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1. مقدمه
ــی  ــه توانای ــای قابل توجــه خــود، از جمل ــه ســبب مزای ــا ب مخمره
انجــام اصلاحــات پــس از ترجمــه مطلــوب، رشــد ســریع، دســتکاری 
ــوده  ــالای زیســت ت ــر، غلظــت ب ژنتیکــی آســان، تخمیــر مقیاس  پذی
ــوژن، به عنــوان کارخانه هــای پروتئیــن  و تولیــد ایمــن و عــاری از پات
ــر در  ــل مؤث ــن عوام ــی از مهم تری ــوند. یک ــناخته می ش ــد ش کارآم
ــک  ــوان ی ــتوریس  (Pichia pastoris) به عن ــا پاس ــتفاده از پیکی اس
ــی و  ــوی، القای ــر ق ــن، پروموت ــد پروتئی ــرای تولی ــلولی ب ــه س کارخان

ــود در  ــیداز  AOX1 موج ــکل اکس ــرای ژن ال ــده ب ــدت تنظیم ش به ش
ایــن مخمــر اســت (1، 2). در ســلول های کشــت داده  شــده در حضــور 
متانــول، بیــان الــکل اکســیداز به دلیــل قــدرت مربــوط بــه پروموتــر 
AOX1 به طــور چشــمگیری افزایــش می یابــد، کــه اســاس اســتفاده از 
پیکیــا پاســتوریس به عنــوان یــک سیســتم بیــان پروتئیــن هترولــوگ 
 DNA  اســت (3). پلاســمیدها به عنــوان ناقلینــی کــه توانایــی انتقــال
ــد شــناخته می شــوند کــه در بیــن  ــه درون ســلول را دارن خارجــی ب

چکیده 
مقدمـه: پلاسـمیدها در حوزه علـم بیوتکنولوژیکی نقش مهمـی در انتقال و دسـتکاری DNA هترولوگ موجود در سـلول های میزبـان جهت تولید 
پروتئین هـای نوترکیـب ایفـا می کننـد. پروموتـر پلاسـمید pPICZαA با دارا بـودن پروموتـر AOX1 یکـی از بهتریـن وکتورهای بیانی در سـویه های 
پیکیـا پاسـتوریس محسـوب می شـود. اما محصـول ژن مقاومت بـه آنتی بیوتیک زئوسـین (BleR) می توانـد در طول رشـد پایدار برای میزبان سـمی 
باشـد. همچنیـن گـران بـودن آنتی بیوتیـک زئوسـین می توانـد به عنـوان یک مانـع در اسـتفاده از این پلاسـمید جهـت کارهـای مربوط بـه کلونینگ 

به شـمار رود. 
اهـداف: هـدف از ایـن مطالعه کلونینـگ ژن های مقاومت به کانامایسـین (KanR)  و هیسـتیدینول دهیدروژنـاز (HIS4) جهت راحتـی در انتخاب 
کلون هـا در باکتری هـای ترانسفورم شـده بـا اسـتفاده از ژن KanR و همچنیـن در مخمرهـای آکسـوتروف  بـه هیسـتیدین و کاهش هزینـه از طریق 

حذف آنتی بیوتیک زئوسـین اسـت. 
مـواد و روش‌هـا: برای هـر کدام از ژن های مـورد نظر مراحل PCR و مراحـل کلونینگ در پلاسـمید  pPICZαA انجام گردیـد، در مرحله بعدی ژن 
GFP به عنـوان ژن کنتـرل جهـت تسـت کارکرد  ژن مقاومـت به KanR در باکتری در پلاسـمید  pPICZαA کلون شـد و همچنین تسـت عملکردی 
ژن HIS4 و در مخمـر پیکیـا پاسـتوریس آکسـوتروف  GS115 بعـد از کلونینگ ژن مورد نظـر در محیـط YNB (Yeast Nitrogen Base)  به همراه 

آمینواسیدهیسـتیدین و بدون آن انجام شد. 
نتایـج: مراحـل انجـام PCR و کلونینـگ بـرای هـر دو ژن مـورد نظـر در پلاسـمید pPICZαA بـا موفقیـت بـه انجـام رسـید و نتایـج مقاومـت بـه 
آنتی بیوتیـک KanR و رشـد در محیـط بـدون آمینواسیدهیسـتیدین مثبـت بودنـد و همچنیـن بیـان ژن GFP نیـز بـا وسـترن بـلات ثابـت گردیـد. 
نتیجه‌گیـری: پلاسـمید pPICZαA بـا تغییرات اعمال شـده، قابلیـت انتخاب در باکتـری  از طریق ژن مقاومـت به کانامایسـین (Kan) و همچنین 
انتخـاب در مخمـر آکسـوتروف پیکیا پاسـتوریس با اسـتفاده از ژن هیسـتیدینول دهیدروژناز 1 (HIS4) را دارا شـد، که می توانـد هزینه های کلونینگ 

