تحقیقاتی مشابه مورد توجه پژوهشگران قرار گرفتهریزی طرح
های آزمایشتتتگاهی شتتتامل شتتتناخت نحوه شتتتود. روشکه تحت عنوان مبانی نظری شتتتناخته می

های مختلف آن پس از اعمال شرایط تهریف شده موجود زنده یا بخشو استفاده از یک  سازیآماده
 . درباشدمیموجود در آزمایشگاه  ، همچنین تستلط و شناخت کافی نسبت مواد و تجهیزاتطرحدر 

های آزمایشگاهی ترغیب کتاب حاضتر، ستهی شده تا دانشجویان را به فراگیری مبانی نظری و روش
حاضتتر،  یصتتورت قابل توجهی ارتقاد دهد. در راهنماها را بههای علمی آنت، تواناییکند و در نهای

های ساده در فصول اول و تشریح مبانی و مسائل و روش صتورت بیانهای نظری و عملی بهآموزش
 مسائل نوین در فصول آخر، مطرح شده است. 

لسه آزمایشگاه آغاز شده و سپس، مبانی و هر جلسته از کتاب با یک مقدمه در مورد موضتوع ج
نیز به صورت  تمرینات آزمایشگاهی وصتورت دقیق توضتیح داده های عملی مورد استتفاده بهروش

های توانند با استتتتفاده از این کتاب با روشانتد. دانشتتتجویان میبته مرحلته آورده شتتتده مرحلته
 ستتازیخالل، RNA، استتتخراج DNA باکتری، استتتخراج کشتتت همانندمختلفی  آزمایشتتگاهی

 PCRهای میزی، واکنشآو رنگ ، انواع الکتروفورزهای نوترکیب، تولید و استخراج پروتئینپروتئین
ده از با استفا ژن بیان ترازیابی و ، توالیهای پستاندارانکشت سلول همانندهای مدرنی و حتی روش

 کنند.  آشنا شده و تسلط کافی پیدا CRISPRو  RNAi همانندهای مختلف روش
های کلاستی دانشگاه ایالتی توجه شتود که مواد مصترفی موجود در این کتاب با توجه به برنامه

این نکته حائز اهمیت استتت که با توجه به بابت بودن  کارولینای شتتمالی ارائه شتتده استتت. اما بیان
تواند به یک عامل محدود های آزمایشتگاهی، عدم دسترسی به مواد مذکور در این راهنما نمیروش

 تولید داخل و رجوع به مصرفیمواد  جایگزینیهای آزمایشگاهی تبدیل شود. با طرحکننده در انجام 
گونه محدودیتی به اتمام های علمی را بدون هیچطرحتوان ها، مینحوه استتتتفاده از آن نامهشتتتیوه
   رساند.

 چ



 ح

ونه نظرات، پیشتتنهادات و انتقادات محققان و استتتادان محترم پذیرای هر گ مشتتتاقانه مترجمان
 مرکز نشر حوزه پژوهش و فناوری های بهدی کتاب هستتند. همچنین لازم است ازبرای بهبود چاپ
تمامی دوستتان و همکارانی که ما را در تهیه و پیشتبرد این کتاب یاری و تشویق  دانشتگاه گیلان و

ویراستاری علمی و سرکار خانم بهار هوشیار  برایویژه سترکار خانم دکتر فاطمه صفری اند، بهنموده
 ویراستاری ادبی این کتاب، مراتب تقدیر و تشکر خود را به جای آوریم. برای
 
 

 خلقمجیدرضا خوش
 مهندس مهدیه رهبر                                                                                              
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 پیشگفتار
 دهد که از جمله ابراتقرار می ریتسبهای زندگی ما را تحت بسیاری از جنبه نوترکیب DNA فناوری
ها و موجودات های زیستتتتی، دارومقاوم به خشتتتکی، ستتتوخت هایفرآوردهتوان بته تولیتد آن می
 هایفرآوردهمنظور تولید در طول تاریخ خود و به فناوریژنتیکی اشتتاره کرد. زیستتت شتتدهاصتتلاح

ابلیت داری به قصتتورت مهنیهای ترکیبی، بهتولید ژن در نهایتها و پروتئینی پربازده و یا تولید ژن
 م( متکی بوده استت. باکتری اشرشیا-مشتابه از رشتته مورد نظر DNA)تولید  DNA کلون کردن

های ستتتلولی برای تولید مقادیر عنوان کارخانهها به( و یا ستتتایر میزبانEscherichia coli)کولی 
 هایردهفرآو، انسولین انسانی یکی از مثالعنوانبهگیرند. ها مورد استتفاده قرار میزیادی از پروتئین

که در این کتاب ذکر  شتتده دیتولهای مشتتابهی با استتتفاده از بستتیاری از روش که استتتنوترکیبی 
 شود.می

 یشناسستیز قاتیتحق ،گذرداین کتاب می شیرایو نیکه از انتشار سوم یهشتت ستال طی در
 و همچنان در حال تکامل هستند. شده یاساس یهایآن دستخوش دگرگون یو ابزارها یمولکول

ها تبدیل شتده است  اتکا در بستیاری از آزمایشتگاه ةیک نقط عنوانبه ژن نبیا ترازاصتلاح و یا 
های ها و همچنین طرح روشعملکرد ژن ةانقلابی را در مطاله CRISPRو  RNAiهای روش ویژهبه

 ییهافناوری چنین کهنیاده است. با در نظر گرفتن ها ایجاد کرانتخابی در بسیاری از بیماری درمان
هستند، پژوهشگران  فناوریهای پزشتکی و زیستبه ستنگ بنای تمامی جنبه شتدنلیتبددر حال 

های کاربردی منتقل و در مطالهات از و عملی، آن را به بخش نظریهای بخش فراگیریتوانند با می
 تکش وشتامل جلسات آزمایشگاهی  ،راهنما آزمایشتگاه جامع ةبنابراین، کتابچ  جویی کنندبهره آن

مستقل و یا یک ترم  طرحعنوان یک تواند بهو می است CRISPRو  RNAi، پستاندارانهای سلول
 می مورد استفاده قرار گیرد.صورت یک تدریس دو ترو یا حتی به طولانی پیشرفته

در  کنندهشرکتدر طول هشتت ستال آینده ما چه چیزهایی را فرا خواهیم گرفتپ پژوهشگران 
اما چه چیزی در پیش رو قرار داردپ ما  ،جدید قرار دارند هایفراگیری یافتهاین دوره در خط مقدم 

 توانیم صبر کنیم تا بفهمیم!!!نمی
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 مربیان توجهقابل
دانشگاه ایالتی کارولینای  شتدهارائهدر اصتل بر پایه برنامه درستی  ،آزمایشتگاه در راهنما بتااین ک

 هایپیشرفتگردآوری شده است. در دهه گذشته،  فناوریشتمالی و بر طبق برنامه توستهه زیستت
ده که نحوه ایجاد فرضیه توسط دانشمندان را مولکولی ایجاد ش فناوریدر شاخه زیست یتوجه قابل

های رایج همچنان بابت باقی ها، بسیاری از روشنیز تغییر داده استت. با وجود تمامی این پیشترفت
های جدیدتر اختصاص های جدیدی را اضافه کردیم که به روشاند. در ویرایش چهارم، ما بخشمانده

 Scienceاشتتاره کرد که در مجله  CRISPR به فناوریتوان ها مییافته استتت. از جمله این روش
شرح  یشگاهیجلسات آزمارا به خود اختصاص داد.  «انگیزکشتف شگفت»عنوان  3919چاپ ستال 

 یاتر در سطح بالیتخصتصت یهادوره یبرا پژوهشتگران یستازآماده یراهنما برا نیدر ا شتدهداده
 ،یکارشناس هایپایهمستتقل در  یقاتیتحق یهاطرح یو برا یمولکول یشتناستستتیزو  یمیوشتیب

 شده است. یطراح و دکتری ارشد یکارشناس
ستتتاعت آزمایشتتتگاه در طول هفته به همراه چندین جلستتته  1هنما حداقل ادوره مهمول این ر
کنیم این برنامه می پیشتتتنهاد. ما استتتترم دقیقه( در طول ت 29 نزدیک بهآزمایشتتتگاهی موقت )

 هایتمرینبرای چندین مورد از پژوهشتتتگران زیرا  ،قستتتمت تقستتتیم شتتتود 1تا  1آموزشتتتی به 
 برگزاریهای کوتاه دیگری را انجام دهند. های تلقیحی و یا فهالیتآزمتایشتتتگتاهی بتایتد کشتتتت

 پیشتتنهاددر طول هفته  باریک( بیش از ژن بیان تراز: اصتتلاح و 9ستتلولی )بخش  کشتتتهای کلاس
های آزمایشگاهی کلاس یبرگزار دارد ونیاز به حفظ و نگهداری دقیقی  هاشتود. نگهداری ستلولمی

از مراحل آزمایشگاهی باید  یهای. لازم به تذکر است که بخششتودمی پیشتنهادموقت در طول ترم 
های موقت و یا حضور مربی و یا که این امر نیازمند برگزاری کلاس شتودهای خاصتی انجام زمان در

 .استدستیار آموزشی 
ساعت آموزش در هفته  1اند، به گذراندن های ابتدایی را دیدهآموزش پیشپژوهشتگرانی که از 

در  هاآنکه گنجاندن  استها بسیار زیاد ز آزمایشتهدادی ا علاوه، زمان انکوباسیوننیازی ندارند. به
 شودمیهای کلی گنجانده نامهشیوهدر کار . در این موارد، مراحل ستینهای آموزشی منطقی برنامه
ین پروتئ وصل شدن، القا مثالعنوانبهدهد )را برای کلاس انجام می بخش مهینی از آزمایش ،و مربی

ساعت زمان را به خود اختصاص  3-1و  داردآزمایشگاهی نیاز  مرحله به چندین IPTG با استفاده از
تا  شتتودموکول  بهدازظهرشتتود که دوره آزمایشتتگاه به زمان می پیشتتنهاددلیل،  نیبه همدهد(. می

 های شب، انکوباسیون را صبح انجام دهد.نیمه یمربی بتواند به جا
و سطوح مختلف مورد استفاده  مؤسساتای از تاب در طیف گستتردههای پیشتین این کنستخه

های مقدماتی برای پژوهشگران آزمایش طراحی ،قرار گرفته استت. هدف از تهیه این نسخه از کتاب



 ر

در نسخه جدید است.  های جایگزین پیشرفتهبیوشیمی و افزودن تهدادی از روش شتناستی/زیستت
 آموختگاندانشکارشتتناستتی و یا  تر ازآموختگان ستتطح بالابرای دانش در اکثر مواقعها ن بخشای

های مورد استفاده واقع خواهد شد که به تهداد زیادی از روش های کارشتناستی ارشد و دکتریپایه
 یجدید هایشیوه استفاده از های جدید شاملآزمایشتگاهی تستلط کامل داشتته باشتند. این روش

 کمینیمه صتتورتبهتوان آن را که می بوده یک وستتترن بلات به نظر مورد ژن کلون کردن نندهما
تری خواهد بود. جدیدکرد  بنابراین نستبت به کلون کردن ژن مورد نظر روش جایگزین ستازیآماده

 مشاهده نمود. 2های یک تا صلتوان در فهای جایگزین جدید را میاین روش
هتای آزمایشتتتگاه ای برای فراگیری روشهفتته 13شتتتامتل یتک دوره  2هتای یتک تتا بخش
 cDNA ها شتتامل کلون کردن. این آزمایشاستتتشتتناستتی مولکولی و بیوشتتیمی مقدماتی زیستتت

آن به یک وکتور بیانی  پیوندو  PCR( با استتتفاده از egfp) 1بهبود یافته ستتبز پروتئین فلورستتنت
های مثبت )بخش دوم: غربالگری تغییر (  غربالگری کلونDNA کاریدستتتباکتریایی )بخش اول: 

 نوترکیب )بخش ستتوم: بیان، شتتناستتایی و و تهیین کمیت پروتئین یستتازخالل، ها(  بیانیافته
در  mRNAستتازی کمی تجزیه و تحلیل. هستتتنداز باکتری(  های نوترکیبپروتئین یستتازخالل

توان در طی دو الی سه جلسه آزمایشگاهی که این بخش را میاست بخش چهارم توضیح داده شده 
های موجود در بخش چهارم را ای، تمامی قستتمتهفته 19کرد. در یک دوره مهمول  برگزاراضتتافی 

جلسه ابتدایی  13تمرکز خود را فقط بر  ینتوان جای داد، هرچند که بستیاری از مربیان بیشتترمی
کنند. بخش پنجم که در های درس ارائه میدر کلاس را هاو ستتتایر بخش گذارندمیآزمتایشتتتگتاه 

و روی کنترل بیان است ها بیان ژن ترازویرایش جدید کتاب به آن افزوده شتده، مربوط به اصلاح و 
 هاتننه شده که طراحی یصورتبهکند. این بخش آموزشتی تمرکز می های پستتانداراندر ستلول ژن
یار پژوهشگران قرار را در اخت پستاندارانهای ستلول و عملی کشتت نظریاز دانش  ییهانهیزمشیپ

ای هدر این سیستم مدل با استفاده از روش در مورد چگونگی دگرگون کردن بیان ژن ، بلکهدهدمی
ها . این آزمایشگذاردپژوهشتتگران مینیز اطلاعاتی را در اختیار  CRISPRو  RNAiاق موقتی، الح

 است نیا دیبه آن توجه کن دیکه با یانکته نیترمهمبهتر استت در یک دوره مجزا قرار داده شتود. 
 یترم طراح کی اجرا در یبرا، استتت شتتده انیراهنما ب نیکه در ا یشتتگاهیکه تمام جلستتات آزما

 یبرا یمختلف یهاخاص شما، روش یدرس یازهای، در طول دو ترم، بسته به نبا این حالاند. نشتده
 خواهد بود. ارائه قابل هاشیانجام تمام آزما

 هاادشنهیپ نیا. میاکردهجویی در زمان و هزینه را ذکر در سترتاستر متن، نکاتی مرتبط با صرفه
 خود گنجانده شده است. تفاده عاقلانه از منابعدر اس انیکمک به مرب یبرا

                                                 
1. Enhanced. green. fluorescent. protein. (egfp) 
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 یمهرف ،آموختگیدانشپس از  یشتتگاهیآزما یاحتمال یکارها یبرا انیدانشتتجو یستتازآمادهدر 
با  یمهمول ادداشتیدفترچه  کی یجابه( یکی)الکترون یمجاز یشتگاهیآزما ادداشتتیدفترچه  کی

های زیادی دارد. های ما، این روش مزیتبر طبق بررستتی .واقع شتتود دیمف ممکن استتت یصتتحاف
های دانشجوهای خود دسترسی داشته یادداشتبه  وقتتمامصتورت تواند به، مربی میمثالعنوانبه

چاپ، برش و  یجاتا به ستتتازدیفرد را قادر م ،یمجاز شتتتگاهیآزما دفترچهباشتتتد. برای دانشتتتجو، 
ترده صفحات گس را به لکه ای ژل ریتصاو یسادگبه شده،یصحاف ادداشتیچه دفتر کیچسباندن در 

چک ) هابازبینه ،هاولجد ستتترعتبهتوانند یم نیهمچن هاآن کند. بارگذاری گریاکستتتل و موارد د
 شتتدنگمدستتت خط و  ییها مشتتکل ناخوانادفترچه نیکنند. ا جادیها را انامهشتتیوهو  (هاستتتیل

و  sgRNA یطراح ،گویلوا یستتازهیشتتب یابزارها یبرخ ن،یکند. علاوه بر ایها را برطرف مدفترچه
 Benchling ها همچنان قابل چاپ هستتتتند.یورود .انددادهیجارا در خود  یتوال لیوتحلهیتتجز

(http://www.benchling.com) صتتورتبهکه  استتت های مجازیی از دفترچهیهااز نستتخه یکی 
 یتتتمتتحتتبتتوبتتدر عتتیتتن  زیتتنتت LabArchivesدر دستتتتتتتترس استتتتتت.  گتتانیتترا
(http://www.labarchives.comهز )کاربران در بر دارد.استفاده  یبراهایی را نهی 

های شرح داده شده در بخش پنجم را دارند، به آزمایشگاهی برای مربیانی که قصد انجام آزمایش
. قبل از دارندنیاز  HEK293های برای کار با ستتلول (BSL-2) 31ح ایمنی زیستتتی درجه با ستتط

طور هبلازم از سازمان ایمنی زیستی  یهاهیدییتسها، مطمئن شتدن از وجود شترکت در این آزمایش
از  یریشتتگیترل و پمراکز کن قیتوان از طریرا م BSL-2 یهانامهشتتیوهشتتود. می پیشتتنهاد اکید
 .مورد بررسی قرار داد/( http://www.cdc.gov/biosafety/publications) یماریب

تجاری مناستب برای استفاده در این دوره  Escherichia coliما استتفاده از باکتری  پیشتنهاد
های لولتوان از سدهد، میبودجه شما امکان این عمل را در اختیار شما قرار نمی کهیدرصورت. است

های تهیه داری کرد. روشدرجه نگه -79پس از تولید در فریزر را  هاآنباید خانگی استفاده کرد که 
 قرار داده شده است. پیوستدر بخش  شایستههای سلول

پلازمیدهای  در دسترس هستند. یتجار صورتبهراهنما  نیشرح داده شده در ا یهاپادتنتمام 
pBIT  وpEGFP-N1 ویثروآموزشتتی تحت نظر دکتر استتکات  هایهدفو برای  بدون هیچ هزینه 

و درج  switherow@ut.eduتوان از طریق آدرس میگیرند. عالی قرار می در اختیار مراکز آموزشی
، pET-41aتمتاس بود. پلتازمیدهای  در ویثروبرای درخواستتتت پلتازمیتد بتا دکتر  pBITعبتارت 

pLentiCRISPR-E  وpLentiCRISPR-EGFP هاآنو باید  استصتورت تجاری در دسترس به 
صورت پایدار را به gfp که ژن HEK293و همچنین  HEK293های سلولی را خریداری کرد. تیره

                                                 
1. Biosafety. Level. 2. (BSL-2) 

mailto:switherow@ut.edu


 

 ش  

صورت بهتوان آن را که می استدر بخش پنجم مورد نیاز  بیان ژن رازتکنند، برای اصلاح و می بیان
 تجاری تهیه کرد.

 ژ



 س

 گذاریامن
و  فتهایبهبود ستتتبز پروتئین فلورستتتنت و ایجاد اختصتتتار برای ژن گذارینام روند ،علمی در منابع

بوده استتت. در این  کنندهجیگو در بدترین حالت  ناستتازگارصتتورت های آن در بهترین حالت بهژن
برای آدرس دادن  EGFP( و واژه mRNAو یا  DNAبرای آدرس دادن ژن ) egfpکتتاب، از واژه 

 -اس-برای ژن گلوتاتیون gst به همین شتتکل، از واژهاستتتفاده شتتده استتت.  آن ژنی هایفرآورده
های باکتریایی مورد ژنی آن استفاده شده است. ژن هایفرآورده برای بیان GSTو از واژه  1ترانسفراز

شوند  ژن با حروف کوچک می گذارینامها، استاندارد باکتری گذارینام برحسببحث در این راهنما 
، ژن مثالعنوانبهشتتتود. می گذارینامنی با حرف اول بزرگ و بدون حالت ایتالیک ژ هایفرآوردهو 

 نوشته خواهد شد. Lacl صورتبهو فرآورده ژنی آن  laclصورت به lacاوپران  کنندهسرکوب
 

                                                 
1. Glutathione-S-transferase 
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 مقدمه
 وصتتل شتتدن جهیدرنتکیبی ستتاخت یک پروتئین تر فرآیندهای یک، دو و ستته این راهنما بخش
مشتق  افتهیبهبود( و ژن gst) E. coliاز باکتری  دهد  یک ژنهای دو موجود مختلف را شرح میژن

ترکیبی سبب تولید یک  ژن (. بیانegfp) 1ویکتوریا عروس دریایی سبز فلورستنت نیپروتئشتده از 
در پروتئین ترکیبی )الحاقی(  GSTپروتئین منفرد در باکتری شده که به علت مشخل بودن بخش 

توان با استفاده از فلورسنت مشاهده و را می شدهخالل. پروتئین استت یستازخاللقابل  یراحتبه
 سازی نمود.کمی

ها حرکت کرده و با استتفاده از رونوشت برداری مهکوس با ینبخش چهارم فراتر از ستطح پروتئ
PCR (RT-PCR پا به مطالهه در سطوح )mRNA گذارد. سطوح میmRNA جهیدرنتتوان را می 

 سازی و مورد مقایسه قرار داد.کمی القاکنندههای و یا عدم وجود مولکول
 خواهیم پستاندارانهای سلول ایی خارج و وارد بحث کشتتدر بخش پنجم، از ستیستتم باکتری

مطالهه شده و  پستاندارانهای سلولی صورت پیوسته در تیرهبه EGFPشد. در این بخش از راهنما، 
مورد بررستتی قرار  CRISPRو  RNAiتفاده دو روش مختلف با استت نژ بیان ترازاصتتلاح و  فرآیند

 خواهد گرفت.
، نظریهای شده است که روش طراحی یصورتبههای مختلف این راهنما طور خلاصته، بخشبه

های ای آزمایشههای مورد نیاز برای تجزیه و تحلیل دادهو روش های طرح کلی آزمایشچهارچوب
ارائه دهد.های تحقیقاتی را شناسی رایج در بسیاری از آزمایشگاهبیوشیمیایی و زیست

                                                 
1. Aequorea. victoria 



   



   

 فرآیندهای آزمایشگاهی
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 DNA کاریدستبخش اول: 
 مراجهه شود( 1-)برای توضیحات نموداری به شکل

 استتخراج DNA های باکتریایی حاوی وکتور بیانی از کشتتت لازمیدپpET-41a  باکتریE. 

coli. 
 برای برش وکتور  محدودکنندههای استفاده از آنزیمpET-41a. 
  استفاده ازPCR برای تکثیر ژن ( الحاقیDNA egfp از از عروس دریایی )pEGFP-N1  و

 برای تولید انتهای چسبنده. محدودکنندهحذف 
 استفاده از آنزیم DNA وکتور و الصاق دو  وصل شدنبرای  لیگازDNA .به یکدیگر 
  وارد کردنDNA یبی به ترکE. coli. 

 های نوترکیببخش دوم: غربالگری سلول
 های مثبت حاوی ژنکلون تسیید gst::egfp مرازای پلیبا استفاده از واکنش زنجیره. 
 استتخراج DNA تسییدمنظور به محدودکننده ا استفاده از آنزیمب هاآن ها و هضماز نوترکیب 

 .gst::egfpالحاقی  DNAبیشتر حضور 
 های مثبت حاوی کلون تسییدEGFP با استفاده از خاصیت فلورسانس. 
 خطاهای تک نوکلئوتیدی در ژن رخدادعدم  تسیید egfp با  در طی کلون کردنPCR  توسط

 یابی.توالی



 

 ع

 
 تولید کلون. فرآیند :1-شال

 
 از باکتری های نوترکیبسازی پروتئین، شناسایی و خالصبخش سوم: بیان

 آکریلسدیم دودسیل سولفات پلی الکتروفورز استفاده از ژل( آمیدSDS-PAGE و ) تجزیه و
 پروتئین نوترکیب. بیان تسییدمنظور به وسترن بلات تحلیل

 در مقیاس بزرگ با ایزوپروپیل تهیه یک محیط کشتتت-β-D تیوگالاکتوپیرانوستتید (IPTG )
 اقی.های الحمنظور تولید مقادیر زیادی از پروتئینهای نوترکیب و بهبرای کشت باکتری
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 ر ستونی پیوستگی.در یک بست الحاقی پروتئین سازیخالل 
 هاستون یوشوسازی پروتئین در نتیجه شستکمی. 
  استتتفاده ازSDS-PAGE  منظور بررستتی خلوص و میزان به هاستتتون ستتازیخاللبرای

 تخریب.
 mRNAتجزیه و تحلیل سطوح : بخش چهارم

 سازیخالل RNA از کلون باکتریایی مثبت. کل 
  مرازای پلیزنجیره نشکمهکوس با وا یرونوشتتتت بردارانجام (RT-PCRبه ) منظور تهیین

 و یا لاکتوز. IPTGبهد از القا با  mRNAکمیت 
 ژن بیان ترازبخش پنجم: اصلاح و یا 

 موقتی  انتقالEGFP های به سلولHEK293  پستاندارانتیره. 
 های تولید سلولHEK293 پایدار  با قابلیت بیانEGFP. 
 کاهشی ژن بیان egfp  با استفاده ازRNAi  و یاCRISPR. 
 انسانی با استفاده از  یک ژن کردن بیان خاموشCRISPR. 
 

 متداول کاربردیهای نامهشیوه
 شخصی برای هر  زمانکیو مواد مصترفی در  گرها(واکنش) هامهرفی تمامی مهرف ها:معرف

. در دیینمابنابراین، برای فراگیری تمامی این موارد صبر و همکاری   تواند مشکل باشدمی
از مربی و یا تکنسین برای دریافت  بهتر است، صتورت تمام شدن یک ماده مهرف یا آنزیم

 بیشتر ماده کمک بگیرید.
 قرارگیری در مهرض  است در ابرمکن و م هستند متیقگران هابیشتر وقتها آنزیم :هامیآنز

همواره از  و یا آلودگی خاصتیت خود را از دست دهند. برای برداشتن هر آنزیم اتاقدمای 
را  هاآنو هرگز  دادهها را در یخ قرار تازه و استریل استفاده کنید. آنزیم 1یک ستر ستمپلر

آخرین جز  عنوانبهها را ید. همیشه آنزیمقرار نده 3میکروسانتریفوژ ، در ركاتاقدر دمای 
 ریغتواند ستتبب های بافر نشتتده میبه واکنش خود اضتتافه کنید. افزودن آنزیم به محلول

 شدن آن شود. فهال

                                                 
1. Pipette. tip 

2. Microcentrifuge. rack 
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 های با اندازه شما با سه مدل سرسمپلر: سر سمپلرP10 ،P20/P200  وP1000  بر
تمام شدن این ابزار، مربی خود را  پس ازکار خواهید داشت. ، سروحسب نوع فهالیت

 آگاه سازید.
  درست شتیوهقبل از استتفاده از تجهیزات آزمایشتگاهی،  بهتر استت که: تجهیزا 

جای یک دانشجو، از شتک، به هرگونهوجود در صتورت  بیاموزید.استتفاده از آن را 
وه بر تهمیرات پر هزینه، استتتفاده نادرستتت از . علاکنید راهنماییدر خواستت مربی 

تجهیزات به هر نحوی  کهیدرصتتورتتواند بستتیار خطرناك باشتتد. این تجهیزات می
 گزارش دهید. ،منظور تهمیر مجددآسیب دید، به

 شده ارائه شتگاهیآزما یمنیا یهانامهشتیوهتمام  بهتر استت که: ایمنی آزمایشکگاه 
رائه ا شگاهیآزما یعموم یمنیا نیاز قوان ی. فهرستدینک تیخود را رعا انیتوسط مرب

 شود.یم نیگزیخاص موسسه و دوره شما جا نیشده است، اما با قوان
 

 ایمنی آزمایشگاه
قرارگیری در مهرض ترکیبات آزمایشتتتگاهی شتتتامل  هایتمرینخطرات احتمالی پیش رو در طول 
کار با تولید  به هنگامطی خاصی باید . اقدامات احتیااستت( UVستمی و تابش اشتهه ماورادبنفش )

DNA  اجرا پشتیبانی قسمتنوترکیب صورت بپذیرد. برای اطمینان از امنیت و رفاه دانشجویان در ،
 شود.پیشنهاد می شدتبهقوانین زیر 

مواد غذایی نباید وارد آزمایشگاه  گونهچیهو  استخوردن و آشتامیدن در آزمایشگاه ممنوع  -1
 .شود

 .استحضور در آزمایشگاه ضروری  لحظاتاستفاده از عینک محافظ در تمامی  -3
 شود.می پیشنهادهنگام حضور در آزمایشگاه لباس مخصوص آزمایشگاهی بلند  -2
 .استممنوع  شدتبههای جلوباز در آزمایشگاه استفاده از صندل و سایر کفش -1
از دستکش استفاده کنید. همواره  کنندهکیتحراستفاده از مواد خطرناك و  هنگامهمیشته  -9

منظور جلوگیری از آلوده های خود را دور انداخته و بهقبل از ترك آزمایشتتگاه دستتتکش
 پیوسته تهویض کنید. صورتبههای خود را آزمایشگاهی و غیره، دستکش کردن تجهیزات

منظور جلوگیری از خطرات ناشی از و به شودموی بلند باید همیشته در پشتت ستر بستته  -3
 های گشادی خطرناك، از پوشیدن لباسیهای استریل و مواد شیمیاهای آتش، کشتشهله

 اجتناب کنید.
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ی با هایشوند را در ظرفها استفاده میلوله و ستایر تجهیزاتی که برای رشد میکروارگانیسم -7
های فرستتاده شوند. محیط اتوکلاو تا برای فرآیند بدهیدقرار  «1مخاطره زیستتی»علامت 
است و بیشتر مهینی که دارای وایتکس  هایظرفها در مایع حاوی میکروارگانیسم کشت
 شود.آوری جمعشود، ها شناخته میعنوان گورستان باکتریبه

های ی شیشه قرار دهید. در ظرفبرای قرارگیر شدهمشخلهای ها را فقط در جهبهشیشه -7
 با علامت مخاطره زیستی، شیشه و یا هر جسم تیز دیگری را قرار ندهید. نشده اتوکلاو

 ینگهدار ی. برادینگه دار یضرور ریغ یهایختگیرهمبهاز  یخود را عار شگاهیآزما مکتین -5
شما  مکتیروز، ن انی. در پادیکن و کشو استفاده نتیاز کاب یو لوازم اضاف یشخص لیوستا
 شود. در جای خود قرار دادهشما  زاتیباشد و تجه زیتم دیبا
 گوش استفاده کنید.محافظ ، از ساز فراصوتاستفاده از دستگاه همگن هنگام -19
ه در کابینت محافظ دستگا کهیدرصورتو  3ایلومیناتوردر صورت استفاده از دستگاه ترانس -11

 UVصورت استفاده کنید. عینک محافظ در برابر  UVخود قرار ندارد، همیشه از محافظ 
ایلومیناتور تجزیه و تحلیل خود را روی ترانس کند. ستتهی نکنید ژلاز شتتما حفاظت نمی

 نمایش صتتفحهکنید. در صتتورت استتتفاده از یک تصتتویربردار دیجیتال، ژل خود را روی 
تجزیه و تحلیل کنید و در صتورت عدم دسترسی به آن، از ژل خود عکس گرفته و سپس 

 آن را تجزیه و تحلیل کنید.
 دهید. وشوشستصورت کامل از ترك آزمایشگاه به پیشدستان خود را  -13
القوه ب عیما ای ییایمیماده ش کی ختنیدر صورت رسرعت از بین رود. ها باید بهتمام نشتی -12

 .دیاطلاع ده یزنده به مرب یهاسمیکروارگانیم یك حاوخطرنا
 را به یک مربی ارجاع دهید. هاآسیب دیدگینشت، بریدگی، سوختگی و یا سایر  هرگونه -11
ی و خروج اضطراروشو چشم، دوش ، محلول شستستازی آتشکپستول خاموشاز محل  -19

 اضطراری آگاهی پیدا کنید.
برق مشکل داشتید، به مربی  با منبع برق و یا جریان ژل نکار کردشتما در  کهیدرصتورت -13

گرفتگی یک شتخل، ستهی کنید با استفاده از یک اطلاع دهید. در صتورت مشتاهده برق
در غیر این صورت شما   یک ظرف پلاستیکی، جریان را قطع کنید همانندجستم نارستانا 

 شوید. یگرفتگبرقنیز ممکن است دچار 

                                                 
1. BIOHAZARD 

2. Transilluminator  
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و ابزارهای آزمایشتتگاهی را در موقهیت مناستتب  ترك آزمایشتتگاه، تمامی تجهیزات قبل از -17
تمامی تجهیزات الکتریکی خاموش شده و همچنین مطمئن شوید سپس  ،بدهیدخود قرار 
 های گاز خاموش هستند.مشهل

 .استورود حیوانات خانگی به آزمایشگاه ممنوع  -17
را تنها در ظروف مخصتتوص خود تخلیه کرده و از ریختن آن در  مواد شتتیمیایی خطرناك -15

 .دیینماسینک خودداری 
 شود.می پیشنهادشدت به  زکزا زایی نسبت بهتجدید ایمنی -39
 نیکه ا دیتوجه داشته باش)بخش پنجم(،  HEK293های سلولی در صورت کارکردن تیره -31

 دارنتتد ازیتت( نBSL-2) 3-ستتتطح یستتتتیز یمنیا فرآینتتد بتته انطبتتاق بتتا هتتاستتتلول
(/https://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5 این بدان مهنی استتتت .)

 هاآنرای افرادی که از خطرات متوستتتطی را ب کته مواد مورد استتتتفتاده در این آزمایش
شتده مورد استفاده قرار  تسیید BSL-2و باید در یک محیط حاوی  داردکنند استتفاده می

 گیرند.
 

 شگاهیکار در آزما هنگام یکل دیناا  مف
هنگام استتفاده از آب در آزمایشتگاه، شتما باید در حد امکان از آب دیونیزه استفاده کنید.  -1

از شده باشد نی یهفاستتفاده از آبی که با دقت بیشتتری تصت برای کاربردهای خاص، حتی
های برای بستتیاری از آزمایش شتتده( ای که اتوکلاو)آب دیونیزه شتتده . آب استتتریلاستتت
اوه، . بهلاسترساندن آلودگی باکتریایی نیاز  به حداقلمنظور در این راهنما به شتدهمطرح

( )بدون هسته RNase، استفاده از آب مخصوص بدون RNAکردن با مولکول  هنگام کار
مهمولی  یکشلولهآب. تحت هیچ شرایطی نباید از استتموارد ضتروری  هابیشتتر وقتدر 

 استفاده کرد.
جزا م از یک سرسمپلر حتم بههنگام استتفاده از ستمپلر )پایپت(، برای برداشتتن هر نمونه  -3

زیرا مقادیر بستیار اندکی از مایع هنگام برداشتت نمونه در سرسمپلر باقی  ،استتفاده کنید
به یک نمونه دیگر، احتمال بروز  شدهاستفادهخواهد ماند. در صورت استفاده از یک سری 

 آلودگی وجود خواهد داشت.
ایل عمده شتتکستتت ها اطمینان حاصتتل کنید. یکی از دلاز مخلوط کردن مناستتب نمونه -2

. در بستتیاری از موارد، استتتفاده از یک استتتها ها، مخلوط نکردن مناستتب نمونهآزمایش
تواند مفید واقع شتود. در سایر موارد، نیروی ورتکس بسیار زیاد این منظور می ورتکس به

https://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/
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سازی هنگام خالل، مثالعنوانبهشود.  سازمشتکلهای شتما تواند برای نمونهبوده که می
DNA تواند سبب برش نامطلوب می از باکتری، ورتکس کردن نمونه بهد از هضم پلازمید
DNA ها نتیجه بهتری خواهد تر نمونهپلتازمید شتتتود. در این موارد، ترکیب کردن ملایم
 داشت.

و در طول شب، توجه شود که طول  27℃ای در دم ها در محیط کشتهنگام رشد باکتری -1
تر سبب تشکیل طولانی ستاعت باشد. انکوباسیون 13مدت رشتد در محیط باید در حدود 

پلازمید مورد نظر در اطراف کلونی و  دارد یترکوچکای شده که اندازه های ماهوارهکلونی
کوباستتیون بیشتتتر، رشتتد در درجه اصتتلی را نخواهد داشتتت. در صتتورت نیاز به زمان ان

ت صورتواند مفید واقع شود. رشدی که بهتر میطولانی زمانمدتتر برای های پایینحرارت
 زمانمدتتوان در شود را میستاعت حاصتل می 13 زمانمدتو  27℃مهمول در دمای 

نکات  مربوط به هاینامهشیوهمراحل در  نیانمود.  برداشت اتاقستاعت در دمای  73-17
 در زمان ذکر شده است. جوییصرفه

فاقد  یاییباکتر های باکتریایی، ظروف حاوی باکتری باید در انکوباتورهنگام تشتتکیل کلونی -9
در  مدتیطولانداری درپوش و برعکس شتتوند )ستتمت درب به ستتمت پایین(. هنگام نگه

س برعک صتتتورتبهرافیلم پیچیده و ( باید در پاپتری دیشمنظور -یخچتال، ظروف )پلیت
 قرار داده شوند تا از تجمع متراکم در سطح جلوگیری شود.

( استفاده شود. برای P10 ،P20/200سمپلرهای رایج ) باید از سر آگارز برای بارگذاری ژل -3
 رایجهای بارگذاری نازك ژل امری یپروتئین، استفاده از سر SDS-PAGEبارگذاری ژل 
های ژل، پیستتتون ستتمپلر را تا های خود در چاهکعلاوه، هنگام بارگذاری نمونهاستتت. به

سبب کشیده شده هوا به داخل چاهک شده و در نهایت  کار نیاانجام انتها فشتار ندهید. 
اگر حجم  استتتشتتود. بستتیار بهتر میجایی نمونه در چاهک باعث ایجاد مشتتکل در جابه

تا اینکه سبب از دست رفتن آن  بگذارید( از نمونه را در سری باقی µL1>بستیار اندکی )
تواند مورد استتتفاده نیز می SDS-PAGEهای رایج برای بارگذاری در ژل شتتوید. ستتری

و بین دو  ودواقع شتود، اما باید توجه شتود که ستری درست در بالای چاهک قرار داده ش
از یکدیگر شود. محل  هاصفحهرا سری ممکن است سبب جدا شدن واقع نشود، زی صتفحه

از شتتروع و پایان کار، محل را  پیشو  ضتتد عفونی کردهدرصتتد  79 کار خود را با اتانول
خصتتتوص هنگام کار با باکتری، میزان آلودگی را به پاك کنید. این امر به طور کتامتلبته

 استتفاده از هود کشت، های پستتاندارانبا ستلول رستاند. در صتورت کارمی کمترین حد
 شود.سلولی یک ضرورت محسوب می

 گ



   

 بخش اول
DNA کاریدست
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 یک باکتریایی و بیان به یک ژن از عروس دریایی ژن یک پیوندهتدف از این بخش آزمتایشتتتگتاه، 
 هایاما هدف از این کار چیستپ تغییر ترتیب توالی  استهیبرید )دورگه(  DNAپروتئین از توالی 

ای هشتتناستتی و برنامهژن، یک ابزار قدرتمند برای درك فرآیندهای زیستتت ژنتیکی یا کلون کردن
، Escherichia coliبرای باکتری  افتهیتوسهه. با استتفاده از ابزارهای بنیادین استت فناوریزیستت
 هایی را مطرح کرد.تر، بحثتوان در مورد سایر موجودات پیچیدهمی

عنوان یک و هم بهنوترکیب  DNAهم برای اهداف تولید  E. coliاند که دانشمندان کشف کرده
تواند بسیار بیگانه به پروتئین می DNAمستتقیم و ترجمه  شتده برای انتقال شتناخته مرجع یلتوا

های ژنتیکی، عامل لیاهای مرتبط با توتولید داده کنندهرهیخ ستتترعتبهواقع شتتتود. با توجه  مفید
این  هایدهفرآورنیستتت، بلکه درك ضتتهیف ما نستتبت به عملکرد  DNAیابی توالی محدودکننده

 .استها توالی
ای ستتازی پیچیدهکد شتتونده که عمل خالل یک ژن ، کلون کردنفناوریزیستتت نظر نقطه از

ا هزینه کمتر و ستتتازی بخالل باشتتتد، زیرا فرآیند توجهقابلتواند یک مزیت می E. coliدارد، در 
تر خواهد بود اگر یک ژن انسانی نیز اوقات منطقی هابیشتر وقتهمچنین درجه خلوص بالاتری )در 

شد،  یسازیتجاراولین پروتئین نوترکیبی که تولید و در فرآیند تولید قرار گیرد( انجام خواهد شد. 
قرار یابتی بسیاری مورد استفاده تولید و برای افراد د 1579انستولین انستانی بوده که در اوایل دهه 

های بنیادینی که شما در این کلاس فرا خواهید گرفت، قادر خواهید بود . با استفاده از مهارتگرفت
انید توها میستتتازی کنید. با استتتتفاده از این مهارتو خالل تا ژن پروتئین نوترکیب را کلون، بیان
هومی مف یهانهیزمشیپو همچنین کنید بررسی  ،شناسایی شده عملکرد هر پروتئینی را که ژن آن

 .بیاموزیدرا  ترشرفتهیپ هایروشمورد نیاز برای 
 های نوترکیبپروتئین و بیتان DNA هتای میزبتان دیگری برای کلون کردناکنون از ستتتلول

بستتیاری از  همانندهای یوکاریوتی همچنین میزبان ،Bacillusهای متهلق به جنس باکتری همانند
و حتی یک پستاندار زنده  حشرات، کشت سلول پستانداران سلول ها، گیاهان، کشتمخمرها و قارچ

ره قابل استفاده برای نوترکیب در این دو DNAهای تولید شود. بسیاری از روشکامل استتفاده می
 .هستندها کلون کردن در سایر میزبان

 egfp سبز پروتئین فلورسنت شتود، ژنکردن آن می ژنی که در این دوره اقدام به کلون و بیان
 از عروس دریایی افتهی بهبودنور  پروتئین فلورستتتنت ستتتبز با هیستتتوکی EGFP. پروتئین استتتت

Aequorea victoria سویهاست( ژن  همانندهای آن . ژن کد کننده پروتئین فلورسنت سبزegfp )
گیرد. ژن گزارشگر مورد استفاده قرار می 3و یا نشانگر 1عنوان ژن گزارشتگرای بهصتورت گستتردهبه

                                                 
1. Reporter. gene 

2. Marker  
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شود. در صورت وجود بیان ی بیان پروتئین مورد استفاده واقع میکه برای ردیاباستت عبارت از ژنی 
وت و های متفاهای مختلف، بافتو یا تهیین محل در محیط فنوتیپی )تظاهر(، امکان مطالهه فهالیت

ای گونهنوترکیب به DNAتر خواهد بود. سازه یا مراحل مختلف نمو پروتئین مورد نظر بسیار راحت
یا  و و سازه به سلول بپیونددکه ژن گزارشگر به یک ناحیه از پروموتور مورد نظر  است ستاخته شده

گذاری )برچسب توان برای علامتهمچنین می EGFPاز . شتود یکپارچهموجود میزبان منتقل و یا 
های وانایی بیان پروتئیننوترکیب که ت DNAهای ها و از طریق تولید ستتتازهزدن( ستتتایر پروتئین
های زنده و یا موجودات داخل ستتلولرا  هاآنمورد استتتفاده قرار داد تا  داردالحاقی فلورستتنت را 
عنوان شود، بلکه از آن بهعنوان یک ژن گزارشتگر استفاده نمیبه egfp، از طرحردیابی کرد. در این 

های و ارزیابی آن استفاده خواهد شد و از این طریق روش یک ژن مناستب برای اهداف کلون کردن
 خواهد شد. فراگرفتهنوترکیب و بیان پروتئین  DNA کاریدستاساسی 
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 در بخش اول پیشرفته جایگزین یهانهیگز
م (، بخش دوDNA کاریدستتتت) نخستتتتبخش  ویژها بهدر این راهنم شتتتدهیطراحهای آزمایش

 ترکیبهای نوسازی و تجزیه و تحلیل پروتئین، خاللها( و بخش ستوم )بیان)غربالگری تغییریافته
اس اند. بر اسشده شناسی مولکولی و یا بیوشیمی طراحیهای مقدماتی زیستتاز باکتری( برای دوره
 های پیشرفتهی این راهنما، ما در این نسخه پیشنهادهایی را برای کلاسهای قبلبازخوردهای نسخه

 ها،جایگزین نیاایم. (، در اول هر بخش قرار دادهAAs) 1هتای پیشتتترفتهو تحتت عنوان جتایگزین
 یاطرحارائه دهند تا در  انشتتجویاند یرا برا یفردمنحصتتربه یهاکه راه اندشتتدهیطراح یاگونهبه

 ، حرکت کنند.است داده شده حیکتاب توض نیکه در ا یگامبهگام یهااز روش یرویمشتابه، بدون پ
سازی پروتئین( آشنایی ، خاللمحدودکنندهبا  ، هضتمPCRهای بنیادین )با روشکه  یانیدانشتجو
ند. تحقیقاتی مستقل استفاده کن حطرهای پیشرفته برای تولید یک توانند از این روشمی اندداشتته

ورت صها نیز ممکن است بهتکمیل آزمایش زمانمدتشود، با در نظر گرفتن تغییراتی که اعمال می
اط های خود با احتیریزیشتتتود که مربیان در برنامهبنابراین، پیشتتتنهاد می  قابل توجهی تغییر کند

های چهارم )تجزیه و تحلیل ت باشتتتند. بخشو مراقب اجرا منطقی هر یک از این تغییرا نندعمل ک
های جایگزین پیشرفته در اول فصل ( شامل قسمتبیان ژن و اصلاح تراز( و پنجم )mRNAسطوح 
پذیر صتتتورت انهطافو همچنین تا حدودی به انتدشتتترفتتهیپهتای بخش هتاآنزیرا  ،شتتتونتدنمی
 .اندشدهیطراح

 توانند طراحیمیکه  دادهای را در اختیار قرار ، پیشتتنهادهای گستتتردههای پیشتترفتهزینجایگ
های ذکر شتتده را کلون کند( و یا توالی آزمایش egfp از ریغ به یک ژن)صتتورت کامل را به آزمایش

، یکی از مراحل غربالگری را حذف کند(. برخی از پیشتتنهادها مثالعنوانبهد )ندر کتاب را تغییر ده
های خاصی بوده برخی دیگر حاصل از اقتباس از آزمایش کهیدرحال شده انیب هاافزودهتحت عنوان 

وتئاز ر  استفاده از پکمی ژلنیمه تجزیه و تحلیلعنوان مثال: توضتیح داده شده است )به پیشتترکه 
 (.EGFPاز  GSTکردن  برای جدا

 

 DNA کاریدست -: قسمت اولهای پیشرفتهجایگزین

یک پروتئین  در یتک وکتور بیتانی بتا توانایی بیان egfp یتک ژن هتدف از این بخش کلون کردن
و  . دانشجویاناست سازیخالل فرآیند ساده کردن منظور با یک برچسب )ژن گزارشگر( به الحاقی

انتخابی خود را تغییر دهند،  طرحدنبال تنوع در کلاس بوده، ممکن استتت  هکه ب مربیان پیشتترفته
سازی(. در این لی دوره را حفظ خواهند کرد )کلون، غربالگری، خاللهمچنان موضوع ک کهدرحالی

                                                 
1. Advanced. Alternatives 
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 تر و یا مربیان درآن توستط دانشجویان باتجربه یبرگزاربخش پیشتنهادهایی ارائه شتده که امکان 
صتتورت خاص، تهدادی از تغییرات پیشتتنهادی در این پذیر خواهد بود. بهامکان ترکوچکهای کلاس
 نشان یطورکلبه ینظرات تجربگرفته خواهد شد.  به کار طرح( در سراسر DNA کاریدستبخش )

 گذارد.یم ریدر دوره تسب یدستنییپا یهاشیبر آزما نیگزیجا روش این که چگونه دهدیم
 
 های مختلفآغازگربا  egfpکلون  1-1

هایی آغازگرو بحث شده در این متن، از  احیهای طرآغازگرجای استفاده از توانند بهدانشجویان می
و امکان ستتفارش آن برای هر  هستتتند متیقارزان هاآغازگرکه خود طراحی کرده استتتفاده کنند. 

توانند تجربه طراحی و ستتتفارش دانشتتجویان میخواهد بود.  ریپذامکانآزمایشتتگاه و یا دانشتتتجو 
های خود را برای استتتتفاده در طرح هاآنحل کردن و تهیین رقت مناستتتب ها و همچنین آغتازگر
 CRISPRآزمایشتتتگاه، بخش  39در جلستتته  آغازگرهای کلی برای طراحی نامه. شتتتیوهبیاموزند
ون این کل ها برای فرآیندآغازگرهای قبل توجه در طراحی گنجانده شده است. یکی از نکته پیشرفته

نوکلئوتید  2-1های محدود شتتونده و )محل استت که نوکلئوتیدهای مهرفی شتده برای کلون کردن
وصتتل ( و یا دمای MT) 1آغازگردر محاستتبه دمای ذوب محل محدود شتتونده(  9´اضتتافه در انتهای 

منظور کاهش تهداد به عنوان یک مربی ود. به، نبتاید نادیده گرفته شتتتونPCRدر واکنش  3شتتتدن
، اصتتطلاح ژنتیک و شتتناستتی مولکولیزیستتت دردستتت )ای مورد نیاز برای کاربردهای پایینهآنزیم

رود. هر رشته به کار می  RNA و  DNA دستت برای اشتاره به جایگاه نستبی دربالادستت و پایین
DNA یا RNA روی  که این دو از روی جایگاه کربن استتتت 2'پایانه  و یک 9'پایانه  یک دارای
اند. بسته به جایگاه، بالادست بخشی است که در شده گذارینام هاآن ریبوز یا اکستی ریبوزدی حلقه

 از آنجایی که .استتتت 2' دستتتت بخشتتتی استتتت که در نزدیکی پایانهو نیز پایین 9'یانه نزدیکی پا
DNA در دستپایین و بالادست ،است رشته دیگر جهتاست و جهت هر رشته وارونه  ایدو رشتته 
وان تم(، می-آیدمی شمار به گردیدست در رشته بالا و دستپایین ترتیب به هارشتته این از هرکدام
 های محدود شونده را انتخاب کرد. محل
 

 سایر مواد مورد نیاز
 ( NotIو  NcoI) مورد استفاده محدودکنندههای توسط دانشجویان  آنزیم شدهیطراح PCR آغازگر
 شته باشد.تفاوت داتواند می
 

                                                 
1. Primer. Melting. Temperature. (Tm) 

2. Annealing 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D9%85%D9%88%D9%84%DA%A9%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%98%D9%86%D8%AA%DB%8C%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%98%D9%86%D8%AA%DB%8C%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D8%B1%D8%A7%D9%86%E2%80%8C%D8%A7%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%A7%DB%8C%D8%A7%D9%86%D9%87%D9%94_%27%DB%B5
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%A7%DB%8C%D8%A7%D9%86%D9%87%D9%94_%27%DB%B3
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%AF%DB%8C_%D8%A7%DA%A9%D8%B3%DB%8C_%D8%B1%DB%8C%D8%A8%D9%88%D8%B2&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B1%DB%8C%D8%A8%D9%88%D8%B2
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B1%DB%8C%D8%A8%D9%88%D8%B2
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 آزمایشی فرآیند
 هنوز برای کلون کردن NotIو  NcoI کهیدرصورتتواند مشابه باشد )می یدستتنییپاهای آزمایش

 و سفارش داده شوند. یک هفته قبل طراحی نزدیک بهباید  هاآغازگرشود(. استفاده می
 
 PCRبدون  egfp کلون کردن 1-2

روش برای  نیمؤبرترو  ترینستتریع هابیشتتتر وقت PCRبا استتتفاده  با توجه به اینکه کلون کردن
 1کلونینتتگستتتاب ، در برخی موارد، فرآینتتداستتتتیتتک توالی از یتتک وکتور بتته دیگری  انتقتتال

از   DNA تکنیکی است که برای انتقال یک توالی ویژه گکلونینساب ،شتناسی مولکولیزیستت در)
سازی هشبی روش کلونینگ نباید باستاب) (شتودیک وکتور والدی به یک وکتور مقصتد استتفاده می

توان م( را می-دکه یک تکنیک مرتبط استتت، اشتتتباه گرفته شتتو molecular cloning یمولکول
هر دو وکتور  ةمحدودکنند)ناحیه(  هضمه از یک و تنها با استفاد PCRاز  بدون استتفاده و یراحتبه

توان با هضتتم ، این امر را میpET-41aو  pEGFP-N1مورد نظر( انجام داد. در مورد  و الحاق )ژن
پس از بستن ژل انجام داد.  آگارز قطهات از ژل سازیخالل، NotIو  NcoIدو وکتور با استتفاده از 

گنجانده  پیشرفته CRISPRآزمایشگاه، بخش  39ژل در در جلسه  سازیخاللاطلاعات مربوط به 
 شده است.

 
 سایر مواد مورد نیاز

)توسط بسیاری  از ژل DNA سازیخالل  کیت در هر گروهpEGFP-N1 (µg 1 )مقادیر کافی از 
 شود(.ها فروخته میاز شرکت

 
 آزمایشی فرآیند
 ازیسخاللشوند. این جلسه باید برای  سازی و هضمباید در یک جلسه آزمایشگاهی خالل وکتورها

از ژل اختصاص داده شود.  DNA سازیخاللبا استفاده از کیت  اگارز ترکیبات هضتم شتده از ژل
از  ، این فرآیند باید کمتریلطورکبهانجام شود. هفته بهد تواند ( می)ژن و انتقال وصتل شدن فرآیند

 نامهبا استتفاده از شیوه PCRدانشتجویان همچنان فرصتت انجام  بکشتد  در نتیجهیک هفته طول 
 موجود در بخش دوم را خواهند داشت.

 

                                                 
1. Subcloning  

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D9%85%D9%88%D9%84%DA%A9%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/DNA
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 egfpبه غیر از  کلون یک ژن 1-7
قرار دارد. دلیل  egfp ژن و بیان کلون کردن پیرامونهای استتتاندارد در این راهنما همگی آزمایش

، ن حالبا ای. گرددیبازمبه توانایی بسیار سریع و ساده سنجش عملکردی فلورسنت  انتخاب این ژن
توان با هر در این راهنما را می شتتدهارائه نامهکنند. شتتیوهها به این راحتی عمل نمیبستتیاری از ژن
 حطریک مربی و یا دانشتجو ژن یا پروتئین خاصی را تحت عنوان یک  کهیدرصتورتژنی اجرا نمود. 

لید در این کتاب اقدام به تو ذکرشدهتواند با استفاده از ترتیب مراحل کند، میتحقیقاتی مطالهه می
در یک وکتور دیگر،  cDNAدر صتتورت وجود مورد نظر خود کند. ستتازی پروتئین ترکیبی و خالل
توان با را می cDNAسازی کرده و ها خاللتوان از سلولرا می RNA .تر خواهد شدراحت آزمایش

-pETتکثیر و با یک  PCRرا توسط  هاآنسپس  و های تجاری موجود سنتز نموداستتفاده از کیت

41a  استکلون کرد. جزئیات این روش در بخش چهارم موجود. 
های نپادت و، باید تنظیم اندکار داشته و های الحاقی سردستت که با پروتئینهای پایینآزمایش

های عملکردی با فلورسنت دیگر خریداری شوند، زیرا سنجش های وسترن بلاتخاصی برای آزمایش
را  تریهای تحقیقاتی منطقیها تجربهستتتادگی بیشتتتتر، این آزمایش وجود باکارایی لازم را ندارند. 

 و ژن بیان آزمایشگاهی شرایط خطا در وجود د )از جمله احتمال بالانسازمی فراهمبرای دانشجویان 
و  که توانایی کلون، بیان انیمحلول(. دانشتتتجوی به حداکثر رستتتاندن بیان پروتئین الحاقی منظوربه

صتتتورت ها و بهد با ترکیب این آزمایشنتواند، مینکنیک پروتئین را کستتتب می ژن ستتتازیخالل
 د.نها تولید و منتشر کنهایی را برای مطالهه عملکرد پروتئینمستقل، داده

 
 آزمایشی فرآیند
بابت باقی بماند. تغییرات  مرتبط با کلون کردن هایتواند در تمامی بخشآزمایشتتی می نامهشتتیوه
از  هک بپذیردصتتورت  ستتازیخالل دوره غربالگری و تجزیه و تحلیل فرآیند یتواند در انتهاتنها می

ها برد. برای غربالگری، دانشجویان باید به سایر آزمایشبهره می EGFPمزیت خاصتیت فلورستنت 
تا نتایج کلون کردن را  کنند( رجوع PCRو نتایج  یابیهای توالی، دادهMiniprep تجزیه و تحلیل)

 SDS-PAGE ها روی ژل، تنها در صتتورت تهیه چاهکستتازیخالل تجزیه و تحلیل. نمایند تسیید
 .استامکان پذیر 

 
 آگارز کمی ژلنیمه الاتروفورز 1-4

ود. نکته شتت، کستتب حداکثر میزان داده از آن امری منطقی محستتوب میهنگام انجام یک آزمایش
 بازمنظور مشاهده سایز قطهات به DNA هایباند، به تفکیک آگارز ژل اصتلی استفاده از الکتروفورز

هایی اضتتتافه بر توان دادههای ژل، میها در چاهک. هنگتام بارگذاری حجم دقیقی از نمونهگرددیم
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 هاآنهمان نکته مورد نظر استتتت.  طور دقیقبههای نیمه کمی دریافت کرد. آزمایش ستتتازمتان را
یری گهایی که با اسپکتروفوتومتری اندازهنمونه اندازهبهکنند اما دقت آن هایی کمی را تولید میداده
ید تواندر نمونه خود، می DNA، با دستیابی به یک تقریب نزدیک از با این حالشتوند، نیستت. می
 DNAقطهه  نیچندگیری کنید. در مواردی که های خود را اندازهاستتپکتروفوتومتری نمونه دقتبه

یتتک  کتتهیدرحتتالتوان برآورد کرد، قطهتتات را می تتتک تتتکدر یتتک نمونتته قرار دارد، غلظتتت 
 از اسید موجود در نمونه خواهد بود. بسیاریاسپکتروفوتومتر تنها قادر به تهیین غلظت کل نوکلئیک

 فرآیند ساده کردن که سبب  هستتندافزارهایی دارای نرم ،های مستتندستاز ژل و تصتاویرستیستتم
را  مرتبط به آن نامهشوند. در صورتی شما به چنین دستگاهی دسترسی دارید، شیوهستازی میکمی

یک نمونه را به دست  DNAغلظت  توان یک تخمین کلی ازمطالهه کنید. حتی بدون دستتگاه، می
ها استتفاده شود. بانداز  هرکداممنظور تهیین جرم کش( باید به)خط DNA ladderیک آورد. ابتدا 

( برای این امر مفید واقع N3232)شتتتماره کاتالوگ  NEBاز  kb 1با اندازه  DNA ladderیتک 
 ی نیز برای انجام محاستتباتترهای گستتتردههای استتتاندارد با محدوده جرمکشتتخطشتتود، اما می
با شتتتماره کاتالوگ  Invitrogenبا حجم بالا از  DNA ladderتر موجود هستتتتنتد )متاننتد دقیق

باندهای موجود در ژل را  تک تک، جرم کشخط(. با بارگذاری مقادیر مشتتتخصتتتی از 10496016
 کشخطرا بتا باندهای موجود در هتای خود تهیین کرد. نمونته کشخطتوان بتا توجته بته نوع می

، کشخطهای موجود در باندبا  مقایستتهقابل  DNAداشتتتن جرم مقایستته کنید )برای اطمینان از 
شما شدت )روشنایی(  باند کهیدرصورتهای مختلف از نمونه مفید واقع خواهد شد(. بارگذاری حجم

ی جرم مشابهی هستند. اگر باند دارا هاآنداشتته باشتد،  کشخطموجود در  باندمشتابهی را با یک 
 توان گفت که جرم نمونه شما دودو برابر بیشتر روشن است، می کشخطشما به نسبت یک باند در 

 کشخطبرابر بیشتتر استت. در صتورت امکان، بهتر استت که شدت باند خود با باند موجود در یک 
جرم  kb 5/9قطهه شما  کهیدرصورت، مثالعنوانبهای مشتابه دارد مقایسته کنید. که اندازهرا دیگر 

مقایسه  کشخطدر  kb1 ، با قطههkb19 یا kb1/9 مقایسه با باندهای یجابهدارد، بهتر است آن را 
 بگذارد. ریتسب 1GelRed)دای( در توسط رنگ یریپذرنگتواند بر میزان کنید، زیرا اندازه باند می

به وانید غلظت را با تقستتتیم حجم نمونه خود تجرم باند خود را برآورد کردید، می کتهیهنگتام
بارگذاری  نمونه شما همان حجمی نیست که در ژل DNAآورید. به یاد داشته باشید، حجم  دستت

که نیازی نیست آن  است DNAبارگذاری شتده در ژل همچنین شامل بافر بارگذاری  کردید. نمونه
 μL3 نمونه را با DNAاز  μL 19کنید. برای مثال، اگر شما حستاب  DNAرا در محاستبه غلظت 
از ترکیب را روی ژل بارگذاری کنید،  μL 19 ترکیب کنید و ستتتپس 63DNAبافر بارگذاری نوع 

                                                 
1. GelRed. dye 
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توان در یرا م یکممتتهین الکتروفورز یروش کل نیا. μL 2/7 برابر خواهتتد بود بتتا DNAحجم 
کتاب مورد بحث قرار خواهد  ةکه در ادام به کار برد زین SDS-PAGE انندهم گرید یهانامهشتتیوه
 گرفت.

 
 سایر مواد مورد نیاز

DNA ladder  (. 10496016با حجم بالا )با کاتالوگDNA ladder با اندازه kb 1  با کاتالوگ(
N3232شود.شامل نمیرا  یاگسترده یوده جرماما محدتواند مورد استفاده واقع شود، ( نیز می 

 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه اول
 با سمپلرها کار کردن: گیریجهت

 
آزمایشتتتگاهی کار خواهید کرد که کل ترم را پوشتتتش  طرحاز هفته آینده، شتتتما روی یک  هدف:

ه مورد استفاد لط بر تجهیزاتماجراجویی، آشنایی با فضای آزمایشگاه و تس آغازاز  پیشخواهد داد. 
مایکروپایپت(. )ستتمپلرها شتتود  محستتوب می ضتتروریبیوشتتیمی امری -در آزمایشتتگاه مولکولی

خاصی را در این مورد انجام نداده باشد، امروز این کار را  گیریمربی شتما هنوز جهت کهیدرصتورت
 انجام خواهد داد.

 
 یزا فهرست تجه -1

 هکیدرصورت مهم است. اریبست شیآزما پیش از آغاز یشتگاهیآزما زاتیکار و تجه طیبا مح ییآشتنا
های آزمایشگاهی دیگر های زمانی با کلاسصورت مشترك و در سایر بازهفضای آزمایشگاهی شما به

 مواد ،با این حالصورت اشتراکی استفاده کرد. توان بهرا می اتزیتجهقرار داشتته باشتد، بسیاری از 
 های مختلف آزمایشگاهی بهاستتریل نباید بین گروه بارمصترفکیبافرها و تجهیزات  همانندمهینی 

ها را نگاه کنید. و سایر بخش هاقفسهها و تجهیزات، اشتتراك گذاشتته شتود. برای شتناسایی مهرف
چیزی از قلم افتاده است، مربی خود  کهیدرصورتو  نیدرا بررسی ک ریز بخشفهرست ارائه شده در 

بوده را نبتاید در روزهای مختلف  «بته ازای هر گروه»را آگتاه ستتتازیتد. مواردی کته تحتت عنوان 
آزمایشگاهی بین دانشجویان مختلف به اشتراك گذاشت. این موارد را با حروف اول و روز آزمایشگاه 

 خود برچسب بزنید.
 برق نیتسمیک منبع  □
 ژل آگارز یبرا یافق DNA ژل ینیدستگاه م کی □
 P1000و  P10 ،P20 ،P200چهار عدد سمپلر:  □
 هر گروه یبه ازااستریل  µL 1999 یک بسته سرسمپلر □
 هر گروه یه ازاباستریل  µL 399 یک بسته سرسمپلر □
 هر گروه به ازایاستریل  µL 19 یک بسته سرسمپلر □
 ی برای یخ(تجهبه یونولییا  کنندهخنک)یک سطل یخ  □
 (Kimberly-Clark, Roswell, GAیک بسته دستمال مرطوب ) □
 های آزمایشبرای لوله mL 99و  mL 19 یک رك یونولیتی □
 باکتری در شب ( برای کشتmm 199×79 درپوش دار ) لوله آزمایش یک بسته □
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 های درپوش داربرای لوله یک رك لوله آزمایش □
 شده برای هر گروه اتوکلاو mL 7/1یک بسته ویال میکروسانتریفوژ  □
 mL 19 بارمصرفکییک بسته پایپت  □
 پمپ پایپت پلاستیکی یا الکترونیکی □
 mL 99 یک استوانه مدرج □
 mL 999 یک استوانه مدرج □
 لیتری 3یک بشر مدرج  □
 تریس/ ×1و یکی برای بافر  دو بشر یک لیتری به ازای هر گروه، یکی برای آب دیونیزه شده □

 EDTA (TBE) بورات/
به لیتری پیرکس در نتارنجی یا ارلن برای ذوب کردن آگارز میلی 999یتا  399یتک بطری  □

 هر گروه ازای
 جایی آگارز ماکروویو شدهیک دستکش حرارتی برای جابه □
 گذاریبرچسب علامت □
 ماژیک با جوهر بابت □
 درصد 79یک بطری پلاستیکی فشاری برای الکل  □
 ری برای آب دیونیزهیک بطری پلاستیکی فشا □
 پایه یک حلقه با گیره □
 یک جفت انبرك با انتهای صاف □
 دو جفت عینک ایمنی □
 یک بسته کیسه فریزر برای هر گروه □
 آمید مینی برای پروتئینآکریلپلی یک دستگاه ژل □
 برای پروتئین ترانس بلات-دستگاه مینی □
 میکسر و ورتکس □
 میکروسانتریفوژ □
 چراغ بنزن □
 حمام خشک )هیت بلاك( □
 سنجزمان □
 پارافیلم □
 زیآممخاطره. یکی برای مخاطره زیستی و دیگری غیر زبالهدو ظرف  □
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 (Micropipetting) برداری با سمپلرنمونه - 2
 که استتتایهات هایی بستتیار اندك از مگیری حجمها( ابزارهایی برای اندازهمایکروپایپت)ستتمپلرها 

. در این دوره از چهار ستتمپلر هستتتندولی بستتیار کاربردی کمول کاریدستتتهای در برنامه ویژهبه
که در جدول زیر  ردگیری مختل به خود را دامتفاوت استتفاده خواهد شتد. هر ستتمپلر دقت اندازه

مایشتتگاه ممکن استتت از لحا  نوع ستتمپلر مورد استتتفاده در هر آز دقت نمایش داده شتتده استتت.
 سازنده دستگاه توجه شود. نامهمقداری متفاوت باشد. به شیوهگیری اندازه
 

 سمپلر (μLمحدوده حجم )
19-9/9 P10 

39-3 P20 
399-39 P200 
1999-399 P1000 

 
ظور، من نیبه همد. تواند اندکی مشکل باشدر ابتدای کار، تنظیم حجم مورد نظر با سمپلرها می

از ستتر  طور مهمولبهباشتتد، زیرا  کنندهجیگتواند می P200و  P10استتتفاده از  نوآموزافراد برای 
برداشت محلول، باید نسبت  روندشود  بنابراین، قبل از استفاده می هاآنستمپلرهای مشتابهی برای 
 ایجصورت تصادفی بهان بهتوجه لازم صورت پذیرد. بسیاری از دانشجویبه انتخاب صتحیح ستمپلر 

μL 3 حجم μL 39 کنند.گیری میو یا برعکس را اندازه 
 مشخل )اعداد مشخل قابل تنظیم روی دستگاه(هنگام استفاده از سمپلرها، همیشه باید ارقام 

)در اکثر برندهای  استتت مشتتاهدهوستتیله اعدادی قابل عدد صتحیح این اعداد بهرا مد نظر قرار داد. 
ها بدون هنامشیوه بیشترشود(. با در نظر گرفتن وجود اختلاف بین برند سمپلرها، ده میرها دیلسمپ

دهند. شما همیشه باید دستگاه خود می ارجاعدستتگاه، به حجم مورد نظر  رویتوجه به عدد دقیق 
. برای مثال، روی حجم دقیق تنظیم کنیتدبتا استتتتفتاده از ظرفیتت اعتداد موجود در ستتتمپلر، را 

موجود  را از شما بخواهد، شما باید از طریق محاسبه اعداد μL 9 حجم نامهشیوه کی کهیدرصتورت
 را تنظیم کرده و محلول خود را بردارید. μL 9 دستگاه، حجم دقیق در

توانید سمپلرهای خود را طوری تنظیم کنید که های زیر مینامهو شیوه 1-1با استفاده از شکل 
ا هسمپلرها، این روشهنگام استفاده از . دیینمانیاز خود اطمینان حاصل  از بابت برداشت حجم مورد

 را انجام دهید.
اعداد با یک دست  صفحهحجم مورد نظر خود را با گرفتن سمپلر در یک دست و چرخاندن  -1

یا  399، 39، 19اترین )( و بال999ترین )اعتداد را از پایین صتتتفحته دیگر تنظیم کنیتد.
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شتده روی دستتگاه نچرخانید. با تمرین کردن، با این اعداد آشتتنا ( حجم مشتخل 1999
 شوید.

با  ار ، سریوصل شدنیک سری را به قسمت انتهایی سمپلر متصل کنید. برای اطمینان از  -3
 متصل کنید. اندکی فشار

ز هوا حجم مهینی ا پیستون را تا اولین نقطه توقف فشار دهید. این قسمت سبب جایگزینی -2
 با عدد روی دستگاه تنظیم شده است. کهشود می

تر بیش بردن فرواز مایهی که قرار است خارج شود، فرو کنید.  متریلیم 3-9سری را تا عمق  -1
که این امر سبب بروز خطا در  شدهت بیرونی سری ستمستری باعث چستبیدن مایع به ق

 گیری خواهد شد.اندازه
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 سمپلرتنظیم  صفحه :1-1شال 
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 صورتبهپیستون  کهیدرصورتبه جایگاه اولیه خود بازگردد.  یآرامبهد تا پیستون اجازه دهی -9
فشار  جهیدرنت)پخش شدن ذرات آب  1اسپری شدن مایع جهیدرنتناگهانی به عقب بازگردد، 

 ول شما خواهد شد.لمخزن سمپلر و مح نم( سبب آلوده شد-هوا
کامل وارد سری  صورتبهتا مایع  نیدقبل از خارج کردن ستری از محلول، یک بانیه صتبر ک -3

ستمپلر شتود. ستریع خارج کردن ستری از محلول ممکن استت سبب ورود مقداری هوا به 
گونه حباب هوا وجود نداشته و مقدار ایجاد خطا شود. سپس بررسی کنید که هیچو محلول 

صورت به را برداشت شده μL 1 مایع برداشتت شتده با مقدار مورد نظر مطابقت دارد. حجم
ترین قستمت برداشتن همین حجم محلول دقیق و با یک چشتم بررستی کنید، زیرا ستخت

 است.
قرار دهید. با  نده و در نزدیکی مایع و یا کف ویالگیر دیواره جانبی ویالستتتری را در مقابل  -7

 ماندهیباقخارج کنید. مایع  یآرامبهیستون تا اولین نقطه توقف، محتویات آن را پفشار دادن 
توقف، از ستتری خارج کرد. از عدم وجود  نقطهتوان با فشتتار دادن پیستتتون تا دومین را می

ی باقی مقدار اندکی مایع در سر کهدرصورتیمایع در قستمت ستری اطمینان حاصل کنید. 
تا با کنید مقداری مایع را دوباره به ستتری وارد  وگیرنده وارد  در ویال دوبارهماند، ستتری را 

 خارج کنید. یآرامبهو سپس محتویات آن را  شدهبیترک ندهمایباقمایع 
 سری را با فشار دادن دکمه مخصوص خود دور بریزید. -7
های جدید استفاده کنید زیرا از سری های استتوكها و یا تهیه محلولهنگام برداشتت آنزیم -5

های ستتتاس، مانند تهیه رقتهای حاحتمال بروز آلودگی وجود دارد. هنگام برداشتتتت حجم
درصد از حجم مایع  19زیرا ممکن است تا خاص همیشه از یک سری جدید استفاده کنید، 

 قبلی در سری باقی بماند.

به  μL 1 بهترین کار برای افزودنهای کوچک به صتتبر و دقت کافی نیاز دارد. کار با حجم -19
. در استره محلول در گوشته آن ویال گیرنده، برداشتتن ویال و مطمئن شتدن از دیدن قط

های صتتورت مستتتقیم در محلول پراکنده شتتود، حلقهبه هاآن کهدرصتتورتیها، مورد آنزیم
های نوری در یک ماده شفاف که با چشم انسان شکل یا ناهمگونی نواریهای )رگه 3شلیرن
 گلیسرول قابل مشاهده باشد.-م( باید از سطح مشترك آب-نیست دیدنقابل 

 
 
 

                                                 
1. Aerosols  

2. Schlieren. rings 
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 آزمایشگاهی هایتمرین -7
های مختلفی از هر دانشتتجو رقت. استتتهدف از این تمرین کوتاه، آموزش استتتفاده از ستتمپلرها 

با  ظاهر سازیرا تهیه و ستپس نتایج خود را از طریق روش  (BSA) 1پروتئین آلبومین سترم گاوی
 کند.جویان مقایسه میرنگ به پروتئین، با سایر دانش وصل شدناستفاده 

 
 کار با سمپلر ییخودآزماالف. 
کار با ستتمپلرها محک بزند. با در نظر گرفتن  درهای خود را از ادامه، هر دانشتتجو باید مهارت پیش

توانند این مهارت خود را با دانشتتتجویان میلیتر آب، وزنی مهادل با یک گرم دارد، اینکته یک میلی
زین نمونه و ترازو صفر شده بسنجند. برای شروع، یک ظرف توزین اضافه کردن آب به یک ظرف تو

وی یک ترازو دقیق قرار داده و آن را صفر کنید. سپس، حجم مناسبی از آب را با استفاده رنمونه را 
ری بین گیاندازه اسیمقتوانید و سپس نتیجه خود را ببت کنید. شما می بریزیداز سمپلر روی ظرف 

نکرده  لیرا تکم ییمجموعه از خودآزما کیکه حداقل  یتا زمانصتتتفر کنید.  های مختلف رانمونته
خودآزمایی عبور کرد که از انتخاب سمپلر  توان از مرحلهزمانی می .دیادامه ده این عمل را د،یباشت

 کهدرصورتیل کرد. صحیح، اطمینان حاص نامهصحیح برای برداشت حجم مورد نظر و انتخاب شیوه
از مراحل طی  هرکدامگیرد، برای تصحیح های وزنی مناستب قرار نمیخودآزمایی شتما در محدوده
 باید یک کمدستتتستتمپلر، به مربی خود مراجهه کنید. هر دانشتتجو  نشتتده و یا تستتت کالیبره بود

 .صورت مستقلها را انجام دهد  انتخاب و تنظیم سمپلر بهمجموعه از خودآزمایی
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1. Protein. Bovine. Serum. Albumin. (BSA) 



 یمولکول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           08

 

 1-خودآزمایی
 درصد( 9وزن به گرم )در  (μLگیری )حجم اندازه
7 (9972/9-9937/9 )9979/9 
9/22 (9293/9-9217/9 )9229/9 
9/337 (3795/9-3911/9 )3379/9 

 
 2-خودآزمایی

 درصد( 9وزن به گرم )در  (μLگیری )حجم اندازه
5 (9959/9-9973/9 )9959/9 
9/33 (9377/9-9393/9 )9339/9 
9/317 (2395/9-2211/9 )2179/9 

 7-خودآزمایی
 درصد( 9وزن به گرم )در  (μLگیری )حجم اندازه
7 (9971/9-9973/9 )9979/9 
9/12 (9197/9-9112/9 )9129/9 
9/231 (2737/9-2132/9 )2319/9 

 4-خودآزمایی
 درصد( 9وزن به گرم )در  (μLگیری )حجم اندازه
3 (9932/9-9997/9 )9939/9 
1/23 (9219/9-9297/9 )9231/9 
9/313 (3977/9-3213/9 )3139/9 

 
 های مختلف از پروتئین آلبومین سرم گاویب. تهیه رقت
ارائه  نامهشیوه برحستبداده خواهد شتد.  BSAاز  mg/mL 19و غلظت  μL 19 به شتما ویالی با

ویال مختلف تهیه کنید. برای محلول  9را در  BSA، پنج رقت استاندارد از 3-1شکل و  شده در زیر
 در آزمایشگاه، باید یک کنندهشرکتاز افراد  هرکدام. جدید استفاده کنید هر رقت، از یک سرسمپلر

 را ایجاد کنند. هاسری از رقت
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 ویال رقت (mg/mL) غلظت پروتئین

9 μL 9 از استوك (mg/mL19 ) +μL9 O2dH 

 1 3:1محلول 

99/3 μL 9  1از ویال  +μL 9 O2dH 

 3 3:1محلول 

39/1 μL 9  3از ویال  +μL 9 O2dH 

 2 3:1محلول 

32/9 μL 9  2از ویال  +μL 9 O2dH 

 1 3:1محلول 

21/9 μL 9  1از ویال  +μL 9 O2dH 

 9 3:1محلول 

 BSAهای مختلف از نحوه تهیه رقت :2-1 شال
 

 اینقطه پ. انجام تست نیتروسلولز
Ponceau Red  ا با شود. شمی )مقدار مهین( به یک پروتئین متصل میصورت کمّکه به استرنگی

اضافه و  را به یک غشا نیتروسلولز BSAهای مختلف استتفاده از یک سمپلر، مقادیری اندك از رقت
ا در ر نیپروتئ ینسب ریدهد تا مقادیم را امکان این به شتما امر نیاآمیزی کنید. ستپس آن را رنگ

 .دیخود ارائه ده یسازقیرق /کار با سمپلررا در مورد روش  یو بازخورد بصر ببینیدهر نمونه 
د(. هنگام کار با نیتروسلولز از دستکش استفاده کنیتهیه کنید )همیشه  یک تکه نیتروسلولز -1

 بدهید( قرار Whatman, Clifton, NJمتری )میلی 2نیتروستتلولز را روی یک تکه کاغذ 
 گروهی خود تقسیم کنید.و بخشی از نیتروسلولز را با هم

را روی  BSAهای رقت از نمونه هرکدامشتتتاهد( و  O2dHدیونیزه ) O2Hاز  μL 3 مقدار -3
ا ها و دیگری قسمت پایینی رگروهی باید ردیف بالایی نمونهگذاری کنید. یک همغذ لکهکا
سری سمپلر درست در  داشتننگهبهتر است با  μL 3 گذاری در حجملکهکند.  یگذارلکه

قستتمت بالای کاغذ انجام شتتود. مایع را طوری خارج کنید که در انتهای ستتری یک قطره 
ذ کاغ درونکه مایع از طریق خاصیت مویینگی  کنیداغذ لمس ایجاد شود. قطره را روی ک
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ها، فاصتتله کافی بین هنگام اضتتافه کردن قطره کشتتیده شتتود. احتیاط: مراقب باشتتید که
 ها وجود داشته باشد تا با هم مخلوط نشوند.نقطه

 پتری دیشیک ها، غشتتا نیتروستتلولزی را با قرار دادن در بهد از خشتتک شتتدن کامل نقطه -2
تا جایی که روی غشا  Ponceau Redبهی و اضتافه کردن مقادیر کافی از محلول رنگ مر

 آمیزی کنید.را بپوشاند، رنگ
( و Ponceau Red)در یک ظرف مخصوص با برچسب استفاده برای رنگ  دییبشتورنگ را  -1

آب اضافه کنید که روی غشا پوشیده  یقدربهوشو دهید. شست O2dHغشتا را سته بار با 
دقیقه  9آن را تکان دهید. بهد از  یآرامبهو ستتپس با استتتفاده از دستتتگاه شتتیکر شتتود 

O2dH  توجه: رنگ تکان دهیدآن را  یآرامبه دوبارهتازه را اضافه کرده و .Ponceau Red 
خاصیت خود را از دست با رقیق شتدن  در نهایت توان چندین بار استتفاده کرد، امارا می
 دهد.می

متری قرار دهید تا خشتک شتود. شدت رنگ هر نقطه را میلی 2را روی کاغذ  نیتروستلولز -9
گروهی خود متفاوت است، این عمل نیاز شدت رنگ شما با هم کهدرصورتیمقایسه کنید. 

 به تمرین و تکرار دارد.
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 ایمباحثه هایپرسش
ترین پروتئین و موجودات مهمدر زندگی واقهی چیستتتتپ  فناوریکتاربردهتای زیستتتت .1

 هستندپ چهشوند، نوترکیبی که امروزه استفاده می
و چگونه  باشید آموخته یزیچه چ دیدواریامها چیستپ هدف شما از شرکت در این کلاس .3

 خود را در آینده گسترش دهیدپ هایپژوهش ایشغل  توانیدمی
 
 
 
 
 
 
 
 



   



   

 جلسه دومکلاس آزمایشگاه: 
 )وکتور( پلازمید DNA و هضم سازیخالص

 
یک وکتور بیانی  pET-41a. دیکن استخراجرا  پلازمید DNAامروز شما قادر خواهید شد تا  هدف:

و کلون کنید )جلستته بهدی  دهیددر آن قرار  را egfp نید با استتتفاده از آن ژنتوابوده که شتتما می
انجام خواهید داد.  QIAprep Spin Miniprepپلازمید را با کیت  سازیخالل کلاس(. شما فرآیند

 DNAپلازمید از  DNAتفکیک  منظوربهباکتری  ( سلول)هضمبا روند تجزیه قلیایی  نامهاین شیوه
 های ستلولی و دیگر ضایهاتپروتئین حذفمنظور به ستیلیکایی جذبوستیله  آغاز و به کروموزومی

از نظر را  DNAتوانید یابد. شما سپس میادامه می ستازیخاللدف افزایش درصتد ستلولی و با ه
 کنید.برآورد کمیت و هضم 

 
 مقدمه -1

 منظور تولیدشناسی مولکولی تحت عنوان کارخانه سلولی بهدر زیستت Escherichia coliباکتری 
را از  پلازمید DNAتوانید ز شما میامروشود. نوترکیب شتناخته می DNAمقادیر بستیار زیادی از 

 کنید. آزمایشگاهی استخراج یهایکاردستبرای  E. coliباکتری 
های مشتتابهی از پلازمید تولید خواهد به باکتری منتقل شتود، نستتخه پلازمید DNA کهیهنگام
 کروموزومی DNAپلازمید،  DNAهتای باکتری حاوی ترکیبی پیچیده از ستتتلولبنتابراین،   شتتتد

های ستلولی خواهند بود. ترفندهای مورد استفاده در این بخش ها، غشتاها و دیوارهمیزبان، پروتئین
کروموزومی و ستتایر ترکیبات  DNAپلازمید خالل و تفکیک آن از  DNAستتازی منظور خاللبه

 .استسلولی 
 

 قلیایی الف. هضم
یا  ، روش هضتتتمکروموزومی DNAاز  پلازمید DNAترین روش مورد استتتتفاده برای تفکیک رایج
 3لکوی از ماهیت سوپر هاآنع شده است. ابدا Dolyو  Birnboimکه توستط  استت 1قلیایی هضتم

کروموزومی  DNAتفکیک آن از  منظوربهپلازمید  DNAکوچتک  کمتابیش)ابر متارپیچ( و انتدازه 
 استفاده کردند.

                                                 
1. Alkaline. lysis 

2. Supercoiled  
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( در شرایط قلیایی شکسته SDSسدیم دوسیل سولفات ) ندهیشوتوسط ماده  هادر ابتدا، ستلول
)پیوندهای  شتتتودمیو پلازمیدی آزاد و تجزیه  کروموزومی DNAشتتتوند. تحت این شتتترایط، می

 شدههیتجز DNA کهیدرصورت(. دیآیدرم یارشتهتک به حالت DNAو  شودمیهیدروژنی شکسته 
، امکان جوش های مکملو در صورت وجود رشتهداری نشود در شرایط قلیایی نگه مدتیطولانبرای 

 در سلول DNA کویل خنثی ممکن خواهد بود. با توجه به ستاختار ستوپر pHدر  هاخوردن رشتته
و برای  دهیتندرهمدر طول تیمار در شتتترایط قلیایی تا حدودی  پلتازمید DNAبتاکتری، دو نیمته 

لت . به عشتتوندداده مییکدیگر قرار  کنارر ه ستتاختار طبیهی( دبه هم )بازگشتتت ب دوباره پیوستتتن
و  مانندمیها و لیپیدهای سلولی به آن متصل باقی کروموزومی، پروتئین DNAاندازه بستیار بزرگ 

پروتئین و لیپیدهای  به همراهستتتازی و در نتیجه افزودن پتاستتتیم استتتتات، خنثی در طی مرحله
 ین خواهد شد.نشته شدههیتجز

DNA فیلتراسیون و یا سانتریفوژ حذف  ةها در نتیجیافته و ستایر ناخالصی رستوب کروموزومی
به بافر تهلیق  RNaseقلیایی در نتیجه اضافه کردن  هضم در مرحله RNAهمچنین خواهند شتد. 

رسوب داد و یا  توان توسط اتانولای را سپس میرشته دو پلازمید DNA. مجدد تجزیه خواهد شتد
 ییاکیلیستتتتا ستتطح بالاتری توستتط کروماتوگرافی تبادل آنیونی و یا قرار دادن نمونه روی غشتتا 

 کرد. سازیخالل
 

 سیلیااییب. جذب 
 در نتیجه هضتتم، های نامحلولو پروتئین کروموزومی DNA همانندری از ترکیبات ستتلولی بستتیا
های ن، بسیاری از پروتئیبا این حال  خواهند شدسانتریفوژ حذف  فیلتراسیون/ سپس مرحله ،قلیایی

بنابراین، برای دستیابی به خلوص بالاتر، شما باید   خواهند ماندی ها همچنان باقستلولی و متابولیت
DNA آیندفرتوانید از کنید. برای رسیدن به این امر می ستازیخاللرا با درجه بیشتتری  پلازمید 

ازمید تحت شرایط نمکی غلیظ پل DNAجذب انتخابی با غشتا ستیلیکا )ستیلیکون( استفاده کنید. 
ه و ها شسته شدی جذب خواهد شد. ناخالصییصورت انتخابی توسط غشا سلیکابه شتود ومیبهینه 
 تحت شرایط نمکی رقیق، شسته خواهد شد. ،پلازمیدی خالل DNAسپس 

 
 DNAپ. تعیین کمیت 

( حجم مهینی از نمونته در UVجتذب اشتتتهته فرابنفش )میزان  در نتیجته خوانش DNAکمیتت 
( یزان جذب نور در یک محیط)م 1 برافکنیشتتتود. میانگین ضتتتریب تهیین می nm 339 موجطول

                                                 
1. Extinction. coefficient 
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DNA 1ایدو رشته (dsDNA) خالل برابر است با μg/mL 99 این بدان مهنی است که هر واحد .
. برای ارزیابی خلوص یک نمونه استتتتلیتر در هر میلی DNAاز  μg، مهتادل dsDNA A260از 

DNA به  339 موجطول، نستتتبت جذب درnm 379 379/339گردد. اگر نستتتبت محاستتتبه می 
dsDNA  خلوص باشتد،  7/1برابر باDNA نسبت  که در بهترین حالت خود قرار دارد. در صتتورتی

 UVاحتمال جذب نور  با این حالت، وجود خواهد داش RNAبالاتر باشد، احتمال وجود آلودگی با 
نسبت  کهدرصتورتیرا جذب کند.  UVتواند نور نیز می یافته در این فرآیندتوستط بافرهای رستوب

توان نیز می 339/329شتتود. از نستتبت تر باشتتد، احتمال وجود آلودگی با پروتئین مطرح میپایین
 3-3/3در محدوده  339/329نمونه استتتفاده کرد. مقدار بهینه نستتبت ص برای ارزیابی میزان خلو

هنگام  مخصتتوصاضتتافه ) 3در نتیجه وجود گوآنیدین طور مهمولبه ترنییپا یهانستتبت .قرار دارد
 .استستونی(  سازیخاللهای استفاده از کیت

 
 ای بر وکتورهای بیانیمقدمه -2

استفاده  DNAبرای تکثیر  بیشترهستند که  ی، پلازمیدهایدر کل، وکتورهای مرتبط با کلون کردن
با  2و حاوی یک ستتتایت کلون چندگانه شتتتوندمیتکثیر  E. coliدر تهداد بالا در  هاآنشتتتوند. می
یک نشانگر قابل  شود.استفاده می DNAکه برای الحاق یک قطهه  ندهست های محدود شوندهمکان

های حاوی پلازمید و اطمینان از ، برای انتخاب باکتریبیوتیکمقاوم به آنتی یک ژن همانندانتخاب 
بیشتتتر نیز  دازیلاکتوزگا -بتا همانند. یک نشتتانگر با قابلیت غربالگری پیونددمیآن  بهبقای پلازمید، 

های آبی و ستتفید هنگام و ایجاد رنگ دازیگالاکتوز -بتا گردد. با استتتفاده ازبه آن اضتتافه می هاوقت
 توان از دریافت و یا عدم دریافت پلازمید توسط باکتری اطمینان حاصل کرد.غربالگری، می

 برای رونویسی و ترجمه پروتئین ستت. این وکتورهاوکتور بیانی، نوعی خاص از وکتور کلونیگ ا
داشتتتن ستتایت  همانندهای این وکتورها اند. برخی از ویژگیشتتده کلون شتتده طراحی مرتبط با ژن
استتتتفاده  DNAر چندگانه و نشتتتانگرهای قابل انتخاب با وکتورهایی که تنها برای تکثی کلونینگ

 به ندرتو  شوندمیظاهر  هابه تهداد کمتری در سلول طور مهمولبه هاآناما  ،شوند، مشابه استمی
تن داش هماننددر عوض دارای تهدادی ویژگی مهم دیگر  هاآنشامل نشانگر غربالگری رنگی هستند. 

)نه همیشه(  هابیشتتر وقتو  ATG(، کدون آغاز RBS) 1ریبوزوم وصتل شتدنیک پروموتر، محل 
 .هستند سازیخالل یک برچسب )تگ( الحاقی برای شناسایی در مرحله

                                                 
1. Double. -stranded. DNA 

2. Guanidine  

3. Polylinker  

4. Ribosome. Binding. Site. (RBS)  
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 ژن الف. مبانی بیان
شناسی مولکولی امری ضروری قاعده اصلی زیست یادآوری ،منظور درك عملکرد وکتورهای بیانیبه

( ترجمه شده mRNAبر )پیام RNA، ابتدا باید به یک شدن یک ژن (. برای بیان1-3است )شکل 
 یک پروتئین ترجمه شود.و سپس به 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
رونویسی و سپس به پروتئین ترجمه  mRNAدر ابتدا به  DNAشتناسی مولکولی. قاعده اصتلی زیستت :1-2 شکال

کند. با رونویستتی می mRNAمتصتتل شتتده و آن را به  DNAروی  به پروموتر یک ژن مرازپلی RNA گردد. آنزیممی
: tRNAبر  پیام mRNA :RNA شتتتود.یجدید به پروتئین ترجمه م mRNA، رشتتتته tRNAهمکاری ریبوزوم و 

RNA .ناقل 
 

 یستتیو ستتپس با رونو شتتودمیمتصتتل  ژن کیبه پروموتر  مرازیپل RNAمثال،  نیتردر ستتاده
mRNA رستتد. ستتپس ریبوزوم در پایان دهنده، به پایان می رونویستتی در توالی کند.یم دیرا تول

RBS  بهmRNA  و ستتپس در طول  دشتتومیمتصتتلmRNA کند. همگام با حرکت حرکت می
به را صورت اختصاصی آمینواسیدها ، بهاست mRNAناقل که مستئول رمزگشتایی  RNAریبوزوم، 

 ATGتوسط  هابیشتر وقتکه  کدون آغاز ترجمهکند. پپتیدی در حال ساخت اضافه میزنجیره پلی
و کدون پایان ترجمه  کندمیمتیونین( را کد  طور مهمولبهن آمینواستتید )شتتود، اولیکدگذاری می

(TAG ،TAA  یاTGAبه فرآیند ) تایی به توجه )توجه شتود که کدهای سه دهدترجمه خاتمه می
 .م(-واقع شده است DNA، بر روی رشته 3-1شکل 
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 ب. وکتورهای بیانی
(. 3-3)شکل  pET-41aخود استفاده کنید عبارت است از  طرحتوانید در وکتور بیانی که شتما می
-اس-عنوان نشتتانگر قابل انتخاب و ژن گلوتامینبه 1به کانامایستتین مقاومت این وکتور شتتامل ژن

چندگانه در قستتمت  های کلونینگمکان. استتتالحاقی  برچستتبیک  عنوانهب (gst) 3ترانستتفراز
کدون پایان و یا ستتیگنال اتمام وجود  گونهچیهژن  بهد از اینو  داردقرار  gst( ژن 2´) دستتتنییپا

 هتای کلونینتگ چندگانه قرار بگیرد، این ژنمکتان( در egfpبنتابراین، وقتی ژن مورد نظر )  نتدارد
 GST::EGFPالحاقی که نتیجه آن تولید پروتئین  شودمی بیان gstبا  عنوان یک پروتئین الحاقیبه

در  EGFP پروتئین ستتتازیخالل برهیتکخواهد بود. در مورد نحوه تولید این پروتئین الحاقی و با 
 ترم توضیحاتی ارائه خواهد شد.اواخر 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .pET-41aمشخصات کلی وکتور  :2-2شال 
 

که با استفاده  داردقرار  T7الحاقی در وکتور، تحت کنترل پروموتر  و در نتیجه ژن gst ژن بیان
گردد. در حالت طبیهی، پروموتر با فهال می( IPTG) 2تیوگالاکتوپیرانوستتتید-دی-بتا-از ایزوپروپیل

کند، اما توسط با توجه به خواص القائی، از لاکتوز تقلید می IPTGو  شتودمیاستتفاده لاکتوز فهال 
از دو ویژگی اپران لک یهنی  pET-41aشود. وکتور جدا نمی E. coliباکتری  گالاکتوزیداز-بتا آنزیم
 lacکند. در این وکتور، اپراتور استفاده می یریالقا پذبرای تنظیم رونویسی و  laclو ژن  lacاپراتور 

را کد  از روی اپران( mRNA)سد سنتز  1وررپرستیک  laclقرار دارد. ژن  T7در مجاورت پروموتر 
                                                 
1. Kanamycin  

2. Glutathione-S-transferase. gene. (gst) 

3. Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranoside. (IPTG) 

4. Repressor  
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با  Laclهمواره وجود خواهد داشت.  Laclبنابراین پروتئین رپرستور   شتودو دائما بیان می کندمی
 مرازپلی RNAرونویسی آنزیم  ، مانع از شروع فهالیتالقاکنندهو در غیاب  lacبه اپراتور  وصل شدن

ترکیب  Laclاده با ، این مIPTG القاکنندههنگام اضتافه شدن مولکول خواهد شتد.  T7موتر از پرو
 RNAو بنابراین فهالیت رونویستتی آنزیم  کندمیجدا  lacرا از اپراتور  Laclکه این عمل  شتتودمی
-3هال شتدن( از پروموتر نام دارد )شکل ف) 1زداییمانع آغاز خواهد شتد. این فرآیند T7از  مرازپلی
2.) 

 

 
( وضهیت Bپروموتر. ) رفهالیغ( وضهیت A. )IPTGو فهال شدن آن با  Laclپروموتر با  توقف فهالیت :7-2شال 

 .IPTG القاکنندهفهال پروموتر در نتیجه وجود مولکول 
 

 و چارچوب خوانش گیریپ. جهت
مناستتتب و قرارگیری صتتتحیح در  گیریجهتمورد نظر با یک وکتور بیانی،  ژن هنگام کلون کردن
که توستتتط وکتور کدگذاری  AUGبتا توجته بته نقطه آغاز ترجمه )کدون آغاز  چتارچوب خوانش

 شود( بسیار مهم است.می
 

                                                 
1. Derepression  
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 گیری . جهت
 1دارجهت توان از روش کلونینگمورد نظر در جهت مناسب خود، می برای اطمینان از قرارگیری ژن

(. در این روش، 1-3شتتود، استتتفاده کرد )شتتکل که تحت عنوان کلونینگ اجباری نیز شتتناخته می
 نندهک محدوداندونوکلئاز  چندگانه( وکتور با دو آنزیم همتان جتایگتاه کلونینگ)لینکر جتایگتاه پلی
)چهار انتهای چسبنده( ایجاد  ناسازگاراین امر انتهای چسبنده  ةکه در نتیج شودمی مختلف هضتم

گردد. سپس، ژن مورد نظر محدود کننده حذف می مکانبین دو  3پر کنندهکوچک  ةقطه و شودمی
 ردنشود. کلون کمان دو آنزیم اندونوکلئاز محدود کننده بریده و سپس به وکتور متصل میشما با ه

 جای کلون کردن با یک اندونوکلئاز محدود کننده دارای دو مزیت است:با استفاده از این روش به
دون درگیری با مجدد وکتور )به خود( ب وصل شدنمانع از  ناسازگارتولید انتهای چستبنده  -1

توان آن را قطهه پرکننده حذف نشتتتود، می کهدرصتتتورتیگردد )اگرچه، می نظرمورد ژن
 وکتور متصل کرد(. تربزرگجای ژن مورد نظر به قسمت به

ها با تواند تنژن می 9´گردد: یهنی انتها مورد نظر در یتک جهتت القتا می ژن گیریجهتت -3
تور و اینکه توالی وک لیبه دلبرقرار کند.  پیوندهای بریده شده وکتور یکی از بخش یانتها

 یتدرسبهتوان اطمینان حاصل کرد که ژن پروتئین القائی ژن مورد نظر مشخل است، می
 شود.رونویسی و ترجمه می

 جایگاهتوالی تشخیل در طول دارای  NotIو  NcoI محدود کننده دو آنزیموکتور بریده شده با 
با استتتفاده از همان دو آنزیم محدود  PCRحاصتتل از  egfp ، ژن. ستتپساستتتچندگانه  کلونینگ
 صل خواهد شد.و سپس به وکتور بیانی مت شودمی ( هضم2´در  NotIو  9´در  NcoIکننده )

مورد استفاده  تنها آنزیم NcoIهستند. اگر  یمواز ریغهای واتسون وکریک توجه کنید که رشته
به وکتور در هر  وصتتل شتتدنباشتتد، ژن مورد نظر قابلیت  pET-41aو وکتور  egfp برای برش ژن

ها تراریخت ممکن است درصتد از باکتری 99ورت، تنها جهت از وکتور را خواهد داشتت. در این صت
در جهت درست باعث تولید  DNAدر جهت درستت خود باشند. تنها رونویسی از  egfpحاوی ژن 
mRNA شود. میهای آمینواسیدی صحیح صتحیح و توالیDNA 2´← 9´تواند در جهت تنها می 

، با توالی موجود در بالای رشتتته 2´← 9´جهت رونویستتی شتتود و توالی در قستتمت پایین رشتتته 
 متفاوت است.

                                                 
1. Directional. cloning 

2. Stuffer. fragment 
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الحاقی تنها در یک جهت  . ژنNotI-HFو  NcoI-HF اندونوکلئازهای اجباری با یک مثال از کلونینگ :4-2شال 
 تواند در وکتور قرار بگیرد.می

 
 ج: چارچوب خوانش

شتتتدن  بیان ترجمه باید حفظ شتتتود تا فرآیند آغازبتا توجته به نقطه  ارچوب خوانشموقهیتت چت
باید در  gstخارجی با  DNA وصتتل شتتدن، فرآیند pET-41aانجام شتتود. در وکتور  یدرستتتبه

درستتتی بهنیز  GSTالحاقی با  تا پپتیدهای پروتئین ژن صتتورت گیرد یدرستتتبه چارچوب خوانش
صورت مهمول، اند. بهشده های سته عضتوی طراحیدر خانواده وکتورهای بیانی بیشتترانجام شتود. 

های خوانش مرتبط محل چارچوب از ریغ بهشتابه هستند، تمامی وکتورهای بیانی در یک خانواده م
وکتور اول محل محدود شتتتونده مهین، . برای مثال، برای یک هاآنچندگانه  های کلونینگجایگاهبا 

 3، دومی در موقهیت +gstنسبت به موقهیت  1ممکن است که ژن الحاقی را در چارچوب خوانش +
صتتتحیح  تیموقهژن مورد نظر در  یقرار دهد. تنها یکی از این وکتورها 2و ستتتومی در موقهیت +
خواهند  دریافتهای غیر صتتتحیح را و دو وکتور دیگر موقهیت شتتودمی چارچوب خوانش قرار داده

 کرد.
pET-41a کلونینگیگاه جادیگر دارای یک ستتاختار اضتتافه در  و بستتیاری از وکتورهای بیانی 

 نظرازنقطه NcoI. توالی تشخیل NcoIمحدود شونده جایگاه از که عبارت است  هستتندچندگانه 
ها ابزار برای بستتتیاری از روش و هاپروتئین بیشتتتترعنوان کدون آغاز برای ، بتهATGوجود توالی 

 . توالی تشتتخیلCCATGGعبارت استتت از  NcoIشتتود. توالی کامل شتتناستتایی مفیدی واقع می
NcoI  درpET-41a که قرار گرفته استتت  یبه صتتورتATG آغازآن با کدون  توالی ATG ژن gst 

 Ncolجایگاه که بخشی از  ATGبنابراین، اگر ژن مورد نظر شما با یک   در یک چارچوب قرار دارد
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بریده شود   Ncolتواند توسط مورد نظر شتما می ژن 9´ یهابوده شتروع شتود، ستپس وکتور و انت
منظور ترجمه قرار و به صحیح چارچوب خوانش موقهیتصورت خودکار در ژن مورد نظر بهبنابراین، 

عنوان کدون تواند بهبه وکتور، نمی وصل شدنژن مورد نظر به علت  ATGگیرد. توجه کنید که می
)تگ( موجود در  gstژن  ATGکند. کدون آغاز تنهتا متیونین را رمزگذاری می و نتدآغتاز عمتل ک

pET-41aشتتتود. مورد استتتتفاده واقع می ، هنوز برای مشتتتخل کردن ترجمته پروتئین الحتاقی
در  ATGکنید، دارای کدون آغاز کلون می pET-41aکه شتتتما در وکتور  egfpخوشتتتبختانه، ژن 

 شوند بریده NcoIتواند با ژن مورد نظر می 9´بنابراین، وکتور و انتهای   است NcoIخیل توالی تش
 همگیرد، بهقرار می صورت صحیح در چارچوب خوانشو سپس با اطمینان از اینکه ژن مورد نظر به

 متصل شوند.
در زیر ارائه شتتتده  pET-41نواده وکتور بیانی چندگانه خا از ناحیه کلونینگطرحی شتتماتیک 

 است.
 

 
 

یکستتان قرار دارد، اما  های خوانشدر چارچوب در تمامی وکتورها NcoIجایگاه توجه کنید که 
، توالی اسیدآمینه را NcoIجایگاه  دستنییپاحذف و اضتافه شتدن یک جفت باز منفرد در قسمت 

های خوانش مختلف را تغییر دستتتی در چارچوبهای محدود شتتونده پایینجایگاهو  دهدمیتغییر 
شتتتود. تحت عنوان یک مکان مرجع شتتتناخته می BamHI محدود کننده نزیم÷دهد. جایگاه آمی

عبارت استتت از  BamHIبرای  و C/CATGGعبارت استتت از  NcoIمکان محدود شتتونده برای 
G/GATCC. 
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 آزمایشگاهی هایتمرین -7
 سیلیااییقلیایی و جذب  الف. راهنمای هضم

 QIAGEN QIAprepدر این بخش، با مقداری اصتتتلاح از کتابچه راهنما  شتتتدهمطرح یراهنما

Miniprep Kit (June 2015اقتباس شده است. کلیات ا ) ارائه شده است. 9-3ین روش در شکل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 QIAprepبا کیت  سیلیکاییقلیایی و جذب  کلیات هضتم :2-2 شکال

Miniprep .رایت کپیQIAGEN Corporation (2015 با کستتتب )
 اجازه.
 

 در صتتورتوجود دارد.  DNA ستتازیخاللمربیان: تهداد بستتیار زیادی کیت برای  توجهقابل
های ارائه شتتده برای پلازمید با تهداد نستتخه پایین را نامهانتخاب کیت متفاوت با این راهنما، شتتیوه

 خوبی مطالهه کنید.ها در کیت را بهاستفاده کنید. قبل از استفاده از کیت، راهنمای تهیه مهرف
 .Eباکتری  NovaBlueیشگاه، مربی یک کلونی منفرد از سویه از جلسه آزما پیشدو روز  -1

coli (12های ستتویه-K -endA  یاDH5α که حاوی پلازمید )41a-pET یک  از استتت را
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کند. صبح ، جدا میکانامایسین (/LB) 1برتانی-حاوی لوریا ،دار شدهرگه هتاز محیط کشت
لیتر( میلی 3-9حاوی کانامایسین ) LBاز جلسه آزمایشگاه، یک محیط کشت آغازگر  قبل

انکوبه ( rpm 299تکان شتتتدید )حدود و با  27℃ستتاعت در دمای  7تلقیح و به مدت 
 .گرددمی
حجم حداقل با  فلاسک یا  از لوله آزمایش توجه: برای ایجاد هوادهی کافی به محیط کشت      

 چهار برابر از محیط کشت، تهیه شود.
لیتر( میلی 2-9) روزهکیهای منفرد توان از کشتتتتمی ترکوچکهای توجه: برای کلاس      

صورت مستقیم برای توان بهرا می های کشتتبرای هر دانشتجو استتفاده کرد. این محیط
 استفاده کرد. 2 مرحله

 199را در  1999به  1و  999به  1های آغازگر قبل از آزمایشتتتگاه، مربی کشتتتت عصتتتر -3
کند. برای این کار لازم ستتازی میرقیق کانامایستتین /LBلیتر محیط انتخابی حاوی میلی

استفاده شود.  با حجم حداقل چهار برابر محیط کشتت فلاستک استت که از یک ظرف یا 
 برسدلیتر در هر میلی سلول 2-1× 519کم ستلولی محیط کشت باید به حجم تقریبی ترا
 )ترستتیب یا پلتینگ عبارت استتت فرآیند ترستتیباستتت با وزن  مرتبط طور مهمولبه که

 l/g 2برابر استتت با  طور تقریبیبهمرطوب که  رستتوب باکتری با استتتفاده از ستتانتریفوژ(
 کشت. محیط

 پیشنهادرا از یک ویال میکروسانتریفوژ به دست آورید.  از محیط کشتت mL 9-9/1میزان  -2
 mL 9 شده، از حدود سازیخالل pET-41aشود برای تولید مقادیر کافی از پلازمید می

 را بین چند ویال mL 9 انمیز -1توانید شتتتما حتی میاز این متاده استتتتفتاده کنیتد. 
ذکر شد  1 ةکه در مرحل طورهمانیک ویال را پر کنید،  -3میکروستانتریفوژ تقستیم و یا 

آن را ستانتریفوژ کنید و ستپس بهد از برداشت سوپرناتانت )مواد شناور روی ویال پس از 
ا تا راین عمل آن اضافه کنید.  ترسیب ستانتریفوژ(، مقداری بیشتری از محیط کشت را به

 ادامه دهید.محیط کشت  mL 9 زمان ترسیب تمامی
 2( و پس از مدت g × 3799) rpm 7999<را توستتط ستتانتریفوژ  های باکتریاییستتلول -1

های ستتوپرناتانت را با استتتفاده از ستتمپلر کردن محیط حد تمامی بخشدقیقه جدا کنید. 
، دور بریزید )توجه: استتتدرصتتد  19اوی وایتکس واستتط به ظرف مایهات ضتتایع که ح

ی های باکتریایدر زمانی دیگر دارید، ترسیبرا و ادامه آن  قصد توقف فرآیند کهدرصتورتی
 .(فریز کنید -39℃را در دمای 

                                                 
1. Luria-Bertani. (LB) 
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 DNAب: تعیین کمیت 
موجود  مورد بررسی قرار خواهد گرفت. بر مبنای وجود تجهیزات پلازمید DNAدر قدم بهد، کمیت 
استفاده کنید. در صورت  3و یا استپکتروفوتومتر استاندارد 1دراپاز یک نانو توانیددر آزمایشتگاه، می

نجام و اندازه کووت ا تواند اصلاحاتی را بر مبنای مدل دستگاهاستتفاده از اسپکتروفوتومتر، مربی می
 در زیر آورده شده است.هر دو  نامهوهیشدهد. 
 گزینه اول: استفاده از نانودراپ 

به شود. در صورت وجود نانودراپ، استفاده از آن استفاده می در این مورد از یک نانودراپ
شتتتود. به علت وجود ، ترجیح داده میDNAز به کمترین میزان از ستتتادگی و نیا علتت
های مربوطه را با مربی نامهمنظور استفاده از آن شیوههای مختلفی از این دستگاه، بهمدل
 دقیق بررسی کنید. صورتبهخود 
و غلظت  نیددستگاه استفاده ک صفر کردنمنظور به EBبافر  ازصورت خلاصه، شما باید به

dsDNA  280را ببت و همچنین نستتتبت/A260A منظور تهیین میزان خلوص نمونه را به
 دهیبر pET-41a»خود را تحت عنوان  ةشد سازیخالل DNAخود محاسبه کنید. ویال 

روی یخ  نه راستتپس نموو  بزنید( علامت ng/μLهمراه تاریخ و غلظت )با واحد  «نشتتده
 نگهداری کنید )مابقی نمونه را در فریزر نگهداری کنید(.

 گزینه دوم: استفاده از اسپاتروفوتومتر استاندارد 
 2UV/Visاز یک استپکتروفوتومتر استتاندارد  DNAمنظور تهیین کمیت در این روش به

نانومتر  379و  339 یهاموجطولدر ( که قابلیت جذب نوری فرابنفش-سنجی مرئیطیف)
 GeneQuantتوان به های میشتتود  از جمله این دستتتگاهرا داشتتته باشتتد، استتتفاده می

apparatus  از شتترکتAmersham Biosciences  این ابزارها  بیشتتتراشتتاره کرد. در
 μL از ترکوچک ریمقادکه  UVاشتتهه  ةمصتترف عبور دهند باریکهای توان از کووتمی
 دهند، استفاده کرد.می را در خود جای 99

منظور اطمینان یافتن از کمتر بودن مقدار مربیان: در صورت استفاده از این روش و به توجهقابل
260A  ممکن است که به کاهش میزان غلظت نمونه اولیه نیاز پیدا شود.9/1از ، 

 
 
 

                                                 
1. Nanodrop 

2. Standard. spectrophotometer 

3. Ultraviolet–visible. spectroscopy 
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 از استفاده روشن کنید. پیشدقیقه  19دستگاه اسپکتروفوتومتر را  -1
و دستگاه را صفر کنید. بسیار  بدهیدقرار  UVرا در یک در کووت  EBاز بافر  μL99 رمقدا -3

های شفاف کووت قرار نگیرد. در صورت بروز دقت کنید که ابر انگشتت شتما روی قسمت
 خوبی تمیز کنید.این مورد، آن را به

خود را  DNAاز  μL 99 میزان جذب نوری حجمدیگر،  مصرف بارکی UVدر یک کووت  -2
 نانومتر ببت کنید. 379و  339 یهاموجطول

 غلظت را محاسبه و سپس میزان خلوص نمونه اصلی خود را برآورد کنید. -1
( استتتفاده 260A) ×DNA ( =ng/μL99 )( ng/μLخود از مهادله ) DNAبرای برآورد غلظت 

گیری با کووت رقیق از اندازه پیشاستتتخراجی اصتتلی خود را  DNA کهدرصتتورتیکنید. 
 اید، آن را در محاسبه نهایی غلظت لحا  کنید.کرده

 استفاده کنید. A260A/280خود، از نسبت  DNAبرای تهیین خلوص 
 7/1این نسبت از  کهدرصورتیرا محاستبه و یادداشت کنید.  DNA خلوصان زغلظت و می -9

 به مربی خود اطلاع دهید. داری داشت،تفاوت مهنی
همراه  به «نشتتده دهیبر pET-41a»خود را تحت عنوان  ةشتتد ستتازیخالل DNAویال  -3

و ستتتپس نمونه را روی یخ نگهداری کنید  بزنید( علامت ng/μLتاریخ و غلظت )با واحد 
 نمونه را در فریزر نگهداری کنید(. بقیة)
 

 GST، وکتور الحاق پروتئین pET-41aمحدود شونده وکتور بیانی  پ: هضم
های که در هفته egfp منظور پذیرش ژنرا به pET-41aهدف: در این بخش شتتتما وکتور پلازمید 

صتتورت را به pET-41aمل، شتتما وکتور کنید. برای انجام این عبهدی کلون خواهید کرد، آماده می
خواهید کرد. این امر شما را  هضم NotIو  NcoIبا استفاده از دو اندونوکلئاز محدود شونده  زمانهم

و از ترجمه صتتحیح کنید را در وکتور در یک جهت انتخابی کلون  egfpقادر خواهد ستتاخت که ژن 
 اطمینان حاصل کنید. GST::EGFP پروتئین الحاقی

 
 های محدود کنندهبا آنزیم هضم
 مقدار( که Uصتتورت میزان آنزیم مورد نیاز )برآورد شتتده با واحد به محدود شتتوندگی آنزیم فهالیت

μg 1  ازDNA (طور مهمولبه DNA  را )عت و در دمای بهینه مورد نیاز در مدت یک ستتتالامبادا
شتتود. بافرها دهد، تهریف میصتتورت کامل شتتکاف می( به27℃ طور مهمولبهبرای فهالیت آنزیم )

شتتوند. های محدود شتتونده استتتفاده می( برای آنزیم19×های ده برابری )در غلظت طور مهمولبه
 :استصورت زیر های محدود شونده بهاز آنزیم با استفاده کلی هضم نامهشیوه
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 مورد نیاز برای شکاف تهیین. DNAمیزان مقدار  ●
 مورد نیاز استفاده شود. حداقل پنج برابر بیشتر از میزان آنزیم ●
 درصد از حجم نهایی نباشد. 19بیش از  میزان حجم آنزیم ●
 رقیق شود. 1×ید به غلظت نهایی با 19×بافر  ●
 آخر واکنش اضافه شوند. ها باید در مرحلهآنزیم ●

محدود شونده در جدول زیر  ( برای انجام هضمNEBهای نیواینگلند )آزمایشگاه کلی نامهشتیوه
 ارائه شده است:

 ماده مصرفی مقدار نهایی/غلظت
μg 1 DNA 

 19 ×بافر  1×
 آب μl99برای رساندن حجم نهایی به 

 های( محدود کننده) میآنز DNAاز  μgبه ازای هر  U 9حداقل 
 (27℃موارد  بیشتر)در  : وابسته به آنزیمدمای انکوباسیون 
 

که سبب تولید  یجاد کردهمحل دوم اشتکاف را در  ،شترایط غیر بهینههای تحت یمزبرخی از آن
ها با میزان صتتحت آنزیم ی از، بستتیاربا این حالد. نشتتومی 1ایستتتاره عنوان فهالیت باای فرآورده

د. رسانو یا صفر می کمترین حدای را به لیت ستارهکه میزان فها شتودمیتولید  (HF) 3عملکرد بالا
فهالیت محدود کنندگی را در مدت و  کنندمیها با سرعت بیشتری عمل بهلاوه، این نستخه از آنزیم

ترجیح داده  هاآنها، استتتفاده از از آنزیم HFهای دهند. هنگام وجود نستتخهدقیقه انجام می 19-9
 شود.می

واهند خ جایگزین سرعتبه پیشینهای ارائه شده ها، شیوهتولید شترکت همگام با بهبود فناوری
ند. ایا کردهههای مهین خود مآنزیم برای های مختلف شرایط واکنشی مختلفی راشد. بهلاوه، شرکت
ده استفا ةنامعملکرد درست واکنش اجرایی، مشاهده شیوهاطمینان از  به کستببهترین روش برای 

خریداری شتده و یا مراجهه به درگاه آنلاین شرکت مورد نظر برای آگاهی از شرایط واکنش  یمزناز آ
 2اعفمض هنگام انجام دادن یک هضمآنزیم تا حد بستیار زیادی به بافر بستگی دارد.  . فهالیتاستت

 (، یکی ازبا استتتفاده از دو آنزیم محدود کننده نزماهمصتتورت )برش یک پلازمید در یک واکنش به
هر دو آنزیم در یک  کهدرصورتی. استتفهال کردن هر دو آنزیم در یک بافر  ،بستیار مهم ملاحظات

ون ، با استتتفاده ستتتشتتودمیبا استتتفاده از یک آنزیم بریده  طور مهمولبهپلازمید بافر فهال نشتوند، 

                                                 
1. Star. activity 

2. High. fidelity. (HF) 

3. Double. digest 
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اده از فما استتت پیشتتنهادگردد. و ستتپس با استتتفاده از آنزیم دوم هضتتم می ستتازیخالل چرخشتتی
 .است تسییدهای دیگر نیز مورد ، استفاده از آنزیم شرکتبا این حال، است NEBهای آنزیم
 
 NotIو  NcoIبا  pET-41aوکتور  هضم سازیآماده

 نیب اما ممکن استتت استتت مشتتابه اریبستت شتتونده محدود هضتتم هاینامهتوجه: تمامی شتتیوه
خود را  یهامهرف نمهیّستتتازنده  کیکه  یزمان یحت باشتتتد و این امرمتفاوت  یکم دکنندگانیتول
 از شپی هانامهشیوهکه  شودمی شنهادیپ حتم به ل،یدل نی. به همکند نیز صتحت دارد یروزرستانبه

 آورده شده است: NEB ی شرکتهامیآنز یبرا ریز ةنامشیوه. شود تسیید کارشروع 
و  NEB ،Fermentasآن ) تولیدی محدود کننده خود را بر اساس شرکت یهامیآنز ةنامشتیوه -1

که همراه با  ایفرآوردهبا برگه  ای نیلاآن صتتتورتبهتوان یکار را م نی. ادیت( جستتتتجو کنرهیغ
، NcoI-HF یو جستجو NEB.com، با رفتن به مثالعنوانبه انجام داد. شودیمارائه  هامیآنز
 1( ×CutSmart: بافر برش )کندیم انیرا ب ریواکنش ز طیشتتترا که میآنز فرآوردهاطلاعات  در

توانید برش خود را بر مبنای آن انجام روش، می تسییدمحض . به27℃ در دمای انکوباستتتیون
 دهید.

 یکه شامل تمام مواد( 1-3جدول )مشابه جدول  کیخود،  یشتگاهیآزما ادداشتتیدر دفترچه  -3
 کی نی. اکنید جادیخود ا یهضتتمواکنش  یبرا دیاضتتافه کن در واکنش استتت که قرار استتت

. دیکن یرا بررس هاآنهنگام اضافه کردن مواد،  دهدیاست و به شما امکان م دیمف اریبس نیتمر
ها نیاز ها به وجود انواع مختلفی از مهرفکه در آن هادر صتتتورت وجود تهداد زیادی از واکنش

 گاهیشیتواند از اشتباهات آزمایاضتافه شدن م هنگام گر(واکنش) هامهرف نوع یبررست ،استت
 کند. یریجلوگ
 

 pET-41aوکتور  محدود کننده هضم واکنش : تنظیم1-2ل جدو
 هامهرف غلظت اولیه مقدار نهایی/ غلظت (μLحجم )
 ng 1999  pET-41a DNA 

9 ×1 ×19 CutSmart Buffer 
 N/A N/A آب استریل 

 U19  NcoI-HF 

 U19  NotI-HF 

 
-NotIو  NcoI-HF یهامیآنز، بافر، آب و DNAستتاده هستتند:  اریبست هامهرفمورد،  نیدر ا

HF جدول شماشوندیماضافه  یمیآنز یهاآخر به واکنش در شهیها هممیآنز د،یداشته باش ادی. به ! 
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 ریبا مقاد یخال یباشد که در آن جاها 1-3ل مانند جدو دیشما با یشگاهیآزما ادداشتیدر دفترچه 
 .کردجداگانه نگاه  صورتبهاز اجزاد  کیخلاصه به هر  طوربه توانمی. شودمناسب پر 

DNA در واکنش هضتتمی، مقدار :μg 1  ازpET-41a  استتت شتتده پیشتتنهادکه  طورهمانرا 
نیاز  DNAکمتر از  ای شتتتریب به مقادیرممکن استتت  گر،ید یادر کاربردهاستتتفاده کنید. 

حجم  نییته یاستتتت. برا یروش کاف نیا ینانوگرم( برا 1999) کروگرمیم 1اما  ،باشتتتد
DNA شوداستفاده  ری، از مهادله زیهضم واکنش افزودن به یلازم برا دیمزپلا: 

(ng/μL(/غلظت )ng1999مقدار مورد نیاز )(= μLحجم افزایشی ) 
وجود داشتتتته که این امر در مورد  NEBبستتتیار زیادی در شتتترکت  19×: بافرهای 19×بافر 

، بافر برشتتتی NEBترین بافر مورد استتتتفاده های دیگر نیز صتتتادق استتتت. رایجشتترکت
CutSmart که برای هر دو آنزیم استتت NcoIHF  وNotI-HF عنوان یک و به پیشتتنهاد

توان برستتد. از این امر می 1×شتتود. غلظت نهایی باید به عرضتته می 19× ل استتتوكمحلو
 کهیهنگامنیاز است.  19×از بافر  μL 1 محلول نهایی، به μL 19 نتیجه گرفت که برای هر

از بافر  μL 9 در این صتورت شما به برستد، μL 99 واکنش هضتمی شتما به حجم نهایی
CutSmart Buffer ×19 .نیاز خواهید داشت 

 نیدر ا د،یخود را به مقدار دلخواه برسان ییتا حجم نها دیکنیرا اضافه م لیشما آب استرآب: 
 هامینزآمقدار  دیبا رایز د،یکن نییحجم را ته نیا دیتوانینم. شما هنوز تریکرولیم 99مورد 
 .دیمحاسبه کن شودیمرا که به واکنش اضافه  DNAو 
هر  یبرا یکی د،یمختلف داشتته باش فیدو رد دیدر جدول خود باهای( محدود کننده: ) میآنز

اضتتافه را  DNAاز  U/μg 9 حداقل شتتودیم شتتنهادیپ (.NotI-HFو  NcoI-HF) میآنز
 .دیرا به واکنش اضتتتافه کن میاز هر آنز )واحد( U 19 دیدر واکنش امروز خود، با .دیتکن

 شتتود.یم ارائه U/μL ای U/mL صتتورتبه طور مهمولبهمحدود کننده  یهامیغلظت آنز
 .دینگاه کن میلوله آنز یرو ای فرآوردهبه داخل  ،مورد استتتتفاده یمیغلظت آنز افتنی یبرا
بود، در این صورت شما  U/mL 39999 برابر با NcoI-HFاگر غلظت آنزیم  مثالعنوانبه
( × mL1/μL1999( × )U39999/mL1)}از آنزیم نیتاز خواهیتد داشتتتت  μL 9/9بته 

U19 .} از  رشتیب یبیترک یهامیآنز ییاگر حجم نها ژهیوبه م،یآنز ازحدشیباضتافه کردن
 یهامیآنز وجود در نتیجه ایستاره تیفهال ایجاد تواند بهیباشد، م یدرصد واکنش کل 19
 U/mLهای غلظت با NotI-HFو  NcoI-HFهای آنزیم کهدرصتورتی شتود.منجر  یادیز

که تنها  رساندمی μL1 ها را بهاز هر آنزیم حجم آنزیم μL 9/9 عرضه شود، مقدار 39999
 دهد.درصد از حجم کل واکنش را تشکیل می 3
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 د،یبه واکنش اضتتتافه کن دیبا DNAو  میکه چه مقدار آنز کردیداکنون که محاستتتبه 
را  تریکرولیم 99رستتتاندن واکنش به  یو حجم آب لازم برا بازگشتتتتهبه عقب  دیتوانیم

مهرف در جدول،  نیآخر عنوانبهمحدود کننده  یهامیوجود آنز گرید لی. دلدیمحاسبه کن
 !دیبه واکنش اضافه کن خرآ را در هاآنباید  شهیهم است که موضوع نیا یادآوری

را  ویال کی. انجام دهیدرا  یهضم یهاواکنش دیتوانیشتما آماده شده است، م جدول کهاکنون -2
در مراحل  دیتا بتوان دیبرچستتب بزن ،خیو تار "pET NcoI/ NotI digest"با حروف اول خود، 

 ونهگرا همان ازیمورد ن ریمهم است! مقاد اریها بس. برچسب زدن لولهدیکن ییاآن را شناس بهدی
 یشود بررسیو هر جزد را که اضافه م کنید پایپتداده شتده استت  حیتوضتکه در جدول شتما 

 !دیها را در آخر اضافه کنمیآنز شهیکه هم دیداشته باش ادی. به دیکن
ل در محلو یخوببهها میکه آنز دیتا مطمئن شو دیط کنمخلو یخوببهخود را با ضتربه زدن  ویال -1

 به ته لوله برسد. اتیتا محتو دیکن وژیفیسانتر هیبان 3.9سپس به مدت   اندمخلوط شده
 یحمام آب( برا) 27℃ در انکوباتور وژیفیستتتانتر کرویم )رك( قفستتته کیتخود را در  ویتال -9

 قهیدق NotI-HF ،19و  NcoI-HF یهامیآنز ی. برادیقرار ده شتتتده پیشتتتنهاد زمتانمتدت
 نیتریطولان شهیهم نیبنابرا  مهم است اریبس کامل شدن هضم یبرااین امر شود. یم پیشتنهاد
 رهیخود ذخ زریپس از اتمام هضم، نمونه خود را در جهبه فر .دیرا انتخاب کن شدهپیشنهادزمان 
برش نخورده  دیمزپلا ماندهیباق یحاو ویالهمراه با  گرادانتیستتدرجه  -33℃ یو در دما دیکن

 دیخود استفاده خواه ةهضتم شده و برش نخورد وکتوراز هر دو  ندهیشتما در آ .دیخود قرار ده
. دیکن رهیذخ گرادستتانتیدرجه  -33℃ یرا در دما هاآنمهم استتت که  اریبستت نیبنابرا  کرد
 تفکیک گریکدیرا از  هاآن دیرچستب هستند تا بتوانب یکه هر دو دارا دیمطمئن شتو نیهمچن
 .دیکن
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 ایمباحثه هایرسشپ
 ،بود 7/1کمتر از  A260/A280 ، نستتبتجذب خوانش و انجام دیمزپلا یستتازاگر بهد از خالل -1

 شهیهم ایآ دپیخلاص شتو ینیپروتئ یتا از آلودگ نیدکخالل  شتترینمونه را ب دیتوانیچگونه م
 استپ یخالل ضرور طور کاملبه DNAداشتن 

به  ،ییایقل هضمدر طول  یکروموزوم DNAو  دیمزکردن پلا ستازیواسترشتته یرا برا pHچرا  -3
 کندپ یم واسرشته زیرا ن DNA آیا این امر د،یدهیم شیافزا تر،بالا یاستفاده از دماها یجا
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه سوم
 مرازای پلیبا استفاده از واکنش زنجیره egfp کتور و تاثیر ژنو سازیتامیل آماده

(PCR) 
 
 مقدمه -1
 بیان ( در آینده، در ابتدا تکثیر و سپسافتهی بهبود سبز پروتئین فلورسنت کنندهانیب)ژن  egfp ژن

 عروساز  یااستتت که در گونه یهیطب نیپروتئ کی (GFPفلورستتنت ستتبز ) نیپروتئخواهد شتتد. 
 GFP فلورسانس خاصیت نیتفاوت ب .شودیم افتی Aequorea victoriaفلورستنت به نام  ییایدر
هنگام قرارگیری در را  GFP تفلورسننور  EGFPاستت که  نیا در (EGFP) افتهیشیافزا GFPو 

 شیافزاتر استتت. و بستتیار روشتتن کندمیستتاطع  بیشتتتر برابر 29ی، آب ای ماورادبنفشبا نور  مهرض
 بیر ترکد یکوچک رییحاصل شد که منجر به تغ کینوکلئ دیاس یجهش در توال جادیفلورسانس با ا

 . برای کلون کردنPhe64←Leuو  Ser65←Thr شتتد: نیکروموفور پروتئ هیدر ناح نهیآم دیاستت
 ( استفاده خواهد شد.PCR) مرازای پلیواکنش زنجیره روش، از egfpژن 

. در این کتاب استتتت PCRمبتنی بر گوناگون هتای ، تنهتا یکی از روشPCRبتا  کلون کردن
، غربالگری PCR: کلون کردن با استتتفاده خواهیم کرد در چهار آزمایش PCRراهنما، ما از واکنش 

 PCRو  1(time PCR-realمهکوس کمی ) یرونوشت بردار، d PCRanchoreهای مثبت با کلون
زایی جهش همانند PCRمبتنی بر  هایشیوه. بسیاری دیگر از 3کمیرونوشت برداری مهکوس نیمه

تواند در تحقیقات شتتما مورد استتتفاده که می داردنیز وجود  PCRمبتنی بر  2مکانی افتهی تیهدا
 واقع شود.

 .دیآشنا باش PCRبر  یمبتن کلون کردنو  PCRبا  دیاز ادامه، با پیش
 

 چیست؟ مرازای پلیواکنش زنجیره
 چوبی چاراست، درك کل مطرح یشگاهیجلسه آزما نیکه در ا PCR با کلون کردنبه منظور درك 

و  هافتیتوسهه  1572در سال  Kary Mullisتوسط برای اولین بار  PCRاست.  ازیروش مورد ن نیا
 دیجد هایشتتیوه امکان توستتهه و هستتاده کرد یمولکول یشتتناستتستتتیزها را در از روش یاریبستت
 را ممکن ساخته است. یشماریب

                                                 
1. Quantitative. (Real-time). Reverse-transcription. PCR 

2. Semi-quantitative. Reverse-transcription. PCR 

3. Site-directed. mutagenesis 
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PCR یهایکه در آن توال است یمتیلگار ندیفرآ کی DNA در این واکنش از  .شوندیم ریتکث
 DNAسنتز  ،آغازگر وصتل شدن تکراری یهادر چرخه و مقاوم در برابر حرارت مرازیپل DNA کی

 ،کنندمیعمل  دیجد یاالگوه رشتتتته عنوانبه هاآناز  هرکدامکه  ایدو رشتتتته DNA کیو تفک
عنوان عامل محدود گرها( بهها )واکنشمیزان مهرف کهدرصورتی، نظریاز لحا   شتود.یاستتفاده م

الگو در یک  DNAکند، تکثیر های خود را تا انتهای واکنش حفظ فهالیت کننده عمل نکند و آنزیم
 29های واکنش. بهد از انجام ت با تهداد چرخهبرابر استت nکه در آن  n3برابر استت با  PCRواکنش 
 جدید وجود خواهد داشت. DNAرشته  1×519از یک رشته، امکان تولید  PCRچرخه 
و زمان  است )دما زیر شامل مراحل PCR (نگیکلیترموستاگرما چرخشتی ) یبرنامه مهمول کی
 متفاوت است(: د استفادهمور مرازیبسته به پل قیدق

 دقیقه DNA (℃59 )~ 1واسرشته شدن مولکول  -1
 آغازگربرای یک  39℃ ~  هاآغازگربه رشته الگو )بر اساس دمای ذوب  آغازگر وصل شدن -3

 دقیقه 1 ~( mer-39نوکلئوتید ) 39مهمولی با طول 
 کیلوباز دقیقه/ DNA (℃73 )~ 1ل شدن یطو -2
 دقیقه 29 ~ 1-2تکرار مراحل  -1
 3گویلوا اختصتتتاربه ای 1دهایگونوکلئوتیلوا تحت عنوان طور مهمولبهکوتاه  کینوکلئ یدهایاستتت

 یارشتتتتهتکیی با توالی کوتاه و گوهایلوا DNA یهاآغازگر، PCR واکنش شتتتوند. دریم دهینام
گیرند. میقرار  آن و در جهت مخالف چستتتبندمیده شتتتون ریتکث به انتهای رشتتتته هستتتتنتد که

 یه صورتبپهلوگیری کنند  که باید تکثیر شتوند،  DNAای از باید به ناحیه هاآغازگر، گریدعبارتبه
(. وجود هر 1-2شود )شکل متصل می 1سنسو دیگری به رشته آنتی 2به رشته سنس رشته کیکه 
به  یابزار یرو یی وایمیش صورتبه هاآغازگر. استتمورد نیاز  هابرای تکثیر نمایی رشتته آغازگردو 

توان از فرمول یرا م هاآغازگر وصل شدن یدما .شتوندیمستنتز  ،9دیگونوکلئوتیلوا نام ستنتز کننده
 :کرد برآورد ،جفت باز 99تر از کوتاه DNA یها( مولکولmTذوب ) یدما

 mT( = GC()1( + )تهداد جفت AT()3تهداد جفت )
 

                                                 
1. Oligonucleotides  

2. Oligos  

3. Sense. strand 

4. Antisense. strand 

5. Oligonucleotide. synthesizer 
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 مورد نظر. DNAه به نسبت رشت PCRهای آغازگر گیریجهت :1-7شال 

 
، رفت آغازگر حرکتهنگام شود. رشتته پایین متصتل می 2´( به انتهای forward) رفت آغازگر

به شود. رشته بالایی متصل می 2´برگشت به انتهای  آغازگر. شودیم جادیا ییاز رشته بالا نسخه کی
دل اهرشته بالا م کهدرصورتیشود. رشته پایین ایجاد میبرگشت، یک نسخه از  آغازگرحرکت  هنگام

یک نسخه از  سنس،رشته آنتی 2´به انتهای  وصل شدنبا وجود  بازگشت آغازگررشته سنس باشد، 
اشاره  mRNAبه یک رشته مشابه  قراردادی، توالی یک ژن صتورتبه. کندرشتته ستنس ایجاد می

سنس یک در زمان رونویسی، رشته آنتی مرازپلی RNAاده توسط مورد استف یکند. رشتته الگومی
تر های پروتئینی را سادهموتیفبا  هاآنهای توالی و ارتباط . این قرارداد درك مفهوم حوزهاستتژن 
 کند.می

 Taq ،ردیگیاستتتفاده قرار م موارد شتتتریب در کهمقاوم در برابر حرارت  مرازیپل DNA آنزیم

DNA گرمادوست  که از باکتری استت مرازیپلThermus aquaticus (آب گرم یهاکه در چشمه 
های این شیدر آزماکند( جدا ستازی شتده است. رشتد می 79℃ یدر دما و لوستتونی یپارك مل
 Thermococcusاز که  Ventبته نام  دیگر مقتاوم در برابر حرارت ازمریپل DNA کیت، از کتتاب

litoralis خواهد شد. استفاده شده است،  یجداسازVent شودمیاستفاده  یزمان در هابیشتر وقت 
 9´←2´ئاز اگزونوکل تیفهال یدارا ماین آنزی رایباشتتتد ز ازیمورد ن بستتتیار بالایی دقت زانیکته م

 ( است.1حیتصحفهالیت )
 از: اندعبارت مرازیپل یارهیزنجانجام واکنش  یبرا مورد نیاز یهامهرف
● DNA الگو 
 برگشت آغازگر ●
 رفت آغازگر ●
 (dATP ،dCTP ،dTTP ،dGTPها )فسفاتنوکلئوتید تریدئوکسیدی ●

                                                 
1. Proofreading  
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● DNA پایدار در برابر حرارت مرازپلی 
 بافر ●
 در بافر وجود دارد( هابیشتر وقتو  استمورد نیاز  آنزیم )برای فهالیت میزیمن ●
 :دیمراجهه کن زیر وبگاه، به PCR هایی و کامل واکنشعال یبررس یبرا

www.dnalc.org/shockwave/pcranwhole.html 

 پمرازای پلیبا واکنش زنجیره چرا کلون کردن
 در یسنت کلون کردن نیگزیجا یادیتا حد ز PCRبر  ینمبت راهکارهایبا استتفاده از  کلون کردن

کلون  یبرا ازیمورد ن DNA سازی سنتی،های کلوندر برنامهشده است.  ی مطالهاتیهابرنامه بیشتر
س قطهه محدود کننده جدا و ستتپ یهامیبا استتتفاده از آنز و تربزرگ DNAمولکول  کیاز  کردن

DNA مورد نظر  وکتور بهتوان یشود. سپس قطهه خالل شده را میخالل م آگارز نظر از ژل وردم
 .متصل کرد
 اند از:که عبارت دارد یادیز یایمزا یسنت روشبه نسبت  PCRبا روش  کلون کردن

. در نیستنیازی  ،پهلوگزینی شده هاآغازگرمحدود شونده که توسط  هایجایگاهبه دانستن  -1
صتتتورت مهندستتتی در توان بهمحدود شتتتونده را میهای جایگاه، PCRبتا  کلون کردن

 1هایایجاد کرد و یا از اوورهنگ محدود شتتوندههای جایگاهبرای ایجاد  PCRهای آغازگر
( مناستتب برای DNAمولکول  کی یجفت نشتتده در انتها یدهایاز نوکلئوت )یک رشتتته

 کلون کردن استفاده کرد. فرآیند
 مولکول مورد نظر شتما از یک DNAمولکول که  ستنتی در صتورتی روش کلون کردندر  -3

DNA قطهه  یسادگتوان بهی، نمجدا شود ژنوم( کیبزرگ ) اریبسDNA  خود مورد نظر
 ادیز اریقطهات بس رایز ،سازی کردخالل و سپسجدا  آگارز ژل را با استفاده از الکتروفورز

 .وجود خواهند داشتمشابه  ای کسانی هایبا اندازهنیز  یگرید
 سریع است. PCR فرآیند -2
نسبت به  PCRخطای  یی، نرخ بالاسنت روشبا  ستهیدر مقا PCRبا  کلون کردن یاصتل بیع

کلون شده بالاتر خواهد  احتمال وجود خطا در ژن ن،یبنابرا  است in vivo در شرایط تکثیر و تکرار
 توان استفاده کرد:از دو راهکار می موضوع نیغلبه بر ا ی. برابود

 (.VENTمراز پلی همانندیح کنندگی )حبا خاصیت تص مرازپلی DNAاستفاده از یک  -1
بر واند تیکه م یابی یتوال یی ازخطاها منظور بررسیی بهمثبت فرض یهاکلون دنبال کردن -3

 د.بگذار ریتسب بینوترک نیپروتئ نهیدآمیاس یتوال روی

                                                 
1. Overhangs  

http://www.dnalc.org/shockwave/pcranwhole.html
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تفاده، مورد استت جیوجود دارد. دو روش را PCR هایفرآورده کلون کردن یبرا متهددی یهاروش
 .است هاآغازگربه  شونده محدودهای جایگاهبا ادغام  کلون کردنو  TA کلون کردن

 
 TA کلون کردن

 جفت نشتتتده A-رهنگواو کی، از TA کلون کردن ه یهنیمورد استتتتفاد جیرا یهتااز روش یکی
 حیتصح ریغ مرازیپل DNAکه از  ییهادر واکنشو  PCR فرآورده 2´ی که در انتها کندیتفاده ماس

توان به یک وکتور که توسط را می PCRهای شتود. این واکنشایجاد می شتود،یاستتفاده م کننده
 منظور دستیابی به یکتوان آن را بهو سپس می شودیمد کننده انتهای صتاف بریده ایجا یک آنزیم
که  ییمرازهایپل DNAاستتت که  نیا در روش نیا ضتتهفنقطهاستتتفاده کرد.  واصتلاح  T-اوورهنگ

 کی ها، در این واکنشدارنتد( یکمتر ینرخ خطتا ن،یبنتابرا) انتدهانجتام دادرا  حیعملکرد تصتتتح
یک رشتتتته مولکول نوکلئیک استتتید با  A-)منظور از اوورهنگ کننتد.ینم ادجتیا را A-اوورهنتگ

یک رشتته مولکول نوکلئیک اسید با نوکلئوتید انتهایی  T-)آدنین( و اوورهنگ Aنوکلئوتید انتهایی 
T  )م(.-است)تیمین 
 

 هاآغازگربه  شونده محدود یهابا ادغام ماان کلون کردن
محدود کننده به های جایگاهستازی مورد استتفاده در این راهنما شامل مهندسی کردن  روش کلون

ون که کل PCR هایفرآوردهدر  محدود شتتتوندههای جایگاهبنابراین،   خواهد بود PCRهای آغازگر
که در آن  استتت PCRیک واکنش  ةنشتتان دهند 3-2شتتوند. شتتکل خواهند شتتد، گنجانده می

 اند.گنجانده شده هاآغازگرصورت مهندسی در محدود شونده بههای جایگاه



 یمولکول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           46

 

 
های آغازگربه  هاآناز طریق مهندسی کردن  PCR فرآوردهبه یک  محدود شتوندههای جایگاهگنجاندن  :2-7شکال 

 هضتتم یلازم برا یاضتاف یدهایشتده و نوکلئوت یمهندست کننده محدودهای جایگاهرا با  هاآغازگر( Aرفت و برگشتت. )
که  دیتوجه داشته باش. ستا PCRاول  حلهدو مر ة( نشتان دهندC( و )B) .دهدیمنشتان  اتیرا با جزئ PCR فرآورده
( مراحل سوم و بهدی واکنش Dدر ) شوند.ینم متصلو  یستندنالگو  رشتته مکمل هاآغازگرشتده  یمهندست یهابخش
PCR  شوندبه رشته الگو تازه سنتز شده متصل می طور کاملبهها آغازگرنشتان داده شتده استت. توجه شتود که .(E )

 .استچسبنده  9´هضم شده با انتهای  DNAنشان دهنده 
 

 هاهجایگابنابراین توجه کنید که این   شوندالگو کد نمی DNAتوسط  محدود شوندههای جایگاه
ش در واکن وصل شدندمای هنگام در نظر گرفتن شوند. به همین دلیل، به رشتته الگو متصتل نمی

PCR دمای ذوب ،mT را اضتتافه نخواهیم کرد. توجه شتتود که  آغازگربه  مرتبط با بخش غیر مکمل
اضافه کنیم. دلیل این امر  آغازگرمکان محدود شونده هر  9´نیاز استت تهدادی نوکلئوتید اضافی در
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 بیشترتوجه شود که  .بهد و الحاق آن به وکتور خواهد بود در مرحله PCR فرآوردهکردن  به هضتم
های انتهایی محدود شتتتونده که در بخشهای جایگاهمحدود کننده توانایی برش انتدونوکلئتازهتای 

با  PCR فرآوردهدستتتت آوردن یک اند را ندارند. بهد از ارزیابی کردن به قرار گرفته DNAمولکول 
 NotI-HF و NcoI-HF های محدود کنندهرا با استتتفاده از آنزیم PCR فرآوردهاندازه مورد نظر، 

 و سپس هضم شده داشته باشیم pET-41a وکتور بیانیتا انتهای چسبنده سازگار با  کنیممیهضم 
 های بهدی(.اقدام خواهیم کرد )در جلسه یا لیگاسیون وصل شدنبرای مرحله 

 
 سنتزی ژن کلون کردن

شود. ایجاد می de novo صورتبهکه قرار است در وکتور وارد شود،  DNA در این روش، کل توالی
های تغییر داد تا تفاوت یراحتبهتوان را می این مزیت را دارد که توالی ژناستتتتفتاده از این روش، 

 .مورد بررستتی قرار دادژن و میزبان نوترکیب را  مبدأبین ارگانیستتم  های مختلفاستتتفاده از کدون
 .استفاده کرد مکانی افتهی تیهدا هایتوان از آن برای ایجاد جهشهمچنین می

 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 pET-41aشده  وکتور هضم سازیخالصالف. 
شتتده  ها از وکتور هضتتمها و ستتایر ناخالصتتیهای محدود کننده، نمک، آنزیمهدف: در این مرحله

pET-41a  .با  یقبل شگاهیکه در جلسه آزما یوکتورشما حذف خواهد شدNcoI-HF  وNotI-HF 
( استفاده خواهد egfp) الحاقی DNAبا  وصل شدن یبرا یبهد یشگاهیدر جلسه آزما د،یهضم کرد
موجود در بافر  یهاحذف نمک نیبنابرا و استتتبه غلظت نمک حستتاس  لیگاستتیون فرآیند شتتد.
 مهم است. کننده، امری محدود یهضم

برای حذف  QIAGEN QIAquick PCR ستتازیخاللکیت  نامهشتتیوهبه همین منظور، از 
براساس  که چرخشیستون از  در این مرحله(. 2-2استتفاده خواهد شتد )شتکل ها ها و نمکآنزیم

در  میدزپلا سازیخاللدر طول  پیشتردرستت مانند ستونی که )کند می اصتل جذب ستیلیس کار
توان با استفاده از روش شود. از سویی، این عمل را می(، استفاده میشدیممقیاس کوچک استتفاده 

و  سریع لیبه دل QIAquickو یا ایزوپروپانول نیز انجام داد، اما استتفاده از روش  ترستیب با اتانول
نسبت ترسیب الکلی، ترجیح داده  کارآمدتر بودن )نمونه کمتری مورد استتفاده واقع خواهد شد( به

 شود.می
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، استفاده QIAGENشرکت  فرآورده. PCR سازیخاللبرای  QIAquick spinچارچوب استفاده از  :7-7شال 

 شده با کسب اجازه.
 

