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وکتور (ها  اریوتآسپرژیلوس نایجر در پروککلونینگ ژن گلوکز اکسیداز 
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  چکیده
چنـین در     آنزیمی است که در صنایع غذایی، شیمیایی، آرایشی و بهداشـتی و هـم              ،گلوکز اکسیداز : سابقه و هدف  

سـپرژیلوس نـایجر    آای    از قـارچ رشـته     DNAدر مرحله اول ایـن طـرح        . شود های تشخیص گلوکز استفاده می     کیت
ATCC9029 سپس .  شد جدا استفاده از روش سونیکاسیون و لیز در نیتروژن مایع            باDNA   ژنومیک اسـتخراج شـده 
 )PKK223-3(  به وکتـور بیـانی دیگـر       )GO( دازی ژن گلوکزاکس  ،در ادامه این طرح   ،   کلون شد  PTZ57Rدر پلاسمید   

  .باشد مین ای برای تولید این آنزیم در ایرا  که پایه،شد وارد
هـای     اسـتخراج  و توسـط آنـزیم   DH5α-E. coliبـاکتری    ازPet21αG0پلاسـمید نوترکیـب    :هـا  مواد و روش

  سپس بـه داخـل پلاسـمید        و جدا kb8/1 برش داده و ژن گلوکز اکسیداز  به  طول            HindIII و   BamHIمحدودکنندۀ  
PKK223-3 در داخل میزبانو شد  وارد  E. coli-DH5α ی این پلاسمید نوترکیب با آنـزیم  نقشه ژن. دگردیترانسفورم

  . نامیده شدPKK223-3GOهای محدودکننده، تأیید و پلاسمید 
 ، جدا شده بودPet21αز پلاسمید  Restriction Enzyme اوسیلۀ هژن کدکنندۀ آنزیم گلوکز اکسیداز که ب: ها یافته

 در  PKK223-3GOدادیم که پلاسـمید نوترکیـب       ما نشان   . باشد میگارز  آ ژلالکتروفورزیس  دارای اندازه صحیح در     
Restriction analysisباشد  دارای الگوی صحیح می.  

تواند برای کلونینگ در وکتـور       میاز طریق مهندسی ژنتیک     ژن گلوکز اکسیداز    جداسازی و کلونینگ    : گیری نتیجه
  .بیانی به منظور تولید این آنزیم به صورت نوترکیب به کار رود

  
   آسپرژیلوس نایجر،کولی شیای اشر،گلوکز اکسیداز: کلیدیهای  واژه

  
  مقدمه

ــوکز اکــسیداز و خــصوصیات ســاختمانی آن   .گل
 اکسیدو ردوکتاز   -1اکسیژن  :  گلوکز - دی -بتا(گلوکز اکسیداز   

4,3,1,1 :EC ( داری   نپروتئین فلاوی(Flavoprotein)   اسـت 
 گلوکز را به وسیله اکسیژن مولکولی       -دی – βکه اکسیداسیون   

تواند به دو مرحله جداگانـه تقـسیم         ش می واکن. کند کاتالیز می 

 اکسیداسیون سوبسترا و احیای آنزیم در نیمه واکـنش          )1: شود
 اکسیداسیون مجدد آنزیم در نیمه واکنش اکسیداسیون،        )2احیا  

 دی  -در نیمه واکنش احیاء آنزیم ابتدا باعث اکسیداسیون بتـا           
گلوکونولاکتـون شـده و خـود بـه حالـت احیـاء              گلوکز به دی  

 دلتـا گلوکولاکتـون تحـت هیـدرولیز         .(FADH2-)آید   رمید
 .شـود  خودی قرار گرفته و به اسید گلوکونیک تبدیل می         خودبه

   E-mail: jam@nrcgeb.ac.ir ،021-4580301 : نمابر،021-4580301-9 :تلفن.   نویسنده مسئول*
 13/4/84:؛ تاریخ پذیرش 25/1/84 : دریافتتاریخ
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 (FADH2-)در نیمه واکنش اکسیداسیون حالت احیایی آنزیم        
    گـردد  توسط اکسیژن مولکولی به حالت اکسیده اولیه بـاز مـی          

(-FAD)  ــدروژن ــسید هی ــه پراک ــد (H2O2) و در نتیج  تولی
  .]10،3[شود  می

در ) Muler) 1928فعالیت این آنزیم اولـین بـار توسـط          
 گـزارش شـد و      رعصاره حاصل از کشت آسـپرژیلوس نـایج       

