
 هاي نوتركيب DNA و تشكيل DNA اتصال قطعات

 قسمتي كه ( كننده به علت داشتن انتهاي چسبنده هاي محدود حاصل از عمل آنزيم DNA قطعات

 به طور موقـت بـه يكـديگر ) كند اي است و با قطعه ديگر ساختمان مكمل توليد مي رشته به صورت تك

 آيـد و ستر بين دو رشته بوجود مي ا پيوند فسفو دي ) وصل كننده ( با افزودن آنزيم ليگاز . شوند متصل مي

 ). شكل ( شوند دو قطعه محكم به يكديگر متصل مي

 با تشكيل پيوندهاي ) مانند آنچه در بالا نشان داده شده است ( كه داراي تواليهاي مكمل باشند DNA قسمتهايي از

 . توانند حلقه هاي صليبي شكل ايجاد نمايند هيدروژني بين تواليهاي تكراري معكوس خود مي

 كند و با كسب انرژي لازم باعث ايجاد پيونـد عمل مي + NAD و يا ATP آنزيم ليگاز در حضور

 در داخل DNA و باز تركيبي DNA اين آنزيم در همانندسازي . شود مي DNA استر در اسكلت فسفو دي

كند كه داراي شد كه آنزيم ليگاز فقط قطعاتي را به هم متصل مي ابتدا تصور مي . سلول نقش اساسي دارد



 اي هستند نيز اگر به اي كه انتهاي آنها  فاقد قسمتهاي تك رشته DNA انتهاهاي مكمل باشند، اما قطعات

 قطعات با اين حال احتمال اتصال . شوند آنزيم ليگاز به هم وصل مي ميزان زياد وجود داشته باشند توسط

 مكمل به انتهاي قطعات اضافه اي رشته اي بسيار كم است و اغلب قسمتهاي تك رشته فاقد قسمتهاي تك

 بين بازهاي مكمل بين انتهاها را افزايش داده و عمل شوند كه اين عمل تشكيل پيوندهاي هيدروژني مي

 ). شكل ( كند آنزيم ليگاز را آسانتر مي

 دار استفاده لبه DNA معروفند براي ايجاد قطعات Bam HI اي كه به متصل كننده شته از اوليگونوكلئوتيدهاي دو ر

 ابتدا قطعات كوتاه متصل كننده به دو ). اي دارند رشته اي است كه انتهاي كوتاه تك DNA دار قطعات منظور از لبه ( شود مي

 از DNA اتصال دو انتهاي . دار توليد شوند به گردد تا انتهاهاي ل اضافه مي Bam HI شوند و سپس آنزيم متصل مي DNA انتها

. شود دار انجام مي طريق انتهاهاي لبه



 از آنجا كه انتهاهاي مكمل همواره به طور خودبخود با ايجاد پيوندهاي هيدروژني ساختمان مكمل

 اده با اسـتف . قبلاً به هم وصل شده باشند DNA سازند، براي عمل آنزيم ليگاز لازم نيست كه دو قطعه مي

زـيم ليگـاز روشـهاي ) ECoRI ماننـد ( سـازند اي كه انتهاي چسبنده مي هاي محدودكننده از آنزيم  و آن

 شوند و بدين ترتيب ميتوان قطعات مختلـف در آزمايشگاه با سهولت بيشتري انجام مي DNA نوتركيبي

DNA تكثيـر با ابـداع روشـهاي . اند را به يكديگر متصل كرد كه از منابع مختلف استخراج شده DNA 

 اهميت خود را در ميان دانشمندان بـه اثبـات DNA ، روشهاي نوتركيبي ) كلونينگ = آمپلي فيكاسيون (

 . رسانده است

 مورد نظر را وارد واحدهاي كروموزومي DNA به اين ترتيب است كه قطعات DNA روش كلونينگ

 ) وكتور ( اين واحدها كه به پيكان . نمايند كنند، مي كه مستقل از كروموزوم سلول ميزبان همانندسازي مي

 ورود وكتورهاي فوق در اثر . معروف هستند اغلب فاژ، پلاسميد و يا اسيدهاي نوكلئيك ويروسي هستند

 به سلول ميزبان مناسب، بدون توجه به همانندسازي كروموزوم ميزبان، همانندسازي آنها بطـور مـستقل

ه مـي به وكتورهايي كه در روش كلونينگ . گيرد انجام مي  شـوند پيكانهـاي كلونينـگ گفتـه بكار گرفتـ

. يابند با استفاده از پيكانهاي كلونينگ قطعات مورد نظر در سلولهاي ميزبان تكثير مي . شود مي



