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  چكيده
 هـاي  روشمحـوري را در   يي باكتري، نقش ـها مولكولي سلول سازي ترانسفورم :ه و هدفمقدم
به روش شيميايي و يـا بـه    سازي در حال حاضر عمل ترانسفورم. كند سازي مولكولي ايفا مي كلون
ها به ميزان تجربه  اين روش درصد موفقيت. شود ميانجام  )الكتروپوريشن(يكي الكتر شوك روش

سازي مولكـولي كـارايي و    بنابراين هر اندازه روش ترانسفورم. كننده ارتباط دارد و دقت آزمايش
هدف از تحقيـق   تري داشته باشد درصد ميزان موفقيت آن روش افزايش خواهد يافت، كيفيت بيش

بـود تـا    E.coliهاي  ولسازي مولكولي سل حاضر طراحي يك روش ساده و سريع براي ترانسفورم
  .نيز باشد  قيمت و اختصاصي واجد كارايي لازم گرانابزارهاي ضمن عدم نياز به 

را بـا محلـول    آن ،سازي رسوب سلول باكتريايي ما بعد از آمادهابدايي در روش  :ها مواد و روش
 )CTS( (Competent Transformation Solution) هاي مسـتعد  كننده سلول ترانسفورم جديدي به نام

 درجـه  4پلاسـميدي و انكوباسـيون در دمـاي     DNAميكروليتـر   1پـس از اضـافه كـردن     ،مخلوط
گـراد انكوبـه    سـانتي   درجه 37شده و در دماي  دقيقه به آن گلوكز اضافه  5-30گراد به مدت  سانتي 

سـيم كلرايـد   مـولار كل  ميلي 100آگار حاوي  LBدر پليت انتخابي  ها سلول عمل كشت گرديد، سپس
هاي ترانسفورم شده بر روي  هاي مربوط به سلول ساعته كلني 18انجام شد تا پس از انكوباسيون 

  . پليت رشد يابند
از انـواع   تـر  بـيش كـارايي آن  كـه   حـذف شـد ضـمن ايـن    مرحله شوك گرمايي  در اين روش :نتايج
  ). پلاسميدي DNAرم ترانسفورم شده در هر ميكروگسلول  107(محاسبه گرديد  معمولي ها روش
ي مستعد و ها سلولبه عنوان يك روش ساده و راحت براي تهيه همزمان  حاضرروش  :گيري نتيجه

  . گردد معرفي ميسازي  ترانسفورم
  

  هاي مستعد، اشريشياكلي سازي، سلول ترانسفورم :هاي آليدي واژه
  
  
  

  20/2/86:     وصول
 1/11/87 :آخرين اصلاحات

 8/11/87:    پذيرش
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  مقدمه
ي مستعد باكتريايي ها سلولبه ) Plasmid( انتقال پلاسميد

)Bacterial Competent cell (    بـا اسـتفاده از روش شـوك
شناسي مولكولي اسـت   ادين در زيستگرمايي روش بني

سـازي   هـاي ترانسـفورم   اكثـر روش پايه و اسـاس  . ]1[
هيگـا  و  (Mandel)ها بـر پايـه مشـاهدات منـدل      باكتري
(Higa)  يك روش ]2[طراحي شده است 1970در سال ،

و هـارتين   (Ryu)ترانسفورماسيون ديگر هم توسط ريـو  
(Hartin)  ــه از شــوك ــده اســت ك ــه ش الكتريكــي  ارائ

)Electroporation ( ــتفاده ــياس ــد م ــالاي كن ــارايي ب ، ك
در هر  109-1010 ترانسفورماسيون در اين روش بيش از

بــا ايــن وجــود، بــه دليــل . ]3[اســت DNAميكروگــرم 
نيازمندي روش شوك الكتريكي به ابزارهاي اختصاصـي  
ــياري از     ــا در بس ــن ابزاره ــودن اي ــراهم ب ــدم ف و ع