در حـال   . ]10[سپس این آنزیم از آسپرژیلوس تخلـیص شـد          
ــر      ــارچی نظی ــابع ق ــارتی از من ــسیداز تج ــر گلوکزاک حاض

ــی  ــه م ــپوریوم تهی ــپرژیلوس و کلادوس ــود  آس  .]12،11،5[ش
گلوکزاکسیداز آسپرژیلوس نایجر آنزیمی است کـه از دو زیـر           

. باشـد   کیلودالتـون مـی    150واحد تشکیل و وزن مولکولی آن       
 بوده که به طور محکم به آن        FADاین آنزیم محتوی مولکول     

سـولفیدی   هر دو زیرواحد محتوی یک پل دی      . باشد متصل می 
 پـروتئین دیمـر دارای یـک شـکل تخـم مرغـی بـا           . دنباش می

ــه  ــالایی از ســاختمان ثانوی % 18مــارپیچ و % 28(محتــوای ب
ساختمان سوم آنزیم از دو دسته صـفحات        . است) صفحات بتا 

اولـین گـروه از     . بتای جدا و کاملاً مختلف تشکیل شده اسـت        
 را  FADمتـصل بـه     ) ناحیه (Domainصفحات بتا قسمتی از     

دهد و دومین گروه، صفحه بتایی است کـه متـشکل          تشکیل می 
وسـیله چهـار مـارپیچ آلفـا          هز شش رشته غیرموازی بوده و ب      ا

 یک طرف از جایگاه فعال آنزیم    ،این صفحه بتا  . شود احاطه می 
 (Dissociation)جــداکردن  .]11،5،3[دهــد  را تــشکیل مــی

پذیر بوده و با     کنندگی امکان  زیرواحدها تنها در شرایط دناتوره    
 گلوکزاکـسیداز   .باشـد  راه مـی   هم ـ FADاز دست دادن فاکتور     

ــایجر یــک گلیکــوپروتئین  ــوای اســتآســپرژیلوس ن  و محت
 درصد وزن مولکولی آنـزیم      16 تا   15کربوهیدارتی آن حدود    

 150به طور کلی هر مولکول گلوکزاکسیداز       . شود را شامل می  
هاست و گلـوکزآمین     ترین آن  واحد قندی دارد که مانوز فراوان     
. گیرنـد   بعدی قـرار مـی  های و گالاکتوز از نظر مقدار در ردیف 

 O– و   N–هـای کربوهیـدراتی بـه صـورت پیونـدهای            بخش
حـذف آنزیمـی    . شـوند  گلیکوزیدی بـه پـروتئین متـصل مـی        

(Enzyme removal)30، به میـزان    محتوای کربوهیدراتی %
داری بر فعالیت کاتالیتکی و پایـداری آنـزیم          ، اثر معنی  %95و  

 کربوهیـدراتی در    از طرف دیگر وجـود مقـادیر بـالای        . ندارد
ای را به آن داده است از جملـه آنـزیم           آنزیم، خصوصیات ویژه  

 و در نتیجـه بعـضی از خـصوصیات          نـد ک مـی تـر    را هیدروفیل 
توان به   جمله می آن   که از    نماید غیرمعمول را به آنزیم اعطا می     

  :رد زیر اشاره کردامو
 پایداری آنزیم در    ) ب ؛oc100 عدم رسوب آنزیم در      )الف

SDS 75/0%وسیله اسید   رسوب کردن بسیار کند آنزیم به ) ج ؛
 حلالیت بالای آنزیم در آب و نیاز بـه          ) د ؛%5کلرواستیک   تری

 تا 80یعنی (غلظت بسیار بالای نمک برای رسوب کردن آنزیم 
  ).سولفات آمونیوم% 90

گلـوکز ویژگـی بـسیار بـالا         ـ گلوکزاکسیداز برای بتاـ دی   
کاریدها را نیز در سرعت بـسیار        با این حال سایر مونوسا     رد،دا

  .]5،3،11[کند  تر اکسیده می پایین
گلوکزاکـسیداز از نظـر      .اهمیت آنزیم گلوکزاکسیداز  

