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نکلونینگ و بیان ژ 
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کلونینگ ژن چیست؟
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درآنغامادباومي کنندجداسازيراژنومازمشخصيتواليآنطيکهاستفرآينديکلونینگ
کثیرت(زندهبافتياسلول)طبیعيمحیطدرراژنومازيکسانينسخه هايهدف،DNAيک
درکهاستمنفردژنيکازمتعددنسخه هايکردنفراهمکلونینگژنازهدف.نمايندمي

ژنبیلقازپزشکيکاربردهايدارايعلاوهبه.استاستفادهموردتحقیقاتيمختلفحوزه هاي
.مي باشدپروتئینيکاززياديمقدارتولیدنظیرصنعتيکاربردهايودرماني



روش هاي کلونینگ
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روش هاي کلونینگ
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cloningیامثلیتولیدکلونینگ Reproductive

جنسيیرغمثلتولیدروشبهوسلوليکازاستفادهبافقطموجوديکبدنکل
.شودميايجاد
.استصلياموجودبامشابهکاملاژنتیکينظرازکهاستموجوديتولیدآننتیجه



روش هاي کلونینگ
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ابحیوانات،ازوسیعيطیفدرراسازيشبیههايآزمايشدانشمندانگذشته،سال۵۰طي
ژنتیکيهايموشاولینمحققان،۱۹۷۹سالدر.انددادهانجاممختلفهايتکنیکازاستفاده
رحمردحاصلهايجنینکاشتنسپسوآزمايشيلولهدرموش،جنینتقسیمبارامشابه
.کردندتولیدبالغيمادههايموش

ستاندارپاولینشدند،موفقبسیارهايتلاشازپساسکاتلنديمحققان،۱۹۹۷سالتاادامه،در
بعد،سالدو.کنندسازيشبیهساله۶گوسفنديپستانسلولازرابوددالينامبهايبرهکه

.ماندندزندهگوسالهچهارتنهااماکردند،کلونگاويکازراگوسالههشتژاپندرمحققان
عبارتندانددهشسازيشبیهسوماتیکهايسلولازکهپستاندارانسايرگوسفند،وگاوبرعلاوه

توسطمیمونيکاين،برعلاوه.موشوخرگوشگاو،قاطر،اسب،سگ،گوزن،گربه،:از
.استشدهسازي-شبیهجنینتقسیم



کاربردهاي حیوانات کلونینگ شده
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مثال،انعنوبه.بردنامتوانميکشاورزيوپزشکيهايزمینهدرحیواناتکلونینگمزاياياز
راضروريانيانسپروتئینحاويشیرکهگوسفندانيکردند،کلونراداليکهاسکاتلنديمحققان

آزمايششده،کلونینگحیواناتکاربردهايازيکي.اندکردهکلوندارند،خونشدنلختهبراي
رايبشدهکلونینگحیواناتازاستفادهبزرگمزيت.استدرمانيراهکارهايوجديدداروهاي
بهآنهاپاسخکهمعنااينبههستند،يکسانژنتیکينظرازآنهاهمهکهاستايندارو،آزمايش
ازشدهمنقرضحتيياانقراضخطردرجانوريهايگونهجمعیتايجاد.استيکسانداروها
یواناتحتااندکردهعلاقهابرازنیزمردمازبرخيهمچنین.استتکنیکاينکاربردهايديگر

.کنندسازيشبیهراخوديمردهخانگي



کاربردهاي حیوانات کلونینگ شده
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توانندنميشدهنگکلونیهايجنیناکثرواستناکارآمدتقريباتکنیکيکتولیدمثلي،کلونینگ
کلونجنین۲۷۷مجموعازکهبودکلونيتنهاداليمثال،عنوانبه.شوندتبديلسالمافرادبه

برايجديمانعيايمني،هاينگرانيباهمراهپايین،بسیارکارآيياين.آمددنیابهزندهشده،
وگوسفنددرراسلامتيسوءآثاربرخيمحققانهمچنین.استتولیدمثلکلونینگازاستفاده

اندامردنقايصانواعشاملموارداين.اندکردهمشاهدهاند،شدهکلونینگکهپستاندارانساير
یريپهمچنینوبدنايمنيسیستمبهمربوطمشکلاتوقلبمغز،کبد،مانندحیاتيهاي

.استزودرس



روش هاي کلونینگ
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cloningیادرمانیکلونینگ Therapeutic

بیماريهاازبرخيدرمان
ديدهصدمهيابیماربافتهاينمودنجايگزين



روش هاي کلونینگ
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cloningیاژنکلونینگ Gene

PCRازاستفادهبا...ياژنيتوالييکژن،يکازکپيچندينتولید



روش هاي کلونینگ
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cloningیاطبیعیکلونینگ Natural

دوقلوهايوشدهتقسیمنیمدوبهجنینکهزمانيجنسيمثلتولیددر
.شودميتولیدمونوزيگوت



مواد مورد نیاز براي کلونینگ
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DNAقطعه•
وکتور•
componentيامستعدهايسلول• cell
انتخابيمحیط•



وکتور

13

مولکول هاياين.هستندحاملDNAمولکول هايناقل هاهمهناقل،يکانتخابازنظرصرف
:مانندباشندمشترکويژگيچنددارايکليطوربهبايدحامل

oشوندتکثیرخودمیزبانسلولداخلدربايد.
oهايآنزيمبرايفردبهمنحصرمحدودمکانيکبايدREباشدداشته.
oقطعهمعرفيDNAباشدداشتهتداخلناقلهمانندسازيخاصیتبانبايددهنده.
oمعمولا )رکیبنوتسلولبعديشناساييبرايآنازبتوانتاباشدنشانگرژنيکدارايبايد

.کرداستفاده(نداردوجودمیزبانسلولدرکهبیوتیکيآنتيمقاومتژنيک
oشوندجدامیزبانسلولازراحتيبهبايدآنها.