تـر، كـم    ي سـاده هـا  روش، منطقي است از ها هآزمايشگا
ي هـا  روشدر . تر و با كارايي بـالا اسـتفاده شـود    هزينه

گيري از نوعي روش آزمايشگاهي سريع و  مولكولي بهره
ي هـا  روشتواند جايگزيني مناسب براي  ارزان قيمت مي
ي ارزان قيمت ها روشمحققين استفاده از . پرهزينه باشد

گير ترجيح  ي وقتها روشالوصول را همواره بر  و سريع
سـازي روش   مقصـود، جهـت سـاده   براي اين . دهند مي

. سازي، مطالعات مختلفي صورت گرفته است ترانسفورم
با ) E.coli(كلي  سازي اشريشيا روش استاندارد ترانسفورم

پلاسـميدي شـامل دو مرحلـه    ) DNA(اسيد نوكلوئيـك  
كلرايـد   ها در محلول كلسيم  در مرحله اول سلول: است

)CaCl2 (گراد با ماي صفردرجه سانتيو د DNA   مخلـوط
 يـك پـالس حرارتـي   ها  آن و در مرحله دوم به شوند مي
°C42 مرحله اول باعـث مسـتعدد شـدن    . گردد وارد مي

شـده و اعتقـاد    DNAي باكتري نسبت به جذب ها سلول
بر اين اسـت كـه مرحلـه دوم نيـز از طريـق مكانيسـم       

ــناخته ــهيل    DNAاي ورود  ناشـ ــلول تسـ ــه سـ را بـ
در راستاي تلاش محققين براي دسـتيابي  . ]5و4[سازد يم

دهنـده   ي كارآمدتر همواره در اجزاي تشـكيل ها روشبه 
بافرهاي مورد استفاده در فرآيند  pHها، غلظت و  محلول

ي مسـتعد تغييـرات و اصـلاحات متنـوعي     ها سلولتهيه 
هدف از مطالعه حاضر نيـز  . ]6-17[صورت يافته است 

ي ها سلولجهت تهيه  مؤثرآسان و اندازي يك روش  راه
بـا توجـه بـه امكانـات     ها  آن سازي مستعد و ترانسفورم
  . است ي معمولها هموجود در آزمايشگا

  بررسي روش
 هاي باكتريايي و سوشپلاسميد 

 ،DH5α كلي هاي اشريشيا يهسوهاي خود از  ما در آزمايش
XL1 blue، TG1  وTop10F´ ــرديم ــتفاده ك پلاســميد . اس

pGEX  ــدازه ــا ان ــه   bp 4900ب ــت ب ــد ژن مقاوم واج
ي مورد استفاده در تحقيـق  پلاسميد DNAسيلين نيز  آمپي

پلاسميدي مذكور  DNAهاي باكتري و  سويه. حاضر بود
هاي نوين علـوم پزشـكي جهـاد     آوري فن گاهپژوهش از

   .تأمين گرديدسينا  ابن -دانشگاهي
  

ــورز  ــارز DNAالكتروف ــين غلظــت  در ژل آگ و تعي
DNA پلاسميدي  

بـا  ) مورد نظـر  DNA با توجه به اندازه قطعه(ژل آگارز 
خـتن نمونـه در   پـس از ري . تهيـه شـد   درصد 1غلظت 

به جريان  TBEبافر در حضور چاهك، تانك الكتروفورز 
تـا  و وصل گرديد  V/Cm 10-5به ميزان  DCالكتريسيته 

 Bromophenol( زمان رسيدن رنگ آبـي بروموفنـل بلـو   

blue( ـ   .ك انتهـاي ژل، الكتروفـورز انجـام شـد    به نزدي
واسطه حضـور اتيـديوم    هبهاي اسيد نوكلوييك  مولكول
توسـط دسـتگاه    UVبرابر نور درخشش آن در  برمايد و

