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Abstract 
Background and Aim: Corynebacterium diphtheriae is an aerobic, gram-positive, non- sporulating bacterium. 

Diphtheria toxin (dt) is a highly toxic protein and produced as a result of bacterial infection with a special corynephage 

that carries tox. The aim of the present study was to clone the dt gene of Corynebacterium in susceptible E.coli 

XL1blue cell in order to produce a recombinant protein and use this protein in subsequent research in 2022 at Pasargård 

Research Institute. 

Methods: In this Cross- sectional study, a DNA sample of Corynebacterium diphtheria vaccinal strain PW8 Sub- 

strain 2000CN was prepared from Razi Institute in Tehran. To identify the dt gene, the DNA bacterial strain was 

amplified using specific primers in the polymerase chain reaction (PCR) method. Using the TA- cloning kit, the dt 

gene was cloned in the susceptible E.coli XL1blue cell. The phylogeny tree for the bacterial strain was performed by 

DNA sequencing of the 16 srRNA gene region using clustalX and Mega5 software. 

Results: The DNA of Corynebacterium diphtheria carried the dt gene. TA- cloning of the dt gene was confirmed by 

the Real- Time PCR method, DNA sequencing of the PCR product, the presence of white- blue colonies, and 

amplification with an M13 primer. The result of DNA sequencing of the 16 srRNA gene region was confirmed as 

Corynebacterium diphtheria. 

Conclusion: In this study, the dt gene was cloned in the E.coli XL1blue vector and then confirmed, and it can be 

considered as a powerful antigen for the preparation of the recombinant protein tool, as well as for stimulating the 

immune system. This gene can be used in future studies. 
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 مقاله پژوهشی                                                                                                                                                                                                                               پژوهش در پزشکی                                                

شتی -فصلنامه علمی  13تا  22شمسی، صفحات  3441، سال2، شماره 48دوره                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            درمانی شهید بهشتی                                                                     -پژوهشی دانشکده پزشکی، دانشگاه علىم پزشکی و خدمات بهدا

  ٍاکسي یِتْ برایدر سلَل هستعد  یَمببکتر یٌِکَر dtشى  یٌگٍ کلًَ یهَلکَل هطبلعِ

 3یٌیاه یَهرثک ،*2یخٌداى دزفَل یيًَض ،1یسوبًِ صبدق

 .ایطاى ؾیطخبى، اؾلاهی، آظاز زاًكگبُ ؾیطخبى، ٍاحس هَلکَلی، ٍ ؾلَلی قٌبؾی ظیؿت گطٍُ -1

 .ایطاى ؾیطخبى، اؾلاهی، آظاز زاًكگبُ ؾیطخبى، ٍاحس هیکطٍثیَلَغی، گطٍُ -2
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 چکیدُ
ثبلا ثَزُ ٍ زض اثط  یبضثؿ یتثب ؾو یٌیپطٍتئ (،dt) یفتطیز یيتَکؿ .اؾپَضظا اؾت یطگطم هثجت ٍ غ ی،َّاظ یثبکتط یفتطیِز یَمثبکتط یٌِکَض: ٍ ّدف سببقِ

 E.coliزض ؾلَل هؿتؼس یَمثبکتط یٌِکَض dtغى  یٌگکلًَ ،. ّسف اظ هغبلؼِ حبضطقَزیه یساؾت، تَل tox کِ حبهل یذبن غفب یٌِثِ کَض یثبکتط یآلَزگ

XL1blue ثَز. پبؾبضگبضز پػٍّكی هؤؾؿِزض  1401ؾبل  زضثؼسی  ّبیتَلیس پطٍتئیي ًَتطکیت ٍ اؾتفبزُ اظ ایي پطٍتئیي زض تحمیك ثطای 

قس.  تْیِتْطاى  یاظ هَؾؿِ ضاظ 2000CN یِتحت ؾَ 8PW یفتطیِز یَمثبکتط یٌِکَض یٌبلٍاکؿ یِؾَ DNA ًوًَِ یک، یهغبلؼِ همغؼ یيزض ا :رٍش کبر

-TA یتاؾتفبزُ اظ ک ثب. یبفت تکثیط( PCR)   پلیوط اظ ایظًدیطُ ٍاکٌف ضٍـ زض اذتهبنی پطایوطّبی اظ اؾتفبزُ ثب ثبکتطی یِؾَ dt، DNAغى  ییقٌبؾب ثطای

