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 vectorٍیصگی 

 ّبی دخشسی هٌشقل ؾَد. داؾشِ ثبؾٌد ٍ ثِ غلَلثِ قَزر هػشقل غبشی  (هْوشسیي: سَاًبیی ّوػب1ًِ

 ثبؾد( kb11ؾکٌد )کوشس اش  غبشی هی ثصزگشس ثبؾد طی خبلفاگس (ًػجشبً کَچک ثبؾد چَى 2

 شٍم: دلاغوید ٍازد ؾدُ ثِ کسٍهَشٍم ادی

 : فبض ٍازد ؾدُ ثِ ضًَمضدسٍفب

سعممداد  Relaxed  -2دز حممد یممک یممب دٍ سممب    )سعممداد ًػمممِ کممن(   stringent -1ًممَه ّػممشٌد:   2ثممس دلاغممویدّب 

 یب ثیؿشس 51ًػمِ شیبد 

Conjugation ّمممبی  سَغمممن ضىtra   ؾمممَد. دلاغمممویدّبی  دلاغممموید اًشقمممبل دمممریس کٌشمممسل همممیnon – Conjuction 

 ثبؾٌد هٌشقل ؾًَد. Conjuctionسَاًٌد دز قَزسی کِ ّوساُ یک دلاغوید  هی

Compatibleٍخَد دلاغویدّبی همشلف ثب ّن دز یک ثبکشسی : 

Un compatible Grap  ّمبی   همشلمف    بى دز یمک غملَل ثمِ گمسٍُ    سمَاى ثمس هجٌمبی سَاًمبیی حهمَز ّوصهم       : دلاغمویدّب زا همی

 دّد. حَادثی اغز کِ دز طی ّوبًٌدغبشی زخ هی ،سقػین کسد ٍ علز ًبغبشگبزی

Fertility plasmidّبی  : فقن ضىtra سَاًبیی اًشقبل دلاغوید  هبًٌد .دازًدF  دزE.coli 

Resistance plasmid دلاغوید :R  هثل .RP4 دز غَدٍهًَبظ 

Col plasmid :ٌي هبًٌدکلی غیٌدُ کد ک ColE1  دزE.coli 

Degenerative Plasmid سدصیِ سَلَئي ٍ غبلیػیک اغت هثل دلاهػید :TOL دز غَدٍهًَبظ 

Virulance Plasmid :Tiplasmid 

فممبض دز غمملَل هیصثممبى   DNAکذػممید اغممز ٍ هَلکممَل   prفممبض ّوممساُ ثممب غممبخز   DNAّوبًٌدغممبشی لیشیممک دز چسخممِ 

 هبًد. قی ًویص دز ٍضعیز دبیداز ثبگّس

 اًَاع فبش

M13 اغممز اهممب لیصٍضًممی : اش ًممَهDNA  ؾممَد ٍ  ؾممَد ٍ ثممِ حبلممز خممبهَؼ سجممدیل ًوممی  کسٍهممَشٍم ثممبکشسی ٍازد ًوممیثممِ آى

 ؾًَد.   دیَغشِ   فبض سَلید هی

   49. اًداشُ ضًَمkb – ّب ثِ قَزر دازای ضىcluster - cluster کذػید دز غوز چخ  ٍCluster دز ٍغن ضدسٍفب 

 

Cos site :12  ای دز اًشْبی  سک زؾشًَِکلئَسیدDNA  خطی فبض 

 

 

 اغز. A Cos siteدّد هحكَل ضى  زا ؾٌبغبیی ٍ ثسؼ هی Cossiteاًدًٍَکلئبشی کِ 

M13 :ssDNA , 65kb  دّد. زخ هیاش طسیق دیلی ضًَم . سصزیق 

 ؾَد. سجدیل هی DsDNA ثِ م دز داخل غلَل

 ؾَد. فبض خدید اش ّس غلَل آلَدُ سَلید هی 1111م دز طی ّس ًػل حدٍد 

 M13هسیت 

 10kbم ضًَم کَچکشس اش 1

 ای  خدید دٍ زؾشِ DNAسَلید  اغز ؾجیِ دلاغوید کِ  (RF)ای ثِ ًبم  دازای فسم دٍ زؾشِ م2

 phage Displayاغشفبدُ دز سکٌیک م 3

 حلقَی کزدى

 پیص ًیاس تزای ٍارد ضذى تِ صًَم تاکتزی

 )کاًکاتاّذ( دایزُ چزخاىجذاضذى اس صًَم اس 

 ًقص
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 Sequencing       هٌبغت ثسای  ssDNAدازای م 4
                        In sitne mutugensis 

 بی زًذُّ از سلَل DNAخبلص سبزی 

 همشلف احشیبج دازد: DNAًَه  3م یک هٌْدظ ضًشیک حداقل ثِ سْیِ 

 Genomic DNAم 1

 DNA  Plasmid م2

 Phage DNAم 3

 اًَاع هحیط کشت برای رشذ ببکتری

M9: 

 ثِ آى اضبفِ ؾَد.Vآى هعلَم اغز ثبید عَاهل ٍ عٌبقس کویبة هثل  سسکیجبرکِ  Defined mediumم هحین کؿز 

 ؾَد. ثبکشسی سحز ؾساین کٌشسل ؾدُ اغشفبدُ هیم ثسای کؿز 

LB: 

 Complex or undefined mediumم هحین کؿز ًبهعیي یب دیچیدُ 

 ٍ دذشید  Tripton    aa , prم اخصای آى دقیقبً هؿمف ًیػز        

 ٍ قٌدّب ٍ هَاد آلی ٍ غیسآلی  N هموسعكبزُ     

 OD = 600 nm             1OD = 0.8م 
910  cell/ml 

 

 سهعیف دیَازُ غلَلی

 

