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  سالمونلا ژنتیکی کاری دست برای ژنی سازواره ایجاد
 sipC ژن اختصاصی محل در انتریتیدیس

 

 5*يدوست عباض ،6قاسوي هرين

 

 

 چكيده

 ػلٞٛز ایدبد سٞاٙ ،ػبٓ٘ٞٛلا ؿٞد. ٗی ایدبد حیٞاٛبر ٝ اٛؼبٙ دس ػبٓ٘ٞٛلا ث٠ آٓٞدٟ ؿزایی ٗٞاد ٗلشف اثش ثش ػبٓ٘ٞٛٔٞص ثی٘بسی :هقدهه

 دشٝسئیٚ ٠ً اػز ػبٓ٘ٞٛلا ییصا ی٘بسیث ١بی طٙ اص یٌی sipC طٙ اػز. ًشدٟ ًؼت ٗشؼذد صایی ثی٘بسی ١بی طٙ داؿشٚ اػغ٠ٝ ث٠ سا خٞد

SipC طٙ ٗحْ دس اٛششیشیذیغ ػبٓ٘ٞٛلا طٛشیٌی ًبسی دػز ٜٗظٞس ث٠ طٛی ًبػز یي ایدبد دظ١ٝؾ ایٚ اص ١ذف ًٜذ. ٗی ًذ سا sipC 

 .١ؼز

 سٝؽ ث٠ sipC طٙ (down) كشٝدػز ٝ (up) كشادػز ٛٞاحی ،ػبٓ٘ٞٛلا اص DNA اػشخشاج اص دغ ی،سدشث ٗغبٓؼ٠ ایٚ دس :بررسي روش

PCR، ٗحلٞلار ٝسٌثیش PCR یػبص ١٘ؼب٠ٛ سٝؽ ث٠ T/A ًٝشٞس دس pGEM اص یي ١ش ٢ٛبیی، ػبصٝاسٟ ایدبد ٜٗظٞس ث٠ .ؿذٛذ دسج 

 ٝ PCR ١بی سٝؽ ثب ًٔٞٛیَٜ كحز ٝ ُشدیذٛذ ًٔٞٙ ػبة pET32 ًٝشٞس دس سشسیت ث٠ sipC طٙ كشٝدػز ٝ كشادػز ٛٞاحی هغؼبر

 ؿذ. ثشسػی آٛضی٘ی ١ضٖ

 .ؿذ اٛدبٕ ٗٞكویز ثب PCR سٝؽ ثب sipC طٙ كشٝدػز ثبصی خلز 206 ٝ زكشادػ ثبصی خلز 320 ٞاحیٛ سٌثیش :نتايج

 ًٔٞٛیَٜ، ػبة كحز سبییذ ٛشبیح ؿذ. pGEM-up ٝ pGEM-down ٛٞسشًیت ًٝشٞس دٝ سـٌیْ ػجت هغؼبر، ایٚ T/A ػبصی ١٘ؼب٠ٛ

 .اػز pET32-up-down ٢ٛبیی طٛی ًبػز سـٌیْ ٗٞیذ

 sipC طٙ اخشلبكی ًبسی دػز ث٠ هبدس ٜٗظٞسٟ چٜذ ًبػز یي ػٜٞاٙ ث٠ ٗغبٓؼ٠ ایٚ دس ؿذٟ ػبخش٠ طٛی ًبػز گيری: نتيجه

 خبی ث٠ یٗؤثش ٝ ٗلیذ طٙ ١ش دسج بی ٝ sipC طٙ حزف ثشای لاصٕ دشبٛؼیْ اص طٛی ػبصٝاسٟ ایٚ .اػز ١٘ؼبٙ ٛٞسشًیجی سٝؽ ث٠ ػبٓ٘ٞٛلا

 اػز. ثشخٞسداس ،sipC طٙ
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  79     هرين قاسوي و هوكارش

 6931 ارديبهشت، 5، شواره 52دوره   و خدهات بهداشتي ـ درهاني شهيد صدوقي يسدهجله دانشگاه علوم پسشكي 

