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أ

:تقديم به

م كه عالمانه به من آموخت تا چگونه در عرصه زندگي، ايستادگي را تجربه نمايمروح پاك پدر

مهربانيكران فداكاري و ، درياي بيو به مادرم

و به خواهران و برادران عزيزم



ب

تشكرّ و قدرداني

طاهر حلاجيان، آقـاي   پروين شورنگ، آقاي دكتر محمددكتر خانم مندمجبا سپاس فراوان از اساتيد ار     

نامه؛ بـديهي اسـت     نپاياداور محترم   محمد علي ابراهيمي    دكتر  آقايودكتر غلامرضا بخشي خانيكي     

دريغ ايـن بزرگـواران، مـشوق و پـشتوانه حـركتم نبـود بـه                هاي بي چنانچه لطف، محبت و راهنمايي    

را در  و قلـم بنـده     قصور زبـان   شد؛ اميدوارم اين عزيزان   حقير حاصل نمي  طورحتم موفّقيتي براي اين   

.به ديده اغماض بنگرندو زحماتشانسپاس از الطاف

اي به دليـل در اختيـار قـرار دادن امكانـات     نل محترم پژوهشگاه علوم و فنون هستهاز مسئولين و پرس   

.نمايملازم جهت اجراي مطلوب اين پايان نامه تشكر مي

هـاي دوران تحـصيل،     دريغشان در طي سال   از تمامي معلمّان و استادان گرانقدرم، به پاس زحمات بي         

اند و نيـز زحمـات دوسـتان      همراه و پشتيبانم بوده    كه در تمامي مراحل زندگي و تحصيل همواره يار،        

انـد خـانم هـا حميـده        نامه بنده را يـاري نمـوده      بزرگوارم كه هر يك به نحوي در انجام و اتمام پايان          

افشارمنش، سلماز يزدان پناه، فرنگيس اميرلو، مريم پاكدل و آقايان حامد زرگران، حسن وطن خـواه،                

گنجـد،   و ديگر دوستاني كه آوردن نامشان در ايـن مجـال نمـي         سيد محمد هادي رضوي، داوود گلي     

كمال سپاس را داشته و براي تمـامي ايـن عزيـزان سـلامت، سـعادت و سـربلندي از خداونـد منّـان                       

. آرزومندم

سيده حميده نورالديني 



ج

چكيده

همـين دليـل در   باشد، بـه   ميدام و طيورليزين يكي از اسيدآمينه هاي ضروري براي -اسيدآمينه ال 

امـروزه شـيوه    . اي برخـوردار اسـت    تغذيه استفاده از آن به عنوان يك مكمل غذايي از اهميـت ويـژه             

يكي .  استكورينه باكتريوم گلوتاميكومها بويژه باكتري متداول توليد ليزين، استفاده از ميكروارگانيسم

ورينه بـاكتريوم گلوتـاميكوم  ايجـاد        هاي مورد استفاده براي افزايش توليد اين اسيدآمينه در ك         از روش 

.هاي مناسب استجهش و انتخاب سويه

بعـد از  . اسـتفاده شـد  Corynebacterium glutamicum PTCC NO.1532در اين تحقيق از باكتري 

DNAسازي و تعيين كيفيت و كميـت  ، جداسازي محيط كشت اين باكتريتنظيم شرايط رشد و بهينه

هـاي مـسئول توليـد ليـزين و ارزيـابي            نشانگرهاي اختصاصي مرتبط بـا ژن      براي شناسايي . انجام شد 

و تكنيـك   ) PCR(اي پليمـراز     گاما، از واكـنش زنجيـره      وحشي و موتانت با اشعه    هاي  مولكولي سويه 

 تركيب آغـازگري    11 تركيب آغازگري مورد استفاده در اين تحقيق         12از  .  استفاده شد  STSمولكولي  

 جفـت آغـازگر، نـشانگرهاي       11ايـن   . هـاي مـورد مطالعـه تكثيـر نمودنـد         سويهباند يا باندهايي در     

هـاي مولكـولي    داده. هاي مسئول توليد ليزين در اين باكتري را ايجاد نمودنـد          اختصاصي مرتبط با ژن   

. هاي موتانت و وحشي وجود نداشـته اسـت        حاصل از اين تحقيق نشان داد كه هيچ تفاوتي بين سويه          