 کبزثسد دازد. ّب ّوچٌیي دز هسحلِ سهعیف ثب حرف چسثی SDSدبزُ کسدى غؿبء غلَلی: 

ٍازد فمبش   DNAّمب ّومساُ    ؾمًَد ٍلمی اکثمس آى    دز هدمبٍزر ثمب فٌمل خمدا همی      mRNAثمِ ٍیمطُ    RNAّمبی   م ثعهی اش هَلکَل

 ؾًَد.   هحلَل ثبلایی هی

 گیسًد. دز غشَى قساز هی DNAٍ غذع  RNAٍ ثعد  pr، اثشدا  ion-exchangeم کسٍهبسَگسافی 

 

ثبعممر زغممَة اغممید ًَکلئیممک دز ثممیي دٍ   - c20( ٍ دزخممِ  Naاسممبًَل هطلممق دز حهممَز ًوممک )کممبسیَى سممک  سفیشممی  

 ؾَد. فبش اسبًَل ٍ هبیع هی

هبًٌمممد ٍ  ّمممبی کَچمممک ٍ هًََهسّمممبی اغمممیدّبی ًَکلئیمممک دز غممملَل ثمممبقی همممی شًدیمممسُ :هصیمممز اغمممشفبدُ اش اسمممبًَل -

 ؾًَد. ثب زیجًََکلئبش حرف هیسیوبز زیجًََکلئَسیدّبی سَلید ؾدُ دز اثس 

  UV=260 nm       1OD=50kg/ml   DNA   A260/1280=1.8دازد. prثبؾد آلَدگی ثب فٌل یب کوشس  ODاگس 

 ترکیببت گیبّی:

دّممد ٍ  یممک کومذلکع غیسهحلممَل همی   DNAؾممَد کمِ ثمب    اغممشفبدُ همی  CTABّممبی گیمبّی، اش   غملَل اش  DNAدز اغمشمساج  

 ؾَد. ثب اسبًَل زغَة دادُ هی DNAؾَد ٍ  ؾػشِ هی Naclثب  Complexدّد، دع ایي  ثب غبًشسیفیَض زغَة هی

 رٍش گَاًیذیَم تیَسیبًبت:

 ؾَد. ًَکلئیک هی ثبعر دًبسَزُ ؾدى سوبم هَاد ثیَؾیویبیی ثِ خص اغید (1

 ـ لیشٍسین1

2Mg: حذف یَى EDTAـ 2   ّای تجشیِ کٌٌذُ  کِ تزای حفظ ساختار سلَل لاسم است ٍ هْار آًشینDNA  

 خَاّد غلظز ثیؿشسی هی
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 ؾَد. هی حهَز گَاًیدیَم سیَغیبًبردز ثِ ذزار غلیکب  DNAثبعر اسكبل قَی  (2

 آید. ثِ دغز هی خبلف DNAثب آة ٍ اسكبل ؾػشي ایي  (3

 استخراج پلاسویذ:

 ؾَد( ثبکشسی خطی هی DNAاخشلاف اًداشُ ٍ غبخشبز فهبیی )ثساغبظ  –ّبی فیصیکی  ثساغبظ سفبٍر

a سیوممبز ثممب  –سدصیممِ ثممِ آّػممش ی  ثساغممبظ اًممداشُ:( خداغممبشیEDTA   لیممصٍشین دز حهممَز غممبکبزش سممب اش سدصیممِ فممَزی ٍ

ّممب ؾممکل گیسًممد. )دیممَازُ غمملَلی سممب حممدٍدی سمسیممت ؾممدُ ٍلممی غؿممب دغممز   غمملَل خلممَگیسی ؾممَد ٍ دز عممَل اغفسٍدلاغممز

 ًمَزدُ اغز(

 SDSی یمًَی هبًٌممد  ّمب  گیمسد. )ؾمیًَدُ   اًدمبم همی  سدصیمِ غملَل   Tritox  ×100مم غمذع دز حهمَز ؾمَیٌدُ غیسیمًَی هثمل       

 ؾًَد( ثبعر ؾکػشي کسٍهَشٍم هی

 جذاسبزی براسبض سبختبر فضبیی:

دز خداغممبشی دلاغمموید ثػممیبز حممبئص    Superhelixٍخممَد دازد ٍ غممبخشبز   )ثممبش( OC)ثػممشِ( ٍ  CCCدلاغمموید ثممِ دٍ فممسم 

 اّویز اغز.

a)  دًممبسَزُ کممسدى قلیممبیی: دز س ییممسpH گیممسد.  اًدممبم هممیNaOH  س ییممسثبعممر pH  ِؾممَد ٍ  هممی 12.5-12ثممDNA  خطممی

 دّد. ًیص زغَة هی RNA  ٍprکٌد، ّوچٌیي  اش ّن خداؾدُ ٍ دز حهَز اغید زغَة هی

 ًیبشی ثِ اغشمساج ثب فٌل یب کسٍهبسَگسافی ًیػز.دی س ثب ایي زٍؼ 

b)  کلساید -ثسٍهبید  –غبًشسیفیَض دز ؾیت چ بلی اسیدیَم 

دز هَقعیمممز خبقمممی قمممساز  Beoyant densityاغمممز کمممِ همممَاد ثساغمممبظ  CSCCزٍؼ ثساغمممبظ غمممبًشسیفیَض دز  ایمممي

 گیسًد. هی

گیمسد.   قمساز همی   RNAگیمسد چمَى کمِ کوشمسیي چ مبلی زا دازد ٍ دز سمِ سیمَح ًیمص          قمساز همی   prدزیک سیَح دز ثمبلای سیمَح   

gحدٍد  CSclدز  DNAچ بلی  / cm2  اغز. 1.7 3

اش  EtBrؾممًَد، ثممسای خممداکسدى   َدسکَیل اش ّممن خممدا هممی غممخطممی ٍ  DNAاغممشفبدُ کٌممین   EtBr-CSCLحممبل اگممس اش  