 یثبکتط ؾَیِ ثطای srRNA  16 یغً یًِبح یتَال ییيثب اؾتفبزُ اظ تؼ یلَغًیضؾن زضذت فاًدبم قس.   E.coli XL1blue غى هصکَض زض ؾلَل هؿتؼس یٌگکلًَ

 قس. اًدبم  clustalX    ٍ Mega5افعاضًطم ثب اؾتفبزُ قسُ

 ،PCRهحهَل  یتَال ییيتؼ ،Real Time PCR ّبیثب ضٍـ dtغى  یٌگکلًَ-TA اًدبمثَزًس.  dtحبهل غى  یطیفتز یَمثبکتط یٌِکَض یِؾَ DNA ّب:بفتِی

 .ثَز یطیفتز یَمثبکتط یٌِکَض کٌٌسُتأییس SrRNA 16 یغً یًِبح یتَال ییيتؼ ًتیدِ. قس تأییس  M13 یوطثب پطا تکثیطٍ  یآث یسؾف یّبیکلٌ حضَض

ِ ث یيّوچٌ ٍپطٍتئیي ًَتطکیت  اثعاض ثطای ؾبظیخْت آهبزُ زضٍ  قسیس أیکلَى ٍ ؾپؽ ت  E.coli XL1blueزض ٍکتَض   dtزض ایي ثطضؾی غى  :یریگجِیًت

 .قَزثؼسی اؾتفبزُ  ّبیِتَاًس زض هغبلؼ. ایي غى هیقَزًظط گطفتِ  زض تَاًسیغى لَی زض تحطیک ؾیؿتن ایوٌی هػٌَاى یک آًتی
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 هقدهِ
 ِیفتطیز َمیثبکتط ٌِیکَضظا، تَؾظ ػفًَت بضیثؿ یوبضیث ،یفتطیز

. (1) سیآ یٍخَز هِ ، ثاؾپَضظا طیغ ٍ هثجت گطم ،یَّاظ یثبکتط

. اؾتاؾتٌكبق شضات هؼلك زض َّا  كیاظ عط یوبضیاًتمبل ث ضاُ

زضنس ثَزُ ٍ زض  10تب  5 يیث ،یوبضیث يیا طیًؿجت هطگ ٍ ه

ًؿجت هوکي اؾت  يیؾبل ٍ افطاز ثعضگؿبل، ا پٌح طیکَزکبى ظ

ًبزض، اهب  بضیاگطچِ ثؿ یوبضیث َعیزضنس ثطؾس، ق 20اظ  فیثِ ث

 زّس یضخ ه كطفتِیپ یزض کكَضّب یحت ب،یٌَّظ ّن زض ؾطاؾط زً

هبًٌس: گلَ زضز،  یویثب ػلا یفَلبً یزؾتگبُ تٌفؿ یوبضیث .(2)

