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A B S T R A C T   
DNA markers are the solution of DNA fragments of different lengths. These markers are 

used to evaluate the results of the polymerase chain reactions (PCR) and the enzymatic 

digestion reactions, to confirm the vectors containing the desired DNA fragment, to study 

the genetic variation by molecular markers in different organisms and in other methods 

used in molecular genetics, biotechnology and in medical diagnostic applications. DNA 

ladder is an essential tool in agarose or polyacrylamide gel electrophoresis and its price is 

high due to the high production cost. By comparing the movement of known fragments of a 

ladder on the electrophoresis gel, the size (base pair) of unknown fragments obtained in a 

test can be estimated. In this study a new method for producing a high-consumption and 

low-production-cost DNA size marker was presented. The PCR technique was performed 

on a plant gene to obtain the desired fragments with different sizes of 100 bp. The 

interested fragments were cloned separately into pKS plasmid using an enzymatic digestion 

site at both ends. The recombinant plasmids were amplified in bacteria. Finally, by a 

simple enzymatic digestion with a common enzyme (BamHI) on plasmids extracted from 

bacteria, all the necessary fragments were obtained to produce the expected DNA size 

marker. In this applicable research, the production line of a DNA marker was set up. This 

produced ladder with a range of 100 to 3000 bp fragments has a wide use in medical 

research and diagnosis. With its industrial production, the market will be supplied at a 

much lower cost. 
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 «مقاله پژوهشی»

  الکتروفورز در استفاده یبراDNA  اندازه مارکر دیتول خط یاندازراه

 
  2پژوهنده مقصود ،1یکندفهیخل یسهند نیام

 
 چکیده

 بررسری یاين مارکرها بررا هستند. مختلف هایطول با DNA قطعات از هايیمحلول DNA مارکرهای

 DNA وی قطعرهحا وکتورهای بررسی  آنزيمی، برش هایمراز، واکنشپلی ایزنجیره هاینتايج واکنش

 هاسرتفاد مورد یهاروش ساير و نظر، بررسی تنوع ژنتیکی در مارکرهای مولکولی موجودات مختلف مورد

 در ضروری بزارا يک DNA مارکر اندازه طبی کاربرد دارند. مولکولی، بیوتکنولوژی و تشخیص ژنتیک در

تولیرد، قیمرت  هزينه نبود بالا سبب به باشد کهمی آمیدآکريل پلی و آگارز ژل روی بر الکتروفورز انجام

 هانرداز توانفورز میالکترو ژل در بر روی مارکر شده شناخته قطعات حرکت میزان مقايسه با بالايی دارد.

بررای  ديردج ایدر اين پژوهش شیوه .زد تخمین باز جفت حسب بر را آزمايش از حاصل مجهول قطعات

-ابتدا جهت دست .ديدتر ارايه گرپايین تولید هزينه و بالا مصرف قابلیت با DNA مارکر اندازه تولید يک

استفاده شد.  یاهیروی يک ژن گ PCRجفت باز از  100های مورد نظر با تفاوت يابی به قطعات با اندازه

ازی گرديد. سهمسانه pKSکمک سايت برشی يک آنزيم در پلاسمید قطعات مورد نظر بطور جداگانه  به

نهرا يرک تنزيمری برا آهای نوترکیب با انتقال به باکتری تکثیر يافتند. در نهايت از طريق برش پلاسمید

ی ت مورد نیاز براها، تمام قطعاباکتریهای استخراج شده از ( روی مخلوط پلاسمیدBamHIآنزيم رايج )

خر  تولیرد يرک  مورد انتظار بدست آمدند. در اين پژوهش کاربردی مقدمات و DNAتولید مارکر اندازه 

توانرد قابلیرت یجفت باز مر 3000تا  100راه اندازی شد. مارکر تولیدی با طیفی از قطعات  DNAمارکر 

ر کشرور از یاز بازانص طبی داشته باشد. با تولید صنعتی آن استفاده وسیعی در تحقیقات مولکولی و تشخی

 شود.تر برطرف میای بسیار پايینلحاظ تامین اين ماده وارداتی با هزينه
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  مقدمه
 یو دسرتکار یمولکرول کیرژنت یهرا کیرتکن شرفتیبا پ
 ازیررنمررورد اسررتاندارد  DNA مارکرهررای انرردازه ،یکرریژنت
حرکت قطعات شرناخته  زانیم سهيمقا قيتا از طر باشدیم

الکتروفرورز بتروان انردازه در تکنیرک ژل  بر روی شده آن
را برر حسرب  ات مختلفشيقطعات مجهول حاصل از آزما