 هقدهه

 ثبًششی .اػز اٛششٝثبًششیبػ٠ خبٛٞادٟ اػضبی اص یٌی ػبٓ٘ٞٛلا

 ٝ داس سبطى ،اػذٞس كبهذ ؿٌْ، ای ٗی٠ٔ ٜٗلی، ُشٕ ػبٓ٘ٞٛلا،

 ایٚ هغش .اػز اخشیبسی یاص١ٞ یث سٜلغ داسای ٝ ٗشحشى

 سب 2 اص عٞٓؾ ٝ ٗیٌشٝٗشش 5/1 سب 7/0 حذٝد دس ٗیٌشٝاسُبٛیؼٖ

 ػبٓ٘ٞٛلا خٜغ ی١ب یثبًشش (.1) سػذ ٗی ٗیٌشٝٗشش 5

 حیٞاٛبر دس ٠ً ثبؿٜذ ٗی اخشیبسی ػٔٞٓی دسٝٙ ١بی دبسٞطٙ

 ی١ب ػلٞٛز ٝ ذًٜٜ ٗی ثی٘بسی ایدبد ػشد خٞٙ ٝ ُشٕ خٞٙ

 دإ ٝ اٛؼبٙ ٗـششى ١بی یثی٘بس خضء ١ب آٙ اص حبكْ

(zoonotic) ٗٞخت اٛششیشیذیغ ػبٓ٘ٞٛلا (.2،3) اػز 

 ست، ٗبٜٛذ ػلائ٘ی ثب ای سٝدٟ ؿٞٛذٟ ٗحذٝد خٞد ١بی ثی٘بسی

 ٝاهغ دس (.4) ُشدد ٗی اٛؼبٙ دس اػ٢بّ ٝ ؿٌ٘ی ًشاٗخ

 ًشٝٗٞصٕٝ اص ای ٝیظٟ ٛٞاحی ثب اسسجبط دس ػبٓ٘ٞٛلا صایی ثی٘بسی

 Salmonella) ػبٓ٘ٞٛلا ییصا ثی٘بسی یشخضا ٠ً اػز ثبًششی ایٚ

Pathogenicity Island (SPI)) ٕخضایش ایٚ دس (.5) داسٛذ ٛب 

 ،spv، rck، invA، mgtC، stn، sopE1 ٗبٜٛذ ا،ص ثی٘بسی ١بی طٙ

sopB، sefA ٝ sipA-D ثشای دبسٞطٙ ایٚ ث٠ ٠ً داسٛذ ٝخٞد 

 ٛٞع دٜح (.6) ًٜٜذ ٗی ً٘ي س٢بخٖ ٝ چؼجٜذُی ١بی ٌٗبٛیؼٖ

 دٝ، یي، ٛٞع صای ثی٘بسی خضایش اص: اٛذ ػجبسر خضایش ایٚ اكٔی

 خضایش (.SPI-1)، SPI-2، SPI-3، SPI-4، SPI-5دٜح  ٝ چ٢بس ػ٠،

  ٗحلّٞ ٠ً ًٜٜذ ٗی ًذ سا ١بیی طٙ دٝ، ٝ یي صایی ثی٘بسی

  III ٛٞع سشؿحی ػیؼشٖ د١ٜذٟ سـٌیْ ١بی دشٝسئیٚ ١ب آٙ

((Type 3 Secretion System (T3SS) سٞاٛبیی ٠ً ثبؿٜذ ٗی 

 ثبًششیبیی ػّٔٞ اص اٛششیٌب ػبٓ٘ٞٛلا ١بی دشٝسئیٚ ٗؼشویٖ اٛشوبّ

 (.7) داسٛذ سا یًٞبسیٞسی ١بی ػّٔٞ ػیشٞصّٝ داخْ ث٠

  III ٛٞع سشؿحی ػیؼشٖ ٠ً ١بیی دشٝسئیٚ اص یٌی

  ػبٓ٘ٞٛلا س٢بخ٘ی دشٝسئیٚ ًٜذ، ٗی سشؿح ػبٓ٘ٞٛلا

(Salmonella Invasion Protein (Sip)) دشٝسئیٚ ایٚ ثبؿذ. ٗی 

 ١بی ٛبٕ ث٠ Sip دشٝسئیٚ ٛٞع چ٢بس ؿٞد. ٗی ًذ sip طٙ ٝػی٠ٔ ث٠

SipA، SipB، SipC  ٝSipD ١بی دشٝسئیٚ داسد. ٝخٞد SipB ٝ 

SipC آصٗبیـِب١ی ؿشایظ دس ٗـبث٠ ٓیذیذی ١بی لای٠ ثب  

(in vitro) ٝ عی دس ٗیضثبٙ ١بی ػّٔٞ دلاػ٘بیی ؿـبی ثب ٛیض 

 سؼبْٗ دس (in vivo) ثذٙ داخْ دس ییػبٓ٘ٞٛلا ١بی ػلٞٛز

 ًبٛبٓی SipB، SipC ٝ SipD ٠ً سػذ ٗی ٛظش ث٠ (.8) ثبؿٜذ ٗی

 SPI-1 ٗؤثش ػٞاْٗ اٛشوبّ ثشای ٗیضثبٙ ػّٔٞ ؿـبی دس سا

 (.9) د١ٜذ ٗی سـٌیْ ٗیضثبٙ ػّٔٞ دس ػبٓ٘ٞٛلا

 80 ؿٞد، ٗی سـٌیْ آٗی٠ٜ اػیذ 409 اص SipC دشٝسئیٚ

 دس آٗی٠ٜ اػیذ 120 ٗشًضی، ضیُش آة ٛبحی٠ دس آٙ اػیذآٗی٠ٜ

 هشاس سشٗیٜبّ-C ٛبحی٠ دس اػیذآٗی٠ٜ 209 ٝ سشٗیٜبّ-N ٛبحی٠

 ((coiled-coils چیٗبسد حبٝی ٗیٚاد دٝ ١ش (.10) داسٛذ

 ٜٗغو٠ ٗدبٝس ٛبحی٠ دس سشٗیٜبّ-N ١بی ٗیٚاد ثبؿٜذ. ٗی

 یؼٜی ٗششادف دذشیذ دٔی دٝ حبٝی دشٝٓیٚ، اص ؿٜی ُشیض آة

SipC-N اػز ًیٔٞدآشٞٙ 15 ٝ 120-1 اػیذآٗی٠ٜ بْٗؿ ٠ً ٝ 

SipC-C دآشٞٙ ًیٔٞ 45 ٝ 409-200 اػیذآٗی٠ٜ ؿبْٗ ٠ً 

 سشی٘ش ٝ ٗٞٛٞٗش كٞسر ث٠ سشسیت ث٠ ٠ً ثبؿٜذ ٗی اػز،

  (.11) ثبؿٜذ ٗی

 ١٘ؼبٙ ٛٞسشًیجی ٛبٕ ث٠ سٝؿی اص اػشلبدٟ ثب ٗحوویٚ

(Homologous recombination) ٕطٙ حزف ث٠ اهذا  

(Gene Knockout) اػبع ًٜٜذ. ٗی ١ب طٙ ًشدٙ ؿیشكؼبّ ثشای 

  یي ثب ١ذف طٙ ًٞسٗٞصٝٗی سٞآی سخشیت سٝؽ ایٚ

  حزكی هبٓت اص اػشلبدٟ ثب ٝ ٗشسجظ ؿیش DNA هغؼ٠

(Deletion Cassette) ثیٞسیي، آٛشی ث٠ ٗوبٕٝ اٛشخبثی طٙ حبٝی 

 ًشٝٗٞصٕٝ ٝ DNA اٛش٢بی دٝ ثیٚ ١٘ؼبٙ ٛٞسشًیجی ثبؿذ. ٗی

 ث٠ ٗوبٕٝ طٙ ثب ١ذف طٙ ٝ ُیشد ٗی كٞسر ١ذف طٙ حبٝی

 ؿیشكؼبّ ١ذف طٙ سشسیت ثذیٚ ؿٞد، ٗی خبیِضیٚ ثیٞسیي آٛشی

 سٝی اٛذ ُشكش٠ هشاس سـییشار دػشخٞؽ ٠ً ١بیی ػّٔٞ ُشدد. ٗی

 ٝ ؿذٟ دادٟ ًـز ٛظش، ٗٞسد ثیٞسیي آٛشی حبٝی اٛشخبثی ٗحیظ

 ػی٢ٜٗذ دس (.12) ُیشد ٗی هشس ثشسػی ٗٞسد ١ب آٙ خلٞكیبر

 آٙ اص اػشلبدٟ ثب ٝ اػز ًبسثشد دش ثؼیبس ٛٞسشًیجی كشآیٜذ طٛشیي

 ٝ ًشد ٝاسد دیِش ٗٞخٞدار ث٠ سا ٗخشٔق ٗٞخٞدار طٕٛٞ سٞاٙ ٗی

 (.13) .داد هشاس ثشسػی ٗٞسد سا ١ب آٙ ػٌ٘ٔشد

 طٙ حزف ١بی ًبػز ًبسثشد ٝ ایدبد اص ٗشؼذدی ٗٞاسد اٗشٝصٟ

 ًـق اص دغ ػز.ا ؿذٟ ُضاسؽ ٗخشٔق ١بی ٗیٌشٝاسُبٛیؼٖ دس

 ٛٞسشًیجی دذیذٟ اص اػشلبدٟ طٛشیي، ٢ٜٗذػی ١بی سٌٜیي

-دػز اٌٗبٙ طٛی، ١بی ًبػز ً٘ي ثب ١٘ؼبٙ
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 80  سالوونلادستكاری شنتيكي  سازواره شني برایايجاد... 

 6931 ارديبهشت، 5، شواره 52دوره   هجله دانشگاه علوم پسشكي و خدهات بهداشتي ـ درهاني شهيد صدوقي يسد

 آٝسدٟ كشا١ٖ سا ٗٞخٞدار طٕٛٞ ٗؼشویٖ (Manipulation)ٝسصی

 ٝ Xia سٞػظ ؿذٟ اٛدبٕ سحوین عی ،2016 ػبّ دس اػز.

 ؿذ. ٗٞٛٞػیشٞطٛض ٓیؼششیب طٛشیٌی ًبسی دػز ث٠ اهذإ ١ٌ٘بساٙ،

 ث٠ ٗٞكن ١٘ؼبٙ ٛٞسشًیجی سٌٜیي اص اػشلبدٟ ثب ٗحووبٙ ایٚ

 طٛی ػبصٟ سحوین ایٚ دس ؿذٛذ. ٓیؼششیب ١بی طٙ اص یٌی حزف

(Construct) طٙ حزف ث٠ هبدس ؿذٟ، ػبخش٠ rsbX طٕٛٞ اص 

 2010 ػبّ دس ٠ً دیِشی سحوین دس (.14) ثٞد. ٗزًٞس ثبًششی

 ٠ً طٛی ًبػز یي ایدبد ثب ٗحووبٙ اػز، سػیذٟ اٛدبٕ ث٠

 ثبًششی ایدبد ٝ طٙ حزف ث٠ ٗٞكن ثٞد ًبٛبٗبیؼیٚ طٙ حبْٗ

 ثش سا خٞد طٛی ًبػز ١ب آٙ ؿذٛذ. بكش٠ی خ٢ؾ دؼشیغ یشػیٜیب

 ایدبد pKD46 ًٝشٞس دس ٝ یعشاح ١٘ؼبٙ ٛٞسشًیجی دبی٠

 ٛیط ١بی ًبػز ایدبد ثب ٗحووبٙ 2011 ػبّ دس (.15) ٛ٘ٞدٛذ

 اٛششٝسًٞؼیضٛیي یبًٔیـیاؿش طٕٛٞ ًبسی دػز ث٠ ٗٞكن ٗشؼذد

 ،perA، perB، perB، epcH، ler ١بی طٙ یاخشلبك ٗحْ دس

grlA ٝ himA ًبػز ػیؼشٖ یي 2013 ػبّ دس (.16) ؿذٛذ 

 ایٚ ؿذ. عشاحی سٞسٛدیٜؼیغ ثبػیٔٞع ثشای طٛی سخشیت

 سٝؽ ث٠ ٗزًٞس ثبًششی طٕٛٞ دػشٞسصی ثشای طٛی ًبػز

  آٗیض كویزٗٞ آٙ ٛشبیح ٝ سكز ًبس ث٠ ١٘ؼبٙ ٛٞسشًیجی

 (.17) ثٞد

 ًٝشٞس دبی٠ ثش ٛیط ًبػز ایدبد سحوین ایٚ اص ١ذف

pET32a(+) ث٠ اٛششیشیذیغ ػبٓ٘ٞٛلا طٕٛٞ ًبسی دػز ثشای 

 ػٜٞاٙ ث٠ ػبٓ٘ٞٛلا sipC طٙ اػز. ثٞدٟ ١٘ؼبٙ ٛٞسشًیجی سٝؽ

 آٙ ث٠ سٞخ٠ ثب طٛشیٌی سـییشار ٝ ؿذ ُشكش٠ ٛظش دس ١ذف طٙ

 ٛٞاحی اثشذا ٠ً كٞسر ایٚ ث٠ .ؿذ ایدبد طٛی ػبصٝاسٟ ٝ عشاحی

 ث٠ ٝ ؿذٟ سٌثیش PCR سٝؽ ث٠ sipC طٙ كشٝدػز ٝ كشادػز

 ًٔٞٙ ،T ًٝشٞس دس T/A cloning سٝؽ ث٠ خذاُب٠ٛ كٞسر

 ًٝشٞس دس ٝ ١ٖ ًٜبس دس ٗشح٠ٔ دٝ عی ػذغ .ؿذٛذ

pET32a(+) ػبیز دٝ ثیٚ كشادػز ٛبحی٠ .ُشدیذٛذ ًٔٞٙ ػبة 

XbaI ٝ BglII ًٙٞٔ كشٝدػز ٛبحی٠ آٙ دٛجبّ ث٠ ٝ ُشدد ٗی 

 دٝ ایٚ ثیٚ .ؿٞد ٗی دسج SacI ٝ XhoI ثشؿی ١بی ػبیز ثیٚ

 ٝ KpnI، NcoI، EcoRV، BamHI ثشؽ ١بی ػبیز ٛیض ٛبحی٠

EcoRI یي ػٜٞاٙ ث٠ MCS (ًٝشٞس ٛوـ٠ ٗغبثن pET32a(+)) 