و بیـان در مخمـر را به طـور قابل توجهـی کاهش دهد. 
کلمات کلیدی: پیکیا، پروتئین نوترکیب، بیان ژن، پلاسمید
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آن هــا پلاســمید pPICZαA ، بــا داشــتن ویژگی هایــی همچــون 
پروموتــر قــوی AOX1، طــول 3/6 کیلوبایــت و چندیــن جایــگاه بــرش 
ــا پاســتوریس  ــی در ســویه های پیکی یکــی از بهتریــن ناقل هــای بیان
ــه  ــه زئوســین ک ــت ب ــال، ژن مقاوم ــن ح ــود. در عی محســوب می ش
ــرای  ــود، ب ــتفاده می ش ــل اس ــن ناق ــی در ای ــانگر انتخاب ــوان نش به عن
ــت (4-7).  ــب اس ــا مناس ــری و پیکی ــلول باکت ــر دو س ــاب در ه انتخ
ــواده  ــوی از خان ــدی و عض ــک گلیکوپپتی ــک آنتی بیوتی ــین ی زئوس
 Streptomyces ــار از ــن ب ــه اولی ــت ک ــین اس بلئومایسین/فلئومایس
verticillus  جداســازی شــد. زئوســین پــس از فعال شــدن می توانــد 
ــد،  ــا را اکســید کن ــد، لیپیده ــد کن ــای هیدروکســیل تولی رادیکال ه
 DNA و RNA ــد و ــز کن ــا را هیدرولی ــدی پروتئین ه ــای آمی پیونده
ــه  ــت DNA ب ــزان شکس ــکند. می ــته ای را بش ــته ای و دورش تک رش
ــه  ــتگی دارد (8). اگرچ ــیون بس ــان انکوباس ــین و زم ــت زئوس غلظ
ــلولی  ــعه رده س ــرای توس ــوب ب ــی خ ــانگر انتخاب ــک نش ــین ی زئوس
 GFP کــه  HEK293 و HT1080 خصوصــا کشــت های رده ســلولی
ــخص  ــا مش ــت (9)، ام ــد، اس ــان می کنن ــگر بی ــوان گزارش را به عن
ــل  ــز به دلی ــم زدایی نی ــس از س ــی پ ــین حت ــه زئوس ــت ک ــده اس ش
ــری   ــین درباکت ــه بلئومایس ــت ب ــدار ژن Shble (ژن مقاوم ــان پای بی
Streptoalloteichus hindustanus کــه پروتئیــن Sh را کــه میــل 
ــین  ــای فلئومایس ــواده آنتی بیوتیک ه ــرای خان ــدیدی ب ــی ش ترکیب
زئوســین  برابــر  در  مقاومــت  باعــث  و  می کنــد  کدگــذاری  دارد 
 SK-OV-3  را در کلون هــای نوترکیــب DNA  می شــود) می توانــد
تخریــب کنــد (10). قــرار گرفتــن مــداوم ســلول های در حال تقســیم 
در مجــاورت زئوســین می توانــد منجــر بــه بــروز جهش هــای تجمعــی 
ــه  ــر ب ــد منج ــه می توان ــود ک ــط ش ــا محی ــازگاری ب ــخ های س و پاس
تغییــرات بیولوژیکــی قابــل توجهــی شــود. بنابرایــن، محققــان باید در 
تفســیر داده هــای مربــوط بــه رده هــای ســلولی پایدارکــه بــا زئوســین 

غرالگــری می شــوند بســیار محتــاط باشــند (11). اگرچــه انــدازه ژن 
ــای  ــه زئوســین کوچــک اســت مناســب کلونینــگ ژن ه ــت ب مقاوم
بــزرگ در پلاســمید اســت، امــا هزینــه آنتی بیوتیــک زئوســین، 
ــر  ــزرگ، به طــور قابل توجهــی بالات ــان در مقیــاس ب ــرای بی ــژه ب به وی
اســت و آن را بــه انتخابــی نامناســب تبدیــل می کنــد (12). زئوســین، 
ــی، به دلیــل  ــالا در انتخــاب ســلول های یوکاریوت ــا وجــود کارایــی ب ب
ــده در  ــل محدودکنن ــک عام ــوان ی ــد به عن ــالای آن می توان ــه ب هزین
ــه  ــر گرفت ــوژی در نظ ــدی در بیوتکنول ــی و تولی ــای تحقیقات پروژه ه
ــرای آزمایشــگاه های  ــژه ب ــالا می توانــد به وی شــود. ایــن هزینه هــای ب
کوچــک و پروژه هــای مقیــاس پاییــن چالش برانگیــز باشــد (جــدول 
1). جهــت بــر طــرف کــردن مشــکلات ناشــی از زئوســین، جایگزینــی 
  (KanR) ــا ژن مقاومــت بــه کانامایســین ژن مقاومــت بــه زئوســین ب
ــین  ــه کانامایس ــت ب ــد: ژن مقاوم ــد باش ــد مفی ــت می توان از دو جه
بــه  پاســتوریس  پیکیــا  و  باکتری هــا  در  به ترتیــب  می توانــد 
ــر،  ــوی دیگ ــد. از س ــاد کن ــت ایج ــین مقاوم ــین و جنیتیس کانامایس
چــون جنتیســین مشــابه زئوســین یــک آنتی بیوتیــک گــران  
ــردن  ــون ک ــه کلونینــگ اســت، کل ــوط ب ــای مرب قیمــت در فراینده
  pPICZαA پلاســمید  در   (His4) هیســتیدینول دهیدروژناز  ژن 
ــویه ــک در س ــدون آنتی بیوتی ــاب ب ــکان انتخ ــردن ام ــم ک ــا فراه ب
ــع ایــن مشــکل  ــه رف ــد ب ــا پاســتوریس می توان GS115  مخمــر پیکی
ــه  ــت ب ــی ژن مقاوم ــکان جایگزین ــه ام ــن مطالع ــد. در ای ــک کن کم
ــردن ژن  ــون ک ــین وکل ــه زئوس ــت ب ــای ژن مقاوم ــین به ج کانامایس
ــا هــدف حــذف   هیســتیدینول دهیدروژناز در پلاســمید pPICZαA ب
اســتفاده از آنتی بیوتیــک زئوســین در انتخــاب کلونــی در باکتری هــا 
و مخمرهــا بررســی شــد. بــه عــلاوه جهشــی در جایــگاه آنزیــم برشــی  
XbaI درون ژن هیســتیدینول دهیدروژناز بــا اســتفاده از یــک پرایمــر 

معکــوس ایجــاد شــد.