  : ها عبارتند از ترین آن تجارتی کاربردهای متنوعی دارد که مهم
ـ در صنایع شـیمیایی بـرای تولیـد اسـیدهای آلـی نظیـر               

  ها چنین در شوینده اسیدگلوکونیک و هم
صنایع غذایی نظیر صنعت نان، حذف گلوکز از پـودر          ـ در   
 و غذاها برای دوام و حفظ رنگ، بـو  (Dried egg)تخم مرغ 

ها و سـبزیجات کنـسرو       چنین حذف اکسیژن از آب میوه      و هم 
  .شده و مایونز جهت جلوگیری از فساد

هـای آزمـون     ترین کـاربرد گلوکزاکـسیداز در کیـت        ـ مهم 
(Test Kits)مّـی د که جهـت تعیـین ک  باش یگرها م حس  و ذی 

، مواد غذایی، آشامیدنی و مایعات       گلوکز در مایعات بیولوژیکی   
  .رود کار می  به(Fermentation liquor)تخمیری 

ـــ در صــنایع بهداشــتی ـ آرایــشی نظیــر خمیــر دنــدان،   
هـای محـافظ     ها و لوسیون   های مایع، کرم   ها، صابون  شویه دهان

  .]11،5[ پوست و مو
هـای   لونینگ و بیـان ایـن ژن توسـط گـروه          جداسازی، ک 

 ژن این آنـزیم از      1989در  . تحقیقاتی مختلفی انجام شده است    
 NRRL-3 از آسپرژیلوس نایجر     cDNAطریق تهیه کتابخانه    

) bp1815(جدا و سکانس شد و ژن ساختمانی گلوکزاکسیداز         
. ]8[ نواحی غیر کدکننده طرفین آن مـشخص گردیـد           همراهبه  
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Ferederrick      ژن این آنـزیم را از       1990و همکاران در سال 
، از ســـویه cDNAطریـــق تـــشکیل کتابخانـــه ژنـــومی و 

 جدا و پس از کلونینگ آن،       ATCC9029آسپرژیلوس نایجر   
در همـین   . ]6[گلوکزاکسیداز نوترکیب را در مخمر بیان کردند        

 و همکاران موفق به تولید مقـادیر بـالای          Whittingtonسال  
ز طریق کلونینگ ژن این آنزیم و بیـان آن در           آنزیم نوترکیب ا  

در مطالعه دیگری توسـط     . ]13[ساکارومیسس سرویزیه شدند    
Kim            و همکاران، جداسازی ژن این آنزیم از طریـق تـشکیل 

یک کتابخانـه ژنـومی از سـویه وحـشی آسـپرژیلوس نـایجر              
ACMO4    به دلیل ارزش صـنعتی ایـن آنـزیم،        . ]7[ انجام شد

ــا  و Rocheهــای بزرگــی نظیــر  ر شــرکتتولیــد آن در اختی
Sigmaدارد و یا نتایج تحقیقات و تولید این آنزیم دارای   قرار

باشـد کـه اجـازه اسـتفاده از           می Patentحق امتیاز ثبت شده     
بنابراین . ]11،5[دهد   ها نمی  نتایج را به سایر کشورها یا شرکت      

این مطالعه با هدف شناسایی، جداسازی و کلونینـگ ژن ایـن            
  .اجرا شدزیم در کشور به صورت نوترکیب آن

  
  ها مواد و روش

 از کلکسیون E. coli-DH5αباکتری سویه  .ها ارگانیسم
مرکز ملی تحقیقات مهندسی ژنتیک و تکنولوژی زیستی تهیـه          

  .شد
ــزیم ــزیم .هــا و مــواد پلاســمیدها، آن ــر  آن هــایی نظی

T4DNA Ligaseــزیم ــدۀ   و آن  و BamHIهــای محدودکنن
HindIII ــد ــداری ش ــیناژن خری ــرکت س ــارکر.  از ش  وزن م

محصول  Extraction Kit Agarose gel DNAمولکولی و 
 فرآورده شرکت   PKK223-3پلاسمید  .  بود (Roche)شرکت  

Fermentaseبود .  
بـرای جداسـازی ژن      .ازی ژن گلوکزاکـسیداز   سجدا

، استخراج پلاسـمید در     Pet21αگلوکزاکسیداز از وکتور بیانی     
 با استفاده از روش معمول انجام (Large scale) دمقیاس زیا