 .ٗبٛذ خٞا١ٜذ ثبهی

 بررسي روش

 ١بی سٌٜیي اص ،آصٗبیـِب١ی سدشثیٛی٠٘  سحوین ایٚ دس

 آٙ ْٗشاح ٠ً ؿذ ُشكش٠ ث٢شٟ طٛشیي ٢ٜٗذػی ٝ اٛلٞسٗبسیيثیٞ

 اػز. صیش كٞسر ث٠

 طٛٞٗی DNA اػشخشاج

DNA ػٞی٠ اٛششیشیذیغ ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی اص طٛٞٗی( 

 ػیٜبطٙ ؿشًز ،DNA اػشخشاج ًیز اص اػشلبدٟ ثب اػشبٛذاسد(

DNP) ایشاٙ
TM

 KIT) ؿٔظز ػذغ ُشدیذ. ػبصی خبٓق ٝ 

  ٛبٛٞدساح دػشِبٟ ثب ؿذٟ سخٔیق DNA ًیلیز

(ND-1000 PeqLab) ُشكز. هشاس ثشسػی ٗٞسد 

 ٗشاص دٔی ای صٛدیشٟ ٝاًٜؾ

 ٝ كشادػز ٜٗبعن ثشای (PCR) دٔی٘شاص ای صٛدیشٟ ٝاًٜؾ

 ایٚ دس ٠ً اٛششیشیذیغ ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی sipC طٙ كشٝدػز

 اص اػشلبدٟ ثب اٛذ، ؿذٟ ٛٞؿش٠ up ٝ down سشسیت ث٠ سحوین

 ثشای اػشلبدٟ ٗٞسد سٞآی ؿذ. اٛدبٕ ،اخشلبكی دشای٘ش١بی

 CP016385 ثجز ؿ٘بسٟ ث٠ خ٢بٛی طٙ ثبٛي اص دشای٘ش١ب عشاحی

 عشاحی Generunner اكضاس ٛشٕ ً٘ي ثب دشای٘ش١ب ٝ ؿذ ُشكش٠

 ؿذٛذ.

SipC-up-F: 5'- 

ATGTCTAGACCCTAAATAAAGTGGCG -3' 

SipC-up-R: 5'- 

ATTAGATCTCTCCCTTTATTTTGGCAG -3' 

SipC-down-F: 5'- 

ATTGAGCTCTGACCACTGAAAGCCAC -3' 

SipC-down-R: 5'- 

ACACTCGAGTAATACCCAGACTTTCCG -3' 

 

 SipC-up-F ٝ SipC-up-R ١بی دشای٘ش اص ١شیي 5' اٛش٢بی دس

 ٛیض ٝ XbaI ٝ BglIIٗحذٝدُش  ١بی آٛضیٖ ثشؽ خبیِبٟ سشسیت ث٠

 ث٠ SipC-dwn-F ٝ SipC-dwn-R ١بی دشای٘ش اص ١شیي 5' ػش دس

 ٜٗظٞس ث٠ SacI ٝ XhoI ٗحذٝدُش ١بی آٛضیٖ ثشؽ بیِبٟخ سشسیت

 سٞآی دس ٠ً عٞس ١٘بٙ ؿذ. ُشكش٠ ٛظش دس ػبصی ًٔٞٙ ػ٢ٞٓز

 خظ ١ب آٛضیٖ ایٚ ثشؽ خبیِبٟ صیش ،ؿٞد ٗی ٗلاحظ٠ دشای٘ش١ب
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  81     هرين قاسوي و هوكارش

 6931 ارديبهشت، 5، شواره 52دوره   هجله دانشگاه علوم پسشكي و خدهات بهداشتي ـ درهاني شهيد صدوقي يسد

 ٠ً PCR آصٗٞٙ ثشای ٛیبص ٗٞسد ٝاًٜـِش١بی .اػز ؿذٟ ًـیذٟ

 2/0 ،ٛبُٛٞشٕ( 100) آِٞ DNA اص ٗیٌشٝٓیشش 5/2 اص اٛذ ػجبسر

 dNTP MIX، 5/2 ٗیٌشّٝٗٞ 200 دشای٘ش، ١ش اص ٗیٌشّٝٗٞ

 MgCl2 ٝ 5/0 ٗیٌشّٝٗٞ PCR، 5/1 (10X) ثبكش ٗیٌشٝٓیشش

 ٝاحذ DNA Polymerase Smar-Taq ٝ 5/0 آٛضیٖ اص ٝاحذ

 ٗخٔٞط یٌذیِش ثب ٗیٌشٝٓیشش 25 ٢ٛبیی حدٖ دس pfu آٛضیٖ

  ًـٞس ػبخز بیٌٔشسشٗٞػ دػشِبٟ دس ١ب ٠ٛٞ٘ٛ ثلاكبك٠ٔ .ؿذٛذ

 (Mastercycler Gradient, Eppendorf, Germany) آٓ٘بٙ

 ٝاػشؿز ٜٗظٞس ث٠ ؿذٛذ. دادٟ هشاس صیش دٗبیی ثشٛب٠ٗ سحز

 دٗبی دس دهیو٠ 5 ٗذر ث٠ ١ب ٝاًٜـِش ٗخٔٞط ٛخؼز اثشذایی

 PCR ١بی چشخ٠ ػذغ ؿذٛذ. دادٟ هشاس ُشاد ػبٛشی دسخ٠ 95

 94 دٗبی دس ؿذٙ شؿزٝاػ ،كٞسر ث٠ سٌشاسی ٗشح٠ٔ 32 دس

 دسخ٠ 62 دٗبی دس اسلبّ دهیو٠، 1 ٗذر ث٠ ُشاد ػبٛشی دسخ٠

 دسخ٠ 63 ٝ كشادػز ٛبحی٠ ثشای دهیو٠ 1 ٗذر ث٠ ُشاد ػبٛشی

 72 دٗبی دس ؿذٙ عٞیْ ٝ كشٝدػز ٛبحی٠ ثشای ُشاد ػبٛشی

 عٞیْ ٝ سٌثیش ؿذ، اٛدبٕ دهیو٠ 1 ٗذر ث٠ ُشاد ػبٛشی دسخ٠

 دسخ٠ 72 دٗبیی ؿشایظ ثب ٗشح٠ٔ یي دس ٢ٛبیی ؿذٙ

 یبكز. ادا٠ٗ دهیو٠ 10 ٗذر ث٠ ُشاد ػبٛشی

 طّ اص DNA اػشخشاج

 ٗشثٞط PCR ٗحلٞلار آٌششٝكٞسص ،PCR آصٗٞٙ اٛدبٕ اص دغ

 اٛدبٕ ثشٝٗبیذ اسیذیٕٞ داسای %1 ُبسٝصآ طّ سٝی ثش ٛبحی٠ ١ش ث٠

 ؿشًز ػبخز طّ اص DNA اػشخشاج ًیز اص اػشلبدٟ ثب .ؿذ

 (،Gel Extraction Kit, Bioneer, Korea) ًشٟ ًـٞس ثبیٞٛیش

 ػبٓ٘ٞٛلا sipC طٙ كشٝدػز ٝ كشادػز ٛٞاحی حبٝی ١بی هؼ٘ز

 كحز اص اع٘یٜبٙ ثشای ؿذٛذ. سخٔیق ،طّ اص اٛششیشیذیغ

 3 ٗوذاس ١ب، آٙ ًیلیز ثشسػی ٝ ؿذٟ اػشخشاج یطٛ هغؼبر

 ؿذ. ثشدٟ %5/1 آُبسٝص طّ ٝیس ١ب آٙ اص ٗیٌشٝٓیشش

 T/A Cloning ٕاٛدب

 اص یي ١ش ث٠ ٗشثٞط ،طّ اص ؿذٟ اػشخشاج PCR رٗحلٞلا

 سٝؽ ث٠ ٝ خذاُب٠ٛ كٞسر ث٠ كشٝدػز، ٝ كشادػز ٛٞاحی

 ؿشًز ًیز اص ٜٗظٞس ایٚ ث٠ ؿذٛذ. ًٔٞٙ ،T/A ػبصی ١٘ؼب٠ٛ

 (pGEM T/A Cloning Kit) آٗشیٌب ًـٞس ػبخز دشِٝٗب

 دػز٠ ث pGEM-up ٝ pGEM-down ًٝشٞس دٝ سب ؿذ اػشلبدٟ

 داسای ٝ ثبؿذ ٗی خغی كٞسر ث٠ اثشذا دس pGEM ًشٞسٝ آیٜذ.