 DNA. مورد بررسي قـرار گرفتنـد   (UV) ترانس لوميناتور
پلاسميدي بر اسـاس انـدازه و داشـتن شـكل حلقـوي      

(Supercoil)  كلوييـك قابـل  هاي اسيد نو ساير مولكولاز 
گيري  پلاسميدي با اندازه DNAغلظت . ]18[ تمايز است

ل در طـو  DNAميزان جذب نور غيرمرئي محلول واجـد  
ــوج  ــانومتر و  260م ــهن ــيله ب ــومتر  وس ــتگاه بيوفت دس

)BioPhotometer; Eppendorf (محاسبه شد.  
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  E.coliهاي  كشت سويه
 ml 3 واجـد  Loosely Cappedدار به نام  دربهاي  لولهبه 

ســيلين  آمپــي µg/ml 100 و LB (Luria Bertani) محــيط
)LB+Amp (10 هــاي  ميكروليتــر مــايع تلقــيح از تيــوب

سـانتي   درجه -70در گليسرول و دماي E.coliشده  ذخيره
گـراد و   درجـه سـانتي   37گراد اضافه شد و در دمـاي  

ســاعت  16بــه مــدت  )rpm250(انكوبــاتور شــيكردار 
هاي شـبانه   هاي حاصل همان كشت كشت. انكوبه گرديد

)Overnight (آيند به حساب مي.  
و  E.coliهاي مستعد  هاي شيميايي تهيه سلول روش

  سازي ترانسفورم
  كلرايد ر با كلسيمروش تيما )الف

و  (Cohen)اسـاس روش كـوهن   كلرايد بر روش كلسيم 
 ـ]. 10[همكارانش انجام شد هـاي   ن كـار سـلول  براي اي

و ) مولار ميلي 100(كلي را با بافر كلسيم كلرايد  اشريشيا
سـپس  . به حالت سوسپانسيون درآورديـم  C4° در دماي

ــيون،   ــت ترانسفورماس ــيون   DNAجه ــه سوسپانس را ب
افزوده و مخلوط را پس از يك شـوك   هاي مستعد  سلول

 1پـس از   C4°و بلافاصله شـوك سـرد    C42° حرارتي
 LB agarبر روي پليت  C37°انكوباسيون در دمايساعت 

+Amp (100 mg/ml) كشت داديم .  
  

  روش اصلاحي) ب
ليتـر   ميلـي  3ميكروليتر از كشت شبانه باكتري را به  30

انكوبـه   rpm 225با دور  منتقل كرده وجديد  L.Bمحيط 
 4/0نانومتر به حدود  600رشد در طول موج  ODشد تا 

نمونـه كشـت بـه دو     سلولي رسوب پس از تهيه. ديرس
ليتر محلول  ميلي 1 ها قسمت تقسيم شد و به هر دوي آن

 Competent(سـرد   CTSسازي  جديد مستعد و ترانسفورم

& Transformation Solution ( 0.5واجد% yeast extract ،2% 

tryptone ،10% PEG، 10mM NaCl ،10mM MgCl2 ،10mM 

MgSO4، 15mM CaCl2 ،50 mM MnCl2   بـاPH 6.7   اضـافه
ــه. شــد ــه يكــي از نمون  10و  DMSOدرصــد  5هــا،  ب
اضافه شد و به نمونه ديگر هيچ يك از  PIPESمولار  ميلي

از قبل كه ميكروتيوب  به هر دو. اين دو ماده اضافه نشد

ــانوگرم 1/0(ميكروليتــر  1بودنــد ســرد شــده   DNA) ن
درجـه   4دقيقه در  30-5 برايده و كرپلاسميدي اضافه 

ميكروليتـر   10سـپس بـه آن   . ندگراد انكوبه شـد  سانتي
ديگـر در   ساعت 1 برايمولار اضافه گرديد و  1گلوكز 
انكوبـه   rpm 225دور  گـراد و  درجـه سـانتي   37دماي 
ميكروليتـر از سوسپانسـيون    100در اين مرحلـه  . ندشد