جدول 1. مقایسه پنج آنتی‌بیوتیک رایج در تحقیقات مولکولی از نظر هزینه، کاربرد و مقاومت ایجادشده در میزبان‌ها 

کاربردمقاومتکاربردهزینهآنتی‌بیوتیک

معمولاً برای انتخاب پلاسمیدها در .E کمآمپی‌سیلین
coli استفاده می‌شود

مؤثر روی بسیاری از 
باکتری‌های گرم منفی

 E. coli معمولاً برای انتخاب پلاسمیدها در
استفاده می‌شود

برای انتخاب سلول‌های ترانسفکت شده در متوسطکانامایسین
باکتری‌ها و یوکاریوت‌ها استفاده می‌شود

آنتی‌بیوتیک با طیف وسیع، 
مؤثر روی باکتری‌های مختلف

برای انتخاب سلول‌های ترانسفکت شده در 
باکتری‌ها و یوکاریوت‌ها استفاده می‌شود

معمولاً برای انتخاب پلاسمیدها به‌ویژه در کمکاربنی‌سیلین
برابر باکتری‌های تولیدکننده پنی‌سیلیناز 

استفاده می‌شود

مؤثر روی باکتری‌های 
تولیدکننده پنی‌سیلیناز

معمولاً برای انتخاب پلاسمیدها به‌ویژه در 
برابر باکتری‌های تولیدکننده پنی‌سیلیناز 

استفاده می‌شود
عمدتاً در سیستم‌های باکتریایی استفاده متوسطاسپکتینومایسین

می‌شود
عمدتاً مؤثر روی باکتری‌های 

گرم منفی
عمدتاً در سیستم‌های باکتریایی استفاده 

می‌شود

برای انتخاب سلول‌های یوکاریوتی استفاده بالازئوسین
می‌شود

مؤثر روی طیف وسیعی از 
موجودات

برای انتخاب سلول‌های یوکاریوتی استفاده 
می‌شود
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۲. اهداف
بــه  مقاومــت  ژن هــای  کلونینــگ  مطالعــه  ایــن  از  هــدف 
ــت  ــتیدینول دهیدروژناز (HIS4) جه ــین (KanR)  و هیس کانامایس
ترانسفورم شــده  باکتری هــای  در  کلون هــا  انتخــاب  در  راحتــی 
ــای  ــن در مخمره ــتفاده ژن KanR و همچنی ــا اس ــا ب در باکتری ه
ــذف  ــق ح ــه از طری ــش هزین ــتیدین و کاه ــه هیس ــوتروف ب آکس

اســت. زئوســین  آنتی بیوتیــک 

۳. مواد و روش‌ها

3..1. کشت سویه باکتریایی و مخمری
  TOP10 (Invitrogen) برای تکثیر پلاسمیدهای نوترکیب از ســویه
باکتــری اشریشــیا کلــی اســتفاده شــد. باکتری هــای ترانسفورم شــده 
روی محیــط آگار LB (Luria–Bertani) غنی شــده بــا کانامایســین 

بــا غلظــت 50 میکروگــرم در میلی لیتــر انتخــاب شــدند.
ســویه GS115 (Invitrogen) مخمــر پیکیــا پاســتوریس در 

محیــط کشــت YPD کــه شــامل 1 درصــد عصــاره مخمــر، 2درصــد 
پپتــون و 2 درصــد گلوکــز اســت، تکثیر شــد و مخمرهای ترانســفورم 
ــد آگار، 2  ــاوی 2 درص ــای YNB AGAR ح ــز روی پلیت ه ــده نی ش

درصــد  دکســتروز و 0/67 درصــد YNB  انتخــاب شــدند.

PCR 3..2. طراحی پرایمر و
هیســتیدینول  و  کانامایســین  بــه  مقاومــت  ژن هــای  توالــی 
دهیدروژنــاز از ســایت NCBI بــه دســت آمــد و پرایمرهــا بــا 
جایگاه هــای بــرش مــورد نیــاز طراحــی (جــدول 2)  و توســط 
 pPIC9K ــون (آلمــان) ســاخته شــدند. از پلاســمید شــرکت متابی
ــین  ــه کانامایس ــت ب ــای  مقاوم ــر ژن ه ــرای تکثی ــو ب ــوان الگ به عن
از  اســتفاده  بــا  و    PCR روش بــا  دهیدروژنــاز  هیســتیدینول  و 
ــدول 3 و 4).  ــد (ج ــتفاده گردی ــا اس ــی آن ه ــای اختصاص پرایمره
  pTracer-CMV2 (Invitrogen)پلاســمید ایــن،  بــر  عــلاوه 
بــرای تکثیــر ژن GFP بــا پرایمرهــای اختصاصــی آن اســتفاده شــد. 
ــدازه محصــولات PCR  روی ژل آگارز 1 درصــد تعییــن شــد و در  ان
  DNA بــا اســتفاده از کیــت اســتخراج از ژل PCR ادامــه محصــولات
ــدند. ــتفاده ش ــگ اس ــرای کلونین ــازی و ب (Fermentas) خالص س