هاي حذف يا بيشبود در نواحي مرتبط با افزايش توليـد ليـزين            آن است كه جهش    اين مسئله حاكي از   

.هاي مكمل با آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق رخ داده استدر نواحي غير از توالي

باكتريوم كورينهباكتري  هاي مسئول توليد اسيدآمينه ليزين،     نشانگرهاي اختصاصي، ژن   :واژگان كليدي 

.STS و تكنيك مولكولي )PCR(اي پليمراز  واكنش زنجيره،گلوتاميكوم
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مقدمه1-1

در 1كـارل ايرايكـي      بـه نـام       بوسيله يـك مهنـدس مجارسـتاني       1917اصطلاح بيوتكنولوژي در سال     

تعريف بيوتكنولوژي يعنـي توليـد      در مفهوم كلي،  .ها بكار برده شد   موردچغندرقند براي تغذيه خوك   

دورنمـاي  بـدين ترتيـب،  .ها مي باشـد متابوليكي ميكروارگانيسممل ع ازهاي تجارتي حاصل  فرآورده

ردد كه مخمر را براي تخمير آبجـو بـه          گاي برمي تاريخي بيوتكنولوژي به زمان اولين سازندگان حرفه      

.يا سازندگان ماست كه باكتري را براي ساختن ماست مورد استفاده قرار دادندكار بردند و

گـذرد بكـارگيري    عليرغم اينكه از تولد علـم بيوتكنولـوژي بـه مفهـوم كنـوني آن ديـر زمـاني نمـي                    

.قـدمتي طـولاني دارد    ني نداشته و  ها براي اهداف صنعتي در سطح وسيع تازگي چندا        ميكروارگانيسم

هـاي تجـارتي    اي انبوه براي توليـد فـرآورده      ها را در توده   ميكروارگانيسمبيوتكنولوژي در اكثر موارد،   

.دهدمورد استفاده قرار مي

 در زمينـه    اًها مدتها است كه به عنوان يك ابزار بسيار مناسب براي مطالعات مختلف خـصوص              باكتري

گيرند بـه طـوري كـه كـشف بـسياري از فراينـدها               ژنتيك مورد استفاده قرار مي     بيولوژي مولكولي و  

افتد در اثر تحقيقاتي بوده است كه بر روي اين موجودات انجام            وسازوكارهايي كه در سلول اتفاق مي     

ها به همراه مدت زمان كوتـاهي        كشت اين گروه از ميكروارگانيسم     كم هزينه بودن  وساده  .شده است 

هاي نويني در مطالعات سلولي و مولكـولي بـا          شد آنها لازم است سبب شده است تا روش        كه براي ر  

هاي ژنتيكي صـورت    هاي شگرفي در زمينه دستكاري    امروزه پيشرفت .ها ابداع گردد  استفاده از باكتري  

پزشـكي و محـيط زيـست نمايـان         هاي مختلف صنايع داروسازي،   گرفته است كه نتيجه آن در بخش      

. گرددر روز نيز به اين دانش افزوده ميگرديده و ه

1Karl Eriky
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شان براي توليد و ترشح تعدادي از اسيد         به علت توانايي   1كورينه باكتريوم هاي متعلق به جنس     باكتري

هاي توليد صنعتي به ويژه براي توليد مقدار زياد اسيد          هاي مهم صنعتي و نوكلئوتيدها، در پروسه      آمينه

).2008كجلد (گيرندمورد استفاده قرار ميهاي گلوتامات و ليزين آمينه

محتـواي ليـزين در     .باشـد ليزين دومين اسيد آمينه مهم از لحاظ توليد صنعتي و مصارف غـذايي مـي              

غلات به جز آرد دانه روغني سويا بسيار كم مي باشد لذا افزودن آن به غذاي دام به منظور بالا بـردن                      

هاي تقاضا براي اين اسيدآمينه در سالهمين دليل بهسند،ر غلاتي است كه به مصرف دام مي درليزين

هـاي  هاي زيادي در زمينـه توليـد اسـيدهاي آمينـه بـه روش     شركت.استيافته افزايش شدت بهاخير  