 یغكب بی هوجطاى)پؿَزٍ  سُیچؿج ثْن یغكب کی ٍ فیتت ضؼ

 ػَاضوکٌس.  یه تظبّط ،یٌیث ّبیُ ٍ حفط گلَ یّب لَظُ زض( کبشة

 ی)التْبة ػضلِ للت(، پل تیَکبضزیقبهل ه یفتطیز يیتَکؿ

 ضا کیؿتویؾ یؾو آثبض گطیػهت( ٍ ز يی)التْبة چٌس تیًَض

 تیثب ؾو یٌیپطٍتئ ،(dt) یفتطیز يیتَکؿ.  (3) کٌس یه دبزیا

 کِ ٍاخس یذبن غثِ فب یثبکتط یثبلا ثَزُ ٍ زض اثط آلَزگ بضیثؿ

tox ثب يیثؼس اظ هدبٍضت تَکؿ. (4)قَز  یه سیاؾت، تَل 

( ثِ زٍ یزالتًَ لَیک 62) يیکٌٌسُ، تَکؿ بیاح ػَاهل ٍ يیپؿیتط

ثب ٍظى  A قَز، کِ قبهل لغؼِ یگؿؿتِ ه یسیپپت یلغؼِ پل

 38 یثب ٍظى هَلکَل B زالتَى ٍ لغؼِ لَیک 145/21 یهَلکَل

 هَلکَل یٌیآه ی، ًبحیِ اًتْبA لغؼِ . ّؿتٌسزالتَى  لَیک

- ADPػول ٍ زاقتِ یویآًع تیذبن کِ ثَزُ يیتَکؿ

 طُیکٌٌسُ ظًد لیفبکتَض عَ ribosilation( ADP-) َىیلاؾیجَظیض

2- (2-EF) زض يیکٌس کِ ثِ هَخت آى ؾٌتع پطٍتئ یه غیضا تؿط 

 يیث اظ ؾلَل تیقَز ٍ زض ًْب یه هْبض یَتیَکبضی یّب ؾلَل يیا

هَلکَل  لیکطثَکؿ ییوت اًتْب، لؿB. لغؼِ (5) ضٍز یه

اتهبل ثِ ضؾپتَض هرهَل زض غكبء  یکِ ثطا اؾت يیتَکؿ

 لغؼِ يیا. اؾت یالعاه حؿبؼ یَتیَکبضی یّب ؾلَل ییپلاؾوب

 اؾت، بفتِی لیتكک هدعا یٌیپطٍتئ یه تبقًَسُ حَظُ زٍ اظ ذَز

قَز ٍ  یکِ ثِ ضؾپتَض ٍالغ زض ؾغح ؾلَل هتهل ه R حَظُ

ٍضٍز ثِ زاذل غكبّب ضا زاقتِ ٍ زض اًتمبل کِ تَاى  T حَظُ

. اتهبل (6) اظ ػطو غكبء ًمف زاضز A لغؼِ نیطهؿتمیغ

تَؾظ  ،یتَظیثِ ضؾپتَضـ ثِ ضٍـ اًسٍؾ یفتطیز يیتَکؿ

زض  یسیاؾ  pH.قَز اًدبم هی يیٍاثؿتِ ثِ کلاتط تَظیاًسٍؾ

 کؽیّل زٍثل ٍ قسُ يیتَکؿ یؾبذتبض طییتغ ؾجتّب  اًسٍظٍم

  قَز. ؾبذتبض ؾٌدبق ؾطی یغكبء اًسٍظٍم ه ٍاضز  Tيیزٍه زض

(hairpin) ٍِاضز قسُ ثِ غكبء ثِ لغؼ A بىیاظ هکٌس تب  یکوک ه 

 یز یًَسّبیزًجبل کن قسى پِ ٍ ث کٌسغكبء اًسٍظٍم ػجَض 

ّسف  ي،یثٌبثطا. (6)قَز  هیضّب  تَظٍلیزض ؾ A لغؼِ یسیؾَلف

 ٌِیکَض dtغى  ٌگیٍکلًَ یهَلکَل یبثیضز ،اظ هغبلؼِ حبضط

تَلیس پطٍتئیي  ثطای E.coli XL1blueزض ؾلَل هؿتؼس  َمیثبکتط

زض ؾبل ثؼسی  ّبی ًَتطکیت ٍ اؾتفبزُ اظ ایي پطٍتئیي زض تحمیك

 پبؾبضگبضز ثَز. یزض هَؾؿِ پػٍّك 1401

 رٍش کبر
 یببکتر DNA ِیتْ

 یزض هَؾؿِ پػٍّك 1401زض ؾبل  یهمغؼ هغبلؼِ يیزض ا

 َمیثبکتط ٌِیکَض ٌبلیٍاکؿ ِیؾَ DNA ًوًَِ کیپبؾبضگبضز، 

اظ هَؾؿِ  ِینَضت ّس ثِ  2000CN ِیتحت ؾَ 8PW ِیفتطیز

 اظ( ٌگیکلًَ T/A)ٍکتَض   pTG19-T سی. پلاؾوقس ِیتْ یضاظ

 . قس ِی( تْیهبلع ؽ،یَاًتی)ٍ

 PCR ٍاکٌص

 3  ٍ 5  ، ثط اؾبؼ اًتْبی(dt) غى تَکؿیي زیفتطی ییقٌبؾب ثطای

-'Forward:5تَالی آى یک خفت پطایوط: 

