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شيد و مرا به طريق علم و دانش رهنمون سپاس بيکران پروردگار يکتا را که هستي ام بخ

شد، به همنشيني رهروان دانش مفتخرم نمود و خوشه چيني از خرمن دانش را روزيم 

گذر از اين راه و فائق آمدن بر مشکلات و دشواري ها ممکن نبود مگر به لطف . ساخت

  .خداوند و ياري و همدلي آن هايي که از عطاي وجودشان بهره مند بودم

ارا مرا مدد کن تا دانش اندکم نه نردباني باشد براي فزوني تکبر و غرور، نه حلقه پروردگ 

اي براي اسارت، نه دست مايه اي براي تجارت، بلکه گامي باشد براي تجلي انسانيت و 

 .متعالي ساختن زندگي خود و ديگران
از پدر و مادر عزيزم كه وصف نيكي هايشان در وصف واژه نمي گنجد، صميمانه 

  .سپاسگزارم

از اساتيد گرامي سركار خانم دكتر صفار و جناب آقاي دكتر مبيني كه در تمام مراحل  

اين پايان نامه راه گشاي مشكلاتم بودند، تشكر قدرداني نموده و افتخار شاگرديشان را 

  .همواره خواهم داشت

مه كمال از جناب آقاي دكتر مهنام به واسطه انجام كارهاي شبيه سازي اين پايان نا

  .سپاس را ابراز مي دارم

از اساتيد محترم سركار خانم دكتر آيت و جناب آقاي دكتر محزونيه كه زحمت بازخواني 

  .و داوري اين پايان نامه را تقبل نمودند، كمال تشكر را دارم

هم چنين از اساتيد گرامي آقايان دكتر احدي و دكتر عمادي و سركار خانم دكتر پور 

 .ر كسب دانش از محضرشان را داشته ام تشكر و قدرداني مي نمايماحمد كه افتخا

  .از جناب آقاي مهندس بني مهدي نيزكمال تشكر را دارم

در پايان از تمامي كساني كه مرا در انجام اين پروژه ياري دادند و اسامي آنها ذكر نشد 

 .بسيار سپاسگزارم
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  چكيده

امروزه يكي از مهم ترين مشكلات زيست محيطي، آلودگي ناشي از تجمع فلزات سنگين در محيط است كه اين 

يكي از موثرترين روش ها جهت رفع اين . اثيرات نامطلوب فراواني بر سلامت انسان و اكوسيستم مي گذاردآلودگي، ت

 فيتوكلاتين هاي سنتزي دسته اي از اين پپتيدها مي باشند. آلودگي، استفاده از پپتيدهاي متصل شونده به فلزات است

از اين  .بسيار مورد توجه قرار گرفته اند ه فلزات دارند،كه به دليل مزايايي كه نسبت به ساير پپتيدهاي متصل شونده ب

مزاياي انجام شبيه سازي ديناميك مولكولي و هم  رو با توجه به اهميت اين پپتيدها در جذب فلزات سنگين و نيز

چنين كاربرد روشهاي ساخت ژن در حوزه زيست شناسي، در اين مطالعه به انجام شبيه سازي ديناميك مولكولي و 

در ابتدا توالي فيتوكلاتين سنتزي  .به ساخت ژن كد كننده اين پپتيد و كلون سازي آن پرداخته شده است سپس

از  توسط يك لينكر مارپيچي به توالي هگزاهيستيدين متصل گرديد سپس با انجام شبيه سازي ديناميك مولكولي،

فيتوكلاتين سنتزي به همراه لينكر ( ن پپتيددر مرحله بعد ژن كد كننده اي .انتخاب درست لينكر، اطمينان حاصل شد

 آنزيمو  در طي دو روش يك مرحله اي و مرحله به مرحله، به كمك اوليگونوكلئوتيدهاي هم پوشان) و هگزاهيستيدين

T4 DNA Ligase سپس ژن ساخته شده در وكتور .ساخته شدpTZ57R/T   انتقال يافت و در باكتري

به  (EC4 , EC11) سنتزينتايج تعيين توالي نشان داد كه دو نوع فيتوكلاتين  .كلون گرديد  (DH5α)اشريشياكلي

  .همراه لينكر و هگزاهيستيدين ساخته شده و در وكتور مذكور كلون گرديده است

 پروتئين متصل شونده به فلزات، ژن ساختگي، شبيه سازي ديناميك مولكولي، كلون سازي :كلمات كليدي
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  فهرست مطالب

       صفحه                                                                                                                                     عنوان

  ۶  -----------------------------------------------------  مقدمه -فصل اول

  ۷ ------------------------------------------------------  پروتئين هاي متصل شونده به فلزات) ۱-۱

  ۷  ---------------------------------------------------   متالوتيونين ها )۱- ۱-۱

  ۸ ---------------------------------------------------------------------   فيتوکلاتين ها) ۲- ۱-۱

  ۸ ----------------------------------------------------  يخچه تحقيقي فيتوکلاتين ها تار) ۲-۱- ۱-۱

  ۹  ------------------------------------------   ساختار کلي فيتوکلاتين ها) ۲-۲- ۱-۱

  ۹ ------------------------------------------------  تنوع پپتيدهاي فيتوکلاتين در گياهان) ۲-۳- ۱-۱

  ۱۰ ---------------------------------------------------------------  بيوسنتز فيتوکلاتين )۲-۴- ۱-۱

  ۱۱ -------------------------------------------------------------  فيتوکلاتين هاي سنتزي ) ۳- ۱-۱

  ۱۲ -----------------------------------------------------  ها  تهيه آن ساختگي و روشهاي  ژن )۱-۲

 PCR----------------------------------------------------  ۱۳ روش هاي ساخت ژن غير مبتني بر )۱- ۱-۲

  ١٣  ------------------------------------------------------------------------   سنتز آنزيمي ژن )۱-۱- ۱-۲

  ۱۴ --------------------------------------------------------  مكمل شدن و اتصال واکنش) ۱-۲- ۱-۲

  ۱۴ -------------------------------------------------------اتصال شات گان و هم اتصالي ) ۱-۳- ۱-۲

 ۱۵ ---------------------------------------------------------   واکنش زنجيره اي ليگازي )۱-۴- ۱-۲

  PCR  -----------------------------------------------------------------  ۱۵روش هاي مبتني بر ) ۲- ۱-۲

 ۱۶ -----------------------------   نرم افزارهاي طراحي اوليگونوکلئوتيدها براي سنتز شيميايي ژن )۳- ۱-۲

  ۱۶ -------------------------------------------------------------  هاي ساختگي کاربرد ژن) ۴- ۱-۲