از  پليت طور جداگانه در باكتريايي هر دو ميكروتيوب به
 CaCl2مـولار   ميلـي  100واجـد  Amp+LB پيش گرم شده

 (glass spreader)اي  هاي شيشه كشت داده شدند و با گوي
هـاي   مشاهده سـلول  جهت. در سطح پليت پخش شدند

صورت كشت شبانه  هاي مذكور به ترانسفورم شده، پليت
  .گراد انكوبه گرديدند درجه سانتي 37در دماي 

بـر حسـب    سازي كارايي ترانسفورم محاسبه تعداد
 (cfu)واحد ايجاد كلوئي 

و همكارانش  Tuبر اساس روش سازي  كارايي ترانسفورم
  : شد وسيله دو معادله زير محاسبه  به] 11[

تعــداد = )cfu(هــاي ترانســفورم شــده  تعــداد كلنــي
ميـزان حجـم    × ميـزان رقـت   ×يـايي   هاي باكتري كلني

  . حجم پليت ÷ سازي مخلوط ترانسفورم
هاي ترانسفورم  تعداد كلني= سازي ترانسفورمكارايي 

غلظت پلاسميد مورد اسـتفاده بـر حسـب     ÷) cfu(شده 
  .)cfu/µg(ميكروگرم 

  
  نتايج

ــاده  در روش ــت و آم ــاي كش ــيون   ه ــازي سوسپانس س
باكتريايي از شرايط مشترك اسـتفاده گرديـد تـا تعـداد     

هاي مختلـف   كننده در عمليات هاي باكتري شركت سلول
و ترانسفورماسـيون برابـر و قابـل مقايسـه     مستعدسازي 

، تعـدادي از  سازي پس از انجام فرآيند ترانسفورم. باشد
بـه طـور    Amp+LB محيط بر رويي رشد كرده  ها كلني

 انتخاب شدند و پـس از تخلـيص پلاسـميد از    تصادفي
بـه عمـل    درصـد  1الكتروفورز بر روي ژل آگارز ها  آن
 100طور ميـانگين   بهما سازي  روش ترانسفورمدر  .آمد

قابـل   متـر  سـانتي  10هاي كشت با قطر  كلني روي پليت
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هـاي   تعداد كلني Tu ، بنابراين طبق معادلهندمشاهده بود
  :شدندگونه محاسبه  اين ترانسفورم شده

  
  

ي هـا  سلولپلاسميدي اضافه شده به  DNA طرفياز 
نانوگرم  1/0با غلظت  ميكروليتر 1در اين تحقيق مستعد 

 سازي برابر اسـت  ترانسفورمآيند  فركارايي بنابراين بود، 
  : با

  
  

متفـاوت  هـاي   ما نشان داد كـه سـوش   هاي آزمايش
E.coli ــاي  ويژگــي ــد، همچــون  ه ــاوتي دارن رشــد متف
E.coli  هايXL1blue، TG1  وDH5αپتيمم رنـج  ، از اينرو ا

OD ورود بـه فـاز   نانومتر براي  600در طول موج ها  آن
دامنه مناسب  عنوان مثال به: متفاوت استلگاريتمي رشد 

OD ورود به فاز لگـاريتمي رشـد بـراي    براي XL1blue 
و بـراي   2/0-5/0برابـر   TG1بـراي   ؛45/0-15/0برابر 

DH5α  1 ارنمود(است  145/0تا 45/0بين.(   
  

  
 DH5α ،XL1هـاي   رشـد سـلول   مقايسه اپتيمم رنج .1نمودار 

Blue ،TG1  وTop10F  ز لگاريتمي رشد جهـت  فابراي ورود به
  .هاي مستعد تهيه سلول

  
براي اطمينـان از كـارا بـودن روش معرفـي شـده،      

سازي اين روش بـر روي سـه سـويه     كارايي ترانسفورم
ترين ميـزان كـارايي    كم. نيز محاسبه گرديد E.coliديگر 