.كنندشيميايي و تخميري فعاليت مي

و ...داروهـا و تغذيـه دام،  هاي از جمله ليزين در مـوارد مختلفـي هماننـد صـنايع غـذايي،              اسيد آمينه 

لازم به يادآوري است كه     .گيرندهمچنين به عنوان ماده اوليه در صنايع شيميايي مورد استفاده قرار مي           

باشد لذا در داخل كشور نيز اين اسـيد امينـه بـه          هاي ضروري در پستانداران مي    اسيد آمينه ليزين جزء 

 خريد آن همراه بـا صـرف        شود كه هاي غذايي به غذاي دام افزوده مي      عنوان يك جز اصلي در مكمل     

.باشدهزينه ارزي چشمگيري مي

توان با كشت و تكثير آنها      هاي طبيعي بسيار كم است و نمي      مقدار ليزين قابل توليد در ميكروارگانيسم     

هاي داراي توانايي توليـد مقـادير زيـاد         ميكروارگانيسم. مكمل اسيد آمينه مورد نياز بازار را تأمين كرد        

شوند و بـه صـورت انحـصاري در اختيـار چنـد      اسيون يا جهش تصادفي ايجاد ميليزين با روش موت  

هـاي   رقابت وجود دارد و سـويه       اسيدآمينه كنندههاي توليد  بين شركت  ).1998،  2شاه (كشور قرار دارد  

.كند پيوسته تغيير مي و نوع فرآيند توليدبيوتكنولوژيهاي روشميكروبي مورد استفاده،

حـائز اهميـت    هايي كه از نظـر اقتـصادي        سازي سويه در جهت توليد ميكروارگانيسم     بهينههاي  برنامه

هاي مختلفي وجود دارد كه طي   راه.شوند براي افزايش توليد يك محصول به كار برده مي         غالباًهستند  

1Corynebacterium
2Shah
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-جهـش (هاي ساده   استفاده از جهش  پايه  براصول ژنتيك   .تواند تغيير كند  آن ساختار مواد ژنتيكي مي    

. در يك نقطه دچار تغيير شده استDNAاستوار است كه در اين نوع جهش )اي نقطههاي

تري است  شود به علت تغييرات اساسي    ديده مي )و ديگر موجودات  (هااما بيشتر تنوعي كه در باكتري     

باشـد كـه در ايـن       ها مـي  ترين اين تغييرات حذف شدگي    ساده.گردد ايجاد مي  DNAكه در ساختمان    

).67 ،64: 1388دال و پارك، (گردد كاملاً محو مي) يا حتي چند ژن(اي از يك ژن خش عمدهحالت ب

زماني .ها اهميت دارند  انواع ديگري از تغييرات در مقياس بزرگ در توليد تنوع طبيعي ميكروارگانيسم           

ه بـر   عـلاو . آن ژن را غير فعال خواهد كرد       شود معمولاً  خارجي وارد يك ژن مي     DNAكه يك قطعه    

 به وسيله به دسـت  ها معمولاًتنوع در باكتريشود،موزمي ايجاد ميو كرDNAتغييراتي كه در ساختار

- خارج كروموزمي ميDNAافتد كه اين  خارج كروموزمي اتفاق مي DNA)يا از دست دادن(آوردن 

).68: 1388دال و پارك، ( شكل پلاسميد باشد يا باكتريوفاژتواند يا به

-شود به اين معني كه آنها بر ويژگيبتدا به وسيله اثرات فنوتيپيكي آنها تشخيص داده مي    ها در ا  جهش

توان اطلاعات زيادي متاسفانه هميشه با مشاهده فنوتيپ نمي.گذارندهاي قابل مشاهده سلول تاثير مي  

ار گرفتـه   توان گفت كه كدام ژن تحت تاثير قر       يعني با مشاهده فنوتيپ نمي    از ژنوتيپ به دست آورد؛    

.ن ايجاد شده استآاست و اينكه چه نوع جهشي در 

اما هنر واقعي در طراحي ابزاري       به طور تصادفي تغيير ايجاد كرد،      DNAتوان در    به راحتي مي   معمولاً

-هاي اختصاصي تغيير پيدا كـرده اي را جدا نمود كه در آن ژن      است كه به آن وسيله بتوان جهش يافته       

پذيرد كه در آن سـويه  اين عمل به طور مؤثر با استفاده از شرايط رشد انجام ميدر صورت امكان    .اند