اصلاح شده است  ،ارائه شتده توستط شرکتو نامه ارائه شتده توستط راهنما شتیوه :نامهشکیوه
(QIAquick Spin Handbook April 2015.) 

و در یک میکروسانتریفوژ متهارف  rpm 12.999تمامی مراحل سانتریفوژ در سرعت تقریبی  توجه:
ده در دستگاه قرار دهید. مطمئن ش ترازها در حالت های خود را با ستایر گروهانجام شتود. ویال

 افزوده شده است. PEبه بافر  شوید که قبل از شروع، اتانول
اضتتافه و آن را  NcoI-HF/NotI-HFشتتده با  را به وکتور هضتتم PBبافر  μL 399 مقدار -1

 کنید. مخلوط
 قرار دهید. mL 3 آوری کنندهیال جمعرا در یک و QIAquick یک ستون چرخشی -3
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 29و به مدت  دهیدقرار  QIAquickستون  درکل نمونه را ، DNAبه  وصتل شتدنبرای  -2
 .دیکن وژیفیسانتر هیبان

را در یک  QIAquickو ستون  بریزیدرا دور  شتده از طریق ستون چرخشی نینشتتهمایع  -1
 کننده مشابه قرار دهید.آوری ویال جمع

اضافه و سپس به  QIAquickرا به ستون  PEبافر  mL 79/9وشو، مقدار منظور شتستتبه -9
 بانیه سانتریفوژ کنید. 29مدت 

را در یک  QIAquickو ستون  بریزیدرا دور  شتده از طریق ستون چرخشی نشتینتهمایع  -3
 ر دهید. به مدت یک دقیقه دیگر سانتریفوژ کنید.آوری کننده مشابه قراویال جمع

 قرار دهید. mL 9/1 را در یک ویال میکروسانتریفوژ استریل QIAquickستون  -7
اضافه کرده، به  QIAquickرا به مرکز غشا  EBاز بافر  μL 99 ، مقدارDNAبرای شویش  -7

 یفوژ کنید.دقیقه سانتر 1مدت یک دقیقه صبر کنید و سپس به مدت 
و  «pET41aشده  سازیخاللوکتور » شتده را با علامت ستازیخالل DNAویال حاوی  -5

 بزنید. برچسبزمان آن 
های قبل و یا اسپکتروفوتومتر برآورد کنید )به بخش غلظت نمونه را با استفاده از نانودراپ-19

 نید(.مراجهه ک
 

 آگارز ژل ب. الاتروفورز
 کههنگامیاستتتت.  یبار منف یدارا DNAکند که تمام یفرض کتار م نیبتا ا آگتارز ژل الکتروفورز

DNA ار ب یشود به سمت قطب دارایاضتافه م یکیالکتر دانیم در )کاتد( یبار منف یبه قطب دارا
با سرعت بزرگ  DNA یهاآگارز، مولکول سیاندازه منافذ ماتر لیبه دل کند.یمثبت )آند( حرکت م

ز ا باندها نکهیاگر قبل از ا کنند.در ماتریس مهاجرت می ترکوچکهای کمتری نستتتبت به مولکول
مرتب شتتده بر استتاس اندازه  زیمامت باندهایمتوقف شتتود،  یکیالکتر دانیژل خارج شتتوند م یانتها

ژل آگارز  کی یرو خود را ةو خالل شدشده  هضم وکتور شمابهد،  در مرحله .هستندقابل مشاهده 
پس از  یخط DNAپ ریخ ایکامل شتتده استتت  DNA برش فرآیند ایآ دینیتا بب کنیدتفکیک جدا 

ژل آگارز  یرو ینیبشیواحد با اندازه قابل پ باند کیعنوان به کننده محدود توستتتط آنزیم هضتتتم
 ودشمتهدد ظاهر  یهاباند صورتبه تواندیم یارهیدا دیمزپلا DNA گر،ید یاز سو کند.یمهاجرت م
و  هیهنگام تجز .کندیمهاجرت نم یخط DNA ی بابا سترعت مشابه ،آن هیستاختار بانو لیو به دل
 کرد دیتا چهار باند مختلف را مشتتاهده خواه هابیشتتتر وقتژل آگارز،  یرو یارهیدا DNA لیتحل

 (.1-2)شکل 
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 .NotI-HFو  NcoI-HFاز برش با  پسو  پیش pET-41aوکتور  آگارز ژل الکتروفورز :4-7شال 

 
برش نخورده  pET-41a بانددر  یو خط یارهیدا ،یارشتتتهتک DNAکه  دیتوجه داشتتته باشتت

، وجود ندارند دیمزپلا یسازخاللپس از  طور مهمولبه هاگونهاز  کدامچیه رای، زشودینممشتاهده 
که  طورهمانشتتود. پلازمید دیده نمی ستتازیخالل در فرآیند طور مهمولبه هاآناز  کدامچیهزیرا 

 روی این ژل استتتت. NotIو  NcoI تنهتا باند موجود پس از هضتتتم یخط DNAرود، یانتظتار م
پلازمید  دهندهنشان بساچههم وجود دارد که  چابر مارپی DNAساختار رسد که می به نظرهمچنین 

 .استبا درجه متفاوتی از ساختار ابر مارپیچ 
● DNA زاد: این شتتتکل، حالت طبیهی و درونچیمتارپ ابر DNA پس از  باند نیا. استتتت

با وجود داشتن  مارپیچ ابر DNA از نظر شتدت باشد. هیباند اول دیبا زمید،پلا یستازخالل
 هیساختار بانو رایکند، زیمهاجرت م یخط DNAاز  ترعیستر کستان،ی هایتهداد جفت باز

 آگارز دارد. قیدر حرکت از طر یمتراکم آن مقاومت کمتر
● DNA  :دهدمیتشکیل  ژل یرورا  باند نیبالاتر طور مهمولبهفرم  نیاحلقوی شکسته شده 

 یشتتکستتتگ در نتیجه شتتکستتته شتتده DNA .کندیممهاجرت  یخط DNAو کندتر از 
رخ  یسازخالل ندیدر طول فرآ هابیشتر وقتکه  است ایجاد شده DNAدر  یارشتتهتک
 ودشیباعث م شده و چیپمار ابرساختار  رفتن نیباعث از ب یارشتتهتکشتکستتن  .دهدیم
آگارز مقاومت  منافذ قیشتتود و هنگام مهاجرت از طر لیتبد یتربزرگ رهیبه دا DNA که
 ی داشته باشد.شتریب

● DNA  :محدود کننده با آنزیم پس از هضتتم رودمیاستتت که انتظار  یافرآورده نیاخطی 
شکاف در هر دو رشته  جادیا یبرا میآنز کیاز  استفاده . این حالت در نتیجهدیمشاهده کن

DNA تجزیه و تحلیل تواند در فرآیند، این حالت همچنین میبا این حال .شتتودایجاد می 
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DNA هر دو رشته  سازیخالل ندیر طول فرآاگر دهضم نشده نیز مشاهده شود.  پلازمید
DNA  شتتوند،  دهیمکان بر کیدرDNA از  یناشتت تواندیمکه  حاصتتل خواهد شتتد یخط
اگر  باشتتد. ستتازیخالل فرآیند در طول دیدر ابر برخورد شتتد اینمونه  ینوکلئاز یآلودگ
شتکسته  های DNA نیکه ب دیبرش نخورده خود مشتاهده کرد DNAرا در نمونه  باندی
 DNA با با اندازه مورد انتظار چیابر مارپو  یارهیدا DNAدر این صورت ، ه وجود داشتشد
 که خواهد داشتوجود ( شودیم نییته DNA کشخطکه توستط  طورهمانشتما ) یخط
 در نتیجه این امر تشکیل شده است. بساچه

● DNA  شکل از  نیا: یارشتتهتکخطیDNA و  زمیدپلا سازیخاللقات در خلال او یگاه
 یوندهایپ ،pH یروش، ستتطوح بالا نیدر طول ا .شتتودیم جادیا ییایقل هضتتم در نتیجه

 یستتتازیخنثبرد. از بین میمخالف را  یهادر رشتتتته DNA هایباز جفت نیب یدروژنیه
خصتتتوص اگر اوقات، به یدهد. گاهیلاح ماجازه اصتتت یدروژنیه یوندهایبه پ حالت قلیایی

و  شودمیدائم دناتوره  طوربه DNAادامه داشتته باشد،  یمدت طولان یبرا ییایقل طیشترا
از  ترعیکه سر است یارشتهتک حلقوی DNA این امر جهینت شود. متصلتواند دوباره ینم

DNA ژل خود  یرا رو باند نیموارد، ا شتتتری. در بکندحرکت می آگارز ژل یرو چیابر مارپ
 خواهید کرد.مشاهده ن
 سهینمونه هضتم نشده مقا با( را شتدهخاللو  )هضتم یخط DNAشتما ظاهر در این تمرین، 

چند باند وجود  ایباند، دو  کی یجابههضتم نشتده باشد،  لطور کامبهاگر نمونه شتما  کرد. دیخواه
در این  .دیکنیدر نمونه هضتتم شتتده مشتتاهده نم حلقوی DNAکه  دیمطمئن شتتو خواهد داشتتت.

کامل هضتم شده است. در صورت مشاهده دو یا  صتورتبه DNAکه  خواهید شتدمطمئن  صتورت
 چندین باند، با مربی خود مشورت کنید.

 به EtBr .شدیماستفاده  ژل یرو DNA مشتاهده یبرا مهمول طوربه( EtBr) دیبروما ومیدیات
 ، نورماورادبنفش در مهرض اشتتتههگرفتن قرار  و پس از کندمینفوذ  یادو رشتتتته DNA باندهای

، هابه سلول EtBr، در صتورت ورود با این حال .کندیم بازتاباز خود  یرتصتو /ینارنج فلورستانس
 ایجاد جهش و در نهایت ،1ستتتبب تشتتتکیل دایمرهای تیمیدین DNAتواند با نفوذ به این ماده می

 EtBrرا به روش مشتتابهی با  DNAمولکول  GelRed فرآوردهایجاد ستترطان خواهد شتتد. باعث 
سلولی نیست و بنابراین سلامتی را  دغشا، این ماده قادر به عبور از با این حالاما  ،دهدتشخیل می
استتتید خواهد بود. توجه: ویال رنگ نوکلئیک× 19.999، حاوی GelRedکند. هر ویال تهتدید نمی

                                                 
1. Thymidine. dimers 
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در طول یک ترم  ا باید از این استتتتوكشتتتمباید در یک محیط تاریک و فاقد نور نگهداری شتتتود. 
 استفاده کنید.

و در  × TBE 1بافر  mL 199 درصتتد، مقدار یک گرم از آگارز را به 1 آگارز برای تهیه ژل -1
در  هیبان 29ای اضتتتافه کنید. بطری را به مدت و یا بطری شتتتیشتتته mL 399 یک ارلن

خود  ظرفمراقب  دقتبه .دیقرار ده باشتتتد،شتتتل  یکه درب بطر تیحال در و ویکروویما
 بچرخانید تا آگارز صورتیبهبطری را  .دیکن یریتا از حباب زدن محلول خود جلوگ دیباشت
منظور چرخاندن بطری استفاده مخصتوص به شدر بافر حل شتود. از دستتک طور کاملبه

 ید.نزدیک صورت خود نچرخانرا کنید و هرگز ظرف 
. دیهرگز محلول آگارز را بدون مراقبت رها نکن ویکروویهنگتام استتتتفاده از ما هشککدار:      

چرخانده شتتود تا از گرم شتتدن  شیگرما ندیدر طول فرآ ایصتتورت دورهبه دیمحلول با
 یهاهنگام گرم کردن آگارز از دستتتتکش شتتتهیشتتتود. هم یریجلوگ ایطقهمن ازحدشیب

 .دیاستفاده کن اتوکلاو ای مخصوص و
 mL 99 یمخروط شیلوله آزما کیاز آگتارز ذوب شتتتده خود را در  mL29 نزدیتک بته -3

 شود. یریگاندازه طور دقیقبهحجم  ستی. لازم ندیزیبر بارمصرفکی
 اژمونت مربی توضیح داده است،ه ک گونهو دستگاه را همان بدهیدقرار  ژل ینیشتانه را در س -2

 .دیکن
و بدون ایجاد  کنیداز آگارز اضتتتافه  mL 29 را به×GelRed (19.999 )از  μL 2 مقدار -1

قبل از بریزید.  ظه ژلفدر محرا محلول  نهتایترا ترکیتب کنیتد. در  هتاآنکردن حبتاب، 
تواند دستگاه ژل را یرز داغ مبخار آگا رایخنک شود، ز یآگارز کم دیژل، اجازه ده ختنیر

. دیدرب آن را محکم ببند سپس وببندد  یدر بطر ماندهیآگارز باق دیاجازه ده کند. خراب
ان در تومیآگارز  نیا از .دیبپوشان لمیدهانه را با پاراف دیتوانی، مارلندر صتورت استفاده از 

 رد.های بهدی و از طریق ذوب مجدد آن در ماکروویو استفاده کجلسه
 های خود را آماده کنید.، نمونهبسته شدن ژل هنگام -9

: در صورت دیاضافه نکن یاصل را به کل نمونه 1دایرنگ  ،ریز هاینمونه یستازآماده یبرا      
 استفاده کرد. کلون کردن یتوان از آن برایانجام، نم

 یها. فرمولدیهم مخلوط کن ید بارا با دای ، آب و رنگDNAخود،  یهانمونه هیته یبرا      
ها این محلول وجود دارد. آگارز ژل الکتروفورز یبرا دایرنگ  برای استتتتفاده از گوناگونی

که در  2V2C=1V1C ا استفاده از مهادلهبرا داشتته باشند.  19×و  3×، 3×توانند غلظت می

                                                 
1. Loading. dye 
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افزودن به واکنش  یرا برا دایرنگ  حیحجم صتتح دیتوانیم ،دیافراگرفته یعموم یمیشتت
 .دیخود محاسبه کن

2V2C=1V1C 
و  1×برابر است با  2Cحجم مجهول رنگ دای.  1Vبرابر است با غلظت و  1Cدر این فرمول،      

2V  .ر د حلراهعنوان نقطه قوت تواند بهمی «×»تر راحت رتصوبهبرابر است با حجم نهایی
و باید به  استتتت ترظیغلدو برابر  3A×، محلول رنگ دای مثالعنوانبهنظر گرفته شتتتود. 

صورت باید به 3×/آب( رقیق شود. محلول رنگ دای DNA)رنگ دای: مخلوط  1:1نسبت 
 صورتبهباید  19×/آب(. محلول دای DNAقسمت  9قسمت رنگ دای:  1رقیق شود ) 1:9
 /آب(.DNAقسمت  5قسمت رنگ دای،  1رقیق شود ) 1:5

، شده برای بارگذاری آن روی ژل ستازیخاللو  هضتم DNAمنظور آماده کردن نمونه به -3
 در یک ویال مجزا ترکیب کنید: هاآن

__ μL  از وکتورpET-41a با  شده هضمNcoI/NotI  برابر با(ng 99) 
__ μL از رنگ دای 
__ μL برای رساندن حجم کل به( آب مقطر استریل μL 19) 
 دقیقه سانتریفوژ کنید )و یا به محتوی موجود در 3مواد را با هم ترکیب و سپس به مدت       

 کف ویال ضربه بزنید(.
را در یک ویال  هاآن، منظور بارگذاری آن در ژلبریده نشتتده و به DNA ستتازیبرای آماده -7

 مجزا ترکیب کنید:
__ μL  وکتورpET-41a  بریتتده نشتتتده )برابر بتاng 99 را برای  متانتتدهیبتتاق( )حجم

 داری کنید(های بهدی آزمایشگاه در فریزر نگههجلس
__ μL رنگ دای 
__ μL برای رساندن حجم کل به( آب مقطر استتریل μL 19  )مواد را با در صورت نیاز

به محتوی موجود در کف )دقیقه ستتتانتریفوژ کنید  3هم ترکیب و ستتتپس به مدت 
 ویال ضربه بزنید(.

را روی ژل بریزید )مقدار کافی  TBE ×1بافر  mL 139 ، مقدارهنگام بسته شدن کامل ژل -7
 بافر ریخته تا روی ژل را بپوشاند( و سپس شانه را خارج کنید.

 ng 199: 3: خالی، چاهک 1کنید: چاهک  یبارگذاربر طبق این روش  ها را روی ژلنمونه -5
 #Catشتتتده با رنگ دای )ترکیبپیش NEB( شتتترکت kbکیلوباز ) DNA 1کش خط

N0468 2(، چاهک: μL19  وکتورpET-41a شده با هضمNcoI/NotI خالی، 1، چاهک :
 برش نخورده. pET-41aوکتور  μL 19: 9چاهک 
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عبارت استت از یک نشانگر مولکولی برای  NEB( شترکت kbکیلوباز ) DNA 1کش خط     
و  9/1، 3، 2، 1، 9، 3، 7، 19 نزدیک به. اندازه باندهای ظاهر شتتتده DNAبرآورد اندازه 

 (.9-2)شکل  استکیلوباز  9/9
 ها را به منبع ولتاژ متصتتل کنید. ژلها، دستتتگاه را بستتته و ستتیمبهد از بارگذاری نمونه -19

DNA  را در ولتاژ تقریبیV 79 کنید اجراد استتتتفاده، و یا ولتاژ مناستتتب دستتتتگاه مور 
(V/cm 19). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

)شتتتماره  NEB( شتتترکت kbکیلوبتاز ) DNA 1کش خط :2-7شککال 
، جوارهمنستتتبت به باندهای  kb 2(. توجه کنید که باند N3232کتاتالوگ 
 تر است.روشن
 

رنگ  کهیهنگام(. egfp ژن PCRدر حال اجرا شدن است، به بخش پ بروید ) در زمانی که ژل
 اتوریلومیترانس یروو ژل را  نیدآبی دای )بروموفنول( به بخش انتهایی ژل رستید، جریان را قطع ک

UV محافظ نکیاز ع ،ماورادبنفشاشهه  میدر صورت امکان قرار گرفتن در مهرض مستق .دیقرار ده 
UV نییا تهت کندمیبه شما کمک  یمرب .دیکن یرا بررس آنو  بگیریداز ژل عکس  .دیاستتفاده کن 
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نمونه  باندواحد در  DNA باند کی دیبازمید شتما تکمیل شتده است یا خیرپ. پلا برش ایکه آ دیکن
DNA متفاوت از  یکم دیبرش خورده شتتما وجود داشتتته باشتتد و اندازه آن باDNA  خورده نبرش
 باشد.
 

 egfp ژن مرازلیای پپ. واکنش زنجیره
 مورد استفاده در این آزمایش PCR یهاآغازگر. استت egfp حاوی ژن pEGFP-N1وکتور  هدف:

   بنابراین،دنشده باش گنجانده هاآنمحدود کننده در  یهاکه مکان است شدهی مهندست یبه صتورت
کنید  هضم یبه صورترا  PCR فرآورده توانیدمی شما شتما کامل شتد، PCRواکنش  کهدرصتورتی

 .باشدآماده  که دارای انتهای چسبنده و برای کلون کردن
(، یک مکان ´egfpNco: 5´-AAACCATGGTGAGCAAGGGCGA-3) رفتت آغتازگر

 :egfpNotبرگشتتتتت ) آغتتازگرو  PCR فرآورده 9´در انتتتهتتای  NcoIمتحتتدود شتتتونتتده 

5´AAAGCGGCCGCTTTACTTGTACA-3´  یک مکان محدود شتتونده )NotI  در انتهای  شما ایجاد خواهد کرد. PCR فرآورده 2´
 
 PCR نامهشیوه
 هایعنوان، یک جدول را در دفترچه یادداشت آزمایشگاهی خود با PCRمواد  از پایپت کردن پیش
، غلظت نهایی و حجم مورد نیاز برای پایپت کردن، ایجاد کنید ، غلظت استوكدهندهلیتشکاجزای 
 لیخود تکم مهین یهامهرف استوكجدول خود را بر اساس غلظت  دیتوجه: شتما با(. 1-2)جدول 

 .دیکن پایپتذکر شده در جدول  بیها را به ترتجدول شما کامل شد، مهرف کهیهنگام .دیکن
 

 PCRاندازی راه :1-7جدول 
 ماده مصرفی غلظت استوک غلظت نهایی/حجم (μLحجم پایپت )

 عاری از نوکلئاز μL 25 H2Oجم نهایی تا رسیدن به ح
 ThermoPolبافر  19× 1× 2
 μM 399  از هرdNTP  dNTPs 
 μM 39/9  آغازگر egfpNco 
 μM 39/9  آغازگر egfpNot 
 ng 199   پلازمیدpEGFP-N1 
 U 1  مرازپلی VENT 

 
 د.ها ضربه بزنیو مخلوط کنید و سپس به انتهای ویال دهید در ابتدا چندین مرتبه تکانرا ها ویال



 یمولکول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           16

 

 ارائه شده )جدول ةنامو سپس طبق شیوه دهیدها را داخل دستگاه ترموسایکلر قرار میکروتیوب
 ( دستگاه را اجرا کنید.3-2

 
 .PCRبرنامه  :2-7جدول 

  درجه حرار  زمان
 واسرشتگی 59℃ دقیقه 2
 سرشتگیوا 59℃ ثانیه 75
 وصل شدن 39℃ ثانیه 75
 طویل شدن 73℃ دقیقه 1

 بار( 29) 3-1تکرار مراحل   
 طویل شدن 73℃ دقیقه 2
 توقف 1℃ صور  نامحدودبه

 
در جلسه بهدی آزمایشگاه در  منظور استفادهبه را شما PCRهای های حاوی واکنشمربی ویال

 داری خواهد کرد.نگه -39℃فریزر 
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 ایمباحثه هایپرسش

 واکنش بازدهی م،یقرار ده شدهمحاسبهذوب  یاز دما ترپایین ایرا بالاتر  وصتل شتدن یاگر دما -1
PCR فیت کیو  هاآغازگر وصل شدن تیچگونه بر قابل ترنییپا ایبالاتر  یدما چقدر خواهد بودپ

در  PCR هایفرآورده ایناز  شتتدهحاصتتل ژل کی گذاردپیم ریتسب هایهفرآوردیی نها و کمیت
خواهد چگونه به نظر  نهیبه وصتتل شتتدن یدر دما آمدهدستتتبه PCR هایفرآوردهبا  ستتهیمقا
 بودپ

ما  شگاه،یآزما نیآشنا هستند، اما در ا مرازیپل Taq DNAاستفاده از از نحوه  شتریب پژوهشگران -3
و چرا  ستتتتیچ این آنزیم .کردیماستتتتفاده  دیگرمقاوم در برابر حرارت  مرازیپل DNAیک از 
 پمیکنیماز آن استفاده  مرازیپل Taq DNA یجابه

چرا این  پایجاد کند آگارز ژل یرو باند مختلف را چندینتواند یم حلقوی یدزمپلتا DNAچرا  -2
DNA ی مشابه بااندازه ظاهرتواند با داشتن نمی DNA حرکت ژل  یبا همان طول روو  یخط
 پکند

و غلظت  μL 999( با حجم Cat #N3200L) NEBدیگر از شتتترکتت  DNAکش یتک خط -1
μg/mL 1999 شما به  کهدرصورتیارائه شتده استت.  3×مخلوط نشتده با بافر دای و پیشng 
از محلول  یو چه حجم کنیدمیچگونه محلول را آماده کش نیاز داشته باشید، از این خط 199
 پدیدهیمخود قرار  آگارز ژل یرا رو

 
 
 
 
 
 

https://www.qiagen.com/


   



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه چهارم
 PCRاز  شدهحاصلDNA (egfp )الحاق  سازیآماده
 

 حاوی ژن PCR فرآوردهو سپس  تسییدخود را  PCRآمیز بودن واکنش امروز شتما موفقیت هدف:
egfp تولید انتهای چستبنده مربوط به منظور را بهNcoI/NotI بتوان از  راهتا از این کنید می هضم
را مرور  3-2این جلسه، شکل  آغازاز  پیشدر هفته بهدی استفاده کرد.  لیگاسیون برای فرآیند هاآن

 کنید.
 
 مقدمه -1
صورت که به NotIو  NcoIبرای  محدود شوندههای ی جایگاههای حاوآغازگرز با استفاده ا egfp ژن

ژن  در حال حاضر،واقع شده بود )با تهدادی نوکلئوتید اضافی(، تکثیر شد.  هاآنمهندسی در انتهای 
egfp از واکنش  شدهحاصتلPCR است، هنوز دارای انتهای صاف .DNA محدود  یهامیبا آنز دیبا

دا ، ابتمنظور نیبه هم شود. جادیا کلون سازی فرآیند یچستبناك برا یتا انتها ودشت کننده هضتم
 ریتسب کننده که ممکن است بر هضم محدود ییهاندهیآلا ریها و ستاحذف نمک یبرا PCR فرآورده
و  NcoI-HFبا  زمانهم طوربه ،PCR فرآورده egfpژن ستتپس،  .شتتودیم ستتازیخاللبگذارد، 

NotI-HF  وکتور  به وصل شدن یمناسب برا چسبنده یتا انتها شودمیهضتمpET-41a  هاآندر 
 حیفراهم و ترجمه صح جهتکیدر  وکتور ورا در  egfpژن  کلون کردنامکان  امر نیا شتود. جادیا

 PCR فرآورده egfpهضتم شده ژن  ت،یدر نها .کندیم نیرا تضتم GST::EGFP الحاقی نیپروتئ
فته که در ه) فرآیند لیگاستتیونبا  توانندیکه م ییهامیها و آنزتا نمک شتتودمیخالل  گرید بارکی
 حذف شوند.تداخل داشته باشند،  (شودیانجام م ندهیآ
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 PCR فرآورده سازیخالصمنظور )اسپین( به الف. استفاده از ستون چرخشی
 PCRنمونه »و در یک ویال جدا با برچسب  نیدک خود را جدا PCRاز نمونه  μL 9میزان  -1

 قرار دهید. «اصلی
 QIAGEN QIAquickشتترکت  PCR ستتازیخالل، از کیت PCR فرآورده ةماندیباقبا  -3

 استفاده کنید. و نوکلئوتیدهای آزاد موجود در محیط واکنش ها، آنزیممنظور حذف نمکبه
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 PCRشده حاصل از  سازیخالص egfp ب. تعیین کمیت ژن
ه استفاد سازیخاللخود پس از  ةنشد هضم PCR فرآورده egfp ژن غلظت نییته یبرا از نانودراپ

 )بخش ویدهضم محدود شونده ش وارد مرحله یکراستدر صورت در دسترس نبودن نانودراپ،  .دیکن
 ، در واکنش هضمی خود استفاده کنید.PCR فرآورده egfpاز ژن  μL 39و از  پ(
 

 PCR فرآورده egfp ژن محدود کننده پ. هضم
 و سازیخاللهای نامهکه در جلسه دوم کلاس آزمایشگاه توضیح داده شد، شیوه گونههمان توجه:
 نیاما ب ،استتتمشتتابه  یهمگ های محدود کنندهبا آنزیمهضتتم و  )وکتور( دیمزپلا DNA هضتتم

ه ب(. کندیم روزبهخود را  یهامهرفکه ستتازنده  یزمان یحت) متفاوت استتت اندکی دکنندگانیلتو
 کنید. تسییداز شروع  پیشرا  نامهشود که شیوهمی پیشنهاد طور اکیدهبدلیل،  نیهم

د محدو هضتتم یخود برا شتتگاهیآزما ادداشتتتیجدول در دفترچه  ک، ی1-1همانند جدول  -1
 .دیکن جادیا کننده

 محدود کننده آنزیم با PCR فرآورده هضم واکنش تنظیم :1-4جدول 
 هامعرف غلظت اولیه مقدار نهایی/ غلظت (μLحجم )
 ng 1999  ژن egfp فرآوردهشده  سازیخالل PCR 

2 ×1 ×19 CutSmart Buffer 
 N/A N/A آب استریل 

 U19  NcoI-HF 

 U19  NotI-HF 

فهرستتت شتتده در  یها، مهرف"egfp digest"با برچستتب  وژیفیستتانترکرویم ویال کیدر  -3
، بافر و DNA، های حاوی آنزیم. ویال!(در آخر هامیآنز) دیاضتتتافه کن بیجدول را به ترت

دو بانیه( ستتتانتریفوژ کنید.  نزدیک بهاز استتتتفاده به مدت بستتتیار اندك ) پیشغیره را 
خوبی از استفاده به پیش، -39℃اطمینان حاصل کنید که بافرهای ذخیره شده در فریزر 

 د.ذوب و ورتکس شده باشن
را در یک رك  هاآنو سپس  نیدها را ورتکس و اسپین کبانیه، محتویات ویال 3-9به مدت  -2

 19)به مدت  27℃و یا حمام آب با دمای  را در یک انکوباتور هاآنمناستتتب و در نهایت 
 دقیقه( قرار دهید.

 تجزیه و تحلیلخود را برای  DNAهای و نمونه آگارز ، ژلهضم فهالیت شدنانجام  هنگام -1
 ج(. حاضر کنید )بخش ،ژل
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 شده با استفاده ستون چرخشی هضم DNAها و پاک کردن  . حذف آنزیم
 به غلظت لیگاستتیون فرآیند استتت. کلون کردن یچستتبنده برا یانتها یشتتما اکنون دارا egfp ژن
 کننده محدود مورد استفاده در بافر هضم یهاحذف نمک نیبنابرا  حستاس هستتند اریبست هانمک
را بار دیگر  QIAGEN QIAquickشرکت  PCR سازیخاللکیت  نامهشتیوه ستت.مهم ا بستیار
خلوص را با  میزان وکنید برآورد غلظت را هضتتم شتتده خود اجرا و ستتپس  PCR هایفرآوردهروی 

 PCR فرآوردهاز  μL 9-19مقدار  ،نبوددر دسترس  اگر نانودراپ .دیبزن نیخمت استفاده از نانودراپ
 اجرا کنید. آگارز ژل یرو kb 1کش خطخود را در کنار  ةشدخالل ةهضم شد

و  دیبه همراه غلظت آن برچسب بزن« شده سازیخاللو  هضم egfp ژن»را با عنوان  ویال نیا
 .دیکن ینگهدار ج مرحله آغازاز  پسو تا  pET-41aو در کنار وکتور  خود زریدر جهبه فر

 
 آگارز روی یک ژل سازیخالصو  PCRج. بررسی واکنش 

که  دیده لیتشخ تا دهدرا میامکان  این به شتما آگارز ژل یخود رو یهانمونه لیو تحل هیتجز
عات این اطلا تسیید .ریخ ای ایدکرده سازیخاللو  ریتکث تیجفت باز را با موفق 731با  egfp ژن ایآ

 مهم است. DNA لیگاسیونقبل از 
 
 )مرور جلسه سوم آزمایشگاه( نامهشیوه
در جلسه سوم کلاس آزمایشگاه توضیح داده  پیش از اینکه  گونههماندرصد را  1 آگارز ژل-1

 شد را در مخزن ژل دستگاه بریزید.
از  μL 3از طریق افزودن  بخش الف( را برای بارگذاری در ژل خود ) «اصتلی PCR»ه نمون -3

PCR  به همراهاصلی μL 7 .آب، آماده و سپس مقدار کافی از رنگ دای را اضافه کنید 
منظور بخش ت( را به خود )« شده سازیخاللو  هضم egfp ژن»از نمونه  ng 199مقدار  -2

با  را استتتت DNA از ng 199 ینمونه که حاو نیحجم اآماده کنید.  بتارگتذاری در ژل
حجم  .دیخود محاستتتبه کن ی نانودراپهااز داده شتتتدهنییته DNAاستتتتفاده از غلظت 

مقدار نمونه  کهدرصورتیبرستانید ) μL 39به  واکنش را با استتفاده از آب مقطر استتریل
در نهایت، حجم مناسب از رنگ  و برسانید( μL 19د حجم را به یتوانشما کافی نباشد، می

 μL9-19میزان  طور مهمولبهدای را اضافه کنید. در صورت در دسترس نبودن نانودراپ، 
 .استمنظور بارگذاری کافی به «شده سازیخاللهضم و  egfpژن »از 
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 طبق دستور زیر بارگذاری کنید:را خود  ژل -1
با  شتتدهبیترک( از پیشkb1 ) NEBشتترکت  DNAکش خط ng 199: مقدار 1چاهک 

 رنگ دای
 شدهقیرق «یاصل PCR»از نمونه  μL 19: مقدار 2چاهک 
 «شده سازیخاللو  هضم egfp ژن»ه از نمون ng 199: مقدار 9چاهک 

 .که شرح داده شد، مشاهده کنید گونهخود را اجرا سپس نتایج را همان ژل -9
 

 هفته آینده هایهچ. محاسب
 توانید برای انجام فرآیندمی از این محاسبات .زیر را انجام دهید هایه، محاسباجرا شتدن ژل هنگام

 در هفته آینده استفاده کنید: لیگاسیون
 برحسبرا محاسبه کنید ) ng 99شده برابر با  سازیخاللو  هضم pET-41aحجم وکتور  -1

μL.) 
 برحسبرا محاسبه کنید ) ng 29شده برابر با  سازیخاللو  هضتم egfpلحاقی ا حجم ژن -3

μL.) 
 

 ایمباحثه هایپرسش
باعث  ممکن استتت عواملیچه  د،یکنیاجرا م DNA ژل یخود را رو PCR فرآورده یوقت -1

 شودپ در ژل باند کیاز  شیب ایجاد
 حذف کنیم، آیا کلون کردن NcoI/NotIرا با استفاده  PCRتکثیر با  egfp ژن اگر ما هضم -3

هفته  در لیگاستتتیون فرآیند جینتاپذیر خواهد بودپ امکتان pET-41aدر وکتور  egfpژن 
 پپذیرفتخواهد  یریتسبچه  ندهیآ
 دیچند نوکلئوت ،در این کتابشتتده در روش استتتفاده  PCRبا  کلونمهمول، هنگام  طوربه -2

 یمهندستت برگشتتتو  رفت آغازگرمحدودکننده هر دو  هایجایگاه 9´به انتهای دیبا یاضتتاف
 دیبا یاضاف دیکه چند نوکلئوت دیکن نییته دیتوانیم استتپ چگونه ملاز امر نیچرا ا پشتود
 اضافه شودپ دیمهم است که کدام نوکلئوت ایاضافه شودپ آ PCR یهاآغازگر یبه انتها

 

 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه پنجم
 oliEscherichia cباکتری  1ترادیسیو  DNA لیگاسیون

 
)ژن الحاقی( به یک وکتور بیانی  egfp ژن وصتل شدنهدف از این هفته کلاس آزمایشتگاه،  هدف:

pET-41a های میزبان ی به ستتتلولوصتتتل شتتتدنبهدی ترکیب  شتتتده استتتت. در مرحلتهخطی
Escherichia coli .منتقل خواهد شد 

 
 . مقدمه1

 ()لیگاسیون وصل شدن الف. فرآیند
استر( دیفسفو )پیوند 94PO´و  2OH´ی بین کووالانس وندیپ لیتشک سبب ایجاد گازیل DNA آنزیم

 یتر نیآدنوز حاویو بافر  یادو رشتتتته DNA انتهابه دو ، گردد. این فرآیندمی DNAدر مولکول 
و درك برخی از  استتتتای دارای مکانیک پیچیده فرآیند لیگاستتتیون دارد. ازی( نATPفستتتفتات )

لیگاز  DNA. استتتترزشتتتمند لیگاستتتیون، امری ا هایفرآوردهگذار روی تهداد و بیرست یهامؤلفه
زیرا این آنزیم  ،ستازی استمطالهات کلون بیشتترترین آنزیم مورد استتفاده در ، رایجT4باکتریوفاژ 

حاوی انتهای  DNAو همچنین با  داردبا انتهای صاف  DNA وصل شدنتوانایی  یمؤبرصتورت به
آنزیم  توسط هضم 2´یا  9´های صتورت بسطکه به DNAای از رشتتهچستبنده )قطهات کوتاه تک

 شوند( نیز سازگاری دارد.ایجاد می محدود کننده
 .باشتتتدمتفاوت  یتجرب لحا از  تواند، مینیواکنش مه کی یبرا نهیبه وصتتتل شتتتدن یدما
دارند، اگرچه  وصتل شتدنرا برای  تمایلبیشتترین ستازگار  ةچستبندبا انتهای  DNAهای مولکول
ا مختلف ب فرآیندهای لیگاسیون توانند به هم متصل شوند.نیز می DNA هایصتاف مولکولانتهای 

به خود  وصتتل شتتدن های مختلفی را برای فرآیندها و نوع بافر، زمان و درجه حرارتتوجه به مهرف
 و آنزیم درجه حرارت واکنش لیگاستیون در اصتطلاح تهادلی است بین فهالیتدهند. اختصتاص می
وصل  یهاواکنش ل،یدل نیبه همدو انتهای چسبنده سازگار با یکدیگر.  وصتل شتدندرجه حرارت 

 کهیدرحال ،شتتتودمی اتاق انجام یدر دما طور مهمولبه ،ستتتازگار چستتتبنده یانتها دو با شتتتدن
 شتتتهیهم .شتتتودیانجام م 1℃ یدر دما ها با انتهای صتتتاف،مولکول وصتتتل شتتتدن یهاواکنش
 د.مد نظر قرار دهی خود گازیل ی واکنشبرا شدهپیشنهاد طیشرا یسازنده را برا ی شرکتهانامهشیوه
 

                                                 
1. Transformation 
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 دیمف هاآن تیکه رعا دارد وجود یقانون عمل نیچند، وصتتل شتتدن یهاواکنش یهنگام طراح
 واقع خواهد شد:

تا  است شده میتنظ μL 19-39کوچک  یهادر حجم طور مهمولبه وصل شدن یهاواکنش ●
 نشوند. قیرق یلیصاف( در محلول خ)سازگار  ی چسبندهانتها

وکتور  ng99 (، بته ازای هر واکنش از حدودkb 3-3برای وکتورهتایی بتا انتدازه کوچتک ) ●
 استفاده کنید.

کرد، اما  نییته یتجرب صتتتورتبه توانیمرا فقط  در واکنش برای الحاق ژن آل دهیامقدار  ●
 .است 1:19و  1:9، 1:2، 1:1 طور مهمولبه 1الحاقبه  وکتور جیرا یمول یهانسبت

توسط  19×های در غلظت ور مهمولطبهو  است ATPهای ضروری و شامل نمک بافر لیگاز ●
در غیر  قرار دهیدخود  واکنش لیگاسیونآن را در مخلوط  حتم بهشتوند. کارخانه ارائه می

 .شدفهال نخواهد  گازیل این صورت، واکنش
حال، نیبا ا .استتتتکافی  تجاری موجود به ازای هر واکنش از اکثر منابع لیگاز μL 1میزان  ●

 ،صتتاف یانتهابا  هارشتتتهبستتتن  یتر ممکن استتت براظیغل یگازیل هایاستتتفاده از آنزیم
 کارآمدی بیشتری داشته باشند.

با  ،egfp یالحاق ژن هرا ب pET-41a یانیتکرد وکتور ب میخواه یامروز، متا ستتته شیآزمتا در
و  یشتتیآزما کردن لیگازعلاوه بر  .میده وندیپ ی،الحاق ژن به وکتور 1:9 یاستتتفاده از نستتبت مول

مستتتهد بودن، ) 3یستتتگیزنده بودن و شتتا تسیید یبرا های کنترلیواکنشاز  نیما همچن ،ترادیستتی
خود و  یهاسلول (اطرافخارجی )خارج سلولی( از محیط  DNAتن در گرف هامنظور توانایی سلول

، ا خیری شده است لیتکم یشگاهیآزما دوم در جلسه درستیبهوکتور ما  برش نکهیا تسیید نیهمچن
تا  میکرد یبررس آگارز ژل یشده را رو هضتم pET-41a پیش از این کهیدرحال داد. میانجام خواه
 ترادیستتی فرآیند ،فرآیندها کنترلیبا وجود  ر،یخ ایشتتده استتت  یخط دیمزکه پلا میمشتتخل کن
های حیاتی، دانستتتن اطلاعات زیر کاربردی برای کنترل بهتر این واکنش .خواهد شتتدتر حستتاس
 خواهد بود:

ی انتها یدارا هااگر رشتتته یشتتوند، حتیمتصتتل نم به هم خودخودبه DNA یهارشتتته -1
د )مانند کنیم زیاستر را کاتال یفسفود وندیپ لیکه تشتک یمیباشتند. آنز مکمل چستبنده

DNA وجود داشته باشد. وصل شدن یبرا دی( باگازیل 
 DNAزنده را دارد.  E. coliهای به سلول لت ترادیسیایجاد حاحلقوی امکان  DNAتنها  -3

 شود. ریتواند تکثی، اما پس از جذب نمرا دارد هاسلول توانایی ورود به یخط
                                                 
1. Vector-to-insert 

2. Competent.  
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 ترادیسیب. 
های دو ظرفیتی، آماده جذب با کاتیون هاآن توان از طریق تیمار کردنمیرا  های باکتریاییستتتلول
داری نگه -79℃صتتورت نامحدود در دمای توان بهرا در این حالت می هاها کرد. این ستتلولکاتیون
 خود را ییتوانا در غیر این صورت اتاق گرم شوند یدما در دیها نباپس از سترد شتدن، ستلولکرد. 
 خی یرو دیها باستتلول ،ترادیستتی فرآیند یبازده ی افزایشبرا از دستتت خواهند داد. جذب( )برای
 شوند. ینگهدار

 مورد نظر را ژن یسیکه رونو بوده T7پروموتر  کی یدارا pET-41a یانیوکتور ب از آنجایی که
 RNA کی حاویباشتتد تا  λ زوژنیل کی دیما با شیدر آزما E. coli زبانیم هی، ستتوکندکنترل می

 باشد. شدن برای بیان به پروموتر وصل شدن یبرا T7 مرازیپل
 .استتت ترادیستتیتجربی و  ، لیگاستتیونکنترلی فرآیندهای دو خروجی ةدهندنشتتان 1-9شتتکل 
. است های انتخابیمانی و شتایستتگی ستلولبرای قابلیت زنده کنترلینمونه  ةدهندنشتانردیف بالا 

و ردیف آخر  pET-41aکامل محدود شونده وکتور  برای هضم کنترلینمونه  ةدهندردیف دوم نشان
نوع  ةدهندنشان ستون اول. استالحاقی(  تجربی )وکتور به علاوه ژن وصل شدنفرآیند  ةدهندنشان

DNA ایدهد که آیستون دوم نشان م .یخط ای حلقوی: به واکنش است اضتافه شتده DNA گازیل 
و  )ترادیسی( لیتبد دیبا DNA ایدهد که آیستون سوم نشان م .ریخ ایبه واکنش اضافه شده است 

اگر پلازمید تغییر حالت  (.توانایی ترادیسی را دارد اما خطی خیر حلقوی DNA) خیر ایشود  ریتکث
 رایز ،رشتتد کنند 1نیستتیکاناما یحاو طیدر مح دیبا هاآنی حاوی هاستتلولدهد )ترادیستتی کند(، 

رائه ا رمنتظرهیغ جینتا یرا برا یحاتیستون آخر توض است. نیستیبه کاناما ژن مقاومت یحاو وکتور
 د.نشتتویم تکمیل ندرتبه ،وصتل شتدنو  کننده هضتم محدود هایواکنش که توجه کنید دهد.یم
 جیاگر نتا یحت کنترل، ةشتتتدیخط pET-41a (پتری دیش) پلیت نهیزمپسدر  یچند کلن دنید
 اریاست ز یهیطب ، امری(رودیمکه انتظار  طورهمانرا نشتان دهد ) باند کیتنها  آگارز از ژل یقبل

 و نیست ژن الحاقی یها حاویکلن نیکه ا دیتوجه داشته باش بالاتر است. فرآیند ترادیسی تیحساس
 استفاده شود. مراحل بهدی آزمایش در یغربالگر یبرا دینبا

                                                 
1. Kanamycin  
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 شاهد. DNA و ترادیسی لیگاسیون فرآیند :1-2شال 

 
ممکن است به هم متصل  مکمل چسبنده یبا انتها DNAقطهه  )دو( که هر توجه داشته باشید

ت ها ممکن اسمولکول .اتفاقی ممکن است رخ بدهدهر  ،لیگاسیون شیدر لوله آزما یهنی نیا د.نشو
ا ب وکتور ،شدهوکتور حلقوی)کلون مورد نظر شتما(،  الحاقی ژن کی ةبه اضتاف وکتور کی صتورتبه

 نادرست وجود داشته باشند های الحاقیژنبا  وکتورو  وکتورهاچندگانه  بی، ترکن الحاقیچندین ژ
 (.3-9)شکل 

این  ،با این حالشوند تشکیل می لیگاسیونها در طی محیط واکنش با وجود اینکه این مولکول
بنابراین قابل تکثیر در هستند  فاقد منشتا همانندسازی  احتمال بستیار زیاد هب DNAهای مولکول
 )محیط زنده( را نخواهند داشت. in vivoشرایط 
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. با توجه اینکه امکان تشکیل ترکیبات بسیاری در محیط واکنش لیگاسیون واکنش لیگاستیون هایفرآورده :2-2شال 

مورد نظر )کلون مورد نظر(  ژن به همراهحاوی وکتور و یا وکتور  شده های ترادیسیستلول ری،بهد از غربالگوجود دارد، 
 قابل مشاهده خواهد بود.

 
 آزمایشگاهی هایتمرین. 2

 های لیگاسیونکنترلو  الف. لیگاسیون
استفاده  M0202L با شماره کاتالوگ NEBشترکت  T4 لیگاز DNAاز  نامهوهدر این شتیتوجه:  

نامه شرکت کنید، شیوهیک شترکت دیگر استفاده می T4لیگاز  DNAاز  کهدرصتورتیخواهد شتد. 
 بسیار متفاوت باشد.ممکن است  سازنده را اجرا کنید. زمان انکوباسیون

و در مخزن ژل بریزید. به محض کنید های گفته شده آماده درصد را طبق روش 1 آگارز ژل -1
 شوید. 3 مرحلهوارد بستن ژل، 

 DNA) وضوحبهخود را  یهاویال .دیکن میتنظ وژیفیکروسانتریم یهاویالسه واکنش را در  -3
را در  هاجدول حتم به .دیبرچستتب بزن لیگاستتیونو  یخط DNA)برش نخورده(،  حلقوی
 درج کنید.را  شاهد هر واکنش/ یبه وضوح اجزا وارد وخود  شگاهیآزما ادداشتیدفترچه 
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-pETوش شما(: وکتور و ر هاشایستگی سلول پذیری/واکنش اول )برای کنترل قابلیت زیستت

41 a .)حلقوی )بریده نشده 
50 ng pET-41a uncut       _____μL 
Sterile dH2O                     _____μL 

20 μL total 

 خطی pET-41aواکنش دوم )برای کنترل وجود وکتور برش نخورده(: وکتور 
50 ng pET-41a Nco I/Not I   _____μL 
Sterile dH2O                        _____μL 

20 μL total 

 egfp :pET-41aمولار  1:9تجربی(: نسبت  واکنش سوم )لیگاسیون

50 ng pET-41a Nco I/Not I     _____μL 
30 ng egfp insert                      _____μL 
Sterile dH2O                            _____μL 
10× ligase buffer                              2 μL 
Ligase                                               1 μL 

20 μL total 

ترکیب کنید.  یآرامبهبانیه( و یا از طریق ضتتتربه زدن  3-9مواد را از طریق ستتتانتریفوژ ) -2 
د وارد شوی ترادیسی کنید. به مرحله انکوباسیون اتاقدقیقه در دمای  19واکنش را به مدت 

 )بخش ب(.
 

 از طریق کاتیون دو ظرفیتی ب. ترادیسی
 ایپتپ ایورتکس  شدتبهرا  هااین سلولشکننده هستند. هرگز  اریبس ستتهیشتا یهالستلو توجه:
 میشروع به ترم هاآن رایز دیاتاق گرم نکن یرا در دما هااین سلولهرگز  شوند.یم هضم رایز ،دینکن

را  هاآنها، لاز استفاده از سلو پیش دهند.یخود را از دستت م تیو صتلاح کنندمیخود  یغشتاها
 بازگردانید. قیرا به حالت تهل هاآن دیتوانینمسانتریفوژ نکنید زیرا دیگر 

 کی ریز نامهشیوه متفاوت است.ی سلول هایتیره ها و انواعسازنده نیب ترادیستی یهانامهشتیوه
مربوط به  نامهشتتیوهاز  نه،یبه جینتا به یابیی دستتتاستتت، اما برا ترادیستتی یبرا یکل یراهنما

 هستیشا یهاستلول یبراترادیستی  بازدهیمهمول،  طوربه .دیکن یرویپ خود یهاستلولترادیستی 
)مانند  یخانگ مستتتهد یهابالاتر از ستتلول اری( بستتNEB #C2527، مثالعنوانبه) شتتدهیداریخر

 .استاست(  داده شده حیتوض 2 پیوستکه در  یموارد
)یکی برای هر واکنش در قسمت الف( را تنظیم  بر طبق توضتیحات زیر، سته واکنش ترادیستی

 است. واکنش ترادیسیدر هر  ستهیشا یهااز سلول μL 99 بر اساس شدهفیتوصت نامهشتیوهکنید. 
اضافه  DNA، حجم درهرصورت دهند. نهادشیپ ی راکمتر مقادیر ممکن است هانامهشتیوهاز  یبرخ
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، مثالعنوانبه باشد. هادرصد حجم کل سلول 19از  شیب دیشما هرگز نبا واکنش ترادیسیشتده به 
 (DNA)حاوی مولکول  مخلوط واکنشاز  μL 3از  شیب دی، نباسلول μL 39 در صورت استفاده از

 اضافه شود.
 شتایسته یهاستلولاز  μL 39از  تنها ،واکنش ترادیستیهر  ی: برانهیدر هز جوییصترفهنکته 
از مخلوط واکنش اضافه  μL 3از قبل سرد شده(، های ویال)در  سلول μL 39به هر  .دیاستفاده کن

 و کل پلیت برستتانید μL 79م( را به -باکتری )یک محیط برای رشتتد SOCهمچنین مقدار  .دیکن
-ها)نوعی پلیت برای رشد باکتری LB/Kanهای مخلوط ترادیستی را به پلیت (پتری دیش)منظور 

 .مانندباقی می رییبدون تغ ریز نامهشیوهنسبت به  هامؤلفه بقیةم( منتقل کنید. 
یا  های آن را با آب پر کنید )تنظیم و سوراخ 13℃خود را روی دمای  1بلاكدستتگاه هات -1

 رایز دیکن یبررس را با استفاده از دماسنج دمااستتفاده کنید(.  13℃از حمام آبی با دمای 
 .ستندین قیدق شهیهم تالیجید یشگرهاینما

ز ا هرکداممنظور تهیین به) دیکن یگذارعلامترا  لیاستتتتر وژیفیستتتانتر کرویم ویالستتته  -3
 ستهیشا یهااز ستلول یبرخ) دیدار نگه خی یسترد و روهای منجمد را ستلول (.هاواکنش
 دیتوانیمورد، م نی. در اندیآیشتتده م غلظت نییته شیاز پ یهاویالشتتده در  یداریخر

 (.دیبرو 9 و به مرحله بزنیدبرچسب  هاویال یکراست
 هارا روی یخ نگه دارید. )این سلول هاآنو  بگیریدهای شایسته را از ستلول μL 179مقدار  -2

 را همواره روی یخ نگهداری کنید(.
 و دبدهیها را با انگشت تکان ویالهستند،  قیدر حالت تهل هاستلول نکهیاز ا نانیاطم یبرا -1

μL 99 میهتس ،سرد شده وژیفیکروسانتریاز سه لوله م کیرا به هر های شایسته از ستلول 
 را روی یخ قرار دهید. هاآنها، بالافاصله پس از تقسیم کردن سلول .اضافه کنید کرده و

مطمئن و  کنیدهای مناسب منتقل های واکنش را به ویالاز هر یک از مخلوط μL 9مقدار  -9
ها را ویال .ایدکردهاضافه  یباکتر حاوی ونیبه ستوستپانست یکراستترا  DNAکه  دیشتو
 از طریق تکان دادن مخلوط کنید. یآرامبه

 کنید. دقیقه روی یخ انکوباسیون 9به مدت  -3
یی قرار دهید. ، در مهرض شتتوك گرما13℃بانیه با درجه حرارت  29را به مدت  هاستتلول -7

 مدت زمان و میزان درجه حرارت بسیار مهم است.
 کنید. دقیقه روی یخ انکوباسیون 3ها را به مدت ویال -7

                                                 
1. Heat. block 
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با محیط را به هر لوله اضتتتافه کنید و ستتتپس  دما هم LBو یا  SOCاز  μL 599مقدار  -5
خود را  آگارز ژل، آن را شیک کنید. )27℃ای دقیقه در دم 39منظور هوادهی به مدت به
اشاره  عیستر ترادیستیروش  کیبه  هانامهشتیوهاز  ی( توجه: برخآماده کنیدزمان  نیدر ا
 نیحذف اکنند. یکامل حذف م طوربه ایکوتاه  قتهیدق 9را بته  مرحلته نیکته ا کننتدمی

 حتم به. استتتفاقد کارایی  pET-41a همانند ،نیستتیمقاوم به کاناما یدهایمزمرحله با پلا
 کنید. دقیقه انکوباسیون 39ها را به مدت ویال

را با شرایط  27℃( از پیش گرم شتده به دمای LB/kan( )پتری دیشتهداد سته پلیت ) -19
( 2( کنترل منفی خطی  و )3( کنترل مثبت حلقوی  )1گذاری کنید: )واکنش زیر علتامت

تا از  دیدرب آن برچسب بزن یجابهرا  پتری دیشپشت ظروف  شهیهمتجربی.  لیگاسیون
 ایجاد اشتباه جلوگیری شود.

را به میزان  هاآناز  هرکدامان دهید و سپس تک یآرامبهها ویالدر را  ترادیسی یهاسلول -11
μL 399-199 هایدر پلیت LB/kan دار قرار دهید.برچسب 

قرار  روزانهشب کیبه مدت و  27℃با  ( در انکوباتورنییوارونه )درب پا صورتبهرا ها پلیت -13
 .دیده
 27℃ یدر دما طور مهمولبه ییایباکتر یهاتیپل انکوباسیوندر زمان:  جوییصرفه برای نکته

کنند، یرشد م زین ترنییپا یدر دماها ها، سلولبا این حال شتود.یانجام م روزانهشتب یک در طولو 
اوم مق طیمح و قرار گرفته روی شده ترادیسی ییایباکتر یهاسلولاما سترعت آن کمتر خواهد بود. 

را  هایکلنستتتاعت،  17 الی 31در  طور مهمولبه و کنندمیاتاق رشتتتد  یدر دما ،کیوتیبیبه آنت
، به رشد حداکثری و بدون محیط کشت ستاعت 73تا  توانندیم هابیشتتر وقتو  دهندمی تشتکیل

 دزمیفاقد پلا ترکوچک یهایکلن ،هالنیکرا ایجاد کنند. این  یاماهواره یهایکلن و دهندخود ادامه 
 .کنندمیرا احاطه  یباکتر یو حاو تربزرگ یکه کلن هستند
 

 های لیگاسیونواکنش پ. الاتروفورز
تکمیل  آن وکتوری که هضم)برای تشخیل حلقوی شدن وکتور  ترادیسی کنترل فرآیند کهدرحالی

به ما بازخورد  ،هاو کنترل شده لیگاز هایفرآورده ژل الکتروفورزنشتده( امر بستیار حستاستی است، 
 دهد.یم ی راترعیسر

ساختار بر  نیو ا است هیستاختار بانو یشتده دارا حلقوی دیمزپلا DNA ،یخط DNAبرخلاف 
با وزن  هابیشتتتتر وقت پلازمید حلقوی DNA ن،یبنابرا  گذاردیم ریتتسب ژل روی DNAحرکتت 
 بساچه ،رخ دادن واکنش لیگاسیوندر صورت  ،از ستویی کند.یم حرکت ینیبشیپرقابلیغ یمولکول
ا م ب،یترت نیبه ا .خواهد شتتدمتهدد  یهاباند جادیباعث ا و در نهایت گرفتهشتتکل فرآورده نیچند
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 باند کیر فقط اگ .ریخ ایبوده است  زیآمتیموفق لیگاسیون فرآیند ایکه آ مینیبلافاصتله بب میتوانیم
شان داری نصورت مهنیشاخل به نی، اظاهر شود تجربی لیگاسیوندر  الحاقی ژن اندب کیو  وکتور
 نبوده است. زیآمتیموفقدهد که فرآیند لیگاسیون می

کافی که مقدار  دیمطمئن شو و کنید بارگذاریکه نشتان داده شد  گونهخود را همان یهانمونه
 .ایدکردهضافه ا 3-9 یهارا به نمونه یبافر بارگذار از

 رنگ دای(.-با بافر بارگذاری شدهبیترک)از پیش  kb 1کش خط ng 199مقدار  -1
 بریده نشده(. pET-41a) 1از واکنش  μL 19مقدار  -3
 خطی شده(. pET-41a) 3از واکنش  μL 19مقدار  -2
 تجربی(. )لیگاسیون 3از واکنش  μL 19مقدار  -1
9- ~ ng 199 ژن ( الحاقیegfp سازیخاللو  هضم .)شده 
 توضیح داده شد، اجرا کنید. پیشترکه  گونهخود را همان ژل

آمیز انجام تیصورت موفقبه( 1 چاهک) تجربی واکنش لیگاسیون، اگر ژل لیو تحل هیهنگام تجز
برش  روکتو باندهای مربوط بهو  شودمی دیناپد وکتورمربوط به برش  باند طور مهمولبه، شده باشد
 یفقط حاو واکنش لیگاسیون تجربیاگر  شتوند.یظاهر م ،یاضتاف یهاباند یبرخ نیهمچن ،نخورده
کمیل برش وکتور شما تاگر  شما وجود دارد. گازیفر لبا ای گازیدر ل یمشکل بساچهباشد،  یخط وکتور

 است. یخط DNAمنفرد را نشان دهد که مربوط به  باند کی دیبا 2 چاهک، شده باشد
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 ایمباحثه هایپرسش
 نیچند (است دیهرچند به)ممکن است  ،ستازی استتفاده شده در این کتابکلوندر روش  -1

اگر  واحد کلون شوند. یانیب وکتور کیدهند و در  لیتشتک concatemer کی الحاقی، ژن
 ی)به دنبال القا EGFP ایکلون شتتوند، آ pET-41a یانیب وکتور کیدر  egfp ژنستته 

IPTG) کیکه  ییهابا کلون سهیدر مقا هایکلن نیا ایاستت، آ نیو اگر چن شتودیم انیب 
د ساطع از خو یشتریب ( فلورسانسIPTG ی)به دنبال القا ندشتتدارا  egfpاز ژن  نستخه

کلون  pET-41aرا در  یمتوال efgp ژنتوان دو ینم ،شتتما شیچرا در آزماخواهند کردپ 
 کردپ

چگونه  .میاستتتفاده کرد الحاقی ژناز وکتور به  1:9 ی، از نستتبت مولدر واکنش لیگاستتیون -3
 و ایمزا بگذارندپ ریتسب گازید بر واکنش لتواننی( م1:19 ای 1:1مختلف ) یمول یهانستتتبت

 ستپیچ یاضاف ژن الحاقیدر مقابل  یاضاف وکتور بیمها
نند )ما pEGFP-N1از  egfp ژنو  NcoI/NotIبا  شتتده هضتتم pET-41aشتتما با وکتور  -2

 E. coliرا به  لیگازیستتپس مخلوط  .دیدهیرا انجام م واکنش لیگازی کی( شتتگاهیآزما
را  ریز رمنتظرهیغ جینتادهید. قرار می نیسیکاناما یحاو LB طیمح یرومنتقل و ستپس 

 :دیکن شنهادیرا پ ییهاو کنترل دیریدر نظر بگ
یا  و بودنزندهمنظور بررستتی به دیتوانیرا م ییاهکند. چه کنترلیرشتتد نم زیچ چیهالف: 

 ها چه خواهد بودپآن کنترل جینتا پکنید طراحی E. coli هایشایسته بودن سلول
 یهایاز کلن زمیدپلا هنگام جدا کردن اما ،کنیدرشد بسیار زیادی را مشاهده میشتما ب: 

استتت.  الحاقی ژنبدون  pET-41a وروکت گزینه قابل مشتتاهدهتنها  ،E. coliمتهدد 
اگر سود  چیستتپ( یآلودگ وجود از ریها )به غیکلن نیا پیدا شتدنراه  نیترمحتمل

 خواهد بودپ چگونهشما  یهاکنترل جیظن شما درست باشد، نتا



   

 خش دومب
 شده های ترادیسیغربالگری سلول
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 هایروشانجام داد. در عمل،  یمختلف یهاتوان به روشیرا م شده های ترادیستیی ستلولغربالگر
ر دارد. د یدر دسترس بستگ ةها، زمان و بودجبه مهرف بیشتر پژوهشگر کیمورد استتفاده توستط 

کلون  کی ایآ نکهیا نییته یمورد استتتتفاده برا ترجیرا یهتاروشاز  یبرخ ،یبهتد شیچنتد آزمتا
کلون  شیآزما یطراح کهدرحالی داد. دیرا انجام خواه یا خیر مورد نظر استتتت حامل ژن یاییباکتر
 یغربالگر یهاروش نیا در اند هکردبی را تولید مناستتت جینتا یقبل یهاشیدر آزمتا یاجبتار کردن
 الحاقی نیپروتئ دیتول یبرا حیدر جهت و چارچوب خواندن صتتتح egfpژن  آیا که شتتتودمی تسیید

GST::EGFPیا خیر. شده است ، به ژنوم پلازمید الحاق 
طور هبوستتیع،  اسیمقپروتئین در  این امر که مولکول نوترکیب مورد استتتفاده برای بیان تسیید
الحاقی باشتد، بسیار  همان ترکیب مورد انتظار یهنی یک نستخه از وکتور و یک نستخه از ژن دقیق

 کند.یم تسییدرا  حیبا اندازه صح ژن الحاقیوجود  ،1یمحدودشدگ بردارینقشته شیآزمامهم استت. 
نستتبت به پروموتر  یحیصتتح یریگژن در جهت ایخواهد کرد که آ نییته PCR یغربالگر شیآزما

 بیوترکن نیپروتئ ایکه آ شودمشخل میسبز  فلورسانس با تصتویرستازی .ریخ ای قرار گرفته استت
 کلون مثبت کی بینوترک زمیدپلا DNA یتوال نییته ت،ی. در نهاریخ ایشده است  بیان یدرستتبه

در طول  egfpژن  PCR ریدر طول تکث یدیتک نوکلئوت یخطا چیکه ه کندیم تتسیید ی،احتمتال
 منظور بررسی مشکلاتمختلف به های غربالگریروش و فراگیری درك ببت نشده است. سازیکلون

 سازی بسیار مهم است.کلون فرآیند دراحتمالی 
 

 شده های ترادیسیغربالگری سلول-: قسمت دومهای پیشرفتهجایگزین
 نیدر طول ا دیبا یمناسب راتیی، تغDNA کاریدست -شده در بخش اول  جادیا راتییبستته به تغ
مورد نظر در  ژن کلون شتتدن تسیید ،طرح نیا یهدف کل شتتود. جادیا یشتتگاهیآزما طرحبخش از 
 در چارچوب)را در حال حاضر  یحیصح یکدگذار یتوال ایآ گر،یبه عبارت د  است pET-41aوکتور 
 نیم اانجا یبرا روشقسمت، سه  نیدر ا دپیها فهال کنیرا در باکتر نیپروتئ انیتا ب دیدار( خوانش

و  DNA Miniprep شونده به روش محدود لیو تحل هی، تجزPCR ی: غربالگرمیدهیکار را شرح م
در قسمت اول کلون شده باشد، ممکن است  دیگرژن  کی ای egfp نکهیبسته به ا .DNA یابییتوال

 یالتو نییدر عمل، ته باشد. ازیمورد ن هاشیآزما نیا یبرا یمحدودکننده متفاوت یهامیو آنز آغازگر
DNA یابییانجام توال یبرا است. این امر تسیید یبرا بهترین روش، DNA یهااز کلون دیبا زمیدپلا 
، ارسال DNA سازیخالل یدر مدت زمان لازم برا شتود. ستازیاللخ ،ترادیستیپس از  و منفرد
 یهاروش ریسا استفاده از ،یابییتوال ی حاصل ازهاو به دست آوردن داده یتوال نییته یها برانمونه

                                                 
1. Restriction. mapping. experiment 



 71                                                                                         شده یسیتراد یهاسلول یغربالگربخش دوم: 

 

 طور کاملبه گرید یهاروش از ستتایر استتتفاده کهدرحالیتواند مفید واقع شتتود. می زین یغربالگر
 استتت. یدیمف امر روش دیگر، نیچند در اختیار داشتتتن و فراگیری شتتهیهم اما ستتت،ین یرضتترو

 در قسمت یدستنییپا ی بخشهاشیدر قستمت اول، آزما شترفتهیپ یهانیگزیاز جا یبرخلاف برخ
 .رندیگیقرار نم نجایشده در ا شنهادیپ یهانهیگز ریسوم تحت تسب

 
 PCRحذف غربالگری -1-2

باشد،  یدیمفابزار تواند یم ،دشوارتر کردن کلون یهادر روش ژهیوبه PCRبا  یغربالگر کهدرحالی
از  یدرصتتتد قابل توجه طور مهمولبهدر این کتاب،  توضتتتیح داده شتتتدهِ egfp کردنروش کلون

 تجربی، یترادیس پلیت ایجاد از توانند پسمی بلافاصله شجویاندانکند. تولید میمثبت را  یهاکلون
شتتده با  ستتازیخالل DNA .را انجام دهند DNA Miniprep ی با استتتفادهستتازخالل فرآیند

 DNA یتوال نییو ته آیند محدود شتتوندگیفر لیو تحل هیتجز یبرا تواندیم استتتفاده از این روش،
انجام شود،  Miniprep کی دیبا توالی پلازمید دست آوردنی برای بهکه برا ییاز آنجا استفاده شود.

تهیین توالی به شما ز اقبل  DNA آگارز ژل تجزیه و تحلیلو به دنبال آن  عیستر هضتم کیانجام 
 نه. ایوجود دارد  الحاقی ژن نیکه ا نشان خواهد داد

 
 محدود کننده هضم تجزیه و تحلیل -2-2

 زیرا ن د شتتدگیمحدو لیو تحل هی، تجز«PCR حذف غربالگری»مشتتابه ممکن استتت  جویاندانشتت
 در والگ عنوانبه توانیرا م یتجرب ترادیسی پلیتاز  شدهحاصلی هایکلن ،مورد نیدر احذف کنند. 
 مهم استفاده کرد. شبهکی کشت یک یبرا هایستپس از همان کلن ،استتفاده کرد PCR غربالگری

ه مورد استفاد سریرا با همان  پلیتو  کننداستتفاده  یهر کلن از بارکی تنها شتجویاناستت که دان
حاصتتتل از  یهاداده، داده نیترمهم ،طورکلیبهتیمار کنند.  PCRبه واکنش  یافزودن بتاکتر یبرا
 یسازکلون یهاطرح در، با این حال کند.یم تسییدرا  مورد نظر کلون یکه توالاست  بوده یابییتوال

منظور شتتتناستتتایی ی و بهابییاز توال پیش PCR غربالگریام انج از طریق توانیم زتر،یبرانگچالش
 کرد. ییجوصرفه نهیدر زمان و هز الحاقی مورد نظر، ها با ژنکلون
 
 های محدود کننده دیگر برای تجزیه و تحلیلاستفاده از آنزیم-2-7

 یاست که برا ییهامیده از همان آنزاستفا، دیمزاز پلا الحاقی ژن روش برش نیترمتداول کهدرحالی
 .ردکاستفاده  ژن الحاقیوجود  تسیید یتوان برایم زین گرید یهامیآنزاز ، شدهاستتفاده  ستازیکلون
محدودکننده  یهامیآنز ةاز کتابخان ها راکه آنزیم دیاجازه ده جویانبه دانشت ن،یگزیجا روش نیدر ا

ژن بدون  یدهایمازو پل ژن الحاقیبا  دیمزپلا یرا برا ژل یالگوها دیبخواه هاآنو از  کننتدانتختاب 
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ارائه  وکه الگ استتتتمنفرد  میآنز کیانتخاب  ،کار نیا یروش برا نیموبرتر کنند. ینیبشیپ الحاقی
اد هدت ن،یعلاوه بر اصورت قابل توجهی متفاوت باشد. شتده آن برای حضور پلازمید با ژن الحاقی، به

 یهامکان یداده شده را برا یهایکه توال استدر دستترس  گانیرا نیآنلا یاز ابزارها بستیار زیادی
 ینیبشیپرا  هاآنتولید شتتتده توستتتط  یهاو تهداد قطهات و اندازه لیو تحل هیمحدود تجز میآنز
ی الحاق منظور بررسی نتایج خود و مشخل کردن حضور ژنکه به دیبخواه جویاناز دانشت کنند.یم

 .را انجام دهند ژل آگارز الکتروفورز مورد نظر،
 

 مواد اضافی
 های محدود کننده جایگزین برای دانشجویان.آنزیم
 
 PCRهای خود برای غربالگری آغازگر طراحی-2-4
 یرا برا ییهاآغازگر دیبخواه جویان، از دانشتتتPCR یهاآغتازگر یدر طراح شتتتتریب نیتمر یبرا

)پ( طراحی کنند.  3در کلاس آزمایشتتتگاه، جلستتته مشتتتابه  یخود بته روشتتت PCR غربتالگری
 ارائه شده است. شگاهیآزما 39در جلسه  PCR آغازگر یطراح یبرا یکل یهانامهشیوه
 

 مواد اضافی
 لیگونوکلئوتیدی مختلف.وای اهآغازگر
 
 
 
 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه ششم
 

الحاقی کلون  DNA تسیید یشتتما از چهار روش مختلف برا ،یبهد یشتتگاهیدر طول ستته دوره آزما
با استفاده از  سازیخالل ند از:اعبارتها روش نیا کرد. دیخواه استفاده pET-41a شتده در وکتور

 .DNA یتوال نییو ته EGFP ، فلورسانسPCR ی، غربالگرو هضم Miniprep DNA روش
جلسه  کیشما  ،یشگاهیمهمول آزما ةروز قبل از دور کی کمدست ها،شیآزما این آغازاز  پیش
 Minipreps یها را براو کشت تکثیرو  شمارشرا  خود یهایکلن تا داریدلازم  یشتگاهیموقت آزما

دو  یط د،یدهیهفته انجام م نیا یشتتگاهیکه در طول دوره منظم آزما یشتتیستته آزما .دیکن حیتلق
 تا کنیدشروع  ندهیهفته آ را (DNA یبای ی)توال آزمایش نیخواهند شد. چهارم لیتکم ندهیهفته آ
 .کنید لیو تحل هیتجز یبهد یشگاهیرا در جلسه آزما جینتابتوانید 
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 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه ششم
 جلسه آزمایشگاهی موقت

 هاها و تلقیح شبانه کشتردن پلیت، مضاعف کشده های ترادیسیسلول شمارش
 

شما  کرد. دیو ببت خواه شمارش پلیتدر هر  شتده های ترادیستیستلولامروز شتما تهداد  هدف:
 نیامضتتتاعف خواهید کرد. خود را  ةهای ترادیستتتی شتتتدهای حاوی ستتتلولهمچنین تهداد پلیت

بهبود  بزس فلورسنت نیکه پروتئ ییمثبت )آنها یهاغربال کردن کلون یبرا مضاعف شده یهاپلیت
 هاآنه از ک کنیدمی حیرا تلق ییهاشما کشت ت،یدر نها کنند( استفاده خواهند شد.یم انیرا ب یافته

DNA کیرا با استتتفاده از  دیمزپلا Miniprep ستتازیخاللی، شتتگاهیدر طول دوره مهمول آزما 
 خواهید کرد.

 
 مقدمه -1

نی و بر استتاس یک کل عبارت استتت از فرآیندی که در طی آن هر کلون/ 1هامضتتاعف کردن پلیت
 ددهمیها اجازه از کلون کیروش به هر  نیاشود. شتمارشی، روی یک پلیت دیگر تلقیح می یالگو

که  ییاز آنجا خواهد شتتتد.حفظ  یاصتتتل پلیت کهدرحالیشتتتوند،  شیمختلف آزما یهاتا با روش
 نیبنابرا  میرا غربال کن یها کلنده دیما فقط با ،مشخل شوند ییبا سرعت بالا دیمثبت با یهاکلون
 مپلرسرس یا لیاستر دندانخلال کیرا با استفاده از  هاپلیتجداگانه انتخاب و  صورتبهرا  یهر کلن
را  لیتراس یمخمل ةپارچ کیشوند،  ریتکث دیبا کلنیهزاران  ایکه صدها  یدر موارد .میکنیم حیتلق
 هاکلونیتا  ی الصتتاق کردخال پلیت نیچند یرورا  ار داد و ستتپس آنقر یاصتتل پلیت توان رویمی

 کنند.یعمل م زیر ةکنندحیتلق یهامانند سوزن ،مخمل افیالهرکدام از  د.نرشد کن
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 ترادیسی و راندمان شده های ترادیسیالف. شماره سلول
بت و ب دیخود بشمار رادیسیت /لیگاسیون هایپلیتاز  کیرا در هر  شده های ترادیسیستلولتهداد 
 یکلن نیبرش نخورده و چند وکتورکنترل مثبت  هایترادیسیاز  یکلن یادیتهداد ز دیشما با .دیکن
 در صتتورت-ها یاز کلن یکم اریتهداد بستتو  دیداشتتته باشتت پلیت یرورا خود  تجربی لیگاستتیون از

را روی پلیت ( ی)کنترل منف یخط pET-41a وکتور با ی ترادیستتی شتتدههایباکتر حاوی -وجود

                                                 
1. Replica. plating 
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)به  ریخ ای ندابودهمورد انتظار  جینتا حاوی شما یهاکنترل ایکه آ دیکن نییتهخود داشتته باشتید. 
 یمتهدد یهایاگر کلن پرخ داده است ی، چه مشکل فنچنین نیستاگر  (.دیمراجهه کن 1-9شتکل 

ر د الحاقی حاوی ژن های ترادیسی شدهسلول افتنیممکن است  د،یمشتاهده کرد یرا با کنترل منف
 دشوار باشد. ،تجربی لیگاسیون فرآیند

رخ ن دیتوانیمبرش نخورده(،  وکتورکنترل مثبت ) موجود در پلیت یهایبر استتتاس تهداد کلن
 یستتازکلون یهاشیدر آزما ژهیوبه روش نیا .دیخود را محاستتبه کن یهاستتلول ترادیستتی یبازده

 محاسبه کیتواند یمشود، مشاهده نمی یادیت زمثب یهاانتظار کلون ةدشتوارتر که در آن به انداز
ما شود، ایسازنده به شما داده م شرکتتوسط  طور مهمولبه هاسلول ترادیسی راندمان. باشتد دیمف

 نامهشتتیوه ایکه آ دیتواند به شتتما بگویم رستتید یا خیر،به بازدهی مورد نظر می ایآ نکهیدانستتتن ا
 .ریخ ای رودپیش میرود یکه انتظار م گونهشما همان رادیسیت

 کروگرمیم به ازای هر( cfu) 1یکلن دهندهلیتشک یتهداد واحدها تحت عنوان ترادیسی راندمان
DNA رم سبه، تهیین جگزینه مهم در این محا شود.یم فیتهر یباکتر ترادیسی یمورد استفاده برا
DNA لمثاعنوانبهانتخابی است.  های کشتروی محیط هااستفاده شده به هنگام قرار دادن سلول ،
منظور ترادیستتی به ستتتهیشتتا یهاستتلولاز  μL 99را به  DNAاز  ng 99مقدار شتتما  دیفرض کن
، شما مرحله نیدر ا .دیاهاضافه کرد SOC طیمحاز  μL 599 ،یشوك حرارت اعمال پس ازمنتقل و 
با این خواهید داشت.  μL 1999 یدر حجم کل و هاستلولحاوی  ویالدر را  DNAاز  ng 99هنوز 
قرار  LB/kan پلیت حاویاز مقدار کل( را در  1.9) ییاز مخلوط نها μL 399، اگر شتتما فقط حال
 کلنی را شمارش 199بنابراین، اگر شتما تهداد   ایدت کردهپلیرا  DNA از ng 19 تنها شتما ،دهید

 باشد. cfu 119 ×1(= μg DNA 9.91/)یکلن 199صورت ترادیسی شما باید به کنید، بازدهی
 

 هاسازی پلیت و تلقیح شبانه کشتب. مضاعف
های در حال های مثبت احتمالی از کلونبرای بررسی کلون یک پلیت مضتاعف شتما در این مرحله

 الحاق شده به وکتور ایجاد خواهید کرد. رشد حاوی ژن
 در .دیبچستتبان آن را به پشتتت توری شتتکلبرچستتب  کیو  نیدک هیته LB/kan پلیت کی -1

عدد مربع را  19حاوی  صفحهپشت پلیت خود یک ها، صتورت موجود نبودن این برچسب
 یکه رو دیمهم: مطمئن شومراجهه کنید(.  1-7با استفاده از ماژیک ایجاد کنید )به شکل 

را برچستتب  یکف صتتفحه پتر شتتهیهمدرج کنید. و نام / حروف اول خود را  خیتار پلیت
 نه درب آن. د،یبزن

                                                 
1. Colony. forming. units. (cfu) 
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 LB/kanکشت  طیمح mL 9 یحاو طور تقریبیبه دامهرککه  نیدک هیته کشت ةهفت لول -3
 است.

 هی( تهegfp الحاقی با ژن pET-41a حاوی وکتور )کنترل مثبت pBIT یحاو پلیت کی -2
 کنترل را از کشت هاستلول ل،یاستتر سترستمپلر ای دندانخلال کیبا استتفاده از  و دیکن

ترکیب نشتتتده با شتتتده ) جدا خوبیبهمنفرد و  یکلن کی می( با لمس ملاpBITمثبتت )
و ها از مربع یکیدر  1را به شتتتکل  ستتترستتتمپلر ایدندان خلال .دی( بردارهای دیگرکلون
 .ودنش خراشیده یاآگار سوراخ  توجه داشته باشید .دیبکشت پلیتبه ستمت وستط  یآرامبه

خوبی علامت بزنید ه)ب دیکشتتت قرار ده یهااز لوله یکیرا در  ستترستتمپلر ای دندانخلال
ستترستتمپلر استتتفاده شتتده در پلیت  ایدندان خلال (.«Pbit» ای «کنترل 1» مثالعنوانبه

 ها باز نگردانید.های کشت را به کلنیتلقیح و لوله
 حیتلق روش نیا کند.یاستتتتفاده نم 1ضتتتدعفونی کیاز اصتتتل تکن حیروش تلق نیاتوجه:      

 طیموجود در مح یهاکیوتیبیآنت رایز کند،یخوب عمل م Minipreps یها براکشتتتت
 بساهچ بالا بودن مقایس تلقیح، لیو به دل کندمیی ریجلوگ هاندهیآلا شتریاز رشد ب کشت

ای وجود نخواهد داشتتتت. در موارد نیاز به یک کشتتتت خالل ت با هر آلایندهپتدیده رقاب
 فریزری، از این روش استفاده نکنید. ایجاد یک استوك همانند

 جزبه د،ی( تکرار کنی)کنترل منف pET-41a یحاو پلیتاز  یکلن کیتقبتل را بتا  مرحلته -1
 ،3و  1علائم  .دیکن جادی( ا1( را در مربع مجاور کنترل مثبت )ی)علامت منف 3شکل  نکهیا

ا ر که لوله کشت دیمطمئن شو کند.یرا آستان م پلیت موجود روی یهاکنترل لیتشتخ
 .دیکن حیتلق مضاعف سازی پلیت،بهد از 

 ربیتج یگاسیونل تیشتده از پل یجداستاز یرا با پنج کلن عیما یهاو کشتت پلیتصتفحه  -9
 ای دندانخلتال کیتاز  یهر کلن یبرا .دیتکن حیتلق( egfpالحتاقی  +ژنpET-41a)خود 

با  ه کشتکدام لول دیتا بدان دیبزن علامت خوبیبه حتم به !دیمتفاوت استفاده کن سرسمپلر
صتتفحه  یها را روکشتتت نیا کههنگامی مطابقت دارد. پلیت یمناستتب رو )مربع( شتتبکه

LB/kan طولخط مورب در  کی صتتورتبهرا  ستترستتمپلر ای دندانخلال د،یگذاریخود م 
 .دیمربع بکش

و پنج نمونه ناشناخته خود را با استفاده از  یشما فقط کنترل مثبت، کنترل منف کهدرحالی -3
 لیتپخود را در  مربهی شتتبکه بقیة د،یکنیم لیو تحل هیجزت یغربالگر یهاتمام ستنجش

                                                 
1. Principle. of. aseptic. technique 
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LB/kan های این کلنی .دیخود پر کن تجربی لیگاستتتیون پلیتاز  ماندهیباق یهایبا کلن
 غربال کرد. فلورسانس یرسازیتصوتوان با استفاده از اضافی را می

 پلیت از یپنج کلن کمدستتت د،یخود دار تجربی لیگاستتیون یتپلدر  یاگر کمتر از پنج کلن -7
ز ا یک پلیتتا  دیخود مراجهه کن یبه مرب ای دیانتخاب کن گرید یشتتتگاهیگروه آزما کیت
ه هر ک دیکن ادداشتتتیخود  دفتردر  حتم به کند. دایرا پ «های ترکیبی ناشتتناختهکلنی»

انتخاب  3 ای 1 هایشده ترادیسی پلیتها را از یکلنست. منشا گرفته ا پلیتکلون از کدام 
 خواهند بود. یمنف هاآن ةهم رایز د،ینکن

 کیدر  ،ساعت( 13شب ) کیبه مدت ( نییخود را )درب پا ةمضتاعف شتد LB/kan پلیت -7
 لمیرا در پاراف خود ةشتتد پلیت مضتتاعفها، یپس از رشتتد کلن .دیقرار ده 27℃ انکوباتور

 (.دینگه دار نیی)درب آن را پا دیمنتقل کن خچالیو به  دیچیبپ
 یادر دم طور مهمولبه ییایباکتر یهاتیپل انکوباستتیوندر زمان:  جوییصتترفه برای نکته     

 یدر دماها با ستترعت کمتر، ها، ستتلولبا این حال شتتود.یدر طول شتتب انجام مو  27℃
 طیحم و قرار گرفته روی شده ترادیسی ییایباکتر یهاسلول. کنند یرشتد م زیتر ن نییپا

عت، سا 17 الی 31در  طور مهمولبه و کنندمیاتاق رشد  یدر دما ،کیوتیبیمقاوم به آنت
، و بدون محیط کشت ساعت 73تا  توانندیم هابیشتتر وقتو  دهندمی تشتکیلرا  هایکلن

که  هالنیکرا ایجاد کنند. این  یاماهواره یهایکلن و دهندبه رشتتد حداکثری خود ادامه 
 .نندکمیرا احاطه  یباکتر یو حاو تربزرگ یکلن هستند زمیدفاقد پلا ترکوچک یهایکلن

 داده( قرار 1℃) خچالیدر  ،شتتگاهیآزما یاز جلستته بهد پیشروز تا  دیبا کشتتت یهالوله -5
ردار شیک شب در انکوباتور کی به مدت دیبا هاآن شگاه،یاز جلسه آزما پیشروز  کی .شوند
 قرار داده شوند. 27℃دمای  و در
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه ششم
 

هفته  (.Miniprepکرد ) دیجدا خواه شده کلنی ترادیسی نیرا از چند دیمزپلا DNAشتما  هدف:
کرد  دیخواه هضم NotI-HFو  NcoI-HFمحدود کننده  یرا با اندونوکلئازها دهایمزشما پلا نده،یآ

 .دیکن تسییدرا  egfp ود ژنتا وج
 ژل یقابل مشتتاهده رو بانددو  دارای ،پس از هضتتم egfp الحاقی ژن وکتور با یحاو یهاکلون

 (.pET-41a)مرتبط با وکتور  )جفت کیلوباز( kbp 9.5( و egfp)مرتبط با  kb 731خواهنتد بود: 
 هستند روی ژل )مرتبط با قطهه ناقل بزرگ(  kbp 9.5به اندازه  باند دارای وکتور یحاو یهاونکل

، kb 72وجود دارد ) زین ،کوچک است اریژل بس یرونشان دادن  یکه برا یگریقطهه د با این حال
 (.وکتور یرو NotIو  NcoI یهامکان نیب DNAمربوط به قطهه کوچک 

خواهید  سازیخاللرا  دیمزپلا DNAهفته  نیا در طول دو هفته انجام خواهد شد. شیآزما نیا
به  دیمزپلا DNA .خواهید دادرا انجام  آن تجزیه و تحلیلو  محدود کننده هضم ندهیو هفته آ کرد

 استفاده خواهد شد. DNA یتوال نییته یبرا زین ،Miniprep نیدست آمده از ا
 
 مقدمه -1

 تیمثبت، در نها شده های ترادیسیسلول ییشناسا یمورد استفاده برا هیاول یهاصرف نظر از روش
منظور،  نیبه هم .دیرا جدا کن DNA دی، باDNA یابییتوال یی یهنیانه لیو تحل هیتجز تسیید یبرا

استفاده  دیمزپلا DNA یسازخالل یبرا ،میترم استفاده کرد یکه در ابتدا یانامهشیوهما از همان 
 کرد. میخواه
 جادیما اش لیگاسیون فرآیندتوانند در طول یم یمختلف بسیار هایفرآورده د،یداشتته باش ادیبه 

 نیا در شده های ترادیسیسلول لیو تحل هیدر تجز ینکته اصل (.دیکن یرا بررس 3-9شتوند )شکل 
از آن را و در غیر این صورت، آن را حفظ ، داشتتمورد انتظار شتما مطابقت  یاستت که اگر با الگو

اصول را در  نی، اکننده محدود هضم یالگوها لیو تحل هیهنگام تجزمطالهه خود خارج کنید.  مسیر
 :دینظر داشته باش

● DNA  با اندازه قطهه  نستتتبتبا ستتترعت مهکوسDNA نتایج  از کند.یمهاجرت م در ژل
 منظور قرار دادناستتتفاده از یک چاهک بهکه  دیدانیم ،یقبل هایتجربه از شتتدهحاصتتل
از  استتت. یاتیشتتما ح DNA لیو تحل هیتجز یبرا ی،استتتاندارد وزن یمولکول ینشتتانگرها
از  دیتوانیمشتخل است، م DNAاستتاندارد  یاز باندها کیهر  یوزن مولکول آنجایی که
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اندازه قطهات نمونه ناشناخته  نیتخم یبرا ی مخصوص برآورد وزن،مولکول ینشانگرها نیا
 .دیاستفاده کن

● DNA رکت ح در ژل ینیبشیپقابل  ریبا سرعت غ ،هیستاختار بانو داشتتن لیبه دل حلقوی
 DNA کشخط کیتوان با استفاده از یده را نمبرش نخور DNAاندازه  ن،یبنابرا  کندیم

 را الکتروفورزشتتده محدود  ةشتتد هضتتم دیمزپلا DNAهر زمان که  زد. نیتخم یمهمول
 مرجع باشد. عنوانبهنشده  دهیبر DNA یحاو دیبا چاهک کیدر صورت امکان  د،یکنیم

ژل،  یرو برش نخورده دیمزپلا DNA لیو تحل هینمونه، هنگام تجز یکپارچگیبستتتته به 
اشتتتکال مختلف و تحرکات  حیتوضتتت یبرامشتتتاهده خواهید کرد. دو تتا چهتار باند  نیب

 .دیمراجهه کن جلسه سوم شگاهیآزما کلاسبه  ،برش نخورده DNA ینسب یکیالکتروفورت
 یبرابر با وزن مولکول حلقوی،مولکول  کی از هضتتتم قطهات حاصتتتل یمجموع وزن مولکول ●

 ه قطهاتب یکیلاست باند کی دنیموضوع، به بر نیتجسم ا یبرا) نشده است دهیمولکول بر
 ی(.کیلاست باندطول  برابر خواهد بود با طول کل قطهات. دیفکر کن ترکوچک

بستگی  در چاهک شده یبارگذار DNAبا جرم  میقمست طوربه ،باند یک شتدت فلورسانس ●
 ( است.اندازههم)دو باند  ییدوتا ای یجزئ اصل نشان دهنده هضم نیانحراف از ادارد. 

 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

DNA ترل کن کی) دیکرد حیخود تلق شگاهیآزما یبلخود که در جلسته ق را از هفت کشتت دیمزپلا
که در  یاهنامشتتیوهبا  ریز نامهشتتیوه .دیکن ستتازیخاللو پنج ناشتتناخته(  یکنترل منف کیمثبت، 

 QIAGEN یاستتت و از کتاب راهنما کستتانی دیاستتتفاده کرد کلاس آزمایشتتگاه جلستته دوم

QIAprep Miniprep Kit (June 2015 )شماره  در راهنما این شرکت، مرحلهده است. اقتباس ش
 آغاز کار شما خواهد بود. 2

وجود  DNA ستتتازیخالل یبرا گریآماده د Miniprep تیک یادیتهداد زقابل توجه مربیان: 
 و با نستتخه کم دیمزپلا یستتازآماده نامهشتتیوه د،یاستتتفاده کن یگرید تیاز ک دیخواهیماگر دارد. 
 به کار ببرید. را قبل از استفاده یهامهرف
 قرار دهید. در این آزمایش وژیفیستتانترکرویم ویال کیرا در  از کشتتت mL 9/1-9مقدار  -2

نظور تولید مقادیر کافی از ماز محیط کشت را به mL9 شود که مقدار تقریبیمی پیشتنهاد
از  ng 799که شما به حدود  به ویژه .شتده استفاده کنید ستازیخالل pET-41aپلازمید 
DNA مقدار (1: )دیتوانیمهمین منظور بهشتتما یابی نیاز دارید. توالی برای فرآیند mL 9 
 پر کرده و آن رارا  ویال کی( 3) ا  یدیکن میتقستت وژیفیستتانترمیکرو ویال نیچند نیرا ب

 عیسپس پس از برداشتن ما د،یکن وژیفیداده شد سانتر حیتوضت 1 که در مرحله گونههمان
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ر را کا نیا .دیاضافه کن مانده یباق (DNAکلاف ) یاز کشت را در بالا یشتریمقدار ب ،ییرو
 .دیتکرار کن ،شود کلاف mL 9که تمام  یتا زمان

 ( و ستتتپسقهیدق 2به مدت ) rpm7999 > وژیفیستتتانتر را ابتدا ییایباکتر یهاستتتلول -1
ر د کشتتتت طیکردن مح پتیکروپیم ای ختنیرا با ر ییرو عیتمام آبار ما .دیکن یآورجمع
 حذف کنید. ،کننده دیسف درصد 19حاوی  اتهیما وصمخص ظرف زباله کی
، تهلیق مجتدد کنیتد )بافر تهلیق مجدد(. 1Pبتافر  μL 399هتای بتاکتریتایی را در کلتاف -9

اگر  نماند. یباق یتوده ستتتلول چیکه ه یتا زمان شتتتدهکامل مهلق  طوربه دیهتا بایبتاکتر
لوله  کیبه  را μL 399مقدار  د،یاکرده یآورجمع ویال نیدر چند را هر نمونهی هاستتلول
 .دیکن منتقل یرا به لوله بهد تهلیق مجدد یافتهسپس محلول   دیکن تهلیق مجدد واضتافه 

مربوط به نمونه در یک لوله و  pET-41aهای حاوی هدف از این امر، داشتن تمامی سلول
 .است P1در بافر  هاآنسازی مجدد مهلق

کامل با چهار تا شش  طوربهاما  آرامیبهرا به هر نمونه اضتافه و  P2ز بافر ا μL 399مقدار  -3
 یژنوم DNAبتاعث برش این امر  رایز ،دیتنکن ورتکس .دیتبتار مهکوس کردن مخلوط کن

 یتا محلول چستتبناك و کم دیکردن لوله را ادامه ده مهکوسدر صتتورت لزوم،  شتتود.یم
 یحاو P2بافر  .ابدیادامه  قهیدق 9از  شیب شدن هضمکه واکنش  دیاجازه نده .شفاف شود

 DNAدناتوره کردن  یبرا میسد دیدروکسیو ه یستلول هضتم ی( براSDS) ندهیشتو کی
 است.

کامل  طوربههر نمونه اضافه و بلافاصله و  شده هضممحلول را به  N3بافر از  μL 299مقدار  -7
 کی، N3پس از افزودن بافر  .دیش بار مهکوس کردن مخلوط کن( با چهار تا شتتتیآرامبه)

قابل مشاهده  SDSو  یسلول یای، بقاهانیپروتئ ،یژنوم DNA یحاو یکرک دیرستوب سف
به  یاهمچنان چسبناك و قهوه حلولاگر م مخلوط شوند. طور کاملبه دیبافرها با .شتودیم

 N3بافر  است. ازین یشتریبکردن به مخلوط  ،کامل محلول یسازیخنث ی، برارسدیمنظر 
 DNAو  شتتتودمی دیمزپلا DNA مجدد وصتتتل شتتتدنو باعث  کندمی یمحلول را خنث

 دهد.ینامحلول را رسوب م یهانیو پروتئ یکروموزوم
در یک میکروسانتریفوژ، اقدام به سانتریفوژ  rpm 12.9999دقیقه و با سترعت  19به مدت  -7

 کردن کنید.
 یستتتتون چرخشتتت 7 از مرحله کردن پتای( را با پکلاف یبالا عی)ما ستتتوپرناتانت عیمتا -5

QIAprep را  یکرک دیکه رستتوب ستتف دیو مراقب باشتت بریزید( یستتیلیستت یغشتتا ی)حاو
 نکنید. منتقل

 شده در بخش زیر را دور بریزید. بانیه سانتریفوژ کنید. مایع جمع 29به مدت  -19



 81                                                                                         شده یسیتراد یهاسلول یغربالگربخش دوم: 

 

 هیبان 29و به مدت  دییبشتتو PBافر ب mL 9/9را با افزودن  QIAprep یستتتون چرخشتت -11
 شده در بخش زیر را دور بریزید. مایع جمع .دیکن وژیفیسانتر

 هیبان 29و به مدت  دییبشتتو PEبافر  mL 79/9را با افزودن  QIAprepستتتون چرخش  -13
 .دیکن وژیفیسانتر

تا  دیکن وژیفیستتانتر گرید قهیدق 1و به مدت  بریزیدشتتده در بخش زیر را دور  مایع جمع -12
 حذف شود. شو و شستبافر  ماندهیباق
، DNA یشستشو یبرا .دیقرار ده mL9/1 زیتم وژیفیسانترکرویم یهارا در لوله هاستون -11

μL 99  بافرEB 1 سپس وکنید صبر دقیقه  1به مدت یک  و را به مرکز هر ستتون اضافه 
تا در  بدهیدبرش  یچیرا با ق mL9/1 ویالدر صورت لزوم، درب ) دیکن وژیفیستانتر قهیدق
 (.ردیقرار گ وژیفیکروسانتریم
 خوبیبه DNA یحاو هایویالکه  دیتمطمئن شتتتو .دیتزیرو دور ب برداریتدستتتتون را  -19

 شوند.یم ینگهدار -39℃ یو در دما گذاریعلامت
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 پ-کلاس آزمایشگاه: جلسه ششم
 

 ایو آ ریخ ای هستند egfp الحاقی ژن یها داراکلون ایکند که آیم تسیید PCR غربالگری نیا هدف:
 ندهیرا امروز آغاز و هفته آ شیآزما نیشتتما ا .ریخ ای داشتتته استتت وکتوردر ی حیصتتح یریگجهت
 کرد. دیخواه لیو تحل هیرا تجز جینتا
 
 مقدمه -1

 بنابراین ،الحاق کردیم هابه سلول یاجبار یسازکلونرا با استفاده از روش  egfp ما ژن از آنجایی که
 روش نی، ابا این حال شده باشد. الحاق حیدر جهت صتح دتوانیژن فقط م نیکه ا میمطمئن هستت

 یستتتازکلونکه از  یرا در موارد ژن الحاقی کی حیصتتتح یریگتواند جهتیم نیهمچن یغربالگر
 کند. تسییدشود( یانجام م میآنز کیتنها با  نگیشود )کلونیاستفاده نم یاجبار

مانند هر   است وصل شدن یبرا شدهیطراح PCR یهاآغازگر ،شیآزما نیا نکته قابل توجه در
 آغازگر کی کند. در این حالت،پهلوگزینی می DNA هیناح کیدر کنار  آغازگر، دو PCRواکنش 

به سمت داخل و به سمت  هاآغازگر 2´ی انتها و استمتصل  نییبه رشته پا یکیو  ییبه رشتته بالا
 نیدر اشود(. انجام می 2´←9´فقط در جهت  DNAکه سنتز  دیباش )توجه داشته هستند گریکدی

در  شود. صلمت توالی وکتوربه  دیبا دیگری و الحاقی ژن توالی به دیبا آغازگر کی ،یغربالگر کیتکن
 DNA یتوال اندازهبه PCR فرآورده کی ،آن حیصتتتح یریگو جهت ژن الحتاقیصتتتورت وجود 

در  ژن الحاقیاگر (. bp 1172)در مورد این آزمایش،  شودیم دیتول ،آغازگرپهلوگزینی شده توسط 
ه ب وصل شدنقادر به  ،شدهیطراح آنبه  وصل شدن یکه برا یآغازگروکتور وجود نداشتته باشتد، 

در جهت نادرست  ژن الحاقیاگر  ساخته نخواهد شد. PCR فرآورده چینخواهد بود و ه ایهیچ قطهه
 فرآیندو  خواهد شد متصل کسانیدر جهت  DNAرشته  کیبه  آغازگردر وکتور کلون شود، هر دو 

  شتتتودیظاهر نم آگارز ژل یرو PCR فرآورده چیه نیبنابرا  نخواهد بود ریامکان پذ یینما تکثیر
ژل  کی یرو شتتدهینیبشیبا اندازه پ PCR فرآورده کیکه اگر  میمطمئن شتتو میتوانیم نیبنابرا

 به درستی و شتهوجود دا ژن الحاقی در وکتور هتوان نتیجه گرفت کمی آگارز قابل مشتاهده باشتد،
 (.1-3شده است )شکل  یریگجهت
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 آزمایشگاهی هایتمرین -2
اما در مرحله  استجداشتده  DNA، همانند روش تکثیر استتفاده شتده در این مرحله PCRروش 
متفاوت خواهد بود. در این روش مرحله اول  59℃یهنی در مرحله واسترشتته شدن در دمای   اول

ه ک میحاصل کن نانیاطم دیبلکه با م،یرا دناتوره کن DNA دیما نه تنها با رایز ،تر خواهد بودطولانی
 آزاد شود. DNAتا  گردد هضمها توسط گرما یباکتر
 

 آغازگر و متصل وکتور یرو gst به ژن رفت آغازگر. PCRبا روش  شتده های ترادیستیستلول یغربالگر :1-6شکال 
 شده است. الحاقدر وکتور  حیدر جهت صح egfpامکان،  نیدر اول شود.یم متصتل egfp ژن الحاقی توالیبه  برکشتت
در احتمال دوم،  شود.یجفت باز ستاخته م bp 1172با  PCR فرآورده کیو صتل مت حیصتح یهاتیدر موقه هاآغازگر
egfp فرآوردهو  ردامکان متصتتل شتتدن را ندا برگشتتت آغازگر نیبنابرا  وجود ندارد PCR حالتدر  شتتود.یستتاخته نم 
و در نتیجه رشتته متصل  کیبه  ،کستانی هایدر جهت آغازگرهر دو قرار گرفته استت. در جهت مهکوس  egfp ،یینها

 ساخته نخواهد شد. PCR فرآوردههیچ 
 

تر مسممکن است از شما خواسته شود که  ای کنید افتیدر را مستر میکساز  ویال کیهر گروه 
 .دیبساز 1-3 جدولخود را مطابق  میکس
شما در کل  .دیرا آماده کن آن شما قرار نگرفت، اریدر اخت یکراست PCR کسیم مستر اگر -1

منظور مطمئن بودن از به ازای هر واکنش نیاز خواهید داشتتت. به μL 39هفت واکنش و 
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هنگام ساختن آن، از حجم بیشتری استفاده  داشتتن حجم کافی از محلول مستتر میکس،
 حتم بهخود،  مستر میکس هیاز ته پیشبزنید.  برچسبرا  PCRکنید. ویال مستر میکس 

 دیبا د،یکنیم هیخود را ته ستتتتر میکساگر م !دیکن یخود را بررستتت یهاغلظتت مهرف
 .دیخود داشته باش شگاهیآزما ادداشتیدر دفترچه  1-3مانند جدول  یجدول

 
 PCR تنظیم مستر میکس :1-6جدول 

واکنش  8مقدار در 
(μL165) 

هر واکنش  مقدار در
(μL25) غلظت  غلظت نهایی

 هامعرف استوک

 آب عاری از نوکلئاز - -  

  mM3/9 از هر
dNTP 

 dNTPمیکس  

  μM 1/9  آغازگر pBITrev 
  μM 1/9  آغازگر pBITfor 

 ThermoPolبافر     
19× 

  U 9/9  به ازای
μL 39  Taq polymerase 

 رشتتته ستتنس ژن 2´به انتهای  (´CTTGTACAGCTCGTCCATGC3´5) )برگشتتت( pBITrev آغازگر
egfp شود.متصل می 
شتتتود ( به توالی وکتور متصتتتل می´CAAGCTACCTGAAATGCTGA3´5)رفت( ) pBITfor آغازگر

 (.gst سنس ژن)مخصوصا، به توالی وسط رشته آنتی
 

هفت قرار دهید.  PCRویال مخصتتوص  7خود را در  PCR از مستتتر میکس μL 39مقدار  -3
 محدود کننده هضمو  Miniprep قیاز طر حاصل شدههمان هفت نمونه  دیبا ،نمونه شما
نج نمونه ناشتتناخته از ( و همان پی)کنترل منف pET-41a)کنترل مثبت(،  pBIT: باشتتد

 شما. تجربی لیگاسیون
برداشتن  ی( براPCRمهارکننده  کی یحاو یچوب دندانخلال) لیاستر p10 سترستمپلراز  -2

خود  ةشتتد موجود در پلیت مضتتاعفمناستتب  هایاز کلون ی وباکتر کشتتتاز  یمقدار کم
را با  PCR هایویال .دیبچرخان PCRرا در مخلوط واکنش  سرسمپلر نوكاستفاده کنید. 

کنترل(  همانندگذاری کنید. این امر را برای هر ویال )علامت ،خود یاصل پلیت یشماره رو
 زدیکن برداشت کنید را  هایاز باکتر یکم اریمقدار بسو با یک کلون متفاوت تکرار کنید. 
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 محیط در یاز حد باکتر شیقرار دادن ب .ردیگیسنجاق قرار م کیسر  یکه رو یااندازه به
 شود.یم PCR هایفرآورده بیمنجر به تخر PCR ،واکنش

 اجرا کنید. 3-3خود را با استفاده برنامه ارائه شده در جدول  PCRواکنش  -1
 

 PCRبرنامه  :2-6جدول 
  درجه حرار  زمان

 1 مرحله 59℃ سازی(دقیقه )واسرشته 19
 3 مرحله 59℃ دقیقه 1
 2 مرحله 93℃ دقیقه 1
 1 مرحله 73℃ دقیقه 9/1

 9 مرحله 3-1تکرار مراحل  چرخه( 29 صورت کلبهبار ) 35
 3 مرحله 73℃ ناتمام هایفرآوردهتا بسط کامل تمام دقیقه  9

 7 مرحله 1℃ دینامحدود نگه دار طوربه
 

هفته آینده باید نتایج  شوند. ینگهدار -39℃ یدر دما دیها با، نمونهPCR برنامه انیپس از پا
 تجزیه و تحلیل کنید. آگارز ژل زرا با استفاده از الکتروفور
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 ج-کلاس آزمایشگاه: جلسه ششم
 1، بخش سبز پروتئین فلورسنت مشاهده

 
 یحاو LB طیمح ی( خود را رویمثبت و منف یها)کنترل شده های ترادیستیستلولشتما  هدف:
های مثبت در کلونرا سبز  فلورسانس مشتاهدهاین امر امکان  .دیکنیم پلیت IPTGو  نیستیکاناما

 سازد.ممکن می
 
 مقدمه -1

)وکتور(  دیمزپلا DNA و هضم سازیخالل ورددوم در مجلسه -کلاس آزمایشگاه که در گونههمان
با  (.2-3شود )شکل یم pET-41a وکتور بیانی یرو T7/lacباعث مهار پروموتر  IPTGبحث شتد، 

را  هافتیشیافزا ستتبز فلورستتنت نیپروتئ توانندیمها یرشتتد، باکتر طیدر مح IPTG شتتدن بیترک
هنگام  یحت ،اندقرارگرفته حیصتتتح خوانشدر چارچوب که  egfp ژن یحاو هایکلنی کنند. انیب

مثبت  یهاکلونکنند. میدر شتترایط نوری مهمولی، مقداری نور ستتبز را از خود منهکس  یریقرارگ
 کنند.رنگ سبز را از خود منهکس می، هنگام قرارگیری در مهرض نور فرابنفش

 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 LB/kan/IPTG پلیت حاویها به یکلن انتقال یخود برا ةشد پلیت مضاعفاز  ،در این مرحله شما
 نیابا   دیخود هست پلیت مضاعفاز  نسخه کی جادیدر اصتل، شما در حال ا کرد. دیه خواهاستتفاد
 پروتئین را القا کنید. توانید بیاناین پلیت میدر  تفاوت که
 .دیخارج کن خچالیخود را از  ضاعفم پلیت -1
 .دیبچسبان آن نییرا به پا ایشبکه برچسب کیو  نیدرا تهیه ک LB/kan/IPTG پلیت کی -3

 ینییقستتمت پا ،دیشپتریدرب ظروف  یجابه شتتهی، همستتردرگمیاز  یریجلوگ یبرا
 .دی)طرف آگار( را برچسب بزن

 یبرا سرسمپلر ای لیاستر دندانخلال کیاز  الف،-کلاس آزمایشتگاه، جلسته شتشم همانند -2
استتتفاده و همان  یاصتتل پلیت مربع موجود در شتتبکه از هر یباکتر یبرداشتتتن مقدار کم

 دندانخلالبرای هر کلونی از یک  .دیکن حیتلق LB/kan/IPTGتازه  پلیت یها را رومربع
 یا سرسمپلر مجزا استفاده کنید.

 پلیت .دیقرار ده خچالیو در  دیچیبپ لمیخود را در پاراف یاصتتتل ةشتتتد مضتتتاعف پلیتت -1
LB/kan/IPTG قرار دهیداتتاق  یستتتاعتت در دمتا 31-73خود را بته متدت  دیتجتد. 
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پروتئین در  نرخ بیاندر طول شتتب انجام داد، اما  27℃ یتوان در دمایرا م انکوباستتیون
توان آن را ی، مLB/kan/IPTG پلیتها در یپس از رشد کلن خواهد بود.بالاتر  اتاقدمای 
 منتقل کرد. خچالیبه  لیو تحل هیو تا زمان تجز پیچید لمیارافدر پ

 
 ایمباحثه هایپرسش
با  هشد های ترادیستیتوانایی شتناستایی ستلول محدودکنندهبرداری آیا غربالگری با نقشته -1

 الحاقی را داردپ چراپ چندین ژن
را فرض  یاجهینادرست در وکتور کلون شود، چه نت الحاقی ژن کی، اگر PCR غربالگریدر  -3

 اگر: دیکنیم
 متفاوت بودپ حیاندازه صح اب رست،ناد الحاقی الف: اندازه ژن
 بودپ حیمورد صح اندازهبه ،نادرست الحاقی ب: اندازه ژن

 PCRدر مخلوط واکنش  یاز حد باکتر شی، چرا قرار دادن بPCR یهنگام انجام غربالگر -2
 پشودیم PCR فرآورده یاحتمال بیباعث تخر

در جهت مخالف  ،PCRهای مورد استفاده در غربالگری آغازگر اگر رخ خواهد داد یچه اتفاق -1
 ژن الحاقی به وصتتل شتتدن یبرا یآغازگر آیا چنین) ودالحاقی به وکتور متصتتل شتت با ژن
قابل  یاجهیچه نت ،شتتتدیم یشتتتکل طراح نیبه ا شیاگر آزما نشتتتده استتتت(پ یطراح
 بینی بودپپیش

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   



   

 لاس آزمایشگاه: جلسه هفتمک
 : بخش دومشده های ترادیسیغربالگری سلول

 
از هفته ) Miniprep با دیمزپلا سازیخاللاز  حاصتل شده محدودکننده هفته، شتما هضتم نیادر 

 یهاها و هم نمونهمهضهم ، آگارز ژل سپس با استفاده از الکتروفورز داد. دیرا انجام خواه (گذشتته
)القا شتتتده با  فلورستتتنت نیپروتئ پلیت کرد. دیخواه تجزیه و تحلیلرا  PCR غربالگری شتتتده با

IPTGعلاوه  ود.خواهد ب استفادهشما قابل  یغربالگر جینتا تسیید یبرا زین شگاهیآزما ی( از جلسه قبل
 یتا توال انجام خواهید دادمثبت خود  یهااز نمونه یکی یرا رو یابییلواکنش توا کیشتتما  ن،یبر ا

 .دیکن تسیید 1سانگر یابییتوال روش را با استفاده از یدینوکلئوت
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1. Sanger. sequencing 
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 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه هفتم
 

 کنترل خود و یها( را از گروهشتتگاهیجلستته آزما نیشتتده )آخر ستتازیخالل DNAشتتما  هدف:
 .شود تسییدرا  egfp ژن وجودتا  کنید هضمرا  pET-41a/egfp شده ترادیسی هایسلول
 
 مقدمه -1

استتتفاده  pET-41aدر  egfp ژن کلون کردن یبرا NotIو  NcoI شتتونده محدود هایجایگاهما از 
 استتتفاده از یک ژل کرد. میاستتتفاده خواه ژن الحاقی یآزادستتاز یبرا میدو آنز نیو از هم میکرد

 پلازمید DNAاندازه قطهات بینی تهداد و منظور پیشهای محدود کننده بهنزیمبا آ مرتبط با هضتتم
 تواند امری مفید باشد.حاوی ژن الحاقی و فاقد ژن الحاقی، می

 حیتوض زیرکه در  یاز روش NotI-HFو  NcoI-HFدوگانه با  یهضتم واکنش هفت انجام یبرا
محدود ) یهایا آنزیم میمتهدد با آنز یهاهنگام انجام هضتتم کرد. دیخواه یوریداده شتتده استتت پ

در  است. دیموجود در هر واکنش مف جیرا یهامهرف یحاو مستر میکس کی هیته کستان،یکننده( 
-NotIو  NcoI-HFمحدود ) میو دو آنز محدود کننده میاز آب، بافر آنز مستتتتر میکسمورد،  نیا

HFهایویالبه  بهد از ستاخته شتدن این مستر میکس، ترکیب حاضر شده شتده استت. لی( تشتک 
 کی جادیاشوند. به آن اضافه  هضم یفرد برامنحصربه DNA یهاکه نمونه شودمی میجداگانه تقس
را به  یمشخص یایجداگانه، مزا یهاویالها در همه مهرف ردنک پتایبا پ سهیدر مقا مستتر میکس
در  یذات یخطا د،یکنیم پایپترا  یتربزرگ یهتاحجم از آنجتایی کته، در درجته اول همراه دارد.

 ،یک مستر میکسدوم، استتفاده از  .دیرستانیم کمترین حدرا به  ترکوچک یهاکردن حجم پایپت
 یهکه اگر س دیتصور کن گونهاین دیتوانیم دهد.یها را کاهش منمونه نیب احتمالی ةشدایجاد  تنوع
ممکن استتت  هاویالاز  یبرخ د،یکن پتایپ ویالرا در هر شتتش  NcoI-HF از μL 9/9 مقدار دیکن

μL 1/9 ممکن استت  گرید یبرخ کهیدرحالداشتته باشتندμL 3/9 .نیا مستر میکس داشته باشند 
شما  شود.یدر زمان م جوییصرفهباعث  مستر میکساستتفاده از  ت،یدر نها دهد.یش متنوع را کاه
 یبرا کرد. دیخواه پتایپ د،یکن پتایجداگانه پ ویالهضتتم در هر  یکه هر جزد را برا یکمتر از زمان

 :دیال کنرا دنب ریز هاینامهشیوه ،هضمی یهاواکنش یبرا و خودمستر میکس  میتنظ
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 آزمایشگاهی هایتمرین -2
با توجه به مستر »با برچسب  ویال را کیو  هضمی DNAمربوط به هفت نمونه  ویالهشت  -1

 .دیبرچسب بزن «1میکس
در نظر  یمیآنز هضتتم واکنش کی یمحدودکننده، آب( را برا یبافرها ،میحجم مهرف )آنز -3

 علاوهبههشت واکنش )هفت واکنش شما،  یبرا یکاف مستر میکس( و 1-7جدول ) بگیرید
 ادداشتتتتیدر دفترچه  .دی( آماده کنپایپت کردن یریرپذییتغ یبرا یواکنش اضتتتاف کی

 ،استوكها، غلظت و مهرف دیکن هیئه شده تهبه جدول ارا هیشب یخود جدول یشتگاهیآزما
توجه:  .دیهشتت واکنش را فهرست کن یواکنش و مقدار برا کی یمقدار برا ،ییغلظت نها

DNA  حجم  اضتتافه کرد. مستتتر میکستوان آن را به یو نم استتتدر هر نمونه متفاوت
 خواهد بود. μL 39نهایی هر واکنش 

 
 محدود کننده آنزیم تنظیم تجربی برای هضم :1-3جدول 

حجم برای هشت 
 واکنش

حجم برای 
غلظت  غلظت نهایی یک واکنش

 معرف استوک

 آب استریل    
 CutSmartبافر     
 NcoI-HF  واحد در هر واکنش 39/9  
 Not I-HF  واحد در هر واکنش 39/9  
 μL 19   DNA 
 μL 39   حجم کل 

DNA غلظت  (.مستر میکس بهشده اضافه شود )نه  یگذارشتماره یهالولهجداگانه به  طوربه دیباDNA هر  یبرا
 اجازه را نیاگر زمان ا کرد. نییته کننده محدود یهاهضتتم میاز تنظ پیش توان با استتتفاده از نانودراپینمونه را م

 تریکرولینانوگرم در م 199تا  99 نیب یغلظت یشتتتما دارا DNA Miniprepکه  دیفرض کن توانیدمی، دهدینم
 تواند کافی باشد.می شدر هر واکنش هضمی در این آزمای μL 19 DNAاستفاده از  است.
 

 .دیکن بیترک RE Master Mix ویالها( را در ) میآنزو  CutSmart: آب، بافر بیبه ترت -2
 .دینگه دار خی یو رو ایدرا خوب مخلوط کرده ویالکه  دیمطمئن شو

 نانیاطماز هفت ویال هضتتمی بریزید.  امهرکدرا به درون  از مستتتر میکس μL 19 مقدار -1
 حاصتتل شتتده از DNAاز  μL 19 و ستتپس ایدرا علامت زده هاویالکه  دیحاصتتل کن
Miniprep  دیمناسب اضافه کن دارنشان ویالرا به هر. 

                                                 
1. RE. Master. Mix 
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ه رول دودر ط .دیکن انکوباسیون 27℃ یدر دما قهیدق 19 کمدستت یهفت واکنش را برا -9
در  و کنیده خود را آماد آگارز ، ژلبرویدب -انکوباستیون، به کلاس آزمایشگاه: جلسه هفتم

 محفظه ژل بریزید.
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه هفتم
 Miniprepهای هضم و PCR یغربالگرتجزیه و تحلیل 

 
 .یقبل یهانمونه ژل تجزیه و تحلیل قیمثبت از طر یهاکلون ییشناسا ف:هد
 
 مقدمه -1

 پ را مرور کنید.-3ب و -3جلسات آزمایشگاهی 
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

در مخزن ژل ( هشگایآزما 2داده شد )جلسه  حیتوض پیشتترکه  طورهمان را 1 آگارز دو ژل -1
 هایغربالگری یبرا یگریو د شونده محدود یهاهضم لیو تحل هیتجز یژل برا کی .بریزید
PCR توانید از یک ژل و با دو ردیف شانه استفاده کنید. همچنین، می است. یشما ضرور
 ارائه دهد. یحیدر مورد روش ترج یشتریاطلاعات ب تواندیمشما  یمرب

ها آماده به نمونه یخود را با افزودن بافر بارگذار یهاشتتود، نمونهیم بستتته ژل کهیدرحال -3
 ویال کیآب در  μL 7از هر نمونه را با  μL 3خود،  PCR غربالگری یهانمونه یبرا .دیکن
ا ر یسپس مقدار مناسب بافر بارگذار .دیکن قیبرچستب رق حاوی دیجد وژیفیکروستانتریم

مطابق  PCR واکنش اگر رایز ،است یضترور ی امریستازقیرق مرحلهانجام  .دیاضتافه کن
و ر تغییژل را  یرو گرید یکه باندها خواهد بود یاگونهبه فرآورده تکثیرانتظار عمل کند، 

 دهد.میقرار  ریتحت تسب ار هاآن
( ویال)در مجموع هفت  Miniprep هضمیی هااز واکنش کیبه هر  دیبا زین یبافر بارگذار -2

 دیتوانی، مهای دیگر استفاده نخواهد شددر آزمایشها هضم نیا از آنجایی که اضافه شود.
 دیهر هضم با .دیشده اضافه کن هضم DNA یحاو یهاویالبه  یکراستترا  یبافر بارگذار
به خاطر  ،هاهنگام اضتتافه کردن بافر بارگیری با ویال انجام شتتود. μL 39 نهایی در حجم

ر محلول باف کی، اگر مثالعنوانبهتغییر خواهد کرد. محلول  ییکه حجم نها دیداشتته باش
برابر  3 ییدر محلول نها دیبا 32) دیاضافه کن یبافر بارگذار μL 1 دیبا د،یدار 32 یریبارگ
 هایویالرا به  یبافر بارگذار خواهد بود(. μL 31 در مجموعحالت  نیشوند که در ا قیرق
 !دیهضم نشده اضافه نکن DNA یحاو

 
 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           98

 

 طبق جدول زیر بارگذاری کنید:را خود  ژل -1
  Miniprepهای هضم -یک ژل PCRغربالگری  -دو ژل

ng 199 کش خطNEB 1 kb ng 199 کش خطNEB 1 kb  1چاهک 
μL 19 ( شدهقیرقکنترل مثبت) μL 19 3چاهک  کنترل مثبت 
μL 19 ( شدهقیرقکنترل منفی) μL 19 2چاهک  کنترل منفی 

μL 19  (شدهقیرق) 1نمونه μL 19  1چاهک  1نمونه 
μL 19  (شدهقیرق) 3نمونه μL 19  9چاهک  3نمونه 
μL 19  (شدهقیرق) 2نمونه μL 19  3چاهک  2نمونه 
μL 19  (شدهقیرق) 1نمونه μL 19  7چاهک  1نمونه 
μL 19  (شدهقیرق) 9نمونه μL 19  7چاهک  9نمونه 

 یهارا در چاهک Miniprep هاینمونه د،یکنیمنفرد با دو شانه استفاده م ژل کیاگر از       
امر از تداخل  نیا .دیقرار ده نییپا یهارا در چاهک PCR یغربالگر یهاو نمونه ییبتالا

 Miniprep یهانمونه و PCR غربالگری یهاآزاد از نمونه یهتاآغتازگرو  دهتایتنوکلئوت
 کند.یم یریجلوگ

 .دیخود( اجرا کن واکنش یمناستب برا تمایبا استتتفاده از تنظ)ولت  79خود را با ولتاژ  ژل -9
 کهیامهنگو  دینظر داشته باش ریز دقتبهژل را  د،یکنیژل با دو شانه استفاده م کیاگر از 

 د،یرستت ینییپا یهانمونه یهاکبه مجموعه چاه ییبالا یهارنگ از نمونه ییقستتمت جلو
 .دیکن مشاهده( UV)فرابنفش  ناتوریلمیترانس کی یژل را رو .دیرا خاموش کن دستگاه

ام نمونه کد نکهیا نییته یبرا پ-هفتم جلسه کلاس آزمایشگاه: جیهمراه با نتا ج،ینتا نیاز ا -3
DNA کلاس آزمایشگاه: جلسه هفتم) دیارستال شود، استفاده کن یابییتوال نییته یبرا-

 (.ت
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 پ-کلاس آزمایشگاه: جلسه هفتم
 ، بخش دومبهبود یافته سبز سنتپروتئین فلور مشاهده

 
 UVبا استفاده از نور را  LB/kan/IPTGپلیت  روی شده های ترادیسیدر این بخش، سلول هدف:

 انیب GST::EGFP الحاقی نیپروتئ دارای) egfp ژن یمثبت حاو یهاکلون کرد. دیمشاهده خواه
 سبز روشن خواهند بود. دارای رنگ فلورسانس( شده
 
 مقدمه -1

( ینانومتر )نور آب 177 موجطول در افتهی شیافزا سبز فلورسنت نیپروتئ ختگیحداکثر میزان برانگی
های مثبت را کلون کهیهنگام .کندیمستتاطع  نانومتر از خود نور 997 موجطولدر استتت و حداکثر 

 اام ارد،میزان برانگیختگی قرار ند بیشتریندر اوج  EGFPه اگرچ ،در مهرض نور فرابنفش قرار دهید
ها رنگ ستتتبز روشتتتن را از خود منهکس کلنی و داردوجود  یکافمیزان برانگیختگی بتههنوز هم 

منظور ارزیابی توان به، از آن میاستتتکنند. از آنجایی که استتتفاده از ستتنجش بستتیار راحت می
ه کلون ندرت ببه ستفاده کرد. در یک آزمایشگاه تحقیقاتی، های غربالگری نیز استایر روشموفقیت 

 یبراشتتدن داشتتته باشتتد.  ای برای بیانستتاده یچنین ژنی برخورد خواهید داشتتت که چنین الگو
 یبرا تواندیکه م کندمیبدون ابهام عمل  و مثبت تسییدستتنجش  کی عنواناین روش بهاهداف ما، 

 وری قرار گیرد.مورد بهره شود وهای غربالگری استفاده روش قابلیت بازدهی نییته
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 .دیکن آماده د،یکرد حیرا که هفته گذشته تلق IPTG پلیت مضاعف -1
 ورتنایلمیترانستت یرو وارونهصتتورت به (نییپا ستتمت باز به دربرا ) پلیتو  دیدرب را بردار -3

UV ماورادبنفشنور  دستگاه خود در شده های ترادیسیسلولهنگام مشاهده  .قرار دهید ،
 ای دستتکش و/ دنیبا پوشت نیو همچنکنید استتفاده  UV در برابر از محافظ صتورت دیبا

محافظت  UVمهرض نور  در میاز پوستت در برابر قرار گرفتن مستق یشتگاهیروپوش آزما
 .دیکن

نشان داده شده  1-7که در شکل  گونههمان .دیرا مشاهده کن پلیتنور فرابنفش را روشن و  -2
 ،تهود یافبهب سبز فلورستنت نیپروتئ انیب لیمثبت به دل یهااستت، کنترل مثبت و کلون

 صورت سبز روشن ساطع خواهند کرد.را به رنگ فلورسانس
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 37، در شبکه شماره pBITکنترل مثبت، . افتهی شیافزا سبز فلورسنت نیکننده پروتئ انیب E. coli :1-3شال 

 ها منفی هستند.کلون بقیة و مثبت زین 13و  12، 32، 17، 9شماره  یهاکلون شده است. حیتلق
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  -کلاس آزمایشگاه: جلسه هفتم
 خش اول، باز یک کلون مثبت DNAتوالی تجزیه و تحلیل 

 
 بررستتتی د،یاکرده کلون pET-41aرا که در  egfp الحاقی ژن DNA یتوالدر این بخش، هدف: 

 DNAیابی را به یک مرکز توالی هاو ستتتپس آن کنیدمیها را آماده در ابتدا، شتتتما نمونه .دیکنیم
 یتوال قیدق نییته یبرا یابییتوال یآمده از اجرادستتتبه یهادادهبهد،  لهحرخواهید فرستتتاد. در م

 .کنیدمی سهیشناخته شده و مورد انتظار مقا یبا توال را egfp ژن الحاقی
 
 مقدمه -1

 است. وکتور کیبه  ژن کی کلون کردن یو ساده برا مؤبرروش  کی PCR با استفاده از کلون کردن
 egfp تکثیر ژنوکتور و  یسازآماده لیتکم کلاس آزمایشتگاه: جلسه سوم در موردکه در  طورهمان

های کلون روش نستتبت به PCRبا  کلون کردنبحث شتتد،  مرازیپل یارهیزنجواکنش با استتتفاده از 
وجود  PCR یسازهیدر شب یاصتل ینگران کی ،موارد نیبا وجود ا دارد. یادیز یایمزا یستنت کردن

 شتتما PCR فرآورده در یک بازجهش  ایجاد یک .شتتوندیم جادیا PCR یکه در ط ییدارد: خطاها
 د.شما در طول ترجمه شو الحاقی نیدهنگام پروتئخاتمه زو ای نهیآم دیاس راتییتواند منجر به تغیم

به حداقل رستتاندن  یبرا دتوانی، مVent همانند بالا دقتبا  یمرازهایپل DNAاز استتتفاده  با اینکه
شیآزما نکهیاز ا نانیاطم یبراها همچنان وجود دارد. احتمال بروز جهش، شودخطاها استفاده  نیا

 DNA یتوال تسییدانجام شتتود،  آن ةافتیجهشمورد انتظار شتتما و نه نستتخه  نیبا پروتئ یبهد های
 است. یشما ضرور دیمزپلا

بردهای رکاو  شودمی لیعمل مهمول تبد کیبه  یمولکول یشتناستستتیدر ز DNA یابییتوال
 .شدمیانجام  نهیسخت و پرهز هایشیوهبا  ،1579در ابتدا در دهه  DNA یابییلتوابستیاری دارد. 

و از د یمینوبل شتت زهیجا نیکه دوم ستتانگر کیفردر هایتلاش در نتیجه یادیتا حد ز یفناور نیا
ه بود، کرد افتیدر DNA یابییتوال یدر توستتتهه فناور انجام فهالیت لینوبل خود را به دل زهیجتا

شتتناخته  زین 3ستتانگر یابییکه به نام توال DNA1یابییتوال یارهیزنج پایانروش  توستتهه پیدا کرد.
بت مث شده ترادیسی سلول کی DNA یتوال لیو تحل هیتجز یبرا شتما استت که روشتی، شتودیم

 همانند 2بالا بازدهیبا  یکاربردها یبرا ،DNA یابییتوال یهاپلتفرم ریستتا کرد. دیاستتتفاده خواه

                                                 
1. Chain-termination. method. of. DNA. sequencing 

2. Sanger. sequencing 

3. High-throughput 
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را در روز  بازجفت  ونیلیتوانند تا صتتدها میم هاپلتفرم نیا .شتتوندیاستتفاده م 1کل ژنوم یابییتوال
 پایان یتر از روش سنتگران ،بالا هنوز در هر اجرا بازدهیبا  یل غربالگراشکا بیشتریابی کنند. توالی
 یتوالجفت باز را  799حدود  دیخود، فقط با egfp الحاقی ژن یتوال نییته یبرا هستند. یارهیزنج
 .دیها نوکلئوتونیلینه م د،یکن یابی

 یتر ،یابییآغازگر توال کی ،مرازیپل DNAالگو،  DNAشامل  ایجر سانگر یابییواکنش توال کی
 (ddNTPs) 2دینوکلئوت یاکسئود یهافسفات یو تر (dNTPs) 3دینوکلئوت یدئوکست یهافستفات
که  گونههمان ها هستند. ddNTP ،یارهیزنج پایانبا  DNA یابییدر توال یدیکل هایگزینه است.

سنتز  یبرا ییالگو عنوانبه ،شود یابییتوال دیکه با DNAنشتان داده شتده استت،  3-7در شتکل 
 کند.یعمل م مکمل DNA یهارشته

 آغازگر الگو/ DNA هیبریدی از به مرازیپل DNAو متصتتتل  رشتتتته الگوبه  یابییآغازگر توال
 یدیجد DNA هایموجود در مخلوط واکنش، رشته یدهایو با استفاده از نوکلئوت شودمیمتصتل 
صتتورت بهتوانند یو م هستتتند( Tو  A ،C ،G) «یعاد» جفت بازهایها  dNTP .کندیمرا ستتنتز 
 ها ddNTP صورت متضاد،به اضافه شوند. گریکدیاستتر به  ید فستفو یوندهایپ قیطر متوالی و از

 ل،یلد نیبه هم .ندایاستر ضرور ید فسفو وندیپ لیتشک یکه برا هستند 2´ لیدروکسیگروه ه فاقد
سنتز ادامه نخواهد یافت.  فرآینده شتود، گنجاند DNAدر طول ستنتز در رشتته  ddNTP کیاگر 
 ها در واکنش ddNTP کند.یعمل م یارهیزنج ةدهندانیپا کی عنوانبه ddNTP ،گریدعبارتبه
و سنتز  شودمی اضتافه dNTP کیمواقع  بیشتتر ن،یبنابرا  محدود وجود دارند ریدر مقاد یابییتوال

 کی شتتتدنه که افزود ییاز آنجا شتتتود.یاضتتتافه م ddNTP کیقات او یو فقط گاه یابدمیادامه 
ddNTP از  یجزئ هاینسخه ،یابییواکنش توال کی جهیاست، نت یتصادف صتورتبهDNA ییالگو 
آغازگر شتتروع  توالیمربوط به  یتوال 9´ یهر قطهه از انتها متفاوت استتت. هاآنکه اندازه  هستتتند

 .ابدییم انیپا در توالی، ddNTP شدنهنگام افزوده و  شودمی
 

                                                 
1. Whole-genome. sequencing 

2. Deoxynucleotide. triphosphates. (dNTPs) 

3. Dideoxynucleotide. triphosphates. (ddNTPs) 
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 Sanger یابییعنوان توال تحت نیفلورستتنت، همچن یها ddNTPبا استتتفاده از  DNA یابییتوال :2-3شککال 
در طول سنتز قطهات  یارهیزنج یهادهنده انیپا عنوانبهشده با فلورسنت  دارنشتان یها ddNTP شتود.یشتناخته م

DNA به  مکروماتوگرا صورتبه جیو نتا شتودمیجدا  یینهمو قطهات با استتفاده از الکتروفورز نیا کنند.یعمل م مکمل
 San Diego, CA: Elsevierپزشتتکی قانونی،  DNA. مبانی نگارش Butler JM)تجدید چاپ از  دیآیدستتت م

Academic Press; 2009. p. 65.) 
 
 2´ تیموقهدر  ddNTPکدام  نکهیقطهات و دانستن ا نیبه خواندن طول ا DNA یتوال نییته

شده با  دارنشان یها ddNTPبا استفاده از  طور مهمولبه عمل نیا دارد. ی، بستگقرار گرفته استت
و  1یینهمو الکتروفورز به همراهشده است(  یرگذابرچستب یبا رنگ متفاوت ddNTPفلورستنت )هر 
از  یامجموعه شامل ی،ابییهر واکنش توال شود.یانجام م DNAخودکار  یابییتوال هایدر دستتگاه
ی قرار گرفتن منظور بررستتتبه و هر قطهه استتتتتفاوت م یهاستتتنتز شتتتده با طول DNAقطهات 

ddNTP  خودکار یابییتوال گیرد. درقرار می در مهرض نور فلورستتانس رشتتته، 2´مهین در انتهای 
DNA ،نیرتکوچک) شوندیمبر اساس اندازه جدا  یینه ومو قطهات با استفاده از الکتروفورز ژل نیا 

 ،شودمی خارج یینهکه قطهات از ستون مو طورهمان .(کنندیحرکت م ترعیستر سیقطهات در ماتر
 کند.یفلورستانس ساطع شده از نمونه را ببت م وتریکامپ کیو  کندمی کیرا تحر هانمونه زریل کی

                                                 
1. Capillary. electrophoresis 
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را  هاکیاز پ یامجموعه شوند،یم دهینام 3الکتروفروگرام ای 1که کروماتوگرام به دست آمده یهاداده
ی یاببرای درك بیشتر توالی .کنندیرشتته ستنتز شده را منهکس م DNA یتوال دهد کهمینشتان 
DNA وبگتتاهتوانیتتد بتته ای میبتتا استتتتفتتاده از پتتایتتان زنجیره www.dnalc.org/resources/ 

animations/cycseq.html کنید. مراجهه 
 یابییمرکز توال کیارسال به  یرا برا یابییتوال یهاشتما واکنش ،یشتگاهیجلسته آزما نیدر ا
DNA یابییهنگتام انجام توال .دیتکنیم 2ستتترهم DNA از  یکی ی،ابییتوال یهاآغازگر، انتخاب

 799-1999موفق  یابییتوال یاجرا کی، مهمول طوربه استتتت. شیآزمتا یهتاجنبته نیتریاتیتح
 دیاست، با دینوکلئوت egfp 739 ی ژنطول توال از آنجایی که دهد.یرا به دست م یاز توال دینوکلئوت
 شود،یم متصل egfp یتوال یکه درست در بالادست ابتدا یآغازگرکل ژن را با استتفاده از  میبتوان
 دستنییپا دینوکلئوت 19-29 از ریقابل تفس یست که توالذکر ا انیشا (.2-7)شکل  میکن یابییتوال

 قصتتدکه  یامنطقه یرا در همان ابتدا یابییتوال هایآغازگرهرگز  نیبنابرا  شتتودیشتتروع م آغازگر
 آغازگر کیرا با استفاده از  egfp یکل توال توانیم کهیدرحالنکنید.  طراحی آن را دارید، یابییتوال
 اگر طولکند. ی را ضروری میاضاف یهاآغازگروجود دارد که استفاده از  یادیز موارد ،یابی کردتوالی

 یمتهدد یهاآغازگربه  یپوشش کل توال یباشد، برا دینوکلئوت 1999از  شیبژن الحاقی  یتوال کی
 یگاه کرد. یالگو طراح یهارشتتتتهاز  کیهر  یتوان برایرا م هاآغازگر نیا داشتتتت. دیخواه ازین

را  DNAو  کردهژن استفاده  کیدر کنار  1ی موازی و در جهت مهکوساوقات، محققان از آغازگرها
اف اختل ای تیشتتتما عدم قطه یابییتوال جیاگر در نتا ن،یهمچن کنند.یم یابییدر هر دو جهت توال

ه به ک یآغازگرمتفاوت ) غازگرآ کیبا استفاده از  یاضاف یابییواکنش توال کی، انجام اشتتوجود د
اگر در حال  ت،یدر نهاصحیح را نشان دهد.  جهیتواند نتیشود( میمتصل م DNAاز  یگرید هیناح
 سییدتدر این تمرین یک توالی شناخته شده را ) دیناشتناخته هستت یتوال کیبا  DNA یتوال نییته

 یابییتوال جینتا یپوشانمنجر به هم این امر .دیتفاده کنمتهدد اس یهاآغازگراز  شتهی(، همکنیدنمی
 .شودیم DNA یتوال نیترقیدق نییته یبرا

                                                 
1. Chromatogram  

2. Electropherogram  

3. Assemble  

4. Antiparallel. primers 

http://www.dnalc.org/resources/%20animations/cycseq.html
http://www.dnalc.org/resources/%20animations/cycseq.html
http://www.dnalc.org/resources/%20animations/cycseq.html
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 ،در کلون خود egfp ی ژنتوال نییته یخود را برا یابییحاصل از واکنش توال جینتا نده،یآ ةهفت
 کرد. دیخواه لیو تحل هیتجز

 .pBITیابی در والیهای تآغازگرطرح شماتیک مکان  :7-3شال 
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 یابییارستتال به مرکز توال یبرا یابییتوال یهانمونه هیته یبرا ریز یهانامهشتتیوه: مربیان توجهقابل
GENEWIZ .در اختیار که داردمختلف در سراسر جهان وجود  یابییاز امکانات توال یاریبس است 

روش  اگر از  امکانات خاص خود را دارند. هاآناز  هرکدامو  استی دانشگاهاز مؤستستات  یاریبست
 .دیرا دنبال کن هاآنهای مربوط به نمونه یسازآماده یهانامهشیوه ،دیکنیماستفاده  یگرید
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 یمرب .دیکن میتنظخود را  یابییدر آن واکنش توال و هینازك ته وارهیبا د PCR ویال کی -1
 دهد.در اختیار شما قرار می ویالدر مورد نحوه برچسب زدن  یاتیشما جزئ

 .دیانتخاب کنیابی برای توالی را نی مورد نظر خودخود، کل یقبل جیبر اساس نتا -3
کلاس در  شتتده ستتازیخاللخود ) ةنشتتد هضتتم DNA Minipreppedبا استتتفاده از  -2

داده  حیتوض پیشترکه  طورهمانخود را  DNA(، غلظت نمونه ب-آزمایشگاه: جلسه ششم
 .دیکن نییته ،شد

 )پیکومول( pmol 39شتتتما و  دیمزپلا DNA از ng 799 یحاو دیبا یابیتیتوالواکنش  -1
نانوگرم  799آوردن  به دست یا براشتم DNAتوجه: اگر غلظت د )باشت یابییتوال آغازگر

 شما غلظت یها. اگر همه کلوندیرا انتخاب کن یگریکلون د دیکن یکم استت، سه یلیخ
ل را همانند جدو جدول ک(. یدیانتخاب کن را غلظت نیبا بالاتر «پ» یدارند، کلون ینییپا
 ییراهنما یابییواکنش توال میشما را در تنظ تا کنید جادیاخود  ادداشتیدر دفترچه  7-3

هر واکنش  یبرا دیبا ،یتابی کردن چندین کلون مختلفدر صتتتورت نیتاز بته توالی کنتد.
 تنظیم کنید. متفاوت ویال واکنشی کی یابییتوال
 ماشتت) .دیاضتتافه کن آغازگر کیفقط  ،یابییواکنش توال کی یبرا د،یداشتتته باشتت ادیبه       

شما در حال  کنید تکثیر نمیرا  یادو رشته یالگو کیو  دهیدنمیانجام را  PCR واکنش
 (.دیرشته هست کیاز  یبخش نی کردکپ

 یابیهای توالیتنظیم واکنش :2-3جدول 
حجم 
 افزایشی

مقدار  غلظت/
  غلظت استوک نهایی

 ng 799  DNA کلون الگو(__) 
 pmol 799  یابی توالی آغازگرpBIT 
   dH2O  برای حجم نهایی(μL19) 

در کف ویال  هاآنها و قرار گرفتن تا از مخلوط شتتتدن مهرف بزنیدبه انتهای ویال ضتتتربه  -9
 .اطمینان حاصل کنید

ارسال  گرید یابییمرکز توال کی او ی GENEWIZبه  تا آن را بدهید یخود را به مرب ویال -3
 .کند
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 شدهیگردآور یغربالگر یهاداده -7
 سهیمقا د،یاانجام داده شتده های ترادیستیستلول یغربالگر یمختلف برا کیتکن نیچند کهاکنون
ر د است را ارائه شده در زیر مشابه آنچه ینمودارتواند مفید واقع شود. میهر روش  نانیاطم تیقابل

 خاص یهاکه در سنجش هاییترادیسی شده یفضاها .دیکن جادیخود ا اهشگیآزما ادداشتیدفترچه 
 نیترنانیقابل اطم فلورسانس تستتکه  دیبه خاطر داشتته باشت .دیبگذار یاند را خالنشتده شیآزما

 نیشتریکدام ستنجش ب نکهیا نییته یمرجع خود برا عنوانبهاز آن  نیبنابرا استت روش ستنجش 
 .دیاستفاده کن ،دهدیرا نشان م اعتمادقابل جینتا
 

 شده عدد ترادیسی PCRغربال  محدود کننده هضم سنجش فلورسانس
    
    
    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           018

 

 منابع
1. Sanger F, Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencing with chain-

terminating inhibitors. PNAS 1977;74(12):5463_7. 

