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Abstract 

Background: Live attenuated Shigella vaccines have shown promise in inducing protective 
immune responses in human clinical trials. The aim of this study was to design and construct 
pDS132::∆icsA as a suicide plasmid for targeted deletion of a region of icsA gene in Shigella.  

Materials and Methods: In this experimental study, species and serotypes of Shigella isolated 
from diarrhea samples of children at Firozabadi and Milad Hospitals of Tehran were confirmed by 
using serological and PCR tests. Identification primers of icsA gene were designed and then cloned to 
the pGEM-5zf vector and sequenced. According to icsA restriction enzyme map, 1751 bp of icsA gene 
was deleted by HincП restriction enzyme and the ∆icsA was constructed successfully. The 
pGEM∆icsA vector was digested by use of SphI and SalI enzymes and was then cloned to a suicide 
vector (pSD132). Precision of the process was confirmed by phenotype and genotype tests.  

Results: The Shigella dysenteriae type 1 strain was verified by serological tests and PCR. 
Sequence of the icsA gene in the native strain was identical to the strains submitted in the gene-bank 
database. Since the pDS132::∆icsA contains 1484 bp derived from icsA gene, it can be used to disrupt 
icsA gene as a specific suicide vector. 

Conclusion: Application of suicide systems facilitated mutant construction in more specific 
and effective methods in comparison with the other primary techniques such as serial passage. 
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  به icsA حذف هدفمند نواحی از ژن جهت pDS132::∆icsAساخت پلاسمید 
 شیگلا منظور تولید واکسن زنده تخفیف حدت یافته 

  
، کمال 1، مرتضی میرزایی5، حورا احمدي دانش4 بهار نیري فسایی،3، محمد باقر یخچالی2، مجتبی سعادتی*1سید مصطفی حسینی

 7، مختار زارع6باقري

  
، تهران، )عج(...سلولی و مولکولی، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي کاربردي، دانشگاه علوم پزشکی بقیه ازیست شناسی کارشناس ارشد  -1

 ایران

 ، تهران، ایران)ع(اه جامع امام حسین ، دکتري باکتري شناسی، گروه علوم زیستی، دانشگاستاد -2

 دانشیار، دکتراي میکروبیولوژي، گروه صنعت و محیط زیست، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري، تهران، ایران  -3

  استادیار، دکتري میکروبیولوژي، گروه میکروبیولوژي، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران -4
 رشد سلولی و مولکولی، گروه صنعت و محیط زیست پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و بیوتکنولوژي، تهران، ایرانکارشناس ا -5

 ، تهران، ایران)عج(...دانشجوي کارشناسی ارشد، گروه میکروبیولوژي کاربردي، دانشگاه علوم پزشکی بقیه ا -6

 ، تهران، ایران)ع(امع امام حسین کارشناس ارشد سلولی و مولکولی، گروه علوم زیستی، دانشگاه ج -7

  
 8/4/90:   تاریخ پذیرش10/12/89:تاریخ دریافت  

 

 چکیده

آزمایشات  هاي امیدبخشی در ایجاد ایمنی حفاظتی در       هاي زنده تخفیف حدت یافته شیگلا پاسخ       واکسن :زمینه و هدف  
 به عنوان یـک  pDS132::∆icsAپلاسمید هدف از این تحقیق طراحی و ساخت  . اند  نشان داده   را بالینی بر روي انسان   

  .باشد می در شیگلا icsAناقل انتحاري براي حذف هدفمند بخشی از ژن 
هاي کودکـان مبـتلا بـه اسـهال، در       نمونهگونه و سرووار شیگلاي جدا شده از  در این مطالعه تجربی،      :ها روشمواد و   

اي پلیمراز مورد تایید قـرار   زمایش سرم شناسی و واکنش زنجیره  با استفاده از آ    ،فیروزآبادي و میلاد تهران   هاي   بیمارستان
بـر   . گردید همسان سازي و تعیین توالی     pGEM-5zf طراحی و سپس در حامل       icsAآغازگرهاي شناسایی ژن    . گرفت

 حـذف و ژن  HincП با استفاده از آنزیم محدودکننده icsA جفت باز از ژن icsA ،1751نقشه برش آنزیمی ژن   اساس  
 SalI و SphIهـاي   آنزیم  با استفاده ازpGEM∆icsA حامل.  به طور موفقیت آمیزي ایجاد گردیدicsA∆ش یافته   جه

هاي فنوتیپی و ژنوتیپی  صحت فرآیند با آزمایش .شدهمسانه سازي ) pSD132( حامل انتحاري  و سپس درهضم گردید 
   .تایید گردید

 سـویه بـومی بـا    icsAتـوالی ژن  .  تایید گردیـد PCR سرولوژیکی و  با آزمایش1 تیپشیگلا دیسانتري سویه  :ها یافته
، مشتق  جفت باز1484در بر داشتن  با pDS132::∆icsA حامل انتحاري. هاي ثبت شده در بانک ژنی یکسان بود سویه

  . به کار رودicsAژن در ایجاد تداخل در   اختصاصیبه عنوان یک ناقل انتحاري تواند  میicsAشده از ژن 
هـاي اولیـه    هاي انتحاري ایجاد جهش هدف مند را تسهیل و در مقایسه با سایر تکنیک              استفاده از سیستم   :گیري جهنتی

  .باشد مانند پاساژ متوالی روش اختصاصی و موثرتري می
 ناقل انتحاري ،شیگلوز ،1 تیپ شیگلا دیسانتري ، icsAتبادل آللی، ژن   :واژگان کلیدي

  
  

  ، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي کاربردي)عج(... میدان ونک، خیابان ملاصدرا، دانشگاه علوم پزشکی بقیه اتهران،  :نویسنده مسئول*
Email: Geneticman2005@gmail.com  
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 مقدمه 
 گرم منفی، باکتري 1  تیپشیگلا دیسانتري

 که به خانواده باشد می بدون اسپور  و اختیاريهوازي بی
د  ماري که توسط شیگلا ایجابی. )1(انتروباکتریاسه تعلق دارد

شیگلوز یک بیماري عفونی است . شود شیگلوز نام دارد می
. دهد که قسمتی از روده کوچک را تحت تاثیر قرار می

شیگلوز با علائمی مانند اسهال آبکی به همراه مقادیر 
مختلفی از خون و مخاط، تب، حالت تهوع، استفراغ، 