  ۱۷ ---------------------------------------------------------- شبيه سازي ديناميک مولکولي  )۱-۳

  ۱۷ ----------------------------------------------------------------  مدل سازي مولکولي ) ۱- ۱-۳

  ۱۷ -----------------------------------------------------------------------  سازي  شبيه) ۲- ۱-۳

  ۱۷ -------------------------------------------------------------------  مکانيک مولکولي ) ۳- ۱-۳

  ۱۸ ------------------------------------------------------------------  ديناميک مولکولي ) ۴- ۱-۳

  ۱۹ -------------------------------------  شروع و اجراي شبيه سازي هاي ديناميک مولکولي ) ۴-۱- ۱-۳

  ۲۰ --------------------------------------------- کاربردهاي شبيه سازي ديناميک مولکولي )۴-۲- ۱-۳

 

  ۲۱  -------------------------------------------------  فصل دوم مواد و روش ها

 ۲۲ ------------------------------------------------------------------------  مواد و وسايل)  ۲-۱

  ۲۲ ----------------------------------------------------------------------  مواد شيميايي) ۱- ۲-۱

  ۲۳ -----------------------------------------------------------------------  آنتي بيوتيک )۲- ۲-۱

  ۲۳ ----------------------------------------------------------------  باکتري مورد استفاده )۳- ۲-۱

  ۲۳ ---------------------------------------------------------------  پلاسميد مورد استفاده) ۴- ۲-۱

  ۲۴ ---------------------------------------------------------------  کيت هاي آزمايشگاهي) ۵- ۲-۱

  ۲۴ ------------------------------------------------------   اوليگونوکلئوتيدهاي مورد استفاده) ۶- ۲-۱

  ۲۵ --------------------------------------------------------------  آنزيم هاي مورد استفاده) ۷- ۲-۱
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 DNA   ------------------------------------------------------------------- ۲۵ يمارکرها) ۸- ۲-۱

  ۲۵ -------------------------------------------------------------------------  محلول ها) ۹- ۲-۱

  ۲۵ ------------------------------  محلول هاي لازم جهت استخراج پلاسميد در مقياس کوچک) ۹-۱- ۲-۱

  ۲۶ ----------------------------------  روي ژل آگارز DNAمحلول هاي لازم براي الکتروفورز ) ۹-۲- ۲-۱

  TBE    ----------------------------------------------------------------- ۲۶محلول) ۹-۲-۱- ۲-۱

  ۲۷ -----------------------------------------------------------  محلول اتيديوم برمايد) ۹-۲-۲- ۲-۱

  IPTG   ------------------------------------------------------------- ۲۷محلول ذخيره ) ۹-۳- ۲-۱

  X-Gal  ---------------------------------------------------------------  ۲۷محلول ذخيره ي ) ۹-۴- ۲-۱

  ۲۷ -----------------------------------------------------------  محيط هاي کشت باکتري) ۱۰- ۲-۱

  LB ----------------------------------------------------------- ۲۷محيط کشت مايع ) ۱- ۱۰- ۲-۱

  LB   ---------------------------------------------------------------  ۲۸محيط کشت جامد ) ۲- ۱۰- ۲-۱

  ۲۸ -----------------------------------------------------------محيط نگهداري باکتري) ۳- ۱۰- ۲-۱

  ۲۸ -----------------------------------------------------------------------------  روش ها) ۲-۲

  ۲۸ ----------------------------------------------------------------------  كشت باكتري) ۱- ۲-۲

  ۲۹ -------------------------------------------  با استفاده از كيت  PCRخالص سازي محصول  )۲- ۲-۲

  ۲۹ -----------------------------------------------------------  پلاسميدي DNAاج استخر) ۳- ۲-۲

  ۲۹ -----------------------------  پلاسميدي با استفاده از روش شكستن قليايي  DNAاستخراج) ۳-۱- ۲-۲

  ۳۰ -----------------------------------------   پلاسميدي با استفاده از كيت DNAاستخراج  )۳-۲- ۲-۲

  ۳۱ ------------------------------------------------------  و خلوص آن DNAتعيين غلظت ) ۴- ۲-۲

  ۳۱ -----------------------------------  برش آنزيمي توسط آنزيم هاي برش دهنده ي اختصاصي) ۵- ۲-۲

  ۳۲ ----------------------------------------------  با يك آنزيم DNA واكنش برش آنزيمي) ۵-۱- ۲-۲

  ۳۲ -----------------------------------------------  با دو آنزيم DNAواكنش برش آنزيمي ) ۵-۲- ۲-۲

  ۳۲ -------------------------------------------------------------  آنزيم  غير فعال كردن) ۵-۳- ۲-۲

  DNA  -------------------------------------------------------------------------  ۳۲الكتروفورز ) ۶- ۲-۲

  ۳۲ ---------------------------------------------------------------  الكتروفورز ژل آگارز) ۶-۱- ۲-۲

  ۳۳ ------------------------------------------------  رنگ آميزي ژل آگارز با اتيديوم برمايد) ۶-۲- ۲-۲

  DNA   --------------------------------------------------------------- ۳۳اتصال قطعات ) ۷- ۲-۲

  ۳۳ -------------------------------------------------------  باكتريانتقال پلاسميد به درون ) ۸- ۲-۲

 ۳۳ -------------------------------------  باکتري كشت شبانهترانسفورماسيون از  دستورالعمل) ۸-۱- ۲-۱

  ۳۴ --------------------------------------  ترانسفورماسيون از کلوني هاي باکتري دستورالعمل) ۸-۲- ۲-۱

  ۳۴ -------------------------------------------  غربال كردن كلون هاي واجد پلاسميد نوتركيب) ۹- ۲-۲

  ۳۵ ----------------------------------------------------------------  غير فعال شدن ژن) ۹-۱- ۲-۲

۲-۲ -۹-۲ ( PCR  --------------------------------------------------------------------------------  ۳۵  

  ۳۵ ---------------------------------------------------------------------  برش آنزيمي )۹-۳- ۲-۲

  ۳۵ ----------------------------------------------------------------------  ين تواليتعي) ۱۰- ۲-۲

  ۳۶ -----------------------------------------------------------  )سنتتيك(ساخت ژن ساختگي) ۲-۳

  ۳۶ ------------------------------------------------------------------  انتخاب ژن و لينکر) ۱- ۲-۳
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  ۳۶ ---------------------------------------------------------  شبيه سازي ديناميک مولکولي) ۲- ۲-۳

  ۳۷ -------------------------------------------------------------  طراحي اوليگونوکلئوتيدها) ۳- ۲-۳