های بـرش    پلاسمیدهای استخراج شده با توجه به جایگاه      . شد
 و  BamHIهـای    روی ژن و وکتور این پلاسـمیدها بـا آنـزیم          

HindIII  سـپس بـا اسـتفاده از الکتروفـورزیس         .  بریده شدند
نظر که همان ژن گلوکزاکسیداز      قطعه مورد % 1روی ژل آگارز    

kb8/1 هـای     با تیـغ اسـتریل بریـده و بـه ویـال            ودبml5/1 
 Agarose gel  سپس با استفاده از کیـت . استریل منتقل شد

DNA Extraction،نظر مطـابق پروتکـل کیـت،      قطعه مورد
. داد مـی  مشخصی را نـشان     باند آن روی ژل،     µl5 ،خالص شد 

ط  نیـز توس ـ   PKK223-3زمان با این کـار وکتـور بیـانی           هم
.  بـرش داده شـد     HindIII و   BamHIهای محدودکننده    آنزیم

 PKK223-3نظر که همان پلاسمید       قطعه مورد  ،%1ژل آگارز   
  .داد  نشان ار باشد خطی شده می

سلول پذیرا  .)سلول پذیرا (Competent cellتهیه 
به طور خلاصه یک کلنـی از       . مطابق روش استاندارد تهیه شد    

 (o/n)روزی ورت شـبانه  به ص ـDH5α سویه E.coliباکتری 

Overnight   در ml3   محیط LBکشت شد  .ml05/0  از ایـن 
 2-3 استریل منتقـل و بـه مـدت          LB محیط   ml20محیط به   

به .  قرار داده شدrpm200 با  oc37ساعت در شیکر انکوباتور     
د، سـپس   یس ـر 5/0تـا   4/0ها به حدود      نمونه ODطوری که   

تریفوژ شد و پلـت      دور سان  3000 دقیقه در    10 به مدت     نمونه،
 سرد سوسپانسیون  mM100 کلرید کلسیم    ml15باکتریایی در   

بعـد از ایـن     .  بر روی یـخ قـرار گرفـت        h5/0شده و به مدت     
 ml3پلت حاصل در    . ها مجدداَ سانتریفوژ شدند     سلول ،مرحله

 سوسپانـسیون   ، گلیسرول اسـتریل   ml5/0کلریدکلسیم سرد و    
 اسـتریل   ml5/1ل ویال    در داخ  µl200ها با مقادیر     نمونه. شد

  .داری شد  نگه-oc70تا زمان استفاده در فریزر و الیکوت 
 bla حــاوی مــارکر PKK233-3پلاســمید  .کلونینــگ

 ابتـدا بـا     Ligation. باشـد  می) سیلین سایت مقاومت به آمپی   (
 به محلـول حـاوی ژن   T4 DNA Ligaseاضافه کردن آنزیم 

 بـه صـورت     PKK233-3 خطی شـده     گلوکزاکسیداز و وکتور  
 Ligationمحـصول   .  انجام پذیرفت  oc22روز در دمای     نهشبا

با اسـتفاده از روش  ) E. coli-DH5α (به داخل باکتری پذیرا
در مرحلـه بعـد میـزان       . معمول شوک حرارتی، ترانسفورم شد    

µl100            از باکتری ترانسفورم شده بر روی یک پلیـت حـاوی 
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X-6al   و IPTG   و Amp      روز   پخش شد و به صـورت شـبانه
 ،هـای سـفید   تعدادی از کلنـی .  قرار گرفتoc37 وباتوردر انک

انتخاب و برای استخراج پلاسمید در مقیاس پـائین در محـیط            
 در  oc37روز در دمـای       بـه صـورت شـبانه      LB+Ampمایع  
rpm220کشت شد .  

