
كيات و مراحل مهندسي ژنتي ـ كل1
درآمد ـ1 ـ 1

، گروهي از دانشمندان ژاپني در دانشگاه اوزاكا، نخستين)شمسي 1376آذرماه  (1997در دسامبر 
اين محققان با وارد كردن ژن توليد نور از يك عروس! وجود آوردند ي نور را به دار توليدكننده پستان

ي هايي را توليد كردند كه زير اشعه موش موش، بچه) زيگوت(ي تخم ها دريايي درخشان به سلول
  !كردند ، نور سبز فلوئورسانس درخشاني از خود توليد مي(UV) بنفشفرا

هاي سبزِ ي موشDNAبه  .پذير شد ها امكان ي موشDNAكاري  اين كار تنها با دست
ي دو گونه جانور بسيار جداDNAها،  چرا كه در آن. گوييم مي»  ي نوتركيبDNA«شده،  اريك دست

  ).»1«شكل (اند  هم ادغام شده ، در)موش و عروس دريايي(از هم 
ها براساس اين فيلم! ايد را ديده»  مرد عنكبوتي«هاي معروف  احتمالاً حداقل يك قسمت از سري فيلم

1962 وستآگ اولين بار در ،داستان مصور مرد عنكبوتي. ري به همين نام ساخته شده استكتب مصو
  ).»2«شكل (ي نوجوانان به چاپ رسيد  ، در يك نشريه)شمسي1341مرداد (

 اين است كه در آن،ي جالبي كه سير تكاملي اين داستان از آن زمان تا به امروز طي كرده نكته
به) قهرمان داستان (»پاركر پيتر«ت تبديل شدن كه هنوز بحث مهندسي ژنتيك مطرح نبود، علّموقع

در آن زمان! ات راديواكتيو بودعوتي، گزيده شدن وي توسط يك عنكبوت آلوده به تشعشمرد عنكب
ما و به آب داده شده در هيروشياز دسته گلِ خصوصاً بعد(زايي  كه بحث اثرات پرتوها در جهش

 باعث تغيير يافتن،ي موجود در عنكبوت  بسيار داغ بود، راديواكتيويته)ها ناكازاكي توسط آمريكايي
ي هاي مرد عنكبوتي، در نحوه ولي در سري جديد فيلم! تر و تبديل شدن آن به مرد عنكبوتي بودپي

  !!!گيري رخ داده است رفت چشم تبديل پيتر به مرد عنكبوتي، پيش
گونه درماني و اين سازي و ژن  شكوفايي مهندسي ژنتيك و شبيه كه معاصر با اوجِ، جديددر اين سريِ

هاي عنكبوت از طريق ، انتقال يك سري از ژنيعنكبوتمرد ل شدن قهرمان فيلم به ل است، دليل تبدييمسا
در حقيقت مرد عنكبوتي نيز پس از اين! گردش خون پيتر استها به  ورود آن و  عنكبوتگزش محل

  ! هاي انسان و عنكبوتDNA مخلوطي از ؛شده است» ي نوتركيبDNA «دارايگزش،
ـ تخيلي كه بگذريم، در عالم واقعيت چگونه و با چه محدوديتيهاي علمي  اما از عالم داستان

پسرتوان مرد عنكبوتي،  داري ديگر منتقل كرد؟ آيا واقعاً مي دار را به جان توان صفات يك جان مي
!! ولي نه تا اين حد، بله:؟ جواب اين است!!ها ساخت  مايه يا چيزي در اين واي اي و دختر گدازه كوسه

دار عجيب و غريب  كلي جانهم حالا  توان گفت تا همين مان، مي در انتظارات تخيليبا كمي تخفيف
 برخياند  دهه است كه محققان توانسته4 تازه حدود اند، كه در دنياي طبيعي وجود ندارند، ساخته شده

العاده ها فوق رفت آن دهه نيز پيش 4 ولي در همين ،دار ديگر منتقل كنند داري به جان صفات را از جان
سازند، ياوي نوراني ميرسند كه موش يا گياه تنباكجايي مي دهه به 4وقتي فقط طي .بوده است

  »1«شكل 
ي نوتركيب DNA داراي! هاي سبز فلوئورسانت موش

  .دريايي هاي نورافشان عروس حاوي ژن

  »2«شكل 
هاي مصور مرد عنكبوتي  بخشي از اولين سري كتاب

  ). شمسي1341( 1962در سال 

چکیده مهندسی ژنتیک

@Gene_Expression



      
 مشغول، در همان حال در واقع،خوريد، چيپس حاصل از آن را ميكنند كه وقتي   توليد مياي يزمين سيب

قول معروف شتر ـ  بهارانِد وارد كردن چند نوع واكسن به بدن خود هستيد و توليد بسياري ديگر از جان
  . معلوم نيست،چندان دور ي نه ، پس افق اين كار در آينده(!)گاو ـ پلنگ

ز و يك جفتهاي سب رنگ با خال رنگ يا آبي  شاهد تولد قاطري صورتي،شايد در چند سال آينده
، عجيبدهاي سبز اين موجو خال! مي شبيه پري دريايي باشيمچون عقاب و دبال زيبا و پرشكوه هم

العبور پرواز زدن در مسيرهاي صعب جاي سم هاي قوي خود به  با بال.ر شب استبراي نورافشاني د
 كلي بار و مسافر را به آن، خود با شنا كردن درياييِ  پريِ شبيهسد، با دمِر ميكند، هنگامي كه به آب  مي

 دو مدل زنانه و مردانه به بازار در است كه رنگ صورتي و آبي آن،تر برد و از همه مهم طرف آب مي
  !ي ما را بدزدند و بسازند  شايد هم يك روزي همين ايده؟داند كسي چه مي!!! شود عرضه مي

حال سؤال! گيرد كم دارد پا مي  كم،، تازه »مهندسي ژنتيك«يا همان » ي نوتركيبDNAتكنولوژي «
چه ساخته شده توسط مهندسي ژنتيك دردار  اين است كه اصولاً اين كار از كي شروع شد؟ اولين جان

داران چه بود و هاي جان كاري ژن زماني و با در اختيار داشتن چه امكاناتي ساخته شد؟ هدف از دست
داران  براي تغيير ژنتيكي جان،كاريد ؟ رون!ن موجودات عجيب و غريب است صرفاً ساخت،؟ آيا هدفهست

ها ي ابزار يك مهندس ژنتيك وجود دارد؟ محدوديت بهچيست؟ چه ابزارهايي براي اين كار درون جع
  هاي اين كار كجاست؟ و دشواري
روند كاري در«هاي  هاي بعدي با نام  بخشي هستند كه پس از مطالعههايي   سؤال،ها  ايني همه

كه اما پيش از اين؛ رسيد ها مي به پاسخ آن »ها و ابزارهاي مهندسي ژنتيك وشر«و » مهندسي ژنتيك
، سعي كنيد كاملاً با روند كاري مهندسي ژنتيك،(!)ي ابزار مهندسان ژنتيك را بگرديم   جعبهدرون

ي راه نقشهاست، در حقيقت نوعي » Workflow«جا كه معادل فارسي   در اينكاري روند. آشنا شويد
  . است، الگوريتم كاري مهندسي ژنتيكها اصطلاح كامپيوترييا در

كيهندسي ژنتكاري در م روند  ـ 2 ـ 1
، آزمايشي را»هربرت باير« و »استانلي كوهن«هاي  نام ، دو دانشمند آلماني به1973در سال 

ژنآنان . كاري ژنتيكي يا همان مهندسي ژنتيك بود ي دست طراحي و اجرا كردند كه اولين نمونه
دار پنجهي  هقورباغ (ي آفريقايي ي نوعي قورباغهDNA را از (rRNA) ي ريبوزوميRNAي  رمزكننده

 باكتريكروموزوم كمكي يا پلازميدي DNAرا به  ، استخراج و آن)Xenopus leavis ييآفريقا
.  وارد كردند(E.coli) لاياشريشيا كُ

 از رونويسيباكتري هنگام 
ي قورباغه rRNAهاي خود،  ژن

به اين ترتيب . سازد را نيز مي
 ،(E.coli) باكتري اشريشيا كلاي

داري است كه با  اولين جان
 هاي مهندسي ژنتيك تغيير روش

 تحت ،اصطلاح پيدا كرد و به
  قرار(Manipulation) ورزي دست
اين فرايند ). »3«شكل (گرفت
 ها، مهندسي ورزي در ژن دست

  .شود ژنتيك ناميده مي
  »3«شكل  

ي RNAتوانست  لايي كه ميباكتري اشريشيا كُ: با مهندسي ژنتيكشده  كاري دار دست آزمايش معروف كوهن و باير؛ ساخت اولين جان
  .ي آفريقايي را بسازد  نوعي قورباغه(rRNA)ريبوزومي 



   

  شود؟  رونويسي مي،مراز  پليRNAطور طبيعي توسط كدام نوع   به،ورزي ژنتيكي مورد استفاده قرار گرفت  ـ ژني كه در نخستين دست1
1 (I  2 (III  3 (4  پروكاريوتي (II

   كدام را نداشت؟،ورزي ژنتيكي شد داري كه به روش مهندسي ژنتيك دچار دست  ـ اولين جان2
  يديئي نوكلئو ناحيه) 4  فعال كننده) 3  ي سلولي ديواره) 2  اپراتور) 1

   كدام ويژگي را ندارد؟،دار تغيير يافته در مهندسي ژنتيك  ـ نخستين جان3
  دارا بودن اپراتور) 4  توليد ريبوزوم در هستك) 3  لكي  مهاركنندهداشتن ) 2  تقسيم دوتايي) 1

  )82سنجش ـ (  دار استفاده شده است؟ ي پنجه دست آمد، كدام ژن قورباغه داري كه با روش مهندسي ژنتيك به  ـ در اولين جان4
1 (rRNA  2 (mRNA3  ي اوليه (mRNA4  ي بالغ (tRNA

.دبور تاريخ ژنتيك مولكولي و بيوتكنولوژي ي عطفي د ي خود، نقطه آزمايش كوهن و باير به نوبه
ي اين آزمايش،  اما ايده؛»مهندسي ژنتيك«نام   به،اي بود  سرآغاز مسير بالنده،در حقيقت اين آزمايش

  چه صورت بود؟  در ذهن كوهن و باير به جراي آن،ها و مسير ا فرض هدف آن، پيش
يش خود در نظر گرفته بودند و تا امروزكه كوهن و باير در طول آزما) روش علمي(مراحل كاري 

ي ويات فنّيجز(هد، در زير شرح داده شده است د نيز چهارچوب كلي مهندسي ژنتيك را تشكيل مي
  ).كنيم بررسي مي» ها و ابزارها روش«هاي تكنيكي خاص را در بخش  روش

ريش كوهن و باي آزمانگاهي دقيق به ـ 3 ـ 1
:شيي آزما هيي اول دهيا) الف
شيايباكتري اشر(را در يك سيستم پروكاريوتي ) ژن قورباغه( يك ژن يوكاريوتي توان مييا آ

  بيان كرد؟ )E.coliكلاي ـ
:شين آزمايهدف از انجام ا) ب

  .هاي پروكاريوتي با سرعت و راندمان بالاتر هاي ژني يوكاريوتي در سيستم توليد فراورده) 1
  .هاي مهندسي ژنتيك  با تكنيكشده ورزي دار دست ايجاد نخستين جان) 2

:ها فرض شيپ) ج
ي آفريقايي مشخص ند قورباغهداري مان  يوكاريوتي، در جان)rRNAمثلاً ژن (محل يك ژن خاص ) 1
  .يعني معلوم است كه بر روي كدام كروموزوم قرار دارد؛ است
،) طويلي حلقويDNAيك (، علاوه بر كروموزوم اصلي (E.coli)در باكتري اشريشياكلاي ) 2
تواند پلازميدهايي را كه يك باكتري مي.  وجود داردپلازميدنام   بههاي كمكي كروموزوم يتعداد

خود درون، ها باشد  خاصي روي آنهاي جذب كند و اگر ژن ،دندار طور آزاد در محيط كشت قرار به
دار ديگر، نياز ك جانجا كه براي انتقال يك ژن خارجي به ي توان گفت، از آن به عبارتي مي. بيان كند

توانند نسبتاً راحت جذب سلول شوند، ها از پلازميدها كه مي يم، در باكتري دار»كتوروِ« يا »حامل«به
).اند وكتورها به تفصيل توضيح داده شده، هاي بعدي در بخش (.كنيم عنوان وكتور يا حامل استفاده مي به

 شرح داده بود، از1928ونه كه گريفيت در سال گ هاي ترانسفورماسيون، آن در حقيقت يكي از روش
علاوه ثابت شده بود كه  به. رود كار مي ي ترانسفورماسيون به جا نيز واژه در اين. همين طريق است

  .توانند مستقيماً با هم به تبادل پلازميد بپردازند ها مي باكتري
، ابزار مناسبيها بيوتيك  آنتيژن مقاومت بههاي خاص موجود بر روي پلازميد، مثلاً  برخي ژن) 3
  .ها است  آنتشخيص و جداسازيجهت

:يشي آزما هيفرض) د
 و اگراغه جدا كرد و به پلازميد چسباندنظر را از قورب اگر به طريقي بتوان ژن يوكاريوتي مورد

 جذب كند، ممكن است در هنگام،كه حاوي ژن خارجي قورباغه استرا باكتري، پلازميد نوتركيب 
  . رونويسي شود، يوكاريوتي نيزيrRNAهاي پلازميد،  ويسي از ژنرون

  