ويژگي هاي اساسي وکتورهاي کلونینگ
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oانتقالبرايايوسیلهژنتیکيناقل هايياوکتورDNAگیرندههايسلولبهخارجي
.هستند

oمولکوليکوکتورمولکولي،سازيشبیهدرDNAبرايايوسیلهعنوانبهکهاست
شود،بیانياوتکثیرمي تواندکهجاييديگر،سلولبهخارجيژنتیکيموادمصنوعيانتقال

.مي شوداستفاده
oتسهیليبراهاييويژگيشاملمعمولاوشوندتکثیرمستقلطوربهتوانندميوکتورها

.شوندميآنهاانتخابيتشخیصبرايژنتیکينشانگرهمچنینوDNAدستکاري



انواع وکتور
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پلاسمید
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.هستندحلقويDNAهايمولکول
ئولمساغلبکهمیکنندحملژنچنديايکموارداکثردرودارندکیلوباز۲۰۰تا۲بیناندازه
.هستندخودمیزبانباکتريبرايمفیديصفاتبروز
زياديتعداداهپلاسمیدازبرخي.باشدميمتغییربسیارهامیزباندرپلاسمیدهايکپيتعداد
.کمتعدادديگربرخيودارندمیزبانهايسلولدرکپي



پلاسمید
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باکتريوفاژها
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باکتريوفاژها
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اجباريايانگلهاينها.شوندمينامیدهباکتريوفاژکنند،ميآلودهراهاباکتريکهويروس هايي
تکثیرتريباکسلولداخلدرمیزبانآنزيمهايهمهيابرخيازاستفادهباکههستندسلوليداخل

.مي شوند
روايناز.دارندريباکتسلولبهخودژنومرساندنبرايپیشرفته ايبسیارمکانیسمباکتريوفاژها

.کرداستفادهبزرگترDNAهايبخشتحويلبرايکلونینگوکتوريکعنوانبهآنازتوانمي
.شودجايگزينخارجيDNAباتواندميواستضروريغیرباکتريوفاژژنومبیشتر

توانميراکیلوباز۲۰تااندازهباDNAقطعهيکناقل،يکعنوانبهباکتريوفاژازاستفادهبا
.کردترانسفرم



BACکروموزوم هاي مصنوعي باکتريايي 
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BACکروموزوم هاي مصنوعي باکتريايي 
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قطعاتکلونینگبرايکههستندايسادهپلازمیدBACsباکترياييمصنوعيهايکروموزوم
DNAاندشدهطراحيکیلوباز3۰۰تا۷۵هاياندازهدربزرگبسیار.
BACپايداراربسیمنشاوآنتي بیوتیکيمقاومتژن هايمانندنشانگرقسمتداراياساسااها

تعدادومي دهدافزايشباکترياييسلوليتقسیمازپسراپلازمیدتوزيعکهستندههمانندسازي
.مي کندحفظسلولهردردويايکبهراپلازمیدکپي

BACرايب.شوندمياستفادهژنوميهايپروژهدرموجوداتژنومتواليتعییندراساسااها
.شدنداستفادهانسانژنومپروژهدرهاBACمثال
.کردکلونBACsازاستفادهباتوانميراDNAقطعههزارصدچند



YACکروموزوم هاي مصنوعي مخمر 
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YACهستندمخمربیانناقلها.
رااستمتغیرکیلوباز3۰۰۰تاکیلوباز۱۰۰ازآناندازهکهبزرگبسیارDNAقطعهيک

.کردکلونYACازاستفادهبامي توان
ژنومفیزيکيبردارينقشهبرايوبزرگبسیارDNAقطعاتسازيشبیهبرايهاYACبیشتر
.شوندمياستفادهپیچیدههاي

YACبهنسبتهاBACترجمهازپستغییراتبهنیازکهيوکاريوتيهايپروتئینبیاندرها
.دارندبرتريدارند،

پايدارترهاBACبامقايسهدرراآنهاکههستندمعروفکايمريکاثراتتولیدبههاYACاما،
.کندمي



HACکروموزوم هاي مصنوعي انسان 
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درMACsپستاندارانمصنوعيهايکروموزومياHACsانسانمصنوعيهايکروموزوم
.هستندتوسعهحال

HACیتيجمعدرجديدکروموزوميکعنوانبهمي توانندکههستندهاييمیکروکروموزومها
.کنندعملانسانيسلول هاياز

محققانتوسطشدهمعرفيجديدهايژنحاملکهاستمگاباز۱۰تا۶ازهاHACاندازه
.استانساني
HACوميکروموزعملکردوبیانمطالعهجديد،هايژنانتقالدرناقلعنوانبهتوانميراها