  ۳۷ --------------------------------------------------------------------------  سنتز ژن) ۴- ۲-۳

 

  ۳۹  -------------------------------------------------------  فصل سوم نتايج

  ۴۰ -------------------------------------------------------------------------  انتخاب لينكر )۳-۱

  ۴۱ ----------------------------------------------  نتايج حاصل از شبيه سازي ديناميک مولکولي ) ۳-۲

  ۴۶ -------------------------------------------------  ج حاصل از طراحي اوليگو نوکلئوتيدها نتاي) ۳-۳

  ۴۷ ---------------------------------  سنتز ژن فيتوكلاتين سنتزي به همراه لينكر و هگزا هيستيدين) ۳-۴

  ۴۸ -------------------------------------------------------------------------   كلون سازي) ۳-۵

  ۵۰ -------------------------------------------------------------  تعيين توالي ژن در پلاسميد) ۳-۶

 
  ۵۲  ------------------------------------------------------  فصل چهارم بحث

  ۵۳ -----------------------------------------------------  نقش هگزاهيستيدين و لينكر انتخابي) ۴-۱

 ۵۴ ------------------------------------------------------------------  ضرورت شبيه سازي ) ۲-۴

  ۵۴ -----------------------------------------------------------  يناميك مولكوليشبيه سازي د) ۴-۳

  ۵۵ ---------------------------------------------------------------------------  ساخت ژن) ۴-۴

  ۵۶ ----------------------------  كلون سازي ژن فيتوكلاتين سنتزي به همراه لينكر و هگزاهيستيدين) ۴-۵

 ۵۸ ------------------------------------------------------------------------------------  منابع
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    -----------------------------------------------  و نمودارها فهرست شكل ها

  ۱۰ --------------------------------------------------------   مسير بيوسنتز فيتوکلاتين) ۱-۱تصوير 

  ECs   ----------------------------------------------------- ۱۱و PCsساختار شيميايي ) ۲-۱تصوير 

  E.coli  ------------------------------------------  ۱۴ تيروزين باکتري tRNAساز ساخت پيش  )۳- ۱تصوير

  ۱۵ -------------------------------------------------------  اتصال شات گان و هم اتصالي) ۴- ۱تصوير

  ۱۵ --------------------------------------------------------  واکنش زنجيره اي ليگازي) ۵-۱تصوير  

  SGS   -------------------------------------------- ۱۶ (B)و روش  (A)مقايسه روش اوليه) ۶- ۱تصوير

  pTZ57R/T  --------------------------------------------------------------------  ۲۳وكتور ) ۱- ۲تصوير

  pTZ57R/T  ---------------------------------  ۲۴در وکتور  كلونينگ چندتاييجايگاهDNA توالي ) ۲- ۲تصوير

  ۳۷ -------------------------------------------  شمايي از سنتز ژن به روش مرحله به مرحله) ۳- ۲تصوير

  ۴۳ ----------------------------  تغيير ساختار پپتيد گسترده در زمان هاي مختلف شبيه سازي )۱-۳تصوير 

  ۴۶ ---------------------------------------  كل توالي ژني به همراه جايگاههاي برش آنزيمي) ۲-۳تصوير 

  ۴۶  -------------------------------------------------------  توالي پروتئيني حاصل از ژن) ۳-۳تصوير 

  ۴۷ -------------------------------------------  شده شمايي از اوليگونوكلئوتيدهاي طراحي )۴-۳تصوير 

  ۴۷ -------------------------- بررسي اثر غلظت هاي مختلف اوليگونوكلئوتيدها جهت سنتز ژن) ۵-۳تصوير 

  ۴۸ ------------------------------------  جفت باز ۱۰۰ژن سنتز شده و ماركر  PCRمحصول  )۶-۳ تصوير

  ۴۹ ----------------------  ه از کلوني هاي سفيد و کلوني آبيمقايسه پلاسميد هاي استخراج شد )۷-۳تصوير 

  ۴۹ ------------------------------------------------  بر روي کلون هاي سفيد PCRانجام  )۸-۳تصوير 

  از کلوني هاي سفيد و آبي با آنزيم هايمقايسه برش آنزيمي پلاسميدهاي استخراج شده ) ۹-۳ير تصو

 HindIII, NdeI   --------------------------------------------------------------------------------  ۵۰  

 4Gly   ---------------- ۵۱(Glu-Cys)ژن در پلاسميد مربوط به  تعيين توالينتيجه حاصل از ) ۱۰-۳تصوير 

  11Gly  --------------- ۵۱(Glu-Cys) ژن در پلاسميد مربوط به تعيين توالي نتيجه حاصل از )۱۱-۳تصوير 

  ۴۱ --------------------------  اسکلت اصلي در حضور يون هاي کلر و سديم  RMSDتغييرات) ۱- ۳نمودار 

  ۴۱ -----------------------------------شعاع چرخش اسکلت اصلي در حالت طبيعي تغييرات) ۲- ۳نمودار 

  ۴۲ -----------------------------------------  دماي اسکلت اصلي در حالت طبيعي تغييرات) ۳- ۳نمودار 

  ۱حالت تغييرات فاصله وسط فيتوکلاتين سنتزي تا وسط هگزاهيستيدين براي ) ۴- ۳نمودار 

  ۴۳ ---------------------------------------------------------------------------  ) حالت طبيعي(

  ۴۴ ----------------------------  اسکلت اصلي در حضور يون هاي کلر و روي RMSD تغييرات) ۵- ۳نمودار 

  ۴۴ ----------------------------  اسکلت اصلي در حضور يون هاي کلر و مس RMSD تغييرات )۶- ۳نمودار 

  ۴۴  --------------------------------------  حضور روي تغييرات شعاع چرخشي در طي شبيه سازي در) ۷-۳نمودار 

  ۴۵  --------------------------------------  سازي در حضور مس تغييرات شعاع چرخشي در طي شبيه) ۸-۳نمودار 

  ۴۵ --------------------------  فاصله گروه هاي اتم هاي مس از گروه اتم هاي گوگرد سيستئين ) ۹-۳نمودار

  ۴۶ ------------------------  فاصله گروه هاي اتم هاي روي از گروه اتم هاي گوگرد سيستئين ) ۱۰-۳نمودار
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    -----------------------------------------------------  فهرست جدول ها

  ۹ --------------مي باشند فيتوکلاتين و پپتيدهايي که از نظر ساختاري خويشاوند فيتوکلاتين ها) ۱-۱جدول

  ۲۵ ---------------------------  اوليگونوكلئوتيدهاي به كار گرفته شده جهت سنتز ژن مورد نظر) ۱-۲جدول