هاي متعددي هن و باير از جنبهآزمايش كو
براي آشنايي با دلايل اهميت. ز اهميت استحاي

ي در كتابچه» 1 ـ 2« به كد ،اين آزمايش تاريخي
  .پيوست مراجعه كنيد

 موجودهاي كمكي كروموزوم، پلازميدها
هايDNAصورت  ها هستند كه به  باكتريبعضيدر 

.باشند ، حامل تعدادي ژن ميحلقوي كوچك
وموزوم اصلي باكتريپلازميدي در كرهاي  ژن

هاي توضيح كامل پلازميد در بخش.  ندارندوجود
  .بعدي آمده است

كتاب سال سوم دبيرستان بادر 
. آشنا شديد»تغيير شكل« يا »يونترانسفورماس«

 استرپتوكوكوس نومونياي،اي كه طي آن پديده
!دار آن شد ، تبديل به نوع كپسولبدون كپسول

اين باكتري كه عامل مولد نوع بدون كپسول
مسير) هاي(در واقع با دريافت ژن، الريه است ذات

بيوشيميايي توليد كپسول، قدرت ساخت كپسول
.يدا كرده بودساكاريدي را پ پلي



         
  

  :ابزار و مواد لازم) ه
شامل(هاي قورباغه  ي سلول  در هستهنظر شناسايي ژن مورد لازم براي ابزارهاي ي مجموعه) 1

  ...). ي مناسب نشان دار و گذاري سادرن، دستواره الكتروفورز، وسايل لكه
ببرد را در محل توالي خاصي دو طرف ژن يوكاريوتييمي كه بتواند  يعني آنزها؛ قيچي ژن) 2

آنزيم ( برش دهد،در يك نقطه ولي ، و در همان تواليصورت  را هم به همانپلازميدو در عين حال 
  ).هاي بعدي كاملاً آن را خواهيد شناخت  كه در بخشEcoR1ي  اندونوكلئاز محدودكننده

 روي پلازميد،ي يوكاريوتي را در محل برش شده ند ژن بريدهتوا يعني آنزيمي كه بها؛ چسب ژن) 3
  ).آنزيم ليگاز(بچسباند

  .جذب پلازميد نوتركيب و فرصت دادن به باكتري براي تكثير باكتري مناسب جهت محيط كشت) 4
بهاي داراي پلازميدهاي نوتركي  كه فقط باكتري)بيوتيك داراي آنتي(محيط كشت انتخابي ) 5

ژن مقاومت به داراي ،)ژن قورباغه (ژن خارجي، علاوه بر پلازميد نوتركيب چون ؛گاه داردرا زنده ن
  . نيز هستبيوتيك آنتي
  :مراحل كار) و

ي بريدن دو طرف ژن با آنزيم محدودكننده نظر در قورباغه تشخيص محل ژن مورد) 1
EcoR1ي شناسايي برش دارد با همان آنزيم   پلازميدي كه تنها يك نقطه بريدن(EcoR1).  

  .كمك آنزيم ليگاز نظر به پلازميد، به چسباندن ژن مورد) 2
منظور جذب هاي فاقد پلازميد در يك محيط كشت به دادن پلازميدهاي نوتركيب و باكتري قرار) 3

  .پلازميد توسط باكتري
  . درون آنهمراه ژنِ ي بهباكتر) تكثير(كلون كردن ) 4
در محيط كشت حاوي )هاي فاقد پلازميد نوتركيب كترياز بين بردن با(ها  غربال كردن باكتري) 5
  .بيوتيك آنتي

شده در باكتري هاي ژن خارجي بيان  و استفاده از فرآوردهسازي لصا، خ ژني بيان بررسي نحوه) 6
  . در آزمايش هاي بعديو يا تكثير ژن خارجي توسط باكتري براي استفاده

.كار رفت  بهدار ي پنجه  قورباغهيrRNAي نوعي  ژن رمزكنندهورزي ژنتيكي،  در اولين دست 
اردهنگام و ولي ؛شود  رونويسي مي،دار ي پنجه  قورباغهIمراز   پليRNAطور طبيعي توسط  اين ژن به
  .كند  ميرونويسيآن را  ، پروكاريوتيمرازِ  پليE.coli ،RNAشدن به

  

معمولاً .هاي عمومي مهندسي ژنتيك، روند كار كمابيش به همين صورت است در تمامي روش
 ژن را وارد، به چه هدفي،كه گردد به اين بعد است كه خود برمي به 6ي  ها از مرحله اختلاف روش
  :اند باكتري كرده

سازي ا به خالص تنه،6ي  ، در مرحلهبيان شود در باكتري ژن تنها اين باشد كه ، اگر هدف-
  .شود  اقدام مي،ها از محيط كشت باكتري)  پروتئين ياRNA (محصول ژن

مثلاً(هاي ديگر باشد   و سپس استفاده از آن در آزمايشتكثير يك ژن خاص ، اما اگر هدف-
با همان(، بايد مراحل برش 6ي  ي مرحله ادامه ، در...)  وRFLPنگاري ژنتيكي،  تعيين توالي، انگشت

گذاري كمك لكه بهرا نظر  ي مورد شده ، استخراج، الكتروفورز و تشخيص ژن كلون)EcoR1م آنزي
  ).»4«شكل (انجام داد سادرن

ك حامل كه آنيد، هدف از وارد كردن ژن خارجي به يم كه فراموش نكنيكن د مييباز هم تاك 
  :ستيتر ن شيز بي، دو چ)ديجا پلازم نيدر ا( رساند ا به درون باكتري مير

(Iان آن ژن و استفاده از محصول آني ب  
(IIهاي بعدي شير آن ژن و استفاده از خود ژن در آزماي تكث.  
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  »4«شكل 
  .عنوان حامل يا وكتور تركيب با استفاده از پلازميد باكتري بهي نوDNAآوري  اي از روند كاري در مهندسي ژنتيك يا همان فن خلاصه



         

دانشگاهي عيناً ذكر شده است، با دقت توجه  به كادر زير كه در آن چند خط از كتاب درسي پيش
  :كنيد

  

  دانشگاهي شيبرگي از كتاب درسي پ 
 ها، نترين آ  اما يكي از مهم؛شود  دنبال ميمختلفيهاي  هدفدر مهندسي ژنتيك، .... «

  .مقدار انبوه است  بهي آن فرآورده ]توليد[ يا توليد ژن
هاي  مقدار انبوه، مهندسان ژنتيك، ژن مورد نظر را از ميان انبوه ژن براي توليد ژن به

 -  داردتوليد مثل سريعي كه  ـباكترياي مثل  دار ساده دار جدا و بعد آن را به جان جان
 ي كند و در نتيجه  ميهمانند سازي، در باكتري نظر ين ترتيب، ژن موردبه ا. كنند وارد مي

  »...... شود هاي پي در پي، مقدار آن زياد مي همانندسازي
  

ي  همان اهداف دوگانه،اهداف مهندسي ژنتيك كنيد، در كتاب درسي نيز طور كه مشاهده مي همان
ي مراحل كاري درولي در ادامه، فقط به بررس؛  استي همين صفحه ي حاشيه  در نكتهذكر شده

اند، پس از بسياري از دوستان عزيز كه اين چند خط را با دقت مطالعه نكرده.  پرداخته است»ژن تكثير«
  :پرسند  مي»استخراج ژن«ي عنوان   كتاب و مشاهدهبعدي هاي رسيدن به صفحه

 وارداست كه ژن خارجي دوباره از پلازميد جدا شود، پس دليل اين همه زحمت براي اگر قرار«
هاي متعدد عزيزان اين است كه در اين حالت، نسخهآن جواب ؛ »؟كردن ژن به باكتري چه بوده است

كنيم، نه همان ژن خارجي اوليه كه آن را به پلازميد ها جدا مي  را از باكتري)كلون شده(يافته  تكثيرژنِ
  .متصل كرديم

    

    

  

  

  

  

   ـ كدام جمله درست است؟5
  »... ورزي ژنتيكي در اولين دست«  
  .كوهن و باير موفق به ايجاد تغيير در قورباغه شدند) 1
2 (rRNA ي قورباغه وارد سيتوپلاسمE.coliشد .  
  . مورد ترجمه قرار گرفت،محصول ژن وارد شده به سلول ميزبان) 3
  .ي خطي نداشتDNAي ژن خارجي،  كننده سلول دريافت) 4

  .........ي   ژن رمزكننده، شدE.coliمنجر به ايجاد تغيير ژنتيكي در ر براي اولين باهايي كه   ـ در آزمايش6
1 (rRNA،2  . مورد رونويسي قرار گرفت (mRNA،همانندسازي شد .  
3 (rRNA،4    . همانندسازي شد (mRNA،مورد رونويسي قرار گرفت .  

  

  كيها و ابزارها در مهندسي ژنت  ـ روش2
  درآمد ـ 1 ـ 2

آشنا) آزمايش كوهن و باير(ي ژنتيك از طريق بررسي نخستين مورد آن حال كه با كليات مهندس
در. رسد و ابزارهاي مورد استفاده در مهندسي ژنتيك مي) ها تكنيك(ها  شديد، نوبت به بررسي روش

ها و ابزارهاي لازم براي انجام هر كاري مهندسي ژنتيك و تكنيك ، مراحل مختلف روند»1«جدول
يي، با مراحل كلّيين جدول، به مطابقت اين مراحل جزدر ستون سوم ا. كنيد مرحله را مشاهده مي

، به بعد9ي  از مرحله.  كتاب درسي، دقت كنيدي32ي   صفحهي»2 ـ 2« شكل شرح داده شده در
  ).توليد محصول ژن يا تكثير ژن(ي نوتركيب دارد DNA بستگي به هدف ما از ايجاد ،روند كاري

     
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



       

ها در مراحل مختلف مهندسي ها و ابزارها و كاربرد آن تك اين روش پس از بررسي جدول، تك
جز مطالب به (، به تفصيل شرح داده شده است، در هر مرحله)ي نوتركيبDNAآوري  فن(ژنتيك 

،» از كتاب درسيبرگي«، مطالب مربوط به كتاب درسي، در كادرهاي )هاي محدودكننده مربوط به آنزيم
   .دنبال آن آمده است يحات تكميلي بهسپس توض، عيناً ذكر شده

  

نيز مشاهده» 1«طور كه در جدول  همان 
هاي مورد استفاده در  برخي از تكنيككنيد، زيرِ مي

جا از آن .ايم روند كاري مهندسي ژنتيك خط كشيده
ي ها از حوصله يات اين روشكه پرداختن به جزي

ها بسيار  آننستنولي داـ اين كتاب خارج است 
در» 2 ـ 2«ها در كد  توانيد با آن ، شما ميـ!پرفايده
  .طور مفصل آشنا شويد ي پيوست به كتابچه

  
مراحل جزيي روند كاري 

  شكل  مطابقت با مراحل كتاب درسي  ها و ابزارهاي مربوط روش  مهندسي ژنتيك

دار نظر در جان  ـ تشخيص ژن مورد1
  اوليه

 ـگذاري سادرن لكهالكتروفورز ـ 
  )دستواره(كاوشگر  استفاده از

،DNA( كتاب درسي، 1ي  مرحله
  ).شود برش داده مي

 ـ بريدن دو طرف ژن با آنزيم2
  محدودكننده

مثلاً آنزيم(كننده  هاي محدود آنزيم
EcoRI(  

،DNA( كتاب درسي، 1ي  مرحله
  ).شود برش داده مي

،DNA( كتاب درسي، 1ي  مرحله  افيكروماتوگرالكتروفورز ـ    ـ جداسازي ژن بريده شده3
  ).شود برش داده مي

  
  
  
  
  

ها مانند پلازميد انواع وكتورها يا حامل   ـ انتخاب حامل يا وكتور مناسب4
  يا ويروس

،DNA( كتاب درسي، 1ي  مرحله
  )شود برش داده مي

 ـ بريدن يك نقطه از وكتور با5
  كننده همان آنزيم محدود

مثلاً همان(هاي محدودكننده  آنزيم
  )EcoRIآنزيم 

،DNA( كتاب درسي، 1ي  مرحله
  ).شود برش داده مي

  
  
  
  
  
  

توليد( كتاب درسي، ي2ي  مرحله  آنزيم ليگاز   ـ چسباندن ژن خارجي به وكتور6
DNAنوتركيبي (  

  
  
  
  

ي نوتركيبDNA ـ وارد كردن 7
  دار ميزبان به جان

هاي فيزيكي و محيط كشت و روش
  شيميايي ديگر

   )كلونژن ( كتاب درسي، ي3 ي مرحله
  
  

   )كلونژن ( كتاب درسي، ي3ي  مرحله  محيط كشت مناسب  ژن) تكثير( ـ كلون كردن 8
  
  

هاي ميزبان) جدا كردن( ـ غربال كردن 9
 )ي نوتركيبDNA(حاوي ژن خارجي 

محيط(بيوتيك   آنتييمحيط كشت حاو
  )انتخابي

غربال كردن( كتاب درسي، 4ي  مرحله
  )ها سلول

  
  
  

ي شده استخراج محصول بيان I) ـ 10
  ژن
(IIنظر كه تكثير  استخراج ژن مورد

  .شده است

(I خارج از بحث كتاب است.  
(II الكتروفورز كننده، آنزيم محدود،
  دار ي نشان دستواره، گذاري لكه

اين مرحله در صفحات ؛ استخراج ژن
 ،دانشگاهي  كتاب درسي پيشمربوط در

  .توضيح داده شده است

  

  

  »1«جدول 
   به آنها و ابزارهاي مربوط كاري مهندسي ژنتيك و روش  مراحل مختلف روند

  



       
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  »5«شكل 

  مراحل مختلف روندكاري مهندسي ژنتيك
  

  هاي محدودكننده ميآنز ـ 2 ـ 2
ها زماني موفق به آن«: م كهني اشاره ك بايد لحاظ تاريخي اهميت آزمايش كوهن و باير ازرابطه بادر 

، درEcoRIنام   بهندونوكلئاز محدودكنندها آنزيم طراحي و اجراي آزمايش خود شدند كه اولين
پذير ساخت، كشف ترين كشفي كه مهندسي ژنتيك را امكان توان گفت، مهم رو مي از اين. »بودشان اختيار

ي  از يك محل دروني در ساختمان آن، در چند نقطه راDNAتوانستند مولكول   ميهايي بود كه چنين آنزيم
هاي آنزيمها يعني   اين آنزيم.گويند مي» ندونوكلئازا« آنزيم ،ها آن همين خاطر به به. مشخص برش دهند

  .ها كشف شدند در باكتري ميلادي، 1960ي  ، در اواخر دههRestriction Enzymes يا كننده محدود
 جفت8 تا 4 (هاي كوچك تواليكنند و تنها   عمل ميبسيار اختصاصي ،كننده هاي محدود آنزيم

ها اين توالي درون ها را از محل خاصي  آن، كرده شناساييDNAمولكول خاصي را در ) نوكلئوتيدي
 نامجايگاه برش آنزيم يا جايگاه تشخيصشناسد،  را مي  آن،توالي خاصي كه آنزيم. دهند مي برش
  .كنيم  بررسي ميEcoRIكننده را با مثال معروف آنزيم  هاي محدود ي شناسايي و عمل آنزيم نحوه. دارد

كننده بود كه ، از باكتري اشريشياكلاي، اولين آنزيم محدود!) يك، بخوانيدRايكو  (EcoRIآنزيم 

...GAATTC... توالي،اين آنزيم. تخليص شد
...CTTAAG...