 ٝ اػز خٞد اٛش٢بی ١ش دس سؿش٠ سي كٞسر ث٠ T ًٛٞٔئٞسیذ یي

 خبكیز دیِش، عشف اص .ؿٞد ٗی ٛبٗیذٟ T-vector ػٔز ١٘یٚ ث٠

 دٝ دس ٠ً اػز ایٚ ٗشاصی دٔی DNA ١بی آٛضیٖ اص ثؼیبسی

 ٞسرك ث٠ ٝ آِٞ ثذٝٙ A ًٛٞٔئٞسیذ یي ،PCR ٗحلّٞ اٛش٢بی

 سٞاٙ ٗی اػز، A ٌْ٘ٗ T ٠ً آٛدب اص .د١ٜذ ٗی هشاس یا سؿش٠ سي

 ایٚ ث٠ ٝ ًشد ًٔٞٙ ساحشی ث٠ T ًٝشٞس دس سا PCR ٗحلٞلار

 ػبصی ًٔٞٙ ٗحلٞلار ػذغ .ُٞیٜذ T/A ػبصی ًٔٞٙ ػیؼشٖ،

T/A، ػٞی٠ یبًٔیـیاؿش ثبًششی دس TOP10F ٕسشاٛؼلٞس ٝ 

 ٗیٌشُٝشٕ 50 حبٝی LB-Agar ٗحیظ دس ؿذٟ یبد ١بی ثبًششی

 ٝ ًـز ػیٔیٚ آٗذی ثیٞسیي آٛشی ٓیشش ٗیٔی ١ش دس

 ًیز اص اػشلبدٟ ثب بكْح ١بی ًٜٔی اص .ؿذٛذ ُزاسی ُشٗخب٠ٛ

 ،(خٜٞثی ًشٟ ًـٞس Bioneer ؿشًز ػبخز) دلاػ٘یذ سخٔیق

 ػبصی ًٔٞٙ كحز سبییذ ُشكز. كٞسر دلاػ٘یذ اػشخشاج

 ث٠ pGEM ًٝشٞس١بی دس sipC طٙ up ٝ down هغؼبر

 ؿذ. ثشسػی آٛضی٘ی ١ضٖ ٝ PCR ١بی سٝؽ

 ًٔٞٛیَٜ ػبة

 ًٝشٞس دس طٛی ًبػز ایدبد ٢ٛبیی، ١ذف ٠ً آٛدب اص

pET32a(+) كٞسر ث٠ ٗوب٠ٓ ایٚ دس ِٛبسؽ ػ٢ٞٓز ثشای )٠ً 

pET32 ٛٞاحی ثبیذ ثبؿذ، ٗی اػز( ؿذٟ ٛٞؿش٠ up ٝ down ث٠ 

 pGEM-up ٝ pGEM-down ١بی ًٝشٞس اص آٛضی٘ی ثشؽ سٝؽ

 ٜٗظٞس ایٚ ث٠ ؿٞٛذ. ٜٗشوْ pET32 ًٝشٞس ث٠ ٝ ُشدٛذ خبسج

 ثشؽ XbaI ٝ BglIIٗحذٝدُش  آٛضیٖ دٝ ثب pET32 ًٝشٞس اثشذا

 ٛٞسشًیت ًٝشٞس ػذغ آیذ. دس خغی كٞسر ث٠ سب ؿذ دادٟ

pGEM-up هغؼ٠ سب ؿذ ثشیذٟ آٛضیٖ دٝ ١٘یٚ ثب ٛیض up آٙ اص 

 ،صٝآُبس طّ سٝی آٛضی٘ی ١ضٖ ٗحلٞلار ٠٘١ ُشدد. خبسج

 ٝ pET32 ًٝشٞس ث٠ ٗشثٞط خغی DNA هغؼ٠ ؿذٛذ. صآٌششٝكٞس

 سیؾ ً٘ي ثب طّ سٝی اص up ٛبحی٠ ث٠ ٗشثٞط DNA هغؼ٠

 ػبخز طّ اص DNA سخٔیق ًیز ثب ٝ ؿذٛذ ثشیذٟ اػٌبٓذْ

 اسلبّ ٝاًٜؾ ُشدیذٛذ. ػبصی خبٓق خٜٞثی، ًشٟ ثبیٞٛیش ؿشًز

(Ligation) ٚهغؼ٠ ثی up ٝ ًٝشٞس pET32 آٛضیٖ اص اػشلبدٟ ثب 

T4-آٛضیٖ دشٝسٌْ عجن ایشاٙ( ػیٜبطٙ ؿشًز )ػبخز ٓیِبص ٝ 

 حبْٗ ٗیٌشٝٓیشش 5 ؿبْٗ ٗیٌشٝٓیشش 30 ٢ٛبیی حدٖ دس
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 82  سالوونلادستكاری شنتيكي  سازواره شني برایايجاد... 

 6931 ارديبهشت، 5، شواره 52دوره   هجله دانشگاه علوم پسشكي و خدهات بهداشتي ـ درهاني شهيد صدوقي يسد

pET32، 15 ثبكش ٗیٌشٝٓیشش 3 ٛظش، ٗٞسد طٛی هغؼ٠ ٗیٌشٝٓیشش 

 آة ٗیٌشٝٓیشش 5 ٝ ٓیِبص T4 آٛضیٖ ٗیٌشٝٓیشش 2 ٓیِبص، T4 آٛضیٖ

 اٛدبٕ شاد،ُ ػبٛشی دسخ٠ 4 دٗبی دس ػبػز 16 ٗذر ث٠ ٗوغش

 ،یبًٔیـیاؿش ثبًششی دس ثبلا، سٝؽ ٗغبثن اسلبّ ٗحلٞلار ؿذ.

 ایٚ دس ؿذ. اٛدبٕ دلاػ٘یذ سخٔیق ػذغ ٝ ؿذٟ سشاٛؼلشٕ

 ث٠ ٠ً up ٛبحی٠ حبٝی ٛٞسشًیت ًٝشٞس ٠ً سٝد ٗی اٛشظبس ٗشح٠ٔ

 ُشدد. سـٌیْ ؿٞد، ٗی دادٟ ٛـبٙ pET32-up كٞسر

 ،pET32-up ٛٞسشًیت ًٝشٞس دس down هغؼ٠ اسلبّ ثشای

 ؿذ ثشیذٟ SacI ٝ XhoI ٗحذٝدُش ١بی آٛضیٖ ثب ًٝشٞس ایٚ اثشذا

 ثب ٛیض pGEM-down ًٝشٞس ػذغ آیذ. دس خغی كٞسر ث٠ سب

 اص sipC طٙ ث٠ ٗشثٞط down هغؼ٠ سب ؿذ ثشیذٟ آٛضیٖ دٝ ١٘یٚ

 هغؼ٠ ثشای ؿذٟ رًش ٗٞاسد ثب ٗـبث٠ ٗشاحْ ًٔی٠ ؿٞد. خبسج آٙ

up، ٕهغؼ٠ سب ؿذ اٛدب down ًٝشٞس ٛیض pET32-up ؿٞد دسج ٝ 

 سـٌیْ دسػشی ُشدد. حبكْ pET32-up-down ٢ٛبیی ًبػز

 ١بی آٛضیٖ اص اػشلبدٟ ثب ٝ آٛضی٘ی ١ضٖ ً٘ي ث٠ ٢ٛبیی ػبصٟ

XbaI ٝ XhoI ٕٛب٠ٗ دبیبٙ اص ثشُشكش٠ ٗوب٠ٓ ایٚ ؿذ. اٛدب 

 ٗلٞث٠ اخلام ًذ ثب هبػ٘ی ٗشیٖ خبٖٛ ػشًبس اسؿذ ًبسؿٜبػی

 .ثبؿذ ٗی IR.IAUSHK.1393.5310 ٛب٠ٗ دبیبٙ

 نتايج

  اٛدبٕ ٗٞكویز ثب ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی اص طٛٞٗی DNA اػشخشاج

 

 ٗیضاٙ د١ٜذٟ ٛـبٙ ٛبٛٞدساح، ثب DNA ؿٔظز ثشسػی ٝ ؿذ

 دظ١ٝؾ ایٚ دس ػذغ ثٞد. ٗیٌشٝٓیشش ١ش دس ٛبُٛٞشٕ 720

 ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی sipC طٙ كشٝدػز ٝ كشادػز ٛٞاحی

 خذاػبصی ٝ سٌثیش ثبًششی، طٕٛٞ صا ٗٞكویز ثب ٛششیشیذیغا

 اص اػشلبدٟ ثب دٔی٘شاص ای صٛدیشٟ ٝاًٜؾ ٠ً عٞسی ث٠ ؿذٛذ.