جدول 2. لیست پرایمرهای استفاده شده، جایگاه‌های آنزیم برش و طول محصول PCR الف

دما توالیپرایمرها
)˚C(

Cut site اندازه
محصول 

)bp(

F G418TATCCATGGATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCCAGGCCGCGATTAAAT
TCC72NcoI

834
R G418TATGATATCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATG58EcoRV

His FTATATTGGTTAATTGGTTGTAACACTGG62BglII
2966

His RTATAGATCTTTAAATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAACCTTAACAGCATTGCGGTGA
GCATCAAGACCTTCAACAG72BglII

GFP RATAGAATTCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGG59EcoRI
705

GFP FATATCTAGAGCCATGTGTAATCCCAGCAGC64XbaI
الــف جایگاه هــای بــرش بــا حــروف پررنــگ و زیرخــط دار نشــان داده شــده اند. بــرای حــذف جایــگاه XbaI  موجــود در ژن مقاومــت بــه کانامایســین (Kan) و جایــگاه XbaI  موجــود در ژن هیســتیدینول 

دهیدروژنــاز (His4)، بــه ترتیــب بــاز G در پرایمــر F G418 بــه C و بــاز T در پرایمــر His R بــه A تغییــر داده شــد، کــه بــا حــروف پــر رنــگ و بــا خــط  در زیــر آن هــا نشــان داده شــده اند.

  Pfu Mastermix 2X و زمان‌های مربوط به هر مرحله برای ژن مقاومت کانامایسین )834 جفت باز( با استفاده از آنزیم PCR جدول 3. برنامه انجام واکنش
مربوط به شرکت یکتا تجهیز آزما

چرخهزماندما )C°(مراحل

)Initial denaturation( 51 دقیقه94واسرشت‌سازی اولیه

)Denaturation(  3035 ثانیه94واسرشت‌سازی

)Annealing( 3035 ثانیه58اتصال آغازگر / اتصال پرایمر

)Extension( 135 دقیقه72طویل‌سازی

)Final extension( 101 دقیقه72طویل‌سازی نهایی
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ــا اســتفاده از  ــاز( ب ــاز )2966 جفــت ب ــرای ژن هیســتیدینول دهیدروژن ــه هــر مرحلــه ب ــوط ب جــدول 4. برنامــه انجــام واکنــش PCR و زمان‌هــای مرب
آنزیــمPfu Mastermix 2X  مربــوط بــه شــرکت یکتــا تجهیــز آزمــا

چرخهزماندما )°C(مراحل

)Initial denaturation( 51 دقیقه94واسرشت‌سازی اولیه

)Denaturation(  3035 ثانیه94واسرشت‌سازی

)Annealing( 3035 ثانیه60اتصال آغازگر / اتصال پرایمر

)Extension( 235 دقیقه72طویل‌سازی

)Final extension( 101 دقیقه72طویل‌سازی نهایی

3..3. ساخت و تأیید سازه بیانی
ژن  ابتــدا  در   ،pPICZαA-KanR پلاســمید  ســاخت  بــرای 
 pPIC9K مقاومــت بــه کانامایســین (816 جفــت بــاز) از پلاســمید
 G418 F ــی ــای اختصاص ــتفاده از پرایمره ــا اس  (Invitrogen)  ب
ــذف  ــرای ح ــد. ب ــر ش ــه روش PCR تکثی ــدول 1) ب و G418 R (ج
محــل بــرش XboI در ایــن ژن ، نوکلئوتیــد G بــدون تغییــر کــدون 
ســرین بــه نوکلئوتیــد C در پرایمــر معکــوس تغییــر یافــت. ســپس 
محصــول PCR بــا اســتفاده از آنزیم هــای NcoI و EcoRV بــرش داده 
ــا  شــد و توســط آنزیــم لیــگاز بــه ناقــل pPICZαA بــرش خــورده ب
همــان آنزیم هــا متصــل گردیــد و بدیــن ترتیــب ایــن ژن جایگزیــن 
باکتری هــای  ســپس  گردیــد.  بلئومایســین  بــه  مقاومــت  ژن 
ترانسفورم شــده کــه پلاســمید pPICZαA-KanR وارد آن هــا شــده 
به وســیله پلیت هــای آگار LB حــاوی آنتی بیوتیــک کانامایســین 
انتخــاب و بــا اســتفاده از پرایمرهــای اختصاصــی بــرای ژن مقاومــت 
بــه کانامایســین توســط Colony PCR  غربالگــری شــدند و در ادامه 
ــای  ــا آنزیم ه ــرش ب ــای ب ــا روش ه ــده ب ــای انتخاب ش ــز کلونی ه نی
محدودکننــده و تعییــن توالــی پلاســمید تأییــد شــدند. بــه همیــن 
ــی His F و  ــای اختصاص ــمید pPIC9K و پرایمره ــب، از پلاس ترتی
ــاز (2967 جفــت  His R  بــرای تکثیــر ژن هیســتیدینول دهیدروژن
pPICZαA- باز) اســتفاده شــد (جــدول 1). بــرای ســاخت پلاســمید
Kan-His4، محصــول PCR  ژن هیســتیدینول دهیدروژنــاز پــس از 
بــرش توســط آنزیــم محدودکننــده BglII  توســط آنزیــم لیــگاز بــه 
پلاســمید pPICZαA-Kan خطی شــده توســط همــان آنزیــم [پــس 
از تیمــار بــا آلکالیــن فســفاتاز (Fermentas)] متصــل شــد و ماننــد 
ــا آنزیم هــای محدودکننــده  مرحلــه قبــل Colony PCR  و بــرش ب
بــرای تأییــد کلونینــگ انجــام شــد. عــلاوه بــر ایــن، بــرای ســنجش 
pPICZαA- ــمید ــاز ، پلاس ــتیدینول دهیدروژن ــردی ژن هیس عملک
ــپس  ــد و س ــی  ش ــم SacI خط ــا آنزی Kan- His4 (pPIC-K-H)  ب

