
 

 

  

  

  در عصر نوين  ژنتيك هاي تكنيك مبناي شناخت تحليل و
  1فاطمه رسولي نژاد

  فاطمه ميرزايي چهارراهي

 

  چكيده

آغاز شد بعد با كشف  1953از سال  DNAتكنيكهاي فني ژنتيكي بعد از شناسايي كامل 
ژنتيك وارد مسيري تازه . توسط فرانسيس كريك اتفاق اتفاد 1958حكم مركزي در سال 

شد كه هدف آن درك پنج الگوي رفتاري سلولي رشد تقسيم تمايز، حركت و ميانكش 
ميزان پيشرفت در اين زمينه باعث بهت و حيرت و حتي خوپش بين ترين دانشمندان . است

شد بطور روزانه كشفيات بدست آمده از آزمايشگاههاي تحقيقاتي خبر از شناسايي ژن با
هاي جديد عامل بيماري ها يا محصولات بيوتكنولوژي نويد بخش مي دهند اكثر كشفيات 

بدست آمده اند اگر ) ويرو ها ، باكتري ها( مهم ژنتيكي با استفاده از ساده ترين موجودات 
  . ديد در مورد گياهان و پستانداران نيز ارائه شده استچه امروزه يافته هاي ج
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   DNA بررسي ساختار  :بخش اول

پلي است كه از تعداد زيادي نوكلئوتيد ساخته شده فرق نوكلوئيد ها در  DNAساختمان 
را در  G,A . C,Tبا امكانات ساده مقدار  Charaffبازنيتروژن داراست دانشمندي به نام 

ديدار . موجودات مختلف استخراج كرد و مقدار نسبي آن را حساب كرد و نتايجي گرفت

هاي دو رشته اي DNAهمه 
1,1 

T

A

C

G

و همواره 
1



TC

AG

  .است 

متوجه شدند xاشعه را استخراج كرده و از طريق  DNAخانم فرانكلين و ويل كين 
DNA  دو رشته اي است اما سرانجامWatson  وcrick    مدل  1953در سالDNA  را

 Douldeمولكولي دو رشته اي است و مارپيچ  DNAارائه دادند و گفتند كه مولكول 

Helix  علت مارپيچDNA است و جفت نوكلئويد ها با هم زاويه دارند.  

نوكلئوتيد وجود  10محاسبه كردند و اثبات كردند كه در هر  36اندازه زاويه هر جفت را 
در نتيجه زاويه هاي وپيچ ها  nm 0,34درجه هر چفت باز  DNA A 34دارد طول هر 

است كه اگر ازبيرون به آن  DNAداراي شيار بزرگ و كوچك است به آن قسمتي از 
م اين شيارها محل اتصال هستند اين شيار به وسيله بنگريم جفت نوكلئوتيدها را مي بيني

  .پروتئين هايي به آنها متصلند نقش مهمي در ميان ژن ها دارند

  علت ايجاد شيار: بند اول

 B,Z,Aبه فرمهاي  DNAاز نوع هيدروژني ، هيدروفوب  DNAنيروهاي موجود در 
مي آيند در يك  بدست B- DNAدر سلول وجود ندارد و از آبگيري  Aفرم . وجود دارد
A- DNA  23تانوكلئوتيد وجود دارد و قطري بجاي  10در هر دور بجايA-20A  درجه
است در اينجا هم شيار بزرگ و كوچك  34راست گرد زاويه حدود  B- DNAاست مثل 
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 B- DNAفرم . داريم A- DNAرا مشابه  RNA- DNAما در سلول هيريد . وجود دارد

در سلول است اما فرم  DNAيك شرح دادند و فرم شايع همان فرم است كه واتسون و كر
فراوان دارند خيلي باريك است قطر  G-Cتشكيل مي شود كه  DNAدر مناطقي از  2

18A  است و در هر دو جفت نوكلئوتيد دارند و تنهاDNA  چپ گرد است و فقط شيار
هم  D,E,Cفرم هاي . است 45Aكوچك دارد و طرف ديگر صاف است در طول هر دو 

  .فقط در شرايط آزمايشگاه ساخته شده اند

DNA رشته . خطي تك رشته اي و دو رشته اي مارپيچ وجود دارد –بصورت حلقوي
تعداد  DNAوقتي در .نام دارد  Non codingنام دارد و رشته ديگر  Codingالگوي آن 

د ديگر را قطع مي كند مساوي باش RNAو  DNAدورها با تعداد دفعات كه يك رشته 
 supyeoilباشد نه رشته بر روي رشته حالت  DNAبر روي   DNAيعني در حقيقت 

نزديك است در تكنيك هاي  DNAداريم حالت چپ گرد سوپركويل به فرم فعال 
جديدي از آنزيم هاي توپوايز كه در تبديل حالات سوپر كويل از چپ به راست يا حالت 

بسته  DNAهاي كوچكتر از خود در فضا DNAفشرده كردن .خنثي استفاده مي كنند
در اين كار بوسيله پروفين . مي گويند كه دريوكاريوتها اهميت بيشتري دارد DNAبندي 

ليزين و آرژنين زياد (پروتن هاي هيستون كه شديدا قليايي هستند . هايي انجام مي شود
  Hn , H3 ,H2B ,H2A, H1در اين كار نقش عمده اي دارند اين پروتين ها شامل ) دارند

هستند مولكولها ي حفظ شده در تمام گونه ها هستند كه در مقابل موتاسيون ها ازبين نرفته 
شكل  DNAاند و اين دليل بر حساسيت كار آنها است و در نهايت كار بسته بندي 

يا غلظت .كروموزوم بوجود مي آيد كه در مرحله مستافاز بهترين فشردگي ديده مي شود
است و شبيه گردن بند تسبيح مانند  10nmنمك كم ساختماني ديده مي شود كه قطر آن 

هضم كرد پي برد كه اينكه  DNAكه بين دانه هاي تسبح قرار دارند را مي توان // است و 
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DNA  گردنبند را نوكلئورد گويند كه داراي پروتئين هاي هيستون است دانه اي روي
در غلظت نمك بال گردنبند يك شكل پيچيده به نام سولئوئيد به خود مي گيرد كه . است

وزوم در نتيجه پيچش بيشتر رخ است و بعد از حالت سلنوتندي كروم 30nmقطر آن 
  .هدميد

  DNAتوالي هاي  :بند دوم

هستند درصد كمي از ژنوم انسان بيان مي شود  DNA  Noncodingبيشتر توالي هاي 
اين توالي .اشاره مي كنيم DNAكه به آنها كودينگ مي گويند و مابرخي از توالي هادر 

ها تكراري و فعال هستند انواع متعددي از پروئن ها بوسيله فاميلهاي ژني همولوگ كه در 
يله ايي داراي چند ژن و يا تعداد سرتا سر ژنوم پراكنده شده اند كه مي شوند چنين فام

( و هستيرتما ) ژن 20بيش از ( كواتين ها )ژن 30تا  5( بسياري ژن هستند مثل آكتين ها 
ژن هاي همولوگ متفاوت ممكن است وظايف نسبتاً متفاوتي داشته ) ژن 1000تا  100

كاذب باشند بعضي از ژن هاي درون فاميل ممكن است فعال نباشند و لذا سبب ژن هاي 
  .رونويسي شده شود

فاميل هاي در اين ژنها بصورت رشته اي پشت سر هم قرار گرفته اند مثل سازمان دهنده 
مكش ميوه به  x,yبر روي كروموزم هاي  Noامروزه مشخص شده كه )  No(هستك

يا مثال ديگر . مي باشد rRNDنسخه پشت سر هم از ژنهاي  250تا  150ترتيب داراي 
tRNA   

و  RNAهستند كه  DNAتلومرها، داراي رشته هاي پشت سر هم ساده اي از توالي هاي 
يا محصول پروتئيني را كه نمي كشند اما وظيفه معيني دارند مثلا در تاژك تكراري از 

اين توالي ها نسخه .وجود دارد TTAGGGدر انسان تكراري از توالي  TTGGGGتوالي 
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ي هاي فعال هستند اندازه آن در ژنوم تعجب آور است هاي بيشتري در ژنوم نسبت به توال

  .از ژنوم انسان است و اين توالي ها به سه دسته تقسيم مي شوند 20%مثلا در انسان حدود 

1- DNA سانترامري با تكرار زياد:  

ژنومي براي مدت طولاني در شيب كريد سديم در ساير هويژ قرار مي  DNAهنگاميكه 
بصورت يك باند قابل رويت در مي آيد اما باندها ماهواره اي نيز مشاهده مي  DNAگيرد 

هايي ماهواره اي را چندين تكرار  DNAهستند چنين  DNAشوند كه متمايز از باند اصلي 
پشت سر هم از توالي هاي نوكلئوتيدي كوتاه هستند كه اگر باز شوند طول آنها صدها كيلو 

كاوشگر تهيه مي شود براي  DNAچنين توالي هاي ساده اي  هنگاميكه از. باز خواهد شد
نشانه گذاري كروموزوم از آن استفاده مي شود مشاهده مي شود كه حجم زيادي از 

