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 با نهایت احساس و احترام

 تقدیم به پدر و مادر عسیس و بسرگوارم

حضَس ضوا تا ّوِ تضسگ هٌطي، دسايت، صثش، تَكل ٍ عطك ٍالعي تِ خالك 

جاٍداًِ تا ّويطِ جاسی است.دسخت حياتتاى  هتعال دس لحظِ لحظِ صًذگي ام

 سثض تاد.

 تقدیم به همسر مهربان و صبورم

تَ سا تا للة هْشتاًت، ًگاُ پشهْشت، ًفس ّايي كِ تَی خذا هي دٌّذ ٍ صتاًي كِ 

 هي ستاين. اهيذ ٍ عطك اص آى هي تشاٍد،كلاهي پش اص 

 تقدیم به برادران عسیسم

اص  ٍ هطَلن تَدُ ٍضوا كِ دس طَل دٍساى تحصيل ٍ صًذگي ام ّوَاسُ ّوشاُ 

 ّيچ كَضطي دس حمن دسيغ ًكشدُ ايذ.
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سپاس تيكشاى تِ دسگاُ ايضد يكتا كِ ّشچِ ّستين ٍ ّشچِ داسين اص اٍست.اٍ كِ 

علن خَد سا تش ها عٌايت فشهَدتا پيَستِ هطتاق لطشُ ای اص الياًَس تي اًتْای 

تْشُ گيشی اص لطشُ ای ديگش تاضين.اٍ سا سپاس هي گَين كِ جضء تِ ياسی ٍ اسادُ 

 لادس تِ اًجام ّيچ كاسی ًثَدُ ٍ ًيستن.اٍ 

 :با تقدیر و تشکر فراوان از 

كِ  سرکار خانم دکتر غرویٍ  سرکار خانم دکتر قدم اساتيذ عضيض ٍ گشاًمذسم

ًگاّطاى تِ صًذگي،كلاهطاى دس تَصيف ّستي ٍ سفتاسضاى دس لاهَس حيات 

 افضاست كِ تا ّويطِ دس رٌّن ًمص خَاّذ تست. اًشطیآى چٌاى اهيذتخص ٍ 

كِ اص خشهي فضل ٍ داًص ايطاى خَضِ چيٌي كشدُ ام ٍ دس دس تشاتشايي دٍ عضيض 

ي آٍسم ٍ اص خذاًٍذ هٌاى ايي پاياى ًاهِ گٌجاًيذُ ام، سش تكشين ٍ تَاضع فشٍد ه

 سلاهتي ٍ عوش تا عضت تشايطاى آسصٍهٌذم.

ٍ جٌاب آلای دكتش كاظوي كِ تا كاس خاًن دكتش حٌاچي سش اص اساتيذ هحتشم 

شاس پزيشش داٍسی ايي پاياى ًاهِ، هشا تيص اص پيص هَسد لطف ٍ هحثت خَد ل

 اسم.ض،صويواًِ سپاسگدادًذ

عضيضاًي كِ دس طَل هذت تحصيل اص هحضشضاى تيذ ٍ اسا يدس پاياى اص تواه

 كسة علن ًوَدُ ام، كوال تطكش ٍ سپاسگضاسی سا داسم.
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 چكيذُ

ي خوًد اس عؼوذادي ووزيع يه    DNA ميكزيارگاويغم َا تزاي عاسمان دَي ي تغتٍ تىذي 

تاسي كًچك اعتفادٌ مي كىىذ. ايه وزيع يه َا تز ريي تيوان صن  رتتوار رؽوذ ي لات يو      

ووزيع يه َواي ؽوثٍ                    ايوه ووزيع يه َوا      عاثيز ػميقوي دارووذ.  رگاويغم َاسيغ  ميكزيا

ؽثٍ َيغتًوي كٍ تٍ خًتي مغالؼٍ ؽذٌ  وزيع يه َاي  يكي اس.واميذٌ مي ؽًوذ  َيغتًوي

 Bacillus subtilisاس  HBsu ووزيع يه  .مي تاؽوذ  E.coliاس  تاكتزي  HU  وزيع يه اع  

عًعوظ صن   ايه ووزيع يه اع .  وزيع يه َاي ؽثٍ َيغتًوييكي اس اػضاي خاوًادٌ تشرگ 

hbs رمش مي ؽًد . 