در بین . )3، 2(شود میگرفتگی و درد شکمی تشخیص داده 
 علاوه بر علائم 1 تیپ شیگلا دیسانتريشیگلا،  يها گونه

 فوق، از طریق ناهنجاري سیستم اعصاب مرکزي، تشنج و
 Hemolytic Uremic) اورمیک-سندرم همولایتیک

Syndrome-HUS)  1(باشد مینیز قابل تشخیص(.  
شیگلا از نظر ژنتیکی بسیار شبیه اشریشیاکلی 

تی از آن به عنوان اشریشیاکلی  که گاهی حباشد می
هاي   عفونت درصد99 حدود .)3(شود زا یاد می بیماري

دهد و سالانه حدود  شیگلا در مناطق در حال توسعه رخ می
  درصد60میرند که   میلیون نفر از مبتلایان به شیگلوز می1/1

  .)5، 4(دهند می سال تشکیل 5آنها را کودکان زیر 
میزبان، ناحیه راست شیگلا پس از ورود به بدن 

دهد،  لون را در دستگاه گوارش هدف قرار میوروده و ک
هاي پوششی غیر  سپس قادر است این تهاجم را به سلول

هایی   این فرایند از طریق پروتئین.فاگوسیتی نیز گسترش دهد
زا به شدت  هاي بیماري گیرد که در تمام سویه صورت می

سط یک پلاسمید ها تو این پروتئین. حفاظت شده هستند
گردند که از آن به عنوان   کیلوبازي رمز می213بزرگ 

. )7، 6(شود میزا یاد  پلاسمید تهاجمی و یا پلاسمید بیماري
هر باکتري نهایتاً درون یک واکوئل اندوسیتوزي بلعیده شده 
و سپس با پاره کردن واکوئل به درون سیتوپلاسم سلول 

تکثیر در آنجا، به  و پس از گردد میپوششی میزبان رها 
، )IcsA) Intra Cellular Spreading Aکمک پروتئین 

هاي  ، به سمت سلولشود می نیز شناخته VirGکه به نام 
   .)8-10(کند پوششی مجاور حرکت می

از سه بخش تشکیل شده است که IcsA پروتئین 
 N-WASP) neuralبا پروتئین بخش انتهایی آن 

Wiskott–Aldrich syndrome protein ( میزبان وارد
 در Arp 3/2واکنش شده و با فعال کردن کمپلکس 

هاي گلوبولی به  سیتوپلاسم، موجب پلیمریزه شدن اکتین
 که نتیجه آن، شود می) F-actin(اي  شکل اکتین رشته

هاي شیگلا  یاخته. )11(گسترش آلودگی در بدن میزبان است
ي ها  هستند در تمام مدل icsAکه داراي نقص در ژن 

زایی کمتري دارند به طوري که در  حیوانی قدرت بیماري
 اي  هاي سفید چند هسته نهایت از طریق جریان گلبول

(polymorphonuclear leukocytes-PMN) از بدن ،
. رود  و بدین نحو عفونت از بین میگردند میمیزبان حذف 

 محور اصلی کاهش  icsAبنابراین جهش در ژن 
سویه واکسن تقلیل حدت یافته زایی در چندین  بیماري

  .)12(باشد می
هاي مختلفی جهت حذف و غیر فعال نمودن   روش

هــا گــزارش شــده اســت کــه بــراي درك  هــا در بــاکتري ژن
زایـی   بیولوژي مولکولی، فیزیولوژي، تنظیم ژنتیکی و بیماري 

هــاي   روش.)13-16(هــا بــسیار حــائز اهمیــت اســت ارگانیـسم 
هـاي تخفیـف حـدت یافتـه بـه        اي که براي ایجاد سـویه      اولیه

زا  هـاي بیمـاري   منظور تولیـد واکـسن در بـاکتري و ویـروس       
 شــامل پاســاژهاي متــوالی و گرفــت مــیمــورد اســتفاده قــرار 

ــش ــود   جه ــیمیایی ب ــواد ش ــا م ــی ب ــن روش. زای ــد   ای ــا فاق ه
ــه همــین دلیــل توســط تکنیــک  ــد، ب هــاي  اختــصاصیت بودن

کـه بـر   تر مهندسـی ژنتیـک و نـوترکیبی هومولـوگ       پیشرفته
زا اسـتواراند جـایگزین      هاي بیماري  مبناي حذف هدفمند ژن   

گردیدنـد کــه اغلـب، از ایــن فرآینـدها بــه عنـوان مهندســی     
هـاي جدیـد در    یکی از روش. شود میژنتیک معکوس تعبیر    

هاي انتحاري به منظور ایجاد  مهندسی ژنتیک، استفاده از ناقل 
در ی  گسستگی در ژن هدف بـا تکیـه بـر رخـداد تبـادل آلل ـ              

هایی کـه بـه    امروزه یکی از روش  . )17-20(باشد  می ها باکتري
هـاي مربـوط بـه دسـت ورزي      منظور فائق آمـدن بـر نگرانـی       

 genetically engineered)هــا  ژنتیکــی میکروارگانیــسم

microorganisms-GEMs)   به کـارگیري    گردد  می مطرح 
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هایی است که تنها در شـرایط خـاص محیطـی قـادر بـه         سویه
بـه ایـن منظـور    امـروزه  روشـی کـه    . اي خـود باشـند    حفظ بق 

هـاي اختـصاصی و هدفمنـد        کاربرد وسیعی در ایجاد جهـش     
) suicide(هاي انتحاري    پیدا کرده است به کارگیري سیستم     

  .)17(است
زایی و شیوع نسبتاً بالاي شیگلوز  با توجه به بیماري

هاي  در کشورهاي در حال توسعه و ناموفق بودن روش
گیرانه  هاي پیش بیوتیکی، اهمیت پیشرفت روش یدرمان آنت

مانند واکسیناسیون افراد و به خصوص کودکان در اولویت 
امروزه یکی . )21(قرار دارد) WHO(سازمان بهداشت جهانی

هاي  هاي خوراکی، تهیه سویه از موثرترین نوع واکسن
مهاجم تخفیف حدت یافته است که اثرات بالینی قابل قبولی 

در این تحقیق با توجه به اهمیت و نقش . )22(باشند میرا دارا 
، به منظور ایجاد 1 تیپ شیگلا دیسانترياین ژن در سویه 

هدف از . جهش جهت تولید واکسن بومی، انتخاب گردید
 انجام این تحقیق ساخت پلاسمید انتحاري

pDS132::∆icsA  به منظور ایجاد جهش در ژنicsA با 
شیگلا  حدت یافته در سویه تخفیفهدف ایجاد سویه زنده 

