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 پلاسمیدها همه ی .می شوند یافت باکتری ها اغلب در کروموزومی خارج صورت به که می باشند حلقوی دنای مولکول های پلاسمیدها

 و پلاسمید نوع به بسته .می باشد تکثیر به قادر باکتری (ژنوم) کروموزومی دنای از مستقل و بوده مستقل همانندسازی منشا دارای

 ژن جمله از مختلفی ژن های دارای اغلب پلاسمیدها .شود یافت است ممکن باکتری یک در پلاسمید یک از کپی 200 تا 2 از میزبان

 از پلاسمیدی خصوصیات انتقال سبب دیگر باکتری به باکتری یک از پلاسمیدها انتقال .می باشند آنتی بیوتیک چند یا یک به مقاومت

 در پلاسمیدها .نباشد ضروری باکتری بقای برای پلاسمید حضور است ممکن عادی شرایط در .می شود آنتی بیوتیک به مقاومت حمله

   .می باشد استفاده مورد دیگر سلول به سلول یک از دنا قطعات انتقال و تکثیر جهت وکتور عنوان به مولکولی بیولوژی

 و همانندسازی شروع نقطه ی بر علاوه پلاسمیدهایی چنین .است شده ساخته و طراحی مختلف اندازه های با پلاسمیدهایی این رو از

 از متشکل مزبور ناحیه ی .می باشند (غریبه) موردنظر دنای قطعه ی کلونینگ برای ناحیه ای دارای آنتی بیوتیک ها به مقاومت ژن های

 MSC (Multiple Cloning چندگانه کلونینگ جایگاه که بوده (Restriction Enzymes) محدودکننده آنزیم های برای جایگاه چند

Site) می شوند نامیده.   
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 .می نماید تسهیل را کلونینگ فرایند و نموده بیشتر را محدودکننده آنزیم نوع انتخاب محدودکننده، آنزیم های برای متعدد جایگاه های وجود

 مولکولی بیولوژی در که است پلاسمیدهایی قدیمی ترین از مزبور پلاسمید .می دهد نشان را PBR322 پلاسمید شماتیک ساختمان 1-1شکل

  حدود پلاسمید این طول .دارد کاربرد بسیار E.coli باکتری در دنا با رابطه در و است شده گزفته کار به مختلف دنای قطعات تکثیر جهت

4361bp همانندسازی شروع نقطه ی بر علاوه .است (ORI) آمپی سیلین به مقاومت ژن های دارای (Amp) تتراسایکلین و (Tc) می باشد. 

 جایگاه های 1-2 شکل .شده مشخص هم متعددی آنزیم  های اثر محل فوق قطعات شدن مشخص بر علاوه پلاسمید این ژنتیکی نقشه ی در

 .می دهد نشان PBR322 پلاسمید روی بر را محدودکننده آنزیم های

  PUC پایه ی با پلاسمیدهای .برد نام را ، PUC18، PUC19 ، PTZ 19R ، PTZ 19U ، PACYC 177  می توان پلاسمیدها دیگر انواع از

 توسط حمل شده ژن های بررسی با اغلب باکتری در پلاسمید حضور .می باشد کلی اشرشیا باکتری در  PBR322 از بیشتری کپی عدد دارای

 تتراسایکلین و آمپی سیلین آنتی بیوتیک های ممانعتی اثرات به نسبت طبیعی حالت در اشرشیاکلی باکتری مثال برای .می شود داده نشان پلاسمید

 سری یک :می کند حمل را ژن سری دو پلاسمید این .اند مقاوم آنتی بیوتیک ها این به PBR322 پلاسمید حاوی باکتری های اما .است حساس

 غیرسمی در که هستند آنزیم هایی تولید مسئول ژن ها دوم سری و می آورد در غیرسنی فرم به را آمپی سیلین که بتالاکتاماز آنزیم تولید مسئول

 .دارند نقش تتراسایکلین کردن
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 به نسبت مقاومت ژن بر علاوه پلاسمیدها این .می باشد متعددی کاربرد دارای نیز PUC19 جمله از PUC پایه ی با پلاسمیدهای

 لاکتوز های2باکتری داخل به پلاسمیدها این انتقال از پس دلیل همین به .می باشد نیز بتاگالاکتوسیداز آنزیم ژن دارای آمپی سیلین

 ژن و دارند را بتاگالاکتوسیداز آنزیم زیرواحد یک به مربوط ژن تنها عموما پلاسمیدها این البته )می گردد مثبت لاکتوز منفی،

 )می شود استفاده نیز کلونینگ صحت بررسی جهت خاصیت این از .(باشد داشته وجود باید میزبان باکتری ژنوم در دیگر زیرواحد

 .می دهد نشان آن روی بر را محدودکننده آنزیم های جایگاه و PUC19 پلاسمید ساختمان 1-4 و 1-3 شکل های (چگونه؟
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 مواد موردنیاز

 
 گرم 10 –تریپتون •

 گرم 10 –نمک طعام •

 گرم 5 –عصاره مخمر •

 (مولار1)میلی لیتر  1 –هیدروکسید سدیم •

 لیتر 1 -آب مقطر•

 گرم 3.75 -آگار•

 میلی گرم 75 –آمپی سیلین •

 به تعداد استوک های باکتریایی –گلیسیرین •
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 وسایل موردنیاز
 ترازوی حساس•