 ).Restriction analysis(آنــالیز پلاســمیدها  
 بـا   (Minipreparation)استخراج پلاسـمید در مقیـاس کـم         

پلاسـمیدهای  . اده از روش معمول لیز قلیـایی انجـام شـد          استف
های سفید در مقایسه با پلاسمید کنتـرل         استخراج شده از کلنی   

 ترانـسفورم  Insert بـدون  PKK233-3یعنـی وکتـور    (اصلی  
بـا توجـه بـه    . تـری داشـتند   انـدازه سـنگین   ) DH5αشده در   
ی ها  این پلاسمید با آنزیم    ،های برش روی ژن و وکتور      جایگاه

BamHI   و HindIII      ها یـک پلاسـمید      بریده شد و از بین آن 
داد بـه عنـوان       الگوی هضم آنزیمی مورد انتظار را نشان می        که

  .نظر انتخاب شد کلون مورد
                  1    2    3    4   5    6     7 

 
 PET21αGO  پلاسمید  وPET21αGO الکتروفورز پلاسمید. 1شکل 

  : درصد1بر روی ژل آگارز ) ت کلونینگجه(دایجست شده 
 λ 2  مارکروزن ملکولی1)

  HindIIIدایجست شده با  PET21αGO  پلاسمید2) 
 HindIII دایجست شده با PET21αGO  پلاسمید3)

   BamHIدایجست شده با PET21αGO  پلاسمید4)
 ،فلش (HindIII و  BamHIدایجست شده با pet21aG0  پلاسمید5,6) 

  )دهد را نشان می 1/8kbpG0ژن 
  bp 100وزن ملکولی  مارکر) 7

  نتایج
 قطعـه ژن    ، نشان داده شـده اسـت      1 طورکه در شکل   همان

از % 1آگـــاروز  ژل الکتروفـــورز در kb8/1گلوکزاکـــسیداز 
PET21αGO نظر پـس از جـداکردن از        قطعه مورد .  شد  جدا

 تخلیص Agarose gel DNA extraction kitروی ژل، با 
 نیز با اسـتفاده     PKK223-3زمان، پلاسمید     به طور هم   .گردید

، HindIII و   BamHIهای محدودکننـده     از آنالیز توسط آنزیم   
  . نشان داده شده است2 که در شکل ،بریده شد

 
1   2    3    4    5    6   7 

 
 

 PKK223-3 GO و پلاسمید  PKK223-3 GO پلاسمید Map. 2شکل 
  : درصد1 ارزدایجست شده بر روی آگ

 λ    2 وزن ملکولی  مارکر1)

 PKK223-3 GO  پلاسمید 2) 

  HindIII دایجست شده با  PKK223-3 GO  پلاسمید3)
  BamHI دایجست شده با  PKK223-3 GO پلاسمید4)

، BamHIهای   دایجست شده با آنزیم PKK223-3 GO پلاسمید5,6,7)
HindIII) 1/8  زن ملکولفلش قطعه ژن گلوکزاکسیداز را با و kbp نشان 

  )دهد می
 خطـی   نظر به داخل پلاسـمید      ژن مورد  Ligationسپس  

 انجـام و بعـد بـه داخـل بـاکتری پـذیرای              PKK223-3 شده
هـا   کـشت آن  . ترانسفورم شـد E. coli-DH5αمناسب به نام 

 به مـدت  IPTG و Xgalسیلین و  های حاوی آمپی  روی پلیت 
از کـشت ایـن      که بعد    وجود آورد، های سفید به     یک شب کلنی  

هـایی    یک کلون از کلون    ؛ها ها و استخراج پلاسمید از آن      کلنی
تر بـود    پلاسمید اولیه سنگین بهکه از نظر اندازه پلاسمید نسبت   

             انتخـــــاب و جهـــــت) ، ســـــتون ســـــوم3شـــــکل (
Restriction Analysisبا هضم آنزیماتیک بـه  .  استفاده شد
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طعـات مـورد انتظـار     قBamHI و   HindIIIهایی   کمک آنزیم 
و جهت قرار گرفتن ژن     ) 7  و 6 ،5، ستون   4شکل  (حاصل شد   

  . داخل پلاسمید نیز مشخص شد
1            2                3 

 
 بر PKK223-3  کلون ژن گلوکزاکسیداز داخل وکتور Map. 3شکل 

  :درصد 1روی ژل آگارز 
  λ    2 وزن ملکولی  مارکر1)
  فاقد ژن گلوکزاکسیدازPKK223-3   پلاسمید2)

  واجد ژن گلوکزاکسیداز PKK223-3   پلاسمید3)
  

1   2   3   4   5   6                       

 
 PKK223-3  و پلاسمیدPKK223-3  الکتروفورز پلاسمید. 4شکل 

 : درصد1، بر روی ژل آگارز )جهت کلونینگ(دایجست شده 

 λ 2  مارکروزن ملکولی1)