.دادقرارفادهاستموردپستاندارانسیستمدرمیکروکروزوم هااينازاستفادهبانیزپستانداران



وکتورهاي بیاني
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انيبیوکتورهاياند،شدهطراحيهدفسلولدرژنبیانبرايخاصطوربهکهوکتورهايي
هدايتراهتراريختژنبیانکههستندپروموترتوالييکدارايکليطوربهوشوندمينامیده

ميتولیدناقلبهشدهواردقسمترونويسيطريقازراهاپروتئینبیاني،وکتورهاي.کندمي
.استهمراهشدهتولیدmRNAترجمهباکهکنند



وکتورهاي رونويسي
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نميمهترجامادارندرارونويسيقابلیتفقطرونويسيوکتورهاينامبهتريسادهناقلهاي
نميانبیبیانيوکتورهايخلافبراماکردتکثیرهدفسلوليکدرتوانميراآنها:شوند
.شودمياستفادهناقل،بهشدهواردقسمتتقويتبرايرونويسيناقل هاي.شود



اجزاي موجود در يک وکتور پلاسمید
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(Ori)منشا همانند سازي

27

برايکهباشدميپلاسمیدروينیازموردجزياتوالييکoriياهمانندسازيمنشا
.استنیازموردمیزبانداخلدرآنهمانندسازي



نشانگر انتخابي
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راخابانتفشارکهمحیطيدردارند،خودداخلدرراناقلکهمیزبانسلول هايازدستهآنفقط
راناقلهکمیزبانهايسلولکهحاليدر.استآنتي بیوتیکيکمعمولکهمي کنند،رشددارد

آزمايش کنندهب،ترتیاينبه.کنندتحملرابیوتیکآنتيتوانندنميزيراروندميبینازندارند،
اقلنکهسلول هاييبهنسبتهستند،وکتوردارايکهرامیزبانسلول هايبودخواهدقادر

.کندانتخابندارند،



جايگاه چندگانه کلونینگ
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وکتورDNAبههدفDNAازقطعه اياتصالشاملوکتوريکداخلDNAکلونینگ
بنابراينمي شود؛انجامدارند،چسبناکانتهايکهايDNAقطعاتوسیلهبهرونداين.است

توسطهدفDNAقطعهکهباشدمحدود کننده ايآنزيماثرجايگاهدارايبايدانتخابيوکتور
يکديگربهمي توانندصافانتهايباDNAقطعات.باشدشدهايجادمحدود کنندهآنزيمهمان
يک،DNAبرشازبعدکهدارندوجودمحدودکننده ايآنزيم هايهمین طور.شوندمتصل

.مي گويندچسبانانتهايآنبهاصطلاحاکهمي کنندايجاد′3درانتهايتنهانوکلئوتید



ناحیه پروموتر
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.کندميهدايتراشدهکلونDNAپروتئینبیانکهايناحیه



protein tagبرچسب پروتئین يا 
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متصلوترکیبنپروتئینبهمعمولوکندميتولیدخاصعملکردباپروتئینيکهخاصيتوالي
کمیتتعیینيانظارتبرايکهاستGFPيالوسیفرازپروتئینبرچسبازاينمونه.شودمي

.استپروتئین



protein tagسیگنال پلي آدنیلاسیونین يا 

32

.استمهمپروتئینتولیدبرايکهpoly-Aحاويجزئي



انواع پلاسمیدها

33

مقاومتي،پلاسمیدهايباروري،Fپلاسمیدهاي:داردوجودپلاسمیداصلينوعپنج
.Colپلاسمیدهايوکنندهتخريبپلاسمیدهاي،virulenceپلاسمیدهاي



باروريFپلاسمیدهاي 
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ژنحاويشوند،ميشناختهنیزFپلاسمیدهايعنوانبهکهباروريپلاسمیدهاي
بهريباکتيکازکونژوگهطريقازدهندمياجازههاژنبهکههستندانتقاليهاي

ميشکیلترامزدوجپلاسمیدهايازوسیعيدستهاينها.شوندمنتقلديگرباکتري
واردکروموزوميDNAبهتوانندميکههستندپلاسمیدهاييFپلاسمیدهاي.دهند
.شوند

وشوندميشناختهمثبتFعنوانبههستندFپلاسمیددارايکههاييباکتري
-Fباکترييکبا+Fباکترييککههنگامي.هستندمنفيFآنبدونهايباکتري

Fپلاسمیديکفقطباکتريهردر.شودميايجاد+Fباکتريدوشود،ميکونژوگه
.داردوجود



پلاسمیدهاي مقاومتي

35

ميکمکباکتريسلولبهکههستندهاييژنحاويRيامقاومتيپلاسمیدهاي
ازرخيب.کننددفاعهابیوتیکآنتيياسموممانندمحیطيعواملبرابردرکنند

کهيهنگام.دهندانتقالکونژوگهطريقازراخودتوانندميمقاومتيپلاسمیدهاي
.شوندمقاومهابیوتیکآنتيبهتوانندميهاباکتريازسويهيکافتد،مياتفاقاين



virulenceپلاسمیدهاي 

36

راباکتريآنگیرد،ميقرارباکترييکدرونvirulenceپلاسمیديککههنگامي
باعثکههاييباکتري.استبیماريعاملکهکندميتبديلزابیماريعامليکبه

باکتري.شوندرتکثیوپخشمبتلاافرادبیندرراحتيبهتوانندميشوندميبیماري
.استvirulenceپلاسمیدچنديندارايکلياشريشیا