  ۴۲ ----------  نانوثانيه آخر شبيه سازي براي حالت طبيعي ۵تغييرات ساختاري و ترموديناميكي در ) ۱-۳جدول

   ۲ نانوثانيه آخر در حالت ۵، شعاع چرخش، دما و انرژي پتانسيل در RMSDتغييرات ) ۲- ۳جدول 

  ۴۵ --------------------------------------------------   )حضور مسدر ( ۳در حالت  و )ر حضور رويد(

  ۴۶ --------------------  فاصله گروه هاي اتم هاي مس و روي از گروه اتم هاي گوگرد سيستئين) ۳- ۳جدول 

  الكل در كمپلكس  zn-sو پيوند  Cus3 در كمپلكس cu-sمقايسه فاصله پيوند ) ۱- ۴جدول 

 ۵۵ --------------------------------------------  ين فواصل در پپتيد شبيه سازي شدههمبا  ،دهيدروژناز
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  مقدمه

  پروتئين هاي متصل شونده به فلزات)۱-۱

  

  

پروتئين هاي متصل شونده به فلز نقش مهمي در پايداري ساختمان، سيگنالينگ، انتقال، پاسخ ايمني، کنترل 

 يها رهيمختلف، در زنج يبا اندازه ها ينيطعات پروتئدها و قيپپت .هموستازي فلزات ايفا مي کنندمتابوليسم و 

از سـوي ديگـر   .]۲و۱[هستند اتصال به فلز مناسب  يکه براداراي چندين گروه عملكردي هستند  خود يجانب

نند روي و مس ريز مغـذي هـاي ضـروري بـراي يکسـري از فراينـدهاي فيزيولـوژيکي        ابرخي فلزات سنگين م

، سرب و جيـوه بـراي   ومهاي فلزات سنگين غير ضروري مثل کادمي و ديگر يون مقادير زياد اين فلزات .هستند

 .]۳ [سلولها بسيار سمي هستند

پپتيدهاي غني از سيستئين مانند  از اين رو ارگانيسم هاي عالي در پاسخ به حضور فلزات سنگين،    

١گلوتاتيون
فلزي نظير کادميوم،  ه يون هاياين پپتيدها ب. را توليد مي کنند٣ و متالوتيونين ٢فيتوکلاتين ،

  .]۵و۴ [فعال از نظر زيستي تبديل مي کنند جيوه، مس، سرب متصل شده و آن ها را به فرم غير

  

   متالوتيونين ها)۱- ۱-۱

براي يک پروتئين متصل شونده به کادميوم که از کليه پستانداران به  ۱۹۵۷ر در سال ااين نام اولين ب

اما اکنون به تعدادي از پروتئين هاي غني از سيستئين با وزن  .]۶[ رار گرفتدست آمده بود،مورد استفاده ق

شکل  بهها را  د و آننجيوه و نقره متصل مي شو مس، کادميوم، مولکولي پايين که به يونهاي فلزي نظير روي،

گانيسم هاي متالوتيونين ها به طور گسترده در ميان ار .اطلاق مي شود د،نغيرفعال از نظر زيستي جدا مي کن

  .]۹ و ۸ و ۷ [گياهان و قارچ ها حفاظت شده اند زنده توزيع و در پستانداران،

                                                             
1 Glutathione (GSH) 
2 Phytochelatins (PCs) 
3 Metallothionein (MTs) 



٨ 

 

با هايي که  متالوتيونيندسته اول  :و همکاران به سه دسته طبقه بندي شد ١فولرتوسط  پروتئيناين     

سب همولوژي ندارند و دسته دوم بقيه متالوتيونين ها که با متالوتيونين ا متالوتيونين اسب همولوژي دارند،

از سيستئيني هستند که به طور آنزيمي سنتز  و فيتوکلاتين ها که پپتيدهاي غني ٢كدستيندسته سوم 

 .]۱۰ [شوند مي

  

   فيتوکلاتين ها) ۲- ۱-۱

همانطور که در بالا اشاره شد، فيتوکلاتين ها دسته اي از پپتيدهاي متصل شونده به فلزات هستند که 

 در انواع زيادي از گونه هاياين پپتيد  .]۱۱[ طبقه بندي مي شوند IIIنين هاي دسته تحت عنوان متالوتيو

در دياتوم هاي آبزي  ،گونه هاي قارچي مختلف و)بازدانگان و جلبک ها ايها، نظير تک لپه ايها، دولپه(گياهي 

  .]۱۳و۱۲ [اما اين پپتيد در هيچ گونه جانوري شناسايي نشده است. است شناسايي شده

به دليل ويژگي هاي ساختاري منحصر به فردشان به ويژه داشتن واحدهاي تکرار شونده  فيتوکلاتين ها    

فيتوکلاتين ها توانايي  به طوري که .مزاياي بيشتري نسبت به متالوتيونين ها دارند Glu-Cysγپيوسته 

  .]۱۴ [دارندنسبت به متالوتيونين  را جذب بيشتر يون هاي فلزي

  

  يخچه تحقيقي فيتوکلاتين ها تار )۱-۲-۱- ۱

 را محققان احتمال درگيري متالوتيونين ها در سم زدايي فلزات در گياهان، قبل از کشف فيتوکلاتين ها

متالوتيونين ها به عنوان کمپلکس هاي متصل شونده به فلزات در  به طوري كه مورد بررسي قرار دادند

  .]۱۱[ها شناسايي شدند  جانوران و قارچ

پپتيدهاي غني از سيستئين شناسايي شدند و  به عنوان اوليگو حدود بيست سال قبل فيتوکلاتين هااما     

به طوري كه .مشخص شد که آنها از نظر ساختار و مسيرهاي بيوسنتزي متفاوت از متالوتيونين ها هستند

متصل شونده به  پپتيدهايي را در کمپلکس هاي ،٤شيزوساكارومايسس پمبه و گروهش در ٣ياشيها اولين بار

 شناسايي کردند که اين پپتيدها در معرض يونهاي کادميوم توليد مي شدند و اين پپتيدها را موکادمي

شناسايي  n=3 وGlu-Cys)nGlyγ(  n=2به ترتيب با ساختار   Bو A كدستينبعدا دو نوع  .ناميدند كدستين

 ل پپتيدهاي مشابهي را شناسايي کردندبه طور مستقنيز  و همکاران ٥ليگر ۱۹۸۵در سال  .]۱۶و۱۵ [شدند

ميزان بالاتري از  که اين پپتيدها در سلول هاي گياهي مختلف در معرض قرار گرفته با يون هاي کادميوم،