 تكثيريافته DNA آرشيو قطعات

 هـاي حاصل از عمل آنزيم DNA توان قطعات با استفاده از روش الكتروفورز بر روي ژل آگاروز مي

 امـا تفكيـك قطعـات . پلاسميد، ويروس و يا باكتري را از يكديگر جدا كـرد DNA بر روي محدودكننده

DNA هـاي حتـي بـا بكـارگيري آنـزيم . سلولهايي كه كروموزوم بسيار طويلي دارند خيلي دشوار است 

 هـا بـه هاي يوكاريوت هاي سلول اي كه توالي جايگاه تشخيص بسيار نادري دارند كروموزوم محدودكننده

 شوند كه تفكيك آنها به وسيله الكتروفورز بسيار دشوار اسـت و بـدين ات بسيار زيادي تقسيم مي قطع

 بـراي . شود نوارهاي بسيار ضخيم و منتشري ايجاد مي ترتيب در ژل آگاروز به جاي نوارهاي نازك مجزا،

9 8 ، ژنوم انسان را كه حاوي EcoRI مثال، آنزيم محدودكننده  قطعـه جفت باز است به دو ميليـون × 10

DNA شود كند كه جداسازي اين قطعات در ژل آگاروز بخوبي انجام نمي تبديل مي . 

 قطعاتي كـه . شود انجام مي DNA سلولي با ابداع روشهاي نوتركيبي DNA مطالعه قطعات ه امروز

 به . شوند گ از يكديگر جدا مي از لحاظ اندازه با يكديگر مشابه هستند، با قرار گرفتن در پيكانهاي كلونين

 تـوان در عنوان مثال كليه قطعات محدودكننده توليد شده از ژنومي به بزرگي ژنوم مگس سـركه را مـي

 كه مجموعـاً ( تكثير هر يك از اين پلاسميدها و يا پيكانها . باسيل جا داد هزار پلاسميد مختلف كلي چهل

 در . سازد ك از قطعات محدودكننده را بآساني فراهم مي امكان مطالعه دقيق هر ي ) به آرشيو ژني معروفند

 گاه مطالعه و . شود سلولها بسيار ساده است و به طور روزمره انجام مي DNA حال حاضر تهيه آرشيو ژني

آرشيو ژني مورد نظر است در اين صـورت بـا بكـارگيري روشـهاي شناسايي خصوصيات يكي از اعضاء



 باز هم بايد تاكيد كرد كه توسعه مطالعات و تحقيقـات . توان به اين هدف نايل شد آزمايشگاهي ملايم مي

 . بيولوژي مولكولي مديون ايجاد آرشيوهاي ژني بوده است

 د توان بسرعت تعيين كر را مي DNA هاي بسيار طويل توالي مولكول

 دو روش براي تعيين رديف DNA هاي محدودكننده و بكارگيري روشهاي نوتركيبي با كشف آنزيم

 در روش اول با استفاده از مواد شـيميايي . ابداع گرديده است DNA يك رشته (T,C,G,A) بازهاي آلي

 در DNA هـاي متيل سولفات، رشـته مثل دي ( دهند خاصي كه با بازهاي آلي واكنش اختصاصي نشان مي

 شوند به طوري كه اختلاف قطعات مختلف تنها در مورد يك نوكلئوتيد باشـد بـدين نقاط خاصي قطع مي

). شكل ( . را شناسائي كرد DNA هاي توان رديف بازهاي رشته ترتيب مي



 ها را در اين روش مواد شيميايي خاصي بكار رفته است كه نوكلئوتيد . ژيلبرت – به روش ماكسام DNA تعيين رديف

 كه ( در يك انتها DNA ابتدا مولكول . شوند در اين نقاط قطع مي DNA هاي كنند و مولكول در مكانهاي خاصي تخريب مي

5 معمولاً انتهاي  شوند و تنها يك رشته جهت تعيين رديف گردد و دو زنجيره مكمل از يكديگر جدا مي دار مي نشان ) است '

 فوق با چهار تركيب شيميايي كه زنجيره را در يك و يا DNA سپس در چهار لوله آزمايش زنجيره . يرد گ مورد استفاده قرار مي

 فقط يك واكنش شيميايي DNA گردند كه در هر زنجيره ها طوري انجام مي واكنش . شوند كنند مخلوط مي دو نقطه قطع مي

 هاي مختلف دار با اندازه نشان DNA يك سري قطعات C بنابراين براي مثال در روش بالا با تخريب نوكلئوتيد . انجام شود