 كشٝدػز ٝ (up) كشادػز ١بی ثخؾ اخشلبكی دشای٘ش١بی

(down) ٙط sipC ثبص خلز 320 عّٞ ث٠ هغؼبسی سٌثیش ٗٞخت 

 ٛبحی٠ ث٠ ٗشثٞط ثبص خلز 206 ٝ كشادػز ٛبحی٠ ٗشثٞط

 ُشدیذ. كشٝدػز

 ٝ up هغؼبر اص یي ١ش ث٠ ٗشثٞط PCR رٗحلٞلا ػبصی ًٔٞٙ

down یػبص ١٘ؼب٠ٛ سٝؽ ث٠ T/A حبْٗ دس pGEM T-easy 

Vector، ی١ب ػبصٟ سٞٓیذ ٗٞخت pGEM-up ٝ pGEM-down 

 ،آٛضی٘ی ١ضٖ ٝ PCR سبییذی ١بی سؼز اص اػشلبدٟ ثب ُشدیذ.

 داسای حبكْ، ١بی ًٔٞٙ اص صیبدی دسكذ ٠ً ؿذ ٗـخق

 آٛضی٘ی ١ضٖ ثبؿٜذ. ٗی pGEM-up ٝ pGEM-down ١بی ػبصٟ

 ٛبحی٠ ثشای XbaI ٝ BglII ١بی آٛضیٖ ثب ُشكش٠ كٞسر دُٝب٠ٛ

 سٝی كشٝدػز ٛبحی٠ ثشای SacI ٝ XhoI ی١بٖ یٝ آٛض كشادػز

 320 هغؼبر حضٞس د١ٜذٟ ٛـبٙ ؿذٟ، سخٔیق دلاػ٘یذ١بی

 كشٝدػز ٛبحی٠ ثبصی خلز 206 ٝ كشادػز ٛبحی٠ ثبصی خلز

 (.1 ؿٌْ) ثٞد ،T یًٝشٞس١ب دس sipC طٙ

 

 

 

 

 

 

 

 
 ًٔٞٛیَٜ. كحز سبییذ ثشای pGEM-up ٝ pGEM-down ٛٞسشًیت ًٝشٞس١بی آٛضی٘ی ١ضٖ :1 ؿٌْ

 6 ٝ 5 ١بی ػشٞٙ اػز. down هغؼ٠ ث٠ ٗشثٞط ثبصی خلز pGEM ٝ 206 ًٝشٞس ث٠ ٗشثٞط ثبصی خلز 3015 هغؼبر ٝخٞد د١ٜذٟ ٛـبٙ چ٢بس، سب 1 ١بی ػشٞٙ

 اػز. ؿذٟ ًٔٞٙ طٙ ٠ُٛٞ ١ش كبهذ pGEM ًٝشٞس ٛیض 7 ػشٞٙ ثبؿذ. ٗی up هغؼ٠ ٝ ًٝشٞس ث٠ ٗشثٞط سشسیت ث٠ ثبسی خلز 320 ٝ 3015 هغؼ٠ دٝ داسای ٛیض

 اػز. كشٜٗشبص ؿشًز ػبخز ثبصی خلز كذ DNA Ladder ٛیض، اػشلبدٟ ٗٞسد ٗبسًش
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  83     هرين قاسوي و هوكارش

 6931 ارديبهشت، 5، شواره 52دوره   هاني شهيد صدوقي يسدهجله دانشگاه علوم پسشكي و خدهات بهداشتي ـ در

 ثش طٛی، ًبػز ػبخز ثشای ؿذٟ اٛدبٕ عشاحی ٠ً آٛدب اص

 (MCS: multiple cloning site) ُب٠ٛچٜذ ثشؽ ١بی ػبیز دبی٠

 ث٠ ًٔٞٛیَٜ ػبة ٛشبیح ٓزا ثٞد، دزیشكش٠ كٞسر pET32 ًٝشٞس

 اػز. صیش كٞسر

 ١بی آٛضیٖ ثشای سشسیت ث٠ ثشؽ ی١ب زیػب ًٝشٞس ایٚ دس

XbaI، MscI، NspV، BglII، KpnI، NcoI، EcoRV، BamHI، 

EcoRI، SacI، SalI، HindIII، NotI، XhoI ٛبحی٠ دس MCS 

 دٝ دس XbaI ٝ BglII آٛضی٘ی ثشؽ ١بی ػبیز داسٛذ. ٝخٞد

 هغؼ٠ عشف دٝ دس SacI ٝ XhoI ١بی ػبیز ٝ up هغؼ٠ ػ٘ز

down ٛبحی٠ دس ٞٓزػ٢ ث٠ سب ؿذ ُشكش٠ ٛظش دس MCS ًٝشٞس 

pGEM دس ؿذ، دادٟ ؿشح ثبلا دس ٠ً عٞس ١٘بٙ ٓزا ؿٞٛذ. دسج 

 ٝ زكشادػ هغؼبر سٌثیش ثشای ؿذٟ عشاحی دشای٘ش١بی 5' ػش

 ث٠ ؿذ. ُشكش٠ ٛظش دس ٜٗبػت آٛضی٘ی ثشؽ ػبیز كشٝدػز،

 ثب pGEM-up ًٝشٞس اص up هغؼ٠ اثشذا ًٔٞٛیَٜ ػبة ٜٗظٞس

 ٜٗشوْ ،pET32 ًٝشٞس ث٠ ٗٞكویز ثب ٝ ؿذ خبسج آٛضی٘ی ١ضٖ

 ؿذ. سـٌیْ pET32-up ٛٞسشًیت ًٝشٞس سشسیت ثذیٚ ُشدیذ.

 دس ٝ up هغؼ٠ دػز دبییٚ دس down هغؼ٠ دسج ٢ٛبیی، ٗشح٠ٔ

 اص ٗٞكویز ثب down هغؼ٠ ٗشح٠ٔ، ایٚ دس ٓزا ثٞد. ٜٗبػت ٗحْ

 ُشدیذ. دسج pET32-up ًٝشٞس دس خبسج pGEM-down ًٝشٞس

 دسػشی د١ٜذٟ ٛـبٙ (2 )ؿٌْ آٛضی٘ی ١ضٖ ٝ PCR ٛشبیح

 عٞس ١٘بٙ اػز. pET32-up-down ٢ٛبیی طٛی ًبػز سـٌیْ

 ثشای ٢ٛبیی ًبػز آٛضی٘ی ١ضٖ ؿٞد، ٗی دیذٟ 2 ؿٌْ دس ٠ً

 هغؼبر خشٝج سشسیت ث٠ كشٝدػز ٝ كشادػز هغؼبر اص یي ١ش

 ثشؽ ١٘چٜیٚ د١ذ. ٗی ٛـبٙ سا ثبصی خلز 206 ٝ 320

 ثب (up-MCS-down) طٛی ًبػز ًْ ثشای سبییذی آٛضی٘ی

 ٛـبٙ XbaI ٝ XhoI یؼٜی ػبصٟ ایٚ اٛش٢بی ٝ اثشذا ١بی آٛضیٖ

 ٗد٘ٞع ثشای سشسیت )ث٠ ثبصی خلز 577 هغؼ٠ یي د١ٜذٟ

 اػز. (206+51+320

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 .(10787-018 ًبسبٍٓٞ )ؿ٘بسٟ ایٜٞیششٝطٙ 1kb ٗبسًش :1 ػشٞٙ :طٛی ًبػز ػبخز سبییذ ثشای آٛضی٘ی ١ضٖ :2 ؿٌْ

 ٝ up هغؼ٠ ث٠ ٗشثٞط سشسیت ث٠ ثبصی خلز 6106 ٝ 320 هغؼبر ٠ً XbaI ٝ BglII آٛضیٖ دٝ ثب pET32-up-down ٛٞسشًیت ًٝشٞس آٛضی٘ی ١ضٖ :2 ػشٞٙ

 ث٠ ثبصی خلز 6220 ٝ 206 هغؼبر ٠ً SacI ٝ XhoI آٛضیٖ دٝ ثب pET32-up-down ٛٞسشًیت ًٝشٞس آٛضی٘ی ١ضٖ :3 ػشٞٙ اػز. pET32-down ًٝشٞس

 هغؼ٠ ٠ً XbaI ٝ XhoI آٛضیٖ دٝ ثب pET32-up-down ٛٞسشًیت ًٝشٞس آٛضی٘ی ١ضٖ :4ػشٞٙ  اػز. pET32-up ًٝشٞس ٝ down هغؼ٠ ث٠ ٗشثٞط سشسیت

 اػز. pET32 ًٝشٞس ث٠ ٗشثٞط ثبصی خلز 5850 هغؼ٠ ٝ up-MCS-down ٗد٘ٞػ٠ ث٠ ٗشثٞط ثبصی لزخ 577

 