2. Butler JM. Fundamentals of forensic DNA typing. San Diego, CA: Elsevier 

Academic Press; 2009. 

3. DNA Learning Center. Biology Animation Library: Cycle Sequencing, 

Cold Spring Harbor Laboratory. 

 
 ایمباحثه هایپرسش
 یهااز کلون PCR فرآوردهجفت باز باشد، چرا طول  bp 799 نزدیک به egfp اگر طول ژن -1

 مپیکنیم ینیبشیپ bp 1399 نزدیک بهرا  پ-ششم جلسه شگاهیآزماکلاس مثبت در 
را دو نسخه  توانیم ایآ پدداشتته باشرا  egfpنستخه از  نیکلون چند کیممکن استت  ایآ -3

 PCR غربالگری جهیاست، نت نیاگر چن کردپ را الحاقسته نسخه  توانیم ایآ کردپ الحاق
 چه خواهد بودپ

حاوی یک کلون  کیبا  ستتهیدر مقا ایکرد، آ الحاقرا  egfp نستتخه از ژن نیاگر بتوان چند -2
 پبودخواهد  کسانی ایکمتر  شتر،یب ، فلورسانسegfpاز ژن  نسخه

کامل نشده  ترادیستی کننده محدود هضتم لیو تحل هیشتما در طول تجز DNA برش اگر -1
 یمثبت را از منف یهاکلون دیتوانیمهنوز هم  ایآ شما چگونه باشدپ ژل دیباشد، انتظار دار

 دپیده لیتشخ
چه  .دیکنیآغازگر استتتتفاده م کی، در هر واکنش فقط از DNA یابییهنگتام انجام توال -9

واکنش  کیرا به  برگشتتت و رفت آغازگر کی اشتتتباهبهاگر شتتما  رخ خواهد داد که یاتفاق
 خواهند گرفتپقرار  ریا چگونه تحت تسبشم یهاداده دپیاضافه کن یابییتوال

 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه هشتم
 ، بخش دوماز یک کلون مثبت شدهحاصل DNAتجزیه و تحلیل توالی 

 
کرد تا مطمئن  دیخواه لیو تحل هیرا تجز یابییتوال یهاآمده از واکنشدستبه یهاشما داده هدف:
 است. مورد نظر شما egfp یتوال یکه کلون شما دارا دیشو
 
 مقدمه -1
 مهیننمونه  کیدر  DNA یتوال نییته یبرا بیشتتتتراستتتت که  یابزار DNAخودکار  یابییتوال

 لیخودکار تبد ندیفرآ کیبه  ،خود شیدایپ یاز ابتدا DNA یابییتوال کهیدرحال شود.یاستتفاده م
 بیشتردر واقع،  دارند. ازین یانسان یهنوز به اعتبارسنج انهیاز را آمدهدستتبه یهاداده .شتده استت

 ریو شما را به تفس دهندمیاطلاعات خام و مبهمی را در اختیار قرار  یوتریکامپ هایتجزیه و تحلیل
 .کنندهدایت می DNA یواقه یتوال موردی در ریگمیها و تصمداده

اختیار مراکز پژوهشی و محققین در حال حاضر در  DNA یابییتوال یهااز انواع پلتفرم یتهداد
 سانگر یابییدارد. توال مورد نظر شیبه آزما یمورد استتفاده بستتگ یابیینوع توالقرار گرفته استت. 

با  کردنکلون مانند  ،کوتاه یهایتوال یابیارز یاستاندارد برا یروشت استتفاده شتده در این آزمایش،
با  یابییتوال عنوانبه هابیشتتتتر وقتکه  یابییتوال دتریجد یهاروش استتتت. DNA یدهایمزپلا

ها و کل ژنوم همتانند، تربزرگ یهتایتوال یابیتیلتوا یبرا شتتتونتد،یبتالتا شتتتنتاختته م بتازدهی
 .شوندیاستفاده م 1هاترانسکریپتوم
 یاکس ید یهافسفات ی( با استفاده از ترSanger sequencing) رهیزنج پایان یتوال نییدر ته
 کیهر پ .ندیآیمفلورسنت به دست  کروماتوگرام صورتبهها (، دادهddNTPsفلورسنت ) دینوکلئوت
دهنده  انیپا عنوانبه ddNTP در است که یسنتز شده با رنگ DNAقطهه  کینشان دهنده  )قله(
به  نیتر)از کوچک یطور متوالکروماتوگرام به یهاکیپ ،بیترتنیابه گنجانده شتتده استتت. رهیزنج
 یوالت نییته ی( براقرار دارد یابییتوال آغازگربه  لهترین فاصکینزد آن در شروع و نقطه ترینبزرگ

 .شوندیشما خوانده م DNAمولکول 

                                                 
1. Transcriptome 
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های با استفاده از برنامه شتوند.یم رهیذخ .abi یهالیفا صتورتبه طور مهمولبهها کروماتوگرام
 Chromasمخصوص  یشگاهیاجلسه آزم نیا کار دستورها را مشاهده کرد. توان این فایلزیادی می
اما در دستتترس قرار دارد،  Technelysium Pty Ltd1 قیاز طر گانیافزار راعنوان نرمکه به استتت

ز پس ادهند. ی مشابهی را در اختیار قرار میو عملکردها است ها مشابهبرنامه بیشتر یکاربرد عموم
مشاهده خواهید  رانشان داده شده  1-7مشتابه آنچه در شتکل  طرحیخود،  باز کردن کروماتوگرام

 ( است.egfp ژنبا  pET-41a) pBIT توالیکه کروماتوگرام  کرد
 

 ایهریو دا یوضوح افق میتنظ یبرا مربهیکادر . نوکلئوتید اولیه در یک کروماتوگرام 119تصویر نمونه از  :1-8شال 
 است. یوضوح عمود میتنظ یبرا

 
ر در ابتدا، د .دیریدر نظر بگ هاآن دیکه با داردنکته وجود  ینخود، چند کروماتوگرام بررستتیدر 

 آغازگرانتهای  دستنییپالئوتید پس از بخش نوک 19-29نظر داشته باشید که توالی قابل تفسیر از 
اولیه  پیک 39 نزدیک به نشان داده شده است، 3-7که در شکل  طورهمانشود. یابی، آغاز میتوالی
هات این واقهیت که قط باوجودنیستند.  زیتماقابل خوبیبه یبهد هایپیکبا  سهیو در مقا استگرد 

DNA یابی توالی آغازگرانتهای  و فرآیند خوانش از قرار گرفته 29شتتماره  دبلافاصتتله پس نوکلئوتی
ی یابی باید در بالادست توالتوالی آغازگرتوانید ببینید که چرا شتود، شما در این مثال میمی شتروع

                                                 
1. http://technelysium.com.au/wp/chromas/ 
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 احیطر یصورتبه استتفاده شتده در این آزمایش آغازگریابی، قرار بگیرد. شتما برای توالی مورد نظر
و وکتور  egfpالحاقی  بین ژن وصل شدننوکلئوتید از بالادست محل  39که در فاصتله  استت شتده

pET-41a  ها قلهتوانید مشاهده کنید که می 29به رشتته متصتل شتود. شتما از نوکلئوتید شتماره
 ینییپا بخش در یکم نستتبت اختلال نیهمچن دارند و از هم فاصتتله  اندشتتده زیتماقابل خوبیبه

 قابل مشاهده است. نمودار

 
که به  دیابتدا توجه کنپهن و گرد در  یهاقلهبه  .کروماتوگرام یدر ابتدا pBIT یابییتوال یهاداده :2-8شال 

 شوند.یم لیتبد کنواختیو با فاصله  زیت یهاقله
 

 نیشتتما در ا. استتیابی یتوال شدر وستط خوان کروماتوگرام وضتهیت دهندهنشتان 2-7شتکل 
 اختلال )نویز(و  اندزیتماقابل یخوببه هاآنتوانید مشتتاهده کنید که می هاپیک بررستتیقستتمت از 

 است. ییابتدا یهاپیکاز  شتتریب اریبست هابیشتتر وقتمنطقه  نیدر ا پیکارتفاع  وجود دارد. یکم
توان یم توالی قابل مشاهده،با توجه به  ،گریدعبارتبه است. «واضح» اریبس توالی نیاز همه، ا ترمهم

که  دریافت خواهید کردوگرام ها در کروماتکیپ نوكبه  یبا نگاه بدون ابهام استتتت. دریتافتت کته
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 هیاحدر ن دهد.یمربوطه اختصاص م یهاکیرا به پ دینوکلئوت کیو  خواندمیافزار کروماتوگرام را نرم
انجام  بالا را با دقت عمل نیتا ادهد می رااجازه  این انهیها به راپیک نینشتتان داده شتتده، وضتتوح ب

 «N» باز با عنوان یتهداد ش توالی،خوان یکه ابتداشد  دیمتوجه خواه 3-7به شکل  یبا نگاه دهد.
 کیقادر به اختصاص  صورت مطمئنبه افزارنرمکه مهنی این عنوان به این صورت است  .وجود دارد

 هرگز و یا استیا نادر  N(، 2-7)شتکل  توالی یانیدر قستمت منخواهد بود.  نیمه پیک کیبه  باز
 نخواهد داشت.وجود 
 

در  Nدر سرتاسر و فقدان  کنواختیو  زیت یهاپیکبه  .کروماتوگرام میانهدر  pBIT یابییتوال یهاداده :7-8شال 
 .دیکروماتوگرام توجه کن یهاداده یبالا در افزارتوسط نرم جادشدهیا یتوال

 
را به همراه خواهد  یعوامل، طول متفاوت ریو ستتا DNA تیفیبستتته به ک یابییهر واکنش توال

از  799-1999سیگنال اختلال، محدوده  پیش از آغازیابی توالی صورت کلی، یک خوانشبه داشتت.
و  ودشمی ردترگ و ها پهنپیک ت،یدر نها. ردیگیبرمنوکلئوتیدهای توالی بدون ابهام )واضتح( را در 

 طورهمان .کندیمناستب را دشوار م باز لیتخصت که این امر گیرندمیاز هم قرار  یبا فاصتله کمتر
 شدر خوان N تهداد اندکیو  یابدمی کاهش پیکنشتان داده شتده است، ارتفاع  1-7که در شتکل 
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ا به و با اطمینان بازها ر با بررستی تصویری کروماتوگرام. اگر بتوانید استتقابل مشتاهده  یابییتوال
 یهابازاگر  ،یطورکلبهاما   ها اختصتتتاص دهید، این توالی همچنان قابل استتتتفاده خواهد بودپیک
را  دهاینوکلئوت نیکه ا یمتفاوت آغازگربا  یتوال نییوجود داشتتته باشتتد، ته همانند این مورد یمبهم
 شود.یداده م حیدهد، ترجیقرار م یابییوالت یاجرا میانهدر 

 
پهن و گرد شروع  یهاپیککروماتوگرام،  یمشتابه ابتدا .کروماتوگرام یدر انتها pBIT یابییتوال یهاداده :4-8شال 
 .شوندینشان داده م یتوال بازهایدر  Nکه با  شودمی تفسیر توالیدر  یابهامات بروز نجر بهکه م کندمی شدن انیبه نما
 

تا مطمئن  هستید pET-41aشتده در  کلون egfp ژن یتوال نییمورد، شتما در حال ته این در
 کهیدرحالبنابراین،   نشده است جادیا egfpدر  یجهش چیه ،PCR در کلون کردندر طول  دیشتو

را داشتتته  egfpتوالی  تسیید تا زمانی که توانایی داردحالت مبهم  شتتدهحاصتتلهای برخی از توالی
 NcoI مکاندر  egfp دیدانیم از آنجایی کهخود پاستتتخ دهید.  پرستتتشتوانید به بتاشتتتید، می

(CCATGG)  کانم نیا به دنبالو  کنیدرا اسکن  توالی دیتوانیمکلون شده است،  9´ یدر انتهاو 
های خوانش 17-92توان مشتتتاهده کرد که در نوکلئوتیدهای می 3-7با نگاهی به شتتتکل  .دیبگرد
است. با دانستن این قابل مشاهده  egfpو ابتدای توالی ژن الحاقی  NcoI، مکان CCATTGتوالی 

 یتابی بتاید در محدودهتوان دریتافتت کته توالیمی نوکلئوتیتد دارد، 739تهتداد  egfpامر کته ژن 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           004

 

 ،به دست آمده گنالیستتوان دید که در می 1-7نوکلئوتید قرار داشتته باشتد. در شتکل  735-99 
بنابراین، ما باید   شتتودگونه اختلالی دیده نمی، هیچ579( nt) شتتماره نوکلئوتید ( تاطور تقریبی)به

 دیدن توالی خود داشته باشیم.برای  کافی یک خوانش
 N ایآ دینیبب دیخواهی(، م99-735 یدهای، نوکلئوتاین بررستتی)در  نظرمورد  توالی بررستتیبا 

اسکن  یدست صتورتبهرا  توالی یدتوانیمپ ریخ ایافزار وجود دارد اختصتاص داده شتده توستط نرم
نشتتان داده شتتده استتت، ستتمت چپ  قستتمت و در 9-7 که در شتتکل «Next N» میانبرو از  دنیک

ه ب هاباز نیا نییته یقضاوت خود را برا نیبهتر توانیدی، مداشتته باشدوجود  Nاگر استتفاده کنید. 
را در  N. ما این استخارج از محدوده قابل مشاهده  N)سمت چپ( یک  9-7در شتکل  .دیکار ببر

مشتتاهده  nt 737در  Gو باز  nt 733در  Aباز  در حد فاصتل )یک شتتکاف( بینو  737باز شتماره 
متوالی باشد. این حالت دوتایی  Gدو باز  دهندهنشان Nرستد که این می به نظر، با این حالکردیم. 
مثال ارائه شتتده در ستتمت راستتت  همانندها های دوتایی در ستتایر کروماتوگرامتوانید با حالترا می
 (، مقایسه کنید.795-719و  797-793)بازهای  9-7تصویر 
 

 
وجود یک شکاف در موقهیت  لیبه دل Nدر تصویر سمت چپ، یک  شتده. ییبزرگنما pBIT کروماتوگرام :2-8شال 
 793-797های های از جفت بازهای متوالی )نه شکاف( در موقهیتشناسایی شده است. در سمت راست، نمونه 737باز 
 نشان داده شده است. 795-719و 
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های یک توانید به دادهناشتتتناخته، شتتتما می یک نمونه مکمل DNAدر صتتتورت تهیین توالی 
باز اختصاصی در  نپوشتان برای اطمینان از مشخل شدتوالی یک توالی هم دیگر یا خوانش آغازگر

 egfpنید. در این مورد، ما از یک گمان علمی و استفاده از توالی اطمینان حاصتل ک 735نوکلئوتید 
مربوط به  ةیدر ناح egfpشتتناخته شتتده  یاگر توالکنیم. اقدام به این بررستتی میشتتناخته شتتده، 

در اختصاص  با احتمال بالا میتوانیباشتد، م CTAGGC در کروماتوگرام 731-735 یدهاینوکلئوت
بود،  CTAGC هیدر آن ناح egfp توالیمشابه، اگر  طوربه .میمطمئن باش G عنوانبه 735 تیموقه
 G باز کی یفقط حاو توالی ،یبصتتتر شتتتکاف یک باوجودکه  میفرض کن یمنطق طوربه میتوانیم

 DNA یتوال کی نییشتتناخته شتتده و ته یتوال کی تسیید نیب یاصتتل یهااز تفاوت یکی استتت.
 استتفاده کرد  منطقی یهانوع حدس نیااز توان یم ،تسیید فرآیند استت که در طول نیته اناشتناخ

 .استنادر  ها امریی ژنو حذف تصادف الحاق رایز
 علاوه بر کاهش .ظاهر شتتتوند در کروماتوگرام یمختلف لیتوانند به دلایم 1مبهم یدهاینوکلئوت

 تولید همنجر ب توانندیم ی نیزگریعوامل د ،یابییواکنش توال یدر ابتتدا و انتها یتوال تیتفیک رایج
دلیل بروز این شما وجود داشته باشد،  توالیدر کل  Nاگر با تفستیر دشوار شوند.  ییهاکروماتوگرام

 تیمک ای نییپا تیفیکخواهد بود.  یابی شماوجود شترایط نامناستب در توالی ةدر نتیج بستاچهامر 
الگو( رشتتته عدم تطابق با  ای پایین Tm) نییپا تیفیبا ک یابییتوال آغازگروجود  ای ،DNA یناکاف
ناسب هایی با شرایط واکنشی مشدر خوان یحت. است تیفیکیبیابی ی یک توالیبرا دلیل نیترجیرا
 کی بستتطابهامات،  لیدلا نیترجیاز را یکی شتتود.یم جادیا یاماتاوقات ابه ی، گاهیابییتوال لحا  از

ن بازها در آ حیتواند هم در استتتنتاج تهداد صتتحیم هابیشتتتر وقت امر نیا استتت. یمتوال دینوکلئوت
 کیاز  A-poly هیناح کی) 3یمریهموپل هیبلافاصله پس از ناح یکردن توال دهیچیو هم در پ بستط

cDNA مورد  نینمونه مه کیدر  ینوع توال نیا کهدرصورتیجاد مشکل شود. ، ستبب ای(یوتیوکاری
 وانتمی هاآن از که اردوجود د یابییمرکز توال کی در یابییتوال «یترفندها» یانتظار باشتتد، برخ

 ستفاده کرد.بالاتر ا تیفیبا ک یابییتوال هایشبه دست آوردن خوان یبرا
 یمختلف یهاتواند به روشیم ،شتتناخته شتتده egfp توالیشتتما با  یابییتوال یهاداده ستتهیمقا

و بستتیاری  ClustalWتوان به موجود در اینترنت می ترازی توالیهای همابزاراز جمله  انجام شتتود.
 یهایخود با توال یتوال یهاداده سهیقام یساده برا یهااز روش گرید یکاز ابزارها اشاره کرد. ی دیگر

 یمرکز مل در است که( BLAST) 2موضتهی یترازهموجو جستتشتناخته شتده، استتفاده از ابزار 

                                                 
1. Ambiguous. nucleotides 

2. Homopolymeric  

3. Basic. Local. Alignment. Search. Tool. (BLAST) 
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برای  هابیشتر وقتابزاری است که  BLAST3 ( در دسترس است.NCBI) 1فناوریزیستتاطلاعات 
 یهاشتتامل مطالهه تفاوت BLAST یکاربردهاشتتود. استتتفاده می هامحاستتبه شتتباهت بین توالی

ر اساس ب دیجد یهاعملکرد ژن ینیبشیمختلف، پ یهاسمیدر ارگان هانیپروتئ ایها ژن نیب یتکامل
 کیخاص در  یهاحوزه ای هافیموت ییشتده و شتناساعملکرد شتناخته یدارا یهابا ژن 2یهمستان
( با استفاده از pBITکنترل مثبت ) یخود با توال یتوال یهاداده سهیمقا یهانامهشیوه استت. یتوال

BLAST  آمده است ریدر ز صورت کاملبه. 
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 یخود را برا توالی یحاو لیو فا کیکل Open گزینه یرو د،یرا باز کن Chromas افزارنرم -1
 .دیکن دایپ آن باز کردن

 یهاداده یخود را که حاو توالیتا طول  کنیداسکن  چشمی صتورتبه خود را کروماتوگرام -3
 .دیکن نییته را است Nفقط چند( )بالا و بدون  تیفیبا ک

 که توان گفتیم، 1-7و  3-7در شکل های نشان داده شده دادهاز ، با استفاده مثالعنوانبه -2
 انیبه پا 539( در نوکلئوتید طور تقریبیبه)و  شودمیآغاز  31نوکلئوتید از  تیفیکبا  یتوال
را  egfp توالیکل  دیاما در صتتورت امکان با ستتت،یمهم ن هیناح نیا قیطول دق رستتد.یم

نوکلئوتید طول  99-799بین  ور مهمولطبه مورد نظر ، ناحیهآزمایشدر این  شتامل شود.
 محدود هایجایگاه یتوان با جستتتجویرا م egfp توالی یحاو قیدق ةیناحخواهد داشتتت. 

 کرد. دایپ NotI (GCGGCCGC) و NcoI (CCATGG) شونده
خود  توالیرا در  BLAST ی، جستتتجوBLAST یو انتخاب جستتتجو File یرو کیبا کل -1

 رییبه تغ یازین 1قسمت ناحیه یاستثنابهپارامترها از  کدامچیه .دیانجام ده Chromasدر 
 .دیاستفاده کن ،دیکرد نییقبل ته که در مرحله ایتوالی هیاز ناح دیبا Region یبرا ندارند.
 یرو در مرورگر وب شما باز شود. دیبا BLASTپنجره  کی سپس و کرده کیکل OK یرو

توانید توالی را از حالت نمایشگر توالی به همچنین می .دیکن کیده گزارش کلدکمه مشتاه
کپی و در حالت  BLASTوجو های توالی را از حالت جستو داده کنیدحالت متنی تبدیل 

 .گذاری کنید متنی جای

                                                 
1. National. Center. for. Biotechnology. Information. (NCBI) 

2. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

3. Homology  

4. Region 
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، جستجو 1کوئریشما )طول  ی، اطلاعات مرتبط با جستجوBLAST جیصفحه نتا یدر بالا -9
 ریو در ز داردوجود  یکیخلاصتته گراف کیتر، نییپا یکم ( وجود دارد.رهیداده و غ گاهیدر پا
 دیبا حاتیتوضتت ریدر ز نهیگز نیبهتر شتتود.یظاهر م «حاتیتوضتت»برگه با عنوان  کیآن 

pBIT شتماره دسترس(ی JF275063.1.باشد )  مقدارE (مه )یبرا یاریمقدار مورد انتظار 
دار تطابق بیشتر مهنیباشد،  ترکیعدد به صفر نزد نیهر چه ا است. بیقتط دار بودنمهنی
شناخته  pBIT توالیخود و  یورود توالی نیب یتوال یواقه ترازیهممشاهده  یبرا. شودمی

 pBITاین امر باید توالی شما با توالی  .دیکن کیکل حاتیتوض رینام ساختار در ز یشده، رو
 وکتور که در egfp الحاقی ژنکه  دیکن تسیید دیخواهیم (. شتتما3-7را تراز کند )شتتکل 

pET-41a  نیبو NcoI  وNotI  ،در  دارد. یدرستتت توالیکلون شتتده استتتpBIT محل ،
NcoI  و محل  شودیمشروع  9371از شروع نوکلئوتیدNotI  به پایان  3191در نوکلئوتید
خط  کیتطابق با  3-7در شکل  است.شده  یکادربند 3-7در شتکل  نواحی نیارستد. می
 نیدر ا داده شده است.ن ( نشاpBITشتما( و موضوع ) ی)ورود وجو(کوئری )پرس نیبدر 

 کیکه ما در واقع  دهدیو نشان م شودمیببت  egfp هیدر ناح درصدی 199مثال، تطابق 
 چیمطابقت نداشته باشد، ه یتوالاگر  .میاکرده کلونرا  ژن الحاقیاز  افتهیجهش ریشکل غ
قرار  33کوئری  تیدر موقه حالت نیاز ا یانمونه دو وجود نخواهد داشتتت. نیا نیب یخط
 یما برا ییبر توانا نیبنابرا و داردقرار  egfp خوانشخارج از چارچوب  تیتموقه نیا .دارد

در وکتور  gstژن  نیب خوانش، چارچوب با این حال گذارد.ینم ریتتسب egfp توالی تتسییتد
pET-41a  وegfp وکتور  که در است دیبه اریبست کهیدرحال .دهدیم رییشتده را تغ کلون
pET-41a را خود یهاداده ،کروماتوگرام ا بررستتتیب میتوانیما م .دیده شتتتودجهش  کی 

 درموجود  C پیککه  توان دریافتمی 3-7به شتتتکل  یبتا نگاه .میکن لیتو تحل هیتتجز
 بالقوه است. مریدا کی حاکی از وجودکه  استاطراف  یهاپیکتر از ، گستترده39 تیموقه
آغازگر  کیمجدد ستتتاختار با استتتتفاده از  یبندیموضتتتوع، توال نیا تسیید یهااز راه یکی

وان تمی ،این آزمایشدر  .گیردقرار می شدر وسط خوان تیموقه نیا نیبنابرا  متفاوت است
بر ابر  هایباکتر رایز استت، CTCCGGTدر واقع  هیدر آن ناح ی موجودکه توال کرد تسیید
حذف  pET-41aدر  ها C از یکی)اگر  چارچوب رییجهش تغ کوجود ی .شوندیسبز م دالقا

                                                 
1. Query. length 
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در  egfp ژن نیپروتئ صحیحو از ستاخته شدن  دهدمی رییرا تغ خوانشچارچوب  ،(شتود
 .کندمی یریجلوگ یباکتر

 یهامکاناست که  ییهاجهبه نیب ایهیناح egfp توالی .pBITو  یورود توالی نیب یتوال ترازیهم :6-8شال 
NcoI (CCATGG)  وNotI (GCGGCCGC) دهندیرا نشان م. 
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 منظور بررسیبه ها راو داده بازگشتته کروماتوگرام ، بهشتتشتما وجود دا egfp توالیدر  Nاگر 
 بساچهوجود داشته باشد، در عمل  یدر توال N نیاگر چندکنید.  تجزیه و تحلیل تطابق توالی دقیق

 یبرا یرشتتتیب یهاتا داده کنید یابیوالیمتفاوت( ت یابییآغازگر توال کیبا  دیمنطقه را دوباره )شتتا
 .دیمبهم به دست آور بازهای قیدق لیتخص

، در موارد با این حال مطابقت کامل دارند. pBITشتتما با  یابییتوال یهاموارد، داده شتتتریدر ب
تا جهش  ستتازدمیما را قادر  کند،یوارد م egfp الحاقی ژن یجهش را در توال کی PCRکه  ینادر

 ،دینوکلئوت ریی)تغ رخ دهدجهش خاموش  یک کهدرصورتی .میو مطابق با آن عمل کن ییرا شتناستا
 گر،ید یواز س .ردیقرار گ ریتحت تسب دیشما نبا شی(، آزمادهدینم رییرا تغ نیپروتئ کد کننده یتوال

 ادامه یمتفاوت را برا کلون مثبت کی و بازگردیدبته عقب  توانیتدیبتاشتتتد، م یمهنیباگر جهش 
 .دیخود انتخاب کن شیآزما

 درصدی 199داشته باشد، تطابق  یطول کوتاه ای و/ نییپا تیفیک ،خوانده شتده یتوال کیاگر 
ل کنتر یرا با آن توال یجزئ یترازهمشتتما ممکن استتت در این حالت  داشتتت. دیرا نخواه pBITبا 

 حیحصتت طور کاملبه الحاقی توالی ژن ایکه آ دیکن یریگجهینت دیتوانیاما نم د،یمثبت مشتتاهده کن
 .ریخ ایاست 

شده از جمله  یابییهر کلون توال یخود را برا یهاخود، داده یشتگاهیآزما ادداشتتیدر دفترچه 
در صتتورت  را NotIو  NcoI یاهتیو ستتا جهش ای شتتکاف و/ ،ترازغیر هم یدینوکلئوت یهامکان

 .دیتوجه داشته باش زینکرد، به آن ن جادیتراز مورد انتظار را ا ،کلون کیاگر  .دیوجود ببت کن
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 ایمباحثه هایپرسش

 چرا استپ یشگاهیآزما نیتمر نیا یابییتوال ی دراصتل کانون توجه egfpمربوط به  DNAچرا  -1
 مپیکنینم ینیبشیپ egfp یرا در خارج از توال یجهش چیما ه

 توالیبه  هیشب داریمهنی طوربهکه  هاییتوالی ری، در مورد ساBLAST یهنگام انجام جستجو -3
پدیشویم یزیشما هستند، متوجه چه چ



   

 بخش سوم
 از باکتری های نوترکیبپروتئین سازیخالص، تشخیص و بیان



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           022

 

ید فرا خواهها را یاز باکتر یکیشده ژنت کاریدست نیپروتئ سازیخاللنحوه  بخش از دوره، نیدر ا
با استتتتفاده از  یصتتنهت یهامیاز داروها و آنز یاریبستت م،یبحث کرد پیشتتترکه  طورهمانگرفت. 
 ،یولکولم شناسستیزو  یمیوشیب یک محقق انعنوبهبهلاوه، ما  .شوندیم دیتول بینوترک یهاروش
ل چگونه کنتر یچرخه سلولهستیم.  مندعلاقهحاکم استت  ستلول کی یکه بر زندگ ییدادهایبه رو
عوامل  پدهدهایی رخ میچه اتفاق ،کندمی زیستلول در حال رشد شروع به تما کی یوقت پشتودیم

 پاتوژن کی موجود زندهاگر  پرندیمیم هاستتلولو چگونه چرا  پاندکدم یکنترل کننده رشتتد ستتلول
پاسخ  هاشپرس نیبه ا اتیبه جزئ میبتوان نکهیاز ا پیش را آلوده کندپ زبانیتواند میباشتد، چگونه م

، اطلاعات بیشتتتری داشتتته ندهایفرآ نیدر ا کنندهشتترکت یواقه یهادر مورد مولکول دیبا م،یده
از  کیهر  یجدا کردن سلول و جداساز ،مشکل نیا یبرا ییایمیوشیب کیکلاست حلاهر کباشتیم. ی

 فاده ازاست ،شده انیسلول بدر  یی با ستطح بسیار بالاهانیپروتئ یبرا مطالهه استت. یآن برا یاجزا
دیر ر مقاپروتئین و یا پپتیدهای که د ستتازیخالل، برای با این حال استتت. ریپذامکان کردیرو نیا

 رایز ،مهم استتت تیمحدود کی امر نیابستتیار اندك یافت شتتده، تلاش بستتیار زیادی نیاز استتت. 
در  نییپا اریدر ستطوح بس طور مهمولبه ،هاهورمون ایها میفهال مانند آنز اریبست یژن هایفرآورده
 وجود دارند. یکیولوژیمواد ب

 انیو ب ژن کردن کلون ،هایتوالدر مورد  اطلاعات افزایشو  بینوترک DNA هایشتتیوهبا ظهور 
 کلونشما اکنون موجود مورد نظر شد. از  نیپروتئ ستازیخاللتر از آستان اریبست هایآن در باکتر

 نیپروتئ د،ید دیکه خواه طورهماناید. را تکمیل کرده pET-41a وکتور بیانیدر  egfp ژن کردن
 یفراوان دهد. لیرا تشک ییایباکتر نیدرصتد از کل پروتئ 39ممکن استت تا  GST::EGFP الحاقی
 کیکتف یبرا یروشتت دیما هنوز هم بادهد، ایرا کاهش م آلودگی پروتئینینستتبت  الحاقی، نیپروتئ

 استفاده از اند که امکانشده یمهندس یصورت به pET یهااز ناقل یاریبس آن وجود داشتته باشتد.
که  کرده استتتترا فراهم  3یبیترک میل یبه نام کروماتوگراف 1یامرحله کی جزدجزدبتهروش  کیت
 .ردیمورد استفاده قرار گ ،ادیز کمابیش ریخالل در مقاد نیپروتئ یجداساز یبرا تواندیم

س پ کرد. دیخواه دالقا ،خود دیمازرا از کلون پل الحاقی نیپروتئ انیبخش از دوره، شما ب نیدر ا
 میستتد دیآم لیآکر یپل ژل را با الکتروفورز نیپروتئ انیب یخود، الگو ییایباکتر یهاکشتتت داز القا
 یسطوح بالا تسییدپس از  کرد. دیخواه مشاهده 1( و وسترن بلاتPAGE-SDS) 2سولفات لیدودس

 یافبا کروماتوگر ستتازیخالل یبرا را تربزرگ اسیدر مق کشتتت کیشتتما  ب،ینوترک نیپروتئ انیب
مراحل  در الحاقی نیپروتئ کمیت بررسی یرا برا ییهاشما سنجش کرد. دیخواه جادیا یبیترک لیم

                                                 
1. One-step, fractionation,  method 

2. Affinity, chromatography 

3. Sodium, Dodecyl, sulfate, polyacrylamide, gel, electrophoresis (SDS-PAGE) 

4. Western, blot 
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 یگپارچکیتا شتتده و  یدرستتتبه الحاقی نیپروتئ نکهیاز ا نانیو اطم ستتازیخالل ندیمختلف فرآ
-SDSتوستتتط  ییخلوص نهادر نهایت،  داد. دی، انجتام خواهاستتتت کردهخود را حفظ  یعملکرد

PAGE خواهد شد. لیو تحل هیتجز 
 

 در بخش سوم پیشرفته های جایگزینگزینه
 یاهنیپروتئ سازیخالصو  صیتشخ ،انیب -بخش سکوم  ،شکرفتهیپ یهانیگزیجا

 هایاز باکتر بینوترک
 یآن طراح لیو تحل هیها و تجزیاز باکتر بینوترک الحاقی 1نیپروتئ سازیخالل یقستمت برا نیا

ه کار توان بسازی فرآیندها میمنظور بهینههسازی پروتئین، تغییرات زیادی را ببا خالل شتده است.
های ممکن استتت بهضتتی از روش ن،یپروتئ یدستتتنییپا یمشتتابه، بستتته به کاربردها طوربهگرفت. 
 ندهیآ یهاشیآزما نهیدر زم هاسایر روش کهیدرحال تر باشد،نسبت به سایرین مطلوب سازیخالل

را  مهین یهامیآنز تیتواند فهالیم ،GST الحاق شتتده باپروتئین ، مثالعنوانبهفاقد کارایی باشتند. 
 مهم را مسدود کند. ینیپروتئ یهابرهمکنش ای دهدکاهش 

 
جزء های کامل سککلولی و انجام وسککترن بلا  روی هضککمروی  : حذف وسککترن بلا 7-1

 سازیخالص
( دارید، mRNAتجزیه و تحلیل )هتای بخش چهارم ای انجتام آزمتایشبررا اگر هنوز زمتان کتافی 

تواند امری مفید ، می3استفاده از روش وسترن بلاتبه استفاده از این روش در صورت تمایل داشتن 
(، با انجام 5قسمت )جلسه  نیکامل در ا یسلول هضمانجام وسترن بلات با استفاده از  یجابهباشتد. 
 ریغ نیپروتئ مشاهدهتوان با یرا م سازیخاللجزهای  .دی( شروع کن11)جلسه  GST سازیخالل
 کرد. تجزیه و تحلیل( و وسترن بلات GelCode Blue ای رنگبدون  )با استفاده از ژل یاختصاص

 
 میکنیمه : وسترن بلا 7-2

 اد.انجام د یکممهیتوان به روش نیمنیز را  ، وسترن بلات«یکم مهین آگارز ژل الکتروفورز» همانند
وستتترن  یکم یهاداده که تواند به فرد اجازه دهدی)با تکرارها( م قیدق شیآزما یطراح کهیدرحال

ر د نیگزیجا نیا است. یکممهیروش ن کیشود یم شتنهادیپ نجایبلات را به دستت آورد، آنچه در ا

                                                 
1. Protein. purification 

2. Western. Blot 
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که  گونههمانو  GST::EGFP نیپروتئ سازیخاللاستت که وسترن بلات به دنبال  دیمف یصتورت
 انجام شود. داده شده است، حیتوض 1-2بخش در 

بسته به  وجود دارد. وسترن بلات مشاهده یبرا یادیز هایروشکه در متن ذکر شد،  گونههمان
اصتتل کلی یکستتان ، با این حال متفاوت خواهد بود. شیآزما اتیجزئ ،دیکنیمکه استتتفاده  یروشتت
 هیته ی راو رقت یداریمختلف( را خر نندگانکنیتسماز  شتتده )موجود بینوترک EGFPشتتما استتت. 
را در محدوده  EGFP نیپروتئ یهااز توده یهیوستتت فیط که دهدمیکته به شتتتما امکان  کنیتد
 یراب کرد. نییته یتجرب صورتبهتوان یرا مامر  نیا .دیکن یریستنجش خود بارگ یخط لیتشتخ
شتتد(، نقطه  خواهد داده حیتوضت م: جلستته دهشتگاهیآزماکلاس که در  طورهمان) 1کلرونفتول تهیه

 ng 1-1999، استفاده از مقدار ELCبرای  است. μg 9 تا ng 99محدوده استانداردها  یشتروع برا
تا آنجا که ممکن . استمورد استفاده(، محدوده شروع مهقولی  ECLهای )بسته به حساسیت مهرف

موجود  یشدت باندها دیتوانیمو  دیکن یذارخود بارگ ژل یمختلف استاندارد را رو یهااستت توده
امل ش یربرداریتصو یهاستمیاز س یاریبس .دیکن سهیخود مقا یخود را با استانداردها یهانمونهدر 

، مثالعنوانبهگیرند )ها مورد استتتتفاده قرار میلیو تحل هیتجز این انجام یبرا یافزارنرم یابزارهتا
نیز  -جلسته بیست و دوم در کلاس آزمایشتگاه: شتدهدادهشترح  -NIH Image Jافزاری بستته نرم

ده شتت یبارگذار نیکه شتتما به جرم پروتئ دیداشتتته باشتت ادیبه تواند مورد استتتفاده قرار گیرد(. می
 یکه رو یاجرم را بر حجم نمونه دیغلظت نمونه خود، با نییته یبراکنید. را ببت میژل  چتاهتک
از  یکی (.دیکه مقدار بافر نمونه را کم کن دی)فراموش نکن دیکن میشتتده استتت، تقستت یژل بارگذار

، به نسبت (بینوترک EGFPدر استانداردها ) ژنیآنت ، متفاوت بودنشیآزما نیا موارد احتیاطی در
به  یبادیآنت امکان وجود دارد که نیا. استتتت (پروتئین الحاقی GST::EGFP)های تجربی نمونه
 متصل شود. الحاقی نیبهتر( به پروتئ یحت)، بدتر GST تگوجود  لیدل

 
 مواد اضافه

EGFP تواند برای بارگیری تهداد عددی، می 13-19 نوترکیتب. همچنین استتتتفاده از شتتتانه ژل
 ها ترجیح داده شود.بیشتری از نمونه

 
 الحاقی GST: حذف تگ 7-7

تواند مفید واقع می سازیخاللمورد نظر پس از  نیاز پروتئ الحاقی تگ، حذف از موارد یاریدر بس
 برش پروتئاز داخل یهاادغام محل قیامر را از طر نی، اpET-41a، از جمله هاوکتور بیشتتترشتتود. 

                                                 
1. Chloronaphthol 
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 DNAداخل  نازیو انتروک نیترومب یپروتئاز برا لیتشتتخ یهامکان ستتازند.یخود ممکن م توالی
با  وانتیرا م تگ شود،یستاخته م الحاقی نیپروتئ یکه وقت یبه صتورت شتوند،یم یکدگذار وکتور

 یالحاق نیاز پروتئ الحاقی تگحذف  یبرااندکی ]دو روش[ متداول  روش افزودن پروتئاز حذف کرد.
 ازین یبه مراحل اضتتاف ی،مهمول ستتازیخاللبا  ستتهیدر مقا هاآن یکه هر دو داردوجود  بینوترک
. استتت 1ونیگلوتات یبیترک لیستتتون مبا استتتفاده از  پروتئین ستتازیخاللروش اول شتتامل  دارند.
س از پ کرد. تیمار نازیوکانتر ای نیتوان آن را با ترومبیخالل شتتستتته شتتد، م نیپروتئ کههنگامی
 EGFP نیاز پروتئ GSTتا هم پروتئاز و هم  شتتودانجام  دیبا بیشتتتر ستازیخاللبا پروتئاز،  تیمار

 گرید ونیستتتتون گلوتات ی یکبا عبور دادن محلول از رو یراحتبهتوان یرا م GST د.نحذف شتتتو
 GSTبه  گرید از آنجایی کهشما ) EGFP نیو پروتئ شدهمتصتل  GST، در این مرحله حذف کرد.
 EGFPپروتئاز را از  دیخواهیاگر محله بهد، ردر م .شودخارج میستتون  قی( از طرستتیمتصتل ن
 یونیآن ای یونیتبادل کات یمانند کروماتوگراف دیگر یکرومتاتوگراف یهتاروش از دیتبتا د،یتجتدا کن

 نیترومب یجداساز یبرا ،3اندازه بر اساس حذف یکه کروماتوگراف دیتوجه داشته باش .استفاده کنید
 نخواهد بود. دیمف هاآن یشباهت در وزن مولکول لیبه دل EGFPاز  نازیانتروک ای

نوز ه نیکه پروتئاستتت تی در حال و پروتئاز به ستتتون میافزودن مستتتقروش جایگزین دیگر، 
که  طورهمان شود.یشتو، پروتئاز اضتافه موافزودن بافر شتستت یجابهحالت  نیدر ا. استتمتصتل 
به  GSTو  شودمیآزاد  EGFP، کندمیرا جدا  الحاقی نیو پروتئ شکندمیی را دیپپت وندیپروتئاز پ

 کیو پروتئاز همچنان به  EGFP یپس از شستشو با پروتئاز، جداساز ماند.یمباقی ستتون متصتل 
 دارد. ازین یاضاف مرحله

ماتریکس  صورتبههای موجود در محیط واکنش که بیدهای )منظور دانهها، بستیاری از شرکت
ترومبین از طریق پیوند  هاآنکه در  دهنتدمیرا ارائته  2م( ترومبین ستتتفتاروز-هستتتتنتد یتا رزین

 الحاقی نیپروتئ توانیها، مدانه نیستفاده از ابا اگردد. کووالانستی به بیدهای یک ستون متصل می
GST::EGFP  وشو،پس از شستو  دادستون عبور  یآن را از رو گرفت،خالل را GST  وEGFP 
که  تاس ونیستون گلوتات کی یشتو از رووشتستت شتامل عبور محلولدوم  مرحلهرا دریافت کرد. 

 طوربهتواند یکه م 1نازیمتصتتل شتتونده به انتروک نیرز شتتود.یم EGFP حاصتتل شتتدن منجر به
 نیا از محلول استتت. نازیحذف انتروک یبرا دیمف فرآورده کی، جذب کندرا  نازیانتروک اختصتتاصتتی

 نازیانتروک بالا به یبیرکت لیکه با م شوندمی )آمیخته( کونژوگه ایسو نیپستیها با مهارکننده تردانه
 حذف کرد. EGFPاز  ،نیرز نیا یتوان با عبور دادن محلول رویرا م نازیانتروک .دنشویمتصل م

                                                 
1. Glutathione  

2. Size-exclusion. chromatography 

3. Thrombin. Sepharose. beads 

4. Enterokinase-binding. resin 
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 مواد اضافی
 .نازیدهنده انتروک وصل شدن نیرز(. انتروکیناز و های ترومبین سفاروزدانه)ترومبین 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 ه: جلسه نهمکلاس آزمایشگا
 : بخش اولو وسترن بلا  SDS-PAGEهای مثبت، از کلون پروتئین الحاقی بیان
 

-β-D-لیزوپروپیخود را با ا یهااز کلون یکوچک یها( کشتتتتیمرب)هفتته، شتتتمتا  نیا هکدف:
 .دیکنیآماده م ژل الکتروفورز یرا برا ینیپروتئ یها( القا و نمونهIPTG) دیرانوسیوگالاکتوپیت

 یهادر فاز بابت رشتد رخ دهد، کشت تواندیکه م الحاقی نیپروتئ زیاز پروتئول یریجلوگ یبرا 
چند  تنها IPTG .کنیدمیبرداشتتت  )که از لحا  رشتتد فهال هستتتند( یتمیفاز لگار یی را ازایباکتر

رشد و  یراب هابیشتر وقت بینوترک نیپروتئ دالقا رایز ،شودیاضافه م یساعت قبل از برداشت باکتر
 مضر است. یزنده ماندن باکتر

 میسد دیآم لیآکر یپل ژل ورزرا با الکتروف هاآن و سپس کنیدمی هضتمها را شتما امروز کشتت
 دشتما غشا .دیکنیمنتقل م یتروستلولزین دو به غشتا تفکیک( SDS-PAGEستولفات ) لیدودست

 .دیبرسان انیرا به پا کرد تا وسترن بلات دیخواه رهیذخ ندهیهفته آ یرا برا تروسلولزین
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 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه نهم
 شگاهیجلسه موقت آزما

 SDS-PAGEبرای  تلقیح کشت
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -1

 .دیکن هیته LB/kan یحاو mL1 چهار لوله کشت -1
(، pBITخود که مربوط به کنترل مثبت ) یاصل پلیتاز  یهایشده ترادیسیها را با لوله نیا -3

شتتده  حاصتتلشتتما  یکه از ستتنجش غربالگر ( و دو کلون مثبتpET-41a) یکنترل منف
نوك  کیاز  ،LB/kan یهااز لولته کیتهر  حیتلق یبراتلقیح کنیتد.  شتتتدتبته، استتتت
 .دیجداگانه استفاده کن سرسمپلر /دندانخلال

 .دیبرچسب بزن خیو تار اسم خود را با اطلاعات نمونه، حروف اول LB/kan یهاکشت -2
 .دیقرار ده مهین یهاركشده را در  حیتلق یهاکشت -1
 کرده ینگهدار خچالیدر  1℃ یدر دما راشده  حیتلق یهاکشت یحاو LB/kan یهالوله -9

در را  هاآن ،یشگاهیاز دوره آزما پیشبهدازظهر . تهلیق قرار گرفته شود در مرحله رشتدتا 
 کنید.شب انکوبه  کی مدتبه و بدهیدقرار  27℃ یبا دما کریش
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه نهم
 : بخش اولو وسترن بلا  SDS-PAGEهای مثبت، از کلون وتئین الحاقیپر بیان
 
 مقدمه -1

SDS-PAGE کند. عمل می یبر استتتاس وزن مولکول و هتانیپروتئ تفکیتک یبراSDS-PAGE 
خلوص نمونه،  نییته ،یوزن مولکول نییته اند از:که عبارت دارد یمتهتدد یبردهتاهتا کتارنیپروتئ
 دیتول ای دیپپت یتوال نییته یها برانیپروتئ تفکیک( و مونوبلاتی)ا وسترن بلات ،انیب تیکم نییته
 .یبادیآنت

با  ییهاشباهت SDS-PAGE روش  شدیدآشتنا  آگارز ژلبا  DNA با الکتروفورز از قبلشتما 
 یبرا یکیاز اختلاف بار الکتر تفکیک وهتا را بر استتتاس انتدازه هر دو روش مولکول روش دارد. نیا
 ازیها بر اساس اندازه نمولکول تفکیک یبرا سیماتر کیو هر دو به  کندمیمهاجرت استفاده  جادیا

سبب ایجاد مقداری  ،هانیو پروتئ DNA نیب ییایمیوشیو ب یستاختار یها، تفاوتبا این حال دارد.
 اند از:شده که عبارتتوسط الکتروفورز  هاآن یجداساز تفاوت در ماهیت

از  تربزرگ) DNA کهیدرحال ن،یبنابرا  ندهستتت DNAاز  ترکوچک یطورکلبهها نیپروتئ -1
bp199 )یرو طور مهمولبه هانیپروتئ ،شوندمیتفکیک آگارز  یهاژل یرو طورمهمولبه 
منافذ  یدارا دیآم لیآکر یپل یهاسیماتر رایز ،شتتتوندیاجرا م دیتآم لیتآکر یپل یهتاژل

بیشتتتر ، bp 199از  ترکوچک DNAقطهات  نستتبت به آگارز هستتتند. یتر)الک( کوچک
 شوند.یم تفکیک دیآم لیآکر یبا استفاده از پل هاوقت

 یها بستتتته به محتوانیهستتتتند، اما پروتئ یبتار منف یدارا DNA هتایتمتامی مولکول -3
 هانیپروتئاز  یبرخ دارند. یمتفاوت یبافر، بارها pHخاص و  دیپپت یپل یک نتهیدآمیتاستتت
 خالل. یبار منف یدارا یبرخ کهیدرحال، هستندبار مثبت  یرادا
ها نیپروتئ کهدرحالیدارد،  یکم هیستتتاختتار بتانو ،یخط DNA ژهیو، بتهDNAمولکول  -2

ه داشت مرهایمولت ریو سا مرهایمانند دا ییباشتند و ساختار چهارتا یخط ای یتوانند کرویم
 باشند.

 مهمولی دیآم لیآکر یپل ژل کی یها رونیاگر پروتئ ،2و  3توجه به دلایل ذکر شده در بند  با
به ستته عامل  کمدستتت نیاجرا شتتوند(، مهاجرت پروتئ SDSدناتوره شتتونده )بدون  ریغ ای

 دارد: اندازه، بار و شکل. یبستگ
SDS-PAGE تا با استتتتفاده از  دهدمیاین امکان را ها نیوتئبه پرSDS  عامل کاهنده کیو، 

 دور بهشدن  دهیچیکه با پ است یونی ةندیماده شتو کی SDS بر استاس اندازه مهاجرت کنند. تنها
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 کی نینابراب  کند(ی)باز م کندمیواسرشته ها را نیپروتئ سل،یم کی لیو تشک دیپپتیپل ستاختمان
 یهابرهمکنش بیشتر نیهمچن SDS کند.یم جادیا را دیپپت یمتناستب با طول پل خالل یبار منف

و در  ندکمیرا مختل  یدروژنیه یوندهایو پ یکیالکترواستات یهاکنشبرهم همانند ،یکووالانس ریغ
 یوندهای)پ یدیستتتولفید یوندهایکاهش پ یبرا .دهدیرا کتاهش م ینیپروتئ یتتاخوردگ جتهینت
 3تولیوتریتید ای 1مرکاپتواتانول-βعامل کاهنده مانند  کیها، نیپروتئ شتریدن ب( و باز شنیستیس

 .شودمیاضافه 
 عنوانبتتههتتا نیمرکتتاپتواتتتانول، پروتئ-βو  SDSدر  نینمونتته پروتئ کیتتپس از جوشتتتانتتدن 

 یصتتتورت الکتروفورزتوانند بر استتتاس اندازه بهیو م کنندمیعمل  یبا بار منف یخط یهامولکول
 (.5-1شوند )شکل  تفکیک

 یباندها منظور مشتتخل شتتدنو به یاختصتتاصتت ریغ طوربهتوان آن را ی، مژل یپس از اجرا
آمیزی ، رنگیارنگ نقره ای Coomassie Blue ،GelCode Blueاستتتتفاده از رنگ  بای، نیپروتئ
 یبرا یتروسلولزین یبه غشا منظور مشاهده پروتئین مهین مورد نظر،به توانیها را منیپروتئ ایکرد 

 زهایج لیو تحل هیتجز) کلاس آزمایشگاه: جلسه دوازدهمدر  ( منتقل کرد.مونوبلاتی)ا وسترن بلات
آن را  GelCode Blueو با استتتتفاده از  میکنیرا اجرا م SDS-PAGEژل  کی (،ستتتازیختالل
 .میکن مشاهدهرا  ینیپروتئ یتا باندها کنیممی یزیآمرنگ

 یبهد یشگاهیکرد )در جلسه آزما میرا شتروع خواه امروز، وستترن بلات شتگاهیدر جلسته آزما
با  اهآن تفکیکو  ینیپروتئ یهانمونه یستتازآماده ،ندیفرآ نیاز ا مرحله نیاول خواهد شتتد(. لیتکم

تقل من تروسلولزین یبه غشا دیآملیآکریپل ژل یهانیسپس پروتئ است. SDS-PAGEاستتفاده از 
با استفاده از  مرحله نیممکن استت در ا ی،تروستلولزین یغشتا یرو وجودم کل نیپروتئ شتوند.یم

 کیها، نیپروتئ پس از انتقال محلول در آب قابل مشتتاهده باشتتد. )رنگ قرمز آتشتتی( 2نستتوارنگ پ
 الحاقی نیوتئپر مشاهده اختصاصی یبرا GFP هیعل )ایجاد شده از یک کلون( مونوکلونال یبادیآنت

GST::EGFP دهم : جلسهشگاهیآزما کلاسمورد در  نیدر ا شتریشود )اطلاعات بیشما استفاده م :
دوم قابل مشاهده  و وستترن بلات: قستمت SDS-PAGEمثبت،  یهااز کلون الحاقی نیپروتئ انیب

 خواهد شد. لیتکم یبهد شگاهیاقسمت از وسترن بلات در جلسه آزم نیااست(. 

                                                 
1. β-mercaptoethanol 

2. Dithiothreitol  

3. Ponceau. stain 



 030                                                          یاز باکتر بینوترک یهانیپروتئ صیو تخل صیتشخ ان،یببخش سوم: 

 

 
 دیسولف ید یوندهایپ ستبب شکستنمرکاپتواتانول -SDS. βمرکاپتواتانول و -βشتده با  ماریت دیپپتیپل :1-1شکال 
 کی ،دکنمی واسرشته شتریرا ب نیپروتئ، را مختل یکووالانس ریفهل و انفهالات غ SDSشود. می( نیستئی)س یکووالانس

 سولفات. لیدودس می، سدSDS کند.یم جادیا یو بار منف دهدمی لیدر اطراف آن تشک سلیم
 

ر براب نهیآمدیوزن هر اس نیانگیم نکهیابر را با فرض  GST::EGFP اقیحال نیپروتئ یوزن مولکول
آمینواستید را  339که  استت bp 339دارای  gst ژن. زد نیتوان تخمیم ،استت (Da) دالتون 111

آمینواسید را رمز  319که  استت bp 739دارای  egfp. ژن Da 979/39 =111 ×339کند: رمز می
 97که  داردوجود  egfpو  gstنوکلئوتید اضافی بین  171. تهداد Da 239/37 =111×319کند: می

صورت توان بهئین الحاقی را میبنابراین، وزن پروت  Da 3313 =111 ×97کند: آمینواسید را کد می
وزن  دیتوانیشتتتما م. Da 993/95 =3313  +239/37  +979/39یا  kDa ~ 95زیر تخمین زد: 

و  نیافزار آنلا( را با استتتفاده از نرمنهیآمدیهر استت یبرا ی)با استتتفاده از وزن مولکول یواقه یمولکول
با  استتتتبرابر  GST::EGFP الحاقی نیپروتئ قیدق یوزن مولکول  دیکن نییته گانیرا صتتتورتبه

دازه ان نیبا ا ینیپروتئ باند کی ،نستتواپ بود با استتتفاده از رنگ دیشتتما قادر خواه .دالتون 97999
در  وسترن بلات نیتمر مشاهده کنید. یاختصاص ریغ صورتبه و مثبت خود یهارا در کلون یبیتقر

باند  تسیید منظورو به EGFP یبرا اختصتتتاصتتتی بادیآنتی کیاز بتا استتتتفاده  و نتدهیهفتته آ
GST::EGFP کی، ممکن است نسواپ یزیآمپس از رنگ ی ومنف یهادر کلون .تکمیل خواهد شد 

 است. GST نیمربوط به پروتئ تنها که کنیددالتون را مشاهده  لویک 39 با وزن تقریبی باند
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 آزمایشگاهی هایتمرین -2
 نمونه سازیلف. آمادها

 شبانه اضافه کنید. را به هر کشت YT/kan/IPTG ×3از محیط  mL 3مقدار  -1
 کنید. باسیونو، انک27℃ساعت و در دمای  2-1، به مدت نیپروتئ انیب دالقا یبرا -3
در منافذ  بلاكهاتکه  دی)مطمئن شتتو دیکن میبالاتر تنظ ای 59℃ رویرا  بلاكدمای هات -2

، است تهبیه شده حرارت انتقال منظوربه مخصتوص آزمایشتگاهی که یهادانه یدارا خود
 (.باشدمی

و  یترل منف)کنترل مثبت، کن کشتتتتاز هر  μL 399کنید. مقدار  برداشتتتتها را کشتتتت -1
با حداکثر ستتترعت  وژیفیکروستتتانتریدر م قتهیدق 3خود( را بته متدت  یفرد یهتاکلون

 .دیکن رهیذخ ویالها را در کلافو  دیزیو دور بر برداریدرا  ییمواد رو .دیتکن وژیفیستتتانتر
حذف  ماندهیباق هاتیتا ما دهیدقرار مهکوس صتتتورت به یکاغذ یهاحوله یها را روویال
 شوند.

 میزوزیو ل DNase یمهرف حاو نی)اضتتتافه ا B-PERمهرف کامل  μL 399، ویالهر به  -9
-19به مدت محلول را  پراکنده شتتود. کلافتا  دی( کنورتکس) چندین بار پایپتاستتت( و 

 رهمسخود را  دستگاه ژل ،ونیانکوباس نیدر طول ا .دیاتاق انکوبه کن یدر دما و قهیدق 19
 B-PERمهرف  mL9 خواستار استفاده از ،B-PER کت سازندهرش نامهشیوهتوجه:  .دیکن
 B-PERمهرف  بیشتتتری از مقدار از نامهشتتیوه نیا استتت. یستتلول کلافهر گرم  ازایبه

 برایو  ژل یرو میمستتتتق یبارگذار یرا برا یترقیرق نیو نمونه پروتئ کندمیاستتتتفاده 
 .کندیم جادیشما ا وسترن بلات استفاده در

از  μL 199 دیتوانیم، B-PERبا  هاسلول کردن هضم یجابه: نهیدر هز جوییصرفه برای نکته
dH2O  بافر نمونه  تریکرولیم 199وSDS-PAGE  ×3  دوباره  ،اضافه کلاف به یکراسترا
 اریبستتت آمدهدستتتتبه ییمحلول رو .دیکن وژیفیستتتانتر قهیدق 9و به مدت  کنیدتهلیق 

 درها را ، نمونهژل یرو یاز بارگذار پیش شودیم پیشنهاد نیچستبناك خواهد بود، بنابرا
 .دیقرار ده خی یرو قهیدق 3و سپس به مدت بگذارید سونیکاتور 

 .دیکن وژیفیسانتر ،وژیفیکروسانتریبا حداکثر سرعت در م قهیدق 9ها را به مدت نمونه -3
 یجداگانه حاو وژیکروفیم ویال کیهر نمونه را به  یی )سوپرناتانت(رو عیاز ما μL 39مقدار  -7

μL 9  از بافر نمونهSDS-PAGE  ×3 اگر بافر نمونه ) دیاضتافه کنSDS-PAGE ما با ش
 مطمئن (.دیکن میتنظ خود فرآیندها را متناستب با شتود، حجمیعرضته م یغلظت متفاوت

 پیشترکه  DNA ینه بافر بارگذار د،یکنیاستفاده م SDS-PAGEکه از بافر نمونه  دیشو
 هستند! یهر دو آب رایز ،استفاده شده بود
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)در صتتورت استتتفاده از  دیانکوبه کن قهیدق 19مدت بهو  59℃ یها را در حداقل دماویال -7
 (.آیدمی به جوشخوبی به انکوباتور یبلوك حرارت یهاسوراخکه آب در  دیآب، مطمئن شو

 یدر دما ،رندیقرار گ ژل یکه رو یو تا زمان برداشتتتتحرارت  یتوان از رویها را منمونته
درپوش  یهااز قفل توانیمگرم شدن باز شد،  هنگامشما  یهاویالاگر درب  اتاق قرار داد.

 استفاده کرد. وژیفیسانتر کرویم ویال
 
 دستگاه ژل یسازآماده 

-Bio-Rad Mini الکتروفورزدستتتگاه مخصتتوص  و ترانس بلات دستتتگاه ژل ستترهم کردننکته: 

Protean 3  وBio-Rad Mini Trans-Blot Cell ستتاخته شتتده توستتط  زاتیاگر از تجه .ستتتا
را در  هاآناز و استفاده  سترهم کردن یهانامهشتیوهشتما  یمرب د،یکنیاستتفاده م یگریستازنده د

 دهد.یشما قرار م اریاخت
 دیاب ندهی، اگر در آبا این حال .میکنیاستتفاده م ستاخته شتدهپیش دیآملیآکریپل یهاما از ژل

 ریغ دیآملیکه آکر دیخاطر داشتتته باشتتبه ،استتتفاده کنیدو  بستتازیدخود را  دیآملیآکریپل یهاژل
 یبرا هستتتتند. یقدرتمند یهانینوروتوکستتت ع،یما در حالتپودر و هم  در حتالتتهم  ،زهیمریپل

 .نیدبا احتیاط عمل ک دیماده با نیو قرار گرفتن در مهرض پوست با ا دنیاز استنشاق، بله یریجلوگ
 کند.ینم جادیرا ا ی ذکر شدهمنیا اتخطر ،جامد شده دیآم لیآکریپل

 TGX دیآملیآکریپل یهادر حال حاضر ژل Bio-Rad شرکت در زمان: جوییصرفه برای نکته
ها با قرار نیپروتئ که کنیممیرائه و این امکان را فراهم ( را ا1937922)شماره کاتالوگ  رنگبدون 

-Tris حاوی هاژل نیا شتتتوند. مشتتتاهده یزیآمرنگ بتدون مرحلته و UVگرفتن در مهرض نور 

Glycine  گاهشیآزما کلاس بدون لکه در یهااگر قصد استفاده از ژل هستند. یطولان یبا ماندگارو: 
های استفاده شده در از ژل دیتوانیم د،یدار ( راسازیخاللجزهای  لیو تحل هیتجز) دوازدهمجلسه 

 ییاراک دیتوانی، مرنگبدون  یهاژل نیدر صورت استفاده از ا ن،یعلاوه بر ااین جلسه استفاده کنید. 
 یبرا و ماورادبنفشنور  ریدر ز ژل مشاهدههفته با  نیا یشتگاهیجلسته آزما انیخود را در پا انتقال
 .دیکن تسیید تروسلولوزین یبه غشا شدهمنتقل یهانیپروتئ تسیید
و فقط  ایدهمراه نشده یگرید انشتجود اگر با گروه/ واحد اجرا شتود. به ازای هر دیبا دو ژل -1

 .دیاستفاده کن یسد بافر کیژل دوم از  یبه جا دیبا د،یاجرا در دستگاه دار یژل برا کی
است، با صفحات کوتاه به  شده داده توضیح یکه توسط مرب طورهمانرا  Bio-Radدستگاه  -3

 .دیکن سرهمسمت مرکز 
پوشتتاند( اضتتافه به محفظه بافر )مطمئن شتتوید که چاهک را می را Tris-glycine  ×1بافر  -2

 .ها را بررسی کنیدکنید. نشتی
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 بشویید. dH2Oو یا  Tris-glycineها را با بافر چاهک -1

 
 ها روی ژلبارگذاری نمونه -ب

 ت،این حال .دیخارج کن سترسمپلررا از  عیتمام ما دینکن یها، ستهنمونه کردن پتایهنگام پ -1
 نیهمچن ،مختلجرت نمونه شتتتما را تواند مهایکه م شتتتودمیحباب هوا ستتتبب ایجاد 

صتتورت بهکه  را ژل یرینکات بارگ مطالهه ما خارج کند. کتواند نمونه شتتما را از چاهیم
 .کنیممی پیشنهادرا  اندشده یطراح SDS-PAGE یبرا اختصاصی

 Bio-Radوزن  ینشتتتتانگر مولکولاز  μL 19مقتتدار  -3

Kaleidoscope  (، 3-5)شکلμL 19  از کنترل مثبت
(pBIT) ،μL 19 یاز کنترل منف (pET-41a و )μL 

بر را شتتده  ترادیستتی الحاقی نیاز هر نمونه پروتئ 19
به  صتتتورت مجزاو بته طبق طرح ارائته شتتتده در زیر

و گروه  1-9های : چاهکA)گروه  دیه کناضاف هاچاهک
B3-19های : چاهک.) 

 
 Bio-Rad Precision Plus Proteinش کخط :2-1شال 

Kaleidoscope Prestained Protein Standards شماره کاتالوگ ،
 (. با کسب اجازه.1319279)

 
 الاتروفورز -پ

 .دیهماهنگ کن یگریبا گروه د پیش از آغازشود: یدر هر دستگاه اجرا م دو ژل -1
اتد مثبت و ک یآند )قرمز( را با سر حتم به: اطیاحت .دیوصل کن هیع تغذالکترودها را به منب -3

 .دیمطابقت ده یمنف ی( را با سری)مشک
 نیاگر چند .دی( اجرا کنV 199-119خود را با ولتاژ بابت ) ژل .دیرا روشن کن هیمنبع تغذ -2

در طول  قهیدق 19هر  .دیارولتاژ ند رییبه تغ یازین ،دیاکردهخود وصتتل  هیژل به منبع تغذ

چاهک 
19 

چاهک 
5 

چاهک 
7 

چاهک 
7 

چاهک 
3 

چاهک 
9 

چاهک 
1 

چاهک 
2 

چاهک 
3 

چاهک 
1 

کنترل  1نمونه  3نمونه 
 منفی

کنترل 
 مثبت

نشانگر 
مولکولی 
 وزن

کنترل  1نمونه  3نمونه 
 منفی

کنترل 
 مثبت

نشانگر 
مولکولی 
 وزن



 031                                                          یاز باکتر بینوترک یهانیپروتئ صیو تخل صیتشخ ان،یببخش سوم: 

 

 دینبا شیدر هر زمان از آزما انیجر .دیکن یرا بررس هی)آمپر( منبع تغذ انی، جرالکتروفورز
 آمپر در هر ژل تجاوز کند.یلیم 39از 

-19 طور مهمولبه امر نیا ژل برسد. یبه انتها یبروموفنول آب دایتا رنگ  کنیدرا اجرا  ژل -1
 دیتا مطمئن شو کنید یژل خود را بررس قهیدق 19کشتد، اما شتما هر یطول م قهیدق 29
 کند.یکار م یدرستبه مجموعه که

 
 توقف الاتروفورز - 

 .دیرا خاموش کن هیمنبع تغذ -1
 گرید یهااگر ژل .دیاز دستگاه خارج کنخود را  ژل .دیجدا کن هیها را از منبع تغذستیمستر -3

 .دیرا دوباره روشن کن هیاند، منبع تغذتمام نشده هیمتصل به منبع تغذ
 .دیزیبر نکیبافر را داخل س -2
 .دیرا از صفحات جدا کن ژل ،که نشان داده شد طورهمان -1
 .دیها را جدا کنک، چاهپس از جدا کردن ژل -9
 ،وسترن بلات یاستت، اما برا ریپذامکان مرحله نیها در انیپروتئ مشتاهده یبرا ژل یزیمآرنگ

 داغشتتت کیرا به  نیدر عوض، ابتدا پروتئ .کرد یزیآمرنگ برگشتتتترقابلیغ طوربه توانینمرا ژل 
 ،وستتتترن بلات لیاز تکم و در آب قبل منتقل و ستتتپس غشتتتاد را با رنگ محلول یتروستتتلولزین

 .دیکن یزیآمرنگ
 
 نیتروسلولوز به انتقال -ج

 دبه غشتتا دیآملیآکریپل ها از ژلنیپروتئ انتقال یبرا Bio-Rad Mini Trans-Blot ما از ستتلول
 (.2-5کرد )شکل  میاستفاده خواه تروسلولزین
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ند مان ،تروستتتلولزیبه ن از ژل نیپروتئ انتقال گرید یهاروشدر زمان:  ییجوصتتترفه برای نکتته
 هامستیس نیا هستند. ترعیسر اریبس طور مهمولبه، خشکمهینخشک و  یهاستتمیستاستتفاده از 

اده استف یبرا به اندازه روش انتقال مرطوب مؤبر باشند. توانندیاما م هستتندتر گران طور مهمولبه
 .دیسازنده مراجهه کنشرکت  یهانامهشیوهبه ، انتقال منظوربهابزار  نیاز ا

 ، با کسب اجازه.Bio-Rad-3991بندی قطهات. شرکت و سرهم Mini Trans-Blotطرح شماتیک  :7-1شال 
 

 زهیونیآب د تریل 9/1در  میستتد کربناتیبگرم  7/2را با مخلوط کردن  بافر انتقال تریل9/1 -1
 .دیآماده کن

با  یهایفرآوردهبرای  هابیشتر وقتکربنات یب : بافر انتقالنهیدر هز ییجوصرفهبرای نکته       
ز ا کند.یم عمل یخوببه هیپا یهانیدالتون( و پروتئ لویک 199کم )کمتر از  یوزن مولکول

توان به این منظور نیز میمتانول  /Tris/glycine/SDS همانندی انتقال ستتتنت یبتافرها



 037                                                          یاز باکتر بینوترک یهانیپروتئ صیو تخل صیتشخ ان،یببخش سوم: 

 

 به همان کربناتیب، بافر GST::EGFP الحاقی نیانتقال پروتئ یاما برااستتتتفتاده کرد، 
 کند.عمل می یخوب

 بهده ب مرحله نیاز ا حتم به ،یتروستتلولزین یابر انگشتتت به غشتتا از انتقال یریجلوگ یبرا -3
 تروسلولزیورق ن کیو  1واتمن یدو ورق کاغذ صاف ،یاشهیشظرف  کی .دیدستتکش بپوش

 .دیرا در بالا سمت چپ با مداد برچسب بزن تروسلولزین .دیکن هیته
 .دیزیرا داخل ظرف بر عمق( از بافر انتقال متریسانت 1)حدود  یمقدار کم -2
 طور کاملبه ،را در ظرف بافر انتقال یو کاغذ صتتاف یبریف یپدها ،یتروستتلولزین یغشتتا -1

 کند.نبرخورد  به ژل تروسلولزین مراقب باشید که .دیکن مرطوب
نشان داده  1-5داده شتده و در شتکل  حیتوضت نجایکه در ا طورهمانرا  ژل چیستاندو کی -9

ز پس ا ژل یرا رو تروسلولزین تیموقه دینبا یطیشترا چیتحت ه .دیشتده استت، آماده کن
 .دیده رییتغ هاآنتماس 
 .دیقرار ده بافر انتقال یحاو یاشهیرا در ظرف ش )بخش خاکستری در پایین( کاستالف. 
 .دیکاست قرار ده یشده را در سمت خاکستر مرطوباز قبل  بریپد ف کب. ی
 .دیپد قرار ده یرا رو یورق کاغذ صاف کپ. ی
 ،آن یرو یاشهیلوله شت کیرا با غلتاندن  هاحباب .دیقرار ده یکاغذ صتاف یرا رو ژلت. 

 .حذف کنید یآرامبه
 (لژ یدر بالا نییبا برچسب سمت پا) ژل یشده را رو سیاز قبل خ زتروسلولین یغشاج. 

 حذف کنید. یآرامبه آن یرو یاشهیلوله ش کیها را با غلتاندن حباب .دیقرار ده
آن  یرو یاشهیلوله ش کیها را با غلتاندن حباب .دیغشا قرار ده یرو یکاغذ صاف کچ. ی

 حذف کنید. یآرامبه

                                                 
1. Whatman. Filter. paper 
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 .دیرا ببند چیو ساندو نیدکرا اضافه  یبریپد ف نیآخرح. 

 ، با کسب اجازه.Bio-Rad-3991ساندویچ از نمای نزدیک. شرکت  ژل :4-1شال 
 
و سمت روشن  اهیبه سمت س دیکاست با یستمت خاکستر .دیقرار ده اتاقککاستت را در  -3

 باشد. اتاقکبه سمت قرمز  دیکاست با
)اگر تمام شتتتد، از بافر  دیتا بالا پر کن ، محفظه اتاقک را(تریل 1 نزدیک به) بتا بافر انتقال -7

 (.دیدرست کن ی از بافر راشتریبحجم  ای کنید استفاده برای مرطوب کردن ژلانتقال 
 شود. جفت یبا مشک یکه قرمز با قرمز و مشک قرار دهید یدرب مجموعه را طور -7
روشتتن  تنظیم و ستتپس دستتتگاه را آمپرمیلی 299 یرو و بر قهیدق 19را به مدت  انیجر -5

 .دیکن
از  یاریوجود نداشته باشد، بس قالاتمام انت یبرا یدر زمان: اگر زمان کاف جوییصرفه برای نکته
ت باب زمانمدت یبرا انیجر نیتسم یآن را برا دیتوانیکه م هستتتتند مریتا کی یدارا هیتغذ منابع
 یدر دماو در طول شب  آمپرمیلی 29 نا شدت جریاتوان بیها را مژل گر،یاز طرف د .دیکن میتنظ
 شود. رهیروز بهد ذخ تروسلولزیجدا و ن دیبا هاساندویچ ژل انتقال داد. 1℃
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 سازیباز کردن و ذخیره -چ
 دستگاه را جدا کنید. -1
( تندسین بارمصرفکی بریف ی)پدها یبریف یو پدها بریزیدرا دور  یو دو ورق کاغذ صاف ژل -3

 .دیکنار بگذار بشویید و لاستری آب یادیدستگاه را با مقدار ز هیو بق
به مربی تحویل دهید تا  بدهید وها را بین دو ورقه کاغذ صتتافی واتمن قرار ورق حاوی لکه -2

 یتوجه: غشتتتاداری کند. نگه 1℃و ستتتپس در یخچال با دمای  بپیچتدآن را در فویتل 
 ینگهدار 1سیتر یبافر نمک حاویدار در ظرف درب ندهیآ توان تا هفتهیرا م تروستتتلولزین

 کرد.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1. Tris-buffered. saline 
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 ایمباحثه هایپرسش

ت ( نسب)وستترن بلات مونوبلاتیبا ا نیپروتئ لیتشتخ تی، مزSDS-PAGE پیروی از روشبه  -1
جای بهتر استتت که به تحت چه شتترایطی ستتتپیچ یاختصتتاصتت ریغ ژل یزیآمرنگبه روش 

 آمیزی غیر اختصاصی ژل استفاده کرد.ایمنوبلات، از رنگ
ر در باف میمستق طوربهها یباکتر کردن هضتم ی،شتگاهیروش آزما نیا یبرا نیگزیروش جا کی -3

 آمدهدستتتبه، محلول لتدر این حا استتت. B-PERمهرف  یجابه SDS-PAGE  ×1نمونه 
ر و باف یدر باکتر ییچه اجزا .شودیم پتایپ یسختبهو  استتچستبناك )مخاط مانند(  اریبست
مشکل با استفاده از مهرف  نیچرا ا پشوندیم چسبندهمحلول  جادیباعث ا SDS PAGE-نمونه

B-PER  پشودیمحل 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه دهم
 : بخش دومو وسترن بلا  SDS-PAGEهای مثبت، از کلون حاقیپروتئین ال بیان
 

 سلولزترویخود به ن یهانیپروتئ تا انتقال کنید یزیآمرنگ نسواپرنگ خود را با  یامروز غشا هدف:
 .دیکن لیتکم ،شروع شده بود یشگاهیجلسه آزما نیرا که در آخر و وسترن بلات کنید تسییدرا 
 
 مقدمه -1
مختلف مورد  یهادر ستتتنجشو ها نیکه در مطالهه پروتئ هستتتتند یچندوجه یها ابزاریبادیآنت

 ،3میمرتبط با آنز مونوسوربنتیستنجش ا ،1وفلورستانسمونی، اوستترن بلات .رندیگیاستتفاده قرار م
بر  یمبتن هایشیوهاز  یتنها برخ 1با فلورستانس شتدهفهال یستلول یستازو مرتب 2یمنیا ترستیب

 ییهانیها پروتئیبادیآنت .شوندیه متوستط دانشتمندان استتفاد طور مهمولبهکه  استت یبادیآنت
متصل  گرید یهانیبه پروتئ اختصاصی طوربهپستانداران ساخته و  یمنیا ستمیکه توسط س هستند

 ای کلونال(یپل یهایبادیها )آنتها در خرگوشبادیآنتی شتتتریب ،یقاتیاهداف تحق یبرا شتتوند.یم
به  ظرنمورد  نیقطهه پروتئ ای نیپروتئ د،یپپت کی قیمونوکلونتال( با تزر یهتایبتادیهتا )آنتموش
 بادیآنتی یهیطب طوربه یمنیا ستمیتا س بمانیدمنتظر  ی پس از تزریقمدت)شتوند یم دیتول وانیح
عمل تر یاختصاص نسبت به سایرین، هابادیآنتیاز  یبرخ(. شودیم سازیخاللو سپس  کند دیتول
 یطراح GFP به وصل شدن یامروز برا شیمورد استفاده در آزما یبادی، آنتالمثعنوانبهکنند. می

فلورستتنت  نیزرد، پروتئ فلورستتنت نی، پروتئEGFPبه  نیهمچن بادیاین آنتی شتتده استتت، اما
است  نینکته مهم ا شود.یمتصل م GFP گرید های رنگیتمامی واریانت طور تقریبیبهو  یاروزهیف

مورد نظر را از هزاران  مهین نیپروتئ کیکه  دهندمیامکان را  نیها به دانشتتتمندان ایبادیکه آنت
ه ب بادیآنتیامروز،  شیدر آزما دهند. لیو تشخ مشاهدهنمونه خاص  کیموجود در  گرید نیپروتئ

تمام  انیرا در م GST::EGFP الحاقی نیخاص پروتئ طوربتهکته  دهتدیمامکتان را  نیشتتتمتا ا
 .دیکن مشاهده یباکتر موجود در سلول گرید یهانیپروتئ

جدا شد و  یشگاهیجلسته آزما نیدر آخر SDS-PAGEهر کلون توستط  یستلول یهانیپروتئ
را  GST::EGFP الحاقی نیمربوط به پروتئ اختصتتاصتتی ینی، باند پروتئامروز با انجام وستتترن بلات

 شودمید مسدو ینیغشاد با پروتئ ،تروسلولزین یبه غشا نیپروتئ پس از انتقال کرد. دیخواه مشاهده

                                                 
1. Immunofluorescence  

2. Enzyme-linked. immunosorbent. assay 

3. Immunoprecipitation 

4. Fluorescence-activated. cell. sorting 
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نش ( برهمکیستترم گاو نیآلبوم ای یبدون چرب ریموجود در شتت نی)مانند کازئ هیاول یبادیکه با آنت
ژن قسمتی از یک آنتی) 1توپیشتود تا به اپیاضتافه و اجازه داده م هیاول بادیآنتی نخواهد داشتت.

و  ودشمتصل  نیپروتئ یرو اختصاصی (م-شودکه توستط ستیستتم دفاعی تشخیل داده می استت
 شود.یم متصل شسته ریغ یبادیآنت

نشان داده  «3ضتد» شتوندیپ ای( α) «آلفا» یونانیبا حرف  هابیشتتر وقتها یبادیآنت گذارینام
، ممکن استتت شتتدهمتصتتل  EGFP نیخاص به پروتئ طوربهکه  یبادی، آنتمثالعنوانبه شتتود.یم
 متفاوت از یادر گونه دیبا هیبانو بادیآنتی شود. گذارینام "α-EGFP" ای "anti-EGFP" عنوانبه

ه )ن یبادیبا خود آنت اختصتتاصتتی طوربهکه  شتتود یطراح یاگونهبهو  جادیا هیاول یبادیآنت گونه
 شودیم کونژوگه هیبانو بادیآنتیامروز شما،  شیدر آزما مورد نظر شما( واکنش نشان دهد. نیپروتئ
و اجازه  ( اضافهHRP( )mouse peroxidase-goat anti  GAMP) 2رادیش پراکستیدازرسهوبه 

جزد  کی HRPخواهد شد. و سپس مازاد آن شسته  شودمتصل  هیاول بادیآنتیشتود تا به یداده م
در  1بستر کیه را پس از افزودن لک یرو مشتاهده آنکه امکان  استت هیبانو یبادیآنت یبرا یدیکل

 ی، نورتابوستتترن بلات یروش تجستتم مورد استتتفاده برا نیترمتداول کند.یفراهم م یبهد مرحله
 کیو به  ANI دیاکس HRP میتوسط آنز 3نولی، لومECLدر  ( است.ECL) 9شدهتیتقو ییایمیش

مدت  یبرا یاضاف ییایمیماده ش کیتوسط  هابیشتر وقت)شود یم لیتبد ییایمیش ینورتاب فرآورده
در نتیجه قرار  ،ECL توسط افتهیتوسهه یهالکه موجود در یهاباند (.کندتر نور را ساطع میطولانی

 لیتشتتتخ یهانیدورببه مجهز  وخاص  یرگرهایتصتتتو استتتتفاده از اگرفتن لکه در مهرض فیلم ی
 7یسنجرنگ لی، تشخECL با حساسیت کمتر برای نیگزیجا کی .شوندیم اهدهمش لومینستانس،

بنفش  فرآورده کیبه  HRPتوسط  (،7کلرونفتول)که بستر  استنظر مشابه  نیاصل از ا نیا استت.
 یبادیکه در آن آنت استتتشتتما  یغشتتا یبنفش رو یهاباند این امر تولید جهینت شتتود.یم لیتبد

 kDa95 نزدیک به یبا وزن مولکول دیباند با نیا GST::EGFP الحاقی ی پروتئینبرا متصتل است.
 دهند.ینشان نم ی راباند چیه ،اندنکرده انی( را بیمنف یها)کلون EGFPکه  ییهاکلون ظاهر شود.

 دهد.یرا نشان ممراحل مربوط به انجام وسترن بلات  نمودار 1-19شکل 

                                                 
1. Epitope  

2. Anti  

3. Horseradish. peroxidase. (HRP) 

4. Substrate  

5. Enhanced. chemiluminescence. (ECL) 

6. Luminol  

7. Colorimetric. detection 

8. Chloronaphthol  



 043                                                          یاز باکتر بینوترک یهانیپروتئ صیو تخل صیتشخ ان،یببخش سوم: 

 

منتقل  یتروسلولزین یجدا و سپس به غشا SDS-PAGEها توسط نمونه .وسترن بلات یشیآزما نمودار :1-15شکال 
 شود.یانکوبه م α-EGFP، (mAb) هیمونوکلونال اول یبادیسپس با آنت و شودمیغشتاد شتستته و مستدود  شتوند.یم

HRP( )-goat anti) 1رادیش پراکستتیدازورسهبه  شتتده کونژوگه هیبانو بادیآنتیشتتستتته و  یاضتتاف هیاول بادیآنتی

mouse peroxidase  GAMP) یارسپس لکه با استفاده از سوبست وشسته  یاضاف هیبانو بادیآنتیشود. اضتافه می 
 شود.مشاهده می ،شده تیتقو ییایمیش ینورتاب ایکلرونفتول  داز،یپراکس
 
 
 
 

                                                 
1. Horseradish. peroxidase. (HRP) 
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 آزمایشگاهی هایتمرین -2
 ، بخش دومو وسترن بلا  SDS-PAGEالف. 

  نسواپرنگ 
ما با ش کرد. دیخواه مشاهده را هر نمونه یبرا هانیل پروتئک ی ایجاد باندالگو، علاوه بر وسترن بلات

 کلاس آزمایشگاه: جلسه اول،)همان رنگ مورد استفاده در قرمز  نستواپ به نام دای رنگ محلول کی
مسدود  در مرحله را انجام خواهید داد که این رنگ آمیزیرنگ روند( سمپلرهابا  نیتمر  یریگجهت
شما  شتود.یحذف م ،مستدودکننده( در محلول Tween 20) ندهیوجود مواد شتو لیبه دل و کردن

از  .دیکامل کن گرفته،که غشتتا شتتما را به اشتتتراك  یرا با گروه یشتتگاهیآزما نیتمر نیا دیتوانیم
با دقت برش نستو اپ آمیزیرنگکه غشتاها را بهد از  از شتما بخواهد یممکن استت مرب گر،یطرف د

 .دیده
 .دیخارج کن خچالیلکه را از  -1
آن را با لکه  یو فقط رو دادهقرار  یمربه پتری دیشظرف  کیآن( را در  یلکه )سمت بالا -3

 .دیانکوبه کن میبا هم زدن ملا قهیدق 3به مدت  (.دی)ظرف را پر نکن دیبپوشاننسو اپقرمز 
 دهیدوشو و از طریق هم زدن شست O2dHبلات را سه بار با  ،ونیانکوباست قهیدق 3ز پس ا -2

 یبیتقر یبا وزن مولکول باندیممکن است  .شتودپاك  رنگ دای متصتل شتده با غشتادتا 
kDa 95 ل قاب یمنف ای یکنترل منف یهاکه در کلون مشاهده کنیدمثبت  یهارا در کلون

 مشاهده نیست.
خاص  طوربه .دیخود ببت کن یشتتگاهیآزما ادداشتتتیرا در دفترچه نستتو اپمشتتاهدات لکه  -1

لکه ظاهر  یحباب هوا رو ایآ شده بودندپ یبارگذار یمساو طوربه هاچاهک ای: آکنید توجه
 پمشاهده کردید kDa 95باند مورد انتظار را در  ایآ شدپ

 
 مسدود کردن 

 دبه غشتتا یبادیآنت غیر اختصتتاصتتی دنیاز چستتب یریجلوگ یبرا انستتداد وستتترن بلات مرحله
 است. ضروری یتروسلولزین

در  خشک ریش درصد 9) کننده مستدودمحلول  mL19 وتخلیه  دیشپتریآب را از ظرف  -1
TBS-T ) دیبه آن اضافه کنرا. 

 (، انکوبه کنید.rpm99دقیقه روی شیکر اوربیتالی ) 9به مدت ظرف را  -3
 .دیی( بشوقهیدق 9 بارتازه )هر  TBS-Tدو بار با  -2
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 (هیاول بادیآنتی) α-EGFPبا  اناوباسیون
 داری کنید.نگه خی یرا رو یبادیآنت .تهیه کنید را( EGFP)ضد  α-EGFPاز  یمقدار -1
 TBS-T از mL7 با یبادیآنت μL 1را با مخلوط کردن  α-EGFPاز  1:3999رقت  کیت -3

 کریش رویساعت  1به مدت ترکیب را  .دیشسته شده اضافه کن دو محلول را به غشا جادیا
( یشگاهیجلسه آزما نیاز ا Bخود را )قسمت  مضتاعف شدهصتفحه  .دیانکوبه کن تالیاورب

 .دیآماده کن ونیانکوباس نیدر طول ا
 .دیی( بشوقهیدق 9 بارتازه )هر  TBS-Tدو بار با  -2
 

 (ثانویهبادی )آنتی GAMP؛ goat anti-mouse peroxidaseبا  اناوباسیون
 .دیزیرا دور بر یینها یشستشوترکیب  -1
( را GAMP) HRPژوگه شتتده با نکو goat anti-mouse antibodyاز  1:1999یک رقت  -3

به لکه اضافه تهیه کنید. محلول را  TBS-Tاز  mL7 بادی بااز آنتی μL 7با ترکیب کردن 
 یصیتشخ تست توجه: اگر از .دیانکوبه کن تالیاورب کریشت یرو قهیدق 19و به مدت  کنید

ECL همین بهنیاز باشتتد.  هیبانو بادیآنتی کمتری از غلظت به بستتاچه د،یکنیاستتفاده م
ها منظور تهیه محلولرا به استتت کردهکه از آن استتتفاده  ECLمهرف  پیشتتنهاد منظور،

 1:2999، رقتتت Bio-Rad Clarity ECLمهرف  یبرا، مثتتالعنوانبتتهبررستتتی کنیتتد. 
 Bio-Rad یربرداریتصتتتو ستتتتمیبا استتتتفاده از ستتت لیتشتتتخ یبرا هیبانو بادیآنتی

ChemiDoc(TM) MP است یکاف. 
 .دیی( بشوقهیدق 9 بارتازه )هر  TBS-Tدو بار با  -2
 
 دازیپراکس تیفعال صیتشخ

 .دیانتخاب کن تشخیل راروش مناسب  د،یکه در دسترس دار یقیسته به ابزار دقب
 
 یرنگ سنج صیتشخ-الف نهیگز

 تخلیه کنید.را از لکه  TBS-Tمحلول  -1
 دی( بارهیرنگ )بنفش ت .دیبلات اضافه کن یحاو ینیرا به س دازیبستر پراکس mL 19حدود  -3

 آشکار شود. قهیچند دق ای هیدر عرض چند بان
 .دیواکنش را متوقف کن dH2Oو با وششست در نتیجه -2
 .دیخشک کن یدو تکه کاغذ صاف نیحفظ رنگ، لکه را ب یبرا -1
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 .دیخود ببت کن یشگاهیآزما ادداشتیرا در دفترچه  جینتا -9
 
 افتهیبهبود ییایمیش نسانسیلوم-ب نهیگز

مهرف وستتترن mL 9/2با  دیمهرف وستتترن پراکستت mL 9/2محلول را با مخلوط کردن  -1
 پتایپ نیب .دیآمتاده کن لیتریمیلی 19 یلولته مخروط کیتدر  ،دهنتده بهبود/ نولیلوم

 خوبی مخلوط کنید.به !دیرا عوض کن سرسمپلر حتم به ،دو محلول کردن
3- TBS-T  وان در تیرا م ونیانکوباس تا لکه را بپوشاند. کنیدو محلول را اضتافه  بریزیدرا دور

 کیتکه پلاستتتت کی یتوان لکه را رویم ایانجام داد  یبادیآنت آمیزیرنگ ینیهمان ستتت
( یکی)در تار قهیدق 9به مدت  لکه اضتتافه کرد. یرو یآرامبهشتتفاف قرار داد و محلول را 

 شود.سبب خارج شدن نور از آن میغشاد  یرو یخال خیسطل  کیقرار دادن  .دیانکوبه کن
 چکه کند. یمحلول اضاف دیو اجازه ده کنیدرا از محلول خارج  د، غشاانبركبا استفاده از  -2
 ،-کیدر اتاق تار لمیقبل از قرار گرفتن در مهرض ف- لمیدر صورت قرار گرفتن در مهرض ف -1

 د،یکنیاستفاده م تالیجید رگریاگر از تصوقرار دهید.  یکیبا دقت در پوشش پلاستغشاد را 
 ریگرفتن تصو یرا برا ستمیس یهانامهشتیوهو  دهیدقرار  رگریستطح تصتو یغشتاد را رو
 بررسی کنید.

 .دیخود ببت کن یشگاهیآزما ادداشتیرا در دفترچه  جینتا -9
 کهدرحالی، دهندنشتتتان را  kDa 95 یبیتقر یبا وزن مولکول باندی دیتمثبتت بتا یهتاکلون
 ای دارلکه یمثبت، ممکن استتتت باندها یهاکلوندر  را نشتتتان دهند. یباند دینبا یمنف یهاکلون
 یجزئ بیتخر لیبه دل ادیزاحتمالبه امر نیا .دیمشاهده کن kDa 95باند  ریز محدوده را در زیمتما
 است. ایجاد شده الحاقی نیپروتئ
 

 مثبت کلون ب. پلیت مضاعف
 حیتلق کی ندهیتا هفته آ دهیدقرار  LB/kan یمثبت خود را رو یهااز کلون یکی پلیت مضتتتاعف
سپس شما  یمرب .دیقرار ده 27℃ ر انکوباتورو د بزنیدرا برچسب  پشت پلیت .دیتازه داشتته باشت

 دهد.قرار می خچالیدر  ،شبه کی ونیرا پس از انکوباس پلیت
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 ایمباحثه هایپرسش
را در  kDa 39 یبیتقر با وزن زیمتما باند کی، ممکن است نستواپ آمیزیرنگپس از انجام  -1

ما شتت کلون مثبت باندهای ریستتا ایکه در کنترل مثبت  دیکن خود مشتتاهده یکنترل منف
 پدهدیمرا نشان  یزیچه چ باندها نیا وجود ندارد.

چگونه به  هیاول بادیآنتیدناتوره شتتوند،  SDS-PAGEمورد استتتفاده در  یهانیاگر پروتئ -3
 ای نیستتتمهم  بادیآنتی وصتتل شتتدن یراب هیستتاختار بانو ایآ پشتتودیممتصتتل  هاآن
فاده است شوندپیم جادیا هانیپروتئبه نسخه دناتوره شده  وصل شدن یبرا ییهابادیآنتی
 خواهد بود. یضرور پرسش نیفکر کردن در مورد ا یبرا یخارج منابعاز 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه یازدهم
 لیبا اسککتفاده از سککتون م Escherichia coliاز  بینوترک نیپروتئ اسککتخراج

 ونیگلوتات یبیترک
 

 ستتتازیخالل یبیترک لیم یرا با کروماتوگراف GST::EGFP الحاقی نیهفته پروتئ نیا هکدف:
 طیمح در شتتگاهیاز آزما پیشروز  کی کمدستتتخود را  یهااز کلون یکی دیشتتما با کرد. دیخواه
 دیرانوستیوگالاکتوپیت-β-D-لیزوپروپیرا با ا نیپروتئ انیب تانیمرب ایشتما  .دیکن حیتلق عیما کشتت

(IPTG)  کرد. دیخواه ادالق کلاس آزمایشگاه، آغازاز  پیشساعت  2-1را 
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 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه یازدهم
 شگاهیجلسه موقت آزما

 نیپروتئ سازیخالص یها براکشت تلقیح
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -1

از  mL 3ترین پلیت خود را در یک ویال حاوی درپوش و با محتوی حاصل شده از تازه کلون مثبت
 کی با و خود یاصتتل پلیت نیاز آخر یرا با برداشتتتن باکتر عمل نیاتلقیح کنید.  LB/kanمحیط 
 درب حتم به .دیانجام ده LB/kan یحاو ویالآن در  رار دادنقو  لیاستر سترسمپلر ای دندانخلال
 کیکه  دیستتتیمطمئن ن طور کاملبهاگر  .دیبرچستتب بزن خیو تار استتم خود را با حروف اول ویال

 نیپروتئ ستتتازیخالل یکلون برا عنوانبه( pBITاز کنترل مثبت خود ) دیبا د،یکلون مثبتت دار
شده تا غروب قبل از دوره  حیتلق یهاکشت .دیمشخل قرار ده رك کیرا در  ویال .دیاستتفاده کن

 در انکوباتور وشتتب یک به مدترا  هاآن یمرب خواهند ماند و ستتپس یباق خچالیدر  یشتتگاهیآزما
 خواهد داد.قرار  27℃ حاوی شیکر و در دمای
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 ب-اس آزمایشگاه: جلسه یازدهمکل
 لیبا اسککتفاده از سککتون م Escherichia coliاز  بینوترک نیپروتئ اسککتخراج

 ونیگلوتات یبیترک
 

 الحاقی نیپروتئ انیب یرا برا IPTGشتتتده با  دالقا ییایبتاکتر یهتا: امروز شتتتمتا ستتتلولهکدف
GST::EGFP ستوسپانسیونی از قطهات سلولی و اجزای سلولی که ) هموژن کیو  کنیدمی هضتم

از  بهد، در مرحله .دیکنیم هیخام ته یستتتلولم( -آیدهنگتام همگن شتتتدن بتافتت به دستتتت می
استتتفاده  GST::EGFPشتتده  انیب الحاقی نیپروتئ ستتازیخالل یبرا یبیترک لیم یکروماتوگراف

 (GSTترانستتتفراز )-S-ونیبخش گلوتتات نیب یبیترک لیتاز م یریگبتا بهره امر نیا کرد. دیتخواه
 .دیآیبه دست م ونیکوچک، گلوتات دیپپت یو تر الحاقی نیپروتئ
 
 مقدمه -1
ه ب یدستترس یبرا ها)شتکستتن( ستلول کردن هضتم ،یستلول نیپروتئ ستازیخاللگام در  نیاول

ها بسته به روش نیو ا داردوجود  یسلول هضتمبه  دنیرست یابر یمختلف یهاروش استت. نیپروتئ
 ت.ها متفاوت اسانواع سلول نیب در ،یسلول های( و غشاهاسمیارگان ی)در برخ یسلول وارهید بیترک
 یهاشیاست که در آزما یدستگاه) 3و فرنچ پرس 1ذوب-، انجمادمانند فراصتوت یکیزیف یهاروش

بالا  فشارتحتو  کیبار یاچهیها را با عبور از درسلول ییپلاسما یتا غشا شودیده ماستفا یکیولوژیب
غشتتتاد مختل و همگن  یکیزیبرش ف قیرا از طر یستتتلول یغشتتتاها طور مهمولبهم( -مختل کند

 و دهدمیکه با غشاد واکنش  استمهرف  کیها با سلول تیمارشامل  ییایمیشت یهاروش .کنندیم
 یهانیموارد، پروتئ شتتتتریدر ب .کندیغشتتتا را حل م ،یداخل ستتتلول یهانیپروتئ آزاد کردن یبرا
 ییغشتتا یهانیبستتته به مهرف مورد استتتفاده، پروتئ .شتتوندیمآزاد  زیمرتبط با غشتتاها ن یطیمح

 -)صوت و انجماد  یکیزیامروز، از روش ف شیدر آزما شوند.یحل و آزاد م هابیشتر وقت 2ستراسری
کردن  هضتتتم ی( براDNaseو  میزوزیبا ل یباکتر نیپروتئ )مهرف استتتتخراج ییایمیشتتت ایذوب( 
 یستتازهمگن نیبه دنبال ا کرد. دیخام استتتفاده خواه نیهموژن پروتئ هیو ته یباکتر یهاستتلول
 کیتتتوانتتد بتتا تکنی، مGST::EGFP الحتتاقی نیپروتئیهنی هتتدف  نیپروتئ ،یستتتلول یاجزا

                                                 
1. Freeze-thawing 

2. French. press 

3. Integral. Membrane. proteins 
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 از کشت یسلول (اتهضم) عصتاره هیته یروش کل شتود. ستازیخالل ،یبیترک لیم یکروماتوگراف
 نشان داده شده است. 1-11در شکل  ییایباکتر

 
 یهاکل زمان ،نشان داده شده یهازمان. ییایباکتر یهااز سلول یسلول (اتهضمعصاره ) هیبر ته یمرور :1-11شال 

 دهد.ینشان م هضمدر  دخیلاز مراحل  کیهر  یرا برا یبیتقر
 
 است. بینوترک یهانیپروتئ ستازیخالل یروش متداول برا کی «یبیترک لیم یکروماتوگراف»

که  ییهایتوال یمتهدد حاو یانیب وکتورهایتوسهه  لیبه دل یبیترک لیم یاستتفاده از کروماتوگراف
 یحاو یانیب یهاوکتور نیا ، گستترده شده است.عمل کنند یبیترک لیتگ م عنوانبهممکن استت 

 راستیک را شود(یم دهینام الحاقی نیز تگ نی)همچن یبیترک لیم تگ کیهستند که  DNA یتوال
یل ممورد نظر با توجه به تگ  ژن کند.یکد می سازکلون مکان چندگانه دستنییپا ایدر بالادستت 

 انیب القا شتتدنهنگام  درج شتتود. به وکتور حیصتح خوانشو چارچوب  یریگدر جهت دیبا ترکیبی،
 .استتتت یدیپپتیدو بخش پل یحاو الحاقی نیپروتئ شتتتود.یم دیتول الحاقی نیپروتئ کی، نیپروتئ
 یبیترک لیم یهتاتتگ مورد نظر. نیمربوط بته پروتئ یگریو د یبیترک لیتم تتگمربوط بته  یکی
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تگ ) GST هاآن نیترجیز راکه دو مورد ا داردوجود  های تحقیقاتیمنظور بررستتتیی بتهمتهتدد
 ( هستند.نیدیستیه ماندهیاز شش باق یسر کی) 1نیدیستی( و هگزاهاستفاده شده در این آزمایش

pET-41a ژن یحتاو GST (gst) مکان کلونینگ نکریلیپل هیدر بالادستتتت ناح یکراستتتت( 
 خوانشچارچوب و  یریگ( در جهتegfpمورد،  ای )درمهین ژن  کی کهیهنگام استتتت. (چندگانه
که  لحاقیا نیپروتئ .کند انیرا ب الحاقی نیپروتئ کی دتوانیم وکتور ،شودوارد  نکریلیدر پل حیصتح
 GST::EGFP الحاقی نیپروتئ GSTما از بخش  .خواهد بود GST::EGFP ،کرد میخواه انیتب

 .میکن سازیخالل یبیترک لیم یکروماتوگراف قیکرد تا آن را از طر میاستفاده خواه
ه مولکول ب یاختصاصستیز گاندیل کی وصل شدن پایه بر یبیترک لیم یکروماتوگراف ،اصتلدر 

 کسیماتر کیبه  یکووالانستت صتتورتبهکه  استتت ونیگلوتات ،GST گاندیلکند. عمل میمورد نظر 
 ریسا را از ونیگلوتات اتصال دهنده یهامولکول یجداساز ،امکانحد تا  که شودمیمتصل  یبانیپشت
 فراهم کند. یسلول یاجزا
 نشان داده شده است. 3-11در شکل  ،این آزمایش یبیترک لیم یکروماتوگراف یحل اصلمرا

به همراه  یستتتلول یهامولکول ریها و ستتتانیاز پروتئ یمخلوط ینمونه حاوتزریق نمونته.  -1
 دهش پاكکرد، هموژن خام  دیهکه استفاده خوا یانمونه مورد نظر است. بینوترک نیپروتئ

 شما است. GST::EGFP الحاقی نیپروتئ یحاو و شده القا یباکتر از کشت
 گاندیل یراب مهین یبیترک لیبا م ییهامولکول .گاندیل یبرا یبیترک لیها با مجذب مولکول -3

ها از آن عبور مولکول ستتایر کهدرحالی شتتوندمیمتصتتل  یبیترک لیم نیبه رز ایستتتا،
 ونیمرتبط با گلوتات یبیترک لیم نیبه رز GST::EGFP الحاقی نیپروتئ تنهتا کننتد.یم

 شود.یمتصل م
 ریغ ف،یضتته) یبیترک لیمبدون  یهامولکول .وشتو دهیدشتتستتتها را از ستتتون یناخالصت -2

 نیروتئاز پ ریغ ی،سلول یهامولکول متما .شوندیماز ستون شسته  گاندیل ی( برایاختصاص
، ونیگلوتاتبا  وصل شدناین پروتئین در و  شودمیاز ستون شسته  GST::EGFP الحاقی

 در ستون باقی خواهد ماند.

                                                 
1. Hexahistidine 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           014

 

 لیم نیبه رز یاختصتتاصتت ستتتیمهرف ز کی ( هدف از ستتتون.یهامولکول ) یشتتستتتشتتو -1
و  کندمیخود خارج  یرا از جا گاندیمتصتتل به ل یهاو مولکول شتتودمیمتصتتل  یبیترک

کاهش  ونیتاتبا استفاده از محلول گلو GST::EGFP الحاقی نیپروتئ .دهدیشتستتشو م
 شود.یاز ستون شسته مو  یابدمی

 

( C( هدف، )یهامولکول )( جذب Bنمونه، ) قی( تزرA: )یبیترک لیم یکروماتوگراف یمراحل اصل :2-11شال 
 هدف(. یهامولکول ) ی( شستشوDو ) هایناخالص یشستشو

 
 پیوند کوالانسیة دارای سته بخش ایجاد کنند کندمیرا ایجاد  میل ترکیبی رزین در ای کهماده
 )فضا دهنده( و لیگاند. 1اند از: ماترکیس، اسپیسرکه عبارت است

باید  از لحا  فیزیکی سیماتر کند.یدر ستتتتون عمل م گاندیل قیتهل یبرا یبانیپشتتتت سیماتر
 سیماتر نیترمتداول داشته باشد. ییو نسبت سطح به حجم بالا ابریب ییایمیوشیب  لحا، از ستخت
 شده است. لیآگارز کوچک و متقاطع تشک یکه از دانه ها بوده سفاروز یبانیپشت

 ندهفضادههدف  کند.یمتصتل م کسیرا به ماتر گاندیکه ل استت یکربن رهیزنج کی فضتادهنده
وتاه ک یلیاگر خ ای هوجود نداشتتت ایفضتتادهنده چیاگر ه مولکول مورد نظر استتت. به گاندیل تحویل
س از دستربه مولکول مورد نظر  وصل شدن یبرا استتو ممکن  فرو رفته سیدر ماتر گاندی، لباشتد

فهل و  قیممکن استتت از طر باشتتد، یطولان ازحدشیب فضتتادهندهاگر اندازه ، خارج شتتود. از ستتویی

                                                 
1. Spacer  
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تنها  لآدهیا ةفضادهند ةبزرگی انداز داشته باشد. لینامطلوب تما یهابه مولکول یزیگرآبانفهالات 
 یخنث ییایمیوشتتیکه از نظر ب استتتکوتاه  یااندازهبه  و را نشتتان دهد گاندیکه ل استتتای به اندازه
 شود.شناخته می «یبیترک لیم نیرز» عنوانبه ،نشان داده شده است 2-11آنچه در شکل  بماند.
 
 
 
 
 
 
 
 

 ییایمیشیوب ةفضادهند کیو  یبانیپشت سیماتر کی ،یاختصاص ستیز گاندیل کیاز  یبیترک لیم نیرز :7-11شال 
 شده است. لیتشک ابریب

 
 .شودیمخاص به مولکول مورد نظر متصل  طوربه ،یبیترک لیم نیرز یاختصتاص ستتیز گاندیل

 هاگاندیاز ل یمختلف یهااز کلاس توانمیشتتود،  ستتازیخاللکه قرار استتت  یبستتته به نوع مولکول
 حاوی ممکن استت گاندی، لیک آنزیم ستازیخاللدر صتورت نیاز به ، مثالعنوانبه استتفاده شتود.

، بادیییک آنت سازیخاللدر صورت نیاز به  .باشد یمیکوفاکتور آنز ای، بازدارنده )بستر( ستوبستترا
یک  سازیخاللدر صورت  استتفاده شود. گاندیل عنوانبه 1ریشتههم بادیممکن استت از یک آنتی

ستون  کی، مثالعنوانبه) باشند ملمک کینوکلئ دیاس یهایتوانند توالیم گاندهایلاسید،  نوکلئیک
oligodT ستازیخالل یبرا RNA یوتیوکاری رستانپیام (mRNA استتفاده )یهانیرز(. شودمی 

ا ب دهندهواکنش یهانیرز ییایمیش وصتل شتدن و از طریق شتگاهیتوان در آزمایرا م یبیترک لیم
از  .کرد دیاستفاده خواه تجاری یبیترک لیم سیشتما از ماتر ،شیآزما نی، اما در اایجاد کرد گاندیل

 دیکه استفاده خواه یاختصاص ستیز گاندیشده است، ل تگ GST میشما با آنز نیپروتئ آنجایی که
 است. ونیگلوتات م،یآنز ی )بستر(کرد، سوبسترا

 ستتون تیموضتوع ظرف ،ترکیبی لیم 3ستازیخالل نامهشتیوه کی یمورد هنگام طراح نیآخر
، در عمل اشاره دارد. وصل شدن یدر دسترس برا گاندیل یهاستون به تهداد مولکول تیظرف است.

 ،فمختل یگاندهایانواع ل است. سازیخالل فرآیند یمورد استفاده برا نیمربوط به مقدار رز امر نیا
                                                 
1. Cognate. antigen 

2. Purification. protocol 
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هدف  یهاهمه مولکول وصل شدن یبرا یکاف گاندیاگر ل خواهند داشت. یمتفاوت وصل شدن تیقابل
 .درونیم نیو از ب شوندمیشسته هدف در ستون  یهااز مولکول یدر نمونه وجود نداشته باشد، برخ

هدف در نمونه وجود  یهابا مولکول سهیدر مقا گاندیل وصل شدنمحل  یادیز، اگر تهداد از ستویی
ند ممکن استتت بتوان گاندیل یکمتر برا یبیترک لیبا م هدف ریغنمونه  یهاداشتتته باشتتد، مولکول

در  هدف ریغ یهامولکول نیاگر ا متصتتل شتتوند. یبیترک لیم نیهدف به رز یهاهمراه با مولکول
شتتو شسته وهدف در طول شتتستتت یهاشتو متصتل بمانند، همراه با مولکولوطول مراحل شتستت

 وصتتل شتتدن یهاتهداد محل نه،یدر حالت بهاین امر ستتبب کاهش خلوص خواهد شتتد.  .شتتوندیم
امر  نیه اب یابیدر عمل، دست .باشدهدف در نمونه  یهابرابر با تهداد مولکول باید طور دقیقبه گاندیل
 انیسطوح ب رایز ،دارد یتجرب یستازنهیبه به ازیموارد ن شتتریستتون در ب تیظرف استت. ممکنریغ

ایجاد  متفاوت یرشتتد طیتحت شتترا و مختلف یاز پروموترها که شتتده مختلف انیب یهانیپروتئ
به  ،داد دیجام خواهان ندهیهفته آ در که یصتتیتشتتخ SDS-PAGEفرآیند  متفاوت استتت. اند،شتتده

ل وشو خالمایع شست کهدرصورتی .دیکن لیو تحل هیخلوص نمونه خود را تجز کرده تاشتما کمک 
شتتما وشتتو از دستتت رفته استتت، مقدار زیادی از پروتئین هدف در واکنش شتتستتتنباشتتد و یا اگر 

 .دیده رییشوها تغوشدت شست ایستون  تیظرف میرا با تنظ سازیخالل نامهشیوه توانیدمی
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 الحاقی نیپروتئ سازیخالص یبرا ییایباکتر ونیسوسپانس رشد کشتالف. 
عت سا 2-1و به مدت  حیتلق YT/kan/IPTG ×3 طیمح از mL199 شبانه شما را در کشتی، مرب
 کند.یساعت انکوبه م 27℃ یدر دماو 
 
 IPTG تلقیح شده یهابرداشت کشتب. 

بزرگ که قادر به  وژیفیدو لوله ستتتانتر نیدر هر لوله( ب لیترمیلی 29-19خود را ) کشتتتت -1
قبرستتتان »توان در یرا م یکشتت اضتاف .دیکن میهستتند تقست g ×19999 یرویتحمل ن
 دور انداخت. «1ییایباکتر

 یروین در قهیدق 9با ستتترعت بالا به مدت  وژیفیستتتانتر کیها را با چرخاندن در یبتاکتر -3
 g ×19999 دیکن به حالت کلاف تبدیل 1℃ یدر دما و. 
 .دیزیها بریداخل قبرستان باکتر و کنیدخارج شفاف را  ییرو عیما -2

                                                 
1. Bacterial. graveyard 
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 mL حدود .دیمنتقل کن وژیفیستتانتر کرویم ویال کیبه  ریرا با استتتفاده از روش ز کلافدو  -1
 ونیستوستتپانستت نیا .دیاضتتافه کن یباکتر کلاف کی( را به LB ای) YT×3 طیاز مح 79/9

اکنون را تهلیق کنید.  هاآن دوباره پتایپت کردندوم منتقتل و بتا  کلتافرا بته  یستتتلول
 .دیمنتقل کن mL 9/1 وژیفیرسانت کرویم ویال کیرا به  ونیسوسپانس

 قهیدق 3و به مدت  کنیدآب( متهادل  ی)حاو گرید ویال یک را با یباکتر یحاو ویتالوزن  -9
 حالت کلاف تبدیل به هایتا باکتر دهیدقرار  rpm 12999با سرعت  وژیفیکروستانتریدر م
 یا رور یباکتر یحاو ویال .دیرج کنخا کردن پتایپ ای هیرا با تخل ییشفاف رو عیما شوند.

 خارج شود. ماندهیباق عیتا ما زمان دهید قهیدق 3و حدود  کنیدمهکوس  یحوله کاغذ کی
 

 ییایباکتر یهاسلولشاستن 
اند که عبارت است شده فیصهموژن خام تو یسازو آماده هاسلولشتکستن  یدو روش مختلف برا

از  یکی تنها (.B-PERبا مهرف  )درمان ییایمیذوب( و روش ش -)صوت و انجماد  یکیزیروش فاز: 
 .دیها را انتخاب کنروش نیا
 
 (یایزی)روش ف ذوب -و انجماد  فراصو  - الف نهیگز

از  mM3 به همراه( بستتتیار ستتترد )PBS) 1×از بافر نمکی فستتتفات  mL 79/9مقتدار  -1
Pefablocکس ها، ورتمنظور تهلیق کلاف، یک مهار کننده پروتئاز( را کلاف اضافه کنید. به

 کنید.
ورتکس  .دی( اضتتتافه کنμg/mL 399 یی)غلظت نها mg/mL 19 میزوزیل μL 19مقدار  -3

 .دی( انکوبه کنH2Oمرطوب ) خی یرو قهیدق 19و به مدت  کنید
 تا منجمد شود. بدهید( قرار 2COخشک ) خیبستر  کی یرا رو وژیفیسانترکرویم ویال -2
ذوب شتتدن نمونه، دوباره  محضبه .دیرا با گرم کردن آن در کف دستتت خود ذوب کن ویال -1

 .دیکن زیخشک فر خی یآن را رو
مرطوب  خی یرو عیذوب و به شکل ما ،داده شد حیتوضت 1 که در مرحله طورهمانرا  ویال -9

اختلال  و در نتیجه ایجاد الحاقی نیپروتئ یانجماد و ذوب به آزادستتتاز .دیتکن ینگهتدار
ه ستتتگا: قبل از فهال کردن داطیاحت کند.یکمک م یباکتر یستتلول وارهیدر د)شتتکستتت( 

 .دی، محافظ گوش قرار ده3در مرحله  کاتوریسون
به  فراصتتوت کرد. دی)پروب( استتتفاده خواه ورغوطهبا نوك  کاتوریشتتما از دستتتگاه ستتون -3

را با  محلول تهیوزسکیو و کندمیکمک  ییایباکتر یهااز سلول الحاقی نیپروتئ یآزادستاز
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توان  یحداکثر میتنظ کیتوجه: ممکن استتتت  دهد.یکاهش م یکروموزوم DNAبرش 
نخواهید کرد. تجاوز  میتنظ نیکه از ا دیمطمئن شتتو وجود داشتتته باشتتد. مورد نیا یبرا
بسته به دستگاه شرایط  رایز ،استت مشتخل نشتده نجایدر ا استتفاده از دستتگاه طیشترا
به علت وجود  شتتما ادیزاحتمالبه - خواهد بودمتفاوت  ،مورد استتتفاده مهین کاتوریستتون

را با آب دستتتتگاه نوك  در ابتدا، .کرد دیکم استتتتفاده خواه میاز تنظ مقادیر اندك نمونه،
نوك را در  .دیاستفاده کن آن کردنخشک یبرا میو از دستتمال مرطوب ک شتستتهمقطر 
 .کند دایتماس پ ویالنوك آن با دو طرف  دیاما اجازه نده د،یفرو کن یباکتر ویحا محلول
 خیرا داخل  ویالو  دهیدفراصتتتوت قرار  در مهرض هیبان 19ستتترد را به مدت  خیمحلول 
این عمل  یکوتاه زمانمدت یو مهم است که برا کنیدمحلول را گرم  فراصوت .دیبرگردان

 19هر پالس  نیو ب دهیدرا انجام  ونیکاستتیستتون لکیدر مجموع ستته ستترا انجام دهید. 
 خام است. هموژننشان دهنده  کسر نیا .دیبرگردان خیرا به  ویال ی،اهیبان

 
 (ییایمی)روش ش B-PER ،ییایباکتر نیپروتئ معرف استخراج - ب نهیگز

 یبه ازا .دیآماده کن mM3 ییبه غلظت نها Pefablocرا با افزودن  B-PERمهرف کامل  -1
 کردن پتایبا پ دوبارهرا  کلافو  کنیداضافه  B-PERمهرف  mL 9 ،یسلول کلافهر گرم 
 حلول همگن شود.تا م کنیدمهلق 

مخلوط  نیا .دیانکوبه کن میبا تکان دادن ملا قهیدق 19اتتاق بته مدت  یمحلول را در دمتا -3
 هموژن خام است. ةنشان دهند

 

 حذف مواد نامحلول از هموژن خام . 
 کیدر  ای و دارخچالی وژیفیکروستتانتریم کیدر  rpm 12999هموژن خام را با ستتترعت  -1

داری شتتده استتت دقیقه نگه 19و به مدت ( 1℃جهبه ستترد ) که در وژیفیکروستتانتریم
 برود. نینامحلول از ب موادتا سانتریفوژ کنید 

 rpm 12999و با سرعت  نیدکتازه منتقل  وژیفیسانترکرویم ویال کیرا به  ییرو عیتمام ما -3
 3به مدت و ( 1℃در جهبه ستترد ) موجود وژیفیستتانترکرویم ای خچالی وژیفیدر ستتانتر

 لیستتتون م یروشتتده  یبارگذارکه نمونه  اطمینان از این امر .دیکن وژیفیستتانتر قهیدق
 کلاف در نامحلول ، بستتیار حائز اهمیت استتت. موادباشتتد نامحلولاز ذرات  یعار ی،بیترک
ترکیبی، سبب کاهش جریان در ستون  لیستون م در صتورت بارگذاری شدت در یستلول

 شود.یم دهینام یسلول هضمعنوان  تحت شده تمیزهموژن خام  نیاخواهد شد. 
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 قیرق .دیاضتتافه کن mL 2 PBSمنتقل و  mL 19 یمخروط ویال کیرا به  یستتلول هضتتم -2
نمونه به ستتتون را افزایش  وصتتل شتتدن بازدهی ،از افزودن به ستتتون پیشکردن نمونه 

 دهد.می
 خود یشگاهیآزما ادداشتیشدن( را در دفترچه  قی)پس از رق یسلول عصتاره یبیحجم تقر -1

 .دیکن ادداشتی
مقدار  .دیبردار SDS-PAGEتوسط  لیو تحل هیتجز یرا برا یسلول عصارهاز  μL 99مقدار  -9

 یو در دما دبزنیرا برچسب  ویال ،کنیدرا به نمونه اضافه  SDS-PAGEاز نمونه  یمناسب
 .دیکن ینگهدار -39℃

3- μL 199 کی( را به نیپروتئ ای فلورسانس لیو تحل هیتجز ی)برا یستلول عصتارهاز  یاضتاف 
 .دیکن ینگهدار -39℃ یبرچسب دار منتقل و در دما وژیفیکروسانتریم ویال

 
 یبیترک لیم یبا کروماتوگراف نیپروتئ سازیخالصج. 
 شوند. ترازاتاق  یاز استفاده در دما پیش دیو بافرها با یبیترک لیم نیرز

ا قرار شتتم اری( را در اختیبیترک لیم نی)رز ستتفاروز ونیگلوتات نیاز رز ترکیبیشتتما  یمرب -1
نشتین شتده را در اختیار داشته های تهاز دانه mL 79/9شتما باید حجم تقریبی  دهد.یم

 ها شکننده هستند.دانهتوجه: باشد. 
ستون  .دیون وصل کنست نییرا به پا بندی کنید. شیر توقفسترهمرا  یستتون کروماتوگراف -3

 یاریبس ،شیر در اختیار شما نیست )اگر .دینصب کن ایحلقه هیپا یشده را رو بندیسرهم
 ستون نییرا به پا هاآن توانیکه م است گیرهاییسوراخ یدارا مصرف بارکی یهااز ستون

 .ستون متوقف کند( قیرا از طر عیما انیوصل کرد تا جر
 یآرامبها ت کنیدرا برعکس  سفاروز ونیگلوتات نیرز بسته است.توقف  شیرکه  دیمطمئن شو -2

 .دیرا به ستتتون اضتتافه کن یبیترک لیم نیرز حاوی مواد کنواختی مخلوط مخلوط شتتود.
طح س کهیهنگام چکه کند.باله محفظه زبافر داخل  دیتا اجازه ده نیدکتوقف را باز  چهیدر

 دیشو مطمئن نیهمچن .دیرا ببند شیرقرار گرفت،  یبیترک لیم نیبافر درستت بالاتر از رز
در صورت وجود این امر، شاید نیاز باشد که شیر را تهویض  ندارد. یکه ستتون شتما نشتت

 کنید.
 یتا بالا عیسطح ما دی، اجازه دهرشی داشتننگهبا باز  .دییبشتو PBS از mL 9ستتون را با  -1

 .دیتوقف را ببند شیر .دیایب نییپا نیبستر رز
 ویال کیرا در  محلول خارج شده .دیرا باز کن چهیخود را به ستون اضافه و در یسلول هضم -9

 یسطح بافر درست بالا کهیهنگام .دیکن یآورجمع «FT»با برچسب و  mL 19 یمخروط
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به  Escherichia coli یهانیپروتئ بیشتر .دیرا ببند لهیشده قرار گرفت، م نشینته نیرز
 شوند.یم افتی محلول خروجیدر  نیبنابرا ،شوندیمتصل نم ونیگلوتات یبیترک لیم نیرز

لول با جریان محبه  گاندیبه ل وژنیف نیپروتئ وصتتل شتتدن ،یبیترک لیم یدر کروماتوگراف
 ،یگرانش انیعبور از ستون توسط جر یاجازه دادن به نمونه برادارد.  ازینسترعت آهستته 

وصل  ییتر، کاراعیستر یدادن نمونه داخل ستتون با سترعت قرار کند.یامر را محقق م نیا
 لیم یهانیاز رز یخاصتتت یهافرمول د.دهیرا کاهش م گاندیمولکول هدف به ل شتتتدن
 ای و 1ستتریع پروتئین مایع یکروماتوگراف همانندبا فشتتار بالا،  ستتازیخاللی برا یبیترک

 است. ازی( مورد نHPLC) 3بالا عملکردبا  عیما یکروماتوگراف
 mL 19 ویالرا در همان  و ستتتپس آن کنیدبه ستتتتون اعمال  دوبارهرا  محلول خروجی -3

 دادن عبورداری کنید. خروج محلول، آن را روی یخ نگته پتایتانپس از  .دیتکن یآورجمع
متصل شده  GST:: EGFP الحاقی نیبار دوم، مقدار پروتئ یستون برا ینمونه خود از رو

 کند.پیدا می شیشما افزا یبازده نیابرابن دهد،می شیافزا را یبیترک لیم نیرز به
 .دیبردار SDS-PAGEتوستتتط  لیو تحل هیتجز یرا برا محلول خروجیاز  μL 99مقدار  -7

برچستب دار اضافه  ویال کیدر  و را به نمونه SDS-PAGEاز بافر نمونه  یمقدار مناستب
 .دیکن ینگهدار -39℃ یو در دما کنید

7- μL 199 کی( به نیپروتئ ای فلورسانس تجزیه و تحلیل ی)برا محلول خروجی رااز  یاضتاف 
 .دیکن ینگهدار -39℃ یبرچسب دار منتقل و در دما وژیفیکروسانتریم ویال

5- mL9 از PBS  یآوررا جمع های خروجیمحلول و دیرا باز کن شتتیر ورا به ستتتون اضتتافه 
 -39℃ یو در دما بریزید W1-W5با برچستتتب  ها وویالدر را  هرکداماز  mL1 ،نیدک

را  یرش، قرار گرفتشده  نشینته یهادانه یسطح بافر درست بالا کهیهنگام .دیمنجمد کن
 ماندهیستون، باق یحجم خال لیشتما در واقع به دلوشتو، شتستت در اولین مرحله .دیببند

محبوس شتتتده در  عیبه حجم ما یحجم خال کرد. دیتخواه یآوررا جمع محلول خروجی
 نیاول ن،یبنابرا  شودیم یگزینجا ،به ستون شتریب عیکه با اضافه شدن ما دارداشاره  هادانه

در  .بودکل خواهد  نیپروتئی از مقدار قابل توجه حاوی شما یشووشتست مرحله )بخش(
را در اختیار کل  نیپروتئ مقادیر کمتری از بساچه ،شتووشتستت هایمراحل و بخش بقیه

محلول در  اندکی GST::EGFP الحاقی نیکه پروتئ دیباشتت دواریام باید .خواهید داشتتت
 ود.به ستون متصل ش دیمرحله با نیدر اپروتئین  رایز د،یشو داشته باشوشست ای خروجی

                                                 
1. Fast. liquid. protein. chromatography 

2. High. performance. liquid. chromatography. (HPLC) 
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 .دیرا حذف کن GST ریغ نیپروتئ هرگونهتا  دییبشتتو دیگر PBS از mL 9ستتتون را با  -19
به دو  آن را و کنید یآورجمع( را μL 399 نزدیک بهشو )وشتستت نیا یاز انتها یمقدار
-SDS یبرا μL 99) دهید انتقال «شتستشو نیآخر»با برچستب  وژیفیستانترکرویم ویال

PAGE  وμL 199 از  نانیاطم یبرا امر نیااز  (.نی/پروتئفلورسانس لیو تحل هیتجز یبرا
 کههنگامی شو استفاده خواهد شد.واز شست پیش ،از ستون GST::EGFP ییعدم جابجا

محلول  .دیرا ببند لهی، مقرار گرفتشتتده نشتتینته یهادانه یبالادر ستتطح بافر درستتت 
 .دیزیدور بررا شده(  رهی)به جز مقدار ذخ mL 9 یشووشست مرحله نیاز ا خروجی

-E1عنوان  تحتها( را ندهیشده )شوشسته یهانمونه یبرا وژیفیستانترکرویم ویالشتش  -11

E6 دیکن یگذاربرچسب. 
به  را (افتهیکاهش گلوتاتیون PBS  +mM19) GST یبافر شتتستتتشتتواز  mL 2مقدار  -13

آوری خود را جمع ةاز هر لوله برچستتب خورد mL9/9 مقدار تقریبی .دیستتتون اضتتافه کن
 لحاقیا نیکه پروتئ استتتدر بافر شتتستتتشتتو  یعامل رقابت ،افتهیکاهش ونیگلوتاتکنید. 

GST::EGFP کند.یم جایگزین یبیترک لیشما را از ستون م 
 حتم به .دیبا نور کم قرار ده یدر اتاقو  UV ناتوریلمیترانسگاه در دستترا های خود ویال -12

را  استسبز  فلورسانس یکه دارا ویالی .دیاستفاده کن UV در برابر نوراز محافظ صتورت 
 .دیکن ببتخود  ادداشتیدر دفترچه 

 لیو تحل هیتجز ی( را براشویششتستتشتو،  ،یعبور انیخود )هموژن خام، جر یهانمونه -11
 .دیکن ینگهدار -39℃ یدر دما شتریب
 - جلسه دوازدهم کلاس آزمایشگاه به ،داشتتیددر زمان: اگر امروز وقت  ییجوصترفه برای نکته

 SDS-PAGE ژل یها را روکدام نمونه دینیتا بب کنیدرجوع  ستتازیخالل یهاجز لیو تحل هیتجز
جداگانه،  یهاویاللازم در  یهابه نمونه SDS-PAGEبا افزودن بافر نمونه خواهید کرد.  یبارگذار
 .دیآماده کن ندهیهفته آ در ژل تجزیه و تحلیل یخود را برا یهانمونه
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 ایمباحثه هایپرسش
 پدهدروی می یچه اتفاق یا خیلی کم باشد، ادیز یلیخ ستون تیاگر ظرف -1
 ونیگلوتات نیرز یتصتتادف طوربه د،یها را به ستتتون اضتتافه کندانه دیخواهیم کهیهنگام -3

از  !ودشمین افتی کجا چیدر ه یسفاروز اضاف ونیگلوتات نیمتسستفانه رز .دیزیریم ستفاروز
 ستتتازیخالل منظورتوانید بهمی یبیترک لیم یکروماتوگراف یبرا یگرید یهاچته روش

 دپیخود استفاده کن الحاقی نیپروتئ
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه دوازدهم
 سازیخالصجزهای  لیتحل و هیتجز
 
 میسولفات سد لیدودس دیآملیآکریپل ژل خود را با الکتروفورز سازیخاللجزهای هفته شما  نیا
(SDS-PAGEتجز )الحاقی نیکرد و مقدار پروتئ دیخواه لیو تحل هی GST::EGFP  خالل شتتده

تفاده اس یمثبت خود را برا یهااز کلون یکیتازه از  پلیت مضاعف کی نیهمچن  دیکنیم نییرا ته
 ساخت. دیخواه ندهیدر هفته آ
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  الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه دوازدهم
 سازیخالصجزهای  لیو تحل هیتجز
 

و  کنیدمی لیو تحل هیتجز SDS-PAGEخود را با استتتفاده از  ستتازیخاللجزهای امروز  هدف:
ستتنجش  ای را با استتتفاده از فلورستتانس شتتده ستتازیخالل GST:: EGFP الحاقی نیمقدار پروتئ

 جزهایکه خلوص  دهدمیبه شتتما امکان را  نیا PAGE-SDS .کنیدمی نییته 1برادفورد نیپروتئ
 مراحل یدر ط بینوترک الحاقی نیپروتئ ایتکته آ دیتکن نییو ته بزنیتد نیشتتتده را تخمشتتتویش
ه شما بامکان را  نیابرادفورد  ایفلورسانس  نیسنجش پروتئ پریخ ایرفته است  نیشو از بوشتستت

. )نکته مهم: در دیکن نییرا ته GST::EGFP الحاقی نیپروتئ ستتازیخالل بازدهیکه  خواهد داد
استفاده شده  2و شویش 3وشوآزمایشتگاهی مختلف در این کتاب، از دو واژه شست هایتمرینطول 
که  شودمیاستفاده  1وشوتوشو از بافر شس. در طی واکنش شستتفاوت دارندکه اندکی باهم است 

ار به ک سازیخالل های غیر اختصاصی در طول فرآیندپروتئین وصل شدنبرای به حداقل رساندن 
هدف  یهامولکولوشو که برای شست شودمیاستفاده  9اما در فرآیند شویش، از بافر شویش رود،می

 م(.-گیردو اختصاصی مورد استفاده قرار می
 
 مقدمه -1

 ،شده ستازیخالل GST::EGFP الحاقی نیپروتئ تیکم نییته یشتگاهیجلسته آزما نیهدف از ا
 لیم حاصل شده از یهاجز نیشما همچن. استحاصل از شویش  یهاخلوص نمونه نییته نیهمچن
شو وشست ایمتصل  ریغ یهاجزشما در  الحاقی نیپروتئ ایآ دینیبب کرد تا دیخواه یبررس را یبیترک

 پس از SDS-PAGE: خواهید کرداستفاده  از دو روش مکمل هاشیآزما نیادر  .ریخ ایوجود دارد 
 برادفورد. نیپروتئ لیتشخ ای کل و فلورسانس نیپروتئ یزیآمرنگ

 شده ترادیسی یهاهضم یرو را SDS-PAGE، شما 19و  5های : جلستهشتگاهیآزمااس کلدر 
 نیپروتئ تسییدمنظور و به کنیدمنتقل  یتروسلولزین یها را به غشانیسپس پروتئ و دهیدخود انجام 

 ایدر آن مورد خاص، ما نگران وجود . کنیداستفاده  GFPضتد  یبادیآنت از ،GST::EGFP الحاقی
کتته  میکن تتتسییتتد میخواستتتتیمتتا فقط م .میدر نمونتته نبود گری( دی)هتتا نیعتتدم وجود پروتئ

GST::EGFP انجام هدف از .یا خیر شتده استت انیب SDS-PAGE ی،شگاهیجلسته آزما نیدر ا 
                                                 
1. Bradford. protein. assay 

2. Wash.  

3. Elute.  

4. Wash. Buffer 

5. Elution. Buffer 
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 کهنیا نییته همچنین استت،الحاقی  نیپروتئ یحاو ستازیخاللجز استت که کدام  امر نیا نییته
ما از رپ یخ ایشتتتده استتتت  شتتتویش یهاجزآلوده کننده در  یهانیفاقد پروتئ الحاقی نیپروتئ ایآ

شو و وشست یهاجز موجود در یهانیتمام پروتئ میخواهیم رایز ،کرد میاستتفاده نخواه بادیآنتی
 یدیکلوئدای کی، GelCode Blueهدف، ما از مهرف  نیبه ا دنیرس یبرا .میکن بررسیرا  شویش

250-G یک رنگ دای در بررسی 1کوماستیبر  یمبتن( هایPAGE-SDS-)که  کنیممیاستفاده  م
از  ،یسلول یهانی( شامل تمام پروتئCL) 3یسلول عصاره شتود.یمتصتل م ژل یهانیبه تمام پروتئ
تمام  یشوها حاووو شتستت (FT) 2محلول خروجی آل،دهیدر حالت ا استت. الحاقی نیجمله پروتئ

 ند.ااقیالح نیپروتئ یحاو تنها جزهای شویشو  هستندالحاقی  نیپروتئ جزبه یستلول یهانیپروتئ
 لیم نیرز حاوی که ستتتون دهدیشتتستتتشتتو نشتتان م ای و/ FT یهاجزدر  الحاقی نیوجود پروتئ

 است. زیاد اریبس نیبه رز الحاقی نیپروتئ وصتل شدن یبرا انیسترعت جر ای و استتمی ک یبیترک
 یشو: شستدلایل زیر باشد وجود از یتواند ناشیم شویش یهاجزدر  یاضاف ینیپروتئ یوجود باندها
ی بیترک لیم نیبه رز هانیپروتئ یراختصاصیغ وصل شدن  الحاقی نیپروتئ زیپروتئول  ناقل ستتون

 .مرتبط استالحاقی  نیبا پروتئکه  Escherichia coli یدرون یهانیمشترك پروتئ سازیخالل ای
استتتفاده  زیر از دو روش یکیاز  شتده ستازیخالل GST::EGFP نیپروتئ تیکم نییته یبرا

 دو روش مکمل نیا برادفورد. نیپروتئ تجزیه و تحلیل ایت فلورستتتانس یریگ: انتدازهخواهیتد کرد
و  هیتجز .دیکن نییرا ته شده سازیخالل الحاقی نیدهند مقدار پروتئیبه شما امکان م وند گریکدی

 ،کندمیبرآورد را  GST:: EGFP الحاقی نیحضتتور پروتئ اختصتتاصتتی طوربهفلورستتانس  لیتحل
را  نیهنمونه م کیموجود در  یهانیتمام پروتئ ، کمیتبرادفورد نیپروتئ تجزیه و تحلیل کهدرحالی
 کند.یمبرآورد 
 
 ط فلورسانستوس نیپروتئ تیکم نییالف. تع

 فلورسانس یکراست دیتوانیشده، م ستازیخالل GST::EGFP الحاقی نیمقدار پروتئ نییته یبرا
EGFP و هیبا تجز ن،یعلاوه بر ا .دیکن یریگاندازه سازیخالل یدر ط حاصل شده یهارا در نمونه 

 دیکن نییته یکم طوربه دیتوانیشو، موو شست FT یهنی ها،جز ریمقدار فلورستانس در ستا لیلتح
که  گونههمان .دیااز دستتت داده ستتازیخالل نامهشتتیوهخود را در طول  هیکه چه مقدار از مواد اول

نور  مهین، یهاموجطولتوسط نور در  نبرانگیخته شدپس از  EGFP نیبحث شد، پروتئ نیازاشیپ
صتتتورت بهینه )نور آبی(، به nm 177 موجطولاین پروتئین در  .کنتدیمرا ستتتاطع فلورستتتانس 

                                                 
1. Coomassie-based. dye 

2. Cell. lysate. (CL) 

3. Flow. -through. (FT) 
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های ها و بخش)مربوط به نور ستتتبز(، کلنی nm 997 موجطولشتتتود. از ستتتویی در برانگیخته می
 یهانمونهدر  EGFPفلورستتانس  تیکم نییته یبراکند. نمایان می را به رنگ ستتبز ستتازیخالل
 نیپروتئ با توجه به این امر که .دیاستتتفاده کن 1خوان فلورستتانستیکروپلیم کیاز  توانیدمیخود، 
 باشد. مشابه EGFPبا خواص  دیبا آن است، خواص فلورسنت GST:: EGFPشما در واقع  الحاقی
اجازه عبور  یمشتتتخصتتت موجطولکه تنها به نور با  استتتت ییلترهایمجهز به ف ،خوانتیکروپلیم
بدان  نیا استتت. 39/179 3گذرمیان لتریف کی شتتما، برانگیختگی لتریشتتما، ف شیزمادر آ دهد.یم

های موج بقیه و کندمیعبور  لترینانومتر از ف 999تا  139 نیب هایموجطولدر  استتت که نور یمهن
شود. می استفادهمونه شتما موجود در ن EGFP برانگیختگی ینور برا نیا شتوند.یمستدود م نوری

 لتریاز ف ،توسط دستگاه لیاز تشخ پیشو نور ساطع شده  شده فلورسانس EGFP ک،یپس از تحر
 997 هایموجطولبا  که به نور است 39/937 گذرمیان لتریف کیانتشار  لتریف کند.یعبور م 2انتشار
از  ینور ناش ،قابل استناج است لترهایف ستهیکه از مقانه گوهمان دهد.ینانومتر اجازه عبور م 917تا 

ه نور ک کردحاصتتل  نانیاطم توانمی جهیدر نت  شتتودیم غربالانتشتتار  لتریتوستتط ف برانگیختگی
 با فلورسانس نمونه شما مطابقت دارد. اختصاصی طوربه ،خوانپلیتتوسط  شدهییشناسا

 تیمک نییته ی)مانند سنجش برادفورد(، برا نیاستتاندارد ستنجش پروتئ هایروش گریمشتابه د
 نتفلورستت نیپروتئ از شتتدهحاصتتل ریبا استتتفاده از مقاد را استتتاندارد یمنحن کی، ابتدا فلورستانس

با  هسیبا مقا ،خته شماناشنا یهاسپس مقدار فلورسانس در نمونه .دیکنیم جادیا ،EGFP ب،ینوترک
 یافلورسانس، به ج تیکم نییهنگام ته د،یبه خاطر داشتته باش شتود.یم نییاستتاندارد ته یمنحن
خود را  یهتتادر نمونتته GST::EGFP الحتتاقی نیکتتل، فقط مقتتدار پروتئ نیپروتئ یریگانتتدازه
 میزانهم ، SDS-PAGE حاصل شده از جینتا و فلورسانس یهاداده بیبا ترک .دیکنیم یریگاندازه

 کرد. دیخواه نییرا ته GST::EGFP الحاقی نیپروتئ یخود و هم بازده هاینمونه یخلوص نسب
 
 برادفورد روشبا استفاده از  نیپروتئ تیکم نییب. تع

ان خوجای روش پلیتعنوان یک روش جایگزین بهت برادفورد، بهاستتتتفاده از ستتتنجش تهیین کمی
 یمسنجش کمورد استفاده واقع شود. تواند می، است متیقگران به نسبتکه یک روش  فلورسانس

ظت غل ی تهیینبرا روش چند کند.یم یریگنمونته اندازه کیترا در  نیمقتدار کتل پروتئ ن،یپروتئ
 کیمقدار  ستتتهیمقا ةدر نتیج نیها، غلظت پروتئستتنجش نیاز ا کیهر  یبرا ارد.وجود د نیپروتئ

شناخته شده  یهااز غلظت یسر کیشتده با ستنجش  جادیاستتاندارد ا ینمونه ناشتناخته با منحن

                                                 
1. Fluorescence. Microplate. reader 

2. Bandpass. filter 

3. Emission. filter 



 067                                                          یاز باکتر بینوترک یهانیپروتئ صیو تخل صیتشخ ان،یببخش سوم: 

 

( BSA) یستتترم گاو نیآلبوم ای( BGG)  1یگاو نیگاما گلوبول ،همانندمرجع  هتاینیپروتئبرای 
 دیاستتت ستتتنجشمورد استتتتفاده، ستتتنجش برادفورد و  یهاروش نیترجیرا .شتتتودیزده م نیتخم
 .های مختل به خود را داردو مزیت بیمهاها، از این روش هرکدامکه  است( BCA) 3کینکونیسیب

وش در این ر کرد. میاستفاده خواه نیغلظت پروتئ نییته یاست که برا یستنجش برادفورد روش
 یهاماندهیباقبه  بیشتتتراستتتفاده خواهد شتتد که  کوماستتیبر  یمبتن G-250 یدیکلوئ دای کیاز 

قرمز  رنگ به یبر کوماس یمبتن یهارنگشود. ویژه آرژنین( متصل میهای آروماتیک )بهآمینهاسید
 ی موجودهانیه پروتئب وصل شدن، اما پس از دیده شده( nm 139)حداکثر جذب  یابه قهوه لیما

تفاوت جذب نوری بین  بیشتتترین (.nm 319شتتوند )حداکثر جذب یم یآب ،یدیاستت یهاطیدر مح
توان و در این حالت می دهدیمرخ  nm 959 موجطولهای آزاد و متصتتل به رنگ دای در پروتئین

 نیئغلظت پروت سنجش قادر است نیارنگ دای را مورد بررسی قرار داد.  –ترکیب پیچیده پروتئین 
است که  نیا در روش نیا بیع کند. سازییو کمّ دهد لیتشتخ μg/mL 1-1999را در محدوده 

ا با خود ر یهااگر سلول ناستازگار استت. ،جیرا ینیپروتئ یاز بافرها یو برخ ندهیمواد شتو بیشتتربا 
موجود در آن مهرف  ندهیشتتو د،یکرده باشتت ضتتمه( B-PER)با مهرف  ییایمیاستتتفاده از روش شتت

از  پیش، نمونه با این حال  کند جادی، تداخل اCLدر نمونه  ژهیوبهتواند با روش برادفورد شتتما، یم
ه دوبار ستتتنجش،در  تجزیه و تحلیلاز  پیشو  شتتتودمی قیرق PBSبا  یبیترک لیم یکروماتوگراف

در ستتنجش را  ندهیاز تداخل مواد شتتو یمشتتکلات ناشتت ،یستتازقیمراحل رق نیا خواهد شتتد. قیرق
 طور مهمولبههای پروتئینی، ها برای استتتفاده در ستتنجشقابلیت ستتازگاری مهرف .دهدیکاهش م
 .شودمیسازنده ارائه شرکت توسط 

با این   ستتازگار استتت مختلف یو بافرها ندهیرا دارد که با مواد شتتو تیمز نیا BCAستتنجش 
 نیه پروتئدر نمون نیروزیت ماندهیو باق نیستئیس ن،یروزیبرهمکنش با ت مبنایسنجش بر  نی، احال
 هانیپروتئ ی ازمخلوط با نمونه کی یبرا روش نیا برهمکنش را دارد. نیتریقو نیروزیتبا که  است
سه مانده یباق مقدار که ینینمونه پروتئ ساز باشد.مشکل تواندمیها نیپروتئی تکاست، اما برا دیمف

 ینییپا یمصنوع ( کمتر از حد متوسط باشد، خوانشنیروزیت ژهی)به و آمینواستید ذکر شتده در آن
ش ، خوانحد متوستتط باشتتدبالاتر از  آن مانده ستته آمینواستتیدمقدار باقیکه  ینیو نمونه پروتئ دارد

 .شدصادق با زیسنجش برادفورد ن یتواند برایامر م از سویی، این .دهدیرا نشان م تریبالا یمصنوع
 ل،یدل نیبه هم دارد. نیاز یشتریب نهیآم یدهایبه اس ،BCAستنجش برادفورد نستبت به ستنجش 

 بیاگر ترک ویژهبه   شودینم پیشتنهادمنفرد  نیپروتئ کیغلظت  یریگاندازه یبرا BCAستنجش 
در  است. μg/mL 39-3999 تیحستاس ةمحدود یداراستنجش  نیا مشتخل نباشتد. نهیدآمیاست

                                                 
1. Bovine. gamma. globulin. (BGG) 

2. Bicinchoninic. acid. (BCA) 
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 ونِیبه شتتتدت با گلوتات رایز  ردیتوانتد مورد استتتتفتاده قرار گینم BCAمتا، ستتتنجش  شیآزمتا
و  نیتئستتیمتشتتکل از گلوتامات، ستت دیپپتیتر کی ونیگلوتات دهد.یواکنش نشتتان م ،افتهیکاهش

روش  ل،یدل نیبه هم دهد.یشدت واکنش نشان مبه BCAدر سنجش  نیئستیکه س است نیسیگل
 .است شیآزما این در نیغلظت پروتئ نییته یانتخاب برا نیبرادفورد بهتر

 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 نی( پروتئSDS-PAGE) میسکولفا  سد لیدودسک دیآملیآکریپل ژل الاتروفورز الف.
 شده سازیخالص الحاقی
استتتفاده  رنگبدون  TGX یدآم لیآکر یپل یهادر زمان: توجه: اگر از ژل جوییصتترفه برای نکته
 یهاباند یبه ستتتادگ .دیکن یپوشتتتچشتتتم GelCode Blueبا  یزیآماز رنگ دیتوانیم د،یکنیم

 .دیکن مشاهده ،سازنده شترکت نامهشتیوهمطابق و  UVدر مهرض نور  را با قرار دادن ژل ینیپروتئ
 .دیادامه ده جینتا لیو تحل هیو به تجز کنید رهیاز ژل را ذخ یریتصو
خود را با  یهااز نمونه کیاز هر  μL 29 .دیکن خارج -39℃ زریهفته گذشته را از فر یهانمونه -1

فهرستتت شتتده در  یهااز نمونه کیبه هر  SDS-PAGEبافر نمونه  ی ازافزودن مقدار مناستتب
 را به آن SDS-PAGEبه افزودن بافر نمونه  یازین ،وزن ینشانگر مولکول .دیآماده کنزیر جدول 
ود خ یبا مرب بهتر است د،یشد متوجه فلورسانس شویش ایشتو واگر در هر نمونه شتستت ندارد.