E.coliونهگاماشود،مييافتديگرحیواناتدروانسانرودهدرطبیعيطوربه
.Eازخاصيهاي Coliسالمونلا.شوندشديداستفراغواسهالباعثتوانندمي

.استvirulenceپلاسمیدهايحاويکهاستديگريباکتريانتريکا



پلاسمیدهاي تخريب کننده

37

معمولکهرااتيترکیبتاکنندميکمکمیزبانباکتريبهکنندهتخريبپلاسمیدهاي
.کندهضملیکسالیسیاسیدوتولوئنزايلن،کافور،مانندشوندنمييافتطبیعتدر

رااصيخترکیباتکههستندخاصيهايآنزيمبرايهاييژنحاويپلاسمیدهااين
.کنندميتجزيه



Colپلاسمیدهاي 

38

هبهمچنین)مي سازندراباکتريوسین هاکههستندژن هاييحاويColپلاسمیدهاي
راديگر هايباکتريکههستندپروتئین هاييکه،(مي شوندشناختهکولیسینعنوان

انواعازبسیاريدرهاباکتريوسین.مي کننددفاعمیزبانباکتريازنتیجهدرومي کشند
.Eجملهازهاباکتري coliپلاسمیدازراآنهاکهشوندمييافتColE1نامندمي.



اندونوکلئازهاي محدود کننده

39

ش،برموقعیتواحد،زيرترکیباساسبرکليطوربهکنندهمحدودهايآنزيم
حال،نايبا.شوندميبنديطبقهنوعچهاربهکوفاکتورالزاماتوتواليويژگي

کشفهمحدودکنندآنزيم هايمیاندررافوق العاده ايتنوعآمینهاسیدهايتوالي يابي
دوجومختلفنوعچهارازبیشمولکولي،سطحدرکهمي دهدنشانواستکرده
.دارد



آنزيم هاي نوع اول

40

ومحدودکنندهترکیبيوواحديزيرچندپیچیده،آنزيم هايIنوعآنزيم هاي
تشخیصشانتوالي هايازدوروتصادفيبه طورراDNAکههستنداصلاح کننده

ازاکنوناماهستند،نادرIنوعهايآنزيمکهشدميتصورابتدادر.مي دهندبرش
Iنوعآنزيم هاي.هستندرايجآنهاکهدانیمميشدهتواليهايژنومتحلیلوتجزيه

رازيدارندکميعمليارزشامابرخوردارند،قابل توجهيبیوشیمیايياهمیتاز
.نمي کنندتولیدمجزاژلباندالگوهايياگسستهمحدودکنندهقطعات



آنزيم هاي نوع دوم

41

توالي هايدرونيانزديکشدهتعريفموقعیت هايدرراII،DNAنوعآنزيم هاي
لژباندالگوهايوگسستهکنندهمحدودقطعاتآنها.مي دهندبرشخودتشخیص

تحلیلوتجزيهبرايآزمايشگاهدراستفادهموردغالبکلاسوکنندميتولیدمتمايز
.هستندژنکلونینگوDNAمعمول

ايهمجموعمرتبط،هايپروتئینازواحدخانوادهيکتشکیلجايبهIIنوعهايآنزيم
توالينظرازاغلبIIنوعآنزيم هاي.هستندمختلفانواعازنامرتبطهايپروتئیناز

هستند،تفاوتمکاملاديگريشناخته شدهپروتئینهرباواقعدرويکديگرباآمینهاسید
اغلبکههستندتکاملحالدرسرعتبهکههستندپروتئین هاييکلاسازنمونه ايکه

.هستندانگل-میزبانتعاملاتدردخالتنشان دهنده



IIIآنزيم هاي نوع 

42

توالي هايازخارجآن ها.هستندبزرگيکنندهمحدودهايآنزيمنیزIIIنوعهايآنزيم
يکدرمخالفجهت هايدرتواليدوبهبرشانجامبرايومي شکافندخودتشخیص
.دهندميکاملهضمندرتبهآنها.دارندنیازDNAمولکول



IVآنزيم هاي نوع 

43

.مي دهندتشخیصرامتیله شدهمعمولواصلاح شدهIV،DNAنوعآنزيم هاي



مراحل کلونینگ

44



DNAبرش و چسباندن 

45



DNAبرش و چسباندن 

46

.لیگازDNAوکنندهمحدودهايآنزيم:شودمياستفادهآنزيمنوعدوازمعمولروشيکدر
وکنیداستخراجراتواليآنحاوينمونهژنومDNAکلونینگدرنظرموردتواليبهرسیدنبراي

راپلازمیدهمچنین.شودزياداختصاصيژنمقدارتادهیدانجامPCRاختصاصيپرايمرهايبا
قرارلیگازDNAآنزيمسپسوموردنظرکنندهمحدودآنزيممعرضدرسپسوکردهاستخراج

.دهید
.استمناسبوواحدبرشمحليکدارايکهپلاسمیدانتخاب

.استآنزيمآنبرايبرشمحليکدارايانتهاهرنزديککههدفژنقطعه
میدپلاسيکودهدميپیوندبهمراآنهاکهکنیمميترکیبلیگازDNAباراقطعاتسپس،