 % خبلف اغز.111گیسد. دلاغوید ثب ایي زٍؼ  ، دیبلیص اًدبم هیCSCLدلاغوید اش ثَسبًَل ٍ 

EtBr  ثبعر کؿیدُ ؾدىDNA ؾَد. هی 

 تکثیر پلاسویذ

ّممب زؾممد  ؾممَد. اثشممدا سممب سکثیممس دلمممَاُ غمملَل افممصایؽ سعممداد دلاغمموید اغممشفبدُ هممیثممسای ی ّممبی دممسٍسئیي غممبش اش هْبزکٌٌممدُ

ؾممَد. سعممداد  هممی incubateغممبعز  12ؾممَد ٍ  )هثممل کلساهفٌیکممل( اضممبفِ هممی  prکٌٌممد غممذع یممک هْبزکٌٌممدُ غممبخز    هممی

 زغد. دلاغویدّب ثِ چٌدیي ّصاز هی

     DNA  ِثبکشسیَفبض: ثسای سْیDNA ًگسدد.   غلَلی اغشفبدُ ًوی عكبزُ اش ثبکشسیَفبض هعوَلا 

pheoge ng
DNA

ml ml


1010 500  

ؾمَد لمرا هحمین کؿمز ثمبکشسی فمبض کومی دازد، ثمسای القمب ٍزٍد ثمِ فمبض لیشیمک اش ًوًَمِ               دز فبش لیصٍضى ٍازد همی  چًَکِ فبض 

فعممبل  c30( کممِ دز CItsؾممَد. ) اغممشفبدُ هممی (ts)اغممز ٍ ثممِ حممسازر حػممبظ اغممز  CIآشهبیؿمم بّی کممِ دازای خْممؽ دز ضى 

 ؾَد. عولکسد ًدازد ٍ فبض ٍازد لیشیک هی c42اغز ٍلی دز

 اغز. ً ْدازی فبض دز حبلز لیصٍضى CIعولکسد 

 71ل لاشم اغز. ؾک ،م ًػجز غي کؿز ٍ هیصاى فبض سلقیحی ثسای ثِ دغز آٍزدى فبض شیبد
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 دّد. ؾَد کِ دز حهَز ًوک آة زا خرة کسدُ ٍ فبضّب زغَة هی اغشفبدُ هی PEGآٍزی فبض اش  ثسای خوع

ؾممَد ٍ فممبض دز  اغممشفبدُ هممی CSCLاش غممبًشسیفیَض یممب  DNAغممبشی ثیؿممشس فممبض اش اخػممبد ثممبکشسی ٍ ذزار   ممم ثممسای خممبلف 

gچ بلی 
1.45-1.5

cm3 ع ثب فٌل یب دسٍسئبش ذؾَد ٍ غ خبلف هیدّد ٍ ثب دیبلیص  زغَة هیDNA ؾَد. آى خدا هی 

 :M13اش  DNAاغشمساج 

 س لیظ ثب اسبًَل –یب فٌل  DNAاغشمساج  - M13زغَة  –زغَة ثبکشسی  – 5mlکؿز ثبکشسی 
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 ّبی هَرد استفبدُ در هٌْذسی شًتیک آًسین

 IIIٍلممی اگصًٍَکلئممبش  دّممد ّممس دٍ زؾممشِ زا ثممسؼ هممی Bal 31ّبغممز.  سفممبٍر اقمملی ثممیي اگصًٍَکلئبشّممب، سدصیممِ سعممداد زؾممشِ

 دّد. ثسؼ هییک زؾشِ زا  Ecohثبکشسی 

ای زا ثممِ طممَز غیساخشكبقممی  ّممن دٍ زؾممشِیممک ّممن ٍ  Dnase Iدّممد اهممب  ای زا ثممسؼ هممی ًیممص کٌممبز زؾممشِ S1اًممدًٍَکلئبشّب: 

 دّد. ثسؼ هی

DNA Ligaseسَاًد هیای ّن  لجشِ دٍ زؾشِاای  زؾشِ سکّبی  : سعویس ؾکػز. 

 ؾَد: دلیوساش دز هٌْدغی ضًشیک اغشفبدُ هی DNAًَه  4

1)DNA pol I  ًَکلئبشی ٍ دلی هساشی 

2)Klenow یبثی  کبزثسد اقلی دز سَالیDNA 

3)Taq 

4)reverse Transcriptase غمز cDNA 

 :DNAّبی تغییر دٌّذُ  آًسین

- Alkaline phosphatase 5: گسٍُ فػفبر هَخَد دز اًشْبی  هَلکَلDNA دازد. زا ثسهی 

 کٌد. ، گسٍُ فػفبر اضبفِ هیDNAهَلکَل  5'دلی ًَکلئَسید کیٌبش ثِ اًشْبی  -

شْبیی: یک یب چٌد دئَکػی ً - ػفساش اً شْبیدئَکػی ًَکلئَ سجدیل سساً  کٌد. اضبفِ هی DNAهَلکَل  3َکلئَسید زا ثِ اً

 ثب زٍؾی دقیق ٍ قبثل سکساز اغز. DNAلاشهِ کلَى غبشی ضى ثسیدُ ؾدى ًکشِ:   

 خبیصُ ًَثل گسفشٌد. REثسای کؿف  Nathans – smith – Arber ًکشِ:  

 REکؿف  هكًَیز ثبکشسی دز هقبثل فبض  Host – Controlled restriction م 

سَاًٌمد داؾمشِ ثبؾمد،     ًیمص همی   یمب ثیؿمشس   8، 5، 4دازًمد ٍلمی   ًَکلئَسیمدی   6 ّمبی ّمدف   ّمبی هحمدٍدگس هحمل    ثػیبزی اش آًمصین 
(4n) AluL , Sau3A 

HinfI ب سَالی ؾٌبغبیی هش یس ٍ خبی بُ ثسؼ هؿبثِ. ث: اًدًٍَکلئبشی(GANTC)


. 