GGGACTACAACGCAACAAGAA -'3  ٍReverse:5'-

AGAAGAAAAGACAATGTTTCGC -'3  قطکت(

 يیا زضقسُ  اؾتفبزُ وطیپطاقس.  یعطاح( طاىیا ٌبکلَى،یؾ

( 28/0/6 )ًؿرِ Gene Runner   افعاض ًطم اظ اؾتفبزُ ثب هغبلؼِ

ثب ػسز ثجت قسُ  ِیفتطیز َمیثبکتط ٌِیکَض ِیؾَ ref-seqاظ 

OY750578.1 ثطای اًدبم ٍاکٌف  قس. یعطاحPCR   ُزؾتگب(

(  Gradient Masterrcycler Eppendorfآلوبى، کلط،یتطهَؾب

 25، حدن ًْبیی ٍاکٌف (dt) غى تَکؿیي زیفتطی طیتکث یثطا

ِ ثبکتطی )ثDNA  هیکطٍلیتط 1هیکطٍلیتط ثَزُ اؾت کِ قبهل: 

، MgCl2هیلی هَلاض 5/1پیکَ هَل اظ ّط پطایوط، 10ػٌَاى الگَ(، 

 Taqٍاحس آًعین PCR 1x ، 25/1، ثبفط dNTPهیلی هَلاض 2/0

DNA polymerase ِّط حدن ًهف عاىیه، آة زیًَیعُ ث 

زضخِ  95قبهل:  قسُ ثطًبهِ حطاضتی اؾتفبزُ ثَز. ٍاکٌف
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زضخِ  95چطذِ زهبیی ثِ تطتیت  35ؾپؽ زلیمِ،  3گطاز  ؾبًتی

 زضخِ 72، ِیثبً 30گطاز  ؾبًتی زضخِ 57ثبًیِ،  30گطاز  ؾبًتی

 5گطاز  ؾبًتی زضخِ 72، ٍ یک هطحلِ ًْبیی مِیزل 1گطاز  ؾبًتی

 5/1زض غل آگبضٍظ  PCR ل. ؾپؽ هحهَقسزلیمِ تٌظین 

 BIO-RAD SUB   لالکتطٍفَضظ )زؾتگبُ الکتطٍفَضظ هس ،زضنس

CELL GTآهیعی ٍ ثب اؾتفبزُ اظ  ( ٍ ثب ضًگ ؾبیجط گطیي ضًگ

تَالی  يییتؼثب   PCR  لهحهَ ٍاضظیبثی  (طاىیا بىی)ضٍ UVًَض 

 .(8 ،7)تأییس قس یبثی 

 dtکلَى کردى شى 

 ثب DNA 4TLigase  نثب اؾتفبزُ اظ آًعی  PCRهحهَل ٌگیکلًَ

 یٍکتَض ذغ کیضٍـ اظ  يیاًدبم قس. زض ا TA- Cloningضٍـ 

PTG19-T هحتَای ٍاکٌف قس.  اؾتفبزُ يیویثبظ ت 3´ یاًتْب ثب

 -PCR TAتیکاًتمبل یبفت.  E.coli XL1blue ثِ ؾلَل

Cloning ٍکتَضقس ِیتْ( طاىی)ا ٌبکلَىیاظ قطکت ؾ . PTG19-

T   ،ثِ ػٌَاى ًبللBamH1  ِیؾٍَ  زٌّسُ ثطـ نیثِ ػٌَاى آًع 

E.Coli XL1blue  ٍضٍز  یقس. غطثبلگط اؾتفبزُ عثبىیثِ ػٌَاى ه

 ییٍ قٌبؾب يیلیؾ یآهپ یزاضا ظیتَؾظ هح عثبىیٍکتَض ثِ ه

 ظیزض هح یآث -سیؾف یتَؾظ غطثبلگط تیًَتطک یّب یثبکتط

IPTG-XGAL (9) ( اًدبم قسگوبیؾ کب،یهتحسُ آهط بلاتی)ا .