DNA  ناحيه هتروكروماتين قرار دارد كه مجاور سانتي و مراست تعداد  ماهواره اي
  .بار است 10ز واحد هاي تكراري يك يا چند تا است كه معمولا طول آنها كمتر ا

2- VNTR  : يك دسته بخصوص از تكرارهاي پشت سر هم تعداد متغيري را در
مكانهاي كروموزومي متفاوت در اعضاي انفرادي يك گونه شان مي دهد اين نوع تكرار 

ماهوارك مي گويند  DNAو بعضي اوقات VNTRرا تكرار پشت سر هم با تعداد متغير 
يك تا پنج كيلو باز هستند كه شامل تعداد متغيري از اين مكان ها در انسان توالي هايي 

روش هايي مخصوص توالي  . نوكلوئيد مي باشد 100تا  15واحدهاي تكراري با طول 
VNTRو از اين نوع . است كه در پزشكي قانوني كاربرد فراوان داردDNA  براي تهيه

  .ات استفاده مي شودنشانگرهاي مولكولي بمنظور نقشه يابي درژنوم انسان و ساير موجود

 :توالي هاي جابجا شده -3
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زيادي از ژنوم يوكاريوتها داراي اين توالي هستند كه از طريق رونويسي خود  Aبخش 
در داخل ژنوم تكثير شده اند و مي توانند به محل هاي جديد حركت كنند اين عناصر را 

ومها داراي چندين بسياري از ژن) ترانس پوزون. (در مجموع توالي هاي جابجا شده گويند
نسخه از چنين عناصري هستند و يا انيكه نگارشهاي ناقصي از آنها در سراسر ژنوم پراكنده 

 DNAدسته ديگر توالي هاي جابجا شده رتردترانسپوزونها هستند كه توالي . شده است
نوع ديگر . هايي هستند كه از طريق آنزيم ترانس كريتاز معكوس خود را تكثير مي كنند

جابجا مي شود و  DNAآنها به RNAاز طريق نسخه برداري . ط به رتردوويروسهاستمربو
عناصر پرانده بينابيني پستانداران عناصري هستند غير .سپس به سراسر ژنوم معلق مي شود
هزار آنها در ژنوم انسان  40هزار تا  20كيلو باز تعداد  5ويروسي و برگشتي، با طول يك تا 

ناقص و  Aluنيز داراي ناحيه هدف آنزيم برشي به اسم  Aluو جود دارند توالي هاي 
 DNAدرصد از  5كامل مي باشد اين توالي ها بين ژن ها در درون اينترونها پراكنده شده و 

نوكلئويد طول دارد، شباهت  200انسان را تشكيل مي دهند اين توالي بطور كامل حدود 
بصورت نسخه هاي معكو از  Aluرا احتمالا توالي هاي  VSLRNAقابل ملاحظه اي از 

را  ALUي شوند تكرارهاي پراكنده كوتاه بنيابيني مثل ناشي م RNAاين مولكول ها 
SINESنمونه ديگري از اين عناصر تكرارهاي ژن هاي كاذب هستند كه توسط . گويند

 .DNAدسته نهايي .فرآيند رونويسي معكوس به وجود آمده اند و شامل انتيرون نبتند

DNAليه واحدها باقي ي حد فاصل است كه عبارت است از آنچه كه بعد از شناسائي ك
حد فاصل وجود ندارد احتمالا تنها وظيفه اين DNAمي ماند اطلاعات چنداني درباره 

DNA فاصله دادن است وجودDNA  هاي كه وظيفه آنها معلوم نيست يكي از مجهولات
هاي غير فعال را بوجود مي  DNAپژوهشگران ژنتيك است عناصر تكراري كه بيشتر 

خود خواه   DNAهاي غير فعال را DNAطبيعي نيستند اين آورند در معرض انتخاب 
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كروموزوم .هستند كه فقط وجود دارند و فنوتيپ خاصي ندارند DNAگويند انها نوعي از 

ها را فقط در جريان تقسيم سلولي مي توان مشاهده كرد اما استفاده از تكنيك هاي 
در طول خود هستند و  بخصوص مي توان آنها را مشاهده كرد كه بصورت رشته پيچيده

-1.نظريه هاي متعددي پيرامون اين رشته مطرح شده كه ما به بيان مختصر آن مي پردازيم
بر طبق اين مدل هر كروموزوم از چندين رشته ساخته شده است كه از : مدل چند رشته اي

ساخته شده اند هر كروموزوم از دو كروماتيد تشكيل شده  DNAمولكول هاي پروتئين و 
كروماتيد نيز از دو رشته كردنما ساخته شده بطور كلي در هر كروموزوم چهار هر 

  .كروموزوم نما وجود دارد

طويل،  DNAمدل تك رشته اي كروموزوم يك رشته مولكول : مدل تك رشته اي
مدل هزار  1957پيچيده همراه پروئين هستيون مي باشد براي توضيح اين مدل تايلر در سال 

بر طبق نظر وي يك اسكلت پروتيني وجود دارد كه از آن در رشته هاي . پا را مطرح كرد
مثل پاهاي هزار پا بيرون مي آيد ولي بعدا تايلر مدل خود را به مدل قريزر  DNAپيچيد 

راپرامدلي به اسم مدل رشته هاي تا شده به نفع مدل تك رشته اي  1965در سال .تغيير داد
است كه اول در  DNAزوم شامل يك زنجيره طويل ارائه داد بر طبق اين مدل هر كرومو

 300تا  250نوكلئوپروتين پيچيده شده و سپس پيچ خورده، يك رشته با ضخامت 
آنگستروم را بوجود آورده و بعد اين رقم رو به عقب تا خوردهجسم كروماتيد را تشكيل 

در  اين مدل توسط فردريك ، لامپرت، حك دومات مورد تائيد قرار گرفت. مي دهد
هر دو كروماتيد يك كروموزوم در ناحيه سانترومر باقي مي ماند  DNAمولكول پروتين 

مدل رشته تا شده توسط تجزيه سيتوشيميايي مشاهده ميكروسكپ الكترونيكي مورد تائيد 
  .قرار گرفته است
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بخوبي تشخيص داده شده است كه كروموزوم هاي يوكاريوتي از : مدل نوكلئوزدم
DNA  از كروموزوم هاي پستانداران % 20تا  13و پروئين تشكيل شده ات تقريباDNA  و

تشكيل شده است هيستونها پروئين هاي معمولي  RNAبقيه آن از پروئين مقدار كمي 
رشته كروماتيني پيشنهاد كرد و گفت اين رشته مانند دانه هاي تسبيح است كه DNAهمراه 

 1975حدهاي تكراري زيادي را تشكيل مي دهند در سال بر روي نخي قرار گرفته اند و وا
يانوكلئوزدم ناحيه به نظر مي رسد  7ادت، همكارانش اين واحدهاي تكرار شده را اجسام 

 DNAهر نوكلئوزدم داراي . كه كلئوزدم اساس ساختمان كروماتين را تشكيل مي دهد
يل يك عضو مغزي مارپيچ است كه در اطراف مولكول هاي هستون پيچيده شده و تشك

جفت نوكلئوتيد  200تا  140طول هر نوكلئوزدم از . مي دهد كه پلاتي زوم ناميده مي شود
بين  DNAرابط با  DNAجفت نوكلئوتيد  100تا  15بازكميل شده هر نوكلئوزدم توسط 

آنگستروم  200نوكلئوزدمي به ديگري متصل شده است قطر نوكلئوزدم حدود
علاوه بر كروموزومهاي دوكروماتيدي كروموزومهاي :كركروموزوم هاي غول پي.است

ديگري نيز وجود دارند كه اندازه آنها بسيار بزرگ است و در سلول هاي كرومي هستند 
  :كه شامل دو دسته اند

  كروموزوم هاي پلي تن -1

كروموزومهاي غدد بزاقي را مشاهده كرد  1881بالبياني اولين كسي بود كه در سال 
دد بزاقي به دليل آنكه داراي تعداد زيادي كرومونما هستند توسط كروموزومهاي غ

كولرپلي تن ناميده شدند در سلول هاي روده، ماهيچه ها، چربي و تعدادي از گياهان يافت 
چندين بار همانند سازي كرده ولي به كروماتيد  DNAمي شوند در اين كروموزوم ها 

  .شود همزمان طويل و ضخيم نيز مي. مجزا تقسيم شده
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  كروموزوم بطري شكل-2

كروموزومهاي خط چيني كه داراي حلقه هاي جانبي هستند را كروموزوم هاي بطري 
شكل گويند زيرا اين كروموزومها شبيه يك لوله شوي هستند اين كروموزومها اولين بار 

توسط راكرت  1892توسط فلمنيگ مشاهده شدند اما نامگذاري در سال  1882در سال 
اين كروموزومها از كروموزومهاي غدد بزاقي بزرگتر هستند و بزرگي . صورت گرفت