سپس، كند  شناسايي مياي ي دو رشتهDNA را در 

اثر اين شكست، دو بر. شكند  را ميDNAي  يك از دو رشته شده با فلش، هر هاي مشخص در جايگاه
AATTCآيد، يكي وجود مي انتهاي جديد به

G G و ديگري...
...CTTAA . جايگاه تشخيصدقت كنيد كه

  . استنوكلئوتيديت جف 6 ،توالي، يك  EcoRIآنزيم

 را برشDNAي  ي متعلق به يك رشتهG و A پيوند بين ،EcoRI: اين جمله غلط است 
  !، پيوندي وجود نداردG و Aدهد؛ چون اساساً هرگز بين  مي

 راDNAي  ي متعلق به يك رشتهG و A نوكلئوتيدهاي، پيوند بين EcoRI:  استدرستاين جمله 
  .دهد برش مي

  

     
  
  

  ؟»ندونوكلئازا« چرا اما 
دادن آنزيمي كه خاصيت تجزيه و برش

كار را و اين) نوكلئاز است(ئيك را دارد اسيدنوكل
 ).دروني= ندو ا(دهد   انجام ميدرون رشتهاز قسمتي در 

  
  

ها هاي محدودكننده در باكتري نقش آنزيم 
  چيست؟

ها در طبيعت، محافظت نقش اين آنزيم 
داران ديگر، ي جان DNAورود ها در مقابل  باكتري

ي ويروسيDNAيا  ها و هاي ديگر باكتري مانند گونه
مثلاً از يك(اي   بيگانهيDNAچه  چنان. است

را به ها آن ين آنزيموارد باكتري شود، ا )ويروس
اين فرايند. برند كوچك بريده و از بين ميهاي  هقطع
ها، رو اين آنزيم نامند و از اين مي» سازي محدود «را

  .كننده نام گرفتند محدود
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...GAATTC...( پيوند هيدروژني وجود دارد 14 تعداد ،EcoRI تشخيصدر جايگاه  

...CTTAAG...
كه هنگام) 

). پيوند هيدروژني وجود داردسه، G و C و بين دو، T و Aبين (شوند  ها گيسخته مي  عدد آن8برش،

 پيوند هيدروژني16 و استر  پيوند فسفوديEcoRI ،4ي خارجي توسط  DNAي   تهيهبراي 
  .ها جواب را ببينيد فعلاً به چراييِ آن فكر كنيد تا در پاسخ يكي از تست. شوندبايد بريده

 . استDNAهاي محدودكننده، مولكول   مناسب براي آنزيمي ماده پيش 

دارAترين نوكلئوتيد در انتهاي چسبنده، نوكلئوتيد  ، خارجيEcoRIكرد   بعد از عملهميشه 
  .است

  
....G

....CTTA A انتهايي ترين نوكلئوتيد
 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  شناسد؟ را مي  آن، دارد كه آنزيماي  چه ويژگي،كننده اما جايگاه تشخيص آنزيم محدود
طرف كه اين كلمات را از هر! ، دقت كنيد(!)»شپش«و » كپك«، »داماد«، »گرگ«به كلماتي مانند 

جايگاه شناسايي يا همان. اند اراي نوعي تقارناين كلمات د ،عبارتي  به؛سان هستند بخوانيم، يك
يعني اگر؛  استنوعي تقارنهاي محدودكننده نيز به همين صورت داراي   آنزيمجايگاه تشخيص

)يا برعكس (3 به5ي مربوط به جايگاه تشخيص را ازDNAي  توالي نوكلئوتيدهاي دو رشته
رو در كتاب درسي از اين.  عين هم هستند، دو رشته درها  اين تواليشويم كه بخوانيم، متوجه مي

 يعني تقارن، اين ويژگي» . هستندديگر عكس يك ،ي جايگاه تشخيص توالي دو رشته«: نوشته شده كه
ينهم به.  استكننده، صادق هاي محدود دو رشته، در مورد جايگاه تشخيص تمامي انواع آنزيم

توانند شده با يك آنزيم مشخص، داراي دو انتهاي مكمل هستند كه مي بريدههاي  هخاطر، تمامي قطع
  ).»6«شكل (گويند  مي» انتهاي چسبنده«ها،   آن رو به از اين. با هم جفت شوند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  »6«شكل 
  كننده هاي محدود كرد آنزيم ي عمل نحوه

  

     
  



         

   كدام قطعاً وجود ندارد؟،EcoRIكرد  ي حاصل از عمل بنده ـ در انتهاي چس7
  استر پيوند فسفودي) 4  پورين) 3  پيوند هيدروژني) 2  ريبوز دئوكسي) 1

   در كدام توالي وجود دارد؟،ي فرضي  ـ جايگاه تشخيص آنزيم محدودكننده8
1(...AGTAGT...  2(...CTGCTGAT...  3(...AGCGCT...  4(...TAAGTATA...  

  

  

  دهند؟  را برش نمي داراي آني خود باكتريDNAِهاي محدودكننده،  چرا آنزيم 

)هاي متيل ي خود را از طريق افزودن گروهDNAها،  باكتري  CH ) هاي ها و سيتوزين  به آدنين3
  .كنند يظت مده شدن محافيص، از بري تشخيتوال

  :هاي محدودكننده  با آنزيم ي مهم در رابطه هتكنچند 
  :كليات) الف
  .هاي محدودكننده هستند ها داراي آنزيم تمامي باكتري) 1
طور طبيعي در سيتوپلاسم  بههاي پروكاريوتي هستند، لذا ها، پروتئين جايي كه اين آنزيم از آن) 2
  .جا هم فعال هستند شده و در هماند تولي

ها در ژنوم خود،  يوكاريوت.ها وجود دارد ي آنزيم محدودكننده، فقط در باكتري ژن رمزكننده) 3
  .ي اين نوع آنزيم را ندارند ژن رمزكننده

و) بين نوكلئوتيدها (استر  توانايي شكستن هر دو نوع پيوند فسفودي،هاي محدودكننده آنزيم) 4
. هستند)هنگام ويرايش به (مراز  پليDNAين نظر شبيه آنزيم را دارند و از ا) بين بازهاي مكمل(هيدروژني

ي يوكاريوتي را برش DNA پروكاريوتي و هم ي DNAتوانند هم  هاي محدودكننده مي يمز ـ آن5
  . داشته باشندDNAكه جايگاه شناسايي خود را در آن شرط آن   به.دهند

  :م محدودكنندهيكار با آنز) ب
ي آن ژن،لدرون توا  بايد دقت كرد كه،كمك آنزيم محدودكننده هدر هنگام بريدن يك ژن ب) 1

  .جايگاه تشخيص وجود نداشته باشد و تنها دو جايگاه تشخيص در دو طرف ژن باشد
ي  محدودكنندهكه قرار است با همان آنزيمِ )ا حامل ديگرييوكتور  ا هري( يپلازميد) 2
 زيرا در غير اين،يك جايگاه تشخيص داشته باشدنظر بريده شود، بايد تنها   موردي ژنِ دهنده برش

  .شود يقطعه م صورت قطعه

  :انتهاي چسبنده) ج
ي در انتهافاقد پيوند هيدروژني و اي رشته ي تكDNAك قطعه يصورت   به، چسبندهيانتها) 1

  .افته، وجود داردي  برشيDNAمولكول
ي ديگري اگر با هر انتهاي چسبندهآمده،  وجود اي كه توسط يك آنزيم خاص به انتهاي چسبنده) 2
  .كند يوند برقرار مي مواجه شود، با آن پ،خورده  برش،مي آنزهمانكه با

  . استآنزيم محدودكنندهكرد   عملمحصول ، ـ انتهاي چسبنده3
n، جايگاه تشخيص براي آنزيم محدودكنندهnازاي وجود   به، خطييDNA ـ در 4 1 وقطعه 

n2 ي مقابل توجه كنيد ي حاشيه به نمونه (آيد وجود مي  بهانتهاي چسبنده.(  
 وقطعه n، جايگاه تشخيص براي آنزيم محدودكنندهnازاي وجود   به، حلقوييDNA ـ در 5

n2 ي مقابل توجه كنيد ي حاشيه به نمونه( آيد وجود مي به، انتهاي چسبنده.(  

  .هستند) يوكاريوتي و پروكاريوتي (DNA قادر به بريدن هر نوع ،حدودكنندههاي م آنزيم 
    

     
  

 راهايي كه قادرند پيوندهاي هيدروژني آنزيم 
  :برش دهند

  مراز   پليRNA ـ 1
   ـ هليكاز2
  EcoRI ـ محدودكننده نظير 3
)هنگام فعاليت ويرايشي خود(مراز   پليDNA ـ 4

ودي استرهايي كه قادرند پيوند فسف آنزيم 
  :را برش دهند

   ـ محدودكننده1
) خوديويرايشفعاليت هنگام (مراز   پليDNA ـ 2

DNAدهي  هم در واكنش سنتز آب،مراز  پلي
و هم در واكنش هيدروليز) DNAهنگام همانندسازي (
  .كند شركت مي) هنگام ويرايش(

استر را برقرار هايي كه پيوند فسفودي آنزيم 
  :كنند مي
  مراز  پليDNA ـ 1
  مراز  پليRNA ـ 2
   ليگازDNA ـ 3

 DNAجايگاه تشخيص2 زير را با خطي ي ،
  .براي نوعي آنزيم محدودكننده در نظر بگيريد

  
  

   .شود  توليد مي قطعه3 ،پس از انجام برش
  

  

وجود  به انتهاي چسبنده4كنيد كه  مشاهده مي
  .آمد

  : حلقوي باشد،DNAحال اگر 
  
  
  
  
  
  

4شود كه   قطعه حاصل مي دو،پس از انجام برش
  .كنيد انتهاي چسبنده در قطعات مشاهده مي
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1 (EcoRI، براي گسيختن DNAشكند استر را مي  دو پيوند فسفودي، در يك جايگاه تشخيص.  
  .شود  پيوند هيدروژني شكسته مي، در جايگاه تشخيصEcoRI توسط ،DNAدر برش ) 2
  .دار وجود داردA هميشه نوكلئوتيد ،EcoRI توسط DNAي حاصل از برش  تهاي چسبندهدر ان) 3
  . پيوند هيدروژني وجود داردهشت ،EcoRIدر جايگاه تشخيص ) 4

   علامت سؤال كدام است؟،ي فرضي باشد  جايگاه تشخيص مناسبي براي آنزيم محدودكننده، AGCG?T ـ اگر توالي10
1 (A    2 (C  
3 (G    4 (T 

  

  ها ا حامليوِكتورها  ـ 3 ـ 2
  

    

  دانشگاهي رگي از كتاب درسي پيشب 
را به  م كه آنياز دارياي ن لهيوس م، بهينظر را از ژنوم جدا كرد كه ژن مورد از آن بعد

ن يتر از معمول. نامند  ميوكتور اي حاملله را ين وسي ا؛ت كنديدرون سلول باكتري هدا
  . را نام بردها روسيو و دهايپلازمتوان  ميوكتورها، 
ها   از باكتريبعضي هستند كه در ي حلقوي كوچكيDNAهاي  ، مولكولدهايپلازم

 ي هستنديها نامند، چون حاوي ژن ز ميين» هاي كمكي مزوكرومو«ها را  ديپلازم. وجود دارند
 در كيوتيب  مقاومت نسبت به آنتيژنِ مثلاً ؛دننداركه در كروموزوم اصلي باكتري وجود 

  .دارد ا قراره ديپلازم
ن جمله يمعني ا.  كنندهمانندسازي ، از كروموزوم اصليمستقلتوانند  دها مييپلازم