 ثیٚ ؿٞد، ٗی دیذٟ صیش ؿ٘بسیي آِٞی دس ٠ً عٞس ١٘بٙ

 ؿذٟ دسج pET32 ًٝشٞس دس ٠ً sipC طٙ up ٝ down ٛٞاحی

 ػبیز 7 ؿبْٗ ٜٗبػت ٝ ٝػیغ ثؼیبس MCS ٛبحی٠ یي ،اٛذ

 دس خذیذ ١بی طٙ دسج ثشای ٠ً ػزا ٗبٛذٟ ثبهی آٛضی٘ی ثشؽ

 ٜٗبػت اٛششیشیذع، ػبٓ٘ٞٛلا طٕٛٞ ث٠ ١ب آٙ اٛشوبّ ٝ ًبػز ایٚ

 (.3 )ؿٌْ اػز
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 ایٚ ٝػظ دس اٛذ. ُشكش٠ هشاس sipC طٙ كشٝدػز ٝ كشادػز ٛٞاحی ث٠ ٗشثٞط DNA هغؼبر ،MCS عشف دٝ دس .sipC طٛی ًبػز ؿ٘بسیي سلٞیش :3 ؿٌْ

 داسد. ٝخٞد ٛضی٘یآ ثشؽ ػبیز 7 ثش ْٗـش٘ MCS یي ٛیض ًبػز

 

 بحث

 دبدًٜٜذٟیا ػٞاْٗ ٚیسش ٢ٖٗ اص یٌی اٛششیٌب ػبٓ٘ٞٛلا

 (.18) ثبؿذ ٗی اٛؼبٙ دس ای سٝدٟ ؿٞٛذٟ ٗحذٝد خٞد ١بی ػلٞٛز

 ایٚ ػشٝٝاس دٝ ٠ً ؿذ ٗـخق ؿذٟ اٛدبٕ ٗغبٓؼبر اػبع ثش

  ػْٔ سشیٚ ؿبیغ ششیشیذیغاٛ ٝ ٗٞسیٕٞ بیلیس یؼٜی ثبًششی

 صایی ثی٘بسی خبكیز .(19) ١ؼشٜذ ػبٓ٘ٞٛٔٞص ثی٘بسی ایدبد

  ػبٓ٘ٞٛلا یصا ی٘بسیث خضایش ثب اسسجبط دس ػبٓ٘ٞٛلا خٜغ

(Salmonella Pathogenicity Island) طٙ (.5) ثبؿذ ٗی sipC 

 ایٚ ٠ً اػز SipC دشٝسئیٚ ًٜٜذٟ ًذ خضایش، ایٚ دس ٗٞخٞد

 ٠ً یسعٞ ث٠ داسد دُٝب٠ٛ ػٌ٘ٔشد ٗیضثبٙ ػّٔٞ دس دشٝسئیٚ

 ٗیضثبٙ ػّٔٞ ػٔٞٓی اػٌٔز سخشیت ٝ اًشیٚ ثٜذی ثؼش٠ ٗٞخت

 دس سا حیبسی ٛوؾ ،SipC اًشیٚ ١ؼش٠ ١بی كؼبٓیز .ُشدد یٗ

 س٢بخٖ دس آٙ دٛجبّ ث٠ ٝ ػبٓ٘ٞٛلا اص ٛبؿی ؿـبیی سخشیت

  (.10) ذًٜٜ ٗی ایلب ١ب ثبًششی

 ثبًششی طٛشیٌی ًبسی دػز ٜٗظٞس ث٠ دظ١ٝؾ ایٚ دس

 ػبخز ٝ sipC طٙ اخشلبكی ٗحْ دس یغاٛششیشیذ ػبٓ٘ٞٛلا

 ثبًششی sipC طٙ كشٝدػز ٝ كشادػز ٛٞاحی طٛی، ًبػز

 دس ٝ ًٔٞٙ pGEM ًٝشٞس دس ٝ اػشخشاج ایٜششیشیذیغ ػبٓ٘ٞٛلا

 كشادػز ٛبحی٠ ؿذٛذ. ًٔٞٙ ػبة pET32 حبْٗ دس ١ٖ ًٜبس

 ثیٚ كشٝدػز ٛبحی٠ آٙ دٛجبّ ث٠ XbaI ٝ BglII ػبیز دٝ ثیٚ

 ؿذٛذ. دسج pET32 حبْٗ دس sacI ٝ XhoI ثشؿی ١بی ػبیز

 ١بی ػبیز ٛیض ٛبحی٠ دٝ ایٚ ثیٚ pET32 حبْٗ ٛوـ٠ ٗغبثن

 داسد. ٝخٞد KpnI، NcoI، EcoRV، BamHI ٝ EcoRI ثشؽ

 ٝخٞد دٓیْ ث٠ دظ١ٝؾ ایٚ دس ؿذٟ ایدبد طٛی ًبػز 

 اص sipC طٙ حزف ثشای سٞاٛذ ٗی (MCS) ثشؽ ١بی ػبیز

 ًشدٙ اضبك٠ ٝاهغ دس ُیشیذ. هشاس اػشلبدٟ ٗٞسد ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی

 سحز ػبٓ٘ٞٛلا طٕٛٞ ث٠ یبكش٠ خ٢ؾ یب عجیؼی طٙ ٠ُٛٞ ١ش

 یثشا ٓزا .ُشدد ٗی كشا١ٖ ًبػز ایٚ ً٘ي ثب sipC طٙ دشٝٗٞسش

 ٓحبػ اص ػبٓ٘ٞٛلا ٗخشٔق ١بیسكشبس خلٞف دس ای دبی٠ ٗغبٓؼبر

 ٝاًٜؾ ،In Vivo ٝ In Vitro ٗخشٔق ؿشایظ دس طٙ ثیبٙ ٝ سؿذ

 ؿٞى ٝ ُشٗبیی ؿٞى ػٜشی، ٝ كٜؼشی داس١ٝبی اٛٞاع ْٗوبث دس

 یي ػٜٞاٙ ث٠ آٙ ثشسػی ػٕ٘ٞ، ػِٜیٚ، كٔضار ػشٗبیی،

 ثب سی٘بس سحز آصٗبیـِب١ی حیٞاٛبر سٝدٟ دس ُضاسؿِش ثبًششی

 اػز. كشا١ٖ ؿیشٟ ٝ ١ب ثیٞسیي آٛشی ٝ داس١ٝب

 دس ٗؤثش ١بی طٙ حزف ٝ ؿٜبػبیی ثشای ٗغبٓؼبسی اٗشٝص ث٠ سب

 اػز ُشكش٠ كٞسر sipA، crp، ace ٗبٜٛذ ػبٓ٘ٞٛلا صایی ثی٘بسی

 ٜٗظٞس ث٠ ثبًششی ایٚ sipC طٙ صٗی٠ٜ دس ١ب دظ١ٝؾ ثیـششیٚ اٗب

 اػز. ُشكش٠ كٞسر ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی دس طٙ ایٚ اثجبر ٝ ؿٜبػبیی

 سٝؽ اص اػشلبدٟ ثب ١ٌ٘بساٙ ٝ (Geyter) ُیشش 1997 ػبّ دس

 ٠ً یصٗبٛ سٞاٛذ ٗی SipC دشٝسئیٚ ٠ً دادٛذ ٛـبٙ ػٔٞٓی سضسین

 ٗٞخت داسد، ٝخٞد دؼشبٛذاساٙ ١بی ػّٔٞ ػیشٞصّٝ داخْ دس

 ٝ (Welch) ٝٓچ 1998 ػبّ دس (.20) ؿٞد اًشیٚ ػبخشبس سخشیت

 دس سا SipC ٚیدشٝسئ SipC-N ٝ SipC-C دذشیذ١بی دٔی ١ٌ٘بساٙ

E.coli دادٛذ، هشاس ثشسػی ٗٞسد ؿذٟ خبٓق ٝ آصٗبیـِب١ی 

 ٗٞٛٞٗش كٞسر ث٠ سشسیت ث٠ SipC-N ٝ SipC-C ٠ً ؿذ ٗـخق

 SipC-N ٝ SipC-C اثش ١٘چٜیٚ ١ب آٙ (.21) ثبؿٜذ ٗی سشی٘ش ٝ

 اًشیٚ دیشٙ اص اػشلبدٟ ثب اًشیٚ ػیٜششیي دٔی٘شیضاػیٞٙ یثش سٝ

(pyrene-actin) ٝ ؿشایظ دس اًشیٚ ٗـشوبر كٔٞسػٜز 

-N دٝٗیٚ ٠ً ؿذ ٗـخق ًشدٛذ، ُیشی اٛذاصٟ آصٗبیـِب١ی
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 یشیسأث اًشیٚ ػیٜششیي سد٘غ یثش سٝ SipC ٚدشٝسئی سشٗیٜبّ

 اكضایؾ ٗٞخت آٙ سشٗیٜبّ-C دٝٗیٚ ٠ً یدسحبٓ ،ٛذاسد

  (.21) ُشدد ٗی اًشیٚ ػیٜششیي دٔی٘شیضاػیٞٙ

 ١ٌ٘بساٙ ٝ (Hayward) ١بیٞاسد 2000 ػبّ دس ١٘چٜیٚ

 ١بی لای٠ ثب SipB ٝ SipC ١بی دشٝسئیٚ ٠ً ًشدٛذ ٗـخق

 ٛیض ٝ in vitro ظیؿشا دس ٓیذیذی ١بی لای٠ ١بی ٝاثؼش٠ ٝ ٓیذیذی

 ١بی ػلٞٛز عی دس ٗیضثبٙ ١بی ػّٔٞ دلاػ٘بیی ؿـبی ثب

 اٝػیٌی 2001 ػبّ دس (.8) داسٛذ سؼبْٗ in vivo ػبٓ٘ٞٛلایی

(Osiecki) ٝ ٙػٌ٘ٔشدی اسسجبعبر ثشسػی ث٠ ١ٌ٘بسا ٝ 

 in vitro ؿشایظ دس IpaC ٝ SipC ١بی دشٝسئیٚ ثیٞؿی٘یبیی

 داسٛذ ٗـبث٢ی ثیٞؿی٘یبیی خلٞكیبر ٠ً ؿذ ٗـخق دشداخشٜذ.