44سعداد سکساز خبی بُ ثسؼ: چْبز ًَکلئَسیدی  64ؾؽ ًَکلئَسیدی      256 GC)ثب فسل    4096 %50  

 % اغز.51کوشس اش  GCثیبً س ایي اغز کِ دزقد  فبض  DNA; کوشس ثَدى خبی بُ ثسؼ دز 

7.4ز دئبشّب لم ثیؿمشس اًمدًٍک   = PH    قمدزر یمًَی هعومَلاً سَغمن      –عولکمسد دازًمدNacl   ؾمَد ٍ سومبم    سممهیي همیRE   ًمَه

II   ثممِ هٌیممصین(Mg 2)    یممک حبهممل احیممبء کٌٌممدُ    .دازًممدثممسای عولکممسد خممَد احشیممبجDTT    ٍ ثممسای دبیممدازی آًممصین

 .لاشم اغز خلَگیسی اش غیسفعبل کسدى آى

 دز یک غبعز. DNAاش  1)هیکسٍگسم(  Mg: هقداز آًصین هَزد ًیبش ثسای ثسؼ REیک ٍاحد آًصین 

 غیرفعبل کردى اًسین: 

   c70م حسازر کَسبُ هدر دز 1

 م اغشمساج ثب فٌل2

Mgکِ ثبعر اسكبل ثِ  EDTAم اضبفِ کسدى 3 2 ؾَد. ؾَد ٍ آًصین غیسفعبل هی هی 

کٌٌمد. ثٌمبثسایي ثمسؼ     یػمکَشیشِ ثیؿمشسی دز هحلمَل ایدمبد همی     ٍّمبی کَچمک،    ًػمجز ثمِ هَلکمَل    DNAّبی ثصزگشس  هَلکَل

 زاّکبز سؿمیف ثسؼ خَزدُ یب ًمَزدُ  ِ هحلَل ّوساُ اغز ثب کبّؽ ٍیػکَشیش

 الکترٍفَرز:



 بَلتي گرٍُ آهَزشی دکتر خلیلی

 زیٌب ایوبًی صببر )زیر ًظر دکتر اکبری(                     شًتیکدرض:  

 ٍیراستبر علوی : رٍهیٌب دستوبلچی                     
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 دریسد. اًدبم هی م ًػجز ثبز ثِ خسم2 م ؾکل1: ثساغبظ م حسکز دز ضل

 ّب ًػجز ثبز ثِ خسم هؿبثِ اغز. آىدازای ؾکل هؿبثْی ّػشٌد ٍ دز سوبم  DNAّبی  م ثیؿشس هَلکَل

 (12kb-10زٍد ) ثِ کبز هی kb 30-1ثسای خداغبشی قطعبر ثب اًداشُ  cm 0.5ثب ضمبهز  0.5%آگبزش 

 زٍد. ثِ کبز هی bp 300-1ثب اًداشُ ثسای خداغبشی قطعبر  0.3mmثب ضمبهز  %40دلی آکسیل آهید 

ثبؾمد قبثمل    10ngکوشمس اش   DNAحػبغمیز کومی دازد ٍ اگمس هقمداز      زٍد ٍ آهیمصی ثمِ کمبز همی     یمد ثمسای زًم    م اسیمدیَم ثسٍهب 

 هؿبّدُ ًیػز.

Ladder برش آًسیوی :DNA  فبش  

 ئبش هحدٍدگس قحیح زا اًشمبة کسد.لسَاى اًدًٍَک هی Restiction mapفقن دز قَزر سْیِ 

 کٌٌد. زفع هی Partial digestionٍ غذع اثْبهبر زا ثب  Double Dغذع  Digestاثشدا 

 incubastionکبّؽ شهبى                      

4کبّؽ دهب ثِ           c  37ثِ خبی c 

ثمِ   kb 50ّمبی ثصزگشمس اش    یمک زاثطمِ خطمی ثمب اًمداشُ قطعمِ همَزدًظس ًیػمز. چًَکمِ هَلکمَل          دازای م هْبخسر دز ضل آگمبزش  

 .ٌدخَثی قبثل خداؾدى ًیػش

دازد.  8nخبی ممبُ ثممسؼ  Not Iقبثلیممز خداغممبشی یممب زٍؼ اغممشبًدازد ضل الکشسٍفممَزش زا ًدازًممد. )  Not Iطعممبر حبقممل اش ممم ق

/84 65 536 ) 

FIGE – CHEF – OFAGE  یَکبزیَسی. ّبی خداغبشی قطعبر ثصزگ هثل کسٍهَشٍم 

 کٌٌدُ اًشْبی قبف ثب اغشفبدُ اش:ّبی ایدبد REثبلا ثسدى کبزایی 

1- linker ّب دازای خبی بُ ؾٌبغبییBamHI .ّػشٌد 

3ّممب دازای Adaptorممم 2 OH  5طجیعممی ٍلممی فبقممد P 5اغممز ٍ ثممِ خممبی آى OH دازد کممِ ثعممداً سَغممن دلممی ًَکلئَسیممد

5کیٌبش ثِ  pؾَد. سجدیل هی 

 اغز. poly (dG)دازای  inset , poly(dc)دازای ٍکشَز س: هعوَلاً هّوَدلی دم م  3

ثممِ یممک ٍکشممَز خممبـ احشیممبج دازد کممِ سَغممن سَدممَایصٍهساش ٍیممسٍظ سممَدسایصٍهساش:  DNAاسكممبل اًشْممبی قممبف ثممِ ٍغممیلِ  -4