.کندميايجادژنحاوينوترکیب



انتقال به باکتري

47



انتقال به باکتري

48

هاکتريبابهانتقال،ياترنسفورمیشننامبهفرآينديدرتوانندميهاDNAسايروپلاسمیدها
.Eازمعمولشوند،وارد coliهبانتقالدر.شودمياستفادههاآزمايشگاهدرکهبیماريزاغیر

حرارتدرجهمانند)شودميدادهدماييشوکاندشدهآمادهويژهطوربهکهباکتريسلولهاي
.کندميترغیبخارجيDNAگرفتنبهراآنهاکه(بال



دانتخاب باکتري حامل پلاسمی

49



دانتخاب باکتري حامل پلاسمی

50

ماندنهزندکهاست،بیوتیکآنتيبهمقاومتژنيکحاويمعمولا پلاسمیدژن،کلونینگدر
کهريهاييباکتبنابراين،.کندميپذيرامکانراخاصبیوتیکآنتييکحضوردرهاباکتري

فاقدهايتريباک.شوندانتخاببیوتیکآنتيحاويپلیتدرتوانندمياندگرفتهراپلاسمید
ولیدتوماندهزندهتوانندميپلاسمیديکحاملهايباکتريکهحاليدرمیرند،ميپلاسمید

هايکتريباازکهکندميايجادکلنييامانندنقطهکوچکگروهيکماندهزندهباکتريهر.شوند
.استشدهتشکیلکنند،ميحملرايکسانيپلاسمیدهمگيکهيکسان



دانتخاب باکتري حامل پلاسمی

51

-Blueگريغربالروشهستند،نوترکیبژنتواليحاويپلاسمیدکههاييکلونيانتخاببراي
White Screeningاپرانازروشايندر.شودميبردهبکارlacZبتاگالکتوزيدازآنزيمکه

بتاگالکتوزيدازآنزيممحیط،درX-galمادهحضورصورتدر.شودمياستفادهکند،ميبیانرا
رنگيآبهايکلونينتیجهدروکندميتجزيهنامحلولآبيرنگدانهيکوگالکتوزبهراآن

رانوترکیبپلاسمیدکههاييکلونيغربالگريبرايlacZاپرانويژگيايناز.شودميتولید
راناپدرونمحدودکنندهآنزيمبرشجايگاهروشايندر.کنندمياستفادهاند،کردهدريافت
lacZاپرانايندروننظرموردژنيتواليگیرد،انجامدرستيبهکلونینگدرصورتیکه.داردقرار

کلونيوودشنميتولیدبتاگالکتوزيدازآنزيمدرنتیجه.شودميغیرفعالاپرانوگیردميقرار
.بودخواهدسفیدنوترکیب،پلاسمیدحاويهايسلولاينازحاصلهاي



آبي-غربالگري کلوني هاي سفید

52



تولید پروتئین

53



تولید پروتئین

54

ازياديزمیزانتوانیمميکرديم،پیدامناسبپلاسمیدحاملباکتريکلنييکماکههنگامي
کهدهیمميهاريباکتبهشیمیاييسیگناليکماسپس،.دهیمکشتراپلاسمیدحاملباکتريهاي

عنوانبههاريباکتسیگنال،اينازاستفادهبا.بسازندرانظرموردپروتئیندهدميدستورآنهابه
.یکنندمخاموشراضروريغیرپروتئینزياديمقداربیانوکنندميعمل”کوچکهايکارخانه“
ژننويسيروبهشروعهاباکتريباشد،انسانيانسولینژنحاويماپلاسمیداگرمثال،عنوانبه

.کنندیدتولانسانيانسولینپروتئیناززياديمولکولهايتاکنندميmRNAترجمهوانسولین



تخلیص پروتئین

55

پروتئین(سلوليندروياترشحي)پروتئینبیاننوعبهبستهتوانميپروتئین،تولیدازپس
ازغیرهبديگرهايماکرومولکولوهاپروتئینازبسیاري.کردتخلیصراشدهبیانهاي

هدفپروتئین،دلیلهمینبه.هستندشناورباکتريدر(انسولینمثالعنوانبه)هدفپروتئین
.شودجدالسلومحتوياتسايرازبیوشیمیاييهايروشازاستفادهبايا،شودخالصبايد

.کردتفادهاسبیمارانبرايانسولینمورددرياآزمايشبرايتوانميراشدهخالصپروتئین



تخلیص پروتئین

56

هايتوپاپيباشدهترکیبگونهبهنوترکیبهايپروتئینانبوهتولیدگذشتههايسالدر
خلوصدرجههابرچسباينازکارگیريبه.استيافتهگسترشداروصنعتدرپپتیدي

.دهدميافزايشرانوترکیبهايپروتئین
ترينرايجS-tagو-Poly-Arg-،FLAG،C-myc،ly-Hisپپتیديهايدنباله

خاصيبافرشرايطدرهادنبالهازيکهرتخلیص.هستندشدهگرفتهکاربههايبرچسب
گیردميصورت



گلوتاتیون-GSTسیستم 

57

سازيخالصوشودميتولیدهدفپروتئینباکانژوگهصورتبهترانسفرازsگلوتاتیون
شودميانجامگلوتاتیونحاويستونتوسط



یکلن-سیستم پلي هیستیدين

58

خالصوشودميمتصلهدفپروتینبهگانژوگهصورتبههیستیدينآمینهاسیدشش
شودميانجاماستیکاسید-نیکلشبکهتوسطسازي