 یبررس همچنین در DNAد. مارکرهای ز نیجفت باز تخم
ج بررسرری نترراي ،یمرريآنز برررشقطعررات حاصررل از  هیرراول

ی حراو یوکتورهرا یمراز، بررسیپل یا رهیزنج هایواکنش
مولکولی کار با  یهاروش ريسادر موردنظر و  DNA قطعه

DNA  گیرنردقرار مریمورد استفاده (Saidijam et al., 

 DNAاز قطعرات  يیهامحلول DNAمارکرهای  .(2011
واقع  در .(Lan et al., 2012) دمتفاوت هستن یهابا طول
DNA الکتروفرورز  نرديدر فرا یضرور یمارکرها از ابزارها
 ,.Ye et al) باشندیم دیآم ليآکر یژل آگارز و پل یبر رو

وزن  نیریمارکرها به منظور تع DNAاز  نیهمچن .(2012
قطعرات  یکم ر یقطعرات مرورد مطالعره و بررسر یمولکول
DNA دشرویهدف اسرتفاده مر (Zhang et al., 2012) .
 یمرريبرررش آنز يررقمارکرهررا از طر DNA معمررول بطررور

DNAبطور مثال،  یعیطب یهاDNA يافاژ لامبدا  یژنوم 
 نی. همچنرشوندیم هیته Tenibrio molitor سوسک
DNA یمصرنوع یبررش وکتورهرا قيرمارکرها از طر 

 DNA هیرردر ته گررريد یهرراروش. از شرروندیم جرراديا
مراز و سراخت یپل یارهیمارکرها استفاده از واکنش زنج

 Ye et) است يیایمیبه صورت ش DNAقطعات کوچک 

al., 2012). 
 

 پیشینۀ پژوهش
 بررش یمارکر استفاده از الگرو DNA هیته راه نيترساده
 است که نقشره محرل يیهاپلاسمید ايانواع فاژها  یميآنز

 الاثرر انردونوکلئاز محردود یهراميبرش آنهرا توسر  آنرز
روش بره نروع  نيراز ا. قطعرات حاصرل باشدیمشخص م

 بررش  يژنروم و شررا یباز بیاندونوکلئاز، ترک یهاميآنز
 هااز فاژهرا و پلاسرمید یدارد. انواع مختلف یبستگ یميآنز
 ;Cooney, 1994) اندراستا بره کرار گرفتره شرده نيدر ا

Chen et al., 2009; Wang et al., 2010). روش  نيرا

 يیفقردان الگرو لیاز قب يیهایکاست یدارا یبا وجود سادگ
بودن غلظرت هرر  ریطول قطعات، متغ شيافزا یمنظم برا

 زیرآنهرا و ن ینسرب یقطعه به خاطر تفاوت در وزن مولکول
 جرهیو در نتاسرت  یمريبررش آنز یهرابودن محل یاتفاق

 یبررا ني. بنابراسازدیم همراهها را با مشکل استفاده از آن
اسرتفاده، وجرود  یانردازه و سرادگ نیریدقت در تع شيافزا
و پرکراربرد  یمنطقر يیهافراوان با محدوده اندازه یباندها

 اریبسر ابنرديیمر شيافرزا یکه به صورت منظم و مسراو
روش  در .(Saidijam et al., 2011) دسودمند خواهد برو

 یشده قابرل طراحر دیمراز قطعات تولیپل یارهیواکنش زنج
روش  نيا یاصلد. اما مشکل شنبایمطلوب م یهادر اندازه

 نيواسطه استفاده از چنرد هبر بودن آن بنهيو هز یدگیچیپ
 ازمنردیخرود ن هبره نوبر کيرمجموعه آغازگر است که هر 

از  وبروده  نیبره ماشر PCRمنحصر بره فررد  یدهبرنامه
 یآغازگر به لحاظ اقتصاد یاديساخت تعداد ز نهيهز یطرف

 باشردیبره صررفه نمر نمقرروبرای هر برار تولیرد مرارکر 
(Wang et al., 2010) . در روش ديگری با به کرارگیری

و برررش جز رری توسرر   PCRهررای کلونینرر ، تکنیک
جفررت بررازی  DNA 100هررای انرردونوکلئاز قطعررات آنزيم

حاوی يک سايت برشری در دو انتهرا را از طريرق واکرنش 
ای پلیمراز سنتز و بعد از برش با آنزيم برشی آنها را زنجیره