هدف از این  .دیخود قرار ده ژل یها را روآن نمونه دیممکن استتت بخواه رایز د،یکن مشتتورت
مفید واقع  ستتازیخالل لیل فرآیندهایی استتت که برای تجزیه و تحنمونه امر، بارگذاری ژل با

 شود.
 

ک هچا
19 
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5 
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7 

چاهک 
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 چاهک
 3 

 چاهک 
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 چاهک
 1 

چاهک 
2 

چاهک 
3 

چاهک 
1 

شویش 
9 

شویش 
1 

شویش 
2 

شویش 
3 

آخرین 
 وشوشست

وشو شست
1 

وشو شست
2 

محلول 
 خروجی

 عصاره
 سلولی

نشانگر 
لکولی مو

 وزن
نشتتتانگر وزن  جزبهها )مخلوط شتتتدند، نمونه SDS-PAGEها با بافر نمونه نمونه کهیهنگتام -3

اگر رار دهید. بالاتر ق ای 59℃ یدما مهرض در قهیدق 19به مدت  از بارگذاری پیش ( رایمولکول
 کرویم ویالدرپوش  یهااز قفل یدتوانیم گرم شتتتدن باز شتتتد، هنگامشتتتما  یهتاویتالدرب 
 د.نیاستفاده ک وژیفیسانتر
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تا محتویات مایع را به پایین هر لوله هدایت  دهیددر میکروستانتریفوژ یک استپین سریع انجام  -2
 کنید.

از نشتتانگر  μL 9شتتود( را با هر درصتتدی که توستتط مربی شتتما ارائه می)درصتتد  13 آگارز ژل -1
ها چاهکدر  ،از هر مخلوط نمونه μL39و ( Bio-Rad Kaleidoscopeنشتتانگر مولکولی وزن )
 بارگذاری کنید.

ژل برستتد  یبه انتها دای رنگ امیقدّتا قستمت  کنیدولت( اجرا  199-119را با ولتاژ بابت ) ژل -9
 اده شد(.د حیتوضب -: جلسه نهمشگاهیآزما کلاسکه در  گونه)همان

 .وارد شوید( نیپروتئ یکم یهاشی)آزما Bدر حال اجرا است، به قسمت  ژل کهدرحالی -3
 
 ژل آمیزیرنگ
 .دیاز دستکش استفاده کن : هنگام کار با ژلهشدار
 .دینکن لهژل را  دیشمراقب با .دیخود را از دستگاه خارج کن را خاموش و ژل هیمنبع تغذ -1
 صفحه بچسبد. کیبه  دیبا ژل .دیاز هم جدا کن یآرامبهرا  کیدو تکه پلاست -3
 یآن را رو کهدرحالی رو به بالا باشد. که طرف ژل ریددانگه  یرا در دست خود طور صفحه -2

ل ژ ریآبپاش( را ز یبطرآب مقطر )از  مستقیم از انیجر کی ،قرار دادید آمیزیرنگ ینیس
 ظرف کیتا ژل در  دیصفحه را کج کنژل از حالت چسبندگی خارج شود. تا  دیکن تیهدا
 .زدیبر یمربه دیشپتری

 یآبکش میبا تکان دادن ملاو  dH2O( با قهیدق 9 بارو سه بار )هر  دهیدرا در ظرف قرار  ژل -1
 .دیتکه چسب برچسب بزن کیرا با  ینیس .دیکن

 صورت ملایم مهکوس و میکس کنید.از استفاده به پیشرا  GelCode Blueمهرف  -9
را بپوشتتتاند، اما  که ژل مقداریبه ) کنیداز مهرف رنگ را اضتتتافه  mL 39مقدار تقریبی  -3

دت به م تالیاورب کسریم ای کریشت کی یرو آرامیبهو ظرف را ( !دیرا با آن پر نکن ینیست
 .کنید شیکساعت  کی
قرار  ژل یرو در طول شبتوان یرا م GelCode Blueدر زمان:  جوییصترفه برای نکته      

در نتیجه و ژل را  ریختدور را  رنگتوان یروز بهتد، ماین امر مقتدور بتاشتتتد(. اگر ) داد
 کرد. ییزدارنگ dH2O وشو باشست

 تیحساس مرحله نیا .دیادامه ده شیک کردنو به  کنید نیگزیجا dH2Oرا با  رنگمهرف  -7
 دهند.یخود ادامه م توستتههبه  ،فیضتته نیپروتئ یو باندها کندمیپیدا  شیافزا رنگبه 

را  لژ داشته باشد. ضیبه تهو ازیبار ن نیچند -نهیبه جینتاکستب  یبرا -آبممکن استت 
 .شبکیتا  قهیدق 19که لازم است در آب قرار داد:  یتوان تا زمانیم
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 ریاما تصو ست،ین یضرور GelCode Blueبا  زداییرنگدر زمان:  ییجوصرفه برای نکته      
ریق قرار توان از طزدایی میرنگ همچنین، در طول فرآیند دهد.یرا ارائه م یبهتر یینهتا

 زدایی سرعت بخشید.، به فرآیند رنگدیشپتریهای دادن چند دستمال کیم به لبه
 .دیکن لیو تحل هیرا تجز جیو نتا بگیریدخود عکس  از ژل -7
 

 نیپروتئ یب. سنجش کمّ
خود  ةشتتتد ستتتازیخالل یهاموجود در نمونه نیپروتئ تیکم نییته یرا برا روشدو  نیاز ا یکی

 :دیانتخاب کن
 سنجش برادفورد. ای فلورسانس 
 فلورسانس تجزیه و تحلیلبا استفاده از  نیپروتئ تیکم نییته 

 .دینجش را شروع کنس نیشما در حال اجرا است، ا SDS-PAGE کههنگامی
 ،دداده ش حیتوض شتریکه ب گونههماناستاندارد  یمنحن کی یرا برا بینوترک EGFP یهارقت -1

داده  PBSنوترکیب محلول در  mg/mL 1 EGFPاز  μL 3/2. به شتما یک ویال با دیآماده کن
نشتتتان  1-13ول که در جد طورهمان ویال ورا در ستتته  EGFP نیپروتئ یهارقتشتتتود. می
را به  دیجد ستترستتمپلر کی کنید،تنظیم میرا  هاهر بار که رقت .دیآماده کن ،استتت شتتدهداده
 .دیمخلوط کن یخوبرا به ویالهر  ،یسازقیرقپس از انجام  حتم به .دیکن متصل سمپلر

 
 ارداستاند یمنحن یبرا EGFP بینوترک هایرقت :1-12جدول 

 اختصار
 میاروپلیت

غلظت پروتئین 
(μg/mL) ویال رقت 

ST5 9 PBS μL 232.7( +mg/mL1 )μL 2.3 1 استوك 
ST2.5 9/3 PBS μL 179 +μL 179  3 1از ویال 
ST1 1 PBS μL 999 +μL 139  2 1از ویال 

ST0.5 9/9 PBS μL 179 +μL 179  1 2از ویال 
 
نشدن  قیرق .دیکن قیرق PBSرا با  هاآن ،وپلیتکریخود به صتفحه م یهااز افزودن نمونه پیش -3

و عدم  فلورسانسبالا رفتن بیش از حد ، باعث شویش یهاجزاز  یو برخ CL در ژهیوها، بهنمونه
را انجام خود، دو رقت مختلف  CL یبرا. شودمی خوانتیلکروپیدستگاه م تشتخیل آن توسط

 ر،گید یهانمونه یبرا .ردیگیاستاندارد قرار م یشما در منحن شکه خوان دیمطمئن شوتا  دهید



 070                                                          یاز باکتر بینوترک یهانیپروتئ صیو تخل صیتشخ ان،یببخش سوم: 

 

را  هارقت اتیجزئ 3-13جدول  کرد. دیخواه هیخود را ته یهااز نمونته یبرابر 19 یهتارقتت
 دهد.یم نشان

های استتتتاندارد )برای منحنی  PBS ،EGFPاز  μL 199، مقدار 2-13بتا توجته بته جتدول  -2
 ،جایگاهی 53میکروپلیت  صفحهبه یک خود را  سازیخاللهای ناشناخته از استاندارد( و نمونه

 در سه تکرار قرار دهید.
را  اهدستگشما  یمرب .دیکن یریگخوان اندازهتیکروپلیها با استفاده از مرا در چاهک فلورستانس -1

 ،تلفمخ یهاخوانتیکروپلیم نیب میتنظ نیا کند.یم میفلورستتانس تنظ صتتحیح شخوان یبرا
و  39/179 زیر استفاده کنید: فیلتر برانگیختگی یشما باید از فیلترها یطورکلبه متفاوت استت.
د باش یاگونهبه دیفلورسانس با تیدر صورت امکان، حساس ن،یعلاوه بر ا. 39/937فیلتر انتشتار 

 .رندیقرار گ اسیمق ییدر محدوده بالا ST5 یهاکه چاه
 

 هانمونه یبرا سازیرقیق روش :2-12جدول 
 سازیرقیق یبرا PBSحجم 

(μL) 
حجم نمونه 

(μL) 
اختصار 

 وپلیتمیار
 نمونه

712 29 CL10 برابر رقیق شدن( 19) سلولی عصاره 
748 13 CL30 برابر رقیق شدن( 29) سلولی عصاره 
712 29 FT محلول خروجی 
712 29 LW وشوآخرین شست 
712 29 E1  1شویش 
712 29 E2  3شویش 
712 29 E3  2شویش 
712 29 E4 1ویش ش 
712 29 E5  9شویش 
712 29 E6  3شویش 
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 در هر نمونه نیمحاسبه غلظت و مقدار پروتئ
مانند  یاانتهیتبرنتامته را کیتدر  خوانتیتکروپلیخود را از م یهتا: دادهنتهیزمپس قیتفر -1

 نیامحاستتبه کنید. خود را  PBS کستته چاه میانگین و نیدکاکستتل باز  کروستتافتیما
 شما کم شود. یهاکاز تمام چاه دیبا آن و مقدار است شما زمینهپس میانگین

خود را  EGFP یاستاندارد برگرفته از استانداردها یمنحن کیاستاندارد:  یمنحن کی جادیا -3
در محور  رسانسفلو خوانشو  Xدر محور  دیبا EGFPغلظت  ،نمودار شمادر  .دیرسم کن

Y باشد. قرار گرفته 
ه ستت)حاوی  خوانشهر  فلورستتانس نیانگی: مشتتدهقیرق یهانمونه نیغلظت پروتئ نییته -2

در صتتورت وجود ابهام در پایپت  .دیناشتتناخته خود محاستتبه کن یهانمونه یرا برا (تکرار
آن صتتترف نظر کنید. از یک برنامه  خوانشتوانید از ک ویال مهین، میمحتویات ی کردن
 X/Y∆=m∆منحنی استاندارد: منظور محاسبه شیب مانند مایکروسافت اکسل، به ایرایانه

شیب = × یا غلظت b  +mx = y= شتیب، استفاده کنید. سپس، ∆فلورستانس /∆یا غلظت
 د،یکنیمحاستتبه م نجایکه در ا یغلظتدر این مورد(.  b=9فلورستتانس را متصتتل کنید )
 یخود را برا یهاکه نمونه دیداشته باش ادیبه  ( استت.Caغلظت نمونه در چاه ستنجش )

 باتمحاستت ،یدر نمونه اصتتل نیغلظت پروتئ نییته یبرا نیبنابرا د،یاکرده قیستتنجش رق
 لازم است. یشتریب
 :دیکن نییته یغلظت را در نمونه اصل -1

 
 

غلظت  aC(، μg/mL) یدر نمونه اصتتل نیغلظت پروتئعبارت استتت از  oCکه در این فرمول 
، مثالعنوانبه .فلورسانس شنمونه شتما قبل از خوان رقت 1dمیکروپلیت و  کدر چاه نیپروتئ
 یبرا. 1d=  92(/29+219= ) 1/9 ،شویش شما( و LWشو )وشست نی، آخرFT یهانمونه یبرا

استتتاندارد، از کدام فاکتور رقت استتتفاده  یکه بر استتاس منحن دیکنیم نییخود، ته CLنمونه 
 .دیخود ببت کن یشگاهیآزما ادداشتیرا در دفترچه  هاغلظت .خواهید کرد

 .دی( محاسبه کنکروگرمیکل را )به م نیپروتئ -9
 غلظت پروتئین = پروتئین کل× حجم کل 

 از μL 999 نزدیک بهو  کردیدببت  یازدهمجلسه  :شتگاهیآزما کلاس ا درر CLشتما حجم کل 
شما متفاوت است، بر  ی)اگر حجم شتستتشوآوری کردید. جزهای حاصتل شتده از شتویش را جمع

 (.دیکن میاساس آن تنظ
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، به مختلف یهادر نمونه GST::EGFP الحاقی نیپس از محتاستتتبته مقدار کل )جرم( پروتئ
 :دیپاسخ دهزیر  هایپرسش

ل مقدار ک )جمع مقادیر شویش/ دپیخالل کرد تیخود را با موفق وژنیف نیچند درصد از کل پروتئ
 (.CL× 199در 

و  نیانستتتول همانندها نیاز پروتئ یبرخ شتتتوند.یم ستتتازیخالل یمختلف لیها به دلانیپروتئ
 صورتبهها نیفروش پروتئ گرید لیدل. شوندیاستتفاده م یانعوامل درم عنوانبه رشتد یهاهورمون
 یمنحن جادیا یکه برا EGFP بینوترک نیپروتئ است. یعلم در مطالهات هاآناستتفاده از  ی،تجار

 بینوترک EGFPاستتت ) یتجار الحاقی هاینیاز پروتئ یانمونه د،یاستتتاندارد خود استتتفاده کرد
 μg 199 یدلار برا 291 بینوترک EGFP متیدر حال حاضتتتر، ق استتتت(. His-32 تگ یوحا

تا  دیحستتاب کن در طول ترم چقدر ارزش داشتتتپ شتتگاهیکار شتتما در آزما خالل استتت. نیپروتئ
 چقدر ارزش دارد! ،دیاکه خالل کرده یبینوترک نیپروتئ متوجه شوید که

 برادفورد: نیبا استفاده از سنجش پروتئ نیپروتئ تیکم نییته
 Bio-Rad Quick Start ، از روش اختصاصیبرادفورد نیسنجش پروتئ یبرا ریز نامهشتیوهتوجه: 

(TM) ده سازن ه شرکتنامشتیوهاز  د،یکنیاستتفاده م یگرید تیک ایاگر از مهرف برد. بهره می
 .دیکن یرویپ

 دیتوانی، مبا این حال استتت. در استتپکتروفتومتر mL 1ستتنجش استتتاندارد  یبرا ریتوجه: مراحل ز
ی هاامهنشیوهبه  ،اتیجزئ ی مشاهدهبرا .دیاستتفاده کن تیکروپلیم اسیمق میآن از تنظ یجابه

 .دیسازنده مراجهه کن شرکت
 اری( را در اختBGG) یگاو نی( گاما گلوبولشدهشناخته)غلظت  یاستانداردها استتاد شتما -1

 جادیا یو برا است تریلیلیدر م کروگرمیم 1999تا  9 نیاستتانداردها ب .دهدیمشتما قرار 
 استاندارد شما استفاده خواهند شد. یمنحن

از هر استتتاندارد با مهرف  μL 39(: با مخلوط کردن در پول )زمان جوییصتترفه برای نکته      
 .دیکل کلاس آماده کن یرا برا BGG یمجموعته واحتد از استتتتتانداردها کیتبرادفورد، 

جذب را  زانیمستقل م طوربهو هر گروه  ودشستاخته  یتواند توستط مربیاستتانداردها م
 دانشجویان اریو در اخت شود یریگاندازه یها توسط مربجذب نمونه ریمقاد ای کند خوانش

ها پس از مخلوط شتتدن با مهرف جذب نمونه ریکه مقاد دیتوجه داشتتته باشتت .قرار بگیرد
 دربا رنگ  ونیها پس از انکوباستتتاگر نمونه .کندپیدا می شیدر طول زمان افزا ،برادفورد
حاصل خواهد ها داده نیترقی( خوانده شوند، دققهیدق 39تا  9 نی)ب یمشتخصت زمانمدت
 شد.
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 سازیخالل یهاجزاز  کیهر  یمصترف را برا باریککووت  ای وژیفیکروستانتریم ویال کی -3
  دیبرچستتب بزن (،رهیو غ E1 ،E2ها شتتویشو همه  CL ،FT ،LW) دیاکرده رهیکه ذخ
 کهدرصتتورتی و BGGاستتتاندارد  یمنحن یهااز نمونه کیهر  یرا برا ییهاویال نیهمچن

، 1999، 799، 999، 399، 139 ،ی)خال دیکن لحا اند، نشتتده هیشتتتما ته یتوستتط مرب
 (.تریلیلیبر م کروگرمیم 1999

 .دیکن پتایپ مورد نظرکووت  /ویالخود را به  FTو  CLاز  μL 9مقدار  -2
ایجاد میزان رقت  شتتود. قیتا رق کنید پتایپ FTو  CL ویالرا به  O2dH از μL 19مقدار  -1

 شده توسط شما چقدر استپ
 .دیکن پتایدار پکووت برچستتتب /ویال کیخود را در  گرید یهاجزاز تمام  μL 39مقدار  -9

کووت اضتتافه  را به هر ویال/ μL39، همچنین مقدار BGGبرای استتتانداردهای پروتئین 
 کنید.

خود اضتتتافه  یهاتکوو ها/ویالاز  کیرا به هر  1×  برادفورد دای مهرفاز  mL 1مقدار  -3
 برای ترکیب کردن ورتکس کنید. .دیکن

 قهیدق 39تا  تریطولان ونی)زمان انکوباستتت دیاتاق انکوبه کن یدر دما قتهیدق 9بته متدت  -7
ه مهم است که هم .دیببت کنرا  جذب از اسپکتروفتومتر میزان ( وتواند مفید واقع شودمی
ها در جذب نمونه میزان رایز ،انکوبه شتتتوند در یک محدوده زمانیهتا تا حد امکان ونتهنم

 .کندیم رییطول زمان تغ
 ریمقاد به را به توجه استتتاندارد یمنحن کیو  جادیخود ا یهاصتتفحه گستتترده با داده کی -7

 .دیکن هیخود ته BGG یجذب از استانداردها
 کیرا در هر  نیاستاندارد، غلظت کل پروتئ یاز منحن شده دیتول یخط بیبا استتفاده از ش -5

شما  FTو  CL یهاجزکه  دیداشته باش ادیبه  .دیخود محاسبه کن سازیخاللی هاجزاز 
مد نظر قرار دهید را در محاسبه خود  هاآن رقت حتم بهو باشتد  شتده قیرق 9 در مرحله

 (.ندارند رقیق کردنبه  یازین دیگران نیاند، بنابراشده قیشما رق FTو  CL یهاجز تنها)
 :دیخود محاسبه کن یاصل یهاجزاز  کیدر هر  کروگرمیم بر حسبکل را  نیپروتئ -19

(mL حجم جز )( ×μg/mL( = غلظت پروتئین کل )μgپروتئین کل ) 
 از μL 999 نزدیک بهو  کردیدببت  یازدهمجلسه  :شتگاهیآزما کلاس را در CLشتما حجم کل 

شما متفاوت است، بر  ی)اگر حجم شتستتشوآوری کردید. جزهای حاصتل شتده از شتویش را جمع
 (.دیکن میاساس آن تنظ

دار مق )جمع مقادیر شویش/ دپیخالل کرد تیخود را با موفق وژنیف نیچند درصد از کل پروتئ
 (.CL× 199کل در 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           076

 

و  نیانستتتول همانندها نیاز پروتئ یبرخ شتتتوند.یم ازیستتتخالل یمختلف لیبه دلا هانیپروتئ
 صورتبهها نیفروش پروتئ گرید لیدل. شوندیاستتفاده م یعوامل درمان عنوانبه رشتد یهاهورمون
 یمنحن جادیا یکه برا EGFP بینوترک نیپروتئ است. یعلم در مطالهات هاآناستتفاده از  ی،تجار

 بینوترک EGFPاستتت ) یتجار الحاقی هاینیاز پروتئ یانمونه د،یاستتتاندارد خود استتتفاده کرد
 μg 199 یدلار برا 291 بینوترک EGFP متیدر حال حاضتتتر، ق استتتت(. His-32 تگ یحاو
تا  دیحستتاب کن در طول ترم چقدر ارزش داشتتتپ شتتگاهیکار شتتما در آزما خالل استتت. نیپروتئ

 چقدر ارزش دارد! ،دیاکه خالل کرده یبینوترک نیپروتئ که متوجه شوید
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه دوازدهم
 سازی پلیت )تنها در صور  اجرای کلاس آزمایشگاه: جلسه سیزدهم(مضاعف

 

 آزمایشگاهی هایتمرین -1
 حیتلق کی ندهیتا هفته آ بدهیدقرار  LB/kan یومثبت خود را ر یهااز کلون یکی پلیت مضتتاعف
با درجه حرارت  صتتورت مهکوس در انکوباتورو آن را به بزنید برچستتبرا پلیت  .دیتازه داشتتته باشتت

 کند.یم ینگهدار خچالیدر  شبهکی ونیرا پس از انکوباس پلیتشما  یمربقرار دهید.  27℃
 

 ایمباحثه هایپرسش
 یباند چیه های شویش،حاوی نمونه یهاچاهکاز  ی، چرا برخSDS-PAGE یپس از اجرا -1

آوری صورت جزئی جمعیک ویال، به یجابههای شویش را چرا ما نمونه پدهندینمرا نشان 
 کنیمپمی

 سازیخالل یهاجز یبرادفورد را رو نجشسو  فلورستانس تجزیه و تحلیلکه  دیفرض کن -3
خود  CL جز یرا برا یبالاتر نیغلظت پروتئ دیدر کدام روش انتظار دار .دیاخود انجام داده
 پچطور یشستشو یهاجز یبرا دپیمحاسبه کن

 
 



   

 

 

 

 



   

 بخش چهارم
 mRNAبررسی سطوح 
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 الحاقی نیو پروتئ ایدهکرد یمهندست تیرا با موفق بینوترک DNAمولکول  کی، شتما مرحله نیا تا
 نیدر ا شترح داده شتده یینها یهاشیآزما .دیکرد ستازیخاللو  انیرا ب GST::EGFP بینوترک
ارائه  gst::egfp (mRNA) رسانامیپ کیبونوکلئیر دیستطوح اس یریگبا هدف اندازه ،راهنما کتاب

 DNA"داده شده است،  حیتوض یمولکول یشناسستیز 1قاعده اصلیکه در  طورهمان .شتده استت
 ایباشتتد  یژنوم DNA، چه DNA . "شتتودمی نیپروتئستتبب تولید  RNAو  RNA ستتبب تولید

DNA به نام  یمیزتوستتط آن ،دیمزپلاRNA به  مرازیپلRNA در  (.1)شتتکل  شتتودمی یستتیرونو
 است. RNAانواع مختلف  یسیمسئول رونو مرازیپل RNA کی ،یکلایشیمانند اشر ییهاوتیپروکار
 .استتتتها وزومبیر یجزد اصتتتل RNAنوع  نیا استتتت. 3یبوزومیر RNA ،RNAنوع  نیترفراوان
RNA2دهندهانتقال یها (tRNA) به  نهیآم یدهایبه افزودن استتت رایدر ترجمه نقش دارند، ز زین
 mRNAبه  در ابتدا نیکد کننده پروتئ یهاژن کنند.یکمک م توسههدر حال  یدیپپت یپل رهیزنج

 یرسان براامیپ نعنوابهها  mRNA، رونیااز  شوند.یترجمه م نیبه پروتئ تیدر نها و یستیها رونو
 یزمان کهدرحالی کنند.یساز عمل منیپروتئ یهابوزومیو رساندن آن به ر DNAگرفتن اطلاعات از 

 لیرا تشتتک ستتلول کیکل  موجود در یها RNAتمام  RNAستته نوع  نیبود که ا نیاعتقاد بر ا
 یهتتا RNAهتتا، microRNAاز جملتته  RNAاز  یکتته انواع مختلف میدانیدهنتتد، اکنون میم

شتتتوند. این یافت می هادر ستتتلول ها RNAاز  گرید یاریو بستتت Piwi1 با پروتئین دهندهواکنش
 گسترش داده است. RNA یما را در مورد تنوع عملکردها دگاهید ،هایافته

وکتور  است. egfp کننده کد توالی ،شتد کلون pET-41aکه در  PCR فرآوردهشتما،  طرحدر 
pET-41a، کد کننده توالی gst کلون مثبت یستتتیرونو کهیهنگام ن،یکند  بنابرایم یرا رمزگذار 

 انیدوره، شما ب نیا یانیدر بخش پا شود.یم دیتول gst::egfp مربوط به mRNA ،دهدیم رخشما 
القا ، دیانجام داد بخش ستتتوم که در گونههمان ،خود دیمزو ترجمه( را از کلون پلا یستتتی)رونو ژن
 DNAکرد، بلکه ستتتطوح  دینخواه لیو تحل هیرا تجز نیبار، شتتتما ستتتطح پروتئ نیا .کرد دیخواه
کار،  نیانجام ا یبرا کرد. دیخواه لیو تحل هیرا تجز mRNA، سطوح تفسیر( و با cDNA) 9مکمل
خالل و  E. coliاستتتت( را از  mRNAکل )که شتتتامل  RNAگرفتت کته چگونه  دیتخواه ادیت
 ن،یعلاوه بر ا .دیکن لیتبد cDNAبه  ،مهکوس یستتیواکنش رونو کیو آن را با  کنید ستتازییکمّ

 کرد. دیخواه سهیمقا ،القاد ددون وجوب و یا لاکتوز ای IPTGالقاد را با 

                                                 
1. Central. Dogma 

2. Ribosomal. RNA 

3. Transfer. RNA 

4. Piwi-interacting. RNA 

5. Complementary. DNA. (cDNA) 
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 کی( را در cDNA )فقط سنتز رشته اول مهکوس یسیشکل رونو نیا .یمولکول شناسیزیست قاعده اصلی :1-شکال 
 cDNAمهکوس به  طوربه، tRNAو  rRNA نی، همچنmRNA ن،یبنتابرا  دهتدینشتتتان م یوتیپروکتار ستتتلول
  یبوزومیر rRNA ،RNA  رستتانپیام کیبونوکلئیر دی، استتmRNA .مکمل cDNA ،DNA شتتوند.یم یستتیرونو

tRNA ،RNA دهندهانتقال. 
 

 RNAبا  آزمایشگاهی مرتبط یهاچالش
 از آن استفاده کرد. ژهیبا مراقبت و دیو با داردپایداری بستیار کمتری  DNA ،RNAبا  ستهیدر مقا

 3´گروه  کی داری ها RNAهمه  نستتتبت داد. یژگیو نیتوان به چندیرا م یداریتفاوت در پا نیا
اتم  9´ دوستهستهتواند در حمله یم لیدروکسیگروه ه نیا هستند. 1بوزیقند ر یرو لیدروکستیه

به  DNA شود.یم RNA سترایفسفود وندیپ نشکسته شدمنجر به  نیا فسفر دخالت داشته باشد.
در  DNA دهد.یرخ نم DNAواکنش در  نیا نیبنابرا استتت، 3بوزیر یدئوکستت یحاو بوزیر یجا

دارد  یتربزرگ یارهایش RNA کهدرحالیدارد،  یترکوچک یارهایدوگانه خود ش چیستاختار مارپ
ه ک کندمیهم فرارا  یشتریب هاییتوال ،تربزرگ یارهایش نیا (.ستین یادو رشته طور مهمولبه)و 
 یکمتر ، از پایداری(هی)پا ییایقل طیدر شترا RNA ت،یدر نها باشتد. یمیتواند مستتهد برش آنزیم

 عمرمهینو  دهدمیرخ  عیسر اریبس یباکتر mRNA بیلازم به ذکر استت که تخر استت. برخوردار
جود گروه و ،RNA یستتاختار یهایژگیو نیعلاوه بر ااستتت.  قهیچند دق تنها هابیشتتتر وقت آن

                                                 
1. Ribose  

2. Deoxyribose 
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ها سمیکروارگانیم کند.یم ریپذبیآس بیرا در برابر تخر RNAها  RNaseها به نام میاز آنز یخاصت
 نیا شتوند.یم افتیبدن  هاتیپوستتت ما و ما یستتطوح، رو یکه در هوا، رو هستتند RNase منابع
 RNAو کار با  یدر جداستتاز یکه ستته افرادی یبرا توانندیو م کنندمی هیرا تجز RNA هامیآنز

 آزاردهنده باشد. سالم را دارند،
 هاینامهشیوهنوکلئاز و  یحفاظت یهاستنجش همانند یشتگاهیآزما هایشتیوه در ن،یعلاوه بر ا

که  ییهاممکن است با همان ابزار و مهرف ،کنندیاستتفاده مها RNaseکه از  دیمزپلا ستازیخالل
است:  یریشگیپ حلراه نیبهترباشند.  ها RNaseو حاوی  انجام شتده باشتد ،یدکردشتما استتفاده 

 .دیبه حداقل برستتتان ،دیدهیقرار م هاآنخود را در مهرض  یهارا کته نمونه ییهتا RNaseمقتدار 
اول، های آزمایشتتتگاهی بهدی اقدامات زیر را انجام دهید. منظور رستتتیدن به این امر، در جلستتتهبه
توانند از یم یراحتبه ها RNase .دیآن را عوض کن صتتورت مرتببهو  دیوشتتدستتتکش بپ شتتهیهم

استتتفاده  یها و آبویال ،ستتر ستتمپلرهادوم، از  ها منتقل شتتوند.ها و مهرفها، لولهپتایها به پدستتت
 ممکن است اتوکلاوباشد. شده  تسیید هاآنشرکت سازنده در توسط « RNase عدم وجود» که دیکن
 نیتضتتم این عمل ، امامفید واقع شتود یاستتتفاده عموم یبراستر ستمپلرها و کردن  لیاستتر یبرا
ممکن ، «RNase عدم وجود» یگواه سر سمپلرهای حاوی اند.دناتوره شده ها RNaseکند که ینم

از ذرات مهلق مانند  لرستتمپ محورمانع از آلوده شتتدن که  باشتتد)موانع(  ییلترهایف یاستتت حاو
RNase  .و بدون  لیاستر و سر سمپلرهایآب  دیخرشودRNase، از  یریجلوگ یراه برا نیترساده
را  لژ الکتروفورز یهاستمیها و سسر سمپلربهتر است  ت،یدر نها استت. منابع نیاز ا یآلودگ انتقال
ار ک نی، اگر ابا این حالتفکیک کنید.  را از سایر ابزارها انداختصاص داده شده RNA با کار برایکه 

مهرف  کیالکتروفورز ژل خود را با  یهاستمیها و سپتیپ دیتوانیم ست،ین یشما عمل شگاهیدر آزما
پیش  نیچنهم .دیکن زیکند، تمیم رفهالیها را غ RNaseکه  RNaseZAP همانندموجود  یتجار
 .دیاستفاده کن مکتین یکردن قسمت بالا زیتم یمهرف برا نیاز ا دیبا ی،شگاهیجلسه آزما از آغاز

اگر قرار است  شوند. رهیذخ -79℃ یدر دماکه بهتر استت  RNA یها، نمونهDNAبر خلاف 
 محلول اتانول( و میشتود، افزودن نمک )استتات سد یاز چند هفته نگهدار شیب یبرا RNAنمونه 

در زمان کار کردن در آزمایشتتگاه،  شتتود.یم پیشتتنهاد -79℃ یدر دما یاز نگهدار پیشبه نمونه 
ه داد حیتوض نجایکه در ا اینامهشیوه، هر با این حالشوند،  ینگهدار خی یرو دیبا RNA یهانمونه
انجام شتتود. اتاق  یدر دما ای خی یرو دیبا RNA حاویواکنش  ایکه آ کندیمشتتخل م شتتود،یم
 .دیکن عمل)اما با دقت(  عیسر RNAبهتر است هنگام کار با  ،طورکلیبه

از دو  یکیشده است تا  یشتما طراح یراهنما براکتاب بخش از  نیدر ا یشتگاهیجلستات آزما
 انتخاب کنید. mRNAسطوح  لیو تحل هیتجز یبرا ارائه شده را روش
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شود یم پیشنهاد د،ی( دارزمان واقهی کی) 1یکم PCRمجهز به  م ترموسایکلرستیستت کیاگر 
جلسات  دیبا د،یندار کمی را PCR ستمی. اگر سدیرا انجام ده 19و  11، 12 یشتگاهیجلستات آزما

کنند، اگرچه یم جادیا یاستتهیقابل مقا جیهر دو روش نتا .دیرا انجام ده 17و  13، 12 شتتگاهیآزما
PCR سازیخالل)القاد،  یکستانیهر دو روش با مراحل  تر استت.دقیق اریبست یزمان واقه RNA 
و  PCRپس از آن، مراحل  .شوندی( شروع ممهکوس یستیو رونو یستازی، کمDNase ، هضتمکل
 شود.، سبب تفکیک دو روش از یکدیگر میهاداده لیو تحل هیتجز
 

                                                 
1. Quantitative. PCR. (real-time. system) 



   



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه سیزدهم
 کل RNA سازیخالص

 
 یبسپس مرکنید، می حیمثبت را تلق شده ترادیسی کلون کی یهاهفته، شتما کشتت نیهدف: در ا

را از  RNA تمامیسپس  کند.یم دالقا (کننده دبدون القا ایلاکتوز  )با IPTGا را با هکشت نیشما ا
ستتازی یرا کم RNAو تیمار  DNaseرا با  RNAهر نمونه  ،کنیدمی ستتازیخالل هاستتلول نیا

 نید.داری کنگه -79℃ یدر دما شگاهیآزما یتا جلسه بهد را هانمونهکنید. می
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 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه سیزدهم
 شگاهیجلسه موقت آزما

 
 آزمایشگاهی هایتمرین -1

کار را  نیادار تلقیح کنید. و در یک ویال درپوش LB/kanاز  mL 2را در  یک کلون مثبت -1
در  آن قرار دادنو  خود یاصل پلیت نیاز آخر و لیاستتر سترستمپلر با یبا برداشتتن باکتر

 .دیانجام ده LB/kan یحاو ویال
 .دیبرچسب بزن خیو تار مربوط به نمونه لوله را با حروف اول -3
« لاکتوز» ای« IPTG»، «عدم وجود»و  خیرا با حروف اول، تار یخال داردرپوش ویالستتته  -2

 .دیبرچسب بزن
 .دیقرار ده شدهمشخل یهارك دار را درو برچستب یخال ویالشتده و سته  حیتلق کشتت -1

شب . شوند ینگهدار خچالیدر  انداختن رشد، ریتسخمنظور به به LB/kan ی حاویهاویال
قرار  27℃ یدر دما حاوی شتتیکر و را در انکوباتور هاآن مربی شتتما، شتتگاهیقبل از آزما

 یهاشما از لوله یمرب القاد آماده خواهند شد. یها برا، کشتشبهکیپس از رشتد  دهد.یم
 کند.یالقاد استفاده م نیا یبرا ،برچسبحاوی  یخال
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه سیزدهم
 کل RNA سازیخالص

 
  مقدمه -1

محلول شما ) ییایباکتر یهابه کشتت، ژن منظور القاد بیانبه IPTG شتگاه،یآزما یدر جلستات قبل
 GST::EGFP مشاهدهشد ) یریگاندازه نیالقاد در سطح پروتئ نیا. صتفحه آگار( اضافه شد ای آبی

و ترجمه اشاره  یسیبه رونو طور مهمولبه ژن انیب (.و وسترن بلات UV ،SDS-PAGEتوسط نور 
ها ، کشتmRNAالقاد در سطح  لیو تحل هیتجز یبرا استت. نیپروتئ دیتول یی آننها جهیو نت دارد
آنالوگ  IPTG نند.را مهار ک pET-41a مربوط به lac تا اپراتور شودیمالقا  IPTGمشابه با  طوربه
د و سپس آن را با القا کنید دالقا IPTGبا  دیکن یسهشما  نیلاکتوز استت، بنابرا زیدرولیقابل ه ریغ

 یشیآزما طیعنوان شرادو شرط به نیا کرد. دیخواه سهیلاکتوز مقا مشابه با با غلظت حاصتل شتده
 کند.یل نمشما عم یکنترل منف عنوانبه یاالقا کننده چیو ه کندیمشما عمل 
RNA یهااز ستتلول تیمارها، نیکل پس از ا E. coli خواهد شتتد. ستتازیخالل RNA  کل به
شتتود. نمیمحدود  ،tRNAو  mRNA ،rRNA و به دارداشتتاره  ستتلول کی RNA یتمام محتوا

یهنی  تحلیل مامورد استتتفاده در تجزیه و  RNA کهدرحالی استتت RNA ،rRNAنوع  ترینفراوان
mRNAاز  یکوچک اریت، بخش بستتتRNA تیما از کمنظور،  نیبه هم دهد.یم لیکتل را تشتتتک 

QIAGEN RNeasy Mini Kit ستازیخالل یبرا RNA 12کرد )شکل  میاستتفاده خواه کل-
 کند. هیرا تجز هایباکتر یستتلول وارهیتا د شتتودمی هانکوب میزوزیبا ل E. coli یهاستتلولابتدا  (.1

ره دناتو کی ییایمیماده ش نیا .شودمیاضتافه  1اناتیوستیت نیدیگوان یحاو هضتمبافر  کیستپس 
 کند.یم رفهالیغ را کنند(یم هیرا تجز RNAکه  ییهامی)آنز RNasesکه به ستترعت  استتت کننده
 نیا شود.میعبور داده  QIAshredder زریم هموژنابه نا یو از ستون شودمی ورتکس عصارهسپس، 
 بالا یبا وزن مولکول یژنوم DNA) تهیستتکوزیکاهش و یبرا )هموژنیزه کردن( یستازهمگنمراحل 

استتتتفاده از روش  کند.یعمتل م ییایتبتاکتر هضتتتمشتتتود( و حتذف مواد نتامحلول از یم دهیتبر
QIAshredder ها، روشی استفاده از سوزن و سرنگ همانند یسازهمگنهای نستبت سایر روش به

 وصل شدن یمطلوب برا طیتا شرا شودمیاضافه  ، اتانولبهدی در مرحله تر است.و آستان ترعیستر
RNA ستون  دبه غشاRNeasy سیلیکامشابه مراحل جذب  ،سازیخالل ییمراحل نها شود. دجایا 
ستون  ینمونه رو استفاده شده است. دیمزپلا DNA سازیخالل یراهنما برا کتاب نیکه در ا است

RNeasy شتتوند و یها شتتستتته مندهیآلاشتتود، می اعمالRNA  آب بدون  بهکلRNase شتتویش 

                                                 
1. Guanidine. thiocyanate 
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  متصتتل خواهد شتتد دینوکلئوت 399از  تربزرگ RNAبه  یانتخاب ورطبهستتتون  یغشتتا شتتود.یم
 .نخواهد بود نییپا یبا وزن مولکول یها RNA ریسا ای tRNAشتده شامل  شتویش RNA نیبنابرا
مند علاقه mRNA لیو تحل هیما به تجز رای، زواقع خواهد شتتتد دیما مف آزمایش در موردامر  نیا

 .میهست
ی انجام ، برابا این حال  کنندیرا حذف م عصارهموجود در  DNA شتریب RNeasy یهاستتون

از  یکم ریمقاد یحت استتتت. ازیمورد ن DNA مؤبر، حذف دستتتتنییپامراحل  مطالهات مربوط به
DNA یژنوم E. coli  که(یهادر همه ستتلول یهیطب طوربه E. coli شتتودیم افتی )ای DNA 

 RT-PCRمانند  یحستتاستت روشبا  توانی( را مE. coli یهابه ستتلول شتتده ترادیستتی) دیمزپلا
که  است cDNA د،یهستت PCRآن در  تکثیربه  مندعلاقهکه شتما  رشتته الگویی کرد. ییشتناستا
، mRNAسطوح  قیدق تیبه کم یابیدست یبرا ن،یبنابرا  ستاخته شده است mRNAاز  یکراستت

تکثیر عمل  در فرآیندالگو  رشتتته عنوانبهکه ممکن استتت  RNAرا در نمونه  DNA هرگونه دیبا
 ویشش RNA اما تیمارانجام داد،  «ستتون در»توان یرا م DNase اگرچه هضتم .دیحذف کنکند 
 مرحله درها و نمک شودمی رفهالیغ DNase ت،یدر نهاکارایی بیشتری دارد.  مجزا، صورتبه شده
مرحله مشتتابه  نیا .شتتوندیحذف مدیگر،  RNeasy Miniستتتون  کیدر  نهایی و ستتازیخالل
 شده شما است. یخط دیمزپلا DNA یستون سازیخالل
 هابیشتتتر وقت، بهد مرحله پیش از آغازخالل شتتده  RNA( بیدم تخر)ع یکپارچگی یابیارز

 RNA وجود ه،یزآرایر نمونه یستتتازآماده ای بلات نوربنمانند  ییهادر روش ارزشتتتمنتد استتتت.
 است. یاتیح یبهد هایلیو تحل هیتجز همچنین و هاشیآزماآمیز انجام موفقیت یبرا نخوردهدست

 کرد، الکتروفورز لیو تحل هیتجز با استفاده از آن را RNA یکپارچگیتوان یکه م ییهاروشاز  یکی
و  روی خود تا شتتدن ییتوانا هاآن، RNA هایمولکول بودن تک رشتتته لیبه دل استتت. آگارز ژل

 نیا ریاز تسب یریجلوگ یبرادارند.  مکمل یجفت شدن بازها قیرا از طر هیبانو یساختارهاتشتکیل 
ژل آگارز  یجابه شتتود.یدناتوره استتتفاده م حالتژل آگارز، از  قیبر مهاجرت از طر هیستتاختار بانو

 آگارز دناتوره کننده یهاژل د،یکرد هیته DNA لیو تحل هیتجز یکه برا ییهامتاننتد ژل مهمولی
 شتتتوند.یاستتتتفاده م یوزن مولکول قیدق نیتخم یبرا بیشتتتتر( دیفرمالدئ یحاو طور مهمولبته)

ناتوره د دیفرمام یکه حاو یرنگ بارگذار کیدر  ،در ژل گذاریقبتل از بتار زین RNA یهتانمونته
 یبافر خنث کی نیبنابرا و نیست داریپا ییایقل طیدر شرا RNA .شودمیحرارت داده  ،استت 1کننده

الکتروفورز  یبرا هابیشتر وقت MOPS3بافر  شود.یهم در ژل و هم در بافر در حال اجرا استفاده م
RNA هایمولکول که کندمی نیمراحل تضم نیا شتود.یاستتفاده م RNA دناتوره )تک صورت به

                                                 
1. Denaturant. formamide 

2. (3-[N-Morpholino]-propanesulfonic. acid). MOPS 
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در  RNAوزن  یمولکول ینشانگرها کنند.یو تنها بر اساس اندازه مهاجرت م ماندمیباقی ( یارشته
دو  لیبه دل DNAوزن  ینشتتتانگر مولکول کیقطهات  رایز شتتتوند،یاجرا م RNA یهاکنار نمونه

 .کنندیم با همان اندازه مهاجرت RNAقطهات  متفاوتی از با سرعتبودن،  یارشته
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 . با کسب اجازه.QIAGEN-3913. شرکت RNeasy Mini Kitچارچوب  :1-17شال 
 

 از شتتده ستتازیخاللکل  RNAشتتده با  یبارگذار یدناتوره کننده مهمول آگارز ژل کی جینتا
 E. coli،  که  دیداشته باش ادیبه  نشتان داده شتده استت. 3-12در شتکلRNA  کل خالل شده

 کینوکلئ دیاس دای رنگ کی ای ،دیبروما ومیدیبا استفاده از ات RNAانواع  نیترفراوان نیبنابرا  است
 باندهای هاوقتبیشتتتر استتت که  لیدل نیبه هم شتتود.یم ییشتتناستتا GelRedفلورستتنت مشتتابه 
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rRNA در  ژل قابل مشتاهده است. یروE. coli ،rRNA 23S  16وS rRNA اوزان  در بیبه ترت
 rRNAمیزان  ،3 چاهکدر که  دیتوجه کن شتتوند.یم دهیبه وضتتوح د تیلوبایک9/1 و 5/3 مولکولی

23S دو برابر  طور تقریبیبهS16 rRNA یهااز نشتتانه یکی 1:3نستتبت  نیا. استتت RNA  دستتت
تخریب اندك مولکول  ةنشتتان دهند 3چاهک در  واضتتح یهاباند ، وجودنیهمچن نخورده استتت.

RNA اگر . استتتRNA شتتوند(صتتورت لکه دیده میوجود آلودگی )باندها به، خریب شتتده باشتتدت 
از  یسه تفاوت ناش است. DNaseبا  تیمار شده RNA ة، نشان دهند2چاهک  مشتهود خواهد بود.

 ریز و در 2چاهک در  یجزئ وجود آلودگیاول،  مشاهده کرد. در این شکل توانیرا م DNase هضم
باند  چیشد، هیم بیشدت تخره ب RNAاگر  استت. بیتخر یمقدار ةنشتان دهند ،rRNAهر باند 
 1:3دوم، نسبت شد. دیده میلکه  کی صورتچاهک بهشد و کل یآشکار نم وجهچیهبه یمشتخصت
 د.شمیحفظ ن

سوم، توجه فراوانی برابر هستتند.  نظراز  2 در چاهک 23Sو  rRNA 16Sرستد که می به نظر
از اند. مهاجرت کرده 3 چاهکدر  rRNA یاز باندها شتتتریب 2 چاهکدر  rRNA یکه باندها دیکن

 نیاهستتتتند.  ریپذ بیتخراز حد مهمول و  ترکوچکها rRNAکه  توان نتیجته گرفتتاین امر می
 یکیزیف یهایکاردستتت ،یبهد ستتازیخالل مرحلهو  DNase تیمار رایز ستتند،ین آورتهجب جینتا

تواند به یم ،ییایباکتر RNA ژهیو، بهRNAکه  داشتتته باشتتید ادیبه  نمونه هستتتند. یبرا یاضتتاف
اما از  دهیممیقرار  نظر مدرا  DNase تیمار، ما RT-PCR شیآزما یبرا شتتتود. هیستتترعت تجز
 23S و rRNA 16S با وجود اینکه مقادیر .میکنیدناتوره کننده صتترف نظر م آگارز ژل الکتروفورز

 RNA بیتخر زانیم ن،یعلاوه بر ا .ستتین RNA یکپارچگیتنها شتاخل  نیااما ، استتبرابر  گویا
و بر مراحل  استتترخ داده استتت، هنوز قابل تحمل  DNase تیمار با لیبه دل رستتدیمکه به نظر 

 DNA آلودگی به حذف ازین شیآزما نیدر ا نخواهد گذاشت. یمنف ریتسب PCRو  مهکوس یسیرونو
 است. شتری، بو نیاز به رفع آن() RNA در یجزئ احتمالی بیتخر هرگونه نسبته ب

 همانند خواهد شد. نیی( تهNanodrop ای) اسپکتروفتومتر کیتوسط  RNA کیمت ت،یدر نها
DNA ،RNA نور  زینUV  با این حال  کندینتانومتر جذب م 339را حتداکثر در ،RNA لیبه دل 
جذب یک  دارد. یادو رشته DNAنسبت به  ی رامتفاوت 1جذب بیضر نیانگیبودن، م یارشتتهتک

لیتر استتت. به ازای هر میلی یارشتتتهتک RNAاز  μg 19نانومتر، مهادل  339 موجطولواحد در 
در صورت استفاده از  استفاده شود. حیصح جذب بیاز ضر دی، باRNAهنگام محاسبه غلظت نمونه 

اجازه  افزارنرمبه  امر نیا. دیهستتت RNA لیو تحل هیکه در حال تجز دیمشتتخل کن دیبا ،انودراپن
 مناسب محاسبه کند. جذب بیخودکار غلظت را با استفاده از ضر طوربهتا  دهدمی

                                                 
1. Extinction. coefficient 
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کش : خط1چاهک  .یکلایشتتتیکل از اشتتتر RNA درصتتتد دنتاتوره کننده 1 آگتارز ژل الکتروفورز: 2-17شککاکل 
Fermentas RiboRuler High-Range RNA 3، چاهک :μg 1  ازRNA کل بدون هضتتم DNase 2. چاهک :

μg 1  ازRNA  کل با هضمDNase. 
 

ت نسب که ذکر شد، طورهمان زد. نیتخم زین استپکتروفتومترتوان با یرا م RNAخلوص نمونه 
A260/A280  مولکولDNA این نستتبت برای  و 7/1 نزدیک به دیخالل باRNA  خالل باید در

با   باشد هانیپروتئ ی بااحتمال یتواند نشتان دهنده آلودگیم 3کمتر از  نستبتی هرباشتد.  3حدود 
یدا صورت قابل توجهی تغییر پاین نسبت به ،یآلودگ زانیم در صورت بالا بودن بسیار زیاد ،این حال

این و  شودیمجذب  هاآن به UV، در صتورت وجود ترکیبات بافری، نور ادیزاحتمالبهخواهد کرد. 
 ست غلظت خود نمونه کم باشد.کم باشد، ممکن ا اریاگر نسبت بسضتریب کاهش پیدا خواهد کرد. 

 A260/A280کنند، نستتتبت ینانومتر جذب م 339را در  UVنور  RNAو  DNA از آنجتایی که
 با هضتتتم کیکه ما  دیداشتتته باشتت ادیبه  را رد کند. DNA ی باآلودگ وجود تواندیقابل قبول نم
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DNase آلودگی بته حداقل رستتتاندن مقدار یرا برا DNA یبرا یبهد یهاگام .میریگیدر نظر م 
-3/1نستتبت  طور مهمولبهدر نهایت،  استتتفاده خواهد شتتد. DNA ی آلودگیمحاستبه ستتطح واقه

 قابل قبول خواهد بود. RNAبرای 5/1
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 کل RNA سازیخالصالف. 
 .میکنیم ستتتازیخاللها را یکل باکتر QIAGEN RNeasy Mini ،RNA تیبا استتتتفاده از ک

 تیاز ک یبخش عنوانبه ای یداریجداگانه خر طوربهتوان یرا م QIAshredder یچرخش یهاستون
QIAGEN RNeasy Plant Mini Kit توستتط  که استتت ازیمورد ن زین میزوزیمحلول ل کرد. هیته

Mini Kit ای Plant Mini Kit تیاستتتتفاده از ک نیز گرید نهیگز شتتود.یعرضتتته نم RNeasy 

Protect Bacteria Mini Kit .ستتتازنده  ی شتتترکتاز کتابچه راهنما ریز یهانامهشتتتیوه استتتت
(QIAGEN RNeasy Mini Handbook 06/2012اصلاح ) شده است. ائهو ار 
 

 نمونه سازیب. آماده
 برای شما انجام خواهد شد. 1-2مراحل 
 دار خود پایپت کنید.برچسب ویالاز سه  کیشبه را به هر  کی از کشت mL1 مقدار -1
یا  YT/kan/IPTG ×3 ،YT/kan/lac ×3را در هر ویال:  YT×3 از کشتتتت mL3 مقدار -3

YT/kan ×3 .پایپت کنید 
)اجازه  دیکن انکوباسیونستاعت  3به مدت  27℃ یدر دما شتیکردار و در انکوباتورها ویال -2

 (.ابدیساعت ادامه  3از  شیب ونیانکوباس دینده
 .دیکن میتنظ 27℃ روی یبهد مرحله یحمام آب خود را برا ای هیت بلاك -1
 RNase عاری از وژیفیکروستتانتریم ویالرا در ستته  E. coli از هر کشتتت mL9/1 مقدار -9

 .دیکن پتایپ دار،برچسب
 یگذاربرچسب وضوحبه نامهشیوه نیرا در سراسر ا چرخشی یهاها و ستونویالمهم: تمام  -3

 یشتتتیآزما یهاکنترل )بدون القاکننده( و نمونه یهاه نمونهک دیتتا مطمئن شتتتو کنیتد
(IPTG  از هم )اند.تفکیک شدهو لاکتوز 
 .دیکن برداشت ،قهیدق 9به مدت و  g  ×299 سرعت در وژیفیرا با سانتر هاسلول -7
)با گرفتن  1:199را به نسبت  میزوزیل در حال چرخش هستند، استوك هاسلول کهدرحالی -7

 μL کردن پتیا( با پmg/mL 19/9 به میزانکردن آن  قیو رق mg/mL 19استوك  کی
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 و ، رقیق کنیدآب μL 159و افزودن  دیجد وژیفیکروستتتانتریلوله م کیدر از لیزوزیم  9
 کنید. یدارنگهروی یخ 

را  ویالو  بریزیدمناستتتب  ییایباکتر عیظرف زباله ما کیدر  طایرا با احت ییرو عیتمتام ما -5
باقی  مایهی از محیط کشتتت چیکه ه دیتا مطمئن شتتو دیبرگردان یحوله کاغذ کی یرو

 کند.یم یریجلوگ هضماز  کشتحذف ناقل نمانده است. 
تهلیق مجدد  ،7 مرحله در موجود شتتده قیرق میزوزیل μL 199را در یایی باکتر کلافهر  -19

 ها را حل کنید.تمامی کلاف ،کردن پتیاپ چند بار با کنید.
 شوند. هضماتاق  یدر دما قهیدق 9ها به مدت  سلول دیاجازه ده -11
شدت ورتکس به قهیدق 1و به مدت  کنید پتایپ ویالرا در هر  RLTبافر  μL 299مقدار  -13

 .دیکن
ی آورلوله جمع کی( که در یاستتی) QIAshredder یستتتون چرخشتت کیرا به  عصتتاره -12

ستتترعت  حداکثر با و قهیدق 3و به مدت  دیتقرار داده شتتتده، منتقتل کن mL 3 کننتده
در  .دیزیرا دور نر آوری کننده(محلول خروجی )در ویتال جمعمهم:  .دیتکن وژیفیستتتانتر
 داشت! دیخواه ازیبهد به آن ن مرحله

 بدون و دیجد وژیفیستتتانترکرویم ویال کیبه  اطیرا با احت محلول خروجی ستتتوپرناتانت -11
RNase های ستتتلولی موجود انتهای ویال در این عمتل، نبتایتد بته کلاف .دیتمنتقتل کن
استتتفاده  ستتوپرناتانت نیفقط از ا یدر مراحل بهدآوری کننده اختلالی وارد شتتود. جمع
 .دیکن
و  کنیدشتتده اضتتافه  رهیذخ ستتوپرناتانتبه را ( درصتتد 53-199) اتانول μL 399مقدار  -19

 یبهد رحلهبلافاصله به م و نکنید وژیفیستانتردیگر  .دیمخلوط کن کردن پتایبلافاصتله با پ
 .دیبرو

به  ،ترستیب احتمالی تشتکیل شده را(، از جمله هرگونه μL 799 طور مهمولبهنمونه را ) -13
قرار  mL3 ی کنندهآورجمع ویال کی( که در ی)صتتورت RNeasy یستتتون چرخشتت کی

 .دیده داده شده است، انتقال
 ستتترعتتتبتتانیتته و در  19بستتتتتته و ستتتپس بتته متتدت  آرامتیبتتهدرب ویتتال را  -17

 ≥ g ×7999 (≥ 19999 )rpm  .در مرحلهمحلول خروجی را دور بریزید. ستتانتریفوژ کنید 
 .دیاستفاده کن کننده یآورجمع ویالاز  دوباره بهد

را  ویال درب .دیاضتتافه کن RNeasy یرا به ستتتون چرخشتت RW1بافر  μL 799مقدار  -17
 g ×7999 (≥ 19999 )rpm ≤بانیه و در ستترعت  19و ستتپس به مدت  دیببند رامیآبه
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ر دشسته شود. محلول خروجی را دور بریزید.  یستون چرخش یتا غشتا کنیدستانتریفوژ 
 .دیاستفاده کن کننده یآورجمع ویالاز  دوباره بهد مرحله

15- μL 999 بافر  تریکرولیمRPE یرا به ستتون چرخش RNeasy را  ویال درب .دیاضافه کن
 g ×7999 (≥ 19999 )rpm ≤بانیه و در ستترعت  19و ستتپس به مدت  دیببند آرامیبه

ر دشسته شود. محلول خروجی را دور بریزید.  یستون چرخش یتا غشتا کنیدستانتریفوژ 
 .دیاستفاده کن کننده یورآجمع ویالاز  دوباره بهد مرحله

39- μL 999 بافر  تریکرولیمRPE یرا به ستتون چرخش RNeasy را  ویال درب .دیاضافه کن
 g ×7999 (≥ 19999 )rpm ≤دقیقه و در ستترعت  3و ستتپس به مدت  دیببند آرامیبه

ستون  یغشا ی،طولان وژیفیسانترشسته شود.  یستتون چرخش یتا غشتا کنیدستانتریفوژ 
در طول  یاتانول چیدهد که هیمرا  نانیاطمبه شتتما این و  کندمیرا خشتتک  چرخشتتی
 ،یدستنییپا یهاممکن است با واکنش ماندهیباق اتانول شتود.یمنتقل نم RNA شتویش

 تداخل داشته باشد.
با برچستتب و  RNaseبدون  وژیفیکروستتانتریم ویال کیرا در  RNeasyستتتون چرخش  -31

 یستتون چرخش دبه مرکز غشتا یکراستترا  RNaseآب بدون  μL 99 .دیقرار ده دیجد
× g ≤دقیقه و در ستترعت  1و ستتپس به مدت  ببندید آرامیبهرا  ویال درب .دیاضتتافه کن
7999 (≥ 19999 )rpm  تا کنیدسانتریفوژ RNA .شویش شود 

 
 DNase . هضمپ

DNase I دیشده را ورتکس نکن یبازساز .DNase I مخلوط  حساس است. یکیزیبه دناتوره شدن ف
 انجام شود. ویالبا مهکوس کردن آرام  دیفقط با کردن
 μL به حجم کل ی رستتاندنرا برا ری(، موارد زμL 99شتتده ) شتتویش RNA ویال ازبه هر  -1

 :دیافه کناض 199
● μL 29  عاری ازآب RNase 
 RDDبافر  تریکرولیم 19 ●
 Kunitz units/L، 119  ×72/3 Kunitz استوك واحد DNase (72/3 تریکرولیم 19 ●

units/L ییغلظت نها) 
 27 ℃ هیت بلاك و در دمایدر  قهیدق 29و به مدت  کنیدبا تکان دادن مخلوط ویتال را  -3

 .دیقرار دهحمام آب  ای
 .دیمخلوط کن خوبیبه ورتکس،اضافه و با را  RLTبافر  μL 299مقدار  -2
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پایپت و با  کنیدشتتده اضتتافه  قیرق RNAبه درصتتد( را  53-199) اتانول μL 399مقدار  -1
 .دیبرو 9 بلافاصله به مرحله و نکنید وژیفیسانتر .دیمخلوط کن خوبیبه کردن

 کیکه در  RNeasy Mini یستتتون چرخشتت کیبه  را (μL 799 طور مهمولبهنمونه را ) -9
 آرامیبهدرب ویال را  .دیده قرار داده شتتتده استتتت، انتقال mL3 ی کنندهآورجمع ویال
سانتریفوژ  g ×7999 (≥ 19999 )rpm ≤ت بانیه و در سترع 19و ستپس به مدت  ببندید

 کنید. محلول خروجی را دور بریزید.
3- μL 999 بافر  تریکرولیمRPE یرا به ستتون چرخشت RNeasy را  ویال درب .دیاضتافه کن

 g ×7999 (≥ 19999 )rpm ≤بانیه و در ستترعت  19و ستتپس به مدت  دیببند آرامیبه
ر دشسته شود. محلول خروجی را دور بریزید.  یستون چرخش یتا غشتا کنیدریفوژ ستانت
 .دیاستفاده کن کننده یآورجمع ویالاز  دوباره بهد مرحله

7- μL 999 بافر  تریکرولیمRPE یرا به ستتون چرخشت RNeasy را  ویال درب .دیاضافه کن
 g ×7999 (≥ 19999 )rpm ≤دقیقه و در ستترعت  3و ستتپس به مدت  دیببند یآرامبه

 شسته شود. یستون چرخش یتا غشا کنیدسانتریفوژ 
با برچسب و  RNase عاری از وژیفیکروسانتریم ویال کیرا در  RNeasy یستتون چرخشت -7

بدون آن نمونه ) یو القاد مورد استفاده برا خی، تاررا با حروف اول ویالهر  .دیقرار ده دیجد
 دبه مرکز غشا یکراسترا  RNaseآب بدون  μL 99 .دی( برچستب بزنlac ای IPTG ،القاد

دقیقه و در  1سپس به مدت  ببندید، آرامیبهرا  ویال درب .دیاضتافه کن یستتون چرخشت
 شود. شویش RNA تا کنیدسانتریفوژ  g ×7999 (≥ 19999 )rpm ≤سرعت 

 
 RNA یسازیکمّ  .

 تیکم نییته یبرا NanoDrop ای شما، از اسپکتروفتومتر شگاهیموجود در آزما زاتیبه تجه با توجه
خلوص  ،نیعلاوه بر ا کرد. دیخود استفاده خواه DNaseشده با  هضتم RNA یهااز نمونه کیهر 

 کرد. دیخواه یابیارزنیز هر نمونه را 
ه جلس شگاهیآزما کلاس از ابزارها، به کیدر مورد نحوه استفاده از هر  شتتریب اتیجزئ یبرا -1

 .دیمراجهه کن دوم
 یشووشتستت یکه برا کنیداستتفاده  RNaseابزار، از همان آب بدون  صتفر کردنهنگام  -3

 شما استفاده شده است. یهانمونه
تنظیم کنید. « RNA» روی خوانشافزار را نرم دیبا ،در صتتورت استتتفاده از نانودراپمهم:  -2

RNA با  یمتفاوت جذب بیضترDNA جذب بیاز ضر افزارنرماگر  نیبنابرا  دارد DNA 
 صورت بهاگر غلظت را  نه شما نادرست خواهد بود.استفاده کند، غلظت نمو در محاستبات
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RNA ( μg/mL19 ) جذب بیاز ضر د،یکنیمحاسبه م اسپکتروفتومتر کی یاز رو یدست
 کنید ادداشتیخود  ادداشتیغلظت هر نمونه را در دفترچه  .دیدر مهادله خود استفاده کن

 .دیسیو در کنار لوله بنو
از  .دیستتیبنو ویالو در کنار  کنید ادداشتتتیخود  ادداشتتتیمونه را در دفترچه غلظت هر ن -1

 .دیآگاه باش ،ایدکردهکه استفاده  ییواحدها
قرار  5/1-1/3اگر نستتبت در محدوده  .دیهر نمونه را محاستتبه و ببت کن 339/379نستتبت  -9

 .دیخود اطلاع ده یبه مرب ،نداشت
 .دیکن رهیذخ -39℃ زریدر فر گاهشیآزما یها را تا جلسه بهدنمونه -3

 کلاس به ،دهیدترموستتتایکلر زمان واقهی انجام می کیترا بتا  یکم PCR: اگر یادآوریت      
 با استفاده از gst::egfp ژن mRNA سطوح لیو تحل هی، تجزچهاردهمجلسه  شتگاهیآزما

RT-qPCR :اگر . مراجهه کنیدل او بخشPCR استاندارد  ترموسایکلر کیرا با  یکم مهین
 ژن mRNA سطوح لیو تحل هی، تجزشانزدهمجلسه  :شگاهیآزما کلاس به ،دهیدمیانجام 

gst::egfp با استفاده RT-PCR مراجهه کنید ،اول بخش: یکم مهین. 
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 کلاس آزمایشگاه: جلسه چهاردهم
 ، بخش اولRT-qPCRتوسط  gst::egfp ژن mRNAتحلیل سطوح  تجزیه و

 
( به RT) مهکوس یستتیبا واکنش رونو ،دیکرد ستتازیخاللکل که در جلستته آخر  RNA هدف:
DNA مکمل (cDNAتبد )ستتپس،  شتتود.یم لیcDNA یالگو برا کی عنوانبه PCR در  یکم(

 )ژن egfpمخصتتوص  یهاآغازگررا با  cDNAشتتما در نهایت  ( استتتفاده خواهد شتتد.یزمان واقه
 کرد. دیخواه تکثیرشما(  )ژن مرجع rRNA 23Sشما( و  یشیآزما
 
 مقدمه -1

های وجود دارد. یکی از روشآن  یفراوان لیو تحل هیو تجز RNA لیتشخ یبرا های مختلفیروش
ام انج در جلستات گذشته استت که ییهابه وستترن بلات هیشتب و استت بلاتمورد استتفاده نوربن 

 یغشا کیها به نمونهسپس  شود.یم یبارگذار آگارز ژل یرو RNAنمونه  این تفاوت کهبا   دیداد
از  .شوندیمورد نظر انکوبه م مخصتوص ژن دارنشتان RNA ای DNAپروب  کیمنتقل و با  یلونینا

استفاده  RNAسطوح  تیکم نییته یبرا ،دغشا موجود درشده  ییشتناستا باندهای )تیزی( شتدت
و  است دشواری اما روش ،گیردمیمورد استفاده قرار ها در آزمایشگاههنوز  روش نیاگرچه ا شود.یم

از سنجش حفاظت از  ینوع دارد. ازیدست نخورده ن طور کاملبه RNAاز  یادیز کمابیشبه مقدار 
 RNA لیتشخ یبرا دارنشانپروب  کیبه  زین ،RNase (RPA) یبه نام ستنجش حفاظت ،نوکلئاز

در  بلات است. نوربنتر از حستاس امااستت دشتوار  زیروش ن نیاهیبرید شتده با آن، متکی استت. 
کمتری نیاز  زمانبه که ( دیانجام داد زیدوره ن نی)که در ا PCRبر  یمبتن دتریجد یهامقابل، روش

دارند. در این جلسه شده را  بیتخر یتا حد RNA یهانمونه توانایی اجرایو  استتر ، حساسدارد
 1مهکوس یسیرونو ،روش نیبخش اول اانجام خواهد شد.  PCR-RTو جلسته آزمایشگاه پانزدهم، 

 شود.یم دهی( نامcDNAسنتز  نی)همچن
 بردار به نام رونوشت یمیبا استتفاده از آنز DNAه ب RNA لیتبد عبارت استت از ندیفرآ نیا 

 دهیناممکملcDNA (DNA  ) نیبنابرا استتتت  RNA یالگو حاصتتتل مکمل DNA. 3مهکوس
 ،بیترتنیابه شود.یاستفاده م PCRالگو در  عنوانبه cDNAاز  ،روش نیدر قسمت دوم ا .شودمی

 دیاست که از آن تول RNA)با استتنباط،  یورود cDNAن دهنده مقدار نشتا PCR فرآوردهمقدار 
شتتود. در ابتدا انجام می RTانجام شتتود که واکنش  تواند در دو مرحلهمی RT-PCR. استتت شتتده(

                                                 
1. Reverse. transcription 

2. Reverse. transcriptase 
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-RT گر،یروش ددر  شتتود.یاستتتفاده م PCRالگو در واکنش  کیعنوان به فرآوردهآن  از ستتپس،

PCR داد.انجام  ویال کیدر  را مرحله و هر دو واکنش کی توان دریرا م 
 PCR-RTبه نام  PCR-RTحساس  اریاز نسخه بس ،پانزدهم شگاهیجلسه و جلسه آزما نیادر 

های روشدر مورد  حیچند توضتتت دیبا مرحله نیدر ا .خواهد شتتتداستتتتفاده  (RTqPCR) 1یکم
 RT-qPCR از ، اماوجود داردروش  نیا یبرا یگرید یاختصار یهااگرچه نام شود. انیب گذارینام
 یکمصتتورت  به PCR از مرحله نیا رایز  راهنما استتتفاده خواهد شتتد نی( در اPCRاز  قبل q)با 

 نیبنابرا  انجام شود هیاول الگو عنوانبه DNA یتواند رویم نیهمچن (qPCR) یکم PCR استت.
 qPCRهر دو نوع  شود.یم دهینام qPCR یبه سادگ روش نیا .ستتین RTبه  یازیمورد ن نیدر ا

 یفراوان رایز بندی کرد طبقه Real-time PCRعنوان  تحتتوان یرا م قستتمت این ذکر شتتده در
عنوان به 17و  13جلسات آزمایشگاهی  .شتودیم یریگاندازه یدر زمان واقه در حال تکثیر، فرآورده
 اند.با حساسیت کمتر گنجانده شده یها RT-PCRهایی برای گزینه
 

 معاوس یسیالف. رونو
 کی هکرد زیواکنش را کاتال نیکه ا یمیآنز استپ نیاز یزیچه چبه  رونویسی مهکوس واکنش یبرا

از  طور مهمولبتتهکتته دارد وجود  ی از آنتجتتار متتدل نیو چنتد استتتتمهکوس  رونوشتتتت بردار
 DNA ،RNA یبه جا در ژنوم خود هاسرویو نیا .اندجداشتتتده  3روسیبه نام رتروو ییهاروسیو

 DNAتا ژنوم خود را به  کنند یمهکوس را رمزگذار برداررونوشتتتت آنزیم کی دیبا نیبنابرا  دارند
 برداررونوشت آنزیم است. روسیاز رترو و یا( نمونهHIV) 2یانسان یمنینقل ا روسیو کنند. لیتبد

مولونی  یلوستتتم) مختل جوندگان روسیو نوعی از، استتتتفتاده شتتتده در این آزمتایشمهکوس 
آغاز ستتنتز  یبرا هاآغازگر وجود آن، برای همراه با بافر عرضتته شتتده استتت.جدا شتتده  (1جوندگان
cDNA که در  ییهاآغازگرمانند ) برگشتو  رفت یهاآغازگراستتفاده از  یجابه هستتند. یضترور

PCR یها، واکنش(شتودیاستتفاده م RT  رشته  کیتنها  رایز  کنندیاستفاده م آغازگر کیتنها از
cDNA  در ) )تصادفی( 9رندومرشوند: یم میبه سه دسته تقس هاآغازگر شود.یستاخته مدر واکنش

 طوربه Oligo-dT یهاآغازگر .ژن ی برایو اختصتتتاصتتت oligo-dT(، استتتت هگزامر این آزمایش
ما  شوند.یم متصتل یوتیوکاری یها mRNA بیشتترموجود در  poly-A یهابه دنباله اختصتاصتی

                                                 
1. Quantitative. RT-PCR. (RTqPCR) 

2. Retroviruse  

3. Human. immunodeficiency. virus. (HIV) 

4. Moloney. murine. leukemia. virus 

5. Randomers  
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-یفاقد دم پلشده  سازیخالل یوتیپروکار RNA رایز میاستتفاده کن آغازگرنوع  نیاز ا میتوانینم
A .است 

 نیبنابرا  میکن تحریک موجود در ستتلول یها RNAرا از تمام  cDNAستتنتز  میخواهیما م 
 یتصتتادف یما از هگزامرها مورد مناستتب نخواهند بود. نیدر ا زین نژ برای یاختصتتاصتت یهاآغازگر

 ،هاآنی را بدون اطلاع از توال RNA هایگونهشدن به همه  متصل ییکرد که توانا میاستتفاده خواه
ممکن  باتیتمام ترک شینما یکه برا استتتتها آغازگراز  یامجموعه یتصتتتادف یهگزامرها دارند.
تا به تمام  دهدیماجازه  هاآغازگربه  یطراح نیا اند.شتتتده یراحط ی،دیشتتتش نوکلئوت یهاقطهه
( در PCRموارد استتتفاده شتتده در  همانها ) dNTP ت،یدر نها متصتتل شتتوند. RNA یهایتوال

گنجانده  ،دیستتنتز شتتده جد cDNAدر رشتتته  ها dNTPاین  شتتوند.یگنجانده م RT یهاواکنش
 .شوندیم

 گونههمان است. DNAگی ، آلودیجنبه مهم کنترل کیشود، یانجام م RT-PCRهر زمان که 
ستتنتز  ،هدف کند.یاستتتفاده م رشتته الگو عنوانبه RNAاز  RT-PCRشتد،  گفته پیش از اینکه 

cDNA  ازRNA ریو به دنبال آن تکث cDNA  با این حال  است ژن ی برایاختصاص یهاآغازگربا ،
تکثیر  PCR ی واکنشدر طآن مولکول وجود داشتتتته باشتتتد،  RNAهنوز در نمونته  DNAاگر 
 آلودگی هرگونهکنترل  یبرا شود.یممنجر  mRNAنادرستت ستطوح  یستازیکه به کمّ شتودمی

DNA با  تیمارپس از  یحتو شتما  یهادر نمونهDNaseکه شامل  ینترل منفک یهاواکنش دی، با
تحت ها، موجود در نمونه DNA، بدون وجود این آنزیم شوند. لحا نباشد،  مهکوس پتازیترانس کر

 PCR هایفرآوردهکه ستتبب تولید  شتتودمییا پلازمیدی( شتتناخته  )ژنومی DNAعنوان آلودگی 
با  تکثیر ،باشید خود حذف کرده هیاول هاینمونهموبر در  طوربهرا  DNA، اگر با این حال گردد می

 DNAتکثیر  یکنترل منف نیاگر در ا را نشتتتان دهد. یفرآورده دینبا «RT-»استتتتفاده از کنترل 
شکار را آ DNAاین امر وجود آلودگی  .و حساب کرد سازییتوان آن را کمیوجود داشتته باشتد، م

 یها داراواکنش نیا شتتتود. فرآورده کی تولید منجر به دیبا ،مربوطه «RT+»واکنش ستتتازد. می
cDNA که از  استRNA دیکن سازییرا کم هاآن ریاست که تکث نیو هدف شما ا اندسنتز شده. 
 
 یکمّ PCRب. 

qPCR  یسازیدر عوض، کم .ستین یمتک آگارز ژل یرو هایفرآوردهبه تجسم DNA کثیر شدهت 
 شیآزما انیفلورسانس در پا یبررس یبه جا .دیآیبه دست م فلورسانس هایستنجشبا استتفاده از 

PCRبا استتتتفاده از دو روش  شتتود.یم بررستتی( «یان واقهزم»)در  دیتول زمان در ، فلورستتانس
دو  DNAبه  SYBR Greenبه نام  دای رنگ فلورسنت کتوان این امر را انجام داد. یشیمیایی می

 طور تقریبیبه DNAمولکول  ،یتوستتط منبع نور برانگیختگیو پس از  شتتودمیمتصتتل  یارشتتته
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مقدار  ن،یبنابرا  رنگ به مولکول متصتتتل نباشتتتدکه  خواهد شتتتد یتر از زمانبرابر روشتتتن 1999
 یاییمیش لینوع دوم تشخ متناسب است. یادو رشتته DNAواکنش با مقدار  کیفلورستانس در 

ستتنجش عنوان  و تحت استتت نوکلئاز 9´، ستتنجش شتتدهاستتتفاده  qPCRدر  طور مهمولبهکه 
TaqMan کی، بلکه است ژن ی برایاختصاص یهاآغازگر حاوی نه تنها مورد نیا .شودشناخته می 
 یترحساسروش  TaqManاگرچه سنجش  شود.یشامل م زیژن را ن ی برایاختصاص DNAپروب 
 تیکم دیهخوایکه م یهر ژن یاما برا کند،یرا حذف م یاختصاص ریغ هایفرآورده لیو تشک استت

 وصل شدن همانندمهایبی  یدارا SYBR Greenروش  .است ازین پروب کیبه  د،یکن آن را برآورد
 نیو همچن یاختصاص ریغ هایفرآورده تولید و یکدیگر( ها بهآغازگر وصل شدن) 1هاآغازگر یمراید

 اما ،قائل شود( زیمختلف تما یادو رشتته یها DNA نیتواند بینم رایخاص استت )ز هایفرآورده
راهنما از  نیما در ا. استتت یترصتترفهمقرون به کنید، روشاگر چندین ژن مختلف را بررستتی می

SYBR Green ستتطوح  تیکم نییته یبرا یروشتت عنوانبهmRNA کرد. میاستتتفاده خواه RT-

qPCR شیآزما کی یاست، اما طراح ژن انیب لیو تحل هیتجز یقدرتمند و حستاس برا روش کی 
که  یی، از آنجادر ابتدا .دارد یادیز اتیجزئ متدنظر قرار دادنبته  ازیتن ،RT-qPCR آمیزیتتموفق
 ازین ییهاآغازگربه  م،یکن نییما( را ته یشتتی)ژن آزما gst::egfp ژن mRNA ستتطح میخواهیم
شتتود که یم شتتنهادیپ ،طورکلیبه کنند. تکثیر cDNAرا از  یتوال نیا اصتتیاختصتت طوربهکه  میدار

 های زیر باشند:دارای ویژگی qPCRمورد استفاده در  یهاآغازگر
 را تکثیر کند. bp 99-199یک توالی )آمپلیکون( در محدود اندازه  ●
 درصد باشد. 39-79آن باید در محدوده  CGمحتوی  ●
 .دی( اجتناب کننیدیگوان شتریب ایاز چهار  ژهیو)به دینوکلئوت کی یاز اجرا ●
● Tm باشد. 39℃به  کینزد دیبا 
● Tms د.نباش تفاوت داشته 1℃از  شیب دینبا برگشتو  رفت یهاآغازگر 

 فرضشیپ ماتیکه تنظ شتتوند واقع دیواند مفتیم یزمان آغازگر یطراح یافزارنرمهای بستتته
 زیما، ژن دوم ن یشتتیآزما علاوه بر ژن د.نکن رییتغ ،مشتتخل شتتده یهانامهشتتیوه نییته یراب هاآن

 یستتازنرمال یکه برا کندمیرا فراهم  یکنترل داخل کامر ی نیا مورد ستتنجش قرار خواهد گرفت.
ژن  .شتتودمی ادی ژن مرجع عنوانبه ژن )ژن دوم( از آنگیرد. یم قرار استتتفاده ی، موردتجرب جینتا

مرجع  یهاژن. است Escherichia coliباکتری  23S rRNA، تفاده در این آزمایشمرجع مورد اس
 باشند. ی داشتتهمتفاوت یانیستطوح بنباید ، هاآناعتبار  تسیید یشتوند، اما برا انیدر هر نمونه ب دیبا

 ،لاکتوز( ای IPTG د باکند )القا رییتغ در طول اعمال تیمارها بیتان آن میکته انتظتار دار یژنتنهتا 

                                                 
1. Binding. primer. dimers 
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gst::egfp یهاتیبا توجه به محدود. استت SYBR Green  است که  یذکر شد، ضرور پیشتترکه
 PCR جیکه ما نتا توجه داشتته باشتید کنند. دیتول مهین را کونیآمپل کیفقط  qPCR یهاآغازگر
نشان  یبرا ،شتده در طول واکنش دیتول ما به فلورستانس کرد. میمشتاهده نخواه آگارز ژل یرا رو

 ریستتا ای هاآغازگر یمراید تکثیر دراگر فلورستتانس  کرد. میخواه هیموجود تک DNAدادن مقدار 
دست نخواهد آمد. به gst::egfpاز  یقی، مقدار دققابل مشتاهده باشتد یاختصتاصت ریغ هایفرآورده
منظور تولید کردن تنها یک آمپلیکون مورد تجزیه و تحلیل قرار های مورد استفاده، از قبل بهآغازگر
ل حاص آغازگر ذوب ینمنح لیو تحل هیتجز قیاز طر عمل، نیانجام ا یبرا روش نیترجیرااند. گرفته
را در مورد  یاست که اطلاعات ی( نمودارشتودمی دهینام زین کیتفک ی)منحن ذوب یمنحن .گرددمی

توان یرا م لیتحل نیادهد. در اختیار قرار می گرما دیدن،هنگام  DNA)ذوب شتتدن(  فکیکنحوه ت
در نتیجه این عمل،  انجام داد. دستتتتگاهدر  ادم یجیتدر شیافزا و از طریق qPCRبرنامه  انیدر پا
ای از منحنی ذوب نشان داده ، نمونه1-11در شکل  .شودمی میفلورسانس در برابر دما ترس راتییتغ

ای . دماست مهین کونیآمپل کدهنده تشکیل ینشتان  کیمنفرد و بار پیک کشتده استت. وجود ی
. در صورت تشکیل است 73℃ نزدیک به، 1-11موجود در شکل  23S rRNAآمپلیکون  Tmذوب 

 .استپلیکون مورد نظر کمتر از آم هاآن Tmها، پیک آغازگرحالت دایمری در 
ما،  شیدر آزما است. ازیمورد ن یو فن یکیولوژیب یتکرارها ی، وجودواقه یکم جینتا دیتول یبرا
 صورت مستقلیی که بهایباکتر یهاکشت حاصتل شتده از RNA یهااز نمونه یکیولوژیب یاتکراره

که  است PCRواکنش  نیچند انجام دادن شامل یفن یتکرارها شتده استت. لیتشتک اند،القا شتده
کلاس در  یهاکل نمونه نکهیا ی، برابا این حال  هستتتندمشتتابه  cDNA یالگو کی یدارا هرکدام

-RT یاصل ضهفنقطهخواهند بود. تکرار  ی ما فاقدهاشیآزما رند،یقرار بگ ترموسایکلر دستتگاه کی

qPCR ترموستتتایکلر با قابلیت  کیبه  برای انجام این آزمایش، رایز ،استتتت بودن آن بردارنتهیهز
استتفاده در دستتترس  یبرا موستایکلرتر کی، اگر با این حال  خواهد بود ازین تشتخیل فلورستانس

با  RT-PCR دارد. ژن انیدر مطالهات ب یکممهین RT-PCRنستتتبت به  ی راادیز یایباشتتتد، مزا
تفاده از اس .ندارد ژل به الکتروفورز یازین رایز ،کوتاه است کمابیشروش استفاده از فلورسانس، یک 

( امکان GelRed ای دیبروما ومیدیاز ات شتتتریب اریبستتبا حستتاستتیت ) رنگ فلورستتنت حستتاس کی
، RT-qPCR ن،یعلاوه بر ا .کندیرا فراهم م اندك اریدر سطوح بس یشده حت انیب یهاژن لیتشخ

با استفاده از این که  یورود RNA میزان )محدوده دارد ی راترگستترده یکینامید لیدامنه تشتخ
 انیقدرتمند در مطالهات ب یرا به روش qPCRمطلوب،  یهایژگیو نیا (.توان تشخیل دادروش می

استتتفاده  مورد 1جدیدنستتل  یابییو توال هیزآرایر جینتا تسییددر  هابیشتتتر وقتو  کندمی لیتبد ژن

                                                 
1. Next. generation. sequencing 
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استفاده  زین یو صنهت ینیبال یهاطیدر مح qPCR ه،یپا یقاتیتحق شگاهیفراتر از آزما .شودیمواقع 
 درمان یابربخشتت نییته پ،یژنوت نییزا، تهیماریعوامل ب ییشتتناستتا ،یروستتیبار و نییته .شتتودمی
 ی مروربراار داد. مورد بررستتتی قر روش استتتتفاده از این نیبا ا توانرا می تیفیو کنترل ک ییدارو
 .دیکن را بررسی 1ریز وبگاه، qPCRدر مورد  شتریب منابع
 

 
در  رییتغ yو محور  نشان دهنده دما xمحور . 23S rRNA کونیآمپل ذوب یمنحن لیو تحل هیتجز :1-14شال 

 دهد.یدما نشان م ریی( را نسبت به تغRFU ،یفلورسانس نسب یحدها)وا فلورسانس
 
 یشگاهیآزما هایتمرین -2

 معاوس یسیالف. رونو
توجه  اقتباس شده است. Bio-Rad’s iScript Select cDNA Synthesis تیاز ک ریز نامهشتیوه

 مرحله نی، ابا این حال  میهستتت PCR یهاویالها در واکنش میکه ما در حال تنظ دیداشتتته باشتت
 عنوانبه ترموسایکلر کیاز  یما به سادگ .PCRنه  و است (RT) رونویسی مهکوسواکنش  کتنها ی

ده ش یبندزمان ییامراحل دم یراحتتا به کنیممیاستتفاده  شتدهیزیربرنامه یحرارت ستیستتم کی
RT  یهاویالو  سترستمپلرکه به استتفاده از  دیمطمئن شتومورد نظر، انجام دهیم.  یهاویالرا در 
« RNAکار با  یهاچالش»شتتده در بخش چهارم ارائه یهاراهکارو از  دهیدمیادامه  RNaseبدون 
 یضرور در هر مرحلهدستکش  دنیوشپ .دیکنیاستتفاده م RNA بیبه حداقل رستاندن تخر یبرا

توجه داشتتتته ترین حالت ممکن انجام دهید. را در دقیق پایپت کردن نیبهتر ن،یعلاوه بر ا استتتت.
                                                 
1. https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time. pcr. 

learning- center.html1 

https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time
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در واقع  دیبا P10 سمپلر کیکند، یم یرا فراخوان μL 9 نمونه نیاز به برداشت کی یکه وقت دیباشت
 و کنید میبه حجم مورد نظر تنظ کیرا تا حد امکان نزد ستتمپلر شتتهیهم شتتود. میتنظ μL 9 یرو

 .دیریتمام ارقام نشان داده شده را در نظر بگ
 دهیدقرار  خی یرا رو هاآنو بلافاصله  کنیدخارج  -79℃ زریخود را از فر RNAسه نمونه  -1

 تا ذوب شوند.
+ و IPTG، القاد+، -IPTG- ،lac، -را بتا علائم القاد RNaseعتاری از  PCRشتتتش ویتال  -3

lacبرچسب بزنید ،+. 
محاسبه ، هفته گذشتته ستازیکمی مرحله را بر استاس μg 1 یبرا ازیمورد ن RNAحجم  -2

 :دیاستفاده کن زیر از مهادله .دیکن
(μg/μL( /غلظت )μg( = مقدار مورد نیاز )μLحجم مورد نیاز ) 

در  و خود ادداشتیها را در دفترچه و حجم دهیدانجام  از سته نمونه کیهر  یرا برا عمل نیا
 .دیببت کن 1-11مشابه جدول  یجدول

 
 مهکوس یسیرونو یبرا ازیمورد ن RNAمجموع حجم  :1-14جدول 

حجم آب عاری از نوکلئاز برای 
 μL 17رساندن حجم به 

 حجم مورد نیاز برای
 μg 1 RNA نمونه 

 بدون القاد  
  IPTG 
 لاکتوز  

 پتایدو بار پ RNAهر نمونه  .دیکن پتایپ خی یرو و مناستتب PCR ویالحجم را در  نیا -1
 .«+» ویال کیبار در  کیو  «-» ویال کیبار در  کیشود: یم
محاستتبه  μL 12 منظور رستتاندن حجم بهو به هر نمونه ینوکلئاز را برا عاری ازمقدار آب  -9

حجم از آب  نیا از ستته نمونه متفاوت باشتتد. کیهر  یحجم ممکن استتت برا نیا. دیکن
 .دیکن پتایپ متناظر به آن یهاویالنوکلئاز را به  عاری از

 یو برا است تیمار شده یمساو طوربهبا هر مهرف  های مختلفنمونه نکهیاز ا نانیاطم یبرا -3
 دیخواه جادیا را جداگانه ، دو مستر میکس3-11دول مطابق ج ،کردن پتایستهولت در پ

دوم فقط  مستتتر میکس( و +RT) مهکوس پتازیترانس کر یحاو مستتتر میکس ک. یکرد
 یاز ادامته، حجم لازم هر جزد را برا پیش ( خواهتد بود.−RTآب بتدون نوکلئتاز ) یحتاو
 فیتوص یسپس اجزا .دیخود محاسبه کن شگاهیآزما ادداشتتیرچه در دفت، جدول لیتکم
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ضافه ا وژیفیکروسانتریم ویال کی به ،خی یروو  در جدول نشان داده شده بیشده را به ترت
 .دیکن

 برداری مهکوسهای رونوشتمستر میکس :2-14جدول 
 −RT مستر میاس

(μL) 
+ RT مستر میاس

(μL) 
 RTبرای واکنش 
 معرف (μL) 1شماره 

16 13 1 5 × iScript select 

reaction mix 
 تصادفی آغازگر 3 7 8

ترانسکریپتاز مهکوس  1 1 5
iScript 

 آب عاری از نوکلئاز 9 9 4
 کل 7 37 28

نظور مبانیه( را به 3-2و یک ستتتانتریفوژ ستتتریع ) کنیتدمنظور مخلوط کردن ورتکس بته -7
یات ویال به انتهای آن، انجام دهید و ستتپس ویال را روی یخ ن از قرار گرفتن محتواطمینا
 داری کنید.نگه

 .دیکن پتایپ خی یروو  PCR ویالاز سه  کیرا در هر  حیصح مستر میکساز  μL 7مقدار  -7
ستر ماز مصرف مجدد از  پیشرا  سرسمپلرمهم: منظور مخلوط کردن پایپت کنید. نکته به

 عوض کنید. میکس،
 .دینگه دار خی یرو های دیگر،زمان اتمام کار توسط گروهها را تا واکنش -5
 ریزی شده به شکل زیر، قرار دهید:ترموسایکلر برنامه کیرا در  PCR یهاویال -19

 دقیقه 9به مدت  39℃الف.  ●
 دقیقه 29به مدت  13℃ب.  ●
 دقیقه 9به مدت  79℃پ.  ●
 به مدت مورد نیاز 1℃ت.  ●
 یخود را رو PCR ویالو شش  کنیدمتوقف  ترموسایکلر را ،1℃ به دما دنیپس از رست -11

 .دیقرار ده خی
 

 یکم PCRب. 
cDNA یهاگو در واکنشال کی عنوانبهاکنون  ،دیکه شما سنتز کرد qPCR شما شود.یاستفاده م 

cDNA ژن gst::egfp  از(mRNA  را در هر  دیشتتما تول یانیب وکتورکه از )از  کیشتتده استتت
شما  شوند.یم متصل egfp توالیبه  اختصتاصی طوربه هاآغازگر کرد. دیخواه تکثیرخود  یهانمونه
شتتود( را یم افتی E. coli یهاکه در کروموزوم تمام ستتلول ی)ژن E. coli 23S rRNA نیهمچن
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لف مخت ریمقاد یبرا یکنترل داخل کی) ژن مرجع کی عنوانبه کونیآمپل نیا کرد. دیخواه تکثیر
RNA ستتتطح نتده،یهفتته آ در هر واکنش( عمتل خواهتد کرد. یورود cDNA ژن gst::egfp 

 (mRNAرا در کلون مثبت )  خود( پس از عدم القاد، القاد باIPTG القاد با لاکتوز ای) دیخواه نییته 
 کرد.

گروه حداکثر هشت  یرا برا PCR یها، واکنشجایگاه 53با  ترموسایکلر کی: یانمرب توجهقابل
 د،یدار این تهداد دانشجواز  شیاگر ب دهد.یمواکنش در هر جفت( انجام  13) جویاندانش دو نفره از

ها نشاز واک یبرخ د،یاستفاده کن دیگر ترموستایکلر کی: از دیرا انجام ده زیر موارد نیاز ا یکی دیبا
 دوم را انجام یو سپس اجرا شوداجرا کامل  نیتا اول کنید ینگهدار خچالیو در  بپیچید لیرا در فو

 یتا به جا دیالقا شتتتده با لاکتوز را حذف کن یهانمونه .دیحذف کن بیها را به ترتواکنش ای د،یده
گروه را در خود  13 های مربوط بهترموسایکلر واکنشبماند. سپس  یواکنش، هشت واکنش باق 13
ضتتروری  ستتازییاهداف کم یبرا  23Sو gst::egfp تکثیر هر دو ژن که ییاز آنجا .دهدیم یجا

وجود  mRNA یستتتازیکم در DNA گیکه آلود کنندیم نیتضتتتم −RT یهاو واکنش استتتت
 ضروری خواهد بود.  آندر صورت امکان گنجاندن  ،نخواهند داشت

 شتتده،شتتما استتتفاده  از کلون مثبت gst::egfp اختصتتاصتتی ژن تکثیر یکه برا ییهاآغازگر
 از: اندعبارت

● egfp14 F: 5´ CGACGGCAACTACAAGACC 3´ 

● egfp14 R: 5´ GTCCTCCTTGAAGTCGATGC 3´ 

 شتتده،شتتما استتتفاده  از کلون مثبت 23S rRNA ی ژناختصتتاصتت تکثیر یکه برا ییهاآغازگر
 از: اندعبارت

● 23S14 F: 5´ GACGGAGAAGGCTATGTTGG 3´ 
● 23S14 R: 5´ GTTGCTTCAGCACCGTAGTG 3´ 

 اقتباس شده است: Bio-Rad's iQ SYBR Green Supermix یهانامهشیوهاز  نامهشیوه نیا
1- cDNA  الگو در ستتنجش  کیعنوان اکنون به ،دیستتنتز کرد یتازگبهکهqPCR  استتتفاده

، شما حال با این  است ازیمورد ن cDNA یکم اریمقدار بستبرای این ستنجش،  شتود.یم
در  گونهنیادر عوض، شما  .دیکنینم نییرا ته شتده دیتول cDNAمقدار  میمستتق طوربه

را در  cDNAاز  یمشتتتابه ی، مقدار جرمRNAاز  یکستتتانیکه مقدار جرم  گیریدنظر می
 ستتتازییرا کم cDNA یکراستتتتشتتتما  از آنجایی که کند.یم دیتول RTواکنش  یط
 یهاواکنش نیا یبرا .دیکن انیترا ب RNA بتا مقتدار جرم مهتادل دیتتوانیم د،یتنکینم

qPCRاز مهادل  دیخواهی، شتتما مpg 19  ازRNA هر  دیبا نیبنابرا  دیالگو استتتفاده کن
با  .دیکن قیرق ،نشتتان داده شتتده استتت 2-11که در جدول  طورهمانرا  cDNAنمونه 

 ویال کیرا بته  RTشتتتده داده، حجم واکنش نشتتتانP10 یتک ستتتمپلر استتتتفتاده از
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هنگام اضافه کردن آب  .دیکن پتایپ« 1رقت  cDNA»با برچسب  دیجد وژیفیکروسانتریم
ترکیب  خوبیتا محلول به کنیدبهد، ورتکس  را تهویض کنید. در مرحله ، سرسمپلراستریل
 وژیفیستتانترکرویم ویال کیبه  محلول کردن پتایپ یبرا دیجد ستترستتمپلر کیاز شتتود. 
هنگام اضتتافه کردن آب استتتریل،  .دیاستتتفاده کن «3رقت  cDNA » با برچستتب و دیجد

د. خوبی ترکیب شتتوتا محلول به کنیدستترستتمپلر را تهویض کنید. در مرحله بهد، ورتکس 
که پایداری  شتتتودمی لیتبد cDNAبه  RNA ین مراحل،در ا که دیتوجه داشتتته باشتت

استفاده دیونیزه و  .ستتین RNaseبه استتفاده از آب بدون  یازین نیبنابرا  بیشتتری دارد
 شود.می پیشنهادشده  اتوکلاو

وی آن چاپ اعداد رو اگر  کنید هیرا ته یزمان واقه واکنش سازگار با PCR ویال 13تهداد  -3
با  .دینزن علامت هاب ویالدر یروکنید.  یگذارشماره 1-13 از شمارهرا  هاآن، نشده است
اینکه جوهر علامت زده شتتتده در اطراف ویال از بین خواهد رفت، بهتر استتتت که  احتمال

شتتتما  یمرب گر،یاز طرف دها در دستتتتگاه را در دفتر خود یادداشتتتت کنید. موقهیت ویال
 گرید یهاتا با گروه دهدرا اختیار شما قرار  )حاوی چندین چاهک( پلیت کیممکن است 

 .دیقرار ده خی یروو  PCR ویال ركها را در نمونه نیا .دیبه اشتراك بگذار
 .علامت بزنید « 23Sمستتتر میکس»و  «egfp مستتتر میکس»را  وژیفیکروستتانتریدو لوله م -2

 یو برا شتتود تیمار یمستتاو طوربهبا هر مهرف  های مختلفمونهن نکهیاز ا نانیاطم یبرا
فهرستت شده در جدول  یاز اجزا کیاز هر  مستتر میکس کی، کردن پتایپ در ستهولت

، حاوی تمامی ترکیبات ضتتتروری cDNAهر مستتتتر میکس به جز کنید.  جادیا را 11-1
 egfp اختصتتاصتتی برای یهاآغازگر یحاو یکسمستتتر م ک. یستتتا PCRبرای واکنش 
 خواهد بود. 23S rRNA اختصاصی برای یهاآغازگر یحاو گرید مستر میکس خواهد بود.
با هر جفت  PCRواکنش  یبرا ازیمورد ن یهاحجم 1-11: جتدول یتانتوجته مربقتابتل 
حجم  μL 39مل که شا دهدمی( را نشتان +RTو سته واکنش  −RT)سته واکنش  آغازگر
های شما کمتر یا بیشتر تهداد نمونهاگر . استت کردن پتیاپ یمحاستبه خطا یبرا یاضتاف
 .دیکن میتنظ هاآنحجم را متناسب با  دیبا ،شد

 cDNAهای رقت :7-14جدول           

  واکنش رونویسی معاوس (μL) آب استریل
557 μL 3 رقت  کنش اصلیواcDNA 1 (1:999) 
57 μL 3  رقت  1از رقتcDNA 3 (1:39999) 
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 qPCRهای مستر میکس :4-14جدول    

 egfp مستر میاس 23S مستر میاس
برای یک واکنش 

PCR (μL) معرف 

μL 39/17 μL 39/17 79/3 آب استریل 
μL 39/9  مخلوط

 23S آغازگر

μL 39/9 مخلوط
از  μM 19) آغازگرمخلوط  egfp 79/9 آغازگر

 (Fو  R آغازگر
μL 9/77 μL 9/77 9/13 iQ SYBR Green 

Supermix 
μL 119 μL 119 39 کل 

 .دینک پتایپ خی یروو  وژیفیکروسانتریم ویال کینشان داده شده در  بیهر مهرف را به ترت -1
 و روی یخ برگردانید. کنیدبی ورتکس خوبه -9
که با  PCR ویالدقت ممکن در هر  بیشتتترینرا با  egfp مستتتر میکساز  μL 39مقدار  -3

 ،یبهد مستتتر میکساز رفتن به  پیش .دیکن پتایپ گذاری شتتده،علامت 3-1های شتتماره
دقت ممکن  بیشترینرا با  23S مستر میکساز  μL 39دار تهویض کنید. مقرا  سترسمپلر
 جادیاز ا .دیکن پتایپ گذاری شتتتده،علامت 13-7های که با شتتتماره PCR ویتالدر هر 
 .دیکن یکنند، خوددار جادیتداخل ا فلورسانس شکه ممکن است با خوان ییهاحباب

شده  قیرق cDNAاز  μL 9نشان داده شده است،  3-11و  9-11که در جداول  طورهمان -7
 یالواز  نمونه را که دیمطمئن شو .دیکن پتیاها پویالمناسب را با حداکثر دقت ممکن در 

که ممکن استتتت با  ییهاحباب جادیاز ا .کنیدبرداشتتتت می «3رقت  cDNA»علامت با 
 .دیکن یکنند، خوددار جادیتداخل ا فلورسانس شخوان

 
 egfp با مستر میکس qPCRتنظیم  :2-14جدول   

 ویال 1 2 7 4 2 6
egfp egfp egfp egfp egfp egfp مستر میکس (μL39) 
lac+ lac− IPTG+ −IPTG +القاد القاد− cDNA (μL9) 

 
 23S میکسبا مستر  qPCRتنظیم  :6-14جدول         

 ویال 1 2 7 4 2 6
23S 23S 23S 23S 23S 23S مستر میکس (μL39) 
lac+ lac− IPTG+ −IPTG +القاد القاد− cDNA (μL9) 
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 .دینگه دار خی یرو ها،تا اتمام کار تمامی گروه را PCR یهالویا -7
س ها را پها، حبابسانتریفوژ سریع و یا با ضربه زدن به انتهای ویال مربی شما با انجام یک -5

ر ترموسایکل کیها را بلافاصله در کند. بهد از این عمل، ویالها حذف میاز بستن درب ویال
 .دیقرار ده ،شده است یزیبرنامه ر 7-11که مطابق جدول 

در  شدهیآورجمع یهاداده .دیستاعت طول خواهد کشت 9/1 نزدیک بهبرنامه  نیاتکمیل  -19
 شگاهیآزما یرا در جلسه بهد هاآنو شما  شودمی رهیشتما ذخ یتوستط مرب شیطول آزما
 کرد. دیخواه لیو تحل هیخود تجز

 
 qPCRبرنامه  :3-14جدول           

 چرخه تارار مرحله زمان مرحله (℃دمای تنظیمی )
 1 1 1 دقیقه 2 59
 3 19 1 بانیه 19 59
   3 بانیه 29 39
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 ایمباحثه هایپرسش
-oligo آغازگربا  یهگزامر تصادف یرا به جا E. coli باکتری RNA مهکوس یسیاگر رونو -1

dT گذاشتپیم ریتسب شیچگونه بر آزما د،یآغاز کرده بود 
 دو نیا .دیکنیم تکثیر PCRرا در مراحل  23S rRNAو  gst::egfp ژن دو mRNA شما -3

 کیتوان یم ایآ .اشاره دارد( یبوزومیو ر رسانپیام بیمختلف )به ترت RNAنوع ژن به دو 
mRNA  باکتریE. coli یرا به جا rRNA، چراپ کردپ ثیرتک ژن مرجع کی عنوانبه 

 ستپیانتخاب ژن مرجع چ یبرا یاصل یارهایمه
 
 
 
 
 
 



   



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه پانزدهم
 ، بخش دومRT-qPCRتوسط  gst::egfp ژن mRNAتحلیل سطوح  تجزیه و

 
 mRNA یسطوح نسب نییته یآمده در جلسه قبل را برادستبه RT-qPCR یهاشما داده هدف:
های باکتریبا  ستتهیدر مقا را و لاکتوز IPTGشتتده با  دالقا Escherichia coliدر  gst::egfp ژن
 کرد. دیخواه لیو تحل هیکننده، تجزد القا فاقد
 
 مقدمه -1

در هر و هر نمونه  بستتط /وصتتل شتتدن در مرحله فلورستتانس یهاخوانش، qPCR یدر طول اجرا
فلورسانس  یهاکامل )خوانش تکثیرنمودار  کیاجرا،  انیدر پا ( ببت شتد.«یزمان واقه»چرخه )در 

 لیو تحل هینمودارها را تجز نیا دیاکنون، شتتما با شتتد. دیهر نمونه تول یدر مقابل تهداد چرخه( برا
ابتدا  ،یستتازیکم یهانوع روش نیا یاز مهرف پیش .دیکن ستتازییرا کم ژن انیتا ستتطح ب کنید
 داشت. میخواه شیآزما نیشده در ا دیتول جیبه نتا ترقیدق ینگاه

 PCRدر واکنش  DNAکه در کلاس آزمایشتتگاه: جلستته ستتوم توضتتیح داده شتتد،  گونههمان
در الگو  DNAبسته به مقدار تصاعدی تکثیر و مقدار آن در هر چرخه دو برابر خواهد شد. صورت به

 وانتسازی را نمییکم، چندین چرخه باید سپری شود. برای تشخیل دادن فلورسانسشروع، زمان 
به یک عامل محدود  PCR واکنش ها درمهرف کههنگامی، بررستتی کرد. ستتپس شیآزما لیدر اوا

شما  ن،یبنابرا  رستدیم )پیشترفت متوقف خواهد شتد( 1پلاتو کیبه  تکثیر شتوند،یم کننده تبدیل
تواند یفقط م قیدق یسازیکم .دیکن نییته مرحله نیرا در ا cDNAسطح  قیدق طوربه دیتوانینم

 رایآستتان استتت، ز qPCR در ییز فاز نماها اآوردن داده به دستتت رخ دهد. یینما تکثیردر طول 
 .شوندیم یآوردر هر چرخه جمع ، بلکهشوندنمیآوری تنها در پایان واکنش جمع هاداده
ر د فلورسانس نمودار شود.ینشان داده م یهر نمونه با رنگ متفاوت تکثیرمهمول، نمودار  طوربه

در هر صورت،  (.1-19داد )شکل  شینما لگاریتمی ای یخط صورتبهتوان یرا م خهچر مقابل شماره
تهداد  شیاست( با افزا DNA یکه شدت فلورسانس )نشان دهنده فراوان دینیبب دیتوانیبه وضتوح م
هر چه تواند مفید واقع شتتتود: در نظر گرفتن این مفهوم کاربردی میکند. پیدا می شیچرخته افزا

cDNA ی بهورود PCR ونهگتر افزایش پیدا خواهد کرد. همانسریع فلورسانس سطح، بیشتر باشد 
ها حداقل فلورسانس را در طول ، تمام نمونهمشتخل است (یخط نمودار) (A) 1-19در شتکل که 
 کنند.یم دیاول تول چرخه 12

                                                 
1. Plateau  
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با و  RT-qPCR یهاواکنش یعنوان الگو برابه cDNA ی ازده برابر یهارقت تکثیر. ینمودارهتا :1-12شککاکل 
 yچرخه و محور  تهداد xمحور  نشان دهنده آستانه است. ینارنج یخط افق استتفاده شتد. 23S یهاآغازگراستتفاده از 

 تمی.لگاری مودار( نBو ) یخط نمودار (Aدهد. )را نشان می (RFU)ینسب فلورسانس یواحدها
 
 تصوربه یآب تکثیرستپس، نمودار  شتوند.یدر نظر گرفته م نقطه شتروع عنوانبهها چرخه نیا

 هایچرخه شمارشقرمز و سبز در  یبه دنبال آن نمودارها و کندمی شیشتروع به افزا یقابل توجه
، دهدمینشان  هاچرخه نیرا در اول فلورسانس شیزااف ینمودار آب از آنجایی که .رندیگیقرار م یبهد
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( S23مورد،  نی)در ا یشتتتریب یورود cDNA یحاو مورد بررستتی گرفت که نمونه جهینت توانیم
 میآستانه تنظ کیمشاهدات،  نیبه ا یعدد ریمقاد لیتخص یبرا استت. گرید یهانستبت به نمونه

 کیبا  1-19آستانه در شکل  کند.یقطع م یینما تکثیرا در طول نمودارها ر یکه تمام استت شتده
های ی و در چرخهخط نمودارکه در  دیتوجه داشتته باش نشتان داده شتده استت. ینارنج یخط افق
ها با مشاهده داده قبل و صورتبه ماتیتنظ تمامیبا حفظ  کند.یمعبور هر نمودار از آستتانه  اولیه،
 اختلالکه بالاتر از  استبالا  قدریکه آستانه به توان دید ی( مB 1-19)شتکل  یتمیلگار اسیدر مق

ه ک یاچرخه خارج شود. پلاتوتا از فاز  است نییپا یکاف قدرباشد، اما به  نهیزمپس مشاهده شده در
 تر باشد،نییپا CTهرچه  .شودمی دهی( نامTC) 1کند، آستانه چرخهیدر آن نمودار از آستانه عبور م

با هر چرخه  دیبا ،یینما تکثیردر طول  DNA، مقدار نظریاز لحا   تر استتت.الگو فراوان ژن میزان
 19چرخه،  2/2پس از دو چرخه، چهار برابر و پس از حدود  DNAمیزان  ن،یبنابرا  دو برابر شتتود

شتده در شکل دادهنشتان یهاکونیآمپل TC با وجود اینکه خواهد شتد.از مقدار ورودی  شتتریبرابر ب
19-1 B  در  یبرابر 19 یهادهنده تفاوتنشان تصویر نی، ادارندمتفاوت  چرخهتنها در حدود سته
امکان شد، یانجام م یمهمول PCRها با استفاده از واکنش همیناگر  استت. 23S کونیآمپل یفراوان

 qPCR جیبر اساس نتاوجود داشت.  آگارز ژل یرو شتریب ایچرخه  29پس از  هاکونیآمپل بررستی
 از واکنش، فاز پلاتو مرحله نیشود که در ایمشخل م ،(لگاریتمی نمایدر  ژهینشان داده شده )به و

 جهینت توانحالت میاین ز با استفاده ا اند.کننده تبدیل شدهمحدود  به یک عامل هاو مهرف دهیرست
 ی، با بررستتتبا این حال  ها وجود داردنمونه نیب 23S rRNAدر ستتتطوح  یکه تفاوت کم گرفتت
برابری بین هر نمونه را مشتتتاهده  19توان اختلاف می ،یی(در فاز نما)واکنش  لیدر اوا هاکونیآمپل
 کرد.

 کی، مقدار 3مطلق سازییکم .یرد: مطلق و نسبوجود دا سازییگزارش کم یبرا یدو روش کل
استتتاندارد مطلق محاستتبه  یمنحن کیاز  2یابیبا درون را ناشتتناخته شتتما یهاهدف در نمونه ژن
 DNA ای 1یشگاهیآزما طیشده در شرا یستیرونو RNAتوستط  طور مهمولبه یمنحن نیا کند.یم
 که است دیمف یروش زمان نیا شود.یژن هدف ساخته م کیشناخته شده از  یهابا نستخه دیمزپلا

 9ینسب یستازیکم ،یستازیدوم کم روش .دیکن نییژن را ته کی قیدق هاینستخهتهداد  دیبخواه
 گزارششود. ، تهیین میدو نمونه نیب در ژن هدف کی انیتفاوت در ب در این روش شود.یم دهینام
 ییگوپاسخ این روشهدف  است. یکاف ژن انیب راتییهنگام مطالهه تغ هابیشتر وقت ینستب ریمقاد

                                                 
1. Threshold. cycle. (CT) 

2. Absolute. quantification 

3. Interpolation  

4. in. vitro 

5. Relative. quantification 
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 «پبیان شده است 3با نمونه  ستهیدر مقا 1در نمونه  Xچه مقدار از ژن »استت که  پرستش نیبه ا
در  Xژن »کند: یگزارش م ،قیدق ریمقاد یژن را به جا انیب یبرابر n راتییتغ ،ینستتب ستتازییکم

 عنوانبه 3مثال، نمونه  نیدر ا «.استتت بیان شتتده شتتتریپنج برابر ب 3با نمونه  ستتهیدر مقا 1نمونه 
 یهاشیمادر آز .کندیمعمل (، شتتودیاستتتفاده م ستتهیمقا یمبنا عنوانهکه ب ای)نمونه 1براتوریکال

 ،با لاکتوزشتتده و القاد  IPTGبا  شتتده ، القادنشتتده القاد هاینمونه نیرا ب gst::egfpخود، ستتطوح 
 یانیب و سطوح کندمیعمل  براتوریکال عنوانبهنشده القاد  یهانمونه ن،یبنابرا  کرد میخواه سهیمقا

gst::egfp القا شتده با  یهانمونهIPTG مقایسه خواهد  نشتده، القاد یهالاکتوز نستبت به نمونه و
 شد.

 یاسهیمقا TCو روش  یاستاندارد نسب یوجود دارد: روش منحن ینسب یسازیکم یدو روش برا
 خواهداستفاده  یگاهشیجلسه آزما نیدر ا یاستهیمقا TCروش  شتود(.یم دهینام زین TCΔΔ)روش 
 برای PCR تکثیرکه بازده  استای بر این مبنا ستهیمقا TCروش  فرض لازم به ذکر استت که .شتد
 یدرصد 199 یها بازدههمه واکنشنزدیک به هم هستند.  اریبس ،و ژن مرجع یشتیآزما ژن ریتکث

 شتتتتریببازدهی  .شتتتودیدر هر چرخه دو برابر م طور دقیقبه DNAمقدار  زیرا را نتدارنتد، تکثیر
 تیتواند بر کمیم تیدر نها امر نای که بود خواهند درصد 199از  شتریب ایکمتر  مقداریها واکنش

ازدهی مشابه بودن ب تسییدمنظور به ینجاعتبار س شیآزما ک، یقبل از انجام این مرحله بگذارد. ریتسب
 صورت پذیرفته است. هاآغازگرتکثیر 

 زی( را ن)ژن مرجع 23S rRNA( بلکه یشیآزما )ژن gst::egfpشما نه تنها  ،شیآزما نیدر آخر
 TC ریما مقاد استتت. ازیمورد ن ایستتهیمقا TCروش  ی مطالههجع براژن مر نیاوجود  .دیکرد تکثیر
 کرد. میخواه ستتتهیمقا های دادهستتتازنرمال یبراrRNA 23S یهارا با واکنش egfp یهاواکنش
ایسه مق (TCΔΔ نیبنابرا سه،ی)دو مقا القاد یهنی نمونه فاقد براتوری( با کالTCΔها )تفاوت نیسپس، ا

در  gst::egfpو سطوح  است 1× در کنترل بدون القاد  gst::egfpسطوح  ،بیترتنیابهخواهد شد. 
 خواهند داشت. یبرابر nتفاوت  ،لاکتوز د شده باو القا IPTGبا های القاد شده نمونه
 

 باکتری مرجع سازی ژن: نرمال1 مرحله
23S T−  C egfp T=C TΔC 

 TC ازرا  egfpواکنش  TCو لاکتوز(، شتتتما  IPTG)بدون القاد،  شیآزما این در cDNAهر  یبرا
 .دیآور به دست TΔC کیتا  کم کرده 23Sواکنش 
 
 

                                                 
1. Calibrator  
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 : مقایسه با کالیبراتور2 مرحله
no T− ΔC  IPTG T= ΔC TΔΔC 

و لاکتوز محاسبه شد، هر مقدار را  IPTGالقاد،  بدون یها cDNA یبرا TΔCمقدار  کهیهنگام
 .دیآور به دست TΔΔC کیتا  دهید)بدون القاد( گزارش  براتورینسبت به کال

 
 : محاسبه کمیت نسبی7 مرحله

TΔΔC−2 
 ژن کیبه  نستتتبت لاکتوز( که اکنون ای IPTGبا  gst::egfp) یشتتتیماآز مقدار ژن ت،یدر نها
محاستتبه استتت،  شتتده یستتازنرمال)بدون القاد(  براتوریکال کیلاکتوز( و  ای IPTGبا  23S) مرجع
 نیبا در دستت داشتن ا ما قرار دهد. اریرا در اخت gst::egfp ژنmRNA ی تا مقدار نستب شتودمی
و لاکتوز در کلون  IPTGبا  gst::egfp ژنmRNA  که چه مقدار رفتتگ جتهیتوان نتیم ر،یمقتاد
در مورد انجام و  ی راقیدق یفصل، راهنما نیا انیدر پا ارائه شده نابعم شده است. انیشتما ب مثبت
 دهند.در اختیار شما قرار می RT-qPCR یهاشیآزما لیو تحل هیتجز
 
 آزمایشگاهی هایتمرین-2

 و با Bio-Rad iCyclerبه دستتت آمده در  یهاداده لیو تحل هیتجز یبرا ریز هاینامهشتتیوهتوجه: 
ده استفا یگرید شرکتستاخته شده توسط  زاتیاگر از تجه. ستتا MyiQ افزارنرماستتفاده از 

 یمرب دهد.یشما قرار م اریها را در اختداده لیو تحل هیتجز یهانامهشتیوهشتما  یمرب د،یکنیم
 شما انجام دهد. یرا برا 1-17شما ممکن است مراحل 

 .دیباز کنرا  iCyclerمتصل به  MyiQ افزارنرم -1
 .دیکن کیکل« پس از اجرا یهامشاهده داده» افزونه یرو -3
 تا باز شود. کنید کیخود دوبار کل شگاهی.( از جلسه آزماodmداده ) لیفا یرو -2
گروه خود را انتخاب  یهاواکنش یهاتیو موقه کنید کیکل« هاکانتخاب چاه»دکمه  یرو -1

 یرو دیتوانی، مدادخود اختصاص میو در یک ردیف را بهواکنش  13اگر گروه شما  .دیکن
 .شودانتخاب  فیخودکار کل رد طوربهتا  کنید کی( کلرهیو غ A، B) فیرد علامت

 ارنمود ی، یکفهل ودارنم یهنی  شودمیداده  شینما «نمودار لگاریتمی»که  دیمطمئن شتو -9
 است. یعاد

واحد  9در امتداد  ،شیآزما هیاول یهتادر چرخته تیتتقو یکته نمودارهتا دیتکن یبررستتت -3
 9کمتر از  اریاگر نمودارها بس .شوندی( اجرا مxبا محور  ی( )موازRFU) ینسب فلورسانس

 رتغییرا  هیپا اتمیتنظ دیمتفاوت باشد، با اریبس هیاول یهادر چرخه RFU ریاگر مقاد او ی
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اولین نمودار ستتتمت ) نیکه در آن اول دیکن نییرا ته یا، چرخهمنظور این عملبه .دهید
تنظیمات پایه را بر مبنای  کند.ی( متکثیر) RFU 9شما شروع به بالا رفتن از  ( نمودارچپ

 ها تنظیم کنید.این چرخه
 .دیکن کیکل «لگاریتمی شینما»دکمه  یرو -7
ر از بالات ،محاسبه شده )خط نارنجی( خودکار صورتبررستی کنید تا موقهیت آستتانه که به -7

 یهاشده در چرخه دهید زیت پیک چیه دی)نبا استت yزمینه در محور محور اختلالات پس
فاز  نییستتتوم پا کیاستتتت که نمودارها را در  نییپا یرا قطع کند( اما به اندازه کاف هیاول
 قطع کند. یینما

 یهامحاستتبه مجدد چرخه» گزینه یرو دی، باتغییر کرد 7 ای و 3در مراحل  تنظیمات اگر -5
 .دیکن کیکل «آستانه

 .دیکن کیکل «هارشگزا» گزینه یرو -19
 .دیرا انتخاب کن« PCR baseline»، «انتخاب گزارش» ییکشو یدر منو -11
 .دیکن رهیذخ فلش ویدرا کیو گزارش را در  کیکل «لیدر فا رهیذخ» یرو -13
دکمه  یخود، رو یشگاهیآزما ادداشتتیدفترچه  در منظور درجبه نستخه کیچاپ  یبرا -12

 .دیکن کیکل« چاپ»
 a Rich Text Format) ایدکرده رهیرا که ذخ ی. گزارشتتدیورد را باز کن کروستتافتیما -11

file)، دیباز کن. 
 .دیکن یخود کپ یهااز واکنش کیهر  یرا برا TC ریو مقاد کعدد چاه -19
 .دیاکسل را باز کن کروسافتیما -13
 جادیا 3-19در شکل  نشان داده شده فیستون و رد نیبا عناو دیصفحه گسترده جد کی -17

 دیمناستتتب بچستتتبان یهافقط در ستتتلول +RT یخود را از واکنش ها TC ریمقاد .دیکن
 .)پیست کنید(

و  TΔC ،TΔΔC ریمحاستتبه مقاد یرا برا 2-19نشتتان داده شتتده در شتتکل  یهافرمول -17
ΔΔCT−2 دیوارد کن. 

 هایبه نمونه را در هر نمونه نسبت gst::egfp( سطح ینسب تیستون )کم نیاکنون آخر -15
 دهد.یالقاد نشان م دونب
 نشتان داده شتده در شکل  فیستتون و رد یهاعنوان ،استت شتدهکه وارد  ییهاداده ریز -39

قرار  +RTو شش واکنش  −RTشش واکنش  یخود را برا TC ریمقاد .دیکن واردرا  19-2
 .دیده
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مربوط بتته  TC ری، لتتاکتوز(، مقتتادIPTGننتتده، )بتتدون القتتاد ک RNAهر نمونتته  یبرا -31
 egfp در ابتدا) دیکن نییته آغازگرهر جفت  یرا برا +RTو  RT− هایواکنش یهاواکنش
کنترل  یبرا RT− یهاواکنش نیکه ا دیداشته باش ادیبه  کرد(. دیخواه لیو تحل هیرا تجز
 گنجانده شده است. DNA ی باآلودگ

محاسبه مقدار  یبرا دهد.یرا نشان م دیمزپلا DNA ی باآلودگ egfp یهاغازگرآبا  تکثیر -33
DNA یهاکه در نمونه دیمزپلا +RT  محاسبه وجود دارندشما ،TΔC هر واکنش  یرا برا
egfp بار از نمونه  نیا .دیانجام ده+RT کرد: دیاستفاده خواه براتوریکال عنوانبه 

with RT TC − without RT TC=  TΔC 
در  گرید نمونه نسبت به RNAنمونه  کیدر  TC نیدوم ب ستهیبه انجام مقا یاهشتما علاق     
 سهیمقا کی تنهاشما  کرد. دیاستتفاده نخواه TΔΔC ریاز مقاد نیبنابرا  دیندار مرحله نیا
(TΔC )مهادله  ت،یتدر نهتا .را انجتام خواهیتد دادΔCT−2،  مقدارDNA آلوده )بر  دیمازپل

آلودگی  تا درصد کنیدضرب  199مقدار را در  نیا حستب درصتد( را محاسبه خواهد کرد.
 محاسبه شود.

100 × [(−CT without RT) − CT with RT)](%)= 2IPTGcontamination DNA 
شرح  محاسبات خواهد بود. یژنوم DNA ی بانشان دهنده آلودگ 23S یهاآغازگربا  ریتکث -32

 .دیمراجهه کن 2-19به شکل  .دیانجام ده 23Sهر واکنش  یرا برا 33 داده شده در مرحله
 ود:ش یآورشما جمع در دفترچه یادداشت جینتا نیخلاصه، ا طوربه -31

و  IPTGالقا نشتده، القا شده با  یهادر نمونه gst::egfp ژن mRNA یمقدار نستبالف. 
 (.17-15 حلاشود )مر انیب درصدی رییتغ کی عنوانبه دیبا نیا لاکتوز.

 .(33 هر نمونه )مرحله یبرا دیمزپلا DNA یآلودگب. 
 .(32 هر نمونه )مرحله یبرا یژنوم DNA یآلودگپ. 

 
 
 
 
 
 

محاسبه  یرا برا یاسهیمقا TCمورد استفاده در روش  یهاطرح و فرمول . این شکلاکسل نمونه: 2-12شال 
 دهد.ینشان م ینسب تیکم
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را  DNA یمحاسبه درصد آلودگ یمورد استفاده برا یهاطرح و فرمول این شکل، .اکسل نمونه: 7-12شال 
 دهد.ینشان م
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 ایمباحثه هایپرسش

، استتت تهداد بیشتتتری چرخه ای 29شتتامل  هابیشتتتر وقت PCRاستتتاندارد  یهاچرا برنامه -1
)بهد از  بهد یهاچرخه در و( B 1-19)مانند شتتتکل  qPCR تکثیر ینمودارها در کهدرحالی
 رسدپیم پلاتوبه فاز  هابیشتر وقت ،(29های شماره چرخه

تهیین  د نشدهشتده نستبت به القا دالقا یهادر کشتترا  gst::egfp ژن  mRNAشتما ستطوح -3
 ای، آpET-41a وکتور lac مهار اپراتور یکننتده برا دمولکول القتا کیت وجود بتدون .کردیتد

mRNA  ژنgst::egfp چراپ شدپ ی خواهدسیرونو 

 

 
 
 



   

 
 

 

 



   

 اه: جلسه شانزدهمکلاس آزمایشگ
کمی، مهین RT-PCR توسککط gst::egfp ژن mRNAتحلیل سککطوح  تجزیه و
 بخش اول

 
 cDNA( به RT) مهکوس یسیبا واکنش رونوشتده توستط شتما،  ستازیخاللکل  RNA هدف:
 1یکممهین مرازیپل یارهیواکنش زنج یلگو براا عنوانبه ،cDNAستتتپس از آن  .شتتتودیم لیتبد
(PCR استتفاده )شما در نهایت،  .شودمیDNA  اختصاصی یهاآغازگررا با egfp ( و یشیآزما )ژن

23S rRNA کرد. دیهخوا ری( تکث)ژن مرجع 
 
 مقدمه -1

 RTدر مورد  بیشتر اطلاعات ی کسبرا برام هکلاس آزمایشتگاه: جلسه چهارددر ارائه شتده مقدمه 
ی را نسبت کمتر یتکم این روش داست،یپ یکممهین RT-PCRکه از نام  گونههمان .مطالهه کنید

به کلاس آزمایشتگاه: جلسات ) دهددر اختیار قرار می RT-Quantitative PCR (qPCR) به روش
 تواندیباشتتد، م شتتتریب ایبرابر  19 نزدیک به ژن انیدر ب راتیی(، اما اگر تغمراجهه کنید 19و  11
با استتتفاده از این روش ممکن استتت تغییرات  .ردیمورد استتتفاده قرار گ عنوان روشتتی مطمئنبه

 بودن ترکم لیممکن است به دل گیریمحدوده اندازه، با این حالرد  تری را بتوان شناسایی ککوچک
در نظر گرفته  «یانینقطه پا»روش  کعنوان یبه RT-PCR .ابدیستتنجش کاهش  این تیحستتاستت

 با الکتروفورز PCRمراحل  انیرا در پا (mRNA)مهادل سطوح  cDNAشما سطوح  رایشتود زیم
 بررسی PCR طول واکنشرا در  cDNAسطوح  ،RT-qPCRشما مانند  .دیکنیم یبررس آگارز ژل
   .دیکنینم

متوجه و  کنیدتصاعدی تکثیر  صورتبهرا  DNAمولکول  PCRکه ذکر شد، واکنش  گونههمان
در آغاز الگو  DNAبسته به مقدار در هر چرخه دو برابر خواهد شتد.  DNAقدار مخواهید شتد که 

 ی راستتتازیکمخواهد انجامید.  به طول قابل تشتتتخیل چندین مرحله تولید فلورستتتانس، واکنش
به  PCRها در مهرف میزان کهیهنگام بهدی ودر مراحل  .دادانجام  شیآزما این لیتوان در اواینم

سطوح  دیتوانینم نیبنابرا خواهد رستید پلاتو  کیبه  تکثیر ،یک عامل محدود کننده تبدیل شتدند
cDNA موجود در فاز  یهاچرخه نییته در نتیجه .دیتکن نییته قیدق طوربتهفتاز پلتاتو  نیرا در ا

 دیبا ییدر عمل، فاز نما مهم است. ژن انیب تیکم نییته یبرا RT-PCRهنگام استتفاده از  یینما
 در این شتتتود. نییته یواقه شیاز انجام آزما پیش ،آغازگرهر جفت  و دیجد cDNAبتا هر نمونه 

                                                 
1. Semiquantitative. polymerase. chain. reaction. (PCR) 
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، ما در حال آزمایش این مهم است، اما در مورد اریکوچک بس راتییتغ لیتشتخ یتلاش برا مرحله،
قرار  ییها در فاز نمااز چرخه یهیوس فیط طورکلیبه ن،یعلاوه بر ا .میبزرگ هست راتییتغ یبررست

 یزن دلایل دیگری شتده استت. نییاز قبل ته عامل ذکر شتده ش،یآزما ی اینبرا نیبنابرا و رندیگیم
 لیاول، تشتتتخوجود دارد. در درجه  یکممهین ی، به حالتکممتهین RT-PCR گتذارینتامبرای 

cDNA ای دیبروما ومیدیات استتت. آگارز ژل ی موجود درهاباندبر استتاس شتتدت  تکثیر شتتده یها 
 استفادهمورد  DNA لیتشخ یکه برا استت ییهامهرف GelRedمانند  دای فلورستنت یهارنگ
وه بر علا .ستندیفلورسانس حساس ن سنجش ستبتنبه  موارد ذکر شتده، با این حالگیرند  یم قرار
طور به ترکوچک فرآورده کی رایز ،ستتتین یکم PCRمختلف  هایفرآوردهشتتدت  ستتهیمقا ن،یا

 شود.یم تکثیر تربزرگ فرآورده کیبالاتر نسبت به  با راندمان مهمول
تکثیر خواهید ( 23S rRNAو  egfp) هر دو ژن یبرا را یمناطق ت،یمحدود نیکنترل ا یبرا 

در  DNA به وصل شدن یکه برا دای مقدار رنگ ن،یعلاوه بر اکرد که طول یکسانی داشته باشند. 
 شدت سهیاز مقا دیبا شهیمهماند. باقی میبابت  ،ژل کی یها روهمه نمونه یبا اجرا ،دسترس است

 مرحله نیبر چند یمتک یکممهین RT-PCR ت،یدر نها .دیکن یمختلف خوددار یهاژل یرو هاباند
رض ف .شود یریجلوگ هادر نمونه ناسازگار جینتا ایجاد تا از شوددقت انجام  ید باکه با استت یمتوال
 خواهد بود. کستتانیدر هر نمونه  RT یکه بازده بر این استتت RT-qPCR نیروش و همچن نیا

 cDNAهمان مقدار  دیبا د،یکن پتیاکتل را بته هر لوله پ RNA کروگرمیم 1اگر  ،گریدعبتارتبته
همان مقدار  دیبا د،یکن پتایپ ویالکل را به هر  RNA از μg 1اگر  ،گریدعبارتبته شتتتود. دیتتول

cDNA  مهادل  ریمقاد یبارگذار ن،یبنابرا  شتتتود دیتولدر آن ویالRNA  کل در هر واکنشRT 
متفاوت  گریبه نمونه د یااز نمونه RT یاحتمال که بازده نیمحدود کردن ا یبرا استتتت. یاتیتح

، RNAهر  مشابه تیمار شدناز  نانیاطم یبرا RNA جزبهها از همه مهرف میکس مستر کیاست، 
 طوربهرا الگو  cDNAمهادل  یهاحجم دیمرحله، با نیازاپسقستتیم خواهد شتتد. ایجاد و ستتپس ت

ژل  الکتروفورز ییشتتتامل مرحله نها یکممهین RT-PCR .دیکن پتایپت PCRدر هر واکنش  قیدق
 د،ینک یریبارگ تر از حد مورد نیازکم ،کهرا در چا یاکه اگر نمونه دیتصور کن دیتوانیم است. آگارز
ده کر یریبارگ یدرستتتبهکه آن را  ینستتبت به زمان چاهک نیا رایز ،خواهد کرد رییشتتما تغ تیکم
ما عمل  یریکنترل بارگ عامل عنوانبه 23S هایفرآورده خواهد داشتتتت. یشتتتدت کمتر د،یتبود

 تیمز به حداقل رستتتاند. قیدق پایپت کردنتوان با یخطا را م از همه، منابع ترمهم خواهنتد کرد.
با  ترموسایکلربه  یازین این روش است که نیادر  RT-qPCRنسبت به  یکممهین RT-PCR اصلی
 ندارد. گران باشد( اریتواند بسی)م فلورسانس لیتشخقابلیت 
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 یشگاهیزماآ هایتمرین -2
 الف. رونویسی معاوس

الف را -را در کلاس آزمایشتگاه: جلسته چهاردهم RTهای ارائه شتده در مورد نامهشتیوه بهتر استت
 مشاهده کنید.

 
 یکممهین مرازیپل یارهیب. واکنش زنج

گروه دو حداکثر هشت  یرا برا PCR یها، واکنشجایگاه 53با  ترموستایکلر کی: یانمرب توجهقابل
 د،یدار این تهداد دانشتتجواز  شیاگر ب دهد.یواکنش در هر جفت( انجام م 13) جویاندانشتت نفره از

ها نشاز واک یبرخ د،یاستفاده کن دیگر ترموستایکلر کی: از دیرا انجام ده زیر موارد نیاز ا یکی دیبا
 دوم را انجام یو سپس اجرا شوداجرا کامل  نیتا اول کنید ینگهدار خچالیو در  پیچیدب لیرا در فو

تا  ،القا شده با لاکتوز را حذف یهانمونه ستهی کنید که .دیحذف کن بیها را به ترتواکنش ای د،یده
گروه را  13 های مربوط بهترموسایکلر واکنشبماند. سپس  یواکنش، هشت واکنش باق 13 یبه جا
 ستتتازییاهداف کم یبرا  23Sو gst::egfp تکثیر هر دو ژن از آنجایی که .دهدیم یر خود جاد

 mRNA یستتازیکم در DNA گیکه آلود کنندیم نیتضتتم −RT یهاو واکنش استتتضتتروری 
 د.ضروری خواهد بو مرحله نیگنجاندن ا ،در صورت امکان ،وجود نخواهند داشت

 ،کرده استشتما استتفاده  از کلون مثبت gst::egfp اختصتاصتی ژن تکثیر یکه برا ییهاآغازگر
 ند از:اعبارت

● egfp 16F 5´ CCTGAAGTTCATCTGCACCA 3´ 
● egfp 16R 5´ TGCTCAGGTAGTGGTTGTCG 3´ 

 ،کرده استشما استفاده  از کلون مثبت 23S rRNA ی ژناختصتاصت تکثیر یکه برا ییهاآغازگر
 ند از:اعبارت

● 23S 16F 5´ ACTGCGAATACCGGAGAATG 3´ 

● 23S 16R 5´ CCTGTTTCCCATCGACTACG 3´ 
 کی دیبا آغازگرهر جفت  شتتوند.یگنجانده م باهم مخلوط صتتورتبه برگشتتتو  رفت یهاآغازگر
 کند. تکثیررا  bp175 زهبا اندا فرآورده
 یکممهین PCRسنجش  کیالگو در  کی عنوانبهاکنون  ،دیکه سنتز کرد cDNAمولکول  -1

 کی یبرا μL 9/9) خواهد بود ازیمورد ن cDNAاز  یکم اریحجم بس استفاده خواهد شد.
را  یشتریبتا حجم کنید  قیرق 1:9 صتورتبه شتما هر نمونه را نیبنابرا  (μL 39واکنش 

)حجم کل  دیاضتتتافه کن cDNAواکنش  ویالبه هر را آب  μL 79مقدار  .دیکن پتتایپت
 یبرادهید. این امر را  انجاممنظور ترکیب شدن واکنش، ورتکس به است(. μL 199اکنون 

 (.جدید سرسمپلر کی)با  دیتکرار کن cDNAهر واکنش 
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پوش و اطراف( علامت )در 1-13 هایشمارهرا با  هاآنو  کنید هیتهرا  PCR ویال 13تهداد  -3
 .دیقرار ده خی یروو  PCR ویال رك کیرا در  هاآنبزنید. 

 « 23Sمستتتر میکس»و  «egfp مستتتر میکس» تحت عنوان را وژیفیستتانترکرویم ویالدو  -2
 یمستتاو طوربهبا هر مهرف  های مختلفنمونه نکهیاز ا نانیاطم یبرا .دیکن گذاریعلامت
ز ا کیمتشکل از هر  مستر میکس کی، کردن پتایپ در سهولت یو برا استت شتده تیمار
 ،cDNA غیر ازمستتر میکس بههر  .نیدک جادیارا  1-13فهرستت شتتده در جدول  یاجزا
 یحاو مستتتتر میکس نیدوم. استتتت PCRواکنش  یبرا تمتامی ترکیبتات لازم یحتاو
 1-13: جدول یانتوجه مربقابل خواهد بود. 23S rRNA اختصتتتاصتتتی برای یهاآغازگر
و ستتته  −RT)ستتته واکنش  آغازگربا هر جفت  PCRواکنش  یبرا ازیمورد ن یهتاحجم

 یمحاستتبه خطا یبرا یحجم اضتتاف μL 9/33که شتتامل  دهدمی( را نشتتان +RTواکنش 
ا حجم را متناسب ب دیبا ،های شتما کمتر یا بیشتر شدتهداد نمونهاگر . استت نکرد پتایپ
 .دیکن میتنظ هاآن

 .دینک پتایپ خی یروو  وژیفیکروسانتریم یهاویالنشان داده شده در  بیهر مهرف را به ترت -1
 و سپس روی یخ بازگردانید. کنیدخوبی ورتکس ها را بهمنظور مخلوط شدن، نمونهبه -9
شماره  PCR هایویال بهرا با حداکثر دقت ممکن  egfp مستتر میکساز  μL 9/33مقدار  -3

مقدار  .دیده رییتغ ها،مستر میکس هنگام تهویض انتقالرا  سر سمپلرها .دیکن پتایپ ،3-1
μL 9/33 23 مستر میکس ازS هابه ویال PCR  دیکن پتایپ 7-13شماره. 