 بر روي ژل و نمايان كردن نوارها برروي فيلم پرتونگاري رديف بازها در زنجيره DNA با جداكردن قطعات . آيد بوجود مي

. شود مشخص مي



 قطعاتي كه در يك نوكلئوتيد با يكديگر اختلاف داشته باشند به كمك الكتروفورز از يكديگر جدا

 توان هم در روش شيميايي و هم در روش آنزيمي رديف قطعات را شناسـايي شوند و بدين وسيله مي مي

 مختلف كه اختلافشان در يك نوكلئوتيد است از DNA قطعه ۳۰۰ اكريل آميد ژل پلي در هر صفحه . كرد

 لاكتوز بـاكتري كننده اپرون اين روش براي اولين بار براي تعيين رديف ژن تنظيم . شوند يكديگر جدا مي

 ۴۳۶۲ كه حاوي ( pBR 322 مورد استفاده قرار گرفت و سپس تنها در طي يك سال رديف كامل پلاسميد

 . توسط يك دانشمند تعيين شد ) جفت باز است

 DNA وجود دارد كه در ايـن روش بـا بكـارگيري آنـزيم DNA روش ديگري براي تعيين رديف

 شوند و با جداكردن آنها از يكديگر بـر روي ژل هاي مختلف ساخته مي ندازه در ا DNA قطعات I پليمراز

 ، كه  قرار DNA روش يك رشته در اين . گردد الكتروفورز، رديف نوكلئوتيدها مانند روش اول مشخص مي

 گيرد و رشته مكمل آن توسط آنزيم با استفاده از چهار نوع رديف شود به عنوان الگو قرار مي تعيين است

3 آلي به صورت دزاكسي نوكلئوتيد و باز 2 , ′  دزاكسي نوكلئوتيدهاي آدنـين، گـوانين، سـيتوزين و دي ′

 دزاكـسي نوكلئوتيـدها در هـاي دي آنـالوگ . شود ساخته مي ) دهنده زنجيره به عنوان خاتمه ( دار تيمين

 گردد و در مي DNA ختم سنتز رشته شوند و محل قرار گرفتن آنها در زنجيره سبب مصرف مي مقادير كم

 هـاي بسته به محل قرار گـرفتن آنـالوگ ( شوند هاي مختلف ساخته مي در اندازه DNA هاي نتيجه رشته

 شود و بعد از ساخته شدن قطعات در چهار لوله آزمايش چهار آنالوگ مختلف قرار داده مي ). دزاكسي دي

DNA در هر يك از واكنشهاي آنزيم پليمراز ممكن . گردند مي ها در ژل الكتروفورز از يكديگر جدا ، رشته 

 دي دزاكسي سبب ختم بيوسنتز رشته مكمل در حال سـاخته شـدن شـود و است با استفاده از آنالوگ

DNA اخـتلاف ( اند تنها در يك نوكلئوتيد با يكديگر اخـتلاف دارنـد هايي كه بدين ترتيب ساخته شده



 قـرار داده ) در چاهكهـاي متفـاوت ( واكنش بر روي يـك ژل ل از چهار سري ص سپس قطعات حا ). طول

 ). شكل ( گردند شوند و نوارهاي مختلف ظاهر شده بررسي مي مي

 دزاكسي نوكلئوتيد به انتهاي در حال طويل شدن زنجيره اضافه يك آنالوگ دي . به روش سنگر DNA تعيين رديف

 دزاكسي نوكلئوتيد قادر ره به خاطر اين است كه آنالوگهاي دي طويل نشدن زنجي . شود شده و طويل شدن زنجيره متوقف مي

 دزاكسي در چهار لوله انجام چهارسري واكنش با چهار آنالوگ دي . استر با نوكلئوتيد بعدي نيستند به تشكيل پيوند فسفودي

 فوق بر DNA اند با جداسازي قطعات اي است كه به طورناقص طويل شده DNA شود و محصول هر سري واكنش قطعات مي

. شود اوليه همانند روش ماكسام ژيلبرت از روي ژل خوانده مي DNA روي ژل، رديف



 جفت ۴۸۵۱۳ به طول ( و فاژ لامبدا ) جفت باز ۵۵۷۷ به طول ( T 4 با اين روش توالي كروموزوم فاژ

 . شناسايي شده است ) باز

 رود كه در لئوتيدها و سهولت انجام اين روش انتظار مي دزاكسي نوك هاي دي با تهيه بيشتر آنالوگ

. دهه آينده ترجيحاً اين روش به جاي روش شيمياي مورد استفاده قرار گيرد