بيش از حد اين كروموزومها مربوط به ازدياد طول كرومو نماي آنها است اين كروموزمها 
داراي يك محور كروموزومي هستند كه حلقه اي جانبي از آن منشعب شده است اين 

لذا . يك داراي دو كروماتيد مي باشدمحور داراي دو كروموزوم بي والالت است كه هر 
هر يك داراي چهار كروماتيد مي باشد كه اين كروماتيد ها حلقه هاي جانبي را به وجود 

و پروتئين تشكيل شده است قطر  DNAمي آورند از نظر بيو شيميايي محور كروموزو م از 
  .استA 50تا  30اين محور بين 

  فن آوري ژنتيكي: بخش دوم

تئوري كروموزومي وراثت و رمزگان ژنتيك و همچنين نظريه يك ژن يك با اثبات 
فن آوري ژنتيك مبنا و اساس درمان بيماري، بهبود محصولات ) حكم مركزي ( آنزيم 

قرار گرفت كه با آشنائي به فنون جديد و آشنائي با چگونگي ... كشاورزي، بهداشتي و 
م بسياري از موجودات راه براي رونويسي ژن ها و همچنين ترجمه و كشف نقشه ژنو
امروزه با استفاده تلفيق علوم پايه با .دسترسي به فن آوري هاي زيستي هموارتر مي شود

يكديگر در حال توسعه اين فن آوري هستند در كنار آن از بسياري از حيوانات براي تائيد 
گياهان  نخود فرنگي جزء اولين:موجودات آزمايشگاهي.نظريات خود استفاده مي كنند

است كه به وسيله آن راه براي مطالعات ژنتيك باز شد بعدها مگس سركه، خوكچه هندي 
... و خرگوش كمك هاي شاياني به اين علم كردند و امروزه نيز از حيوانات ميمون، اسب 
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نام علمي مگس سركه .نيز در آزمايشگاه و كارگاههاي تحقيقاتي استفاده مي شود
Drosophila melanogast  اين موجود بعد از نخود فرنگي شدن اساس . است

نخود در تكامل علم ژنتيك  Fnitflyآزمايشات آميزشي ژنتيكي قرار گرفت مگسوميوه يا 
ژنوم انسان است تعداد بازهاي تشكيل دهنده آن % 5ژنوم اين موجود .نقش عمده دارد

ژنوم مگس % 21مي باشد  kb 910×3مي باشد در حاليكه انسان درااي  170000حدود 
و  12000 – 15000سركه توالي تكراري است و تعداد ژن هاي شناخته شده آن حدود 

جزء كروموزومهاي جسمي  x,yكروموزوم هاي . جفت ات 4تعداد كروموزوم هاي آن 
 yآكروسانتريك كروموزوم  x,yمتاسانتريك  3و 2هستند كه از آنها كروموزوم ) اتوزدم(

نوزوا د كرمي شكل سفيد رنگ به ديوار شيشه محيط كشت لارو .ساب متاسانتريك است
مرحله يك مي شود و در  1بعد از يك روز لارو وارد انيتار . چسبيده داراي حركت است

روز سوم لارو مرحله دوم را اسپري مي كند روز پنجم مرحله سوم است و بيشتر مرحله 
يا شفيره مي شود  pupaله رشد مربوط به مرحله لاروي است بعد از اين مرحله وارد مرح

در اين مرحله پوست لايه ضخيم و كوتيكوميس را تشكيل مي دهد بي حركت است و 
اندامها دربافت هاي داخل مگس سركه كاملا تشكيل مي شود و سپس دگر ريسي در بين 

روزهاي دوازدهم تا چهاردهم كامل مي شود و سپس حشره بالغ از شفيره بيرون مي آيد و  
كمبود حيوانات عالي .روز حشره بالغ داريم كه مي تواند تكثير كند 14ب پس از بدين ترتي

آزمايشگاهي در سراسر جهان ممكن است در انجام پژوهش هاي علمي براي يافتن 
معالجات دارويي و ژنتيكي مانع ايجاد مي كند تحقيقاتي كه به كمك پستانداران عالي در 

نخستين بار مورد برري و تجزيه قرار گرفته است از سراسر جهان انجام مي شود اخيرا براي 
و بيماري هاي عصبي استفاده HIVاين حيوانات بيشتر براي پيشرفت هاي علمي با هداف 

هزار پستاندار عالي سالانه در تحقيقات علمي مورد استفاده قرار  200امروزه حدود .مي شود
كل   65نزديكي به گونه انسان در  مي گيرد و از اين ميان ميمون هاي جهان كهند به دليل
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خانواده . مطالعات بكار گرفته شده اند % 15آزمايشها بكار رفته اند و ميمون هاي جهان نو 

  .موارد استفاده دارند% 9گوديل و شامپانزه ها تنها 

  تكنيك هاي تجربه ژنتيكي: بند اول

مطالعه ژنها روش قدرتمندي براي اصلاح از سيستم ها ي بيولوژيكي است نظر به اينكه 
ژن ها كليه جنبه هاي ساتاري ، كاركردن موجود را تحت تاثير قرار مي دهند لذا شناسائي 
و تعيين نقش ژن ها، پروتين هاي كه كد مي كنند قدم بسيار مهمي براي كشف فرآيندهاي 

سي يك صفت بخصوص دخالت دارند براي مطالعه ژن ها و متعددي است كه در برر
  : فعاليت آنها روشهاي مختلفي به شرح زير است

  .جداسازي موتانتا نهايي كه فرآيند تحت مطالعه را تحت تاثير قرار مي دهند-1

هر ژن جهش يافته جزء ژنتيكي فرآيند را نشان مي دهد و روي هم رفته دامنه پروئين 
  .يند بخوصص اثر متقابل دارند را نشان ميد هندهايي كه در يك فرا

تجزيه نتايج حاصل از آميزش هاي تحت كنترل بين موتان و ها و ساير واريافت هاي -2
اين نوع تجزيه ژن ها، آلل هاي آنها محل كروموزومي آنها و الگوي وراثتي آنها : ناپيوسته

  .را شناسايي مي كند

  :ي تحت كنترول ژن هاتجزيه بيو شيميائي فرآيندهاي سلول-3

حيات يك مجموعه پيچيده از واكنش هاي شيميائي است لذا مطالعه راههايي كه توسط 
آنها ژنها در ارتباط با اين واكنش ها هستند يكي از راههاي مهم تجزيه اين شيمي پيچيده 

  .است

ف الل هاي موتانت مربوط به فعاليت هاي ناقص براي اين نوع تجزيه ارزشمندنيستند هد
اصلي ان است كه دريابيم چگونه شيمي سلول در افراد موتانت توزيع مي شود و با استفاده 
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از اين اطلاعات نقش ژن را استنباط كنيم استنباطهاي مربوط به ژن هاي متعدد تصوير 
  .بزرگتري را نشان خواهد داد

 تجزيه ميكروسكوپي ساختمان وحركت كروموزومها جزء انفكاك ناپذير است اما-4
تكنولوژي هاي جديد راههاي جديدي را براي نشان كردن ژن ها و محصولات آنها فراهم 

  .آورده است بطوريكه بتوان جايگاه آنها را زير ميكروسكوپ مشاهده كرد

است تشخيص نهايي  DNAنظربه اينكه ماده ژنتيكي مركب از  DNAتجزيه مستقيم -5
عددي از جمله كلون كردن استفاده است در اين ارتباط روش هاي مت DNAتجحزيه خود 

. مي شود كلون كردن روشي است كه توسط يك ژن منفرد را مي توان جدا و تكثير كرد
تا يك نمونه خالص براي تجزيه بدت آيد بعد از آنكه كلون هاي يك ژن بدست آمدند 
مي توان توالي نوكلئوتيدي آن را بدست آورد و لذا اطلاعات مهمي درباره ساختمان و 
فعاليت آن بدست آورد بعلاوه مي توان از ژن هاي كلون شده بعنوان كاوشگرهاي 
بيولوژيكي استفاده كرد براي كلون كردن ژني را كه قرار است تكثير شود به يك 
كروموزوم كوچك ملحق مي كنند و به اين كروموزوم اجازه داده مي شود همانند سازي 

اين كروموزوم كوچك را ناقل گويند ناقلهايي كه كند و قطعه ژن مورد نظر را تكثير نمايد 
اضافي و غير لازمي  DNAمعمولا به كار مي روند پلاسيد هستند پلاسيد ها مولكولهاي 
يك موجود را مي  DNA .هستند كه بطور طبيعي در بسياري از باكتري ها يافت مي شوند

ك سلول باكتري سازي توان بداخل يك ناقل وارد كرد سپس اين ساختار هيبريد را وارد ي
مي كند و كشت زايد از اين سلول بوجود مي آيد سپس ناقل و ژن ملحق شده را از 

  .سلولهاي پاره شده جدا مي كنند و براي مطالعات مربوطه به كار مي برند

حلقوي دور رشته  DNAحدود يك بيستم كورموزوم باكتري است معمولا بصورت 
است پلاسيد نظير  Coriاست شبيه كروموزوم است و داراي يك مبدا كپي سازي بنا 