اتصرالی بره يکرديگر متصرل و سراختاری طی فرايند خود 
تکراری از اين قطعات را تولید کردند. ساختارهای تکرراری 
حاصل را با استفاده از آنزيم اندونوکلئاز مناسب به صرورت 

جفت بازی را تهیره  100مارکر  DNAجز ی برش داده و 
در روشی ديگرر بره منظرور  .(Lan et al., 2012) نمودند
 PCRبررازی از تکنیررک فررتج 100مررارکر  DNA تهیرره
استفاده شد. در اين روش، قطعرات  (Multiplex) چندگانه
DNA 100  جفت بازی با استفاده از آغازگرهرای  1000تا

فراژ  DNA 7630ترا  6631 طراحی شده براسراس ناحیره
هردف برا اسرتفاده از  DNAلامبدا تکثیر يافتنرد. قطعرات 

تکثیرر،  Hot start PCRو  Touchdown PCRتلفیرق 
و بعرد از رسروب  سرازیفنل کلروفرم خالص سپس بوسیله

توس  اتانول در نهايت بطور کامل مخلوط شردند. در ايرن 
آمیز در يررک بطررور موفقیررت DNAروش، تمررام قطعررات 

سنتز و تمام باندهای حاصل از اين قطعرات  PCRواکنش 
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 Wang) بطور واضح روی ژل الکتروفورز مشاهده گرديرد

et al., 2010) . در پژوهشی ديگر برا اسرتفاده از واکرنش
 4000و   3000، 2000، 1000ای پلیمرراز قطعرات زنجیره

جفت بازی را از روی ژنوم فاژ لامبدا سنتز و همچنرین برا 
سرراخت وکتورهررای مصررنوعی و سررپس برررش آنهررا بررا 

های برشی اندونوکلئاز نیز موفرق بره تولیرد قطعرات آنزيم
جفررت بررازی(  10000 و 8000، 6000، 5000تررر )بررزر 

شدند. در نهايت محصول حاصل از برش آنزيمی را بعرد از 
مارکر برا  DNAمخلوط و  PCRخالص سازی با محصول 

 .(Zhang et al., 2012) وزن مولکولی بالا را تولید کردند
چندگانرره  PCRاز تکنیررک يررک پررژوهش ديگررر 

(Multiplex)  روی فاژ لامبدا برای تهیه مارکر با تعدادی
 ,.Gopalakrishnan et al) استفاده کرد قطعات مختلف

 3000تررا  100در آزمايشررگاه ديگررری قطعررات  .(2010
 pUCپلاسرمید  DNAاز روی  PCRجفت برازی را برا 

 تکثیررر و برره عنرروان مررارکر مررورد اسررتفاده قرررار دادنررد
(Abbasian et al., 2015.) قیق ديگرری برا در يک تح

قطعات مختلف ايجاد و در دو پلاسرمید  PCRاستفاده از 
قرار دادند که قابل تکثیر در باکتری بوده و با اسرتفاده از 
دو آنزيم برشی روی اين پلاسمیدها قطعات با اندازه های 

 Henrici) مختلف را برای مارکر الکتروفورز تهیه کردند

et al., 2017)ا الگو قرار دادن . در يک آزمايش ديگری ب
DNA  باکتری باسیلوس به روش تنهراPCR  10تعرداد 

 قطعرره تکثیررر و يررک مررارکر الکتروفررورز تولیررد کردنررد
(Sekhavati et al., 2015) همچنرررین از .DNA 

نیرز برررای سرراخت  (Tenebrio molitor) سوسرک آرد
استفاده   کلونین  و PCRمارکر الکتروفورز با استفاده از 

 .(Barvish et al., 2007) شده است
در  DNAبررا توجرره برره کرراربرد فررراوان مارکرهررای 

های مختلف بیولوژی مولکولی و قیمرت برالای ايرن زمینه
مارکرها به سبب بالا برودن هزينره تولیرد، ايرن مارکرهرا 
همواره جزء ابزارهرای مولکرولی برا ارزش و پرمصررف در 

ن پژوهش باشند. در ايهای بیولوژی مولکولی میآزمايشگاه
سعی شد خر  تولیرد صرنعتی يکری از مارکرهرای انردازه 

DNA ترر برا با قابلیت مصرف بالا و با صرف هزينه پايین
 ی تلفیقی راه اندازی گردد.هاروشکاربرد 