 قیرق cDNAاز  μL 9/3نشتتان داده شتده استتت،  2-13و  3-13که در جداول  گونههمان -7
 .دیکن پتایها پویالشده مناسب را با حداکثر دقت ممکن در 

 .دینگه دار خی یرو های دیگر،تا زمان تکمیل کار گروه ها راویال -7
 .دیقرار ده ،شده است یزیربرنامه 1-13که مطابق جدول  ترموسایکلر کیها را در ویال -5
ها را پس از ویالشما  یمرب .دیستاعت طول خواهد کشت 9/1 نزدیک بهبرنامه  نیاتکمیل  -19

 -39℃ یدر دما ،شگاهیآزما یرا تا جلسه بهد هاآنو  کندمیخارج  از دستگاه اتمام برنامه
 داری خواهد کرد.نگه
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 PCRهای مستر میکس :1-16جدول 

 egfp مستر میاس 23S مستر میاس
برای یک واکنش 

PCR (μL) معرف 

μL 3/121 μL 3/121 7/17 آب استریل 
μL9/17 μL9/17 9/3 ×Taq buffer19 

μL 9/2 μL 9/2 9/9  مخلوط 

dNTP (mM 19  از هرdNTP) 
μL 9/2  آغازگرمخلوط 

23S 

μL 9/2 مخلوط
  آغازگرمخلوط  egfp 9/9 آغازگر

(μM 19  آغازگراز R  وF) 

μL 1/1 μL 1/1 3/9 Taq polymerase 
 (U/μL 9) 

μL 9/197 μL 9/197 9/33 کل 
 

 egfp با مستر میکس PCRتنظیم : 2-16جدول 
 ویال 1 2 7 4 2 6

egfp egfp egfp egfp egfp egfp مستر میکس (μL 9/33) 
lac+ lac− IPTG+ −IPTG +القاد القاد− cDNA (μL 9/3) 
 

 23S با مستر میکس PCRتنظیم : 7-16جدول 
 ویال 1 2 7 4 2 6

23S 23S 23S 23S 23S 23S مستر میکس 
(μL 9/33) 

lac+ lac− IPTG+ −IPTG +القاد القاد− cDNA  
(μL 9/3) 

 
 PCRبرنامه  :4-16جدول 

 چرخه تارار مرحله زمان مرحله (℃دمای تنظیمی )
 1 1 1 دقیقه 3 59
 3 33 1 بانیه 29 59
   3 بانیه 29 39
   2 بانیه 19 73
 2 1 1 دقیقه 19 73
1 ∞ 1 1 1 
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 ایمباحثه هایپرسش
 oligo-dT آغازگربا  یهگزامر تصتادف یرا به جا E. coli باکتری RNA مهکوس یستیاگر رونو -1

 گذاشتپیم ریتسب شیچگونه بر آزما د،یآغاز کرده بود
ژن  دو نیا .دیکنیم تکثیر PCRرا در مراحل  23S rRNAو  gst::egfp ژن دو mRNA شتتما -3

 mRNA کیتوان یم ایآ .اشاره دارد( یبوزومیو ر رسانپیام بیمختلف )به ترت RNAنوع به دو 
 یاصتتل یارهایمه چراپ کردپ تکثیر ژن مرجع کی عنوانبه ،rRNA یرا به جا E. coliباکتری 

 ستپیانتخاب ژن مرجع چ یبرا
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه هفدهم
کمی، مهین RT-PCR توسککط gst::egfp ژن mRNAتحلیل سککطوح  تجزیه و
 بخش دوم

 
 کرد. دیخواه مشاهده رزآگا ژل را با الکتروفورزخود  RT-PCR یکممهین یهاشتما واکنش هدف:
نرمال شده  gst::egfpسطوح  تیکم نییته ی)در صورت موجود بودن( برا یربرداریتصو افزارنرماز 
 ژن mRNA یبود سطوح نسب دیشما قادر خواه ،بیترتنیابه استتفاده خواهد شد. 23S rRNAبه 

gst::egfp در را  حاقیالE. coli شده با  ماریتIPTG دیکن سهیو لاکتوز مقا. 
 

 مقدمه -1
 مقدمه کلاس آزمایشگاه: جلسه شانزدهم مطالهه شود.

 
 یشگاهیآزما هایتمرین -2

 آگارز ژل الف. الاتروفورز
جلسه  :شگاهیآزماکلاس که در  گونههمان) بوده GelRedه شتامل ک درصتد را 1 آگارز ژل -1

انجام شده باشد، به دو  PCRواکنش  13. اگر دیزیبر در مخزن ژل ،(داده شد حیتوض ستوم
 ها وواکنش تمامی برایژل خود  ینیم ی( روفیدر هر رد کچتاهک )هشتتتت چاه فیرد

ل و ژ ینیس یدر بالا را شانه کی این منظور، به داشتت. دیخواه ازیوزن ن یمولکول نشتانگر
ها را تمام نمونه دیتوانیم گر،یاز طرف د .دیژل قرار ده ینیدر وستط ست یشتانه اضتاف کی
 دهد. یرا در خود جا کچاه 12 کمدستکه  دیاجرا کن تربزرگژل  کی یرو

 یدر دما دیو اجازه ده یدکندریافت  شتتگاهیجلستته آزما نیخود را از آخر PCR یهانمونه -3
 اتاق ذوب شوند.

مخلوط  یبرا .دیبه هر نمونه اضتتافه کن یکراستتترا  DNA یبافر بارگذار ی ازمقدار مناستتب -2
 .دیبزن با انگشت به انتهای ویال ضربهکردن 

 1-17)جدول  دیاضافه کن فیدر هر رد کچاه نیرا به اول kb 1 کشخطاز  یمقدار مناسب -1
 (.مشاهده کنید را
 .دیکن ذاریبارگ 1-17نشان داده شده در جدول  بیاز هر نمونه را به ترت μL 9مقدار  -9
 ای V79 یبیرا با ولتاژ تقر ژل .دیوصل کن تغذیه منبعها را به میو سبندی سرهمدستگاه را  -3

 یبروموفنول آب یدا رنگ یوقت .دی( اجرا کنV/cm19دستتتگاه خود ) یبا ولتاژ مناستتب برا
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دوم چاهک(،  فیراه تا رد میحرکت کرد )ن نییژل را به سمت پا ریمس چهارمکیبالا  فیرد
از ژل خود عکس  .دیقرار ده UV ناتوریلمیترانس کی یو ژل را رو کنید دستگاه را خاموش

 .دیکن رهیآن را ذخ کار، از ادامه و پیش بگیرید
 

 آگارز اری نمونه در ژلترتیب بارگذ :1-13جدول 

 ردیف بالا kb1کش خط 1 2 7 4 2 6 خالی

 ردیف پایین kb1کش خط 7 7 5 19 11 13 خالی

 
 یسازیب. کم
که  دیآموزان آموزش دهبه دانش ست،یدر دسترس ن یربرداریافزار تصو: اگر نرمیانتوجه مربقابل

 چشتتمی صتتورتبه ریز یهانمونه نیرا ب gst::egfp  ژنPCR (+RT)  هایفرآوردهاند شتتدت ب
تفاوت در شدت باند  هرگونه دیبخواه هاآناز  ن،یهمچن و لاکتوز. IPTGکنند: بدون القاد،  ستهیمقا

در خطوط  هایفرآوردهحضور و شدت بررستی کنند.  را مشتاهده و23S rRNA  ژن PCR فرآورده
(−RTن )در نظر گرفته شتده است.  یشتخصت یهاانهیرا یبرا ریز یهانامهشتیوه ببت شتود. دیبا زی

 وجود داشته باشد. هاعاملستمیس ریسا یبرا یجزئ یراتییممکن است تغ
انواع  یبرا گتتانیصتتتورت رابتته کتته را NIH Image J. Image Jافزاری بستتتتتته نرم -1

 https://imagej.nih.gov/i)بهداشت  یمؤسسه مل طریق ازو مختلف  یهاعاملستمیس

j/download.html)  ،دیو باز کن دریافتارائه شده است. 
 .دیخود را انتخاب کن آگارز ژل ریرا انتخاب و تصو «Open» ل،یفا یاز منو -3
 یصورت، از منو نیا ریدر غ صاف است. طور کاملبهشتما  که ژل دیمطمئن شتو دیشتما با -2

Image نهیگز «Open ،Rotate»  و«Arbitrarily» پنجره چرخش  کی .دیرا انتخاب کن
 یژل خود را تا زمان ریتصو هیو زاوکنید انتخاب را  «Preview»کادر  .شودمیظاهر  دیجد
را انتخاب  «OK»پس از اتمام  .دیکن میتنظ قابل مشتتاهده باشتتد، میمستتتق صتتورتبه که
 .دیکن

ابزار و  این با استتتفاده از .دیرا انتخاب کن «Rectangle»در بالا، ابزار  Image Jابزار  بانداز  -1
 .دیکن ترسیمخود را با دقت  ژل ریماوس، تصو

را « Crop»گزینه  «Image» یدر منو د،یخود را مشتتتخل کرد ژل محدوده کهیهنگام -9
 .دیتا منطقه مورد نظر را برش ده کنیدانتخاب 

https://imagej.nih.gov/i
https://imagej.nih.gov/i
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را انتخاب  «Invert LUT»و  «Look up tables»های بخش، Image یستتتپس، در منو -3
ر تاهده باندها را آستتانمشتت اه،یها به ستتباندو  دیبه ستتف نهیزمپس تغییر دادن رنگ .دیکن
 .کندیم
منظور و به ژل یهابانددر اطراف  یکادر افق کیت ،«Rectangle»بتا انتختاب مجتدد ابزار  -7

کادر واحد در  کی، مثالعنوانبه .دیبکشتت، های مولکولی مورد نظر در چاهکبررستتی وزن
 هاچاهک نیتا اول ددهیرا فشتار  «CTRL 1»ستپس  .دیبکشت egfp یاطراف همه باندها
 یرا برا «CTRL 2» .دیبکش 23S یباندها سری بهدیبه  بهدی راکادر  د.نمشتخل شتو

 ایآ و از شتتتما پرستتتید که ظاهر شتتتد یدیاگر پنجره جد .دیباندها فشتتتار ده نیا نییته
 .دیرا انتخاب کن «Yes»هستند،  یشما افق هایچاهک

 کی .دیرا انتخاب کن «Gel Analyzer»و  «Gels» نهیگز Analyze یمنو ریستتپس در ز -7
  بماند یفرض باقشیپ صورتتواند بهیم تمامی موارد دیگر ظاهر خواهد شد. دیپنجره جد

 را انتخاب کنید. «OK»بنابراین، گزینه 
 نیازاپس .دیرا انتخاب کن «Plot-lanes» گزینه «Analyze ،Gels» یبا بازگشتتت به منو -5

 ،استشما  ژل یروی انتخاب هایحداکثر شدت باند دهندهنشانکه  دیپنجره جد کی عمل
 .نشان داده شوند دیبلند نبا یهاپیک نه،یزمپس که در دیتوجه داشته باش شود.یظاهر م

 طورهمان، میخط مستق کی دنیرا با کش پیکهر ، «Straight line tool»با استتفاده از  -19
 .دیجدا کن هااز سایر پیک ،نشان داده شده است 1-17که در شکل 

قرار  نحوه شده است. به سازییکم NIH Image Jآگارز که با استفاده از  DNA از ژل یانمونه :1-13شکال 
 دیه باشتوجه داشت .دیتوجه کندهد، میباند را نشتان  کیکه شتدت پ جیو پنجره نتا straight line tool گرفتن
 شما مطابقت ندارد. یواقه شیبا آزما ریتصو نیکه ا
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 یرا از منو «Wandابزار » ،باند /کیبه هر پ یمقتدار عتدد کیتاختصتتتاص دادن  یبرا -11
Image J با استتتفاده از ابزار  .دیانتخاب کنWand یکتا  کنید کیکل پیک، در مرکز هر 
 نیا ریمقاد .دیباند انجام ده /پیکهر  یکار را برا نیا .دیبه آن اختصتتاص ده را مستتاحت

 (.3-17جدول نشان داده خواهد شد )شکل  کیمساحت در 
، سپس .دیکن یگذاریو جا یکپ ،اکسل کروستافتیمنطقه خود را در ما یهاداده توانیدمی -13

دو فرمول محاستتبه  نیرا در هر نمونه با استتفاده از ا gst::egfp ینستب mRNAستطوح 
 :دیکن

 

 

 و
 
 

 یهاآغازگربا  ریتکث .ریخ ایوجود دارد  RT− یهادر واکنش یفرآورده ایکه آ دیکن نییته -13
23S ی باآلودگ دهندهنشتتان DNA که توستتط ژنوم استتتژنی  نیا رایز ،استتت یژنوم 
 E. coli یهاآغازگربا  ریتکث شتده استتت. یکدگذار egfp ی باآلودگدهنده نشتان DNA 
شتتما  توستتط که یدیمزبلکه توستتط پلا ،نیستتباکتریایی  ژن کی نیا رایز ،استت دیمزپلا

 ی، ستتطح آلودگRT−با مشتتاهده هر واکنش  شتتود.یم یکدگذار شتتده استتت، یمهندستت
DNA وان با تیهر نمونه را م یبرا یستتتطوح آلودگ .دیکن یابیرا )در صتتتورت وجود( ارز

 زد: نیتخم ریز یهااستفاده از فرمول
 

 
 و
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نشان  جیرا در پنجره نتا band areaو  wand toolکه مکان  NIH Image J افزاربا نرم تصویر ژل: 2-13شال 
 دهد.یم
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 ایمباحثه هایپرسش
 یلاکتوز حاو القاد شتتده با 23Sکه واکنش  فراموش کردیداما  کردیدرا اجرا  آگارز شتما ژل -1

 ایجهیبدون تکرار ژل، چه نت .دی( را اضتتتافه کنPCR 12 ویال) مهکوس پتازیترانس کر
 پگرفت IPTGلاکتوز و  د بالقاپس از ا gst::egfp ژن mRNA توان در مورد ستتطوحیم

 القاد شده با 23Sواکنش  ،شتده اگر نمونه که فراموش ماندپیم یباق جهینت یب کدام مورد
 طورپ( باشد، چPCR 11مهکوس )لوله  پتازیبدون ترانس کر و لاکتوز

د القا ریغ هایکشت القا شده نسبت به یهادر کشت gst::egfp ژنmRNA  شتما سطوح -3
 وکتور lac مهار اپراتور یکننده برا دمولکول القا کی وجود بدونن کردید. را تهییشتتتده 

pET 41aای، آ mRNA ژن gst::egfp چراپ شدپ ی خواهدسیرونو 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 بخش پنجم
ژن اصلاح بیان
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 DNA زیآمتیموفق کاریدستتتو  فراگیریدر را  یتوجهقابل شتتترفتیشتتما پ !مییگویم کیتبر
را  egfp ژن یحاو pET-41a بینوترک یانیوکتور ب کیتاکنون، شتتما اید. کستتب کرده ،بینوترک

 یک به ،GST::EGFP نیپروتئ ستتتازیخاللو  انیب منظوربه را دیمزپلتا نیو ا دیتاکرده جتادیا
 .Eدر  نیپروتئ 1ازحدشیب انیممکن است ب نیهمچنمنتقل کردید.  E. coli یهنی مدل ستمیارگان

coli  را با استتتفاده ازIPTG، با استتتفاده از  نیو همچن را خالل نیپروتئ و القا کردهRT-qPCR 
 ارائه هدف از .دیکرده باشتت نییته gst::egfp ژن mRNAح ستتطو یبررستت یرا برا ژن انیب زانیم

را در  egfpشما ژن  .است ربالات سطوحبه  ،شما یعلم یهامهارت ارتقاد ،ریز شترفتهیپ هایشیآزما
 HEK293نسان ا هیکل ینیجن یهاسلول در ،(in vitro) متفاوت یشتگاهیمدل آزما ستتمیست کی
فرآیندی که نوکلئیک استتید خالل شتتده را ) 3منتقل، (پستتتانداران ی درستتلول مدل کشتتت ک)ی
 یغربالگرپس از  کرد. دی( خواهم-های یوکاریوتی خواهند کردصتتتورت عتامتدانته وارد ستتتلولبته

 انی)ب 2بیان افزایشتتی ی، به جاHEK293 یهاستتلول در EGFPبیان پروتیئن  تسیید و فلورستتانس
 خواهید 1را کاهش egfpژن  انیاکنون ب د،یانجام داد E. coliکه در  طورهمان egfpاز حد(  شیب

 RNA9 (RNAi)کرد: تداخل دیو موبر استفاده خواه شرفتهیپ ترفند، از دو عمل نیانجام ا یبراداد. 
که در مقدمه جلستتتات دارد خود را  فردمنحصتتتربه بیو مها ایتهر روش مزا .CRISPR-Cas9و 
 کی ،یشگاهیجلسات آزما یبهد مراحل در داده شتده است. حیتوضت هاآنبه  مربوطه یشتگاهیآزما
را با استتتتفاده از  EGFP نیپروتئ دائمی طوربهکه  کنیدمی جادیا داریپا HEK293 یستتتلول لاین
 HEK293یهابهد، سلول در مرحلهخواهد کرد.  انیب ،pEGFP-N1 ییهن پستانداران یانیب وکتور

با ، egfpژن  زیآمتیتموفق انتقتال نییته یرا برا pEGFP-N1 دیتمزترانستتتفکتت شتتتده بتا پلتا
 HEK293 یهادر سلول EGFP نیپروتئ انیب ت،یدر نها .دیکنیغربال م فلورسانس کروستکوپیم

روشی که با استفاده از آن بیان یک  -ناك دان) 3انیب هدف کاهش که با siRNA یهارا با مولکول
صتتتورت به ،egfpژن  mRNAم( -کندهتا در یتک موجود زنتده کاهش پیدا مییتا تهتدادی از ژن

قابل  زانیرا به م EGFP نیپروتئ زانیم نیبنابرا  ده، کاهش خواهید دادشتت اختصتتاصتتتی طراحی
 ستتتتمیاستتتتفاده در ستتت یراهنما برا یها RNA یبا طراح ت،یدر نهاکند. پیدا میکاهش  یتوجه

CRISPR-Cas9انی، ب egfp  خواهید  ستتهیمقا با روش ناك دان، خود را جیو نتا دهیدمیرا کاهش
 کرد.

                                                 
1. Overexpression 

2. Transfect  

3. Upregulating  

4. Downregulate  

5. RNA. interference. (RNAi) 

6. Knockdown 



 247                                                                                                      ژن  انیاصلاح ب ان،یببخش پنجم: 

 

از نحوه کار با  مناستتتبنقطه به بهد مستتتتلزم داشتتتتن درك و دانش  نیاز ا هاشیآزما یتمام
قدم  نیاول ،1کردن ضدعفونی ترفندتسلط بر  ن،یبنابرا  است کشت مرحله در پستانداران یهاستلول
 است.در این مراحل مهم  اریبس

 
 ه زمانیبرنام

 های اول تا چهارم ارائه شدهعنوان مباحث تکمیلی بخشدر این بخش، به شتدهیطراحهای آزمایش
 ها،شیآزما یدگیچیپ لی، به دلبا این حال  خواهد شد برگزارهفته در ترم بهدی  19و در طول  است

 GFP کننده بیان HEK293 یهاسلول میکنیم شتنهادیدارند پ یزمان تیکه محدود یما به افراد
 در 3مدتکوتاه انتقال ،نوزدهمجلسه  شگاهیآزماکلاس  در تولید کردن یجا( را بهEGFP)توجه: نه 

 بخش پنجم(.-1)شکل  کنند یداری، خرپستانداران یهاسلول
از  ( در دسترس هستند.AKR-200)شماره کاتالوگ:  Cell BioLabs شترکت از هاستلول نیا

 و متناستتب با نیازهای درستتی طراحی ریپذانهطافصتتورت آزمایشتتگاهی به هایهستتویی، این جلستت
-15)جلسات  EGFPهای بیانی بنابراین، ممکن استت برای دانشتجویان تنها تولید سلول  اندشتده
 یا سرکوب بیان های کاهش/سایر دانشجویان نیاز به فراگیری روش کهدرحالیباشتد،  مناستب( 17
 یبرارا داشته باشند.  CRISPR-Cas9( و یا ستیستتم 39-33)جلستات  RNAiبا استتفاده از  ژن

 .دیمراجهه کن بخش پنجم-1تر است، به شکل دوره شما مناسب یکه برا یشیآزما ریانتخاب مس
 
 
 
 
 
 

                                                 
1. Aseptic  

2. Transient. Transfection 
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 HEK293 یهااگر سلولدر بخش پنجم.  شده ارائهی هاشیآزما یبرا یشتنهادیپ برنامه زمانیبخش پنجم: -1شال 
را  پستانداران یهاسلول کشت ،هجدهمبا جلسه  شجویانشتوند، دان یداریخر یتجار صتورتبه GFP کنندهانیب داریپا

 لتکمی توجه: .کنندیم نظرصرف ،پستانداران یهاستلول یگذرا انتقال شتگاه،یآزما نوزدهمو از جلسته  کنندمیشتروع 
 انیتا آغاز دوره به پا دیو با داردزمان نیاز دو هفته  به نزدیک به «کشتتتار یمنحن جادیا»پ -نوزدهم شتتگاهیجلستته آزما

 برسد.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه هجدهم
 های پستاندارانسلول کشت

 
ر د تاندارانپس یهاکشت سلول هیو اصول اول لیاستر یسلول روش مناستب کشتت یریادگی هدف:
 دیمزبا پلا انتقال یبرا HEK293 یهاسلول یسازبا آماده زمانهم ،(in vitroی )شگاهیآزما طیشرا

pEGFP-N1.  جاودانه  انستان نیجن یستلول نیلاگرفت که  دیخواه ادیشتماHEK293  را کشت
صتتورتی  به ها)این ستتلول یستتلولی جنینی نامیرا لاینشتتما فرا خواهید گرفت که چگونه  .دیده

ادن د بنابراین امکان کشت باشتند  اند که توانایی تکثیر شتدن نامحدود را داشتتهشتده کاریدستت
صتورت پیوسته تکثیر توانند بهها می. این ستلولخواهد داشتت برای مدت زمان طولانی وجود هاآن

 کشت طیکشت و مح طیکه شرا دیاما توجه داشته باش  را کشت دهید HEK293 1انسانی م(-شوند
 متفاوت است. گرید لاینبه  یسلول یک لایناز 
 
 کردن لیاستر روشبر  یامقدمه -1

 یدهانیاز فرآ یهیوس فیمطالهه ط یکه برا است ی( ابزار مهم)مهروف به کشت بافت یسلول کشت
، مثالعنوانبه .شتتودیاستتتفاده م 3کیولوژیزیو پاتوف یهیدر هر دو حالت طب ییایمیوشتتیو ب یستتلول

 یبرا نیو توستتهه داروها و همچن 1یغربالگر ،2ییزاجهش ،ییزامطالهه ستترطان یتوان از آن برایم
 استفاده کرد. یکیولوژیب باتیساخت ترک
 یمصتتنوع طیمح کیدر  هاآن دادنو رشتتد  اهیگ ای وانیاز ح هابه حذف ستتلول یستتلول کشتت
 هایلایناز  ای باشند شدهبرداشته  مورد نظر یهااز بافت یکراستها ممکن است ستلول اشتاره دارد.

که  ییها)آن یهیطب هیاول یهاسلول مشتق شوند. ،تشتده اس جادیا پیشتترکه  یاهیستو ای یستلول
 ریتکث و میتقس شدن، ریاز پ پیش ی ومحدود زمانمدت یشوند( فقط برایاز بافت گرفته م یکراست

 تیممکن است در نها یشوند( و برخینم میتقس گریاما د هستتندفهال  کیشتوند )از نظر متابولیم
 و بدون مرگ وارد کنندمیخود را متوقف  میتقستت یریناپذطور برگشتتتبه ،ریپ یهاستتلول .رندیبم

 ی،کیاز عوامل ژنت یتهداد در نتیجه ابر گذاریمدت زمان  نیا .شتتوندمی 9یحالت توقف رشتتد دائم
 3ترادیسیبه نام  یندیفرآ ی، در نتیجه وجودستلول یهااز رده یبرخ گر،ید یاز ستو متفاوت استت.

                                                 
1. Immortalized. human. embryonic. cell. line 

2. Pathophysiology  

3. Carcinogenesis  

4. Mutagenesis  

5. Permanent. growth. arrest 

6. Transformation  
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وسط ، تیخود به خود صورتبه تواندیم ترادیسی شتوند. ریو تکث مینامحدود تقست طوربهتوانند یم
کننده  تراز یهاکردن ژن رفهالیغ از طریق طور مهمولبه ی وروستتیو یهاعفونت ای ییایمیمواد شتت

شناخته  وستتهیپ یستلول رده کیوان عنبه شتدهترادیستی  یهاستلول شتود. جادیا ،یچرخه ستلول
 طینامحدود در مح طوربهتوانند یم ،مناسب یرشد در نتیجه وجود شرایط هااین ستلول .شتوندیم

 ازیکشت منحصر به فرد خود ن طیبه مجموعه شرا ،هر نوع سلول رشد کنند. یمصنوع یکشت سلول
 دارند: ازیاز عوامل ن یعه خاصها به مجموسلول ،یمصنوع طیمح کیاما در  ،دارد

 یچسبندگ ترغیب یکه برا استتمخصتوص  کیپلاستت کی طور مهمولبه - 1ظرف کشتت -1
را فراهم  کیچستبنده و پلاست یهاستلول نیب یستلول وصتل شتدن امکان ایجاد ی،ستلول
 اهسلول نیا پوشانده شده است. 3نیهضم ید یشتده و با پل لیاستتر و همچنین کندمی
 یک ،کشت کیو در  شوندمیشناخته  1چسبنده ای 2وصتل شتدنعنوان وابستته به  تحت
به  یول نیستند وصل شدنوابسته به  مهلق یهادر مقابل، ستلول دهند.یم لیرا تشتک هیلا
ول در محل هاآن  کنندینم جادیا یتماس سلول کیدارند، اما با پلاست ازیظرف مشابه ن کی

 مانند.یمشناور 
ها، دراتیکربوه نه،یآم یدهایمانند استتت یضتتترور یکه مواد مغذ یهیما - 9رشتتتد طیمح -3

 کند.یم نیتسمرا  یها و مواد مهدننیتامیو
 یگاو نیدر ستترم جن این موارد خاص، یستتلول هایرده ازیدر صتتورت ن -رشتد  یفاکتورها -2

(FBS )توسط  ی کهگرید ژهیهر فاکتور رشد ود شتد. اعمال لحا  خواهسترم گوستاله  ای
رشد اضافه  طیجداگانه به مح طوربه دیبا اعلام شتده است، یستلول ردهشترکت فروشتنده 

 شود.
 .هاهورمون -1
 (.2CO ،2O) -گازها  -9
 طیگازها و مح میتنظ (.دما ،ی، فشتتار استتمزpHشتتده ) میتنظ ییایمیو شتت یکیزیف طیمح -3

 شتک به نام انکوباتور اختصاصیمحفظه  کیدر  هارشد سلول همراه با ییایمیو ش یکیزیف
 ریستتا) 2CO رایز تفاوت دارد  ییایباکتر با انکوباتور انکوباتور نیا شتتود.یانجام م یستتلول

و علاوه بر دما، غلظت بابت و  کرد میتنظ دستتتتگاه ورود به داخل یتوان برایگتازها( را م
مهم است که  اریبسامر  نیا ( را حفظ کرد.2CO درصد 19 ای 9 برای نمونهشتده ) فیتهر

                                                 
2. Culture. vessel 

3. Poly-D-lysine 

4. Anchorage-dependent 

5. Adherent 

6. Growth. medium 
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ت کش ای یخود را در انکوباتور باکتر یهرگز کشتت ستلول ی،مستائل آلودگ وجود لیدل به
 .دیقرار ندهی در انکوباتور کشت سلول را یباکتر
، مثالعنوانبه) 1شناسیریختمهم است که  بسیار ،یشگاهیآزما طیدر شرا هاسلول هنگام کشت
ظرف  کیدر  ی موجود در ستتطحها، درصتتد ستتلولمثالعنوانبه) هاآن 3لاقیت نیظاهر( و همچن

لامت حفظ ستت یبرا امر نی. ادیکن بررستتی ،و در طی مراحل کنترلی کروستتکوپیم ریزرا کشتتت( 
 یهااز گسترش آن به سلول پیش یزودهنگام علائم آلودگ لیتشخ یبرا نیشما همچن یهاستلول

 آلوده یا یهاعلائم ستتلول استتت. یضتترور ،مشتتترك زاتیتجه انیدر م و همچنین در کشتتت گرید
 کشت طی، محاز محیط جدا شدن ،یسلول پیکرهکوچک شدن  صتورتبه تواندمیچستبنده ناستالم 

سلولی مرده یا و اجسام  هسته گرانوله شدن اطراف(، pHرشتد )نشتانگر  طیمح pHدر  رییکدر، تغ
 ، ظاهر شود.شدن یواکوئل ای و/ 2آپوپتوز

به سه  هاآن س شکل و ظاهربر اسا توانیمرا  کشتتمحیط در  موجود پستتانداران یهاستلول
 :(1-17کرد )شکل  میتقس یشناسختیر یدسته اصل
ده شده کشی، است یچندقطب ای یدوقطب که (بروبلاستتیف ه)شتب یبروبلاستتیف یهاستلول -1

 شوند.یبستر متصل م کیو به  بوده
 صورتبه و استتر با ابهاد منظم یچندضلهبه شکل  که )شبه اپیتیال( یالیتلیاپ یهاستلول -3

 کنند.یرشد م و شوندمیمتصل  بستر کیمجزا به  یهاتکه
 ورتصبه طور مهمولبهو  استشکل  یکرو که ی )شتبه لنفوبلاستت(لنفوبلاستت یهاستلول -2

 کنند.یرشد م بستر،به  وصل شدنبدون  و مهلق
از سطح اشغال شده توسط  یعنوان درصدبه طور مهمولبه ظرف کشتت کیدر  هاستلول یتلاق
 لیتشک ای راهیلا تک حالت کی ها، اگر سلولمثالعنوانبه شتود.یم فیچستبنده توصت یهاستلول
. استدرصد  199 هاآنمیزان تلاقی ها وجود نداشته باشد، ستلول نیب ییفضتا چیکه در آن ه دهند

درصد خواهد  99 هاآنمیزان تلاقی ه شده را اشغال کنند، مشاهد یاز فضتا یمیها فقط ناگر ستلول
در اختیار را موجود در کشت  یهااز تهداد سلول یبیتقر ینیمشاهدات تخم نیا(. 3- 17 )شکل بود

های مختلف بخشخود، مهم است که به  یهاسلول چشمیهنگام انجام مشتاهدات دهد. ما قرار می
 یهالسلو یشتناسختیرو  یتلاقمیزان از  یکل یریتا تصتو کنیدنگاه  کروستکوپیم ریز موجود در

 طیدر شتترا یستتلول یهاها در حفظ ردهچالش ترینمهماز  یکی .دیخود در کشتتت به دستتت آور
 .است هاآن ی درآلودگ بروز از جلوگیری ،یشگاهیآزما

                                                 
1. Morphology  

2. Confluency  

3. Apoptotic. bodies 
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 ،یدوقطب بروبلاستیف یهاسمت چپ( سلول شکل) .در کشت هاسلول پایه شتناسی )مورفولوژی(ریخت: 1-18شکال 

با  ییهایو در کلن هستندچسبنده  ،الیتلیاپ ی شبهها( سلولوسط شکل) هستند. شده دهیاشکال کش یچستبنده و دارا
 رتصوبه، هستندچسبنده  ریغ ،لنفوبلاست ی شبههاستمت راست( سلول شتکلشتوند و )یظاهر م یچند ضتله اشتکال

گرفته شده  Thermo Fisher Scientificعکس و شرح عکس با مجوز  .هستند ی شتکلارهیو دا کندمیمهلق رشتد 
 است.
 

 (لی)استتتر کیآستتپت کیتکن اعمال ،یشتتگاهیآزما طیستتالم در شترا یهابه منظور حفظ ستلول
 هایهدر جلستت که هایباکتر کردن لیروش با روش استتتر نیا مهم استتت. ، امریبا کشتتت مناستتب

 ییهاسمیکروارگانیم در مقابلرا  یسد این روش، متفاوت خواهد بود. ذکر شد، پیشین یشگاهیآزما
 مکن استتتتکه م کندمیایجاد ها روسیها و وقارچ کوپلاستتتما،یهتا، مخمرهتا، مایبتاکتر همتاننتد
 هایاینل نیب یآلودگ انتقال از یریبه جلوگ این روش ،علاوهبه را آلوده کنند.شما  یسلول یهاکشت
ها، سطوح ، مهرفمحیط شامل لیاستتر ریمواد غ هرگونه استتفاده از کند.یکمک م مختلف یستلول

وجود داشته شما  یسلول یهاکشتت ها باآناحتمال تماس که  شتهیو شت کیپلاستت ،زاتیکار، تجه
از  یامجموعه کردن، شامل یضدعفوناستریل یا  روش را به همراه دارد. یآلودگ انتقال ، خطرباشتد
 منیا نیهمچن ،منابع نیاز ا یناشتت یآلودگ دیکاهش شتتد منظورو بهاستتتاندارد  یروند یهاروش
 :ضروری است توجهقابلسه نکته انجام این روش، توجه به هنگام  شما است. داشتننگه

از  .دییخود را بشو یهادست یستلول از کار با کشتت پسو  پیش شتهی: همیبهداشتت فرد -1
دستتتکش و روپوش  ،یشتتگاهیآزما نکیمانند ع (PPE) 1یشتتخصتت تمحافظ زاتیتجه
ها ندهیآلا ریپوست و سا ةمرد یهاسلول ،چرك انتقال تا خطر کنیداستتفاده  یشتگاهیآزما

را در  PPEاز  یمجموعه اختصاص کیمهم است که  .دیخود کاهش ده یرا به کشت سلول
 و برای هیچ هدف دیگری از آن استفاده نکنید. داریدنگه  یاتاق کشت سلول

، افتب کشت یهاکی: پلاستلیاستر یکیو ظروف پلاست شهیش ها،طیمح ،هامهرفاستفاده از  -3
ا ام شوند،یم لیاز قبل استر شوند،یم هیاز ستازنده ته یکراستتکه  ییهاطیها و محمهرف

هر  شهیهم آلوده شوند. ،نامناسب کردن لیاستتر نتیجه استتفاده از روشممکن استت در 

                                                 
1. Personal. protective. equipment. (PPE) 
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 یهاتفاده از روشرا با اس شگاهیدر آزما موجود یاشتهیظروف شت ایمهرف  ط،یمحلول، مح
 .دیکن لی( استرμm3/9 الکبا  لیاستر لتری، فمناسب )مانند اتوکلاو ونیزاسیلیاستر

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 های مختلفتلاقی تصویر :2-18شال 
 گرفته شده است. Mirus Bio LLCاجازه از  کسب با ی. تصویرسلول

 
 استریل کاریدست -2

 .دیدرصد پاك کن 79 مکرر با اتانول طوربهدستکش و محل کار خود را  الف.
 .دیدرصد پاك کن 79 با اتانول ،شودیم لامیناررا که وارد هود  یهر جسمب. 
ده استتتفا ستتمپلرفقط از  تهایما انتقال یبرا .دیزینر گریبه ظرف د یرا از ظرف هاتیماپ. 

 .دیکن
 لیتراس یاشهیپاستور ش پایپت و لیاستتر یکیپلاستت یهاستر ستمپلربار از  کی ت. تنها

محل کار خود  یکیدر نزد را دیکنیکار م هاآنرا که با  یموارد تمامیو  نیدکاستفاده 
 .دیقرار ده

 .دیآرام باز نکن لامینار را خارج از هود لیاستر گزینه کیهرگز ج. 
هنگام وارد یا خارج کردن مایع از ، فقط هنگام باز کردن محفظه استریل در هود لامینارچ. 

از ورود  یریجلوگ یبرادورن آن، ظرف در حتالت بدون درپوش قرار داشتتتته باشتتتد. 
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درب محفظه را  رنگبی دها و ذرات مهلق در هوا، به محض اتمام کار، ستتمیکروارگانیم
 .بگذارید

 .دیو با دقت انجام ده عیخود را تا حد امکان سر یهاشیآزماح. 
 
 یشگاهیآزما هایتمرین -2

  ممکن است متفاوت باشد لامینار، یهودها از ی استفادهبرا های مختلفشرکت یهانامهشیوهتوجه: 
 یدارا آزمایش نیاستفاده در امورد  لامینار یهودهاهای امری مهم استت. بنابراین، بررستی آن

ز ا پیشمهم است که  خطرناك هستتند. عیما یکیولوژیب یهاحذف زباله یخلاد برا محفظه کی
و  نیدک افتیخود در یسازمان یستیز یمنیرا از دفتر ا یستتیز یمنیا تسیید ،آزمایش نیا یاجرا
 یمنیا یهاستتمیارگان ی کار باستتب برامنا یمنیا رعایت نهیخود را در زم شتتجویاندان نیهمچن

 وجود ،در کشت هاسلول یدشمن ما برا ترینبزرگ .دی( آموزش دهBSL-2) 13ستطح یستتیز
 و هاکشتتت نیها بندهیانتشتتار آلا نیو همچن یمراحل به کاهش خطر آلودگ نیا استتت! یآلودگ
 کند.یممشترك کمک  یقاتیتحق یدر فضاها ژهیوبه
 

 لامینارالف. استفاده از هود 
( UVکش )کروبیو نور م ةدمندمحفظه ورودی هود را تا مکان نشان داده شده، بالا بکشید.  -1

 یدهد تا زمان کافیاجازه م امر نیا .دیروشن کن هود لامیناراز  پیش قهیدق 19 کمدسترا 
، مطمئن با هود لامیناراز کار  پیش داخل هود وجود داشتته باشتد. یدن هواشت لتریف یبرا
 .ایدادهد رییتغ مهمولیرا به نور  کشکروبیمکه نور  دیشو

 درصد اسپری کنید. 79 های داخلی آسپیراتور را با اتانولرا روشن و بخش خلس -3
 درصد 79 اتانول!( را با دستان خود)از جمله  رندیگیکه در هود قرار م ییایداخل هود و اش -2

 .دی( پاك کنیکاغذدستمال ای پیومیدستمال مرطوب بدون پرز )مانند ک کیو 
هوا را مستتتدود  انیکه جر یدر مناطق هاآن، از قرار دادن هوددر  ایهنگتام قرار دادن اشتتت -1

 .دیکن یکند، خودداریم
 کمترینبه  یتا آلودگ کنید یاسپر درصتد 79الکل با  راخود  یاهدستتکش یادوره طوربه -9

و بازگرداندن  هودها از آوردن دست رونیهنگام ب شهیرا هم عمل نیا برستد. میزان ممکن
 .دیانجام ده به دستگاه هاآن

                                                 
1. Biosafety. Level. 2. (BSL-2) 
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حوله  ای پیوامیو از ک کنید یاسپر درصتد 79الکل محل را با  ،هامحلول زشیدر صتورت ر -3
ها و های موجود در محلولتمیز کردن آن استفاده کنید. توجه کنید که نمک برای یکاغذ
 هود آسیب وارد کنند.های فلزی توانند به بخشها میمحیط

ک فلاس: باشد لیاستر دیبا های شما را داشته باشد،که احتمال برخورد با سلول یهر جستم -7
 پتایپ شده، اتوکلاو یاشهیش یبطر ل،یشده استر یبسته بند سر سمپلرهای ل،یاستر یها

فلاسک )مانند  از حالت استتریل خارج شتده بودندموارد  نیاز ا کیاگر هر  .رهیپاستتور و غ
استفاده  هاآنخارج از هود باز شتده( از  و اتوکلاو شتده ی، بطرخوردهترك شتکستته/ های
 .دینکن

و  کنیده استفاد لیاستر یکیپلاست یهاپتایو پ یاشهیشت پاستتور یهاپتایاز پ بارکیتنها  -7
 .دیندازیرا دور ب هاآنسپس 

روی محیط ، دار، درب آن را پس از برداشتتتن به پشتتتهای دربهنگام استتتفاده از محفظه -5
 در جای خود قرار دهید. زودترین زمان ممکنکار قرار دهید. درب محفظه را در 

به بدنه و دیواره ظرف استریل برخورد نکند. در صورت انجام  شتوید که سرسمپلرمطمئن  -19
 این عمل، از یک سرسمپلر جدید استفاده کنید.

 سهی کنید از ظروف بدون درپوش در هود استفاده نکنید. -11
از  رگید یاهشگیو هنگام ورود به هر منطقه آزما دیندازیبپس از استفاده، دستکش را دور  -13

 .دیآن استفاده نکن
 لیاستتتر ریقستتمت غ ایهود  قدامی )نزدیک به ورودی(از حد به قستتمت  شیب یکیاز نزد -12

 ازیمورد ن ادیاش .هیدد قرار یپشت هایقستمت ایمحل کار را در مرکز  .دیکن یهود خوددار
 .دیرا در دسترس نگه دار خود آزمایش یبرا
 شوند. اهیس دیاتوکلاو با باند ینشانگر رو یهاباندشده باشد،  اتوکلاو یبه درست یاگر جسم -11
 عیما ریمس کی این عمل، .دیزینر گریبه ظرف د را لیظرف استر کی مواد موجود در هرگز -19

 ظرفبه  ظرف کیاز  هنگام انتقال کند.یم جادیبه داخل ا رونیاز ب یآلودگ جتادیا یبرا را
 .دیاستفاده کن لترهایاز ف ای پتایپ از شهیهم گر،ید
 ، از بسته خارج کنید.هاآنها را در زیر هود و به کمک جلد پایپت -13
با انگشتان خود از جهبه  یکراستتها را پتایپ ،یاشتهیشت پاستتور یهاپتایهنگام کار با پ -17

 .دیاستفاده کن هاآنبرداشتن  یبرا راتوریآسپ لوله یدر صورت امکان از انتها .دینکن خارج
در صتتورت عدم استتتفاده از ابزار و  .دیکن یخوددار لامیناردر هود  یختگیرهمبه ایجاد از -17

 نیکه هنگام برداشتن ا دیکنحاصتل  نانیاطمرا از هود خارج کنید.  هاآنمهین،  زاتیتجه
 .بماند یباق لیاستر هاآنداخل  اتیتا محتو باشد بسته شده طور کاملبه هاآنموارد، درب 
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 ،بیاورید نییرا پا هود شهیشت ،نیدپاك کدرصتد  79کار، محل کار را با الکل  انیپس از پا -15
 .دیدمنده و چراغ را خاموش کن

 را خاموش کنید. خلساسپری و سپس سیستم را در لوله آسپیراتور  79الکل  -39
 
 یسلول مرکز کشت کیدر  هااروساوپیملاحظا : استفاده از اناوباتورها و مسایر ب. 
 یعلاوه بر هودها ،خواهند گرفت قرار استفاده مورد هاسلول کشت یکه برا ییهااتاق طور مهمولبه

 یستتلول هایحفظ کشتتت یبرا یاضتتاف زاتیتجه نیا .هستتتند زین دیگری زاتیتجهشتتامل ، لامینار
 گرید یقاتیتحق یهاشتتگاهیها و آزماکلاس با زاتیتجه نی، امواقعاز  یاریبستتدر  استتت. یضتترور

ضد عفونی  فیضه هایروشدر صتورت استتفاده از  نیبنابرا شتود میاشتتراکی استتفاده  صتورتبه
 عمل خواهند کرد. یآلودگ منظور انتقالبه بسیار عالی لهیوس کی هاآن کردن،

هنگام  یحداقل رستتاندن آلودگ منظور بهبه تواندیم در زیر ارائه شتتده ییهااز روش یفهرستتت
 قطهات کمک کند: نیتفاده از ااس

 یاسپر درصتد 79 اتانول به( را یحوله کاغذ) پیوامیک ،کروستکوپیاز استتفاده از م پیش -1
را پاك کنید. مطمئن شتوید که اتانول به عدسی شیئی  صتفحهقستمت پایینی و آغشتته 

 برخورد نکند.
 79ل الکابتدا محل را با  د،یدار ازیبه فضا ن کروسکوپیوسط مقرار دادن صفحات ت یاگر برا -3

 .دیکن زیتم درصد
ظ حف یتمام تلاش خود را برا دی، بابا این حال  ستتتتندین لیاستتتتر یانکوباتورها از نظر فن -2

 کوباتوردر ان کشتتت طیاگر مح انجام داد. یاز گستتترش آلودگ یریو جلوگ هاآن یزگیپاک
در حوضچه  ریختن نشتی محیط .دیکن زیتم درصد 79الکل ، نشتت را با دچار نشتت شتد

ی ب دیشتتود، بایحفظ رطوبت استتتفاده م یکه برا انکوباتوردستتتگاه  نییدر پا موجود آب
 .دیخود اطلاع ده یبه مرب - رفع شود درنگ

که با  دیمطمئن شو .دیقرار ده را با دقت در انکوباتور بافت کشت هایپلیت ای و/ هافلاسک  -1
شدن را به حداقل  دهیچ همی روو تا آنجا که ممکن است  نکندبرخورد  گرانید هایپلیت
به حالتی ) 1پاساژشماره  و خیخود را با حروف اول، تار یکشت سلول ظرف شهیهم .دیبرسان
 تقسیم را ادامه تا فرآیند شوندتقستیم به ظرف جدیدی منتقل  هر باربهد از  هالولکه ست
ای هگونبهخود را  یهاپلیت .دیبزن علامتبه وضوح  ی،و رده سلول( م-گویندپاساژ می ،دهند
 فراهم شود. هاآنی راحت به امکان دسترس که کنید میتنظ

                                                 
1. Passage  
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 نشان دهنده نیاست، ا شده بنفش اریشما بس یستلول کشتت طیکه مح دیشتد اگر متوجه -9
اگر  تمام شده باشد. 2COممکن استت  .دیخود اطلاع ده یبه مرب دیو با بوده pH شیافزا

و است  شده یدیاس طی، محشده زرد اریشتما بس یکشتت ستلول طیکه مح دیمتوجه شتد
 شوند. هیتغذ ای پاساژ دیبا هاسلول

 ،یلولس کشت لیدر مورد روش استر شتریاطلاعات ب کسب و دیمف یوهایدیو ی دستترسی بهبرا
 .1دیمراجهه کن Thermo Fisher Scientific ینترنتیا گاهیبه پا
 

 هایی پستاندارانو پلیت کردن سلول پ: شمارش
 3هنیپسیتر N1-pEGFP دیمزبا پلا انتقال یخود را برا HEK293 یهاشتما ستلول ن،یتمر نیدر ا
 کندمی هیرا تجز هانیکه پروتئ کیتیپروتئول میآنز کی  نیپسیبا استفاده از تر یسلول هیتجز ندیفرآ)

 .دیکنیم و شتتمارش م(-جدا کند ،شتتوندیم که در آن کشتتت ینده را از ظرفچستتب یهاتا ستتلول
 شناسیریخت یکه دارا هستندمشتق شده از انسان  ینیجن هیکل یهاسلول ،HEK293 یهاسلول
تا  ودشانجام  انتقالاز  پیشروز  1-3ید با فرآیند نیا چستبنده هستند. صتورت مهمولبهو  الیتلیاپ

 یهاهنگام کار با سلول شهیهم داده شود. ،به ظرف کشت هامجدد سلول دنیچسب یبرا یزمان کاف
 .دیکن نیرا تمر کردن ضدعفونی ترفندکشت، 
 یکه توسط مرب HEK293 یهااز سلول یمربه متریستانت 19 فلاستک  ای دیشپتری کی -1

 تایو جزئ نیدکرا مشاهده  هاآن یشناسختیرو  یتلاق .دیکن هیشده است، ته فراهمشتما 
له بلافاص ،یعلائم آلودگ هرگونهدر صورت مشاهده  .دیسیخود بنو شتگاهیرا در دفترچه آزما

ی )حاوی محیط رشد سلول رشد کشت طیبه رنگ مح نیهمچن .دیخود اطلاع ده یبه مرب
محیط  HEK293هتتای محیط رشتتتد کتتامتتل برای ستتتلول .دیتخود توجته کن (کتامتتل

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ( با گلوکز فراوانmg/L 1999 )که  استتت
گلوتامین، -ال mM 3غیر ضتتروری، آمینواستتیدهای  FBS ،mM 9.1درصتتد  19حاوی 
mM 1  ،ستتتدیم پیروواتmg/L 1999  ستتتیلیندرصتتتد پنی 1و  کربناتیبستتتدیم-

 است. pHکه نشانگر  استل قرمز وفن یحاو. این محیط همچنین استت استترپتومایستین
لاع خود اط یبه مرب کرد، ریی( تغبازیبنفش ) ای( یدیبه شدت به زرد )اس طیاگر رنگ مح

 .دیده
 آرامیبه دبایکار  نیا .دیخارج کن دیشپتریرا از  طیمح ل،یپاستور استر پتایبا استفاده از پ -3

 دهیدپاستور را در ته ظرف قرار  پتایو نوك پ دیظرف را به سمت خود بچرخان .شودانجام 
                                                 
1. https://www.thermofisher.com/us/en/home/references/gibco-cell-culture-basics.html 

2. Trypsinize 
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ا ر یانقطه .گه دارید، آن را ظرف نشود به داخل پایپت کشتیده طیکه تمام مح یتا زمان و
نقطه  نیاز ا شتتتهیشتتتما هم .دیبه خاطر بستتتپار در آن نوك پتایپتت قرار گرفت را کته
 .دیکن یریاز ظرف خود جلوگ هاسلول ونیراسیتا از آسپ کنید ونیراسیآسپ

هر  .دیبچرخانو با دقت  کنیدرا به ظرف اضافه  لیاستتر PBS از mL 12در حدود  آرامیبه -2
کار را از همان  نیا حتم به د،یکنیاضافه م عیبه آن ما ایخود را خارج  یهازمان که سلول
 .دیکن یریجلوگ هاسلول ییتا از جابجا دهیدمکان انجام 

1- PBS دیرا از ظرف خارج کن. 
از قبل گرم شده را به ظرف اضافه  EDTA-نیپسیتر درصتد39/9از محلول  mL9/3 مقدار -9

ظرف را دوباره در  .دیظرف بچرخان یرو ی در کف،از پوشتتتش کاف نانیاطم یو برا کنیتد
 پروتئاز کی نیپستتیتر .دیکن میتنظ قهیدق 2تا  3 یخود را برا مریو تا دهیدقرار  انکوباتور
و  هاسلول نیشده ب جادیا یهاتماس نینو همچ یسلول وصل شدنکه  است نیسر حاوی

ه ینپسیتر برد.یم نیاز ب نیآرژن ای نیزیل نالیترم C قستمت دنیرا با بر یکیظرف پلاستت
اطمینان حاصل  نیبنابرا وارد کند  بیشتما آست یهاتواند به ستلولیاز حد م شیب شتدن
دو  یفلز 1سازهشلات کی EDTA .دینکن تیماراز زمان مشتخل شده  شیکه آن را ب کنید
و  ستتلول-ستتلول یهاچستتبنده که متشتتکل از برهمکنش یهامولکول استتت. یتیظرف
فهل  نیتواند ایم EDTA ن،یبنابرا  دارند ازین Mg+2و  Ca+2سلول هستند، به -کسیماتر

 کمک کند. نیپسیجدا شدن توسط تر ساده کردن و به  فیو انفهالات را تضه
شناور  طیجدا شده در مح یهاستلول .دیمشتاهده کن کروستکوپیم ریخود را ز یهالولست -3

سطح  کی یاما محکم رو آرامیبه دیممکن استت بخواه رستند.یو گرد به نظر م شتودمی
درصد  99 اگر هنوز .دیکمک کن ی خودهاسلول شتریتا به جدا شدن ب بزنیدضربه  لیاستر
 انکوباتور در گرید قهیدق 3، آن را به مدت انددهیبه ظرف چسبشما  یهالولس بیشتتر( از)

 قرار دهید. 27℃
تا  کنیداضافه  را از قبل گرم شده رشتد کامل طیاز مح mL9 ،هاپس از جدا شتدن ستلول -7

تا  کنید پتایپ یسلول هیسطح لا یرو آرامیبهبار  نیرا چند طیمح شود. رفهالیغ نیپسیتر
تواند باعث ایجاد آستتیب شتتدید می پایپت کردن .دیحاصتتل کن نانیاطم آن از جدا شتتدن

 سلولی شود، بنابراین مراقب باشید.
 اند.شتتده عیتوز کنواختی طوربه هاکه ستتلول دیتا مطمئن شتتو دیظرف را بچرخان آرامیبه -7

 .دیهست تومتریخود با استفاده از هماس یهاسلول اکنون آماده شمارش

                                                 
1. Chelator  
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خودکار مانند  یستتتلول شتتتمارشتتتگر کیتوان از یدر زمان: م ییجوصتتترفه برای نکتته      
Cellometer شرکت از Nexcelom .استفاده کرد 

 ئهارا روش شوند.یاستفاده م هاسلول شمارش یکه برا هستند ییهادستگاه تومترهایهماس     
 یهانمونهتوان از یمناسب است، اگرچه م یاشتهیشت یتومترهایهماست یبرا ریز شتده در
 استفاده کرد. زیمصرف ن باریک یکیپلاست

خود قرار  یو در جا کنیدروکش را خشک  .دیکن زیتم درصتد 79الکل را با  لاملمحفظه و  -5
 .دیده
 ل،یتراس سرسمپلربا استتفاده از  تا مخلوط شتوند. کرده پتایپ نییرا به بالا و پا هاستلول -19

μL 39 این  .دیرا با دقت خارج کن یستتلول ونیاز ستتوستتپانستتμL 39  را به هر محفظه
 نیب یسلول ونیستوسپانس کردن پتایرا با آهستته پ عمل نیا .دیکن اضتافه تومتریهماست
دو  نیب کنواختی هیلا کیمحلول را در  ،ینگیعمل مو .دیانجام ده تومتریو هماستتت لتامل

 محفظه را بیش از حد پر نکنید. کند.یسطح پخش م
با استتتفاده از کنتراستتت فاز و فوکوس و  ×19 ئییشتت کی ریز کروستکوپیمحفظه را در م -11

 .دیده لیرا تشخ تومتریو خطوط شبکه هماس هاتا سلول دهیدقرار  زیر /ریمس
 دیبشماررا  یمربه 13مجموعه  کیدر  ی موجودهاسلول ،یبا استتفاده از شتمارنده دستت -13

وسط، بالا و سمت راست قرار  یرا که در مرزها ییهاسلول ،هنگام شمارش (.2-17)شکل 
 .دیبگنجان رند،یگیم
 های هرتا برآورد تهداد سلولو  کنیدمنتقل  یمربه 13 یرا به مجموعه بهد تومتریهماست -12

از هر  ببت شده یهاسلول تهداد حتم بهرا ادامه دهید.  شمارش ی،مربه 13چهار مجموعه 
 .دیخود ببت کن شگاهیدر دفترچه آزما ار مربع

ضرب  19999و در برآورد  یمربه 13 یهااز مجموعه کیرا از هر  هاتهداد سلول نیانگیم -11
ما ش یسلول ونیستوسپانس لیترمیلی به ازای هر کل مقدار ستلول ییعدد نها (.119) دیکن

 است.
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 هاکه باید سلول است یعدد 13های مجموعه مربع ةدهندک یک هماسیتومتر که نشانطرح شماتی: 7-18تصویر 
 را در آن قرار داد.

 
 3 پلیت کیاز  کچاه کیدر  سلول 9×919کاشت تراکم  یبرا ازیمورد ن یهاحجم سلول -19

 محاسبه کنید: 2V2C=1V1Cبا استفاده از فرمول را  کیچاه
1C: شدهشمارشهای غلظت سلول (cells/mL:) 
1V( حجم سوسپانسیون سلولی :mL:)( مورد نیاز )مجهول 
2Cها: غلظت مطلوب سلول :cells/mL 199×3.9 
2V :حجم کل مورد نظر :mL 11 

 
 .دیاضافه کن mL99 لیاستر یمخروط ویال کیرا به  یسلول ونیستوستپانست ی ازحجم مناستب

 لی)از تشک کنید. با دقت پایپت دیخوب مخلوط کن .دیبرسان mL11 کامل به طیبا مح حجم کل را
 کیچاه 3 پلیتهر چاهک از  بهرا  یسلول ونیستوستپانس mL3 ( و بلافاصتلهدیکن یریحباب جلوگ
 .دیخود اضافه کن
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خش پ نییدر قسمت پا یمساو طوربه طیتا مح دهیدبه جلو و عقب تکان  آرامیبهرا  پلیت -13
قرار  27℃ ستتاعت در انکوباتور 31 کمدستتتو  دهیدآن قرار  یدرب را دوباره رو ود.شتت
 صفحه بچسبند. نییدوباره به پا هاتا سلول دهید
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 بعمن
1. Thermo Fisher. Cell culture basics handbook. ,thermofisher.com/ 

gibcoeducation.; 2016. 

 
 ایمباحثه هایپرسش
 ستپیچ یشگاهیآزما طیدر شرا یسلول یهارده ها هنگام کشتچالش ترینبزرگاز  یبرخ -1

 را ارائه دهید.مسائل  نیاز ا یریجلوگ یبرا سه مرحله
 از ظرف کشت چسبیده یهاسلول جدا کردن یبرا ییهاسمیبا چه مکان EDTA-نیپستیتر -3

 کندپیعمل م هاسلول ریاز سا نیو همچن بافت
را بشمارید، چه حجمی از سوسپانسیون  سلول cells/mL 191 ×9/1تهداد  در مجموعاگر  -2

 از محیط لازم استپ mL199 سلول در 2×  219سلولی برای ساخت یک محلول با 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه نوزدهم
 پستانداران یهاسلول یگذرا انتقال

 
در  د.کر دیخواه منتقل HEK293 یهاموقت به ستتلول طوربهرا  pEGFP-N1 دیمزهفته، پلا نیا

 تی، موفقفلورسانس کروسکوپیبا استفاده از مو  EGFP نیپروتئ زانیم یفیک یابیبهد، با ارز مرحله
 جادیارا  HEK293 یهاستتلول دیتوانیشتتما م ت،یدر نها کرد. دیخواه نییخود را ته انتقال فرآیند
 کنند.یم انیب داریپا طوربهرا  EGFP ،بیوتیکآنتیکه با استفاده از انتخاب  کنید
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           264

 

 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه نوزدهم
 شگاهیجلسه موقت آزما

 FUGENE HDبا استفاده از  HEK293 یهادر سلول pEGFP-N1 موقت انتقال
 

امر  نیا پستتتانداران. HEK293 یدر رده ستتلول pEGFP-N1 دیمزپلا موقت انتقالانجام  هدف:
 کاریدستبه نوبه خود امکان که  آوردمیرا فراهم شما  یهادر ستلول EGFP نیپروتئ انیب امکان
 .کندیم ممکن یشگاهیآزما یآن را در جلسات بهد یکیژنت
 

  مقدمه
ا ب، دانشتتمندان با این حال  در پستتتانداران وجود ندارند یهیطب طوربه دهایمزپلاها، همانند باکتری

شده کشت پستانداران یهااستفاده در سلول یا برار ییدهایمزپلا استتفاده از فرآیندهای مهندستی،
 یهاستتتلول ی ازدر انواع مختلف نیپروتئ انیتب ایت مطتالهته عملکرد ژنکته این امر  دهنتدمیقرار 

 یهابه ستتلول کینوکلئ یدهایوارد کردن استت ندیفرآ 1انتقال .ستتاخته استتتپستتتانداران را ممکن 
 هیپستانداران شب انتقال استت. یکیزیف ای 3یونیکات-دیپیل ،ییایمیمختلف شت یهابا روش یوتیوکاری

ی ها و واکنشگرهاروش، با این حال  ( استیبه باکتر یخارج DNA انتقال) هایباکتر در ترادیسی
 هایداشتن ستون لیبه دل کینوکلئ یدهایکه اس لازم به یادآوری است متفاوت است. مورد استفاده

به  زین ایی دو لایهدیپیل غشادمشتابه،  طوربهو  هستتند یبا بار منف ییهامولکول ،یستترایفستفود
را دفع  گریکدی یمنف یکه بارها ییاز آنجا ند.هست یبار منف یخود دارا ییایمیوشتیستاختار ب لیدل
از  اهآنورود  ساده کردن مهم در  یگام کینوکلئ یدهایاس یکردن ستتون فستفات ینند، خنثکیم
  است.با دو لایه لیپیدی پستانداران  یسلول غشاد قیطر

از غشتتاد  هاآنتا امکان عبور  داردوجود  کینوکلئ یدهایاستت پوشتتاندن یبرا یمختلف یهاروش
مبتنی بر لیپید که سبب ایجاد  انتقال در این بخش از کلاس آزمایشتگاه، ما روی روش فراهم شتود.

( و انتقال احتمالی RNA ،DNAاستتید نوکلئیک با بار منفی )مانند  یهامولکولیک پوشتتش روی 
ه با واسط انتقال ندیفرآبار منفی خواهد شد، تمرکز خواهیم کرد.  هایی با غشاد حاویبه سلول هاآن
ساس ها، بر اروشاز  یاریدر بساین عمل  تواند بسته به عامل مورد استفاده متفاوت باشد.یم ،دیپیل
 لیتشتتتک یآب طیمح در یکرو کولیوز کیکه  ایلیپیدهای دو لایه) یمصتتتنوع پوزومیل کی جادیا
 2فیلیکیآمف یهامولکول ،یونیکات یدهایپیل است. سنتزی یونیکات یدهایپیدهند( متشکل از لیم

                                                 
1. Transfection  

2. Cationic. lipid 

3. Amphiphilic 
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روه گ دارای یک هاسر آن کیکه هستند  است( دوستیچربو  دوستآب)یک ترکیب شیمیایی که 
 لیکتشتت یلیآلک رهیاز دو زنج طور مهمولبه که یبقط ریغ گریزآب بخشکه به  استتتبا بار مثبت 

 (.1-15)شکل شود ، متصل میاندشده
 

 
ممکن را نشان  ییایمیش یهااز قسمت یتهداد Zو  X ،Y ی.مصنوع یونیکات دیپیل کی یساختار کل: 1-11شال 

 .Promega Corporation ،3917با کسب اجازه از  توانند متفاوت باشند.یخاص م دیپیدهند که بسته به لیم
 
 ،(شتتدگی طول و درجه اشتتباع) خود گریزآب های بخشویژگی ی با توجه بهونیکات یدهایپیل
 یهاسفاتف هب ییبالا یبیترک لیم ،بار مثبت . بخش حاویمتفاوت باشند یتوانند از نظر ساختاریم
 لیرا تشتک یاو مجموعه کندمیرا متراکم  آن، دارد کینوکلئ دیستتون است موجود در ی(با بار منف)

 کیلئنوک دیاس یبار منف ن،یبنابرا  شودیمحصور م پوزومیدرون ل کینوکلئ دیاست که در آن دهدمی
این امر  .خواهد بودمثبت  ی،کیولوژیزیف pHدر  پوزومیل یو بار خالل کل گیردمیدر پوشتتتش قرار 

ه ساد ( را های لیپیدی )از طریق اندوستیتوز یا الحاق دو غشتتاها از لایهستریع مولکول امکان انتقال
 کینوکلئ دیو اس بمانددر امان  یسلولدرون بیاز تخر دیبا ،انتقال، کمپلکس بنابراین  کندمی کردن

 هایوکتور ای دیمزپلا DNA ی)برا هسته ای( siRNA ،mRNA ،miRNA ی)برا توپلاسمیرا به ست
 توانیکه م )بخشی هابوزومیدر مجاورت ر mRNA توپلاستم،یدر ست ( برستاند.shRNA کد کننده
mRNA و  خواهد گرفتقرار  (را ترجمه کردsiRNA ای miRNA القاد کننده با کمپلکس  تواندیم
 DNA گر،یاز طرف د پرداخت. میبه آن خواه یبهد یهامرتبط باشد که در فصل RNAخاموشتی 

، لبا این حا  کند فهالرا  یسلولدرونوارد هستته شود تا دستگاه  دیبا یستیرونو ه کردنستاد  یبرا
 (.3-15است )شکل  مانده یناشناخته باق این عمل قیدق سمیمکان
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 انتویرا م کینوکلئ یدهایاست که اس نیا ها دردیپیلتوستط  انتقال یهاروش یایمزااز جمله 
 یبرا رونویستتتی کرد. mRNAهای ، به مولکولمدتیطولانیا پایدار و / هتای موقت ودر آزمتایش

و در ژنوم  شودمی انیساعت( ب 31-53 نزدیک به) یمدت کوتاه یفقط برا DNAگذرا،  یهاانتقال
کامل در ژنوم  طوربهکه  دارد ازین یخارج DNA یک به اردیانتقال پا گر،ید یاز سو شود.یادغام نم

از  گرید یکی کند.یرا فراهم م یخارج DNAنامحدود  انیامکان ب نیبنتابرا  ادغتام شتتتود زبتانیم
حل کمی از مرااستتتفاده تهداد  ةانتقال در نتیج یبالا ، راندمانهادیپیل استتتفاده ازبا  انتقال یایمزا

 هیاول یاهسلول ژهیو، بههمه انواع سلول یبرا دیپیبر ل یمبتن انتقال، با این حال  استآزمایشگاهی 
 .ستیمناسب ن

مورد  Thermo Fisher Scientific کسب مجوز ازبا  ی. تصویرونیکات دیپیبر ل یمبتن انتقال ندیفرآ: 2-11شال 
 واقع شده است.استفاده 

 
کرد  دیخواه جادیارا  HEK293از  یرده سلول کیشتما  ،شیآزما نیاهداف ا به یابیدستتی برا
 FuGENE HD انتقالاز مهرف  عمل نیا یبرا کند.یم انیرا ب EGFP نیموقت پروتئ طوربهکه 

 یکاربردها یسلول هایی از ردهدر انواع مختلف FuGENE HDرف انتقال مه کرد. دیاستفاده خواه
 نوصل شدبرای  یونیکاتیگروه پل کیاز دارد. این مهرف نیز ی کم تیستم همچنینمتنوعی دارد، 

 استفاده یوتیوکاری یهابه سلول کینوکلئ یدهایرستاندن اس منظوری و بهدیپیبه ستاختار ستتون ل
 استفاده شود. نیز تواند در حضور سرمیو م کندمی
 
 یشگاهیآزما هایتمرین -2

 یرویپ .دیمراجهه کن پستانداران یهاسلول ، کشتهجدهمجلسه  :شگاهیآزما کلاس به پیش از آغاز،
پستانداران در  یهاسلول کاریدستکه شامل  ییهاشیدر تمام آزما کردن لیاز روش مناسب استر
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مناسب  یحفاظت فرد زاتیاز تجه شهیهم که لازم است ن،یعلاوه بر ا مهم استت. شتود،یکشتت م
 با ،فرآیند نیا .دیآشنا شو انتقال روش شمای کلیتا با  کنیدمراجهه  2-15به شکل  .دیاستتفاده کن

 :ه استاصلاح شد (FuGENE HD Promegaمهرف ترانسفکشن  نامه)شیوهمجوز  کسب
آماده  شگاه،یآزما 17گروه خود را که از جلسه  HEK293 یهاستلول کیشتش چاه پلیت -1

 یو تلاق شناسیریخت، ×19 یئیش یعدسو  کروسکوپیبا استفاده از محاضر کنید. ، کردید
 های شما بایدمیزان تلاقی سلول .دیمشاهده و ببت کن دینور سف ریخود را در ز یهاسلول

اگر ور باشند. نیز باید در محیط شما غوطه و تهدادی سلول باشددرصتد  39-79در حدود 
درصدی  39-79ج از محدوده شما خار یهاستلول ای دیشتد یعلائم آلودگ هرگونهمتوجه 

 .دیرگردانب یسلول کشت خود را به انکوباتور پلیت .دیخود اطلاع ده ی، به مربتلاقی هستند
 اتاق برستتتد. یبه دما دیو اجازه ده کنیدخارج  1℃ خچالیرا از  FuGENE HDمهرف  -3

 .دیمخلوط کن ه کردنا وارونب و آرامیبه آن ویال از مهرف، از استفاده پیش
 DNA ،pcDNA3: بدون صورتبهرا  لیاستتر وژیفیکروستانتریم ویال، سته هود لامیناردر  -2

 pcDNA3و  pEGFP-N1 .دیبرچستتتب بزن pEGFP-N1( و ی/کنترل منفیخال وکتور)
 کنترل 1روسیتومگالوویپروموتر ستت کیط که توستت استتتپستتتانداران  ی درانیب دو وکتور

 .ستین egfp ی ژنحاو pcDNA3 با این حال  شوندیم
 .دیکن پایپت به هر ویال،اتاق  یدر دمارا  Opti-MEM از μL 199مقدار  -1

بدون سترم استفاده  طیتوان از محیم Opti-MEM ی: به جانهیدر هز جوییصترفه برای نکته
 کرد.

 جادیا 1-15مانند جدول  یاستتت، جدول μg 2که برابر با  دیمزمحاستتبه حجم هر پلا یبرا -9
 یکه اکنون حاو داربرچستتب ویالرا به هر  حیصتتح دیمزپلا DNAاز  μg 2مقدار  .دیکن

Opti-MEM تا مخلوط شوند. دیکن تپایپ .دیاضافه کن ،است 
 

 انتقال پلازمیدهای مورد استفاده در فرآیند :1-11جدول 
(μLحجم برای افزودن ) (μg/μLغلظت ) DNA 

 DNAبدون  9 5

 pcDNA3)کنترل منفی(   
  pEGFP-N1 

به  میمستتتق طوربه را (1:2)با استتتفاده از نستتبت  FuGENE HDمهرف  μL 19مقدار  -3
DNA بتا شتتتده قیرق Opti-MEM،  که مهرف  دیاجازه نده .دیکن پتایپت ویتالدر هر

                                                 
1. Cytomegalovirus 
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FuGENE HD عمل نیا رایکند، ز دایتماس پ ویال یکیپلاستتت یهاوارهیبا د یکراستتت 
های سر سمپلرها را برای افزودن نمونه به ویال دهد.یرا به شتدت کاهش م انتقال راندمان

 دیگر، تهویض کنید.
 

 
با کسب اجازه از  .FuGENE HDبا استفاده از مهرف  پستانداران یهاسلول انتقالشمای کلی : 7-11شال 

Promega Corporation ،3917. 
 

 ،رمختصتت ورتکسبا  او ی نییبه بالا و پا محتویات کردنِ پتایرا با پ ویالموجود در هر  مواد -7
 ستتتببزمان  نیا .قرار دهید لامیناردر هود  قهیدق 19به مدت را ها ویتال .دیتمخلوط کن

تا  سازدمیرا قادر  DNA نیبنابرا شود می DNA:FuGENE HD یهاکمپلکس لیتشک
 شود. هاوارد سلول
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با استفاده از علائم  .دیخارج کن خود را از انکوباتور HEK293 یهاسلول کیشش چاه پلیت -7
نهایت، سه چاهک تیمار  ها را علامت بزنید. دراز چاهک هرکدام، 1-15ذکر شده در شکل 

 نشده باقی خواهد ماند.
 .HEK293 یهاسلول گذرا انتقال یبرا یچاهکشش  پلیت یاندازراه: 4-11شال 

 

 یهااز چاهک کیبه هر  یاقطره صتتورتبهاز مخلوط کمپلکس را  μL 179 مقدار تقریبی -5
 DNA:FuGENE HD یهااز اختلاط کامل کمپلکس نانیاطم یبرا .دیطه اضافه کنمربو

 را به انکوباتور سپس آنو  دهیدبه جلو و عقب تکان  آرامیبهرا  پلیت ط،یدر سترتاسر مح
 .دیگرداناز ب 27℃

 کروستتکوپیبا استتتفاده از م ،الانتقستتاعت پس از  EGFP 17گذرا  انیب یفیستتنجش ک -19
(، قابل شرح داده شد ب-نوزدهمجلسته  :شتگاهیآزما کلاس که در گونههمان) فلورستانس

 طیو با مح رهیرا آسپ طیساعت، مح 17که پس از  شتودمی پیشتنهادتوجه: برآورد استت. 
 یربرداریاز تصتتتو پیششتتتناور و مرده را  یهاستتتلول امر   ایندیکن نیگزیکامل تازه جا
 برد.یم نیفلورسانس از ب
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه نوزدهم
 فلورسانس اروساوپیبا استفاده از م EGFP انیب لیو تحل هیتجز
 

پستتتانداران با  HEK293 یدر رده ستتلول pEGFP N1 دیمزپلا گذرا انتقال یفیک یبررستت هدف:
 .فلورسانس کروسکوپیاستفاده از م

 
 مقدمه -1
 است. یمیوشی/ ب یمولکول شتناسیزیستت شتگاهیدر آزما جیابزار را کی 1فلورستانس کروستکوپیم

 یدفرخواص فلورستتانس منحصتتربه یمختلف دارا یآل یهانیپروتئ /باتیها و ترکاز نمونه یاریبستت
 فیطوجود  استتتتفاده کرد. گریو اهداف د یستتتازیتجستتتم، کمّ یبرا هاآناز  توانیکه م استتتت

شتتتود مولکول دارای خشتتتی از مولکول استتتتت کتته بتتاعتتث میب)  3از فلوروفورهتتا یاگستتتترده
 ورمنظصتورت اختصاصی و بهبه هانیپروتئ یگذاربرچستبامکان ، م(-دشتو نسافلوئورست خاصتیت
های لومولک لیتشخ یو حت نیپروتئ-نیپروتئ یهابرهمکنش ،یسلولدرون یعملکردها ییشتناسا
 یربرداریمورد استتتتفاده در تصتتتو جیرا یاز فلوروفورها ییهانمونته .استتتت ممکن کرده منفرد را
 فهرست شده است. 3-15در جدول  ی،مولکول شناسیزیست

ه نمون ی( رورانگیختگیخاص )ب موجطولتابش نور با  ،فلورستتتانس کروستتتکوپیم مبنای عمل
 ،یاتم در سطحکند. مجستم می( انتشتار) گرید موجطولرا در  شتدهستاطعنور  که در نهایت استت

انرژی ، در نتیجه برانگیختگی موجود در مولکول یهاکته الکترون دهتدمیرخ  یفلورستتتانس زمتان
 دهندمیانرژی دریافتی را از دست  سپس  و در نتیجه ناپایدار خواهند شد کنندبیشتری را دریافت 
ی، یختگبرانگ نور .کنندمیآزاد  ( رانور)فوتون  کی جهیو در نت گردندبازمیخود  هیو بته حتالتت پتا

تر اهکوت موجطول یختگیبرانگنور خواهد شد.  هاآنو افزایش سطوح انرژی ها الکترون کیتحر سبب
تر و کم یبالاتر، انرژ موجطول دارای این انتشار .نستبت به انتشتار فلورستانس دارد یبالاتر یو انرژ

 نیپروتئ کیکه  کنیممیاستفاده  EGFP، ما از مثالعنوانبهدارد.  نهنگام ساطع شدی رنگ متفاوت
بالا، رنگ  یکوتاه، انرژ موجطول) nm 177 این پروتئین کیتحر موجطول استت. یهیطب فلورستنت

 .است، کمتر، رنگ سبز( یبلندتر، انرژ موجطول) nm 995 آن انتشار موجطول( و یآب
ا با انتشار ر موجطولتا تنها است  ساختهدانشمندان را قادر  فلورسانس کروسکوپیاستتفاده از م

اختار با س نیبنابرا  تجسم کنند کیتار یانهیزمدر پس ،نیآشکارساز مانند دورب کیتوسط  ایچشم 

                                                 
1. Fluorescence. microscopy 

2. Fluorophores 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D9%84%D9%88%D8%A6%D9%88%D8%B1%D8%B3%D9%86%D8%B3
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 دقتمورد استتتفاده، حدود  فلورستتانس کروستتکوپینوع م .شتتودیم ییشتتناستتا قابلکنتراستتت بالا 
 اریفلورسانس بس کروستکوپیم یاصتل یاجزا کند.یم نییته ینمونه تحت بررست یرا برا لیتشتخ
که  یتخصص یلترهایو مجموعه ف یمنبع نور یاستتثنابهاستت،  ینور یهاکروستکوپیبه م هیشتب
 کنند.یم تیمختلف را مسدود و هدا نوری ی حاصل از منابعهاموجطول یانتخاب طوربه

 
 .هاآن انتشار /فلوروفورهای رایج مورد استفاده و محدوده برانگیختگی :2-11جدول 

 فلروفور ( حداکثر برانگیختگیnm) ( حداکثر انتشارnm) رنگ
 EGFP 171 997 سبز
 ECFP 125 173 ایفیروزه
 dTomato 991 971 نارنجی
 mCherry 977 319 قرمز
 mRuby 997 399 قرمز
 EYFP 911 937 زرد

 
 ینور یهاکروسکوپیم به نسبت فلورسانس یهاکروسکوپیتوسط م د استتفادهمور ینور منابع

 دباشن قوسی یاوهیج ایزنون  یهاممکن است شامل لامپ هاآن قدرتمندتر هستند. اریبست ی،ستنت
از  یاگستتتترده فیو ط هستتتتند مهمولی یهاتر از لامپبرابر روشتتتن 19-199 نزدیتک بتهکته 
 ینور از لامپ قوستتت کهیهنگامکنند. تولید می قرمزمادونتا  ماورادبنفشرا از  ینور یهتاموجطول

مونه ن یمناستتب را برا کیتحر موجطولکه  کندمیعبور  یختگیبرانگ لتریف کیشتتود، از یخارج م
 ونه/نم ختنیبرانگ یبرا ازینور مورد ن موجطولبستتته به  این فیلترها (.3-15کند )جدول یانتخاب م
تقسیم  /نهیآ 1دو رنگ کنند،یعبور م برانگیختگی لتریکه از ف ییهاموجطول متفاوت است. ،فلوروفور
 شوند(از هم متمایز می موجطول)منظور حالتی است که در آن دو  (ی)مهروف به دورنگ 3پرتو کننده
 قیاز طر ،انتشار فلورسنت از نمونه .کنندیمنهکس مبه نمونه  ،کروسکوپیم یئیش بخش قیرا از طر
نتشار ا لترینور توسط ف ت،یدر نها .پذیردصورت می یدو رنگ نهیآ قیو ستپس از طر یئیشت یعدست

ناخواسته مسدود  یافته انتشار یهاموجطولکه  شتودصتورتی انجام میو این عمل بهشتود می لتریف
 لتریفلورسنت ف کند.یم لتریف کروسکوپیم یاجزا ای ینور را از منبع ساطع شده و هر نور شتوندمی
رت صوبه ریکه در آن تصو) آشکارساز ای یچشم عدسی مشاهده به یبرا تواندمنتشر شده می ةشتد

 لتریو ف دو رنگ نهیآ ،برانگیختگی لتریاز اوقات ف یاریبس شود.ارسال  دیجیتالی قابل مشاهده است(
شکل شود )یم ادیاز آن  لتریمکهب ف عنوانبه بیشترکه  گیردیمقرار  بخش کیدر  مستدود کننده

                                                 
1. Dichromatic  

2. Beamsplitter  
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 یمجزا را در خود جا لتریتا شش مکهب ف توانندیفلورسانس م یهاکروسکوپیاز م یتهداد (.15-9
 قابل مشاهده باشند. هاآندر  از فلوروفورها یهیوس فیتا ط دهند

 .Leica Microsystemsتصویر مهکب فیلتر. تصویر از  :2-11شال 
 

 ی یک پیکانتشتتار دارا موجطول که دیداشتتته باشتت توجهفلورستتنت  یهاهنگام کار با مولکول
 نیتفاوت ب است. برانگیختگی کیکمتر از پ ی،و بزرگ موجطولاز نظر  طور مهمولبهکه  استجذب 

 ییجابجا نیاصله در اهرچه ف شتود.یشتناخته م 1استتوکس جاییجابه عنوانبه ،جذب کیدو پ نیا
تر راحتانتشار  و برانگیختگینور  کیتفک ، امکانمناسب یلترهایف بیباشد، با استفاده از ترک شتریب

 رایز ،شتما استت ةدر نمون فلوروفور نیمهم هنگام استتفاده از چند ملاحظه کامر، ی نیاخواهد بود. 
در برآورد ستتتبب ایجاد تداخل  ،تلفمخ یهافیط نیب های موجود درنور قیاز طر تواندیم این امر
 سبب کاهش ،کننده کیقرار گرفتن مداوم فلوروفور در مهرض نور تحر ها شود. توجه شود کهنمونه

 نیا شود.یشناخته م زین 3نور رنگ بریعنوان  تحت این امر .فلورفور خواهد شد تدریجی فلورسانس
 ایجاد کنشبرهم یمولکول ژنیبا اکس ،با نور شدهختهیوفور برانگفلور کیکه  افتدمیاتفاق  یزمان امر
گانه سه ژنی( و اکس2O1) ریپذواکنش اریبسروفور تخریب و اکسیژن وفل این واکنش، ة. در نتیجکند
(2O3)شودیم ، تولید.  

ر د ن،یعلاوه بر اها توانایی واکنش و تخریب فلوروفورهای مجاور را خواهند داشتتت. این مولکول
 نور پریدگی د،یکنیاستتتفاده م شتتگاهیآزما یکه در جلستتات بهد ییهازنده، مانند نمونه یهانمونه
 یهاستتتلول ،دانهرنگفاقد  یهاستتتلول رایدهد، ز رییرا تغ یهموستتتتاز ستتتلول تواندیم نیهمچن
 تگییخبرانگ یلترهایمجموعه ف دیبا شهیهم ،نور رنگ بریکاهش  یبرا ن،یبنابرا  هستند دهیدبیآس

                                                 
1. Stokes. shift 

2. Photobleaching 
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)زنده یا  نمونه مشتتاهده یبرا ازیمورد ن ینورده شتتدت نور مهقول و زمان نیو کمتر کنید نهیرا به
شما تنها باید در زمانی که آماده دیدن نمونه خود هستید، لامپ  .دیخود را، انتخاب کن فیکس شده(

اف لاك ناخن شفو با  هیضد محو شدن ته پایه طیبا مح دیبابت با یهانمونهقوستی را روشن کنید. 
در  دیبارا  هاآن)لام و لامل(،  دهایاستتلا از یربرداریتصتتودر زمان عدم  ت،یدر نها مهر و موم شتتوند.

 بافت کشتتت در انکوباتور دیزنده در صتتورت عدم استتتفاده، با یهاو ستتلول کرد ینگهدار یکیتار
 شوند. ینگهدار
 
 یشگاهیآزما هایمرینت -2

 یبرا فلورسانس اروساوپیبا استفاده از م یربرداریتصوو  EGFP مشکاهده فلورسانس
 یبعد هایلیو تحل هیتجز

EGFP موجطول درتواند یکه م استتت یهیمولکول فلورستتنت طب کی nm 177 و در  ختهیبرانگ
آن در  انیب تسیید یبرا EGFP ویژگی نیما از ا منتشتر شتود. ،nm 995 موجطول درو ستبز  فیط

استفاده  گذرا انتقالساعت پس از  17 ،فلورسانس کروسکوپیبا استفاده از م و HEK293 یهاسلول
 توپلاسمیکنند، فلورسانس در سراسر س انیرا ب EGFP هااگر سلول (.الف-15کرد )جلسته  میخواه
 دیاستفاده خواه یبهد یهاشیآزما دررا  هاسلول نیکه ا ییاز آنجاقابل مشاهده خواهد بود.  یسلول

و در  کنیدمحدود  کروستتکوپیم یرا رو هاآنار گرفتن در مهرض که زمان قر دیکرد، مطمئن شتتو
 .دیبرگردان یسلول کشت را به انکوباتور هاآن ،صورت عدم استفاده

 بخار یهامانند لامپرا  ینور از منابع یانواع مختلف توانندیفلورستتتنت م یهاکروستتتکوپیتوجه: م
و درك  ییشتتناستتا استتتفاده کنند.پرقدرت  یهاLED ای زرهای، ل3قوس زنون یهالامپ ،1وهیج

 دارند. ازین یمتفاوت یروند یهابه روش هرکدام رایز ،، ضروری استکروسکوپیماز هر استتفاده 
مجهز به  ،Olympus LEDمهکوس  فلورسانس کروسکوپیاستفاده با م یمراحل ذکر شتده برا

ی دسترسی برا است. cellSens یستیعلوم ز یربرداریتصتو افزارنرمو  CCD2با حستگر نیدورب
 .دیسازنده مراجهه کنشرکت  یهانامهشیوهبه  ،خاص زاتیتجه های کار بانامهشیوه به
رسنت فلو سکوپکرویم از نشده لتریبه نور ف یکراستت، مهم استت که هرگز یمنیا ی افزایشبرا
 به چشم شود. یجد بیآس وارد شدن تواند منجر بهیم این امر رایز  دینگاه نکن
 وپ،کروسکیقبل از روشن کردن م .دیخود بردار فلورسانس کروسکوپیپوشش محافظ را از م -1

 .دیکاهش ده ین میزانترنییرا به پا و شدت نور تیموقه نیترنییرا به پا پایه

                                                 
1. Mercury-vapor. lamps 

2. Xenon. arc. lamps 

3. Charged. coupled. device. (CCD) 
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 .دیرا روشن کن CCD نیو دورب وتریکامپ -3
 یکیپلاست دیشپتریمتناسب با ضخامت  یعدد افراگمیدر د شیئی گیرهکه  دیمطمئن شو -2

ور ن ریتوان را در مستت نیبا کمتر شتیئیستپس لنز  مورد استتفاده شتما قرار گرفته استت.
 .دیبچرخان

، محکم کنید. درب میکروسکوپ صتفحهدر ( ب-15جلسته خود را )از  کیشتش چاه یتپل -1
 را برندارید. دیشپتری

 یلازم را برا ماتیتنظ .دینگاه کن عدستتتی قیاز طر نمونه را را روشتتن و دیمنبع نور ستتتف -9
به  اطیرا با احت صفحهو  کنیداده استف وضوح میابتدا از تنظ .دیانجام ده هاسلول مشتاهده

سالم و  یهاسلول دید دانیم .رندیقرار گ دیها در مهرض دتا سلول دهیدسمت بالا حرکت 
 یهاسلول حاوی دید یهادانیاز م .دیکن دایرا پ الیتلیاپ شتناستی شبهریختچستبنده با 

 نیهمچن مرده است. یهاانه سلولنش نیا رایز د،یکن صرف نظراز حد شتناور  شیب ایگرد 
 دایخود را پ نظرتا مناطق مورد  دهیدرا حرکت  صتتتفحه میتنظ یهارهیدستتتتگ توانیدمی
 ی حصولبرا قیدق میتنظ اعمال از د،یستالم را مشتاهده کرد یهاستلول کهیهنگام .دیکن

د خو یبه مرب د،یخود مشتتکل دار یهاستتلول افتنیاگر در  .دیاستتتفاده کن ییوضتتوح نها
 .دیمراجهه کن

 نیا .دیکن بررسیرا  هاو دوباره سلول دیبچرخان ی را به حالت بزرگنمایی بیشترئیش عدستی -3
، در صورت وجود( ×19) ×39 یئیش عدسیها با استفاده از ستلول مشتاهده کار را تا زمان

 .دیادامه ده
 افزارنرمبا استتتفاده از  .دیده رییتغ «نیدورب»ه ب« یچشتتم» حالت را از ینور خروج ریمستت -7

cellSens ،دیمشتتاهده کن وتریصتتفحه کامپ یخود را رو یهازنده از ستتلول ریتصتتو کی. 
در  اشم یهاسلول کهیهنگام .دیکن تراز ات رامیتنظ گریبار د کیباشتد  نیازممکن استت 

 .کنید یربرداریتصومناسب هستند،  دید دانیمتمرکز و در م حالت
لفن دوربین ت ست،ین نیشما مجهز به دورب کروستکوپی: اگر منهیدر هز جوییصترفه برای نکته

 ابیگرفتن عکس در غ یبرا و از آن دهیدی قرار چشتتتم خروجی در مقابل همراه خود را
 کنید.استفاده  گرید زاتیتجه

 چشمی یفیمشاهدات ک حتم به .دیکن رهیذخ JPG ای TIFF لیفا صورتبهخود را  ریتصتو -7
 .دیببت کن ادداشتیدر دفترچه  زیرا ن خود

را  تپلی .ابدیکاهش  نهیزمتا نور پس کنیداتاق را خاموش  یهاچراغ ریو سا دیمنبع نور سف -5
واهید را از همان میدان دید تهیه خ در محله بهدی تصتویر فلورسانس رایز د،یحرکت نده

 کرد.
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را روشن  LEDمنبع نور  .دیبرگردان« یچشم»به  «نیدورب» حالت را از ینور خروج ریمس -19
( و دیکن میتنظ EGFP انیشدت نور را بسته به درجه ب که باشد نیاز)ممکن استت  کنید
، EGFPحداکثر تجسم  یبرا .قرار دهیدد خو یانتشار مناسب را در جا /برانگیختگی لتریف

نانومتر  177و  197 نیب کیتحر موجطولنانومتر و  927تا  993 نیب باید انتشار موجطول
 !دیبه نور فلورسنت نگاه نکن یکراستخود  یمنیا یبراباشد. 

به لازم را  ماتیتنظ هرگونهو  کنیدمشتتتاهده  یچشتتتم خروجی قیهمان نمونه را از طر -11
 دیمزلابا پ تیکه با موفق ییهاسلولسترسی به حداکثر میزان فوکوس انجام دهید. منظور د

pEGFP-N1 نیپروتئ انیب لیاند، به دلشتتده منتقل EGFPرا  ، رنگ ستتبز فلورستتانس
ا رفلورسانس  رنگ از یختلفسطوح م هاکه سلول دیتوجه داشتته باش .کردخواهند  ستاطع
از  یبرخ  استتت هاآندر  شتتده انیب EGFPمربوط به مقدار  این امر که کنندمیستتاطع 
 نیا نشده(. منتقل یهانکنند )سلول را ساطع فلورسانس نور هرگزها ممکن استت ستلول

 ببت کنید.خود  شگاهیآزما ادداشتیدر دفترچه  2-15را مطابق جدول  یفیمشاهدات ک
 افزارنرمبا استفاده از  .دیده رییتغ «نیدورب»به « یچشتم» حالت را از ینور خروج ریمست -13

cellSens ،خواهید مشاهده  وتریصتفحه کامپ یخود را رو یهازنده از ستلول ریتصتو کی
 شما یهاسلول کههنگامی .دیکن تراز ات رامیتنظ گریبار د کیباشد  نیازممکن است  .کرد
 یرو یزمان نورده می، با تنظگرفتندمناسب قرار  دید دانیو در م ندفوکوس شتد خوبیبه
خود به حداکثر  pEGFP-N1ترانسفکت شده  یهارا در سلول EGFP ییروشتنا ن،یدورب

 یاهر نمونه یو آن را برا کنیدتوجه  یبه زمان نوردهکنید.  یبردارعکسو سپس  برسانید
 .دیبابت نگه دار ،یدکرد یربرداریتصو از آن خود شیکه در آزما

نور فلورسنت را خاموش  د،یکنینم یربرداریتصو مشتاهده/ را خود یهاستلول کههنگامی -12
 .دیکن
ذخیره کنید. توجه کنید که نام این فایل  JPG ای TIFF لیفا کی عنوانبهخود را  ریتصاو -11

 ی متفاوت باشد.با فایل ذخیره شده از تصویر قبل
 .دیهر نمونه تکرار کن یبرا مشتتاهده شتتده دید دانیم 2-3حداقل  یرا برا 9-11مراحل  -19

 ها و همچنیناز نمونه هرکدامو تصاویر با نور سفید را برای  تصتاویر فلورستانس دیباشتما 
 های دید، داشته باشید.میدان

ستتتطح و درصتتتد  نیانگیم یفیک طوربه ،های خودنهاز تمامی نمو تصتتتویربرداریپس از  -13
مشتتتاهدات را در دفترچه  نیابرآورد کنید. را  EGFP نیکننده پروتئ انیب یهتاستتتلول

 (.2-15)جدول  ببت کنیدخود  شگاهیآزما ادداشتی
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 کلاس به ،هستتتتید گذرا انتقالپس از  EGFP ستتتطح فلورستتتانس متمایل به تهیین توجته: اگر
 .دیمراجهه کن، بخش سوم RNAiتوسط  EGFP سرکوب ژن، بیست و دومجلسه  شگاهیآزما

 
 شده منتقل HEK293 یهادر سلول egfp ژن فلورسانس یمشاهدات تجرب :7-11جدول 

 آزمایش شد  فلورسانس تلاقی شناسیریخت
 DNAبدون    
 pcDNA3)وکتور خالی، کنترل منفی(    
   pEGFP-N1 
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 پ-لاس آزمایشگاه: جلسه نوزدهمک
 EGFP پیوسته پروتئین انیببا  HEK293 یهاسلول تولید

 
را با استفاده از انتخاب  pEGFP-N1 دیمزپلا داریپا طوربهکه  HEK293 یهاستلول تولید هدف:
 کنند.یم انیب کیوتیبیآنت
 
 مقدمه -1

 میزبان نیبنابرا شتتود میادغام  زبانیکامل در ژنوم م طوربه یخارج DNA ،داریپا الانتق در فرآیند
)در  داریپا یستتتلول هایرده جادیبه منظور ا کند.یرا فراهم م یخارج DNAنامحدود  انیامکتان ب

 1یفشتتار انتخاب کی دی(، باکنندیم انیرا ب EGFP داریپا طوربهکه  HEK293 یهامورد ما، ستتلول
انتخاب در  ندیفرآ در ژنوم کند. دیمزپلا DNA ادغامرا مجبور به  هاوجود داشتتته باشتتد تا ستتلول

 د،یاآموخته ییایباکتر یهاقبل با استفاده از سلول یهاه آنچه در فصلمشاب پستتانداران یهاستلول
ه شتتود، بلکیاستتتفاده نم دیمزپلا یانتخاب کل یمورد برا نیانتخاب در ا فرآیند ،با این حال  استتت
 استفاده مورد ند،کنیم انیرا ب ادغام شتده بینوترک DNA داریپا طوربهکه  ییهاستلول دیتول یبرا
عمل پستانداران  یهاستلول درصتورت اختصتاصتی به مورد استتفاده، یعامل انتخاب شتود.یم واقع
 پستتانداران شامل هایی رایج در ستلولانتخاب. عوامل استتقابل تشتخیل  دیمزپلا یو رو کندمی

 ،2نیستتتی(، بلئوماG418)مهروف بته  3نیکیژنت همتاننتد ییهتاکیتوتیبیمقتاومتت بته آنت عوامتل
 است. B 9نیسیگرومایه ای نیزئوس ،1نیسیپوروما

ی در با عامل انتخاب «کشتتتتار یمنحن» کیشتتتود یم پیشتتتنهاد، انتقال انجام فرآیند از پیش
ده ر یبرا را شتود(یم نییته انتقال یمورد استتفاده برا دیمز)که توستط پلا پستتانداران هایستلول
 است. G418 پستانداران یها، انتخاب سلولpEGFP-N1در مورد  .دیکن جادیخاص خود ا یستلول
 یبرا ازیمورد ن یغلظت انتخاب نیکمتر یتجرب طوربه که دهدمیامکان را به شما  نیا ارکشت یمنحن

 یسلول هردبه  یسلول یک ردهاز  امر نیکه ا ییاز آنجا .دیکن نییرا ته منتقل نشده یهاکشتن سلول
عامل  /یستتلول ردههر  یبرا شتتودیم پیشتتنهاداستتت،  متفاوت گریبه عامل د یو عامل انتخاب گرید

ه با ک ییهامهمول، ستتلول طوربهتولید کنید.  کشتتتار را ینمنح کی ،مهین مورد استتتفاده یانتخاب
 ارکشت یمنحن کی کههنگامی روز شروع به مرگ کنند. 2-7در عرض  دیبا ،اندمنتقل نشتده دیمزپلا

                                                 
1. Selective. pressure 

2. Geneticin 

3. Bleomycin  

4. Puromycin  

5. Hygromycin. B 
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ی هاستاعت پس از عمل انتقال، به سلول 17ی در حدود انتخاب طیشتد، غلظت مناستب مح تکمیل
در ژنوم  را یخارج DNA داریپا طوربهکه  ییهابا گذشت زمان، سلول شتود.فه میاضتا انتقال گذرا

در ژنوم  را DNAکه  خواهند ماند یباق ییهاو تنها ستتلول از بین خواهند رفت، اندادغام نکرده خود
 یبرا ای /کرد و رهیگستتتترش داد، ذخ توانیرا م ماندهیباق داریپا یهاستتتلول اند.ادغام کرده خود
 استفاده کرد. یبهد یهاشیآزما
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

را  HEK293ادغام شتتده در ژنوم  pEGFP-N1 دیمزبا پلا بیانی داریپا یهاستتلول دیخواهیاگر م
 ،(ب-15)جلستتته  گذرا انتقال فرآیند در EGFP انیب زیآمتیتموفق تتسییتدپس از  ،تولیتد کنیتد

 ارائه شده را انجام دهید. هاینامهشیوه
 

 الف. تولید منحنی کشتار
نتایج  کستتب رایز ،دیکن جادیا ار راکشتتت یمنحن کیشتتود یم پیشتتنهاد ،هیاول انتقال فرآیند از پیش

درصد تلاقی نشده با  منتقل یهاسلولمان به خود اختصاص دهد. هفته ز 1-3مطلوب ممکن استت 
 G418از  یمختلف یدوزهاساعت،  31-17پس از  .دیقرار ده کیشش چاه پلیت کیدر  را 29-39

 مهمول، طوربه .دیاضتتافه کن ک،در هر چاه mL3 به حجم کل ی رستتاندنبراو کامل  طیرا به مح
مثال،  یبرا .استتتبرای شتتروع، مقدار مناستتبی  G418از  μg/mL 399-199حدود  استتتفاده از

 از 999و  9 ،199 ،399 ،299 ،199 (μg/mL)ی هاغلظتبا  کشتتتتتار را یمنحن کیت دیتتوانیم
G418  ریدر ز هفته، 1-3توانید پس از میرا  هاستتلول یانتخاب طیپس از افزودن مح. دیکن جادیارا 

از  دزی کنند. از بین رفتنشروع به  ،روز 2-7 پس از دیبا هاسلول .دیمشاهده کن یرنو کروسکوپیم
G418  ،را  فاقد پلازمید انتقالی هایسلول درصد از 199است که  دزی نیکمترمورد استتفاده شتما

-pEGFP انتقال باپس از  و داریپا یهاانتخاب کلون یاستتت که برا یغلظت نیااز بین خواهد برد. 

N1 دیکنیاستفاده م گریمورد علاقه د دیملازپ ای. 
 

 های پایدارب. انتخاب سلول
همراه با  DMEMمورد،  نیمناسب )در ا یانتخاب طیمح ه،یاول انتقالستاعت از  17پس از  -1

G418 داریاپ یهاتا کلون کنیداضافه  هابه سلول را (کشتار یشده از منحن نییمناسب ته 
 .شوند جادیا
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نوری  های خود را با استتتفاده از میکروستتکوپتوانید ستتلولروز آینده، می 7-19در طول  -3
کشتتته  G418در حضتتور  ،pEGFP-N1 دیملازفاقد پ یهاتمام ستتلولمشتتاهده کنید. 
 G418در حضور  ،اندکردهدریافت را  pEGFP-N1 دیمزکه پلا ییهاستلول خواهند شتد.
مقاوم  یهایکلن ،کنندروز شتتتروع به مردن  2-7 یط دیبا هاستتتلول .ماندزنتده خواهند 

 میبستتتته به ستتترعت تقستتت و مانندیم یرا در ژنوم ادغام کردند( باق DNAکه  یی)آنها
 وند.شیم ریروز تکث 19-11 طی در ،هاسلول

توجه:  .دیکن نیگزیهفته جا و یا هر بار یکروز  3-2هر  G418را با غلظت مناستتب  طیمح -2
  باشد ریدرصد متغ 39تا  39 نیب یونیکات دیپیبر ل یمبتن انتقال یاستت که بازده یهیطب
نگران  ،مشتتاهده کردیدانتخاب  ندیدر طول فرآ یادیمرده ز یهااگر تهداد ستتلول نیبنابرا
دور  نیچند قیاز طر توانیرا م شتتده ادغام egfp یو دارا مانده یباق یهاستتلول .دینباشتت
 گسترش داد. یسلول میتقس

ادامه  G418کامل و  طیدر حضتتتور مح هاآن کشتتتتبه  دی، باداریپا یهاحفظ کلون یبرا -1
بدون  طیبا مح طیمح ینیگزیجا ،یبهتد هتایشیآزمتا ی انجتام، برااین حتال بتا  دیتده
شما  یتجرب جیممکن است بر نتا یانتخاب یهاکیوتیبیآنت شود.یم پیشتنهاد کیوتیبیآنت
 بگذارد. ریتسب

 کروسکوپیرا با م هاآن EGFP انیب ،های شتما به حد کافی رسیدتهداد ستلول کههنگامی -9
را در  هاآناز  یشتتود مقدار کمیم پیشتتنهاد( و ب-15)جلستته  دیکن تسیید فلورستتانس

 ،شده جادیا داریپا یهاسلول .دیکن رهیذخ ندهیاستتفاده در آ یمنجمد و برا عیما تروژنین
 یفکه سطوح مختل است کیل شدهتش های انتقالیسلولاز  یکیناهمگن ژنت تیجمه کیاز 
 یهاکلون یجداساز های پایدار،ستلول جادیا یبرا گرید روشکنند. بیان میرا  EGFPاز 
 .است یهمگن و کلون یکیژنت تیجمه کی دیتول یبرا یسلول تک

مراجهه  FuGENE HD Transfection Reagentراهنما  کتابچهبه  شتر،یاطلاعات ب ی کسببرا
 .1دیکن
 
 
 
 
 

                                                 
1. http://bit.ly/1GaEIqy 



 280                                                                                                      ژن  انیاصلاح ب ان،یببخش پنجم: 

 

 بعمنا
1. Felgner PL, et al. Lipofection: a highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection 

procedure. Proc Natl Acad Sci 1987;84(21):7413_17. 

2. Kabanov AV, Kabanov VA. DNA complexes with polycations for the delivery of 

genetic material into cells. Bioconj Chem 1995;6:7_20. 

3. Promega Corporation. FuGENEs HD Transfection Reagent Technical Manual. 

Madison, WI: Promega Corporation; 2013. 

4. Magidson V, Khojakov A. Circumventing photodamage in live-cell microscopy. 

Methods Cell Biol 2013;114(10):1_15. 

 

 

 ایمباحثه هایپرسش
توان یچگونه م ستپیچ پستانداران یهابه سلول کینوکلئ یدهایاس انتقال یهااز چالش یبرخ -1

 موانع فائق آمدپ نیبر ا
 یبرا و یرده سلول کی جادیا یکدام روش برااستفاده از  ستپیچ داریو پا گذرا انتقال نیتفاوت ب -3

 مختلف، بهتر استپ ییبا عوامل دارو تیمارپس از  ژن انیمدت ب یطولان راتییتغ یبررس
 ادغام تیبا موفق ،pEGFP-N1 پلازمید با HEK293 یهاکه سلول دیکن تسیید دیتوانیچگونه م -2

 اندپشده
داد، اما با  انتقال HEK293 یهابه ستتتلول تیرا با موفق pEGFP-N1 دیتمزپلتا توانیم ایتآ -1

 هایروشچه  را مشتتاهده نکردپ یفلورستتانستت گونهچیه، لورستتانسف کروستتکوپیاستتتفاده از م
 پکنیدپیشنهاد می انتقال آمیزموفقیت تسییدبرای را  یگرید
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه بیستم
 RNAiبه واسطه  EGFPپروتئین  سرکوب بیان

 
، تحت وب 1(siRNA) یکوچک )کوتاه( تداخل RNA یاز ابزار طراح ن،یتمر نیا ی انجامبرا هدف:

(BLOCK-It)شتتترکتتت ، از Thermo Fisher Scientific، یدهتتایتتگونوکلئوتیلوا یطراح یبرا 
siRNA گیر ژننشتتانه egfp پس از انتخاب کرد. دیاستتتفاده خواه siRNA را  هاآنمناستتب،  یها

توجه داشته  شتوند. شیآزما یبهد یشتگاهیکرد تا در جلسته آزما دیستنتز خواه یتجار صتورتبه
افزار ( نرمرهیو غ Dharmacon ،Ambion، مثالعنوانبه) گرید یهااز شتترکت یاریکه بستت دیباشتت
 .کنندیخود ارائه م یهاوبگاهرا در  یشابهم گانیرا
 
 مقدمه -1

قدرتمند  فناوریزیستتتابزار  کی ،یستتیپس از رونو ژن خاموش کردن ای RNA (RNAi)3 تداخل
 یاهشگیآزما طیدر شرا موجود یکیولوژیب یهاستمیها در سژن مطالهه ابرات یتواند برایکه م است
(in vitro )یو درون تن (in vivo) ردیمورد استتتفاده قرار گ. RNAi اریو بستت یدرون ریمستت کی 

دهد. ها را کاهش میژن پس از رونویستتی، بیانکه  استتت موجوداتاز  یاریحفاظت شتتده در بستت
RNA یادو رشتتتته یهتا (dsRNAs)2  انیاز ب mRNA یهابرهمکنش ایجاد قیاز طر ی ودرون 
ها )مهروف به نیپروتئ دیتول مانع جهیدر نت آورندمیممتانهت به عمل  ،هتدف mRNAبتا  مکمتل
ه ک یکه تنها ژن یبه صورت .دهدیم یرو اختصاصی صورتبه یخاموش خواهد شد. فرآیند( یخاموش

mRNA  آن باdsRNA توستتتط  ژن انیستتترکوب بخواهد گرفت. قرار  ریتحت تسب ،مطابقت دارد
RNAi ( 1دهد: )یرخ م یاصل ستازوکاردو  در نتیجهmRNA خواهد هدف قرار  مورد بیتخر یبرا

گر از طریق ممانهت از ورود این مولکول به اجستتتام پردازش mRNA( ترجمه مولکول 3گرفت یا )
(bodies-p)1  .استتت که  نیاعتقاد بر ایا تداخل در عملکرد ریبوزوم مختل خواهد شتتدRNAi کی 
و  یدرون یپاتوژن انگل کینوکلئ یدهایدر برابر اس موجوداتاز  که است اجدادی «یمنیا ستتمیست»

نوع از  نیچندتاکنون،  کند.یمحافظت م ،نیکد کننده پروتئ یهاژن انیب تنظیم نیو همچن بیرونی
RNA ا ر گیخاموش کنند یکه عملکردهااستتت  کشتف شتده نیکد کننده پروتئ ریکوچک غ یها
ها  microRNAها،  siRNAاز  ییهاردهشتتتامتل  هتااین مولکولتتا بته امروز،  دهنتد.یانجتام م

                                                 
1. (Short)-interfering. RNA. (siRNA) 

2. RNA. interference. (RNAi) 

3. Double-stranded. RNAs. (dsRNAs) 

4. Processing. bodies. (p-bodies) 
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(miRNA  ،)هتاRNA مرتبط بتا تک یهتا( رارrasiRNA)  وRNA واکنش دهنده با  یهتاpiwi 
(piRNAs ).هستند 

به این در پستتتانداران  مشتتاهده یاصتتل ری، مستتبا این حال  استتت دهیچیپ RNAi ستتازوکارهای
 DNAمانند  یرونیب یهااز محرك یدتوسط تهدا تواندیم RNAi فهالیت :شودیخلاصه م صتورت
 میآنز کیتوسط  «یخارج» کینوکلئ یدهایاست نیا آغاز شتود. روسیو کیاز  dsRNA ای ی،خارج
کش خط کیمانند  سریدا میآنز .شوندیم ییشناسا 3دروشا ای 1سریبه نام دا ،RNase II بونوکلئازیر

 siRNAی از و هر دو رشته را به قطهات شودمیمتصل  dsRNA یانتها به و کندمیعمل  یمولکول
شتتده با  دخاموش کننده القا ترکیب یرو siRNA شتتکافد.یمنوکلئوتید،  31-32و با طول تقریبی 

RNA (RISC)2 شتتود.یم یبارگذار RISC جزد  کی یکه حاو استتت با چند زیر واحد ترکیب کی
 تفکیک یاتک رشتتته یها RNAبه  siRNA .استتت 1(AGO) آرگونوت به نام یدیکل یزوریکاتال
 3روندهو رشته  یبارگذار RISC یهدف( رو mRNA نسبت ستنسآنتی) 9شتود: رشتته راهنمایم
 با siRNA-RISCبهد، مجموعه  در مرحله شود.یم هیهدف( آزاد و تجز mRNAبه  سبتسنس ن)

mRNA و  شودمیدرصدی انجام  199 صورتهیبرید شدن به فرآیند شتود.یم دیبریه ،هدف خود
 RNase H AGO میتوستتتط آنز و هدف mRNA کیتینوکلئول بیتخر جهینت در ژن یخاموشتتت

که ژن کد کننده  ییاز آنجا در ستتمت راستتت(. siRNA ری  مستت1-39)شتتکل  پذیردصتتورت می
این فرآیند  ن،یبنابرا نیستتت  199 طور مهمولبهستترکوب  بازدهی هدف هنوز وجود دارد، نیپروتئ
 (.1-39)شکل شود عنوان خاموشی پروتئین )به جای حذف( شناخته میبه

 یهاژن انیب میتنظ یها برا miRNAتوستط  RNA خاموش کردناز موجودات،  در بستیاری 
 اهآن منشسخاموش کننده،  یهامختلف مولکول یهارده نیب یتفاوت اصل شتود.یاستتفاده م یدرون
و به  از خارج از سلول طور مهمولبه وشوند میمشتتق  مکمل یها dsRNAها از  siRNA. استت
 دیبریه ،هدف خود mRNAبا  درصدی 199 صورتبه ها siRNA شوند.یها وارد مروسیوواسطه 

 ای نیدرو یژنوم DNAدر  نیپروتئ کد کننده ریها ممکن استتت از مناطق غ miRNA شتتوند.یم
ی ادار miRNAرونوشت  شوند. لیتشک نیکننده پروتئ کد یها RNAنوشت از رو یبخش عنوانبه

 را حلقه بزرگ جفت نشده کیو  7یسنجاق سر ساختار کیو  شودمیخود تا  یکه رو بخشی است

                                                 
1. Dicer 

2. Drosha 

3. RNA-induced. silencing. complex. (RISC) 

4. Argonaute 

5. Guide. strand 

6. Passenger. strand 

7. Hairpin  
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 به یک رشته 1دروشا بونوکلئازیتوسط ر در هسته miRNA هیرونوشت اول، سپس .دهدیم لیتشتک
 Exportin-5 نیتوسط پروتئ miRNA ستازشیپ .شتودیپردازش م نوکلئوتید، 39تقریبی ا طول ب

 یرو یو بارگذار سریپردازش دا. شودیمنتقل م (ستریدا توستط برش یبستتر برا) توپلاستمیبه ست
، ی شدبارگذار RISCمجموعه  یرو miRNA کههنگامی ها است. siRNAمشابه  RISCمجموعه 
mRNA برخلاف با این حال  گیردیمورد هدف قرار م ،ژن انیب میتنظ یموجود در سلول برا یها ،
siRNA هتا ،mRNA  مطتابقتت کامل با  طور مهمولبتههتدفmiRNA  این امر که نداردراهنما 

 بوزومیاز عملکرد ر یریجلوگ ای جدا شتتتدن )از ریبوزوم( قیاز طر mRNAمنجر بته مهار ترجمه 
 در سمت چپ(. miRNA ری  مس1-39)شکل  شودیم

 Czech MP, et al. RNAi-based چاپ با اجازه دیتجدRNA (RNAi .) تداخل ی عملهاسازوکار :1-25شال 

therapeutic strategies for metabolic disease. Nat Rev Endocrinol 2011;7(8):473-84. 

                                                 
1. Ribonuclease. Drosha 
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 هایکشت همانند ،مدل مختلف موجوداتاز  یدر تهداد توانیمرا  RNAi شگاه،یآزما سطح در
 خارجی dsRNA یبا مهرف غیره راو  Caenorhabditis elegans اهان،یپستتتانداران، گ یستتلول
کوتاه  یستتتنجاق ستتتر RNA ی حاویدهایمزکه پلا ییهاستتتازه ایمدت( کوتاه ستتترکوب ی)برا
(shRNA) مورد بررستتی قرار داد. تخصتتصتتی عمل مدت( یطولان ستترکوب ی)برا اندکرده انیرا ب ،

با  ( سرکوب ژنشودمیمهار  siRNAتوسط  کههدف  mRNAمولکول  تهداد) بالا کردن و بازدهی
 تیموفق کند.یم لیتبد طالهه عملکرد ژنم یسودمند برا یرا به ابزار ، این روشRNAi استفاده از

RNAi وصل شدنبه نحوه  یبستتگ نهیزم نیدر ا siRNA  بهmRNA هر  ییتوانا رایهدف دارد، ز
siRNA در خاموش کردن mRNA غیر مرتبط با هدف آن، متفاوت است.  هدف و همچنین ابرات

 ای)در پستانداران(  هاسلول نترفرونیا یهیطب یمنیشامل شروع پاسخ ا تواندیم ابرات خارج از هدف
ه هر رشت یتشابه توال قیممکن است از طر پدیده نیا ناخواسته باشد. یها mRNAهدف قرار دادن 

 اریبس یهاغلظت اده ازاستتف ن،یعلاوه بر اغیر هدف باشتد.  mRNA یک با ایدورشتته siRNAاز 
 کیهر چه غلظت هایی شتتتود. ستتتبب ایجاد چنین فهالیتتواند ی(، مnm199) siRNA یبتالتا

siRNA شدن آن به  متصلباشتد، احتمال  شتتریب منفردmRNA کندپیدا می شیافزا غیر هدف  
در کاربرد  یدیکل یگام ی،کارآمد و اختصتتتاصتتت siRNA یدهتایتگونوکلئوتیلوا یطراح ن،یبنتابرا
 است. این روش آمیزموفقیت

 یتخصص یابزارها نیهمچن اند کرده siRNA یستفارش اقدام به طراحی یمتهدد یهاشترکت
 یارهایمهابزارها  نیا دهند.یارائه م ،شما یها siRNA یطراح ستاده کردن  یبر وب را برا یمبتن

 ییایمیشتت تغییراتها از شتترکت یاریبستت ن،یعلاوه بر ا .رندیگیمنتشتتر شتتده را در نظر م منتخب
عمل و  یداریپا تواندیکه م کنندمیاعمال سنتز شده خود  siRNA یهارا در مولکول یاختصتاصت
 یهانامهشیوه، دانستن siRNA یاز روش طراح نظرصرف دهد. شیرا افزا ها siRNA اختصتاصتی

از  یفهرست ،در ادامهتواند مفید واقع شتود. ، میمؤبر siRNAتشتکیل دادن یک مولکول  یبرا یکل
را  مؤبرمولکول  تولید یک و نیستتتتجامع  ستتتتیل نیکه ا کنیدتوجه  .شتتتودمیارائه  یکل نیقوان
 طیدر شرا دیبا( in silico) ایرایانهشرایط  شده در یطراح یها siRNA تمامی کند.ینم نیتضتم
 .شوند شیمناسب آزما یهاو در کنار کنترل (in vitroی )شگاهیآزما

 است: ریها شامل موارد ز siRNA یهنگام طراح یفهرست ملاحظات کل
 نوکلئوتید 31در حدود  طور مهمولبه: منطقه هدف دیهدف را انتخاب کن mRNA هیناح -1

 29از  تربزرگ یها siRNA ،یاختصاص ریغ یخاموش ایجاد از یریجلوگ یبرا طول دارد.
مورد علاقه خود را با استفاده  mRNAابتدا  در که بهتر استت .دینکن یطراحنوکلئوتید را 
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 آغازرا که با کدون  یک توالی .دیکن دایپ NCBI1ارائه شده توسط  RefSeqداده  گاهیاز پا
AUG  یدینوکلئوت ید توالیکه به  یتا زمان و این عمل را کنید سکنا شتدهشتروع AA 

 عنوانبهرا  15نوکلئوتید شماره  مجاور 2´و  AAهر  یریمحل قرارگرستید، ادامه دهید. ب
و همکاران،  Elbashirطبق پشتتتنهادهای  .دیهتدف ببت کن siRNAبتالقوه  هتایمکتان

siRNA2´ هایاوورهنگ ها با UU، نیترمؤبر siRNAکننده هستند، اگرچه خاموش یها
 از هک است شده پیشنهاد استفاده کرد. نیز یدینوکلئوت ید یهارهنگواو ریاز ستا توانیم
ممکن  این توالی رای، زکنیداجتناب  GG 2´ یدینوکلئوت ید هایاورهنتگ کتارگیریبته

 شود. لیتبد یاتک رشته G یهاماندهیدر باق ،RNAaseبرش توسط  یبرا یاست به هدف
 هانامهشتتیوه نیا از هاآنی که همگ داریدهدف را  توالیدو تا چهار انتخاب  قصتتدشتتما 
 کنند.یم پیروی

 باشد. G ای Aتواند یم siRNA یتوال دینوکلئوت نیشروع: اول دینوکلئوت -3
 .دیاجتناب کن ´C ای ´G شتتتریب ایبا ستته  ی: از مناطقیدیتکرار نوکلئوت نواحی بااجتناب از  -2

این امر سبب افزایش که  شودمیمولکولی  درون هیبانو یساختارها لیاز تشک مانع امر نیا
 هیبرید شدن خواهد شد. بازدهی

بالاتر در  GC محتوای با ،(درصتتد 29-99)کم  GC یبا محتوا هایی راتوالی: GC یمحتوا -1
 GC یمحتوا یدارا مؤبر یها siRNAاز  ی، برخین حالبا ا  دیانتختاب کن 9´ یانتهتا
 طیخاموش کننده خود را در شرا یمهم استت که تمام ساختارها نیبنابرا  هستتند ییبالا
 .دیکن تسیید یشگاهیآزما

9- BLAST3 داده  گاهیبا پا یهمستتان یبراmRNAداده  گاهیهدف خود را با پا یهاتی: ستتا
را که  یهدف فرض siRNA یهر توال .دیکن ستهی( مقارهی، موش و غژنوم مناستب )انستان

 .دیحذف کن ،کننده دارد کد یهایتوال ریهمسان با سا وستهیجفت باز پ 12از  شیب
 یشتتامل تهداد دیبا siRNA شی: هر آزمادیاستتتفاده کن siRNAمناستتب  یهااز کنترل -3

 نانیاطم در آن، خارج از هدف ابرات عدم وجودو  اختصاصی عمل کردنتا از  اشدبکنترل 
 حاصل شود.

ز ا اسکرمبل شده یدینوکلئوت یتوال کی یکنترل منف نیا .2استکرمبل شده siRNAالف. 
siRNA یجستجویک  است. ژن مختل BLAST ز ا دیگرsiRNA اسکرمبل شده 

 است. ازی، مورد نگریژن د چیبا هآن  یهمسانعدم  تسیید یبرا

                                                 
1. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ 

2. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 

3. Scrambled. siRNA 
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 و به ابرات دهدمیرا هدف قرار مشتتتابه  mRNAکته  یاضتتتاف siRNA یهتایتوالب. 
 کنند.ایجاد می ی رامشابه ییایمیوشیب
در ژنوم گونه مورد نظر  در انتخاب یک ژن هدف آنکه  یاختصتتاصتت ریغ siRNA کپ. ی

 شما، مشخل نیست.
توان با یرا م نیا. مورد نظر ژن در ایجاد خاموشتتتیاز  نانیاطم ینجات برا ستتتنجشت. 

ه ب (کندیم یکه ژن مورد نظر شتتما را رمزگذار)پستتتانداران  یانیوکتور ب کی انتقال
 پیفنوت «نجات» یبرا ،siRNAواسطه  هب ژن سرکوب بیانپس از  و شما یهاستلول

 انجام داد.
 یطراحرا  egfp یها mRNA یبرا یاختصاص یها siRNAشتما  شتگاه،یجلسته آزما نیا در
هم  هجداگانه که ب مکمل RNA یهانوان رشتهع )تحتی تجار صورتبهرا  هاآن ستپس و کنیدمی

 یها siRNAاز محققان استتتفاده از  ی، برخبا این حال  ( تهیه خواهید کردمتصتتل خواهند شتتد
دهند. از ترجیح میرا  هستتتند( siRNA خزانههدف ) کی یبرا siRNA نیچندحاوی که  یبیترک

 ابرات توانندها میاین مولکولاست که  نیا RNAsi1 های حاویخزانه استتفاده از هایتیمزجمله 
خاموش  یکل بازدهیاما  استتتتکم  siRNAهر  هیغلظت اول رایز ،را کاهش دهند ختارج از هتدف

 شود.یحفظ م یکنندگ
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 (In silico) رایانهدر محیط  egfp هدف گیرنده یها siRNA یطراح
 شده است: ارائه Thermo Fisher Scientificبا مجوز  نامهوهیش نیا

 استاندارد کلیک کنید. یها siRNA، روی قسمت iT RNAi-BLOCK3 وبگاهدر  -1
 دیهدف را انتخاب کن siRNA یطراح نهی، گزBLOCK-iT RNAi Designerدر صفحه  -3

 (.3-39)شکل 
 ، ازegfp توالی یبرا .دیوارد کن یدینوکلئوت یتوال ای 2کد یکتاهدف را با  یاطلتاعتات توال -2

 زیستتنت دیمزپلاپیدا کردن  منظور، بهNCBI1در  دیداده نوکلئوت گاهیپا جستتتجو بخش
pEGFP-N1 یهاشتگاهیاز آزما Clontech شماره دسترس(ی :U55762)، دیاستفاده کن. 

 EGFP کننده انیب HEK293 یهاسلول جادیا یاست که برا مولکولیهمان  دیمزپلا نیا

                                                 
1. Pooled. siRNAs 

2. https://rnaidesigner.ThermoFisher.com/rnaiexpress/ 

3. Accession. number 

4. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore 
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و  یکپ egfp یرا برا یدینوکلئوت توالیفقط  دیخواهیشتتتما م .دیاستتتتفاده کرد ،داریپتا
 دی. مطمئن شتتوقرار دارد 1257تا  375 یدینوکلئوت یهاتیموقه نیکه ب کنید یگذاریجا

شده  یداریخر HEK293 یتجار یهااگر از سلول .نخواهید کردرا حذف  یعدد چیکه ه
کل  کرد. دیاستفاده خواه M62653: کد یکتا کنند، ازیم انیرا ب GFP ایدکردهاستتفاده 

 .دیکن یگذاریو جا یکپ یعدد چیبدون حذف ه را 531تا  1 تیاز موقه یدینوکلئوت لیتوا
 شتتما باید د،یکنیم یطراح گرید مهین ژن کی یها را برا siRNA کهدرصتتورتیتوجه:        

 2UTR´ نایمببر  siRNA کههنگتامیاین امر  .دیترا وارد کن RefSeq یکتتاشتتتمتاره 
 های مختلف ممکن استافراد یا گروه مهم است. بستیار ،شتود یطراح mRNAرونوشتت 
را در  شدنخاموش  ییخود انتخاب و کارا siRNAهدف قرار دادن  یرا برا دیگریمناطق 

 کنند. سهیمقا شگاهیآزما یجلسات بهد
 ریدر برابر سا (egfp، مثالنوانعبهخود ) از ژن BLAST یانجام جستتجو یداده برا گاهیپا -1

 از آنجتایی کتته (.3-39)شتتتکتتل  قرار داده و انتختتاب کنیتد موجود،موجود در  یهتاژن
داده  گاهیپا ،خاموش کنیدانستتان  ینیجن هیکل یهارا در ستتلول EGFP بیان دیخواهیم

 .شودتلقی میمهم  امری siRNA یدر طراح BLAST یجستجوکنید. را انتخاب  یانسان
مناطق منحصتتر  افتنی منظورو به داده گاهیدر پا یورود یهایتوال ستهیمقا یبرا این امراز 

 خواهید کرد. استفاده RNAiاهداف  یطراح دربه فرد 
 پیشتتنهاد یشتتگاهیآزما نیتمر نیا یبرا .دیرا انتخاب کن G/Cحداقل و حداکثر درصتتد  -9

 (.2-39)شکل  لحا  کنیدرا  درصد 29-99 فرضشیپ ماتیکه تنظ میکنیم
از  نهیگز نیا .دیفرض( را انتخاب کن شیپ فی)موت siRNA یاختصتتتاصتتت یطراح نهیگز -3

شامل  گزینه نیا کند.یاستفاده م Thermo Fisher یاختصاص siRNA یطراح تمیالگور
و  9´در انتها  دینوکلئوت یمحتوا ،یتوال بیهدف از جمله ترک یتوال یآمار لیو تحل هیتجز از  شتتدهیآورجمع یهاو آن را با داده استتت ی رشتتتهکینامیترمود مشتتخصتتاتو توالی  2´

 .کندیمرتبط م ،شده تسیید شیاز پ siRNA گویلوا یهامجموعه
 (.2-39)شکل  دیکن کیکل «RNAi Design»روی گزینه  -7
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دو  با هاگزینه مهمول، انتخاب طوربه .دیانتخاب کن ها check boxها را با استتتفاده از طرح -7
در دفترچه  را خود یانتخاب siRNA یهادنباله مولکول خواهد بود. مؤبرستتته ستتتتاره  یا
 (.1-39)شکل  دیکنببت  ادداشتی

 ی( کادرA) .دیسنتز انتخاب کن یها را برا siRNAپلتفرم  .RNAi یطراحی برا BLOCK-iT وبگاه :2-25شکال 
 یطراح یرا برا یمناطق دیتوانیکه م Check boxes( B) .دیکنیوارد م FASTAرا در قتالتب  EGFP یکته توال

siRNA دیهدف انتخاب کن .(Cکادر کشتتو )برای انجام ستتمیداده ارگان گاهیانتخاب پا یبرا یی BLAST. عمل، نیبا ا 
 شود.یم ییهدف شناسا mRNA در منحصر به فرد ینواح
 

 .دیکن کیکل« Continue» یرو -5
 siRNA کیتواند یشتتما م یکنترل منف .دیانتخاب کن نیز را یکنترل منف کی بایدشتتما  -19

مورد نظر  موجودکه در  دهدمیرا هدف قرار  یژن که باشد siRNA کی ای اسکرمبل شده
 (.9-39شما وجود ندارد )شکل 

 .دیکن کیکل« Email/Save Order»و « Tube» بخش یرو -11
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قستتتمت  .بررستتتی کنید دوباره این قستتتمت راخود را در  یهاانتخاب دیتوانیشتتتما م -13
«Searcher Name»  و  کنیدرا پرsiRNA ا در صتتفحه گستتتترده شتتتده ر یطراح یها
 نییپا موجود «Save to Excel Spreadsheet» یرو کیاکستتتل با کل کروستتتافتیما

تا  دیخود ارستتتال کن یرا به مرب نستتتخه کی (.3-39)شتتتکل  دیتکن رهیذخ ،صتتتفحته
siRNAبررسی خواهید کرد، انتخاب کند. یبهد یهاشیرا که در آزما ییها 

 

 فیموت-ی( انتخاب الگوE) ،min/max G/Cفرض شیپ ( درصدD) :7-25شال 
 نظر.ی موردهاsiRNA طراحی (F)و  
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)های( مورد نظر استفاده و سپس روی ادامه siRNAمنظور انتخاب را به check-boxesبخش  از (G): 4-25شال 
(H.کلیک کنید ) 

 یهایبا توال قابل تطابق یکنترل استتکرمبل شتتده یها siRNA (J)و  کنیدرا انتخاب  ویال( قالب I): 2-25شککال 
 کیکل رهیذخ /لیمی( اK) یپس از اتمام، رو .دیانتخاب شتتده بود، انتخاب کن پیشتتتررا که  siRNA یدیگونوکلئوتیلوا
 .دیکن
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در  رهی( ذخMو ) کنید( نام خود را وارد L)لیگونوکلئوتیدی کنترل وهای او توالی siRNAذخیره کردن : 6-25شال 
 .دیصفحه گسترده اکسل را انتخاب کن
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 ایمباحثه هایپرسش
 egfp ی ژنانتخاب شتتما در خاموش کردن siRNAمولکول  ایشتتد که آ دیچگونه متوجه خواه -1

 پیک ژن غیر اختصاصی را خاموش نکرده است و واقع شده مؤبر
 shRNA ای siRNAبهتر استتت:  ژن انیمدت ب بلند ابرات یابیدر ارز RNAiکدام نوع مولکول  -3

 پاسخ خود را تفسیر کنید. شده استپ یطراح دیمزپلا کیکه در 
 یهارا در ستتلول ونستتتیه نیکه پروتئ دیاکرده تسییدو  یرا طراح siRNA کی پیشاز شتتما  -2

HeLa  میزان تا  است دادههدف قرارmRNA  درصد کاهش  59را از طریق خاموشی، به میزان
 نیستتطح پروتئ ی، وقتبا این حال  (شتتودیم نییته RT-qPCRکه توستتط  طورهمان) دهد
 اندهم یباق ستتتونیه نیپروتئ مقادیر زیادی از د،یکنیم شیآزما را با وستتترن بلات ستتتونیه

 است. دلیل این وضهیت را تشریح کنید.
 
 
 



   



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و یام
 بخش دوم-RNAiبه واسطه  EGFPپروتئین  سرکوب بیان

 
: ستته نوزدهمجل :شتتگاهیآزما کلاس را )در EGFP کننده بیان HEK293 یها: شتتما ستتلولهدف
 EGFPتئین پرو siRNA یگوهایلوانتقال گذرا ا یشد( برا جادیا پستانداران یهاسلول گذرا انتقال

 آماده خواهید کرد.هفته،  نیدر اواخر ا EGFP نیپروتئ بیان خاموش کردنبه منظور از 
 
 مقدمه -1

 را مرور کنید. 17-39 هایههای ارائه شدن در جلسمقدمه
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 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و یام
 بخش دوم-RNAiواسطه به  EGFPپروتئین  سرکوب بیان

 EGFP 1 کننده انیب پستانداران یهالسلو پلیت کردنو  شمارش
 

 مایشگاهیآز هایتمرین -1
 :شتتگاهیآزما کلاس را در پستتتانداران یهاستتلول کردن تیو پل ، شتتمارش، نحوه کشتتتپیش از آغاز

بیست از جلسه  پیشساعت  31 نزدیک به .دیپستانداران مرور کن یها، کشت سلولهجدهمجلسته 
شده در  جادی)ا N1-pEGFP دیمزپلاکننده  بیان HEK293 یهاسلولاز  2× 919مقدار  ،ب-و یکم

چاهکی،  3به ازای هر چاهک از یک پلیت پستتتانداران( را  یهاستتلول گذرا انتقال ،نوزدهمجلستته 
 قرار داده شوند. کیوتیبیگونه آنتچیبدون ه و رشد کامل طیمح mL 3در  دیبا هاسلولپلیت کنید. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1. Counting. and. plating. EGFP. expressing. mammalian. cells 
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و یام
 شگاهیجلسه موقت آزما

 siRNA گذرا انتقال
 

 انتقالشتتما با استتتفاده از مهرف  .HEK293 یهاستتلولدر  EGFP نیپروتئ انیب ستترکوب هدف:
FuGENE HD ،یدهایگونوکلئوتیلوموقت ا طوربه siRNA شتتتده یطراح یکنترل مثبت و منف 
از روند  یکل شتتمای کی داد. دیخواه انتقال EGFP کننده انیب HEK293 یهاخود را به ستتلول
 (.2-15نشان داده شده است )شکل  پستانداران یهاسلول ، انتقال گذرانوزدهمانتقال در جلسه 

 
 آزمایشگاهی هایتمرین -1

راهنما  این چهارمکه در قسمت « RNAکار با  یهاچالش» نامهشتیوهها، به  siRNAهنگام کار با 
 هانآ ل،یاستر مواد و تجهیزاتکه علاوه بر استفاده از  دیحاصل کن نانیاطمتوجه کنید. آمده است، 

و  وژیفیکروسانتریم یهاویال، ستمپلرهاستر شتامل آب،  موارد نیا هستتند. RNaseفاقد  نیهمچن
 یتواند خطر آلودگیم ،RNaseکننده  رفهالیغ یاستتتفاده از استتپر .استتت یکیستترولوژ یهاپتایپ

RNase شما کاهش دهد. شیها را در آزما 
 اتاق برسد. یبه دما تا دیو اجازه ده کنیدخارج  1℃ خچالیرا از  FuGENE HDمهرف  -1

 .دیمخلوط کن یبا وارونگ آرامیبه ،ستفادهقبل از ا
 کننده انیب HEK293 یهاستتلول ک حاویهر چاه و فلورستتانس یتلاق ،شتتناستتیریخت -3

EGFP کروستتکوپیم کی ×39 یئیشتت با عدستتی شتتگاهیآزما یخود را که از جلستته قبل 
 ادداشتتتیمشتتاهدات خود را در دفترچه  .دیمشتتاهده کن پلیت کرده بودید ستتانسفلور
 کشتتت خود را به انکوباتور پلیت .دیببت کن 15-3خود مانند جلستته جدول  یشتتگاهیآزما
 .دیبازگردان 27℃ یسلول

-Opti)فقط  siRNAن: بدون یواعن ارا ب وژیفیستتتانترکرویم ویال 9، لتامینتارهود  زیر در -2

MEM ،)siRNA (، ی)کنترل منف استکرمبل شده ای کننده خاموش ریغsiRNA eGFP 
بتته  2#و  siEGFP #1 ،siEGFP #2 (siEGFP #1) (siEGFP #1)کنترل مثبتتت(، 

و  (اشاره دارد ،شده بودند یطراحبیستم در جلسه  پیشتره ک آزمایشی siRNA یگوهایلوا
Opti-MEM دیبرچسب بزن. 

بدون ستترم  طیاز مح ،Opti-MEM یبه جا دیتوانی: منهیدر هز ییجوصتترفه برای نکته      
 .دیاستفاده کن
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 .دیکن تپایپ ال،ویرا در هر  Opti-MEM از μL 199مقدار  -1
از  mL3 در مجموع nM 19 یی بهغلظت نها ی رستاندنرا برا siRNA دیگونوکلئوتیلوهر ا -9

 یشگاهیآزما ادداشتیدر دفترچه  .دیخود اضافه کن به مربوط داربرچستب ویالبه  ،طیمح
 ازیمورد ن siRNA زانیتا م کنید ( را رستتم1-31)جدول  ریخود، جدول ارائه شتتده در ز

 وبیخبه تا کنید پتایپ نییبته بالا و پا آرامیبتهمحلول را  .دیترا ببتت کن تیمتارهر  یبرا
 ییغلظت نها میبه تنظ ازیممکن است ن ،یشیآزما یها siRNA یتوجه: برا .دمخلوط شو

 شود.می پیشنهاد siRNAاز  nM 199-39برای شروع، محدود  .دیکل داشته باش
 

 siRNAبا واسطه  EGFP خاموش کردن یبرا یشیآزما میتنظ :1-21جدول 
FuGENE 

HD (μL) 
Opti-MEM 

(μL) 
حجم افزایشی به 

siRNA (μL) 
( nMغلظت )

siRNA 
 ویال

 خالی 9 9 9 9

19 199   siRNA  اسکرمبل
 شده )کنترل منفی(

19 199   siRNA eGFP 
 )کنترل مثبت(

19 199   siEGFP #1 
19 199   siEGFP #2 
19 199 9 9 Opti-MEM 

 
 .دیکن پتایمشتخل شتده پ ویالدر هر  یکراستترا  FuGENE HDمهرف  μL 19مقدار  -3

 ادیتماس پ ویال یکیپلاست یهاوارهیبا د یکراست FuGENE HDکه مهرف  دیاجازه نده
برای انتقال محلول به هر  دهد.یرا به شتتتدت کاهش م انتقال راندمان عمل نیا رایکند، ز

 جدید استفاده کنید. ویال جدید، از یک سرسمپلر
 قهیدق 19به مدت  ستتپس و کنیدخوبی مخلوط به به بالا و پایین کردن پتایپمحلول را با  -7

را فراهم  siRNA :انتقال مهرف امکان تشکیل ترکیبزمان  نیا .دیقرار ده لامیناردر هود 
 شود. هاتا وارد سلول ساختهرا قادر  siRNAو  آوردمی

، 1-31با استتفاده از عنوان ارائه شده در جدول  .دیخارج کن گروه خود را از انکوباتور پلیت -7
 ها را با توجه به محتوی آن علامت بزنید.چاهک

 پلیت در مربوطه کبه چاه یاقطره صورتبهرا  FuGENE HD:siRNA ترکیبکل حجم  -5
 FuGENE HD:siRNA ترکیبکامل  لاز اختلا نانیاطم یبرا .دیفه کناضتتا کیچاه 3



 299                                                                                                      ژن  انیاصلاح ب ان،یببخش پنجم: 

 

 را به انکوباتور آن سپس و دهیدبه جلو و عقب تکان  آرامیبهرا  پلیت ط،یدر سترتاسر مح
 .بازگردانید 27℃

با  و یفیکصورت  را به EGFP نیپروتئ سرکوب بیان، siRNA انتقالستاعت پس از  73 -19
 یی که خود طراحیها siRNA یتوجه: برا .دیمشتتتاهده کن فلورستتتانس کروستتتکوپیم

لحا  سرکوب بیان از  53و  73، 17 یهادر ساعت هاسلول که شودیم پیشتنهاد، ایدکرده
 د.ننظارت شو ژن

 
 



   



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و دوم
 سومبخش -RNAiبه واسطه  EGFPپروتئین  سرکوب بیان

 
 یهادر ستتتلول RNAiبا واستتتطه  EGFP نیپروتئ ستتترکوب بیان بازدهی تیکم نییته هدف:

HEK293 و  فلورسانس کروسکوپیبا استفاده از مNIH Image J. 
 
 مقدمه -1

 مراجهه شود. ارانپستاندهای سلول گذرا به مقدمه کلاس آزمایشگاه: جلسه نوزدهم، انتقال
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

کلاس ) HEK293 یهادر ستتلول siRNA یدهایگونوکلئوتیلوا انتقالستتاعت پس از  دو و هفتاد
ر ه و فلورسانس نوری( وسکوپ)میکر روشتن زمینه ریتصتاو ،(ب-بیستت و یکمجلسته : شتگاهیآزما

 .دیکن رهیو ذخ دیآور به دستداده شد،  حیتوضب  -نوزدهمدر جلسه  پیشترکه  طورهمانچاهک را 
مطابق  زیرا ن یفیمشاهدات ک حتم به .دیکن رهیذخ TIFF ای JPG یهالیفا صورتبهخود را  ریتصاو

 .دیخود ببت کن شگاهیآزما ادداشتیدر دفترچه  1-33جدول 
صورت به افزارنرماین  .دیو باز کن دریافتخود  یشخص انهیرا در را NIH Image J افزارنرم -1

اختیار کاربران قرار در  1بهداشت یاز مؤستسه مل و هاعاملستتمیست ی ازانواع یبرا گانیرا
 گرفته است.