 ،ستينمثل  دي در مواقعي كه باكتري در حال تولتوانند حتي دها ميين است كه پلازميا
ن يبه ا. دهند مي د قرارينظر را درون پلازم ك، ژن مورديمهندسان ژنت. دنسازي كن همانند

كند و  ز همانندسازي ميينظر ن كند، ژن مورد  همانندسازي مي،ديرگاه كه پلازمب، هيترت
  .شود  دائماً افزوده مي،هاي آن ب بر تعداد نسخهيترت نيبه ا

  

    

يDNAيك ( نسبت به كروموزوم اصلي باكتري تري بيشدليل كوچكي، با سرعت  پلازميدها به
ردندسي ژنتيك كاربهپلازميدهايي كه در م. كنندتوانند همانندسازي  مي )اي بزرگ حلقوي دو رشته

  :داشته باشند دارند، بايد چند ويژگي مهم
مولكول، اي باشند كه با آن كننده  آنزيم محدودهمان تشخيص براي يك جايگاه دارايفقط  بايد) 1
DNA  چرا كه در صورت بيش از يكي بودن جايگاه تشخيص، پلازميد؛اند برش دادهرا ي خارجي 
 و اگر با همان آنزيم برش) قطعه استn جايگاه تشخيص، nازاي  بهها  عهتعداد قط(شود  قطعه مي هقطع
  .بودي ژن خارجي نخواهد   انتهاي چسبندهمكمل  آن،ي ، انتهاي چسبنده نشودداده

 از آن استفادهگري غربالي   خاصي را داشته باشد تا در مرحلهبيوتيك  مقاومت به آنتيژنِبايد ) 2
  .شود

)DNAي  ي دو رشته بازكننده (هليكازهاي   داشته باشد تا آنزيمجايگاه آغاز همانندسازيبايد ) 3
  .، بتوانند كار همانندسازي را از آن نقطه شروع كنندمراز  پليDNAو نيز آنزيم 

  
  

    

@Gene_Expression



  

دانشگاهي رگي از كتاب درسي پيشب
 اند ييها روسيووفاژها، يترباك.  اشاره كردوفاژهايباكترتوان به   ميوكتورهاگر ياز د

ي آن DNAكند،  وفاژ، باكتري را آلوده مييوقتي باكتر.  هستندها باكتريها   آنزبانيمكه 
ي DNAدادن ژن خارجي در  با قرار. كند  شروع به همانندسازي مي،زبانيدر سلول م

  .شود فراهم مي ]در سلول باكتري[رژن يوفاژ، امكان تكثيباكتر

. وجود داردRNA يا DNA ،ها در ويروس
؛ هستندرداDNAهاي  ويروس از جمله باكتريوفاژها

عنوان وكتور استفاده توانند به در غير اين صورت نمي
 را به درون خارجييDNA قرار است ،وكتور. شوند

  .سلول ميزبان حمل كند

كتريوفاژها محدودعنوان وكتور، تنها به با ها به روسيطور كه جلوتر خواهيد ديد، كاربرد و همان
شده كاري هاي دست درماني، امروزه از ويروس ها در فرايند ژن مثلاً براي انتقال بسياري از ژن؛ شود نمي

ترين مزيت استفاده از ويروس، اختصاصي بودن سلول ميزبان مهم. شود زا استفاده مي و غيربيماري
 درون ايم، به وس خاص وارد كردهتوان ژن خاصي را كه درون يك وير به اين ترتيب مي. آن است

  .يك سلول خاص وارد كنيم
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  . همانندسازي كنند،تري نسبت به كروموزوم اصلي باكتري توانند با سرعت بيش مي) 1
  .ممكن نيست در مواقعي كه باكتري در حال توليدمثل نيست، همانندسازي كنند) 2
  .هايي باشند كه در كروموزوم اصلي باكتري وجود دارند نيست حاوي ژنممكن ) 3
  .صورت كروموزوم كمكي وجود داشته باشند ها به ممكن است در بعضي باكتري) 4

  ترين وكتورها باشد؟ تواند جزء معمول  ـ كدام نمي12
  پلازميد) 4  باكتري) 3  ويروس) 2  باكتريوفاژ) 1

 DNA چند قطعه ، پس از اثر آن آنزيم،كننده وجود داشته باشد اه تشخيص براي نوعي آنزيم محدود جايگn ، ـ اگر در يك پلازميد13
  )ترتيب از راست به چپ به(گيرد؟  شود و چند انتهاي چسبنده شكل مي ايجاد مي

1(n 1 ،n2  2 (n ،n2  3(n 1 ،n  4 (n ،n  
  )81سنجش ـ (   است؟نادرستر مورد پلازميد  ـ كدام يك د14

1 (DNAقابل استفاده براي كلون كردن است) 2  .اي حلقوي است ي دو رشته.  
  .گاهي داراي ژنِ مقاومت است) 4    .در خارج سلول فعال است) 3

بيي نوتركDNAجاد مولكول يا ـ 4 ـ 2

دانشگاهي رگي از كتاب درسي پيشب
 رد،يگ د قرار مييم، درون پلازمينام  ميژن خارجيرا  ن پس آني انظر كه از وقتي ژن مورد

كي ژن ي  ـي متفاوتDNAب دو يشود كه از ترك دي ساخته مييي جدDNAدر واقع 
. نامند  ميبيي نوتركDNA را DNAن يا. حاصل شده است ـ ديگري پلازميخارجي و د

رو  نياز ا. استك ي مراحل مهندسي ژنتنيتر اصليكي از ي، بيي نوتركDNAساختن 
  .نامند ز ميين» بيي نوتركDNAوري آ فن«ك را ي ژنتمهندسي

دن يكي براي بري. مياز داريم نيب، به دو نوع آنزيي نوتركDNAبراي ساختن مولكول 
گري براي اتصال دو سر يو د) چي مولكولييق( خارجي در آن  دادن ژن د و قراريپلازم

، DNAدن يبرد كه منظور از يجه داشته باشتو). چسب مولكولي(د يژن خارجي به پلازم
 استر وند فسفودييبرقراري پ ،DNAاتصال دو  و منظور از استر وند فسفودييقطع پ

  . استDNAان دو يم



   

مي باشد كه ي آنزهماند يشود، با د استفاده مييدن پلازمي كه براي براي كننده م محدوديآنز
كي به انتهاي ي ي صورت، انتهاي چسبنده نيده شده است، در ايدو سر ژن خارجي با آن بر

 رد،يگ  صورت ميدروژنييوندهاي هيپ توسط اتصالن يا. شود گري متصل مييي د چسبنده
 استر وند فسفودييبرقراري پبراي ]. م ندارديازي به آنزيرو ن نياز ا[استر  وند فسفوديينه پ
  ).»7«شكل (كنند   مي استفادهگازيل نام مي بهيك، از آنزي، مهندسان ژنتDNAان دو يم

  »7«شكل 
  ي نوتركيبDNAساخته شدن 

ه شد و نيز توضيحاتيهاي محدودكننده ارا بطه با آنزيمبا توجه به توضيحات مبسوطي كه در را
ي نوتركيب، توضيح ديگري باقي نماندهDNAولكول شدن م مورد چگونگي ساخته كتاب درسي در

  !هاي بعدي ادامه دهيد ي بخش به مطالعه! است كه بخواهيم به آن اشاره كنيم

 واستر  پيوند فسفودي4ي نوتركيب بايد DNA باشد براي توليد EcoRIاگر آنزيم محدودكننده، 
.كنيدرو توجه  ي روبه شكل حاشيه به.  برقرار شود پيوند هيدروژني16

xاستر هاي برقراري پيوند فسفودي ها محل
در انتهاي چسبنده هنگام. توسط ليگاز هستند

ي پيوند هيدروژن8ي مكملي بين بازها،  برقراري رابطه
 پيوند هيدروژني16گيرد، يعني در دو طرف،  شكل مي

.شود تشكيل مي

  ]دروژني، دو پيوند هيT و Aبين [

  كند؟ دهي و هم در واكنش هيدروليز شركت مي  ـ كدام آنزيم، هم در واكنش سنتز آب15
1 (DNA2  مراز  پلي (EcoRI  3 (RNAمراز   پليI  4 (DNAليگاز   

  هاي زير، توانايي شكستن پيوند هيدروژني را دارند؟  ـ چند مورد از آنزيم16
  EcoRI      DNA مراز       پليDNA از     ليگ     هليكاز RNA مراز  پلي  
1 (2  2 (3  3 (4  4 (5  

  ي نوتركيب مقدم بر سايرين است؟ DNA ـ عمل كدام آنزيم در توليد 17
1 (DNA3  محدودكننده) 2   ليگاز (DNAهليكاز) 4  مراز  پلي  

)سازي آلوده(ب به باكتري يي نوترك DNAوارد كردن  ـ 5 ـ 2
مجاورت در را در يك محيط كشت معمولي كامل، ته شد، آن نوتركيب ساخيDNAكه  از آن بعد

ي قادر به جذب تعداديعيطور طب ها به يباكتر. ها را جذب كند  آن،يدهند تا باكتر يم ها قرار يباكتر
تعدادشوند، اما   نميي نوتركيبDNAها موفق به جذب  ي باكتري همه البته ؛از پلازميدها هستند

 اين پديده، دقيقاً همان اتفاقي است كه در آزمايش. دنكن يب را جذب ميي نوتركDNAها،  از آن كمي
 كشته شده بادارِ  كپسولياي استرپتوكوكوس نومونيها ي باكتريDNAجذب «:  رخ داده بودگريفيت

. »وني فاقد كپسول و رخ دادن ترانسفورماسي  زندهيها يحرارت، توسط باكتر
  

 با استفاده از تيمارهاي،در آزمايشگاه امروزه
 و غلظتاستفاده از مواد شيميايي خاص(شيميايي

Caزياد 2 ( و يا فيزيكي)،استفاده از امواج فراصوت
ميزان جذب پلازميدها ،دنشو ، باعث مي...) حرارت و

  .ادتر شوديها، ز يتوسط باكتر



  

ژن) ريتكث(كلون كردن  ـ 6 ـ 2
DNAهاي آنزيم(از ورود به باكتري، با استفاده از دستگاه همانندسازي باكتري   نوتركيب بعدي
درپي هاي پي ي همانندسازي كند و در نتيجه  همانندسازي مي،)مراز باكتريايي  پليDNAهليكاز و

DNAوقتي از يك ژن. شود  ژن خارجي ساخته مي،هاي متعددي از آن و در نتيجه ي نوتركيب، نسخه،
  .گويند آن ژن، كلون شده است د، مينشو سان متعدد ساخته مي هاي يك نسخه

هاي دوتاييِ متواليِ در پي تقسيم. از علم ميكروبيولوژي دريافت شده است» كلون«ي  واژه
.شود ها توليد مي يك باكتري، كلوني باكتري

غربال كردن ـ 7 ـ 2
اند، از جذب كرده ي نوتركيبDNA كه را هايي در اين مرحله، مهندسان ژنتيك بايد باكتري

.نامند مي» غربال كردن« اين كار را ؛اند، جدا كنند نوتركيب را جذب نكرده يDNAهايي كه  باكتري
قراري نوتركيب مورد استفاده DNAهاي پلازميدي كه براي ساخت  يكي از ويژگي گفتيم ياد داريد كه به
 كههايي  بنابراين، آن باكتري؛» باشدابيوتيك خاصي را دار آنتي مقاومت به بايد ژنِ«گيرد، اين است كه  مي

DNA اند ، مقاوم شده)تتراسايكلين مثلاً(بيوتيك خاص  اند، نسبت به آن آنتي ي نوتركيب را جذب كرده.
.گري را انجام داد ها، غربال  به محيط كشت باكتريكردن تتراسايكلين افهضبا اتوان  به اين ترتيب، مي

 و فقطميرند مياز اضافه كردن تتراسايكلين  ، بعداند نكردهي نوتركيب را جذب DNAهايي كه  باكتري
  ).»8«شكل (اند   كردهجذبي نوتركيب را DNAمانند كه  هايي زنده مي آن

، رونويسي وDNAها با تداخل در فرايندهاي سلولي نظير همانندسازي  بيوتيك  ـ آنتي1
هاي پس براي غربال كردن سلول. شوند  مي)هاي پروكاريوتي ولسل (ها باكتريترجمه، موجب مرگ 

!هاي ديگري متوسل شد اند بايد به روش ي نوتركيب را دريافت كردهDNA كه يوكاريوتي
،)سازي پروتئين(ترجمه بيوتيكي است كه با ايجاد اختلال در فرايند   نوعي داروي آنتياريترومايسين ـ 2

.شود موجب مرگ باكتري مي

مراز پروكاريوتي پلي RNAبيوتيك خاص توسط  ي غربال كردن، ژن مقاومت به آنتي مرحلهدر 
بيوتيك توليد  به آنتيمقاوم گيرد، پروتئينِ ي حاصل، مورد ترجمه قرار ميmRNA. شود رونويسي مي

.كند  مقاوم مي،بيوتيك خاص شود و باكتري ميزبان را نسبت به آنتي مي

  »8«شكل 
 مقاومتهايي كه پلازميد حاوي ژنِ ري، باكتريگ غربال

  .مانند اند، زنده مي بيوتيك را جذب كرده به آنتي

 از موارد، مراحل كلون شدن وييلدر خ
 كشت انتخابيطيمحك يزمان و در  هم، گري غربال

طيتوان به مح ين، ميعلاوه بر ا. رديگ يصورت م
يDNAهاي حاوي   موادي افزود كه باكتري،كشت