ثب   PCR  اًدبم تَؾظ سیؾف یّب یزضٍى کلًَ dt غى حضَض سییتأ

 يیّوچٌ ٍ هصکَض ِیًبح یتَال يییٍ ؾپؽ تؼM13  یوطّبیپطا

 ٌسیلجل ٍ ثؼس اظ اًدبم فطا PCR هحهَلات عَل ؿِیهمب

 . (10) قس اًدبم ٌگیکلًَ

حبصل بب  بیًَترک یّب یدر ببکتر dtشى  بىیب ساىیه يییتع

  Real time PCRرٍش

تَؾظ  RNA اؾترطاج ٌگ،یکلًَ ٌسیفطا ییکبضا سییتأ ثطای

اظ  (ٌبکلَىیقسُ اظ قطکت ؾ یساضی)ذط RNeasy تیکطٍکیه

اًدبم  ضقس ییًوب فبظ زض سیؾف یّب یکلًَ ییبیثبکتط َىیؾَؾپبًؿ

 AMV Reverse نیثب اؾتفبزُ اظ آًع CDNA . ؾٌتعقس

Transcriptase  ( ٍ ٍاکٌفؿتی)فطهٌتبظ، تکبپَظ Real Time 

PCR )قطکت تیثب اؾتفبزُ اظ ک )کَضثت، آلوبى Genet bio  ُکط

 یثِ ػٌَاى کٌتطل زاذل S 16 یذبًگ غى. سیثِ اًدبم ضؾ یخٌَث

 بىیث یًؿج یطیگ اًساظُ ثب بىیث عاىیه عیتؿت اؾتفبزُ قس. آًبل

mRNA یثبکتط کِ یهٌف کٌتطل ثب ؿِیزض همب E.coli  فبلس غى

dt (11) ثَز، اًدبم قس. 

 یلَشًیرسن درخت ف

  16srRNAغى ثب PCR ثب ضٍـ  یثبکتط DNA طیاظ تکث پؽ

قس.  اضؾبل یکطُ خٌَث   Bioneerقطکت ثِ یتَال يییتؼ ثطای

)ًؿرِ   BioEdit ضافعا زض ًطم یحبنلِ پؽ اظ ثطضؾ یّب یتَال

 دِیقس. ًت یؾبظ هکول DNA Baser ( تَؾظ1/9/0/7 ًطم افعاض

 ٍ ؿِیهمب n Blast كیاظ عط NCBI زض قسُ ثجت یّبِ یخسا ثب

 اؾتفبزُ ثب ؾپؽ. قسًس ـفیضز ّن W Clustal افعاض ًطم زض ؾپؽ

، 5ًؿرِ  ،یهَلکَل یتکبهل کیغًت لی)تحل  MEGA  5 ثطًبهِ اظ

 .(12) قسًس نیتطؾ کیلَغًیف یّب غاپي( زضذت َ،یتَک

 ّب فتِیب
 ( هثجت ثَز bp 1167) dtحضَض غى  یثطا PCRٍاکٌف 

 (.1 )قکل

 
 ٌِیدر کَر dtحضَر شى کپسَل  یبررس جِیًت -1 ضکل

جفت  کیبب استفبدُ از PCR بب آزهَى  یفترید َمیببکتر

هبرکر،   M:از چپ بِ راست بیّب بِ ترت( ستَىbp 1167)وریپرا

(  ًوًَِ 3 تب 1 فیرد) ٍ ی( کٌترل هٌف-)+( کٌترل هثبت، )

 یفترید َمیببکتر ٌِیکَر
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ؾلکكي  یتَؾظ کلٌ dtحبهل غى  ِیپؽ اظ کلَى کطزى ؾَ

 کِ( 2 )قکلقس هكبّسُ یٍ آث سیؾف یّب ی( کلًَسیؾف /ی)آث

-IPTG کكت ظیهح زض تیًَتطک یّب یکلًَ ٍخَز زٌّسُ ًكبى

Xgal وطیپطا ثب ٍاکٌف کلَى حیًتب سأییاؾت. ت M13 ثب PCR 

 (.3 )قکل ثَز( bp 1364) ثبًس زٌّسُ ًكبى

 
 یسبز کلَى جِیًت از حبصل یآب ٍ دیسف یّب یکلًَ -2 ضکل

 dtشى 

 
 بر  M13 یّبوریبب پرا PCRتَسط  ٌگیکلًَ دأییت -3ضکل 

قطعِ  ٍجَد دأییتٍ  بیرًَترکیٍ غ بیًَترک یّب کلَى یرٍ

insert (.درصد 2)شل آگبرٍز  بیدرٍى ٍکتَر ًَترک 

 یثِ ثبکتط dt، ٍضٍز غى  PCRثب ؾکبًؽ هحهَل  تیزض ًْب

E.coli XL1blue  حیًتب يیّوچٌقس.  سأییت Real Time PCR 

 (.1 ًوَزاض)ثَزُ اؾت  عثبىیه یزض ثبکتط dtٍضٍز غى  کٌٌسُ سأییت

 