 پژوهش یشناسروش
به منظور سنتز و حصول قطعات برا انردازه هرای مختلرف 

، آغازگرهای مناسرب PCRجهت استفاده در مارکر ابتدا با 
پسیس تالیانا و وگیاه مدل آرابید CLFبا الگو قراردادن ژن 
طراحری  A plasmid Editor( ApEاز طريق نرم افرزار )

ژنتیرک گلردهی در يک ژن در مسیر اپی CLFشدند. ژن 
سازی و اين گیاه هست که در آزمايشگاه به تازگی همسانه
یرل اصرلی توالی يرابی شرده برود و در دسرترس برود و دل

استفاده از اين ژن بزر  بودن آن بود که امکان تکثیرر ترا 
در طراحری سراخت. جفت باز را برای ما فرراهم می 2700

آغازگر  15آغازگرها يک آغازگر مستقیم برای ابتدای ژن و 
، 500، 400، 300، 200، 100معکوس به ترتیب به نرواحی 

600 ،700 ،800 ،900 ،1000 ،1200 ،1500 ،2000 ،
جفت بازی برا فاصرله از ابتردای ايرن ژن   2700و  2500

سازی قطعرات . به منظور همسانه(1)جدول  طراحی گرديد
يعنی  BamHIفوق در ابتدای آغازگرها سايت برشی آنزيم 

GGATCC  قرارداده شد. توالی آغازگرهای طراحی شرده
 به منظور سنتز به شرکت تکاپوزيست فرستاده شدند.

 
 تحقیق در اين  توالی آغازگر های استفاده شده .1جدول 

Table 1. The sequence of used Primer in this study 

Primer Sequence 

F aaGGATCCATGGCGTCAGAAGCTTCGCC 

R1 aaGGATCCTGATACTTCCTTAGAAGCTG 

R2 aaGGATCCGAGTAATAGCAAACAAATTC 
R3 aaGGATCCCCGCTTTTCATACCTGGCGA 

R4 aaGGATCCAGGACGTAAGGAAATTTTGA 

R5 aaGGATCCTTCGACCCACTACAGACTGG 
R6 aaGGATCCTCCAAAAAATCTCTTTTTTC 

R7 aaGGATCCTTCACTAGTACTTCTAGACA 
R8 aaGGATCCCTCCTTCCATATCTTTGTTG 

R9 aaGGATCCGGTTTCTCAGCCGGAAAAAT 

R10 aaGGATCCAATGGTGCCATATCCCGGAA 
R12 aaGGATCCGGCGATGATGAAACTTTATC 

R15 aaGGATCCTCATTTGACTGGCAAACAGG 

R20 aaGGATCCAAGGACATTCCTTCCCACAA 
R25 aaGGATCCAGGTTCAGGAGAATGGTTGG 

R27 aaGGATCCCTAAGCAAGCTTCTTGGGTC 

 

مراز ای پلیقطعات مورد نظر از طريق واکنش زنجیره 
بررای تمرام و با آغازگرهای اختصاصی )آغرازگر مسرتقیم 

قطعررات يکسرران و آغازگرهررای معکرروس اختصاصرری 
 PCR Buffer X10 5میکرولیتر ) 50در حجم  باشند(می

میلری مرولار، آغرازگر  10هرا dNTPمیکرولیتر، مخلروط 
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میکرررو  10میکرررو مررولار، آغرازگر معکرروس  10مسرتقیم 
الگو يک میکروگرم بر میکرولیتر، هر کردام  DNAمولار، 

 Mag Taq DNA polymeraseم يک میکرولیتر و آنرزي
و آب مقطر  تریکرولیواحد بر م 5با غلظت )سینا ژن تبريز( 
ها اضرافه شرد و شرراي  میکرولیتر به تیوب 50ديونیزه تا 

دقیقه، تکثیرر  5سازی اولیه به مدت دمايی شامل واسرشته
ثانیره  25سازی به مدت چرخه شامل واسرشته 35در طول 
 DNAاد، اتصال آغازگرها بره گردرجه سانتی 92در دمای 

گرراد و بسر  درجره سرانتی 52ثانیره در  35الگو به مدت 
گراد و بس  درجه سانتی 72ثانیه در  45آغازگرها به مدت 
 گرراد بررایدرجره سرانتی 72دقیقه در  10نهايی به مدت 

جفررت برراز و  1000و کرروچکتر از  1000قطعررات  سررنتز
 15قیقره و همچنین با شراي  دمايی فروق و بسر  يرک د

جفت باز اسرتفاده  1000ثانیه برای سنتز قطعات بزرگتر از 
ای گرديد. به منظور تايید قطعات حاصل از واکنش زنجیرره