هاي میلاد،  هاي بیمارستان  جدا شده از نمونه1 تیپ دیسانتري
  .تهران بود) ع(مفید و حضرت علی اصغر 

  
   اهمواد و روش 

هـا و مـوارد    ها، ناقـل   از سویهتجربیدر این مطالعه    
 1 تیپ شیگلا دیسانتريدر ابتدا، باکتري . زیر استفاده گردید

مـیلاد و  هـاي   به اسـهال خـونی در بیمارسـتان   از بیماران مبتلا    
هـاي تهیـه شـده، بـا      نمونـه . تهـران، جـدا شـدند    فیروزآبـادي 

 شـیگلا  –هاي استریل در محـیط سـالمونلا     باستفاده از سوآ  
 16 کـشت و بـه مـدت    گـراد  سانتی درجه   37آگار، در دماي    

هــاي  هــا توسـط آزمــون  سـپس نمونــه . سـاعت انکوبــه شــدند 
ن دکربوکسیلاز، هکتوئن، زایلـوز لایـزین     بیوشیمیایی اورنیتی 

، آزمون تخمیـر    TSI  ،ONPGدکربوکسیلاز، مک کانکی،    
قنـد آرابینــوز و تولیــد انـدول شناســایی و پــس از کــشت در   

)  درصد20غلظت نهایی( و افزودن گلیسرول  مایعLBمحیط  
  . ذخیره شدندگراد سانتی درجه -80در دماي 

 پس از انجام    هاي شیگلا جدا شده از بیماران      سویه
 با استفاده از کیت تشخیصی چنین همآزمایشات بیوشیمیایی،   

، )، انگلـستان Mastشـرکت  (ي شـیگلا  هـا   گونـه پلی کلونال   
هـاي شـیگلا بـر روي        براي این منظور ابتـدا سـویه      . تایید شد 

ــپس      ــدند و س ــشت داده ش ــار ک ــانکی آگ ــک ک ــیط م مح
سیون بر آزمایشات شناسایی گونه با استفاده از روش آگلوتینا

  .)23(گردیداجرا روي شیشه 
به منظور شناسایی سرووار شیگلا جـدا شـده یـک     
جفت آغازگر اختـصاصی بـراي تـشخیص حـضور ژن زیـر              

با توجه به اطلاعات موجـود      ) stxA( شیگا توکسین    Aواحد  
). سـینا کلـون، ایـران   (در بانک ژنی طراحی و سـنتز گردیـد        

خیص ژن زیـر  توالی آغازگرهاي بالادست و پایین دست تـش  
  :  شیگا توکسین عبارت بودند ازAواحد 

STXF: 5' GGGATAGATCCAGAGGAAGG 3' 
STXR:5'CCGGACACATAGAAGGAAACTC 3' 

  
 icsAآغازگرهاي بالادست و پایین دست ژن 
 icsAبدون جایگاه برش آنزیمی به منظور همسانه سازي ژن 

 با توجه به اطلاعات موجود در بانک pGEM-5zfدر حامل 
توالی ). سیناکلون، ایران(ی طراحی و سنتز گردید ژن

  :آغازگرهاي بالادست و پایین دست عبارت بودند از 
  

ICSAF: 5' GGAGAATTACCTACGGTAAAGG 3' 
ICSAR: 5' CACCCAAAATACCTTGGGTGTC 3' 

  

پـس از شناسـایی     :  باکتري DNAآماده سازي 
 نـسبت بـه کـشت آن در محـیط           شیگلا دیسانتري اولیه سویه   

LB سـاعت در گـرم   18ایع اقدام گردید و نمونه بـه مـدت     م 
ــا ســرعت   37 دور در دقیقــه در دمــاي 200خانــه شــیکردار ب

ژنوم باکتري با استفاده از کیت      .  انکوبه شد  گراد  سانتیدرجه  
بـا  ) BioNEERکره جنـوبی،     (AccuPrepتخلیص ژنومی   

توجه به دستورالعمل شرکت سـازنده اسـتخراج گردیـد و بـا         
 شیگا توکسین و A وجود ژن زیر واحد    PCRنش  انجام واک 

  .مورد تایید قرار گرفت icsAنیز ژن 
 شیگا توکسین Aتکثیر ژن زیر واحد به منظور 

 به دست آمده از مرحله قبل، به DNA ،باکتري شیگلا
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 و آغازگرهاي اختصاصی سرووار PCRواکنش کمک 
 به منظور PCRواکنش .  تکثیر شد1 تیپ شیگلا دیسانتري

هر .  میکرولیتر انجام گرفت50 در حجم DNAیر تکث
مولار   میلی2/0 میکرومول از هر آغازگر، 4/0واکنش شامل 

 dATP ،dCTP ،dGTP ،dTTPاز مخلوط نوکلئوتیدهاي 
 میکرولیتر از Pfu ،5 پلی مراز DNA واحد از آنزیم 5/2و 

 50مولار و   میلی5/2 با غلظت نهایی x10،MgCl2 بافر
 میکروگرم در هر 5/302ا غلظت نهایی ب (DNAنانوگرم 

 شامل مرحله واسرشت شدن PCRهاي  چرخه. بود) لیتر میلی
 دقیقه و 3 به مدت گراد سانتی درجه 94ابتدایی در دماي 

 94اي شامل واسرشت شدن ابتدایی در دماي  دوره سه مرحله
 ثانیه، اتصال آغازگرها به رشته 45 به مدت گراد سانتیدرجه 

 ثانیه، طویل 30 به مدت گراد سانتی درجه 58ي الگو در دما
 2 به مدت گراد سانتی درجه 72سازي قطعه مورد نظر در 

 درجه 72دقیقه و در پایان، مرحله تکثیر نهایی در دماي 
 پس از PCRمحصول .  دقیقه بود7 به مدت گراد سانتی

 25با غلظت نهایی (رنگ آمیزي در اتیدیوم بروماید 
 به درصد1بر روي ژل آگارز ) لیتر لیمیمیکروگرم در هر 

  .کمک مارکر مولکولی مورد تایید قرار گرفت
 و آمـاده سـازي محـصول        icsAتکثیر ژن   

PCR:   ــازي ژن ــسانه سـ ــور همـ ــه منظـ ــل icsA بـ  در حامـ
pGEM-5zf    دستور العمل PCR        مطابق مرحلـه قبـل، اجـرا 