 
 Real time PCRتَسط  dtشى  ریتکث یهٌحٌ -1 ًوَدار
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 ِیاٍل E.coli تَؾظ قسُ دبزیا یزض زٍ هٌحٌ dt غى بىیث عاىیه

(، تفبٍت ی)نَضت dt غى ٌگیکبضضفتِ زض کلًَ ثِ E.coli ( ٍیآث)

 یبًیث چیّ یآثکِ زض ًوَزاض  ی. ثِ عَضزّس یًكبى ه یطیچكوگ

 ضًگ ینَضتٍ زض ػَو زض ًوَزاض ؿتیلبثل هكبّسُ ً dt اظ غى

ضا  dt يیاظ پطٍتئ یطیچكوگ عاىیحبنل، ه تیًَتطک یثبکتط

ثب اؾتفبزُ   16srRNA یغً ِیًبح طیتکث دِیًت. اؾت کطزُ سیتَل

 قس سأییت َمیثبکتط ٌِیکَض ِیؾَ ییقٌبؾب یثطا یتَال يییاظ تؼ

  (.4 )قکل

 
 16srRNA یشً ِیًبح یبرا ٌگیسکبًس DNA جِیًت -4 ضکل

 

ًكـبى  (NJ) ّودَاضی ًَسیپ ضٍـ ثِ یکیلَغًتیف زضذـت حیًتـب

 َمیثبکتط ٌِیکَضثــب  یطیفتیز َمیثبکتط ٌِیکَضکـِ گًَـِ  زاز

کــلاز  کیزض  اٍلؿطاًؽ َمیثبکتط ٌِیکَض ٍ ؽیؾَزٍتَثطکلَظ

 (.5 )ذَقــِ( لــطاض گطفتٌــس )قکل
 

 
 16S rRNA شًس تَالی اسبس بر حبضر هطبلعِ ایسٍلِ ضدُ رسن فیلَشًی درخت -5 ضکل
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 بحج

 ٌِیکَض  dtغى  ٌگیهغبلؼِ حبضط ًكبى زاز کِ کلًَ حیًتب

 زض. قس اًدبم  E.coli XL1blueزض ؾلَل هؿتؼس  َمیثبکتط

ٍ ّوکبضاى  Mothershedحبضط، زض هغبلؼِ  هغبلؼِ یضاؾتب

 A یٍاحسّب طیظ ییقٌبؾب ثطای کبیهتحسُ آهط بلاتیا زض( 2002)