َمغاوٍ ي تيوان   hbsصن   HBsu در ايه مغالؼٍ  تٍ مىظًر عًليذ مقذار سيادي اس وزيع يه 

 عًليذ مقذار سيادي اس وزيع يه وًعزكية  مزاحل تؼذي كار را عغُيل مي كىذ. ؽذ.

DNA  صوًمي متؼ ق تٍ تاكتزيATCC 6633 B.subtilis توا وزايمزَواي    اعتخزاج ؽذ ي

حامل  در ي ؽذ عخ يـ PCRمحقًل  . عپظ گزديذ اوجام PCR عزاحي ؽذٌ  ياكىؼ 

 E.coli DH5α َمغواوٍ گزديوذ. ومعوميذ وًعزكيوة در تواكتزي         (+)pET28a تيواوي  

اس ع ًل َاي عزاريختٍ  ومعميذ اعتخزاج    َمغاوٍ عاسي. تٍ مىظًر عاييذ ؽذ عزاريخ 

عؼيويه   PCR محقوًل  عوپظ  .ؽوذ  آواليش PCR تٍ يعي ٍ  ؽذ. ومعميذ اعتخزاج ؽذٌ 

 عزاريخو   BL21  توٍ ميشتوان تيواوي    hbsداراي صن وًعزكية  َاي ومعميذ .گزديذعًالي 

 μg/μl55داراي  LB   ك وًوي َواي متثو  در محويظ كؾو       hbsتزاي تيان صن  .وذؽذ

توٍ محويظ كؾو      القاگز( تٍ ػىًان mM1) IPTG عپظ  كاوامايغيه  كؾ  دادٌ ؽذوذ.

اوجام ؽوذ ي محقوًل     SDS-PAGE  اتشيدٌ ؽذ. تزاي اعميىان اس تيان صن َمغاوٍ ؽذٌ



 ز‌

 

kD11 .عتًن  تاوًعزكية  وزيع يه وزيع يه وًعزكية مؾاَذٌ گزديذNi-NTA   عخ ويـ

 گزديذ.

عخ ويـ   ي تيان ؽوذ ي ووزيع يه وًعزكيوة     َمغاوٍ hbs  در ايه مغالؼٍ  تا مًتقي  صن

 گزديذ.

   َمغاوٍ عاسي  تيان.hbs  صنك مات ك يذي : تاكتزي تاعي ًط عًتتي يظ  
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 ريػ تىل ك زيتزم تا اعتفادٌ اسB.subtilis اس عٍ عًيٍ اس تاكتزي  DNAاعتخزاج  -1-3ؽكل

 78 .............................................................................................................. %1ريي صل آگارس 

 

 79................ %1تز ريي صل آگارس   set-bufferتا اعتفادٌ اس ريػ DNAاعتخزاج  -2-3ؽكل

 

  79 ........ درفذ 2تز ريي صل آگارس  Bacillus subtilisدر تاكتزي   hbsصن عكتيز -3-3ؽكل 

 

  85 ........................... درفذ 2صل آگارس  چاَك تشرگ در تز رييران ؽذٌ   hbsصن -4-3ؽكل 

 

 85...% 2صل آگارس  تز ريي DNAكي  اعتخزاج اس عخ يـ ؽذٌ تا اعتفادٌ  hbsصن -5-3ؽكل 

 



 ع‌

 

 81 ................................................ ومعميذي تٍ ريػ ليش ل يايي DNAاعتخزاج  -6-3ؽكل 