کٌممد. ثممسؼ حبقممل اش سممَدس  ایدممبد  Bluntؾممًَد ٍ اًشْممبی  دّممد، خطممی  ؼ هممیزا ؾٌبغممبیی ٍ ثممس CCCTTٍاکػممیٌیب کممِ سممَالی 

3ایصٍهممساش هٌدممس ثممِ ایدممبد دٍ اًشْممبی   - p , 5 -OH  ؾممَد. حممبل  هممیinsent   ِ5سَغممن آلکممبلیي فػممفبسبش ثمم OH, 3 OH 

3ؾَد کِ ثمیي   سجدیل هی - p , 5 OH       گیمسد. دز ّمس اًشْمب فقمن یمک دیًَمد اًدمبم         ٍکشمَز سَغمن سمَدسایصٍهساش دیًَمد قمَزر همی

 ؾَد.   هی

 ّبی زًذُ بِ سلَل DNAٍارد کردى 

 ًَسسکیت. DNAثِ غلَل شًدُ اغز ًِ غبخز هَلکَل  Constructکلَى غبشی ضى ثِ هعٌبی ٍازد کسدى 

 

 اّداف کلًَیٌ 

 

ٍ کممسدى  Competentغممجت هػممشعد غممبخشي ٍ    ٍ کلسیممد زٍثیممدیَم   Cacl2هممَلاز  هیلممی 51هحلممَل اغممشفبدُ ممم 

 ؾَد. ّبی ثبکشسیبیی هی غلَل

 اثس دازد ٍ ثس زٍی ٍازد ؾدى آى سمثیسی ًدازد. DNAفقن ثس اسكبل  Cacl2م غَطِ ٍز غبشی دز 

 %1.11ثبشدُ  غلَل سساًػفَشٍم  1111-11111دازای  PUC8 م یک ًبًَگسم دلاغوید 

Amplification 
 زا دازًد. DNAثلیز ثسداؾز خَد ثِ خَدی فقن اعهبی ثبغیلَظ ٍ اغشسدشَکَکَظ قب  

 سملیف کسدى



 بَلتي گرٍُ آهَزشی دکتر خلیلی

 زیٌب ایوبًی صببر )زیر ًظر دکتر اکبری(   گردآٍرًذگبى:                   شًتیکدرض:  

 ٍیراستبر علوی : رٍهیٌب دستوبلچی
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 ؾَد. ّبی آى سعییي هی ضىم ثسداؾز ٍ دبیدازی یک دلاغوید سَغن ثیبى 

 Ampخٌثی کسدى  م ثشبلاکشبشّب 

 ؾَد. اغشفبدُ هی Replica platingاش غیسًَسسکیت اش  ًَسسکیت DNAّبی حبٍی  م ثِ هٌظَز سؿمیف غلَل

 

 E.coliم اًشقبل فبض ثِ 

 

 

 شٌبسبیی فبشّبی ًَترکیب:

 ّب، ثسخی اش MB: ّوِ ٍکشَزّبی  'insertional inactivation of laczم 1

insertional inactivation of CIin م 2    

3)spi phanotype:  ّبspi ّب  )حػبظ( ّػشٌد. ًَسسکیتspi ّػشٌد. 

 اًدبم ؾَد. Packagingثبید ثبؾد سب  kb 52-37: ثیي  (اًداشُ ضًَم 4

 ؾًَد.   هی Competentم هموسّب سَغن کلسید لیشین ٍ اغشبر لیشین 

PBR322  ضى دلاغممموید طجیعمممی دی مممس اغمممز. دازای    3ق اش دلاغمممویدی هؿمممشRamp  اش دلاغمممویدR1  ضى ،Rtet  اش

R6-5   هٌؿممم ّوبًٌدغممبشی ٍPBR322  اشPMB1       حبقممل ؾممدُ اغممز کممِ ًصدیکممی شیممبدی ثممِ دلاغمموید سَلیدکٌٌممدُ کممَلی

 دازد. (Cole1)غیي 

 :PBR322بب   PBR327ّبی  تفبٍت

1) PBR327 .دازای سعداد ًػمِ ثیؿشسی اغز ٍ اگس ّدف هطبلعِ عولکسد ضى ثِ هیصثبى اغز هفیدسس اغز 

 آلَدگی شیػشی ًدازد.  ثٌبثسایي  ًدازد ٍ یَغیسَاًبیی ّن  (2

 : PUC7ّبی  هسیت

Rampهؿشق ؾدُ اغز ّس چٌد فقن  PBR322اش  ,ori ُاًد. آى ثبقی هبًد 

 دسٍهَسس آى سعداد کذی آى زا افصایؽ دادُ اغز.( یک خْؽ اسفبقی دز 1

 'Laczضى  Insetional Inactirationّب ثساغبظ  ؾٌبغبیی ًَسسکیت (2

 MCS (Moltiple)دازای  (3

pGEM3Z   زًٍَیػیRNA  کلَى ؾدُ دزUitro in 

Rlaczّممبی  ؾممجیِ اغممز ٍ ضى  PUC8ممم ایممي ٍکشممَز خیلممی ثممِ     ',amp  زا دازد. دازای دٍ سممَالیpromoter  احشوممبلی دز

 invitro transcriptionاًممد کممِ ثممسای   ثممِ دغممز آهممدُ  SP6 , T7ّممب اش فممبض Co promoterاغممز.  insertطممسفیي قطعممِ 

 هٌبغت ّػشٌد.

ّمبی لاشم آى   آًمصین م هٌؿم ّوبًٌدغبشی دز دلاغمویدّب سٌْمب ًیمبش اقملی اغمز کمِ ثمسای ثیمبى ؾمدر دلاغموید کمبفی اغمز ٍ             

ؾمَد. لمرا    ّمبی هْمن ثبعمر ایدمبد فمبض ًمبقف همی        ؾمَد ٍلمی دز همَزد فبضّمب حمرف ّمس کمدام اش ضى        اکثساً سَغن هیصثبى فمساّن همی  

 ٍکشَزّبی کلَى غبشی فبضّب سفبٍر کوی ًػجز ثِ هَلکَل هبدز دازًد.