 ´XL1blueترين ميزان در  و بيش TG1سازي در  ترانسفورم

برابر روش معمول كلسيم  10مشاهده گرديد كه بيش از 
  ).1جدول(كلرايد است 

  
 بحث

سـازي ارائـه شـده در تحقيـق      كارايي روش ترانسفورم
محاسبه گرديـد يعنـي    cfu/µg107× 65/1حاضر حدود  

برابـر روش معمـول كلسـيم كلرايـد بـراي       10بيش از 
 سـازي  ين كـارايي ترانسـفورم  تـر  سازي، بيش ترانسفورم

در  هـا  سـلول ي باكتريايي زماني است كه ايـن  ها سلول
كـه    جـا  مرحله ورود به فاز لگاريتمي رشد باشند، از آن

ها هنگام ورود به فـاز لگـاريتمي    باكتري ODاپتيمم رنج 
رشد متفاوت است، بايستي هنگام كار بـا سـويه جديـد    

فـاكتور مهـم   ). 1نمـودار  (اپتيمم رنج آن به دست آيد 
ســازي وجــود و غلظــت  ديگــر در كــارايي ترانســفورم

هـاي   از نمكهاي دو ظرفيتي است كه با استفاده  كاتيون
ــأمين اســت ايــن كــاتيون ــواي. هــا قابــل ت و ) Inoue( ن

 و هلـر ) Brian( ، بريـان TBاز محلـول  ] 19[همكارانش 
)Heler( ]6از ] 7وTFB    به جـاي محلـولCaCl2   اسـتفاده

محلـول  هـا   آن ما نيز با الگوبرداري از مطالعـات . كردند
مناسبي براي مستعدسازي سلول اشريشياكلي نسـبت بـه   

پلاســميدي معرفــي كــرديم كــه كــارايي  DNAجــذب 
تعـداد  . برابر افزايش داد 10زي را بيش از سا ترانسفورم

 CaCl2ترانسـفورم شـده در اسـتفاده از روش    هاي  سلول
 DNAدر هر ميكروگرم  گراد سانتيدرجه  37معمولي در 
. ]18[اسـت گزارش شده  1×105 ~ 10×105 پلاسميدي

تـر   الوصـول  تحت شرايط سـهل  CTS استفاده از محلول
در هـر    رم شـده ترانسـفو هاي  سلولمنجر شد كه تعداد 

افزايش  1×108 ~ 5×108 به پلاسميدي DNAميكروگرم 
به  DMSOاند اضافه كردن  مطالعات قبلي نشان داده .يابد

سازي را افزايش خواهـد   ميزان زيادي كارايي ترانسفورم
و ) Kurien(كـورين  تحقيـق،   مشابه همين. ]19و15[داد 

بـا   مستعدي ها سلولن با انكوباسيو) Scofield(اسكوفيلد 
DNA كلسيم /اتيلن گليكول پلاسميدي در يك محلول پلي

و يك دوره انكوباسـيون كوتـاه و    )PEG/CaCl2(كلرايد 
بـه صـورت مـؤثرتري     DNAشوك گرمايي باعث شدند 
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نتـايج تحقيـق حاضـر نيـز     . ]8و6[شـود  ها سلولجذب 
را در شـرايط حضـور    سـازي  افزايش كارايي ترانسفورم

DMSO  وPIPES 1 جدول(دهد  نشان مي .(  

را  LBتـر از محـيط    هاي غني مطالعات گذشته محيط
  ي دختري حاوي ها سلولو تكثير  ها سلولبازآوري براي 

  

  
  
 )ميانگين( E.coliهاي متفاوت  پلاسميدي در سويه DNAسازي  مقايسه كارايي ترانسفورم. 1 جدول