و  هیتجز مورد نظر برای فلورسانس ریتصو اولین و کنیدرا انتخاب  «Open» ل،یفا یاز منو -3
 چیکه با ه EGFP کنندهانیب HEK293 یهابهتر استت با سلول .دیانتخاب کن را لیتحل

siRNA نشتتتده منتقتل( با  ماریتفقط تحت  برای نمونهاندOpti-MEM اندقرار گرفته )
 با واسطه ار سطوح فلورسانس نیبالاتر هاسلول نیکه ا بینی کردتوان پیشمی .دیشروع کن
 داشته باشند. ،EGFP داشتن

 حتم به بخش نیاز ا .دیرا انتخاب کن «Set measurement» ،تجزیته و تحلیل یاز منو -2
و سپس  2یو متوستط مقدار خاکستر 3کپارچهی تراکمستاحت، : متهیین کنیدرا  ریموارد ز

«OK» (.1-33)شکل  دیرا انتخاب کن 

                                                 
1. https://imagej.nih.gov/ij/download.html 

2. Integrated. density 

3. Mean. gray. value 
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با استفاده  (.1-33)شتکل  دیرا انتخاب کن «Freehandابزار »در بالا،  Image Jابزار  بانداز  -1
خط خود به دقت  فلورسانس ریتصورا در  مهینسالم  ستلول کی دور ابزار و ماوس، این از

با  ییهاسلول ییشناسا یروشتن برا دانیم ةزمینتوجه: باز کردن  (.3-33)شتکل  بکشتید
 ریتصتتو از ،لیو تحل هیتجز یبرا دیاستتت، اما همچنان با دیمف EGFP نیپروتئ اندك بیان

 .دیکن استفادهفلورسانس 
  Measure» (Ctrl-M» گزینتته د،یتتخود را مشتتتخل کرد لولستتت نیاول کتتههنگتتامی -9

 لیو تحل هیتجز ی( را در منوMac یوترهای  کامپCommand-M ای PC یوترهایکتامپ
 (.3-33)شکل  دیانتخاب کن

مورد  سلول یرا برا یریگاندازه حاصل از جیکه تمام نتا خواهد شتدظاهر  دیپنجره جدیک  -3
 (.3-33کند )شکل یفهرست م نظر،

مورد نظر  در کنار سلول موجود (ستیمهم ن قیو کوچک )اندازه دق یستلول ریغ هیناح کی -7
 یدر منو «Measure»را با انتخاب  یریگاندازهرا انتخاب کنید.  ندارد خود که فلورسانس

 کند.یعمل م نهیزمپس در فلورسانس خوانش نعنوابه امر نیا .دیببت کن لیو تحل هیتجز
 

 siRNAواسطه به EGFPمشاهدات تجربی سرکوب پروتئین  :1-22جدول 

 آزمایش شد  فلورسانس تلاقی شناسیریخت
 (Opti-MEM)تنها حاوی  siRNAبدون    
   siRNA )اسکرمبل شده )کنترل منفی 
   siRNA eGFP )کنترل مثبت( 
   siRNA EGFP#1 )آزمایشی( 
   siRNA EGFP#2 )آزمایشی( 

 
 تیمار،از هر  .دیکرار کنت ،کنترل شیخود در آزما یهاتمتام ستتتلول یرا برا 1-7مراحتل  -7

 یاضاف ریتصاو بهممکن است  د،یسلول ندار 19اگر حداقل  .دیرا بشمار سلول 19 کمدست
 تجزیه و تحلیل نمونه خود نیاز داشته باشید. یبرا گرید دید یهادانیاز م

را در پنجره  هآمددستتتبهی هاداده د،یکرد یریگخود را اندازه یهاتمام ستتلول کههنگامی -5
-33ل )شک دیکن یگذاریو جا یاکسل کپ کروسافتیانتخاب و در صفحه گسترده ما جینتا
2.) 
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هر سلول با استفاده از مهادله  یرا برا 1(CTCF) شده سلول تصحیح فلورسانسمقدار کل  -19
 :دیمحاسبه کن

 CTCFتراکم یکپارچه=  –های انتخابی( منطقه سلول× زمینه پس )میانگین فلورسانس

را نشتتان  یریگاندازه میتنظ موقهیت ابزارو  freehand toolکه مکان  NIH Image J برنامه: 1-22شککال 
 دهد.یم
 

استتتفاده  ROI نیانگیم×  3(ROI)منطقه مورد نظر  برای نشتتان دادن کپارچهی تراکماز       
بدون  فلورسانس نیانگیم د،یریرا در نظر بگ شتدت فلورسانس نیانگیاگر فقط مشتود. می

 کیا برا  سلول بزرگ کیاگر شما  ن،یبنابرا  شودیمحاسبه م ،در نظر گرفتن اندازه سلول
را در سلول کوچک در  یفلورسانس بالاتر مقدار بستاچه ،کنیدمی ستهیستلول کوچک مقا

 تربزرگ هااندازه سلول هر چه، با این حال  آورد دیبا ستلول بزرگ به دست خواه ستهیمقا
 کپارچهی تراکمما از وجود خواهد داشتت.  EGFP بیشتتری از انیبستتطح  بستتاچه، باشتد

                                                 
1. Corrected. total. cell. fluorescence. (CTCF) 

2. Region. of. interest. (ROI) 
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 یهانمونه نینگران مستتائل مربوط به اندازه ب ستتتیلازم ن نیبنابرا  کرد میاستتتفاده خواه
 به آن توجه شده است. پیشاز  رایز ،میمختلف باش

 نیانجام ا یبرا .دیکن نییتهمایکروسافت اکسل در  دیجد سلول کیمقدار متوستط را در  -11
را  CTCF یحاو یاه)همه ستتتلول دیکن پیرا تا «AVERAGE=»فرمول  باندکار، در 

 (.دینتخاب کنا
در  «STDEV.P=» کردن پیرا با تا CTCF مهیارانحراف  د،یستون جد کی جادیبا ا -13

 .دی( محاسبه کنCTCF ریمقاد یحاو یهافرمول )انتخاب تمام سلول باند
 

 در مایکروسافت اکسل. CTCFمثالی از محاسبه  :2-22شال 
 
: دیتکرار کن ماریدر هر ت ده سلول کمدستت یبرا ی،شتیآزماهر گروه  دررا  3-12مراحل  -12

siRNA eGFP  ،)کنترل مثبتت(siRNA (، ی)کنترل منف استتتکرمبل شتتتدهsiRNA 

EGFP#1 (آزمایشی)  وsiRNA EGFP#2 (آزمایشی.) 
)در  CTCF فلورستتتانس نیانگیم و کنید جادیا یالهینمودار م کیکتار،  انیتپس از پتا -11

( رهیو غ siRNA ،siRNA eGFP)بدون  یسلول ماریو ت yدلخواه( را در محور  یواحدها
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، 2-33ها را با هم مقایسه کنید. در شکل و ستپس تیمارها و کنترل دهیدقرار  xدر محور 
 منفرد نشان داده شده است. در یک سلول CTCFمثالی از مقادیر 

و  ، انحراف مهیارyو  xنمودار خود با داشتتتن عنوان مناستتب، مشتتخل نمودن محورهای  -19
 سایر موارد مورد نیاز، ذخیره کنید.
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 ایمباحثه هایپرسش
دارند،  یشتریها فلورسانس بکدام گروه .دیکن سهیمقا تیمارهر  یبرارا  فلورستانس نیانگیم -1

 منتقل siRNA یدهایگونوکلئوتیلوا یها با انتظارات شتتما براداده ایآ ها کمترپکدام گروه
 .دیده حیآن را توض لیدل نهاگر  شده مطابقت داردپ

 پمهم است هااندازه سلول مد نظر قرار دادن ،کل شدت فلورسانس یریگچرا هنگام اندازه -3
در هر  دیرا با یخاصتت یهاچه کنترل .دیکن ببتها را  siRNA خارج از هدف ()ژن سته ابر -2

 siRNAخارج از هدف  ابرات هجیشتتما نت یهاداده دیتا مطمئن شتتو دیاجرا کن شیآزما
 ستپین
 یهادر ستتلول ژن ستترکوب بیان زانیم تیکم نییته یبرا از آن توانیکه م یگرید روش -1

 ستپیچ استفاده کرد،شما 



   

    کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و سوم
 بخش اول-CRISPRبه واسطه  EGFP سرکوب بیان

به نام  دیجد کمابیشژنوم  یمهندستتت یفناور از یکشتتتما  ،یبهد یشتتتگاهیآزما یهاجلستتتهدر 
CRISPRCas91 (ایدارِ منظمِ خوشتتتههایِ کوتاهِ پالیندرومِ فاصتتتلهتناوب- CRISPR مرتبط با 

 کیکه در آن ستتطوح  RNAiبرخلاف اهید کرد. استتتفاده خو CRISPRبه اختصتتار  ای( 5 نیپروتئ
در ستترکوب کند. این مورد نظر را  کامل ژن طوربه تواندیم CRISPR ابد،ییکاهش م یژن فرآورده
مختل  DNAدر ستتطح  موجود که در آن اطلاعات کندمی جادیا یعملکرد ستترکوب را کیاصتتل، 

هایی که در نتیجه اصلاح ژنتیکی، )موش 3ناك اوت شدهموش  کی تولید برخلاف روش نیا د.نشویم
  است م(-، خاموش شده استDNAدر نتیجه جایگزینی و یا ایجاد اختلال در  هاآنیک ژن در  بیان
امکان  ،CRISPR روش های زیادقابلیت شتتتود.یحذف م DNA یتوال ، در این روش،مثالعنوانبه

)فرآیندی که در آن توالی ژن را از طریق  2ژن این-ناك همانند هابرنامه ریدر ستتارا استتتفاده از آن 
 و سرکوب ژن یسازفهال یحت ایژن،  شیرای، وم(-دهندالحاق یک توالی ناموجود در ژنوم، تغییر می

 از ، استفادهنوظهور یفناور نیاکم  نهیاستفاده و هز یستهولت نسب ،یریپذانهطافستازد. ممکن می
 که طورهمان کرده استتت. تبدیل جذاب ی به یک گزینهو کاربرد هیپا علوم دانشتتمندان یآن را برا

 .دنابییگسترش م زیآن ن یکاربرد یهابرنامه ابد،ییگسترش م CRISPRدانش ما در مورد 
 فناوری پستتتانداران با استتتفاده از یاز رده ستتلول egfp ژن حذف ،ندهیهدف شتتما در دو هفته آ

CRISPR .ی مرتبط شگاهیدر جلسات آزما ی کهسلول هایردههمان در این جلسات، از  خواهد بود
را  EGFP اردیپا طوربهکه  HEK293، انسان هیچسبنده کل یسلول رده) کردیداستتفاده  RNAi با
خه از هر دو نس دیبا یهنی  است دیپلوئید یرده سلول نیا، دوباره استفاده خواهید کرد. کند(یم انیب

به نستتبت یک رده از  CRISPR شیآزما در هااین ستتلول ژن در ژنوم انستتان وجود داشتتته باشتتد.
 یهاسلولاست.  ترمطلوبهای نامتهارف از هر ژن بوده، اد نسخههای سرطانی که حاوی تهدستلول

HEK293  داریپا طوربهکه EGFP با  ،کنندیم انیرا بDNA ستمیس یکه دو جزد اصل یدیمزپلا 
CRISPR  کرده )را کدCas9  کیو RNA یراهنما ( منفردsgRNA ای gRNA) که مکمل egfp 

داشت که  دیامکان را خواه نیشما ا شگاه،یآزما 39-29 ات، در جلس. سپسشوندیم منتقل، (استت
sgRNA دیکن شیو آزما جادیا ،یمختل به ژن مورد علاقه خود را طراح یها. 

                                                 
1. Clustered. regularly. interspaced. short. palindromic. repeats—CRISPR. associated. protein. 9. 

(CRISPRCas9) 

2. Knockout. mouse 

3. Gene. knockin 
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 کی دیبا هاسلول رای، زخواهید داشت ازیموقت ن گاهشیآزما کلاس کیبه  کمدستت ،هفته نیادر  
 در هفته بهدی یهنی دیبا ی(مرب)شتدن، شما  منتقلپس از  شتوند. منتقل پلیت شتدن،روز پس از 

 دهید.بار گسترش  کیها را سلولسرکوب،  لیو تحل هیاز تجز پیش
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 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و سوم
 بخش اول-CRISPRبه واسطه  EGFP رکوب بیانس
 

و  شتتمارش کنند،یم انیرا ب EGFP داریپا طوربهرا که  HEK293 یهاامروز شتتما ستتلول هدف:
 .خواهید کرد پلیت
 
 مقدمه -1

شتتما  .دیاکرده ستتازیخاللو  انیب ،کلونرا  egfpتاب، شتتما ک نیا یشتتگاهیدر طول جلستتات آزما
 یرا برا RNAi یهاشیکرده و آزما انیب پستانداران یهارا در سلول ژن نیممکن استت ا نیهمچن

انداران و پست یسلول در کشت شتریجربه ببه دست آوردن ت یبرا .دیآن انجام داده باش سرکوب بیان
-CRISPR ستتتمیستت قیرا از طر egfpژن  شیرایو یبهد در مرحله ،مدرن یفناور کی آشتتنایی با

Cas9 به اختصار  ایCRISPR داد. دیواهانجام خ 
عنوان قطهات به هایو باکتر هاآرکیدر  1577بار در ستتتال  نیاول یبرا CRISPR یهتایتوال
DNA در سال  .نامشخل بود هاآن نقش که دشدن فیتوص 1دهندهفاصله یهایکوتاه با توال یتکرار
 شدند. یی( شناساCRISPRرتبط با م یها)ژن Cas یهاابداع و ژن «CRISPR»، اصتطلاح 3993

در و  استهمولوگ  3وفاژیباکتر DNAبا  های فاصله دهندهتوالیمشخل شد که بر طبق مطالهات، 
 ،پس از آناستتتت.  عنوان یک توالی ژنتیکی خارجی باقی ماندههای از پیش آلوده شتتتده، بهباکتری
 ییشناسا یشده برا یسیرونو CRISPR یهاRNAاز  هاآن شدند که ییشتناسا Cas یهانیپروتئ
  ردندکیاستفاده م افتهیانتقال یدهایمزفاژ و پلا یهامؤبر ژن ی، شتکافت و نابودهمولوگ یهایتوال

حفظ مهاجم را  یهاوژنپات اطلاعات تواندیم CRISPR، قابل تطبیق انستتان یمنیا ستتتمیمانند ستت
از روش  نیا هدف قرار دهد.مورد  ،بیتخر منظوربه ،پس از عفونت مجدد را هاآن یهایتوال و ندک

و به  داردوجود  موجوداتاز  یاریدر بس یهیطب طوربهکه  است RNAi رینظر عملکرد مشتابه مست
 کند.یکمک م یخارج یها RNAمبارزه با 

 CRISPRدانشتمندان شتروع به استفاده از  ده،یپد نیدر مورد ا شتتریب اتیبا فاش شتدن جزئ
وجود  از قبل ژن شیرایو یهایآوراگرچه فن ژنوم کردند. یاز ابزار مهندستتت یدینوع جد عنوانبه

 ، یکCRISPRقدرت  گیری ازبا بهره .استقابل توجه  CRISPRاما ستهولت نسبی روش داشتت، 
در آن  2(DSBs) یادو رشته یهایرا هدف قرار دهد، شکستگ مهینژن  کی تواندمیاکنون محقق 

                                                 
1. Short. repetitive. DNA. fragments. with. spacer. sequences 

2. Bacteriophage  

3. Double-strand. breaks. (DSBs) 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           301

 

DNA با  کند. یرا در آن مکان مهرف دیگرژن  کی ایو آن را حذف کند، آن را اصتتتلاح  ایو  جتادیا
 یهر ستتتاله کاربردها .توارث رستتتاندتوان به یا را مهشیرای، و(RNAنه )، DNAهدف قرار دادن 

حذف  یبرا CRISPRدر مورد نحوه استفاده از  نکهیاز ا پیش شود.یکشف م یفناور نیاز ا یشتریب
egfp داد. میآن را شرح خواه سازوکارابتدا  م،یبحث کن 
ها را در  DSBاندونوکلئاز که  کی، Cas9وجود دارد:  CRISPR ستتتمیستت ی دراصتتل مؤلفهدو 
DNA کیکند و یم زیهدف کاتال gRNA  که باCas9 تا آن را به  دهدمی لیرا تشتتک یک ترکیب
 نشان داده شده است. 1-32در شکل  ندیفرآ نیا یکل شتمای کند. تیهدا DNAاز  یخاصت توالی

جدا  یا و متصتتلژنوم  هب یتصتتادف طوربهتواند یشتتد، م لیتشتتک Cas9:gRNA ترکیب کههنگامی
را متصل  1(PAM) اولیه اندازفاصلهوتیف مجاور م کی یکراستت Cas9، عمل نیانجام ا یبرا شتود.

طول کوتاه آن،  لیموجودات مختلف متفاوت استتت، اما به دل نیب ی،دینوکلئوت 2 یتوال نیا .کندیم
 DNAهدف را به  /یژنوم DNAاز  یبخشتت Cas9س، ستتپ فراوان استتت. اریدر ستتراستتر ژنوم بستت

 یوندهایباشد، پ مکمل، هدف که اکنون بازشده DNAبا  gRNA مؤلفهاگر  کند.یباز م یارشتهتک
ستتبب تغییر باعث  امر نیا .شتتودمی تیتثب gRNA :DNA دیبریه نیبنابرا و لیتشتتک یدروژنیه

منجر به برش هر دو رشتتته  امر نیانوکلئازی آن خواهد شتتد.  ل شتدن فهالیتو فها Cas9 ستاختار
DNA مکانبالادستت  و درستت در فاصتله اندکی با قستمت PAM مکان شود.یم PAM رنگ  اب

 نشان داده شده است. 1-32بنفش در شکل 
 ریغ ییانتها وصل شدن: کنندیم میترم یاصل سمیاز دو مکان یکی قیها را از طر DSB ،هاسلول
این  اهتداف یبرا .2همولوگ( یبینوترک ترمیم) یدار همولوژجهتتت ترمیم ایت 3(NHEJهمولوگ )
از  شتتگاهیآزما یدر جلستتات بهد رایکرد، ز میخواه استتتفاده NHEJ از ستتازوکار گاهشتتیآزما جلسته

CRISPR د شد. استفاده خواهNHEJ  توان . بر طبق شکل مینشان داده شده است 3-32در شکل
 DNAو  شودمیمتصتل  گیبه شتکستت Ku1 مریهترودا کی، DSB کی رخ دادهنگام  دریافت که

ستتتبب انجام  هامیآنز نیا کند.یرا جذب م NHEJدر  لیدخ یگتازهتاینوکلئتازهتا و ل ،مرازهتایپل
در  از آن، مستقل ایالگو  رشته وابسته به یرا به روش دهاینوکلئوت توانندیکه م شودمیهایی واکنش

 رد،دا یمیترم سازوکارهایدر  یادیز یریپذفانهطا NHEJ اضافه کنند. ای و حذف گیمحل شکست
 هادینوکلئوتحذف  ایبدون افزودن و  DNA یدو انتها میمستق لیگاسیونتواند منجر به یم نیهمچن
 نیتوانند بی( میکروهمولوژی)م یکوتاه همولوژ اریتبستتت یهتای، توالصتتتورت متنتاوببته شتتتود.
توالی یک همولوژی زیستی بین  همولوژی) .ایجاد شوند ،هر دو رشتته منفرد ییانتها یدهاینوکلئوت

                                                 
1. Protospacer. adjacent. motif. (PAM) 

2. Non-homologous. end. joining. (NHEJ) 

3. Homology. directed. repair. (homologous. recombination. repair) 

4. Ku. heterodimer 
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که بر استتتاس جد مشتتتترك در چرخه زندگی تهریف  تاستتتیا پروتئین  DNA ،RNAهای توالی
 رمیمت هنگام یمرازیپل یهاتیفهال جهینتدر  ای اندشتهاز قبل وجود دا ای هایم(. این توالی-شودمی

 شود.یاستفاده م ییانتها وصل شدن تیهدا یبرا هابیشتر وقت همولوژیکرویم نیا .شوندایجاد می
ه که ب شودمیجفت بازهایی حذف  ایو منجر به درج  استتمستتهد خطا  یهیطب طوربه ندیفرآ نیا
مورد  DNA یژنوم در توال شیرایو وجودبر  یمبن یا شتتواهدهندلیا مهروف هستتتند.« 1هاندلیا»

، آن را دهد رییرا تغ ژن خوانشتواند چارچوب یم یژن یتوال کیها در ندلیوجود ا .هستتتتنتدنظر 
ژنوم،  یابزار مهندس کی عنوانبه CRISPRبا استتفاده از  کند.آن را سترکوب  جهیو در نت رفهالیغ

از  یاگسترده فیدر ط منفرد یهاکردن ژن فهالو  شیرای، واینناك، سترکوبدانشتمندان قادر به 
خاموش  ای ژن را کاهش کی ، بیاناز ترجمه یریکه با جلوگ RNAiبرخلاف  موجودات هستتتتنتد.

ها روش نیا ن،یعلاوه بر ا کند. رفهالیکامل غ طوربهقادر استتتت ژن را در ژنوم  CRISPR، کندمی
 مطالهه شده خوبیبه RNAi یهاشیآزمادر  خارج از هدف ابراتهستتند.  عیارزان و ستر کمابیش
گسترده  طوربه CRISPRکه  یزمان ن،یبنابرا  وجود ندارد هاآنحذف کامل  یبرا یراه چیو ه است

ش همانند رو ایبودند تا مشخل کنند که آ مندعلاقهمورد استفاده قرار گرفت، دانشمندان به شدت 
RNAi  یا خیر.اهداف غیر اختصاصی دارد 

CRISPR در مطالهاتبلکه  ،یمولکول شتتتناستتتیتزیستتت قاتیتحق در تنهانه ادیزاحتمالبته 
 یلاقاخ سؤالاتنیز نقشی تحولی خواهد داشت.  ینیبال یکاربردها ریو سا یدرمانژن ،فناوریزیستت
با استفاده از  توانیرا م یچگونه ژنوم انسان طور دقیقبه نکهیو ا CRISPR ندهیدر مورد آ متهددی

 سراسر جهان است. در توجه دانشمندان ستهیشا موارد مهم، نیاوجود دارد. کرد،  شیرایو آن
زیر مراجهه  وبگاه، به CRISPR-Cas9کاربردهای -بیشتر در مورد سازوکار برای کسب اطلاعات

 کنید:
https://www.hhmi.org/biointeractive/crispr-cas-9-mechanism application 

 

                                                 
1. Indels  

https://www.hhmi.org/biointeractive/crispr-cas-9-mechanism
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، انداز اولیهوتیف مجاور فاصتتله: مCRISPR-Cas9 .PAMبا استتفاده از  ژن کلی ستترکوب بیان ماشتِ : 1-27شکال 
DSB :ی، ادو رشتته یهایشتکستتگNHEJ :لوگهمو ریغ ییانتها وصتل شتدن ،WT نوع وحشی. با کسب اجازه از :

Addgene. 
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 آزمایشگاهی هایتمرین -2
 انیرا ب EGFP داریپا طوربهکه  در اختیار شتتتما قرار دادهرا  HEK293 یهاشتتتما ستتتلول یمرب
 به ،یرسبر ی)برا دیاستفاده کن ضد عفونی شرواز  هاسلول نیهنگام کار با ا بهتر است که کنند.یم

 (.دیمراجهه کن پستانداران یهاسلول کشت هجدهم، جلسه :شگاهیآزما کلاس
کار با  پیش از آغازانجام شتتد،  شتتگاهیآزما 17جلستته  کلاس آزمایشتتگاه: که در طورهمان -1

خود را  ازیمورد ن یتمام مواد مصتترف .کنیدو آماده  زیرا روشتتن، تم لامینار، هود هاستتلول
 پتیاپ ل،یپاستتتور استتتر پتایپ ل،یاستتتر ستترستتمپلر: دیکن آماده پیشاز  مراحل نیا یبرا

هود  زیر در دیبا پپتورهاو  ستتمپلر .کیچاه 17 لیاستتتر پلیت کیو  لیاستتتر یستترولوژ
 بمانند. یباق لامینار

 هاآن یشناسریختو  یتلاق .دیکن افتیخود در یرا از مرب یسلول فلاسک  ای دیشپتری کی -3
 شتتگاهیآزما ادداشتتتیدر دفترچه  2-15جدول مانند  در جدولی را اتیرا مشتتاهده و جزئ

 خود اطلاع یبلافاصتتله به مرب ،یعلائم آلودگ هرگونهدر صتتورت مشتتاهده  .دیخود ببت کن
 .دیخود توجه کن یسلول کشت رشد کامل طیبه رنگ مح نیهمچن .دیده

کار را با  نیا .دیخارج کن دیشپتریرا از  طیمح ل،یپاستتتتور استتتتر پتیابا استتتتفاده از پ -2
درپوش آن را باز  یادرب  کهدرحالیو  دهیدچرختانتدن آرام ظرف به ستتتمت خود انجام 

 آستتپیره طیکه تمام مح یتا زمان و دهیدپاستتتور را در ته ظرف قرار  پتاینوك پ د،یاکرده
شما همیشه  .دیبه خاطر بستپار محل آستپیره کردن را .را ادامه دهید ، پایپت کردنشتود

 د.گیری کنیبه داخل جلو هاتا از کشیدن سلول نیده محیط را آسپیره کباید از این نقط
و آن را با دقت  نیدخود اضتتتافه ک دیشپتریرا به  PBS  ×1از  mL3 در حدود آرامیبه -1

 مکان یک ازرا  عمل نیا حتم به ،خود یهاسلول هنگام اضافه یا افزودن مایع به بچرخانید.
 .دیکن یریجلوگ هاسلول ییتا از جابجا هیددانجام 

9- PBS  ×1  آسپیره )خارج( کنید. دیشپتریرا از 
گرم شده را به ظرف اضافه  پیشاز درصد Trypsin-EDTA 39/9از محلول  mL9/3 مقدار -3

ا ر دیشپتریمنظور اطمینان از پوشتتش دادن کامل کف ظرف، آن را بچرخانید. و به نیدک
 .دیکن میتنظ قهیدق 3-2 یخود را برا مریو تا هیددقرار  دوباره در انکوباتور

شناور  طیجدا شده در مح یهاستلول .دیمشتاهده کن کروستکوپیم ریخود را ز یهاستلول -7
سطح  کی یاما محکم رو آرامیبه دیممکن است بخواه رستند.یو گرد به نظر م شتوندمی
درصد  99 اگر هنوز .دیکمک کن خود یهاسلول شتریتا به جدا شدن ب بزنیدضربه  لیاستر
 انکوباتور در گرید قهیدق 3، آن را به مدت انددهیبه ظرف چسبشما  یهاسلول بیشتتر( از)

 قرار دهید. 27℃
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از  درصد( FBS 19 با DMEM) رشتد کامل طیاز مح mL9 ،هاپس از جدا شتدن ستلول -7
 رفهالیغ نیپستتیتا تر نیدکاضتتافه  را بیوتیکآنتی گونهچیهبدون وجود  ،گرم شتتده پیش
ن آتا از جدا شدن  کنید پتایپ یسلول هیستطح لا یرو آرامیبهبار  نیرا چند طیمح شتود.

تواند باعث ایجاد آسیب سلولی شود، بنابراین مراقب میشدید  پایپت کردن .مطمئن شوید
 باشید.

 اند.شتتده عیتوز کنواختی طوربه هاکه ستتلول دیتا مطمئن شتتو دیظرف را بچرخان آرامیبه -5
 .دیهست تومتریخود با استفاده از هماس یهاسلول اکنون آماده شمارش

خودکار مانند  یستتتلول شتتتمارشتتتگر کیتوان از یدر زمان: م ییوجصتتترفه برای نکتته      
Cellometer شرکت از Nexcelom .استفاده کرد 

خود قرار  یو در جا نیدروکش را خشک ک .دیکن زیتم درصد 79الکل را با  لاملمحفظه و  -19
 .دیده
 ل،یتراس سترسمپلربا استتفاده از  تا مخلوط شتوند. نیدک پتایپ نییرا به بالا و پا هاستلول -11

μL 39 این  .دیرا با دقت خارج کن یستتلول ونیاز ستتوستتپانستتμL 39  را به هر محفظه
 نیب یسلول ونیستوسپانس کردن پتایرا با آهستته پ عمل نیا .دیاضتافه کن تومتریهماست
دو  نیب کنواختی هیلا کیول را در محل ینگیعمل مو .دیانجام ده تومتریو هماستتت لتامل

 محفظه را بیش از حد پر نکنید. کند.یسطح پخش م
با استتتفاده از کنتراستتت فاز و فوکوس و  ×19 یئیشتت کی ریز کروستکوپیمحفظه را در م -13

 .دیده لیرا تشخ تومتریو خطوط شبکه هماس هاتا سلول دهیدقرار  زیر /ریمس
 دیبشماررا  یمربه 13مجموعه  کیدر  ی موجودهاسلول ،یبا استتفاده از شتمارنده دستت -12

وسط، بالا و سمت راست قرار  یرا که در مرزها ییها، سلولهنگام شمارش (.2-17)شکل 
 .دیبگنجان در رند،یگیم
 های هرتا برآورد تهداد سلولو  نیدک منتقل یمربه 13 یرا به مجموعه بهد تومتریهماست -11

از هر  ببت شده یهاسلول تهداد حتم بهرا ادامه دهید.  شمارش ی،مربه 13چهار مجموعه 
 .دیخود ببت کن شگاهیدر دفترچه آزما را مربع

ضرب  19999و در برآورد  یمربه 13 یهااز مجموعه کیرا از هر  هاتهداد سلول نیانگیم -91
ما ش یسلول ونیستوسپانس لیترمیلی به ازای هر کل مقدار ستلول ییعدد نها (.119) دیکن

 است.
 پلیت کیاز  کچاه کیدر  ستلول 1×919کاشتت تراکم  یبرا ازیمورد ن یهاحجم ستلول -13

 محاسبه کنید: 2V2C=1V1Cبا استفاده از فرمول را  کیچاه 17
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 1Cهای شمارش: غلظت سلول ( شدهcells/mL:) 
1V( حجم سوسپانسیون سلولی :mL:)( مورد نیاز )مجهول 
2Cها: غلظت مطلوب سلول :cells/mL 919×3/1 
2V :حجم کل مورد نظر :mL 9/1 

 Springerاجازه از . با کستتب همولوگ ریغ ییانتها وصتتل شتتدن: NHEJ. NHEJشتتمای کلی : 2-27شککال 

Nature. 
 

 μLیا ) mL9/3 چاهکی برابر استت با 17حجم مناستب محلول برای هر چاهک از پلیت        
، غلظت ستتوستتپانستتوین مورد نیاز  mL9/3 به حجم ستتلول 1×  119 (. برای افزودن399

cells/mL 919×3/1 .خواهد بود 
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 .دیه کناضاف لیاستر وژیفیکروسانتریم ویال کیرا به  یسلول ونیحجم مناستب ستوسپانس -17
 mL9/1 ، بهبیوتیک( و بدون لحا  آنتیDMEMحجم کل را با استفاده از محیط کامل )

و  )از تشتتکیل حباب اجتناب کنید( نیدبرستتانید. محلول را با دقت به بالا و پایین پایپت ک
چاهکی اضافه  17ون سلولی را به سه چاهک از یک پلیت ستوستپانس mL39/9 بلافاصتله
ه ب ییدانشجو یهاگروه ریرا با سا پلیت نیممکن استت از شتما خواستته شتود که اکنید. 

 .دیاشتراك بگذار
( از ستوستپانستیون ستلولی را به سه چاهک دیگر منتقل μL 139) mL139/9 در ادامه، -17

 کنید.
 های مرحلهها را به چاهکبیوتیک( فاقد آنتیDMEMاز محیط کتامل ) μL139 مقتدار -15

به ازای هر چاهک، اضافه کنید. شما اکنون  μL 399منظور رستاندن حجم کل به و به 17
 هاو ستته چاهک با نصتتف مقدار ذکر شتتده از ستتلول ستتلول 1×  119دارای سته چاهک با 

 .بود( خواهید 3× 119)
خود را به  پلیت .درج کنیدخود  پلیتدرب  یرا رو خیتار نیهمچن ،اطلتاعتات مورد نیتاز -39

 یاضاف یهاکه چگونه سلول دیگویشما به شما م یمرب .دیبرگردان یسلول کشتت انکوباتور
 .دیکن مهدومخود را 
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 ب-لسه بیست و سومکلاس آزمایشگاه: ج
 شگاهیجلسه موقت آزما

 CRISPR یوکتورها انتقال
 

 پیشترکه  EGFP کنندهانیب HEK293 یهارا به سلول پستتانداران یانیب یامروز وکتورها هدف:
را وارد  CRISPR برای ازیمورد ن یهامؤلفه وکتورهتا نیا .کرد دیتخواه منتقتل، ایتدکرده پلیتت
 کنند.یم هاسلول
 
 مقدمه -1

 مربوط به پروموتر کیتوسط  و ندکمیرمز  را Cas9 ،در این آزمایشاستفاده  مورد یانیب وکتورهای
عامل  یآلفا واحد ریرا که ز یانسان ژن انیب ،پروموتر نیا. شودیم کنترل 1α-EFپستانداران به نام 

 یکتورهادر و طور مهمولبه 1α-EFپروموتر  کند.یم کنترل، استتتت رمز کردهرا  11-طول شیافزا
 توانمی(، 2-32)شکل  pLentiCRISPR-E وکتوردر نقشته  شتود.یاستتفاده م پستتانداران یانیب

 باکتریمخفف  «Sp» نوشتتتته شتتتده استتتت. eSpCas9 صتتتورتبه Cas9که  مشتتتاهتده کرد
Streptococcus pyogenes ن،یبنابرا است  از آن به دست آمده میآنز یوالکه ت است Cas9  تولید

مخفف  eSpCas9در  «e»حرف گیرد. می منشتتتس یباکتر کیاز  ی،انستتتان یهادر ستتتلول شتتتده
«Enhanced»  گونه از  نیا استتت.یا بهبود یافتهCas9 قابلیت که  اندشتتده یمهندستت یصتتورت به

 خارج از هدف ابرات نیبنابرا  افزایش پیدا کرده باشد ،هدف DNA اختصاصی عمل کردن آن برای
 یحاو رایکند، زیعمل م یکنترل منف کی عنوانبه pLentiCRISPR-E. رستتتاندیرا به حداقل م

sgRNA ستین. 
 sgRNA کی املشتتخواهد بود، اما  pLentiCRISPRشتتما بر استتاس  آزمایشتتی یانیب وکتور
را  egfpکه  CRISPRمختلف  وکتورشش  3ژانگ شگاهیآزما خواهد بود.نیز  egfp یبرا تخصتصتی
مورد بررسی قرار خواهید را  هاآناز  یکیشما  و در دستترس قرار داده استت. داده، تولیدهدف قرار 

 دیرا مشاهده خواه U6نام به  یگری، پروموتر دpLentiCRISPR-E محدود شتوندهدر نقشته داد. 
بخش مربوطه از قرار گرفته استتت.  sgRNA مکانبلافاصتله در بالادستتت  یپروموتر انستتان نیا کرد.
 در که دیتوجه داشتته باش نشتان داده شتده استت. 1-32در شتکل  pLentiCRISPR یهاوکتور

                                                 
1. Elongation. factor-1 

2. Zhang. lab 
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نسخه  EFS کند.یم کنترلا ر Cas9 انیکه ب ردقرار دا EFS، پروموتر sgRNA egfp دستتنییپا
 داده شد. حیمقدمه توض نیدر ا پیشترکه  است EF-1αتر پروموتر کوتاه

 .Dr. Philip Abbosh. با کسب اجازه از pLentiCRISPR-Eنقشه وکتور  :7-27شال 
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که  کنندمیرا کد  sgRNA کیو هم  Cas9، هم egfp یریگهتدف یهتاوکتور نیا ن،یبنتابرا
که قابل  طورهمان است. یضرور EGFP کنندهانیب انسانی یدر رده سلول CRISPRعملکرد  یبرا

 یانیب وکتور نکهیعلاوه بر ا هاآن را در خود دارند. «lenti»بردارها کلمه  نیا تمامی مشتتاهده استتت،
 یحاو هانیز استفاده شوند. این ویروس 1هایوسریو یلنت دیتول یتوانند برایپستتانداران هستتند، م

از  یدر برخ. دهندیم یرا در خود جا CRISPR کد کننده یهامؤلفهکه  هستتتند یروستتیذرات و
 ابزار ،(3)مهروف به انتقال زبانیهدف م یهاآلوده کردن ستتلول یبرا هاروسیها، استتتفاده از وبرنامه

 اهآنانتقال در  که فرآیند یستتلول یهادر رده یخارج کینوکلئ یدهایاستت یمهرف یبرا یکارآمدتر
ز را ا روسیو یشما لنت ،یشگاهیآزما هایتمرین نیاهداف ا یبرا. استتستختی صتورت پذیرفته، به

 تقلمن یونیکات دیپیل کیا استتتتفاده از ها را بموقت ناقل طوربتهبلکته  د،یتکنینم جتادیا وکتورهتا
 .دیکنیم

 Fengتک هدایتی )کنترلی(. با کسب اجازه از  egfp .sgRNA :RNA هدف گیرنده sgRNA: 4-27شال 

Zhang Dr.. 
 
 یشگاهیآزما هایتمرین -2

را به دقت  کردن ضدعفونی ندترف یهانامهشیوهامروز،  شتگاهیجلسته موقت آزما انجامهنگام  توجه:
های روش .دیآشنا شو انتقال روش یکل چارچوبتا با  کنیدمراجهه  2-15به شکل  .انجام دهید

 ارئه FuGENE HD Promega انتقالمهرف  نامهمنظور اصتتلاح شتتیوهبهمجوز  کستتب بازیر، 
 :ه استشد
 اتاق برستتتد. یبه دما دیو اجازه ده نیدخارج ک 1℃ خچالیرا از  FuGENE HDف مهر -1

 .دیمخلوط کن یبا وارونگ آرامیبه ، ویال مهرف رااز استفاده پیش

                                                 
1. Lentivirus 

2. Transduction  
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 .دیآماده کنتوضیح داده شد،  هجدهم 17که در جلسه  گونههمانرا  لامینارهود  -3
-از جلسه بیست و سوم EGFPکننده  بیان HEK293 هایچاهکی حاوی سلول 17پلیت  -2

 را آماده کنید. الف
خود را در  یهاسلول یو تلاق شناسیریخت، ×19 یئیش یو عدس کروسکوپیبا استفاده از م -1

شما  .دیکرد پلیترا با دو تراکم مختلف  هاشما سلول .دیمشاهده و ببت کن دینور ستف ریز
درصتتتد قرار  39-79در محدوده  هاآنهای میزان تلاقیکه  کنیدرا انتخاب  تراکمی دیبتا
شتتناور در  ستتلول یتهداد کم دیبا کرد. دیخواه منتقلرا  کفقط آن ستته چاه رای، زدارد
ها در عدم وجود سلولاگر  ای یگعلائم آلود هرگونهاگر متوجه  وجود داشتته باشتد. طیمح

 خود را به انکوباتور پلیت .دیخود اطلاع ده یبه مرب ،درصدی شدید 39-79محدوده تلاقی 
 .دیبازگردان یسلول کشت

: فقط دیبزن برچسب ریز صورتبهرا  لیاستر وژیفیکروسانتریم ویال، سته لامینارهود  زیر در -9
Opti-MEMو  ی، خالegfp. 

تا  نیدک( رسم 1-32را مطابق شکل )جدول  یخود، جدول شتگاهیآزما ادداشتتیدر دفترچه  -3
-Optiو مقدار  μg 79/9به  دنیرس یرا برا ماریهر ت یبرا ازیمورد ن دیمزمقدار پلابتوانید 

MEM به  ییهارساندن حجم ن یرا براμL 23 دیببت کن. 
 Opti-MEM یجابهبدون ستترم  یهامحیطتوان از ی: منهیدر هز جوییصتترفه برای نکته     

 استفاده کرد.
 .دیاضافه کن را ویالبه  متناظر دیمزپلا DNAاز  μg 79/9مقدار  -7
 .دیاضافه کن متناظر ویالرا به  Opti-MEM شدهمحاسبهحجم  -7
از  μL 3/1 میزان با دقت کرد. دیاستفاده خواه FuGENE HD:DNA 9:1شما از نسبت  -5

 .دیاضافه کن یبا برچسب خال ویالموجود در  عیبه ما یکراستترا  FuGENE HDمهرف 
 ادیتماس پ ویال یکیپلاست یهاوارهیبا د یکراست FuGENE HDکه مهرف  دیاجازه نده
 د،یجد سرسمپلربا استفاده از  دهد.یشدت کاهش مرا به انتقال بازدهی عمل نیا رایکند، ز

 .دیاضافه کن egfpبا برچسب  ویالرا به  FuGENE HDهمان حجم 
 .دیقرار ده لامیناردر  قهیدق 19و به مدت  دنیک پتیپخوبی به بالا و پایین به را محلول -19
با استتفاده از عناوین ذکر شده در  .دیخارج کن گروه خود را از انکوباتور کیچاه 17 پلیت -11

 ، هر چاهک را با توجه با محتوی آن برچسب بزنید.32-1جدول 
 کیچاه 17 پلیت در مربوطه کبه چاه یاطرهق صتتورتبهرا  انتقال یهاترکیبکل حجم  -13

در ستترتاستتر  FuGENE HD:DNA ترکیباز اختلاط کامل  نانیاطم یبرا .دیاضتتافه کن
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 27℃ را به انکوباتور آن ستتتپس و دهیدبه جلو و عقب تکان  آرامیبتهرا  پلیتت ط،یمح
 .دیگردانازب
 

 CRISPRبا واسطه  HEK293های در سلول egfp سرکوب بیان تنظیم آزمایشی برای :1-27جدول 

FuGene 

HD (μL) 
Opti-

MEM 

(μL) 
حجم افزایشی 
 (μLبه پلازمید )

غلظت 
(μg/μL) ویال وکتور 

 بدون وکتور 9 9 23 9
 -Optiتنها 

MEM  
 )کنترل منفی(

بیش از  3/1
μL23   pLentiCRISPR-E 

 خالی 
 )کنترل منفی(

بیش از  3/1
μL23   pLentiCRISPR 

EGFP-2 
egfp 

 )آزمایشی(
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 ایمباحثه یهاپرسش
 پروتئین با قابلیت بیش از حد بیان پستتتانداراندر صتتورت استتتفاده از یک رده ستتلولی  -1

بهبود یافته را مورد هدف قرار  GFPیک وکتور بیانی که  و انتقال (GFP) سبز فلورستنت
 قرار خواهد گرفتپ ریتسبچگونه تحت  سرکوب ژن دهد، آزمایشمی

هدف رخ  DNA شتتکستتتن قبل از دیبا ییایمیوشتتیب یندهایاز فرآ ی، تهدادانتقالپس از  -3 
 .دیرا شرح ده هاآنوقوع  بیو ترت عیوقا دهد.
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 پ-کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و سوم
 شگاهیجلسه موقت آزما
 ل شدههای منتقتوسعه سلول

 
 یبرا محیطی را ندهیو در چند روز آ دهیدمی توسههرا  شده منتقل یهاسلول یمرب ایشتما  هدف:
 .دیکنیم جادیا هاآنرشد 
 
 مقدمه -1

 ا هم تلاقیبه شتتدت ب دیکنیکار م هاآنکه با  ییها(، ستتلولانتقالروز پس از  3-2) مرحله نیدر ا
ا ت شودمیامر باعث  نیا شوند. )پاساژ( منتقل کیشتش چاه پلیت کیبه  دی( و بادرصتد 59) دهید

 اشند.داشته برشد  یبرا یی راکنند، فضایم انیرا ب CRISPR-Cas9 یهامؤلفه هاسلول کهدرحالی
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 .دیرا آماده کن لامینارهود  -1
 و یتلاق .دیکن خارج ترانسفکت شده خود را از انکوباتور یهاستلول کی حاویچاه 17 پلیت -3

در  .دیادداشت کنیخود  شگاهیرا در دفترچه آزما اتیرا مشاهده و جزئ هاآن شناسیریخت
به  نیهمچن .دیخود اطلاع ده یبلافاصتتله به مرب ،یعلائم آلودگ هرگونهصتتورت مشتتاهده 

 .دیخود توجه کن یسلول کشت طیرنگ مح
 عمل نیا .دیکن )آسپیره( خارج دیشپتریرا از  طیمح ل،یپاستور استر پتایبا استتفاده از پ -2

پاستتتتور را در ته  پتایو نوك پ بچرخانیدظرف را به ستتتمت خود  .دیانجام ده آرامیبهرا 
ظرف را به خاطر  محل لمس شتتتود. آستتتپیره طیکه تمام مح یتا زمان دهیتدظرف قرار 
 ه شدنکشیدمانع تا  بپذیردیره کردن تنها باید از این نقطه صتورت آستپ فرآیند .دیبستپار
 .شود دیشپتریاز  هاسلول

با دقت  ظرف را و کنیدرا به هر چاهک اضتتتافه  لیاستتتتر PBS ×1از  μL 199 آرامیبه -1
 .دیبچرخان

9- PBS ×1 .را از هر چاهک خارج )آسپیره( کنید 
و  کنید پتایپ کهر چاه یرا رو EDTA-نیپسیتر درصتد 39/9از محلول  μL 199مقدار  -3

 را دوباره در دیشپتری .دیبچرخان ، پلیت رادر کف ی محلولکافاز پوشتتش  نانیاطم یبرا
 دقیقه صبر کنید. 3-2به مدت و  دهیدقرار  انکوباتور
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شناور  طیجدا شده در مح یهاستلول .دیمشتاهده کن کروستکوپیم ریخود را ز یهاستلول -7
ستتطح  کی یاما محکم رو آرامیبه دیخواهممکن استتت ب رستتند.یو گرد به نظر م شتتده
درصد  99 اگر هنوز .دیکمک کن خود یهاسلول شتریتا به جدا شدن ب بزنیدضربه  لیاستر
 انکوباتور در گرید قهیدق 3، آن را به مدت انددهیبه ظرف چسبشما  یهاسلول بیشتتر( از)

 قرار دهید. 27℃
را به  G418 یکامل تازه گرم شده حاو طیاز مح μL 199اند، جدا شده هاسلول کههنگامی -7

محلول را به بالا و پایین پایپت  ،یسلول ونیستوسپانس کی جادیا یهر چاهک اضتافه و برا
ها گنجانده شتتده در ستتلول pEGFPانتخاب  یبرا G418که  دیداشتتته باشتت کنید. توجه

 است.
منتقل  حاوی علامت کیشتتش چاه پلیتاز  کچاه کی( را به μL 199حجم ) نیاز ا یمین -5

 سر سمپلرها را تهویض کنید. حتم بههر نمونه،  برای انتقال .دیکن
 .دیرا به هر چاهک اضافه کن G418 یگرم شده حاو پیشکامل از  طیاز مح mL3 مقدار -19
 یستتلول کشتتت تکان و در انکوباتور آرامیبهن را آ د،یقرار ده یچاه 3 پلیت یدرب را رو -11

در  ها، ستتلولدر حدود یک هفته پس از انتقال تا زمان مشتتاهده فلورستتانس .دیقرار ده
 انکوباتور باقی خواهند ماند.
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 زمایشگاه: جلسه بیست و چهارمکلاس آ
 بخش دوم-CRISPRبه واسطه  EGFP سرکوب بیان

 
 یهادر ستتلول CRISPRبا واستتطه  EGFP نیحذف پروتئ بازدهیو بررستتی  یستتازیکمّ هدف:

HEK293 و  فلورسانس کروسکوپیتفاده از مبا اسNIH Image J. 
 
 مقدمه -1
اجهه مر ب-نوزدهمجلسه  به کلاس آزمایشگاه ،فلورسانس کروسکوپیاطلاعات در مورد م ی کسببرا

 یسیکه منجر به رونوقل شد تمن( pEGFP-N1پستتانداران ) یانیوکتور ب کی ن،یدر آن تمرکنید. 
تا به دنبال  دیکرد یبررستت فلورستتانس کروستتکوپیرا با م هاشتتما ستتلولگردید.  EGFPو ترجمه 
 یها، شتتما با ستتلولRNAi هایتمریندر  .دیباشتت EGFPاز حد  شیب انیبر ب یمبن یشتتواهد

ام انج هاآنهایی را مبنی بر سرکوب بیان تلاش ،ه بودکرد انیاز حد ب شیرا ب EGFPکه  پستانداران
را  CRISPR-Cas9 ریمس دیکه با کنید یرا مهرف دیگرپستتانداران  یانیب وکتور کیاکنون، دادید. 

 کند. هدایت EGFPحذف  یبرا
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2
-32)جلسه  CRISPRبا استتفاده از وکتورهای  هاستلول یک هفته پس از انجام انتقال نزدیک به 

لسته نوزدهم شرح داده شد، تهیه و که در ج گونههمانرا  ب(، تصتاویر زمینه روشتن و فلورستانس
را مطابق  یفیمشتتاهدات ک .دیکن رهیذخ TIFF ای JPG هایبا فرمتخود را  یهالیفاذخیره کنید. 

 .دیخود ببت کن شگاهیآزما ادداشتیدر دفترچه  1-31جدول 
صورت به افزارنرمین ا .دیو باز کن دریافتخود  یشخص انهیرا در را NIH Image J افزارنرم -1

اختیار کاربران قرار در  1بهداشت یاز مؤستسه مل و هاعاملستتمیست ی ازانواع یبرا گانیرا
 گرفته است.

و  هیتجز مورد نظر برای فلورسانس ریتصو اولین و کنیدرا انتخاب  «Open» ل،یفا یاز منو -3
 چیکه با ه EGFP کنندهانیب HEK293 یهابهتر استت با سلول .دیانتخاب کن را لیتحل

siRNA نشتتتده منتقتل( با  تیمارفقط تحت  برای نمونهاندOpti-MEM اندقرار گرفته )
 هب ار ستتطوح فلورستتانس نیبالاتر هاستتلول نیکه ا بینی کردتوان پیشمی .دیشتتروع کن
 داشته باشند. ،EGFP داشتن واسطه

                                                 
1. https://imagej.nih.gov/ij/download.html 
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 حتم به بخش نیاز ا .دیرا انتخاب کن «Set measurement» ،تجزیته و تحلیل یاز منو -2
سپس  ،3یو متوستط مقدار خاکستتر 1کپارچهی تراکم: مستاحت، تهیین کنیدرا  ریموارد ز

«OK» (.33-1)شکل  دیرا انتخاب کن 
با استفاده  (.1-33)شتکل  دیرا انتخاب کن «Freehandار ابز»در بالا،  Image Jابزار  نواراز  -1

خط خود به دقت  فلورسانس ریرا در تصو مهینسالم  ستلول کی دور ابزار و ماوس، این از
ا ب ییهاسلول ییشناسا یروشتن برا دانیم زمینهتوجه: باز کردن  (.33-3)شتکل  بکشتید
 ریتصتتو از ،لیو تحل هیتجز یبرا دیاستتت، اما همچنان با دیمف EGFP نیپروتئ اندك بیان

 .دیکن استفادهفلورسانس 
  Measure» (Ctrl-M» گزینتته د،یتتخود را مشتتتخل کرد ستتتلول نیاول کتتههنگتتامی -9

 لیو تحل هیزتج ی( را در منوMac یوترهای  کامپCommand-M ای PC یوترهایکتامپ
 (.3-33)شکل  دیانتخاب کن

مورد  سلول یرا برا یریگاندازه حاصل از جیکه تمام نتا خواهد شتدظاهر  دیپنجره جدیک  -3
 (.3-33کند )شکل یفهرست م نظر،

مورد نظر  در کنار سلول موجود (ستیمهم ن قیو کوچک )اندازه دق یستلول ریغ هیناح کی -7
 یدر منو «Measure»را با انتخاب  یریگاندازهانتخاب کنید.  ندارد که فلورسانسرا ود خ

 کند.یعمل م نهیزمپس در فلورسانس خوانش عنوانبه امر نیا .دیببت کن لیو تحل هیتجز
 

 CRISPRواسطه به EGFPمشاهدات تجربی سرکوب پروتئین : 2-24جدول 
 آزمایش شد  فلورسانس تلاقی شناسیریخت

 )کنترل منفی( Opti-MEMبدون    
   pLentiCRISPR-E )کنترل منفی( 
   pLentiCRISPR-EGFP )آزمایشی( 

 
 تیمار،از هر  .دیکنترل تکرار کن شیخود در آزما یهتاتمتام ستتتلول یرا برا 1-7مراحتل  -7

 یاضاف ریتصاو بهممکن است  د،یسلول ندار 19اگر حداقل  .دیرا بشمار سلول 19 کمدست
 تجزیه و تحلیل نمونه خود نیاز داشته باشید. یبرا گرید دید یهادانیاز م

                                                 
1. Integrated. density 

2. Mean. gray. value 
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را در پنجره  ه دست آمدهبی هاداده د،یکرد یریگخود را اندازه یهاتمام ستلول کههنگامی -5
-33ل )شک دیکن یگذاریو جا یاکسل کپ کروسافتیانتخاب و در صفحه گسترده ما جینتا
2.) 
هر سلول با استفاده از مهادله  یرا برا 1(CTCF) شده سلول تصحیح فلورسانسمقدار کل  -19

 :دیمحاسبه کن
 CTCFتراکم یکپارچه=  –های انتخابی( منطقه سلول× زمینه پس )میانگین فلورسانس

استتتفاده  ROI نیانگیم×  3(ROI)منطقه مورد نظر  برای نشتتان دادن کپارچهی تراکماز        
بدون  ورسانسفل نیانگیم د،یریرا در نظر بگ شتدت فلورسانس نیانگیاگر فقط مشتود. می

 کیا برا  سلول بزرگ کیاگر شما  ن،یبنابرا  شودیمحاسبه م ،در نظر گرفتن اندازه سلول
با  هسیرا در سلول کوچک در مقا یمقدار فلورسانس بالاتر ،کنیدمی سهیسلول کوچک مقا

، باشتتد تربزرگ هااندازه ستتلول هر چه، با این حال  آورد دیستتلول بزرگ به دستتت خواه
استفاده  کپارچهی تراکمما از وجود خواهد داشت.  EGFP بیشتتری از انیبستطح  بستاچه
 مختلف یهانمونه نینگران مستتتائل مربوط به اندازه ب ستتتتیلازم ن نیبنابرا  کرد میخواه
 به آن توجه شده است. از قبل رایز ،میباش

 نیانجام ا یبرا .دیکن نییتهمایکروسافت اکسل در  دیجد لسلو کیمقدار متوستط را در  -11
را  CTCF یحاو یاه)همه ستتتلول دیکن پیرا تا «AVERAGE=»فرمول  نوارکار، در 

 (.دیانتخاب کن
 بانددر  «STDEV.P=» کردن پیرا با تا CTCF مهیارانحراف  د،یستون جد کی جادیبا ا -13

 .دی( محاسبه کنCTCF ریمقاد یحاو یها)انتخاب تمام سلول فرمول
: دیتکرار کن ماریدر هر ت ده سلول کمدستت یبرا ی،شتیهر گروه آزما دررا  3-12مراحل  -12

pLentiCRISPR-E  (، منفی)کنترلpLentiCRISPR-EGFP .)آزمایشی( 
)در  CTCF فلورستتتانس نیانگیم و کنید جادیا یالهینمودار م کیکتار،  انیتپس از پتا -11

( رهیو غ siRNA ،siRNA eGFP)بدون  یسلول ماریو ت yدلخواه( را در محور  یواحدها
، 2-33ها را با هم مقایسه کنید. در شکل و ستپس تیمارها و کنترل دهیدقرار  xدر محور 
 منفرد نشان داده شده است. در یک سلول CTCFادیر مثالی از مق

و  ، انحراف مهیارyو  xنمودار خود با داشتتتن عنوان مناستتب، مشتتخل نمودن محورهای  -19
 سایر موارد مورد نیاز، ذخیره کنید.

 
                                                 
1. Corrected. total. cell. fluorescence. (CTCF) 

2. Region. of. interest. (ROI) 
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 ایمباحثه هایپرسش

 آنچه بر اساس .دیمشاهده کردرا  EGFP ناشی از کاهش فلورسانس با هااز سلول یتیشما جمه -1
 دپیچرا انتظار از دست دادن کامل فلورسانس را ندار د،یدانیم انتقال بازدهیدر مورد 

 مورد علاقه شما داردپ یانسان ژن سرکوب یبا تلاش برا یچه تفاوت CRISPR شیآزما نیا -3
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 کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و پنجم
CRISPR بخش اولپیشرفته : 

 
تحت  ریز یهاشیآزما انستتان انجام شتتد. یدر رده ستتلول egfpما با هدف حذف  یقبل یهاشیآزما
 هاآنکه با استفاده از  اندشده طراحی یه صورتب رایز ،شتوندارائه می «شترفتهیپ CRISPR» عنوان
 یستتازکلون ،شیآزما یشتتامل طراح ندیفرآ نیارا ستترکوب کرد. مورد نظر  یانستتان ژن بیان بتوان،

 هاها به ستتلولاز ورود مهرف پیش ،ستتانگر یابییتوال استتتفاده از با یو غربالگر شتتده متصتتل گویلوا
و استفاده از  CRISPR به فناوری تها، افزایش درك شتما نسبهدف از ارائه این بخش خواهد بود.

کنند، استفاده یم انیرا ب EGFP داریپا طوربهکه  HEK293 یهاسلولشما همچنان از . استتآن 
های های سرطانی که دارای تهداد نسخهاستتفاده از این رده ستلولی به نستبت ستلول کرد. دیخواه

 .ستین egfpهدف قرار دادن  گریشما د مقصتوداگرچه تر استت. را دارد، مطلوب نامهقولی از هر ژن
 رایکند، زیرا فراهم م CRISPR ریمس یکنترل برا کیامکان گنجاندن  یسلول رده نیستتفاده از اا

sgRNA مهتبر در برابر  یهتاegfp .با استتتتفاده ازتوان یرا م مورد نیا در دستتتترس هستتتتنتد 
 یکنترل منف کی عنوانبه egfpهدف قرار دادن  ن،یعلاوه بر ا مشاهده کرد. فلورسانس کروسکوپیم

 از خود را ، علائمیهدف قرار دادن ژن مورد نظر شما در صورت دیها نباسلول این رایز ،کندیعمل م
چارچوب مرور  ی)برا قرار دارندکتاب  نیخارج از متن ا های مورد نظر شما درسلولاگر  نشان دهند.

که ژن مورد  شودیم پیشنهاد(، دیمراجهه کن 29جلسته  اهشتگیآزما کلاس به CRISPR روش کلی
 داشته باشد.قرار  EGFPاز حد  شیب انیب ریتحت تسب نباید نظر شما

 
 کرد. دیخواه یطراح مهین ژن کیتهتدف قرار دادن  یهتا را برا sgRNA: امروز، شتتتمتا هکدف
ی خود را برا CRISPR دیمزهستتتند، شتتما پلاها در حال ستتفارش و ستتنتز مهرف نیا کهدرحالی
 کرد. دیآماده خواه یسازکلون
 
 مقدمه -1

، CRISPRبا واسطه  EGFP این بخش، به مقدمه بخش بیستت و سوم، سرکوب بیان پیش از آغاز
 مراجهه کنید.
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 sgRNA 1 یطراحالف. 
ها و آسان ژن عیسر کمابیش شیرای، امکان وCRISPR یفناور یهایژگیو نیزتریانگجانیهاز  یکی

ژنوم را در  تربزرگهای منفرد و یا حتی بخش گیری یک جایگاه ژنومیاین امر امکان هدف استتتت.
 هایردهها در ژن شیرایو و اینناك، سرکوب امکان اگرچه اکنون. قرار داده است پژوهشگراناختیار 
در  دارد. قیدق شیآزما یبه طراح ازین این امر ، امایا شتتده استتتهممتهدد  یهاستتمیو ارگان یستتلول
 ،آن آمیزموفقیتدر صتتورت ستترکوب ، باشتتد یبقا ضتترور یمورد علاقه شتتما برا اول، اگر ژندرجه 
 ادجیا ای کشنده یهابه ژن این )الحاق( کردنناكمشابه،  طوربهاز بین خواهند رفت. شما  یهاسلول

به ابر دلخواه و  یابیهدف شما دست ت،یدر نها شود. یتواند منجر به مرگ ستلولیم ،جهش در ژنوم
خود  مهینژن  دیخواهی، اگر ممثالعنوانبه است. طلوب خارج از هدفنام ابرات اعمال بدون مهین،
برای هدف قرار دادن نیاز  sgRNA تنها به یک د،یآن حتذف کن یهیمطتالهته عملکرد طب یرا برا

 نیژنوم باشتتد، ا یهایتوال گرید هیشتتب یبه اندازه کاف sgRNA ی، اگر توالبا این حال  خواهد بود
عدم )  3ناهمجوریپنج  تواندیم میآنز .ردیرا بته خدمت بگ Cas9کتان وجود دارد کته همچنتان ام

 نیدر ا تحمل کند. PAM یرا در توال ناهمجوری کی یو حت 1-انداز اولیهموتیف فاصله تطابق( در
 روشتنها  شتتود.یم جادیا هدف غیر یهاژن ریدر ستتا هاندلیو ا یادو رشتتته یایشتتکستتتگ ،حالت

 نیا انجام از آنجایی که کل ژنوم است. یابی یابرات خارج از هدف، انجام توال لیتشتخ یجامع برا
 اریبس شیآزما یطراح ندیفرآ یابرات از ابتدا نیبه حداقل رساندن ا ست،ین ریپذامکان شتهیهم امر

که ابرات خارج از هدف قابل  توان دریافتز مطالهات میبا توجه به نتایج حاصتل شده ا مهم استت.
ها از مطالهات ایجاد شود. با ادامه یافتن انتشار داده CRISPR یهاشیدر طول آزما تواندیم یتوجه

واستتتطه هدف در نتیجه ویرایش ژن با  از یافتن محدوده ابرات خارج به دنبالمربوطه، ما همچنان 
CRISPR  .مثالعنوانبه استتت. یو کاربرد هیپا در مطالهات علوممهم  لشچا کی امر نیاهستتتیم ،
از  گرید یناخواسته بخش شیرایو در صورت ی وماریب یک القاد کننده ژن یتوال حیتصتح در مطالهه

ابرات خارج  هایچالشمشابه  امر نیاخواهد داشت.  به همراهبسیار نامطلوبی را با خود  پیامد ،ژنوم
 منظورها و بهتمیالگور ی طراحیبرا یادیتلاش ز تاکنون ،منظور نیبه هم است. RNAiاز هدف در 

 انجام شده است. مهین، یتوال کی یبرا مهین یها sgRNA ییشناسا
 از: اندعبارت sgRNA یطراح یبرا هیاول یارهایخلاصه، مه طوربه

ج از خار از ابرات بنابراین  ژنوم منحصر به فرد است یهاسایر بخشبا  سهیدر مقا یتوال نیا -1
 .خواهد شد یریجلوگ هدف

 قرار دارد. PAM کیهدف بلافاصله در بالادست  -3
                                                 
1. sgRNA. design 

2. Mismatches.  
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ما از ، در این بخش در دسترس هستند. sgRNA یکمک به طراح یبرا تحت وبابزار  تهدادی
DESKGEN Cloud یهاتمیبر استتاس الگور زین افزارهانرم ریکرد، اگرچه ستتا میاستتتفاده خواه 

 هایاز روش ، باید تهیین شود که آیاCRISPR شیآزما پیش از آغاز .کنندعمل میمشتابه  یطراح
خواهید کرد یا خیرپ خود استتتتفاده  مهین ژن کاریدستتتتبرای  شیرایو ایت ایننتاك، ستتترکوب

DESKGEN یشگاهیجلستات آزما .دیخود را انتخاب کن« حالت» ایخواهد که برنامه یاز شتما م 
 کند.یم ییراهنما ژن سرکوب بیان برای انجامفقط شما را  ریز

 کیخود را با  یها sgRNAمورد نظر و  که ژن خواهد دادرا امکان  نیبه شما ا نیابزار آنلا نیا
 یهایتوالو  PAM یهاجایگاه ،خود را انتخاب Cas9نوع  د،یتمشتتتاهتده کن یمرورگر ژنوم داخل

sgRNA  خارج از هدف وهدف  ژن یرو تیمربوط به فهال ازاتیرا بر اساس امت هاآنرا مشتاهده و 
نشتتان  ریکند در زیمحاستتبه م DESKGEN تمیکه الگور یازاتیاز امت یکل مرور کی .دیکن غربال

 :داده شده است
 RNA کیهدف  تیاستتتت که فهال یازیعدد امت نیاستتتت. ا ریمتغ 199تا  9از  تیفهال ازیامت
 تیاز فهال یتابه عنوانبه تیفهال ازیامت. کندیم ینیبشیپ spCas9استتتفاده از با  را مهین یراهنما
RNA  کیوجود ندارد که  ینیتضم چیاگرچه ه .ابدییم شیهدف افزا ی ژنروراهنمای gRNA  با

 39 تیفهال ازیکه از حداقل امت شتتتودمی پیشتتتنهاد .عمل کند مؤبر طوربه تیفهال ازیحتداقل امت
 .دیده کناستفا
 RNA اختصاصی فهالیتاستت که  یازیعدد امت نیاستت. ا 199تا  9 نیب خارج از هدف ازیامت

 ازیتام نیا بودن بالا خارج از هدف بالاتر باشتد، بهتر استت. ازیهرچه امت کند.یم ینیبشیپراهنما را 
های غیر اختصاصی را مورد هدف قرار با احتمال کمتری توالیراهنما  RNAاستت که  یمهن نیبه ا
 یطراح ژن کی یههدف قرار دادن چند اگزون اول یراهنما برا یهتا RNA ،طورکلیبته دهتد.می

 جادیا ،CRISPRبا واسطه  ژن از سرکوبهدف  هستتند(. مناستب زیپروموتر ن یهایاند )توالشتده
  ( استتتmRNA) یعملکرد ریرونوشتتت غ کی تیو در نها هاندلیا ،یادو رشتتته یهاستتتگیشتتک
 این امر جهیدر نت .رخ دهد DNA یتوال های اولیهبخشدر  عمل نیکه ا شودیم پیشتنهاد ن،یبنابرا

 شودیم پیشنهاد یمتهدد لیبه دلا .خواهد شد هیتجز که در سلول دشومی دیتول یتررونوشت کوتاه
تواند بر یم نیاول، ستتتاختار کروماتدر درجه  .شتتتود یهر ژن طراح به ازای sgRNA 3-2 از که
در  sgRNA 3-2 یطراح ن،یبنابرا  بگذارد ریتسب مهین،ژن  کیبا  sgRNAشتتدن  دیبریه ییتوانا
تا  دهدمی شیبه ژنوم را افزا هاآنی از کیحداقل  مؤبر یژن، شتانس دستترسمختلف در  یهامکان
که با همه  ییها sgRNAاوقات  یگاه ،در درجه دوم شتتتمتا را القا کند. مهین ستتترکوب فرآینتد

 یها sgRNA استتتفاده از کنند. جادیدلخواه را ا جهیتوانند نتیمطابقت دارند، نم یطراح یارهایمه
 دهد.یم شیرا افزا CRISPR فرآیندبودن  آمیزموفقیتهمان ژن، احتمال  یبرا یاضاف
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 متصل شده لیگووا کلون کردنب. 
طور بهکه  دیگر روش کی .دیانجام داد PCRرا با  کلون کردن شتتما آزمایشتتگاه، 3-9جلستتات در 

 نام دارد. 1متصتتل شتتده گویلوا کردن کلونشتتود، یاستتتفاده م بینوترک DNA جادیا یبرا مهمول
 صورتبهتوان یشوند( را میشناخته م زین آغازگر عنوانبهکه  ssDNAکوتاه  یها)مولکول گوهایلوا

در و هم  یضد مواز در حالت هم dsDNAکه  و ستفارش داد. توجه داشتته باشتید تجاری طراحی
ارش ستتف زیمنفرد ن یگویلوا کیاگر مکمل مهکوس  ن،یبنابرا  قرار دارند مکمل یجفت بازها حالت
 نیا کرد. جادیا یادو رشته DNAمولکول  کیو  ه هم متصلرا ب گویلودو ا نیا توانیشتود، م داده

لیگوهای وا کنند.یشتتده عمل م متصتتل یگویلوا کلون کردن در الحاقی DNA عنوانبهها مولکول
هایی از صورت پر رنگ نشان داده شده است(، نمونه)به 1-39نشتان داده شده در شکل  3و  1نوع 

صورت مکمل مهکوس یکدیگر هستند. توجه داشته که به دهندمینشان  اولیگوهای متصتل شتده را
 طراحیهنگام  شود.ینوشته م 2´←9´و در جهت  DNAرشتته  کی تنها ،طبق قرارداد که باشتید

sgRNA، توالی از آن دیتوانیمشتتما  دهد.یشتتما قرار م اریرشتته را در اخت ی یکتوال تنها افزارنرم 
-39در شتتکل  ´CAGTCTGATCAGTTTTCCTT-3-´5) دیاستتتفاده کن« 1 گویلوا» عنوانبه
 را از جهتت چتپ بته راستتتت بنویستتتید 2´-9´توانیتد بتازهتای مکمتل ستتتپس، شتتتمتا می (.1
 (5´-AAGGAAAACTGATCAGACTG-3´ 3 گویلوا» عنوانبه».) 

 .Drبا کسب اجازه از  .pLentiCRISPR-Eکلون شده در  هایشتهر یبرا گویلوا یاز طراح مثالی: 1-22شال 

Feng Zhang. 
 

 که پر استتت ییدهاینوکلئوت یداراهمچنین  1-39در شتتکل  موجود یگوهایلوکه ا دیتوجه کن
این کنند. ها عمل میعنوان اوورهنگبهکه  هستتتتند یاضتتتاف ییدهاینوکلئوت هانیا .ستتتتندیرنگ ن

که به  کنندمی جادیرا ایی هااوورهنگ هاآن رونویستتی نخواهند شتتد  بلکه sgRNAبه  نوکلئوتیدها
لیگو با وهنگام سفارش یک ا، 1 لیگووبرای ا شوند.یمحدود شما متصل م میشده با آنز هضتم وکتور

پیوند هیدروژنی  BsmBIهضتتم شتتده با  CRISPRیک اوورهنگ مناستتب که با اوورهنگ وکتور 
 یرا به انتها "AAAC"، 3 گویلوا یبرااضافه خواهید کرد.  9´را به انتهای  ”CACCG“برقرار کند، 

                                                 
1. Annealed. oligo. cloning 
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را از طریق  هاآن، لیگوهاوپس از دریافت ا کرد. دیاضتتافه خواه گویلوا 2´ یرا به انتها "C" کیو  9´
هضم شده  وکتور هتواند بیسپس م dsDNA نیاایجاد پیوند هیدوژنی به هم متصتل خواهید کرد. 

 دیتوجه داشته باش (.3-39شود )شکل  جادیشما ا بینوترک DNAتا  شودمتصتل  BsmBIتوستط 
 شوند.یکه هضم نم است هشد لیتشک گویلودو ا ازمورد  نیشما در ا توالی الحاقیکه 

 BsmBIشده با  لهیدفسفر pLentiCRISPR-E کیبه  دیکه با لهیفسفر یگوهایلوا کیشتماتطرح : 2-22شکال 
که به  است ایمتصل شده یگوهایلوا دهندهنشانسبز  پیکان است. U6دهنده پروموتر نشتان یآب پیکان شتوند. متصتل

 است. لیفسفر یهانده گروهدهقرمز نشان «P» شوند.یم یسیرونو sgRNA کی
 

که  استسفارشی  یگوهایلوا دهندهنشان 1-39پررنگ در شکل  یدهایخلاصته، نوکلئوت طوربه
ه ستتاد  یبرا تنها شتتدهپررنگ ن یهارهنگواومورد نظر برای شتتکافتن، تطابق دارد.  با توالی ژنومی

بنابراین، در صورت متفاوت بودن   وجود دارند ،شده وکتور هضم یهارهنگوبه او وصل شدن کردن
های مورد استتفاده در تمامی موارد، یکسان ها، اوورهنگشتما با ستایر گروه sgRNAتوالی  طراحی

 خواهد بود.
 بیست و سومکه در جلسته  ی، همان وکتورمورد استتفاده pLentiCRISPR-E دزمیوکتور پلا

تقریبی  با فاصلهکه ( 2-39ل وجود دارد )شک وکتور نیدر ا BsmBI از کانداده شتد. دو م حیتوضت
kb3 با  وکتور هضتتم ن،یبنابرا  انداز هم قرار گرفتهBsmBI قطهه پر کننده  کند:یم جادیدو قطهه ا
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 kb وکتور شتتما. kb 12و وکتور با اندازه تقریبی  داردکه بین دو مکان قرار  kb3با فاصتتله تقریبی 
 .دیکنیم سازیخالل آگارز با ژل را دنشویشتما متصتل م یگوهایبه اول در مراحل بهدیکه  را 12
قرار  U6دستتت پروموتر  نیی( را بلافاصتتله در پامتصتتل شتتده یگوهایلو)ا الحاقی DNA عمل، نیا

 شود.یم پستانداران یهاپس از ورود به سلول sgRNA یسیمنجر به رونو که دهدمی

 
مورد  BsmBI مکاندو  نیمنحصر به فرد، همچنهای مکان .pLentiCRISPR-E وکتور نقشه: 7-22شال 

 .Dr. Philip Abboshبا کسب اجازه از  نشان داده شده است. سازیکلون یاستفاده برا
 

 بریدهخود  لیتشتتخ یدر توال BsmBI(، NotIو  NcoI) لیقب محدودکننده یهامیبرخلاف آنز
های خارجی برش قسمت از آن رااما  کندمیشناسایی را  مختل به خود یتوال این آنزیم .شتودینم
 DNA .شتودیم یبندطبقه IISنوع  محدود کننده میآنز کی عنوانبه دهد  در نتیجه، این آنزیممی
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م ، انجابا این حال شد ناسازگار با دیچهار نوکلئوت هایی بانگهی اووردارا دیبا BsmBIشده با  دهیبر
یک  سازی باکلون به یکدیگر در فرآیند پلازمیدها وصتل شدنمنظور جلوگیری از اقدامات اضتافه به

های نوترکیب حاوی آنزیم محدود کننده، امری متداول استتتت. این امر برای افزایش تهداد ستتتلول
ژن بدون وجود  و ناقل به خود وصتتل شتتدناز  یریجلوگ یبراالحاقی ضتتروری استتت.  وکتور و ژن

فسفاتازها حذف  شود.یم تیمارفستفاتاز  کیا ابتدا توستط ب BsmBI با شتده ، وکتور هضتمالحاقی
یل توانایی تشکاستتر یفستفود یوندهایها، پگروه نیبدون ا کنند.یم تستریعرا  لیفستفر یهاگروه
با   آوردمی به عملممانهت  pLentiCRISPRمجدد  حلقوی شتتدناز  که این امر ندارندرا  نشتتد

دارا ( و BsmBI یهااوررهنگشتتده با  لیآن یگوهایلو)ا الحاقی DNA در صتتورت وجود، این حال
ر وکتو کیشتتتما با  ،بیترتنیابه متصتتتل کرد. وکتورتوان آن را به ی، ملیفستتتفور یهاگروه بودن

به  یبه درست این ژن نکهیاز ا نانیاطم یشتده برا لهیفستفر ژن الحاقیاما  د،یکنیکار م لهیدفستفر
 (.3-39)شکل  ، استفاده خواهد شدوکتور متصل شده است

 
 PCR 1 آغازگر ی. اصول طراحپ

، به کلاس آزمایشتگاه: جلسه هاآغازگرو نقش  PCRبرای کستب اطلاعات مقدماتی بیشتتر در مورد 
 سوم مراجهه کنید.

علاوه بر  .قرار داداستتتتفاده  متهددی مورداهداف  ی بررستتتیتوان برای( را مهاآغازگر) گوهایلوا
 نیدر ا شوند.یاستفاده م PCR یهادر واکنش شتریب هاآغازگرشتده،  متصتل یگویلوا کردن کلون

 هایی ستتتلول، غربالگرPCRبا  کردن کلون همانندهایی برنامه در هاآغازگرکتاب ممکن استتت از 
در  یشتریب اتیجزئمنظور،  نیبه هم .دیاستتفاده کرده باشت RT-PCRو  PCRبا  شتده ترادیستی
آگاهی کافی داشتتته باشتتید. این جزئیات  هاآننستتبت به  دیوجود دارد که با آغازگر یمورد طراح

ها آغازگر، به CRISPRبا واسطه  ویرایش ژن تسییدمنظور زیرا به ،صورت خلاصه ارائه خواهند شدبه
نیاز خواهید داشت. در ادامه مهیارهایی کلی در این مورد ارائه خواهند شد که ممکن است در تمامی 

در این  PCR آغازگرارائه شده برای طراحی  یشتگاهیآزما هایتمرینفاقد کاربرد باشتند. ها، برنامه
 .است CRISPRش ژن با واسطه یبخش، حاوی مهیارهای مورد نیاز برای بررسی ویرا

استفاده بر اساس هدف  نیا .قرار دارد دینوکلئوت 17-29 در محدوده آغازگرطول  ،طورکلیبه ●
 متفاوت است. هاآغازگراز 

 درصد قرار دارد. 19-39 در محدوده هاآغازگر GC یمحتوا ●
 اختلاف داشته باشد. 9℃نسبت به یکدیگر  هاآغازگر( جفت smTذوب ) یدما ●

                                                 
1. PCR. primer. design. basics 
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 یکه دارا بازه از س شیبا طول ب یمناطق .دیکن جلوگیری آغازگردرون هر  یهمولوژ ایجاد از ●
 توالیبه  آغازگر متصتتل کردن یتوانند به جایهستتتند، م آغازگر کیدر  مکمل یتوال کی

 شوند. هاآغازگرحالت دایمری در  جادیهدف، باعث ا
 یدیلئوتنوک ید یتکرارها همچنین و شتتتتریب ای باز مشتتتابه و چهار با هاایجاد رشتتتتهاز  ●

 (.ATATATAT مثالعنوانبه) دیکن یخوددار
با کمک  طور مهمولبهشتتتدند، اکنون یم یطراح صتتورت دستتتتیبه تنهاکه در ابتدا  هاآغازگر
 عمل کردن ی، اختصاصPCR آغازگر هایویژگی نیترمهماز  یکی شوند.یم یطراح نیآنلا یابزارها

 یالگو رشته کیدر  موجود نقطه مشخل کی به وصتل شدنمنظور به هاآغازگر بهشتما  آن استت.
ها آغازگرتمامی  یاختصاصعملکرد  طور مهمولبه یاانهیرا یهاتمیالگورنیاز خواهید داشتت.  ،خاص
مراجهه  7)به جلستته  BLAST همانند یابزار هم تراز کیاز بررستتی خواهند کرد. این الگوریتم  را
 یالتو ریستا ایژنوم خاص  کیو  نیمه آغازگر کی نیب مکمل یهایتوال یجستتجو منظوربه ،(دینک

 NCBI’s آغازگردر این تمرین آزمایشتتتگاه، از راهنمای طراحی  کند.یاستتتتفاده م ذخیره شتتتده
Primer BLAST  توانند یم زین نیآنلا آغازگر یطراح یابزارها ریاگرچه ستا، استتفاده خواهد شتد
 .گیرندمورد استفاده قرار 

 
 یشگاهیآزما هایتمرین -2

 sgRNA لیو تحل هیو تجز یطراحالف. 
 یرده ستتتلول تنها برای ی(،انستتتان ژن یهاشیآزما )مربوط به ریز یشتتتگاهیتوجه: جلستتتات آزما

HEK293 .سلول ژهیوبهو  متفاوت یرده سلول کیاستفاده از در صتورت  نوشتته شتده استت 
 زارافنرمهای زیر باید اصتلاح و طبق رده سلولی انجام شود. نامهشتیوه ،یرانستانیغپستتانداران 

Deskgen Cloud یطراح یبرا sgRNA ستترکوب کننده یها EGFP  ،مناستتب نخواهد بود
 .شودشده انتخاب  نییته شیاز پ یژنوم ستیل کیاز  دیبا این مولکول رایز
 کیبه  یدسترس یخود برا یمرب یهانامهشیوهدنبال کردن  ای گانیرا کاربری حساب جادیا -1

 .دیکن مراجهه Cloud Deskgen1 وبگاه ، بهاز قبل تهیه شده یحساب کاربر
 .دیکن نتخابرا ا «3حالت سرکوب» گزینه -3
ون )منظور ست استفاده از ستون یتوجه: برا .دیانتخاب کن ییکشو ستیژنوم مناستب را از ل -2

خود را در  CRISPR شیآزما دی، باPlenticRISPR-E نوکلئیک اسید( مولکولفستفات 

                                                 
1. https://www.deskgen.com/landing/cloud.html 

2. Knockout 
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 Homo Sapiens» یروهمین منظور، بتته .دیتتانتجتتام ده یانستتتتانت یهتتاستتتلتول

(GRCH38.81)» دیکن کیکل. 
 شود.یظاهر م هاشنهادیپ .دیکن پیخود را تا نظرمورد انسانی  نام ژن Ensembl در بخش -1

ز قبل ا سرکوبی یسلول رده کیکه اگر  دیتوجه داشته باش .دیکن کیژن مورد نظر کل یرو
آن را به شتتما  دیرمربوط به نحوه خ اتیجزئ Deskgenآن ژن وجود داشتتته باشتتد،  یبرا

 .دیکن یطراح اقدام به ،خود طبق نظرات دیتوانی، شما هنوز هم مبا این حال  دهدیارائه م
 .دیکن کیصفحه کل نییدر پا «Select Guides» گزینه یرو -9
بخش مربوط به ژنوم انسان است  یکرد که حاو دیمرورگر ژنوم را مشاهده خواه کیاکنون  -3

 دهند.یها را نشان منترونیا یها و خطوط افقاگزون انگریها نمالیمستتط (.1-39)شتکل 
نشتتان داده شتتده  زین ترمیناتورهاها، پروموترها و ، اگزونکد کننده یتوال مربوط به علائم
 قیشما وجود داشته باشد که از طر نظرمورد  از ژن یمختلف هایواریتهممکن است  است.
را  ییها SGRNA، بهتر استتت در این صتتورت شتتود.یم دیتول 1نیگزیپردازش جا فرآیند
شما هدف قرار های مورد نظر واریته تمامی در را مشتترك یتوال کیکه  دیکن ییشتناستا

که یک اگزون را  داردهایی را ، اگر ژن شتتتما توانایی تولید واریتهمثتالعنوانبته دهتد.یم
اگزون را مورد هدف قرار دهد، این نوع واریته مورد هدف  شما آن sgRNAو  بگیردنادیده 

ها واریته ی ازها انواعاز ژن یبرخها همچنان تولید خواهند شد. و پروتئیناست قرار نگرفته 
خواهد بود.  ازین sgRNA نیبته چند هتاآن تمتامیهتدف قرار دادن  یکته برا دارنتد را

منطقه  .دیانتخاب کن یهچند اگزون اول طبقها را  sgRNAشتتود یم پیشتتنهاد نیهمچن
هدف  یتوان برایها را م sgRNA است. مناسب بستیارهدف قرار دادن  یبرا زین پروموتر

 کرد. یطراح DNAقرار دادن هر دو رشته از 

                                                 
1. Alternative. processing 
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را  SPCAS9 نیپستانداران که همچن یانیوکتور ب کی درها را  SGRNAشما  که آنجا از -7
انتخاب  Deskgenدر  نیز را مربوط به آن CAS9 دی، بادیکنی، کلون ماستتتت کرده کد
 یرو دنده است. کی هیکه شب داشتهها وجود نهیگز از منو کیدر بالا ستمت راست،  .دیکن

 «SPCAS9»که  دیو مطمئن شو کنیدرا انتخاب  «Set nuclease»و سپس  کیدنده کل
 نانیاطم شود.یظاهر م منو فرعی کی، «SPCAS9»در سمت چپ  شتده استت. انتخاب

 نییرا ته SGRNAطول  گزینه نیا شتتتده استتتت. انتخاب «bp 39»که  دیحاصتتتل کن
 کند.یم
 

 دهندهنشتتان، قستتمت بالا. DESKGEN Cloudدر  «ستترکوبحالت »یک مثال از ایجاد  :4-22شکال       
هدف قرار  مورد تواندیراهنما م RNA که را ایبالقوه یهایتوالو  یژنوم توالی نییمرورگر ژنوم و قسمت پا

 .Desktop Geneticsدهد. با کسب اجازه از نشان می، دده
 
که  یامنطقه کرد. دیرا مشتتتاهده خواه DNA توالیپنجره قستتتمت مرورگر ژنوم،  ریدر ز -7

ا استفاده که ب دیکن یسه گر دارد.نشان دنیو کش کیبه محل کل یبستگ ،دیکنیمشاهده م
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 رینشان داده شده در ز توالی .دیبکش گرید یمکان ژنوم کینشتانگر را به  ،کردن کیکل از
 دهد.یرا در آن منطقه نشان م DNA یتوال تنها ،مرورگر ژنوم

 on-target»ت. روی گرفته اسراهنما قرار  RNA یهایاز توال فهرستتی ،صتفحه نییدر پا -5

filter»  تنهااکنون، آن را بکشتتید.  39و تا رستتیدن به  کنیدکلیک RNA راهنما با  یها
 دیداشته باش توجه شتوند.یداده م شینما صتفحهبالاتر در هر منطقه از  ای 39نمره هدف 

 بیشتری خواهد داشت. بازدهیشده  ینیبشیپ تیکه هرچه نمره بالاتر باشد، فهال
 باکس موجود در یرو ،خود یراهنما یها RNA خارج از هدف امتیازاتمحاستتبه  یبرا -19

 Find Off» گزینه یستتتپس رو .دیکن کیکل ،صتتتفحه نییدر پا توالیستتتمت چپ هر 

Targets» هر  یخارج از هدف اکنون برا امتیاز .دیکن کیتکلRNA موجود در  یراهنما
 شود.یداده م شینمافهرست 

خارج از  لیو تحل هی، تجزاراهنم یها RNAاز  یکی فیرد یرو کردن کیتکل در نتیجته -11
 یهاتیسا مکان لیو تحل هیتجز نیا (.9-39شود )شکل یم جادیدر ستمت راست ا هدف

شتتما و  یراهنما RNA نیتطابق ب عدم میزان همچنین دهد،میرا نشتتان خارج از هدف 
ممکن استتت تحمل شتتود، وجود یک مورد عدم تطابق ، طورکلیبهکند. را برآورد میهدف 
 لیو تحل هیتجزسترکوب شود.  ستبب کاهش راندمانتواند یم مورد کیاز  شیب وجود اما

 ایقرار دارد  ژن کیخارج از هدف در  تیسا ایکه آ دهدمینشتان  نیخارج از هدف همچن
 به کنید،با امتیازهای خارج از هدف بالا را انتخاب راهنما  یها RNAستتتهی کنیتد  .ریخ

 توجه به ابراتهای خارج از هدف درون یک ژن قرار نداشتته باشد. صتورتی که این بخش
 RNAعدم تطابق  در صورت مواجه شدن با مورد مهم است. اریبس خارج از هدف یاحتمال

کنید. شما باید  ، احتیاطRNAراهنما با ژن مورد نظر و بالا بودن امتیازهای خارج از هدف 
RNA خارج از هدف انتخاب کنید. را با بالاترین امتیاز ییها 
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)راستتت(. با کستتب اجازه از  خارج از هدف تجزیه و تحلیلراهنما )چپ( و  RNAهای توالی :2-22شکال        

Desktop Genetics. 
 
مربی  شود. یبررس یکه توسط مرب کنید جادیا را بالقوه یراهنما یها RNAاز  فهرستتی -13

ه ب هاآنهمچنین تهداد  کند،میبه انتخاب بهترین گزینه منحصتتتر به فرد در گروه کمک 
 کند.خاب میمنظور سفارش دادن انترا به ازای هر ژن

خود  هایگویلورا به ا ریز یهای، توالستتازیکلوناهداف  منظوربه ها واوورهنگ جادیا یبرا -12
که دو  توجه داشتتته باشتتید شتتماستت. گویلودر ا دینوکلئوت 39از  یکی «N»  دیاضتافه کن

 یطراح sgRNA کی جادیا یبرا دیبا ،هستند گریکدیمهکوس  مکمل صورتبه که گویلوا
 (.1-39شوند )شکل 

Oligo 1: 5´ CACCG NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3´ 

Oligo 2: 5´ AAAC NNNNNNNNNNNNNNNNNNN C 3´ 
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 آغازگر یطراحب. 
 تسییدو  HEK293 یهابه برداشتت سلول ازیسترانجام شتما ن، sgRNAپس از دریافت اولیگوهای 

 یبرا PCR، از عمل نیانجام ا یبرا (.35)جلسه  دارید هااز سلول یحداقل در برخ ،ها DSB ایجاد
 هایآغازگراز منظور،  نیبه هم شود.یاستتفاده م ،شتده ینیبشیپ DSBاطراف  یژنوم یتوال تکثیر

در  دیبا PCR ی، آغازگرهامنظور نیبه هم شود.یاستفاده م PCR برای( Oligos) ژن اختصتاصتی
 و سفارش داده شوند. یشما طراح sgRNA هایگویلوبا ا زمانهم طوربهقبل  مرحله
 یمورد نظر برا ژن ییکتاشتتماره مراجهه کنید.  tool BLAST-NCBI Primer1 وبگاهبه  -1

به  دهد.یرا نشان م BLASTمناطق مربوط به  (،A) 3-39شتکل  .دیرا وارد کن سترکوب
ها به آغازگرتوانید محدوده بازی که های مختلف ژن، میدر قسمت هاآغازگرجای انتخاب 
 بلافاصله ود کهشمی PAMشتوند را انتخاب کنید. این منطقه شامل مکان آن متصتل می

ایجاد  DSBصتتتورت بالقوه یک ، یهنی در مکانی که بهCRISPR/Cas9 دستتتتنییپادر 
 دی، مفاستتوالی ژن شما  دهندهنشانکه  Word صفحه کی جادیاخواهد شتد، قرار دارد. 

 تولید شتتتده را sgRNAهر  یمهم را برا یهامشتتتخصتتته دیتوانیم نیبنابرا  خواهد بود
نوکلئوتیدی  39فاصتتله این مشتتخصتتات شتتامل  (.b-3-39)شتتکل  کنید. یگذارتعلام
. سپس، طیفی از است sgRNAتوسط  PAMمربوط به  NGGمنظور شتناسایی مکان به

 فرآوردهدر آن، در مرکز  PAMرا انتخاب خواهید کرد که مکان شکافت نزدیک به  هاتوالی
PCR  از دو قطهه ایجاد به منجر تشکاف ،سپسنداشتته باشد. قرار DNA  با طول مشابه

                                                 
1. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 
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شکسته آزمایشگاه، بسیار مهم است که دو قطهه  29و  35اما برای جلستات   خواهد شتد
 شده طول متفاوتی داشته باشند.

مربوطه  یتوال یهایژگیشامل و Word صفحه(. مثالی از A) NCBI آغازگر BLASTتصویری از : 6-22شال   
 .(B()بنفش PAM توالیو  سبز طول داشته باشد باز 39 دیکه با هدف در ژن ی)جفت آغازگر به رنگ زرد، توال

 
 یبرا و محدوده کادررا در  نوکلئوتیدشتتتمتاره  نیاول توانیتدمیمحتدوده،  نیا تهیین یبرا    

 آغازگر یمحدوده برا کادررا در  نوکلئوتید شتتتماره نیآخر ستتتپس .دیکن پیتا ،رفت آغازگر
راهنما را  RNA کیاز  شیگروه شما ب کهدرصورتی (.A-39-3)شتکل  دیکن پیتا برگشتت
منظور پوشش  به جفت آغازگر کیاز  شیممکن است به ب مرحله نی، در اباشدکرده  یطراح

 RNA یدر حال طراح گرید ی، اگر گروه هانیهمچن. دیاشته باشد ازین دادن مکان شکافت،
 کیهستتتتند، ممکن استتتت  همان ژن یکیهدف قرار دادن مناطق در نزد یراهنما برا یها

ت و خود مشور یبا مربت، کافی باشد. شکاف مکان نیچند لیو تحل هیتجز یبرا آغازگرجفت 
 .دیرا برجسته کن Word را در هاتوالیتمام 
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 .دیرا وارد کن bp 199-999 محدوده اندازه «PCR یپارامترها» در قسمت -2
. در صتتتورت دیوارد کن 33℃و حداکثر  39 نهی، به97( را حداقل MTذوب آغازگر ) یدما -1

 ها را تغییر دهید.توانید درجه حرارتهای مناسب، میآغازگرپیدا نکردن 
گزینه عملکرد اختصتاصی  «Primer pair specificity check parameters» قستمتدر  -9

 .قرار دهید فرضشیپ صورترا به گرید یهانهیگزرا علامت بزنید. 
 GCمحتوی  .دیکن کیکل «Advanced parameters» یو رو برویدصتتتفحه  نییبته پتا -3

 درصد قرار دهید. 19-39را در محدوده  هاآغازگر
 «Get Primers» گزینه یو رو دهیدقرار فرض شیپ صتتتورت بهرا  گرید یهانهیتمام گز -7

 .دیکن کیکل
 آغازگرمربوط به هر جفت  جزئیات نیبالقوه و همچن هایآغازگراز جفت  اینگاره ینمایک  -7

 است رهیو غ GC ،MTیمربوط به محتوا ریمقاد این جزئیات شتامل شتود.یداده م شینما
های آغازگربا استتتتفاده از که  PCR هایفرآوردهاندازه  نیهمچن ،شتتتما یارهایکه با مه
 ، مطابقت دارد.شوندشده ایجاد می طراحی

ممکن استتت  .دیکن یابیشتتوند، ارزیم دیتول یرا که با مشتتورت با مرب هاییآغازگر جفت -5
های آغازگر .واقع شود دی، مفکارایی پایین دو جفت اولسفارش دو جفت آغازگر در صورت 

را  هامربی شتتما این توالیعلامت بزنید.  Word صتتفحهرا در  3 ستفارشتتی خود در مرحله
در حال سنتز هستند، شما  هاآن کهدرحالیارسال خواهد کرد.  لیگوهاومنظور ستفارش ابه
 داد. دیخود ادامه خواه CRISPR وکتور هیته به

 
 CRISPR وکتور ونیلاسیو دفسفور محدود کننده میآنز با هضمپ. 

اگرچه گردد. می CRISPR وکتور زمانهم ونیلاستتیو دفستتفور BSMBI هضتتم ستتببمراحل  نیا
 ، مولکولBiolabs New England های خریداری شتتده ازای قبیل آنزیممحدود کننده یهامیآنز

DNA  حداقل به 1فستتفاتاز قلیایی منظور تکمیل فهالیتبهدهند، یم برش قهیدق 9-19در  تنهارا ،
، دینکیاستفاده م یگرید شرکت یهااگر از مهرفرا انجام دهید.  انکوباسیون دقیقه فرآیند 29مدت 
 کند. جادیای راتییتغ نامهشیوهشما ممکن است در  یمرب

 کنید،غلظت را برآورد  کرد. دیخواه افتیرا در PlenticRISPR-Eاز  رقت مشتخصیشتما  -1
 محاسبه کنید. μg9زان سپس حجم را برای رسیدن به می

 .دیکن بیترک 1-39ذکر شده در جدول  بیها را به ترت، مهرفژوفیکروسانتریم ویال کیدر  -3

                                                 
1. Calf. alkaline. phosphatase 
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ویال را در یک میکروسانتروفوژ  ترکیب شتوند. تا محتویات کنیدسترعت ورتکس ویال را به -2
 .تقل شوندتا محتویات به انتهای ویال من کنیدو آن را به مدت اندکی اسپین  دهیدقرار 

 .دیانکوبه کن 27℃حمام آب  کیدر  قهیدق 29 به مدت کمدسترا  ویال -1
 

 .ونیلاسیفسفرو واکنش د محدود کننده با آنزیم تنظیم آزمایشی برای هضم :1-22جدول 
 معرف (μLحجم )
 (μg9 )pLentiCRISPR-E 
 آب 
3 10× NEB buffer 3.1 
2 (U/μL19 )BsmBI 
9/9 (U/μL19 )CIP (calf alkaline phosphatase) 
 کل 39

 
 آگارز ژل  . الاتروفورز

 .دکنی ادهدرصد را آم3/9 آگارز ژل کی، استدر حال انجام  پواکنش در قسمت  کهدرحالی -1
تفاوت که تنها  نی، با اروش ارائه شتتده در جلستته ستتوم آزمایشتتگاه استتتمشتتابه امر  نیا
 خواهد شد.حل  TBE ×1 از mL199 گرم آگارز در هر3/9

 کنیدخود را از حمام آب خارج  ةشد لهیشده و دفسفر هضتم pLentiCRISPR-E دیمزپلا -3
ترسی دس ویال یبه انتها عیتا ما دهیدانجام  وژیفیکروسانتریم کیدر  عیسر استپین کی و

 .پیدا کند
( را به دیگر مناستتتب DNA رنگ بارگذاری) DNA ×3 یرنگ بارگذار از μL 13مقتدار -2

 .دیمخلوط کن ، ترکیب رانییبالا و پا به کردن پتایو با پ کنیدواکنش اضافه 
 ژویفیکروسانتریم ویال کینشده به  هضم pLentiCRISPR-E دیمزپلااز  ng399با افزودن  -1

 و آب استریل DNA ×3 یرنگ بارگذار .دیهضم نشده آماده کن دیمزکنترل پلا کی د،یجد
 ، اضافه کنید.μL 19-39منظور رساندن حجم نمونه به محدوده را به

پوشش  TBE ×1ژل را با استتفاده از بافر  .دیقرار ده خود را در مخزن الکتروفورز زآگار ژل -9
 شانه را خارج کنید. آرامیبهو سپس  یدده

را بارگذاری کنید.  NEB Quick-Load 1 kbشتترکت  DNAاز خط کش  μg 9/9مقدار  -3
 تربزرگوکتور شما  رایز ،بزرگ است اریبس DNAقطهات ص و، مخصDNA کشخط نیا

 است. یقبل یشگاهیآزما هایهاز موارد استفاده شده در جلس
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حجم گنجایش از  شتریب ،(μL 73) دایرنگ  همراهکه حجم نمونه شتما به با توجه به این -7
بارگذاری کنید. هر چاهک را با مجاور  کونه خود را در دو چاه، کل نماستتتت چاهک ژل

 دقت با استفاده از پایپت پر کنید.
 .دیکن متصل هیو آن را به منبع تغذ بگذاریدرا  درب مخزن الکتروفورز -7
 .دیکن میولت تنظ 79ولتاژ بابت  دررا  هیمنبع تغذ -5
نور  محفظه در، ژل را را طی کرد نیمی از ژل کمستتتدرنگ  ییقستتمت جلو کههنگامی -19

UV به منظور ممانهت از آسیب رسیدن به  .دیقرار دهDNA از نور ،UV  بلند  موجطولبا
از محافظ  دی، باماورادبنفشنور در محفظه توجه: هنگام مشتتاهده ژل خود استتتفاده کنید. 

ز ا ،شگاهیآزما لباسدستکش و  دنیبا پوشت نیهمچن کنید استتفاده  UV برابر در صتورت
 .دیمحافظت کن UVدر مهرض نور  میدر برابر قرار گرفتن مستق خود پوست

گر ا مهاجرت کند. با سرعت متفاوتینمونه هضم شده  نستبت به دینشتده با کنترل هضتم -11
( وکتور)ستتتون  kb 12و  kb 3، دو باند شتتد دهیبر BsmBIبا  تیبا موفق دیمزوکتور پلا

 یتا آن را برا کنیدرا جدا  kb 12 وکتورستتتون  تنها بایدشتتما  قابل مشتتاهده باشتتد. دیبا
 .دیکن سازیخالل یسازکلون

جدا کردن  یبرا زیتم غیت کیاز  با دقت و سرعت هنوز روشتن است، UVنور  کهدرحالی -13
 کمترین حدبه  و مقدار آگارز را در برش ژل نیدکاستتتتفاده  kb 12 وکتورتون بتاند ستتت

 را به حداقل میزان خود برسانید. UVدر مهرض نور  DNAمیزان قرارگیری  .دیبرسان
رازو ت کی یدار که روو برچسب رنگیب ل،یاستر وژیفیکروسانتریم ویال کیرا در  برش ژل -12

 .دیشده است، قرار ده وزن
قستتتمت بریده شتتتده را و  بگیریدعکس  ماورادبنفشنور  ةموجود در محفظ آگارز از ژل -11

در  kb 3باند تنها  د،یباش برش داده تیرا با موفق kb 12 وکتوراگر ستون تشخیل دهید. 
 اتفاق افتاده است. دهد که هضمیشان من ریتصو نیاها قابل مشاهده خواهد بود. چاهک

 
 از ژل شده هضم CRISPR وکتورستون  استخراجج. 

 شود.یاستفاده م از ژل آگارز DNA یجداساز یبرا طور مهمولبهژل(  سازیخالل) ژل از استخراج
اجرایی مشتتابه ستتایر مراحل ستتتون  نامهشتتیوهمورد نظر،  DNA یپس از ذوب برش آگارز حاو

 شتتترکت تولید کننده یاز کتابچه راهنمانامه شتتیوه نیا با غشتتاد ستتتیلیکایی استتت. چرخشتتی
(QIAquick Spin Handbook 03/2008.اصلاح شده است ) در  ،وژیفیمراحل سانتر ینکته: تمام
 ،در دستگاهدر صورت لزوم  شود.یانجام م rpm 12999سرعت در  ی ومهمول وژیفیکروسانتریم کی
 قرار دهید. ترازدر حالت  گرید یشگاهیگروه آزما یهاویال( خود را با یها) الیو
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حجم  2 .دیوزن کن ،قرار دارد رنگیب وژیفیکروستتانتریم ویال کیدر را که اکنون  برش ژل -1
 μL 299، مثالعنوانبه .دی( اضتتافه کنmg 199 = μL 199حجم ژل ) 1را به  QGبافر 
حداکثر مقدار برش ژل در هر ستتتتون  .دیتژل اضتتتافته کن mg199را بته هر  QG بتافر

QIAquick 199 مذکور، از دو ستون استفاده های بیش از وزن برای برش گرم است.یلیم
 شود.

حل شتتتود(  طور کاملبه که برش ژل یتا زمان) قهیدق 19به مدت  99℃ یدر دماویتال  -3
 قهیدق 3-2را هر  ویال ،انکوباسیونکمک به حل شدن ژل در طول دوره  یبرا .دیانکوبه کن

 شدن آگارز اطمینان حاصل کنید. از حلمهم:  .دیمخلوط کن ورتکسبا  بار یک
 QGکه رنگ مخلوط زرد باشد )مشابه بافر  دیکن ی، بررسپس از حل شتدن کامل برش ژل -2

 M 2 میاستات سد μL 19، بودبنفش  ای یاگر رنگ مخلوط نارنج بدون آگارز حل شتده(.
جذب  واهد شد.زرد خ ترکیبرنگ پس از این عمل  .دیاضافه و مخلوط کن به آن pH 9با 

DNA یبه غشا QIAquick  فقط درpH  بافر  کارآمد است. 9/7کمتر ازQG کی یحاو 
بنفش  ای یبالاتر به رنگ نارنج pHزرد و در  9/7کمتر از  pHکه در  استتت pHنشتتانگر 
را فراهم  DNA وصتتل شتتدن یبرا نهیبه pHآستتان  نییکه امکان ته شتتودمیمتمایل 

 کند.یم
ش ، اگر برمثالعنوانبه .دیکن ترکیببه نمونه اضافه و  زوپروپانولیا ،ژل از حجم 1 زانیبه م -1

این امر سبب تولید قطهات  .دیاضتافه کن زوپروپانولیا μL 199استت،  mg 199 ژل آگارز
DNA  با طول<bp999 و > kb1  .قطهات  یبراخواهد شتتدDNA نیب bp 999  تاkb 

 ندارد. یبر بازده یریتسب زوپروپانولیافزودن ا ،1
 .دیقرار ده mL 3 یآورلوله جمع کیرا در  QIAquick یستون چرخش کی -9
 قهیدق 1و به مدت  بدهیدقرار  QIAquickستتتون  در، نمونه را DNA وصتتل شتتدن یبرا -3

از  شیحجم نمونه ب یبرا استتت. μL 799حداکثر حجم مخزن ستتتون  .دیکن وژیفیستتانتر
μL 799، در ابتدا μL 799 را از  ستتپس محلول خروجی د،یکن وژیفیستتانترو  یریرا بارگ

 .ن کنیدیاسپحجم را اضافه و دوباره  ماندهیباقت یخارجی کنید و در نها یآورلوله جمع
 .دیقرار ده یآورجمعرا در همان لوله  QIAquickو ستتتون  بریزیدرا دور  محلول خروجی -7

 شوند.یاستفاده م یکیپلاست یهاکاهش زباله یبرا دوباره یآورجمع یهالوله
 و دنیکاضافه  QIAquickرا به ستتون  PEبافر  لیترمیلی mL 79/9شتستتشتو،  منظوربه -7

 .دیکن وژیفیسانتر قهیدق یکبه مدت  سپس
 وژیفیستتتانتر گرید قهیدق یک یرا برا QIAquickو ستتتتون  بریزیدرا دور  محلول خروجی -5

 .دیکن
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 پیشمحلول خروجی  نکهیمگر ا شتتودمیکامل حذف ن طوربه PEاز بافر  اتانول ماندهیباقمهم: 
 شود. ختهیدور ر یاضاف وژیفیسانتر نیاز ا

 .دیار دهقر mL 9/1 زیتم وژیفیسانترکرویم ویال کیرا در  QIAquickستون  -19
یک  د،یاضتتافه کن QIAquickرا به مرکز غشتتاد  EBبافر  DNA ،μL 29 شتتویش یبرا -11

 .دیکن وژیفیسانتر قهیدق یکو سپس به مدت  نیددقیقه صبر ک
 یغشا یرو یکراستت ،DNAکامل  شتویش یبرا شتویش،که بافر  دیحاصتل کن نانیمهم: اطم
QIAquick شده است. توزیع 

 
 DNAغلظت  نییتعچ. 

فاده شده است ستازیخالل وکتورغلظت ستتون  نییته یبرا استپکتروفتومتر ای از نانودراپ -1
 .دیاستفاده کن یخال نمونه عنوانبه EB بافر از حتم به .دیکن

 یرا برا A260/A280نسبت  نیهمچن ،شتده از ژل تون فقرات وکتور استتخراجغلظت ست -3
 .دیببت کن DNAخلوص  یابیارز

2- DNA  قرار دهید. -39℃در فریزر را 
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 ایمباحثه هایپرسش

 یبرا ییمنو DESKGEN اند.شده یمختلف خود مهندس یهایژگیو لیبه دل Cas9 هایواریته -1
 یهنگام طراح Cas9مورد استتفاده توستتط شتما دارد. چرا دانستتتن واریته  Cas9انتخاب نوع 

sgRNA پمهم است 
 یرا برا kb3 باند یتصتتادف طوربه دی، فرض کنحاوی ستتتون وکتور ژل ستتازیخالل یبه جا -3

 هایاوورهنگ یدارا DNAآن  ایآ .دیاکرده ستتازیخاللخود  یستتازکلونر روش استتتفاده د
BsmBI توان یم ایآ شتما را به آن متصل کردپ اولیگوهای توانیم ایآ خواهد بودپCas9  را از

DNA کردپ انیب شده حاصل بینوترک 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 شمکلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و ش
CRISPR بخش دومپیشرفته : 

 
آماده شده خود متصل و  CRISPR، به وکتور ردکخواهید خود را آماده  الحاقی DNAشما  هدف:
 کرد. دیخواه منتقل E. coliبه 
 
 مقدمه -1
راجهه م شگاهیآزما جلسه پنجم به ،ترادیسیو  لیگاستیوندر مورد  بیشتتر اطلاعات کستب منظوربه
را  pLentiCRISPR-Eاز وکتور  BsmBIشده با  شتده و هضم لهیاکنون که نستخه دفستفر .دیکن
رخ  ندیفرآ رحله دوالحاقی خود را آماده کنید. در این م ژن بهتدی باید در مرحلته د،یتاکرده هیتته
گروه  کی استتت که انتقال یمیآنز نازیک شتتما. هایگویلوا وصتتل شتتدنو  نازیدهد: واکنش کیم

 و بافر مناستتتب با هر دو T4 نازیک دینوکلئوت یما، پل آزمایش در مورد کند.یم زیرا کاتال لیفستتتفر
 نیا ی فهالیتبرا نهیبه ی)دما 27℃ یدر دما شتتود.یانکوبه م ستتفارش داده شتتده، گویلوا هرشتتت
 ،بیترتنیابه شوند.یمنتقل م هاگویاول 9´ یانتها به ATP یهااز مولکول لیفسفر یها(، گروهمیآنز
، وکتور یهامولکول موجود در لیدروکستتیگروه ه 2´با  توانندیم الحاقی یاهمولکول نیا 9´ یانتها
 شتتما در یگویلوا وصتتل شتتدن ناز،یپس از وقوع واکنش ک کنند. جادیا یاستتتریفستتفود یوندهایپ

متضاد  یاهرشته یرو مکمل بازهای )متصل شدن( به 1وصتل شدنفرآیند  دهد.یرخ م ویالهمان 
DNA  تاس ریپذامکان امر نیا دهند.یم لیتشتک گریکدیرا با  یدروژنیه یوندهایکه پ رددااشتاره، 

برخلاف  بودند. گریکدیمهکوس  یهامکمل ،دیاو ستتتفارش داده یکه شتتتما طراح ییگوهایلوا رایز
 یدما یجیو کاهش تدر 59℃ به رسیدن دماا ب شود.ینم زیکاتال میآنز با مرحله نیا ناز،یواکنش ک
 لیرا تشتتک یادو رشتتته DNAو  شتتوندمی متصتتل گریکدیبه  شتتده لهیفستتفر یگوهایلوواکنش، ا

 دهند.یم
ما ش .دیده وندیپ قیقطهه الحا را با وکتور دی، باکه در فصتل پنجم توضتیح داده شد گونههمان

شده،  لهیو دفسفر قطهه الحاقی عنوانبهشده  و متصل لهیفسفر یگوهایلو)ا یشیآزما لیگاسیون کی
pLentiCRISPR-E شتتده با  هضتتمBsmBI نیشتتما همچنرا انجام خواهید داد. وکتور(  عنوانبه 

حلقوی و  نشده دهیبر وکتوروجود  ی،باکتر لستلو شتایستتگیکنترل  یبرا یکنترل لیگاستیونسته 
هتتای حتتاوی وکتور کلونی تتتسییتتدکنترل آخر برای  داشتتتتت. دیتتمجتتدد وکتور خواه شتتتتدن

pLentiCRISPR-E یهاستتپس واکنش. استتتبه هم  وکتورها نو اطمینان از عدم متصتتل شتتد 
                                                 
1. Annealing. process 
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 نی، ابا این حالمنتقل خواهید کرد.  E. coli یایی بهشیم یهامؤلفهبا استفاده از  خود را لیگاسیون
صورت مکرر ترکیب بهکه  شتده تبدیل خواهید ترادیستی E. coli هیستوکیبه باکتری را بار شتما 

 باعث ایجادکه  استتتهای انتهایی طویل تکراری بخش یدارا روسیو یلنت یهاناقل رایز ،شتتودنمی
این  ن،یبنابرا  استتت 1نازیرکومب میکمبود آنز یدارا Stbl3 هیستتو شتتود.یمهمولوگ  هاییبینوترک

 کند.یحفظ م دهایمزرا در پلا داریناپا تکراری یهایتوال نیو ا دهدمیرا کاهش  یبینوترک سویه نرخ
 آزمایشمورد استفاده در  Stbl3 هیاست که سو نیادر  BL21(DE3) هیبا سو این سویه گرید زیتما
است که  یاهیدر عوض، هدف ما استتفاده از ستو نشتده استت. یطراح بینوترک نیپروتئ انیب یبرا
 مناسب است. وکتور DNA تکثیر یبرا

 
 یشگاهیآزما هایتمرین -2

 و فسفوریلاسیون sgRNA ولیگوا وصل شدنالف. 
 لهیفسفر به متصل و در صتورت نیاز استت. sgRNAواکنش  کی یبرا یشتیآزما فرآیند نیتوجه: ا

 .دیواکنش را آماده کن تهداد بیشتری دیبا ،sgRNAشدن چند 
غلظت  .دیکن افتیخود در یرا از مرب شتتده طراحی یارشتتتهتک DNA گویلوارشتتته دو  -1

 باشد. μM199 دیبا هرکدام
 بیرا به ترت 1-33فهرستت شتده در جدول  یهامهرف ز،یتم PCR ویال کیدر و  خی یرو -3

 قهیدق 29که پس از  نیدریزی کبرنامه یبته صتتتورترا  کلریترموستتتا کیت .دیتکن مخلوط
و ستتپس  ندپیدا ک شیافزا 59℃به  دما ،نازیواکنش ک یبرا 27℃ یدر دما ونیانکوباستت

تا به  دهدمیاجازه  شتتتده لهیفستتتفر یگوهایلوبه ا امر نیا اتاق برستتتد. یبه دما آرامیبه
 آورده شده است. 3-33برنامه در جدول  نیا شوند. متصل گریکدی
 به انتقالو  آماده شتتتدن برای لیگاستتتیون توان تا زمانیبازپخت شتتتده را م یگوهتایلوا -1

 ،دهیدمیانجام  یگریرا در روز د مذکور اگر مراحل کرد. دارینگهاتاق  یدر دما ،هایباکتر
 کرد. رهیذخ 1℃ یتوان در دمایرا م هاگویلوا

 
 شده هضم CRISPRها به وکتور  sgRNA لیگاسیونب. 

 لهیفسفر به متصل و در صتورت نیاز استت. sgRNAواکنش  کی یبرا یشتیآزما فرآیند نیتوجه: ا
 .دیواکنش را آماده کن تهداد بیشتری دیبا ،sgRNAشدن چند 

 

                                                 
1. Recombinase  
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 لیگووا کیناز/ وصل شدن شتنظیم آزمایشی واکن :1-26جدول 
( μLحجم ) معرف 

1 ( μM199اولیگو ) 1 
1 ( μM199اولیگو ) 3 
1 10× T4 DNA ligase buffer 
 آب استریل 9/3
9/9 0.5 μL T4 PNK (polynucleotide kinase) (10 U/μL) 
μL19 کل 

 
 /کینازلیگووا وصل شدنبرنامه  :2-26جدول 

 ( درجه حرار ℃) )دقیقه( زمان چرخه
1 29 27 
1 9 59 
 29 کاهش در هر چرخه 9℃دقیقه   1 14

 
 39را از جلسه  ژلشده از  سازیخاللو  CIPشده با  ماری، تBsmBIشتده با  وکتور هضتم -1

 اتاق ذوب شود. یدر دما ویال دی. اجازه دهدیکن هیته شگاهیآزما
 دهش متصل گویلوا یهااز واکنش کیو هر  بزنید علامترا  دیجد وژیفیسانترکرویم ویال کی -3

 μL اضافهبهواکنش  μL 1) دیکن قیرق لیدر آب استر 1:1999صورت الف را بهاز قستمت 
 خوبی مخلوط کنید.به آب(. 155

ر د و میرا تنظ ریز لیگاستتیونچهار واکنش  د،یدار جدعلامت وژیفیکروستتانتریم یهاویالدر  -2
 پتایپ نییبه بالا و پا خوبیبه محلول را ،مخلوط کردن یبرا .دیاضتتتافه کن را میآنز نهتایت

 .دیکن
 شما(: کیو تکن هاسلول تیزنده ماندن / صلاح قابلیت کنترل ی)برا 1واکنش      

 )برش نخورده( حلقوی pLentiCRISPR-Eوکتور  
μL_____ 50 ng uncut pLentiCRISPR-E 

μL_____                                  Sterile dH2O 
                                                 20 μL total 

 نشده(: بریدهکنترل وجود بردار  ی)برا 3واکنش 
pLentiCRISPR-E خطی 

50 ng pLentiCRISPR-E cut with BsmBI _______μL 
Sterile dH2O                                           _______μL 
                                                                    20 μL total 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           314

 

 (:وکتور حلقوی شدنکنترل  ی)برا 2واکنش 
pLentiCRISPR-E  لیگاز علاوهبهخطی 

50 ng pLentiCRISPR-E cut with BsmBI         _______μL 
Sterile dH2O                                                    _______μL 
10× T4 DNA ligase buffer                                          2 μL 
T4 DNA ligase                                         (400 U/μL) 1 μL 
                                                                         20 μL total 

  (:یشیآزما لیگاسیون) 1واکنش  
pLentiCRISPR-E علاوه لیگازعلاوه قطهه الحاقی، بهبه 

50 ng pLentiCRISPR-E cut with BsmBI  _______μL 
Diluted oligo duplex from this Lab session          1 μL 
Sterile dH2O                                            _______μL 
10× T4 DNA ligase buffer                                   2 μL 
T4 DNA ligase (400 U/μL)                                  1 μL 
                                                                   20 μL total 

ه ب ستتپس و نیداستتپین ک وژیفیکروستتانتریم کیدر  کوتاه صتتورتبهرا  ویالاز چهار  کیهر  -1
توجه:  شتتتود. جادیا لیگاستتتیون فرآیندتا  نیدکاتتاق انکوبه  یدر دمتا قتهیدق 19متدت 
 .دیکن پیروی مورد نیاز، یو دما لیگاسیونزمان  یرا برا سازنده شرکت یهانامهشیوه

 
 E. coli به پ. انتقال

 هاسلول ینا هرگز .شوند یدارنگه خی یرا رو دیبا بنابراین هستند شکننده  اریبس شایسته یهاسلول
تاق ا یرا در دما ستهیشا یهاهرگز سلولخواهند شد.  هضم رایز دینکن پتایپ ایرا به شدت ورتکس 

خواهند خود را از دست  تیو صتلاح کنندمیخود  یغشتاها میشتروع به ترم هاآن رایز ،دیگرم نکن
ا به ر هاآن دیتوانینم رایز ،دینکن وژیفیرا سانتر هاآنشتایستته،  یهاستلول از از استتفاده پیشداد. 

 میتنظ ری( را به شرح زلیگاسیونهر  یبرا واکنش کی) واکنش تبدیلچهار  .دیگردانازب قیحالت تهل
 :دیکن

 را با استتتتفاده از دماستتتنج دما .دیکن میتنظ 13℃ یرو حمام آب را ای دمای هات بلاك -1
 .ستندین قیدق شهیهم تالیجید یشگرهاینما رایز د،یکن یبررس

از  μL 99 یکه حاو کنید افتیخود در یرا از مرب E. coli از Stbl3ویال ستتتویه ار چهت -3
ها را همواره در علامت بزنید. ویال 1-1های را با شماره هاآن استت. ستتهیشتا یهاستلول
 داری کنید.یا روی یخ نگه ،سرما
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در ، سازنده شترکت از ارستال شتده Stbl3 یها: ستلولنهیدر هز جوییصترفهبرای نکته        
های تراریخته منظور تولید بیشتتتر ستتلولتواند بهمربی می .شتتوندارائه می μL 99 مقادیر

 در اختیار دانشجویان قرار دهد. هااز سلول μL 39های شده، غلظت
سب با برچسب منا E. coli ویالبه  ب،را از قسمت  لیگاسیون هایحلولاز م μL 3با دقت  -2

اضافه  یباکتر ونیبه سوسپانس یکراسترا  DNAکه  دیمطمئن شتو .دیاضتافه کن متناظر
 محلول را از طریق ضربه زدن با انگشت، مخلوط کنید. .کنیدمی

 ها را به مدت پنج دقیقه روی یخ انکوبه کنید.ویال -1
و شوك گرما را  کنیدانکوبه  هات بلاك ای 13℃مام آب در ح هیبان 19را به مدت  هاسلول -9

 القاد کنید. هاآنبه 
 دقیقه روی یخ بازگردانید. 3به مدت را ها ویال -3
 .دیاضافه کن الیبا اتاق را به هر و دماهم LB ای SOC طیمح μL 399مقدار  -7
 شیک کنید. rpm 339و با سرعت  27℃صورت افقی در دمای ها را بهویال -7
را طبق  هاآنو  کنیددریافت خود  یگرم شتتتده را از مرب پیشاز  LB/amp پلیت 1تهداد  -5

مورد استفاده در هر  یهاکل حجم سلول) μL 99های خود، برچسب بزنید. مقدار واکنش
 قرار دهید.مربوطه  پلیت ی( را روترادیسی

 ، انکوبه کنید.27℃به مدت یک شب و در دمای  -19
انکوبه  روزشبانه 2در طول  و اتاق یها را در دماپلیت دیتوانیدر زمان: م جوییصرفه برای نکته

 .دیکن
، ازیتا در صورت ن کنید رهیذخ 1℃ یرا در دما ماندهیباق شده ترادیسی بیترک توانیدمی -11

دو حجم مختلف  دیتوانیم گر،ید سویاز پلیت کنید. را  هاآناز  یروز بهد حجم متفاوت در
 تپلی کی کمدستکه  دیتا مطمئن شتو کنید پلیتخود را در همان روز  ترکیب مذکوراز 
از ترکیب ترادیسی شده،  μL 99 استفاده از موارد، شتریدر ب .استت مجزا یهایکلن یدارا

 های قابل تفکیک تا صبح روز بهد خواهد شد.سبب ایجاد کلنی
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 ایمباحثه هایپرسش
وجه تمایز این دو دسته  .شدبحث  شگاهیدر دو جلسه آخر آزما نازهایفسفاتازها و کدر مورد -1

 را شرح دهید. آنزیم
را  T4 لیگاز DNAاید که بافر ، فراموش کردهحل این آزمایشاتصور کنید که در تمامی مر -3

 انجام فرآیندو  لیگاستتتیونتوانتد بر مراحل یچگونته مداری کنیتد. این امر روی یخ نگته
 بگذاردپ ریشما تسب ترادیسی

چه  اهآن شود.یم لیتشک هاگویلوا وصل شدنو  نازیواکنش ک یمختلف در ط پیوند دو نوع -2
 را نام ببرید. هاآنو دو تفاوت  استنوع پیوندی 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و هفتم
 شگاهیجلسه موقت آزما
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 الف-کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و هفتم
 شگاهیجلسه موقت آزما

 MINIPREP DNA ها برایو تلقیح کشت شده های ترادیسیسلول شمارش

 
 نیشما همچن کرد. دیو ببت خواه شمارش پلیت رادر هر  شتده های ترادیستیستلولامروز  هدف:

 دیخواه حیرا تلق عیما یهاکشتو  خواهید ستاخت احتمالیمثبت  یهااز کلون مضتاعف پلیت کی
از  با استفاده توانیکه م شودمی ازیسخالل عیما ییایباکتر یهاکشتت نیاز ا دیمزپلا DNA کرد.

 .کرد تسیید در این وکتورهارا  کلون شدن صحیح قطهه الحاقی خود ،یابییتوال فناوری
 
 مقدمه -1
منظور کستتب اطلاعات در مورد ایجاد پلیت الف را به-کلاس آزمایشتتگاه: جلستته شتشتتم بهتر استت 

 ، مطالهه کنید.مضاعف
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 اریدبشم را خود رادیسیت /لیگاسیون هایپلیتاز  کیدر هر  شده های ترادیسیسلولتهداد  -1
 ور بریده نشتتتده کنترل خودروی پلیت وکت ینوکل یادیتهداد ز دیشتتتما با .دیو ببتت کن
 .دی( داشته باش1خود )واکنش  یشتیآزما لیگاستیون بر پلیت ینوکل نی( و چند1)واکنش 

ا با ههایی که در آن باکتریدر صتورت وجود، شتما باید تهداد بسیار کمی کلونی در پلیت
 اند، داشته باشید.ها ترادیسی شدهسایر کنترل

 پلیت کیدهند، یمورد انتظار را به شتتتما ارائه م جیاشتتتما نت یهاکنترل نکتهیبتا فرض ا -3
LB/amp  و  دیبچستتبان ظرف پلیت به پشتتت ی راابرچستتب شتتبکه کی .دیکن افتیدررا

 ها را علامت بزنید.دیشاطلاعات مورد نیاز را روی آن علامت بزنید. همیشه پشت پتری
 ماژیکاز  توانیم ،ایشبکه یهابرچستب استتفاده از یجابه: نهیدر هز جوییصترفه برای نکته

 استفاده کرد. دیشپتریدر پشت  شبکه دنیکش یبرا مخصوص
 هایپلیت سلول شماره خود و تااطلاع با( را LB/amp لیترمیلی 3 ی)حاو سته لوله کشت -2

 .دیبرچسب بزن شده ترادیسی
 لیگاسیون) (1-)شماره خود شده حاوی ترادیسی پلیتشتده را از  فکیکت یشتما سته کلن -1

 د.کر دیخواه حیتلق عیما کشتتت محیط کیدر  نیو همچن دیآگار جد پلیتبه  ،(یشتتیآزما
استریل جدید  سرسمپلرکه در جلسته ششم توضیح داده شد، برای این عمل از  طورهمان
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ر را از ه یاز رشد باکتر یابتدا، مقدار کمبرای هر نمونه ترادیستی شتده استفاده کنید. در 
 میآرابهآن را  و ستتپس انتخاب ،داریدآن را  لیو تحل هیتجز تفکیک شتتده که قصتتد یکلن
را در  هاستتپس، مقدار مشتتابهی از ستتلول .دیمشتتبک قرار ده پلیت یهااز مربع یکی یرو

مشتتتاهده خود  یهادر کنترل یارمنتظرهیغ جیاگر نتاهای مربوط به خود قرار دهید. ویال
 .دیانتخاب کن گریگروه د پلیترا از  هایکلن که نیاز باشد بساچه ،کردید

ت صوربهنیست. این روش  ضتدعفونی ولاز اصت نیازی به پیروی ،حیروش تلق نیادر توجه:      
شود. در مورد استفاده واقع می Minipreps حاصل از روش هایقیح کشتبرای تل اساسی

ها خواهد های موجود در محیط، مانع از رشتد بسیاری از آلایندهبیوتیکها آنتیاین کشتت
خالل ضتتروری است،  فریزر که وجود کشتت ایجاد یک استتوك همانندی دشتد. در موار

 از این روش نیست. نیازی به استفاده
 ،شما یمرب آزمایشگاه قرار دهید. خوانپیشدار خود را در قسمت های علامتها و پلیتویال -9

 دهد،میقرار  (خچالیدر ) 1℃ یدر دما ،شتتگاهیاز جلستته آزما پیشرا تا بهدازظهر  هاآن
 یبهد جلسه یها براتا کشت کندمیدر طول شب انکوبه  27℃ یرا در دما هاآنستپس 
 تازه باشند.، شگاهیآزما

 به جای این عمل، توانیرا م شده ترادیسی مضاعف هایپلیتدر زمان:  جوییصترفهبرای  نکته
 شب انکوبه کرد. 3-2مدت  به و اتاق یدر دما
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و هفتم
CRISPR بخش سومپیشرفته ، 

 
 حیتلق یشگاهیکه در جلسه موقت آزما شده ترادیستی هایستلولرا از  دیمزپلا DNAشتما  هدف:
 یهاواکنشبرای  ،کلون مثبت کی کمدستتت وجود تسیید یرا برا هاآنو  خواهید کردجدا  ،ایدکرده
 خواهید کرد.آماده  یابی یتوال
 
 مقدمه -1

های کلون شدن صحیح قطهه تسیید ،شما ی، چالش بهدشده متصل گویلوا یسازکلون لیپس از تکم
sgRNA یهاتیستتتاعنوان قطهه الحاقی( در )بته BsmBI وکتور pLentiCRISPRE  توستتتط
 یشگاهی)جلسات آزما متهدد یغربالگر یهاروش است. با توجه به وجود شده های ترادیستیستلول

 در جلساتمثبت  یهاکلون ییشناسا یبرا نگراست یابییتوال روش (، شتما ازمشتاهده کنیدرا  7-3
 ی،ربالگرغ یسانگر برا یابییتوال مناسب بودن لیاز دلا یکی کرد. دیاستفاده خواه شتگاهیآزما یبهد

 از شیب یکم شده شما، یطراح یگوهایلوا از هرکداماندازه بستیار کوچک قطهه الحاقی شما است. 
 و آزاد شتتده ستتازیخاللوکتور  هضتتم یبرا BsmBIاز  دیاگر بخواه .طول داشتتتند نوکلئوتید 39

دشوار  آگارز این قطهه کوچک روی ژل مشتاهده د،یخود استتفاده کن sgRNA قطهه الحاقی کردن
 یابی سانگر را )جلسه هفتم آزمایشگاه( را مطالهه کنید.خواهد بود. روش توالی

 به اعمال ترادیستتتی یو هم برا یابییتوال تجزیه و تحلیل یهم برا DNA Miniprepکیتت 
پلازمید )جلسه دوم  ستازیخاللدر صتورت لزوم، اطلاعات لازم در مورد  استت. ازیمورد ن هاستلول

 آزمایشگاه( را مطالهه کنید.
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 Miniprepاز کیت  DNAالف. جداسازی 
و ( اصتتلاح 3919)ژوئن  QIAGEN QIAprep Miniprep Kit یاز کتابچه راهنما نامهاین شتتیوه
: انیمربتوجه قابل  اتاق انجام شود. یدر دما دیبا این فرآیندتوجه: تمام مراحل  شتده است.اقتباس 
از  در صتورت استفاده موجود استت. DNA ستازیخالل یبرا گرید Miniprep تیک یادیتهداد ز

 یابراستتتفاده کنید.  های بالاتهداد نستتخه با دیمزپلا ستتازیخاللنامه برای شتتیوهاز  گر،ید تیک
 مطالهه کنید.را  تیک یهانامهشیوه ،ستفادهاز ا پیش حتم به ،هامهرف یسازآماده
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رچسب خود ب ةشبان کشت هایویالبا برچسب  مطابقرا  لیاستر وژیفیکروسانتریم ویالسه  -1
 .دیبزن

 ویالخود را به  از ستته کشتتت کیاز هر  mL9/1 مقدار تقریبی ،ستتمپلر کیبا استتتفاده از  -3
 منتقل کنید. متناظر وژیفیسانترکرویم
 و برداشتتت وژیفیستتانتر rpm 7999 ستترعت بادقیقه و  2به مدت را  ییایباکتر یهاستتلول -2

های ستتوپرناتانت را از طریق ریختن و یا ستتمپلر کردن محیط، از ویال تمامی بخش .دیکن
در صتتورت )توجه:  درصتتد بریزید. 19و در ظرف زباله مخصتوص و یا وایتکس  کنیدخارج 

 .(دیمنجمد کن -39℃ یرا در دما یسلول یهاکلاف ،فرآیند نیاز به متوقف کردن
ها یباکتر .دیکن تهلیق دوبارهق مجدد( یلته)بافر  P1بافر  μL 399را در  یاییبتاکتر کلتاف -1

 نماند. یباق یتوده سلول چیکه ه یتا زمان شوندکامل مهلق  طوربه دیبا
کردن  وارونهبار  1-3با  آرامیبه . محتویات ویال رادیرا اضتتتافه کن P2بافر  μL 399مقدار  -9

در صورت  شتود.یم یژنوم DNA تخریبباعث  این امر رایز د،ینکن ورتکس .دیمخلوط کن
 دیاجازه نده .شفاف شود یتا محلول چسبناك و کم دهیدرا ادامه  ویالکردن  نهووارلزوم، 

 هضم ی( براSDS) ندهیشو کی یحاو P2بافر .ابدیادامه  قهیدق 9از  شیب هضمکه واکنش 
 است. DNAکردن  واسرشته یبرا میسد دیدروکسیو ه یسلول

 کردن وارونهبار  1-3از طریق و بلافاصله  کنیداضافه  عصتارهرا به  N3بافر  μL 299مقدار  -3
کلاف  دیرسوب سف کی، N3پس از افزودن بافر  .دیکن لوطمحتویات ویال را مخ( آرامیبه)

خواهد بود. قابل مشتتاهده  SDSو  یستتلول یایها، بقانیپروتئ ،یژنوم DNA یحاو مانند
به نظر  یاهمچنان چستتتبناك و قهوه ترکیباگر  مخلوط شتتتوند. طور کاملبه دیبافرها با
محلول  N3بافر  است. ازین یشتریب کردن وارونهمل محلول به کا یسازیخنث ی، برارسید
 DNA همچنین شتتود،می دیمزپلا DNAمجدد  وصتتل شتتدنو باعث  کندمی یرا خنث

 دهد.ینامحلول را رسوب م یهانیو پروتئ یکروموزوم
 ،rpm 12999 و در ستتترعت قهیدق 19بته مدت  وژیفیکروستتتانتریم یتک درهتا را ویتال -7

 .دیکن وژیفیسانتر
، روی ستون را از طریق پایپت کردن 7 سوپرناتانت )مایع بالای کلاف( حاصل شده از مرحله -7

)حاوی غشتتای ستتیلیکایی( اعمال کنید. )مراقب باشتتید که رستتوب  QIAprep چرخشتتی
 .دیستون را در لوله همراه قرار دهل منتقل نشود(. کرکی شک

 محلول خروجی را دور بریزید. .دیکن وژیفیسانتر هیبان 29به مدت  -5
 هیبان 29به مدت  سپس بشویید، PBبافر  mL9/9 را با افزودن QIAprepستون چرخش  -19

 محلول خروجی را دور بریزید. .دیکن وژیفیسانتر
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 29به مدت  ستتپس بشتتویید، PEبافر  mL79/9 با افزودن را QIAprepستتتون چرخش  -11
 .دیکن وژیفیسانتر هیبان
تا  کنید وژیفیستتتانتر گرید قهیدق یکبته متدت  ستتتپس بریزیتد،محلول خروجی را دور  -13

 شو حذف شود.وبافر شست ماندهیباق
شتتماره ها را با ویال .دیقرار ده زیتم وژیفیکروستتانتریم mL9/1 ویال کیهر ستتون را در  -12

 .دیبزن علامتخود  اسم و حروف اول خی، تار_____ pLentiCRISPR-sgRNAکلون 
یک دقیقه صبر  د،یرا به مرکز هر ستون اضافه کن EBبافر  DNA ،μL 99 شتویش یبرا -11

 .دیکن وژیفیسانتر قهیدق سپس یک ،کنید
 استتتپکتروفتومتر ای نانودراپ یک از ،خود DNA یهاغلظت و خلوص نمونه نییته یبرا -19

 هایویال یرو یکراستتت)شتتامل واحدها( را  DNAکه غلظت  دیدقت کن .دیاستتتفاده کن
 .دیسیدار بنوعلامت وژیفیکروسانتریم
 یابییارستتتال به مرکز توال یبرا نمونه ستتتازیآماده یبرا ریز نامهشتتتیوه: مربیان توجهقتابتل

GENEWIZ  .که در  داردیابی مختلفی در ستتراستتر جهان وجود توالی تجهیزاتارائه شتتده استتت
 گر،ید تجهیزات های علمی مختلف قرار گرفته استتتت. در صتتتورت استتتتفاده ازستتتستتتهؤاختیار م
 ا برای آن تجهیزات را مطالهه کنید.هسازی نمونهآماده یهانامهشیوه
 
 یابییتوال یبرا هاکردن نمونهآماده ب. 

 هاآندر خود را  یابییتوال یهاواکنش ستتپس کنید،ظریف تهیه  وارهیبا د PCR ویالستته  -1
ها را در اختیار شتتما قرار امت زدن ویالمربی شتتما اطلاعات لازم در مورد عل .دیکن میتنظ

 خواهد داد.
تنظیم کنید که مقدار  یبه صتتورت، حجم هر نمونه را DNA Minipreppedبا استتتفاده از  -3

DNA  آن بهng1999 یابی مقدار تقریبی برسد. دستگاه توالیμL 19 کند. را پذیرش می
، استتتفاده دیدار اریاختهر مقداری که در شتتما غلظت کمتری دارد، از  DNA)توجه: اگر 

 کنید(.
 در هک خواهیم کرداستتتفاده  گانیرا یابییتوال آغازگر کیما از  ،یابییتوال یهاواکنش یبرا -2

در  است. U6مخصوص پروموتر  آغازگر نیادر دسترس قرار دارد.  یابیتوالی مراکز بیشتتر
که  مکانی استتتبلافاصتتله در بالادستتت  یانستتان U6، پروموتر pLentiCRISPR-Eوکتور 
 یها)شتتکل خواهید کرد یستازکلون در آن مکان خود را sgRNA صتورت بالقوهبهشتما 
که کند امکان را فراهم می نیشتتما االحاقی  sgRNA قطههاندازه کوتاه  (.1-32و  32-2

آغازگر  کی استتتتفاده را تنها با (بالا تیفیبا ک) هایتوال ی ازکاف تهدادی ی،ابییواکنش توال
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متصتتل  یابییتوال آغازگر کی ، فاقدشتتما یابیتوالی توجه: اگر مرکزتولید کند.  یابییتوال
زیر را برای استفاده  آغازگردرخواست سنتز  هاآناز  دیتوانی، مباشد U6به پروموتر  شونده

 ه باشید:یابی خود داشتهای توالیدر واکنش
 5´GAC TAT CAT ATG CTT ACC GT 3´ 

تحویل خود  یبه مرب ،گرید یابییتوالمرکز  کی ای GENEWIZبه  برای ارستتال را هاویال -1
 دهید.

 داری کنید.نگه -39℃را در فریزر  Miniprepپلازمید حاصل شده از کیت  -9
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 ایمباحثه هایپرسش
در کدام قسمت دیگر از  (.2-39)شکل  دیکن یرا بررس pLentiCRISPR-E وکتورنقشته  -1

و متصتتل  طراحی sgRNAحضتتور  تسییدمنظور یابی را بهتوالی آغازگرتوان یک وکتور می
 کردپ

3- pLentiCRISPR-E  وpEGFP-N1 های ستتتلول لقیحدر صتتتورت ت .دیکن ستتتهیرا مقا
 رخ خواهد دادپ یچه اتفاق ،LB/kan توسط محیط CRISPR با شده ترادیسی

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و هشتم
CRISPR بخش چهارمپیشرفته ، 
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 الف-یشگاه: جلسه بیست و هشتمکلاس آزما
CRISPR بخش چهارمپیشرفته ، 

 
 مقدمه -1

 ، به جلسات هفتم و هشتم مراجهه کنید.یابی سانگربرای کسب اطلاعات بیشتر در مورد توالی
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 1DNA یتوال یمحاسبات لیو تحل هیتجزالف. 
 هاآن .خواهید داشتتتت ازین هاآن یحاو یهالیخود، به فا یابییتوال جینتا مشتتتاهده یبرا -1

های خاصتتی با استتتفاده از برنامه شتتوند.یم رهیذخ abi.یهالیفا صتتورتبه طور مهمولبه
های ارائه شده در این جلسه آزمایشگاهی، امهنها را مشتاهده کرد. شتیوهتوان این فایلمی

 Technelysium Pty Ltd3صورت رایگان توسط که به استت Chromasافزار مختل نرم
 یتوانند عملکردهایو م استتتمشتتابه ها آن بیشتتتر یاما کاربرد عمومارائه شتتده استتت، 

 Finchمحبوب  و گانیرا افزارنرم کاربران مک، در مورددر اختیار قرار دهند. را  یمشتتابه

TV دهد.عملکرد مشابهی ارائه می 
بالا و  تیفیبا ک یهاداده یحاو یتا طول توال کنیداسکن  تصویری صتورتبهرا  کروماتوگرام -3

 ریادممکن استتت مق نیهمچن یابییتوال تجهیزات .دیکن نیی( را تهNفقط چند )N بدون 
 شما قرار دهد. اریهر نمونه را در اخت یو طول یفیک

این  رایز ،کرد دایپ BsmBI تیسا یتوان با جستتجویشتما را نم الحاقی توالی قیدق مکان -2
توان توالی جای این عمل، میبه رفته استتتت. نیاز ب کلون کردن فرآیند در طول قستتمت

 ی،دینوکلئوت توالی یجستجو یبراوجو کرد. توجه به اندازه کوچک آن جست الحاقی را با
با  ار آمدهدستبه قابلیت تطابق توالی .دیابزار استتفاده کن بانددر  Find گزینهاز  دیتوانیم
تهیین کنید  و شتده توسط شما بررسی طراحی( نوکلئوتید 39) ستنس sgRNA یگویلوا
 9´ یانتها ییشتتناستتا یبرا وجود نداشتتته باشتتد. هیناح نیدر ا یمبهم دینوکلئوت چیه که
توالی  .دیرا جستتتتجو کن CACCG توالی، یابیفرآینتد توالیخود در  sgRNA یگویلوا

 لیگوو( و در ا39MERنوکلئوتید ) 39 بالادستتتت، بلتافتاصتتتله در CACCGاوورهنتگ 
sgRNA شتتده با  به وکتور هضتتم وصتتل شتتدنبرای  مکملمنظور تولید انتهای بالا، به

                                                 
1. Computational. analysis. of. DNA. sequences 

2. http://technelysium.com.au/wp/chromas/ 
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BsmBI .2´ یانتها یوجوجستتت یبرا، توستتط شتتما مهندستتی گردید sgRNA  الحاقی
و  2-32های که در شکل طورهمان .دیرا جستجو کن gRNA )اسکافولد( 1خود، داربستت

 نیا. است pLentiCRISPR-Eنشتان داده شده است، این قسمت بخشی از وکتور  39-2
نوکلئوتیدی  39 یکه توال دیکن یبررستت شتتود.یدر رشتتته بالا شتتروع م GTTTTبا  توالی
شما مطابقت  توسط شتده یطراح sgRNAبا ، GTTTT 2´و  CACCG 9´ نیب موجود

یابی دریافتی در گروه خود مقایستته این تجزیه و تحلیل را با هر فایل توالی داشتتته باشتتد.
 کنید.

 BLASTنتایج  نتایج این قستتتمت نستتتبت به 3نوکلئوتیدی را انجام دهید BLASTیک  -1
شما ، ممکن است متفاوت باشد. egfp ستازی ژنکلون تسییدیابی برای انجام توالی پیشتین
 د،یندار را هاژن تمامیخود با  یابییتوالبرای نتایج  BLAST یبه انجام جستتتتجو نیازی

در  باشتتد. مهینژن  کیکه مختل  دیاکرده یطراح یه صتتورتبرا  قطهه الحاقی نیا رایز
شده  طراحی یدو توال را خواهد داد کهامکان  این به شما BLAST دینوکلئوت کیعوض، 

 Align two or more -توالیچند  ایتراز دو »کادر از علتامت زدن  .دیتکن ترازیهمرا 

sequences» شیدو کادر نما نیا ،این امر ةدر نتیج (.1-37)شکل  ینان حاصل کنیداطم 
خود را  یابییتوال جینتا. «Subject sequence»و  «Query sequence»: شتتودیداده م

 subjectرا در کادر  ژن مورد نظر خود ییکتا و شتتتمتاره Query sequenceدر کتادر 

sequence  .در حالتانتخاب برنامه را قرار دهید «Megablast» شتتما  جینتا .قرار دهید
 علاقه مورد ژن با درصد 199به میزان که  دهندرا نشتان  یاز توال یکوتاه هایرشتته دیبا

یابی دریافتی در گروه خود هستتتند. این تجزیه و تحلیل را با هر فایل توالی ترازهم شتتما،
 مقایسه کنید.