 دقیقـه و    6گردید با این تفاوت که مدت زمان طویل سـازي           
 گــراد ســانتی درجــه 55و دمــاي اتــصال آغازگرهــا  ثانیــه 45

 PCR ،DNAبه منظور آمـاده سـازي محـصول     . انتخاب شد 
 High Pure PCR Productتکثیر شده با استفاده از کیت 

Purification Kit ,Roche)ــان ــازي و  ) ، آلم ــالص س خ
  .جهت همسانه سازي براي الحاق آماده گردید

 هــضم :pGEM-5zfآمــاده ســازي حامــل 
ــا اســتفاده از آنــزیم pGEM-5zfمـی حامــل  آنزی  HincП ب

 میکرولیتر از بافر    5/2در واکنش هضم یک گانه با       ) فرمنتاز(
x10  ،10      میکرولیتر از حامـل pGEM-5zf  ،2    میکرولیتـر از 

 25آنزیم محـدود کننـده بـه طـوري کـه حجـم واکـنش بـه             
 37 ساعت در دماي     2میکرولیتر برسد، تهیه و سپس به مدت        

 قــرار داده شــد تــا پــس از انجــام بــرش، گــراد یســانتدرجــه 
  . پلاسمید خطی برش خورده با انتهاي صاف ایجاد شود

 و PCRمخلــوط محــصول بــه منظــور الحــاق نیــز 
 10 تهیـه و بـه مـدت      3 بـه    1پلاسمید برش خورده بـا نـسبت        

 گرمادهی گردیـد و بلافاصـله       گراد  سانتیدرجه   37دقیقه در   
 4Tکرولیتر از آنزیم لیگاز      می 2 سپس   .به ظرف یخ منتقل شد    

 سـاعت  16 به آن اضافه و به مدت    x10 میکرولیتر از بافر     5و  
محصول واکـنش  .  قرار گرفتگراد سانتی درجه 10در دماي  

 ,PCR cleanup kit ( کیـاژن الحاق در نهایت توسط کیت

QIAGEN به منظـور انجـام تراریخـت اسـتخراج         ) ، آمریکا
  .گردید

ــی ــمیدهاي نو: تراریخت ــا روش  پلاس ــب ب ترکی
 DH5α سـویه  E. coliشوك الکتریکـی بـه یاختـه مـستعد     

هـاي مـستعد    بـراي ایـن کـار ابتـدا سـلول      . تراریخت گردیـد  
ــده الکتریکــی مطــابق روش ــمبروك و همکــاران (پذیرن ، س

ــه و ) 1989 ــلول 30ســپس تهی ــن س ــر از ای ــا   میکرولیت ــا ب  5ه
  دقیقـه 1میکرولیتر از پلاسمید نوترکیب، مخلوط و به مـدت        

 سپس بـا انجـام شـوك الکتریکـی     .بر روي یخ قرار داده شد   
 منتقـل و  DH5αهاي   به سلول )  کیلو ولت در میلی ثانیه     0/2(

 60 بدون آنتی بیوتیک اضافه و به مـدت         SOCبه آن محیط    
.  کــشت داده شــدندگــراد ســانتی درجــه 37دقیقــه در دمــاي 

ــاکتري ــا دور   بـ ــرده بـ ــاي رشـــد کـ ــه 4000هـ  دور در دقیقـ
 جامد حاوي آنتی بیوتیک آمپی      LBوژ و در محیط     سانتریفی
 سـاعت در  18بـه مـدت     ) لیتر  میلی میکروگرم بر    100(سیلین  
ه دا بـه صـورت چمنـی کـشت د    گـراد  سـانتی  درجه 37دماي  
  .شدند

هاي حاوي قطعه مورد     صحت همسانه سازي پرگنه   
.  و در نهایت توالی یابی تایید گردیدند       PCRنظر، به کمک    
کـار، پلاسـمید بـاکتري بـا اسـتفاده از کیـت          براي انجام این    

AccuPrep) Plasmid Extraction Kit ,BioNEER ،
 PCRاسـتخراج و مطـابق روش قبـل، واکـنش      ) کره جنوبی 
 توسط  پلاسمیدهاي مثبت پس از خالص سازي     . اجرا گردید 
 حامـل و آغـاز گرهـاي طراحـی      13M عمـومی    آغازگرهاي
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عیین توالی به شرکت  ت و براي icsAشده به منظور تکثیر ژن    
  .فرستاده شد) ایران(تکاپوزیست 

هضم آنزیمی و تایید حذف بخشی از ژن         
icsA:     ناقل پلاسمیدي pGEM-5zf       بعد از همـسانه سـازي 

 HincIIبراي آنـزیم   ، فاقد جایگاه برشicsAبا کاست ژنی 
 بـا   pGEMicsAبنـابراین، هـضم آنزیمـی حامـل          .باشـد   می

در واکـنش هـضم یـک       ) رمنتازف (HincПاستفاده از آنزیم    
 میکرولیتـر از حامـل      x10  ،10 میکرولیتـر از بـافر       5/2گانه با   

pGEMicsA  ،2  میکرولیتر از آنزیم محدود کننده به طوري 
 میکرولیتـر برسـد، تهیـه و سـپس بـه          25که حجم واکنش به     

 قــرار داده گــراد سـانتی  درجــه 37 ســاعت در دمـاي  2مـدت  

رمادهی، محصول واکـنش    پس از اتمام زمان گ    ). 1شکل(شد
حامـل  .  درصد الکتروفورز گردید2هضم بر روي ژل آگارز     

pGEM∆icsAکیاژن، از روي ژل با استفاده از کیت ) Gel 

Purification kit ,QIAGENخـالص سـازي و   ) ، آمریکا
واکنش خود اتـصالی مطـابق مرحلـه قبـل اجـرا و در حامـل               

 مقـاوم   هـاي  پرگنه.  تراریخت شد  DH5αاشریشیاکلی سویه   
در ) لیتـر  میلی میکروگرم در  80غلظت نهایی ( به آمپی سیلین    

از ژن ) bp1484 ( غربــالگري و حــذف بخــشی LBمحـیط  
icsA  با استفاده از واکنشPCRو تعیین توالی تایید گردید .  