ٍ B  یفتطیزغى ؾن (tox)، 23 َِیفتطیز َمیثبکتط ٌِیکَض ِیؾ 

 ِیؾَ 44ٍ  ِیفتطیز َمیثبکتط ٌِیکَض یؾو طیغ ِیؾَ 9، یؾو

لطاض  فیآظهب یؼیعج یّب ٍ فلَض تٌفؿ زٌّسُ تٌَع پبتَغى ًكبى

ٍاحس غى ؾن  طیظ زٍ ّط بی کی ی قسُثطضؾ یّب ًوًَِ زض. قسًس

 Real-time PCR ًوًَِ ثب اؾتفبزُ اظ ضٍـ 36ًوًَِ اظ  34زض 

. (24) اؾتبًساضز هثجت قسًس  PCR ًوًَِ ثب  9 تٌْب  ٍ ییقٌبؾب

Real-Time PCR تط  غیتط ٍ ؾط حؿبؼ يیگعیضٍـ خب کی

 یٌیثبل ًوًَِغى ؾن زض  میتكر یثطا یهؼوَل PCR ثِ ًؿجت

 یّبِ یزض ؾَ یطیفتیغى ؾن ز یهغبلؼِ هصکَض ثِ ثطضؾ .اؾت

ثب هغبلؼِ  یپطزاذتِ اؾت کِ تب حسٍز َمیثبکتط ٌِیهرتلف کَض

، تْطاىزض  2013ؾبل  زضهغبلؼِ اٍلاز  زض .ثَزحبضط ّوؿَ 

 يیتَکؿ بیفتطیز  کیتیکبتبل طٍاحسیغى هَتبًت ظ ِیٍ تْ یعطاح

dtxA زض  بىیث یثطضؾ ثطایآى  یکیَاًفَضهبتیّبی ث یٍ ثطضؾ

 ثِ آى، اظ حبنل تیًَتطک يیپطٍتئ سیٍ تَل pET28a ٍکتَض

 زضقس.  یثطضؾ فتطییز ِیٍاکؿي ػل ِیتْ ایسیکبًس ػٌَاى

 ثِ حبنل تیًَتطک يیپطٍتئ سیتَل ٍ بىیث ٌگ،یکلًَ ی،ٍ هغبلؼِ

 حی. ًتبقس یبثیٍؾتطى ثلات اضظ ضٍـٍاکؿي، ثب  ایسیکبًس ػٌَاى

غى هصکَض ضا ثب کوک  یؾبظ ّوؿبى نحت ،یکیَاًفَضهبتیث

 حیًتب. (25)کطز  سأییٍ الکتطٍفَضظ ضا ت یویٍاکٌف ّضن آًع

حبنل  تیًَتطک يیپطٍتئ ِک زازقسُ ًكبى  اًدبم هغبلؼِ

 ِیٍاکؿي ػل ایسیهٌبؾت ثِ ػٌَاى کبًس یٌیگعیتَاًس خب یه

 ثب ٍ كتطیث ّبیِ هغبلؼ بظهٌسیکِ ً طزیلطاض گ يیبتَکؿیفتطیز

 ّبی كیتحم بظهٌسیٍاکؿي ً سیاهب تَل اؾت، ضاؾتب ّن هب كیتحم

 زض 1389 ؾبل زض ٍ ّوکبضاى یهحوس .اؾت یكتطیث بضیثؿ

ٍ  یاذتهبن یوطّبیثب اؾتفبزُ اظ پطا یفتطیز يیتْطاى، غى تَکؿ

DNA طیػٌَاى الگَ، تکثِ ، ثِیفتطیز َمیثبکتط ٌِیکَض یثبکتط  ٍ

 بىیکلَى ٍ ؾپؽ زض ٍکتَض ث pTZ57Rٍکتَض  Tزض 

 1- pETDuet   غى،  یبثییتَال یّب ٍ ثب ضٍـ قسؾبة کلَى

زض  یفتطیز يیقس. غى تَکؿ سأییت  PCRٍ ٍاکٌف  یویّضن آًع

اظ  dtهغبلؼِ حبضط غى  زض. (26) کلَى قس pTZ57Rٍکتَض 

هٌتمل ٍ کلَى قس کِ ثب  یکل بیاقطقثِ  ptg19 ٍکتَض  كیعط

ٍ   Abulmagdزض هغبلؼِضاؾتب اؾت.  کیقسُ زض  بزیهغبلؼِ 

 ییبیثبکتط ِیاظ ؾَ dt  ٍdtb یّب  غى ( اظ ههط،2022ّوکبضاى )

ATCC خسا قس 13812( قوبضُ ییکبی)هدوَػِ کكت ًَع آهط. 