به  نيکلاتبه معناي گياهان و  تويف واژه که را دارا بودند و آنها را فيتوکلاتين ناميدند (n=2-11) پليمريزه شدن

  .]۱۹و۱۸و۱۷ [مي باشد جذب فلز ويژگيمعناي 

  

   

                                                             
1 Fowler 
2 Cadystin 
3 Hayashi  
4 Schizosaccharomyces pombe 
5 Grill  



٩ 

 

   ساختار کلي فيتوکلاتين ها )۱-۲-۲- ۱

آناليزهاي اوليه نشان داد که فيتوکلاتين ها، تنها از سه اسيد آمينه گلوتامات، سيستئين و گلايسين 

 .کربوکسيل آميد به هم متصل شده اند -γگلوتامات و سيستئين از طريق پيوند  هايواحدتشکيل شده اند و 

دنبال شده با يک گلايسين انتهايي  Glu-Cysγپپتيدها ساختارهاي تکراري از دي پپتيدهاي  اين در واقع

بستگي به گونه و شرايط در معرض قرارگيري با يون  n، که مقدار Glu-Cys)nGlyγ(،n=2-11 . هستند

  .]۲۲و۲۱و۲۰ [هاي فلزي دارد

کادميوم، جيوه، قلع، نيکل،  توان به يشوند م ين ميتوکلاتيکه باعث القا سنتز ف يفلز يون هاياز جمله 

 ن القايتر يوم قوين کادمين بياشاره کرد که در او تلوريوم  ، رويمس، بيسموت، نقره، آنتيموان، تنگستن

سزيم غير القا کننده هاي سنتز  منيزيم، سديم، آلومينيوم، کلسيم، کروم، منگنز، کبالت،کننده است و 

 .]۲۰[ فيتوکلاتين هستند

کته قابل توجه است که پيوند گاما بين گلوتامات و سيستئين نشان دهنده اين است که سنتز ذکر اين ن

که در ادامه  سري آنزيم ها انجام مي شود فيتوکلاتين ها نمي تواند از طريق ريبوزوم رخ دهد بلکه توسط يک

   .]۲۳[به طور مفصل به آن پرداخته مي شود

  

  گياهان  تنوع پپتيدهاي فيتوکلاتين در) ۱-۲-۳- ۱

خود داراي اسيدآمينه گلايسين  كربوكسيلفيتوکلاتين ها در انتهاي  ،همانطور که در مطالب قبل آمد

در کمپلکس هاي متصل شونده به کادميوم در ، فيتوکلاتين بدون گلايسين انواعاما برخي از  .هستند

پپتيدهايي در گياهان عالي  چنين .]۲۴و۱۳ [گزارش شده اند ١كانديدا گلابراتا و شيزوساكارومايسس پمبه

يافت  ،مودر معرض قرار گرفته با يون هاي کادمي ذرتفراوان نيستند اما مقدار زيادي از آنها در ريشه هاي 

  .]۲۵[ شوند مي

اين  .سه پپتيد ديگر خويشاوند با فيتوکلاتين از منابع گياهي مختلف شناسايي شده اند علاوه بر اين پپتيد،

که اين اسيد آمينه مي تواند آلانين  تفاوت دارند خود كربوكسيل نه انتهايپپتيدها در اسيد آمي

ختاري فيتوکلاتين و پپتيدهايي که از نظر سا ۱-۱در جدول  .]۲۷و۲۶ [،سرين،گلوتامين و گلوتامات باشد

 .]۲۸ [آورده شده است باشند،خويشاوند فيتوکلاتين ها مي 

 

  .]۲۸ [ر ساختاري خويشاوند فيتوکلاتين ها مي باشندفيتوکلاتين و پپتيدهايي که از نظ) ۱-۱جدول

خويشاوند با  γ(EC)پپتيدهاي 

  فيتوكلاتين

  منبع  ساختار

  مخمر  )nGlyγ(Glu-Cys  )كدستين(فيتوكلاتين 

  تيره لگومينوز  )Glu-Cys)nAlaγ  هومو فيتوكلاتين

  ذرت و مخمر  )Glu-Cys)nγ  فيتوكلاتين بدون گلايسين

  تيره گندميان  )Glu-Cys)nSerγ  ينهيدروكسي متيل فيتوكلات

  تذر  nGluγ(Glu-Cys  )گلوتامات(ايزوفيتوكلاتين 

  ترب كوهي  )nGlnγ(Glu-Cys  )گلوتامين(ايزوفيتوكلاتين 

                                                             
1 Candida glabrata 



را  سيستئين و گلايسين مسير بيوسنتز فيتوکلاتين از پيش سازهاي متداولش يعني گلوتامات،

پوشاني دارد زيرا گلوتاتيون سوبسترا جهت سنتز 

γEC انجام  ٢ون سنتتازيگلوتات و ١سنتتاز

 ،آنزيم محدودکننده مقدار اولي يک از دارند،

  
، با انتقال گلوتاتيون ، فيتوکلاتين ها را از٣

اين واکنش شامل انتقال .ز مي کنداز يک مولکول دهنده به يک مولکول گيرنده، سنت

ايجاد شود و در مراحل بعد   PC2گلوتاتيون به مولکول گلوتاتيون دوم مي باشد تا

  
  )۲۸(ن يتوکلات

 γECاز .]۳۲و۳۱و۳۰[ مي شوند سنتتاز 

 و را دارند فيتوکلاتين که کمبود ٤و آرابيدوپسيس تاليانا

هاي کد  ژن. داراي نقص هستند سنتتاز ون

  .]۳۵و۳۴و۳۳ [آورده شده اند ۱-۱

 ،فيتـوکلاتين سـنتاز  مـي تـوان بـه بيـان ژن     

يش محتـواي فلـزي درون   افزا منجر به اين آزمايش

شيزوساكارومايسـس پمبـه در    مخمـر  فيتـوکلاتين سـنتاز  

برابـري کـادميوم    ۵/۷، انجام گرفت که در نهايت منجر به سنتز فيتوکلاتين و نيز انباشت 

                                                             
1 γEC Synthetase 
2 GSH Synthetase 
3 PC Synthase 
4 Arabidopsis thaliana 

١٠ 

  بيوسنتز فيتوکلاتين )۴

مسير بيوسنتز فيتوکلاتين از پيش سازهاي متداولش يعني گلوتامات، ۱-۱تصوير 

پوشاني دارد زيرا گلوتاتيون سوبسترا جهت سنتز  اين مسير با مسير بيوسنتز گلوتاتيون هم .دهدنشان مي 