  

  
گـردد ژن   صویر بالا مشاهده میهمانطور که در ت   . HincП با استفاده از آنزیم محدود کننده        icsA نقشه جایگاه هاي برشی ژن       .1شکل  
icsA داراي سه سایت برشی براي آنزیم محدود کننده HincПو 1046، 705که پس از برش با این آنزیم سه قطعه  باشد، به طوري  می 

  .گردد به ترتیب، ایجاد می) 3235-1751=1484( جفت بازي 1484
  

ــل    ــی از حامـ ــت ژنـ ــازي کاسـ جداسـ
pGEM∆icsA :     هـاي بـرش آنزیمـی       با توجه بـه جایگـاه

، واکنش هضم آنزیمی icsA و ژن pSD132حامل انتحاري 
در واکنش .  اجرا گردیدSphI و SalIبا استفاده از دو آنزیم 

ــه از  ــضم دوگان ــافر 5ه ــر ب ــر از x10 ،10 میکرولیت  میکرولیت
 میکرولیتر از هر آنـزیم در حجـم   2 و   pGEM∆icsAحامل  

ــه مــدت دو ســاعت د50واکــنش   37ر دمــاي  میکرولیتــر و ب
 مورد هضم قرار گرفت تا انتهاي چسبناك        گراد  سانتیدرجه  

محصول بـرش خـورده   .  کاست ایجاد گردد5' و  3'در انتهاي 
، Gel Purification kit QIAGEN ( کیـاژن توسط کیـت 

 درصـد خــالص  2پـس از الکتروفــورز بـر روي ژل   ) آمریکـا 
ــد و بــراي واکــنش الحــاق در حامــل انتحــاري  ســازي گردی

pSD132آماده شد .  

بـه منظـور همـسانه سـازي        : الحاق و تراریختی  
کاست ژنـی، واکـنش هـضم آنزیمـی دوگانـه بـا اسـتفاده از         

 مطـابق مرحلـه قبـل    SphIو  SalI هاي محدود کننـده  آنزیم
 به به عنوان pSD132اجرا گردید با این تفاوت که از حامل   

DNA  به منظور انجام واکـنش الحـاق،   .  الگو استفاده گردید
بـا  ) pSD132(لوط کاست ژنی و پلاسمید برش خـورده       مخ

ــسبت  ــه 1ن ــدت   3 ب ــه و بــه م ــه در 10 تهی  درجــه 37 دقیق
 گرمادهی گردید و بلافاصله به ظرف یـخ منتقـل           گراد  سانتی

 میکرولیتـر از  5 و 4T میکرولیتر از آنزیم لیگاز 2شد و سپس   
 10 سـاعت در دمـاي   16 بـه آن اضـافه و بـه مـدت     x10بـافر  

محـصول واکـنش الحـاق در      .  قرار گرفـت   گراد  تیساندرجه  
 درصــد 8/1نهایـت پــس از الکتروفــورز بـر روي ژل آگــارز   

 ،PCR cleanup kit, QIAGEN ( کیـاژن توسـط کیـت  
واکنش تراریختـی مطـابق مرحلـه     . استخراج گردید ) آمریکا
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د بـا ایـن تفـاوت کـه از میزبـان اشرشـیا کلـی                ش ـقبل انجـام    
SM10 λpirیهسو.  استفاده گردید SM10 λpir   بـه عنـوان 

 بـا منـشأ   pSD132هدف انتخاب شد تـا پلاسـمید انتحـاري          
R6K     تواند به   سویه تولید شده می   .  به میزان کافی تکثیر شود

، در icsAمنظور القـاي تبـادل آللـی و حـذف بخـشی از ژن              
ــسانتريســویه وحــشی  ــه منظــور ایجــاد 1 تیــپ شــیگلا دی  ب

کــارگیري بــه  icsAدر ژن حـدت زاي  ) حــذف(گسـستگی  
  ).2شکل (گردد

  

  
  

 جفت بازي 1484، قطعه icsA جفت باز از ژن 1751پس از همسانه سازي و حذف . pSD132ΔicsA خلاصه مراحل ایجاد ناقل .2شکل 
  . مجدداً همسانه سازي گردیدpSD132در ناقل انتحاري icsA باقیمانده از ژن 

  
ــه منظـــور  ــل  بـ ــوتیپی حامـ ــوتیپی و ژنـ ــد فنـ تاییـ

pDS132::∆icsA   ،هاي اشرشیا کلی تراریخت شـده       سویه
داراي آنتی  LB بر روي محیط  pDS132::∆icsAبا حامل 

 بـه  لیتر میلی در گرم میلی 5/12بیوتیک کلرامفنیکل با غلظت     
ــپس ســویه مقــاوم       ــد و س ــشت داده ش ــی ک ــورت چمن ص

 و تعیـین تـوالی بـه منظـور تاییـد        PCRجداسازي و واکنش    
  .گردیدصحت فرآیندهاي فوق انجام 

  
  ها یافته

ــرووار      ــه و س ــین گون ــایی و تعی ــور شناس ــه منظ ب
هاي بیوشمیایی، آنتی سـرمی و   هاي شیگلا از واکنش  باکتري
PCR  هـاي بیوشـیمیایی و آنتـی        نتـایج واکـنش   .  استفاده شد

هـاي دریـافتی از       را، در نمونـه    شیگلا دیـسانتري  سرمی گونه   

 تهـران  )ص(هاي میلاد، مفید و حضرت علی اصغر      بیمارستان
ي شـیگلا، ژن زیـر      ها  گونهبه منظور تعیین سرووار     . نشان داد 

بـا  ) 1 تیپ   شیگلا دیسانتري مختص  ( شیگا توکسین    Aواحد  
 1 و الکتروفــورز بــر روي ژل آگــاروز   PCRانجــام روش 

حـضور  ). 4 و   3،  2هـاي    ، ستون 3شکل  ( تایید گردید    درصد
، تکثیــر و بــر روي ژل   PCR از طریــق واکــنش   icsAژن 
طور کـه در    مورد مطالعه قرار گرفت، همان درصد1روز  آگا

، قطعه مورد نظـر از لحـاظ انـدازه بـا     شود می مشاهده   4شکل  
  ).bp 3235 ، قطعه3و2ستون (خوانی داشت  ژن هدف ما هم
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 A تشخیص ژن زیر واحد PCR الکتروفورز محصول .3شکل 

ولکولی نشانگر وزن م) 1. درصد1شیگا توکسین روي ژل آگاروز 
bp DNA 100 ) ،کره جنوبیBioNEER( ،2 ( محصولPCR 

 bpقطعه  (1 شیگا توکسین در باکتري شماره Aژن زیر واحد 
 شیگا توکسین در A ژن زیر واحد PCRمحصول ) 3، )622