بــا روش الکتروپوریشــن بــه ســویه GS115 پیکیــا پاســتوریس 
YNB  وارد شــد. مخلــوط ترانسفورماســیون روی پلیت هــای آگار
ــای 30  ــدت 2 روز در دم ــدون هیســتیدن کشــت داده شــد و به م ب
ــده،  ــای ترانسفورم ش ــا گونه ه ــد ت ــه ش ــانتی گراد آنکوب ــه س درج
ژن  +His کــه  ترانسفورم شــده  گونه هــای  شــوند.  انتخــاب 
در  پلاســمید  ادغــام  طریــق  از  را  هیســتیدینول دهیدروژناز 
جهش یافتــه  ژن  می تواننــد  کرده انــد  دریافــت  خــود  ژنــوم 
ــن  ــل و پروتئی ــر را تکمی هیســتیدینول دهیدروژناز موجــود در مخم
ــد  ــد فاق ــط رش ــد و در محی ــد  کنن ــتیدینول دهیدروژناز را ک هیس
هیســتیدین رشــد کننــد. به عــلاوه، بــرای غربالگــری عملکــردی در 
خصــوص ژن مقاومــت بــه کانامایســین، مخمرهــای GS115  حــاوی 
آنتی بیوتیــک  حــاوی   YNB محیــط  در   pPIC-K-H پلاســمید 

ــد. ــت داده ش GS418 کش

GFP  3..4. ساخت و بیان کاست
آنزیم هــای  از   ،pPIC-H-K-GFP پلاســمید  ســاخت  بــرای 
  GFPژن PCR بــرای بــرش محصــول XbaI و EcoRI محدودکننــده
و پلاســمید pPIC-H-K خطی شــده اســتفاده شــد (تصویــر 1). 100 
ــتخراج  ــس از اس ــده پ ــمید ساخته ش ــول پلاس ــر از محص میکرولیت
از طریــق روش الکتروپوریشــن بــه مخمرهــای GS115 وارد شــد 
محیــط  حــاوی  پلیت هــای  روی  ترانسفورم شــده  ســلول های  و 
ــد  ــرای تأیی ــدند. از Colony PCR ب ــش ش ــت YNB آگار پخ کش
ــپس  ــد. س ــتفاده ش ــر اس ــوم مخم ــد در ژن ــمید جدی ــام پلاس ادغ
ــای 30 درجــه  ــط کشــت YPDS در دم ــت در محی ــای مثب کلونی ه
ســانتی گراد و دور RPM 200 تــا رســیدن بــه OD600 تقریبــاً 1/5 
ــت  ــن پیش کش ــر از ای ــاً، 200 میکرولیت ــدند. متعاقب ــد داده ش رش
ــر محیــط کشــت BMGY اســتفاده شــد  ــح 25 میلی لیت ــرای تلقی ب

ــد.  ــه ش ــاعت) انکوب ــب (16 س ــک ش ــدت ی ــپس به م ــه س ک
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 تصویــر 1. نمایــش شــماتیک پلاســمید pPICZ-Kan-His ساخته شــده. ایــن تصویــر، نمایــش شــماتیک پلاســمید pPICZ-Kan-His ساخته شــده بــا اســتفاده 
ــه پلاســمید وارد شــد. همچنیــن ژن هیســتیدین  ــم برشــی BglII ب ــا اســتفاده از آنزی ــه کانامایســین ب ــه اول، ژن مقاومــت ب از KanR را نشــان می دهــد. در مرحل
دهیدروژنــاز (His4) بــا اســتفاده از آنزیم هــای برشــی NcoI و EcoRV وارد گردیــد. در مرحلــه دوم، بــرای تأییــد صحــت پلاســمید جدیــد، ژن پروتئیــن فلورســنت 

ســبز (GFP) در پلاســمید pPICZ-Kan-His کلــون شــد.

 pPIC-H-K در GFP 3..5. بیان
ــلول های  ــر AOX1، س ــرل پروموت ــت کنت ــان GFP تح ــرای بی ب
ترانسفورم شــده بــا پلاســمید pPIC-K-H-GFP در فلاســک های 
حــاوی 25 میلی لیتــر محیــط کشــت BMGY در دمــای 30 درجــه 
ــت  ــاعت کش ــدت 24 س ــیکردار به م ــور ش ــانتی گراد در آنکوبات س
ــا اســتفاده از ســانتریفیوژ  داده شــدند. ســپس ســلول های مخمــر ب
(5 دقیقــه، گــرم 3000 ، 4 درجــه ســانتی گراد) جمــع آوری و 
ــی کــه  ــا زمان ــه محیــط کشــت القایــی BMMY منتقــل شــدند ت ب
OD600 بــه عــدد 1 برســد. القــا بــا افــزودن مقــدار مشــخصی ( 1 
درصــد، حجم/حجــم) متانــول حفــظ شــد. پــس از 72 ســاعت القــا، 
ــع آوری  ــل جم ــرای تجزیه وتحلی ــلول ها ب ــت و س ــی کش ــع روی مای