سیستمهاي بیان يوکاريوت

59

فعالهاريباکتدريکيباشندميرونويسيمبدادوشامليوکاريوتیکوکتورهايتمام•
يوکاريوتهادرهمباشديکيمي

شودمياستفادهحشراتوپستاندارانهايسلولازيوکاريوتبیانهايسیستمدر•
شودمياستفادهترانسفکتازترانسفورماسیونواژهجايبهحیوانيهايسلولدر•
واردالفعصورتبهآنهاازبرخيزيراشودمياستفادههاويروسازپايداربیانبراي•

صادفيتصورتبهوکمتربسیارراندمانبانیزازپلاسمیدهابرخياما.شوندميژنوم
.شوندميژنوموارد



کاربرد هاي کلونینگ

60



کاربرد هاي کلونینگ

61

o،مي شوندیدتولسازيشبیهفرآيندطريقازهمگيبیوتیک هاآنتيوواکسن هاپروتئین ها.
oمي شوداستفادهآفاتبهمقاومگیاهانايجادبرايسازيشبیهازکشاورزيدر.
oشودمياستفادهدرمانيژنبرايوتراريختهحیواناتايجادبرايهمچنینسازيشبیه .
oموردواناتحیاساسيبیولوژيکيفرآيندهايبهتردرکبرايعلميمطالعاتدرسازيشبیه

.مي شوداستفادهموش،مانندآزمايش ها،دراستفاده



دهنوترکیب تولید شبرخي از پروتئین هاي

62

oکلونالپليومونوکلونالهايباديانتيتولید
oپروتئینيکنندهمهارفاکتورهاييارشدفاکتورهايتولید
oآنزيميفعالیتاندازهبررسيوآنزيمتولید
oداروئيخاصیتبانوترکیبهايپروتئینتولید
oيوکاريوتيترانسژنیکهايسلولتولید
oمخمردرآنزيمتولید



کارهاي عمومي براي بیان بالتر پروتئین نوترکیبراه

63



pETسیستم بیاني 

64

گرفتهکارهبنوترکیبپروتئینبیانجهتکهاستسیستميترينقويpETبیانيسیستمامروزه
رونويسيهايتواليتوسطراهدفژنشدند،شناخته۱۹8۶سالدرکهpETهايناقل.شودمي
درT7مرازپليRNAکارگیريبهتوسطژنبیانلذاوکندميکنترلT7باکتريوفاژترجمهو

RNAازترسريعمرتبههشتزيادقدرتباT7مرازپليRNAآنزيم.شودميالقاءمیزبان
.دهدميانجامرارونويسيE.coliمرازپلي



تولید داروهاي بیولوژي

65

بهکهتاسپروتئینيکعملکرددراختلاليافقدانانسانيهايبیماريازبسیارييريشه
طبیعيشکلتجويزباتوانميراهابیماريايناکثر.شودنميساختهبدندرطبیعيطور

طبیعيشکلدبايباشد،پذيرامکاندرمانيروشايناينکهبراياماکرد،درمانبیماربهپروتئین
.باشددسترسدربالييمقیاسدرنظرموردپروتئین



انسولین نوترکیب

66

ردراگلوکزسطحشود،ميساختهپانکراسلنگرهانسجزايرβهايسلولتوسطکهانسولین
ازايعهمجموکهشود،ميملیتوسديابتبروزباعثانسولیندرنقص.کندميکنترلخون

.شودميبیمارمرگبهمنجرنشود،درماناگرکهستعلائمي



انسولین نوترکیب

67

نوترکیبDNAتکنولوژيطريقازآنتولیدتسهیلسببکهاستويژگيدودارايانسولین
:شودمي
oشود،مينقنديريشهکردناضافهمانندتغییريهیچدچارترجمهازبعدانسانيانسولین

.داردوجودهاباکتريتوسطانسولینشدنساختهامکانبنابراين
oستاپپتیدپليدوشاملواستکوچکپروتئینيککهانسولینمولکولياندازه.



انسولین نوترکیب

68

هايژنبیانوساختبرايA-Bزنجیرمصنوعيهايژنازنوترکیبانسولینساختفرآيند
.شدانجام۱۹۷8سالدرانسولینمصنوعي

ساختهBيزنجیرهحامليکيوAيزنجیرهمصنوعيژنحامليکينوترکیبپلاسمیددو
.شد
.کردندمتصلPbr322وکتوردر’LacZخواندنبازقالبيکبهرازنجیرههرمصنوعي،ژن

صورتبهژندرنتیجهوگرفتميقرارLacقويپروموترکنترلتحتانسولین،ژنبنابراين
پليودازبتاگالکتوزيژناولياسیدآمینهچندشاملکهشدميبیانهمجوشپروتئینيک

.بودbوAپپتیدهاي



انسولین نوترکیب

69

،Aيرهزنجیشاملکهانسولینپرهخواندنکاملچارچوبمحققینترپیشرفتهروشيکدر
ترسختبسیارروشاينبهDNAساختنگرچه.ساختندرابودBيزنجیرهوCيزنجیره

تاخوردگيدچارخودخودبهطوربههورمونپرهآندرکهبودخواهدمزيتايندارايامااست
همراCهايزنجیره.آوردميبدستراخودصحیحسولفیديديباندهايساختاروشودمي
.کردجداپروتئولیتیکبرشيکباتوانمينهايتدر