کلَى قسُ ثِ  pET29a+dt ٍ pET29a+dtb یسّبیپلاؾو

BL21(DE3) pLysS E.coli ِهٌتمل قسًس.  عثبىیػٌَاى ه ث

ثِ  قسُ میترل rdtx  ٍrdtbثب ػولکطز ثبلا ٍ  يیپطٍتئ سیتَل

. قس یبثیاضظ یثبز یآًت تطیٍ ت كیتعض BALB/c یّب هَـ

-pET ثب E.coli DH5α  ٍE.coli BL21 یکیغًت ّبیطییتغ

29a(+) یّب حبهل غى dt   ٍdtb  تَؾظPCR یٍ ضقس ضٍ سأییت 

 . هغبلؼِ(27) هثجت ثَز Luria- Bertani/ kanamycin ظیهح

 یثطا یکیانلاح قسُ غًت ِیزٍ ؾَ ِیزض تْ تیثب هَفم الصکط فَق

 یآل ثطا سُیا سیتَل ظیثِ قطا سىیٍ ضؾ یفتطیٍاکؿي ز سیتَل

 حیًتب يیاًدبم قس. ّوچٌ یٍض ثْطُ يیثبلاتط ثِ یبثیزؾت

قسُ زض هغبلؼِ حبضط لبزض اؾت  اًدبم یکیلَغًتیف یّب یثطضؾ

ضا ثِ  َمیثبکتط ٌِیکَض یثبکتط کیًعز كبًٍساىیاظ ذَ یتؼساز

هَضز  dt غىاظ  یهٌجؼ عیٍ ً یثؼس ّبیِ هغبلؼ یسایى کبًساػٌَ

 طیؾب یضٍ كتطیث ّبیِ . ثب اًدبم هغبلؼسکٌ یه یثحث، هؼطف

ثِ کبض ثطزى  عیٍ ً یفتطیز يیتَکؿ  کٌٌسُ سیتَل یّبِ یؾَ

قسُ زض  اًدبم كیتحم تَاى یتط، ه پطتَاى ٌگیکلًَ یّب عثبىیه

ٍ ًمبط ضؼف آى ضا کِ هوکي اؾت زض  لیهغبلؼِ حبضط ضا تکو

 ٌگیضٍـ کلًَ بیٍ  يیتَکؿ سکٌٌسُیتَل ِیؾَ بی عثبىیاًتربة ه

 ثِ کبض ضفتِ ثبقس، خجطاى کطز. 

 کی یضٍ زض کِ اؾت يیا كیتحم يیا یّب تیهحسٍز اظخولِ

 کِ يیا ٍخَز ثب ثبقس یکبف تَاًس یًو عجؼبً کِ ثَزُ ًوًَِ

 .ثبقس هَاخِ اؾت هوکي ّبییذغطثب  كتطیث یّب ًوًَِ
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 گیریًتیجِ

   8PW ِیفتطیز َمیثبکتط ٌِیکَض ٌبلیٍاکؿ ِیؾَ ضؾس،یه ًظط ثِ

اظ  dtغى  ٌگیکلًَ -TA تیاؾتفبزُ اظ ک ثب. ثَز dtحبهل غى 

هٌتمل ٍ کلَى  E.coli XL1blue ثِ ؾلَل هؿتؼسٍکتَض  كیعط

 لِیآى ثِ ٍؾ ٌگیٍ کلًَ تیغى ًَتطک لیتكک قس. زض ٍالغ

E.coli XL1blue  ًوًَِ  ٍ كتطیث یثب تَاى ثبلاتط ٍ نطفِ التهبز

 .کٌین هی ِیضا تَن كتطیث

 هلاحظبت اخلاقی

ٍ ثب  ثطضؾی طخبىیؾ ٍاحس یاؾلاه آظاززاًكـگبُ هغبلؼِ، زض  ایي

 قسُ ثجت IR.IAU.KERMAN.REC.1401.078کس اذلاق 

 .اؾت

  ٌببعه تأهیي

 زاًكدَی تکویلی تحهیلات ًبهِپبیبى اظ ثطگطفتِ هغبلؼِ ایـي

 قرهی ّعیٌِ ثب ٍ ثبقسهی نبزلی ؾوبًِ ذبًن اضقس کبضقٌبؾی

 .اؾت قسُ تبهیي ایكبى

 تطکر ٍ قدرداًی

زاًكگبُ آظاز  یهؼبًٍـت پػٍّك یهـبل ـتیهغبلؼـِ ثـب حوب ـيیا

 لاظم ذـَز ثط ؿٌسگبىیًَ .اًدبم قس طخبىیٍاحس ؾ یاؾلاه

 ٍاحس یاؾلاه آظاززاًكگبُ  یزاًٌـس اظ هؼبًٍـت پػٍّك یهـ

 .سکٌٌٍ تكکط لسضزاًی  طخبىیؾ

ثبتَخِ ثِ ایٌکِ ایي هغبلؼِ ثب ّعیٌِ قرهی ؾطکبض  ،ّوچٌیي

ی اًدبم قسُ اؾت، ًَیؿٌسگبى اظ ایكبى کوبل ذبًن ؾوبًِ نبزل

 تكکط ٍ لسضزاًی ضا زاضًس.

 تعبرض هٌبفع

 .اًس ًکطزُ گعاضـ ضا هٌبفؼی تؼبضو ًَیؿٌسگبى،
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