ييايمير شييجاد تغيپس از جذب و ابتوانند ب، يوتركن
 .ز شونديمتما، ها ر رنگ در كلونيييها، با تغ بر روي آن

  

  قطعاً وجود ندارد؟  يا توالي ژنيژن ـ در كروموزوم اصلي نوعي باكتري كه نسبت به تتراسايكلين مقاوم است، كدام 18
1 (RNAمقاومت به تتراسايكلين) 2    مراز  پلي  
  اپراتور) 4    آنزيم محدودكننده) 3

  ......ها   اين باكتري،ي غربال كردن كنند كه در مرحله  نوتركيب را دريافت مييDNA، ها رياز باكت........  تعداد ،سازي ي آلوده  ـ در مرحله19
  .ميرند زيادي ـ مي) 2    .مانند كمي ـ زنده مي) 1
  .مانند زيادي ـ زنده مي) 4    .ميرند  ـ مي كمي) 3

  گيرد؟ هاي ميزبان مورد استفاده قرار نمي ي غربال كردن باكتري  كدام در مرحله، ـ در مهندسي ژنتيك20
  تتراسايكلين) 2   اريترومايسين) 1
  اريتروپويتين) 4   سيلين پني) 3

  )82سنجش ـ ( هاي كلون شده چيست؟  ـ هدف از غربال كردن سلول21
  ها ي سلول هاي حاوي وكتور از بقيه جدا كردن سلول) 2   تكثير سلول ميزبان) 1
  بيوتيك  به آنتي مقاوم كردن سلول) 4   تكثير وكتور در سلول ميزبان) 3



   

رشدهياستخراج ژن تكث ـ8 ـ2
را از د آني با ور شده استي تكثيدرون باكتر، د متصل شدهي پلازمبهنظر ما كه   موردژنحال 

: شود يو مرحله انجام من كار در ديا. مي استخراج كني باكتريها سلول
  .ي سلول باكتري زميدها از عصارهكردن پلا ها و جدا شكافتن باكتري) اول
  .استخراج ژن خارجي از پلازميد) دوم

 را شكافت وي، سلول باكتريصوتفراتوسط امواج  يراحت بهابتدا توان  ي اول مي براي مرحله
ي هي از بق،دهايوژ كرد تا پلازميفي را سانتري سلولي ، عصارهي بعدي را گرفت و در درجه  آني عصاره

  .توپلاسم جدا شونديس
آنزيم محدودكنندهي نوتركيب، باز هم به DNAكردن ژن از  ي دوم يعني براي جدا در مرحله

.ي نوتركيب استفاده كرديمDNA آنزيمي استفاده كنيم كه قبلاً براي ساختن از همانبايد . نياز داريم
ي آزمايش، مخلوطي حال در لوله. كنيم ديگر جدا مي پلازميد و ژن خارجي را از يكاثر اين آنزيم،  بر

  .يكي پلازميد و ديگري ژن خارجي: DNAداريم از دو نوع 

كمـك الكتروفـورز د از هم، بهيك ژن خارجي و پلازميتفك ـ  9 ـ  2
لدر ژ

ي خارجي و پلازميدDNAي آزمايش، مخلوطي از  جا پيش رفتيم كه در لوله ي قبل تا آن در مرحله
هايي مانند كمك روش دو را به اين. جدا كنيمژن خارجي را از پلازميد  خواستيم در اختيار داشتيم و مي

بايد به؛ بنابراين ديگر جدا كرد توان از يك  نمي،هاي متداول صافي و ديگر روشاستفاده از سانتريفيوژ،
جدا ها را از هم ها، بتوانيم آن مولكول اين درشتمبناي خواص ذاتي  سراغ تكنيك خاصي برويم كه بر

  .شود انجام مي» الكتروفورز در ژل«نام  كمك تكنيكي به تفكيك ژن خارجي و پلازميد، به. نماييم
ها ها، براساس ميزان حركت آن مولكول ژل، تكنيكي خاص براي جداسازي درشت در الكتروفورز

تر يشب«طور كه در  همان.  استتحت اثر يك ميدان الكتريكييژه و ي ژلاتيني و از خلال منافذ يك ماده
كمك الكتريسيته است ي الكتروفورز، حمل شدن به ايد، معني كلمه  كتاب درسي نيز خوانده»بدانيد.  

الكتريكي شبيه به هم ها يا قطعات اسيدنوكلئيكي كه وزن مولكولي يا بار در اين روش، پروتئين
جا از آن. شوند ديگر جدا مي پذير نيست، از يك هاي معمولي امكان روشها با  دارند و جداسازي آن

 كم است، جداسازي،شود كار گرفته مي هايي كه براي انجام الكتروفورز به مولكول كه مقدار درشت
ها حذف شوند و تر ناخالصي شود تا بيش هاي ديگر شروع مي ، معمولاً با روش)سازي خالص(

آميزي يا رنگ ها مولكول پس از الكتروفورز، درشت. گيردآخر جداسازي انجام ي  الكتروفورز در مرحله
در. شوند بنفش، بررسي ميفراي   خاصيت فلوئورسانس دارند، تحت اشعه،هايي كه خود شده و يا آن
د؛ بنابراينشون  مشاهده مي،نوارهاي جداگانهصورت  شده، به هاي تفكيك مولكول  درشت،اين حالت

ميزان خلوص نمونه تشخيص روش مناسبي براي ،علاوه بر جداسازي، الكتروفورزتوان گفت  مي
  . بايد مشاهده شوديك نوار، فقط كاملاً خالصي  در نمونه. نيز هست

»آميد آكريل پلي«نام  هاي خاصي به الكتروفورز براي جداسازي اسيدهاي نوكلئيك كوچك، روي ژل
ديگر ، نوعي كربوهيدرات هستند كه در شرايط مناسب به يكآميد آكريل هاي پلي مولكول .شود انجام مي

دهند كه هاي متفاوت تشكيل مي آميد، با منافذي به اندازه آكريل بعدي از پلي اي سه متصل شده و شبكه
  .حالت ژل دارد

،باشد مي اسيدنوكلئيك ندي كه مخلوطي از چا نمونه. شكل است ي مستطيلي شكل يك ورقه ژل به
گيرد و پس از ايجاد ميدان الكتريكي، يي كه در يك سمت ژل وجود دارد، قرار ميها روي چاهك

 ايجادميدان الكتريكيِ).»9 «شكل(كنندآيند و طول ژل را طي مي ميحركت در هاي نوكلئيك بهاسيد

هاي هاي انهدام سلول يكي ديگر از روش
باكتري، استفاده از آنزيم ليزوزيم است كه قادر به

،ليزوزيم. باشد ميي سلولي باكتري  تخريب ديواره
آنزيم يوكاريوتي است ولي بر پروكاريوتيك 

  .اثر دارد

يدر حقيقت نوعي كروماتوگراف الكتروفورز،
ميلادي ابداع 1960ي  رفته است كه در دهه پيش

ها شد و جهش بزرگي در توانايي جداسازي پروتئين
و سپس جداسازي) در ابتداي ابداع اين روش(

هاي تي كروموزوماسيدهاي نوكلئيك و امروزه ح
  .وجود آورد داران، به كوچك برخي جان

@Gene_Expression



  
قطب مثبت در پايين و قطب منفي در بالااي است كه همواره  گونه  به،كمك يك منبع تغذيه شده به

  . داردقرار

  »9«شكل 
  ]آكريل آميد پلي[ها بر روي ژل  كولمول الكتروفورز درشت

PO)هاي فسفات علت داشتن بار منفي ناشي از وجود گروه اسيدهاي نوكلئيك به )3
ر ميدان، د4

 عبور كرده،]آكريل آميد پلي[  ژلبعدي ي سه ها در شبكه آيند، از ميان حفره حركت درمي الكتريكي به
تر از تر، سريع هاي كوچك مولكول. روند سمت قطب مثبت به پايين مي كنند و به طول ژل را طي مي

هاي كوچك را از خود تري از منافذ، مولكول زيرا درصد بيش، كنند تر حركت مي هاي بزرگ مولكول
  .دهند عبور مي

گيرند قرار مي) يك نوار(هايي كه به يك اندازه هستند در يك رديف  ي الكتروفورز، مولكول در نتيجه
از اتمام  بنابراين بعد؛شود صورت نوارهايي مشاهده مي  به،ها در ژل موقعيت آن، و به اين ترتيب

 نواري كه به. خارجي، دو نوار در ژل خواهيم ديدي پلازميدي وDNAالكتروفورزِ مخلوط دو نوع 
 است و نواري خارجيDNAتر، يعني  هاي كوچك  است، حاوي مولكولتر قطب مثبت نزديك

  . استپلازميد، يعني تر هاي بزرگ مولكولديگر، حاوي 
  هاي مهم نكته

نمونه را معرفيهاي موجود در مخلوط يا  انواع مولكول تعداد نوارها روي ژل الكتروفورز، تعداد
. آن مولكول در نمونه استمقدار هر نوار متناسب با پهنايكند، ولي  مي

)چاهك ژل(ها از بالاي ژل  ي مولكول فاصله
1  

، جداسازياختلاف در اندازهها براساس  در الكتروفورز، هم اسيدهاي نوكلئيك و هم پروتئين
.شوند مي

: عبارتند از،راحل اساسي ازدياد ژن در مهندسي ژنتيكاي از م خلاصه
.ي خارجي و خطي كردن پلازميد توسط آنزيم محدودكنندهDNAي   ـ تهيه1
 مراحل مهندسي ژنتيكترين اصلي كه يكي از) ي ليگازDNAتوسط  (ي نوتركيبDNAتوليد  ـ 2

.است
.كنند ميمراز در اين مرحله عمل   پليDNA كه هليكاز و ، ـ كلون كردن3
رونويسي، باكتري، مراز  پليRNAبيوتيك توسط   ژنِ مقاومت به آنتي، كه در اين مرحله، ـ غربال كردن4

.شود مي
    

شود كه بين ميزان مشاهده مي، در عمل
،ها مولكولي آنها و وزن  مولكول حركت درشت

از اين.  برقرار است با شيب منفياي خطي رابطه
ي تنها جداسازي بهينه لكتروفورز نهرو، ا
سازد، بلكه روش ها را ممكن مي مولكول درشت

.ز هستها ني  تعيين وزن مولكولي آنخوبي براي
تر  با كمDNAكوچك هاي  ه، قطعDNAدر مورد 

هاي  جفت نوكلئوتيد روي ژل1500 ـ 2000از 
ي جداسازيبرا .ندوش آميد تفكيك مي آكريل پلي
 جفت15000حدود  اتتر  بزرگهاي  هقطع

فذهايز كه داراي منهاي آگارو  از ژلنوكلئوتيد،
  .شود تري هستند، استفاده مي بزرگ

 وزن مولكولي و يا تعداد پيوند بين مونومرهاي مولكول



   

  روي ژل الكتروفورز، در كدام نوار،Aهاي بخش   ـ با توجه به شكل مقابل، توالي22
  گيرند؟ مي قرار

1 (I  
2 (II  
3 (III  
4 (IV  

  . است.......... )ها مخلوط مولكول( مقدار آن مولكول در نمونه ،تر باشد نوارهاي روي ژل الكتروفورز بيش.......... چه   ـ هر23
  تر ضخامت ـ بيش) 2    تر ضخامت ـ كم) 1
  تر  كم ـتعداد) 4    تر تعداد ـ بيش) 3

  )82سنجش ـ ( كدام خواهد بود؟ل روي ژ ـ اگر قطعات اپران زير، الكتروفورز شوند، بالاترين قطعه 24
1 (A   2 (C

3 (O  4 (P  
  ) ـ خارج از كشور90سراسري ـ (   ـ عبارت صحيح كدام است؟25

  . نوتركيب را جذب و به كلون كردن ژن بپردازنديDNAتوانند  ها مي تعداد كمي از باكتري) 1
  .دهند  و برش ميكنند  ميايي را شناسDNAهاي بلند و خاصي از   توالي،هاي محدودكننده اكثر آنزيم) 2
  .كنند اي با انتهاي چسبنده توليد مي رشته ي كوتاه تكDNAهاي محدودكننده، قطعاتي از  برخي آنزيم) 3
.كنند هاي اصلي همانندسازي مي ها وجود دارند و مستقل از كروموزوم هاي كمكي در بسياري از باكتري كروموزوم) 4

پس از الكتروفورز ـ 10 ـ 2
بهخيلي از موارد پس از اتمام الكتروفورز و تشكيل نوارها، اگر چندين نوار داشته باشيم كه در 

اين كار توسط تكنيكي. نظر خود را شناسايي كنيم طريقي ژن مورد ، بايد بهباشندهم خيلي نزديك
انجامنظر از ژل الكتروفورز به كاغذ صافي مخصوص،  گذاري سادرن يا انتقال ژن مورد نام لكه به
 يا و درسي كتابدر ،مربوطهاي  ه صفح»تر بدانيد بيش«توانيد در   مي،اين تكنيكيات با جزي. شود مي
  .آشنا شويد ،پيوستي  در كتابچه »2 ـ 2« كد در

      

P O A C



ي نوعي كننده ژن رمز، ورزي ژنتيكي   در نخستين دست1ي  گزينه  ـ1
rRNAاز كروموزوم قورباغه خارج و به  DNAي E.coliمنتقل شد .
rRNA توسط ،در يوكاريوت RNAراز م  پليIشود  ساخته مي.  