 آیا هک خواهد کردتسیید مربی  کنید. ستپسارائه  یخود را به مرب دینوکلئوت BLAST جینتا -9
یا خیر.  دهدی( را نشان مبالا sgRNA)رشته  حیصتح قطهه الحاقی ،شتما یابییتوال جینتا

اند، مثبت باشند. یابی غربال شدهکه توالی شده های ترادیستیممکن استت تمامی ستلول
ب ( را به خود اختصاص -37جلسه در ) A260/A280نسبت  نیکه بهتر هااز نمونه یکی

 راگخواهید داشت.  ازین نمونه کیفقط به  شیادامه آزما یبرا رایز داده بود، انتخاب کنید 
 یالحاق قطهه های ترادیستی شدهستلول ای تیفیبا ک یابییتوال هایخوانشگروه شتما  در

                                                 
1. Scaffold  

2https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blastn&BLA

ST_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq 
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را  های ترادیسی شده دیگرستلول، یپس از مشتورت با مرب انیدتومی، وجود نداشتتشتما 
 .دیاستفاده کن گرید هایگروه دیمزپلا DNAاز  ایغربال 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .NCBIنوکلئوتید در  BLASTای از نمونه :1-28شال 
 
 EGFP کننده بیان پستانداران یهاسلول پلیت کردنو  شمارشب. 

 17به جلسه  ،مطالهه ی)برا دیاستتفاده کن ضتد عفونی کیاز تکن ،در کشتت هاهنگام کار با ستلول
 لیو تحل هیرا تجز یشتتیآزما sgRNA کیاز  شیتوجه: اگر گروه شتتما ب (.دیمراجهه کن شتتگاهیآزما
 تهیه یبرا ریز یهانامهشتتتیوه .دیکن پلیت هاآنمبنای را بر  یشتتتتریب یهاکچاه دیبتا کنتد،یم

شده  یطراح sgRNA کی ترادیسی یسازنهیبه یبرا یشتیآزما کمناستب و سته چاه یهاکنترل
 ارائه شده است. ط شما،توس

و آماده  زیرا روشن، تم لامینار، هود هاکار با سلول پیش از آغاز ،شگاهیآزما 17مشابه جلسه  -1
: دیکن آماده پیشاز  مراحل نیا یخود را برا ازیمورد ن یمصرف و تجهیزات تمام مواد .کنید

 لیاستر یتپل کیو  لیاستر کیسرولوژ پتایپ ل،یپاستور استر پتایپ ل،یاستر سترستمپلر
 بمانند. یباق لامینازدر هود  دیبا پپتورهاها و سمپلر .کیچاه 17

 یکه توسط مرب HEK293 یهااز سلول یمربه متریستانت 19 فلاستک  ای دیشپتری کی -3
 تایو جزئ کنیدرا مشاهده  هاآن یشناسختیرو  یتلاق .دیکن هیه است، تهشد فراهمشتما 

له بلافاص ،یعلائم آلودگ هرگونهدر صورت مشاهده  .دیسیخود بنو شتگاهیرا در دفترچه آزما



 369                                                                                                      ژن  انیاصلاح ب ان،یببخش پنجم: 

 

ی )حاوی محیط رشد سلول رشد کشت طیبه رنگ مح نیهمچن .دیخود اطلاع ده یبه مرب
محیط  HEK293هتتای محیط رشتتتد کتتامتتل برای ستتتلول .دیتخود توجته کن (کتامتتل

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ( با گلوکز فراوانmg/L 1999 )که  استتت
گلوتامین، -ال mM 3آمینواستتیدهای غیر ضتتروری،  FBS ،mM 1/9درصتتد  19حاوی 
mM 1 رووات، ستتتدیم پیmg/L 1999 ستتتیلیندرصتتتد پنی 1کربنات و ستتتدیم بی-

 است. pHکه نشانگر  استل قرمز وفن یحاو. این محیط همچنین استت استترپتومایستین
لاع خود اط یکرد، به مرب ریی( تغبازیبنفش ) ای( یدیبه شدت به زرد )اس طیاگر رنگ مح

 .دیده
 آرامیبه دبایکار  نیا .دیخارج کن دیشپتریرا از  طیمح ل،یپاستور استر پتایپ با استفاده از -2

 دهیدپاستور را در ته ظرف قرار  پتایو نوك پ دیظرف را به سمت خود بچرخان شود انجام 
ا ر یانقطه .، آن را ظرف نگه داریدشود به داخل پایپت کشتیده طیکه تمام مح یتا زمان و

نقطه  نیاز ا شتتتهیشتتتما هم .دیبه خاطر بستتتپار رار گرفت رادر آن نوك پتایپتت ق کته
 .دیکن یریاز ظرف خود جلوگ هاسلول ونیراسیتا از آسپ کنید ونیراسیآسپ

و با دقت  کنیداضتتتافه  دیشپتریرا به  لیاستتتتر PBS ×1 از mL 3در حدود  آرامیبته -1
 نیا حتم به د،یکنیاضافه م عیبه آن ما ایرا خارج خود  یهاهر زمان که ستلول .دیبچرخان

 .دیکن یریجلوگ هاسلول ییتا از جابجا دهیدکار را از همان مکان انجام 
9- PBS دیرا از ظرف خارج کن. 
ظرف گرم شتتده را به  پیشاز  EDTA-نیپستتیتر درصتتد39/9از محلول  mL 9/3 مقدار -3

ظرف را دوباره  .دیظرف بچرخان یرو ی در کف،از پوشش کاف نانیاطم یو برا دنیکاضتافه 
 کی نیپستتتیتر .دیکن میتنظ قهیدق 2تا  3 یخود را برا مریو تا هیتددقرار  در انکوبتاتور

 نیشده ب جادیا یهاتماس نیو همچن یسلول وصتل شدنکه  استت نیستر حاوی پروتئاز
 برد.یم نیاز ب نیآرژن ای نیزیل نالیترم C قسمت دنیرا با بر یکیو ظرف پلاستت اهستلول

مینان اط نیبنابرا وارد کند  بیشما آس یهاتواند به سلولیاز حد م شیب ینه شدنپستیتر
 1سازهشلات کی EDTA .دینکن تیماراز زمان مشتخل شتده  شیکه آن را ب حاصتل کنید

 ولسل -سلول یهاچسبنده که متشکل از برهمکنش یهامولکول استت. یتیدو ظرف یفلز
 نیتواند ایم EDTA ن،یبنابرا  دارند ازین Mg+2و  Ca+2ستتلول هستتتند، به  -کسیو ماتر

 کمک کند. نیپسیجدا شدن توسط تر ساده کردن و به  فیفهل و انفهالات را تضه

                                                 
1. Chelator.  



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           371

 

شناور  طیجدا شده در مح یهاستلول .دیمشتاهده کن کروستکوپیم ریخود را ز یهاستلول -7
سطح  کی یاما محکم رو آرامیبه دیممکن است بخواه رستند.یو گرد به نظر م شتوندمی
درصد  99 اگر هنوز .دیکمک کن ی خودهاسلول شتریتا به جدا شدن ب بزنیدضربه  لیاستر
 انکوباتور در گرید قهیدق 3آن را به مدت  ،انددهیبه ظرف چسبشما  یهاسلول بیشتتر( از)

 قرار دهید. 27℃
 را گرم شتتده پیشاز  (DMEM) رشتتد کامل طیاز مح mL9 ،هاپس از جدا شتتدن ستتلول -7

 یسلول هیسطح لا یرو آرامیبهبار  نیندرا چ طیمح شود. رفهالیغ نیپسیتا تر دنیکاضافه 
جاد تواند باعث ایشدید می پایپت کردن .دیحاصل کن نانیتا از جدا شدن اطم کنید پتایپ

 آسیب سلولی شود، بنابراین مراقب باشید.
 اند.شتتده عیتوز تکنواخی طوربه هاکه ستتلول دیتا مطمئن شتتو دیظرف را بچرخان آرامیبه -5

 .دیهست تومتریخود با استفاده از هماس یهاسلول اکنون آماده شمارش
خودکار مانند  یستتتلول شتتتمارشتتتگر کیتوان از یدر زمان: م ییجوصتتترفته برای نکتته     

Cellometer شرکت از Nexcelom .استفاده کرد 
 ائهار روش شوند.یاستفاده م هاسلول شمارش یکه برا هستند ییهادستگاه تومترهایهماس      

 یهانمونهتوان از یمناسب است، اگرچه م یاشتهیشت یتومترهایهماست یبرا ریز شتده در
 استفاده کرد. زیمصرف ن باریک یکیپلاست

خود قرار  یو در جا نیدرا خشک ک روکش .دیکن زیتم درصد 79الکل را با  لاملمحفظه و  -19
 .دیده
 ل،یتراس سترسمپلربا استتفاده از  تا مخلوط شتوند. کنید پتایپ نییرا به بالا و پا هاستلول -11

μL 39 این  .دیرا با دقت خارج کن یستتلول ونیاز ستتوستتپانستتμL 39  را به هر محفظه
 نیب یسلول ونیستوسپانس کردن پتایرا با آهستته پ ملع نیا .دیاضتافه کن تومتریهماست
دو  نیب کنواختی هیلا کیمحلول را در  ینگییموعمل  د،یانجام ده تومتریو هماستتت لامل

 محفظه را بیش از حد پر نکنید. کند.یسطح پخش م
فاده از کنتراستتت فاز و فوکوس با استتتو  ×19 یئیشتت کی ریز کروستکوپیمحفظه را در م -13

 .دیده لیرا تشخ تومتریو خطوط شبکه هماس هاتا سلول دهیدقرار  زیر /ریمس
 دیبشمار را یمربه 13مجموعه  کیدر  ی موجودهاسلول ،یبا استتفاده از شتمارنده دستت -12

وسط، بالا و سمت راست قرار  یا که در مرزهار ییها، سلولهنگام شمارش (.2-17)شکل 
 .دیبگنجان رند،یگیم
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 های هرتا برآورد تهداد سلولو  کنیدمنتقل  یمربه 13 یرا به مجموعه بهد تومتریهماست -11
از هر  ببت شده یهاسلول تهداد حتم بهرا ادامه دهید.  شمارش ی،مربه 13چهار مجموعه 

 .دیخود ببت کن شگاهیآزمادر دفترچه  را مربع
ضرب  19999و در برآورد  یمربه 13 یهااز مجموعه کیرا از هر  هاتهداد سلول نیانگیم -91

ما ش یسلول ونیستوسپانس لیترمیلی به ازای هر کل مقدار ستلول ییعدد نها (.119) دیکن
 است.

 3 پلیت کیاز  کچاه کیدر  سلول 1×919تراکم کاشت  یبرا ازیمورد ن یهاحجم سلول -31
 محاسبه کنید: 2V2C=1V1Cبا استفاده از فرمول را  کیچاه

1Cهای شمارش: غلظت سلول ( شدهcells/mL:) 
1V( حجم سوسپانسیون سلولی :mL:)( مورد نیاز )مجهول 
2Cها: غلظت مطلوب سلول :Lcells/m 919×3/1 
2V :حجم کل مورد نظر :mL 9/3 
اضافه  mL19 لیاستر یمخروط ویال کیرا به  یسلول ونیستوستپانست ی ازحجم مناستب -17

. با دقت پایپت دیخوب مخلوط کن .دیبرستتان mL9/3 کامل به طیحجم کل را با مح .دیکن
هر  بهرا  یسلول ونیسوسپانسmL39/9 ( و بلافاصلهدیکن یریحباب جلوگ لی)از تشک نیدک

 .دیخود اضافه کن چاهک( 3)در کل برای  کیچاه 17 پلیتچاهک از 
 از سوسپانسیون سلولی را به شش چاهک مختلف اضافه کنید. mL139/9 در ادامه، مقدار -17
منظور رساندن حجم ها را بهبیوتیک( بدون آنتیDMEMاز محیط کامل ) μL139 مقدار -15

 1×119. اکنون شتتما باید شتتش چاهک با اضتتافه کنید هاآنبه  μL993 ها بهچاهککل 
 ( سلول را در اختیار داشته باشید.3×119و شش چاهک با نصف مقدار ذکر شده ) سلول

اطلتاعات دقیق مربوط به خود و همچنین تاریخ را روی درب پلیت درج کنید. پلیت را به  -39
خود را دفع  یاضتتاف یهاکه چگونه ستتلول خواهد گفتبه شتتما  یمرب. دیزگردانبا رانکوباتو

 .دیکن
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 ایمباحثه هایپرسش
 چراپ شود.ینم BLASTمورد نظر شما  شما به ژن یابییتوال شموارد خوان بیشتر -1
 یجابه دیتوانیم از این روش ایآ ستپیچ شده متصل گویلوا یستازکلون یاصتل تیمحدود -3

 چراپ دپیاستفاده کن شگاهیآزما سومدر جلسه  PCRبا  یسازروش کلون
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 ب-کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و هشتم
 شگاهیجلسه موقت آزما

 CRISPR با وکتورهای ترادیسی
 
 مقدمه -1

مورد  sgRNA کیکه  یدکرد تسییدو  لیو تحل هیگروه خود را تجز یابیتیتوال یهتااکنون کته داده
 یهارا به ستتتلول دهایمزآن پلا دیتوانیکلون شتتتده استتتت، م pLentiCRISPR-Eدر  نظر شتتتما
HEK293  داریپا طوربهکه  کنیدمنتقل EGFP کنندیم انیرا ب. 

 دهد:یاجازه م هابه سلول امر نیا
1- sgRNA دیکن یسیمورد نظر خود را در ژنوم انسان رونو ژن مختل( ی)ها. 
به وجود یک کمپلکس را  sgRNAکه با  کندمیو ترجمته  یستتتیرا رونو Cas9نوکلئتاز  -3

 شودمی جادیمورد نظر شما ا در ژن یادو رشته یهایشکستگ . در نتیجه این امر،آوردمی
 یهاستتلول در مورد انتقال شتتتریاطلاعات ب ی کستتببرا .شتتودفهال  NHEJ ریتا مستت

 .دیرا مرور کن شگاهیآزما 15، جلسه پستانداران
 
 آزمایشگاهی هایتمرین -2

 یهاکچاه دیبا کند،یم لیو تحل هیرا تجز یشتتیآزما sgRNA کیاز  شی: اگر گروه شتتما بتوجه
ب و مناستت یهاکنترل تهیه یبرا ریز یهانامهشتتیوه .دیکن پلیت هاآنمبنای  نیرا بر ا یشتتتریب

ارائه  شده توسط شما، یطراح sgRNA کی ترادیسی یستازنهیبه یبرا یشتیآزما کسته چاه
. دیمراجهه کن 2-15به شکل  ،انتقال فرآیند یکل چارچوب منظور آشنایی بیشترشتده استت. به

ه شد و اقتباس اصتلاح FuGENE HD Promega انتقالرف مه مربوط نامهشتیوه ازروش  نیا
 :است
 اتاق برستتتد. یبه دما دیو اجازه ده نیدخارج ک 1℃ خچالیرا از  FuGENE HDمهرف  -1

 .دیمخلوط کن نه کردن ویال، مهرف راوبا وار و آرامیبهاز استفاده  پیش
 ترسیم کنید. 1-37مشابه جدول  یجدول ،خود ادداشتیدر دفترچه  -3

( و FuGENE HD ای دیمز)بدون پلا Opti-MEM شتتتامل، تنها یمنف یهاکنترلف. ال
pLentiCRISPR-E  که(تنها حاوی Cas9 و هیچ است sgRNA ینم دیتول را )کند

 خواهد بود.
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 خواهد بود. egfpدر برابر  شده تسیید sgRNA کی CRISPR یکنترل مثبت شما براب. 
شود یشما ارائه م یو توسط مرب دهدنمیمورد نظر شما را هدف قرار  ژن ،کنترل نیا
 (.دیکرده باش رهیذخ یقبل شگاهیممکن است آن را از جلسه آزما)

تیمار شتتده استتت  Mini-prepکه با  sgRNA pLentiCRISPRپ. غلظت هر پلازمید 
 پلازمید DNA ی،ابییتوال جیبر استتاس نتا دیشتتما با( را بررستتی کنید. 37)جلستته 

 1-37آخر جدول  فیغلظت آن را در ستته ردرا انتخاب کنید.  آزمایشتتی برای انتقال
(pLentiCRISPR-sgRNAببت کن )دی. 

آماده شتتده بود قبل  گروه خود را که روز HEK293 یهاستتلولحاوی  کیچاه 17 پلیت -2
کامل  طیمح یستتترم تازه حاو mL 39/9خارج و با  کرا از هر چاه طیمح .دیکن آمتاده

(DMEM ) دیکن نیگزیجا ،کیوتیبیگونه آنتچیبدون هو. 
خود را در  یهاسلول یو تلاق شناسیریخت، ×19 یئیش یو عدس کروسکوپیبا استفاده از م -1

 39-79های شما باید در محدوده درصد تلاقی سلول .دیمشتاهده و ببت کن دینور ستف ریز
را با دو تراکم  هاشتما ستتلولشتتناور در محیط باشتد.  درصتد و همراه تهداد اندکی ستلول

هایی که منجر به ایجاد سلول شما باید تراکمی را انتخاب کرده باشید .دیکرد پلیتمختلف 
درصتد تلاقی خواهد شد  زیرا شما تنها آن شش چاهک را منتقل خواهید کرد.  39-79با 

 تلاقیشما در محدوده  یهااز سلول کیچیهاگر  ای دیشد یعلائم آلودگ هرگونهاگر متوجه 
 کشت رخود را به انکوباتو پلیت .دیخود اطلاع ده یبه مرب ،درصتدی قرار نداشتت 79-39
 .دیبازگردان یسلول

علامت بزنید.  1-37مطابق با جدول را  لیاستر وژیفیکروسانتریم ویال، شش لامیناردر هود  -9
ی لفمخت ری، بهتر است مقادژن شیرایو فرآیند جهیدرنتو  انتقال بازدهی یستازنهیبه یبرا
 ریقادم شیمختلف را با افزا انتقال ترکیبشتتتما ستتته  ن،یبنابرا  دیکن منتقلرا  دیمزپلا از

، 37/9کرد:  دی( آماده خواهpLentiCRISPR-sgRNAخود ) بینوترک CRISPR وکتور
ت علامت بزنید. نستتبت میکرولیتر طبق محتوی ترکیبارا  هاویال .کروگرمیم 71/9و  93/9

 حفظ کنید. 9:1 صورتبهرا  FuGENE HD:DNAبه میکروگرم 
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 ییهاویال تمام یبرا .دیاضافه کن ویال متناظر آنرا به  دیمزپلا DNAاز هر  یمقدار مناستب -3
منظور رستتاندن حجم  را به OptiMEMکنند، یم افتیدر دیمزپلا DNA از μg 37/9که 

 .دیاضافه کن μL 13 کل به
بدون ستتترم  یهامحیطاز  ،OptiMEM یجابهتوان ی: منهیدر هز جوییصتتترفه برای نکتته

 استفاده کرد.
را  OptiMEM، کنندیم افتیدر دیمزپلا DNA از μL 93/9که  یشتتیآزما یهاویال یبرا -7

 .دیاضافه کن μL 31 رساندن حجم کل به منظوربه
را  OptiMEM، کنندیم افتیدر دیمزپلا DNA از μL 71/9که  یشتتیآزما یهاویال یبرا -7

 (.1-37)جدول  دیاضافه کن μL 33 رساندن حجم کل به منظوربه
 DNAها که مقدار در برخی از نمونته FuGENE HD:DNA 9:1 حفظ نستتتبتت یبرا -5

 حجم مشخل شدهپیدا کند.  شیافزا دیبا زین FuGENE HDحجم  ،کندافزایش پیدا می
 دیاضتتافه کن Opti-MEMرقیق شتتده با  DNAبه  را با دقت FuGENE HDمهرف  از

 یکیپلاست یهاوارهیبا د یکراستت FuGENE HDکه مهرف  دیاجازه نده. (1-37)جدول 
ستتتر  دهد.یرا به شتتتدت کاهش م انتقال بازدهی عمل نیا رایز  کند دایتمتاس پ ویتال

به  کردن پتایرا با پ ویالموجود در هر  اتیمحتوستتمپلرها را برای هر نمونه عوض کنید. 
 لامیناردر هود  قهیدق 19مدت  ها را بهویال .دیمختصر مخلوط کن ورتکسبا  ای نییبالا و پا

 شتتتود میمنجر  DNA:FuGENE HD یهاترکیب لیزمان به تشتتتک نیا .قرار دهید
 شود. هاتا وارد سلول سازدمیرا قادر  DNA نیبنابرا

های پلیت را بر استتتاس چاهک .دیخارج کن کوبتاتورگروه خود را از ان کیچتاه 17 پلیتت -11
 علامت بزنید. 1-37ی آن و طبق جدول امحتو

 کیچاه 17 پلیت در مربوطه کبه چاه یاقطره صورتبهرا  انتقال یهاترکیبحجم  متما -13
در  FuGENE HD:DNA ترکیبکامل  نمخلوط شتتتداز  نانیاطم یبرا .دیاضتتتافه کن

 را به انکوباتور ستتپس آن دهید،به جلو و عقب تکان  آرامیبهرا  پلیت ط،یستترتاستتر مح
 شده منتقل یهاستلول نیرا از ا gDNA، شتگاهیآزما یدر جلسته بهد .بازگردانید 27℃

 .دیرا آغاز کن CRISPRبا واسطه  ژن شیرایو یابیتا ارز کنیدبرداشت 
 
 
 
 



   

 کلاس آزمایشگاه: جلسه بیست و نهم
CRISPR بخش پنجمپیشرفته : 

 
 استفاده از با و کنیدمی هضمرا  CRISPR یبا وکتورها شده منتقل یهاستلولامروز شتما  هدف:
PCR، هیناح DNA یژنوم (gDNA را که )قصتد هدف قرار دادن آن با sgRNA دارید خود یها، 
 .دیکنیم تکثیر
 
 مقدمه -1

که در  گونههماننیستتتند.  مؤبراندازه  کیبه  مهین، ژن کیها در هدف قرار دادن  sgRNA تمامی
و شما  یها sgRNA یکمک به طراح یبرا ایرایانه تمیالگور کی شد، نشان داده پیش هایجلسته

به حداقل رساندن  حالنیدرع ،در ژن مورد نظر شما یبرش یبه منظور به حداکثر رساندن رخدادها
 یها sgRNAشود که محققان یم پیشنهاد ،امر نیبا توجه به ا ستتفاده شتد.ا خارج از هدف ابرات
 است. RNAi یبه استراتژ هیشب ی،تجرب یطراح یاستراتژ نیا کنند. شیو آزما یرا طراح یمتهدد
 حذف ای الحاقدر ژن و منجر به  یادو رشتتته شتتکستتتگی کی ستتبب ایجاد sgRNA کیاگر  یحت

و  sgRNAکه  CRISPRوکتور  انتقال را در نظر گرفت. یاحتمال جینتا ریسا دیبا، شتد قطهات ژنی
Cas9 شما  از آنجایی که ن،یعلاوه بر ا .نخواهد بود مؤبر درصد 199 صتورتبه کند، هرگزیرا کد م
 دیها تولاز سلول تیجمه ریز کیفقط در  CRISPRناقل  د،یاکرده منتقلرا  هاموقت سلول طوربه
ز ا متهددی ریکه مقاد شد پیشتنهاد، به شتما انتقال ییبه منظور به حداکثر رستاندن کارا .شتودیم

را  وکتورکه  ییهادر ستتتلول یحت .دیکن شیآزما خودهای انتقالی ستتتلولرا در  CRISPRوکتور 
ژن مورد نظر شما هدف قرار  یآلل را برا از دو یکیها ممکن استت تنها  sgRNA، اندکرده افتیدر

 یهاشیآزما ن،یبنابرا  خواهد شد (گوتینه هموز) گوتیهتروز یها DSB سبب ایجادامر  نیا دهند.
CRISPR د.ندار یبستگ زیبرش ن یبازده به ، بلکهانتقال بازدهیبه  تنهانه 

در مکان مورد نظر شتتده  ایندل ستتبب ایجاد یک sgRNA کیکند که  تسیید دیمحقق با کی
نظر  نی( از ا31و  32 یشتتگاهی)جلستتات آزما egfp ستترکوببا هدف  CRISPR شیآزمااستتت. 

 ردقابل ردیابی، مورد هدف قرار گرفته استتت. فلورستتنت  یژن فرآورده کیمنحصتتر به فرد بود که 
 لیتحل و هیتجز یبرامنظور،  نیبه هم .ستین لیمورد نظر شما با چشم قابل تشخ موارد، ژن بیشتر
 زهای حاصل اشکاف یکم یریگاندازه استفاده کرد. ییایمیوشیب یهاروشاز  دیبا ی،ریگهدف دقت

gDNA نیمؤبرترتا  دهدمیامکان را  نیبه شتتما ا sgRNA شیرایو یهاشیآزما شتتبردیپ یرا برا 
عنوان مبنای  انتخاب کنید. طرح شماتیک این جلسه و جلسه بهدی که به CRISPRژن با واسطه 
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را از  gDNA شما امروز،ارائه شتده استت.  1-35ها عمل خواهند کرد، در تصتویر اولیه این انتخاب
که شما قصد  است gDNAهمان  نیا رایز  دیکنیجدا م CRISPR وکتوربا  منتقل شده یهاسلول

 لکوس یحاوکه  gDNAیک قطهه از  ریتکث یبرا PCRسپس، شما از داشتید. آن را  مختل کردن
 دای خواهد بود، استفاده خواهید کرد. توجه کنیهای دو رشتهمورد نظر شتما برای ایجاد شتکستگی

 شگاه،یآزما یدر جلسه بهد .قرار گرفته استت PAM مکان کیبلافاصتله در بالادستت قطهه  نیا که
منظور شناسایی عدم تطابق به و کنیدمی متصل دوبارهو  واسرشتهرا  PCR فرآورده یهارشته شتما

رشته  کیکه  خواهد دادعدم تطابق نشان خواهید کرد. اضتافه  را میآنز ، یکDNAدر  نوکلئوتیدها
DNA خواهد  ی دارد، متصتتلمتفاوت ندلیا ای رد،ندا ندلیکه ا یارشتتته هدوباره ب ،ندلیا حاوی یک

توان تهیین کرد با استفاده از این روش می (.دیمراجهه کن 2-9مراحل  1-35)به شکل شتد یا خیر 
 اند.شده تا چه اندازه سبب ایجاد برش در جایگاه ژنومی های مورد بررسی sgRNAاز  هرکدامکه 

 
 یشگاهیآزما هایتمرین -2

، GeneArt Genomic Cleavage Detection Kit MAN0009849 یاز راهنمتتا ریمراحتل ز
 د،یکنیاستفاده م هادیگری برای شتناسایی ایندلاگر از روش  شتده استت. و اقتباس اصتلاح 3911
 .دیکن بررسی را سازنده یهانامهشیوه

جلسه آزمایشگاه:  سکلابرداشت شوند ) انتقالساعت پس از  17 دیبا هاسلول: انیمرب توجهقابل
با  هاسلول جادیباعث ا تریطولان ونیکوباسان (.چهارمقسمت  -شرفتهیپ CRISPR بیستت و هشتم،

ساعت پس از انتقال رخ  17برداشت در طی  فرآیند کهدرصورتی .شودیمدرصتد تلاقی بیش از حد 
در صورت قصد تا زمان استفاده بهدی نگهداری کنند.  -79℃در دمای را ها نداد، مربیان باید کلاف

و با هدف تولید یک جمهیت کلونی )به مقدمه  CRISPRن مبنی بر حفظ وکتورهتای دانشتتتجویتا
موجود در هر چاهک برداشت و تجزیه و  یهاجلسته بهدی مراجهه شتود(، تنها باید نیمی از ستلول

اد. د ها کشت، در چاهکهامنظور تشخیل ایندلتوان بهها را مینیمی دیگر از سلولتحلیل شتوند. 
صورتی نوشته شده که دانشجویان روش شناسایی ایندل را انجام ندهند. به 29و  35ها مقدمه جلسه

)کنترل منفی برای هدف  pLentiCRISPR-EGFPتوان با استتتفاده از را تنها می عصتتارهعلاوه، به
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)آزمایشی(  pLentiCRISPR-sgRNAمورد نظر( تولید کرد  بنابراین، هر چاهک با  قرار دادن ژن
 در هر گروه، منتقل خواهد شد. عصارهو برای چهار 

 

 1-3آزمایشگاه شامل مراحل  35. جلسه GeneArt Genomicمروری بر روش کار کیت تشخیصی  :1-21شال 
 .استاین روش  2-9آزمایشگاه شامل مراحل  29این روش و جلسه 

 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           381

 

 هاالف. برداشت سلول
 منتقل شتگاهیآزما 37گروه خود را که در جلستته  HEK293 یهاستتلول کیچاه 17 پلیت -1

 .دیکن افتیاند، درشده
خود را در  یهاسلول یو تلاق شناسیریخت، ×19 یئیش یو عدس کروسکوپیبا استفاده از م -3

لاقی تهم  ابه شدت ب دیبا مرحله نیشما در ا یهاسلول .دینمشاهده و ببت ک دینور سف ریز
 باشند. داشته

 طیمح کیدر  هاآنشتتما با  .دیببر میز کار روی خود را به شتتده منتقل یهاستتلول پلیت -2
 نیا دیخواهیتوجه: اگر مند شد. خواه هضمامروز  هاسلول رایکرد، ز دیکار نخواه لیاستتر
 دیها فقط باسلول د،یکن جادیکلونال ا تیجمه کیتا  دیکن ینگهدار ها را در کشتتستلول
 شوند. کاریدست لامیناردر هود 

 به داخل ،ونیراسیپمپ آستپ کی ای میز کار و یرو وکیوم کیرا با استتفاده از  طیتمام مح -1
 نیا حتم به د،یکنیبه آن اضافه م ایخود خارج  یهاستلول مایع را از هر زمان که بکشتید.
 .شود یریجلوگ هاسلول کشیده شدنتا از  دیمکان انجام ده یککار را از 

را به × PBS 1 از μL 399حدود  آرامیبه د،یکنیاستتتفاده م کیچاه 17 پلیت کیاگر از  -9
-pLentiCRISPRبا  چاهک کهو هر  pLentiCRISPR-EGFP: دیها اضتتتافه کنچاهک

sgRNA در نهایت آسپیره کنید. .دیتکان ده آرامیبهرا  پلیتاست. شده  منتقل 
اضافه و  کگرم شده را به هر چاه پیشاز درصد  EDTA 39/9-نیپستیتر μL 399حدود  -3

 .دیانکوبه کن قهیدق 2تا  3به مدت  کارمحیط  یرو
 .دیکامل را به هر چاهک اضافه کن طیاز مح μL 399حدود  -7
 منظور تشکیل یک سوسپانسیون سلولی به بالا و پایین پایپت کنید. محلول را به -7
 .دیدار منتقل کنعلامت وژیفیکروسانتریم ویال کیرا به  یسلول ونیهر سوسپانس -5
 ، اسپین کنید.g  ×399با سرعت  1℃دقیقه در دمای  9را به مدت  هاسلول -19
 19 یرا در ظرف زباله حاو عیو تمام ما نیدکبه دقت خارج  ستتترستتتمپلررا با  ییرو عیما -11

ست کن امم رایز د،ینکن ه کردنریاقدام به آسپ مرحله نیدر ا .دیزیبر ،کننده دیدرصتد ستف
 !دیرا از دست بده یسلول کلاف

 
 و استخراج هضمب. 

بافر  μL 99 دیشما با .دیاتاق ذوب کن یرا در دما نیکننده پروتئ هیو تجز یسلول هضمبافر  -1
، یسلول عصتارههر  یبرا منظور تولید ، بهنیکننده پروتئ هیتجز μL 3را با  یستلول هضتم

محاستتبه  مورد نیاز را مهرفحجم هر  ،ستتلولی هضتتمچهار  به وجود توجه ترکیب کنید. با
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درصتد بیشتر حساب  39، حجم کل را پایپت کردن با توجه به متغیر بودن فرآیند و کنید
کردن  پتایو با پ کنید پتایپ لیاستتتر وژیفیکروستتانتریم ویال کیرا در  کنید. مواد مذکور

 خوبی مخلوط کنید.را به هاآن، نییبالا و پا به
 یستتلول کلافرا به هر  نیکننده پروتئ هی/ تجزیستتلول هضتتماز مخلوط بافر  μL 99مقدار  -3

 .دیمهلق کن دوبارهرا  کلاف ن،ییبه بالا و پا کردن پتایاضافه و با پ
 .دیمنتقل کن داربرچسب PCR ویال کیرا به مهلق شده  یسلول ی کلافتمام -2
 :دیاجرا کن ترموسایکلر کیبرنامه را در  نیا -1

 دقیقه 19به مدت  37℃
 دقیقه 19به مدت  59℃
 .توقف -1 ℃

 هضمبه  دما شیافزا دهد.یرخ نم PCRواکنش ، با وجود استتفاده از ترموسایکلر در این مرحله
 ها وزمان در هاسلول انکوباستیون یمناستب برا یابزار روشت این استتفاده از کند.یکمک م یستلول
در قستتمت  مهکوس یستتیرونو یهاواکنش یبرا )همانند روش استتتفاده شتتده خاص استتت یدماها

 آگارز ژل به آماده کردن شروعشدن هستند،  هضتمها در حال ستلول کهلیدرحا  (کتاب نیچهارم ا
 PCR( 1موارد زیر، به سه ژل در هر گروه نیاز خواهد بود: ) تسییدبرای  یدر جلسته بهد رایز کنید 

 کی( 3شتتد و ) حیصتتح یلبا وزن مولکو و مورد نظر شتتما از ژن مهین فرآورده کی تولید منجر به
 شد. ییشما شناسا یهااز سلول بخشیدر  ایندل
 
 آگارز ژل و ریختن یسازآماده. پ

موارد  یبرا یکاف هایچاهک یکه دارا دارد ازین آگارز ژلیک به  ندهیهر گروه در هفتته آ -1
 باشد: ریز

 .DNAکش الف. یک چاهک برای خط
 .واکنش کنترل مثبت کیک چاهک یب. 
 pLentiCRISPR-EGFP ،pLentiCRISPR-sgRNA) عصارههر  یبرا چاهک کپ. ی

× 3.) 
 ی موارد زیر نیاز خواهد داشت:برا یکاف هایچاهکبه  ،نیهر گروه علاوه بر ا -3

 DNAکش برای خط الف. یک چاهک
 ب. دو چاهک برای واکنش کنترل

                                                 
  ،پس از تکمیل واکنش لایزPCR نگهداری کنید. -39℃ها را در دمای را انجام دهید، یا ترکیب 
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 )در کل هشت چاهک(. عصارهپ. دو چاهک برای هر 
را در  ندهیهفته آ برای ازیمورد ن هایچاهکتا تهداد  کنید هیمجزا ته آگارز امروز ستتته ژل -2

 لیترمیلی 199گرم آگارز در هر  3) درصتتد 3محلول ژل آگارز  دیشتتما با .دده یخود جا
TBEهتر ب تفکیک منظورو به ترکوچکمنافذ  جادیدرصتتد بالاتر آگارز باعث ا .دیکن هی( ته
 GelRed شتتما همچنین استتتوك .خواهد شتتدمشتتابه  یبا وزن مولکول DNAقطهات 
 تبدیل و اضافه خواهید کرد.× 1به غلظت نهایی  را× 19999

 دهدقرار  کیو شانه را در پلاست ژل ،ینیتمام س تواندیپس از جامد شدن کامل، هر گروه م -1
 کند. ینگهدار 1℃ یدر دما ،شگاهیآزما یجلسه بهدشروع و تا 

 
 . PCR 

 صورت کوتاه ورتکس کنید. را به لولیس عصارهبرنامه ترموسایکلر،  پایانپس از  -1
ت ارائه شده اس تیکه همراه ک کنیداجرا  زیکنترل مثبت را ن کی دیخود، با عصارهعلاوه بر  -3

 آغازگر ترکیبی ازو  DNAکنترل شتتامل هر دو الگو  نیا (.PCR)در مجموع پنج واکنش 
 39ها در جلسه با عملکرد اختصاصی برای ژن آغازگر مهرف است. کیدر  برگشتتو  رفت

 عصارهو  PCRکنترل  یرا برا دیجد PCR ویالپنج و ستفارش داده شتده است.  طراحی
به  ریز یاجزاها را مطابق با چاهک منتقل شتتده، علامت بزنید. علامت .دیبزن ( علامت1-1)
 اضافه خواهند شد. PCR ویال کی
 یحاو مستتتر میکس کی یبرا 1-35خود مانند جدول  ادداشتتتیجدول در دفترچه  کی -2

، برگشتتتو  رفت یهاآغازگر) هضتتمبه جز  موارد مصتترفیحجم محاستتبه شتتده از همه 
AmpliTaq Gold 360 Master Mix مستر میکس را ورتکس کنید.  .دیکن جادیو آب( ا

μL 17 سپس  د،یکن عیتوز ویالرا در هر  مستتر میکسز اμL 3  متناظر یسلول عصارهاز 
، مستتتر هاآغازگرصتتورت جداگانه برای الگو کنترل و واکنش کنترل را به .دیرا اضتتافه کن

 برای ترکیب کردن ورتکس کنید. وو آب ایجاد  AmpliTaq Gold 360میکس 
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 .PCR واکنشتنظیم تجربی  :1-21جدول 
مقدار برای واکنش 

 (μLکنترلی )
 4مقدار برای 
 (μLواکنش )

مقدار هر واکنش 
(μL) معرف 

  سلولی عصاره 3  -
 کند(الگو عمل می DNAعنوان )به

 مختل ژن رفت آغازگر 9/9  -
 (μM 19) 

  برگشت مختل ژن آغازگر 9/9  -
(μM 19) 

  هاآغازگرالگو کنترل و  -  1
 شده در کیت( آماده)

 مستر میکس 39  22
 AmpliTaq Gold 360 

 آب 33  24
 کل 99  25

 
 ی یخ نگهداری کنید.ها روهای خود را تا زمان آماده شدن گروهویال -1
 ، اجرا کنید.3-35ترموسایکلر را با استفاده از برنامه نشان داده شده در جدول  -9
 

 برنامه ترموسایکلر :2-21جدول 
 مرحله (℃درجه حرار  ) زمان هاچرخه
 فهال شدن آنزیم 59 دقیقه 19 1×
 واسرشته شدن 59 بانیه 29 19×
 متصل شدن 99-39 بانیه 29 19×
 بسط یافتن 73 بانیه 29 19×
 بسط نهایی 73 دقیقه 7 1×
 توقف 1 صورت نامحدودبه 1×
 

داری هنگ -39℃ها را تا جلسه بهدی آزمایشگاه، در فریزر برنامه، مربی شتما ویال پایانپس از 
 خواهد کرد.
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 ایمباحثه هایپرسش
 با بافر مورد یچه تفاوت یبرش ژنوم لیتشخ شیمامورد استتفاده در آز یستلول هضتمبافر  -1

 داردپ نیپروتئ یسازخالل یهاشیآزمااستفاده در 
 ای، آنداشتتته باشتتندرا  مهین یژنوم هدف قرار دادن مکان امکانشتتما  یها sgRNAاگر  -3

 چراپ پداشت دیخواه را PCR فرآورده
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 امکلاس آزمایشگاه: جلسه سی
CRISPR بخش ششمپیشرفته : 

 
را  sgRNAهر  یابربخشتت زانیو م ییخود شتتناستتا نظرمورد  را در ژن هاندلی: امروز شتتما اهدف
 .دیکنیم نییته
 
 مقدمه -1

 یژنوم هیناح کی PCR شتما با استفاده از د،یدار ادیبه  شتگاهیجلسته آزما نیکه از آخر نهگوهمان
 جادیا DSB کی دیشتتتما با sgRNAبود که  مکانی یحتاو تکثیر کردیتد  این لکوس( را لکوس)
 از یکی خواهند شتتد. تسیید آگارز ژل ورزبا استتتفاده از الکتروف ،خاص هایفرآورده نیاوجود  کرد.یم

 فراوانیو  هاندلیا ییبه منظور شناسا است. ندلی، ساخت اتوستط ستلول ها DBS ترمیم یهاروش
 سازی خواهید کرد.واسرشته یارشتهتک حالت خود را به یادو رشته PCR هایفرآورده، هاآنوقوع 

در این  .صتورت تصتادفی به یکدیگر متصل خواهد شدبه ها، رشتته39℃به  در صتورت کاهش دما
 شته مقابل نباشدتوالی ر مکمل ،د داد که یک توالی یک رشتهنها زمانی رخ خواهحالت، عدم تطابق

این عدم  لیکه قادر به تشخ یمیبا آنز ،اندمتصل شده دوبارهکه  PCR هایفرآورده(. 1-35)شکل 
پس س شود،میغیر صحیح  هایفرآوردهسبب شکافت این  تیمار خواهد شد. این آنزیم استها تطابق
 NIH Image Jبا استفاده از  اصلاح ژن بازدهی ت،یدر نها .شتوندیم تجزیه و تحلیلژل آگارز  یرو

 با واستتطه حذف کامل ژن فرآیند نتکمیل شتتد که توجه داشتتته باشتتید خواهد شتتد. یریگاندازه
CRISPR  یشتتگاهیآزما نیتمر ل،یدل نیبه همبه طول خواهد انجامید. ماه  نیچنددر آزمایشتتگاه 

، در CRISPR شیآزما کی آمیزموفقیت ی انجامبرارا چارچوب دقیقی  ،ارائه شتتده در ادامه مبحث
قبل  باید از ،ستترکوب شتتده یستتلول رده کی دهد. در صتتورت تمایل به تولیداختیار شتتما قرار می

بالا  راندمانهدف قرار دادن ژن شتتما با  یبرا sgRNA کی: باشتتیدداشتتته  اریدر اخت را ییابزارها
 کیو  دیمزهمان پلا یشده رو انیب Cas9شتد(،  نییامروز ته شتگاهیکه در جلسته آزما گونههمان)

وسط شده ت شیرایو یهاسلول . در صورت تمایل برای بسط کلونیانتقال یبرا یانستان یرده ستلول
CRISPR، (1-29شکل ) دهدیم اختصاص به خودی را شتریزمان ب یغربالگر تکمیل گردش کار. 
 ، درو وسترن بلات DNA یابییتوال هایهدر جلس پیش از این ی،غربالگر پایه یها، روشبا این حال

 ارائه شده است.کتاب راهنما  نیا
ه با واسط ژن سرکوب تسییدگام در  نی)سنجش عدم تطابق برش( اول ندلیا لیستنجش تشتخ

CRISPR .چارچوب کلی روش 1-29شتتکل  استتت CRISPR هدف ما حذف  دهد.یرا نشتتان م
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 توجه 1-29سمت چپ شکل  به ما نیبنابرا  استت ستلول NHEJ ریمست قیاز طر ژن کیعملکرد 
 1روش ترمیم هدایت شده همولوگ چارچوباز  یکل ینما کی تصتویر ستمت راستت کرد. میخواه
(HDR و )DNA ستمیس یدر بالا، دو جزد اصتل دهد.یم ارائه را 3دهنده Cas9-CRISPR  کیبه 

صورت توان بهرا می مؤلفهاین دو اگرچه  اهنما.ر RNAچند  ای کیو  Cas9شتوند: یستلول وارد م
 کند.یم کدرا  مؤلفههر  مورد استفاده توسط شما، pLentiCRISPR وکتور، اما منتقل کرد جداگانه
 2را با روش عدم تطابق برش هاآندر ژن مورد نظر شتتتما شتتتود، امروز  ندلیمنجر به ا NHEJاگر 
-29در شکل  ژل ریو با تصو کندمیعمل  غربال پایه کیعنوان به روش نیا کرد. دیخواه ییشناسا

 بستتاچه) sgRNA چندین انتقال طیشتترا لیو تحل هیشتما در حال تجز نشتتان داده شتده استتت. 1
 بازدهیدارد:  یبستگ بازدهیبه دو نوع  CRISPR تیموفق رایز  دیمتهدد( هست sgRNA یهایتوال
 HEK293های در ستتلول EGFP هنگام بیان ،شتما از قبل با بازدهی انتقال برش. بازدهیو  الانتق

)بر حسب درصد( تهداد  تیکم ،بازدهینوع  نیامربوطه(.  هایتمریناید )در صورت انجام آشنا شده
ارت بازدهی برش عب .دهدینشان م اند،دهدریافت کر را کینوکلئ دیاس کی ی کهوتیوکاری یهاسلول

 اند.که از نظر ژنتیکی اصلاح شده gRNA یهامولکولسازی تهداد کمیاست از 
درصتتتد نبودن  199با توجه با  که بدانیم اما مهم استتتت  باشتتدمتغیر  تواندیبرش م بازدهی  

اگر  یحتدرصد نخواهد بود.  199نه(، بازدهی برش نیز در یک جمهیت ستلولی )خزا بازدهی انتقال
sgRNA  برش بالا(، ممکن است در درصد  ید )بازدهنخوبی کار کبه هاصورت نفوذ به سلولشما در

 ن،یبنابرا  انتقال کم( یوجود نداشتتتته باشتتتد )بازده لیو تحل هیمورد تجز یهتااز ستتتلول یادیتز
 نیا گیرد.مختلف، در دستور کار قرار می sgRNA چندین شیو آزما نتقالیهای اسلول یسازنهیبه

از  یبرخ رایز  استتتت یژن فرآورده کی کاهش بیان یبرا siRNA نیچند یطراح هیشتتتب راهکار
  هم استم اریو برش بس از انتقال بالا یهابازدهیبه  یابیدست .کنندیم عمل هیها بهتر از بقمولکول

ها در آنشما  که هر دو نسخه از ژن ییهاستلول افتنی یها برااز کلون یتهداد کمتر تیدر نها رایز
کتور و دریافت کننده یهاهر چه تهداد سلول گر،یدعبارتبه دارند. یبه غربالگر ازیاند، نشده سرکوب

CRISPR ،د ورم سرکوب فرآیند افتنیشده باشند، احتمال  جادیا یهاندلیا دارای نیهمچن بیشتر 
 .خواهد بود شترینظر شما ب

                                                 
1. Homology-Directed. Repair. (HDR) 

2. Donor. DNA 

3. Mismatch. cleavage. assay 
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 .های پستانداراندر سلول CRISPR طرح شماتیک استفاده از فناوری :1-75شال 
 

 یهاسلول سپس دیتوانیم ،(این آزمایشمانند ) هااز ستلول یبیترک تیجمه کیکار با  یبه جا
 .دیاجازه گستتتترش ده هاآنو به  کنید تفکیکاند شتتتده منتقل sgRNA کیرا کته بتا  یمنفرد
بر  شود.یم دهینام بستط کلونی فرآیند نینشتان داده شتده استت، ا 1-29که در شتکل  گونههمان

 انتقال همچنین بازدهی، DNAشتتتما در هدف قرار دادن  sgRNAهتای مبنتای کتارایی مولکول
 منظور به پستتانداران را یستتلول یهااز کلون یتهداد توانیدمیشتتما از غربال اولیه(،  آمدهدستتبه)

 یرغربالگ کی)، غربالگری کنید خود نیکلو تیدر جمه گوتیهموز یژنوم شیاریو کی شتتناستتایی
 کی، 1-29در شتتکل  دارد. تیارجح گوتیژنوم هتروز شیرایو در هابیشتتتر وقت روش نیا (.هیبانو

سلول  ندارد. ژن کی یهااز نسخه کیچیه یبرا یشیرایو چیکه ه شتده است دادهنشتان  را ستلول
قرمز( را  X)دو  گوتیهموز شیرایو کیقرمز( و ستلول سوم  X کی) گوتیهتروز شیرایو کیدوم 

 ،بیتترنیابه انجام داد. ی ستتانگرابییتوان با استتتفاده از توالیرا م هیبانو یغربالگر .دهدینشتتان م
جهش  قیدق تیها ماهداده نیا آورد. دیشده را به دست خواه جادیا ندلیا یدینوکلئوتوضوح سطح 
که در جلستتته  ژن مورد علاقه شتتتما PCR هایفرآورده، عمل نیانجام ا یبرا د.ندهیرا نشتتتان م
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یابی شتتده برای توالی به وکتور طراحی TA صتتورتبهتوان استتت را می شتتده جادیا 35 شتتگاهیآزما
 یهایتوال .کرد یابییو توال کلون (دیمراجهه کن شتتگاهیآزما 2)به مقدمه جلستته  PCR هایفرآورده
ژن  زآمیموفقیت شیرایو کی شوند.یم سهیژن مورد نظر مقا ینوع وحش یبا توال در نهایت 1یبرگشت
دهد. را نشان می DBSهای ه در مکانیا الحاق شتد ،سترکوب، تهداد بازهای حذف شیآزما کیدر 
 یهاکرومتاتوگرام لیتو تحل هیتتوان بتا تجزیرا م گوتیدر مقتابتل هموز گوتیهتروز یهتاشیرایو
را  ینیئپروت هایفرآورده نقصانتواند یم وستترن بلات ،یابییعلاوه بر توال کرد. نییته آمدهدستتبه

 ،خارج از هدف ابرات شناساییکمک به  یبرا ت،یدر نها کند. تسیید شده منتقل یستلول یهادر رده
، استتتتفاده از این روش بستتتیار با این حال  استتتتفاده کرد کل ژنوم یابیتیتوال فرآینتد توان ازیم

 به هاsgRNAستتنتز  هنگامکافی  هایبازرستتی، CRISPR یهاشیدر آزمابردار خواهد بود. هزینه
انجام خواهد شتتتد تا از این طریق اهداف خارج از هدف به  رایانهدر  هاآنعملکرد  ینیبشیپمنظور 
خارج از هدف  یهاشیرایرستتاندن و کمینهبه  یروش برا نیبهتر نیامقدار ممکن برستتد.  کمترین
که همان ژن را هدف قرار  sgRNA کیاز  شیبا ب هاییشیآزما در صتتورت انجام ،علاوهبه استتت.
عملکرد  ها sgRNAتوان دریافت که این می ،کندو ابرات بیوشیمایی یکسانی را حاصل می دهدمی

 زیر ، به منابعCRISPR روشدر مورد  شتتتریب اتیجزئ ی کستتببراتری دارند. اختصتتاصتتی دقیق
 .3دیمراجهه کن

 
 یشگاهیآزما هاینتمری -2

 PCR فرآورده تأییدالف. 
منجمد  هایفرآورده نیهمچن ،(دیاستتاخته شتتگاهیآزما 35در جلستته ) درصتتد 3 آگارز ژل -1

PCR  دیکن آمادهخود را. 
 ،PCR هایفرآورده یاستفاده شده برا یهارچسببا ب مطابقرا  وژیفیکروستانتریم یهاویال -3

 .دیبزن علامت
مخلوط  ،DNA دایرنگ  ی ازرا با آب و حجم مناستتتب PCR فرآوردهاز هر  μL 2مقدار  -2

 است. μL 19 مورد استفاده حجم کمدست .دیکن

                                                 
1. Returned. sequence 

2. https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/Application-Notes/sanger-crispr. workflow-

app-note.pdf 

http://www.genecopoeia.com/wp-content/uploads/2015/07/Downstream-work-07.pdf 
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 ذاریبارگرا ( N3236)شتتماره کاتالوگ  NEB شتترکت bp99 کشخطاز  ng 199مقدار  -1
تر از مناستتب ،جفت باز bp999مشتتاهده قطهات کمتر از  یبرا DNA کشخط نیا .دیکن
 .استقبلی  kb 1 کشخط

در  .دیدرصد قرار ده 3 آگارز ژل یرا رو PCR فرآورده از رنگ دای وکل حجم آماده شده  -9
-39℃ یرا در دما هاواکنش هیبق دیبا ،PCR یهاواکنش یابیصتتتورت تمایل به توالی

 .دیدارنگه گرادسانتیدرجه 
رنگ  ییکه قستتتمت جلو یتا زمانرا  کار. این دیولتت اجرا کن 199را بتا ولتتاژ بتابتت  ژل -3

 مه دهید.ژل را طی کرد، ادا چهارمسه
وجود داشت،  حیبا اندازه صح باند کیاگر  .دیکن ببت UVنور  محفظه درخود را  ژلتصویر  -7

 وارد شوید.( مرحله بمجدد ) وصل شدنکردن و  واسرشته به مرحله
نظور مبه مهم است. اریسب تشکاف قیدق لیتشتخ یبرا ،با اندازه مورد انتظار باند کی وجود توجه: 

، دمای هاآغازگررا با تنظیم  PCRتوان شتتترایط با کیفیت، می PCR هایفرآوردهرستتیدن به 
 فرآوردهمورد استفاده، تنظیم کرد. از سویی، شما ممکن است باند  عصارهو حجم  وصتل شتدن

PCR نیاکنید.  سازیخالل از ستایر باندها مشاهده و آن را روی ژل دورترظر خود را، مورد ن 
مجدد  وصتل شدنو  ستازیواسترشتته مرحله درتوان یشتده با ژل را م ستازیخالل فرآورده

 استفاده کرد.
 

 مجدد وصل شدنو  سازیواسرشته یهاب. واکنش
توانیتد دقت کار خود را ، مینمونته برای هر یمنف یمیکنترل آنز کیت ظر گرفتندر صتتتورت در ن
 به را هر نمونه یبرا مجدد مضتتاعف وصتتل شتتدن یهاواکنشتوان می ،مثالعنوانبه افزایش دهید.
 ، انجام داد.مورد انتظار یبرش فرآوردهاز  نهیزمپس یباندها منظور تمایز

 PCRهر نمونه  یبرا .دیکن یگذارعلامت مناسب طوربهو  هیرا ته لیراستت PCR یهاویال -1
 .خواهید داشت ازی( نویال 19)در کل  ویالبه دو 

در  ×19واکنش  لیاز بافر تشتتخ μL 1را با  PCR یشتتیآزما هایفرآوردهاز  μL 2مقدار  -3
 PCRکنترل  فرآورده μL 1مثبت، از واکنش کنترل  یبرا .دیکن بیترک PCR ویال کی
 .دیاستفاده کن ×19واکنش  لیاز بافر تشخ μL 1 و
 برسانید. μL 5حجم هر واکنش را با استفاده از آب به  -2
 .دیکن وژیفیسانتر مختصر طوربهاز عدم وجود حباب،  نانیاطم یبرا -1
 :دیبرنامه را اجرا کن نیو ا هیددقرار  ترموسایکلر کیرا در  PCR یهاویال -9
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 مجدد وصل شدنسازی و برنامه واسرشته :1-75جدول 
 مرحله (℃درجه حرار  ) زمان زمان/درجه حرار 

 1 59 دقیقه 9 -
℃/s3- - 79-59 3 
℃/s9.1- - 39-79 2 

 1 7 ∞ توقف
کنترل زمان و  یبرا موسایکلرتر کیشما از نیست.  PCRتوجه کنید که این روش، یک واکنش 

استفاده  PCR هایفرآورده مجدد وصل شدنسازی و واسرشته یبرا ونیانکوباس از هر مرحله یدما
 .دیکنیم

 
 آنزیمی هضمپ. 

از کل  یمی)ن کنترلاز جمله  ،یشتتیآزما یهارا به تمام نمونه لیتشتتخ میآنز μL 1مقدار  -1
وط مخل خوبیبه، محلول را نییبالا و پا به کردن پتایبا پ .دیخود( اضتتتافه کن یهاواکنش

 وصتل شدنامکان  ،39℃به  کاهش دما طریق از ،شتدهدناتوره  DNA یهارشتته .دیکن
توالی رشتتته الگو، که  خواهد دادرخ  یعدم تطابق زمان .مجدد تصتتادفی را خواهند داشتتت

 تیمار یمیاکنون با آنز و متصتتلدوباره  PCR هایفرآوردهرویی نباشتتد. رشتتته روبه مکمل
غیر  DNA هایشکستن مولکولو  ملهای غیر مکرشتته لیکه قادر به تشتخ شتوندمی

 این امر، دو رشته تولید خواهد شد. ةکه در نتیج هستند صحیح
 (.شتتناستتایی آنزیم)بدون  دیاضتتافه کن یکنترل منف یهابه تمام نمونهرا آب  μL 1مقدار  -3

 .دیکن پتایپ نییبه بالا و پا خوبیمحلول را به ،مخلوط کردن یبرا
از ستتتویی،  .دیستتتاعت انکوبه کن 1به مدت  هات بلات ای 27℃در حمتام آب محلول را  -2

 شتتدهیزیربرنامه زمان و دما نیا یکه برا ترموستتایکلر کیخود را در  یهاویال توانیدمی
 .دیقرار ده ،است

 وژیفیکروستتانتریم کیدر  هیچند بان را به مدتها ویالتمام بهد از انجام یک ورتکس کوتاه،  -1
 بتتا PCRهتای ویتتال ةانتتداز اگر جمع شتتتود. ویتال نییدر پتا عیتتتا متتا کنیتد استتتپین

 شتریتا ب زدهضتربه  مکتین یرو بر را ویالاستت  یکاف ،تطابق نداشتت وژیفیکروستانتریم
 جمع شود. نییدر پا عیما

را  لژ تجزیه و تحلیلقرار است  کهصورتیدر .شوید ژل لیو تحل هیتجز وارد مرحله یکراست -9
به هر واکنش اضتتتافه  میکرومولار را EDTA199 از μL 1 ،در یک روز دیگر انجام دهید

 داری کنید.نگه -39℃ یدر دما را هانمونه ود.شمتوقف  تا هضم کنید
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 ژل لیو تحل هیتجز . 
 .دیاضافه کن μL 19را به هر نمونه  DNA یرگذارحجم مناسب رنگ با -1
. تهداد دیکن افتیرا در شگاهیآزما 35شتده از جلسه  رهیذخ درصتد 3 ای 1( آگارز یها) ژل -3

ژل و  ةبه انداز کش،خط کینمونه امروز به اضتتتافه  19قرار دادن  یبرا ازیمورد ن یهاژل
 ارد.د یبستگ ،استفاده شده ةشان

 بارگذاری را (N3236)شتتماره کاتالوگ  NEB شتترکت bp 99 کشخطاز  ng 199 مقدار -2
 .دیکن

( لیتشخ می)بدون آنز یو نمونه کنترل منف دهیددرصد قرار  3 آگارز ژل یهر نمونه را رو -1
 .دیدارنگهطه مربو لیتشخ میشده با آنز ماریت ةرا در کنار نمون

رنگ  ییکه قستتتمت جلو یتا زمانرا  . این امردیولتت اجرا کن 199بتابتت را بتا ولتتاژ  ژل -9
 به د،یدستگاه ژل خود را از برق بکش نکهیاز ا پیش ژل را طی کرد، ادامه دهید. چهارمسته
 .دیبرق را خاموش کنمنبع  حتم

از ژل خود را  یریو تصتتو دیمشتتاهده کن transilluminator UV کیرا با استتتفاده از  ژل -3
 ی. برادیکن رهیذخ Image Jبا استتتفاده از  لیو تحل هیتجز یبرا TIFF ای JPG صتتورتبه

 .دیمراجهه کن 3-29شکل  درژل  ریتصو به ،نمونه
اگر  .دیهر باند استفاده کن موجود در DNA ینستبت نستب نییته یبرا NIH Image Jاز  -7

ی برا شکاف. باندبه علاوه دو  ،یوالد باندکرد:  دیرا مشاهده خواه باندشتکاف رخ داد، سه 
 شتتگاهیآزما 17به جلستته  ،باند حاوی مناطق یستتازیکم در مورد اطلاعات بیشتتتر کستتب

 درج کنید.اکسل  افتکروسیخود را در ما ری، مقادمحاسبات انجام یبرا .دیمراجهه کن
 :دیبرش استفاده کن یمحاسبه بازده یمهادله برا نیاز ا -7

 
شتتتکافت یافته در  فرآورده، باعث تولید دو هاآغازگراز کنترل الگو و  PCRکنترل  هضتتتم توجکه:
که  دیتوجه داشته باش نیهمچنب(. -3-29 جفت باز خواهد شد )شکل 351و  399های اندازه
اده مورد استف یصیتشخ میآنز رایز رد،یبگ نادیدهرا  یواقه یدادهایبرش ممکن است رو بازدهی
 نخواهد کرد. ییرا شناسا دینوکلئوت کی هایایندل تنها
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 .شده منتقل یهابا استفاده از سلول یژنومبرش  لیاز روش تشخ ژل ری)الف( تصو :2-75شال 

 
منظور هدف  و به GeneArt CRISPR All-In-One vectorsبا  FT 293های ستتلول      

 ( منتاطق مختلفی از جتایگاه ژنومیLipofectamine 2000قرار دادن )بتا استتتتفتاده از 
AAVS1  اند. همچنین، یک نمونه کنترل منفی برای (، منتقل شتتده3و  1انستتان )هدف
ها با استفاده از یک ، ایجاد شتده است. این نمونهpcDNA3.3 از طریق انتقال اصتلاح ژن
ده و ها با استفامجدد، نمونه وصتل شدناند. پس از ی مشتابه، تکثیر شتدهآغازگرمجموعه 

( E-Gel EX Gelدرصد ) 3 آگارز های تشخیصی تیمار و روی ژلبدون استتفاده از آنزیم
 ی. )ب( تصتتویر ژل از روش تشتتخیل شتتکافت ژنومی با استتتفاده از الگوبارگذاری شتتدند

و بدون استتتتفاده از  ها با استتتفادهمجدد، نمونه وصتتل شتتتدن. پس از هاآغازگرکنترل و 
( بارگذاری شدند. E-Gel EX Gelدرصد ) 3های تشتخیصی تیمار و روی ژل آگارز آنزیم

 ، اقتباس شده است.Thermo Fisher Scientificتصویر با کسب اجازه از 
با  ،خواهید کرداستتتفاده  ندهیآ CRISPR یهاشیآزمادر  sgRNAاز کدام  نکهیدر مورد ا -5

را مورد  هایی که همان ژنخود با سایر گروه ممکن است بازدهی .دیخود مشورت کن یبمر
 اند، مقایسه کنید.هدف قرار داده
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 ایمباحثه هایپرسش
 لیدو دل کمدست .نباشد 199مورد نظر شتما  برش ژن بازدهی احتمال وجود دارد که نیا -1

 ذکر کنید.موضوع  نیا یبرا
به درستتتتی کار نکند، در واکنش کنترلی حاوی کیت چه  خیلتشتتت آنزیم کهدرصتتتورتی -3

 مواردی قابل مشاهده است.
 ی مختلفها sgRNA هاسایر گروه ای کردید بررسیرا  sgRNA نیچند شما کهدرصورتی -2

 سهیرا مقا تلفمخ یها sgRNA بازدهی ،کردند آزمایش شما، مورد بررسی ژن همانرا با 
 شتتگاهیآزما 39از جلستته  ها sgRNA نیا یرا برا گیریهدف امتیازهای نیهمچن .دیکن
 ازیبا آن نمرات مطابقت دارند )هرچه امت محاستتتبه شتتتده بازدهی ایتآ .دیتکن ستتتهیمقتا

DESKGEN اگر پاستخ منفی است،  استت(پ شتتریروش ب نیبالاتر باشتد، بازده برش با ا
 ن را ذکر کنید.دلیل آ
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 اول وستیپ

 زا یتجه
 مشترک زا یتجه
 -79℃فریزر  ●
ها را در کانال زدای اتوماتیک است، تمامی آنزیمفریزر دارای یخ کهدرصورتی) -39℃فریزر  ●

 خنک کننده داخل فریزر نگهداری کنید(.
 1℃ یخچال ●
 یزیروم وژیفیسانتر ●
 وژیفیسانترکرویم ●
 یلیترمیلی 199 یاییباکتر هایکشت یبرا یزیروم دارکریش انکوباتور ●
 یمیآنز یهاو واکنش ییایباکتر هایپلیت یبرا 27℃ انکوباتور ●
 های مغناطیسیهمزن مغناطیسی و میله ●
 ب آگارزذو یبرا ویماکروو ●
 ی(، براFisher Sonic Dismembrator 50)مانند  سر میکروامرسیونبا  کاتوریدستگاه سون ●

 Escherichia coliاز  بینوترک نیپروتئ استخراج شگاه،یآزما 11در جلسه  یکیزیف هضم
 .ونیگلوتات یبیترک لیبا استفاده از ستون م

را  Nanodrop استفاده از، حداقل مقدار نمونه استفاده از لی)به دل نانودراپ استپکتروفتومتر ●
 زانیکه م کینوکلئ دی، اسپکتروفتومتر با کووت سازگار با اسبا این حال م یکنیم پیشنهاد

مناستتب  طوربهها نمونه کهدرصتتورتیکند، یم یریگندازهانانومتر  379و  339جذب را در 
 باریک یهاکووت گر،یاز طرف د شتتوند. واقع استتتفادهمورد توانند ی، مندشتتو گیریاندازه

توان پس از ها را مینمونه دارند. تیظرف Eppendorf UVettes ،μL 99مصتترف، مانند 
 اسپکتروفوتومتری دوباره استفاده کرد.

استتت:  تدارای دو حال EGFP جذب )فلورستتانس شخوان تیبا قابل یکروپلیتم خوانشتتگر ●
 شخوان تی( با قابلی)ها اسپکتروفتومتر انانومتر( ی 937 نانومتر  انتشار: 179: برانگیختگی

 .نانومتر 959 موجطولتا 
 تالشیکر اوربی ●
● Transilluminator UV ژل مستتندستتازی ستتمیبا ستت (transilluminator UV  در اتاق

 (نیبا دورب کیتار
 است( یاریاخت هایی، جز گزینهزمان واقه تیبا قابل کلریترموسا کی) PCR کلریترموسا ●
 اتوکلاو ●
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 انکوباسیون یهاویالو  39℃ یتا دما طیمح ردنک گرم یحمام آب بزرگ برا ●
 دقیق یترازو ●
 سازخیدستگاه  ●
در  ارائه شتتده زاتیتجه (ستتتیلچک) بازبینه را که در یموارد دیبا یشتتگاهیهر گروه آزما ●

 داشته باشد. های آزمایشگاهیذکر شده است، برای فهالیت ،جلسه اول
 :مورد نیاز برای بخش پنجم تجهیزات ●
 پستانداران یهاسلول یبرا 2CO انکوباتور ●
 (لامینار ی)هودها A2نوع  IIکلاس  BSL-2 یکیولوژیب یمنیا نتیکاب نیچند ●
 مهکوس ( فلورسانسیها) کروسکوپیم ●

 ×19و × 39، ×19های عدسی -
 دوربین-
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 دوم وستیپ

 هامواد و معرف سازیفهرست آماده
 سازیدهآما کارمندانهایی برای ناته
 زبانیم Escherichia coli یهاهیو سو دهایمزپلا

 .pET-41a (Novagen cat. noاز  اندعبارت چهارم-اولقستتتمت  یبرا زایمورد ن دیمزستتته پلا

70556-3) ،pEGFP-N1  وpBIT  از طتتریتتق ویتتثتترو)درختتواستتتتت از دکتتتتتر استتتتکتتات 
switherow@ut.edu  ”pBIT ای pEGFP-N1 ” .)پنجمقسمت  یشتما برا ازیمورد ن دیمزدو پلا 

-pLenti-CRISPR-EGFP( و Addgene plasmid #78852) pLentiCRISPR-Eاز  اندعبارت

2 (Addgene plasmid #51761.) انیب زبانیاز: م اندعبارتمورد استتتتفاده  زبانیم هیدو ستتتو 
  NovaBlueکننده  انیب غیر زبتانیو مBL21(DE3)  (Novagen cat. # 70235-3 )کننتده

(Novagen cat. # 70181-3 .) شتایستتته ییایمیشت یهاستلول یبرا این پلازمیدهااعداد کاتالوگ 
 هغیر شایستو  یمهمول یهاسلول دیتوانیم د،یدار ستهیشا یهابه ساخت سلول میاگر تصتم استت.

 یداریخر گرید یهاشرکتمشتابه ممکن است از  زبانیم یهاگونه ریستا ،ستوییز ا .خریداری کنید
)مانند  دارید ازین هیستتو کیبه  ، تنهاDNA یجداستتاز یکه برا دیبه خاطر داشتتته باشتت شتتوند.

NovaBlueما شی عمل کند. برای این عمل، تخصص صورتبه نیپروتئ انیب یبرا دینبا هی( و آن سو
بدان  نیا را فراهم کند. T7از پروموتر  یستتیکه امکان رونو خواهید داشتتت ازیدوم ن هیستتو یک به
دوره، به  پیش از آغاز [ باشتد.BL21(DE3)]مانند  λ زوژنیل کی دیبا یانیب هیاستت که ستو یمهن
 یدهایمزپلا یمشابه( حاو یهاهی)سو Escherichia coli زبانیم یهاهیاز سو یزریفر استتوك کی

 .دیدار ازین در زیر فهرست شده
، pET-41aو  pEGFP-N1 (Maxiprep) ریکه مقاد شتتتودمی پیشتتتنهاددوره،  پیش از آغاز

pLentiCRISPR-E  وpLentiCRISPR-EGFP-2  ریمقاد تنهامل، در ع .دیکن ستتتازیخاللرا 
امتتا  ،استتتت ازیتتنتتانوگرم در هر گروه( مورد ن 199) PCR یالگو یبرا pEGFP-N1از  انتتدکی

 ود.خواهد ب ازین یشتریبه مقدار ب د،یرا ادامه دهپنجم کتاب تا قسمت  داشتتیدقصتد  کهدرصتورتی
 پلازمید با ستتتازیخاللدر خلال  دانشتتتجویان وتوستتتط  دیبتا ،pET-41aاز  مورد نیتاز ریمقتاد

Miniprep ،دیمز، داشتتن پلاپیشتروی نکنند یزیرطبق برنامه هاشیآزما کهدرصتورتی شتود. هیته 
 مفید واقع خواهد شد. یخالل اضاف

 
 
 
 

mailto:switherow@ut.edu؛
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 E. coli سویه میزبان پلازمید هدف
 PCR pEGFP-N1 NovaBlueالگو 

 pET-41a NovaBlue تفکیک پلازمید
 pET-41a BL21(DE3) پروتئین الحاقی کنترل منفی برای بیان
 pBIT BL21(DE3) پروتئین الحاقی کنترل مثبت برای بیان

با واسطه  ای اصلاح ژنکنترل مثبت بر
CRISPR  مربوط بهEGFP  و ستون وکتور

 شده طراحی یها sgRNA برای کلون کردن
pLentiCRISPR-

E Stbl3 

با واسطه  برای اصلاح ژن -آزمایشی
CRISPR  مربوط بهEGFP 

pLenti-CRISPR-

EGFP-2 Stbl3 

 
 هابیوتیکآنتی

محلول شتتتود. یک میاستتتتفاده  نیستتتیاز کاناما pBITو  pEGFP-N1 ،pET-41aبرای انتخاب  
 یو در دما کنید لیاستتتر و لتریف ه،یته را در آب mg/mL 29با غلظت  نیستتیاز کاناما استتتوك

( پس از L 1در  mL 1)از محلول استتوك  1:1999را با رقت  نیستیکاناما .دیکن ینگهدار -39℃
تا  دیمهم استتت که منتظر بمان اریبستت ،کیوتیبیآنتاز افزودن  پیش .دیاضتتافه کن طیبه مح اتوکلاو
به محیط خیلی  بیوتیکآنتیافزودن  خنک شتتود.، 39℃ به درجه حرارت منظور رستتیدنبه طیمح
 بیوتیکآنتی ، اطمینان از عملکرد موبرنیهمچن شود. بیوتیکآنتیشدن  رفهالیتواند باعث غیمداغ، 

نوع  E. coli حاوی LB/kan پلیت تازه کی حیتوان با تلقیرا م امر نیا استتت. مهم ،مورد استتتفاده
 برای انتختتاب توجتته: کرد. شی( آزمتتادیتتمزپلتتا یحتتاو یبیوتیکآنتیت )بتتدون مقتتاومتت یوحشتتت

E-pLentiCRISPR  2و-EGFP-pLentiCRISPR پس از شتتود. یاستتتفاده م 1نیلیستتیاز آمپ
 Stbl3 هیه ستتوب ،3آگار استتتپ )ستتوزن( کی عنوانبهاز قبل  دهایمزپلا نی، اAddgeneستتفارش از 

به استفاده از محلول  ازیپنجم نی بخش هاشیآزما .اندشتدهگنجانده  هاآندر جهت رشتد  و منتقل
( )شتتماره U/mL 9999) ×199 لیعنوان محلول استتتر که به دارد نیستتیاستتترپتوما /نیلیستتیپن

نام  ه)بG418 (mg/mL 99 )محلول  نیهمچن، (mL 199 ی  بطرGibco 15070063کاتالوگ 
 .شودیم یداریخر( Gibco catalog number 10131035( )نیکیستهار ژنتم
 
 
 

                                                 
1. Ampicillin 

2. Agar. stab 
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 تقسیما 
ر زمان ه شوند. وژیفیسانترو  تقسیم شتخصیاز استتفاده  پیش دیمحدودکننده و بافرها با یهامیآنز
 انجویدانشتت .دیکن جادیا را کلاس لازم استتت یبرا آنچهاز  یشتتتریب ماتیتقستت، شتتد ریپذامکانکه 

 رند.روش دا کیبه تکرار  ازین ای کنندمیصتورت اشتتباه استفاده ها را بهاین قستمت هابیشتتر وقت
 19در حدود  طور مهمولبه) یحجم اضتتاف ن،یعلاوه بر ا .شتتودواقع می دیمف ی،اضتتاف ریمقادوجود 
کامل  حجمتوانند یم دانشجویانحاصتل شتود که  نانیاطم تا ( در هر بخش گنجانده شتدهدرصتد

 کنند. پتایمهرف را پ
 

 ییایباکتر ضایعا 
 جامد

 هایرشد باکتر یکه برا است رهیغ ها و، پلیتهاسمپلر سرها، ویالجامد شتامل  ییایباکتر ضتایهات
 DNA اند.در تماس بوده یستتتیاك زپستتماند خطرن زنده/ یباکتر هرگونهبا  ای شتتودمیاستتتفاده 

 دیبا یستتتازآماده کارمندان در نظر گرفته شتتتود. 1یستتتتیخطر ز عامل عنوان به دیبا زین بینوترک
کنند  هیمناستتب ته ةبا انداز( و BIOHAZARD) ی خطر زیستتتیهاستتهیک حاوی ظرف نیچند
(Fisher Scientific, cat # 03-411.) ضیپر شتتد تهو مهیاز ن شیب یکه کم یها را زمانستتهیک 
 پیشنهاد نیهمچن  شوند اتوکلاو ،ختنیاز دور ر پیش دیبا BIOHAZARD یهاستهیک متما .دیکن
توجه: استفاده کنید. ، BIOHAZARD سهیسوراخ شدن، از دو ک ای ینشت وجود شود در صورتیم

تواند می این فرآیند .دیکن یخوددار BIOHAZARD یهاسهیدر ک یمهمول یهااز قرار دادن زباله
میز در هر  دیبا جویاندانشتت ،یراحت یبراستتازی تحمیل کند. آماده کارمندانبار اضتتافی را بر دوش 

 BIOHAZARD سهیکوچک و با ک biohazardظرف  کی ،یسلول در مرکز کشتت نیهمچن ،کار
ه استفادموجود در میز آزمایشگاه، موارد کوچک  ریو سا ستمپلر یبرا دیبا ظرف نیا د.داشتته باشتن

خود را در ظرف بزرگ  یستتتیخطرناك ز ضتتایهات حاوی ظروف کوچک دیبا جویاندانشتت شتتود.
 کنند. یخال شگاهیهر آزما یمشترك در انتها

 
 عیما
 .دیآماده کن عیما ییایباکتر ضایهات دفع را تنها برای «3ییایقبرستتان باکتر»با برچستب  ظرف کی

به ته ظرف  یسلول یایاگر بقادرصتد از حجم( تیمار کنید.  19-39ظرف را با استتفاده از وایتکس )
 ها مرده هستند.یافتاده باشد، باکتر

                                                 
1. Biohazardous.  

2. Bacterial. graveyard 
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 اتوکلاو
 .آماده باشند ،هاآن استفاده از از پیشروز  کی کمدست دیشده با مواد اتوکلاو

 
 ا عیما
شل  دیبا هاظرف بدر .دیپر کن )مقداری کمتر یا بیشتتر( هاآنحجم  درصتد 39ها را فقط تا یبطر

 ند.شو یزهلیاستر قهیدق 39به مدت  دیبا هاتیما شود. یریجلوگ دنیفشار و ترک شیباشتند تا از افزا
 ببندید. طور کاملبه، اتاقها را تا زمان رسیدن به دمای درب ظرف

 
 یستیخطرناک ز ضایعا 

، بود سازمشتکل یاگر نشتت شتوند. یگذاربرچستبمهر و موم و  دیبا BIOHAZARD یهاستهیک
 .استضروری  ،(رهیو غ 3تیبنتون ،1تیکولی)مانند ورم استفاده از دو کیسه و یا افزودن مواد جاذب

 
 خشک تجهیزا 

 ورتصتتبه نکهیشتتوند، مگر ا قبل از استتتفاده اتوکلاو دیبا وژیکروفیم یهاویالو  ستتر ستتمپلرهاتمام 
و  سرسمپلراز  های چهار و پنج،شده باشند. هنگام اجرای مراحل آزمایشی بخش یداریخر لیاستتر
ه دیچیپ کیپلاست در تجهیزات نیا .دیاستتفاده کن RNaseبدون  یگواه یدارا وژیکروفیم یهاویال

 اتوکلاو شوند. دیو هرگز نبا
 

 آزمایشگاه سازیآماده
 یبرا ازیمواد مورد نمنظور استفاده دانشجویان آماده کنید. ها و بهبخش را برای قرار دادن مهرف کی
 یبرا ینچیا 9×7 ادداشتی یهااز کارتدر یک قسمت قرار دهید.  ،را مهین یشگاهیجلسه آزما کی

را در  «3 ، مرحلهالف-جلسه هفتم یبرا»مانند  یو اطلاعات دیها استفاده کنبرچسب زدن همه مهرف
خود  استتم حروف اولبا  د،یزیدور نر» ،«دیتمام شتتد برگرد یوقت»مانند  ییهاعبارت .دیآن درج کن

 .دیرا درج کن «دیزیبهد از مصتتترف دور بر» ای «دیکن ینگهدار 1℃ یو در دما دیتبرچستتتب بزن
ر بیشتتت دانشتتجویان رایز  دیبرچستتب بزن زیرا ن مصتترفی مهینکه هر مقدار  دیحاصتتل کن نانیاطم
 از یریح به جلوگواض یهانامهشیوهارائه  ،در صتورت امکان !کنندیمها را با هم مخلوط ویال هاوقت
کند. یکمک م منیکار ا طیمح کی ایجاد از مطمئن شتتتدن منظوربته ژهیومشتتتکلتات و بته بروز

                                                 
1. Vermiculite.  

2. Bentonite.  
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 یبرا ار ها، آنپر شدن مهین پس ازو  کنید یبررس یادوره صورتبهرا  BIOHAZARD یهاسهیک
 درصد پر هستند. 79 لو اتانو× TBE 1 ظروف که اطمینان حاصل کنید .دیبردار شدن اتوکلاو

 
 دانشجویان

هایی را ارائه های بیشتتتر، درخواستتتدانشتتجویان در اولین جلستتات آزمایشتتگاهی، برای تهیه مهرف
 از یریبه جلوگ ،در دسترس هایی از مهرفاضاف ریو داشتن مقاد شرفتهیپ یستازآمادهخواهد کرد. 

 خواهد کرد.کمک  ز سردرگمیبرو
 

 هاو معرف لوازم
ذکر  یشگاهیبر استاس جلسه آزما ،هر هفته یبرا ی مورد استتفادههاو مهرف لوازم وستتیپ نیدر ا

درصد حجم اضافی  19 یحاو صورت مهمول، بههامهرف یبرا فهرستت شده یهاحجم شتده استت.
که  دارندوجود  مهینی یهاو مهرف . لوازماست پوشتش دادن خطای احتمالی در پایپت کردن یبرا
 یبرا دیشوند، اما بایذکر نم شتگاهیموارد در هر جلسته آزما نیا در دستترس باشتند. شتهیهم دیبا
 در دسترس باشند. ی،شگاهیهر جلسه آزما در سازیهآماد کارمندانو  انشجویاند

 
 یه عموماستفاد یها براو معرف زمالو

 شگاهیآزما ی درمنیا نکیع ●
بدون  یهادستکش بزرگ(  الهادهفوقلاتکس )کوچک، متوستط، بزرگ و  ریغ یهادستتکش ●

 شوندیمداده  حیترج یتروسلولزین یکار با غشاها یپودر برا
 (زهایسا تمامی) لیاستر سر سمپلرهای ●
 وژیفیسانترکرویم یهاویال ●
 لیاستر زهیونیآب د ●
 درصد 59 اتانول ●
 درصد 79 اتانول ●
 آگارز ● 

 )گرد و مربهی( دیشپتری ●
 mL 99 یمخروط یهاویال ●
 mL 19 یمخروط یهاویال ●
 ظروف توزین ●
 g×19999در  وژیفیسانتر تیبا قابل وژیفیسانتر یهاویال ●
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 هاکشت حیتلق یبرا لیاستر دندانخلال ●
 LB محیط کشت ●

 (1℃ یشده در دما رهیآگار )ذخ LB/kan هایپلیت ●
● TBE×1 
● GelRed (19999×نسبت بهو  ینگهدار لیدر فو دی  با )نور محافظت شود 
 صابون دست ●
 پیوا میکدستمال مرطوب  ●
 یکاغذدستمال ●
 
 یاستفاده عموم یبرا نامهشیوه

LB Broth  وLB Agar 
 مواد زیر را ترکیب کنید. -1

 ماده مقدار در لیتر
g 19 تریپتون 
g 19 NaCl 
g 9 عصاره مخمر 
mL 1999 آب دیونیزه 

 
به شتتماره کاتالوگ  Fisher Scientific)مانند  شتتده مخلوط شیپ از پودر کی گر،یاز طرف د

BP1426-500 برای ایجاد غلظت شده زهیونیبا آب د یکراستکرد و  یداریخر توانیم( را g/L39 ،
 ترکیب کرد.

 .دیکن اتوکلاو psi 19حداقل  فشارتحت 131℃ یدر دما قهیدق 39به مدت  -3
 ییشتتده )غلظت نها لتریف لیاستتتر نیستتیو کاناما کنید ستترد 39℃ یتا دما را محلول -2

μg/mL 29  ای (دیاستتفاده کن ×1999 استتوكاز محلول  دیتوانیم IPTG لتریف لیاستر 
را در صورت ( دیاستتفاده کن ×1999 استتوكاز محلول   μg/mL 39 ییشتده )غلظت نها

 یوکتورها و استفاده ازانجام  ،پنجمقسمت  یهاشیآزما در صورت انجام .دیاضافه کنلزوم 
CRISPR، غلظت نها لتریف لیاستر نیلیسیآمپ( ییشده ug/mL 199 ) دیاضافه کنرا. 

آگار  LBاز ) را اضافه کنیدآگار  g/L 19 مقدار سپس ،را آماده LB brothآگار،  LB هیته یبرا
 (.دیاستتتفاده کن 999-1139به شتتماره کاتالوگ  Fisher Scientificمخلوط شتتده مانند  شیاز پ

 یرومحلول را متهادل شد،  دما یوقت .دیقرار ده 39℃سپس در حمام آب  کنید، اتوکلاوترکیب را 
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در  .دیرا اضافه کن IPTG یا ،نیلیسیآمپ ،نیسیو در صورت لزوم کاناما دهیدقرار  مغناطیسی همزن
 نشود. جادیکه حباب ا دیو مراقب باش بریزید از محلول را mL 39 مقدار دیشپتریهر ظرف 

IPTG (mg/mL 39) 
آب دیونیزه حتل کنیتد. فیلتر و استتتتریلیزه کنید. این یک  mL 99را در  IPTGاز  g1مقتدار 

 داری کنید.هنگ -39℃است. در دمای × 1999 محلول استوك
 (mg/mL 29) سینیکاناما

آب دیونیزه حل کنید. فیلتر و استتتریلیزه کنید. این  mL 99را در  از کانامایستتین g 9/1مقدار 
 نگهداری کنید. -39℃است. در دمای × 1999 یک محلول استوك

 (mg/mL 199) سیلینآمپی
آب دیونیزه حل کنید. فیلتر و استریلیزه کنید. این یک  mL 99را در  از کانامایستین g9مقدار 

 نگهداری کنید. -39℃است. در دمای × 1999 محلول استوك
 

 (EDTA)تریس، بوریک اسید،  TBE×2 استوک
 معرف مقدار

g 91 تریس 
g 9/37 بوریک اسید 

g 19/1 (mL 39  ازEDTA )نیم مولار EDTA 
 آب مقطر استریل تا یک لیتر

 
را  L 3کنید. در کل میزان  آمادهبرای دانشجویان × 1های منظور ایجاد استوك هایی را بهظرف
های مختلف توان از شتتترکترا می× TBE 19عددی آماده کنید. از ستتتویی،  39هتای برای گروه

(Fisher Scientific  شتتماره کاتالوگ باBP13334 ای Bio-Rad  1610770به شتتماره کاتالوگ )
 را رقیق کرد. هاآن، انیدانشجومنظور استفاده  و به نیتسم
 

 ×GelRed (15555) استوک
ا شتتده ب یبندبستتته ای یرنگ وژیفیوستتانترکریم یهاویالدر را  از این استتتوك μL 29 دیبا هر گروه

)در  GelRed دیبا شتجویاندان به نور حستاس استت. GelRed رایز ،کند افتیدر یومینیآلوم لیفو
 کنند. رهیمتهدد ذخ یشگاهیآزما هایتمریناستفاده در  یاتاق( را برا یدما
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 DNAهای آغازگر

 Integrated DNA، مثالعنوانبه) یتجار هایشرکتاز  یاریتوان از بستیرا م DNA یهاآغازگر

Technologies.به  یازیستتفارش داد، اما ن یی شتتدهزدانمک در حالت دیرا با هاآن ( ستتفارش داد
ت ظغلرسیدن به تا  لیاستترآب مقطر با حل کردن آن در  افت،یپس از در ندارند. یاضتاف راتییتغ
 .دیکن هیته آغازگراز  استوكمحلول  کیpmol/μL 199 (μM 199 ) یینها
 

 جلسه آزمایشگاه آغازگرنام  آغازگرتوالی 
AAACCATGGTGAGCAAGGGCGA egfpNco 2 
AAAGCGGCCGCTTTACTTGTACA egfpNot 2 

CAAGCTACCTGAAATGCTGA pBITfor 3-پ 
CTTGTACAGCTCGTCCATGC pBITrev 3-پ 

CGAACGCCAGCACATGGACAGC Sequencing 

primer 7-ت 
CGACGGCAACTACAAGACC egfp14 F 11 
GTCCTCCTTGAAGTCGATGC egfp14 R 11 
GACGGAGAAGGCTATGTTGG 23S14 F 11 
GTTGCTTCAGCACCGTAGTG 23S14 R 11 
CCTGAAGTTCATCTGCACCA egfp 16 F 13 
TGCTCAGGTAGTGGTTGTCG egfp 16 R 13 
ACTGCGAATACCGGAGAATG 23S 16 F 13 
CCTGTTTCCCATCGACTACG 23S 16 R 13 

 33 نیاز به طراحی 
 35 نیاز به طراحی 

 
 siRNAلیگوهای وا

 Thermo)مانند  ی مختلفتجار هایشتترکتاز  یاریبستت توستتط توانیمرا  siRNA یگوهایلوا

Fisher Scientific.یگوهایلوکه ا شتتودمی پیشتتنهاد ( ستتفارش داد siRNA 39 اسیرا در مق 
با استفاده از ظروف  .دیستفارش ده dTdT 2´ هایرهنگوشتده با او ییزدانمکدر حالت نانومول، 
با استفاده از آب بدون نوکلئاز،  ،یاطیاقدامات احت لحا  کردن و RNaseو بدون  لیاستر یکیپلاست
 Thermo Fisher Scientific) دیکن هیته را کرومولاریم μM 199 با غلظت siRNA استوك یک

catalog number AM9914G; 1.75 mL/tube.)  را تا  استتتوكغلظتμM 19 استتتفاده  یبرا
 نگهداری کنید. -39℃در دمای  یا آن را دهید،کاهش  یفور
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 جلسه اول آزمایشگاه
 ها، تمرین با میاروپایپتگیریجهت
 .و کاربرد گروهی ندارد شودمیانجام  دانشجو یکتوسط  نیتمر نیتوجه: ا

 زیر نیاز خواهند داشت: دانشجویان به تجهیزات
● μL 19 یستترم گاو نیآلبوم (BSA)، با غلظت mg/mL 19،  ینگهدار -39℃در دمای 

 تواندیکه م است mg/mL39 حاوی محلول Fisher catalog number FERB14شود )
 شود( قیرق 1:1 نسبتبه

 )یک غشاد به ازای هر گروه( 3´´×2´´با اندازه تقریبی  غشاد نیتروسلولز ●
 )یک کاغذ به ازای هر گروه( 3´´×2´´با اندازه تقریبی  MM2کاغذ واتمن  ●
 ظرف توزین ●
 در هر گروه(عدد  1) آمیزیرنگ یبرا گریمناسب د ینیس ایجهبه  ،یمربه دیشیپتر ●

 صورت اشتراکی مورد استفاده واقع خواهند شد: لوازم زیر به
 Sigma-Aldrichشتتود( )یشتتناخته م زین S نستتواپ رنگ عنوانبه نیقرمز )همچن نستتواپرنگ 

Catalog number P7170)  تقریبی زانیبه مکه mL 19 از این رنگ است ) ازیهر گروه ن به ازای
 .(سپس دور ریخت ،توان استفاده کردچندین بار می

 
 جلسه دوم آزمایشگاه

 )وکتور( پلازمید DNA و هضم سازیخالص
 :سازیهآماد کارمندان توجهقابل

)مانند کلون شتتده  E. coli هیرا با ستتو LB/kan یهاتیپل شتتگاه،یآزما جلستته پیش از آغازدو روز 
NovaBlueدیمزپلا ی( حاو pET-41a، کنید. رصورت خطی باروبه 

 کشتتت یک انتخاب ورا  LB/kan پلیتمنفرد از  یکلن کی شتتگاه،یاز آزما پیشصتتبح روز  -3
محیط را در  .دیکن حیرا تلق نیستتتیکاناما یحتاولیتری میلی LB 3-9از محیط  نیآغتاز
ستتاعت انکوبه  7(، به مدت rpm299و با شتتیک کردن )با ستترعت تقریبی  27℃دمای 
 کنید.

 LB/kan طیدر مح 1:999 به نستتبت آغازگر را کشتتت شتتگاه،یاز آزما پیشبهد از ظهر روز -2
 .دیتکان ده 27℃ یدما با یتریلیلیم 999 فلاسک  کیو در  کنید قیرق یلیترمیلی 199
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 باید آماده شوند: آزمایش پیش از آغازمواد زیر 
● LB broth یحاو μg/mL 29 نیسیکاناما 
● LB یآگار حاو μg/mL 29 نیسیکاناما 
 pET-41a ی( حاوگرید K12 هیسو) E. coliباکتری  NovaBlue هیسو ●

 استفاده خواهند کرد: زاتیلوازم و تجه نیاز ا جویاندانش
 (37191)شماره کاتالوگ  QIAGEN QIAprep Spin Miniprep تیک ●

و  هاستتتون یحاو تیهر ک گنجانده شتتده استتت. تیت شتتده در کفهرستت یهامهرفلوازم و 
 RNaseافزودن  منظوربهرا  تیک نامهشیوه حتم به استت. دیمزپلا 99 یستازآماده یبرا ییهامهرف
 .دیدنبال کن PEدرصد به بافر  199 و اتانول P1به بافر  همراه

 گروه:سهم هر 
● μL 379  بافرP1شود ینگهدار 1℃ ی، در دما 
● μL 379  بافرP2 
● μL 279  بافرN3 
● μL 999  بافرPB 
● μL 799  بافرPE 
● μL 39  بافرEB 
 QIAprep یستون چرخش ●
 :شوندگی محدود هضم یدر هر گروه برا مورد نیازمقدار 
● μL 9/9 19 محدود کننده میبافر آنز× CutSmart  یهامیآنز دیخر در زمان]ارائه شتتتده 

 .شود ینگهدار -39℃ ی[، در دماNew England Biolabs (NEB)محدود کننده از 
● μL 99 لیاستر آب 
 NotI-HF( و NEB R3193شماره کاتالوگ ) NcoI-HF میبه هر دو آنز نیهمچن جویاندانش

 ازین میواحد آنز 19به  جویانهر واکنش، دانشتت یبرا دارند. ازی( نNEB R3189)شتتماره کاتالوگ 
هر گروه مقدار  یمقدار برا نیا استتت. NEB یهامیآنز شتتامل ،میاز هر آنز تریکرولیم 9/9که  دارند
 یوزآمدانش یهاهمه گروه یمشترك برا هیسهم کی شودمی پیشنهاد نیبنابرا  است اندکی اریبست
-pET استفاده کنند. دانشجویاناز آن  دانشجویانتا  دهندقرار  شگاهیدر آزما خی یو رو کنند جادیا

41a  اما در هر صورت  کنند،یم سازیخاللخود راDNA دارند. اریدر اخت یاضاف 
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 مایشگاهجلسه سوم آز
 مرازیای پلبا استفاده از واکنش زنجیره egfpوکتور و تاثیر  سازیتامیل آماده
)شتتتماره کاتالوگ  QIAquick PCR Purification تیدر ک ،فهرستتت شتتتده یهالوازم و مهرف

 است. DNA 99 سازیخالل یبرا ییهاو مهرف هاستون یحاو تیهر ک ( موجود است.37191
 اند از:مقادیر مورد استفاده برای دانشجو عبارت

● μL 379  بافرPB 
● μL 799  بافرPE 
● μL 99  بافرEB 
 .mL3 ی کنندهآورجمع ویالو  QIAquickستون  1 ●
 دارد: ازین خود به موارد زیر آگارز اجرای ژلمنظور از دانشجویان به هر گروه
● μL 29 استتوك GelRed (19999× ) بهدی هایهی جلسبرا این مقدار را دیبادانشتجویان 

 کنند. رهیذخ شگاهیآزما
● mL1 یبافر بارگذار DNA  مهروف به رنگ(یبارگذار DNA.) یهامیآنز دیبا خر مورد نیا 

و در صتتورت لزوم  شتتودیمعرضتته  ×3 هایمحلول عنوانبه NEBاز  HFمحدود کننده 
 دانشجویان (.B7024کاتالوگ شماره  NEBکرد ) یداریجداگانه خر طوربهتوان آن را یم
 کنند. رهیذخ شگاهیآزما بهدی هایهی جلسبرا این مقدار را دیبا

● μL 99 کشخط DNA kb 1  از شترکتNEB  شماره کاتالوگ(NEB N3232). استوك 
ng/μL 19 هایهی جلستتبرا این مقدار را دیباکش را تولید کنید. دانشتتجویان از این خط 
 μL 29 N3232دستور تولید این استوك عبارت است از:  کنند. رهیذخ شتگاهیآزما بهدی
 +μL 792 dH2O  +μL 137  بافر بارگذاریDNA 3× 

 دانشجویان موارد زیر را به اشتراك خواهند گذاشت:
 (Bio-Rad catalog number 1613101آگارز ) ●
 ×TBE 1بافر  ●

های هر گروه استتتفاده خواهند کرد. نیازمندی PCRمنظور واکنش  دانشتتجویان از موارد زیر به
 عبارت است از:

● μL 99 ستریلآب ا 
● μL 9/9  هنگام خرید پلیمراز)× 19بافر واکنش ترموفول Vent صورت جداگانه  ارائه و یا به

 (.NEB catalog number B9004 -شودخریداری می
● ng 199  از پلازمیدpEGFP-N1 ( به عبارتیμL3  ازng/μL99 DNA) 
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● μL 9/9  از مخلوطdNTP همانندکننده  نیتسمهای ه شتده توستط بستیاری از شرکتئ)ارا 
NEB  با شماره کاتالوگN0447 نگهداری شود -39℃(، در دمای 

● μL 3/1 آغتتازگر egfpNot (AAAGCGGCCGCTTTACTTGTACA  pmol/μL 
 داری شودنگه -39℃، در دمای ×(TE 1یا بافر  در آب استریل 199

● μL 3/1 آغتتازگر egfpNco (AAACCATGGTGAGCAAGGGCGA  pmol/μL 
 نگهداری شود -39℃، در دمای ×(TE 1یا بافر  در آب استریل 199

● μL 9/9 پلیمراز Vent داری شودنگه -39℃، در دمای 
 PCRویال  ●
 

 جلسه چهارم آزمایشگاه
 PCR( حاصل شده از egfpالحاقی ) DNA سازیدهآما

 QIAGEN تیها در کلوازم و مهرف از لوازم ذکر شتتتده استتتتفتاده خواهند کرد. دانشتتتجویتان

QIAquick PCR Purification  ( موجود است.37191)شماره کاتالوگ 
 سهم هر گروه:

● μL 999 افر بPB 
● mL 79/1 بافرPE 
● μL 119  بافرEB  (شودنیز استفاده می صفر کردن نانودراپ)همچنین برای 
 .mL3 ی کنندهآورجمع ویالو  QIAquickستون  دو ●
 :شوندگی محدود هضم یدر هر گروه برا مورد نیازمقدار 
● μL 9/9 19 کننده محدود میبافر آنز× CutSmart  یهامیآنز دیخر در زمان]ارائه شتتتده 

 .شود ینگهدار -39℃ ی[، در دماNew England Biolabs (NEB)محدود کننده از 
● μL 99 لیاستر آب 

 NotI-HF( و NEB R3193)شماره کاتالوگ  NcoI-HF میبه هر دو آنز نیهمچن جویاندانش
واحد  19به  جویانهر واکنش، دانشتت یبرا دارند. ازی( نNEB R3189)شتتماره کاتالوگ 

مقدار  نیا استتت. NEB یهامیآنز شتتامل ،میاز هر آنز تریکرولیم 9/9که  دارند ازین میآنز
 مشترك هیسهم کی شتودمی پیشتنهاد نیبنابرا  استت اندکی اریهر گروه مقدار بست یبرا
تا  دهیدقرار  شتتتگاهیدر آزمتا خی یو رو کنیتد جتادیا یآموزدانش یهتاه گروههمت یبرا

 استفاده کنند.از آن  دانشجویان
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 دانشجویان موارد زیر را به اشتراك خواهند گذاشت:
 (Bio-Rad catalog number 1613101آگارز ) ●
 ×TBE 1بافر  ●
 ×GelRed (19999) استوك ●

 
 شگاهیآزما پنجم جلسه

 Escherichia coli ترادیسیو  DNA لیگاسیون
 سهم هر گروه: استفاده خواهند کرد. زاتیتجه نیاز ا جویاندانش

● μL 9/3 شود ینگهدار -39℃ ی، در دما×19 گازیبافر ل 
● μL 9/1 تریکرولیم DNA گازیل T4، شود ینگهدار -39℃ یدر دما 

استفاده  M0202Lشماره کاتالوگ  با NEBشترکت  T4 لیگاز DNAاز  نامهشتیوه نیتوجه: ا
ستتازنده را  یهامهناشتتیوه ،شتترکت دیگر T4 گازیل DNAاز  در صتتورت استتتفاده کند.یم

 یقابل توجه طوربهممکن استتتت  ونیزمان انکوباستتتاین عمل،  ةدر نتیجت .دیتکن پیروی
 تر باشد.یطولان

● μL 179 یهاستلول از E. coli BL21(DE3)   ارائه شده توسط تولید کنندگان)شتایسته 
منجمد ذوب شده را  یهاتوجه: سلول (C2527کاتالوگ با شتماره  NEB، مانند گوناگون
ده قرار دا خی یرو قهیاز چند دق شیب دینبا هاسلول .دیذوب کن خی یرو ،از استتفاده پیش
 .شوند

● mL 2 LB ای SOC. SOC یهاهمراه با سلول NEB آن  توانیم نیهمچن ،شودیعرضه م
 (B9020Sالوگ شماره کاتبا  NEBکرد ) یداریخر ای هیجداگانه ته صورت بهرا 

 LB/kan پلیتسه  ●
 را به اشتراك خواهند گذاشت: ی زیرهامهرف جویاندانش
 آگارز ●
 در پلیت کردن پخش یبرا درصد 59 اتانول ●
 آب استریل ●
● TBE 1× 

 :داشته باشند یقبل یشگاهیآزماموارد زیر را از جلسات  دیبا دانشجویان
● pET-41a نشده( برش نخورده )مهروف به هضم 
● ng 199 ژن egfp شده سازیخاللو  هضم 
 DNA kb 1 کشخط ●
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 ×DNA 3 یبافر بارگذار ●
 ×GelRed (19999) استوك ●
 

 الف-شگاهیآزما ششم جلسه
 شگاهیموقت آزما جلسه

 شبانه یهاکشت حیو تلق ایجاد پلیت مضاعف، هاشده ترادیسی شمارش
 زبانیم هیرا در ستتتو pBITاز جلستتته،  پیشبهدازظهر روز : ستتتازیهآماد کارمندان توجتهقتابتل

BL21(DE3)  کنترل مثبتتت( و(pET-41a تیتتپل نیچنتتد ی( روی)کنترل منف LB/kan  پخش
اشتن دگوشه پلیت انجام دهید. را در  این عمل زوله،یا یهاینوکلتولید از  نانیبه منظور اطم .دیکن

 دانشجویانی کند.یم ساده کردن را  تربزرگ یهادر کلاس یگذاراشتتراك ، فرآیندمتهدد هایپلیت
از  توانندیم ند،اهاوردیخود بته دستتتت ن هتایپلیتتدر  ای راشتتتده ترادیستتتی ستتتلول چیکته ه

ر دادن با قرا توانندمی ای کنندخود استفاده  یهایمکلاسه پلیت در ی موجوداضاف یترانسفورماتورها
pBIT  وpET-41a زبتانیم هیتدر ستتتو BL21(DE3)  ترکیبات »از  یک پلیت، پلیتتدر همتان

 .کنند جادیا را «ناشناخته
 دارند: ازیلوازم ن نیدر هر گروه به ا انیدانشجو
 LB/kan یک عدد پلیت ●

 است LB/kan از mL 9 یحاو هرکدامکه  درب دار کشت ویال 7 ●
 ایبرچسب شبکه ●
 لیاستر سرسمپلر ای دندانخلال ●
 ماژیک ●
ها استتتفاده یبرداشتتت کلن منظور بهکه  دندانخلال ی)برا یستتتیخطرناك ز هاتیظرف ضتتا ●

 شود(یم
 لدانشجویان از جلسه قب ترادیسیصفحات  ●
 (PM999شماره کاتالوگ  با Bemis پارافیلم ) ●
 :سازیهآماد کارمندان توجهقابل
از جلسه  پیش بهدازظهررا تا  دانشتجویان )با درب بسته( مضتاعف پلیتو  کشتت یهالوله -1

 .دیقرار ده خچالیدر  ،شگاهیآزما
 توررا در انکوبا دانشجویان )با درب بسته( مضاعف پلیت شگاه،یجلسه آزمابهدازظهر قبل از  -3

 .دیقرار ده 27℃ یدما با شیکرداررا در انکوباتور  کشت یهاو لوله 27℃



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           402

 

 ب-شگاهیآزما ششم جلسه
 بالقوه هایشده ترادیسیاز  DNA Miniprep یجداساز

 دانشجویی یهاتوسط گروه یکراستتوان یرا م PCR مستر میکس :سازیهآماد کارمندان توجهقابل
 کرد. هیته زماندر  جوییصرفه منظور به سازی،هآماد کارمندانتوسط  ای

)شماره کاتالوگ  QIAGEN QIAprep Spin Miniprep تیذکر شتده در ک یهامهرفزم و لوا
 به است. دیمزپلا 99 یسازآماده یبرا ییهاو مهرف هاستون یحاو تیهر ک ( موجود استت.37191
 پیروی PEدرصد به بافر  199 و اتانول P1به بافر  همراه ،RNaseرا در افزودن  تیک نامهشیوه حتم
 .دیکن

 مورد استفاده برای هر گروه مواد و تجهیزات
● mL 3  بافرP1شود ینگهدار 1℃ ی، در دما 
● mL 3  بافرP2 
● mL 3.7  بافرN3 
● mL 1  بافرPB 
● mL 3  بافرPE 
● μL 199  بافرEB 
 QIAprep یهفت ستون چرخش ●

 
 پ-شگاهیآزما ششم جلسه

 PCRغربالگری با استفاده از 
 ممکن است استفاده شود( زیمرتبط ن یهاکلاهکبا  PCR باند یهالوله) PCR ویالهفت  ●
 جادیا منظور به یبه مقدار کاف را هامهرف ایدر هر گروهPCR (μL179  ) مستتتتر میکس ●

 ، در اختیار دانشجویان قرار دهیدکسیم مستر
( مورد μL 165واکنش ) 8مقدار برای 

 معرف غلظت نهایی (μLنیاز برای هر گروه )

 آب عاری از نوکلئاز  3/127

3/2 mM 3/9  هر
dNTP 

 dNTP mM 19مخلوط 

7/9 μM 1/9 آغازگر pBITrev (100 pmol/μL) 
7/9 μM 1/9 آغازگر pBITfor (100 pmol/μL) 
 ×19بافر واکنش ترموپل  ×1 13
7/9 U 1 در کل Taq پلیمراز 
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 نامهشتتیوهآن را طبق  ستتت،ین Mg2+ یکه حاو دیکنیاستتتفاده م یگرید PCRتوجه: اگر از بافر 
 .دیضافه کنسازنده ا
● pBITrev :CTTGTACAGCTCGTCCATGC  رقیق شده به(pmol/μL 199  با آب

 ×(TE 1یا بافر  استریل
● pBITfor :CAAGCTACCTGAAATGCTGA  رقیق شده به(pmol/μL 199  با آب

 ×(TE 1یا بافر  استریل
 

  -شگاهیآزما ششم جلسه
 ؛ بخش اولسبز ورسنتمشاهده پروتئین فل

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 LB/kan/IPTGیک پلیت  ●
 اییک برچسب شبکه ●

 زیر را به اشتراك خواهند گذاشت: دانشجویان تجهیزات
 پارافیلم ●
 

 الف-شگاهیآزما هفتم جلسه
 DNA محدود کننده هضم

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
● μL 13  بافرCutSmart 19× 
-NotIو  (NEB R3193)شماره کاتالوگ  NcoI-HF میبه هر دو آنز نیهمچن جویاندانش ●

HF  شتتماره کاتالوگ(NEB R3189ن )واحد  13به  جویانهر واکنش، دانشتت یبرا دارند. ازی
 یمقدار برا نیا است. NEB یهامیآنز شامل ،میاز هر آنز تریکرولیم 7/9که  دارند ازین میآنز

همه  یمشترك برا هیسهم کی شودمی پیشنهاد نیبنابرا  است اندکی اریهر گروه مقدار بست
از آن  دانشتتجویانتا  دهیدقرار  شتتگاهیدر آزما خی یو رو نیدک جادیا جوییدانشتت یاهگروه

 استفاده کنند.
● μL 199 آب استریل 
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 ب-شگاهیآزما هفتم جلسه
 Miniprep و هضم PCRتجزیه و تحلیل غربالگری 

 به اشتراك خواهند گذاشت: زیر را دانشجویان تجهیزات
 (Bio-Rad catalog number 1613101آگارز ) ●
 ×TBE 1بافر  ●
 DNA kb 1 کشخط ●
 ×DNA 3 یبافر بارگذار ●
 ×GelRed (19999) استوك ●

ه ژل با دو شان کی ایشانه  کیبا  ژل به دو ییهر گروه دانشجو شگاه،یآزما جلسته نیا یتوجه: برا
 .ردیقرار گ ی ژلانیدر نقطه م یگریدر بالا و د یکیکه  خواهند داشت ازین

 
 پ-شگاهیآزما هفتم جلسه

 ، بخش اولاز یک کلون مثبت DNAتجزیه و تحلیل توالی 
( با غلظت CGAACGCCAGCACATGGACAGC) pBITیابی توالی آغازگراز  ستتتوكیک ا
μM 199 از طریق آب( یا  ،بستازیدTE 1 .)×ترکیب کردن این استوك با آب و به نسبت  ةدر نتیج
 ایجاد کنید. μM 19، یک محلول با رقت 1:19

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
● μL 2 یابی یتوال آغازگر تریکرولیم pBIT μM 19 
 PCR ویال 1 ●
● DNA نشده از  هضم دیمزپلاMinipreps ب-شگاهیآزما ششم در جلسه 
 آب استریل ●
 

 شگاهیماآز هشتم جلسه
 ، بخش دوماز یک کلون مثبت DNAتجزیه و تحلیل توالی 

-گاهاز جلسه هفتم آزمایش یابیهای توالیمنظور بررسی داده مرتبط با بیوانفورماتیک به هایتمرین
منظور انجام تجزیه و  به Chromas1، یا کروماتوگرام تجزیه و تحلیلافزار بتا نرم ب و یتک رایتانته

 .های مربوطهتحلیل
 

                                                 
1. http://technelysium.com.au/wp/chromas/ 
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 الف-شگاهیآزما نهم جلسه
 شگاهیجلسه موقت آزما

 SDS-PAGEبرای  تلقیح کشت
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 LB/kan لیترمیلی 1با  داربدر ویالچهار  ●
 هاویال یقفسه برا ●
 لیاستر سرسمپلر ای دندانخلال ●
 ماژیک ●
 اصلی پلیت مضاعف ●
 

 ب-شگاهیآزما نهم جلسه
 ، بخش اولو وسترن بلا  SDS-PAGEهای مثبت، از کلون پروتئین الحاقی بیان
 سازیهآماد کارمندانتوجه قابل
 کبه مدت یرا  دانشجویان LB/kan broth یهاکشت شتگاه،یآزما جلسته از پیشروز  کی -1

 .دیانکوبه کن 27℃ یدر دما شب
 را به هر× YT/kan/IPTG 3 از mL3 شگاه،یآزما جلسه پیش از آغازسته تا چهار ستاعت  -3

mL 1  دیادامه ده شیک کردنبه  27℃ یو در دما نیدکاضافه دانشجویان  کشتاز. 
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 اند.انکوبه شده× YT/kan/IPTG 3 جلسه در پیش از آغازساعت از  3-2 که ییهاشتک ●
● mL5/9 از B-PER شتتتامل  ییایکامل باکتر نیپروتئ مهرف استتتتخراجDNase میزوزیو ل 

(Thermo Fisher Scientific  75733شماره کاتالوگ) 
 19 حاوی) 1935922شتتماره کاتالوگ  Bio-Rad، مانند SDS KD دیآملیآکریپل ژل 1 ●

 .کنندیدالتون کار م لویک 19-399در محدوده  ینیپروتئ یهاها با نمونهژل نیا ژل(.
● mL39/9نمونته  بتافرSDS-PAGE 3 ×(بتارگتذاری( ) Bioworld کتاتتتالوگ  شتتتمتاره

را برای جلستتات × SDS-PAGE 3ه بافر دانشتتجویان باید مقادیر اضتتاف (.105700212
 بهدی، ذخیره کنند.

● μL 19 یوزن مولکول کشخط تریکرولیمت (recision Plus Protein Kaleidoscope 

Prestained Protein Standards  1319279شماره کاتالوگ) 
 MM 2 (GE Healthcare 3030221)واتمن  دو تکه کاغذ ●
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ها ( که به اندازه ژل77911به شماره کاتالوگ  Thermo Scientific) تروسلولزیک قطهه نی ●
برش داده  شیاز پ یچیساندو یصاف هایکاغذ Bio-Rad، از سویی)برش داده شتده است 

 (1339329فروشد  شماره کاتالوگ یم وسترن بلات یرا برا تروسلولزین شده/
 (ستیمصرف ن بار یک) نخید دو پ ●

 زیر را به اشتراك خواهند گذاشت: دانشجویان تجهیزات
 SDS-گلایسین-بافر تریس ●
 میسد کربناتیب ●
 (Fisher 08-757-11A) یمصرف مربه بار یک دیشپتریبسته  کی ●
 مصرف بار یک یهاپتایپ ای یاشهیش ویالبسته  کی ●
 

 نامهشیوه
2× YT Broth 

 ماده مقدار در لیتر
g 19 Bacto tryptone 
g 19 NaCl 
g 9 عصاره مخمر 
mL 1999 آب دیونیزه 

 داری کنید.کنید و در دمای اتاق نگه اتوکلاو
 

2× YT/Kan/IPTG 
 IPTG از μL 199( و استتتتوك mg/mL29) نیستتتیکاناما YT3× ،μL 199 از mL199 به
(mg/mL39 اضتتافه کناستتتوك )نیستتیکاناما ییغلظت نها .دی μg/mL29 ییو غلظت نها IPTG 

μg/mL39 ای mM97/9 .است 
 

 SDS-گلایسین-بافر تریس
 ×19و × 1های برای تولید استوك نامهشیوه

  مقدار غلظت نهایی
15× 1× 19× 1×  
mM 39/9 mM 39 g 29 g3 تریس 
mM 5/1 mM 159 g 111 G7/37 گلایسین 
 g 19 g3 SDS درصد 1/9 درصد 1

 آب دیونیزه mL 3999تا  mL 1999تا   
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 جلسه دهم آزمایشگاه
 ، بخش دومو وسترن بلا  SDS-PAGEهای مثبت، از کلون پروتئین الحاقی بیان

 زیر را به اشتراك خواهند گذاشت: هیزاتدانشجویان تج
● mL 19  محلول مستدود کننده(TBS-T  9به اضتافه ( درصتدw/vش )رخشکی)ی، در دما 

 تجهیزات فروشتتندگان قیتوان از طریرا م یبدون چرب رخشتتکیشتت شتتود. ینگهدار 1℃
 بیشتتتترکرد، امتتا در  یاردیتت( خرM0841کتاتتتالوگ شتتتمتتاره  LabScientific) یعلم

 موجود است. یی نیزمواد غذا یهافروشگاه
● μL 1 بادیآنتی α-EGFP (Takara Bio  632381شتتماره کاتالوگ)39℃ ی، در دما- 

 .دیانجماد را محدود کن-ذوب یهاو چرخه رهیذخ
● μL 7 بادی از آنتیGAMP (Sigma-Aldrich  شتتماره کاتالوگA3673در د ،)1℃ یما 

 شود. ینگهدار
 LB/kan پلیت کی ●
 لیاستر سرسمپلر ای دندانخلال ●
 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا

 Sigma-Aldrichشود( )یشناخته م زین S نسواپ رنگ عنوان به نیقرمز )همچن سوانرنگ پ ●

Catalog number P7170) میزان تقریبی که به mL 19 است ازیهر گروه ن به ازای 
 .(سپس دور ریخت ،توان استفاده کرداز این رنگ چندین بار می) 

 (11A-797-97شماره کاتالوگ  Fisher) یمصرف مربه بار یک دیشپتریبسته  کی ●
 به ازای هر گروه. TBS-Tاز  mL399 حداقل ●
 :یرنگ سنج لیتشخ

● mL19 ها مراجهه نامهشتتیوه، به شتودمی هیاز کلرونفتول تهتازه  صتورت به) دیپراکست رنگ
 باشد( عمر داشته ماه 1کمتر از  دیبا دروژنیه دپراکسی( )دیکن

 شده: تیتقو ییایمیش نسانسیلوم
● mL9/2 دیمهرف وسترن پراکس 
● mL9/2مهرف  لیترمتیلیWestern Luminol/Enhancer و مهرف  دیتت)مهرف پراکستتت

، شماره کاتالوگ شودمیفروخته  Bio-Rad Clarity ECLمهرف  عنوان بهبا هم  ولیلومن
1799939) 
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 هانامهشیوه
 (7.1pH) بافر تریس سالین

 ماده مقدار غلظت نهایی
mM 39 g 19 تریس 
mM 127 g 19 NaCl 
 g 9 HCl (1 M), to pH 7.4 درصد 19

 mL 1999 آب دیونیزه 
 

 ،Fisher Scientific همانندهای متهددی توان از شرکترا می× TBS 19از ستویی، محلول بافر 
 ، خریداری کرد.BP24711شماره کاتالوگ با 

TBS-T :TBS  را با استفاده ازTween39  درصد برسانید. 1/9به غلظت نهایی 
 

 کلرونفتول محلول استوک
 کلرونفتول رایز دیاز دستتتکش استتتفاده کن شتتود.یاستتتفاده م دیپراکستت نگ، ازر نیا جادیا یبرا

محافظت شده از  یدر بطرو  -39℃ یو در دما نیدک بیذکر شده را ترک باتیترک زا است.سرطان
 :دیکن ینور نگهدار

  مقدار غلظت نهایی
 نفتول-کلرو-mg 199 1 درصد غلظت نهایی 2/9

 mL 99 متانول سرد 
 

 کسیدارنگ پر
 .نیدتهیه ک دیجد دروژنیه دیهر ترم پراکس شود. هیتازه ته صورت، بهقبل از استفادهرنگ باید  نیا

  مقدار اضافه شده غلظت نهایی
 کلرونفتول استوك mL 17 درصد99/9

 mL 379 آب دیونیزه 
mM 99 mL 9  مولار 1تریس 
mM 199 mL 19 NaCl 1 مولار 
 درصد μL 29 2O2H 29 درصد 93/9
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 الف-آزمایشگاه یازدهمجلسه 
 جلسه موقت آزمایشگاه

 پروتئین سازیخاللبرای  یهایتلقیح کشت
 د کرد:نزیر استفاده خواه گروه از مواد و تجهیزاتهر 

 لیاستر سرسمپلر ای دندانخلال ●
 LB/kan از mL3 با درب دار کشت ویال 1 ●

 ماژیک ●
 دانشجویان از کلون مثبت پلیت مضاعف ●
 های کشترك برای ویال ●

 
 ب-جلسه یازدهم آزمایشگاه

بکا اسککتفاده سککتون میل ترکیبی  Escherichia coliاز  پروتئین نوترکیکب اسککتخراج
 گلوتاتیون

 سازیآماده کارمندان توجهقابل
 شگاهیموقت آزما جلسه )که بهد از دانشجویان هایکشت ،شتگاهیاز آزما پیش بهدازظهر روز -1

 .E نیهمچنانکوبه کنید.  27℃ یشب در دما کی( را در شتدندیم ینگهدار خچالیدر 

coli هیسو BL21(DE3) دیمزپلا یحاو pBIT دیوبه کنو انک حیرا تلق. 
 هایفلاسک را در  دانشجویان mL3 یهاکشت ،شگاهیآزما پیش از آغازسته تا چهار ساعت  -3

mL 399 یحاو mL199 YT/kan/IPTG 3 ×دیقرار ده. 
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 هستند. g×19999 یرویکه قادر به تحمل ن mL 99×3 وژیفیسانتر یهاویال ●
● mL199 از YT/kan/IPTG×3 
 یمخروط ویالشتتتده در  نشتتتینته یهادانهاز حجم  mL 79/9 :ستتتفاروز ونیگلوتات نیرز ●

mL19  شماره کاتالوگ(GE Healthcare 17513201) 1℃ یتا زمان استفاده در دما 
 شود. ینگهدار

 (723-7193و  7211999شماره کاتالوگ با  Bio-Radو مخزن ) یوگرافستون کرومات ●
● mL39  ازPBS 1 ×را خریداری × 19 را مشاهده یا استوك نامهشیوه (.فسفات نی)بافر ستال

 (2551با شماره کاتالوگ  Fisher Scientificکنید )
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● mL9/9 افتهیکاهش ونیگلوتات mM19 با  شتتدهقیرقPBS 1× (Sigma-Aldrich  شتتماره
 (G4251کاتالوگ 

به دو روش  تواندیدارند که م ازین ییهابه مهرف یستتلول هضتتم یبرا دانشتتجویان ن،یعلاوه بر ا
 شود: آمادهمختلف 
 فراصو  ●
- μL 799 از PBS1×  باPefablocد،یفلورا لی( بنزن ستتولفونلیات نویآم 3)-1 دیدروکلرای، ه 

AEBSF (Sigma- Aldrich  محلول استتتتوك73297شتتتمتاره کاتالوگ ،) مولار  1/9
 گرادسانتیدرجه -39℃ یو در دما دیکن هیته زهیونیو د لی)محلول استوك را با آب استر

 (دینمنجمد ک
● μL 39 میزوزیل (mg/mL19در دما ،)شتتود ) ینگهدار -39℃ یSpectrum Chemical ،

 (L3008-1GMشماره کاتالوگ 
 خشک خی ●
 ییایمیش هضم ●
 استتتت میزوزیو ل DNaseکه شتتتامل  B-PER ییایکامل باکتر نیپروتئ مهرف استتتتخراج ●

(Thermo Fisher Scientific 75733ره کاتالوگ شما.) 
● Pefabloc ،AEBSF( ،Sigma-Aldrich  محلول استتتوك73297شتتماره کاتالوگ ،) 1/9 

درجه -39℃ یو در دما دیکن هیته زهیونیو د لیمولار )محلول استتتتوك را با آب استتتتر
 (دیمنجمد کن گرادسانتی

 وژنیف نیپروتئ بیو از تخر دهدمیپروتئاز را کاهش  تی( فهالPefablocتئاز )مهارکننده پرو توجه:
 ی، اما مقدارکامل همچنانشده  سازیخالل فرآورده طول در صورت حذف، کند.یم یریجلوگ
 .دهدیمرخ  بیتخر

 اشتراك خواهند گذاشت: زیر را به دانشجویان تجهیزات
● LB ویال کی ای شگاهیکوچک در هر آزما یها )چند بطریمجدد باکتر تهلیق یبرا  mL2/1 

 در هر گروه(
 یمابا د خچالیدر  وژیفیستتانترکرویم نیقرار دادن چند ای دارخچالی وژیفیکروستتانتریم کی ●

℃1 
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 هانامهشیوه
 pH 4/3بافر فسفا  هالین، 

  (gمقدار افزوده شده ) (mMغلظت نهایی )
127 7 NaCl 
7/3 3/9 KCl 
7 11/1 4HPO2Na 
3 31/9 4PO2KH 

 
 میتنظ 1/7 یرو HClرا با استتتتفاده از  pH د،یحل کن زهیونیآب د mL 799مواد فوق را در 

 .دیکن لیاستر . با اتوکلاودیبرسان تریل 1و سپس حجم کل را به کنید 
 

 PEFABLOCلین با بافر فسفا  سا

 mL1 مولار  1/9 از محلول استوكPefabloc را به mL 99 از PBS1×  و تا  دیمخلوط کن واضافه
 .دیکن ینگهدار 1℃ یزمان استفاده در دما

 
 (GSTکاهش یافته )بافر شویش  نوگلوتاتی mM15 بافر فسفا  سالین با

mg 191 را به کاهش یافته ونیگلوتات mL 99 از PBS1× دیاضافه کن. 
 

 الف-جلسه دوازدهم آزمایشگاه
 سازیخالصتجزیه و تحلیل جزهای 

کمیت  دیبا نیهمچن دانشجویان را انجام دهند. SDS-PAGE لیو تحل هیتجز دیبا دانشجویانهمه 
 انشجویانیدفقط  کنند. نییبرادفورد ته ای شده را با استفاده از روش فلورسانس سازیخالل نیپروتئ

پلیت  کیبه انجام  ازین ،اندرا انجام دادهکل(  mRNA ستتتازیخالل) شتتتگاهیآزما 12که جلستتته 
 دارند. مضاعف

 از هفته قبل داشته باشند: موارد زیر را دیبا دانشجویان
 SDS-PAGE سازیخاللاز  شدهی آورجمع یهاجزو  یسلول هضم ●
 (دیمراجهه کن شگاهیآزما نهم )به جلسه دیآم لیآکر یپل رنگبدون  SDS ژل 1 ●
● μL 9 وزن  ینشانگر مولکولKaleidoscope یبرا SDS-PAGE 
 داده شد حیتوض شگاهیآزما نهمکه در جلسه  اختس نامهشیوه ،×1 نیسایگل-سیتر ●
 ×SDS-PAGE 3بافر نمونه  ●
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● mL39  ژل آمیزیرنگمهرف Gelcode (Pierce  31951به شتتتماره کاتالوگ)ی، در دما 
استفاده  SDS-PAGE یمهمول یها)اگر از ژل دیهر ترم سفارش ده شود. ینگهدار 1℃
 شود(.یبدون لکه استفاده نم یهاژل برای د،یکنیم

 آمیزی ژلمربهی یا سینی برای رنگ دیشپتری ●
 

 فلورسانس تجزیه و تحلیل
● mL7  ازPBS1× ،1/7 pH 
● μL 3/23 EGFP  :نوترکیبmg/mL 1  محلول درPBS 
 چاهک 53پلیت با  ●

 
 برادفورد نیپروتئ تجزیه و تحلیل

 (Bio-Rad 5000204)شماره کاتالوگ  1برادفورد  نیپروتئ سنجش تیک ●
 فمصر بار یک یهاکووت ای شیآزما یهالوله ●

 
 ب-جلسه دوازدهم آزمایشگاه

 آزمایشگاه( 17)تنها در صور  انجام جلسه  ایجاد پلیت مضاعف
 LB/kanپلیت  1 ●
 

 الف-جلسه سیزدهم آزمایشگاه
 RNA سازیخالص یها براکشت حیتلق

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 درب داری خال ویالسه  ●
 LB/kan از mL 2 با درب دار ویالسه  ●

 لیاستر دندانخلال ●
 هارك برای ویال ●
 ماژیک ●
 ب-آزمایشگاه دوازدهمجلسه از  پلیت مضاعفبه  یدسترس ●
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 :سازیهآماد کارمندانبه  توجهقابل
 لخچایدر  شگاهیآزما یاز جلسه بهد پیششده را تا بهد از ظهر روز  حیو تلق یخال یهاویال -1

 .دیقرار ده 1℃
 شتتده را در انکوباتور حیتلق mL 2 هایویال شتتگاه،یاز جلستته آزما پیشبهد از ظهر روز  -3

 .دیقرار ده 27℃ یدر دما شیکردار و
 

 ب-جلسه سیزدهم آزمایشگاه
 کل RNA سازیخالص
 :سازیهآماد کارمندان توجهقابل
 که در جلستته گونههمانرا  mL2 هر کشتتت شتتگاه،یجلستته آزما پیش از آغازدو ستتاعت  -1

 .دیداده شده است، القا کن حیتوض 1-2مراحل  ب،-شگاهیآزما سیزدهم
 P1000 ،P200 ،P20دارند:  ازین هااندازه تمامی در سرسمپلرجهبه  کیگروه به  3 ای 1هر  -3

شود. می ارائه RNaseو  DNaseو بدون  است شده یبندبسته سترستمپلرها نیا .P10و 
و  39، 13، 11، 12 یشگاهیآزما هایهدر جلس سترسمپلرها نیا شتوند. اتوکلاو دینبا هاآن
 .شودیاستفاده م ،دیکار کن RNA یهاکه ممکن است با نمونه یگریو هر زمان د ب-31
 دیمزپلا DNA زیدرولیه یدرصتتد برا 19 دکنندهیرا با محلول ستتف هاپتیاو پ هامکتین       

ک تا خش دیپاك کن یکاغذدستمالبا را  تجهیزات .دیکن تیمار ی،قبل یهاشیآلوده از آزما
را  یبهد یرهایکه ممکن است تکث استت DNA زیدرولیه تیمار نیا از انجام هدف شتود.

ترم با  نیچند طول که در یشود، به خصوص زمان سازمشتکل تواندیم امر نیا آلوده کند.
DNA یاندازراهمکان در  و دیمزپلا PCR  آورده نامهشتتیوهکه در  طورهمان .یدکنمیکار 

، اما رسدیم مقدار ممکن به حداقل DNase تیماربا  دیمزپلا DNA یآلودگ ،شتده استت
 کند. یناخواسته کمک م انتقال نیبه به حداقل رساندن ا زین وایتکس تیمار با

و  13، 11، 12 یشگاهیمااز شروع جلسات آز پیشبلافاصله  دانشجویانکه  شودیم پیشنهاد -2
 پاك کنند.RNaseZAP  (Ambion AM9780 )را با  سمپلرهاو  هانیمکت، ب-31

 
 هانامهشیوه

 (mg/mL 25لاکتوز )
g 1/9 را در دراتیگرم آلفا لاکتوز مونوه mL 9 یدر دما استتتتفادهتا زمان  .دیحل کن زهیونیآب د 

 شود. ینگهدار 1℃
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YT/Kan/IPTG 2× 
 IPTG از μL 199( و استتتوك mg/mL 29) نیستتیکاناما YT 3× ،μL 199 از mL199 به

(mg/mL 39 اضافه کناستوك )ییغلظت نها .دی IPTG μg/mL 39 ای mM 97/9 .است 
YT/Kan/Lac 2× 

لاکتوز  μL 111( و استتتتوك mg/mL 29) نیستتتیکاناما YT 3× ،μL 199 از mL 199 به
(mg/mL39 اضافه کناستوك )لاکتوز ییغلظت نها .دی μg/mL 7/37 ای mM 97/9 .است 

 (mg/mL 45) میزوزیل
g 91/9 را در میزوزیل mL 1 های است. سهم× 199 این یک استوك .دیحل کن زهیونیآب دμL 
 -39℃ یرا در دما ماندهیو محلول باق هاهمست دارد. ازین μL 9هر گروه فقط به را ایجاد کنید.  19

 .دیکن ینگهدار
DNaseI (Kunitz Units/L 2737) 

μL 999  آب بدونRNase  کیتارائه شده در QIAGEN DNaseI درب  .دیاضافه کن الیبه و
ماه  5 مدت تا .دیکن هیته μL 29 هاینه کنید. ستتهمومنظور مخلوط کردن وار و به ببندیدویال را 
بار مصرف هستند، پس از ذوب  کی هاسهم نیا شود. ینگهدار گرادستانتیدرجه  -39℃ یدر دما
 .نکنید منجمد دوبارهشدن 

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
● μL 19 199 میزوزیاستاك ل× 
 
 QIAGEN RNeasy تیک

● mL 2/3  بافرRLT (مرکاپتواتانول بتا درصد 1 ی)حاو 
 (یاسی) QIAshredder یستون چرخش 2 ●
● mL 7/1 درصد 199 اتانول لیترمیلی 
 (ی)صورت RNeasy یستون چرخش 3 ●
● mL 2/3  بافرRW1 

● mL 7  بافرRPE 
● μL 299  آب بدونRNase 
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 QIAGEN DNaseIمجموعه 
 آماده شده DNaseIاز  μL 29مقدار  ●
● μL 29  بافرRDD 

● μL 199  آب بدونRNase 

 دانشجویان موارد زیر را به اشتراك خواهند گذاشت:
 کردن نانودراپ صفر یبرا QIAGEN RNeasy تیاز ک RNaseبدون  یآب اضاف

 
 جلسه چهاردهم آزمایشگاه

 : قسمت اولRT-qPCRتوسط  gst::egfp ژن mRNA سطوح لیو تحل هیتجز
 :سازیهآماد کارمندان توجهقابل
ده کنن دیرا با محلول سف یشگاهیآزما مکتیو سطوح ن سمپلرها دیبا ،qPCRاز انجام  پیش انیمرب
 یرهایکه ممکن استتت تکث استتت DNA زیدرولیه تیمار نیا از انجام هدف کنند. تیماردرصتتد  19
 DNAترم با  نیچند طول که در یزمان ژهیوبه ،شود سازمشکل تواندیم امر نیا را آلوده کند. یبهد
 ،شتتده استتت آورده نامهشتتیوهکه در  طورهمان .کنیدمیکار  qPCR یاندازراهمکان در  و دیمزپلا
 زین وایتکس ، اما تیمار بارستتتدیم مقدار ممکن به حداقل DNase تیماربا  دیمزپلا DNA یودگآل
 .کندیمناخواسته کمک  انتقال نیحداقل رساندن ا بهبه

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 Bio-Rad iScriptانتخابی  cDNAکیت سنتز  ●
● μL 17 یآغازگر ترکیب 
● μL 9/1 از رونوشت بردار مهکوس iScript 
● μL 29 از مخلوط واکنش iScript 2× 
● μL 99  عاری از نوکلئازآب 
مورد  qPCR یبرا ویال 13، مهکوس یسیرونو یبرا ویال RNase. 3بدون  PCR ویال 17 ●

 (Bio-Rad TBS-0201است )شماره کاتالوگ  ازین
mL 3/9 (Bio-Rad TCS-0803 .) هایهشتت عددی شتفاف، برای پلیت مجموعه ویال 2 ●

 دیخود انتخاب کن یزمان واقه تیبا قابل کلریترموسا یصفحات مناسب را برا /ویال
● μL 3  های آغازگراز مخلوطegfp  با غلظت(pmol/μL 19) 

egfp 16 F :CGACGGCAACTACAAGACC 

egfp 16 R :GTCCTCCTTGAAGTCGATGC 
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رسیدن  تا لیاسترآب را در  )خشک شده توسط انجماد سخت( 1شده لیوفیو ل یاصل آغازگرهر 
 .دیکن حل دوباره pmol/μL 199غلظت  به

● μL 3  23های آغازگراز مخلوطS  با غلظت(pmol/μL 19) 
23S 16 F :GACGGAGAAGGCTATGTTGG 
23S 16 R :GTTGCTTCAGCACCGTAGTG 

● μL 159  سوپر میکس سبزBio-Rad iQ SYBR 
 آب استریل ●
 

 جلسه پانزدهم آزمایشگاه
 دوم: قسمت RT-qPCRتوسط  gst::egfp ژن mRNA سطوح لیو تحل هیتجز
 ازین شگاهیآزماجلسه چهاردهم شده از  رهی. ذخodm لیبه فا RT-qPCR یهاادهد لیو تحل هیتجز

 Bio-Radافزار نرم دانشتتجویان فاقد انهیاگر را .دارد انهیبه را یبه دستتترستت ازین مرحلهدارد. هر 

MyiQ (اختصتتتاصتتتی یافزارهانرم ریستتا )را قبل از جلستتته  1-17مراحل  توانندیم انی، مرببود
 افزار اکسلها را در نرمتجزیه و تحلیلاین که  درخواستت کنند دانشتجویانو از  لیتکم شتگاهیآزما

 انجام دهند.
 

 جلسه شانزدهم آزمایشگاه
 اول: قسمت یکمّنیمه qPCR توسط gst::egfp ژن mRNA سطوح لیو تحل هیتجز

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 Bio-Rad iScriptانتخابی  cDNAکیت سنتز  ●
● μL 17 یآغازگر ترکیب 
● μL 9/1 از رونوشت بردار مهکوس iScript 
● μL 29 از مخلوط واکنش iScript 2× 
● μL 99  عاری از نوکلئازآب 
مورد  qPCR یبرا ویال 13، مهکوس یسیرونو یبرا ویال RNase. 3بدون  PCR ویال 17 ●

 (Bio-Rad TBS-0201است )شماره کاتالوگ  ازین
mL 3/9 (Bio-Rad TCS-0803 .) هایهشتت عددی شتفاف، برای پلیت مجموعه ویال 2 ●

 دیخود انتخاب کن ین واقهزما تیبا قابل کلریترموسا یصفحات مناسب را برا /ویال

                                                 
1. Lyophilized.  
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● μL 1  ژن هایآغازگراز مخلوط egfp  با غلظت(pmol/μL 19) 
egfp 16 F :CGACGGCAACTACAAGACC 

egfp 16 R :GTCCTCCTTGAAGTCGATGC 
● μL 1  23 ژن هایآغازگراز مخلوطS  با غلظت(pmol/μL 19) 

23S 16 F :GACGGAGAAGGCTATGTTGG 
23S 16 R :GTTGCTTCAGCACCGTAGTG 

● μL 19  بافرTaq 19× 
● μL 7  مخلوطdNTP  هر(dNTP  mM 19) 
● μL 2 Taq (U/μL9) 
 آب استریل ●
 

 جلسه هفدهم آزمایشگاه
 دوم: قسمت یکمّنیمه qPCR توسط gst::egfp ژن mRNA سطوح لیو تحل هیتجز

د کرد: دانشتتجویان به موارد زیر از قبل دستتترستتی نزیر استتتفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 داشته باشند:

 kb 1با اندازه  DNAکش خط ●
 ×DNA 3بافر بارگذاری  ●
● GelRed (19999 استوك×) 
 از جلسه شانزدهم PCRهای نمونه ●
 آگارز ●
 ×TBE 1افر ب ●
 NIH Image J افزارنرمتوان با استفاده از یرا م RT-PCR یکممهین یهاداده لیو تحل هیتجز

 را از NIH Image J دیبا دانشجوهر  انجام داد. (در صورت وجود)( یربرداریتصو یهاافزارنرم ریسا)
 نیی( تهhttps://imageJ. nih.gov/ij/download.htmlکند ) دریافتبهداشت  یمؤسسه مل وبگاه
 انجام داد.نیز  Microsoft Excelتوان با استفاده از یرا م تیکم
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 جلسه هجدهم آزمایشگاه
 های پستاندارانسلول کشت
 :سازیهآماد کارمندان توجهقابل
 کامل ذوب طیرا در مح HEK293 یهاسلول شتگاه،یهفته قبل از شتروع آزما 1-3حدودا  -1

 .دهید و کشت نیدک
ها ازهاند در تمامیشده  و اتوکلاو استریل سرسمپلرجهبه  کیبه  یسلول کشت یهاشیآزما -3

P1000 ،P200 ،P20  وP10دیبا هاآن ن،یبنابرا  دن، برای هر گروه دانشتتتجویی نیاز دار 
پستانداران در هود  یکشت سلول یو فقط برا شتونداستتفاده  لیاستتر صتورتبه شتهیهم

اقلام خود  که دیبخواه دانشجویاناز  .(17-29 )مخصتوص جلسات استتفاده شتوند لامینار
 آلودگی ممانهت به عمل آورند. احتمال انتقالاز  تا بزنندبرچسب  ی رااستفاده شخص یبرا

، ویال رك ،یستیدفع مواد زائد ز ستمیسدرصد،  79ی الکل بطر کی دیبا لامینارهر هود در  -2
 باشد. یک نشانگر وجود داشته نیهمچن ،P10و  P1000 ،P200 ،P20 سمپلرهای

 لیاستر دیبا ،17-29 یشگاهیجلسات آزما یمورد استفاده برا یکیظروف پلاست ایمهرف  هر -1
 باشد.