 PKK223-3  پلاسمید2)

     BamHIدایجست شده با آنزیم PKK223-3  پلاسمید3)

   BamHIدایجست شده با آنزیمPKK223-3   پلاسمید4)
 HindIIIدایجست شده با آنزیم PKK223-3   پلاسمید5)

   HindIII و BamHIهای دایجست شده با آنزیمPKK223-3   پلاسمید6)

ن داخل پلاسمید در های برش و جهت قرار گرفتن ژ جایگاه
  . نشان داده شده است5شکل 

  
  نقشه ژنتیکی پلاسمید. 5شکل

  

  گیری  و نتیجهبحث
آنزیم گلوکزاکسیداز اولین بار از عصاره گونه آسپرژیلوس        

های متعددی از نظر تولیـد       سپس میکروارگانیسم . تخلیص شد 
گـری شـدند کـه بهتـرین         این آنزیم در مقیاس صـنعتی غربـال       

  ].13،8،7،6[ین آنزیم آسپرژیلوس نایجر است تولیدکننده ا
این آنزیم به   . آنزیم گلوکزاکسیداز کاربردهای متنوعی دارد    

دارنـده در صـنایع      گر بیولوژیکی گلـوکز، نگـه      حس عنوان ذی 
ــان،   ــی در صــنعت ن ــد اســیدهای آل ــد تولی غــذایی و در رون

. ]11،5[رود  ها، مواد بهداشتی ـ آرایـشی بـه کـار مـی      شوینده
دهد که انتقال ژن گلوکزاکسیداز بـه        ت جدیدتر نشان می   تحقیقا

های گیـاهی در مقابـل آفـات         تواند به مقاومت پایه    گیاهان می 
به دلایل فوق تولید این آنـزیم در اختیـار          . ]14،9[منجر شود   

های بزرگ بوده و یا نتایج تحقیقات و تولید این آنـزیم             شرکت
 کـه اجـازه     ،دباش ـ  مـی  )Patent(دارای حق امتیاز ثبت شـده       

گرچـه  . دهد ها نمی  استفاده از آن را به سایر کشورها و شرکت        
ای بر روی تخلیص و خصوصیات ترمودینامیکی      مطالعات اولیه 

ایـن اولـین     ولـی    ؛]2،1[این آنزیم در ایران انجام شـده اسـت          
بر روی جداسازی ژن این آنزیم به منظور تولید آنـزیم           مطالعه  

 کلونینگ و بیان ایـن ژن توسـط         جداسازی،. باشد نوترکیب می 
 ژن این 1989در . های تحقیقاتی مختلفی انجام شده است گروه

 از آسـپرژیلوس نـایجر      cDNAآنزیم از طریق تهیه کتابخانـه       
NRRL-3         جدا و سکانس شد و ژن ساختمانی گلوکزاکسیداز 

bp1815    کدکننـده طـرفین آن مـشخص         به همراه نواحی غیر
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مکاران ژن این آنزیم را از طریق  و ه  Ferederick. ]8[گردید  
، از سویه آسپرژیلوس نایجر cDNAتشکیل کتابخانه ژنومی و 

ATCC 9029در مطالعـه  . ]6[کلـون کردنـد     جدا وKim و 
همکاران، جداسازی ژن ایـن آنـزیم از طریـق تـشکیل یـک              

 ACMO4کتابخانه ژنومی از سویه وحشی آسپرژیلوس نایجر 
 هدف ما بـه وجـود آوردن یـک          در این مطالعه  . ]7[انجام شد   

پلاسـمید  . پلاسمید نوترکیب جهت تولید آنزیم نوترکیب اسـت       
سازد کـه    این امکان را فراهم میPKK223-3 GOنوترکیب 

بتــوانیم ایــن ژن را بــه ســادگی در ایــن وکتــور بیــانی تحــت 
ــستم  ــف در سی ــای مختل ــا   پروموتره ــک ی ــای پروکاریونی ه

بی ایـن پروموترهـا در      یوکاریونیک کلون نموده و ضمن ارزیـا      
بیان ژن، بتوانیم نقش سیگنال پپتید را در هنگام تولیـد آنـزیم             

یم و بتـوانیم در ادامـه       یها مشخص نما   نوترکیب در این سیستم   
  . در وکتور بیانی بپردازیمژنطرح به بررسی بیان 
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