كننده  بود كه فعالE.coli ،شده ورزي دار دست   اولين جان3ي  گزينه  ـ2
 وجودها يوكاريوت نوعي عامل رونويسي است كه فقط در كننده عالف. ندارد
  .دارد

ها باكتري.  بودE.coli ،ي ژنتيكي  تغييريافتهدارِ   نخستين جان3ي  گزينه  ـ3
  .ندارندهسته و هستك 

 بود كهE.coliي ژنتيكي، شده ورزي دار دست  اولين جان 1ي  گزينه  ـ4
  .آن كردند ي DNA را وارد  قورباغهي rRNAژن 

ي قورباغه راrRNAي نوعي   رمزكنندهژن ،  كوهن و باير4ي  گزينه ـ 5
 تريكمراز با  پليRNAاين ژن توسط !  راrRNA  كردند نه خودE.coliوارد 

  .قابل ترجمه نيست توليد شد كه رباغهوي قrRNAرونويسي شد و 

  1ي  گزينه  ـ6

ي  است و رابطهDNA ي شتهر تك ،نتهاي چسبنده  ا2ي  گزينه ـ 7
در اين. نداردپس پيوند هيدروژني ، برقرار نيست در اين بخش مكملي

 و هم(A)باشد يعني هم پورين  ميصورت                   والي بهانتها ت
ريبوز دئوكسي كه قند ،ريبونوكلئوتيدها دئوكسي.  وجود دارد(T)ريميدين يپ

  .اند استر به هم متصل ي پيوند فسفودي هواسط دارند به

،ي جايگاه تشخيص آنزيم محدودكننده  توالي دو رشته 3ي  گزينه  ـ8
  .شود   ديده مي3ي  اين شرط فقط در گزينه. ديگر هستند عكس يك

... AGCGGT ...

... TGGCGA ...





GAATTC داراي تواليEcoRI  جايگاه تشخيص 4ي  گزينه  ـ9

CTTAAG
سه، G و Cچون بين ( وجود دارد  پيوند هيدروژني14است كه در آن 

ترين بيروني. )دو پيوند هيدروژني وجود دارد، T و Aبين و پيوند هيدروژني 
دارA نوكلئوتيد ،برشاين ي حاصل از  نوكلئوتيد در انتهاي چسبنده

  .است

،محدودكنندهي جايگاه تشخيص آنزيم    توالي دو رشته2ي  گزينه  ـ10
  .ديگر هستند  يكعكس

  

A G C G C T

T C G C G A





 ممكن است هنگامي كه باكتري،همانندسازي پلازميد  2ي  گزينه  ـ11
 اصلي  از همانندسازي كروموزوممستقليعني ،  انجام شود،كند توليدمثل نمي

  . انجام شود،تواند تري ميكبا

مثل (ها ويروس و پلازميدها ،وكتورهاترين    معمول3ي  گزينه  ـ12
  .شوند عنوان وكتور استفاده نمي ها هرگز به باكتري.  هستند)باكتريوفاژ

، جايگاه تشخيصn خطي در صورت وجود يDNA  در 2ي  گزينه  ـ13
n 1 قطعه و n2 ولي در ،شود انتهاي چسبنده ايجاد مي DNAدر  حلقويي 

 انتهاي چسبنده ايجادn2 قطعه و n ، تشخيص جايگاهnصورت وجود 
  .شود مي

طور طبيعي هاي كمكي هستند كه به  كروموزوم، پلازميدها 3ي  گزينه ـ 14
  .اند درون سلول فعال

 دهي سنتز آب واكنش ،همانندسازي هنگام ،مراز  پليDNA  1ي  گزينه  ـ15
 DNA. كند استر را كاتاليز مي  پيوند فسفوديهيدروليز ،ويرايشو هنگام 

 هيدروليز تنها در EcoRIو  دهي سنتز آب در مراز ي پلRNA و ليگاز
  .هيدروليز نيست، گسيخته شدن پيوندهاي هيدروژني. شركت دارند

هاي ذكر شده در متن ساير آنزيم ، ليگازDNAجز    به3ي  گزينه  ـ16
  .ژني را برش دهندال قادرند پيوند هيدروؤس

پاسخ تست ها

@Gene_Expression



   
 نياز،ي خارجي و خطي كردن پلازميدDNA  براي برش 2ي  گزينه  ـ17

 ليگاز براي اتصال اين دو،DNA ،به آنزيم محدودكننده است و بعد از آن
  .شود وارد عمل مي

ها در پلازميدها وجود بيوتيك هاي مقاومت به آنتي   ژن2ي  گزينه  ـ18
  .ندارند دارند و در كروموزوم اصلي وجود

 نوتركيب رايDNAهاي ميزبان،   از سلولكمي  تعداد 1ي  گزينه  ـ19
 از پلازميدي استفاده، نوتركيبيDNAبراي توليد . كنند دريافت مي

بنابراين سلول؛ بيوتيك را داشته باشد  مقاومت به آنتيشود كه ژنِ مي
به مقاومت  ژنِ، نوتركيب را دريافت كردهيDNA ميزبان كه باكتريِ
برابري غربال كردن در  بيوتيك را نيز خواهد داشت و در مرحله آنتي
  .ماند كند و زنده مي  مقاومت مي،بيوتيك آنتي

،هاي ميزبان ي غربال كردن، عليه باكتري   در مرحله4ي  گزينه  ـ20
ها ساير گزينه.  نوعي هورمون است،روپويتينيتار. شود بيوتيك استفاده مي آنتي
  .هستندبيوتيك  آنتي

 2ي  گزينه  ـ21

شود  مي نوع قطعه حاصل4 ،  پس از اثر آنزيم محدودكننده3ي  گزينه  ـ22
تري از بالاي ژل  ي بيش  فاصله،تر كوچكهاي  كه براساس اندازه، قطعه

ي نشان داده شده ي در قطعهي تواليخود  كه Aبخش . خواهند داشت
  .قرار خواهد گرفت IIIاست در نوار 

  تعداد نوارهاي روي ژل الكتروفورز با تعداد انواع2ي  ينهگز  ـ23
برابر است و ضخامت) ها مخلوط مولكول(هاي موجود در نمونه  مولكول

  . متناسب با مقدار آن مولكول در نمونه است،يك از نوارها هر

تر  اي كه به قطب منفي نزديك  بالاترين قطعه يعني قطعه 2ي  گزينه ـ 24
  .تر از ساير قطعات دارد اي بزرگ اي است كه اندازه هاست و آن، قطع

  1ي  ـ گزينه 25
  ...هاي كوتاه  توالي
  ...نده هاي محدودكن تر آنزيم بيش
  ...ها  بعضي از باكتريدر 



يكم  آزمون

  هاي مهندسي ژنتيك نيست؟  مراحل اساسي آزمايش ـ كدام، جزء1
  الكتروفورز) 4   نوتركيبيDNAتوليد ) 3  كلون كردن) 2  غربال كردن) 1

  ...  ـ پلازميدها2
  .ها وجود دارند ي باكتري در همه) 1
  . وجود ندارند،هايي هستند كه در كروموزوم اصلي باكتري حاوي ژن) 2
  . همانندسازي كنند،توانند مستقل از كروموزوم اصلي نمي) 3
  .دارندنريبوز در ساختمان شيميايي خود  دئوكسي) 4

  ضروري است؟) ها( برقراري كدام پيوند ،يافته ي پلازميد برش  خارجي و انتهاي چسبندهيDNAي   ـ براي اتصال انتهاي چسبنده3
  استر فوديهيدروژني و فس) 2    فقط هيدروژني) 1
  پپتيدي) 4    استر فقط فسفودي) 3

 چند انتهاي چسبنده درDNA پس از برش ، وجود داشته باشدEcoRI جايگاه تشخيص براي n تعداد ،DNA ـ در صورتي كه در يك مولكول 4
  آيد؟ وجود مي قطعات حاصل از برش به

1 (n  2 (n2  3(n
2  4(n 2 1  

  توانند برش دهند؟ هايي را ميDNAشوند و در مهندسي ژنتيك چه نوع  ها ساخته مي طور طبيعي در كدام سلول كننده به هاي محدود  ـ آنزيم5
  پروكاريوتي ـ فقط يوكاريوتي) 2  پروكاريوتي ـ يوكاريوتي و پروكاريوتي) 1
  ط پروكاريوتييوكاريوتي ـ فق) 4  يوكاريوتي ـ پروكاريوتي و يوكاريوتي) 3

 هاي استقرار  كدام است و چاهك، ـ با توجه به ژل الكتروفورز مقابل، قطب نشان داده شده با علامت سؤال6
  هاي نمونه در كدام انتهاست؟ مولكول

Aمثبت ـ ) A   2منفي ـ ) 1

Bمثبت ـ ) B   4منفي ـ ) 3

  سب نيست؟كرد كدام آنزيم با فرايند ذكر شده در مهندسي ژنتيك متنا  ـ عمل7
1 (DNA ليگاز ـ ساخت DNA2   نوتركيبي (RNAمراز ـ غربال كردن  پلي  
  پروتئاز ـ استخراج ژن) 4    هليكاز ـ كلون كردن) 3

  .كردند.......... وارد را  rRNAورزي ژنتيك، ژن   ـ در نخستين دست8
   قورباغهDNA) 4  سيتوپلاسم قورباغه) 3   باكتريDNA) 2  سيتوپلاسم باكتري) 1

  ي مناسبي براي آنزيم محدودكننده باشد؟ ماده تواند پيش كدام نمي ـ 9
  ريبوزوم كلروپلاست) 4  كروموزوم انسان) 3  ژنوم باكتريوفاژ) 2   موشي توالي افزاينده) 1
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  ي كدام، وجود ندارد؟ كننده  ژن رمز،E.coli ـ در ژنوم 10

  آلولاكتوزآنزيم توليد ) 4  ليزوزيم) 3  ي لك مهاركننده) 2  يك. ار.ايكو) 1
  ..... EcoRI ـ در جايگاه تشخيص 11

  .ها نابرابرند ريميدينيها و پ پورين) 2  . شبيه نيستند،توالي دو رشته، در جهت عكس) 1
  . پيوند هيدروژني وجود دارد12) 4  .هاي يك رشته برابرند ريميدينيپورين و پ) 3

 )86آزاد ـ پزشكي ـ (  گويند آن ژن چه شده است؟ شود، مي سان متعدد ساخته مي هاي يك  نسخه، ـ وقتي از يك ژن12
  مانندسازيه) 4  تراژني) 3  نوتركيب) 2  كلون) 1

 )86آزاد ـ غيرپزشكي ـ (  ترين مراحل مهندسي ژنتيك است؟  ـ كدام گزينه از اصلي13
  غربال كردن) 4  استخراج ژن) 3  كلون شدن ژن) 2   نوتركيبيDNAساختن ) 1

اسيدها كاربرد دارد، براي كدام مواد ديگر نيز كاربرد دارد و اين مواد براساس كدام گزينه از دن نوكلئيك ـ روش الكتروفورز كه براي جدا كر14
)87آزاد ـ پزشكي ـ ( شوند؟ ديگر جدا مي يك

  استروئيدها ـ شكل) 2    فسفوليپيدها ـ محتواي ژنتيك) 1
  ساكاريدها ـ محتواي ژنتيك پلي) 4    ها ـ اندازه پروتئين) 3

  توان نام برد؟ كنند، كدام گزينه را مي ها يا وكتورها كه ژن موردنظر را به درون باكتري هدايت مي ترين حامل عمول ـ از م15
 )87آزاد ـ غيرپزشكي ـ (    ها پلازميدها و ويروس) 2    ها ريزوئيدها و ميسليوم) 1
  ها ها و استولون ميسليوم) 4    ها و ريزوئيدها استولون) 3

)88آزاد ـ غيرپزشكي ـ (  ؟اند اين دو آنزيم كدام.  نوتركيب به دو نوع آنزيم نياز استيDNAول  ـ براي ساختن مولك16
  ليپاز و كاتالاز) 4  كاتالاز و هليكاز) 3  هليكاز و ليپاز) 2  ليگاز محدودكننده و) 1

اي ديگر رشته ي تك  قرار دارد و مكمل قطعهاي ي دو رشتهDNAاي كه در انتهاي يك قطعه  رشته اي تك قطعه«گر كدام است؟   ـ اين عبارت بيان17
)84سنجش ـ (  ».است

  ي نوتركيبDNA) 4  ي اوليهmRNA) 3  جايگاه تشخيص آنزيم) 2  انتهاي چسبنده) 1
)مبعد از اثر آنزي (DNAي   كدام آنزيم روي اين توده. قرار گرفته استEcoRIتأثير آنزيم  طور كامل تحت ي باكتريايي بهDNAاي از   ـ توده18

)آموزش و پرورش(  داشته باشد؟تواند نميهيچ فعاليتي 
  مراز  پليRNA) 4  مراز  پليDNA) 3   ليگازEcoRI  2 (DNAآنزيم ) 1

دوم  آزمون

   ـ در جايگاه تشخيص آنزيم محدودكننده، كدام قطعاً وجود ندارد؟1
  استر پيوند فسفودي) 4  تيمين) 3  ريبوز) 2  ريميدينيپ) 1

  شود؟  پس از يك ساعت چند پلازميد توليد مي، دقيقه فرض شود20 ،لازم براي تقسيم دوتايي يك باكتري داراي پلازميد ـ اگر زمان 2
  4) 4  8بيش از ) 3  8) 2  2) 1