كروموزوم باكتري در حالت استراحت بصورت سوپر كويل است اين سوپر كويل تحت 



 

 

| 13

ش
هماي

 
 ملي

ات
طالع

م
 و 

ش
ژوه

پ
 

 هاي
مي

عل
 

لوم
ع

 
ني،

نسا
ا

 
سه

موس
 

ون
قان

 
 يار،

گاه
دانش

 
 آزاد

مي،
سلا

ا
 

دماه
سفن

ا
 13

97
تاثير پروتئن هايي نظير هيستون است زماني كه سلول فعال است سوپركويل بصورت 

يا مقاوم ) F(انواع مختلفي دارند مثل پلاسيدهاي كابخوگاتيو پلاسيد ها .حلقوي در مي آيد
پلاسيدهاي ... توليد كننده توكسين ، توليد كننده باكتريوسين و ) R(به آنتي بيوتيك 

كابخو گايتو غالبا وزن مولكولي بالائي دارد و تعداد در سلول كم ات پلاسيدهاي غير 
ا ديده مي شود و بصورت مصنوعي تا پلاسيد در سلول ه 10-40كابخوگاتيو به تعداد 

پلاسيد در مهندسي ژنتيك نقش بسزائي دارند .تا هم مي تواند تكثير شود 3000
– 400وپلاسيدهاي مهندسي شده زماني به وجود مي آمدند كه نوكلئاز شناخته شده حدود 

ه است ك PBR-322مشهورترين پلاسيد دنيا  . پلاسيد ساخته شد كه همه مفيد نبودند  300
به صورت مصنوعي ساخته شده است و مادر پلاسيد هاي امروزي است امروزه در صنايع 
تخميري استفاده مي شود البته انتقال پلايدهاي خاصي به ميكروارگانيسم، مي توان آلودگي 
هاي فاضلاب و در كشاورزي در حشره كش ها و يا مقاوم كردن گياهان در شرايط 

امروزه توسط سوار كردن  ژن مصنوعي ساخته شده بر .كردنامساعد و آفت گياهي استفاده 
روي پلاسيدها و كلون كردن انها در باكتري و سلول هاي ديگر باعث بيان پروئين هاي 

  .موجود در ژنوم پلاسيد مي شوند كه از جمله اين پروئين انسولين را مي توان نام برد

  ويژگي هاي يك پلاسيد ايده آل مصنوعي: بخش سوم

داراي وزن مولكولي كم باشد و كوچك باشد تا بتواند درسلول تكثير بالائي  بايد-1
داشته باشد و ثبات آن هم بالابرود و هر چه كوچكتر باشد پارگي آن هم احتمال كمتري 

  .تكثير داد 2000– 3000اين پلاسيد هاي كوچك را مي توان تا . دارد

  .ن بپذيردسلول ميزبان براحتي آن را ازطريق ترانسفورماسيو-2

  بايد ژن موردنظر را به خوبي بيان كند -3



 

 

| 14 

ش
هماي

 
ملي

 
مطالعات

 و 
ش

پژوه
 

هاي
 

علمي
 

علوم
 

انساني،
 

موسسه
 

قانون
يار،

دانشگاه
 

آزاد
 

اسلامي،
 

اسفندماه
 1397

  .آرام داشته باشد و كروموزوم تاثيري روي آن نگذاردOriبايد -4

  .اپراتور فعال داشته باشد-5

  .براحتي بصورت سوپركويل درآيد-6

  .بتوان ميزان زيادي توالي غريبه را در آن ادغام كرد-7

  .فقط يك جايگاه داشته باشد جهت شكستن با آن دو نوكلئاز مورد نظر-8

ابتدا قطعات ژن مورد نظر را از كروموزوم ،پلاسيد ژنوم ويروس بوسيله آندو 
نوكلئاتزهاي خاص برش داده مي شود بعد دو ژن برش داده شده توالي مكچل با ند 
هيدروژنه مي دهند و با آنزيم ليگاز حلقوي مي شوند بايد توالي مكمل را بصورت 

انجام مي  mRNAاي ساخته شه يا مصنوعي ساخت شناسايي ژن نيز از روي پرئين ه
گرفت بعد روي ژن اين توالي را پيدا كرده و دو سر انتهايي را معلوم مي شود و بعد از 

آندونوكلئاز آن نوكلئازي كه برش مي دهد را پيدا كرده براي سوار كردن شان  30روي 
و بعد ژن و بر روي پلاسيد بايد پلاسيدي را يافت كه با همان آندونوكلئاز پاره مي شود 

مهمترين پلاسيد .پلاسيد را به يكديگر متصل مي كنند باليگاز ترميم صورت مي گيرد
بوسيله دو دانشمند بنام بلوبر و رودريگر براي ساخت  1977در سال   PBR 322مصنوعي 

نيز از ژن  1982هم براي ساختن انسونين از ژن مصنوعي و  1980انسولين طراحي شده 
 RNAو  DNAنظر به اينكه ماكرو مولكول هاي اصلي ژنتيك . ه شدطبيعي انسولين ساخت

و پروئين هستند اغلب هدف از تجربه ژنتيكي كشف مو لكول هاي بخصوص از اين سه 
نوع مولكول است چگونه مي توان در بين هزاران نوع مولكول در سلول اين نوع مولكول 

مولكولهاي بخصوص در يك ها را شناسائي كرد؟ وسيعترين روشي كه براي كشف ماكرو
در اين روش از خصوصيت پيوندهاي بين . مخلوط بكار مي رود كاوشگري مي باشد
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مولكولي استفاده مي شود معمولا كاوشگر را با روشهاي مختلفي توسط اتم هاي راديو 
اكتيو يا تركيبات فلورسنت نشاندار مي كنند بطوريكه مي توان ناحيه پومري را براحتي 

و پروئين را مورد بحث قرار مي RNAو DNAد هم اكنون كاوشگرهاي شناسايي كر
  .دهيم

از يك ژن   DNAبراي پيدا كردن قطعات :بخصوص DNAكاوشگري يك -1
ياد شده بايد داراي همان توالي  DNAكلون شده بعنوان كاوشگر استفاده مي كنند قطعات 

از يك قارچ كلون شده  Gژن  بعنوان مثال اگر. كاوشگر و يا توالي خيلي شبيه آن باشند
باشد ممكن است بخواهيم تعيين كنيم كه آيا گياهان نيز داراي همين ژن هستند يا خير؟ 

عنوان كاوشگر آن است كه به قاعده جفت شدن تكميلي ه لازمه استفاده از ژن كلون شده ب
بازها رجوع كنيم كاوشگر در قالب اين اصل عمل مي كند بدينصورت كه حركت 

 DNAي مولكول هاي كاوشگر سبب مي شود توالي هاي بازها اشغال نمي شود تصادف
را در   DNAگياه جدا مي شود و با آنزيم هاي برشي موجود قطع مي شود اين آنزيم ها 

توالي هاي بخصوص هدف داراي چهار و يا چند باز قطع مي كنند توالي هاي هدف در 
رار گرفته اند لذا آنزيم ژنوم را به جمعيت كليه سلول هاي مورد استفاده در يك موقعيت ق

هاي قطعات داراي اندازه بخصوص و معين برش مي دهد و با استفاده از اكتروفورز مي 
توان اين قطعات را از يكديگر تفكيك كرد الكترو فورز جمعيت قطعات اسيد نوكلئيك را 

يك چاهك بر مبناي اندازه از هم جدا مي كند مخلوط قطعات برش داده شده در 
كوچكي در يك ژل قرار مي گيرد و ژل در يك ميدان الكتريكي قوي قرا مي گيرد جريان 
الكتريسيته سبب مي شود كه مولكلو ها در ژل حركت كنند ميزان سرعت حركت مولكول 
ها در ژل عكس اندازه آنهاست يعني قطعات بزرگتر كند تر حركت مي كنند بعد از جدا 

وي يك غشاء منغذ دار لكه گذاري مي شوند جايگاه آنها بر شدن قطعات جدا شده بر ر
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روي غشاء همان جايگاه قبلي بر روي ژل است اين روش را لكه گذاري ساوترن گويند 
در جايگاه خود  DNAو حفظ DNAبعد از حرارت دادن براي جدا كردن رشته هاي 

  . غشاء در داخل محلول كاوشگر قرار مي گيرد

گاهي اوقات مي خواهيم پي ببريم به اينكه آيا در  :مخصوص  RNAكاوشگري يك 
يك بافت بخصوص ژن رونويسي شده است يا خير؟ براي تعيين اين موضوع از تجربه لكه 

ي بافت مربوطه استخراج مي شود  Mrnaگذاري ساوترن تغيير يافته استفاده مي كنيم كل 
اين (لكه گذاري مي شوند توسط اكتروفوز از هم تفكيك مي شوند و بر روي غشاء 

ژن كلون شده بعنوان كاوشگر بكار مي رود و نشانه ).فرآيند را لكه گذاري نورتون گويند
  .مورد نظر را در صورت وجود نشان مي دهد m RNAآن بر روي غشاء 