 ژن زیر PCRمحصول ) bp 622(( ،4قطعه  (2باکتري شماره 
 ،)bp 622قطعه  (3 شیگا توکسین در باکتري شماره Aواحد 

 b2شیگلا فلکسنري سویه PCRمحصول ) 5
)12022ATCC (به عنوان کنترل منفی  

  
 

 
 بر روي icsA تشخیص ژن PCR الکتروفورز محصول .4شکل 

 Kb DNA1 نـشانگر وزن مولکـولی  ) 1. درصـد 1ژل آگـاروز  
 در باکتري شماره icsA ژن PCRمحصول ) 2، )آلمان، فرمنتاز(

، Pfu پلی مراز    DNAتفاده از آنزیم    با اس ) bp 3235قطعه   (1
 bpقطعـه   (1 در بـاکتري شـماره   icsA ژن PCRمحصول  ) 3

  Taq پلی مراز DNAبا استفاده از آنزیم ) 3235

به منظور pGEM-5zf جهت خطی نمودن حامل 
 HincПتوسط ، از واکنش هضم آنزیمی icsAالحاق ژن 

ه قطع،  pGEM-5zfاستفاده شد، در اثر برش آنزیمی حامل 
، 5شکل ( جفت بازي با انتهاي صاف به دست آمد 3000
 ،pGEM-5zf در حامل icsA پس از الحاق ژن .)3ستون 

 مطابق  درصد1ه مشاهده شده بر روي ژل آگاروز اندازه قطع
براي تایید همسانه ). bp6235 ، قطعه5ستون (انتظار بود 

  درصد1انجام و بر روي ژل آگاروز ،  PCRواکنش سازي 
 جفت بازي 6235تشکیل قطعه . رزیابی قرار گرفتمورد ا

 را نشان داد pGEMicsAصحت همسانه سازي ساختار 
به منظور تایید بیشتر همسانه ). 2، ستون 6شکل (

pGEMicsA 13 با آغازگرهاي عمومیMلی  حامل، توا
 سویه icsA ژن  درصد100 مشابهت ، نتایج.یابی گردید

در ) CP000035سترسی شماره د(بومی با توالی استاندارد 
  . بانک ژنی را نشان داد

 

  
  

 و هضم آنزیمی icsA الکتروفورز محصول الحاق ژن .5شکل 
نشانگر ) 1.  درصد8/1 بر روي ژل آگاروز pGEM-5zfحامل 

محصول واکنش ) 2، )آلمان، فرمنتاز (Kb DNA1وزن مولکولی 
برش آنزیمی حامل ) pGEM-5zf ،3 به حامل icsAالحاق ژن 

pGEM-5zf با استفاده از آنزیم محدود کننده HincПقطعه ، 
bp 3000 نشان دهنده خطی شدن حامل پیش از انجام 

  باشد  واکنش الحاق می
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 پلاسمید نوترکیب  PCR الکتروفورز محصول .6شکل 
pGEMicsAنشانگر وزن ) 1.  درصد8/1 ژل آگاروز بر روي

 ژن PCRمحصول ) 2، )آلمان، فرمنتاز (Kb DNA1 مولکولی
icsA با استفاده از آغازگر هاي شناسایی ژن icsA تشکیل ، 
  صحت همسانه سازي را تایید نمود bp 3235قطعه 

  
ــشی از ژن    ــه منظــور ایجــاد حــذف بخ ــه ب در ادام

icsA  از نرم افزار اي با استفاده     ، آنالیز رایانهDNASIS نشان 
 جایگاه داراي سایت برشی براي آنـزیم        3داد که این ژن در      

HincП که بعد از برش آنزیمی و انجـام          به طوري  ،باشد  می
 جفـت  4484قطعـه  ) self ligation(واکـنش خـود اتـصالی    

بر روي ژل آگـارز مـشاهده گردیـد      ) pGEMΔicsA(بازي  
 ΔicsA جهـش یافتـه      به منظور الحاق ژن   ). 3، ستون   7شکل(

، پلاســــمید نوترکیـــــب  pSD132در ناقــــل انتحـــــاري  
pGEMΔicsA     با استفاده از دو آنـزیم SphI و SalI   هـضم

 8/1بر روي ژل آگـارز      ) bp 1484(گردید و قطعه مورد نظر      
درصد مـشاهده و سـپس بـه منظـور همـسانه سـازي در ناقـل                 

pSD1322، ستون 7شکل( خالص سازي گردید.(  
  

 
  

  پلاسمید نوترکیب  الکتروفورز محصول برش آنزیمی.7شکل 
pGEMΔicsA با آنزیم هاي محدودکننده SphI وSalI و 

 پس از برش pGEMicsAمحصول واکنش خود اتصالی حامل 
 2 بر روي ژل آگاروز ПHincآنزیمی با آنزیم محدود کننده 

، )آلمان، فرمنتاز (Kb DNA1نشانگر وزن مولکولی ) 1. درصد
  با آنزیم هاي pGEMΔicsAسمید نوترکیب برش پلا) 2

SphI وSalI جفت بازي صحت هضم آنزیمی 1484، محصول 
را نشان pGEMicsA  از پلاسمید نوترکیب ΔicsAقطعه 

محصول واکنش خود اتصالی پلاسمید ) 3دهد،  می
pGEMΔicsA پس از برش آنزیمی با آنزیم ПHinc قطعه ،

 را تایید icsAژن  جفت باز از 1751 جفت بازي حذف 4484
  می نماید

  
در ادامه پـس از الحـاق قطعـه مـورد نظـر در ناقـل         

pDS132      هاي میزبان اشرشیا     و تراریخت آن به داخل سلول
هـاي   ، عمل استخراج پلاسـمید از پرگنـه  SM10 λpirکلی 

 مقاوم به آنتی بیوتیک کلرامفنیکل صورت پـذیرفت، همـان         
 6670ور قطعه  نشان داده شده است، حض    8طور که در شکل     

را در ) ΔicsA(جفت بازي، صحت الحـاق ژن جهـش یافتـه     
سـتون   8شـکل   (دهـد  می نشان pSD132پلاسمید نوترکیب  

در ادامه بـه منظـور تاییـد حـضور سـازه      ). bp 6670 ، قطعه3
 pSD132ΔicsA در ناقـل انتحـاري نوترکیـب        ΔicsAژنی  

 1484اجرا گردید که نتیجه آن حضور قطعـه  PCR واکنش 
، 8شـکل  (را تاییـد نمـود    ΔicsA بـازي از سـازه ژنـی      جفت
، سپس توالی یابی با دو آغاز گر طراحی شده بـراي  )1ستون  

 . انجـام گردیـد   icsAنواحی مجاور ناحیه حذف شده در ژن        
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مقایسه ناحیه توالی یابی شده با اطلاعـات موجـود در بانـک              
ــه   ــشان داد ک ــی ن ــاز از ژن 1751زن ــت ب ــویه icsA جف  از س

ــوحــشی  ــسانتريش ــپ یگلا دی ــب  1 تی ــمید نوترکی  در پلاس
pSD132ΔicsA شده است) حذف( دچار گسستگی.  