در باید  ره،یو غ نیپسی، محلول تر×PBS12 ط،یمانند مح ل،یاستر یسلول کشت یهامهرف -9
 رهیرا ذخ هانآ دیدر صورت امکان باشوند.  میتقس هر گروه یبرا یشتگاهیهر جلسته آزما

 یهاکه مهرف کنید یادآوری دانشجویانبه  شودیم پیشنهاد .دنابیها کاهش نهیکرد تا هز
از  رایباز کنند، ز لیاستتتر طیرا فقط در مح هاآنو  جاجابه لیصتورت استترخود را فقط به

 استفاده خواهند کرد. یشگاهیجلسه آزما نیچند یبرا هاآن
 
 نامهشیوه

 محیط کامل
-GlutaMAX) نیگلوتام-ال ی( حاوDMEMبا گلوکز بالا ) Dulbeccoاصلاح شده  Eagle طیمح

Iو گلوکز بتالتا ) میستتتد رواتی(، پmg/L1999 شتتتمتاره کاتالوگ( )Gibco 10569010ی  بطر 
mL999) 
و  ریدبردارا  رواتیپ میو ستتد نیگلوتام L یبا گلوکز بالا حاو DMEM از mL 999 یبطر کی
mL 99 .از آن را برداشت کنید 

 :دیاضافه کن ییغلظت نها منظور رساندن بهاجزا را به نیسپس ا
 (mL 999 ی  بطرGibco 16000044)شماره کاتالوگ  درصد 19 یگاو نیسرم جن ●
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 Gibco( )شتتماره کاتالوگ ×199) یضتترور ریغ نهیآم یدهایاستت MEM مولاریلیم 1/9 ●

 (mL199 ی  بطر11140050
  Gibco 15070063( )شماره کاتالوگ U/mL9999) درصد 1 نیسیاسترپتوما-نیلیسپنی ●

 (mL199 یبطر
 ،PBS1× ،7.1pH( Gibco 25080094)شماره کاتالوگ  mg/L 1999 میکربنات ستدیب ●

 .کردن لیاستر یبرا اتوکلاو
 
 یسلول کشت یسازمادهآ

 American Type Culture Collection catalog number) دیرا ذوب کن HEK293 یهاسلول

CRL-1573.) پیرویمنجمد  هایاستوك رهیو ذخ ی، نگهدارکشت یستازنده را برا یهانامهشتیوه 
پاستتاژ  1:3را با رقت  هاآن دند،یرستت درصتتدی 79-59محدوده تلاقی به  هاستتلول کهامیهنگ .دیکن

 کنید.
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 99≤با درصد تلاقی  HEK293های از سلول 2cm 19یک پلیت  ●
 درصد 79الکل یک بطری با  ●
 داری شودنگه اتاق  در دمای ×PBS 1از  mL 99مقدار  ●
( 92-179-1شتتتماره کاتالوگ  Fisher Scientific catalog numberمحفظه استتتتریل ) ●

 ذخیره و در جلسات بهدی آزمایشگاه استفاده شود ،ایشیشه های پاستورحاوی پایپت
● mL 19 ینپستتیمحلول تر EDTA 39/9 ( درصتتد Gibco 39399993کاتالوگ  شتتماره  

 شود. ینگهدار 1℃ یشود(، در دمایاستفاده م شگاهیآزما یجلسات بهد یو برا رهیذخ
● mL 99 شود. ینگهدار 1℃ یکامل، در دما طیاز مح 
 کیچاه 3 لیسترا یسلول کشت پلیت ●
 mL 99 لیاستر یمخروط ویال ●
 عدد 9 هرکداملیتری و از میلی 39و  19، 9پایپت سرولوژیکی  ●

 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 تومتریهماس ●
 یشمارنده دست ●
 با زمینه روشن کروسکوپیم ●
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 الف-جلسه نوزدهم آزمایشگاه
 شگاهیلسه موقت آزماج

 FuGENE HDبا استفاده از  HEK293 یهادر سلول pEGFP-N1 گذرا انتقال
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 (شگاهیآزما هجدهم)از جلسه  HEK293 یهاسلول کیچاه 3 پلیت ●
 P1000 ،P200 ،P20 ،P10 ل،یاستر سرسمپلر ●
● μL 9 دیمزاز پلا pEGFP-N1  با غلظتμg/μL 1 ،دیکن ینگهدار 1℃ ایاتاق  یدر دما. 
● μL 9 دیمزاز پلا pcDNA3  با غلظتμg/μL 1 ،دیکن ینگهدار 1℃ ایاتاق  یدر دما 
● μL 999 از Opti-MEMشود ینگهدار 1℃ ی، در دما 
 لیاستر وژیفیسانتر کرویم ویال 1 ●
 ماژیک ●

 به اشتراک گذاشته شوند: دیبا تجهیزا  نیا
 با زمینه روشن کروسکوپیم ●
 FuGENE HDمهرف  ●
 الیدر و دیبااین ماده  کرد. میتوان تقسیرا نم FuGENE HD: سازیآماده کارمندانتوجه قابل

را به  الیو ،یکه مرب میکنیم پیشنهاد ن،یبنابرا  بماند یباق شودیکه در آن ارسال م یاصل یاشهیش
 دهد. لیتحو، دارند ازین که به آن یهر گروه
 

 ب-جلسه نوزدهم آزمایشگاه
 فلورسانس اروساوپیبا استفاده از م EGFP انیب لیو تحل هیتجز
 پیشنهاد خواهد شد،استفاده  NIH Image J افزارنرم جلسه از نیا :سازیآماده کارمندانتوجه قابل
وجود  یستتازآماده یبرا یازیمهرف مورد ن چیه کنند. 1دریافترا بستتته  نیا دانشتتجویان میکنیم

 ندارد.
 

 پ-جلسه نوزدهم آزمایشگاه
 EGFP داریپا انیبا ب HEK293 یهاسلول تولید

دو هفته قبل از شتتروع  دیبا کشتتار یکه منحن میکنیم پیشتتنهاد :ستازیآماده کارمندانتوجه قابل 
 دیبا انیمرب انتخاب وجود داشته باشد. یبرا یتا زمان کاف ودشت لیتکم شتگاهیآزما هجدهمجلسته 

                                                 
1. https://imagej.nih.gov/ij/download.html 
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تقریبی  یبا تراکم سلولپ، -نوزدهمستاعت قبل از جلسته  31-17را  یوالد HEK293 یهاستلول
 39-29ی تلاق درصتتدتا به  نیدو پلیت ک هنیپستتیتر کیچاه 3 پلیت کی کدر هر چاه 2- 1× 191
 کامل باشد. طیمح mL 3 یدر مجموع حاو دیهر چاهک با برسند.
 

 تارکش یانجام منحن
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 39-29 یتلاق درصد با یوالد HEK293 یهاسلول کیچاه 3 پلیت ●
● μL 79  از محلولmg/mL 99 G418 نیکی)مهروف به ژنت( ) Gibco شتتماره کاتالوگ  به

 .دیکن ینگهدار 1℃ یو در دما دی(، از نور محافظت کن19121929
● mL 99 شود ینگهدار 1℃ یکامل، در دما طیمح 
 mL 19 یمخروط ویال 3 ●
 P1000 ،P200 ،P20 ،P10 ل،یاستر سرسمپلر ●
 عدد 9 هرکداملیتری و از میلی 39و  19، 9پایپت سرولوژیکی  ●

 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 با زمینه روشن کروسکوپیم ●
 های پایدارسلولانتخاب 

● μL 79 از G418 ،شودمیاستفاده  شگاهیآزما یجلسات بهد یو برا رهیذخ 
 mL 99 لیاستر یمخروط ویال ●
● mL 99 شودمیاستفاده  شگاهیآزما یجلسات بهد یو برا رهیذخ ،کامل طیمح 
 P1000 ،P200 ،P20 ،P10 ل،یاستر سرسمپلر ●
 عدد 9 هرکداملیتری و از میلی 39و  19، 9پایپت سرولوژیکی  ●
 

 جلسه بیستم آزمایشگاه
 RNAiبا واسطه  EGFP کاهش بیان

 یهاویالو  سرسمپلرکه از  دیداشته باش ادی، به RNAهنگام کار با  :سازیآماده کارمندانتوجه قابل
ا ها رسرسمپلرو  لامینارداخل هود  ،میز کار سطح ن،یعلاوه بر ا .دیاستتفاده کن RNaseبدون  پتیاپ
را در  siRNA یگوهایلوا شتتودمی پیشتتنهاد .دیپاك کن RNaseZAP (Ambion AM9780) با
. dTdT (Thermo Fisher Scientific) 2´رهنگ واو و باشتتتود  ییزدانمک ،نانومول 39 اسیمق

 .دیسفارش ده
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 :siRNAمنظور تهلیق مجدد به
 نییخشک شده در پا siRNAکه  دیتا مطمئن شو نیدک وژیفیرا سانتر کوتاه ویال صورتبه -1

 .قرار خواهد گرفتلوله 
3- siRNA ییغلظت نها ی رستتیدننوکلئاز برا زعاری او  لیرا در آب استتتر μM 199 تهلیق 

 در محلول پخش شود. siRNAتا تمام  نیدک ورتکس یخوببه .دیکن
 .دیکن ایجاد μM 19 ی استوكها، محلولنوکلئازو بدون  لیبا استفاده از آب استر -2
 .خوبی ورتکس کنیدبه -1
 منجمد -39℃ یدر دما ،و تا زمان استتتفاده نیدک ایجاد ویالر در ه μL 39 هایقستتمت -9

 .دیکن یاز انجماد و ذوب مکرر خوددار .دیکن
 

 الف-آزمایشگاه و یام جلسه بیست
 بخش دوم-RNAiبا واسطه  EGFP کاهش بیان
 انپستاندار EGFPکننده  های بیانو پلیت کردن سلول شمارش

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 طوربهکه درصتتد  79 ≤با درصتتد تلاقی  HEK293 یهااز ستتلول 2cm 19 دیشپترییک  ●

 .(شگاهیآزما 15شده از جلسه  جادی)ا کنندیم انیرا ب EGFP نیپروتئ داریپا
● mL 99 از PBS 1 ×شود یاتاق نگهدار یدر دما ل،یاستر 
 یاشهیپاستور ش پتایپ لیاستر محفظه ●
 P20و  P1000 ،P200 لیاستر سرسمپلرهای ●
● mL 19 نیپسیمحلول تر-EDTA 39/9شود ینگهدار 1℃ یدرصد، در دما 
● mL 99 شود ینگهدار 1℃ یدر دما ،بیوتیکآنتیکامل بدون  طیاز مح 
 کیچاه 3 لیاستر یسلول کشت پلیت ●
 mL 99 لیاستر یمخروط ویال ●
 عدد 9 هرکداملیتری و از میلی 39و  19، 9پایپت سرولوژیکی  ●

 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 تومتریهماس ●
 یشمارنده دست ●
 با زمینه روشن پکروسکویم ●
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 ب-جلسه بیست و یام آزمایشگاه
 شگاهیجلسه موقت آزما

 siRNA گذرا انتقال
بدون  پتیاپ یهاویالو  سرسمپلرکه از  دیداشته باش ادی، به RNAهنگام کار با شتود می پیشتنهاد
RNase ها را باستتترستتتمپلرو  لامینارداخل هود  ،میز کار ستتتطح ن،یعلاوه بر ا .دیاستتتتفاده کن 

RNaseZAP (Ambion AM9780) دیپاك کن. 
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 طور بهکه درصتتد  99 ≤با درصتتد تلاقی  HEK293 یهاولاز ستتل 2cm 19 دیشپترییک  ●
 .(الف-شگاهیآزما 31شده از جلسه  جادی)ا کنندیم انیرا ب EGFP نیپروتئ داریپا

 P20و  P1000 ،P200 لیاستر سرسمپلرهای زیک جهبه ا ●
● mL 99 از PBS 1 ×شود یتاق نگهدارا یدر دما ل،یاستر 
 یاشهیپاستور ش پتایپ لیاستر محفظه ●
● mL 19 نیپسیمحلول تر-EDTA 39/9 شود ینگهدار 1℃ یدرصد، در دما 
● mL 99 شود ینگهدار 1℃ یدر دما ،بیوتیکآنتیکامل بدون  طیاز مح 
 RNaseعاری از  mL 99 لیاستر یمخروط ویال ●

 RNaseوژ عاری از یویال میکروسانتریف 7 ●
● μL 799  ازOpti-MEM نگهداری شود 1℃، در دمای 
 عدد 9 هرکداملیتری و از میلی 39و  19، 9پایپت سرولوژیکی  ●
● μL 39  ( یها) گویلوااز هرsiRNA (و کنترل  یشتیآزما )سنتز و  ،یطراحاستکرمبل شتده

تا  (μM 19نوکلئاز با غلظت  عاری از)در آب  شگاهیآزما 39ستفارش داده شتده از جلسه 
 شود. ینگهدار گرادسانتیدرجه  -39℃ یزمان استفاده در دما

● μL 9  گویلوا استتتتوك کیتاز siRNA  کنترل مثبتEGFP 19 خاموش  یکرومولاریم(
شتتتمتتاره کتتاتتتالوگ  Thermo Fisher Scientificاز  GFP (eGFP) siRNAکننتده 

AM4626.) نیا siRNA در غلظت  باید که استتت ارائه شتتده مولار 99محلول  صتتورتبه
μM 19  درجه  -39℃ یرا در دما محلول ماندهیباقشتتتود.  قیبا آب بدون نوکلئاز رقو
 .دیکن ینگهدار گرادسانتی

 که در آن یاصل یاشهیش الیدر و دیبااین ماده  کرد. میتوان تقسیرا نم FuGENE HDتوجه: 
 ازین نکه به آ یرا به هر گروه الیو یکه مرب میکنیم پیشنهاد ن،یبنابرا  بماند یباق شودیارستال م
 دهد. لیتحو، دارند
 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           434

 

 جلسه بیست و دوم آزمایشگاه
 ومبخش س-RNAiبا واسطه  EGFP کاهش بیان

که  siRNA یدهایگونوکلئوتیلوبا ا انتقال: هفتاد و دو ساعت پس از سازیهآماد کارمندان توجهقابل
EGFP  یهادر ستلولرا HEK293 زمینه ریتصاو دانشتجویان(، ب-31اند )جلسته هدف قرار داده 

داده شد،  حیتوض شگاهیآزما ب-15در جلسه  پیشترکه  گونههمانهر چاهک را  ورسانسروشن و فل
 .کنندیم رهیو ذخ دنآورمیبه دست 

 
 جلسه بیست و سوم آزمایشگاه

 بخش اول-CRISPRبا واسطه  EGFP سرکوب بیان
 یرا رو ریز یهاکشت شگاه،یآزما 32از جلسه  پیشروز  2 کمدست: سازیهآماد کارمندان توجهقابل
 دیبا هاپلیت .pLenti-CRISPR-EGFP-2و  pLentiCRISPR-E :دیپخش کن LB/amp پلیتت

 1℃ یتا بهد از ظهر در دما دیها باپلیتصتتبح روز بهد،  انکوبه شتتوند. 27℃ یشتتب در دما کی
 حیتلق LB/ampاز  mL 199 در دیبا تیجدا شده از هر پل یکلن کی .گرفته شوندار قر گرادستانتی

 رشد کند. 27℃ یدر دما و در طول شتب، rpm 399در سترعت تقریبی  شتیک کردنو با  ودشت
استتتفاده  ز هر کشتتا دیمزپلا DNA ستتازیخالل یبرا دیبا Maxiprep تیک کیصتبح روز بهد، 

 به اشتراك گذاشته شوند. هاگروه نیب در و سازیکمی دیبا دهایمزپلا نیا شود.
ها در گروه نکهیا یبرا. استبه ازای هر گروه نیاز  HEK293های از سلول 7/1×919تنها به تهداد 

ز موعد قبل ا پلیت، ای فلاسک  کیهر گروه  یبراشود یم پیشنهادنند، ها تجربه کستب کشتیوه نیا
ده شفرض نوشته  نیبا ا یسازآماده ستیو ل یشگاهیآزما نیتمر اتیجزئ ن،یبنابرا  داده شود کشت
 رد.خود را دا یسلول دیشپتری ای فلاسک که هر گروه  است

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 .نگهداری شود اتاق  در دمای ×PBS 1از  mL 9/3مقدار  ●
ذخیره و در جلسات بهدی آزمایشگاه  ،ایشیشه های پاستتورمحفظه استتریل )حاوی پایپت ●

 .استفاده شود
● mL 7 ینپسیمحلول تر EDTA 39/9 شود. ینگهدار 1℃ یدر دماد، درص 
 .لیتریمیلی 9پایپت سرولوژیکی عدد  9 ●
 .P20و  P1000 ،P200 لیاستر سرسمپلرهای ●
●mL 7  از محیط کاملDMEM نگهداری کنید 1℃ای ، در دمبیوتیکبدون آنتی. 
 .چاهک 17یک پلیت استریل با  ●
 .EGFPپایدار  با بیان HEK293های سلول ●
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 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 تومتریهماس ●
 یشمارنده دست ●
 با زمینه روشن کروسکوپیم ●
 
 ب-سه بیست و سوم آزمایشگاهجل

 جلسه موقت آزمایشگاه
 CRISPRوکتورهای  انتقال

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
● μL 139  ازOpti-MEM نگهداری شود 1℃، در دمای 
( μg/μL 79/9شتتتتده ) ستتتتازیختتالل pLentiCRISPR-Eاز وکتور  μL 3حتتداقتتل  ●

(Addgene Plasmid #78852 در دمای ،)℃نگهداری شود 1 
( μg/μL 79/9شتتده ) ستتازیخالل pLentiCRISPR-EGFP-2از وکتور  μL 3حداقل  ●

(Addgene Plasmid #51761 در دمای ،)℃دنگهداری شو 1 
 P20و  P1000 ،P200 لیاستر سرسمپلرهای ●
 EGFPکننده  بیان HEK293های چاهکی از سلول 17پلیت  ●
 ویال میکروسانتریفوژ استریل 2 ●

 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 شنبا زمینه رو کروسکوپیم ●
 

 پ-جلسه بیست و سوم آزمایشگاه
 جلسه موقت آزمایشگاه

 های منتقل شدهگسترش سلول
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 شود نگهداری اتاق  در دمای ×PBS 1از  μL 199مقدار  ●
● μL 199 ینپسیمحلول تر EDTA 39/9  ،شود. ینگهدار 1℃ یدر دمادرصد 
 لیتریمیلی 9عدد پایپت سرولوژیکی  2-9 ●
 P20و  P1000 ،P200 لیاستر سرسمپلرهای ●
●mL 7  از محیط کاملDMEM نگهداری کنید 1℃، در دمای بیوتیکبدون آنتی 
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 چاهک 3یک پلیت استریل با  ●
 یاشهیپاستور ش پتایپ لیاستر محفظه ●

 
 جلسه بیست و چهارم آزمایشگاه

 بخش اول-CRISPRبا واسطه  EGFP سرکوب بیان
 پیشنهاد خواهد شد،استفاده  NIH Image J افزارنرم جلسه از نیا :سازیآماده کارمندانتوجه قابل
وجود  یستتازآماده یبرا یازیمهرف مورد ن چیه کنند. 1دریافترا بستتته  نیا دانشتتجویان میکنیم

 ندارد.
 

 شگاهیآزما وپنجستیب جلسه
CRISPR بخش اولشرفتهیپ : 

 sgRNA لیو تحل هیو تجز یطراح
 :سازیآماده کارمندان توجهقابل
 کی توانند. دانشجویان می3شودیاستفاده م DESKGEN Cloud افزاریبسته نرم جلسه از نیادر 

 .استفاده کنند یمرب شده توسطهای ایجاد حستاباز ی کیاز  ای کنند، جادیا گانیرا یحستاب کاربر
 یهاآغازگر انجام داد. فیتکل یک عنوانبهخارج از کلاس  ایتوان در کلاس یرا مالف مراحتل بخش 

 پیشنهاد نیبنابرا  هستندجلسته بیستت و شتشتم استتفاده در  یبرا قستمت این شتده در یطراح
 .دیرا سفارش ده هاآنجلسه مذکور، از انجام  پیشهفته  کی کمدست میکنیم

 
 آغازگر یطراح
 سازیآماده کارمندانتوجه قابل

 یطراح یهاآغازگر است. شگاهیآزما بیستت و نهمجلسته  یبرا آغازگر یشتامل طراح ب نیزبخش 
 یگوهایلوا وند.زمان ستتفارش داده شتت کیبا هم در  دیبا ب،بخش  نیهمچن ،الفشتتده در بخش 
نشده  مهلق پیشتراگر  هستند. یکاف ،سنتزها( نیارزانتر طور مهمولبه) یی شدهزدااستاندارد و نمک

 یهاها حجمشرکت بیشتر .دیکن قیرق لیاستر TE ای آبدر  μM 199 غلظت را تا گویاست، هر اول
 هایآغازگرلیگو و وهای امربی باید رشته .دهندارائه می مجدد قیتهل یشتده را برامحاستبه پیشاز 

PCR های مشابه و یا همپوشان وجود آغازگرستفارش برای تراز کند. دلیلی منظور طراحی، همرا به

                                                 
1. https://imagej.nih.gov/ij/download.html 

2. https://www.deskgen.com/landing/cloud.html 
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، هاآنهدف  یمتهدد، بسته به توال یها sgRNA یابیارز یممکن است برا آغازگرجفت  کندارد. ی
 ی( براب-9-33)شکل  Wordسند  کیکه  شودمی پیشتنهاد دانشتجویانبه کارایی داشتته باشتد. 

کلاس  یبرا یستند اصل کی جادیا ای استناد نیا یآورجمع آماده کنند. هایتوال نیا مشتخل کردن
 .آوردبه عمل می یریجلوگ یاضاف یهاآغازگرانتخاب    این امر ازاست دیمف
 

 CRISPRو دفسفرولاسیون وکتور  محدود کننده هضم
 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 نگهداری شود -39℃ ی، در دماpLentiCRISPR-E پلازمید μg/μL 9از  μL 3حداقل  ●
● μL 7 1/2 بافر NEB 19×نگهداری شود -39℃ ی، در دما 
● μL 1 NEB BsmBI (10 U/μL)نگهداری شود -39℃ ی، در دما 
● μL 1 Calf Intestinal Phosphatase (CIP) (U/μL 19 شرکت )NEB 
 

 از ژل شده هضم CRISPR وکتورستون  و استخراج آگارز ژل الاتروفورز
)شتتتماره کاتالوگ  QIAQEN QIAquick ژل استتتتخراج تیدر ک ،ذکر شتتتده یهالوازم و مهرف

 حتم به ژل است. 99استخراج  یبرا ییهاو مهرف هاستتون یحاو تیهر ک ( موجود استت.37791
 .دیدنبال کن PEبه بافر  صددر 199 را در افزودن اتانول تیک نامهشیوه

● μL 399  بافرQGشود یاتاق نگهدار ی، در دما 
 شود یاتاق نگهدار ی، در دماQIAquick یستون چرخش 1 ●
 شود یاتاق نگهدار یدر دما ،mL 3-1 ی کنندهآورجمع ویال ●
● mL 1  بافرPEشود یاتاق نگهدار ی، در دما 
● μL 19  بافرEBشود یاتاق نگهدار یا، در دم 
● μL 299 شود یاتاق نگهدار یدر دما زوپروپانول،یا 

 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 آگارز ●
 ×TBE 1بافر  ●
 باندهابرداشتن  یبرا دیجد یهاغیت ●
 pH 5مولار  2 میاستات سد ●
 نگهداری شود -39℃دمای  (، درNEB Quick-Load 1 kb) DNAکش خط ●
 نیدک قیرق ng/μL 9/13را تا  DNA کشخط، GelRedاستتتفاده از  هنگام و آگارز یهاژل در

 یبرا .دیکن یریبارگ μL 13 به حجم کل منظور رسیدنرا به ازای هر چاهک و به ng 199مقدار و 
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 μL+  آب استریل Quick-Load 1 kb  +μL 79 کشاز خط ng/μL 9/13 :μL 29کردن تا  قیرق
 ×3از رنگ دای  39

 دانشجویان باید موارد زیر را از قبل داشته باشند:
 ×DNA 3بافر بارگذاری  ●
● GelRed (19999 استوك×) 
 

 شگاهیآزما بیست و ششم جلسه
CRISPR سمت دوم: قشرفتهیپ 

 :سازیآماده کارمندانتوجه قابل
 کیحداقل  را هاآنقرار بود  خواهند بود. ازیجلستته مورد ن نیشتتده در ا یطراح شیاز پ یگوهایلوا

 دانشتتجویاننشتتده باشتتند،  دریافت هاآناگر دهید. و ستتفارش  یجلستته طراح نیهفته قبل از ا
 یجاهب) سازیآماده کارمندانکه  شودمی پیشنهاد کنند. کلونرا  های متصتل شدهوگیتوانند اولینم

 یو در دما تهلیق μM 199 ییبه غلظت نها لیاستتتر TE ای dH2Oرا در  گوهای( اولجویاندانشتت
ستتازی با این فرض آزمایشتتگاهی و فهرستتت آماده هایتمرین کنند. ینگهدار گرادستتانتی -39℃

ا لیگوها و بولیگوهای متصل شده با یک جفت از اوا در حال کلون کردناند که هر گروه نوشتته شده
بر  دیها با، مهرفوجود داشتدر هر گروه  sgRNA کیاز  شیاگر ب. است sgRNAهدف تولید یک 

 شوند. محاسبه آن اساس
 سهم هر گروه: ،د کردنزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات

 نگهداری شود -39℃در دمای ، جویانشده توسط دانش یطراح یگوهایلوا ●
● μL 3 1 گویلوا (μM 199) 
● μL 3 3 گویلوا (μM 199) 
● μL 7  بافرDNA گازیل T4 19×، نگهداری شود -39℃در دمای  یدر دما 
● μL 1 از T4 PNK شتترکت NEB پل(شتتماره کاتالوگ  ناز،یک دینوکلئوتیM0201S در ،)

 نگهداری شود -39℃در دمای  یدما
● ng 99 از pLenti-CRISPR-E  ،نگهداری شود -39℃در دمای برش نخورده 

استتتفاده  M0202Lشتماره کاتالوگ  ،NEBشترکت  T4 گازیل DNAاز  نامهشتیوه نیا توجه:
سازنده  یهانامهشیوهاز  د،یکنیاستفاده میک شرکت دیگر  T4گازیل DNAاگر از  کند.یم

 باشد. تریطولان یقابل توجه طوربهممکن است  ونیزمان انکوباس .دیکن پیروی
 تیقابل با Invitrogen One-Shot Stbl3سویه  E. coliاز  یتریکرولیم μL 99 سهمچهار  ●

 (Thermo Fisher C737303 ی)شماره کاتالوگ علم ییایمیش صلاحیت انتقال
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فاوت مت ،شگاهیآزما پنجممورد استفاده در جلسه  یهاسلول نسبت به ستهیشا یهاسلول نیتوجه: ا
به حداقل  را روسیو یلنت یدهایمزپلا احتمالی در یبینوترک یدادهایرو Stbl3 هی. ستتوهستتتند

از  شیب دینبا هاسلول .دیمنجمد را ذوب کن یهااز استفاده، سلول پیشبلافاصله تنها  رساند.یم
قرار داده اتاق  یدر دما یزمان بازه چیه در دیها نباستتلول .قرار داده شتتوند خی یرو قهیچند دق
 .شوند

ارائه  μL 99 ریدر مقادارستتالی از شتترکت،  Stbl3 یها: ستتلولنهیدر هز ییجوصتترفه برای هنکت
 یبرا μL 39 هایستهمممکن،  ةشتد های ترادیستیستلولتهداد  شیافزا یبرا دیتوانیم .شتوندمی

 .دیکن هیته دانشجویان
● mL 3/1 SOC ای LB  در دمای اتاقرم شده گ پیشاز 
 LB/ampآگار  پلیت 1 ●

 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 59 اتانول ●
 آب استریل ●

 دانشجویان باید موارد زیر را از قبل داشته باشند:
PLentiCRISPR-E شده با  هضتمBsmBIشده با  ماری، تCIP ،از جلسه  شده با ژل سازیخالل

 شگاهیآزما بیست و پنجم
 

 الف-شگاهیآزما بیست و هفتم جلسه
CRISPR سوم: قسمت شرفتهیپ 
 Miniprep DNA ها برایو تلقیح کشت شده های ترادیسیسلول شمارش

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 Diversified شیدیپتر یمربه 23)شتتبکه  یابا برچستتب شتتبکهآگار  LB/amp پلیت 1 ●

Biotech  شماره کاتالوگPSTK- 1000) 
 LB/amp از mL 3 یحاو کشت ویال 2 ●
 

 ب-شگاهیآزما بیست و هفتم جلسه
CRISPR سوم: قسمت شرفتهیپ 

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 (37191)شماره کاتالوگ  QIAGEN QIAprep Spin Miniprep تیک ●
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گنجانده  QIAGEN QIAprep Spin Miniprep تیدر ک ،فهرستتت شتتده یهالوازم و مهرف
و  RNaseدر افزودن  است. دیمزپلا 99 یسازآماده یستون و مهرف برا یحاو تیهر ک شتده است.

 .دیکن یرویپ نامهشیوهاز  حتم به P1به بافر  در کیت، ارائه شده PEدرصد به بافر  199 اتانول
 سهم هر گروه:

● mL 1  بافرP1شود ینگهدار 1℃ ی، در دما 
● mL 1  بافرP2شود یاتاق نگهدار ی، در دما 
● mL 3/1  بافرN3شود یاتاق نگهدار ی، در دما 
 شود ینگهداراتاق  ی، در دماQIAprep یستون چرخش 2 ●
 دیکن یاتاق نگهدار ی، در دماآوری کنندهویال جمع 2 ●
● mL 9/3 بافرPEشود یاتاق نگهدار ی، در دما 
● μL 399  بافرEBشود یاتاق نگهدار ی، در دما 
 یابییتوال منظوربهحمل نمونه  یبرا PCR ویال 2 ●
 

 الف-شگاهیآزما بیست و هشتم جلسه
CRISPR چهارم: قسمت شرفتهیپ 

فتم ه بیستتت و از جلستته یابیهای توالیمنظور بررستتی دادهمرتبط با بیوانفورماتیک به هایتمرین
منظور انجام تجزیه به Chromas1، یا کروماتوگرام تجزیه و تحلیلافزار آزمایشگاه و یک رایانه با نرم

 های مربوطه.و تحلیل
 نکهیا یبرا استتت. ازیدر هر گروه ن EGFPکننده  انیب HEK293 ستتلول از 3/2×919 تنها به

 دیشتریپ ای فلاسک  کی میکنیم پیشنهادتجربه کسب کنند،  هاشیوه نیدر ا ییدانشجو یهاگروه
هر  یبرا زودتر از موعد مقرر کنند،یم انیب داریطور پارا به EGFPکه  HEK293 یهتااز ستتتلول
ض فر نیبا ا یسازآماده ستیو ل یشگاهیآزما هایتمرین اتیجزئ ن،یبنابرا  داده شتود گروه کشتت
 خود را دارد. ی مختل بهلظرف سلو ای فلاسک شود که هر گروه ینوشته م

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 نگهداری شود اتاق  در دمای ×PBS 1از  mL 9/3مقدار  ●
 ای شیشه های پاستورمحفظه استریل حاوی پایپت ●
● mL 7 ینپسیمحلول تر EDTA 9/9  ،شود. ینگهدار 1℃ یدر دمادرصد 
 لیتریمیلی 9عدد پایپت سرولوژیکی  9 ●

                                                 
1. http://technelysium.com.au/wp/chromas/ 
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 P20و  P1000 ،P200 لیاستر سرسمپلرهای ●
●mL 7  از محیط کاملDMEM نگهداری کنید 1℃، در دمای بیوتیکبدون آنتی 
 چاهک 17ستریل با یک پلیت ا ●
 EGFPپایدار  با بیان HEK293های سلول ●

 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 تومتریهماس ●
 یشمارنده دست ●
 

 شگاهیآزما بیست و هشتم جلسه

 شگاهیموقت آزما جلسه
 CRISPR وکتورهای الانتق

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
● μL 139  ازOpti-MEM نگهداری شود 1℃، در دمای 
( μg/μL 79/9شتتتتده ) ستتتتازیختتالل pLentiCRISPR-Eاز وکتور  μL 3حتتداقتتل  ●

(Addgene Plasmid #78852 در دمای ،)℃نگهداری شود 1 
( μg/μL 79/9شتتده ) ستتازیخالل pLentiCRISPR-EGFP-2از وکتور  μL 3حداقل  ●

(Addgene Plasmid #51761 در دمای ،)℃نگهداری شود 1. 
 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا

 FuGENEمهرف  ●
در  Miniprepped DNAحاصتتتل شتتتده از  μg 3 pLenti-CRISPR-sgRNAقل حدا ●

 ب-جلسه بیست و هفتم
 

 شگاهیآزما بیست و نهم جلسه
CRISPR پنجم: قسمت شرفتهیپ 

 سازیهآماد کارمندانتوجه قابل 
در هر گروه پردازش  هضمکه چهار  کنندی، فرض ماین قستمتشتده در  مهرف فهرستت یهاحجم
 .شوندیم
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 مهدوم یستتلول کشتتت شتتگاهیخارج از آزما، در پلت شتتده یهااز ستتلول یستتتیخطرناك ز عیما
باشند. دانشجویان  دکنندهیسفدرصد  19مخصوص آن حاوی لازم است ظروف  نیبنابرا خواهند شد 

 ذکر شده استفاده خواهند کرد. یهااز لوازم و مهرف
 نگهداری شود اتاق  در دمای ×PBS 1از  mL 1مقدار  ●
● mL 1 ینپسیمحلول تر EDTA 39/9  ،شود. ینگهدار 1℃ یدر دمادرصد 
●mL 1  از محیط کاملDMEM نیدنگهداری ک 1℃، در دمای 
● μL 3 ه وو سفارش داده شد یطراح شگاهیآزما 39که در جلسه  برگشتو  رفت یگویلوا از 

 مهلق شده است. μM 199 ییبه غلظت نها× TE 1 ای لیاستر آبدر  از قبل
 PCR ویال 5 ●
 Invitrogen GeneArt Genomic Cleavage تیتتفهرستتتت شتتتده در ک یهتامهرف    

Detection Kit (Invitrogen  شماره کاتالوگLSA24372 )اگر از روش  شوند.یم افتی
 .دیسازنده مراجهه کن یهانامهشیوهبه  د،یکنیاستفاده م یمتفاوت ندلیا لیتشخ

● μL 339  شود ینگهدار -39℃ یدر دما ،یسلول هضمبافر 
● μL 19 شود یگهدارن -39℃ یدر دما ن،یکننده پروتئ هیتجز 
● μL 9/1 شود ینگهدار -39℃ یالگو و کنترل، در دما یهاآغازگر 
● μL 199 از AmpliTaq Goldشود ینگهدار -39℃ ی، در دما 

 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 آگارز ●
● TBE 1× 

 به موارد زیر دسترسی داشته باشند: پیشدانشجویان باید از 
 GelRed (19999×) استوك ●
 

 سازیهآماد کارمندان توجهقابل
ژل  کیبر اساس  مورد نیاتهیه کند. درصد را  3 آگارز خواهد که سته ژلیاز هر گروه م نامهشتیوه

«mini» فهرست شده در جلسه  یهانمونه دیهر گروه با رایز  است کیچاه 7شتانه  کیبا  یمهمول
 دارد: ازین PCR فرآورده تسیید یژل برا در چاهکهر گروه به شش  را اجرا کند: شگاهیآزما 29

 DNA کشخط 1
 واکنش کنترل مثبت 1
 هضمهر  یبرا چاهک 1
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 یاز دارد:چاهک اضافه برای مشاهده شکافت ن 11هر گروه به 
 DNA کشخط 1
 واکنش کنترل یبرا چاهک 3
 (7)در مجموع  هضمهر  یبرا چاهک 3
در  منظور استفادهبه و شوند یبندبستهدر سلفون  باید شتگاهیآزما بیستت و نهمجلسته ی هاژل

 شوند. رهیذخ 1℃ یدر دما ام آزمایشگاه،جلسه سی
 یشتتده را از تهداد ستتاختهشیپاز  3آگارز  یهاژل دیتوانیدر زمان: م جوییصتترفه برای نکته

 .دیکننده سفارش ده دیتول
 

 شگاهیآزما امسیجلسه 

CRISPR قسمت ششمشرفتهیپ : 
 سازیهآماد کارمندان توجهقابل
در هر گروه پردازش  ضمهکه چهار  کنندی، فرض ماین قستمتدر  فهرستت شتدهمهرف  یهاحجم
 Invitrogen GeneArt Genomic Cleavage تیفهرستتتت شتتتده در ک یهامهرف. شتتوندیم

Detection Kit (Invitrogen  شماره کاتالوگLSA24372 )لیاگر از روش تشخ شوند.یم افتی 
 .دیسازنده مراجهه کن یهانامهشیوهبه  د،یکنیاستفاده م یمتفاوت ندلیا

● μL 13  شود ینگهدار -39℃ یدر دما ،×19واکنش  لیختشبافر 
● μL 7 شود ینگهدار -39℃ یدر دما ل،یتشخ میآنز 
● μL 39 شود یاتاق نگهدار یآب، در دما 

 د کرد:نزیر استفاده خواه هر گروه از مواد و تجهیزات
 PCR ویال 19 ●
در  (ng/μL 19)غلظت  (،N3236)شماره کاتالوگ  NEBشترکت  DNA bp99کش خط ●

 شود ینگهدار -39℃ یدما
 NEB .μL 29 N3236  +μLشرکت  kb 1کش خط ng/μL 19 محلول استوك نامهشیوه ●

 ×DNA 3بافر بارگذاری  μL 137+  آب استریل 792
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 به اشتراك گذاشته شوند: دیبا تجهیزات نیا
 آگارز ●

 شنهادپی انشجویانبه د فتد،یاتفاق ن شگاهیآزما جلسته نیدر طول ا ژل تجزیه و تحلیلاگر      
 شودمتوقف  تا هضم نندکرا به هر واکنش اضافه  EDTA μM 199 از μL 1که  شودمی

 د.نشو ینگهدار -39℃ یها در دماو نمونه
 ×DNA 3بافر بارگذاری  ●
 درصد ذخیره شده از جلسه بیست و نهم 3آگارز  ●
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 سومپیوست 
 ستهیشا Escherichia coli یهاسلول یسازآماده
 مقدمه
 تولید ومناستتتب  DNAجذب  یبرا یتیدو ظرف یهاونیبا کات تیمارتوان با یرا م E. coliباکتری 

 ینگهدار گرادسانتیدرجه  -79℃ ینامحدود در دما طوربهحالت  نیرا در ا هاآن توانهمچنین می
با  ییهابه دستتت آوردن ستتلول یبرا ستتهیشتتا یهاستاخت ستتلول ندیاز فرآ یادیز یهاکرد. بخش
باید در فاز لگاریتمی برداشتت شوند و بهد از سرد  هاستلول .دارای اهمیت استت لااب لیتبد راندمان

شتدن نباید در دمای اتاق قرار گیرند چون در این صورت توانایی خود را از دست خواهند داد. برای 
ها ، سلولسرد اتاق صورت نداشتندر ها باید در یک اتاق سرد تقسیم شوند. بازده تبدیل بهینه سلول

 شود. یریها جلوگکرد تا از گرم شدن سلول توزیع خی یبا دقت فراوان رو توانیرا م
که  است T7پروموتر  کی ی، داراpET-41aمورد استفاده ما،  ییایباکتر انیناقل ب از آنجایی که

باشتتد تا  λDE3 زوژنیل کی دیبا E. coli زبانیم هیکند، ستتویم تیرا هدامورد نظر  ژن یستتیرونو
 BL21(DE3) هیسو انیب یبه پروموتر داشتته باشد. برا وصتل شتدن یبرا T7 مرازیپل RNA کی

 .تمناسب اس
 
 نامهشیوه
 میکلس دیکلر تیمارمناسب با  ییایمیش یهالولس یسازآماده
استفاده  لیاستر کی. از تکندیکنیاستتفاده نم بیوتیکآنتیروش از  نیکه در ا دیداشتته باشت ادیبه 
اصلاح  Chung et al.1از  ری. مراحل زدیمطمئن شو وژیفیسانتر یهایبطردن بو لیو از استتر دیکن

 شده است.
 هاسلولخراش دادن  یبرا لیاستر حیحلقه تلق کیرا با استفاده از  E. coli شبهکی کشتت. 1

با  لنیپروپیپل ویال کیدر  Luria-Bertani (LB) لیترمیلی 3 میزان بته ینوکل کیتاز 
 27℃شود( و اجازه دهید در دمای اضتافه نمی بیوتیکآنتی)توجه:  .دیشتروع کن درپوش

 شود. شیکردار انکوباسیون یک شب در انکوباتور
 شتتبهکیرا با کشتتت تازه  E. coli BL21(DE3) ترلیمیلی 199 صتتبح روز بهد، کشتتت. 3

 یتریل 1 فلاسک کلاس خود، چند  جویان. بر اساس تهداد دانشدیشروع کن حیتلق عنوانبه
 کی هنزدیک ب دی. بادیکن حیکشت شبانه تلق لیترمیلی 1/9را با  LB لیترمیلی 199 یحاو

 .دینشروع ک یشگاهیگروه آزما 19را در هر  یلیترمیلی 199کشت 
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شد ر گاریتمیفاز ل تاها را ی. باکتردیکن اسیونانکوب 27℃ی را با تکان دادن در دما فلاسک . 2
کشد یساعت طول م 9/3. شودینشان داده م 9/9تا  2/9بین  OD600که با مقدار  دیده

له )از جم لی. از روش استربرسد ستهیاش یهاساخت سلول یمناسب برا به مرحله تا کشت
با  هاآن OD600 یریگاندازه یها از کشت براخارج کردن نمونه ی( برالیاستر یهاپتایپ

فاز  درد، رسنیها کدر به نظر مکشت کههنگامی. دیاستفاده کن استتفاده از اسپکتروفتومتر
 .ابدییم شیافزا سرعتبه هاآن OD600رشد هستند و  اریتمیلگ

از  لیبزرگ استر وژیفیسانتر ویال را در دو کشت د،یمناستب رس ینور یبه چگال کههنگامی. 1
قرار  خی یرو قهیدق 19و سپس به مدت  دیها را متهادل کنویال .دیزیسترد شتده بر پیش
 .ر دمای اتاق قرار نگیرنددهرگز  هاسلولبه بهد، مهم است که  نی. از ادیده

برداشت  1℃ یدر دما قهیدق 19به مدت  قهیدور در دق 3999در  وژیفیرا با سانتر هاسلول. 9
 از قبل سرد شده است. دستگاه موتورکه  دی. مطمئن شودیکن

 پتایپ کیرا با  یاضتتاف LB طیمحدارید، را روی یخ نگه ها. مایع رویی را دور بریزید و ستلول3
از طریق پایپت  آرامیبهها را سلول .دیبردار یلیترمیلی 1 ستمپلر کی ای لیاستتر پاستتور
 تهلیق کنید. دوبارهسازی، محلول ذخیره mL 1به بالا و پایین در  کردن

تثبیت شتتوند. در این زمان باید  ها. محتویات یک ویال را به ویال دیگر منتقل کنید تا ستتلول7
 mM 99 یحاو TSSشتتکننده هستتند.  ها در این مرحلهبستیار ملایم باشتتید زیرا ستلول

2MgCl ها از . سایر روشاستmM 99 CaCl2 کنند. اگر قصد منجمد کردن استفاده می
ضتتروری  TSSموجود در  (DMSO) دیستتولفوکستت لیمت یدها را دارید، برخی از ستتلول

 یاضتتتاف یهاکردن ستتتلول زیفر ابد،ییکاهش م یاندک لیبازده تبد از آنجایی کهاستتتت. 
 است. دیمف شهیهم

این  .دیکن پتایپ خی یستترد رو وژیفیکروستتانتریم یهاویال در ستترعتبهرا  μL 99 مقدار. 7
منجمد کرد. شتتما باید ویال را  -79℃توان بلافاصتله استتفاده یا در دمای میرا  هاستلول

آزمایشگاه به  9روی یخ نگه دارید و بقیه را فریز کنید. برای جلسه  برای سنجش ترادیسی
 نیاز دارید. های منجمد در هر گروه آزمایشسلول μL 99واحد  2

در  اتانول خشک/ خیحمام  کیخود را به  خیمناسب، سطل  یهان ستلولمنجمد کرد یبرا. 5
بل از ق وژیفیکروستتانتریم ویال دارندهنگه کیبا استتتفاده از . دیببر -79℃ زریفر یکینزد

 ایبرچستتتب دار  ییجهبه مقوا کیرا در  هالوله .کنید ورغوطههتا را ویتالخنتک شتتتده، 
 .دیقرار ده -79℃ یبلافاصله در دماو  دیبرگردان روفومیاستا
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 کنترل ترادیسی
 .شتتودمی یریگاندازه μg DNA/(cfu) یدهنده کلن لیتشتتک یتهداد واحدها نییبا ته لیبازده تبد
 نیود(. در اشینم ترادیسی مؤبر طوربه یخط DNAاستفاده شود ) سوپر کویل DNAاز  دیفقط با

 دیاستفاده خواه هاسلول تیصتلاح تسیید یبرش نخورده برا DNA pET-41aنانوگرم  19بخش از 
 کرد.
 ریز یهاتیمار یعلامت برا کیاز قبل سرد شده را با  لیاستر وژیفیکروسانتریم ویالدو  یرو. 1

 .TE ،pET-41a: دیبرچسب بزن
3 .μL 39 را  هاکه سلول دیداشته باش ادی. به دیکن میتقس ویال را به هر ستهیشا یهااز ستلول

 .دینگه دار خی یرو در تمام مدت
 . به ویال مناسب اضافه کنید:2

 .μL 3 TEالف. 
 خی یرو قهیدق 9و به مدت  دیمخلوط کن آرامیبتهرا  ng/μL 9 pET-41aاز  μL 3ب. 

 .دیبگذار
 .13℃ی در دما هیبان 29به مدت  هاسلول یشوك حرارت. 1
 کنید. دقیقه روی یخ انکوباسیون 3ها را به مدت . ویال9
3 .μL 79 عیما طیمح (LB ای SOCاضافه کن )تا مخلوط  دیبرعکس کن آرامیبهها را ویال د،ی

 اسیونانکوب قهیدق 19به مدت  قهیدور در دق 339، 27℃ی ان دادن در دماشتوند و با تک
 .دیکن

 .دی( قرار دهLB/kan) یانتخاب طیمح کی یرو( را μL 199. کل حجم )7
 .دیکن اسیونانکوب 27℃ی شب در دما کیها را تیپل. 7
 pET-41aداشتته باشد. کنترل  یکلن دینبا TEنترل کها را تحت نظر داشتته باشتید. . پلیت5

 باشد. متهدد یهایکلن یدارا دیبا
خود  pET-41aصتتفحه کنترل  یهاتهداد ستتلول را با شتتمارش هاستتلول لیتبد راندمان. 19

 1یکسر دیتوانیم، های کل صفحه برای شمارش زیاد استولاگر تهداد سل .دیمحاسبه کن
های آن بخش را در عدد مناسب ضرب ( و تهداد سلول7/1یا  3/1از صتفحه را بشتمارید )
 ها در کل پلیت تخمین زده شود.کنید تا تهداد کل کلنی

 
 

                                                 
1. Aliquots 
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 یآزمایشگاه هایهجلس آغاز پیش از هایپرسش
 جلسه اول آزمایشگاه

 :، کارشناسی ارشد و دکتری)دانشجویان مقطع کارشناسیها(/گرایش شتما چیستت رشتته ). 1
 در صورت انتخاب، محقق اصلی شما کیست(پ

 . چه مواردی را در این کلاس فرا خواهید گرفتپ3
 . اهداف شغلی شما چیستپ2

، چه ایدپ اگر چنین استبیوشیمی مولکولی داشته /شتناسیزیستت. آیا تجربه قبلی در زمینه 1
 پایدانجام داده حقیق مرتبط(کاری )تجربه درسی/ت

 

 جلسه دوم آزمایشگاه
 های زیر چقدر استپ( سمپلریریگاندازهقابل. محدوده حجم )حداکثر و حداقل مقدار 1

 P10آ.الف. 

 P20 ب.
 P200. ج
 P1000د.

 چقدر استپ، طبق موارد زیر ومیکرولیتر(  برحسب) پایپت شده. حجم 3

 

 
 

 
 
  

a _______  b _______    c _______ 
       
 پد شداستفاده خواه کروموزومی DNAپلازمید از  جدا کردن. از چه روشی برای 2

 آلکالاین آ. آنزیم
 کاب. جذب سیلی

 / اسپکتروفتومتری نانودراپج. 
 محدود کننده هضم د.
 است. ایدو رشته DNAنشان دهنده خلوص مطلوب  _______A260/280 نسبت .1
 پکنیدمیاستفاده  pET-41aمختلف برای برش ناقل  محدود کننده . چرا از دو آنزیم9

9 1 9 
3 9 9 
1 1 9 
(P1000) (P20) (P200) 
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 برش را نداشته باشد تواناییها یکی از آنزیم کهدرصورتیآ. 
 سازگار هستند چسبنده دارای انتهای ب. زیرا این دو آنزیم

 ستتپس برش ژن استتت، تولید کردهکه انتهای ناستتازگار را  ج. زیرا برش وکتور با دو آنزیم
صحیح  یریگجهتسازی، ژن الحاقی را وادار به همان دو آنزیم هنگام شبیه الحاقی با

 کندمی
 د. الف و ب

 
 جلسه سوم آزمایشگاه

 کندپامروز عمل میجلسه  PCRدر  egfp تکثیرالگو برای  عنوانبه DNA. کدام 1
 pET-41a آ. 
 egfpNcoب. 
 egfpNotج. 
 pEGFP-N1 د.

 ه. ب و ج
 چیستپ مهین PCRبرای استفاده در یک واکنش  وصل شدن. مبنای انتخاب دمای 3

 هاآغازگر GC آ. طول و محتوای
 ظرمورد ن PCR فرآورده GC ب. طول و محتوای

 های مهندسی شدهآغازگرهای محدود شونده در ج. سایت
 آل پلیمرازد. دمای واکنش ایده

 چیستپ ستون چرخشی درشده  وکتور هضم یریکارگبه. هدف از 2
 .زنده که ممکن است در نمونه مخلوط شود E. coli آ. برای حذف

 .محدود کننده هضم هاییمب. برای حذف آنز
 .وصل شدنهای ناخواسته قبل از ج. برای حذف نمک

 .د. الف، ب و ج
 ه. ب و ج.

 باشدپ ترکینزددستگاه  قسمتها باید به کدام آگارز، چاهکبا  DNA . در الکتروفورز1
 د(آ. سمت سیاه )کات
 ب سمت قرمز )آند(
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شتتود، وکتور حذف می در طول هضتتم pET-41aاز  یجفت باز 72یک قطهه  از آنجایی که. 9
 هضم شده عبور کند. کندتر از وکتور بریده/ آگارز برش نخورده باید همیشه از ژل

 آ. درست
 ب. نادرست

 
 آزمایشگاه جلسه چهارم

 چقدر استپ روی ژل PCR هایفرآوردهاندازه تقریبی مورد انتظار شما از باندهای  .1
 kb799 آ.
  kb9 ب.
 kb3 ج.
 kb1 د.
 bp799 ه.

 هضتتمواکنش باید به  PCR فرآوردهبود، چه حجمی از  ng/μL 79شتتما  . اگر عدد نانودراپ3
 محدودکننده اضافه کنیدپ

 μL 19/9آ. 
 μL 37/3ب. 
 μL 199ج. 
 μL 3379د. 

 شما چیستپ PCR فرآورده نانودراپ عدد خوانش. هدف از 2
 DNA آ. برای تهیین غلظت
  DNA ب برای تهیین حجم

 egfp  ج برای تهیین شدت فلورسانس
 غیر اختصاصی دارید یا خیر. PCR هایفرآوردهد برای تهیین اینکه آیا 

رای باشد، ب ng/μL 7دارای غلظت  PCR حاصل از شده خالل و هضتم  egfp فرآورده. اگر 1
داشته باشید  ng 31در هفته بهد باید از چه حجمی استتفاده کنید تا  واکنش لیگاستیون

 )از مهادله داده شده در پایان جلسه آزمایشگاه استفاده کنید(پ
 دنکربا استتتفاده از پایپت  ویالتوانید کل حجم ماده را از دارید و نمی . اگر مقدار کمی آنزیم9

 کدام عمل را انجام خواهید دادپخارج کنید، 
 .بانیه سانتریفیوژ کنید 9آ. سهی کنید مایع را به مدت 

 ورتکس کردنب. 
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 .خود شکایت کنید مربی از حلراهاولین  عنوانبهج. 
 :) د. گریه کن برو خونه

 
 شگاهیآزماجلسه پنجم 

1. DNA  خطی درE. coli برده شود. تکثیر نخواهد شد حتی اگر داخل سلول 
 آ. درست

 ب نادرست
شتتود نیازی به نگهداری روی یخ ندارد زیرا در دمای اتاق در زمانی که استتتفاده نمی . بافر لیگاز3

 فهال است.
 آ. درست

 ب نادرست
 پچقدر استکه از آن استفاده خواهید کرد  الحاقی ژنه امروز، نسبت وکتور ب . برای آزمایش2

 1:1آ. 
 9:1ب. 
 1:9ج. 
 1:19د. 

 های خود در نظر خواهید گرفتپسلول صحت شایستگیرا برای اطمینان از  اقداماتی. چه 1
 برش نخورده pET-41a آ.

 اقیالح ژنشده با  ب. وکتور هضم
 الحاقی ژنشده بدون  ج. وکتور هضم

 از موارد بالا کدامچیهد. 
 نورتکس کردبه جای  ویالهای شایسته را با تکان دادن ، ستلولاز استتفاده برای انتقال پیش. 9
 مخلوط کنید. آرامیبه هاآن

 آ. درست
 ب. نادرست
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 جلسه ششم آزمایشگاه
تا پس از افزودن بافر  نیدزهم ب خوبیبههای خود را ، باید نمونهMiniprepانجام یک  هنگام. 1

P2 .از اختلاط کامل اطمینان حاصل کنید 

 آ. درست
 ب. نادرست

 .کندیماستفاده  قلیایی هضماز  میدزپلا DNA یسازخاللبرای  Miniprep نامهشیوه. 3
 آ. درست

 ب. نادرست
 است. DNA ______ یسازخاللدر آزمایشگاه امروز  Minipreps. هدف از انجام 2

 .درخشد یا خیرسبز می UV آ. برای دیدن اینکه آیا در مهرض نور
 .محدود کننده های هضمب. برای استفاده در واکنش

 DNA یابیج. برای ارسال توالی
 د. ب و ج

 شوندپیم چگونه طراحی هاآغازگر، PCR غربال. در 1
 اند.شده الحاقی طراحی ژن به انتهای مخالف وصل شدنآ. هر دو برای 
متصتتل  الحاقی ژنناقل، در طرف مقابل  DNA اند که بهشتتده طراحی یاگونهبهب. هر دو 
 .شوند

 .اندشده طراحیالحاقی  ژنناقل در یک سمت  DNA به وصل شدنج. هر دو برای 
ناقل مجاور  DNA وصل شدنو دیگری برای  الحاقی ژن DNA وصتل شتدند. یکی برای 
 شده است. طراحی

منتقل  LB/kan/IPTG پلیت یجابه LB/kan پلیتتکثیر بته  هنگتامنی را و. اگر یتک کل9
 بینیدپچه چیزی را ب هاکنید، انتظار دارید هفته آینده هنگام بررسی سلول

 .کنندرشد نمی پلیتروی  هایباکترآ. 
بنابراین  ندارد وجود  هاآندر  egfp کنند، اما ژنمیرشتتد  پلیتها روی صتتفحه ب. باکتری
 .وجود ندارد EGFP نیپروتئ بیان
 .شودنمی بیان EGFP کنند، اما پروتئینرشد می egfp های حاوی ژنج. باکتری
 کنند.رشد می EGFP هایی با سطوح بالای بیاند. باکتری
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 جلسه هفتم آزمایشگاه
 چیستپ میکس مستر یک یسازآماده. هدف از 1

 ترکوچکهای حجم کردن پایپتدر  احتمالیآ. به حداقل رساندن خطای 
 دهدها را کاهش میب. تنوع بین نمونه

 شوددر زمان می جوییصرفهج. باعث 
 د. همه موارد فوق

، وقتی PCR واکنش غربالگری با( داشتته باشید، در الحاقی ژن. اگر یک کلون منفی )کلون بدون 3
 کنید، انتظار دارید چه چیزی را ببینیدپمی تجزیه و تحلیل خود را روی ژل PCR فرآورده
 روی ژل باندآ. بدون 

 bp799 ب. یک باند حدود
 bp1399 ج. یک باند حدود

 د. دو باند
( egfp الحاقی ژن)یک کلون با  ، در صورت داشتن یک کلون مثبتPCR واکنش غربالگری بادر . 2

کنیتد، انتظتار داریتد چتته چیزی را تجزیته و تحلیتل می خود را روی ژل PCR فرآوردهوقتی 
 ببینیدپ
 روی ژل باندآ. بدون 

 bp799 یک باند حدودب. 
 bp1399 یک باند حدودج. 

 د. دو باند
، در صتورت داشتن یک کلون منفی، انتظار دارید وقتی شتونده محدود هضتم. در تجزیه و تحلیل 1

 کنید، چه چیزی را ببینیدپتجزیه و تحلیل می های خود را روی ژلهضم
 روی ژل باندآ. بدون 

 bp 799یک باند حدود ب. 
 bp 3999ج. یک باند حدود 
 ازجفت ب 3999و  799های تقریبی د. دو باند، در اندازه

 شوند که به کجا متصل شوندپ یابی باید طوری طراحیهای توالیآغازگر. 9
 یابی شودای که باید توالیدر بالادست ابتدای منطقه نوکلئوتید 39 نزدیک بهآ. 
 یابی شودای که باید توالیدر بالادست ابتدای منطقه نوکلئوتید 9 نزدیک به .ب
 یابی شودای که باید توالیابتدای منطقه دستنییپادر  نوکلئوتید 9 نزدیک به .ج
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 کجا طراحی طور دقیقبه، مهم نیستتت یابیبه نقطه آغاز توالی آغازگر وصتتل شتتدن تا زمان .د
 شده است.

 
 جلسه هشتم آزمایشگاه

 به: است مربوط . هر پیک در کروماتوگرام1

آزاد و منجر  DNA قطهه یک که از (dNTP) کسی نوکلئوتید فلورسنتآ. یک تری فسفات دئو
 .شودسنتز می پایانبه 

و ادغام  DNA قطهه یک که در (dNTP) ب. یک تری فستفات دئوکستی نوکلئوتید فلورسنت
 .شودسنتز می پایانمنجر به 

 وآزاد  DNA قطهه یک که از (ddNTP) ج یک دی اکستی نوکلئوتید تری فستفات فلورسنت
 .شودسنتز می پایانمنجر به 

گنجانده  DNAقطهه  یک که در (ddNTPد یک دی اکسی نوکلئوتید تری فسفات فلورسنت )
 شود.و منجر به پایان سنتز می

دون ابهام را ب نوکلئوتیدهااز  ______تهداد  صتتتورت مهمولبه توالی رایج، خوانش یک فرآیند .3
 کند.خوانش می

 199-79آ. 

 999-299ب. 

 1999-799ج. 

 9999-2999د. 
 ببینیدپهای چندگانه را  «N» خود شدهخواندهتوالی  قسمتدارید در  . انتظار2

 اول( نوکلئوتید 39در ابتدای توالی ) آ.
 مورد نظر وسط توالی ب.

 (نوکلئوتید آخر 39ج. در پایان توالی )
 د. آ و ب

 ه. آ و ج

مورد انتظار استفاده  pBIT توالیو  ابییهای توالی. از کدام ابزار برای جستجوی شباهت بین داده1
 کنیدپمی

 BLASTآ. 
 Sangerیابی ب. توالی

 Chromas Liteه بستج.       
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 Genbankد.        
 
قاد شده ال ______توسط ادیزاحتمالبهوجود داشته باشد، جهش  egfp. اگر یک جهش در توالی 9

 است.
 PCR در طی آ. آنزیم

 انتقال ب. باکتری در مرحله
 در یکی از مراحل قبلی دانشجوج. خطای 

 DNAها در حین تکثیر باکتری تکثیر اشتباه د.
 

 جلسه نهم آزمایشگاه
های پروتئین تمام مولکول پوشیده شدناز چه ماده شیمیایی برای اطمینان از  SDS-PAGE در .1

 شودپبا بار منفی استفاده می
 IPTGآ. 
 β-Mercaptoethanol ب.
 SDS ج.
 X-galد. 

 یدیسولف یداز چه ماده شتیمیایی برای اطمینان از شکسته شدن پیوندهای  SDS-PAGE در .3
 شودپده میاستفا هاپروتئین

 IPTGآ. 
 β-Mercaptoethanol ب.
 SDS ج.
 X-galد. 

 ژل پیوسته چیستپ یجابهپروتئینی ناپیوسته  ژل انجام. مزیت 2
، شتتکل و بار بستتتگی اندازه بهتوان تنها بر استتاس اندازه جدا کرد، نه اینکه ها را میآ. پروتئین

 .داشته باشند
 .روتئینیهای پباندب. برای وضوح بهتر 

 .شودتر اجرا میسریع ج. ژل
 د. الف و ب

 از موارد بالا. کدامچیهه. 
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 چیستپ β-Mercaptoethanolو  SDSهای پروتئینی با نمونه تیمار. مزیت 1
توان تنها بر استتاس اندازه جدا کرد، نه اینکه به اندازه، شتتکل و بار بستتتگی ها را میآ. پروتئین

 .داشته باشند
 .های پروتئینیباندبرای وضوح بهتر  ب

 .شودمیتر اجرا سریع ج ژل
 د الف و ب

 از موارد بالا کدامچیهه. 
مریزه پلی تر از پلی آکریل آمید. اشتتکال غیر پلیمریزه آکریل آمید )پودر و مایع( بستتیار خطرناك9

 شده )جامد شده( است.
 آ. درست

 ب نادرست
 

 جلسه دهم آزمایشگاه
 چیستپ (Ponceau) نسواپبا قرمز  آمیزیرنگ. هدف از 1

 .آ. برای مشاهده نشانگرهای وزن مولکولی
 GST::EGFP مهین الحاقیپروتئین  بیان تسییدب. برای 

 اولیه برای بادیآنتیاز افزودن  پیشهای غیر اختصاصی روی غشاد مکان ج. برای مسدود کردن
 .وسترن بلات

 اند.منتقل شده به نیتروسلولز ، از ژلطورکلیبهها، اینکه پروتئین تسییدد. برای 
در کنترل منفی  kD 39 زه تقریبیدر اندا باند، ممکن استتت یک نستتواپ آمیزیرنگ. هنگام انجام 3

های مثبت وجود ندارد. این گروه چه خود مشتتتاهده کنید که در کنترل مثبت یا ستتتایر کلون
 دهدپچیزی را نشان می

 EGFP تجزیه شده: پروتئین فیوژن GST آ.
 آمیزیرنگمورد استفاده برای  بادیآنتیب. جزد زنجیره سبک 

 مرتبط( EGFP )بدون به تنهایی GST ج. پروتئین
 LacIد. 

 ، چه چیزی را روی غشاد خواهید دیدپ. در پایان وسترن بلات2
 آ. نشانگرهای وزن مولکولی

 GST::EGFP الحاقیب فقط پروتئین 
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بارگیری  ایی که توسط عصاره سلولیدر بانده E. coliشتده توسط  های بیانتمامی پروتئینج. 
 اندشده

 د. الف و ب
 ه. الف و ج

 چقدر خواهد بودپ GST::EGFPتقریبی پروتئین فیوژن  ة. انداز1
 kDa 39آ. 
 kDa 29ب. 
 kDa 39ج. 
 kDa 3392د. 

محلول  mL 19باید به  بادیآنتی، چه حجمی از بتادیآنتیاز یتک  1:9999. برای ایجتاد رقتت 9
TBS-T اضافه شودپ 

 μL 3آ. 
 μL 9ب. 
 μL 39ج. 
 μL 99د. 
 

 جلسه یازدهم آزمایشگاه
 چیستپ الحاقیپروتئین در  GSTبخش  وجود . هدف از1

 .کندمی آ. پروتئین را سبز فلورسانس
 .است IPTG ب. مسئول القای پروتئین

راهم ف با استتفاده از ستون میل ترکیبی گلوتاتیون پروتئین ستازیخاللی ج. این امکان را برا
 .کندمی

 دهد تا پروتئین فیوژن به دو قطهه تقسیم شود.د. اجازه می
 از کجا آمده استپ gst . ژن3

 .شده بود یمهندس pET-41a یدر وکتور بیان پیشترآ. 
 عروس دریایی ب. فلورسنت

 .کلون کردیم pET-41aوکتور  ، درژلدر  سازیخاللج. آن را پس از 
 د. هر دو آ و ج
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دارای بیشتتتترین مقدار کل  ،توگرافی میل ترکیبیکروما ستتتازیخالل . کتدام بخش از آزمتایش2
 پروتئین مورد نظر استپ

 گیری سلولی()عصاره سلولی هضمآ. 
 )بدون محدودیت( ب. جریان عبوری

 ج. شستشو
 شویشد. 

. گیردصتتتورت می ،کاهش یافته افزودن گلوتاتیون شتتتما از ستتتتون با الحاقیپروتئین  شتتتویش. 1
 دهدپرا انجام می عملگلوتاتیون چگونه این 
 شودمی الحاقیپروتئین  حذفروی ستون، باعث  وصل شدنهای آ. رقابت برای محل

ل وصشود پروتئین فیوژن قادر به که باعث می الحاقیپروتئین  GST به بخش وصتل شدنب. 
 .به ستون نباشد شدن

ل وصشود پروتئین فیوژن قادر به که باعث می پروتئین فیوژن EGFPبه بخش  وصل شدنج. 
 به ستون نباشد. شدن

 دهدپعملی را انجام میچه  لایزوزایم . آنزیم9
 شکندآ. دیواره سلولی باکتری را می

 کندتجزیه می پروتئین سازیخالل ساده کردن را برای  DNA ب.
 کندتجزیه می پروتئین سازیخالل ساده کردن را برای  RNA ج.

 د. هر دو ب و ج
 ه. همه موارد بالا

 
 آزمایشگاه دوازدهمجلسه 

 اقیالحاستفاده کنیم تا ارزیابی کنیم که آیا پروتئین  EGFP اختصتاصی بادیآنتیاید از یک . ما ب1
 ایم یا خیر.کرده یسازپاكها خود را با موفقیت از آلاینده

 آ. درست
 ب. نادرست

همجوشتتتی که پروتئین  باندیبه غیر از  مثالعنوانبه، ویشهای شتتتجزهای اضتتتافی در بتانتد. 3
GST::EGFP تواند ناشی از:دهد، میرا نشان می 

 شسته نشده است( خوبیبهستون  مثالعنوانبههای موجود در نمونه شما )آ. آلاینده
 الحاقیب. تخریب پروتئین 

 به ستون وصل شدندر  الحاقیج. عدم توانایی پروتئین 
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 آ و بد. هر دو 
 ه. همه موارد بالا

 . غلظت )مقدار کل( ازحجم دارد μL 999 هرکدامدارید که  شتتویش جزفرض کنید شتتما ستته  .2

GST::EGFP  به شرح زیر است: ویشهای شجزدر 
 (μg 99/9) لیترمیلیمیکروگرم در  1/9: 1 شویش
 (μg 3/9) لیترمیلیمیکروگرم در  1/9: 3 شویش
 (μg 39/9) لیترلیمیمیکروگرم در  9/9: 2 شویش
 پچقدر خواهد بود GST::EGFP مقدار کلبا هم ترکیب شوند،  های حاصل شویشبخشاگر 
 μg 9/9آ. 
 μg 9/1ب. 
 μg 9/1ج. 
 μg 999د. 
 μg 799ه. 

 کندپمی آمیزیرنگاز موارد زیر را  کیکدام GelCode Blue. مهرف 1
 وزن مولکولی کشخط آ. فقط

 GST::EGFP الحاقیب. فقط پروتئین 

 GST::EGFP الحاقیها به جز پروتئین ج. همه پروتئین

 های موجود در ژلد. تمام پروتئین
رادفورد ب ش پروتئینکمترین غلظت پروتئین کل را داشته باشد که با سنج جز. انتظار دارید کدام 9

 شودپمی یریگاندازه

 سلولی هضمآ. 
 جریان جزب. آخرین 
 شویش جزترین ج. فلورسنت
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 جلسه سیزدهم آزمایشگاه
 را ذکر کنید. E.coli )هموژینه کردن( یسازهمگن. دو دلیل برای 1
 کنیدپاستفاده می DNaseبهد از مرحله  RNeasy یستون چرخش دومین مرحله . چرا از3

 نشده است. سازیخاللستون اول  اضافی که در RNA سازیخاللآ. برای 
 .DNase کردن رفهالیغب. برای 

 هاج. برای حذف نمک
 د. هر دو آ و ج
 ه. هر دو ب و ج

 خواهید کردپ سازیخالل E.coli. چه نوکلئیک اسیدی را از 2
 (gDNA) ژنومی DNA آ.
 (cDNA) مکمل DNA ب.
 (mRNA) رسانپیام RNA ج.

 RNA د. کل
 چقدر استپ RNA. ضریب جذب 1
ترین آلاینده باشد، محتمل A260 A ،9/1/280 بخوانید و نستبت های خود را. اگر میزان جذب نمونه9

 کدام استپ
 

 جلسه چهاردهم
 استفاده خواهد شدپ cDNAبه  RNA. چه نوع آنزیمی برای تبدیل 1

 مهکوس Transcriptaseآ. 
 پلیمراز RNA ب.

 ج. لیگاز
 Oligo-dTد. 

 پشودمیتکثیر شده استفاده  DNAای تهیین کمیت بر از کدام مورد، qPCR. در 3
 آ. اسپکتروفتومتری

 ژل ب. الکتروفورز
 ج. فلورسانس
 د. لومینسانس
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 شودپآماده می RT. چرا یک واکنش بدون 2
 مرجع آ. برای کمک به تهیین کمیت سطح ژن

 ب. برای کنترل آلودگی پروتئین
 DNA ج. برای کنترل آلودگی

 د. همه موارد بالا.
 چیستپ مرجع . دو کیفیت مورد نیاز یک ژن1
 آماده خواهید کردپ رونویسی مهکوس را برای مرحله مستر میکس. چند 9

 آ. یک
 ب. دو
 ج. سه
 د. چهار

 
 جلسه پانزدهم آزمایشگاه

 نامیدپکند، چه میاز آستانه عبور می کثیرای که در آن نمودار ت. چرخه1
 آ. چرخه نمایی
 ب. چرخه آستانه
 ج. چرخه پایه
 د. چرخه بابت

و  22TC:دارای مقدار  Aک آستتانه به درستتی تنظیم شده باشد. اگر آمپلیکون . با فرض اینکه ی3
 باشد: 23TC:دارای مقدار  Bآمپلیکون 

 .دارددر نمونه وجود  A نسبت به آمپلیکون B دو برابر آمپلیکون نزدیک بهآ. 
 .دارددر نمونه وجود  B نسبت به آمپلیکون A دو برابر آمپلیکون نزدیک بهب. 

 .دارددر نمونه وجود  A کمی بیشتر از آمپلیکون B نج. آمپلیکو
 .وجود دارددر نمونه  Bفقط کمی بیشتر از آمپلیکون  Aد. آمپلیکون 

 کندپکالیبراتور شما عمل می عنوانبه کدام مورد. در این جلسه آزمایشگاه، 2

 egfp آ.
 S23ب. 
 بدون القاد .ج
 IPTGالقای  .د
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 مرجع شما عمل خواهد کردپ عنوانبه مورد کدام. در این جلسه آزمایشگاه، 1

 egfpآ. 
 S23ب. 

 ج. بدون القاد
 IPTGد. القای 

 بسیار پایین چیستپ در مقادیر های تهیین آستانه. یکی از نگرانی9

 .را در فاز بابت تجزیه و تحلیل کنید تکثیرتوانید آ. شما می
 .را در فاز نمایی تحلیل کنید تکثیرتوانید ب شما می

 .های پس زمینه را تجزیه و تحلیل کنیدتوانید سیگنالا میج شم
 د هر دو آ و ب

 
 جلسه شانزدهم آزمایشگاه

 هستندپ qPCRو  نیمه کمی PCRهای هر دو یک از موارد زیر ویژگی . کدام1
 .هستند «نقطه پایانی»های روش هاآنآ. 
 .دارند الکتروفورز ژل هنیاز به یک مرحل هاآنب. 
 .را تشخیل دهند ژن برابری( در بیان 19توانند تغییرات بزرگ )می هاآنج. 

 د. الف، ب و ج
 آماده خواهید کردپ مهکوسرونویسی  را برای مرحله مستر میکس . چند3

 آ. یک
 ب دو
 ج سه
 د چهار

ت به نستتتب مؤبرتری طوربهکه  نیدکرا کنترل  ترکوچکهای توانید تمایل آمپلیکونچگونته می. 2
 شوندپ تکثیر تربزرگهای آمپلیکون
 .شوندیم ترکیب ویالبرای هر دو آمپلیکون در یک  هاآغازگر آ. جفت

 .یکسان خواهد بود هاآغازگرطول  .ب
 .ها یکسان خواهد بودطول آمپلیکون .ج
 یکسان خواهند بود. بسطهای زمان .د
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 کنیدپجلوگیری می تکثیر. چگونه از تجزیه و تحلیل سطوح در فاز بابت 1
 .تهیین شده بودند پیشترآ. اعداد چرخه مربوط به فاز نمایی 

 .های اولیه برنامه حذف خواهد شدهای جزئی هر نمونه در چرخهخشب. ب
 .شوندکه محدود نمیای بالا خواهد بود ها به اندازههای مهرفج. غلظت

کند که به سطح بابت شود و اطمینان حاصل میساعت اجرا می 9/1 د. برنامه ترموستایکلر تنها
 دسترسی ندارید.

 پشودمی تکثیر 23S rRNA. چرا 9
 .کندیک کنترل بارگذاری عمل می عنوانبهآ. 

 .و/یا لاکتوز تغییر کند IPTG شود که سطح آن با القایبینی میب. پیش
 ج. هر دو آ و ب

 از موارد بالا کدامچیهد 
 

 جلسه هفدهم آزمایشگاه
 شویدپمتصور می آگارز . چه نوع نوکلئیک اسیدی را روی ژل1
 ژنومی DNA آ.
 مکمل DNA ب.
 رسانپیام RNA ج.

 RNA د. کل
 باندهایرود پیش بروند، چند باند در هر یک از که انتظار می گونههمان« RT+»های . اگر واکنش3

 قابل مشاهده خواهد بودپ ژل
 آ. صفر
 یک .ب
 دو .ج
 سه .د

رود پیش بروند، چند باند در هر یک از خطوط که انتظار می طورهمان« RT- »های . اگر واکنش2
 قابل مشاهده خواهد بودپ ژل

 آ. صفر
 یک .ب
 دو .ج
 سه .د
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 رینتدیگر متفاوت باشد، محتمل باندبه  باندیاز  23Sهای ، اگر تهداد آمپلیکونRT+ باندهای. در 1
 دلیل چیستپ

 .وجود داشت آ. خطای بارگیری ژل
 .شد رونویسی مهکوس RNA مقادیر مختلفی از .ب
 .ا به درجات مختلف القا کردندر S23 ژن شده بیان القاگرهای مختلف آزمایش .ج
 آ و ب هر دو .د

 دو آ و ج ه. هر
دیگر متفاوت نباشد و آمپلیکون  باندبه  باندیاز  S23های ، اگر تهداد آمپلیکونRT+ . در خطوط9

 پگرفتتوان ای میمتفاوت باشند، چه نتیجه egfpهای 
 .وجود داشت آ. خطای بارگیری ژل
 .شد رونویسی مهکوس RNA ب مقادیر مختلفی از

 .قرار دادند را به درجات مختلف مورد آزمایش egfp ژن قاگرهای مختلف بیانج ال
 د هر دو آ و ب

 از موارد بالا. کدامچیهه. 
 

 جلسه هجدهم آزمایشگاه
 کند.سلولی منتقل شده فقط برای مدت زمان محدود رشد می لاین. یک 1

 آ. درست
 ب. نادرست

 زیر تهریف کرد: صورتبه توانیم. تلاقی را 3
 هاحضور سلولآ. 

 خاص ب. یک نوع سلول
 هاتوسط سلول شدهاشغالج. درصد مساحت سطح 

 چسبنده یا شناور د. یک سلول
 :از اندعبارتهای چسبنده ناسالم یا آلوده های سلول. نشانه2

 ابری آ. محیط کشت
 ب. جداسازی

 ج. انقباض سلولی
 د. بدنه سلولی کشیده شده
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 پعملکرد آن چگونه استچیست و  Trypsin-EDTA. محلول 1
 تواند باشدپکامل زرد شود، نشانه چه چیزی می طوربه هاسلول . اگر محیط کشت9

 آ. آلودگی
 هامع بیش از حد سلولب. تج

 اسیدی ج. محیط کشت
 د. همه موارد بالا

 
 جلسه نوزدهم آزمایشگاه

های به ستتتلول توان برای وارد کردن استتتیدهای نوکلئیک. کتدام یتک از روش)هتای( زیر را می1
 اده کردپاستف پستانداران
 آ. شیمیایی
 ب. فیزیکی

 ج. لیپید کاتیونی
 د. همه موارد بالا

 ه. هیچ کدام از موارد بالا
های دارای بار منفی هستتتتند که با استتتیدهای هایی دو فاز با گروه. لیپیتدهتای کاتیونی مولکول3

از طریق دولایه  هاآنورود  نستتاده کرد دارای بار مثبت در تهامل هستتتند تا موجب  نوکلئیک
 شوند. لیپیدی سلول

 آ. درست
 ب. نادرست

 پستانداران: یک اسید نوکلئیک در سلول پایدار . انتقال2
 خارجی برای ادغام در ژنوم دارد DNA آ. نیاز به

 شود سازد تا برای مدت کوتاهی بیانرا قادر می DNA ب.
 شود نامحدودی بیان زمانمدتسازد تا برای را قادر می DNA ج.

 خارجی در ژنوم ندارد DNAبا  د. نیازی به ادغام
 آ و ج ه. هر دو

 ف. هردو ب و د
مانند  از استتتتفتاده از فلورستتتانس پیشچیستتتتپ چرا  EGFPانتشتتتار برای  . طیف تحریتک/1

 مهم استپ هاویژگیدانستن این  ،میکروسکوپ
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 یهنی: (Photobleaching) بری رنگ نور. 9
 دهدیمیک فلوروفور با اکسیژن مولکولی واکنش  کههنگامیآ.  

 تحریک کننده است ب. ناشی از قرار گرفتن مداوم در مهرض نور
 دهدیمخود را از دست  فلورسانس جیتدربهیک نمونه بابت یا زنده  کههنگامیج. 

 د همه موارد بالا
 

 جلسه بیستم آزمایشگاه
هدف خود است  mRNA مکمل درصد 199های کوچک غیر کد کننده زیر  RNAاز  یک کدام. 1

 شودپیو منجر به تخریب آن م
 piRNA آ.
 miRNA ب.
 siRNA ج.
 rasiRNAد. 

 کندپعمل می RNAse IIریبونوکلئاز  عنوانبه RNAiمرتبط با  . کدام آنزیم3
 AGOآ. 
 RISC ب.
 Exportin 5ج. 
 Dicerد. 

 فهرست کنید. siRNAهای کنترل آزمایش راه سه. 2
 چیستپ مؤبر siRNAهای مولکول در هنگام طراحی BLASTده از . هدف از استفا1
 در نظر گرفتپ siRNAخاموشی ناشی از  توان ابر خارج از هدفاز موارد زیر را می کیکدام. 9

 آ. فهال شدن پاسخ اینترفرون
 هدف mRNA ب. تخریب

 شودهای مشابه متصل می mRNA از یادستهبه  siRNA ج.
 مدتکوتاهد. نابودی 
 مورد آ و ج ه. هر دو

 ف. هردو ب و د
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 آزمایشگاه بیست و یامجلسه 
 شما مهم استپ هایدر آزمایش siRNA. چرا تهیین غلظت 1

 هدف mRNA آ. برای اطمینان از نابودی
 های غیر هدف mRNA نابودی ب. برای جلوگیری از

 ج. برای جلوگیری از سمیت سلولی
 د. هر دو آ و ب
 ه. همه موارد بالا

 2نانومولار در  39مورد نیتاز برای دستتتتیتابی بته غلظت نهایی  siRNAمیلی مولتار  99. حجم 3
 را محاسبه کنید. محیط کشت لیترمیلی

 کشد تا تخریب مشاهده شودپچند روز طول می oligos siRNAا . چرا بهد از ترانسفکشن ب2
ترانستفکشن  egfpانتخابی برای  siRNAخود را با   HEK293 EGFP کننده بیان یهاستلول. 1

 خود به کار ببرید چیستپ siRNAابربخشی  تسییدتوانید برای هایی که میکنید. روش
 فلورسانس یکروسکوپآ. م
 و به دنبال آن وسترن بلات SDS-PAGE ب.
 RT-qPCR ج.
 ELISAد. 

 ه. همه موارد بالا
 درصد مؤبر استپ 59حداکثر فقط  RNAiتخریب با استفاده از  طور مهمولبه. چرا 9

 دهد نه ژنرونوشت را هدف قرار می RNAi آ.

 دهد نه ژنپروتئین را هدف قرار می RNAiب. 

 دهدعملکرد ریبوزوم را هدف قرار می RNAiج. 

 دهد نه رونوشت رارا هدف قرار می ژن RNAiد. 

 دهد نه رونوشتپروتئین را هدف قرار می RNAiه. 
 

 وم آزمایشگاهجلسه بیست و د
توان ای است که از مؤسسه ملی بهداشت در دسترس است و میبرنامه Image J تجزیه و تحلیل. 1

فاده استت و تهیین کمیت فلورستانس های مختلفی از جمله الکتروفورزاز آن برای انجام عملکرد
 کرد.

 آ. درست
 ب. نادرست
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 eGFPکه با کنترل مثبت  EGFP HEK293کننده  های بیانارید همه ستتتلول. آیتا انتظتار د2

siRNA را نشان دهندپ اند، تخریب فلورسانسترانسفکت شده 
 .بردرا از بین می EGFP انتخابی و قوی طوربهشده است که  تسیید siRNA این یک ،بلهآ. 
 .شود هاسلولتواند وارد تمام می siRNA این ،بلهب. 

ها )در صتتتورت وجود( وجود دارند که به شتتتکستتتت کامل  siRNA ج. خیر، تهداد کمی از
 .رسندمی

ه ستلولی به رده ستلولی دیگر متفاوت از رد های انتخابی، بازده انتقال siRNA د. خیر، حتی با
 .است

 ه. هر دو آ و ب
 ف. ج و د

 محاسبه کنید:را مجموعه اعداد زیر  . انحراف مهیار1
397359329 
139197129 
191139123 
137251397 
199157379 

شتتما ممکن استتت همچنان  RNAiآزمایشتتی تیمار شتتده با  یهانمونهدر  هاستتلول. برخی از 9
با فرضتیه شما برای نحوه عملکرد  از آنجایی کهرا نشتان دهند.  EGFPبا واستطه  فلورستانس

RNAi  هدایت شتده بهmRNA egfp ها را در تجزیه و تحلیل مطابقت ندارد، نباید آن سلول
 محاسباتی خود برای کل فلورسانس وارد کنید.

 آ. درست
 ب. نادرست

 
 جلسه بیست و سوم آزمایشگاه

1. CRISPR تواند برای انجام تمام موارد زیر استفاده شود:می 
 آ. حذف یک ژن

 کردن یک ژن اضافهب. 

 ج. ویرایش توالی ژن
 د. همه موارد بالا

 



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           471

 

3 .Cas9 چه نوع آنزیمی استپ 
 پلیمراز DNA آ.
 لیگاز DNA ب.

 ج. یک اندونوکلئاز
 د. یک اگزونوکلئاز

 شودپکمپلکس می Cas9. چه نوع مولکولی با 2

 ssDNA آ.
 dsDNA ب.
 ssRNA ج.
 dsRNAد. 

 نیاز دارد. DSBم اهداکننده همولوگ برای ترمی DNAبه یک توالی  NHEJ . مسیر1

 آ. درست
 ب. نادرست

آزمایشگاه  17جلسه  نامهشتیوهآزمایشتگاهی با  32در هر چاهک در جلسته  ها. چرا تهداد ستلول9
 متفاوت استپ

 .شوداستفاده می هاپلیتآ. نوع متفاوتی از 
 .شودسلولی متفاوت استفاده می لاینب. یک 

 .گذردل از ترانسفکشن میج. تهداد روزهای متفاوتی قب
 د. همه موارد بالا

 
 جلسه بیست و چهارم آزمایشگاه

 شودپکنترل منفی در نظر گرفته می . کدام چاهک در این آزمایش1
 Opti-MEM آ. فقط
 pLentiCRISPR-E ب.
 pLentiCRISPR-EGFP ج.

 د. هر دو آ و ب
تجزیه و تحلیل شده استفاده  برای ترسیم کلی هر سلول Image J ةزار برناماب باند. کدام ابزار در 3

 شودپمی
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 کندپعمل می فلورسانس خوانشبرای  نهیزمپس عنوانبه کدام مورد. 2
 توانید پیدا کنیدترین ناحیه سلولی که میآ. درخشان

 توانید پیدا کنیدلولی که میناحیه س نینورترکمب. 
 تصادفی انتخاب شده است طوربهج. یک منطقه غیر سلولی 

 تقریبی مورد تجزیه و تحلیل شما با همان فلورسانس ای به اندازه سلولد. ناحیه
 کند.را محاسبه می های شما اندازه سلولگیری. اندازه1

 آ. درست
 ب. نادرست

 استفاده خواهید کردپ کدام مورداز  . برای محاسبه میانگین و انحراف مهیار9
 اکسل ةآ. برنام
 Image Jی برنامه ب.

 دستی ةج. محاسب
 د. هر یک از موارد فوق

 
 جلسه بیست و پنجم آزمایشگاه

 شودپاستفاده می sgRNA . از کدام ابزار برای طراحی1
 Image J ةآ. برنام

 BLAST ب. نوکلئوتید
 DESKGEN ج.

 اکسل ةد. برنام
 کند:می ینیبشیپخاص را  sgRNAهدف یک  . این عدد فهالیت3

 فهالیت آ. امتیاز
 خارج از هدف ب. امتیاز

 P-valuج. 
 Tmد. 

ه کار ب لیگووا وصل شدن . در این جلسه چه نوع نوکلئیک اسیدهایی برای استفاده در کلون کردن2
 رودپمی

 dsDNA آ. دو
 dsDNA ب. یک
 ssDNA ج. دو
 ssDNAد. یک 
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 استفاده خواهد شدپ pLentiCRISPR-Eبرای دفسفریله کردن  . کدام آنزیم1

 BsmBIآ. 
 NcoI ب.
 PNK ج.
 CIPد. 

 کنید چقدر استپجدا می آگارز که از ژل DNA باند. اندازه تقریبی 9

 kb12 آ.
 kb 3ب. 
 bp 799ج. 
 bp 39د. 

 
 جلسه بیست و ششم آزمایشگاه

 شودپاستفاده می لیگووبرای فسفریله کردن ا . کدام آنزیم1
 BsmBI آ.
 NcoI ب.
 PNK ج.
 CIPد. 

 .شودمی. وکتور تهیه شده نیز فسفریله 3
 آ. درست

 ب. نادرست
 دست خواهید یافتپ لیگوهاوابین  وصل شدن. چگونه به 2

 .استفاده خواهید کرد لیگاز T4 DNAآ. از 
 .دمای واکنش را افزایش خواهید داد آرامیبهب. 
 .دمای واکنش را کاهش خواهید داد آرامیبهج. 
 منتقل خواهید کرد. E. coliرا به  لیگوهاواد. 

 کنیدپآماده می pLentiCRISPR-Eتنها با برش  کنترل شده را . چرا یک انتقال1
 .است ببینید ماندهیباقخواهید هر انتقالی را که از وکتور برش نخورده آ. می
 .زنده هستند هاسلولخواهید ببینید که چقدر از ب. می
 .را ببینید دیآیموجود  وکتور بهمجدد  ةخواهید هر انتقالی را که در چرخج. می
 تغییر شکلی را ببینید. خواهید هرد. می
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 هستندپ نیلیسیآمپهای آگار استفاده شده در این جلسه حاوی . چرا پلیت9
 .کنندرا رمزگذاری می نیلیسیآمپمقاومت  لیگوهاوآ. ا
 .کندمزگذاری میرا ر نیلیسیآمپمقاومت  pLentiCRISPR-E ب.
 .کندهای ناخواسته جلوگیری میاز آلودگی نیلیسیآمپج. 
 استفاده کرد. نیلیسیآمپتوان از می کانامایسین یجابهد. 

 
 جلسه بیست و هفتم آزمایشگاه

 هداد کمی کلنی باشدپباید حاوی ت انتقال پلیت. کدام 1
 آ. فقط وکتور بدون برش

 ب. فقط وکتور برش خورده
 ج. برش وکتور فقط با لیگاز

 هر دو ب و ج .د
یابی استتتتفاده توالی آغازگرمیدهای جدا شتتتده از چند زروی پلا Sanger. برای انجام توالی یابی 3

 شودپمی

 آ. یکی
 ب. دو
 ج. سه
 د. چهار

 پیش تست چه هدفی داردپ نامهشیوه در P1. بافر 2
 .کندرا دوباره مهلق می هاآ. سلول

 .کندتجزیه سلولی را خنثی می .ب
 .کندرا خنثی می عصارهج 
 دهد.را رسوب می gDNAد 

 چه هدفی داردپ Miniprep نامهشیوهدر  P2. بافر 1
 .کندرا دوباره مهلق می هاآ. سلول

 .کندب. تجزیه سلولی را خنثی می
 .کندرا خنثی می عصارهج. 
 دهد.را رسوب می gDNAد. 
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 است. میدزپلا DNAمستقل از خلوص  Sangerیابی با . کیفیت نتایج توالی9
 آ. درست

 ب. نادرست
 

 جلسه بیست و هشتم آزمایشگاه
 یابی خود استفاده خواهید کردپتجزیه و تحلیل نتایج توالیهایی( برای ابزار ). از چه 1

 Chromasآ. 
 BLAST نوکلئوتید NCBI ب.

 ج. هر دو مورد بالا
 از موارد بالا کدامچیهد. 

 استپیابی پیدا کنید چقدر را که باید در نتایج توالی الحاقی ژن. طول تقریبی 3
 kb12 آ.
 kb3 ب.
 bp799 ج.
 bp39 د.

 شودپ مشاهده sgRNAبلافاصله در بالادست توالی  «CACCG». چرا باید 2
 
 مربهی شتتمارش 13مجموعه  1را در میان  ستتلول 127. با استتتفاده از هماستتیتومتر، در مجموع 1

 کنید. غلظت سوسپانسیون سلولی چیستپمی
 mLcells 919× 12/2/ آ.
 cells/mL 119× 27/1 ب.
 cells/mL 119× 93/7 ج.
 cells/mL 219× 79/3 د.

 چیستپ PBSاز . هدف 9
 .کندجدا می پلیت را از نظر شیمیایی از هاآ. این سلول

 .رساندمی هاب. فاکتورهای رشد را به سلول

 .بردرا از بین می محیط کشت اندهمج. این ماده باقی
 کند.های سلولی شما جلوگیری مید. از آلودگی در کشت
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 جلسه بیست و نهم آزمایشگاه
 ترانسفکشن چیستپ . تهریف راندمان1

 .هایی که زنده هستندآ. درصد سلول
 .اندب کردهرا جذ شدهیمهرفهایی که یک اسید نوکلئیک ب. درصد سلول
 .دهندرا نشان می CRISPR-Cas9 های القایی DSB هایی کهج. درصد سلول
 اند.هایی که از صفحه جدا شدهد. درصد سلول

 استفاده خواهد شدپ PCRالگو در این  عنوانبهای . چه ماده3
 میدزپلا DNA آ.
 ژنومی DNA ب.
 مکمل DNA ج.

 د. همه موارد بالا
2 .PCR را در این جلسه تکثیر خواهد کردپ کدام مورد 

 جفت باز 39هدف توالی  sgRNA آ. توالی
 sgRNA دفجفت باز حاوی توالی ه 999 -199مورد نظر  ای از ژنب. ناحیه

 Cas9 توالیج. 
 جفت باز PAM 2د توالی 

 شود:موارد زیر استفاده میاز  یککدامآگارز در جلسه بهدی برای  DNA . ژل1
 امروز یک باند خاص با اندازه صحیح تولید کرد PCR تسییدآ. 

 های شماسلولدر نسبتی از  هاب. شناسایی ایندل
 EGFP تجسم سطوح .ج

 آ و ب مورد د هر دو
 تهیه خواهید کردپ سلولی عصاره. در این جلسه آزمایشگاهی چند 9

 آ. دو
 ب چهار
 ج هشت

 از موارد فوق کیچیهد 
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 آزمایشگاه امجلسه سی
 کندپنوع مولکولی را ایجاد می چه PCR هایفرآوردهشدن  واسرشته. 1

 ssRNAs آ.

 dsRNAsب. 

 ssDNAs ج.

 dsDNAsد. 
 دیگری را شناسایی خواهید کردپ باند، چه آگارز احتمالی روی ژل باند. علاوه بر دو 3

 Stufferآ. قطهه 

 ب. باند دختری
 ج. گروه والدین
 د. همه موارد بالا

 کند.اصلی عمل می پلیت مضاعفیک  عنوانبهق . سنجش عدم تطاب2
 آ. درست

 ب. نادرست
 PCR هایفرآوردهمجدد بپردازید  وصل شدنو  سازیواسرشتههای از اینکه به واکنش پیش. چرا 1

 یدپکنمی تجزیه و تحلیل آگارز را روی ژل
 شوندپاز کیت کنترل ارائه شده جدا میای با چه اندازه هایفرآورده. 9

 جفت باز 19و  39آ. 
 جفت باز 999و  199ب. 
 ازکیلوب 12و  3ج. 
 جفت باز 351و  339د. 
 



   

 
 

 

 نمایه
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B 
BamHI ...................................................................... 21 
B-PER 123 .119 .197 .197 .137 .119 .139 

C 

CCATGG29 .................................. لیتشخ ی. توال 
cDNA 397 ................................................. د شدهیتول 

Chromas119 .113 .233 .111 .119 .199 .
171 

CRISPR317. 313. 7. 3. . غ. ص. ر. ذ. خج .
297 .295 .219 .211 .213 .217 .215 .
231 .232 .239 .237 .237 .229 .221 .
223 .222 .221 .227 .227 .212 .219 .
217 .291 .293 .239 .231 .239 .233 .272 .
271 .273 .277 .277 .279 .273 .277 .
277 .253 .257 .255 .192 .121 .129 .
123 .127 .127 .125 .119 .111 .112 .
135 .179 

D 

ddNTP ................................. 193 .192 .195 .199 
DMEM375 .211 .213 .279 .271 .271 .
137 .121 .129 .111 .113 

DNA Miniprep ...................... 71 .79 .59 .239 
DNA 91. 99 ................................................چیابر مارپ 
DNA 91. 15. 27. 21. 31. 32. . ل دیپلازم .
97 .39 .79 .71 .77 .73 .72 .71 .59 .51 .
191 .193 .179 .177 .177 .339 .335 .
313 .339 .337 .377 .239 .297 .239 .231 .
237 .271 .273 .193 .111 .132 .139 .
121 .192 .171. 179 
DNA 91 ...................................... یارشتهتک یحلقو 
DNA 259 ................................................. دناتوره شده 

DNA 391. 159. 32. 91. 13. 39. 3یادو رشته .
221 .291 .115 
DNA 313. 335. 177. 177. 179. 71یژنوم .
372 .219 .231 .277 .131 .131 .179 
DNA 231. 197. 71. 19. 31. 32یکروموزوم .
115 
DNA7. 7. 3. 9. 2. 3. 1. . ل. ف.  . س. ر. خج .
5 .19 .11 .32 .31 .39 .33 .35 .29 .23 .
21 .29 .23 .27 .27 .25 .19 .13 .12 .11 .
19 .13 .17 .15 .99 .91 .93 .92 .91 .99 .
97 .95 .39 .31 .33 .32 .31 .39 .33 .37 .
37 .35 .79 .71 .73 .71 .79 .77 .77 .75 .
73 .72،71 .79 .73 .77 .59 .51 .59 .57 .
57 .191 .193 .192 .191 .193 .197 .195 .
119 .113 .119 .139 .133 .139 .135 .
123 .197 .179 .171 .173 .177 .177 .
159 .151 .159 .155 .399 .391 .392 .
397 .332 .339 .333 .335 .329 .322 .
321 .329 .325 .311 .313 .313 .331 .
339 .333 .337 .337 .335 .377 .377 .375. 
379 .371 .372 .297 .295 .219 .217 .
239 .233 .239 .221 .229 .223 .225 .
211 .212 .213 .217 .217 .215 .299 .
291 .293 .292 .291 .299 .293 .297 .
239 .231 .233 .233 .237 .271 .273 .277 .
277 .271 .273 .272 .279 .273 .277 .
277 .275 .259 .251 .257 .199 .199 .
193 .197 .197 .195 .119 .111 .113 .
112 .111 .132 .139 .137 .121 .127 .
127 .125 .111 .113 .112 .111 .119 .
117 .115 .199 .191 .193 .192 .199 .
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193 .195 .131 .133 .131 .133 .179 .173 .
171 .179 

G 

GelCode Blue132 .129 .139 .137 .135 .
179 .139 

L 

LB Broth  وLB Agar ................................... 192 
Luria-Bertani (LB) ....................................... 119 

M 

Mini Kit ..........................................177 .175 .153 
MOPS .................................................................... 177 

NIH Image J131 .319 .311 .312 .291 .
292 .237 .279 .251 .137 .129 .123 

O 

Opti-MEM337 .337 .357 .357 .291 .293 .
239 .231 .237 .237 .272 .273 .129 .
122 .129 .111 .179 

P 

pBIT113. 111. 193. 199. 199. 77. 79. ز .
117 .117 .115 .137 .121 .199 .257 .
255 .111 .111 .115 .199 

PBS197 .195 .139 .131 .137 .179 .171 .
172 .397 .212 .232 .235 .279 .115 .
139 .133 .135 .123 .122 .121 .129 .
119 .113 .171 

PCR یکم (qPCR)............................................ 399 
PCR یکم (RTqPCR) .................................... 399 
PCR 393. 391. 399. 155. 153. 172یکم .
321 

PCR 339 .......................................................... یمهمول 
PCR 132. 153 .......................................... یمه کمین 
PCR13. 11. 35. 7. 7. 3. 9. . غ.  . ص. رج .
12 .11 .19 .13 .17 .91 .99 .93 .97 .95 .

39 .31 .33 .71 .79 .73 .77 .73 .77 .77 .
75 .51 .52 .57 .57 .191 .193 .197 .197 .
112 .115 .172 .177 .159 .153 .155. 
399 .391 .392 .391 .399 .393 .397 .
397 .315 .339 .331 .332 .339 .333 .
337 .321 .322 .321 .329 .323 .327 .
327 .325 .319 .311 .221 .227 .227 .
212 .219 .293 .233 .273 .277 .277 .
271 .273 .272 .279 .277 .277 .275 .
259 .251 .253 .257 .255 .197 .195 .
113 .112 .111 .132 .139 .133 .137 .
123 .119 .113 .112 .199 .191 .192 .
191 .193 .132 .179 .173 

Pefabloc .............................. 197 .197 .139 .131 
pEGFP332. 397. 315. 313. 73. 99. 7. .  ز .
331 .337 .371 .373 .377 .377 .375 .
379 .371 .377 .353 .231 .237 .231 .
257 .255 .197 .129 .199 

pET-41a22. 23. 29. 35. 37. 32. 7. 7. .  ز .
21 .29 .27 .27 .17 .99 .92 .95 .31 .33 .
32 .31 .39 .37 .79 .71 .73 .71 .77 .77 .
79 .73 .72 .71 .77 .59 .51 .191 .119 .
111 .112 .117 .133 .131 .137 .121 .
192 .179 .177 .321 .313 .257 .255 .
193 .197 .119 .111 .119 .117،115 .199 .
191 .193 .197 

PPE ........................................................................... 393 
Primer-BLAST................................................ 212 

Q 

QIAprep Spin Miniprep ..............................32 
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R 

32S rRNA393 .391 .393 .397 .397 .331 .
339 .333 .322 .321 .329 .323 .327 .
325 .131 
RNA رسانامیپ (mRNA) ............................... 131 
RNA یراهنمتتا ( منفردsgRNA ا یتتgRNA)
 .............................................................................. 297 

RNA یادو رشته یها (dsRNAs ................. 373 
RNA 373 ...... نیر کد کننده پروتئیکوچک غ یها 
RNA یها ( مرتبط با تکرارrasiRNA)......... 372 

RNeasy177 .177 .175 .153 .152 .151 .
159 .157 .131 .139 .131 

RT-PCR322. 392. 391. 399. 155. ص .
321 .227 

RT-qPCR153 .155 .399 .393 .392 .332 .
331 .337 .322 .321 .313 .352 .139 .
133 .137 

SDS-PAGE137. 137. 133. 19. 7. . ل. غع .
135 .129 .123 .121 .119 .111 .112 .
111 .117 .193 .195 .139 .131 .132 .131 .
133 .137 .179 .177 .177 .119 .117 .
131 .133 .193 .137 

siRNA313 .339 .373 .372 .379 .373 .377 .
377 .375 .359 .351 .353 .352 .359 .
357. 357 .355 .291 .293 .291 .293 .
237 .235 .273 .199 .121 .123 .122 .
121 .137 .137 .135 

T 

Taq DNA ........................................................ 12 .97 
TaqMan ................................................................ 393 

Tms ................................................................ 393 .227 
TSS .......................................................................... 113 𝛼 

α-EGFP  ضد(EGFP ....................................... 119 
α-EGFP ............................... 113 .112 .119 .117 
. 315. 397. 125. 59. 39. 27. 27. كلیآب استر
327 .213 .292 .197 .197 .195 .119 .
112 .111 .139 .133 .137 .123 .127 .
125 .113 .112 

 

 

 آ
 192. 13 ............................................... زه شدهیونیآب د

 372 ...................................................................... آرگونوت
 egfp....... 277با هدف سرکوب  CRISPRش یآزما
. 99. 93. 11. 22. 13. 11. 7. 9. . ك. صذشیآزما

31 .39 .33 .73 .71 .77 .77 .73 .72 .73 .
51 .59 .191 .197 .195 .111 .113 .117 .
115 .132 .131 .129 .111 .113 .191 .
192 .199 .133 .137 .177 .159 .399 .
391 .393 .392 .339 .331 .332 .333 .
337 .322 .327 .311 .391 .399 .333 .
373 .377 .373 .379 .373 .352 .357 .
293 .293 .297 .217 .233 .237 .229 .
221 .223 .222 .227 .291 .293 .293 .
237 .277 .271 .279 .273 .277 .252 .
255 .197 .133 .113 .193 .195 .139 .179 
 193. 137. 113. 17. 17............ ین سرم گاویآلبوم

 233 ...................... یابییتوال یها براآماده کردن نمونه
 122 .............................................دستگاه ژل یسازآماده
 ماریمناستتب با ت ییایمیشتت یهاستتلول یستتازآماده
 119 ....................................................... مید کلسیکلر
 233. 153. 177. 123 ..................... نمونه یسازآماده
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. 72. 95. 92. 93. 11. 27. . زذ .جیسازآماده
191 .199 .129 .123 .122 .197 .177 .
153 .315 .239 .233 .271 .257 .199 .
191 .193 .193 .197 .197 .195 .111 .
113 .119 .115 .132 .139 .137 .135 .
129 .121 .121 .123 .127 .119 .111 .
113 .112 .119 .191 

 172. 191. 192. 255 .............................. نیلیسیآمپ
 111. 259. 131. 57. 79. 39...................... ژل زیآنال
 119. 112. 113................................... هیبانو یبادیآنت
. 353. 379. 377. 332. 71. 79. 39کیوتیبیآنت

211 .213 .271 .255 .123 .122 .121 .
129 .111 .119 

 372 ................................................................ سریم داینزآ
. 32. 39. 99. 15. 23. 21. 35محدود کننده میآنز

51 .59 .223 .219 .213 .197 .195 .115 
. 27. 27. 23. 29. 21. 35. 37. 33. . غ میآنز

25 .13 .12 .11 .19 .15 .99 .97 .95 .39 .
32 .73 .73 .51 .59 .111 .113 .199 .399 .
391 .397 .372 .217 .223 .221 .223 .
219 .213 .291 .293 .292 .293 .277 .
272 .279 .259 .251 .252 .197 .195 .
112 .112 .115 .199 .191 .193 .195 .
137 .173 

 ا
 119 .......................................... یتوال یترازهم یبرازهاا

 Freehand ........................................... 293 .237ابزار 
 119 ..........................یموضه یترازوجو همابزار جست
 lac .................................. 37 .177 .321 .311اپراتور 

 379. 397. 393................................................. الیتلیاپ

. 151. 152. 177. 173. 17. 17. 31. لاتانول
159 .392 .391 .393 .215 .193 .197 .
119 .113 .131 .127 .125 .119 .113 

 219 ................ (NHEJر همولوگ )یغ ییاتصال انتها
. 399. 392. 397. 173. 93. 13. . كقاتوکلاو
253 .255 .199 .191 .193 .192 .113 .
131 .132 .137 .135 

 321. 392. 175. 91........................... دیوم برومایدیات
. 211. 293. 352. 377. 373. 379. 373. خابرات

217 .223 .211 .277 .277 
. 153. 159. 151. 159. 179. 171اسپکتروفتومتر

157 .215 .233 .253 .113 
 115. 253. 191. 115 ... بین نوترکیاستخراج پروتئ

. 215. 217. 197. 191. 115. 32. .  جاستخراج
253 .119 .115 .139 .127 

 159. 159. 59. 31. 15. 21 ...... استفاده از نانودراپ
. GelRed273 .191 .197 .119 .111استوك 
111 .113 
. 193. 59. 77. 79. 99. 93. 27. 15. 13استوك
179 .153 .151 .295 .273 .257 .255 .
192 .191 .199 .197 .119 .111 .111 .
113 .117 .115 .139 .131 .131 .137 .
123 .122 .127 .113 .112 

. 373. 371. 333. 331. 13کینوکلئ یدهایاس
372 .215 .133 

 PCR.................................... 227مر یپرا یاصول طراح
. 73. 79. 93. 99. 15. 11. 19. 7. . عجالکتروفورز
72 .75 .52 .192 .133 .132 .137 .135 .
122 .121 .129 .132 .137 .173 .177 .
159 .151 .392 .322 .321 .325 .213 .
217 .279 .127 .199 .131 .132 .137 

 171. 222 ..................................................تیاز فهالیامت
 171. 252. 211. 222 ..........................................ازیامت
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 129 ............................................... تروسلولوزیانتقال به ن
 291. 293. 129............................................... انتقال به
 133. 377. 333 ......................................... داریانتقال پا

. 371. 375. 377. 371. 371. 335انتقال گذرا
359 .353 .357 .291 .129 .122 

 317 ..................... پستانداران یهاسلول یانتقال گذرا
. 129. 122. 123. 129. 59. 7. 3. . غجانتقال

123 .127 .127 .111 .131 .173 .152 .
159 .323 .313 .317 .317 .315 .393 .
392 .399 .393 .397 .332 .331 .339 .333 .
337 .337 .335 .371 .371 .377 .377 .
375 .379 .371 .377 .359 .353 .357 .
357 .355 .291 .217 .215 .239 .233 .
232 .231 .237 .229 .291 .293 .291 .
272 .271 .273 .277 .277 .279 .273 .
277 .253 .132 .139 .137 .129 .122 .
121 .129 .127 .111 .193 .193 .133 .135 .
173 .172 
 171. 135. 235. 299. 291 .................اریانحراف مه
. 199. 113. 122. 71. 79. 39. 25. لانکوباتور
177 .173 .153. 399 .393 .397 .331 .337 .
335 .371 .357 .357 .355 .212 .213 .
239 .231 .232 .231 .235 .279 .271 .
271 .273 .253 .257 .111 .132 .119 

ک مرکز کشتتتت یها در کروستتتکوپیانکوباتورها و م
 393 ................................................................... یسلول

 393 ................................... هاکروسکوپیانکوباتورها و م
 119 ........ ه(یاول یبادی)آنت α-EGFPبا  ونیانکوباس
. 71. 79. 35. 37. 37. 27. 23. . لذونیانکوباس
51 .53 .123 .111 .119 .113 .171 .179 .
177 .153 .219 .217 .293 .277 .271 .
259 .257 .119 .127 .119 .113 .117 
 س..................................................................... lacاوپران 

 273. 239. 292. 221. 221........ گو متصل شدهیاول
. 293. 291. 213. 221. 221. 377. 13. زگویاول

292 .239 .233 .273 .122 .123 .127 .171 .
173 

 357. 13 ................................................. دیگونوکلئوتیاول
 13......................................................... دهایگونوکلئوتیاول
 siRNA ................... 373 .379 یدهایگونوکلئوتیاول
. 293. 293. 291. 219. 227. 229. 221گوهایاول

127 .173 .172 
 293. 291 ..............................له شدهیفسفر یگوهایاول
 ع...... IPTG) دیرانوسیوگالاکتوپیت β-D-لیزوپروپیا
 119. 129. 135 ............................................ ونوبلاتمیا
 111 .........................................................مونوفلورسانسیا
 179. 279. 277. 222. 223. 211 .............. هاندلیا

 ب

 NotI ........................................................27و  NcoIبا 
 RT-PCR ............................................. 153با استفاده 
 319 .............................................. نمونه در ژل یبارگذار
. 195. 195. 191. 55. 75. 37. 39. 97یبازده

139 .131 .133 .333 .321 .379 .372 .379 .
373 .377 .291 .239 .237 .229 .211 .
217 .271 .273 .277 .279 .273 .277 .
251 .253 .252 
 CutSmart Buffer ×19 ..............................27بافر 
 117 ...................................................... نیسال سیبافر تر
 115 .................................................... ن فسفاتیبافر سال

 PEFABLOC ................ 131با  نیبافر فسفات سال
 295. 352. 379. 339. 71 ........................ مانده یباق
. 373. 371. 391. 171. 133. 55یختگیبرانگ

372 .373 .253 
 192. 193. 173 ......................... یعموم استفاده یبرا

 279 ........................................................ هابرداشت سلول
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 DESKGEN Cloud ........... 123 یافزاربسته نرم
 377 ................................................................ نیسیبلئوما

. 179. 37. 33. 7. 9. . غ. ص. ش. ر. ذ. خجژن انیب
177 .393 .392 .332 .339 .322 .319 .
313 .317 .371 .373 .371 .377 .352 .
355 .293 .213 .217 .221 .222 .132 .139 

. 37. 33. 7. 9. 3. . غ. ع. ص. س. ش. ر. ذ. خجنایب
29 .27 .11 .39 .73 .71 .77 .59 .51 .55 .
199 .131 .133 .132 .137 .135 .129 .
123 .111 .113 .115 .191 .193 .192 .
193 .131 .179 .177 .399 .393 .392 .
397 .332 .339 .337 .335 .322 .319 .
313 .317 .332 .331 .333 .335 .371 .371 .
373 .377 .375 .379 .371 .373 .372 .
379 .377 .377 .352 .359 .353 .357 .
355 .291 .293 .292 .293 .297 .295 .
211 .213 .212 .217 .217 .239 .231 .
233 .232 .237 .237 .235 .221 .222 .
299 .293 .237 .272 .279 .273 .257 .
255 .119 .117 .129 .121 .123 .122 .
121 .129 .123 .119 .111 .119 .192 .
197 .197 .132 .139 .133 .137 .135 

 پ
. 197. 113. 121. 59. 51. 71. 99کردن پتیپا

197 .172 .153 .152 .159 .391 .399 .
397 .321 .323 .395 .337 .357 .212 .
211 .213 .231 .279 .273 .271 .259 .
193 .113 .191 .191 

 119. 121. 135. 399 ................... تورپاس یهاپتیپا
. 273. 211. 197. 77. 33. 99. 12رفت مریپرا

272 

. 191. 77. 73. 97. 13. 19. 11. 13. 7. 3مرهایپرا
399 .393 .392 .393 .333 .227 .227 .
212 .219 .273 .272 .275 .251 .253 .
199 .192 .132 

 DNA ........................................... 13 .199 یمرهایپرا
 Oligo-dT........................................... 399 یهامریپرا

 139. 137.......................................................... زیپروتئول
 137. 139 ...................... شده لیتخل ین الحاقیپروتئ
. 55. 71. 95. 29. 21. 37. 7. 9. غیالحاق نیپروتئ

191 .133 .131 .139 .137 .135 .129 .
121 .121 .127 .111 .113 .113 .115 .
191 .193 .192 .191 .193 .197 .139 .
131 .133 .132 .131 .139 .133 .137 .171 .
179 .255 .119 .117. 197 .197 .195 .139 
 11 .233 ................... (GFPن فلورسنت سبز )یپروتئ
 55. 77. 11. ر ....افتهین فلورسنت سبز بهبود یپروتئ
. 52. 59. 77. 11. 3. . ص. سرفلورسنت نیپروتئ
55 .199 .111 .133 .371 .233 .112 
 EGFP ...........................171 .173ب ین نوترکیپروتئ
. 132. 131. 9. 3. . ع. رجبینوترک یهانیپروتئ

193 
 T7 ........................... 37 .39 .59 .257 .119پروموتر 
 233 .................................................. یانسان U6پروموتر 
. 255. 257. 272. 293. 227. 331. 73دهایپلازم

121 
 197. 131. 137. 135. 137. 133 دیل آمیآکر یپل
 UV55را با استفاده از نور  LB/kan/IPTG تیپل
 113 ....................................... مثبت مضاعف کلون تیپل
. 132. 113. 55. 59. 77. 71. 75مضاعف تیپل

177 .297 .111 .119 .115 .131 .133 .173 
. 39. 97. 99. 19. 11. 12. 13. 37. 33مرازیپل

193 .179 .197 .195 .113 .119 .199 .
131 .179 
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 219 ..................................................................... مرازهایپل
 135. 235. 397 .............. نیسیاسترپتوما-نیلیسیپن

 377 ............................................................... نیسیپوروما
. 221. 313. 132. 79. 71. 7. 3. 9. . رخشرفتهیپ

291 .239 .239 .233 .277 .277 .279 .193 .
123 .127 .125 .119 .111 .112 

 ت
بتتا استتتتفتتاده از  EGFPان یتتل بیتته و تحلیتتتجز
 129. 371 ........................ کروسکوپ فلورسانسیم
کلون مثبت کیتاز  DNA یتوال لیتو تحل هیتتجز
 ................................................................... 191 .111 
 DNA ............. 233 یتوال یل محاسباتیه و تحلیتجز
 ر ................................................................. لیو تحل هیتجز
 253. 391 .......................................... زات مشتركیتجه
. 337. 159. 122. 21. 11. . ك. ق. فجزاتیتجه

391 .393 .393 .337 .371 .379 .357 .
233 .233 .237 .253 .257 .191 .193 .197 .
119 .113 .112 .111 .119 .113 .117 .
115 .139 .133 .132 .131 .139 .133 .
137 .135 .129 .121 .123 .122 .121 .
129 .127 .127 .125 .119 .111. 113 .
112 .111 

 132. 153. 177. 179. 172. غکل RNA لیتخل
. 139. 131. 132. 133. 37. . غجنیپروتئ لیتخل

199 .191 .193 .195 .133 .131 .313 .115 .
197 .195 

. 22. 23. 37. 39. 31. 32. 7. 7. 9. . غجلیتخل
21 .29 .27 .17 .17 .15 .99 .91 .92 .95 .
39 .31 .33 .71 .71 .79 .77 .77 .73 .72 .
59 .52 .51 .193 .131 .133 .132 .131 .
129 .122 .111 .115 .199 .191 .193 .
192 .199 .193 .195 .139 .131 .133 .132 .

131 .139 .137 .179 .171 .171 .179 .173 .
177 .179 .173 .172 .179 .177 .177 .
175 .159 .153 .155 .391 .322 .313 .
295 .223 .217 .215 .299 .292 .297 .
239 .275 .257 .193 .197 .197 .119 .
115 .139 .131 .133 .132 .121 .129 .
125 .111 .197 .195 .131 

 37 ..................... یتیدو ظرف ونیکات قیاز طر یسیتراد
 111 ......................................................... هاشده یسیتراد
. 72. 79. 35. 37. 37. 33. 39. 31. 32یسیتراد

71 .79 .77 .75 .71 .73 .77 .59 .51 .52 .
51 .55 .191 .197 .197 .137 .121 .131 .
179 .177 .315 .331 .227 .291 .293 .
299 .293 .297 .295 .239 .231 .237 .237 .
272 .119 .111 .113 .125 .113 .117 

 122. 13 ........................................................ ترانس بلات
 311. 399. 391 ..................... پتاز مهکوسیترانس کر

 111 ............................................................ یمنیا بیترس
(dNTPفلورسنت ) دینوکلئوت یفسفات دئوکس یتر
 ............................................................................... 199 
(ddNTPsد )ینوکلئوت یاکستتدئو یهافستفات یتر
 ............................................................................... 193 
(dNTPsد )ینوکلئوت یدئوکستتت یهافستتتفات یتر
 ............................................................................... 193 
. 235. 232. 211. 333. 397. 397. 139نیپسیتر

279 .279 .137 .135 .123 .122 .121 .
129 .119 .113 

 EDTA (TBE) .............................13/ بورات/ سیتر
 117. 119 .................................. یل رنگ سنجیتشخ
 119 .................................... دازیت پراکسیل فهالیتشخ
 9 ................................................................ و اصلاح لیتهد
. 179. 133. 139. 131. رنیت پروتئین کمییته

171 
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 PCR ............................................ 199در  egfp ریتکث
 119 ......................................................... لیک استریتکن
 215. 397. 317. 79 ...................... یک ضدعفونیتکن
 391 ............................................................ هاسلول یتلاق
 75. 77 ........................................... هاشبانه کشت حیتلق
 MINIPREP DNA ..... 297 یها براکشت حیتلق
 125. 133. 297. 199. 79 ........ یها براح کشتیتلق
 121. 279. 377. 111. 139 ..... یشگاهین آزمایتمر
 ج .................................................... یشگاهیآزما ناتیتمر
. DNA3 .17 .71 .79 .77 .73 .73 .191 یتوال

192 .191 .195 .119 .193 .297 .211 .
222 .219 .111 .179 

 199. 111. 111.................................... مورد نظر یتوال
 127. 233. 219. 211. 212. 133. 113 ..... هایتوال
 295 ................................................... همولوگ یهایتوال
 DNA............................ 192 .195خودکار  یابییتوال
. 239. 221. 195. 193. 191. 52سانگر یابییتوال

233 .277 
 277. 193 .........................................کل ژنوم یابییتوال
 39 ................................................................... کردن ماریت
 115. 137. 37. ع ........................ دیرانوسیوگالاکتوپیت

 ج
 DNA Miniprep ............................. 113 یجداساز
 23. 31. 32 .......................................... ییکایلیجذب س

 195. 131 ................................................. یعبور انیجر
. 331. 173. 199. 137هشگایجلسه موقت آزما

357 .217 .215 .232 .297 .297 .272 .
111 .119 .115 .129 .122 .129 .111 

 239. 77 ............................... یشگاهیجلسه موقت آزما
. 193. 111. 73. 71. 12. 35. 37. 11یریگجهت

192 .193 .199 
 چ

 21. 29 ................................................. چارچوب خوانش
 133 ..............................................................چرخه آستانه

 خ

. 217. 211. 293. 377. 373. 379خارج از هدف
223 .222 .211 .213 .277 .277 .137 .171 

 357. 359. 352. 379. 372. 373 ... خاموش کردن
 RNA (RISC) .... 372خاموش کننده القاد شده با 

 NEB Quick-Loadشتترکت  DNAخط کش 

1 kb .................................................................... 213 
. 111. 113. 111. 19. 21. 29. 37. 31خوانش
119 .117 .137 .179 .171 .172 .159 .
315 .293 .237 .273 .253 .191 .199 .171 

 د
 pBIT............... 111 .113 .112 یابییتوال یهاداده
. 115. 119. 112. 113. 111. 7یابییتوال یهاداده

272 .111 .119 .199 
 91...................................................... نیدیمیت یمرهایدا

 75.................................................... ونیگاسیل ندیدر فرآ
 391. 197. خ .........................................................درمان
 371. 372 ............................................................... دروشا
 99.......................................................................... زاددرون
 .313. 133. 71. 12. 3. 9. 2. 1. .  ریکاردست

315 .392 .331 .333 .222 .279 
. 291. 399. 393. 391. 392. 79. 35. 13 دما

293 .291 .271 .279 .259 .192 
 291. 35 .............................................................. دماسنج

 32S rRNA ........... 392 کونیآمپل Tmذوب  یدما
 113 ....................... (DMSOد )یل سولفوکسیمت ید
 129 ............................................................. تولیوتریتید

 ر
. 211. 357. 337. 333. 321. 75. 77راندمان
279 .119 .117 .179 
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 297 ............................ ه انسانیچسبنده کل یده سلولر
. 195. 193. 199. 191. 192یبیل ترکین میرز

139 .139 
. 139. 195. 199. 191. 192. 133. 139نیرز

133 .139 .115 
 279. 227. 31. 13. 31. 3 .............................. هارشته
 179. 171. 179. 17 .......................................... هارقت

 117. 193. 111. 111. 121. 129 .......... رنگ پانسو
 117. 117 ................................................. دیرنگ پراکس

 392 ............................................ فلورسنت حساسرنگ 
 129 ............................................................... یارنگ نقره
 335. 333 ...................................... یاسهیمقا TCروش 

 333 ................................ یاستاندارد نسب یروش منحن
. 155. 159. 172. 171. 179مهکوس یسیرونو

399 .391 .399 .397 .331 .322 .329 .
327 .271 .139 .133 .133 .132 .139 

 327. 331. 171. 179 .................................. یبوزومیر
 ز

 ث ............................................... یمولکول یست شناسیز
 113. 31. 3. . ذ. خث.............................. یفناورستیز

 377 ....................................................................... نیزئوس
 ژ

. 97. 93. 91. 99. 15. 11. 11. 7. 7. لژل آگارز
39 .31 .31 .39 .37 .79 .79 .73 .73 .75 .
52 .53 .57 .132 .135 .135 .177 .175 .
159 .151 .155 .391 .392 .339 .322 .
321 .325 .319 .311 .223 .213 .217 .
217 .239 .271 .273 .279 .277 .275 .
251 .253 .197 .127 .113 .191 .131 .
173 .173 

. 99. 15. 11. 13. 11. 5. 7. 7. 9. . ل. ق. عز ژل
91 .93 .92 .91 .97 .39 .31 .33 .31 .39 .

37 .79 .71 .79 .73 .72 .73 .75 .52 .51 .
53 .57 .57 .192 .197 .133 .132 .131 .
137 .135 .129 .123 .122 .121 .129 .
123 .127 .127 .125 .119 .131 .132 .139 .
137 .135 .179 .173 .177 .175 .159 .
151 .155 .391 .392 .339 .322 .321 .
325 .319 .311 .312 .311 .223 .213 .
217 .217 .215 .299 .292 .239 .271 .
273 .279 .273 .277 .275 .259 .251 .
253 .253 .197 .111 .119 .131 .133 .
127 .125 .113 .191 .191 .193 .197 .
197 .139 .131 .132 .131 .139 .173 .179 .
173 

 177 .................................... آگارز دناتوره کننده یهاژل
 lacl .........................................................................37ژن 

. 322. 337. 333. 331. 397. 393. 155ژن مرجع
327 .133 

 39. 37 ........................................................... ژن مقاومت
. 33. 39. 32. 7. 7. 9. 3. . غ.  . ص. س. زر ژن

37 .37 .35 .29 .29 .11 .12 .11 .17 .91 .
99 .95 .39 .31 .33 .32 .31 .39 .33 .37 .
71 .73 .71 .79 .75 .79 .73 .73 .77 .77 .
59 .51 .51 .55 .191 .193 .191 .199 .
197 .119 .111 .112 .117 .115 .133 .
121 .193 .192 .177 .153 .155 .399 .
391 .393 .392 .393 .397 .331 .332 .
339 .333 .337 .335 .321 .322 .321 .
329 .327 .325 .319 .313 .311 .313 .
331 .337 .377 .373 .372 .379 .373 .
377 .377 .352 .293 .297 .295 .211 .
221 .223 .222 .227 .227 .225 .211 .
213 .212 .211 .291 .237 .273 .272 .
271 .273 .277 .275 .271 .272 .279 .
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273 .277 .253 .252 .255 .119 .139 .
133 .137 .119 .199 .193 .192 .191 .
197 .133 .137 .135 .171 .179 

 223 .......................................................... کشنده یهاژن
 CRISPR ................................ 295مرتبط با  یهاژن
. 212. 211. 219. 227. 229. 223. 391یژنوم

277 .271 .279 .277 .253 
 س

 127 ............................................................... چ ژلیساندو
. 79. 71. 31. 95. 15. 17. 17. 27یستون چرخش

152 .151 .159 .217 .217 .231 .197 .
113 .131 .127 .119 .199 .131 
 127. 113. 197. 197. 79. غ .......................هاستون

. 137. 59. 77. 79. 77. 17. 11. . كفسرسمپلر
121 .113 .199 .179 .173 .391 .393 .
397 .315 .329 .399 .395 .357 .212 .
211 .239 .297 .237 .279 .279 .191 .
111 .119 .117 .115 .132. 137 .129 .
121 .122 
RNAiبه واستتطه  EGFP نیپروتئ انیستترکوب ب

 ............................................ 373 .359 .353 .291 
. 222. 229. 233. 297. 379. 377سرکوب ژن
279 
 137. 399 ........................................... ین گاویسرم جن
 115. 133. 195. 191. 133. 139 .................سفاروز

 227 ................................... یرانسانیسلول پستانداران غ
. 129. 133. 191. 35. 22. 31. 32. 2. 3سلول

111 .179 .171 .177 .152 .391 .399 .
397 .395 .339 .333 .333 .337 .372 .293 .
292 .291 .299 .211 .219 .213 .239 .
237 .235 .222 .227 .291 .235 .271 .

271 .279 .273 .277 .111 .119 .193 .
139 .133 .179 .171 .171 
. 79. 35. 37. 39. 31. 91. 39. 31. . كذهاسلول
75 .79 .71 .73 .133 .123 .191 .197 .
179 .179 .153 .317 .315 .399 .391 .
393 .391 .393 .397 .397 .395 .339 .
331 .333 .335 .371 .379 .373 .377 .375 .
379 .379 .353 .357 .355 .291 .292 .
293 .297 .297 .219 .212 .211 .219،213 .
217 .239 .232 .231 .237 .235 .229 .
221 .212 .292 .291 .299 .295 .239 .
237 .235 .279 .271 .272 .271 .273 .
277 .277 .279 .271 .273 .277 .119 .
135 .125 .119 .113 .117 .192 .139 .133 .
135 .179 .173 .172 .171 
. 315. 317. 317. 313. . غزHEK293 یهاسلول

397 .332 .331 .337 .335 .371 .377 .377 .
371 .377 .359 .353 .357 .291 .297 .
295 .212 .217 .239 .231 .237 .221 .
212 .237 .272 .271 .279 .273 .137 .
135 .129 .121 .123 .122 .121 .129 .
119 .111 
. 191. 71. 71. 79. 39. 22ییایباکتر یهاسلول

193 .197 .377 .231 
. 317. 317. . ل. ص. ر. خجپستانداران یهاسلول

315 .391 .332 .331 .333 .337 .377 .371 .
359 .353 .357 .291 .295 .212 .237 .
223 .237 .272 .277 .257 .137 .133 
 315 ............................................................. ریپ یهاسلول
. 77. 73. 77. 71. 72. 37شده یسیتراد یهاسلول
59 .51 .52 .51 .55 .197 .399 .227 .297 .
239 .231 .237 .125 
 393 ...................................... شبه لنفوبلاست یهاسلول
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 CRISPR ...... 277منتقل شده با وکتور  یاهسلول
. 277. 277. 273. 232منتقل شده یهاسلول

279 .253 .129 
 13 .................................................................. سنتز کننده
 379 ........................... (shRNAکوتاه ) یسنجاق سر

 139. 133. 171. 133. 131 ........... نیسنجش پروتئ
 279 ......................................................لیسنجش تشخ

 BL21(DE3 .........................293 .115 .119ه یسو
 119. 111. 255. 257. 39 .................... زبانیه میسو
 257 .......................................................انزبیم یهاهیسو
 371. 371. 339 ........................................... توپلاسمیس
 123 ..........................خشکمهیخشک و ن یهاستمیس

 ش
 99 ................................................ یارشتهتک یشکستگ
 DSBs..................... 295) یادو رشته یهایشکستگ

ن ایپستانداران ب یهالکردن ستلو تیشتمارش و پل
 EGFP ........................................ 353 .237کننده 
. 295. 353. 395. 397. 331. 75. 77. 77شمارش
211 .219 .297 .237 .279 .271 .111 .
123 .125 .117 .171 

 199 ......................................................لیتخل نامهوهیش
. 29. 21. 32. 17. 17. 12. 5. 7. 7. جنامهوهیش

23 .17 .17 .99 .39 .31 .37 .37 .35 .72 .
123 .199 .137 .171 .391 .397 .337 .
377 .357 .215 .217 .239 .272 .119 .
113 .192 

 ص
 23 ....................................................... صحت عملکرد بالا

 ض
 199 ..................................................... ییایباکتر هاتیضا
 111. 191. 199. 32 ........................................ هاتیضا

 ط

. 299. 227. 221. 222. 223. زsgRNA یطراح
277 .171 
. 71. 73. 31. 29. 39. 7. 3. 9. . ص. ز. رذیطراح
73 .51 .191 .111 .132 .121 .111 .113 .
199 .173 .391 .393 .313 .317 .373 .
379 .377 .377 .375 .359 .352 .357 .
355 .297 .221 .223 .222 .221 .229. 
227 .227 .225 .213 .212 .211 .219 .
299 .291 .293 .239 .231 .233 .237 .237 .
272 .277 .273 .273 .277 .255 .199 .
122 .123 .127 .113 .192 .191 .199 .
137 .171 

  
 133. 199................................................. ت ستونیظرف

 ع
 197. 11. 3. .  ص............................... ییایعروس در
. 273. 279. 171. 137. 139. 195یعصاره سلول
272 .197 .179 

 غ
 PCR .......................................... 79 .73 .57 یغربالگر
 QIAquick ................................................... 215غشاد 

 ف
 197 .........................................ذوب -فراصوت و انجماد 

 139. 197. 191. ق .......................................... فراصوت
 291. 39. 32. 29. 7 ............................... اتصال ندیفرآ
. 31. 32. 5. 7. 7. 3. 9. 3. . ك. ق. عصندیفرآ

39 .33 .37 .29 .22 .13 .11 .17 .15 .99 .
93 .95 .31 .33 .32 .31 .39 .33 .79 .71 .
71 .79 .75 .73 .72 .73 .193 .195 .119 .
132 .129 .123 .199 .131 .137 .179 .
177 .155 .397 .332 .331 .333 .337 .377 .
375 .379 .373 .372،219 .211 .215 .232 .
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221 .223 .222 .227 .225 .219 .291 .
293 .291 .293 .239 .231 .233 .272 .271 .
277 .271 .279 .273 .277. 199 .111 .
119 .199 
 293 ........................................................... ونیلاسیفسفور
 27. 23 .................................................. یستارها تیفهال
. 39. 11. 12. 27. 23. 29. 37. 2. . فثتیفهال

32 .191 .132 .119 .372 .219 .222 .211 .
219 .291 .139 .171 
. 59. 72. 71. 77. 71. 73. 91. 11.  فلورسانس
55 .192 .197 .197 .111 .195 .139 .131 .
131 .139. 133 .137 .179 .171 .172 .177 .
391 .392 .391 .315 .332 .331 .337 .
322 .321 .313 .332 .335 .371 .373 .
372 .371 .379 .373 .377 .379 .371 .
357 .355 .291 .293 .292 .291 .293 .
231 .237 .237 .235 .229 .221 .253 .
257 .131 .133 .121 .191 .197 .131 .
133 .137 .137 .135 .171 

. 55. 59. 77. 11. 3. . ص. سرفلورسنت سبز
199 .233 .112 
. 221. 219. 295. 297. 191. 23. . ذ. خحیفناور

223 .297 .277 
 ق

 199. 193 ........................................ ییایقبرستان باکتر
 ك

. 192. 255. 59. 73. 79. 39. 22. 37نیسیکاناما
191 .193 .197 .113 .131 .172 

 33 ........................................................کدون آغاز ترجمه
. 193. 191. 115. 133یبیترک لیم یکروماتوگراف
192 .191 .195 .139 .133 .137. 195 

 pBIT ...................................... 119 یکروماتوگرام توال

. 113. 111. 119. 195. 191. 192کروماتوگرام
112 .111 .119 .113 .117 .115 .233 .
111 .119 .199 
 197 ............................................................................. کسر

 371. 333. 393. 393. 315 .................... کشت بافت
. 79. 79. 22. 11. 3. . ل. ق. ع. ص. ر. ذ. خجکشت
75 .79 .71 .72 .71 .77 .133 .137 .123 .
115 .193 .192 .193 .173 .153 .152 .
313 .317 .317 .315 .399 .391 .393 .
391 .393 .397 .333 .333 .337 .371 .379 .
353 .357 .295 .212 .213 .239 .232 .
231 .297 .295 .231 .237 .235 .271 .
277 .279 .199 .192 .193 .111 .119 .
115 .132 .137 .135 .123 .121 .125 .
119. 113 .119 .113 .139 .133 .137 .171 

 PCR.............   .11 .11 .191 .227کلون کردن با 
. 35. 37. 39. 7. 7. 3. 9. 2. 3. .  . رخکلون کردن

11 .11 .19 .17 .93 .99 .95 .31 .33 .71 .
79 .51 .191 .195 .112 .133 .221 .227 .
233 .255 .127 .171 

. 199. 117. 137. 115. 195. 71کلون مثبت
179 .173 .397 .337 .329 .239 .115 .191 

 192. 73. 21. 29. 35. 37. 39 ................... گنیکلون
 337 .............................................................. ینسب تیکم
 339 ...................................................... مطلق یسازیکم
 333. 339............................................ینسب یسازیکم
 237. 371. 391. 159. 179. 137 ......... یسازیکمّ

 117 ......................................................... یسیکنترل تراد
QIAGEN QIAprep Spin Miniprepت یک

 ............................................. 197 .113 .125 .119 
RNeasy Protect Bacteria Mini Kitت یک

 ............................................................................... 153 
 QIAGEN QIAquick PCR .17 لیتخل تیک



 یکولمول شناسیستیز یکاربرد هایروش                                                                                           491

 

Bio-Rad iScript یانتخاب cDNAستتنتز  تیک

 ................................................................... 139 .133 
 گ

 37. 39 .......................................................... دازیگالاکتوز
 171. 137 ...................................... ین گاویگاما گلوبول
 193 ...............................................2´ل یدروکسیگروه ه
. 199. 191. 192. 191. 115. 139. سونیگلوتات

195 .139 .131 .133 .137 .253 .115 .139 .
131 .197 .195 
 191 ........................... (GSTترانسفراز )-S-ونیگلوتات

 ل
 192. 91. 19 ................................................. ییایقل زیلا
 191. 119. 123............................................. ز کردنیلا
 279 .......................................................... ز و استخراجیلا
 113 .......................... افتهیبهبود ییایمینسانس شیلوم
 331 ...................................................... یپوزوم مصنوعیل
 331 ........................................................... یونیکات-دیپیل
 T4 .................................................... 32 وفاژیباکتر گازیل
. 293. 291. 73. 71. 79. 37. 39. 31. 32.  گازیل

119 .127 .193 .131 .179 .173 .172 
. 37. 33. 39. 31. 32. 33. 31. 95. 17ونیگاسیل

37 .79 .71 .73 .77 .79 .71 .73 .77 .219 .
291 .293 .292 .291 .299 .293 .297 .
119 .191 

 199 ....... یبیل ترکین میرز یست اختصاصیگاند زیل
 م

 251. 335. 159. 172. 33. 5 .................... محاسبات
 335. 337 ................................... یسبن تیمحاسبه کم
. PCR19 .13 .17 .99 .95 .39 .31 .33محصول 
73 .77 .51 .191 .197 .179 .155 .319 .
212 .277 .271 .277 .275 .113 .199 .
191 .191 

 279 ................................. یادو رشته PCRمحصولات 
. 73. 79. 37. 32. 31. 97. 19. 3. . سخمحصولات
75 .133 .391 .392 .321 .319 .219 .279 .
277 .277 .275 .259 .191 .173 

 39.................................................... بوزومیمحل اتصال ر
 117 ....................................... محلول استوك کلرونفتول

. EDTA135 .121 .129 .119 نیپسیمحلول تر
113 
 Dulbecco’s Modified Eagle’s طیتتمتتحتت

Medium ...............................................397 .235 
. 211. 212. 353. 397. 397رشد کامل طیمح

235 .279 
. 15. 17. 13. 23. 22. 39. 31. 17. . ذجمرحله
39 .31 .32 .37 .37 .35 .79 .75 .79 .72 .
71 .77 .75 .59 .57 .191 .113 .139 .137 .
129 .122 .129 .127 .113 .111 .191 .
197 .139 .131 .135 .179 .179 .177 .
177 .159 .153 .152 .151 .159 .155 .
399 .391 .399 .397 .339 .332 .339 .
333 .337 .335 .322 .321 .329 .327 .
313 .317 .333 .332 .372 .295 .213 .232 .
212 .211 .219 .291 .231 .279 .271 .
272 .275 .259 .191 .133 .113 .193 .131 .
133 .132 
. 397. 393. 399. 59. 51. 77. 77کسیمستر م
315 .323 .327 .273 .272 .113 .191 .
133 .132 

 197. 111 ................................................. مسدود کردن
. 373. 379. 395. 399. 317. 319. 73ریمس

373 .372 .371 .295 .211 .237 .221 .
279 .272 .273 .179 

 B ................. 197، ییاین باکتریمهرف استخراج پروتئ
 B-PER.... 197، ییاین باکتریمهرف استخراج پروتئ
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 337 ..................................................براتوریبا کال سهیمقا
 192 ..........................................چندگانه نگیمکان کلون

 51. 95. 13. 19. 11. 39 .. محدود شونده یهامکان
. 199. 119. 192. 193. 33. 31. 13. 31مکمل

131 .139 .179 .171 .177 .155 .373 .
372 .377 .297 .219 .221 .227 .213 .
291 .233 .279 .259 .131 .131 .137 .179 
. 173. 117. 127. 139. 197. 31. 97. . سرمنابع

391 .337 .321 .321 .393 .373 .371 .
371 .352 .239 .229 .299 .277 .252 .117 

 391. 392 ................................................... ذوب ینمنح
 292 .235 ............................. (ROIمنطقه مورد نظر )

. DNA13 .11 .17 .91 .32 .35 .195مولکول 
135 .179 .151 .391 .322 .221 .219 

 CTCF ....................... 291 .235ن فلورسانس یانگیم
. 357. 371. 373. 313کروسکوپ فلورسانسیم

237 
. 332. 395. 397. 393. 391. 313کروسکوپیم

337 .335 .371 .373 .371 .379 .375 .
379 .371 .357 .355 .291 .212 .211 .
239 .231 .237 .221 .279 .271 .279 .
257 .135 .129 .121 .123 .129 .133 .137 

 ن
. 139. 195. 253. 233. 215. 31. 39. 21نانودراپ
115 .191 

 MyiQ........................................................ 337افزار نرم
. pLentiCRISPR-E217 .217نقشه وکتور 
223 .231 
 133. 331. 332 ........................................ رینمودار تکث

. UV39 .55 .122 .131 .137 .177 .159نور 
151 .217 .275 .192 

 155. 177 ...................................................... نوربن بلات

 Cas9 ............................................................ 272نوکلئاز 
 BLAST ........................ 237 .171 .171د ینوکلئوت
 119 ...................... کروماتوگرام کیدر  هیاول دینوکلئوت
 199. 277. 221. 219. 112. 57 .......... دهاینوکلئوت
 119 .................................................. مبهم یدهاینوکلئوت

. 127. 123. 129. 129. 137 .39. 15تروسلولزین
127 .125 .111 .193 .113 .197 

 ه
 371. 339. 391. ك ............................................. هسته
 DNase ............ 172 .177 .159 .151 .151هضم 

 259. 59 ..................................................... یمیهضم آنز
. 73. 79. 39. 31. 39. 95. 27هضم محدود کننده

77 .197 .197 .112 .127 .115 .199 .192 
 31 ............................................................. لیهضم و تخل

 32....................................................... ییایقل زیلا ایهضم 
. 27. 23. 29. 23. 35. 31. 32. 7. 9. . ل هضم
25 .13 .17 .17 .15 .99 .91 .92 .99 .95 .
39 .31 .33 .32 .31 .39 .79 .71 .73 .79 .
77 .73 .72 .77 .59 .52 .51 .59 .57 .193 .
197 .197 .172 .177 .159 .151 .151 .
159 .221 .229 .227 .219 .213 .217 .
291 .293 .292 .239 .233 .259 .251 .193 .
197 .195 .119 .112 .111 .127 .125 .
111 .115 .199 .191 .193 .192 .191 
 Miniprep ...................................... 57 .57 یهاهضم
 279. 395 ................................................ تومترهایهماس
 pBIT......... 117و  یورود ین توالیب یتوال یترازهم

 QIAshredder ................................... 177زر یهموژنا
. 357. 337. 337. 393. 391. 392ناریهود لام
357 .212 .239 .232 .237 .271 .273 .
279 .137 .121 .122 
 112. 113 .............................. دازیپراکس شیرادهورس
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 377 ............................................................ نیسیگرومایه
 و

. 99. 11. 12. 11. . غ مرازیپل یارهیواکنش زنج
191 .322 .329 .197 
 293. 293. 291 ....................................... نازیواکنش ک
 57. 51. 25 .................................... یهضم یهاواکنش
 BLOCK-iT RNAi ....................... 377 تیساوب

. 123. 121. 135. 139. 72. 73. 79یوزن مولکول
113 .111 .113 .137 .177 .177 .271 .
273 .119 .197 .139 

. 135. 137. 131. 132. 133. 7. . عروسترن بلات
129 .121 .123 .129 .119 .111 .113 .
112 .111 .177 .352 .279 .277 .119 .
113 .117 .197 .137 
 BsmBI ......... 221هضم شده با  CRISPRوکتور 
 73. 92 ........................... ضم شدهه pET-41aوکتور 
. 291. 215. 217. 131. 33. 21. 39. 7وکتورها
297 
 217 ....................................پستانداران یانیب یوکتورها
 217. 193. 29. 37. 33. 39 ........... یانیب یوکتورها

 129. 35 ..................... لیوژ استریفیکرو سانتریم الیو
-CRISPRستم یق ستیرا از طر egfpش ژن یرایو

Cas9 .................................................................. 295 
 277 ........................................ گوتیش ژنوم هتروزیرایو
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