معمولاً براي كاوشگري پروئين ها از آنتي :كاوشگري يك پروئين بخصوص-3
تي بادي داراي يك رابطه قفل و كليد با آنتي ژن خود است بادها استفاده مي شود زيرا آف

اين . (مخلوط پروتئن را الكتروفورز مي كنيم و سپس بر روي غشاء لكه گذاري مي شود
مكان يك پروتئن بخصوص بر روي غشاء از طريق شست )روش لكه گذاري وسترن گويند

به آن تزريق شده  و شوي غشاء در يك محلول آنتي بادي حاصل از خرگوش كه پروئين
است آشكار مي شود مكان پروئين توسط مكان شانه اي كه آمتي بادي حمل مي كند 

  .آشكار مي شود

با توجه به جهش ژنوم باكتري ها و مقاومت آنها در مقابل آنتي بيوتيكها آنتي بيوتيك 
روشي جديد است كه موسوم به ريز  G enesoftروش . براي درمان ارزش كمتري دارند

 DNAمي باشد در اين روش مولكول هاي ريزي در نقاط متعدد به  DNAبنده هاي چس
باكتري متصل شده عملكرد ژن هاي اين ميكرو ارگانيم را چنان مختل مي نمايد كه سلول 
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امروزه اين روش توسط شركت هاي داروئي ويژه سازمان . را وادار به خود كشي مي كند

داراي اين مواد ريز چسبنده هستند بر عليه عوامل  دفاعي آمريكا به وسيله قرص هايي كه
  .بيوترور مانند ويروس آبله يا باكتري انتراكس دارد عمل مي شود

اختصاصي طراحي شده و در  Probهاي يك سلول  m RNAدر اين تكنيك براي كل 
 mمي كنند سپس  Labelهاي استخراج و  m RNAفيكس مي كنيم كل   يك صفحه

RNA  مي شود اين عمل را  مربوطه انجامReverse hybridization مي نامند.  

متصل مي شود  Probبه  m RNAمتصل شود  m RNAيعني به جاي اينكه پروب به 
  .سلول هاي متفاوت مشاهده مي شود m RNAدر اين تكنيك تفاوت در سطح 

مطالعات مندل و ساير دانشمندان ژن را عامل :نقشه ژنتيكي مقدمه دستكاري ژنتيكي
توارث صفات بر روي كروموزوم ناميدند و با مطالعات بيشتر به مورفولوژي ژنتيك هر 

تغييرات صفات كه بر روي . موجودي ژنتيك پزشكي مندلي پايه ريزي شده يود
ات هست را بيماري هاي اتوزدمي و تغييراتي كه در صف) اتوزدم(كروموزوم هاي جسمي 

و با كشف . بر روي كروموزوم هاي جني بود را بيماري هاي وابسته به جنش مي ناميدند
به وقوع پيوست راههاي جديدي بر روي درمان بيماري  2001نقشه ژنوم انسان كه در سال 

نوع ژن هايي كه يك موجود دارد و موقعيت آنها بر روي .هاي ژنتيكي آغاز شد
تيكي است مهمترين دلايل نقشه يابي مربوط به كروموزوم خصوصيت اصلي تجزيه ژن

عمل ژن ظهور آن را در بسياري از موارد . وظيفه ژن ، تكامل ژن جداسازي ژن مي باشد
تحت تأثيثر قرار مي دهد ژن هايي كه كاركرد مربوط بهم دارند اغلب در كروموزوم هاي 

د رونويسي مي شوند باكتريايي پهلوي هم قرار دارند عموما بدليل آنكه بصورت يك واح
مكان يك ژن يوكاريوتي در هتروكروماتين يا نزديك آن مي تواند ظهور آن را تحت 
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اطلاع از مكان ژن  در مطالعات تكوين نيز مهم است زيرا از مكان نسبي ژن .تأثير قرار دهد
هاي مشابه در موجودات خويشاوند مي توان نوتتييبي كرموزومي در دوره تكامل را استنتاج 

رد بلاخره اگر بخواهيم يك ژن را براي تجزيه مولكولي جلو سازي كنيم محل  آن اولين ك
تا به حال نقشه كروموزمي بسياري از ) كلون كردن مكاني(قدم براي شروع جدا ازي 

سال اول تهيه نقشه هاي  70در :نقشه يابي با نشانگرهاي مولكوليموجودات بدست آمده 
ا ژنهايي با الل هاي متنوع بودند كه تفاوت هاي فنيوتپي ژنتيكي نشانگرهاي روي نقشه ه

قابل كشفي را بوجود مي آورند با پژوهشهاي بيشتر بر روي موجودات از تعداد بيشتري از 
اما حتي در موجوداتي كه .اين ژن ها مي توان بعنوان نشانگر بر روي نقشه ها استفاده كرد

يپي مشخص است اندازه گيري نشان داده است نقشه آنها پر از كلويهاي داراي اثرات فنيوت
اين . باشد DNAكه فاصله هاي كروموزومي بين ژن ها مي بايستي داراي مقدار وسيعي از 

فاصله ها را نمي توان با استفاده از تجزيه پيوستگي نقشه يابي كرد زيرا در آن نواحي 
هاي ژنتيكي  اضافه بود نشانگري وجود نداشت آنچه كه مورد نياز بود تعداد زيادي نشانگر

كه بتوان از آنها براي پر كردن اين فاصله ها استفاده كرده يك نقشه شفاف تهيه نمود اين 
يك نشانگر مولكولي يك .نياز توسط كشف نشانگر هاي مولكولي متعدد بر طرف شد

خاموش است كه ارتباطي با DNAناحيه هيتروزيگويستي براي بعضي از انواع تغييرات 
ي اگر هتروزپگوت باشد  DNAچنين لكوس . ت فيوتيسي قابل اندازه گيري نداردتغييرا

مي توان از آن براي تحليل نقشه يابي درست مثل يك جفت الل هتروزيگوت متعارف 
نظر به اينكه نشانگرهاي مولكولي براحتي قابل كشف هستند و تعداد آنها نيز . استفاده كرد

ه پيوستگي نقشه يابي شوند فضاي خالي بين ژن هاي درژنوم زياد است هنگاميكه با تجزي
داراي فيوتيپ معلوم را پر مي كنند لازم به ذكر است كه در نقشه يابي خود اهميت 

مورد توجه نيست فقط ناحيه هتروزيگوت است كه بعنوان يك DNAبيولوژيكي نشانگر 
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دو نوع .ي گيردمرجع راحت براي يافتن راه در اطراف كورموزوم مورد استفاده قرار م
تكراري  DNAاصلي نشانگرهاي مولكولي آنهايي هستند كه بر مبناي تنوع ناحيه برش و 

  . مي باشند

  در نقشه يابي RFLPاستفاده از : بخش چهارم

را در توالي هاي هدف ويژه اي كه بصورت شانسي  DNAآنزيم هاي برشي باكتريائي 
عمولا نواحي هدف در همان مكان موجودات ديگر وجود دارد قطع مي كنند مDNAدر 

DNA افراد متفاوت در يك جمعيت يافت مي شوند يعني درDNA  كروموزومها
همولوگ اما گاهي اوقات ممكن است يك ناحيه بخصوص در نتيجه بعضي از جهش هاي 
خاموش از بين برد جهش ممكن است در داخل يك ژن و يا در يك ناحيه بين ژني غير 
كد كننده باشد اگر يك فرد از نظر وجود و فقدان هتروزيگوت باشد در آن صورت آن 

نواحي بوسيله تجزيه هاي سادترن با . مورد استفاده قرار گيرد لكوس مي تواند در نقشه يابي
ي آن ناحيه يافت مي شود بعنوان نمونه وضعيت  DNAاستفاده از يك كاوشگر حاصل از 

هنگام دورگ گيري ساوترن چنين فردي كاوشگر سه قطعه با اندازه .زير را در نظر بگيريد
ديگر براي قطعه بلند بايد همرزيگوت باشد يك فرد .كيلو بازر نشاندار خواهد كرد 1،  2، 3

كراسنيگ اوربين اين .را نشان خواهد دادkb-3و در دورگ گيري ساوترن فقط باند 
قابل كشف  d-2و  D-3نواحي محصولات نوتركيبي را بوجود مي آورد كه بصورت 

 را مي توان در ارتباطبا ژن ها يا سايز نشانگر  RFLPهستند در اين صورت، يك كلوس 
تعداد واحدهاي تكرار شده در يك شعاع پشت ر هم متغير .هاي مولكولي نقشه يابي كرد

است واقعيت مهم آن است كه افرادي كه از نظر تعداد متفاوت تكرارهاي پشت سر هم 
هتروزيگوت هستند را مي توان كشف كرد و ناحيه هتروزيگوت  را مي توان بعنوان يك 