  .فيتوکلاتين ها مي باشد

γEC بيوسنتز گلوتاتيون شامل دو واکنش متوالي است که با دخالت

از دارند،به عنوان سوبسترا ني ATP هر دو اين واکنش ها به

  .]۲۹ [مي باشد اما دومين آنزيم چنين نيست ونيگلوتات جهت سنتز

٣فيتوكلاتين سنتاز مشخص است آنزيم ۱- ۱تصويرهمانطور که در 

γ-Glu-Cys از يک مولکول دهنده به يک مولکول گيرنده، سنت

گلوتاتيون به مولکول گلوتاتيون دوم مي باشد تا γ-Glu-Cysپپتيد بخش 

  .ايجاد مي شود n+1، اوليگومر PCبا انتقال اين بخش به مولکول 

توکلاتيوسنتز فير بيمس )۱-۱ر يتصو

γECم باعث افزايش فعاليت وکادمي بررسي ها نشان داد که يون هاي

و آرابيدوپسيس تاليانا ي از شيزوساكارومايسس پمبه، موتانت هاي

ونيگلوتات و سنتتاز γECدر  ،ش حساس هستندم بيوکادمي

۱نده آنزيم هاي کليدي جهت بيوسنتز فيتوکلاتين ها در زير تصوير

مـي تـوان بـه بيـان ژن      فيتـوکلاتين سـنتاز   از جمله تحقيقات انجام گرفته در زمينه

اين آزمايش که کرد اشارهي اکليشياشر آرابيدوپسيس تاليانا در باکتري

فيتـوکلاتين سـنتاز  و در آزمايشي ديگر افزايش بيـان   ]۳۶ [سلولي شد

، انجام گرفت که در نهايت منجر به سنتز فيتوکلاتين و نيز انباشت ياکليشياشر

.  

۱ -۱-۲-۴

تصوير 

نشان مي 

فيتوکلاتين ها مي باشد

بيوسنتز گلوتاتيون شامل دو واکنش متوالي است که با دخالت

هر دو اين واکنش ها به .شود مي

جهت سنتز

همانطور که در 

Cysبخش 

پپتيد بخش 

با انتقال اين بخش به مولکول 
 

  

بررسي ها نشان داد که يون هاي

، موتانت هايسوي ديگر

کادمي نسبت به

نده آنزيم هاي کليدي جهت بيوسنتز فيتوکلاتين ها در زير تصويرکن

از جمله تحقيقات انجام گرفته در زمينه

آرابيدوپسيس تاليانا در باکتري

سلولي شد

اشر باکتري

.]۳۷ [شد



-Glu)با ساختار کلي  از پپتيدهاي متصل شونده به فلزات فيتوکلاتين هاي سنتزي

 همبناي مطالعات اين رسال ،كه ساخت ژن كد كننده اين پپتيد و كلون سازي آن

به فلزات  بررسي ها اثبات کرد که فيتوکلاتين هاي سنتزي با ظرفيت دو برابري نسبت به متالوتيونين ها

متصل مي شوند از سوي ديگر جدا سازي وتخليص فيتوکلاتين ها از گياهان يا ديگر ارگانيسم ها کاري خسته 

 .کننده و زمان بر مي باشد از اين رو استفاده از فيتوکلاتين هاي سنتزي بسيار کارآمد و مناسب مي باشد

و سيستئين از نوع آلفا مي باشد بنابراين اين 

به دليل تفاوت پيوند آلفا و گاما در  گمان مي رفت

آزمايشات انجام  اما تمايل اتصال به فلزات بين اين دو پپتيد متفاوت باشد

به انواع  PC4و  PC2در يک رفتار مشابه با 

به  را نشان مي دهد، ECs و PCsساختار شيميايي 

  
  )ECs  )۳۸ (B)و

و همکارانش اشاره  باي يش هايتوان به آزما

ن را به يپوپروتئينه اول ليد آميگنال و نه اس

 ,EC8)ين سنتزيتوکلاتيف يپس توال

                                                             
1 Synthetic phytochelatins (ECs) 
2 Bae 
3 Outer membrane protein A(OmpA)

١١ 

   ١فيتوکلاتين هاي سنتزي) 

از پپتيدهاي متصل شونده به فلزات فيتوکلاتين هاي سنتزي دسته ديگر

Cys) كه ساخت ژن كد كننده اين پپتيد و كلون سازي آن ]۳۸ [هستند

  

بررسي ها اثبات کرد که فيتوکلاتين هاي سنتزي با ظرفيت دو برابري نسبت به متالوتيونين ها

متصل مي شوند از سوي ديگر جدا سازي وتخليص فيتوکلاتين ها از گياهان يا ديگر ارگانيسم ها کاري خسته 

کننده و زمان بر مي باشد از اين رو استفاده از فيتوکلاتين هاي سنتزي بسيار کارآمد و مناسب مي باشد

و سيستئين از نوع آلفا مي باشد بنابراين اين در اين پپتيدها برخلاف فيتوکلاتين ها پيوند بين گلوتامات 

گمان مي رفتالبته  .پپتيد از طريق ريبوزم قابل سنتز مي باشد

تمايل اتصال به فلزات بين اين دو پپتيد متفاوت باشد ،فيتوکلاتين سنتزي و فيتوکلاتين

در يک رفتار مشابه با  EC4و EC2 مشخص کرد که  ۱۹۷۷ الدر س ٢بايگرفته توسط 

ساختار شيميايي  ۲- ۱تصوير  .]۳۹و۲۲ [مختلفي از فلزات متصل مي شوند

 .تفاوت پيوند بين گلوتامات و سيستئين در هر دو توجه کنيد

و PCs (A)ساختار شيميايي ) ۲-۱ر يتصو

توان به آزما يم ين سنتزيتوکلاتيف يانجام شده بر رو ياز جمله کارها

گنال و نه اسيس يمتشکل از توالپيوسته ژني ستم يک سي ۲۰۰۰در سال 

پس توالمتصل کرده س ٣يرونيب يغشا Aن ين ترانس ممبران پروتئ

) 

۱-۱ -۳ (

دسته ديگر

Cys)nGly

  .مي باشد

بررسي ها اثبات کرد که فيتوکلاتين هاي سنتزي با ظرفيت دو برابري نسبت به متالوتيونين ها

متصل مي شوند از سوي ديگر جدا سازي وتخليص فيتوکلاتين ها از گياهان يا ديگر ارگانيسم ها کاري خسته 

کننده و زمان بر مي باشد از اين رو استفاده از فيتوکلاتين هاي سنتزي بسيار کارآمد و مناسب مي باشد