و کروچکتر از  500قطعات  PCRپلیمراز محصول واکنش 
درصرد و قطعرات  5/1جفت براز برر روی ژل آگرارز  500

جفرت براز بررروی ژل آگرارز يرک درصرد  500بزرگتر از 
وفورز گرديد و بعد از تايید آنها از طريق سانتريفیوژ برا الکتر

سررازی شرردند. جهررت اسررتفاده از فنررل کلروفرررم خالص

سازی قطعات، ابتردا طری واکرنش بررش آنزيمری همسانه
 pBlueScript IIيا  pKSقطعات خالص شده و پلاسمید 

و ژن  BamHIکه دارای يک عدد سايت برشی ( 1)شکل 
باشد توسر  آنرزيم سیلین میآمپیبیوتیک مقاومت به آنتی

BamHI شررده از شرررکت خريداریFermentas  طبررق
 DNA ،4میکروگرررم  5/0دسررتورالعمل توصرریه شررده )
واحرد(  10میکرولیترر ) 1میکرولیتر بافر مخصوص آنرزيم، 
بررش يافتنرد. قطعرات و آنزيم و بقیه آب مقطر ديرونیزه( 

ايین پلاسمید برش يافته روی ژل آگرارز برا نقطره ذوب پر
(LMP)  بارگذاری شد و بعد از تايید برش يافتن قطعات و

خرالص سرازی شردند. بره جداسازی و پلاسمید مورد نظر 

سازی، طی فرايند لیگاسیون قطعرات بررش منظور همسانه
يافته بطور مستقل و جداگانه هر کدام به داخرل پلاسرمید 

هررای نوترکیررب برررش يافترره انتقررال يافررت تررا پلاسررمید
(pKS+100bp ،pKS+200bp ،pKS+300bp ،

pKS+400 ،pKS+500bp ،pKS+600bp ،

pKS+700 ،pKS+800bp ،pKS+900bp ،
pKS+1000 ،pKS+1200bp ،pKS+1500bp ،
pKS+2000 ،pKS+2500bp  وpKS+2700bp )
میکرولیترر  20. واکنش لیگاسریون در حجرم تشکیل شوند

)پلاسمید( به  1نانوگرم پلاسمید برش يافته، به نسبت  50)
 X10میکرولیتررر بررافر  PCR ،2)قطعرره( از محصررول  3

و  T4 DNA Ligase واحرررد آنرررزيم  1لیگاسررریون، 
میکرولیترر(  20کردن آب مقطرر ديرونیزه ترا حجرم اضافه

سررازی روی محصررول انجررام شررد. سررپس فراينررد خررالص
لیگاسرریون انجررام و محصررول نهررايی لیگاسرریون بررا 

انتقرال  Top10سويه  E. coliالکتروپوراسیون به باکتری 
جامرد  LBهای ترانسرفورم شرده در محری  يافت. باکتری

سیلین کشرت داده شردند. بعرد از حاوی آنتی بیوتیک آمپی
های باکتری در محری  فروق بره منظرور تايیرد رشد کلنی
ای های حاوی پلاسمید نوترکیب از واکرنش زنجیررهکلنی
 پلاسمیدی DNAمراز استفاده شد. به منظور استخراج پلی

 LBهای مثبت ابتدا کشرت مرايع آنهرا در محری  از کلنی
سیلین صورت گرفت. سپس پلاسمیدهای مايع حاوی آمپی
استخراج گرديرد و بررای تايیرد  mini prepآنها به روش 
بررا آغازگرهررای  PCRهررای نوترکیررب واکررنش پلاسررمید

اختصاصی هر قطعه انجام گرفت و با مشاهده قطعه مرورد 
الکتروفورز، پلاسرمیدهای اسرتخراج  نظر روی ژل آگارز در

شررده تايیررد گرديررد. در مرحلرره بعررد جهررت تايیررد نهررايی 
های اسرتخراج شرده پلاسرمیدهای حاصرل طری پلاسمید

تیمار و محصول آن  BamHIفرايند برش آنزيمی با آنزيم 
از طريق الکتروفورز تايید شد. برا تايیرد و شناسرايی دقیرق 

نوترکیررب از  هررایهررای برراکتری حرراوی پلاسررمیدکلنی
هررای مثبررت محلررول ذخیررره گلیسرررول برره منظررور کلنی

درجره  70نگهداری طولانی مدت تهیه و در دمای منفری 
 گراد نگهداری شدند. سانتی

کشرت مرايع مخلروط همره  DNAبرای تولید مرارکر 
های مورد نظر انجام و پس از استخراج پلاسمید از باکتری

آنها روی پلاسمیدهای استخراج شده توس  آنرزيم برشری 
BamHI سرازی برش صورت گرفرت. در نهايرت برا رقیق

، مارکر مورد نظرر DNAمحصول در بافر بارگذاری مارکر 
 فرموله شده و مورد استفاده قرار گرفت. 
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 مورد استفاده در اين تحقیق pBluescript IIيا  pKSتصوير نقشه پلاسمید   .1شکل 

Figure 1. The Map of pBluescript II plasmid used in this study. 