تكراري متصل شود مورد نياز است   DNAكاوشگري كه به . نشانگر در نقشه يابي بكار برد
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مثال زير از نواحي هدف آنزيم برشي كه خارج از شعاع تكراري هستند استفاده مي كند 
دراوتوراديوگرام  VNTRاين كلو .واحد اصلي شعاع بصورت پيكان نشان داده شده است

وتاه در اينجا نيز مثل رگ گيري ساوترن دو باند نشان خواهد داد يكي بلند و ديگري ك
  .مي توان از اين ناحيه هتروزيگوت در نقشه يابي استفاده كرد RFLPلكوس 

  نقشه يابي پيوستگي با نوتركيبي در انسان: بخش پنجم

انسان داراي هزارها فنيوتيپ ارثي اتوزومي است و براحتي مي توان ژن هاي كنترول 
هاي تعيين نقشه كرد اما نقشه يابي اين لكوس كننده اين فنوتيپ ها را با استفاده از تكنيك 

ها به دلايل متفاوتي به آهستگي پيشرفت كرده است اول اينكه نمي توان از تلاقي هاي 
نوتركيبي يكي از عوامل نشان دهند ه پيوستگي ژن ها .كسترول شده در انسان استفاده كرد

ه قوانيني كه در اينجا بدان يا مستقل بودن و عدم آن است و در صورت پيوسته بودن به وسيل
نمي پردازيم مي توان حتي فاصله آن ها را بدست آورد در نوتركيبي هايي كه نبت والدين 

)P ( و نوتركيب ها)R  ( مساوي باشد آن دو ژن متصل اند يعني بر روي كروموزوم هاي
ند و باشد فاصله دو ژن صفر است دو ژن ها پيوسته هت R=0متفاوت قرار دارند اگر اين 

حالت سوم پيوسته ژن ها را نشان مي دهد كه فاصله بين آنها معني دارد در اين حالت 
زياد است و براي تعيين فاصله بايد درصد نو تركيب را مشخص  P,Rاختلاف بيم 

انسان براي تهيه نقش بوسيله تحليل نو تركيبي راحت تر از  xمعمولا كروموزوم .كرد
بود دليل اين موفقيت آن  xاتوزومها است و اولين نقشه كروموزوم مربوط به كروموزوم 

همي زيگوت هستند و درست مثل  xاست كه نرها از نظر ژن هاي وابسته به كروموزوم 
ه كنيم براحتي مي توان ازنتايج مگس ركه اگر فقط به نتايج نر يك ماده دي هيبريد نگا

مثالي را . گامتي آن نمونه گيري كرد بعبارت ديگر يك تست كرا تقريبي انجام داده ايم 
تا در كنترل كننده ناقص فرآيند قند  xدر نظر بگيريم كه در آن الل هاي مغلوب وابسته به 
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يگر قرار در لكوس د) c(در كولوس و ژن مغلوب كنترل كننده رنگ كوري ) g(سازي 

است  )CG/CG(با يك زن طبيعي كه مطمئنا داراي ژنوتيپ  )cg/y(دارند يك نر مبتا 
دخترهاي حاصل از اين ازدواج هتروزيگوت و در وضعيت سيس هستند . ازدواج مي كند

پسرهاي زنهاي اين نوع فرصتي را براي كارشناسان ژنتيك فراهم مي آورد تا فراواني 
انسان مربوط  Xمادري را فراهم آورد نقشه يك كروموزوم  نوتركيبي حاصل از ميوزهاي

  .را تحت تاثير قرار مي دهد Xبه ژن هايي كه فنوتيپ هاي وابسته به 

سه مفهوم كليدي فراواني نو تركيب، محصولات تصادفي دميوز تحليل پيوستگي ژن ها 
. نمي دهد فراواني نوتركيب همواره اندازه دقيق فاصله نقشه را بدست. را ممكن ساخت

بعضي از موجودات نيز بعلت روشي كه توسط آن سيكل زندگي خود را كامل مي كنند به 
هدف از . پژوهشگران اجازه ميد هند كه فرآورده هاي ميوزهاي منفرد را مطالعه مي كند

ژنتيك پي بردن به ساختمان، وظيفه و تكامل ژنوم است لذا پي بردن به محل ژن از اهميت 
ما در اينجا بصورت گذرا بدانها مي پردازيم و به علت اهميت آن .ردار استويژه اي بر خو

  .در پي بردن به ساختمان ژنوم به آنها اشاره مي كنيم

1-RC  در مبناي فراواني نو تركيبي  

  )ابزاري رياضي است كه بطور وسيع در تحليل ژنتيكي به كار مي رود(توزيع پوسين  -2

زيع كراس او را در طول يك كروموزوم در جريان ميوز تو(استخراج تابع نقشه يابي -3
  )نشان ميد هد

اگر يك نقشه كلون شده باشد كلون را مي توان در يك تكنيك نقشه يابي ويژه براي 
يافتن محل كروموزومي ژن بكار برد كلون نشاندار شده بعنوان كاوشگر براي دو رگ 

تشوي نمونه كروموزمي كه در آن گيري در جا بكار مي رود محلولي از كاوشگر براي شس
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سر رشته شده است بكار مي رود و لذا دو رشته كمي از هم دور مي  DNAقسمتي از 
شوند بعد از انتشار كاوشگر پيوندهاي هيدروژني مكمل بين كاوشگر ژن مكان 
كروموزومي اصليش اتفاق مي افتد نشانه مكان ژني دو رگ گيران و درنتيجه موقعيت 

شان مي دهد براي نشان دار كردن از مواد راديواكتيو و فلورنست استفاده مي كروموزوم را ن
شود در فرآيند درگه گيري در جا با فلورسنس كلو با رنگ فلورسانت نشانه گذاري مي 

كاوشگر به . شود و نمونه كروموزومي را سر رشته شده در كاوشگر شستشو داده مي شود
و محل قطعه كلون شده بوسيله لكه هاي روشن كروموزوم در جاي خود پيوند مي خورد 

  .فلورنست آشكار مي گردد

با :جوندگان-نقشه يابي ژن هاي انسان با استفاده از دورگ سلول هاي شماتيكي انسان
استفاده از تجزيه و نو تركيبي نقشه يابي ژن هاي انسان مشكل است با استفاده از دو رگ 

از اين روش مي توان . ن اين مشكل را حل كردگيري سلول هاي انسان و جوندگان مي توا
  .براي انتساب ژن ها به كروموزوم هاي بخصوص و تعيين مكان نقشه استفاده كرد

در صورتي كه كوچكي كروموزوم ها براي )  PFGE(الكتروفورز با ژل زمينه متحرك 
روي ژل جهت  DNAكافي باشد مي توان با هيبريداسيون از باندهاي  PFGEتفكيك 

ابتدا بايد از طريق همبستگي ها معلوم نمود . يين مكان ژن ها ي جديد استفاده نمودتع
مطابقت دارد كدام است در اين رابطه اندازه جابجائي بين DNAكروموزومي كه با باند 

كروموزوم ها ي شناخته شده و هيبريداسيون با كاوشگرهاي داراي مكان مشخص مفيد مي 
ن كلون شده جديد بعنوان كاوشگر در لكه گذاري ساوترن باشند سپس مي توان از يك ژ

  .استفاده نمود و در نهايت مكان كروموزومي آن را مشخص كردPFGEبا ژل 
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روش هيبريداسيون سلول بدني به طور گسترده در تهيه نقشه ژنومي انسان به كار رفته ات 
اما اصولا مي توان از آن در سيستم هاي حيواني مختلف استفاده كرد در اين روش از سلول 
هاي در حال رشد در محيط كشت استفاده مي شود ويروسي بنام سندائي ويژگي 

تيكي را امكان پذير مي سازد هر ويروس سندائي داراي سودمندي دارد كه تهيه نقشه ژن
چندين نقطه اتصال است بدين ترتيب كه مي تواند به طور همزمان به دو سلول كه به طور 
اتفاقي در مجاورت همديگر قرار مي گيرد بچسبد معهذا در مقايسه با يك سلول يك 

يده اند در واقع خيلي ويروس خيلي كوچكتر است بطوريكه دو سلولي  كه به ويروس چسب
نزديك بهم نگه داشته مي شوند در حقيقت ممكن است غشاهاي دو سلول ادغام گردند و 

اگر كشت هاي تعليقي از .و يك سلول دو هسته اي هترو كاريون بوجود آيد.تركيب شوند
سلول هاي انسان و موش در حضور ويروس سندائي كه بوسيله نور ماورا بنفش غير فعال 

م مخلوط شوند ويروس مي تواند بعنوان واسطه براي الحاق سلولهاي اين گونه شده با ه
هاي مختلف عمل نمايد زمانيكه سلول ها تركيب شدند متعاقبا هسته ها تركيب مي شوند تا 
يك لاين سلولي تك هسته اي متشكل از هر دو دسته كروموزومي موش و انسان تشكيل 

موش از لحاظ تعداد و شكل با هم تفاوت هاي شداز آنجائيكه كروموزم هاي انسان و 
زيادي دارند در سلول هاي هيبريد مي توان از اين دو دسته را به راحتي از هم تشخيص داد 
با اين وجود در دور بعدي تقسيمات سلولي برل يل ناشناخته كروموزوم هاي انسان به 