گزينش روشي كه به آن وسيله بتوان جهـش يافتـه مـورد    .باشداصلي يا جهش يافته قادر به رشد نمي  

دال و پـارك ،   (نظر را انتخاب نمود بستگي به طبيعت جهش و نتايج حاصل از آن بـراي سـلول دارد        

1388 :87.(

رن تسـا شناسـاگرهاي ژنـي،   ،)PCR(اي پليمـراز    هاي مولكولي مانند واكنش زنجيـره     بعضي از روش  

 نشانگرهاي مولكـولي    .ها نقش دارند   نيز در تشخيص انواع جهش يافته      DNAتعيين توالي   بلاتينگ و 
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جود هاي جهش يافته برتر و تشخيص تنوع مو  كه كارايي گزينش را در انتخاب لاين       نيز ابزاري هستند  

.دهندهاي جهش يافته را افزايش ميبين لاين

اگرچـه پتانـسيل    .گيرنـد اي مورد استفاده قـرار مـي      در هر موجود زنده   نشانگرهاي مولكولي فراوان و   

ولي كاربرد آنهـا     سال پيش شناخته شده بود،     75نشانگرهاي مولكولي براي اصلاح كنندگان از حدود        

گـسترش نـشانگرهاي    .شانگرهاي مناسب محـدود بـوده اسـت        سال پيش به دليل نبود ن      30تا حدود   

DNA    هاي بسياري براي غلبه بر مشكلات اصلاحي و ژنتيكـي موجـودات             موجب به كارگيري روش

اي و كـاربردي در انـسان،       براي مطالعـات پايـه     DNAهاي  از نشانگر هاي گذشته، در سال .شده است 

انـد و در   معرفـي شـده   DNAيـادي از نـشانگرهاي      تاكنون تعـداد ز   . حيوان و گياه استفاده شده است     

هـا  اين نشانگرها از نظر بسياري از ويژگـي       اند،هاي ژنتيكي موجودات مورد استفاده قرار گرفته      تجزيه

نياز يـا عـدم    توزيع در سطح كروموزوم، تكرارپذيري،    غالب يا همبارز بودن،   مانند ميزان چند شكلي،   

ابـداع و معرفـي     بـدون ترديـد،   .ينه مورد نياز با همديگر متفاوتنـد       الگو و هز   DNAيابي  نياز به توالي  

 داشـته   DNA بيشترين نقـش را در توسـعه و تكامـل نـشانگرهاي              PCRاي پليمراز يا    واكنش زنجيره 

 نشانگري هر.تاسDNA يك روش سريع تكثير آزمايشگاهي قطعه يا قطعات مورد نظر  PCR.است

راز باشد و با استفاده از آغازگرهاي اختـصاصي ژن مـورد بررسـي             اي پليم كه مبتني بر واكنش زنجيره    

زيرا پـيش از    شود،يك جايگاه نشانمند در توالي ناميده مي      ايجاد شود، ) نوكلئوتيد 18معمولا بيش از  (

).73، 5: 1388نقوي، ( صورت گرفته استيابيرديفبيگمان در يك مرحله، آغازگر،طراحي

 هدف1-2

مختلـف  صـنايع بسياري دراست و كاربردهايضروريهايآمينهاسيدازيكينليزي-�از آنجايي كه 

بـراي تحقيقـات گـسترش بهمنجرافزايش يافته وآمينهاسيداينتقاضا براياخيرهايسالدردارد،

 گرچه در داخل كشور اقداماتي براي ايجاد جهـش و افـزايش   �استشدهاسيدآمينهاينصنعتيتوليد

هـاي  تاكنون در زمينه شناسايي نشانگرهاي اختصاصي مرتبط بـا ژن         صورت گرفته است،  توليد ليزين   

هدف پژوهش . اي انجام نشده استمسئول توليد ليزين در باكتري كورينه باكتريوم گلوتاميكوم مطالعه      
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شناسايي نشانگرهاي اختصاصي مرتبط با ژنهاي مـسئول توليـد اسـيدآمينه ليـزين در بـاكتري                حاضر،  

. مي باشد��� باكتريوم گلوتاميكوم با استفاده از تكنيك مولكولي كورينه