 E.coli  ها سويه
ترانسفورماسيون روشكارايي

  كلسيم كلرايد
كارايي ترانسفورماسيون روش 

  PIPESو  DMSOاصلاحي بدون 
كارايي ترانسفورماسيون روش 

  PIPESو  DMSOاصلاحي واجد 
XL1blue 106×51/6 106×95/6  107 ×65/1  

DH5α  106×31/2 106×65/1  107 ×6/1  
Top 10 F´  106×42/2 106×8/1  107 ×5/1  

TG1  106×01/2 106×37/1  107 ×4/1  
  

  

 و SOBهـاي   همچـون محـيط  (اند  هپلاسميد پيشنهاد كرد
SOC ( تـر انجـام    هـا سـريع   باكتريرشد  ها محيطدر اين
تواننـد   مـي   ترانسفورم شدههاي  سلول؛ همچنين شود مي

جامـد   سـاعت در محـيط   12خيلي زودتر يعني بعد از 
سـازي   بر همين اسـاس محلـول ترانسـفورم   . رشد يابند
؛ اسـت  ما در واقع يك محيط كشت غني نيز معرفي شده
بـراي   SOCيـا   SOBهـاي   توان همانند محيط چرا كه مي

ي حـاوي  هـا  سـلول و تكثيـر   هـا  سلولبازآوري مرحله 
  . كار رود پلاسميد نيز به

 آيا مرحله شوك گرمايي بـراي جـذب   كه اين ةدربار
DNA 9[است كمي بحث وجود دارد و ضروري حياتي[. 

سـازي   ترانسفورم در جديدترين تحقيق انجام شده روش
با استفاده از شوك گرمايي انجام شـده   E.coliي ها سلول
كه در روش ارائه شده مرحله  در حالي ]6و5،4،1[است

به طور ميانگين  كه اين شوك گرمايي حذف گرديد ضمن
از  تر بيشبرابر  10سازي حدود  مكارايي روش ترانسفور

. ]20و17،16،7،6[شـود   مـي ي معمول گزارش ها روش
ي معمول از قبيل تيمـار بـا محلـول كلسـيم     ها روشدر 

كه دوره  شود ميكلرايد، تعداد زيادي سلول مستعد تهيه 
بنـابراين پـس از   . بيني نيست نيز قابل پيشها  آن مصرف

مستعد شده باقي ي ها سلولمدتي بازده ترانسفورماسيون 
مجدداً با  ذيرش پلاسميد كاهش يافته و بايدمانده براي پ

ي مستعد تازه تهيه ها سلولاي ديگر،  صرف زمان و هزينه

بنابراين پيدا كردن روشي كه به تعداد لازم و در . گردند
ــاز  ــان ني ــام مصــرف(زم ــتعد ) هنگ ــوان ســلول مس بت

تري  ترانسفورماسيون تهيه كرد روش جالب و قابل قبول
پـس از   CTSدر تحقيق حاضر محلول كامل . خواهد بود

بش نـور  و دور از تـا ) C4°(ماه نگهداري در يخچال  6
مورد استفاده قرار گرفـت   ها مجدداً جهت تكرار آزمايش

هـاي   و خوشبختانه تفاوت چشمگيري در تعداد بـاكتري 
هـا   هداد(نوتركيب ايجاد شده نسبت به قبل مشاهده نشد 

توانـد دليلـي بـر     اين مطلب مي). ده استنشان داده نش
  . و زمان ياد شده باشد C4° پايداري اين محلول در دماي

 
  تشكر و قدرداني

 مقاله حاضر بخشي از پروژه تحقيقاتي جهاد دانشـگاهي 
ساخت كيت ترانسفورماسيون باكتري اشريشـياكلي بـا   «

بـه  » ن نوتركيبييكارايي بالا جهت تسريع در توليد پروت
معاونـت پـژوهش و   مصـوب   1233-10شماره ثبـت  

بدين وسـيله از سـازمان   . است فناوري جهاد دانشگاهي
  .گردد قدرداني مي بخاطر حمايت مالي د شدهيا
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