 

بودن غلظت هر يک از باندها، روی با توجه به متفاوت
يک از باندها از  سازی هرژل آگارز و هزينه بر بودن خالص
گیری غلظت دقیق باندها، روی ژل به طور جداگانه و اندازه

 DNAبه منظور تعیین غلظت باندهای موجرود در مرارکر 
و بررا اسررتفاده از مقايسرره  Image Jافررزار از نرم تولیرردی
 DNAبرا  Fermentasشرکت  DNA Ladderباندهای 

يرک از بانردها تعیرین  مارکر تولیدی استفاده و غلظت هرر
شد. در ضمن به منظور سهولت تشخیص باندهای مربروط 

تولید شده سه مورد از باندهای مربوط بره  DNAبه مارکر 
جفررت بررازی بررا افررزايش  3000و  2000، 1000قطعررات 

 غلظت اين باندها به صوت شارپ و تیپیک در آمدند.
 

 پژوهش هایافتهی
در  DNAباتوجرره برره کرراربرد وسرریع مارکرهررای انرردازه 

هرای های علروم زيسرتی همرواره برین شررکتآزمايشگاه
مارکرها با صرف  ابزارهای مولکولی به منظور تهیه سازنده

 یبررا یمختلف یها کیتکن هزينه کمتر رقابت وجود دارد.
از وجرود دارد،  یمولکرول یمارکرها نيانواع ا یتجار دیتول

ژنومی  DNAهای طبیعی مثل DNAش آنزيمی جمله بر
 ,.Tenibrio molitor (Ye et al سوسرک فاژ لامبردا و

اين روش با وجود سادگی با توجه به فقدان الگوی  (2012

برودن غلظرت منظمی برای افزايش طول قطعات و متغیر 
و  آنهرا ینسرب یهر قطعه به خاطر تفاوت در وزن مولکرول

های مناسرب و مرورد در اندازه و طول DNAنبود قطعات 
 Wang) نیاز از بازار پسندی بسیار پايینی بر خوردار اسرت

et al., 2010) . روش ديگر تهیهDNA  مارکر اسرتفاده از
PCR  برای ساخت قطعات مورد نیاز برای تهیره آن اسرت
(Ye et al., 2012)،  ايررن روش و حترری اسررتفاده از

Multiplex PCR  در قطعرات  یطراحر یرتقابلبا وجرود
به سبب هزينره برر برودن بره واسرطه  ،مطلوب یهااندازه

استفاده از چنردين مجموعره آغرازگر، نیراز بره اسرتفاده از 
دهی منحصرر بره فررد بررای دستگاه ترموسايکلر و برنامه

ساخت هريک از قطعات در نتیجه پیچیردگی برالای ايرن 
 Wang) باشردیبه صرفه نم نمقرو یلحاظ اقتصادروش 

et al., 2010) . سرراخت قطعررات کوچررکDNA  بررا
های مشخص به صورت کراملا شریمیايی نیرز روش اندازه

باشد که اين روش نیز مارکرها می DNAديگر برای تهیه 
با توجه به هزينه بالای سنتز مصنوعی تمام قطعات از نظر 
اقتصادی مقرون به صرفه نیست. با توجره بره هزينره برر 

ا نداشتن الگوی منظمی در افزايش بودن، پیچیده بودن و ي
ی فوق، هاروشمارکرهای تولیدی به  DNAطول قطعات 

بره منظرور  DNAدر پژوهش حاضر تولید قطعات مختلف 
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با صرف هزينه پايین و داشرتن الگروی  DNAتهیه مارکر 
اساس کار قرار گرفرت.  DNAمنظم افزايش طول قطعات 

کره در  به منظور تولید ايرن قطعرات آغازگرهرای مناسرب
جهرت همسرانه سرازی  BamHIابتدای آنها سايت برشی 

قطعات قرار گرفته بود طراحی و سنتز قطعرات مرورد نیراز 
 .(2 انجام گرفت )شکل PCRتوس  واکنش 