 

 82 ................................................. ومعميذي تا اعتفادٌ اس كي  DNAاعتخزاج  -7-3ؽكل 

 

  83 .................... تزاي ياكىؼ اعقال  (+)pET28aي حامل   hbsآمادٌ عاسي صن  -8-3ؽكل 

  

 PCR ................................................ 84عأييذ حضًر لغؼٍ صن در حامل تٍ كمك  -9-3ؽكل 

  

 85...ؽذٌ َاي عخ يـمًجًد در ومعميذ hbsؽذٌ صن  PCRمحقًل  عؼييه عًالي-15-3ؽكل 

 

در ًد مًجو  hbsؽوذٌ صن   PCRمقايغٍ عًالي وًك  ًعيذي محقوًل   -11-3ؽكل  -11-3ؽكل 

  B.subtilis ATCC 23857  . ..86ومعميذ َاي عخ يـ ؽذٌ تا عًالي َميه صن در عًيٍ مزجغ 

 87 ................................. وؾان دَىذٌ تيان وزيع يه وًعزكية SDS-PAGEصل  -12-3ؽكل 

  

 88 ............. وؾان دَىذٌ عخ يـ وزيع يه وًعزكية تيان ؽذٌ SDS-PAGEصل  -13-3ؽكل 

  

 BSA................................... 88 مىحىي اعتاوذارد جذب ػ يٍ غ ظ  در وزيع يه  -14-3ؽكل 
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 فْشست جذاٍل

 صفحِ        .........................................................................................................................عٌَاى 

                                                                                                          فصل اٍل: همذهِ 

 3 .............................................. َيغتًوي ؽثٍ َاي وزيع يه اس تزخي خقًفيات -1-1 جذيل

 15 .............................................. . مخت ف َاي تاكتزي در HU وزيع يه وامگذاري -2-1 جذيل

  28 ................................................................................... عًالي ي اوذاسٌ تزچغة َاي مخت ف -3-1 جذيل

 فصل دٍم: هَاد ٍ سٍش ّا

 34 ......................................................................... اتشار مًرد اعتفادٌ در وضيَؼ -1-2جذيل 

 35 ................................................................... مًاد مًرد اعتفادٌ در ايه وضيَؼ -2-2جذيل 

 36 ............................................................ كي  َاي مًرد اعتفادٌ در ايه وضيَؼ-3-2جذيل 

 DNA ............................................................ 46ارعثاط تيه درفذ آگارس ي عًل -4-2جذيل 

 PCR ........................................................................ 55 مقادیر و ترکیبات واکنش -5-2جذيل 

 

 PCR ................................................................. 51واکنش  تزوامٍ سماوي ي دمايي -6-2جذيل 

 PCR ....................................... 59 َضم آوشيمي محقًلمقادیر و ترکیبات واکنش  -7-2 جذيل

 pET 28a(+) ............................. 59مقادیر و ترکیبات واکنش هضم آنزیمي درحامل  -8-2جذيل 

 pET 28a(+)  ........65درحامل  EcoRIمقاديز ي عزكيثات ياكىؼ َضم آوشيمي  -9-2 جذيل

 pET 28a(+)  ...65درحامل  HindIIIمقاديز ي عزكيثات ياكىؼ َضم آوشيمي  -15-2جذيل 

  pET 28a(+) ....62تا ومعميذ  PCRمحقًل مقاديز يعزكيثات ياكىؼ اعقال  -11-2جذيل 

 PCR ................................................................ 65مقاديز ي عزكيثات ياكىؼ  –-12-2جذيل 
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 PCR .............................................................. 66تزوامٍ سماوي ي دمايي ياكىؼ  -13-2جذيل 

 75 ... ي اوجام عغ  تزادتًردامًرد وياس تز BSA حجم مح ًل َا يغ ظ  وزيع يه-14-2 جذيل
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