M13mp8  ّن سساش ثبpuc8  .اغز 

ِ  PUC8+M13ای اش  سممک زؾممشِ DNA فبضهیممد: ّیجسیممدی اش سممَالی هسثممَا ثممِ ایدممبد    اش فبضهیممدّب، اغممز کممِ یممک ًوًَمم

PEMBL8   اغممز. ایممي فبضهیممد ثبیممد دز ثممبکشسیE.coli   ّوممساُ ثممب یممک فممبض(helper phage) M13  ِثبؾممد کممpr ّممبی لاشم

Transfection  زاُ اغشبًدازد ٍازد کسدى ؾکلRF ِای ٍکشَز  دٍ زؾشM13  ِثE.coli 

 
Invitro packagigng   Single – strain   دازای خْؽ دزCos site 

 کذػید prّس کدام خْؽ دز یک  ًبقف  دٍغَیِ 



 بَلتي گرٍُ آهَزشی دکتر خلیلی

 زیٌب ایوبًی صببر )زیر ًظر دکتر اکبری(                     شًتیکدرض:  

 ٍیراستبر علوی : رٍهیٌب دستوبلچی                     
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ِ     اغمز کمِ کلمًَی آثمی ٍ غمفید ایدمبد همی        Laczدازای غبخشِ ؾًَد ٍ ّوچٌیي ایمي ٍکشمَز     10kbای سمب   کٌمد. قطعمبر سمک زؾمش

 سَاًد سَلید کٌد. زا هی

دازًمد. ایمي خمَد  یمک هصیمز اغمز چمَى کمِ دی مس ًیمبش ثمِ القمب             لیشیمک  ًبقف غیس لیصٍضى ّػمشٌد ٍ فقمن چسخمِ     م ضًَم 

 ًدازد سب دلاک سؿکیل دٌّد.

 

 

vectors 
 

 

 

 

 

Cosmid ِثساغبظ  حبهلسسیي ًَه  آخسیي ٍ دیؿسفشسَالی وید دازای غاغز. کبCOS .اغز 

 دٌّد. دٌّد ثلکِ کلًَی سؿکیل هی کبغویدّب دلاک سؿکیل ًوی

گیسًمد. اگمس طمَل     قمساز همی   Cosmidثمِ قمَزر ًػمجی ثمسؼ خمَزدُ غمذع دز        insertقطعمِ  دز کبغموید  ثسای کلَى غمبشی  

37-52kb ذع ایي فبضّب زا ثسای آلَدُ کسدى غگیسًد.  زا داؾشِ ثبؾٌد دز غس فبض قساز هیE.coli ثسًد. ثِ کبز هی 

 گیسد. اًدبم هی abزٍی هحین حبٍی  serectionؾَد ٍ  ّس چٌد کِ دلاکی سؿکیل ًوی

EMBهثل  replaceamt یفبضّب دز د خبی گیسد. هی 8kb  ٍM13 ،3kb ، دلاغوید،40kb، کبغوید سب 20kbسب  4  سَاً

دّممد ٍ کشبثمبًممِ ضًممَهی اًػممبى زا سممب    زا خممبی هممی 300kb insertاغممز ٍ  Fٍکشممَزی خدیممد ثساغممبظ دلاغمموید   BACممم 

 دّد.   کلَى کبّؽ هی 30/000

 خبی دازًد. 100kb-75اًد کِ سب  ؾدُسْیِ  P1ّبی کبغوید ثساغبظ فبض  م حبهل

  سفیز دازًد. 300kbاًد کِ سب  ثِ ٍخَد آهدُ PACثِ ًبم   P1 ٍBAC  ٍکشَزّبیم ٍکشَزّبی دی سی ًیص اش 

 : m2پلاسویذ 

عممدد اغممز. ثممسای سکثیممس اش هجممدز ّوبًٌدغممبشی دلاغمموید اغممشفبدُ     200-70سعممداد ًػمممِ آى دز     –اغممز  6kbاًممداشُ آى 

 ى غلَل یَکبزیَسی هموس قساز دازد.ًیص ّػشٌد ٍ دزٍ REP2 , REP1کٌد ٍ دازای ضى  هی

leuz (2)اش هیصثممبى
فعممبل اغممز ٍلممی ثممس زٍی دلاغمموید  ّممب غیس آى LEU2ّػممشٌد کممِ ضى اسممَسسٍف ؾممًَد کممِ  اغممشفبدُ هممی -

 اغز. Selectionٍخَد دازد ٍ ٌّ بم کؿز زٍی هحین حداقل هعیبز 

 ًبهٌد.  هی (YEPS)یب   yeast episomal plasmidزا  2mم دلاغویدّبی هؿشق ؾدُ اش 

 ًیص ّػز. PBR322دازای کل سَالی  ،LEU2ٍکشَز اغز کِ علاٍُ ثس هجدز ّوبًٌدغبشی ٍ  shuttleیک   YEP13م 

 اغز کِ هوکي اغز ثب ًوًَِ ًبقف ًَسسکیجی دّد. LEU2بزکس هعلز ادی شٍم ثَدى ٍخَد ضى 

(Yips) yeast integrative plasmid: کٌٌد.  هموسی زا حول هی ثبکشسیبیی کِ فقن یک ضىّبی دلاغوید 

yIp5  کِ اش ًَهPBR322  ضى ٍURA3 .دزٍى آى قساز دازد 

yIpسَاًٌممد ّوبًٌدغممبشی کٌٌممد چممَى کممِ فبقممد ّممی  قػمموشی اش   ّممب ًوممیm2  ٍاثػممشِ ثممِ ٍازد ؾممدى کسٍهممَشٍم ًیػممشٌد ٍ

 هموس ّػشٌد. 