سنتز هورمون هاي رشد انساني

70

ومصنوعيژنساختهايروشازايمجموعهازنوترکیبسوماتوتروپینساختبراي
تبدسسوماتوتروپینيکنندهتولیدE.coliازايسويهتاشداستفادهمکملDNAکلونینگ

.آيد
mRNAکتابخانهودشاستخراج(کندميتولیدبدندرراسوماتوتروپینکهايغده)هیپوفیزاز

HaeمحدودالثرآنزيمجايگاهيکدارايسوماتوتروپینcDNAي IIIتوانستميکه
cDNAبرايکهبود۱۹۱تا۲4هايکدونشاملتربزرگقسمت.دهدبرشقسمتدوبهرا

DNAمولکوليکتوسطکوچکترقسمتوشدمياستفادهنوترکیبپلاسمیدساخت
يکشدنفراهمباعثوبودسوماتوتروپینژنشروعيناحیهشاملکهشدجايگزينمصنوعي
یانيبوکتوريکواردراتغییريافتهژنسپسوشدميE.coliدرترجمهبرايصحیحسیگنال

.بودLacپروموترحاملکردندکه



نوترکیبVIIIسنتز فاکتور 

71

درهموفیليبیمارينوعترينشايع.داردخونشدنلختهفرآينددرکلیدينقشيپروتئیناين
شدنلختهیرمسدراختلالبهمنجرکهاستپروتئینهمینتولیددربدنناکاراييازناشيانسان
.شودميبیمارياينيشدهشناختهعلائمبروزوخون



نوترکیبVIIIسنتز فاکتور 

72

وتربزرگيونیتسابيکيکهشداستفادهcDNAجداييقطعهدوازديگرروشيکدر
پايیندربیانيوکتوريکدرونcDNAيقطعههر.کردميکدراکوچکتريونیتسابيکي

راپلاسمیدها.شدواردSV40ويروسآدنیلاسیونپليسیگنالبالدستوAgپروموتردست
ايندرئینيپروتبازده.آمدبدستنظرموردنوترکیبپروتئینوکردندهامسترهايسلولوارد

بدستپروتئینهمچنینوبودکاملcDNAحاويسلولکهبودروشيازبیشتربرابردهروش،
.بودتمايزقابلغیرآنطبیعيفرمازعملکردينظرازآمده



نوترکیبVIIIسنتز فاکتور 

73

ژنپروموتربهراانسانيکاملcDNA.کردنداستفادههشتفاکتورتولیدبرايهمفارمینگاز
وشودسنتزوکخپستانبافتدرپروتئیناينتاکردندمتصلخوکپنیرآباسیديپروتئین
شدتولیدوشرايناستفادهباکههشتيفاکتور.شودحیوانشیردرآنترشحبهمنجرمتعاقباا
خودازخونشدنلختهرونددرراکامليعملکردوبودانسانطبیعيپروتئینهمانمشابهدقیقاا
.دادمينشان



انسانيسنتز ساير پروتئین هاي نوترکیب

74

حالدرچنانهمشوندميساختهنوترکیبيتکنولوژيبوسیلهکهانسانيهايپروتئینشمار
پروتئینگزينيجايمنظوربههاييپروتئینتولیدبااينکهبرعلاوهتکنولوژياين.استافزايش

ت،اسشدههابیماريازخیليدرمانباعثآنها،کمبودتامینياوعملکردينقصدارايهاي
قابلطانسردرماندرکههااينترکولینوهااينترفرونمانندرشدفاکتورهايازتعداديهمچنین
.استکردهتولیدنیزراانداستفاده



انسانيسنتز ساير پروتئین هاي نوترکیب

75

راهتنهانابراينبشوند،ميساختهانسانبدندرکميبسیارمقداربههاپروتئیناينکهآنجايياز
.باشدميیبينوترکتکنولوژيبالیني،اهدافبرايبالمقاديرباهاپروتئیناينآوردنبدست

اززياديقاديرمبهکهآنجاازاما،(آلبومینمانند)آيندميبدستترآسانبسیارهاپروتئینساير
.بودخواهدتوجهموردگزينهيکهامیکروارگانیسمدرهمآنهاتولیداست،نیازآنها



واکسن هاي نوترکیب

76

آنتيکهاشدبميموضوعاينروينوترکیبواکسنتولیدبرايهاژنکلونینگفرآيندتاکید
شوند،ميتولیدکاملويروسيذراتعلیهاينکهبرعلاوههاويروسضداختصاصيهايبادي

وضوعماين.شوندتولیدنیزويروسازخاصييجداشدهقسمتبامواجههدرفقطتوانندمي
ميدقصدارند،حضورويروسپوششدرکهايشدهتخلیصهايپروتئینمورددربالخص

.کند



واکسن هاي نوترکیب

77

يکواردارآنوشودشناساييخاصويروسيکژنیکآنتيهايپروتئینيکنندهکدژناگر
اينشدميتفادهاسحیوانيهايپروتئینتولیدبرايکهروشيهمانبنابراينکنند،بیانيوکتور

.شونداستفادهواکسنعنوانبهکهرودکاربهنوترکیبيهايپروتئینتولیدبرايتواندميبار
ندتوانميهمچنینونداردوجودآندرکاملويروسييذرهکهاستاينهاواکسناينمزيت