کره حراوی سرايت  pKSقطعات سنتز شرده و پلاسرمید 
بررش  BamHIمی باشد توس  آنزيم برشی  BamHIبرشی 

فرت. انتقرال يا E. coliيافته و بعد از لیگاسریون بره براکتری 
د های حاوی پلاسمید انتخاب شرده و وجرود قطعره مرورکلنی

ه کلنی . شمارتايید گرديد  و برش آنزيمی PCRنظر در آنها با 
ز ها مستقلا حفظ شد و کشت توام آنها صورت گرفرت. پرس ا

ا برزيمی آنها استخراج پلاسمید بروش ماکسی پرپ و برش آن
BamHI  مارکرDNA هرايی مورد نظر تولید شد. بهینه سازی

در مرحله کشت باکتری و مراحل بعدی صرورت پرذيرفت ترا 
 باندها با غلظت مشابه تولید گردند. 

تولید شرده در ايرن تحقیرق  DNAبرای تايید قطعات 
شرکت  DNAقطعات مورد نظر با قطعات موجود در مارکر 

Fermentas (SM0311 مقايسه و مورد تايید قرار گرفت )
 Imageدر ادامه پژوهش با استفاده از نرم افزار  (.3)شکل 

J  غلظت هر يک از باندها در مارکرDNA شرده برا  تولید
 DNAمقايسه میزان شرارپ برودن بانردهای مربروط بره 

استفاده شده در اين تحقیق و  Fermentaseمارکر شرکت 
(. همچنرین برا 3)شرکل  غلظت باندهای آنها تعیرین شرد

و  2000، 1000افزايش غلظت باندهای مربوط به قطعرات 
 DNAجفت بازی سه باند شارپ و تیپیک در مارکر  3000

  تولیدی تعبیه شد.

فاژ  DNAروی  PCRدر يک تحقیق مشابه با استفاده از 
جفت برازی را تکثیرر و برا فنرل  1000تا  100لامبدا قطعات 

 Wangرکر الکتروفورز سراختند )کلروفورم خالص سازی و ما

et al., 2011 .) اين تحقیق و همچنرین تحقیقرات مشرابه در
(Zhang et al., 2012; Wang et al., 2010; 

Gopalakrishnan et al., 2010) DNA  به عنروان لامبدا
مرورد معمرول در  کالگو مورد اسرتفاده قررار گرفرت کره ير

ها نیسررت. در حالیکرره در بیشررتر همرره آزمايشررگاهدسررترس 
های گیاهی، آرابیدوپسیس به عنوان گیراه مردل بره آزمايشگاه

گیرد و در تحقیق حاضر از يکری از وفور مورد استفاده قرار می
ژنهای اين گیاه استفاده شده است. در صورت بروز آلودگی بره 

DNA امرا  آوردالگو، مشکلی برای ساير تحقیقات بوجود نمی
تواند برای باکتريهای میزبان خود در آزمايشرگاه فاژ لامبدا می

ساز باشد. میزبان فاژ لامبدا باکتری اشرشیاکولی هست مشکل
هرا اسرتفاده ها به وفرور بررای کلونین که در تمام آزمايشگاه

از طرررف ديگررر، درصررورت ورود و آلررودگی مررارکر  شررود.می
باکتری، امکران تجزيره آن  الکتروفورز ساخته شده از لامبدا با

لامبردا کره دشرمن باکتريهرا بره شرمار  DNAبخاطر وجود 
 یمولکولی مختلف هاشگاهيدر آزما نيبنابرارود وجود دارد. می
و سالم برای ساير تحقیقات و همچنرین  نيگزيجا یالگو کي

. کنردیآن را سراده م قابل دسترس، ساخت مارکر و استفاده از
( Wang et al., 2011)از جملره  در تحقیقات صورت گرفتره
جفرت براز را شرامل  1000باند تا  10مارکر ساخته شده فق  

بزرگترر را روی  DNAتوان باندهای شود و بوسیله آن نمیمی
ژل بررسی و تعیین اندازه کرد درصورتیکه با استفاده از مرارکر 

 3000ترا  100تولیدشده در تحقیق حاضر قطعات و بانردها از 
 بل بررسی و تعیین اندازه هستند.جفت باز قا

 

 
 جفت بازی 2700تا  100مربوط به سنتز قطعات  PCRتصوير الکتروفورز محصول  .2شکل 

Figure 2. Electrophoresis profile of PCR Products for synthesis of 100-2700 bp fragments
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حاصل از برش  DNAسمت راست مخلوط قطعات  .3شکل 