Yeast repliactive plasmid: (yRps)  ِهشكل ّػشٌد ّوبًٌدغبشی:قبدز ث TRP1 + PBR322  

Insertion  vectors 

replacement  vectors   دازای دٍ خبی بُ ؾٌبغبییRE  

 ایي ٍکشَزّب ًػجز ثِ  –ؾَد  هی stufferًقطِ خدید خبی صیي    

 سَاًٌد حول کٌٌد. هیثبلایی قطعبر ثصزگشسی زا    

EMBLهثبل           SPiاًشمبة ثساغبظ اًداشُ ٍ فٌَسیخ  – 20kb: سفیز 4

  gt  CIدز ضى  EcoRIکیلَ ثبش خب دازد دازای خبی بُ  8سب 10

 ZAPII 10kb  10 سفیز ٍزٍد دزkb  ضىlacz' 



 بَلتي گرٍُ آهَزشی دکتر خلیلی

 زیٌب ایوبًی صببر )زیر ًظر دکتر اکبری(   گردآٍرًذگبى:                   شًتیکدرض:  

 ٍیراستبر علوی : رٍهیٌب دستوبلچی
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 10/000-1000، 100/000-10/000: ثِ سسسیت yRPs , yEPsفساٍاًی سساًػفَزهبغیَى 

 50-20، 100-5: ثِ سسسیت ثبؾد( pr)ٍقشی کِ ّدف سَلید  yEPs , yRPsسعداد ًػمِ 

ّمب   ؾمًَد دلاغموید   ّمب ٍقشمی سقػمین همی     yRPs ثیؿمشسیي دبیمدازی زا دازًمد.    ثمِ دلیمل ٍازدؾمدى ثمِ کسٍهمَشم      yIpsدبیدازی : 

 ثوبًٌد ٍ هموسّبی خدید فبقد دلاغوید ّػشٌد.   هبدزیسوبیل دازًد دز هموس 

 ثبؾد. Bluntثبید دازای اًشْبّبی  YACم قطعِ ٍزٍدی: 

Host  اگسٍسممٍَف دٍگبًممِ هممَزد ًظممسura , trp3 غممفید  ٍ کلممًَیؾممَد  غیسفعممبل هممی insentًیممص ثممب ٍزٍد  Sup4اغممز ٍ  1

 دّد.   زً  هی

trpّس ثبشٍ دازای یکی اش  1  یب ٍura 3 .اغز 

ضى  3طممَل دازد ٍ حممبٍی  9kb-2ؾممَد کممِ  هممی اًدممبم Pثممب اغممشفبدُ اش سساًػممذَشًٍی ثممِ ًممبم عٌكممس  دزٍشٍفممیلاغممبشی دز  کلمَى 

 دز طسفیي اغز. insertّبی  علاٍُ ثس سَالی

 غبشی اغز. ثِ عٌَاى حبهل کلَى Pحسکز هبثیي دلاغوید ٍ کسٍهَشٍم عبهل اقلی دز اغشفبدُ اش عٌكس 

گیممسد ٍلممی دی ممسی آًممصین سساًػممذَشاز زا کممد   ّممب قممساز هممی دز دزٍى یکممی اش آى insentاغممز کممِ  Pٍکشممَز حممبٍی دٍ عٌكممس 

 اغز سب خَدؼ ٍازد ضًَم ًؿَد. insentدٍم فبقد سَالی  Pیٌکِ عٌكس ًَسسکیت ٍازد ضًَم ؾَد. خبلت ا Pکٌد سب عٌكس  هی

 اغز. ّبی حؿسار  دز غلَلّبی ًَسسکیت  ٍَیسٍظ دز سَلید دسٍسئیيلکبزثسد اقلی ٍکشَزّبی ثبک

 

 ّدف اش کلًَیٌ 

 

 اًدبم ؾد. 1979دز غبل  SV40ٍکشَز هؿشق اش  ثبغبشی دز دػشبًدازاى،  اٍلیي سدسثِ کلَى -

 PBR322ّممبی  ٍ سممَالی BPVای کممِ اش  ّممبی دٍ هیصثبًممِ ّممبی غمملَلی هَؾممی، اش حبهممل  ًَسسکیممت دز زدُ prثممسای سَلیممد  -

 ؾَد.   اًد ٍ قبدز ثِ ّوبًٌدغبشی دز هَؼ ٍ ثبکشسی ّػشٌد اغشفبدُ هی دزغز ؾدُ

 ؾَد. هیصثبى ٍازد هی DNAثِ  AAVضًَم  ،دز غیبة ٍیسٍظ کوکی -

 ؾًَد ٍ قطعِ دبیداز اغز. ضى دزهبًی ّػشٌد. اگسچِ سكبدفی ٍازد هیسای سسیي ٍکشَزّب ث ّب هعوَل زسسٍٍیسٍظ -

ّمبی دػمشبًدازاى همتثسسسیي زاُ     ؾمًَد ایمي اغمز کمِ زیمص سصزیمق ثمِ غملَل         ّمب اغمشفبدُ ًومی    یکی اش دلایلی کِ دی س ٍیمسٍظ  -

 اًشقبل ضى خدید اغز.