 (تعدادی)میلی لیتر  15لوله شیشه ای •

 پی پت های استریل نیم و یک میلی لیتری•

 (تعدادی)پلیت استریل •

 (تعدادی)لوله اپندرف استریل •

 نوار پارافیلم•

 لوپ مخصوص کشت باکتری•

 عدد 2لیتری  1ارلن •

 (تعدادی)میلی لیتری  250ارلن •

 شعله آتش•

   -20فریزر •

 درجه سانتی گراد 37انکوباتور •

 انکوباتور شیکردار•
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 پلاسمید .PUC19 پلاسمید ساختمان•

 شروع نقطه بر علاوه مزبور

 مقاومت ژن دارای ،(ORI) همانندسازی

 ژل ،(Amp)آمپی سیلین به

 چندگانه جایگاه بتاگالاکتوسیداز،

 .می باشد(Lacl)رپرسور ژن و کلونینگ
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 طرز ساخت محلول ها و محیط کشت

 : LBمحیط کشت مایع 1.

 هیدروکسید میلی لیتر 1 با و کرده وزن را مخمر عصاره گرم 5 و نمک طعام گرم 10 تریپتون، گرم 10 کشت، محیط لیتر یک تهیه برای

 محلول بلافاصه .آید به دست شفافی محلول تا نمایید مخلوط خوب و رسانده لیتر یک حجم به مقطر آب با (pH تنظیم جهت)مولار یک سدیم

 دمای در شدن ازخنک پس .نمائید اتوکلاو و نموده گذاری درپوش آلومینیوم با کرده، تقسیم میلی لیتری 250 حدود کوچکتر ارلن های در را

 LB محیط سی سی 250 به آگار گرم 3.75 مقدار اتوکلاو از قبل آگار،-LB کشت محیط تهیه منظور به .می کنیم نگهداری یخچال یا محیط

   .کنید اتوکلاو و نموده اضافه

 :آگار LBتهیه پلیت های 2.

 این به .کنید توزیع پلیت 10 در را آن شعله کنار در (سانتی گراد درجه 45 دمای)شود منعقد اینکه از قبل آگار، LB نمودن اتوکلاو ار پس

 به طور و بپوشانید دقت به پارافیلم با را پلیت اطراف شدن، منعقد از پس .شد خواهد مصرف آگار-LB از سی سی 25 پلیت هر برای ترتیب

  .می باشند نگهداری قابل ماه یک مدت برای پلیت این .کنید نگهداری یخچال در بعدی استفاده برای وارونه
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 :آمپی سیلین حاوی آگار-LB و آمپی سیلین حاوی LB محیط تهیه.3

 در استریل مقطر آب میلی لیتر1 در را آمپی سیلین گرم 75 حدود (1000)* آمپی سیلین استوک تهیه جهت

 آمپی سیلین میکرولیتر 250 استریل، LB محیط از میلی لیتر 250 به سپس .کنید حل استریل اپندرف یک

 دما) پلیت ها داخل به آگار-LB ریختن از قبل آمپی سیلین، حاوی آگار-LB پلیت های تهیه جهت .کنید اضافه

 .گردد اضافه آمپی سیلین استوک از میلی لیتر در میکرولیتر یک میزان به آمپی سیلین ،(درجه 40 حدود

 باکتری ها تکثیر و کشت .4

 فعالی و مناسب باکتری های به نیاز پلاسمیدی دنا آنالیز و استخراج تکثیر، به مربوط آزمایشات انجام جهت

 آن ها از تعدادی باکتری اولیخ استوک از که است لازم بنابراین.کنیم وارد آن ها به را پلاسمیدی دنا که داریم

 سانتی گراد درجه 37 دمای در ساعت 24 مدت به نموده اید تهیه قبلا که آگار-LB محیط حاوی پلیت در را

 در و کنید تلقیح آگار-LB محیط میلی لیتر 5 در را باکتری ها از کلنی یک زمان این از پس .دهید کشت

 حاصل OD600 = 0.6 تا دهید رشد ساعت 17-16 حدود سانتی گراد درجه 37 دمای در شیکردار انکوباتور

 .آماده اند آزمایش ها بعدی مراحل انجام برای باکتری ها این .شود
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 :باکتریایی استوک تهیه.5

 این به .می شود استفاده داده اند خوبی نتایج مولکولی آزمایش های در قبلا که مناسب سوش های از باکتریایی استوک تهیه منظور به

 در که باکتری حاوی کشت محیط میکرولیتر 400-300 و استریل گلیسیرین میلی لیتر نیم استریل، اپندرف یک در که ترتیب

 تاریخ و نام برچسب سپس .نمائید مسدود دقت به پارافیلم با و بسته محکم را لوله ها درب.نمایید اضافه شد، داده کشت قبل مرحله

 استفاده قابل مدت ها تا استوک این .کنید نگهداری سانتی گراد درجه -20 دردمای و نمائید ورتکس خوب زده، آن روی

 .شوند تجدید استوک ها یکبار ماه 6-3 هر است لازم .(ماه 6 حدود)می باشد
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 سوالات

 .لطفا به سوالات زیر در گزارش کار خود پاسخ دهید

 چیست؟ LBخصوصیات محیط 1.

 .را به عنوان حامل مناسب جهت کلونینگ ذکر کنید PUC19و  PBR322اهمیت پلاسمیدهای 2.
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