با پديده هابلو شري تدريج به طور تصادفي از هيبريد حذف مي شوند شايد اين فرآيند 
با روشهايي مي توان مانع از دست رفتن .شدن در قارچ آسپرژيلوس مشابهت داشته باشد

كروموزوم انسان شد در نتيجه تشكيل يك هيبريد جزئي پايدار را ترغيب نمود سلول هاي 
موش مورد استفاده از لحاظ برخي از فعاليت هاي بيو شيميايي جهش يافته اند بنابراين اگر 
اين سلول ها قادر به رشد گردند فعاليت بيوشيميايي از دست رفته مي بايست توسط ژنوم 
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انسان تامين شده باشد اين روش انتخابي موجب بقاي سلول هاي هيبريدي مي گردد كه 
يك دسته كامل از كروموزمهاي موش و تعداد كمي از كروموزومهاي انسان را دارند 

از هيبري به هيبريد ديگر فرق داشته و هميشه كروموزوم  ضمن اينكه تعداد نوع كورموزمها
حال ژن .هاي انسان حامل الل نوع وحشي هستند كه در ژنوم موش كمبود آن وجود دارد

هاي خاصي مورد بحث قرار مي گيرد كه عمل اجراي سيستم انتخابي را امكان پذير مي 
سكلت مولكولي موجود دو سلول از طريق دنو يا از مسير نجاتي كه از اDNA. سازد

استفاده مي كنند ساخته مي شود روش انتخابي مستلزم استفاده از يك ماده شيميايي به نام 
را به مسير نجات DNAآمينو پترين است كه مسير سنتز جديد را متوقف مي نمايد و نستر 

 منحصر مي سازد در اين سيستم دو آنزيم نجات دهنده به نحويكه واكنش زير نشان داده
چون هر كدام از لاين هاي سلولي از نظر يك آنزيم دچار . شده است ضروري مي باشد

نيستند DNAكمبود هستند نه سلولهاي موش و نه سلولهاي انسان به تنهايي قادر به ساختن 
و لذا از اين سلول ها مي توانند هر دو آنزيم  hgprtدچار مكمل  +tkدر سلول هاي هيبريد 

ساخته شده و سلول ها مي توانند تكثير يابند اكثر كروموزم هاي  DNAرا بسازند بنابراين 
انسان از كشت هاي سلولي هيبريد حذف شوند زيرا از دست رفتن آنها اثري بر توانايي 

حيط هاي حاوي هايپوزانين، رشد كشت ها ندارند اما يك هيتر كشت براي ادامه رشد در م
بايد حداقل يكي از كروموزم هاي انسان كه حامل ) HATمحيط ( آمينوپترين ، نميدين 

خوشبختانه مي توان حذف تدريجي كروموزم هاي .باشد را محفوظ نگه دارد TKالل 
انسان از لاين هاي سلولي الحاق يافته را در زير ميكروسكوپ تعقيب نمود زيار 

وش به آساني از كروموزومهاي انسان قابل تمايز مي باشند بعلاوه رنگ كروموزمهاي م
آميزي هاي كروموزومي از قبيل كونيا كربن و گميسا الگوي باند شدن بين كروموزمها را 
آشكار مي سازند كه از كروموزومي به كروموزوم ديگر تفاوت دارد اما الگوي باند شدن 
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وم ثابت است بنابراين شناسايي كروموزوم هاي بسيار انحصاري بوده و براي هر كروموز

انسان در لول هيبريد نسبتا آسان مي باشد مي توان سلول هاي هيبريد متفاوت را به طور 
مجزا براي توليد لاين كشت نمود و در نهايت كتابخانه داري از لاين ها را توليد كرد كه 

خانه كامل كروموزم ها براي مي توان از يك تاب.شامل تمام كروموزومهاي انساني باشند
تعيين مكان كروموزومي ژن ها يا نشانگرها استفاده نمود در صورتكيه مجموعه 
كروموزومي انسان براي يك نشانگر مولكولي انسان مانند الل مربوط به آنتي ژن سطحي 

 DNAسلول، مقاومت به يك دارو يك نياز غذايي يك پروتئن ويژه يا يك نشانگر 
آنگاه وجود يا عدم وجود اين نشانگر ژنتيكي در هر لاين از سلول هاي هموزيگو باشد 

هيبريد مي تواند با حضور يا فقدان كروموزم هاي معيني از انسان در هر لاين مرتبط 
درجه اولي اين مشاهدات نمايانگر كرد عدم و حضور ژن هاي وابستگي و پيوستگي .باشد

وش مكان تعداد زيادي از ژن هاي انسان روي را مي توان مشاهده كرد تا كنون به همين ر
موش در تعيين  -كاربرد دورگ هاي سلول انسان.كروموزوم هاي مختلف تعيين شده ات

محل ژن ها در كروموزوم ها شرح داده شد اين روش را مي توان براي بدست آوردن داده 
انتقال ژن با هاي لازم براي تعيين نقشه بسط داد يكي از بسط هاي تكنيك سلول هيبريد 

واسطه كروموزوم مي باشد ابتدا نمونه هايي از كروموزومهاي يك انسان از طريق مرتب 
در اين روش كروموزومهاي متافاز با دو )  FACS(كردن كروموزوم فعال شده با فلورسنت 

و ديگري به ATيكي از اين رنگ ها به نواحي غني از .نوع رنگ، رنگ آميزي مي شوند
متصل مي شوند سلول ها جهت آزاد شدن تمام كروموزمها در داخل GCنواحي غني از 

سوسپانسيون مايع بهم زده مي شوند اين سوسپانسيون در يك اسپري با غلظتي از 
كروموزومها نگهداري مي شود بطوريكه هر بخش اسپري حاوي كي كروموزم آزاد شده 

بوسيله فلورسنس عبور داده مي  با شد اين اسپري از ميان اشعه هاي ليزري همراه با تحريك
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شود هر كروموزوم علامت فلورسنس خاص خود را كه به صورت الكتورنيكي شناخته مي 
شود توليد مي كند و دو ظرف پتري حفره دار مسير قطره محتوي كروموزوم ديگري مورد 
نياز را بداخل يك لوله هدايت و آن را جمع آوري مي كنند آنگاه نمونه اي از يك 

وزم معين مورد مطالعه به سلول هاي موش اضافه مي شود كروموزمهاي انسان بوسيله كروم
سلول هاي جونده موش احاطه گرديده و تمامي آنها با قطعاتي از آنها در هسته جونده 
داخل مي شود سپ همبستگي بين كروموزومهاي انسان يا قطعات آنها و نشانگر هاي 

گر روي يك كروموزوم بهم نزديكتر باشند بيشتر با هر قدر دو نشان.انساني بدست مي آيد
) IFGT(روش ديگري است كه انتقال ژن با ادغام درطي پرتو تابي . هم منتقل مي شوند

ناميده مي شود نوعي بسط روش فوق ات كه جهت توليد نقشه هايي با دقت و ظرافت 
تابي مي شوند  بالاتر از نشانگرهاي مولكولي در طول قطعه قطعه شدن كروموزوم پرتو

سپس سلول هاي پرتو شده با سلول هاي موش جهت تشكيل يك پانل از هيبريدهاي 
در اين حالت هيبريد ها ترتيبي از قطعات كروموزوم هاي . مختلف آموزش داده مي شوند

انسان را دارا مي شوند اگر چه اكثر قطعات درد اخل كروموزمها ي موش ادغام شده اند اما 
ص انساني نيز يافت مي شود ابتدا دوام انواع نشانگر هاي مولكولي در كروموزمهاي ناق

مرحله بعدي محاسبه فراواني با دوام با هم بودن جفت هاي . هيبريدها محاسبه مي شوند
نشانگرهاي مولكولي انسان است فرض بر اين است كه فراواني دوام توام نشانگرهاي كاملا 

شكستگي بوسيله پرتو تابي بين اين مكانها رخ دهد كم  پيوسته بالا باشد زيرا احتمال اينكه
است و فورنشانگرهاي دور از هم و نشانگرهاي روي كروموزوم هاي مختلف بايستي  

يكي از مزاياي اين . كمتر باشد تا فراواني بالاي دوام توام نشانگرد ر هر فرد حفظ گردد
ابي شده را مي تان به آساني مورد روش اندازه نمونه است تعداد زيادي از هيبريدهاي پرتو ت

اصلاح نژاد يكي از تكنيكهاي جديد مهندسي ژنتيك است كه ارزش .آزمون قرار داد
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اقتصادي بالائي را به خود اختصاص داده است امروزه در صنعت از دو روش براي اصلاح 
 نژاد براي اهداف مختلفي استفاده مي شود موناسيون و نو تركيبي اين دو روش هستند
همانطور كه قبلا به موتاسيون هاي اشاره شد موتاسيون ها  در طبيعت بطور خود بخود 