شــدند.
 محیط هــای کشــت بــا روش ســانتریفیوژ جمــع آوری و بــه میــزان 
ــانتریفیوژی  ــیون س ــتون های فیلتراس ــتفاده از س ــا اس ــر ب 50 براب
تغلیــظ  آلمــان)   ،Merck Millipore)  Amicon Ultra-15
ــد  ــورز ژل پلی اکریل آمی ــا روش الکتروف ــد ب ــه بع ــدند و در مرحل ش
ــل  ــورد تجزیه وتحلی ــولفات (SDS-PAGE)  م ــیل س ــدیم دودس س

ــترن بلات  ــق روش وس ــب از طری ــان GFP نوترکی ــد. بی ــرار گرفتن ق
ــه  ــل ب ــد His  متص ــادی ض ــت 1:500 آنتی ب ــتفاده از رق ــا اس و ب
تشــخیص  بــرای  متحــده)  ایــالات   ،Sigma-Aldrich)  HRP
ــانس  ــرف کمیلومینس ــق مع ــز از طری ــو و نی ــای ایمونوراکتی بانده

ــد. ــد ش ــده) تأیی ــالات متح (Amersham، ای

۴. نتایج

 pPIC-K-H 4..1. تأیید کاست
 pPICZα  جهــت تأییــد کلونینــگ، هضــم آنزیمــی پلاســمیدهای
اســتخراج  از  پــس   EcoRV و   NcoI آنزیم هــای  بــا   A-KanR
پلاســمید از کشــت شــبانه برخــی از کلونی هــای مثبــت رشــدیافته 
ــد.  ــام ش ــین انج ــک کانامایس ــاوی آنتی بیوتی ــط LB ح روی محی
ــرار  ــل ق ــورد تجزیه وتحلی ــا م ــده ب ــمید استخراج ش ــپس پلاس س
ــت  ــده اس ــان داده ش ــر 2 نش ــه در تصوی ــور ک ــه همانط ــت ک گرف
ــمید  ــازی) از پلاس ــت ب ــه ای (816 جف ــدن قطع ــه جداش ــر ب منج

ــد شــد. جدی
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ــا اســتفاده از آنزیم هــای  ــا اســتفاده از آنالیــز برشــی و PCR.الــف) آنالیــز برشــی پلاســمید  pPICZαA-KanRب ــر 2. تأییــد ســاخت پلاســمید pPIC-K-H ب تصوی
برشــی NcoI و EcoRV، قطعــه ای مربــوط بــه ژن مقاومــت بــه کانامایســین بــا انــدازه 816 جفت بــاز را نشــان داد. ب) تأییــد ســاخت پلاســمید pPIC-K-H بــا اســتفاده 
ــس از  ــاز. پ ــتیدین دهیدروژن ــی ژن هیس ــای اختصاص ــتفاده از پرایمره ــا اس ــمید  pPICZαAو ب ــه کل پلاس ــوط ب ــاز مرب ــدازه 3163 جفت ب ــا ان از Colony PCR؛ ب

ــاز را در پلاســمید ساخته شــده تأییــد کــرد. ــاز روی ژل آگارز مشــاهده شــد کــه وجــود ژن هیســتیدین دهیدروژن ــه طــول 2966 جفت ب الکتروفــورز، قطعــه ای ب

4..2. سنجش عملکردی
به عنــوان اولیــن گام بــرای غربالگــری عملکــردی پلاســمید 
توســط   GS115 مخمــر  و   Top10F باکتــری  دو  هــر   ،pPIC-K
روی  به ترتیــب  ســپس  و  شــدند  ترانســفورم  پلاســمید  ایــن 
شــدند.  داده  کشــت   YNB-G418 و   LB-Kan آنتی بیوتیک هــای 
ــف) و  ــر 3 ال ــری Top10F (تصوی ــد باکت ــان دهنده رش ــج نش نتای

مخمــر GS115 (تصویــر 3 ب) روی محیــط کشــت اختصاصــی خــود 
ــت  ــا کش ــتیدینول دهیدروژناز ب ــرد ژن هیس ــنجش عملک ــود. س ب
ــید آمینه   ــدون اس ــده روی YNB ب ــای GS115 ترانسفورم ش مخمره
ــر 4 نشــان داده شــده اســت،  ــه در تصوی هیســتیدین، همانطــور ک
ــی  ــر ژنتیک ــای تغیی ــد مخمره ــت و رش ــرار گرف ــی ق ــورد ارزیاب م

ــد. ــاهده ش ــا pPICZαA-K-H مش ــه ب یافت

تصویــر 3. ســنجش عملکــرد پلاســمید pPICZαA-KanR در باکتــری Top10F و مخمــر GS115. الــف) ترانسفورماســیون پلاســمید pPICZαA-KanR  در 
ــودن  باکتری هــای Top10F و رشــد آن هــا روی محیــط کشــت LB-agar-Kan نشــان داده شــده اســت. عــدم رشــد در کنتــرل منفــی نیــز تأییدکننــده اختصاصــی ب
رشــد کلنی هــا بــود. ب) کشــت پلاســمید pPICZαA-KanR ترانسفورم شــده در مخمــر GS115 روی محیــط YNB نشــان داده شــده اســت. عــدم رشــد در کنتــرل منفــی، 

صحــت ترانسفورماســیون را تأییــد کــرد.