  (.22) داسٛذ سلبٝر یٌذیِش ثب ػٌ٘ٔشدی خلٞكیبر دس ٝٓی

 ٗؤثش ػبْٗ دبییخبث كؼبٓیز اص ٛبؿی اًشیٚ ١ؼش٠ ١بی كؼبٓیز

SipC ١ٞٙ خی سٞػظ 2004 ػبّ دس (JiHoon) ٝ ٙٗٞسد ١ٌ٘بسا 

 ٜٗغو٠ ٠ً ددا ٛـبٙ ٛیض ١ب آٙ اعلاػبر ُشكز. هشاس ثشسػی

 -C ٜٗغو٠ ٝ اػز ضشٝسی اًشیٚ ١ؼش٠ ١بی كؼبٓیز ثشای ٗشًضی

 ٝ اػز ٛیبص ٗٞسد ٗؤثش ػٞاْٗ اٛشوبّ ثشای اػیذآٗی٠ٜ سشٗیٜبّ

 سخشیت دس سا حیبسی ٛوؾ ،SipC اًشیٚ ١ؼش٠ ١بی كؼبٓیز

 ایلب ١ب ثبًششی س٢بخٖ دس آٙ دٛجبّ ث٠ ٝ ػبٓ٘ٞٛلا اص ٛبؿی ؿـبیی

 2005 ػبّ دس ١ٌ٘بساٙ ٝ (Baumler) ثیٞٗٔش (.10) ذًٜٜ ٗی

 sipA، sopA، sopB، sopD ٝ sopE2 ١بی طٙ ثشٝی سا ٗغبٓؼ٠

 ث٠ ٝ دادٛذ اٛدبٕ ٗٞسیٕٞ سبیلی ػشٝٝاس اٛششیٌب ٞٛلاػبٓ٘ ثبًششی

 ١بی ػّٔٞ ث٠ ػبٓ٘ٞٛلا س٢بخٖ دس ١ب طٙ ایٚ ٠ً سػیذٙ ٛشید٠ ایٚ

 سٝی دظ١ٝـی 2007 ػبّ دس (.23) ًٜٜذ ٗی ؿشًز ادیشٔیبّ

 سٞػظ ُبٓیٜبسٕٝ ػشٝٝاس اٛششیٌب ٓ٘ٞٛلاػب ثبًششی اص crp طٙ حزف

 طٙ حزف ٠ً ؿذ ٗـخق ؿذ، اٛدبٕ ١ٌ٘بساٙ ٝ (Rosu) سٝػٞ

crp (.24) ؿٞد ٗی ػبٓ٘ٞٛلا ػٔی٠ ٝاًؼٚ سٞٓیذ ػجت  

 دس ١ٌ٘بساٙ ٝ (Pang) دَٜ سٞػظ ٠ً ای ٗغبٓؼ٠ اػبع ثش

 ace طٙ سٝطٛبص د١یذ دیشٝٝار E ٝاحذ شیص حزف ٝیس 2011 ػبّ

 ١بی ٠ُٛٞ ًب١ؾ ػجت حزف ایٚ ٠ً ذؿ ٗـخق ؿذ، اٛدبٕ

 (Doruk) داسٝى 2013 ػبّ دس (.25) ؿٞد ٗی ١ب ٗشؽ دس ثبًششی

 ثشای ٛیط ػبصٟ ١٘ؼبٙ، ٛٞسشًیجی ػیؼشٖ دبی٠ ثش ١ٌ٘بساٙ ٝ

 دس سكش٠ ثٌبس ١بی سٌٜیي ٛ٘ٞدٛذ، ثبػیٔٞع طٕٛٞ اص طٙ حزف

 ١بدشای٘ش ًٝشٞس١ب، ٛٞع اٗب ٗب ًبس ٗـبث٠ طٛی ػبصٝاسٟ ایدبد ساػشبی

 اٝٓٞهٔیٚ (.17) داؿز سلبٝر ٗب سحوین ثب ١ذف طٙ ٝ

(O'Loughlin) ٝ ٙحزف خ٢ز دس 2010 ػبّ دس ١ٌ٘بسا 

 ًبػز سٞٓیذ ث٠ اهذإ دؼشیغ، یشػٜیب ثبًششی ١بی طٙ اص سؼذادی

 ػٌ٘ٔشد ؿذٟ، ایدبد ١بی ًبػز ثیـشش ٛ٘ٞدٛذ. حزكی طٛی

 ٝ ثبًششی ٛٞع ٓحبػ اص ٗب سحوین داؿشٜذ. آٗیضی ٗٞكویز

 ثٌبس ١بی سٌٜیي ٓحبػ اص ٝ سلبٝر داسای ؿذٟ ػبخش٠ بٛؼششاًزً

  (.15) داسد ٗزًٞس عشح ثب ١بیی ؿجب١ز ًبس ٗؼیش ٝ سكش٠

 ١بی ػبصٝاسٟ ػبخز ثب ١ٌ٘بساٙ ٝ (Pei) دئی 2015 ػبّ دس

 ثیبٙ ث٠ ٝاداس سا ثبًششی ایٚ ػبٓ٘ٞٛلا، طٛشیٌی ًبسی دػز ٝ طٛی

 ػٜٞاٙ آٙ ث٠ اص ٝ ٛذٛ٘ٞد ٛلٔٞاٛضاآ ٝیشٝع اص خذیذی ١بی طٙ

 H5N1 ٝ H1N1 ٛلٔٞاٛضا١بیآ ػٔی٠ ١ب ٗٞؽ دس خٞساًی ٝاًؼٚ

 اص اػشلبدٟ دس ٗب سحوین ثب سحوین ایٚ ؿجب١ز ُشكشٜذ. ث٢شٟ

 ٛیض ٗب سحوین دس اػز، خبسخی ١بی طٙ ثیبٙ ثشای ػبٓ٘ٞٛلا

 ١بی طٙ اٛشوبّ هبثٔیز ٠ً اػز ؿذٟ ذیسٞٓ خذیذی طٛی ًبػز

 دس (.26) داسد ٗخشٔق ا١ذاف ثب ٘ٞٛلاػبٓ طٕٛٞ دسٝٙ ث٠ سا ١ذف

 ثبًششی دس sipC طٙ ؿٜبػبیی ٜٗظٞس ث٠ ٗغبٓؼبسی 2011 ػبّ

 ًـٞس دس ١ٌ٘بساٙ ٝ (Parvathy) دبسٝاسی ُشكز. اٛدبٕ ػبٓ٘ٞٛلا

 ث٠ ػبٓ٘ٞٛلا ٗحیغی ٝ ًٔیٜیٌی ١بی ٠ٛٞ٘ٛ سٝی ای ٗغبٓؼ٠ ١ٜذ

 ٠ً ؿذ ٗـخق ٝ دادٛذ اٛدبٕ sipC طٙ حضٞس ٝ ؿٜبػبیی ٜٗظٞس

 ١ؼشٜذ طٙ ایٚ داسای ؿذٟ یآٝس خ٘غ ١بی ػٞی٠ %100 سب 95

 ٝ (Mudenda) ٗٞدٛذا سٞػظ صاٗجیب دس ای ٗغبٓؼ٠ ١٘چٜیٚ (.27)

 ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی سٝی sipC طٙ ؿٜبػبیی ثشای ١ٌ٘بساٙ

 ٝ ُشكز كٞسر ًٔیٜیٌی ٝ ٗبًیبٙ ١بی ٠ٛٞ٘ٛ اص ؿذٟ آٝسی خ٘غ

  (.28) ؿذ سبییذ ١ب ٠ٛٞ٘ٛ ایٚ دس sipC طٙ ٝخٞد

 ؿذٟ اٛدبٕ ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی سٝی ٗغبٓؼبسی ٛیض ایشاٙ دس

 ًٔٞٙ ث٠ ٗٞكن 2012 ػبّ دس ؿیشاصی ٝ دٝػشی اػز.