، ثبتمهای آنزيمی پلاسمیدهای نوترکیب استخراج شده از کلنی
 شرکت فرمنتاس. DNA Ladder SM0311سمت چپ 

Figure 3. Right: Mix of DNA fragments resulted 

from enzymatic digestion of recombinant plasmids 

extracted from positive colonies. Left: DNA Ladder 

SM0311 (Fermentas) 

 
جفرت  3000ترا  100در تحقیق ديگری کره قطعرات 

تکثیر و به  pUCپلاسمید  DNAاز روی  PCRبازی را با 
 (Abbasian et al., 2015) کر معرفری کردنردعنوان مار

 PCRبرای هر بار تولید مارکر مجبورنرد تمرام قطعرات را 
باعرر   PCRکننرد و هزينرره آنرزيم پلیمررراز بررای انجررام 

شود درصورتیکه در تحقیرق افزايش هزينه تولید مارکر می
حاضر تنها يک بار و فق  يک آنزيم برشی سهل الوصرول 

قطعرات بطرور همزمران اسرتفاده  و رايج برای تولید همره
 شود. نقطه قوت تحقیق حاضر نسبت به پژوهش مشابهمی
(Henrici et al., 2017)  که در آن نیرز پلاسرمید بررای

تولید مارکر ساخته شده بود، اين است که ما فق  برا يرک 
کنیم امرا قطعات مختلف را تولید مری BamHIآنزيم رايج 

قطعرات  EcoRVو  PstIی آنها با استفاده از دو آنزيم برش
کردند و استفاده از هر کدام از آنزيمهای برشی را ايجاد می

براز  100روی پلاسمیدها باع  ايجاد مارکرهرای مختلرف 
برای بررسی قطعات کوچک و يک کیلو باز بررای بررسری 

شرد. در يرک تحقیرق مشرابه ديگرری قطعات برزر  می
تکثیر يافته و در يرک  PCRقطعات با طولهای مختلف با 

وارد شرردند و چررون  T/Aپلاسررمید بررا امکرران کلونینرر  
برود  EcoRIپرايمرهای مورد استفاده دارای سايت برشری 

 بنابراين قابلیت تولید مارکر با يک برش آنزيمی فراهم شد

(Mostaan et al., 2015) تفاوت اين تحقیق با تحقیرق .
آنزيم برشری  حاضر در روش کلونین ، نوع پلاسمید و نوع

برا باشرد. در سرالهای اخیرر و تنوع قطعات تولید شرده می
استفاده از نانو مولکولهای کربن و اعمال زمانهای متفراوت 
سونیفیکاسیون يک شاخص اندازه برای تعیین اندازه سراير 
مولکولها ساخته شرده اسرت و مرارکر نرانومولکول کرربن 

 .(Borzooeian et al., 2018) نامگذاری شده است
 

  و پیشنهادها گیرینتیجه
 ،100برا قطعرات  DNAدر نهايت خ  تولید مارکر انردازه 

200 ،300 ،400 ،500 ،600 ،700 ،800 ،900 ،1000 ،
جفت بازی  3000و   2700و  2500، 2000، 1500، 1200

و  PCRبا صرف هزينره پرايین از طريرق تلفیرق تکنیرک 
ينکره ابرش آنزيمی با موفقیت راه اندازی شد. با توجه بره 

جهرت مقايسره  3000اغلب مطالعات به اندازه هرای زيرر 
ز مرارکر تولیردی برا طیفری ا قطعات خود نیاز دارنرد ايرن

در  جفت باز 100جفت باز )با فاصله  1000تا  100قطعات 
و  2700، 2500، 2000، 1500، 1200اين دامنه( و قطعات 

جفت برازی قابلیرت اسرتفاده وسریعی در تحقیقرات  3000
صی ژنتیکی و مولکولی انسانی و جانوری و گیاهی و تشخی

انرش ی اين محصرول دتواند داشته باشد. با تولید صنعتمی
ای زينرهبنیان نیاز بازار کشور به ايرن مراده وارداتری، برا ه

فرزودن اتر برطرف خواهد شد. در ادامه کار برا بسیار پايین
ف جفت براز مرارکر انردازه برا طیر 3000قطعات بزرگتر از 

 تری نیز تولید خواهد شد. وسیع
 

 تشکر و قدردانی

آذربايجران بابرت از معاونت پژوهشی دانشگاه شهید مدنی 
های ايرن تحقیرق در قالرب طررو پژوهشری تامین هزينره
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