تصویــر 4. ســنجش عملکــرد پلاســمید pPICZαA-Kan-His در مخمــر GS115. رشــد مخمرهــای GS115 ترانسفورم شــده بــا پلاســمید pPICZαA-Kan-His روی 
محیــط کشــت YNB بــدون هیســتیدین، در کنــار کنتــرل منفــی نشــان داده شــده اســت. مشــاهده رشــد در ایــن محیــط، عملکــرد صحیــح پلاســمید ساخته شــده را 

ــد. ــد می کن تأیی
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4..3. تایید بیان ژن توسط کاست جدید
پروتئیــن فلورســنت ســبز (GFP) به عنــوان یــک مــدل پروتئینــی 
ــد (pPICZ-K-H) اســتفاده  ــان ژن در کاســت جدی ــات بی ــرای اثب ب
 ،pPICZ-K-H ــمید ــردن ژن GFP در پلاس ــون ک ــس از کل ــد. پ ش

مخمرهــای GS115 توســط پلاســمید pPICZ-K-H-GFP ترانســفورم 
شــدند و ورود ایــن پلاســمید بــا Colony PCR بررســی شــد. 
ــز  ــا آنالی ــظ ب ــس از تغلی ــت پ ــط کش ــل محی ــه داخ ــح GFP ب ترش

ــر 5). ــد (تصوی ــد ش ــترن بلات تأیی وس

تصویــر 5. آنالیــز بیــان پروتئیــن GFP بــا اســتفاده از SDS-PAGE و وســترن بــلات. در ســمت چــپ، آنالیــز SDS-PAGE از مایــع رویــی کشــت مخمرهــای حــاوی 
پلاســمید نوترکیــب pPICZ-K-H-GFP نشــان داده شــده اســت. در ســمت راســت، نتیجــه وســترن بــلات بــا اســتفاده از روش ECL بــرای تأییــد بیــان پروتئیــن GFP در 

مخمرهــای حــاوی پلاســمید نوترکیــب نمایــش داده شــده اســت.

۵. بحث
در کار اخیــر، جایگاه هــای بــرش XboI و XbaI به ترتیــب بــا 
وارد کــردن جهــش در پرایمرهــای معکــوس ژن هــای مقاومــت 
ــن  ــدند. ای ــذف ش ــتیدینول دهیدروژناز ح ــین و هیس ــه کانامایس ب
 pPICZαA جایگاه هــای بــرش در جایــگاه کلونینــگ چندگانــه ناقــل
شــاخص های  بــا  جدیــدی  ناقل هــای  مــا  دارنــد.  قــرار  نیــز 
ــه کانامایســین (جنتیســین)  هیســتیدینول دهیدروژناز و مقاومــت ب
ــی  ــویه های بیان ــتقیم س ــاب مس ــرای انتخ ــه ب ــم ک ــرح دادی را ش
GS115  طراحــی شــده اند. ژن مقاومــت بــه کانامایســین قــرار 
ــرای انتخــاب در هــر دو  ــد ب ــن پلاســمیدها می توان داده شــده در ای
ــا پاســتوریس اســتفاده شــود و در مقایســه  ــری و مخمــر پیکی باکت
ــه  ــد ک ــه می ده ــی را ارائ ــای کلونینگ ــور pPIC9، ناقل ه ــا وکت ب
ــن،  ــر ای ــلاوه ب ــت. ع ــان تر اس ــا آس ــتکاری آن ه ــر و دس کوچک ت
ــین  ــا زئوس ــه ب ــین در مقایس ــک جنتیس ــه آنتی بیوتی ــی ک از آنجای
ــد  ــای جدی ــن وکتوره ــتفاده از ای ــت، اس ــر اس ــیار کم هزینه ت بس