در اين پپتيدها برخلاف فيتوکلاتين ها پيوند بين گلوتامات 

پپتيد از طريق ريبوزم قابل سنتز مي باشد

فيتوکلاتين سنتزي و فيتوکلاتين

گرفته توسط 

مختلفي از فلزات متصل مي شوند

تفاوت پيوند بين گلوتامات و سيستئين در هر دو توجه کنيد

 

از جمله کارها

در سال :  کرد

ن ترانس ممبران پروتئيدوم
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EC11, EC20) سطح سلول با استفاده از  يبر رو ين سنتزيتوکلاتيت فيستم اضافه کردند در نهاين سيبه ا

ک ين روش يان شد و با ايب يرونيب يغشا Aن يپروتئن ترانس ممبران يدوم ون يپوپروتئيل پيوستهستم يس

  .]۳۸ [بداع شدن ايفلزات سنگ يد جهت رفع آلودگيراهکار جد

وه را به همراه يستم انتقال دهنده جيس ق غشا،يت جذب فلز از طريجهت غلبه بر محدود ۲۰۰۱در سال 

بيان  روشاين روش و ش نشان داد که يآزمااين ج ينتا هم چنين ان کردنديب (EC20) ين سنتزيتوکلاتيف

  .]۴۰ [در جذب فلز نقش دارندزان يک ميبه  فيتوكلاتين هاي سنتزي بر روي سطح ميكروارگانيسم ها،

 ١پروتئين هسته يخيبا استفاده از  (EC20) ين سنتزيتوکلاتيف ،ش انباشت فلزاتيجهت افزا ۲۰۰۲در سال 

 .موراكسلا در EC20د يش نشان داد که تولين آزمايو ا شدان يب ٢موراكسلا يسطح باکتر يکوتاه شده، بر رو 

  .افته استيش يب ده برابر افزاينوترک .موراكسلاوه در يل به جت اتصاياست و ظرف  E.Coliبا سه برابريتقر

در واقع فلزات سنگين به دليل ماهيت پايدارشان يکي از اصلي ترين آلوده کننده هاي محيط به شمار مي  

. ]۴۱ [آيند به همين دليل تا به امروز راهکار هاي زيادي جهت رفع اين آلودگي مورد استفاده قرار گرفته است

از بهترين روش ها استفاده از فيتوکلاتين سنتزي است به طوري که يکي از جديدترين حس گر هاي يکي 

زيستي که امروزه مورد استفاده قرار گرفته بر اساس تثبيت اين پپتيد بر روي سطح طلا مي باشد اين 

 mM۱۰fM-۱۰۰و روي در غلظت هاي مس سرب، کادميوم، بيوسنسور جديد قادر به تشخيص جيوه،

به علاوه همانطور که قبلا اشاره شد بيان فيتوکلاتين هاي سنتزي توسط ارگانيسم هاي  .]۴۲ [باشد مي

  مختلف از جمله باکتري ها يک راهکار مناسب جهت رفع آلودگي فلزات سنگين از جمله جيوه از محيط است

] ۴۰[.  

 ي از هيستيدين مانند هگزاپپتيدهاي غن علاوه بر پپتيد هاي غني از سيستئين،لازم به ذكر است كه 

م و وبراي اتصال و جذب فلزاتي نظير کادمي، ي با ترکيب غني از هيستيدين و سيستئينيهيستيدين و پپتيدها

  .]۴۴و۴۳ [قرار گرفته انداستفاده  مورد نيکل نيز

كه در بخش بعدي است ساخت ژن فيتوكلاتين سنتزي  م گرفته در اين مطالعه،ااز جمله كارهاي انج

روش هاي ساخت ژن و روش مورد استفاده جهت ساخت ژن مذكور آورده شده  ،)هاي ساختگي ش ژنبخ(

 .است
 

 

   آنها تهيهو روش  ساختگيهاي  ژن )۱-۲
ساخت شيميايي ژن ها ابزاري قوي جهت تحقيقات زيستي پايه اي و کاربرد هاي بيوتکنولوژي است به 

نوکلئيک اسيد  –ها و آناليز بر هم کنش پروتئين  د ژنعلاوه تکنيک بسيار موثري جهت روشن ساختن عملکر

تنها گزينه باشد زيرا ممکن است ژن ها شيميايي  ساخت در بسياري از موارد ممکن است. ]۴۵[ مي باشد

DNA ،به علاوه توصيف عملکرد ژن به بيان در يک سيستم هترولوگ نياز  الگو به آساني در دسترس نباشد

بهينه سازي کدون به منظور رسيدن به ميزان بالايي از بيان ضروري  وارد اغلبو در اين م ]۴۷و۴۶[دارد 

هدفمند و كلون  زايي موتان ايي ژن ها جهت اجتناب کردن ازيشيم ساخت است، هم چنين ممکن است

   .]۵۱و۵۰و۴۹و۴۸[ ترجيح داده شود ،پرهزينه و خسته کننده سازي مجدد

                                                             
1 Nucleation protein ice ( INPNC) 
2 Moraxella sp. 
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  بوده است tRNAمربوط به ژنهاي رمزگذار  ،۱۹۶۰يل دهه ها در اوا شيميايي ژن ساختاولين تجربه 

 شد هساخت ۱۹۷۷به طور شيميايي در سال  ،١سوماتوستاتين کد کننده پروتئين، و اولين ژن ]۵۳و۵۲ [

به طور شيميايي  بسياري از ژنهاي کد کننده پروتئين، ۱۹۸۰و اوايل دهه ۱۹۷۰بعد از آن در دهه  .]۵۴[

  .]۵۶و۵۵ [بيان شدند يکلايشياشر يباکترو در هساخت

ژن روش هاي زيادي مورد استفاده قرار گرفته است به طوري که روش هاي اوليه سنتز ژن  ساختبراي 

واكنش زنجيره اي با پيشرفت تکنولوژي  ۱۹۹۰اما در دهه  ]۵۴و۵۲ [بودند ٢اتصال آنزيمي مبتني بر

ژن را مي توان به  ساخت ر کلي روش هايبه طو .شيميايي توالي هاي بلند ژني ميسر شد ساخت ،٣پليمرازي

   .]۴۹ [مي باشند PCRو روش هاي مبتني بر  PCRدو دسته تقسيم کرد که شامل روش هاي غير مبتني بر 