 ػشٝٝاس ایٜششیٌب ػبٓ٘ٞٛلا ثبًششی sipA طٙ 5‘ ٝ 3‘ ١بی سٞآی

 2014 ػبّ دس .(29) ؿذٛذ E. coli یثبًشش دس سا اٛششیشیذع

 ثبًششی flic طٙ ٗٞكویز ثب سٞاٛؼشٜذ ١ٌ٘بساٙ ٝ بٛیخ عب١ش

 ًٔٞٙ یًٞبسیٞسی ١بی ػّٔٞ ثیبٛی ًٝشٞس دس سا اٛششیٌب ػبٓ٘ٞٛلا

 ٝ كبٓحی سٞػظ 2015 ػبّ دس دیِشی ٗغبٓؼ٠ (.30) ًٜٜذ

 خذا ػبٓ٘ٞٛلا ١بی ػٞی٠ sipC ٝ rfbjB ١بی طٙ سٝی ٗح٘ذی
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 حضٞس ُشكز. اٛدبٕ ایشاٙ ػبسی ؿ٢شػشبٙ دس عیٞس اص ؿذٟ

 ٠ً ؿذ ٗـخق ٝ ذؿ سبییذ خذاؿذٟ ١بی ثبًششی دس ١ب طٙ ایٚ

 ثشای PCR ث٠ ٛؼجز سش ػشیغ ٝ سش دهین سٝؿی اص سٞاٙ یٗ

 طٛی ػبصٝاسٟ (.31) ًشد اػشلبدٟ ػبٓ٘ٞٛلا ؿشثبِٓشی ٝ ؿٜبػبیی

 چٞٙ ٗضایبیی داؿشٚ ٝخٞد ثب سحوین، ایٚ دس ؿذٟ سٞٓیذ

 ػبٓ٘ٞٛلا، طٕٛٞ دسٝٙ ث٠ ١ذف ١بیٙ ط اخشلبكی اٛشوبّ سٞاٛبیی

 ث٠ سٞخ٠ ثب ثبؿذ. ١٘شاٟ ١بیی شیًبػ ٝ قیٛوب ثب اػز ٌٗ٘ٚ

 ٗٞسد sipC طٙ كشٝدػز ٝ كشادػز ١بی سٞآی عّٞ ای٠ٌٜ

 ثبص خلز 320 ٝ 206 ١بی اٛذاصٟ دس سحوین ایٚ دس اػشلبدٟ

 اُش ٝ یٜذآ ٗی ًٞسبٟ اٛذًی ٛظش ث٠ اٛذ، ؿذٟ ًٔٞٙ ٝ سٌثیش

 ١٘ؼبٙ، ٛٞسشًیجی ثشای ُشدد، اٛشخبة سشی ثٜٔذ ١بی سٞآی

 ٛبحی٠ دس ثشؽ ١بی خبیِبٟ سؼذاد ١٘چٜیٚ ٞد.ث خٞا١ذ سش ٗلیذ

MCS ١٘چٜبٙ اػز ٌٗ٘ٚ ثبؿذ، ٗی ػذد 5 ٠ً طٛی ًبػز 

 سٝثشٝ زیٗحذٝد ثب سا سحویوبر ١ب،ٙ ط اص ثشخی دزیشؽ یثشا

 ١بی ػبیز ایٚ اص ثیـششی سٜٞع ٝ سؼذاد ٠ً كٞسسی دس ٝ ػبصد

 دیؾ ث٢ششی ٝضؼیز ُشدد، دسج ٛبحی٠ ایٚ دس آٛضی٘ی ثشؽ

 ایٚ ًبسثشد دس خٔٔی ؿذٟ رًش ٗٞاسد چٜذ ١ش .آٗذ خٞا١ذ

 ٗحْ دس ػبٓ٘ٞٛلا طٛشیٌی ًبسی دػز ثشای طٛی ًبػز

 ًٜٜذ. ٛ٘ی ایدبد sipC طٙ اخشلبكی

 گيری نتيجه

 sipC طٙ كشٝدػز ٝ كشادػز ٛٞاحی سحوین، ایٚ دس

 دس صایی ثی٘بسی ٢ٖٗ ١بی طٙ اص یٌی ػٜٞاٙ ث٠ ،ػبٓ٘ٞٛلا

 ٜٗبػت طٛی ًبػز یي آٙ بّدٛج ث٠ ُشدیذ. دسج T ١بی ًٝشٞس

 ؿذ. ػبخش٠ pET32 ًٝشٞس دبی٠ ثش up-MCS-down كٞسر ث٠

 ١٘ؼبٙ ٛٞسشًیجی ػیؼشٖ ًبسآٗذی ث٠ سٞخ٠ ثب

(Homologous recombination) دس عجیؼی كٞسر ث٠ ٠ً 

 ایٚ MCS داخْ دس ٠ً طٛی ١ش اكشذ، ٗی اسلبم ١ب ثبًششی

 ٗحْ سد خبیِضیٜی ٝ اٛشوبّ اٌٗبٙ ُشدد، دسج طٛی ًبػز

 ٠ً سػذ ٗی ٛظش ث٠ داسد. سا ػبٓ٘ٞٛلا sipC طٙ اخشلبكی

 حزف ثشای ٗغبٓؼ٠ ایٚ دس ؿذٟ سٞٓیذ طٛی ًبػز اص سٞاٙ ٗی

 دس ٝاًٜؾ ٗثلاً ػبٓ٘ٞٛلا ٗخشٔق سكشبس١بی ثشسػی ،sipC طٙ

 ؿٞى ٝ ُشٗبیی ؿٞى ػٜشی، ٝ كٜؼشی داس١ٝبی اٛٞاع ٗوبثْ

 یي ٞاٙػٜ ث٠ آٙ ثشسػی ػٕ٘ٞ، ػِٜیٚ، كٔضار ػشٗبیی،

 ثب سی٘بس سحز آصٗبیـِب١ی حیٞاٛبر سٝدٟ دس ُضاسؿِش ثبًششی

 سٞاٙ ٗی ١٘چٜیٚ خؼز. ث٢شٟ ؿیشٟ ٝ ١ب ثیٞسیي آٛشی ٝ داس١ٝب

 ًذ ١بی طٙ یب ١ب آٛضیٖ ًٜٜذٟ ًذ ١بی طٙ ٛظیش ٗلیذی ١بی طٙ

 دسج ًبػز ایٚ دس سا ٝاًؼٚ( ایدبد ١ذف ثب) ١ب طٙ آٛشی ًٜٜذٟ

 ایدبد ٝ ػبٓ٘ٞٛلا طٕٛٞ ث٠ ١بٙ ط یٚا اٛشوبّ ثشای آٙ اص ٝ ٛ٘ٞد

 ًشد. اػشلبدٟ دبیذاس ؿذٟ طٛشیي ٢ٜٗذػی ػٞی٠

 سپاسگساری

 .اػز اسؿذ ًبسؿٜبػی ٛب٠ٗ بٙیدب حبكْ ٗوب٠ٓ ایٚ

 ١ٌ٘بساٙ اص سا خٞد هذسداٛی ٝ سـٌش ً٘بّ ٗوب٠ٓ ایٚ ٛٞیؼٜذُبٙ

 اػلاٗی آصاد داٛـِبٟ ثیٞسٌٜٞٓٞطی سحویوبر ٗشًض ٗحششٕ

 اػلإ آصٗبیـِب١ی ٝ ػٔ٘ی ١بی ٘بیزح دٓیْ ث٠ ؿ٢شًشد

 ذ.ٛداس ٗی
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Abstract 

Introduction: Salmonellosis is an infection caused by eating contaminated food with Salmonella, and it 

can occur in humans and other animals. Salmonella has acquired the ability to create the infection due to the 

presence of several virulence genes. One of the virulence genes of salmonella is sipC gene that coding the 

SipC protein. The aim of this study was creating the gene cassette to genetically engineered Salmonella 

enteritidis in the specific region of the sipC gene. 

Methods: In this study, after DNA extraction from Salmonella, the upstream and downstream regions of 

the sipC gene was amplified based on PCR method. The PCR products were cloned with T/A cloning 

method and they were inserted into the pGEM vector. In order to generate the final gene cassette, each of the 

upstream and downstream regions of the sipC gene was subcloned into the pET32 vector, and cloning 

accuracy was assessed by PCR and enzyme digestion methods. 

Results: Amplification of the 320 bp upstream and 206 bp downstream of sipC gene was successful by 

PCR method. T/A cloning of these fragments were caused the formation of two pGEM-up and pGEM-down 

recombinant vectors. Results that were confirmed the sub-cloning accuracy indicate the formation of the 

final pET32-up-down gene cassette. 

Conclusion: The generated gene cassette in this study was considered as a multi-purpose cassette that is 

able to specific gene manipulation of Salmonella sipC gene by homologous recombination matched. This 

gene cassette has the necessary potential for sipC gene deletion or insertion of any useful gene instead of 

sipC gene. 
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