   كدام توالي وجود دارد؟،EcoRIي حاصل از فعاليت   ـ در انتهاي چسبنده3

1(  2(  3(  4(  

  .... DNA  ـ در الكتروفورز مخلوطي از چند مولكول4
  .كنند ژل عبور ميتر از منفذهاي  ، سريعتر هاي بزرگ مولكول) 1
  .كنند تر از بقيه حركت مي  عقب،تر هاي كوچك مولكول) 2
  .تر هستند  به قطب منفي نزديك،تر هاي داراي وزن كم مولكول) 3
  .تر است  كم، از چاهك ژل،تر ي مولكول داراي وزن بيش فاصله) 4
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   داشتن كدام است؟،اژ و ميزبان آن ـ تشابه باكتريوف5

  ريميدينيپ) 4  يوراسيل) 3  ريبوز) 2  ريبوزوم) 1
ي نوتركيب، چند پيوند هيدروژني برقرار DNAبراي توليد . اند  برش داده شدهEcoRI هر دو توسط ،ي خارجي DNA ـ فرض كنيد پلازميد و 6

  كند؟  برقرار مياستر را بين كدام نوكلئوتيدها  پيوند فسفودي،شود و ليگاز مي
A ،G ـ A ،G  4 (8 ـ T،C   3 (16 ـ T ،G  2 (8 ـ 16) 1

  ريبوز وجود دارد؟  دئوكسي، ـ در كدام7
   ليگازEcoRI  4 (DNA) 3  ريبوزوم) 2  باكتريوفاژ) 1

تري نقش مهم، بيوتيك ي نسبت به آنت،ي نوتركيب DNAي  كردن سلول دريافت كننده  كدام آنزيم در مقاوم،هاي مهندسي ژنتيك  ـ هنگام آزمايش8
  دارد؟

1 (DNA2   ليگاز (RNA3  مراز  پلي (EcoRI   4 (DNAمراز  پلي  
  گانه را ضمن عمل خود ندارد؟  توانايي شكستن پيوندهاي هيدروژني سه، ـ كدام آنزيم9

  مراز  پليIII  3 (EcoRI  4 (DNAمراز   پليRNA) 2  هليكاز) 1
  :توان گفت  مي، ـ با توجه به شكل مقابل10

  .تر است  بيشB از Aمقدار ) 1
  .تر است  كمA از Bتعداد نوكلئوتيدهاي ) 2
  .تر است  بيشA از Bي  اندازه) 3
  .تر است  كمB از Aوزن مولكولي ) 4

  . بستگي دارد..........نوار روي ژل به هر  و پهناي ..........فورز به  ـ تعداد نوارهاي روي ژل الكترو11
 آن نوار ـ تعداد قطعاتDNAهاي تشخيص در  تعداد جايگاه) 2  لي آمينواسيدهاي قطعات ـ توا اندازه) 1
  پيتيدها ي پلي تعداد آمينواسيدها در قطعات ـ اندازه) 4  ي قطعات  ـ اندازهDNAتوالي نوكلئوتيدي ) 3

   ........... حتماً ،DNAهاي محدودكننده براي برش   ـ آنزيم12
  دهند روي هم برش مي استر دو رشته را، روبه پيوندهاي فسفودي) 2  شوند  توليد ميطور طبيعي در سيتوپلاسم سلول به) 1
  كنند انتهاي چسبيده ايجاد مي) 4  دهند پيوندهاي هيدروژني را برش مي) 3

 ) ـ خارج از كشور84سراسري ـ (  استر را دارد؟ ، قدرت شكستن پيوند فسفودي ـ كدام آنزيم13
  مراز  پليRNA) 4  مراز پلي DNA) 3   ليگازDNA) 2  هليكاز) 1

)آموزش و پرورش(  عنوان وكتور استفاده كرد؟ توان به  ـ براي انتقال ژن خارجي به ژنوم انسان، از كدام مي14
  مخمر) 4  ويروس) 3  باكتريوفاژ) 2  پلازميد) 1

)84سنجش ـ (  دارد؟ چند جايگاه تشخيص EcoRIي  ي نوتركيب، آنزيم محدودكنندهDNA ـ براي استخراج ژن انسولين از 15
1 (1  2 (2  3 (3  4 (4  

وم س آزمون

ي فاصله. ( خواهند بود..........قطعات حاصل از برش ،  باشد.......... DNAهاي تشخيص يك آنزيم محدودكننده در  چه تعداد جايگاه  ـ هر1
  ).هاي تشخيص برابر فرض شود جايگاه

  تر ر ـ بلندتر و كمت بيش) 2    تر تر و فراوان تر ـ كوتاه كم) 1
  تر تر و كم تر ـ كوتاه بيش) 4    تر تر ـ بلندتر و كم كم) 3

  دار ميزبان توسط كدام آنزيم رونويسي شد؟ ورزي ژنتيكي استفاده شد، در جان  ـ در آزمايش كوهن و باير، ژني كه در نخستين دست2
1 (RNAمراز   پليI    2 (RNAمراز   پليII  
3 (RNAمراز   پليIII    4 (RNAمراز پروكاريوتي  پلي  
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   كدام وجود دارد؟،EcoRIي  كننده  ـ در ژن رمز3
  اگزون) 4  جايگاه پايان رونويسي) 3  توالي افزاينده) 2  اينترون) 1

  . بسيار بالاست،..........ي   در مرحله.......... ـ سطح فعاليت 4
1 (RNAهليكاز ـ توليد ) 2    مراز ـ غربال كردن  پليDNAنوتركيبي   
   ليگاز ـ الكتروفورزDNA) 4  آنزيم محدودكننده ـ كلون كردن) 3

GAATTC، پروتئاز و پلازميد داراي يك تواليEcoRI ـ مخلوطي از 5
CTTAAG

   است؟درستكدام حكم در مورد پلازميد .  در ظرفي وجود دارد
  .شود وژني شكسته مي پيوند هيدر8و  استر دو پيوند فسفودي) 2   .شود در يك نقطه بريده مي) 1
  .آيد وجود مي تعدادي نوكلئوتيد از هيدروليز آن به) 4   .ماند مي بدون تغيير باقي) 3

  ....ها  ي باكتري  ـ در همه6
  . خطي استDNA) 2    .پلازميد وجود دارد) 1
  .بيوتيك وجود دارد ژن مقاومت به آنتي) 4    .آنزيم محدودكننده وجود دارد) 3

  و.......... تعداد قطعات حاصل از برش ، باشد..........هاي تشخيص براي يك نوع آنزيم محدودكننده  ه تعداد جايگاهچ ، هرDNA ـ در يك 7
  ).هاي تشخيص برابر فرض شود ي جايگاه فاصله. ( خواهد بود..........

  تر تر ـ كوتاه تر ـ كم بيش) 2    تر تر ـ طويل تر ـ كم كم) 1
  تر تر ـ طويل تر ـ بيش بيش) 4    رت تر ـ كوتاه تر ـ بيش كم) 3

  .شود استفاده نمي... ...شده به ژن انسولين،  هاي آلوده ي غربال كردن باكتري  ـ در مرحله8
1 (RNAآنزيم محدودكننده) 4  كدون آنتي) 3  عامل پايان ترجمه) 2  مراز باكتري  پلي  

،علت بيان ژن مقاومت هاي ميزبان به شد گاوي وجود دارد، باكتري نوتركيب حاوي ژن هورمون ريDNA ـ ژن مقاومت به اريترومايسين در 9
  .مانند  مي گري زنده شوند و در غربال  نمي..........دچار اختلال در 

  ويرايش) 4  ترجمه) 3  رونويسي) 2  همانندسازي) 1
در اين.  در نظر بگيريد،ا در يك ظرف رEcoRI ليگاز و EcoRI ،DNAا يك جايگاه تشخيص مناسب براي ب ـ مخلوطي از يك نوع پلازميد 10

  . در ظرف يافت شود..........هاي  صورت ممكن نيست پلازميد
  شده قطعه قطعه) 4  شده خطي) 3  تر بزرگ) 2  نخورده دست) 1

 ) ـ داخل كشور87سراسري ـ (  :هاي كمكي  ـ كروموزوم11
  .شوند  بريده ميEcoRIهمگي توسط آنزيم ) 2  .دارند   وابسته به تكثير سلولهمانندسازيِ) 1
  .شوند ها يافت مي ساختار حلقوي دارند و در برخي باكتري) 4  .باشند هاي اصلي مي هاي كروموزوم حامل برخي ژن) 3

 ) ـ خارج از كشور84سراسري ـ (  ؟نيست نوتركيب از پلازميد اشريشيا كلاي، حضور كدام آنزيم ضروري يDNAي   ـ براي تهيه12
  محدودكننده) 4  مراز  پليEcoRI  3 (DNA) 2  ليگاز) 1

 ) ـ خارج از كشور86سراسري ـ (   ـ قند موجود در كدام، متفاوت از سايرين است؟13
  ها  در يوكاريوت افزاينده) EcoRI   4ي  ماده پيش) 3  ويروئيد) 2  پلازميد) 1

)82سنجش ـ (  شود؟ هاي مهندسي ژنتيك، ابتدا از كدام استفاده مي  ـ در آزمايش14
   ليگازDNA) 4  مراز  پليDNA) 3  آنزيم محدودكننده) 2  تيكبيو آنتي) 1

 از اي  تودههاي برابر داشته باشد، در اثر برش كامل و الكتروفورز جايگاه تشخيص براي يك آنزيم محدودكننده با فاصله DNA ،3 ـ اگر يك مولكول 15
)آموزش و پرورش( شود؟ اين مولكول، چند عدد نوار در ژل ايجاد مي

1 (1  2 (2  3 (3  4 (4  



هاي آزمون يكم تست پاسخ    

 دراساسي مراحل ،دانشگاهي كتاب پيش 2 ـ 2طبق شكل   4ي  گزينه  ـ1
  :هاي مهندسي ژنتيك عبارتند از آزمايش

يDNA خارجي و برش پلازميد يا يDNAي  تهيه (DNA ـ برش 1
  .)شود عنوان وكتور استفاده مي ويروسي كه به

   نوتركيبيDNA ـ توليد 2
   ـ كلون ژن3
  ها  ـ غربال كردن سلول4

  . جزء اين مراحل نيست،الكتروفورزكنيد كه  ملاحظه مي

پس پيوند، هاي حلقوي هستندDNA ،ها   پلازميد2ي  گزينه  ـ2
پيوند هيدروژني و G و A ،T ،Cريبوز و بازهاي  استر، دئوكسي فسفودي

ها  باكتريبعضير هاي كمكي د عنوان كروموزوم ها به  اين مولكول. دارند
كنند كه در كروموزوم اصلي آن باكتري هايي را حمل مي موجودند و ژن

 سرعتي از كروموزوم اصلي ولي با مستقلتوانند  پلازميدها مي. وجود ندارند
  . همانندسازي شوند،تر بيش

ي  چسبندهاتصال انتهاي :  در كتاب درسي آمده است 1ي  گزينه  ـ3
DNAپيوند   توسط،ي پلازميد خطي شده چسبنده خارجي به انتهاي ي

  !استر گيرد نه فسفودي  صورت ميروژنيدهي

كند كه خطي باشد يا  فرقي نمي (DNA  اگر در يك 2ي  گزينه  ـ4
ي خاص وجود داشته   كننده  جايگاه تشخيص براي آنزيم محدودn ،)حلقوي
 .اشت وجود خواهد د،اصل از برشحهاي   انتهاي چسبنده در قطعهn2 ،باشد

  .به شكل موجود در متن درسي پلكان آموزش رجوع كنيد

 ها هستند ولي قادرند  خاص باكتري،هاي محدودكننده   آنزيم1ي  گزينه  ـ5
نظير (ريوتياي يوكDNAم ، ه)نظير پلازميد (ريوتياي پروكDNAهم 

  .را برش دهند) نظير باكتريوفاژ (ويروس يDNAو هم ) ژن انسولين

 پس به قطب،ستتر ا  كوچك،ي خارجيDNAي  ندازه  ا4ي  گزينه  ـ6
چاهك موجود در، ها مبدأ حركت مولكول. باشد تر مي  نزديكلژ(+) 

 با بار منفي از اين قطب دفع شود و به سمتDNA تا ل استژ) -(قطب 
  .هدايت شود(+) قطب 

ليزوزيم پس از انهدام باكتري توسط ،  در استخراج ژن4ي  گزينه  ـ7
آنزيم از ،، براي برش ژن خارجي) سلول ميزبان باكتري باشدالبته اگر(

  .پروتئاز در اين خصوص نقشي ندارد. شود  استفاده ميمحدودكننده

  .  به متن كتاب مراجعه كنيد2ي  گزينه  ـ8

DNA ،هاي محدودكننده ي مناسب براي آنزيم ماده   پيش4ي  گزينه  ـ9

 و پروتئينrRNA كه از 4ي  ه هستند جز گزينDNAها  ي گزينه همه. است
  .تشكيل شده است

،اشك، بزاق است كه مثلاً در يوكاريوتي آنزيم ،  ليزوزيم3ي  گزينه  ـ10
ي اسكلتي ديواره وجود دارد و قادر است مايعات مخاطي انسان و عرق

خط اول  در ،اين مولكول.  كندتخريب را ها باكتري) ي سلولي ديواره(
،EcoRI  ژنِ،E.coli در ژنومِ.  فعال است، آدميدفاع غيراختصاصي

و آنزيم تبديل لاكتوز به آلولاكتوز) كننده پروتئين تنظيم(ي لك  مهاركننده
  . است  عامل تنظيمي در بيان اپران لك اين باكتري،آلولاكتوز. وجود دارد

GAATTCصورت  بهEcoRI  جايگاه تشخيص 3ي  گزينه  ـ11
CTTAAG

 . است
  ريميديني پ3 پورين، 3ر يك رشته ـ د

  ريميدينيپ 6 پورين، 6 يعني ،ريميدين برابر يكيـ در دو رشته نسبت پورين به پ
 سه پيوند،G و C دو و بين ،T و Aبين ( پيوند هيدروژني 14ـ جمعاً 

  ) هيدروژني
  .اند سان ها يك  توالي،سو طور ناهم ـ در دو رشته به

  1ي  گزينه  ـ12

ساختن  ، مراحل مهندسي ژنتيكترين اصلي  يكي از 1ي  گزينه  ـ13
DNAب استي نوتركي.  