  : مي توان به موارد زير اشاره کرد PCRاز جمله روش هاي ساخت ژن غير مبتني بر 

   ٤سنتز آنزيمي ژن -۱

  ٥مكمل شدن و اتصال واکنش -۲

   ٦يشات گان و هم اتصالاتصال  -۳

  ٧ واکنش زنجيره اي ليگازي -۴

 
  PCRبر روش هاي ساخت ژن غير مبتني  )۱-۲-۱

سنتز آنزيمي ژن) ۲-۱-۱- ۱  

نتايج مطالعات فيزيکي و ژنتيکي نشان داد که نوترکيبي ژنتيکي مستلزم شکست و پيوند مجدد 

که شکست هاي تک رشته اي را در  آنزيم هايي ۱۹۶۰است و براي اولين بار در دهه  DNAهاي  مولکول

DNA  دو رشته اي ترميم مي کنند در باکتريE.coli  و سلول هايE.coli  عفوني شده با باکتريوفاژT4 

سپس مشخص شد که اين آنزيم ها مي توانند جهت اتصال دئوکسي ريبونوکلئوتيدهايي که به  .کشف شدند

يرند تا ساختارهاي مارپيچي دوتايي پيوسته اي را تشکيل ه شده اند، مورد استفاده قرار گساختطور شيميايي 

  .]۵۸و۵۷ [به همين روش انجام شد tRNAنوکلئوتيدي مربوط به ژن  ۳۰دو رشته اي  DNAدهند و سنتز 

تيروزين از روش آنزيمي استفاده  tRNAسنتز ژن پيش ساز  جهتو همكارانش  ٨خوراناگر يد يشيدر آزما

 ۱۱- ۶ كه هر بخش نيزبخش تقسيم كردند  ۲۶نوكلئوتيدي را در  ۱۲۶ نژاستفاده كردند به طوري كه اين 

در روش يك مرحله اي تمام . نوكلئوتيد طول داشت سپس از دو روش مختلف جهت سنتز ژن استفاده كردند

قطعات با هم براي سنتز ژن مورد استفاده قرار گرفتند ولي در روش دوم كه روش دو مرحله اي بود قطعات به 

تحت واكنش اتصال توسط آنزيم  ۴و۳و۲نتز ژن مورد استفاده قرار گرفتند به عنوان مثال قطعه ترتيب براي س

  Iبه مخلوط قبلي اضافه شد تا دوپلكس ۱اضافه شده و در نهايت قطعه  ۵ليگاز قرار گرفتند سپس قطعه 

                                                             
1 Somatostatin 
2 Enzymatic ligation 
3 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
4 Enzymatic gene synthesis 
5 Annealing and ligation 
6 Shotgun and Co ligation 
7 Ligase Chain Reaction (LCR) 
8 Khorana 



نيز  IV و II ، IIIو   Iدوپلكس نيز ساخته شدند سپس

 IV نيز توسط آنزيم ليگاز به هم متصل

ساخت  ،لازم به ذكر است كه در اين مطالعه

 )۶۱( اشريشياكليتيروزين باکتري 

روش کلي جهت سنتز ژن، سر هم بندي کل ژن از تعداد زيادي اوليگو نوکلئوتيد از طريق 

در ابتدا هر دو رشته توالي مورد نظر به انتهاهاي چسبنده کوتاه تقسيم مي 

سپس اوليگو نوکلئوتيد  ند تا جفت هاي مجاور اوليگو نوکلئوتيدهاي مکمل بتوانند بر روي هم سوار شوند

مكمل شدن و هاي سنتز شده قبل از اتصال به شکل يک دوپلکس مطابق با ژن کامل ،تحت فرآيند کينازي 

ر توسعه پيدا کرد و در نهايت منجر اين راهکار اوليه با استفاده از اوليگونوکلئوتيدهاي طويل ت

 

کد کننده  يژن ساختار. را ارائه کردندن 

توسط هر قسمت  .يد طول داشتنوکلئوت

کوتاه مکمل با جفت مجاور  يتک رشته ا

 .]۶۳[ جاد کرديرا ا يينها يجفت باز 

                                                             
1 Grundstrom 

١� 

IVو III و II د به همين طريق دوپلكسو نيز ساخته شدند سپس  

II+IVو  I+IIتوسط آنزيم ليگاز به هم متصل شدند سپس دوپلكس 

لازم به ذكر است كه در اين مطالعه) ۳-۱ريتصو( .]۶۰و۵۹ [.شدند و در نهايت ژن مد نظر ساخته شد

  .ژن با توجه به اين روش انجام شد

تيروزين باکتري  tRNAساخت پيش ساز  )۳-۱تصوير

  

  مكمل شدن و اتصال واکنش) ۲

روش کلي جهت سنتز ژن، سر هم بندي کل ژن از تعداد زيادي اوليگو نوکلئوتيد از طريق  ۱۹۸۰در دهه 

در ابتدا هر دو رشته توالي مورد نظر به انتهاهاي چسبنده کوتاه تقسيم مي  .بود مكمل شدن و اتصال

ند تا جفت هاي مجاور اوليگو نوکلئوتيدهاي مکمل بتوانند بر روي هم سوار شوند

هاي سنتز شده قبل از اتصال به شکل يک دوپلکس مطابق با ژن کامل ،تحت فرآيند کينازي 

اين راهکار اوليه با استفاده از اوليگونوکلئوتيدهاي طويل ت. قرار مي گرفتند

 .]۶۲ [به کاهش مقدار اوليگونوکلئوتيدها و کاهش هزينه ها شد

  اتصال شات گان و هم اتصالي ) ۳

ن روش اتصال شات گا ۱۹۸۵ش در سال و همکاران ١گراندستروم

نوکلئوت ۱۹۱-۱۳۱ت م شد که هر قسمين به سه قسمت تقسي

تک رشته ا يدها که انتهاهايگونوکلئوتياز سه جفت مکمل از اول يمي

 ۴۲۰ يژن ساختار ،قسمت سه يهم اتصال .ساخته شد

۴(  

وتشكيل ش

توسط آنزيم ليگاز به هم متصل شدند سپس دوپلكس 

شدند و در نهايت ژن مد نظر ساخته شد

ژن با توجه به اين روش انجام شد 

  

۱ -۲-۱-۲

در دهه 

مكمل شدن و اتصال واکنش

ند تا جفت هاي مجاور اوليگو نوکلئوتيدهاي مکمل بتوانند بر روي هم سوار شوندشد

هاي سنتز شده قبل از اتصال به شکل يک دوپلکس مطابق با ژن کامل ،تحت فرآيند کينازي 

قرار مي گرفتند

به کاهش مقدار اوليگونوکلئوتيدها و کاهش هزينه ها شد

۱ -۲-۱-۳

گراندستروم

يفلاودوکس

ياتصال آنز

ساخته شد داشتند،

۴- ۱ريتصو(

 
  