.شوندتولیدبالمقاديردر



Bتولید واکسن هپاتیت 

78

خون.استموفقويروسزاييعفونتمعمولغیرويژگيخاطربهنوترکیب،HbsAgواکسن
حاويبلکهاستنانومتر4۲قطرباBهپاتیتکاملويروسيذراتحاويتنهانهمبتلاافراد

اين.استشدهتشکیلHbsAgپروتئینازفقطکهباشدميهمنانومتري۲۲کرويذرات
هستندذراتهمینواقعدروشوندميتشکیلهمCHOسلولومخمردرنانومتري۲۲ذرات

.دهندميتشکیلرانوترکیبهايواکسنموثريمادهکه



يتولید واکسن پاپیلوماويروس انسان

79

سابکهاندشدهساختهموفقیتباHPVانسانيپاپیلوماويروسمورددرنوترکیبهايواکسن
مخمردرL1پوششيپروتئین.کنندميايجادراهاسرطانازانواعيآنمختلفهايتايپ

ازمعيتجکهويروسيشبهذراتافزايشباعثواستشدهبیانسرويسیهساکارومايسس
نوکلئیکاسیدفاقدذراتاينHbsAgمشابهدقیقا.استشدهباشند،ميL1هايپروتئین

.باشندنميزاعفونتنتیجهدروبوده



يتولید واکسن پاپیلوماويروس انسان

80

یدتولنوترکیبمخمرهايسويهازانواعينوترکیب،HPVواکسنتاثیرسطحافزايشمنظوربه
اينسپس.کردندميسنتزراHPVازمختلفيتايپسابازL1پروتئینکدامهرکهشدند
.کنندايجاديظرفیتچهارياظرفیتيدوواکسنيتاشدندترکیبهاسويهازويروسيشبهذرات

ازمنتقلهعفونتبرابردرآقايانازورحمدهانهسرطانبهابتلابرابردربانواندرهاواکسناين
.کنندميمحافظتمقاربتطريق



ژن درماني

81

رمانيدژن.هستندخاصژنيکعملکرديشکلفاقدبیمارانژنتیکي،اختلالتازبرخيدر
.دهدارائهبیماربدنسلولهايبهراژنطبیعينسخهداردسعي



آنالیز ژن

82

نسخهساختنبرايDNAکلونینگازاغلبشناسانزيستپايه،تحقیقاتيهايآزمايشگاهدر
موجودطبیعيهايژنکندميکمکآنهابهکهکنندمياستفادهژننوترکیبومصنوعيهاي
.کننددرکرازنده



اخلاق در کلونینگ

83

مورددراما.داردوجودزايشيهمانندسازيبادرمخالفتتوجهيقابلالملليبیناجماع
وجودهمانندسازيآزمايشهايروندممنوعیتبهنیازيمعتقدندبرخيدرمانيهمانندسازي

زسالامتحدمللسازمان.استزمینهايندرلزموضوابطمقرراتاتخاذامروزنیازبلکهندارد،
موردژهايويگروهتشکیلطريقازراتولیدمثلهمانندسازيعلیهبرکنوانسیونيتهیه۲۰۰۱
.دادقرارتوجه



اخلاق در کلونینگ

84

ملّيکمیسیون،بهداشتسازمانويونسکوچونسازمانهاييازجانبجهانيعموميتوافقات
ندهماناسترالیاعلومانجمنوزايشيهمانندسازياروپايياتحاديهجهاني،براخلاقنظارت
.ددارتأکیدآنممنوعیتلزومبرودانستهخطردارايوغیراخلاقيراانسانزايشيسازي



اخلاق در کلونینگ

85

انسانگيزندطبیعتمورددرجوامعمذهبيوفلسفيمحتوايدرريشهزيستياخلاقبحثهاي
نهاانساسايرمشابهموجوديتيوهستيازانسانجنینمذاهب،ازبسیاريديدگاهاز.دارد

يگزيني،جالقاح.میباشدبحثموردانسانياولیهنوارايجاد،شأنآغازمرحلهامااستبرخوردار
دگردنمحسوبمیتوانندانسانيشأنیتايجادمرحلهعنوانبهتولدوروححلولرحم،در



اخلاق در کلونینگ

86

آنجاازاما.استدرمانيهمانندسازيپذيرشدرآرااتفاقنشانگرسنيوشیعهعلماينظرات
جامانلذااست؛همراهپیچیدهاياجتماعيواخلاقيمشکلاتباانسانزايشيهمانندسازيکه
.استشدهشمردهممنوعاسلامعلمابرخيتوسطآن



اخلاق در کلونینگ

87

ولاقیوناخسیاستگذاران،بهداشتي،مراقبتهايمتخصصاندانشمندان،اکثريتحاضردرحال
مورددرامانمودهاند؛اعلامشدههمانندسازيانسانتولدباراخودمخالفتمذهبیها

نکته.انندنمیدممنوعآنرااکثرااوداشتهوجودکمتريمخالفتدرمانيوتحقیقاتيهمانندسازي
یناناطمتاشودبرداشتههاييگامبايدشوددادهاجازهروياندرپژوهشاگرکهاستاينمهم
يدبالذاوپذيرندميصورتاخلاقيچارچوبهايدرپژوهشهااينگونهکهگرددحاصللزم

.گرددمعینقوانینيوراهنماها