پاسخ هاى آزمون

@Gene_Expression



   
 دراندازه براساس ،اسيدهاي نوكلئيك و ها پروتئين  3ي  گزينه  ـ14

  .شوند  تفكيك مي،ورز با دقت بسيار بالافروش جداسازي الكترو 

  2ي  گزينه  ـ15

  1ي  گزينه  ـ16

 1ي  گزينه  ـ17

تأثير طور كامل تحت ي باكتريايي بهDNAوقتي   1 ي گزينه  ـ18
اند و هاي شناسايي برش خورده ي جايگاه  قرار گيرد، همهEcoRIآنزيم

تواند قطعات ليگاز مي. ديگر جايگاهي براي برش باقي نمانده است
RNA و همانندسازيها را   آن،مراز  پليDNAحاصل را متصل كند، 

  .كند  ميرونويسيها را   آن،زمرا پلي

مدوهاي آزمون  تست پاسخ    

DNAكننده بخشي از  جايگاه تشخيص آنزيم محدود  2ي  گزينه  ـ1

  .است و در آن ريبوز وجود ندارد

  همانندسازي و تكثير پلازميدها مستقل از همانندسازي3ي   گزينه ـ2
  .پذيرد  صورت ميتر از آن كروموزوم اصلي باكتري و با سرعتي بيش

از  حاصلي ترين نوكلئوتيد در انتهاي چسبنده   هميشه انتهايي1ي  گزينه  ـ3
  .داراستAنوكلئوتيد  ،EcoRI كرد عمل

ي مولكول  چه وزن و اندازه   هر4ي  گزينه  ـ4
 است و از تر قطب مثبت نزديكبه ، باشد تر كم

 ،)جاست  در آنچاهكبالاي ژل كه (حركت مبدأ 
  الكتروفورزجريانِ عملِ يعني در ،گيرد  فاصله ميتر بيش

  .تري حركت كرده است با سرعت بيش

 باكتري، و ميزبان آناستدارDNA ويروس ،  باكتريوفاژ4ي  گزينه  ـ5
 اين دو، در داشتن باز پس؛RNA دارد و هم DNAاست كه هم 

يوراسيل، ريبوز ،باكتريوفاژ.  اشتراك دارند و تيميناي سيتوزين حلقه تك
  .ريبوزوم نداردو 

ي خارجي در پلازميد خطيDNAبراي قرار گرفتن   3ي  گزينه  ـ6
حال اگر. شود  برقرار ميليگازاستر توسط   پيوند فسفودي4 همواره ،شده
 پيوند8 در هر طرف ،ستفاده كرده باشيم اDNA براي بريدن EcoRIاز 

،EcoRIگونه كه  همان. هيدروژني بايد برقرار شود تا اتصال صورت گيرد
 هنگام تشكيل،شكند  را ميG و Aاستر بين نوكلئوتيد  پيوند فسفودي

DNAنوتركيب نيزي ، DNAپيوند را، ليگاز بايد بين همين دو نوكلئوتيد 
  .برقرار كند

داراست و در نوكلئوتيدهايDNA ويروس ، باكتريوفاژ 1ي  گزينه  ـ7
. پروتئين هستند، ليگازDNA و EcoRI. ريبوز دارد  قند دئوكسي،خود

  . و قند ريبوز استRNAريبوزوم داراي 

بيوتيك رونويسي  مقاومت به آنتيمراز از ژنِ  پليRNA  2ي  گزينه  ـ8
بيوتيك ت به آنتيي حاصل، ترجمه شده و پروتئين مقاومmRNAكند و  مي

  .شود در باكتري ميزبان توليد مي

 پيوندهاي هيدروژني، در جايگاه تشخيص خودEcoRI  3ي  گزينه  ـ9
،هاي ذكر شده ساير آنزيم. شكند ميكه دوگانه هستند، را T و Aبين 

  .شكنند مي؛ گانه هستند كه سهرا  G و Cپيوندهاي هيدروژني بين 

اي  اندازه،تر است چون به قطب منفي نزديك A  مولكول 2ي  گزينه  ـ10
تري  تعداد نوكلئوتيدهاي كم،تر است  چون پهناي نوارش، كم وتر بزرگ
 ، اين نوارتر بوده است چون پهناي  در نمونه بيشBهاي   مقدار مولكول.دارد
تري از ي بيش تر است چون فاصله  كوچك،B تر است ولي مولكول بيش

  .قطب منفي دارد

تعداد انواع  تعداد نوارها روي ژل الكتروفورز برابر 2ي  ينهگز  ـ11
 مثلاً بستگي به،DNAكه در مورد (هاي موجود در نمونه است  مولكول

چه هر.  داردDNAدكننده در وهاي تشخيص آنزيم محد تعداد جايگاه
).تر خواهند بود قطعات بيشتعداد و تنوع  ،تر باشند ها بيش اين جايگاه

  . خاص در نمونه داردمولكول آن مقدار هم بستگي به پهناي نوارها

طور طبيعي فقط در سيتوپلاسم  به،هاي محدودكننده آنزيم  1ي  گزينه  ـ12
يDNAقطعاتي از !) ها ي آن نه همه (ها تر آن بيش. دنشو ها توليد مي باكتري
  .اند ديگر مكمل كنند كه با يك مياي در هر دو انتها توليد  رشته  تك كوتاه

ها بدون بريدن پيوند كننده آيد كه بعضي از محدود از اين جمله برمي
دهند  دقيقاً مقابل هم را برش ميترِسا  فقط پيوندهاي فسفودي،هيدروژني

  : مثل؛كنند و انتهاي چسبنده ايجاد نمي

C A G C T G

G T C G A C
     

C A G C T G

G T C G A C







     

ي مكمل را استر دو رشته  پيوندهاي فسفوديEcoRIكه ياد بياوريد  به
 فقط پيوندهاي هيدروژني دوگانه بين ودهد صورت غيرمقابل برش مي به
A و T  كند دهد و انتهاي چسبنده توليد مي برش ميرا.  



       
مراز هنگام ويرايش با شكستن پيوند  پليDNA  3ي  گزينه  ـ13

RNA ليگاز و DNA. كند استر، نوكلئوتيد اشتباه را حذف مي فسفودي

 پيوند هيدروژني را،كازكنند و هلي  اين پيوند را برقرار مي،مراز پلي
  .شكند مي

پلازميد و ويروس رايج در مهندسي ژنتيك، وكتور  3ي  گزينه  ـ14
هاي  معمولاً براي آلوده كردن سلولپلازميدها و باكتريوفاژها. است

هاي انساني يا ويروس. گيرند باكتري و گياه، مورد استفاده قرار مي
ژنوم انسانتقال ژن خارجي به توانند وكتور مناسبي براي ان  ميجانوري

  .باشند

 دارد دو جايگاه تشخيص اين آنزيم  2ي  گزينه  ـ15
  .تا ژن انسولين را برش دهد

مسوهاي آزمون  تست پاسخ    

 توسط آنزيمDNAحاصل از برش هاي    تعداد قطعه3ي  گزينه  ـ1
طولبا ، ولي مستقيمي   رابطه،هاي تشخيص تعداد جايگاهمحدودكننده با 
گيريدبي فرضي را در نظر DNAدو .  داردعكسي   رابطه،يافته قطعات برش
  .مشخص شده باشد× ها با علامت  هاي تشخيص در آن كه جايگاه

×        ×        ×  ×     ×     ×     ×     ×  
تر تعداد جايگاه تشخيص بيش  تر تعداد جايگاه تشخيص كم  

 تر تر ولي كوتاه عات بيشقط  تر ولي بلندتر قطعات كم  

مراز پروكاريوتي  پليRNA توسط E.coli  اين ژن درون 4ي  گزينه  ـ2
  .رونويسي شد

جايگاه) خواه پروكاريوت، خواه يوكاريوت(  در هر ژني 3ي  گزينه  ـ3
ها گسسته نيستند و اگزون و  ژن،E.coliدر . پايان رونويسي وجود دارد

  .هاست يوكاريوت خاص ،يندهتوالي افزا. اينترون ندارند

گري غربالي  بيوتيك در مرحله ژن مقاومت به آنتي  1ي  گزينه  ـ4
،ي حاصلmRNAشود و سپس  مي ويسينمراز رو  پليRNAتوسط 
  .بيوتيك توليد شود  مقاومت به آنتيپروتئينِ تا گردد  ميترجمه

 آنزيمكند و وقتي  را تجزيه ميEcoRI آنزيم ،  پروتئاز3ي  گزينه  ـ5
  .كند  پلازميد هيچ تغييري نمي،كننده وجود نداشته باشد محدود

بعضيبيوتيك در    پلازميد و ژن مقاومت به آنتي3ي  گزينه  ـ6
ي  همه حلقوي است و،ها ي باكتري ي همهDNA. ها وجود دارد باكتري

هاي خارجيDNA آنزيم محدودكننده را براي دفاع در برابر ،ها باكتري
  . دارند، باكتريوفاژDNAنظير 

سه جايگاه تشخيص وجود زيري DNA  فرض كنيد در 1ي  گزينه  ـ7
  .آيد  پديد مي، در شكل، قطعه با طول مشخص شدهچهاردارد، 



تر ي كوتاه  قطعهنجپ جايگاه تشخيص فرض كنيد، 4 را با DNAحال همان 
  .شود حاصل مي

تر باشد، بيش) ي برابر با فاصله(هاي تشخيص  يگاهچه تعداد جا  هر:نتيجه
  .تر خواهد بود ها كوچك ي آن تر و اندازه تعداد قطعات بيش



بيوتيك  مقاومت به آنتيي غربال كردن، ژنِ در مرحله  4ي  گزينه  ـ8
ي حاصل، موردmRNAشود و  مراز باكتري رونويسي مي  پليRNAتوسط 

،)كدون داراي آنتي (tRNA ريبوزوم، ي در ترجمه. گيرد ترجمه قرار مي
در اين. دنگير مورد استفاده قرار مي...  ، عامل پايان ترجمه وATPآنزيم، 
  . آنزيم محدودكننده كاربردي ندارد،مرحله

ترجمهبيوتيكي است كه با اختلال در   آنتي،اريترومايسين  3ي  گزينه  ـ9
ي2به فعاليت پايان فصل (شود  ، موجب مرگ باكتري مي)سازي پروتئين(

اين اثر را، بيوتيك ژن مقاومت به اين آنتي). كتاب سال دوم مراجعه كنيد
  .كند خنثي مي

 فقط يك جايگاه تشخيص،اگر پلازميدهاي مشابه  4ي  گزينه  ـ10
 ممكن است پس. شوند يقطعه نم هرگز قطعه ، داشته باشندEcoRIبراي 

ي چسبنده هيبريد شده و با ليگاز به هم مجدداً انتها در يك نقطهاز برش
 پلازميدممكن است . مانده استنخورده باقي   دست،كه گويي پلازميدبپيوندند 
يعني قبل از تشكيل ، صورت حلقه در نيايد خطي شود و مجدداً به مذكور
 كنهاي خطي شده را ببينيم و مم از مولكول مجدد همواره تعدادي ي حلقه

، به هم بپيوندند، مختلفي  ي پلازميدهاي خطي شده ي چسبندهانتهااست 
  .تري شكل بگيرد ي حلقوي بزرگDNA با ليگاز محكم شود و اتصالشان

يDNA  مستقل از تكثير،هاي كمكي پلازميدها يا كروموزوم  4ي  گزينه  ـ11
EcoRIها جايگاه تشخيص  ي آن در همه. شوند  همانندسازي مي،باكتري

هايي باشند كه در كروموزوم اصلي وجود ندارد و ممكن نيست حاوي ژن
  . هستندحلقويها وجود دارند و   باكتريبعضيها در  آن .وجود دارند



   
هاي ، نياز به آنزيم نوتركيبيDNAي  براي تهيه  3ي  گزينه  ـ12

داريم كه) وكتور ديگر يا هر( خارجي و پلازميد يDNAي  دهنده برش
يDNA بايد پسس؛ )...  وEcoRIنظير (هاي محدودكننده هستند  مهمان آنزي

 نوتركيبيDNA ليگاز به هم متصل كنيم تا DNAخارجي و پلازميد را با 
كلون  يا DNA همانندسازيي  مراز در مرحله  پليDNA. شكل بگيرد

.گيرد  مورد استفاده قرار مي،كردن

است يبوزرراي قند  و داRNAي  رشته ك ت،ويروئيد  2ي  گزينه  ـ13
 وDNAها  ساير گزينه). دانشگاهي رجوع كنيد پيشكتاب  9به فصل (

  .ريبوز هستند كسيئوداراي قند د

 بريدن ژن خارجي و برش پلازميد است كه، اولين گام 2ي  گزينه  ـ14
  .پذيرد با استفاده از آنزيم محدودكننده انجام مي

هاي تشخيص برابر اين جايگاهي  جا كه فاصله  از آن 1ي  گزينه  ـ15
يك نوار خواهند بود و روي ژل، اندازه همهاي حاصل، DNAاست، 

  .تشكيل خواهند داد
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