 
 

 
 در ناقل ΔicsA الکتروفورز محصول همسانه سازي ژن .8شکل 

 تشخیص ژن جهش یافته PCR و محصول  pSD132انتحاري
ΔicsA  بر روي ناقل pSD132ΔicsA 1 ،درصد8/1ژل آگاروز (

 در ناقل ΔicsA جهش یافته  تشخیص ژنPCRمحصول 
نشانگر وزن ) bp 1484( 2قطعه  (pSD132ΔicsAانتحاري 
 جفت 6670قطعه ) 3، )آلمان، فرمنتاز (Kb DNA1مولکولی 

 جفت بازي 1484بازي نشاندهنده صحت همسانه سازي قطعه 
   باشد، میΔicsA ژن 

  
 بحث

هاي بسیار زیادي جهت تولید یـک       تا کنون تلاش  
ثر برعلیه عامـل بیمـاري اسـهال خـونی در     مو واکسن ایمن و

خـاطر  ولی هیچ کدام از آنهـا بـه     . جهان صورت گرفته است   
دلایلی مانند ایمن نبودن در کودکان، عدم تحریک مناسـب           
ایمنی مخاطی، پیچیـده بـودن رونـد تولیـد واکـسن و گـران              

 مجوز اسـتفاده در حجـم وسـیع و عمـومی را دریافـت        ،بودن
 آنها بـه یـک کـشور خـاص و در            اند و گاهی مصرف    نکرده

 تـرین  مهـم یکـی از    . گروه سنی خاصی محـدود شـده اسـت        
هـاي   راهکارهاي تولید واکسن علیه شـیگلوز تولیـد واکـسن          

ــه   ــده مهــاجم و تخفیــف حــدت یافت ــرا ایــن باشــد مــیزن  زی
ها علاوه بر داشتن مصرف خوراکی، توانـایی بـالایی         واکسن

کـردن شـدید   را در تحریک سیستم ایمنـی مخـاطی و فعـال          
  .)24، 22، 21(سیستم ایمنی دارا هستند

 ســویه جهــش 1984 و همکــاران در ســال میتــرت
با استفاده از تکنیک پاساژ متوالی       را   T32-ISTRATIیافته  

این کاندیـد واکـسنی     . ایجاد نمودند  2a شیگلا فلکسنري در  
 مرتبـه کــشت متـوالی در محــیط نوترینـت آگــار    32پـس از  

اد ورم ملتحمــه در چــشم خوکچــه جداســازي و از نظــر ایجــ
  .)25(منفی گزارش گردید) Serenyتست (هندي 

 سـویه کاندیـد   1990 و همکاران در سال     ونکاتسن
 را از لحــاظ فنــوتیپی و ژنــوتیپی T32-ISTRATIواکـسنی  

 icsA ،invAهـا حـذف سـه لکـوس      ارزیابی. ارزیابی نمودند 
ــاجمی شــیگلا نــشان داد     راIpaABCDو ــمید ته . در پلاس

 وابـسته بـه     a2شـیگلا فلکـسنري      کاندیـد واکـسنی      چنین هم
 نیز بـا روشـی مـشابه کـه در سـاخت          ) SmD(استرپتومایسین  

T32-ISTRATI         ایجـاد شـد    1972 به کار رفـت، در سـال . 
چـون عـدم اختـصاصیت،     معـایبی هـم  تکنیک پاساژ متـوالی     

برگشت پذیري به نوع وحشی و ناپایـداري ژنتیکـی را دارد،          
ر ایجــاد جهـش اختــصاصی و هدفمنــد در  بنـابراین بــه منظـو  

  .)26(باشد میباکتري مناسب ن
ــا پیــشرفت روش هــاي مهندســی ژنتیــک  امــروزه ب

تکنیک هاي مختلفی به منظور ایجاد جهش و گسـستگی در         
 که بیـشترین آنهـا بـر پایـه غیـر فعـال             گردد  میها استفاده    ژن

ها از طریق دخول کاست ژنی و یا حذف ژن قـرار            کردن ژن 
ــی از . اســتگرفتــه  ــرین مهــمیک هــا، اســتفاده از    روشت

و همکاران در سال      یوشیکاوا .باشد  میپلاسمیدهاي انتحاري   
 توانـستند  thyAو  icsAهـاي    با ایجاد دو جهش در ژن   1995

 را بـا اسـتفاده    a2 شیگلا فلکسنري سویه تخفیف حدت یافته     
عــدم ایجــاد .  ایجــاد کننـد  P1 و فــاژTn10از ترانـسپوزون  

 حفاظت در برابر شیگلا از نتایج آن در مدل حیوانی التهاب و
 CVD1203سویه کاندید واکـسنی     . )27(خوکچه هندي بود  

)icsA, ΔaroAΔ (1994 و همکاران در سـال   نورجیاتوسط 
 pFJ201 ،pKTN701با استفاده از پلاسمیدهاي خودکشان 
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 نتایج بالینی این سـویه واکـسنی در خوکچـه           .)28(ساخته شد 
نـشان  ) CFU 106در حـدود  (ن در دوز متوسط هندي و انسا

در ( پذیري بالاي آن داشت امـا در دوزهـاي بـالاتر    از تحمل
بخـشی از دریافـت کننـدگان بـه     ) 109  تـا CFU 108حدود 

بنـابراین ایجـاد    . )16(سویه واکسنی واکنش منفی نشان دادند     
تخفیف حدت بیـشتر از طریـق غیـر فعـال نمـودن مـسیرهاي            

. کی و نیز توکسینی مورد توجه قرار گرفت  بیوسنتزي، متابولی 
، )CVD1203 ،CVD1204) guaBAΔچنین علاوه بر    هم