باكتري است كه در پاساژهاي مكرر در مورد باكتري ها در هر كلوي  109از هر  1حدود 
يك باكتري موتان بدت مي آيد از موتاسيون هاي القائي نيز براي ايجاد موتاسيون و ايجاد 

گارتر استفاده مي شود كه قبلا از عوامل القاي موتاسيون گفته سوش و نمونه هاي ساز
نو تركيبي راه ديگر اصلاح نژاد در وضعيت يتوتكنولوژي باشد كه خود شامل ورش .ايم

  :هاي مختلفي است كه ما در زير به آنها مي پردازيم

د اين روش صرفا براي ميكرو ارگانيسم هاي يوكاريوت انجام مي شو: القاح جنسي) الف
زيرا پروكاريوت ها جنسيت ندارند و در قارچ ها و پروتوزئو سرها عمل است در اين روش 
دو سلول بايد از نظر توالي هاي اسيد هسته اي يا ژنتيك  در كروموزوم همخواني نزديك 
داشته باشند مثلا زئوسپورهاي پني سيلين را با اسپورهاي سفالوسپورين مخلوط مي كنند و 

  .كروموزومي است N2ن القا اي. كشت مي دهند

كروموزوم است بنابراين  2nاين روش القاح دو روش سوماتيك با : القاء شبه جنسي) ب
 n4كراسينگ آدر ما بين كروموزمهاي اين سلول ممكن ات انجام شود سلول بزرگ 

كروموزومي است براي اين كار در قارچ ها سليوم ها روي هم قرار مي گيرند و تعادل 
  .كروموزومي ايجاد مي شود n4جاد مي شود وسلول ژنتيكي اي

اين روش اولين بار اسپربتوكوكوس نومونيا كشف شد ولي امروزه : ترانسفورماسيون) ج
. قارچ ، پروتوزئومرها ديده مي شود -اين پديده دربسياري از سلول هاي حيواني ، گياهي
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اني قطعه هاي ژن اين روش در مهندس ژنتيك كاربرد وسيعي دارد در اين روش همخو
  .مهم نيست چون عامل پذيرنده لول مي باشد

سلول بسيار نزديك و همخوان باشند سلول  2در كانجو گاسيون بايد : كانجوگاسيون) د
دهنده بايد داراي پلاسيدي بنام پلاسيد كابخو گاتيو باشد اگر اين پلاسيد را نداشته باشد 

اتيو علاوه بر ژن هاي ساختاري كلاستر هم كابخوگاسيون انجام نمي گيرد پلاسيد كابخو گ
مي گويند كه بين اين ژن ها پيل هاي  traكه به آن ژن . ژن ساختماني دارد) 13-14(دارد 

كانجوگاتيو  را در سلول دهنده ايجاد مي كند كه راس پيل ها كانجوگاتيو به سلول گيرنده 
  .قل مي شوندمتصل مي شود از اين طريق پيل هاي كانجوگاتيو پلاسيد منت

يعني در كروموزوم . دربعضي موارد پلاسيد كانجوگاتيو بصورت اپي زدم در مي آيد
ادغام مي شوند وقتي جدا مي شوند قطعه اي از ژن كروموزوم را با خود حمل مي كنند 

  .وقتي به سلول گيرنده منتقل مي شوند اين ويژگي را هم داخل آن مي برد

  .اضافه مي كنند و انسولين مي سازند E.Coliين را به بوسيله ژن كابخوگاتيو ژن انسول

در اين روش انتقال قطعه ژني از كروموزوم يا پلاسيد يك باكتري به : ترانس واكنش)ذ
باكتري همخوان ديگر انجام مي گيرد در طبيعت يك ژن از باكتري به باكتري مي رود ژن 
باكتريوناژ كه كوچكتر است تكثير مي يابد و كروموزوم سلول مي تركد و قدرت تكه ژن 

يكه بعد باكتريوفاژ به مرحله لينك مي رود و هزاران فاژ اخته در حال. را از دست مي دهد
مي شود فاژي كه سرودم ان كامل است فشار كامل نام دارد و ناژي كه سرو دم آن از فاژ 
است ولي ژنوم آن قطعه باكتري يا پلاسيد ات سود و فاژ است كه اين دو فاژ كامل و سود 

د در اين روش بايد دو سلول حتما از يك جنس فاژ مي توانند باكتري ديگري را آلوده كنن
  .ديگر مي توان ويژگي را متصل كرد  Ecali –ecail. باشد
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كروموزوم را ادغام مي  nبه غير از روش القاح جنسي كه دو تا : ادغام پروتوپلاسم ) ه

شود تنها در اين روش است كه مي توانيم كل كروموزومها ي يك سلول را به سلول ديگر 
رد اگر در سلول همخوان را مجاور يكديگر قرار  دهيم و اينها را به وسيله ماده اي منتقل ك

  .غشاء سيتوپلاسمي اين دو سلول در همديگر فيوز يا ادغام مي شود. ادغام  مي نمايند

آلفوندي اين روش را براي ادغام سلول هاي گياهي بررسي  1982براي اولين بار در سال 
  .اي همه سلول نا قابل استفاده استكرد و امروزه اين روش بر

و روش فيزيكي انجام مي شود با ) پلي اتيلن گليكول( PEGادغام با استفاده از ماده 
حجمي و براي  20%براي اكتيو ميت ( PGCاستفاده از دستگاه الكتروپور ميزان معيني از 

اي حفره مي شود و كه در نتيجه پروتوپلاسم بوسيله اين ماده دار...) حجمي و  40%قارچ ها 
سيستم اين كار روي شيكر انجام مي گيرد و احتمال اينكه در سلول همخوان داراي حفره 

كروموزومي ايجاد  2nبه هم برسند افزايش مي يابد و غشاء در نتيجه نيوز مي شود و سلول 
در دروش فيزيكي پرتو پلاسم را در معرض ميدان .است 60%مي شود دارندمان اين كار 

يكي متناوب با ولتاژ بالا قرار مي دهند در نتيجه حفره در غشاء ايجاد مي شود زمانيكه الكتر
) الكترو فورز(سلول هاي داراي حفره كه ادغام مي شوند را دنامان اين روش الكتريكي 

ارائه شد و  mellonتوسط  1925اولين گزارش ادغام پروتوپلاسم در سال .است %90
  .اكتيو ميت هاي توليد كننده آنتي بيوتيك به كار مي رود اكنون براي افزايش راندمان

الحاق درون گونه اي سويه هايي كه فراواني -1:  موارد استفاده از ادغام پروتو پلاسم
نوتركيبي در آنها پائين است هدف از اين الحاق بالا بردن راندمان محصولات بيو 

  .تكنولوژي است

سويه هاي كاملا جديد كه بتواند متابوليت  الحاق بين گونه اي براي بدست آوردن-2
انتقال (و ) اتحال ژن بوسيله پلاسمير(هاي اصلاح شده را نستز كند اين روش برخلاف 

كه فقط قطعاتي از مجموعه ژني را منتقل ) انتقال ژن بوسيله مستقيم(و ) ژنتيكي توسط فاژ
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و به علاوه براي تبادل  مي كند و در پرتو پلاسم نيوژن تمام مجموعه ژني منتقل مي شود
است و ميتوان يك تا چهار ژنوتيت ) f(ماده ژنتيكي نيازي به حضور فاكتورهاي باروروي 

  .والدين را منتقل كرد

 5%با اين تكنيك توليد پني سيلين از قارچ پني سيلين كريزوژنوم به ميزان 1982در سال 
بدست   S.griseluseus , S.auerofaciensافزايش يافت دو سويه جديدي كه از فيوژن 

 2%آمده بود كه اثر مهار كنندگي استرپتوماسين بطور قابل ملاحظه كاهش و راندمان توليد 
  .افزايش يافت

همي  -سلول هاي گياهي را در بانر مي گذارند و آنزيم هاي سلولاز: تهيه پروپلاسم
و  EDTAباشد از  پكتياز و آنتي بيوتيك و ميكروز اضافه مي نمايند اگر باكتري - سلولاز

آنتي بيوتيك و ساكروز استفاده مي شود دليل استفاده سوكروز و پروتوپلاسم را جدا مي 
  )شيميايي و فيزيكي(سپس با روش كه قبلا گفته شد پروتلاسم را ادغام مي كند . كنند

در اين روش مي توان ميزان بالائي از عوامل ژنتيكي را اضافه : مزاياي ادغام پروتوپلاسم
كرد و ويژگي سلول دو رگه كاملا شناخته شده است مي توان دو هسته را كنار هم 

و همچنين محدود به يك گروه از خانواده . گذاشت بطوريكه كروموزوم صدمه دارد نشود
راندمان اين كار پيدا كردن سلول هاي دو . هاي همخوان در تمام سلول. موجودات نيست

رگه پائين است روش كار پيچيده  تقريبا مشكل است و هزينه برات نگهداري سلول هاي 
كشت گران قسمت است و بايد سلول ها همخواني . دو رگه يا والد بسيار سخت است

    .زيادي داشته باشند
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