کنــد. صرفه جویــی  هزینه هــا  در  می توانــد 
بــه  مقاومــت  ژن  یــک  همکارانــش  و  بنــد  عبدالامامــی 
باکتریایــی  انتخابــی  نشــانگر  یــک  به عنــوان  را  آمپی ســیلین 
ــه  ــد و ژن مقاومــت ب ــور pPICZαA وارد کردن ــه وکت ارزان قیمــت ب
زئوســین را بــا یــک ژن مقــاوم بــه هیگرومایســین جایگزیــن کردنــد 
 COL1A1 ــی ــت های بیان ــاوی کاس ــر ح ــاتل مخم ــور ش ــا دو وکت ت
ــه، ژن HIS6 از  ــک مطالع ــازند (13). در ی ــانی بس و COL1A2 انس
 pPICZαA (14) در یــک وکتــور بیــان مخمــر pRD643 پلاســمید
ــویه  ــک س ــه ی ــل ب ــب حاص ــمید نوترکی ــد و پلاس ــون ش (15) کل
مخمــر S. cerevisiae کــه فاقــد ژن HIS6 درون زاد عملکــردی 
ــت  ــده اس ــان داده ش ــز نش ــه ای نی ــد (16). در مطالع ــود، وارد ش ب
کــه آنتی بیوتیــک G418 مســتقیماً بــه کمپلکــس ریبوزومــی 
اینکــه  وجــود  بــا  و   (17) می شــود  متصــل   S80 یوکاریوتــی 
کانامایســین از نظــر ســاختاری شــبیه G418 اســت، به دلیــل عــدم 
ســمیت بــرای مخمــر، نمی تــوان از آن بــرای انتخــاب در مخمرهــای 
ــوان از  ــود، می ت ــن وج ــا ای ــرد. ب ــتفاده ک ــتوریس اس ــا پاس پیکی
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ــی کلای ترانسفورم شــده در  ــرای انتخــاب باکتری های کانامایســین ب
مراحــل اولیــه ســاخت ایــن ناقل هــا اســتفاده کــرد (18). از ســوی 
دیگــر، مقامــات بهداشــتی به درســتی تشــخیص داده انــد کــه وجــود 
ــاق  ــک اتف ــمید، ی ــکلت پلاس ــک در اس ــه آنتی بیوتی ــاوم ب ژن مق
ــال افقــی مقاومــت  ــی، احتمــال انتق ــی اصل ــوب اســت. نگران نامطل
آنتی بیوتیکــی بــه جمعیــت میکروبــی در گــردش اســت (19). بــرای 
ــای  ــد ناقل ه ــا تولی ــانگر ی ــدون نش ــان ب ــای بی ــعه میزبان ه توس
ــک  ــدون آنتی بیوتی ــاب ب ــتم های انتخ ــر، سیس ــال ژن ایمن ت انتق
ــی از  ــد. یک ــعه یافته ان ــمید توس ــه پلاس ــی ب ــم های مبتن و مکانیس
ــت  ــوتروفیک اس ــانگر اکس ــک نش ــازی ی ــتم ها، مکمل س ــن سیس ای
کــه از یــک ســویه پیکیــا پاســتوریس جهش یافتــه در مســیر ســنتز 
بنابرایــن   .(20) می کنــد  اســتفاده  دهیدروژنــاز  هیســتیدینول 
می توانــد  اکســوترفی  رشــد  تکمیل کننــده  یــک  دادن  قــرارد 
ــد  ــویه هایی باش ــر در س ــورد نظ ــان ژن م ــرای بی ــب ب ــی مناس راه
ــوان رشــد  ــی ت کــه اکســوترف شــدهاند. ایــن میزبان هــا تنهــا زمان
ــی حامــل ژن آکســوتروفی  ــد داشــت کــه پلاســمید انتقال را خواهن
ــان اکســوتروف نیــز  ــا میزب باشــد. از ایــن نظــر آلودگــی محیطــی ب
ــتفاده از  ــودن اس ــه نشــانگر ارجــح ب ــل خــود می رســد ک ــه حداق ب
ایــن نــوع سیســتم اکســوتروفی اســت. نتیجــه کلــی در ایــن مطالعــه 
ــم  ــه ه ــرد ک ــوان پلاســمیدهایی را طراحــی ک ــه می ت نشــان داد ک
ــک  ــه آنتی بیوتی ــت ب ــد مقاوم ــف مانن ــای مختل ــق انتخاب ه از طری
و نیــز اکســوتروفی داری عملکــرد مناســب در بیــان پروتئیــن بــوده 
ــی  ــی محیط ــش آلودگ ــا و کاه ــش هزینه ه ــه کاه ــب ب و بدین ترتی

ــد. ــک کن ــا کم ــی از میزبان ه ناش

مشارکت نویسندگان: 
س. ح. و ا. ب.: جمــع آوری داده هــا، نــگارش نســخه اول مقالــه؛ ق. 
ــگارش نســخه  ب.: مســئول ایــده و طراحــی، جمــع آوری داده هــا، ن
ــت  ــه جه ــودن مقال ــاده نم ــج و آم ــیر نتای ــز و تفس ــه، آنالی اول مقال
ــوده و  ــی نم ــج را بررس ــندگان نتای ــه نویس ــه. هم ــه مجل ــال ب ارس

ــد.  ــه را تاییــد نمودن نســخه نهایــی مقال

تضاد منافع:
ــع  ــه تضــاد مناف ــد هــر گون ــار داشــتند کــه فاق نویســندگان اظه

هســتند.

کد اخلاق: 
lR.ZUMS.REC.1400.409

حمایت مالی/معنوی:
ــت  ــوم پزشــکی زنجــان حمای ــه توســط دانشــگاه عل ــن مطالع ای

ــی شــده اســت. مال

بازیابی داده‌ها:
مجموعــه داده ارائه شــده در ایــن مطالعــه، در زمــان ارســال مقالــه 
ــل  ــه درخواســت از نویســنده مســئول قاب ــا ب ــا پــس از انتشــار، بن ی

دریافــت اســت.
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Abstract
Background: Plasmids play a crucial role in biotechnology by facilitating the transfer and manipulation of heterologous DNA in 

host cells for the production of recombinant proteins. The pPICZαA plasmid, featuring the AOX1 promoter, is regarded as one of the 
best expression vectors in Pichia pastoris strains. However, the product of the zeocin antibiotic resistance gene (BleR) can be toxic to 
the host during stable growth, and the high cost of this antibiotic presents a significant barrier to the use of this plasmid.
Objectives: This study aims to clone the kanamycin resistance gene (KanR) and the histidinol dehydrogenase gene (HIS4) 

to facilitate the selection of clones in transformed bacteria using the KanR gene and in histidine auxotrophic yeasts, while also 
reducing costs by eliminating the need for zeocin.
Methods: PCR and cloning steps were performed for each of the target genes in the pPICZαA plasmid. Subsequently, the GFP gene 

was cloned as a control to test the functionality of the KanR resistance gene in bacteria within the pPICZαA plasmid. Functional 
testing of the his4 gene in the histidine auxotrophic Pichia pastoris GS115 was conducted after cloning the target gene in YNB 
medium, both with and without histidine amino acid.
Results: The PCR and cloning steps for both target genes in the pPICZαA plasmid were successfully completed, demonstrating 

positive antibiotic resistance to KanR and growth in a medium lacking histidine amino acids. The expression of the GFP gene was 
confirmed through Western blotting.
Conclusion: The modified pPICZαA plasmid enabled selection in bacteria using the kanamycin resistance gene and in histidine 

auxotrophic yeast Pichia pastoris using the histidinol dehydrogenase gene (HIS4). This approach can significantly reduce cloning 
and expression costs in yeast.
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