CVD1205) icsA, ΔguaBAΔ( ،CVD 1207) Δset, 

Δsen, ΔguaBA, ΔicsA( و CVD1208) set, Δsen, 

ΔguaBAΔ(          بر پایه استفاده از پلاسـمیدهاي خودکـشان و ،
هاي   بالینی سویهنتایج. پدیده تبادل آللی طراحی و ساخته شد

ها  تولید شده نشان دادند که حذف و غیر فعال نمودن این ژن        
ــل ــی  تحم ــذیري و ایمن ــبب     پ ــسان س ــالایی را در ان ــی ب زای

 بـا ایجـاد   2002 و همکـاران در سـال     ونکاتسن .)16(گردد  می
ــسنی stxAو  icsAجهـــش در دو ژن  ــویه کاندیـــد واکـ  سـ

WRSd1 ــد ــاد نمودن ــن تحقیــق از پلا .  را ایج ــمید در ای س
محیط حـاوي کلـرات پتاسـیم بـه      و   pCVD442خودکشان  

  .)14( استفاده گردیدstx و icsAمنظور حذف ژن هاي 
 سـویه کاندیـد     2008 و همکـاران در سـال        سدورژ

 حامـل   1 تیپ   شیگلا دیسانتري  را از سویه     SC599واکسنی  
ژن مـسئول بیوسـنتز    (icsA ،entFهـاي    جهش حذفی در ژن   

 fesو  ) رنده دریافت کننده انتروکلین   گی ( fepA،  )انتروکلین
در .  سـاختند stxو ) از انتـروکلین   +Fe3مسئول رها سازي از     (

 و pJM703/1ایـن تحقیــق از پلاســمید از خـود بــین برنــده   
نتـایج بـالینی    .  استفاده شـد   npt1-sacB-sacRکاست بیانی   

این سویه در داوطلبان انسانی ایمنـی محـافظتی مناسـبی را از          
  .)29(دخود نشان دا

مهندسی ژنتیک معکوس روش قدرتمنـدي بـراي        
 بـه  باشـد  مـی شناسایی کارکرد ژن ها و ایجاد جهش در آنهـا    

شرطی که با ایجاد جهش و یا غیر فعال سازي ژن مورد نظـر،   
تاثیرات آن بر روي میکروارگانیسم قابل ارزیـابی و سـنجش       

ــر   . باشــد ــه ب ــا تکی در تحقیقــاتی کــه در آن ایجــاد جهــش ب
 تبادل آللی انجام پذیرفته است از وکتورهاي خود         هاي روش

 اگر چه این تکنیک در بسیاري .کشان بهره گرفته شده است    
عـدم  . باشـد  مـی ها کارایی دارد امـا بـسیار پیچیـده       از باکتري 

ها، فرکـانس پـایین    تکثیر حامل خودکشان در برخی از سویه   
 و جداســـازي double crossoverنـــوترکیبی در حالـــت 

ي جهش یافتـه مـورد نظـر کـه سـهم بـسیار کمـی از                ها سویه
 از مشکلات این دهند میهاي تراریخت شده را تشکیل      سویه
اما بـه منظـور حـل کـردن مـشکل فـوق در       . باشد میها   روش

برخی از تحقیقات از نشانگرهاي شمارشـگر انتخـاب شـونده     
)Counterselectble(     مانند ژن هاي SacB  ،rpsL   و thyA 

در تحقیق حاضر با توجه بـه  . )20، 13(ده است به کار گرفته ش   
، بـــه منظـــور ســـاخت ســـازه    pSD132مزایـــاي ناقـــل  

pSD132ΔicsA    این پلاسمید به   .  مورد استفاده قرار گرفت
از  (mobه یــ، وجـود ناح SacBدلیـل حـضور ژن گزارشـگر    

ــد ســازي از پلاســمید  ) RP4پلاســمید  ــشا همانن و داشــتن من
R6K       ناقل انتحـاري در ایجـاد       کاندید مناسبی به عنوان بک

معایـب  . باشـد   مـی حذف ژنی با تکیه بر پدیـده تبـادل آللـی            
توان در استفاده از پلاسمیدهاي    استفاده از این تکنیک را می     

متعدد، هزینه بالا و زمان زیاد، انتخاب قطعـه بـا طـول بـالا بـا       
ناحیه هدف و نیز احتمال از بین نرفتن پلاسمید خودکشان در  

اما با توجه بـه حـذف هدفمنـد ژن    . ظر بر شمرد میزبان مورد ن  
اي ماننـد   هاي اولیـه  مورد نظر در سویه وحشی نسبت به روش      

امـروزه در  . پاسـاژ متـوالی برتـري قابـل تـوجهی را داراسـت      
دوران پـس از ژنـومیکس، بـا مـشخص شـدن تـوالی ژنـومی        

  شیگلا  و سالمونلا،  اشرشیا کلی موجودات پروکاریوت مانند    
ها بیشتر مورد توجه قرار گرفته  ه از این تکنیک  و غیره استفاد  

  .است
  

  نتیجه گیري
امروزه کارایی اسـتفاده از پلاسـمیدهاي انتحـاري         

هـاي حـدت     علیرغم معایب اشاره شده در بسیاري از باکتري       
  .زا مانند شیگلا اثبات شده است
ــازه   ــوع، س ــتن  pSD132ΔicsAدر مجم ــا داش  ب

 نـواحی از ژن هـدف    جفت بـاز تـوالی مـشابه بـا     600 تقریبی
)icsA (          در هر طرف خود، یـک پلاسـمید انتحـاري مناسـب
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ي شـیگلا   هـا   گونـه براي ایجاد جهش در پلاسـمید تهـاجمی         
از آنجـایی کـه ایـن پلاسـمید بـه دلیـل عـدم جـاي          . باشد  می

از خـود در  ) scars sequence(اي  هاي نـشانه  گذاري توالی
هـاي   جهـش توانـد از آن بـه منظـور ایجـاد            ژنوم باکتري مـی   

  .ترکیبی نیز استفاده گردد
  

   تشکر و قدردانی
بدین وسیله از مهندس غفـاري، اشـرافی، خرمـالی     
در آزمایشگاه میکروبیولوژي دانـشکده دامپزشـکی دانـشگاه      
تهران و مهندس زند در دانشکده علـوم پایـه دانـشگاه جـامع           

ــسین  ــام ح ــات   و هــم) ع(ام ــز تحقیق ــین از اعــضاي مرک چن
بردي به خاطر همکاریشان صمیمانه تـشکر       بیوتکنولوژي کار 

  .گردد می
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