 

 تِ دست آٍردى کلَى ًَتزکیة

 

 

Rescue marker  )ؾبخف زّبیی غٌدؽ(  ّبی ثیَغٌشصی ثیؿشس ثسای آًصین 

 اًشمبة هػشقینم گػشسؼ اغشفبدُ اش زٍؼ 

trpهثل  E.coliّبی اگصٍسسٍف  م اغشفبدُ اش غَیِ A


  

 ّب: هحذٍدیت

 م غَیِ خْؽ یبفشِ ثسای ضى هَزدًظس1

 قبدز ثِ ثقب اغز. ٍحؿیم هحین کؿشی کِ فقن غَیِ 2

Gene knock out 

pharming 

Gene theropy 

 اًتخاب در هزحلِ کطت اًتخاب هستقین 

  shotgunصًی کتاتخاًِ



 بَلتي گرٍُ آهَزشی دکتر خلیلی

 زیٌب ایوبًی صببر )زیر ًظر دکتر اکبری(                     شًتیکدرض:  

 ٍیراستبر علوی : رٍهیٌب دستوبلچی                     

 

 

 

11 

 

 

 

 

 

 

 گیسد.   ضًَهی قَزر هی DNAّهن ًػجی  ثب کشبثمبًِ ضًیسْیِ 

ثمِ ٍیمطُ شهمبًی هفیمد اغمز کمِ ضى همَزدًظس ثیمبى ثمبلایی داؾمشِ ثبؾمد. غمذع ثعمد اش غمٌشص                mRNAٍؼ کلَى غبشی ثب زم 

cDNA  ِزؾممشRNA  زیجًََکلئممبش ثممب زا(RNase) H1  کٌٌممد سممب قطعممبر ثممبقی هبًممدُ ثممِ عٌممَاى   ثممِ طممَز ًػممجشی سمسیممت هممی

 دسایوس ثسای غٌشص زؾشِ دٍم ثِ کبز زًٍد.

کَسممبُ دز اًکَثبغممیَى ای ثممِ غؿممبء دز هممَزد غؿممب ًیشسٍغمملَلصی اش یممک دٍزُ   ّممبی سممک زؾممشِ ثممسای اسكممبل هحکممن هَلکممَل 

 ؾَد. اغشفبدُ هی UVٍ دز هَزد غؿبء    اش  c80دهبی 

 رادیَاکتیَ: probeتَلیذ 

a) nick translation: DNA pol I    دز ثسخممی همَازد هَخممت ؾکػمشيDNA ؾممَد اهمب ثممسای ّممس ًمَه    هممیDNA سممَاى  هممی

 آًسا ثِ کبز ثسد. 

b)  End filling( کوشممس هَخممت ؾکػممز اًشْممبییدسکممسدى :DNA ثممسای ؾممَد. هممی DNA ُّممبیی کممِ دازای اًشْممبی چػممجٌد

 Klenowثب اغشفبدُ اش آًصین  زٍد. ثِ کبز هیّػشٌد 

priming (c  سَاًمد هقمبدیس کوشمس     ثمب فعبلیمز ثیؿمشس همی    دسٍثمی   –کٌمد   کلٌمَ فبقملِ ثمیي قطعمبر زا دمس همی       –: ّ صاهس دسایومس

DNA   .هَخَد دز غؿب زا سؿمیف دّد 

 ًشبى دار کردى غیر رادیَاکتیَ:

 هشكل اغز + فلئَزغٌز کِ ثب آٍیدیي هشكل اغز.ثیَسیي کِ  duTPم اغشفبدُ اش ًَکلئَسید 

ٍ سَلیممد  Cuminolهشكممل اغممز ٍ سَاًممبیی آًممصین ثممسای ؾکػممشي  probeکممِ ثممِ  Horseradish peroxidoseممم اغممشفبدُ اش 

 .کوَلَهیٌَغبًع زا دازداؾعِ 

Refrence  ثسای ایدبدprobe  ٍقشی سَالیDNA :ّدف دز دغشسظ ثبؾد 

 cDNA( کشبثمبًِ 1

 فقن یک زهص دازًد.  Trp , met اغید آهیٌِسَالی  (2

 کِ ضى هدصا یک خبًَادُ ضًی ثبؾد.ٍقشی  (3

 اغز.  ایوًََلَضیکیغسثبل سی ،  probeثب  اقلی ّیجسیداغیَىم خبی صیي 

 

 

PCR 

ِ   DNAدٍم اٍلمیي   دٍزمم دز   ِ    دٍزای ثممب طمَل دلممَاُ ٍ دز    سمک زؾمش ای ثمب طمَل دلممَاُ ایدممبد     غمَم اٍلمیي هحكممَل دٍزؾمش

 ؾَد. هی

 دسایوسّبی غٌشص ؾدُ ًیص ثبید ثِ طسف ّودی س ثبؾد. 3ال َ ثبؾد ٍ اًشْبی  ثبید هکول )ًِ یکػبى( زؾشِ وسم ّس دسای

 اغز. 1kbکوشس اش طَل، ثبؾد. ثْشسیي  3kbای کِ ثبید سکثیس ؾَد ًجبید ثیؿشس اش  م طَل قطعِ

 ؾَد. هی PCRکبزایی  ثبؾد ٍ ایي ثبعر  هی م ّس چِ طَل دسایوس ثیؿشس ثبؾد شهبى ّیذسید ؾدى

 ؾَد. گیسی هی ؾًَد اًداشُ ّبی سکثیس ؾدُ کِ دز طی ٍاکٌؽ سَلید هی ثب سعداد هَلکَل PCRکبزایی 

 اغز.ساش دلی ه Toqآًصین  دزغز دهبی ثْیٌِ ثسای فعبلیز c74دهبی 

 ثبؾد.   Tmسس اش دهبی دزخِ غبًشی ساد دبییي 2سب 1سیدّبی قحیح ال َ ٍ دسایوس ثبید سؿکیل ّیجدهبی هٌبغت ثسای 
oTm = 4(G +C) = 2(A +T) C  

 کٌین. کن ثبؾد اش غبسسى ثلار اغشفبدُ هی DNAاش ضل آگبزش ٍاگس هقداز  PCRم ثسای ثسزغی هحكَل 

 prتز رٍی  DNAتز رٍی 


